aksowane w Medline /PubMed &
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rodzaje analiz (np. proliferacje i cytotoksycznosg, ryc. 1]

System xCELLigence to gtebsze spojrzenie dla prawdziwego zrozumienia
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V edycja konkursu na najlepsza prace doktorska

z biochemii w 2009 roku
Polskie Towarzystwo Biochemiczne ifirma Merck Sp. z 0.0. ogtaszaja piata edycje konkursu na najlepsza
prace doktorska z biochemii wykonang w polskiej instytucji naukowej. Warunkiem uczestnictwa jest
przyznanie autorowi pracy tytutu doktora przez wiasciwg rade naukowsa lub rade wydzialu w 2009 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 2010 roku. Nagrode
przyznaje Zarzad Gitéwny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w porozumieniu w firma Merck.
Zgtoszenia kandydatow do Nagrody mogg dokonywaé pracownicy naukowi ze stopniem doktora habilito-
wanego lub tytutem profesora.
Zgtoszenia w formie listu przewodniego wraz z pracg doktorskg w formacie pdf nalezy przestac¢
w rI'eprzekraczaInym terminie do 31 maja 2010 roku tylko drogg eL'ttroniczn?a adres:

T*\_ > \' jredowiAnw]|[(Bov!]iM] N

Rozstrzygniecie konkursu nastgpi do 31 sierpnia 2010 roku, a uroczyste wreczenie Nagrody odbedzie sie
na dorocznym Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego we wrzes$niu 2010 roku.
Patronat medialny nad konkursem sprawuje redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii". Pytania dotyczgce
konkursu mozna uzyskaé kierujgc je pod nastepujgcy adres poczty elektronicznej: j.redowicz@nencki.
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XLiv ZJAZD POLSKIEGO TOWARZYSTWA
BOCHEMICZNEGO

tODZ, 16-19 WRZESNIA 2009 R.

W dniach 16-19 wrzes$nia 2009
roku £8dz goscita uczestnikow XLIV
Zjazdu Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego. Obrady odbywaty sie
na Wydziale Biotechnologii i Nauk o
Zywnosci Politechniki t6dzkiej, za$
w organizacji Zjazdu uczestniczyty:
Polskie Towarzystwo Biochemiczne
oraz trzy szkoty wyzsze —Politech-
nika £ddzka, Uniwersytet £odzki i
Uniwersytet Medyczny. Honorowy
patronat Zjazdu objeli Wojewoda
t6dzki —Jolanta Chetminska, Mar-
szatek Wojewoddztwa tddzkiego —
Witodzimierz Fisiak oraz Prezydent
Miasta todzi — Jerzy Kropiwnicki.
Udziatem w Komitecie Honorowym
zaszczycili Zjazd Rektorzy to6dzkich
uczelni — prof. Stanistaw Bielecki
(PL), prof. Pawet Gorski (UM) oraz
prof. Wtodzimierz Nykiel (UL),
a takze prof. Czestaw Cierniewski
(Prezes Oddziatlu PAN w todzi),
prof. Jerzy Duszynski (Podsekre-
tarz Stanu w MNiSW), prof. Andrzej
Dzugaj (Prezes Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego), prof. Maria

Koter-Michalak (Prezes Polskiego
Towarzystwa Biofizycznego), prof.
Andrzej Legocki (Przewodniczacy
Wydziatu 1l PAN), prof. Stanistaw
Liszewski (Prezes to6dzkiego Towa-
rzystwa Naukowego), prof. Maciej
Zylicz (Prezes Fundacji na Rzecz
Nauki Polskiej), dr hab. Alicja J6zko-
wicz (Prezes Polskiego Towarzystwa
Biologii Komorki) oraz Honorowi
Cztonkowie Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego — prof. Edward
Bankowski, prof. Jolanta Bararska,
prof. Jerzy Chmielowski, prof. Mie-
czystaw Chorazy, prof. Aleksander
Koj, prof. Hilary Koprowski, prof.
Janina Kwiatkowska-Korczak, prof.
Zygmunt Machoy, prof. Bronista-
wa Morawiecka, prof. Wiodzimierz
Ostrowski, prof. Konstancja Raczyn-
ska-Bojanowska, prof. David Shu-
gar, prof. Lech Wojtczak, prof. Zofia
Zielinska i prof. Mariusz Zydowo.

W t6dzkim spotkaniu udziat
wzieto ponad 550 osdb, wsérdd nich
goscie ze Standéw Zjednoczonych,

Fot. 1. Inauguracja XLIV Zjazdu PTBioch w todzi. Od lewej: prof. Czestaw Cierniewski, prof. Zbigniew Klaj-
nert, prof. Pawet Goérski, prof. Wiodzimierz Nykiel, prof. Stanistaw Bielecki, prof. Frank tyko, prof. Jan Barci-
szewski, prof. Andrzej Dzugaj, prof. Jolanta Baraniska.
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Kanady, Niemiec, Szwajcarii oraz —
jak co roku — liczna grupa zaprzy-
jaznionych biochemikdéw z Biatorusi.
Warto podkresli¢, ze przewazajgcg
liczbe uczestnikéw Zjazdu stanowi-
li mtodzi naukowcy, studenci oraz
doktoranci.

Ceremonia inauguracji Zjazdu
odbyta sie 16 wrzesnia 2009 r. w Sa-
li Filharmonii +todzkiej. Uroczy-
sto$¢ poprowadzili przewodniczaca
Komitetu Organizacyjnego dr hab.
Ludmita Zylinska i przewodniczacy
tédzkiego Oddziatu PTBioch prof.
Marek Mirowski. Uczestnikdw Zjaz-
du powitali prof. Zbigniew Klajnert,
doradca Prezydenta Miasta todzi
ds. Nauki i Szkolnictwa Wyzsze-
go oraz rektorzy uczelni todzkich.
Otwarcia Zjazdu dokonat prezes
Towarzystwa prof. Andrzej Dzugaj,
ktéry nastepnie wreczyt nagrody
laureatom dorocznych konkurséw
PTBioch. Nagrode im. Prof. Bole-
stawa Skarzynskiego w Konkursie
na najlepszy artykut opublikowany
w Postepach Biochemii w roku 2008
otrzymali Lech Wojtczak i Krzysz-
tof Zabtocki za publikacje ,,Mito-
chondria w zyciu, chorobie i $mierci
komorki". Nagrode Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego i Firmy
Sigma-Aldrich Polska — za najlep-
szg prace doSwiadczalng lub teore-
tyczng z zakresu chemii i biochemii
kwaséw nukleinowych, wykonang
gtéwnie w Polsce —przyznano prof.
Andrzejowi Legockiemu z Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN w Po-
znaniu. Nagroda im. prof. Antonie-
go Dmochowskiego za osiggnigcia w
nauczaniu biochemii, biologii mole-
kularnej i biotechnologii przypadta
zespotowi: Krzysztof Kulka, Jerzy
Strzezek, Stanistaw Weidner, Adam
Ziecik za podrecznik pt.: ,,Bioche-
mia kregowcéw" (PWN, 2007) pod
redakcja Wactawa Minakowskiego
i Stanistawa Weidnera. Wyréznienie
przyznano Henrykowi Koroniakowi
i Janowi Barciszewskiemu za redak-
cje cyklu pt. ,,Na pograniczu chemii
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i biologii”, opublikowanemu przez
Wydawnictwo Naukowe UAM w
latach 1999-2008. Nagrode w kon-
kursie za najlepsza

nej nagrody Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego im. prof. Jakuba
Parnasa za najlepszg prace wyko-
nang w polskim la-

rozprawe  doktorska
otrzymata dr Katarzy-
na Kubiak za dyser-
tacje pt. ,Modulacja
zdolnos$ci krotkich in-
terferencyjnych RNA
do wyciszania ekspre-
sji genéw". Promoto-
rem pracy byta prof.
Barbara Nawrot, a
Fundatorem Nagrody
Firma Merc Polska. W
zmienionej od bieza-
cego roku wersji kon-
kursu im. prof. Jani-
ny Opienskiej-Blauth
Zarzad Gtoéwny To-
warzystwa przyznat
stypendia umozliwiajagce udziat w
Zjezdzie trzem osobom: Mateuszo-
wi Labudzie, Mitoszowi Datkowi i
Adamowi Pomorskiemu.

Wyjatkowym gosciem Zjazdu byt
prof. Piotr Chomczynski, bioche-
mik, biotechnolog, genetyk, przed-
siebiorca, kolekcjoner malarstwa
i mecenas sztuki. Absolwent Uni-
wersytetu Warszawskiego, wspodt-
autor najczesciej cytowanej pracy
(> 50 000 razy) ,,Single-step method
of RNA isolation by acid guanidi-
num thiocyanate phenol chloroform

Fot. 2. Prof. Piotr Chomczyriski.

boratorium. W tym
roku nagrode wraz
z Prezesem PTBioch
wreczat takze prof.
Chomczynski, za$
laureatami byli Pa-
wet Grzechnik i Jo-
anna Kufel za prace
pt. ,Polyadenylation
linked to transcrip-
tion termination
directs the process-
ing of snoRNA pre-
cursors in  yeast"
opublikowang w Mo-
lecular Celi (2008).
W tej szczegOlnej
atmosferze dr hab.
Joanna Kufel bardzo

i jej poSwiecone byty trzy wyktady
plenarne. Sponsorowany w ramach
FEBS National Lecture wyktad prof.
Franka tyko z Division of Epi-
genetics, Germen Cancer Research
Center, Heidelberg, pt."Dnmt2: an
evolutionary link between RNA and
DNA methylation", wyktad prof. An-
drzeja Jerzmanowskiego z Laborato-
rium Biologii Molekularnej Roslin,
Uniwersytetu Warszawskiego i In-
stytutu Biochemii i Biofizyki PAN w
Warszawie, pt."Chromatin remodel-
ing in control of plant development”
oraz wyktad prof. Terumi Kohwi-
Shigematsu z Life Sciences Division,
Lawrence Berkeley National Labora-
tory, University of California, Berke-
ley, California, USA pt."Genome or-
ganization by SATB1 committed to
Brest cancer metastasis and T cell
activation™.

barwnie i zywiotowo
zreferowata uzyska-
ne w pracy wyniki.

W trakcie inaugu-
racji odbyto sie Nad-
zwyczajne Walne
Zebranie cztonkdw
Towarzystwa, na
ktéorym z sukcesem
przegtosowano pro-
ponowang przez Za-
rzad Gtowny zmiane
tresci Statutu, umoz-

extraction" opubliko-
wanej w  Analytical
Biochemistry w 1987.
Od 1983 r. przebywa w
USA, gdzie pracowat w
renomowanych uczel-
niach w Bethesda oraz
w Cincinnati. Jest wia-
Scicielem i prezesem
firmy Molecular Rese-
arch Center, za$ wygto-
szony wyktad inaugu-
racyjny pt. ,Nauka czy
biznes" (tres¢ dostepna
w serwisie http:// bio-
technologia.pl/info/
biotechnologia/28_ar-
tykuly-opinie/8473)
zawierat wiele cennych
rad i wskazowek przydatnych w do-
bie poszukiwania jak najskuteczniej-
szego przejscia od nauki do prak-
tycznego zastosowania. Warto nad-
mieni¢, ze prof. Piotr Chomczynski
od 1997 roku jest fundatorem gtow-
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Fot. 3. Laureatka nagrody im.J. Par-
nasa —dr hab. Joanna Kufel.

liwiajgcg National Lecturer.
spraw -
niejsze
funkcjonowanie Towa-
rzystwa. Tradycyjnie,

uczestnicy Zjazdu zosta-
li zaproszeni na kolejne
spotkanie Polskiego To-
warzystwa Biochemicz-
nego. Prof. Ewa Birkner
z Oddziatu PTBioch w
Katowicach przedstawi-
ta uroki Wisty, gdzie w
2010 r. odbedzie sie XLV
Zjazd Towarzystwa.
Uroczysto$¢ inauguracji
zakonczyt koncert tddz-
kiego Big Bandu Akade-
mii Muzycznej pod dy-
rekcjg Pawta Delaga, po
ktorym goscie Zjazdu spotkali sie
przy lampce wina.

Motywem przewodnim tego-
rocznego Zjazdu byta epigenetyka

W ramach 11 sesji te-
matycznych wystapito 90
naukowcow, doktorantow
i studentéw, zaprezento-
wano takze ponad 300 prac
w sesjach plakatowych. Po-
szczegOlne sesje poswieco-
ne byty tematom:

& Organizacja chroma-
tyny i mechanizmy epige-
netyczne (Andrzej Jerzma-
nowski, Piotr Widtak)

Fot. 4. Prof. Frank tyko — FEBS » Biochemia hemostazy

(Barbara Wachowicz, Ceza-
ry Watata)

e Biochemia kwasow
nukleinowych (Jan Barciszewski, Ry-
szard Olinski)

» Biochemia nowotworéw (Mieczy-
staw Chorazy, Zofia Kilianska, Wanda
Krajewska, Anna Lipinska)

« Biochemia ro$lin (Andrzej Kono-
nowicz, Przemystaw Wojtaszek)

« Biochemia stresu komoérkowego
(Grzegorz Bartosz, Stanistaw Prze-
stalski, Jolanta Tarasiuk)

« Biochemiczna specyfika tkanek
(Leszek Kaczmarek, Elzbieta Rebas)

e Biotechnologia i komercjalizacja
badan (Stanistaw Bielecki, Tomasz
Twardowski)

¢ Mitochondria: od biochemii do
medycyny (Adam Szewczyk, Lech
Wojtczak)

« Patobiochemia (Edward Bankow-
ski, Janusz Greger)

e Dydaktyka biochemii (Piotr La-
idler, Julian Swierczynski)

www.postepybiochemii.pl
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Duzym zainteresowaniem cieszy-
ty sie wyktady i warsztaty zorgani-

zowane przez firmy Precoptic Co.,
Witko Sp. z o.0,,
Bio-Rad  Polska
Sp. z o.0., Roche
oraz MP Biome-
dicals, SAS. No-
wosécig na Zjez-
dzie byt konkurs
Forum Mtodych,
zorganizowany z
inicjatywy to6dz-
kiego Oddziatu
Polskiego To-
warzystwa Bio-
chemicznego dla
miodych naukow-
cow, ktérzy nie Wos
ukonczyli 35 tat i

legitymowali sie

znaczacym dorobkiem naukowym.
Przedmiotem konkursu byty wyniki
badan przeprowadzonych w pol-

Fot. 5. Laureatki Forum Mtodych — Beata Pajgk i Halina

dwie I-sze nagrody: Beacie Pajak z
Zaktadu Ultrastruktury Komorki,
Instytutu Medycyny Doswiadczalnej
i Klinicznej
PAN w
Warsza-
wie za do-
niesienie
pt."Meta-
bolic inhi-
bitors mo-
dulate epi-
gallocate-
chin galla-
te-induced
clusterin
expression
in human
colon ade-

nocarcino-
ma COLO
205 cells" oraz Halinie Wo$ z Zaktadu
Biotechnologii Medycznej Uniwer-
sytetu Jagielonskiego w Krakowie
za doniesienie pt."Heme oxygenase-

Fot. 6. Przedstawiciele Komitetu Organizacyjnego Zjazdu z cztonkami Zarzgdu Gtdwnego. Od lewej stoja: prof.
Marek Mirowski, doc. Jolanta Redowicz, dr hab. Elzbieta Rebas, dr Jacek Polak, prof. Jolanta Bararska, prof.
Zofia Kilianska, prof. Andrzej Dzugaj, prof. Wanda Krajewska, dr Anna Krze$lak, prof. Anna Lipinska. Od
lewej siedzg: dr hab. Ludmita Zylifska, prof. Matgorzata Czyz, dr hab. Jolanta Niewiarowska.

skiej placéwce naukowej i nie opu-
blikowanych w chwili zgtoszenia. W
trakcie zakonczenia zjazdu Komisja
Konkursowa w sktadzie — prof.
Matgorzata Czyz (przewodniczaca
jury oraz pomystodawca), cztonko-
wie — prof. Mieczystaw Chorazy,
prof. Wanda Krajewska, prof. Anna
Lipinska, prof. Stanistaw Przestalski,
prof. Jolanta Tarasiuk — przyznata
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1 overexpression Leeds to melano-
ma de-differentiation”. Wyrdznienia
otrzymaty Agnieszka t6boda i Mar-
ta Rybicka. Wreczono takze nagrode
w konkursie im. prof. Wtodzimierza
Mozotowskiego, ktérej laureatka zo-
stata Emilia Biatopiotrowicz za pre-
zentacje pracy ,,Disturbances of cell
cycle and apoptosis in lymphocytes
from Alzheimer's dementi patients".

Wyrézniono réwniez prezentacje Ju-
styny Jakubowskiej, Szymona Cie-
sielskiego oraz Joanny Bidzinskiej.

Streszczenia wszystkich wysta-
pien i doniesien, wydrukowane
dzieki wsparciu Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego, dostepne
sg w suplemencie Acta Biochimica
Polonica (takze on line). Na stronie
Zjazdu mozna obejrze¢ i pobrac bo-
gata kolekcje zdje¢, dokumentujaca
wydarzenia zjazdowe. Chcieliby-
Smy podkresli¢, ze dzieki wsparciu
przez wtadze miasta, regionu, uczel-
ni t6dzkich, wystawcow i gtéwnego
sponsora —firmy SIGMA-ALDRICH
mozliwe byto przygotowanie t6dz-
kiego spotkania biochemikow, ktd-
re — mamy nadzieje — speinito
oczekiwania wszystkich. Dziekuje-
my takze za znakomitg wspoiprace
pozostatym naszym kolezankom i
kolegom z Komitetu Organizacyj-
nego — prof. dr hab. Jackowi Bart-
kowiakowi, dr Jackowi Drobnikowi,
mgr Paulinie Kepie, dr Annie Krze-
$lak, dr Violetcie Macioszek, dr hab.
Jolancie Niewiarowskiej, dr hab.
Pawtowi Pomorskiemu, dr Jackowi
Polakowi, dr Matgorzacie Rogalin-
skiej, dr Teresie Wesotowskiej oraz
dr hab. Halinie Zbikowskiej.

Wyjatkowo piekny poczatek je-
sieni jaki towarzyszyt Zjazdowi,
cho¢ kusit, to nie wywabiat uczest-
nikdw z sal obrad. Za to uroki todzi
mozna byto bodaj fragmentarycznie
podziwia¢ przy okazji spotkania to-
warzyskiego w klubie Elektrownia,
w przeuroczej scenerii Lodzkiej Ma-
nufaktury.

Lodzki Zjazd PTBioch przeszedt
do historii. Nie sposéb wymienic
wszystkich, ktdrzy go przygotowali,
organizowali, wspierali materialnie
oraz intelektualnie i ktorym pragnie-
my bardzo serdecznie podzigkowac.
SzczegOlnie za$ gorgco dziekujemy
naszym Gosciom za przyjecie zapro-
szenia do todzi i uczestniczenie w
tym wyjgtkowym wydarzeniu.

Dr hab. Ludmita Zylinska — prze-
wodniczgca  Komitetu  Organi-
zacyjnego XLIV Zjazdu PTBioch
Prof. dr hab. Marek Mirowski
— przewodniczacy tédzkiego Od-
dziatu PTBioch
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ROZSTRZYGNIECIE KONKURSU POLSKIEGO

TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO |
NA NAJLEPSZA PRACE
W 2008 ROKU

MERCK SP.

Zarzad Gtowny Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego, na podsta-
wie opinii komisji w skiadzie: prof.
Edward Bankowski, prof. Grzegorz
Bartosz, dr Karina Btachnio (Merck),
prof. Adam Dubin, prof. Jacek Kuz-
nicki, prof. Tomasz Twardowski,
prof. Stawomir Pikuta (przewodni-
czacy) ogtasza, ze wsrdd zgtoszonych
na konkurs prac doktorskich nagro-
de w wysokosci 4 500 zt otrzymata
Pani dr Katarzyna Kubiak za prace
doktorskag p.t. ,Modulacja zdolnosci
krétkich interferujgcych RNA do wy-
ciszania ekspresji gendéw" wykonang
w Zaktadzie Chemii Bioorganicz-
nej Centrum Badan Molekularnych
i Makromolekularnych Polskiej
Akademii Nauk w todzi pod kie-
runkiem prof. dr hab. Barbary Na-
wrot. Wreczenie nagrody odbyto sie
16.09.2009 r. podczas uroczystosci
inauguracji XXX Zjazdu Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego w todzi.

SYLWETKA KATARZYNY KUBIAK

Z 0.0.
DOKTORSKA Z BIOCHEMII

Katarzyna Kubiak (z d. Sipa) ukon-
czyta studia na Wydziale Biotechno-
logii i Nauk o Zywnosci Politechniki
L odzkiej w 2003 roku, uzyskujac dy-
plom magistra inzyniera o specjalno-
Sci biotechnologia molekularna i bio-
chemia techniczna. Juz od etapu pracy
dyplomowej (,Konstrukcja i zastoso-
wanie plazmidéw kodujacych krot-
kie, interferujgce RNA skierowane
na mRNA biatka BACE") pracowata
w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej
Centrum Badan Molekularnych i Ma-
kromolekularnych Polskiej Akademii
Nauk w todzi, w zespole prowadzo-
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nym przez prof. dr hab. Barbare Na-
wrot, pézniejszag promotorke pracy
doktorskiej. W Centrum Katarzyna
Kubiak ukonczyta réwniez studium
doktoranckie. W latach 2003-2008
brata udziat w realizacji trzech pro-
jektébw badawczych (Grant ICGEB
CPR/04/20, projekt Dwustronny Pol-
sko-Wtoski z zespotem prof. Sandro
Sorbi oraz projekt zamawiany MNil
059/T09/09), dotyczgcych konstruk-
cji réznorodnych krotkich czasteczek
kwaséw nukleinowych, obnizajgcych
ekspresje genu biatka BACE1l (ang.
f3-site APP Cleaving Enzyme). W 2006
roku Katarzyna Kubiak zostata laure-
atkg VI edycji konkursu L'Oreal Pol-
ska dla kobiet i nauki przy wsparciu
polskiego komitetu UNESCO i otrzy-
mywata roczne stypendium dokto-
ranckie.

Publiczna obrona jej rozprawy
doktorskiej odbyta sie 1 lipca 2008 r.
Na wniosek obydwu recenzentéw,
ktorymi byli prof. dr hab. Czestaw
Cierniewski (Uniwersytet Medyczny,
£6dz) iprof. dr hab. Leszek Kaczma-
rek (Instytut Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN, Warszawa),
praca doktorska zostata wyrdzniona
przez Rade Naukowg Centrum Ba-
dan Molekularnych i Makromoleku-
larnych PAN.

Katarzyna Kubiak jest wspdtau-
torkag 5 publikacji oryginalnych w
czasopismach o zasiegu miedzynaro-
dowym oraz 4 artykutow przeglado-
wych (w tym jednego w czasopi$mie
0 zasiegu miedzynarodowym). Publi-
kacja, w ktorej dr Kubiak jest pierwszg
autorka (RNA, 2007,13: 1-16) zostata
wyrozniona przez Polskie Towarzy-
stwo Biochemiczne w zesztym roku,
jako najlepsza praca w dziedzinie
kwasow nukleinowych powstata w
polskim laboratorium.

Od lipca 2008 dr Kubiak pracuje w
zespole prof. dr hab. inz. Stanistawa
Bieleckiego w Instytucie Biochemii
Technicznej Wydziatu Biotechnologii
1Nauk o Zywnosci Politechniki £6dz-

FIRMY

kiej, w ktorym jest odpowiedzialna za
badania w obszarze biologii moleku-
larnej bakterii Gluconacetobacter xyli-
nus. Ze wzgledu na jej wczesniejsze
doswiadczenie, zainteresowania ba-
dawcze dr Kubiak skupione sg wokot
bakteryjnych regulatorowych RNA
(short RNA, sRNA) i ich udziatu w
procesie tworzenia biofilméw przez
mikroorganizmy.

Modulacja zdolnosci
krotkich interferujgcych
RNA do wyciszania
ekspresji genow

STRESZCZENIE PRACY

Katarzyna Kubiak

Instytut Biochemii Technicznej, Wydziat
Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politech-
niki Lédzkiej, ul Stefanowskiego 4/10,90-924
£ 8dz; e-mail: katarzyna.kubiak@ p.lodz.pl

Wyciszanie genow, ktérych pro-
dukty sa zidentyfikowanymi celami
terapeutycznymi, jest jedng ze strate-
gii rozwijang w ramach szeroko poje-
tej terapii genowej. Pomyst obnizania
ekspresji na poziomie potranskryp-
cyjnym za pomocga tzw. oligonukle-
otydéw antysensowych narodzit sie
w latach osiemdziesigtych XX wieku.
Do pionierskich badan w tym obsza-
rze nalezy takze dorobek Zaktadu
Chemii Bioorganicznej CBMiM PAN
w todzi. Kilkanascie lat badan nad
rozwojem metod chemicznej syntezy
i modyfikacji kwaséw nukleinowych
w celu nadania im pozadanych cech,
zakonczyto sie wprowadzeniem na
rynek farmaceutyczny dwdch lekéw
oligonukleotydowych. Ponad 10 lat
temu nastgpit przetom na drodze do
wykorzystania kwaséw nukleino-
wych w medycynie dzieki odkryciu
zjawiska interferencji RNA (RNAI)
[1]. W przeciggu ostatnich kilku lat
dokonano ogromnego postepu w
zrozumieniu roli, jakg spetniajg mate
RNA w rozmaitych procesach regu-
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region seed (zalatkowy)
" wigzanie pomiedzy 102 11 nt wiele lat, jednak
M dwa nie sparowane nt (overhang) J u Z d z IS’ trwaj a

czasteczek potrwa
zapewne  jeszcze

proby ingerencji

A ni¢-pasazer (sensowa)
5 2
L
VAN RaRARRR AR RRRRRRR RS
ni¢ wiodaca (antysensowa)
B
(o} (o)
HN )‘) HN NH
=
S)\ N o)\'/’
R R

s'U 2-tiourydyna ¥ pseudourydyna

Rycina 1. A. Schemat budowy duplekséw siRNA (takze stosowanych w niniej-
szej pracy); B. Struktura modyfikowanych zasad azotowych, wprowadzanych do
siRNA, badanych w ramach omawianego projektu. R = reszta rybozy. Przedsta-
wione symbole modyfikowanych zasad sa takze uzywane w tekscie.

lacji ekspresji gendw we wszystkich
organizmach zywych. Krétkie inter-
ferujagce RNA (ang. short interfering
RNA, siRNA, Rye. 1A), dupleksy
petnigce centralng funkcje w me-
chanizmie RNAI, sg obecnie narze-
dziem powszechnie uzywanym do
badan funkcji genéw organizmow
eukariotycznych (zaréwno zwierzat
jak i roslin). Mechanizm wyciszenia
jest juz powszechnie znany ipolega
na tworzeniu nukleoproteinowego
kompleksu RISC (ang. RNA induced
silencing complex), w ktérego skitad
wchodzi jedna z nici dupleksu siRNA
(tzw. ni¢ wiodaca, ang. guide strand)
stuzaca jako sonda do odnalezienia
komplementarnej sekwencji w cza-
steczce mMRNA. Po zwigzaniu z doce-
lowym transkryptem kompleks RISC
katalizuje hydrolize jednego wigzania
fosfodiestrowego w obrebie rozpo-
znawanej sekwencji, znajdujgcego sie
doktadnie w centrum dupleksu, utwo-
rzonego przez mRNA z nicig wiodgcg
siRNA. Powstajace w ten sposéb dwa
fragmenty mRNA, pozbawione na no-
woutworzonych kofcach ochronnych
sekwencji (cap'u i ogona poliadenylo-
wego) zostajg uwolnione z kompleksu
RISC (ktéry katalizuje kolejne reakcje
ukierunkowanej nukleolizy) i zdegra-
dowane przez egzosom. W efekcie
uruchomienia szlaku RNAI nastepuje
zatem wyciszenie ekspresji genu na
poziomie potranskrypcyjnym. Me-
chanizm ten moze by¢ wywotywany
przez siRNA dostarczane z zewnatrz
komorki, poniewaz w organizmach
wyzszych funkcjonuje podobny do
RNAi mechanizm kontroli ekspresji
gendw, angazujacy te same sktadniki
biatkowe, ale oparty oregulatorowe
RNA kodowane w genomie, tzw. mi-
kro RNA. Peine zrozumienie roli tych
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w poziom ekspresji

genéw, bedacych
HN)S uznanymi celami
0% N terapeutycznymi, z

zastosowaniem du-
pleksdw siRNA.

D dihydrourydyna

Intensywne pra-
ce nad nadaniem
tym czasteczkom
cech pozadanych
z farmakokine-
tycznego punktu widzenia spowodo-
waty istotny postep w obszarze ich
przysztego wykorzystania w medy-
cynie. Dzieki wiedzy o chemii i ter-
modynamice kwaséw nukleinowych,
zdobytej podczas rozwoju strategii
antysensowej, ograniczenia zwigza-
ne z niskg trwatoscig tych biomole-
kut w zywym organizmie zostaty w
znacznym stopniu przezwyciezone.
W ciggu ostatnich kilkunastu lat po-
jawity sie takze bardzo interesujgce
mozliwosci wydajnego dostarczenia
tych zwigzkéw do komorek. Znane
sg rozwigzania, zapewniajace trans-
port tkankowo-specyficzny a nawet
przekroczenie bariery krew-mézg
[2], Jednakze ciagle palacym proble-
mem pozostaje kwestia zmniejszenia
skutkow ubocznych, wywotywanych
przez krotkie interferujgce RNA. Zr6-
dtem tych niepozadanych efektow sg
zaréwno stymulacja systemu immu-
nologicznego [3], jak i niespecyficzne
wyciszenia (tzw. off-target silencing)
[4], Przyczyn powstawania tych nie-
zaplanowanych zmian ekspresji wielu
gendw na skutek podania siRNA moze
by¢ kilka. Przede wszystkim, w niekto-
rych przypadkach wystarczy komple-
mentamos$¢ tylko czesci regionu seed
(nukleotydy w pozycjach 2-8, Ryc. 1A)
nici wiodacej dupleksu siRNA aby wy-
wota¢ degradacje mRNA. Znalezienie
unikalnej sekwencji o dtugosci 7 nt
w genomie cztowieka jest praktycznie
niemozliwe. Inng istotng przyczyna
efektdéw ubocznych wywotywanych
przez siRNA jest wigczanie do efekto-
rowego kompleksu RISC nici sensowej
SiRNA (zwanej tez nicig-pasazerem,
komplementarnej do oryginalnie za-
projektowanej, jako ni¢ wiodaca). Sy-
tuacji tej moze w pewnym stopniu za-
pobiega¢ dobieranie sekwencji sSiRNA

w spos6b gwarantujacy ich tzw. ter-
modynamiczng asymetrycznos$¢, czy-
li lokalizujac stabsze wigzania typu
Watsona-Cricka w poblizu 5'-konica
nici projektowanej jako wiodaca [5],
Jednak wybieranie uktadu nukleoty-
dow w nici siRNA jest ograniczone
przez warunek jej komplementarno-
$ci tylko do jednego mRNA. Przesu-
niecia w obrebie wybranej sekwencji
docelowej nie sa mozliwe, zwtaszcza
w przypadku allelo-specyficznych
siRNA. Kolejng przyczyng powsta-
wania efektow ubocznych, po wy-
wotaniu interferencji RNA w organi-
zmach ssakow, jest ryzyko wysycenia
enzymoOw uczestniczacych w procesie
regulacji ekspresji genéw na drodze
mikro RNA. Zbyt duze zaangazowa-
nie takich biatek jak np. eksportyna 5
w transport ,,obcych” shRNA, moze
spowodowaé zakidcenie szlakow
propagacji naturalnych pre-miRNA.
Regulatorowe RNA sg zaangazowa-
ne w wiele podstawowych proceséw
komdérkowych, zatem zaburzenie ich
dziatania prowadzi do bardzo po-
waznych, negatywnych skutkow w
catym organizmie. Poniewaz zakres
niepozadanych efektéw, niezaleznie
od ich Zrddta, koreluje w znacznym
stopniu ze wzrostem zastosowanego
stezenia siRNA [6], przezwyciezenie
omoéwionego problemu powinno by¢
osiggalne poprzez udoskonalanie tych
czasteczek (np. na drodze modyfika-
cji chemicznych) w taki sposéb, aby
osiggna¢ wysoka skuteczno$¢ dziata-
nia przy minimalnej dawce.

Gtownym celem badarn podjetych
w ramach pracy doktorskiej byto
poszukiwanie modyfikacji, prowa-
dzacych do zwiekszenia potencjatu
wyciszajgcego SiRNA. Jako obiekt
zainteresowan wybrano modyfiko-
wane zasady azotowe, wystepujace w
funkcjonalnych czasteczkach RNA,
takich jak tRNA. Byty nimi trzy nu-
kleozydy: 2-tiourydyna (sAJ), pseu-
dourydyna (W) i dihydrourydyna (D),
ktérych wzory strukturalne przedsta-
wiono na Ryc. IB. Wszystkie oligory-
bonukleotydy sktadowe do badanych
duplekséw siRNA syntetyzowano
w ZChB CBMiM PAN i oczyszczo-
no stosujac procedure odblokowania
ORN ioddzielenia krétszych produk-
tdbw syntezy, opracowang w ramach
niniejszej rozprawy (amidofosforyny
s2J i D otrzymano z laboratorium
prof. dr hab. E. Sochackiej z Wydzia-
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hydroliza mRNAI

wom 3
™o 3-0

Rycina 2. Schemat predefiniowania nici wiodacej siRNA zastosowanego w

hydroliza mRNA2

po wprowadzeniu jed-
nostki dihydrourydyny
(D) na koncu 5' duplek-
su (zgodnie z orienta-
cjg nici wiodgacej) oraz
reszty 2-tiourydyny
(sJ) na koncu prze-
ciwlegtym (Ryc. 3) [7].
Badania aktywnosci
wyciszajacej  wszyst-
kich otrzymanych du-
pleksow siRNA prze-
prowadzono w opra-
cowanym do tego celu
uktadzie modelowym
w komorkach Hela.
Byt on oparty o przej-
Sciowg ekspresje biatek
fluorescencyjnych, z
ktorych jedno peinito
funkcje  wewnetrznej
kontroli wydajnosci
transfekcji  (RFP, red

rozprawie doktorskiej. A. W przypadku niemodyfikowanych siRNA istnie-  fluorescence protein) a

je ryzyko wiaczenia do kompleksu RISC obu nici dupleksu; B. Wprowa-
dzenie modyfikacji na konce siRNA indukuje asymetrie termodynamiczng
duplekséw, co definiuje ni¢ wiodacg - degradacji ulega tylko mRNA zapro-
jektowane jako docelowe. Symbole na dupleksie siRNA: czerwona kulka =
modyfikacja stabilizujaca dupleks (np. sU); zielona kulka = modyfikacja

destabilizujgca dupleks (np. D).

tu Chemicznego PL). Pierwsze dwa
z wymienionych analogéw urydyny
(sAJ i \F) majg wkasciwosci wzmac-
niajgce trwatos¢ struktury dwunicio-
wej RNA, a ostatnia (D) przeciwnie
—wystepuje w obszarach jednonicio-
wych. Rozprawa doktorska zawiera
petng charakterystyke wptywu tych
modyfikacji na strukture iaktyw-
no$¢ siRNA, zawierajgcych badane
nukleozydy w centrum i na koncach
duplekséw. Badania termodynamicz-
ne (widma dichroizmu kotowego,
krzywe migkniecia i wyznaczone z
nich parametry termodynamiczne)
pozwolity udowodni¢ silny wplyw
pojedynczych modyfikacji zasad na
strukture i stabilno$¢ siRNA. Zgod-
nie z oczekiwaniami 2-tio-urydyna
wptywata wyraznie stabilizujgco na
strukture typu A duplekséw, nawet,
gdy w jej sasiedztwie wystepowata
silnie destabilizujgca para wahadtowa
(G V) [7],

Najwazniejszym osiggnieciem tej
czesci rozprawy byto znalezienie
mozliwosci zwiekszenia aktywnosci
czasteczek siRNA (niezaleznie od ich
sekwencji docelowej) poprzez prede-
finiowanie jednej z nici dupleksu jako
wiodacej (Ryc. 2). Efekt ten osiggnieto
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mRNA drugiego byto
docelowym dla bada-
nych czasteczek siRNA
(GFP lub BACEL) [7],
Tu prezentowany jest
przyktad analizy ak-
tywnos$ci serii SiRNA
SYM, ktérego sekwencja (skierowana
na mMRNA biatka BACE1) zostata do-
brana w taki sposéb, aby na koncach
znajdowaty sie pary zasad tworzace
te sama liczbe wigzan wodorowych
(Ryc. 3A). Modyfi-
kacje destabilizujgcg
strukture dupleksu
(dihydrourydyne)
wprowadzono w
pozycje 20 nici sen-
sowej, natomiast
1, 2 lub 3 jednostki
2-tio-urydyny (sta-
bilizujacej dupleks)
w poblize konca 3'
nici wiodacej (Ryc.
3A). Obecnos$¢ juz
pojedynczych mo-
dyfikowanych za-
sad nukleinowych
(dupleksy: s_s2U2_
D20/a i s_D20/
a_s2U20) spowo-
dowato dwukrotny
wzrost aktywnosci
(obnizenie do 20%
wyjsciowej ekspresji
genu docelowego)
w porownaniu do

5_s2U2_D20/a_s2U18_20

s_s2U2_D20/a_s20U20
s_D20/a_s2U18_20
s_D20/a_s2020
s_s2U2_D20/a
s/a_s2U18_20
s_D20/a

s/a_s2020

dupleksu niemodyfikowanego (40%)
(Ryc. 3B).

Otrzymane wyniki aktywnoSci
SiRNA potwierdzono dla 3 réznych
sekwencji docelowych w przypadku
kazdej z serii modyfikowanych du-
plekséw. Pozwolito to na sformuto-
wanie ogdlnych wnioskéw na temat
zaleznos$ci pomiedzy strukturg kon-
cow dupleksow a ich aktywnoscia.
Decydujacy wptyw na asymetrie, a
co za tym idzie, zdolno$¢ wycisza-
jaca siRNA, majag sity wigzan two-
rzonych jedynie przez dwie skrajne
pary zasad w dupleksie. Wartym
podkreslenia jest fakt, ze badane mo-
dyfikowane zasady azotowe wyste-
puja naturalnie w komorkach ludz-
kich, zatem proponowane zmiany
w sktadzie chemicznym siRNA nie
powodujg zwiekszenia toksycznosci
tych potencjalnych terapeutykéw
(co potwierdzity przeprowadzone
testy cytotoksycznosci) [7]. Ponad-
to, w trakcie realizacji niniejszego
projektu ukazaty sie publikacje do-
kumentujgce brak stymulacji recep-
torow TLR (ang. Toll like receptor)
przez czasteczki RNA, zawieraja-
ce modyfikowane zasady azotowe
(m.in. s2J) [8], Receptory TLR sg
odpowiedzialne za indukcje odpo-
wiedzi immunologicznej organizmu
po podaniu duplekséw siRNA. Za-
tem proponowane modyfikacje siR-
NA moga ogranicza¢ wywotywane

5'-A  ACAGGCAGCAGUAACUU TT-3'
3'-TT A GUCCGUCGUCAUUGAAA-S'

20 40
% ekspresji BACE-GFP / RFP

Rycina 3. A. Sekwencja siRNA SYM. Wyttuszczonym drukiem zaznaczono 3'- i
5'-koricowe pary Watsona-Cricka, ktére tworza takg samg liczbe wigzan wodo-
rowych. Podkreslono miejsca wprowadzania modyfikacji: kolorem zielonym
oznaczono pozycje dihydrouryny, czerwonym - 2-tiourydyn. B. Aktywno$¢
siRNA SYM, modyfikowanych na kofcach duplekséw. Wykres wzglednego
poziomu ekspresji biatka BACE-GFP w komorkach HeLa transfekowanych
plazmidami pBACE-EGFP i pDsRed2-NI oraz siRNA wyréznionymi na wy-
kresie (w stezeniu 1 nM). Stupki btedéw odpowiadajg odchyleniom standardo-
wym wynikéw z co najmniej 3 niezaleznych do$wiadczen. Na palnelu z prawej
strony - schematyczne przedstawienie pozycji wprowadzonych modyfikacji.
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przez nie efekty uboczne zaréwno
dzieki definiowaniu nici wiodacej,
zwiekszeniu ich potencjatu wyci-
szajacego, jak iprawdopodobnie
poprzez ograniczenie odpowiedzi
odpornos$ciowej organizmu.
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Prof. Bogdan Marciniec, prof.
Roman Kaliszan i prof. Romu-
ald Bedzinski zostali uhonoro-
wani nagrodami ministra nauki i
szkolnictwa wyzszego zawybitne
osiggniecia naukowe oraz nauko-
wo-techniczne w czwartej edycji
nagréd ministra nauki. Nagrode
w kategorii badan na rzecz rozwoju
nauki otrzymat specjalista z zakresu
chemii i katalizy metaloorganicz-
nej, prof. Bogdan Marciniec z Uni-
wersytetu im. Adama Mickiewicza.
Zainteresowania badawcze Profe-
sora koncentrujg sie na poszukiwa-
niu nowych reakcji katalitycznych,
przede wszystkim w chemii krzemu,
boru, germanu izastosowaniu ich w
produkcji bio- czy nanomateriatdw,
wykorzystywanych m.in. w medy-
cynie, farmacji, przemysle elektro-
nicznym.

W kategorii badan na rzecz rozwo-
ju spoteczeristwa nagrode otrzymat
bioinformatyk prof. Roman Kaliszan
(Fot. 1), ktéry wraz z zespotem z Uni-
wersytetu Medycznego w Gdansku
opracowat m.in. nowoczesne, niein-
wazyjne metody diagnozowania no-
wotworéow na podstawie chemioin-
formatycznej analizy probek moczu.
Bioinformatyka jestjednym z podsta-
wowych zainteresowan naukowych
prof. Kaliszana. Metoda oparta na
biosensorach do testowania poten-
cjalnych lekéw przeciw chorobie Al-
zheimera takze jest wynikiem pracy
naukowej Laureata.

Prof. Roman Kaliszan ukonczyt

studia w Akademii Medycznej w
Gdansku w 1968 roku, a w rok poz-
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lata do 2008 roku petnit funkcje rek-
tora Akademii Medycznej w Gdan-
sku. Jest cztonkiem korespondentem
PAN i PAU. W uczelni kieruje Kate-
drg Biofarmacji i Farmakodynamiki.

W kategorii badah na rzecz roz-
woju gospodarki nagrode otrzymat
prof. Romuald Bedzinski z Politech-
niki Wroctawskiej. Jego fascynacja
budowg organizmu cztowieka do-
prowadzita do wielu rozwigzan tech-
nicznych stosowanych w praktyce
klinicznej, zwtaszcza w ortopedii.

Laureaci nagrod ministra nauki
zostali wybrani sposréd kandyda-
tdbw przez specjalnie powotany ze-
spot interdyscyplinarny pod prze-
wodnictwem specjalisty w zakresie
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KRAJOWE

odbyta sie tuz przed rzagdowa de-
batag nad projektowanymi zmiana-
mi w szkolnictwie wyzszym, ktére
majag pomadc polskim naukowcom,
promujac najlepszych badaczy, i
podnie$¢ przez to prestiz polskiej
nauki na Swiecie. W trakcie uroczy-
stoSci wreczenia nagréd Pani mini-
ster Kudrycka zapowiedziata, ze od
stycznia 2010 r. resort nauki stworzy
Wirtualna Biblioteke Nauki, dzieki
ktorej studenci i naukowcy w Polsce
bedg mieli bezptatny dostep do naj-
bardziej aktualnych periodykéw na-

ukowych na Swiecie.(wg PAP).
Krakowski Klaster LifeScience
jest jednym z filaréw sieciowej
organizacji non — profit ,,Glo-
bal Innovation Network™ (GIN)
— miedzynarodowego porozu-
mienia majacego na celu potacze-
nie powstajgcych regionéw nauk
biomedycznych we wspdélng sieé
tak, by mogty

i?t?Tjé)é_ one skutecz-
tyki prof. nie szpélza-
Henryka wodniczy¢ z
Gérec- najbardziej
kiego. rozwiniety-
Kandy - mi osrodkami
datow do life science na
nagrody Swiecie. Stro-
zgtaszaty nami porozu-
m.in. ko- mienia, podpi-
mitety na- sanego w maju
ukowe in- b.r. w Atlancie,
stytutow i partnerami
b adaw - Fot. 1. Profesor Roman Kaliszan (dru%i od lewej). w tym przed-
czych, siewzieciu  sa:
wtadze Jagiellonskie

uczelni, organizacje naukowe. Te-
goroczna edycja rozdania nagrod

Centrum Innowacji(JCl) — zarzad-
ca krakowskiego Klastra Life Scien-

363



ce, North Carolina's Eastern Region
(NCER) oraz Bioaratec Region of
Saragossa z Hiszpanii. Naczelnym
celem porozumienia jest wzmocnie-
nie konkurencyjnosci bio-regionow
w rywalizacji na rynku przemystu
biotechnologicznego, przycigganie
ciekawych inwestycji, tworzenie
nowych firm biotechnologicznych
oraz transfer technologii i wynikéw
badan. Podmiotami w projekcie
moga by¢ regionalne organizacje ds.
rozwoju, organizacje typu non pro-
fit wspierajgce nauki biomedyczne
oraz wybrane jednostki naukowe,
ktore zostang zaproszone do uczest-
nictwa. Ich zadaniem w ramach sieci
jest dostarczanie okreslonych ustug,
kapitatu oraz wiedzy. Dzieki GIN
mozliwe bedzie tworzenie nowych
firm o zasiegu Swiatowym, fgczenie
projektow badawczych, innowa-
cyjnych, i technologii oraz wspolne
wystepowanie w negocjacjach z fir-
mami z sektora farmaceutycznego i
biotechnologicznego.

Spoétka Jagiellonskie Centrum In-
nowacji (JCI) jest koordynatorem
krakowskiego Klastra Life Science
—sieci 57 instytucji biomedycznych
z regionu Matopolski, reprezento-
wanych przez przemyst biomedycz-
ny i biotechnologiczny, projekty ba-
dawczo-rozwojowe, Akademie Me-
dyczng, szpitale, oraz Uniwersytet
Jagiellonski. Centrum zarzadza tez
powstajacym Parkiem LifeScience,
ktérego celem ma by¢ usprawnienie
wspoitpracy przedsiebiorstw dziata-
jacych w sektorze nauk o zyciu.

Dyskusja ,,Powrot Kolumba™ od-
byta sie 6 pazdziernika b.r. w War-
szawie. FNP przyznata w tym roku
wybitnym mitodym naukowcom 11
stypendiéw na zagraniczne staze
podoktorskie w najlepszych os$rod-
kach na Swiecie, a jednocze$nie 16
mtodych badaczy otrzymato od FNP
subsydia, ktére majg umozliwié¢ im
kontynuowanie pracy badawczej
po powrocie z diugoterminowego
pobytu naukowego za granicg. Uro-
czysto$¢ wreczenia stypendiéw FNP
wspomagajacych obydwa kierunki
(wyjazdy i powroty) migracji mto-
dych polskich badaczy, byta okazja
do dyskusji o ich sytuacji w realiach
krajowych, tzn. w zderzeniu z biuro-
kracjg administracji i ztymi relacjami
miedzyludzkimi w Srodowisku ich
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pracy. W dyskusji panelowej ,Po-
wrét Kolumba" wzieli udziat mio-
dzi naukowcy, ktérzy pracowali w
wiodacych Swiatowych instytucjach
badawczych i wrécili do Polski, by
tu kontynuowac swoje kariery na-
ukowe, a jednym z gosci byt prof.
Tadeusz Luty, byty rektor Politech-
niki Wroctawskiej i honorowy prze-
wodniczgcy Konferencji Rektorow
Akademickich Szkét Polskich. W
dyskusji prowadzonej przez preze-
sa FNP prof. Macieja Zylicza wzigt
udziat m.in. prof. Bogustaw Smol-
ski, dyrektor Narodowego Centrum
Badan i Rozwoju (NCBIR).

Wedtug prof. Tadeusza Luty, po-
wrét ze stazu podoktorskiego ozna-
cza dotkliwe zderzenie z polskg ad-
ministracjg na uczelniach i w insty-
tutach badawczych. Zakres admini-
stracji, jaka jest potrzebna w instytu-
cjach naukowych, jest taki sam, jak
w Stanach Zjednoczonych, Japonii
i w Polsce, lecz kultura urzednicza
jest zasadniczo inna, a to w Polsce
nie utatwia zycia naukowcom. Nie
wspominajac

stypendiami po 25 tysiecy, prze-
znaczonych na kontynuowanie
pracy badawczej. Ubieganie sie o
rézne formy pomocy finansowej
sg obecnie istotna czescig kariery
naukowej mitodych naukowcéw.
I to oni sg prezni, nie macierzyste
jednostki w ubieganiu sie o gran-
ty, staze, stypendia. Laureatami
w dziedzinie nauk matematycz-
no-fizycznych i biologicznychh
zostali: dr hab. Tadeusz Andru-
niow z Wydziatu Chemicznego Po-
litechniki; Wroctawskiej; prowadzi
badania w dziedzinie fotobiologii,
jest wspotautorem waznych odkryé
dotyczacych fotochemii procesu
widzenia. Planuje prace nad foto-
izomeryzacjg rodopsyny, a takze
syntezg przetgcznikéw molekular-
nych, czyli czastek, ktére zamieniajg
energie chemiczng na mechaniczng,
czyli Swiatto na prace np. ruch mie-
$ni; dr inz. Jarostaw Domaradzki
z Wydziatu Etekroniki Mikro-
systemow i Fotoniki Politechniki

Wroctawskiej; bada

juz o koniecz-
nosci funk-
cjonowania w
systemie ogra-
niczen  finan-
sowych w Pol-
sce. W debacie
prof.  Smolski

mozliwosci wytwa-
rzania i zastosowa-
nia nanokrystalicz-
nych materiatow
tlenkowych na po-
trzeby nowoczesnej
elektroniki i fotoni-
ki. Planuje prace nad

y aktywnymi owto-
podkreslat iz kanz/iW yo It cgnwmi
dziatania FNP ) ) ptycznyml,

Fot. 2. Doktor Agnieszka toboda (w $rodku). ktore mogg petnic

moga by¢ wzo-
rem dla innych
agencji. Elitarna rola FNP w syste-
mie nauki polega na wypracowaniu
zbioru dobrych wzorcéw z ograni-
czonym polem dziatania iograniczo-
nymi srodkami. Bazujac na tej opinii
NCBiR ogtosito w lutym 2009 roku
program LIDER korespondujacy z
dziataniami FNP. Program ten jest
kierowany do badaczy po stazach
podoktorskich, umiejgcych przed-
stawi¢ dobry projekt badawczy z
trzyletnia perspektywa realizacji.
Program ten dla miodych ludzi jest
szansg wyjscia z hierarchicznego
systemu poprzez aktywnos$¢ i nego-
cjacje. (Nauka w Polsce).

W dziewiate] edycji akcji ,,Zo-
stancie z nami" tygodnik ,,Polity-
ka" i jego fundacja nagrodzity 16
wybitnych mitodych naukowcow

jednoczesnie funkcje

wys$wietlacza, ogni-
wa stonecznego, szyby o sterowa-
nym zaciemnieniu, sa odporne na
zarysowania i czynniki atmosferycz-
ne, a ponadto maja zdolno$¢ samo-
oczyszczania; dr Agnieszka tobo-
da (Fot. 2) z Wydzialu Biochemii,
Biofizyki i Biotechnologii UJ; bada
geny uczestniczagce w procesach za-
palnych iregulujacych powstawanie
naczyn krwionosnych. Ma nadzieje,
ze badania m.in. w ramach Kiero-
wanego przez nig projektu, finan-
sowanego przez MNIiSW, pomoga
w opracowaniu nowych terapii an-
tynowotworowych, bowiem przez
zahamowanie tworzenia naczyn
krwiono$nych mozna powstrzymac
rozwéj nowotworu. Jest cztonkiem
Polskiego Towarzystwa Bioche-
micznego, odniosta sukces podczas
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Forum Mtodych w trakcie Zjazdu
Towarzystwa, we wrze$niu b.r. w
todzi; dr inz. Marcin Magdziarz z
Instytutu Matematyki i Informatyki
Politechniki Wroctawskiej zajmu-
je sie matematycznym

modzielnej Pracowni Bioinforma-
tyki i Biologii Systemowej. Dzieki
grantowi z MNiSW opracowat cykl
siedmiu publikacji na temat budowy
biatek, odpowiadajgcych za zjadli-

opisem i badaniem zja-
wisk przyrodniczych o
charakterze losowym,
we wspoipracy z osrod-
kami w Cambridge, Mo-
nachium, Tel Awiwie;
dr inz. Marcin Sikora
z Wydziatu Fizyki i In-
formatyki  Stosowanej
AGH; prowadzi bada-
nia na pograniczu fizy-
ki materiatow, chemii
i medycyny. Zajmuje
sie fizykg ciata statego.
DosSwiadczenia zdobyte w Europie
i USA chce wykorzysta¢ w Polsce
przy budowie synchrotronu oraz w
Akademickim Centrum Materiatow i
Nanotechnologi; dr Izabela Szczer-
bal (Fot. 3) z Katedry Genetyki i
Podstaw Hodowli Zwierzat Uniwer-
sytetu Przyrodniczego w Poznaniu;
zajmuje sie biologiag molekularng i
cytogenetyka, w tym epigenetyka,
czyli badaniem dziedzicznosci poza-
genowej, i genomikga. Obecnie jej ba-
dania dotyczg kontroli genetycznej
réznicowania

Fot. 3. Doktor lzabela
Szczerbal.

wos¢ herpeswiruséw (zna-

q nym przedstawicielem tej

. rodziny jest m. in. wirus
opryszczki wargowej).

W wyborze najzdolniej-
szych mitodych naukow-
cOw pomagaja organiza-
torom konkursu grupa
wybitnych  naukowcow.
W Kapitule zasiadajg m.in.
prof. Katarzyna Chalasin-
ska-Macukow, rektor Uni-
wersytetu Warszawskie-
go i prof. Michat Kleiber,
prezes PAN. Fundatorami
nagréd sa: AEGON TU na Zycie,
AEGON PTE S.A., PKO Bank Polski,
Fundacja J&S Pro Bono Poloniae,
Provident Polska SA, Polkomtel SA,
AXA Zycie TU SA, Electric Power
Research Institute, Fundacja Pol-
skiego Godta Promocyjnego , Teraz
Polska"™ oraz czytelnicy ,Polityki"
przekazujacy 1% podatku dochodo-
wego na fundusz stypendialny.

Wséréd mitodych naukowcow wy-
roznionych przez ,Polityke" sty-
pendiami

sie  komorek
tkanki ttusz-
czowej  Swi-
ni, bedacej
gatunkiem
modelowym
w badaniach
nad otytoscig
cztowieka; dr Jakub Szymanik pra-
ce doktorska z informatyki obronit i
opublikowat w Amsterdamie. Stu-
diowalt filozofie, psychologie, lingwi-
styke i matematyke na UW w ramach
Kolegium MISH oraz jako stypendy-
sta Collegium Invisible. Jego bada-
nia sa wszechstronne, a w ich cen-
trum jest ztozona semantyka jezyka
naturalnego. Bada go z perspektywy
matematycznej i filozoficznej, biorgc
jednoczes$nie pod uwage wtasciwo-
§ci ludzkiej psychiki. Zajmuje sie na
przyktad teorig widzenia i semanty-
kg zdan, opisujacych doSwiadczenia
wizualne; dr hab. Lucjan Wyrwicz
(Fot. 4) z Centrum Onkologii - Insty-
tutu im. Marii Sktodowskiej-Curie
w Warszawie kieruje pracami Sa-

Postepy Biochemii 55 (4) 2009

Fot. 4. Doktor habilitowany Lugan Wyrwicz.

»,Zostancie
Z nami"sa,
takze sty-
pendys$ci
FNP Start,
Kolumb
i Powro-
ty/Homing: Aleksandra Cistak z
Instytutu Psychologii PAN i SWPS,
Dariusz Jemielniak z Akademii
Leona Kozminskiego, Marcin Mag-
dziarz z Instytutu Matematyki i
Informatyki PWr, Anna Matysiak
z Instytutu Statystyki i Demografii
SGH, Agnieszka toboda z Wy-
dziatu Biochemii i Biofizyki UJ, Ja-
kub Momro z Wydziatu Polonisty-
ki UJ, lIzabela Szczerbal z Katedry
Genetyki i Podstaw Hodowli Zwie-
rzat Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu, Jakub Szymanik z
Uniwersytetu Warszawskiego, Lu-
cjan Wyrwicz z Centrum Onkologii
- Instytutu im. Marii Sktodowskiej-
Curie oraz Wojciech Zatuski z Wy-
dziatu Prawa i Administracji UJ.

Projekt produkcji odczynnikéw
do rozrézniania grup krwi. Uni-
wersytet Jagiellonski i Regionalne
Centrum Krwiodawstwa i Krwio-
lecznictwa w Katowicach (RCKIiK)
zawigzaty konsorcjum, ktérego ce-
lem jest opracowanie pierwszych w
Polsce nowoczesnych odczynnikéw
do diagnostyki serologicznej. Prace
badawcze grupy dr hab. Joanny Be-
rety dadza szanse na tansze leczenie
pacjentéow. Autorzy projektu ubie-
gaja sie o uzyskanie dofinansowa-
nia w ramach programu"IniTech" z
MNiSW.

Do oznaczania grup krwi uzywa-
ne sg odczynniki absolutnie specy-
ficzne oparte na przeciwciatach mo-
noklonalnych rozpoznajacych tylko
jeden rodzaj antygenow. Nie sg one
wytwarzane w Polsce, a jedynie
konfekcjonowane. Grupa badawcza
dr hab. Joanny Berety z Wydzia-
tu Biochemii, Biofizyki i Biotech-
nologii UJ jest jedynym zespotem
w Polsce, w ktérym wytwarza sie
nowe linie komdrek produkujacych
przeciwciata monoklonalne. UJ po-
siada specjalistyczne laboratorium
umozliwiajace naukowcom rozwi-
janie projektéw tego typu, a RCKiK
w Katowicach jest jedynym w Polsce
centrum krwiodawstwa, ktére na te
skale zajmuje sie wytwarzaniem od-
czynnikéw serologicznych. Konsor-
cjum tych dwoéch jednostek ma na
celu opracowanie technologii oraz
wdrozenie jej do produkcji. Dzie-
ki projektowi i wspdtpracy nauki
oraz przemystu powstanie zestaw
polskich, tanszych odczynnikéw do
rozpoznawania grup krwi (0, A, Bi
AB) oraz antygenu D (czynnika Rh).
Kierownikiem konsorcjum jest dr
hab. Joanna Bereta. Ze strony RCKiK
w Katowicach uczestniczg dr Kata-
rzyna Rothkegel —kierownik Dzia-
tu Produkcji Odczynnikéw Serolo-
gicznych oraz dr Stanistaw Dylag,
dyrektor naczelny tej jednostki. Za-
planowany na 4 lata projekt ma by¢
realizowany w dwoch fazach. Faza
pierwsza, badawcza, bedzie reali-
zowana w catosci w Krakowie. Faza
przygotowan do wdrozenia obejmie
certyfikacje tych odczynnikdéw, ich
standaryzacje i dopuszczenie do ob-
rotu. Nastepnie RCKiK bedzie zaj-
mowato sie wytwarzaniem odczyn-
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nikéw w swoich laboratoriach w Ka-
towicach (wg Nauka w Polsce).

W Gdansku na

przyrodniczymi, zajmujacymi sie
cztowiekiem i jego wytworami kul-
turowo-duchowym oraz kierowane

budynku Miedzy-
uczelnianego Insty-
tutu Biotechnologii
odstonieta zostata
27 pazdziernika ta-
blica upamietnia-
jaca Profesorow,
Anne J. Podhajska
(Fot. 5), Karola
Taylora i Wactawa
Szybalskiego (Fot.
6). Zaraz po uro-
czystosci, w sali
im. Karola Taylora,
prof. Wactaw Szy-
balski z University
of Wisconsin - Madison przedstawit
wyktad "ALEXANDER ZAWADZKI
(1798-1868) of Lwow University, Po-
land, GREGOR MENDEL'S mentor
and inspirer of the Genetics "

Z inicjatywy naukowcoéw z Uni-
wersytetu Nawarry z Pampeluny
w Hiszpanii, miasta zaprzyjaznio-
nego z Toruniem, odbywac sie beda
co miesigc, przez rok akademicki
2009/2010 ,,Dysputy Nawarryj-
skie™. Nawigzujgce do S$rednio-
wiecznych tradycji uniwersyteckich
spotkania otwarte dla publicznosci
rozpoczat 27 pazdziernika wyktad
profesora Uniwersytetu Nawarra

Fot. 5. Profesor Anna J. Podhajska.

m.in. do pracownikow
naukowych uczelni,
studentow i inteligen-
cji nie zajmujacej sie
pracg naukowa. Kazdy
uczestnik bedzie magt
wptywac na przebieg
dysputy, stawiaé tezy
i szuka¢ odpowiedzi
na nurtujgce go pyta-
nia. Kolejne wyktady
w ramach Dysput Na-
warryjskich w Toruniu
beda okazja do spotka-
nia z wielu profesora-
mi Uniwersytetu Na-
warra, m.in.: Juanem
Manuelem Mora

ny nasila sie tworzenie tlenku azotu,
a ten aktywuje cyklaze guanylowg
w cytosolu. W rezultacie nastepuje
rozkurcz miesni gtadkich, skutkuja-
cy obnizeniem cisnienia krwi. Prze-
dtuzone w czasie stosowanie lekow
wzmagajacych tworzenie tlenku
azotu wymaga, wskutek przyzwy-
czajenia organizmu do stosowanego
leku, zwiekszania dawek tych lekdw
u pacjentéw. To powoduje, ze dr hab.
Dorota Gryko z zespotem pacjentow
pragng stworzy¢ zwigzki, ktore be-
dzie mozna stosowaé zastepczo lub
uzupetniajgco m.in. z niedoskonatg
nitrogliceryng. Wg autorki projektu
moga to by¢ zwigzki oparte na szkie-
lecie protoporfiryny IXipochodnych
witaminy B12, ktére w sposob nieza-
lezny od tlenku azotu bedg aktywo-
watly odpowiedni

(prof. dziennikar-
stwa, wicerektor
ds. komunikacji
instytucjonalnej
UN), Jose Anto-
nio Fernandezem
(Katedra Camino
de Santiago), Ma-
rig lraburu (prof.
biochemii i biolo-
gii  molekularnej,
wicerektor ds. we-
wnetrznych  uni-
wersyteckich), Pedro Lozano Barto-
lozzim (prof. miedzynarodowych re-

lacji instytucjonalnych),

Jesus Tanco Lerga na
temat: ,W obliczu kry-
Zysu dziennikarstwa
tradycyjnego: poszuki-
wanie i przekaz praw-
dy jako wymogi dobrej
informacji". Wyktad
odbyt sie w Dworze Ar-
tusa w Gdansku. Inicja-
torami wydarzenia s3j
rektor Uniwersytetu
Nawarry profesor An-
gel Jose Gomez Monto-
ro, ktéry objat patrona-
tem honorowym catos¢
przedsiewziecia i wyra-
za gotowos$¢ do wziecia
udziatu w jednym z wyktadoéw, oraz
konsul honorowy RP w Pampelunie
Angel Tellechea Goyena. W Dyspu-
tach Nawarryjskich wezmg udziat
pracownicy naukowi, profesorowie
réznych dziedzin Uniwersytetu Na-
warry. Wyktady obejmujg zagadnie-
nia zwigzane z naukami S$cistymi,
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Fot. 6. Profesor Wactaw Szybalski.

Maria Eugenig Lo6pez
Jacoiste (Wydziat Pra-
wa, dyrektor Centrum
Studiow Europejskich)
czy Manuelem Casado
(dyr. departamentu Lin-
gwistyki  Hiszpanskiej
i Jezykéw Nowozyt-
nych). Wyktady bedg
odbywaty sie regularnie
do czerwca 2010 roku.

Zesp6t dr hab. Do-
roty Gryko z Instytu-
tu Chemii Organicznej
PAN w Warszawie pra-
cuje nad stworzeniem
zwiagzkow, ktore miatyby zastgpié
albo uzupetni¢ leki stosowane do-
tychczas w chorobach naczyn wien-
cowych. Rozkurczanie naczyn wien-
cowych i utatwianie przeptywu krwi
umozliwia m.in. nitrogliceryna, wy-
korzystywana w terapii choroby
wienicowej. Po podaniu nitroglicery-

Fot. 7. Profesor Lech Mankiewicz.

enzym. Witamina
Bl 2, wykorzy-
stujgc swoje szla-
ki metaboliczne
transportowataby
protoporfiryne
do naszego orga-
nizmu natomiast
fragment porfi-
rynowy aktywo-
wataby wiasciwy
enzym.W sytuacji
komfortu metabo-
licznego, nie trzeba by zwiekszac
dawek leku. Zamierzone uzyska-
nie modelowego zwigzku wymaga
przynajmniej 10 lat. Pienigdze na
badania i utworzenie zespotu ba-
dawczego — niemal dwa miliony
ztotych — przyznata Fundacja na
rzecz Nauki Polskiej, w ramach pro-
gramu ,Team".

Polskie Stowarzyszenie Dzien-
nikarzy Naukowych Naukowi.pl.
przyznali wyrdznienie Odkrywcy
Roku 2009 profesorom Lechowi
Mankiewiczowi (Fot. 7) z Cen-
trum Fizyki Teoretycznej PAN,
Grzegorzowi Wrochnie z Insty-
tutu Probleméw Jadrowych w
Swierku oraz Aleksandrowi Fili-
powi Zarneckiemu z Wydziatu Fi-
zyki UW. Badacze zostali wyrdz-
nieni za sfotografowanie ,naro-
dzin czarnej dziury™, czyli btysku
Swiatta widzialnego, towarzysza-
cego rozbtyskowi promieniowa-
nia gamma. Byt to najjasniejszy
wybuch zaobserwowany kiedy-
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kolwiek przez cztowieka. Mozna
go byto zobaczyé gotym okiem,
choé¢ miat miejsce 7,5

dietetyki dla os6b spoza spoteczno-
§ci akademickiej, oraz podniesienie
kompetencji akademic-

mld lat Swietlnych
od Ziemi. Odkrycie
ogtoszono we wrze-
$niu 2008 roku na
tamach prestizowe-
go czasopisma na-
ukowego ,Nature".
Naukowi.pl przyznali
takze po raz drugi na-
grode dla ,,Naukowca
przyjaznego mediom™.
Otrzymat jg prof. Bo-
gustaw Pawtowski z
Katedry Antropologii
Uniwersytetu Wro-
ctawskiego iz Zaktadu Antropologii
PAN we Wroctawia.

Stachowska.

Dr hab. Ewa Stachowska (Fot. 8)
jest kierownikiem projektu ,,Diete-
tyk — poszukiwany specjalista w
systemie promocji i ochrony zdro-
wia" wspdtfinansowanego z Euro-
pejskiego Funduszu Spotecznego w
ramach poddziatania 4.1.1 ,Wzmoc-
nienie potencjatlu dydaktycznego
uczelni", Priorytetu IV ,,Szkolnictwo
wyzsze i nauka", Programu Ope-
racyjnego Kapitat Ludzki. Celem
og6lnym projektu jest utworzenie i
realizacja nowego kierunku studiéw
—dietetyki —w Pomorskiej Akade-
mii Medycznej w Szczecinie z row-
noczesnym przygotowaniem bazy
dydaktycznej do pracy z osobami
niedostyszacymi lub/i dysfunkcja
narzagdu ruchu w stopniu lekkim.
Ponadto projekt proponuje rozsze-
rzenie oferty edukacyjnej o kursy z
zakresu zasad zywienia cztowieka i

Fot. 8. Doktor habilitowana Ewa

kiej kadry dydaktycznej.
Wszystkie dziatania maja
na celu realizowanie pro-
mocji i edukacji zdro-
wotnej dla zwiekszenia
poziomu  wyksztatcenia
spoteczenstwa w zakresie
wiasciwych postaw zdro-
wotnych; sa zgodne ze
strategig roz-
woju Uczelni
i zatozeniami
Strategii roz-
woju kraju
na lata 2007-
2015. Dr hab.
Ewa Stachowska kieru-
je Zaktadem Biochemii
i Zywienia Czlowieka,
integralnej jednost-
ki Katedry Biochemii
i Chemii Medycznej
PAM w Szczecinie. Jest
aktywnym cztonkiem
Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego.

Wydana przez CRC
Press ukazata sie we wrzes$niu b.r.
publikacja ksigzkowa ,,Chemical
and Biological Properties of Food
Allergens™ (Fot. 9) pod redakcja:
Lucjana Jedrychowskiego i Harry
J. Wichers, z rozdziatem ,,Mole-
cular, Cellular and Physiological
Mechanisms of Immunological
Hyporesponsiveness/Sensitization
to Food, autorstwa szczecinskich
autorow Elzbiety Kucharskiej, Jo-
anny Bober, i Tadeusza Ogonskie-
go. Dwoje ostatnich autorow nalezy

Fot. 9.

WSPOMNIENIE O
PROFESORZE JANIE STEFFENIE
(1936-2009)

Dnia 10 sierpnia 2009 roku zmart
w Warszawie prof. dr hab. med. Jan
Steffen, wieloletni kierownik Zak#ta-
du Immunologii Centrum Onkolo-
gii-Instytutu w Warszawie, onkolog,
immunolog, genetyk, naukowiec bez
reszty oddany sprawom nauki.
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Profesor Jan Steffen, urodzit sie
1936 roku w Poznaniu jako syn Wik-
tora Steffena, wybitnego filologa
klasycznego i hellenisty, profesora
na Uniwersytecie Wroctawskim i
na Uniwersytecie im. Adama Mic-
kiewicza w Poznaniu. W roku 1958

Chemical and
Biological
Properties of
Food Allergens

l.ucpn jetinchow iki
Harry J. Wicher*

do Polskiego Towarzystwa Bioche-
micznego; dr hab. Joanna Bober jest
aktualnie przewodniczgcg Oddziatu
w Szczecinie, a dr Tadusz Ogonski
byt przewodniczacym Oddziatu w
latach 1996-2002. W rozdziale auto-
rzy poruszajg zagadnienia fascynu-
jacej wiasnosci uktadu pokarmowe-
go, jaka jest umiejetnos$¢ reagowania
odpowiedzig immunologiczng na
bakterie i fragmenty sktadnikéw
zywnos$ci, mogacych zagrazac¢ czto-
wiekowi. W stanie zdro-
wia towarzyszy temu
reakcja odpornos$ciowa
adekwatna do stopnia
zagrozenia jakie anty-
geny niosg dla ustroju.
Naruszenie réwnowagi
immunologicznej ustro-
ju moze byé powodem
rozwoju alergii. W opra-
cowaniu autorzy oma-
wiajg najczestsze mecha-
nizmy immunologiczne
lezgce u podstaw alergii

pokarmowej. Poruszajg
zagadnienia obejmujace
molekularne i bioche-

miczne uwarunkowania
alergii pokarmowej, role supresji,
tolerancji i apoptozy; uwarunko-
wania genetyczne, $rodowiskowe,
sposoby ekspozycji, drogi wnikania,
czestosci podania i dawki alergenu;
naruszenia lub przywrdcenia row-
nowagi pomiedzy pobudzeniem a
tolerancjg immunologiczng; aplika-
cji funkcjonalnej genomiki i prote-
omiki w alergologii, (wg info prof.
E. Kucharskiej).

pod redakcjg Teresy Wesotowskiej
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Profesor Jan Steffen ukonczyt studia
medyczne na Wydziale Lekarskim
Akademii Medycznej w Poznaniu i
uzyskat dyplom lekarza medycyny
z wyroznieniem. W czasie studiow
i stazu podyplomowego pracowat
w Il Klinice Choréb Wewnetrznych
AM w Poznaniu. W tym czasie byt
cztonkiem trzyosobowego zespotu
lekarskiego, ktory przeprowadzit w
tej klinice pierwsze w Polsce zabiegi
hemodializy pozaustrojowej.

W latach 1958-1963 byt kolejno
asystentem i starszym asystentem
w Zaktadzie Patologii Ogoélnej i Do-
Swiadczalnej, a w latach 1963-1969
pracowat na stanowisku adiunkta w
nowoutworzonym Zaktadzie Gene-
tyki Cztowieka AM w Poznaniu. W
Zaktadzie Patologii rozwingt bada-
nia nad patofizjologig ostrej niewy-
dolnosci nerek wywotanej metalami
ciezkimi, co byto przedmiotem jego
rozprawy doktorskiej, na podstawie
ktérej w roku 1960 uzyskat stopien
doktora medycyny, a nastepnie ba-
dania nad lokalizacjg transportu
cewkowego elektrolitéw, kwasu
moczowego i aminokwasow.

W latach 1961/ 62, podczas stypen-
dium Fundacji Rockefellera w Zakta-
dzie Biofizyki Centrum Medycznego
Uniwersytetu w Colorado, Denver
USA, uczestniczyt w badaniach nad
metodami analizy cyklu komérko-
wego i wpltywem promieniowania
jonizujgcego na cykl komodrkowy.
W roku 1963, jako pierwszy w kra-
ju, Profesor Jan Steffen wprowadzit
metody analizy cytogenetycznej
m.in. do badan nad patogenezag wad
wrodzonych i zaburzen réznicowa-
nia sie pici. Przedmiotem prac byty
m.in. zaburzenia syntezy DNA w
chromosomach X obcigzonych aber-
racjami chromosomalnymi. W latach
1963-1969 prowadzit wyktady i se-
minaria z zakresu genetyki cztowie-
ka dla studentow medycyny. Byt tez
autorem pierwszego, wydanego w
roku 1965, podrecznika genetyki dla
studentow medycyny pt.: ,,Wstep do
Genetyki Cztowieka". Na podstawie
badan nad kinetykg transformacji
blastycznej, syntezg kwaséw nu-
kleinowych, charakterystyka cyklu
zyciowego limfocytéw oraz wpty-
wem inhibitorow syntezy DNA,
RNA i biatek na te procesy uzyskat
juz w wieku 29 lat stopien naukowy
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doktora habilitowanego. W latach
1965-1966 podczas kilkumiesiecz-
nego stazu w Instytucie Badan nad
Komorka w Medicinska Nobelinsti-
tutet w Sztokholmie, kontynuowat
swoje badania nad charakterystyka
punktu kontrolnego GI/S w cyklu
komoérkowym.

W roku 1969 podjat prace w In-
stytucie Onkologii w Warszawie,
gdzie najpierw kierowat Pracownig
Biologii Komérki w Zaktadzie Ra-
diobiologii, a od 1974 roku Zaktadem
Immunologii. W roku 1976 uzyskat
tytut profesora. W Zaktadzie Radio-
biologii, a nastepnie w Zaktadzie Im-
munologii Centrum Onkologii kon-
tynuowatl m.in. swoje wczesniejsze
prace nad metaboliczng synchroniza-
cja komorek w punkcie GI1/S cyklu
komoérkowego, prowadzit badania
nad promieniowrazliwosciag komo-
rek, zréznicowaniem funkcjonalnym
limfocytow i rolg cytokin w mecha-
nizmach rozwoju nowotworow u lu-
dzi. Zajmowat sie takze problematy-
kg zwalczania nowotwordw.

W Polsce byt Profesor pomysto-
dawcg i prekursorem badan nad
dziedzicznymi uwarunkowaniami
choréb nowotworowych. Od roku
1995 do ostatnich tygodni zycia pro-
wadzit badania populacyjne poswie-
cone tym zagadnieniom. Przedmio-
tem tych badan byto m.in. ryzyko
zachorowania na nowotwory hetero-
zygotycznych nosicieli mutacji genu
NBS1, struktura zachorowan na no-
wotwory u nosicielek mutacji genu
BRCA1l i genébw MMR. Byt wspoét-
inicjatorem oraz wspdtautorem za-
tozen i programu realizacji Narodo-
wego Programu Zwalczania Chorob
Nowotworowych, a takze cztonkiem
Rady tego Programu. By} tez inicja-
torem i koordynatorem programow
opieki nad rodzinami wysokiego,
dziedzicznie uwarunkowanego ry-
zyka zachorowania na raka piersi,
jajnika, jelita grubego i btony Slu-
zowej trzonu macicy, ktére obecnie
realizowane sg w okoto dwudziestu
onkologicznych poradniach gene-
tycznych w Kraju jako jedno z zadan
Narodowego Programu Zwalczania
Choréb Nowotworowych.

Profesor Jan Steffen byt autorem
ponad 100 prac naukowych. Byt tez
laureatem wielu nagréd, m.in. na-

gréd naukowych Miasta Poznania,
Przewodniczagcego Agencji Energii
Atomowej, Rady Naukowej przy
Ministrze Zdrowia, Sekretarza Na-
ukowego Polskiej Akademii Nauk,
Wydziatu Nauk Medycznych PAN.
Pieciokrotnie byt uhonorowany na-
grodami Ministra Zdrowia, w tym
nagrodg specjalng. Byt honorowym
cztonkiem Polskiego Towarzystwa
Onkologicznego, Polskiego Towa-
rzystwa Onkologii Klinicznej i bry-
tyjskiego Radiotherapy Club.

W latach 1976-1985 Profesor Jan
Steffen byt zastepca dyrektora Insty-
tutu Onkologii (przeksztatconego
nastepnie w Centrum Onkologii-
Instytut) ds. organizacji i koordy-
nacji prac badawczych, a w latach
1985-1991 dyrektorem  Centrum
Onkologii-Instytutu. W latach 1976-
1985 byt cztonkiem Zespotu Koor-
dynacyjnego, odpowiedzialnym
za merytoryczng realizacje Rzgdo-
wego Programu Zwalczania Cho-
rob Nowotworowych. Nadzorowat
rowniez bezposrednio finansowane
przez ten program badania podsta-
wowe. W latach 1986-1990 kierowat
Centralnym Programem Badawczo-
Rozwojowym Zwalczanie Chordb
Nowotworowych.

Od roku 1991, przez blisko 17 lat
Profesor Jan Steffen przewodniczyt
Radzie Naukowej Centrum Onko-
logii - Instytutu im. Marii Sktodow-
skiej-Curie. W latach 1984-1996 oraz
od 2003 do 2008 roku byt Przewod-
niczacym Rady Naukowej Zaktadu
(i p6zniejszego Instytutu) Genetyki
Cztowieka PAN w Poznaniu. W la-
tach 1999-2003 byt przewodnicza-
cym Rady Naukowej Instytutu Im-
munologii i Terapii Doswiadczalnej
im. Ludwika Hirszfelda PAN we
Wroctawiu. Od roku 2003 byt prze-
wodniczagcym Komisji Nauki Rady
Naukowej Polskiej Unii Onkologii.
Przez ponad 25 lat Profesor Jan Stef-
fen byt cztonkiem Centralnej Komisji
ds. Tytutu Naukowego i Stopni Na-
ukowych (wcze$niej zwanej Central-
ng Komisja Kwalifikacyjng), w tym,
w dwoch kadencjach wiceprzewod-
niczagcym Sekcji Nauk Medycznych
tej Komisji. W latach 1989-1991 byt
cztonkiem i przewodniczacym Ze-
spotu ds. Zdrowia i Ochrony Srodo-
wiska w Komitecie Nauki i Postepu
Technicznego, w latach 1994-2000 by+
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Cztonkiem Zespotu Nauk Medycz-
nych i Komisji Badan Podstawowych
KBN; w latach 2000-2004 przewodni-
czyt Sekcji Biologii Medycznej KBN.
W latach 1986-1999 byt cztonkiem
Rzadowej Komisji Ludnosciowej.

Od 1986 roku Profesor Jan Stef-
fen byt cztonkiem korespondentem,
a od 2002 cztonkiem rzeczywistym
Polskiej Akademii Nauk. W Polskiej
Akademii Nauk byt m.in. przewodni-
czacym Komisji Genetyki Cztowieka i
Komisji Biologii Nowotworéw; w la-
tach 1992-1998 byt przez dwie kaden-
cje cztonkiem Prezydium PAN, a w
latach 1998-2000 - przewodniczacym
Komisji ds. Wspdtpracy PAN z Za-
granicg. Od 1998 roku byt cztonkiem
Kolegium Doradczego Przewodni-
czacego Wydziatu Nauk Medycznych
PAN. W latach 1990-1991 byt Prze-
wodniczagcym Komisji Programowej
Europejskiej Organizacji Instytutow
Onkologii. W latach 1998-2000 repre-
zentowatl PAN w Europejskiej Radzie
Badan Medycznych (EMRC).

Profesor Jan Steffen byt odznaczo-
ny Ztotym Krzyzem Zastugi, Krzy-
zem Kawalerskim i Krzyzem Koman-
dorskim Orderu Odrodzenia Polski.

Te niezwyktg aktywnos$¢ naukowg
i spoteczng Profesora Jana Steffena
niespodziewanie przerwata choroba.
Kiedy w maju ubiegtego roku wybie-
rat sie do szpitala byt przekonany, ze
straci jedynie 3 tygodnie swojego cen-
nego czasu...

Profesora Jana Steffena poznatam
bedgc jeszcze studentkg i prakty-
kantkg, a nastepnie magistrantkg
Zaktadu Immunologii. Potem Profe-
sor byt moim szefem przez cate moje
zycie zawodowe. Znatam Go 29 lat.

Byt cztowiekiem niezwyktej wie-
dzy i umystowosci. Nie bedac prak-
tykujacym lekarzem, tym bardziej
zadziwiat swojg rozlegta wiedzg na
temat medycznych aspektéw cho-
rob nowotworowych, w tym ich
objawéw, przebiegu, klasycznych
i najnowszych metod diagnostyki
i leczenia. Byt rzadkim typem na-
ukoweca, ktory potrafit btyskawicz-
nie kojarzy¢ z pozoru odlegte zja-
wiska biologiczne i analizowac je w
kontekscie aspektow medycznych.
Szerokie spojrzenie tgczyt ze zdolno-
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$cig do stawiania niezliczonej iloSci
pytan i formutowania probleméw
badawczych. Lubit dzieli¢ sie swo-
imi pomystami badawczymi. Wielu
naukowcow i lekarzy zawdzigcza
Profesorowi Steffenowi swdj rozwadj
naukowy.

Jego pasja byta genetyka medycz-
na. To wtasnie Profesor Jan Steffen
byt pomystodawcg i prekursorem
badan nad dziedzicznymi uwarun-
kowaniami choréb nowotworowych
w Polsce.

Profesor miat szerokie horyzonty,
interesowat sie polityka, gospodar-
ka. Niezwykle oczytany potrafit za-
skakiwaé¢ znajomoscig historii i geo-
grafii. Mato kto znat Go jako turyste,
wielbiciela polskich gor i jezior, za-
palonego kajakarza.

Onkologia polska zawdziecza
Profesorowi Steffenowi bardzo wie-
le. Nie tylko dlatego, ze przewodni-
czyt kilku Radom Naukowym, byt
cztonkiem CK, komisji PAN, KBN,
i ze wypromowat wielu lekarzy i
naukowcow. Przede wszystkim dla-
tego, ze Jego wiedza i szerokie spoj-
rzenie na sprawy rozwoju onkologii
w Polsce, wykraczajgce poza jakie-
kolwiek interesy partykularne, czy
to instytucji, grupy zawodowej, czy
innych grup nacisku, pozwalaty na
rzetelng i obiektywng ocene réznych
rozwigzan, a Jego rozwazne formu-
towanie mysli i autorytet pozwalaty
na godzenie réznych punktow wi-
dzenia. Potrafit catkowicie posSwie-
ci¢ sie sprawie, co do stusznosci ktd-
rej byt przekonany iniejednokrotnie
to czynit. Z takim wtasnie oddaniem
zabiegat o wdrozenie Narodowego
Programu Zwalczania Chordb No-
wotworowych, ktéry wspdttworzyt,
byt bowiem pewien, ze bezposred-
nie finansowanie onkologii pozwoli
na bardziej efektywne wykorzysta-
nie srodkdéw. Podobnie w trudnych
czasach redukcji srodkéw na nauke
potrafit skutecznie przekonywac jak
wazny dla postepu medycyny jest
rozwdj nauk podstawowych i Scista
wspotpraca lekarzy i naukowcow.

Przez wiele lat miatam okazje ob-
serwowaé Profesora podczas posie-
dzen Rady Naukowej Centrum On-
kologii-Instytutu, ktérej przewodni-
czyt. Znakomicie kierowat tym gre-

mium, pozwalajgc wypowiedzie¢
sie kazdemu, jednoczes$nie utrzy-
mujac dyscypline dyskusji. Swietnie
podsumowywat i pointowat wypo-
wiedzi, odrézniat kwestie wazne od
pobocznych. Dobro Instytutu jako
jednostki stuzgcej nauce i pacjentom
byto dla Niego absolutnym prioryte-
tem. W promowanych naukowcach
starat sie Profesor widzie¢ zawsze
dobre strony, chwalit najlepszych,
tagodzit zte wrazenie, jakie pozosta-
wiali stabsi, dbajagc przy tym o za-
chowanie dobrych standardéw.

Profesor Jan Steffen wyrdzniat sie
silng osobowoscia, byt postacig bar-
dzo wyrazistg. Nie znam nikogo, kto
miatby do Niego stosunek obojetny.
Wszyscy uznawali Jego autorytet.

Byt cztowiekiem peinym uporu,
nietatwym dla podwtadnych. Wobec
nas, swoich najblizszych wspotpra-
cownikow byt najbardziej wymaga-
jacy. Nasze prace naukowe musiaty
by¢ najbardziej ambitne i spetniac
wszystkie Jego oczekiwania.

Byt cztowiekiem bardzo skry-
tym, skupionym na sprawach za-
wodowych. Jednak potrafit stuchac
problemoéw ludzkich, wyro6zniajac
sie wowczas dyskrecja i gotowoscig
pomocy. Byt bardzo wrazliwy na
problemy zdrowotne innych tudzi,
pomagat wszystkim, ktérzy zwraca-
li sie o pomoc.

Byt tez cztowiekiem bardzo
skromnym. Nawet w ostatnich mie-
sigcach zycia, bedac w prawdziwej
potrzebie i majac wok6t siebie wie-
le os6b pomagajagcych i gotowych
nies¢ pomoc, czesto odmawiat przy-
jecia tej pomocy, nie chcac sprawiac
ktopotu swojg osobg.

Wi iele os6b dowiedziawszy sie o
odejsciu Profesora stwierdzato, ze
jest to koniec pewnej epoki. To praw-
da. Bedzie Profesora brakowato. Po-
zostaje zywi¢ nadzieje, aby wszyst-
kie dobre standardy, ktore Profesor
starat sie wprowadzaé, przetrwaty.

Czes$¢ Jego pamieci!
Dr Magdalena Chechlinska

Zaktad Immunologii, Centrum Onkologii-In-
stytut im. Marii Sktodowskiej-Curie w War-
szawie
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IM.
JALTA,

VIl Konferencja im. Jakuba Karola
Parnasa (Parnas Conference on Bioche-
mistry and Molecular Biology) odbyta
sie w Jaltcie, na Krymie w dniach 3-7
pazdziernika 2009 r. Konferencje im.
Parnasa organizowane wspolnie przez
Polskie i Ukrainskie Towarzystwa Bio-
chemiczne odbywajg sie co dwa lata,
naprzemiennie w Polsce i na Ukrainie.
Pierwsza odbyta sie we Lwowie w 1996
r., druga w Gdansku w 1998 r., trzecia
we Lwowie w 2000 r., a czwarta we
Wroctawiu w 2002 r. Termin V Kon-
ferencji w Kijowie przesunieto na 2005
r., poniewaz w 2004 r. odbywat sie w
Warszawie Kongres FEBS. Nastepna
VI Konferencja odby#a sie w 2007 r. w
Krakowie.

W skiad Komitetu Organizacyjne-
go VII Konferencji im. Parnasa weszli
Serhiy Komisarenko (wsp6tprzewod-
niczacy, Prezes Ukrainskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego), Andrzej Dzugaj
(wspotprzewodniczacy, Prezes Polskie-
go Towarzystwa Biochemicznego), oraz
Mykola Bagrov, Edward Bankowski,
Wanda Kilopocka, Serhiy Kosterin, Pla-
ton Kostyuk, Dymitro Melnychuk, Pa-
wet Pomorski, Maria Jolanta Redowicz,
Andriy Sibimy i Adam Szewczyk. W
sktad Komitetu Naukowego weszli Jo-
lanta Baranska, Jan Barciszewski, Stani-
staw Bielecki, Lyudmyla Drobot, Han-
na El'ska, Leszek Karczmarek, Serhiy
Komisarenko, Piotr Laidler, Aleksandr
Minchenko, Aleksandr Reznikov, Svi-
tlana Sidorenko, Marina Skok, Rostislav
Stoika i Mykola Veliky. Jako Honorowi
Goscie zostali zaproszeni Stefan Angiel-
ski, Jerzy Duszynski, Janina Kwiatkow-
ska-Korczak, Lech Wojtczak i Barbara
Pamasowa. Niestety jedynie Jerzy Du-
szynski i Janina Kwiatkowska-Korczak
wzieli udziat w konferencji, pozostali

370

Vil

zaproszeni goscie z przyczyn osobi-
stych nie mogli na nig przyby¢.

W konferencji uczestniczyto 245
0s6b, Ws$rdod nich nalezy wymienic
kolegéw z Ukrainy (115), Polski (103),
Rosji (9), Wielkiej Brytanii (5), Finlan-
dii (3), USA (2), Wioch (2), Szwecji (2),
Gruzji (2), Biatorusi (1) oraz Chorwacji
(1). Za wielkie osiggniecie Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego uwaza-
my, ze w licznej grupie uczestnikéw z
Polski wiecej niz 50% stanowili dokto-
ranci z réznych uczelni oraz instytutéw
naukowych.

Konferencje otworzyli Prezesi obu
Towarzystw Biochemicznych —S. Ko-
misarenko (Ukraina) i A. Dzugaj (Pol-
ska) oraz rektorzy Uniwersytetu Krym-
skiego (Vemadsky-Tavriysky National
University — M. Bagrov) i Wyzszej
Szkoty Rolniczej (D. Melnychuk). An-
drzej Dzugaj zaprosit zebranych na
nastepng Konferencje Parnasa, ktéra
odbedzie w konicu sierpnia 2011 r. w
Warszawie. Po raz pierwszy w organi-
zacji tej Konferencji bedg miaty rowny
udziat trzy Towarzystwa Biochemiczne
— polskie, ukrainskie i izraelskie. Jest
to nawigzanie do organizacji Zakta-
du Chemii Fizjologicznej kierowanej
w dwudziestoleciu miedzywojennym
przez prof. Parnasa na Uniwersytecie
Jana Kazimierza we Lwowie, gdzie
wspolnie pracowali badacze o r6znym
pochodzeniu, polskim, ukraifnskim i
zydowskim, a takze uhonorowanie
zmartego tragicznie we Lwowie, roku-
jacego wielkie nadzieje ucznia Parnasa,
dr Pawta Ostema. Nastepnie uczestnicy
wystuchali dwoch wyktadéw plenar-
nych —Sir Toma Blundella (University
of Cambridge, UK) ,,Genomes, Struc-
tural Biology and Drug Discovery"
oraz Konstantina Skryabina (Centrum
Bioenergetyczne, Moskwa, Rosja) ,,Sys-
tems Biology: from microorganisms to
Homo sapiens". Po czesci oficjalnej od-
byto sie ,,get together party". Zaréwno
rozpoczecie obrad, wszystkie wyktady
sympozjalne w kolejnych dniach Kon-
ferencji, sesje posterowe, a takze spo-
tkania nieoficjalne, np. ,,gala dinner"
odbywaly sie w gmachu gtéwnym
kompleksu budynkéw Sanatorium

KONFERENCJA
JAKUBA KAROLA PARNASA
3-7 PAZDZIERNIKA,

2009

»Ro0ssia" ulokowanych w przepieknym
parku na brzegu Morza Czarnego w
Jatcie.

Wyktady sympozjalne (37) wygto-
szono na pieciu sesjach: sesji | ,,Recep-
tors and Effectors in Cell Signalling",
sesji Il "Biology of Extracellular Matrix",
sesji Il "Nucleic Acids Technologies
(RNA silencing, micro RNA, antisense
NA, gene engineering, gene therapy
and diagnostics, NA markers, DNA-test
systems, GMO constructions), sesji IV
"Molecular Medicine" i sesji V "Advan-
ces in Biotechnology, Biosafety and Bio-
security". Sesji | przewodniczyty Jolan-
ta Baranska (Polska) i Ludmyla Drobot
(Ukraina), sesji Il —Leszek Karczmarek
(Polska) i Rostyslav Stoika (Ukraina), 11l
—Hanna El'ska (Ukraina), IV — Piotr
Laidler (Polska) i Aleksandr Reznikov
(Ukraina), a Sesji V — Serhiy Komisa-
renko (Ukraina). Wyktady sympozjalne
wygtosito 13 os6b z Ukrainy i 13 oséb
z Polski, ponadto 2 osoby z Rosji, 2 z
Wielkiej Brytanii i 2 z Wioch, oraz po 1
osobie z Austri, Finlandii, Gruzji, Szwe-
cji i USA. Sesja | byta sponsorowana
przez Instytut Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN. Polskie Towa-
rzystwo Biochemiczne serdecznie dzie-
kuje za okazang pomoc.

Dodatkowo, w przedostatnim dniu
obrad odbyta sie dyskusja Okragtego
Stotu (Round-table presentations and
discussions on Biosafety, Biosecurity,
Dual-Use and Scientific-Technical Co-
operation). Prezenterami i moderatora-
mi byli Serhiy Komisarenko (National
Commission on Biosafety and Biosecu-
rity, Kijow, Ukraina), Malcolm Dando
(Wielka Brytania), Timo Korpela (Fin-
landia) i Sandor Vari (USA). Osoby te re-
prezentowaly instytucje panstwowe od-
powiedzialne za omawiang tematyke.

Do Sesji Plakatowej zgtoszono 161
plakatow. Komisja konkursowa, na
ktorej czele stat Mykola Veliky wybrata
sze$¢ najlepszych. Ich autorzy, mtodzi
ludzie ponizej 35 lat, mieli nastepnie
okazje przedstawi¢ swoje wyniki na
specjalnej Sesji Mitodych Uczonych.
Prezentacja wynikow i udziat w dys-
kusji pozwolita Komisji Konkursowej
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przyznac startujagcym w konkursie mto-
dym ludziom pierwszg nagrode, dwie
rownorzedne drugie nagrody oraz trzy
wyréznienia. Pierwsze miejsce (wraz
z nagrodg pieniezng 400 Euro) uzy-
skat Anatoly Samoylenko z Instytutu
Palladina Ukrainskiej Akademii Nauk
(NASU) z Kijowa. Dwa drugie miejsca
(wraz z nagroda pieniezng 200 Euro)
uzyskaty: Dorota Wypych reprezentu-
jaca Instytut Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN w Warszawie
oraz Alina Zamoshnikova z Instytutu
Doswiadczalnej Patologii, Onkologii i
Radiobiologii NASU z Kijowa. W$réd
wyroznionych znalazta sie Karolina
Zwawa reprezentujgca Collegium Me-
dicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w
Krakowie.

Konferencja odbywata sie w nie-
zwykle mitej i serdecznej atmosferze.

Organizatorzy z Ukrainy zaprosili stu-
dencki zesp6t taneczny z Uniwersytetu
na Krymie, ktédrego wystepy uswietni-
ty ,gala diner". Uczestnicy konferen-
cji mogli bra¢ udziat w wycieczkach,
miedzy innymi do Patacu Woroncowa
czy Patacu Livadia, w ktorym w 1945
r. Stalin, Churchill i Roosvelt podpisali
umowe w sprawie powojennego ukta-
du stosunkéw miedzynarodowych w
Europie, wyznaczajacej przyszie gra-
nice Polski. Nalezy doda¢, ze prawie
potowa (45 0séb) polskich uczestnikéw
Konferencji przybyta do Jalty jadac
bezposrednio z Warszawy autokarem
wynajetym i optaconym przez Polskie
Towarzystwo Biochemiczne. Trasa po-
drézy biegta przez Zytomierz i Odesse.
Wszyscy cztonkowie Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego podrdzujacy
autokarem byli zwolnieni z optaty za

SKELADKI CZEONKOWSKIE
|

podrdz. Jednak naszym gtéwnym ce-
lem byto umozliwienie uczestnictwa w
Konferencji jak najwiekszej liczbie mto-
dych ludzi. Cet ten zostat osiggniety, bo
doktoranci stanowili w autokarze 60%
wszystkich podrézujacych. Ponadto
Polskie Towarzystwo Biochemiczne
dofinansowato udziat w Konferencji
14 mtodym ludziom przed 30 rokiem
zycia. VIl Konferencja Pamasa w opinii
wszystkich uczestnikow byta niezwy-
kle udana. Poziom wyktadéw byt oce-
niany jako wysoki. Nie mozna tez nie
wspomnie¢ o wspaniatym klimacie Jat-
ty z cieptym morzem w pazdzierniku i
bujng roslinnoscia.

Jolanta Baranska
W iceprezes Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego

PRENUMERATA ,POSTEPOW BIOCHEMII"

Przypominamy, ze skitadki cztonkowskie nalezy optaca¢ na biezgco, to jest do 31 marca kazdego roku. Przypo-
minamy wszystkim, ktorzy zalegajg ze sktadkami za rok 2008, by optacili je nie p6zniej niz do konca 2009 r. W sto-
sunku do oséb, ktore nie uregulujg optat, w styczniu 2010 roku zostanie wszczeta procedura, przewidziana Statutem,
zmierzajaca do ich skreslenia z listy cztonkdw Towarzystwa. Prosimy o jak najszybsze optacenie zalegtych sktadek.

Sktadki cztonkowskie w 2010 roku

1. Petna sktadka cztonkowska wynosi 100 zt rocznie (Uchwata Walnego Zgromadzenia Cztonkéw, Olsztyn, 9 wrzes$nia 2008 r.).

2. Cztonkowie, ktdrym przyznano prawo do ulgowej sktadki, ptaca sktadke w wysokosci 50 zt rocznie.

3. Matzenstwa optacajg sktadki w wysokosci 100 + 50 zt lub 50 + 50 zt i otrzymujg jeden egzemplarz ,,Postepéw Biochemii".

4. Cztonkowie, ktérzy optaca sktadke cztonkowska do 31 marca kazdego roku, majg zapewniong bezptatng prenumerate kwar-
talnika ,,Postepy Biochemii".

5. Cztonkowie, kt6rzy optaca sktadke po tym terminie, bedg otrzymywaé kwartalnik do czasu wyczerpania zapasOw magazy-
nowych.

6. Cztonkowie honorowi zwolnieni sg z optacania sktadek cztonkowskich. Cztonkowie honorowi otrzymujg bezptatnie ,,Postepy
Biochemii".

7. Cztonkowie emeryci nie ptacg sktadek cztonkowskich. Cztonkowie emeryci mogg zaprenumerowac ,,Postepy Biochemii” po
ulgowej cenie 50 zt rocznie.

W 2009 r. sktadki wynosity 100 zt, a ulgowa 50 zt.

W 2008 r. sktadki wynosity 80 zt, a ulgowa 40 zt.

W 2007 r. sktadki wynosity 80 zt, a ulgowa 40 zt.

Prenumerata ,,Postepoéw Biochemii'* w 2010 roku

1. Prenumeratorzy instytucjonalni ptaca za prenumerate ,,Postep6w Biochemii™ 180 zt rocznie.

2. Osoby fizyczne niebedace cztonkami Towarzystwa mogg zaprenumerowac ,,Postepy Biochemii" w cenie 120 zt rocznie.

3. Studenci i doktoranci niebedacy cztonkami Towarzystwa prenumerujg ,,Postepy Biochemii” po ulgowej cenie 50 zt rocznie.
Konieczne jest przy tym udokumentowanie statusu studenta lub doktoranta odpowiednim zaswiadczeniem.

Optaty nalezy wnosi¢ do banku PEKAO S.A.

Oddziat Warszawa, ul. Krucza 24-26

na konto: 811240 6003 1111 0000 4947 2703

Optaty z zagranicy: IBAN: PL811240 6003 1111 0000 4947 2703
SWIFT Code: PKOPPLPW

Koszt przelewu ponosi wptacajacy.

Watpliwos$ci zwigzane z optacaniem sktadek mozna wyjasnia¢ codziennie w godzinach 10:00-15:00 w biurze Zarzadu Gtoéwne-
go Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, ul. Pasteura 3 (pok. 633), 02-093 Warszawa, tel. 022 5892 352 lub tel/fax 022 5892
499, e-mail: pthioch@nencki.gov.pl
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nagroda imienia

laureat w 2009 .

dr Blazej Btazejowski

SIEL o artura rojszczaka

pokazuje, ze nauka jest
fascynujaca, a jej poznanie
jest przygodga intelektualng

nagroda przyznawana corocznie mtodym doktorom, ktérzy poza
wybitnymi osiggnieciami naukowymi wyrézniajg sie humanistyczng
postawa, szerokimi horyzontami, umiejetnoScig przetamywania
barier i przekraczania ram waskich specjalizacji naukowych

wysokos$¢ nagrody: 5000 zt
termin zgtaszania kandydatur: 31 stycznia
wiecej informacji: www.ksz-fnp.org

laureatka w 2008 r.
dr Elzbieta Masiak
psycholog i muzyk
prowadzi integracyjny, pro-

oo, e ey eha, przyznawana przez

rujgce psychicznie mierza .

Sie 2 prawdziuymiwyzwa: klub stypendystéw zagranicznych
fundacji na rzecz nauki polskiej

laureat w 2007 r.

dr inz. Zbigniew Chaniecki
informatyk

opracowat | prowadzi indy-
widualny tok studiow w
domu niepetnosprawnego
studenta oraz posredniczy
w kontaktach z uczelnig

ﬁtf"'

laureatka w 2006 r.

dr Ewa Kocoj

etnolog

pasjonatka przetamywania
stereotypdéw i animatorka
kontaktéw kulturowych
miedzy Polskg a Rumunig

Nagrode wspoéffinansuja
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Znaczenie syntetaz aminoacylo-tRNA
w patologiach i perspektywa ich
wykorzystania w diagnostyce i terapii

STRESZCZENIE

owszechno$¢ wystepowania syntetaz aminoacylo-tRNA (aaRS) $wiadczy o ich niezwykle
Pistotnej funkcji jakg petnig w komoérce. Od dawna wiadomo, ze zapewniajg one prawi-
dtowy przebieg ekspresji informacji genetycznej zapisanej w DNA. Stosunkowo niedawno
okazato sig, ze ich funkcja nie ogranicza sie jedynie do katalizy syntezy aminoacylo-tRNA
zdolnych do rozpoznawania specyficznych kodonéw. aaRS sg rowniez zaangazowane w sze-
reg innych istotnych proceséw komérkowych. Zatem zaburzenia prawidtowego funkcjono-
wania aaRS czesto skutkujg powaznymi dla organizmu dysfunkcjami. Stwierdzono udziat
syntetaz aminoacylo-tRNA w rozwoju chor6b autoimmunologicznych (miopatie zapalne),
szeregu chordb uktadu nerwowego (leukodystrofia, choroba Charcot-Marie-Tooth, Alzhe-
imera i Parkinsona), nowotworzeniu oraz arteriosklerozie. W konsekwencji, aaRS sg atrak-
cyjnym celem dziatania lek6w na te choroby. Co wigcej, liczne inhibitory aaRS zwalczajg
zakazenia bakteryjne, grzybowe i pasozytnicze. Odkrywanie coraz wiekszego znaczenia
syntetaz aminoacylo-tRNA w sieci proces6w komoérkowych sprawia, ze aaRS sg i z pewno-
$cig jeszcze dtugo bedg waznym obiektem badan.

WPROWADZENIE

Syntetazy aminoacylo-tRNA (EC 6.1.1.1-26) katalizujg reakcje przytaczania
aminokwasu do odpowiedniego tRNA. Produkt tej reakcji, aminoacylo-tRNA,
posredniczy w procesie ttumaczenia informacji zapisanej w postaci sekwencji
nukleotydowej na sekwencje aminokwasowga. Uwaza sie, ze aaRS sg jednymi
z pierwszych enzymoéw jakie pojawity sie na Ziemi. Odzwierciedla si¢ to w
ich r6znorodnosci zaré6wno pod wzgledem wielkosci, jak i struktury trzecio- i
czwartorzedowej oraz ich zaangazowaniu w szereg réznorodnych proceséw ko-
morkowych [1], aaRS oprécz tego, ze petnig fundamentalng funkcje w translacji,
biorg rowniez udziat w regulacji transkrypcji, syntezie alarmonow i chlorofilu,
dojrzewaniu RNA oraz rozwoju zarodkowym (Rye. 1). Ich obecno$¢ stwier-
dzono zaréwno w cytoplazmie, jak i w jadrze. Zatem zaburzenie funkcji aaRS
powoduje zahamowanie nie tylko syntezy biatka, ale réwniez innych istotnych
dla komorki proceséw, co moze by¢ przyczyng wielu chorob. aaRS wykorzy-
stywane sg obecnie jako markery diagnostyczne wielu schorzen. W przysztosci,
prawdopodobnie, stang sie celem dziatania terapeutykéw [2,3],

ROLA aaRS W ETIOLOGII CHOROB U LUDZI

CHOROBY AUTOIMMUNOLOGICZNE

W osoczu pacjentdw z chorobami autoimmunologicznymi stwierdzono obecno$é
przeciwciat skierowanych przeciw niektérym aaRS. Sa one swoiste dla miopatii za-
palnych (MSA, ang. myositis specific antibodies), dzieki czemu stanowig dobre kryte-
rium diagnostycze dla tych choréb. Do grupy tej nalezg choroby tkanki tgcznej, takie
jak: toczen rumieniowaty (SLE, ang. systemie lupus erythematosus), zesp6t Sjérgena
(SS, ang. Sjoérgen syndrome), reumatoidalne zapalenie stawéw (RA, ang. rheumatoid ar-

thritis), zapalenie mie-
$ni (M, ang. myositis),

Aminoacylacja zapalenie  wielomie-
$niowe (PM, ang. po-
lymyositis) i skleroder-

(e T Sk mia (SSc, ang. systemie
s ot sclerosis).  Chorobom

rotas o | Smistazyaminoscylo®NA | —» tym qp_récz Izapalenia
wansdaci alarmonow miesni i stawdw czesto
e . . N towarzyszy $rédmiaz-

Dojiewanie l l s szowe zapalenie ptuc
e LIS \\__/" i innych narzadow [4],

v prrsssrsy Do tej pory zidentyfi-

kowano przeciwciata

Rycina 1. Schemat obrazujacy funkcje aaRS. skierowane przeciw
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Wykaz skréotéw: aa — aminokwas; aa-AMP
—aminoacylo-AMP; aa-tRNA —aminoacylo-
tRNA; aaRS — syntetaza aminoacylo-tRNA,;
Hcy — homocysteina; IC® (ang. half maximal
inhibitory concentration) — stezenie inhibitora
powodujace 50% zahamowanie aktywnosci; K|
(ang. inhibition constant) — stata hamowania;
MICW—minimalne stezenie hamujgce w 90%;
MSA (ang. myositis specific antibodies) — prze-
ciwciata swoiste dla miopatii zapalnych; tRNA
—przeno$nikowy RNA
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szesciu  syn-
tetazom. Naj-
powszechniej-
sze sg anty-Jo-
1 (anty-HisRS)
obserwowane
u ponad 70%
pacjentéw
cierpigcych na
zapalenie mie-

Tabela 1. Przeciwciata dla aaRS i ich procentowy
udziat w miopatiach [4].

Udziat anty-aaRS
w miopatiach
15-30% (PM)
5-10% (DM)
>70% (M+IPF)
3-4% (PM/DM)
3-4% (PM /DM)

aaRS$S Anty-aaRS

HisRS  Anty-Jol

AlaRS  Anty-PL-12
ThrRS  Anty-PL-7

GlyRS  Anty-EJ -1% £dl
[lleRS  Anty-OJ ~i% J9 sni, w 15-30%
AsnRS  Anty-KS 1% przypadkow
IPF — érédmigzszowe zapalenie ptuc (ang. zapa.lema wie-
interstitial pulmonary fibrosis), M — zapalenie lomig$niowe-

migsni, PM — zapalenie wielomig$niowe, DM go, a w 5-10%
—zapalenie skérno-miesniowe. — zapalenia

skérno-mie-

$niowego. Po-
zostate to anty-PL-12 (anty-AlaRS) i anty-PL-7 (anty-ThrRS)
wystepujgce w ok. 3% oraz anty-EJ (anty-GlyRS), anty-OJ
(anty-11eRS), anty-KS (anty-AsnRS) —w ok. 1% przypadkow
(Tab. 1) [4,5], Etiologia miopatii zapalnych nie zostata dotgd
wyjasniona. Przypuszcza sie, ze przyczyng rozwoju choroby
moze by¢ mimikra poliprotein niektérych Picomavifdae (En-
cephalomyocarditis virus [EMCV], Coxsackie B virus) do HisRS
cztowieka. Prawdopodobnie wiekszo$¢ aaRS wywotuje od-
powiedz immunologiczng po uwolnieniu z komérki (np. jako
skutek uszkodzenia tkanki). Cze$¢ z nich, np. LysRS, AsnRS,
pozostaje immunologicznie obojetna, a TyrRS dodatkowo
musi ulec pewnym zmianom strukturalnym [4,6]. Przeciw-
ciata anty-aaRS cechuje ogromna r6znorodno$é. Niektére z
nich przyfaczaja sie do enzymu w miejscach wiazania ATP i
aminokwasu jako inhibitory kompetycyjne (anty-jo-1). Inne,
jak anty-KS, rozpoznajg kompleks AsnRS-tRNAAn i hamu-
jg aminacylacje. Anty-OJ sg skierowane przeciw 1leRS, moga
réwniez oddziatywac z innymi aaRS. Co wiecej, w surowicy
zawierajacej anty-aaRS obserwuje sie rowniez przeciwciata
anty-tRNA. Obecno$¢ w krwi obwodowej limfocytow specy-
ficznych zaréwno do epitopéw poszczeg6lnych syntetaz, jak
i tRNA oraz ich wiasciwosci chemotaktyczne w stosunku do
niedojrzatych komorek dendrytycznych (iDC) i limfocytéw T
wskazujg na udziat aaRS i czasteczek tRNA w rozwoju choréb
autoimmunologicznych [4].

Mimo ogromnego postepu w zrozumieniu molekularnych
podstaw miopatii zapalnych oraz postepu w diagnostyce, w
ktorej wykorzystywane sg m.in. anty-aaRS, ich leczenie nadal
stanowi znaczny problem. W ostatnich latach pojawity sie do-
niesienia o eksperymentalnych terapiach wykorzystujacych
metale szlachetne lub aptamery (czasteczki kwasu nukleino-
wego o niewielkiej masie czasteczkowej lub mate peptydy
specyficznie wigzace biatko docelowe). Pierwsze podejscie po-
lega na zahamowaniu aktywnosci biatka MHC klasy Il i unie-
mozliwieniu prezentacji antygenéw limfocytom. W drugim
przypadku aptamery blokujg epitopy aaRS lub przeciwciata
anty-aaRS, zmieniajac ich konformacje, co powoduje utrate ich
aktywnosci [4].

CHOROBY UKLADU NERWOWEGO

W 2003 roku opublikowano rejestr chordb bedacych skut-
kiem mutacji wystepujgcych w genach kodujgcych aaRS [7],
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Wiekszo$¢ z nich powoduje choroby ukiadu nerwowego,
gtownie encefalopatie i ataksje. Istnieje wiele teorii wyja-
$niajacych mechanizm rozwoju chorob uktadu nerwowego,
ktérych podtozem sg mutacje w genach kodujacych aaRS.
Najbardziej prawdopodobne wydawato sie, ze w wyniku
ekspresji zmutowanych genéw powstajg nieaktywne aaRS.
Okazato sie jednak, ze tylko niewielka cze$¢ znanych mutacji
wystepujacych w genach aaRS odpowiada za powstanie nie-
funkcjonalnych biatek. Znacznie czeéciej biatka te wykazuja
obnizong specyficzno$¢ w stosunku do poszczegdlnych ami-
nokwasow, skutkiem czego jest btedna aminoacylacja tRNA,
a ostatecznie — synteza nieprawidtowych biatek. Znane sg
rowniez przypadki aaRS, w ktérych zmiana zaledwie jedne-
go aminokwasu wptywa na dystrybucje enzymu w komarce
badz utrate innej, niezwigzanej z aminoacylacjg funkcji [8].
Jednym z przyktadéw chordb zwigzanych z mutacjg genu
kodujagcego aaRS jest leukodystrofia. Jest to choroba dzie-
dziczna, objawiajaca sie demielinacja aksonow, a w konse-
kwencji — ostabieniem przekazu impulséw nerwowych.
W mitochondriach pacjentéw cierpigcych na leukodystrofie
wystepuje skrocona forma AspRS o znacznie obnizonej ak-
tywnosci, bedaca produktem genu niosgcego mutacje powo-
dujacag wczesniejsze zakonczenie transkrypcji [9].

W przypadku neurondéw translacja odbywa sie w ciele
komorki nerwowej i dendrytach skad biatka dostarczane sg
do aksonu [10]. Mutacje wystepujgce w genach kodujgcych
aaRS mogg powodowaé uposledzenie dystrybucji tych bia-
tek w komorce nerwowej. Przyktadem jest choroba Char-
cot-Marie-Tooth, w ktérej zmutowane GIyRS i TyrRS nie
wigzg sie z ciatami granularnymi, przez co ich transport do
aksonu jest ograniczony. Objawia sie to zaburzeniami funk-
cji motorycznych spowodowanych nieprawidtowym prze-
kazem impulséw nerwowych oraz degradacjg neurondw.
Skutkiem mutacji w sekwencji kodujacej peptyd sygnalny
w genie GIyRS jest takze nieprawidtowe kierowanie enzy-
mu do mitochondriéw, a efektem — zaburzenie proceséw
energetycznych w komérce [8,11]. Ponadto, mutacje w ge-
nach GIyRS i TyrRS w chorobie Charcot-Marie-Tooth oraz
w AlaRS w przypadku ataksji powodujg zmiany w struktu-
rze przestrzennej enzymu. Takie niepoprawnie sfatdowane
biatka przejawiaja tendencje do tworzenia agregatow tok-
sycznych dla komorki. Co wiecej, moga one oddziatywac
z innymi biatkami, zaburzajgc ich prawidtowe funkcjono-
wanie [11]. Druga przyczyna toksycznosci aaRS moze by¢
skutkiem utraty ich specyficznosci. W efekcie powstajg nie-
prawidtowe aa-tRNA. Powoduje to synteze biatek toksycz-
nych dla komérki badz kierujacych ja na droge apoptozy
[12].

aaRS katalizujg przede wszystkim reakcje aminoacylacji,
ale oprdcz tego peinig inne istotne funkcje. Przyktadowo,
GIuRS i TyrRS sa czastkami sygnalnymi w komaorce nerwo-
wej. TyrRS i TrpRS odgrywajg natomiast kluczowg role w
angiogenezie. Mutacje w genach kodujgcych te syntetazy
moga wiec powodowac utrate wiasciwosci niezbednych do
petnienia wspomnianych funkcji [8].

Posredni udziat jednej z syntetaz obserwuje sie w stward-
nieniu zanikowym bocznym, ujawniajagcym sie w miare po-
stepujgcego zaniku neurondéw ruchowych. Choroba ta jest
skutkiem oligomeryzacji zmutowanej dysmutazy ponadtle-
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nowej (SOD1). Zmutowana forma tego enzymu agregujac,
wigze inne biatka, w tym LysRS, prowadzac w ten spos6b do
zaburzen w funkcjonowaniu komorek nerwowych, a osta-
tecznie kieruje je na droge apoptozy. Nie ma obecnie dowo-
dow, ze tworzenie tego typu ztogéw biatkowych wptywa
na aktywnos$¢ LysRS. Przypuszcza sie jednak, ze proces ten
w znacznym stopniu ogranicza dostepnos$¢ syntetazy, a tym
samym zmniejsza wydajnos$¢ syntezy biatka w komorce. To
z kolei przyspiesza proces degradacji neurondw [12,13],

Odktadanie sie w tkankach tzw. ptytek starczych i tworze-
nie zwyrodnien witoknikowych towarzyszy wielu chorobom
neurodegeneracyjnym, np. chorobie Alzheimera (AD) i Par-
kinsona (PD). W ztogach tych wykryto TrpRS. Odktadanie sie
tej syntetazy powigzano z wytrgcaniem sie jej cytotoksycznego
kompleksu z tryptaming (naturalnie powstajgcy w organizmie
produkt dekarboksylacji tryptofanu) [14,15]. W celu ogranicze-
nia wptywu tryptaminy na przebieg reakcji mozna obnizy¢ jej
stezenie albo zwiekszy(¢ stezenie tryptofanu. Drugi sposéb ma
jednak pewne ograniczenia. Tryptofan jest wprawdzie amino-
kwasem egzogennym i musi byé dostarczony do organizmu
z pozywieniem, jednak jego dostepno$¢ w pokarmie jest naj-
mniejsza spos$réd wszystkich aminokwasow [16]. Dodatko-
wym ograniczeniem jest mato wydajny transport tryptofanu
do moézgu. Spowodowane jest to obecnoscig innych amino-
kwasoéw w znacznie wyzszym stezeniu i wspotzawodnictwo
0 miejsce wigzania do transporteréw bariery krew-mozg [17].
Ponadto, nadmiar tego aminokwasu przesuwa réwnowage re-
akcji w kierunku przeciwnym do tworzenia Trp-tRNATp Juz
przy 50 pM stezeniu Trp wydajno$¢ aminoacylaqi zmniejsza
sie 0 85%. Dla poréwnania —wyzsze stezenie Glu (powyzej
500 pM) nadal nie hamuje reakcji katalizowanej przez GIuRS
[14], Zatem lepszym rozwigzaniem wydaje sie by¢ zmniejsze-
nie w organizmie stezenia tryptaminy. Enzymami katalizuja-
cymi przemiane tryptaminy do kwasu indolilo-3-octowego sg
monoaminooksydazy (MAOs). Obnizenie aktywnos$ci MAOs
prowadzi do zwiekszenia stezenia tryptaminy, co zaobserwo-
wano u diabetykoéw ichorych na AD i PD. Optymalne wydaje
sie wiec by¢ utrzymanie aktywnosci tego enzymu na fizjolo-
gicznym poziomie [14],

EKSPRESJA aaRS W CHOROBACH NOWOTWOROWYCH

Cechg komoérek nowotworowych jest podwyzszona eks-
presja wielu gendéw, w tym gendéw kodujgcych niektére aaRS.
W komérkach raka okreznicy obserwuje sie podwyzszony
poziom MetRS, a takze biatka CHOP (ang. C/EBP homologus
protein). W sekwencji 3'UTR genu MetRS znajduje sie 56 nt
fragment komplementarny do 3'UTR genu biatka CHOP.
Stad przypuszczenie, ze transkrypty obu tych biatek moga
sie ze sobg faczy¢. W niektérych komérkach rakowych aaRS
tworza biatka fuzyjne, np. CysRS z kinaza chtoniaka anapla-
stycznego (ALK, ang. annplastic lymphoma kinase). Z kolei u
pacjentéw z dziedzicznym rakiem jelita grubego niepolipo-
watego (HNPCC, ang. hereditary non-polyposis colorectal can-
cer) i z zespotem Turkota (ang. Turcot syndrome) stwierdzono
nadekspresje 1leRS spowodowang mutacjg w jej promotorze.
Podwyzszona ekspresja GIuProRS i lleRS w komorkach raka
wynika z faktu, ze znajduje sie ona pod kontrolg protoonko-
genu c-myc. Podwyzszony poziom niektérych aaRS zaob-
serwowano réwniez w komérkach raka piersi (LysRS), raka
tarczycy (GlyRS), raka ptuc i w przewlektej biataczce szpiko-
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wej (ang. chronie myeloid leukemia) (podjednostka a PheRS).
Udowodniono na przyktad, ze TyrRS i TrpRS bezposrednio,
a GluProRS z udziatem czynnika wzrostu srodbtonka naczy-
niowego, regulujg angiogeneze [8], Jednak konsekwencje na-
dekspresji wiekszosci aaRS nie sg znane.

aaRS wchodzg w sktad komplekséw AIMPI/p43,
AIMP2/p38, AIMP3/pl8. AIMPI/p43 wptywa na fosfo-
rylacje kinaz JNK (ang. c-Jun N-terminal kinase) i aktywa-
cje kaspazy 3, co kieruje komorki na droge apoptozy [18].
AIMP2/p38 po zwigzaniu biatka TGF-p (ang. transforming
growth factor beta) jest transportowany do jadra komdrko-
wego. Tam wigze biatko FBS (ang. FUSE-binding protein)
bedgce aktywatorem transkrypcji protoonkogenu c-myc, co
stymuluje degradacje biatka FBS, a w konsekwencji —obni-
zenie poziomu produkcji biatka c-myc [8], AIMP3/pl8 jest
supresorem procesu nowotworzenia. Kompleks ten akty-
wowany jest w warunkach stresu komarki i transportowa-
ny do jadra, gdzie za posrednictwem kinaz ATM (ang. ata-
xia telangiectasia mutated) i ATR (ang. Rad-3 related) aktywuje
biatko p53 hamujgce rozwdj nowotworu [19].

UDZIAL MetRS W ARTERIOSKLEROZIE

W ostatnich latach pojawito sie wiele doniesiefA potwier-
dzajacych postulowany w latach 70-tych minionego wieku
zwigzek pomiedzy poziomem homocysteiny (Hcy) i tiolak-
tonu homocysteiny a rozwojem miazdzycy. Homocysteina
jest produktem posrednim w biosyntezie metioniny, rézni
sie od niej brakiem grupy metylowej i dlatego czesto jest
btednie rozpoznawana przez MetRS. Utworzony Hcy-AMP
jest nastepnie edytowany z udziatem tej samej syntetazy do
cyklicznego tiolaktonu homocysteiny, co zapobiega witgcze-
niu homocysteiny w szlak biosyntezy biatka. Synteza tiolak-
tonu homocysteiny zachodzi w kazdej zywej komorce, a jej
wydajno$¢ zalezy m.in. od stezenia homocysteiny. Im wyz-
sze stezenie homocysteiny, tym wyzsze stezenie tiolaktonu
i wieksze ryzyko rozwoju choroby. Cykliczny tiolakton jest
reaktywng czasteczkg, ktdra tatwo wigze sie z wolnymi gru-
pami aminowymi lizyn w biatkach. Modyfikowane biatko
traci swoje wtasciwosci i staje sie bardziej podatne na utle-
nienie i proteolize niz niemodyfikowane (Ryc. 2) [20].

aaRS JAKO CEL MOLEKULARNY W
TERAPII PRZECIWBAKTERYJNEJ

Znaczace roznice w budowie oraz mechanizmie dziata-
nia aaRS prokariota i eukariota spowodowaty, ze zwr6cono
na nie uwage jako na potencjalny cel w terapii zakazen bak-
teryjnych. Za ich wyborem przemawiaja nastepujace argu-
menty:

1) zapotrzebowanie na nowe leki w zwigzku z pojawianiem
sie antybiotykoopornosci bakterii,

2) rozwdéj wiedzy w zakresie struktury i funkcji aaRS (obec-
nie w bazie danych syntetaz aminoacylo-tRNA, http://bio-
bases.ibch.poznan.pl/AARS/ znajduje sie 1047 sekwencji
aaRS i liczba ta stale rosnie [21]),

3) podobienstwo poszczeg6lnych enzyméw w obrebie ga-
tunku i pomiedzy blisko spokrewnionymi bakteriami cho-
robotworczymi, co umozliwia projektowanie antybiotykéw
o0 szerokim spektrum dziatania,
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Rycina 2. A) Wzory strukturalne cysteiny (Cys), homocysteiny (Hcy) itiolaktonu.
B) Szlak przemian tioloaktonu w komérce [20]. Met —metionina, MS —syntaza
metioninowa, Hcy — homocySteina, CBS — syntaza (3-cystationinowa, HTase -
tiolaktonaza homocysteiy. Obszar ograniczony ramka oznacza komorke.

4) réznice w strukturze i dziataniu syntetaz pochodzacych
z organizmow odlegtych ewolucyjnie stwarzajg szanse na
opracowanie lekéw hamujacych specyficznie tylko enzym
bakteryjny,

5) powszechno$¢ wystepowania syntetaz,

6) brak u bakterii izoenzyméw poszczeg6inych syntetaz, co
zmniejsza do minimum prawdopodobienstwo uruchomie-
nia alternatywnego szlaku aminoacylacji w przypadku za-
hamowania okreslonej aaRS,

7) wystepowanie w obrebie aaRS wielu potencjalnych miejsc
wigzania inhibitora (miejsce wigzania: tRNA, substratow i/
lub produktu posredniego reakcji a takze domena edytuja-
ca),

8) istnienie wielu naturalnych inhibitoréw aaRS o niskiej
toksycznosci, ktére moga stanowi¢ punkt wyjscia w projek-
towaniu kolejnych zwigzkow.

STRUKTURA ENZYMOW PROKARIOTYCZNYCH
| EUKARIOTYCZNYCH

Najstarszg ewolucyjne domeng aaRS, w znacznym stop-
niu zachowang w obrebie tej klasy enzymdw, jest centrum
katalityczne. Fakt istnienia w rodzinie syntetaz dwdch od-
miennych struktur centréw katalitycznych, bedacych pod-
stawg ich podziatu na dwie Kklasy, przemawia za tym, ze
wspotczesne aaRS wyewoluowaty od dwdch niezaleznych
przodk6éw [22], W czasie ewolucji obie klasy aaRS zyskiwaty
nowe domeny, np. wigzaca ramie antykodonu oraz elementy
zwiekszajace wybidrczos¢ przytaczania odpowiednich ami-
nokwasow. Miedzy poszczegdInymi enzymami powstawaty
coraz wieksze roznice, prowadzace do uzyskania duzej spe-
cyficznosci, w wyniku czego aaRS utracity zdolnos$¢ wigza-
nia tRNA innych organizméw. Rdéznice miedzy czasteczka
tRNATy prokariota i eukariota dotyczg przede wszystkim
regionow odpowiedzialnych za jej oddzialywanie z enzy-
mem, a w szczeg6lnosci nukleotydéw w pozycji 1i 72 oraz
petli zmiennej. W bakteryjnym tRNATysg to odpowiednio
G1 i C72 oraz kilkunastonukleotydowa petla zmienna. W eu-
kariotycznym tRNA CI i G72 i region zmienny zbudowany
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z ok. 5 nt. Analiza sekwencji TyrRS poszczeg6lnych organi-
zmow wskazuje na ich ogromne zréznicowanie. Wprawdzie
centrum katalityczne kazdego z nich tworzy struktura Ros-
smanna, jednak niezmienne w innych enzymach klasy I mo-
tywy HIGH i KMSKS w TyrRS moga by¢ zastgpione przez
HAYL i KEGKT. Jeszcze wieksze r6znice wystepujg poza do-
meng katalityczna, w miejscu wigzania antykodonu. Koniec
karboksylowy biatka prokariotycznego stanowi domena a-
ACB oraz domena wykazujgca homologie do korca C biatka
rybosomalnego S4. W biatku eukariotycznym natomiast jest
to domena C-W/Y i Ct (Ryc. 3) [23]. TyrRS, mimo iz zalicza-
na jest do enzymow klasy I, dziata w sposéb swoisty dla syn-
tetaz klasy Il. TyrRS to dimer, ktérego domena CI centrum
katalitycznego odpowiada za swoiste wigzanie ramienia ak-
ceptorowego (C1-G72 w eukariota, G1 i C72 u prokariota).
Koniec C biatka odpowiedzialny jest za wigzanie antykodo-
nu oraz oddziatywania z dtugg petlag zmienng w przypadku
tRNA bakteryjnego. Przyktad TyrRS doskonale obrazuje r6z-
nice strukturalne i funkcjonalne miedzy enzymami prokario-
tycznymi i eukariotycznymi. Im wiecej tego typu réznic, tym,
teoretycznie, wyzsze prawdopodobieristwo znalezienia leku
specyficznego do konkretnej syntetazy okreslonego mikroor-
ganizmu.

CHARAKTERYSTYKA DOMEN

Ro6znice w strukturze enzyméw prokariotycznych i eu-
kariotycznych majg ogromne znaczenie w projektowaniu
lekéw, ktorych zadaniem ma by¢ specyficzne zahamowa-
nie aktywnosci syntetaz bakteryjnych przy réwnoczesnym
braku wptywu na funkcjonowanie enzyméw gospodarza
(Ryc. 3).

Poréwnanie sekwencji aaRS z réznych organizméw po-
zwolito na wyodrebnienie czterech domen (poza centrum
katalitycznym enzymu) charakterystycznych dla syntetaz
aminoacylo-tRNA zaréwno klasy 1, jak i Il. S to:

» domena wigzgca tRNA

e domena ,,DALR" —najbardziej rozpowszechniona wsréd

aaRS

» mata domena w obrebie ktorej wystepuje helisa a i struk-

tura typu coiled-coil, uczestniczagca w tworzeniu komplek-

sow aaRS (multiaaRS) oraz w oddziatywaniu z tRNA

» mata domena przy koricu karboksylowym biatka.
Szczegb6towa analiza sekwencji pozwolita réwniez na

wyodrebnienie domen wystepujagcych w aaRS i zachowa-

nych w innych biatkach (Tab. 2) [23].

Porownanie domen wystepujgcych w syntetazach moze
okaza¢ sie pomocne w wyborze miejsca dziatania dla poten-
cjalnych terapeutykéw. Duze nadzieje wigze sie z unikalny-
mi dla prokariota elementami struktury aaRS. Jednym z nich
jest domena GAD, zaobserwowana jedynie w bakteryjnych
AspRS i niektérych GIuRS. Skutkiem jej zablokowania jest
zaburzenie wigzania tRNA do enzymu. Innym dobrym ce-
lem wydaje sie by¢ domena HD, gdyz wystepuje jedynie w
prokariotycznych GlyRS oraz peini kluczowg funkcje w ak-
tywacji Gly [24].

Znaczne podobienstwo miedzy niektérymi aminokwa-
sami oraz ograniczona zdolno$¢ aaRS do ich rozr6znienia
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aaRS Organizm Schemat budowy

16 aaRS. Nie zidentyfiko-
wano w nim genéw dla
GInRS, AsnRS, LysRS oraz

GInRS E. coli

H. sapiens

(__ NGInEuk  )<aif| Ins QEIC

e
<g _msaEc P-O<pAcBEM]

CysRS, mimo obserwo-
wanej aktywnosci charak-
terystycznej dla tych en-
zymow. Gdy w komorce

coiled-coil

-ACB EIQ =)

TyRS E. coli N-Tyr

H. sapiens N-Tyr

@<insTvr P_aacs >(sa)

Ins Tyr cwiy | ct )

brak aaRS swoistych dla
aminokwaséw i tRNA,
tworzenie odpowiednich
aminoacylo-tRNA moze
odbywa¢ sie w dwu-
stopniowym procesie:

TrpRS E. coli T CWIY |
H. sapiens
45 C(N-Trp Euk el Trp PTG

najpierw z udziatem nie-
swoistych syntetaz, a na-
stepnie amidotransferaz
[1], Podobny mechanizm

Rycina 3. Schemat budowy aaRS swoistych dla GInRS, TyrRS i TrpRS E. coli i H. sapiens.

powoduja btedng aminoacylacje. Poprawnos$¢ tego procesu
zwieksza sie dzieki dodatkowej domenie (poza miejscem
aktywnym), posiadajacej zdolno$¢ naprawiania pomyitek
popetnianych w | i Il etapie reakcji. Mechanizm rozpozna-
wania btednie przytgczonych aminokwaséw jest rozny dla
aaRS prokariotycznych i eukariotycznych, co stwarza uni-
kalng szanse opracowania zwigzku specyficznie oddziatu-
jacego tylko z enzymem bakteryjnym [25].

ROZSZERZENIE KODU GENETYCZNEGO

Tuz po odkryciu syntetaz aminoacylo-tRNA, Francis
Crick postulowat, ze kazdemu aminokwasowi sposrdd gru-
py 20 uniwersalnych dla kazdej komorki odpowiada inna
syntetaza aminoacylo-tRNA [26]. Jak sie jednak okazato,
tylko organizmy eukariotyczne i nieliczne bakterie posia-
dajg 20 aaRS (Tab. 3). W genomach zadnego z poznanych
archeon6w oraz znacznej wiekszosci prokariotow nie znale-
ziono genéw kodujacych GInRS. Bakterie bardzo czesto nie
posiadajg rowniez AsnRS, a metanogenne archeony CysRS.
W genomie M. janashii znajdujg sie geny kodujace jedynie

Tabela 2. Domeny wspélne dla aaRS i innych biatek.

Wystepowanie
Nazwa domeny

w aaRS

AspRS (bakterie),

w innych biatkach

amidotransferaza

tworzenia  aminoacylo-

tRNA obserwowany jest

w przypadku selenocy-

steiny (Sec) — czgsteczki
wykraczajgcej poza kanoniczny zestaw 20 aminokwasdw.
Z kolei dla drugiego z nich — pirolizyny (Pyl) — odkryto
swoistg syntetaze aminoacylo-tRNA (Ryc. 4) [27-30]. Po-
znanie mechanizmu dziatania i struktury krystalograficznej
PyIRS pozwolito zakwalifikowaé jg do syntetaz aminoacylo-
tRNA klasy I1 [31].

We wszystkich znanych archeonach, bakteriach czy chlo-
roplastach, w ktoérych brak GInRS, synteza GIn-tRNAGnhka-
talizowana jest przez GIuRS o obnizonej specyficznosci w
stosunku do tRNAQu zdolnej réwniez do wigzania tRNAGn
W pierwszym etapie powstaje Glu-tRNAGn ktéry poprzez
amidacje Glu do Gin katalizowang przez amidotransferaze
Glu-tRNAGN (Glu-AdT), w obecnosci ATP i donora grupy
amidowej zostaje przeksztatcony w GIn-tRNAGn (Ryc. 5).
Synteza Asn-tRNAAn u organizmoéw nie posiadajacych
AsSnRS przebiega z udziatem AspRS. Asp-tRNAAn prze-
ksztatcany jest nastepnie przez odpowiednig amidotrans-
feraze (Asp-AdT) w Asn-tRNAAn (Ryc. 5). Co ciekawe, w
mitochondriach wielu eukariotéw stwierdzono obecnos$¢
Glu-tRNAGn i Glu-AdT. Wydaje sie wiec, ze eukariotycz-
ne amidotransferazy
moga réwniez uczest-
niczy¢ w syntezie
GIn-tRNAGn Zadzi-
wiajgcy jest zatem
fakt, ze mtGIuRS tych
organizmoéw nie sg

Funkcja domeny w aaRS

fi i ie tRNA :
GAD GIURS (archeony) GIu-tRNAGH specyficzne wiazanie t zdolne do aminoacy-
RelA. SooT. rodzi lacji tRNAGn Jak do-
TGS ThrRS (eukariota i niektére bakterie) ¢4, 5po 1, rodzina nieznana tad funkcja Glu-AdT
Whg (GTPaza) . f
i mechanizm powsta-
HD GIlyRS (bakterie) hydrolazy HD tworzenie adenylatu Gly wania Glu-tRNAGnh
H H ThiRS i AlaRS CmaT, hydrolazy aktywnos$¢ hydrolityczna w u _eukar!otOV\_/ ,pf’zo'
X Rs 1Al zalezne od metali btednie zacylowanych tRNA staja  niewyjasnione
[29,30],
biatk kswirusé . .
HTH PheRS (eukariota, archeony, 1atko pOKSWIrUSOw wigzanie RNA

(helix-turn-helix) kretki) —na kofAcu N enzymu

YbaK ProRS

Postepy Biochemii 55 (4) 2009

wigzace dsSRNA
biatko rybosomalne S10

biatko YbaK £. coli

U archeonéw me-
tanogennych i redu-
kujacych siarczany, u
ktérych nie stwierdzo-

(szczegdblnie dsSRNA)

nieznana
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Rycina 4. Wzory strukturalne A) selenocysteiny i B) pirolizyny.

no CysRS w syntezie Cys-tRNAGsbiorg udziat dwa dodatko-
we enzymy: syntetaza O-fosfoserylo-tRNA (SepRS) i syntaza
Sep-tRNA:Cys-tRNA (SepCysS) [27], Pierwszy z nich, SepRS,
jest syntetazg klasy Il wystepujacg w postaci homotetrameru
(a4. Odpowiada ona za tworzenie Sep-tRNAGs przeksztat-
canego do Cys-tRNAGsw reakcji zaleznej od fosforanu pi-
rydoksalu (PLP) katalizowanej przez SepCysS. Szlak SepRS/
SepCysS moze wspotistnie¢ z CysRS (Ryc. 5) [32], W przypad-

Glu
NS-GluRS SepRS
Glu AmP ATP Aop Ser® Amp

PP ATP

tRNAGn  ATP Glu-tRNAG" GIn-tRNAG" tRNACYS
Asp Asn
NS-AspRS Asp-AdT
Asp AMP ATP ADP Ser
arp PP 3
tRNAASY Asp-tRNAAS" Asn-tRNAAS" tRNASEC  ATP

Rycina 5. Posrednie szlaki syntezy aa-tRNA (bez udziatu specyficznych aaRS). Glu —kwas glutaminowy, Gin —glutamina, Asp
—kwas asparaginowy, Asn —asparagina, Ser —seryna, Cys -cysteina, Sec —selenocysteina, NS-GIuRS — GIuRS wykazujaca
specyficzno$¢ zaréwno do tRNAQujak i tRNAGn NS-AspRS — AspRS wykazujaca specyficzno$¢ zaréowno do tRNAAS, jak i
amidotransferaza Glu-tRNAGn Asp-AdT — amidotransferaza Asp-tRNAAs SepRS —syntetaza fosfose-
rylo-tRNA, SepCysS —syntaza Sep-tRNA:Cys-tRNA, SelA —syntaza selenocysteiny, SepSecS —syntaza Sep-tRNA:Sec-tRNA,

tRNAAs, Glu-AdT -

PSTK —kinaza O-fosfoserylo-tRNA, PLP —fosforan pirydoksalu.

ku archeonéw metanogennych, takich jak np. Methanococcus
jannaschii, jest jednak jedynym, w ktérym powstaje Cys. Nie
stwierdzono u nich CysRS, nie kodujg rowniez enzymoéw
uczestniczacych w biosyntezie cysteiny [33],

Tabela 3. Rozszerzenie kodu genetycznego.

Synteza aa-tRNA

Rozszerzenie kodu genetycznego o selenocysteine (Sec)
byto mozliwe tylko dzieki wyksztatceniu wydajnego me-
chanizmu syntezy Sec-tRNAS) Obecnie nie jest znana
zadna syntetaza katalizujagca bezposrednie tworzenie tego
zwigzku. U niektdrych roslin ibakterii Sec wtaczana jest w
biosynteze biatka za posrednictwem CysRS i tRNAGs Wy-
dajnos¢ tej strategii jest niska dzieki niskiemu stezeniu Sec w
komérce. Lepszym rozwigzaniem jest synteza selenocyste-
iny zalezna od swoistego dla niej tRNA. W pierwszym eta-
pie SerRS katalizuje reakcje wigzania reszty Ser do tRNASD
Nastepnie syntaza selenocysteiny (SelA) przeksztatca reszte
Ser w Sec. Sec-tRNASwiaczany jest w sekwencje biatka tyl-
ko w pozycji kodonu UGA (opal) itylko w przypadku, gdy
w jego sasiedztwie znajduje sie charakterystyczny element
struktury RNA, tzn. SECIS (ang. selenocysteine insertion sequ-
ence) i specyficzny dla selenocysteiny czynnik elongacyjny
(SecB) (Ryc. 5) [34]. U pewnych archeonow i eukariotéw
Ser-tRNASD nie jest prze-
ksztatcany bezposrednio
w Sec-tRNAZ) Etapem
posrednim jest utworze-
nie z udziatem kinazy O-
fosfoserylo-RNA (PSTK)
Sep-tRNASR) ktory prze-
ksztatcany jest ostatecznie

Ser @ Cys
S vsS

epCys
pLo™
donor S P

Sep-tRNACYS Cys-tRNA™"

Ser Sec w Sec-tRNAZD w reakcji
Selh c:;}o katalizowanej w obecno-
i, I $ci selenofosforanu przez

m'\/‘?; : ;é‘" synteze Sep-tRNA:%ec-

o Ose tRNA (SepSecS). Zarow-

no SecA, jak i SepSecS sa
biatkami zaleznymi od
PLP (Ryc. 5) [35], Warto w
tym miejscu wspomnieé
rébwniez o pirolizynie
(Pyl) i swoistej dla nigj
syntetazie — PyIRS. Ami-
nokwas ten wigczany jest
do tancucha polipeptydo-
wego podczas translacji
jedynie u pewnej grupy
archeonow i bakterii. Wy-
magana jest do tego zgodnos$¢ kodonu UAG z sekwencjg an-
tykodonu zwigzanej z Pyl czasteczki tRN A”~loraz obecno$é
struktury okreslonej jako PYLIS (ang. pyrrolysine insertion
sequence) [36].

Ser-tRNASE  Sep-tRNAS®  Sec-tRNAS®

KONSEKWENCJE HAMOWANIA
AMINOACYLACIJI tRNA

Rozwazajgc aaRS jako cel dla
potencjalnych lekéw, nalezy mie¢

aa-tRNA
Szlak posredni

GIn-tRNA Archeony, wiekszo$¢ bakterii, chloroplasty

Asn-tRNA wiekszos$¢ bakterii i archeonéw
metanogenne archeony (z wyj.

Cys-tRNA Methanobreinbacter smithii i Methanosphaera
stadtmanae) i Archaeoglobusfulgidus

Sec-tRNA Eukarlot-a, archeony i bakterlfa wstawiajgce Sec
w pozycje kodonu UAG swoistego dla tRNAS'

Pyl-tRNA

378

Szlak z udziatem swoistej aaRS

Eukariota, niektére bakterie
Eukariota, bakterie i archeony

Eukariota, bakterie i archeony

zaden ze znanych organizmoéw

archeony metanogenne i
niektére bakterie Gramm (+)

rowniez na uwadze negatywne
skutki jakie niesie za sobg zaha-
mowanie aktywnosci tych enzy-
moéw. Zahamowanie aminoacy-
lacji prowadzi do nagromadzania
w komoérce wolnych czasteczek
tRNA, ktére, wigzac sie do rybo-
soméw, powodujg zatrzymanie
elongacji tancucha peptydowego.
Ciggty wzrost stezenia wolnego

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

Tabela 4. Naturalne inhibitory aaRS.

) Nazwa Wzor Cel dzialania & Pismiennictwo

Naturalne inhibitory aaRS

: 30 nM
o Chuangksinmycyna TrpRS (. coli) [40]

4 Ochratokagra ' PheRS g F’f“bws) 25]

Naturalne inhibitory aaRS dopuszczone do badan klinicznych lub przedklinicznych
HO. COOH
[ A 14nM
6. Mupi 3
pirocyna 1leRS (S ureus) [37]

Inne inhibitory aaRS dopuszczone do badan klinicznych lub przedklinicznych

; 0,44 uM
8. Icofungipen IleRS (C. albicans) [49]

10. REPS839 % MetRS (zgl.::m) (44]

¥
tRNA prowadzi do aktywacji enzymu relA. W wyniku efektor kontroli $cistej metabolizmu. Duze stezenie alarmo-
przeniesienia grupy pirofosforanowej z ATP na pozycje nu ppGpp hamuje polimeraze RNA oraz drastycznie obni-
3' GTP powstaje guanozyno 5'-tri-3'-difosforan (pppGpp). za wydajno$¢ wszelkich procesdw wymagajacych energii,
Ten z kolei, po odtgczeniu jednej grupy fosforanowej przez np. synteze RNA, DNA, biatek czy peptydoglikanu. Zatem
produkt genu gpp, jest przeksztatcany w ppGpp —gtéwny zahamowanie jednej lub kilku aaRS moze w bardzo krot-
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kim czasie wywotaé zmiany w metabolizmie komérki pro-
wadzgce w konsekwencji do jej Smierci [37].

INHIBITORY SYNTETAZ AMINOACYLO-tRNA

SUBSTANCJE POCHODZENIA NATURALNEGO

Obecnie znanych jest wiele naturalnych inhibitoréow
syntetaz aminoacylo-tRNA (Tab. 4). W$rdd nich sg mupiro-
cyna, borelidyna, indolmycyna, chuangksinmycyna, agro-
cyna, ochratoksyna A, furanomycyna, granatycyna i reve-
romycyna A. Nie wszystkie z nich znalazty zastosowanie
jako terapeutyki, gtéwnie z powodu braku specyficznosci w
stosunku do aaRS prokariotycznych. Stanowig one jednak
doskonaty punkt wyjscia w projektowaniu nowych lekéw.

Mupirocyna (kwas pseudomonowy) jest najbardziej zna-
nym naturalnym inhibitorem aaRS. Jest ona obecnie stoso-
wana jako lek przeciwbakteryjny. Mupirocyna jest metabo-
litem wtédrnym syntezowanym przez bakterie Pseudomonas
fluorescens. Czasteczka ta sktada sie z krétkiego kwasu ttusz-
czowego potaczonego z kwasem monowym i przypomina
adenylan izoleucynowy (lle-AMP) [38]. Mupirocyna hamu-
je 1leRS bakterii, archeonow i grzybow. Niektore szczepy
P.fluorescens posiadajg dwa izoenzymy IleRS, co daje im
opornos$¢ na mupirocyne. Jeden z nich (1leRS-R2), podob-
nie jak lleRS eukariontéw, jest niewrazliwy na mupirocyne.
Do tej pory nie odnotowano przypadkéw hamowania orto-
logéw syntetaz ssakéw, co zadecydowato o wpisaniu tego
zwiazku na liste lekéw przeciwbakteryjnych. Mupirocyna
hamuje 1leRS bakterii Gramm (+): Staphylococcus aureus w
tym roéwniez opornych na metycyline (MRSA — methyci-
lin-resistant S. aureus), Streptococcus pyogenes, Streptococcus
pneumoniae, Enterococcus faecium i Gramm (-): Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrhalis oraz grzyb6w Candida albi-
cans. Niestety, mata stabilno$¢ tego zwigzku we krwi, gdzie
ulega on hydrolizie do kwasu monowego, powoduje Ze
jego uzycie jest ograniczone [39], Powszechne uzycie mu-
pirocyny spowodowato pojawienie sie szczepow bakterii
opornych na ten zwigzek. Umownie podzielono je na dwa
fenotypy. Pierwszy z nich cechuje tzw. niski poziom opor-
nosci (MIC =8-256 mg/ml) wyksztatcanej wskutek mutacji
punktowej w genie ileS znajdujacym sie w chromosomie
bakteryjnym. Drugi cechuje wyzsza oporno$¢ (MIC > 256
mg/ml), ktéra jest efektem pojawienia sie genu mupA kodu-
jacego niewrazliwg na mupirocyne forme enzymu IleRS-R2.
Jak dotad brak jednoznacznych dowoddéw na pochodzenie
genu mupA. Prawdopodobnie pochodzi on z organizmu eu-
kariotycznego lub Bacillus anthracis [40].

Borelidyna, naturalny inhibitor aaRS, jest syntezowa-
na przez dwa szczepy Streptomyces albovinaceous (bakteria
glebowa). Jej whasciwosci antybakteryjne po raz pierwszy
zaobserwowano w stosunku do Treponema hyodysenteriae.
Obecnie znane sg rowniez inne bakterie wrazliwe na ten
zwigzek. Analiza struktury kompleksu ThrRS Escherichia
coli z borelidyng pokazata, ze inhibitor ten wigze sie z enzy-
mem w kieszeni hydrofobowej poza domeng katalityczna.
Skutkiem tego jest zmiana konformacji enzymu, ktéra pro-
wadzi do utraty jego aktywnosci. Zatem zwigzek ten nie-
kompetycyjnie hamuje zdolno$ci wigzania ATP i Thr przez
enzym [38,41].
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Chuangksinmycyna syntezowana przez A. tsinanensis
swojg budowg przypomina tryptofan, z ktérym konkuruje
owigzanie do enzymu. Wykazuje specyficzno$¢ w stosunku
do TrpRS bakterii Gramm (+) i Gramm (-) (IC®dla TrpRS E.
coli =30 nM). Potwierdzono jej skuteczno$¢ w zwalczaniu
zakazen wywotywanych przez E. coli i Shigella dysenteriae
[42].

Agrocyna wytwarzana jest przez Agrobacterium radiobac-
ter przeciw Agrobacterium tumefaciens, odpowiedzialnym za
wywotywanie zakazen roslin prowadzacych do powstawa-
nia nowotworowych naroéli na szyjce korzeniowej. Zwig-
zek ten w znacznym stopniu przypomina adenylan leucy-
ny, co czyni go potencjalnym inhibitorem IleRS (IC 0< 10
nM). Szczepy produkujgce ten zwigzek posiadajg system
obronny przed wtasng toksyng w postaci genu kodujgcego
biatko niewrazliwe na agrocyne [43],

Wszystkie opisane wyzej substancje cechuje wysoki po-
tencjat hamowania aktywnosci syntetaz aminoacylo-tRNA.
Za sprawa zbyt niskiej wybiorczosci wzgledem bakterii
chorobotwdrczych, wysokiej toksycznosci w stosunku do
komdrek gospodarza oraz niestabilnosci zadna z nich, z
wyjatkiem mupirocyny, nie zostata dopuszczona do uzyt-
ku. Mupirocyna wykazuje 8000 razy wyzszg wyhiorczo$¢ w
stosunku do lleRS mikroorganizmow niz enzymow ssakow.
Przyjeto, ze potencjalny terapeutyk powinien wykazywac
co najmniej 100-krotng wybidrczo$¢ wzgledem wybranego
celu. Teoretycznie zatem, mupirocyna powinna byé dosko-
natym lekiem. Jednak z powodu nietrwatosci jej uzycie jest
ograniczone. W zwigzku z tym podjeto proby zwieksze-
nia jej stabilnosci i specyficznosci w stosunku do poszcze-
goélnych grup mikroorganizmoéw. Na podstawie budowy
lle-AMP i mupirocyny stworzono farmakofor stanowigcy
punkt wyjscia do dalszych poszukiwan. W ten spos6b uda-
fo sie otrzymac kilka znaczacych inhibitoréw aaRS. Niektd-
re z nich, np. Icofungipen, zostaty dopuszczone do badan
klinicznych [46].

INHIBITORY SYNTETYCZNE

Poznanie mechanizmu aminoacylacji oraz struktur syntetaz
aminoacylo-tRNA daje mozliwos¢ projektowania specyficz-
nych inhibitoréw aaRS. W pierwszym etapie aminoacylacji po-
wstaje aminoacyloadenylan — produkt pos$redni, ktory two-
rzy z enzymem kompleks o statej dysocjacji rzedu od kilku do
kilkudziesieciu nmoli. Dla lleAMP-I11eRS (S. aureus) K wynosi
30 nM. Wartos$¢ statej dysocjacji dla aminokwasu i ATP jest
kilka rzedow wielko$ci wyzsza [47], Mozna wiec oczekiwag,
ze analogi aminoacyloadenylanu, podobnie jak sam aa-AMP,
bedg silniej wigzane przez enzym. Stanowi to punkt wyjscia
w pracach zmierzajgcych do stworzenia nowych inhibitoréw
aaRS [48], W projektowaniu inhibitorow na bazie czasteczki
aminoacyloadenylanu bierze sie pod uwage modyfikacje czte-
rech regiondw czasteczki: nietrwatego wigzania fosfodiestro-
wego, rybozy, adeniny i reszty aminokwasowej (Ryc. 6). Kla-
sycznym podejsciem w syntezie inhibitorow syntetaz w opar-
ciu o0 modyfikacje aa-AMP jest uzycie aminoalkoholi zamiast
aminokwasdw. Zwiazki te posiadajg w czasteczce rownocze-
$nie grupy hydroksylowe i aminowe. Powstajacy produkt
— ester aminoalkilo-AMP (Ryc. 6A) — wykazuje znacznie
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Arg-AMP juz w stezeniach

A JN\ o nanomolo.wych.. W przy-
= 5 — D 5 padku HisRS i ThrRS (kla-
)\/0\;!\0 O A ’B\(o 5 sa Il) skuteczne okazaly sie

HaN i/ R V2 jedynie acylosulfaminiany.
L ST e = Potwierdza to rézny sposéb
//_N\ o 0 N N - - .
B N NHa N wigzania produktu posred-
R, NH‘S/? 5 N\;N E s niego rfeakql przez synteta,zy
H”/\\‘( 5’\°/\q i klasy lill. Cztery zanalogéw
o HO oH R’)\( on NFN\ i metionyloadenylanu hamujg
7\ o aktywnos$¢ enzymu w naste-
N N—nn, J = S ST
c g pujacej kolejnosci: ester > N-

Pochodne aminokwasow

J
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Rycina 6. Strategie syntezy analogéw aminoacyloadenylanu (szczeg6towy opis w tekscie).

wiekszg stabilno$¢ niz acylofosforan i rownie wysokie powi-
nowactwo do aaRS [49]. Innym sposobem zwigkszenia sta-
bilnosci czasteczki jest zastagpienie atomu fosforu w wigzaniu
fosfodiestrowym siarka (Ryc. 6B). Gtéwng wadg powstatych
w ten sposéb pochodnych jest ich niska specyficzno$¢ w sto-
sunku do enzymow prokariotycznych. Dodatkowo, poréwnu-
jac dziatanie poszczeg6lnych aminoalkilowych adenylanow i
pochodnych aminoacylosulfaminowych na ArgRS, HisRS i
ThrRS, zauwazono zwigzek miedzy rodzajem pochodnych aa-
AMP a klasg syntetaz. Hamowanie aktywnosci ArgRS (klasa
1) obserwowano po zastosowaniu obu rodzajéw pochodnych
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hyroksyamina > amid > O-
hydroksyamina. Jednak ze
wzgledu na zbyt niska spe-
cyficznos¢ i niewystarczajace
powinowactwo do aaRS nie
znalazty one zastosowania w
leczeniu [49], Usuniecie grup
hydroksylowych przy C2' i
C3' (Ryc. 6D i 6E) aa-AMP,
powoduje zmniejszenie po-
winowactwa pochodnych do
aaRS. Wskazuje to na udziat
grup hydroksylowych rybo-
zy w wigzaniu czasteczki do
enzymu. Podobng funkcje
petni adenina. Dowodem na
to jest znikomy stopien wig-
zania analogéw pozbawio-
nych adeniny badz z grupa
hydrofobowg w jej miejscu.
Zastapienie jej z kolei polar-
ng czasteczkg uracylu (Ryc.
6F) nie wptywa negatywnie
8 na powinowactwo analogu
do aaRS [49], Pochodne zmo-
dyfikowane w obrebie reszty
adeniny moga by¢ wigzane
N. - przez enzym znacznie sil-
niej niz zwiazek wyjsciowy,
co czyni je potencjalnymi
| inhibitorami aaRS. Tak jest
w przypadku 2-jodo (Ryc.
6G) i 2-etynylo pochodnych
A adenylanu izoleucynowego

z wigzaniem sulfonowym.

Tiazole (Ryc. 6H), estry ikar-

baminiany aa-AMP hamu-

ja wybrane enzymy juz w

stezeniach nanomolamych.
Przyktadowo, IC-0dla sulfamidowej pochodnej izoleucynowej
z grupg tiazolowg potgczong z fenolem (Ryc. 61), skierowanej
przeciwko 1leRS E. coli wynosi 1,3 nM [49]. Mozliwe jest row-
niez wprowadzanie modyfikacji tancucha bocznego amino-
kwasu aa-AMP lub uzycie jako inhibitoréw aaRS, pochodnych
aminokwasow. aaRS wszystkich organizméw przytaczajg te
same aminokwasy, jednak réznice w mechanizmie ich rozpo-
znawania dajg mozliwos¢ uzycia tego typu analogéw. Oto kil-
ka przyktadow o dos¢ znaczacym potencjale: kwas glutamino-
wy potaczony wigzaniem estrowym z pochodng piperydyny

381



(inhibitor GIuRS E. coli) (Rye. 6J), hydroksamina L-metioniny
(MetRS E. coli) (Rye. 6K) i tyrozyno-fenyloglicyna (TyrRS S. au-
reus) (Rye. 6L) [49],

POTENCJALNE LEKI

Jedynym obecnie dostepnym lekiem, ktéry hamuje biosyn-
teze biatka bakterii na etapie aminoacylacji jest wspomniany
wczedniej kwas pseudomonowy (mupirocyna). Dzieki inten-
sywnym badaniom pojawiajg sie kolejne zwigzki. Niektore z
nich, np. AN-2690 (l,3-dihydro-5-fluoro-I-hydroksy-benzook-
saborol), przeszty Il faze badan klinicznych. Czes¢ za$ odrzu-
cono, mimo doskonatych wynikéw w testach in vitro (Tab. 4).

Icofungipen jest pochodng wystepujacego naturalnie (3
aminokwasu — cis-pentacyny, ktéra oprocz zdolnosci wy-
biérczego hamowania IleRS, jest réwniez wydajnie transpor-
towana do komorek patogendéw przez permeazy drozdzowe.
Transport terapeutyku do komdérek moze by¢ ograniczony w
przypadku podwyzszonego stezenia lle wspétzawodniczacej
z inhibitorem o miejsce wigzania z permeazg. Istotne jest, ze do
tej pory nie odnotowano szczepéw z dodatkowa kopig genu
kodujacego enzym niewrazliwy na Icofungipen. Wszystkie
przypadki opornosci sg efektem zaburzenia transportu leku do
komérki badz nadprodukcji 1leRS. Nie stanowi to powaznego
problemu, gdyz substancja ta jest na tyle neutralna dla orga-
nizmu gospodarza, Ze nawet znaczne podwyzszenie jej steze-
nia w organizmie nie pocigga za sobg negatywnych skutkow
[38]. Icofungipen jest testowany w leczeniu zakazen gardta i
goérnych drég oddechowych (wywotywanych przez bakterie
oporne na flukonazol) oraz zakazen centralnego uktadu ner-
wowego. Obecnie substancja ta znajduje sie w Il fazie testéw
klinicznych [50].

AN-2690 jest pochodng benzoksaborolu. Badania oparte
na mutantach opornych na ten zwigzek pozwolity ustali¢, ze
celem jego dziatania jest domena edytujgca LeuRS szerokiej
gamy patogendw (drozdzy i grzybéw) odpowiedzialnych za
rozwoj grzybic paznokci. Dzieki tatwej penetracji przez ptytke
paznokcia, az do jego tozyska, trafia w miejsce rozwoju zaka-
zenia i skutecznie hamuje jego rozw6j (MIC =0,125-8 pg/ml).
Za uzytecznoS$cig tego zwigzku przemawia rowniez fakt, ze
nie stwierdzono jego obecnosci we krwi pacjentéw na ktorych
testowano specyfik. Obecnie AN-2690 znajduje sie w Il fazie
testow klinicznych i wszystko wskazuje na to, ze przejdzie ja
pozytywnie [51].

Indolmycyne wyizolowano po raz pierwszy z Strepto-
myces griseus. Przypomina ona L-tryptofan i wybidrczo ha-
muje aktywno$¢ bakteryjnych TrpRS (IC_0Odla E. coli —9,25
nM). Nie hamuje natomiast enzymu eukariotycznego (IC |
dla enzymu z watroby wotowej — 4,04 mM). Ze wzgledu
na lipofilowy charakter czgsteczki oraz jej wtaczanie w bto-
ny bakteryjne nie znalazta ona zastosowania w leczeniu
zakazen wywotywanych przez streptokoki, enterokoki i
bakterie z rodziny Enterobacteriaceae. Indolmycyna okazata
sie jednak skuteczna w zwalczaniu wszystkich 54 znanych
szczepow Helicobacter pylori (MIC” — 0,03 pg/ml). Swoja
aktywnos$¢ zachowuje nawet w silnie kwasnym $rodowisku
zotgdka, bedgcego naturalnym rezerwuarem tej bakterii. Ta
niezwykta skuteczno$¢ oraz rzadko$¢ powstawania szcze-
poéw opornych nasuwa przypuszczenie, ze wptywa ona
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rowniez na inne procesy komdrkowe patogenéw. Odnoto-
wano jednak rowniez negatywny wptyw indolmycyny na
komérki gospodarza. Zaburza ona metabolizm tryptofanu
oraz wykazuje znaczng hepatotoksycznos$¢. Indolmycyna
efektywnie hamuje oporne na metycyling i pochodne wan-
komycyny szczepy S. aureus (MICPodpowiednio 0,5i1pg/
ml). Uzyskanie wysokiego stezenia leku w komdrkach pato-
genow jest mozliwe dzieki bakteryjnemu systemowi pobie-
rania tryptofanu. Btednie rozpoznaje on indolmycyne jako
Trp i przez to transportuje ja do komadrki. Wysokie stezenie
terapeutyku w komdrce bakteryjnej oznacza potencjalnie
wigksze szanse pokonania zakazenia [52],

REP8839 jest dopuszczonym do badan klinicznych synte-
tycznym analogiem metioniny wspétzawodniczagcym z nig
0 miejsce wigzania aminokwasu do MetRS. Jego ogromny
potencjat przejawia w hamowaniu wzrostu szczepéw S. au-
reus (K. ~ 10 pM) opornych na inne antybiotyki (oksacyling,
wankomycyne, linezolid, mupirocyne). Z powodu niskiej
biodostepnosci zwigzku po podaniu doustnym oraz znacz-
nemu wigzaniu przez biatka surowicy (> 95%), proponuje
sie jego uzycie jedynie w przypadku zakazen skory[53].

STRATEGIE ZAPOBIEGAJACE POWSTAWANIU
NOWYCH, OPORNYCH SZCZEPOW

Tempo z jakim bakterie wyksztatcajg opornos¢ przeciw
nowym antybiotykom zmusza do podjecia dziatah zmierza-
jacych do zahamowania tego zjawiska. Pierwszym krokiem
byta selekcja syntetaz aminoacylo-tRNA jako celu dziatania
nowych terapeutykéw, drugim — stworzenie inhibitoréw
hamujacych rownocze$nie wiecej niz jedng syntetaze. Jest to
mozliwe dzieki statym fragmentom struktury catej rodziny
syntetaz lub w obrebie ich klas. W przypadku zastosowania
takich inhibitorow, wyksztatcenie przeciw nim opornosci
jest bardzo mato prawdopodobne. Jest to mozliwe tylko
w przypadku, gdy réwnocze$nie we wszystkich synteta-
zach bedacych celem dziatania terapeutyku zajda, wskutek
mutacji punktowych w genach je kodujacych, zmiany wa-
runkujace ich niewrazliwo$¢ na lek. Okazato sie, ze zwiaz-
ki hamujgce rownoczes$nie wiele syntetaz, mogg réwniez
skutecznie zmniejsza¢ prawdopodobienstwo wyksztatcenia
opornosci powstajgcej na skutek horyzontalnego transferu
genow. Niestety pozostaje jeszcze problem opornosci be-
dacej efektem upos$ledzonego pobierania leku, wydajnego
usuwania go z komdrek bakteryjnych oraz jego metaboli-
zmu [54],

Inng strategia zmierzajacg do zwiekszenia efektywnosci tera-
pii i zmniejszenia prawdopodobienstwa powstawania szcze-
péw opornych jest jednoczesne uzycie dwdéch lub wiecej in-
hibitorow aaRS. Zastosowano jg w przypadku mupirocyny i
REP8839. Dziatajg one synergistycznie i pomimo ze znane sg
szczepy oporne zardwno na mupirocyne, jak i REP8839, nie
odnotowano bakterii opornych réwnocze$nie na oba terapeu-
tyki. Pary inhibitorow mozna tworzy¢ analizujgc strukture
farmakoforu. Przyktadem moze by¢ inhibitor ValRS, gdzie
punktem wyjscia byta ochratoksyna A (Tab. 4), czyli inhibitor
PheRS, w ktorym grupe fenylowg zastagpiono podstawnikiem
charakterystycznym dla waliny. Niestety zwiagzki takie czesto
hamujg réwniez syntetazy eukariotyczne. Istotnym problem
w opracowywaniu inhibitorow jest réwniez opornos$¢ bak-
terii wynikajgca z odstepstw od typowej budowy ich btony
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komorkowej. Obecnosé na jej powierzchni aminoacylo-fosfa-
tydylogliceroli (aa-PG), np. Lys-PG i Arg-PG, znosi jej tadunek
tadunek ujemny, czyniac jg niedostepng dla wielu enzymow
i peptydéw odpowiedzialnych za lize bakterii. Enzymami
zaangazowanymi w synteze aa-PG sg np. MprFl i MprF2,
katalizujagce powstawanie, odpowiednio, Ala-PG i Lys-PG.
Aktywnos$é ich warunkowana jest dostepnosciag aa-tRNA, za-
tem zalezy réwniez od prawidtowego funkcjonowania aaRS
bakteryjnych. Podobnie aktywno$¢ enzymdéw uczestniczacych
w tworzeniu w $cianie komdrkowej poprzecznych mostkow
peptydowych tgczacych taricuchy wielocukrowe zalezy od aa-
tRNA. Wspomniane wyzej grupy enzymdéw moga, obok aaRS,
stanowi¢ obiecujacy obiekt badan majacych na celu poszuki-
wanie nowych antybiotykow [55],

UWAGI KONCOWE

Od momentu odkrycia pierwszych syntetaz aminoacylo-
tRNA mineto ponad 50 lat. W tym czasie udato sie je sklasy-
fikowaé, odtworzy¢ ich ewolucje, wyjasni¢ mechanizm kata-
lizowanej przez nie reakcji aminoacylacji. Rozwigzano takze
strukture wielu aaRS. Mimo znacznego nagromadzenia in-
formacji na ich temat wcigz pojawiajg sie nowe, coraz bardziej
zaskakujace.

Zaangazowanie syntetaz w wiele proces6w komdrko-
wych stwarza ogromne mozliwosci ingerencji w metabo-
lizm komdrki. Odkrycie ich udziatu w etiologii wielu cho-
réb pozwala na zastosowane ich w diagnostyce. Réznice w
budowie miedzy aaRS eukariontdw i prokariotéw czynig z
nich dogodny cel dla lekéw przeciwbakteryjnych.

Dzigki technice mutagenezy stworzono aaRS o zmienio-
nej specyficznosci do aminokwaséw, co umozliwito synteze
czasteczek tRNA zwigzanych z dowolnym aminokwasem.
Dzieki temu, ze rozpoznawanie czasteczek aa-tRNA na ry-
bosomach nie zalezy od zwigzanego z tRNA aminokwasu,
mozliwa jest synteza biatek o praktycznie dowolnej sekwen-
cji. Stwarza to mozliwo$¢ produkowania peptydéw o zapla-
nowanych z géry witasciwosciach. aaRS moga by¢ réwniez
sktadnikiem biosensoréw uzywanych do szybkiego, tatwe-
go itaniego okreSlania stezenia poszczegd6lnych aminokwa-
séw, np. we krwi czy zywnosci. Czujniki tego typu moga
by¢ stosowane m.in. w diagnostyce wielu chordb czy spraw-
dzaniu $wiezosci produktow spozywczych [57], Omoéwione
wiasciwosci syntetaz aminoacylo-tRNA dowodza, ze sg one
nadal ciekawym i obiecujgcym obiektem badan.
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aaRS —the etiological factor and the attractive target of many disorders
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ABSTRACT

Aminoacyl-tRNA synthetases (aaRS) are essential proteins of all living organisms. It is known that they ensure the fidelity of transfer of ge-
netic information from the DNA into the protein. Not far away it occurred that their role is not confined to catalyze the attachment of amino
acids to transfer RNAs and thereby establish the rules of genetic code by virtue of matching the nucleotide triplet of anticodon with cognate
amino acid. aaRSs are also engaged in the other crucial cellular processes. So the disturbance of function of any of them often causes serious
disorders. Therefore this proteins could be an attractive target of drugs, not only against the mentioned illnesses but also against bacterial,
fungal and parasitic infections. Constant progress on this field makes aaRSs still an interesting object of researches.
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Kluczowe znaczenie nosSnika GLUT 2
w transporcie glukozy w komérkach jelit

STRESZCZENIE

niniejszym artykule przedstawiono dane $wiadczace o tym, ze w stanie resorpcyjnym,
Wszczego’lnie po spozyciu positku bogatego w cukry, okoto 75% glukozy ulega wchta-
nianiu przy udziale biatka transportujagcego GLUT 2 zlokalizowanego w btonie plazmatycz-
nej strony szczytowej komérki. Wynika z tego fakt, ze w stanie resorpcyjnym kluczowa role
we wchtanianiu glukozy do krwi poprzez komaérke enterocytu odgrywa dyfuzja utatwiona
przy udziale GLUT 2, a nie — jak wcze$niej sgdzono - dyfuzja bierna przez obwddke de-
smosomalng.

WPROWADZENIE

Wedtug wiekszo$ci dostepnych podrecznikéw biochemii i fizjologii, transport
glukozy do komdrek nabtonkowych jelita odbywa sie przy udziale no$nika SGLT1
(ang. sodium glucose transporter 1), nazywanego réwniez symporterem Na+glukoza
(ang. Na*-glucose symporter). Z kolei transport glukozy z komdérek nabtonkowych do
naczyn wtosowatych zachodzi przy udziale GLUT 2 (ang. glucose transporter 2), obec-
nego w blonie komoérkowej czesci podstawno-bocznej enterocytu (ang. basolateral
membrane) (Rye. 1A) [1-3]. SGLT 1 transportuje glukoze do komdrek nabtonkowych
jelita wspolnie z jonami sodu. W przeciwienstwie do glukozy, Na+transportowa-
ne sg zgodnie z gradientem stezen. Wymaga to ciggtego usuwania Na+z komérki
przy udziale Na+ K+zaleznej ATPazy. W ten sposob transport glukozy do komo-
rek nabtonkowych jelita przy udziale SGLT 1 jest procesem posrednio zaleznym od
hydrolizy ATP, okre$lanym w podrecznikach jako transport wtérnie aktywny. Ga-
laktoza (produkt rozktadu laktozy zawartej w pokarmach), podobnie jak glukoza,
jest transportowana do enterocytéw przy udziale tego samego nosnika. Natomiast
fruktoza (produkt rozktadu sacharozy zawartej w pozywieniu) jest transportowana
ze Swiatha jelita do enterocytéw na drodze dyfuzji utatwionej przy udziale GLUT
5. W niektorych podrecznikach biochemii mozna znalez¢ informacje sugerujace, ze
GLUT 5jest rowniez gtdwnym transporterem glukozy i galaktozy [1], Zgromadzo-
ne w komorce cukry proste opuszczajg enterocyty przy udziale GLUT 2 obecnego
w rejonie btony strony podstawno-bocznej komérki (Rye. 1A). Ten typ transportu
zwigzany z wejsciem glukozy (lub innych metabolitow, np. aminokwaséw) do ko-
morki i jej wyjsciem z komaorki nazywany jest transportem poprzez komorke (ang.
transcellular pathway).

Wchtanianie glukozy w przewodzie pokarmowym moze odbywac sie rowniez
zgodnie z gradientem stezen na drodze dyfuzji biernej (bez udziatu SGLT 1).
Fizjologiczne znaczenie tej drogi transportu jest w podrecznikach biochemii po-
mijane lub traktowane marginalnie. Wydaje sie jednak, ze jest to gtéwna droga
wchtaniania glukozy w jelicie po spozyciu pokarmu bogatego w weglowoda-
ny, kiedy lokalne stezenie tego cukru na powierzchni ragbka pragzkowanego jest
wysokie (dziatanie izomattazy i maltazy) [4], Do niedawna kontrowersje budzit
mechanizm tej dyfuzji. Poczatkowo sagdzono, ze jest to transport miedzykomar-
kowy (ang. paracellular pathway), polegajacy na przenikaniu glukozy ze Swiatta
jelita do naczyn wiosowatych pomiedzy enterocytami zgodnie z gradientem
stezen poprzez obwddke zamykajaca, zwang rdwniez obwddka desmosomalng
(Yac. zonnula occludens, ang. tightjunction) (Rye. 1A). Sugerowano, ze jest to mozli-
we dzieki rozluznieniu zwartej struktury obwodki zamykajacej, spowodowanej
przebudowa cytoszkieletu enterocytu pod wptywem transportu glukozy przy
udziale SGLT 1 [5]. Jednak badania in vitro nie potwierdzity tego typu transportu
glukozy ze $Swiatta przewodu pokarmowego do naczyn wtosowatych.

GLUT2 W TRANSPORCIE GLUKOZY

Wyniki ostatnio prowadzonych badan wskazujg, ze transport glukozy w stanie
resorpcyjnym zachodzi poprzez komérke enterocytu przy udziale GLUT 2 obec-
nego w bionie komdrkowej powierzchni szczytowej (transport do komérki) oraz
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Rycina 1. Wchtanianie monosacharydéw w jelicie. A. Klasyczny mechanizm transportu cukrow prostych ze $wiatta jelita do naczyn wtosowatych. B. Regulacja zawarto$ci
GLUT 2w btonach komérkowych jelit (wedtug [4] zmienione). Przerywana strzatka wskazuje na aktywaqe (zielona) lub hamowanie (czerwona) poszczegdlnych proce-

séw. Szczegdtowy opis zamieszczono w tekscie.

GLUT 2 obecnego w btonie plazmatycznej czesci podstawno-
bocznej komoérki (transport z komdrki do naczyn wiosowa-
tych) [6]. Do tej pory uwazano, ze GLUT 2 obecny jest tylko
w cze$ci podstawno-bocznej btony komdrkowej enterocytow.
Dowodem na to, ze wchtanianie glukozy zgodnie z gradien-
tem stezen zachodzi poprzez komoérke, a nie poprzez obwod-
ke desmosomalng, sg wyniki badan, w ktérych zastosowano
florydzyne (inhibitor SGLT 1) oraz cytochalazyne B (inhibitor
GLUT 2). Wykazano, ze jednoczesne zastosowanie florydzy-
ny i cytocholazyny B catkowicie hamuje wchianianie glukozy
ze $Swiatta jelita do krwi. Gdyby glukoza byta transportowa-
na przez obwddke desmosomalng, catkowite zahamowanie
wchtaniania glukozy w jelicie przy uzyciu obu inhibitoréw by-
toby niemozliwie. Z powyzszych danych wynika, ze absorpcja
glukozy w jelicie odbywa sie gtdwnie poprzez komérke przy
udziale zaréwno SGLT 1, jak i GLUT 2 zlokalizowanych w do-
menie szczytowej btony komdrkowej enterocytu. Po positku,
gdy stezenie glukozy na powierzchni rgbka pragzkowanego
jest wysokie, gtdwng role we wchtanianiu glukozy odgrywa
dyfuzja utatwiona przy udziale GLUT 2 zlokalizowanego w
szczytowej czesci komorki [4,6],

Poziom SGLT 1w btonie plazmatycznej komérek nabton-
kowych jelita nie zmienia sie pod wpltywem zmian stezenia
glukozy w jelicie. Maksymalne wysycenie SGLT 1 obserwuje
sie przy okoto 30 mM stezeniu tego cukru. Poziom GLUT 2
w btonie komérkowej powierzchni wolnej réwniez nie zmie-
nia sie w zakresie 0-30 mM stezenia glukozy (niskie stezenia
glukozy w jelicie). Sugeruje to, ze kiedy stezenie glukozy w je-
licie jest niskie (do okoto 30 mM) oba no$niki moga odgrywac
podobnag role w transporcie tego cukru do enterocytdw. Nato-
miast gdy stezenie glukozy w jelicie jest wysokie (od 30 mM
do 100 mM) poziom GLUT 2w domenie szczytowej btony ko-
madrkowej znacznie wzrasta [7], Sugeruje to, ze kiedy w Swietle
przewodu pokarmowego stezenie glukozy jest wysokie decy-
dujaca role w transporcie glukozy do enterocytéw odgrywa
GLUT 2. Ponadto wykazano, ze w warunkach niskiej perfuzji
florydzyna hamuje zaréwno transport glukozy, jak i zmniejsza
poziom GLUT 2 w domenie btony komdrkowej czesci szczy-
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towej enterocytu (mierzony technikg western biot) [8], Sugeru-
je to, ze poziom GLUT 2w tym rejonie btony komérkowej jest
przynajmniej czesciowo zalezny od transportu glukozy przy
udziale SGLT 1. Wykazano roéwniez, ze role w tym procesie
odgrywa wchianianie wapnia przy udziale kanatéw wapnio-
wych typu Cayl.3 [9], Proponowany udziat prawidtowo dzia-
tajacego SGLT 1i kanatow Cawvl.3 w regulacji poziomu GLUT
2w domenie btony komorkowej czesci szczytowej enterocytu
zostat przedstawiony na rycinie IB. Kotransport glukozy i Na+
przy udziale SGLT 1 prowadzi do lokalnego wzrostu stezenia
Na+ a w konsekwencji do depolaryzacji btony komérkowej.
Skutkuje to otwarciem kanatow wapniowych typu Cavl.3 re-
gulowanych napieciem, a w konsekwencji powoduje wzrost
stezenia Ca2+w cytosolu enterocytéw. Jony wapniowe uru-
chamijg sygnaly prowadzace do przebudowy cytoszkieletu
komérkowego, powodujgc szybkie (trwajace kilka minut)
przemieszczenie magazynowanego w cytoplazmie GLUT 2
do powierzchni szczytowej btony komdrkowej enterocytéw
[4,9], Precyzyjny mechanizm dziatania jonéw wapniowych w
tym procesie nie jest jeszcze znany. Wiadomo, ze w procesie
translokacji GLUT 2 do btony niezbedna jest aktywacja kina-
zy lekkiego tancucha miozyny i PKC pil (izoforma pil kinazy
biatkowej C). Sugeruje sie réwniez, ze fruktoza, prowadzac
do depolaryzacji btony komérkowej poprzez zamkniecie ka-
natow potasowych, moze stymulowac transport GLUT 2 do
btony komérkowej czesci szczytowej komérki na drodze za-
leznej od jonéw wapniowych.

Transport glukozy do enterocytéw przy udziale GLUT 2
moze by¢ regulowany za posrednictwem wspotpracujacych
z biatkami G receptorow smaku stodkiego (heterodimer
T1R2/T1R3), obecnych w rejonie szczytowym bion komor-
kowych jelit (Ryc. IB) [10]. Pobudzenie tych receptoréow
powoduje przemieszczenie (a tym samym aktywacje) PLC
P2 (izoforma p2 fosfolipazy C) i PKC pil (izoforma pil Kina-
zy biatkowej C) do btony plazmatycznej komdrki. Nastep-
stwem tych proceséw jest szybkie wbhudowanie GLUT 2 do
domeny btony komdrkowej czesci szczytowej enterocytu.
Wzrost poziomu GLUT 2 w tym rejonie btony mogg tez
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powodowac sztuczne stodziki, ktére pobudzajg receptory
smaku stodkiego T1R2/T1R3, podobnie jak glukoza, ale
przy znacznie nizszych stezeniach [10].

Intensywno$¢ wchtaniania cukréw prostych na drodze
dyfuzji utatwionej moze by¢ rowniez regulowana przez hor-
mony. Powszechnie panuje poglad, ze insulina ma niewielki
wptyw na wchianianie cukrow w jelicie [3]. Tymczasem w
badaniach na myszach wykazano, ze insulina, oddziatujgc z
receptorami insulinowymi obecnymi w btonie komdrkowej
enterocytéw, powoduje obnizenie poziomu GLUT 2 zaréw-
no w domenie btony plazmatycznej czesci szczytowej, jak i
podstawno-bocznej komérki [11]. Wynika z tego, ze hipogli-
kemiczne dziatanie insuliny moze by¢ zwigzane nie tylko ze
zwigkszeniem pobierania glukozy przez adipocyty i miocyty
(w ktoérych insulina zwieksza poziom GLUT 4 w btonie pla-
zmatycznej) oraz wzrostem katabolizmu glukozy w tkankach
obwodowych, ale rowniez z obnizeniem wchtaniania tego
cukru z jelita do krwi. Wydzielanie insuliny zwiekszajg GIP
(polipeptyd insulinotropowy zalezny od glukozy; ang. glucose-
dependent insulinotropic polypeptide) i GLP-1 (peptyd glukago-
nopodobny 1; ang. glucagon-like peptide-1), ktérych uwalnianie
z komorek enteroendokrynnych typu K lub L jelita cienkiego
stymulowane jest przez receptory smaku stodkiego. Hormony
te posrednio wptywajg wiec na obnizenie poziomu GLUT2 w
btonie komorkowej enterocytu. Wazne znaczenie w procesie
regulacji wchtaniania glukozy w przewodzie pokarmowym
przypisuje sie, dziatajgcemu parakrynnie, GLP2 (glukagono-
podobny peptyd 2, ang. glucagon-like peptide 2). Hormon ten,
produkowany przez komérki L jelita kretego, oddziatujac z
receptorami obecnymi w przedniej czesci jelita cienkiego, uru-
chamia sygnaty prowadzace do szybkiej translokacji GLUT2
zaréwno do domeny btony komdrkowej powierzchni szczyto-
wej, jak i podstawno-bocznej enterocytu [12],

W rabku prazkowanym enterocytéw znajduje sie wiele
nosnikow transportujacych cukry proste. Wiekszos$¢ z nich,
z wyjatkiem SGLT 1i GLUT 2, wykazuje niskie powinowac-
two do glukozy (np.: GLUT 5), co sugeruje, ze in vivo nie majg
one wiekszego znaczenia w wchianianiu tego cukru [13].

PODSUMOWANIE

Podsumowujac, wydaje sie ze sg podstawy, aby stwier-
dzi¢, ze udziat GLUT 2 w procesie wchianiania glukozy
ze Swiatta jelita do entrocytu jest niestusznie pomijany w

wielu podrecznikach biochemii i fizjologii. Najnowsze ba-
dania wskazuja, ze w stanie resorpcyjnym, szczegélnie po
spozyciu positku bogatego w cukry, okoto 75% glukozy
ulega wchtanianiu przy udziale GLUT 2 zlokalizowanego
w rejonie btony plazmatycznej strony szczytowej komarki.
Wynika z tego, ze w stanie resorpcyjnym kluczowg role w
wchianianiu glukozy do krwi poprzez komdrke enterocytu
odgrywa dyfuzja utatwiona przy udziale GLUT 2, a nie, jak
wczesniej sadzono, dyfuzja bierna poprzez obwo6dke de-
smosomalng.
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The important role of GLUT?2 in intestinal sugar absorption
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ABSTRACT

The classical model of sugar absorption indicates that Na+glucose cotransporter, SGLT1 transports glucose from intestinal lumen to cytosol and
GLUT2 transports glucose from cytosol to the blood. Recent evidence indicates that GLUT 2 is rapidly inserted into the apical membrane after a
meal. Intestinal glucose absorption by the apical GLUT2 pathway can be 3 to 5-times greater then by SGLT1 et the high concentration of sugar. Api-
cal GLUT2 insertion is regulated by pathway of calcium absorption through L-type channel Cawl.3, activation of sweet taste receptors (TIRynR3)

and endocrine and paracrine hormones (especially insulin and GLP-2).
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STRESZCZENIE

wa endogenne peptydy opioidowe, ktére wykazuja wyjatkowe powinowactwo i wybior-

czo$¢ w stosunku do receptora opiodowego typu p, endomorfina-1 i endomorfina-2, zosta-
ty odkryte i wyizolowane z mézgu ssakéw w 1997 roku. Endomorfiny sg amidowanymi tetra-
peptydami, odmiennymi strukturalnie od tzw. ,,typowych" peptydéw opioidowych, enkefalin,
dynorfin i endorfin. Do tej pory nie udato sige zidentyfikowa¢ biatka bedacego ich prekursorem,
ani genu kodujacego ich sekwencje. Z powodu zbyt matej lipofilowosci, endomorfiny nie sa
zdolne do przekraczania bariery krew-moézg. W modelach zwierzecych peptydy te okazaty sie
bardzo skuteczne w zwalczaniu b6lu neuropatycznego i b6lu zwiazanego ze stanami zapalny-
mi. W poréwnaniu z morfing, prototypowym ligandem receptora opiodowego p, egzogennie
podawane endomorfiny powodujg mniej efektow ubocznych. W niniejszym artykule opisano
historie odkrycia endomorfin, ich komérkowa lokalizacje, role w organizmie, a takze zalezno-
$ci pomiedzy ich strukturg a aktywnoscig biologiczng oraz podatnos$cig na biodegradacje.

WPROWADZENIE

Problematyka bolu i metodami jego fagodzenia ludzko$¢ zajmuje sie od za-
rania dziejow. Pierwsze doniesienia o kuracjach przeciwb6lowych pochodzg z
XIV-XV wieku p.n.e. Juz wowczas opium, czyli wysuszony sok z niedojrzatych
makowek maku lekarskiego (Papaver somniferum), byto $rodkiem stosowanym
do uSmierzania silnego bélu i wywotywania stanow euforii. W roku 1803 Ser-
turner wyizolowat z opium jego gtéwny sktadnik - morfing, a 120 lat pdzniej
ustalono strukture tego alkaloidu, ktérego nazwa pochodzi od imienia greckie-
go boga marzen sennych, Morfeusza.

W 1972 r. Collier postawit hipoteze o istnieniu w mdzgu ssakéw ,.endogen-
nej morfiny" oraz specyficznych dla niej receptoréw, poprzez ktére moze ona
dziata¢, Zaledwie rok pézniej, trzy niezalezne grupy, Snydera, Simona i Tereniu-
sa, potwierdzily istnienie w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN) ssakéw
trzech typdw receptoréw opioidowych (p, 5, k), ktore zostaty zaliczone do grupy
receptordw sprzezonych z biatkiem G (GPCR, ang. G-protein coupled receptors).
Pobudzenie receptoréw opioidowych zwieksza aktywnosé GTPazy, aktywuje
lub blokuje uktady efektorowe, w tym aktywnos$¢ cyklazy adenylanowej, fos-
folipazy C i kanatdw jonowych. Stymulacja receptoréw opioidowych wywotuje
efekt przeciwbo6lowy. Morfina wigze sie ze wszystkimi trzema typami recepto-
row opioidowych, ale jej powinowactwo do receptora p jest stukrotnie wieksze
niz do pozostatych dwaéch typdw [1].

Odkrycie receptorow opioidowych, na poczatku w OUN, a p6zniej takze w
obwodowych neuronach czuciowych, w komoérkach zwojowych korzeni grzbie-
towych oraz na osrodkowych i obwodowych zakonczeniach neuronéw aferent-
nych ssakéw, zapoczatkowato poszukiwania ich endogennych ligandéw. W
krotkim czasie udato sie odkry¢ i wyizolowaé z mézgu ssakéw trzy anatomicz-
nie i funkcjonalnie rézne rodziny tzw. ,typowych" peptydéw opioidowych, 8-
selektywne enkefaliny, K-selektywne dynorfiny i niewybi6rcze endorfiny, z kt6-
rych kazda wywodzi sie ze specyficznego dla siebie prekursora, odpowiednio
pro-enkefaliny, pro-dynorfiny i pro-opiomelanokortyny [2-4]. Natomiast zna-
lezienie endogennego ligandu receptora opioidowego p okazato sie niezwykle
trudne i zostato uwienczone sukcesem dopiero w 1997 r.

ODKRYCIE ENDOMORFIN

Znaczacy wktad w poszukiwania endogennych ligandéw receptora opioidowe-
go p mialy badania nad ,nietypowymi" peptydarni opioidowymi, o r6znorodnej
sekwencji i pochodzeniu. Jako pierwsze odkryto p-selektywne p-kazomorfiny, po-
wstate wskutek proteolizy biatka mleka, P-kazeiny oraz ich krétszg pochodng mor-
ficeptyne (Tyr-Pro-Phe-Pro-NH9. Inny peptyd opioidowy, hemorfina (Tyr-Pro-Trp-
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Thr) powstaje w wyniku enzymatycznej hydrolizy hemoglo-
biny, natomiast ze skéry ptazéw wyodrebniono szereg pepty-
déw o duzym powinowactwie do receptoréw opioidowych,
z ktérych najbardziej znane to p-selektywna dermorfina oraz
5-selektywne dermenkefalina i deltorfina I'i Il [3]. Na poczatku
lat 90-tych udato sie wyizolowa¢ z mézgu dwa peptydy, Tyr-
MIF-1 (Tyr-Pro-Leu-Gly-NH2 i Tyr-W-MIF-1 (Tyr-Pro-Trp-
Gly-NH2, ktére charakteryzowaty sie duza wybhidrczoscia,
ale matym powinowactwem do receptora opioidowego p [5].
Uzywajac Tyr-W-MIF-1 jako zwiazku wyjsciowego, grupa Za-
diny zsyntetyzowata serie analogéw tego peptydu, zastepu-
jac reszte Gly w pozycji 4 kolejno wszystkimi dwudziestoma
naturalnymi aminokwasami. Jeden z otrzymanych analogéw
o sekwencji Tyr-Pro-Trp-Phe-NH2 okazat sie mie¢ niezwykle
wysokie powinowactwo (0,36 nM) i duzg wybidrczos$¢ (sto-
sunek 6/p i K/p odpowiednio >4000 i >15000) do receptora
opioidowego p. Peptyd o takiej sekwencji zostat nastepnie
wyizolowany z moézgu wotu [6] i cztowieka [7] wraz z dru-
gim zwigzkiem, réznigcym sie tylko jednym aminokwasem
(Tyr-Pro-Phe-Phe-NH32, o powinowactwie (0,69 nM), i wy-
bidrczosci (stosunek 6/p i K/p odpowiednio >13000 i >7500)
do receptora opioidowego p. Te dwa nowe peptydy posiadaty
podobne, silne wiasciwosci przeciwbdélowe w testach in vivo
[6,8,9]. Poniewaz dziataty przez ten sam receptor co morfina,
zostaty nazwane odpowiednio endomorfing-1 (EM-1) i endo-
morfing-2 (EM-2) i uznane za endogenne ligandy receptora
opioidowego p [5]. Bezposrednim efektem ich oddziatywa-
nia z receptorem opioidowym jest hamowanie aktywnosci
cyklazy adenylanowej, co powoduje obnizenie poziomu cy-
klicznego 3',5'-adenozynomonofosforanu (CAMP) w komorce,
aktywacje kanatow potasowych oraz hamowanie aktywnosci
kanatdw wapniowych.

Do chwili obecnej, pomimo zastosowania najnowszych
technik biologii molekularnej z wykorzystaniem metod bioin-
formatycznych, nie udato sie zidentyfikowac¢ fragmentu DNA
w genomie cztowieka kodujacego biatko, ktdre w wyniku po-
translacyjnej proteolizy datoby sekwencje ztozong z czterech
aminokwaséw charakterystyczng dla endomorfin [6,10]. Bio-
synteza endomorfin pozostaje wcigz w sferze badan, a testy z
wykorzystaniem znakowanych trytem sekwencji aminokwa-
sowych, daja tylko hipotetyczny obraz syntezy, w ktérym di-
peptyd Tyrl-Pro2jestjednym z mozliwych substratéw [11].

STRUKTURA ENDOMORFIN

Struktura endomorfin jest catkiem odmienna od struk-
tury poznanych wczesniej ,,typowych" peptydéw opioido-
wych, enkefalin, dynorfin i endorfin, ktére charakteryzujg
sie N-kofncowg sekwencjg Tyr-Gly-Gly-Phe i wolng grupa
karboksylowag na C-koncu [3,12]. Endomorfiny, bedace
tetrapeptydowymi amidami, posiadajg Pro w pozycji 2 i
strukturalnie sa podobne do morficeptyny [13].

Sekwencje peptydoéw opioidowych umownie podzielo-
no na dwa fragmenty: N-konncowga sekwencje informacyjng
(ang. message sequence), odpowiedzialng za wtasnosci biolo-
giczne, i C-koncowg sekwencje adresowg (ang. address se-
quence), odpowiedzialng za powinowactwo i wybiérczosé
[3,12,14], W przypadku endomorfin sekwencja informacyj-
na sktada sie z dwoch aromatycznych aminokwaséw, Tyrli
Trp/Phe3potaczonych reszty Pro, petnigca funkcje tacznika.
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A) B)

Rycina 1. Struktura endomorfiny-1 (A) i endomorfiny-2 (B) z zaznaczonymi gru-
pami farmakoforowymi.

Grupa aminowa i fenolowa Tyrloraz pierScien aromatycz-
ny Trp/Phe3sg tzw. grupami farmakoforowymi, odpowie-
dzialnymi za wigzanie sie peptydu z receptorem (Ryc. 1).

WYSTEPOWANIE ENDOMORFIN

Analiza radioimmunologiczna i immunocytochemiczna
wykazata obecnosé endomorfin w wielu miejscach OUN czto-
wieka, wotu i gryzoni [2,15,16]. Znaczne ilosci obu endomorfin
wystepujg w prazku krancowym kresomézgowia, substancji
szarej okotowodociggowej $srodmoézgowia (PAG, ang. pena-
queductal gray), miejscu sinawym (LC, ang. locus coeruleus)
i jadrze pasma samotnego tylomézgowia wtérnego (NTS,
ang. nucleus of the solitery tract). Szczegétowe badania wyka-
zaty jednak znaczne réznice w neuroanatomicznej lokalizacji
tych peptydéw. Endomorfina-1 wystepuje gtéwnie w mozgu
i gornej czesci pnia mézgu, a endomorfina-2 w rdzeniu kre-
gowym i dolnej czesci pnia mézgu [17,18]. Ogblnie endomor-
finy sg zlokalizowane najczesciej w poblizu receptoréw p w
tych regionach OUN, ktore sg zaangazowane w odczuwanie
bolu. Roznice w lokalizacji endomorfin mogg wskazywac na
istnienie dwdch réznych prekursoréw tych peptydow. Jak
dotad niewiele wiadomo na temat wystepowania endomorfin
poza OUN. Przypuszcza sig, ze, endomorfiny wytwarzane sg
w komorkach zwojowych korzeni grzbietowych, a nastepnie
migrujg wzdtuz wiokien nerwowych do powierzchniowej
warstwy rogow tylnych rdzenia kregowego, w kierunku za-
rowno struktur OUN, jak réwniez w kierunku obwodowym
[2,15], Wykazano obecno$¢ endomorfin w takich tkankach ob-
wodowych ludzi i szczuréw, jak $ledziona, grasica i krew [19],
a takze w komérkach uktadu odpornosciowego [20-22],

ROLA ENDOMORFIN W ORGANIZMIE

Obecnos$¢ endomorfin zaréwno w osrodkowym, jak i ob-
wodowym uktadzie nerwowym, atakze w strukturach uktadu
hormonalnego, pokarmowego i odpornosciowego $wiadczy o
ich r6znorodnych funkcjach biologicznych. Endomorfiny majg
przede wszystkim dziatanie przeciwbolowe, ale wykazano, ze
odgrywajg takze role w sterowaniu procesami oddechowymi
oraz wptywaja na uktad krazenia, pokarmowy i odpornoscio-
wy [5,18,23]. Te dodatkowe funkcje endomorfin w organizmie
zwigzane sa z ich lokalizacjg w obszarze pasma samotnego,
ktérego zadaniem jest dosrodkowe przenoszenie informacji ze
$cian narzadoéw wewnetrznych.

Podstawowag rolag endomorfin w organizmie jest sterowa-

nie uktadem antynocyceptywnym, czyli udziat w wygasza-
niu transmisji b6lu poprzez hamowanie wydzielania neuro-

389



transmiteréw na poziomie rdzenia kregowego (substancji P,
glutaminianu, peptydéw zwigzanych z genem kalcytoniny)
[24], hiperpolaryzacje btony komérkowej badz aktywowa-
nie hamujacej drogi zstepujacej na poziomie srodmoézgowia i
rdzenia przedtuzonego [18]. Dziatanie przeciwhdlowe endo-
morfin wynika z ich specyficznego oddziatywania z recepto-
rem opioidowym |i. Analgezja spowodowana egzogennym
podawaniem endomorfin zalezy od dawki oraz czasu po po-
daniu ijest hamowana przez antagonistow receptora |i, takich
jak nalokson lub [3-funaltreksamina [2,23]. Przypuszcza sig, ze
endomorfina-2, ze wzgledu na swa lokalizacje, moze hy¢ za-
angazowana we wczesne stadium przewodzenia bélu, aendo-
morfina-1 w stadium po6zniejsze [18,23,24].

Wiasciwosci przeciwbélowe endomorfin testowano po
podaniu centralnym lub obwodowym, w rozmaitych testach
behawioralnych, pozwalajagcych badaé reakcje na bodzce
mechaniczne, termiczne lub chemiczne [18,23]. Podawanie
dooponowe endomorfiny-1 dawato lepszy efekt w tescie
rzucania ogona u myszy niz podawanie do komér mézgo-
wych [2,6,9]. Endomorfina-2 wykazywata stabsze wtasciwo-
Sci przeciwbdlowe w tescie goracej ptytki [25] i cofania tapy
[26] niz endomorfina-1. Endomorfiny byty mniej aktywne i
dziataty znacznie krocej w modelu zapalenia zwierzecego
(test formalinowy) [2,23,27]. Natomiast w przypadku bolu
neuropatycznego u szczuréw, wynikajgcego z uszkodzenia
nerwdéw, endomorfiny, w przeciwienstwie do morfiny, wy-
kazywaty aktywnos¢ przeciwbélowa, a allodynie hamowa-
ty bardziej efektywnie niz morfina [2,8,26,27], Ogdlnie jed-
nak czas trwania efektu przeciwbélowego po egzogennym
podaniu endomorfin jest krotki, co $wiadczy o ich szybkiej
biodegradacji w ptynach fizjologicznych [8,28,29].

Endomorfiny wykazujg réwniez obwodowe dziatanie
przeciwzapalne i przeciwbdlowe [30]. Ich wystepowanie
stwierdzono w homogenatach $ledziony i grasicy szczu-
row oraz w homogenacie $ledziony ludzi [19], jak rowniez
w leukocytach [21,22]. Obwodowe dziatanie opioidéw wy-
nika ze wspdtdziatania uktadu nerwowego z uktadem od-
pornosciowym. Powstanie w organizmie stanu zapalnego
powoduje, ze komorki uktadu odpornosciowego wytwa-
rzajg endomorfiny, ate, pobudzajgc receptory opioidowe w
nerwowych widknach aferentnych, hamujg bodzce bélowe,
indukowane przez mediatory stanu zapalnego. Ostatnie ba-
dania przeprowadzone na osobach z artretyzmem, reumato-
idalnym zapaleniem stawow i zapaleniem wielostawowym
wykazaty podwyzszony poziom endomorfin w ogniskach
zapalenia, co stanowi kolejny dowo6d na przeciwzapalne
dziatanie tych endogennych peptydéw opioidowych [31].

Oprocz odpowiedzi na stres i bol, endomorfiny podawa-
ne egzogennie, tak jak i inne opioidy, wywotujg szereg nie-
pozadanych efektéw ubocznych. Nastepstwem dtugotrwa-
tego ich stosowania jest rozwoj tolerancji i uzaleznienia [26].
U gryzoni wykazano, ze jednorazowe podanie domdzgowe
lub dordzeniowe duzej dawki endomorfin powoduje tole-
rancje i ostabia dziatanie przeciwb6lowe [8], Krzyzowy cha-
rakter tolerancji stwierdzono w przypadku jednoczesnego
podawania morfiny i endomorfiny-1, a zalezno$ci takiej
nie obserwowano w przypadku endomorfiny-2. Moze to
by¢ kolejnym dowodem na istnienie podtypow receptorow
opioidowych [18].
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Z kolei stymulacja receptoréw opioidowych w obrebie
uktadu oddechowego prowadzi do depresji oddechowej, wy-
wotanej wyttumieniem czynnosci osrodkéw oddechowych
pnia moézgu. Pod wptywem endomorfin podwyzsza sie prog
pobudliwosci osrodkéw w stosunku do dwutlenku wegla, w
konsekwenqi czego oddech ulega sptyceniu, a czesto$¢ odde-
chow maleje. Wykazano jednak, ze depresja oddechowa wy-
wotana podaniem endomorfin pojawia sie przy uzyciu dawki
wiekszej niz ta, ktora wywotuje efekt analgetyczny [5,24,32].

Tak jak wiekszos$¢ analgetykdw opioidowych, endomorfi-
ny hamuja tez funkcje uktadu pokarmowego, co objawia sie
zaburzeniami gastrycznymi, wynikajagcymi ze zwiekszenia
napiecia odzwiernikowej czesci zotagdka, zmniejszenia pery-
staltyki jelita cienkiego i kurczenia mies$ni zwieraczy [33].

Uktad sercowo-naczyniowy réwniez podlega modulacji
pod wptywem peptydéw opioidowych. Badania radioim-
munologiczne potwierdzity obecno$¢ endomorfin w obrebie
jadra pasma samotnego, pola bocznego podwzgdrza, jadra
przykomorowego grzbietowej czeSci hipokampa, czyli w
regionach biorgcych udziat w stymulacji uktadu krwiono-
$nego [17]. Przypuszcza sig, ze endomorfiny powodujg spa-
dek czestosci akcji serca oraz obnizenie ci$nienia tetniczego
krwi, chociaz mechanizm dziatania endomorfin w uktadzie
sercowo-naczyniowym nie jest wyjasniony.

BIOAKTYWNA KONFORMACJA ENDOMORFIN

tancuchy peptydowe endomorfin charakteryzujg sie
duzg gietkoscig i dlatego do tej pory nie udato sie ustali¢
budowy przestrzennej, jakg majg w momencie wigzania sie
z receptorem, czyli tak zwanej konformacji bioaktywnej.
Reszta proliny w pozycji 2endomorfin jest uwazana za tgcz-
nik, oddzielajagcy dwie aromatyczne grupy farmakoforowe,
Tyrli Trp/Phe3[14]. Zastapienie w sekwencji endomorfiny-
1 Pro2jej enancjomerem (D-Pro) dato catkowicie nieaktywny
analog [34], co wskazuje na wazng role tej reszty aminokwa-
sowej w utrzymywaniu wiasciwej przestrzennej orientacji
grup farmakoforowych wzgledem siebie.

Cykliczna struktura Pro2jest odpowiedzialna za fakt, ze
wigzanie peptydowe pomiedzy Pro2a poprzedzajaca jg w
tancuchu resztg aminokwasowg ulega izomeryzacji. Bada-
nia z uzyciem magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR,
ang. nuclear magnetic resonance) wykazaty, ze obie endomor-
finy wystepujg w roztworze wodnym jako mieszanina izo-
meréw, posiadajacych wigzanie peptydowe pomiedzy Tyrli
Pro2w formie cis lub trans. Stosunek pomiedzy izomerem cis
i trans dla endomorfiny-1 wynosi 25%/75% [35,36], a dla en-
domorfiny-2 33%/66% [37], Powstaje pytanie czy w momen-
cie wigzania sie z receptorem wigzanie peptydowe TyrkPro2
przyjmuje konfiguracje cis czy trans i jaka jest wtedy bioak-
tywna konformacja catego fancucha. Badania strukturalne z
uzyciem ID- i 2D-NMR, dichroizmu kotowego, spektrosko-
pii fluorescencyjnej i fourierowskiej w potaczeniu z modelo-
waniem komputerowym, nie daty jak dotad odpowiedzi na
to pytanie. Niektére dane wskazujg, ze bioaktywna konfor-
macja endomorfin to rozciggniety tancuch, w ktérym wigza-
nie TyP-Pro2ma konfiguracje trans [35,37], podczas gdy inne
sugerujg istnienie y-zgiecia [38,39], Wedtug innych autoréw
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konformacja bioaktywna musi zawiera¢ wigzanie Tyrk:Pro2o
konfiguracji cis [13].

DEGRADACJA ENZYMATYCZNA ENDOMORFIN

Odkrycie endomorfin dato nadzieje na wykorzystanie tych
zwigzkow lub analogéw o budowie opartej na ich struktu-
rze jako Srodkoéw przeciwbdlowych, pozbawionych efektow
ubocznych morfiny. Jednakze egzogenne stosowanie endo-
morfin, tak jak wiekszosci peptyddw, wigze sie z powaznymi
ograniczeniami, z ktérych najwazniejsze to brak aktywnosci
po podaniu doustnym lub dozylnym. Aby tak podane zwigz-
ki dotarty do receptoréw opioidowych zlokalizowanych w
moézgu, muszg charakteryzowaé sie stabilnoscig metabolicz-
ng i zdolnoScig do przekroczenia bariery krew-mézg [28,40].
Degradacja endomorfin przez enzymy proteolityczne jest
powodem ich krotkotrwatego dziatania przeciwbdélowego
[41]. W celu scharakteryzowania procesow metabolicznych
prowadzacych do degradacji endomorfin, peptydy te byty
poddawane in vitro dziataniu wybranych enzymoéw prote-
olitycznych, dla ktérych wydawaty sie by¢ dobrymi substra-
tami. Endomorfiny, ze wzgledu na obecno$¢ w ich sekwencji
Pro, sg stosunkowo bardziej odporne na dziatanie enzymoéw
proteolitycznych niz inne peptydy opioidowe. Obecno$¢ Pro
w faricuchu peptydowym powoduje zmiane jego kierunku
oraz izomeryzacje wigzania peptydowego z poprzedzajgcym
aminokwasem. Te cechy strukturalne ograniczajg podatno$é
peptydéw zawierajgcych ten aminokwas na trawienie przez
wiekszos¢ proteaz [42]. Uwaza sie wiec, ze podstawowg fizjo-
logiczngrolg Pro jest ochrona biologicznie waznych peptydow
przed degradacjg enzymatyczng. Obecnos$¢ Pro w pozycji 2 en-
domorfin zabezpiecza je przed dziataniem wiekszosci amino-
peptydaz. Jednakze natura stworzyta grupe enzymow, ktore
moga specyficznie hydrolizowa¢ wiagzania peptydowe utwo-
rzone z udziatem tego aminokwasu.

Dipeptydylopeptydaza IV (DPP 1V, EC.3.4.14.5) jest sery-
nowa proteinazg zwigzang z btong komérkowg. Enzym ten
odcina dipeptydowe fragmenty od N-korica peptydéw za-
wierajagcych Pro w pozycji 2 [43]. W przypadku endomorfin
DPP IV powoduje hydrolize wiazania peptydowego pomie-
dzy 2 a 3 aminokwasem, uwalniajac dipeptyd TyrkPro2[44],

Endomorfiny sa rowniez odpowiednimi substratami dla
prolino-specyficznych aminopeptydaz, takich jak obecne w
mozgu i tkankach obwodowych aminopeptydaza P (APP,
EC 3.4.11.9) i aminopeptydaza M (APM, EC 3.4.11.2). APP
hydrolizuje wigzanie peptydowe pomiedzy N-kohcowa
resztg aminokwasowag a resztg Pro w pozycji 2. W przypad-
ku endomorfin APP odcina reszte Tyrl pozostawiajac nie-
naruszony tripeptyd [45]. APM réwniez uwalnia z taincucha
peptydowego N-koncowa reszte aminokwasowa, ale jesli
po nim wystepuje reszta Pro, oba aminokwasy sg odcinane
razem jako dipeptyd [46], Badania wykazaty, ze wtasnie w
taki sposob odbywa sie degradacja endomorfin przez APM.
W pierwszej kolejnosci powstajg fragmenty Tyr’-Pro2i Trp/
Phe3Phe4 ktore po pewnym czasie sa dalej hydrolizowane
do poszczegblnych aminokwasoéw [29,47],

Amidowany C-koniec endomorfin stanowi zabezpieczenie
przed dziataniem karboksypeptydaz, poniewaz wiekszos¢ z
nich jest w stanie trawi¢ tylko peptydy z wolng grupg Kkar-
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boksylowg na C-koncu [48], Karboksypeptydaza Y (CPY, EC
3.4.16.1) jest w tej grupie wyjatkiem, poniewaz charakteryzuje
sie matg specyficznoscig dziatania i moze odcina¢ C-koAcowy
aminokwas zaréwno od wolnych kwasow, jak i amidéw [49,
50]. Trawienie endomorfin z udziatem CPY obejmuje dwa
etapy. W pierwszym, w wyniku hydrolizy grupy amidowej,
powstaje wolny kwas i wydziela sie amoniak, aw drugim C-
koncowy aminokwas ulega odszczepieniu. Powstaly tripep-
tyd nie ulega dalszej degradacji pod wptywem CPY [51].

Rycina 2 przedstawia schemat degradacji endomorfin
przez enzymy, dla ktérych te peptydy moga by¢ substrata-
mi. Szatmari i wspdét. [41] wykazali, ze zaden z produktdw
enzymatycznej hydrolizy endomorfin nie posiada w#asci-
wosci przeciwboélowych, co oznacza, ze degradacja catko-
wicie znosi aktywnos¢ biologiczng tych zwigzkow.

Dalsze badania poszty w kierunku ustalenia, jakie enzy-
my sg odpowiedzialne za degradacje endomorfin w organi-
zmie. Shane i wsp. [44] wykazali w testach in vivo, ze DPPIV
jest enzymem zapoczatkowujacym proces hydrolizy, ktéry
jest dalej katalizowany przez aminopeptydazy. Tak wiec
pierwszym etapem w procesie katabolizmu endomorfin jest
rozerwanie wigzania Pro2Trp3 lub Pro2Phe3 a powstate
dipeptydowe fragmenty sa dalej hydrolizowane do amino-
kwasow (Ryc. 3). Niektorzy autorzy twierdzg, ze endomor-
fina-1 jest bardziej odporna na degradacje enzymatyczna in
vivo niz endomorfina-2 [29,52]. Teze te potwierdzajg wyniki
testow przeciwbolowych na myszach, wykazujacych, ze en-
domorfina-1 ma silniejsze i dtuzej utrzymujace sie dziatanie
niz endomorfina-2 [8,53].

Tyr-Pro-Trp-OH Phe Tyr-Pro-Phe-OH

PRY
(EC 3.4.16.1)
lub

PA
(EC 3.4.23.6)

Tyr-Pro-Trp-Phe-OH Tyr-Pro-Phe-Phe-OH
(EC 3416.1)
lub

PA

(EC 3.4.23.6)
APP APP

(EC 3.4.11.9) (EC 3.4.11.9)
Tyr Tyr-Pro-Trp-Phe-NH2 Tyr-Pro-Phe-Phe-NH 2 Tyr

Endomorfina -1 Endomorfina-2

Pro-Trp-Phe-NH2 DPP IV
(EC 3.4.14.5)

lub

APM
(EC 3.4.11.2)

11

Trp-Phe-NH2 Pro-Trp

Pro-Phe-Phe-NH,

APM APM
(EC3.4.11.2) (EC 3.4.11.2)

I I n N
Trp Phe-NH2 Tyr Pro Phe Phe-NH,
Rycina 2. Schemat degradacji endomorfin z udziatem wybranych enzyméw pro-

teolitycznych, wg. Janecka i wsp. [28], zmodyfikowano. Szczeg6ty opisano w
tekscie.
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Endomorfina-1
-—--—--Tyr-Pro-Trp-Phe-NH2
Pro-Trp-Phe-NH2-+—

Tyr<—i Endomorfina-2

Tyr-Pro-Phe-Phe-NH2

i 1 i 1
Tyr—_PrO Trp-Ph_e-NH, Tyr-Pro Phe-Phe-NH2
I | | |

Tyr + Pro Trp + Phe-NH2 Tyr + Pro Phe + Phe-NH2

Rycina 3. Schemat degradacji endomorfin z udziatem homogenatu mézgu
szczura.

ANALOGI ENDOMORFIN

Odkrycie endomorfin dato poczatek intensywnym bada-
niom, majacym na celu ustalenie zalezno$ci pomiedzy ich
strukturg a aktywnoscig biologiczng. Strukture endomorfin
modyfikowano przez wprowadzanie aminokwasow z szeregu
D, aminokwaséw nienaturalnych, a takze przez modyfikacje
wigzan peptydowych oraz cyklizacje. Szczeg6towe omowienie
réznorodnych modyfikacji chemicznych endomorfin oraz in-
nych peptydow opioidowych zostato opisane w kilku pracach
przegladowych [3,4,12,54,55]. Tutaj autorzy skoncentrowali sie
tylko na omdwieniu najbardziej istotnych modyfikacji.

Wprowadzenie do sekwencji peptydu D-aminokwasu
zwieksza jego stabilno$¢, poniewaz wiekszo$¢ enzymow
proteolitycznych nie hydrolizuje wigzah peptydowych
powstatych z udziatem aminokwaséw o konfiguracji D
[56]. Z drugiej jednak strony D-aminokwas moze wymu-
sza¢ inng konformacje tancucha peptydowego, powodujgc
utrate powinowactwa peptydu do receptora. W przypadku
endomorfin kolejne zastepowanie wszystkich reszt amino-
kwasowych ich D-izomerami nie dato aktywnych analogéw
[57], Najbardziej drastyczny spadek aktywnosci spowodo-
wato zastgpienie Pro przez D-Pro. Stosujagc modelowanie
komputerowe, wykazano ze endomorfina-1 i jej analog,
[D-ProAEM-I r6znig sie sposobem utozenia wzgledem sie-
bie pierscieni aromatycznych Tyrli Trp3 sugerujac ze Pro2
spetnia w czgsteczkach endomorfin funkcje tagcznika, odpo-
wiedzialnego za takie ustawienie grup farmakoforowych,
ktore pozwala na ich oddziatywanie z miejscem wigzagcym
receptora opioidowego p [34].

Ogromna wiekszo$¢ peptydow opioidowych, w tym en-
domorfiny, zawiera reszte Tyrlna N-koncu. Grupa OH w
pierscieniu Tyrljest uwazana za wazny element struktural-
ny, pozwalajacy na zakotwiczenie ligandu w miejscu wigza-
cym receptora. Préby zastgpienia tej reszty aminokwasowej
innymi naturalnymi badz nienaturalnymi aminokwasami
konczyly sie zazwyczaj utratg aktywnosci [58], Wyjatkiem
okazata sie 2',6'-dimetylotyrozyna (Dmt), analog Tyr, otrzy-
many poprzez metylacje pierscienia fenolowego [59], Wpro-
wadzenie Dmt do sekwencji dowolnego peptydu opioido-
wego powoduje wzrost jego powinowactwa do receptoréw
opioidowych p i 8 nawet o 2-3 rzedy wielkosci [60-64],
Wprowadzenie grup metylowych do pierscienia aroma-
tycznego Tyr zwigksza zawade przestrzenng, a tym samym
wptywa na konformacje peptydu. Przypuszcza sie, ze grupy
metylowe odgrywajg wazng role w oddziatywaniu peptydu
z receptorem, prawdopodobnie przez odpowiednie zorien-
towanie niezbednej dla aktywnos$ci grupy OH. Analogi en-
domorfin zawierajgce Dmtlcharakteryzujg sie wyjagtkowym
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powinowactwem do receptora p, ale mniejszg niz macierzy-
ste zwigzki wybidrczoscia [58].

Modyfikacje struktury endomorfin doprowadzity tez do
otrzymania analogéw, bedacych antagonistami receptora
opioidowego p. Analogi antagonistyczne sg waznym na-
rzedziem w badaniach nad rolg i sposobem dziatania opio-
idow [65], a takze moga znalezé zastosowanie jako $rodki
terapeutyczne do zwalczania uzaleznienia od morfiny [66],
Analogi antagonistyczne o budowie alkaloidowej sg od
dawna znane i stosowane w badaniach farmakologicznych.
Poniewaz endomorfiny charakteryzujg sie wysoka wybidr-
czoscig w stosunku do receptora opioidowego p, podejmo-
wane byty liczne préby otrzymania analogu o wtasciwo-
$ciach antagonistycznych, opartego na ich strukturze. Za-
stapienie C-koncowej Phe4przez nienaturalny aminokwas,
3-(2-naftylo)-D-alanine (D-2-Nal) oraz Tyrlprzez Dmtl do-
prowadzito do otrzymania dwo6ch niezwykle wybiérczych
antagonistycznych analogéw receptora opioidowego p,
antanalu-1 ([Dmtl D-2-Nal4EM-I) i antanalu-2 ([Dmt], D-
2-Nal4EM-2) [67] (Ryc. 4). Niewielka r6znica strukturalna
pomiedzy endomorfinami i antanalami wskazuje na wazng
role, jakg C-koncowa reszta aminokwasowa wywiera na ak-
tywnos$¢ peptydu. Warto jednak zauwazy¢, ze rowniez mo-
dyfikacja N-korncowego fragmentu endomorfin, polegajaca
na wprowadzeniu grupy allilowej na grupe aminowag Dmtl
doprowadzita do otrzymania analogdw antagonistycznych:
[N-allil-DmPJEM-I oraz [N-allil-DmPJEM-2 [68] (Ryc. 4).

PODSUMOWANIE

Intensywne poszukiwania odpowiednika morfiny w or-
ganizmach zwierzecych doprowadzity do identyfikacji wy-
biérczych, endogennych ligandéw receptora p-opioidowego,
endomorfin. Ich najwazniejszg funkcjg jest hamowanie od-
czuwania bdlu. Odkrycie endomorfin dato nadzieje na zna-
lezienie nowych $rodkéw farmakologicznych, opartych na
ich strukturze, ktére mogtyby zastgpi¢ morfine z jej licznymi
dziataniami ubocznymi, takimi jak powodowanie tolerancji i
uzaleznienia oraz depresyjne dziatanie na OUN, objawiajgce
sie niewydolnoscig oddechowg, zahamowaniem perystaltyki

A B)

HO
c) D)
I ﬁ\)oL NH I o n\)oL NH
o 7N g 0 N g
L = Niio wn, I 2o
o \L&/
N
H
HO HO

Rycina 4. Struktura antagonistycznych analogéw receptora p-opioidowego o bu-
dowie opartej na sekwencji endomorfin: antanal-1, [Dmtl D-2-Nal4EM-I (A), an-
tanal-2, [Dmt] D-2-Nal4EM-2 (B), [N-allil-Dmt']JEM-I (C) oraz [N-allil-Dmt']JEM-
2 (D).
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jelit i obnizeniem cisnienia krwi. W ciggu ostatnich dziesieciu
lat opublikowano niezliczong ilo$¢ prac na temat lokalizacji i
roli endomorfin w organizmie, ich bioaktywnej struktury w
momencie fgczenia sie z receptorem, degradacji przez enzymy
proteolityczne oraz zaleznosci pomiedzy strukturg a aktywno-
§cig biologiczng. Poniewaz peptydy jako takie nie s dobrymi
kandydatami na leki ze wzgledu na ich krotki czas dziatania w
ptynach fizjologicznych iniezdolno$¢ do przechodzenia przez
bariere krew-mézg, zsyntetyzowano dziesigtki analogéw en-
domorfin w celu polepszenia ich profilu farmakologicznego.
Mimo ze otrzymano wiele aktywnych zwigzkdw, zaden z no-
wych analogéw nie wszedt jeszcze do lecznictwa, ale badania
nadal trwajg i mozna przypuszczac, ze w niedalekiej przyszto-
sci doprowadzag do otrzymania $rodka/srodkéw farmakolo-
gicznych, ktore bedg miaty rownie silne jak morfina dziatanie,
ale bedg pozbawione jej niekorzystnych efektéw ubocznych.
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ABSTRACT

Two endogenous opioid peptides with extremely high p-opioid receptor affinity and selectivity, endomorphin-1 and endomorphin-2, were
discovered and isolated from the mammalian brain in 1997. Endomorphins are amidated tetrapeptides, structurally different from so called
typical opioids: enkephalins, dynorphins and endorphins. A protein precursor of endomorphins and a gene encoding their sequence remain
unknown. Endomorphins are unable to cross the blood-brain barrier because of their low hydrophobicity. In animal models, these peptides
turned out to be very potent in relieving neuropathic and inflammatory pain. In comparison with morphine, a prototype opioid receptor li-
gand, endomorphins produces less undesired side effects. In this article we describe the discovery of endomorphins, their cellular localization
and functions in the organism, as well as their structure-activity relationships and biodégradation pathways.
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Leukotrieny cysteinylowe i ich receptory

STRESZCZENIE

eukotrieny cysteinylowe (LTCALTD4 LTE4 wywierajg efekt prozapalny, taki jak skurcz

miesni gtadkich naczyn wieficowych i drég oddechowych, chemotaksje komérek pro-
zapalnych, zwiekszenie przepuszczalnosci komérek $rédbtonka oraz wydzielania $luzu. Sa
lipidowymi mediatorami odgrywajacymi istotng role w patofizjologii astmy oskrzelowej,
alergicznego niezytu nosa, atopowego zapalenia skéry, pokrzywki, choréb uktadu krwio-
nosnego i nowotworach. Swoje dziatanie wywierajg poprzez przynajmniej cztery receptory
z rodziny genéw rodopsyny, lezacej w obrebie nadrodziny genéw kodujacych GPCR (ang.
G protein conpled receptor) — CYSLTR1, CYSLTR2 i GPR17 oraz receptor dla LTE4(CYSL-
TeR). Ich lokalizacja, poza drobnymi wyjatkami, jest zr6znicowana i charakterystyczna dla
tkanek. Najwyzszy poziom syntezy CYSLTR1 stwierdzono w $ledzionie, leukocytach krwi
obwodowej, sSr6dmigzszowych makrofagach ptuc oraz komérkach mies$ni gtadkich. Najwyz-
sza produkcja CYSLTR2 wystepuje w sercu, nadnerczach, tozysku, $ledzionie i leukocytach
krwi obwodowej, a nieco nizsza w mézgu. Badania biochemiczne i farmakologiczne oraz
analiza sekwencji wykazaty, ze wszystkie naleza do grupy 7-krotnie przechodzacych przez
btone receptoréw GPCR. Sita pobudzenia CYSLTRI1 rozktada si¢: LTD4LTCAHLTESLTF4
a CYSLTR2 LTC4&LTD4LTE4 Receptory leukotrienéw cysteinylowych sg zwigzane z biat-
kiem G  idciezka sygnatowa prowadzacg do hydrolizy fosfatydyloinozytolu (PI) oraz mo-
bilizacji wewnatrzkomdérkowego wapnia. In vivo receptory te sa zwigzane réwniez z wraz-
liwym na dziatanie PTX biatkiem G~ lub oboma biatkami G. CYSLTR1 zwigksza metabo-
lizm Pl i wewnatrzkomdrkowego wapnia, aktywuje kinazy MAPK, indukuje réznicowanie
i proliferacje komérek, chemotaksje, reorganizacje aktyny, uwalnianie mediatoréw zapal-
nych i regulacje hematopoetycznych komoérek pnia. CYSLTR2 réwniez zwigksza stezenie
wewnatrzkomérkowego wapnia, stymuluje wydzielanie IL-8 (interleukina 8) oraz zwieksza
ekspresje wczesnych genéw. Ma zwigzek z zakrzepica, uszkodzeniem naczyn, procesem za-
palnym i $miercig komoérek. Postuluje sie rowniez istnienie nowej, jadrowej lokalizacji CY-
SLTR oraz wspotdziatanie z innymi receptorami btonowymi. Prawdopodobnie moga two-
rzy¢ homo- lub heterodimery. Wskazuje to na istnienie nowych, dotychczas niepoznanych
dziatan leukotrienéw cysteinylowych i ich receptoréw.

WPROWADZENIE

Leukotrieny cysteinylowe, LTC4 LTD(, LTE4 s3 lipidowymi mediatorami
zapalenia, powstajacymi na drodze przemian kwasu arachidonowego fosfoli-
pidéw btonowych, pod wptywem réznych bodzcow, w tym cytokin, komplek-
séw immunologicznych i czynnikdw $rodowiskowych, takich jak antygeny i
mikroorganizmy. Najwazniejsze pochodne kwasu arachidonowego, eikoza-
noidy, zawierajg w czasteczce 20 atomow wegla i zaliczamy do nich zar6wno
leukotrieny cysteinylowe (cysLTs) i LTB4 jak i prostaglandyny (PGE), prosta-
cykline oraz tromboksan A . Leukotrieny cysteinylowe to gtéwne produkty
aktywowanych mastocytéw, bazofilow, eozynofiléw, komdrek dendrytycz-
nych oraz makrofagéw. Powodujg skurcz miesni gtadkich naczyn wiencowych
oraz drog oddechowych, zwiekszajg przepuszczalno$¢ komdrek Srodbton-
ka, co prowadzi do wysieku i powstania obrzekdw, nasilajg takze wydziela-
nie Sluzu i odgrywajg wazng role w chorobach uktadu oddechowego, takich
jak astma oskrzelowa i alergiczny niezyt nosa. Sa réwniez zaangazowane w
przewlekte procesy zapalne w obrebie skéry (wyprysk atopowy, pokrzyw-
ka), powstawanie zaleznego od hiperlipidemii tetniaka aorty [1], zaburzenia
w uktadzie krazenia, od choroby niedokrwiennej serca do miazdzycy [2] i udaru
[314]'

Poczatkowo, leukotrieny cysteinylowe w 1930 r. zostaty opisane jako wolno
reagujaca substancja anafilaksji, SRS-A (ang. slow reacting substancje of anafilaxis),
wywotujgca skurcz miesni gtadkich w ptucach $winek morskich po ekspozycji
na jad kobry. Nazwa powstata w oparciu o fakt, ze poczatek skurczu wywotany
przez SRS-A, a takze skurcz maksymalny, sa opdznione w stosunku do skur-
czu wywotanego histaming. P6Zniejsze prace wykazaty, ze SRS-A to polarny
lipid pochtaniajacy UV, zawierajgcy siarke. Znaczenie tej substancji w astmie
oskrzelowej podkreslit jako pierwszy w latach 60-tych XX w. Blocklehurst [5]
oraz Drazen [6] i Nicosia [7], W 1977 r. Parker i wsp., stosujagc znakowany kwas
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arachidonowy, odkryli ze wchodzi on w skiad SRS-A, a w
1980 r. Samuelsson ijego zespot ustalit, ze SRS-A to w rze-
czywisto$ci mieszanina leukotrienéw cysteinylowych, za
co w 1982 r. otrzymat on Nagrode Nobla z medycyny [8].
Oczyszczenia SRS-A dokonali Orango i wsp. [9].

Lekutreiny cysteinylowe produkowane przez makrofa-
gi moga uczestniczy¢ w rekrutacji komdérek prozapalnych
- monocytéw, limfocytéw T, eozynofilow, komérek den-
drytycznych w tkankach objetych zapaleniem. Badania far-
makologiczne i zastosowanie wybidrczych antagonistow
dla CYSLTR pozwolito na wyrdznienie receptoréw bloko-
wanych przez antagonistéw (CYSLTR1) oraz opornych na
takie blokowanie (CYSLTR2). Obecnie wiadomo, ze leuko-
trieny cysteinylowe wywierajg swoj wptyw za posrednic-
twem przynajmniej czterech réznych, ale spokrewnionych
receptoréw, potgczonych z biatkiem G — CYSLTR1, CY-
SLTR2 [1,10], GPR17 [11] CYSLTER [28], CYSLTRL1 [12] oraz
CYSLTR2 [13,14] cztowieka zostaty sklonowane i scharak-
teryzowane. Obecno$¢ trzeciego receptora potwierdzono
w oparciu o profil farmakologiczny w badaniach na na-
czyniach ptucnych [15] oraz tchawicach $winek morskich
[16] i ustalono, ze oddziatuje on zaréwno z leukotrienami
cysteinylowymi, jaki i z nukleotydami uracylowymi i petni
istotng funkcje w uszkodzeniu mézgu [11]. Badania bioche-
miczne i farmakologiczne, a ostatecznie analiza sekwencji,
wykazaty, ze wszystkie to receptory 7-krotnie przechodzgace
przez btone, nalezace do rodziny genoéw rodopsyny, lezacej
w obrebie nadrodziny genéw GPCR i czesciowo w obrebie
grupy receptoréw purynowych, wewnatrz grupy 5. Grupa
0 obejmuje filogenetycznie powiazane receptory nukleoty-
doéw pirymidynowych i purynowych (P2Y), proteaz (F2Rs)
i chemoatraktantow (FPRs) oraz liczne receptory sieroce
0 nieznanej funkcji [17]. Filogenetyczne powigzanie recep-
toréw purynowych obrazuje rycina 1.

: TRHR
%
\, Sy% RE2
f 5 GPR101
“e\’: 8%
FKSG80
HM74
GPR92 GPRSS
vid GPR35
KSG79 P2Y9
P2Y1 b
;300%
HS63 BAFER
F2R Swg&q
F2RL1 ”§ i
GPR80
GPR65 JGPR4 P2Y6
P2Y12 GPR105 A DO 5
FKSG77 GPR87 P2Y4

Rycina 1. Filogenetyczne powigzanie receptor6w purynowych rodziny genow
rodopsyny, lezacej w obrebie nadrodziny GPCR.

396

CYSLTR1 oraz CYSLTR2to glikozylowane biatka o 37%
homologii w sekwencji aminokwaséw, z najnizszym stop-
niem identycznos$ci na koncu karboksylowym, nie wykazu-
jahomologii z bezkregowcami, co wskazuje na stosunkowo
niedawne powstanie w procesie ewolucji.

Za posrednictwem CYSLTR1 oraz CYSLTR2 leukotrie-
ny cysteinylowe wywierajg wptyw na zaréwno wrodzona,
jak i nabytg odpowiedZz immunologiczng oraz biorg udziat
w fazie efektorowej zapalenia, naprawie tkanek i procesie
zwidknienia [18]. Aktywacja przekazywania sygnatu za-
chodzi w odpowiedzi na ich endogenne ligandy — LTC4
LTD4i LTE4 a zr6znicowane rozmieszczenie i odmienny
profil wigzania ligandu wskazuje na petnienie in vivo od-
miennych funkcji. Postuluje sie rowniez obecno$¢ CYSLTR
w jadrze, formowanie przez nie hetero- lub homodimerow
oraz wspotdziatanie z innymi receptorami btonowymi. Lo-
kalizacja jadrowa mozliwa jest dzieki specyficznej sekwen-
cji na C-konicu CYSLTR1 i moze mie¢ zwiagzek z modulacja
ekspresji gendéw prozapalnych [19]. Rozmieszczenie recep-
toréw leukotriendw cysteinylowych oraz poziom ich eks-
presji obrazuje Tabela 1. Klasyfikacja inomenklatura recep-
toréw leukotrienéw cysteinylowych oparta jest o wytyczne
International Union of Pharmacology (IUPHAR). Obecnie
dla receptoréw ludzi stosuje sie nazewnictwo CYSLTR1
i CYSLTR2, dla mysich i szczurzych —Cysltrl i Cysltr2.

BIOSYNTEZA LEUKOTRIENOW CYSTEINYLOWYCH

Wszystkie leukotrieny cysteinylowe sg wytwarzane de
novo z kwasu arachidonowego uwalnianego z fosfolipi-
dow bton komoérkowych przez cytosolowa fosfolipaze A2
(cPLA)) na drodze wielu przemian enzymatycznych, za-
chodzacych w aktywowanych neutrofilach, eozynofilach,
mastocytach i monocytach. Uwolniony kwas arachidono-
wy jest przeksztatcany do 5-HPETE (kwas 5S-hydrope-
roksy-6-fra«s-8,11,14-ris-eikozatetraenolowy), a nastepnie
do niestabilnego, przejsciowego produktu, jakim jest LTA4
(kwas 5,6-fratts-oksydo-7,9-fnras-11,14-a's-eikozatetraeno-
lowy). Przemiany te sg mozliwe dzieki dziataniu enzymu
5-lipoksygenazy (5-LOX) [20], ktéry zmienia swojg lokali-
zacje z jadrowej (w makrofagach) lub cytoplazmatycznej (w
neutrofilach) na otoczke jadrowg w odpowiedzi na aktywa-
cje komorki. Tam taczy sie z FLAP (5-LOX-activating pro-
tein), biatkiem umozliwiajagcym przytgczenie kwasu arachi-
donowego do 5-LOX oraz uprzywilejowane przeksztatcenie
5-HPETE do LTA4 zamiast do 5-HETE (kwas 5-hydroksy-
eikozatetraenolowy), powstajacy na drodze czeSciowo nie-
enzymatycznej degradacji 5-HPETE [21].

W neutrofilach LTA4jest przeksztatcany na drodze hydro-
lizy do dihydroksyleukotrienu LTB4(kwas 5S,12R-dihydrok-
sy-6,14-ris-8,10-fnws-eikozatetraenolowy) poprzez hydrola-
ze LTAA4[22], W mastocytach, eozynofilach, bazofilach i ma-
krofagach preferencyjnie wytwarzany jest leukotrien LTC4
(kwas 5S-hydroksy-6R-S-glutationo-eikozatetraenolowy),
ktéry powstaje poprzez potgczenie LTA4ze zredukowanym
glutationem, przy udziale enzymu syntazy LTC4 (LTCA)
[23]. LTC4ulega przemianie do LTD4 (kwas 5S-hydroksy-
6R-S-cysteinyloglutationo-eikozatetraenolowy) przez y-glu-
tamylotranspeptydaze (y-GT) lub bardziej swoisty enzym y-

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

Tabela 1. Rozmieszczenie i zawarto$¢ receptoréw cysteinylowych.

CYSLTR1

leukocyty krwi obwodowej +++

miesnie gtadkie drzewa oskrzelowego +++
makrofagi srédmigzszowe ptuc +++

neutrofile, eozynofile, bazofile, mastocyty [10,85] +++
komorki naciekajace/strukturalne btony Sluzowej u
zdrowych [86], chorych na alergiczny niezyt nosa,
astme oskrzelowa [92], przewlekte zapalenie zatok
przy nadwrazliwos$ci na aspiryne [93] +++
$ledziona +++

tozysko, ptuca, jelito cienkie ++

komaérki CD34+ limfocyty B ++

komaérki nabtonka [12] ++

komorki raka jelita grubego i okreznicy [19,94] ++
komorki linii Cos-7, HEK293, CHO, THP-1,

U937, Int 407, CaCo-2 ++

okreznica, nerka, watroba +

grasica, miesnie szkieletowe +

jajnik, jadro, mézg, serce [29] +

mézg, komérki z guzéw mobzgu[12,29,95] +
limfocyty T [37] -

CYSLTR2

leukocyty krwi obwodowej, serce, OUN, tozysko [10,13] +++
rdzen nadnerczy, witékna Purkinjego [10] +++

serce [14,41] +++

komérki linii HL-60, U937, A549, HEK293T,

HUVEC [10,13,14,53] +++

przysadka, wzgérze wzrokowe, podwzgdrze [10] +++
bazofile i komérki tuczne ludzi [38] +++

granulocytach parenchymy mézgu, komarki gleju,
neurony, komarki srodbtonka mikronaczyn regenerujacych
sie po uszkodzeniu moézgu [48,96] +++

monocytach i fibroblastach wywodzgce sie

z przedsionka i komory serca ++

miesnie gtadkie tetnic wieAcowych ++

$ledziona, weztdw chionnych ++

komorki srodbtonka [97] —

ptuca, watroba, tetnice wieficowe [11] ++
mozg, serce, nerka [98] +++
komorki linii ADF, 1321N1, COS-7, HEK-293,1321N1 [U] +++

+++ bardzo wysoki poziom, ++ wysoki poziom, + niski poziom, —brak

glutamyloleukotrienaze [24,25], LTD4ulega dalej przeksztat-
ceniu przez dipeptydaze do LTE, (kwas 5S-hydroksy-6R-S-
cysteinyl-7,9-fnws-I1,14-ds-eikozatetraenolowy), ktory jest
usuwany z organizmu wraz z moczem, bez dalszych bioche-
micznych modyfikacji [26] (Ryc. 2). Przy udziale trzustkowej
karboksypeptydazy A (CPA), obecnej w ziarnach cytopla-
zmatycznych mastocytow, in vitro LTC, mozna przeksztat-
ci¢ w LTF4 podobny efekt uzyskano przez inkubacje LTE4
z y-glutamylotranspeptydazg i glutationem. LTF4 ma nie-
wielkie dziatanie kurczace miesnie gtadkie i naczynia [27],

CYSLTR1

Badania nad profilem farmakologicznym prowadzone
na tkankach ssakéw dostarczyty wiedzy na temat istnie-
nia przynajmniej czterech typow receptoréw dla leuko-
trienow cysteinylowych [11,15,28]. Sklonowanie genow
dla receptoréw pozwolito na wyodrebnienie dwéch klas
u cztowieka - CYSLTR1 [12,29] i CYSLTR2 [10,13,14] oraz
u myszy [30-32].
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Cysltrl
skora, ptuca, jelito cienkie [30,31]

Cysltr2

serce ++
jelito cienkie [32,64] +++

Mézg [99]

Gen CYSLTR1 jest zlokali-
zowany na ramieniu diugim
chromosomu X (Xql3-Xq21)
[12], sktada sie z pieciu ekso-
néw, ktoére podlegaja alterna-
tywnemu cieciu i sktadaniu,
dajgc docelowo bhiatko o jedna-
kowej strukturze. Obecnie zna-
ne sg cztery warianty splicingo-
we tego genu, ktdrych ekspresja
jest zréznicowana, zalezna od
typu komorek i tkanek [1,33].
Promotor CYSLTR1 zawiera
wiele miejsc startu transkryp-
cji, jednak jego doktadna loka-
lizacja pozostaje wcigz niejasna
[33-35]. Badania z wykorzysta-
niem linii komérkowych THP-
1 (ang. human acute monocytic
leukemia celi line) oraz U937
(ang. human leukemie monocyte
lymphoma celi line), wykazaty
istnienie dwdch nowych eks-
ondéw, w miejscu opisywa-
nym wczesniej jako ekson 1,
a promotor zostat zidentyfi-
kowany w regionie pomiedzy
-125 bp a -786 bp powyzej
nowo opisanego eksonu. Tym
samym mozliwe jest, ze gen
ten posiada dwa alternatyw-
ne promotory, dajgce odrebne
transkrypty. W obrebie genu,
w czesci kodujacej, zlokalizo-
wanej w catosci w eksonie 5
[1], zidentyfikowano cztery
polimorfizmy pojedynczego
nukleotydu: 617T/G (1206S),
815G/C  (R272T), 927CIT
(P309P) oraz 899G/A (G300S)
[36].

CYSLTR1 to biatko ztozone z 337 aminokwasow, 0 masie
czasteczkowej wahajacej sie od 30 do 42 kDa dla form mo-
nomerycznych [12,29,37], Obserwuje sie réwniez dimery
i oligomery oraz homo- i/lub heterodimery we frakcji leuko-
cytow krwi obwodowej oraz komérkach linii U937 [37, 38].
Tworzenie tego typu form jest interesujgce ze wzgledu na sto-
sowanie lekow, ktore sa Ugandami dla monomerow GPCR,
a nie dla form homo- lub heteromerycznych, posiadajagcych
odmienny profil farmakologiczny. Mastocyty ludzi, wykazuja-
ce ekspresje obu typow receptoréw, po zablokowaniu CYSLTR1
przez MK571 i stymulacji BAYu9773 nadal produkujg IL-5
(interleukina 5), co moze wynika¢ z aktywacji heterodimeru
CYSLTR1/CYSLTRZ2, pozostajagcego niedostepnym dla inter-
ferencji z MK571 [39]. CYSLTR1 wykazuje 32% identycznos¢
aminkowkaséw z receptorem purynowym P2Y, i 28% iden-
tycznos¢ aminkowkaséw z receptorem dla LTB4R1. Posiada
cztery potencjalne miejsca N-glikozylacji —jedno w zewng-
trzkomoérkowym N-koricu, dwa kolejne w drugiej petli zewnga-
trzkomdrkowej i ostatnie w trzeciej petli zewnatrzkomorko-
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Rycina 2. Biosynteza leukotrienéw cysteinylowych.

wej, dodatkowo wiele potencjalnych miejsc fosforylacji kinaz
biatkowych A i C, wigkszo$¢ w trzeciej wewnatrzkomorkowej
petli i koncu karboksylowym [12].

Leukotrieny cysteinylowe wywierajg swoje dziatanie po-
przez receptory btonowe, postuluje sie jednak ich lokalizacje
na terenie jadra komoérkowego. Wykazano istnienie CYSLTR1
w zewnetrznej btonie jadrowej w komdrkach nowotworowych
jelita grubego, nietransformowanych komérkach nabtonko-
wych linii Int 407 (human embryonic intestinal cells) i komorkach
linii CaCo-2 (human colon carcinoma celi). Komérki nowotwaoro-
we wykazujg wysoka ekspresje jadrowego CYSLTR1, a prze-
dtuzona ekspozycja na LTD4 powoduje przemieszczanie sie
receptora do jagdra w nietransformowanych komorek nabton-
ka jelita [19]. Lokalizacja jadrowa jest mozliwa dzigki istnieniu
specyficznej sekwenqi na C-koricu CYSLTR1, w pozycji 310-
324 aminokwasow. Sekwencji takiej nie zlokalizowano w CY-
SLTR2. Sekwencja ta jest niezbedna do wywotanej przez LTD(
translokacji receptora do jadra oraz przekazania sygnatu do
proliferacji komdrek Int 407. CYSLTR1 zlokalizowany w ja-
drze moze by¢ aktywowany na zasadzie wewngtrzkomor-
kowej intrakrynnej petli sprzezen, inicjowanej przez lokalnie
produkowane leukotrieny cysteinylowe.

CYSLTR1 z najwyzszym powinowactwem wigze LTDt
i z okoto 350-razy mniejszym - LTC4[12]. Pobudzenie CY-
SLTR1 w komdrkach miesni gtadkich oskrzeli zapoczatko-
wuje przeptyw wapnia oraz przemieszczenie zaleznej od
wapnia biatkowej kinazy Ca i niezaleznej od wapnia bial-
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kowej kinazy Cy. Wigzanie LTD4 jest catl-
kowicie hamowane przez antagonistow
CYSLTR1 - MK571, zafirlukast, pobilukast,
montelukast, pranlukast [29], podobnie jak
chemotaksja eozynofiléw, co wykazano
w modelu astmy oskrzelowej u szczuréw
oraz u ludzi chorych na astme. Rola cysLTs
patofizjologii astmy jest dobrze udokumen-
towana [7,40,41], a stosowane w przebie-
gu astmy leki, bedace antagonistami CY-
SLTR1, przeciwdziatajg skurczowi oskrzeli
i maja dziatanie przeciwzapalne [12,37],

AKTYWNOSC CYSLTR1 |
PRZEKAZYWANIE SYGNALU

Lynch iwsp. [12] scharakteryzowali ak-
tywnos$¢ CYSLTR1, wykorzystujac model
Xenopus laevis i wykazali, ze LTD4jest naj-
silniejszym agonistg (EC_(0,4nM), podczas
gdy EC50dla LTC4to 21nM. Sita pobudze-
nia receptora rozktada sie: LTD4>LTC4>L-
TE4 Sarau i wsp. [29] uzyskali podobne
wyniki w oparciu o analize mobilizacji
wapnia w komdrkach wykazujacych eks-
presje CYSLTR1 — Cos-7 (African Green
Monkey SV40 transfd kidney fibroblast cell
line), HEK293 (human embryonic kidney cell
line) i CHO (Chinese Hamster Ovary cells).
Udziat leukotrienéw  cysteinylowych
w skurczu miesniowki gtadkiej oskrzeli
w Swietle wynikow wielu wczeéniejszych
badan jest dobrze potwierdzony, jednak
mato wiadomo o przekazywaniu sygnatu
po potaczeniu sie ich z docelowym receptorem. Dobrym
modelem do badan przekazywania sygnatu jest linia ko-
morkowa U937, ktéra pod wptywem DMSO réznicuje sie
(dU937) i wykazuje wysoki poziom ekspresji CYSLTR1
a potgczenie LTD4z receptorem indukuje wzrost poziomu
wewngtrzkomorkowego wapnia i nasila metabolizm fosfa-
tydyloinozytolu (PI). Inkubacja komdrek dU937 ze stauro-
sporyng (inhibitor biatkowej kinazy C) nasila wptyw LTD4
co wskazuje na udziat kinazy C w przekazywaniu sygnatu
[42], W komdrkach mieéni gtadkich Swiezo izolowanych
z oskrzelikéw, LTD4 wywotuje powolny wzrost poziomu
wewngtrzkomorkowego wapnia, a nastepnie zwieksze-
nie aktywnosci kanatdéw wapniowych zaleznych od K+
przy udziale $ciezki PC-PLC (fosfatydylocholina-fosfo-
lipaza C). W komoérkach U937 wykazano, ze CYSLTR1
moduluje stezenie Ca2+ przez przynajmniej dwa biatka
G — wrazliwe na PTX (G/o) oraz niewrazliwe na PTX
(G)/n). W komoérkach linii THP-1 LTD4aktywuje odrebne
Sciezki przekazywania sygnatu, w zaleznosci od biatka G
— aktywacje PTX niewrazliwej MAPK (ang. miogen acti-
vated protein kinase) oraz wrazliwej na PTX odpowiedzi
chemotaktycznej. Aktywacja CYSLTR1 indukuje fosfo-
rylacje MAPK poprzez biatko G./o w komdrkach dU937
[43], komdérkach miesni gtadkich drog oddechowych [44]
oraz mastocytach [45]. Z kolei zalezna od aktywacji CY-
SLTR1 reorganizacja aktyny w komorkach miesni gtadkich
oskrzeli jest zwigzana z biatkiem G wrazliwym na PTX
i sciezkg GTPazy Rho oraz fosforylacji tyrozyny.
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Aktywacja CYSLTR1 powoduje skurcz miesni gtadkich
w drogach oddechowych oraz proliferacje komorek nabton-
ka, miesni gtadkich drég oddechowych [44,46], hamatopo-
etycznych komérek progenitorowych eozynofilow [47] oraz
fibroblastow ptuc [48]. Proliferacja komérek wymaga fosfo-
rylacji kinazy ERK1/2 (ang. extracellular-signal regulated kinase
1/2) lub transaktywacji receptorow dla czynnikéw wzrostu,
co sugerowaty badania nad synergistycznym dziataniem
LTD4z IGF (ang. insulin growth factor) w indukcji proliferacji
komorek miesni gtadkich. LTD4indukuje rowniez proliferacje
komadrek mieéni gtadkich, transaktywujac receptor EGF (ang.
epidermal growth factor) poprzez wytwarzanie reaktywnych
form tlenu i fosforylacje ERKI1/2 [44], W komorkach tego
typu LTD4indukuje fosforylacje kinazy ASK1 (ang. apoptosis
signal-regulating kinase 1), ta nastepnie — kinazy JNK (ang.
c-Jun-NH(2)-terminal kinase) i p38 MAPK, ktdra z kolei dziata
na czynnik transkrypcyjny AP-1 (ang. activator protein-1) re-
gulujacy réznicowanie i proliferacje komorek [49].

W komorkach THP-1 LTD4aktywuje MAPK poprzez $ciez-
ke PKC-Rafl, podczas gdy w komorkach dU937 aktywacja
ERKI/ 2 angazuje $ciezke zalezng od RasGTP, PLC oraz zalez-
nych od Ca2tkinaz tyrozynowych [43]. W mastocytach czio-
wieka nasilenie proliferacji przez LTD4jest zalezne od ERK oraz
transaktywacji c-kit [45], Aktywacja CYSLTR1 przyczynia sie
réwniez do propagacji procesu zapalnego poprzez uwalnianie
mediatoréw zapalnych. W komérkach U937 LTD4 powoduje
uwalnianie metabolitéw kwasu arachidonowego, hamowane
przez SK&F 104353, inhibitor topoizomerazy | (kamptotecyna)
oraz przez staurosporyne. W mastocytach cztowieka inkubo-
wanych z IL-4 MK 571 blokuje dziatanie CYSLTR1, przeptyw
Ca2+ produkcje IL-5, TNF (ang. tumor necrosisfactor) oraz MIP-
1(3 (ang. macrophage inflammatory protein j3) [50], LTD4 zwigk-
sza ekspresje IL-8 w monocytamej linii komérkowej oraz ko-
maérkach HEK293 poprzez Sciezke NF-kB (ang. nuclear factor
kB) i AP-1 [561]. W komorkach Int 407, wykazujgcych synteze
CYSLTR1 na otoczce jgdrowej LTD( powoduje proliferacje
i przezywanie komérek poprzez aktywacje dwdch réwnole-
gtych Sciezek sygnatowych. Pierwsza z nich pobudza przezy-
cie komorek poprzez PKCa i CREB (ang. cyclic AMP response
element-binding protein), druga — proliferacje poprzez PKCe,
ERK1/2 (ang. extracellular signal-regulated kinases) i p90RK[52],
Sugeruje to, ze CYSLTR1 moze odgrywac role w procesie kan-
cerogenezy i wskazuje na konieczno$¢ stosowania zar6wno
zewnatrz-, jak i wewngtrzkomdrkowych antagonistdw w celu
efektywnego zablokowania proliferacji i przezycia komdrek
nowotworowych. Aktywacja licznych receptoréw nie zawsze
prowadzi do bezposredniego wptywu na Sciezki przekazy-
wania sygnatu. Obecnie wiadomo, ze pobudzenie GPCR pro-
wadzi do aktywacji sciezek sygnatowych, ktére mogg pozniej
oddziatywac z tymi aktywowanymi przez inne receptory. Tak
ztozony system przekazywania sygnatu wydaje sie oczywisty,
biorgc pod uwage réznorodno$¢ komorek oraz konieczno$é
adaptacji do zmieniajacych sie podczas procesow patologicz-
nych warunkéw.

CYSLTR2

CYSLTR2 pozostaje nadal stabiej scharakteryzowany
farmakologicznie niz CYSLTR1, gtdwnie z powodu braku
wybidrczego antagonisty. Sklonowanie i charakterystyka
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CYSLTR2 nastgpity w niedtugim czasie po CYSLTR1 [10]
z wykorzystaniem szczurzego klonu EST o 40% homolo-
gii z CYSLTR2, w celu poszukiwania ludzkiego odpowied-
nika w bazie danych cDNA. Gen CYSLTR2 zlokalizowany
jest u ludzi na chromosomie 13 (13qgl4.12-g21.1). Otwarta
ramka odczytu CYSLTR2 koduje biatko ztozone z 346 ami-
nokwasow o masie 58kDa. CYSLTR2 posiada cztery po-
tencjalne miejsca glikozylacji, z czego trzy znajdujg sie w
zewngtrzkomérkowym N-koncu ijedno w drugiej petli ze-
wnatrzkomorkowej. Ponadto w trzeciej wewngtrzkomor-
kowej petli i na C-koncu znajduje sie wiele potencjalnych
miejsc fosforylacji biatkowych kinaz A i C. Wykorzystujac
komérki HEK293T (ang. human embryotic kidney 293T) oraz
oocyty Xenopus laevis [10,13], wykazano ze LTC4i LTD4sg
rownorzednymi agonistami CYSLTR2, a LTE4jest czescio-
wym agonistg. Rozmieszczenie CYSLTR2 w tkankach po-
krywa sie czeSciowo z CYSLTRI, jednak istniejg miejsca,
w Kktory wystepuje jedynie receptor typu 2 (serce, mozg,
nadnercza). Wysoki poziom syntezy CYSLTR2 w nadner-
czach wskazuje na nowa funkcje leukotrienow cysteiny-
lowych w modulacji uktadu hormonalnego [12]. Komo6rki
HUVEC wykazuja synteze obu typow receptorow, ale to
CYSLTR2 jest receptorem dominujacym i odpowiedzial-
nym za mediowany przez LTC4przeptyw wapnia w tych
komérkach [53], a wedtug wielu autorow komorki te wy-
kazujg prawie wytgcznie synteze CYSLTR2 [2,53,54], Ko-
morki HL-60 w $rodowisku hodowlanym z dodatkiem
maslanu sodu ulegaja réznicowaniu do linii HL-60/eos,
wykazujgcej synteze CYSLTR2 [55].

CYSLTR2 nie jest blokowany przez klasycznych an-
tagonistow CYSLTRI1; jedyny znany cze$ciowy agonista
BAYu9773 dziata na LTC4w spos6b niekompetycyjny [10],
mimo iz wsp6tzawodniczy z LTD} co wykazano w komor-
kach HEK293T, oocytach Xenopus laevis, komérkach zyt
ptucnych cztowieka [10,13,14]. W obrebie genu CYSLTR2
zidentyfikowano polimorfizm pojedynczego nukleotydu
prowadzgcy do zamiany reszt metioniny na reszte waliny
w pozycji 202 aminokwasu. Powstajacy z polimorficznego
genu receptor wigze LTD" oraz BAYu9773 z 4-krotnie niz-
szym powinowactwem niz receptor powstajacy z genu nie-
polimorficznego [56]. Obecnos$¢ takiego wariantu recepto-
ra wigze sie ze zwiekszonym ryzykiem wystapienia atopii
w populacji Tristan da Cunha, charakteryzujacej sie zaréw-
no efektem zatozyciela, jak i czestym wystepowaniem atopii.
Badania prowadzone na komorkach $rédbtonka wykazaty, ze
CYSLTR2 moze mie¢ zwigzek z zakrzepica, zapaleniem oraz
uszkodzeniem naczyn (miazdzyca tetnic), jednak obserwa-
cje dotyczace chordb uktadu krazenia, w tym miazdzycy, sg
wcigz weryfikowane i w trakcie badan. Szczegdlnie wysoki
poziom syntezy receptora wykazano w sercu i naczyniach
obwodowych, co sugeruje dziatanie leukotrienéw cysteiny-
lowych w uktadzie krazenia.

AKTYWNOSC CYSLTR2 | PRZEKAZYWANIE SYGNALU

LTC4i LTD4wywotujg w komérkach HUVEC gwattowny
wzrost poziomu wewngatrzkomdrkowego wapnia i skurcz
[2,53] hamowany przez antagoniste SKF104,353. Poczatkowo
sadzono, ze efekt ten jest wywotany przez CYSLTR1, jednak
komarki te wykazujg prawie wytacznie ekspresje CYSLTR2.
Podobne wyniki uzyskat Heise i wsp. w badaniach z wyko-
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rzystaniem [H]LTD4i komérek Cos-7. CYSLTR2, podobnie
jak CYSLTR1 w komdérkach HUVEC i oocytach X. laevis jest
zwigzany z niewrazliwym na PTX biatkiem G [10]. Jednak
przekazywanie sygnatu przez CYSLTR2 w mastocytach
cztowieka jest catkowicie hamowana przez PTX, co sugeru-
je, ze jest on rdwniez zwigzany z biatkiem G wrazliwym na
PTX (G./0 [38]. Aktywacja CYSLTR2 przez LTD4zwieksza
ekspresje 37 wczesnych gendéw, sposrod ktérych wiekszose
silnie indukuje EGR, jadrowy receptor podrodziny 4 gru-
py A czynnikéw transkrypcyjnych, IL-8, TF (tissue factor),
ADAMTSL1 (adisintegrin-like and metalloprotease with thrombo-
spondin type 1 motif), E-selektyne, CXC ligand 2, COX-2 (cy-
klooksygenaza 2) [3], LTC4w komorkach HEK293 indukuje
produkcje IL-8 i MCP-1, silnych mediatoréw zapalnych,
ktére odgrywaja role w rekrutacji i aktywacji komorek pro-
zapalnych. Zwigzanie LTC4z CYSLTR2 prowadzi do akty-
wacji Sciezki AP-1 i NF-kB oraz rodziny kinaz PKC. LTC4
powoduje, przy udziale PKC5, powstanie kompleksu c-Jun
i c-Fos, ktére wigza sie do miejsc TRE (AP-1), co induku-
je transkrypcje chemokin. Sciezka przekazywania sygnatu
zwigzana z AP-1 jest catkowicie blokowana przez rotleryne,
inhibitor PKCO. Ponadto, LTC4indukuje fosforylacje 1kBo
i p65 i aktywacje NF-kB przez kompleks p50/p65, co pro-
wadzi rowniez do transkrypcji genéw dla chemokin [57],

GPR17

Obecno$¢ dodatkowego podtypu receptora leukotrie-
néw cysteinylowych w tkankach cztowieka sugerowato
wielu autoréw [58,59] w oparciu o obserwacje, ze jeden li-
gand — LTC4lub LTE4nie aktywuje CYSLTR1 i CYSLTR2,
a wspdllny antagonista BAYu9773 nie wptywa na funkcjo-
nalng odpowiedz po pobudzeniu komérek [60], co w opar-
ciu o farmakologie obu sklonowanych receptoréw nie wska-
zywato ani na profil CYSLTR1, ani na CYSLTR2. Wyniki
uzyskane w badaniach nad wigzaniem ligandu wykazaty
obecnos$¢ swoistych miejsc wigzania LTC4w migzszu ptuc
cztowieka oraz w miazdzycowych tetnicach wiencowych,
odrebnych od miejsc wigzania LTD4[61], a nie zwigzanych
ze skurczem. W 2001 roku wykazano, ze odkryty wczesniej,
ulegajacy zwiekszonej syntezie po stymulacji komérek IL-4,
receptor reaguje zaréwno na cysLT, jak i na UDP. Badania
farmakologiczne, przeprowadzone z zastosowaniem anta-
gonistbw CYSLTR1 lub CYSLTR1/CYSLTR2, wykluczyty
zatozenie, ze dodatkowy receptor jest podtypem receptora
typu 2 lub heterodimerem CYSLTR. Analiza sierocych re-
ceptorow GPCR znajdujacych sie w posredniej filogenetycz-
nej pozycji pomiedzy CYSLTR a P2Y wskazat istnienie hete-
rologicznego GPR17, filogenetycznie odlegtego tak samo od
CYSLTR1 i CYSLTR2 oraz od podgrup receptora P2Yp m4
[17], Stwierdzono, ze ekspresja tego receptora w réznych li-
niach komérkowych prowadzi do wystgpienia wysoce spe-
cyficznej, zaleznej od stezenia, reakcji na zewnatrzkomorko-
we nukleotydy i leukotrieny cysteinylowe.

Gen GPR17 zlokalizowany jest na chromosomie 2 (2g21),
otwarta ramka odczytu koduje biatko ztozone z 339 reszt
aminokwasowych. Zablokowanie GPR17 poprzez anta-
gonistow CYSLTR1 i P2Y lub obnizenie in vivo (w modelu
zwierzecym) jego syntezy chroni przed uszkodzeniem mo-
zgu po niedokrwieniu [11]. W do$wiadczeniu z komorka-
mi 1321N1 (ang. human astrocytoma cells) transfekowanymi
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GPR17 wykazano, ze LTC4 dziata na receptor silniej niz
LTD4 Odpowiedz na nukleotydy purynowe jest zblizona
do receptorow P2Y (i P2YX w szeregu UDP-galaktoza=UD-
P>UDP-glukoza. Wigzanie leukotrienéw cysteinylowych
i nukleotydow jest wrazliwe na PTX i powoduje zwigksze-
nie poziomu wewnatrzkomoérkowego wapnia, co sugeruje
zwigzek z biatkiem G./o. Wigzanie LTD4 jest silnie hamo-
wane przez montelukast i pranlukast, a wigzanie nukleoty-
dow —przez antagoniste P2Yp/P2Y 13 AR-C69931MX oraz
antagoniste P2Y1 MRS2179. GPR17 tgczy w sobie system
receptorow dla leukotrienow cysteinylowych i receptorow
purinergicznych i wskazuje, ze oba systemy wspotdziatajg
ze sobg.

cyster

LTE4jest najstabilniejszy sposrod wszystkich leukotrie-
now cysteinylowych, ale jest stabym agonistg zaréwno CY-
SLTR1, CYSLTR2, jak i GPR17. Wykazano jednak, ze in vi-
tro wywotuje skurcz tchawicy u $winek morskich znacznie
silniej niz LTD4i LTC4 [16], Wziewne podanie chorym na
astme oskrzelowg LTE4powoduje masywny naptyw eozy-
noflow i bazofilow do btony sluzowej oskrzeli [62], Z kolei
u pacjentéw z nadwrazliwos$cia na aspiryne, charakteryzu-
jacag sie astmg oskrzelowg, polipami nosa i nadprodukcjg
leukotrienow cysteinylowych, po podaniu LTE4w inhalacji
zaobserwowano skurcz oskrzeli, znacznie silniejszy niz wy-
wotany LTC4i histaming [28], efektu takiego nie zaobser-
wowano u astmatykéw bez nadwrazliwosci na aspiryne.
Geny kodujgce CYSLTR1 i CYSLTR2 posiadajg kilka alter-
natywnych transkryptéw w komérkach cztowieka, jednak
wszystkie kodujg to samo biatko. Dlatego tez zjawisko al-
ternatywnego sktadania gendw nie ttumaczy zwiekszonego
powinowactwa do LTE4[63]. Wydaje sie, ze to preferencyj-
ne dziatanie LTE4nie jest zwigzane z zadnym ze znanych
receptorow leukotriendw cysteinylowych, a nadreaktyw-
nos¢ i skurcz oskrzeli moga by¢ mediowane przez nieznany
dotychczas receptor, specyficzny dla LTE4

U myszy pozbawionych zaréwno Cysltrl, jak i Cysltr2
(Cysltrl/Cysltr2~/~) po podaniu srédskédrnym cysLT wyka-
zano obecno$¢ nowego typu receptora (CysLTpR), mediu-
jacego zwiekszong przepuszczalno$¢ naczyn w odpowiedzi
na LTE4 Dodatkowo, podanie myszom antagonisty Cysltrl
MK-571 nasila ten proces w odpowiedzi na kazdy z leuko-
trienéw cysteinylowych.

POROWNANIE RECEPTOROW LEUKOTRIENOW
CYSTEINYLOWYCH MYSZY | CZEOWIEKA

Mysie Cysltr (Cysltrl i Cysltr2) zostaty sklonowane jed-
nocze$nie przez trzy niezalezne zespoty [30-32,64], Gen
kodujgcy Cysltrl jest zlokalizowany na ramieniu diugim
chromosomu X (X D), sktada sie z czterech eksonéw i trzech
intronéw, z ktérych powstajg dwa alternatywne transkryp-
ty —dtuga i krdtka izoforma receptora. Eksony |'i IV koduje
forme krotka (339 aminokwasow), podczas gdy forma dtuga
powstaje z eksonow I, II, 111 i IV. Ekson Ill zawiera dodatko-
wg otwarta ramke odczytu z kodonem start (ATG), co daje
13 dodatkowych aminokwaséw na N-koncu taricucha po-
lipeptydowego i prowadzi do powstania dtugiej izoformy
receptora, zbudowanej 352 reszt aminokwasowych o masie
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czasteczkowej 40 kDa. W poréwnaniu do CYSLTR1, mRNA
mysiego odpowiednika jest zlokalizowane znacznie szerzej
iulega wysokiej ekspresji w skorze, ptucach ijelicie cienkim
(dominuje izoforma diuga) [30,31]. Cysltrl wykazuje 87%
homologii z CYSLTR1, Cysltr2 sktada sie z 309 reszt amino-
kwasow i wykazuje 74% homologii z CYSLTR2 [30-32,64],
Podobnie jak u cztowieka, Cysltrl wigze z najwyzszym
powinowactwem LTD4 a LTCti LTE4z duzo mniejszym,
a potaczenie to powoduje mobilizacje wewngatrzkomaorko-
wego wapnia [30,31,64]. Cysltr2 jest kodowany przez gen
zlokalizowany na chromosomie 14 (14 D3), ztozony z 6 eks-
onow, z sekwencja kodujaca znajdujaca sie w ostatnim eks-
onie. Zidentyfikowano dwa warianty splicingowe Cysltr2,
dtuga i dominujgca krotkg forme receptora pozbawiong
eksonu 3 [32]. Cysltr2 jest krotszy na obu koficach w poréw-
naniu z CYSLTR2, ale z podobnym powinowactwem wigze
LTC4i LTD4 Charakterystyka funkcjonalna oraz wigzanie
agonistéw/antagonistow z Cysltrl i Cysltr2 sg podobne do
receptoréw u ludzi, wyjatek stanowi pranlukast, swoisty
antagonista CYSLTR1, ktdry hamuje aktywnos$¢ Cysltr2, ale
nie CYSLTR2 u ludzi. U myszy zidentyfikowano réwniez
receptor Gprl7, zlokalizowany na chromosomie 18. Dodat-
kowo, wykorzystujagc myszy, stwierdzono obecno$é nowe-
go, odrebnego receptora odpowiadajacego o wiele silniej na
LTE4niz na LTD4i LTC4 CysLTER [28], Zaobserwowano, ze
istniejg wyrazne réznice w rozmieszczeniu i ekspresji genu
kodujgcego Cysltr pomiedzy poszczegdlnymi szczepami
wsobnymi myszy. Najwyzszy poziom syntezy mRNA wy-
kazano u myszy szczepu C57/BL6, a znacznie nizszg u my-
szy szczepu Balb/c i 129 [64],

ROLA LEUKOTRIENOW CYSTEINYLOWYCH |
ICH RECEPTOROW W STANACH ZAPALNYCH

LTC4i LTD4in vitro w izolowanych oskrzelach wywotuja
500-1000 krotnie silniejszy skurcz miesni gtadkich niz hista-
mina. Podawany w inhalacji ludziom zdrowym LTE4znacz-
nie silniej niz histamina wywotuje spadek przeptywu po-
wietrza w drogach oddechowych, mimo iz dziata 30-krotnie
stabiej niz LTD4i LTC4 ktére powodujg przynajmniej 1000
krotnie silniejszy skurcz niz histamina [65], Skurcz wywo-
tany przez leukotrieny cysteinylowe jest hamowany przez
swoistych antagonistow CYSLTRI, co wskazuje na jego za-
angazowanie w skurcz oskrzeli, a produkcja leukotriendw
cysteinylowych jest bezposrednio zwigzana ze skurczem
po prowokacji alergenem. Zwiekszone stezenie leukotrie-
néw cysteinylowych zobserwowano w BAL (ang. broncho-
alveolar lavage) pobranym od pacjentéw z astmg oskrzelowg
lub atopig po dooskrzetowej prowokacji alergenem oraz
u pacjentow z nadwrazliwos$cig na aspiryne po prowoka-
cji dooskrzetowej. Stezenie leukotrien6w jest podwyzszone
w poptuczynach nosowych pacjentéw z alergicznym niezy-
tem nosa oraz po doustnej prowokacji aspiryng u pacjentow
z alergicznym niezytem nosa lub astmg z nadwrazliwos$cig
na aspiryne. Stezenie LTE4w moczu jest znacznie zwigkszo-
ne u 0s6b chorych na astme oskrzelowga z nadwrazliwoscia
na aspiryne, u hospitalizowanych z powodu zaostrzenia
astmy, po epizodach nocnego zaostrzenia astmy oraz 0s6b
ze Swistami indukowanymi przez zakazenia wirusowe.
Zwiekszonego stezenia LTE4 nie obserwuje sie w przebie-
gu astmy wywotanej przez wysitek u oséb dorostych [66],
podczas gdy u dzieci stezenie LTE4wzrasta [67]. Podwyz-
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szony poziom LTE4w moczu wystepuje po zawale serca,
w ostrych epizodach wiencowych oraz po operacji wsta-
wienia ,,by-passéw", u pacjentow z wypryskiem atopowym
[68], reumatoidalnym zapaleniem skéry [69] i chorobg Croh-
na. Leukocyty uzyskane od pacjentéw z astmg alergiczng
oraz 0s6b z atopig wytwarzajg okoto pieciokrotnie wiecej
leukotriendw cysteinylowych niz komaérki pobrane od os6b
zdrowych, co sugeruje ich silny zwigzek z atopig.

Doustne podawanie wybidrczych antagonistéw CYSLTR1
zmniejsza skurcz oskrzeli u 0s6b z astmg indukowang wy-
sitkiem (EIA) [70], po prowokacji zimnym powietrzem [71]
i inhalacji adenozyng [72], Dozylne podawanie monteluka-
stu znaczaco zwieksza przeptyw powietrza w poréwnaniu
do placebo, u 0s6b hospitalizowanych z powodu zaostrzenia
astmy, otrzymujacych réwniez leczenie bronchodilatatora-
mi i glikokortykosteroidami [85], co potwierdza role leuko-
trienéw cysteinylowych w eksperymentalnie wywotanej,
jak i naturalnie wystepujacej astmie oraz udziat CYSLTR1
w zaostrzeniach astmy. Badania nad polimorfizmami w ob-
rebie CYSLTR1 dowiodty, ze istnieje zwigzek pomiedzy ich
wystepowaniem a alergig. Kim i Park wykazali, ze warianty
genetyczne CYSLTR1 oraz CYSLTR2 mogg odgrywac role
w wystepowaniu nadwrazliwos$ci na aspiryne u astmaty-
kéw. Trzy polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw w ob-
rebie promotora CYSLTR1 (w pozycji -634C/T, -475A/C,
-336A/G) wydajg sie by¢ zwigzane z fenotypem astmy z nad-
wrazliwosciag na aspiryne oraz wysokim poziomem catkowi-
tego IgE u mezczyzn [34,74,75], zaleznosci takiej nie wyka-
zano u kobiet. Badania z uzyciem trzech linii komérkowych
- A549, U937 oraz limfocytow T cztowieka (Jurkat) dowiodty,
ze genotyp [T-C-G], w przeciwienstwie do [C-A-A], zwieksza
aktywnos$¢ promotora, co wskazuje na mozliwo$¢ modulacji
ekspresji CYSLTR1 i prowadzi do zwiekszenia podatnosci
na nadwrazliwos$¢ na aspiryne [33,34,75]. W badaniach prze-
prowadzonych w populacji kaukaskiej wykazano zwigzek
polimorfizmu w obrebie czesci kodujgcej genu CYSLTR1
w pozycji 927 C/T (P309P) z wystepowaniem atopii, astmy
i wyprysku kontaktowego. Wykazano w nich, ze allel 927C
predysponuje do wystepowania astmy i wyprysku kontak-
towego u mezczyzn, a allel 927T do atopii —u kobiet [76,77].
Badania przeprowadzone w populacji Hiszpanii wykazaty,
ze kombinacja allelu 927T w obrebie CYSLTR1 z -444A LTC4S
(syntaza leukotrienu C4) wystepuje rzadziej u mezczyzn
z astma w poréwnaniu do grupy kontrolnej [78]. Thompson
iwsp. [36] wykazali, ze wystepowanie rzadkiego allelu 899A
(G300S) jest zwigzane z astma i atopig u kobiet. Tym samym,
pomimo drobnych rozbieznos$ci, wiekszo$¢ badan wskazuje,
ze zmiennos$ci genetyczna CYSLTR1 jest zwigzana z alergia
i specyficzna dla pici.

W obrebie genu CYSLTR2 opisano 4 polimorfizmy mo-
gace mie¢ zwigzek z wystepowaniem astmy i nietolerancji
na aspiryne w obrebie populacji koreanskiej i japonskiej
(-1220A/C, -819T/G, 2078C/T, 2534A/G, 2545+297A/G)
[74], gdzie w przypadku trzech pierwszych polimorfizmoéw
czestos¢ wystepowania rzadkich alleli byta wyzsza u pa-
cjentéw z nietolerancjg aspiryny i allelem -444A LTCA4S.
Zwigzek CYSLTR2 z astmg atopowg zostat potwierdzony
przez Pillai i wsp. oraz Fukai i wsp. [79,80], a badania funk-
cjonalne wykazaty, ze LTD4dziata stabiej na wariant M202V
niz na niezmieniony receptor [56,79],
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W przypadku pokrzywki i obrzeku naczynioruchowego
indukowanych przez aspiryne wykazano zwigzek polimor-
fizmu -634C/T w obrebie promotora CYSLTR1 z wystepo-
waniem tego zjawiska w populacji koreanskiej [81].

Analizy immunohistochemiczne wykazaty obecno$é¢ CY-
SLTR1 na komdrkach odgrywajgcych role w atopii i astmie
—monocytach, eozynofilach oraz komoérkach CD34+ i lim-
focytach B [37], Leukotrieny cysteinylowe wptywaja na re-
krutacje eozynofilow w drogach oddechowych astmatykow,
ich aktywacje poprzez pobudzenie degranulacji oraz nasilajg
adhezje do nabtonka drég oddechowych [82,83]. Ekspresja
CYSLTR1 moze by¢ zwiekszona w wyniku nasilonej aktyw-
nosci transkrypcyjnej w komdrkach pobudzonych cytokina-
mi profilu Th2 —IL-5 (HL-60 r6znicowane do eozynofildw)
[55] oraz IL-4 i IL-13 (interleukina 13) (monocyty, makrofa-
gi) [84], Inaczej jest w przypadku pobudzanych IL-4 masto-
cytow, ktore nie wykazujg zwiekszonej ekspresji CYSLTR1
po inkubacji z tg cytoking [85]. W btonie $luzowej nosa CY-
SLTR1 ulega ekspresji w naczyniach krwiono$nych, komér-
kach $rédmigzszowych, eozynofilach, mastocytach, neutro-
filach imakrofagach [86], dlatego tez leki antyleukotrienowe
sg skuteczne w leczeniu objawow sezonowego alergicznego
niezytu nosa. Poziom leukotrienéw cysteinylowych wzra-
sta w przebiegu przewlektego rozrostowego eozynofilowe-
go zapalenia zatok, wspotistniejgcego czesto wraz z astma
oraz u pacjentow z astmg z nadwrazliwoscig na aspiryne
[87], Leukotrieny cysteinylowe sg rowniez czynnikami wy-
wotujagcymi skurcz naczyn w obrebie ptuc, powodowany
oddziatywaniami z CYSLTR2 umiejscowionym w warstwie
miesni gtadkich oraz CYSLTR1 w $rodbtonku. CysLTs
zwiekszajg przepuszczalno$¢ drobnych naczyhn w drogach
oddechowych poprzez kurczenie komorek $rédbtonka na-
czyn wlosowatych i zwiekszanie hydrostatycznego cisnie-
nia w ich obrebie, co prowadzi do powstania obrzeku $cian
oskrzeli, ich pogrubienia, odwarstwienia nabtonka, zmiane
transportu $luzu przez ciatka rzeskowe i zmiane orientacji
rzesek [88], U ludzi zaobserwowano ochronny wptyw anta-
gonistow CYSLTR1, ktére zmniejszajg szybkos$¢ przemiesz-
czania sie $luzu w obrebie $rédbtonka tchawicy i oskrzeli po
prowokacji alergenem.

Leukotrieny cysteinylowe sg silnymi chemoatraktantami
dla eozynofiléw. Podanie wziewnie swinkom morskim leu-
kotriendw wywotuje, trwajacy do 4 tygodni, naptyw do ptuc
wielojadrzastych eozynofiléw, a lokalna rekrutacja eozynofi-
l6w jest hamowana po podaniu antagonistéw CYSLTR1 [89].
U ludzi po inhalacji LTE4 obserwuje sie naptyw eozynofiléw
i wielojadrzastych komorek do btony $luzowej drog odde-
chowych, podobny efekt wywotuje LTD4 ktéry in vitro jest
bardzo silnym i swoistym chemoatraktantem dla eozynofiléw
cztowieka. LTC4i LTD4zwiekszajg rowniez ekspresje P-selek-
tyny w $rédbtonku matych naczyn krwionosnych, do ktérych
poczatkowo migruja leukocyty podczas reakcji zapalnej [90],
W przebiegu ciezkiej astmy w obrebie drog oddechowych
obserwuje sie hiperplazje komaérek miesni gtadkich, co razem
z niedokrwieniem iobrzekiem §luzéwki wptywa na wystapie-
nie niedroznosci w przebiegu astmy. In vitro wptyw na proli-
feracje ludzkich komérek miesni gtadkich drég oddechowych
ma gtdwnie LTD4 a efekt ten jest hamowany przez antagoni-
stow CYSLTR1. Obserwowang w astmie hipertrofie miesni
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gtadkich oskrzeli mozna wywota¢ eksperymentalnie u szczu-
réw, poprzez powtarzalng ekspozycje na aerozol alergendw,
ktorym zwierze bylo wczesniej uczulane, a podanie zwierze-
tom wraz antygenem antagonistéw CYSLTR1 zapobiega hi-
pertrofii miesni gtadkich w drogach oddechowych [91]. O roli
GPR17 wiadomo jak dotad stosunkowo mato. Wydaje sie, ze
moze by¢ zaangazowany w procesy patologiczne w obrebie
mozgu i rdzenia kregowego [99], Rola opisanego ostatnio
CYSLTZR pozostaje nadal niewyjasniona, ale wydaje sie on
mie¢ zwigzek z nadreaktywnoscig i skurczem oskrzeli.

PODSUMOWANIE

Wyniki uzyskane na podstawie badan z rekombinowany-
mi CYSLTR1 i CYSLTR2 potwierdzity wcze$niejsze obser-
wacje oparte na klasycznych badaniach farmakologicznych
w réznych typach tkanek i komérek. Sklonowanie obu re-
ceptoréw dostarczyto bardziej szczegdtowych danych o ich
systemach przekazywania sygnatu oraz regulacji ich ekspre-
sji zaréwno u zdrowych, jak i chorych. Stwarza to mozliwos$¢
opracowania silnych i wybidrczych antagonistow CYSLTR2
i CYSLTR1/ CYSLTR2, ktére moga by¢ uzyte jako potencjal-
ne leki w chorobach, w ktére zaangazowane sg leukotrieny
cysteinylowe. Mozliwe jednak, ze w pewnych chorobach
mamy do czynienia z koekspresjag obu typoéw receptorow,
co obniza efektywno$¢ dziatania swoistych antagonistow
CYSLTR1 z powodu ich niezdolnosci do interferowania
z wszystkimi dziataniami cysLT. W ocenie roli poszczegél-
nych leukotrienéw cysteinylowych bytyby pomocne stabilne
analogi tych zwigzkéw oraz antagonista CYSLTR2. Ponadto,
prowadzone badania pozwolity na jednoznaczne okre$lenie
ré6znic w profilach farmakologicznych pomiedzy CYSLTR
cztowieka i myszy, gdzie pranlukast hamuje funkcjonalng ak-
tywnos$¢é Cysltr2, w przeciwienstwie do CYSLTR2. Wystepuja
réwniez znaczne réznice pomiedzy rozmieszczeniem Cysltr
w réznych szczepdéw myszy, prawdopodobnie z powodu po-
limorfizméw petnigcych funkcje regulatorowe. Sugeruje to
ostrozng interpretacje i ekstrapolacje wynikéw uzyskanych
z modeli zwierzecych na cztowieka. Ponadto potrzeba jesz-
cze szeregu badan nad rolg dwdch nowych receptoréow dla
leukotriendw cysteinylowych —GPR17 i CYSLTER.
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ABSTRACT

Cysteinyl leukotrienes (LTCALTD4 LTE4 have a proinflamation effect, such as contraction of blood vessels smooth muscle and the respira-
tory tract, chemotaxis of proinflammatory cells increased endothelium cells permeability and mucus secretion. They are lipid mediators
playing an important part in the pathophysiology of bronchial asthma, allergic rhinitis, atopic dermatitis, urticaria, cardiovascular system
disorders and tumors. They act through at least four receptors from the rhodopsin gene family, lying in the area of GPCR genes superfamily
— CYSLTR1, CYSLTR2, GPR17 and receptor for LTE4(CYSLT£R). Their location, apart from small exceptions, is differentiated and typical
for tissues. The highest CYSLTR1 expression was stated in the spleen, peripheral blood leucocytes, interstitial lung macrophage and smooth
muscle cells. CYSLTR2shows highest expression in the hearth, adrenal glands, placenta, spleen and peripheral blood leucocytes, and some-
what smaller in the brain. Biochemical and pharmacological study and the analysis of sequences have shown that all three types of receptors
belong to the group of 7-transmembrane receptors — GPCR. The CYSLTR1 excitation power is distributed: LTD4>LTC4>LTF4 and CYSLTR2
LTC4LTD4LTEA4 Cysteinyl leukotrienes receptors are coupled with the G proteins and signal path leading to phosphatidylinositol hydro-
lysis (PI) and mobilization of intracellular calcium. These receptors are in vivo coupled with the PTX-sensitive Gyoprotein or both G proteins.
CYSLTR1 increases the metabolism of Pl and intracellular calcium, activates MAPK Kkinases, induces differentiation and proliferation of cells,
chemotaxis, actin reorganization, release of inflammation mediators and regulation of hematopoietic stem cells. CYSLTR2 also increases the
concentration of intracellular calcium, stimulates the release of IL-8 and increases expression of early genes. Itis connected to thrombosis, ves-
sel damage, inflammation process and cell death. The existence of new, nuclear, localization of CYSLTR and coexistence with other membrane
receptors is postulated. It is probable that they can crate homo- or heterodimers. This indicates the existence of new, previously not know
actions of, cysteinyl leukotrienes and their receptors.
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STRESZCZENIE

alretikulina (CRT) jest powszechnie wystepujacym biatkiem wigzacym jony Ca2+

w siateczce srddplazmatycznej (ER) komdrek eukariotycznych. Zachowana w toku
ewolucji struktura homologéw CRT wystepujacych u réznych gatunkéw zwierzat i ro-
§lin dowodzi istotnej roli tego biatka w funkcjonowaniu zywych komdérek. Lokalizacja
CRT zostata potwierdzona w réznych przedziatach komarki, co sugeruje jej udziat w
wielu procesach zachodzacych zaréwno w ER, jak i poza tym organellum. Jednak podsta-
wowe funkcje przypisane CRT —regulacja homeostazy Ca2+i wiasciwosci biatka opie-
kunczego w $wietle ER —wydaja sie by¢ kluczowe dla wyjasnienia mnogosci funkcji
proponowanych dla CRT. Pomimo iz ro$linna CRT ma podobng budowe i whasciwosci w
porownaniu do homologu zwierzecego, wiedza na temat poziomu syntezy i fizjologicz-
nej roli tego biatka u roslin jest wciaz fragmentaryczna. Dlatego w tej pracy koncentru-
jemy sie gtéwnie na omoéwieniu wtasciwosci biochemicznych i proponowanych funkcji
dla ro$linnej CRT.

WPROWADZENIE

CRT jest biatkiem o sekwencji zachowanej w ewolucji wystepujacym po-
wszechnie w komdrkach eukariotycznych, z wyjatkiem erytrocytow ssakdéw.
Obecnosci CRT nie stwierdzono dotagd w komdrkach drozdzy i u Procaryota. W
1974 roku Ostwald i MacLennan wyizolowali z mie$ni szkieletowych krolika
biatko charakteryzujace sie wysokim powinowactwem do jonéw Ca2; sugeru-
jac ze moze by¢ ono wewnatrzbtonowym biatkiem siateczki sarkoplazmatycznej
(SR) [1], Dalsze badania ujawnity, ze CRT jest gtdwnym biatkiem wigzagcym jony
Ca2+w SR miesni gtadkich i ER tkanki niemie$niowej [2]. Nazwa ,kalretikulina™
zostata zaproponowana w 1989 roku przez Smitha i Kocha jako najtrafniej cha-
rakteryzujgca biatko o aktywnos$ci wigzania jonéw Ca2+ lokalizacji w ER/SR
[3]. CRT zostata zidentyfikowana takze u roslin. W 1991 roku Allen i Tiwari od-
kryli biatko wigzace przeciwciata anty-CRT w ziarnach pytkowych gruszy [4],
Nastepnie oczyszczono biatko podobne do CRT z lisci szpinaku [5] i okreSlo-
no sekwencje cDNA dla CRT u Arabidopsis [6], Szybko przekonano sie, ze CRT
wystepuje powszechnie u Eucaryota. Sekwencje cDNA CRT scharakteryzowano
dla wielu organizmow (pierwotniakéw, owadéw, nicieni oraz roslin wyzszych i
kregowcow), a biatko CRT zlokalizowano w réznych przedziatach komorki. Za-
chowana w toku ewolucji budowa CRT oraz wysoka miedzygatunkowa homo-
logia sekwencji nukleotydowej i aminokwasowej $wiadczy o istotnym znacze-
niu tego biatka w funkcjonowaniu zywych komaérek. Obecnie uwaza sie, ze CRT
jest biatkiem wielofunkcyjnym ze wzgledu na domenowg strukture, zmiany w
poziomie syntezy w odpowiedzi na bodZzce wewnatrzkomdrkowe i zewnetrzne
oraz bezposrednie oddziatywania z innymi biatkami [7]. Jednak dwie gtéwne
i zarazem niekwestionowane funkcje CRT, to regulacja wewnatrzkomorkowej
homeostazy Ca2+ rola biatka opiekufnczego na szlaku kontroli jako$ci nowo syn-
tetyzowanych peptydéw w ER.

GENY CRT U ZWIERZAT | ROSLIN

Powszechnie uwazano, ze CRT jest genem obecnym w pojedynczej kopii,
zbudowanym z 9 eksondw i odpowiadajgcej im liczbie introndw, na matry-
cy ktérego powstaje mRNA, nie podlegajacy alternatywnemu sktadaniu. U
cztowieka i myszy gen CRT odnaleziono odpowiednio na 19 i 8 chromoso-
mie, a dtugo$¢ zmapowanych sekwencji okreslono na 3,6 i 4,6 kpz [8]. Po-
rownanie genéw CRT wystepujacych u obu gatunkéw wykazato ponad 70%
zgodno$¢ sekwencji nukleotydowej, z wyjatkiem intronéw 3 i 6. Dogmat, ze
CRT kodowana jest przez pojedynczy gen nie jest juz aktualny, gdyz ujaw-
niono obecnos¢ nie jednego, lecz dwoch gendw CRT w genomach cztowieka
imyszy (CRT1 i CRT2), a na podstawie analizy sekwencji EST (ang. Expressed
Sequence Tag) potwierdzono obecno$¢ obu homologéw CRT takze u szczura i
$wini [9]. Pomimo niewielkich réznic miedzy CRT1 i CRT2, oba geny przed-
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Rycina 1. Schemat budowy genéw CRT i biatek CRT zidentyfikowanych w Arabidipsis thaliana. Opracowano na podstawie danych literaturowych cytowanych w tekscie.

stawiajg odmienne tkankowo wzory ekspresji i kodujg
biatka o nieco innych witasciwosciach. Gen CRT1 pod-
lega konstytutywnej ekspresji we wszystkich badanych
tkankach, podczas gdy CRT2 swoistej ekspresji w jadrach
samcow, co moze $wiadczy¢ o funkcjonalnej specyfice
obu homologéw. Gen CRT2 u czlowieka potozony jest
na tym samym chromosomie co CRT1, zawiera réwniez
9 eksondw, lecz jest znacznie dluzszy (17 kpz). Wysoki
stopien zgodnosci sekwencji nukleotydowej CRT1 i CRT2
sugeruje wspélne pochodzenie obu genéw i mozliwos¢
zajécia wczesnej duplikacji genu CRT u ssakow. Autorzy
dowiedli takze istnienia dwoch réznych form mRNA ge-
néw CRT u cztowieka (1,95 kpz dla CRT1 i 1,3 kpz dla
CRT2), ktérych obecno$é moze byé wynikiem alternatyw-
nego skitadania pierwotnego transkryptu lub niezaleznej
transkrypcji obu gendéw podlegajacych tkankowo-specy-
ficznej ekspresji [9],

W odréznieniu od CRT wystepujacej u zwierzat, biat-
ko roslinne jest kodowane przez rodzine genéw o matej
liczbie kopii, ktérym odpowiada kilka izoform biatka wy-
krytych u r6znych gatunkéw ros$lin [10-17], U kukurydzy
i jeczmienia zidentyfikowano 2 homologi genu CRT, na-
tomiast u ryzu i Arabidopsis az 3 i dodatkowo jeden przy-
puszczalny pseudogen [16]. Na podstawie badan filoge-
netycznych zaproponowano podziat roslinnych CRT/CRT
na dwie grupy homologéw genu/izoform biatka [16].
Do pierwszej zalicza sie podobne do siebie CRT1/CRT1
i CRT2/CRT2, powstate prawdopodobnie przez wczesng
duplikacje genu ancestralnego jeszcze przed rozdziele-
niem sie linii roslin jedno- i dwulisciennych. Druga grupe
reprezentuje CRT3/CRT3, charakteryzujacy sie najwyz-
szym stopniem miedzygatunkowej homologii. U Arabi-
dopsis geny CRT2 i CRT3 lezg na chromosomie 1 blisko
siebie w loci Atlg09210 i Atlg08450, natomiast CRT1 znaj-
duje sie w pewnym oddaleniu od nich (locus Altgl56340),
na tym samym chromosomie. Badania sekwencji nukle-
otydowej gendw CRT Arabidopsis, kukurydzy iryzu wy-
kazaty, ze ich struktura jest podobna. Geny CRT1 i CRT2
kukurydzy i ryzu zawierajg 14 eksondw, podobnie jak
CRT3 u wszystkich trzech gatunkéw, natomiast homolo-
gi CRT1 i CRT2 Arabidopsis sktadaja sie odpowiednio z 12
i 13 eksondw. Mniejsza liczba eksonéw w genach CRTL1 i
CRT2 u Arabidopsis sugeruje ich mozliwe fuzje w obrebie

Postepy Biochemii 55 (4) 2009

eksonéw 4-6, ktérych prawdopodobnym wynikiem byto
wydtuzenie eksonu 4 w CRT1 oraz 5w CRT2. Z tego po-
wodu stopien homologii wséréd gendéw CRT jest wyzszy
dla CRT3 u réznych gatunkdéw roslin, przy czym eksony
2-10 i 14 sg silniej zachowane w ewolucji niz eksony 1 i
11-13, ktore wykazujg wieksze réznice w sekwencji nu-
kleotydowej. Podobnie jak u zwierzat, roslinne homologi
CRT przedstawiajg odmienne tkankowo wzory ekspresji
i kodujg nieco inne izoformy biatka CRT [16]. Ostatni eks-
on genow CRT odpowiada retencyjnej sekwencji sygnal-
nej dla ER (zwykle KDEL u zwierzat i HDEL u roélin, D.
melanogaster i C. elegans), ktéra moze by¢ wycinana w wy-
niku alternatywnego sktadania pierwotnego transkryptu
[8,16], Istnienie alternatywnych form mRNA gendéw CRT
moze wyjasnia¢ udziat CRT w procesach odbywajacych
sie w ER i poza tym organellum. Promotory genéw CRT
zawierajg szereg potencjalnych miejsc regulatorowych
typowych dla genéw transkrybowanych z udziatem poli-
merazy Il (kaseta TATA i sekwencje CCAAT), obszarow
bogatych w pary GC, miejsc wigzania biatek AP-1 i Spl,
sekwencji G-box oraz kaset dla AP-2 i H4TF-1 [8,13]. Do-
$wiadczalnie potwierdzono wigzanie tylko nielicznych

Rycina 2. Schemat ilustrujacy poréwnanie lokalizacji CRT w komérkach zwierze-
cych (lewa strona) iroélinnych (prawa strona). Objasnienia symboli: AG —aparat
Golgiego, ER —siateczka $rédplazmatyczna, J —jadro komérkowe, j —jaderko,
MZ — macierz zewngatrzkomdrkowa, P — pecherzyki, PD — plazmodesma, PB
—ciato biatkowe, PL —btona komérkowa, S —$ciana komérkowa. Opracowano
na podstawie danych literaturowych cytowanych w tekscie.
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czynnikoéw transkrypcyjnych do promotora CRT: Nkx2.5,
COUP-TF1, GATAG, Evi-1, MEF2C i PPARY (regulacja eks-
presji CRT podczas rozwoju serca w okresie embrional-
nym ipostnatalnym oraz podczas r6znicowania komaérek
tkanki ttuszczowej) [7], Ekspresja gendw CRT moze byé
regulowana przez r6zne czynniki, takie jak szok cieplny,
metale ciezkie, zaburzenia N-glikozylacji i homeostazy
Ca2roraz indukowana w stymulowanych limfocytach T i
podczas zakazen wirusowych [7,8],

WARIANTY BIALKA CRT WYSTEPUJACE
U ZWIERZAT I ROSLIN

CRT jest niewielkim, kwasnym biatkiem o masie czg-
steczkowej 46 kDa u kregowcow, zbudowanym z okoto 400
(wariant CRT1) [7,8,18,19] lub 380-384 reszt aminokwaso-
wych (wariant CRT2, odpowiednio u myszy i cztowieka)
[9], U roslin masa czasteczkowa CRT waha sie od 50 kDa u
Ginkgo biloba do 60 kDa u Nicotiana [20,21]. Typowa cecha
biatka jest strefowa budowa przejawiajgca sie obecnoscig
trzech zréznicowanych pod wzgledem struktury i funkcji
domen (N, P, C) oraz obecno$¢ N-koncowej sekwencji sy-
gnatowej dla ER i C-konicowego sygnatu retencji w $wietle
ER [7,8]. CRT u roslin ma podobng budowe i whasciwosci
biochemiczne w poréwnaniu do homologu zwierzecego
[16,22]. Wariant CRT2 u ssakéw posiada odmienny sygnat
retencyjny w domenie C u cztowieka i myszy, odpowiednio
RNEL lub QGEL [9], natomiast u roslin stwierdzono réznice
w budowie sekwencji sygnatowej zlokalizowanej w dome-
nie N dla wariantu CRT3 [16].

CRT zawiera jedno lub wiecej potencjalnych miejsc N-
glikozylacji [8]. W przeciwienstwie do CRT wystepujacej
u zwierzat, biatko odnalezione u roslin jest powszechnie
glikozylowane, a proces ten wydaje sie by¢ gatunkowo i
tkankowo swoisty. Analiza porownawcza sekwencji amino-
kwasowej CRT wykazata obecnos¢ zachowanego w ewolu-
cji miejsca glikozylacji wystepujacego w pozycji 32 domeny
N-koncowej biatka u wiekszosci gatunkéw roslin [23], Do-
datkowe miejsca glikozylacji w tym samym regionie wyste-
puja u Arabidopsis, Ricinus i Nicotiana [13,16,23,24], Dowie-
dziono tez istnienia réznic w stopniu glikozylacji miedzy
CRT1 i dwoma pozostatymi wariantami biatka. W CRT1
u Arabidopsis odkryto trzy potencjalne miejsca glikozylacji,
natomiast w CRT2 i CRT3 tylko jedno [16]. Znaczenie gli-
kozylacji CRT nie jest zupetnie jasne, aczkolwiek jej efek-
tem moze by¢ redystrybucja wariantow biatka do r6znych
przedziatdbw komdrki. CRT stanowi potencjalny substrat
dla kinaz biatkowych, w tym dla kinazy biatkowej C, co
sugeruje mozliwos¢ regulacji aktywnosci CRT przez proce-
sy fosforylacji/defosforylacji [8,19]. Wyjatkowa cechg CRT
wyizolowanej z lisci szpinaku jest fosforylacja przez kinaze
biatkowg CK2 in vitro [25], czego nie stwierdzono dla biatka
wystepujacego u zwierzat.

Trzy zdefiniowane domeny CRT sg w réznym stopniu
zachowywane w toku ewolucji. Najwyzsza zgodnos¢ se-
kwencji nukleotydowej i aminokwasowej wystepuje w do-
menie N, natomiast najnizsza homologia obserwowana jest
w domenie C dojrzatego polipeptydu [8,26]. Warianty CRT
odnalezione u zwierzat i roslin zachowujg wysokga zgodnos¢
tzw. typowych sekwencji, decydujacych o wiasciwosciach
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biochemicznych biatka. Nalezg do nich: (1) 3 reszty cysteiny
obecne w domenie N, istotne dla prawidtowego fatdowania
CRT, (2) sekwencja sygnatowa dla lokalizacji biatka w ER
obecna w domenie N, (3) dwa ciggi trzykrotnych powtorzen
sekwencji zlokalizowane w domenie P, odpowiedzialne za
wysokie powinowactwo do jonéw Ca2+i aktywno$¢ biatka
opiekunczego, (4) sygnat retencji w Swietle ER obecny w do-
menie C [9,16].

DOMENA N

Globularna domena N jest kodowana przez eksony 1-4,
stanowi prawie potowe czasteczki biatka ijest niemal iden-
tyczna u wszystkich przebadanych dotgd gatunkéw [8,18],
Obejmuje okoto 180 reszt aminokwasowych, ma strukture
antyréownolegtej harmonijki i zawiera zblizone ilosci ami-
nokwaséw zasadowych i kwasnych [18]. Pierwotny trans-
krypt CRT zawiera na N-konicu hydrofobowg sekwencje
decydujagcg o kotranslacyjnym transporcie biatka do ER
[8,26]. W biatku cztowieka odcinek ten liczy 17 reszt ami-
nokwasowych [27]. Domena N zawiera miejsca wigzania
dla polipeptyd6w i oligosacharyddw, ktére wraz z podob-
nymi regionami zlokalizowanymi w domenie P decydujg o
wiasciwosciach biatka opiekuiczego [7], Jednak molekular-
na charakterystyka tych miejsc i wigzanych przez nie sub-
stratow jest wcigz mato poznana. W domenie N dojrzaltej
czasteczki CRT zlokalizowane sg 3 reszty cysteiny, ktérych
potozenie jest zachowane w ewolucji u zwierzat i roslin
[16]. Dwie z nich tworza wigzanie dwusiarczkowe istotne
dla wtasciwego fatdowania tego regionu biatka. W regionie
N-koAcowym zlokalizowane sg takze potencjalne miejsca
glikozylacji i fosforylacji oraz cztery reszty histydynowe
umozliwiajgce biatku wigzanie jonéw Zn2+8,26]. Ponadto,
domena N posiada zdolno$¢ oddziatywania z domeng wia-
z3cg DNA receptora glukokortykoidowego in vitro, RNA
wirusa rozyczki i biatkami ER: ERp57 i izomerazg dwu-
siarczkéw biatkowych (PDI) [7,8] oraz zdolno$¢ wigzania
podjednostki a-integryn, rodziny biatek btonowych posred-
niczacych w adhezji komdrkowej oraz transdukcji sygnatéw
w poprzek btony cytoplazmatycznej [26,27], Sugeruje sie, ze
specyficzne oddziatywania N-koncowego regionu CRT z
innymi biatkami sg regulowane przez wigzanie jonéw Ca2+

w C-koncowej domenie CRT [8].
4

DOMENA P

Bogata gtdwnie w reszty proliny, seryny itreoniny dome-
na centralna jest kodowana przez eksony 5-7 i obejmuje re-
gion od okoto 181 do 290 reszty aminokwasowej w czastecz-
ce CRT [8,18]. Zawiera dwa ciagi trzykrotnych powtérzen
sekwencji, ktore sg zachowane w ewolucji, ale nie identycz-
ne u zwierzat i roslin. Przypuszcza sie, ze powtdrzenia tych
sekwencji sg odpowiedzialne za wysokie powinowactwo
domeny P do jonéw Ca2roraz warunkujg aktywnos$¢ biatka
opiekuriczego. W zwierzecych homologach CRT sekwencje
najwyzszej zgodnosci dla tych powtoérzen sg bardzo podob-
ne: ,,PXXIXDPDAXKPEDWD" dla ciggu | oraz ,,GXWXP-
PXIXNPXYX" dla ciggu Il w CRT1 [8]. Nie wiadomo czy
nieznaczne réznice wystepujace w obrebie tych sekwencji w
izoformie CRT2 majg wptyw na oddziatywania CRT z fatdo-
wanym peptydem. Poréwnanie zestawien 18 sekwencji ro-
slinnych CRT wykazato, ze sekwencje najwyzszej zgodnosci
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ciggéw 1 i Il sg nastepujace: ,,PXXIXDPXXKKPEXWDD" i
HCXWXAXXIXNPXY" [16]. Ich obecnos$¢ decyduje praw-
dopodobnie o unikalnych wiasciwosciach domeny P pod
wzgledem aktywnos$ci podobnej do lektyn i podobienstwa
CRT do innych biatek opiekuficzych wigzacych jony Ca2+
wiaczajgc kalneksyne, kalmegine i calnuc —biatko wigzace
jony Cazrw cysternach Golgiego [8,18,26], Region centralny
CRT zawiera miejsce wigzania jonow Ca2+z duzym powino-
wactwem (stata dysocjacji okoto 10 pM) i matg pojemnoscig
(1 mol Ca2/mol biatka) oraz potencjalne miejsce glikozy-
lacji [8]. Ponadto, wykazano silne oddziatywania domeny
P z PDI, perforyng i ERp57 [7,8,18], W domenie P CRT wy-
stepujacej u zwierzat odnaleziono prawdopodobny sygnat
lokalizacji jadrowej NLS (ang. Nuclear Localization Signal),
co sugeruje mozliwy eksport biatka do jadra komérkowego
[19], Sekwencji NLS nie odnaleziono dotagd w homologach
roslinnych CRT [16].

DOMENA C

Jest najbardziej zmiennym regionem CRT (od okoto 291
do 400 reszty aminokwasowej), kodowanym przez 2 ostatnie
eksony i obfitujgcym w ujemnie natadowane aminokwasy,
co nadaje domenie C silnie kwasny charakter [18]. Domena
C zawiera specyficzng sekwencje sygnatowg HDEL/KDEL,
odpowiedzialng za ukierunkowany transport i retencje CRT
w Swietle ER oraz miejsce wigzania jondw Ca2+z duzg po-
jemnoscia (ponad 25 moli Ca2/mol biatka), lecz niskim po-
winowactwem (stata dysocjacji okoto 2 mM), [8,18,26]. Wig-
zanie jonéw Ca2+w domenie C reguluje aktywno$¢ oddzia-
tywan pozostatych domen CRT z biatkami, takimi jak PDI
i ERp57 oraz z innymi biatkami opiekuniczymi i stabilizuje
czwartorzedowg strukture CRT [26]. W regionie C-konco-
wym zawarte sg potencjalne miejsca glikozylacji i fosfory-
lacji dla kinazy kazeinowej typu 2 oraz miejsca wigzania
czynnikow IX i X[8,15,26],

LOKALIZACJA KOMORKOWA 1|
FUNKCJE CRT U ZWIERZAT

CRT odnaleziono we wszystkich typach komorek
zwierzecych poza erytrocytami ssakéw i zasadniczo we
wszystkich, metabolicznie aktywnych organellach ko-
morkowych. Gtownym miejscem lokalizacji biatka jest
wnetrze ER, gdzie CRT peini funkcje biatka opiekuricze-
go oraz regulatora homeostazy Ca2+[7,8,18,19,28-30]. CRT
odnaleziono tez na powierzchni komdrki i w macierzy
zewnatrzkomdrkowej, gdzie moze bra¢ udziat w adhezji
komorkowej, przekazywaniu sygnatow oraz w procesach
mineralizacji [7], Biatko to jest wydzielane do krwiobie-
gu, wiagzane w granulach cytotoksycznych limfocytow T
i odnajdywane w S$linie kleszczy [8]. Pomimo licznych
doniesien dokumentujgcych zréznicowang lokalizacje
CRT, wystepowanie biatka poza przedziatami komorki
uznanymi za typowe (cysterny ER i struktury Golgiego)
wcigz budzi kontrowersje. Jest to zapewne spowodowane
koniecznoscig wyjasnienia potencjalnej roli CRT w tych
nietypowych miejscach lokalizacji. Najbardziej dysku-
syjna jest obecnos$¢ tego biatka w jadrze komaérkowym i
cytoplazmie. CRT odnaleziono na terenie jadra komadrko-
wego ssakow, w tym w otoczce jagdrowej ijagderku szczu-
ra, a takze zwigzang z macierzg jadrowg i na powierzch-
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ni chromosomoéw metafazowych [7,8,19,31], co sugeruje
zaangazowanie biatka w dynamike chromatyny. Cyto-
plazmatyczng pule CRT odnaleziono w liniach komérko-
wych ssakdw [32], natomiast u Trypanosoma cruzi biatko
zlokalizowano zar6wno w skondensowanej chromatynie,
jak i w cytoplazmie (bez powigzan z jakgkolwiek struktu-
rg komorkowa) oraz na powierzchni komaérki [33]. Postu-
lowang obecno$¢ CRT w cytoplazmie potwierdza fakt, iz
biatko posiada zdoIno$¢ oddziatywania z domeng wigzg-
ca DNA receptora glukokortykoidowego oraz z cytopla-
zmatycznym ogonem a-integryny [7,8].

Pierwszg zdefiniowang cechg CRT byta zdolno$¢ se-
kwestracji jonéw Ca2 a przez to aktywy udzial w regu-
lacji wewnatrzkomérkowej homeostazy Ca2+ Ta unikalna
wiasciwos¢ polipeptydu umozliwia szybka i odwracalng
mobilizacje jondw Ca2+w odpowiedzi na sygnat. Obecnie
uwaza sie, ze CRT speinia dwie gtowne funkcje: biatka
opiekuniczego o aktywnosci lektyn w stosunku do pod-
legajacych fatdowaniu peptydéw w ER oraz regulacyjng
w kontroli wewnatrzkomérkowej homeostazy Ca2+7,18],
Oprocz tego postuluje sie, ze CRT moduluje wiele proce-
sow odbywajgcych sie poza ER, w tym adhezje komérko-
wa, zalezng od integryn sygnalizacje z udziatem jondéw
Ca2 apoptoze, ekspresje gendéw wrazliwg na steroidy
oraz destabilizacje mMRNA w warunkach in vitro i in vivo
[7,27,30,34-37], Sugeruje sie takze zaangazowanie CRT
w odpowiedZ immunologiczng i proces nowotworzenia
oraz udziat w wielu procesach warunkujacych wzrost i
rozwéj organizmu [7],

CRT JAKO BIALKO OPIEKUNCZE
REZYDUJACE W SWIETLE ER

ER jest miejscem syntezy (okoto 30% wszystkich biatek
komdrkowych) i ko- lub po-translacyjnego dojrzewania
nowo powstatych peptydédw, ktére oddziatujac z obec-
nymi w ER biatkami opiekuinczymi, uzyskujg strukture
wtasciwg dla funkcjonalnych biatek [7], Wyjatkowemu
nagromadzeniu pierwotnych peptydow w ER towarzy-
szy relatywnie wysoki poziom jonéw Ca2; ktéry nie
sprzyja procesowi poprawnego ich faldowania. Pozorny
problem niweluje prawdopodobnie stata obecno$¢ w ER
biatek opiekunczych o wyjatkowej zdolnosci buforowa-
nia srodowiska wapniowego. Jednym z nich jest CRT,
ktéra w swym dziataniu jest podobna do kalneksyny
(CNX) —transbtonowego biatka ER. Oba biatka opiekun-
cze wigzg jony Ca2+i wykazujg zdolno$¢ rozpoznawania
niesfatldowanych glikoprotein, co decyduje o ich roli w
procesie kontroli jakosci i wydzielania biatek dojrzewa-
jacych w ER [7,8,18,28,29]. Wiadomo, ze oba biatka opie-
kuncze w swoistym ,,cyklu kontroli jakosci” biorg udziat
w procesie fatdowania elementéw szlaku fosfoinozytolo-
wego (z receptorem IP3w blonie ER wigcznie) oraz biatek
SERCA (btonowych pomp transportujacych jony Ca2+do
Swiatta ER), a takze wielu innych biatek, takich jak: kana-
ty jonowe, receptory btonowe, integryny i liczne biatka
transportujgce [8]. Udowodniono, ze w przypadku braku
aktywnej CRT i CNX wzmozony jest eksport nieprawi-
dtowo sfatdowanych biatek poza ER [38]. CRT moze wia-
za¢ i nastepnie uwalnia¢ nowo syntetyzowany *peptyd
poprzez grupe weglowodanowg (aktywnos$¢ lektyny) lub
dzieki bezposredniemu oddziatywaniu z faldowanym
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biatkiem [7,8,18,28]. Badania kinetyczne wykazaty, ze
CRT wykazuje tendencje do wigzania glikoprotein zawie-
rajagcych jedng czasteczke glukozy (GI*"Man”GIcNAc.,),
ktora jest dla niej ligandem. Biatka kierowane tuz po
syntezie do wnetrza ER zawierajg trzy czasteczki gluko-
zy (GlcMangGIcNAc?, z ktdrych pierwsza (zewnetrzna)
usuwana jest przez glukozydaze I, a dwie kolejne przez
glukozydaze IlI. Zanim glukozydaza Il usunie trzecia
(ostatnig) czasteczke glukozy, faldowana glikoproteina
jest rozpoznawana i wigzana przez ,cykl kontroli jako-
§ci CRT/CNX" [39], Jedli biatko jest poprawnie sfatdo-
wane, nastepuje usunigecie ostatniej czasteczki glukozy i
zwolnienie oddziatywania biatka opiekunczego z fatdo-
wanym peptydem, ktére moze opusci¢ ER. Jesdli jednak
fatdowane biatko nie osiggneto natywnej struktury, staje
sie substratem dla UDP-glukozylotransferazy, ktéra po-
nownie odtwarza ligand dla CRT. Jesli mimo pewnej ilo-
$ci cykli wigzania do CRT/CNX glikoproteina nie uzyska
prawidtowej konformacji, aktywnos$¢é specyficznej man-
nozydazy determinuje skierowanie jej do degradacji. Nie
potwierdzono, ze opisany cykl modyfikacji sprzyja proce-
sowi fatdowania biatek w ER. Sugeruje sie, ze CRT i CNX
zaangazowane sa raczej w zatrzymywanie w Swietle ER
peptydow niedojrzatych lub biednie sfatdowanych [40],
Mozliwe jest takze bezposrednie oddzialtywanie CRT z
biatkami, ktére nie sa glikoproteinami. Potwierdzono, ze
CRT wiagze bezpos$rednio PDI, ERp57, perforyne, synte-
tyczny peptyd KLGFFKR oraz domene wigzacag DNA re-
ceptora steroidowego, co kwalifikuje CRT do roli biatka
opiekuinczego zaréwno w relacjach biatko-glikoproteina,
jak i biatko-biatko [8]. Pomimo ze aktywno$¢ biatka opie-
kunczego w przypadku CRT wydaje sie by¢ regulowana
stezeniem jonow Ca2+[7,26], jest ona prawdopodobnie
niezalezna od wi#asciwosci buforujacych CRT wzgledem
tych jonow [41].

UDZIAL CRT W REGULACJI WEWNATRZKOMORKOWE]
HOMEOSTAZY WAPNIOWEJ

Jony Ca2+ sg uniwersalnym czynnikiem regulujagcym
funkcje zyciowe komorki, ktérego stezenie w cytoplazmie
([Ca2o jest scisle kontrolowane. Ponadoptymalne [Ca2c
zaburza przebieg procesow metabolicznych, a wytrgcanie
wapniaw postaci krystalicznej stanowi zagrozenie dla meta-
bolizmu komérki. Dlatego komérki pozbywajg sie nadmia-
ru jondw Ca2tz cytoplazmy poprzez ich magazynowanie w
wewngtrzkomérkowych organellach lub wypompowanie
poza komérke drogg aktywnego transportu z udziatem
ATP. System bton ER, w $wietle ktorych wystepuje CRT, jest
jednym z gtdwnych magazynéw wapnia w komorce. Biat-
ko to posiada odwracalng zdolno$¢ wigzania jonéw Ca2+i
petni funkcje buforujgcg w utrzymywaniu ich optymalnego
stezenia w Swietle ER ([Ca2f], R z udziatem pompy wapnio-
wej (ATPazy SERCA) oraz obecnych w btonach ER kanatdw
wapniowych (receptor inozytolotrifosforanu IPR ireceptor
rianodyny RyR) [8,42], Dzieki duzej pojemnosci domeny C
wzgledem jondw Ca2; CRT zapobiega nadmiernemu ich
uwalnianiu poza ER ijednocze$nie umozliwia ich aktywa-
cje, gdy sa pozadane w wyzszym stezeniu w cytoplazmie.

Catkowite [Ca2]IRwaha sie w granicach od 1 do 3 mM
lecz wiekszos$¢ tej puli wapnia jest cyklicznie wigzana/
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uwalniania przez obecne w ER biatka opiekunicze, takie
jak: Grp94, BiP, PDI, ERp72 i CRT, petnigce funkcje swo-
istych magazynéw [7,8,28]. Zmiany w poziomie jonow
Ca2rmajg decydujagcy wptyw na prawidtowe funkcjono-
wanie ER, obejmujace synteze, dojrzewanie i wydzielanie
nowo syntetyzowanych peptydéw, oddziatywania biatek
opiekunczych iich substratow w ER, aktywacje naptywu
jonow Ca2+do ER przez kanaty btonowe i uwalnianie ich
do cytoplazmy, apoptoze i odpowiedz na warunki stre-
sowe, w tym transkrypcyjng aktywacje badz supresje ge-
noéw zwigzanych ze stresem metabolicznym [28], [Ca2q{ER
w postaci jonowej (niezwigzanej) waha sie w granicach
60-400 gM, gdy magazyny sa petne (dwa do trzech rze-
déw wielkosci wyzsze w pordwnaniu z cytoplazma) oraz
1-50 gM, kiedy sa puste. Podczas antagonistycznych sty-
mulacji komérkowych, wydzielanie i gromadzenie jonéw
Ca2+przez ER wywotuje state wahania w ich poziomie w
granicach od 400 do 1 gM. Uwalnianie jonéw Ca2+z ER do
cytoplazmy przez IP3obniza ich stezenie w ER do pozio-
mu <50 gM, czego konsekwencjg jest akumulacja niesfat-
dowanych biatek w ER, aktywacja biatek opiekunczych i
zahamowanie drég transportu ER — cysterny Golgiego
[8]. Obecne w ER biatka opiekuncze wigzgce jony Ca2+
reagujg na niekorzystne zmiany i w warunkach niskiego
[Ca2ERaktywujg naptyw tych jonéw do Swiatta ER przez
pompe wapniowga, ATPaze SERCA [42], Istniejg dowody
na to, ze CRT obecna w Swietle ER oddziatuje z innymi
biatkami opiekuAczymi oraz niedojrzatymi peptydami w
sposdb zalezny od wapnia [8, 26]. W relatywnie niskim
[Ca2qIRobserwowano wigzanie CRT z PDI w warunkach
in vitro, czego efektem byto obnizenie wigzania jondw
Ca2+przez CRT i spadek aktywnosci biatka opiekuncze-
go PDI. Przeciwnie, wysokie [Ca2q]ER sprzyja wigzaniu
weglowodanéw do CRT i promuje dysocjacje kompleksu
CRT/PDI oraz wzrost aktywnos$ci biatka opiekunczego
PDI. Oddziatywanie CRT z innym biatkiem opiekuriczym
ER nalezagcym do rodziny biatek PDI — ERp57, a takze
degradacja CRT i PDI dzieki aktywnosci proteolitycznej
ERp72 przebiega rowniez w spos6b zalezny od wapnia.
W wysokim [Ca2]ERpodczas dysocjacji kompleksu CRT/
CNX obserwowano proteolityczng degradacje PDI przez
ERp57 przy utrzymaniu stabilnej konformacji CRT. Dla-
tego uwaza sie, ze powstawanie kompleksu CRT/CNX w
nizszym [Ca2jERchroni PDI przed degradacja, natomiast
rozpad tego kompleksu w wyzszym [Ca2]ERumozliwia
degradacje PDI bez wptywu na CRT, ktéra w tych wa-
runkach nie jest wrazliwa na proteolityczng aktywnosé
ERp57. Wzajemne wigzania i dysocjacje biatek opiekun-
czych rezydujagcych w ER wydajg sie by¢ zalezne od bu-
forujagcych wzgledem jondéw Ca2-wiasciwosci CRT, co
decyduje o tym, ze biatko to jest uwazane za czgsteczke
sygnatowa regulujacg homeostaze Ca2tnie tylko w cyto-
plazmie, ale takze w ER [8,26],

Udziat CRT w regulacji funkcji ATPazy SERCA irecepto-
ra IP3zdecydowanie potwierdza role tego biatka w kontroli
wewnatrzkomérkowej homeostazy Ca2+[8,26,27,42], Zmia-
ny w poziomie ekspresji CRT obserwowane sg podczas roz-
woju embrionalnego myszy. U mutantéw z delecjg genu
CRT stwierdzono zaburzenia w rozwoju serca, co w kon-
sekwencji wywotuje letalno$¢ zarodkéw [42]. Brak CRT u
transgenicznych myszy prowadzi prawdopodobnie do za-
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chwiania homeostazy Ca2;gdyz wiadomo, ze biatko to mo-
duluje aktywno$é Ca2~ATPazy2 (SERCA2) w btonie ER/SR
i uwalnia jony Ca2z wnetrza organelli poprzez receptor
inozytolo-1,4,5-trifosforanowy [27], Inna hipoteza zaktada,
ze CRT jako biatko opiekuncze wptywa na proces fatdowa-
nia i wewngtrzkomorkowy transport innych biatek modu-
lujacych homeostaze Cazristotnych w rozwoju embrional-
nym [28], Jednak u transgenicznych myszy z wytaczonym
genem CRT obserwowano jedynie komplikacje w rozwoju
serca, ktére wydajg sie by¢ wynikiem zaburzonej homeosta-
zy Ca2; a nie dysfunkcji biatek opiekuriczych [7], Ponadto,
u myszy zwyciszong ekspresjg CRT nie obserwowano kom-
pensacji braku CRT przez CNX, co sugeruje, ze oba biatka
opiekuncze, cho¢ wspoétdziataja w cyklu kontroli jakosSci
nowo syntetyzowanych peptydow, moga przejawiaé inne,
odmienne wtasciwosci istotne dla prawidtowego przebiegu
embriogenezy. Najnowsza hipoteza zaktada, ze unikalne
wiasciwosci buforujgce CRT wzgledem jonow Ca2+i zwig-
zana z tym rola biatka w regulacji wewnatrzkomoérkowej
homeostazy Ca2twydajg sie by¢ krytyczne dla okreslenia
jego funkcji zaréwno w $wietle, jak i poza ER [7],

UDZIAL CRT W ADHEZJI KOMORKOWEJ
| MODULACIJI EKSPRESJI GENOW

Wyniki badan prowadzonych w celu wyjasnienia poten-
cjalnej roli CRT poza ER wskazuja, ze biatko to moze regulo-
wacé zalezng od integryn adhezje komorkowg bezposrednio
z cytoplazmy/powierzchni komérki albo w sposéb posred-
ni z wnetrza ER, poprzez modulacje ekspresji okreslonych
genow i/lub zalezng od intergryn sygnalizacje z udziatem
wapnia [7,8,27]. Przy braku aktywnos$ci CRT, wiasciwosci
adhezyjne integryn sg tracone i zanika zalezny od integryn
efekt przekazywania sygnatow do wnetrza komorki [27].
Badania in vitro wykazaty, ze CRT wigze sie do sekwencji
KXFF(k/ r)R syntetycznego peptydu, ktdra jest identyczna
z sekwencjg wystepujagcag w C-koncowej domenie a-inte-
gryn. Pojawity sie takze doniesienia o zaleznym od wapnia
oddziatywaniu CRT z cytoplazmatyczng domeng C a-in-
tegryn i zaleznej od CRT modulacji aktywnosci tych bia-
tek powierzchni komérkowej. Sugerowany udziat CRT w
adhezji komérkowej wymagatby obecnosci tego biatka w
cytoplazmie. Jakkolwiek niektére badania potwierdzajg cy-
toplazmatyczng lokalizacje CRT [32,33], jest ona wcigz kon-
trowersyjna. Postuluje sie tez inng mozliwo$¢ — regulacje
adhezji komorkowej przy udziale CRT zlokalizowanej na
powierzchni komérki. Wykazano, ze CRT moze posredni-
czy¢ w rozprzestrzenianiu sie komarek na glikozylowanych
lamininach, natomiast brak tego biatka prowadzi do zaniku
zdolno$ci adhezyjnych komérek do fibronektyn i laminin
macierzy zewnatrzkomdrkowej poprzez oddziatywania z
integrynami [7,27], Hipoteze potwierdza fakt odnalezienia
CRT na powierzchni plazmolemy [43]. Jednak nie wiado-
mo, w jaki sposob biatko to mogtoby przechodzi¢ z ER do
cytoplazmy i na powierzchnie komérki. Przyjeto trzy moz-
liwe scenariusze wyjasniajace potencjalng obecnos¢ CRT w
cytoplazmie: (1) zaktécenia w ukierunkowanym transpor-
cie biatka do ER, ktorych wynikiem moze byé akumulacja
prekursoréw CRT w cytoplazmie, (2) translokacja CRT z ER
do cytoplazmy po uprzednim odcieciu sekwencji sygnato-
wej dla lokalizacji w ER, (3) swobodna dyfuzja CRT z ER
do cytoplazmy [7], Niejasny jest tez mechanizm eksportu
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CRT na powierzchnie komorki. Biatko to znajduje sie na
powierzchni plazmolemy, pomimo iz nie zawiera domeny
transbtonowej ani miejsca wigzania GPI (glikozylofosfaty-
dyloinozytolu). Niewykluczone, ze CRT wykorzystuje w
tym przypadku jaka$ czasteczke adaptorowg. Zaktada sie
tez mozliwos$¢ istnienia wariantéw CRT pozbawionych se-
kwencji retencyjnej dla ER lub takich, w ktérych sekwen-
cja ta jest ostonieta. Jednak najbardziej prawdopodobnym
wydaje sie eksport CRT na powierzchnie komorki droga
transportu wydzielniczego po uprzedniej proteolitycznej
modyfikacji biatka w ER [7,27], Regulacja adhezji komdrko-
wej przez CRT jest tez mozliwa w spos6b posredni. Wyka-
zano, ze CRT moze modulowac ekspresje lub fosforylacje/
defosforylacje biatek zaangazowanych w proces adhezji ko-
morkowej, takich jak winkulina, N-kadheryna, p-katenina
i fibronektyna, zmieniajac zdolnosci adhezyjne oraz migra-
cyjne komarek [8,35,44].

Jedng z bardziej kontrowersyjnych funkcji CRT jest jej
udziat w regulacji ekspresji genéw. Wykazano, ze CRT
moze modulowac biosynteze licznych biatek, w tym wspo-
mnianych juz wcze$niej biatek zaangazowanych w proces
adhezji komdrkowej. Ponadto, badania in vitro wykazaty,
ze CRT posiada zdolno$¢ oddziatywania z domeng wigzaca
DNA receptora glukokortykoidowego oraz wigzania czyn-
nikow transkrypcyjnych zawierajgcych sekwencje KXFF(K
NR, co blokuje mozliwo$¢ wigzania ich do DNA [8]. Bada-
nia in vivo dowiodty, ze nadekspresja CRT obniza poziom
ekspresji gendéw aktywowanych poprzez receptory kwasu
retinolowego, glukokortykoidéw, androgenéw oraz recep-
tora witaminy D [7,8], Zaproponowano, ze CRT oddziatujgc
z receptorami steroidowymi, blokuje miejsca ich wigzania
do DNA i tym samym hamuje transkrypcje okre$lonego
genu. Zgodnie z tag koncepcja, CRT musiataby opuszczaé
ER i wedrowaé¢ do cytoplazmy i/lub jadra komdrkowego.
Jednak w badaniach, w ktérych wymuszano nadekspresje
CRT, nie wykryto obecnosci biatka CRT w jadrze komor-
kowym i w cytoplazmie, lecz pomimo tego obserwowano
zahamowanie ekspresji genu reporterowego [7], Ponadto,
wykazano brak wigzania CRT z receptorami steroidowymi
in vivo i brak zmian w poziomie ekspresji genu reportero-
wego aktywowanej przez te receptory po mikroiniekcji CRT
do cytoplazmy, tak jak miato to miejsce w przypadku po-
dania biatka bezposrednio do ER. Dlatego przyjeto, ze CRT
reguluje ekspresje gendw raczej ze Swiatta ER. Wowczas
biatko to mogtoby w sposdéb posredni modulowac procesy
jadrowe, takie jak ekspresja genoéw, naprawa DNA, eksport
molekut do cytoplazmy oraz fragmentacja DNA w proce-
sie apoptozy [7], Poniewaz mechanizm tej postulowanej
regulacji pozostaje niewyjasniony, rownie mozliwa wydaje
sie hipoteza zaktadajagca obecno$¢ CRT w jadrze komorko-
wym, gdzie biatko mogtoby regulowac lokalne stezenia jo-
now Ca2optymalne dla zdefiniowanych faz cyklu komor-
kowego (interfaza i okres podziatu komarki). Nieliczne, jak
dotad, badania potwierdzajg obecno$¢ CRT na terenie jadra
komérkowego u zwierzat [7,8,19,31].

EKSPRESJA CTR, LOKALIZACJA KOMORKOWA
I PROPONOWANE FUNKCJE CRT U ROSLIN

CRT powszechnie wystepuje u roslin wyzszych i wy-
kazuje duze podobienstwa w organizacji strukturalnej
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i mechanizmie dziatania w poréwnaniu z homologiem
zwierzecym [22,45-47]. Znane sg sekwencje cDNA dla
CRT wystepujacej u Arabidopsis, jeczmienia, gruszy, ty-
toniu, kukurydzy, Brassica, Ricinus, ryzu i pszenicy [6,10-
13,15,17,48-51], Wzorzec ekspresji genéw CRT wydaje sie
by¢ uniwersalny u przebadanych gatunkdw roslin. Wyso-
ki poziom wszystkich wariantéw biatka CRT obserwowa-
no gtéwnie w tkankach lisci, korzeni i kwiatow, natomiast
zdecydowanie nizszy w todygach kwiatostanowych [14].
Jakkolwiek wielu badaczy obserwuje konstytutywng eks-
presje CRT zardwno w tkankach merystematycznych, jak
i dojrzatych, istniejg doniesienia 0 wzmozonej aktywno-
Sci tego genu w pakach kwiatowych, mtodych liscieniach
i lisciach, wtoénikach korzeniowych oraz w tkankach pro-
liferujgcych i wydzielniczych [13,14,48]. Indukcja ekspre-
sji genow CRT w tkankach merystematycznych sugeruje
udzial CRT w podziatach komérkowych, natomiast wyso-
kie poziomy mRNA CRT obserwowane w komorkach ak-
tywnych wydzielniczo wskazujg na potencjalng role tego
biatka w syntezie i/lub dojrzewaniu nowo powstatych
peptydow. U roslin wykryto obecno$¢ kompleksu CRT z
innym biatkiem opiekuficzym rezydujacym w Swietle ER
— BiP [45,48,52], Ujawniono, ze podwyzszona ekspresja
CRT prowadzi do akumulacji wolnego BiP, natomiast na-
dekspresja BiP promuje tworzenie komplekséw BiP-CRT.
Akumulacja niesfatdowanych biatek w ER skutkuje od-
dysocjowaniem CRT od kompleksu CRT-BIiP i wigzaniem
uwolnionego BiP do fatdowanych peptydéw, co zapew-
nia szybka odpowiedz komorki wyprzedzajacg synteze de
novo. Niesfatldowane biatka wigzg sie do innego regionu
BiP niz CRT, a kompleks BiP-modyfikowany peptyd dy-
socjuje wraz z hydrolizag ATP, dajagc wolny BiP i polipep-
tyd. Jesli dojrzate biatko nie uzyskuje natywnej struktury,
BiP wigze sie z nim ponownie, natomiast w przypadku
poprawnie przeprowadzonego procesu faldowania pep-
tydu BiP wigze sie z CRT obecng w nadmiarze [45]. Kolo-
kalizacje CRT i BiP potwierdzono m.in. w pecherzykach
tapetosomalnych u Brassica [53]. Poniewaz CRT wystepu-
jaca u roslin posiada wtasciwosci biatka opiekuinczego w
Swietle ER [12], zaangazowanie roslinnej CRT w procesy
syntezy i/lub dojrzewania nowo powstatych peptydow
w ER jest sugerowane od dawna [12,15,21,48,54].

Poziom ekspresji gendw roslinnej CRT jest regulowany
przez rézne czynniki, m. in. kwas abscysynowy, cytokininy
i gibereliny [48,55,56], Pewne dane wskazujg takze na udziat
CRT w odpowiedzi obronnej na atak patogenow [57,58] oraz
w percepcji grawitacji [59], Wiadomo, ze w odpowiedziach
obu typow posrednicza jony Ca2; mozliwe wiec, ze udziat
CRT w tych procesach polega na regulacji wewngtrzkomor-
kowej homeostazy Ca2+ CRT bierze tez udziat w odpowie-
dzi na stres chtodu [60-62], ktéry obniza istotnie poziom
transkrypcji tego biatka i w ktérym kluczowg role odgrywa-
ja kinazy biatkowe zalezne od wapnia [60], Sugeruje sie, ze
fosforylacja CRT moze decydowac o udziale tego biatka w
transdukcji sygnatu stresowego u ros$lin [15,63]. Wzmozona
ekspresja CRT jest tez obserwowana w odpowiedzi na stres
osmotyczny [17].

Wszystkie roslinne warianty CRT poznane dotychczas

zawierajg sekwencje HDEL, ktdra kieruje to biatko do $wia-
tta ER [16]. Jednak poza typowg lokalizacjg CRT w ER ko-
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morek roslinnych [5,12,21,23,48,54,64-67] obserwowano jej
wystepowanie takze poza ER, gtdwnie w cysternach Golgie-
go i pecherzykach wydzielniczych [21,23,54,66,67], ale takze
w cytoplazmie ijgdrze komérkowym [12,17,66], wrzecionie
podziatowym dzielgcych sie komorek [48] oraz w btonie
komérkowej i na powierzchni komorki [23,54], Mozliwo$¢
transportu CRT pomiedzy ER i strukturami Golgiego byta
juz dawno sugerowana [23,24,27,68], a lokalizacja tego
biatka w diktiosomach komorek roslinnych uwazana jest
obecnie za typowag [21,23,54]. Obecnos¢ CRT potwierdzono
ponadto w tzw. ciatach biatkowych PB (ang. Protein Body)
komorek bielma oraz w pecherzykach wydzielniczych
mezofilu i tkanki kalusowej ryzu [65]. Ostatnie badania
wykazaty, ze biatko CRT oraz jego mRNA obecne sg w PB
wystepujacych w kalusowych komdérkach spichrzowych
kukurydzy [69]. PB sg jedng ze strukturalnych subdomen
ER, czesto spotykanych w komorkach roslinnych. Autorzy
sugerujg, ze mMRNA CRT jest wybidrczo transportowany do
PB, gdzie w wyniku lokalnej syntezy gromadzona jest CRT,
ktora uczestniczy w kierunkowej sekwestracji biatek w PB.
Wedtug nich hipoteza ta potwierdza, ze CRT petni funkcje
biatka opiekunczego takze u roslin.

Badania z uzyciem transgenicznych roslin wykazaty,
ze CRT moze by¢ zaangazowana w mechanizm regulacji
homeostazy Ca2 gdyz rosliny z nadekspresja CRT zyja
dtuzej na pozywce pozbawionej wapnia bez widocznych
oznak chlorozy [70]. CRT roslinna, podobnie jak jej ho-
molog zwierzecy, posiada dwa miejsca wigzgce jony Ca2+
[13], a rola tego biatka jako czynnika regulujgcego po-
ziom jonow Ca2+oraz jego udziat w zaleznej od wapnia
transdukcji sygnatdéw w procesach regeneracji u roslin sg
prawdopodobne [15,71]. Ponadto, wydaje sie ze u roslin
to CRT, a nie kalsekwestryna sprawuje nadrzedng role
w magazynowaniu mobilnej puli wapnia w ER [49,72],
Wyniki tych badan wskazujg, ze u ros$lin, podobnie jak
u zwierzat, obecna w ER CRT odgrywa kluczowg role w
buforowaniu $srodowiska wapniowego[70]. R6wnie istot-
nym magazynem wapnia w komdrkach roslinnych jest
wakuola, w ktérej nie odnaleziono, jak dotagd, CRT [64],
Dlatego uwaza sie, ze w wakuoli funkcjonuje odmienny
od zdefiniowanego w ER mechanizm sekwestracji jonow
Ca2+ Biatko odnaleziono natomiast w plazmodesmach,
gdzie prawdopodobnie uczestniczy w komunikacji mie-
dzykomorkowej i transporcie [73], Ponadto, odnalezienie
w aktywnych plazmodesmach CRT, aktyny oraz charak-
terystycznej dla roslin miozyny VIII stato sie podstawg
do wysuniecia hipotezy, zgodnie z ktérg buforujgce wita-
$ciwosci CRT wzgledem jonéw Ca2tmoga mie¢ kluczowe
znaczenie dla regulacji architektury plazmodesm [74],

EKSPRESJA CRT PODCZAS PROCESOW
REPRODUKCYJNYCH U ROSLIN

Ekspresje gendw CRT obserwuje sie w organach gene-
ratywnych réznych gatunkéw roslin wyzszych, natomiast
biatko CRT obecne jest w pylnikach podczas mikrosporoge-
nezy, w rozwijajgcym sie i dojrzatym ziarnie pytkowym oraz
w tkankach somatycznych pylnika, gtéwnie w aktywnym
tapetum [14,20,21,53,67,75]. Podwyzszony poziom mRNA
CRT oraz biatka CRT wystepuje w regionach aperturowych
kietkujgcych in vitro ziaren pytkowych Haemanthus[67]. Na-
tomiast badania prowadzone u Nicotiana, Petunia i Haeman-
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thus potwierdzity ekspresje CRT w tagiewkach pytkowych
rosnagcych w warunkach in vitro [21,67] i in vivo [66,67] oraz
w komorkach plemnikowych tagiewek kukurydzy [76], W
tagiewkach pytkowych CRT odnaleziono zaréwno w ER,
jak i w diktiosomach, a takze w pecherzykach wydzielni-
czych, podbtonowej cytoplazmie i w poblizu btony komoér-
kowej [21,66,67], Poza wewnatrzkomdrkowga lokalizacja
CRT, miejscem wystepowania biatka byta $ciana kalozo-
wa w tagiewkach pytkowych Petunia i Haemanthus [66,67].
Wystepowanie CRT w regionach zewngtrzkomdérkowych u
roslin jest prawdopodobne, gdyz wczesniej potwierdzono
ten fakt u zwierzat [7], Geny CRT podlegajg ekspresji row-
niez w tkankach stupka roslin okrytonasiennych, zaréwno
w wyspecjalizowanych komorkach somatycznych szlaku
transmisyjnego [66,67,77], jak i w zalgzniach [10,14,23,54].
Podwyzszony poziom mRNA CRT i obecnos$¢ biatka CRT
obserwowano gtdwnie w zalgzniach zapylonych stupkéw,
a nastepnie we wszystkich stadiach rozwojowych zalgzka
[10,23,54]. U Arabidopsis szczeg6lnie wysoka ekspresje CRT
wykazywaty zalazki we wczesnym stadium embriogenezy
[14]. Ponadto, istotny poziom ekspresji CRT potwierdzono
w hodowanych in vitro zygotach kukurydzy [50], natomiast
transkrypty CRT zlokalizowano w dojrzewajacych nasio-
nach [13,20,23,48],

Nie wiadomo, w jaki sposéb CRT uczestniczy w pro-
cesach reprodukcyjnych u roslin. Relatywnie wysoki
poziom ekspresji CRT w pylniku podczas mikrosporo-
genezy oraz w kietkujacych ziarnach pytkowych irosng-
cych tagiewkach ttumaczy sie wzmozong aktywnos$cig
wydzielniczg mikrospor i tapetum oraz szybkim tempem
wzrostu tagiewki pytkowej. Procesy te wymagajg zaanga-
zowania biatek opiekunczych [21]. Obecno$¢ CRT w cy-
toplazmie gametofitu meskiego na granicy plazmolema-
$ciana komdrkowa w kietkujgcych ziarnach pytkowych i
rosnacych tagiewkach moze odzwierciedla¢ postulowany
udziat tego biatka w kontroli adhezji komdrkowej, ktora
jest jednym z kluczowych zjawisk warunkujgcych wzrost
tagiewki pytkowej na drodze od znamienia do zalgzni
[21.66.67], Obserwacje u zwierzat i ro$lin potwierdza-
ja role CRT jako regulatora wewnatrzkomdrkowej ho-
meostazy Ca2t Zgodnie z tym nie dziwi szybkie tempo
sekwestracji wapnia w komodrkach plemnikowych ku-
kurydzy w warunkach podwyzszonego stezenia jonow
Ca2+ [76], Badania dotyczace dystrybucji CRT w rosng-
cych tagiewkach pytkowych takze sugerujg jej udziat w
sekwestracji i uwalnianiu jonow Ca2tw tych komérkach
[21.66.67]. Zaangazowanie CRT w regulacje szczytowego
wzrostu komoérek roslinnych postulowano juz wcze$niej
w oparciu o model wierzchotkowego wzrostu wtosnikow
korzeniowych [78]. Bioragc pod uwage fakty, ze (1) w
podwierzchotkowym regionie rosnacej tagiewki pytko-
wej [Ca2] jest nizsze od obserwowanego na jej apikal-
nym wierzchotku i (2) relatywnie niskie [Ca2] sprzyja
polimeryzacji aktyny w regionie podwierzchotkowym
umozliwiajgc transport cargo do rosngcego wierzchotka,
nalezy wzigé¢ pod uwage mozliwos$¢ udziatu CRT w re-
gulacji lokalnego $srodowiska wapniowego, optymalnego
dla witasciwej organizacji i dynamiki aktyny w rosngcej
tagiewce pytkowej [67], Jak dotad, nie badano ewentual-
nej roli CRT w procesie podwodjnego zaptodnienia u ro-
§lin. Wiadomo, ze CRT wystepuje na powierzchni oocy-
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tow myszy, gdzie moze by¢é zaangazowana w transduk-
cje sygnatdw podczas fuzji gamet [43], natomiast u roslin
potwierdzono obecno$é tego biatka w komérkach plem-
nikowych kukurydzy [76]. Podwyzszony poziom CRT
towarzyszacy kolejnym stadiom rozwojowym zalgzka i
dojrzewaniu nasion potwierdza takze role tego biatka w
kontroli przebiegu embriogenezy u ro$lin. Hipoteza za-
ktadajgca udziat CRT w regulacji wewngtrzkomadrkowej
homeostazy Cazpodczas oddziatywan komdérkowych w
procesach reprodukcyjnych u rosélin wydaje sie niezwy-
kle atrakcyjna z uwagi na to, ze wymagajg one istnienia
mechanizmoéw precyzyjnej kontroli poziomu jonéw Ca2+
na wszystkich etapach rozmnazania ptciowego.
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ABSTRACT

P

Calreticulin (CRT) is an ubiquitously expressed Ca2+tbinding protein in endoplasmic reticulum (ER) of eukaryotic cells. A highly conserved
structure between CRTs from different species of animals and plants confirms an important role of the protein in living cells. CRT has been
found in different cellular compartments, suggesting to play a role in many cellular processes both inside and outside the ER. Although,
the basic CRT functions like regulation of Ca2-homeostasis and molecular chaperoning in ER might be the key to explain the multi-process
property of the protein. The plant CRT sequence shares the same structural domain features identified for animal CRT and seems to have
similar properties. However, the current knowledge about CRT expression and physiological role in plants is still very limited. Therefore in
this work, we focus on these less-well-characterized functions of CRT in plants.
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Wykaz skrotow: ER — siateczka $rodpla-
zmatyczna; ERSE (ang. edoplasmic reticulum
stress response element) —element odpowie-
dzi na stres ER; GRP (ang. glucose-regulated
proteins) —biatka regulowane przez gluko-
ze; HSE (ang. heat shock element) —element
szoku cieplnego; HSP (ang. heat shock pro-
teins) — biatka szoku cieplnego; ORP (ang.
oxygen-regulated protein) - biatko regulo-
wane przez tlen; UPR (ang. unfolded protein
response) —odpowiedZ na biatko niesfatdo-
wane; UPRE (ang. unfolded protein response
element) — element odpowiedzi na biatko
niesfatdowane
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STRESZCZENIE

ndukcja biatek opiekunczych, nalezacych do rodziny GRP (biatka regulowane przez glu-

koze), jest mechanizmem obronnym komérek, adaptujagcym je do stresu siateczki $ropla-
zmatycznej (ang. ER stress). Poznano geny kodujace te biatka oraz niektore czynniki i me-
chanizmy regulujace ich ekspresje. Wyjasnienie funkcji GRP iregulacji ich syntezy otwiera
nowe mozliwo$ci w leczeniu nowotworéw oraz chor6b zwigzanych z zaburzeniami home-
ostazy siateczki Sréplazmatycznej.

WPROWADZENIE

Kazde powstajace biatko wymaga odpowiedniego sfatdowania tancucha
polipeptydowego tak, by utworzyta sie charakterystyczna drugo- czy trzecio-
rzedowa przestrzenna struktura umozliwiajgca funkcjonowanie biatka. Prawi-
dtowe przestrzenne utozenie tancucha polipeptydowego jest zapewnione przez
jego oddziatywanie z biatkami opiekunczymi (ang. molecular chaperones). Biatka
te wiazg sie w sposob odwracalny z niepofatdowanym odcinkiem polipeptydu,
ktéry w innym przypadku mogtby stuzy¢ jako osrodek agregacji lub btedne-
go fatdowania. Biatka opiekurnicze wigzg sie z czesciowo zwinietymi tafncucha-
mi, umozliwiajgc im kontynuacje zwijania sie w sposob najbardziej korzystny
energetycznie. Pomagajg biatkom w uporzgdkowanym tworzeniu ich struktury
przestrzennej [1].

Jedna z rodzin biatek opiekunczych nazywana jest biatkami szoku cieplnego
HSP (ang. heat shock proteins). Biatka szoku cieplnego dzieli sie na rodziny: mate
HSP, HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 i HSP110, gdzie wartos$ci liczbowe oznaczajg
przyblizong mase czasteczkowg tych biatek, wyrazong w kDa [2]. HSP70 sg naj-
liczniejszg i ewolucyjnie najbardziej zachowang rodzing HSP. Oprocz induko-
walnych HSP70i, do rodziny tej zalicza si¢ rowniez biatka konstytutywne, obec-
ne w cytoplazmie HSC70 (ang. heat shock cognate protein 70) czy GRP75, GRP78
w mitochondriach i siateczce Srédplazmatycznej [3]. Poziom syntezy tych biatek
wzrasta, kiedy komdrki sg narazone na dziatanie czynnikow stresowych, m. in.
podwyzszonej temperatury, gtodu, niedotlenienia, zakazen, toksyn, promienio-
wania UV [3], Wéréd HSP wyrézni¢ mozna biatka opiekuncze (ang. molecular
chaperones) i proteazy szoku termicznego. Pierwsze z nich w warunkach stre-
sogennych zapobiegajg przede wszystkim agregacji biatek komérkowych, ha-
mujac agregacje biatek czeSciowo zdenaturowanych (ang. holder chaperones), a
niektére nawet przywracajg im witasciwg konformacje oraz wasciwosci biolo-
giczne (ang. folder chaperones). Z kolei gtéwne zadanie proteaz szoku termiczne-
go sprowadza sie do wyeliminowania z komoérki nieodwracalnie uszkodzonych
biatek, ktérych obecno$¢ mogtaby niekorzystnie wptywac¢ na funkcjonowanie
innych biatek komérkowych. Biatka opiekuicze wraz z proteazami tworzg tzw.
system kontroli jakosci biatek, sprawujacy opieke nad stanem fatdowania biatek
komérkowych iich prawidtowym funkcjonowaniem w komérce [4].

Biatka, ktérych prawidtowej konformacji przestrzennej nie da sie przywrécic,
maja tendencje do agregowania przez oddziatywania eksponowanych odcinkéw
hydrofobowych. Biatka opiekuncze charakteryzujg sie wysokim powinowac-
twem do hydrofobowych odcinkéw taricuchéw polipeptydowych (normalnie
takie hydrofobowe odcinki sg schowane wewngatrz prawidtowo sfaldowanego
biatka lub wiazg sie z lipidami btonowymi). Obecne sg one w cytosolu, w or-
ganellach cytoplazmatycznych, takich jak: mitochondria i siateczka $réplazma-
tyczna oraz w jadrze komorkowym [1,5,6,58]. Energia potrzebna do fatdowania
badz renaturacji biatek jest dostarczana w postaci ATP. W jej uwalnianiu uczest-
niczy aktywnos$¢ biatek opiekunczych jako ATPaz [1,5].

Odpowiedz na stres jest ewolucyjnie zachowywanym mechanizmem, ktdry
zapewnia komorkom przezywalno$¢ pomimo dziatania niekorzystnych warun-
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kéw metabolicznych i srodowiskowych. Prowadzi ona do
nasilenia syntezy specyficznych biatek dziatajgcych cyto-
protekcyjnie. Na przyktad podwyzszona temperatura czy
stan zapalny sa sygnatem do wzmozonej produkcji biatek
szoku termicznego [7], W warunkach niedoboru glukozy
nastepuje nasilenie syntezy roznych biatek opiekuniczych w
siateczce srédplazmatycznej, tzw. GRP (ang. glucose-regulat-
ed proteins) [8,9], Indukcja biatek nalezgcych do rodziny GRP
jest mechanizmem obronnym komorek, przystosowujgcym
je do stresu siateczki $réplazmatycznej. Geny GRP moga
réwniez ulega¢ aktywacji poprzez, zaburzajgce funkcje sia-
teczki $rédplazmatycznej, inne czynniki usuwajgce jony
wapniowe z magazynoéw czy hamujace glikozylacje biatek.
W warunkach stresu siateczki sréplazmatycznej dochodzi
do akumulacji nieprawidtowo sfatdowanych biatek w sia-
teczce sréddplazmatycznej, co pobudza ekspresje gendw grp.
Produkty tych genéw sg markerami odpowiedzi komadrek
na akumulacje niesfatdowanych biatek. Reakcja ta, okresla-
na jako proces UPR (ang. unfolded protein response), wyste-
puje bardzo powszechnie, od drozdzy do cztowieka, jako
odpowiedz na zaburzenia homeostazy w siateczce $rodpla-
zmatycznej. Obejmuje ona takze tymczasowe zmniejszenie
syntezy nowych i degradacje nieprawidtowo sfatdowanych
biatek oraz kierowanie komorek do apoptozy [10].

EKSPRESJA GENOW GRP U SSAKOW

Pierwsze biatka GRP, o masach czgsteczkowych 78 i 94
kDa zostaty odkryte w roku 1977 w hodowlach komorek
embrionalnych kury i fibroblastow nerki szczura, transfor-
mowanych RSV [11], Indukcja syntezy obu biatek nie byta
jednak zwigzana, jak wczes$niej sgdzono, z transformacja
nowotworowa, lecz wynikata ze zubozenia pozywki w glu-

Czynnlki indukujace stres ER

Inhibitory Mikrosrodowisko
glikozylacji guza
nowotworowego

Rozklad biatek

Obnizenie stezenia

wapnia w
siateczce
Srédplazmatycznej AzC Tunikamycyna Obnizenie i
Zmubti(;vll/:ne Glukozoamina glukozy
siateczki Obnizenie pH
$rodplazmatycznej Niedotlenienie
A13187 <
L4

EGTA

Wazrost
i réznicowanie

v

7
embi y v
Implantacja

Substancje
zmieniajace nastréj

Alkohol
Valproinian

Toksyczne uszkodzenie nerek

koze wskutek szybkiego wzrostu komdrek transformowa-
nych. Aby podkresli¢ zaleznos¢ ekspresji od stezenia gluko-
zy, zaproponowano dla obu biatek nazwy, odpowiednio do
ich masy czasteczkowej, jako: GRP78 i GRP94 [11], Biatko
GRP78 kodowane jest przez gen nalezgcy do rodziny ge-
noéw szoku termicznego hsp70. Biatko GRP78 jest tozsame
z biatkiem BiP wigzacym sie z ciezkim tancuchem immuno-
globulin (ang. immunoglobulin heavy chain binding protein). Z
kolei biatko GRP94 jest pokrewne z biatkiem szoku termicz-
nego z rodziny HSP90. Podczas gdy GRP78 jest zachowane
w ewolucji od drozdzy po cztowieka, GRP94 zostato ziden-
tyfikowane tylko u kregowcdéw, co sugeruje ze moze ono
petni¢ blizej nieznane funkcje, specyficzne dla wyzszych
eukariontow [12],

Wzrost stezenia nieprawidtowo sfaldowanych biatek,
zahamowanie ich glikozylacji oraz traktowanie komadrek
czynnikami redukujacymi pobudza ekspresje gendw grp za-
rowno u drozdzy, jak i u ssakéw, podczas gdy inne czynni-
ki wywotujgce stres dziatajg tylko na geny wyzszych euka-
riontow (Rye. 1). Na przyktad nieforbolowy ester, czynnik
kancerogenny — tapsigargina, ktéra specyficznie hamuje
ATPaze zalezng od wapnia, jest silnym induktorem stresu
w siateczce $rodplazmatycznej. Podobny efekt wywierajg
jonofory wapnia: A23187, jonomycyna i EGTA. Aktywuja
one transkrypcje GRP przez usuniecie zapaséw Ca2+z sia-
teczki [13]. Tego rodzaju stresu, wywotanego przez niedo-
bér wapnia, nie obserwuje sie u drozdzy. Zahamowanie
poprzez dziatanie swoistych inhibitorédw lub w wyniku
mutacji tych etapow glikozylacji, ktére zachodza w siatecz-
ce $rédplazmatycznej powodowato in vitro zwigekszong syn-
teze biatek GRP78 i GRP95. Na poziom ekspresji genéw grp
nie wptywa jednak zahamowanie koncowych etapéw gli-
kozylacji, ktére zachodzg w aparacie
Golgiego. W warunkach, w ktorych
nastepuje akumulacja GRP notowa-
no takze obnizenie stopnia glikozy-
lacji biatek [14], Takze inne czynniki
indukujg synteze GRP. Sg to (przy-
najmniej in vitro) 0,25% p-merkapto-
etanol, niskie pH (5,8-5,9) pozywki,
niedotlenienie komérek, Srodowisko
¥ hipertoniczne oraz insulina [14], Po-
nadto, przewlekta ekspozycja na eta-
nol wzmaga transkrypcje GRP [15].
Stabilizujgcy nastr6j — walproinian
sodu, nasycone kwasy tluszczowe
0 rozgatezionym tancuchu stoso-
wane w leczeniu zaburzen biopola
lepilepsji indukuja ekspresje genow
grp78 w moézgu szczura [16].

Stres redukcyjny

Stany chorobowe

Wiekszo$¢ badan nad indukcja
GRP jest prowadzona in vitro, jak-
kolwiek sg nowe doniesienia na
temat syntezy GRP in vivo. GRP sg
niezbedne w procesie rozwoju tka-
nek. Poziom syntezy GRP78 wzrasta

Transformacja chemiczna
Onkogeneza (wirusy)
Rak sutka
Guz jelita grubego
Napady padaczkowe
Opornos$¢ wielolekowa

Rycina 1. Czynniki pobudzajace ekspresje genéw kodujacych biatka z rodziny GRP. Warunki stresowe zaburzaja
homeostaze siateczki srédplazmatycznej i aktywuja szlaki sygnatowe z siateczki do jadra. Nastepuje aktywacja
specyficznych czynnikéw transkrypcyjnych, ktére indukuja transkrypcje genéw grp i synteze biatek opiekunczych.
Skroty: A23187 —jonofor wapnia, AzC —kwas azetydyno-2-karboksylowy, p-ME —p-merkaptoetanol, DDT —di-
tiotreitol, EGTA — kwas etylenoglikolo-0-0'-bis(2-aminoetylo)-N,N,N/,N'-tetraoctowy.

Postepy Biochemii 55 (4) 2009

w procesie rozwoju embrionalnego
serca myszy i jest indukowany w
nastepstwie stresu hipoglikemicz-
nego w sercu [17] oraz w endome-
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trium szczura w stanie przed implantacjg [18]. Nasilenie
syntezy GRP78 i GRP94 obserwowano w mézgu niedoj-
rzatych szczuré6w w poréwnaniu do mézgu zwierzat do-
rostych. Poziom syntezy tych biatek byt rowniez wysoki
w mozgu szczuréw w przypadku niedokrwienia moézgu,
urazu gtowy czy napaddw padaczkowych indukowanych
przez kwas kainowy, agoniste glutaminianu [19]. Réwniez
wzrost guzéw nowotworowych jest zwigzany ze wzmozo-
ng syntezg GRP78 i GRP94 [9], Jest to nastepstwem aktywa-
cji ekspresji genéw grp w warunkach gtodu, kwasicy oraz
hipoksji, ktére cechujg mikrosrodowisko stabo unaczynio-
nych guzow litych [20]. Indukcja GRP78 jest rGwniez zwiga-
zana z uszkodzeniem i dysfunkcjg komdrek endotelialnych
naczyn cztowieka w przypadku hiperhomocysteinemii lub
innych chorob genetycznych [21]. Wiele czynnikéw wywo-
tujacych zapalenie, apoptoze czy martwice indukuje synte-
ze GRP in vivo.

MECHANIZMY INDUKCJI GENOW
GRP U DROZDZY | SSAKOW

Zarowno u drozdzy, jak i ssakéw indukcja genéw grp w
warunkach stresu komadrkowego jest regulowana na pozio-
mie transkrypcji (Ryc. 2). W komorkach drozdzy stres RE
prowadzi do aktywacji biatka btonowego siateczki srodpla-
zmatycznej Irelp, ktére indukuje sktadanie RNA i translacje
aktywatora Hacl [10]. W skiad kompleksu aktywujacego
transkrypcje wchodzi Hacl, ktory wiaze si¢ bezposrednio
do sekwencji UPRE (ang. unfolded protein response element),
podobnie jak biatka Ada i Gen5, ktore posiadajg aktywnosé
acetylotransferazy histonowej. U drozdzy UPR jest regulo-
wana negatywnie przez fosfataze Ptc2p (R), ktdra, defosfo-
rylujac Irelp, prowadzi do jego inatywacji. Usunigecie genu
kodujgcego Irelp hamuje proces UPR, a tym samym induk-
cje gendéw grp. W rejonie promotora genu kari (homolog
grp78 u drozdzy) wystepuje takze funkcjonalna sekwencja
regulacyjna HSE (ang. heat shock element), charakterystyczna
dla genow biatek szoku cieplnego.

W komorkach ssakow promotory grp zawierajg wiele ko-
pii elementu odpowiedzi na stres ER, w skrdécie ERSE (ang.
edoplasmic reticulum stress response element), ale nie zawiera-
ja sekwencji HSE. Promotory grp u ssakow zawierajg takze
sekwencje podobne do UPRE. Stres ER prowadzi do akty-
wacji Irelp, ktérego mechanizm dziatania nie zostat jeszcze
poznany. Biatko transhtonowe ATF6, indukowane w sia-
teczce srédplazmatycznej pod wptywem stresu, ulega pro-
teolitycznemu rozpadowi i innym modyfikacjom. Jadrowa
forma ATF6 jest silnym aktywatorem gendéw grp. Czynniki
transkrypcyjne, tj. NF-Y, YY1 i TFII-I, moga sie takze wigzaé
i aktywowaé ERSE. Wykazano, ze zaréwno NF-Y, jak i YY1
oddziatujg z biatkami, ktore modyfikujg acetylacje histonow
i wraz z kofaktorami wigzg sie z elementem TATA. Inny
mechanizm aktywacji zachodzi przez kinaze tyrozynowg
i produkt protoonkogenu c-fos, jakkolwiek mechanizm ten
nie jest poznany [22].

Niektére elementy UPR u drozdzy sg zachowane w
komorkach ssakéw [22] (Ryc. 2). Na przyktad, fragmenty
promotorow grp u ssakéw zawierajg podobng do UPRE se-
kwencje [23], do ktorej moze sie przytaczyé Hacl drozdzy i
tym samym aktywowac transkrypcje [22], Mysz i cztowiek

418

posiadajg dwa allele irel. Potwierdzenie mechanizmu UPR
zaleznego od Irelp u ssakow opiera sie na obserwacji, ze
wzrost stezenia biatka btonowego Irelp aktywuje promotor
grp w sposéb zalezny od jego aktywnosci endorybonukle-
azowej [10,24,25]. To pokazuje, ze indukcja syntezy GRP
przez Irelp zachodzi takze za posrednictwem aktywnosci
endorybonukleazowej Irelp, a nie jest jedynie konsekwen-
cja stresu ER wywotanego nadprodukcjg biatek w siateczce
srodplazmatycznej. W komorkach ssakéw nie zostato zi-
dentyfikowane biatko docelowe dla endorybonukleazy Ire-
Ip inie wykryto homologu Hacl. Zdumiewajgcym jest fakt,
ze genetyczne uszkodzenie obydwu alleli irel u myszy nie
wptywa na UPR [25]. Dotychczas nie zbadano alleli irel u

(a) drozdze

° @ " Ire 1p

(b) ssaki

Rycina 2. Mechanizmy indukcji genéw grp u drozdzy i ssakéw, (a). W komoér-
kach drozdzy stres ER prowadzi do aktywacji biatka btonowego siateczki $r6d-
plazmatycznej Irelp, ktére indukuje sktadanie RNA i translacje aktywatora Hacl.
W sktad kompleksu aktywujacego transkrypcje (A) wchodzi Hacl, ktéry wigze
sie bezposrednio do sekwencji UPRE (ang. unfolded protein response element). Fos-
fataza Ptc2p dziata jako negatywny regulator (R) przez inaktywacje Irelp. (b). W
komérkach ssakéw promotory grp zawieraja wiele kopii elementu odpowiedzi
na stres ERSE (ang. edoplasmic reticulum stress element), ale nie zawierajg sekwen-
cji HSE. Promotory grp u ssakéw takze zawierajg sekwencje podobne do UPRE.
Stres ER prowadzi do aktywacji Irelp, ktérego mechanizm dziatania nie zostat
jeszcze poznany. ATF6, biatko transbtonowe, indukowane w siateczce $rédpla-
zmatycznej pod wpltywem stresu, ulega proteolitycznemu rozpadowi i innym
modyfikacjom. Jadrowa forma ATF6 jest silnym aktywatorem gendéw grp. Inny
mechanizm aktywacji zachodzi przez kinaze tyrozynowag i produkt protoonko-
genu c-fos, jakkolwiek mechanizm ten nie jest poznany.
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ssakow. Wydaje sie, ze homolog Irelp nie jest konieczny do
wywotania UPR u ssakdéw.

Coraz czesciej sugeruje sie, ze komorki ssakow wykorzy-
stuja szlaki sygnatowe niezalezne od Irelp w celu aktywacji
genéw grp w odpowiedzi na stres siateczki $rodplazma-
tycznej. Czynniki stresogenne mogg aktywowaé rézne albo
zachodzace na siebie szlaki sygnalizacyjne. Komérki chto-
niaka WEIHI7.2 nasilajg transkrypcje grp w odpowiedzi na
blokowanie glikozylacji biatek, ale nie odpowiadajg na usu-
niecie wapnia z magazynow siateczki $rédplazmatycznej.
Ostanie badania sugeruja, ze produkt protoonkogenu c-fos
jest zaangazowany w indukcje grp78 w nastepstwie uwol-
nienia zapaséw wapnia z siateczki [26]. Synteza GRP78 i
GRP94 jest hamowana przez genisteine (inhibitor biatkowej
kinazy tyrozynowej), ktora dziata blokujagc miejsca wiaza-
nia ATP w tym enzymie [27], Stres ER pobudza réwniez
szlak sygnatowy z udziatem kinaz MAP aktywowanych
przez stres (ang. stress-activated protein kinases-JNK) i kinaze
MAP — p38 [25]. Bezposredni zwigzek pomiedzy innymi
kinazami aktywowanymi przez stres a indukcja genow grp
pozostaje niezbadany.

KOMPLEKS REGULUJACY TRANSKRYPCJE GRP

Charakterystyczng cechg promotorow grp u ssakow jest
obecno$¢ wielu kopii elementu CCAAT otoczonych przez
sekwencje bogate w GC. Te sekwencje nukleotydowe sg
powtarzajgcymi sie jednostkami sktadowymi elementu od-
powiedzi na stres ERSE [28], ktéry jest ewolucyjnie zacho-
wywang trzyczesSciowg strukturg CCAAT(N9CCACG (N9
—9 par zasad) (Ryc. 2). Ta sekwencja jest znacznie bardziej
ztozona niz UPRE.

Ostatnio zostata zidentyfikowana nowa sekwencja AT-
TGG(N)CCACG, okres$lana jako ERSE-Il, w promotorze
genu Herp kodujgcego biatko transbtonowe siateczki $rdd-
plazmatycznej. Ten motyw moze takze bra¢ udziat w od-
powiedzi na stres ER [29], Czynnik transkrypcyjny NF-Y,
wigzac sie z motywem CCAAT, aktywuje ERSE. Jest on
konieczny zaréwno do podstawowej, jak i indukowanej
przez stres transkrypcji promotora grp [27,28,30]. Za$ trans-
krypcyjny czynnik Ying Yangl (YY1) wigze sie z motywem
CCACG [31]. W warunkach stresu ER czynnik YY1 wzmaga
aktywno$¢é promotora grp78, podczas gdy nasilona synteza
domen biatka szoku zimna dbpA i YB-1, ktére tez wykazu-
ja powinowactwo do motywu CCACG, hamuje aktywnos$¢
promotora grp78 [32].

W komorkach traktowanych genisteing zaobserwowano
hamowanie syntezy GRP78, jak i oddziatywania czynnikéw
transkrypcyjnych NF-Y i YY1 z ERSE [27], Sekwencja Ng
promotoréw grp u kregowcéw jest zachowana w ewolucji
i posiada zastanawiajgco wysoka zawarto$¢ par GC, kto-
re wigzg czynniki transkrypcyjne indukowane przez stres
[23,28,33], Ponadto, mutacje motywu bogatego w GC hamu-
ja indukcje odpowiedzi na stres. [28], Biatko, ktére wigze sie
z motywem ERSE — bogatym w GC, zostato zidentyfiko-
wane jako czynnik transkrypcyjny TFII-I, ktory utatwia od-
dziatywania biatko-biatko [33], Zastosowanie oligonukle-
otydow antysensownych hamujacych synteze TFII-I blokuje
indukcje odpowiedzi na stres ER poprzez ERSE. Aktywnos¢
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TFII-1 zalezna od fosforylacji reszty tyrozyny moze by¢ po-
tencjalnym ogniwem, tagczacym szlak sygnatowy kinazy ty-
rozynowej i transkrypcje grp.

Biatko transbtonowe ATF6, zlokalizowane w siatecz-
ce Srddplazmatycznej i okotojagdrowo, nie wystepujgce w
kompleksie wigzacym sie z sekwencjg ERSE, jest potencjal-
nym aktywatorem promotoréw grp. Wystepujg dwie formy
ATF6. Pierwsza o masie czasteczkowej 90 kDa, okres$lana
jako ATF6(a), idruga forma o masie czgsteczkowej 110 kDa,
okreslana jako ATF6(P) albo CREB-RP. W warunkach stresu
obie formy ATF6 ulegajg translokacji do aparatu Golgiego,
gdzie ulegajg proteolizie za posrednictwem dwdch pro-
teaz Site-I(SIP) i Site-2 (S2P), tworzgc fragmenty o masie
czasteczkowej od 50 do 60 kDa, ktére wchodzg do jadra i
aktywujg sekwencje ERSE przez tworzenie kompleksdw z
NF-Y w sposdb zalezny od sekwencji CCACG [30]. Obec-
nos$¢ inhibitora proteasomu hamuje degradacje ATF6, przez
co hamuje wyzej opisane efekty [34]. Interesujgcym jest, ze
brefeldyna A, lek ktéry powoduje redystrybucje sktadnikéw
aparatu Golgiego do siateczki $rédplazmatycznej i blokuje
transport biatek poza system siateczka-aparat Golgiego [35],
indukuje transkrypcje grp78 w fibroblastach krolika. W tej
indukcji posredniczy region promotora grp78 zawierajacy
sekwencje ERSE [36]. Dotychczas nie ustalono czy uposle-
dzenie indukcji GRP w komdrkach pozbawionych S2P jest
wytacznie skutkiem braku tego enzymu czy moze istniejg
jeszcze inne mechanizmy. W komorkach, w ktérych usunie-
to jony wapniowe z magazynéw siateczki srodplazmatycz-
nej, poziom niestrawionego ATF6(a) wzrasta wraz z induk-
cjg ekspresji grp78, a rownocze$nie pojawiajg sie inne jego
zmodyfikowane formy, wykrywane w rozpuszczalnej frak-
cji jadrowej [37], Przypuszcza sie, ze ATF6 jest zatrzymywa-
ny w siateczce podczas oddziatywan z biatkami opiekun-
czymi. W stanie stresu ER, ATF6 moze oddysocjowywac
z kompleksoéw z biatkami opiekufczymi i wskutek zmian
ptynnosci btony uzyskiwaé nowg lokalizacje. Poniewaz
ATF6 jest substratem MAP-kinazy p38 [38], jego aktywnos¢
moze by¢ réwniez modulowana przez fosforylacje.

LICZNE FUNKCJE GRP

Tabela 1 przedstawia wykaz biatek ssakéw induko-
wanych przez stres ER. Wiekszo$¢ GRPs: GRP78, GRP94,
GRP170, Erp72, PDI, kalretikulina i GRP58 sg to biatka opie-
kuncze, ktére uczestniczg w formowaniu struktury prze-
strzennej biatek, a niektore, jak: GRP78, GRP94, Erp72 i kal-
retikulina, wykazujg réwniez zdolno$¢ wigzania wapnia.

Ostatnio wykryte biatka siateczki $réddplazmatycznej:
SERCA-2p, Herp, oksydoreduktynal-Lp i Adapt78 sg row-
niez indukowane w warunkach stresu ER i sag odpowie-
dzialne za utrzymanie homeostazy w siateczce $rodpla-
zmatycznej. SERCA-2p jest biatkiem transbtonowym, ktére
pompuje jony wapniowe z cytosolu do wnetrza siateczki
[23], Zablokowanie aktywnosci SERCA-2P przez tapsigar-
gine powoduje wyczerpanie zapaséw jondw wapniowych
w siateczce, a nastepnie indukcje grp [6], Herp posiada na
N-koAcu domene podobng do ubikwityny, a geny kodujace
grp78 i herp wykazujg wzmozong ekspresje w komadrkach
endotelialnych cztowieka poddanych dziataniu homocy-
steiny [21,29], Oksydoreduktynal-Lp jest N-glikoproteing
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Tabela 1. Biatka kodowane przez geny ssakéw indukowane w warunkach stresu ER.

Biatko

GRP78/ BiP/ HSPA5

GRP94/gp96/CaBP4/ERp99

GRP170/0RP150

ERp72

PDI/ERp58

Kalretikulina

GRP58/ERpP57

SERCA-2p

HERP

Oksydoreduktaza 1-Lp

Adapt78

CHOP

GLUT-1

Syntetaza asparginowa

Lokalizacja

Swiatto ER

Swiatto ER,
transbtonowa,
na powierzchni komérki

Swiatto ER

Swiatto ER

Swiatto ER

Swiatto ER

Swiatto ER

transbtonowa w ER

transbtonowa w ER

Swiatto ER

obszar okotojgdrowy,
Swiatto ER,
cytosol

jadro

btona komérkowa

cytosol

Funkcja

fatdowanie biatek,
wigzanie wapnia,
dziatanie cytoprotekcyjne

fatdowanie biatek i peptydéw,
wigzanie wapnia,
dziatanie cytoprotekcyjne

fatdowanie biatek i peptydow

fatdowanie biatek,
wigzanie wapnia

tworzenie wigzan
disiarczkowych

fatdowanie biatek i glikoprotein,

wigzanie wapnia
fatdowanie biatek i glikoprotein

pompa wapniowa
zlokalizowana w ER

podobna do ubikwityny
utrzymywanie rdwnowagi
redoks wER

dziatanie cytoprotekcyjne

czynnik transkrypcyjny,
hamowanie wzrostu,
pobudzanie apoptozy

transport glukozy

synteza aminokwasow

uczestniczy w transporcie prokola-
genu z siateczki do aparatu Golgiego
[44]. Biatko to chroni kolagen przed
denaturacjg i wewngtrzkomdérkowg
degradacja [43,44],

Niedawno wykryte biatko z ro-
dziny GRP, okre$lane jako GRP170/
ORP150 (glucose/oxygen-regulated
protein 150 kDa), wystepuje w sia-
teczce Srodplazmatycznej i bierze
udziat w procesie fatdowania biatek
btonowych i wydzielniczych. Nie-
dobdr glukozy jest czynnikiem na-
silajgcym synteze tego biatka opie-
kunczego w kulturach fibroblastow
in vitro. Zaobserwowano znaczne
obnizenie  zawartos$ci  kolagenu,
ktéremu towarzyszy wzrost aktyw-
nosci zelatynolitycznej i nieznaczne
obnizenie ekspresji receptora insuli-
nopodobnego czynnika wzrostowe-
go-1 (IGF-I). To sugeruje, ze ORP150
jest biatkiem opiekunczym, ktoére
chroni biatka wewnatrzkomérko-
we przed proteoliza, nasilang przez
niedobdr glukozy czy hipoksje [45].
Zbadano wptyw niedoboru glukozy
na synteze i degradacje kolagenu
w kulturach fibroblastéw in vitro i
zwigzek tych proceséw z poziomem
syntezy ORP 150. Brak glukozy w
medium powoduje znaczne obnize-
nie syntezy kolagenu. Proporcjonal-
nie mniej kolagenu ulega degradaciji,
czemu towarzyszy nasilenie syntezy

Pierwsza kolumna przedstawia alternatywne nazwy lub symbole biatek opiekufczych. Skréty:
BiP —biatko wigzace immunoglobuliny; CHOP —jadrowy aktywator transkrypcji zwigzany z
zahamowaniem wzrostu i indukcja apoptozy; GLUT —transporter glukozy; PDI —izomeraza
wigzan disiarczkowych, SERCA —Ca2~ATPaza wapniowa siateczki sarko/$§rédplazmatycznej,

konieczng do utrzymania rownowagi oksydoredukcyjnej
w siateczce $rodplazmatycznej [39], Adapt78 jest odpo-
wiednikiem GRP78 i petni funkcje cytoprotekcyjng [40].

W warunkach stresu ER sg réwniez indukowane geny
kodujace biatka niewystepujace w siateczce, tj. GLUT-1
(biatka transportujgce glukoze) [41], syntetaze asparaginy
[42] i CHOP —jadrowy aktywator transkrypcji odpowie-
dzialny za hamowanie wzrostu i apoptoze [25]. Jakkolwiek
CHOP nie reguluje ekspresji gendéw grp, poziom aktywa-
toréw promotoréow grp, ATF6(a) i TFII-l1 wzrasta podczas
uwalniania jonéw wapniowych z siateczki $srédplazmatycz-
nej w komérkach hodowanych in vitro [33,37]. Autoregu-
lacja tych czynnikéw transkrypcyjnych reprezentuje nowy
mechanizm sprzezenia zwrotnego, wystepujacego w odpo-
wiedzi na stres ER.

Biatko HSP47 — kolagenowo-specyficzne biatko opie-
kuncze (o masie czasteczkowej 47kDa) — zlokalizowane
na terenie siateczki $rodplazmatycznej, odpowiedzialne
jest za proces syntezy i dojrzewania kolagenu. [43]. HSP47
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ORP150 w hodowlach pozbawio-
nych glukozy w poréwnaniu z tymi,
ktore byty inkubowane w medium
o prawidtowym stezeniu glukozy.
Sugeruje sie, ze ORP150 jest czyn-
nikiem, ktory chroni kolagen przed
wewngtrzkomorkowg degradacja, indukowang przez nie-
dobor glukozy [46],

ROLA GRP W PRZEZYWALNOSCI
KOMOREK W STANIE STRESU ER

Z badari wykonanych na kulturach komérkowych wy-
nika, ze GRP78, GRP94 i Adapt78 chronig komérki przed
apoptoza [9,47-52] (Ryc. 3). Dwa niezalezne zespoty badaw-
cze wykazaty, ze GRP chronig komdrke bardziej przed stre-
sem wywotanym przez usuniecie jon6w wapnia z siateczki
$rodplazmatycznej niz przez blokowanie glikozylacji biatek
[47,52], Jakkolwiek mechanizm antyapoptotycznego dziata-
nia GRP nie jest znany, to zmutowane biatko GRP78, ktore
utracito aktywno$¢ ATPazowa, traci swoje funkcje cytopro-
tekcyjne [50]. Biatko HSC70 — odpowiednik GRP78, jest
jednym z wazniejszych chaperonéw w cytoplazmie. Chroni
ono komorki przed apoptoza, dziatajac przez pobudzenie
licznych mechanizméw antyapoptotycznych [7], Jednym z
nich jest zapobieganie formowania nowych apoptosomow.
Badania kilku zespotéw zmierzajg do wyjasnienia czy GRP
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oddziatujg ze sktadnikami biorgcymi udziat w apoptozie in-
dukowanej przez stres ER [10,25,53],

Szereg obserwacji wskazuje, iz GRP zapobiegajg lub
ograniczajg zakres niektorych procesdw patologicznych.
Wysoki poziom GRP94 i GRP78 w mo6zgu mtodych szczu-
row w pordwnaniu z osobnikami dorostymi nadaje im
wiekszg odporno$¢ na wystepowanie napadéw padacz-
kowych [19]. Specyficzna indukcja GRP w regionie zakre-
tu zebatego szczuréw dorostych w konsekwencji napadu
padaczki zapewnia neuroochrone w tej szczegdlnej czesci
moézgu. Biatku GRP78 przypisuje sie zdolno$¢ do przy-
wracania odporno$ci na stres ER we wczesnym stadium
rodzinnego zespotu Alzheimera [54,55]]. Ekspresja GRP
zapobiega agregacji i utatwia degradacje w proteasomach
zmutowanych biatek prionowych w przebiegu chordb
neurozwyrodnieniowych [56], Uszkodzenie proteasoméw

sprawia, ze GRP78 moze fatdowa¢ zmutowane biatka prio-
nowe, nadajac im bardziej patogenny charakter.

Indukcje GRP78 obserwuje sie w komérkach endotelial-
nych uszkodzonych przez stres redukcyjny spowodowany
hiperhomocysteinemig, ktdra jest powszechnie uznawana
za czynnik ryzyka wczesnej miazdzycy i choréb zakrzepo-
wych: udaru mézgu lub zawatu miesnia sercowego [21,38].
Dlatego indukcja GRP78 moze by¢ odpowiedzig adaptacyj-
ng w celu ochrony komoérek endotelialnych przed apoptoza
indukowang przez stres ER.

Brak glukozy uposledza proces fatldowania biatek w
siateczce $rédplazmatycznej. Nagromadzenie niesfatdo-
wanych biatek powoduje aktywacje procesu transkrypcji
wielu genéw, a szczego6lnie kodujacych biatka opiekun-
cze, np.: GRP78, GRP94, ORP150, ktére porzadkujg struk-
ture przestrzenng wspomnianych biatek, zwiekszajac

przez to przezywalno$¢ komdrek. W wa-
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runkach niedoboru glukozy oraz niedo-
boru tlenu obserwuje sie nasilong synteze
ORP150 w komdrkach nowotworowych:
HelLa, HEK 293, A 2058, HCT 116, BT 474
[57]. Komérki HeLa rosngce w medium o
niskiej zawartosci glukozy sa kierowane
na droge apoptozy znacznie czesciej niz
te rosngce w optymalnych warunkach.
Komoérki te, poddane transfekcji metodg
SiRNA (stosujac siRNA specyficzny dla
ORP150), zmniejszaja synteze ORP150, a
w konsekwencji stajg sie bardziej podat-
ne na proces apoptozy. Sugeruje to, ze
ORP150 minimalizuje proapoptotyczny
efekt wywierany przez niedobdr glukozy
[57]. Réwniez hipoksja wywotana w ho-
dowlach komérek HeLa powoduje zwiek-
szong synteze ORP150 oraz nasilenie
procesu apoptozy. Zahamowanie syntezy
ORP150 poprzez transfekcje specyficz-
nym dla ORP150 siRNA powoduje dal-

Brak indukcji GRP

v szy wzrost liczby komodrek ulegajacych

apoptozie, nasilenie ekspresji biatka Bim i
=20 ¥ trawienia biatka zwigzanego z poli-ADP-
ryboza (PARP - poly ADP-nbose protein).
4 Nasilenie syntezy ORP150 chroni komér-
ki przed proapoptotycznym wpitywem

v hipoksji [58],

GRP JAKO CEL CHEMIOTERAPII
NOWOTWOROWE]J]

Podczas gdy wzmozona ekspresja GRP

Rycina 3. Indukcja GRP i ochrona komaérki. Stres ER aktywuje transkrypcje gendw grp za posrednictwem
sekwencji ERSE, czego skutkiem jest nasilenie syntezy biatek opiekuiiczych. Sktadnikami kompleksu ak-
tywujacego transkrypcje sa: NF-Y, ATF6, YY1 i TFII-I. Indukowane przez stres whasciwosci promotora
grp78 moga by¢ wykorzystane do transkrypcji celowanej w terapii genowej. Ekspresja grp moze by¢ blo-
kowana na poziomie transkrypcji przez leki hamujace synteze GRP, np. genisteing. Zastosowanie wekto-
réw z rybozymami czy oligonukleotydéw antysensownych hamuje translacje GRP. Hamowanie syntezy
GRP w warunkach stresu ER prowadzi do podwyzszonej cytotoksyczno$ci i apoptozy. Nasilenie syntezy
GRP zwieksza przezywalno$¢ komoérek. Jest to bardzo korzystny mechanizm odgrywajacy znaczng role
w ochronie narzagdéw, np. zapobiega uszkodzeniom mézgu czy defektom komérek srédbtonka. W prze-
ciwienstwie do tego, wzmozona synteza GRP w komérkach nowotworowych prowadzi do wymykania
sie tych komoérek spod kontroli systemu immunologicznego, czego nastepstwem jest nasilenie proliferacji
i ztosliwosci guza. Nasilenie syntezy GRP w komoérkach nowotworowych moze prowadzi¢ do opornosci
na leki. GRP94, pochodzace z martwych komérek nowotworowych, biorg udziat w prezentacji antyge-
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moze zmniejszaé uszkodzenie organéw
narazonych na stres ER, ich indukcja w
komorkach nowotworowych i antyapop-
totyczne dziatanie moze pobudzaé rozwdj
nowotworow i powodowac ich opornos¢
na leki (Ryc. 3). W réznych liniach komé-
rek nowotworowych i w guzach cztowieka,
poziom GRP78 i GRP94 jest podwyzszony
i ma zwigzek ze ztoSliwoscig guza [9,59],
Dodatkowo, wykazano ze wzmozona in-
dukcja GRP78 chroni komdrki nowotwo-
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rowe, podczas gdy zahamowanie syntezy tego biatka opie-
kunczego nasila apoptoze, hamuje wzrost guza i zwieksza
podatno$¢ na dziatanie czynnikéw cytotoksycznych [9,48].
Dlatego celowane hamowanie syntezy i funkcji GRP w ko-
maérkach nowotworowych jest nowym kierunkiem w che-
mioterapii nowotworow.

Genisteina, ktéra obniza synteze GRP, hamuje wzrost
guzow indukowanych karcynogenami u szczuréw oraz ko-
morek biataczki u cztowieka, przeszczepianych do myszy
[27]. Wykazano takze, ze GRP94 wigze sie i stabilizuje biat-
ko pl85/erbB2 (takze okreslane jako HER-2/neu), ktorego
nasilona synteza w raku sutka jest zwigzana ze ztym roko-
waniem [60], Traktowanie komdrek raka sutka geldanamy-
cyna, ktora jest inhibitorem biatek opiekuniczych HSP90,
umozliwia rozpad kompleksow GRP94-pl85 i degradacje
pl85.

Indukcja GRP w wielu liniach komérek nowotworo-
wych u cztowieka nadaje im opornos$¢ na inhibititory to-
poizomerazy Il (np. etoposid), ale nasila wrazliwo$¢ na
czynniki wigzgce sie z DNA, takie jak cisplatyna [61,62].
Bezposrednie hamowanie syntezy GRP94 przez podanie
oligonukleotydéw antysensownych skutkuje zwiekszong
wrazliwos$cig na indukowang przez cytostatyk, etoposid,
Smier¢ komorki [51]. Interesujgcym jest, ze apoptoza wy-
wotana przez etoposid powoduje proteolityczny rozpad
GRP94 przez kalpaine, ktdra takze trawi Bcl-xL podczas
apoptozy, przeksztatcajgc biatko antyapoptotyczne w pro-
apoptotyczne [51,53],

Specyficzne warunki stresowe w mikrosrodowisku
guzéw litych mogg prowadzi¢ do indukcji GRP. Funk-
cja opiekufncza GRP jest konieczna do ich dziatania cy-
toochronnego. Prawdopodobnie wigze sie to z ich zdol-
noscig do zatrzymywania receptorow czynnikéw wzro-
stowych w kanalikach siateczki $rédplazmatycznej, co
prowadzi do zahamowania podziatlu komérek w fazie
G1 i opornosci na leki cytotoksyczne dziatajagce w fazie
S cyklu komérkowego [61]. Inny mechanizm ochrony, w
ktdrym posredniczg GRP, obejmuje ich oddziatywania z
efektorami apoptozy, zmniejszajac skutecznos$¢ farmako-
terapii nowotworow.

ROLA GRP W IMMUNOTERAPII

Wykazano, ze GRP94 towarzyszy wielu peptydom,
ktére powstaja przez degradacje biatek prawidtowych,
nowotworowych, bakteryjnych, czy wirusowych [63].
GRP94 pochodzacy z nowotworow przenosi peptydy an-
tygenowe guza, a GRP94 pochodzacy z komorek zaka-
zonych wirusami przenosi antygeny wirusowe. GRP94 w
warunkach prawidtowych jest zlokalizowany wewnatrz-
komorkowo. W czasie rozpadu komodrek nekrotycznych
uwalniane sg kompleksy GRP94-peptyd i przenoszone na
komérki prezentujgce antygen. Prezentacja peptyddéw na
powierzchni tych komoérek prowadzi do stymulacji lim-
focytéw T i odpowiedzi prozapalnej. Kompleksy GRP94
z peptydami stuzyty jako czynniki immunogenne do
wywotania odpowiedzi immunologicznej, specyficznej
dla chronionych przez GRP94 peptydéw antygenowych
[64]. Nie obserwowano autoimmunizacji, co sugeruje ze
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odpowiedz immunologiczna jest skierowana przeciwko
peptydom, a nie przeciwko GRP94.

Wykorzystujgc wnioski z badan na zwierzetach, immu-
nizowano pacjentéw onkologicznych preparatami GRP94
pochodzacymi z ich wiasnych nowotwordéw, jako test sku-
tecznosci specyficznej szczepionki w immunoterapii ludz-
kich nowotworéw [64], Ostatnio wykazano, ze biatko z ro-
dziny GRP, okreslane jako GRP170/ORP150, jest skuteczne
jako szczepionka przeciwnowotworowa [65]. Podejmowane
sg rowniez proby zastosowania GRP170 w terapii choréb
zakaznych.

PROMOTOR GENU GRP78 W
PRZECIWNOWOTWOROWEJ TERAPII GENOWE]

W agresywnych nowotworach wskutek niedokrwie-
nia i braku sktadnikéw odzywczych miejscowo rozwija
sie hipoksja i kwasica. W tych warunkach dochodzi do
specyficznej aktywacji promotora genu grp78. Uzycie in-
dukowanego przez stres promotora grp78 jako nos$nika w
celu wprowadzenia terapeutycznego genu samobdjcze-
go, otwiera nowe mozliwosci terapii genowej stabo una-
czynionych guzdw czy chordb niedokrwiennych. Enzym
kodowany przez terapeutyczny gen samobdjczy, umoz-
liwia przeksztatcenie nieaktywnego proleku w aktywny
produkt, ktérego dziatanie prowadzi do $mierci komdrki
nowotworowej lub pobudza jej wrazliwo$¢ na chemio-
lub radioterapie. Promotor grp78 wyrdznia sie wyzsza
efektywnos$cig niz promotory wirusowe w niszczeniu du-
zych guzéw, np. doSwiadczalnych nowotworow myszy,
witdkniakomiesaka i raka sutka [20,66], Dodatkowg ko-
rzyscig zwigzang z promotorem grp78 jest fakt, ze jest on
zawsze indukowany w terapii laserowej (terapia fotody-
namiczna), ktéra pobudza rozwdj stresu oksydacyjnego
i niedokrwienie in vivo [67], umozliwiajgc kontrolowang
ekspresje genu terapeutycznego.

Ponad 20 lat temu, kiedy zostaty odkryte GRP78 i
GRP94, nastgpit gwattowny rozw0j wiedzy dotyczacej
funkcji i regulacji tych biatek w hodowlach komoérko-
wych. Przyszte badania skupiajgce sie na fizjologicznej
roli GRP in vivo bedg zmierzaty do zrozumienia waznej
roli biatek opiekuiczych w rozwoju réznych organizméw
oraz w patofizjologii choréb zwigzanych z zaburzeniami
homeostazy siateczki srodplazmatycznej.
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ABSTRACT

The induction of chaperon proteins, belonging to GRPs (glucose-regulated proteins) family, is a mechanism which protects the cells against
the endoplasmic reticulum stress. The genes that code synthesis of these proteins as well as some factors and mechanisms which regulate
their expression were described. The explanation of GRPs function and regulation of their synthesis create new therapeutic possibilities in

neoplasm diseases and those induced by endoplasmic reticulum stress.
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Zmiany ksztattu erytrocytow i
czynniki je wywotujgce

STRESZCZENIE

rytrocyty wystepuja w wielu réznych ksztattach, zaleznych od czynnikéw $rodowisko-

wych oraz stanu fizjologicznego. Wiekszo$¢ z tych ksztattéw (np. knizocyty, leptocyty i
keratocyty) jest charakterystyczna dla wielu choréb, w tym anemii o réznej etiologii. Trzy
typy ksztattow uwazane sa za formy fizjologiczne: dyskocyty, echinocyty i stomatocyty.
Mozliwo$¢ transformacji echinocyt —dyskocyt —stomatocyt chroni erytrocyty przed znisz-
czeniem przez czynniki echinocytogenne (np. wysoka sita jonowa, zasadowe pH, anionowe
zwigzki amfifilowe i spadek poziomu ATP) lub stomatocytogenne (roztwor hipotoniczny,
kwasne pH i kationowe zwigzki amfifilowe). Czynniki powodujace zmiany ksztattu ery-
trocytéw moga by¢ podzielone na trzy gtéwne grupy: dziatajgce za posrednictwem redy-
strybucji fosfolipidow btonowych, modyfikujagce rownowage Donnana oraz oddziatujace z
biatkiem pasma 3.

WPROWADZENIE - PODSTAWOWE INFORMACJE
0 KRWI I ERYTROCYTACH

Z chemicznego punktu widzenia krew jest roztworem koloidalnym o gestos$ci
zawierajacej sie w granicach 1040-1060 kg/m 3i warto$ciach pH w zakresie 7,35-
7,43; jej sktadnikami sg osocze i elementy morfotyczne [1]. Osocze czyli nieupo-
staciowana cze$¢ krwi sktada sie w 90-92% z wody; pozostate sktadniki to albu-
miny (4,3%) i globuliny (2,4%) oraz niebiatkowe zwigzki azotowe (takie jak kwas
moczowy, atantoina, kreatynina, amoniak, bilirubina, nukleotydy), wolne ami-
nokwasy i substancje nieposiadajace w strukturze atoméw azotu (gtéwnie glu-
koza) [1]. Elementy morfotyczne to krwinki czerwone (erytrocyty, retikulocyty),
krwinki biate (granulocyty, monocyty, limfocyty) oraz ptytki krwi (trombocyty).
Elementy morfotyczne stanowig 35-52% objetosci krwi, natomiast pozostate 48-
65% to osocze [2]. Procentowa zawarto$¢ elementéw morfotycznych okre$lana
jest jako wskaznik hematokrytowy. W grupie elementow morfotycznych krwi
wyrdzniajg sie morfologicznie erytrocyty. Sg to wysoce wyspecjalizowane ko-
morki, stuzace do przenoszenia tlenu z ptuc do tkanek oraz dwutlenku wegla
z tkanek do ptuc. Obie te funkcje sa mozliwe dzieki obecnosci hemoglobiny,
ktora dzieki grupie hemowej umozliwia odwracalne wigzanie tlenu. Hemoglo-
bina petni rowniez pierwszoplanowga funkcje w buforze weglanowym, bedgcym
najwazniejszym uktadem buforowym utrzymujgcym pH krwi. Dla efektywnego
wypetniania tych funkcji, czyli mozliwosci przenoszenia jak najwiekszej ilosci
hemoglobiny, erytrocyty posiadajg bardzo uproszczong budowe morfologiczng
1nie posiadajg zadnych organelli komdrkowych (erytrocyty ssakow) [1], Bto-
na biatkowo-lipidowa, oddzielajgca wnetrze erytrocytow od otoczenia, jest je-
dyna barierg dla niekorzystnych czynnikow srodowiskowych i ulega pod ich
wptywem modyfikacjom, co wyrazane jest m.in. przez zmiane ksztattu komo-
rek. Ksztatty erytrocytow mozna podzieli¢ wedtug wielu kryteriow. Najbardziej
0g6lnym podziatem jest podziat ze wzgledu na stan fizjologiczny erytrocytow;
wyrozni¢ mozna erytrocyty o ksztattach fizjologicznych oraz patologicznych.

Erytrocyty czynne biologicznie majg najczesciej ksztatt dwuwklestego dysku
czyli dyskocytu. Mechanizm odpowiedzialny za przyjmowanie przez erytrocyty
charakterystycznego dyskocytarnego ksztattu jest przedmiotem sporow. Ksztatt
taki daje krwince czerwonej wiekszg powierzchnie w stosunku do objetosci niz
ksztatt kulisty, co stwarza lepsze warunki wymiany gazowej oraz gwarantuje
wiekszg odksztatcalno$¢ erytrocytu potrzebna przy przechodzeniu przez naczy-
nia wiosowate. Ksztatt dyskocytarny erytrocytow moze ulega¢ zmianie zaleznej
od wiasciwosci fizykochemicznych Srodowiska zycia tych komérek. Kwasowe
pH, wysokie ci$nienie hydrostatyczne, substancje amfipatyczne gromadzace sie
przede wszystkim w wewnetrznej monowarstwie dwuwarstwy lipidowej btony,
itp. powoduja, ze erytrocyty przyjmuja ksztatt stomatocytdw, krwinek posiada-
jacych pojedyncze wkles$niecie przypominajgce usta. Natomiast zasadowe pH,
substancje amfipatyczne gromadzgce sie preferencyjnie w zewnetrznej mono-
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Rycina 1. Zmiany ksztattéw erytrocytéw w procesach echinocytozy i stomatocytozy [3].

warstwie dwuwarstwy lipidowej btony, obnizony poziom
ATP, nadmiar cholesterolu itp., powoduja transformacje
dyskocytu w echinocyt, czyli krwinke o kulistym ksztatcie,
posiadajaca liczne wypustki o regularnym uktadzie. Obie te
transformacje zachodzg w zdrowych erytrocytach i sg od-
wracalne (Ryc. 1) [3],

W przebiegu wielu choréb wystepujg erytrocyty o
rozmaitych ksztattach patologicznych. Transformacje
patologiczne sa nieodwracalne i powodujg zaburzenia
funkcjonowania krwinek. Istnieje caly szereg ksztattow
patologicznych erytrocytéow i spotka¢ mozna rézne kla-
syfikacje bazujace na ich morfologii. Do krwinek o ksztat-
cie patologicznym zaliczamy miedzy innymi: akantocyty
(wystepujace m.in. przy wrodzonym braku beta-lipopro-
tein, ciezkiej marskosci watroby i mocznicy), poikilocyty
(wystepujace m.in. w pierwotnej mielofibrylozie i przy
niedoborze witaminy B]2), drepantocyty (niedokrwistosé
sierpowatokrwinkowa), daktriocyty, kodocyty, leptocy-
ty, schizocyty (niedokrwistosci hemolityczne), knizocyty
(hemoglobinopatie, talasemie), eliptocyty (eliptocytoza
wrodzona), mikrocyty (m. in. niedokrwisto$¢ z niedobo-
ru zelaza), makrocyty (niedokrwisto$ci megaloblastycz-
ne), ekscentrocyty, sferocyty (sferocytoza wrodzona) i
inne [3] (formy erytrocytow czynnych biologicznie, jak
i przyktady form patologicznych zostaty przedstawione
na Ryc. 2).

Transformacja echinocyt<->dyskocyt+->stomatocyt za-
chodzi, w odréznieniu od transformacji patologicznych,
naturalnie w naczyniach krwionos$nych. Jest to zmiana od-
wracalna, wywotywana przez szereg czynnikéw zaréwno
chemicznych, jak i fizycznych. Najprostszym podziatem
czynnikdw wywotujacych transformacje erytrocytow jest
podziat na czynniki echinocytogenne i stomatocytogenne,
bez wzgledu na mechanizm, wedtug ktérego poszczegdlne
czynniki dziatajg. Duzo bardziej interesujgcy bytby podziat
wedtug proponowanych mechanizmoéw dziatania. Nieste-
ty, przewazajaca wiekszos$¢ z czynnikéw dziata w oparciu
o wiecej niz jeden mechanizm iniemozliwe staje sie okresle-
nie mechanizmu dziatania konkretnego czynnika. Dlatego
w tej pracy podzielono je arbitralnie na trzy grupy, klasy-
fikujac wedtug najwazniejszego, jak sie wydaje, mechani-
zmu ich dziatania. W kazdej klasie znajdujg sie zaréwno
czynniki stomatocytogenne, jak i echinocytogenne. Klasy te
to: 1) amfifile egzogenne oraz czynniki wptywajace na roz-
mieszczenie czasteczek amfifili btonowych; 2) modyfikatory
rownowagi wynikajacej z rédwnania Donnana; 3) czynniki
dziatajace poprzez oddziatywanie z biatkiem pasma 3.
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stomatocyty

Mechanizm dziatania wiek-
szosci tych czynnikow, beda-
bezposrednig przyczyna

ng przez Sheeza i Singera w

sferostomatocyty 1974 roku teorig sprzezonych
I monowarstw [4], Hipoteza ta

mowi, ze bezposrednig przy-
czyng zachodzenia transfor-
macji dyskocytu w echinocyt
lub stomatocyt jest réznica w

powierzchniach monowarstw
zewnetrznej i wewnetrznej btony — AA. Jezeli AA maleje
(powierzchnia monowarstwy wewnetrznej staje sie wieksza
niz monowarstwy zewnetrznej) w stosunku do wystepuja-
cej w dyskocycie, krwinka przechodzi w forme stomatocy-
tu. Jezeli natomiast AA roénie (powierzchnia monowarstwy
zewnetrznej staje sie wieksza niz wewnetrznej), krwinka
przyjmuje ksztatt echinocytu [5]. Ksztatt krwinki okreslany
jest parametrem | , czyli tzw. indeksem ksztattu erytrocytu.
Krwinka o ksztatcie dyskocytu ma warto$é indeksu row-
ng 0. Stomatocytom przypisuje sie ujemne wartosci tego
parametru, az do wartosci -4, ktéra to warto$¢ jest charak-
terystyczna dla stomatosferocytu. Echinocyty majg warto$é
I sdodatnia, az do +4, jest to wartosé charakterystyczna dla
echinosferocytu [6]. Istniejg takze hipotezy modwiace np.,
ze ksztat jest odpowiedzig na stan energetyczny krwinki
oraz ze ksztatt jest uwarunkowany zmianami rownowagi
pomiedzy energig zagiecia btony (ang. bilayer bending ener-
gy) a energig szkieletu (ang. membrane skeleton shear energy)
[7], Zazwyczaj jednak czynniki zmieniajgce te parametry
zmieniajg takze AA. Ponizej opisano najwazniejsze czynniki
wywotujgce transformacje ksztattu erytrocytow wraz z me-
chanizmami ich dziatania.

AMFIFILE EGZOGENNE ORAZ CZYNNIKI
WPLYWAJACE NA ROZMIESZCZENIE
CZASTECZEK AMFIFILI BLONOWYCH

Zwiazki amfifilowe charakteryzujg sie obecnoscig w swo-
jej strukturze czesci hydrofilowej i hydrofobowej. Jednym z
gtéwnych kryteriow podziatu czgsteczek amfifilowych jest
ich polarnos¢. Amfifile niepolarne nie rozpuszczajg sie w
wodzie, natomiast polarne mogg by¢ w niej zar6wno nie-
rozpuszczalne, jak i rozpuszczalne. Matematycznym wyra-
zeniem amfifilowosci jest wsp6tczynnik podziatu olej/woda
(log Pow) oraz warto$¢ HLB, wyliczana ze wzoru:

HLB =0,361n +7

gdzie Coto stezenie molowe amfifilu w oleju, a Cwto stezenie
molowe amfifilu w wodzie. Warto$¢ tego wspoétczynnika
zawiera sie w przedziale 1-40, przy czym im wieksza war-
tos¢, tym wieksza rozpuszczalno$é zwigzku w fazie wodnej.
Zwigzki amfifilowe rozpuszczalne w wodzie przy odpo-
wiednio duzym stezeniu organizujg sie w struktury agre-
gacyjne. Ksztatt tych struktur zalezy od ksztattu czasteczki
amfifilu. Ksztat ten okreslany jest wzorem:
\%
SZal

www .postepybiochemii.pl



dyskocyt

stomatocyt

drepanocyt

kodocyt leptocyt

knizocyt

schizocyt

Rycina 2. Mikrografie skaningowe fizjologicznych oraz patologicznych form erytrocytéw [2].

gdzie V jest to objeto$¢ czasteczki, a to powierzchnia czesci
hydrofilowej, a / to dtugo$é tancucha weglowodorowego
[8]. Maksymalne stezenie, przy ktorym amfifil jest w stanie
wystepowaé w roztworze jako monomer, nazywane jest
krytycznym stezeniem micelizacji (CMC).

Oddziatywanie amfifili z btong biologiczng jest uwa-
runkowane ich ksztattem. Czasteczki o ksztatcie cylin-
drycznym (1/2<S<1), przy zatozeniu, ze w réwnym stop-
niu bedg wbhudowywaty sie w monowarstwe wewnetrz-
ng, jak i zewnetrzng, bedg powodowaly zwiekszanie sig
powierzchni btony. Natomiast amfifile o ksztatcie klina
(S<1/3) lub stozka (S>1) powodowac beda zwiekszanie
sie powierzchni btony tylko do okre$lonego ich stezenia
w dwuwarstwie. Przekroczenie tego stezenia bedzie po-
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sferocyt

wodowato lize btony i po-
wstawanie mieszanych mice-
li ztozonych z czgsteczek am-
fifili btonowych i amfifila eg-
zogennego. Stezenie zwigzku
amfifilowego powodujgce
zwiekszanie powierzchni
btony, ale niepowodujace-
go jeszcze jej lizy, nazywa-
my stezeniem sublitycznym
(prelitycznym), natomiast
stezenie powodujace lize ko-
maérki nazywamy stezeniem
litycznym [9], Typowy pro-
ces solubilizacji modelowej
dwuwarstwy fosfolipidowej
(liposomdéw) przez detergent
sktada sie z czterech etapdéw:
w poczatkowej czesci proce-
su (faza 1) czasteczki deter-
gentu wnikajg w zewnetrzng
monowarstwe dwuwarstwy
fosfolipidowej, nie zmienia-
jac wielkosci jej powierzchni.
W trakcie dalszego zwiek-
szania stezenia detergentu
moze nastapi¢ transfer czesci
jego czasteczek do monowar-
stwy wewnetrznej, nastepu-
je zwiekszenie powierzchni
dwuwarstwy (faza 2). Przy
odpowiednio duzym ste-
zeniu detergentu nastepuje
solubilizacja btony, w fazie
3 w roztworze pojawiajg sie
zarowno micele zbudowane
z detergentu, jak i mieszane
micele detergentowo-lipido-
we. Ostatecznie cate liposomy
ulegaja solubilizacji, a w roz-
tworze znajdujg sie juz tylko
micele mieszane [9] (faza 4).
Zmiany zachodzace w roz-
tworze podczas solubiliza-
cji liposoméw obserwowaé
mozna przy wykorzystaniu
metod spektrofotometrycz-
nych. Na Ryc. 3 przedstawiono schematycznie zmiany w
rozpraszaniu $wiatta zachodzgace podczas tego procesu.

dakriocyt

keratocyt

eliptocyt

Oddziatywanie detergentu z btong biatkowo-lipidowa
rézni sie swoim przebiegiem od solubilizacji btony liposo-
mowej. W pierwszej fazie procesu czasteczki detergentu
wigzg sie niekooperatywnie z btong. W fazie drugiej, po
przekroczeniu btonowego stezenia wolnego detergentu
(C it), czasteczki detergentu wigzg sie z btong kooperatyw-
nie i dochodzi do stopniowego mieszania si¢ ich z fosfoli-
pidami btony. Powyzej krytycznego stezenia solubilizacji
(CSC), w fazie trzeciej, lipidy i biatka tworzace jednostki
zaczynajg by¢ solubilizowane do roztworu, tworzac réz-
norodne, niesedymentujace obiekty, takie jak bardzo mate
kawatki btony lub micele mieszane. W fazie ostatniej w roz-
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Rycina 3. Przebieg procesu solubilizacji struktur liposomowych przez detergent.

tworze wystepujg juz tylko mieszane micele lipidowo-de-
tergentowe oraz biatka optaszczone czasteczkami lipidow
btonowych i detergentu [10].

Wptyw amfifili egzogennych na ksztalt erytrocytow
zostat zauwazony i scharakteryzowany najwcze$niej. Jak
powszechnie wiadomo, fosfolipidy, bedace gtéwng, obok
biatek, grupa zwigzkéw budujacg btony, majg budowe am-
fipatyczna. Posiadajg w swojej strukturze czesci hydrofobo-
we zbudowane z reszt kwasdw tluszczowych oraz czesci
hydrofilowe z grupami polarnymi lub mogacymi ulegaé
jonizacji. Budowa btony biologicznej umozliwia bardzo ta-
twe whudowywanie sie czgsteczek egzogennych zwigzkdéw
amfifilowych. Transformacja dyskocytu w echinocyt lub
stomatocyt zalezna jest od docelowego umiejscowienia sie
czasteczek egzogennych amfifili wewnatrz dwuwarstwy
fosfolipidowej. Stwierdzono doswiadczalnie, ze amfifile
kationowe taczg sie preferencyjnie z wewnetrzng warstwg
btony, natomiast amfifile anionowe z zewnetrzng warstwg
[11]. Preferencyjne wigzanie amfifili kationowych, takich
jak: chloropromazyna, eter oktaetylenoglikododecylowy,
itp., zwigzane jest z oddziatywaniami elektrostatycznymi
miedzy tymi zwigzkami a ujemnie natadowang wewnetrz-
ng powierzchnig btony. Ladunek ten jest wynikiem asyme-
trycznego rozmieszczenia fosfolipidéw btony, a w szcze-
golnosci fosfatydyloseryny. Odpychajace oddziatywania
miedzy cytoplazmatyczng powierzchnig btony a amfifilami
anionowymi (np. dodecylomaltozydem) sg natomiast przy-
czyng wbudowywania sie tych zwigzkéw w zewnetrzng
monowarstwe. Zatem, wynikiem wbudowywania sie amfi-
patow kationowych jest transformacja dyskocytu do stoma-
tocytu, natomiast anionowych - transformacja do echinocy-
tu. Amfifile niejonowe mogg by¢ zaréwno echinocytogenne
(cholesterol, dodecylo-D-maltozyd, decylo-(3-D-glukopira-
nozyd), jak i stomatocytogenne (etery alkilooktaetylenogli-
kolowe, eter dodecylopentaetylenoglikolu) [5,12,13]. Me-
chanizm wywotywania transformacji przez amfifile niejo-
nowe nie jest jak dotad dobrze poznany. Isomaa i wsp. [14]
zaproponowali mechanizm oparty na tworzeniu sie faz nie-
warstwowych pomiedzy monowarstwami btony erytrocy-
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tu. Wykazali oni, ze czasteczki amfifili echinocytogennych
wywotujg zmiany ksztattu komdrek gwattownie, niemal od
razu po dodaniu do medium, w ktdrym znajdujg sie ery-
trocyty. Czasteczki amfifili stomatocytogennych mogg na-
tomiast zachowywaé sie w rézny sposéb. Moga, podobnie
jak amfifile echinocytogenne, wywotywaé zmiane ksztattu
od razu po dodaniu do zawiesiny krwinek czerwonych lub
dziata¢ z opdznieniem, podczas ktérego nie obserwuje sie
zmian ksztattu erytrocytéw. Trzecig grupg sg amfifile wy-
wotujgce na poczatku echinocytoze, a po uptywie pewnego
czasu, zazwyczaj nie krotszego niz 30 min, i/lub zwieksze-
nia stezenia amfifilu, stomatocytoze.

Zmiany wywotane przez amfifile echinocytogenne, gtow-
nie anionowe, mozna tatwo wytlumaczy¢ bezposrednim
kontaktem tych zwigzkdw z zewnetrzng monowarstwa, w
ktorg wnikaja, wykorzystujac istnienie korzystnych oddzia-
tywan elektrostatycznych. Amfifile kationowe, jak napisano
wczesniej, preferencyjnie wbudowujg sie do monowarstwy
wewnetrznej. Pierwszym etapem wnikania jest pokonanie
bariery monowarstwy zewnetrznej. Czasteczki amfifilowe,
ktorych tadunek w trakcie whudowywania sie i przechodze-
nia przez btone moze by¢ zniesiony, tatwo i szybko dyfun-
dujag w poprzek btony do monowarstwy cytoplazmatycznej,
po czym odzyskujg swdj tadunek. Do tej grupy nalezy m. in.
trzeciorzedowa amina chloropromazyna. Amfifile kationo-
we, ktérych tadunek nie moze by¢ zniesiony whudowujg sie
W monowarstwe zewnetrzng, a nastepnie sg przenoszone do
monowarstwy wewnetrznej poprzez flipaze. Wnikajac w ze-
wnetrzng warstwe btony, wywotujg echinocytoze, anastepnie
poprzez redystrybucje do monowarstwy cytoplazmatycznej,
stomatocytoze [14]. Isomaa zaproponowat jeszcze jeden moz-
liwy mechanizm oddziatywania btony z amfifilami, w mysl
ktérego dodanie amfifili do roztworu krwinek czerwonych
powoduje gwaltowne tworzenie sie faz niewarstwowych
pomiedzy monowarstwami btony erytrocytu. Fazy te to od-
wrécone micele oraz faza heksagonalna Il. Zbudowane sg
zaréwno z lipidéw btonowych, jak i z amfifili egzogennych.
Nastepnie amfifile budujgce odwrécone micele lub faze hek-
sagonalng Il redystrybuowane sg do monowarstw zgodnie z
korzystnymi oddziatywaniami elektrostatycznymi. Powsta-
wanie struktur miedzywarstwowych chroni zatem blone
przed nagtymi zmianami sktadu i powierzchni, zabezpie-
czajac erytrocyt przed uszkodzeniem. Fazy miedzywarstwo-
we moga bra¢ udziat takze w fuzji bton, egzo- i endocyto-
zie oraz w transporcie transbtonowym [14]. Niezaleznie od
faktu czy dany amfifil wywotuje transformacje echinocyto-
genna, czy stomatocytogenng, w odpowiednio duzym jego
stezeniu, erytrocyt przechodzi w sferocyt. Echinocyt transfor-
muje w sferocyt poprzez uwalnianie na koiAcach wypustek
egzopecherzykéw zbudowanych z lipiddbw monowarstwy
zewnetrznej [11], Jednak transformacja ksztattu wywotana
tylko i wytacznie biernym wbudowywaniem sie egzogen-
nych fosfolipiddw w blone, przynajmniej w poczatkowych
jej stadiach, jest mato prawdopodobna, gdyz szybko$¢ zmian
jest znaczaco wieksza niz szybkos$¢ ich wbudowywania [15].
Mozliwym rozwigzaniem tego problemu jest uwzglednienie
oddziatywania amfifili z biatkiem pasma 3 opisane w dalszej
czesci tych rozwazan.

Preferencyjne wbudowywanie sie amfifili jonowych w
btone i indukowanie przez nie transformacji mozliwe jest
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jedynie przy zachowaniu asymetrycznos$ci btony erytrocy-
tarnej. Zaburzenie dziatania transferazy aminofosfolipidéw
(flipazy) powoduje zniesienie asymetrii w wyniku biernej
dyfuzji fosfatydyloseryny do zewnetrznej monowarstwy bto-
ny. Po zaniku asymetrii dwuwarstwy fosfolipidowej amfifile
o wiasciwosciach echinocytogennych i stomatocytogennych
nie wykazuja juz zdolnosci do indukowania zmian ksztattow
erytrocytéw [16]. Zjawisko takie zachodzi przy spadku steze-
nia wewngtrzkomdrkowego ATP. ATP-zalezna transferaza
aminofosfolipidow (flipaza) przestaje transportowac fosfa-
tydyloseryne do wewnetrznej monowarstwy, w zwigzku z
czym spontaniczna dyfuzja tego fosfolipidu (PS) (wspoma-
gana dziataniem skramblazy, niewykazujacej wiasciwosci
ATPazowych, przenoszacej czasteczki fosfatydyloseryny z
monowarstwy wewnetrznej do zewnetrznej), potgczona ze
zmianami zachodzacymi z szkielecie btonowym, wywotuje
echinocytoze. Zmniejszenie stezenia ATP powoduje bowiem
dysocjacje kompleksu spektryna-aktyna. Defosforylowana
spektryna skupia sie przy wewnetrznym listku btony, powo-
dujac echinocytoze [17]. Mechanizm echinocytozy nastepu-
jacej wskutek agregacji defosforylowanej spektryny nie jest
do konca wyjasniony (istniejg doniesienia mowigce o tym, ze
zmiana ksztattu z dyskocytarnego na echinocytarny zachodzi
szybciej niz defosforylacja spektryny [18]). Proponowany jest
jeszcze inny mechanizm echinocytozy, powigzany z amfib-
iami btonowymi. Zaobserwowano mianowicie, ze przy jed-
noczesnym obnizeniu komérkowego poziomu ATP i wzro-
Scie stezenia jondéw Ca2+wzrasta stezenie diacyloglicerolu w
btonie. Zwigzane jest to z aktywacjg znajdujacej sie w btonie
fosfodiesterazy, ktora hydrolizuje polifosfoinozytole (fosfaty-
dyloinozytolo-4-fosforan, fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosfo-
ran) do m. in. diacyloglicerolu. Brak dostepu ATP powoduje
zablokowanie reakcji odwrotnej. Aktywnos$¢ fosfodiesterazy
prowadzi do utraty grup fosforanowych i redystrybucji pro-
duktu, wynikiem czego jest zmniejszenie sie powierzchni
wewnetrznej monowarstwy btony i echinocytoza [17]. Za-
znaczy¢ trzeba, ze aby zaszta zmiana ksztattu, wystarczy aby
1-2*106czasteczek fosfolipidéw przeszto z wewnetrznej war-
stwy do zewnetrznej lub na odwrét. Stanowi to okoto 1-2%
catkowitej puli fosfolipidow krwinki czerwonej i wystarcza
do rozpoczecia transformacji ksztattu erytrocytu [16].

Echinocytoze powoduje takze dodanie do roztworu
zawierajacego erytrocyty jonéw wanadanowych. Wana-
dany znane sg jako inhibitory wielu enzymoéw, miedzy
innymi z grupy ATPaz, kinaz i fosfataz. W erytrocytach
potraktowanych wanadanem zachowana zostaje aktyw-
nos$¢ fosfodiesterazy, natomiast blokowany jest enzym o
dziataniu antagonistycznym. Pomimo obecnosci w roz-
tworze ATP nie moga by¢ odtwarzane fosfatydyloinozy-
tole. Nastepujg zmiany analogiczne jak przy braku ATP
w roztworze [17].

CZYNNIKI MODYFIKUJACE ROWNOWAGE JONOWA
WYNIKAJACA Z ROWNANIA DONNANA

Réwnanie Donnana charakteryzuje matematycznie stan
rownowagi jonowej (w odniesieniu do jonéw jednowarto-
$ciowych) w poprzek btony:

(er),/(coo=(hco3d), /(hco:)o=
(OH-)i/(OH)0=(HH,/(HHO0=r
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gdzie: indeksy dolne ,,0" i ,,i" okreslajg odpowiednio steze-
nia molowe jonéw na zewnatrz i wewnatrz erytrocytu.

Stezenie jonéw CI" i HC03-réwnowazy sie w poprzek
btony za posrednictwem biatka pasma 3. Za zachowanie
rébwnowagi stezenia jonow H+i OH' odpowiedzialny jest
cykl Jacoba-Stewarta. Najwazniejszym jonem, ktorego ste-
zenia wptywajg na ksztatt erytrocytu, jest jon chlorkowy.
Stosunek stezenia jonéw chlorkowych wewnatrz krwinki
do stezenia zewnetrznego jest zwigzany z potencjatem bto-
nowym zalezno$cig:

=~ )i =_A_
¥ ZF\n{C|)|/(CI)O g Inr

gdzie: R —stata gazowa rowna 8,315 [J/ (mol-K)], T —tem-
peratura, z —warto$ciowos$¢ jonu (dla jondw chlorkowych
z=l), a F —stata Faraday'a réwna 9,649 104[C/mol].

Stosunek (CT)./ (CT)oza posrednictwem potencjatu btono-
wego potaczony jest takze zaleznos$cia z pH: Aip =-59(pH -
pHi) gdzie: (pH-pH) jest to réznica pH na zewnatrz (pH) i
wewnatrz (pH) erytrocytu. Wptyw na stosunek (CF)(/ (CT)t
ma takze sita jonowa roztworu, a takze takie sktadniki cy-
tosolu krwinki czerwonej, jak 2,3-difosfoglicerynian, hemo-
globina oraz jony Na+i K+Jonizacja 2,3-difosfoglicerynianu
i/lub hemoglobiny, nastepujaca po zmianie pH lub zmia-
nie potencjatu btonowego, wptywa na stosunek (CT)./(CT)
[15]. Wykaz wybranych czynnikéw wptywajgcych na war-
to$¢ wyrazenia (CT)./(CT)ozamieszczono w Tabelach 1 2.

Kolejnym czynnikiem wptywajagcym na zmiane ksztattu
erytrocytéw jest pH. Aczkolwiek nie budzi to juz kontro-
wersji, to jednak wciaz nie jest jasny mechanizm transfor-
macji zachodzgcej pod wptywem wysokiego lub niskiego
pH. Doswiadczenia przeprowadzone na izolowanym szkie-
lecie podbtonowym krwinki czerwonej wykazaty, ze jesli
gtdwnym skitadnikiem odpowiedzialnym za indukowanie
zmian bytby szkielet erytrocytu, to krwinka w niskim pH
powinna przechodzi¢ w posta¢ echinocytu (uprotonowa-
nie biatek szkieletu prowadzi do ich agregacji), natomiast
w wysokim pH - w posta¢ stomatocytu (deprotonacja pro-
wadzi do rozluznienia oddziatywan biatek szkieletowych).
Badania na nienaruszonych erytrocytach jednoznacznie
wykluczyty taki mechanizm. W pH 6,3-7,9 krwinka czer-
wona utrzymuje ksztatt dyskocytu. Ponizej pH 6,3 erytrocyt
przechodzi w forme stomatocytu. Przy dalszym zmniejsza-
niu pH stomatocyt przechodzi w stomatosferocyt, a przy
pH rownym 5,4 stomatocyt przechodzi w sferocyt, od ktoé-
rego uwalniany jest jeden lub kilka duzych egzopecherzy-
kéw pozbawionych szkieletu spektrynowego [19]. Powyzej
pH 7,9 erytrocyt przyjmuje forme echinocytu. Podniesienie
pH powyzej 9,2 powoduje uwolnienie egzopecherzykow
pozbawionych szkieletu. W pH =11 wszystkie erytrocyty w
roztworze przechodzg w sferocyty [20].

Wedtug Wonga [15] mechanizmem odpowiedzialnym
za pH-zalezng zmiane ksztattu jest zmiana stosunku (CT)./
(CT)q ktéra z kolei wymusza zmiane konformacji biatka pa-
sma 3. Aby zaszia transformacja wystarczajgca jest zmiana
konformacji 1% catkowitej liczby czasteczek biatek pasma 3.
Zmiany stosunku (CT)./(CT) sa wynikiem jonizacji 2,3 di-
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Tabela 1. Wybrane czynniki echinocytogenne (zmniejszajgce warto$¢ stosunku (Cl~)J (CI~)0[15].

Czynnik Mechanizm dziatania
hipertoniczne stezenie NaCl
zasadowe pH

blisko$¢ powierzchni szklanych
pole elektryczne

wzrost stezenia jonéw Ca2+
zahamowanie aktywnosci
kinazy pirogronianowej

wzrost stezenia (C/ )0

spadek stezenia jonow K+
wzrost stezenia 2,3-DPG

Tabela 2. Wybrane czynniki stomatocytogenne (zwiekszajace warto$¢ stosunku (CI~)J (CI-)0 [15].

Czynnik Mechanizm dziatania
hipotoniczne stezenie NaCl
kwasowe pH

izotoniczny roztwoér cytrynianu
izotoniczny roztw6r sacharozy
nadmiar deaminazy adenozynowej
nadtlenek wodoru

spadek stezenia (C/~)0

spadek stezenia (CZ9)0
spadek stezenia (Cl )0
wzrost stezenia NH3
wzrost stezenia CO,

fosfoglicerynianu i hemoglobiny w alkalicznym pH lub pro-
tonacji tych biatek w kwasowym pH. Zmiany te powodujg
odpowiednio spadek stosunku (CI~)J(CT)oi echinocytoze
oraz wzrost tego stosunku i stomatocytoze.

Inny mechanizm wptywu pH na zmiany ksztattu ery-
trocytéw zostat zaproponowany przez Gedde i wsp. [21] i
opiera sie na zaleznej od pH obecnosci w erytrocycie bia-
tek amfitropowych. Biatka te, w zaleznosci od pH komorki,
moga by¢ zwigzane z btong komdérkowa lub rozpuszczone
w cytosolu. W niskim pH wbudowujg sie one w wewnetrz-
ng monowarstwe btony, dziatajgc stomatocytogennie, na-
tomiast w wysokim pH przechodzg do cytoplazmy, dzia-
tajac echinocytogennie. Biatka te dzialajg rowniez antago-
nistycznie w stosunku do napiecia echinocytogennego lub
stomatocytogennego wywieranego przez wahania ksztat-
tu szkieletu btonowego. W pH 6,3-7,9, w ktorym krwinka
ma ksztatt dyskocytu, napiecia te znoszg sie wzajemnie.
Jezeli natomiast pH wzro$nie lub zmaleje, przewazajga sity
echino- tub stomatocytogenne, istniejgce dzieki biatkom
amfitropowym. Posiadanie witasciwosci amfitropowych
wykazano dla biatek, takich jak: spektryna, aktyna, hemo-
globina, biatko pasma 4.1. oraz dehydrogenaza aldehydu
3-fosfoglicerynowego. Doswiadczenia prowadzone przez
Gedde i wspdipracownikow wykazaty [21], ze najwazniej-
szym biatkiem amfitropowym odpowiedzialnym za trans-
formacje ksztattu wydaje sie by¢ dehydrogenaza aldehydu
3-fosfoglicerynowego. Jest to biatko peryferyjne, powigza-
ne z btong poprzez oddziatywania elektrostatyczne z cy-
tosolowga czescia biatka pasma 3. Nieznany jest natomiast
mechanizm wbudowywania sie tego biatka w btone iindu-
kowania w niej zmian. Jedna z hipotez zaktada, ze w mia-
re wbudowywania sie rozpuszczonego w cytosolu biatka
w btone, tadunki dodatnie na jego powierzchni stabilizo-
wane sg przez pierScienie aromatyczne znajdujgce sie po
stronie hydrofobowej tego biatka. Nastepna opiera sie na
oddziatywaniach dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicery-
nowego z biatkiem pasma 3. Zmiany konformacyjne biatka
pasma 3 powstate wskutek np.: zmiany sity jonowej lub
dziatania inhibitoréow jego aktywnosci, wptywaja na orien-
tacje wigzania z dehydrogenazg aldehydu 3-fosfoglicery-
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deprotonacja 2,3-DPG i hemoglobiny
deprotonacja 2,3-DPG i hemoglobiny
deprotonacja 2,3-DPG i hemoglobiny

protonacja 2,3-DPG i hemoglobiny

nowego iindukuja w ten sposdb zmiany ksztat-
tu erytrocytu [21].

Inna hipoteza prébujgca wyjasni¢ pH-zalezng
transformacje erytrocytow zostata zaproponowa-
na przez Rasia i Bollini [22], Wigze ona zmiany
ksztattu erytrocytow z glikokaliksem. Glikoka-
liks jest silnie ujemnie natadowang strukturg
na powierzchni btony biologicznej, zbudowang
gtéwnie przez reszty cukrowe glikoforyn. Zapro-
ponowany mechanizm opiera sie na pH-zaleznej
zmianie relacji pomiedzy oddziatywaniami ko-
hezyjnymi reszt weglowodanowych i dziatajacy-
mi przeciwnie sitami odpychania czasteczek o ta-
kim samym tadunku. Mate jony, w tym H+ moga
swobodnie penetrowac glikokaliks i czesciowo
ostania¢ ujemne tadunki reszt pochodnych cu-
krowych glikokaliksu. Dlatego wzrost sity jo-
nowej i/lub spadek pH powodujg kurczenie sie
warstwy glikokaliksu, co pociagga zmniejszenie
sie powierzchni zewnetrznej monowarstwy bto-
ny. Efektem jest obserwowana stomatocytoza.
Dodatkowo, spadek pH powoduje zmniejszenie ilosci na-
tadowanych grup w glikokaliksie, zwiekszajgc efekt ekra-
nowania tadunkéw. Zwiekszenie pH i/lub spadek sity wy-
wotuje reakcje odwrotng, efektem ktdrej jest transformacja
dyskocytéw do formy echinocytow.

Mozliwe, ze zmiana konformacji biatka pasma 3 i amfi-
tropowe zachowanie dehydrogenazy 3-fosfoglicerynowej
kumulujg sie, wywotujac w niskim pH stomatocytoze, a w
wysokim —echinocytoze. Wszystkie powyzej przedstawio-
ne hipotezy pH-zaleznej transformacji sg zgodne z teorig
sprzezonych monowarstw.

POTENCJAL TRANSBLONOWY

Stosunek stezen {CT)J(CT) jestelementem, ktory pozwa-
la na powigzanie potencjatu transbhtonowego Aip z matema-
tycznym wyrazeniem rownowagi Donnana:

N =Mta(cer),/(C/-).="Inr
ZF ZF

Potencjat transbtonowy uwazany jest czesto za najwaz-
niejszy czynnik wptywajacy na ksztatt erytrocytéw [6,23],
poniewaz za jego posrednictwem wpiywaja na btone ery-
trocytarna czynniki takie jak pH, temperatura, sita jonowa
oraz czasteczki substancji amfifitowych. Indeks ksztattu
erytrocytu (I )jest proporcjonalny zaréwno do Aip, jak i do
Al (réznicy sity jonowej po obu stronach biony). W swoich
doswiadczeniach Glaser [23] udowadnia, ze zachowanie
Aig przy jednoczesnych zmianach pH i objetosci krwinki
nie wptywa na zmiany ksztattu erytrocytow. Natomiast
Tacker wykazat, ze Aip zalezy od sity jonowej wewnatrz i
na zewnatrz erytrocytu, zmian pH, temperatury i dodatku
czasteczek amfifili egzogennych. Zmiana ktéregokolwiek z
tych parametréw zmienia Aipi moze doprowadzi¢ do trans-
formacji ksztattu. Przy sile jonowej réwnej 96 mM erytrocyty
znajduja sie w formie dyskocytu, zmniejszenie jej wartosci
do45mM indukuje transformacje do stomatocytu, natomiast
przy zwiekszeniu do 300 mM obserwuje sie przejscie dysko-
cytéw w echinocyty. Tendencja ta jest najsilniej widoczna w
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$rodowisku izoosmotycznym (290 mOsm). Srodowisko hi-
potoniczne i hipertoniczne sprawiaja, ze przejScie stomato-
cyt — echinocyt jest tagodniejsze, a zmiany ksztattu stabiej
zaznaczone [6]. Zaleznosci te mozna podsumowaé w naste-
pujacy sposob: jezeli Aip =ipiny out« 0, to krwinka czerwona
wystepuje w formie dyskocytu. Zwiekszenie wartosci Aip>0
wywotuje stomatocytoze, natomiast spadek Aip<O — echi-
nocytoze. Podobna zalezno$¢ wystepuje miedzy Al a ksztat-
tem erytrocytu. Jezeli Al=Il.n-lou>0 zachodzi stomatocytoza,
natomiast gdy A/<0 echinocytoza.

CZYNNIKI DZIALAJACE ZA
POSREDNICTWEM BIALKA PASMA 3

Biatko pasma 3 jest, podobnie jak potencjat btonowy,
uwazane jest za gtdwny i najwazniejszy czynnik wptywa-
jacy na transformacje ksztattow erytrocytow [13,15,24], Wy-
kazaty to badania przeprowadzone na erytrocytach cztowie-
ka, pstraga i minoga. Stwierdzono, ze czynniki echinocyto-
genne, takie jak amfifile anionowe ijony Ca2rwywotywaty
transformacje ksztattu jedynie w krwinkach ludzki i ryb
(pstrag), wiadomo natomiast, ze erytrocyty minoga nie za-
wierajg w btonie biatka pasma 3. Dodatkowo, podniesienie
wewngatrzkomoérkowego stezenia jonow Ca2+rpowodowato
sferocytoze jedynie w przypadku erytrocytéw pstraga, co
spowodowane byto brakiem oddziatywan pomiedzy bial-
kiem pasma 3 a szkieletem podbtonowym, ktérych media-
torem jest ankiryna, nieobecna w krwinkach pstraga [25],

Biatko pasma 3jest najliczniejszym biatkiem btony erytro-
cytarnej. W btonie znajduje sie okoto 1,2x106kopii tego biat-
ka i stanowi to 25% wszystkich biatek integralnych btony
krwinki czerwonej [26], Powierzchnia pojedynczej czastecz-
ki biatka pasma 3 wynosi 13,75 nm2 wiec tgczna powierzch-
nia przypadajaca na to biatko to ponad 10% powierzchni
catego erytrocytu, wynoszacej 137 pm2 Tworzony przez
to biatko kanat jonowy ma $rednice 0,8-0,9 nm [25]. Biatko
pasma 3 jest biatkiem zbudowanym z okoto 930 reszt ami-
nokwasowych, posiada budowe dwudomenowga. Politopo-
wa domena transbtonowa przebija btone 14 a-helisami i ma
mase czasteczkowg 55 kDa. Jest ona odpowiedzialna za wy-
miane aniondw, przede wszystkim Cl i HCOy. Transport
anionéw odbywa sie zgodnie z mechanizmem typu ,,ping-
pong". Druga domena znajduje sie po stronie cytoplazma-
tycznej i ma mase 43 kDa. Jest ona potgczona z ankiryna,
biatkiem pasma 4.1, biatkiem pasma 4.2, glikoforyng A oraz
innymi. Ta N-koricowa domena posiada kwasny charakter i
jestwrazliwa na zmiany pH. Moze ulega¢ fosforylacji przez
kinaze i by¢ defosforylowana przez fosfataze zwigzang z
biatkiem pasma 3 [15]. Biatko pasma 3 wystepuje w btonie
w dwoch réznych konformacjach: pozwalajgcej na wyptyw
anionéw z komorki (,,outward-facing™) i pozwalajacej na
naptyw anionéw z $rodowiska zewnetrznego (,,inward-fa-
cing"). Stosunek czgsteczek biatka posiadajacych konforma-
cje pozwalajgcg na naptyw anionéw do konformacji prze-
ciwnej wynosi okoto 15:1. Teoretycznie, transport anionéw
do wnetrza komérki moze zachodzi¢ 15 razy szybciej niz
ich transport na zewnatrz, co oznacza, ze wystepuje zna-
czaca nieréwnowaga w ilosci transportowanych poprzek
btony jonéw na korzys$¢ ich naptywu do wnetrza komorki.
Aby moégt wystapi¢ nagty wyptyw anionéw na zewnatrz
komorki, muszag zosta¢ zerwane oddzialywania pomie-
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dzy biatkiem pasma 3 a biatkiem pasma 4.1 i glikoforyng
A, gdyz stabilizujg one konformacje ,inward-facing” [15].
Istnienie mechanizmu odpowiedzialnego za transformacje
erytrocytow powigzang z biatkiem pasma 3 potwierdzajg
obserwacje dwoch wrodzonych choréb, w ktérych wyste-
puja zmienione mutacyjnie biatka pasma 3. W wyniku mu-
tacyjnej zamiany proliny 868 na leucyne powstaje rzadko
wystepujace biatko pasma 3 HT. Wynikiem tej zamiany jest
akancytoza krwinek czerwonych. Inna odmiana tego biatka,
spotykana w populacjach ludzkich z potudniowo-wschod-
niej Azji, réznigca sie od prawidtowej dziewiecioma resz-
tami aminokwasowymi w pozycjach 400 do 409, wywotuje
owalocytoze [15].

Mechanizm zmian ksztattu erytrocytow, w ktérym klu-
czowag role odgrywa biatko pasma 3 i inhibitory transportu
aniondw przez to biatko, zostat zaproponowany przez Won-
ga. Inhibitory transportu indukujg zmiane ksztattu krwinki,
zmieniajgc powinowactwo biatka do anionéw i modyfikujac
posrednio stosunek stezeh jonow chlorkowych (Cl~)J (C/")
wynoszacy 0,67, irownowage tych jonéw wynikajacg z row-
nania Donnana. Istnieje kilka klas czynnikéw wykazuja-
cych wiasciwosci hamujgce w stosunku do biatka pasma 3.
Pierwszym z nich jest pH. Zaobserwowano zmiany aktyw-
nosci wymiany aniondw przez biatko pasma 3 zwigzane z
pH-zaleznymi zmianami krzywizny erytrocytow. Joniza-
cja 2,3-difosfoglicerynianu oraz hemoglobiny, wystepujaca
przy wzroscie pH, wymusza zmiane konformacji biatka
pasma 3 na ,inward-facing". Jest to spowodowane spad-
kiem wewnatrzkomorkowego stezenia jonéw CI'. Trzeba
zauwazy¢, ze wzrost pH nie hamuje transportu aniondéw
przy udziale biatka pasma 3, w przeciwienstwie do spadku
pH. Wraz ze spadkiem pH rosnie stezenie jonéw CI' w ko-
morce, co wymaga przejscia biatka pasma 3 w konformacje
,,outward-facing". Przy spadku pH nastepuje réwniez proto-
nacja biatka po jego cytoplazmatycznej stronie [15].

Biatko pasma 3, oprécz jonéw CI'i HCOy, moze trans-
portowac¢ wiele innych jonow, ktére jednak sg najczesciej
transportowane duzo wolniej i z mniejszg wydajnoscig
niz jony CI' i HCOy. Wykazujg dlatego witasciwosci in-
hibitorow kompetycyjnych transportu tych jonow. Wie-
le eksperymentéw potwierdza hipoteze, ze zmniejszony
transport jonéw CI" i HCOy moze by¢ odpowiedzialny
za zmiane ksztattu krwinek czerwonych. Jony chromia-
nowe, azotanowe, szczawianowe, wanadanowe i aniony
ponadtlenkowe naleza do znanych czynnikow wywotu-
jacych echinocytoze. Ich transport przez biatko pasma 3
jest znacznie wolniejszy niz jonéw chlorkowych i wegla-
nowych. Zjawisko zachodzenia echinocytozy w buforach
octanowych réwniez wydaje sie potwierdzaé powyzszg
hipoteze. Jony octanowe konkurujg z jonami chlorko-
wymi 0 miejsce wigzania z biatkiem pasma 3. Dochodzi
do zablokowania tego miejsca, poniewaz octan nie jest
transportowany przez btone przy udziale biatka pasma 3,
lecz praktycznie tylko na zasadzie biernej dyfuzji. O po-
dobng zasade opiera sie transformacja echinocytogenna
w buforze kakodylanowym o pH 7,4, kakodylan posiada
prawdopodobnie zdolno$¢ do oddziatywania z miejscem
w biatku pasma 3 odpowiedzialnym za wigzanie trans-
portowanych anionéw [27],
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Rycina 4. Proponowany mechanizm zmian ksztattu erytrocytéw za posrednic-
twem zmian konformacji biatka pasma 3 [15].

Wiele amfifilowych lekéw wykazuje witasciwosci sto-
matocytogenne lub echinocytogenne. Jak juz wspomniano
wczesniej, wiekszos¢ echinocytogennych lekéw to amfifile
anionowe, a leki stomatocytogenne to amfifile kationowe.
Proponowany przez Wonga mechanizm dziatania tych le-
kéw zaktada hamowanie wymiany anionéw przez biatko
pasma 3 oraz zmiane stosunku konformacji ,,outward-fa-
cing" do ,,inward-facing” (Ryc. 4). Stwierdzono, ze biatko
pasma 3 jest hamowane przez leki z obu powyzszych grup
oraz ze hamowanie i transformacja ksztattu zachodzg row-
nolegle. Echinocytogeneza spowodowana anionowymi le-
kami amfifilowymi moze by¢ odwrdcona dodaniem lekéw
kationowych, natomiast ich hamujacy wptyw na funkcje
biatka pasma 3 nie wykazuje takich witasciwosci. Wyka-
zano, ze wybiorcze trawienie ankiryny przez trypsyne w
cieniach erytrocytéw uniemozliwia transformacje stomato-
cytogenna wywotywang przez chloropromazyne. Mozna z
tego wywnioskowaé, ze amfifile nie sa zdolne do indukcji
transformacji wytacznie poprzez wybiércze whudowywa-
nie sie w btone erytrocytarng. Rowniez na tych samych za-
sadach opiera sie dziatanie detergentéw, ktore zwigzane
jest z zaburzaniem transportu anionéw przez biatko pasma
3 [15]. Za hipotezg ta przemawiajg takze badania Betza i
wsp. [28], ktorzy badali taczng objetos¢ biatek w zewnetrz-
nej monowarstwie btony, uzywajgc AFM (ang. Atomie Force
Microscopy, mikroskopia sit atomowych). Objeto$¢ biatek w
zewnetrznej monowarstwie zalezna jest od ich konformacji.
Wykazali oni, ze w stomatocytach uzyskanych w warun-
kach niskiego pH, niskiej sity jonowej lub obecnos$ci kwasu
niflumowego, ktéry jest inhibitorem transportu anionow,
taczna objetosé tych biatek jest znaczgco nizsza niz w formie
dyskocytu. Natomiast w echinocytach uzyskanych w obec-
nosci np. furosemidu, objetos$¢ biatek w zewnetrznej mono-
warstwie ros$nie. Furosemid wptywa na zmiane konformacji
biatka pasma 3, natomiast kwas niflumowy, przy wykazy-
wanych witasciwosciach hamujacych, nie wptywa na zmia-
ne konformacji. Z badan tych wynika, ze zmiana ksztattu
erytrocytu wywotana czynnikami echinocytogennymi lub
stomatocytogennymi wptywa na konformacje biatek w bto-
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nie erytrocytu. Mozliwe jest réwniez dziatanie odwrotne
— zmiana konformacji biatek btonowych moze wywotaé
zmiane ksztaltu erytrocytu.

POTENCJALNE ZNACZENIE ZMIAN
KSZTALTU ERYTROCYTOW

W zdrowym organizmie dzieki, miedzy innymi, buforo-
wi weglanowemu i fosforanowemu utrzymywana jest ho-
meostaza pH. W stanach chorobowych lub podczas uszko-
dzenia naczyn krwiono$nych homeostaza moze ulec zabu-
rzeniu. Dzieki zdolnosciom erytrocytéw do zmiany ksztattu
sg one w stanie przetrwac i wykonywac swoje podstawowe
funkcje w zmienionym $rodowisku. Erytrocyt utrzymuje
ksztatt dyskocytu w zakresie pFl 6,3-7,9. Powyzej pH 7,9
krwinka przechodzi transformacje echinocyt-echinosfe-
rocyt, by w pH 11 przybraé ksztatt sferocytu (przejscie w
posta¢ sferocytu nastepuje takze w pH 5,4 po uprzedniej
zmianie ksztattu na stomatocyt). Dopiero dalszy wzrost pH
powoduje hemolize erytrocytu [20]. Homeostaza moze zo-
sta¢ zaburzona takze podczas silnego odwodnienia organi-
zmu. Zwiekszeniu ulega wtedy wskaznik hematokrytowy,
zwieksza sie gesto$¢ krwi oraz zmieniajg sie jej warunki
fizykochemiczne. Ptynnos$¢ krwi zostaje jednak utrzymana
[15]. Erytrocyt, mimo iz nie posiada organelli, prowadzi
wiasny intensywny metabolizm, a ATP niezbedne do dzia-
tania wielu enzymoéw w czerwonych ciatkach krwi jest wy-
twarzane w procesie glikolizy. W organizmie cztowieka w
warunkach gtodu zgromadzony zapas glikogenu pozwala
na dostarczanie glukozy niezbednej do zachodzenia proce-
su glikolizy przez okoto dobe. Dzieki mozliwosci transfor-
macji dyskocyt —echinocyt krwinka jest w stanie przetrwaé
okres gtodu.
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ABSTRACT

Erythrocytes can occur in many different shapes. Most of them are pathological and can be involved in diseases such a hemolytic anemia’'s
and sickle cell anemia. Only three kinds of red blood cells are no pathological. Echinocytes, stomatocytes and discocytes can occure in blood
stream of healthy organism. The echinocyte-dyscocyte-stomatocyte transformation protects red blood cells from lysis caused by echinocyto-
genic agents (hypertonic saline, basic pH, vanadate, anionic amphiphiles, ATP depletion etc.) or stomatocytogenic agents (hypotonic saline,
acidic pH, cationic amphiphiles etc.). Mechanisms of these transformations can be classified in three group: redistribution of bilayer s lipid,
modification Donnan's equilibrium and interaction of band 3 protein with different type of external factors.
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STRESZCZENIE

aawansowane techniki mikroskopii fluorescencyjnej znajdujg ostatnio coraz szersze za-
Zstosowanie w badaniach podstaw molekularnych proceséw zachodzacych w komérkach.
Jedng z takich metod badawczych jest technika FLIM. Technika ta, poprzez pomiar czasu
zycia fluorescencji w kazdym obszarze badanego preparatu, pozwala bada¢ m.in.: oddziaty-
wania czasteczek w komorce, stezenie ré6znych jonéw oraz tlenu w okre$lonych obszarach
komérki. W niniejszym artykule przedstawiono teoretyczne podstawy i mechanizmy pomia-
row czasu zycia fluorescencji oraz opisano praktyczne zastosowanie tej techniki w badaniach
biologicznych i medycznych.

WPROWADZENIE

W XXI wieku udziat mikroskopii Swietlnej w badaniach biologicznych
stopniowo wzrasta. Odsuniete w cien w ostatniej dekadzie XX wieku bio-
obrazowanie staje sie znowu jedng z najwazniejszych metod badawczych.
Dotyczy to szczegdlnie mikroskopii fluorescencyjnej, ktéra stosuje sie dzi$
zardwno do precyzyjnego okreslenia lokalizacji wyznakowanych czasteczek
w komorkach, jak i do badania proceséow zachodzacych w zywych komor-
kach czy tkankach. Zainteresowanie tego rodzaju badaniami ma w znacz-
nym stopniu zwigzek z powstaniem nowych znacznikéw fluorescencyjnych,
w tym biatek fluorescencyjnych majgcych zastosowanie w barwieniach przy-
zyciowych [1], Zaawansowane techniki mikroskopii fluorescencyjnej umoz-
liwiajg m.in.: pomiary oddziatywan czasteczek w komdrce (technika FRET,
ang. Forster Resonance Energy Transfer) [2], badanie migracji czasteczek oraz
okreslenie mobilnej frakcji czasteczek w komorce (techniki fotoaktywacji
i FRAP, ang. Fluorescence Recovery after Photobleaching) [3], czy tez badanie
ciggtosci bton biologicznych tworzgcych wewngtrzkomdrkowe przedziaty
(technika FLIP, ang. Fluorescence Loss in Photobleaching) [4], Dodatkowo, przy
zastosowaniu do znakowania probek okreslonych sond fluorescencyjnych,
mozemy mierzy¢ stezenie jonéw Ca2+w komarce (np. Fura-2; Calcium-green)
[5], czy tez pH badanego materiatu (np. pyranina) [6]. Wszystkie wymie-
nione wyzej metody opierajg si¢ na badaniu zmian intensywnos$ci Swie-
cenia barwnikdw fluorescencyjnych w okre$lonych obszarach prepara-
tow. Fluorescencje czasteczek fluorochromdw, poza dang intensywnosciag
oraz statg dtugoscia fali, charakteryzuje jeszcze okreslony czas zycia. Na
rycinie 1 zestawiono obraz preparatu przedstawiajacego intensywnos$¢
fluorescencji z obrazem pokazujacym czas zycia fluorescencji w poszcze-
gélnych miejscach preparatu.

[sd] tbuaosaony enAz sezn

Rycina 1. Przekrdj przez ogonek lisciowy konwalii majowej, a) Obraz intensywnosci autofluorescencji, b)
Obraz FLIM. Kolory wyznaczajg dtugo$¢ czasu zycia autofluorescencji w danym punkcie. Zdjecie wykonane
z zastosowaniem mikroskopu konfokalnego Leica SP2 wyposazonego w modut FLIM (Becker&Hickl, dziata-
jacy w domenie czasowej). Skala 30 gm.
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Ostatnio w mikroskopii fluorescencyjnej popularna
stata sie wtasnie technika obrazowania czasu zycia flu-
orescencji uzytych barwnikéw (FLIM, ang. Fluorescen-
ce Lifetime Imaging Microscopy). Technika ta umozliwia
przeprowadzenie catego spektrum badan mikroskopo-
wych od badania oddziatywania czasteczek w komaérce
i pomiaru stezenia jondw, po identyfikacje w tkance ko-
mdrek nowotworowych, stosowana w diagnostyce me-
dycznej.

CZAS ZYCIA FLUORESCENCJI

W wyniku absorpcji $wiatta, czasteczka barwnika flu-
orescencyjnego przechodzi do wyzszych pozioméw oscy-
lacyjnych wzbudzonego stanu elektronowego. Wzbudzona
czasteczka uwalnia zaabsorbowang energie na drodze kilku
proceséw (bezpromienistych lub promienistych). W proce-
sach bezpromienistych (bez emisji fotonu) wzbudzona czg-
steczka w wyniku oddziatywania z innymi czgsteczkami
wydziela pochtonietg energie do otoczenia w postaci ciepta.
W ten sposdb przechodzi stopniowo do najnizszego pozio-
mu oscylacyjnego wzbudzonego stanu elektronowego. Pro-
ces ten zachodzi szczegdlnie szybko (10'12s) w fazie skon-
densowanej (w preparatach ciektych i statych). Czasteczka
przebywajgca w stanie wzbudzonym wystarczajgco dtu-
go (rzedu 10~8s), aby zaszedt proces emisji spontanicznej,
pozbywa sie nadmiaru energii, czemu towarzyszy emisja
Swiatta zwana fluorescencjg (Ryc. 2).

s: y :
: konwersja 10™'s
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Rycina 2. Schemat Jabtoriskiego obrazujacy zjawisko fluorescencji; diagram ener-
getyczny czasteczki pokazuje pozycje elektronéw w stanie podstawowym (SO
i stanach wzbudzonych (S|(S2. Strzatkami ciaggtymi zaznaczono najwazniejsze
procesy promieniste, strzatkami kropkowanymi — procesy bezpromieniste. Po-
dano czasy charakterystyczne dla tych proceséw.

Sredni czas, jaki czasteczka przebywa w stanie wzbu-
dzonym jest charakterystyczny dla danego fluorochromu
iokreslany jest mianem czasu zycia fluorescencji. W prak-
tyce warto$¢ czasu zycia fluorescencji wyznaczana jest
jako czas, po ktorym poczatkowe natezenie fluorescencji
wzbudzonej czasteczki maleje e razy1(Ryc. 3). Wartos$¢ ta
nie zalezy od natezenia uzytego $wiatta wzbudzajacego,
ani od stezenia fluorochroméw [7]. Zmienia sie jednak
z chwilg zmiany witasciwosci fizykochemicznych otocze-
nia czasteczki fluorochromu, co powoduje, Zze metoda ta

'e jest podstawa logarytmu naturalnego (liczbg Eulera) i wynosi w
przyblizeniu e« 2,718
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Fluorescencja

Intensywnos¢

Czas [ns]

Rycina 3. Czas zycia fluorescencji (t) widoczny po wzbudzeniu fluorochromu
krotkim impulsem $wiatta (linia niebieska). Linia czerwona odpowiada zanikowi
fluorescencji. Objasnienia w tekscie.

jest idealnym narzedziem do badania procesdéw zacho-
dzacych w komaorce.

Pomiar czasu zycia fluorescencji moze byé przepro-
wadzany na wiele sposobéw [8], z czego dwie najpopu-
larniejsze metody to pomiary w domenie czasowej oraz
w domenie czestosci. Sama koncepcja pomiaru czasu zycia
fluorescencji w domenie czasowej jest stosunkowo prosta.
Uzywany jest w tym przypadku relatywnie krotki (w po-
rownaniu z czasem zycia fluorescencji) puls lasera wzbu-
dzajgcego, po ktérym mozna zebraé rozktad czaséw zaniku
emitowanej fluorescencji (Ryc. 4a). W praktyce pomiar ten
jest dokonywany z uzyciem licznika pojedynczych fotonéw
powigzanych czasowo (TCSPC, ang. Time Correlated Single
Photon Counting), gdzie rejestrowany jest czas detekcji pierw-
szego emitowanego fotonu po impulsie wzbudzajgcym.
Proces wzbudzania $wiattem pulsacyjnym obserwowanej
probki jest powtarzany, a pomiar kontynuowany do czasu
zebrania powyzej 103zliczen w kanale piku. Nastepnie two-
rzony jest histogram zliczen fotonéw wzgledem krotkich
przedziatow czasowych po wzbudzeniu fluorochromu. Ob-
wiednia otrzymanego histogramu reprezentuje krzywg za-
niku fluorescencji (Ryc. 4a). Jej analiza, czesto automatyczna
(patrz rozdziat Analiza pomiaréw czasu zycia fluorescen-
cji), pozwala na wyznaczenie czasu zycia fluorescencji.

Opisana powyzej technika umozliwia badanie prepa-
ratbw stabo wybarwionych o niskim natezeniu emitowa-
nej fluorescencji. Wigze sie jednak ze stosunkowo diugim
czasem pomiardéw (potrzebnym do zebrania odpowiedniej
liczby fotonéw w maksimum krzywej zaniku) oraz wyma-
ga zastosowania drogich i dopiero od niedawna dostepnych
pulsacyjnych zrodet swiatta.

Kolejna technika pomiaru czasu zycia fluorescencji dziata
w domenie czesto$ci. W tej metodzie Swiatto wzbudzajace
zazwyczaj jest emitowane w sposob ciagly, a jego intensyw-
no$¢ jest sinusoidalnie modulowana. Opdznienie pomiedzy
absorpcjg wzbudzajacych fotondw a emisjg fluorescencji z
probki (zwigzane z istnieniem czasu zycia fluorescencji) po-
woduje przesuniecie w fazie modulacji fali i demodulacje
emisji w odniesieniu do $wiatta wzbudzajgcego (Ryc. 4b).
Czas zycia fluorescencji badanej probki okreslany jest przez
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Rycina. 4. Zasada pomiaru czasu zycia fluorescencji w domenie czasowej (a) iw domenie czestosci (b). Na schemacie a linig niebieskg zaznaczono puls $wiatta wzbudza-
jacego. Czerwone koétka obrazujg zliczenia pojedynczych fotonéw w danych przedziatach czasowych (t0 ]9. Obwiednia utworzonego histogramu zliczeh fotonéw wzgle-
dem czasu reprezentuje krzywa zaniku fluorescencji (linia czerwona). Na schemacie b przedstawiono zmiany w intensywnoéci $wiatta wzbudzajgcego (linia niebieska)
oraz $wiatta emitowanego przez fluorochrom (linia czerwona). Zaznaczone réznice w fazie modulacji i w amplitudzie pomiedzy tymi dwiema falami $wiatta sg zwiazane

z istnieniem czasu zycia fluorescencji. Dalsze objasnienia w tekscie.

pomiar i poréwnanie réznicy w fazie pomiedzy sygnatem
wzbudzajgcym a fluorescencjg z probki. Czytelnika zainte-
resowanego aparatem matematycznym pozwalajgcym wy-
znaczy¢ czas zycia fluorescencji z zastosowaniem tej metody
odsytamy do monografii Lakowicza [9], Nalezy podkresli¢,
ze technika ta jest znacznie szybsza od poprzedniej, jednak
nie powoduje powstawania krzywej zaniku fluorescencji w
danym punkcie i wymaga uzycia do badan preparatéw o
mocniejszym sygnale fluorescencji (w poréwnaniu z meto-
da pomiaru w domenie czasowej).

Opisane sposoby pomiaru czasu zycia fluorescencji ce-
chuje duza doktadnos$¢ i wyniki otrzymane z obu przed-
stawionych metod sg poréwnywalne. W praktyce wiec o
wyborze odpowiedniego modutu FLIM decyduje zwykle
rodzaj posiadanego juz zrodta $wiatta wzbudzajacego w
mikroskopie fluorescencyjnym. Najczesciej spotykane
uktady FLIM to mikroskopy szerokiego pola dziatajgce
w domenie czesto$ci oraz mikroskopy skaningowe ope-
rujagce w domenie czasowej. Obecnie szereg firm oferuje
gotowe moduty do mikroskopéw fluorescencyjnych po-
zwalajace na przeprowadzanie pomiaréw czasow zycia
fluorescenciji.

ANALIZA POMIAROW CZASU ZYCIA FLUORESCENCIJI

Jako rezultat pomiarow w technice obrazowania czaséw
zyciauzytkownik otrzymuje mape sktadajacg sie zkrzywych
zaniku fluorescencji. Krzywe te nastepnie opisywane moga
by¢ r6znymi modelami matematycznymi. W wyniku dopa-
sowania modeli otrzymywany jest czas zycia fluorescencji
(r). Wybé6r odpowiedniego modelu pozostaje w gestii ba-
dacza iw duzej mierze zalezy od cech charakterystycznych
danego fluorochromu (liczby charakterystycznych czaséw
zycia), Srodowiska (bgadz gamy $rodowisk), w ktérym ten
fluorochrom sie znajduje oraz jako$ci zebranego sygnatu
(ilosci zliczen fotonow w maksimum krzywej zaniku).

Interpretacja zanikow fluorescencji otrzymanych z zasto-

sowaniem FLIM, jezeli jest wykonana z nalezytg staranno-
$cig, moze dostarcza¢ wiedzy o strukturze i dynamice bia-
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tek, peptyddw oraz ich komplekséw z Ugandami, a przede
wszystkim moze by¢ Zrodtem nowych danych o oddziaty-
waniu badanej biomolekuty z innymi biatkowymi partnera-
mi. Zrozumienie tych oddziatywan jest kluczowe dla opisu
molekularnego mechanizmu dziatania biatek i znalezienia
relacji z ich biologiczng funkcja. Niemniej jednak ztozone
wiasciwosci fotofizyczne fluorochroméw sprawiajg, ze za-
nik fluorescencji jest czesto skomplikowany, a powigzanie
parametrow FLIM z cechami badanych uktadow wymaga
od badacza szczegétowej analizy.

ANALIZA DANYCH POMIAROWYCH
W TECHNICE FLIM

W technice FLIM krzywa zaniku fluorescencji mierzona
w kazdym pikselu zebranego obrazu jest zwykle opisywana
modelem wielowyktadniczym, tj. arytmetyczng sumg wielu
wyktadniczych2sktadnikéw, z ktérych kazdy ma charakte-
rystyczny czas zycia oraz amplitude. Model ten przedsta-
wia nastepujacy wzoér [9]:

10 =25, ¢ %)

O

gdzie A. ir. sg odpowiednio amplitudami i czasami zaniku a
M jest liczbg wyktadniczych sktadnikdéw zaniku fluorescen-
cji. Sredni czas zaniku jest wtedy dany réwnaniem [9]:

Jr(r)dt
0

<t, >=

)/ (t)dt
(7))

Model ten preferowany jest w sytuacji, gdy uzyty flu-
orochrom charakteryzowany jest kilkoma czasami zycia
badz w sytuacji, gdy wiedza o liczbie czaséw zycia uzy-
ZFunkcja wyktadnicza, funkcja postaci/(x) =a*(a>0), ktorej szczeg6lng
postacia jest funkcja eksponencjalna postaci / (x) = e x gdzie e jest

podstawga logarytmu naturalnego.
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tego barwnika nie jest dostepna, a zebrany sygnat jest
wystarczajaco silny, aby umozliwié¢ dopasowanie takiej
wieloparametrycznej funkcji (powyzej 103zliczen w mak-
simum krzywej zaniku). Model ten w swojej granicznej
postaci, funkcji monowyktadniczej, moze byé stosowany
rowniez w przypadku gdy mamy do czynienia ze stabym
sygnatem istosunkowo niewielkg liczbg zliczen fotondw,
rzutujac jednak czesto na jako$¢ otrzymanych wynikéw
(doktadno$¢ wyznaczenia mapy czasow zycia). Powyz-
szy model, cho¢ ciggle najczesciej uzywany w literaturze,
jest czesto stosowany arbitralnie, a znaczenie uzytych
parametrow (t. i A) zalezy w duzej mierze od uzytego
fluorochromu iinformacji jakie posiadamy na temat kine-
tyki zanikow jego fluorescencji [9]. Alternatywa dla tego
opisu sg inne modele, nie wymagajace od badacza dodat-
kowej wiedzy o badanym uktadzie. Przyktadem jest tzw.
funkcja rozciggnietej eksponenty (ang. stretched exponent),
ktorg przedstawiamy w formie zaproponowanej ostatnio
do analizy fluorescencyjnego obrazowania czaséw zycia
[10]

1(t) = Ae @

gdzie b jest bezwymiarowym parametrem heterogeniczno-
Sci.

Jeszcze innym podejsciem preferowanym w sytuacjach,
w ktérych nie mozna przewidzie¢ okreslonej liczby cza-
sow zycia fluorescencji danego fluorochromu sg modele
bazujace na rozktadach czas6w zycia. Przyktadowo taka
sytuacja spodziewana jest dla fluorochromu znajdujgcego
sie w mieszaninie roztworéw, gdzie wystepuje on w $ro-
dowisku niejednorodnym. Taki barwnik fluorescencyjny
otoczony przez wiecej niz jedng polarng czasteczke be-
dzie wykazywat ztozony zanik, bedacy rezultatem roz-
nych czaséw zycia fluorescencji dla kazdego z uktadow
[9]. Przyktadem takiego podejscia jest funkcja potegowa
uzywana do opisu ztozonych zanikéw fluorescencji [11]

@

charakteryzowana przez $rednig warto$¢ z rozktadu cza-
sow zycia (rQ oraz parametr heterogenicznosci (g) opisujacy
wzgledng wariancje rozktadu czaséw zycia.

Warto podkresli¢, ze uzycie dwéch ostatnich modeli
(wzory 3,4) w duzej mierze wptywa na poprawe kon-
trastu obrazu otrzymanego w technice FLIM i ich sto-
sowanie polecane jest w sytuacji gdy odzwierciedlenie
szczeg6téw na mapie czas6w zycia nie jest zadawalajgce.
Dopasowanie powyzszych modeli do danych do$wiad-
czalnych znaczgco wptywa na jako$¢ koricowego wyni-
ku. Ponadto, ze wzgledu na mniejszg liczbe uzytych pa-
rametrow niz w przypadku funkcji wielowyktadniczej
(wzér 1), dwa ostatnie modele stosowane moga by¢ w
przypadku analizy stabego ale ztozonego sygnatu badz
w sytuacji, gdy dtuzsze zliczanie fotondéw nie jest mozli-
we (np. z powodu fotowygaszania).
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Jako$¢ dopasowania modeli do mierzonych krzywych
zaniku fluorescencji analizowana jest zwykle testem zredu-
kowanego Chi kwadrat i/lub weryfikowana przez struktu-
re obserwowang na wykresie odchyler resztkowych [9].

(Gexp - G .,o.)
d,v- = -

>/G exp. + G 'eo (5)
ZASTOSOWANIE TECHNIKI FLIM W BADANIACH
BIOLOGICZNYCH | DIAGNOSTYCE MEDYCZNEJ

Najprostszg formag wykorzystania mikroskopii obra-
zowania czasow zycia fluorescencji (FLIM) jest okreSla-
nie lokalizacji barwnikéw fluorescencyjnych. Niekiedy
jest to trudne przy analizie samego tylko natezenia flu-
orescencji, gdy widma emisji badanych barwnikow sg
potozone blisko siebie lub wrecz pokrywajg sie. Z uwagi
na fakt, ze wartosci czasow zycia fluorescencji sg wiel-
kosciami charakterystycznymi dla naturalnych barwni-
kow obecnych w tkankach mozemy, uzywajac techniki
FLIM, zlokalizowaé i oddzieli¢ fluorescencje barwnikéw
wprowadzonych do preparatu od jego autofluorescen-
cji. Technika ta pozwala na badanie kazdego zjawiska
czy procesu, ktéry wptywa na zmiane czasu zycia flu-
orescencji poszczego6lnych barwnikdw. Jej niewatpliwg
zaletg jest fakt, iz czas zycia fluorescencji jest niezalezny
od stezenia fluorochromo6w, natezenia Swiatta wzbudza-
jacego czy uzytego obiektywu [7], Pomiary FLIM sg wiec
mniej podatne na zaburzenia spowodowane réznicami
w lokalnym stezeniu fluorochromu w komérce czy nie-
rownomiernym wzhudzeniem fluorescencji we wszystkich
obszarach preparatu. Dodatkowo umozliwiajg poréwna-
nie wynikéw uzyskanych z obrazéw o ré6znym powiek-
szeniu.

BADANIE ODDZIALYWANIA
POMIEDZY CZASTECZKAMI

Mikroskopia obrazowania czaséw zycia fluorescencji
znajduje zastosowanie w pomiarach rezonansowego prze-
niesienia energii miedzy blisko potozonymi czagsteczkami
(FRET, ang. Forster Resonance Energy Transfer). Ten bezpro-
mienisty transfer energii miedzy dwoma fluorochromami:
donorem iakceptorem, ma miejsce jedynie, gdy: 1) widmo
emisji fluorescencji donora pokrywa sie z widmem ab-
sorpcji akceptora, 2) odlegto$¢ miedzy czasteczka donora
a akceptora jest mniejsza niz 10 nm oraz 3) gdy wystepuje
odpowiednia, wzajemna orientacja miedzy momentami di-
polowymi przej$cia dla emisji donora i absorpcji akceptora.
Efektywnosc¢ transferu (E) maleje z széstg potega odlegtosci
miedzy molekutami (r).

E=
Rob +16 [9)

W powyzszym wzorze R(jest odlegtosciag Forstera, dla
ktérej wydajnos¢ transferu wynosi 50%. W zaleznos$ci od
barwnika przyjmuje ona warto$¢ od 3 do 6 nm [8], Ozna-
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cza to, ze przy dystansie miedzy donorem a akceptorem
wiekszym niz 10 nm, wydajno$¢ przeniesienia energii (£)
jest zaniedbywalnie mata. Istnienie rezonansowego prze-
niesienia energii miedzy czasteczkami w komdrce wska-
zuje na ich oddziatywanie. Takiego oddziatywania dwoch
wybarwionych molekut nie mozna by¢ pewnym przy ob-
serwacji samych tylko obrazéw z mikroskopu fluorescen-
cyjnego ze wzgledu na jego ograniczong rozdzielczo$¢ (dla
mikroskopow konfokalnych rozdzielczos¢ lateralna wynosi
minimum 160 nm).

FRET mozna bada¢ na kilka sposobdw, mierzac: 1) spa-
dek intensywnosci fluorescencji donora po zwigzaniu sie z
akceptorem, 2) wzrost intensywnosci fluorescencji takiego
akceptora lub 3) obserwujgc skrécenie czasu zycia fluore-
scencji donora zwigzanego z akceptorem (technika FRET-
FLIM). Skrocony czas zycia fluorescencji zwigzanego dono-
ra (rDY bedzie wynosit

tda= td (1-£) (7)

gdzie E to wydajnos¢ transferu energii, a rDto czas zycia
fluorescencji niezwigzanego donora w preparacie kontrol-
nym [8].

Technika FRET-FLIM jest czesto wykorzystywana w mie-
rzeniu oddziatywania pomiedzy czasteczkami w komdrce.
Szczegolnie intensywnie technika ta stosowana jest przy ba-
daniu wspdétwystepowania biatek biorgcych udziat w przeka-
zywaniu sygnatdw. Technikg FRET-FLIM badano m.in. po-
ziom fosforylacji receptora naskdrkowego czynnika wzrostu
(EGFR, ang. Epidermal Growth Factor Receptor) w komarkach
Cos-7. Receptor ten zostat wyznakowany biatkiem GFP pet-
nigcym funkcje donora. Akceptorem byt za$ fluorochrom Cy3
zwigzany z przeciwciatem przeciwko fosforylowanej kinazie
tyrozynowej [12]. Podobnie, uzywajac tej samej kombinacji
barwnikow fluorescencyjnych (GFP-Cy3), obserwowano od-
dziatywanie pomiedzy biatkowa kinazg C (PKC) a integryng
BLw komdrkach raka piersi MCF-7 [13].

Metoda FRET-FLIM byta pomocna rdwniez w poszukiwa-
niu oddziatywania miedzy kluczowymi biatkami zwigzanymi
z powstawaniem wielu choréb u cztowieka. Przyktadem moze
by¢ badanie wspotwystepowania biatkowego prekursora amy-
loidu [3(APP) i preseniliny 1 (PS-1) w komérkach CHO (ang.
Chinese Hamster Ovary). Oba te biatka u cztowieka moga bra¢
udziat w tworzeniu ptytek starczych w chorobie Alzheimera.
W doswiadczeniu jako donora uzyto barwnik FITC (znakujacy
preseniline 1), akceptorem by# zas fluorochrom Cy3 (barwiacy
APP). Analiza zmian czasu zycia fluorescencji donora wyka-
zala istnienie $cistego oddziatywania pomiedzy tymi dwoma
biatkami gtownie w strefie podbtonowej komérki, mimo iz
oba te biatka wspdtwystepuja najliczniej w obrebie siateczki
srédplazmatycznej i aparatu Golgiego [14], Podobnie zbadano
oddziatywanie dysferliny —biatka btonowego odpowiedzial-
nego m.in. za procesy naprawcze witokien miesni szkieleto-
wych, z aneksyng Al i A2. Mutacje w genie dysferliny moga
prowadzi¢ do wystapienia zanikowej dystrofii miesni Leydena
i Mobiusa. W doswiadczeniu prowadzonym na mioblastach
myszy, dysferling wyznakowano fluoresceing (donor), nato-
miast aneksyne Al i A2 odpowiednio fluorochromami Alexa
fluor 594 i 568 (akceptor). Dzieki pomiarom FRET-FLIM za-
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obserwowano wspétwystepowanie dysferliny z aneksynami
podczas procesow naprawy bitony komérkowej w prawidto-
wych komérkach miesniowych oraz brak podobnego oddzia-
tywania w komoérkach ze zmutowang dysferling [15].

Technika FRET-FLIM umozliwita takze badanie oddzia-
tywania pomiedzy biatkami w komadrkach ro$linnych, cze-
go przyktadem jest praca dotyczaca wspoétdziatania biatek
MADS-box w jadrach przyzyciowo barwionych komérek z
liscia petunii. Biatka tego typu czesto tworzg dimery funk-
cjonujagce jako czynniki transkrypcyjne zaangazowane w
rozwéj kwiatéw. Do badania tych oddziatywan poszczegdl-
ne grupy biatek typu MADS-box sprzezono z barwnikami
CFP (jako donor) oraz YFP (jako akceptor) [16],

Interesujace badania z uzyciem techniki FRET-FLIM
przeprowadzone zostaty ostatnio przez Lee i wsp. [17], Po-
legaty one na mierzeniu aktywnosci kinazy CaMKIIl w poje-
dynczych kolcach dendrytycznych neuronéw hipokampal-
nych szczura. W tym celu zmodyfikowano badang kinaze,
znakujac jej N-koniec biatkiem mEGFP, petnigcym funkcje
donora. Jako akceptora uzyto za$ biatka YFP przeksztatco-
nego do niefluorescencyjnej formy iprzytagczonego do konca
karboksylowego kinazy CaMKII. Podczas aktywacji kinazy,
wskutek zmiany jej przestrzennej konformacji, dochodzito
do zwiekszenia czasu zycia fluorescencji donora. Efekt ten
byt rezultatem zmniejszenia FRET, a wiec zwiekszaniem
odlegtosci pomiedzy parg donor-akceptor.

Technike FRET-FLIM stosowano z powodzeniem réw-
niez w badaniach dotyczacych wspdétwystepowania biatek
i lipidéw [18,19], Jako przykitad mozna poda¢ badanie od-
dziatywania fosfolipazy D z lipidami btonowymi. W do-
Swiadczeniu prowadzonym na zywych komérkach HelLa i
HEK-293 (ang. Human Embryonic Kidney) fosfolipaze sprze-
zono z biatkiem fluorescencyjnym GFP (donor), w bionie
zas wyznakowano za pomocg barwnika BODIPY fosfatydy-
locholine (akceptor). Zwigkszenie aktywnosci fosfolipazy D
i wspotwystepowanie z lipidami btonowymi nastepowato
po stymulacji komérek naskérkowym czynnikiem wzrostu
(EGF) [19]. Podobnie, dzigki pomiarom FRET-FLIM udato
sie zidentyfikowaé miejsca oddziatywan pomiedzy biatka-
mi a tancuchem DNA. W tym przypadku stwierdzono od-
dzialtywanie miedzy histonem 2B wyznakowanym biatkiem
GFP a czgstkami barwnika SYTOX-orange wigzacymi sie z
tancuchem DNA w jadrach komérek Hela [20].

Interesujace sg rdwniez badania obrazujgce wspotwyste-
powanie fragmentéw DNA bogatych w pary zasad A:T z
fragmentami G:C. W dosSwiadczeniu z zastosowaniem tech-
niki FRET-FLIM przeprowadzonym przez Murate iwsp. [21]
jako donora uzyto barwnik Hoechst 33258, specyficznie wig-
zacy regiony A:T w fancuchu DNA, a jako akceptora — flu-
orochrom 7-aminoaktynomycyne D (7-AAD), przytaczajacy
sie do rejondw bogatych w pary zasad G:C. Dzieki tym bada-
niom zobrazowano miejsca kondensacji i separacji chromaty-
ny podczas cyklu komdérkowego fibroblastow u myszy.

W badaniach oddziatywania pomiedzy czasteczkami
czesciej stosowano metode pomiaréw czasu zycia fluore-
scencji w domenie czestosci [12,13,16,18-21] niz w domenie
czasowej [14,15,17].
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POMIARY STEZENIA JONOW

W mikroskopii fluorescencyjnej stosuje sie szereg barwni-
koéw, ktorych parametry emitowanego $wiatta zaleza od lo-
kalnego stezenia poszczeg6lnych jonéw w komdrce. Takim
wskaznikiem stezenia jondw moga by¢: intensywnos$¢ emisji,
spektrum emisji oraz czas zycia fluorescencji danych barwni-
kéw. Ze wzgledu na niewrazliwo$¢ techniki FLIM na zmiany
w lokalnym stezeniu fluorochromow i lokalnym natezeniu
Swiatta wzbudzajgcego, pomiar stezenia jonéw w komoérce za
pomocy obserwacji czasu zycia fluorescencji jest doktadniejszy
i mniej podatny na wystepowanie artefaktow.

Metodg FLIM przeprowadzono pomiary stezenia wielu
rodzajéow jonéw majgcych kluczowe znaczenie w metaboli-
zmie komdrek. Szczeg6lnie duzo prac poswiecono badaniom
stezenia jonow wapnia, uzywajac barwnikow: Calcium-green,
Quin-2, Calcium-Crimson, Oregon Green Bapta [5,22]. Do tej
pory ta technikg prowadzono réwniez pomiary stezenia m.in.
jonéw Zn2+(przy uzyciu barwnika Newport Green DCF) [23],
Na+(barwnik Sodium Green) [24], Mg2+(barwniki Magnesium-
green oraz Mag-quin 1i 2), K+(barwniki PBFI) oraz CF (barw-
niki SPQ i MQAE) [25], Podobnie jest wiele prac, w ktérych
za pomoca techniki FLIM mierzono zmiany pH wewnatrz ko-
morki (stezenie jondéw H+) [26-28]. Czutos¢ tej metody pozwala
na detekcje zmian pH w komérce na poziomie 0,1 jednostki
[26]. Do prowadzenia takich pomiaréw stosuje sie barwniki
wykazujgce zréznicowany czas zycia fluorescencji w zalez-
nosci od odczynu $rodowiska, sg to m.in.: karboksy-SNAFL-2
[26,27] czy karboksyfluoresceina [28], Do pomiaréw stezenia
jonéw w komérkach uzywano techniki FLIM zaréwno w do-
menie czestosci [23-26], jak i w domenie czasowej [22],

BADANIE STEZENIA TLENU W KOMORCE

Wzrost stezenia tlenu zawartego w komorce, z uwagi na
jego zdolnosci do wygaszania fluorescencji, zmniejsza inten-
sywnos¢ i czas zycia fluorescencji barwnikéw. SzczegOlnie
wrazliwe na dziatanie tlenu sa fluorochromy majace dtugi czas
zycia fluorescencji (np. barwniki rutenowe) [8], Badajac czas
zycia fluorescencji endogenicznej protoporfiryny 1X (PplX),
udato sie zmierzy¢ ci$nienie czasteczkowe tlenu w mitochon-
driach komérek (mitoP02 pochodzgcych z réznych linii ho-
dowlanych (HelLa, fibroblastach V-79, neuroblastomie IMR
32-K1) [29], Niedawno takie same pomiary przeprowadzono
na mitochondriach komoérek watroby zyjacego szczura [30],
Warto zaznaczy¢, ze do tej pory nie istniata metoda pozwala-
jaca mierzy¢ ci$nienie mitochondrialnego tlenu in vivo. W obu
pomiarach uzyto techniki FLIM w domenie czestosci.

DIAGNOSTYKA MEDYCZNA

Pomiary czasu zycia fluorescencji okazaty sie by¢ przydatne
rowniez w diagnostyce medycznej. Wykazano, ze czas zycia
fluorescencji barwnikow w komorkach nowotworowych jest
w poréwnaniu z komérkami prawidtowymi znacznie dtuzszy.
Dotyczy to zaréwno naturalnej autofluorescencji komorek, jak
i fluorescencji wprowadzonych do nich barwnikéw iwynika z
réznic w metabolizmie pomiedzy komé6rkami nowotworowy-
mi a prawidtowymi [31]. Badania nad oznaczaniem komorek
nowotworowych za pomoca techniki FLIM prowadzono m.in.
obserwujac czas zycia autofluorescencji utrwalonych komdérek
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pobranych ze ztosliwych nowotwordéw piersi u kobiet [32] lub
tez prowadzgc obserwacje in vivo zmienionych nowotworowo
komarek w skérze cztowieka [33]. Obecnie w wykrywaniu ko-
madrek nowotworowych mozna réwniez stosowac¢ endosko-
py wyposazone w detektor mierzacy czas zycia fluorescencji
barwnikéw w poszczegélnych komdérkach tkanki (FLIE, ang.
Fluorescence Lifetime Imaging Endoscopy). W tego typu urzadze-
niach wazne jest, aby pomiar czasu zycia fluorescencji trwat
krétko iby mozna byto $ledzi¢ wyniki tych pomiaréw podczas
badania na biezgco. Stad tez do niedawna endoskopy FLIE
wykonywaty pomiary jedynie w domenie czestosci [34], Do-
piero w obecnej dekadzie, za sprawg miniaturyzaqi laseréw
pulsacyjnych oraz zwiekszenia wydajnosci detektoréw zlicza-
jacych fotony, stato sie mozliwe skonstruowanie endoskopu
wykonujgcego pomiary czasu zycia w domenie czasowej [35].
Wyposazenie takich urzadzen dodatkowo w wysokiej mocy
laser podczerwony, moze stuzy¢ do natychmiastowego i se-
lektywnego niszczenia komorek nowotworowych zaraz po
ich wykryciu.

PODSUMOWANIE

Nie ma watpliwosci, ze mikroskopia pomiaru czasu zy-
cia fluorescencji ma szanse sta¢ si¢ rutynowym narzedziem
do badan podstaw molekularnych proceséw zachodzgcych
w komérkach. Dodatkowo, technika ta zdobywa réwniez
uznanie w farmakologii oraz przemysle medycznym. Niein-
wazyjna technika FLIM, obrazujaca z wysoka rozdzielczoscig
czasowo-przestrzenng procesy zachodzace w komdrce, jest
idealna do badan przyzyciowych. Natomiast uzycie tej tech-
niki w badaniach preparatéw utrwalonych pozwala na oceng
wiasciwosci wyznakowanych czasteczek, co jest pomocne w
diagnostyce medycznej i pozwala szerzej poréwnac prébki z
tkanek zdrowych i zmienionych chorobowo. Réwniez przy
badaniu oddziatywan pomiedzy biatkami, FLIM staje sie
kluczowg technikg dopetniajgcg tradycyjne metody badajace
wspoétwystepowanie, jak immunoprecypitacja czy chroma-
tografia powinowactwa. Wraz ze wzrostem liczby nowych
fluorochromoéw, biatek znakowanych fluorescencyjnie czy
nowych bioindykatorow dla wielu proceséw chemicznych
zachodzacych w komérkach, nalezy oczekiwac dalszego roz-
woju techniki FLIM jako jednej z gtéwnych metod pomiaro-
wych stosowanych w mikroskopii fluorescencyjnej.
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ABSTRACT

Fluorescence lifetime imaging microscopy (FLIM) is a powerful tool for producing an image based on the differences in the exponential decay
rate of the fluorescence from afluorescent sample. This technique can provide information, not only concerning the localization of specific flu-
orophores, but also about the local fluorophore environment. Itcan be used in scanning confocal, multi-photon microscopes, or in wide-field
microscopes and endoscopes. FLIM systems can be implemented both in the frequency domain, using sinusoidally modulated excitation light
and in the time domain, using pulsed excitation sources. The power of this technique lies in the fact that the measured fluorescent lifetime of
afluorophore is sensitive to the molecular environment of that fluorophore. Due to this phenomenon FLIM has recently found use in several
applications: in the analysis of protein-protein interactions with high spatial and temporal specificity, in ion concentration imaging as well as

in measuring of oxygen concentration and in medical applications.
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Metabolizm skrobi w bulwach ziemniaka

STRESZCZENIE

acharoza jest substratem do biosyntezy skrobi w bulwach ziemniaka. Transport sa-
Scharozy do bulw przebiega przez kanaty symplastyczne. Akumulacja sacharozy w
cytosolu inicjuje proces biosyntezy skrobi w amyloplastach. Glukozo-6-fosforan jest
gtéwnym zwigzkiem weglowym transportowanym z cytosolu do amyloplastéw. Roz-
ktad skrobi uzalezniony jest od stanu fizjologicznego bulw i moze zachodzi¢ na drodze
hydrolitycznej lub fosforolitycznej. Degradacja skrobi poprzez hydrolize odbywa sie w
kietkujacych bulwach, a produktami rozktadu sg glukoza i maltoza. W bulwach prze-
chowywanych w temperaturze 4°C dominuje fosforolityczny rozktad skrobi. Powstate
fosforany glukozy sg metabolizowane do glukozy i fruktozy, ktére sg odpowiedzialne za
wystepowanie zjawiska cold sweetening w bulwach. Nowe strategie badawcze stwarzaja
szanse na uzyskanie postepu w zrozumieniu zwigzkéw miedzy zmiennos$cig sekwencji
genow o poznanej funkcji a zmiennoécig cechy iloSciowej.

WPROWADZENIE

U wiekszosci roslin wyzszych skrobia jest gtbwnym magazynowanym we-
glowodanem, przechowywanym w formie ziaren w chloroplastach i amylo-
plastach tkanek zapasowych. Skrobie tworzg dwa polimery glukozy: amylo-
za i amylopektyna. W ziemniaku amyloza stanowi okoto 20-30% naturalnej
skrobi, jej czasteczki skitadajg sie z kilkudziesieciu i wiecej reszt glukozy,
potaczonych wigzaniami a-l,4-glikozydowymi z nielicznymi rozgatezienia-
mi [1,2]. W amylopektynie potgczenia glukozy miedzy atomami wegla CI i
C4 saq wzbogacone o0 4-6% wigzan a-l,6-glikozydowych. Miejsca rozgatezien
a-1,6 nie sg rozmieszczone losowo, ale determinujg sposéb potgczenia dtuz-
szych i krotszych czasteczek amylopektyny oraz stopien krystalizacji ziaren
skrobi [2,3]. Zawarto$¢ skrobi w ziemniakach wynosi od 12 do 24% [4],

W bulwach ziemniaka po zhiorze wystepuje powolna degradacja skrobi i
synteza sacharozy, ktdra jest wigczana do metabolizmu komoérkowego. Ni-
ska temperatura przechowywania (4lC) wzmaga z czasem synteze sacharo-
zy, ktora ulega rozktadowi do glukozy i fruktozy, co wptywa na smak bulw
(ang. cold sweetening). Grupy aldehydowe cukréw redukujacych reaguja z
grupami aminowymi aminokwasow i biatek, co prowadzi do ciemnienia
migzszu bulw. Z kolei zbyt wysoka temperatura przechowywania sprzyja
kietkowaniu, odwodnieniu bulw oraz nasilaniu choréb przechowalniczych.
W konsekwencji nastepuje obnizenie jakoSci przetwdrczej bulw [5,6], To duzy
problem dla przetworstwa, zwtaszcza w produkcji frytek i chipsow [3,5,7],

Metabolizm skrobi w bulwach ziemniaka jest dobrze poznany. Zidenty-
fikowano enzymy szlakéw biosyntezy i rozktadu skrobi, formy izoenzyma-
tyczne i ich lokalizacje subkomorkowa [8,9]. Poznano sekwencje kilkudzie-
sieciu gendéw, kodujacych biatka enzymatyczne oraz transportery cukrow,
ktore wptywajg lub mogg posrednio oddziatywaé na metabolizm weglowo-
danow w bulwach [10]. Ich pozycje chromosomowe po czes$ci powigzano z
loci cech ilosciowych (QTL, ang. quantitative trait loci) dla zawartos$ci skrobi
[11] icukrow redukujacych [12] w ziemniaku. Badania nadekspresji [13-15]
wyciszenia [16-23] gendw znaczaco poszerzyty naszg wiedze o funkcjonowa-
niu szlakéw syntezy i rozktadu skrobi w bulwach. Szczegdlnie wazne oka-
zaty sie badania enzymu GBSS (ang. granule-bound starch synthase). W 2006
roku wyhodowano odmiane Amflora z zablokowang ekspresjag genu GBSS
[24], Uzyskano tym sposobem ziemniaki wytwarzajgce w bulwach skrobie
bezamylozowg przydatng w przemys$le niezywieniowym. Wyzwaniem dla
nauki jest identyfikacja genow weztowych, zwtaszcza tych regulujacych po-
ziom cukrow redukujacych w bulwach. W trakcie badan asocjacyjnych (ang.
associations) zidentyfikowano allele invGE-6f i invGF-4d inwertazy [25-27],
ktére wptywaja na poziom cukréw redukujacych w bulwach.
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— pirofosforylaza UDP-glukozy; 3-PGA (ang.
3-phosphoglyceric acid) — kwas 3-fosfoglicery-
nowy

Podziekowanie: Praca zostata napisana w
trakcie realizacji projektu PBZ — MNiSW —
2/3/2006/18
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Rycina 1. Synteza skrobi w stolonach przed rozpoczeciem tuberyzacji (A) i w bulwach ziemniaka (B). 2 —fruktokinaza; 3 —izomeraza glukozofosforanowa; 4 —pirofos-
forylaza UDP-glukozy; 5 —fosfoglukomutaza; 7 —pirofosforylaza ADP-glukozy; 8 —syntaza skrobiowa i enzymy rozgateziajace; 9 —heksokinaza.

Metabolizm weglowodandw w ziemniaku diploidal-
nym jest modelowym uktadem badawczym dla poznania
cech ilosciowych [25], Nowe techniki szybkiego sekwen-
cjonowania DNA, mikromacierze DNA pozwalajace na
kompleksowe badania ekspresji genéw [28,29], sg szan-
sag na uzyskanie jakoSciowego postepu w zrozumieniu
zwigzkow miedzy zmiennoscig sekwencji genéw opozna-
nej funkcji a zmiennoscia cechy ilosciowej (ang.functioncil
candidate gene approach) [30,31]. Celem tego opracowania
jest przedstawienie metabolizmu syntezy i rozktadu w
bulwach ziemniaka ze szczegélnym uwzglednieniem ku-
mulacji cukréw redukujacych.

BIOSYNTEZA SKROBI W BULWACH ZIEMNIAKA

Biosynteza skrobi w amyloplastach lisci odbywa sie
z wykorzystaniem produktéw fotosyntezy: aldehydu 3-
fosfoglicerynowego, glukozo-l-fosforanu (Glu-I-P) i glu-
kozo-6-fosforanu (Glu-6-P) [32,33], W organach zapaso-
wych sacharoza jest substratem wyjsciowym do syntezy
skrobi. Transport sacharozy do bulw ziemniaka przebie-
ga poprzez kanaty symplastyczne z aktywnym udziatem
transportera sacharozy (SUT, ang. sucrose transporter).
Kumulacja sacharozy w cytosolu bulw inicjuje proces
biosyntezy skrobi [34-36]. W pierwszym etapie nastepuje
rozktad sacharozy do heksoz. W bulwach dominuje roz-
szczepienie sacharozy do fruktozy i UDP-glukozy przez
syntaze sacharozy (EC 2.4.1.13, SuSy, ang. sucrose syntha-
se) [37] (Ryc. IB).

sacharoza + UDP  UDP-glukoza + fruktoza
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Co ciekawe, w stolonach przed rozpoczeciem tube-
ryzacji wystepuje apoplastyczny transport sacharozy.
Kwasna inwertaza (EC 3.2.1.26, ang. acid invertase), ktora
jest zlokalizowana w $cianie komorkowej, hydrolizuje sa-
charoze, a aktywno$é SuSy jest znikoma [38] (Ryc. 1A).
Wraz z rozwojem bulw maleje znaczenie hydrolitycznego
rozktadu sacharozy przez kwasng inwertaze [34]. Zredu-
kowanie poziomu ekspresji SuSy o 95% wskutek wpro-
wadzenia sekwencji antysensownej tego genu, spowodo-
wato zahamowanie syntezy skrobi w bulwach i spadek
zawartosci skrobi 0 63% w poréwnaniu do typu dzikiego,
przy niezmienionym poziomie sacharozy. Obserwowano
ponad 40-krotny wzrost aktywnosci inwertazy i wyraz-
nie zwiekszony poziom glukozy i fruktozy, co jednak nie
rekompensowato utraty aktywnosci SuSy [39].

Glu-6-P jest gtdwng forma glukozy transportowang w
bulwach z cytosolu do amyloplastow [40]. W komorce
dominujg dwa szlaki syntezy Glu-6-P (Ryc. IB). Pierw-
szy szlak obejmuje metabolizm fruktozy z udziatem fruk-
tokinazy (EC 2.7.1.4, FRK, ang.fructokinase) i izomerazy
glukozofosforanowej (EC 5.3.1.9, PGI, ang. phosphogluco-
isomerase). Drugi szlak dotyczy przemiany UDP-glukozy
do Glu-6-P z udziatem pirofosforylazy UDP-glukozy (EC
2.7.7.9, UGPaza, ang. UDP-glucose pyrophosphorylase) i fos-
foglukomutazy (EC 5.4.2.2, PGM, ang. phosphoglucomuta-
se). Fosfoglukomutaza i izomeraza glukozofosforanowa
peinig funkcje regulatorowg w syntezie Glu-6-P, a takze
Glu-1-P [34,36]. Glu-1-P moze by¢ takze transportowany
z cytosolu do amyloplastu. Izoformy PGM sa obecne w
obu przedziatach komérki [34,41,42].
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Rycina 2. Hydrolityczny rozktad skrobi zachodzacy w dojrzatych, kietkujacych bulwach (A). Fosforolityczny rozktad skrobi, dominujacy w bulwach przechowywanych
w niskiej temperaturze (B). 1 —fosforylaza skrobiowa; 3 —izomeraza glukozofosforanowa; 4 —pirofosforylaza UDP-glukozy; 5 —fosfoglukomutaza; 6 —syntaza fosfo-
sacharozy; 10 —fosfataza sacharozy; 11- kwasna inwertaza; 12 —0-amylaza; 13 —a-amylaza, izoamylaza i pullulanaza; 14 —glukoamylaza.

Pirofosforylaza ADP-glukozy (EC 2.7.7.27, AGPaza, ang.
ADP-glucose pyrophosphorylase) katalizuje przemiane Glu-1-
P do ADP-glukozy.

glukozo-I-P + ATP ** ADP-glukoza + PP.

W bulwach ziemniaka AGPaza wystepuje wytgcznie
w plastydach [8,43,44]. Transkrypcja genu AGPazy jest
zwigzana z dobowymi zmianami zawartosci sacharozy
w komdrce i osigga najwyzszy poziom pod koniec dnia, a
najwiekszy spadek wystepuje w nocy [45]. Enzym jest ak-
tywowany allosterycznie przez kwas 3-fosfoglicerynowy
(3-PGA), a hamowany przez Pi [8,46], co sugeruje, ze inne
szlaki metaboliczne sg konkurencyjne w stosunku do syn-
tezy skrobi w wykorzystywaniu fosforanoéw trioz [36],

Czasteczki ADP-glukozy sg wykorzystywane do synte-
zy amylozy i amylopektyny z udziatem izoform syntazy
skrobiowej (EC 2.4.1.21, SS, ang. starch synthase). Zidenty-
fikowano pie¢ izoform syntazy skrobiowej. Cztery izofor-
my, SSI, SSII, Sl i SSIV, nalezg do frakcji rozpuszczalnej
i s3 zaangazowane w synteze wigzan a-1,4 amylopekty-
ny [2], 1zoforma GBSS (ang. granule bound starch synthase)
wykazuje wytgcznie aktywno$¢ enzymatyczng w formie
zwigzanej ze strukturami ziarnistymi ijest odpowiedzial-
na za wydtuzanie amylozy [2,47]. Przypuszcza sie, ze
izoformy SS maja zdolno$¢ syntetyzowania tancuchow o
réznej dtugosci: SSI, krotkich —do kilkunastu czasteczek
glukozy [48,49] a SSII, dtuzszych — zbudowanych 15-45
jednostek [49-51]. W bulwach ziemniaka dominuje ak-
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tywnos$¢ izoformy SSlIl, gdzie czasteczke amylozy two-
rzy 40-80 i wiecej reszt glukozy [52].

Amyloza i amylopektyna sg modyfikowane przez en-
zymy tworzace rozgatezienia a-1,6 (EC 2.4.1.18, SBE, ang.
starch branching enzyme) i enzymy znoszace rozgatezienia
a-1,6 (DBE, ang. starch debranching eznyme) [36,53,54]. En-
zym SBE trawi wigzania a-1,4-glikozydowe i wprowadza
czasteczki glukozy poprzez wigzania a-1,6. Opisano dwie
grupy izoform SBE, ktére powodujg powstawanie rozga-
tezien o réznej dtugosci i z r6zng czestoscia. lzoformy z
grupy SBEI rozgateziajg amyloze, a SBEIIl sg specyficzne
wzgledem amylopektyny [53,55]. Do grupy enzymow
DBE, ktore znoszg rozgatezienia a-1-6 w skrobi nalezg
pullulanaza (EC 3.2.1.41, ang. pullulanase) i izoamylaza
(EC 3.2.1.68, ang. isoamylase) [56].

Amylopektyna jest modyfikowana poprzez fosforyla-
cje glukozy przy weglu C3 lub C6. Reakcje katalizuje di-
kinaza GWD (EC 2.7.9.4, GWD, ang. glucan water dikinase)
[35,36,57,58],

ATP +a-glukan + HD <>AMP + a-glukan-P + P.
ROZKELAD SKROBI W BULWACH

Skrobia w bulwach ziemniaka moze by¢ magazy-
nowana przez wiele tygodni, a nawet miesiecy. W tym
czasie enzymy odpowiedzialne za rozktad skrobi sg w
bulwach nieaktywne. Do zainicjowania rozktadu skrobi
niezbedny jest rozpad poétkrystalicznego uktadu granul,
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warunkowanego gtéwnie przez strukture amylopektyny,
co nastepuje dzieki jej fosforylacji przez dikinaze GWD
[35,36,57-59], Rozktad amylopektyny i amylozy zachodzi
na drodze hydrolitycznej lub fosforolitycznej, w zalezno-
$ci od stanu fizjologicznego bulwy .

Hydroliza skrobi odbywa sie w dojrzatych, kietkuja-
cych bulwach, a-amylaza (EC 3.2.1.1, Amy, ang. a-amyla-
se) hydrolizuje wigzania wewnatrz czasteczek zbudowa-
nych z co najmniej trzech reszt glukozy, p-amylaza (EC
3.2.1.2, Bmy, ang. $-amylase) odcina z koncow tancucha
czasteczki maltozy. Oba enzymy sg aktywne wobec wia-
zan a-l,4-glikozydowych [35,36 ]. Wazng funkcje w hy-
drolizie skrobi spetniajg rowniez izoamylaza i pullulana-
za, ktdre sg aktywne wobec wigzan a-1,6-glikozydowych
amylopektyny i uwalniajg liniowe maltooligosacharydy
(Ryc. 2A). Na marginesie warto zauwazy¢, ze u bakte-
rii i drozdzy izoamylaza i pullulanaza wykazujg rézne
wiasciwosci katalityczne [60], lzoamylaza hydrolizuje
wigzania a-1,6-glikozydowe w glikogenie, nie trawi na-
tomiast pullulanu. Pullulanaza, odwrotnie, rozktada pul-
lulan, lecz nie hydrolizuje wigzan w glikogenie. Pullulan
jest to liniowy, obojetny glukan, sktadajacy sie gtownie
z czasteczek maltotriozy, ktore sg potagczone wigzaniami
a-1,6-glikozydowymi [61], Produktami hydrolizy skrobi
w amyloplastach bulw ziemniaka sg glukoza i maltoza,
ktdre sg transportowane do cytosolu, gdzie podlegaja
dalszym przemianom katabolicznym [60,62,63].

W bulwach przechowywanych w niskiej temperatu-
rze dominuje fosforolityczny rozktad skrobi [9,64] (Ryc.
2B). Kluczowym enzymem jest fosforylaza skrobiowa
(EC 2.4.1.1, SP, ang. starek phosphorylase), ktéra odcina od
koncéw tancuchéw amylozy i amylopektyny pojedyncze
czasteczki glukozy i przenosi je na Pi, tworzgc Glu-I-P.

(a-1,4-glukoza)n+ Pi <* (a-1,4-glukoza)mA +glukozo-I-P

Rosliny posiadajg dwa typy SP. Typ L jest obecny w
plastydach, atyp H w cytosolu. W amyloplastach ziemnia-
ka ekspresji ulegajg dwie izoformy typu L: Pho la i Pholb.
Nie wykazano jednak istotnych zmian ich aktywnosci w
zalezno$ci od temperatury przechowywania bulw. Staty
poziom aktywnos$ci SP typu L w amyloplastach bulw jest
przestanka, ktdra wskazuje na znaczenie wstepnej fosfory-
lacji skrobi dla jej degradacji w wyniku rozktadu fosforo-
litycznego [8]. Bez wstepnej fosforylacji, mimo obecnosci
enzymoéw degradujacych, skrobia nie ulega rozktadowi.
Fosfoglukomutaza przeksztatca Glu-1-P w Glu-6-P, kté-
ry jest gtdwnym fosforanem glukozy transportowanym z
amyloplastow do cytosolu [62]. Dalsze przemiany meta-
boliczne w cytosolu, ktére zachodzg przy udziale izome-
razy glukozofosforanowej i pirofosforylazy UDP-glukozy,
prowadzg do syntezy odpowiednio fruktozo-6-P i UDP-
glukozy. Oba zwigzki sg substratami dla syntazy fosfosa-
charozy (EC 2.4.1.14, SPS, sucrose phosphate synthase), ktora
katalizuje tworzenie sacharozo-6-P [60,62,63],

UDP-glukoza + fruktozo-6-P <>UDP + sacharozo-6-P

W ziemniaku zidentyfikowano kilka izoform SPS, kt6-
rych aktywnos$¢ w bulwach nie zalezy od temperatury.
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Wyijatkiem jest izoforma SPS-Ib, wykazujgca aktywnos$é
w bulwach przechowywanych w niskiej temperaturze
[65], Sacharozo-6-P ulega defosforylacji do sacharozy w
wyniku dziatania fosfatazy sacharozy (EC 3.1.3.24, SPP,
ang. sucrose phosphatase) [60,62,63].

sacharozo-6-P +H/ <»sacharoza + P;j

Rozktad sacharozy odbywa sie w wakuolach i jest
katalizowany przez kwasng inwertaze. Reakcja osigga
maksimum wydajnosci w 4°C i prowadzi do kumulacji
glukozy i fruktozy, gtéwnych cukréw o witasciwosciach
redukujacych [9,62,66],

sacharoza + H,0—>glukoza + fruktoza

Od wielu lat uwaga badaczy koncentruje sie na wy-
typowaniu kluczowych enzymoéw dla przeptywu hek-
soz miedzy szlakami metabolicznymi w bulwach ziem-
niaka. W temperaturze 25°C fosforolityczne (Glu-1-P) i
hydrolityczne (glukoza i maltoza) produkty rozkiadu
skrobi sg metabolizowane w cytosolu gtéwnie w szlaku
glikolitycznym. Zablokowanie glikolizy w 4°C wskutek
drastycznego spadku aktywnosci fosfofruktokinazy (EC
2.7.1.11, PFK, ang. phosphofuctokinase) mozna postrze-
gac jako przyczyne skierowania metabolizmu heksoz w
kierunku syntezy sacharozy [67], Niedawne badania z
uzyciem izotopow wegla wskazuja jednak, ze tempera-
turowa labilnos¢ PFK ma niewielki wptyw na zjawisko
cold sweetening [62]. Zdecydowanie istotniejszy udziat w
akumulacji cukrow redukujacych przypisuje sie specy-
ficznym izoformom SPS i p-amylazy [62,68,69], a takze
aktywnosci AGPazy [70], UGPazy [9] i inwertazy [66].
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ABSTRACT

Sucrose is a substrate for starch biosynthesis, unloaded symplastically into the developing potato tubers. Sucrose is converted to glucose-6-
phosphate in the cytosol and exported into the amyloplasts. Starch may be degraded either hydrolytically or phosphorolytically. Glucose and
maltose are products of hydrolytic starch breakdown in the sprouting tubers. Glucose phosphates are products of the phosphorolytic activity,
metabolized to glucose and fructose in cold-stored tubers. Development of molecular tools for assaying potato gene function provide oppor-

tunities to receive genetic progress in the sugar-starch potato breeding.
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Mobilizacja biatek zapasowych ziarniakéw zbo6z

STRESZCZENIE

obilizacja materiatéw zapasowych jest procesem stopniowym, ktéry doprowadza do
M catkowitej degradacji biopolimeréw akumulowanych w czasie dojrzewania nasion. U
zb6z zasadniczg role w hydrolizie biatek zapasowych odgrywajg endopeptydazy cysteinowe
i karboksypeptydazy serynowe. Peptydazy nalezace do innych grup katalitycznych, z nie-
licznymi wyjatkami, wydaja sie by¢ zaangazowane w procesy niezwigzane bezposrednio z
masowgq degradacja biatek w bielmie kietkujgcych ziarniakéw. Szybko$¢ hydrolizy biatek
zapasowych uzalezniona jest od obecnos$ci aktywnych biologicznie giberelin w tkankach
ziarniaka. Warunkuje to synteze peptydaz przez warstwe aleuronowg, a takze zakwaszenie
bielma skrobiowego, w ktérym przebiega ten proces. Pomimo zaawansowanych badan na
tym polu, rola wielu peptydaz w procesie degradacji biatek zapasowych nie jest w petni
poznana.

WPROWADZENIE

Ziarna zb6z stanowig okoto 90% nasion wszystkich uprawianych roslin. Nie
dziwi wiec fakt, ze biologia nasion zbdz jest jednym z najintensywniej badanych
aspektow fizjologii i biochemii rodlin. W centrum badan znajdujg sie takie za-
gadnienia, jak wyksztatcanie, dojrzewanie, spoczynek czy kietkowanie nasion.
Prace te zaowocowaly m. in. poznaniem sekwencji wielu gendw roslin zbozo-
wych: pszenicy, ryzu i kukurydzy, wyjasnieniem niektoérych aspektéw mechani-
zmu hormonalnej regulacji spoczynku i kietkowania. Scharakteryzowano wiele
enzymoOw zwigzanych z tymi procesami, okre$lono ich funkcje oraz poznano
mechanizmy regulacji ich aktywnos$ci. Wérdd badanych enzyméw od lat szcze-
g6lnym zainteresowaniem cieszg sie enzymy zwigzane z degradacjg materiatéw
zapasowych zgromadzonych w ziarniakach zbéz. Czesciowo jest to podyktowa-
ne ich wazng funkcjg dostarczania tatwo przyswajalnych substratdw do syntez
w rosnacej siewce, ale takze szerokim zastosowaniem, przede wszystkim amy-
laz i proteaz, w przemysle spozywczym.

Mobilizacje substancji zapasowych zgromadzonych w ziarniakach zb6z moz-
na przedstawi¢ jako proces tréjetapowy. Etap pierwszy polega na degradacji bia-
tek zapasowych zdeponowanych w ciatach biatkowych warstwy aleuronowej.
Nastepnie uwolnione aminokwasy sg zuzywane do syntezy de novo hydrolaz w
warstwie aleuronowej i epithelium tarczki zarodkowej. W trzecim etapie hydro-
lazy te sa wydzielane do bielma skrobiowego, gdzie uczestniczag w degradacji
zgromadzonych tam polisacharydow i biatek, a produkty sg transportowane do
rozwijajacych sie i rosnacych organéw mtodej rosliny. Hydroliza biatek zapa-
sowych w endospermie skrobiowym nastepuje takze pod wptywem peptydaz
syntetyzowanych w trakcie wyksztatcania sie ziarniakéw, aktywowanych w
czasie procesu kietkowania [1-3].

Sposrdéd proceséw zachodzacych w kietkujacych ziarniakach zbéz dwa wy-
daja sie mie¢ decydujacy wptyw na inicjacje procesu degradacji zgromadzonych
w endospermie biatek zapasowych. Pierwszym z nich jest obnizenie pH bielma
skrobiowego pod wptywem wydzielanych przez warstwe aleuronowg kwasow
organicznych, co stwarza optymalne warunki dziatajgcym tam peptydazom. Z
badan przeprowadzonych przez Dominguez i Cejudo [4] wynika, ze po trzech
dobach od momentu rozpoczecia procesu imbibicji wartos¢ pH w obrebie biel-
ma skrobiowego ziarniakdéw pszenicy, z wyjatkiem niewielkiego obszaru bezpo-
$rednio przylegajacego do tarczki zarodkowej, pozostaje zblizona do obojetne;j.
Spadek pH postepuje w kolejnych dniach kietkowania, aby obja¢ catg tkanke w
szdstej dobie. Procesowi temu towarzyszy postepujaca réwnolegle degradacja
tkanki bielma skrobiowego.

Drugim procesem, od ktérego wydaje sie zaleze¢ szybkos$¢ hydrolizy biatek
zapasowych podczas kietkowania ziarniakdw zb6z, jest redukcja wigzan disul-

Postepy Biochemii 55 (4) 2009

Adam Drzymata
Beata Prabucka

Wiestaw Bielawski

Katedra Biochemii, Wydziat Rolnictwa i Biolo-
gii, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego,
Warszawa

-Katedra  Biochemii, Wydziat Rolnictwa
i Biologii, Szkota Gtéwna Gospodarstwa
Wiejskiego, ul. Nowoursynowska 157, Budynek
37,02-776 Warszawa; tet.: (22) 593 25 76, faks: (22)
593 25 63, e-mail: adam_drzymala@sggw.pl

Artykut otrzymano 8 maja 2009 r.
Artykut zaakceptowano 23 czerwca 2009 r.

Stowa kluczowe: endopeptydazy cysteinowe,
hydroliza biatek zapasowych, karboksypepty-
dazy serynowe, kietkowanie, prolaminy, zboza

Wykaz skrétéw: ER — siateczka $rédplazma-
tyczna; HMW —wysoka masa czgsteczkowa;
LMW —niska masa czasteczkowa

447


mailto:adam_drzymala@sggw.pl

fidowych w tych biatkach przez cysteine, glutation oraz
tioredoksyne h wydzielane do bielma, co zwieksza podat-
no$¢ tych biatek na hydrolize. Davy i wsp. [5] stwierdzili, ze
podany egzogennie 2-merkaptoetanol moze zwiekszac roz-
puszczalno$¢ jeczmiennej hordeiny, a przez to wptywaé na
jej podatnos$é na hydrolize. Wczesniejsze prace wskazujg na
udziat tioredoksyny h w redukcji biatek zapasowych [6], 30-
to krotna nadprodukcja tioredoksyny h w jeczmieniu powo-
dowata wzrost ilosci zredukowanej hordeiny oraz wzrost
ilosci biatek rozpuszczalnych, co ma bezposredni wptyw
na szybkos$¢ hydrolizy biatek zapasowych. Ponadto, obser-
wowano rowniez podwyzszong aktywnos$¢ a-amylazy, co
sugeruje udziat tego zwigzku w przekazywaniu sygnatu z
bielma skrobiowego do otaczajgcych tkanek [7].

ANATOMICZNY | FUNKCJONALNY
PRZEGLAD TKANEK ZIARNIAKA

Dojrzaty ziarniak zb6z jest owocem posiadajagcym jedno
bielmowe nasienie. Nasienie to sktada sie z bielma, ktére w
czasie rozwoju ziarniaka zréznicowato sie na zewnetrzng
warstwe aleuronowg ibielmo skrobiowe, zarodka i okrywy
nasiennej, ktéra na state zrasta sie z suchg owocnig tworzac
okrywe owocowo-nasienng (Rye. 1). Bielmo stanowi tkanke
spichrzowg gromadzaca substancje odzywcze dla rosnacej
siewki. Rozwija sie ono z komdrki macierzystej, ktéra po-
wstaje w wyniku zaptodnienia komoérki centralnej worecz-
ka zalgzkowego. U zb6z triploidalne jadro tej komorki prze-
chodzi poczatkowo serie podziatéw bez nastepujgcych po
nich podziatdw cytoplazmy, co prowadzi do nagromadze-
nia duzej ilosci wolnych jader w peryferycznej warstwie cy-
toplazmy. Gdy komérka ta osiggnie odpowiednie stadium
rozwoju (u jeczmienia 5-6 dzien po zapyleniu), rozpoczyna
sie celularyzacja bielma, ktora trwa od 2 do 3 dni. Pierwsze
$ciany komorkowe tworzg sie w peryferycznych czesciach

Rycina 1. Budowa ziarniaka: A) przekréj podtuznyl B) przekrdj tarczki zarodko-
wejl, C) przekréj przez warstwe aleuronowga2 Stosowane skroty: ON — okrywa
owocowo-nasienna, WA —warstwa aleuronowa, WSA —warstwa subaleurono-
wa, BS —bielmo skrobiowe, Z — zarodek, TZ —tarczka zarodkowa, E —war-
stwa epitelialna tarczki zarodkowej, preparat barwiony safraning i zielenig trwa-
ta, preparat barwiony Evans Blue, martwe komadrki zabarwione na niebiesko.
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komorki, a nastepnie proces ten postepuje w kierunku cen-
tralnej wakuoli [8]. Przez caty okres dojrzewania z tkanek
rosliny macierzystej transportowane sg tu niskoczasteczko-
we produkty asymilacji, ktore przeksztatcane sg w wysoko-
czasteczkowe materiaty zapasowe, kumulowane w postaci
ziaren skrobi, ciat biatkowych i ciat lipidowych. W korico-
wej fazie procesu dojrzewania bielmo skrobiowe przecho-
dzi programowang $mier¢ komoérek [9], ciata biatkowe ule-
gaja zgnieceniu, a macierz biatkowa wypetnia przestrzenie
pomiedzy ziarnami skrobi.

Jedynymi zywymi elementami bielma dojrzatych ziar-
niakow sg komorki warstwy aleuronowej. Wykazujg one
szereg roznic w stosunku do komdrek bielma skrobiowego.
Przede wszystkim nie wystepujg w nich ziarna skrobi, za
to obecna jest duza liczba ciat biatkowych, otoczonych cia-
tami lipidowymi [10]. Warstwa aleuronowa otacza bielmo
skrobiowe, oprdcz regionow, w ktérych bielmo skrobiowe
przylega do zarodka. Ztozona jest z jednej do kilku warstw
komérek. Rozwdj warstwy aleuronowej jeczmienia zacho-
dzi okoto 14 dnia po zapyleniu [11]. Przez caly ten okres
w cytoplazmie komdrek tej warstwy obserwuje sie liczne
wakuole. Wieksza cze$¢ materiatow zapasowych zgroma-
dzona w tej tkance przeznaczona jest do syntezy enzymow
hydrolitycznych, biorgcych udziat w degradacji materiatow
zapasowych bielma skrobiowego [10].

Suchy ziarniak zawiera w petni rozwiniety zarodek, skta-
dajacy sie z pedu zarodkowego, otoczonego koleptylem,
korzenia okrytego koleoryzg i liScieni przeksztatconych w
tarczke zarodkowa i epiblast. Z punktu widzenia hydroli-
zy materiatldw zapasowych bielma, najwazniejszg tkanka
zarodka, odpowiedzialng za wydzielanie enzymow hydro-
litycznych do bielma skrobiowego [12] oraz transport nisko-
czasteczkowych produktéw hydrolizy do zarodka [13], jest
tarczka zarodkowa. Po jej zewnetrznej stronie znajduje sie
pojedyncza warstwa komdrek. Warstwa ta, zwana warstwa
epitelialng, zbudowana jest z komorek posiadajgcych duze
ilosci ciat biatkowych, ktére, podobnie jak komorki aleu-
ronu, nie zawierajg ziaren skrobi [14]. Materiaty zapasowe
zgromadzone w komorkach tej warstwy wykorzystywane
sq gtéwnie do syntezy enzymdw hydrolitycznych. Tarcz-
ka zarodkowa uczestniczy w przekazywaniu (na zasadzie
dyfuzji) wydzielanych przez zarodek giberelin, sygnatu dla
warstwy aleuronowej do rozpoczecia lub przyspieszenia
syntezy i wydzielania enzyméw hydrolitycznych w cza-
sie kietkowania. Dziatanie tego fitohormonu na warstwe
aleuronowg potwierdzono dla wiekszosci badanych roslin
[15,16]. Przypuszcza sie réwniez, ze ten sam sygnat odpo-
wiedzialny jest takze za aktywacje komoérek warstwy epi-
telialnej tarczki zarodkowej, ale obecnos¢ giberelin wydzie-
lanych przez zarodek utrudnia w duzym stopniu badanie
tego zjawiska.

BIALKA ZAPASOWE ZIARNIAKOW zBOZ

Biatka zapasowe ziarniakow zb6z mozna podzieli¢ na
cztery typy: rozpuszczalne w wodzie isolach albuminy, roz-
puszczalne w solach globuliny, rozpuszczalne w wodnych
roztworach alkoholi prolaminy: gliadyny (pszenica), zeiny
(kukurydza), sekaliny (zyto), hordeiny (jeczmien), aweni-
ny (owies) i gluteliny, ktére rozpuszczajg sie w wodnych
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roztworach zasad [17]. Najnowsza klasyfikacja biatek zapa-
sowych opiera sie na zwigzkach filogenetycznych wymie-
nionych grup [18]. Wedtug niej prolaminy i gluteliny, stano-
wiagce oddzielne grupy w klasycznej klasyfikacji Osborne'a
potgczono w jedng grupe biatek o funkcji zapasowej.

Gtownymi biatkami zapasowymi ryzu i owsa sg globuli-
ny, a prolaminy stanowig jedynie od 8 do 12% ogo6lnej puli
biatek zawartych w bielmie tych ziarniakow. U pozostatych
zbbéz wsérdd biatek zapasowych dominujg prolaminy, kto-
rych zawarto$¢ siega 40-60% [19]. Rozpuszczalne i nieroz-
puszczalne w solach biatka ziarniakow zb6z stanowig dwie
odrebne grupy, zarowno pod wzgledem budowy, skiadu
aminokwasowego, jak i mechanizmu syntezy i magazy-
nowania. Biatka rozpuszczalne, ktére mozna podzieli¢ na
podstawie roznej statej sedymentacji na biatka 2S (albumi-
ny), 7S i 11S (globuliny), sa szeroko rozpowszechnione w
nasionach ros$lin jedno- i dwulisciennych. Najlepszym zro-
dtem tych biatek sg nasiona dwulisciennych, dzigki czemu
biatka z tych nasion zostaty najlepiej scharakteryzowane.
Albuminy 2S rzepaku sktadajg sie z dwéch polipeptydow
0 masach 4 i9 kDa. Syntetyzowane sg jako pojedynczy tan-
cuch polipeptydowy, zawierajacy krétki tacznik, ktéory w
trakcie modyfikacji potranslacyjnych zostaje wyciety. Wy-
ciete zostajg réwniez krétkie odcinki C- i N-koncowe pepty-
du. Oba tafAcuchy dojrzatego biatka potaczone sa mostkami
dwusiarczkowymi [20]. Inna grupa biatek rozpuszczalnych
—globuliny 11S soi kodowane sg przez rodzine zawierajaca
do 20 genow. Kazda z podjednostek dojrzatej formy globu-
lin 11S kodowana jest przez inny gen z tej rodziny. Biatka te
syntetyzowane sg na rybosomach zwigzanych z siateczka
$rodplazmatyczng (ER) szorstkg. W sSwiattach kanalikow
siateczki usuwane sg sekwencje sygnalne, a niedojrzate pro-
globuliny transportowane sa w postaci trimeréw do wakuol
zapasowych. Tam poddawane sg ograniczonej proteolizie
w miejscu zachowanego w ewolucji ugrupowania Asn-Gly
przez endopeptydaze cysteinowg, co warunkuje formowa-
nie sie heksamerycznych globulin 11S [21]. Dla poréwna-
nia globuliny 7S sg glikoproteinami zbudowanymi z trzech
podjednostek. Charakterystyczng cecha tych biatek jest brak
cysteiny w sktadzie aminokwasowym. Podjednostki synte-
tyzowane sg w postaci pojedynczego tancucha polipepty-
dowego, ktéry u grochu ulega fragmentacji na dwa lub trzy
oddzielne tancuchy [22],

Gluteliny pszenicy (gluteniny) mozna podzieli¢ na grupy
o0 niskiej (LMW) i o wysokiej (HMW) masie czasteczkowej.
Wsrdd glutenin LMW wyro6znia sie trzy typy biatek, wyod-
rebnionych na podstawie ich ruchliwos$ci elektroforetycz-
nej technikg SDS-PAGE. Sg to gluteniny B, C i D o0 masie
czasteczkowej zblizonej do gliadyn, mieszczacej sie w prze-
dziale od 30 do 50 kDa [23]. Gluteniny B i C s biatkami
0 duzej zawartosci cysteiny, w przeciwieAstwie do typu D,
ktory nalezy do glutenin ubogich w siarke. Ten ostatni jest
najblizej spokrewniony z co-gliadynami, przy czym w jednej
pozycji posiada cysteine, ktéra umozliwia jego wigczenie do
polimerow glutenin.

Gluteniny pszenicy o wysokiej masie czasteczkowej
posiadaja powtarzajagcy sie motyw wewnatrz czasteczki,
tworzacy struktury p, podczas gdy N- i C-koncowe frag-
menty maja strukture a-helikalng [24], Biatka te sktadajag
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sie z dwéch typow podjednostek: x iy, réznigcych sie za-
wartoscig cysteiny w regionach niepowtarzajacych sie [18].
Gluteniny HMW pszenicy sktadajg sie z 3-5 podjednostek.
W trakcie dojrzewania biatka te przechodza liczne modyfi-
kacje potranslacyjne, obejmujace glikozylacje i fosforylacje
[25,26]. Funkcja tych modyfikacji nie jest znana.

Gliadyny sa najwazniejsza grupg biatek zapasowych
pszenicy. Na podstawie ruchliwosci elektroforetycznej
mozna je podzieli¢ na cztery frakcje a-, (3, y- i oo-gliady-
ny [27], Sg biatkami monomerycznymi, zawierajagcymi w
swym skiadzie aminokwasowym znaczne ilosci proliny i
glutaminy i posiadajacymi (a-, y-gliadyny) lub nie (co-glia-
dyny) wewnetrzne wigzania disulfidowe [18]. Gliadyny
typu o ro6znig sie rowniez od pozostatych gliadyn niezwy-
kle wysokg zawartoscig glutaminy, kwasu glutaminowego
i proliny, ktére razem stanowig ok. 70% wszystkich ami-
nokwaséw [28], Charakterystyczng cechg gliadyn zawie-
rajacych cysteine jest obecno$¢ na N- i C-koncu tych biatek
sekwencji regulujacych ich transport wewnatrz kanalikow
ER. N-koncowy fragment zawiera tandemowo powtdrzong
(7-16 razy) sekwencje bogatag w proline, sktadajaca sie z 5-
8 aminokwasow, natomiast C-konicowy region tych biatek
zawiera w 6-8 pozycjach cysteine, tworzgcg wewnetrzne
mostki dwusiarczkowe [24]. C-koncowy fragment kieruje
biatko do aparatu Golgiego, natomiast N-koncowy frag-
ment odpowiada za akumulacje tych biatek w kanalikach
ER. Wstawienie dodatkowych kopii sekwencji tandemo-
wych do regionu N-koncowego powoduje przyspieszenie
procesu akumulacji [29], Za tworzenie sie nierozpuszczal-
nych agregatéw moga rowniez odpowiadaé¢ oddziatywania
biatko-biatko pomiedzy hydrofobowymi molekutami tych
prolamin [30], niewykluczony jest tez udziat w tym procesie
biatek chaperonowych [31].

Gliadyny sg syntetyzowane na rybosomach zwigzanych
z ER, a nastepnie wydzielane sg do wakuol zapasowych z
udziatem aparatu Golgiego [32], Levanony iwsp. [33] zapro-
ponowali alternatywng droge transportu gliadyn. Hipoteza
ta opiera sie na stwierdzeniu obecnosci biatek ER w ciatach
biatkowych, m. in. biatka chaperonowego BiP (ang. chape-
rones binding protein), biatkowej izomerazy grup disulfido-
wych iinnych. Utworzone wewnatrz kanalikow ER inkluzje
biatkowe mogtyby by¢ wydzielane przez siateczke $rédpla-
zmatyczng bezposrednio do wakuol. Nastepnie pecherzyki
wydzielnicze ulegatyby wigczeniu do wakuol zapasowych
na drodze autofagocytozy. U niektdrych zb6z istnieje jesz-
cze trzeci spos6b tworzenia sie wakuol zapasowych, typo-
wy dla liscieni ro$lin dwulisciennych. Cze$¢ prolamin ryzu
transportowana jest ,klasyczng" drogg wydzielania z ER,
natomiast gluteliny magazynowane sa w wakuolach pocho-
dzacych z fragmentacji wakuoli centralnej [34].

Prolaminy zbdéz spokrewnionych z rodzing Tritceae,
oprécz hordeiny C, posiadajg regiony zachowane w ewolu-
cji, charakterystyczne dla gliadyn. Do nadrodziny prolamin
zaliczy¢ wiec mozna aweniny owsa, sekaliny wystepujace
w zycie oraz [3, y- i 5-zeiny kukurydzy, a-zeiny stanowig
odrebng grupe prolamin. Ws$rédd nich wyrdézni¢ mozna
dwie podklasy: 19K (24 kDa) i 22K (27 kDa). Obie grupy
a-zein charakteryzujg sie niskg zawartoscig cysteiny, w od-
réznieniu od pozostatych grup prolamin kukurydzy oraz
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posiadajg powtdrzone 20 aminokwasowe sekwencje. Cechg
unikalng tych biatek jest niska homologia do innych biatek
z nadrodziny prolamin. Grupa ta wydaje sie by¢ spokrew-
niona tylko z prolaminami sorga i prosa [35,36],

W ziarniakach zb6z zaobserwowano roznice w kompo-
zycji biatek zapasowych w ciatach biatkowych wyizolowa-
nych z bielma skrobiowego i warstwy aleuronowej. W cia-
tach aleuronowych jeczmienia gtéwnym biatkiem zapaso-
wym sg trzy frakcje globulin 7S (25, 40 i 50 kDa) oraz biatka
70 kDa [37], Nie stwierdzono natomiast obecnosci hordein,
dominujacych w ciatach biatkowych bielma skrobiowego.

W biatkowych wakuolach zapasowych gromadzone sg
réowniez inhibitory amylaz i proteaz, biatkowe czynniki
inaktywujace rybosomy (RIP) i enzymy, takie jak: syntaza
sacharozy, ureaza czy liczne proteazy. Gtdwng funkcja pep-
tydaz moze by¢ obrona przed patogenami oraz ewentualny
udziat we wczesnych etapach mobilizacji biatek zapaso-
wych. Dodatkowo stanowig réwniez zrédto tatwo przyswa-
jalnego azotu i siarki.

MOBILIZACJA BIALEK ZAPASOWYCH

Sygnat hormonalny zarodka, w postaci giberelin, prze-
tamuje spoczynek obnizajgc poziom biatek zwigzanych ze
sciezkg transdukcji sygnatdéw kwasu abscysynowego [38].
Powoduje to ekspresje gendéw aktywujgcych proces syntezy
hydrolaz, m.in. peptydaz, przez warstwe aleuronowg [39]
(Tab. 1). Sygnat ten odpowiada takze za zakwaszenie bielma
skrobiowego. W wyniku stymulacji giberelinami warstwa
aleuronowa uwalnia kwasy fosforowy i cytrynowy, przez
co pH bielma skrobiowego w czasie mobilizacji materiatow
zapasowych zawiera sie w przedziale 4-5. Stawarza to od-
powiednie warunki do dziatania hydrolaz, ktérych optima
pH w ziarniakach zb6z oscyluja w tym witasnie zakresie [2].
Jednocze$nie w tarczce zarodkowej dochodzi do syntezy
hydrolaz, ktére nastepnie wydzielane sg do bielma skrobio-
wego. Degradacja biatek zapasowych zb6z rozpoczyna sie
ograniczong hydrolizg niektérych wigzan peptydowych,
co zwieksza rozpuszczalno$¢ tych biatek i ich podatno$é na

Tabela 1. Wystepowanie wybranych peptydaz w czasie kietkowania ziarniakéw zbéz.

atak proteaz [45], Najintensywniejsza hydroliza biatek za-
pasowych przypada na 2-6 dzien imbibicji ziarniakdw [46].
Gtoéwne biatka zapasowe ziarniak6éw pszenicy, prolaminy
i gluteniny hydrolizowane sg z podobng szybkoscig. Po 6
dniach obie frakcje sg juz prawie catkowicie zdegradowa-
ne. Réwnoczes$nie albuminy i globuliny hydrolizowane sg
z niewielkg szybko$cig [47], Wykryto réwniez rdznice w
szybkosci hydrolizy biatek, wchodzgcych w sktad poszcze-
go6lnych frakcji. Peptydazy uczestniczace w tym procesie
najefektywniej hydrolizowaty biatka o niewielkiej ruchliwo-
Sci elektroforetycznej, natomiast degradacja biatek o duzej
ruchliwosci zachodzita wolniej [48]. W bielmie skrobiowym
ziarniakow pszenicy ijeczmienia gtdwnymi produktami hy-
drolizy biatek zapasowych sg mate peptydy i aminokwasy
[49]. Aminokwasy i peptydy transportowane sg do zarod-
ka, gdzie wykorzystywane sa w procesie wzrostu. U roslin
wystepuje kilka typoéw transporteréow peptydow: typ-ABC,
transportery di-, tri-, tetra- i pentapeptydow [50]. Tarczki
zarodkowe pszenicy i jeczmienia posiadaja dwa niespecy-
ficzne systemy transportu peptydoéw, a takze transportery
specyficzne dla prébny i drugi dla aminokwaséw zasado-
wych [51], HVPTRI - transporter wyizolowany z tarczek
zarodkowych ziarniak6w jeczmienia, uczestniczy w pobie-
raniu aminokwasow i dipeptydéw z bielma skrobiowego.
Wystepuje on tylko w tarczce zarodkowej, a ekspresja genu
kodujgcego to biatko zachodzi najintensywniej miedzy 6
a 12 godzing od rozpoczecia imbibicji [52], W tym samym
czasie obserwuje sie réwniez wzrost szybkos$ci transportu
aminokwasOw i peptydow przez tarczke zarodkowg. Do-
Swiadczenia izotopowe wykazaty, ze biatko to transportu-
je alanine i alanylo-fenyloalanine znakowane weglem 14C.
Transport regulowany jest poprzez fosforylacje, a zahamo-
wanie aktywnosci fosfatazy biatkowej specyficznym inhi-
bitorem powoduje represje transportu dipeptydéw przez
komorki warstwy epitelialnej [13].

Szybkos$¢ degradacji materiatdbw zapasowych obniza sie
po sz6stym dniu imbibicji. Spowodowane jest to wyczerpy-
waniem biatek zapasowych, a takze zmniejszeniem sie po-
ziomu syntezy hydrolaz. Pod wptywem giberelin komorki
warstwy aleuronowej ulegajg apoptozie. Pomiedzy 4 a 8

Tkanka Grupa peptydaz Nazwa Organizm Opis PiSmiennictwo
bielmo endopeptydazy cysteinowe EPA Hordeum vulgare kietkowanie [401
skrobiowe EP BI Hordeum vulgare kietkowanie [40]
* EPB4 Hordeum vulgare kietkowanie [40]
warstwa . .
aleuronowa podobna do katepsyny B Hordeum vulgare kietkowanie [40]
podobna do proteinaz Hordeum vulgare kietkowanie [40]
nadrodziny OTU
MRNA proteinazy cysteinowej Orysa sativa wptyw giberelin [41]
endopeptydazy aspartylowe fytopsyna (phytepsin) Hordeum vulgare kietkowanie [42]
karboksypeptydazy serynowe karboksypeptydaza Il Hordeum vulgare kietkowanie [40]
karboksypeptydaza Il Orysa sativa wptyw giberelin [43]
karboksypeptydaza (Arabidopsis) Orysa sativa wptyw giberelin [43]
zarodek endopeptydazy cysteinowe EP BI Hordeum vulgare kietkowanie [40]
EPB4 Hordeum vulgare kietkowanie [40]
podobna do katepsyny B Hordeum vulgare kietkowanie [40]
endopeptydazy aspartylowe oryzasyna (oryzasin) Hordeum vulgare kietkowanie [42]
karboksypeptydazy serynowe karboksypeptydaza serynowa Hordeum vulgare kietkowanie [44]
karboksypeptydaza serynowa Hordeum vulgare kietkowanie [42]
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Rycina 2. Schemat zdarzen doprowadzajgcych do mobilizacji biatek zapasowych
w ziarniakach zb6z.

dniem inkubacji tych komérek z kwasem giberelinowym
ponad 70% protoplastow przechodzi programowang $mier¢
komorki. Wysokoczgsteczkowe zwigzki komdrek warstwy
aleuronowej podlegajg hydrolizie, a produkty transporto-
wane sg do rosngcej siewki [53] (Ryc. 2).

PEPTYDAZY ZIARNIAKOW ZBOZ | ICH UDZIAL
W HYDROLIZIE BIALEK ZAPASOWYCH

Prolaminy stanowig gtéwng frakcje biatek zapasowych w
ziarniakach najwazniejszych gospodarczo zb6z. Ich nietypo-
we wihasciwosci: sktad aminokwasowy inierozpuszczalno$é
w roztworach wodnych sprawiaja, ze zagadnienia zwigzane
z inicjacja i dalszg hydrolizg tej grupy biatek w czasie kiet-
kowania sa szczegdlnie interesujagcym przedmiotem badan.
Ogo6lnie przyjety mechanizm hydrolizy prolamin zaktada
poczatkowg hydrolize niektérych wigzan peptydowych, co
zwigksza rozpuszczalnos¢ tych biatek, a nastepnie masowg
hydrolize do krotkich peptydéw i aminokwaséw. Inicjacja
tego procesu wymaga obecnosci w bielmie skrobiowym
wyspecjalizowanych peptydaz, ktére sg zdolne do hydroli-
zy nierozpuszczalnego substratu. Proteazy uczestniczace w
mobilizacji biatek zapasowych w czasie kietkowania muszg
spetnia¢ trzy kryteria. Przede wszystkim muszg znajdowacé
sie w tej samej komérce lub przedziale komérkowym, co ich
naturalny substrat, a pojawienie sie aktywnosci tych enzy-
mow w czasie kietkowania musi wigzaé sie z procesem de-
gradacji biatek zapasowych. Po drugie, muszg by¢ aktywne
w warunkach miejsca dziatania (obecno$¢ inhibitoréw, pH i
potencjat redoks) oraz musza hydrolizowa¢ naturalny sub-
strat lub ktory$ z produktéw jego czesciowej degradacji in
vitro [3]. Enzymami spetniajgcymi te wymagania sg endo-
peptydazy o niskim optimum pH, gtdwnie endopeptydazy
cysteinowe [54], ktorych aktywno$¢ stanowi w ziarniaku
nawet do 90% ogolnej aktywnos$ci endopeptydaz, i karbok-
sypeptydazy serynowe. Oba typy enzyméw wystepujg w
bielmie w czasie kietkowania, posiadajg wysokg aktywno$¢
i maja specyficznos¢ substratowg, ktéra pozwala im hydro-
lizowac¢ biatka zapasowe zh6z, badz tez produkty ich cze-
Sciowej degradacji. Inne proteazy (endopeptydazy o wyz-
szym optimum pH, dipeptydazy iinne) nie posiadajg takiej
specyficznosci albo majg zbyt niskg aktywnos¢, aby mogtly
odgrywaé kluczowag role w tym procesie. Niemniej jednak
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nie wyklucza sie mozliwo$ci uczestnictwa tych enzymoéw
w degradacji biatek zapasowych. Obserwacje na poziomie
biatka potwierdzajg rowniez analizy z uzyciem narzedzi
biologii molekularnej, ktére wykazaty w bielmie i zarodku
kietkujgcych ziarniakéw jeczmienia wysoki poziom ekspre-
sji badanych genéw kodujgcych przede wszystkim endo-
peptydazy cysteinowe i karboksypeptydazy serynowe [40Q].

ENDOPEPTYDAZY

W dojrzatych nasionach wielu roélin zbozowych zaob-
serwowano aktywnosci endopeptydaz nalezacych do grup
proteinaz aspartylowych, cysteinowych, serynowych i me-
taloendopeptydaz, zidentyfikowanych przy uzyciu specy-
ficznych inhibitoréw diagnostycznych. W ziarniakach zyta
czy pszenzyta, po trzech dniach od rozpoczecia imbibicji,
odnotowano wzrost catkowitej aktywno$ci endopeptydaz
wzgledem gliadyny jako substratu [55,56]. Za inicjacje pro-
cesu degradacji biatek zapasowych zb6z odpowiedzialne sg
prawdopodobnie proteinazy cysteinowe syntetyzowane de
novo [1,3]. Jedynym opisanym wyjatkiem sg nasiona gryki,
u ktdérej wstepna hydroliza biatek zapasowych prowadzona
jestprzy udziale metaloproteinazy obecnej w suchych nasio-
nach [57], Dalsza proteoliza biatek zapasowych, prolamin,
ale rowniez globulin, zachodzi pod wptywem endopepty-
daz cysteinowych dominujacych w bielmie skrobiowym w
czasie kietkowania [48,58].

U pszenicy i innych zb6z proteinazy cysteinowe sg syn-
tetyzowane w warstwie aleuronowej bielma skrobiowego
oraz w tarczce zarodkowej kietkujacych ziarniakéw. Syn-
teza peptydaz w warstwie aleuronowej jest indukowana
przez wydzielane przez tarczke zarodkowg gibereliny [59],
Enzymy te syntetyzowane sg jako proenzymy w postaci
pojedynczego tancucha polipeptydowego zawierajgcego
peptyd sygnalny usuwany w poczatkowym etapie szlaku
wydzielniczego. Niektore z tych enzymdw ulegaja dalszym
kilkuetapowym potranslacyjnym modyfikacjom prowadza-
cym do powstania aktywnego enzymu o masie czasteczko-
wej nizszej niz masa czasteczkowa pierwotnego fafncucha
polipeptydowego [60]. Wszystkie dotychczas opisane en-
dopeptydazy cysteinowe wyizolowane z nasion charak-
teryzuja sie niska masg czgsteczkowg (21-40 kDa), niskim
pi i kwasnym optimum pH, szeroka specyficznoscig sub-
stratowg i wysoka wrazliwo$cig na specyficzne inhibitory
[54,61,62], Za kluczowag rolg endopeptydaz cysteinowych w
degradacji biatek do peptydow przemawia ich aktywnos$¢
rosngca réwnolegle do postepujacego procesu kietkowania,
wysokie powinowactwo w stosunku do naturalnych biatek
zapasowych oraz szeroka specyficzno$¢ substratowa [48].

Endopeptydaza, ktéra rozpoczyna proces mobilizacji
biatek zapasowych oraz odpowiada rowniez za p6Zniejsza,
intensywng degradacje tych bialek w nasionach zb6z jest
prawdopodobnie endopeptydaza EP-A [61-63]. Enzym ten
wystepuje u pszenicy w trzech izoformach, a jego synteza
zachodzi w warstwie aleuronowej w odpowiedzi na sygnat
hormonalny w postaci giberelin [59], Masa czasteczkowa
tego enzymu wyznaczona metodg SDS-PAGE wynosi 33,5
kDa, a metodg sita molekularnego - 22 kDa. Enzym ten hy-
drolizuje substraty w niskim pH, w przedziale pomiedzy
4,0 a 4,5 [61,62]. Po trzeciej dobie od rozpoczecia imbibi-
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cji enzym ten przejawia gtdwng aktywnos$¢ w ziarniakach
pszenzyta [56,64], Drugim enzymem, ktéry wspotdziata z
endopeptydazg EP-A w catkowitej degradacji biatek zapa-
sowych do krétkich peptydow, jest endopeptydaza EP-B.
Wystepuje w postaci dwdéch izoform réznigcych sie punk-
tem izoelektrycznym o masie czasteczkowej 30 kDa. Po-
dobnie jak endopeptydaza EP-A, enzym ten wydzielany
jest przez komorki warstwy aleuronowej w odpowiedzi na
gibereliny, cho¢ za synteze i wydzielanie tego enzymu do
bielma skrobiowego odpowiedzialna jest poczatkowo tarcz-
ka zarodkowa [65], Enzymy te w pierwszym rzedzie hydro-
lizujg wigzania pomiedzy resztami argininy i glutaminy w
sekwencjach Phe-Arg-GIn-Glin, ktérych obecnos$¢ wykryto
w hordeinie C. Sugeruje to konieczno$¢ odtgczenia C-kon-
cowego fragmentu, co zwieksza podatnosé tego biatka na
atak proteolityczny [3] (Ryc. 3). Decydujace znaczenie maja
aminokwasy w pozycji P2substratu. Oba enzymy preferuja
duze, alifatyczne tafncuchy boczne w tej pozycji. Powino-
wactwo do tancuchéw bocznych w pozycji P, jest nizsze,
jednak obecnos$¢ proliny w tej pozycji prawie catkowicie ha-
muje aktywno$¢ tych endopeptydaz [5],

Poza wymienionymi endopeptydazami wyizolowano
i scharakteryzowano cysteinowa endopeptydaze MEP-1
(29kDa) o zblizonych witasciwosciach do endopeptydazy
EP-B i endopeptydazy o masach 30 i 31 kDa ze stodu jecz-
mienia [2]. U roslin dwulisciennych wykryto obecnos$¢ co
najmniej kilku endopeptydaz cysteinowych, np.: endopep-
tydazy cysteinowej (SH-EP) z nasion Vigna mungo czy 4 en-
dopeptydaz cysteinowych w nasionach wyki [1].

WSsréd innych grup katalitycznych w ziarniakach zb6z
wykryto obecnos$¢ endopeptydaz aspartylowych [3,56,64].
Jedng z wyizolowanych i scharakteryzowanych endopep-
tydaz aspartylowych nasion zb6z jest jeczmienna endopep-
tydaza aspartylowa HvAP, ktdra hydrolizuje gliadyne in
intro. Udowodniono jednak, ze enzym ten wystepuje tylko
w warstwie aleuronowej i nie jest wydzielany do bielma
skrobiowego [2], Obecnos¢ proteinaz aspartylowych zosta-
ta stwierdzona w nasionach wszystkich badanych dotych-
czas gatunkow ro$lin w stanie spoczynku. Aktywnos$¢ tych

Rycina 3. Jedno z pierwotnych miejsc hydrolizy wigzan peptydowych w horde-
inie C jeczmienia.
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enzymow spada znacznie w czasie kietkowania [66,67], co
wskazuje na ograniczony udzial endopeptydaz aspartylo-
wych w poczatkowym etapie hydrolizy biatek zapasowych
niektérych zbéz, lub tez na inne funkcje tej grupy peptydaz.
Do takich funkcji moga naleze¢: udziat endopeptydaz aspar-
tylowych w hydrolizie biatkowych inhibitorow a-amylazy
i trypsyny obecnych w stodzie jeczmiennym [68] lub tez
aktywacja enzymow hydrolitycznych syntetyzowanych de
novo [69].

Udziat endopeptydaz serynowych i metaloendopepty-
daz w hydrolizie biatek zapasowych w bielmie skrobiowym
ziarniakow zb6z jest dyskusyjny. Badania, w ktorych wy-
kryto obecnos¢ peptydaz z tej grupy dotyczg stodu jeczmien-
nego. pH bielmia skrobiowego w czasie kietkowania ogra-
nicza w znacznym stopniu mozliwos¢ ich uczestnictwa w
masowej mobilizacji biatek zapasowych. Jedynym znanym
wyjatkiem jest wspomniana wcze$niej metaloproteinaza z
nasion gryki [57], Inne scharakteryzowane endopeptydazy
nalezace do klasy endopeptydaz serynowych nie wykazy-
waty powinowactwa do gtéwnej grupy biatek zapasowych
zb6z —prolamin [70,71].

KARBOKSYPEPTYDAZY

Peptydy powstate w wyniku hydrolizy biatek zapaso-
wych przez endopeptydazy degradowane sg do aminokwa-
sow przez karboksypeptydazy serynowe [72]. Enzymy te sg
odpowiedzialne za uwolnienie ok. 75% wolnych amino-
kwaséw w procesie stodowania [3]. Hydrolizujg wigzania
peptydowe na C-koncach peptydéw w niskim pH. Grupa ta
obejmuje enzymy o masie czasteczkowej od 40 do 175 kDa i
niskim punkcie izoelektrycznym. W ziarniakach jeczmienia
i pszenicy wykryto obecnos$¢ 5 karboksypeptydaz seryno-
wych réznigcych sie zarowno specyficznoscig substratowa,
jak i masg czgsteczkowg [73,74]. Karboksypeptydaza | jest
enzymem o masie czasteczkowej 100 kDa u jeczmienia i
120 kDa u pszenicy, ztozonym z dwoch podjednostek [75].
Enzym ten przejawia najwyzszg aktywnos$¢ w stosunku do
substratow hydrofobowych, podobnie jak karboksypepty-
daza Il, ktéra charakteryzuje sie zblizong masa czasteczko-
wg (110 i 120 kDa) i budowg [76], ale posiada dodatkowo
zdolnos$¢ hydrolizy substratow z aminokwasami o dodatnio
natadowanych tancuchach bocznych. Karboksypeptydaza
I, charakteryzujgca sie niskag masg czasteczkowg 43 kDa u
jeczmienia, 40 kDa u pszenicy oraz 45 kDa u pszenzyta [77]
i budowag monomeryczng [77,78], z najwiekszg szybkoScig
hydrolizuje substraty hydrofobowe z duzym tarcuchem
bocznym aminokwasu C-koncowego. Natomiast karbok-
sypeptydazy IV (170 i 165 kDa) i V (95 i 150 kDa) dziatajg
na substraty z proling na przedostatniej pozycji, jednak ich
aktywnos$¢, w poréwnaniu z innymi karboksypeptydazami
obecnymi w bielmie skrobiowym, jest stosunkowo niska.
W zwigzku z tym karboksypeptydazy IV iV jak dotad nie
zostaty oczyszczone i scharakteryzowane. Na podstawie
specyficznosci substratowej roslinnych karboksypeptydaz
I, 11'i 1l oraz karboksypeptydazy Y z drozdzy, wyodreb-
niono dwie grupy karboksypeptydaz serynowych C i D, do
ktorych zaliczono réwniez inne karboksypeptydazy pocho-
dzace z grzybow i zwierzat. Karboksypeptydazy C (karbok-
sypeptydazy 1 i Ill) hydrolizujg substraty posiadajgce na
C-koncu aminokwasy hydrofobowe. Do karboksypeptydaz
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typu D (karboksypeptydaza Il) zaliczono natomiast enzy-
my, ktére précz uwalniania aminokwaséw hydrofobowych,
sg zdolne do hydrolizy substratéw z resztg lizyny na C-konh-
cu [79].

Karboksypeptydaza Il obecna jest w suchych ziarniakach.
Aktywnos$é tego enzymu sukcesywnie spada w miare po-
stepu mobilizacji biatek zapasowych. Silng akumulacje tego
enzymu obserwowano od 20 dnia po zapyleniu. Ponadto
stwierdzono, ze karboksypeptydaza ta wystepuje w trzech
izoformach, przy czym jedna z nich moze przejawiaé ak-
tywno$¢ wzgledem substratow z kwasem asparaginowym
lub glutaminowym [3]. Aktywnos$¢ takg wykryto w suchych
ziarniakach pszenzyta [80], Karboksypeptydazy I i Ill syn-
tetyzowane sg de novo w czasie kietkowania odpowiednio
przez tarczke zarodkowg i warstwe aleuronowg. Synteza
karboksypeptydazy Il w warstwie aleuronowej uwarunko-
wana jest dziataniem giberelin [4,80,81], podobnie jak synte-
za endopeptydazy EP-A czy a-amylazy. W trakcie oznacza-
nia sekwencji regionu znajdujgcego sie w poblizu miejsca
inicjacji transkrypcji genu kodujgcego karboksypeptydazy
Il u ryzu, stwierdzono obecnos$¢ sekwencji przypominaja-
cej ,element odpowiedzi na kwas giberelinowy" (ang. gib-
berellic acid response element), charakterystyczny dla genow,
ktorych ekspresja zachodzi pod wptywem tego hormonu u
zbéz [81]. Opisany mechanizm regulacji ekspresji tego genu
wydaje sie by¢ jednak ograniczony wytgcznie do komorek
warstwy aleuronowej. Nie stwierdzono bowiem istnienia
zaleznosci syntezy karboksypeptydazy Il od giberelin w
lisciach czy korzeniach zhéz. Proces ten moze by¢ regulo-
wany przez inne czynniki, ale nie poznano jak dotad spe-
cyficznych sygnatéw wptywajacych na ekspresje genu kar-
boksypeptydazy Il w innych cze$ciach tych roslin.

Karboksypeptydazy sg syntetyzowane w postaci proen-
zymoOw, ktore w czasie proteolitycznych modyfikacji po-
translacyjnych zostaja pozbawione odcinkéw C- i N-koA-
cowych, a w przypadku karboksypeptydaz I i Il rowniez
rejonu tgcznika [82], Dojrzewanie karboksypeptydaz | i Ill
zachodzi najprawdopodobniej w miejscu ich syntezy, po-
niewaz w tarczce zarodkowej i warstwie aleuronowej kar-
boksypeptydazy te wystepujg w formie aktywnej. Gtdwng
funkcjg karboksypeptydaz w mobilizacji biatek zapasowych
jest uwalnianie aminokwaséw z peptydéw bedacych wyni-
kiem dziatania endopeptydaz [63]. Wykazano, ze wstepna
hydroliza prolamin przy udziale endopeptydazy cysterno-
wej powoduje znaczny wzrost szybko$ci uwalniania amino-
kwasdw przez karboksypeptydazy, przy czym najwieksze
znaczenie w tym procesie przypada karboksypeptydazom
I i lll, podczas gdy karboksypeptydaza Il moze uczestni-
czy¢ we wstepnych etapach mobilizacji biatek zapasowych
[1,63]. Z drugiej strony, obecno$¢ karboksypeptydazy w
mieszaninie inkubacyjnej powoduje wzrost aktywnosci
endopeptydaz wobec prolamin [83], co $wiadczy o wspot-
dziataniu tych grup enzyméw w procesie hydrolizy biatek
zapasowych.

PODSUMOWANIE

W Kkietkujacych ziarniakach zb6z wystepuje od kilku do
nawet kilkudziesieciu aktywnos$ci endopeptydaz, w zalez-
nosci od rodzaju zboza, ale rdwniez od zastosowanej me-
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tody badawczej. Utrudnia to przypisanie poszczeg6lnym
enzymom jednoznacznych funkcji w mobilizacji biatek za-
pasowych. Udato sie to w przypadku endopetydaz cyste-
rnowych EP-A i EP-B. Wykryto miejsca hydrolizy wigzan
peptydowych przy udziale tych enzyméw w jednej z frakcji
prolamin jeczmienia, hordeiny C, co pozwala przypuszczag,
ze endopeptydazy EP-A i EP-B majg decydujace znaczenie
w procesie mobilizacji prolamin. Specyficznos$¢ substratowa
wiekszosci endopeptydaz wystepujacych w kietkujacych
ziarniakach nie jest jednak znana, chociaz wykazano, zZe
wiele z tych enzymdw posiada zdolnos$¢ hydrolizy natyw-
nych prolamin. Niskie pH bielma skrobiowego w czasie
mobilizacji biatek zapasowych oraz przewaga aktywnosci
endopeptydaz cysteinowych w tej tkance sugeruje, ze ta
grupa endopeptydaz odpowiada za catkowitg degrada-
cje biatek w bielmie, nie wyklucza to jednak uczestnictwa
endopeptydaz innych grup katalitycznych w tym proce-
sie. Druga grupg enzymow wystepujagcych w bielmie w
czasie kietkowania sg karboksypeptydazy serynowe. Biorg
one udziat w uwalnianiu aminokwaséw z peptyddéw, kto-
re powstajg wskutek dziatania endopeptydaz. Jak dotad
scharakteryzowano doktadnie karboksypeptydazy I, 1li I,
jednak nie wszystkie karboksypeptydazy zostaty opisane w
stopniu wystarczajagcym. Dotyczy to gtdwnie karboksypep-
tydaz prolinowych, ktérych aktywnos¢ jest w bielmie bar-
dzo niska, ale ze wzgledu na ich specyficzno$é substrato-
wa do substratéw z proling na przedostatniej pozycji moze
mie¢ decydujace znaczenie w uwalnianiu aminokwasow z
prolamin, u ktérych zawarto$¢ proliny szacuje sie wedtug
roznych zrodet na kilkanascie procent. Szybko$¢ hydrolizy
biatek zapasowych jest wypadkowa wielu procesow, ktore
majg miejsce w czasie kietkowania ziarniakéw zbhéz. Jed-
nym z nich jest szybko$¢ i poziom odpowiedzi tkanek do-
celowych na sygnaty hormonalne, co wptywa zaréwno na
zakwaszanie i zwiekszenie potencjatu oksydoredukcyjnego
bielma skrobiowego, ale réwniez na synteze gtéwnych pep-
tydaz biorgcych udziat w procesie hydrolizy biatek zapaso-
wych. Synteza hydrolaz uzalezniona jest z kolei od szybko-
sci hydrolizy biatek zapasowych w warstwie aleuronowej
i komorkach epitelialnych tarczki zarodkowej. Dodatkowo,
na aktywno$¢ peptydaz wptywa obecno$¢ endogennych
inhibitorow oraz szybko$¢ ich degradacji. Dlatego petne
wyjasnienie roli poszczegdlnych enzymow oraz poznania
doktadnej sekwencji zdarzen jakie zachodzg w czasie tego
procesu bedzie wymagato wielu dalszych badan.
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Mobilization of storage proteins in cereal grains
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ABSTRACT

Mobilization of seed reserves is a gradual process leading to the total degradation of accumulated biopolymers. In cereals cysteine endopeptidases
and serine carboxypeptidases play essential role in hydrolysis of storage proteins. Peptidases of other catalytic groups seem to take part in
regulatory processes or various processes that are not directly connected with storage proteins breakdown in the endosperm of germinating
grains. The rate of the hydrolysis depends on the presence of biologically active gibberellins in the grain tissues. The presence of gibberellins
determines peptidases synthesis in the aleurone layer, and acidification of starchy endosperm where the process occurs. Although the researches
are highly advanced the functions of many peptidases in the storage proteins degradation are still not identified.
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Cytometria Przeptywowa BD

BD Biosciences, San Jose, CA

Analiza Komorek

Najnowsze postepy w biologii molekularnej i komoérkowej - w badaniu

komdrek obejmujacym ich funkcje, struktury jakie zawieraja, oddziatywania

z otoczeniem oraz cykl zycia, podziat i Smier¢ - pomogty naukowcom zyskac
gtebsze zrozumienie chordb cztowieka. Coraz lepsze poznawanie roznych
rodzajow populacji komorek, sposobéw dziatania komorek iréznic pomiedzy
rodzajami komdrek ma fundamentalne znaczenie z punktu widzenia badania
biologii komdrkowej i choréb oraz stanowi podstawowe zastosowanie aparatow i
odczynnikow opracowywanych przez BD Biosciences.

Technologia wzmacniajgca nasze oferty produktowe - cytometria przeptywowa
- odgrywa kluczowa role w pogtebianiu tego zrozumienia. Cytometria
przeptywowa - pierwsza technika stworzona do analizy pojedynczych komorek -
stanowi zaawansowang technologie liczenia, badania i sortowania pojedynczych
komdrek. Z punktu widzenia tego postepu réwnie wazne byto rownolegte
odkrycie i rozwdj przeciwciat monoklonalnych, co umozliwito badaczom
wykrywanie i oznaczanie specyficznych populacji komorek.

Potaczenie tych dwdch technologii - skomercjalizowanych mniej wiecej w tym
samym czasie - wywotato gwattowny rozwoj rynku cytometrii przeptywowej.

©BD
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Rycina 1. Zasada cytometrii przeptywowej

Cytometria Przeptywowa

Cytometria przeptywowa oferuje badaczom i klinicystom trzy istotne
mozliwosci. Po pierwsze, cytometria przeptywowa analizuje populacje komérek
na zasadzie ,,komérka po komérce” (ang. cell-by-cell) - zdolno$¢ o decydujacym
znaczeniu z punktu widzenia dzisiejszych badaczy i klinicystéw, ktorzy szukaja
bardzo niewielu komérek wsréd wielu komérek w prébce (czesto jak igiet

w stogu siana), co umozliwia im zdiagnozowanie, monitorowanie lub badanie
choroby badz procesu biologicznego. Po drugie, cytometria przeptywowa jest
nadzwyczaj szybka. Tempo rutynowej analizy probek moze siega¢ 10 000
komorek na sekunde - jest to niewiarygodny postep wzgledem historycznych
metod wzrokowego badania i zliczania komérek. W koAcu, cytometria
przeptywowa posiada zdolnos¢ jednoczesnego mierzenia wielu parametrow
(tzw. multipleksing ) pojedynczych komorek. Multipleksing pozwala badaczom

i klinicystom zebrac¢ wiecej informacji zjednej prébki szybciej, niz kiedykolwiek
wczesniej. Mozliwosci te uczynity z cytometrii przeptywowej potezne narzedzie
0 wielu zastosowaniach, zaréwno dla badaczy, jak i klinicystow.

Jak dziata cytometria przeptywowa?
Cytometry przeptywowe zawierajg trzy gtéwne uktady - ptyndw, optyczny
lelektroniczny.

Uktad ptynoéw przepuszcza probke komoérek (na przyktad probke krwi
cztowieka) przez komore przeptywowa w taki sposéb, ze komorki przechodza
pojedynczo przez wigzke laserowg. Kazda komdrka przechodzi przez wigzke,
rozprasza $wiatto i moze emitowaé Swiatto fluorescencyjne. Te sygnaty Swietlne
sg zbierane przez uktad optyczny i kierowane do rozmaitych detektoréw.
Sygnaty otrzymywane przez detektory sg nastepnie przeksztatcane w wartosci
numeryczne przez uktad elektroniczny. Wyniki moga by¢ wyswietlane na
ekranie lub zapisane dla celéw przysztej analizy przy uzyciu specjalnie
zaprojektowanego oprogramowania.

Gdy kazda komérka przechodzi przez wigzke, jej parametry (cechy) sag mierzone
i zapisywane wraz z czasem przej$cia przez wigzke. Zwykle dane zbierane

sg co najmniej dla 10 000 komérek na probke. Podstawowe zasady dziatania
cytometréw przeptywowych sg przedstawione na rycinie 1

Sortowanie

System BD FACSAria™ Il moze zaréwno sortowac, jak ianalizowaé populacje
komorek. Jest to cenne, gdy badacz musi zbada¢ konkretny rodzaj komorki.
Najpierw parametry ustawiane sg w taki sposob, aby cytometr przeptywowy
moégt identyfikowaé komorki interesujace badacza. Gdy tylko zidentyfikowana
zostaje populacja komorek, ktére majg by¢ poddane sortowaniu, strumienh cieczy
zawierajacy probke jest przekierowywany przy wysokim ci$nieniu przez uktad
ptynéw w jeden strumien w taki sposob, ze komérki przechodzg pojedynczo
przez wigzke laserowa, gdzie wykrywane sg informacje o komdrkach. Jesli
komorka odpowiada okreslonym parametrom, cytometr generuje tadunek
elektryczny. W efekcie natadowana komérka jest odchylana do probéwki do
zbierania. Badacz moze wzig¢ interesujace go komorki i poddac je hodowli lub
zbada¢ przy uzyciu innych testéw. Nienatadowane kropelki kierowane sg wraz
ze strumieniem do pojemnika na odpady. Proces ten przebiega szybko

i moze zosta¢ zrealizowany w tempie 20 000 komérek na sekunde. System BD
FACSAria™ Il moze sortowac jednocze$nie do czterech populacji.
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Sygnat Rozproszenia

Bocznego SSC

(Ztozonos¢ Komorki)

Swiatlo
Laserowe

Sygnal Rozproszenia
Do Przodu FSC
(Rozmiar Wzgledny)

Rycina 2. Rozproszenie $wiatta

SSC-A

FSC-H

ﬂ Neutrofil
(“ Monocy!

Limfocyt

Rycina 3. Wykres kropkowy réznych rodzajow

komoérek krwi

Fluorochrom
BD Horizon™ V450
Pacific Blue™
AmCyan

Alexa Fluor® 488
HTC

PE

PE-Texas Red®
Texas Red®
APC

Alexa Fluor® 647
PE-Cy™5

PerCP
PerCP-Cy™5.5
Alexa Fluor® 700
PE-Cy™7
APC-Cy7

Kolor Emisji Fluorescencyjnej

Niebieski
Niebieski
Zielony
Zielony
Zielony

Pomarariczowy
Pomarariczowy
Czerwony
Czerwony
Czerwony
Czerwony
Daleka Czerwieri
Daleka Czerwieri
Podczerwien

Podczerwien

Rycina 4. Popularne fluorochromy
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Pomiary cech komérek

W momencie przechodzenia komoérki przez wigzke laserows, $wiatto ulega
rozproszeniu w réznych kierunkach, co ilustruje rycina 2. 1lo$¢ $wiatta

i kierunek, w jakim Swiatto to jest rozpraszane pomagajg badaczom okresli¢
zar6wno rozmiar, jak i wewnetrzng ztozono$¢ komérki. Informacje te
wyswietlane sa w formie wizualnej na pewnego rodzaju wykresie, zwanym
wykresem kropkowym, gdzie kazda kropka reprezentuje pojedyncza komorke.
Na wykresie kropkowym, przedstawionym na rycinie 3, r6zne rodzaje komorek
krwi —neutrofile, monocyty i limfocyty - mozna odrézni¢ poprzez sposéb
przedniego i bocznego rozpraszania $wiatta. Obecnie cytometria przeptywowa
umozliwia badaczom jednoczesne badanie wiecej niz jednej populacji komérek
iuzyskanie informacji wykraczajacych znacznie pozajeden parametr.

Przeciwciala monoklonalne

W momencie pojawienia sie cytometrii przeptywowej przypadkowo wytyczono
réwniez sposoby wytwarzania przeciwciat monoklonalnych. PézZniejsze
potagczenie przeciwciat monoklonalnych z cytometrig przeptywowa ujawnito
rzeczywistg site technologii przeptywowej i pobudzito szybki postep w zakresie
zastosowan cytometrii przeptywowej.

Przeciwciata monoklonalne pozwalaja badaczom wykrywaé i oznaczac -
»znakowacé”- okreslone populacje komdrek. Technologia obejmuje tworzenie
odczynnika przeciwciala, ktéry bedzie wigza¢ sie do okre$lonej struktury
(antygenu), o ktérej wiadomo, ze jest obecna na danym rodzaju komorki
interesujacej badaczy. Technologia ta stanowi klucz do opracowywania
odczynnikéw biologicznych, ktére mozna stosowac nie tylko w celu
identyfikowania komorek, ale réwniez oznaczania zmian zwigzanych z funkcja
tej komorki.

Wraz z mozliwoscig przygladania sie wielu komérkom i parametrom, badacze
potrzebowali sposobu identyfikowania i grupowania komdérek. Aby osiggna¢

ten cel, do bazowej technologii cytometrii przeptywowej wigczono uzycie
fluorescencji i wielokolorowego barwienia. Efektem tego mariazu technologii jest
zrewolucjonizowanie wspo6tczesnych badan biologicznych.

Fluorescencia jako marker komoérek i aktywnosci komérkowej
Przeciwciata monoklonalne sg czesto fagczone z barwnikiem fluoroscencyjnym
(fluorochromem), ktéry po pobudzeniu przez laser bedzie emitowac $wiatto
fluoroscencyjne. Fluorochrom umozliwia badaczowi $ledzenie, ktére komérki
wigzg sie do przeciwciata lub znacznika.

Wiekszo$¢ komorek naturalnie nie emituje Swiatta fluorescencyjnego.
Jednakze jesli przeciwciato monoklonalne oznaczone fluorochromem wigze sie
z antygenem prezentowanym na powierzchni komérki, w momencie
przechodzenia tej komorki przez wigzke laserowg cytometru przeptywowego
odebrany zostanie sygnat Swiatta fluorescencyjnego.

Fluorochromy réznig sie miedzy sobg pod wzgledem koloru emitowanego
Swiatta. Na przyktad FITC, jeden z fluorochroméw oferowanych przez BD,

po ekspozycji na dziatanie lasera stosowanego w naszych cytometrach
przeptywowych bedzie emitowac zielone Swiatto, za$ PE, inny sposréd
oferowanych przez BD odczynnikéw znakowanych fluorochromami, bedzie
emitowaé $wiatto pomaranczowe. Te réznice pomiedzy fluorochromami sg
istotne, poniewaz pomagajg badaczom odréznia¢ populacje komdrek lub rézne
aktywnos$ci komérkowe.
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Wielokolorowa cytometria przeptywowa
Komorki réznych rodzajéw posiadajg rézne kombinacje antygendw i beda wiazac
sie z r6znymi kombinacjami przeciwciat. Jesli kazde przeciwciato monoklonalne
,  stosowane w badaniu prébki komorek jest zwigzane z innym fluorochromem,
2 @ to poszczegoblne rodzaje komérek mozna odrézniaé od siebie na podstawie
kombinacji koloréw emitowanych w momencie przechodzenia przez wigzke
laserowa. Rycina 5 przedstawia wykres kropkowy komérek zabarwionych dwoma
ré6znymi odczynnikami przeciwcial monoklonalnych, z ktérych kazdy zwigzany
Eoa jest z innym kolorem fluorochromu. Na podstawie ilosci emitowanego $wiatta
% 3 P @ kazdego koloru (FITC - zielone lub APC - czerwone), zidentyfikowano cztery
: rézne populacje.

2

FITC 5

Rdéwnoczesne zastosowanie kombinacji wielu koloréw jeszcze bardziej zwieksza
zdolnos¢ rozrézniania réznych (heterogennych) populacji komérek. Rycina 6
ilustruje przyktad, w ktérym w badaniu probki komdrek uzyto trzech r6znych
przeciwciat monoklonalnych — kazde znakowane innym fluorochromem

111 (_T_] — celem szukania limfocytéw T. Widocznych byto pie¢ réznych rodzajéw
komoérek. Uzycie wielu koloréw nie tylko umozliwito zidentyfikowanie komérek
0—(@ )—0 T, ale rdwniez pozwolito wykry¢ dwa r6zne rodzaje komérek T: limfocytow T

pomocniczych i limfocytow T cytotoksycznych. Znajomos$é liczby i proporcji

tych dwdch rodzajow limfocytéw T jest bardzo wazne w badaniu niedoboru
)—o ._< odpornosci i w opiece nad pacjentami z chorobami niedoboru odpornosci,
np. HLV.

Rycina 6. Trojkolorowe barwienie limfocytow

Rycina 5. Wykres kropkowy fluorescencji

Podsumowanie

Cytometria przeptywowa, pierwsza technika stworzona do analizy pojedynczych
komoérek, taczy w sobie elastyczno$¢ i czutosc technologii fluorescencyjnej

z szybkoscig i mozliwo$ciami integracji danych. Stata sie ona ztotym standardem
w analizie komorkowej ijest obecnie stosowanajako narzedzie analityczne

w wielu sektorach nauk biologicznych.

W miare rozwoju badan w dziedzinie biologii komorkowej cytometria
przeptywowa w coraz szerszym zakresie wspiera te badania. Aby sprosta¢

temu wyzwaniu, zesp6t ds. Analizy Komérkowej w BD Biosciences kontynuuje
wprowadzanie innowacji — rozwijajac bardziej niz kiedykolwiek skomplikowane
testy i aparaty, ktore sg bardziej zaawansowane i tatwiejsze w uzyciu.

©BD
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Wybor Odczynnikow do Wielokolorowej
Cytometrii Przeptywowej
Holden Maecker i Joe Trotter

BD Biosciences, San Jose

Cytometry przeptywowe wykrywajgce szes¢, osiem i wiecej kolorow
pobudzity rozwéj nowych fluorochromow i koniugatéow przeciwciat
wykorzystujgcych te mozliwosci. Jednakze wyboér kombinacji
fluorochroméw optymalnej dla specyficznos$ci konkretnego
przeciwciata jest procesem ztozonym. Niniejsza notatka dot.
stosowania dostarcza pewnych prostych wytycznych, majgcych
poméc w wyborze zestawu odczynnikdéw do wielokolorowej cytometrii
przeptywowej, uniknieciu cykli préb i btedéw oraz zwiekszeniu szans
na przeprowadzenie udanego eksperymentu.

Podstawy: Zna¢ swoj aparat

Dobdr odczynnikow rozpoczyna sie od konfiguracji aparatu. Rodzaj i liczba laserow
oraz detektor6w decyduje o tym, czy uktad optyczny moze wzbudzi¢ dany
fluorochrom i wtasciwie wykry¢ dang kombinacje fluorochroméw. Na skuteczno$é
wykrywania poszczegdlnych barwnikdw wptywa réowniez projekt uktadu
optycznego, podobnie jak ustawienia aparatu, w tym napiecia PMT. (Patrz nowa
funkcja BD Cytometer Setup and Tracking [CS&T] oprogramowania
BD FACSDiva™ 6.x na stronie bdbiosciences.com/facsdiva). 1wreszcie, na
faktyczng jasnos$¢ jednego fluorochromu wzgledem innego w duzym stopniu
wptywa wybor filtréw optycznych, stosowanych z kazdym detektorem. Wybor filtra
to proces wzajemnych ustepstw: stosowanie szerszego filtra pasmowoprzepustowego
moze zwigkszy¢ zdolno$¢ wykrywania danego fluorochromu, ale moze réwniez
zwiekszy¢ wielkos¢ rozlanego tta, najakie wptynety w tym detektorze sasiadujace
fluorochromy. Dobrym sposobem wizualizacji tych efektéw jest wirtualne testowanie
kombinacji filtréw przy uzyciu narzedzia internetowego, takiego jak przegladarka
na stronie bdbiosciences.com/spectra. Narzedzie to ilustruje przewidywane
rozlanie (ang. spillover)* w przypadku poszczegdlnych kombinacji fluorochroméw
i filtrow.

* Przewidywany ,wyciek” stanowi znormalizowany procent emitowanej fluorescencji,
ktéry moze niekoniecznie odpowiada¢ procentowi stosowanemu do kompensaciji
z uwagi na skutki réznych wspdétczynniké6w wzmocnienia detektoréw.

OBD



Fluorochromy: Zdecyduj sie najasne..

Biorac pod uwage wiele r6znic w konfiguracji aparatéw, niemozliwe jest

uniwersalne okres$lenie ,,najlepszych” fluorochroméw do stosowania

w kombinacjach 6, 8 lub wiekszej liczby koloréw. Jednakze w przypadku
B konkretnego cytometru, jak aparat BD™ LSR Il, mozliwe jest uszeregowanie
dostepnych barwnikéw wedtug stopnia ich jasnosci na tym aparacie (gdy jest
konfigurowany za pomoca okre$lonego zestawu laseréw i filtrow). Ale jak
wiasciwie definiujemy i mierzymy jasno$¢? Dobra funkcjonalna definicja
stopnia jasnosci odczynnika powinna zawiera¢ okre$lenie skutkéw wptywu tta
lub tego, w jaki sposob sygnat rozktada sie nad niezabarwionymi populacjami
komérek. Na tto w konkretnych detektorach wptywajg poziomy sygnatéw,
autofluorescencja komorek, barwienie niespecyficzne, szum elektryczny
i tho optyczne z innych fluorochroméw (rozlanie). Zwiekszajg one szerokos$¢
(wariancje lub OS2 populacji negatywnej w takim stopniu, w jakim kazdy
z tych czynnikdw wptywa na zaktécenia i/lub sygnat (patrz Ryc. 1). W tym
Wskaznik Barwienia DIW sensie dobrym znormalizowanym miernikiem funkcjonalnym stopnia jasnosci
odczynnika jest wskaznik barwienia (ang. stain index)\ definiowany jako D/W,
gdzie D jest roznica pomiedzy populacjg pozytywng a negatywng, a W jest
réwne 2 OS populacji negatywnej.

Rycina 1. Rzeczywisty stopien jasnosci
odczynnika zalezy od r6znicy pomiedzy
populacja pozytywna i negatywng (D)

| rozproszenia populacji negatywnej (W). Gdy to samo przeciwciato jest sprzezone z réznymi barwnikami, aby

wyrobi¢ sobie opinie na temat wzglednego stopnia jasnosci barwnikéw na
danym aparacie mozna poréwnaé ich wskazniki barwienia. Opiera si¢ to na
zatozeniu, ze wiasciwosci chemiczne koniugacji w przypadku wszystkich
odczynnikéw zostaty zoptymalizowane. Wykorzystujac to zatozenie, Tabela 1
przestawia wskaznik barwienia dla kilku r6znych koniugatéw CD4 przy uzyciu
okreslonych filtréw na standardowym cytometrze przeptywowym BD LSR II.

Wskaznik barwienia stanowi uzyteczny
miernik znormalizowanego sygnatu ponad tlo.

Informacje w tej tabeli dajg wyobrazenie o wzglednym stopniu jasnosci réznych
fluorochroméw na tej platformie. Prowadzi to do okre$lenia pierwszej zasady
wyboru odczynnikdw: nalezy wybiera¢ najjasniejsze fluorochromy sposrod
dostepnych. Zatézmy, ze posiadasz czterokolorowy panel sktadajacy sie

z odczynnikéw sprzezonych z FITC, PE, PerCP-Cy™5,5 oraz APC i chcesz
dodaé piaty kolor. Oczywistym wyborem jest PE-Cy™7, poniewaz jest to
najjasniejszy fluorochrom, ktérego nie majeszcze w twoim panelu.

Fluorochrom Klon Wskgﬁnik
barwienia

PE-Cy5 RPA-T4 353

PE RPA-T4 302

2APC RPA-T4 278

2Alexa Fluor® 647 RPA-T4 214

PE-Cy7 RPA-T4 139

1PerCP-Cy5.5 RPA-T4 107

3BD Horizon™ V450 RPA-T4 85

3Pacific Blue™ RPA-T4 80

“Alexa Fluor® 488 RPA-T4 73

Alexa Fluor® 700 RPA-T4 61

4FITC RPA-T4 56

SAPC-Cy7 RPA-T4 37

'PerCP RPA-T4 37

AmCyan RPA-T4 25

BAPC-H7 RPA-T4 24

Tabela 1. Przecietny wskaznik barwienia r6znych koniugatéw fluorochroméw obstugiwanych zaréwno na

cytometrze przeptywowym BD LSR Il, jak | BD FACSCanto Il
12345 Fluorochromy wymienione z tg sama liczba w indeksie gérnym sa rejestrowane w tym samym detektorze, totez normalnie
nie bytyby stosowane w skojarzeniu.
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...ale minimalizuj wzajemne naktadanie sie widm

Tylko sam stopien jasnosci idzie tak daleko. Indeksy barwienia wymienione

w Tabeli 1sg obliczane z odczynnikami uruchamianymi pojedynczo, a nie

w ramach koktajlu. Gdy tylko dodane zostang inne odczynniki, problemem
staje sie naktadanie widm. Im wiecej koloréw prébuje sie zastosowac,

z tym wiekszym naktadaniem tych koloréw bedzie trzeba sobie poradzi¢.

Ze zjawiskiem tym radzimy sobie poprzez zastosowanie kompensacji, ktéra
wprowadza korekte wszystkich sygnatéw w taki sposob, ze na przyktad
populacja komorek emitujgcych jedynie fluorescencje PE nie wykaze zadnej
fluorescencji FITC. Cho¢ jest to w ogolnosci prawdziwe dla populacji,
pojedyncze komérki bedg wpada¢ powyzej lub ponizej Sredniej, ito poszerzenie
danych jest wieksze, gdy naktadanie widm wprowadza dodatkowe zaktécenie.l
Kompensacja nie usuwa niestety tego szumu, cho¢ korygowana jest mediana,
poniewaz pozostaje rozproszenie danych (wariancja) wynikajgce

z rejestracji (statystyki) fotoelektronéw. Skutkiem rozproszenia danych jest
wiec zmniejszenie czutosci rozdzielczosci, i stad tez indeksu barwienia

w detektorze fluorescencji, na ktdry wptywajg sygnaty z innych detektoréw.
Tak wiec druga zasada wyboru odczynnikow brzmi: wybierajgc kombinacje
odczynnikéw nalezy minimalizowa¢ potencjalne naktadania widm. Moze to
kolidowa¢ z zasadg pierwsza, czyli wybieraniem najjasniejszych fluorochroméw.
Na przyktad, PE-Cy5 jest bardzo jasny jesli chodzi o indeks barwienia (Tabela 1),
ale charakteryzuje sie znaczagcym udziatem (tj. dodaje tfa) do detektora APC.
Cho¢ te dwa fluorochromy mozna stosowac tacznie, czuto$¢ rozdzielczosci

w przypadku APC zostanie zredukowana na przyktad w poréwnaniu

z kombinacjg PerCP-Cy5.5 i APC. Dzieje sie tak w sytuacji, gdy zechcesz
poswieci¢ pewien poziom jasnos$ci w jednym detektorze w celu unikniecia
rozmycia (i utraty czuto$ci rozdzielczosci) w innym.

Kolory i specyficznos¢: Zdefiniuj wikasciwe kombinacje

Biorgc pod uwage te dwie zasady, wygenerowalismy zestaw fluorochromow,
ktére stanowig uzasadnione opcje wyboru do stosowania w eksperymentach
wymagajacych 6, 8 lub wiekszej liczby koloréw (Tabela 2). Nalezy zwrécié
uwage, ze te opcje wyboru opierajg sie na aparatach BD (BD LSR I, sorterze
komorek BD FACSAria™ Il lub cytometrze przeptywowym BD FACSCanto™ II)
i na odczynnikach, ktére zwykle mozna naby¢ z katalogu jako koniugaty
przeciwciat.

Po zdefiniowaniu fluorochroméw, ktére majg by¢ zastosowane, mozna zacza¢
dopasowywanie specyficznosci przeciwciat do poszczeg6lnych fluorochroméw,
aby wybraé faktyczne koniugaty, ktére majg zosta¢ zastosowane. W tym celu
kwestiami kluczowymi pozostajg stopien jasnosci i naktadanie, co ilustruje
nastepujacy przyktad.

6-kolorowy 8-kolorowy 10-kolorowy
FITC or Alexa Fluor® 488 FITC or Alexa Fluor® 488 FITC or Alexa Fluor® 488
PE PE PE
PE-Texas Red® or PE-Alexa Fluor® 610
PerCP-Cy5.5 PerCP-Cy5.5 PerCP-Cy5.5
PE-Cy7 PE-Cy7 PE-Cy7
APC or Alexa Fluor® 647 APC or Alexa Fluor® 647 APC or Alexa Fluor® 647

Alexa Fluor® 680 or 700

APC-Cy7 or APC-H7 APC-Cy7 or APC-H7 APC-Cy7 or APC-H7
AmCyan AmCyan
BD Horizon V450 BD Horizon V450

Tabela 2. Popularne opcje wyboru dla 6-, 8- i 10-kolorowych eksperymentéw



Zatézmy, ze chcesz przyjrzeé sie barwieniu CD62L na komérkach T CD8+.
Podczas, gdy biatko CD8 obecne jest w duzej ilosci i przeciwciata przeciw
niemu barwig komoérki bardzo jasno, CD62L jest wzglednie ,,ciemne” (biatko
nie wystepuje zbyt licznie na powierzchni komérki, i/lub dostepne przeciwciata
wykazuja mate powinowactwo). Poczatkowo nalezy rozwazy¢ zastosowanie
najjasniejszego fluorochromu sposréd dostepnych, PE, w przypadku CD62L,
stosujac jednocze$nie ciemniejszy fluorochrom, jak FITC w przypadku CDS8.
FITC daje jednak znaczacy udziat do detektora PE (patrz Ryc. 2). W efekcie,
w przypadku komdrek CD8+, kt6re sa mocno zabarwione w detektorze FITC,
wptyw na czuto$¢ rozdzielczosci w przypadku PE jest negatywny w tym
sensie, ze rozdzielczo$¢ CD62L moze by¢ ponizej optymalnej. Istnieje wiele
potencjalnych rozwigzan tego problemu, na przyktad:

1) Przesuniecie CD8 do fluorochromu. ktéry wykazuje mniejsze naktadanie
widma z PE (jak PerCP-Cy5.5 lub APC).

2) Przesunigecie CD62L do detektora, ktory jest nadal relatywnie jasny, ale nie
naktada sie z FITC (jak APC lub PE-Cy5). Nalezy zwrdci¢ uwage, ze
w tym przyktadzie w detektorze FITC mocno zabarwione sg tylko komorki
CD8+, wiec tylko komérki CD8+ przyczyniajg sie do rozproszenia danych
w detektorze PE. Je$li interesuje cie barwienie CD62L tylko na komdérkach
CD4+ (CD8-), pierwotna kombinacja odczynnikéw (CD8 FITC, CD62L PE)
bedzie odpowiednia.
Przyktad ten ilustruje dwie dodatkowe zasady wyboru odczynnikéw: nalezy
zachowac najjasniejsze fluorochromy dla ciemnych przeciwciat i odwrotnie,
ale unika¢ wptywu sygnatu z populacji jasnych komérek do detektoréw
wymagajacych wysokiej czutosci w przypadku tych populacji.

BD Fluorescence Spectrum Viewer
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Rycina 2. Zachodzenie spektralne FITC na detektor PE. Pobrane ze strony bdbiosciences.com/spectra

Barwniki tandemowe: Uwaga na degradacje

Ostatnim tematem, jaki nalezy rozwazy¢, jest mozliwo$¢ degradacji barwnikow
tandemowych. W obecnosci $wiatta, utrwalacza i podwyzszonych temperatur,
APC-Cy7 iw mniejszym stopniu PE-Cy7 moga ulega¢ degradacji, a wiec moga
one $wieci¢ w detektorze macierzystego barwnika (APC lub PE). Proces ten
rozpoczyna sie czesto od matej subpopulacji komérek, prowadzac do zdarzen
fatszywie pozytywnych w APC lub PE.1

464 www .postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

Postepy Biochemii 55 (4) 2009

Problemu tego mozna w duzym stopniu unikng¢ minimalizujac ekspozycje
prébek na Swiatto, ciepto i utrwalacze na bazie formaldehydu. Dodatkowo,

BD Biosciences stworzyto APC-H7, analog APC-Cy7 o zwiekszonej trwatosci
przy ekspozycji na Swiatto, ciepto i utrwalacze na bazie formaldehydu. Mimo
to w przypadku pewnych zastosowar, istnieje dodatkowa zasada: nalezy wzigé¢
pod uwage konsekwencje degradacji barwnikéw tandemowych oraz to, czy
wptynie to negatywnie na odczyty w detektorach APC lub PE. Jesli tak, mozna
zastosowac rdézne inne konfiguracje odczynnikdw. W sytuacjach, w ktérych
konieczne jest ostateczne utrwalanie probek (np. probki niosgce zagrozenie
biologiczne), dostepny jest stabilizujgcy utrwalacz, ktéry pomaga zapobiegac
degradacji APC-Cy7, utrwalajacy jednoczesnie komérki (BD Biosciences

Nr Kat. 338036). Jesli chodzi o bardziej trwate barwniki tandemowe, BD oferuje
obecnie skoniugowane przeciwciata APC-H7.

Dobor kontroli do weryfikacji zestawu odczynnikéw

Po uwzglednieniu tych wszystkich czynnikow jeste$ gotoéw, aby przetestowad
wielokolorowy koktajl odczynnikéw. Aby to zrobi¢, istnieja dwa rodzaje
kontroli, ktére mozesz zechcie¢ wiaczy¢ do wstepnego testowania: kontrole
doktadnosci i kontrole fluorescencji minus jeden (fluorescence-minus-one -
FMO).2Kontrole doktadnosci wykorzystuja dane przeciwciato samo (lub

z minimum dodatkowych odczynnikéw bramkujacych) i poréwnujg wyniki

w przypadku wykorzystania tego przeciwciata w kompletnym koktajlu. Na
podstawie tego mozna zaobserwowac¢ wptyw dodatkowych odczynnikéw na
interesujacy nas odczyt, aby uzyskac¢ pewnos¢, ze inne odczynniki nie wptywaja
negatywnie na ten odczyt. Kontrole FMO tgczg wszystkie odczynniki w danym
koktajlu, z wyjatkiem jednego interesujagcego nas odczynnika. Sg one przydatne
do mierzenia czutosci poszczegélnych detektoréw w kontekscie innych
odczynnikéw. Mozna je réwniez wykorzystywaé do rutynowego bramkowania
tych detektoréw, w przypadku ktérych zastosowanie innych sposobow
ustawiania bramek nie jest mozliwe lub praktyczne. Ogoélnie rzecz biorac,

po wiasciwym zweryfikowaniu zestawu odczynnikdw nie ma koniecznosci
codziennego przeprowadzania wszystkich tych kontroli.

Podsumowujac, w niniejszym artykule okreslono zasady wyboru odczynnikéw
do wielokolorowej cytometrii przeptywowej. W celu uzyskania mozliwie
najlepszych wynikéw nalezy zréwnowazy¢ te zasady:

Zasada 1: Nalezy wybra¢ najjasniejszy zestaw fluorochroméw dla konkretnej konfiguracji aparatu.
Zasada 2: Nalezy wybiera¢ fluorochromy w taki sposéb, aby zminimalizowa¢ potencjalne naktadanie widm.
Zasada 3: Nalezy zachowywacé najjasniejsze fluorochromy dla stabych przeciwciat i odwrotnie.

Zasada 4: Nalezy unika¢ wptywu sygnatu z populacji jasnych komérek do detektoréw wymagajacych wysokiej
czutosci w przypadku tych populacji.

Zasada 5: Nalezy podja¢ kroki, aby unikna¢ degradacji barwnikéw tandemowych i uwzgledni¢ ich wptyw na
wyniki.

Z czasem dostepne stana sie sprawdzone panele odczynnikéw wielokolorowych,
zar6wno w oparciu o zZrédta w literaturze, jak i od producentéw. Projektujac
panele odczynnikow, wielu uzytkownikéw nie bedzie musiato zaczyna¢ od
zera. Niemniej jednak, bioragc pod uwage ogromng r6znorodnos$¢ zastosowan
wielokolorowej cytometrii przeptywowej, wiekszo$¢ badaczy znajdzie sie
czasem w sytuacji, w ktérej bedg musieli samodzielnie wybra¢ wielokolorowe
odczynniki. Mamy nadzieje, ze te zasady okazg sie pomocne.

W celu uzyskania szerszych informacji na temat odczynnikéw do
wielokolorowej cytometrii przeptywowej, prosimy odwiedzi¢ strong
bdbiosciences.com/colors.
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Odczynniki do wielokolorowej cytometrii przeptywowej

Rozszerz swojg cytometrie wielokolorowg o opcje wykraczajace poza piec
typowych koloréw.

B Cells

« BD Biosciences nadal rozszerza oferte wielokolorowych odczynnikéw,
aby pomdc w wytyczajacych nowe drogi badaniach przy wykorzystaniu
rozszerzonych mozliwosci detekcji fluorescencji w naszych cytometrach
przeptywowych.

» Oferujemy przeciwciata sprzgezone bezposrednio z fluorochromami, ktére
wykraczajg poza naszych pie¢ typowych koloréw, dostarczajac koloréw do
laseréw fioletowych, czerwonych i niebieskich. Obejmujg one koniugaty
AmCyan, BD Horizon V450, Alexa Fluor® 700 i PE-Cy7, majace wspomoc
barwienie 9-kolorowe gotowymi odczynnikami.

* Program BD Biosciences Custom Conjugation* oferuje wiecej opcji wyboru
do projektowania wielokolorowych eksperymentéw. Program oferuje wiele
koloréw, co przedstawiono w Tabeli 3.

e

HLA-DR V450

10°

: * W celu uzyskania szerszych informacji na temat programu Custom Conjugation
> Pl . P . .
[9) R Program, prosimy skontaktowac¢ sie z przedstawicielem BD ds. sprzedazy
&
= g
o D4
Fluorochrom Ex Max (nm)
T T T T
1¢ 100 10 10 Alexa Fluor® 488 495
CD4 AmCyan-A
Alexa Fluor® 594 590
Alexa Fluor® 647 650
Rycina 3. Przyktad wykorzystania odczynnikéw
. o Alexa Fluor® 680 679
bramkujacych (CD4, CD8, CD19) przy uzyciu
niekonwencjonalnych koniugatéw z fluorochromami Alexa Fluor® 700 696
wzbudzanymi przez laser niebieski, czerwony AmCyan 457
i fioletowy.
APC 650
APC-Cy7 650
BD APC-H7 650
BD Horizon V450 404
FITC 494
Pacific Blue™ 401
PE-Cy5 496, 564
PE-Cy7 496, 564
PerCP 482
PerCP-Cy5.5 482
PE-Texas Red® 496, 564
Texas Red® 595

Tabdla s. Koniugaty dostepne w BD Biosciences w programie Custom

PiSmiennictwo

1. Maecker HT, Frey T, Nomura LE, 2. Baumgarth N, Roederer M (2000)
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Trotter J (2004) Selecting fluorochrome
conjugates for maximum sensitivity.
Cytometry A 62:169-173

A practical approach to multicolor flow
cytometry for immunophenotyping.
J Immunol Metthods 243:77-97
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Tabela 4. Specyfikacje fluorochroméw BD Biosciences

Fluorochrom

BD Horizon V450
Pacific Blue™
AmCyan

Alexa Fluor® 488
FITC

PE

PE-Texas Red®
Texas Red®f
APC*

Alexa Fluo® 647
PE-Cy5*

PerCP
PerCP-Cy5.5
Alexa Fluo® 700
PE-Cy7
APC-Cy7
BDAPC-H7

*APC i PE-Cy5 moga by¢ stosowane tacznie na aparatach z kompensacja miedzylaserowa.
f Detekcja Texas Red® wymaga lasera barwnikowego w przypadku wzbudzenia 595-600 nm.

Kolor Emisji
Fluorescencji

Niebieski
Niebieski
Zielony
Zielony
Zielony
Zotty
Pomaranczowy
Pomaranczowy
Czerwony
Czerwony
Czerwony
Czerwony
Daleka Czerwien
Daleka Czerwien
Podczerwien
Podczerwien

Podczerwien

Postepy Biochemii 55 (4) 2009

Ex-Max (nm)
404

401

457

495

494
496, 564
496, 564
595

650

650
496, 564
482

482

696
496, 564
650

650

Linia Lasera

405, 407

405, 407

405, 407

488

488

488, 532

488, 532

595

595, 633, 635,
595, 633, 635,
488, 532

488, 532

488, 532

633, 635

488, 532

595, 633, 635,
595, 633, 635,

647

647

Em-Max

448
452
491
519
519
578
615
615
660
668
667
678
695
719
785
785
785
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BD Biosciences

ul. Krélowej Marysienki 90
02-954 Warszawa

tel.. +48 22 651 62 52
faks: + 48 22 651 75 89
www.bdbiosciences.com
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abeam

Abeam: przodujacy dostawca
produktow-odczynnikdw stosowanych
w naukach przyrodniczych

Przodujacy interaktywny dostawca oferujgcy przeciwciata pierwszorzedowe i
drugorzedowe naukowcom na catym Swiecie. Zréznicowany katalog
Abcamu zawiera wiecej niz 55000 produktéw aby wspiera¢ panstwa w
badaniach.

Katalog Abcamu - wysokiej jakosci produkty dla panstwa

laboratorium

e 43000 przeciwciat pierwszorzedowych oraz prawie 900 przeciwciat
drugorzedowych

« 630 zestawdw do: ELISA, ELIPAIR, ELISPOT, zestawy do przeprowadzania
badan nad apoptozg, zestawy do badan immunohistochemicznych oraz ChiPu.

e 7200 biatek i peptyd

e 2300 lizat i 260 preparatow tkankowych

Wspieramy panstwa badania

Najtatwiejsze do zrozumienia karty charakterystyki zawierajgce recenzje
klientow, referencje oraz zapytania techniczne. Jezeli panstwa przeciwciata
nie dziatajg w taki sam sposéb jak opisane jest to na karcie charakterystyki
prosze zawiadomi¢ nas w ciggu 4 miesiecy od daty dostawy to
zaoferujemy panstwu wymiane produktu lub zwrot pieniezny.

Poczuj réznice z Abcamem

* Niezréwnany asortyment bialek docelowych w panstwa zakresie badan

» Bezposredni kontakt z biurem obstgi klienta oraz wsparcie techniczne w
jezyku angielskim

» Szybka dostawa dostepnych produktéw do Polski w ciaggu 48-miu godzin

« Materiaty gotowe do pobrania: ponad 60 protokotow oraz wskazowki w jaki sposoéb
nalezy rozwigza¢ kwestie techniczne

Zbiér protokotéw: www.abcam.com/protocols
Zbior plakatéw: www.abcam.com/posters

Mozna skontaktowac sie z nami lub ztozy¢ zamowienie w
nastepujacy sposob:

Prosze zalogowac sie on-line www.abcam.com

Wysta¢ maila: orders@abcam.com

Wystacé fax: 0044 1223 771600

Telefonicznie: 0044 1223 696000


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

Aaroza Prona

PROPIA PRONA

Produkty firmy Prona to efekt dtugoletnich badan AGAROSE i | AGAROSE<
instytutu - PRONA Marine Research Institute Wi
zatozonego w 1946 roku - nad polisacharydami P R O P M =
wyizolowanymi z glondw wystepujacych AG SE'

u wybrzeza Hiszpanii. Wysoka jako$¢ i bogata
oferta zadowoli nawet najbardziej

. . PROISA A "R O N A
wymagajgcego klienta. Parcése agarose f
| P i . A I EUROPEAN ECONOMIC i
alety agarozy Prona: o1 oo r « SLEOTANETN MO

Wyjatkowa wytrzymatosg.
Klarowno$¢ przygotowywanych zeli.
Wysoki stopien oczyszczenia.
Wieksza stabilnos¢ termiczna zeli osiggnieta dzieki wysokiej histerezie
(r6znicy pomiedzy temperaturg topnienia i stezenia agarozy).
Niska absorpcja odczynnikow barwiacych.
Nietoksycznos¢ - przewaga uzycia agarozy nad neurotoksycznym akrylamidem
astosowania agarozy Prona:
Elektroforeza konwencjonalna, jak i immunoelektroforeza oraz ogniskowanie izoelektryczne.
Immunodyfuzja.
Chromatografia zelowa - powinowactwa i jonowymienna.
» Hodowle tkankowe roslinne izwierzece.
» Tworzenie krysztatow do badan krystalograficznych.

1 AGAROZA | Zakres rozdziatu | Temperatura topnienia °C | Temperatura tezenia °C
BASICA LE, LE GQT, ME, HE, SHE, QS > 1000 bp 88 + 1,5 36 + 15
TECNICA > 1000 bp 88 + 1,5 36 + 1,5
FORENSICA > 1000 bp 88 + 15 36 £ 15
PLUS > 1000 bp 88 + 15 36 + 15
PROTEA LE. > 1000 bp 87 + 1,5 42 = 15
PROTEA LE., L.V. > 1000 bp 87 = 1,5 41 + 1,5
REDUCTA LM. > 1000 bp <65,5 24-28
REDUCTA S.LM. > 1000 bp <62 < 20
REDUCTA E.LM. > 1000 bp <60 < 13
REDUCTA GQT >1000 bp < 65,5 24-28
REDUCTA NU < 1000 bp <65 <35
MICROPOR DELTA < 500 bp < 76 < 31
MICROPOR NU 15-1200 bp <80 <35,5
MICROPOR GAMMA < 1500 bp < 93 <40,5
MICROPOR OMEGA 10-1200 bp < 75 <35
RESOLVA GQT 50-1000 bp < 65 < 35

abo Grazyna Tarnowska Boreysza P R O N A
ul. Podle$na 6a, 80-255 Gdansk
a b Biuro: ul. Wichrowe Wzgdrze 123, 80-293 Gdarsk

tel.: (58) 341 21 43; fax: (58) 520 33 80 AGAROSE

e-mail: abo@abo.com.pl; www.abo.com.pl
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Calbiochem®

Szukasz lepszego sposobu

na zabezpieczenie preparatow
wybarwionych fluorescencyjnie?

tak! Wybierz odczynnik

FluorSave‘M, ktdry zapewni
najlepsze wyniki.

That's what's in it for you.
Merck Chemicals

Cechy:
« Wodne medium do zamykania preparatow
mikroskopowych.

o Zabezpiecza skrawki tkanek lub komorki
wybarwione fluorescencyjnie.

* Preparaty przechowywane w 4°C
W ciemnosci sg zabezpieczone przed
wygaszaniem sygnatu fluorescencji przez
kilka miesiecy.

« Uzywany z nastepujacymi znacznikami
fluorescencyjnymi: fluoresceina, rodamina
lub fikobiloproteiny.

* Nie zawiera glicerolu.

 tatwy w uzyciu.

www.merck-chemicals.pl

MERCK
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