
POSTĘPY| 
BIOCHEMII

POLSKIE 

TOWARZYSTWO 

BIOCHEMICZNE 

WARSZAWA 2009 

TOM 55 

NUMER4

http://rcin.org.pl



www.roche-applied-science.com

^C ZELLU gsncze
Aparat RTCA SP

xCELLigence system analizy komórek 
w czasie rzeczywistym

Głębsze spojrzenie, prawdziwe zrozumienie

.w w i h m m m

Ryc. 1: monitorowanie w czasie rzeczywistym 

cytotoksyczności poprzez degradację DNA.

Etopozyd to czynnik niszczący DNA, który w  wysokim 

stężeniu indukuje apoptozę, a w  niższych stężeniach 

prowadzi do przejścia w  fazę S lub G2.

Doświadcz potęgi dynamiki analizy komórkowej w czasie 

rzeczywistym, bez użycia barwników przy użyciu nowego systemu 

xCELLigence. Uzyskuj dane z całych eksperymentów, które przy 

użyciu dotychczasowych metod nie były osiągalne. Pracuj bez 

użycia barwników by zapewnić pełną fizjologiczną wiarygodność 

danych. Wybierz z elastycznych opcji formatów by dostosować 

system do swoich potrzeb: 48, 96 lub 576 (6 x 96) dołków.

■  Zbieraj dane z całego przebiegu eksperymentu

■  Otrzymuj fizjologiczną wiarygodność danych i eliminuj 
konieczność stosowania obcych barwników 5 reporterów

■  Maksymalizuj wszechstronność: analizuj komórki
w szerokim zakresie dynamicznym oraz wykonuj różne 
rodzaje analiz (np. proliferację i cytotoksyczność, ryc. I]

System xCELLigence to głębsze spojrzenie dla prawdziwego zrozumienia

Odwiedź naszą stronę internetową www.xcelligence.roche.com 

w celu uzyskania dodatkowych informacji lub skontaktuj się z naszym 

lokalnym przedstawicielem.
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To ensure continuing w orldw ide availabili­
ty of this valuable food staple, potato plant 
breeders m ust unite desirable processing 
and fresh-m arket characteristics w ith late 
blight resistance. Photo by Scott Bauer. Uni­
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V edycja konkursu na najlepszą pracę doktorską  
z biochem ii w  2 0 0 9  roku

Polskie Towarzystwo Biochemiczne i firma Merck Sp. z o.o. ogłaszają piątą edycję konkursu na najlepszą 
pracę doktorską z biochemii wykonaną w polskiej instytucji naukowej. Warunkiem uczestnictwa jest 
przyznanie autorowi pracy tytułu doktora przez właściwą radę naukową lub radę wydziału w 2009 roku. 
Nagroda obejmuje premię pieniężną dla autora w wysokości 4 500 zł, ufundowaną przez firmę Merck, 
oraz opublikowanie tez doktoratu w 4 numerze kwartalnika „Postępy Biochemii" w 2010 roku. Nagrodę 
przyznaje Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w porozumieniu w firmą Merck. 
Zgłoszenia kandydatów do Nagrody mogą dokonywać pracownicy naukowi ze stopniem doktora habilito­
wanego lub tytułem profesora.
Zgłoszenia w formie listu przewodniego wraz z pracą doktorską w formacie pdf należy przesłać 
w  nieprzekraczalnym term inie do 31 maja 2010 roku tylko drogą elektroniczną pa adres:I T * \ _  >  ; i  \  j . r e d o w i A n w | ( B o v ! | i ^ |  f ^  I  Jr
Rozstrzygnięcie konkursu nastąpi do 31 sierpnia 2010 roku, a uroczyste wręczenie Nagrody odbędzie się 
na dorocznym Zjeździe Polskiego Towarzystwa Biochemicznego we wrześniu 2010 roku.
Patronat medialny nad konkursem sprawuje redakcja kwartalnika „Postępy Biochemii". Pytania dotyczące 
konkursu można uzyskać kierując je pod następujący adres poczty elektronicznej: j.redowicz@nencki.

M. Jolanta Rędowicz
Sekretarz Zarządu Głównego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 

Instytut Biologii Doświadczalnej PAN im. Marcelego Nenckiego
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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X L I V Z J A Z D  P O L S K I E G O  T O W A R Z Y S T W A  
B O C H E M I C Z N E G O  

Ł Ó D Ź ,  1 6 - 1 9  W R Z E Ś N I A  2 0 0 9  R.

W dniach 16-19 w rześnia 2009 
roku Łódź gościła uczestników  XLIV 
Zjazdu Polskiego Tow arzystw a Bio­
chem icznego. O brady  odbyw ały  się 
na W ydziale Biotechnologii i N auk o 
Żywności Politechniki Łódzkiej, zaś 
w organizacji Z jazdu uczestniczyły: 
Polskie Tow arzystw o Biochemiczne 
oraz trzy  szkoły w yższe — Politech­
nika Łódzka, U niw ersytet Łódzki i 
U niw ersytet M edyczny. H onorow y 
pa trona t Z jazdu objęli W ojewoda 
Łódzki — Jolanta Chełm ińska, M ar­
szałek W ojew ództw a Łódzkiego — 
W łodzim ierz Fisiak oraz Prezydent 
Miasta Łodzi — Jerzy Kropiwnicki. 
U działem  w  Komitecie H onorow ym  
zaszczycili Zjazd Rektorzy łódzkich 
uczelni — prof. Stanisław Bielecki 
(PŁ), prof. Paweł Górski (UM) oraz 
prof. W łodzim ierz Nykiel (UŁ), 
a także prof. Czesław Cierniewski 
(Prezes O ddziału  PAN w Łodzi), 
prof. Jerzy D uszyński (Podsekre­
tarz Stanu w MNiSW), prof. Andrzej 
Dżugaj (Prezes Polskiego T ow arzy­
stw a Biochemicznego), prof. Maria

Koter-M ichalak (Prezes Polskiego 
T ow arzystw a Biofizycznego), prof. 
Andrzej Legocki (Przewodniczący 
W ydziału II PAN), prof. Stanisław 
Liszewski (Prezes Łódzkiego Towa­
rzystw a N aukow ego), prof. Maciej 
Żylicz (Prezes Fundacji na Rzecz 
N auki Polskiej), d r hab. Alicja Józko- 
wicz (Prezes Polskiego Towarzystwa 
Biologii Komórki) oraz Honorowi 
Członkow ie Polskiego Tow arzystw a 
Biochemicznego — prof. Edw ard 
Bańkowski, prof. Jolanta Barańska, 
prof. Jerzy Chmielowski, prof. Mie­
czysław  Chorąży, prof. Aleksander 
Koj, prof. H ilary Koprowski, prof. 
Janina Kwiatkowska-Korczak, prof. 
Z ygm unt Machoy, prof. Bronisła­
w a M orawiecka, prof. W łodzimierz 
Ostrowski, prof. Konstancja Raczyń- 
ska-Bojanowska, prof. David Shu- 
gar, prof. Lech Wojtczak, prof. Zofia 
Zielińska i prof. M ariusz Żydowo.

W łódzkim  spotkaniu udział 
wzięło ponad  550 osób, w śród nich 
goście ze Stanów Zjednoczonych,

Kanady, Niemiec, Szwajcarii oraz — 
jak co roku — liczna g rupa zap rzy ­
jaźnionych biochem ików  z Białorusi. 
W arto podkreślić, że przew ażającą 
liczbę uczestników  Zjazdu stanow i­
li m łodzi naukow cy, studenci oraz 
doktoranci.

Cerem onia inauguracji Z jazdu 
odbyła się 16 w rześnia 2009 r. w  Sa­
li F ilharm onii Łódzkiej. U roczy­
stość poprow adzili przew odnicząca 
K om itetu Organizacyjnego dr hab. 
L udm iła Żylińska i przew odniczący 
Łódzkiego O ddzia łu  PTBioch prof. 
M arek M irowski. Uczestników Zjaz­
du  pow itali prof. Zbigniew  Klajnert, 
doradca Prezydenta  M iasta Łodzi 
ds. N auki i Szkolnictwa W yższe­
go oraz rektorzy  uczelni łódzkich. 
O tw arcia Z jazdu dokonał prezes 
Tow arzystw a prof. Andrzej Dżugaj, 
który następnie  w ręczył nagrody  
laureatom  dorocznych konkursów  
PTBioch. N agrodę im. Prof. Bole­
sława Skarżyńskiego w  Konkursie 
na najlepszy artykuł opublikow any 
w Postępach Biochemii w roku 2008 
otrzym ali Lech Wojtczak i Krzysz­
tof Zabłocki za publikację „Mito- 
chondria w  życiu, chorobie i śmierci 
kom órki". N agrodę Polskiego To­
w arzystw a Biochemicznego i Firmy 
Sigm a-Aldrich Polska — za najlep­
szą pracę dośw iadczalną lub teore ­
tyczną z zakresu chemii i biochemii 
kw asów  nukleinow ych, w ykonaną 
głównie w Polsce — przyznano  prof. 
Andrzejow i Legockiemu z Insty tu tu  
Chemii Bioorganicznej PAN w Po­
znaniu. N agroda im. prof. A ntonie­
go Dm ochowskiego za osiągnięcia w 
nauczaniu  biochemii, biologii m ole­
kularnej i biotechnologii p rzypad ła  
zespołowi: Krzysztof Kulka, Jerzy 
Strzeżek, Stanisław  W eidner, A dam  
Zięcik za podręcznik  pt.: „Bioche­
m ia kręgow ców " (PWN, 2007) pod 
redakcją W acława M inakowskiego 
i S tanisława W eidnera. W yróżnienie 
p rzyznano  H enrykow i K oroniakowi 
i Janowi Barciszewskiem u za redak ­
cję cyklu pt. „N a pograniczu chemii

Fot. 1. Inauguracja XLIV Zjazdu PTBioch w  Łodzi. O d lewej: prof. Czesław  Cierniewski, prof. Zbigniew Klaj­
nert, prof. Paweł Górski, prof. W łodzim ierz Nykiel, prof. Stanisław  Bielecki, prof. Frank Łyko, prof. Jan Barci- 
szewski, prof. Andrzej Dżugaj, prof. Jolanta Barańska.
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i biologii", opublikow anem u przez 
W ydaw nictw o N aukow e UAM w 
latach 1999-2008. N agrodę w ko n ­
kursie za najlepszą 
rozpraw ę doktorską 
otrzym ała dr K atarzy­
na Kubiak za dyser­
tację pt. „M odulacja 
zdolności krótkich in­
terferencyjnych RNA 
do wyciszania ekspre­
sji genów ". Prom oto­
rem  pracy była prof.
Barbara N aw rot, a 
Fundatorem  N agrody  
Firma Merc Polska. W 
zmienionej od bieżą­
cego roku wersji kon­
kursu  im. prof. Jani­
ny Opieńskiej-Blauth 
Z arząd  Głów ny To­
w arzystw a przyznał 
s typendia  um ożliw iające udział w  
Zjeździe trzem  osobom: M ateuszo­
wi Labudzie, M iłoszowi Dałkowi i 
A dam ow i Pom orskiem u.

W yjątkow ym  gościem Zjazdu był 
prof. Piotr Chom czyński, bioche­
mik, biotechnolog, genetyk, p rzed ­
siębiorca, kolekcjoner m alarstw a 
i mecenas sztuki. A bsolw ent U ni­
w ersytetu  W arszawskiego, w spó ł­
au tor najczęściej cytowanej pracy 
(> 50 000 razy) „Single-step m ethod 
of RNA isolation by acid guanidi- 
num  thiocyanate phenol chloroform  
extraction" opubliko ­
wanej w Analytical 
Biochemistry w  1987.
O d 1983 r. przebyw a w 
USA, gdzie pracow ał w 
renom ow anych uczel­
niach w Bethesda oraz 
w  Cincinnati. Jest w ła ­
ścicielem i prezesem  
firmy M olecular Rese­
arch Center, zaś w ygło ­
szony w ykład inau g u ­
racyjny pt. „N auka czy 
biznes" (treść dostępna 
w serwisie h t t p : / / b io ­
te c h n o lo g ia . p l / i n f o /  
b io te c h n o lo g ia /2 8 _ a r-  
t y k u ly - o p i n i e / 8 4 7 3 )  
zaw ierał wiele cennych 
rad  i w skazów ek przydatnych  w do ­
bie poszukiw ania  jak najskuteczniej­
szego przejścia od nauki do p rak ­
tycznego zastosow ania. W arto n a d ­
mienić, że prof. P iotr Chom czyński 
od 1997 roku jest fundatorem  głów ­

nej nagrody  Polskiego Tow arzystw a 
Biochemicznego im. prof. Jakuba 
Parnasa za najlepszą pracę w yko ­

naną w polskim  la­
boratorium . W tym  
roku nagrodę w raz 
z Prezesem  PTBioch 
wręczał także prof. 
Chom czyński, zaś 
laureatam i byli Pa­
weł G rzechnik i Jo­
anna Kufel za pracę 
pt. „Polyadenylation  
linked to transcrip- 
tion term ination  
directs the process- 
ing of snoRNA pre- 
cursors in yeast" 
opublikow aną w  Mo- 
lecular Celi (2008). 
W tej szczególnej 
atm osferze d r hab. 

Joanna Kufel bardzo 
barw nie i żyw iołow o 
zreferow ała uzyska ­
ne w pracy wyniki.

W trakcie inaugu ­
racji odbyło się N ad ­
zwyczajne W alne 
Zebranie członków 
Tow arzystw a, na 
którym  z sukcesem  
przegłosow ano p ro ­
ponow aną przez Za­
rząd  G łówny zm ianę 
treści Statutu, um oż­

l iw ia ją c ą  
s p r a w ­
n i e j s z e
funkcjonow anie Tow a­
rzystw a. Tradycyjnie, 
uczestnicy Zjazdu zosta ­
li zaproszeni na kolejne 
spotkanie Polskiego To­
w arzystw a Biochemicz­
nego. Prof. Ewa Birkner 
z O ddziału  PTBioch w 
Katowicach p rzedstaw i­
ła uroki Wisły, gdzie w 
2010 r. odbędzie się XLV 
Zjazd Tow arzystw a. 
Uroczystość inauguracji 
zakończył koncert łódz­
kiego Big Bandu A kade­
mii M uzycznej pod  d y ­
rekcją Pawła Deląga, po 

którym  goście Zjazdu spotkali się 
przy  lampce wina.

M otyw em  przew odnim  tego­
rocznego Z jazdu była epigenetyka

i jej poświęcone były trzy wykłady 
plenarne. Sponsorow any w ramach 
FEBS N ational Lecture w ykład prof. 
Franka Łyko z Division of Epi- 
genetics, G erm en Cancer Research 
Center, Heidelberg, pt."Dnmt2: an 
evolutionary  link betw een RNA and 
DNA m ethylation", w ykład prof. A n­
drzeja Jerzm anow skiego z Laborato­
r ium  Biologii M olekularnej Roślin, 
U niw ersytetu  W arszaw skiego i In ­
s ty tu tu  Biochemii i Biofizyki PAN w 
W arszawie, p t."C hrom atin  rem odel­
ing in control of p lan t developm ent" 
oraz w ykład prof. Terum i Kohwi- 
Shigem atsu z Life Sciences Division, 
Lawrence Berkeley N ational Labora­
tory, U niversity of California, Berke­
ley, California, USA pt."G enom e or­
ganization  by SATB1 com m itted to 
Brest cancer m etastasis and  T cell 
activation".

W ramach 11 sesji te­
matycznych wystąpiło 90 
naukowców, doktorantów 
i studentów, zaprezento­
wano także ponad 300 prac 
w sesjach plakatowych. Po­
szczególne sesje poświęco­
ne były tematom:

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

• Biochemia hemostazy 
(Barbara Wachowicz, Ceza­
ry Watała)

• Biochemia kwasów 
nukleinowych (Jan Barciszewski, Ry­
szard Oliński)

• Biochemia now otw orów  (Mieczy­
sław Chorąży, Zofia Kiliańska, W anda 
Krajewska, Anna Lipińska)

• Biochemia roślin (Andrzej Kono- 
nowicz, Przemysław Wojtaszek)

• Biochemia stresu komórkowego 
(Grzegorz Bartosz, Stanisław Prze- 
stalski, Jolanta Tarasiuk)

• Biochemiczna specyfika tkanek 
(Leszek Kaczmarek, Elżbieta Rębas)

• Biotechnologia i komercjalizacja 
badań (Stanisław Bielecki, Tomasz 
Twardowski)

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

• Patobiochemia (Edward Bańkow­
ski, Janusz Greger)

• Dydaktyka biochemii (Piotr La- 
idler, Julian Świerczyński)
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Fot. 2. Prof. P iotr Chomczyński.

Fot. 4. Prof. Frank Łyko — FEBS 
N ational Lecturer.

Fot. 3. Laureatka nagrody im. J. Par­
nasa — dr hab. Joanna Kufel.
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D użym  zainteresow aniem  cieszy­
ły się w ykłady  i w arsztaty  zorgani­
zow ane przez firmy Precoptic Co.,
W itko Sp. z o.o., _______________
Bio-Rad Polska 
Sp. z o.o., Roche 
oraz M P Biome- 
dicals, SAS. N o­
wością na  Zjeź- 
dzie był konkurs 
Forum  Młodych, 
zorgan izow any  z 
inicjatyw y Łódz­
kiego O ddzia łu  
Polskiego To­
w arzystw a  Bio­
chem icznego dla 
m łodych  nau k o w ­
ców, k tórzy nie _______________
ukończyli 35 łat i 
legitym ow ali się 
znaczącym  dorobkiem  naukow ym . 
Przedm io tem  konkursu  były wyniki 
bad ań  p rzeprow adzonych  w pol-

dw ie I-sze nagrody: Beacie Pająk z 
Zakładu U ltrastruktury  Komórki, 
Insty tutu  M edycyny Doświadczalnej

i Klinicznej 
PAN w 
W a r s z a ­
wie za d o ­
n i e s i e n i e  
p t . " M e t a ­
bolic inh i­
bitors m o­
dulate  epi- 
g a l l o c a t e -  
chin galla- 
te - in d u ced  
c l u s t e r i n  
expression  
in hum an  
colon ade-

-----------------------------------  nocarcino-
m a COLO

205 cells" oraz H alinie Woś z Zakładu  
Biotechnologii Medycznej U niw er­
sytetu Jagielońskiego w Krakowie 
za doniesienie p t."H em e oxygenase-

Fot. 5. Laureatki Forum  M łodych — Beata Pająk i Halina 
Woś.

Fot. 6. Przedstaw iciele Komitetu Organizacyjnego Z jazdu z członkam i Zarządu Głównego. O d lewej stoją: prof. 
M arek M irowski, doc. Jolanta Rędowicz, d r hab. Elżbieta Rębas, d r Jacek Polak, prof. Jolanta Barańska, prof. 
Zofia Kiliańska, prof. Andrzej Dżugaj, prof. W anda Krajewska, d r A nna Krześlak, prof. A nna Lipińska. Od 
lewej siedzą: d r  hab. Ludm iła Żylińska, prof. M ałgorzata Czyż, d r hab. Jolanta N iewiarowska.

skiej placówce naukowej i nie op u ­
b likow anych w  chwili zgłoszenia. W 
trakcie zakończenia zjazdu Komisja 
K onkursow a w  składzie — prof. 
M ałgorzata Czyż (przewodnicząca 
jury oraz pom ysłodaw ca), członko­
wie — prof. M ieczysław Chorąży, 
prof. W anda Krajewska, prof. Anna 
Lipińska, prof. Stanisław Przestalski, 
prof. Jolanta Tarasiuk — przyznała

1 overexpression Leeds to m elano­
ma de-differentiation". W yróżnienia 
otrzym ały A gnieszka Łóboda i M ar­
ta Rybicka. W ręczono także nagrodę 
w konkursie im. prof. W łodzim ierza 
M ozołowskiego, której laureatką zo­
stała Emilia Białopiotrowicz za p re ­
zentację pracy „D isturbances of cell 
cycle and  apoptosis in lym phocytes 
from A lzheim er's  dem enti patients".

W yróżniono rów nież prezentacje Ju ­
styny Jakubowskiej, Szym ona Cie­
sielskiego oraz Joanny Bidzińskiej.

Streszczenia w szystkich w ystą ­
p ień i doniesień, w ydrukow ane 
dzięki w sparciu  M inisterstw a N auki 
i Szkolnictwa W yższego, dostępne 
są w  suplem encie Acta Biochimica 
Polonica (także on line). Na stronie 
Zjazdu m ożna obejrzeć i pobrać bo­
gatą kolekcję zdjęć, dokum entującą 
w ydarzenia  zjazdowe. Chcieliby­
śmy podkreślić, że dzięki w sparciu 
przez w ładze miasta, regionu, uczel­
ni łódzkich, w ystaw ców  i głów nego 
sponsora — firmy SIGM A-ALDRICH 
m ożliw e było przygotow anie  łódz ­
kiego spotkania  biochem ików, k tó ­
re — m am y nadzieję — spełniło 
oczekiw ania wszystkich. Dziękuje­
my także za znakom itą w spółpracę 
pozostałym  naszym  koleżankom  i 
kolegom z K om itetu O rganizacyj­
nego — prof. dr hab. Jackowi Bart­
kowiakowi, d r Jackowi Drobnikowi, 
m gr Paulinie Kępie, dr Annie Krze­
ślak, d r Violetcie Macioszek, dr hab. 
Jolancie Niewiarowskiej, dr hab. 
Paw łow i Pom orskiem u, dr Jackowi 
Polakowi, dr M ałgorzacie Rogaliń­
skiej, d r Teresie Wesołowskiej oraz 
dr hab. H alinie Żbikowskiej.

W yjątkowo piękny początek je­
sieni jaki tow arzyszył Zjazdowi, 
choć kusił, to nie w yw abiał uczest­
ników  z sal obrad. Za to uroki Łodzi 
m ożna było bodaj fragm entarycznie 
podziw iać przy  okazji spotkania to ­
w arzyskiego w klubie Elektrownia, 
w przeuroczej scenerii Łódzkiej M a­
nufaktury .

Łódzki Zjazd PTBioch przeszedł 
do historii. Nie sposób w ym ienić 
wszystkich, którzy go przygotow ali, 
organizow ali, w spierali m aterialnie 
oraz intelektualnie i k tórym  pragn ie ­
my bardzo  serdecznie podziękow ać. 
Szczególnie zaś gorąco dziękujem y 
naszym  Gościom za przyjęcie zap ro ­
szenia do Łodzi i uczestniczenie w 
tym  w yjątkow ym  w ydarzeniu .

Dr hab. Ludmiła Żylińska — p rze ­
w odnicząca  K om itetu O rgan i­
zacyjnego XLIV Z jazdu  PTBioch 
Prof. dr hab. Marek M irowski
— przew odniczący  Łódzkiego O d ­
dzia łu  PTBioch
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R O Z S T R Z Y G N I Ę C I E  K O N K U R S U  P O L S K I E G O  
T O W A R Z Y S T W A  B I O C H E M I C Z N E G O  I F I R M Y  

M E R C K  S P .  Z O . O .  N A  N A J L E P S Z Ą  P R A C Ę  
D O K T O R S K Ą  Z B I O C H E M I I  W 2 0 0 8  R O K U

Zarząd Główny Polskiego Towa­
rzystwa Biochemicznego, na podsta­
wie opinii komisji w  składzie: prof. 
Edw ard Bańkowski, prof. Grzegorz 
Bartosz, dr Karina Błachnio (Merck), 
prof. Adam  Dubin, prof. Jacek Kuź- 
nicki, prof. Tomasz Twardowski, 
prof. Sławomir Pikuła (przewodni­
czący) ogłasza, że w śród zgłoszonych 
na konkurs prac doktorskich nagro­
dę w wysokości 4 500 zł otrzymała 
Pani dr Katarzyna Kubiak za pracę 
doktorską p.t. „Modulacja zdolności 
krótkich interferujących RNA do w y­
ciszania ekspresji genów" wykonaną 
w  Zakładzie Chemii Bioorganicz­
nej Centrum Badań Molekularnych 
i Makromolekularnych Polskiej 
Akademii Nauk w  Łodzi pod kie­
runkiem  prof. dr hab. Barbary N a­
wrot. Wręczenie nagrody odbyło się 
16.09.2009 r. podczas uroczystości 
inauguracji XXX Zjazdu Polskiego To­
warzystwa Biochemicznego w Łodzi.

Katarzyna Kubiak (z d. Sipa) ukoń­
czyła studia na Wydziale Biotechno­
logii i N auk o Żywności Politechniki 
Łódzkiej w  2003 roku, uzyskując dy­
plom magistra inżyniera o specjalno­
ści biotechnologia molekularna i bio­
chemia techniczna. Już od etapu pracy 
dyplomowej („Konstrukcja i zastoso­
wanie plazm idów kodujących krót­
kie, interferujące RNA skierowane 
na mRNA białka BACE") pracowała 
w Zakładzie Chemii Bioorganicznej 
Centrum Badań M olekularnych i Ma­
kromolekularnych Polskiej Akademii 
N auk w Łodzi, w  zespole prow adzo­

nym  przez prof. dr hab. Barbarę N a­
wrot, późniejszą prom otorkę pracy 
doktorskiej. W Centrum  Katarzyna 
Kubiak ukończyła również studium  
doktoranckie. W latach 2003-2008 
brała udział w  realizacji trzech pro ­
jektów badawczych (Grant ICGEB 
C PR/04/20, projekt D wustronny Pol­
sko-Włoski z zespołem prof. Sandro 
Sorbi oraz projekt zam awiany MNil 
059/T09/09), dotyczących konstruk­
cji różnorodnych krótkich cząsteczek 
kwasów nukleinowych, obniżających 
ekspresję genu białka BACE1 (ang. 
/3-site APP Cleaving Enzyme). W 2006 
roku Katarzyna Kubiak została laure­
atką VI edycji konkursu L'Oreal Pol­
ska dla kobiet i nauki przy wsparciu 
polskiego komitetu UNESCO i otrzy­
mywała roczne stypendium  dokto­
ranckie.

Publiczna obrona jej rozprawy 
doktorskiej odbyła się 1 lipca 2008 r. 
Na wniosek obydw u recenzentów, 
którymi byli prof. dr hab. Czesław 
Cierniewski (Uniwersytet Medyczny, 
Łódź) i prof. dr hab. Leszek Kaczma­
rek (Instytut Biologii Doświadczalnej 
im. M. Nenckiego PAN, Warszawa), 
praca doktorska została wyróżniona 
przez Radę Naukow ą Centrum  Ba­
dań Molekularnych i M akromoleku­
larnych PAN.

Katarzyna Kubiak jest w spółau­
torką 5 publikacji oryginalnych w 
czasopismach o zasięgu m iędzynaro­
dow ym  oraz 4 artykułów przeglądo­
wych (w tym jednego w czasopiśmie
0 zasięgu międzynarodowym). Publi­
kacja, w  której dr Kubiak jest pierwszą 
autorką (RNA, 2007,13: 1-16) została 
wyróżniona przez Polskie Towarzy­
stwo Biochemiczne w zeszłym roku, 
jako najlepsza praca w dziedzinie 
kwasów nukleinowych powstała w 
polskim laboratorium.

Od lipca 2008 dr Kubiak pracuje w 
zespole prof. dr hab. inż. Stanisława 
Bieleckiego w Instytucie Biochemii 
Technicznej W ydziału Biotechnologii
1 Nauk o Żywności Politechniki Łódz­

kiej, w  którym jest odpowiedzialna za 
badania w  obszarze biologii m oleku­
larnej bakterii Gluconacetobacter xyli- 
nus. Ze względu na jej wcześniejsze 
doświadczenie, zainteresowania ba­
dawcze dr Kubiak skupione są wokół 
bakteryjnych regulatorowych RNA 
(short RNA, sRNA) i ich udziału w 
procesie tworzenia biofilmów przez 
m ikroorganizm y.

Modulacja zdolności 
krótkich interferujących 
RNA do wyciszania 
ekspresji genów
STRESZCZENIE PRACY 

Katarzyna Kubiak

Instytut Biochemii Technicznej, W ydział 
Biotechnologii i N auk o Żywności Politech­
niki Łódzkiej, ul Stefanowskiego 4/10,90-924 
Łódź; e-mail: katarzyna.kubiak@ p.lodz.pl

Wyciszanie genów, których pro ­
dukty są zidentyfikowanymi celami 
terapeutycznymi, jest jedną ze strate­
gii rozwijaną w  ramach szeroko poję­
tej terapii genowej. Pomysł obniżania 
ekspresji na poziomie potranskryp- 
cyjnym za pomocą tzw. oligonukle- 
otydów antysensowych narodził się 
w  latach osiemdziesiątych XX wieku. 
Do pionierskich badań w tym obsza­
rze należy także dorobek Zakładu 
Chemii Bioorganicznej CBMiM PAN 
w Łodzi. Kilkanaście lat badań nad 
rozwojem metod chemicznej syntezy 
i modyfikacji kwasów nukleinowych 
w  celu nadania im pożądanych cech, 
zakończyło się w prow adzeniem  na 
rynek farmaceutyczny dwóch leków 
oligonukleotydowych. Ponad 10 lat 
temu nastąpił przełom na drodze do 
wykorzystania kwasów nukleino­
wych w  medycynie dzięki odkryciu 
zjawiska interferencji RNA (RNAi)
[1]. W przeciągu ostatnich kilku lat 
dokonano ogromnego postępu w 
zrozumieniu roli, jaką spełniają małe 
RNA w rozmaitych procesach regu ­
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lacji ekspresji genów we wszystkich 
organizmach żywych. Krótkie inter- 
ferujące RN A (ang. short interfering 
RNA, siRNA, Rye. 1A), dupleksy 
pełniące centralną funkcję w me­
chanizmie RNAi, są obecnie narzę­
dziem powszechnie używ anym  do 
badań funkcji genów organizmów 
eukariotycznych (zarówno zwierząt 
jak i roślin). Mechanizm wyciszenia 
jest już powszechnie znany i polega 
na tworzeniu nukleoproteinowego 
kompleksu RISC (ang. RNA induced 
silencing complex), w którego skład 
wchodzi jedna z nici dupleksu siRNA 
(tzw. nić wiodąca, ang. guide strand) 
służąca jako sonda do odnalezienia 
komplementarnej sekwencji w czą­
steczce mRNA. Po związaniu z doce­
lowym transkryptem  kompleks RISC 
katalizuje hydrolizę jednego wiązania 
fosfodiestrowego w obrębie rozpo­
znawanej sekwencji, znajdującego się 
dokładnie w  centrum dupleksu, utw o­
rzonego przez mRNA z nicią wiodącą 
siRNA. Powstające w  ten sposób dwa 
fragmenty mRNA, pozbawione na no­
woutworzonych końcach ochronnych 
sekwencji (cap'u i ogona poliadenylo- 
wego) zostają uwolnione z kompleksu 
RISC (który katalizuje kolejne reakcje 
ukierunkowanej nukleolizy) i zdegra­
dow ane przez egzosom. W efekcie 
uruchomienia szlaku RNAi następuje 
zatem wyciszenie ekspresji genu na 
poziomie potranskrypcyjnym. Me­
chanizm ten może być wywoływany 
przez siRNA dostarczane z zewnątrz 
komórki, ponieważ w organizmach 
wyższych funkcjonuje podobny do 
RNAi mechanizm kontroli ekspresji 
genów, angażujący te same składniki 
białkowe, ale oparty o regulatorowe 
RNA kodowane w genomie, tzw. mi­
kro RNA. Pełne zrozumienie roli tych

cząsteczek potrwa 
zapewne jeszcze 
wiele lat, jednak 
już dziś trwają 
próby ingerencji 
w poziom ekspresji 
genów, będących 
uznanym i celami 
terapeutycznymi, z 
zastosowaniem d u ­
pleksów siRNA.

Intensywne pra ­
ce nad nadaniem  
tym cząsteczkom 
cech pożądanych 
z f a r m a k o k i n e -  

tycznego punktu  widzenia spow odo­
wały istotny postęp w obszarze ich 
przyszłego wykorzystania w m edy­
cynie. Dzięki w iedzy o chemii i ter­
modynamice kwasów nukleinowych, 
zdobytej podczas rozwoju strategii 
antysensowej, ograniczenia związa­
ne z niską trwałością tych biomole- 
kuł w żywym  organizmie zostały w 
znacznym stopniu przezwyciężone. 
W ciągu ostatnich kilkunastu lat po ­
jawiły się także bardzo interesujące 
możliwości wydajnego dostarczenia 
tych związków do komórek. Znane 
są rozwiązania, zapewniające trans­
port tkankowo-specyficzny a nawet 
przekroczenie bariery krew-mózg
[2], Jednakże ciągle palącym proble­
mem pozostaje kwestia zmniejszenia 
skutków ubocznych, wywoływanych 
przez krótkie interferujące RNA. Źró­
dłem tych niepożądanych efektów są 
zarówno stymulacja systemu im m u­
nologicznego [3], jak i niespecyficzne 
wyciszenia (tzw. off-target silencing) 
[4], Przyczyn powstawania tych nie­
zaplanowanych zmian ekspresji wielu 
genów na skutek podania siRNA może 
być kilka. Przede wszystkim, w niektó­
rych przypadkach wystarczy komple- 
mentamość tylko części regionu seed 
(nukleotydy w pozycjach 2-8, Ryc. 1A) 
nici wiodącej dupleksu siRNA aby w y­
wołać degradację mRNA. Znalezienie 
unikalnej sekwencji o długości 7 nt 
w genomie człowieka jest praktycznie 
niemożliwe. Inną istotną przyczyną 
efektów ubocznych wywoływanych 
przez siRNA jest włączanie do efekto- 
rowego kompleksu RISC nici sensowej 
siRNA (zwanej też nicią-pasażerem, 
komplementarnej do oryginalnie za­
projektowanej, jako nić wiodąca). Sy­
tuacji tej może w pewnym  stopniu za­
pobiegać dobieranie sekwencji siRNA

w sposób gwarantujący ich tzw. ter­
modynamiczną asymetryczność, czy­
li lokalizując słabsze wiązania typu 
Watsona-Cricka w pobliżu 5'-końca 
nici projektowanej jako wiodąca [5], 
Jednak wybieranie układu nukleoty- 
dów  w nici siRNA jest ograniczone 
przez w arunek jej komplementarno- 
ści tylko do jednego mRNA. Przesu­
nięcia w  obrębie wybranej sekwencji 
docelowej nie są możliwe, zwłaszcza 
w  przypadku allelo-specyficznych 
siRNA. Kolejną przyczyną pow sta­
wania efektów ubocznych, po w y­
wołaniu interferencji RNA w organi­
zmach ssaków, jest ryzyko wysycenia 
enzym ów uczestniczących w procesie 
regulacji ekspresji genów na drodze 
mikro RNA. Zbyt duże zaangażowa­
nie takich białek jak np. eksportyna 5 
w  transport „obcych" shRNA, może 
spowodować zakłócenie szlaków 
propagacji naturalnych pre-miRNA. 
Regulatorowe RNA są zaangażowa­
ne w wiele podstawowych procesów 
komórkowych, zatem zaburzenie ich 
działania prow adzi do bardzo po­
ważnych, negatywnych skutków w 
całym organizmie. Ponieważ zakres 
niepożądanych efektów, niezależnie 
od ich źródła, koreluje w znacznym 
stopniu ze wzrostem zastosowanego 
stężenia siRNA [6], przezwyciężenie 
omówionego problemu powinno być 
osiągalne poprzez udoskonalanie tych 
cząsteczek (np. na drodze modyfika­
cji chemicznych) w  taki sposób, aby 
osiągnąć wysoką skuteczność działa­
nia przy minimalnej dawce.

Głównym celem badań podjętych 
w ramach pracy doktorskiej było 
poszukiwanie modyfikacji, prow a­
dzących do zwiększenia potencjału 
wyciszającego siRNA. Jako obiekt 
zainteresowań wybrano modyfiko­
w ane zasady azotowe, występujące w 
funkcjonalnych cząsteczkach RNA, 
takich jak tRNA. Były nimi trzy nu- 
kleozydy: 2-tiourydyna (s2U), pseu- 
dourydyna (W) i dihydrourydyna (D), 
których wzory strukturalne przedsta­
w iono na Ryc. IB. Wszystkie oligory- 
bonukleotydy składowe do badanych 
dupleksów  siRNA syntetyzowano 
w  ZChB CBMiM PAN i oczyszczo­
no stosując procedurę odblokowania 
ORN i oddzielenia krótszych produk­
tów syntezy, opracowaną w ramach 
niniejszej rozprawy (amidofosforyny 
s2U i D otrzymano z laboratorium 
prof. dr hab. E. Sochackiej z Wydzia-
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Rycina 1. A. Schemat budow y dupleksów  siRNA (także stosow anych w  niniej­
szej pracy); B. Struktura m odyfikow anych zasad  azotowych, w prow adzanych do 
siRNA, badanych  w  ram ach om aw ianego projektu. R = reszta rybozy. Przedsta ­
w ione sym bole m odyfikowanych zasad są także używ ane w  tekście.
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Rycina 2. Schemat predefiniow ania nici w iodącej siRNA zastosow anego w 
rozpraw ie doktorskiej. A. W przypadku  niem odyfikow anych siRNA istnie­
je ryzyko w łączenia do  kom pleksu RISC obu nici dupleksu; B. W prow a­
dzenie modyfikacji na końce siRNA indukuje asym etrię term odynam iczną 
dupleksów , co definiuje nić w iodącą -  degradacji ulega tylko mRNA zapro ­
jektow ane jako docelowe. Symbole na dupleksie siRNA: czerw ona kulka = 
m odyfikacja stabilizująca dupleks (np. s2U ); zielona kulka = modyfikacja 
destabilizująca dupleks (np. D).

łu Chemicznego PŁ). Pierwsze dw a 
z wymienionych analogów urydyny 
(s2U i VF) mają właściwości wzm ac­
niające trwałość struktury dwunicio- 
wej RN A, a ostatnia (D) przeciwnie 
— występuje w obszarach jednonicio- 
wych. Rozprawa doktorska zawiera 
pełną charakterystykę w pływ u tych 
modyfikacji na strukturę i aktyw ­
ność siRNA, zawierających badane 
nukleozydy w centrum i na końcach 
dupleksów. Badania term odynam icz­
ne (widma dichroizmu kołowego, 
krzywe mięknięcia i wyznaczone z 
nich param etry termodynamiczne) 
pozwoliły udowodnić silny wpływ 
pojedynczych modyfikacji zasad na 
strukturę i stabilność siRNA. Zgod­
nie z oczekiwaniami 2-tio-urydyna 
w pływała wyraźnie stabilizująco na 
strukturę typu A dupleksów, nawet, 
gdy w jej sąsiedztwie występowała 
silnie destabilizująca para wahadłow a 
(G‘ : U) [7],

Najważniejszym osiągnięciem tej 
części rozprawy było znalezienie 
możliwości zwiększenia aktywności 
cząsteczek siRNA (niezależnie od ich 
sekwencji docelowej) poprzez prede­
finiowanie jednej z nici dupleksu jako 
wiodącej (Ryc. 2). Efekt ten osiągnięto

po w prow adzeniu jed­
nostki d ihydrourydyny 
(D) na końcu 5' duplek­
su (zgodnie z orienta­
cją nici wiodącej) oraz 
reszty 2-tiourydyny 
(s2U) na końcu prze­
ciwległym (Ryc. 3) [7]. 
Badania aktywności 
wyciszającej wszyst­
kich otrzymanych d u ­
pleksów siRNA prze­
prowadzono w opra­
cowanym do tego celu 
układzie modelowym 
w komórkach HeLa. 
Był on oparty o przej­
ściową ekspresję białek 
fluorescencyjnych, z 
których jedno pełniło 
funkcję wewnętrznej 
kontroli wydajności 
transfekcji (RFP, red 
fluorescence protein) a 
mRNA drugiego było 
docelowym dla bada­
nych cząsteczek siRNA 
(GFP lub BACE1) [7], 
Tu prezentowany jest 
przykład analizy ak­
tywności serii siRNA 

SYM, którego sekwencja (skierowana 
na mRNA białka BACE1) została do­
brana w taki sposób, aby na końcach 
znajdowały się pary zasad tworzące 
tę samą liczbę wiązań w odorowych 
(Ryc. 3A). Modyfi­
kację destabilizującą 
strukturę dupleksu 
(d ih y d ro u ry d y n ę )  
w prow adzono w 
pozycję 20 nici sen­
sowej, natomiast 
1, 2 lub 3 jednostki 
2-tio-urydyny (sta­
bilizującej dupleks) 
w pobliże końca 3' 
nici wiodącej (Ryc.
3A). Obecność już 
pojedynczych mo­
dyfikowanych za­
sad nukleinowych 
(dupleksy: s_s2U2_
D 20/a  i s_D20/ 
a_s2U20) spowo­
dowało dw ukrotny 
wzrost aktywności 
(obniżenie do 20% 
wyjściowej ekspresji 
genu docelowego) 
w  porów naniu do

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

O trzym ane w yniki aktywności 
siRNA potw ierdzono dla 3 różnych 
sekwencji docelowych w p rzypadku  
każdej z serii m odyfikow anych d u ­
pleksów. Pozwoliło to na sform uło­
wanie ogólnych w niosków  na tem at 
zależności pom iędzy struk tu rą  koń­
ców dupleksów  a ich aktywnością. 
Decydujący w pływ  na asym etrię, a 
co za tym  idzie, zdolność w ycisza­
jącą siRNA, mają siły w iązań  tw o ­
rzonych jedynie przez dw ie skrajne 
pary  zasad w dupleksie. W artym  
podkreślenia jest fakt, że badane m o­
dyfikow ane zasady azotow e w ystę ­
pują naturaln ie  w  kom órkach ludz ­
kich, zatem  proponow ane zm iany 
w  składzie chem icznym  siRNA nie 
pow odują zw iększenia toksyczności 
tych potencjalnych terapeutyków  
(co potw ierdziły  przeprow adzone 
testy cytotoksyczności) [7]. Ponad ­
to, w  trakcie realizacji niniejszego 
projektu ukazały się publikacje do ­
kum entujące brak stymulacji recep­
torów  TLR (ang. Toll like receptor) 
przez cząsteczki RNA, zaw ierają­
ce m odyfikow ane zasady azotow e 
(m.in. s2U) [8], Receptory TLR są 
odpow iedzialne za indukcję odpo ­
w iedzi im m unologicznej organizm u 
po podan iu  dupleksów  siRNA. Za­
tem  proponow ane modyfikacje siR­
NA m ogą ograniczać w yw oływ ane

5 ‘-A ACAGGCAGCAGUAACUU TT-3' 

3'-TT A GUCCGUCGUCAUUGAAA-S'

Rycina 3. A. Sekwencja siRNA SYM. W ytłuszczonym  drukiem  zaznaczono 3'- i 
5 '-końcowe pary  W atsona-Cricka, które tw orzą taką sam ą liczbę w iązań  w odo­
rowych. Podkreślono miejsca w prow adzan ia  modyfikacji: kolorem  zielonym  
oznaczono pozycję d ihydrouryny, czerw onym  -  2-tiourydyn. B. Aktywność 
siRNA SYM, m odyfikowanych na końcach dupleksów . W ykres w zględnego 
poziom u ekspresji białka BACE-GFP w  kom órkach HeLa transfekow anych 
plazm idam i pBACE-EGFP i pD sR ed2-N l oraz siRNA w yróżnionym i na w y ­
kresie (w stężeniu 1 nM). Słupki błędów  odpow iadają odchyleniom  standardo ­
w ym  w yników  z co najmniej 3 niezależnych doświadczeń. Na palnelu z prawej 
strony -  schem atyczne p rzedstaw ienie pozycji w prow adzonych modyfikacji.
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przez nie efekty uboczne zarów no 
dzięki defin iow aniu  nici wiodącej, 
zw iększeniu  ich potencjału wyci­
szającego, jak i p raw dopodobn ie  
poprzez ograniczenie odpow iedzi 
odpornościow ej organizm u.
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W I A D O M O Ś C I  K R A J O W E

Prof. Bogdan Marciniec, prof. 
Roman Kaliszan i prof. R om u­
ald B ęd z iń sk i zosta li uhonoro ­
w ani nagrodam i ministra nauki i 
szk o ln ic tw a  w y ż sz e g o  za w yb itn e  
osiągn ięc ia  n a u k ow e  oraz n auko ­
w o-tech n iczn e  w  czwartej edycji  
nagród ministra nauki. N agrodę 
w kategorii badań  na rzecz rozwoju 
nauki o trzym ał specjalista z zakresu 
chemii i katalizy m etaloorganicz­
nej, prof. Bogdan Marciniec z U ni­
w ersytetu  im. A dam a Mickiewicza. 
Zainteresow ania badaw cze Profe­
sora koncentrują się na poszukiw a­
niu  now ych reakcji katalitycznych, 
przede w szystk im  w chemii krzem u, 
boru, germ anu i zastosow aniu  ich w 
produkcji bio- czy nanom ateriałów , 
w ykorzystyw anych  m.in. w m edy ­
cynie, farmacji, przem yśle elektro­
nicznym.

W kategorii badań  na rzecz rozw o­
ju społeczeństwa nagrodę otrzym ał 
bioinform atyk prof. Roman Kaliszan 
(Fot. 1), który w raz z zespołem z U ni­
wersytetu Medycznego w  G dańsku 
opracował m.in. nowoczesne, niein­
wazyjne m etody diagnozow ania no­
w otw orów  na podstaw ie chemioin- 
formatycznej analizy próbek moczu. 
Bioinformatyka jest jednym  z podsta ­
wowych zainteresowań naukowych 
prof. Kaliszana. M etoda oparta na 
biosensorach do testowania poten ­
cjalnych leków przeciw chorobie Al­
zheim era także jest wynikiem pracy 
naukowej Laureata.

Prof. Rom an Kaliszan ukończył 
stud ia  w  Akadem ii Medycznej w 
G dańsku  w 1968 roku, a w rok póź ­

niej rozpoczął naukę na W ydziale 
M atem atyki, Fizyki i Chemii U ni­
w ersytetu  Gdańskiego. Tytuł p ro ­
fesora uzyskał w 1994 r. Przez trzy 
lata do 2008 roku pełnił funkcję rek ­
tora Akadem ii Medycznej w  G d ań ­
sku. Jest członkiem  korespondentem  
PAN i PAU. W uczelni kieruje Kate­
d rą  Biofarmacji i Farm akodynam iki.

W kategorii badań na rzecz roz­
woju gospodarki nagrodę otrzym ał 
prof. Romuald Będziński z Politech­
niki Wrocławskiej. Jego fascynacja 
budow ą organizm u człowieka do ­
prow adziła do wielu rozwiązań tech­
nicznych stosowanych w praktyce 
klinicznej, zwłaszcza w ortopedii.

Laureaci nagród  m inistra nauki 
zostali w ybrani spośród k an d y d a ­
tów  przez specjalnie pow ołany ze­
spół in terdyscyplinarny  pod p rze ­
w odnictw em  specjalisty w zakresie
autom aty- -----------------------------------
ki i robo­
tyki prof.
H e n r y k a  
G ó r e c ­
k i e g o .
K a n d y ­
datów  do 
n a g r o d y  
z g ła s z a ły  
m.in. ko­
m itety na ­
ukow e in­
s t y t u t ó w
b . Fot. 1. Profesor Roman Kaliszan (drueia d a w  - ' 6
c z y c h , 
w ł a d z e
uczelni, organizacje naukow e. Te­
goroczna edycja rozdania  nagród

odbyła się tuż  przed rządow ą de ­
batą nad  projektow anym i zm iana ­
mi w  szkolnictw ie w yższym , które 
mają pom óc polskim  naukow com , 
prom ując najlepszych badaczy, i 
podnieść przez to prestiż polskiej 
nauki na świecie. W trakcie uroczy­
stości w ręczenia nagród  Pani m ini­
ster K udrycka zapow iedziała, że od 
stycznia 2010 r. resort nauki stw orzy 
Wirtualną Bibliotekę N a u k i , dzięki 
której studenci i naukow cy w Polsce 
będą mieli bezpłatny dostęp  do naj­
bardziej aktualnych periodyków  na ­
ukow ych na świecie.(wg PAP).

Krakowski Klaster LifeScience 
jest jednym  z filarów siec iow ej  
organizacji non — profit „G lo ­
bal Innovation  Network" (GIN) 
— m ięd zyn arod ow ego  porozu ­
m ien ia  m ającego na celu po łącze ­
n ie  pow stających reg ion ów  nauk  
b iom ed yczn ych  w e  w sp ó ln ą  sieć  

tak, by m ogły  
one skutecz ­
nie w sp ó łz a ­
w od n iczyć  z 
n a j b a r d z i e j  
r o z w i n i ę t y ­
mi ośrodkam i  
l ife  sc ience na 
św iecie . Stro­
nam i p o rozu ­
mienia, p o d p i­
sanego w maju 
b.r. w Atlancie, 
i partneram i 
w tym  p rzed ­
sięwzięciu są: 
J a g i e l l o ń s k i e  

C entrum  Innowacji(JCI) — za rząd ­
ca krakow skiego Klastra Life Scien-

od lewej).
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ce, N orth  C arolina 's Eastern Region 
(NCER) oraz Bioaratec Region of 
Saragossa z H iszpanii. N aczelnym  
celem porozum ienia  jest w zm ocnie ­
nie konkurencyjności bio-regionów  
w rywalizacji na rynku  przem ysłu  
biotechnologicznego, przyciąganie 
ciekawych inwestycji, tw orzenie 
now ych firm biotechnologicznych 
oraz transfer technologii i w yników  
badań. Podm iotam i w  projekcie 
m ogą być regionalne organizacje ds. 
rozwoju, organizacje typu  non p ro ­
fit wspierające nauki b iom edyczne 
oraz w ybrane jednostki naukow e, 
które zostaną zaproszone do uczest­
nictwa. Ich zadaniem  w ram ach sieci 
jest dostarczanie określonych usług, 
kapita łu  oraz w iedzy. Dzięki GIN 
m ożliw e będzie tw orzenie now ych 
firm o zasięgu św iatow ym , łączenie 
projektów  badaw czych, innow a­
cyjnych, i technologii oraz w spólne 
w ystępow anie w negocjacjach z fir­
m am i z sektora farm aceutycznego i 
biotechnologicznego.

Spółka Jagiellońskie C entrum  In­
nowacji (JCI) jest koordynatorem  
krakow skiego Klastra Life Science 
— sieci 57 instytucji b iom edycznych 
z regionu Małopolski, rep rezen to ­
w anych przez przem ysł biom edycz­
ny i biotechnologiczny, projekty ba­
dawczo-rozwojowe, A kadem ię M e­
dyczną, szpitale, oraz U niw ersytet 
Jagielloński. C entrum  zarządza  też 
powstającym  Parkiem  LifeScience, 
którego celem ma być uspraw nien ie  
w spółpracy przedsiębiorstw  dzia ła ­
jących w sektorze nauk  o życiu.

Dyskusja „Powrót Kolumba" od­
była się 6 października b.r. w  War­
szawie. FNP przyznała  w tym  roku 
w ybitnym  m łodym  naukow com  11 
stypendiów  na zagraniczne staże 
podoktorskie w  najlepszych ośrod ­
kach na świecie, a jednocześnie 16 
m łodych badaczy otrzym ało od FNP 
subsydia, które mają um ożliw ić im 
kontynuow anie pracy badawczej 
po powrocie z d ługoterm inow ego 
pobytu  naukow ego za granicą. U ro­
czystość wręczenia stypend iów  FNP 
wspom agających obydw a kierunki 
(wyjazdy i pow roty) migracji m ło­
dych polskich badaczy, była okazją 
do dyskusji o ich sytuacji w realiach 
krajowych, tzn. w  zderzeniu  z b iu ro ­
kracją adm inistracji i złymi relacjami 
m iędzyludzkim i w środow isku  ich

pracy. W dyskusji panelowej „Po­
w ró t Kolumba" wzięli udział m ło­
dzi naukow cy, którzy pracow ali w  
w iodących św iatow ych instytucjach 
badaw czych i wrócili do Polski, by 
tu  kontynuow ać swoje kariery n a ­
ukow e, a jednym  z gości był prof. 
T adeusz Luty, były rektor Politech­
niki Wrocławskiej i honorow y p rze ­
w odniczący Konferencji Rektorów 
Akadem ickich Szkół Polskich. W 
dyskusji prow adzonej przez preze ­
sa FNP prof. Macieja Żylicza wziął 
udział m.in. prof. Bogusław Smól- 
ski, dyrek tor N arodow ego C entrum  
Badań i Rozwoju (NCBiR).

W edług prof. Tadeusza Luty, po ­
w ró t ze stażu podoktorskiego ozna ­
cza dotkliw e zderzenie z polską a d ­
ministracją na uczelniach i w  insty ­
tu tach  badawczych. Zakres adm in i­
stracji, jaka jest potrzebna w insty tu ­
cjach naukow ych, jest taki sam, jak 
w Stanach Zjednoczonych, Japonii 
i w Polsce, lecz ku ltura  urzędnicza 
jest zasadniczo inna, a to w  Polsce 
nie ułatw ia  życia naukow com . Nie 
w s p o m i n a j ą c  
już o koniecz­
ności funk ­
cjonowania w 
system ie ogra­
niczeń finan­
sow ych w Pol­
sce. W debacie 
prof. Smólski 
podkreślał iż 
działania FNP 
m ogą być w zo­
rem  dla innych 
agencji. Elitarna rola FNP w syste­
mie nauki polega na w ypracow aniu  
zbioru dobrych w zorców  z ogran i­
czonym  polem  działania i ograniczo­
nym i środkam i. Bazując na tej opinii 
NCBiR ogłosiło w lu tym  2009 roku 
p rogram  LIDER korespondujący z 
działaniam i FNP. Program  ten jest 
kierow any do badaczy po stażach 
podoktorskich, umiejących p rzed ­
stawić dobry projekt badaw czy z 
trzyletnią perspektyw ą realizacji. 
P rogram  ten dla m łodych ludzi jest 
szansą wyjścia z hierarchicznego 
system u poprzez  aktyw ność i nego­
cjacje. (N auka w Polsce).

W  dziew iąte] edycji akcji „Zo­
stańcie z nami" tygod n ik  „Polity ­
ka" i jego fundacja nagrodziły  16 
w y b itn y ch  m łodych  n au k ow ców

stypendiam i po 25 tysięcy , prze­
znaczonych  na k o n ty n u o w a n ie  
pracy badawczej. U b ieg a n ie  się  o 
różne form y pom ocy  finansow ej  
są obecn ie  istotną częścią  kariery  
n aukow ej m łodych  n a u k o w có w .  
I to on i są prężni, n ie  m acierzyste  
jednostk i w  u b ieg a n iu  s ię  o gran­
ty, staże, stypendia. Laureatami 
w  d z ied z in ie  nauk m atem atycz ­
no-fizycznych i b io lo g iczn y ch h  
zostali: dr hab. T ad eu sz  Andru-  
n ió w  z W ydziału Chem icznego Po­
litechniki; Wrocławskiej; p row adzi 
badania  w dziedzinie fotobiologii, 
jest w spółau torem  w ażnych  odkryć 
dotyczących fotochemii procesu 
w idzenia. Planuje prace nad  foto- 
izomeryzacją rodopsyny, a także 
syntezą przełączników  m olekular­
nych, czyli cząstek, które zam ieniają 
energię chem iczną na m echaniczną, 
czyli światło na pracę np. ruch  m ię­
śni; dr inż. Jarosław D om aradzk i  
z W ydzia łu  Ełekroniki M ikro-  
sy stem ó w  i Fotoniki P o litechn ik i  

W rocławskiej; bada 
m ożliwości w y tw a ­
rzania i zastosow a­
nia nanokrystalicz- 
nych m ateriałów  
tlenkow ych na po ­
trzeby nowoczesnej 
elektroniki i fotoni­
ki. Planuje prace nad 
ak tyw nym i pow ło ­
kam i optycznym i, 
które m ogą pełnić 
jednocześnie funkcję 
w yśw ietlacza, ogni­

wa słonecznego, szyby o s te row a­
nym  zaciem nieniu, są odporne  na 
zarysow ania i czynniki atm osferycz­
ne, a ponadto  mają zdolność sam o­
oczyszczania; dr A g n ieszk a  Łobo-  
da (Fot. 2) z W ydziału Biochemii, 
Biofizyki i Biotechnologii UJ; bada 
geny uczestniczące w procesach za ­
palnych i regulujących pow staw anie  
naczyń krwionośnych. Ma nadzieję, 
że badania m.in. w  ram ach kiero ­
w anego przez nią projektu, finan­
sow anego przez MNiSW, pom ogą 
w  opracow aniu  now ych terapii an- 
tynow otw orow ych, bow iem  przez 
zaham ow anie  tw orzenia  naczyń 
krw ionośnych m ożna pow strzym ać 
rozwój now otw oru . Jest członkiem  
Polskiego Tow arzystw a Bioche­
micznego, odniosła sukces podczas

Fot. 2. Doktor A gnieszka Łoboda (w środku).
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Forum  M łodych w trakcie Zjazdu 
Tow arzystw a, we w rześn iu  b.r. w 
Łodzi; dr inż. Marcin M agdziarz z 
In s ty tu tu  M atem atyki i Inform atyki 
Politechniki Wrocławskiej zajm u­
je się m atem atycznym  
opisem  i badaniem  zja­
w isk przyrodniczych o 
charak terze losowym, 
w e w spółpracy  z ośrod ­
kam i w Cam bridge, M o­
nachium , Tel Awiwie; 
dr inż. Marcin Sikora  
z W ydziału  Fizyki i In­
form atyki Stosowanej 
AGH; prow adzi b ada ­
nia na pograniczu fizy­
ki m ateriałów , chemii 
i m edycyny. Zajmuje 
się fizyką ciała stałego. 
Dośw iadczenia zdobyte w  Europie 
i USA chce w ykorzystać w Polsce 
przy  budow ie  synchro tronu  oraz w 
Akadem ickim  C entrum  M ateriałów  i 
Nanotechnologi; dr Izabela Szczer- 
bal (Fot. 3) z K atedry Genetyki i 
P odstaw  Hodow li Zw ierząt U niw er­
sytetu  Przyrodniczego w Poznaniu; 
zajmuje się biologią m olekularną i 
cytogenetyką, w tym  epigenetyką, 
czyli badaniem  dziedziczności poza- 
genowej, i genomiką. Obecnie jej ba ­
dania dotyczą kontroli genetycznej 
różnicow ania 
się kom órek 
tkanki tłusz ­
czowej świ­
ni, będącej 
g a t u n k i e m  
m o d e l o w y m  
w  badaniach 
nad  otyłością 
człowieka; dr Jakub Szym anik  p ra ­
cę doktorską z inform atyki obronił i 
opublikow ał w A m sterdam ie. Stu­
diow ał filozofię, psychologię, lingw i­
stykę i m atem atykę na UW w ram ach 
Kolegium  MISH oraz jako s typendy ­
sta Collegium Invisible. Jego b ada ­
nia są wszechstronne, a w  ich cen­
trum  jest złożona sem antyka języka 
naturalnego. Bada go z perspektyw y 
matem atycznej i filozoficznej, biorąc 
jednocześnie pod uw agę w łaściw o­
ści ludzkiej psychiki. Zajmuje się na 
p rzyk ład  teorią w idzenia i sem anty ­
ką zdań , opisujących dośw iadczenia 
w izualne; dr hab. Lucjan W yrwicz  
(Fot. 4) z C entrum  Onkologii - Insty ­
tu tu  im. Marii Skłodowskiej-Curie 
w  W arszaw ie kieruje pracam i Sa­

modzielnej Pracowni Bioinforma- 
tyki i Biologii Systemowej. Dzięki 
grantow i z MNiSW opracow ał cykl 
siedm iu publikacji na tem at budow y 
białek, odpow iadających za zjadli- 

wość herpesw irusów  (zna­
nym  przedstaw icielem  tej 
rodziny  jest m. in. w irus 
opryszczki wargowej).

W w yborze najzdolniej­
szych m łodych nau k o w ­
ców pom agają o rganiza­
torom  konkursu  g rupa 
w ybitnych naukow ców . 
W K apitule zasiadają m.in. 
prof. K atarzyna Chałasiń- 
ska-M acukow, rektor U ni­
w ersytetu  W arszaw skie­
go i prof. Michał Kleiber, 
prezes PAN. Fundatoram i 

nagród  są: AEGON TU na Życie, 
AEGON PTE S.A., PKO Bank Polski, 
Fundacja J&S Pro Bono Poloniae, 
P rovident Polska SA, Polkomtel SA, 
AXA Życie TU SA, Electric Pow er 
Research Institute, Fundacja Pol­
skiego Godła Promocyjnego „Teraz 
Polska" oraz czytelnicy „Polityki" 
przekazujący 1% podatku  dochodo ­
w ego na fundusz  stypendialny.

W śród m łodych naukow ców  w y ­
różnionych przez „Politykę" s ty ­

p e n d i a m i  
„Zostańcie 
z nam i"są, 
także sty ­
p e n d y ś c i  
FNP Start, 
K o l u m b  
i Powro- 

ty /H o m in g : A leksandra Cisłak  z 
Insty tu tu  Psychologii PAN i SWPS, 
D ariusz  Jem ieln iak  z Akadem ii 
Leona Koźmińskiego, Marcin M ag­
dziarz z Insty tu tu  M atem atyki i 
Inform atyki PWr, Anna M atysiak  
z Insty tu tu  Statystyki i Demografii 
SGH, A gn ieszk a  Łoboda z W y­
działu  Biochemii i Biofizyki UJ, Ja­
k ub  M omro z W ydziału Polonisty ­
ki UJ, Izabela Szczerbal z K atedry 
Genetyki i Podstaw  H odow li Zw ie­
rzą t U niw ersytetu  Przyrodniczego 
w Poznaniu, Jakub Szym anik  z 
U niw ersy tetu  W arszawskiego, Lu­
cjan W yrw icz z C entrum  Onkologii 
-  Insty tu tu  im. Marii Skłodowskiej- 
C urie oraz W ojciech Z ałuski z W y­
działu  Praw a i Adm inistracji UJ.

Projekt produkcji odczynników  
do rozróżniania grup krwi. U ni­
w ersy tet Jagielloński i Regionalne 
C entrum  K rw iodaw stw a i Krwio­
lecznictwa w Katowicach (RCKiK) 
zaw iązały konsorcjum, którego ce­
lem jest opracow anie pierw szych w 
Polsce now oczesnych odczynników  
do diagnostyki serologicznej. Prace 
badaw cze grupy  dr hab. Joanny Be­
rety dadzą  szansę na tańsze leczenie 
pacjentów. A utorzy projektu ubie­
gają się o uzyskanie dofinansow a­
nia w  ram ach program u"IniTech" z 
MNiSW.

Do oznaczania g rup  krwi używ a­
ne są odczynniki absolutnie specy­
ficzne oparte  na przeciwciałach mo- 
noklonalnych rozpoznających tylko 
jeden rodzaj antygenów . Nie są one 
w ytw arzane  w Polsce, a jedynie 
konfekcjonowane. Grupa badawcza 
dr hab. Joanny Berety z W ydzia ­
łu Biochemii, Biofizyki i Biotech­
nologii UJ jest jedynym  zespołem  
w Polsce, w  którym  w ytw arza  się 
now e linie kom órek produkujących 
przeciwciała m onoklonalne. UJ po ­
siada specjalistyczne laboratorium  
um ożliwiające naukow com  rozw i­
janie projektów  tego typu, a RCKiK 
w Katowicach jest jedynym  w Polsce 
centrum  krw iodaw stw a, które na tę 
skalę zajmuje się w ytw arzaniem  o d ­
czynników  serologicznych. Konsor­
cjum tych dw óch jednostek ma na 
celu opracow anie technologii oraz 
w drożenie  jej do produkcji. Dzię­
ki projektow i i w spółpracy nauki 
oraz przem ysłu  pow stanie zestaw  
polskich, tańszych odczynników  do 
rozpoznaw ania g rup  krwi (0, A, B i 
AB) oraz antygenu D (czynnika Rh). 
K ierownikiem  konsorcjum jest dr 
hab. Joanna Bereta. Ze strony RCKiK 
w Katowicach uczestniczą d r Kata­
rzyna Rothkegel — kierow nik Dzia­
łu Produkcji O dczynników  Serolo­
gicznych oraz dr Stanisław Dyląg, 
dyrek tor naczelny tej jednostki. Za­
p lanow any na 4 lata projekt ma być 
realizow any w dw óch fazach. Faza 
p ierw sza, badaw cza, będzie reali­
zow ana w całości w Krakowie. Faza 
p rzygotow ań do w drożenia  obejmie 
certyfikację tych odczynników , ich 
standaryzację i dopuszczenie do ob­
rotu. N astępnie RCKiK będzie zaj­
m ow ało się w ytw arzaniem  odczyn ­
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Fot. 3. Doktor Izabela 
Szczerbal.

Fot. 4. Doktor hab ilitow any Lu q an  W yrw icz .
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ników  w swoich laboratoriach w Ka­
towicach (wg N auka w Polsce).

W G dańsku  na 
budynku  M iędzy­
uczelnianego Insty­
tu tu  Biotechnologii 
odsłonięta została 
27 października ta­
blica upamiętnia­
jąca Profesorów,
Annę J. Podhajską 
(Fot. 5), Karola 
Taylora i Wacława 
Szybalskiego (Fot.
6). Zaraz po u ro ­
czystości, w  sali 
im. Karola Taylora, 
prof. W acław Szy- 
balski z University 
of W isconsin -  M adison p rzedstaw ił 
w ykład "ALEXAND ER ZA W A D ZK I 
(1798-1868) of Lwów University, Po- 
land, GREGOR M ENDEL'S mentor 
and inspirer o f the Genetics ".

Z in icjatyw y naukow ców  z U n i­
w ersytetu  Nawarry z Pam peluny  
w H iszpanii, m iasta zaprzy jaźn io ­
nego z Toruniem , odbyw ać się będą 
co miesiąc, przez rok akadem icki 
2009/2010 „Dysputy Nawarryj- 
skie". N awiązujące do średn io ­
wiecznych tradycji uniw ersyteckich 
spotkania o tw arte dla publiczności 
rozpoczął 27 październ ika w ykład 
profesora U niw ersytetu  N aw arra  
Jesus Tanco Lerga na 
temat: „W obliczu kry ­
zysu dziennikarstw a 
tradycyjnego: poszuk i­
w anie i p rzekaz p raw ­
dy jako w ym ogi dobrej 
informacji". W ykład 
odbył się w Dworze A r­
tusa w  G dańsku. Inicja­
toram i w ydarzenia  są 
rektor U niw ersytetu 
N aw arry  profesor A n­
gel Jose Gomez Monto- 
ro, który objął p a trona ­
tem honorow ym  całość 
przedsięw zięcia i w y ra ­
ża gotowość do wzięcia 
udziału  w jednym  z w ykładów , oraz 
konsul honorow y RP w Pam pelunie 
Angel Tellechea Goyena. W D yspu ­
tach N aw arryjskich w ezm ą udział 
pracow nicy naukow i, profesorow ie 
różnych dziedzin  U niw ersytetu  N a ­
w arry. W ykłady obejmują zagadn ie ­
nia zw iązane z naukam i ścisłymi,

przyrodniczym i, zajmującymi się 
człowiekiem  i jego w ytw oram i kul- 
tu row o-duchow ym  oraz k ierow ane 

m.in. do pracow ników  
naukow ych uczelni, 
s tuden tów  i in teligen­
cji nie zajmującej się 
pracą naukow ą. K ażdy 
uczestnik będzie m ógł 
w pływ ać na przebieg  
dysputy , stawiać tezy 
i szukać odpow iedzi 
na nurtujące go p y ta ­
nia. Kolejne w ykłady  
w  ram ach D ysput N a ­
warryjskich w Toruniu  
będą okazją do spo tka ­
nia z w ielu profesora ­
mi U niw ersytetu  N a ­
w arra, m.in.: Juanem  

M anuelem  Mora 
(prof. dz ienn ikar­
stw a, wicerektor 
ds. komunikacji 
i n s t y t u c j o n a l n e j  
UN), Jose A nto ­
nio Fernandezem  
(Katedra Cam ino 
de Santiago), M a­
rią Iraburu  (prof. 
biochemii i biolo­
gii molekularnej, 
w icerektor ds. w e ­
w nętrznych  un i­
wersyteckich), Pedro Lozano Barto- 
lozzim  (prof. m iędzynarodow ych re ­

lacji instytucjonalnych), 
M arią Eugenią López 
Jacoiste (W ydział P ra ­
wa, dyrek tor C entrum  
Studiów  Europejskich) 
czy M anuelem  Casado 
(dyr. departam en tu  Lin­
gw istyki H iszpańskiej 
i Języków N ow ożyt­
nych). W ykłady będą 
odbyw ały  się regularnie 
do czerwca 2010 roku.

Zespół dr hab. D o­
roty Gryko z In sty tu ­
tu Chemii Organicznej 
PAN w W arszaw ie p ra ­
cuje nad  stw orzeniem  

zw iązków , które m iałyby zastąpić 
albo uzupełnić leki stosow ane do ­
tychczas w chorobach naczyń w ień ­
cowych. Rozkurczanie naczyń w ień ­
cowych i u łatw ianie p rzep ływ u krwi 
um ożliw ia m.in. nitrogliceryna, w y ­
korzystyw ana w terapii choroby 
wieńcowej. Po podan iu  n itroglicery ­

ny nasila się tw orzenie tlenku azotu, 
a ten aktyw uje cyklazę guanylow ą 
w cytosolu. W rezultacie następuje 
rozkurcz mięśni gładkich, skutkują ­
cy obniżeniem  ciśnienia krwi. Prze­
d łużone w czasie stosow anie leków 
wzm agających tw orzenie tlenku 
azotu  w ym aga, w skutek  p rzyzw y ­
czajenia organizm u do stosow anego 
leku, zw iększania daw ek tych leków 
u pacjentów. To pow oduje, że d r hab. 
Dorota Gryko z zespołem  pacjentów 
pragną  stw orzyć związki, które bę­
dzie m ożna stosować zastępczo lub 
uzupełniająco m.in. z niedoskonałą 
nitrogliceryną. Wg autorki projektu 
m ogą to być zw iązki oparte  na szkie­
lecie protoporfiryny IX i pochodnych 
w itam iny B12, które w  sposób nieza­
leżny od tlenku azotu będą ak tyw o­

wały odpow iedn i 
enzym. W itam ina 
BI 2, w ykorzy ­
stując swoje szla­
ki m etaboliczne 
tran sp o rto w ałab y  
p r o t o p o r f  i r y  n ę  
do naszego orga­
n izm u natom iast 
fragm ent porfi- 
rynow y aktyw o­
wałaby w łaściwy 
enzym .W  sytuacji 
kom fortu m etabo­

licznego, nie trzeba by zw iększać 
daw ek leku. Zam ierzone uzyska ­
nie m odelow ego zw iązku w ym aga 
przynajm niej 10 lat. P ieniądze na 
badania  i u tw orzenie  zespołu  ba­
daw czego — niem al dw a miliony 
złotych — przyznała  Fundacja na 
rzecz N auki Polskiej, w ram ach  p ro ­
gram u „Team".

P olsk ie  S tow arzyszen ie  D z ie n ­
nikarzy N a u k o w y ch  N a u k o w i.p l .  
przyznali w y ró żn ien ie  O dkryw cy  
Roku 2009 profesorom  L echow i  
M a n k iew iczo w i (Fot. 7) z C en ­
trum Fizyki Teoretycznej PAN, 
G rzegorzow i W rochnie z Insty ­
tutu P rob lem ów  Jądrowych w  
Św ierku  oraz A lek san d row i Fili­
p o w i Zarneckiem u z W yd zia łu  Fi­
zyk i UW. Badacze zosta li w y ró ż ­
n ien i za s fo tografow anie  „naro­
d z in  czarnej dziury", czy li  b łysk u  
św iatła  w id z ia ln eg o ,  tow arzyszą ­
cego ro zb ły sk o w i p ro m ien io w a ­
nia gam m a. Był to najjaśn iejszy  
w y b u ch  zaob serw ow an y  k ie d y ­
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Fot. 5. Profesor A nna  J. Podhajska.

Fot. 7. Profesor Lech Mankiewicz.

Fot. 6. Profesor W acław Szybalski.
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k o lw ie k  przez cz łow ieka . M ożna  
go b y ło  zobaczyć go łym  okiem ,  
choć m iał m iejsce 7,5 
m ld  lat św iet ln ych  
od Z iem i. Odkrycie  
o g ło sz o n o  w e  w rze ­
śn iu  2008 roku na 
łam ach p rest iżow e ­
go czasop ism a na­
u k o w e g o  „Naturę".
N aukow i.p l przyznali 
także po raz drugi na­
grodę dla „Naukowca  
przyjaznego mediom".
O trzym ał ją prof. Bo­
gusław  Paw łow ski z 
K atedry  A ntropologii 
U niw ersy tetu  W ro­
cław skiego i z Z akładu A ntropologii 
PA N  we W rocławia.

Dr hab. Ewa Stachowska (Fot. 8) 
jest kierow nikiem  projektu „Diete­
tyk — poszukiwany specjalista w  
system ie promocji i ochrony zdro­
wia" w spółfinansow anego z Euro­
pejskiego F unduszu  Społecznego w 
ram ach  poddziałan ia  4.1.1 „W zmoc­
nienie potencjału dydaktycznego 
uczelni", Priorytetu IV „Szkolnictwo 
w yższe i nauka", P rogram u O pe­
racyjnego Kapitał Ludzki. Celem 
ogólnym  projektu jest u tw orzenie i 
realizacja nowego kierunku studiów  
— dietetyki — w Pomorskiej A kade­
mii M edycznej w Szczecinie z rów ­
noczesnym  przygotow aniem  bazy 
dydaktycznej do pracy z osobami 
niedosłyszącym i lu b / i  dysfunkcją 
n a rząd u  ruchu w stopniu  lekkim. 
Ponad to  projekt proponuje rozsze­
rzenie oferty edukacyjnej o kursy z 
zakresu  zasad żyw ienia człowieka i

dietetyki dla osób spoza społeczno­
ści akademickiej, oraz podniesienie 

kom petencji akadem ic­
kiej kadry  dydaktycznej. 
W szystkie działania mają 
na celu realizow anie pro ­
mocji i edukacji zd ro ­
wotnej dla zwiększenia 
poziom u wykształcenia 
społeczeństw a w zakresie 
w łaściwych postaw  zdro ­
w otnych; są zgodne ze 
strategią roz ­
woju Uczelni 
i założeniam i 
Strategii roz ­
woju kraju 
na lata 2007- 
2015. Dr hab.

Ewa Stachowska k ieru ­
je Zakładem  Biochemii 
i Żywienia Człowieka, 
integralnej jednost­
ki K atedry Biochemii 
i Chemii Medycznej 
PAM w Szczecinie. Jest 
aktyw nym  członkiem 
Polskiego Tow arzystw a 
Biochemicznego.

W ydana przez CRC 
Press ukazała się we w rześniu  b.r. 
publikacja książkow a „Chemical 
and Biological Properties of Food 
Allergens" (Fot. 9) pod redakcją: 
Lucjana Jedrychow skiego i Harry 
J. Wichers, z rozdziałem „Mole- 
cular, Cellular and Physiological 
Mechanisms of Immunological 
Hyporesponsiveness/Sensitization  
to Food, autorstwa szczecińskich  
autorów Elżbiety Kucharskiej, Jo­
anny Bober, i Tadeusza Ogońskie- 
go. Dwoje ostatnich au torów  należy

do Polskiego Tow arzystw a Bioche­
micznego; d r hab. Joanna Bober jest 
aktualnie  przew odniczącą O ddziału  
w  Szczecinie, a d r Tadusz Ogoński 
był przew odniczącym  O ddziału  w 
latach 1996-2002. W rozdziale au to ­
rzy poruszają zagadnienia fascynu­
jącej w łasności uk ładu  pokarm ow e­
go, jaką jest umiejętność reagow ania 
odpow iedzią  im m unologiczną na 
bakterie i fragm enty  składników  
żywności, mogących zagrażać czło­

w iekowi. W stanie zd ro ­
wia tow arzyszy tem u 
reakcja odpornościow a 
adekw atna do stopnia 
zagrożenia jakie an ty ­
geny niosą dla ustroju. 
N aruszenie  rów now agi 
im m unologicznej u s tro ­
ju może być pow odem  
rozw oju alergii. W opra ­
cow aniu autorzy  om a­
wiają najczęstsze m echa­
nizm y im m unologiczne 
leżące u podstaw  alergii 
pokarm owej. Poruszają 
zagadnienia  obejmujące 
m olekularne i bioche­
m iczne uw arunkow ania  

alergii pokarm ow ej, role supresji, 
tolerancji i apoptozy; uw aru n k o ­
w ania genetyczne, środow iskow e, 
sposoby ekspozycji, drogi w nikania, 
częstości podania  i daw ki alergenu; 
naruszen ia  lub przyw rócenia rów ­
now agi pom iędzy pobudzen iem  a 
tolerancją im m unologiczną; aplika­
cji funkcjonalnej genom iki i prote- 
omiki w  alergologii, (wg info prof. 
E. Kucharskiej).

pod redakcją Teresy W esołowskiej

Fot. 8. D oktor habilitow ana Ewa 
Stachowska.

Chemical and  
Biological 

Properties of  
Food Allergens

l .u c p n  je t in c h o w ik i  

H arry  J. W icher*

Fot. 9.

W S P O M N I E N I E  O 
P R O F E S O R Z E  J A N I E  S T E F F E N I E  

( 1 9 3 6 - 2 0 0 9 )

Dnia 10 sierpnia 2009 roku zm arł 
w  W arszaw ie prof. dr hab. med. Jan 
Steffen, w ieloletni kierow nik Zakła­
du  Im m unologii C entrum  Onkolo- 
gii-Insty tu tu  w  W arszawie, onkolog, 
im m unolog, genetyk, naukow iec bez 
reszty oddany  spraw om  nauki.

Profesor Jan Steffen, u rodził się 
1936 roku w Poznaniu  jako syn Wik­
tora Steffena, w ybitnego filologa 
klasycznego i hellenisty, profesora 
na Uniwersytecie W rocławskim  i 
na Uniwersytecie im. A dam a Mic­
kiewicza w Poznaniu. W roku  1958
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Profesor Jan Steffen ukończył stud ia  
m edyczne na W ydziale Lekarskim 
A kadem ii Medycznej w  Poznaniu  i 
uzyskał dyplom  lekarza m edycyny 
z w yróżnieniem . W czasie stud iów  
i stażu podyplom ow ego pracow ał 
w  II Klinice Chorób W ew nętrznych 
AM w  Poznaniu. W tym  czasie był 
członkiem  trzyosobow ego zespołu 
lekarskiego, który przeprow adził w 
tej klinice pierw sze w Polsce zabiegi 
hem odializy  pozaustrojowej.

W latach 1958-1963 był kolejno 
asysten tem  i starszym  asystentem  
w  Zakładzie Patologii Ogólnej i Do­
św iadczalnej, a w  latach 1963-1969 
pracow ał na stanow isku ad iunk ta  w  
now outw orzonym  Zakładzie G ene­
tyki Człow ieka AM w Poznaniu. W 
Zakładzie Patologii rozw inął b ad a ­
nia nad  patofizjologią ostrej n iew y­
dolności nerek w ywołanej m etalam i 
ciężkimi, co było p rzedm iotem  jego 
ro zp raw y  doktorskiej, na podstaw ie 
której w  roku  1960 uzyskał stopień 
dok to ra  m edycyny, a następnie  ba­
dania nad  lokalizacją transpo rtu  
cew kow ego elektrolitów , kw asu 
m oczow ego i am inokw asów .

W latach 1961 /  62, podczas stypen ­
d ium  Fundacji Rockefellera w Z akła­
dzie Biofizyki C entrum  M edycznego 
U niw ersy tetu  w  Colorado, Denver 
USA, uczestniczył w badaniach nad 
m etodam i analizy cyklu kom órko­
w ego i w p ływ em  prom ieniow ania 
jonizującego na cykl kom órkow y. 
W roku 1963, jako pierw szy w k ra ­
ju, Profesor Jan Steffen w prow adził 
m etody  analizy cytogenetycznej 
m.in. do badań  nad  patogenezą w ad 
w rodzonych  i zaburzeń  różnicow a­
nia się płci. Przedm iotem  prac były 
m.in. zaburzenia  syntezy DNA w 
chrom osom ach X obciążonych aber­
racjami chrom osom alnym i. W latach 
1963-1969 prow adził w ykłady  i se­
m inaria  z zakresu genetyki człow ie­
ka dla studen tów  medycyny. Był też 
au to rem  pierw szego, w ydanego  w 
roku 1965, podręcznika genetyki dla 
s tuden tów  m edycyny pt.: „W stęp do 
Genetyki Człowieka". N a podstaw ie 
b adań  nad  kinetyką transform acji 
blastycznej, syntezą kw asów  n u ­
kleinow ych, charakterystyką cyklu 
życiow ego limfocytów oraz w p ły ­
w em  inhibitorów  syntezy DNA, 
RNA i białek na te procesy uzyskał 
już w w ieku  29 lat stopień naukow y

doktora  habilitow anego. W latach 
1965-1966 podczas kilkum iesięcz­
nego stażu w Instytucie Badań nad 
Kom órką w M edicinska Nobelinsti- 
tu te t w  Sztokholmie, kon tynuow ał 
swoje badania  nad  charakterystyką 
p u n k tu  kontrolnego G l / S  w cyklu 
kom órkow ym .

W roku 1969 podjął pracę w  In­
stytucie Onkologii w  W arszawie, 
gdzie najpierw  kierował Pracownią 
Biologii Komórki w  Zakładzie Ra­
diobiologii, a od 1974 roku Zakładem  
Immunologii. W roku 1976 uzyskał 
tytuł profesora. W Zakładzie Radio­
biologii, a następnie w  Zakładzie Im ­
munologii C entrum  Onkologii kon­
tynuow ał m.in. swoje wcześniejsze 
prace nad metaboliczną synchroniza­
cją kom órek w punkcie G l / S  cyklu 
komórkowego, prow adził badania 
nad  prom ieniowrażliwością kom ó­
rek, zróżnicowaniem  funkcjonalnym 
limfocytów i rolą cytokin w  m echa­
nizm ach rozwoju now otw orów  u lu­
dzi. Zajmował się także problem aty ­
ką zwalczania now otw orów .

W Polsce był Profesor pom ysło ­
daw cą i p rekursorem  badań  nad  
dziedzicznym i uw arunkow aniam i 
chorób now otw orow ych. O d roku 
1995 do ostatnich tygodni życia p ro ­
w adził badania  populacyjne pośw ię­
cone tym  zagadnieniom . Przedm io ­
tem tych badań  było m.in. ryzyko 
zachorow ania na now otw ory  hetero- 
zygotycznych nosicieli mutacji genu 
NBS1, s truk tu ra  zachorow ań na no ­
w otw ory  u nosicielek mutacji genu 
BRCA1 i genów  M M R. Był w spó ł­
inicjatorem oraz w spółau torem  za ­
łożeń i p rogram u realizacji N arodo ­
w ego Program u Zw alczania Chorób 
N ow otw orow ych, a także członkiem  
Rady tego Program u. Był też inicja­
torem  i koordynatorem  program ów  
opieki nad  rodzinam i wysokiego, 
dziedzicznie uw arunkow anego  ry ­
zyka zachorow ania na raka piersi, 
jajnika, jelita grubego i błony ślu ­
zowej trzonu macicy, które obecnie 
realizow ane są w  około dw udziestu  
onkologicznych poradniach  gene­
tycznych w Kraju jako jedno z zadań  
N arodow ego P rogram u Zw alczania 
Chorób N ow otw orow ych.

Profesor Jan Steffen był autorem  
ponad  100 prac naukow ych. Był też 
laureatem  wielu nagród, m.in. n a ­

gród naukow ych M iasta Poznania, 
Przew odniczącego Agencji Energii 
Atomowej, Rady N aukow ej przy 
M inistrze Zdrow ia, Sekretarza N a ­
ukow ego Polskiej A kadem ii N auk, 
W ydziału N auk M edycznych PAN. 
Pięciokrotnie był uhonorow any  na ­
grodam i M inistra Zdrow ia, w  tym 
nagrodą specjalną. Był honorow ym  
członkiem  Polskiego Tow arzystw a 
Onkologicznego, Polskiego Tow a­
rzystw a Onkologii Klinicznej i bry ­
tyjskiego R adiotherapy Club.

W latach 1976-1985 Profesor Jan 
Steffen był zastępcą dyrektora  Insty­
tu tu  Onkologii (przekształconego 
następnie  w C entrum  Onkologii- 
Instytut) ds. organizacji i koordy ­
nacji prac badaw czych, a w  latach 
1985-1991 dyrek torem  C entrum  
O nkologii-Instytutu. W latach 1976- 
1985 był członkiem  Zespołu  Koor­
dynacyjnego, odpow iedzialnym  
za m erytoryczną realizację R ządo­
w ego Program u Zw alczania Cho­
rób N ow otw orow ych. N adzorow ał 
rów nież bezpośrednio  finansow ane 
przez ten p rogram  badania  p o dsta ­
w owe. W latach 1986-1990 kierował 
C entralnym  Program em  Badawczo- 
Rozw ojow ym  Zw alczanie Chorób 
N ow otw orow ych.

Od roku 1991, przez blisko 17 lat 
Profesor Jan Steffen przew odniczył 
Radzie Naukowej C entrum  O nko­
logii - Insty tutu  im. Marii Skłodow- 
skiej-Curie. W latach 1984-1996 oraz 
od 2003 do 2008 roku był P rzew od­
niczącym Rady Naukowej Zakładu 
(i późniejszego Instytutu) Genetyki 
Człowieka PAN w Poznaniu. W la­
tach 1999-2003 był przew odniczą­
cym Rady Naukowej Insty tutu  Im ­
m unologii i Terapii Doświadczalnej 
im. Ludwika Hirszfelda PAN we 
W rocławiu. O d roku 2003 był p rze­
w odniczącym  Komisji N auki Rady 
Naukowej Polskiej Unii Onkologii. 
Przez ponad  25 lat Profesor Jan Stef­
fen był członkiem Centralnej Komisji 
ds. Tytułu N aukow ego i Stopni N a­
ukow ych (wcześniej zwanej Central­
ną Komisją Kwalifikacyjną), w  tym, 
w dwóch kadencjach w iceprzew od­
niczącym Sekcji N auk M edycznych 
tej Komisji. W latach 1989-1991 był 
członkiem i przew odniczącym  Ze­
społu ds. Zdrow ia i Ochrony Środo­
wiska w Komitecie Nauki i Postępu 
Technicznego, w  latach 1994-2000 był
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Członkiem Zespołu N auk M edycz­
nych i Komisji Badań Podstaw ow ych 
KBN; w  latach 2000-2004 przew odni­
czył Sekcji Biologii Medycznej KBN. 
W latach 1986-1999 był członkiem 
Rządowej Komisji Ludnościowej.

O d 1986 roku Profesor Jan Stef- 
fen był członkiem korespondentem, 
a od 2002 członkiem rzeczywistym 
Polskiej Akademii Nauk. W Polskiej 
Akademii N auk był m.in. przew odni­
czącym Komisji Genetyki Człowieka i 
Komisji Biologii Nowotworów; w la­
tach 1992-1998 był przez dwie kaden­
cje członkiem Prezydium  PAN, a w 
latach 1998-2000 -  przewodniczącym 
Komisji ds. Współpracy PAN z Za­
granicą. Od 1998 roku był członkiem 
Kolegium Doradczego Przewodni­
czącego W ydziału N auk Medycznych 
PAN. W latach 1990-1991 był Prze­
wodniczącym Komisji Programowej 
Europejskiej Organizacji Instytutów 
Onkologii. W latach 1998-2000 repre­
zentował PAN w Europejskiej Radzie 
Badań Medycznych (EMRC).

Profesor Jan Steffen był odznaczo­
ny Złotym Krzyżem Zasługi, Krzy­
żem Kawalerskim i Krzyżem Koman­
dorskim  O rderu O drodzenia Polski.

Tę niezwykłą aktywność naukową 
i społeczną Profesora Jana Steffena 
niespodziewanie przerwała choroba. 
Kiedy w maju ubiegłego roku wybie­
rał się do szpitala był przekonany, że 
straci jedynie 3 tygodnie swojego cen­
nego czasu...

Profesora Jana Steffena poznałam  
będąc jeszcze s tudentką  i prakty- 
kantką, a następnie  m agistrantką 
Z ak ładu  Im m unologii. Potem  Profe­
sor był m oim  szefem przez całe moje 
życie zaw odow e. Znałam  Go 29 lat.

Był człowiekiem  niezwykłej w ie­
dzy i um ysłowości. Nie będąc p rak ­
tykującym  lekarzem, tym  bardziej 
zadziw iał swoją rozległą w iedzą na 
tem at m edycznych aspektów  cho­
rób now otw orow ych, w  tym  ich 
objawów, przebiegu, klasycznych 
i najnow szych m etod diagnostyki 
i leczenia. Był rzadkim  typem  na ­
ukow ca, który potrafił b łyskawicz­
nie kojarzyć z pozoru odległe zja­
w iska biologiczne i analizować je w 
kontekście aspektów  medycznych. 
Szerokie spojrzenie łączył ze zdolno­

ścią do staw iania niezliczonej ilości 
pytań i form ułow ania problem ów  
badawczych. Lubił dzielić się swo­
imi pom ysłam i badaw czym i. Wielu 
naukow ców  i lekarzy zaw dzięcza 
Profesorowi Steffenowi swój rozwój 
naukow y.

Jego pasją była genetyka m edycz­
na. To właśnie Profesor Jan Steffen 
był pom ysłodaw cą i p rekursorem  
badań  nad  dziedzicznym i u w aru n ­
kow aniam i chorób now otw orow ych 
w  Polsce.

Profesor miał szerokie horyzonty, 
interesow ał się polityką, gospodar­
ką. N iezw ykle oczytany potrafił za ­
skakiwać znajomością historii i geo­
grafii. Mało kto znał Go jako turystę, 
wielbiciela polskich gór i jezior, za­
palonego kajakarza.

Onkologia polska zaw dzięcza 
Profesorowi Steffenowi bardzo  w ie­
le. Nie tylko dlatego, że p rzew odni­
czył kilku Radom  N aukow ym , był 
członkiem CK, komisji PAN, KBN, 
i że w yprom ow ał w ielu lekarzy i 
naukow ców . Przede w szystkim  dla­
tego, że Jego w iedza i szerokie spoj­
rzenie na spraw y rozw oju onkologii 
w Polsce, wykraczające poza jakie­
kolwiek interesy partykularne, czy 
to instytucji, g rupy  zaw odow ej, czy 
innych grup  nacisku, pozw alały na 
rzetelną i obiektyw ną ocenę różnych 
rozw iązań, a Jego rozw ażne form u­
łowanie myśli i au tory tet pozw alały 
na godzenie różnych punk tów  wi­
dzenia. Potrafił całkowicie pośw ię­
cić się spraw ie, co do słuszności któ­
rej był przekonany i niejednokrotnie 
to czynił. Z takim  właśnie oddaniem  
zabiegał o w drożenie  N arodow ego 
Program u Zw alczania Chorób N o­
w otw orow ych, który w spółtw orzył, 
był bow iem  pew ien, że bezpośred ­
nie finansow anie onkologii pozwoli 
na bardziej efektyw ne w ykorzysta ­
nie środków . Podobnie w trudnych  
czasach redukcji środków  na naukę 
potrafił skutecznie przekonyw ać jak 
w ażny dla postępu m edycyny jest 
rozwój nauk  podstaw ow ych i ścisła 
w spółpraca lekarzy i naukow ców .

Przez w iele lat m iałam  okazję ob­
serw ow ać Profesora podczas posie­
dzeń Rady Naukowej C entrum  On- 
kologii-Instytutu, której p rzew odni­
czył. Znakom icie kierow ał tym  gre­

m ium , pozwalając w ypow iedzieć 
się każdem u, jednocześnie u trzy ­
mując dyscyplinę dyskusji. Świetnie 
p odsum ow yw ał i pointow ał w y p o ­
w iedzi, odróżniał kwestie w ażne od 
pobocznych. Dobro Insty tu tu  jako 
jednostki służącej nauce i pacjentom  
było dla Niego absolutnym  prio ry te ­
tem. W prom ow anych  naukow cach 
starał się Profesor w idzieć zaw sze 
dobre strony, chwalił najlepszych, 
łagodził złe w rażenie, jakie pozosta ­
wiali słabsi, dbając przy  tym  o za ­
chow anie dobrych s tandardów .

Profesor Jan Steffen wyróżniał się 
silną osobowością, był postacią bar­
dzo wyrazistą. Nie znam nikogo, kto 
miałby do Niego stosunek obojętny. 
Wszyscy uznawali Jego autorytet.

Był człowiekiem  pełnym  uporu , 
nieła tw ym  dla podw ładnych. Wobec 
nas, swoich najbliższych w sp ó łp ra ­
cow ników  był najbardziej w ym aga ­
jący. N asze prace naukow e m usiały  
być najbardziej am bitne i spełniać 
w szystkie Jego oczekiwania.

Był człowiekiem  bardzo skry ­
tym, skupionym  na spraw ach  za ­
w odow ych. Jednak potrafił słuchać 
problem ów  ludzkich, wyróżniając 
się w ów czas dyskrecją i gotowością 
pomocy. Był bardzo  w rażliw y na 
problem y zdrow otne  innych łudzi, 
pom agał wszystkim , którzy zw raca ­
li się o pomoc.

Był też człowiekiem  bardzo  
skrom nym . N aw et w ostatn ich  m ie­
siącach życia, będąc w  praw dziw ej 
potrzebie i mając wokół siebie w ie ­
le osób pom agających i gotow ych 
nieść pomoc, często odm aw iał p rzy ­
jęcia tej pomocy, nie chcąc spraw iać 
kłopotu  swoją osobą.

Wiele osób dow iedziaw szy  się o 
odejściu Profesora stw ierdzało , że 
jest to koniec pewnej epoki. To p raw ­
da. Będzie Profesora brakow ało. Po­
zostaje żywić nadzieję, aby w szyst­
kie dobre s tandardy , które Profesor 
starał się w prow adzać, p rzetrw ały .

Cześć Jego pamięci!

Dr M agdalena Chechlińska

Zakład Im m unologii, Centrum  Onkologii-In- 
s ty tu t im. Marii Skłodowskiej-Curie w  W ar­
szawie

Postępy Biochemii 55 (4) 2009 369http://rcin.org.pl



V I I  K O N F E R E N C J A  
I M .  J A K U B A  K A R O L A  P A R N A S A  

J A Ł T A ,  3 - 7  P A Ź D Z I E R N I K A ,  2 0 0 9

VII Konferencja im. Jakuba Karola 
Parnasa (Parnas Conference on Bioche­
mistry and Molecular Biology) odbyła 
się w  Jałcie, na Krymie w dniach 3-7 
października 2009 r. Konferencje im. 
Parnasa organizowane wspólnie przez 
Polskie i Ukraińskie Towarzystwa Bio­
chemiczne odbywają się co dwa lata, 
naprzemiennie w  Polsce i na Ukrainie. 
Pierwsza odbyła się we Lwowie w  1996 
r., druga w Gdańsku w 1998 r., trzecia 
we Lwowie w 2000 r., a czwarta we 
Wrocławiu w 2002 r. Termin V Kon­
ferencji w Kijowie przesunięto na 2005 
r., ponieważ w 2004 r. odbywał się w 
Warszawie Kongres FEBS. Następna 
VI Konferencja odbyła się w  2007 r. w  
Krakowie.

W skład Komitetu Organizacyjne­
go VII Konferencji im. Parnasa weszli 
Serhiy Komisarenko (współprzewod­
niczący, Prezes Ukraińskiego Towarzy­
stwa Biochemicznego), Andrzej Dżugaj 
(współprzewodniczący, Prezes Polskie­
go Towarzystwa Biochemicznego), oraz 
Mykola Bagrov, Edward Bańkowski, 
W anda Kłopocka, Serhiy Kosterin, Pla­
ton Kostyuk, Dymitro Melnychuk, Pa­
weł Pomorski, Maria Jolanta Rędowicz, 
Andriy Sibimy i Adam Szewczyk. W 
skład Komitetu Naukowego weszli Jo­
lanta Barańska, Jan Barciszewski, Stani­
sław 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 
Goście zostali zaproszeni Stefan Angiel­
ski, Jerzy Duszyński, Janina Kwiatkow- 
ska-Korczak, Lech Wojtczak i Barbara 
Pamasowa. Niestety jedynie Jerzy Du­
szyński i Janina Kwiatkowska-Korczak 
wzięli udział w  konferencji, pozostali

zaproszeni goście z przyczyn osobi­
stych nie mogli na nią przybyć.

W konferencji uczestniczyło 245 
osób, Wśród nich należy wymienić 
kolegów z Ukrainy (115), Polski (103), 
Rosji (9), Wielkiej Brytanii (5), Finlan­
dii (3), USA (2), Włoch (2), Szwecji (2), 
Gruzji (2), Białorusi (1) oraz Chorwacji 
(1). Za wielkie osiągnięcie Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego uważa­
my, że w  licznej grupie uczestników z 
Polski więcej niż 50% stanowili dokto­
ranci z różnych uczelni oraz instytutów 
naukowych.

Konferencję otworzyli Prezesi obu 
Towarzystw Biochemicznych — S. Ko­
misarenko (Ukraina) i A. Dżugaj (Pol­
ska) oraz rektorzy Uniwersytetu Krym­
skiego (Vemadsky-Tavriysky National 
University — M. Bagrov) i Wyższej 
Szkoły Rolniczej (D. Melnychuk). An­
drzej Dżugaj zaprosił zebranych na 
następną Konferencję Parnasa, która 
odbędzie w  końcu sierpnia 2011 r. w 
Warszawie. Po raz pierwszy w organi­
zacji tej Konferencji będą miały równy 
udział trzy Towarzystwa Biochemiczne 
— polskie, ukraińskie i izraelskie. Jest 
to nawiązanie do organizacji Zakła­
du Chemii Fizjologicznej kierowanej 
w dwudziestoleciu międzywojennym 
przez prof. Parnasa na Uniwersytecie 
Jana Kazimierza we Lwowie, gdzie 
wspólnie pracowali badacze o różnym 
pochodzeniu, polskim, ukraińskim i 
żydowskim, a także uhonorowanie 
zmarłego tragicznie we Lwowie, roku­
jącego wielkie nadzieje ucznia Parnasa, 
dr Pawła Ostema. Następnie uczestnicy 
wysłuchali dwóch wykładów 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 części oficjalnej od­
było się „get together party". Zarówno 
rozpoczęcie obrad, wszystkie wykłady 
sympozjalne w kolejnych dniach Kon­
ferencji, sesje posterowe, a także spo­
tkania nieoficjalne, np. „gala dinner" 
odbywały się w  gmachu głównym 
kompleksu budynków Sanatorium

„Rossia" ulokowanych w  przepięknym 
parku na brzegu Morza Czarnego w 
Jałcie.

Wykłady sympozjalne (37) wygło­
szono na pięciu sesjach: sesji I „Recep­
tors and Effectors in Cell Signalling", 
sesji II "Biology of Extracellular Matrix", 
sesji III "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 I przewodniczyły Jolan­
ta Barańska (Polska) i Ludmyla Drobot 
(Ukraina), sesji II — Leszek Karczmarek 
(Polska) i Rostyslav Stoika (Ukraina), III 
— Hanna El'ska (Ukraina), IV — Piotr 
Laidler (Polska) i Aleksandr Reznikov 
(Ukraina), a Sesji V — Serhiy Komisa­
renko (Ukraina). Wykłady sympozjalne 
wygłosiło 13 osób z Ukrainy i 13 osób 
z Polski, ponadto 2 osoby z Rosji, 2 z 
Wielkiej Brytanii i 2 z Włoch, oraz po 1 
osobie z Austri, Finlandii, Gruzji, Szwe­
cji i USA. Sesja I była sponsorowana 
przez Instytut Biologii Doświadczalnej 
im. M. Nenckiego PAN. Polskie Towa­
rzystwo Biochemiczne serdecznie dzię­
kuje za okazaną pomoc.

Dodatkowo, w przedostatnim dniu 
obrad odbyła się dyskusja Okrągłego 
Stołu (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, Kijów, Ukraina), Malcolm Dando 
(Wielka Brytania), Timo Korpela (Fin­
landia) i Sandor Vari (USA). Osoby te re­
prezentowały instytucje państwowe od­
powiedzialne za omawianą tematykę.

Do Sesji Plakatowej zgłoszono 161 
plakatów. Komisja konkursowa, na 
której czele stał Mykola Veliky wybrała 
sześć najlepszych. Ich autorzy, młodzi 
ludzie poniżej 35 lat, mieli następnie 
okazję przedstawić swoje wyniki na 
specjalnej Sesji Młodych Uczonych. 
Prezentacja wyników i udział w  dys­
kusji pozwoliła Komisji Konkursowej
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przyznać startującym w konkursie mło­
dym ludziom pierwszą nagrodę, dwie 
równorzędne drugie nagrody oraz trzy 
wyróżnienia. Pierwsze miejsce (wraz 
z nagrodą pieniężną 400 Euro) uzy­
skał Anatoly Samoylenko z Instytutu 
Palladina Ukraińskiej Akademii Nauk 
(NASU) z Kijowa. Dwa drugie miejsca 
(wraz z nagrodą pieniężną 200 Euro) 
uzyskały: Dorota Wypych reprezentu­
jąca Instytut Biologii Doświadczalnej 
im. M. Nenckiego PAN w Warszawie 
oraz Alina Zamoshnikova z Instytutu 
Doświadczalnej Patologii, Onkologii i 
Radiobiologii NASU z Kijowa. Wśród 
wyróżnionych znalazła się Karolina 
Żwawa reprezentująca Collegium Me- 
dicum Uniwersytetu Jagiellońskiego w 
Krakowie.

Konferencja odbywała się w  nie­
zwykle miłej i serdecznej atmosferze.

Organizatorzy z Ukrainy zaprosili stu­
dencki zespół taneczny z Uniwersytetu 
na Krymie, którego występy uświetni­
ły „gala diner". Uczestnicy konferen­
cji mogli brać udział w  wycieczkach, 
między innymi do Pałacu Woroncowa 
czy Pałacu Livadia, w którym w 1945 
r. Stalin, Churchill i Roosvelt podpisali 
umowę w sprawie powojennego ukła­
du stosunków międzynarodowych w 
Europie, wyznaczającej przyszłe gra­
nice Polski. Należy dodać, że prawie 
połowa (45 osób) polskich uczestników 
Konferencji przybyła do Jałty jadąc 
bezpośrednio z Warszawy autokarem 
wynajętym i opłaconym przez Polskie 
Towarzystwo Biochemiczne. Trasa po­
dróży biegła przez Żytomierz i Odessę. 
Wszyscy członkowie Polskiego Towa­
rzystwa Biochemicznego podróżujący 
autokarem byli zwolnieni z opłaty za

podróż. Jednak naszym głównym ce­
lem było umożliwienie uczestnictwa w 
Konferencji jak największej liczbie mło­
dych ludzi. Ceł ten został osiągnięty, bo 
doktoranci stanowili w  autokarze 60% 
wszystkich podróżujących. Ponadto 
Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
dofinansowało udział w  Konferencji 
14 młodym ludziom przed 30 rokiem 
życia. VII Konferencja Pamasa w  opinii 
wszystkich uczestników była niezwy­
kle udana. Poziom wykładów był oce­
niany jako wysoki. Nie można też nie 
wspomnieć o wspaniałym klimacie Jał­
ty z ciepłym morzem w październiku i 
bujną roślinnością.

Jolanta Barańska
W iceprezes Polskiego T ow arzy ­

stw a Biochem icznego

SKŁADKI CZŁONKOW SKIE 
I

PRENUMERATA „POSTĘPÓW  BIOCHEM II"

Przypominamy, że składki członkowskie należy opłacać na bieżąco, to jest do 31 marca każdego roku. Przypo­
minamy wszystkim, którzy zalegają ze składkami za rok 2008, by opłacili je nie później niż do końca 2009 r. W sto­
sunku do osób, które nie uregulują opłat, w styczniu 2010 roku zostanie wszczęta procedura, przewidziana Statutem, 
zmierzająca do ich skreślenia z listy członków Towarzystwa. Prosimy o jak najszybsze opłacenie zaległych składek.

Składki członkowskie w  2010 roku
1. Pełna składka członkowska wynosi 100 zł rocznie (Uchwała Walnego Zgromadzenia Członków, Olsztyn, 9 września 2008 r.).
2. Członkowie, którym przyznano prawo do ulgowej składki, płacą składkę w wysokości 50 zł rocznie.
3. Małżeństwa opłacają składki w wysokości 100 + 50 zł lub 50 + 50 zł i otrzymują jeden egzemplarz „Postępów Biochemii".
4. Członkowie, którzy opłacą składkę członkowską do 31 marca każdego roku, mają zapewnioną bezpłatną prenumeratę kwar­
talnika „Postępy Biochemii".
5. Członkowie, którzy opłacą składkę po tym terminie, będą otrzymywać kwartalnik do czasu wyczerpania zapasów magazy­
nowych.
6. Członkowie honorowi zwolnieni są z opłacania składek członkowskich. Członkowie honorowi otrzymują bezpłatnie „Postępy 
Biochemii".
7. Członkowie emeryci nie płacą składek członkowskich. Członkowie emeryci mogą zaprenumerować „Postępy Biochemii" po 
ulgowej cenie 50 zł rocznie.
W 2009 r. składki wynosiły 100 zł, a ulgowa 50 zł.
W 2008 r. składki wynosiły 80 zł, a ulgowa 40 zł.
W 2007 r. składki wynosiły 80 zł, a ulgowa 40 zł.

Prenumerata „Postępów Biochemii" w  2010 roku
1. Prenumeratorzy instytucjonalni płacą za prenumeratę „Postępów Biochemii" 180 zł rocznie.
2. Osoby fizyczne niebędące członkami Towarzystwa mogą zaprenumerować „Postępy Biochemii" w cenie 120 zł rocznie.
3. Studenci i doktoranci niebędący członkami Towarzystwa prenumerują „Postępy Biochemii" po ulgowej cenie 50 zł rocznie. 
Konieczne jest przy tym udokumentowanie statusu studenta lub doktoranta odpowiednim zaświadczeniem.

Opłaty należy wnosić do banku PEKAO S.A.
Oddział Warszawa, ul. Krucza 24-26
na konto: 811240 6003 1111 0000 4947 2703
Opłaty z zagranicy: IB AN: PL811240 6003 1111 0000 4947 2703
SWIFT Code: PKÓPPLPW
Koszt przelewu ponosi wpłacający.

Wątpliwości związane z opłacaniem składek można wyjaśniać codziennie w godzinach 10:00-15:00 w biurze Zarządu Główne­
go Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, ul. Pasteura 3 (pok. 633), 02-093 Warszawa, tel. 022 5892 352 lub tel/fax 022 5892 
499, e-mail: ptbioch@nencki.gov.pl
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laureat w 2009 r. 
dr Błażej Błażejowski
paleontolog i geolog 
popularyzator nauki wśród 
dzieci i nauczycieli: 
pokazuje, że nauka jest 
fascynująca, a jej poznanie 
jest przygodą intelektualną

laureatka w 2008 r. 
dr Elżbieta Masiak
psycholog i muzyk 
prowadzi integracyjny, pro­
fesjonalny zespół muzyczny 
Syndrom, gdzie osoby cho­
rujące psychicznie mierzą 
się z prawdziwymi wyzwa­
niami twórczymi

nagroda imienia

artura rojszczaka
nagroda przyznawana corocznie młodym doktorom, którzy poza 
wybitnymi osiągnięciami naukowymi wyróżniają się humanistyczną 
postawą, szerokimi horyzontami, umiejętnością przełamywania 
barier i przekraczania ram wąskich specjalizacji naukowych

wysokość nagrody: 5000 zł
termin zgłaszania kandydatur: 31 stycznia
więcej informacji: www.ksz-fnp.org

przyznawana przez

klub stypendystów zagranicznych 
fundacji na rzecz nauki polskiej

laureat w 2007 r.
dr inż. Zbigniew Chaniecki
informatyk
opracował I prowadzi indy­
widualny tok studiów w 
domu niepełnosprawnego 
studenta oraz pośredniczy 
w kontaktach z uczelnią

laureatka w 2006 r. 
dr Ewa Kocój
etnolog
pasjonatka przełamywania 
stereotypów i animatorka 
kontaktów kulturowych 
między Polską a Rumunią

Nagrodę współfinansują członkowie Klubu Stypendystów Zagranicznych FNP oraz Fundacja na rzecz Nauki Polskiej
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Znaczenie syntetaz aminoacylo-tRNA 
w patologiach i perspektywa ich 
wykorzystania w diagnostyce i terapii

STRESZCZENIE

Pow szechność w ystępow ania  syntetaz am inoacylo-tRNA (aaRS) św iadczy o ich n iezw ykle 
isto tnej fu nkcji jaką pełn ią  w  kom órce. O d daw na w iadom o, że zapew niają  one p raw i­

d łow y p rzeb ieg  ekspresji inform acji genetycznej zapisanej w  DNA. Stosunkow o niedaw no 
okazało  się, że ich funkcja  n ie ogranicza się jedynie  do katalizy syntezy am inoacylo-tRN A  
zdo lnych  do rozpoznaw ania  specyficznych kodonów . aaRS są rów nież zaangażow ane w sze­
reg innych  isto tnych procesów  kom órkow ych. Zatem  zaburzenia  praw idłow ego funkcjono ­
w an ia  aaRS często sk u tk u ją  pow ażnym i dla organizm u dysfunkcjam i. S tw ierdzono udzia ł 
syn te taz  am inoacylo-tR N A  w rozw oju  chorób autoim m unologicznych (m iopatie zapalne), 
szeregu chorób uk ład u  nerw ow ego (leukodystrofia, choroba Charcot-M arie-Tooth, A lzhe­
im era  i Parkinsona), now otw orzen iu  oraz arteriosklerozie. W  konsekw encji, aaRS są a trak ­
cyjnym  celem  dzia łan ia  leków  na te choroby. Co więcej, liczne inh ib ito ry  aaRS zw alczają 
zakażen ia  baktery jne, grzybow e i pasożytnicze. O dkryw anie  coraz w iększego znaczenia 
syn te taz  am inoacylo-tRN A  w sieci procesów  kom órkow ych spraw ia, że aaRS są i z pew no­
ścią jeszcze długo będą w ażnym  obiektem  badań.

WPROWADZENIE

Syntetazy aminoacylo-tRNA (EC 6.1.1.1-26) katalizują reakcje przyłączania 
am inokwasu do odpowiedniego tRNA. Produkt tej reakcji, aminoacylo-tRNA, 
pośredniczy w procesie tłumaczenia informacji zapisanej w postaci sekwencji 
nukleotydowej na sekwencję aminokwasową. Uważa się, że aaRS są jednymi 
z pierwszych enzymów jakie pojawiły się na Ziemi. Odzwierciedla się to w 
ich różnorodności zarówno pod względem wielkości, jak i struktury trzecio- i 
czwartorzędowej oraz ich zaangażowaniu w szereg różnorodnych procesów ko­
mórkowych [1], aaRS oprócz tego, że pełnią fundam entalną funkcję w translacji, 
biorą również udział w regulacji transkrypcji, syntezie alarmonów i chlorofilu, 
dojrzewaniu RNA oraz rozwoju zarodkowym  (Rye. 1). Ich obecność stwier­
dzono zarówno w cytoplazmie, jak i w jądrze. Zatem zaburzenie funkcji aaRS 
powoduje zahamowanie nie tylko syntezy białka, ale również innych istotnych 
dla komórki procesów, co może być przyczyną wielu chorób. aaRS wykorzy­
stywane są obecnie jako markery diagnostyczne wielu schorzeń. W przyszłości, 
praw dopodobnie, staną się celem działania terapeutyków [2,3],

ROLA aaRS W ETIOLOGII CHORÓB U LUDZI

CHOROBY AUTOIMMUNOLOGICZNE

W osoczu pacjentów z chorobami autoimmunologicznymi stwierdzono obecność 
przeciwciał skierowanych przeciw niektórym aaRS. Są one swoiste dla miopatii za­
palnych (MSA, ang. myositis specific antibodies), dzięki czemu stanowią dobre kryte­
rium diagnostycze dla tych chorób. Do grupy tej należą choroby tkanki łącznej, takie 
jak: toczeń rumieniowaty (SLE, ang. systemie lupus erythematosus), zespół Sjórgena 
(SS, ang. Sjórgen syndrome), reumatoidalne zapalenie stawów (RA, ang. rheumatoid ar­

thritis), zapalenie mię­
śni (M, ang. myositis), 
zapalenie wielomię- 
śniowe (PM, ang. po­
lymyositis) i skleroder- 
mia (SSc, ang. systemie 
sclerosis). Chorobom 
tym oprócz zapalenia 
mięśni i stawów często 
towarzyszy śródmiąż­
szowe zapalenie płuc
i innych narządów [4],
Do tej pory zidentyfi­
kowano przeciwciała 
skierowane przeciwRycina 1. Schemat obrazujący funkcje aaRS.

Mirosława Skupińska12 3 
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dem ia N auk, Poznań 
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Słow a kluczow e: syntetazy aminoacylo-tRNA, 
amninoacylacja tRNA

W ykaz skrótów : aa — aminokwas; aa-AMP
— aminoacylo-AM P; aa-tRNA — aminoacylo- 
tRNA; aaRS — syntetaza aminoacylo-tRNA; 
Hcy — hom ocysteina; IC50 (ang. half maximal 
inhibitory concentration) — stężenie inhibitora 
powodujące 50% zaham ow anie aktywności; K| 
(ang. inhibition constant) — stała hamowania; 
MICW — m inim alne stężenie hamujące w  90%; 
MSA (ang. myositis specific antibodies) — prze­
ciwciała swoiste dla m iopatii zapalnych; tRNA
— przenośnikow y RNA
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sześciu syn- 
tetazom. Naj­
powszechniej­
sze są anty-Jo- 
1 (anty-HisRS) 
obserw ow ane 
u ponad 70% 
p a c j e n t ó w  
cierpiących na 
zapalenie mię­
śni, w 15-30% 
p r z y p a d k ó w  
zapalenia wie- 
lom ięśniow e- 
go, a w  5-10% 
— zapalenia
s k ó r n o - m i ę -  
śniowego. Po­

zostałe to anty-PL-12 (anty-AlaRS) i anty-PL-7 (anty-ThrRS) 
występujące w ok. 3% oraz anty-EJ (anty-GlyRS), anty-OJ 
(anty-IleRS), anty-KS (anty-AsnRS) — w ok. 1% przypadków 
(Tab. 1) [4,5], Etiologia miopatii zapalnych nie została dotąd 
wyjaśniona. Przypuszcza się, że przyczyną rozwoju choroby 
może być mimikra poliprotein niektórych Picomavińdae (En- 
cephalomyocarditis virus [EMCV], Coxsackie B virus) do HisRS 
człowieka. Prawdopodobnie większość aaRS wywołuje od­
powiedź immunologiczną po uwolnieniu z komórki (np. jako 
skutek uszkodzenia tkanki). Część z nich, np. LysRS, AsnRS, 
pozostaje immunologicznie obojętna, a TyrRS dodatkowo 
musi ulec pewnym zmianom strukturalnym [4,6]. Przeciw­
ciała anty-aaRS cechuje ogromna różnorodność. Niektóre z 
nich przyłączają się do enzymu w  miejscach wiązania ATP i 
aminokwasu jako inhibitory kompetycyjne (anty-jo-1). Inne, 
jak anty-KS, rozpoznają kompleks AsnRS-tRNAAsn i hamu­
ją aminacylację. Anty-OJ są skierowane przeciw IleRS, mogą 
również oddziaływać z innymi aaRS. Co więcej, w  surowicy 
zawierającej anty-aaRS obserwuje się również przeciwciała 
anty-tRNA. Obecność w krwi obwodowej limfocytów specy­
ficznych zarówno do epitopów poszczególnych syntetaz, jak
i tRNA oraz ich właściwości chemotaktyczne w stosunku do 
niedojrzałych komórek dendrytycznych (iDC) i limfocytów T 
wskazują na udział aaRS i cząsteczek tRNA w rozwoju chorób 
autoimmunologicznych [4].

Mimo ogromnego postępu w zrozumieniu molekularnych 
podstaw miopatii zapalnych oraz postępu w diagnostyce, w 
której wykorzystywane są m.in. anty-aaRS, ich leczenie nadal 
stanowi znaczny problem. W ostatnich latach pojawiły się do­
niesienia o eksperymentalnych terapiach wykorzystujących 
metale szlachetne lub aptamery (cząsteczki kwasu nukleino­
wego o niewielkiej masie cząsteczkowej lub małe peptydy 
specyficznie wiążące białko docelowe). Pierwsze podejście po­
lega na zahamowaniu aktywności białka MHC klasy II i unie­
możliwieniu prezentacji antygenów limfocytom. W drugim 
przypadku aptamery blokują epitopy aaRS lub przeciwciała 
anty-aaRS, zmieniając ich konformację, co powoduje utratę ich 
aktywności [4].

CHOROBY UKŁADU NERWOWEGO

W 2003 roku opublikowano rejestr chorób będących skut­
kiem mutacji występujących w genach kodujących aaRS [7],
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Tab e la  1. Przeciwciała dla aaRS i ich procentow y 
udział w  m iopatiach [4].

aaRS Anty-aaRS
U dział anty-aaRS 
w  m iopatiach

HisRS Anty-Jol
15-30% (PM) 
5-10% (DM) 
>70% (M+IPF)

AlaRS Anty-PL-12 3-4% (P M /DM)

ThrRS Anty-PL-7 3-4% (P M /DM)

GlyRS Anty-EJ -1%

|lle R S Anty-OJ ~i%  .19
AsnRS Anty-KS -1%

IPF — śródm iąższow e zapalenie płuc (ang. 
interstitial pulmonary fibrosis), M — zapalenie 
mięśni, PM — zapalenie w ielom ięśniow e, DM 
— zapalenie skórno-m ięśniowe.

Większość z nich powoduje choroby układu nerwowego, 
głównie encefalopatię i ataksje. Istnieje wiele teorii wyja­
śniających mechanizm rozwoju chorób układu nerwowego, 
których podłożem są mutacje w genach kodujących aaRS. 
Najbardziej prawdopodobne wydawało się, że w  wyniku 
ekspresji zmutowanych genów powstają nieaktywne aaRS. 
Okazało się jednak, że tylko niewielka część znanych mutacji 
występujących w genach aaRS odpowiada za powstanie nie­
funkcjonalnych białek. Znacznie częściej białka te wykazują 
obniżoną specyficzność w stosunku do poszczególnych ami­
nokwasów, skutkiem czego jest błędna aminoacylacja tRNA, 
a ostatecznie — synteza nieprawidłowych białek. Znane są 
również przypadki aaRS, w których zmiana zaledwie jedne­
go aminokwasu wpływa na dystrybucję enzymu w  komórce 
bądź utratę innej, niezwiązanej z aminoacylacją funkcji [8]. 
Jednym z przykładów chorób związanych z mutacją genu 
kodującego aaRS jest leukodystrofia. Jest to choroba dzie­
dziczna, objawiająca się demielinacją aksonów, a w konse­
kwencji — osłabieniem przekazu impulsów nerwowych. 
W mitochondriach pacjentów cierpiących na leukodystrofię 
występuje skrócona forma AspRS o znacznie obniżonej ak­
tywności, będąca produktem  genu niosącego mutację powo­
dującą wcześniejsze zakończenie transkrypcji [9].

W przypadku neuronów translacja odbyw a się w  ciele 
komórki nerwowej i dendrytach skąd białka dostarczane są 
do aksonu [10]. Mutacje występujące w genach kodujących 
aaRS mogą powodować upośledzenie dystrybucji tych bia­
łek w komórce nerwowej. Przykładem jest choroba Char- 
cot-Marie-Tooth, w której zm utow ane GlyRS i TyrRS nie 
wiążą się z ciałami granularnymi, przez co ich transport do 
aksonu jest ograniczony. Objawia się to zaburzeniami funk­
cji motorycznych spowodowanych niepraw idłow ym  prze­
kazem impulsów nerwowych oraz degradacją neuronów. 
Skutkiem mutacji w sekwencji kodującej peptyd sygnalny 
w genie GlyRS jest także nieprawidłowe kierowanie enzy­
mu do mitochondriów, a efektem — zaburzenie procesów 
energetycznych w komórce [8,11]. Ponadto, mutacje w ge­
nach GlyRS i TyrRS w chorobie Charcot-Marie-Tooth oraz 
w AlaRS w przypadku ataksji powodują zmiany w struktu ­
rze przestrzennej enzymu. Takie niepopraw nie sfałdowane 
białka przejawiają tendencję do tworzenia agregatów tok­
sycznych dla komórki. Co więcej, mogą one oddziaływać 
z innymi białkami, zaburzając ich praw idłow e funkcjono­
wanie [11]. Druga przyczyna toksyczności aaRS może być 
skutkiem utraty ich specyficzności. W efekcie powstają nie­
prawidłowe aa-tRNA. Powoduje to syntezę białek toksycz­
nych dla komórki bądź kierujących ją na drogę apoptozy 
[12].

aaRS katalizują przede wszystkim reakcję aminoacylacji, 
ale oprócz tego pełnią inne istotne funkcje. Przykładowo, 
GluRS i TyrRS są cząstkami sygnalnymi w komórce nerw o­
wej. TyrRS i TrpRS odgrywają natomiast kluczową rolę w 
angiogenezie. Mutacje w genach kodujących te syntetazy 
mogą więc powodować utratę właściwości niezbędnych do 
pełnienia wspomnianych funkcji [8].

Pośredni udział jednej z syntetaz obserwuje się w  stw ard­
nieniu zanikowym bocznym, ujawniającym się w  miarę po­
stępującego zaniku neuronów ruchowych. Choroba ta jest 
skutkiem oligomeryzacji zmutowanej dysm utazy ponadtle-
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nowej (SOD1). Zm utow ana forma tego enzymu agregując, 
wiąże inne białka, w  tym LysRS, prowadząc w ten sposób do 
zaburzeń w funkcjonowaniu komórek nerwowych, a osta­
tecznie kieruje je na drogę apoptozy. Nie ma obecnie dow o­
dów, że tworzenie tego typu złogów białkowych wpływa 
na aktywność LysRS. Przypuszcza się jednak, że proces ten 
w  znacznym  stopniu ogranicza dostępność syntetazy, a tym 
samym zmniejsza wydajność syntezy białka w komórce. To 
z kolei przyspiesza proces degradacji neuronów [12,13],

Odkładanie się w  tkankach tzw. płytek starczych i tworze­
nie zwyrodnień włóknikowych towarzyszy wielu chorobom 
neurodegeneracyjnym, np. chorobie Alzheimera (AD) i Par­
kinsona (PD). W złogach tych wykryto TrpRS. Odkładanie się 
tej syntetazy powiązano z wytrącaniem się jej cytotoksycznego 
kompleksu z tryptaminą (naturalnie powstający w organizmie 
produkt dekarboksylacji tryptofanu) [14,15]. W celu ogranicze­
nia wpływu tryptaminy na przebieg reakcji można obniżyć jej 
stężenie albo zwiększyć stężenie tryptofanu. Drugi sposób ma 
jednak pewne ograniczenia. Tryptofan jest wprawdzie amino­
kwasem egzogennym i musi być dostarczony do organizmu 
z pożywieniem, jednak jego dostępność w  pokarmie jest naj­
mniejsza spośród wszystkich aminokwasów [16]. Dodatko­
wym ograniczeniem jest mało wydajny transport tryptofanu 
do mózgu. Spowodowane jest to obecnością innych amino­
kwasów w znacznie wyższym stężeniu i współzawodnictwo 
o miejsce wiązania do transporterów bariery krew-mózg [17]. 
Ponadto, nadmiar tego aminokwasu przesuwa równowagę re­
akcji w kierunku przeciwnym do tworzenia Trp-tRNATrp. Już 
przy 50 pM stężeniu Trp wydajność aminoacylaqi zmniejsza 
się o 85%. Dla porównania — wyższe stężenie Glu (powyżej 
500 pM) nadal nie hamuje reakcji katalizowanej przez GluRS 
[14], Zatem lepszym rozwiązaniem wydaje się być zmniejsze­
nie w organizmie stężenia tryptaminy. Enzymami katalizują­
cymi przemianę tryptaminy do kwasu indolilo-3-octowego są 
monoaminooksydazy (MAOs). Obniżenie aktywności MAOs 
prowadzi do zwiększenia stężenia tryptaminy, co zaobserwo­
wano u diabetyków i chorych na AD i PD. Optymalne wydaje 
się więc być utrzymanie aktywności tego enzymu na fizjolo­
gicznym poziomie [14],

EKSPRESJA aaRS W CHOROBACH NOWOTWOROWYCH

Cechą komórek nowotworowych jest podwyższona eks­
presja wielu genów, w tym genów kodujących niektóre aaRS. 
W komórkach raka okrężnicy obserwuje się podwyższony 
poziom MetRS, a także białka CHOP (ang. C/EBP homologus 
protein). W sekwencji 3'UTR genu MetRS znajduje się 56 nt 
fragment komplementarny do 3'UTR genu białka CHOP. 
Stąd przypuszczenie, że transkrypty obu tych białek mogą 
się ze sobą łączyć. W niektórych komórkach rakowych aaRS 
tworzą białka fuzyjne, np. CysRS z kinazą chłoniaka anapla- 
stycznego (ALK, ang. annplastic lymphoma kinase). Z kolei u 
pacjentów z dziedzicznym rakiem jelita grubego niepolipo- 
watego (HNPCC, ang. hereditary non-polyposis colorectal can- 
cer) i z zespołem Turkota (ang. Turcot syndrome) stwierdzono 
nadekspresję IleRS spowodowaną mutacją w jej promotorze. 
Podwyższona ekspresja GluProRS i IleRS w komórkach raka 
wynika z faktu, że znajduje się ona pod kontrolą protoonko- 
genu c-myc. Podwyższony poziom niektórych aaRS zaob­
serwowano również w komórkach raka piersi (LysRS), raka 
tarczycy (GlyRS), raka płuc i w przewlekłej białaczce szpiko­
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wej (ang. chronię myeloid leukemia) (podjednostka a  PheRS). 
Udowodniono na przykład, że TyrRS i TrpRS bezpośrednio, 
a GluProRS z udziałem czynnika wzrostu śródbłonka naczy­
niowego, regulują angiogenezę [8], Jednak konsekwencje na- 
dekspresji większości aaRS nie są znane.

aaRS wchodzą w skład kompleksów A IM Pl/p43, 
AIMP2/p38, A IM P3/pl8 . A IM Pl/p43  wpływa na fosfo- 
rylację kinaz JNK (ang. c-Jun N-terminal kinase) i aktywa­
cję kaspazy 3, co kieruje komórki na drogę apoptozy [18]. 
AIMP2/ p38 po związaniu białka TGF-p (ang. transforming 
growth factor beta) jest transportowany do jądra komórko­
wego. Tam wiąże białko FBS (ang. FUSE-binding protein) 
będące aktywatorem  transkrypcji protoonkogenu c-myc, co 
stymuluje degradację białka FBS, a w konsekwencji — obni­
żenie poziomu produkcji białka c-myc [8], A IM P3/p l8  jest 
supresorem procesu nowotworzenia. Kompleks ten akty­
wowany jest w  w arunkach stresu komórki i transportow a­
ny do jądra, gdzie za pośrednictwem kinaz ATM (ang. ata­
xia telangiectasia mutated) i ATR (ang. Rad-3 related) aktywuje 
białko p53 hamujące rozwój now otw oru [19].

UDZIAŁ MetRS W ARTERIOSKLEROZIE

W ostatnich latach pojawiło się wiele doniesień potwier­
dzających postulowany w  latach 70-tych minionego wieku 
związek pomiędzy poziomem homocysteiny (Hcy) i tiolak- 
tonu homocysteiny a rozwojem miażdżycy. Homocysteina 
jest produktem  pośrednim w biosyntezie metioniny, różni 
się od niej brakiem grupy metylowej i dlatego często jest 
błędnie rozpoznaw ana przez MetRS. Utworzony Hcy-AMP 
jest następnie edytowany z udziałem  tej samej syntetazy do 
cyklicznego tiolaktonu homocysteiny, co zapobiega włącze­
niu homocysteiny w szlak biosyntezy białka. Synteza tiolak­
tonu homocysteiny zachodzi w każdej żywej komórce, a jej 
wydajność zależy m.in. od stężenia homocysteiny. Im w yż­
sze stężenie homocysteiny, tym wyższe stężenie tiolaktonu 
i większe ryzyko rozwoju choroby. Cykliczny tiolakton jest 
reaktywną cząsteczką, która łatwo wiąże się z wolnymi gru ­
pami aminowymi lizyn w  białkach. Modyfikowane białko 
traci swoje właściwości i staje się bardziej podatne na utle­
nienie i proteolizę niż niemodyfikowane (Ryc. 2) [20].

aaRS JAKO CEL MOLEKULARNY W  
TERAPII PRZECIWBAKTERYJNEJ

Znaczące różnice w budowie oraz mechanizmie działa­
nia aaRS prokariota i eukariota spowodowały, że zwrócono 
na nie uwagę jako na potencjalny cel w terapii zakażeń bak­
teryjnych. Za ich wyborem przemawiają następujące argu­
menty:

1) zapotrzebowanie na nowe leki w  związku z pojawianiem 
się antybiotykooporności bakterii,
2) rozwój wiedzy w zakresie struktury i funkcji aaRS (obec­
nie w bazie danych syntetaz aminoacylo-tRNA, h ttp :/ /b io -  
bases.ibch.poznan.pl/AARS/ znajduje się 1047 sekwencji 
aaRS i liczba ta stale rośnie [21]),
3) podobieństwo poszczególnych enzymów w obrębie ga­
tunku i pomiędzy blisko spokrewnionymi bakteriami cho­
robotwórczymi, co umożliwia projektowanie antybiotyków 
o szerokim spektrum  działania,
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Rycina 2. A) W zory strukturalne  cysteiny (Cys), hom ocysteiny (Hcy) i tiolaktonu. 
B) Szlak p rzem ian tioloaktonu w  kom órce [20]. M et — metionina, MS — syntaza 
m etioninow a, Hcy — homocySteina, CBS — syntaza (3-cystationinowa, HTase -  
tiolaktonaza hom ocysteiy. O bszar ograniczony ram ką oznacza komórkę.

4) różnice w  strukturze i działaniu syntetaz pochodzących 
z organizmów odległych ewolucyjnie stwarzają szansę na 
opracowanie leków hamujących specyficznie tylko enzym 
bakteryjny,
5) powszechność w ystępowania syntetaz,
6) brak u bakterii izoenzymów poszczególnych syntetaz, co 
zmniejsza do m inim um  praw dopodobieństw o uruchomie­
nia alternatywnego szlaku aminoacylacji w przypadku za­
ham owania określonej aaRS,
7) występowanie w  obrębie aaRS wielu potencjalnych miejsc 
wiązania inhibitora (miejsce wiązania: tRNA, substratów i /  
lub produktu pośredniego reakcji a także domena edytują­
ca),
8) istnienie wielu naturalnych inhibitorów aaRS o niskiej 
toksyczności, które mogą stanowić punkt wyjścia w projek­
towaniu kolejnych związków.

STRUKTURA ENZYMÓW PROKARIOTYCZNYCH 
I EUKARIOTYCZNYCH

Najstarszą ewolucyjne domeną aaRS, w  znacznym stop­
niu zachowaną w obrębie tej klasy enzymów, jest centrum 
katalityczne. Fakt istnienia w rodzinie syntetaz dwóch od­
miennych struktur centrów katalitycznych, będących pod­
stawą ich podziału na dwie klasy, przemawia za tym, że 
współczesne aaRS wyewoluowały od dwóch niezależnych 
przodków [22], W czasie ewolucji obie klasy aaRS zyskiwały 
nowe domeny, np. wiążącą ramię antykodonu oraz elementy 
zwiększające wybiórczość przyłączania odpowiednich ami­
nokwasów. Między poszczególnymi enzymami powstawały 
coraz większe różnice, prowadzące do uzyskania dużej spe­
cyficzności, w wyniku czego aaRS utraciły zdolność wiąza­
nia tRNA innych organizmów. Różnice między cząsteczką 
tRNATyr prokariota i eukariota dotyczą przede wszystkim 
regionów odpowiedzialnych za jej oddziaływanie z enzy­
mem, a w szczególności nukleotydów w pozycji 1 i 72 oraz 
pętli zmiennej. W bakteryjnym tRNATyr są to odpowiednio 
G1 i C72 oraz kilkunastonukleotydowa pętla zmienna. W eu­
kariotycznym tRNA C l i G72 i region zmienny zbudowany

z ok. 5 nt. Analiza sekwencji TyrRS poszczególnych organi­
zmów wskazuje na ich ogromne zróżnicowanie. Wprawdzie 
centrum katalityczne każdego z nich tworzy struktura Ros- 
smanna, jednak niezmienne w  innych enzymach klasy I mo­
tywy HIGH i KMSKS w TyrRS mogą być zastąpione przez 
HAYL i KEGKT. Jeszcze większe różnice występują poza do­
meną katalityczną, w  miejscu wiązania antykodonu. Koniec 
karboksylowy białka prokariotycznego stanowi domena a- 
ACB oraz domena wykazująca homologię do końca C białka 
rybosomalnego S4. W białku eukariotycznym natomiast jest 
to domena C-W /Y i Ct (Ryc. 3) [23]. TyrRS, mimo iż zalicza­
na jest do enzymów klasy I, działa w sposób swoisty dla syn­
tetaz klasy II. TyrRS to dimer, którego domena C l centrum 
katalitycznego odpowiada za swoiste wiązanie ramienia ak­
ceptorowego (C1-G72 w eukariota, G1 i C72 u prokariota). 
Koniec C białka odpowiedzialny jest za wiązanie antykodo­
nu oraz oddziaływania z długą pętlą zmienną w przypadku 
tRNA bakteryjnego. Przykład TyrRS doskonale obrazuje róż­
nice strukturalne i funkcjonalne między enzymami prokario- 
tycznymi i eukariotycznymi. Im więcej tego typu różnic, tym, 
teoretycznie, wyższe prawdopodobieństwo znalezienia leku 
specyficznego do konkretnej syntetazy określonego mikroor­
ganizmu.

CHARAKTERYSTYKA DOMEN

Różnice w  strukturze enzym ów prokariotycznych i eu­
kariotycznych mają ogromne znaczenie w projektowaniu 
leków, których zadaniem  ma być specyficzne zaham ow a­
nie aktywności syntetaz bakteryjnych przy równoczesnym 
braku w pływ u na funkcjonowanie enzymów gospodarza 
(Ryc. 3).

Porównanie sekwencji aaRS z różnych organizmów po­
zwoliło na wyodrębnienie czterech dom en (poza centrum  
katalitycznym enzymu) charakterystycznych dla syntetaz 
aminoacylo-tRNA zarówno klasy I, jak i II. Są to:

• dom ena wiążąca tRNA
• dom ena „DALR" — najbardziej rozpowszechniona wśród 
aaRS
• mała dom ena w obrębie której występuje helisa a  i struk­
tura typu  coiled-coil, uczestnicząca w tworzeniu komplek­
sów aaRS (multiaaRS) oraz w  oddziaływaniu z tRNA
• mała domena przy końcu karboksylowym białka.

Szczegółowa analiza sekwencji pozwoliła również na 
wyodrębnienie dom en występujących w aaRS i zachowa­
nych w innych białkach (Tab. 2) [23].

Porównanie domen występujących w syntetazach może 
okazać się pomocne w wyborze miejsca działania dla poten­
cjalnych terapeutyków. Duże nadzieje wiąże się z unikalny­
mi dla prokariota elementami struktury aaRS. Jednym z nich 
jest domena GAD, zaobserwowana jedynie w bakteryjnych 
AspRS i niektórych GluRS. Skutkiem jej zablokowania jest 
zaburzenie wiązania tRNA do enzymu. Innym dobrym ce­
lem wydaje się być domena HD, gdyż występuje jedynie w 
prokariotycznych GlyRS oraz pełni kluczową funkcję w  ak­
tywacji Gly [24].

Znaczne podobieństwo między niektórymi am inokwa­
sami oraz ograniczona zdolność aaRS do ich rozróżnienia

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

http://www.postepybiochemii.pl


aaRS O rgan izm Schem at bud o w y

Gin RS E. coli 
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TrpRS E. coli 

H. sapiens

InsTrp C-W/Y

U  N-Trp Euk X  InsTrp

Rycina 3. Schem at budow y aaRS swoistych dla GlnRS, TyrRS i TrpRS E. coli i H. sapiens.

powodują błędną aminoacylację. Poprawność tego procesu 
zwiększa się dzięki dodatkowej domenie (poza miejscem 
aktywnym), posiadającej zdolność napraw iania pomyłek 
popełnianych w I i II etapie reakcji. Mechanizm rozpozna­
wania błędnie przyłączonych am inokwasów jest różny dla 
aaRS prokariotycznych i eukariotycznych, co stwarza uni­
kalną szansę opracowania związku specyficznie oddziału­
jącego tylko z enzymem bakteryjnym [25].

ROZSZERZENIE KODU GENETYCZNEGO

Tuż po odkryciu syntetaz aminoacylo-tRNA, Francis 
Crick postulował, że każdem u aminokwasowi spośród gru ­
py 20 uniwersalnych dla każdej komórki odpow iada inna 
syntetaza aminoacylo-tRNA [26]. Jak się jednak okazało, 
tylko organizmy eukariotyczne i nieliczne bakterie posia­
dają 20 aaRS (Tab. 3). W genomach żadnego z poznanych 
archeonów oraz znacznej większości prokariotów nie znale­
ziono genów kodujących GlnRS. Bakterie bardzo często nie 
posiadają również AsnRS, a metanogenne archeony CysRS. 
W genomie M. janashii znajdują się geny kodujące jedynie

16 aaRS. Nie zidentyfiko­
wano w nim genów dla 
GlnRS, AsnRS, LysRS oraz 
CysRS, mimo obserwo­
wanej aktywności charak­
terystycznej dla tych en­
zymów. Gdy w komórce 
brak aaRS swoistych dla 
am inokwasów i tRNA, 
tworzenie odpowiednich 
aminoacylo-tRNA może 
odbywać się w  d w u ­
stopniowym  procesie: 
najpierw z udziałem  nie­
swoistych syntetaz, a na ­
stępnie amidotransferaz 
[1], Podobny mechanizm 
tworzenia aminoacylo- 
tRNA obserwowany jest 
w przypadku selenocy- 
steiny (Sec) — cząsteczki 

wykraczającej poza kanoniczny zestaw 20 aminokwasów. 
Z kolei dla drugiego z nich — pirolizyny (Pyl) — odkryto 
swoistą syntetazę aminoacylo-tRNA (Ryc. 4) [27-30]. Po­
znanie mechanizmu działania i struktury krystalograficznej 
PylRS pozwoliło zakwalifikować ją do syntetaz aminoacylo- 
tRNA klasy II [31].

We wszystkich znanych archeonach, bakteriach czy chlo­
roplastach, w  których brak GlnRS, synteza Gln-tRNAGln ka­
talizowana jest przez GluRS o obniżonej specyficzności w 
stosunku do tRNAGlu, zdolnej również do wiązania tRNAGln. 
W pierwszym etapie powstaje Glu-tRNAGln, który poprzez 
amidację Glu do Gin katalizowaną przez amidotransferazę 
Glu-tRNAGln (Glu-AdT), w obecności ATP i donora grupy 
amidowej zostaje przekształcony w  Gln-tRNAGln (Ryc. 5). 
Synteza Asn-tRNAAsn u organizmów nie posiadających 
AsnRS przebiega z udziałem AspRS. Asp-tRNAAsn prze­
kształcany jest następnie przez odpowiednią am idotrans­
ferazę (Asp-AdT) w Asn-tRNAAsn (Ryc. 5). Co ciekawe, w 
mitochondriach wielu eukariotów stwierdzono obecność 
Glu-tRNAGln i Glu-AdT. Wydaje się więc, że eukariotycz­

ne amidotransferazy 
mogą również uczest­
niczyć w syntezie 
Gln-tRNAGln. Zadzi­
wiający jest zatem 
fakt, że mtGluRS tych 
organizmów nie są 
zdolne do aminoacy- 
lacji tRNAGln. Jak do­
tąd funkcja Glu-AdT 
i mechanizm pow sta­
wania Glu-tRNAGln 
u eukariotów pozo­
stają niewyjaśnione 
[29,30],

U archeonów me- 
tanogennych i redu­
kujących siarczany, u 
których nie stwierdzo-

Tabela 2. D om eny w spólne dla aaRS i innych białek.

N azw a dom eny
W ystępow anie 

w aaRS w  innych białkach

Funkcja dom eny w aaRS

GAD
AspRS (bakterie), 
GluRS (archeony)

am idotransferaza
Glu-tRNAGln

specyficzne w iązanie tRNA

TGS ThrRS (eukariota i niektóre bakterie)
RelA, SpoT, rodzina 
Wbg (GTPaza)

nieznana

HD GlyRS (bakterie) hydrolazy HD tworzenie adenylatu  Gly

HxxxH ThrRS i AlaRS
CmaT, hydrolazy 
zależne od m etali

aktyw ność hydrolityczna w 
błędnie zacylowanych tRNA

HTH
(helix-turn-helix)

PheRS (eukariota, archeony, 
krętki) — na końcu N enzym u

białko poksw irusów  
wiążące dsRNA 
białko rybosom alne S10

wiązanie RNA 
(szczególnie dsRNA)

YbaK ProRS białko YbaK £. coli nieznana
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Rycina 4. W zory strukturalne A) selenocysteiny i B) pirolizyny.

no CysRS w syntezie Cys-tRNACys biorą udział dw a dodatko­
we enzymy: syntetaza O-fosfoserylo-tRNA (SepRS) i syntaza 
Sep-tRNA:Cys-tRNA (SepCysS) [27], Pierwszy z nich, SepRS, 
jest syntetazą klasy II występującą w  postaci homotetrameru 
(a4). Odpowiada ona za tworzenie Sep-tRNACys przekształ­
canego do Cys-tRNACys w reakcji zależnej od fosforanu pi- 
rydoksalu (PLP) katalizowanej przez SepCysS. Szlak SepRS/ 
SepCysS może współistnieć z CysRS (Ryc. 5) [32], W przypad-

Glu

M |T

< J  GtU AMP < J

Glu-AdT

Ser P Cys

P -lL . Sef 5 , p j L  sepcvss ll

<L) Ser P AMP ć )  donor S P L P *  ^ 3

tRNAGln ATP Glu-tRNAG,n

Asp

G ln-tRNAGln tRNACys

c j [ o  T ? -  c=j!=o
U  Asp AMP U  ATP ADP

tRNAAsn Asp-tRNAA tRNA?«*

Ser-tRNASec Sep-tRNASec Sec-tRNA

Rycina 5. Pośrednie szlaki syntezy aa-tRNA (bez udzia łu  specyficznych aaRS). G lu — kw as glutam inow y, Gin — glutam ina, Asp 
— kw as asparaginow y, Asn — asparagina, Ser — seryna, Cys -cysteina, Sec — selenocysteina, NS-GluRS — GluRS wykazująca 
specyficzność zarów no do tRNAGlu jak i tRNAGln, NS-AspRS — AspRS wykazująca specyficzność zarów no do tRNAAsr, jak i 
tRNAAsn, Glu-AdT -  am idotransferaza G lu-tRNAGln, Asp-AdT — am idotransferaza Asp-tRNAAsn, SepRS — syntetaza fosfose- 
rylo-tRNA, SepCysS — syntaza Sep-tRNA:Cys-tRNA, SelA — syntaza selenocysteiny, SepSecS — syntaza Sep-tRNA:Sec-tRNA, 
PSTK — kinaza O-fosfoserylo-tRNA, PLP — fosforan pirydoksalu.

ku archeonów metanogennych, takich jak np. Methanococcus 
jannaschii, jest jednak jedynym, w którym powstaje Cys. Nie 
stwierdzono u nich CysRS, nie kodują również enzymów 
uczestniczących w biosyntezie cysteiny [33],

Rozszerzenie kodu genetycznego o selenocysteinę (Sec) 
było możliwe tylko dzięki wykształceniu wydajnego m e­
chanizmu syntezy Sec-tRNA560. Obecnie nie jest znana 
żadna syntetaza katalizująca bezpośrednie tworzenie tego 
związku. U niektórych roślin i bakterii Sec włączana jest w 
biosyntezę białka za pośrednictwem CysRS i tRNACys. W y­
dajność tej strategii jest niska dzięki niskiemu stężeniu Sec w 
komórce. Lepszym rozwiązaniem jest synteza selenocyste­
iny zależna od swoistego dla niej tRNA. W pierwszym eta­
pie SerRS katalizuje reakcję wiązania reszty Ser do tRNA560. 
Następnie syntaza selenocysteiny (SelA) przekształca resztę 
Ser w  Sec. Sec-tRNA560 włączany jest w  sekwencję białka tyl­
ko w pozycji kodonu UGA (opal) i tylko w  przypadku, gdy 
w jego sąsiedztwie znajduje się charakterystyczny element 
struktury RNA, tzn. SECIS (ang. selenocysteine insertion sequ­
ence) i specyficzny dla selenocysteiny czynnik elongacyjny 
(SecB) (Ryc. 5) [34]. U pewnych archeonów i eukariotów

Ser-tRNA560 nie jest p rze­
kształcany bezpośrednio 
w Sec-tRNA560. Etapem 
pośrednim  jest utw orze­
nie z udziałem  kinazy O- 
fosfoserylo-RNA (PSTK) 
Sep-tRNA560, który prze­
kształcany jest ostatecznie 
w Sec-tRNA560 w reakcji 
katalizowanej w  obecno­
ści selenofosforanu przez 
syntezę Sep-tRNA:Sec- 
tRNA (SepSecS). Zarów ­
no SecA, jak i SepSecS są 
białkami zależnymi od 
PLP (Ryc. 5) [35], W arto w 
tym miejscu wspomnieć 
również o pirolizynie 
(Pyl) i swoistej dla niej 
syntetazie — PylRS. Am i­
nokwas ten włączany jest 
do łańcucha polipeptydo- 
wego podczas translacji 
jedynie u pewnej grupy 
archeonów i bakterii. W y­

magana jest do tego zgodność kodonu UAG z sekwencją an- 
tykodonu związanej z Pyl cząsteczki tR N A ^1 oraz obecność 
struktury określonej jako PYLIS (ang. pyrrolysine insertion 
sequence) [36].

Sep-tRNACys Cys-tRNA

Tabela 3. Rozszerzenie kodu genetycznego.

aa-tRNA
Synteza aa-tRNA

Szlak pośredni Szlak z udziałem  swoistej aaRS

Gln-tRNA Archeony, większość bakterii, chloroplasty Eukariota, niektóre bakterie

Asn-tRNA większość bakterii i archeonów Eukariota, bakterie i archeony

Cys-tRNA
m etanogenne archeony (z wyj. 
Methanobreińbacter smithii i Methanosphaera 
stadtmanae) i A rchaeoglobus fulgidus

Eukariota, bakterie i archeony

Sec-tRNA
Eukariota, archeony i bakterie wstawiające Sec 
w  pozycję kodonu UAG swoistego dla tRNA5"

żaden ze znanych organizm ów

Pyl-tRNA archeony m etanogenne i 
niektóre bakterie Gram m  (+)

KONSEKWENCJE HAMOWANIA 
AMINOACYLACJI tRNA

Rozważając aaRS jako cel dla 
potencjalnych leków, należy mieć 
również na uw adze negatyw ne 
skutki jakie niesie za sobą zaha ­
m owanie aktywności tych enzy­
mów. Z aham ow anie aminoacy- 
lacji p row adzi do nagrom adzania 
w  komórce w olnych cząsteczek 
tRNA, które, wiążąc się do rybo ­
somów, pow odują zatrzym anie 
elongacji łańcucha peptydow ego. 
Ciągły w zrost stężenia w olnego
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Tabela 4. N aturalne inhibitory aaRS.

L.p. N azw a W zór Cel działania i c 50 Piśm iennictwo

N aturalne inhibitory aaRS

9h3 ch3

1. Borelidyna ThrRS
4,5 nM 
(E. coli)

[39]

2. Chuangksinm ycyna

H

ć t e
OH

TrpRS
30 nM 
(E. coli)

[40]

Agrocyna IleRS

4. O chratoksyna A

Reweromycyna A

N aturalne inhibitory aaRS dopuszczone do badań  klinicznych lub przedklinicznych

PheRS

IleRS

M upirocyna

Indolmycyna

^ 0% ,COOH(OH2)0
IleRS

TrpRS

10. REP8839 NH NH MetRS

<10 nM
(A. tumefaciens)

12 |iM
(B. subtilis)

[41]

[25]

12 nM
(S. cerevisieae)

[42]

1,4 nM
(S. aureus)

62 nM
(E. coli)

12,2 nM 
(S. auresu)

[37]

[43]

Inne inhibitory aaRS dopuszczone do badań klinicznych lub przedklinicznych

8. Icofungipen

h 2c

H*N H (i

IleRS
0,44 nM 
(C. albicans)

[49]

9. AN-2690

OH

X x >
LeuRS

2,1 nM
(S. cerevisieae)

[50]

20 nM
(S. aureus)

[44]

tRNA prow adzi do aktywacji enzym u relA. W wyniku 
przeniesienia grupy pirofosforanowej z ATP na pozycję 
3' GTP powstaje guanozyno 5'-tri-3'-difosforan (pppGpp). 
Ten z kolei, po odłączeniu jednej grupy fosforanowej przez 
produkt genu gpp, jest przekształcany w  ppG pp — główny

efektor kontroli ścisłej metabolizmu. Duże stężenie alarmo- 
nu ppG pp ham uje polim erazę RNA oraz drastycznie obni­
ża wydajność wszelkich procesów wymagających energii, 
np. syntezę RNA, DNA, białek czy peptydoglikanu. Zatem 
zaham ow anie jednej lub kilku aaRS może w bardzo krót-
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kim czasie wywołać zm iany w metabolizmie komórki pro­
w adzące w konsekwencji do jej śmierci [37].

INHIBITORY SYNTETAZ AMINOACYLO-tRNA

SUBSTANCJE POCHODZENIA NATURALNEGO

Obecnie znanych jest wiele naturalnych inhibitorów 
syntetaz aminoacylo-tRNA (Tab. 4). W śród nich są mupiro- 
cyna, borelidyna, indolmycyna, chuangksinmycyna, agro- 
cyna, ochratoksyna A, furanomycyna, granatycyna i reve- 
romycyna A. Nie wszystkie z nich znalazły zastosowanie 
jako terapeuty ki, głównie z pow odu braku specyficzności w 
stosunku do aaRS prokariotycznych. Stanowią one jednak 
doskonały punkt wyjścia w  projektowaniu nowych leków.

Mupirocyna (kwas pseudom onowy) jest najbardziej zna­
nym  naturalnym  inhibitorem aaRS. Jest ona obecnie stoso­
w ana jako lek przeciwbakteryjny. Mupirocyna jest metabo­
litem w tórnym  syntezowanym  przez bakterie Pseudomonas 
fluorescens. Cząsteczka ta składa się z krótkiego kwasu tłusz­
czowego połączonego z kwasem m onow ym  i przypomina 
adenylan izoleucynowy (Ile-AMP) [38]. Mupirocyna ham u­
je IleRS bakterii, archeonów i grzybów. Niektóre szczepy 
P. fluorescens posiadają dw a izoenzymy IleRS, co daje im 
oporność na mupirocynę. Jeden z nich (IleRS-R2), podob­
nie jak IleRS eukariontów, jest n iewrażliwy na mupirocynę. 
Do tej pory nie odnotowano przypadków  hamowania orto- 
logów syntetaz ssaków, co zadecydowało o wpisaniu tego 
związku na listę leków przeciwbakteryjnych. Mupirocyna 
hamuje IleRS bakterii Gram m  (+): Staphylococcus aureus w 
tym również opornych na metycylinę (MRSA — methyci- 
lin-resistant S. aureus), Streptococcus pyogenes, Streptococcus 
pneumoniae, Enterococcus faecium i G ram m  (-): Haemophilus 
influenzae, Moraxella catarrhalis oraz grzybów Candida albi­
cans. Niestety, mała stabilność tego zw iązku we krwi, gdzie 
ulega on hydrolizie do kwasu monowego, powoduje że 
jego użycie jest ograniczone [39], Powszechne użycie mu- 
pirocyny spowodowało pojawienie się szczepów bakterii 
opornych na ten związek. Umownie podzielono je na dwa 
fenotypy. Pierwszy z nich cechuje tzw. niski poziom opor­
ności (MIC = 8-256 m g/m l) wykształcanej wskutek mutacji 
punktowej w  genie ileS znajdującym się w  chromosomie 
bakteryjnym. Drugi cechuje wyższa oporność (MIC > 256 
m g/m l), która jest efektem pojawienia się genu mupA kodu­
jącego niewrażliwą na mupirocynę formę enzymu IleRS-R2. 
Jak dotąd brak jednoznacznych dow odów  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 właściwości antybakteryjne po raz pierwszy 
zaobserwowano w stosunku do Treponema hyodysenteriae. 
Obecnie znane są również inne bakterie wrażliwe na ten 
związek. Analiza struktury kom pleksu ThrRS Escherichia 
coli z borelidyną pokazała, że inhibitor ten wiąże się z enzy­
mem w kieszeni hydrofobowej poza dom eną katalityczną. 
Skutkiem tego jest zmiana konformacji enzymu, która pro­
w adzi do utraty jego aktywności. Zatem  związek ten nie- 
kompetycyjnie hamuje zdolności wiązania ATP i Thr przez 
enzym [38,41].

Chuangksinmycyna syntezowana przez A. tsinanensis 
swoją budow ą przypom ina tryptofan, z którym  konkuruje 
o wiązanie do enzymu. Wykazuje specyficzność w stosunku 
do TrpRS bakterii Gram m  (+) i Gram m  (-) (IC50 dla TrpRS E. 
coli = 30 nM). Potwierdzono jej skuteczność w zwalczaniu 
zakażeń wywoływanych przez E. coli i Shigella dysenteriae
[42].

Agrocyna w ytw arzana jest przez Agrobacterium radiobac- 
ter przeciw Agrobacterium tumefaciens, odpow iedzialnym  za 
wywoływanie zakażeń roślin prowadzących do pow staw a­
nia nowotworowych narośli na szyjce korzeniowej. Zwią­
zek ten w znacznym stopniu przypom ina adenylan leucy- 
ny, co czyni go potencjalnym inhibitorem IleRS (IC_0 < 10 
nM). Szczepy produkujące ten związek posiadają system 
obronny przed własną toksyną w postaci genu kodującego 
białko niewrażliwe na agrocynę [43],

Wszystkie opisane wyżej substancje cechuje wysoki po ­
tencjał ham owania aktywności syntetaz aminoacylo-tRNA. 
Za sprawą zbyt niskiej wybiórczości względem  bakterii 
chorobotwórczych, wysokiej toksyczności w  stosunku do 
komórek gospodarza oraz niestabilności żadna z nich, z 
wyjątkiem mupirocyny, nie została dopuszczona do użyt­
ku. Mupirocyna wykazuje 8 000 razy wyższą wybiórczość w 
stosunku do IleRS mikroorganizmów niż enzym ów ssaków. 
Przyjęto, że potencjalny terapeutyk powinien wykazywać 
co najmniej 100-krotną wybiórczość względem  wybranego 
celu. Teoretycznie zatem, mupirocyna pow inna być dosko­
nałym lekiem. Jednak z pow odu nietrwałości jej użycie jest 
ograniczone. W związku z tym podjęto próby zwiększe­
nia jej stabilności i specyficzności w  stosunku do poszcze­
gólnych grup mikroorganizmów. Na podstawie budow y 
Ile-AMP i mupirocyny stworzono farmakofor stanowiący 
punkt wyjścia do dalszych poszukiwań. W ten sposób uda ­
ło się otrzymać kilka znaczących inhibitorów aaRS. Niektó­
re z nich, np. Icofungipen, zostały dopuszczone do badań 
klinicznych [46].

INHIBITORY SYNTETYCZNE

Poznanie mechanizmu aminoacylacji oraz struktur syntetaz 
aminoacylo-tRNA daje możliwość projektowania specyficz­
nych inhibitorów aaRS. W pierwszym etapie aminoacylacji po­
wstaje aminoacyloadenylan — produkt pośredni, który two­
rzy z enzymem kompleks o stałej dysocjacji rzędu od kilku do 
kilkudziesięciu nmoli. Dla IleAMP-IleRS (S. aureus) K wynosi 
30 nM. Wartość stałej dysocjacji dla aminokwasu i ATP jest 
kilka rzędów wielkości wyższa [47], Można więc oczekiwać, 
że analogi aminoacyloadenylanu, podobnie jak sam aa-AMP, 
będą silniej wiązane przez enzym. Stanowi to punkt wyjścia 
w pracach zmierzających do stworzenia nowych inhibitorów 
aaRS [48], W projektowaniu inhibitorów na bazie cząsteczki 
aminoacyloadenylanu bierze się pod uwagę modyfikacje czte­
rech regionów cząsteczki: nietrwałego wiązania fosfodiestro- 
wego, rybozy, adeniny i reszty aminokwasowej (Ryc. 6). Kla­
sycznym podejściem w syntezie inhibitorów syntetaz w  opar­
ciu o modyfikacje aa-AMP jest użycie aminoalkoholi zamiast 
aminokwasów. Związki te posiadają w cząsteczce równocze­
śnie grupy hydroksylowe i aminowe. Powstający produkt 
— ester aminoalkilo-AMP (Ryc. 6A) — wykazuje znacznie
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Rycina 6. Strategie syntezy analogów am inoacyloadenylanu (szczegółowy opis w  tekście).

większą stabilność niż acylofosforan i równie wysokie powi­
nowactwo do aaRS [49]. Innym sposobem zwiększenia sta­
bilności cząsteczki jest zastąpienie atomu fosforu w wiązaniu 
fosfodiestrowym siarką (Ryc. 6B). Główną wadą powstałych 
w ten sposób pochodnych jest ich niska specyficzność w sto­
sunku do enzymów prokariotycznych. Dodatkowo, porównu­
jąc działanie poszczególnych aminoalkilowych adenylanów i 
pochodnych aminoacylosu lfaminowych na ArgRS, HisRS i 
ThrRS, zauważono związek między rodzajem pochodnych aa- 
AMP a klasą syntetaz. Hamowanie aktywności ArgRS (klasa 
I) obserwowano po zastosowaniu obu rodzajów pochodnych

Arg-AMP już w stężeniach 
nanomolowych. W przy­
padku HisRS i ThrRS (kla­
sa II) skuteczne okazały się 
jedynie acylosulfaminiany. 
Potwierdza to różny sposób 
wiązania produktu pośred­
niego reakcji przez syntetazy 
klasy I i II. Cztery z analogów 
metionyloadenylanu hamują 
aktywność enzymu w nastę­
pującej kolejności: ester > N- 
hyroksyamina > amid > O- 
hydroksyamina. Jednak ze 
względu na zbyt niską spe­
cyficzność i niewystarczające 
powinowactwo do aaRS nie 
znalazły one zastosowania w 
leczeniu [49], Usunięcie grup 
hydroksylowych przy C2' i 
C3' (Ryc. 6D i 6E) aa-AMP, 
powoduje zmniejszenie po­
winowactwa pochodnych do 
aaRS. Wskazuje to na udział 
grup hydroksylowych rybo­
zy w wiązaniu cząsteczki do 
enzymu. Podobną funkcję 
pełni adenina. Dowodem na 
to jest znikomy stopień wią­
zania analogów pozbawio­
nych adeniny bądź z grupą 
hydrofobową w jej miejscu. 
Zastąpienie jej z kolei polar­
ną cząsteczką uracylu (Ryc. 
6F) nie wpływa negatywnie 
na powinowactwo analogu 
do aaRS [49], Pochodne zmo­
dyfikowane w obrębie reszty 
adeniny mogą być wiązane 
przez enzym znacznie sil­
niej niż związek wyjściowy, 
co czyni je potencjalnymi 
inhibitorami aaRS. Tak jest 
w  przypadku 2-jodo (Ryc. 
6G) i 2-etynylo pochodnych 
adenylanu izoleucynowego 
z wiązaniem sulfonowym. 
Tiazole (Ryc. 6H), estry i kar­
baminiany aa-AMP ham u­
ją wybrane enzymy już w 
stężeniach nanomolamych. 

Przykładowo, IC-0 dla sulfamidowej pochodnej izoleucynowej 
z grupą tiazolową połączoną z fenolem (Ryc. 61), skierowanej 
przeciwko IleRS E. coli wynosi 1,3 nM [49]. Możliwe jest rów­
nież wprowadzanie modyfikacji łańcucha bocznego amino­
kwasu aa-AMP lub użycie jako inhibitorów aaRS, pochodnych 
aminokwasów. aaRS wszystkich organizmów przyłączają te 
same aminokwasy, jednak różnice w mechanizmie ich rozpo­
znawania dają możliwość użycia tego typu analogów. Oto kil­
ka przykładów o dość znaczącym potencjale: kwas glutamino­
wy połączony wiązaniem estrowym z pochodną piperydyny
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(inhibitor GluRS 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 dostępnym lekiem, który hamuje biosyn­
tezę białka bakterii na etapie aminoacylacji jest wspomniany 
wcześniej kwas pseudomonowy (mupirocyna). Dzięki inten­
sywnym badaniom pojawiają się kolejne związki. Niektóre z 
nich, np. AN-2690 (l,3-dihydro-5-fluoro-l-hydroksy-benzook- 
saborol), przeszły II fazę badań klinicznych. Część zaś odrzu­
cono, mimo doskonałych wyników w testach in vitro (Tab. 4).

Icofungipen jest pochodną występującego naturalnie (3- 
aminokwasu — cis-pentacyny, która oprócz zdolności wy­
biórczego hamowania IleRS, jest również wydajnie transpor­
towana do komórek patogenów przez permeazy drożdżowe. 
Transport terapeutyku do komórek może być ograniczony w 
przypadku podwyższonego stężenia Ile współzawodniczącej 
z inhibitorem o miejsce wiązania z permeazą. Istotne jest, że do 
tej pory nie odnotowano szczepów z dodatkową kopią genu 
kodującego enzym niewrażliwy na Icofungipen. Wszystkie 
przypadki oporności są efektem zaburzenia transportu leku do 
komórki bądź nadprodukcji IleRS. Nie stanowi to poważnego 
problemu, gdyż substancja ta jest na tyle neutralna dla orga­
nizmu gospodarza, że nawet znaczne podwyższenie jej stęże­
nia w  organizmie nie pociąga za sobą negatywnych skutków 
[38]. Icofungipen jest testowany w leczeniu zakażeń gardła i 
górnych dróg oddechowych (wywoływanych przez bakterie 
oporne na flukonazol) oraz zakażeń centralnego układu ner­
wowego. Obecnie substancja ta znajduje się w II fazie testów 
klinicznych [50].

AN-2690 jest pochodną benzoksaborolu. Badania oparte 
na mutantach opornych na ten związek pozwoliły ustalić, że 
celem jego działania jest domena edytująca LeuRS szerokiej 
gamy patogenów (drożdży i grzybów) odpowiedzialnych za 
rozwój grzybic paznokci. Dzięki łatwej penetracji przez płytkę 
paznokcia, aż do jego łożyska, trafia w miejsce rozwoju zaka­
żenia i skutecznie hamuje jego rozwój (MIC = 0,125-8 pg/ml). 
Za użytecznością tego związku przemawia również fakt, że 
nie stwierdzono jego obecności we krwi pacjentów na których 
testowano specyfik. Obecnie AN-2690 znajduje się w II fazie 
testów klinicznych i wszystko wskazuje na to, że przejdzie ją 
pozytywnie [51].

Indolmycynę wyizolowano po raz pierwszy z Strepto- 
myces griseus. Przypomina ona L-tryptofan i wybiórczo ha­
muje aktywność bakteryjnych TrpRS (IC_0 dla E. coli — 9,25 
nM). Nie hamuje natomiast enzym u eukariotycznego (IC_() 
dla enzymu z wątroby wołowej — 4,04 mM). Ze względu 
na lipofilowy charakter cząsteczki oraz jej włączanie w bło­
ny bakteryjne nie znalazła ona zastosowania w leczeniu 
zakażeń wywoływanych przez streptokoki, enterokoki i 
bakterie z rodziny Enterobacteriaceae. Indolmycyna okazała 
się jednak skuteczna w zwalczaniu wszystkich 54 znanych 
szczepów Helicobacter pylori (MIC^ — 0,03 pg/m l). Swoją 
aktywność zachowuje nawet w silnie kwaśnym środowisku 
żołądka, będącego naturalnym  rezerwuarem  tej bakterii. Ta 
niezwykła skuteczność oraz rzadkość powstawania szcze­
pów  opornych nasuwa przypuszczenie, że wpływa ona
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również na inne procesy komórkowe patogenów. O dnoto­
w ano jednak również negatywny wpływ indolmycyny na 
komórki gospodarza. Zaburza ona metabolizm tryptofanu 
oraz wykazuje znaczną hepatotoksyczność. Indolmycyna 
efektywnie hamuje oporne na metycylinę i pochodne wan- 
komycyny szczepy S. aureus (MIC90 odpow iednio 0,5 i 1 p g /  
ml). Uzyskanie wysokiego stężenia leku w komórkach pato­
genów jest możliwe dzięki bakteryjnemu systemowi pobie­
rania tryptofanu. Błędnie rozpoznaje on indolmycynę jako 
Trp i przez to transportuje ją do komórki. Wysokie stężenie 
terapeutyku w komórce bakteryjnej oznacza potencjalnie 
większe szanse pokonania zakażenia [52],

REP8839 jest dopuszczonym  do badań klinicznych synte­
tycznym analogiem metioniny współzawodniczącym z nią 
o miejsce wiązania am inokwasu do MetRS. Jego ogromny 
potencjał przejawia w ham owaniu wzrostu szczepów S. au­
reus (K. ~ 10 pM) opornych na inne antybiotyki (oksacylinę, 
wankomycynę, linezolid, mupirocynę). Z pow odu niskiej 
biodostępności związku po podaniu doustnym  oraz znacz­
nem u wiązaniu przez białka surowicy (> 95%), proponuje 
się jego użycie jedynie w  przypadku zakażeń skóry[53].

STRATEGIE ZAPOBIEGAJĄCE POWSTAWANIU 
NOWYCH, OPORNYCH SZCZEPÓW

Tempo z jakim bakterie wykształcają oporność przeciw 
now ym  antybiotykom zm usza do podjęcia działań zm ierza­
jących do zaham owania tego zjawiska. Pierwszym krokiem 
była selekcja syntetaz aminoacylo-tRNA jako celu działania 
nowych terapeutyków, drugim  — stworzenie inhibitorów 
hamujących równocześnie więcej niż jedną syntetazę. Jest to 
możliwe dzięki stałym fragmentom struktury całej rodziny 
syntetaz lub w obrębie ich klas. W przypadku zastosowania 
takich inhibitorów, wykształcenie przeciw nim  oporności 
jest bardzo mało praw dopodobne. Jest to możliwe tylko 
w przypadku, gdy równocześnie we wszystkich synteta- 
zach będących celem działania terapeutyku zajdą, wskutek 
mutacji punktowych w genach je kodujących, zm iany w a­
runkujące ich niewrażliwość na lek. Okazało się, że zw iąz­
ki hamujące równocześnie wiele syntetaz, mogą również 
skutecznie zmniejszać praw dopodobieństw o wykształcenia 
oporności powstającej na skutek horyzontalnego transferu 
genów. Niestety pozostaje jeszcze problem oporności bę­
dącej efektem upośledzonego pobierania leku, wydajnego 
usuw ania go z komórek bakteryjnych oraz jego metaboli­
zm u [54],

Inną strategią zmierzającą do zwiększenia efektywności tera­
pii i zmniejszenia prawdopodobieństwa powstawania szcze­
pów opornych jest jednoczesne użycie dwóch lub więcej in­
hibitorów aaRS. Zastosowano ją w  przypadku mupirocyny i 
REP8839. Działają one synergistycznie i pomimo że znane są 
szczepy oporne zarówno na mupirocynę, jak i REP8839, nie 
odnotowano bakterii opornych równocześnie na oba terapeu- 
tyki. Pary inhibitorów można tworzyć analizując strukturę 
farmakoforu. Przykładem może być inhibitor ValRS, gdzie 
punktem wyjścia była ochratoksyna A (Tab. 4), czyli inhibitor 
PheRS, w  którym grupę fenylową zastąpiono podstawnikiem 
charakterystycznym dla waliny. Niestety związki takie często 
hamują również syntetazy eukariotyczne. Istotnym problem 
w opracowywaniu inhibitorów jest również oporność bak­
terii wynikająca z odstępstw od typowej budowy ich błony
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komórkowej. Obecność na jej powierzchni aminoacylo-fosfa- 
tydylogliceroli (aa-PG), np. Lys-PG i Arg-PG, znosi jej ładunek 
ładunek ujemny, czyniąc ją niedostępną dla wielu enzymów 
i peptydów odpowiedzialnych za lizę bakterii. Enzymami 
zaangażowanymi w syntezę aa-PG są np. M prFl i MprF2, 
katalizujące powstawanie, odpowiednio, Ala-PG i Lys-PG. 
Aktywność ich warunkowana jest dostępnością aa-tRNA, za­
tem zależy również od prawidłowego funkcjonowania aaRS 
bakteryjnych. Podobnie aktywność enzymów uczestniczących 
w  tworzeniu w ścianie komórkowej poprzecznych mostków 
peptydowych łączących łańcuchy wielocukrowe zależy od aa- 
tRNA. Wspomniane wyżej grupy enzymów mogą, obok aaRS, 
stanowić obiecujący obiekt badań mających na celu poszuki­
wanie nowych antybiotyków [55],

UWAGI KOŃCOWE

Od momentu odkrycia pierwszych syntetaz aminoacylo- 
tRNA minęło ponad 50 lat. W tym czasie udało się je sklasy­
fikować, odtworzyć ich ewolucję, wyjaśnić mechanizm kata­
lizowanej przez nie reakcji aminoacylacji. Rozwiązano także 
strukturę wielu aaRS. Mimo znacznego nagromadzenia in­
formacji na ich temat wciąż pojawiają się nowe, coraz bardziej 
zaskakujące.

Zaangażowanie syntetaz w  wiele procesów komórko­
wych stwarza ogromne możliwości ingerencji w metabo­
lizm komórki. Odkrycie ich udziału w etiologii wielu cho­
rób pozwala na zastosowane ich w diagnostyce. Różnice w 
budowie między aaRS eukariontów i prokariotów czynią z 
nich dogodny cel dla leków przeciwbakteryjnych.

Dzięki technice mutagenezy stworzono aaRS o zmienio­
nej specyficzności do aminokwasów, co umożliwiło syntezę 
cząsteczek tRNA związanych z dowolnym  aminokwasem. 
Dzięki temu, że rozpoznawanie cząsteczek aa-tRNA na ry­
bosomach nie zależy od związanego z tRNA aminokwasu, 
możliwa jest synteza białek o praktycznie dowolnej sekwen­
cji. Stwarza to możliwość produkow ania peptydów  o zapla­
nowanych z góry właściwościach. aaRS mogą być również 
składnikiem biosensorów używanych do szybkiego, łatwe­
go i taniego określania stężenia poszczególnych aminokwa­
sów, np. we krwi czy żywności. Czujniki tego typu mogą 
być stosowane m.in. w diagnostyce wielu chorób czy spraw ­
dzaniu świeżości produktów  spożywczych [57], Omówione 
właściwości syntetaz aminoacylo-tRNA dowodzą, że są one 
nadal ciekawym i obiecującym obiektem badań.
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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 w ith  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 nośnika GLUT 2 
w transporcie glukozy w komórkach jelit

STRESZCZENIE

W  n in ie jszym  artykule  p rzedstaw iono dane św iadczące o tym , że w  stanie resorpcyjnym , 
szczególnie po spożyciu posiłku  bogatego w  cukry, około 75% g lukozy  ulega w chła­

n ian iu  przy udzia le  b iałka  transportu jącego GLUT 2 zlokalizow anego w b łon ie  plazm atycz- 
nej strony szczytowej kom órki. W ynika z tego fakt, że w  stanie resorpcyjnym  k luczow ą rolę 
w e w ch łan ian iu  glukozy do krw i poprzez kom órkę enterocytu  odgryw a dyfuzja  u łatw iona 
przy udziale  GLUT 2, a n ie — jak  wcześniej sądzono - dyfuzja b ierna przez obw ódkę de- 
sm osom alną.

WPROWADZENIE

Według większości dostępnych podręczników biochemii i fizjologii, transport 
glukozy do komórek nabłonkowych jelita odbywa się przy udziale nośnika SGLT1 
(ang. sodium glucose transporter 1), nazywanego również symporterem Na+-glukoza 
(ang. Na*-glucose symporter). Z kolei transport glukozy z komórek nabłonkowych do 
naczyń włosowatych zachodzi przy udziale GLUT 2 (ang. glucose transporter 2), obec­
nego w błonie komórkowej części podstawno-bocznej enterocytu (ang. basolateral 
membrane) (Rye. 1A) [1-3]. SGLT 1 transportuje glukozę do komórek nabłonkowych 
jelita wspólnie z jonami sodu. W przeciwieństwie do glukozy, Na+ transportowa­
ne są zgodnie z gradientem stężeń. Wymaga to ciągłego usuwania N a+ z komórki 
przy udziale Na+, K+ zależnej ATPazy. W ten sposób transport glukozy do komó­
rek nabłonkowych jelita przy udziale SGLT 1 jest procesem pośrednio zależnym od 
hydrolizy ATP, określanym w podręcznikach jako transport wtórnie aktywny. Ga- 
laktoza (produkt rozkładu laktozy zawartej w  pokarmach), podobnie jak glukoza, 
jest transportowana do enterocytów przy udziale tego samego nośnika. Natomiast 
fruktoza (produkt rozkładu sacharozy zawartej w pożywieniu) jest transportowana 
ze światła jelita do enterocytów na drodze dyfuzji ułatwionej przy udziale GLUT
5. W niektórych podręcznikach biochemii można znaleźć informacje sugerujące, że 
GLUT 5 jest również głównym transporterem glukozy i galaktozy [1], Zgromadzo­
ne w komórce cukry proste opuszczają enterocyty przy udziale GLUT 2 obecnego 
w rejonie błony strony podstawno-bocznej komórki (Rye. 1A). Ten typ transportu 
związany z wejściem glukozy (lub innych metabolitów, np. aminokwasów) do ko­
mórki i jej wyjściem z komórki nazywany jest transportem poprzez komórkę (ang. 
transcellular pathway).

Wchłanianie glukozy w przewodzie pokarm ow ym  może odbywać się również 
zgodnie z gradientem stężeń na drodze dyfuzji biernej (bez udziału SGLT 1). 
Fizjologiczne znaczenie tej drogi transportu jest w podręcznikach biochemii po­
mijane lub traktowane marginalnie. Wydaje się jednak, że jest to główna droga 
wchłaniania glukozy w jelicie po spożyciu pokarm u bogatego w w ęglow oda­
ny, kiedy lokalne stężenie tego cukru na powierzchni rąbka prążkow anego jest 
wysokie (działanie izomałtazy i maltazy) [4], Do niedaw na kontrowersje budził 
mechanizm tej dyfuzji. Początkowo sądzono, że jest to transport m iędzykom ór­
kowy (ang. paracellular pathway), polegający na przenikaniu glukozy ze światła 
jelita do naczyń włosowatych pomiędzy enterocytami zgodnie z gradientem  
stężeń poprzez obwódkę zamykającą, zw aną również obwódką desmosomalną 
(łac. zonnula occludens, ang. tight junction) (Rye. 1A). Sugerowano, że jest to możli­
we dzięki rozluźnieniu zwartej struktury obwódki zamykającej, spowodowanej 
przebudow ą cytoszkieletu enterocytu pod w pływ em  transportu glukozy przy 
udziale SGLT 1 [5]. Jednak badania in vitro nie potwierdziły tego typu transportu 
glukozy ze światła przew odu pokarmowego do naczyń włosowatych.

GLUT2 W TRANSPORCIE GLUKOZY

Wyniki ostatnio prowadzonych badań wskazują, że transport glukozy w stanie 
resorpcyjnym zachodzi poprzez komórkę enterocytu przy udziale GLUT 2 obec­
nego w błonie komórkowej powierzchni szczytowej (transport do komórki) oraz

Postępy Biochemii 55 (4) 2009

Ewa Stelmańska

Katedra i Zakład Biochemii, Gdański U niw er­
sytet M edyczny, G dańsk

Katedra i Zakład Biochemii GUMed, ul. 
Dębinki 1, 80-211 Gdańsk; tel.: (58) 349 14 78, 
e-mail: bori@ amg.gda.pl

A rtykuł otrzym ano 6 kwietnia 2009 r.
A rtykuł zaakceptow ano 27 czerwca 2009 r.

Słowa kluczowe: glukoza, GLUT 2, SGLT 1

Podziękowania: A utorka pracy dziękuje Panu 
prof. d r hab. n. med. Julianow i Swierczyńskie- 
m u za cenne w skazów ki i uwagi dotyczące 
niniejszej pracy. Praca pow stała w  ram ach re­
alizacji projektu statutow ego ST-41 Katedry i 
Z akładu Biochemii GUMed.

http://rcin.org.pl

mailto:bori@amg.gda.pl


A
glukoza

/
fruktoza

glukoza lub 
galaktoza 2 Na B

cukry proste

V
glukoza

ATP

cukry proste 3 Na +
2 K

Rycina 1. W chłanianie m onosacharydów  w  jelicie. A. Klasyczny mechanizm  transportu  cukrów  prostych ze światła jelita do naczyń włosowatych. B. Regulacja zaw artości 
GLUT 2 w  błonach kom órkow ych jelit (w edług [4] zmienione). Przeryw ana strzałka w skazuje na ak tyw aqę  (zielona) lub ham ow anie (czerwona) poszczególnych proce­
sów. Szczegółowy opis zam ieszczono w  tekście.

GLUT 2 obecnego w  błonie plazmatycznej części podstawno- 
bocznej komórki (transport z komórki do naczyń włosowa­
tych) [6]. Do tej pory uważano, że GLUT 2 obecny jest tylko 
w części podstawno-bocznej błony komórkowej enterocytów. 
Dowodem na to, że wchłanianie glukozy zgodnie z gradien­
tem stężeń zachodzi poprzez komórkę, a nie poprzez obwód­
kę desmosomalną, są wyniki badań, w  których zastosowano 
florydzynę (inhibitor SGLT 1) oraz cytochalazynę B (inhibitor 
GLUT 2). Wykazano, że jednoczesne zastosowanie flory dzy- 
ny i cytocholazyny B całkowicie hamuje wchłanianie glukozy 
ze światła jelita do krwi. Gdyby glukoza była transportowa­
na przez obwódkę desmosomalną, całkowite zahamowanie 
wchłaniania glukozy w jelicie przy użyciu obu inhibitorów by­
łoby niemożliwie. Z powyższych danych wynika, że absorpcja 
glukozy w  jelicie odbywa się głównie poprzez komórkę przy 
udziale zarówno SGLT 1, jak i GLUT 2 zlokalizowanych w do­
menie szczytowej błony komórkowej enterocytu. Po posiłku, 
gdy stężenie glukozy na powierzchni rąbka prążkowanego 
jest wysokie, główną rolę we wchłanianiu glukozy odgrywa 
dyfuzja ułatwiona przy udziale GLUT 2 zlokalizowanego w 
szczytowej części komórki [4,6],

Poziom SGLT 1 w błonie plazmatycznej komórek nabłon­
kowych jelita nie zmienia się pod wpływem zmian stężenia 
glukozy w jelicie. Maksymalne wysycenie SGLT 1 obserwuje 
się przy około 30 mM stężeniu tego cukru. Poziom GLUT 2 
w  błonie komórkowej powierzchni wolnej również nie zmie­
nia się w  zakresie 0-30 mM stężenia glukozy (niskie stężenia 
glukozy w jelicie). Sugeruje to, że kiedy stężenie glukozy w je­
licie jest niskie (do około 30 mM) oba nośniki mogą odgrywać 
podobną rolę w  transporcie tego cukru do enterocytów. Nato­
miast gdy stężenie glukozy w  jelicie jest wysokie (od 30 mM 
do 100 mM) poziom GLUT 2 w domenie szczytowej błony ko­
mórkowej znacznie wzrasta [7], Sugeruje to, że kiedy w świetle 
przewodu pokarmowego stężenie glukozy jest wysokie decy­
dującą rolę w  transporcie glukozy do enterocytów odgrywa 
GLUT 2. Ponadto wykazano, że w  warunkach niskiej perfuzji 
florydzyna hamuje zarówno transport glukozy, jak i zmniejsza 
poziom GLUT 2 w domenie błony komórkowej części szczy­

towej enterocytu (mierzony techniką western biot) [8], Sugeru­
je to, że poziom GLUT 2 w tym rejonie błony komórkowej jest 
przynajmniej częściowo zależny od transportu glukozy przy 
udziale SGLT 1. Wykazano również, że rolę w  tym procesie 
odgrywa wchłanianie wapnia przy udziale kanałów wapnio­
wych typu Cay1.3 [9], Proponowany udział prawidłowo dzia­
łającego SGLT 1 i kanałów Cav1.3 w regulacji poziomu GLUT 
2 w  domenie błony komórkowej części szczytowej enterocytu 
został przedstawiony na rycinie IB. Kotransport glukozy i N a+ 
przy udziale SGLT 1 prowadzi do lokalnego wzrostu stężenia 
Na+, a w  konsekwencji do depolaryzacji błony komórkowej. 
Skutkuje to otwarciem kanałów wapniowych typu Cav1.3 re­
gulowanych napięciem, a w  konsekwencji powoduje wzrost 
stężenia Ca2+ w  cytosolu enterocytów. Jony wapniowe uru- 
chamiją sygnały prowadzące do przebudowy cytoszkieletu 
komórkowego, powodując szybkie (trwające kilka minut) 
przemieszczenie magazynowanego w cytoplazmie GLUT 2 
do powierzchni szczytowej błony komórkowej enterocytów 
[4,9], Precyzyjny mechanizm działania jonów wapniowych w 
tym procesie nie jest jeszcze znany. Wiadomo, że w  procesie 
translokacji GLUT 2 do błony niezbędna jest aktywacja kina­
zy lekkiego łańcucha miozyny i PKC pil (izoforma pil kinazy 
białkowej C). Sugeruje się również, że fruktoza, prowadząc 
do depolaryzacji błony komórkowej poprzez zamknięcie ka­
nałów potasowych, może stymulować transport GLUT 2 do 
błony komórkowej części szczytowej komórki na drodze za­
leżnej od jonów wapniowych.

Transport glukozy do enterocytów przy udziale GLUT 2 
może być regulowany za pośrednictwem współpracujących 
z białkami G receptorów sm aku słodkiego (heterodimer 
T1R2/T1R3), obecnych w rejonie szczytowym błon kom ór­
kowych jelit (Ryc. IB) [10]. Pobudzenie tych receptorów 
powoduje przemieszczenie (a tym samym aktywację) PLC 
P2 (izoforma p2 fosfolipazy C) i PKC pil (izoforma pil kina­
zy białkowej C) do błony plazmatycznej komórki. N astęp­
stwem tych procesów jest szybkie wbudow anie GLUT 2 do 
domeny błony komórkowej części szczytowej enterocytu. 
Wzrost poziomu GLUT 2 w tym  rejonie błony m ogą też
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pow odow ać sztuczne słodziki, które pobudzają receptory 
smaku słodkiego T1R2/T1R3, podobnie jak glukoza, ale 
przy znacznie niższych stężeniach [10].

Intensywność wchłaniania cukrów prostych na drodze 
dyfuzji ułatwionej może być również regulowana przez hor­
mony. Powszechnie panuje pogląd, że insulina ma niewielki 
wpływ na wchłanianie cukrów w jelicie [3]. Tymczasem w 
badaniach na myszach wykazano, że insulina, oddziałując z 
receptorami insulinowymi obecnymi w  błonie komórkowej 
enterocytów, powoduje obniżenie poziomu GLUT 2 zarów­
no w domenie błony plazmatycznej części szczytowej, jak i 
podstawno-bocznej komórki [11]. Wynika z tego, że hipogli- 
kemiczne działanie insuliny może być związane nie tylko ze 
zwiększeniem pobierania glukozy przez adipocyty i miocyty 
(w których insulina zwiększa poziom GLUT 4 w błonie pla­
zmatycznej) oraz wzrostem katabolizmu glukozy w tkankach 
obwodowych, ale również z obniżeniem wchłaniania tego 
cukru z jelita do krwi. Wydzielanie insuliny zwiększają GIP 
(polipeptyd insulinotropowy zależny od glukozy; ang. glucose- 
dependent insulinotropic polypeptide) i GLP-1 (peptyd glukago- 
nopodobny 1; ang. glucagon-like peptide-1), których uwalnianie 
z komórek enteroendokrynnych typu K lub L jelita cienkiego 
stymulowane jest przez receptory smaku słodkiego. Hormony 
te pośrednio wpływają więc na obniżenie poziomu GLUT2 w 
błonie komórkowej enterocytu. Ważne znaczenie w  procesie 
regulacji wchłaniania glukozy w przewodzie pokarmowym 
przypisuje się, działającemu parakrynnie, GLP2 (glukagono- 
podobny peptyd 2, ang. glucagon-like peptide 2). Hormon ten, 
produkowany przez komórki L jelita krętego, oddziałując z 
receptorami obecnymi w przedniej części jelita cienkiego, u ru ­
chamia sygnały prowadzące do szybkiej translokacji GLUT2 
zarówno do domeny błony komórkowej powierzchni szczyto­
wej, jak i podstawno-bocznej enterocytu [12],

W rąbku prążkowanym  enterocytów znajduje się wiele 
nośników transportujących cukry proste. Większość z nich, 
z wyjątkiem SGLT 1 i GLUT 2, wykazuje niskie powinowac­
two do glukozy (np.: GLUT 5), co sugeruje, że in vivo nie mają 
one większego znaczenia w wchłanianiu tego cukru [13].

PODSUMOWANIE

Podsumowując, wydaje się że są podstawy, aby stwier­
dzić, że udział GLUT 2 w  procesie wchłaniania glukozy 
ze światła jelita do entrocytu jest niesłusznie pomijany w

wielu podręcznikach biochemii i fizjologii. Najnowsze ba­
dania wskazują, że w stanie resorpcyjnym, szczególnie po 
spożyciu posiłku bogatego w cukry, około 75% glukozy 
ulega wchłanianiu przy udziale GLUT 2 zlokalizowanego 
w  rejonie błony plazmatycznej strony szczytowej komórki. 
Wynika z tego, że w  stanie resorpcyjnym kluczową rolę w 
wchłanianiu glukozy do krwi poprzez komórkę enterocytu 
odgryw a dyfuzja ułatwiona przy udziale GLUT 2, a nie, jak 
wcześniej sądzono, dyfuzja bierna poprzez obwódkę de- 
smosomalną.
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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 Cav1.3, activation of sweet taste receptors (T lR y n R 3 )  
and endocrine and paracrine hormones (especially insulin and GLP-2).

Postępy Biochemii 55 (4) 2009 387http://rcin.org.pl

mailto:bori@amg.gda.pl


Endomorfiny -  endogenne ligandy 
receptora opioidowego p

Renata Perlikowska 

Jakub Fichna 

Anna Janecka

Zakład Chemii Biomolekularnej, Uniw ersytet 
M edyczny w  Łodzi, Łódź

KZakład Chemii Biomolekularnej, Uniw ersytet 
M edyczny w  Łodzi, ul. M azowiecka 6 /8 , 92- 
215 Łódź; tel.: (42) 678 42 77, e-mail: anna. 
janecka@ umed.lodz.pl

A rtykuł otrzym ano 4 m arca 2009 r.
A rtykuł zaakceptow ano 22 czerwca 2009 r.

Słowa kluczowe: receptory opioidow e, pepty- 
dy opioidow e, endomorfina-1, endom orfina-2

Wykaz skrótów: APM — am inopeptydaza M; 
APP — am inopeptydaza P; cAMP — cykliczny 
3',5 '-adenozynom onofosforan; CBY — karbo- 
ksypeptydaza Y; Dm t — 2',6'-dim etylotyro- 
zyna; DPP IV — dipeptydylo  peptydaza IV; 
EM-1 — endomorfina-1; EM-2 — endom orfi- 
na-2; GPCR (ang. G-protein coupled receptors)
— receptory sprzężone z białkiem  G; GTPaza
— fosfohydrolaza guanozynotrifosforanu; LC 
(ang. locus coeruleus) — miejsce sinawe; NMR 
(ang. nuclear magnetic resonance) — m agnetycz­
ny rezonans jądrow y; NTS (ang. nucleus of the 
solitery tract) — jądro pasm a sam otnego; OUN
— ośrodkow y układ  nerw ow y; PA — protei- 
naza A; PAG (ang. periaqueductal gray) — sub ­
stancja szara okołowodociągowa

388

STRESZCZENIE

Dwa endogenne peptydy opioidowe, które wykazują wyjątkowe powinowactwo i wybiór­
czość w  stosunku do receptora opiodowego typu p, endomorfina-1 i endomorfina-2, zosta­

ły odkryte i wyizolowane z mózgu ssaków w 1997 roku. Endomorfiny są amidowanymi tetra- 
peptydami, odmiennymi strukturalnie od tzw. „typowych" peptydów opioidowych, enkefalin, 
dynorfin i endorfin. Do tej pory nie udało się zidentyfikować białka będącego ich prekursorem, 
ani genu kodującego ich sekwencję. Z powodu zbyt małej lipofilowości, endomorfiny nie są 
zdolne do przekraczania bariery krew-mózg. W modelach zwierzęcych peptydy te okazały się 
bardzo skuteczne w  zwalczaniu bólu neuropatycznego i bólu związanego ze stanami zapalny­
mi. W porównaniu z morfiną, prototypowym ligandem receptora opiodowego p, egzogennie  
podawane endomorfiny powodują mniej efektów ubocznych. W niniejszym artykule opisano 
historię odkrycia endomorfin, ich komórkową lokalizację, rolę w  organizmie, a także zależno­
ści pomiędzy ich strukturą a aktywnością biologiczną oraz podatnością na biodegradację.

WPROWADZENIE

Problematyką bólu i metodami jego łagodzenia ludzkość zajmuje się od za­
rania dziejów. Pierwsze doniesienia o kuracjach przeciwbólowych pochodzą z 
XIV-XV wieku p.n.e. Już wówczas opium, czyli wysuszony sok z niedojrzałych 
makówek maku lekarskiego (Papaver somniferum), było środkiem stosowanym 
do uśmierzania silnego bólu i wywoływania stanów euforii. W roku 1803 Ser- 
turner wyizolował z opium  jego główny składnik -  morfinę, a 120 lat później 
ustalono strukturę tego alkaloidu, którego nazwa pochodzi od imienia greckie­
go boga marzeń sennych, Morfeusza.

W 1972 r. Collier postawił hipotezę o istnieniu w m ózgu ssaków „endogen­
nej morfiny" oraz specyficznych dla niej receptorów, poprzez które może ona 
działać, Zaledwie rok później, trzy niezależne grupy, Snydera, Simona i Tereniu- 
sa, potwierdziły istnienie w ośrodkowym układzie nerwowym  (OUN) ssaków 
trzech typów receptorów opioidowych (p, 5, k), które zostały zaliczone do grupy 
receptorów sprzężonych z białkiem G (GPCR, ang. G-protein coupled receptors). 
Pobudzenie receptorów opioidowych zwiększa aktywność GTPazy, aktywuje 
lub blokuje układy efektorowe, w tym aktywność cyklazy adenylanowej, fos- 
folipazy C i kanałów jonowych. Stymulacja receptorów opioidowych wywołuje 
efekt przeciwbólowy. Morfina wiąże się ze wszystkimi trzema typami recepto­
rów opioidowych, ale jej powinowactwo do receptora p jest stukrotnie większe 
niż do pozostałych dwóch typów [1].

Odkrycie receptorów opioidowych, na początku w OUN, a później także w 
obwodowych neuronach czuciowych, w komórkach zwojowych korzeni grzbie­
towych oraz na ośrodkowych i obwodowych zakończeniach neuronów aferent- 
nych ssaków, zapoczątkowało poszukiwania ich endogennych ligandów. W 
krótkim czasie udało się odkryć i wyizolować z m ózgu ssaków trzy anatomicz­
nie i funkcjonalnie różne rodziny tzw. „typowych" peptydów  opioidowych, 8- 
selektywne enkefaliny, K-selektywne dynorfiny i niewybiórcze endorfiny, z któ­
rych każda wywodzi się ze specyficznego dla siebie prekursora, odpow iednio 
pro-enkefaliny, pro-dynorfiny i pro-opiomelanokortyny [2-4]. Natomiast zna­
lezienie endogennego ligandu receptora opioidowego p okazało się niezwykle 
trudne i zostało uwieńczone sukcesem dopiero w 1997 r.

ODKRYCIE ENDOMORFIN

Znaczący wkład w poszukiwania endogennych ligandów receptora opioidowe­
go p miały badania nad „nietypowymi" peptydarni opioidowymi, o różnorodnej 
sekwencji i pochodzeniu. Jako pierwsze odkryto p-selektywne p-kazomorfiny, po­
wstałe wskutek proteolizy białka mleka, P-kazeiny oraz ich krótszą pochodną mor- 
ficeptynę (Tyr-Pro-Phe-Pro-NH9). Inny peptyd opioidowy, hemorfina (Tyr-Pro-Trp-

www.postepybiochem ii.plhttp://rcin.org.pl

mailto:janecka@umed.lodz.pl
http://www.postepybiochemii.pl


Thr) powstaje w wyniku enzymatycznej hydrolizy hemoglo­
biny, natomiast ze skóry płazów wyodrębniono szereg pepty- 
dów o dużym  powinowactwie do receptorów opioidowych, 
z których najbardziej znane to p-selektywna dermorfina oraz 
5-selektywne dermenkefalina i deltorfina I i II [3]. Na początku 
lat 90-tych udało się wyizolować z mózgu dwa peptydy, Tyr- 
MIF-1 (Tyr-Pro-Leu-Gly-NH2) i Tyr-W-MIF-1 (Tyr-Pro-Trp- 
Gly-NH2), które charakteryzowały się dużą wybiórczością, 
ale małym powinowactwem do receptora opioidowego p [5]. 
Używając Tyr-W-MIF-1 jako związku wyjściowego, grupa Za- 
diny zsyntetyzowała serię analogów tego peptydu, zastępu­
jąc resztę Gly w pozycji 4 kolejno wszystkimi dwudziestoma 
naturalnymi aminokwasami. Jeden z otrzymanych analogów 
o sekwencji Tyr-Pro-Trp-Phe-NH2 okazał się mieć niezwykle 
wysokie powinowactwo (0,36 nM) i dużą wybiórczość (sto­
sunek ó /p  i K / p  odpowiednio >4000 i >15000) do receptora 
opioidowego p. Peptyd o takiej sekwencji został następnie 
wyizolowany z mózgu wołu [6] i człowieka [7] wraz z dru­
gim związkiem, różniącym się tylko jednym aminokwasem 
(Tyr-Pro-Phe-Phe-NH2), o powinowactwie (0,69 nM), i wy­
biórczości (stosunek ó /p  i K / p  odpowiednio >13000 i >7500) 
do receptora opioidowego p. Te dwa nowe peptydy posiadały 
podobne, silne właściwości przeciwbólowe w testach in vivo 
[6,8,9]. Ponieważ działały przez ten sam receptor co morfina, 
zostały nazwane odpowiednio endomorfiną-1 (EM-1) i endo- 
morfiną-2 (EM-2) i uznane za endogenne ligandy receptora 
opioidowego p [5]. Bezpośrednim efektem ich oddziaływa­
nia z receptorem opioidowym jest hamowanie aktywności 
cyklazy adenylanowej, co powoduje obniżenie poziomu cy­
klicznego 3',5'-adenozynomonofosforanu (cAMP) w komórce, 
aktywację kanałów potasowych oraz hamowanie aktywności 
kanałów wapniowych.

Do chwili obecnej, pomimo zastosowania najnowszych 
technik biologii molekularnej z wykorzystaniem metod bioin- 
formatycznych, nie udało się zidentyfikować fragmentu DNA 
w genomie człowieka kodującego białko, które w  wyniku po- 
translacyjnej proteolizy dałoby sekwencję złożoną z czterech 
aminokwasów charakterystyczną dla endomorfin [6,10]. Bio­
synteza endomorfin pozostaje wciąż w  sferze badań, a testy z 
wykorzystaniem znakowanych trytem sekwencji aminokwa- 
sowych, dają tylko hipotetyczny obraz syntezy, w którym di- 
peptyd Tyr1-Pro2 jest jednym z możliwych substratów [11].

STRUKTURA ENDOMORFIN

Struktura endomorfin jest całkiem odmienna od struk­
tury poznanych wcześniej „typowych" peptydów  opioido­
wych, enkefalin, dynorfin i endorfin, które charakteryzują 
się N-końcową sekwencją Tyr-Gly-Gly-Phe i wolną grupą 
karboksylową na C-końcu [3,12]. Endomorfiny, będące 
tetrapeptydow ym i amidami, posiadają Pro w pozycji 2 i 
strukturalnie są podobne do morficeptyny [13].

Sekwencję peptydów  opioidowych umownie podzielo­
no na dw a fragmenty: N-końcową sekwencję informacyjną 
(ang. message sequence), odpowiedzialną za własności biolo­
giczne, i C-końcową sekwencję adresową (ang. address se­
quence), odpowiedzialną za powinowactwo i wybiórczość 
[3,12,14], W przypadku endomorfin sekwencja informacyj­
na składa się z dwóch aromatycznych aminokwasów, Tyr1 i 
T rp /P h e3 połączonych resztą Pro, pełniącą funkcję łącznika.
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Rycina 1. Struktura  endomorfiny-1 (A) i endom orfiny-2 (B) z zaznaczonym i gru ­
pam i farm akoforowym i.

G rupa am inowa i fenolowa Tyr1 oraz pierścień aromatycz­
ny T rp /P h e3 są tzw. grupam i farmakoforowymi, odpow ie­
dzialnymi za wiązanie się peptydu z receptorem (Ryc. 1).

WYSTĘPOWANIE ENDOMORFIN

Analiza radioimmunologiczna i immunocytochemiczna 
wykazała obecność endomorfin w wielu miejscach OUN czło­
wieka, wołu i gryzoni [2,15,16]. Znaczne ilości obu endomorfin 
występują w  prążku krańcowym kresomózgowia, substancji 
szarej okołowodociągowej śródmózgowia (PAG, ang. peńa- 
queductal gray), miejscu sinawym (LC, ang. locus coeruleus) 
i jądrze pasma samotnego tyłomózgowia wtórnego (NTS, 
ang. nucleus of the solitery tract). Szczegółowe badania wyka­
zały jednak znaczne różnice w neuroanatomicznej lokalizacji 
tych peptydów. Endomorfina-1 występuje głównie w  mózgu
i górnej części pnia mózgu, a endomorfina-2 w rdzeniu krę­
gowym i dolnej części pnia mózgu [17,18]. Ogólnie endomor­
finy są zlokalizowane najczęściej w pobliżu receptorów p w 
tych regionach OUN, które są zaangażowane w odczuwanie 
bólu. Różnice w  lokalizacji endomorfin mogą wskazywać na 
istnienie dwóch różnych prekursorów tych peptydów. Jak 
dotąd niewiele wiadomo na temat występowania endomorfin 
poza OUN. Przypuszcza się, że, endomorfiny wytwarzane są 
w  komórkach zwojowych korzeni grzbietowych, a następnie 
migrują wzdłuż włókien nerwowych do powierzchniowej 
warstwy rogów tylnych rdzenia kręgowego, w kierunku za­
równo struktur OUN, jak również w kierunku obwodowym
[2,15], Wykazano obecność endomorfin w takich tkankach ob­
wodowych ludzi i szczurów, jak śledziona, grasica i krew [19], 
a także w komórkach układu odpornościowego [20-22],

ROLA ENDOMORFIN W ORGANIZMIE

Obecność endomorfin zarówno w ośrodkowym, jak i ob­
w odowym układzie nerwowym, a także w strukturach układu 
hormonalnego, pokarmowego i odpornościowego świadczy o 
ich różnorodnych funkcjach biologicznych. Endomorfiny mają 
przede wszystkim działanie przeciwbólowe, ale wykazano, że 
odgrywają także rolę w sterowaniu procesami oddechowymi 
oraz wpływają na układ krążenia, pokarmowy i odpornościo­
wy [5,18,23]. Te dodatkowe funkcje endomorfin w organizmie 
związane są z ich lokalizacją w obszarze pasma samotnego, 
którego zadaniem jest dośrodkowe przenoszenie informacji ze 
ścian narządów wewnętrznych.

Podstawową rolą endomorfin w  organizmie jest sterowa­
nie układem antynocyceptywnym, czyli udział w wygasza­
niu transmisji bólu poprzez hamowanie wydzielania neuro-
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transmiterów na poziomie rdzenia kręgowego (substancji P, 
glutaminianu, peptydów związanych z genem kalcytoniny) 
[24], hiperpolaryzację błony komórkowej bądź aktywowa­
nie hamującej drogi zstępującej na poziomie śródmózgowia i 
rdzenia przedłużonego [18]. Działanie przeciwbólowe endo- 
morfin wynika z ich specyficznego oddziaływania z recepto­
rem opioidowym |i. Analgezja spowodowana egzogennym 
podawaniem endomorfin zależy od dawki oraz czasu po po­
daniu i jest hamowana przez antagonistów receptora |i, takich 
jak nalokson lub [3-funaltreksamina [2,23]. Przypuszcza się, że 
endomorfina-2, ze względu na swą lokalizację, może być za­
angażowana we wczesne stadium przewodzenia bólu, a endo- 
morfina-1 w  stadium późniejsze [18,23,24].

Właściwości przeciwbólowe endomorfin testowano po 
podaniu centralnym lub obwodowym, w rozmaitych testach 
behawioralnych, pozwalających badać reakcje na bodźce 
mechaniczne, termiczne lub chemiczne [18,23]. Podawanie 
dooponowe endomorfiny-1 dawało lepszy efekt w  teście 
rzucania ogona u myszy niż podaw anie do komór m ózgo­
wych [2,6,9]. Endomorfina-2 wykazywała słabsze właściwo­
ści przeciwbólowe w teście gorącej płytki [25] i cofania łapy 
[26] niż endomorfińa-1. Endomorfiny były mniej aktywne i 
działały znacznie krócej w  modelu zapalenia zwierzęcego 
(test formalinowy) [2,23,27]. Natomiast w przypadku bólu 
neuropatycznego u szczurów, wynikającego z uszkodzenia 
nerwów, endomorfiny, w  przeciwieństwie do morfiny, w y­
kazywały aktywność przeciwbólową, a allodynię ham ow a­
ły bardziej efektywnie niż morfina [2,8,26,27], Ogólnie jed­
nak czas trwania efektu przeciwbólowego po egzogennym 
podaniu endomorfin jest krótki, co świadczy o ich szybkiej 
biodegradacji w  płynach fizjologicznych [8,28,29].

Endomorfiny wykazują również obwodowe działanie 
przeciwzapalne i przeciwbólowe [30]. Ich występowanie 
stwierdzono w homogenatach śledziony i grasicy szczu­
rów oraz w homogenacie śledziony ludzi [19], jak również 
w  leukocytach [21,22]. Obwodowe działanie opioidów w y­
nika ze współdziałania układu nerwowego z układem od ­
pornościowym. Powstanie w  organizmie stanu zapalnego 
powoduje, że komórki układu odpornościowego w ytw a­
rzają endomorfiny, a te, pobudzając receptory opioidowe w 
nerwowych włóknach aferentnych, hamują bodźce bólowe, 
indukow ane przez m ediatory stanu zapalnego. Ostatnie ba­
dania przeprow adzone na osobach z artretyzmem, reum ato­
idalnym zapaleniem stawów i zapaleniem wielostawowym 
wykazały podwyższony poziom endomorfin w ogniskach 
zapalenia, co stanowi kolejny dow ód na przeciwzapalne 
działanie tych endogennych peptydów  opioidowych [31].

Oprócz odpowiedzi na stres i ból, endomorfiny podaw a­
ne egzogennie, tak jak i inne opioidy, wywołują szereg nie­
pożądanych efektów ubocznych. Następstwem długotrw a­
łego ich stosowania jest rozwój tolerancji i uzależnienia [26]. 
U gryzoni wykazano, że jednorazowe podanie domózgowe 
lub dordzeniowe dużej dawki endomorfin powoduje tole­
rancję i osłabia działanie przeciwbólowe [8], Krzyżowy cha­
rakter tolerancji stwierdzono w przypadku jednoczesnego 
podawania morfiny i endomorfiny-1, a zależności takiej 
nie obserwowano w przypadku endomorfiny-2. Może to 
być kolejnym dow odem  na istnienie podtypów  receptorów 
opioidowych [18].
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Z kolei stymulacja receptorów opioidowych w obrębie 
układu oddechowego prowadzi do depresji oddechowej, wy­
wołanej wytłumieniem czynności ośrodków oddechowych 
pnia mózgu. Pod wpływem endomorfin podwyższa się próg 
pobudliwości ośrodków w stosunku do dwutlenku węgla, w 
konsekwenqi czego oddech ulega spłyceniu, a częstość odde­
chów maleje. Wykazano jednak, że depresja oddechowa wy­
wołana podaniem endomorfin pojawia się przy użyciu dawki 
większej niż ta, która wywołuje efekt analgetyczny [5,24,32].

Tak jak większość analgetyków opioidowych, endomorfi­
ny hamują też funkcje układu pokarmowego, co objawia się 
zaburzeniami gastrycznymi, wynikającymi ze zwiększenia 
napięcia odźwiernikowej części żołądka, zmniejszenia pery- 
staltyki jelita cienkiego i kurczenia mięśni zwieraczy [33].

Układ sercowo-naczyniowy również podlega modulacji 
pod w pływ em  peptydów  opioidowych. Badania radioim- 
munologiczne potwierdziły obecność endomorfin w obrębie 
jądra pasma samotnego, pola bocznego podwzgórza, jądra 
przykom orowego grzbietowej części hipokam pa, czyli w 
regionach biorących udział w  stymulacji układu krw iono­
śnego [17]. Przypuszcza się, że endomorfiny pow odują spa­
dek częstości akcji serca oraz obniżenie ciśnienia tętniczego 
krwi, chociaż mechanizm działania endomorfin w  układzie 
sercowo-naczyniowym nie jest wyjaśniony.

BIOAKTYWNA KONFORMACJA ENDOMORFIN

Łańcuchy peptydow e endomorfin charakteryzują się 
dużą giętkością i dlatego do tej pory nie udało się ustalić 
budow y przestrzennej, jaką mają w  momencie w iązania się 
z receptorem, czyli tak zwanej konformacji bioaktywnej. 
Reszta proliny w pozycji 2 endomorfin jest uw ażana za łącz­
nik, oddzielający dwie aromatyczne grupy farmakoforowe, 
Tyr1 i T rp /P h e3 [14]. Zastąpienie w  sekwencji endomorfiny- 
1 Pro2 jej enancjomerem (D-Pro) dało całkowicie nieaktywny 
analog [34], co wskazuje na ważną rolę tej reszty aminokwa- 
sowej w  utrzym yw aniu właściwej przestrzennej orientacji 
grup farmakoforowych względem siebie.

Cykliczna struktura Pro2 jest odpowiedzialna za fakt, że 
wiązanie peptydowe pomiędzy Pro2 a poprzedzającą ją w 
łańcuchu resztą aminokwasową ulega izomeryzacji. Bada­
nia z użyciem magnetycznego rezonansu jądrowego (NMR, 
ang. nuclear magnetic resonance) wykazały, że obie endom or­
finy występują w roztworze w odnym  jako mieszanina izo­
merów, posiadających wiązanie peptydowe pomiędzy Tyr1 i 
Pro2 w formie cis lub trans. Stosunek pomiędzy izomerem cis 
i trans dla endomorfiny-1 wynosi 25%/75% [35,36], a dla en- 
domorfiny-2 33%/66% [37], Powstaje pytanie czy w m om en­
cie wiązania się z receptorem wiązanie peptydowe Tyr1-Pro2 
przyjmuje konfigurację cis czy trans i jaka jest w tedy bioak­
tywna konformacja całego łańcucha. Badania strukturalne z 
użyciem ID- i 2D-NMR, dichroizmu kołowego, spektrosko­
pii fluorescencyjnej i fourierowskiej w połączeniu z modelo­
waniem komputerowym, nie dały jak dotąd odpowiedzi na 
to pytanie. Niektóre dane wskazują, że bioaktywna konfor­
macja endomorfin to rozciągnięty łańcuch, w którym wiąza­
nie TyP-Pro2 ma konfigurację trans [35,37], podczas gdy inne 
sugerują istnienie y-zgięcia [38,39], Według innych autorów
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konformacja bioaktywna musi zawierać wiązanie Tyr1-Pro2 o 
konfiguracji cis [13].

DEGRADACJA ENZYMATYCZNA ENDOMORFIN

Odkrycie endomorfin dało nadzieję na wykorzystanie tych 
związków lub analogów o budowie opartej na ich struktu­
rze jako środków przeciwbólowych, pozbawionych efektów 
ubocznych morfiny. Jednakże egzogenne stosowanie endo­
morfin, tak jak większości peptydów, wiąże się z poważnymi 
ograniczeniami, z których najważniejsze to brak aktywności 
po podaniu doustnym lub dożylnym. Aby tak podane związ­
ki dotarły do receptorów opioidowych zlokalizowanych w 
mózgu, muszą charakteryzować się stabilnością metabolicz­
ną i zdolnością do przekroczenia bariery krew-mózg [28,40]. 
Degradacja endomorfin przez enzymy proteolityczne jest 
powodem ich krótkotrwałego działania przeciwbólowego 
[41]. W celu scharakteryzowania procesów metabolicznych 
prowadzących do degradacji endomorfin, peptydy te były 
poddawane in vitro działaniu wybranych enzymów prote­
olitycznych, dla których wydawały się być dobrymi substra- 
tami. Endomorfiny, ze względu na obecność w  ich sekwencji 
Pro, są stosunkowo bardziej odporne na działanie enzymów 
proteolitycznych niż inne peptydy opioidowe. Obecność Pro 
w łańcuchu peptydowym powoduje zmianę jego kierunku 
oraz izomeryzację wiązania peptydowego z poprzedzającym 
aminokwasem. Te cechy strukturalne ograniczają podatność 
peptydów zawierających ten aminokwas na trawienie przez 
większość proteaz [42]. Uważa się więc, że podstawową fizjo­
logiczną rolą Pro jest ochrona biologicznie ważnych peptydów 
przed degradacją enzymatyczną. Obecność Pro w pozycji 2 en­
domorfin zabezpiecza je przed działaniem większości amino- 
peptydaz. Jednakże natura stworzyła grupę enzymów, które 
mogą specyficznie hydrolizować wiązania peptydowe utwo­
rzone z udziałem tego aminokwasu.

Dipeptydylopeptydaza IV (DPP IV, EC.3.4.14.5) jest sery- 
nową proteinazą związaną z błoną komórkową. Enzym ten 
odcina dipeptydowe fragmenty od N-końca peptydów za­
wierających Pro w pozycji 2 [43]. W przypadku endomorfin 
DPP IV powoduje hydrolizę wiązania peptydowego pomię­
dzy 2 a 3 aminokwasem, uwalniając dipeptyd Tyr1-Pro2 [44],

Endomorfiny są również odpowiednimi substratami dla 
prolino-specyficznych aminopeptydaz, takich jak obecne w 
mózgu i tkankach obwodowych am inopeptydaza P (APP, 
EC 3.4.11.9) i am inopeptydaza M (APM, EC 3.4.11.2). APP 
hydrolizuje wiązanie peptydowe pomiędzy N-końcową 
resztą aminokwasową a resztą Pro w pozycji 2. W przypad ­
ku endomorfin APP odcina resztę Tyr1, pozostawiając nie­
naruszony tripeptyd [45]. APM również uwalnia z łańcucha 
peptydowego N-końcową resztę aminokwasową, ale jeśli 
po nim występuje reszta Pro, oba aminokwasy są odcinane 
razem jako dipeptyd [46], Badania wykazały, że właśnie w 
taki sposób odbywa się degradacja endomorfin przez APM. 
W pierwszej kolejności powstają fragmenty Tyr’-Pro2 i T rp / 
Phe3-Phe4, które po pew nym  czasie są dalej hydrolizowane 
do poszczególnych aminokwasów [29,47],

Amidowany C-koniec endomorfin stanowi zabezpieczenie 
przed działaniem karboksypeptydaz, ponieważ większość z 
nich jest w stanie trawić tylko peptydy z wolną grupą kar-

boksylową na C-końcu [48], Karboksypeptydaza Y (CPY, EC 
3.4.16.1) jest w  tej grupie wyjątkiem, ponieważ charakteryzuje 
się małą specyficznością działania i może odcinać C-końcowy 
aminokwas zarówno od wolnych kwasów, jak i amidów [49, 
50]. Trawienie endomorfin z udziałem CPY obejmuje dwa 
etapy. W pierwszym, w  wyniku hydrolizy grupy amidowej, 
powstaje wolny kwas i wydziela się amoniak, a w drugim C- 
końcowy aminokwas ulega odszczepieniu. Powstały tripep­
tyd nie ulega dalszej degradacji pod w pływem  CPY [51].

Rycina 2 przedstawia schemat degradacji endomorfin 
przez enzymy, dla których te peptydy mogą być substrata­
mi. Szatmari i współ. [41] wykazali, że żaden z produktów  
enzymatycznej hydrolizy endomorfin nie posiada właści­
wości przeciwbólowych, co oznacza, że degradacja całko­
wicie znosi aktywność biologiczną tych związków.

Dalsze badania poszły w kierunku ustalenia, jakie enzy­
my są odpowiedzialne za degradację endomorfin w organi­
zmie. Shane i wsp. [44] wykazali w  testach in vivo, że  DPPIV 
jest enzym em  zapoczątkowującym proces hydrolizy, który 
jest dalej katalizowany przez am inopeptydazy. Tak więc 
pierwszym  etapem w procesie katabolizmu endomorfin jest 
rozerwanie wiązania Pro2-Trp3 lub Pro2-Phe3, a powstałe 
dipeptydow e fragmenty są dalej hydrolizowane do amino­
kwasów (Ryc. 3). Niektórzy autorzy twierdzą, że endomor- 
fina-1 jest bardziej odporna na degradację enzymatyczną in 
vivo niż endomorfina-2 [29,52]. Tezę tę potwierdzają wyniki 
testów przeciwbólowych na myszach, wykazujących, że en- 
domorfina-1 ma silniejsze i dłużej utrzymujące się działanie 
niż endomorfina-2 [8,53].

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

P R Y

(EC 3.4.16.1) 

lub 

PA
(EC 3.4.23.6)

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

APP
(EC 3.4.11.9)

(EC 3 416.1) 

lub 

PA
(EC 3.4.23.6)

APP
(EC 3.4.11.9)

Tyr Tyr-Pro-Trp-Phe-NH2 

Endomorflna -1

Tyr-Pro-Phe-Phe-NH 2 

Endomorfina-2

Tyr

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

lub

APM
(EC 3.4.11.2)

1 i

Pro-Phe-Phe-NH,

Trp-Phe-NH2 Pro-Trp

APM
(EC 3.4.11.2)

i I
Trp Phe-NH2

APM
(EC 3.4.11.2)

i  n n
Tyr Pro Phe Phe-NH,

Rycina 2. Schemat degradacji endom orfin  z udzia łem  w ybranych enzym ów  pro ­
teolitycznych, wg. Janecka i w sp. [28], zm odyfikow ano. Szczegóły opisano w 
tekście.
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Tyr <— i Endomorfina-1
-------- Tyr-Pro-Trp-Phe-NH2

Pro-Trp-Phe-NH 2 -*— '

Endomorfina-2
Tyr-Pro-Phe-Phe-NH2

i 1 i 1
Tyr-Pro Trp-P he-N H , Tyr-Pro Phe-Phe-NH2

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

Rycina 3. Schem at degradacji 
szczura.

endom orfin  z u d z ia łem  hom ogenatu  m ózgu

ANALOGI ENDOMORFIN

Odkrycie endomorfin dało początek intensywnym bada­
niom, mającym na celu ustalenie zależności pomiędzy ich 
strukturą a aktywnością biologiczną. Strukturę endomorfin 
modyfikowano przez wprowadzanie aminokwasów z szeregu 
D, aminokwasów nienaturalnych, a także przez modyfikację 
wiązań peptydowych oraz cyklizację. Szczegółowe omówienie 
różnorodnych modyfikacji chemicznych endomorfin oraz in­
nych peptydów opioidowych zostało opisane w kilku pracach 
przeglądowych [3,4,12,54,55]. Tutaj autorzy skoncentrowali się 
tylko na omówieniu najbardziej istotnych modyfikacji.

W prowadzenie do sekwencji pep tydu  D-aminokwasu 
zwiększa jego stabilność, ponieważ większość enzymów 
proteolitycznych nie hydrolizuje wiązań peptydowych 
powstałych z udziałem  am inokwasów o konfiguracji D
[56]. Z drugiej jednak strony D-aminokwas może w ym u­
szać inną konformację łańcucha peptydowego, powodując 
utratę powinowactwa peptydu do receptora. W przypadku 
endomorfin kolejne zastępowanie wszystkich reszt amino- 
kwasowych ich D-izomerami nie dało aktywnych analogów
[57], Najbardziej drastyczny spadek aktywności spow odo­
wało zastąpienie Pro przez D-Pro. Stosując modelowanie 
komputerowe, wykazano że endomorfina-1 i jej analog, 
[D-Pro2]EM-l różnią się sposobem ułożenia względem sie­
bie pierścieni aromatycznych Tyr1 i Trp3, sugerując że Pro2 
spełnia w cząsteczkach endomorfin funkcję łącznika, odpo­
wiedzialnego za takie ustawienie grup farmakoforowych, 
które pozwala na ich oddziaływanie z miejscem wiążącym 
receptora opioidowego p [34].

Ogromna większość peptydów  opioidowych, w tym en- 
domorfiny, zawiera resztę Tyr1 na N-końcu. G rupa OH w 
pierścieniu Tyr1 jest uw ażana za w ażny element struktural­
ny, pozwalający na zakotwiczenie ligandu w miejscu wiążą­
cym receptora. Próby zastąpienia tej reszty aminokwasowej 
innymi naturalnymi bądź nienaturalnym i aminokwasami 
kończyły się zazwyczaj utratą aktywności [58], Wyjątkiem 
okazała się 2',6'-dimetylotyrozyna (Dmt), analog Tyr, otrzy­
many poprzez metylację pierścienia fenolowego [59], W pro­
wadzenie Dmt do sekwencji dowolnego peptydu opioido­
wego powoduje wzrost jego powinowactwa do receptorów 
opioidowych p i 8 nawet o 2-3 rzędy wielkości [60-64], 
W prowadzenie grup metylowych do pierścienia arom a­
tycznego Tyr zwiększa zawadę przestrzenną, a tym samym 
w pływ a na konformację peptydu. Przypuszcza się, że grupy 
metylowe odgrywają w ażną rolę w  oddziaływaniu peptydu 
z receptorem, praw dopodobnie przez odpowiednie zorien­
towanie niezbędnej dla aktywności grupy OH. Analogi en­
domorfin zawierające D m t1 charakteryzują się wyjątkowym

powinowactwem do receptora p, ale mniejszą niż macierzy­
ste związki wybiórczością [58].

Modyfikacje struktury endomorfin doprowadziły też do 
otrzymania analogów, będących antagonistami receptora 
opioidowego p. Analogi antagonistyczne są ważnym na­
rzędziem w  badaniach nad rolą i sposobem działania opio- 
idów [65], a także mogą znaleźć zastosowanie jako środki 
terapeutyczne do zwalczania uzależnienia od morfiny [66], 
Analogi antagonistyczne o budowie alkaloidowej są od 
daw na znane i stosowane w badaniach farmakologicznych. 
Ponieważ endomorfiny charakteryzują się wysoką wybiór­
czością w  stosunku do receptora opioidowego p, podejmo­
wane były liczne próby otrzymania analogu o właściwo­
ściach antagonistycznych, opartego na ich strukturze. Za­
stąpienie C-końcowej Phe4 przez nienaturalny aminokwas, 
3-(2-naftylo)-D-alaninę (D-2-Nal) oraz Tyr1 przez Dmt1, do ­
prowadziło do otrzymania dwóch niezwykle wybiórczych 
antagonistycznych analogów receptora opioidowego p, 
antanalu-1 ([Dmt1, D-2-Nal4]EM-l) i antanalu-2 ([Dmt1, D- 
2-Nal4]EM-2) [67] (Ryc. 4). Niewielka różnica strukturalna 
pomiędzy endomorfinami i antanalami wskazuje na ważną 
rolę, jaką C-końcowa reszta aminokwasowa wywiera na ak­
tywność peptydu. Warto jednak zauważyć, że również m o­
dyfikacja N-końcowego fragmentu endomorfin, polegająca 
na w prow adzeniu grupy allilowej na grupę aminową Dm t1 
doprowadziła do otrzymania analogów antagonistycznych: 
[N-allil-DmPjEM-l oraz [N-allil-DmPJEM-2 [68] (Ryc. 4).

PODSUMOWANIE

Intensywne poszukiwania odpowiednika morfiny w or­
ganizmach zwierzęcych doprowadziły do identyfikacji wy­
biórczych, endogennych ligandów receptora p-opioidowego, 
endomorfin. Ich najważniejszą funkcją jest hamowanie od­
czuwania bólu. Odkrycie endomorfin dało nadzieję na zna­
lezienie nowych środków farmakologicznych, opartych na 
ich strukturze, które mogłyby zastąpić morfinę z jej licznymi 
działaniami ubocznymi, takimi jak powodowanie tolerancji i 
uzależnienia oraz depresyjne działanie na OUN, objawiające 
się niewydolnością oddechową, zahamowaniem perystaltyki

Rycina 4. S truktura antagonistycznych analogów  receptora p-opioidowego o bu ­
dowie opartej na sekwencji endom orfin: antanal-1, [Dmt1, D-2-Nal4]EM-l (A), an- 
tanal-2, [Dmt1, D-2-Nal4]EM-2 (B), [N-allil-Dmt']EM -l (C) oraz [N-allil-Dmt']EM -
2 (D).
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jelit i obniżeniem ciśnienia krwi. W ciągu ostatnich dziesięciu 
lat opublikowano niezliczoną ilość prac na temat lokalizacji i 
roli endomorfin w organizmie, ich bioaktywnej struktury w 
momencie łączenia się z receptorem, degradacji przez enzymy 
proteolityczne oraz zależności pomiędzy strukturą a aktywno­
ścią biologiczną. Ponieważ peptydy jako takie nie są dobrymi 
kandydatami na leki ze względu na ich krótki czas działania w 
płynach fizjologicznych i niezdolność do przechodzenia przez 
barierę krew-mózg, zsyntetyzowano dziesiątki analogów en­
domorfin w  celu polepszenia ich profilu farmakologicznego. 
Mimo że otrzymano wiele aktywnych związków, żaden z no­
wych analogów nie wszedł jeszcze do lecznictwa, ale badania 
nadal trwają i można przypuszczać, że w niedalekiej przyszło­
ści doprowadzą do otrzymania środka/środków farmakolo­
gicznych, które będą miały równie silne jak morfina działanie, 
ale będą pozbawione jej niekorzystnych efektów 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 w e describe the discovery of endomorphins, their cellular localization  
and functions in the organism, as w ell as their structure-activity relationships and biodégradation pathways.
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Leukotrieny cysteinylowe i ich receptory

STRESZCZENIE

Leukotrieny cysteinylowe (LTC4,LTD4, LTE4) wywierają efekt prozapalny, taki jak skurcz 
m ięśni gładkich naczyń wieńcowych i dróg oddechowych, chemotaksję komórek pro- 

zapalnych, zw iększenie przepuszczalności komórek śródbłonka oraz wydzielania śluzu. Są 
lip idowym i mediatorami odgrywającymi istotną rolę w  patofizjologii astmy oskrzelowej, 
alergicznego nieżytu nosa, atopowego zapalenia skóry, pokrzywki, chorób układu krwio­
nośnego i nowotworach. Swoje działanie wywierają poprzez przynajmniej cztery receptory 
z rodziny genów  rodopsyny, leżącej w  obrębie nadrodziny genów kodujących GPCR (ang. 
G protein conpled receptor) — CYSLTR1, CYSLTR2 i GPR17 oraz receptor dla LTE4 (CYSL- 
TeR). Ich lokalizacja, poza drobnymi wyjątkami, jest zróżnicowana i charakterystyczna dla 
tkanek. Najwyższy poziom syntezy CYSLTR1 stwierdzono w śledzionie, leukocytach krwi 
obwodowej, śródmiąższowych makrofagach płuc oraz komórkach mięśni gładkich. Najwyż­
sza produkcja CYSLTR2 występuje w  sercu, nadnerczach, łożysku, śledzionie i leukocytach 
krwi obwodowej, a nieco niższa w mózgu. Badania biochemiczne i farmakologiczne oraz 
analiza sekwencji wykazały, że wszystkie należą do grupy 7-krotnie przechodzących przez 
błonę receptorów GPCR. Siła pobudzenia CYSLTR1 rozkłada się: LTD4>LTC4>LTE4» L T F 4, 
a CYSLTR2 LTC4=LTD4>LTE4. Receptory leukotrienów cysteinylowych są związane z biał­
kiem G i ścieżką sygnałową prowadzącą do hydrolizy fosfatydyloinozytolu (PI) oraz mo­
bilizacji wewnątrzkomórkowego wapnia. In v ivo  receptory te są związane również z wraż­
liwym  na działanie PTX białkiem G^ lub oboma białkami G. CYSLTR1 zwiększa metabo­
lizm PI i wewnątrzkomórkowego wapnia, aktywuje kinazy MAPK, indukuje różnicowanie 
i proliferację komórek, chemotaksję, reorganizację aktyny, uwalnianie mediatorów zapal­
nych i regulację hematopoetycznych komórek pnia. CYSLTR2 również zwiększa stężenie 
wewnątrzkomórkowego wapnia, stymuluje wydzielanie IL-8 (interleukina 8) oraz zwiększa  
ekspresję wczesnych genów. Ma związek z zakrzepicą, uszkodzeniem  naczyń, procesem za­
palnym i śmiercią komórek. Postuluje się również istnienie nowej, jądrowej lokalizacji CY- 
SLTR oraz współdziałanie z innymi receptorami błonowymi. Prawdopodobnie mogą two­
rzyć homo- lub heterodimery. Wskazuje to na istnienie nowych, dotychczas niepoznanych  
działań leukotrienów cysteinylowych i ich receptorów.

WPROWADZENIE

Leukotrieny cysteinylowe, LTC4, LTD(, LTE4, są lipidowymi mediatorami 
zapalenia, powstającymi na drodze przemian kwasu arachidonowego fosfoli­
pidów  błonowych, pod w pływem  różnych bodźców, w  tym cytokin, kom plek­
sów im munologicznych i czynników środowiskowych, takich jak antygeny i 
mikroorganizmy. Najważniejsze pochodne kwasu arachidonowego, eikoza- 
noidy, zawierają w  cząsteczce 20 atomów węgla i zaliczamy do nich zarówno 
leukotrieny cysteinylowe (cysLTs) i LTB4, jak i prostaglandyny (PGE), prosta- 
cyklinę oraz tromboksan A . Leukotrieny cysteinylowe to główne produkty 
aktywowanych mastocytów, bazofilów, eozynofilów, komórek dendrytycz- 
nych oraz makrofagów. Powodują skurcz mięśni gładkich naczyń wieńcowych 
oraz dróg oddechowych, zwiększają przepuszczalność komórek śródbłon­
ka, co prow adzi do wysięku i powstania obrzęków, nasilają także wydziela­
nie śluzu i odgrywają ważną rolę w  chorobach układu oddechowego, takich 
jak astma oskrzelowa i alergiczny nieżyt nosa. Są również zaangażow ane w 
przewlekłe procesy zapalne w obrębie skóry (wyprysk atopowy, pokrzyw ­
ka), powstawanie zależnego od hiperlipidemii tętniaka aorty [1], zaburzenia 
w układzie krążenia, od choroby niedokrwiennej serca do miażdżycy [2] i udaru
[3,4]-

Początkowo, leukotrieny cysteinylowe w 1930 r. zostały opisane jako wolno 
reagująca substancja anafilaksji, SRS-A (ang. slow reacting substancje of anafilaxis), 
wywołująca skurcz mięśni gładkich w płucach świnek morskich po ekspozycji 
na jad kobry. N azwa powstała w oparciu o fakt, że początek skurczu w ywołany 
przez SRS-A, a także skurcz maksymalny, są opóźnione w stosunku do skur­
czu wywołanego histaminą. Późniejsze prace wykazały, że SRS-A to polarny 
lipid pochłaniający UV, zawierający siarkę. Znaczenie tej substancji w  astmie 
oskrzelowej podkreślił jako pierwszy w latach 60-tych XX w. Blocklehurst [5] 
oraz D razen [6] i Nicosia [7], W 1977 r. Parker i wsp., stosując znakow any kwas
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arachidonowy, odkryli że wchodzi on w skład SRS-A, a w 
1980 r. Samuelsson i jego zespół ustalił, że SRS-A to w rze­
czywistości mieszanina leukotrienów cysteinylowych, za 
co w 1982 r. otrzymał on Nagrodę Nobla z medycyny [8]. 
Oczyszczenia SRS-A dokonali Orango i wsp. [9].

Lekutreiny cysteinylowe produkow ane przez makrofa- 
gi mogą uczestniczyć w  rekrutacji komórek prozapalnych 
-  monocytów, limfocytów T, eozynofilów, komórek den- 
drytycznych w tkankach objętych zapaleniem. Badania far­
makologiczne i zastosowanie wybiórczych antagonistów 
dla CYSLTR pozwoliło na wyróżnienie receptorów bloko­
wanych przez antagonistów (CYSLTR1) oraz opornych na 
takie blokowanie (CYSLTR2). Obecnie wiadomo, że leuko- 
trieny cysteinylowe wywierają swój w pływ  za pośrednic­
twem przynajmniej czterech różnych, ale spokrewnionych 
receptorów, połączonych z białkiem G — CYSLTR1, CY- 
SLTR2 [1,10], GPR17 [11] CYSLTER [28], CYSLTR1 [12] oraz 
CYSLTR2 [13,14] człowieka zostały sklonowane i scharak­
teryzowane. Obecność trzeciego receptora potwierdzono 
w oparciu o profil farmakologiczny w  badaniach na na­
czyniach płucnych [15] oraz tchawicach świnek morskich
[16] i ustalono, że oddziałuje on zarówno z leukotrienami 
cysteinylowymi, jaki i z nukleotydam i uracylowymi i pełni 
istotną funkcję w  uszkodzeniu mózgu [11]. Badania bioche­
miczne i farmakologiczne, a ostatecznie analiza sekwencji, 
wykazały, że wszystkie to receptory 7-krotnie przechodzące 
przez błonę, należące do rodziny genów rodopsyny, leżącej 
w  obrębie nadrodziny genów GPCR i częściowo w obrębie 
grupy receptorów purynowych, w ew nątrz grupy 5. Grupa 
ó obejmuje filogenetycznie powiązane receptory nukleoty- 
dów pirym idynowych i purynowych (P2Y), proteaz (F2Rs) 
i chemoatraktantów (FPRs) oraz liczne receptory sieroce 
o nieznanej funkcji [17]. Filogenetyczne powiązanie recep­
torów purynowych obrazuje rycina 1.

Rycina 1. Filogenetyczne pow iązanie receptorów  purynow ych  rodziny genów 
rodopsyny, leżącej w obrębie nadrodziny  GPCR.
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CYSLTR1 oraz CYSLTR2to glikozylowane białka o 37% 
homologii w  sekwencji aminokwasów, z najniższym stop­
niem identyczności na końcu karboksylowym, nie w ykazu­
ją homologii z bezkręgowcami, co wskazuje na stosunkowo 
niedawne powstanie w  procesie ewolucji.

Za pośrednictwem  CYSLTR1 oraz CYSLTR2 leukotrie- 
ny cysteinylowe wywierają wpływ na zarówno wrodzoną, 
jak i nabytą odpow iedź immunologiczną oraz biorą udział 
w fazie efektorowej zapalenia, naprawie tkanek i procesie 
zwłóknienia [18]. Aktywacja przekazywania sygnału za­
chodzi w odpowiedzi na ich endogenne ligandy — LTC4, 
LTD4 i LTE4, a zróżnicowane rozmieszczenie i odmienny 
profil wiązania ligandu wskazuje na pełnienie in vivo od ­
miennych funkcji. Postuluje się również obecność CYSLTR 
w jądrze, formowanie przez nie hetero- lub homodimerów 
oraz współdziałanie z innymi receptorami błonowymi. Lo­
kalizacja jądrowa możliwa jest dzięki specyficznej sekwen­
cji na C-końcu CYSLTR1 i może mieć związek z modulacją 
ekspresji genów prozapalnych [19]. Rozmieszczenie recep­
torów leukotrienów cysteinylowych oraz poziom ich eks­
presji obrazuje Tabela 1. Klasyfikacja i nom enklatura recep­
torów leukotrienów cysteinylowych oparta jest o wytyczne 
International Union of Pharmacology (IUPHAR). Obecnie 
dla receptorów ludzi stosuje się nazewnictwo CYSLTR1 
i CYSLTR2, dla mysich i szczurzych — Cysltrl i Cysltr2.

BIOSYNTEZA LEUKOTRIENÓW CYSTEINYLOWYCH

Wszystkie leukotrieny cysteinylowe są w ytwarzane de 
novo z  kw asu arachidonowego uwalnianego z fosfolipi­
dów błon komórkowych przez cytosolową fosfolipazę A2 
(cPLA,) na drodze wielu przemian enzymatycznych, za­
chodzących w  aktywowanych neutrofilach, eozynofilach, 
mastocytach i monocytach. Uwolniony kwas arachidono­
wy jest przekształcany do 5-HPETE (kwas 5S-hydrope- 
roksy-6-fra«s-8,ll,14-ris-eikozatetraenolowy), a następnie 
do niestabilnego, przejściowego produktu, jakim jest LTA4 
(kwas 5,6-fratts-oksydo-7,9-fnras-ll,14-a's-eikozatetraeno- 
lowy). Przemiany te są możliwe dzięki działaniu enzymu 
5-lipoksygenazy (5-LOX) [20], który zmienia swoją lokali­
zację z jądrowej (w makrofagach) lub cytoplazmatycznej (w 
neutrofilach) na otoczkę jądrową w odpowiedzi na aktywa­
cję komórki. Tam łączy się z FLAP (5-LOX-activating pro ­
tein), białkiem umożliwiającym przyłączenie kwasu arachi­
donowego do 5-LOX oraz uprzywilejowane przekształcenie 
5-HPETE do LTA4, zamiast do 5-HETE (kwas 5-hydroksy- 
eikozatetraenolowy), powstający na drodze częściowo nie- 
enzymatycznej degradacji 5-HPETE [21].

W neutrofilach LTA4 jest przekształcany na drodze hydro­
lizy do dihydroksyleukotrienu LTB4 (kwas 5S,12R-dihydrok- 
sy-6,14-ris-8,10-fnws-eikozatetraenolowy) poprzez hydrola- 
zę LTA4 [22], W mastocytach, eozynofilach, bazofilach i m a­
krofagach preferencyjnie w ytw arzany jest leukotrien LTC4 
(kwas 5S-hydroksy-6R-S-glutationo-eikozatetraenolowy), 
który powstaje poprzez połączenie LTA4 ze zredukow anym  
glutationem, przy udziale enzymu syntazy LTC4 (LTC4S) 
[23]. LTC4 ulega przemianie do LTD4 (kwas 5S-hydroksy- 
6R-S-cysteinyloglutationo-eikozatetraenolowy) przez y-glu- 
tam ylotranspeptydazę (y-GT) lub bardziej swoisty enzym y-
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Tabela 1. Rozmieszczenie i zaw artość receptorów  cysteinylowych.

glutamyloleukotrienazę [24,25], LTD4 ulega dalej przekształ­
ceniu przez dipeptydazę do LTE, (kwas 5S-hydroksy-6R-S- 
cysteinyl-7,9-fnws-ll,14-ds-eikozatetraenolowy), który 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 mastocytów, in vitro LTC, można przekształ­
cić w LTF4; podobny efekt uzyskano przez inkubację LTE4 
z y-glutamylotranspeptydazą i glutationem. LTF4 ma nie­
wielkie działanie kurczące mięśnie gładkie i naczynia [27],

CYSLTR1

Badania nad profilem farm akologicznym  prow adzone 
na tkankach ssaków dostarczyły w iedzy na tem at istnie­
nia przynajmniej czterech typów  receptorów  dla leuko- 
trienów  cysteinylowych [11,15,28]. Sklonowanie genów 
dla receptorów  pozwoliło na w yodrębnienie dw óch klas 
u człowieka -  CYSLTR1 [12,29] i CYSLTR2 [10,13,14] oraz 
u m yszy [30-32].

Postępy Biochemii 55 (4) 2009

Gen CYSLTR1 jest zlokali­
zowany na ramieniu długim 
chromosomu X (Xql3-Xq21)
[12], składa się z pięciu ekso- 
nów, które podlegają alterna­
tywnemu cieciu i składaniu, 
dając docelowo białko o jedna­
kowej strukturze. Obecnie zna­
ne są cztery warianty splicingo- 
we tego genu, których ekspresja 
jest zróżnicowana, zależna od 
typu komórek i tkanek [1,33]. 
Promotor CYSLTR1 zawiera 
wiele miejsc startu transkryp­
cji, jednak jego dokładna loka­
lizacja pozostaje wciąż niejasna 
[33-35]. Badania z wykorzysta­
niem linii komórkowych THP- 
1 (ang. human acute monocytic 
leukemia celi line) oraz U937 
(ang. human leukemie monocyte 
lymphoma celi line), wykazały 
istnienie dwóch nowych eks- 
onów, w  miejscu opisywa­
nym wcześniej jako ekson 1, 
a promotor został zidentyfi­
kowany w regionie pomiędzy 
-125 bp a -786 bp powyżej 
nowo opisanego eksonu. Tym 
samym możliwe jest, że gen 
ten posiada dwa alternatyw­
ne promotory, dające odrębne 
transkrypty. W obrębie genu, 
w części kodującej, zlokalizo­
wanej w całości w eksonie 5 
[1 ], zidentyfikowano cztery 
polimorfizmy pojedynczego 
nukleotydu: 617T/G (I206S), 
815G/C (R272T), 927C/T
(P309P) oraz 899G/A (G300S) 
[36].

CYSLTR1 to białko złożone z 337 aminokwasów, o masie 
cząsteczkowej wahającej się od 30 do 42 kDa dla form mo- 
nomerycznych [12,29,37], Obserwuje się również dimery 
i oligomery oraz homo- i/lu b  heterodimery we frakcji leuko­
cytów krwi obwodowej oraz komórkach linii U937 [37, 38]. 
Tworzenie tego typu form jest interesujące ze względu na sto­
sowanie leków, które są Ugandami dla monomerów GPCR, 
a nie dla form homo- lub heteromerycznych, posiadających 
odmienny profil farmakologiczny. Mastocyty ludzi, wykazują­
ce ekspresje obu typów receptorów, po zablokowaniu CYSLTR1 
przez MK571 i stymulacji BAYu9773 nadal produkują IL-5 
(interleukina 5), co może wynikać z aktywacji heterodimeru 
CYSLTR1/CYSLTR2, pozostającego niedostępnym dla inter­
ferencji z MK571 [39]. CYSLTR1 wykazuje 32% identyczność 
aminkowkasów z receptorem purynowym P2Y, i 28% iden­
tyczność aminkowkasów z receptorem dla LTB4R1. Posiada 
cztery potencjalne miejsca N-glikozylacji — jedno w zewną- 
trzkomórkowym N-końcu, dwa kolejne w drugiej pętli zewną- 
trzkomórkowej i ostatnie w trzeciej pętli zewnątrzkomórko-

397

CYSLTR1

leukocyty krw i obwodowej +++ 
mięśnie gładkie drzew a oskrzelowego +++ 
makrofagi śródm iąższow e płuc +++ 
neutrofile, eozynofile, bazofile, mastocyty [10,85] +++ 
kom órki naciekające/strukturalne błony śluzowej u 
zdrow ych [86], chorych na alergiczny nieżyt nosa, 
astm ę oskrzelową [92], przew lekłe zapalenie zatok 
przy  nadw rażliw ości na aspirynę [93] +++ 
śledziona +++
łożysko, płuca, jelito cienkie ++ 
kom órki CD34+, limfocyty B ++ 
kom órki nabłonka [12] ++
kom órki raka jelita grubego i okrężnicy [19,94] ++ 
kom órki linii Cos-7, HEK293, CHO, THP-1,
U937, Int 407, CaCo-2 ++
okrężnica, nerka, wątroba +
grasica, m ięśnie szkieletowe +
jajnik, jądro, mózg, serce [29] +
mózg, kom órki z guzów  m ózgu[12,29,95] +
limfocyty T [37] -

Cysltrl

skóra, płuca, jelito cienkie [30,31]

leukocyty krwi obwodowej, serce, OUN, łożysko [10,13] +++ 
rdzeń  nadnerczy, w łókna Purkinjego [10] +++ 
serce [14,41] +++
kom órki linii HL-60, U937, A549, HEK293T,
HUVEC [10,13,14,53] +++
przysadka, w zgórze w zrokowe, podw zgórze [10] +++
bazofile i kom órki tuczne ludzi [38] +++
granulocytach parenchym y m ózgu, kom órki gleju,
neurony, kom órki śródbłonka m ikronaczyń regenerujących
się po uszkodzeniu m ózgu [48,96] +++
m onocytach i fibroblastach w yw odzące się
z przedsionka i kom ory serca ++
m ięśnie gładkie tętnic w ieńcow ych ++
śledziona, węzłów  chłonnych ++
kom órki śródbłonka [97] —

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

płuca, wątroba, tętnice w ieńcowe [11] ++ Mózg [99]
mózg, serce, nerka [98] +++
kom órki linii ADF, 1321N1, COS-7, HEK-293,1321N1 [U] +++

+++ bardzo wysoki poziom , ++ wysoki poziom, + niski poziom, — brak
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Rycina 2. Biosynteza leukotrienów  cysteinylowych.

wej, dodatkowo wiele potencjalnych miejsc fosforylacji kinaz 
białkowych A i C, większość w trzeciej wewnątrzkomórkowej 
pętli i końcu karboksylowym [12].

Leukotrieny cysteinylowe wywierają swoje działanie po­
przez receptory błonowe, postuluje się jednak ich lokalizację 
na terenie jądra komórkowego. Wykazano istnienie CYSLTR1 
w zewnętrznej błonie jądrowej w komórkach nowotworowych 
jelita grubego, nietransformowanych komórkach nabłonko­
wych linii Int 407 (human embryonic intestinal cells) i komórkach 
linii CaCo-2 (human colon carcinoma celi). Komórki nowotworo­
we wykazują wysoką ekspresję jądrowego CYSLTR1, a prze­
dłużona ekspozycja na LTD4 powoduje przemieszczanie się 
receptora do jądra w nietransformowanych komórek nabłon­
ka jelita [19]. Lokalizacja jądrowa jest możliwa dzięki istnieniu 
specyficznej sekwenqi na C-końcu CYSLTR1, w pozycji 310- 
324 aminokwasów. Sekwencji takiej nie zlokalizowano w CY- 
SLTR2. Sekwencja ta jest niezbędna do wywołanej przez LTD( 
translokacji receptora do jądra oraz przekazania sygnału do 
proliferacji komórek Int 407. CYSLTR1 zlokalizowany w ją­
drze może być aktywowany na zasadzie wewnątrzkomór­
kowej intrakrynnej pętli sprzężeń, inicjowanej przez lokalnie 
produkowane leukotrieny cysteinylowe.

CYSLTR1 z najwyższym powinowactwem wiąże LTDt 
i z około 350-razy mniejszym -  LTC4 [12]. Pobudzenie CY- 
SLTR1 w komórkach mięśni gładkich oskrzeli zapoczątko­
wuje przepływ wapnia oraz przemieszczenie zależnej od 
wapnia białkowej kinazy Ca i niezależnej od wapnia biał-

kowej kinazy Cy. Wiązanie LTD4 jest cał­
kowicie ham owane przez antagonistów 
CYSLTR1 -  MK571, zafirlukast, pobilukast, 
montelukast, pranlukast [29], podobnie jak 
chemotaksja eozynofilów, co wykazano 
w modelu astmy oskrzelowej u szczurów 
oraz u ludzi chorych na astmę. Rola cysLTs 
patofizjologii astmy jest dobrze udokum en­
towana [7,40,41], a stosowane w przebie­
gu astmy leki, będące antagonistam i CY- 
SLTR1, przeciwdziałają skurczowi oskrzeli 
i mają działanie przeciwzapalne [12,37],

AKTYWNOŚĆ CYSLTR1 I 
PRZEKAZYWANIE SYGNAŁU

Lynch i wsp. [12] scharakteryzow ali ak­
tywność CYSLTR1, wykorzystując model 
Xenopus laevis i wykazali, że LTD4 jest naj­
silniejszym agonistą (EC_() 0,4nM), podczas 
gdy EC50dla LTC4 to 21nM. Siła pobudze ­
nia receptora rozkłada się: LTD4>LTC4>L- 
TE4. Sarau i wsp. [29] uzyskali podobne 
wyniki w  oparciu o analizę mobilizacji 
w apnia w komórkach w ykazujących eks­
presję CYSLTR1 — Cos-7 (African Green 
Monkey SV40 transf d kidney fibroblast cell 
line), HEK293 (human embryonic kidney cell 
line) i CHO (Chinese Hamster Ovary cells). 
Udział leukotrienów cysteinylowych 
w skurczu mięśniówki gładkiej oskrzeli 
w świetle wyników  wielu wcześniejszych 
badań jest dobrze potw ierdzony, jednak 
mało w iadom o o przekazyw aniu  sygnału 

po połączeniu się ich z docelowym receptorem . Dobrym 
m odelem  do badań przekazyw ania sygnału jest linia ko­
m órkow a U937, która pod w pływ em  DMSO różnicuje się 
(dU937) i wykazuje wysoki poziom  ekspresji CYSLTR1 
a połączenie LTD4z receptorem indukuje w zrost poziom u 
w ew nątrzkom órkow ego w apnia i nasila m etabolizm  fosfa- 
tydyloinozytolu (PI). Inkubacja kom órek dU937 ze stauro- 
sporyną (inhibitor białkowej kinazy C) nasila w pływ  LTD4, 
co w skazuje na udział kinazy C w przekazyw aniu  sygnału
[42], W komórkach mięśni gładkich świeżo izolow anych 
z oskrzelików, LTD4 wywołuje pow olny w zrost poziom u 
w ew nątrzkom órkow ego wapnia, a następnie zw iększe­
nie aktywności kanałów w apniow ych zależnych od K+, 
przy udziale ścieżki PC-PLC (fosfatydylocholina-fosfo- 
lipaza C). W komórkach U937 w ykazano, że CYSLTR1 
m oduluje stężenie Ca2+ przez przynajmniej dw a białka 
G — w rażliw e na PTX (G /o) oraz niew rażliw e na PTX 
( G)/n). W komórkach linii THP-1 LTD4 aktyw uje odrębne 
ścieżki przekazyw ania sygnału, w zależności od białka G 
— aktywację PTX niewrażliwej MAPK (ang. miogen acti­
vated protein kinase) oraz wrażliwej na PTX odpow iedzi 
chemotaktycznej. Aktywacja CYSLTR1 indukuje  fosfo- 
rylację MAPK poprzez białko G./o w kom órkach dU937
[43], kom órkach mięśni gładkich dróg oddechow ych [44] 
oraz mastocytach [45]. Z kolei zależna od aktywacji CY- 
SLTR1 reorganizacja aktyny w  kom órkach mięśni gładkich 
oskrzeli jest zw iązana z białkiem G w rażliw ym  na PTX 
i ścieżką GTPazy Rho oraz fosforylacji tyrozyny.
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Aktywacja CYSLTR1 powoduje skurcz mięśni gładkich 
w  drogach oddechowych oraz proliferację komórek nabłon­
ka, mięśni gładkich dróg oddechowych [44,46], hamatopo- 
etycznych komórek progenitorowych eozynofilów [47] oraz 
fibroblastów płuc [48]. Proliferacja komórek wymaga fosfo­
rylacji kinazy ERK1/2 (ang. extracellular-signal regulated kinase 
1/2) lub transaktywacji receptorów dla czynników wzrostu, 
co sugerowały badania nad synergistycznym działaniem 
LTD4 z  IGF (ang. insulin growth factor) w indukcji proliferacji 
komórek mięśni gładkich. LTD4 indukuje również proliferację 
komórek mięśni gładkich, transaktywując receptor EGF (ang. 
epidermal growth factor) poprzez wytwarzanie reaktywnych 
form tlenu i fosforylację E R K I/2 [44], W komórkach tego 
typu LTD4 indukuje fosforylację kinazy ASK1 (ang. apoptosis 
signal-regulating kinase 1), ta następnie — kinazy JNK (ang. 
c-Jun-NH(2)-terminal kinase) i p38 MAPK, która z kolei działa 
na czynnik transkrypcyjny AP-1 (ang. activator protein-1) re­
gulujący różnicowanie i proliferację komórek [49].

W komórkach THP-1 LTD4 aktywuje MAPK poprzez ścież­
kę PKC-Rafl, podczas gdy w komórkach dU937 aktywacja 
ERKI /  2 angażuje ścieżkę zależną od RasGTP, PLC oraz zależ­
nych od Ca2+ kinaz tyrozynowych [43]. W mastocytach czło­
wieka nasilenie proliferacji przez LTD4 jest zależne od ERK oraz 
transaktywacji c-kit [45], Aktywacja CYSLTR1 przyczynia się 
również do propagacji procesu zapalnego poprzez uwalnianie 
mediatorów zapalnych. W komórkach U937 LTD4 powoduje 
uwalnianie metabolitów kwasu arachidonowego, hamowane 
przez SK&F 104353, inhibitor topoizomerazy I (kamptotecyna) 
oraz przez staurosporynę. W mastocytach człowieka inkubo- 
wanych z IL-4 MK 571 blokuje działanie CYSLTR1, przepływ 
Ca2+, produkcję IL-5, TNF (ang. tumor necrosis factor) oraz MIP- 
1(3 (ang. macrophage inflammatory protein ¡3) [50], LTD4 zwięk­
sza ekspresję IL-8 w monocytamej linii komórkowej oraz ko­
mórkach HEK293 poprzez ścieżkę NF-kB (ang. nuclear factor 
kB ) i AP-1 [51]. W komórkach Int 407, wykazujących syntezę 
CYSLTR1 na otoczce jądrowej LTD(, powoduje proliferacje 
i przeżywanie komórek poprzez aktywacje dwóch równole­
głych ścieżek sygnałowych. Pierwsza z nich pobudza przeży­
cie komórek poprzez PKCa i CREB (ang. cyclic AM P response 
element-binding protein), druga — proliferację poprzez PKCe, 
ERK1/2 (ang. extracellular signal-regulated kinases) i p90RSK [52], 
Sugeruje to, że CYSLTR1 może odgrywać rolę w procesie kan- 
cerogenezy i wskazuje na konieczność stosowania zarówno 
zewnątrz-, jak i wewnątrzkomórkowych antagonistów w celu 
efektywnego zablokowania proliferacji i przeżycia komórek 
nowotworowych. Aktywacja licznych receptorów nie zawsze 
prowadzi do bezpośredniego wpływu na ścieżki przekazy­
wania sygnału. Obecnie wiadomo, że pobudzenie GPCR pro­
wadzi do aktywacji ścieżek sygnałowych, które mogą później 
oddziaływać z tymi aktywowanymi przez inne receptory. Tak 
złożony system przekazywania sygnału wydaje się oczywisty, 
biorąc pod uwagę różnorodność komórek oraz konieczność 
adaptacji do zmieniających się podczas procesów patologicz­
nych warunków.

CYSLTR2

CYSLTR2 pozostaje nadal słabiej scharakteryzowany 
farmakologicznie niż CYSLTR1, głównie z pow odu braku 
wybiórczego antagonisty. Sklonowanie i charakterystyka
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CYSLTR2 nastąpiły w niedługim  czasie po CYSLTR1 [10] 
z w ykorzystaniem  szczurzego klonu EST o 40% homolo- 
gii z CYSLTR2, w celu poszukiw ania ludzkiego odpow ied­
nika w  bazie danych cDNA. Gen CYSLTR2 zlokalizowany 
jest u  ludzi na chrom osom ie 13 (13ql4.12-q21.1). O twarta 
ram ka odczytu CYSLTR2 koduje białko złożone z 346 ami­
nokw asów  o masie 58kDa. CYSLTR2 posiada cztery po­
tencjalne miejsca glikozylacji, z czego trzy znajdują się w 
zew nątrzkom órkow ym  N-końcu i jedno w  drugiej pętli ze- 
wnątrzkom órkow ej. Ponadto w trzeciej w ew nątrzkom ór­
kowej pętli i na C-końcu znajduje się wiele potencjalnych 
miejsc fosforylacji białkowych kinaz A i C. Wykorzystując 
kom órki HEK293T (ang. human embryotic kidney 293T) oraz 
oocyty Xenopus laevis [10,13], wykazano że LTC4 i LTD4 są 
rów norzędnym i agonistam i CYSLTR2, a LTE4 jest częścio­
w ym  agonistą. Rozmieszczenie CYSLTR2 w tkankach po ­
kryw a się częściowo z CYSLTR1, jednak istnieją miejsca, 
w  który występuje jedynie receptor typu 2 (serce, mózg, 
nadnercza). Wysoki poziom  syntezy CYSLTR2 w nadner­
czach wskazuje na now ą funkcję leukotrienów cysteiny- 
lowych w  modulacji uk ładu  horm onalnego [12]. Komórki 
HUVEC wykazują syntezę obu typów  receptorów, ale to 
CYSLTR2 jest receptorem  dom inującym  i odpow iedzial­
nym  za m ediow any przez LTC4 przepływ  w apnia w  tych 
kom órkach [53], a w edług wielu autorów  komórki te w y­
kazują praw ie wyłącznie syntezę CYSLTR2 [2,53,54], Ko­
m órki HL-60 w środow isku hodow lanym  z dodatkiem  
m aślanu sodu ulegają różnicow aniu do linii HL-60/eos, 
wykazującej syntezę CYSLTR2 [55].

CYSLTR2 nie jest blokowany przez klasycznych an ­
tagonistów CYSLTR1; jedyny znany częściowy agonista 
BAYu9773 działa na LTC4 w sposób niekompetycyjny [10], 
mimo iż współzawodniczy z LTD}, co wykazano w komór­
kach HEK293T, oocytach Xenopus laevis, komórkach żył 
płucnych człowieka [10,13,14]. W obrębie genu CYSLTR2 
zidentyfikowano polimorfizm pojedynczego nukleotydu 
prow adzący do zamiany reszt metioniny na resztę waliny 
w  pozycji 202 aminokwasu. Powstający z polimorficznego 
genu receptor wiąże LTD^ oraz BAYu9773 z 4-krotnie niż­
szym pow inow actw em  niż receptor powstający z genu nie- 
polimorficznego [56]. Obecność takiego wariantu recepto­
ra wiąże się ze zwiększonym ryzykiem wystąpienia atopii 
w  populacji Tristan da Cunha, charakteryzującej się zarów ­
no efektem założyciela, jak i częstym występowaniem atopii. 
Badania prowadzone na komórkach śródbłonka wykazały, że 
CYSLTR2 może mieć związek z zakrzepicą, zapaleniem oraz 
uszkodzeniem  naczyń (miażdżyca tętnic), jednak obserwa­
cje dotyczące chorób układu krążenia, w tym miażdżycy, są 
wciąż weryfikowane i w trakcie badań. Szczególnie wysoki 
poziom  syntezy receptora wykazano w sercu i naczyniach 
obwodowych, co sugeruje działanie leukotrienów cysteiny- 
lowych w  układzie krążenia.

AKTYWNOŚĆ CYSLTR2 I PRZEKAZYWANIE SYGNAŁU

LTC4 i LTD4 wywołują w komórkach HUVEC gwałtowny 
w zrost poziom u w ew nątrzkom órkowego w apnia i skurcz 
[2,53] ham ow any przez antagonistę SKF104,353. Początkowo 
sądzono, że efekt ten jest wywołany przez CYSLTR1, jednak 
komórki te wykazują prawie wyłącznie ekspresję CYSLTR2. 
Podobne wyniki uzyskał Heise i wsp. w badaniach z w yko­

399http://rcin.org.pl



rzystaniem [3H]LTD4 i komórek Cos-7. CYSLTR2, podobnie 
jak CYSLTR1 w komórkach HUVEC i oocytach X. laevis jest 
związany z niewrażliwym na PTX białkiem G [10]. Jednak 
przekazywanie sygnału przez CYSLTR2 w mastocytach 
człowieka jest całkowicie ham ow ana przez PTX, co sugeru­
je, że jest on również związany z białkiem G wrażliwym na 
PTX (G ./o) [38]. Aktywacja CYSLTR2 przez LTD4 zwiększa 
ekspresję 37 wczesnych genów, spośród których większość 
silnie indukuje EGR, jądrowy receptor podrodziny 4 gru­
py A czynników transkrypcyjnych, IL-8, TF (tissue factor), 
ADAMTS1 (a disintegrin-like and metalloprotease with thrombo- 
spondin type 1 motif), E-selektynę, CXC ligand 2, COX-2 (cy- 
klooksygenaza 2) [3], LTC4 w komórkach HEK293 indukuje 
produkcję IL-8 i MCP-1, silnych mediatorów zapalnych, 
które odgrywają rolę w rekrutacji i aktywacji komórek pro- 
zapalnych. Związanie LTC4 z CYSLTR2 prowadzi do akty­
wacji ścieżki AP-1 i NF-kB oraz rodziny kinaz PKC. LTC4 
powoduje, przy udziale PKC5, powstanie kompleksu c-Jun 
i c-Fos, które wiążą się do miejsc TRE (AP-1), co induku­
je transkrypcję chemokin. Ścieżka przekazywania sygnału 
związana z AP-1 jest całkowicie blokowana przez rotlerynę, 
inhibitor PKCÓ. Ponadto, LTC4 indukuje fosforylację IkBo 
i p65 i aktywację NF-kB przez kompleks p50/p65, co pro­
w adzi również do transkrypcji genów dla chemokin [57],

GPR17

Obecność dodatkowego podtypu  receptora leukotrie­
nów  cysteinylowych w tkankach człowieka sugerowało 
wielu autorów [58,59] w  oparciu o obserwację, że jeden li­
gand — LTC4lub LTE4 nie aktywuje CYSLTR1 i CYSLTR2, 
a wspólny antagonista BAYu9773 nie wpływa na funkcjo­
nalną odpowiedź po pobudzeniu komórek [60], co w opar­
ciu o farmakologię obu sklonowanych receptorów nie wska­
zywało ani na profil CYSLTR1, ani na CYSLTR2. Wyniki 
uzyskane w badaniach nad wiązaniem  ligandu wykazały 
obecność swoistych miejsc wiązania LTC4 w miąższu płuc 
człowieka oraz w  miażdżycowych tętnicach wieńcowych, 
odrębnych od miejsc wiązania LTD4 [61], a nie związanych 
ze skurczem. W 2001 roku wykazano, że odkryty wcześniej, 
ulegający zwiększonej syntezie po stymulacji komórek IL-4, 
receptor reaguje zarówno na cysLT, jak i na UDP. Badania 
farmakologiczne, przeprow adzone z zastosowaniem anta­
gonistów CYSLTR1 lub CYSLTR1/CYSLTR2, wykluczyły 
założenie, że dodatkowy receptor jest podtypem receptora 
typu 2 lub heterodim erem  CYSLTR. Analiza sierocych re­
ceptorów GPCR znajdujących się w pośredniej filogenetycz­
nej pozycji pomiędzy CYSLTR a P2Y wskazał istnienie hete- 
rologicznego GPR17, filogenetycznie odległego tak samo od 
CYSLTR1 i CYSLTR2 oraz od podgrup  receptora P2Yp m4
[17], Stwierdzono, że ekspresja tego receptora w różnych li­
niach komórkowych prow adzi do wystąpienia wysoce spe­
cyficznej, zależnej od stężenia, reakcji na zewnątrzkomórko- 
we nukleotydy i leukotrieny cysteinylowe.

Gen GPR17 zlokalizowany jest na chromosomie 2 (2q21), 
otwarta ram ka odczytu koduje białko złożone z 339 reszt 
aminokwasowych. Zablokowanie GPR17 poprzez anta­
gonistów CYSLTR1 i P2Y lub obniżenie in vivo (w modelu 
zwierzęcym) jego syntezy chroni przed uszkodzeniem mó­
zgu po niedokrwieniu [11]. W doświadczeniu z komórka­
mi 1321N1 (ang. human astrocytoma cells) transfekowanymi

GPR17 wykazano, że LTC4 działa na receptor silniej niż 
LTD4. Odpow iedź na nukleotydy purynow e jest zbliżona 
do receptorów P2Y( i P2Y14, w  szeregu UDP-galaktoza=UD- 
P>UDP-glukoza. Wiązanie leukotrienów cysteinylowych 
i nukleotydów jest wrażliwe na PTX i powoduje zwiększe­
nie poziomu w ew nątrzkom órkowego wapnia, co sugeruje 
związek z białkiem G./o. Wiązanie LTD4 jest silnie ham o­
w ane przez montelukast i pranlukast, a wiązanie nukleoty­
dów — przez antagonistę P2Yp/P2Y 13, AR-C69931MX oraz 
antagonistę P2Y1, MRS2179. GPR17 łączy w  sobie system 
receptorów dla leukotrienów cysteinylowych i receptorów 
purinergicznych i wskazuje, że oba systemy współdziałają 
ze sobą.

c y s t er

LTE4 jest najstabilniejszy spośród wszystkich leukotrie­
nów cysteinylowych, ale jest słabym agonistą zarów no CY- 
SLTR1, CYSLTR2, jak i GPR17. Wykazano jednak, że in vi­
tro wywołuje skurcz tchawicy u świnek morskich znacznie 
silniej niż LTD4 i LTC4 [16], Wziewne podanie chorym na 
astmę oskrzelową LTE4 powoduje m asywny napływ  eozy- 
noflów i bazofilów do błony śluzowej oskrzeli [62], Z kolei 
u pacjentów z nadwrażliwością na aspirynę, charakteryzu­
jącą się astmą oskrzelową, polipami nosa i nadprodukcją 
leukotrienów cysteinylowych, po podaniu LTE4 w  inhalacji 
zaobserwowano skurcz oskrzeli, znacznie silniejszy niż w y­
wołany LTC4 i histaminą [28], efektu takiego nie zaobser­
w owano u astmatyków bez nadwrażliwości na aspirynę. 
Geny kodujące CYSLTR1 i CYSLTR2 posiadają kilka alter­
natywnych transkryptów w komórkach człowieka, jednak 
wszystkie kodują to samo białko. Dlatego też zjawisko al­
ternatywnego składania genów nie tłumaczy zwiększonego 
powinowactwa do LTE4 [63]. Wydaje się, że to preferencyj­
ne działanie LTE4 nie jest związane z żadnym  ze znanych 
receptorów leukotrienów cysteinylowych, a nadreaktyw - 
ność i skurcz oskrzeli mogą być mediowane przez nieznany 
dotychczas receptor, specyficzny dla LTE4.

U myszy pozbawionych zarówno Cysltrl, jak i Cysltr2 
(Cysltrl/Cysltr2~/~) po podaniu śródskórnym  cysLT w yka­
zano obecność nowego typu receptora (CysLTpR), mediu- 
jącego zwiększoną przepuszczalność naczyń w  odpowiedzi 
na LTE4. Dodatkowo, podanie myszom antagonisty Cysltrl 
MK-571 nasila ten proces w odpowiedzi na każdy z leuko­
trienów cysteinylowych.

PORÓWNANIE RECEPTORÓW LEUKOTRIENÓW 
CYSTEINYLOWYCH MYSZY I CZŁOWIEKA

Mysie Cysltr (Cysltrl i Cysltr2) zostały sklonowane jed­
nocześnie przez trzy niezależne zespoły [30-32,64], Gen 
kodujący Cysltrl jest zlokalizowany na ram ieniu długim  
chromosomu X (X D), składa się z czterech eksonów i trzech 
intronów, z których powstają dw a alternatywne transkryp- 
ty — długa i krótka izoforma receptora. Eksony I i IV koduje 
formę krótką (339 aminokwasów), podczas gdy forma długa 
powstaje z eksonów I, II, III i IV. Ekson III zawiera dodatko ­
w ą otwarta ramkę odczytu z kodonem  start (ATG), co daje 
13 dodatkowych aminokwasów na N-końcu łańcucha po- 
lipeptydowego i prowadzi do powstania długiej izoformy 
receptora, zbudowanej 352 reszt am inokwasowych o masie
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cząsteczkowej 40 kDa. W porównaniu do CYSLTR1, mRNA 
mysiego odpow iednika jest zlokalizowane znacznie szerzej 
i ulega wysokiej ekspresji w  skórze, płucach i jelicie cienkim 
(dominuje izoforma długa) [30,31]. Cysltrl wykazuje 87% 
homologii z CYSLTR1, Cysltr2 składa się z 309 reszt amino­
kwasów i wykazuje 74% homologii z CYSLTR2 [30-32,64], 
Podobnie jak u człowieka, Cysltrl wiąże z najwyższym 
pow inow actw em  LTD4, a LTCt i LTE4 z dużo mniejszym, 
a połączenie to powoduje mobilizację wew nątrzkom órko­
wego w apnia [30,31,64]. Cysltr2 jest kodowany przez gen 
zlokalizowany na chromosomie 14 (14 D3), złożony z 6 eks- 
onów, z sekwencją kodującą znajdującą się w  ostatnim eks- 
onie. Zidentyfikowano dw a warianty splicingowe Cysltr2, 
długą i dominującą krótką formę receptora pozbawioną 
eksonu 3 [32]. Cysltr2 jest krótszy na obu końcach w porów ­
naniu z CYSLTR2, ale z podobnym  powinowactwem  wiąże 
LTC4 i LTD4. Charakterystyka funkcjonalna oraz wiązanie 
agonistów / antagonistów z Cysltrl i Cysltr2 są podobne do 
receptorów u ludzi, wyjątek stanowi pranlukast, swoisty 
antagonista CYSLTR1, który hamuje aktywność Cysltr2, ale 
nie CYSLTR2 u ludzi. U myszy zidentyfikowano również 
receptor G prl7 , zlokalizowany na chromosomie 18. Dodat­
kowo, wykorzystując myszy, stwierdzono obecność now e­
go, odrębnego receptora odpowiadającego o wiele silniej na 
LTE4 niż na LTD4i LTC4, CysLTER [28], Zaobserwowano, że 
istnieją wyraźne różnice w rozmieszczeniu i ekspresji genu 
kodującego Cysltr pomiędzy poszczególnymi szczepami 
wsobnymi myszy. Najwyższy poziom syntezy mRNA w y­
kazano u myszy szczepu C57/BL6, a znacznie niższą u my­
szy szczepu Balb/c i 129 [64],

ROLA LEUKOTRIENÓW CYSTEINYLOWYCH I 
ICH RECEPTORÓW W STANACH ZAPALNYCH

LTC4 i LTD4 in vitro w izolowanych oskrzelach wywołują 
500-1000 krotnie silniejszy skurcz mięśni gładkich niż hista­
mina. Podaw any w  inhalacji ludziom zdrow ym  LTE4 znacz­
nie silniej niż histamina wywołuje spadek przepływu po­
wietrza w  drogach oddechowych, mimo iż działa 30-krotnie 
słabiej niż LTD4i LTC4, które powodują przynajmniej 1000 
krotnie silniejszy skurcz niż histamina [65], Skurcz w yw o­
łany przez leukotrieny cysteinylowe jest ham owany przez 
swoistych antagonistów CYSLTR1, co wskazuje na jego za­
angażowanie w skurcz oskrzeli, a produkcja leukotrienów 
cysteinylowych jest bezpośrednio związana ze skurczem 
po prowokacji alergenem. Zwiększone stężenie leukotrie­
nów cysteinylowych zobserwowano w BAL (ang. broncho- 
alveolar lavage) pobranym  od pacjentów z astmą oskrzelową 
lub atopią po dooskrzełowej prowokacji alergenem oraz 
u pacjentów z nadwrażliwością na aspirynę po prow oka­
cji dooskrzełowej. Stężenie leukotrienów jest podwyższone 
w popłuczynach nosowych pacjentów z alergicznym nieży­
tem nosa oraz po doustnej prowokacji aspiryną u pacjentów 
z alergicznym nieżytem nosa lub astmą z nadwrażliwością 
na aspirynę. Stężenie LTE4 w moczu jest znacznie zwiększo­
ne u osób chorych na astmę oskrzelową z nadwrażliwością 
na aspirynę, u hospitalizowanych z pow odu zaostrzenia 
astmy, po epizodach nocnego zaostrzenia astmy oraz osób 
ze świstami indukowanym i przez zakażenia wirusowe. 
Zwiększonego stężenia LTE4 nie obserwuje się w przebie­
gu astmy wywołanej przez wysiłek u osób dorosłych [66], 
podczas gdy u dzieci stężenie LTE4 wzrasta [67]. Podw yż­

szony poziom LTE4 w moczu występuje po zawale serca, 
w  ostrych epizodach wieńcowych oraz po operacji w sta­
wienia „by-passów", u pacjentów z wypryskiem atopowym 
[68], reum atoidalnym  zapaleniem skóry [69] i chorobą Croh- 
na. Leukocyty uzyskane od pacjentów z astmą alergiczną 
oraz osób z atopią wytwarzają około pięciokrotnie więcej 
leukotrienów cysteinylowych niż komórki pobrane od osób 
zdrowych, co sugeruje ich silny związek z atopią.

Doustne podawanie wybiórczych antagonistów CYSLTR1 
zmniejsza skurcz oskrzeli u osób z astmą indukowaną w y­
siłkiem (EIA) [70], po prowokacji zimnym powietrzem [71] 
i inhalacji adenozyną [72], Dożylne podawanie monteluka- 
stu znacząco zwiększa przepływ powietrza w porównaniu 
do placebo, u osób hospitalizowanych z powodu zaostrzenia 
astmy, otrzymujących również leczenie bronchodilatatora- 
mi i glikokortykosteroidami [85], co potwierdza rolę leuko­
trienów cysteinylowych w eksperymentalnie wywołanej, 
jak i naturalnie występującej astmie oraz udział CYSLTR1 
w zaostrzeniach astmy. Badania nad polimorfizmami w  ob­
rębie CYSLTR1 dowiodły, że istnieje związek pomiędzy ich 
występowaniem a alergią. Kim i Park wykazali, że warianty 
genetyczne CYSLTR1 oraz CYSLTR2 mogą odgrywać rolę 
w  występowaniu nadwrażliwości na aspirynę u astmaty­
ków. Trzy polimorfizmy pojedynczych nukleotydów w ob­
rębie promotora CYSLTR1 (w pozycji -634C/T, -475A/C, 
-336A /G ) wydają się być związane z fenotypem astmy z nad ­
wrażliwością na aspirynę oraz wysokim poziomem całkowi­
tego IgE u mężczyzn [34,74,75], zależności takiej nie wyka­
zano u kobiet. Badania z użyciem trzech linii komórkowych 
-  A549, U937 oraz limfocytów T człowieka (Jurkat) dowiodły, 
że genotyp [T-C-G], w przeciwieństwie do [C-A-A], zwiększa 
aktywność promotora, co wskazuje na możliwość modulacji 
ekspresji CYSLTR1 i prowadzi do zwiększenia podatności 
na nadwrażliwość na aspirynę [33,34,75]. W badaniach prze­
prowadzonych w populacji kaukaskiej wykazano związek 
polimorfizmu w obrębie części kodującej genu CYSLTR1 
w  pozycji 927 C /T  (P309P) z występowaniem atopii, astmy 
i wyprysku kontaktowego. Wykazano w nich, że allel 927C 
predysponuje do występowania astmy i wyprysku kontak­
towego u mężczyzn, a allel 927T do atopii — u kobiet [76,77]. 
Badania przeprowadzone w populacji Hiszpanii wykazały, 
że kombinacja allelu 927T w obrębie CYSLTR1 z -444A LTC4S 
(syntaza leukotrienu C4) występuje rzadziej u mężczyzn 
z astmą w porównaniu do grupy kontrolnej [78]. Thompson 
i wsp. [36] wykazali, że występowanie rzadkiego allelu 899A 
(G300S) jest związane z astma i atopią u kobiet. Tym samym, 
pomimo drobnych rozbieżności, większość badań wskazuje, 
że zmienności genetyczna CYSLTR1 jest związana z alergią 
i specyficzna dla płci.

W obrębie genu CYSLTR2 opisano 4 polimorfizmy m o­
gące mieć związek z występow aniem  astmy i nietolerancji 
na aspirynę w  obrębie populacji koreańskiej i japońskiej 
(-1220A /C , -819T/G, 2078C/T, 2534A/G, 2545+297A/G) 
[74], gdzie w przypadku trzech pierwszych polimorfizmów 
częstość występow ania rzadkich alleli była wyższa u pa ­
cjentów z nietolerancją aspiryny i allelem -444A LTC4S. 
Związek CYSLTR2 z astmą atopową został potwierdzony 
przez Pillai i wsp. oraz Fukai i wsp. [79,80], a badania funk­
cjonalne wykazały, że LTD4 działa słabiej na wariant M202V 
niż na niezmieniony receptor [56,79],
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W przypadku pokrzywki i obrzęku naczynioruchowego 
indukow anych przez aspirynę wykazano związek polimor­
fizmu -634C/T w obrębie prom otora CYSLTR1 z w ystępo­
waniem tego zjawiska w populacji koreańskiej [81].

Analizy immunohistochemiczne wykazały obecność CY- 
SLTR1 na komórkach odgrywających rolę w atopii i astmie 
— monocytach, eozynofilach oraz komórkach CD34+ i lim­
focytach B [37], Leukotrieny cysteinylowe wpływają na re­
krutację eozynofilów w drogach oddechowych astmatyków, 
ich aktywację poprzez pobudzenie degranulacji oraz nasilają 
adhezję do nabłonka dróg oddechowych [82,83]. Ekspresja 
CYSLTR1 może być zwiększona w wyniku nasilonej aktyw­
ności transkrypcyjnej w  komórkach pobudzonych cytokina- 
mi profilu Th2 — IL-5 (HL-60 różnicowane do eozynofilów) 
[55] oraz IL-4 i IL-13 (interleukina 13) (monocyty, makrofa- 
gi) [84], Inaczej jest w p rzypadku pobudzanych IL-4 masto- 
cytów, które nie wykazują zwiększonej ekspresji CYSLTR1 
po inkubacji z tą cytokiną [85]. W błonie śluzowej nosa CY- 
SLTR1 ulega ekspresji w  naczyniach krwionośnych, komór­
kach śródmiąższowych, eozynofilach, mastocytach, neutro- 
filach i makrofagach [86], dlatego też leki antyleukotrienowe 
są skuteczne w  leczeniu objawów sezonowego alergicznego 
nieżytu nosa. Poziom leukotrienów cysteinylowych w zra­
sta w przebiegu przewlekłego rozrostowego eozynofilowe- 
go zapalenia zatok, współistniejącego często wraz z astmą 
oraz u pacjentów z astm ą z nadwrażliwością na aspirynę 
[87], Leukotrieny cysteinylowe są również czynnikami w y­
wołującymi skurcz naczyń w obrębie płuc, pow odow any 
oddziaływaniam i z CYSLTR2 umiejscowionym w warstwie 
mięśni gładkich oraz CYSLTR1 w śródbłonku. CysLTs 
zwiększają przepuszczalność drobnych naczyń w drogach 
oddechowych poprzez kurczenie komórek śródbłonka na­
czyń włosowatych i zwiększanie hydrostatycznego ciśnie­
nia w ich obrębie, co prow adzi do powstania obrzęku ścian 
oskrzeli, ich pogrubienia, odwarstwienia nabłonka, zmianę 
transportu śluzu przez ciałka rzęskowe i zmianę orientacji 
rzęsek [88], U ludzi zaobserwowano ochronny w pływ anta­
gonistów CYSLTR1, które zmniejszają szybkość przem iesz­
czania się śluzu w obrębie śródbłonka tchawicy i oskrzeli po 
prowokacji alergenem.

Leukotrieny cysteinylowe są silnymi chemoatraktantami 
dla eozynofilów. Podanie wziewnie świnkom morskim leu­
kotrienów wywołuje, trwający do 4 tygodni, napływ do płuc 
wielojądrzastych eozynofilów, a lokalna rekrutacja eozynofi­
lów jest hamowana po podaniu antagonistów CYSLTR1 [89]. 
U ludzi po inhalacji LTE4 obserwuje się napływ eozynofilów 
i wielojądrzastych komórek do błony śluzowej dróg odde­
chowych, podobny efekt wywołuje LTD4, który in vitro jest 
bardzo silnym i swoistym chemoatraktantem dla eozynofilów 
człowieka. LTC4 i LTD4 zwiększają również ekspresję P-selek- 
tyny w śródbłonku małych naczyń krwionośnych, do których 
początkowo migrują leukocyty podczas reakcji zapalnej [90], 
W przebiegu ciężkiej astmy w  obrębie dróg oddechowych 
obserwuje się hiperplazję komórek mięśni gładkich, co razem 
z niedokrwieniem i obrzękiem śluzówki wpływa na wystąpie­
nie niedrożności w  przebiegu astmy. In vitro wpływ na proli­
ferację ludzkich komórek mięśni gładkich dróg oddechowych 
ma głównie LTD4, a efekt ten jest hamowany przez antagoni­
stów CYSLTR1. Obserwowaną w astmie hipertrofię mięśni
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gładkich oskrzeli można wywołać eksperymentalnie u szczu­
rów, poprzez powtarzalną ekspozycję na aerozol alergenów, 
którym zwierzę było wcześniej uczulane, a podanie zwierzę­
tom wraz antygenem antagonistów CYSLTR1 zapobiega hi­
pertrofii mięśni gładkich w drogach oddechowych [91]. O roli 
GPR17 wiadomo jak dotąd stosunkowo mało. Wydaje się, że 
może być zaangażowany w procesy patologiczne w  obrębie 
mózgu i rdzenia kręgowego [99], Rola opisanego ostatnio 
CYSLT£R pozostaje nadal niewyjaśniona, ale wydaje się on 
mieć związek z nadreaktywnością i skurczem oskrzeli.

PODSUMOWANIE

Wyniki uzyskane na podstawie badań z rekombinowany- 
mi CYSLTR1 i CYSLTR2 potwierdziły wcześniejsze obser­
wacje oparte na klasycznych badaniach farmakologicznych 
w różnych typach tkanek i komórek. Sklonowanie obu re­
ceptorów dostarczyło bardziej szczegółowych danych o ich 
systemach przekazywania sygnału oraz regulacji ich ekspre­
sji zarówno u zdrowych, jak i chorych. Stwarza to możliwość 
opracowania silnych i wybiórczych antagonistów CYSLTR2 
i CYSLTR1 / CYSLTR2, które mogą być użyte jako potencjal­
ne leki w  chorobach, w  które zaangażowane są leukotrieny 
cysteinylowe. Możliwe jednak, że w pewnych chorobach 
mamy do czynienia z koekspresją obu typów receptorów, 
co obniża efektywność działania swoistych antagonistów 
CYSLTR1 z pow odu ich niezdolności do interferowania 
z wszystkimi działaniami cysLT. W ocenie roli poszczegól­
nych leukotrienów cysteinylowych byłyby pomocne stabilne 
analogi tych związków oraz antagonista CYSLTR2. Ponadto, 
prowadzone badania pozwoliły na jednoznaczne określenie 
różnic w  profilach farmakologicznych pomiędzy CYSLTR 
człowieka i myszy, gdzie pranlukast hamuje funkcjonalną ak­
tywność Cysltr2, w przeciwieństwie do CYSLTR2. Występują 
również znaczne różnice pomiędzy rozmieszczeniem Cysltr 
w różnych szczepów myszy, prawdopodobnie z pow odu po- 
limorfizmów pełniących funkcje regulatorowe. Sugeruje to 
ostrożną interpretację i ekstrapolację wyników uzyskanych 
z modeli zwierzęcych na człowieka. Ponadto potrzeba jesz­
cze szeregu badań nad rolą dwóch nowych receptorów dla 
leukotrienów cysteinylowych — GPR17 i CYSLTER.
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ABSTRACT
Cysteinyl leukotrienes (LTC4,LTD4, 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. CYSLTR2 shows 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 
LTC4=LTD4>LTE4. 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 v ivo  coupled with the PTX-sensitive Gyo protein or both G proteins. 
CYSLTR1 increases the metabolism of PI and intracellular calcium, activates MAPK kinases, 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. It is 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

Ka lre tik u lin a  (CRT) jest p o w szech n ie  w y stęp u jący m  b ia łk iem  w iążącym  jony  C a2+ 
w siateczce śró d p lazm aty czn e j (ER) k o m ó rek  eu k ario tycznych . Z achow ana w to k u  

ew olucji s tru k tu ra  hom ologów  CRT w y stęp u jący ch  u różnych  g a tu n k ó w  zw ierząt i ro ­
ś lin  dow odzi is to tn e j ro li tego b ia łk a  w  fu n k c jo n o w an iu  żyw ych k om órek . L okalizacja  
CRT została p o tw ierd zo n a  w ró żnych  p rzed z ia łach  kom órk i, co su g e ru je  jej u d z ia ł w 
w ie lu  procesach zachodzących zaró w n o  w ER, jak  i poza tym  o rg an ellu m . Jed n ak  p o d s ta ­
wow e fun k c je  p rzy p isan e  CRT — regu lacja  h o m eostazy  C a2+i w łaściw ości b ia łk a  o p ie ­
kuńczego w św ie tle  ER — w y d a ją  się  być k luczow e d la  w y ja śn ien ia  m nogości fu n k c ji 
proponow anych  d la  CRT. Pom im o iż ro ś lin n a  CRT m a p o d o b n ą  b u d o w ę i w łaściw ości w 
po ró w n an iu  do h o m ologu  zw ierzęcego , w ied za  na  tem at p oz iom u sy n tezy  i fizjo log icz ­
nej roli tego b ia łk a  u ro ślin  jes t w ciąż  fragm en taryczna . D latego w tej pracy k o n c en tru ­
jem y się g łów nie  na  om ó w ien iu  w łaściw ości b iochem icznych  i p ro p o n o w an y ch  fu n k c ji 
dla roślinnej CRT.

WPROWADZENIE

CRT jest białkiem o sekwencji zachowanej w ewolucji występującym po­
wszechnie w komórkach eukariotycznych, z wyjątkiem erytrocytów ssaków. 
Obecności CRT nie stwierdzono dotąd w komórkach drożdży i u  Procaryota. W 
1974 roku Ostwald i MacLennan wyizolowali z mięśni szkieletowych królika 
białko charakteryzujące się wysokim powinowactwem  do jonów Ca2+, sugeru­
jąc że może być ono wewnątrzbłonowym  białkiem siateczki sarkoplazmatycznej 
(SR) [1], Dalsze badania ujawniły, że CRT jest głównym białkiem wiążącym jony 
Ca2+ w SR mięśni gładkich i ER tkanki niemięśniowej [2]. N azwa „kalretikulina" 
została zaproponow ana w 1989 roku przez Smitha i Kocha jako najtrafniej cha­
rakteryzująca białko o aktywności wiązania jonów Ca2+i lokalizacji w ER/SR
[3]. CRT została zidentyfikowana także u roślin. W 1991 roku Allen i Tiwari od ­
kryli białko wiążące przeciwciała anty-CRT w ziarnach pyłkowych gruszy [4], 
Następnie oczyszczono białko podobne do CRT z liści szpinaku [5] i określo­
no sekwencję cDNA dla CRT u Arabidopsis [6], Szybko przekonano się, że CRT 
występuje powszechnie u Eucaryota. Sekwencje cDNA CRT scharakteryzowano 
dla wielu organizmów (pierwotniaków, owadów, nicieni oraz roślin wyższych i 
kręgowców), a białko CRT zlokalizowano w różnych przedziałach komórki. Za­
chowana w toku ewolucji budow a CRT oraz wysoka m iędzygatunkowa homo- 
logia sekwencji nukleotydowej i aminokwasowej świadczy o istotnym znacze­
niu tego białka w funkcjonowaniu żywych komórek. Obecnie uw aża się, że CRT 
jest białkiem wielofunkcyjnym ze względu na domenową strukturę, zmiany w 
poziomie syntezy w odpowiedzi na bodźce w ew nątrzkom órkowe i zewnętrzne 
oraz bezpośrednie oddziaływania z innymi białkami [7]. Jednak dwie główne 
i zarazem niekwestionowane funkcje CRT, to regulacja wewnątrzkomórkowej 
homeostazy Ca2+i rola białka opiekuńczego na szlaku kontroli jakości nowo syn­
tetyzowanych peptydów  w ER.

GENY CRT U ZWIERZĄT I ROŚLIN

Powszechnie uw ażano, że CRT  jest genem  obecnym  w pojedynczej kopii, 
zbudow anym  z 9 eksonów  i odpowiadającej im liczbie in tronów , na m atry ­
cy którego powstaje mRNA, nie podlegający alternatyw nem u składaniu . U 
człowieka i m yszy gen CRT  odnaleziono odpow iednio  na 19 i 8 chrom oso­
mie, a długość zm apow anych  sekwencji określono na 3,6 i 4,6 kpz [8]. Po­
rów nanie genów CRT  występujących u obu gatunków  w ykazało  ponad  70% 
zgodność sekwencji nukleotydow ej, z wyjątkiem  intronów  3 i 6. Dogmat, że 
CRT kodow ana jest przez pojedynczy gen nie jest już aktualny, gdyż u jaw ­
niono obecność nie jednego, lecz dw óch genów  CRT  w genom ach człowieka 
i myszy (CRT1 i CRT2), a na podstaw ie analizy sekwencji EST (ang. Expressed 
Sequence Tag) po tw ierdzono obecność obu hom ologów  CRT  także u szczura i 
świni [9]. Pom im o niewielkich różnic m iędzy CRT1 i CRT2, oba geny przed-
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Rycina 1. Schemat budow y genów  CRT i białek CRT zidentyfikow anych w Arabidipsis thaliana. O pracow ano na podstaw ie danych literaturowych cytow anych w tekście.

stawiają odm ienne tkankow o w zory ekspresji i kodują 
białka o nieco innych właściwościach. Gen CRT1 p o d ­
lega konstytu tyw nej ekspresji we w szystkich badanych 
tkankach, podczas gdy CRT2 swoistej ekspresji w jądrach 
samców, co może św iadczyć o funkcjonalnej specyfice 
obu hom ologów. G en CRT2 u człowieka położony jest 
na tym  sam ym  chrom osom ie co CRT1, zaw iera rów nież 
9 eksonów , lecz jest znacznie dłuższy (17 kpz). W ysoki 
stopień zgodności sekwencji nukleotydow ej CRT1 i CRT2 
sugeruje w spólne pochodzenie obu genów i możliwość 
zajścia wczesnej duplikacji genu CRT  u ssaków. A utorzy 
dow iedli także istnienia dw óch różnych form mRNA ge­
nów  CRT  u człowieka (1,95 kpz dla CRT1 i 1,3 kpz dla 
CRT2), których obecność może być w ynikiem  a lternatyw ­
nego składania p ierw otnego transkryptu  lub niezależnej 
transkrypcji obu genów  podlegających tkankow o-specy- 
ficznej ekspresji [9],

W odróżnieniu  od CRT występującej u zwierząt, biał­
ko roślinne jest kodow ane przez rodzinę genów  o małej 
liczbie kopii, którym  odpow iada  kilka izoform  białka w y ­
krytych u różnych ga tunków  roślin [10-17], U kukurydzy  
i jęczmienia z identyfikow ano 2 homologi genu CRT, na ­
tom iast u ryżu i Arabidopsis aż 3 i dodatkow o jeden p rzy ­
puszczalny pseudogen  [16]. Na podstaw ie badań  filoge­
netycznych zaproponow ano podział roślinnych CRT/CRT 
na dw ie grupy  hom ologów  g en u /izo fo rm  białka [16]. 
Do pierwszej zalicza się podobne do siebie CRT1/CRT1 
i CRT2/CRT2, pow stałe praw dopodobn ie  przez w czesną 
duplikację genu ancestralnego jeszcze przed  rozdziele­
niem  się linii roślin jedno- i dw uliściennych. D rugą grupę 
reprezentuje CRT3/CRT3, charakteryzujący się najw yż­
szym  stopniem  m iędzygatunkow ej homologii. U Arabi­
dopsis geny CRT2 i CRT3 leżą na chrom osom ie 1 blisko 
siebie w  loci Atlg09210 i Atlg08450, natom iast CRT1 znaj­
duje się w pew nym  oddalen iu  od nich (locus Altgl56340), 
na tym  sam ym  chrom osom ie. Badania sekwencji nuk le ­
otydowej genów CRT Arabidopsis, kukurydzy  i ryżu  w y ­
kazały, że ich struk tu ra  jest podobna. Geny CRT1 i CRT2 
kukurydzy  i ryżu zawierają 14 eksonów, podobnie jak 
CRT3 u wszystkich trzech gatunków , natom iast hom olo­
gi CRT1 i CRT2 Arabidopsis składają się odpow iednio  z 12 
i 13 eksonów. Mniejsza liczba eksonów  w genach CRT1 i 
CRT2 u Arabidopsis sugeruje ich możliwe fuzje w obrębie

eksonów  4-6, których p raw dopodobnym  w ynikiem  było 
w ydłużen ie  eksonu 4 w  CRT1 oraz 5 w  CRT2. Z  tego po ­
w odu  stopień hom ologii w śród  genów  CRT jest w yższy 
dla CRT3 u różnych gatunków  roślin, przy  czym  eksony 
2-10 i 14 są silniej zachow ane w ewolucji niż eksony 1 i 
11-13, k tóre w ykazują  w iększe różnice w sekwencji n u ­
kleotydowej. Podobnie jak u zw ierząt, roślinne hom ologi 
CRT  p rzedstaw iają  odm ienne tkankow o w zory ekspresji 
i kodują nieco inne izoform y białka CRT [16]. O statn i eks- 
on genów  CRT  odpow iada  retencyjnej sekwencji sygnal­
nej dla ER (zwykle KDEL u zw ierząt i HDEL u roślin, D. 
melanogaster i C. elegans), k tóra może być w ycinana w w y ­
niku a lternatyw nego składania p ierw otnego transkryp tu
[8,16], Istnienie a lternatyw nych form mRNA genów  CRT 
m oże wyjaśniać udział CRT w procesach odbywających 
się w ER i poza tym  organellum . Prom otory genów  CRT 
zaw ierają szereg potencjalnych miejsc regulatorow ych 
typow ych dla genów  transkrybow anych  z udziałem  poli- 
m erazy II (kaseta TATA i sekwencje CCAAT), obszarów  
bogatych w  pary  GC, miejsc w iązania białek AP-1 i S p l, 
sekwencji G-box oraz kaset dla AP-2 i H4TF-1 [8,13]. Do-

Rycina 2. Schem at ilustrujący porów nanie lokalizacji CRT w kom órkach zw ierzę­
cych (lewa strona) i roślinnych (praw a strona). Objaśnienia symboli: AG — aparat 
Golgiego, ER — siateczka śródplazm atyczna, J — jądro  kom órkowe, j — jąderko, 
MZ — m acierz zew nątrzkom órkow a, P — pęcherzyki, PD — plazm odesm a, PB 
— ciało białkowe, PL — błona kom órkow a, S — ściana kom órkowa. O pracow ano 
na podstaw ie danych literaturow ych cytow anych w tekście.
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czynników  transkrypcyjnych do p rom otora CRT: Nkx2.5, 
COUP-TF1, GATA6, Evi-1, MEF2C i PPARy (regulacja eks­
presji CRT  podczas rozw oju serca w  okresie em brional­
nym  i postnatalnym  oraz podczas różnicow ania komórek 
tkanki tłuszczowej) [7], Ekspresja genów  CRT  może być 
regulow ana przez różne czynniki, takie jak szok cieplny, 
metale ciężkie, zaburzenia  N-glikozylacji i homeostazy 
Ca2+ oraz indukow ana w stym ulow anych  limfocytach T i 
podczas zakażeń w irusow ych [7,8],

WARIANTY BIAŁKA CRT WYSTĘPUJĄCE 
U ZWIERZĄT I ROŚLIN

CRT jest niewielkim, kwaśnym  białkiem o masie czą­
steczkowej 46 kDa u kręgowców, zbudow anym  z około 400 
(wariant CRT1) [7,8,18,19] lub 380-384 reszt aminokwaso­
wych (wariant CRT2, odpowiednio u myszy i człowieka) 
[9], U roślin masa cząsteczkowa CRT w aha się od 50 kDa u 
Ginkgo biloba do 60 kDa u Nicotiana [20,21]. Typową cechą 
białka jest strefowa budow a przejawiająca się obecnością 
trzech zróżnicowanych pod względem struktury i funkcji 
dom en (N, P, C) oraz obecność N-końcowej sekwencji sy­
gnałowej dla ER i C-końcowego sygnału retencji w świetle 
ER [7,8]. CRT u roślin ma podobną budow ę i właściwości 
biochemiczne w porównaniu do homologu zwierzęcego 
[16,22]. Wariant CRT2 u ssaków posiada odmienny sygnał 
retencyjny w  domenie C u człowieka i myszy, odpowiednio 
RNEL lub QGEL [9], natomiast u roślin stwierdzono różnice 
w budowie sekwencji sygnałowej zlokalizowanej w dome­
nie N dla w ariantu CRT3 [16].

CRT zawiera jedno lub więcej potencjalnych miejsc N- 
glikozylacji [8]. W przeciwieństwie do CRT występującej 
u zwierząt, białko odnalezione u roślin jest powszechnie 
glikozylowane, a proces ten wydaje się być gatunkowo i 
tkankowo swoisty. Analiza porównawcza sekwencji amino- 
kwasowej CRT wykazała obecność zachowanego w ewolu­
cji miejsca glikozylacji występującego w pozycji 32 domeny 
N-końcowej białka u większości gatunków roślin [23], Do­
datkowe miejsca glikozylacji w tym samym regionie wystę­
pują u Arabidopsis, Ricinus i Nicotiana [13,16,23,24], Dowie­
dziono też istnienia różnic w  stopniu glikozylacji między 
CRT1 i dw om a pozostałymi wariantami białka. W CRT1 
u Arabidopsis odkryto trzy potencjalne miejsca glikozylacji, 
natomiast w CRT2 i CRT3 tylko jedno [16]. Znaczenie gli­
kozylacji CRT nie jest zupełnie jasne, aczkolwiek jej efek­
tem może być redystrybucja wariantów białka do różnych 
przedziałów komórki. CRT stanowi potencjalny substrat 
dla kinaz białkowych, w tym dla kinazy białkowej C, co 
sugeruje możliwość regulacji aktywności CRT przez proce­
sy fosforylacji/defosforylacji [8,19]. Wyjątkową cechą CRT 
wyizolowanej z liści szpinaku jest fosforylacja przez kinazę 
białkową CK2 in vitro [25], czego nie stwierdzono dla białka 
występującego u zwierząt.

Trzy zdefiniowane domeny CRT są w różnym stopniu 
zachowywane w toku ewolucji. Najwyższa zgodność se­
kwencji nukleotydowej i aminokwasowej występuje w do­
menie N, natomiast najniższa homologia obserwowana jest 
w domenie C dojrzałego polipeptydu [8,26]. Warianty CRT 
odnalezione u zwierząt i roślin zachowują wysoką zgodność 
tzw. typowych sekwencji, decydujących o właściwościach

biochemicznych białka. Należą do nich: (1) 3 reszty cysteiny 
obecne w domenie N, istotne dla praw idłow ego fałdowania 
CRT, (2) sekwencja sygnałowa dla lokalizacji białka w ER 
obecna w domenie N, (3) dw a ciągi trzykrotnych powtórzeń 
sekwencji zlokalizowane w  domenie P, odpowiedzialne za 
wysokie powinowactwo do jonów Ca2+ i aktywność białka 
opiekuńczego, (4) sygnał retencji w świetle ER obecny w  do­
menie C [9,16].

DOMENA N

Globularna dom ena N jest kodowana przez eksony 1-4, 
stanowi prawie połowę cząsteczki białka i jest niemal iden­
tyczna u wszystkich przebadanych dotąd gatunków [8,18], 
Obejmuje około 180 reszt aminokwasowych, ma strukturę 
antyrównoległej harmonijki i zawiera zbliżone ilości ami­
nokwasów zasadowych i kwaśnych [18]. Pierwotny trans- 
krypt CRT zawiera na N-końcu hydrofobową sekwencję 
decydującą o kotranslacyjnym transporcie białka do ER 
[8,26]. W białku człowieka odcinek ten liczy 17 reszt ami­
nokwasowych [27]. Domena N zawiera miejsca wiązania 
dla polipeptydów i oligosacharydów, które wraz z podob­
nymi regionami zlokalizowanymi w domenie P decydują o 
właściwościach białka opiekuńczego [7], Jednak molekular­
na charakterystyka tych miejsc i wiązanych przez nie sub­
stratów jest wciąż mało poznana. W domenie N dojrzałej 
cząsteczki CRT zlokalizowane są 3 reszty cysteiny, których 
położenie jest zachowane w ewolucji u zwierząt i roślin 
[16]. Dwie z nich tworzą wiązanie dwusiarczkowe istotne 
dla właściwego fałdowania tego regionu białka. W regionie 
N-końcowym zlokalizowane są także potencjalne miejsca 
glikozylacji i fosforylacji oraz cztery reszty histydynowe 
umożliwiające białku wiązanie jonów Zn2+[8,26]. Ponadto, 
domena N posiada zdolność oddziaływania z domeną wią­
żącą DNA receptora glukokortykoidowego in vitro, RNA 
wirusa różyczki i białkami ER: ERp57 i izomerazą d w u ­
siarczków białkowych (PDI) [7,8] oraz zdolność wiązania 
podjednostki a-integryn, rodziny białek błonowych pośred­
niczących w adhezji komórkowej oraz transdukcji sygnałów 
w poprzek błony cytoplazmatycznej [26,27], Sugeruje się, że 
specyficzne oddziaływania N-końcowego regionu CRT z 
innymi białkami są regulowane przez wiązanie jonów Ca2+ 
w C-końcowej domenie CRT [8].

4

DOMENA P

Bogata głównie w reszty proliny, seryny i treoniny dom e­
na centralna jest kodowana przez eksony 5-7 i obejmuje re­
gion od około 181 do 290 reszty aminokwasowej w cząstecz­
ce CRT [8,18]. Zawiera dwa ciągi trzykrotnych powtórzeń 
sekwencji, które są zachowane w ewolucji, ale nie identycz­
ne u zwierząt i roślin. Przypuszcza się, że powtórzenia tych 
sekwencji są odpowiedzialne za wysokie powinowactwo 
domeny P do jonów Ca2+ oraz w arunkują aktywność białka 
opiekuńczego. W zwierzęcych homologach CRT sekwencje 
najwyższej zgodności dla tych powtórzeń są bardzo podob­
ne: „PXXIXDPDAXKPEDWD" dla ciągu I oraz „GXWXP- 
PXIXNPXYX" dla ciągu II w  CRT1 [8]. Nie wiadomo czy 
nieznaczne różnice występujące w obrębie tych sekwencji w 
izoformie CRT2 mają wpływ na oddziaływania CRT z fałdo­
wanym  peptydem . Porównanie zestawień 18 sekwencji ro­
ślinnych CRT wykazało, że sekwencje najwyższej zgodności
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ciągów I i II są następujące: „PXXIXDPXXKKPEXWDD" i 
„GXWXAXXIXNPXY" [16]. Ich obecność decyduje praw ­
dopodobnie o unikalnych właściwościach domeny P pod 
względem aktywności podobnej do lektyn i podobieństwa 
CRT do innych białek opiekuńczych wiążących jony Ca2+, 
włączając kalneksynę, kalmeginę i calnuc — białko wiążące 
jony Ca2+ w cysternach Golgiego [8,18,26], Region centralny 
CRT zawiera miejsce wiązania jonów Ca2+ z dużym  powino­
wactwem (stała dysocjacji około 10 pM) i małą pojemnością 
(1 mol Ca2+/m o l białka) oraz potencjalne miejsce glikozy- 
lacji [8]. Ponadto, wykazano silne oddziaływania domeny 
P z PDI, perforyną i ERp57 [7,8,18], W domenie P CRT w y­
stępującej u zwierząt odnaleziono praw dopodobny sygnał 
lokalizacji jądrowej NLS (ang. Nuclear Localization Signal), 
co sugeruje możliwy eksport białka do jądra komórkowego 
[19], Sekwencji NLS nie odnaleziono dotąd w homologach 
roślinnych CRT [16].

DOMENA C

Jest najbardziej zmiennym regionem CRT (od około 291 
do 400 reszty aminokwasowej), kodow anym  przez 2 ostatnie 
eksony i obfitującym w ujemnie naładowane aminokwasy, 
co nadaje domenie C silnie kwaśny charakter [18]. Domena 
C zawiera specyficzną sekwencję sygnałową HDEL/KDEL, 
odpowiedzialną za ukierunkowany transport i retencję CRT 
w świetle ER oraz miejsce wiązania jonów Ca2+ z dużą po­
jemnością (ponad 25 moli Ca2+/m o l białka), lecz niskim po­
winowactwem  (stała dysocjacji około 2 mM), [8,18,26]. Wią­
zanie jonów Ca2+ w domenie C reguluje aktywność oddzia­
ływań pozostałych domen CRT z białkami, takimi jak PDI 
i ERp57 oraz z innymi białkami opiekuńczymi i stabilizuje 
czwartorzędową strukturę CRT [26]. W regionie C-końco- 
w ym  zawarte są potencjalne miejsca glikozylacji i fosfory­
lacji dla kinazy kazeinowej typu 2 oraz miejsca wiązania 
czynników IX i X[ 8,15,26],

LOKALIZACJA KOMÓRKOWA I 
FUNKCJE CRT U ZWIERZĄT

CRT odnaleziono we wszystkich typach kom órek 
zwierzęcych poza erytrocytam i ssaków  i zasadniczo we 
w szystkich, metabolicznie aktyw nych organellach ko­
m órkow ych. G łów nym  miejscem lokalizacji białka jest 
w nętrze ER, gdzie CRT pełni funkcję białka opiekuńcze­
go oraz regulatora hom eostazy Ca2+ [7,8,18,19,28-30]. CRT 
odnaleziono też na pow ierzchni kom órki i w macierzy 
zew nątrzkom órkow ej, gdzie może brać udział w adhezji 
komórkowej, p rzekazyw aniu  sygnałów  oraz w  procesach 
mineralizacji [7], Białko to jest w ydzielane do krwiobie- 
gu, w iązane w granulach cytotoksycznych limfocytów T 
i odnajdyw ane w ślinie kleszczy [8]. Pom im o licznych 
doniesień dokum entujących zróżnicow aną lokalizację 
CRT, w ystępow anie białka poza przedziałam i kom órki 
uznanym i za typow e (cysterny ER i struk tu ry  Golgiego) 
wciąż budzi kontrowersje. Jest to zapew ne spow odow ane 
koniecznością w yjaśnienia potencjalnej roli CRT w tych 
n ietypow ych miejscach lokalizacji. Najbardziej dysku ­
syjna jest obecność tego białka w  jądrze kom órkow ym  i 
cytoplazm ie. CRT odnaleziono na terenie jądra kom órko­
wego ssaków, w tym  w otoczce jądrowej i jąderku  szczu­
ra, a także zw iązaną z m acierzą jądrow ą i na pow ierzch­
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ni chrom osom ów  m etafazow ych [7,8,19,31], co sugeruje 
zaangażow anie białka w  dynam ikę chrom atyny. Cyto- 
p lazm atyczną pulę CRT odnaleziono w liniach kom órko ­
w ych ssaków  [32], natom iast u  Trypanosoma cruzi białko 
zlokalizow ano zarów no w skondensow anej chrom atynie, 
jak i w cytoplazm ie (bez pow iązań  z jakąkolw iek s tru k tu ­
rą kom órkow ą) oraz na pow ierzchni kom órki [33]. P ostu ­
low aną obecność CRT w cytoplazm ie po tw ierdza  fakt, iż 
białko posiada zdolność oddziaływ ania  z dom eną w iążą ­
cą DNA receptora g lukokortykoidow ego oraz z cytopla- 
zm atycznym  ogonem  a-in tegryny  [7,8].

Pierw szą zdefiniow aną cechą CRT była zdolność se- 
kwestracji jonów  Ca2+, a p rzez to aktyw y udział w  regu ­
lacji w ew nątrzkom órkow ej hom eostazy Ca2+. Ta unikalna 
w łaściwość po lipep tydu  um ożliw ia szybką i odw racalną 
mobilizację jonów  Ca2+w odpow iedzi na sygnał. Obecnie 
uw aża się, że CRT spełnia dw ie główne funkcje: białka 
opiekuńczego o aktyw ności lektyn w  stosunku do p o d ­
legających fałdow aniu  pep tydów  w ER oraz regulacyjną 
w kontroli w ew nątrzkom órkow ej hom eostazy Ca2+[7,18], 
O prócz tego postuluje się, że CRT m oduluje wiele proce­
sów odbyw ających się poza ER, w  tym  adhezję kom órko ­
wą, zależną od in tegryn sygnalizację z udziałem  jonów 
Ca2+, apoptozę, ekspresję genów  w rażliw ą na steroidy 
oraz destabilizację mRNA w w arunkach  in vitro i in vivo 
[7,27,30,34-37], Sugeruje się także zaangażow anie CRT 
w odpow iedź  im m unologiczną i proces now otw orzenia  
oraz udział w  wielu procesach w arunkujących w zrost i 
rozwój o rganizm u [7],

CRT JAKO BIAŁKO OPIEKUŃCZE 
REZYDUJĄCE W ŚWIETLE ER

ER jest miejscem syntezy (około 30% wszystkich białek 
kom órkow ych) i ko- lub po-translacyjnego dojrzew ania 
now o pow stałych peptydów , które oddziałując z obec­
nym i w ER białkami opiekuńczym i, uzyskują struk tu rę  
w łaściw ą dla funkcjonalnych białek [7], W yjątkow em u 
nagrom adzen iu  p ierw otnych pep tydów  w ER tow arzy ­
szy rela tyw nie w ysoki poziom  jonów  Ca2+, który nie 
sprzyja procesowi popraw nego  ich fałdowania. Pozorny 
problem  niweluje p raw dopodobn ie  stała obecność w ER 
białek opiekuńczych o wyjątkowej zdolności buforow a­
nia środow iska w apniow ego. Jednym  z nich jest CRT, 
k tóra w  sw ym  działaniu  jest podobna do kalneksyny 
(CNX) — transbłonow ego białka ER. Oba białka op iekuń ­
cze w iążą jony Ca2+ i w ykazują zdolność rozpoznaw ania 
n iesfałdow anych glikoprotein, co decyduje o ich roli w 
procesie kontroli jakości i w ydzielania  białek dojrzew a­
jących w ER [7,8,18,28,29]. W iadom o, że oba białka opie­
kuńcze w sw oistym  „cyklu kontroli jakości" biorą udział 
w procesie fa łdow ania elem entów  szlaku fosfoinozytolo- 
w ego (z receptorem  IP3 w błonie ER włącznie) oraz białek 
SERCA (błonowych pom p transportu jących jony Ca2+ do 
św iatła  ER), a także w ielu innych białek, takich jak: kana ­
ły jonowe, receptory błonowe, in tegryny i liczne białka 
transportu jące [8]. U dow odniono, że w p rzypadku  braku 
aktyw nej CRT i CNX w zm ożony jest eksport n iep raw i­
dłow o sfałdow anych białek poza ER [38]. CRT m oże w ią­
zać i następnie  uw alniać now o syntetyzow any *peptyd 
poprzez  g rupę  w ęg low odanow ą (aktywność lektyny) lub 
dzięki bezpośredn iem u oddzia ływ aniu  z fałdow anym
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białkiem [7,8,18,28]. Badania kinetyczne wykazały, że 
CRT w ykazuje tendencję do w iązania glikoprotein zaw ie­
rających jedną cząsteczkę glukozy (Gl^Man^GlcNAc.,), 
która jest dla niej ligandem . Białka kierowane tuż po 
syntezie do w nętrza ER zawierają trzy  cząsteczki g luko­
zy (Glc3M angGlcNAc2), z k tórych pierw sza (zewnętrzna) 
usuw ana jest p rzez g lukozydazę I, a dw ie kolejne przez 
glukozydazę II. Zanim  glukozydaza II usunie trzecią 
(ostatnią) cząsteczkę glukozy, fałdow ana glikoproteina 
jest rozpoznaw ana i w iązana przez „cykl kontroli jako­
ści CRT/CNX" [39], Jeśli białko jest popraw nie sfałdo- 
w ane, następuje usunięcie ostatniej cząsteczki glukozy i 
zw olnienie oddziaływ ania  białka opiekuńczego z fałdo­
w anym  peptydem , które m oże opuścić ER. Jeśli jednak 
fałdow ane białko nie osiągnęło natyw nej struktury, staje 
się substratem  dla UDP-glukozylotransferazy, która po ­
now nie od tw arza ligand dla CRT. Jeśli mimo pewnej ilo­
ści cykli w iązania do CRT/CN X  glikoproteina nie uzyska 
praw idłow ej konformacji, aktyw ność specyficznej man- 
nozydazy determ inuje skierow anie jej do degradacji. Nie 
potw ierdzono, że opisany cykl modyfikacji sprzyja proce­
sowi fałdow ania białek w ER. Sugeruje się, że CRT i CNX 
zaangażow ane są raczej w zatrzym yw anie w świetle ER 
pep tydów  niedojrzałych lub błędnie sfałdowanych [40], 
Możliwe jest także bezpośrednie  oddziaływ anie CRT z 
białkami, które nie są glikoproteinam i. Potwierdzono, że 
CRT wiąże bezpośrednio  PDI, ERp57, perforynę, synte ­
tyczny pep tyd  KLGFFKR oraz dom enę wiążącą DNA re ­
ceptora steroidow ego, co kwalifikuje CRT do roli białka 
opiekuńczego zarów no w relacjach białko-glikoproteina, 
jak i białko-białko [8]. Pom im o że aktyw ność białka opie­
kuńczego w p rzypadku  CRT wydaje się być regulow ana 
stężeniem  jonów Ca2+ [7,26], jest ona praw dopodobnie 
niezależna od właściwości buforujących CRT względem 
tych jonów [41].

UDZIAŁ CRT W REGULACJI WEWNĄTRZKOMÓRKOWEJ 
HOMEOSTAZY WAPNIOWEJ

Jony Ca2+ są uniwersalnym czynnikiem regulującym 
funkcje życiowe komórki, którego stężenie w cytoplazmie 
([Ca2+]c) jest ściśle kontrolowane. Ponadoptymalne [Ca2+]c 
zaburza przebieg procesów metabolicznych, a wytrącanie 
wapnia w postaci krystalicznej stanowi zagrożenie dla meta­
bolizmu komórki. Dlatego komórki pozbywają się nadm ia­
ru jonów Ca2+ z cytoplazmy poprzez ich magazynowanie w 
wewnątrzkom órkowych organellach lub wypompowanie 
poza komórkę drogą aktywnego transportu z udziałem 
ATP. System błon ER, w świetle których występuje CRT, jest 
jednym z głównych magazynów wapnia w  komórce. Biał­
ko to posiada odwracalną zdolność wiązania jonów Ca2+ i 
pełni funkcję buforującą w utrzym yw aniu ich optymalnego 
stężenia w świetle ER ([Ca2+], R) z udziałem pompy wapnio­
wej (ATPazy SERCA) oraz obecnych w błonach ER kanałów 
wapniowych (receptor inozytolotrifosforanu IP3R i receptor 
rianodyny RyR) [8,42], Dzięki dużej pojemności domeny C 
względem jonów Ca2+, CRT zapobiega nadmiernemu ich 
uwalnianiu poza ER i jednocześnie umożliwia ich aktywa­
cję, gdy są pożądane w wyższym  stężeniu w cytoplazmie.

Całkowite [Ca2+]I Rw aha się w  granicach od 1 do 3 mM 
lecz większość tej puli w apnia  jest cyklicznie w iązan a /

uw alniania przez obecne w ER białka opiekuńcze, takie 
jak: Grp94, BiP, PDI, ERp72 i CRT, pełniące funkcję sw o ­
istych m agazynów  [7,8,28]. Zm iany w poziom ie jonów 
Ca2+ mają decydujący w pływ  na p raw id łow e funkcjono­
wanie ER, obejmujące syntezę, dojrzew anie i wydzielanie 
nowo syntetyzow anych peptydów , oddziaływ ania  białek 
opiekuńczych i ich substratów  w ER, aktywację napływ u 
jonów Ca2+ do ER przez kanały błonow e i uw alnianie ich 
do cytoplazm y, apoptozę i odpow iedź na w arunki stre ­
sowe, w  tym  transkrypcyjną aktywację bądź supresję ge­
nów zw iązanych ze stresem  m etabolicznym  [28], [Ca2+]ER 
w postaci jonowej (niezwiązanej) w aha się w granicach 
60-400 gM, gdy m agazyny są pełne (dwa do trzech rzę­
dów  wielkości w yższe w porów naniu  z cytoplazm ą) oraz 
1-50 gM, kiedy są puste. Podczas antagonistycznych sty ­
mulacji kom órkow ych, w ydzielanie i grom adzenie jonów 
Ca2+przez ER wyw ołuje stałe w ahania  w ich poziomie w 
granicach od 400 do 1 gM. U w alnianie jonów  Ca2+z ER do 
cytoplazm y przez IP3 obniża ich stężenie w  ER do pozio ­
m u <50 gM, czego konsekwencją jest akum ulacja niesfał- 
dow anych białek w ER, aktywacja białek opiekuńczych i 
zaham ow anie dróg transportu  ER — cysterny Golgiego 
[8]. Obecne w ER białka opiekuńcze w iążące jony Ca2+ 
reagują na n iekorzystne zm iany i w w arunkach  niskiego 
[Ca2+]ER aktyw ują napływ  tych jonów do światła ER przez 
pom pę w apniow ą, ATPazę SERCA [42], Istnieją dow ody 
na to, że CRT obecna w świetle ER oddziałuje z innym i 
białkami opiekuńczym i oraz niedojrzałym i peptydam i w 
sposób zależny od w apnia  [8, 26]. W relatyw nie niskim 
[Ca2+]1R obserw ow ano w iązanie CRT z PDI w w arunkach 
in vitro, czego efektem było obniżenie w iązania jonów 
Ca2+ przez CRT i spadek  aktywności białka opiekuńcze­
go PDI. Przeciwnie, wysokie [Ca2+]ER sprzyja w iązaniu  
w ęglow odanów  do CRT i prom uje dysocjację kom pleksu 
CRT/PD I oraz w zrost aktyw ności białka opiekuńczego 
PDI. O ddziaływ anie  CRT z innym  białkiem opiekuńczym  
ER należącym  do rodziny białek PDI — ERp57, a także 
degradacja CRT i PDI dzięki aktyw ności proteolitycznej 
ERp72 przebiega rów nież w sposób zależny od w apnia. 
W w ysokim  [Ca2+]ER podczas dysocjacji kom pleksu CRT/ 
CNX obserw ow ano proteolityczną degradację PDI przez 
ERp57 przy u trzym aniu  stabilnej konformacji CRT. Dla­
tego uw aża się, że pow staw anie  kom pleksu CRT/CNX w 
niższym  [Ca2+]ER chroni PDI przed degradacją, natom iast 
rozpad tego kom pleksu w w yższym  [Ca2+]ER um ożliw ia 
degradację PDI bez w pływ u na CRT, która w tych w a ­
runkach nie jest w rażliw a na proteolityczną aktyw ność 
ERp57. W zajemne w iązania i dysocjację białek op iekuń ­
czych rezydujących w ER w ydają się być zależne od b u ­
forujących w zględem  jonów  Ca2+ właściwości CRT, co 
decyduje o tym, że białko to jest uw ażane za cząsteczkę 
sygnałow ą regulującą hom eostazę Ca2+ nie tylko w cyto ­
plazmie, ale także w ER [8,26],

Udział CRT w regulacji funkcji ATPazy SERCA i recepto­
ra IP3 zdecydowanie potwierdza rolę tego białka w kontroli 
wewnątrzkomórkowej homeostazy Ca2+ [8,26,27,42], Zm ia­
ny w poziomie ekspresji CRT  obserwowane są podczas roz­
woju embrionalnego myszy. U m utantów  z delecją genu 
CRT stwierdzono zaburzenia w  rozwoju serca, co w kon­
sekwencji wywołuje letalność zarodków [42]. Brak CRT u 
transgenicznych myszy prowadzi praw dopodobnie do za­
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chwiania homeostazy Ca2+, gdyż wiadomo, że białko to m o­
duluje aktywność Ca2+-ATPazy2 (SERCA2) w błonie ER/SR 
i uwalnia jony Ca2+ z wnętrza organelli poprzez receptor 
inozytolo-l,4,5-trifosforanowy [27], Inna hipoteza zakłada, 
że CRT jako białko opiekuńcze w pływ a na proces fałdowa­
nia i w ew nątrzkom órkowy transport innych białek m odu­
lujących homeostazę Ca2+ istotnych w rozwoju embrional­
nym [28], Jednak u transgenicznych myszy z wyłączonym 
genem CRT  obserwowano jedynie komplikacje w  rozwoju 
serca, które wydają się być wynikiem zaburzonej homeosta­
zy Ca2+, a nie dysfunkcji białek opiekuńczych [7], Ponadto, 
u myszy z wyciszoną ekspresją CRT nie obserwowano kom­
pensacji braku CRT przez CNX, co sugeruje, że oba białka 
opiekuńcze, choć współdziałają w cyklu kontroli jakości 
nowo syntetyzowanych peptydów, mogą przejawiać inne, 
odmienne właściwości istotne dla prawidłowego przebiegu 
embriogenezy. Najnowsza hipoteza zakłada, że unikalne 
właściwości buforujące CRT względem jonów Ca2+ i zwią­
zana z tym rola białka w regulacji wewnątrzkomórkowej 
homeostazy Ca2+ wydają się być krytyczne dla określenia 
jego funkcji zarówno w świetle, jak i poza ER [7],

UDZIAŁ CRT W ADHEZJI KOMÓRKOWEJ 
I MODULACJI EKSPRESJI GENÓW

Wyniki badań prowadzonych w celu wyjaśnienia poten­
cjalnej roli CRT poza ER wskazują, że białko to może regulo­
wać zależną od integryn adhezję komórkową bezpośrednio 
z cytoplazm y/ powierzchni komórki albo w sposób pośred­
ni z wnętrza ER, poprzez modulację ekspresji określonych 
genów i / lu b  zależną od intergryn sygnalizację z udziałem 
wapnia [7,8,27]. Przy braku aktywności CRT, właściwości 
adhezyjne integryn są tracone i zanika zależny od integryn 
efekt przekazywania sygnałów do wnętrza komórki [27]. 
Badania in vitro wykazały, że CRT wiąże się do sekwencji 
KXFF(k/ r)R syntetycznego peptydu, która jest identyczna 
z sekwencją występującą w C-końcowej domenie a-inte- 
gryn. Pojawiły się także doniesienia o zależnym od wapnia 
oddziaływaniu CRT z cytoplazmatyczną dom eną C a-in- 
tegryn i zależnej od CRT modulacji aktywności tych bia­
łek powierzchni komórkowej. Sugerowany udział CRT w 
adhezji komórkowej wymagałby obecności tego białka w 
cytoplazmie. Jakkolwiek niektóre badania potwierdzają cy­
toplazmatyczną lokalizację CRT [32,33], jest ona wciąż kon­
trowersyjna. Postuluje się też inną możliwość — regulację 
adhezji komórkowej przy udziale CRT zlokalizowanej na 
powierzchni komórki. Wykazano, że CRT może pośredni­
czyć w  rozprzestrzenianiu się komórek na glikozylowanych 
lamininach, natomiast brak tego białka prowadzi do zaniku 
zdolności adhezyjnych komórek do fibronektyn i laminin 
macierzy zewnątrzkomórkowej poprzez oddziaływania z 
integrynami [7,27], Hipotezę potwierdza fakt odnalezienia 
CRT na powierzchni plazmolemy [43]. Jednak nie w iado­
mo, w  jaki sposób białko to mogłoby przechodzić z ER do 
cytoplazmy i na powierzchnię komórki. Przyjęto trzy moż­
liwe scenariusze wyjaśniające potencjalną obecność CRT w 
cytoplazmie: (1) zakłócenia w ukierunkowanym  transpor­
cie białka do ER, których wynikiem może być akumulacja 
prekursorów CRT w cytoplazmie, (2) translokacja CRT z ER 
do cytoplazmy po uprzednim  odcięciu sekwencji sygnało­
wej dla lokalizacji w  ER, (3) swobodna dyfuzja CRT z ER 
do cytoplazmy [7], Niejasny jest też mechanizm eksportu
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CRT na powierzchnię komórki. Białko to znajduje się na 
powierzchni plazmolemy, pomimo iż nie zawiera dom eny 
transbłonowej ani miejsca wiązania GPI (glikozylofosfaty- 
dyloinozytolu). Niewykluczone, że CRT wykorzystuje w 
tym przypadku jakąś cząsteczkę adaptorową. Zakłada się 
też możliwość istnienia wariantów CRT pozbawionych se­
kwencji retencyjnej dla ER lub takich, w  których sekwen­
cja ta jest osłonięta. Jednak najbardziej praw dopodobnym  
wydaje się eksport CRT na powierzchnię komórki drogą 
transportu wydzielniczego po uprzedniej proteolitycznej 
modyfikacji białka w ER [7,27], Regulacja adhezji kom órko­
wej przez CRT jest też możliwa w sposób pośredni. Wyka­
zano, że CRT może m odulować ekspresję lub fosforylację/ 
defosforylację białek zaangażowanych w proces adhezji ko­
mórkowej, takich jak winkulina, N-kadheryna, p-katenina 
i fibronektyna, zmieniając zdolności adhezyjne oraz migra­
cyjne komórek [8,35,44].

Jedną z bardziej kontrowersyjnych funkcji CRT jest jej 
udział w  regulacji ekspresji genów. Wykazano, że CRT 
może modulować biosyntezę licznych białek, w  tym  w spo­
mnianych już wcześniej białek zaangażowanych w proces 
adhezji komórkowej. Ponadto, badania in vitro wykazały, 
że CRT posiada zdolność oddziaływania z domeną wiążącą 
DNA receptora glukokortykoidowego oraz wiązania czyn­
ników transkrypcyjnych zawierających sekwencję KXFF(K/  
r)R, c o  blokuje możliwość wiązania ich do DNA [8]. Bada­
nia in vivo dowiodły, że nadekspresja CRT obniża poziom 
ekspresji genów aktywowanych poprzez receptory kwasu 
retinolowego, glukokortykoidów, androgenów  oraz recep­
tora witam iny D [7,8], Zaproponowano, że CRT oddziałując 
z receptorami steroidowymi, blokuje miejsca ich wiązania 
do DNA i tym samym hamuje transkrypcję określonego 
genu. Zgodnie z tą koncepcją, CRT musiałaby opuszczać 
ER i w ędrow ać do cytoplazmy i / lu b  jądra komórkowego. 
Jednak w badaniach, w  których w ym uszano nadekspresję 
CRT, nie w ykryto obecności białka CRT w jądrze kom ór­
kowym i w  cytoplazmie, lecz pomimo tego obserwowano 
zaham owanie ekspresji genu reporterowego [7], Ponadto, 
wykazano brak wiązania CRT z receptorami steroidowymi 
in vivo i brak zm ian w poziomie ekspresji genu reportero­
wego aktywowanej przez te receptory po mikroiniekcji CRT 
do cytoplazmy, tak jak miało to miejsce w przypadku po­
dania białka bezpośrednio do ER. Dlatego przyjęto, że CRT 
reguluje ekspresję genów raczej ze światła ER. Wówczas 
białko to mogłoby w  sposób pośredni modulować procesy 
jądrowe, takie jak ekspresja genów, napraw a DNA, eksport 
molekuł do cytoplazmy oraz fragmentacja DNA w proce­
sie apoptozy [7], Ponieważ mechanizm tej postulowanej 
regulacji pozostaje niewyjaśniony, równie możliwa wydaje 
się hipoteza zakładająca obecność CRT w jądrze kom órko­
wym, gdzie białko mogłoby regulować lokalne stężenia jo­
nów Ca2+ optymalne dla zdefiniowanych faz cyklu kom ór­
kowego (interfaza i okres podziału komórki). Nieliczne, jak 
dotąd, badania potwierdzają obecność CRT na terenie jądra 
komórkowego u zwierząt [7,8,19,31].

EKSPRESJA CTR, LOKALIZACJA KOMÓRKOWA 
I PROPONOWANE FUNKCJE CRT U ROŚLIN

CRT pow szechnie w ystępuje u roślin w yższych i w y ­
kazuje duże  podobieństw a w organizacji strukturalnej
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i m echanizm ie działania w  po rów nan iu  z homologiem 
zw ierzęcym  [22,45-47]. Znane są sekwencje cDNA dla 
CRT występującej u Arabidopsis, jęczmienia, gruszy, ty ­
toniu, kukurydzy , Brassica, Ricinus, ryżu i pszenicy [6,10- 
13,15,17,48-51], Wzorzec ekspresji genów  CRT wydaje się 
być un iw ersalny u p rzebadanych  gatunków  roślin. W yso­
ki poziom  w szystkich w arian tów  białka CRT obserwowa­
no głównie w tkankach liści, korzeni i kwiatów, natom iast 
zdecydow anie niższy w łodygach kw iatostanowych [14]. 
Jakkolwiek wielu badaczy obserwuje konstytutyw ną eks­
presję CRT  zarów no w tkankach m erystematycznych, jak 
i dojrzałych, istnieją doniesienia o wzmożonej aktyw no­
ści tego genu w pąkach kw iatow ych, m łodych liścieniach 
i liściach, w łośnikach korzeniow ych oraz w tkankach pro- 
liferujących i w ydzielniczych [13,14,48]. Indukcja ekspre­
sji genów  CRT  w  tkankach m erystem atycznych sugeruje 
udział CRT w podziałach kom órkow ych, natom iast wyso­
kie poziom y mRNA CRT obserw ow ane w komórkach ak­
tyw nych w ydzielniczo w skazują na potencjalną rolę tego 
białka w syntezie i / lu b  dojrzew aniu  nowo powstałych 
peptydów . U roślin w ykryto  obecność kom pleksu CRT z 
innym  białkiem opiekuńczym  rezydującym  w świetle ER 
— BiP [45,48,52], Ujawniono, że podw yższona ekspresja 
CRT  prow adzi do akum ulacji w olnego BiP, natomiast na- 
dekspresja BiP prom uje tw orzenie kom pleksów BiP-CRT. 
Akum ulacja n iesfałdow anych białek w ER skutkuje od- 
dysocjowaniem  CRT od kom pleksu CRT-BiP i w iązaniem 
uw olnionego BiP do fałdow anych peptydów , co zapew ­
nia szybką odpow iedź  kom órki w yprzedzającą syntezę de 
novo. N iesfałdow ane białka w iążą się do innego regionu 
BiP niż CRT, a kom pleks BiP-modyfikowany peptyd dy ­
socjuje w raz z hydrolizą ATP, dając w olny BiP i polipep- 
tyd. Jeśli dojrzałe białko nie uzyskuje natywnej struktury, 
BiP w iąże się z nim  ponow nie, natom iast w  przypadku 
popraw nie  przeprow adzonego  procesu fałdowania pep- 
tydu  BiP wiąże się z CRT obecną w  nadm iarze [45]. Kolo- 
kalizację CRT i BiP potw ierdzono  m.in. w pęcherzykach 
tapetosom alnych u Brassica [53]. Poniew aż CRT w ystępu ­
jąca u roślin posiada właściwości białka opiekuńczego w 
świetle ER [12], zaangażow anie  roślinnej CRT w procesy 
syntezy i / lu b  dojrzew ania now o pow stałych peptydów 
w ER jest sugerow ane od daw na [12,15,21,48,54].

Poziom ekspresji genów roślinnej CRT jest regulowany 
przez różne czynniki, m. in. kwas abscysynowy, cytokininy 
i gibereliny [48,55,56], Pewne dane wskazują także na udział 
CRT w odpowiedzi obronnej na atak patogenów [57,58] oraz 
w percepcji grawitacji [59], Wiadomo, że w odpowiedziach 
obu typów pośredniczą jony Ca2+, możliwe więc, że udział 
CRT w tych procesach polega na regulacji wewnątrzkomór­
kowej homeostazy Ca2+. CRT bierze też udział w odpowie­
dzi na stres chłodu [60-62], który obniża istotnie poziom 
transkrypcji tego białka i w  którym kluczową rolę odgrywa­
ją kinazy białkowe zależne od wapnia [60], Sugeruje się, że 
fosforylacja CRT może decydować o udziale tego białka w 
transdukcji sygnału stresowego u roślin [15,63]. Wzmożona 
ekspresja CRT jest też obserwowana w odpowiedzi na stres 
osmo tyczny [17].

Wszystkie roślinne warianty CRT poznane dotychczas 
zawierają sekwencję HDEL, która kieruje to białko do świa­
tła ER [16]. Jednak poza typową lokalizacją CRT w ER ko­

mórek roślinnych [5,12,21,23,48,54,64-67] obserwowano jej 
występowanie także poza ER, głównie w cysternach Golgie- 
go i pęcherzykach wydzielniczych [21,23,54,66,67], ale także 
w cytoplazmie i jądrze komórkowym [12,17,66], wrzecionie 
podziałowym dzielących się komórek [48] oraz w błonie 
komórkowej i na powierzchni komórki [23,54], Możliwość 
transportu CRT pomiędzy ER i strukturami Golgiego była 
już dawno sugerowana [23,24,27,68], a lokalizacja tego 
białka w diktiosomach komórek roślinnych uw ażana jest 
obecnie za typow ą [21,23,54]. Obecność CRT potwierdzono 
ponadto w tzw. ciałach białkowych PB (ang. Protein Body) 
komórek bielma oraz w pęcherzykach wydzielniczych 
mezofilu i tkanki kalusowej ryżu [65]. Ostatnie badania 
wykazały, że białko CRT oraz jego mRNA obecne są w  PB 
występujących w kalusowych komórkach spichrzowych 
kukurydzy [69]. PB są jedną ze strukturalnych subdom en 
ER, często spotykanych w komórkach roślinnych. Autorzy 
sugerują, że mRNA CRT jest wybiórczo transportowany do 
PB, gdzie w wyniku lokalnej syntezy grom adzona jest CRT, 
która uczestniczy w  kierunkowej sekwestracji białek w PB. 
Według nich hipoteza ta potwierdza, że CRT pełni funkcję 
białka opiekuńczego także u roślin.

Badania z użyciem  transgenicznych roślin wykazały, 
że CRT może być zaangażow ana w m echanizm  regulacji 
hom eostazy Ca2+, gdyż rośliny z nadekspresją CRT  żyją 
dłużej na pożyw ce pozbawionej w apnia  bez w idocznych 
oznak chlorozy [70]. CRT roślinna, podobnie  jak jej ho- 
molog zwierzęcy, posiada dw a miejsca wiążące jony Ca2+
[13], a rola tego białka jako czynnika regulującego po ­
ziom jonów Ca2+ oraz jego udział w  zależnej od w apn ia  
transdukcji sygnałów  w procesach regeneracji u roślin są 
p raw dopodobne [15,71]. Ponadto, wydaje się że u roślin 
to CRT, a nie kalsekw estryna spraw uje n ad rzędną  rolę 
w m agazynow aniu  mobilnej puli w apnia  w  ER [49,72], 
Wyniki tych badań  wskazują, że u roślin, podobnie  jak 
u zwierząt, obecna w ER CRT odgryw a kluczow ą rolę w 
buforow aniu środow iska wapniow ego[70]. Równie isto t­
nym m agazynem  w apnia w kom órkach roślinnych jest 
wakuola, w  której nie odnaleziono, jak dotąd , CRT [64], 
Dlatego uw aża się, że w w akuoli funkcjonuje odm ienny  
od zdefiniow anego w ER m echanizm  sekwestracji jonów 
Ca2+. Białko odnaleziono natom iast w  p lazm odesm ach, 
gdzie praw dopodobn ie  uczestniczy w komunikacji m ię­
dzykom órkowej i transporcie [73], Ponadto, odnalezienie 
w aktyw nych plazm odesm ach CRT, aktyny oraz charak ­
terystycznej dla roślin m iozyny VIII stało się podstaw ą 
do wysunięcia hipotezy, zgodnie z którą buforujące w ła ­
ściwości CRT w zględem  jonów Ca2+mogą mieć kluczow e 
znaczenie dla regulacji architektury  p lazm odesm  [74],

EKSPRESJA CRT PODCZAS PROCESÓW 
REPRODUKCYJNYCH U ROŚLIN

Ekspresję genów CRT obserwuje się w  organach gene- 
ratywnych różnych gatunków roślin wyższych, natomiast 
białko CRT obecne jest w pylnikach podczas mikrosporoge- 
nezy, w rozwijającym się i dojrzałym ziarnie pyłkow ym  oraz 
w tkankach somatycznych pylnika, głównie w aktyw nym  
tapetum [14,20,21,53,67,75]. Podwyższony poziom mRNA 
CRT oraz białka CRT występuje w regionach aperturow ych 
kiełkujących in vitro ziaren pyłkowych Haemanthus[67]. N a­
tomiast badania prowadzone u Nicotiana, Petunia i Haeman-
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thus potwierdziły ekspresję CRT w  łagiewkach pyłkowych 
rosnących w w arunkach in vitro [21,67] i in vivo [66,67] oraz 
w komórkach plemnikowych łagiewek kukurydzy [76], W 
łagiewkach pyłkowych CRT odnaleziono zarówno w ER, 
jak i w  diktiosomach, a także w pęcherzykach wydzielni- 
czych, podbłonowej cytoplazmie i w pobliżu błony komór­
kowej [21,66,67], Poza wewnątrzkom órkową lokalizacją 
CRT, miejscem występowania białka była ściana kalozo- 
wa w łagiewkach pyłkowych Petunia i Haemanthus [66,67]. 
W ystępowanie CRT w regionach zewnątrzkomórkowych u 
roślin jest praw dopodobne, gdyż wcześniej potwierdzono 
ten fakt u zwierząt [7], Geny CRT podlegają ekspresji rów ­
nież w  tkankach słupka roślin okrytonasiennych, zarówno 
w  wyspecjalizowanych komórkach somatycznych szlaku 
transmisyjnego [66,67,77], jak i w  zalążniach [10,14,23,54]. 
Podwyższony poziom mRNA CRT i obecność białka CRT 
obserwowano głównie w zalążniach zapylonych słupków, 
a następnie we wszystkich stadiach rozwojowych zalążka 
[10,23,54]. U Arabidopsis szczególnie wysoką ekspresję CRT 
wykazywały zalążki we wczesnym stadium  embriogenezy
[14]. Ponadto, istotny poziom ekspresji CRT potwierdzono 
w hodowanych in vitro zygotach kukurydzy [50], natomiast 
transkrypty CRT zlokalizowano w dojrzewających nasio­
nach [13,20,23,48],

Nie w iadom o, w  jaki sposób CRT uczestniczy w p ro ­
cesach reprodukcyjnych u roślin. Relatywnie wysoki 
poziom  ekspresji CRT  w  pylniku podczas m ikrosporo- 
genezy oraz w kiełkujących ziarnach pyłkow ych i rosną ­
cych łagiew kach tłum aczy się w zm ożoną aktyw nością 
w ydzielniczą m ikrospor i tapetum  oraz szybkim  tem pem  
w zrostu  łagiewki pyłkowej. Procesy te w ym agają zaanga­
żow ania białek opiekuńczych [21]. Obecność CRT w cy­
toplazm ie gametofitu męskiego na granicy plazm olem a- 
ściana kom órkow a w kiełkujących ziarnach pyłkow ych i 
rosnących łagiewkach może odzwierciedlać postu low any 
udział tego białka w kontroli adhezji komórkowej, która 
jest jednym  z kluczow ych zjawisk w arunkujących w zrost 
łagiewki pyłkowej na drodze od znam ienia do zalążni
[21.66.67], Obserwacje u zw ierząt i roślin po tw ierdza ­
ją rolę CRT jako regulatora w ew nątrzkom órkow ej ho ­
m eostazy Ca2+. Zgodnie z tym  nie dziw i szybkie tem po 
sekwestracji w apnia  w kom órkach plem nikow ych k u ­
kurydzy  w w arunkach  podw yższonego stężenia jonów 
Ca2+ [76], Badania dotyczące dystrybucji CRT w rosną­
cych łagiew kach pyłkow ych także sugerują jej udział w 
sekwestracji i uw alnianiu  jonów  Ca2+ w tych kom órkach
[21.66.67]. Zaangażow anie CRT w regulację szczytowego 
w zrostu  kom órek roślinnych postu low ano już wcześniej 
w oparciu o m odel w ierzchołkowego w zrostu  w łośników  
korzeniow ych [78]. Biorąc pod uw agę fakty, że (1) w 
podw ierzchołkow ym  regionie rosnącej łagiewki pyłko­
wej [Ca2+] jest niższe od obserw ow anego na jej apikal- 
nym  wierzchołku i (2) relatyw nie niskie [Ca2+] sprzyja 
polimeryzacji aktyny w regionie podw ierzchołkow ym  
umożliwiając transport cargo do rosnącego wierzchołka, 
należy wziąć pod uw agę możliwość udziału  CRT w re ­
gulacji lokalnego środow iska w apniow ego, optym alnego 
dla właściwej organizacji i dynam iki aktyny w rosnącej 
łagiewce pyłkowej [67], Jak dotąd, nie badano ew entual­
nej roli CRT w procesie podw ójnego zapłodnienia  u ro ­
ślin. W iadomo, że CRT w ystępuje na pow ierzchni oocy-
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tów  myszy, gdzie może być zaangażow ana w  transduk- 
cję sygnałów  podczas fuzji gam et [43], natom iast u roślin 
po tw ierdzono  obecność tego białka w kom órkach plem ­
nikow ych kukurydzy  [76]. Podw yższony poziom  CRT 
tow arzyszący kolejnym stadiom  rozw ojow ym  zalążka i 
do jrzew aniu  nasion po tw ierdza  także rolę tego białka w 
kontroli przebiegu em briogenezy u roślin. H ipoteza za­
kładająca udział CRT w regulacji w ew nątrzkom órkow ej 
hom eostazy Ca2+ podczas oddzia ływ ań kom órkow ych w 
procesach reprodukcyjnych u roślin wydaje się n iezw y­
kle atrakcyjna z uw agi na to, że wym agają one istnienia 
m echanizm ów  precyzyjnej kontroli poziom u jonów Ca2+ 
na w szystkich  etapach rozm nażania  płciowego.
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ABSTRACT

Calreticulin (CRT) is an ubiquitously expressed Ca2+ binding 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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Marzanna Cechowska-Pasko

Zakład Biochemii Farmaceutycznej U ni­
w ersytetu M edycznego w  Białymstoku, 
Białystok

;Zakład Biochemii Farm aceutycznej 
Uniw ersytetu M edycznego w Białymstoku, 
ul. Mickiewicza 2A, 15-089 Białystok; tel.: 
(85) 748 56 91, e-mail: mapasko@tlen.pl

A rtykuł otrzym ano 7 maja 2009 r.
A rtykuł zaakceptow ano 13 sierpnia 2009 r.
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GRP78, GRP94, ORP150, siateczka śródpla- 
zm atyczna

Wykaz skrótów: ER — siateczka śródpla- 
zmatyczna; ERSE (ang. edoplasmic reticulum 
stress response element) — elem ent odpow ie­
dzi na stres ER; GRP (ang. glucose-regulated 
proteins) — białka regulow ane przez gluko­
zę; HSE (ang. heat shock element) — elem ent 
szoku cieplnego; HSP (ang. heat shock pro­
teins) — białka szoku cieplnego; ORP (ang. 
oxygen-regulated protein) -  białko regulo­
w ane przez tlen; UPR (ang. unfolded protein 
response) — odpow iedź na białko niesfałdo- 
wane; UPRE (ang. unfolded protein response 
element) — elem ent odpow iedzi na białko 
niesfałdowane

STRESZCZENIE

Indukcja b iałek  opiekuńczych, należących do ro d z in y  GRP (białka regulow ane przez g lu ­
kozę), jest m echanizm em  obronnym  kom órek, adap tu jącym  je do stresu  siateczki śrópla- 

zmatycznej (ang. ER stress). Poznano geny kodujące te b iałka  oraz n iek tó re  czynniki i m e­
chanizm y regulujące ich ekspresję. W yjaśnienie fu n k c ji GRP i regulacji ich syntezy otw iera 
nowe m ożliwości w  leczeniu now otw orów  oraz chorób zw iązanych z zaburzeniam i hom e­
ostazy siateczki śróplazm atycznej.

WPROWADZENIE

Każde powstające białko wymaga odpowiedniego sfałdowania łańcucha 
polipeptydowego tak, by utworzyła się charakterystyczna drugo- czy trzecio­
rzędowa przestrzenna struktura umożliwiająca funkcjonowanie białka. Prawi­
dłowe przestrzenne ułożenie łańcucha polipeptydowego jest zapewnione przez 
jego oddziaływanie z białkami opiekuńczymi (ang. molecular chaperones). Białka 
te wiążą się w sposób odwracalny z niepofałdowanym odcinkiem polipeptydu, 
który w innym przypadku mógłby służyć jako ośrodek agregacji lub błędne­
go fałdowania. Białka opiekuńcze wiążą się z częściowo zwiniętymi łańcucha­
mi, umożliwiając im kontynuację zwijania się w sposób najbardziej korzystny 
energetycznie. Pomagają białkom w uporządkow anym  tworzeniu ich struktury 
przestrzennej [1].

Jedna z rodzin białek opiekuńczych nazywana jest białkami szoku cieplnego 
HSP (ang. heat shock proteins). Białka szoku cieplnego dzieli się na rodziny: małe 
HSP, HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 i HSP110, gdzie wartości liczbowe oznaczają 
przybliżoną masę cząsteczkową tych białek, wyrażoną w kDa [2]. HSP70 są naj­
liczniejszą i ewolucyjnie najbardziej zachowaną rodziną HSP. Oprócz induko- 
walnych HSP70i, do rodziny tej zalicza się również białka konstytutywne, obec­
ne w cytoplazmie HSC70 (ang. heat shock cognate protein 70) czy GRP75, GRP78 
w mitochondriach i siateczce śródplazmatycznej [3]. Poziom syntezy tych białek 
wzrasta, kiedy komórki są narażone na działanie czynników stresowych, m. in. 
podwyższonej temperatury, głodu, niedotlenienia, zakażeń, toksyn, promienio­
wania UV [3], Wśród HSP wyróżnić można białka opiekuńcze (ang. molecular 
chaperones) i proteazy szoku termicznego. Pierwsze z nich w warunkach stre- 
sogennych zapobiegają przede wszystkim agregacji białek komórkowych, ha­
mując agregację białek częściowo zdenaturowanych (ang. holder chaperones), a 
niektóre nawet przywracają im właściwą konformację oraz właściwości biolo­
giczne (ang. folder chaperones). Z kolei główne zadanie proteaz szoku termiczne­
go sprowadza się do wyeliminowania z komórki nieodwracalnie uszkodzonych 
białek, których obecność mogłaby niekorzystnie wpływać na funkcjonowanie 
innych białek komórkowych. Białka opiekuńcze wraz z proteazami tworzą tzw. 
system kontroli jakości białek, sprawujący opiekę nad stanem fałdowania białek 
komórkowych i ich prawidłowym funkcjonowaniem w komórce [4].

Białka, których prawidłowej konformacji przestrzennej nie da się przywrócić, 
mają tendencję do agregowania przez oddziaływania eksponowanych odcinków 
hydrofobowych. Białka opiekuńcze charakteryzują się wysokim powinowac­
twem do hydrofobowych odcinków łańcuchów polipeptydowych (normalnie 
takie hydrofobowe odcinki są schowane w ew nątrz prawidłowo sfałdowanego 
białka lub wiążą się z lipidami błonowymi). Obecne są one w cytosolu, w  or­
ganellach cytoplazmatycznych, takich jak: mitochondria i siateczka śróplazma- 
tyczna oraz w jądrze komórkowym [1,5,6,58]. Energia potrzebna do fałdowania 
bądź renaturacji białek jest dostarczana w postaci ATP. W jej uwalnianiu uczest­
niczy aktywność białek opiekuńczych jako ATPaz [1,5].

Odpowiedź na stres jest ewolucyjnie zachowywanym  mechanizmem, który 
zapewnia komórkom przeżywalność pomimo działania niekorzystnych warun-
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ków metabolicznych i środowiskowych. Prowadzi ona do 
nasilenia syntezy specyficznych białek działających cyto- 
protekcyjnie. Na przykład podwyższona tem peratura czy 
stan zapalny są sygnałem do wzmożonej produkcji białek 
szoku termicznego [7], W warunkach niedoboru glukozy 
następuje nasilenie syntezy różnych białek opiekuńczych w 
siateczce śródplazmatycznej, tzw. GRP (ang. glucose-regulat- 
ed proteins) [8,9], Indukcja białek należących do rodziny GRP 
jest mechanizmem obronnym  komórek, przystosowującym 
je do stresu siateczki śróplazmatycznej. Geny GRP mogą 
również ulegać aktywacji poprzez, zaburzające funkcje sia­
teczki śródplazmatycznej, inne czynniki usuwające jony 
w apniow e z magazynów czy hamujące glikozylację białek. 
W w arunkach stresu siateczki śróplazmatycznej dochodzi 
do akumulacji nieprawidłowo sfałdowanych białek w sia­
teczce śródplazmatycznej, co pobudza ekspresję genów grp. 
Produkty tych genów są markerami odpowiedzi komórek 
na akumulację niesfałdowanych białek. Reakcja ta, określa­
na jako proces UPR (ang. unfolded protein response), wystę­
puje bardzo powszechnie, od drożdży do człowieka, jako 
odpow iedź na zaburzenia homeostazy w siateczce śródpla­
zmatycznej. Obejmuje ona także tymczasowe zmniejszenie 
syntezy nowych i degradację nieprawidłowo sfałdowanych 
białek oraz kierowanie komórek do apoptozy [10].

EKSPRESJA GENÓW GRP U SSAKÓW

Pierwsze białka GRP, o masach cząsteczkowych 78 i 94 
kDa zostały odkryte w  roku 1977 w hodowlach komórek 
embrionalnych kury i fibroblastów nerki szczura, transfor­
mowanych RSV [11], Indukcja syntezy obu białek nie była 
jednak związana, jak wcześniej sądzono, z transformacją 
nowotworową, lecz wynikała ze zubożenia pożywki w  glu-

kozę wskutek szybkiego wzrostu komórek transform owa­
nych. Aby podkreślić zależność ekspresji od stężenia gluko­
zy, zaproponowano dla obu białek nazwy, odpowiednio do 
ich masy cząsteczkowej, jako: GRP78 i GRP94 [11], Białko 
GRP78 kodowane jest przez gen należący do rodziny ge­
nów szoku termicznego hsp70. Białko GRP78 jest tożsame 
z białkiem BiP wiążącym się z ciężkim łańcuchem im m uno­
globulin (ang. immunoglobulin heavy chain binding protein). Z 
kolei białko GRP94 jest pokrewne z białkiem szoku termicz­
nego z rodziny HSP90. Podczas gdy GRP78 jest zachowane 
w ewolucji od drożdży po człowieka, GRP94 zostało ziden­
tyfikowane tylko u kręgowców, co sugeruje że może ono 
pełnić bliżej nieznane funkcje, specyficzne dla wyższych 
eukariontów [12],

Wzrost stężenia nieprawidłowo sfałdowanych białek, 
zahamowanie ich glikozylacji oraz traktowanie komórek 
czynnikami redukującymi pobudza ekspresję genów grp za­
równo u drożdży, jak i u ssaków, podczas gdy inne czynni­
ki wywołujące stres działają tylko na geny wyższych euka­
riontów (Rye. 1). Na przykład nieforbolowy ester, czynnik 
kancerogenny — tapsigargina, która specyficznie hamuje 
ATPazę zależną od wapnia, jest silnym induktorem stresu 
w siateczce śródplazmatycznej. Podobny efekt wywierają 
jonofory wapnia: A23187, jonomycyna i EGTA. Aktywują 
one transkrypcję GRP przez usunięcie zapasów Ca2+ z sia­
teczki [13]. Tego rodzaju stresu, wywołanego przez niedo­
bór wapnia, nie obserwuje się u drożdży. Zahamowanie 
poprzez działanie swoistych inhibitorów lub w wyniku 
mutacji tych etapów glikozylacji, które zachodzą w siatecz­
ce śródplazmatycznej powodowało in vitro zwiększoną syn­
tezę białek GRP78 i GRP95. Na poziom ekspresji genów grp 
nie wpływa jednak zahamowanie końcowych etapów gli­

kozylacji, które zachodzą w aparacie 
Golgiego. W warunkach, w  których 
następuje akumulacja GRP notow a­
no także obniżenie stopnia glikozy­
lacji białek [14], Także inne czynniki 
indukują syntezę GRP. Są to (przy­
najmniej in vitro) 0,25% p-merkapto- 
etanol, niskie pH  (5,8-5,9) pożywki, 
niedotlenienie komórek, środowisko 
hipertoniczne oraz insulina [14], Po­
nadto, przewlekła ekspozycja na eta­
nol wzm aga transkrypcję GRP [15]. 
Stabilizujący nastrój — walproinian 
sodu, nasycone kwasy tłuszczowe
0 rozgałęzionym łańcuchu stoso­
wane w leczeniu zaburzeń biopola
1 epilepsji indukują ekspresję genów 
grp78 w mózgu szczura [16].

Większość badań nad indukcją 
GRP jest prow adzona in vitro, jak­
kolwiek są nowe doniesienia na 
temat syntezy GRP in vivo. GRP są 
niezbędne w procesie rozwoju tka­
nek. Poziom syntezy GRP78 wzrasta 
w procesie rozwoju embrionalnego 
serca myszy i jest indukow any w 
następstwie stresu hipoglikemicz- 
nego w sercu [17] oraz w endome-
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Rycina 1. Czynniki pobudzające ekspresję genów kodujących białka z rodziny GRP. W arunki stresowe zaburzają 
hom eostazę siateczki śródplazm atycznej i aktyw ują szlaki sygnałow e z siateczki do jądra. N astępuje aktywacja 
specyficznych czynników transkrypcyjnych, które indukują transkrypcję genów grp i syntezę białek opiekuńczych. 
Skróty: A23187 — jonofor w apnia, AzC — kwas azetydyno-2-karboksylowy, p-ME — p-m erkaptoetanol, DDT — di- 
tiotreitol, EGTA — kwas etylenoglikolo-0-0 '-bis(2-am inoetylo)-N ,N ,N /,N '-tetraoctowy.
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trium  szczura w stanie przed implantacją [18]. Nasilenie 
syntezy GRP78 i GRP94 obserwowano w mózgu niedoj­
rzałych szczurów w porów naniu do mózgu zwierząt do­
rosłych. Poziom syntezy tych białek był również wysoki 
w  mózgu szczurów w  przypadku niedokrwienia mózgu, 
urazu głowy czy napadów  padaczkowych indukowanych 
przez kwas kainowy, agonistę glutaminianu [19]. Również 
wzrost guzów nowotworowych jest związany ze wzmożo­
ną syntezą GRP78 i GRP94 [9], Jest to następstwem aktywa­
cji ekspresji genów grp w  w arunkach głodu, kwasicy oraz 
hipoksji, które cechują mikrośrodowisko słabo unaczynio- 
nych guzów litych [20]. Indukcja GRP78 jest również zwią­
zana z uszkodzeniem i dysfunkcją komórek endotelialnych 
naczyń człowieka w przypadku hiperhomocysteinemii lub 
innych chorób genetycznych [21]. Wiele czynników wywo­
łujących zapalenie, apoptozę czy martwicę indukuje synte­
zę GRP in vivo.

posiadają dw a allele irel. Potwierdzenie mechanizmu UPR 
zależnego od Ire lp  u ssaków opiera się na obserwacji, że 
wzrost stężenia białka błonowego Ire lp  aktywuje promotor 
grp w sposób zależny od jego aktywności endorybonukle- 
azowej [10,24,25]. To pokazuje, że indukcja syntezy GRP 
przez Ire lp  zachodzi także za pośrednictwem aktywności 
endorybonukleazowej Irelp , a nie jest jedynie konsekwen­
cją stresu ER wywołanego nadprodukcją białek w siateczce 
śródplazmatycznej. W komórkach ssaków nie zostało zi­
dentyfikowane białko docelowe dla endorybonukleazy Ire­
lp  i nie wykryto homologu Hacl. Zdumiewającym jest fakt, 
że genetyczne uszkodzenie obydwu alleli irel u myszy nie 
wpływa na UPR [25]. Dotychczas nie zbadano alleli irel u

(a) drożdże

MECHANIZMY INDUKCJI GENÓW  
GRP U DROŻDŻY I SSAKÓW

Zarówno u drożdży, jak i ssaków indukcja genów grp w 
warunkach stresu komórkowego jest regulowana na pozio­
mie transkrypcji (Ryc. 2). W komórkach drożdży stres RE 
prowadzi do aktywacji białka błonowego siateczki śródpla­
zmatycznej Irelp, które indukuje składanie RNA i translację 
aktywatora H acl [10]. W skład kompleksu aktywującego 
transkrypcję wchodzi H acl, który wiąże się bezpośrednio 
do sekwencji UPRĘ (ang. unfolded protein response element), 
podobnie jak białka Ada i Gcn5, które posiadają aktywność 
acetylotransferazy histonowej. U drożdży UPR jest regulo­
w ana negatywnie przez fosfatazę Ptc2p (R), która, defosfo- 
rylując Irelp, prowadzi do jego inatywacji. Usunięcie genu 
kodującego Ire lp  hamuje proces UPR, a tym samym induk­
cję genów grp. W rejonie prom otora genu kari (homolog 
grp78 u drożdży) występuje także funkcjonalna sekwencja 
regulacyjna HSE (ang. heat shock element), charakterystyczna 
dla genów białek szoku cieplnego.

W komórkach ssaków promotory grp zawierają wiele ko­
pii elementu odpowiedzi na stres ER, w  skrócie ERSE (ang. 
edoplasmic reticulum stress response element), ale nie zawiera­
ją sekwencji HSE. Promotory grp u ssaków zawierają także 
sekwencje podobne do UPRE. Stres ER prowadzi do akty­
wacji Irelp, którego mechanizm działania nie został jeszcze 
poznany. Białko transbłonowe ATF6, indukowane w sia­
teczce śródplazmatycznej pod w pływ em  stresu, ulega pro­
teolitycznemu rozpadowi i innym  modyfikacjom. Jądrowa 
forma ATF6 jest silnym aktywatorem genów grp. Czynniki 
transkrypcyjne, tj. NF-Y, YY1 i TFII-I, mogą się także wiązać 
i aktywować ERSE. Wykazano, że zarówno NF-Y, jak i YY1 
oddziałują z białkami, które modyfikują acetylację histonów 
i wraz z kofaktorami wiążą się z elementem TATA. Inny 
mechanizm aktywacji zachodzi przez kinazę tyrozynową 
i produkt protoonkogenu c-fos, jakkolwiek mechanizm ten 
nie jest poznany [22].

Niektóre elementy UPR u drożdży są zachowane w 
komórkach ssaków [22] (Ryc. 2). Na przykład, fragmenty 
prom otorów grp u ssaków zawierają podobną do UPRE se­
kwencję [23], do której może się przyłączyć Hacl drożdży i 
tym  samym aktywować transkrypcję [22], Mysz i człowiek

(b) ssaki

TYK, c-fos

Rycina 2. M echanizmy indukcji genów  grp u drożdży i ssaków, (a). W kom ór­
kach drożdży stres ER prow adzi do  aktywacji białka błonowego siateczki śród ­
plazmatycznej Irelp , które indukuje składanie RNA i translację aktyw atora H acl. 
W skład kom pleksu aktywującego transkrypcję (A) w chodzi H acl, k tóry w iąże 
się bezpośrednio do  sekwencji UPRE (ang. unfolded protein response element). Fos­
fataza Ptc2p działa jako negatyw ny regulator (R) przez inaktywację Ire lp . (b). W 
kom órkach ssaków prom otory  grp zawierają wiele kopii elem entu odpow iedzi 
na stres ERSE (ang. edoplasmic reticulum stress element), ale nie zaw ierają sekw en­
cji HSE. Prom otory grp u ssaków także zawierają sekwencje podobne do  UPRE. 
Stres ER prow adzi do aktywacji Ire lp , którego m echanizm  działania nie został 
jeszcze poznany. ATF6, białko transbłonowe, indukow ane w  siateczce śródpla ­
zmatycznej pod w pływ em  stresu, ulega proteolitycznem u rozpadow i i innym  
modyfikacjom. Jądrow a form a ATF6 jest silnym aktyw atorem  genów  grp. Inny 
m echanizm  aktywacji zachodzi przez kinazę tyrozynow ą i p roduk t protoonko­
genu c-fos, jakkolwiek m echanizm  ten nie jest poznany.
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ssaków. Wydaje się, że homolog Ire lp  nie jest konieczny do 
wywołania UPR u ssaków.

Coraz częściej sugeruje się, że komórki ssaków w ykorzy­
stują szlaki sygnałowe niezależne od Ire lp  w celu aktywacji 
genów grp w odpowiedzi na stres siateczki śródplazma- 
tycznej. Czynniki stresogenne mogą aktywować różne albo 
zachodzące na siebie szlaki sygnalizacyjne. Komórki chło- 
niaka WEIHI7.2 nasilają transkrypcję grp w odpowiedzi na 
blokowanie glikozylacji białek, ale nie odpowiadają na u su ­
nięcie wapnia z m agazynów siateczki śródplazmatycznej. 
Ostanie badania sugerują, że produkt protoonkogenu c-fos 
jest zaangażowany w indukcję grp78 w następstwie uw ol­
nienia zapasów wapnia z siateczki [26]. Synteza GRP78 i 
GRP94 jest ham owana przez genisteinę (inhibitor białkowej 
kinazy tyrozynowej), która działa blokując miejsca w iąza­
nia ATP w tym enzymie [27], Stres ER pobudza również 
szlak sygnałowy z udziałem kinaz MAP aktywowanych 
przez stres (ang. stress-activated protein kinases-JNK) i kinazę 
MAP — p38 [25]. Bezpośredni związek pomiędzy innymi 
kinazami aktywowanymi przez stres a indukcją genów grp 
pozostaje niezbadany.

KOMPLEKS REGULUJĄCY TRANSKRYPCJĘ GRP

Charakterystyczną cechą promotorów grp u ssaków jest 
obecność wielu kopii elementu CCAAT otoczonych przez 
sekwencje bogate w GC. Te sekwencje nukleotydowe są 
powtarzającymi się jednostkami składowymi elementu od ­
powiedzi na stres ERSE [28], który jest ewolucyjnie zacho­
wyw aną trzyczęściową strukturą CCAAT(N9)CCACG (N9 
— 9 par zasad) (Ryc. 2). Ta sekwencja jest znacznie bardziej 
złożona niż UPRE.

Ostatnio została zidentyfikowana nowa sekwencja AT- 
TGG(N)CCACG, określana jako ERSE-II, w promotorze 
genu Herp kodującego białko transbłonowe siateczki śród ­
plazma tycznej. Ten motyw może także brać udział w  od ­
powiedzi na stres ER [29], Czynnik transkrypcyjny NF-Y, 
wiążąc się z motywem CCAAT, aktywuje ERSE. Jest on 
konieczny zarówno do podstawowej, jak i indukowanej 
przez stres transkrypcji promotora grp [27,28,30]. Zaś trans­
krypcyjny czynnik Ying Yangl (YY1) wiąże się z motywem  
CCACG [31]. W warunkach stresu ER czynnik YY1 w zm aga 
aktywność promotora grp78, podczas gdy nasilona synteza 
dom en białka szoku zimna dbpA i YB-1, które też w ykazu ­
ją powinowactwo do m otywu CCACG, hamuje aktywność 
promotora grp78 [32].

W komórkach traktowanych genisteiną zaobserwowano 
hamowanie syntezy GRP78, jak i oddziaływania czynników 
transkrypcyjnych NF-Y i YY1 z ERSE [27], Sekwencja N g 
promotorów grp u kręgowców jest zachowana w ewolucji 
i posiada zastanawiająco wysoką zawartość par GC, któ­
re wiążą czynniki transkrypcyjne indukowane przez stres 
[23,28,33], Ponadto, mutacje motywu bogatego w  GC ham u ­
ją indukcję odpowiedzi na stres. [28], Białko, które wiąże się 
z motywem ERSE — bogatym w GC, zostało zidentyfiko­
wane jako czynnik transkrypcyjny TFII-I, który ułatwia od ­
działywania białko-białko [33], Zastosowanie oligonukle- 
otydów antysensownych hamujących syntezę TFII-I blokuje 
indukcję odpowiedzi na stres ER poprzez ERSE. Aktywność
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TFII-I zależna od fosforylacji reszty tyrozyny może być po­
tencjalnym ogniwem, łączącym szlak sygnałowy kinazy ty­
rozynowej i transkrypcję grp.

Białko transbłonowe ATF6, zlokalizowane w siatecz­
ce śródplazmatycznej i okołojądrowo, nie występujące w 
kompleksie wiążącym się z sekwencją ERSE, jest potencjal­
nym aktywatorem prom otorów grp. W ystępują dwie formy 
ATF6. Pierwsza o masie cząsteczkowej 90 kDa, określana 
jako ATF6(a), i druga forma o masie cząsteczkowej 110 kDa, 
określana jako ATF6(P) albo CREB-RP. W w arunkach stresu 
obie formy ATF6 ulegają translokacji do aparatu Golgiego, 
gdzie ulegają proteolizie za pośrednictwem dwóch pro- 
teaz Site-l(SlP) i Site-2 (S2P), tworząc fragmenty o masie 
cząsteczkowej od 50 do 60 kDa, które wchodzą do jądra i 
aktywują sekwencje ERSE przez tworzenie kompleksów z 
NF-Y w sposób zależny od sekwencji CCACG [30]. Obec­
ność inhibitora proteasomu hamuje degradację ATF6, przez 
co hamuje wyżej opisane efekty [34]. Interesującym jest, że 
brefeldyna A, lek który powoduje redystrybucję składników 
aparatu Golgiego do siateczki śródplazmatycznej i blokuje 
transport białek poza system siateczka-aparat Golgiego [35], 
indukuje transkrypcję grp78 w  fibroblastach królika. W tej 
indukcji pośredniczy region promotora grp78 zawierający 
sekwencję ERSE [36]. Dotychczas nie ustalono czy upośle­
dzenie indukcji GRP w komórkach pozbawionych S2P jest 
wyłącznie skutkiem braku tego enzym u czy może istnieją 
jeszcze inne mechanizmy. W komórkach, w których usunię­
to jony w apniow e z magazynów siateczki śródplazm atycz­
nej, poziom niestrawionego ATF6(a) wzrasta wraz z induk ­
cją ekspresji grp78, a równocześnie pojawiają się inne jego 
zmodyfikowane formy, w ykryw ane w  rozpuszczalnej frak­
cji jądrowej [37], Przypuszcza się, że ATF6 jest zatrzym yw a­
ny w siateczce podczas oddziaływ ań z białkami opiekuń­
czymi. W stanie stresu ER, ATF6 może oddysocjowywać 
z kompleksów z białkami opiekuńczymi i wskutek zmian 
płynności błony uzyskiwać nową lokalizację. Ponieważ 
ATF6 jest substratem MAP-kinazy p38 [38], jego aktywność 
może być również m odulow ana przez fosforylację.

LICZNE FUNKCJE GRP

Tabela 1 przedstawia wykaz białek ssaków induko­
wanych przez stres ER. Większość GRPs: GRP78, GRP94, 
GRP170, Erp72, PDI, kalretikulina i GRP58 są to białka opie­
kuńcze, które uczestniczą w formowaniu struktury prze­
strzennej białek, a niektóre, jak: GRP78, GRP94, Erp72 i kal­
retikulina, wykazują również zdolność wiązania wapnia.

Ostatnio w ykryte białka siateczki śródplazmatycznej: 
SERCA-2p, Herp, oksydoreduktynal-L p  i Adapt78 są rów ­
nież indukow ane w w arunkach stresu ER i są odpow ie­
dzialne za utrzym anie hom eostazy w siateczce śródpla ­
zmatycznej. SERCA-2p jest białkiem transbłonowym , które 
pompuje jony w apniow e z cytosolu do w nętrza siateczki
[23], Zablokowanie aktywności SERCA-2P przez tapsigar- 
ginę pow oduje wyczerpanie zapasów  jonów w apniow ych 
w siateczce, a następnie indukcję grp [6], H erp  posiada na 
N-końcu dom enę podobną do ubikwityny, a geny kodujące 
grp78 i herp wykazują w zm ożoną ekspresję w komórkach 
endotelialnych człowieka poddanych  działaniu homocy- 
steiny [21,29], O ksydoreduktynal-L p jest N-glikoproteiną
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T abela 1. Białka kodow ane p rzez geny ssaków indukow ane w  warunkach stresu ER.

Białko Lokalizacja Funkcja

GRP78 /  BiP /  HSPA5 światło ER
fałdowanie białek, 
wiązanie w apnia, 
działanie cytoprotekcyjne

GRP94/ gp96/ CaBP4/ ERp99
św iatło ER,
transbłonow a,
na powierzchni komórki

fałdowanie białek i peptydów , 
wiązanie w apnia, 
działanie cytoprotekcyjne

GRP170/ORP150 św iatło ER fałdowanie białek i peptydów

ERp72 św iatło ER
fałdowanie białek, 
wiązanie w apnia

PDI/ERp58 św iatło ER
tworzenie w iązań 
disiarczkowych

Kalretikulina św iatło ER
fałdowanie białek i glikoprotein, 
w iązanie w apnia

GRP58/ERp57 św iatło ER fałdowanie białek i glikoprotein

SERCA-2p transbłonow a w ER
pom pa w apniow a 
zlokalizowana w ER

HERP transbłonow a w ER podobna do ubikwityny

O ksydoreduktaza 1-Lp św iatło ER
utrzym yw anie równowagi 
redoks wER

Adapt78
obszar okołojądrowy, 
św iatło ER, 
cytosol

działanie cytoprotekcyjne

CHOP jądro
czynnik transkrypcyjny, 
ham ow anie wzrostu, 
pobudzanie apoptozy

GLUT-1 błona kom órkowa transport glukozy

Syntetaza asparginow a cytosol synteza aminokwasów

Pierwsza kolum na przedstaw ia alternatyw ne nazw y lub symbole białek opiekuńczych. Skróty: 
BiP — białko wiążące im m unoglobuliny; CHOP — jądrow y aktywator transkrypcji związany z 
zaham ow aniem  w zrostu i indukcją apoptozy; GLUT — transporter glukozy; PDI — izomeraza 
w iązań disiarczkowych, SERCA — Ca2+-ATPaza w apniowa siateczki sarko/śródplazm atycznej,

konieczną do utrzym ania równowagi oksydoredukcyjnej 
w siateczce śródplazmatycznej [39], Adapt78 jest odpo­
wiednikiem GRP78 i pełni funkcję cytoprotekcyjną [40].

W warunkach stresu ER są również indukowane geny 
kodujące białka niewystępujące w siateczce, tj. GLUT-1 
(białka transportujące glukozę) [41], syntetazę asparaginy 
[42] i CHOP — jądrowy aktywator transkrypcji odpowie­
dzialny za hamowanie wzrostu i apoptozę [25]. Jakkolwiek 
CHOP nie reguluje ekspresji genów grp, poziom aktywa­
torów promotorów grp, ATF6(a) i TFII-I wzrasta podczas 
uwalniania jonów wapniowych z siateczki śródplazmatycz­
nej w komórkach hodowanych in vitro [33,37]. Autoregu­
lacja tych czynników transkrypcyjnych reprezentuje nowy 
mechanizm sprzężenia zwrotnego, występującego w odpo­
wiedzi na stres ER.

Białko HSP47 — kolagenowo-specyficzne białko opie­
kuńcze (o masie cząsteczkowej 47kDa) — zlokalizowane 
na terenie siateczki śródplazmatycznej, odpowiedzialne 
jest za proces syntezy i dojrzewania kolagenu. [43]. HSP47

uczestniczy w transporcie prokola- 
genu z siateczki do aparatu Golgiego 
[44]. Białko to chroni kolagen przed 
denaturacją i w ewnątrzkom órkową 
degradacją [43,44],

N iedaw no w ykryte białko z ro ­
dziny GRP, określane jako GRP170/ 
ORP150 (glucose/ oxygen-regulated 
protein 150 kDa), występuje w sia­
teczce śródplazmatycznej i bierze 
udział w procesie fałdowania białek 
błonowych i wydzielniczych. Nie­
dobór glukozy jest czynnikiem na ­
silającym syntezę tego białka opie­
kuńczego w kulturach fibroblastów 
in vitro. Zaobserw ow ano znaczne 
obniżenie zawartości kolagenu, 
którem u tow arzyszy w zrost ak tyw ­
ności żelatynolitycznej i nieznaczne 
obniżenie ekspresji receptora insuli- 
nopodobnego czynnika wzrostowe- 
go-I (IGF-I). To sugeruje, że ORP150 
jest białkiem opiekuńczym , które 
chroni białka w ew nątrzkom órko­
we przed proteolizą, nasilaną przez 
niedobór glukozy czy hipoksję [45]. 
Zbadano w pływ  niedoboru glukozy 
na syntezę i degradację kolagenu 
w kulturach fibroblastów in vitro i 
związek tych procesów z poziom em  
syntezy ORP 150. Brak glukozy w 
m edium  pow oduje znaczne obniże­
nie syntezy kolagenu. Proporcjonal­
nie mniej kolagenu ulega degradacji, 
czemu tow arzyszy nasilenie syntezy 
ORP150 w hodow lach pozbaw io­
nych glukozy w  porów naniu  z tymi, 
które były inkubow ane w m edium  
o praw idłow ym  stężeniu glukozy. 
Sugeruje się, że ORP150 jest czyn­
nikiem, który chroni kolagen przed 

wewnątrzkom órkową degradacją, indukow aną przez nie­
dobór glukozy [46],

ROLA GRP W PRZEŻYWALNOŚCI 
KOMÓREK W STANIE STRESU ER

Z badań wykonanych na kulturach komórkowych w y­
nika, że GRP78, GRP94 i Adapt78 chronią komórki przed 
apoptozą [9,47-52] (Ryc. 3). Dwa niezależne zespoły badaw ­
cze wykazały, że GRP chronią komórkę bardziej przed stre­
sem wywołanym przez usunięcie jonów w apnia z siateczki 
śródplazmatycznej niż przez blokowanie glikozylacji białek 
[47,52], Jakkolwiek mechanizm antyapoptotycznego działa­
nia GRP nie jest znany, to zm utow ane białko GRP78, które 
utraciło aktywność ATPazową, traci swoje funkcje cytopro- 
tekcyjne [50]. Białko HSC70 — odpow iednik GRP78, jest 
jednym z ważniejszych chaperonów w cytoplazmie. Chroni 
ono komórki przed apoptozą, działając przez pobudzenie 
licznych mechanizmów antyapoptotycznych [7], Jednym z 
nich jest zapobieganie formowania nowych apoptosomów. 
Badania kilku zespołów zmierzają do wyjaśnienia czy GRP
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oddziałują ze składnikami biorącymi udział w apoptozie in­
dukowanej przez stres ER [10,25,53],

Szereg obserwacji wskazuje, iż GRP zapobiegają lub 
ograniczają zakres niektórych procesów patologicznych. 
Wysoki poziom GRP94 i GRP78 w m ózgu młodych szczu­
rów w porów naniu  z osobnikami dorosłymi nadaje im 
większą odporność na w ystępowanie napadów  padacz­
kowych [19]. Specyficzna indukcja GRP w regionie zakrę­
tu zębatego szczurów dorosłych w konsekwencji napadu  
padaczki zapew nia neuroochronę w tej szczególnej części 
mózgu. Białku GRP78 przypisuje się zdolność do przy ­
w racania odporności na stres ER we wczesnym  stadium  
rodzinnego zespołu Alzheimera [54,55]]. Ekspresja GRP 
zapobiega agregacji i ułatwia degradację w proteasom ach 
zm utow anych białek prionowych w przebiegu chorób 
neurozw yrodnieniow ych [56], Uszkodzenie proteasom ów

sprawia, że GRP78 może fałdować zm utow ane białka prio- 
nowe, nadając im bardziej patogenny charakter.

Indukcję GRP78 obserwuje się w komórkach endotelial- 
nych uszkodzonych przez stres redukcyjny spowodowany 
hiperhomocysteinemią, która jest powszechnie uznawana 
za czynnik ryzyka wczesnej miażdżycy i chorób zakrzepo­
wych: udaru  m ózgu lub zawału mięśnia sercowego [21,38]. 
Dlatego indukcja GRP78 może być odpowiedzią adaptacyj­
ną w celu ochrony komórek endotelialnych przed apoptozą 
indukow aną przez stres ER.

Brak glukozy upośledza proces fałdow ania białek w 
siateczce śródplazm atycznej. N agrom adzenie  niesfałdo- 
w anych białek pow oduje aktywację procesu transkrypcji 
w ielu genów, a szczególnie kodujących białka op iekuń ­
cze, np.: GRP78, GRP94, ORP150, które porządkują s truk ­
turę  przestrzenną w spom nianych  białek, zwiększając 

przez to przeżyw alność komórek. W w a­
runkach  n iedoboru glukozy oraz n iedo ­
boru tlenu obserwuje się nasiloną syntezę 
ORP150 w kom órkach now otw orow ych: 
HeLa, HEK 293, A 2058, HCT 116, BT 474 
[57]. Komórki HeLa rosnące w m edium  o 
niskiej zawartości glukozy są kierow ane 
na drogę apoptozy  znacznie częściej niż 
te rosnące w optym alnych w arunkach. 
Komórki te, poddane  transfekcji m etodą 
siRNA (stosując siRNA specyficzny dla 
ORP150), zmniejszają syntezę ORP150, a 
w  konsekwencji stają się bardziej p o d a t­
ne na proces apoptozy. Sugeruje to, że 
ORP150 m inim alizuje proapoptotyczny 
efekt w yw ierany  przez niedobór glukozy 
[57]. Również hipoksja w yw ołana w ho­
dow lach kom órek HeLa pow oduje zw ięk­
szoną syntezę ORP150 oraz nasilenie 
procesu apoptozy. Zaham ow anie syntezy 
ORP150 poprzez transfekcję specyficz­
nym  dla ORP150 siRNA pow oduje da l­
szy w zrost liczby kom órek ulegających 
apoptozie, nasilenie ekspresji białka Bim i 
traw ienia białka zw iązanego z poli-ADP- 
rybozą (PARP -  poły ADP-ńbose protein). 
Nasilenie syntezy ORP150 chroni kom ór­
ki przed proapopto tycznym  w pływ em  
hipoksji [58],

GRP JAKO CEL CHEMIOTERAPII 
NOWOTWOROWEJ

Podczas gdy wzmożona ekspresja GRP 
może zmniejszać uszkodzenie organów 
narażonych na stres ER, ich indukcja w 
komórkach nowotworowych i antyapop- 
totyczne działanie może pobudzać rozwój 
nowotworów i powodować ich oporność 
na leki (Ryc. 3). W różnych liniach komó­
rek nowotworowych i w  guzach człowieka, 
poziom GRP78 i GRP94 jest podwyższony 
i ma związek ze złośliwością guza [9,59], 
Dodatkowo, wykazano że wzmożona in­
dukcja GRP78 chroni komórki nowotwo-

Transkrypcja celowana *

Czynniki
transkrypcyjne

Prezentacja
antygenów

Brak indukcji GRP

Rycina 3. Indukcja GRP i ochrona komórki. Stres ER aktywuje transkrypcję genów grp za pośrednictw em  
sekwencji ERSE, czego skutkiem  jest nasilenie syntezy białek opiekuńczych. Składnikam i kom pleksu  ak­
tywującego transkrypcję są: NF-Y, ATF6, YY1 i TFII-I. Indukow ane przez stres właściwości prom otora 
grp78 m ogą być w ykorzystane do transkrypcji celowanej w  terapii genowej. Ekspresja grp m oże być blo­
kow ana na poziom ie transkrypcji przez leki hamujące syntezę GRP, np. genisteinę. Zastosow anie w ekto ­
rów  z rybozym am i czy oligonukleotydów  antysensow nych ham uje translację GRP. H am ow anie syntezy 
GRP w  w arunkach stresu ER prow adzi do podw yższonej cytotoksyczności i apoptozy. Nasilenie syntezy 
GRP zw iększa przeżyw alność komórek. Jest to bardzo korzystny m echanizm  odgrywający znaczną rolę 
w  ochronie narządów , np. zapobiega uszkodzeniom  m ózgu czy defektom  kom órek śródbłonka. W prze­
ciw ieństw ie do tego, w zm ożona synteza GRP w kom órkach now otw orow ych prow adzi do w ym ykania 
się tych kom órek spod kontroli system u im m unologicznego, czego następstw em  jest nasilenie proliferacji 
i złośliwości guza. Nasilenie syntezy GRP w kom órkach now otw orow ych może prow adzić do  oporności 
na leki. GRP94, pochodzące z m artw ych kom órek now otw orow ych, biorą udział w  prezentacji antyge-
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rowe, podczas gdy zahamowanie syntezy tego białka opie­
kuńczego nasila apoptozę, hamuje wzrost guza i zwiększa 
podatność na działanie czynników cytotoksycznych [9,48]. 
Dlatego celowane hamowanie syntezy i funkcji GRP w ko­
mórkach nowotworowych jest now ym  kierunkiem w che­
mioterapii nowotworów.

Genisteina, która obniża syntezę GRP, hamuje wzrost 
guzów indukowanych karcynogenami u szczurów oraz ko­
mórek białaczki u człowieka, przeszczepianych do myszy 
[27]. Wykazano także, że GRP94 wiąże się i stabilizuje biał­
ko pl85/erbB2 (także określane jako HER-2/neu), którego 
nasilona synteza w raku sutka jest związana ze złym roko­
waniem [60], Traktowanie komórek raka sutka geldanamy- 
cyną, która jest inhibitorem białek opiekuńczych HSP90, 
umożliwia rozpad kompleksów GRP94-pl85 i degradację 
pl85.

Indukcja GRP w wielu liniach komórek nowotworo­
wych u człowieka nadaje im oporność na inhibititory to- 
poizomerazy II (np. etoposid), ale nasila wrażliwość na 
czynniki wiążące się z DNA, takie jak cisplatyna [61,62]. 
Bezpośrednie ham ow anie syntezy GRP94 przez podanie 
oligonukleotydów antysensow nych skutkuje zwiększoną 
wrażliwością na indukow aną przez cytostatyk, etoposid, 
śmierć komórki [51]. Interesującym jest, że apoptoza w y­
wołana przez etoposid pow oduje proteolityczny rozpad 
GRP94 przez kalpainę, która także trawi Bcl-xL podczas 
apoptozy, przekształcając białko antyapoptotyczne w pro- 
apoptotyczne [51,53],

Specyficzne w arunki stresow e w m ikrośrodow isku 
guzów  litych mogą prow adzić  do indukcji GRP. Funk­
cja opiekuńcza GRP jest konieczna do ich działania cy- 
toochronnego. P raw dopodobn ie  wiąże się to z ich zdol­
nością do zatrzym yw ania  receptorów  czynników w zro ­
stowych w kanalikach siateczki śródplazm atycznej, co 
prow adzi do zaham ow ania podziału komórek w fazie 
G1 i oporności na leki cytotoksyczne działające w fazie 
S cyklu kom órkow ego [61]. Inny m echanizm  ochrony, w 
którym  pośredniczą GRP, obejmuje ich oddziaływ ania z 
efektorami apoptozy, zmniejszając skuteczność farm ako­
terapii now otw orów .

ROLA GRP W IMMUNOTERAPII

W ykazano, że GRP94 tow arzyszy w ielu peptydom , 
które powstają przez degradację białek prawidłowych, 
now otw orow ych, bakteryjnych, czy w irusow ych [63]. 
GRP94 pochodzący z now otw orów  przenosi peptydy an­
tygenow e guza, a GRP94 pochodzący z komórek zaka­
żonych w irusam i przenosi antygeny wirusowe. GRP94 w 
w arunkach praw idłow ych jest zlokalizow any wewnątrz- 
kom órkowo. W czasie rozpadu  kom órek nekrotycznych 
uw alniane są kom pleksy GRP94-peptyd i przenoszone na 
kom órki prezentujące antygen. Prezentacja peptydów  na 
pow ierzchni tych kom órek prow adzi do stymulacji lim­
focytów T i odpow iedzi prozapalnej. Kompleksy GRP94 
z peptydam i służyły jako czynniki im m unogenne do 
w yw ołania odpow iedzi imm unologicznej, specyficznej 
dla chronionych przez GRP94 pep tydów  antygenowych
[64]. Nie obserw ow ano autoim m unizacji, co sugeruje że

odpow iedź  im m unologiczna jest skierow ana przeciwko 
peptydom , a nie przeciw ko GRP94.

Wykorzystując wnioski z badań na zwierzętach, immu- 
nizowano pacjentów onkologicznych preparatami GRP94 
pochodzącymi z ich własnych nowotworów, jako test sku­
teczności specyficznej szczepionki w immunoterapii ludz­
kich now otw orów  [64], Ostatnio wykazano, że białko z ro­
dziny GRP, określane jako GRP170/ORP150, jest skuteczne 
jako szczepionka przeciwnowotworowa [65]. Podejmowane 
są również próby zastosowania GRP170 w  terapii chorób 
zakaźnych.

PROMOTOR GENU GRP78 W 
PRZECIWNOWOTWOROWEJ TERAPII GENOWEJ

W agresyw nych now otw orach w skutek n iedokrw ie ­
nia i b raku  składników  odżyw czych miejscowo rozwija 
się hipoksja i kwasica. W tych w arunkach  dochodzi do 
specyficznej aktywacji prom otora genu grp78. Użycie in ­
dukow anego przez stres prom otora grp78 jako nośnika w 
celu w prow adzen ia  terapeutycznego genu samobójcze­
go, otw iera now e możliwości terapii genowej słabo una- 
czynionych guzów  czy chorób niedokrw iennych. Enzym 
kodow any przez terapeutyczny gen samobójczy, um oż ­
liwia przekształcenie n ieaktyw nego proleku w aktyw ny 
produkt, którego działanie prow adzi do śmierci kom órki 
now otw orow ej lub pobudza jej wrażliwość na chemio- 
lub radioterapię. Prom otor grp78 wyróżnia się w yższą 
efektywnością niż prom otory  w irusow e w niszczeniu d u ­
żych guzów , np. dośw iadczalnych now otw orów  myszy, 
w łókniakom ięsaka i raka sutka [20,66], D odatkow ą ko­
rzyścią zw iązaną z prom otorem  grp78 jest fakt, że jest on 
zaw sze indukow any  w terapii laserowej (terapia fotody- 
namiczna), która pobudza rozwój stresu oksydacyjnego 
i n iedokrw ienie in vivo [67], umożliwiając kontrolow aną 
ekspresję genu terapeutycznego.

Ponad 20 lat temu, kiedy zostały odkryte GRP78 i 
GRP94, nastąpił gw ałtow ny rozwój w iedzy dotyczącej 
funkcji i regulacji tych białek w hodow lach kom órko ­
wych. Przyszłe badania  skupiające się na fizjologicznej 
roli GRP in vivo będą zm ierzały do zrozum ienia ważnej 
roli białek opiekuńczych w rozwoju różnych organizm ów  
oraz w patofizjologii chorób zw iązanych z zaburzeniam i 
hom eostazy siateczki śródplazm atycznej.
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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 w ell 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 kształtu erytrocytów i 
czynniki je wywołujące

STRESZCZENIE

Erytrocyty w ystępują  w  w ie lu  różnych kształtach, zależnych od czynników  środow isko ­
w ych oraz stanu fizjologicznego. W iększość z tych kształtów  (np. knizocyty, leptocyty i 

keratocyty) jest charakterystyczna dla w ielu  chorób, w  tym  anem ii o różnej etiologii. Trzy 
typy kształtów  uw ażane są za form y fizjologiczne: dyskocyty, echinocyty i stom atocyty. 
M ożliw ość transform acji echinocyt — dyskocyt — stom atocyt chroni erytrocyty przed zn isz ­
czeniem  przez czynniki echinocytogenne (np. w ysoka siła  jonow a, zasadow e pH, anionow e 
zw iązki amfifilowe i spadek  poziom u ATP) lub  stom atocytogenne (roztw ór h ipotoniczny, 
kw aśne pH  i kationow e zw iązki amfifilowe). C zynnik i pow odujące zm iany ksz tałtu  ery­
trocytów  m ogą być podzie lone na trzy głów ne grupy: działające za pośrednictw em  redy ­
strybucji fo sfo lip idów  błonow ych, m odyfikujące rów now agę D onnana oraz oddziału jące z 
b iałk iem  pasm a 3.

WPROWADZENIE -  PODSTAWOWE INFORMACJE
0  KRWI I ERYTROCYTACH

Z chemicznego punktu  widzenia krew jest roztworem  koloidalnym o gęstości 
zawierającej się w granicach 1040-1060 k g /m 3 i wartościach pH  w zakresie 7,35- 
7,43; jej składnikami są osocze i elementy morfotyczne [1]. Osocze czyli nieupo- 
staciowana część krwi składa się w  90-92% z wody; pozostałe składniki to albu­
miny (4,3%) i globuliny (2,4%) oraz niebiałkowe związki azotowe (takie jak kwas 
moczowy, ałantoina, kreatynina, amoniak, bilirubina, nukleotydy), wolne ami­
nokwasy i substancje nieposiadające w strukturze atomów azotu (głównie glu­
koza) [1]. Elementy morfotyczne to krwinki czerwone (erytrocyty, retikulocyty), 
krwinki białe (granulocyty, monocyty, limfocyty) oraz płytki krwi (trombocyty). 
Elementy morfotyczne stanowią 35-52% objętości krwi, natomiast pozostałe 48- 
65% to osocze [2]. Procentowa zawartość elementów morfotycznych określana 
jest jako wskaźnik hematokrytowy. W grupie elementów morfotycznych krwi 
wyróżniają się morfologicznie erytrocyty. Są to wysoce wyspecjalizowane ko­
mórki, służące do przenoszenia tlenu z płuc do tkanek oraz dw utlenku węgla 
z tkanek do płuc. Obie te funkcje są możliwe dzięki obecności hemoglobiny, 
która dzięki grupie hemowej umożliwia odwracalne wiązanie tlenu. Hemoglo­
bina pełni również pierwszoplanową funkcję w buforze węglanowym, będącym 
najważniejszym układem buforowym utrzymującym pH krwi. Dla efektywnego 
wypełniania tych funkcji, czyli możliwości przenoszenia jak największej ilości 
hemoglobiny, erytrocyty posiadają bardzo uproszczoną budow ę morfologiczną
1 nie posiadają żadnych organelli komórkowych (erytrocyty ssaków) [1], Bło­
na białkowo-lipidowa, oddzielająca wnętrze erytrocytów od otoczenia, jest je­
dyną barierą dla niekorzystnych czynników środowiskowych i ulega pod ich 
wpływem  modyfikacjom, co wyrażane jest m.in. przez zmianę kształtu kom ó­
rek. Kształty erytrocytów można podzielić w edług wielu kryteriów. Najbardziej 
ogólnym podziałem jest podział ze względu na stan fizjologiczny erytrocytów; 
wyróżnić można erytrocyty o kształtach fizjologicznych oraz patologicznych.

Erytrocyty czynne biologicznie mają najczęściej kształt dwuwklęsłego dysku 
czyli dyskocytu. Mechanizm odpowiedzialny za przyjmowanie przez erytrocyty 
charakterystycznego dyskocytarnego kształtu jest przedmiotem sporów. Kształt 
taki daje krwince czerwonej większą powierzchnię w stosunku do objętości niż 
kształt kulisty, co stwarza lepsze warunki wymiany gazowej oraz gwarantuje 
większą odkształcalność erytrocytu potrzebną przy przechodzeniu przez naczy­
nia włosowate. Kształt dyskocytarny erytrocytów może ulegać zmianie zależnej 
od właściwości fizykochemicznych środowiska życia tych komórek. Kwasowe 
pH, wysokie ciśnienie hydrostatyczne, substancje amfipatyczne gromadzące się 
przede wszystkim w wewnętrznej monowarstwie dw uw arstw y lipidowej błony, 
itp. powodują, że erytrocyty przyjmują kształt stomatocytów, krwinek posiada­
jących pojedyncze wklęśnięcie przypominające usta. Natomiast zasadowe pH, 
substancje amfipatyczne gromadzące się preferencyjnie w  zewnętrznej mono-
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Rycina 1. Zm iany kształtów  erytrocytów  w procesach echinocytozy i stom atocytozy [3].

warstwie dw uw arstw y lipidowej błony, obniżony poziom 
ATP, nadm iar cholesterolu itp., powodują transformację 
dyskocytu w echinocyt, czyli krwinkę o kulistym kształcie, 
posiadającą liczne wypustki o regularnym  układzie. Obie te 
transformacje zachodzą w zdrowych erytrocytach i są od ­
wracalne (Ryc. 1) [3],

W przebiegu wielu chorób w ystępują erytrocyty o 
rozm aitych kształtach patologicznych. Transformacje 
patologiczne są n ieodw racalne i pow odują  zaburzenia 
funkcjonowania krwinek. Istnieje cały szereg kształtów  
patologicznych erytrocytów  i spotkać m ożna różne kla­
syfikacje bazujące na ich morfologii. Do krwinek o kształ­
cie patologicznym  zaliczamy m iędzy innymi: akantocyty 
(występujące m.in. p rzy  w rodzonym  braku beta-lipopro- 
tein, ciężkiej marskości w ątroby i mocznicy), poikilocyty 
(występujące m.in. w pierwotnej mielofibrylozie i przy 
niedoborze w itam iny B]2), drepantocyty  (niedokrwistość 
sierpow atokrw inkow a), daktriocyty, kodocyty, leptocy- 
ty, schizocyty (niedokrwistości hemolityczne), knizocyty 
(hemoglobinopatie, talasemie), eliptocyty (eliptocytoza 
wrodzona), m ikrocyty (m. in. n iedokrw istość z n iedobo­
ru żelaza), m akrocyty (niedokrwistości megaloblastycz- 
ne), ekscentrocyty, sferocyty (sferocytoza w rodzona) i 
inne [3] (formy erytrocytów  czynnych biologicznie, jak 
i przykłady form patologicznych zostały przedstaw ione 
na Ryc. 2).

Mechanizm działania więk­
szości tych czynników, będą­
cy bezpośrednią przyczyną 
zmian kształtów erytrocytów, 
jest zgodny z przedstawio­
ną przez Sheeza i Singera w 
1974 roku teorią sprzężonych 
m onowarstw [4], Hipoteza ta 
mówi, że bezpośrednią przy­
czyną zachodzenia transfor­
macji dyskocytu w echinocyt

----------------------------------  lub stomatocyt jest różnica w
powierzchniach monowarstw 

zewnętrznej i wewnętrznej błony — AA. Jeżeli AA maleje 
(powierzchnia m onowarstwy wewnętrznej staje się większa 
niż m onowarstwy zewnętrznej) w stosunku do występują­
cej w dyskocycie, krwinka przechodzi w formę stomatocy- 
tu. Jeżeli natomiast AA rośnie (powierzchnia monowarstwy 
zewnętrznej staje się większa niż wewnętrznej), krwinka 
przyjmuje kształt echinocytu [5]. Kształt krwinki określany 
jest parametrem I , czyli tzw. indeksem kształtu erytrocytu. 
Krwinka o kształcie dyskocytu ma wartość indeksu rów­
ną 0. Stomatocytom przypisuje się ujemne wartości tego 
parametru, aż do wartości -4, która to wartość jest charak­
terystyczna dla stomatosferocytu. Echinocyty mają wartość 
I s dodatnią, aż do +4, jest to wartość charakterystyczna dla 
echinosferocytu [6]. Istnieją także hipotezy mówiące np., 
że kształt jest odpowiedzią na stan energetyczny krwinki 
oraz że kształt jest uw arunkow any zmianami równowagi 
pomiędzy energią zagięcia błony (ang. bilayer bending ener- 
gy) a energią szkieletu (ang. membrane skeleton shear energy) 
[7], Zazwyczaj jednak czynniki zmieniające te parametry 
zmieniają także AA. Poniżej opisano najważniejsze czynniki 
wywołujące transformację kształtu erytrocytów wraz z me­
chanizmami ich działania.

AMFIFILE EGZOGENNE ORAZ CZYNNIKI 
WPŁYWAJĄCE NA ROZMIESZCZENIE 
CZĄSTECZEK AMFIFILI BŁONOWYCH

Transformacja echinocyt<->dyskocyt+->stomatocyt za­
chodzi, w odróżnieniu od transformacji patologicznych, 
naturalnie w naczyniach krwionośnych. Jest to zmiana od ­
wracalna, wywoływana przez szereg czynników zarówno 
chemicznych, jak i fizycznych. Najprostszym podziałem 
czynników wywołujących transformację erytrocytów jest 
podział na czynniki echinocytogenne i stomatocytogenne, 
bez względu na mechanizm, w edług którego poszczególne 
czynniki działają. Dużo bardziej interesujący byłby podział 
według proponowanych mechanizmów działania. Nieste­
ty, przeważająca większość z czynników działa w oparciu 
o więcej niż jeden mechanizm i niemożliwe staje się określe­
nie mechanizmu działania konkretnego czynnika. Dlatego 
w tej pracy podzielono je arbitralnie na trzy grupy, klasy­
fikując według najważniejszego, jak się wydaje, mechani­
zmu ich działania. W każdej klasie znajdują się zarówno 
czynniki stomatocytogenne, jak i echinocytogenne. Klasy te 
to: 1) amfifile egzogenne oraz czynniki wpływające na roz­
mieszczenie cząsteczek amfifili błonowych; 2) modyfikatory 
równowagi wynikającej z równania Donnana; 3) czynniki 
działające poprzez oddziaływanie z białkiem pasma 3.

Związki amfifilowe charakteryzują się obecnością w swo­
jej strukturze części hydrofilowej i hydrofobowej. Jednym z 
głównych kryteriów podziału cząsteczek amfifilowych jest 
ich polarność. Amfifile niepolarne nie rozpuszczają się w 
wodzie, natomiast polarne mogą być w niej zarówno nie­
rozpuszczalne, jak i rozpuszczalne. Matematycznym w yra­
żeniem amfifilowości jest współczynnik podziału olej/w oda 
(log Po/w) oraz wartość HLB, wyliczana ze wzoru:

HLB = 0,36 ln + 7

gdzie Coto stężenie molowe amfifilu w oleju, a Cw to stężenie 
molowe amfifilu w wodzie. Wartość tego współczynnika 
zawiera się w przedziale 1-40, przy czym im większa w ar­
tość, tym większa rozpuszczalność związku w fazie wodnej. 
Związki amfifilowe rozpuszczalne w wodzie przy odpo­
wiednio dużym  stężeniu organizują się w struktury agre- 
gacyjne. Kształt tych struktur zależy od kształtu cząsteczki 
amfifilu. Kształt ten określany jest wzorem:

V
S =

a l
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dyskocyt echinocyt

stomatocyt sferocyt

akantocyt drepanocyt dakriocyt

kodocyt leptocyt keratocyt

knizocyt schizocyt

Rycina 2. M ikrografie skaningow e fizjologicznych oraz patologicznych form  erytrocytów  [2].

eliptocyt

gdzie V jest to objętość cząsteczki, a to powierzchnia części 
hydrofilowej, a / to długość łańcucha węglowodorowego 
[8]. Maksymalne stężenie, przy którym amfifil jest w stanie 
występować w roztworze jako monomer, nazywane jest 
krytycznym stężeniem micelizacji (CMC).

O ddziaływ anie  amfifili z błoną biologiczną jest u w a ­
runkow ane ich kształtem. Cząsteczki o kształcie cylin­
drycznym  (1/2<S<1), przy założeniu, że w rów nym  stop ­
niu  będą w budow yw ały  się w  m onow arstw ę w ew nętrz ­
ną, jak i zew nętrzną, będą pow odow ały  zw iększanie się 
pow ierzchni błony. N atom iast amfifile o kształcie klina 
(S < l/3 )  lub stożka (S>1) pow odow ać będą zwiększanie 
się pow ierzchni błony tylko do określonego ich stężenia 
w dw uw arstw ie. Przekroczenie tego stężenia będzie po-

Postępy Biochemii 55 (4) 2009

w odow ało  lizę błony i po ­
w staw anie m ieszanych mice- 
li złożonych z cząsteczek am ­
fifili błonow ych i amfifila eg­
zogennego. Stężenie zw iązku 
amfifilowego pow odujące 
zw iększanie pow ierzchni 
błony, ale niepow odujące- 
go jeszcze jej lizy, nazy w a ­
my stężeniem  sublitycznym  
(prelitycznym), natom iast 
stężenie pow odujące lizę ko­
mórki nazyw am y stężeniem  
litycznym  [9], Typow y pro ­
ces solubilizacji m odelowej 
d w uw arstw y  fosfolipidowej 
(liposomów) przez detergent 
składa się z czterech etapów: 
w początkowej części proce­
su (faza 1) cząsteczki de ter­
gentu wnikają w  zew nętrzną 
m onow arstw ę dw uw arstw y  
fosfolipidowej, nie zm ienia ­
jąc wielkości jej powierzchni. 
W trakcie dalszego zw ięk­
szania stężenia detergentu  
może nastąpić transfer części 
jego cząsteczek do m onow ar- 
stw y wewnętrznej, n as tęp u ­
je zwiększenie pow ierzchni 
d w uw ars tw y  (faza 2). Przy 
odpow iednio  dużym  stę­
żeniu detergentu  następuje 
solubilizacja błony, w fazie 
3 w  roztw orze pojawiają się 
zarów no micele zbudow ane 
z detergentu , jak i m ieszane 
micele detergentow o-lip ido- 
we. Ostatecznie całe liposom y 
ulegają solubilizacji, a w  roz ­
tw orze znajdują się już tylko 
micele m ieszane [9] (faza 4). 
Zm iany zachodzące w roz­
tw orze podczas solubiliza­
cji liposom ów  obserw ow ać 
m ożna przy w ykorzystaniu  
m etod spektrofotom etrycz- 

nych. Na Ryc. 3 p rzedstaw iono schem atycznie zm iany w 
rozpraszan iu  światła zachodzące podczas tego procesu.

Oddziaływanie detergentu z błoną białkowo-lipidową 
różni się swoim przebiegiem od solubilizacji błony liposo- 
mowej. W pierwszej fazie procesu cząsteczki detergentu 
wiążą się niekooperatywnie z błoną. W fazie drugiej, po 
przekroczeniu błonowego stężenia wolnego detergentu 
(C it), cząsteczki detergentu wiążą się z błoną kooperatyw- 
nie i dochodzi do stopniowego mieszania się ich z fosfoli­
pidam i błony. Powyżej krytycznego stężenia solubilizacji 
(CSC), w fazie trzeciej, lipidy i białka tworzące jednostki 
zaczynają być solubilizowane do roztworu, tworząc róż­
norodne, niesedymentujące obiekty, takie jak bardzo małe 
kawałki błony lub micele mieszane. W fazie ostatniej w  roz-

427http://rcin.org.pl



Rycina 3. Przebieg procesu solubilizacji s truk tu r liposomowych przez detergent.

tworze występują już tylko mieszane micele lipidowo-de- 
tergentowe oraz białka opłaszczone cząsteczkami lipidów 
błonowych i detergentu [10].

W pływ amfifili egzogennych na kształt erytrocytów 
został zauważony i scharakteryzowany najwcześniej. Jak 
powszechnie wiadomo, fosfolipidy, będące główną, obok 
białek, grupą związków budującą błony, mają budowę am- 
fipatyczną. Posiadają w swojej strukturze części hydrofobo­
we zbudowane z reszt kwasów tłuszczowych oraz części 
hydrofilowe z grupami polarnymi lub mogącymi ulegać 
jonizacji. Budowa błony biologicznej umożliwia bardzo ła­
twe w budow yw anie się cząsteczek egzogennych związków 
amfifilowych. Transformacja dyskocytu w echinocyt lub 
stomatocyt zależna jest od docelowego umiejscowienia się 
cząsteczek egzogennych amfifili w ewnątrz dwu warstwy 
fosfolipidowej. Stwierdzono doświadczalnie, że amfifile 
kationowe łączą się preferencyjnie z wewnętrzną warstwą 
błony, natomiast amfifile anionowe z zewnętrzną warstwą 
[11]. Preferencyjne wiązanie amfifili kationowych, takich 
jak: chloropromazyna, eter oktaetylenoglikododecylowy, 
itp., związane jest z oddziaływaniami elektrostatycznymi 
między tymi związkami a ujemnie naładowaną wewnętrz­
ną powierzchnią błony. Ładunek ten jest wynikiem asyme­
trycznego rozmieszczenia fosfolipidów błony, a w szcze­
gólności fosfatydyloseryny. Odpychające oddziaływania 
między cytoplazmatyczną powierzchnią błony a amfifilami 
anionowymi (np. dodecylomaltozydem) są natomiast przy­
czyną w budow yw ania się tych związków w zewnętrzną 
monowarstwę. Zatem, wynikiem w budowywania się amfi- 
patów kationowych jest transformacja dyskocytu do stoma- 
tocytu, natomiast anionowych -  transformacja do echinocy- 
tu. Amfifile niejonowe mogą być zarówno echinocytogenne 
(cholesterol, dodecylo-D-maltozyd, decylo-(3-D-glukopira- 
nozyd), jak i stomatocytogenne (etery alkilooktaetylenogli- 
kolowe, eter dodecylopentaetylenoglikolu) [5,12,13]. Me­
chanizm wywoływania transformacji przez amfifile niejo­
nowe nie jest jak dotąd dobrze poznany. Isomaa i wsp. [14] 
zaproponowali mechanizm oparty na tworzeniu się faz nie- 
warstwowych pomiędzy m onowarstwam i błony erytrocy­
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tu. Wykazali oni, że cząsteczki amfifili echinocytogennych 
wywołują zmiany kształtu komórek gwałtownie, niemal od 
razu po dodaniu do medium, w którym znajdują się ery­
trocyty. Cząsteczki amfifili stomatocytogennych mogą na­
tomiast zachowywać się w  różny sposób. Mogą, podobnie 
jak amfifile echinocytogenne, wywoływać zmianę kształtu 
od razu po dodaniu do zawiesiny krwinek czerwonych lub 
działać z opóźnieniem, podczas którego nie obserwuje się 
zmian kształtu erytrocytów. Trzecią grupą są amfifile w y ­
wołujące na początku echinocytozę, a po upływ ie pewnego 
czasu, zazwyczaj nie krótszego niż 30 min, i / lu b  zwiększe­
nia stężenia amfifilu, stomatocytozę.

Zmiany wywołane przez amfifile echinocytogenne, głów­
nie anionowe, można łatwo wytłumaczyć bezpośrednim 
kontaktem tych związków z zewnętrzną monowarstwą, w 
którą wnikają, wykorzystując istnienie korzystnych oddzia­
ływań elektrostatycznych. Amfifile kationowe, jak napisano 
wcześniej, preferencyjnie wbudowują się do monowarstwy 
wewnętrznej. Pierwszym etapem wnikania jest pokonanie 
bariery monowarstwy zewnętrznej. Cząsteczki amfifilowe, 
których ładunek w trakcie wbudowywania się i przechodze­
nia przez błonę może być zniesiony, łatwo i szybko dyfun- 
dują w poprzek błony do monowarstwy cytoplazmatycznej, 
po czym odzyskują swój ładunek. Do tej grupy należy m. in. 
trzeciorzędowa amina chloropromazyna. Amfifile kationo­
we, których ładunek nie może być zniesiony wbudowują się 
w monowarstwę zewnętrzną, a następnie są przenoszone do 
monowarstwy wewnętrznej poprzez flipazę. Wnikając w ze­
wnętrzną warstwę błony, wywołują echinocytozę, a następnie 
poprzez redystrybucję do monowarstwy cytoplazmatycznej, 
stomatocytozę [14]. Isomaa zaproponował jeszcze jeden moż­
liwy mechanizm oddziaływania błony z amfifilami, w  myśl 
którego dodanie amfifili do roztworu krwinek czerwonych 
powoduje gwałtowne tworzenie się faz niewarstwowych 
pomiędzy monowarstwami błony erytrocytu. Fazy te to od­
wrócone micele oraz faza heksagonalna II. Zbudowane są 
zarówno z lipidów błonowych, jak i z amfifili egzogennych. 
Następnie amfifile budujące odwrócone micele lub fazę hek­
sagonalną II redystrybuowane są do monowarstw  zgodnie z 
korzystnymi oddziaływaniami elektrostatycznymi. Powsta­
wanie struktur międzywarstwowych chroni zatem błonę 
przed nagłymi zmianami składu i powierzchni, zabezpie­
czając erytrocyt przed uszkodzeniem. Fazy międzywarstwo- 
we mogą brać udział także w fuzji błon, egzo- i endocyto- 
zie oraz w transporcie transbłonowym [14]. Niezależnie od 
faktu czy dany amfifil wywołuje transformację echinocyto- 
genną, czy stomatocytogenną, w  odpowiednio dużym  jego 
stężeniu, erytrocyt przechodzi w sferocyt. Echinocyt transfor­
muje w sferocyt poprzez uwalnianie na końcach wypustek 
egzopęcherzyków zbudowanych z lipidów monowarstwy 
zewnętrznej [11], Jednak transformacja kształtu wywołana 
tylko i wyłącznie biernym wbudowywaniem się egzogen­
nych fosfolipidów w błonę, przynajmniej w  początkowych 
jej stadiach, jest mało prawdopodobna, gdyż szybkość zmian 
jest znacząco większa niż szybkość ich w budow yw ania [15]. 
Możliwym rozwiązaniem tego problemu jest uwzględnienie 
oddziaływania amfifili z białkiem pasma 3 opisane w dalszej 
części tych rozważań.

Preferencyjne wbudowywanie się amfifili jonowych w 
błonę i indukowanie przez nie transformacji możliwe jest
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jedynie przy zachowaniu asymetryczności błony erytrocy- 
tarnej. Zaburzenie działania transferazy aminofosfolipidów 
(flipazy) powoduje zniesienie asymetrii w  wyniku biernej 
dyfuzji fosfatydyloseryny do zewnętrznej monowarstwy bło­
ny. Po zaniku asymetrii dwuwarstwy fosfolipidowej amfifile 
o właściwościach echinocytogennych i stomatocytogennych 
nie wykazują już zdolności do indukowania zmian kształtów 
erytrocytów [16]. Zjawisko takie zachodzi przy spadku stęże­
nia wewnątrzkomórkowego ATP. ATP-zależna transferaza 
aminofosfolipidów (flipaza) przestaje transportować fosfa- 
tydyloserynę do wewnętrznej monowarstwy, w związku z 
czym spontaniczna dyfuzja tego fosfolipidu (PS) (wspoma­
gana działaniem skramblazy, nie wykazującej właściwości 
ATPazowych, przenoszącej cząsteczki fosfatydyloseryny z 
monowarstwy wewnętrznej do zewnętrznej), połączona ze 
zmianami zachodzącymi z szkielecie błonowym, wywołuje 
echinocytozę. Zmniejszenie stężenia ATP powoduje bowiem 
dysocjację kompleksu spektryna-aktyna. Defosforylowana 
spektryna skupia się przy wewnętrznym listku błony, powo­
dując echinocytozę [17]. Mechanizm echinocytozy następu­
jącej wskutek agregacji defosforylowanej spektryny nie jest 
do końca wyjaśniony (istnieją doniesienia mówiące o tym, że 
zmiana kształtu z dyskocytarnego na echinocytarny zachodzi 
szybciej niż defosforylacja spektryny [18]). Proponowany jest 
jeszcze inny mechanizm echinocytozy, powiązany z amfib­
iami błonowymi. Zaobserwowano mianowicie, że przy jed­
noczesnym obniżeniu komórkowego poziomu ATP i wzro­
ście stężenia jonów Ca2+ wzrasta stężenie diacyloglicerolu w 
błonie. Związane jest to z aktywacją znajdującej się w  błonie 
fosfodiesterazy, która hydrolizuje polifosfoinozytole (fosfaty- 
dyloinozytolo-4-fosforan, fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosfo- 
ran) do m. in. diacyloglicerolu. Brak dostępu ATP powoduje 
zablokowanie reakcji odwrotnej. Aktywność fosfodiesterazy 
prowadzi do utraty grup fosforanowych i redystrybucji pro­
duktu, wynikiem czego jest zmniejszenie się powierzchni 
wewnętrznej monowarstwy błony i echinocytoza [17]. Za­
znaczyć trzeba, że aby zaszła zmiana kształtu, wystarczy aby 
1-2*106 cząsteczek fosfolipidów przeszło z wewnętrznej war­
stwy do zewnętrznej lub na odwrót. Stanowi to około 1-2% 
całkowitej puli fosfolipidów krwinki czerwonej i wystarcza 
do rozpoczęcia transformacji kształtu erytrocytu [16].

Echinocytozę pow oduje także dodanie do roztw oru 
zawierającego erytrocyty jonów w anadanow ych. W ana- 
dany znane są jako inhibitory wielu enzym ów , m iędzy 
innym i z g rupy  ATPaz, kinaz i fosfataz. W erytrocytach 
po trak tow anych  w anadanem  zachow ana zostaje ak tyw ­
ność fosfodiesterazy, natom iast blokow any jest enzym  o 
działaniu antagonistycznym . Pomimo obecności w roz ­
tw orze ATP nie mogą być od tw arzane fosfatydyloinozy- 
tole. N astępują zm iany analogiczne jak przy braku ATP 
w roztw orze [17].

CZYNNIKI MODYFIKUJĄCE RÓWNOWAGĘ JONOWĄ 
WYNIKAJĄCĄ Z RÓWNANIA DONNANA

Równanie Donnana charakteryzuje matematycznie stan 
równowagi jonowej (w odniesieniu do jonów jednowarto- 
ściowych) w poprzek błony:

( e r  ) , / ( c o o = (h c o 3-), /(h c o : )o =

(OH-)i / (O H )0 = (H +),/(H +)0 =r 
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gdzie: indeksy dolne „o" i „i" określają odpowiednio stęże­
nia molowe jonów na zew nątrz i w ew nątrz erytrocytu.

Stężenie jonów Cl" i H C 0 3~ rów now aży się w poprzek 
błony za pośrednictwem białka pasm a 3. Za zachowanie 
równowagi stężenia jonów H + i OH ' odpowiedzialny jest 
cykl Jacoba-Stewarta. Najważniejszym jonem, którego stę­
żenia wpływają na kształt erytrocytu, jest jon chlorkowy. 
Stosunek stężenia jonów chlorkowych wewnątrz krwinki 
do stężenia zewnętrznego jest związany z potencjałem bło­
nowym  zależnością:

¥  = ~ ~ \n{ c i ) i/(C l)0 = —̂ -lnr
zF  zF

gdzie: R — stała gazowa rów na 8,315 [J/ (mol-K)], T — tem ­
peratura, z — wartościowość jonu (dla jonów chlorkowych 
z=l), a F — stała Faraday 'a rów na 9,649 104 [C/mol].

Stosunek (CT)./ (CT)o za pośrednictwem  potencjału błono­
wego połączony jest także zależnością z pH: Aip = -59 (p H -  
pHi) gdzie: (p H -p H .) jest to różnica pH  na zewnątrz (pH) i 
w ew nątrz (pH) erytrocytu. W pływ na stosunek (CF)(./ (CT)t 
ma także siła jonowa roztworu, a także takie składniki cy- 
tosolu krwinki czerwonej, jak 2,3-difosfoglicerynian, hem o­
globina oraz jony N a+ i K+. Jonizacja 2,3-difosfoglicerynianu 
i / lu b  hemoglobiny, następująca po zmianie pH  lub zmia­
nie potencjału błonowego, w pływ a na stosunek (CT)./ (CT) 
[15]. W ykaz wybranych czynników wpływających na w ar­
tość wyrażenia (CT)./(CT)o zamieszczono w Tabelach 1 i 2.

Kolejnym czynnikiem wpływającym na zmianę kształtu 
erytrocytów jest pH. Aczkolwiek nie budzi to już kontro­
wersji, to jednak wciąż nie jest jasny mechanizm transfor­
macji zachodzącej pod w pływ em  wysokiego lub niskiego 
pH. Doświadczenia przeprow adzone na izolowanym szkie­
lecie podbłonowym  krwinki czerwonej wykazały, że jeśli 
głównym składnikiem odpow iedzialnym  za indukowanie 
zmian byłby szkielet erytrocytu, to krwinka w niskim pH 
powinna przechodzić w  postać echinocytu (uprotonowa- 
nie białek szkieletu prow adzi do ich agregacji), natomiast 
w wysokim pH  -  w postać stomatocytu (deprotonacja pro­
w adzi do rozluźnienia oddziaływ ań białek szkieletowych). 
Badania na nienaruszonych erytrocytach jednoznacznie 
wykluczyły taki mechanizm. W pH  6,3-7,9 krwinka czer­
wona utrzymuje kształt dyskocytu. Poniżej pH  6,3 erytrocyt 
przechodzi w  formę stomatocytu. Przy dalszym zmniejsza­
niu pH  stomatocyt przechodzi w stomatosferocyt, a przy 
pH rów nym  5,4 stomatocyt przechodzi w sferocyt, od któ­
rego uwalniany jest jeden lub kilka dużych egzopęcherzy- 
ków pozbawionych szkieletu spektrynowego [19]. Powyżej 
pH  7,9 erytrocyt przyjmuje formę echinocytu. Podniesienie 
pH powyżej 9,2 powoduje uwolnienie egzopęcherzyków 
pozbawionych szkieletu. W pH  = 11 wszystkie erytrocyty w 
roztworze przechodzą w  sferocyty [20].

W edług W onga [15] mechanizmem odpowiedzialnym 
za pH-zależną zmianę kształtu jest zmiana stosunku (CT)./ 
(CT)o, która z kolei w ym usza zmianę konformacji białka pa­
sma 3. Aby zaszła transformacja wystarczająca jest zmiana 
konformacji 1% całkowitej liczby cząsteczek białek pasma 3. 
Zmiany stosunku (CT)./(CT) są wynikiem jonizacji 2,3 di-
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Tabela 1. W ybrane czynniki echinocytogenne (zmniejszające w artość stosunku (Cl~)J (Cl~)0 [15].

Czynnik M echanizm  działania

hipertoniczne stężenie NaCl 
zasadow e pH
bliskość powierzchni szklanych 
pole elektryczne 
w zrost stężenia jonów Ca2+ 
zaham ow anie aktywności 
kinazy pirogronianowej

w zrost stężenia (C/ )0 
deprotonacja 2,3-DPG i hemoglobiny 
deprotonacja 2,3-DPG i hemoglobiny 
deprotonacja 2,3-DPG i hemoglobiny 
spadek  stężenia jonów K+ 
w zrost stężenia 2,3-DPG

Tabela 2. W ybrane czynniki stom atocytogenne (zwiększające w artość stosunku (Cl~)J (Cl~)0 [15].

Czynnik M echanizm  działania

hipotoniczne stężenie NaCl spadek stężenia (C/~)0
kwasow e pH protonacja 2,3-DPG i hemoglobiny
izotoniczny roztw ór cytrynianu spadek stężenia (CZ~)0
izotoniczny roztw ór sacharozy spadek stężenia (Cl )0
nadm iar deam inazy adenozynowej w zrost stężenia N H 3
nadtlenek w odoru w zrost stężenia CO ,

fosfoglicerynianu i hemoglobiny w  alkalicznym pH  lub pro- 
tonacji tych białek w kwasowym  pH. Zmiany te powodują 
odpowiednio spadek stosunku (Cl~)J (CT)o i echinocytozę 
oraz wzrost tego stosunku i stomatocytozę.

Inny mechanizm w pływ u pH  na zm iany kształtu ery­
trocytów został zaproponow any przez G edde i wsp. [21] i 
opiera się na zależnej od pH  obecności w erytrocycie bia­
łek amfitropowych. Białka te, w  zależności od pH  komórki, 
mogą być związane z błoną kom órkow ą lub rozpuszczone 
w cytosolu. W niskim pH  w budow ują się one w w ew nętrz­
ną m onow arstw ę błony, działając stomatocytogennie, na ­
tomiast w  wysokim pH  przechodzą do cytoplazmy, dzia­
łając echinocytogennie. Białka te działają rów nież antago- 
nistycznie w stosunku do napięcia echinocytogennego lub 
stomatocytogennego w yw ieranego przez w ahania kształ­
tu szkieletu błonowego. W pH 6,3-7,9, w którym  krwinka 
ma kształt dyskocytu, napięcia te znoszą się wzajemnie. 
Jeżeli natom iast pH  wzrośnie lub zmaleje, przeważają siły 
echino- łub stomatocytogenne, istniejące dzięki białkom 
amfitropowym. Posiadanie właściwości amfitropowych 
wykazano dla białek, takich jak: spektryna, aktyna, hem o­
globina, białko pasm a 4.1. oraz dehydrogenaza aldehydu 
3-fosfoglicerynowego. Doświadczenia prow adzone przez 
Gedde i współpracow ników  wykazały [21], że najważniej­
szym białkiem am fitropowym  odpow iedzialnym  za trans­
formacje kształtu wydaje się być dehydrogenaza aldehydu 
3-fosfoglicerynowego. Jest to białko peryferyjne, pow iąza­
ne z błoną poprzez oddziaływ ania elektrostatyczne z cy- 
tosolową częścią białka pasm a 3. N ieznany jest natomiast 
mechanizm w budow yw ania się tego białka w  błonę i indu ­
kowania w niej zmian. Jedna z h ipotez zakłada, że w mia­
rę w budow yw ania się rozpuszczonego w cytosolu białka 
w błonę, ładunki dodatnie na jego pow ierzchni stabilizo­
w ane są przez pierścienie arom atyczne znajdujące się po 
stronie hydrofobowej tego białka. N astępna opiera się na 
oddziaływaniach dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicery­
nowego z białkiem pasm a 3. Zmiany konformacyjne białka 
pasma 3 powstałe w skutek np.: zm iany siły jonowej lub 
działania inhibitorów jego aktywności, wpływają na orien­
tację w iązania z dehydrogenazą aldehydu 3-fosfoglicery-
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nowego i indukują w  ten sposób zmiany kształ­
tu erytrocytu [21].

Inna hipoteza próbująca wyjaśnić pH-zależną 
transformację erytrocytów została zaproponow a­
na przez Rasia i Bollini [22], Wiąże ona zmiany 
kształtu erytrocytów z glikokaliksem. Glikoka- 
liks jest silnie ujemnie naładowaną strukturą 
na powierzchni błony biologicznej, zbudowaną 
głównie przez reszty cukrowe glikoforyn. Zapro­
ponow any mechanizm opiera się na pH-zależnej 
zmianie relacji pomiędzy oddziaływaniami ko­
hezyjnymi reszt węglowodanowych i działający­
mi przeciwnie siłami odpychania cząsteczek o ta ­
kim samym ładunku. Małe jony, w tym H +, mogą 
swobodnie penetrować glikokaliks i częściowo 
osłaniać ujemne ładunki reszt pochodnych cu­
krowych glikokaliksu. Dlatego wzrost siły jo­
nowej i / lu b  spadek pH  powodują kurczenie się 
warstwy glikokaliksu, co pociąga zmniejszenie 
się powierzchni zewnętrznej monowarstwy bło­
ny. Efektem jest obserwowana stomatocytoza. 

Dodatkowo, spadek pH powoduje zmniejszenie ilości na ­
ładowanych grup w glikokaliksie, zwiększając efekt ekra­
nowania ładunków. Zwiększenie pH  i / lu b  spadek siły w y­
wołuje reakcję odwrotną, efektem której jest transformacja 
dyskocytów do formy echinocytów.

Możliwe, że zmiana konformacji białka pasma 3 i amfi- 
tropowe zachowanie dehydrogenazy 3-fosfoglicerynowej 
kumulują się, wywołując w  niskim pH stomatocytozę, a w 
wysokim — echinocytozę. Wszystkie powyżej przedstawio­
ne hipotezy pH-zależnej transformacji są zgodne z teorią 
sprzężonych mono warstw.

POTENCJAŁ TRANSBŁONOWY

Stosunek stężeń {CT)J(CT) jest elementem, który pozw a­
la na powiązanie potencjału transbłonowego Aip z m atem a­
tycznym wyrażeniem równowagi Donnana:

^  = ̂ t a ( c r ) , / ( C / - ) .= ^ ln r  
z F  zF

Potencjał transbłonowy uważany jest często za najważ­
niejszy czynnik wpływający na kształt erytrocytów [6,23], 
ponieważ za jego pośrednictwem wpływają na błonę ery- 
trocytarną czynniki takie jak pH, temperatura, siła jonowa 
oraz cząsteczki substancji amfifiłowych. Indeks kształtu 
erytrocytu (I ) jest proporcjonalny zarówno do Aip, jak i do 
Al (różnicy siły jonowej po obu stronach błony). W swoich 
doświadczeniach Glaser [23] udowadnia, że zachowanie 
Aig przy jednoczesnych zmianach pH  i objętości krwinki 
nie wpływa na zmiany kształtu erytrocytów. Natomiast 
Tacker wykazał, że Aip zależy od siły jonowej w ew nątrz i 
na zewnątrz erytrocytu, zmian pH, temperatury i dodatku 
cząsteczek amfifili egzogennych. Zmiana któregokolwiek z 
tych parametrów zmienia Aip i może doprowadzić do trans­
formacji kształtu. Przy sile jonowej równej 96 mM erytrocyty 
znajdują się w  formie dyskocytu, zmniejszenie jej wartości 
do 45 mM indukuje transformację do stomatocytu, natomiast 
przy zwiększeniu do 300 mM obserwuje się przejście dysko­
cytów w echinocyty. Tendencja ta jest najsilniej widoczna w
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środowisku izoosmotycznym (290 mOsm). Środowisko hi- 
potoniczne i hipertoniczne sprawiają, że przejście stomato- 
cyt — echinocyt jest łagodniejsze, a zmiany kształtu słabiej 
zaznaczone [6]. Zależności te można podsum ować w nastę­
pujący sposób: jeżeli Aip = ipin- y out« 0 , to krwinka czerwona 
występuje w  formie dyskocytu. Zwiększenie wartości Aip>0 
wywołuje stomatocytozę, natomiast spadek Aip<0 — echi- 
nocytozę. Podobna zależność występuje między Al a kształ­
tem erytrocytu. Jeżeli A1= I.n-Iou>0 zachodzi stomatocytoza, 
natomiast gdy A/<0 echinocytoza.

CZYNNIKI DZIAŁAJĄCE ZA 
POŚREDNICTWEM BIAŁKA PASMA 3

Białko pasma 3 jest, podobnie jak potencjał błonowy, 
uważane jest za główny i najważniejszy czynnik w pływ a­
jący na transformację kształtów erytrocytów [13,15,24], Wy­
kazały to badania przeprowadzone na erytrocytach człowie­
ka, pstrąga i minoga. Stwierdzono, że czynniki echinocyto- 
genne, takie jak amfifile anionowe i jony Ca2+ wywoływały 
transformacje kształtu jedynie w  krwinkach ludzki i ryb 
(pstrąg), w iadomo natomiast, że erytrocyty minoga nie za­
wierają w  błonie białka pasma 3. Dodatkowo, podniesienie 
wewnątrzkomórkowego stężenia jonów Ca2+ powodowało 
sferocytozę jedynie w  przypadku erytrocytów pstrąga, co 
spowodowane było brakiem oddziaływań pom iędzy biał­
kiem pasma 3 a szkieletem podbłonowym, których m edia­
torem jest ankiryna, nieobecna w krwinkach pstrąga [25],

Białko pasma 3 jest najliczniejszym białkiem błony erytro- 
cytarnej. W błonie znajduje się około l ,2 x l0 6 kopii tego biał­
ka i stanowi to 25% wszystkich białek integralnych błony 
krwinki czerwonej [26], Powierzchnia pojedynczej cząstecz­
ki białka pasma 3 wynosi 13,75 nm 2, więc łączna powierzch­
nia przypadająca na to białko to ponad 10% powierzchni 
całego erytrocytu, wynoszącej 137 pm2. Tworzony przez 
to białko kanał jonowy ma średnicę 0,8-0,9 nm  [25]. Białko 
pasma 3 jest białkiem zbudow anym  z około 930 reszt ami­
nokwasowych, posiada budowę dw udom enową. Politopo- 
wa domena transbłonowa przebija błonę 14 a-helisami i ma 
masę cząsteczkową 55 kDa. Jest ona odpowiedzialna za w y­
mianę anionów, przede wszystkim Cl i HCOy. Transport 
anionów odbywa się zgodnie z mechanizmem typu „ping- 
pong". Druga domena znajduje się po stronie cytoplazma- 
tycznej i ma masę 43 kDa. Jest ona połączona z ankiryną, 
białkiem pasma 4.1, białkiem pasma 4.2, glikoforyną A oraz 
innymi. Ta N-końcowa domena posiada kwaśny charakter i 
jest wrażliwa na zmiany pH. Może ulegać fosforylacji przez 
kinazę i być defosforylowana przez fosfatazę związaną z 
białkiem pasma 3 [15]. Białko pasma 3 występuje w  błonie 
w  dwóch różnych konformacjach: pozwalającej na w ypływ 
anionów z komórki („outward-facing") i pozwalającej na 
napływ anionów z środowiska zewnętrznego („inward-fa- 
cing"). Stosunek cząsteczek białka posiadających konform a­
cję pozwalającą na napływ anionów do konformacji prze­
ciwnej wynosi około 15:1. Teoretycznie, transport anionów 
do wnętrza komórki może zachodzić 15 razy szybciej niż 
ich transport na zewnątrz, co oznacza, że występuje zna­
cząca nierównowaga w ilości transportowanych poprzek 
błony jonów na korzyść ich napływ u do wnętrza komórki. 
Aby mógł wystąpić nagły wypływ anionów na zewnątrz 
komórki, m uszą zostać zerwane oddziaływania pom ię­

dzy białkiem pasma 3 a białkiem pasm a 4.1 i glikoforyną 
A, gdyż stabilizują one konformację „inward-facing" [15]. 
Istnienie mechanizmu odpowiedzialnego za transformację 
erytrocytów powiązaną z białkiem pasma 3 potwierdzają 
obserwacje dwóch wrodzonych chorób, w których wystę­
pują zmienione mutacyjnie białka pasma 3. W wyniku m u ­
tacyjnej zamiany proliny 868 na leucynę powstaje rzadko 
występujące białko pasm a 3 HT. Wynikiem tej zamiany jest 
akancytoza krwinek czerwonych. Inna odmiana tego białka, 
spotykana w populacjach ludzkich z południowo-wschod­
niej Azji, różniąca się od prawidłowej dziewięcioma resz­
tami aminokwasowymi w pozycjach 400 do 409, wywołuje 
owalocytozę [15].

Mechanizm zmian kształtu erytrocytów, w  którym klu­
czową rolę odgrywa białko pasm a 3 i inhibitory transportu 
anionów przez to białko, został zaproponowany przez Won- 
ga. Inhibitory transportu indukują zmianę kształtu krwinki, 
zmieniając powinowactwo białka do anionów i modyfikując 
pośrednio stosunek stężeń jonów chlorkowych (Cl~) J  (C/')(y 
wynoszący 0,67, i równowagę tych jonów wynikającą z rów ­
nania Donnana. Istnieje kilka klas czynników w ykazują­
cych właściwości hamujące w stosunku do białka pasm a 3. 
Pierwszym z nich jest pH. Zaobserwowano zmiany aktyw ­
ności wymiany anionów przez białko pasma 3 związane z 
pH-zależnymi zmianami krzywizny erytrocytów. Joniza­
cja 2,3-difosfoglicerynianu oraz hemoglobiny, występująca 
przy wzroście pH, w ym usza zmianę konformacji białka 
pasm a 3 na „inward-facing". Jest to spowodowane spad ­
kiem wewnątrzkomórkowego stężenia jonów Cl'. Trzeba 
zauważyć, że wzrost pH  nie hamuje transportu anionów 
przy udziale białka pasma 3, w  przeciwieństwie do spadku 
pH. W raz ze spadkiem pH  rośnie stężenie jonów Cl' w  ko­
mórce, co wymaga przejścia białka pasma 3 w konformację 
„outward-facing". Przy spadku pH następuje również proto- 
nacja białka po jego cytoplazmatycznej stronie [15].

Białko pasm a 3, oprócz jonów  Cl' i HCOy, może tran s ­
portow ać wiele innych jonów, które jednak są najczęściej 
transportow ane dużo  wolniej i z mniejszą w ydajnością 
niż jony Cl' i HCOy. W ykazują dlatego właściwości in ­
h ibitorów  kom petycyjnych transportu  tych jonów. W ie­
le eksperym entów  potw ierdza  hipotezę, że zm niejszony 
transport jonów Cl" i H C O y może być odpow iedzialny  
za zm ianę kształtu  krw inek czerwonych. Jony chrom ia ­
nowe, azotanow e, szczawianowe, w anadanow e i aniony 
ponadtlenkow e należą do znanych czynników w y w o łu ­
jących echinocytozę. Ich transport p rzez białko pasm a 3 
jest znacznie wolniejszy niż jonów chlorkowych i w ęgla ­
nowych. Zjawisko zachodzenia echinocytozy w buforach 
octanow ych rów nież w ydaje się potw ierdzać pow yższą 
hipotezę. Jony octanowe konkurują z jonam i chlorko­
w ym i o miejsce w iązania z białkiem pasm a 3. D ochodzi 
do zablokow ania tego miejsca, poniew aż octan nie jest 
transportow any  przez błonę przy udziale  białka pasm a 3, 
lecz praktycznie tylko na zasadzie biernej dyfuzji. O p o ­
dobną zasadę opiera się transform acja echinocytogenna 
w buforze kakodylanow ym  o pH  7,4, kakodylan posiada 
praw dopodobn ie  zdolność do oddziaływ ania  z miejscem 
w białku pasm a 3 odpow iedzialnym  za w iązanie tran s ­
portow anych  anionów  [27],
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Rycina 4. Proponow any m echanizm  zm ian kształtu erytrocytów  za pośrednic­
tw em  zm ian konformacji b iałka pasm a 3 [15].

Wiele amfifilowych leków wykazuje właściwości sto- 
matocytogenne lub echinocytogenne. Jak już wspomniano 
wcześniej, większość echinocytogennych leków to amfifile 
anionowe, a leki stomatocytogenne to amfifile kationowe. 
Proponowany przez Wonga mechanizm działania tych le­
ków zakłada hamowanie wymiany anionów przez białko 
pasma 3 oraz zmianę stosunku konformacji „outward-fa- 
cing" do „inward-facing" (Ryc. 4). Stwierdzono, że białko 
pasma 3 jest ham owane przez leki z obu powyższych grup 
oraz że hamowanie i transformacja kształtu zachodzą rów­
nolegle. Echinocytogeneza spow odow ana anionowymi le­
kami amfifilowymi może być odwrócona dodaniem leków 
kationowych, natomiast ich hamujący wpływ na funkcje 
białka pasma 3 nie wykazuje takich właściwości. Wyka­
zano, że wybiórcze trawienie ankiryny przez trypsynę w 
cieniach erytrocytów uniemożliwia transformację stomato- 
cytogenną wywoływaną przez chloropromazynę. Można z 
tego wywnioskować, że amfifile nie są zdolne do indukcji 
transformacji wyłącznie poprzez wybiórcze w budow yw a­
nie się w błonę erytrocytarną. Również na tych samych za­
sadach opiera się działanie detergentów, które związane 
jest z zaburzaniem transportu anionów przez białko pasma 
3 [15]. Za hipotezą tą przemawiają także badania Betza i 
wsp. [28], którzy badali łączną objętość białek w zewnętrz­
nej monowarstwie błony, używając AFM (ang. Atomie Force 
Microscopy, mikroskopia sił atomowych). Objętość białek w 
zewnętrznej monowarstwie zależna jest od ich konformacji. 
Wykazali oni, że w stomatocytach uzyskanych w w arun­
kach niskiego pH, niskiej siły jonowej lub obecności kwasu 
niflumowego, który jest inhibitorem transportu anionów, 
łączna objętość tych białek jest znacząco niższa niż w formie 
dyskocytu. Natomiast w echinocytach uzyskanych w obec­
ności np. furosemidu, objętość białek w zewnętrznej mono­
warstwie rośnie. Furosemid w pływa na zmianę konformacji 
białka pasma 3, natomiast kwas niflumowy, przy wykazy­
wanych właściwościach hamujących, nie wpływa na zmia­
nę konformacji. Z badań tych wynika, że zmiana kształtu 
erytrocytu wywołana czynnikami echinocytogennymi lub 
stomatocytogennymi w pływa na konformację białek w bło­

nie erytrocytu. Możliwe jest również działanie odwrotne 
— zmiana konformacji białek błonowych może wywołać 
zmianę kształtu erytrocytu.

POTENCJALNE ZNACZENIE ZMIAN 
KSZTAŁTU ERYTROCYTÓW

W zdrow ym  organizmie dzięki, między innymi, buforo­
wi węglanowemu i fosforanowemu utrzym yw ana jest ho­
meostaza pH. W stanach chorobowych lub podczas uszko­
dzenia naczyń krwionośnych homeostaza może ulec zabu­
rzeniu. Dzięki zdolnościom erytrocytów do zmiany kształtu 
są one w stanie przetrwać i wykonywać swoje podstawowe 
funkcje w zmienionym środowisku. Erytrocyt utrzymuje 
kształt dyskocytu w zakresie pFI 6,3-7,9. Powyżej pH  7,9 
krwinka przechodzi transformację echinocyt-echinosfe- 
rocyt, by w pH 11 przybrać kształt sferocytu (przejście w 
postać sferocytu następuje także w pH 5,4 po uprzedniej 
zmianie kształtu na stomatocyt). Dopiero dalszy wzrost pH  
powoduje hemolizę erytrocytu [20]. Homeostaza może zo­
stać zaburzona także podczas silnego odwodnienia organi­
zmu. Zwiększeniu ulega wtedy wskaźnik hematokrytowy, 
zwiększa się gęstość krwi oraz zmieniają się jej warunki 
fizykochemiczne. Płynność krwi zostaje jednak utrzym ana
[15]. Erytrocyt, mimo iż nie posiada organelli, prowadzi 
własny intensywny metabolizm, a ATP niezbędne do dzia­
łania wielu enzymów w czerwonych ciałkach krwi jest w y­
twarzane w procesie glikolizy. W organizmie człowieka w 
w arunkach głodu zgromadzony zapas glikogenu pozwala 
na dostarczanie glukozy niezbędnej do zachodzenia proce­
su glikolizy przez około dobę. Dzięki możliwości transfor­
macji dyskocyt — echinocyt krwinka jest w stanie przetrwać 
okres głodu.

PIŚMIENNICTWO
1. Minakowski W, W eidner S (1998) Biochemia kręgowców, W ydawnic­

two Naukowe PWN, Warszawa

2. Krzymowski T (1998) Fizjologia zwierząt, Państwowe W ydawnictwo
Rolnicze i Leśne, Warszawa

3. Dąbrowski Z (red) (2000) Fizjologia krwi. W ybrane zagadnienia cz. 2,
W ydawnictwo Naukowe PWN, W arszawa

4. Sheetz MP, Singer SJ (1974) Biological Membranes as Bilayer Couples.
A Molecular Mechanism of Drug - Erythrocyte Interactions. Proc Nat 
Acad Sci USA 71: 4457-4461

5. Lim GHW, Wortis M, M ukhopadhyay R (2002) Stomatocyte-discocy- 
te-echinocyte sequence of the hum an red blood cell: Evidence for the 
bilayer- couple hypothesis from membrane mechanics. Proc N at Acad 
Sci USA 99:16766-16769

6. Tachev KD, Danov KD, Kralchevsky PA (2004) On the m echanism of
stomatocyte-echinocyte transformations of red blood cells: experi­
ment and theoretical model. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 34: 
123-140

7. M ukhopadhyay R, Lim GHW, Wortis M (2002) Echinocyte shapes: 
bending, stretching, and shear determ ine spicule shape and spacing. 
Biophys J 82:1756-1772

8. Dołowy K, Szewczyk A, Pikuła S (2003) Błony biologiczne, W ydawnic­
two Naukowe Śląsk, Katowice, W arszawa

9. Seddon AM, C um ow  P, Booth PJ (2004) M embrane proteins, lipids and
detergents: not just a soap opera. Biochim Biophys Acta 1666:105-117

10. Maire M, Champeil P, Molier JV (2000) Interaction of m em brane pro­
teins and lipids w ith solubilizing detergents. Biochem Biophys Acta 
1508: 86-111

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

http://www.postepybiochemii.pl


11. Iglic A, Kralj-Iglic V, Hägerstrand H (1998) Am phiphile induced echi- 
nocyte-spheroechinocyte transformation of red blood cell shape. Eur 
Biophys J 27: 335-339

12. Iglic A, Veranic P, Jezemik K, Fosnaric M, Kamina B, Hägerstrand H, 
Kralj-Iglic V (2004) Spherocyte shape transformation and release of 
tubulamanovesicles in hum an erythrocytes. Bioelectrochemistry 62: 
159-161

13. Hägerstrand H, Danieluk M, Bobrowska-Hagerstrand M, Iglic A, 
Wrobel A, Isomaa B, Nikinmaa M (2000) Influence of band 3 protein 
absence and skeletal structures on amphiphile- and Ca2+-induced sha­
pe alterations in erythrocytes: a study w ith lamprey (Lampetra fluvia- 
tilis), trout (Oncliorhynchus mykiss) and hum an erythrocytes. Biochim 
Biophys Acta 1466:125-138

14. Isomaa B, Hagenstrand H, Paatero G (1986) Shape transformations 
induced by amphiphiles in erythrocytes. Biochem Biophys Acta 899: 
93-103

15. W ong P (1999) A basis of echinocytosis and stomatocytosis in the disc- 
sphere transformations of the erythrocyte. J Theor Biol 196: 343-361

16. Schwarz S, Haest CWM, Deuticke B (1999) Extensive electroporation 
abolishes experimentally induced shape transformations of erythro­
cytes: a consequence of phospholipids symmetrization? Biochim Bio­
phys Acta 1421: 361-379

17. Backman L (1986) Shape control in the hum an red cell. J Cell Sci 80: 
281-298

18. Patell VP, Fairbanks G (1986) Relationship of major phosphorylation 
reactions and MgATPase activities to ATP-dependent shape change of 
hum an erythrocyte membranes. Biol Chem 261: 3170-3177

19. Bobrowska-Hagerstrand M, Hägerstrand H, Iglic A (1998) Membrane 
skeleton and red blood cell vesiculation at low pH. Biochim Biophys 
Acta 1371:123-128

20. Iglic A, Hägerstrand H, Kralj-Iglic V, Bobrowska-Hagerstrand M
(1998) A possible physical mechanism of red blood cell vesiculation 
obtained by incubation at high pH. Biomech 31:151-156

21. Gedde MM, Yang E, Huestis WH (1999) Resolution of the paradox 
of red cell shape changes in low and high pH. Biochim Biophys Acta 
1417: 246-253

22. Rasia M, Bollini A (1998) Red blood cell shape as a function of m edi­
um 's ionic strength and pH. Biochim Biophys Acta 1372:198-204

23. Glaser R (1998) Does the transmem brane potential (Aip) or the intracel­
lular pH  (pH) control the shape of hum an erythrocytes? Biophys J 75: 
568-570

24. Gimsa J (1998) A possible molecular mechanism governing hum an 
erythrocyte shape. Biophys J 75:568-570

25. Gimsa J (1995) Red cell echinocytogenesis is correlated to the recruit­
ment of external band-3 conformations. Bioelectrochem Bioenerg 38: 
99-103

26. Lodish H, Berk A, Matsuidaira P, Kaiser CA, Krieger M, Scott MP, Zi- 
pursky L, Darnell J (2000) Molecular Cell Biology, WH Freeman, New 
York

27. Jennings ML (1989) Structure and function of the red blood cell anion 
transport protein. Annu Rev Biophys Biophys Chem 18: 397-430

28. Betz T, Bakowsky U, Muller MR, Lehr C, Bernhardt 1 (2007) Confor­
mational change of membrane proteins leads to shape changes of red 
blood cell. Bioelectrochemistry 70:122-126

Transformations of erythrocytes shape and its regulation
Maria Stasiuk , Grzegorz Kijanka, Arkadiusz Kozubek

D epartm ent of Lipids and Liposomes, Faculty of Biotechnology, University of W roclaw, Przybyszewskiego 63/77, 51-148 W roclaw, Poland 

Ke-mail: stasiuk@ ibmb.uni.wroc.pl

Key words: b and  3 protein, echinocytosis, erythrocytes, stom atocytosis 

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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Słowa kluczow e: FLIM, m ikroskopia flu­
orescencyjna, FRET

W ykaz skrótów : CaMKII (ang. Ca2+/calmo- 
dulin-dependent protein kinase II) — zależna 
od Ca2+/ka lm o d u lin y  kinaza II; EGFR (ang. 
Epidermal Growth Factor Receptor) — recep­
tor naskórkow ego czynnika w zrostu; FLIE 
(ang. Fluorescence Lifetime Imaging Endosco­
py) — endoskopia obrazow ania czasów 
życia fluorescencji; FLIM (ang. Fluorescence 
Lifetime Imaging Microscopy) — m ikroskopia 
obrazow ania czasów życia fluorescencji; 
FLIP (ang. Fluorescence Loss in Photoble- 
aching) — u trata  fluorescencji w  wyniku 
fotowygaszania; FRAP (ang. Fluorescence 
Recovery after Photobleaching) — odtw orze­
nie fluorescencji po fotowygaszeniu; FRET 
(ang. Forster Resonance Energy Transfer)
— Fórsterowskie rezonansow e przeniesie­
nie energii; GFP (ang. Green Fluorescent Pro­
tein) — zielone białko fluoryzujące; TCSPC 
(ang. Time Correlated Single Photon Counting)
— skorelow ane w  czasie zliczanie pojedyn­
czych fotonów; YFP (ang. Yellow Fluorescent 
Protein) — żółte białko fluoryzujące

Podziękow anie: A utorzy pragną podzię­
kować Pani d r hab. W andzie Kłopockiej 
za cenne uw agi podczas pisania niniejszej 
pracy

STRESZCZENIE

Zaaw ansow ane techniki m ikroskopii fluorescencyjnej znajdu ją  ostatn io  coraz szersze za­
stosow anie w  badaniach podstaw  m olekularnych procesów zachodzących w  kom órkach. 

Jedną  z takich m etod badaw czych jest technika FLIM. T echnika ta, poprzez pom iar czasu 
życia fluorescencji w  każdym  obszarze badanego preparatu , pozw ala badać m .in.: oddzia ły ­
w an ia  cząsteczek w  kom órce, stężenie różnych jonów  oraz tlenu  w  określonych obszarach 
kom órki. W  niniejszym  artykule  przedstaw iono  teoretyczne podstaw y i m echanizm y p om ia­
rów  czasu życia fluorescencji oraz opisano praktyczne zastosow anie tej techn ik i w  badaniach 
b iologicznych i m edycznych.

WPROWADZENIE

W XXI wieku udział m ikroskopii świetlnej w badaniach biologicznych 
stopniow o w zrasta. O dsunięte  w cień w ostatniej dekadzie XX w ieku bio- 
obrazow anie staje się znow u jedną z najważniejszych m etod badaw czych. 
Dotyczy to szczególnie m ikroskopii fluorescencyjnej, którą stosuje się dziś 
zarów no do precyzyjnego określenia lokalizacji w yznakow anych  cząsteczek 
w komórkach, jak i do badania  procesów zachodzących w żyw ych kom ór­
kach czy tkankach. Zainteresow anie tego rodzaju badaniam i ma w  znacz­
nym  stopniu związek z pow stan iem  now ych znaczników  fluorescencyjnych, 
w  tym  białek fluorescencyjnych mających zastosow anie w  barw ieniach p rzy ­
życiowych [1], Z aaw ansow ane techniki mikroskopii fluorescencyjnej um oż ­
liwiają m.in.: pom iary oddzia ływ ań cząsteczek w komórce (technika FRET, 
ang. Forster Resonance Energy Transfer) [2], badanie migracji cząsteczek oraz 
określenie mobilnej frakcji cząsteczek w komórce (techniki fotoaktywacji 
i FRAP, ang. Fluorescence Recovery after Photobleaching) [3], czy też badanie 
ciągłości błon biologicznych tw orzących w ew nątrzkom órkow e przedziały  
(technika FLIP, ang. Fluorescence Loss in Photobleaching) [4], D odatkow o, przy 
zastosow aniu do znakow ania  próbek określonych sond fluorescencyjnych, 
m ożem y mierzyć stężenie jonów Ca2+ w komórce (np. Fura-2; Calcium -green) 
[5], czy też p H  b ad a n e g o  m ate ria łu  (np. p y ran in a ) [6]. W szystk ie  w y m ie ­
n io n e  w yżej m e to d y  op ie ra ją  się na  b a d a n iu  zm ian  in ten sy w n o śc i św ie ­
cen ia  b a rw n ik ó w  fluorescencyjnych  w  ok reślonych  o b sza rach  p re p a ra ­
tów . Fluorescencję cząsteczek  f luo roch rom ów , p oza  d an ą  in te n sy w n o śc ią  
o raz  stałą d ługośc ią  fali, ch a rak te ry zu je  jeszcze ok reślony  czas  życia. N a 
rycin ie  1 zes taw iono  ob raz  p re p a ra tu  p rzed staw ia jąceg o  in te n sy w n o ść  
fluorescencji z o b razem  p o k azu jący m  czas życia fluorescencji w  p o szcze ­
g ó lnych  m iejscach p re p a ra tu .
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Rycina 1. Przekrój przez ogonek liściowy konwalii majowej, a) O braz intensywności autofluorescencji, b) 
O braz FLIM. Kolory wyznaczają długość czasu życia autofluorescencji w  danym  punkcie. Zdjęcie w ykonane 
z zastosowaniem  m ikroskopu konfokalnego Leica SP2 w yposażonego w  m oduł FLIM (Becker&Hickl, działa­
jący w  dom enie czasowej). Skala 30 gm.
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O statn io  w  m ikroskopii fluorescencyjnej p o p u la rn a  
stała się w łaśnie  technika obrazow ania  czasu  życia flu- 
orescencji uży tych  barw ników  (FLIM, ang. Fluorescen- 
ce Lifetime Imaging Microscopy). Technika ta um ożliw ia  
p rzep ro w ad zen ie  całego spek trum  bad ań  m ik roskopo ­
w ych  od b adan ia  oddzia ływ ania  cząsteczek w  kom órce  
i po m ia ru  stężenia  jonów , po identyfikację w  tkance ko ­
m órek  now otw orow ych , stosow aną w  diagnostyce m e ­
dycznej.

CZAS ŻYCIA FLUORESCENCJI

W wyniku absorpcji światła, cząsteczka barwnika flu­
orescencyjnego przechodzi do wyższych poziomów oscy­
lacyjnych wzbudzonego stanu elektronowego. W zbudzona 
cząsteczka uwalnia zaabsorbowaną energię na drodze kilku 
procesów (bezpromienistych lub promienistych). W proce­
sach bezpromienistych (bez emisji fotonu) w zbudzona czą­
steczka w  wyniku oddziaływania z innymi cząsteczkami 
wydziela pochłoniętą energię do otoczenia w postaci ciepła. 
W ten sposób przechodzi stopniowo do najniższego pozio­
mu oscylacyjnego wzbudzonego stanu elektronowego. Pro­
ces ten zachodzi szczególnie szybko (10'12 s) w fazie skon­
densowanej (w preparatach ciekłych i stałych). Cząsteczka 
przebywająca w stanie wzbudzonym  wystarczająco d łu ­
go (rzędu 10~8 s), aby zaszedł proces emisji spontanicznej, 
pozbywa się nadm iaru  energii, czemu towarzyszy emisja 
światła zw ana fluorescencją (Ryc. 2).

Rycina 2. Schemat Jabłońskiego obrazujący zjawisko fluorescencji; d iagram  ener­
getyczny cząsteczki pokazuje pozycje elektronów w  stanie podstaw ow ym  (S0) 
i stanach w zbudzonych  (S|( S2). Strzałkami ciągłymi zaznaczono najważniejsze 
procesy prom ieniste, strzałkam i kropkow anym i — procesy bezprom ieniste. Po­
dano czasy charakterystyczne dla tych procesów.

Średni czas, jaki cząsteczka p rzebyw a w  stanie w z b u ­
dzonym  jest charak terystyczny  dla  danego  f luorochrom u
i określany jest m ianem  czasu życia fluorescencji. W  p ra k ­
tyce w artość czasu życia fluorescencji w yznaczana  jest 
jako czas, po k tó rym  początkow e natężenie fluorescencji 
w zbudzonej cząsteczki maleje e razy1 (Ryc. 3). W artość ta 
nie zależy od natężenia  uży tego  św iatła  w zbudzającego , 
ani od stężenia fluorochrom ów  [7]. Zm ienia się jednak  
z chwilą zm iany  właściwości fizykochem icznych otocze- 
nia cząsteczki fluorochrom u, co pow oduje, że m e to d a  ta

'e jest podstaw ą logarytm u naturalnego (liczbą Eulera) i w ynosi w 
przybliżeniu e «  2,718
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Czas [ns]

Rycina 3. Czas życia fluorescencji (t) w idoczny po w zbudzeniu fluorochrom u 
krótkim  im pulsem  światła (linia niebieska). Linia czerwona odpow iada zanikowi 
fluorescencji. Objaśnienia w tekście.

jest idea lnym  narzędz iem  do badan ia  procesów  zacho­
dzących w  komórce.

Pom iar czasu życia fluorescencji m oże być p rzep ro ­
w ad zan y  na  w iele sposobów  [8], z czego dw ie n a jp o p u ­
larniejsze m etody  to pom iary  w  dom enie czasowej oraz 
w  dom enie częstości. Sama koncepcja pomiaru czasu życia 
fluorescencji w domenie czasowej jest stosunkowo prosta. 
Używany jest w tym przypadku relatywnie krótki (w po­
równaniu z czasem życia fluorescencji) puls lasera w zbu­
dzającego, po którym można zebrać rozkład czasów zaniku 
emitowanej fluorescencji (Ryc. 4a). W praktyce pomiar ten 
jest dokonywany z użyciem licznika pojedynczych fotonów 
powiązanych czasowo (TCSPC, ang. Time Correlated Single 
Photon Counting), gdzie rejestrowany jest czas detekcji pierw­
szego emitowanego fotonu po impulsie wzbudzającym. 
Proces wzbudzania światłem pulsacyjnym obserwowanej 
próbki jest powtarzany, a pomiar kontynuowany do czasu 
zebrania powyżej 103 zliczeń w kanale piku. Następnie two­
rzony jest histogram zliczeń fotonów względem krótkich 
przedziałów czasowych po w zbudzeniu fluorochromu. Ob­
wiednia otrzymanego histogramu reprezentuje krzywą za­
niku fluorescencji (Ryc. 4a). Jej analiza, często automatyczna 
(patrz rozdział Analiza pomiarów czasu życia fluorescen­
cji), pozwala na wyznaczenie czasu życia fluorescencji.

O pisana  pow yżej technika umożliwia badanie prepa­
ratów słabo wybarwionych o niskim natężeniu emitowa­
nej fluorescencji. Wiąże się jednak ze stosunkowo długim 
czasem pomiarów (potrzebnym do zebrania odpowiedniej 
liczby fotonów w maksim um  krzywej zaniku) oraz w ym a­
ga zastosowania drogich i dopiero od niedawna dostępnych 
pulsacyjnych źródeł światła.

Kolejna technika pom iaru czasu życia fluorescencji działa 
w  domenie częstości. W tej metodzie światło wzbudzające 
zazwyczaj jest emitowane w sposób ciągły, a jego intensyw­
ność jest sinusoidalnie modulowana. Opóźnienie pomiędzy 
absorpcją wzbudzających fotonów a emisją fluorescencji z 
próbki (związane z istnieniem czasu życia fluorescencji) po­
woduje przesunięcie w fazie modulacji fali i demodulację 
emisji w  odniesieniu do światła wzbudzającego (Ryc. 4b). 
Czas życia fluorescencji badanej próbki określany jest przez
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Czas Czas
Pomiar w domenie czasowej Pomiar w domenie częstości

Rycina. 4. Zasada pom iaru  czasu życia fluorescencji w  dom enie czasowej (a) i w  domenie częstości (b). N a schemacie a linią niebieską zaznaczono puls światła w zbudza ­
jącego. Czerw one kółka obrazują zliczenia pojedynczych fotonów w danych przedziałach czasowych (t0 ]9). O bw iednia u tw orzonego h istogram u zliczeń fotonów w zglę­
dem  czasu reprezentuje krzyw ą zaniku fluorescencji (linia czerwona). Na schemacie b przedstaw iono zm iany w  intensywności św iatła wzbudzającego (linia niebieska) 
oraz światła em itow anego p rzez fluorochrom  (linia czerwona). Zaznaczone różnice w  fazie modulacji i w  am plitudzie  pom iędzy tym i dw iem a falami światła są zw iązane 
z istnieniem czasu życia fluorescencji. Dalsze objaśnienia w tekście.

pomiar i porównanie różnicy w fazie pomiędzy sygnałem 
wzbudzającym a fluorescencją z próbki. Czytelnika zainte­
resowanego aparatem m atematycznym pozwalającym wy­
znaczyć czas życia fluorescencji z zastosowaniem tej metody 
odsyłamy do monografii Lakowicza [9], Należy podkreślić, 
że technika ta jest znacznie szybsza od poprzedniej, jednak 
nie powoduje powstawania krzywej zaniku fluorescencji w 
danym  punkcie i wymaga użycia do badań preparatów o 
mocniejszym sygnale fluorescencji (w porównaniu z meto­
dą pomiaru w domenie czasowej).

Opisane sposoby pom iaru czasu życia fluorescencji ce­
chuje duża dokładność i wyniki otrzymane z obu przed­
stawionych metod są porównywalne. W praktyce więc o 
wyborze odpowiedniego m odułu FLIM decyduje zwykle 
rodzaj posiadanego już źródła światła wzbudzającego w 
mikroskopie fluorescencyjnym. Najczęściej spotykane 
uk łady  FLIM to m ikroskopy szerokiego pola działające 
w  dom enie  częstości o raz m ikroskopy  skaningow e ope­
rujące w  dom enie czasowej. O becnie szereg firm oferuje 
gotow e m odu ły  do m ikroskopów  fluorescencyjnych po ­
zwalające na p rzep ro w ad zan ie  pom iarów  czasów życia 
fluorescencji.

ANALIZA POMIARÓW CZASU ŻYCIA FLUORESCENCJI

Jako rezultat pomiarów w technice obrazowania czasów 
życia użytkownik otrzymuje mapę składającą się z krzywych 
zaniku fluorescencji. Krzywe te następnie opisywane mogą 
być różnymi modelami matematycznymi. W wyniku dopa­
sowania modeli otrzym ywany jest czas życia fluorescencji 
(r). Wybór odpowiedniego modelu pozostaje w gestii ba­
dacza i w dużej mierze zależy od cech charakterystycznych 
danego fluorochromu (liczby charakterystycznych czasów 
życia), środowiska (bądź gamy środowisk), w którym ten 
fluorochrom się znajduje oraz jakości zebranego sygnału 
(ilości zliczeń fotonów w m aksimum krzywej zaniku).

Interpretacja zaników fluorescencji otrzymanych z zasto­
sowaniem FLIM, jeżeli jest wykonana z należytą staranno­
ścią, może dostarczać wiedzy o strukturze i dynamice bia­

łek, peptydów  oraz ich kompleksów z Ugandami, a przede 
wszystkim może być źródłem nowych danych o oddziały­
waniu badanej biomolekuły z innymi białkowymi partnera­
mi. Zrozumienie tych oddziaływań jest kluczowe dla opisu 
molekularnego mechanizmu działania białek i znalezienia 
relacji z ich biologiczną funkcją. Niemniej jednak złożone 
właściwości fotofizyczne fluorochromów sprawiają, że za­
nik fluorescencji jest często skomplikowany, a powiązanie 
parametrów FLIM z cechami badanych układów wymaga 
od badacza szczegółowej analizy.

ANALIZA DANYCH POMIAROWYCH 
W TECHNICE FLIM

W technice FLIM krzywa zaniku fluorescencji mierzona 
w każdym pikselu zebranego obrazu jest zwykle opisywana 
modelem wielowykładniczym, tj. arytmetyczną sumą wielu 
wykładniczych2 składników, z których każdy ma charakte­
rystyczny czas życia oraz amplitudę. Model ten przedsta­
wia następujący w zór [9]:

/ ( 0  = 2 > ,  e -x)

(1)

gdzie A. i r. są odpowiednio am plitudam i i czasami zaniku a 
M jest liczbą wykładniczych składników zaniku fluorescen­
cji. Średni czas zaniku jest w tedy dany równaniem [9]:

< t „  > =

J/7 ( / ) dt
0

) /  ( t ) dt
(2)

Model ten preferow any jest w sytuacji, gdy użyty  flu­
orochrom  charakteryzow any jest kilkoma czasami życia 
bądź w sytuacji, gdy w iedza o liczbie czasów życia uży ­

2Funkcja wykładnicza, funkcja p ostaci/(x ) = a * (a > 0), której szczególną 
postacią jest funkcja eksponencjalna postaci /  (x) = e x, gdzie e jest 
podstaw ą logarytm u naturalnego.
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tego barw nika nie jest dostępna, a zebrany sygnał jest 
wystarczająco silny, aby um ożliw ić dopasow anie takiej 
w ieloparam etrycznej funkcji (powyżej 103 zliczeń w m ak­
s im um  krzywej zaniku). M odel ten w  swojej granicznej 
postaci, funkcji m onow ykładniczej, może być stosow any 
rów nież w przypadku  gdy m am y do czynienia ze słabym 
sygnałem  i stosunkow o niew ielką liczbą zliczeń fotonów, 
rzutując jednak często na jakość o trzym anych w yników  
(dokładność wyznaczenia m apy  czasów życia). Pow yż­
szy m odel, choć ciągle najczęściej używ any w literaturze, 
jest często stosow any arbitralnie, a znaczenie użytych 
param etrów  (t. i A.) zależy w  dużej m ierze od użytego 
fluorochrom u i informacji jakie posiadam y na tem at kine­
tyki zaników  jego fluorescencji [9]. A lternatyw ą dla tego 
opisu  są inne modele, nie w ym agające od badacza d o d a t­
kowej w iedzy o badanym  układzie. Przykładem  jest tzw. 
funkcja rozciągniętej eksponenty  (ang. stretched exponent), 
którą przedstaw iam y w form ie zaproponow anej ostatnio 
do analizy fluorescencyjnego obrazow ania czasów życia
[10]

I ( t )  = A e
(3)

gdzie b jest bezwym iarowym  param etrem  heterogeniczno- 
ści.

Jeszcze innym  podejściem preferow anym  w sytuacjach, 
w których nie m ożna przew idzieć określonej liczby cza­
sów życia fluorescencji danego  fluorochrom u są modele 
bazujące na rozkładach czasów życia. Przykładow o taka 
sytuacja spodziew ana jest dla fluorochrom u znajdującego 
się w  mieszaninie roztw orów , gdzie w ystępuje on w śro­
dow isku niejednorodnym . Taki barw nik fluorescencyjny 
otoczony przez więcej niż jedną polarną cząsteczkę bę­
dzie w ykazyw ał złożony zanik, będący rezu lta tem  róż­
nych czasów życia fluorescencji dla każdego z układów  
[9]. Przykładem  takiego podejścia jest funkcja potęgow a 
używ ana do opisu złożonych zaników  fluorescencji [11]

(4)

charakteryzowana przez średnią wartość z rozkładu cza­
sów życia (r0) oraz parametr heterogeniczności (ą) opisujący 
względną wariancję rozkładu czasów życia.

W arto podkreślić , że użycie dw óch ostatn ich  m odeli 
(wzory 3,4) w  dużej m ierze w p ływ a na p o p raw ę  kon­
trastu  obrazu  o trzym anego  w  technice FLIM i ich sto ­
sow anie polecane jest w sytuacji gdy odzw iercied len ie  
szczegółów na m apie czasów  życia nie jest zadaw alające. 
D opasow anie  pow yższych  m odeli do danych  d o św iad ­
czalnych znacząco w p ływ a na  jakość końcow ego w yn i­
ku. Ponadto, ze w zg lędu  na m niejszą liczbę uży tych  p a ­
ram etrów  niż w  p rzy p ad k u  funkcji w ielow ykładniczej 
(wzór 1), dw a ostatn ie m odele  stosow ane m ogą być w 
p rzy p ad k u  analizy słabego ale złożonego sygnału  bądź 
w sytuacji, gdy d łuższe  zliczanie fo tonów  nie jest m ożli­
w e (np. z p o w o d u  fotow ygaszania).

Jakość dopasowania modeli do mierzonych krzywych 
zaniku fluorescencji analizowana jest zwykle testem zredu ­
kowanego Chi kw adrat i / lu b  weryfikowana przez struktu ­
rę obserwowaną na wykresie odchyleń resztkowych [9].

( G exp -  G ,eo  . )  

d ,v- =  —

> / G ex p. +  G ' e o .

ZASTOSOWANIE TECHNIKI FLIM W BADANIACH  
BIOLOGICZNYCH I DIAGNOSTYCE MEDYCZNEJ

(5)

N ajprostszą  form ą w ykorzystan ia  m ikroskopii obra ­
zow ania  czasów  życia fluorescencji (FLIM) jest określa­
nie lokalizacji barw n ików  fluorescencyjnych. N iekiedy 
jest to tru d n e  p rzy  analizie sam ego tylko natężenia  flu­
orescencji, gdy  w id m a  emisji badanych  barw ników  są 
po łożone blisko siebie lub w ręcz pokryw ają  się. Z uw agi 
na  fakt, że w artości czasów  życia fluorescencji są w iel­
kościam i charak terystycznym i dla na tu ra lnych  b a rw n i­
ków  obecnych w  tkankach m ożem y, używ ając techniki 
FLIM, zlokalizow ać i oddzielić fluorescencję barw ników  
w p ro w ad zo n y ch  do p rep ara tu  od jego autofluorescen- 
cji. Technika ta pozw ala  na  badan ie  każdego zjawiska 
czy procesu, k tóry  w p ły w a  na zm ianę czasu życia flu­
orescencji poszczególnych barw ników . Jej n iew ątp liw ą 
zaletą jest fakt, iż czas życia fluorescencji jest n iezależny 
od stężenia  fluorochrom ów , natężenia  św iatła  w z b u d z a ­
jącego czy uży tego  obiek tyw u [7], Pom iary  FLIM są więc 
mniej p o d a tn e  na  zaburzen ia  spow odow ane  różnicam i 
w  lokalnym  stężeniu  fluorochrom u w  kom órce czy nie­
równom iernym  wzbudzeniem  fluorescencji we wszystkich 
obszarach preparatu. D odatkow o um ożliw iają p o ró w n a ­
nie w yn ik ó w  uzyskanych  z obrazów  o różnym  pow ięk ­
szeniu.

BADANIE ODDZIAŁYWANIA 
POMIĘDZY CZĄSTECZKAMI

Mikroskopia obrazowania czasów życia fluorescencji 
znajduje zastosowanie w pomiarach rezonansowego prze­
niesienia energii między blisko położonymi cząsteczkami 
(FRET, ang. Forster Resonance Energy Transfer). Ten bezpro- 
mienisty transfer energii między dw om a fluorochromami: 
donorem  i akceptorem, ma miejsce jedynie, gdy: 1) w idmo 
emisji fluorescencji donora pokrywa się z w idm em  ab­
sorpcji akceptora, 2) odległość między cząsteczką donora 
a akceptora jest mniejsza niż 10 nm  oraz 3) gdy występuje 
odpowiednia, wzajemna orientacja między momentami di­
polowymi przejścia dla emisji donora i absorpcji akceptora. 
Efektywność transferu (E) maleje z szóstą potęgą odległości 
między molekułami (r).

E =
Ro6 + r 6 (6)

W pow yższym  wzorze R() jest odległością Forstera, dla 
której wydajność transferu wynosi 50%. W zależności od 
barwnika przyjmuje ona wartość od 3 do 6 nm  [8], Ozna­
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cza to, że przy dystansie między donorem a akceptorem 
większym niż 10 nm, wydajność przeniesienia energii (£) 
jest zaniedbywalnie mała. Istnienie rezonansowego prze­
niesienia energii między cząsteczkami w komórce wska­
zuje na ich oddziaływanie. Takiego oddziaływania dwóch 
wybarwionych molekuł nie można być pew nym  przy ob­
serwacji samych tylko obrazów z m ikroskopu fluorescen­
cyjnego ze względu na jego ograniczoną rozdzielczość (dla 
mikroskopów konfokalnych rozdzielczość lateralna wynosi 
m inim um  160 nm).

FRET można badać na kilka sposobów, mierząc: 1) spa­
dek intensywności fluorescencji donora po związaniu się z 
akceptorem, 2) wzrost intensywności fluorescencji takiego 
akceptora lub 3) obserwując skrócenie czasu życia fluore­
scencji donora związanego z akceptorem (technika FRET- 
FLIM). Skrócony czas życia fluorescencji związanego dono­
ra (rDA) będzie wynosił

t d a = t d ( 1 - £ )  ( 7 )

gdzie E to wydajność transferu energii, a rD to czas życia 
fluorescencji niezwiązanego donora w preparacie kontrol­
nym  [8].

Technika FRET-FLIM jest często wykorzystywana w mie­
rzeniu oddziaływania pomiędzy cząsteczkami w komórce. 
Szczególnie intensywnie technika ta stosowana jest przy ba­
daniu współwystępowania białek biorących udział w przeka­
zywaniu sygnałów. Techniką FRET-FLIM badano m.in. po­
ziom fosforylacji receptora naskórkowego czynnika wzrostu 
(EGFR, ang. Epidermal Growth Factor Receptor) w  komórkach 
Cos-7. Receptor ten został wyznakowany białkiem GFP peł­
niącym funkcję donora. Akceptorem był zaś fluorochrom Cy3 
związany z przeciwciałem przeciwko fosforylowanej kinazie 
tyrozynowej [12]. Podobnie, używając tej samej kombinacji 
barwników fluorescencyjnych (GFP-Cy3), obserwowano od­
działywanie pomiędzy białkową kinazą C (PKC) a integryną 
(31 w komórkach raka piersi MCF-7 [13].

Metoda FRET-FLIM była pomocna również w  poszukiwa­
niu oddziaływania między kluczowymi białkami związanymi 
z powstawaniem wielu chorób u człowieka. Przykładem może 
być badanie współwystępowania białkowego prekursora amy- 
loidu [3 (APP) i preseniliny 1 (PS-1) w  komórkach CHO (ang. 
Chinese Hamster Ovary). Oba te białka u człowieka mogą brać 
udział w  tworzeniu płytek starczych w chorobie Alzheimera. 
W doświadczeniu jako donora użyto barwnik FITC (znakujący 
presenilinę 1), akceptorem był zaś fluorochrom Cy3 (barwiący 
APP). Analiza zmian czasu życia fluorescencji donora wyka­
zała istnienie ścisłego oddziaływania pomiędzy tymi dwoma 
białkami głównie w strefie podbłonowej komórki, mimo iż 
oba te białka współwystępują najliczniej w obrębie siateczki 
śródplazmatycznej i aparatu Golgiego [14], Podobnie zbadano 
oddziaływanie dysferliny — białka błonowego odpowiedzial­
nego m.in. za procesy naprawcze włókien mięśni szkieleto­
wych, z aneksyną A l i A2. Mutacje w  genie dysferliny mogą 
prowadzić do wystąpienia zanikowej dystrofii mięśni Leydena 
i Móbiusa. W doświadczeniu prowadzonym na mioblastach 
myszy, dysferlinę wyznakowano fluoresceiną (donor), nato­
miast aneksynę A l i A2 odpowiednio fluorochromami Alexa 
fluor 594 i 568 (akceptor). Dzięki pomiarom FRET-FLIM za­

obserwowano współwystępowanie dysferliny z aneksynami 
podczas procesów naprawy błony komórkowej w prawidło­
wych komórkach mięśniowych oraz brak podobnego oddzia­
ływania w  komórkach ze zmutowaną dysferliną [15].

Technika FRET-FLIM umożliwiła także badanie oddzia­
ływania pomiędzy białkami w komórkach roślinnych, cze­
go przykładem jest praca dotycząca współdziałania białek 
MADS-box w jądrach przyżyciowo barwionych komórek z 
liścia petunii. Białka tego typu często tworzą dimery funk­
cjonujące jako czynniki transkrypcyjne zaangażowane w 
rozwój kwiatów. Do badania tych oddziaływań poszczegól­
ne grupy białek typu MADS-box sprzężono z barwnikami 
CFP (jako donor) oraz YFP (jako akceptor) [16],

Interesujące badania z użyciem techniki FRET-FLIM 
przeprow adzone zostały ostatnio przez Lee i wsp. [17], Po­
legały one na mierzeniu aktywności kinazy CaMKII w poje­
dynczych kolcach dendrytycznych neuronów  hipokampal- 
nych szczura. W tym celu zmodyfikowano badaną kinazę, 
znakując jej N-koniec białkiem mEGFP, pełniącym funkcję 
donora. Jako akceptora użyto zaś białka YFP przekształco­
nego do niefluorescencyjnej formy i przyłączonego do końca 
karboksylowego kinazy CaMKII. Podczas aktywacji kinazy, 
wskutek zmiany jej przestrzennej konformacji, dochodziło 
do zwiększenia czasu życia fluorescencji donora. Efekt ten 
był rezultatem zmniejszenia FRET, a więc zwiększaniem 
odległości pomiędzy parą donor-akceptor.

Technikę FRET-FLIM stosowano z powodzeniem rów ­
nież w badaniach dotyczących współwystępowania białek 
i lipidów [18,19], Jako przykład można podać badanie od ­
działywania fosfolipazy D z lipidami błonowymi. W do­
świadczeniu prow adzonym  na żywych komórkach HeLa i 
HEK-293 (ang. Humań Embryonic Kidney) fosfolipazę sprzę­
żono z białkiem fluorescencyjnym GFP (donor), w  błonie 
zaś wyznakowano za pomocą barwnika BODIPY fosfatydy- 
locholinę (akceptor). Zwiększenie aktywności fosfolipazy D 
i współwystępowanie z lipidami błonowymi następowało 
po stymulacji komórek naskórkowym czynnikiem wzrostu 
(EGF) [19]. Podobnie, dzięki pomiarom FRET-FLIM udało 
się zidentyfikować miejsca oddziaływań pomiędzy białka­
mi a łańcuchem DNA. W tym przypadku stwierdzono od ­
działywanie między histonem 2B wyznakowanym  białkiem 
GFP a cząstkami barwnika SYTOX-orange wiążącymi się z 
łańcuchem DNA w jądrach komórek HeLa [20].

Interesujące są również badania obrazujące współwystę­
powanie fragmentów DNA bogatych w pary zasad A:T z 
fragmentami G:C. W doświadczeniu z zastosowaniem tech­
niki FRET-FLIM przeprowadzonym przez Muratę i wsp. [21] 
jako donora użyto barwnik Hoechst 33258, specyficznie wią­
żący regiony A:T w łańcuchu DNA, a jako akceptora — flu­
orochrom 7-aminoaktynomycynę D (7-AAD), przyłączający 
się do rejonów bogatych w pary zasad G:C. Dzięki tym bada­
niom zobrazowano miejsca kondensacji i separacji chromaty- 
ny podczas cyklu komórkowego fibroblastów u myszy.

W badaniach oddziaływania pomiędzy cząsteczkami 
częściej stosowano metodę pomiarów czasu życia fluore­
scencji w  domenie częstości [12,13,16,18-21] niż w  domenie 
czasowej [14,15,17].
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POMIARY STĘŻENIA JONÓW

W mikroskopii fluorescencyjnej stosuje się szereg barwni­
ków, których parametry emitowanego światła zależą od lo­
kalnego stężenia poszczególnych jonów w komórce. Takim 
wskaźnikiem stężenia jonów mogą być: intensywność emisji, 
spektrum emisji oraz czas życia fluorescencji danych barwni­
ków. Ze względu na niewrażliwość techniki FLIM na zmiany 
w  lokalnym stężeniu fluorochromów i lokalnym natężeniu 
światła wzbudzającego, pomiar stężenia jonów w komórce za 
pomocą obserwacji czasu życia fluorescencji jest dokładniejszy 
i mniej podatny na występowanie artefaktów.

Metodą FLIM przeprowadzono pomiary stężenia wielu 
rodzajów jonów mających kluczowe znaczenie w  metaboli­
zmie komórek. Szczególnie dużo prac poświęcono badaniom 
stężenia jonów wapnia, używając barwników: Calcium-green, 
Quin-2, Calcium-Crimson, Oregon Green Bapta [5,22]. Do tej 
pory tą techniką prowadzono również pomiary stężenia m.in. 
jonów Zn2+ (przy użyciu barwnika Newport Green DCF) [23], 
N a+ (barwnik Sodium Green) [24], Mg2+ (barwniki Magnesium- 
green oraz Mag-quin 1 i 2), K+ (barwniki PBFI) oraz CF (barw­
niki SPQ i MQAE) [25], Podobnie jest wiele prac, w  których 
za pomocą techniki FLIM mierzono zmiany pH wewnątrz ko­
mórki (stężenie jonów H +) [26-28]. Czułość tej metody pozwala 
na detekcje zmian pH w komórce na poziomie 0,1 jednostki 
[26]. Do prowadzenia takich pomiarów stosuje się barwniki 
wykazujące zróżnicowany czas życia fluorescencji w zależ­
ności od odczynu środowiska, są to m.in.: karboksy-SNAFL-2 
[26,27] czy karboksyfluoresceina [28], Do pomiarów stężenia 
jonów w komórkach używano techniki FLIM zarówno w do­
menie częstości [23-26], jak i w domenie czasowej [22],

BADANIE STĘŻENIA TLENU W KOMÓRCE

Wzrost stężenia tlenu zawartego w komórce, z uwagi na 
jego zdolności do wygaszania fluorescencji, zmniejsza inten­
sywność i czas życia fluorescencji barwników. Szczególnie 
wrażliwe na działanie tlenu są fluorochromy mające długi czas 
życia fluorescencji (np. barwniki rutenowe) [8], Badając czas 
życia fluorescencji endogenicznej protoporfiryny IX (PpIX), 
udało się zmierzyć ciśnienie cząsteczkowe tlenu w mitochon- 
driach komórek (mitoP02) pochodzących z różnych linii ho­
dowlanych (HeLa, fibroblastach V-79, neuroblastomie IMR 
32-K1) [29], Niedawno takie same pomiary przeprowadzono 
na mitochondriach komórek wątroby żyjącego szczura [30], 
Warto zaznaczyć, że do tej pory nie istniała metoda pozwala­
jąca mierzyć ciśnienie mitochondrialnego tlenu in vivo. W obu 
pomiarach użyto techniki FLIM w domenie częstości.

DIAGNOSTYKA MEDYCZNA

Pomiary czasu życia fluorescencji okazały się być przydatne 
również w diagnostyce medycznej. Wykazano, że czas życia 
fluorescencji barwników w komórkach nowotworowych jest 
w porównaniu z komórkami prawidłowymi znacznie dłuższy. 
Dotyczy to zarówno naturalnej autofluorescencji komórek, jak 
i fluorescencji wprowadzonych do nich barwników i wynika z 
różnic w metabolizmie pomiędzy komórkami nowotworowy­
mi a prawidłowymi [31]. Badania nad oznaczaniem komórek 
nowotworowych za pomocą techniki FLIM prowadzono m.in. 
obserwując czas życia autofluorescencji utrwalonych komórek

pobranych ze złośliwych nowotworów piersi u kobiet [32] lub 
też prowadząc obserwacje in vivo zmienionych nowotworowo 
komórek w  skórze człowieka [33]. Obecnie w  wykrywaniu ko­
mórek nowotworowych można również stosować endosko­
py wyposażone w  detektor mierzący czas życia fluorescencji 
barwników w poszczególnych komórkach tkanki (FLIE, ang. 
Fluorescence Lifetime Imaging Endoscopy). W tego typu urządze­
niach ważne jest, aby pomiar czasu życia fluorescencji trwał 
krótko i by można było śledzić wyniki tych pomiarów podczas 
badania na bieżąco. Stąd też do niedawna endoskopy FLIE 
wykonywały pomiary jedynie w  domenie częstości [34], Do­
piero w obecnej dekadzie, za sprawą miniaturyzaq i laserów 
pulsacyjnych oraz zwiększenia wydajności detektorów zlicza­
jących fotony, stało się możliwe skonstruowanie endoskopu 
wykonującego pomiary czasu życia w  domenie czasowej [35]. 
Wyposażenie takich urządzeń dodatkowo w  wysokiej mocy 
laser podczerwony, może służyć do natychmiastowego i se­
lektywnego niszczenia komórek nowotworowych zaraz po 
ich wykryciu.

PODSUMOWANIE

Nie ma wątpliwości, że mikroskopia pomiaru czasu ży­
cia fluorescencji ma szansę stać się rutynowym narzędziem 
do badań podstaw molekularnych procesów zachodzących 
w komórkach. Dodatkowo, technika ta zdobywa również 
uznanie w  farmakologii oraz przemyśle medycznym. Niein­
wazyjna technika FLIM, obrazująca z wysoką rozdzielczością 
czasowo-przestrzenną procesy zachodzące w komórce, jest 
idealna do badań przyżyciowych. Natomiast użycie tej tech­
niki w badaniach preparatów utrwalonych pozwala na ocenę 
właściwości wyznakowanych cząsteczek, co jest pomocne w 
diagnostyce medycznej i pozwala szerzej porównać próbki z 
tkanek zdrowych i zmienionych chorobowo. Również przy 
badaniu oddziaływań pomiędzy białkami, FLIM staje się 
kluczową techniką dopełniającą tradycyjne metody badające 
współwystępowanie, jak immunoprecypitacja czy chroma­
tografia powinowactwa. Wraz ze wzrostem liczby nowych 
fluorochromów, białek znakowanych fluorescencyjnie czy 
nowych bioindykatorów dla wielu procesów chemicznych 
zachodzących w komórkach, należy oczekiwać dalszego roz­
woju techniki FLIM jako jednej z głównych 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 a fluorescent sample. This technique can provide information, not only concerning the localization of specific flu- 
orophores, but also about the local fluorophore environment. It can 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 lifetim e of 
a fluorophore 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 w ell as 
in measuring of oxygen concentration and in medical applications.
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Metabolizm skrobi w bulwach ziemniaka

STRESZCZENIE

Sacharoza  je s t su b s tra tem  do b io sy n tezy  sk ro b i w  b u lw ach  z iem n iak a . T ran sp o rt sa­
charozy  do b u lw  p rzeb ieg a  p rzez  k an ały  sy m plastyczne. A ku m u lac ja  sacharozy  w 

cy toso lu  in ic ju je  proces b io sy n tezy  sk ro b i w  am y lo p lastach . G lu k o zo -6 -fo sfo ran  jest 
g łów nym  zw iązk iem  w ęglow ym  tran sp o rto w an y m  z cy toso lu  do am y lo p las tó w . R oz­
k ład  sk ro b i u za leżn io n y  jes t od s tan u  fizjo log icznego  b u lw  i m oże zachodzić  na  d rodze  
h y d ro lity czn e j lu b  fosfo ro lity czn ej. D egradacja  sk ro b i p o p rzez  h y d ro lizę  od b y w a się  w 
k ie łk u jący ch  b u lw ach , a p ro d u k tam i ro zk ład u  są g lu k o za  i m altoza. W  b u lw ach  p rze ­
chow y w an y ch  w tem p era tu rze  4°C d o m in u je  fosfo ro lity czn y  ro zk ład  sk ro b i. Pow stałe  
fo sfo ran y  g lu k o zy  są m etab o lizo w an e  do g lu k o zy  i fru k to zy , k tó re  są o d p o w ie d z ia ln e  za 
w y s tęp o w an ie  z jaw isk a  cold sw eeten ing  w  bu lw ach . N ow e stra teg ie  badaw cze  stw arzają  
szanse  na u z y sk a n ie  p o stęp u  w z ro zu m ien iu  zw iązków  m iędzy  zm ien n o śc ią  sek w en cji 
g enów  o p o zn an e j fu n k c ji a zm ien n o śc ią  cechy ilościow ej.

WPROWADZENIE

U większości roślin wyższych skrobia jest głów nym  m agazynow anym  w ę­
g low odanem , przechow yw anym  w formie ziaren w chloroplastach i am ylo ­
plastach tkanek zapasow ych. Skrobię tw orzą dw a polim ery glukozy: amylo- 
za i am ylopektyna. W ziem niaku am yloza stanow i około 20-30% naturalnej 
skrobi, jej cząsteczki składają się z kilkudziesięciu i więcej reszt glukozy, 
połączonych w iązaniam i a-l,4 -g likozydow ym i z nielicznym i rozgałęzienia­
mi [1,2]. W am ylopektynie  połączenia glukozy m iędzy atom am i węgla C l i 
C4 są w zbogacone o 4-6% w iązań a-l,6-glikozydow ych. Miejsca rozgałęzień 
a - l ,6 nie są rozm ieszczone losowo, ale determ inują sposób połączenia d łu ż ­
szych i krótszych cząsteczek am ylopektyny oraz stopień  krystalizacji ziaren 
skrobi [2,3]. Zaw artość skrobi w ziem niakach w ynosi od 12 do 24% [4],

W bulw ach ziem niaka po zbiorze w ystępuje pow olna degradacja skrobi i 
synteza sacharozy, która jest w łączana do m etabolizm u kom órkow ego. N i­
ska tem pera tu ra  przechow yw ania (4l,C) w zm aga z czasem syntezę sacharo ­
zy, która ulega rozkładow i do glukozy i fruktozy, co w pływ a na sm ak bulw  
(ang. cold sweetening). G rupy aldehydow e cukrów  redukujących reagują z 
grupam i am inow ym i am inokw asów  i białek, co p row adzi do ciemnienia 
m iąższu bulw . Z kolei zbyt wysoka tem peratura  p rzechow yw ania sprzyja 
kiełkow aniu, odw odnien iu  bulw  oraz nasilaniu chorób przechow alniczych. 
W konsekwencji następuje obniżenie jakości przetwórczej bulw  [5,6], To duży  
problem  dla przetw órstw a, zwłaszcza w produkcji frytek i chipsów  [3,5,7],

M etabolizm  skrobi w bulw ach ziem niaka jest dobrze poznany. Z iden ty ­
fikowano enzym y szlaków biosyntezy i rozkładu skrobi, form y izoenzym a- 
tyczne i ich lokalizację subkom órkow ą [8,9]. Poznano sekwencje k ilkudzie ­
sięciu genów , kodujących białka enzym atyczne oraz transportery  cukrów, 
które w pływ ają  lub mogą pośrednio  oddziaływ ać na m etabolizm  w ęglow o­
danów  w bulw ach  [10]. Ich pozycje chrom osom ow e po części pow iązano z 
loci cech ilościowych (QTL, ang. quantitative trait loci) dla zaw artości skrobi
[11] i cukrów  redukujących [12] w ziem niaku. Badania nadekspresji [13-15] i 
wyciszenia [16-23] genów znacząco poszerzyły naszą w iedzę o funkcjonow a­
niu szlaków syntezy i rozkładu skrobi w bulwach. Szczególnie w ażne oka­
zały się badan ia  enzym u GBSS (ang. granule-bound starch synthase). W 2006 
roku w yhodow ano  odm ianę Amflora z zablokow aną ekspresją genu GBSS
[24], U zyskano tym  sposobem  ziem niaki w ytw arzające w bulw ach skrobię 
bezam ylozow ą p rzydatną  w przem yśle nieżyw ieniow ym . W yzw aniem  dla 
nauki jest identyfikacja genów węzłowych, zwłaszcza tych regulujących po ­
ziom cukrów  redukujących w bulwach. W trakcie badań  asocjacyjnych (ang. 
associations) zidentyfikow ano allele invGE-6f i invGF-4d inw ertazy [25-27], 
które w pływ ają na poziom  cukrów  redukujących w bulwach.
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Rycina 1. Synteza skrobi w stolonach p rzed  rozpoczęciem tuberyzacji (A) i w bulw ach ziemniaka (B). 2 — fruktokinaza; 3 — izom eraza glukozofosforanowa; 4 — pirofos- 
forylaza UDP-glukozy; 5 — fosfoglukom utaza; 7 — pirofosforylaza ADP-glukozy; 8 — syntaza skrobiowa i enzym y rozgałęziające; 9 — heksokinaza.

M etabolizm  w ęglow odanów  w ziem niaku diploidal- 
nym  jest m odelow ym  uk ładem  badaw czym  dla poznania 
cech ilościowych [25], N ow e techniki szybkiego sekwen- 
cjonowania DNA, m ikrom acierze DNA pozwalające na 
kom pleksow e badania  ekspresji genów  [28,29], są szan ­
są na uzyskanie  jakościowego postępu w  zrozum ieniu 
zw iązków  m iędzy  zm iennością sekwencji genów  o pozna ­
nej funkcji a zm iennością cechy ilościowej (ang .functioncil 
candidate gene approach) [30,31]. Celem tego opracow ania 
jest przedstaw ienie  m etabolizm u syntezy i rozkładu w 
bulw ach ziem niaka ze szczególnym  uw zględnieniem  k u ­
mulacji cukrów  redukujących.

BIOSYNTEZA SKROBI W BULWACH ZIEMNIAKA

Biosynteza skrobi w  am yloplastach liści odbyw a się 
z w ykorzystan iem  p ro d u k tó w  fotosyntezy: aldehydu 3- 
fosfoglicerynowego, g lukozo-l-fosforanu  (Glu-l-P) i glu- 
kozo-6-fosfo ranu  (Glu-6-P) [32,33], W organach zapaso ­
wych sacharoza jest substra tem  wyjściowym  do syntezy 
skrobi. T ranspo rt sacharozy do bu lw  ziem niaka przebie­
ga poprzez  kanały  sym plastyczne z ak tyw nym  udziałem  
transportera  sacharozy (SUT, ang. sucrose transporter). 
Kumulacja sacharozy w  cytosolu bulw  inicjuje proces 
biosyntezy skrobi [34-36]. W pierw szym  etapie następuje 
rozkład sacharozy do heksoz. W bulw ach dom inuje roz ­
szczepienie sacharozy do fruktozy i UDP-glukozy przez 
syntazę sacharozy (EC 2.4.1.13, SuSy, ang. sucrose syntha- 
se) [37] (Ryc. IB).

sacharoza + UDP UDP-glukoza + fruktoza

Co ciekawe, w stolonach przed rozpoczęciem  tube ­
ryzacji w ystępuje apoplastyczny transport sacharozy. 
Kwaśna inw ertaza (EC 3.2.1.26, ang. acid invertase), która 
jest zlokalizow ana w ścianie komórkowej, hydrolizuje sa­
charozę, a aktyw ność SuSy jest znikom a [38] (Ryc. 1A). 
W raz z rozwojem  bulw  maleje znaczenie hydrolitycznego 
rozkładu sacharozy przez kw aśną inw ertazę [34]. Z red u ­
kow anie poziom u ekspresji SuSy o 95% w skutek  w p ro ­
w adzenia  sekwencji antysensownej tego genu, spow odo ­
wało zaham ow anie  syntezy skrobi w  bulw ach i spadek  
zawartości skrobi o 63% w porów naniu  do typu dzikiego, 
przy n iezm ienionym  poziom ie sacharozy. O bserw ow ano 
ponad 40-krotny w zrost aktyw ności inw ertazy i w y raź ­
nie zw iększony poziom  glukozy i fruktozy, co jednak  nie 
rekom pensow ało  u tra ty  aktywności SuSy [39].

Glu-6-P jest głów ną form ą glukozy transportow aną  w 
bulw ach z cytosolu do am yloplastów  [40]. W komórce 
dom inują dw a szlaki syntezy Glu-6-P (Ryc. IB). P ierw ­
szy szlak obejmuje m etabolizm  fruktozy z udziałem  fruk- 
tokinazy (EC 2.7.1.4, FRK, an g . fructokinase) i izom erazy 
glukozofosforanowej (EC 5.3.1.9, PGI, ang. phosphogluco- 
isomerase). Drugi szlak dotyczy przem iany  U D P-glukozy 
do Glu-6-P z udziałem  pirofosforylazy UDP-glukozy (EC 
2.7.7.9, UGPaza, ang. UDP-glucose pyrophosphorylase) i fos- 
foglukom utazy (EC 5.4.2.2, PGM, ang. phosphoglucomuta- 
se). Fosfoglukom utaza i izom eraza glukozofosforanow a 
pełnią funkcję regulatorow ą w syntezie Glu-6-P, a także 
G lu-l-P  [34,36]. G lu-l-P  może być także transportow any  
z cytosolu do am yloplastu. Izoform y PGM są obecne w 
obu przedziałach kom órki [34,41,42].
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Rycina 2. Hydrolityczny rozkład skrobi zachodzący w dojrzałych, kiełkujących bulwach (A). Fosforolityczny rozkład skrobi, dom inujący w bulw ach przechow yw anych 
w  niskiej tem peraturze (B). 1 — fosforylaza skrobiowa; 3 — izom eraza glukozofosforanowa; 4 — pirofosforylaza UDP-glukozy; 5 — fosfoglukom utaza; 6 — syntaza fosfo- 
sacharozy; 10 — fosfataza sacharozy; 11- kw aśna inwertaza; 12 — 0-amylaza; 13 — a-am ylaza, izoam ylaza i pullulanaza; 14 — glukoam ylaza.

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

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

W bulwach ziemniaka AGPaza występuje wyłącznie 
w plastydach [8,43,44]. Transkrypcja genu AGPazy jest 
związana z dobowymi zmianami zawartości sacharozy 
w komórce i osiąga najwyższy poziom pod koniec dnia, a 
największy spadek występuje w nocy [45]. Enzym jest ak­
tyw ow any allosterycznie przez kwas 3-fosfoglicerynowy 
(3-PGA), a ham ow any przez Pi [8,46], co sugeruje, że inne 
szlaki metaboliczne są konkurencyjne w stosunku do syn­
tezy skrobi w w ykorzystyw aniu fosforanów trioz [36],

Cząsteczki ADP-glukozy są w ykorzystyw ane do synte­
zy am ylozy i am ylopektyny z udziałem  izoform syntazy 
skrobiowej (EC 2.4.1.21, SS, ang. starch synthase). Z identy ­
fikowano pięć izoform syntazy skrobiowej. Cztery izofor- 
my, SSI, SSII, SIII i SSIV, należą do frakcji rozpuszczalnej 
i są zaangażow ane w syntezę w iązań a - l ,4 am ylopekty ­
ny [2], Izoforma GBSS (ang. granule bound starch synthase) 
w ykazuje wyłącznie aktyw ność enzym atyczną w formie 
związanej ze struk turam i ziarnistym i i jest odpow iedzia l­
na za w ydłużanie  am ylozy [2,47]. P rzypuszcza się, że 
izoformy SS mają zdolność syntetyzow ania łańcuchów  o 
różnej długości: SSI, krótkich — do kilkunastu  cząsteczek 
glukozy [48,49] a SSII, dłuższych — zbudow anych  15-45 
jednostek [49-51]. W bulw ach ziem niaka dom inuje ak­

tyw ność izoform y SSIII, gdzie cząsteczkę am ylozy tw o ­
rzy 40-80 i więcej reszt glukozy [52].

Am yloza i am ylopektyna są m odyfikow ane przez en ­
zym y tw orzące rozgałęzienia a - l ,6 (EC 2.4.1.18, SBE, ang. 
starch branching enzyme) i enzym y znoszące rozgałęzienia 
a - l ,6 (DBE, ang. starch debranching eznyme) [36,53,54]. En­
zym  SBE traw i w iązania a -l,4 -g likozydow e i w p row adza  
cząsteczki glukozy poprzez w iązania  a - l ,6. O pisano  dw ie 
grupy  izoform SBE, które pow odują  pow staw anie  rozga ­
łęzień o różnej długości i z różną częstością. Izoform y z 
grupy  SBEI rozgałęziają amylozę, a SBEII są specyficzne 
w zględem  am ylopektyny [53,55]. Do g rupy  enzym ów  
DBE, które znoszą rozgałęzienia a-1-6 w skrobi należą 
pullu lanaza  (EC 3.2.1.41, ang. pullulanase) i izoam ylaza 
(EC 3.2.1.68, ang. isoamylase) [56].

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

ATP + a-glukan + H 20  <-> AMP + a-glukan-P + P. 

ROZKŁAD SKROBI W BULWACH

Skrobia w  bulw ach ziem niaka może być m agazy ­
now ana przez wiele tygodni, a naw et miesięcy. W tym 
czasie enzym y odpow iedzia lne  za rozkład  skrobi są w 
bulw ach nieaktyw ne. Do zainicjowania rozk ładu  skrobi 
n iezbędny jest rozpad  półkrystalicznego u k ład u  granul,

Postępy Biochemii 55 (4) 2009 443http://rcin.org.pl



w arunkow anego  głównie przez s truk tu rę  amylopektyny, 
co następuje dzięki jej fosforylacji p rzez dikinazę GWD 
[35,36,57-59], Rozkład am ylopektyny i amylozy zachodzi 
na drodze hydrolitycznej lub fosforolitycznej, w zależno­
ści od stanu fizjologicznego bulw y .

H ydroliza skrobi odbyw a się w dojrzałych, kiełkują­
cych bulwach, a-am ylaza (EC 3.2.1.1, Amy, ang. a-amyla- 
se) hydrolizuje w iązania w ew nątrz  cząsteczek zbudow a­
nych z co najmniej trzech reszt glukozy, p-amylaza (EC 
3.2.1.2, Bmy, ang. $-amylase) odcina z końców łańcucha 
cząsteczki maltozy. Oba enzym y są aktyw ne wobec wią­
zań a-l,4-glikozydow ych [35,36 ]. W ażną funkcję w hy ­
drolizie skrobi spełniają rów nież izoam ylaza i pullulana- 
za, które są aktyw ne wobec w iązań a-l,6-glikozydow ych 
am ylopektyny i uwalniają liniowe m altooligosacharydy 
(Ryc. 2A). Na m arginesie w arto  zauw ażyć, że u bakte­
rii i d rożdży  izoam ylaza i pullu lanaza  wykazują różne 
właściwości katalityczne [60], Izoamylaza hydrolizuje 
w iązania a-l,6 -g likozydow e w glikogenie, nie trawi na ­
tom iast pullu lanu. Pullulanaza, odw rotnie, rozkłada pul- 
lulan, lecz nie hydrolizuje w iązań  w glikogenie. Pullulan 
jest to liniowy, obojętny glukan, składający się głównie 
z cząsteczek maltotriozy, które są połączone wiązaniami 
a-l,6 -g likozydow ym i [61], P roduk tam i hydrolizy skrobi 
w  am yloplastach bulw  ziem niaka są glukoza i maltoza, 
które są transportow ane do cytosolu, gdzie podlegają 
dalszym  przem ianom  katabolicznym  [60,62,63].

W bulw ach przechow yw anych w niskiej tem peratu ­
rze dom inuje fosforolityczny rozkład skrobi [9,64] (Ryc. 
2B). Kluczowym  enzym em  jest fosforylaza skrobiowa 
(EC 2.4.1.1, SP, ang. starek phosphorylase), która odcina od 
końców łańcuchów  am ylozy i am ylopektyny pojedyncze 
cząsteczki glukozy i przenosi je na Pi, tworząc Glu-l-P.

(a-l,4-glukoza)n+ Pi <-* (a-l,4-glukoza)nA + glukozo-l-P

Rośliny posiadają dw a typy SP. Typ L jest obecny w 
plastydach, a typ H w cytosolu. W amyloplastach ziemnia­
ka ekspresji ulegają dw ie izoformy typu L: Pho la  i Pholb. 
Nie w ykazano jednak istotnych zm ian ich aktywności w 
zależności od tem peratury przechow yw ania bulw. Stały 
poziom aktywności SP typu L w amyloplastach bulw jest 
przesłanką, która wskazuje na znaczenie wstępnej fosfory­
lacji skrobi dla jej degradacji w  w yniku rozkładu fosforo- 
litycznego [8]. Bez wstępnej fosforylacji, mimo obecności 
enzym ów  degradujących, skrobia nie ulega rozkładowi. 
Fosfoglukomutaza przekształca G lu-l-P  w Glu-6-P, któ­
ry jest głównym  fosforanem glukozy transportowanym  z 
am yloplastów do cytosolu [62]. Dalsze przemiany meta­
boliczne w cytosolu, które zachodzą przy udziale izome- 
razy glukozofosforanowej i pirofosforylazy UDP-glukozy, 
prow adzą do syntezy odpow iednio fruktozo-6-P i UDP- 
glukozy. Oba związki są substratam i dla syntazy fosfosa- 
charozy (EC 2.4.1.14, SPS, sucrose phosphate synthase), która 
katalizuje tworzenie sacharozo-6-P [60,62,63],

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

W ziem niaku zidentyfikow ano kilka izoform SPS, któ­
rych aktyw ność w bulw ach nie zależy od temperatury.

Wyjątkiem jest izoforma SPS-lb, wykazująca aktyw ność 
w bulwach przechow yw anych w niskiej tem pera turze
[65], Sacharozo-6-P ulega defosforylacji do sacharozy w 
w yniku działania fosfatazy sacharozy (EC 3.1.3.24, SPP, 
ang. sucrose phosphatase) [60,62,63].

sacharozo-6-P +H.O <-»• sacharoza + P2 i

Rozkład sacharozy odbyw a się w w akuolach i jest 
katalizowany przez kw aśną inwertazę. Reakcja osiąga 
m aksim um  wydajności w 4°C i p row adzi do kumulacji 
glukozy i fruktozy, głównych cukrów  o właściwościach 
redukujących [9,62,66],

sacharoza + H ,0 —>• glukoza + fruktoza

Od wielu lat uw aga badaczy koncentruje się na w y ­
typow aniu  kluczowych enzym ów  dla p rzep ływ u  hek- 
soz między szlakami metabolicznym i w bulw ach ziem ­
niaka. W tem peraturze 25°C fosforolityczne (Glu-l-P) i 
hydrolityczne (glukoza i maltoza) p roduk ty  rozkładu  
skrobi są m etabolizow ane w cytosolu głównie w szlaku 
glikolitycznym. Zablokowanie glikolizy w 4°C w skutek  
drastycznego spadku aktywności fosfofruktokinazy (EC 
2.7.1.11, PFK, ang. phosphofuctokinase) m ożna postrze ­
gać jako przyczynę skierow ania m etabolizm u heksoz w 
kierunku syntezy sacharozy [67], N iedaw ne badania  z 
użyciem izotopów  węgla w skazują jednak, że tem pera ­
turowa labilność PFK ma niewielki w pływ  na zjawisko 
cold sweetening [62]. Zdecydow anie istotniejszy udzia ł w 
akumulacji cukrów  redukujących przypisuje się specy­
ficznym izoform om  SPS i p-amylazy [62,68,69], a także 
aktywności AGPazy [70], UGPazy [9] i inw ertazy [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 białek zapasowych ziarniaków zbóż

STRESZCZENIE

Mobilizacja m ateriałów  zapasow ych jest procesem  stopniow ym , k tóry  doprow adza do 
całkow itej degradacji b iopolim erów  akum ulow anych  w  czasie do jrzew ania  nasion . U 

zbóż zasadniczą rolę w  hydroliz ie  b ia łek  zapasow ych odgryw ają endopeptydazy  cysteinow e 
i ka rboksypeptydazy  serynow e. Peptydazy należące do innych  grup katalitycznych, z n ie ­
licznym i w yjątkam i, w ydają  się być zaangażow ane w  procesy n iezw iązane bezpośrednio  z 
m asow ą degradacją b iałek  w  b ielm ie kiełkujących z iarn iaków . Szybkość hydro lizy  b ia łek  
zapasow ych uzależn iona jest od obecności aktyw nych biologicznie g ibere lin  w  tkankach  
z iarniaka. W arunkuje  to syntezę pep tydaz przez w arstw ę aleuronow ą, a także zakw aszenie 
b ielm a skrobiow ego, w  którym  przebiega ten proces. Pom im o zaaw ansow anych badań  na 
tym  polu, rola w ielu  pep tydaz w  procesie degradacji b ia łek  zapasow ych n ie  jest w  pełn i 
poznana.

WPROWADZENIE

Ziarna zbóż stanowią około 90% nasion wszystkich upraw ianych roślin. Nie 
dziwi więc fakt, że biologia nasion zbóż jest jednym z najintensywniej badanych 
aspektów fizjologii i biochemii roślin. W centrum badań  znajdują się takie za­
gadnienia, jak wykształcanie, dojrzewanie, spoczynek czy kiełkowanie nasion. 
Prace te zaowocowały m. in. poznaniem sekwencji wielu genów roślin zbożo­
wych: pszenicy, ryżu i kukurydzy, wyjaśnieniem niektórych aspektów m echani­
zm u hormonalnej regulacji spoczynku i kiełkowania. Scharakteryzowano wiele 
enzym ów związanych z tymi procesami, określono ich funkcje oraz poznano 
mechanizmy regulacji ich aktywności. W śród badanych enzymów od lat szcze­
gólnym zainteresowaniem cieszą się enzymy związane z degradacją materiałów 
zapasowych zgromadzonych w ziarniakach zbóż. Częściowo jest to podyktow a­
ne ich ważną funkcją dostarczania łatwo przyswajalnych substratów do syntez 
w  rosnącej siewce, ale także szerokim zastosowaniem, przede wszystkim amy- 
laz i proteaz, w  przemyśle spożywczym.

Mobilizację substancji zapasowych zgromadzonych w ziarniakach zbóż m oż­
na przedstawić jako proces trójetapowy. Etap pierwszy polega na degradacji bia­
łek zapasowych zdeponowanych w ciałach białkowych warstwy aleuronowej. 
Następnie uwolnione aminokwasy są zużywane do syntezy de novo hydrolaz w 
warstwie aleuronowej i epithelium tarczki zarodkowej. W trzecim etapie hydro- 
lazy te są wydzielane do bielma skrobiowego, gdzie uczestniczą w  degradacji 
zgromadzonych tam polisacharydów i białek, a produkty są transportowane do 
rozwijających się i rosnących organów młodej rośliny. Hydroliza białek zapa­
sowych w endospermie skrobiowym następuje także pod w pływ em  peptydaz 
syntetyzowanych w trakcie wykształcania się ziarniaków, aktywowanych w 
czasie procesu kiełkowania [1-3].

Spośród procesów zachodzących w kiełkujących ziarniakach zbóż dw a w y­
dają się mieć decydujący wpływ na inicjację procesu degradacji zgrom adzonych 
w endospermie białek zapasowych. Pierwszym z nich jest obniżenie pH  bielma 
skrobiowego pod w pływ em  wydzielanych przez warstwę aleuronową kwasów 
organicznych, co stwarza optymalne warunki działającym tam peptydazom. Z 
badań przeprowadzonych przez Dominguez i Cejudo [4] wynika, że po trzech 
dobach od momentu rozpoczęcia procesu imbibicji wartość pH  w obrębie biel­
ma skrobiowego ziarniaków pszenicy, z wyjątkiem niewielkiego obszaru bezpo­
średnio przylegającego do tarczki zarodkowej, pozostaje zbliżona do obojętnej. 
Spadek pH postępuje w  kolejnych dniach kiełkowania, aby objąć całą tkankę w 
szóstej dobie. Procesowi temu towarzyszy postępująca równolegle degradacja 
tkanki bielma skrobiowego.

Drugim procesem, od którego wydaje się zależeć szybkość hydrolizy białek 
zapasowych podczas kiełkowania ziarniaków zbóż, jest redukcja w iązań disul-
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fidowych w tych białkach przez cysteinę, glutation oraz 
tioredoksynę h wydzielane do bielma, co zwiększa podat­
ność tych białek na hydrolizę. Davy i wsp. [5] stwierdzili, że 
podany egzogennie 2-merkaptoetanol może zwiększać roz­
puszczalność jęczmiennej hordeiny, a przez to wpływać na 
jej podatność na hydrolizę. Wcześniejsze prace wskazują na 
udział tioredoksyny h w  redukcji białek zapasowych [6], 30- 
to krotna nadprodukcja tioredoksyny h w  jęczmieniu powo­
dowała wzrost ilości zredukowanej hordeiny oraz wzrost 
ilości białek rozpuszczalnych, co ma bezpośredni wpływ 
na szybkość hydrolizy białek zapasowych. Ponadto, obser­
wowano również podwyższoną aktywność a-amylazy, co 
sugeruje udział tego związku w przekazywaniu sygnału z 
bielma skrobiowego do otaczających tkanek [7].

ANATOMICZNY I FUNKCJONALNY 
PRZEGLĄD TKANEK ZIARNIAKA

Dojrzały ziarniak zbóż jest owocem posiadającym jedno 
bielmowe nasienie. Nasienie to składa się z bielma, które w 
czasie rozwoju ziarniaka zróżnicowało się na zewnętrzną 
warstwę aleuronową i bielmo skrobiowe, zarodka i okrywy 
nasiennej, która na stałe zrasta się z suchą owocnią tworząc 
okrywę owocowo-nasienną (Rye. 1). Bielmo stanowi tkankę 
spichrzową gromadzącą substancje odżywcze dla rosnącej 
siewki. Rozwija się ono z komórki macierzystej, która po­
wstaje w wyniku zapłodnienia komórki centralnej worecz­
ka zalążkowego. U zbóż triploidalne jądro tej komórki prze­
chodzi początkowo serię podziałów bez następujących po 
nich podziałów cytoplazmy, co prow adzi do nagromadze­
nia dużej ilości wolnych jąder w peryferycznej warstwie cy­
toplazmy. Gdy komórka ta osiągnie odpowiednie stadium 
rozwoju (u jęczmienia 5-6 dzień po zapyleniu), rozpoczyna 
się celularyzacja bielma, która trwa od 2 do 3 dni. Pierwsze 
ściany komórkowe tworzą się w peryferycznych częściach

R ycina 1. B udow a ziarniaka: A) przekrój pod łużny1, B) przekrój tarczki zarodko­
wej1, C) przekrój przez w arstw ę aleuronow ą2. Stosowane skróty: ON — okrywa 
owocowo-nasienna, W A — w arstw a aleuronow a, WSA — w arstwa subaleurono- 
wa, BS — bielmo skrobiowe, Z — zarodek, TZ — tarczka zarodkowa, E — w ar­
stwa epitelialna tarczki zarodkowej, p re p a ra t  barw iony safraniną i zielenią trw a­
łą, 2prepara t barw iony Evans Blue, m artw e kom órki zabarw ione na niebiesko.

komórki, a następnie proces ten postępuje w kierunku cen­
tralnej wakuoli [8]. Przez cały okres dojrzewania z tkanek 
rośliny macierzystej transportowane są tu niskocząsteczko- 
we produkty asymilacji, które przekształcane są w  wysoko- 
cząsteczkowe materiały zapasowe, kum ulowane w postaci 
ziaren skrobi, ciał białkowych i ciał lipidowych. W końco­
wej fazie procesu dojrzewania bielmo skrobiowe przecho­
dzi program owaną śmierć komórek [9], ciała białkowe ule­
gają zgnieceniu, a macierz białkowa wypełnia przestrzenie 
pomiędzy ziarnami skrobi.

Jedynymi żywym i elementami bielma dojrzałych ziar­
niaków są komórki w arstwy aleuronowej. Wykazują one 
szereg różnic w  stosunku do komórek bielma skrobiowego. 
Przede wszystkim nie występują w nich ziarna skrobi, za 
to obecna jest duża liczba ciał białkowych, otoczonych cia­
łami lipidowymi [10]. Warstwa aleuronowa otacza bielmo 
skrobiowe, oprócz regionów, w których bielmo skrobiowe 
przylega do zarodka. Złożona jest z jednej do kilku warstw 
komórek. Rozwój warstwy aleuronowej jęczmienia zacho­
dzi około 14 dnia po zapyleniu [11]. Przez cały ten okres 
w cytoplazmie komórek tej warstwy obserwuje się liczne 
wakuole. Większa część materiałów zapasowych zgrom a­
dzona w tej tkance przeznaczona jest do syntezy enzymów 
hydrolitycznych, biorących udział w  degradacji materiałów 
zapasowych bielma skrobiowego [10].

Suchy ziarniak zawiera w pełni rozwinięty zarodek, skła­
dający się z pędu zarodkowego, otoczonego koleptylem, 
korzenia okrytego koleoryzą i liścieni przekształconych w 
tarczkę zarodkową i epiblast. Z punktu widzenia hydroli­
zy materiałów zapasowych bielma, najważniejszą tkanką 
zarodka, odpowiedzialną za wydzielanie enzymów hydro ­
litycznych do bielma skrobiowego [12] oraz transport nisko- 
cząsteczkowych produktów  hydrolizy do zarodka [13], jest 
tarczka zarodkowa. Po jej zewnętrznej stronie znajduje się 
pojedyncza w arstw a komórek. Warstwa ta, zwana warstwą 
epitelialną, zbudow ana jest z komórek posiadających duże 
ilości ciał białkowych, które, podobnie jak komórki aleu- 
ronu, nie zawierają ziaren skrobi [14]. Materiały zapasowe 
zgromadzone w komórkach tej warstwy wykorzystywane 
są głównie do syntezy enzymów hydrolitycznych. Tarcz­
ka zarodkowa uczestniczy w przekazywaniu (na zasadzie 
dyfuzji) wydzielanych przez zarodek giberelin, sygnału dla 
warstwy aleuronowej do rozpoczęcia lub przyspieszenia 
syntezy i wydzielania enzymów hydrolitycznych w  cza­
sie kiełkowania. Działanie tego fitohormonu na warstwę 
aleuronową potwierdzono dla większości badanych roślin 
[15,16]. Przypuszcza się również, że ten sam sygnał odpo ­
wiedzialny jest także za aktywację komórek w arstw y epi- 
telialnej tarczki zarodkowej, ale obecność giberelin w ydzie­
lanych przez zarodek utrudnia w dużym  stopniu badanie 
tego zjawiska.

BIAŁKA ZAPASOWE ZIARNIAKÓW ZBÓŻ

Białka zapasowe ziarniaków zbóż można podzielić na 
cztery typy: rozpuszczalne w wodzie i solach albuminy, roz­
puszczalne w solach globuliny, rozpuszczalne w  wodnych 
roztworach alkoholi prolaminy: gliadyny (pszenica), zeiny 
(kukurydza), sekaliny (żyto), hordeiny (jęczmień), aweni- 
ny (owies) i gluteliny, które rozpuszczają się w  wodnych
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roztworach zasad [17]. Najnowsza klasyfikacja białek zapa­
sowych opiera się na związkach filogenetycznych wymie­
nionych grup [18]. W edług niej prolaminy i gluteliny, stano­
wiące oddzielne grupy w  klasycznej klasyfikacji Osborne'a 
połączono w jedną grupę białek o funkcji zapasowej.

Głównymi białkami zapasowymi ryżu i owsa są globuli­
ny, a prolaminy stanowią jedynie od 8 do 12% ogólnej puli 
białek zawartych w bielmie tych ziarniaków. U pozostałych 
zbóż w śród białek zapasowych dominują prolaminy, któ­
rych zawartość sięga 40-60% [19]. Rozpuszczalne i nieroz­
puszczalne w solach białka ziarniaków zbóż stanowią dwie 
odrębne grupy, zarówno pod względem budowy, składu 
aminokwasowego, jak i mechanizmu syntezy i magazy­
nowania. Białka rozpuszczalne, które można podzielić na 
podstawie różnej stałej sedymentacji na białka 2S (albumi­
ny), 7S i 11S (globuliny), są szeroko rozpowszechnione w 
nasionach roślin jedno- i dwuliściennych. Najlepszym źró­
dłem tych białek są nasiona dwuliściennych, dzięki czemu 
białka z tych nasion zostały najlepiej scharakteryzowane. 
Albuminy 2S rzepaku składają się z dwóch polipeptydów 
o masach 4 i 9 kDa. Syntetyzowane są jako pojedynczy łań­
cuch polipeptydowy, zawierający krótki łącznik, który w 
trakcie modyfikacji potranslacyjnych zostaje wycięty. Wy­
cięte zostają również krótkie odcinki C- i N-końcowe pepty- 
du. Oba łańcuchy dojrzałego białka połączone są mostkami 
dwusiarczkowymi [20]. Inna grupa białek rozpuszczalnych 
— globuliny 11S soi kodowane są przez rodzinę zawierającą 
do 20 genów. Każda z podjednostek dojrzałej formy globu­
lin 11S kodowana jest przez inny gen z tej rodziny. Białka te 
syntetyzowane są na rybosomach związanych z siateczką 
śródplazmatyczną (ER) szorstką. W światłach kanalików 
siateczki usuwane są sekwencje sygnalne, a niedojrzałe pro- 
globuliny transportowane są w postaci trimerów do wakuol 
zapasowych. Tam poddaw ane są ograniczonej proteolizie 
w  miejscu zachowanego w ewolucji ugrupow ania Asn-Gly 
przez endopeptydazę cysteinową, co warunkuje formowa­
nie się heksamerycznych globulin 11S [21]. Dla porów na­
nia globuliny 7S są glikoproteinami zbudowanym i z trzech 
podjednostek. Charakterystyczną cechą tych białek jest brak 
cysteiny w składzie aminokwasowym. Podjednostki synte­
tyzowane są w postaci pojedynczego łańcucha polipepty- 
dowego, który u grochu ulega fragmentacji na dw a lub trzy 
oddzielne łańcuchy [22],

Gluteliny pszenicy (gluteniny) można podzielić na grupy 
o niskiej (LMW) i o wysokiej (HMW) masie cząsteczkowej. 
Wśród glutenin LMW wyróżnia się trzy typy białek, w yod­
rębnionych na podstawie ich ruchliwości elektroforetycz- 
nej techniką SDS-PAGE. Są to gluteniny B, C i D o masie 
cząsteczkowej zbliżonej do gliadyn, mieszczącej się w prze­
dziale od 30 do 50 kDa [23]. Gluteniny B i C są białkami 
o dużej zawartości cysteiny, w przeciwieństwie do typu D, 
który należy do glutenin ubogich w siarkę. Ten ostatni jest 
najbliżej spokrewniony z co-gliadynami, przy czym w jednej 
pozycji posiada cysteinę, która umożliwia jego włączenie do 
polimerów glutenin.

Gluteniny pszenicy o wysokiej masie cząsteczkowej 
posiadają powtarzający się motyw w ewnątrz cząsteczki, 
tworzący struktury p, podczas gdy N- i C-końcowe frag­
menty mają strukturę a-helikalną [24], Białka te składają
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się z dwóch typów podjednostek: x i y, różniących się za­
wartością cysteiny w regionach niepowtarzających się [18]. 
Gluteniny HMW pszenicy składają się z 3-5 podjednostek. 
W trakcie dojrzewania białka te przechodzą liczne modyfi­
kacje potranslacyjne, obejmujące glikozylację i fosforylację 
[25,26]. Funkcja tych modyfikacji nie jest znana.

Gliadyny są najważniejszą grupą białek zapasowych 
pszenicy. Na podstawie ruchliwości elektroforetycznej 
można je podzielić na cztery frakcje a-, (3-, y- i oo-gliady- 
ny [27], Są białkami monomerycznymi, zawierającymi w 
swym składzie am inokwasowym znaczne ilości proliny i 
glutaminy i posiadającymi (a-, y-gliadyny) lub nie (co-glia- 
dyny) wewnętrzne wiązania disulfidowe [18]. Gliadyny 
typu co różnią się również od pozostałych gliadyn niezwy­
kle wysoką zawartością glutaminy, kwasu glutaminowego 
i proliny, które razem stanowią ok. 70% wszystkich ami­
nokwasów [28], Charakterystyczną cechą gliadyn zawie­
rających cysteinę jest obecność na N- i C-końcu tych białek 
sekwencji regulujących ich transport w ewnątrz kanalików 
ER. N-końcowy fragment zawiera tandem owo powtórzoną 
(7-16 razy) sekwencję bogatą w prolinę, składającą się z 5- 
8 aminokwasów, natomiast C-końcowy region tych białek 
zawiera w  6-8 pozycjach cysteinę, tworzącą wewnętrzne 
mostki dwusiarczkowe [24]. C-końcowy fragment kieruje 
białko do aparatu Golgiego, natomiast N-końcowy frag­
m ent odpow iada za akumulację tych białek w kanalikach 
ER. W stawienie dodatkowych kopii sekwencji tandem o­
wych do regionu N-końcowego powoduje przyspieszenie 
procesu akumulacji [29], Za tworzenie się nierozpuszczal­
nych agregatów mogą również odpowiadać oddziaływania 
białko-białko pomiędzy hydrofobowymi molekułami tych 
prolamin [30], niewykluczony jest też udział w tym procesie 
białek chaperonowych [31].

Gliadyny są syntetyzowane na rybosomach związanych 
z ER, a następnie wydzielane są do wakuol zapasowych z 
udziałem aparatu Golgiego [32], Levanony i wsp. [33] zapro­
ponowali alternatywną drogę transportu gliadyn. Hipoteza 
ta opiera się na stwierdzeniu obecności białek ER w ciałach 
białkowych, m. in. białka chaperonowego BiP (ang. chape- 
rones binding protein), białkowej izomerazy grup disulfido- 
wych i innych. Utworzone w ew nątrz kanalików ER inkluzje 
białkowe mogłyby być wydzielane przez siateczkę śródpla­
zmatyczną bezpośrednio do wakuol. Następnie pęcherzyki 
wydzielnicze ulegałyby włączeniu do wakuol zapasowych 
na drodze autofagocytozy. U niektórych zbóż istnieje jesz­
cze trzeci sposób tworzenia się wakuol zapasowych, typo­
wy dla liścieni roślin dwuliściennych. Część prolamin ryżu 
transportow ana jest „klasyczną" drogą wydzielania z ER, 
natomiast gluteliny m agazynowane są w wakuolach pocho­
dzących z fragmentacji wakuoli centralnej [34].

Prolaminy zbóż spokrewnionych z rodziną Tritceae, 
oprócz hordeiny C, posiadają regiony zachowane w ewolu­
cji, charakterystyczne dla gliadyn. Do nadrodziny prolamin 
zaliczyć więc można aweniny owsa, sekaliny występujące 
w życie oraz [3-, y- i 5-zeiny kukurydzy, a-zeiny stanowią 
odrębną grupę prolamin. Wśród nich wyróżnić można 
dwie podklasy: 19K (24 kDa) i 22K (27 kDa). Obie grupy 
a-zein charakteryzują się niską zawartością cysteiny, w od­
różnieniu od pozostałych grup prolamin kukurydzy oraz
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posiadają powtórzone 20 am inokwasowe sekwencje. Cechą 
unikalną tych białek jest niska homologia do innych białek 
z nadrodziny prolamin. G rupa ta wydaje się być spokrew­
niona tylko z prolaminami sorga i prosa [35,36],

W ziarniakach zbóż zaobserwowano różnice w kompo­
zycji białek zapasowych w  ciałach białkowych wyizolowa­
nych z bielma skrobiowego i warstwy aleuronowej. W cia­
łach aleuronowych jęczmienia głównym  białkiem zapaso­
w ym  są trzy frakcje globulin 7S (25, 40 i 50 kDa) oraz białka 
70 kDa [37], Nie stwierdzono natomiast obecności hordein, 
dominujących w ciałach białkowych bielma skrobiowego.

W białkowych wakuolach zapasowych gromadzone są 
również inhibitory amylaz i proteaz, białkowe czynniki 
inaktywujące rybosomy (RIP) i enzymy, takie jak: syntaza 
sacharozy, ureaza czy liczne proteazy. Główną funkcją pep- 
tydaz może być obrona przed patogenami oraz ewentualny 
udział we wczesnych etapach mobilizacji białek zapaso­
wych. Dodatkowo stanowią również źródło łatwo przyswa­
jalnego azotu i siarki.

MOBILIZACJA BIAŁEK ZAPASOWYCH

Sygnał hormonalny zarodka, w postaci giberelin, prze­
łamuje spoczynek obniżając poziom białek związanych ze 
ścieżką transdukcji sygnałów kwasu abscysynowego [38]. 
Powoduje to ekspresję genów aktywujących proces syntezy 
hydrolaz, m.in. peptydaz, przez w arstw ę aleuronową [39] 
(Tab. 1). Sygnał ten odpowiada także za zakwaszenie bielma 
skrobiowego. W wyniku stymulacji giberelinami warstwa 
aleuronowa uwalnia kwasy fosforowy i cytrynowy, przez 
co pH  bielma skrobiowego w  czasie mobilizacji materiałów 
zapasowych zawiera się w  przedziale 4-5. Stawarza to od­
powiednie warunki do działania hydrolaz, których optima 
pH w ziarniakach zbóż oscylują w  tym właśnie zakresie [2]. 
Jednocześnie w  tarczce zarodkowej dochodzi do syntezy 
hydrolaz, które następnie wydzielane są do bielma skrobio­
wego. Degradacja białek zapasowych zbóż rozpoczyna się 
ograniczoną hydrolizą niektórych wiązań peptydowych, 
co zwiększa rozpuszczalność tych białek i ich podatność na

T ab ela  1. W ystępowanie w ybranych peptydaz w  czasie kiełkowania ziarniaków zbóż.

atak proteaz [45], Najintensywniejsza hydroliza białek za­
pasowych przypada na 2-6 dzień imbibicji ziarniaków [46]. 
Główne białka zapasowe ziarniaków pszenicy, prolaminy 
i gluteniny hydrolizowane są z podobną szybkością. Po 6 
dniach obie frakcje są już prawie całkowicie zdegradow a­
ne. Równocześnie albuminy i globuliny hydrolizowane są 
z niewielką szybkością [47], Wykryto również różnice w 
szybkości hydrolizy białek, wchodzących w  skład poszcze­
gólnych frakcji. Peptydazy uczestniczące w tym procesie 
najefektywniej hydrolizowały białka o niewielkiej ruchliwo­
ści elektroforetycznej, natomiast degradacja białek o dużej 
ruchliwości zachodziła wolniej [48]. W bielmie skrobiowym 
ziarniaków pszenicy i jęczmienia głównymi produktam i hy­
drolizy białek zapasowych są małe peptydy i aminokwasy 
[49]. Aminokwasy i peptydy transportowane są do zarod­
ka, gdzie wykorzystywane są w procesie wzrostu. U roślin 
występuje kilka typów transporterów peptydów: typ-ABC, 
transportery di-, tri-, tetra- i pentapeptydów  [50]. Tarczki 
zarodkowe pszenicy i jęczmienia posiadają dw a niespecy­
ficzne systemy transportu peptydów, a także transportery 
specyficzne dla próbny i drugi dla aminokwasów zasado­
wych [51], HvPTRl -  transporter wyizolowany z tarczek 
zarodkowych ziarniaków jęczmienia, uczestniczy w pobie­
raniu aminokwasów i dipeptydów z bielma skrobiowego. 
Występuje on tylko w tarczce zarodkowej, a ekspresja genu 
kodującego to białko zachodzi najintensywniej m iędzy 6 
a 12 godziną od rozpoczęcia imbibicji [52], W tym samym 
czasie obserwuje się również wzrost szybkości transportu 
aminokwasów i peptydów  przez tarczkę zarodkową. Do­
świadczenia izotopowe wykazały, że białko to transportu ­
je alaninę i alanylo-fenyloalaninę znakowane węglem 14C. 
Transport regulowany jest poprzez fosforylację, a zaham o­
wanie aktywności fosfatazy białkowej specyficznym inhi­
bitorem powoduje represję transportu d ipeptydów  przez 
komórki warstwy epitelialnej [13].

Szybkość degradacji materiałów zapasowych obniża się 
po szóstym dniu imbibicji. Spowodowane jest to w yczerpy­
waniem  białek zapasowych, a także zmniejszeniem się po­
ziomu syntezy hydrolaz. Pod wpływem  giberelin komórki 
warstwy aleuronowej ulegają apoptozie. Pomiędzy 4 a 8

Tkanka G rupa peptydaz N azw a Organizm Opis Piśm iennictw o

bielmo endopeptydazy cysteinowe E P A Hordeum vulgare kiełkowanie [401
skrobiowe EP BI Hordeum vulgare kiełkowanie [40]
+
w arstw a

EPB4 Hordeum vulgare kiełkowanie [40]

aleuronow a podobna do katepsyny B Hordeum vulgare kiełkowanie [40]

podobna do proteinaz Hordeum vulgare kiełkowanie [40]
nadrodziny OTU

m RNA proteinazy cysteinowej Orysa sativa w pływ  giberelin [41]

endopeptydazy aspartylow e fytopsyna (phytepsin) Hordeum vulgare kiełkowanie [42]

karboksypeptydazy serynow e karboksypeptydaza III Hordeum vulgare kiełkowanie [40]

karboksypeptydaza III Orysa sativa w pływ  giberelin [43]

karboksypeptydaza (Arabidopsis) Orysa sativa w pływ  giberelin [43]

zarodek endopeptydazy cysteinowe EP BI Hordeum vulgare kiełkowanie [40]

EPB4 Hordeum vulgare kiełkowanie [40]

podobna do katepsyny B Hordeum vulgare kiełkowanie [40]

endopeptydazy aspartylow e oryzasyna (oryzasin) Hordeum vulgare kiełkowanie [42]

karboksypeptydazy serynow e karboksypeptydaza serynow a Hordeum vulgare kiełkowanie [44]

karboksypeptydaza serynow a Hordeum vulgare kiełkowanie [42]

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

http://www.postepybiochemii.pl


dniem inkubacji tych komórek z kwasem giberelinowym 
ponad 70% protoplastów przechodzi program owaną śmierć 
komórki. Wysokocząsteczkowe związki komórek warstwy 
aleuronowej podlegają hydrolizie, a produkty transporto­
wane są do rosnącej siewki [53] (Ryc. 2).

PEPTYDAZY ZIARNIAKÓW ZBÓŻ I ICH UDZIAŁ 
W HYDROLIZIE BIAŁEK ZAPASOWYCH

Prolaminy stanowią główną frakcję białek zapasowych w 
ziarniakach najważniejszych gospodarczo zbóż. Ich nietypo­
we właściwości: skład aminokwasowy i nierozpuszczalność 
w roztworach wodnych sprawiają, że zagadnienia związane 
z inicjacją i dalszą hydrolizą tej grupy białek w czasie kieł­
kowania są szczególnie interesującym przedmiotem badań. 
Ogólnie przyjęty mechanizm hydrolizy prolamin zakłada 
początkową hydrolizę niektórych wiązań peptydowych, co 
zwiększa rozpuszczalność tych białek, a następnie masową 
hydrolizę do krótkich peptydów  i aminokwasów. Inicjacja 
tego procesu wymaga obecności w bielmie skrobiowym 
wyspecjalizowanych peptydaz, które są zdolne do hydroli­
zy nierozpuszczalnego substratu. Proteazy uczestniczące w 
mobilizacji białek zapasowych w czasie kiełkowania muszą 
spełniać trzy kryteria. Przede wszystkim muszą znajdować 
się w tej samej komórce lub przedziale komórkowym, co ich 
naturalny substrat, a pojawienie się aktywności tych enzy­
mów w czasie kiełkowania musi wiązać się z procesem de­
gradacji białek zapasowych. Po drugie, muszą być aktywne 
w warunkach miejsca działania (obecność inhibitorów, pH i 
potencjał redoks) oraz muszą hydrolizować naturalny sub­
strat lub któryś z produktów  jego częściowej degradacji in 
vitro [3]. Enzymami spełniającymi te wymagania są endo- 
peptydazy o niskim optim um  pH, głównie endopeptydazy 
cysteinowe [54], których aktywność stanowi w ziarniaku 
nawet do 90% ogólnej aktywności endopeptydaz, i karbok- 
sypeptydazy serynowe. Oba typy enzymów występują w 
bielmie w czasie kiełkowania, posiadają wysoką aktywność 
i mają specyficzność substratową, która pozwala im hydro­
lizować białka zapasowe zbóż, bądź też produkty ich czę­
ściowej degradacji. Inne proteazy (endopeptydazy o w yż­
szym optim um  pH, dipeptydazy i inne) nie posiadają takiej 
specyficzności albo mają zbyt niską aktywność, aby mogły 
odgrywać kluczową rolę w tym procesie. Niemniej jednak
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nie wyklucza się możliwości uczestnictwa tych enzymów 
w degradacji białek zapasowych. Obserwacje na poziomie 
białka potwierdzają również analizy z użyciem narzędzi 
biologii molekularnej, które wykazały w bielmie i zarodku 
kiełkujących ziarniaków jęczmienia wysoki poziom ekspre­
sji badanych genów kodujących przede wszystkim endo­
peptydazy cysteinowe i karboksypeptydazy serynowe [40].

ENDOPEPTYDAZY

W dojrzałych nasionach wielu roślin zbożowych zaob­
serwowano aktywności endopeptydaz należących do grup 
proteinaz aspartylowych, cysteinowych, serynowych i me- 
taloendopeptydaz, zidentyfikowanych przy użyciu specy­
ficznych inhibitorów diagnostycznych. W ziarniakach żyta 
czy pszenżyta, po trzech dniach od rozpoczęcia imbibicji, 
odnotow ano wzrost całkowitej aktywności endopeptydaz 
względem  gliadyny jako substratu [55,56]. Za inicjację pro­
cesu degradacji białek zapasowych zbóż odpowiedzialne są 
praw dopodobnie proteinazy cysteinowe syntetyzowane de 
novo [1,3]. Jedynym opisanym wyjątkiem są nasiona gryki, 
u której wstępna hydroliza białek zapasowych prowadzona 
jest przy udziale metaloproteinazy obecnej w  suchych nasio­
nach [57], Dalsza proteoliza białek zapasowych, prolamin, 
ale również globulin, zachodzi pod wpływem  endopepty­
daz cysteinowych dominujących w bielmie skrobiowym w 
czasie kiełkowania [48,58].

U pszenicy i innych zbóż proteinazy cysteinowe są syn­
tetyzowane w warstwie aleuronowej bielma skrobiowego 
oraz w tarczce zarodkowej kiełkujących ziarniaków. Syn­
teza peptydaz w warstwie aleuronowej jest indukowana 
przez wydzielane przez tarczkę zarodkową gibereliny [59], 
Enzymy te syntetyzowane są jako proenzymy w postaci 
pojedynczego łańcucha polipeptydowego zawierającego 
peptyd sygnalny usuw any w początkowym etapie szlaku 
wydzielniczego. Niektóre z tych enzymów ulegają dalszym 
kilkuetapowym  potranslacyjnym modyfikacjom prow adzą­
cym do powstania aktywnego enzymu o masie cząsteczko­
wej niższej niż masa cząsteczkowa pierwotnego łańcucha 
polipeptydowego [60]. Wszystkie dotychczas opisane en­
dopeptydazy cysteinowe wyizolowane z nasion charak­
teryzują się niską masą cząsteczkową (21-40 kDa), niskim 
pi i kw aśnym  optim um  pH, szeroką specyficznością sub­
stratową i wysoką wrażliwością na specyficzne inhibitory 
[54,61,62], Za kluczową rolą endopeptydaz cysteinowych w 
degradacji białek do peptydów  przemawia ich aktywność 
rosnąca równolegle do postępującego procesu kiełkowania, 
wysokie powinowactwo w stosunku do naturalnych białek 
zapasowych oraz szeroka specyficzność substratowa [48].

Endopeptydazą, która rozpoczyna proces mobilizacji 
białek zapasowych oraz odpowiada również za późniejszą, 
intensywną degradację tych białek w nasionach zbóż jest 
praw dopodobnie endopeptydaza EP-A [61-63]. Enzym ten 
występuje u pszenicy w trzech izoformach, a jego synteza 
zachodzi w warstwie aleuronowej w odpowiedzi na sygnał 
horm onalny w postaci giberelin [59], Masa cząsteczkowa 
tego enzym u wyznaczona m etodą SDS-PAGE wynosi 33,5 
kDa, a metodą sita molekularnego -  22 kDa. Enzym ten hy­
drolizuje substraty w niskim pH, w przedziale pomiędzy 
4,0 a 4,5 [61,62]. Po trzeciej dobie od rozpoczęcia imbibi-
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Rycina 2. Schemat zdarzeń  doprow adzających do mobilizacji białek zapasowych 
w  ziarniakach zbóż.
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cji enzym ten przejawia główną aktywność w ziarniakach 
pszenżyta [56,64], Drugim enzymem, który współdziała z 
endopeptydazą EP-A w całkowitej degradacji białek zapa­
sowych do krótkich peptydów, jest endopeptydaza EP-B. 
Występuje w  postaci dwóch izoform różniących się punk ­
tem izoelektrycznym o masie cząsteczkowej 30 kDa. Po­
dobnie jak endopeptydaza EP-A, enzym ten wydzielany 
jest przez komórki w arstwy aleuronowej w  odpowiedzi na 
gibereliny, choć za syntezę i wydzielanie tego enzym u do 
bielma skrobiowego odpowiedzialna jest początkowo tarcz­
ka zarodkowa [65], Enzymy te w pierwszym rzędzie hydro- 
lizują wiązania pomiędzy resztami argininy i glutaminy w 
sekwencjach Phe-Arg-Gln-Gln, których obecność wykryto 
w hordeinie C. Sugeruje to konieczność odłączenia C-koń- 
cowego fragmentu, co zwiększa podatność tego białka na 
atak proteolityczny [3] (Ryc. 3). Decydujące znaczenie mają 
aminokwasy w pozycji P2 substratu. Oba enzymy preferują 
duże, alifatyczne łańcuchy boczne w tej pozycji. Powino­
wactwo do łańcuchów bocznych w pozycji P, jest niższe, 
jednak obecność proliny w tej pozycji prawie całkowicie ha­
muje aktywność tych endopeptydaz [5],

Poza wymienionymi endopeptydazam i wyizolowano 
i scharakteryzowano cysteinową endopeptydazę MEP-1 
(29kDa) o zbliżonych właściwościach do endopeptydazy 
EP-B i endopeptydazy o masach 30 i 31 kDa ze słodu jęcz­
mienia [2]. U roślin dwuliściennych wykryto obecność co 
najmniej kilku endopeptydaz cysteinowych, np.: endopep­
tydazy cysteinowej (SH-EP) z nasion Vigna mungo czy 4 en­
dopeptydaz cysteinowych w nasionach wyki [1].

Wśród innych grup katalitycznych w  ziarniakach zbóż 
wykryto obecność endopeptydaz aspartylowych [3,56,64]. 
Jedną z wyizolowanych i scharakteryzowanych endopep­
tydaz aspartylowych nasion zbóż jest jęczmienna endopep­
tydaza aspartylowa HvAP, która hydrolizuje gliadynę in 
ińtro. Udowodniono jednak, że enzym ten występuje tylko 
w warstwie aleuronowej i nie jest wydzielany do bielma 
skrobiowego [2], Obecność proteinaz aspartylowych zosta­
ła stwierdzona w nasionach wszystkich badanych dotych­
czas gatunków roślin w  stanie spoczynku. Aktywność tych

Rycina 3. Jedno z pierw otnych miejsc hydrolizy w iązań pep tydow ych  w  horde­
inie C jęczmienia.

enzym ów spada znacznie w czasie kiełkowania [66,67], co 
wskazuje na ograniczony udział endopeptydaz aspartylo­
wych w początkowym etapie hydrolizy białek zapasowych 
niektórych zbóż, lub też na inne funkcje tej grupy peptydaz. 
Do takich funkcji mogą należeć: udział endopeptydaz aspar­
tylowych w  hydrolizie białkowych inhibitorów a-amylazy 
i trypsyny obecnych w słodzie jęczmiennym [68] lub też 
aktywacja enzymów hydrolitycznych syntetyzowanych de 
novo [69].

Udział endopeptydaz serynowych i metaloendopepty- 
daz w hydrolizie białek zapasowych w bielmie skrobiowym 
ziarniaków zbóż jest dyskusyjny. Badania, w  których w y­
kryto obecność peptydaz z tej grupy dotyczą słodu jęczmien­
nego. pH  bielmia skrobiowego w czasie kiełkowania ogra­
nicza w znacznym stopniu możliwość ich uczestnictwa w 
masowej mobilizacji białek zapasowych. Jedynym znanym  
wyjątkiem jest wspom niana wcześniej metaloproteinaza z 
nasion gryki [57], Inne scharakteryzowane endopeptydazy 
należące do klasy endopeptydaz serynowych nie w ykazy­
wały powinowactwa do głównej grupy białek zapasowych 
zbóż — prolamin [70,71].

KARBOKSYPEPTYDAZY

Peptydy powstałe w  wyniku hydrolizy białek zapaso­
wych przez endopeptydazy degradowane są do am inokwa­
sów przez karboksypeptydazy serynowe [72]. Enzymy te są 
odpowiedzialne za uwolnienie ok. 75% wolnych amino­
kwasów w procesie słodowania [3]. Hydrolizują wiązania 
peptydow e na C-końcach peptydów w niskim pH. G rupa ta 
obejmuje enzymy o masie cząsteczkowej od 40 do 175 kDa i 
niskim punkcie izoelektrycznym. W ziarniakach jęczmienia 
i pszenicy wykryto obecność 5 karboksypeptydaz seryno­
wych różniących się zarówno specyficznością substratową, 
jak i masą cząsteczkową [73,74]. Karboksypeptydaza I jest 
enzymem o masie cząsteczkowej 100 kDa u jęczmienia i 
120 kDa u pszenicy, złożonym z dwóch podjednostek [75]. 
Enzym ten przejawia najwyższą aktywność w stosunku do 
substratów hydrofobowych, podobnie jak karboksypepty­
daza II, która charakteryzuje się zbliżoną masą cząsteczko­
wą (110 i 120 kDa) i budow ą [76], ale posiada dodatkowo 
zdolność hydrolizy substratów z aminokwasami o dodatnio 
naładowanych łańcuchach bocznych. Karboksypeptydaza 
III, charakteryzująca się niską masą cząsteczkową 43 kDa u 
jęczmienia, 40 kDa u pszenicy oraz 45 kDa u pszenżyta [77] 
i budow ą monomeryczną [77,78], z największą szybkością 
hydrolizuje substraty hydrofobowe z dużym  łańcuchem 
bocznym aminokwasu C-końcowego. Natomiast karbok­
sypeptydazy IV (170 i 165 kDa) i V (95 i 150 kDa) działają 
na substraty z proliną na przedostatniej pozycji, jednak ich 
aktywność, w porównaniu z innymi karboksypeptydazam i 
obecnymi w bielmie skrobiowym, jest stosunkowo niska. 
W związku z tym karboksypeptydazy IV i V jak dotąd  nie 
zostały oczyszczone i scharakteryzowane. Na podstawie 
specyficzności substratowej roślinnych karboksypeptydaz 
I, II i III oraz karboksypeptydazy Y z drożdży, w yodręb ­
niono dwie grupy karboksypeptydaz serynowych C i D, do 
których zaliczono również inne karboksypeptydazy pocho­
dzące z grzybów i zwierząt. Karboksypeptydazy C (karbok­
sypeptydazy I i III) hydrolizują substraty posiadające na 
C-końcu aminokwasy hydrofobowe. Do karboksypeptydaz
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typu D (karboksypeptydaza II) zaliczono natomiast enzy­
my, które prócz uwalniania aminokwasów hydrofobowych, 
są zdolne do hydrolizy substratów z resztą lizyny na C-koń- 
cu [79].

Karboksypeptydaza II obecna jest w  suchych ziarniakach. 
Aktywność tego enzymu sukcesywnie spada w miarę po­
stępu mobilizacji białek zapasowych. Silną akumulację tego 
enzym u obserwowano od 20 dnia po zapyleniu. Ponadto 
stwierdzono, że karboksypeptydaza ta występuje w  trzech 
izoformach, przy czym jedna z nich może przejawiać ak­
tywność względem substratów z kwasem asparaginowym 
lub glutam inowym  [3]. Aktywność taką wykryto w suchych 
ziarniakach pszenżyta [80], Karboksypeptydazy I i III syn­
tetyzowane są de novo w  czasie kiełkowania odpowiednio 
przez tarczkę zarodkową i warstwę aleuronową. Synteza 
karboksypeptydazy III w  warstwie aleuronowej uw arunko­
w ana jest działaniem giberelin [4,80,81], podobnie jak synte­
za endopeptydazy EP-A czy a-amylazy. W trakcie oznacza­
nia sekwencji regionu znajdującego się w pobliżu miejsca 
inicjacji transkrypcji genu kodującego karboksypeptydazy 
III u ryżu, stwierdzono obecność sekwencji przypominają­
cej „element odpowiedzi na kwas giberelinowy" (ang. gib- 
berellic acid response element), charakterystyczny dla genów, 
których ekspresja zachodzi pod wpływem  tego horm onu u 
zbóż [81]. Opisany mechanizm regulacji ekspresji tego genu 
wydaje się być jednak ograniczony wyłącznie do komórek 
warstw y aleuronowej. Nie stwierdzono bowiem istnienia 
zależności syntezy karboksypeptydazy III od giberelin w 
liściach czy korzeniach zbóż. Proces ten może być regulo­
wany przez inne czynniki, ale nie poznano jak dotąd spe­
cyficznych sygnałów wpływających na ekspresję genu kar­
boksypeptydazy III w innych częściach tych roślin.

Karboksypeptydazy są syntetyzowane w postaci proen- 
zymów, które w czasie proteolitycznych modyfikacji po- 
translacyjnych zostają pozbawione odcinków C- i N-koń- 
cowych, a w przypadku karboksypeptydaz I i II również 
rejonu łącznika [82], Dojrzewanie karboksypeptydaz I i III 
zachodzi najprawdopodobniej w  miejscu ich syntezy, po­
nieważ w tarczce zarodkowej i warstwie aleuronowej kar­
boksypeptydazy te występują w  formie aktywnej. Główną 
funkcją karboksypeptydaz w mobilizacji białek zapasowych 
jest uwalnianie aminokwasów z peptydów  będących w yni­
kiem działania endopeptydaz [63]. Wykazano, że wstępna 
hydroliza prolamin przy udziale endopeptydazy cysterno­
wej powoduje znaczny wzrost szybkości uwalniania amino­
kwasów przez karboksypeptydazy, przy czym największe 
znaczenie w tym procesie przypada karboksypeptydazom 
I i III, podczas gdy karboksypeptydaza II może uczestni­
czyć we wstępnych etapach mobilizacji białek zapasowych 
[1,63]. Z drugiej strony, obecność karboksypeptydazy w 
mieszaninie inkubacyjnej powoduje wzrost aktywności 
endopeptydaz wobec prolamin [83], co świadczy o współ­
działaniu tych grup enzymów w procesie hydrolizy białek 
zapasowych.

PODSUMOWANIE

W kiełkujących ziarniakach zbóż występuje od kilku do 
nawet kilkudziesięciu aktywności endopeptydaz, w zależ­
ności od rodzaju zboża, ale również od zastosowanej me­
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tody badawczej. U trudnia to przypisanie poszczególnym 
enzym om  jednoznacznych funkcji w  mobilizacji białek za­
pasowych. Udało się to w  przypadku endopetydaz cyste­
rnowych EP-A i EP-B. Wykryto miejsca hydrolizy wiązań 
peptydowych przy udziale tych enzymów w jednej z frakcji 
prolamin jęczmienia, hordeiny C, co pozwala przypuszczać, 
że endopeptydazy EP-A i EP-B mają decydujące znaczenie 
w procesie mobilizacji prolamin. Specyficzność substratowa 
większości endopeptydaz występujących w kiełkujących 
ziarniakach nie jest jednak znana, chociaż wykazano, że 
wiele z tych enzymów posiada zdolność hydrolizy natyw- 
nych prolamin. Niskie pH  bielma skrobiowego w czasie 
mobilizacji białek zapasowych oraz przewaga aktywności 
endopeptydaz cysteinowych w tej tkance sugeruje, że ta 
grupa endopeptydaz odpow iada za całkowitą degrada­
cję białek w bielmie, nie wyklucza to jednak uczestnictwa 
endopeptydaz innych grup katalitycznych w tym proce­
sie. Drugą grupą enzymów występujących w bielmie w 
czasie kiełkowania są karboksypeptydazy serynowe. Biorą 
one udział w  uwalnianiu aminokwasów z peptydów, któ­
re powstają wskutek działania endopeptydaz. Jak dotąd 
scharakteryzowano dokładnie karboksypeptydazy I, II i III, 
jednak nie wszystkie karboksypeptydazy zostały opisane w 
stopniu wystarczającym. Dotyczy to głównie karboksypep­
tydaz prolinowych, których aktywność jest w bielmie bar­
dzo niska, ale ze względu na ich specyficzność substrato­
wą do substratów z proliną na przedostatniej pozycji może 
mieć decydujące znaczenie w  uwalnianiu aminokwasów z 
prolamin, u których zawartość proliny szacuje się według 
różnych źródeł na kilkanaście procent. Szybkość hydrolizy 
białek zapasowych jest w ypadkow ą wielu procesów, które 
mają miejsce w czasie kiełkowania ziarniaków zbóż. Jed­
nym z nich jest szybkość i poziom odpowiedzi tkanek do­
celowych na sygnały hormonalne, co wpływa zarówno na 
zakwaszanie i zwiększenie potencjału oksydoredukcyjnego 
bielma skrobiowego, ale również na syntezę głównych pep- 
tydaz biorących udział w procesie hydrolizy białek zapaso­
wych. Synteza hydrolaz uzależniona jest z kolei od szybko­
ści hydrolizy białek zapasowych w  warstwie aleuronowej 
i komórkach epitelialnych tarczki zarodkowej. Dodatkowo, 
na aktywność peptydaz w pływa obecność endogennych 
inhibitorów oraz szybkość ich degradacji. Dlatego pełne 
wyjaśnienie roli poszczególnych enzymów oraz poznania 
dokładnej sekwencji zdarzeń jakie zachodzą w czasie tego 
procesu będzie wymagało wielu dalszych badań.
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ABSTRACT

Mobilization of seed reserves is a g radual process leading to the total degradation  of accum ulated biopolym ers. In cereals cysteine endopeptidases 
and serine carboxypeptidases play essential role in hydrolysis of storage proteins. Peptidases of other catalytic g roups seem  to take part in 
regulatory processes or various processes that are not directly connected w ith storage proteins b reakdow n in the endosperm  of germ inating 
grains. The rate of the hydrolysis depends on the presence of biologically active gibberellins in the grain tissues. The presence of gibberellins 
determ ines peptidases synthesis in the aleurone layer, and acidification of starchy endosperm  w here the process occurs. A lthough the researches 
are highly advanced the functions of m any peptidases in the storage proteins degradation  are still not identified.
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Podsumowanie

Analiza Komórek
Najnowsze postępy w biologii molekularnej i komórkowej -  w badaniu 
komórek obejmującym ich funkcję, struktury jakie zawierają, oddziaływania 
z otoczeniem oraz cykl życia, podział i śmierć -  pomogły naukowcom zyskać 
głębsze zrozumienie chorób człowieka. Coraz lepsze poznawanie różnych 
rodzajów populacji komórek, sposobów działania komórek i różnic pomiędzy 
rodzajami komórek ma fundamentalne znaczenie z punktu widzenia badania 
biologii komórkowej i chorób oraz stanowi podstawowe zastosowanie aparatów i 
odczynników opracowywanych przez BD Biosciences.

Technologia wzmacniająca nasze oferty produktowe -  cytometria przepływowa 
-  odgrywa kluczową rolę w pogłębianiu tego zrozumienia. Cytometria 
przepływowa -  pierwsza technika stworzona do analizy pojedynczych komórek -  
stanowi zaawansowaną technologię liczenia, badania i sortowania pojedynczych 
komórek. Z punktu widzenia tego postępu równie ważne było równoległe 
odkrycie i rozwój przeciwciał monoklonalnych, co umożliwiło badaczom 
wykrywanie i oznaczanie specyficznych populacji komórek.

Połączenie tych dwóch technologii -  skomercjalizowanych mniej więcej w tym 
samym czasie -  wywołało gwałtowny rozwój rynku cytometrii przepływowej.
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Cytometria Przepływowa
Cytometria przepływowa oferuje badaczom i klinicystom trzy istotne 
możliwości. Po pierwsze, cytometria przepływowa analizuje populację komórek 
na zasadzie „komórka po komórce” (ang. cell-by-cell) -  zdolność o decydującym 
znaczeniu z punktu widzenia dzisiejszych badaczy i klinicystów, którzy szukają 
bardzo niewielu komórek wśród wielu komórek w próbce (często jak igieł 
w stogu siana), co umożliwia im zdiagnozowanie, monitorowanie lub badanie 
choroby bądź procesu biologicznego. Po drugie, cytometria przepływowa jest 
nadzwyczaj szybka. Tempo rutynowej analizy próbek może sięgać 10 000 
komórek na sekundę -  jest to niewiarygodny postęp względem historycznych 
metod wzrokowego badania i zliczania komórek. W końcu, cytometria 
przepływowa posiada zdolność jednoczesnego mierzenia wielu parametrów 
(tzw. multipleksing ) pojedynczych komórek. Multipleksing pozwala badaczom 
i klinicystom zebrać więcej informacji z jednej próbki szybciej, niż kiedykolwiek 
wcześniej. Możliwości te uczyniły z cytometrii przepływowej potężne narzędzie
0 wielu zastosowaniach, zarówno dla badaczy, jak i klinicystów.

Jak działa cytometria przepływowa?
Cytometry przepływowe zawierają trzy główne układy -  płynów, optyczny
1 elektroniczny.

Układ płynów przepuszcza próbkę komórek (na przykład próbkę krwi 
człowieka) przez komorę przepływową w taki sposób, że komórki przechodzą 
pojedynczo przez wiązkę laserową. Każda komórka przechodzi przez wiązkę, 
rozprasza światło i może emitować światło fluorescencyjne. Te sygnały świetlne 
są zbierane przez układ optyczny i kierowane do rozmaitych detektorów.
Sygnały otrzymywane przez detektory są następnie przekształcane w wartości 
numeryczne przez układ elektroniczny. Wyniki mogą być wyświetlane na 
ekranie lub zapisane dla celów przyszłej analizy przy użyciu specjalnie 
zaprojektowanego oprogramowania.
Gdy każda komórka przechodzi przez wiązkę, jej parametry (cechy) są mierzone 
i zapisywane wraz z czasem przejścia przez wiązkę. Zwykle dane zbierane 
są co najmniej dla 10 000 komórek na próbkę. Podstawowe zasady działania 
cytometrów przepływowych są przedstawione na rycinie 1.

Sortowanie
System BD FACSAria™ II może zarówno sortować, jak i analizować populacje 
komórek. Jest to cenne, gdy badacz musi zbadać konkretny rodzaj komórki. 
Najpierw parametry ustawiane są w taki sposób, aby cytometr przepływowy 
mógł identyfikować komórki interesujące badacza. Gdy tylko zidentyfikowana 
zostaje populacja komórek, które mają być poddane sortowaniu, strumień cieczy 
zawierający próbkę jest przekierowywany przy wysokim ciśnieniu przez układ 
płynów w jeden strumień w taki sposób, że komórki przechodzą pojedynczo 
przez wiązkę laserową, gdzie wykrywane są informacje o komórkach. Jeśli 
komórka odpowiada określonym parametrom, cytometr generuje ładunek 
elektryczny. W efekcie naładowana komórka jest odchylana do probówki do 
zbierania. Badacz może wziąć interesujące go komórki i poddać je hodowli lub 
zbadać przy użyciu innych testów. Nienaładowane kropelki kierowane są wraz 
ze strumieniem do pojemnika na odpady. Proces ten przebiega szybko 
i może zostać zrealizowany w tempie 20 000 komórek na sekundę. System BD 
FACSAria™ II może sortować jednocześnie do czterech populacji.

Detektory

Analiza Statystyczna

Rycina 1. Zasada cytometrii przepływowej
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Sygnał Rozproszenia 
Bocznego SSC 

(Złożoność Komórki)

Rycina 2. Rozproszenie światła

Rycina 3. Wykres kropkowy różnych rodzajów 

komórek krwi

Fluorochrom Kolor Emisji Fluorescencyjnej

BD Horizon™ V450 Niebieski

Pacific Blue™ Niebieski
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Texas Red® Pomarańczowy

APC Czerwony

Alexa Fluor® 647 Czerwony

PE-Cy™5 Czerwony

PerCP Czerwony

PerCP-Cy™5.5 Daleka Czerwień

Alexa Fluor® 700 Daleka Czerwień

PE-Cy™7 Podczerwień

APC-Cy7 Podczerwień

Rycina 4. Popularne fluorochromy

Pomiary cech komórek
W momencie przechodzenia komórki przez wiązkę laserową, światło ulega 
rozproszeniu w różnych kierunkach, co ilustruje rycina 2. Ilość światła 
i kierunek, w jakim światło to jest rozpraszane pomagają badaczom określić 
zarówno rozmiar, jak i wewnętrzną złożoność komórki. Informacje te 
wyświetlane są w formie wizualnej na pewnego rodzaju wykresie, zwanym 
wykresem kropkowym, gdzie każda kropka reprezentuje pojedynczą komórkę.
Na wykresie kropkowym, przedstawionym na rycinie 3, różne rodzaje komórek 
krwi — neutrofile, monocyty i limfocyty -  można odróżnić poprzez sposób 
przedniego i bocznego rozpraszania światła. Obecnie cytometria przepływowa 
umożliwia badaczom jednoczesne badanie więcej niż jednej populacji komórek 
i uzyskanie informacji wykraczających znacznie poza jeden parametr.

Przeciwciała monoklonalne
W momencie pojawienia się cytometrii przepływowej przypadkowo wytyczono 
również sposoby wytwarzania przeciwciał monoklonalnych. Późniejsze 
połączenie przeciwciał monoklonalnych z cytometrią przepływową ujawniło 
rzeczywistą siłę technologii przepływowej i pobudziło szybki postęp w zakresie 
zastosowań cytometrii przepływowej.

Przeciwciała monoklonalne pozwalają badaczom wykrywać i oznaczać -  
„znakować”-  określone populacje komórek. Technologia obejmuje tworzenie 
odczynnika przeciwciała, który będzie wiązać się do określonej struktury 
(antygenu), o której wiadomo, że jest obecna na danym rodzaju komórki 
interesującej badaczy. Technologia ta stanowi klucz do opracowywania 
odczynników biologicznych, które można stosować nie tylko w celu 
identyfikowania komórek, ale również oznaczania zmian związanych z funkcją 
tej komórki.

Wraz z możliwością przyglądania się wielu komórkom i parametrom, badacze 
potrzebowali sposobu identyfikowania i grupowania komórek. Aby osiągnąć 
ten cel, do bazowej technologii cytometrii przepływowej włączono użycie 
fluorescencji i wielokolorowego barwienia. Efektem tego mariażu technologii jest 
zrewolucjonizowanie współczesnych badań biologicznych.

Fluorescencia jako marker komórek i aktywności komórkowej
Przeciwciała monoklonalne są często łączone z barwnikiem fluoroscencyjnym 
(fluorochromem), który po pobudzeniu przez laser będzie emitować światło 
fluoroscencyjne. Fluorochrom umożliwia badaczowi śledzenie, które komórki 
wiążą się do przeciwciała lub znacznika.

Większość komórek naturalnie nie emituje światła fluorescencyjnego.
Jednakże jeśli przeciwciało monoklonalne oznaczone fluorochromem wiąże się 
z antygenem prezentowanym na powierzchni komórki, w momencie 
przechodzenia tej komórki przez wiązkę laserową cytometru przepływowego 
odebrany zostanie sygnał światła fluorescencyjnego.

Fluorochromy różnią się między sobą pod względem koloru emitowanego 
światła. Na przykład FITC, jeden z fluorochromów oferowanych przez BD, 
po ekspozycji na działanie lasera stosowanego w naszych cytometrach 
przepływowych będzie emitować zielone światło, zaś PE, inny spośród 
oferowanych przez BD odczynników znakowanych fluorochromami, będzie 
emitować światło pomarańczowe. Te różnice pomiędzy fluorochromami są 
istotne, ponieważ pomagają badaczom odróżniać populacje komórek lub różne 
aktywności komórkowe.
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Wielokolorowa cytom etria przep ływ ow a
Komórki różnych rodzajów posiadają różne kombinacje antygenów i będą wiązać 
się z różnymi kombinacjami przeciwciał. Jeśli każde przeciwciało monoklonalne 
stosowane w badaniu próbki komórek jest związane z innym fluorochromem, 
to poszczególne rodzaje komórek można odróżniać od siebie na podstawie 
kombinacji kolorów emitowanych w momencie przechodzenia przez wiązkę 
laserową. Rycina 5 przedstawia wykres kropkowy komórek zabarwionych dwoma 
różnymi odczynnikami przeciwciał monoklonalnych, z których każdy związany 
jest z innym kolorem fluorochromu. Na podstawie ilości emitowanego światła 
każdego koloru (FITC - zielone lub APC - czerwone), zidentyfikowano cztery 
różne populacje.

Równoczesne zastosowanie kombinacji wielu kolorów jeszcze bardziej zwiększa 
zdolność rozróżniania różnych (heterogennych) populacji komórek. Rycina 6 
ilustruje przykład, w którym w badaniu próbki komórek użyto trzech różnych 
przeciwciał monoklonalnych — każde znakowane innym fluorochromem 
— celem szukania limfocytów T. Widocznych było pięć różnych rodzajów 
komórek. Użycie wielu kolorów nie tylko umożliwiło zidentyfikowanie komórek 
T, ale również pozwoliło wykryć dwa różne rodzaje komórek T: limfocytów T 
pomocniczych i limfocytów T cytotoksycznych. Znajomość liczby i proporcji 
tych dwóch rodzajów limfocytów T jest bardzo ważne w badaniu niedoboru 
odporności i w opiece nad pacjentami z chorobami niedoboru odporności, 
np. H1V.

Podsumowanie
Cytometria przepływowa, pierwsza technika stworzona do analizy pojedynczych 
komórek, łączy w sobie elastyczność i czułość technologii fluorescencyjnej 
z szybkością i możliwościami integracji danych. Stała się ona złotym standardem 
w analizie komórkowej i jest obecnie stosowana jako narzędzie analityczne 
w wielu sektorach nauk biologicznych.

W miarę rozwoju badań w dziedzinie biologii komórkowej cytometria 
przepływowa w coraz szerszym zakresie wspiera te badania. Aby sprostać 
temu wyzwaniu, zespół ds. Analizy Komórkowej w BD Biosciences kontynuuje 
wprowadzanie innowacji —  rozwijając bardziej niż kiedykolwiek skomplikowane 
testy i aparaty, które są bardziej zaawansowane i łatwiejsze w użyciu.

©BD
BD Biosciences
ul. Królowej Marysieńki 90

02-954 Warszawa
te l.: + 4 8  22 651 62 52
faks: + 48 22 651 75 89
www.bdbiosciences.com
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Cytometrii Przepływowej
Holden Maecker i Joe Trotter
BD Biosciences, San Jose

Cytometry przepływowe wykrywające sześć, osiem i więcej kolorów 
pobudziły rozwój nowych fluorochromów i koniugatów przeciwciał 
w ykorzystu jących  te m ożliw ośc i.  Jednakże  w ybór kom binacji  
f lu o ro c h ro m ó w  o p ty m a ln e j  dla s p e c y f ic z n o ś c i  kon kre tn eg o  
p rzec iw c ia ła  je s t  p ro cesem  złożonym . N in ie jsza  notatka dot. 
stosowania dostarcza pewnych prostych wytycznych, mających  
pomóc w wyborze zestawu odczynników do wielokolorowej cytometrii 
przepływowej, uniknięciu cykli prób i błędów oraz zwiększeniu szans 
na przeprowadzenie udanego eksperymentu.

Podstawy: Znać swój aparat

Dobór odczynników rozpoczyna się od konfiguracji aparatu. Rodzaj i liczba laserów 
oraz detektorów decyduje o tym, czy układ optyczny może wzbudzić dany 
fluorochrom i właściwie wykryć daną kombinację fluorochromów. Na skuteczność 
w ykryw an ia  poszczególnych barw ników  w pływ a również projekt układu 
optycznego, podobnie jak ustawienia aparatu, w tym napięcia PMT. (Patrz nowa 
fu n k c ja  BD C y to m e te r  Setup  and T ra ck in g  [CS&T] o p ro g ra m o w an ia  
BD FACSDiva™ 6.x na stronie bdbiosciences.com/facsdiva). 1 wreszcie, na 
faktyczną jasność jednego fluorochromu względem innego w dużym stopniu 
wpływa wybór filtrów optycznych, stosowanych z każdym detektorem. Wybór filtra 
to proces wzajemnych ustępstw: stosowanie szerszego filtra pasmowoprzepustowego 
może zwiększyć zdolność wykrywania danego fluorochromu, ale może również 
zwiększyć wielkość rozlanego tła, na jakie wpłynęły w tym detektorze sąsiadujące 
fluorochromy. Dobrym sposobem wizualizacji tych efektów jest wirtualne testowanie 
kombinacji filtrów przy użyciu narzędzia internetowego, takiego jak przeglądarka 
na stronie bdbiosciences.com/spectra. Narzędzie to ilustruje przewidywane 
rozlanie (ang. spillover)* w przypadku poszczególnych kombinacji fluorochromów 
i filtrów.

* P rzew idyw an y  „w yc ie k ” s tanow i zn o rm a lizo w a n y  procen t em itow ane j f luo rescenc ji, 

k tó ry  m oże  n ieko n ie czn ie  o d p o w ia d a ć  p ro ce n to w i s to so w a n e m u  do kom pensac ji 

z uw ag i na skutki różnych w sp ó łczyn n ikó w  w zm ocn ien ia  detektorów.
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Fluorochromy: Zdecyduj się na jasne..

Wskaźnik Barwienia D/W

Rycina 1. Rzeczywisty stopień jasności 

odczynnika zależy od różnicy pomiędzy 

populacją pozytywną i negatywną (D) 

i rozproszenia populacji negatywnej (W). 

Wskaźnik barwienia stanowi użyteczny 

miernik znormalizowanego sygnału ponad tło.

Biorąc pod uwagę wiele różnic w konfiguracji aparatów, niemożliwe jest 
uniwersalne określenie „najlepszych” fluorochromów do stosowania 
w kombinacjach 6, 8 lub większej liczby kolorów. Jednakże w przypadku 
konkretnego cytometru, jak aparat BD™ LSR II, możliwe jest uszeregowanie 
dostępnych barwników według stopnia ich jasności na tym aparacie (gdy jest 
konfigurowany za pomocą określonego zestawu laserów i filtrów). Ale jak 
właściwie definiujemy i mierzymy jasność? Dobra funkcjonalna definicja 
stopnia jasności odczynnika powinna zawierać określenie skutków wpływu tła 
lub tego, w jaki sposób sygnał rozkłada się nad niezabarwionymi populacjami 
komórek. Na tło w konkretnych detektorach wpływają poziomy sygnałów, 
autofluorescencja komórek, barwienie niespecyficzne, szum elektryczny 
i tło optyczne z innych fluorochromów (rozlanie). Zwiększają one szerokość 
(wariancję lub OS2) populacji negatywnej w takim stopniu, w jakim każdy 
z tych czynników wpływa na zakłócenia i/lub sygnał (patrz Ryc. 1). W tym 
sensie dobrym znormalizowanym miernikiem funkcjonalnym stopnia jasności 
odczynnika jest wskaźnik barwienia (ang. stain index)\ definiowany jako D/W, 
gdzie D jest różnicą pomiędzy populacją pozytywną a negatywną, a W jest 
równe 2 OS populacji negatywnej.

Gdy to samo przeciwciało jest sprzężone z różnymi barwnikami, aby 
wyrobić sobie opinię na temat względnego stopnia jasności barwników na 
danym aparacie można porównać ich wskaźniki barwienia. Opiera się to na 
założeniu, że właściwości chemiczne koniugacji w przypadku wszystkich 
odczynników zostały zoptymalizowane. Wykorzystując to założenie, Tabela 1 
przestawia wskaźnik barwienia dla kilku różnych koniugatów CD4 przy użyciu 
określonych filtrów na standardowym cytometrze przepływowym BD LSR II.

Informacje w tej tabeli dają wyobrażenie o względnym stopniu jasności różnych 
fluorochromów na tej platformie. Prowadzi to do określenia pierwszej zasady 
wyboru odczynników: należy wybierać najjaśniejsze fluorochromy spośród 
dostępnych. Załóżmy, że posiadasz czterokolorowy panel składający się 
z odczynników sprzężonych z FITC, PE, PerCP-Cy™5,5 oraz APC i chcesz 
dodać piąty kolor. Oczywistym wyborem jest PE-Cy™7, ponieważ jest to 
najjaśniejszy fluorochrom, którego nie ma jeszcze w twoim panelu.

Fluorochrom Klon
Wskaźnik
barwienia

1PE-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

5APC-Cy7 RPA-T4 37

'PerCP RPA-T4 37

AmCyan RPA-T4 25

5APC-H7 RPA-T4 24

Tabela 1. Przeciętny wskaźnik barwienia różnych koniugatów fluorochromów obsługiwanych zarówno na 

cytometrze przepływowym BD LSR II, jak I BD FACSCanto II

1.2.3.4.5 Fluorochromy wymienione z tą samą liczbą w indeksie górnym są rejestrowane w tym samym detektorze, toteż normalnie 

nie byłyby stosowane w skojarzeniu.
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...ale minimalizuj wzajemne nakładanie się widm

Tylko sam stopień jasności idzie tak daleko. Indeksy barwienia wymienione 
w Tabeli 1 są obliczane z odczynnikami uruchamianymi pojedynczo, a nie 
w ramach koktajlu. Gdy tylko dodane zostaną inne odczynniki, problemem 
staje się nakładanie widm. Im więcej kolorów próbuje się zastosować, 
z tym większym nakładaniem tych kolorów będzie trzeba sobie poradzić.
Ze zjawiskiem tym radzimy sobie poprzez zastosowanie kompensacji, która 
wprowadza korektę wszystkich sygnałów w taki sposób, że na przykład 
populacja komórek emitujących jedynie fluorescencję PE nie wykaże żadnej 
fluorescencji FITC. Choć jest to w ogólności prawdziwe dla populacji, 
pojedyncze komórki będą wpadać powyżej lub poniżej średniej, i to poszerzenie 
danych jest większe, gdy nakładanie widm wprowadza dodatkowe zakłócenie.1 
Kompensacja nie usuwa niestety tego szumu, choć korygowana jest mediana, 
ponieważ pozostaje rozproszenie danych (wariancja) wynikające 
z rejestracji (statystyki) fotoelektronów. Skutkiem rozproszenia danych jest 
więc zmniejszenie czułości rozdzielczości, i stąd też indeksu barwienia 
w detektorze fluorescencji, na który wpływają sygnały z innych detektorów.
Tak więc druga zasada wyboru odczynników brzmi: wybierając kombinację 
odczynników należy minimalizować potencjalne nakładania widm. Może to 
kolidować z zasadą pierwszą, czyli wybieraniem najjaśniejszych fluorochromów. 
Na przykład, PE-Cy5 jest bardzo jasny jeśli chodzi o indeks barwienia (Tabela 1), 
ale charakteryzuje się znaczącym udziałem (tj. dodaje tła) do detektora APC. 
Choć te dwa fluorochromy można stosować łącznie, czułość rozdzielczości 
w przypadku APC zostanie zredukowana na przykład w porównaniu 
z kombinacją PerCP-Cy5.5 i APC. Dzieje się tak w sytuacji, gdy zechcesz 
poświęcić pewien poziom jasności w jednym detektorze w celu uniknięcia 
rozmycia (i utraty czułości rozdzielczości) w innym.

Kolory i specyficzność: Zdefiniuj właściwe kombinacje

Biorąc pod uwagę te dwie zasady, wygenerowaliśmy zestaw fluorochromów, 
które stanowią uzasadnione opcje wyboru do stosowania w eksperymentach 
wymagających 6, 8 lub większej liczby kolorów (Tabela 2). Należy zwrócić 
uwagę, że te opcje wyboru opierają się na aparatach BD (BD LSR II, sorterze 
komórek BD FACSAria™ II lub cytometrze przepływowym BD FACSCanto™ II) 
i na odczynnikach, które zwykle można nabyć z katalogu jako koniugaty 
przeciwciał.

Po zdefiniowaniu fluorochromów, które mają być zastosowane, można zacząć 
dopasowywanie specyficzności przeciwciał do poszczególnych fluorochromów, 
aby wybrać faktyczne koniugaty, które mają zostać zastosowane. W tym celu 
kwestiami kluczowymi pozostają stopień jasności i nakładanie, co ilustruje 
następujący przykład.

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

PerC P-Cy5.5 PerC P-C y5.5 PerC P-Cy5.5

PE-Cy7 PE-Cy7 PE-Cy7

AP C  or Alexa Fluor® 647 APC or Alexa Fluor® 647 APC or Alexa Fluor® 647

Alexa Fluor® 680  or 700

A P C -C y7 or A P C -H 7 AP C -C y7 or A P C -H 7 AP C -C y7 or A P C -H 7

AmCyan AmCyan

BD Horizon V450 BD Horizon V450

Tabela 2. Popularne opcje wyboru dla 6-, 8- i 10-kolorowych eksperymentów
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Załóżmy, że chcesz przyjrzeć się barwieniu CD62L na komórkach T CD8+. 
Podczas, gdy białko CD8 obecne jest w dużej ilości i przeciwciała przeciw 
niemu barwią komórki bardzo jasno, CD62L jest względnie „ciemne” (białko 
nie występuję zbyt licznie na powierzchni komórki, i/lub dostępne przeciwciała 
wykazują małe powinowactwo). Początkowo należy rozważyć zastosowanie 
najjaśniejszego fluorochromu spośród dostępnych, PE, w przypadku CD62L, 
stosując jednocześnie ciemniejszy fluorochrom, jak FITC w przypadku CD8. 
FITC daje jednak znaczący udział do detektora PE (patrz Ryc. 2). W efekcie, 
w przypadku komórek CD8+, które są mocno zabarwione w detektorze FITC, 
wpływ na czułość rozdzielczości w przypadku PE jest negatywny w tym 
sensie, że rozdzielczość CD62L może być poniżej optymalnej. Istnieje wiele 
potencjalnych rozwiązań tego problemu, na przykład:

1) Przesunięcie CD8 do fluorochromu. który wykazuje mniejsze nakładanie 
widma z PE (jak PerCP-Cy5.5 lub APC).

2) Przesunięcie CD62L do detektora, który jest nadal relatywnie jasny, ale nie 
nakłada się z FITC (jak APC lub PE-Cy5). Należy zwrócić uwagę, że
w tym przykładzie w detektorze FITC mocno zabarwione są tylko komórki 
CD8+, więc tylko komórki CD8+ przyczyniają się do rozproszenia danych 
w detektorze PE. Jeśli interesuje cię barwienie CD62L tylko na komórkach 
CD4+ (CD8-), pierwotna kombinacja odczynników (CD8 FITC, CD62L PE) 
będzie odpowiednia.

Przykład ten ilustruje dwie dodatkowe zasady wyboru odczynników: należy 
zachować najjaśniejsze fluorochromy dla ciemnych przeciwciał i odwrotnie, 
ale unikąć wpływu sygnału z populacji jasnych komórek do detektorów 
wymagających wysokiej czułości w przypadku tych populacji.
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Rycina 2. Zachodzenie spektralne FITC na detektor PE. Pobrane ze strony b db iosc iences.com /spectra

Barwniki tandemowe: Uwaga na degradację

Ostatnim tematem, jaki należy rozważyć, jest możliwość degradacji barwników 
tandemowych. W obecności światła, utrwalacza i podwyższonych temperatur, 
APC-Cy7 i w mniejszym stopniu PE-Cy7 mogą ulegać degradacji, a więc mogą 
one świecić w detektorze macierzystego barwnika (APC lub PE). Proces ten 
rozpoczyna się często od małej subpopulacji komórek, prowadząc do zdarzeń 
fałszywie pozytywnych w APC lub PE.1
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Problemu tego można w dużym stopniu uniknąć minimalizując ekspozycję 
próbek na światło, ciepło i utrwalacze na bazie formaldehydu. Dodatkowo,
BD Biosciences stworzyło APC-H7, analog APC-Cy7 o zwiększonej trwałości 
przy ekspozycji na światło, ciepło i utrwalacze na bazie formaldehydu. Mimo 
to w przypadku pewnych zastosowań, istnieje dodatkowa zasada: należy wziąć 
pod uwagę konsekwencje degradacji barwników tandemowych oraz to, czy 
wpłynie to negatywnie na odczyty w detektorach APC lub PE. Jeśli tak, można 
zastosować różne inne konfiguracje odczynników. W sytuacjach, w których 
konieczne jest ostateczne utrwalanie próbek (np. próbki niosące zagrożenie 
biologiczne), dostępny jest stabilizujący utrwalacz, który pomaga zapobiegać 
degradacji APC-Cy7, utrwalający jednocześnie komórki (BD Biosciences 
Nr Kat. 338036). Jeśli chodzi o bardziej trwałe barwniki tandemowe, BD oferuje 
obecnie skoniugowane przeciwciała APC-H7.

Dobór kontroli do weryfikacji zestawu odczynników

Po uwzględnieniu tych wszystkich czynników jesteś gotów, aby przetestować 
wielokolorowy koktajl odczynników. Aby to zrobić, istnieją dwa rodzaje 
kontroli, które możesz zechcieć włączyć do wstępnego testowania: kontrole 
dokładności i kontrole fluorescencji minus jeden (fluorescence-minus-one - 
FMO).2 Kontrole dokładności wykorzystują dane przeciwciało samo (lub 
z minimum dodatkowych odczynników bramkujących) i porównują wyniki 
w przypadku wykorzystania tego przeciwciała w kompletnym koktajlu. Na 
podstawie tego można zaobserwować wpływ dodatkowych odczynników na 
interesujący nas odczyt, aby uzyskać pewność, że inne odczynniki nie wpływają 
negatywnie na ten odczyt. Kontrole FMO łączą wszystkie odczynniki w danym 
koktajlu, z wyjątkiem jednego interesującego nas odczynnika. Są one przydatne 
do mierzenia czułości poszczególnych detektorów w kontekście innych 
odczynników. Można je również wykorzystywać do rutynowego bramkowania 
tych detektorów, w przypadku których zastosowanie innych sposobów 
ustawiania bramek nie jest możliwe lub praktyczne. Ogólnie rzecz biorąc, 
po właściwym zweryfikowaniu zestawu odczynników nie ma konieczności 
codziennego przeprowadzania wszystkich tych kontroli.

Podsumowując, w niniejszym artykule określono zasady wyboru odczynników 
do wielokolorowej cytometrii przepływowej. W celu uzyskania możliwie 
najlepszych wyników należy zrównoważyć te zasady:

Zasada 1: Należy wybrać najjaśniejszy zestaw fluorochromów dla konkretnej konfiguracji aparatu.

Zasada 2: Należy wybierać fluorochromy w taki sposób, aby zminimalizować potencjalne nakładanie widm.

Zasada 3: Należy zachowywać najjaśniejsze fluorochromy dla słabych przeciwciał i odwrotnie.

Zasada 4: Należy unikać wptywu sygnału z populacji jasnych komórek do detektorów wymagających wysokiej 

czutości w przypadku tych populacji.

Zasada 5: Należy podjąć kroki, aby uniknąć degradacji barwników tandemowych i uwzględnić ich wpływ na 

wyniki.

Z czasem dostępne staną się sprawdzone panele odczynników wielokolorowych, 
zarówno w oparciu o źródła w literaturze, jak i od producentów. Projektując 
panele odczynników, wielu użytkowników nie będzie musiało zaczynać od 
zera. Niemniej jednak, biorąc pod uwagę ogromną różnorodność zastosowań 
wielokolorowej cytometrii przepływowej, większość badaczy znajdzie się 
czasem w sytuacji, w której będą musieli samodzielnie wybrać wielokolorowe 
odczynniki. Mamy nadzieję, że te zasady okażą się pomocne.

W celu uzyskania szerszych informacji na temat odczynników do 
wielokolorowej cytometrii przepływowej, prosimy odwiedzić stronę 
bdbiosciences.com/colors.
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Rycina 3. Przykład wykorzystania odczynników 

bramkujących (CD4, CD8, CD19) przy użyciu 

niekonwencjonalnych koniugatów z fluorochromami 

wzbudzanymi przez laser niebieski, czerwony 

i fioletowy.

Odczynniki do wielokolorowej cytometrii przepływowej

Rozszerz swoją cytometrię wielokolorową o opcje wykraczające poza pięć 
typowych kolorów.

• BD Biosciences nadal rozszerza ofertę wielokolorowych odczynników, 
aby pomóc w wytyczających nowe drogi badaniach przy wykorzystaniu 
rozszerzonych możliwości detekcji fluorescencji w naszych cytometrach 
przepływowych.

• Oferujemy przeciwciała sprzężone bezpośrednio z fluorochromami, które 
wykraczają poza naszych pięć typowych kolorów, dostarczając kolorów do 
laserów fioletowych, czerwonych i niebieskich. Obejmują one koniugaty 
AmCyan, BD Horizon V450, Alexa Fluor® 700 i PE-Cy7, mające wspomóc 
barwienie 9-kolorowe gotowymi odczynnikami.

• Program BD Biosciences Custom Conjugation* oferuje więcej opcji wyboru 
do projektowania wielokolorowych eksperymentów. Program oferuje wiele 
kolorów, co przedstawiono w Tabeli 3.

* W  celu uzyskania szerszych  inform acji na tem at program u C ustom  C on jugation  

Program, pros im y skon taktow ać się z p rzedstaw ic ie lem  BD ds. sp rzedaży

Fluorochrom Ex Max (nm)

Alexa Fluor® 488 495

Alexa Fluor® 594 590

Alexa Fluor® 647 650

Alexa Fluor® 680 679

Alexa Fluor® 700 696

AmCyan 457

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

Tabela 3. Koniugaty dostępne w BD Biosciences w programie Custom

Piśmiennictwo

1. Maecker HT, Frey T, Nomura LE, 

Trotter J (2004) Selecting fluorochrome 

conjugates for maximum sensitivity. 

Cytometry A 62:169-173

2. Baumgarth N, Roederer M (2000)

A practical approach to multicolor flow  

cytometry for immunophenotyping.

J Immunol Metthods 243:77-97
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T a b e la  4. Specyfikacje fluorochromów BD Biosciences

Fluorochrom
Kolor Emisji 

Fluorescencji
Linia Lasera Em-Max

Ex-Max (nm)

£ =
2 2

2 3o O O
c c CTO TO TO TO
O O O Uw CO <0 too o o o< < < <u. LL LL LL
D O O Om m m m

BD Horizon V450 Niebieski 404 405, 407 448 • • • • •

Pacific Blue™ Niebieski 401 405, 407 452 • • • • •

AmCyan Zielony 457 405, 407 491 • • • • •

Alexa Fluor® 488 Zielony 495 488 519 • • • • • • • •

FITC Zielony 494 488 519 • • • • • • • •

PE Żółty 496, 564 488, 532 578 • • • • • • • •

PE-Texas Red® Pomarańczowy 496, 564 488, 532 615 • • • • • •

Texas Red®f Pomarańczowy 595 595 615 •

APC* Czerwony 650 595, 633, 635, 647 660 • • • • • • •

Alexa Fluo® 647 Czerwony 650 595, 633, 635, 647 668 • • • • • • • •

PE-Cy5* Czerwony 496, 564 488, 532 667 • • • • • •

PerCP Czerwony 482 488, 532 678 • • • •

PerCP-Cy5.5 Daleka Czerwień 482 488, 532 695 • • • • • • • • •

Alexa Fluo® 700 Daleka Czerwień 696 633, 635 719 • • • • •

PE-Cy7 Podczerwień 496, 564 488, 532 785 • • • • • • • • •

APC-Cy7 Podczerwień 650 595, 633, 635, 647 785 • • • • • • •

BDAPC-H7 Podczerwień 650 595, 633, 635, 647 785 • • • • • • •

< f w xO 2
< cLL £

* AP C  i PE -C y5 m ogą być stosowane łącznie na aparatach z  kom pensacją  m iędzylaserową. 

f  Detekc ja  Texas Red® wym aga lasera barw n ikow ego w  przypadku  wzbudzenia 595-600 nm.

BD Biosciences
ul. Królowej Marysieńki 90 

02-954 W arszawa 

tel.: + 4 8  22 651 62 52 

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

Abeam: przodujący dostawca 
p rod u któw-odczy n n i kó w stosowa nyc h 
w naukach przyrodniczych
Przodujący interaktywny dostawca oferujący przeciwciała pierwszorzędowe i 
drugorzędowe naukowcom na całym świecie. Zróżnicowany katalog 
Abcamu zawiera więcej niż 55000 produktów aby wspierać państwa w 
badaniach.

Katalog Abcamu -  wysokiej jakości produkty dla państwa 
laboratorium
• 43000 przeciwciał pierwszorzędowych oraz prawie 900 przeciwciał 

drugorzędowych
• 630 zestawów do: ELISA, ELIPAIR, ELISPOT, zestawy do przeprowadzania 

badań nad apoptozą, zestawy do badań immunohistochemicznych oraz ChIPu.
• 7200 białek i peptyd
• 2300 lizat i 260 preparatów tkankowych

Wspieramy państwa badania
Najłatwiejsze do zrozumienia karty charakterystyki zawierające recenzje 
klientów, referencje oraz zapytania techniczne. Jeżeli państwa przeciwciała 
nie działają w taki sam sposób jak opisane jest to na karcie charakterystyki 
proszę zawiadomić nas w ciągu 4 miesięcy od daty dostawy to 
zaoferujemy państwu wymianę produktu lub zwrot pieniężny.

Poczuj różnicę z Abcamem
• Niezrównany asortyment białek docelowych w państwa zakresie badań
• Bezpośredni kontakt z biurem obsłgi klienta oraz wsparcie techniczne w 

języku angielskim
• Szybka dostawa dostępnych produktów do Polski w ciągu 48-miu godzin
• Materiały gotowe do pobrania: ponad 60 protokołów oraz wskazówki w jaki sposób 

należy rozwiązać kwestie techniczne

Zbiór protokołów: www.abcam.com/protocols 
Zbiór plakatów: www.abcam.com/posters

Można skontaktować się z nami lub złożyć zamówienie w 
następujący sposób:
Proszę zalogować się on-line www.abcam.com 
Wysłać maila: orders@abcam.com 
Wysłać fax: 0044 1223 771600 
Telefonicznie: 0044 1223 696000

http://rcin.org.pl
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A g a r o z a  P r o n a

Produkty firmy Prona to efekt długoletnich badań 
instytutu -  PRONA M arinę Research Institute
założonego w 1946 roku -  nad polisacharydami 
wyizolowanymi z glonów występujących 
u wybrzeża Hiszpanii. Wysoka jakość i bogata 
oferta zadowoli nawet najbardziej 
wymagającego klienta.

P R O P iA
AGAROSE i

PRO PM
•A G A R O S E '

P R O N A
I AGAROSE <

espiWi

P R O I S A  ̂
P a r ó s e

i
• p i o o ^  r

nłASIC/nmmw ^ R O N A
a g a r o s e  f

EUROPEAN ECONOMIC í

alety agarozy Prona:
Wyjątkowa wytrzymałość.
Klarowność przygotowywanych żeli.
Wysoki stopień oczyszczenia.
Większa stabilność termiczna żeli osiągnięta dzięki wysokiej histerezie 
(różnicy pomiędzy temperaturą topnienia i stężenia agarozy).
Niska absorpcja odczynników barwiących.
Nietoksyczność -  przewaga użycia agarozy nad neurotoksycznym akrylamidem 

astosowania agarozy Prona:

« SUSOffAN ECONOMC CO’.'4'*

Elektroforeza konwencjonalna, jak i immunoelektroforeza oraz ogniskowanie izoelektryczne. 
Immunodyfuzja.
Chromatografia żelowa -  powinowactwa i jonowymienna.

•  Hodowle tkankowe roślinne i zwierzęce.
•  Tworzenie kryształów do badań krystalograficznych.

1  AGAROZA I  Zakres rozdziału I  Temperatura topnienia °C I Temperatura tężenia °C

BASICA LE, LE GQT, ME, HE, SHE, QS > 1000 bp 88 ± 1,5 36 ± 1,5

TECNICA > 1000 bp 88 ± 1,5 36 ± 1,5

FORENSICA > 1000 bp 88 ± 1,5 36 ± 1,5

PLUS > 1000 bp 88 ± 1,5 36 ±  1,5

PROTEA LE. > 1000 bp 87 ± 1,5 42 ± 1,5

PROTEA LE., L.V. > 1000 bp 87 ± 1,5 41 ± 1,5

REDUCTA LM. > 1000 bp < 6 5 ,5 24-28

REDUCTA S.LM. > 1000 bp < 6 2 < 20

REDUCTA E.LM. > 1000 bp < 6 0 < 13

REDUCTA GQT > 1 0 0 0  bp < 65,5 2 4 -2 8

REDUCTA NU < 1000 bp < 6 5 < 3 5

MICROPOR DELTA <  500 bp < 76 < 31

MICROPOR NU 15-1200 bp < 8 0 < 3 5 ,5

MICROPOR G AM M A < 1500 bp < 93 < 4 0 ,5

MICROPOR OMEGA 10-1200 bp < 75 < 3 5

RESOLVA GQT 50-1000 bp < 65 < 35

a b
ab o  G ra żyna Tarnowska Boreysza

ul. Podleśna 6 a ,  8 0 - 2 5 5  G dańsk

Biuro: ul. W ic h ro w e  W zg ó rze  1 2 3 ,  8 0 - 2 9 3  G dańsk

tel.: (58) 341 21 4 3 ;  fax: (58) 5 2 0  3 3  8 0

e -m a il:  a b o @ a b o .c o m .p l; w w w .ab o .c o m .p l

PRONA
AGAROSEhttp://rcin.org.pl
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Calbiochem®

Szukasz lepszego sposobu 
na zabezpieczenie preparatów 

wybarwionych fluorescencyjnie?

tak! Wybierz odczynnik

F l u o r S a v e ™ ,  który zapewni 
najlepsze wyniki.

That's what's in it  for you.

Merck Chemicals

Cechy:

•  Wodne medium do zamykania preparatów 
mikroskopowych.

•  Zabezpiecza skrawki tkanek lub komórki 
wybarwione fluorescencyjnie.

•  Preparaty przechowywane w 4°C
w ciemności są zabezpieczone przed 
wygaszaniem sygnału fluorescencji przez 
kilka miesięcy.

•  Używany z następującymi znacznikami 
fluorescencyjnymi: fluoresceina, rodamina 
lub fikobiloproteiny.

•  Nie zawiera glicerolu.

•  Łatwy w użyciu.

www.m erck-chem icals.pl

I

.MERCK
I I
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