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Rysunek na oktadce:

Komérki osteosarkomy (linia 143B) z wy-
barwionymi F-aktyng (falloidyna-TRIC
- kolor czerwony), winkuling (przeciwciata
pierwszorzedowe skierowane przeciw win-
kulinie, przeciwciata drugorzedowe sprze-
zone z FITC - kolor zielony) ijadrem (DAPI
- kolor niebieski). Fotografie z zastosowa-
niem mikroskopu konfokalnego wykonata
dr Joanna Szczepanowska z Zaktadu Bio-
chemii Instytutu Biologii DoSwiadczalnej
PAN im. Marcelego Nenckiego w Warsza-
wie (wykorzystano za zgoda Autorki).
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11 edycja konkursu na najlepszag prace doktorskg
z biochemii w 2007 roku

Polskie Towarzystwo Biochemiczne ifirma Merck Sp. z 0.0. ogtasza trzecig edycje konkursu na najlepszg
prace doktorska z biochemii wykonang w polskiej instytucji naukowej. Warunkiem uczestnictwa jest
przyznanie autorowi pracy tytutu doktora przez wiasciwg rade naukowa lub rade wydziatu w 2007 roku.
Nagroda obejmuje premie pieniezng dla autora w wysokosci 4 000 zt, ufundowang przez firme Merck,
oraz opublikowanie tez doktoratu w 4 numerze kwartalnika ,Postepy Biochemii" w 2008 roku. Nagrode
przyznaje Zarzad Gtowny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w porozumieniu w firma Merck.
Zgtoszenia kandydatow do Nagrody moga dokonywac pracownicy naukowi ze stopniem doktora habilito-
wanego lub tytutem profesora.
Zgtoszenia w formie listu przewodniego wraz z pracg doktorskga w formacie pdf nalezy przestac¢
w nieprzekraczalnym terminie do 31 maja 2008 roku tylko droga elektroniczng na adres:
s.pikula@nencki.gov.pl
Rozstrzygniecie konkursu nastgpi do 31 sierpnia 2008 roku, a uroczyste wreczenie Nagrody odbedzie sie na
dorocznym Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w Olsztynie we wrzes$niu 2008 roku.
Patronat medialny nad konkursem sprawuje redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii". Informa-
cje dotyczace konkursu mozna uzyskac¢ kierujgc pytania pod nastepujgcy adres poczty elektronicznej:
s.pikula@nencki.gov.pl.
profesor Stawomir Pikuta
Sekretarz Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
Instytut Biologii Doswiadczalnej PAN im. Marcelego Nenckiego
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

PARTNERZY POSTEPOW BIOCHEMII

) Polska Siec¢
OLYM PUS JUERCK Mitochondrialna

Your Vision, Our Future " www.mitonet.pl

Redaktor naczelny: Stawomir Pikula; e-mail: s.pikula@nencki.gov.pl, Redaktor senior: Zofia Zielifska
Redaktor dziatu krajowego: Teresa Wesotowska; e mail: redbioch@sci.pam.szczecin.pl, Redaktor dziatu ,,Forum Mtodych Biochemikéw”: Grzegorz Bartosz; e-mail: gbartosz@biol.uni.lodz.pl
Redaktorzy: Joanna Bandorowicz-Pikuta, Jolanta Barariska, Andrzej Dzugaj, Krystyna Grzelak, Lilia Hryniewiecka, Danuta Hulanicka, Andrzej Jerzmanowski, Andrzej Kasprzak, Wanda Klopocka, Liliana Konarska,
Pawet Pomorski, Aleksander F. Sikorski, Anna Szakiel, Adam Szewczyk, Tomasz Twardowski, Marek Zembala, Krzysztof Zabtocki, Alicja Zylicz
Sekretarz redakcji: Hanna Laskowska; e-mail: h.laskowska@nencki.gov.pl, tel. (022) 5892441
Sktad i tamanie: Matgorzata Basaj; e-mail: biochem@ nencki.gov.pl
Korekta jezykowa: Marta Magdalena Izdebska; e-mail: 3mip@ neostrada.pl lub marta.izdebska@ gmail.com
Adres redakcji: “Postepy Biochemii”, ul. Pasteura 3,02-093 Warszawa; e-mail: postepy@ nencki.gov.pl; http://www .postepybiochemii.pl
Wydawca: Polskie Towarzystwo Biochemiczne; ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa, tel/fax (022) 6582099, e-mail: pthioch@nencki.gov.pl, http://www.ptbioch.edu.pl
Kwartalnik “Postepy Biochemii” jest wydawany z pomoca finansowg Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, “Postgpy Biochemii” sa indeksowane w Medline, IndexCopernicus i Agrolibrex. Naktad 1000 egz.

| www.postepybiochemii.pl


mailto:s.pikula@nencki.gov.pl
mailto:s.pikula@nencki.gov.pl
mailto:s.pikula@nencki.gov.pl
mailto:redbioch@sci.pam.szczecin.pl
mailto:gbartosz@biol.uni.lodz.pl
mailto:h.laskowska@nencki.gov.pl
mailto:biochem@nencki.gov.pl
mailto:3mip@neostrada.pl
mailto:marta.izdebska@gmail.com
mailto:postepy@nencki.gov.pl
http://www.postepybiochemii.pl
mailto:ptbioch@nencki.gov.pl
http://www.ptbioch.edu.pl
http://www.mitonet.pl
http://www.postepybiochemii.pl

Oferujemy E
odczynniki

i wyposazenie
laboratoryjne

e

—
—
—

\‘ ;

Enzymy restrykcyjne, PCR, odwrotna

Fermentas transkrypcja, markery DNA, RNA

LIFE SCIENCES i biatkowe, zestawy do biologii
molekularnej;

Podstawowe odczynniki, elektroforeza,
transfekcja, biologia komérki, pozywki
bakteryjne, drozdzowe, roslinne, PCR,
izolacja i oczyszczanie DNA i RNA,
ekspresja gen6éw, immunologia, apoptoza,

formerly 1N Bromedicals, inc

Aparaty do elektroforezy poziomej
i pionowej, do blottingu, zasilacze,

(§SQ E_PLAS ochrona przed promieniowaniem

gamma i beta, drobne wyposazenie
laboratoryjne;

PRONA

Agarozy;
| AGAROSE | 9 Y

m m Biologia komorki, genomika, proteomika,
MoBiTec przeciwciata, chromatografia;

Przeciwciata, modulatory, neurotoksyny

DYSTRYBUTOR: abo Grazyna Boreysza alomone labs  iodczynniki do neurobiologii
ul. Podle$na 6a, 80-255 Gdansk

Biuro: ul. Matachowskiego 1, 80-262 Gdarisk
tel.: (58) 341 21 43; fax: (58) 520 33 80
e-mail: abo@abo.com.pl; www.abo.com.pl

BLUESTAR Odczynnik do wykrywania niewidocznych

FORENSIC $ladéw krwi.

Latent bloodstain reagent



mailto:abo@abo.com.pl
http://www.abo.com.pl

Separacja Biatlek z Wysoka Rozdzielczoscig

Ciagty przeptyw / brak macierzy Ultracienki gradient separacji :

rozdziatu : Pozwala na 96 dyskretnych

Wzbogaca rzadko wystepujace odcig¢ pH w czasie
biatka ponizej 30 minut
Polepsza odzysk Separuje Albuminy

Umozliwia najwyzszg efektywnosc

BD Preanalytical Systems

Becton Dickinson Polska Sp. z 0.0.
w ul. Krélowej Marysierki 90,

y BD 02-954 Warszawa

tel. 0 22 651 75 88, faks 0 22 651 75 8

www.bd.com/proteomics



http://www.bd.com/proteomics

Polskie Towarzystwo Biochemiczne ma 50 lat

krotce po wojnie, gdy zycie naukowe w odbudowywanych lub nowo powstajgcych uczelniach i

pozauczelnianych instytutach badawczych zaczeto sie odradza¢, naukowcy pracujacy w zakresie
biochemii skupiali sie gtéwnie w powstatym jeszcze w okresie miedzywojennym Polskim Towarzy-
stwie Fizjologicznym. W ramach og6lnopolskich i lokalnych zjazddw i konferencji tego Towarzystwa
organizowano sesje o charakterze biochemicznym. Rozwdj fizjologii i narastajgca specjalizacja w jej
obrebie sprawity, ze w Swiadomosci coraz liczniejszego grona 6wczesnych polskich biochemikdéw doj-
rzewala idea utworzenia odrebnego towarzystwa, tym silniejsza, ze dziatat juz woéwczas przy Polskiej
Akademii Nauk Komitet Biochemii. Byto to jednak ciato nieliczne, kilkunastoosobowe, pochodzace z
nominacji. Nie mogto ono zatem zaspokoi¢ potrzeby szerszego ruchu naukowego, obejmujgcego row-
niez mtodych adeptéw biochemii. W tej sytuacji grupa kilkunastu wybitnych polskich biochemikow
postanowita utworzy¢ Polskie Towarzystwo Biochemiczne. Zebranie zatozycielskie odbyto sie przy
okazji jednego z zebran Komitetu Biochemii PAN w dniu 6 pazdziernika 1957 roku. Powotano na nim
Zarzad Tymczasowy pod przewodnictwem profesora Wiodzimierza Niemierki, kierownika Zaktadu
Fizjologii Zwierzat Uniwersytetu Warszawskiego i zarazem kierownika Zaktadu Biochemii Instytutu
im. Marcelego Nenckiego. Zadaniem tej grupy byto dopetnienie odpowiednich formalnosci, w wyniku
ktorych Polskie Towarzystwo Biochemiczne zostato z dniem 22 marca 1958 roku, na mocy decyzji odpo-
wiednich wtadz, wciggniete do rejestru stowarzyszen. Date te przyjmujemy za oficjalny termin powo-
tania naszego Towarzystwa. Dwunastego grudnia tego samego roku odbyto sie w Warszawie pierwsze
Walne Zebranie Towarzystwa, na ktorym wybrano pierwszy Zarzad Gtdwny. Pierwszym prezesem Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicznego zostat wybitny biochemik, profesor Uniwersytetu Jagiellonskie-
go, Bolestaw Skarzynski.

owarzystwo przystapito do dziatalnosci przede wszystkim przez organizacje konferencji nauko-

wych. Zaczeto od specjalistycznych sympozjow. Lecz juz w 1963 roku odbyt sie w todzi ogdlno-
polski zjazd obejmujacy wszystkie dziedziny biochemii i nazwany Pierwszym Krajowym Kongresem
Biochemii. Zapoczatkowat on tradycje corocznych (z matymi wyjatkami) szerokotematycznych, ogél-
nokrajowych spotkan poskich biochemikdw, kontynuowanych po dzieh dzisiejszy pod nieco skrom-
niejsza nazwa "Zjazdow". Tak wiec Zjazd, ktory odedzie sie w Olsztynie we wrze$niu biezgcego roku,
ma kolejny numer 43.

zrastata tez liczebnos$é Towarzystwa, od okoto 200 cztonkédw w roku zatozenia do obecnej liczby
W okoto 1200 cztonkow. Powstawaty nowe oddziaty terenowe, ktérych jest obecnie dwanascie i po-
krywajg wszystkie wieksze oSrodki akademickie. Wkrdtce po swym powstaniu, Polskie Towarzystwo
Biochemiczne przejeto wydawanie zatozonego kilka lat wczes$niej czasopisma "Postepy Biochemii™.
Pierwszymi jego redaktorami byli prof. J6zef Heller, a nastepnie prof. Irena Chmielewska. Wielkie za-
stugi dla tego pisma potozyta wieloletnia (w latach 1973 - 2000) redaktor naczelna, prof. Zofia Zieliniska.
Drugim wydawnictwem Towarzystwa staty sie wydawane nieregularnie "Monografie Biochemiczne™.
Celem nawiazania kontaktu ze wzrastajgcg rzeszg cztonkéw, zaczeto wydaw¢ rodzaj biuletynu infor-
macyjnego, ktéry z inicjatywy dr Teresy Wesotowskiej ze Szczecina, przeksztatcit sie w kwartalnie
wydawane "Listy do Biochemikow"™.

iatach sze$c¢dziesigtych ubiegtego stulecia zaistniata potrzeba uporzadkowania i ujednolicenia
polskiego stownictwa biochemicznego. Powstata wéwczas przy Towarzystwie pod kierunkiem
prof. Tadeusza Korzybskiego Komisja Stownictwa Biochemicznego, ktéra swe ustalenia i zalecenia



publikowata w "Postepach Biochemii', atakze wydata polskg wersje miedzynarodowego nazewnictwa
enzymow.

olscy biochemicy zawsze starali sie utrzymywac $ciste kontakty z nauka Swiatowg. Totez i Pol-
P skie Towarzyzstwo Biochemiczne od swego zarania, mimo ogromnych trudnos$ci wynikajacych z
6wczesnej sytuacji politycznej, dazyto do nawigzywania kontaktow z podobnymi towarzystwami w
innych krajach. W efekcie tych kontaktéw nasze Towarzystwo, wraz z towarzystwami biochemicznymi
17 innych krajow europejskich, zatozyto w 1964 r. Federacje Europejskich Towarzystw Biochemicznych
(FEBS). Pierwszy statut FEBS, zajmujacy tacznie z podpisami sygnatariuszy jednag kartke papieru (!),
podpisat w dniu 23 marca 1964 roku w imieniu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 6éwczesny
jego prezes, prof. Kazimierz Zakrzewski. Polska bardzo aktywnie wigczyta sie do dziatalnosci FEBS i
juz dwa lata p6zniej, na wiosne 1966 roku, odbyt sie w Warszawie trzeci Zjazd Federacji Europejskich
Towarzystw Biochemicznych. Byto to istotne wydarzenie naukowe. W zjezdzie uczestniczyto kilku
o6wczesnych i przysztych laureatow Nagrody Nobla, a niektdre przedstawione na nim doniesienia i
wyktady sg po dzi$ dzien cytowane. Dzi$ trudno docenié, jak waznym wydarzeniem byt ten Zjazd dla
polskich biochemikoéw, aw szczegélnosci dla mtodych naukowcédw, ktérzy w éwczesnych warunkach
mieli ograniczone mozliwos$ci kontaktowania sie z naukg $wiatowg. Jednakze wiele lat musiato upty-
naé, zanim nasze Towarzystwo ponownie zdecydowato sie na organizacje Zjazdu FEBS. Odbyt sie on w
naszym kraju dopiero w 2004 roku jako 29. Kongres FEBS i rowniez byt duzym sukcesem.

corocznie posiedzen Rady FEBS (FEBS Council), a takze uczestniczg w pracach poszczeg6lnych
komisji jako ich cztonkowie. Natomiast aktualnie dwdch polskich biochemikéw sprawuje bardzo waz-
ne funkcje we wladzach Federacji. Sg nimi prof. Maciej J. Natecz - przewodniczgcy Komisji Stypen-
dialnej FEBS i prof. Adam Szewczyk - petnomocnik FEBS do spraw Kongreséw (Congress Councetlor).
Nie mozna réwniez pomina¢ faktu, ze dwukrotnie przedstawiciel naszego Towarzystwa petnit bardzo
prestizowg funkcje Przewodniczacego catej Federacji. W latach 1966 - 1967 byt to prof. Kazimierz Za-
krzewski, a w latach 2004 - 2006 prof. Jolanta Baranska. Jest bowiem w zwyczaju Federacji, iz prezes
towarzystwa krajowego, ktore gosci kolejny kongres, zostaje przez najblizszy rok vice-Przewodnicza-
cym, a przez rok nastepny Przewodniczacym FEBS.

O d lat przedstawiciele naszego Towarzystwa regularnie biorg udziat w obradach odbywajgcych sie

okazji okragtej rocznicy urodzin Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zycze mu, a w istocie
Z nam wszystkim, dalszego rozwoju ku pozytkowi polskiej biochemii.

Lech Wojtczak
Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
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Katedra i Zaktad Biochemii Klinicznej

Collegium Medicum Uniwersytetu Mikotaja Kopernika

,.Nic nie tworzy przysziosci, tak jak
marzenia"
W. Hugo

Ryszard Olinski,
Marek Jurgowiak

Collegium Medicum UMK
ul. Kartowicza 24, 85-092 Bydgoszcz

NIECO HISTORII

Katedra i Zaktad Biochemii Kili-
nicznej CM UMK ma historie nieco
krétszg niz macierzysta Uczelnia, w
ramach ktérej funkcjonuje. Poczatki
siegajg 1988 roku, kiedy powstawat
na Owczesnej Akademii Medycznej
im. L. Rydygiera Wydzial Farmaceu-
tyczny. W dniu 24 listopada 2004 roku
Akademia Medyczna w Bydgoszczy
przeksztatcita sie w Collegium Medi-
cum im. L. Rydygiera Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu. W
tym czasie Katedra i Zaktad Bioche-
mii Klinicznej posiadata juz ugrunto-
wang pozycje dydaktyczno-naukowa,
nie tylko w macierzystej Uczelni, ale i
na mapie Polskiej Biochemii.

TRUDNE POCZATKI

Zaktad, pod kierownictwem prof.
dr hab. Ryszarda Olinskiego, poczat-
kowo ulokowany w jednym ze skrzy-
det Szpitala Klinicznego, rozpoczat
dziatalno$¢ w skiadzie trzyosobo-
wym. Pierwszymi wspdipracownika-
mi profesora Olinskiego byli Pawet Ja-
ruga i Tomasz Zastawny (obecnie juz
doktorzy habilitowani). Poczatki byty
trudne ze wzgledu na brak aparatury
badawczej, w ktdrg stopniowo zasila-
ne byto zaktadowe laboratorium. W
tym pionierskim okresie, funkcjonu-
jac juz jako Katedra i Zaktad Bioche-
mii Klinicznej, jednostka nawigzata
statg wspdiprace naukowg, umocnio-
ng w latach 90-tych i kontynuowang
do dzisiaj, z Laboratorium dr Mirala
Dizdaroglu (NIST, USA), niekwestio-
nowanego eksperta w dziedzinie ana-
lizy oksydacyjnych uszkodzern DNA.
Warto wspomnie¢, ze dr Miral Dizda-
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Fotografia 1. Zesp6t Katedry i Zaktadu Biochemii Klinicznej CM UMK.

roglu w roku 2000 otrzymat doktorat
honoris causa Akademii Medycznej w
Bydgoszczy.

Katedra i Zaktad Biochemii Klinicz-
nej od poczatku istnienia zaangazo-
wata sie w proces dydaktyczny Uczel-
ni, ksztatcagc poczatkowo studentéw
Wydziatu Farmaceutycznego (kieru-
nek Analityka Medyczna), a obecnie
prowadzgc zajecia dydaktyczne dla
studentdw wiekszosci kierunkéw na
wszystkich Wydziatach dziatajgcych
w ramach Collegium Medicum UMK.

STAN OBECNY

Siedziba jednostki zmienita osta-
tecznie swojg lokalizacje w potowie
lat 90-tych (wyprowadzka z gmachu
Kliniki im. doktora A. Jurasza na uli-
ce Kartowicza), a obecnie Katedre i
Zaktad Biochemii Klinicznej tworzy
spory zesp6t wspdipracownikéw
naukowych i dydaktycznych oraz
personelu pomocniczego: kierownik
prof. dr hab. n. biol. Ryszard Olin-
ski, adiunkci: dr hab. n. med. Karol
Biatkowski, dr n. med. Tomasz Dzia-
man, dr n. med. Marek Foksinski, dr
n. med. Daniel Gackowski, dr n. med.
Rafal Rozalski, dr n. med. Agniesz-
ka Siomek, starszy wyktadowca: dr
n. med. Marek Jurgowiak, asystenci:
mgr Ewelina Zarakowska i mgr Bar-
ttomiej Kalinowski, a takze st. specja-

lista mgr Teresa Olifnska, st. technik
mgr Anna Szpila, technik mgr Jolanta
Guz, sekretariat: mgr Ilwona Daszyn-
ska i pracownik obstugi: Matgorzata
Bejgrowicz (Fot. 1).

l... JEDNAK SIE UDALO

Katedra i Zaktad Biochemii Kli-
nicznej CM UMK jest jednym z kilku
wiodacych osrodkéw, prowadzacych
badania nad uszkodzeniami oksyda-
cyjnymi DNA oraz ich udziatem w
procesach nowotworzenia. Wyrazem
tego stanu rzeczy byt aktywny udziat
Zespotu Katedry w realizacji projek-
téw badawczych i liczne publikacje,
t. dwa granty w ramach Drugiego
Polsko-Amerykanskiego Fundu-
szu im. M. Sktodowskiej-Curie (lata
1993- 1998); dwa granty finansowane
przez Unie Europejska w V Ramo-
wym programie UE: EUROFEDA i
ESCODD (trzyletni okres dziatalnosci
komitetu ESCODD, grupujacego 30
europejskich zespotéw badawczych
wykazat, ze laboratorium bydgoskie
lokuje sie w Scistej czotéwce euro-
pejskiej pod wzgledem kompetencji
oraz wiarygodnosci prowadzonych
badan z zakresu oksydacyjnych
uszkodzen DNA); realizowany od
maja 2005 roku grant w ramach VI
Programu Ramowego Unii Europej-
skiej (w ramach Sieci Doskonatos$ci
Environmental Cancer risk, Nutri-
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tion and Indyvidual Susceptibility,
ECNIS); dziewie¢ grantéow finanso-
wanych przez Ministerstwo Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego, w tym udziat
w realizacji trzech grantow zamawia-
nych w latach 2003-2006; duza liczba
publikacji w renomowanych czasopi-
smach naukowych. JakoSciowg ocene
opublikowanych prac opisujg poniz-
sze parametry. taczny wspdtczynnik
przebicia (Impact Factor) artykutow
opublikowanych przez pracownikow
Katedry wynosi ponad 300. Liczba za-
cytowanych prac z afiliacjg Katedry w
latach 1996-2007 wynosi okoto 2150,
w tym w latach 2005-2007 ponad 850,
a modny ostatnio wspétczynnik h,
liczony od roku 1996, ma wartos$¢ 24
(zgodnie z hazg SCOPUS).

Pracownicy Katedry byli wielo-
krotnie nagradzani za osiaggniecia
naukowe, otrzymujac siedmiokrotnie
nagrody Ministra Zdrowia, dwukrot-
nie Nagrode Zespotu Nauk Medycz-
nych PAN, a Ryszard Olinski jest
laureatem subsydium profesorskiego
FNP (obecnie program Mistrz). Po-
nadto, doktorzy Daniel Gackowski,
Rafat Ro6zalski i Agnieszka Siomek sg
stypendystami Fundacji na Rzecz Na-
uki Polskiej (Program Start).

PRZEDMIOT | GLOWNE
KIERUNKI BADAN

Szeroko pojeta biochemia reaktyw-
nych form tlenu (RFT), w tym wol-
nych rodnikéw tlenowych (WRT), to
jedno z najciekawszych zagadnien
wspotczesnej biologii molekularnej i
medycyny. Udziat reaktywnych form
tlenu w procesie kancerogenezy jest
obecnie bogato udokumentowany, a
wktad naszego Zespotu w tym zakre-
sie jest do$¢ pokazny.

Ze wzgledu na duzy potencjat mu-
tagenny szczeg6lne znaczenie w pro-
cesie transformacji nowotworowej ko-
morki mogg mie¢ oksydacyjnie zmo-
dyfikowane zasady azotowe. Na nie-
bagatelng role, jakag moga odgrywac
takie modyfikacje w procesie kancero-
genezy u cztowieka, wskazujg wyniki
naszych badan, opublikowanych na
poczatku lat 90-tych ubiegtego wieku,
w ktérych wykazano znacznie pod-
wyzszong zawarto$¢ oksydacyjnych
uszkodzen DNA w tkankach nowo-
tworowych pobranych od chorych na
rézne typy nowotworéw, w poréwna-
niu z tkankg obrzeza, wolng od zmian
patologicznych [1], Byly to pierwsze
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takie badania w literaturze Swiatowej,
a ich wyniki potwierdzono pézniej
przez liczne o$rodki na $wiecie (pod
hastem ,oxidative DNA damage and
cancer", mozna znalezé¢ blisko 2000
artykutow w bazie PubMed). Jednym
z rodzajow nowotworéow induko-
wanych przez wolne rodniki jest rak
ptuc. Wiadomo obecnie, ze 90% przy-
padkéw raka pituc powigzanych jest
z paleniem tytoniu. Zaobserwowany
fakt pozwolit na stosunkowo precy-
zyjne ustalenie przedziatu czasowe-
go, jaki uptywa od chwili ekspozycji
na czynnik rakotwérczy do momentu
pojawienia sie w petni uformowanego
guza. Dla duzej liczby przypadkéw
jest to okres nawet okoto trzydziestu
lat. Wiadomo tez, ze niezbedna jest
stata ekspozycja na czynnik kance-
rogenny poniewaz, jak wykazano,
rezygnacja z natogu palenia tytoniu
znacznie zmniejsza ryzyko wystg-
pienia choroby. Przypuszczalnie pod
wptywem dymu tytoniowego (zawar-
tych w nim sktadnikow) zachodzi cata
seria zmian niezbednych do progresji
przemian nowotworowych w komor-
ce. Jednym z rodzajéw takich zmian
moga by¢ oksydacyjne uszkodzenia
komérkowego DNA, indukowane
przez wolne rodniki tlenowe. Wiado-
mo jednak, ze rak ptuc wystepuje ,tyl-
ko" u okoto 15% palaczy. Przypuszcza
sie wiec, ze predyspozycje genetyczne
decydujg o selekcji. Jednym z najbar-
dziej prawdopodobnych parametréw,
ktéry moze decydowaé o wystapieniu
choroby nowotworowej jest wydaj-
no$¢ naprawy uszkodzenn DNA.

Wspdlnie z Zespotem Pani profesor
Barbary Tudek oraz profesora Janu-
sza Kusmierka z Instytutu Biochemii
i Biofizyki PAN w Warszawie, prze-
prowadziliSmy badania oksydacyj-
nych uszkodzen DNA u oséb chorych
na nowotwory ptuc i u osdb w grupie
kontrolnej. Wyniki tych badan opu-
blikowane w czasopismach Cancer
Research i Journal of National Can-
cer Institute [2,3] pokazuja, ze takie
kompleksowe analizy mogg wskazac
osoby z wiekszym, uwarunkowanym
genetycznie, ryzykiem wystapienia
choroby nowotworowej ptuc. Takie
osoby powinny bezwzglednie zrezy-
gnowac z palenia tytoniu.

Szeroko rozpowszechnione jest
obecnie przekonanie, ze dieta bezpo-
Srednio moduluje ryzyko wystepo-
wania nowotwordw. Takie dziatanie

majg zawarte w diecie antyoksydanty.
Jednym z mozliwych mechanizmoéw
ochronnego dziatania warzyw i owo-
cow moze by¢ witasnie duzy potencjat
antyoksydacyjny takich sktadnikéw,
jak witaminy A, CiE. Antyoksydanty
te sg bowiem efektywnymi zmiata-
czami wolnych rodnikéw i potencjal-
nie powinny chroni¢ DNA komoérek
przed uszkodzeniami tlenowymi. W
naszych badaniach skoncentrowali-
$my sie na analizie szerokiego spek-
trum  znacznikéw oksydacyjnych
uszkodzen DNA leukocytow (poziom
8-oksoguanozyny), zawartosci pro-
duktow naprawy DNA, takich jak
8-oksoguanozyna, 8-oksoguanina i
5-hydroksymetylouracyl w moczu i
zaleznego od diety i biodostepnosci
poziomu niskoczasteczkowych anty-
oksydantow we krwi (witamina A, C
i E, kwas moczowy). Wyniki przepro-
wadzonych w naszej placdwce analiz
wykazaly znamienng statystycznie
zalezno$¢ pomiedzy wzrostem pozio-
mu uszkodzen DNA a spadkiem po-
ziomu antyoksydantow [4]. Uzyskane
przez nas dane wskazujg, ze podsta-
wowa zawarto$¢ witamin A, C i E
moze wptywac¢ na poziom potencjal-
nie mutagennych uszkodzehn DNA;
poziom tych witamin zalezy nie tylko
od diety, ale prawdopodobnie od ich
biodostepnosci (wchtaniania), ktora
moze by¢ genetycznie uwarunkowa-
na.

W sezonie zima - wczesna wiosna
owoce i warzywa, bedace zrodiem
witamin sg znacznie drozsze i, co nie
mniej wazne, ubozsze w nietrwalg
witamine C (prawdopodobnie réw-
niez w inne antyoksydanty). Przepro-
wadziliSmy zatem analizy witamin
antyoksydacyjnych oraz parametrow
opisujacych oksydacyjne uszkodzenia
DNA w r6znych porach roku. Wyni-
ki uzyskane przez nas wskazujg na
sezonowe fluktuacje obu rodzajow
parametrow, najsilniej zaznaczone
dla a-tokoferolu i 8-oksoguanozyny.
Zwraca tu uwage bardzo symetrycz-
ne odwzorowanie spadku antyok-
sydantéow i wzrostu oksydacyjnych
uszkodzen DNA (Ryc. 1).

Patogeneza miazdzycy to takze je-
den z wiodacych tematéw wspoicze-
snej medycyny i pole naszych zainte-
resowan badawczych. Ostatnio poja-
wity sie dane doSwiadczalne dotycza-
ce udziatu reaktywnych form tlenu w
patogenezie miazdzycy i wskazujgce
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na szok tlenowy, jako jeden z czyn-
nikéw sprawczych tej choroby. ROw-
niez opublikowane przez nas dane
doswiadczalne wskazuja, ze jednym
z czynnikéw mutagennych prowa-
dzacych do rozwoju miazdzycy moga
by¢ oksydacyjne uszkodzenia DNA.
U chorych na miazdzyce symptomy
szoku tlenowego podkresla bardzo
wysoka zawarto$¢ 8-oksoguanozyny
w DNA limfocytéw i spadek poziomu
witamin antyoksydacyjnych [5,6].

GLOS W DYSKUSJI

Nalezy obecnie przyja¢, ze stres
oksydacyjny moze towarzyszy¢ wiek-
szosci patologii cztowieka, poniewaz
nieodtgcznie towarzyszy stanom za-
palnym. Jest on jednak zazwyczaj
skutkiem, a nie pierwotng przyczyng
choroby. Relacje miedzy zaburzenia-
mi metabolizmu, zmianami poziomu
wytwarzania reaktywnych form tle-
nu i procesami chorobowymi maja
najczesciej bardzo rdznorodny cha-
rakter. Bezposredni udziat wolnych
rodnikbw w patogenezie zdecydo-
wanej wiekszosci patologii jest cia-
gle kontrowersyjny (dokladniejsze
omoéwienie sygnalizowanych tutaj
probleméw mozna znaleZz¢ w naszych
pracach przegladowych [5,7]. Jedno z
fundamentalnych pytan, na ktére w
dalszym ciggu brak jest jednoznacz-
nej odpowiedzi, brzmi czy oksydacyj-
ne uszkodzenia DNA moga inicjowac
proces chorobowy, czy tez sg jego
skutkiem ?

Niezmiernie trudno jest zaplano-
waé doSwiadczenie, ktére w bezspor-
ny sposob wskazatoby na reaktywne
formy tlenu jako czynnik sprawczy
jakiejkolwiek patologii. Uzywajac je-
zyka prawniczego nalezatoby stwier-
dzi¢, ze badania takie przypominaja
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Rycina 1. Sezonowe zmiany zawarto$ci a-tokofero-
lu i 8-oksoguanozyny.
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raczej niezwykle zagmatwany proces
poszlakowy. W takiej sytuacji liczba
poszlak zdecydowanie przyczynia sie
do prawidtowego wskazania spraw-
cy. Stad tez uwazamy, ze nowotwory
sg jedyng grupag chordb, w ktorych
liczba poszlak i dowodéw posrednich
wskazuje jednoznacznie na udziat re-
aktywnych form tlenu w jej patoge-
nezie. W zwigzku z tym obiektywna
tawa przysiegtych nie miataby pro-
bleméw z wydaniem wyroku skazu-
jacego. Moze to do$¢ obrazowo opisac
ponizej prezentowana prébka komik-
sowa, ktéra w uproszczony, ale dzia-
fajacy na wyobraznie spos6b problem
ten podsumowuje (Ryc. 2).

NA ZAKONCZENIE

O tym, ze tlen jest niezbedny do
zycia nikogo nie trzeba przekonywac.
W naszych rozwazaniach starali$my
sie przekona¢, ze tlen ma réwniez
druga, bardziej mroczng twarz, re-
prezentowang przez powstajagce w
wyniku jego przemian reaktywne for-
my tlenu. Ta podwdjna natura 0 2jest
naszym zdaniem dobrze okreslona w
stowach zaczerpnietych z dzieta kla-
syka literatury, jakim bez watpienia
jest ,Czarodziejska gora" Tomasza
Manna: ,W S$wiecie materii rzeczy
majg sie tak, ze kazde ciato kryje w so-
bie zarazem zycie i $mier¢; wszystko
jest jednocze$nie lekarstwem i truci-
zng, toksykologia i farmakologia sg
jednym itym samym, bo trucizna ma
wiasciwosci lecznicze, a to co uchodzi
za zyciodajne, zabijaw pewnych wa-
runkach™.

Niedtuga historia Katedry i Zakta-
du Biochemii Klinicznej CM UMK
obfitowata podjeciem licznych badan
kontynuowanych do dzisiaj, a doty-
czacych patogennej roli reaktywnych
form tlenu i udziatu oksydacyjnych
uszkodzen DNA w przebiegu niekto-
rych chorob cztowieka. Nasze bada-
nia dotyczyty takze roli reaktywnych
form tlenu w procesach starzenia [8] i
ich metabolizmu w okresie wczesne-
go rozwoju organizmoéw [9]. Nie bez
znaczenia jest takze popularyzacja tej
wiedzy, a liczne artykuty autorstwa
naszych pracownikéw pozwalajg na
zapoznanie sie z problematyka biolo-
gii reaktywnych form tlenu réwniez
szerokiemu gronu czytelnikéw nie-
specjalistow i specjalizujgcych sie w
innych dziedzinach biologii i medy-
cyny.
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Rycina 2. Proces przeciwko RFT wytoczono w
zwiagzku z podejrzeniem o ich udziat w patogenezie
choréb nowotworowych.
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GLIWICE

W dniach 16-17 listopada 2007 od-
byta sie kolejna edycja corocznych
Gliwickich Spotkan Naukowych. Te-
goroczna konferencja byta juz jedena-
sta w cyklu rozpoczetym w 1997 roku
(Fot. 1). W tegorocznej konferencji
uczestniczyty 173 osoby, w tym 27 z
Wielkiej Brytanii, Francji, Danii, Nor-
wegii, Niemiec, Ukrainy, Biatorusi,
USA i Kanady. Program konferencji,
noszacej ogo6lng nazwe ,Molecular
Biology and Bioinformatics in Cancer
Diagnostics and Therapy", obejmowat
39 referatow zgrupowanych w kilku
sesjach. Na prosbe organizatorow,
przewodniczacy poszczegblnych sesji
przekazali nam swoje refleksje.

Fotografia 1. Otwarcie konferencji "Gliwickie Spo-
tkania Naukowe 2007" - profesor Joanna Rzeszow-
ska i docent Piotr Widtak.

Sesja |I. Modeling and Synthetic
Approaches in Drug Discovery. Czes¢
A. Przewodniczacy Jarostaw Polan-
ski. Nowe leki mozna uzyskaé¢ w
drodze zaprojektowania na poziomie
czasteczkowym, w wyniku przypad-
kowego odkrycia lub w rezultacie ba-
dan przesiewowych na wielky skale.
Oczywisty priorytet posiadajg meto-
dy racjonalnego projektowania lekow.
Taki tok rozumowania umozliwia w
dzisiejszej dobie zupetnie nowe po-
dejécie do projektowania lekéw, cze-
go dobrym przyktadem sg bio- oraz
chemioinformatyka, jak réwniez pro-
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SCIENTIFIC MEETINGS

16-17.11.2007 R.

teomika. Z drugiej strony nalezy mie¢
na uwadze, ze synteza organiczna jest
w praktyce czestokro¢ klopotliwa i
nierzadko stanowi waskie gardto pro-
cesu uzyskania leku.

Johann Gasteiger (Computer-Che-
mie-Centrum, Uniwersytet Erlangen-
Nuremberg, Niemcy), ktdry otrzymat
nagrode Amerykanskiego Towarzy-
stwa Chemicznego za swéj wkiad w
zastosowanie metod informatycznych
w chemicznej i farmakologicznej pro-
blematyce badawczej, jest jednym z
pionierbw wdrazania w tych dzie-
dzinach wzglednie prostych metod
obliczeniowych. W swojej prezentacji
pt. ,Explorations into Biochemical Pa-
thways" autor naszkicowat ztozonos¢
systemu przemian biochemicznych w
zywych organizmach. Zeby tylko zi-
lustrowaé wydajnos¢ tej prawdziwej
fabryki wystarczy przypomnieé, ze w
organizmie cztowieka powstaje dzien-
nie okoto 75 kg ATP. Czy chemioinfor-
matyka moze by¢ pomocna w bada-
niach nad systemem tych przemian?
Jak go modelowac? Jak przechowy-
waé i odszukiwaé zebrane dane? Jak
klasyfikowaé enzymy? Autor wraz ze
swym zespotem przedstawit w po-
staci bazy danych reakcji (uzupetnio-
nej o informacje dodatkowe) plakat
0 nazwie ,Biochemical Pathways",
rozpowszechniany poczatkowo przez
firme Boehringer Mannheim (obec-
nie Roche). Utworzona baza danych
umozliwia znacznie gtebszy wglad w
mechanizmy reakcji sktadajacych sie
na szlaki biochemiczne. Moze stuzy¢
rowniez do wyciggania wnioskéw
dotyczgcych metabolizmu zwigzkow.
Z kolei Beata Walczak (Uniwersytet
Slaski w Katowicach), ktora jest eks-
pertem w dziedzinie przetwarzania
danych wielowymiarowych, przygo-
towata doskonaty wyktad pokazuja-
cy integralne podejscie ,start-to-end"
do analizy danych proteomicznych.

Ztozono$¢ natury takich danych wy-
maga bowiem stosowania bardzo
skrupulatnych metod analizy. Jaro-
staw Polafiski (Uniwersytet Slaski w
Katowicach) przedstawit droge ,,o0d
danych do leku". Stosowane meto-
dy terapii zakazenia wirusem HIV
oparte sg na wykorzystaniu wtasnosci
odwrotnej transkryptazy i proteazy.
W chwili obecnej nie posiadamy za-
rejestrowanego leku skierowanego
przeciwko integrazie. W latach dzie-
wiecédziesigtych ubiegtego stulecia, w
wyniku badan przesiewowych ponad
250 tysiecy zwigzkow, ktdre przepro-
wadzita firma Merck, odkryto tzw.
inhibitory diketokwasow (Raltegravir
jestzwigzkiem bedgcym obecnie w fa-
zie Ill badan klinicznych). Inhibitory
integrazy zostaly rowniez zaprojekto-
wane i zsyntetyzowanie w Zaktadzie
Chemii Organicznej Instytutu Chemii
Uniwersytetu Slaskiego. Autor prze-
dyskutowat zastosowanie Analizy
Porownawczej Powierzchni Czastecz-
kowej do oceny zebranych danych
molekularnych. Pomimo, Zze droga
od zebrania takich danych do wytwo-
rzenia lekow wydaje sie wyboista, to
jasnym jest, ze chemioinformatyka
okazata sie pomocna w uzyskaniu
szeregu nowych, aktywnych terapeu-
tycznie inhibitorow.

Sesja I. Modeling and Synthetic
Approaches in Drug Discovery. Czes¢
B. Przewodniczacy Wiestaw Szeja: W
ramach sesji | ,Modeling and Synthe-
tic Approaches in Drug Discovery”
przedstawiono wspéiczesne podejscie
do racjonalnego projektowania, synte-
zy i badan aktywnosci potencjalnych
lekéw. Szczegblng uwage kierowano
na szerokie mozliwosci modyfikacji
witasciwosci naturalnych biologicznie
aktywnych zwiazkéw poprzez pota-
czenie z grupami cukrowymi.

Lesyng  (Uniwersytet
przedstawit zasady

Bogdan
Warszawski)
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modelowania oddziatywan biopoli-
mer (enzym, receptor komdrkowy,
kwas nukleinowy) - glikokoniugaty
pochodne zwigzkéw naturalnych.
Wyniki badahn aktywnosci biologicz-
nej zaprojektowanych zwigzkow
potwierdzajg zasadnos$¢ takiego po-
dejscia do projektowania lekow. Dla
przyktadu inhibitory kinaz modelo-
wane w grupie Bogdana Lesynga i
syntetyzowane w zespole Wiestawa
Szeji efektywnie hamujag proliferacje
komorek nowotworowych. Walde-
mar Priebe i Timothy Madden (MD
Anderson Cancer Center, Houston,
USA) omowili wyniki badan klinicz-
nych z uzyciem lekéw antracykli-
nowych modyfikowanych w czesci
cukrowej. Na licznych przyktadach
pokazali dramatyczne zmiany ak-
tywnosci zwigzkdw w wyniku funk-
cjonalizacji grup wodorotlenowych.
Jeden ze zwigzkow jest kandydatem
na pierwszy lek do zastosowania w
chemoterapii nowotworéw mozgu.
Grzegorz Grynkiewicz (Instytut Far-
maceutyczny w Warszawie) omowit
na licznych przyktadach jak zmienia
sie aktywnos$¢ biologiczna zwigzkow
naturalnych po przeprowadzeniu w
glikokozydy. Wiestaw Szeja przed-
stawit nowe rozwigzania syntetycz-
ne pozwalajgce na stereoselektywne
utworzenie wigzania glikozydowego
i ich aplikacje w odniesieniu do na-
turalnych biologicznie aktywnych
izoflawonow, nukleozydéw. Wyniki
badan wskazujg na potencjalne mozli-
wosci zastosowania syntetyzowanych
zwigzkdéw jako lekéw przeciwwiruso-
wych i antynowotworowych. Prezen-
towane prace dobrze udokumentowa-
ty nowe mozliwosci projektowania i
badania lekéw poprzez optymalizacje
struktury cukru w glikokoniugacie.

Sesja Il. fon Channels in Biology and
Medicine. Przewodniczgcy Stanistaw
Przestalski (Fot. 2), relacje przygoto-

Fotografia 2. Profesor Stanistaw Przestalski.
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wat Zbigniew Grzywna: Sesja Il zo-
stata zorganizowana przez Zbignie-
wa J. Grzywne z Politechniki Slaskiej
w  Gliwicach. Wyklady wygtosito
6-ciu zaproszonych badaczy, dwoje
z Imperial College w Londynie, je-
den z University of California (Irvine,
USA) oraz trzech Polakéw. Wszystkie
wystapienia dotyczyty kanatéw jono-
wych; niektére zwigzku kanatéw z
przerzutowos$cig komdrek rakowych
(piersi, prostaty). Pierwszy wykitad
Mustafy B. A. Djamgoza (Fot. 3) z

Fotografia 3. Profesor Mustafa B. A. Djamgoz.

Imperiat College dotyczyt przede
wszystkim kanatéw sodowych, moz-
liwosci ich badania, a jednoczes$nie
przedstawit ostatnie wyniki i osig-
gniecia autora dotyczace badan nad
komdrkami nowotworowymi piersi
oraz prostaty. Mustafa B. A. Djamgoz
zaprezentowat nowg metode wcze-
snego diagnozowania raka opartg o
badanie poziomu syntezy kanatow
sodowych w tkance. Zainteresowa-
ni stuchacze zadawali wiele pytan,
ale z powodu ograniczonego czasu
cze$¢ dyskusji przeniosta sie do kulu-
arow. Kolejne wyktady prezentowaly
juz wybrane aspekty problemu. | tak
zaprezentowano zaréwno podejscie
eksperymentatora (Maria Mycielska),
jak rowniez teoretyka - biofizyka
(Zbigniew Grzywna). Ponadto Jerzy
Mozrzymas przedstawit zagadnienia
opisu synaps nerwowych, a Steven
White kanaty jonowe w ujeciu dyna-
miki molekularnej. Ostatni wykitad
w sesji wygtosit Krzysztof Dotowy
(SGGW, Warszawa); wykitad dotyczyt
kanatu chlorkowego ijego udziatu w
postawaniu réznych schorzen i dys-
funkcji.

Sesja Il Biotechnologies. Czes¢ A.
Genomics and Proteomics in Medi-
cine. Przewodniczacy Piotr Widtak.

Cze$¢ B. Biomaterials for Regenera-
tive Medicine. Przewodniczacy Alek-
sander L. Sierofi (Slaski Uniwersytet
Medyczny w Katowicach). Medy-
cyna regeneracyjna jest dziedzing,
ktéra odnosi szczegOlne osiggniecia
w ostatnich kilku latach. Dotyczy to
zaréwno wprowadzania na rynek co-
raz to nowych produktéw wykorzy-
stywanych w rekonstrukcji ubytkow
tkanek, a takze postepu w poznaniu
i lepszym rozumieniu biologii ko-
morek oraz zasad ich komunikacji
miedzy sobg i z/lub poprzez otacza-
jace srodowisko pozakomérkowe. W
czesci skupiono sie na biomateriatach
dla medycyny regeneracyjnej. Prze-
wodniczacy sesji, po wprowadzeniu
w tematyke biologii macierzy poza-
komédrkowej, przedstawit mozliwo-
§ci inzynierii genetycznej w zakresie
otrzymywania zmodyfikowanych
kolagenéw do okreslania wtasciwosci
biofizycznych i biologicznych kolage-
noéw widkienkowych. Wykorzystanie
tej wiedzy juz znalazto zastosowanie
w przygotowaniu technologii lecze-
nia schorzen genetycznych, takich
jak wrodzona tamliwos$¢ kosci, a tak-
ze wytworzenia tréjwymiarowych
szkieletow do hodowli komdrek ma-
cierzystych zaréwno adherentnych,
jak i zréznicowanych fibroblastow, co
zostato szerzej przedstawione w re-
feracie Anny Szydto (Slaski Uniwer-
sytet Medyczny w Katowicach). Per-
spektywy w zakresie budowy tkanek
dla medycyny regeneracyjnej z wyko-
rzystaniem pluripotencjanych koma-
rek typu zarodkowego przedstawio-
no na przyktadzie charakterystyki i
poszukiwania markeréw swoistego
réznicowania w S$ciezce sygnatowej
Notch (Ksymena Urbanek, Slaski Uni-
wersytet Medyczny, Fot. 4). Synteze i
charakterystyke fizykochemiczng no-
wych polimeréw biokompatybilnych

Fotografia 4. Doktor Ksymena Urbanek.



i biodegradowalnych oraz ich wyko-
rzystanie jako nosnikoéw lekéw i do
budowy szkieletdw przestrzennych
omdwit Marek Kowalczuk (Centrum
Polimeréw i Materiatbw Weglowych,
PAN, Zabrze). Wystgpienie zapro-
szonego z CNRS/Uniwersytet Lyon,
Francja, Davida Hulmes'a poswieco-
ne byto produkcji ekwiwalentu ro-
gowki. Zespotowi prelegenta powio-
dta sie préba wyprodukowania zrebu
macierzy stromalnej odwzorowujacej
niemal idealnie macierz rogéwki oka
cztowieka oraz umieszczenia w niej
po obydwu stronach, w sposéb taki
jak w warunkach naturalnych, komé-
rek nabtonkowych i srédbtonkowych.
Uzyskany w ten sposob ekwiwalent
rogdwki przechodzi obecnie proby na
zwierzetach. W drugiej czesci swego
wystgpienia David Hulmes przedsta-
wit wyniki prac swego zespotu, ktore
wyznaczajg nowy cel terapeutyczny w
leczeniu schorzen zwitdknieniowych,
takich jak twardzina, zwldknienia
watroby itp. Wszystkie przedstawio-
ne referaty byty zywo dyskutowane
przez stuchaczy ijedynie ograniczony
czas przeznaczony na te czes¢ sesji nie
pozwolit na obszerniejsza dyskusje
przedstawionych w wystgpieniach
problemoéw.

Sesja IV: New Trends in Cancer Di-
agnostics and Therapy. Czes¢ A. Prze-
wodniczgca Barbara Tudek: Sesja ta
byta dos$¢ zroznicowana pod wzgle-
dem tematycznym. Thoralf Christof-
fersen oraz Dagny Sandness (Uniwer-
sytet Oslo, Norwegia) przedstawili
nowe badania nad sygnalizacjg po-
przez receptory zwigzane z biatkami
G oraz receptory prostaglandynowe.
Oba te szlaki sg ze sobg powigzane, a
stymulacja szlaku zaleznego od recep-
tora naskérkowego czynnika wzrostu
powoduje indukcje syntezy cyklook-
sygenazy 2. Zaobserwowano, Ze ko-
morka adaptuje sie do odebranego sy-
gnatu i nastepny, taki sam bodziec od
receptora EGF, znacznie wzmaga od-
powiedz prostaglandynowego szlaku
sygnalizacyjnego. Raisa Smolyakova
(N.N. Aleksandrov Institute of Onco-
logy and Medical Radiology, Minsk,
Biatoru§) przedstawita szeroko za-
krojone poszukiwania markeréw pro-
gnostycznych w nowotworach sutka.
Barbara Tudek (Instytut Biochemii
i Biofizyki PAN, Warszawa, Fot. 5)
pokazata, ze deficyt naprawy oksy-
dacyjnych uszkodzen DNA moze by¢

Fotografia 5. Profesor Barbara Tudek.

jednym z czynnikéw ryzyka rozwoju
raka ptuca i jelita grubego. Rozwdj
réznych histologicznych typow raka
pluca zwigzany jest z obnizeniem
naprawy uszkodzen DNA powstaja-
cych roznymi drogami, badz wskutek
bezposredniego utlenienia zasad (rak
ptaskonabtonkowy), badz wskutek
addycji produktéw peroksydacji li-
pidéw do zasad DNA (rak gruczoto-
wy). Na szybko$¢ naprawy ogromny
wptyw maja polimorfizmy wystepu-
gce jednocze$nie w dwaéch genach
naprawczych (OGGI i XRCC1). Naj-
wiekszym zainteresowaniem cieszy-
ty sie prezentacje Carmel Mothersill
praz Colina Seymoura (McMaster
University, Hamilton, Canada). Ich
badania dotyczyty efektu sgsiada
(tzw. bystander effect). Naswietlenie
komérek, a nawet catych organizméw
(ryby) promieniowaniem jonizujagcym
powoduje uwolnienie do srodowiska
wodnego substancji, ktére sg w stanie
wywotaé efekt toksyczny w komor-
kach iorganizmach nie naswietlonych
przeniesionych do medium, w ktérym
aprzednio przebywatly organizmy na-
Swietlone. W komédrkach tych obser-
wuje sie uszkodzenia DNA, apoptoze,
stymulacje syntezy niektorych biatek
inne efekty. Natura sygnatu przeka-
zywanego przez komorki poddane
promieniowaniu jonizujgcemu nie jest
poznana. Wydaje sie, ze przynajmniej
izeSciowo sygnat przekazywany jest
przez kanaty wapniowe. Efekt sasiada
noze zwiekszac¢ toksycznos$¢ radiote-
*apii dla catego organizmu. Badania
Ur Mothersil i Dr Seymoura skupiajg
sie rowniez na poszukiwaniu zwigz-
kéw zmniejszajacych ten efekt.

Sesja IV: New Trends in Cancer Di-
ignostics and Therapy. Czes$¢ B. Prze-
vodniczacy Marek Los: Gliwickie
Spotkania Naukowe przeksztatcity
sie z nieformalnej imprezy skupiajacej

waskie grono gtdwnie polskich na-
ukowcdw w dojrzatg impreze nauko-
wa, ktora jest w stanie przyciagna¢
czotowych naukowcéw ze Swiatowej
stawy os$rodkéw, jak na przykitad
San Diego (Burnham Institute, La Jol-
la), London (Imperial College), He-
idelberg (Univ. Med. Clinic), Dallas
(MD Anderson Cancer Res. Center),
Hamilton, (McMaster Univ.) i wiele
innych. Mimo $wiatowego poziomu,
impreza nie zatracita swojego daw-
nego nieformalnego charakteru, co
jest w duzej mierze zastuga jej orga-
nizatorow, przede wszystkim Pani
profesor Rzeszowskiej-Wolny, ktéra
z typowg polskg goscinnoscig przyj-
muje delegatow i stara sie nie tylko
0 wysoki poziom naukowy imprezy,
ale réwniez o odpowiednig reklame
polskiego dziedzictwa kulturowego,
poprzez organizowanie wycieczek
do pobliskich centrow kulturowych.
Na bardzo swobodny klimat impre-
zy zwracali uwage przede wszystkim
niektérzy goscie z osrodkéw zachod-
nich i zapowiadali, ze przy najblizszej
okazji bardzo chetnie przyjechaliby
na konferencje ze swoimi studen-
tami, gdyz jak twierdzili, ,,Gliwic-
kie Spotkania Naukowe zapewniajg
optymalne warunki do swobodnej
wymiany poglagdéw oraz rozwijania
wspoipracy, a wszystko to bez prze-
pychu drogich hoteli i zwpisowym w
rozsadnej cenie". Jak na kazdej konfe-
rencji, zwtaszcza multidyscyplinarnej,
poziom wyktadoéw byt zréznicowany,
gdzie obok $wiatowej stawy doskona-
le przygotowanych prelegentow mieli
mozno$¢ zaprezentowania sie (i pod-
patrzenia) réwniez mtodzi naukowcy,
a takze koledzy z Europy Wschodniej.
Z zaskoczeniem odnotowano duzy
postep zwiaszcza w dziedzinie bioin-
formatyki. Podczas gdy w przeszio-
§ci prezentowano gtéwnie nieSmiate
proby modelowania stosunkowo pro-
stych proceséw biologicznych, tym
razem modele matematyczne, dos¢
zreszta wiernie, opisywaty skompli-
kowane zalezno$ci wystepujace np.
w $ciezkach sygnatowych odpowie-
dzialnych za regulacje cyklu komar-
kowego oraz programowanej $mierci
komarki (apoptozy), gdy zmienny
byt np. stopien uszkodzenia DNA lub
szybkos$¢ naprawy uszkodzen kodu
genetycznego. Duze wrazenie wy-
wart szczeg6lnie wyktad Mustafy B.
A. Djamgoza (Imperial College, Lon-
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don) na temat roli kanatéw sodowych
w fenotypie ztosliwosci komorek no-
wotworowych, jak réwniez wykitad
Adama Godzika (La Jolla, California)
na temat metagenomiki, czyli analizy
"garnituréw genetycznych" catych
biotopéw, a nie jak do tej pory poje-
dynczych organizméw. Oba wykta-
dy, jak rowniez tandem wyktadéw na
temat "bystander effect” wygtoszo-
nych przez Carmel Mothersill i Coli-
na Seymoura (McMaster University),
zdominowaty dyskusje w kuluarach.
Podkreslano tutaj przede wszystkim
innowacyjnos$¢ tych projektow, ale
rowniez w przypadku "bystander
effect” pewien niedosyt charaktery-
styki zachodzgcych w ukladzie eks-
perymentalnym proceséw. Podobata
sie réwniez sesja prowadzona przez
Aleksandra L. Sieronia z Katowic,
ktory zamiast "chwali¢" sie wtasnymi
wynikami dat wyktad wprowadza-
jacy do tematow sesji, podczas gdy
wybrane projekty z jego osrodka byty
przedstawione przez mtodszych pra-
cownikéw naukowych.

W tej czesci sesji "New Trends
in Cancer Diagnostic and Therapy"
Walter Mier (Universitatsklinikum,
Heidelberg, Fot. 6) przedstawit m.in.
nowe trendy w zakresie diagnostyki

WYDARZENIA -

Premier Donald Tusk o$wiadczyt
w expose, ze polityka odwaznego in-
westowania w badania, zwiekszenie
ich konkurencyjnosci oraz stworze-
nie mozliwosci ich bezposredniego
wykorzystania w gospodarce bedzie
priorytetem rzadu. Zapowiedziat, iz
dla osiggniecia tych celdw zmienione
zostang mechanizmy finansowania
nauki, a samo finansowanie bedzie
zharmonizowane z politykg badan
i innowacji Unii Europejskiej. Zapo-
wiedziat tez zwiekszenie wydatkow
na badania naukowe oraz zwieksze-
nie autonomii i konkurencyjnosci
uczelni pafAstwowych i niepanstwo-
wych. Wedtug Premiera RP sposob
finansowania szkolnictwa wyzszego
bedzie promowaé kierunki studiéw
najwyzszej jakosci.

W latach 2007-2013 MNiSW bedzie
dysponentem S$rodkoéw z funduszy
strukturalnych, ktére przyczynia sie
do wzrostu konkurencyjnosci polskiej
nauki, m.in. poprzez wspieranie karier
miodych naukowcédw, poprawe jako-
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Fotografia 6. Profesor Walter Mier.

nowotworéw, jak ré6zne markery do
PET. Marek Los przedstawit po raz
pierwszy nowo odkryte przez jego
zespot biatko z rodziny defensyn, ktd-
re ma selektywne wiasnos$ci przeciw-
nowotworowe. Pozostate wyktady
koncentrowaty sie na bioinformatyce
(Maciej Giefing z Instytutu Genetyki
Cztowieka w Poznaniu - macierze-
GCH, nowy program do wyszukiwa-
nia aktywnych elementéw w promo-
torach genowych; Krzysztof Puszyn-
ski z Politechniki Slaskiej w Gliwi-
cach, modelowanie $ciezek sygnato-
wych MDM2/p53, a takze wptyw na
te sciezki PI13-K/Akt). Zaskoczeniem

OPINIE -

§ci infrastruktury badawczej, zwigk-
szenie dostepu o$rodkéw naukowych
do zaawansowanych technologii in-
formatycznych. Ksztalcenie w szko-
tach wyzszych zostanie dostosowane
do potrzeb nowoczesnej gospodarki
opartej na wiedzy i zmieniajacych sie
wymogow rynku pracy. Do wykorzy-
stania w ramach trzech Programoéw
Operacyjnych (PO Innowacyjna Go-
spodarka, PO Infrastruktura i Srodo-
wisko, PO Kapitat Ludzki) sg ponad
4 miliardy euro. Beneficjentami $rod-
kéw finansowych w ramach PO Kapi-
tat Ludzki bedg m.in. szkoty wyzsze
i studenci. Jedno z dziatan priorytetu
IV (4.1) zaktada wzmocnienie i rozwdj
potencjatu dydaktycznego uczelni
oraz zwiekszenie liczby absolwentéw
kierunkéw o kluczowym znaczeniu
dla gospodarki. Niemal 900 milionéw
euro zostanie przeznaczone na sfi-
nansowanie projektow, dzieki ktorym
powstang nowe kierunki studiéw, w
tym takze podyplomowe i doktoranc-

byta duza frekwencja na wszystkich
sesjach, tacznie z ostatnig, co nie za-
wsze ma miejsce na innych, nawet
bardziej renomowanych spotkaniach
naukowych. Konferencja ta na pewno
przyczynita sie nie tylko do edukacji
mtodszego pokolenia i pogiebiania
wspoétpracy miedzy polskimi i zagra-
nicznymi osrodkami naukowymi, ale
przede wszystkim zburzenia stereo-
typow o polskiej nauce jako czyms$ nie
catkiem jeszcze na poziomie europej-
skim.

Fotografia 7. Ceremonia wreczenia I-szej nagrody
za najlepszy plakat prezentowany na Konferen-
cji. Od lewej: trzymajacy nagrody - Jakub Hanus,
pracownik Zaktadu Radiobiologii Doswiadczalnej
i Klinicznej; Juliusz Unrug - przedstawiciel firmy
Roche Diagnostics, Polska; Mykola Chekan, laure-
at I-szej nagrody za plakat ,,Celi adhesion proteins
expression in papillary thyroid cancer"; Joanna
Rzeszowska, przewodniczaca komitetu organiza-
cyjnego Gliwickich Spotkan Naukowych.

KOMENTARZE

kie. Petna informacja na stronie www.
nauka.gov.pl

W 2007 r. zostat zaprezentowany
i trafit do konsultacji srodowiskowej
projekt nowelizacji obowigzujacej
obecnie ustawy Prawo o szkolnic-
twie wyzszym. Jest dostepny na stro-
nach internetowych MNiSW. Projekt
zaktada m.in. zwiekszenie autonomii
duzych uczelni (posiadajacych ponad
100 prof. tytularnych i 10 uprawnien
do habilitacji) i zwiekszenie dotacji
dla nich, proponuje porozumienia
akredytacyjne, delegowanie kadry,
zamawiane Kksztalcenie studentow,
zaktada wzmocnienie nadzoru, elimi-
nacje zjawisk patologicznych, dowar-
tosciowanie habilitacji i doktoratu.
W niektorych kwestiach, np. nazw
uczelni, przyjmuje rozwiazania wa-
riantowe. Wiekszo$¢ zaproponowa-
nych rozwigzan zyskato akceptacje
prezydium KRASP, natomiast szereg
uwag zgtosity KRZaSP i Parlament
Studentéw. Ministerstwo chciatoby,



aby do korca biezacego roku projekt
trafit do parlamentu, a od kolejnego
roku akademickiego zmiany weszty
w zycie.

Narodowe Centrum Badan i Roz-
woju (NCBR) ma Rade. 18 wrzes$nia
2007 r. minister nauki powotal Rade
NCBR. W sktad Rady Centrum wcho-
dzi: szesciu przedstawicieli powo-
tanych spos$réd kandydatow wska-
zanych przez $rodowiska naukowe,
reprezentujacych uczelnie, PAN i
jednostki badawczo - rozwojowe (sg
to obecnie prof. Marek Chmielewski
z Instytutu Chemii Organicznej PAN,
zastepca przewodniczagcego Wydzia-
tu 11l Nauk Matematycznych, Fizycz-
nych i Chemicznych PAN - kandyda-
tura wysunieta przez PAN; prof. Jan
Gawecki z Akademii Rolniczej im. A.
Cieszkowskiego w Poznaniu, cztonek
Rady FNP - kandydatura wysunie-
ta przez KRASP; prof. Marek Jeza-
bek z Instytutu Fizyki Jadrowej im.
Henryka Niewodniczanskiego PAN
w Krakowie; prof. Janusz Rachon z
Politechniki Gdanskiej - kandyda-
tura wysunieta przez KRASP; prof.
Leszek Rafalski z Instytutu Badaw-
czego Drég i Mostow, przewodni-
czacy Rady Giéwnej JBR; prof. Ma-
ciej Zalewski z Miedzynarodowego
Centrum Ekologii PAN - kandyda-
tura wysunieta przez PAN); szeSciu
przedstawicieli powotanych sposréd
kandydatéw wskazanych przez $ro-
dowiska gospodarcze i finansowe
(wybrano Marka Dareckiego, prezesa
Wytworni Sprzetu Komunikacyjnego
- PZL Rzeszb6w S.A., prezesa Zarzg-
du Stowarzyszenia Grupy Przedsie-
biorcéw Przemystu Lotniczego ,,Do-
lina Lotnicza", koordynatora Polskiej
Platformy Technologicznej Lotnictwa;
prof. Piotra D. Moncarza ze Stanford
University, wspdtzatozyciela firmy
doradczej Exponent Inc., prezesa
Rady Nadzorczej Elektrocieptowni w
Zarnowcu; Krystiana Patera, cztonka
Zarzagdu PKN Orlen, przedstawiciela
PKN Orlen w zarzgdach Unipetrol
Rafinerie a.s. oraz Chemopetrol a.s.,
cztonka Zarzadu AB Mazeikiu Nafta;
Krzysztofa Pietraszkiewicza, prezesa
Zwigzku Bankow Polskich, przewod-
niczacego Rady Nadzorczej Biura In-
formacji Kredytowej S.A.; dr Ludwi-
ka Sobolewskiego, prezesa Zarzadu
Gietdy Papierdw Wartosciowych w
Warszawie, przewodniczacego Rady
Nadzorczej Krajowego Depozytu Pa-
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pierow Wartos$ciowych - kandydatura
zgtoszona przez Srodowisko nauko-
we, dr Krzysztofa Safina z Akademii
Ekonomicznej we Wroctawiu, wspot-
zatozyciela i dyrektora lzby Przemy-
stowo-Handlowej w Legnicy; organi-
zatora i bytego prorektora PWSZ w
Legnicy, wsp6tzatozyciela i pierw-
szego prezydenta Lions Club Legnica
- kandydatura wysunieta przez Kon-
federacje Pracodawcow Polskich); je-
den przedstawiciel Prezydenta Rzecz-
pospolitej Polskiej; po jednym przed-
stawicielu administracji rzadowej
wyznaczonym przez ministrow wia-
$ciwych do spraw nauki - prof. Alek-
sander Wolszczan, finanséw publicz-
nych, gospodarki - prof. dr hab. Jan
Szyszko, Srodowiska - dr Krzysztof
Gulda, rolnictwa - prof. dr hab. Se-
weryn Kukuta, rozwoju regionalnego
- dr Jacek Szczot, zdrowia - prof. dr
hab. med. Kazimierz Roszkowski
- Sliz, budownictwa, gospodarki
przestrzennej i mieszkaniowej, trans-
portu i facznosci - prof. dr hab. Mi-
rostaw Chaberek oraz przez Ministra
Obrony Narodowej - ptk dr hab. inz.
Zygmunt Mierczyk. Dyrektor NCBR
jest powotywany przez ministra wia-
$ciwego ds. nauki sposréd dwéch
kandydatdw wytonionych w drodze
konkursu przez Rade Centrum. Ka-
dencja Dyrektora trwa 5 lat, ta sama
osoba moze petni¢ funkcje Dyrektora
nie dtuzej niz przez dwie kadencje.
Dyrektor kieruje dziatalnoscig Cen-
trum i reprezentuje je na zewnatrz.
Pierwszym Dyrektorem Centrum zo-
stat prof. Bogustaw Smdlski (Fot. 1)

.

Fotografia 1. Profesor Bogustaw Smulski.

powotany zgodnie z art. 29 ustawy o
NCBR przez Ministra Nauki i Szkol-
nictwa Wyzszego. Dyrektor kieruje
dziatalnoscig Centrum i reprezentus-
je je na zewnatrz, a w szczegdlnosci
decyduje w sprawach zwigzanych z
organizowaniem dziatan naukowych

i prac rozwojowych oraz realizacjg in-
nych zadan Centrum. Jednym z usta-
wowych zadan NCBR jest wspieranie
dziatan w obszarze mobilnosci kadr
naukowych. Wzrost mobilnosci pra-
cownikow naukowych pracujacych
w réznych jednostkach naukowo-ba-
dawczych, jak i przemysle, w znacz-
nej mierze utatwia transfer wiedzy w
Europie. W nauce polskiej otwiera sie
nowy rozdziat - z kontekstem euro-
pejskim i przy powszechnym zrozu-
mieniu, ze konieczne jest finansowa-
nie budzetowe duzych wieloletnich
projektow, a rownoczesnie niezbedne
wsparcie organizacji pozarzagdowych,
takich jak FNP, ktére moga szybko
dawac pieniadze na realizacje dobrze
uzasadnionych pomystdw ludziom
uznanym za dobrych.

Profesor Jacek Wysocki, kierow-
nik Katedry Profilaktyki Zdrowotnej,
prorektor Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu, przewodniczacy Pol-
skiego Towarzystwa Wakcynologii,
jest doskonatym menedzerem, zwo-
lennikiem sptaszczenia hierarchicznej
piramidy pracownikéw naukowych.
W wywiadzie dla Menedzera Zdro-
wia (styczen 2008) przedstawit jaka
jest rola lidera zespotu naukowego
w zdobywaniu funduszy, przypomi-
najac, ze finanse uczelni pozwalajg
jedynie na podtrzymanie przy zyciu jed-
nostek badawczych. Twierdzi tez, ze
jeszcze wielu naukowcéw na polskich
uczelniach medycznych nie ma $wia-
domosci, ze ich praca ma podtoze
ekonomiczne ijest wktadem w rozwdj
gospodarczy kraju.

Bioprodukt - pierwszy w Polsce
klaster dziatajacy na rynku zywnosci
ekologicznej. Klastry to grupy przed-
siebiorstw, instytucji i organizacji,
powigzanych siecig zaleznoSci, czesto
o charakterze nieformalnym. Inicjato-
rem utworzenia klastra jest grupa 20
producentéw, przetworcdw zywnosci
ekologicznej oraz rdznych instytu-
cji zajmujacych sie np. promocja czy
technologig zywnosci skupionych w
spbitce OIlEko. Powstanie klastra ma
umozliwié stworzenie polskiej marki
zywnosci ekologicznej, ktora bedzie
zauwazalna na europejskim rynku.
Pienigdze na organizacje klastra - tj.
zorganizowanie biura, zakupienia ser-
wera, opracowanie strategii dziatania
- wytozyta Polska Agencja Rozwoju
Przedsiebiorczosci, ktéra jest koordy-
natorem tych dziatan. Strategia dzia-
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tania Bioproduktu opracowana jest
do 2020 roku. ldeg jest wypromowa-
nie Polski jako producenta zywnosci
ekologicznej. Klaster bedzie zachecat
wiascicieli gospodarstw o powierzch-
ni 5-15 hektardw (takich gospodarstw
jest w naszym kraju 580 tys.) do prze-
stawienia sie na produkcje ekologicz-
ng. Zajmie sie takze organizowaniem
centréow skupu i dystrybucji zywnosci
oraz sprzedazg towardw na rynku eu-
ropejskim. Planowane jest stworzenie
nowych produktéw ekologicznych
przy wspoétpracy ze SGGW. Eksperci
Konfederacji Pracodawcdéw Polskich
zwracajg uwage, iz popularyzowanie
ciekawych projektow klastrowych i
wspieranie ich funduszami struktural-
nymi moze przyczynic¢ sie do wzrostu
innowacyjnosci polskiej gospodarki.

Polski wynalazek - monitor ha-
tasu, czyli uktad do monitorowania
hatasu w $rodowisku zewnetrznym
- zdobyt ztoty medal na Miedzynaro-
dowych Targach Wynalazczosci, Ba-
dan Naukowych i Nowych Technik
»Brussels Eureka 2007", ktore odby-
waty sie w dniach 22-25 listopada 2007
r. w Brukseli. Monitor, wyposazony
w pamie¢ cyfrowsq, przeznaczony jest
do wykonywania dtugotrwatych po-
miaréw akustycznych w rozlegtym
terenie dla oceny rozprzestrzeniania
sie hatasu w $rodowisku zewnetrz-
nym i zwigzanych z nim zagrozen.
Jest to bardzo przydatne np. w przed-
siewzieciach zwigzanych z opraco-
waniem map akustycznych duzych
obszarow. Ustawa ,,Prawo Ochrony
Srodowiska" z roku 2001 oraz - zwia-
zana z tym obszarem zagadnien - dy-
rektywa Unii Europejskiej nr 202/49/
WE - obligujg do opracowania map
akustycznych w pierwszej kolejnosci
dla miast powyzej 250 tys. mieszkan-
cow i w dalszej dla miast powyzej 100
tys. mieszkancow.

Po raz siédmy redakcja ,,Polityki"
przyznata mtodym naukowcom sty-
pendia ,,Zostancie z nami''. Na prace
badawczg kazdy z 17 laureatéw otrzy-
mat portfel z 25 tysigcami ztotych. W
dziedzinie nauk przyrodniczych i
matematyczno-fizycznych stypendia
otrzymali: dr inz. Anna Arutunow
(Fot. 2), absolwentka Politechniki
Gdanskiej i AGH w Krakowie. Pracu-
je w Katedrze Elektrochemii, Korozji i
Inzynierii Materiatowej PG. Zaintere-
sowania naukowe laureatki skupiaja
sie na problematyce ochrony mate-
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Fotografia 2. Doktor Anna Arutunow.

riatbw przed korozjg oraz na fizyko-
chemii powierzchni; dr inz. Andrzej
Chydzinski, adiunkt w Instytucie
Informatyki Politechniki Slaskiej (pra-
ca naukowa laureata poSwiecona jest
modelowaniu i ocenie efektywnosci
sieci komputerowych); dr Wojciech
Macyk, adiunkt w Zaktadzie Chemii
Nieorganicznej na Wydziale Chemii
UJ (po studiach doktoranckich na
Uniwersytecie w Erlangen, pod kie-
runkiem prof. Horsta Kischa; rozpra-
wa doktorska wyrézniona nagroda
firmy Staedtler oraz przyznawang co
dwa lata nagrodg im. prof. Alberta
Wellera za dysertacje w dziedzinie
fotochemii; dr Macyk interesuje sie
fotokatalizatorami heterogenicznymi,
ktore moga byé uzyteczne nie tyl-
ko w procesach detoksykacji wody i
powietrza, ale mozna je wykorzystac
rowniez do niszczenia komoérek no-
wotworowych i mikroorganizmow);
dr Szymon Pustelny, asystent na Wy-
dziale Fizyki UJ (zajmuje sie analizg
efektobw magnetooptycznych; takie
pomiary moga by¢ przydatne w ba-
daniach prowadzonych przez astro-
nomoéw, fizykéw, chemikoéw i arche-
ologdw, ale réwniez moga znalezé
szereg zastosowan aplikacyjnych, np.
w elektronice, medycynie czy wojsko-
wosci; dzieki pracom prowadzonym
przez Szymona Pustelnego i Zespot
z UJ zostata opracowana nowatorska
metoda superczutych pomiaréw pol
magnetycznych o wyzszym nateze-
niu); dr Szymon Zietkiewicz (Fot. 3),

Fotografia 3. Doktor Szymon Zigtkiewicz.

adiunkt na Wydziale Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i AM w
Gdansku (bada mechanizm dziata-
nia biatek opiekunczych organizmoéw
nizszych, takich jak grzyby i bakterie;
biatka opiekunicze z bakterii E. coli
byty obiektem jego badan w pracy
doktorskiej - kandydadatura reko-
mendowana przez prof. Ewe Bart-
nik); dr Bartosz Karaszewski (Fot. 4),
neurolog z AM w Gdansku (takze sty-
pendysta innych fundacji, m.in. FNP
z 2007 r.).

Fotografia 4. Doktor Bartosz Karaszewski.

Badania nad udarami moézgu dr
Bartosz Karaszewski rozpocznie, w
ramach stypendium FNP, w kwietniu
2008 r. w Edynburgu; bedzie tam ana-
lizowat interesujgcg metode leczenia
pacjentéw z ostrym udarem niedo-
krwiennym mozgu. Jego praca skon-
centruje sie na znaczeniu niektorych
biatek i genow w leczeniu udaréw
mozgu. Ekspresje gendéw kodujgcych
te biatka mozna by modyfikowa¢, co
mogtoby decydowaé o tym, czy pa-
cjentprzezyje inaile sprawny wyjdzie
ze szpitala. Powyzsze badania sg cze-
Scig wiekszego projektu finansowa-
nego przez Stroke Association. Przy
uzyciu najnowszych technik rezo-
nansu magnetycznego dr Karaszew-
ski planuje prowadzi¢ obserwacje
zmian, jakie zachodzg w ostrej fazie
tej choroby. Stypendysta planuje tez
prowadzi¢ badania z zakresu neuro-
immunologii udarow mozgu. Dodat-
kowo, bedzie pracowat z brytyjskimi
pacjentami w oddziatach neurologicz-
nych. Osrodek, w ktérym bedzie pra-
cowat dysponuje lepszym sprzetem
w zakresie obrazowania struktural-
nego czy funkcjonalnego moézgowia
niz os$rodki polskie. Dr Karaszewski
podkresla, ze w Edynburgu nad okre-
S§lonym zagadnieniem medycznym
pracuja nie tylko lekarze, jak to za-
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zwyczaj bywa w Polsce, ale takze in-
formatycy, statystycy, fizycy, kazdy
wyspecjalizowany w okreslonej me-
todzie rezonansu magnetycznego, np.
w tzw. spektroskopii, w obrazowa-
niu DWI/PW 1 i traktografii. Wedtug
naukowca taki spos6b prowadzenia
badan jest jednym z najwazniejszych
elementow w drodze do sukcesu na-
ukowego i wdrazania nowych tech-
nologii. Ponadto, w oS$rodkach za-
granicznych pracownik uniwersytetu
uzyskujgcy finansowanie projektu
badawczego zostaje oddelegowany
do wytgcznej pracy nad projektem.
W Polsce naukowiec zajmuje sie nie
tylko realizacjg grantu, ale kontynu-
uje prace dydaktyczng i jako czynny
klinicysta (praca etatowa i w systemie
dyzuréw lekarskich). Wedtug dr Ka-
raszewskiego z tych powoddéw w Pol-
sce nie ma tak wielu innowacyjnych
wdrozen, jak w krajach skandynaw-
skich, Wielkiej Brytanii, Kanadzie czy
USA. Ale sg takze minusy w krajach
poza Polska, np. brytyjska biurokra-
cja naukowa. Dr Karaszewski byt juz
cztonkiem zespotéw prowadzacych
zarOwno badania o charakterze eks-
perymentalnym, jak i klinicznym.
Eksperymentalny charakter miat pro-
jekt transplantacji i transfuzji komo-
rek macierzystych w udarach mézgu
analizowany w Paryzu, badania nad
wptywem tkankowego aktywatora
plazminogenu na produkcje wolnych
rodnikéw, prowadzone w Gdansku,
badania nad metodami analityki che-
micznej peptydéw w moézgu, w Oslo.
Z kolei badania kliniczne objety duzg
cze$¢ jego doktoratu - byty to bada-
nia nad metabolizmem moézgu w
ostrej fazie udaru niedokrwiennego
i nowoczesne techniki obrazowania
moézgowia stosowane w Edynburgu.
Dr Bartosz Karaszewski jest takze
stypendystg International Brain Re-
search Organization i stypendysta
Stroke Association na Uniwersytecie
w Edynburgu. Wtasnie w Edynburgu
zrealizowat wiekszg (kliniczng) czesé
swojego doktoratu w ramach progra-
mu doktoranckiego Unii Europejskiej
»Marie Curie". Badania dotyczyty
gtdwnie zaburzen metabolicznych
moézgu w ostrym okresie udaru nie-
dokrwiennego i opisywaty ich wptyw
na rézne cechy kliniczne badanych
pacjentdw. Inne prace w tamtejszym
o$rodku zwigzane byty z nowg meto-
dag oceny temperatury moézgu-tkanki
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u pacjentéw z udarami niedokrwien-
nymi.

Laureatkami (Fot. 5) konkursu
o0 stypendium L'Oreal Polska dla
Kobiet zostaty w 2007 roku w dzie-

Fotografia 5. Laureatki konkursu o stypendium fir-
my L'Oreal Polska.

dzinie biochemia i biotechnologia:
mgr Agnieszka Jazwa, absolwentka
studiow na kierunku Analityka Me-
dyczna Wydzialu Farmaceutyczne-
go CM UJ, doktorantka na Wydziale
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
UJ (stypendium przeznaczone jest na
realizacje pracy doktorskiej pt. Zasto-
sowanie bicistronowych wektoréw
plazmidowych i AAV do transferu
gendw VEGF i FGF-4 stymulujacych
procesy neowaskularyzacji, pod kie-
runkiem prof. dr hab. J6zefa Dulaka,
w Zaktadzie Biotechnologii Medycz-
nej; A. Jazwa jest stypendystkg Fun-
duszu UJ im. Stanistawa Estreichera
w roku akademickim 2006/2007 i zdo-
bywczynia nagrody MNiSW w 2006
roku za prace badawcze m.in. nad
mechanizmami regulacji procesow
powstawania naczyn krwionosnych);
w dziedzinie diagnostyka i genetyka
molekularna: mgr Aleksandra Szcze-
pankiewicz, absolwentka biotech-
nologii (bedzie realizowaé prace pt.
Ocena zwigzkéw miedzy polimorfi-
zmami gendw receptorow dla lekéw
przeciwastmatycznych a przebiegiem
klinicznym i odpowiedzig na leczenie
u dzieci chorych na astme oskrzelowsg,
w Klinice Pneumonologii, Alergologii
Dzieciecej i Immunologii Klinicznej,
Il Katedry Pediatrii, Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu; jako jedna
z niewielu w Polsce prowadzi bada-
nia nad wptywem genéw na sku-
teczno$¢ terapii u dzieci chorych na
astme; wyniki jej pracy umozliwiag
indywidualny dobér lekéow dla cho-
rego dziecka, co poprawi skutecznos¢
leczenia i pozwoli zredukowaé jego
koszty, ktérymi gtéwnie obarczeni sg
rodzice); w dziedzinie immunologia:

mgr Magdalena Winiarska z Zaktadu
Immunologii Centrum Biostruktury
Akademii Medycznej w Warszawie
(stypendium przeznaczy na badania
do swej pracy doktorskiej pt. Badanie
wptywdéw inhibitorédw syntezy cho-
lesterolu na wykrywanie czasteczki
CD20 oraz na przeciwnowotworowe
dziatanie rytuksymabu); w dziedzinie
neurologii: dr Katarzyna Kotulska,
neurolog dzieciecy, pracujaca takze
w Klinice Neurologii i Epileptologii
Centrum Zdrowia Dziecka (CZD) w
Warszawie (zajmuje sie badaniami
nad stwardnieniem guzowatym; jest
to choroba genetyczna, ktora prowa-
dzi do powstawania guzéw w moézgu,
sercu, nerkach, watrobie, ptucach i
innych narzadach. CZD to najwiek-
szy w Polsce o$rodek zajmujacy sie
pacjentami ze stwardnieniem guzo-
watym. Dr Kotulska prowadzi prace
badawcze w Katedrze i Zaktadzie Fi-
zjologii Slaskiej Akademii Medycznej;
tematem jej pracy habilitacyjnej jest
»Regeneracja nerwéw obwodowych
w modelach eksperymentalnych";
poszukuje czynnikéw, ktére decydujg
o skutecznym odroscie uszkodzonych
witokien nerwowych oraz sposobdw
skuteczniejszego leczenia urazéw
nerwéw obwodowych; niektére wy-
niki prowadzonych przez niag badan
znalazty juz zastosowanie w praktyce
klinicznej); w dziedzinie biologia mo-
lekularna i biologia komérki: dr Mar-
ta Migczynska, absolwentka Uniwer-
sytetu Jagiellonskiego w Krakowie,
gdzie studiowata biologie moleku-
larng (w trakcie studiow byta stypen-
dystkag w Wielkiej Brytanii, a studia
doktoranckie podjeta na uniwersyte-
cie w Wiedniu, a zaraz potem odbyta
dwa staze podoktorskie w Heidel-
bergu oraz w Dreznie; w 2005 roku
powroécita do kraju i stworzyta Labo-
ratorium Biologii Komorki w Miedzy-
narodowym Instytucie Biologii Mole-
kularnej i Komdrkowej w Warszawie;
tutaj pracuje; z 8-osobowym zespotem
bada procesy, za pomocg ktorych ko-
morki pobieraja z zewnatrz rézne
substancje, skifadniki odzywcze, a
takze leki czy kosmetyki. Mozliwe to
jest poprzez komunikacje pomiedzy
komorkami, przekazujagcymi sobie
sygnaty. Zaburzenia w procesach sy-
gnalizacji prowadzg m. in. do chordb
nowotworowych, ktére wynikajg z
niekontrolowanych podziatow ko-
morek lub do choréb neurodegenera-
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cyjnych, gdy komorki przedwczesnie
obumierajg. W trakcie wcze$niejszych
badan dr Migczynskiej w Niemczech
odkryto nowy szlak, wykorzystujacy
biatka o nazwie APPL, ktdre regulu-
je namnazanie sie komoérek, a wiec
moze stanowi¢ potencjalny cel tera-
pii antynowotworowych. Badania te
sg kontynuowane w Warszawie we
wspotpracy z osSrodkami zagraniczny-
mi w ramach projektu finansowanego
przez UE oraz grantéw przyznanych
jej przez instytucje z Wielkiej Brytanii
i USA. Stypendium stanowi pomoc w
realizacji badan do rozprawy habilita-
cyjnej pt. ,,Biatka efektorowe GTPazy
Rab5 w regulacji endocytozy iprzeka-
zywania sygnatéw wewnagtrzkomor-
kowych").

Sympozjum ,, Nutrition and Mo-
lecular Mechanisms Related to An-
giogenesis in Adipogenesis" zor-
ganizowane przez Zespot Biochemii
Klinicznej CMUJ (kierownik prof
Aldona Dembirska - Kie¢) w ramach
projektu F6 UE FOOD 506360 NuGO
"European Nutrigenomics Organisa-
tion - Linking Genomics, Nutrition
and Health Research”, odbyto sie w
Krakowie w dniach 18-19 pazdzier-
nika 2007 roku. Podstawy naukowe
spotkania: jednym z celow NuGO jest
wykazanie regulacji ekspresji genéw
przez wptywy $rodowiska, a w tym
sktadnikow diety. Angiogeneza/wa-
skulogeneza towarzyszy nie tylko
rozwojowi organizmu, przebudowie
tkanek, chorobie nowotworowej, ale
jak wykazujg ostatnie badania jest
podstawowym elementem powstania
i rozrostu tkanki ttuszczowej wiodg-
cej do powstania otytosci, zespotu
metabolicznego, insulinoopornosci
i cukrzycy typu 2. Brak tkanki ttusz-
czowej (lipodystrofia) takze jest przy-
czyng (oprocz dyslipidemii) rozwoju
cukrzycy. Sesje, gtowne wyklady,
wyktadowcy. W sesji Angiogenesis,
Development and Disease wystapili
prof. Lorenz Poellinger (Karolinska
Institutet, Sztokholm), prof. Roger
Lijnen (Katholieke Universitet Leu-
ven), prof. Gary Hausman (USA Dept.
Agriculture, Athens GA) oraz zespét
Biochemii Klinicznej CMUJ. W sesji
omawiana byla rola niedotlenienia
tkanek i sktadnikow diety w funkcji
czynnikéw transkrypcyjnych HIF-1
alpha/VHL, w indukcji czynnikéw
pro- iantyangiogennych iich recepto-
row. Omawiana byta takze rola inhi-
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bitoréw angiogenezy (PTK787/Vata-
lanib), rola biatek podscieliska/enzy-
mow proteolitycznych uwalnianych z
makrofagéw w angiogenezie/adipo-
genezie. Zesp6t Biochemii Klinicznej,
a zwiaszcza miodzi pracownicy (dr
Beata Kie¢-Wilk, mgr Adrianna Bal-
wierz), przedstawili role “~-karotenu
i kwasow ttuszczowych w mechani-
zmach réznicowania sie preadipo-
cytéw (metylacja DNA, rola mTOR,
AMPK, koneksyny 43). W sesji Adi-
pogenesis, Angiogenesis and Meta-
bolic Syndrome wystapili prof. Zofia
Zukowska (Department of Physiology
Georgetown University Medical Cen-
tre ), prof. Marek Deja (Slaski Uniwer-
sytet Medyczny), prof. Florian Seeger
(Johan Wolfgang Goethe University
Frankfurt/Main), prof. Aldona Dem-
binska-Kie¢ oraz mtodzi pracownicy
Zespotu Biochemii Klinicznej CMUJ.
Bardzo waznym wyktadem byta pre-
zentacja prof. Zofii Zukowskiej, ktéra
ostatnio (Nature Medicine 2007) w
modelach doswiadczalnych i u ludzi
wykazata istotng role powstajacego
w uktadzie sympatycznym podczas
stresu NPY i jego receptoréw w an-
giogenezie, towarzyszacej rozwojowi
otytosci i powstaniu objawow zespotu
metabolicznego. Duzo uwagi posSwie-
cono w tej sesji mediatorom odczynu
zapalnego, adipokinom i udziatowi
kinaz p38 i AMPK w generacji powi-
ktahn zespotu metabolicznego w klini-
ce. Zespot Biochemii Klinicznej CMUJ
(mgr Urszula Czech, mgr Lukasz Wa-
tor) przedstawit regulacje angiogene-
zy (znaczenie hiperglikemii, hiper-
leptinemii i insulinemii) w modelach
zespotu metabolicznego u transge-
nicznych myszy (RXR) i myszy NZO.
W sesji Adipose Tissue Plasticity
wzieli udziat dr Dorothy Hausman
(University of Georgia, Athens GA),
prof Marina Ziche (Medical Universi-
ty, Siena), prof. Janice E. Drew (Univ.
Aberdeen, Scotland) i mtodzi pracow-
nicy Zaktadu Biochemii Klinicznej
CMUJ (dr Anna Polus). Nie zabrakto
informacji dotyczacych réznicowania
sie komoérek progenitorowych zre-
bu naczyniowego tkanki ttuszczowej
w  angioblasty/ preadipocyty/ oste-
oblasty (plastyczno$¢ tych komorek)
waznych w rozwoju nie tylko zespotu
metabolicznego (otyto$¢), ewentual-
nym zastosowaniu terapeutycznym
(terapia rekonstrukcyjna tkanek), ale
i w powstawaniu nowotworéw i ich

przerzutach. Szczegdlng uwage po-
Swiecono w tych prezentacjach roli
kwaséw ttuszczowych i ich metabo-
litbw (zwilaszcza prostanoidow) w
mechanizmach rdéznicowania sie ko-
mérek. W spotkaniu sponsorowanym
w catosci przez EU F6 NuGO wzieto
udziat okoto 80 uczestnikéw z Wy-
dziatlu Medycznego, Wydziatu Far-
macji CMUJ oraz Wydziatu Biotech-
nologii UJ (Autorem relacji jest prof.
A. Dembinska-Kiec).

Miedzynarodowa konferencja The
Advancement of Science and the Di-
lemma of Dual Use: Why We Can't
Afford to Fail na temat niebezpie-
czenstwa wykorzystywania wynikow
badann naukowych w celach sprzecz-
nych z ich zatozeniami (tzw. podw6j-
ne zastosowanie, dual use). Konferen-
cja odbyta sie w Patacu Prezydenckim
w dniach 9-10 listopada 2007 roku.
Konferencje otworzyt prof. Michat
Kleiber, Prezes PAN i Doradca Prezy-
denta RP ds. Nauki. W imieniu Pre-
zydenta RP uczestnikdw konferencji
przywitat gen. Roman Polko, p.o. Sze-
faBiuraBezpieczenstwa Narodowego.
W Konferencji wzieto udziat szerokie
grono ekspertéw reprezentujacych in-
stytucje miedzynarodowe i naukowe,
m.in. Komisje Europejska, National
Academy of Sciences (USA), Swia-
towg Organizacje Zdrowia (WHO),
Swiatowe Stowarzyszenie Lekarzy
(WMA), The Royal Society (Wielka
Brytania), Federacje Amerykanskich
Towarzystw Biologii Doswiadczalnej
(FASEB).

Il Krajowa Konferencja Nano-
technologii jest zaplanowana w Kra-
kowie (Auditorium Maximum UJ), w
dniach 25-28 czerwca 2008 r. Wiecej
informacji mozna znalez¢ na stronie
www.//confer.uj.edu.pl/nano2008/.

Sprostowanie do numeru 3
(tom 53 z 2007 roku)

W artykule ,,Rola szlaku JNK
w rodzinnych postaciach choro-
by Parkinsona", autorstwa Mar-
ka Jankowskiego (str. 297-303), z
przyczyn niezaleznych od redakcji
zostat mylnie podany adres autora.
Wiasciwy adres brzmi: Katedra i
Zaktad Genoterapii, Wydziat Le-
karski Collegium Medicum UMK,
ul. M. Sktodowskiej-Curie 9, 85-094
Bydgoszcz; http://www.cm.umk.pl
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Rozdziat organelli komdérkowych przy uzyciu systemu elektroforezy w
warunkach swobodnego przeptywu (BD Free Flow Electrophoresis System)

Jutta Denter

Mikkel Nissum

BD Diagnostics

Artykut sposorowany przez firme BD.
W celu uzyskania dalszych informacji na
temat opisanego w artykule produktu Ilub
uzyskania  kopii artykutu "Differential
analysis of Saccharomyces cerevisiae
mitochondria by free-flow electrophoresis™;
autorzy: Zischka et al. z sierpnia 2006 r.,
prosimy odwiedza¢ strone internetowg
bd.com/proteomics lub skontaktowaé sie
z przedstawicielem firmy, piszac na adres:
e-mail: Beata_Skowera@europe.bd.com lub
BDFFE@europe.bd.com.

Ttumaczenie: Renata Stasifiska
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Stosujac system rozdziatu BD™ Free Flow Electrophoresis (FFE), mozna roz-
dziela¢ organella komorkowe i oczyszczac je w ich funkcjonalnej formie, umoz-
liwiajgc badania okreslonych subproteomdéw. System BD FFE pomaga utrzymac
integralnos$¢ organelli komdrkowych oraz ich podtyp6éw. Organella komorkowe
odgrywajg fundamentalng role w biologii komérki. Podstawowe funkcje komor-
ki, takie jak synteza biatka, metabolizm energetyczny i katabolizm substancji
toksycznych, zachodzg w odrebnych przedziatach ztozonych z biatek i lipidéw.
Otrzymywanie wzbogaconej frakcji organelli i analiza ich sktadu majg funda-
mentalne znaczenie z punktu widzenia przedstawiania profilu szlaku biatek w
badaniach proteomicznych i metabolicznych. Analiza organelli i frakcji subko-
morkowych posiada wiele zalet: w duzym stopniu zredukowana zostaje zto-
zono$¢, a jednocze$nie ulegajg wzbogaceniu biatka i kompleksy sygnalizujace
wystepujace w komdrce w niewielkich ilosciach. Dodatkowo zidentyfikowane
biatka mogg by¢ powigzane z funkcja, poniewaz sg oczyszczane wraz z okreslo-
nymi organellami lub frakcjami subkomérkowymi. Otrzymanie frakcji wzboga-
conych w okreslone organella i analizowanie ich zawartosci ma fundamentalne
znaczenie z punktu widzenia profilowania szlakow sygnatowych w badaniach
proteomicznych i metabolicznych.

W celu opracowania metody umozliwiajgcej otrzymanie wzbogaconych w
okreslone organella frakcji subkomérkowych z réznych zrédet, pozbawionych
w dostatecznym stopniu zanieczyszczen, potrzebne sg skuteczne narzedzia pro-
teomiczne. Integralno$¢ organelli komérki z zachowang strukturg i funkcjg jest
kluczowa z punktu widzenia badania organizmoéw modelowych. Dodatkowo,
wyniki najnowszych badan wskazujg na znaczenie ro6znorodnos$ci organelli
komorkowych, np. rozdziatu réznigcych sie fizjologia subpopulacji organelli
komérki, ktére moga by¢ kluczem w badaniach nad réznorodnymi chorobami
(Tabela 1) [1,2].

Tabela 1. Choroby powigzane z zaburzeniami funkcji organelli komérkowych [2].

. . . ER/Aparat
Mitochondria Lizosomy Peroksysomy Golgiego
Doy Mukopon

sacharydoza Zespot Zellwegera Zesp6t Wolframa
wzrokowego tvou 1 - VII
Lebera yp
. Zespot
Ataks'ja Choroba Taya-Sachsa przypominajacy Wrodzony przerost
Friedreicha . nadnerczy
zespot Zellwegera
Adrenoleukodystrofia Choroba

Zanik nerwu

Choroba Gauchera sprzezona z spichrzeniowa

wzrokowego chromosomem X glikogenu typu |
Choroba Adrenoleukodystrofia . ,D_ystroﬂa

A Cystynoza mie$niowa Emery-

Parkinsona noworodkowa .
Dreifussa
. . Lo . W

Stwardnienie Niedob6r Dziecigca postac rodzon_e
zaburzenia

zanikowe boczne

Choroba
Alzheimera

Choroba
Huntingtona

hialuronidazy

Choroba Schindlera

Choroba Wolmana

choroby Refsuma

Dorosta postaé
choroby Refsuma

Niedobér DHAP-AT

glikozylacji (> 20)

Choroba Wilsona

Choroba Haiteya-
Haileya
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ZASADA DZIALANIA SYSTEMU ELEKTROFOREZY
W WARUNKACH SWOBODNEGO PRZEPLYWU
(BD FREE FLOW ELECTROPHORESIS - FFE)

FFE jest to technika elektroforezy, w ktérej nie jest stoso-
wany staty nosnik. Analizowane obiekty sg rozdzielane we-
dtug ich tadunku iruchliwosci eletroforetycznej w ciggtym
przeptywie laminarnym buforowanych roztwordw. Linie
pola elektrycznego sg prostopadte do kierunku przeptywu.
Przeptyw laminarny jest zbierany w 96 kapilarach na korcu
komory izolujgcej, umozliwiajagc w ten sposob ciagte frak-
cjonowanie w plytce zbierajgcej (Ryc. 1). W zaleznosci od
sktadu chemicznego, mozna zastosowaé trzy rézne zasady
rozdziatu: ogniskowanie izoelektryczne (ang. isoelectric fo-
cusing - IEF), elektroforeze strefowga (ang. zone electrophoresis
- ZE) iizotachoforeze (ang. isotachophoresis - I1TP).

System bez nod$nika statego umozliwia rozdziat komo-
rek i organelli komérkowych, duzych polimerédw (biatek)
i bardzo matych czasteczek (peptydéw). Oprécz metody
rozdziatlu w warunkach denaturujgcych, mozna réwniez
stosowa¢ metody frakcjonowania pozwalajagce na zacho-
wanie struktury i funkcji w warunkach niedenaturujacych.
Warunki niedenaturujace wymagane sg wtedy, gdy wazna
jest integralnos$¢ prébki, tak jak w przypadku rozdziatu or-
ganelli komdrkowych lub komplekséw biatkowych. Tech-
nika FFE pozwala na stosowanie do rozdziatu detergentdw

Rycina 1. System elektroforezy w warunkach swobodnego przeptywu BD Free
Flow Electrophoresis. W przeciwiefstwie do innych metod rozdziatu, dodawanie
probki ma charakter ciagty. Probka jest nieprzerwanie wstrzykiwana do bieza-
cego przeptywu laminarnego, pozwalajac na obrébke probek od objetosci 50 pl
w ciggu kilku minut do 100 ml w 24-godzinnym cyklu. Prébki moga by¢ pod-
dawane rozdziatowi z predkosciag do 30 mg/godz. Czas rozdziatu, a wiec i czas
przebywania prébki w polu elektrycznym, zaleza od predkosci przeptywu.
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niejonowych, umozliwiajagcych oczyszczanie powierzchnio-
wych biatek btonowych, a takze integralnych biatek bton,
ktére moga by¢ trudne do oczyszczenia z wykorzystaniem
innych technik. Szczegélne cechy techniki FFE, w tym jed-
nolite warunki podczas rozdziatu i frakcjonowania, zapew-
niajg wysoka powtarzalno$¢ rozdziatu i wysoki wskaznik
odzysku. Gtéwne cechy metody FFE wymieniono w Tabe-
li 2.
Tabela 2. Cechy technologii BD FFE.

Komérki i organella komérki,
Sktadniki, ktore mogag mikroorganizmy, kompleksy

by¢ rozdzielone biatkowe, biatka btonowe, izoformy
biatek, enzymy, peptydy, itp.

Elektroforetyczne
metody rozdziatu

Ogniskowanie izoelektryczne (IEF)
Elektroforeza strefowa (ZE)
Izotachoforeza (ITP)

Warunki rozdziatu Denaturujace i niedenaturujace

CHAPS, CHAPSO, digitonina, dodecylo-
(3-D- maltozyd, oktylo-fl-D-glukozyd,
Triton-X-100, Tween, SDS, DTT

Tolerowane dodatki
(przyktady)

50 gt (analityczna) do >100

Objetosci probek ml (preparacyjna)

Przepustowos$¢ Maks. 30-40 m g/ godz.

BD FFE UMOZLIWIA OCZYSZCZANIE ORGANELLI
KOMORKI | ICH PODTYPOW ZWYSOKA
ROZDZIELCZOSCIA | PRZY JEDNOCZESNYM
ZACHOWANIU INTEGRALNOSCI

Metody tradycyjne, stosowane do rozdziatu organelli ko-
morki, obejmujg wirowanie réznicowe i/lub wirowanie w
gradiencie gestosci. Jednakze te technologie sa czesto obar-
czone wadag, jaka jest cisnienie hydrostatyczne w trakcie wi-
rowania, ktére moze powodowaé utrate i/lub deformacje
prébek. Pozbawiony statego nosnika system BD FFE moze
pomo6c przezwyciezy¢ ten problem, przy jednoczesnym
znaczacym poprawieniu stopnia czystosci. Rycina 2 przed-
stawia frakcje mitochondriéw Saccharomyces cerevisiae wzbo-
gacong poprzez etap zintegrowanego oczyszczania drogg
elektroforezy strefowej BD FFE (ZE-FFE). Jedng z gtéwnych
zalet tej fagodnej dla rozdzielanego materiatu biologicznego
technologii jest zachowanie integralnosci organelli komor-
kowych i ich subfrakcji, przy jednoczesnym skutecznym
usunieciu zanieczyszczajgcych biatek i/lub enzyméw ma-
cierzy pozakomérkowej. Zischka i wsp. [1] zastosowali wi-
rowanie roznicowe w celu rozdziatu preparatéw mitochon-
drialnych, ktére zawieraty znaczacy poziom biatek niemi-
tochondrialnych (16%) [3]. To zanieczyszczenie moze byé
skutecznie zredukowane (do 2%) poprzez wigczenie etapu
oczyszczania z zastosowaniem ZE-FFE przed dwukierun-
kowa elektroforezg zelowa. Ten wyzszy stopien czysto-
§ci doprowadzit do identyfikacji znacznie wiekszej liczby
biatek z ekstraktow biatek mitochondrialnych oczyszczo-
nych przy wykorzystaniu ZE-FFE (n=129), w pordwnaniu
do ekstraktow biatek mitochondrialnych wyizolowanych
przez wirowanie réznicowe (n=80). Ponadto odnotowano
wyrazny spadek biatek zdegradowanych. Poza tym w eks-
traktach biatek mitochondrialnych, oczyszczonych metoda
ZE-FFE mozna byto zidentyfikowac czterokrotnie wyzszg
liczbe (17 versus 4) biatek, ktérych poziom syntezy w ko-
morce jest niski.
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Innym waznym ograniczeniem tradycyjnych metod
wirowania réznicowego i w gradiencie gestosci moze by¢
ograniczona mozliwo$¢ rozdziatu organelli komérkowych
i ich subpopulacji o podobnej gestosci. Mohr i Volkl [4] wy-
kazali jak trudno jest oczysci¢ okre$long subpolulacje perok-
sysomow z wykorzystaniem konwencjonalnego wirowania
w gradiencie stezen, z powodu bardzo podobnych wtia-
Sciwosci sedymentacyjnych subpopulacji tych organelli w
porownaniu do innych organelli komoérkowych, szczegél-
nie mikrosoméw. Badacze ci wprowadzili zatem immuno-
elektroforeze w warunkach swobodnego przeptywu (IFFE),
taczaca zalety rozdziatu elektroforetycznego z wysokg se-
lektywnos$cig reakcji immunologicznych, umozliwiajaca
oczyszczanie subpopulacji peroksysomaéw [4],

Zmiany strukturalne i molekularne w organellach ko-
morkowych wydajg sie by¢ decydujacymi czynnikami w pa-
tologii wielu choréb. W celu przeanalizowania tych zmian
na poziomie molekularnym i wyjasnienia przyczyn, dla-
czego niektdére organelle wydajg sie by¢ bardziej dotkniete
i wrazliwsze niz inne, niezbedne sg narzedzia analityczne i
przygotowawcze, ktére sg w stanie rozwigzaé¢ problem tej
heterogenno$ci. Metody elektroforetyczne, jak system BD
FFE, stanowig bardzo obiecujgce podejscie do badania he-
terogennosci organelli komdérkowych i mogga by¢ stosowane
do odro6znienia réznych populacji (np. mitochondriéw) [1],
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Rycina 2. Wzbogacanie i oczyszczanie mitochondriéw (Saccharomyces cerevisiae)
z zastosowaniem techniki BD FFE. Mikrofotografie z mikroskopu elektronowego
[3]. Powiekszenie 30 000 x. Prébka startowa: mitochondria zostaty wyizolowane
z zastosowaniem wirowania réznicowego. Mozna zauwazy¢ obecno$¢ uszko-
dzonych organelli i innych struktur pecherzykowych. Frakcja FFE nr 38: typo-
wy obraz mitochondriéw, ktére zostaty oczyszczone z zastosowaniem techniki
ZE-FFE, reprezentuje jednorodnga populacje organelli. Przedruk za zgodg © 2003
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REKLAMA

Firma BD rozpoczeta dziatalno$¢ ponad 100 lat temu w USA jako
producent wyrobéw medycznych. Od tego momentu BD stata sie
jedna z najwiekszych na Swiecie firm tego rodzaju. Silne
podstawy w postaci wiasnych, prawnie zastrzezonych technologii
daly BD pozycje wiodgcego dostawcy produktdw medycznych.
Wiecej informaciji o ofercie firmy mozna znalez¢ na www.bd.com
linki:  bd.com/vacutainer (blood collection system)

vmdp.com (molecular diagnostics)

Nowosci BD Preanalytical Systems
(for research use only)
BD™ P100 Kit - probéwki prézniowe do

uzyskiwania osocza zawierajgce
czynniki stabilizujgce proteiny
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BD™P700 - probéwki prézniowe do
Uzyskiwania prébki osocza dla
prébek wymagajacych

Inhibitora DPP-IV
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Biotechnologia - od nauki do komercjalizacji

B iotechnologia jest tym obszarem dziatalno$ci badawczo-rozwojowej, w ktéorym komer-
cjalizacja wynikéw badan jest istotnym i naturalnym elementem aktywnos$ci badacza.
W edtug najprostszej definicji, biotechnologia to interdyscyplinarna dziedzina nauki i tech-
niki zajmujaca si¢ zmiang materii zywej i nieozywionej poprzez wykorzystanie organizmoéw
zywych, ich czesci, badZ pochodzacych od nich produktéw, a takze modeli proceséw biolo-
gicznych w celu tworzenia wiedzy, débr i ustug.1Tworzenie débr i ustug jest jak najbardziej
dziatalno$ciag gospodarcza, czyli komercyjnym rezultatem dziatalno$ci badawczej. W bio-
technologii powiekszanie kapitatu wiedzy powinno wiec skutkowac, bardziej niz w innych
dziedzinach nauki, efektami ekonomicznymi.

PROJEKT BADAWCZY A PROJEKT APLIKACYJINY

Specjalnosciag biotechnologéw sa projekty badawczo-rozwojowe, ktére powin-
ny charakteryzowaé sie tym, ze majg precyzyjnie okreslony cel aplikacyjny. Ta
cecha wyraznie odro6znia je od klasycznych projektow badawczych. W zalezno-
$ci od typu realizowanego projektu oczekuje sie tez rdznych efektéw (Tabela 1).
Koncowym ,produktem™ dziatalnoSci badacza jest najczesciej nowa wiedza,
udokumentowana i opisana w artykule naukowym. KofAcowym ,produktem”
dziatalnosci badacza-biotechnologa jest efekt ekonomiczny, majacy konkretny
wymiar finansowy (nawet jesli to nie bedzie produkt materialny wprowadzony
na rynek). Punktem wyjscia w tworzeniu obu rodzajéw projektow jest aktualna
wiedza naukowa. Badacz stawia sobie za cel jak te wiedze poszerzy¢ w obrebie
interesujagcego go zagadnienia. Naukowiec-biotechnolog bedzie starat sie po-
przez swoje dziatanie wytworzy¢, na bazie posiadanej wiedzy, produkt majacy
wymierng warto$¢ ekonomiczng, czesto postugujac sie tymi samymi narzedzia-
mi (metodami badawczymi), co jego wspomniany wyzej kolega.

Tabela 1. Poréwnanie dziatalno$ci badawczej prowadzonej w placéwkach naukowych i badawczo-rozwojo-
wej w firmach biotechnologicznych.

Laboratoria naukowe

(uczelnie, PAN) Firmy biotechnologiczne

Cel poznawczy komercjalizacja
Finansowanie $rodki publiczne $rodki publiczne + $rodki niepubliczne
Wiedza szeroko upowszechniana stanowigca kapitat intelektualny firmy

(nie upowszechniana na zewnatrz)

Koncowy produkt publikacje przychéd

Opracowujac biotechnologiczny projekt badawczo-rozwojowy trzeba wiec
koniecznie odpowiedzie¢ na nastepujace pytania. Gdzie znajdzie zastosowanie
produkt, ktéry ma by¢ ostatecznym rezultatem inicjowanego projektu (czyli mo-
wigc jezykiem ludzi biznesu - jaki jest rynek dla tego produktu)? Jaki moze by¢
szacunkowy przychdd z produktu uzyskanego w wyniku realizacji projektu, w
jaki sposdb i po jakim czasie moze nastgpi¢ zwrot poniesionych naktadéw na
realizacje projektu; kiedy i pod jakimi warunkami realizacja projektu zapewni
zysk? Jaka przewage konkurencyjng bedzie miat produkt, ktéry zamierzamy
uzyska¢ w wyniku realizacji projektu, nad innymi produktami istniejgcymi na
rynku czy tez speiniajgcymi podobng funkcje? Czy nasze dziatanie nie bedzie
naruszac cudzych praw do witasnos$ci intelektualnej (np. patentow)?

Naukowcy-biotechnolodzy musza mie¢ swiadomos$¢ tych zagadnien juz na
etapie opracowywania projektu (wniosku grantowego). Tych zagadnien nie mu-
szg oczywiscie uwzglednia¢ w swojej dziatalnosci badacze realizujacy projekty
poznawcze z obszaru tzw. nauk podstawowych. Niezbedna jest wiec minimalna

1Stan i kierunki rozwoju Biogospodarki. Raport opracowany przez Interdyscyplinarny zesp6l do spraw Roz-
woju Biogospodarki pod kierunkiem profesora Adama Dubina, http://www.biotechnologia.pl/biotechno-
logia/12/928
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Swiadomos$¢ ekonomiczna wsrod kandydatow na biotech-
nologicznych milionerow.

KLUCZOWE DECYZJE NA WCZESNYM ETAPIE
ROZWOJU PROJEKTU BIOTECHNOLOGICZNEGO

Niewatpliwym sukcesem jest pozyskanie srodkéw (naj-
czesciej publicznych) na realizacje biotechnologicznego pro-
jektu badawczo-rozwojowego. W biotechnologii niezwykle
rzadko 2-3 letni grant koniczy sie wprowadzeniem produktu
na rynek. Jest to zaledwie poczatek fascynujacej drogi. Uzy-
skanie eksperymentalnego potwierdzenia zatozen przyjmo-
wanych na etapie przygotowywania biotechnologicznego
projektu badawczo-rozwojowego stawia przed naukow-
cem-biotechnologiem konieczno$¢ podjecia decyzji (Ryc. 1),
czy ten projekt nalezy rozwija¢ dalej i walczy¢ o pozyska-
nie kolejnych $srodkoéw finansowych (tym razem najczesciej
prywatnych), czy tez zakonczy¢ go (np. sprawozdaniem
wzbogaconym o publikacje) irozejrze¢ sie za kolejnym
grantem na nastepne 2-3 lata. Racjonalne podjecie takiej de-
cyzji najczesciej wymaga ponownej oceny potencjatu pro-
jektu do przeprowadzenia jego komercjalizacji. Tym razem
jednak ta ocena jest daleko bardziej zaawansowana niz ta,
ktorg dokonywat autor (autorzy) projektu podczas wstep-
nego etapu jego opracowywania. Badaniem potencjatu do
komercjalizacji na tym etapie rozwoju projektu zajmuje sie
najczesciej wyspecjalizowana firma (w Polsce zajmuje sie
tym m.in. firma Bio-Tech Consulting). Analiza ta obejmuje
znacznie wiecej parametrow i znacznie bardziej szczegoto-
wo analizowanych niz te, ktére byty uwzgledniane w fazie
powstawania projektu.

Pozytywny wynik przeprowadzonej analizy pocigga za
sobg najczesciej decyzje biznesowga co do sposobu komer-
cjalizacji projektu. Na tym etapie w zasadzie wyczerpujg sie
mozliwosci dalszej samodzielnej realizacji projektu przez
zespo6t naukowy. Konieczny jest partner biznesowy, ktory
dostarczy srodkéw finansowych na jego dalszg realizacje,
a przede wszystkim wiedzy w zakresie profesjonalnego za-
rzadzania projektem (ktéry staje sie juz typowym projektem

Decyzja
biznesowa

Podpisanie umowy

Zatozenie firmy

licencyjnej lub

{biotechnologicznego
g St27upy)

Rycina 1. Wstepne etapy komercjalizacji projektu.

18

biznesowym) izadba o uzyskanie optymalnego efektu eko-
nomicznego.

Z ekonomicznego punktu widzenia, najbardziej ryzy-
kownym, ale tez najbardziej skutecznym i efektywnym
sposobem komercjalizacji projektu jest zatozenie firmy bio-
technologicznej (biotechnologicznego ,,start-up"”). Ta decy-
zja wymaga determinacji, odwagi i przekonania co do rze-
czywistej wartosci projektu. Ten sposéb komercjalizacji jest
najczesciej wybierany w krajach, ktére sg liderami w roz-
woju biotechnologii. Jednak wejscie na $ciezke komercjali-
zacji wymaga od naukowca-biotechnologa nabycia nowych
umiejetnosci, o czym bedzie mowa ponizej.

Licencjonowanie lub sprzedaz patentu w praktyce zda-
rza sie znacznie rzadziej. Jest tez zazwyczaj mniej korzystne
pod wzgledem finansowego sukcesu komercjalizacji projek-
tu. Jednak takze w tym przypadku biotechnolog-naukowiec
musi znaczgco wzbogaci¢ swojg wiedze, m.in. o techniki ne-
gocjacji, rozumienia podstawowych parametrow i wskaz-
nikow ekonomicznych (np. takich jak koszt kapitatu, BEP,
wewnetrzna stopa zwrotu, bilans itp.).

W przekonaniu autoréw niniejszego artykutu, kontynu-
acja rozwoju projektu w laboratorium naukowym jest raczej
tylko teoretyczng mozliwoscig. Laboratorium naukowe na
uczelni, czy w innej placdwce naukowej, nie jest whasciwym
miejscem do kontynuacji prac majacych na celu jak naj-
szybsze wprowadzenie produktu na rynek i/lub uzyskanie
przez niego wartosci rynkowej. W tych warunkach zespot
nadal funkcjonuje jak zesp6t naukowy, a nie innowacyjna
firma biotechnologiczna.

CZYNNIKI WARUNKUJACE EKONOMICZNY
SUKCES NAUKOWCOW W BIOTECHNOLOGII

Utworzenie firmy biotechnologicznej i rozpoczecie
funkcjonowania w nowej rzeczywisto$ci inowym otocze-
niu (biznesowym) na bazie komercjalizowanego projektu
badawczo-rozwojowego jest przetomowa decyzjg co do
dalszych loséw projektu badawczo-rozwojowego. To wta-
$nie firmy biotechnologiczne nadajg dynamike rozwojowi
biotechnologii, sg najefektywniejszym i najskuteczniejszym
narzedziem tworzenia nowej ekonomii opartej na wiedzy.

Zmniejszenie ryzyka niepowodzenia w komercjalizacji
projektu biotechnologicznego mozna uzyskaé¢ m.in. po-
przez rozwazne wprowadzenie do projektu partnera biz-
nesowego. Jak juz wspomniano, jego rola nie ogranicza sie
tylko do dostarczenia srodkédw finansowych na dalsza reali-
zacje/komercjalizacje projektu, co jest wazne, ale odgrywa
raczej role drugoplanowga. Najwiekszg korzyscig wnoszong
przez partnera biznesowego do firmy biotechnologicznej
tworzonej przez naukowcow jest jego wiedza i doSwiadcze-
nie biznesowe. Wspotpraca z partnerem, by byta skuteczna
i efektywna, wymaga sporego wysitku z obu stron. Partner
biznesowy powinien (awrecz musi) pozna¢ na czym polega
merytoryczna warto$¢ projektu (w praktyce oznacza to dla
niego przyspieszony kurs np. biologii molekularnej czy in-
nego wybranego dziatu nauki, na ktdrym bazuje projekt). Z
kolei biotechnolog-naukowiec musi (specjalnie uzyto stowa
»musi", a nie ,,powinien") opanowa¢ podstawowe zagad-
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nienia dotyczace: zarzadzania firmg, zarzadzania projekta-
mi, zarzadzania wtasnoscig intelektualng, kreatywnosci, in-
nowacji (tak jak te terminy rozumiane sg w biznesie), umie-
jetnosci interpersonalnych, komunikacji spotecznej, mar-
ketingu, rachunkowo$ci zarzadczej, zarzagdzania zmiang i
zarzgdzania ryzykiem. Wiedza ta jest niezbedna chociazby
do tego, by obie strony mogtly siebie nawzajem rozumieé
itworzy¢ harmonijny zespdt. Wéwczas szansa na odniesie-
nie sukcesu rynkowego wzrasta niepomiernie.

POLSCY BIOTECHNOLODZY WOBEC WYZWAN
NOWOCZESNEJ BIO-GOSPODARKI

Patrzac z perspektywy targéw Biotechnologii i Biobizne-
su - Bio-Forum (www.bioforum.pl), w polskim srodowisku
naukowym zachodzg pozytywne zmiany, ktére wkrétce po-
zwolg by¢ moze na to, by biotechnologia w naszym kraju za-
czeta rozwijac sie rGwnie dynamicznie jak w krajach Europy
Zachodniej. Przede wszystkim, wér6d naukowcow zwiek-
sza sie zainteresowanie realizacjg projektow aplikacyjnych.
Widoczna jest wyrazna zmiana w mentalnosci naukowcow,
ktorzy w realizacji projektdw aplikacyjnych zaczynaja upa-
trywac wiecej korzysci niz zagrozen. Ten przetom dokonuje
sie zaréwno ws$rdd liderdw zespotéw badawczych, profe-
soréw, jak i wsrod mitodszych stazem pracownikéw nauki.
Zainteresowanie ,aplikacyjnoscia" projektow widoczne jest
takze wsréd studentdw biotechnologii, co daje nadzieje, ze
ta pozytywna tendencja utrzyma sie w najblizszych latach.
Nieche¢ wobec ,przetwarzania wiedzy na efekty ekono-
miczne" ustepuje miejsca zainteresowaniu, entuzjazmowi
i checi realizacji nowych wyzwan. Niestety, jak dotad ten
entuzjazm nie jest poparty rzetelng wiedzg na temat spo-
sobéw komercjalizacji projektéw badawczych. W$rdd na-
ukowcéw brakuje zrozumienia dla realiow panujacych na
rynku, umiejetnosci oceny potencjatu rynkowego projektu,
wiedzy jak zarzgdza¢ samym projektem. Brakuje tez po-
zytywnych przyktadéw wdrazania projektéw biotechno-

u-..-— “ Bio-Forum Vil

~Z orum

z Bivtectmotogy &Bwhbusmess

logicznych, ktére z pewnos$cig zostang z czasem pozyska-
ne. Obecnie naukowcy, ktérzy decyduja sie na zaktadanie
wiasnych firm, to ciggle jeszcze pionierzy w tym sposobie
dziatania. Decyzja o zatozeniu biotechnologicznego ,,start-
up" wymaga determinacji i odwagi do podjecia ryzyka. Na
szczeScie w Polsce znalezli sig juz naukowcy, ktérzy podjeli
to ryzyko. Wystarczy wspomnie¢ takie firmy jak Proteon
Pharmaceuticals z todzi, DNA Il Gdarsk, Lipopharm.pl
z Gdanska czy Biotrans z Wroctawia. Sg tez podejmowane
inne biotechnologiczne inicjatywy, ktére z pewnos$cia nie-
dtugo ujawnig sie na polskim rynku. Charakterystyczne jest
jednak to, ze naukowcy zaktadajacy firmy niechetnie rezy-
gnuja catkowicie z dziatalnosci naukowej na uczelniach (czy
to ze wzgledéw prestizowych, czy bezpieczeAstwa w razie
niepowodzenia wtasnego interesu, czy dostepu do pewnych
zrédet, osdb, sprzetu itp.).

Swojg szanse w biotechnologii zaczynajg dostrzegac
réwniez niektdre polskie firmy o uznanej pozycji rynkowej.
Spektakularnym przedsiewzieciem byto zatozenie przez
cztery znane polskie firmy farmaceutyczne (Polfarmex,
Celon Pharme, Biomed Krakéw, Genexo) firmy biotechno-
logicznej Mabion, przy udziale firm prowadzonych przez
pracownikow naukowych Uniwersytetu Jagiellonskiego
(BioCentrum) i Uniwersytetu Medycznego w todzi (Bio-
Tech Consulting).

Na pozytywne zmiany z pewnoscig ma i bedzie mie¢
coraz wiekszy wptyw polityka naukowa rzadu oraz inne
dziatania podejmowane w celu stymulowania naukowcow
do realizacji biotechnologicznych projektéw badawczo-roz-
wojowych i tworzenia na bazie tych projektéw firm biotech-
nologicznych. Zwiastunem tej nowej polityki jest Inicjatywa
Technologiczna, czy pojawiajace sie inne mozliwosci finan-
sowania tego rodzaju projektéw w ramach funduszy struk-
turalnych, grantéw celowych Ministerstwa Nauki i Szkol-
nictwa Wyzszego oraz programéw europejskich.

NAJWIEKSZE WYDARZENIE BIOTECHNOLOGICZNE

DLA KRAJOW EUROPY SRODKOWEJ

TARGI BIOTECHNOLOGII | BIOBIZNESU
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Nawigzania ciekawych kontaktéw z przedstawicielami sektora biogospodarki;

I

badawczo-wdrozeniowego;

Rozpoczecia kariery biznesowej na bazie wiedzy naukowej.
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Wiasnos¢ intelektualna w naukach przyrodniczych
Wyktad inaugurujacy obrady XLII Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego,

Szczecin, 18. 09. 2007 r.
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Stowa kluczowe: wtasnos¢ intelektualna, pa-
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cyklu od odkrycia naukowego, poprzez wynalazek, do produkcji zasadnicze miejsce
Wzajm ujg sprawy wiasnosci intelektualnej. W przypadku wdrozen warunkiem koniecz-
nym jestjednoznaczne zdefiniowanie statusu prawnego wtasnosci w odniesieniu do danego
wynalazku. Jedynie patent jednoznacznie okreéla stan prawny i kwestie wtasnosci. Pozy-
tywne jak i negatywne aspekty patentowania znajdujg swe odzwierciedlenie w biotechno-
logii taczacej wiele dziedzin przyrodniczych. W Polsce zagadnienia wtasnosci intelektualnej
regulowane sa mocg ustawy: ,Prawo wtasnosci przemystowej" z 30 czerwca 2000 r.; Dz. U. z
2003 r. nr 119, poz. 1117, z pézniejszymi zmianami. Ta regulacja prawna jest w petni skore-
lowana z dyrektywami Unii Europejskiej oraz Konwencje Monachijskg. W Polsce zdolnos¢
patentowa majg procesy i produkty. Jednakze procedury patentowania sg dtugie i kosztow-
ne. Nalezy podkresli¢, ze opatentowane wynalazki moga by¢ stosowane bez optat do celéw
dydaktycznych i czysto naukowych. Efektywne wykorzystanie patentu wymaga wspoétpracy
eksperymentatora - wynalazcy z rzecznikiem patentowym. Wspoétdziatanie to wymaga prze-
tamania wielu barier pojeciowych, nomenklaturowych, jak i wzajemnego zrozumienia.

WPROWADZENIE

Komercjalizacja nauki, a przede wszystkim dgzenie do samofinansowania
prac badawczych, zwiazana jest z zasadniczym wzrostem znaczenia zagadnien
legislacyjnych. W kontekscie komercjalizacji prac badawczych podstawowa role
odgrywaja kwestie praw wiasnosci intelektualnej, okreslane czesto skrétem IPR
(ang. intellectual property rights). Jednoczesnie czynnikiem warunkujagcym wdro-
zenie innowacyjnego rozwigzania naukowego do praktyki gospodarczej jest
zabezpieczenie wtasciwych uregulowan i norm prawnych - przede wszystkim
jest to jednoznaczne zdefiniowanie praw wiasnosci konkretnego wynalazku. W
konsekwencji wspotczesne srodowisko naukowe w naszym kraju musi zaakcep-
towaé fakt, ze oprécz badan podstawowych, dydaktyki i upowszechniania wie-
dzy w zakresie obowigzkow konieczne jest r6wniez przeprowadzanie wdrozen
oraz osigganie zyskow.

Istotnym etapem w drodze od odkrycia naukowego poprzez wynalazek do
jego wdrozenia i produkcji jest patent. Inwestycja zwigzana z wdrozeniem no-
wego wynalazku wymaga jednoznacznego okreslenia praw wiasnosci intelek-
tualnej. Niezaleznie od naszych osobistych ocen patentowanie w naukach przy-
rodniczych jest powszechng praktyka stosowang na $wiecie i nie mozna tego
ignorowaé. Intensywny rozwdéj nauki jest wynikiem efektywnej wspdipracy
przedstawicieli wielu réznych dziedzin: biochemii, biologii, chemii, genetyki,
nauk technicznych, rolnictwa, medycyny z farmacjg i wielu innych. Niezbedna
jest rbwniez wspotpraca naukowcéw przyrodnikéw z prawnikami, etykami i
rzecznikami patentowymi. Wspotdziatanie to wymaga poznania i zrozumienia
specyficznej terminologii prawniczej oraz wyjasnienia podstaw molekularnych i
technicznych, nowoczesnych rozwigzan z zakresu nauk przyrodniczych.

Polskie uregulowania w zakresie praw witasnosci intelektualnej zawarte sg w
ustawie ,,Prawo wtasnosci przemystowej" (w skrocie Pwp) (z 30 czerwca 2000 r.;
Dz. U. z 2003 r. nr 119, poz. 1117, z p6Zniejszymi zmianami). Ta norma prawna
jest zgodna z uregulowaniami Unii Europejskiej oraz Konwencjg Monachijska i
umozliwia uzyskanie ochrony patentowej zardwno na proces, jak i na produkt.
Podstawowym celem ochrony witasnosci intelektualnej jest ochrona praw wy-
tacznych twércy i zabezpieczenie mozliwosci osiggania korzysci materialnych z
dokonanych nowatorskich rozwigzan w znaczeniu ekonomicznym. Prawa wia-
snosci intelektualnej potocznie identyfikowane sg tylko z patentami, ale nazwa
ta oznacza takze znaki i wzory firmowe, tajemnice firmy, rejestracje roslin, jak
rowniez prawa autorskie. Nalezy podkres$li¢, ze korzystanie dla celéw badaw-
czych i dydaktycznych z wynalazkéw opatentowanych w sposdb wylgczajacy
komercjalizacje nie narusza patentu.
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DLACZEGO PATENTY?

Prawo patentowe umozliwia uzyskanie przez upraw-
nionego wytgcznosci na korzystanie z wynalazku w okre-
sie obowigzywania ochrony patentowej. W czasie trwania
ochrony patentowej uprawniony poza wytwarzaniem i
wprowadzaniem na rynek moze réwniez czerpa¢ zyski z
udzielenia licencji, sprzedazy patentu oraz wykorzystywac
patent w inny sposob, np. wnie$¢ go do spotki w formie apor-
tu lub wykorzysta¢ do ustanowienia zastawu. Natomiast w
przypadku naruszenia patentu przez osoby nieuprawnione
wiasdciciel i wynalazca moga domagac sie zaprzestania na-
ruszania jego prawa. Inng zaletg opatentowania i publikacji
wynalazku jest jego szerokie rozpowszechnienie na catym
$wiecie. Umozliwia to rozpropagowanie nie tylko samego
wynalazku, ale takze informacji o jego w#ascicielu, co moze
utatwia¢ nawigzanie wspotpracy z osobami zainteresowa-
nymi tym rozwigzaniem. Poniewaz opatentowany wyna-
lazek staje sie czeScig stanu techniki, powinien stanowié
przedmiot badan i punkt wyjscia do dokonywania kolej-
nych innowacyjnych rozwigzan.

Cele i zadania Swiata akademickiego sg zdefiniowane
poprzez wielowiekowa tradycje jako edukacja, nauka i upo-
wszechnianie. Jednakze wspotczednie zostat sformutowany
bardzo stanowczo nastepny cel - to jest zysk, ktérego osig-
gniecie mozliwe jest poprzez wdrozenia.

Dla naukowcow zasadnicze znaczenie majg patenty. Pra-
wa autorskie sg nader istotne i od dawna w peini honorowa-
ne w srodowisku naukowym, zaréwno przy publikacji prac
naukowych jak réwniez z tytutu przygotowania wyktadéw.
Znaki towarowe w mniejszym stopniu zwigzane sg z naszg
pracg. Natomiast tajemnica firmy (okreslana potocznie jako
know-how) jest w swej istocie sprzeczna z charakterem pracy
uczonego, ktéry zmierza do szerokiej popularyzacji efektéw
i wynikdw swej pracy. Patenty sg udzielane na wynalazki,
charakteryzujgce sie (w Polsce zgodnie z art. 10, art. 24 Pwp,
co pokrywa sig z § 2, art. 52.1 EPC): nowos$cig, poziomem
wynalazczym oraz przydatnoscig do przemystowego stoso-
wania. W odniesieniu do wynalazku biotechnologicznego,
przedmiotem zgtoszenia patentowego moze byé wytwor
sktadajacy sie z materiatu biologicznego, wytwor zawierajg-
cy materiat biologiczny lub sposéb wytwarzania, przetwa-
rzania i wykorzystywania.

Zabezpieczenie praw witasnosci intelektualnej umozliwia
uczciwg konkurencje, zysk i zwrot naktadéw zgtaszajagcym
itworcom. Patent w istniejgcym systemie prawnym zapew-
nia swemu wiascicielowi i) prawo wytacznego korzystania
z wynalazku w celach komercyjnych, w sposéb zarobkowy
lub zawodowy (na terytorium panstwa gdzie dokonano
optat licencyjnych); ii) okres ochronny, ktérego czas trwa-
nia wynosi 20 lat (w wiekszos$ci krajow); iii) zakres ochrony
- precyzyjnie okreslony w zastrzezeniach patentowych.

ZDOLNOSC PATENTOWA WYNALAZKOW

Typowe przyktady wynalazkéw w naukach biologicz-
nych charakteryzujgcych sie zdolnoScig patentowg to pro-
dukty, np. polipeptydy (enzymy, przeciwciata), kwasy
nukleinowe (startery, sekwencje kodujgce, wektory), mikro-
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organizmy, linie komdrkowe, zestawy (np. diagnostyczne),
kompozycje (np. leki, szczepionki); sposoby, np. metody
otrzymywania produktéw (biofermentacje, metody izola-
cji i oczyszczania), metody testowe i diagnostyczne in vitro,
metody laboratoryjne; zastosowania, np. nowe zastosowa-
nie znanego produktu, tzw. Il zastosowanie medyczne.

Sposoby wytwarzania roslin i zwierzat majg zdolnos¢
patentowa, jednakze z wytgczeniem nowych odmian i ras.
Podobnie w przypadku mikroorganizmoéw - one takze po-
siadajg zdolnos$¢ patentowa. Mozliwe jest zatem dokonanie
zgtoszenia patentowego dotyczacego grzybdw, wiruséw,
bakterii, kultur komérkowych i tkankowych. Réwnocze-
$nie, jezeli materiat biologiczny nie jest powszechnie do-
stepny oraz nie moze by¢ przedstawiony w opisie w taki
sposéb, aby umozliwié zastosowanie wynalazku - to nalezy
ztozy¢ depozyt mikroorganizmu we wilasciwej instytucji
depozytowej, najpdzniej w dniu zgtoszenia wynalazku w
Urzedzie Patentowym.

Dodatkowa forme ochrony bedacg przedtuzeniem ochro-
ny patentowej stanowi dodatkowe prawo ochronne (SPC,
ang. supplementary protection certificate). Dotyczy ono jednak
tylko farmaceutykow oraz srodkéw ochrony roslin, ktérych
komercjalizacja zwigzana jest z wyjatkowo dtugim i kosz-
townym okresem badan wstepnych, warunkujacych do-
puszczenie do obrotu rynkowego. To rozwigzanie prawne
umozliwia przedtuzenie monopolistycznej pozycji wyna-
lazcy o maksymalnie 5 lat dodanych do ochrony patento-
wej. Dodatkowe prawo ochronne daje wieksze szanse na
zwrot poniesionych naktadéw na badania, proces wdroze-
nia, ocene biobezpieczenstwa i godziwy zysk. Inwestycje w
nowe leki stanowig szczeg6lng warto$¢ dla spoteczenstwa,
a jednoczesnie, jak juz wspomniano, sg szczeg0lnie kosz-
towne, ale takze nalezy pamietaé, ze zyski producentow
innowacyjnych preparatow farmaceutycznych sg wyjatko-
wo duze. Prowadzi to do rywalizacji producentéw lekow
oryginalnych z przemystem generycznym.

Leki markowe i leki generyczne whrew potocznej opinii
nie sg tozsame, sg podobne, ale nie sg identyczne. Wpro-
wadzony zostat termin ,biosimilar”, a zatem ,biologicznie
podobny". Wyjasnienie tej kwestii zawarte jest w definicji
leku generycznego, ktéry charakteryzowany jest poprzez
zasadnicze podobienstwo (ang. essential similarity) z lekiem
oryginalnym. Polega ono na tym, ze mamy ten sam zwigzek
chemiczny, stosujemy taka samg forme podania (doustna,
iniekcyjna itd.) i te samg dawke. Podstawowg jednak kwe-
stig sa odpowiedzi na pytania: Czy lek charakteryzuje row-
niez taka sama biodostepno$¢? Czy wptyw na ludzki orga-
nizm jest identyczny? Jakie sg uwarunkowania?

Podkresli¢ z catym naciskiem nalezy, ze nie majg zdol-
nosci patentowej idee, pomysty, prawa przyrody oraz wy-
nalazki, ktdrych wykorzystanie mogtoby by¢ sprzeczne z
porzadkiem publicznym lub dobrymi obyczajami, jak spo-
soby klonowania ludzi, procesy modyfikacji tozsamosci ge-
netycznej linii zarodkowej cztowieka, stosowanie embrio-
néw ludzkich dla celéw przemystowych lub handlowych,
sposoby modyfikacji genetycznej zwierzat powodujace ich
cierpienia, bez istotnej korzysci medycznej dla cztowie-
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ka lub zwierzecia. Zdolnosci patentowej nie maja réwniez
otrzymane w ten sposob zwierzeta.

NIEKOMERCYJNE KORZYSTANIE Z PATENTOW

Jednym z najczesciej formutowanych biednych zarzu-
téw jest stwierdzenie, ze patenty to tajemnica, blokowanie
postepu i ograniczenie podstawowych prac naukowych.
Specyficzng ,,ceng" za uzyskanie wytaczno$ci praw przez
zgtaszajacego jest ujawnienie jego rozwigzania. Kazdy opa-
tentowany wynalazek jest opisany w literaturze w sposéb
umozliwiajacy jego odtworzenie. Te informacje sg ogolnie
dostepne. W zwiazku z tym literatura dotyczgca patentu
jest powszechnie znana zainteresowanym. Mamy zatem
do czynienia ze stymulacjg wymiany informacji naukowej i
technicznej, a nie z ograniczeniem dostepu do niej. Kwestig
kolejng jest to, ze nie tylko literatura, ale takze opisane wy-
nalazki sg dostepne dla wszystkich, bez wnoszenia optat,
w czystych celach naukowych i dydaktycznych. Oczywi-
Scie, jezeli prowadzone badania podstawowe, w ktérych
wykorzystywane sg preparaty, procedury, metody czy tez
techniki zawarte w opatentowanych wynalazkach zaowo-
cujg komercjalizacjg (czy tez kolejnym zgtoszeniem paten-
towym) - to konieczne jest uzyskanie licencji od wiasciciela
wykorzystywanego patentu i poniesienie stosownych optat.
W prawie whasnoS$ci przemystowej zaktada sie takze mozli-
wos$¢ niekomercyjnego zastosowania patentéw. Zgodnie z
art. 69.1. Pwp nie narusza sie patentu przyktadowo przez:
1) korzystanie z wynalazku dotyczgcego $srodkéw komu-
nikacji i ich czesci lub urzadzen, ktére znajdujg sie na ob-
szarze RP czasowo, a takze przedmiotow, ktdre znajduja sie
na tym obszarze w komunikacji tranzytowej; 2) korzysta-
nie z wynalazku dla celow panstwowych, w niezbednym
wymiarze, bez prawa wytgcznosci, jezeli jest to konieczne
do zapobiezenia lub usuniecia stanu zagrozenia waznych
intereséw Panstwa, w szczeg6lnosci w zakresie bezpieczen-
stwa i porzadku publicznego; 3) stosowanie wynalazkow
do celow badawczych i doSwiadczalnych, dla dokonania
jego oceny, analizy albo nauczania; 4) korzystanie z wy-
nalazku, w niezbednym zakresie, dla wykonania czynnosci,
jakie na podstawie przepisOw prawa sg wymagane dla uzy-
skania rejestracji badZ zezwolenia, stanowigcych warunek
dopuszczenia do obrotu niektérych wytworéw ze wzgledu
na ich przeznaczenie, w szczeg6lnosci srodkow farmaceu-
tycznych; 5) wykonanie leku w aptece na podstawie indy-
widualnej recepty lekarskiej; 6) osobie, ktorej wynalazek
jest wykorzystywany do celéw panstwowych przystuguje
prawo do wynagrodzenia ze $rodkéw budzetu Panfstwa,
w wysokosci odpowiadajacej wartosci rynkowej licencji; 7)
uzyskanie rejestracji badz zezwolenia, o ktérych mowa w
ust. 1 pkt 4, nie wptywa na odpowiedzialno$¢ cywilng za
wprowadzenie wyrobéw do obrotu bez zgody uprawnio-
nego, jezeli taka zgoda jest potrzebna.

URZAD PATENTOWY | RZECZNICY PATENTOWI

Zgtoszenie patentowe w przypadku osoby prawnej
wymaga posrednictwa i pomocy rzecznika patentowego.
Natomiast osoba fizyczna moze dokona¢ zgtoszenia sa-
modzielnie. Podstawowe zadanie rzecznika patentowego
to dokonanie analizy patentowych baz danych i zbadanie
istniejgcego stanu techniki aby sprawdzi¢ i oceni¢ czy dane
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rozwigzanie jest nowe i cechuje sie odpowiednim pozio-
mem wynalazczym, tak aby speiniato zatozone kryteria i
miato szanse na uzyskanie ochrony patentowej. Dalszym
etapem jest opracowanie zgtoszenia patentowego zgodnie
ze specyficznym ,schematem” i ,jezykiem" wymaganym
przez urzad patentowy. Praca rzecznika patentowego ma
szczegOlnie istotne znaczenie witasnie ze wzgledu na po-
stepowanie przed urzedami patentowymi poszczeg6lnych
panstw oraz przed Europejskim Urzedem Patentowym. Po-
zwala unikng¢ wielu niejasnosci i nieporozumien zwigza-
nych ze specyfika procedur.

Ze wzgledéw zupeinie oczywistych podstawowe zna-
czenie majg dwa pozornie proste pytania: po pierwsze ile
to kosztuje, a po drugie ile ,,na patencie" mozna zarobic.
Drugie pytanie prowadzi do prostej odpowiedzi: dopdki
kto$ nie kupi naszego patentu - to wynalazca ma tylko wy-
datki. Natomiast cena sprzedazy (patentu w catosci czy tez
licencji czastkowej) jest kwestig catkowicie umowng. Przy
wszelkich dziataniach dotyczacych zakupu - sprzedazy
praw do patentu czy tez np. licencji, z pewnoscig zasadna
jest pomoc rzecznika patentowego oraz radcy prawnego.
Kolejnym powaznym zagadnieniem jest kwestia podzia-
tu zyskéw bowiem jest to sprawa umowna. W przypadku
placéwek takich jak uniwersytety czesto sugeruje sie model
»1/3" lub ,,50:25:25", co oznacza przyktadowo 50% zyskow
dla wynalazcy - autora, a po 25% dla laboratorium (na roz-
woj pracowni) oraz placowki macierzystej, ktora finansuje
catos¢ prac i zapewnia zaplecze logistyczne. Bardzo czesty
jest rowniez odwrotny stosunek zyskow dla poszczegdl-
nych stron.

Natomiast koszty zgtoszenia patentowego sg bardzo
zréznicowane. Procedura i koszty zgtoszenia krajowego
obejmujace badanie stanu techniki, honorarium rzecznika,
zgtoszenie i optaty urzedowe, miesci sie w przedziale 5000-
10 000 z+. Natomiast optaty za utrzymywanie ochrony (po
uzyskaniu patentu) - to kwota ok. 10 000 z4/20 lat. Optaty
przy wejsciu w faze miedzynarodowa w trybie PCT (ang.
Patent Cooperation Treaty, Uktad o Wspdtpracy Patentowej)
obejmujace badanie stanu techniki, honorarium rzecznika,
zgtoszenie i optaty urzedowe, uzaleznione sg oczywiscie
od liczby krajéw, niezbednych ttumaczen (liczby jezykow
ttumaczenia oraz objeto$ci maszynopisu) oraz okresu pono-
szonych optat. W przypadku 8 painstw Unii Europejskiej jest
to kwota rzedu 50 000 euro na 10 lat. Zrozumiate, podane
koszty majg jedynie charakter bardzo orientacyjny.

W 2005 r. w UP RP dokonano 2028 polskich zgtoszen pa-
tentowych. W tym samym roku dokonano w Polsce 4565
zgtoszen miedzynarodowych, z zagranicy do Polski. Nato-
miast w 2003 r. polscy wynalazcy uzyskali 160 patentéw w
Europejskim Urzedzie Patentowym (przy liczbie 62 000 pa-
tentéw przyznanych wynalazcom z innych krajow UE).

WNIOSKI

Niewatpliwie system wiasnosci przemystowej jest wyso-
ce niedoskonaty i budzi wiele uzasadnionych obiekcji. Jed-
nakze nie mamy innej alternatywy anizeli zaakceptowanie
istniejagcego stanu i korzystania z niego. Podsumowujac,
mozna sformutowac kilka zasadniczych kwestii. W przy-

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

padku komercjalizacji nauki: konieczne jest wykorzystanie
praw wiasnosci przemystowej dla stymulacji rozwoju nauki
i przemystu. Nalezy uSwiadamiac, ze patenty sg Zrddiem
informacji naukowej, a nie (jak czesto sie moéwi potocznie)
forma ukrywania wiedzy. Niezaleznie od faktu publikacji
zgtoszenia patentowego po dokonaniu zgtoszenia zasadna
i stuszna jest publikacja pracy naukowej. Pomimo ze kosz-
ty patentowania miedzynarodowego s bardzo wysokie to
istniejg obecnie programy wspierajace polskie rozwigzania
naukowe i mozliwo$¢ dofinansowania z resortu nauki. Na-
lezy tez pamieta¢ o tym, ze zgtoszenie patentowe w trybie
europejskim miedzynarodowym daje realng mozliwosé
znalezienia juz w trakcie zgtoszenia nabywcy patentu badz
licencjobiorcy i pozyskania strategicznego partnera w dal-
szych etapach komercjalizacji. Wspo6tpraca pomiedzy uczo-
nymi a rzecznikami patentowymi i ludzmi biznesu jest
koniecznosciag, aczkolwiek wymaga pokonania wielu ba-
rier. Jednakze szanowanie i korzystanie z praw witasnosci
intelektualnej jest koniecznoscia.

Intellectual property in natural sciences

Tomasz TwardowskKi
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ABSTRACT:

The way from scientific finding through invention to production line and finally to the consumentis long and expensive and patentshould be
taken into account. This is evident because the investment connected with the new application needs clear definition of intellectual property
rights. Independently what we personally think about patenting in nature sciences - this is acommon practice around the world. The positive
and negative parameters of patenting are focus on biotechnology. The development of biotechnology is a cumulative effect of co-operation
of several disciplines: biology, biochemistry, chemistry, engineering, genetics, medicines and pharmacy and many more. Between not cited
here is law and consequently the needs of cooperation between researchers and lawyers. There are several barriers in this co-operation, for
example: nomenclature as well as the way of thinking. These borders could be pass only with intercommunication and cross-understanding.
The dialog and transfer of knowledge is a must for understanding the nomenclature, terminology of nature by lawyers and by researchers in
case of law.

Polish legislation concerning intellectually rights is regulated by the law ,,Prawo wtasnosci przemystowej" (30 June, 2000; Dz. U. 2003, Nr 119,
pos. 1117, with later amendments). This legislation is related to European Union directives and Munich Convention. Accordingly patenting of
product and process is possible in Poland. However, the procedure is time and money consuming, particularly in the case of patent submis-
sion in several countries. Amendment of the Polish law to biotechnology made possible patenting of living organism and their parts. It is
worth to stress that patented inventions can be used free of charge for research and teaching.
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porno$¢ grzybow patogennych na naturalne oraz syntetyczne chemoterapeutyki staje
Osie coraz wiekszym wyzwaniem wspo6iczesnej terapii. W klinikach pojawiaja sie z na-
rastajgca czestotliwoscig patogenne drozdzaki i grzyby filamentujace, oporne na wigkszo$é
stosowanych lekéw. Sposrod wielu typow opornoéci grzyb6éw najgrozniejszym wydaje sie
oporno$¢ wielolekowa. Wér6d mechanizmoéw, ktére lezag u podstaw tej opornosci, za naj-
wazniejszy nalezy uzna¢ nadprodukcje btonowych biatek transportujacych ksenobiotyki
(w tym leki), ktérych dziatanie powoduje eliminacje czasteczek leku z komdrek bedacych
celem chemoterapii. W komaérkach grzybéw wykazano obecno$¢ transporterdéw ksenobioty-
kow typu ABC i MFS. Sposréd wielu strategii pokonywania opornosci wielolekowej pato-
genéw grzybowych jedng z wazniejszych jest stosowanie zwigzkéw chemicznych, ktérych
podawanie w kombinacji z chemoterapeutykami przywraca wrazliwo$¢ komérek opornych
na dziatanie leku. Zwigzki te dziataja na zasadzie kompetycji substratowej, wptywu na fizy-
kochemiczne wtasciwosci fazy lipidowej btony komérkowej lub tez jako modulatory aktyw-
nosci transporteréw wielolekowych. W niniejszym artykule omoéwiono obecny stan wiedzy
natemat biatek warunkujacych oporno$é wielolekowg komérek grzybowych oraz sposobdéw
jej pokonywania za pomoca interwencji farmakologicznej.

WPROWADZENIE

W ostatnich dwoch dekadach znacznie zwiekszyta sie czestos¢ pojawiania sie
zakazen grzybiczych. Przewaznie sg to grzybice powierzchniowe, np. jamy ust-
nej, ale coraz czesciej obserwuje sie postaci inwazyjne powiagzane z zakazeniem
narzadow wewnetrznych: przewodu pokarmowego, ptuc, watroby, Sledziony,
gatki ocznej oraz mézgu [1,2]. Sytuacja ta, paradoksalnie, jest w znacznym stop-
niu spowodowana rozwojem wspotczesnej medycyny, coraz wiekszg liczbg pa-
cjentow poddawanych intensywnemu leczeniu cytostatykami, radioterapii, le-
czeniu immunosupresyjnemu oraz skutecznemu leczeniu zakazen bakteryjnych
przez stosowanie antybiotykéw o szerokim spektrum dziatania [3,4], Podgrupa

atyczna
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Rycina 1. Przyktadowe mechanizmy opornosci drobnoustrojéw na chemoterapeutyki.
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chorych o szczeg6lnie duzym zagrozeniu powikianiami
w postaci inwazyjnych zakazen grzybiczych sag pacjenci
po transplantacji szpiku kostnego [3], Ponadto zagrozeni
sa chorzy poddawani przeszczepom narzadow i przewle-
ktej immunosupresji, chorzy na AIDS oraz przedwczes$nie
urodzone niemowleta [1], Przyczyng infekcji sa najczesciej
grzyby z rodzaju Candida (okoto 50 % przypadkow) i Asper-
gillus (okoto 29 % przypadkdéw) [1,5]. Coraz czeSciej z orga-
nizméw pacjentéow izoluje sie szczepy oporne na leczenie
wiekszoscig dostepnych chemoterapeutyk6w przeciwgrzy-
bowych. Szczepy te charakteryzujg sie nie tylko opornoscia
nabytg podczas leczenia, lecz co niepokojace, takze oporno-
$cig na leki, ktérymi pacjenci traktowani sg po raz pierw-
szy.

Drobnoustroje, w tym takze grzyby patogenne dla czto-
wieka, wyksztatcity wiele mechanizméw opornosci gwaran-
tujgcych im przezycie w obecnosci toksycznej dla nich sub-
stancji. Niektore z nich przedstawiono na Ryc. 1. Opornos¢
moze by¢ wynikiem wytworzenia badz bariery przepusz-
czalnos$ci uniemozliwiajgcej lekowi dostanie sie do wnetrza
komarki i osiggniecie celu, badz inaktywacji zwigzku w
wyniku dziatania specyficznych enzymoéw lub przez jego
zwigzanie ze strukturami komorkowymi, bagdZz wzmozonej
syntezie celu molekularnego lub jego modyfikacji w rezul-
tacie mutacji, czy tez wytworzenia zastepczych drég me-
tabolicznych. Oprécz wymienionych mechanizmdéw, ktére
warunkuja tzw. opornos$¢ specyficznag, w populacji patogen-
nych drobnoustrojow pojawiajg sie coraz czesciej mechani-
zmy opornosci plejotropowej lub inaczej wielolekowej, wa-
runkowane nadprodukcjg biatek btonowych znanych pod
zbiorczg nazwg transporterow lub pomp wietolekowych.
Biatka te bardzo skutecznie transportujg poza komérke sze-
roka game strukturalnie i funkcjonalnie niepowigzanych ze
sobg zwigzkéw chemicznych o charakterze ksenobiotykow,
w tym takze chemoterapeutykdéw przeciwgrzybowych. Sze-
rokie spektrum substratowe transporterow wietolekowych
jest wyttumaczeniem obserwowanego zjawiska oporno-
Sci wielolekowej (MDR, ang. multi-drug resistance). Obec-
nos$¢ transporterow wietolekowych jest jedng z gtdéwnych
przyczyn niepowodzen w chemoterapii choréb nowotwo-
rowych, jednakze zjawisko to dotyczy w coraz wiekszym
stopniu takze choréb zakaznych wywotywanych przez pa-
togenne drobnoustroje, w tym grzybic uktadowych.

TRANSPORTERY WIELOLEKOWE GRZYBOW

Biatka transportowe, odpowiedzialne za zalezny od zu-
zycia energii transport ksenobiotykéw z cytoplazmy na
zewnatrz komdrki sa obecne we wszystkich organizmach
zywych, zaréwno prokariotycznych, jak i eukariotycznych.
Mimo iz wystepuja u tak réznych organizmdw, posiadaja
wiele cech wspdlnych pod wzgledem strukturalnym i funk-
cjonalnym. Transportery tego rodzaju zlokalizowane sg w
btonie plazmatycznej, w mitochondriach, peroksysomach
i na terenie cytoplazmy. Bioragc pod uwage rodzaj energii
wykorzystywanej do przenoszenia substancji, a takze pew-
ne cechy strukturalne wyréznia sie dwa gtéwne rodzaje
tych biatek. Pierwszy z nich stanowig transportery I-rze-
dowe, wykorzystujgce energie z hydrolizy ATP, nalezace
do rodziny biatek ABC (ang. ATP binding cassette). Drugi
rodzaj stanowig transportery Il-rzedowe, czerpigce energie
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z gradientu stezen protonéw wystepujacego w poprzek bo-
ny biologicznej. Zalicza sie do niej biatka MFS (ang. major
facilitator superfamily), RND (ang. resistance-nodulation-cell
division), SMR (ang. small MDR superfamily) i nieco mniej
powszechne biatka MATE (ang. multidrug and toxic compo-
und extrusion). O ile w przypadku komorek bakteryjnych
dominujg transportery wielolekowe typu MFS, aw komor-
kach nowotworowych zdecydowanie przewazajg pom-
py wielolekowe typu ABC, to w komdrkach patogennych
grzybdéw stwierdza sie obecno$¢ transporterow nalezacych
do obu klas [6-8], Transportery te mogg w komorce pehnic
rézne funkcje, np. kanatéw jonowych, przenos$nikowych
pomp stuzacych do pobierania oraz usuwania z komorek
substancji odzywczych lub hydrofobowych lekéw, a takze
uczestniczg w translokacji fosfolipidow w poprzek btony
plazmatycznej lub w regulacji wewngtrzkomérkowego pH.
Poniewaz sa one zdolne do usuwania z komorki zaréwno
endogennych metabolitéw, jak i szkodliwych ksenobioty-
kéw przypuszcza sie, ze ich gtowng funkcjg jest udziat w
procesach detoksykacji [9,10].

MECHANIZMY DZIALANIA
TRANSPORTEROW WIELOLEKOWYCH

Proponowane sg trzy modele dziatania transporterow
wietolekowych (Ryc. 2). Zgodnie z pierwszym z nich kse-
nobiotyki sg wyrzucane z cytoplazmy na zewnatrz komaérki
poprzez por fazy wodnej (model poru wodnego, ang. aqu-
eous pore model). W mys$l drugiej hipotezy pompy wielole-
kowe dziatajg jak flipazy, transportujgc chemoterapeutyki z
wewnetrznego do zewnetrznego listka btony komérkowej,
zanim czasteczki leku zdgzg przeniknag¢ do cytoplazmy
(ang.flippase model). Trzecia hipoteza zaktada, ze transpor-
tery sg ,molekularnymi odkurzaczami" - wysysaja hydro-
fobowe czgsteczki chemoterapeutyku z cytoplazmatycznej
warstwy btony i aktywnie transportujg je na zewnatrz ko-
morki (ang. hydrophobic vacuum cleaner model) [9],

Istniejag dane doSwiadczalne potwierdzajgce prawdzi-
wos¢ kazdej z tych hipotez. Wykazano m.in., ze wiazanie
i transport hydrofilowych substratow pomp, takich jak
aminoglikozydy zachodzi bezposrednio z cytoplazmy [11].
Przypuszcza sie, ze dla wiekszosci chemoterapeutykow
przeciwgrzybowych, ktérych czasteczki majg charakter sto-
sunkowo hydrofobowy, najbardziej prawdopodobny jest
wychwyt czgsteczek przez pompy z btony komérkowej, za-
nim nastgpi ich uwolnienie do wnetrza komorki. Czasteczki
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Rycina 2. Prawdopodobne mechanizmy dziatania transporteréw wietolekowych.
A - por wodny, B - flipaza, C - odkurzacz molekularny. Szczeg6towy opis w
tekscie.
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leku, ktére przedostang sie do cytoplazmy, ale nie zwiaza
sie ze strukturami wewnatrzkomaérkowymi, wigzg sie zwe-
wnetrzng warstwg btony cytoplazmatycznej i zostajg pod-
dane aktywnemu transportowi pomp wielolekowych [11].
Taki sposdb dziatania jest zatem kombinacjg modelu flipazy
i molekularnego odkurzacza.

TRANSPORTERY WIELOLEKOWE TYPU ABC

Biatka ABC zbudowane sg przewaznie z czterech domen
strukturalnych, ktérych organizacja przestrzenna rozni sie
w obrebie rodziny. Dwie domeny zawierajace kilka seg-
mentéw zakotwiczone sg w btonie - TMD, i TMD,, (ang.
transmembrane spanning domain), a dwie domeny wigzace
nukleotydy NBO, i NBD2 (ang. nucleotide binding domain)
pozostajg w cytoplazmie (Ryc. 3). Domeny NBD zawiera-
ja fragmenty Walker A (G-X4G-K-S/T) i Walker B (reszta
hydrofobowa4D) oraz tak zwany ,,motyw C" zgodnej se-
kwencji lub ,,motyw ABC" (L/V-SGG-X3R-reszta hydrofo-
bowa-X-reszta hydrofobowa-A), poprzedzajacy fragment
Walker B [12]. Sekwencje Walker A i B odpowiedzialne
sg za hydrolize ATP, dostarczajaca energie niezbedng do
transportu [13].

Na podstawie podobienstw sekwencji, biatka ABC po-
chodzace z Saccharomyces cereoisiae podzielono na szes$c
podrodzin, PDR (ang. pleiotropic drug resistance), MDR (ang.
multidrug resistance), MRP/CFTR (ang. multidrug resistance
associated protein/ cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator), RL1 (ang. RNase L Inhibitor 1), YEF3 (ang. yeast
elongationfactor 3) oraz ALDP (ang. adrenoleukodystrophy pro-

tein) [7].

Biatka nalezgce do podrodziny PDR odgrywajg role w po-
wstawaniu opornosci na leki przeciwgrzybowe i stanowig
grupe jednych z najlepiej poznanych transporteréw ABC z
Saccharomyces cereoisiae. Przedstawiciele podrodziny MRP/
CFTR przyczyniajg sie do powstawania opornosci na che-
moterapeutyki oraz nieorganiczne jony. Biatka podrodzin
RL1 i YEF3 nie posiadajg domen TMD (topologia (NBD),,)
i sg prawdopodobnie niezdolne do transportu substancji.
Wszystko wskazuje, ze przedstawiciele podrodziny ALDP,
o topologii TMS(-NBD, uczestniczg w procesach utleniania
dtugotancuchowych kwaséw ttuszczowych [13,14],

Sposréd transporteré6w wielolekowych typu ABC wy-
stepujacych w komorkach grzybéw, stosunkowo najlepiej
poznanymi sg biatka wystepujace w komérkach drozdzy.
Wsrod zidentyfikowanych do tej pory pomp ABC z S. ce-
revisiae, tylko kilka biatek nalezacych do podrodziny PDR
transportuje leki poza komérke. Pdr5p, pierwsze biatko
transportowe zidentyfikowane u S. cereoisiae, jest szczego6l-
nie interesujace ze wzgledu na podobienstwo sekwencji z
ludzkim biatkiem Mdrlp [13]. Co ciekawe, topologia biatka
Pdr5p, (NBD-TMS62 stanowi lustrzane odbicie struktury
biatka Mdrlp. Znaczenie inwersji domen pomiedzy tymi
bliskimi homologami transporteréw lekowych nie jest zna-
ne. Spektrum substratowe biatka Pdr5p obejmuje miedzy
innymi leki przeciwgrzybowe, herbicydy, fungicydy, leki
przeciwnowotworowe oraz ludzkie hormony steroidowe,
takie jak p-estradiol i kortykosterol [15].
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Rycina 3. Biatko transportowe typu ABC. Szczeg6towy opis w tekscie.

Mutageneza kilku reszt aminokwasowych Pdr5p w rejo-
nach NBD o sekwencji zachowanej w ewolucji czyli trans-
btonowym segmencie TM10 oraz petli 6 lezacej pomiedzy
segmentami TM11 i TM12, doprowadzita do drastycznych
zmian w specyficznos$ci substratowej tego biatka [16]. Na tej
podstawie mozna przypuszczac, ze rejony te uczestniczg w
wigzaniu substratow do transportera Pdr5p.

Kolejny przedstawiciel podrodziny PDR ibliski homolog
Pdr5p, biatko Sng2p, jest gtdbwng przyczyng powstawania
opornosci na mutagen N-tlenek 4-nitrochinoliny (NQO).
Biatko Pdrl2p, pomimo 37 % identycznosci z Pdr5p iSnq2p,
nie przyczynia sie do opornos$ci ani na NQO, substrat spe-
cyficzny dla Snqg2p, ani na cykloheximid, substrat charakte-
rystyczny dla Pdr5p. Substratami Pdrl2p sa natomiast stabe
kwasy organiczne, takie jak: sorbiniany, benzoesany, octany
i propioniany, czesto stosowane jako konserwanty zywno-
$ci [13,17],

Transportery Yorlp i Ycflp, nalezagce do podrodziny
MRP/CFTR, przyczyniajg sie do powstawania opornosci
odpowiednio na oligomycyne oraz kadm [13]. Biatko Ycflp
zlokalizowane jest w btonie wakuolarnej i uczestniczy w
procesach detoksykacji, dziatajac jako transporter koniuga-
téw glutationu. Biatko Yrslp transportuje natomiast orga-
niczne aniony zawierajgce w swej strukturze grupy karbok-
sylowe [13].

W przeciwienstwie do S. cereoisiae, pompy innych szcze-
péw Saccharomyces sg stabo poznane. Cze$ciowo scharak-
teryzowane zostaty dwa transportery lekéw pochodzace z
Schizosaccharomyces pombe, bfrl+i pmdl+ Podczas gdy bfri+
odpowiada za oporno$¢ na takie zwigzki jak brefeldyna A,
cerulenina i cytochalazyna B, pmdl+jest odpowiedzialny za
powstawanie opornosci miedzy innymi na leptomycyne B.
Inne biatko, hmtl+ jest jednym z czynnikéw przyczyniaja-
cych sie do tolerancji grzybéw na obecno$é metali ciezkich,
wynikajacej z usuwania metali do wnetrza wakuoli w po-
staci kompleksow z fitochelatynami [18].

Pierwszg pompg typu ABC scharakteryzowang w pato-
gennych szczepach grzybdw byto biatko Cdrlp z Candida
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albiccms o spektrum substratowym obejmujgcym m.in. cy-
kloheximid oraz syntetyczne chemoterapeutyki przeciw-
grzybowe, takie jak flukonazol, ketokonazol i itrakonazol
[19]. Gen CDR1 koduje biatko zbudowane z 1501 reszt ami-
nokwasowych, o topologii podobnej do Pdr5p oraz Sng2p z
S. cerevisiae [19]. Pomimo wielu strukturalnych i funkcjonal-
nych podobienstw pomiedzy Cdrlp iPdr5p, istniejg miedzy
nimi takze widoczne réznice. Przyktadowo obecnosé¢ genu
CDR1 zmniejsza wrazliwo$¢ komorek na oligomycyne, na-
tomiast ani amplifikacja, ani rozbicie genu PDR5 nie zmie-
nia wrazliwosci komorek grzybéw na ten zwiazek [19].

W celu uzyskania informacji na temat wigzania i trans-
portu substratébw wykonano badanie polegajace na delecji
79 reszt aminokwasowych z C-konca biatka Cdrlp (obejmu-
jacych segment TM12). Ingerencja ta nie powodowata catko-
witej utraty zdolnosci do wyrzutu zwigzkéw cytotoksycz-
nych [20], Natomiast synteza skréconego biatka w komor-
kach Saccharomyces cerevisiae skutkowata zmiang wrazliwo-
$ci na leki takie jak cykloheximid, anisomycyna i nystatyna.
Niezmieniona pozostawata oporno$s¢ komdrek na o-fenan-
troline, NQO, cerulenin, azole, oligomycyne, erytromycyne,
chloramfenikol i benomyl. Mozna wiec domniemywacg, ze
miejsca wigzania pewnych lekéw w Cdrlp moga znajdo-
wac sie whasnie w obrebie segmentu TM12. W przypadku
skroconego transportera Cdrlp zaobserwowano réwniez,
ze niezmienione pozostaty funkcje hydrolizy nukleotydow
oraz lokalizacja pomp w btonie komdrkowej [20].

Zdolno$¢ Cdrlp do transportu steroidéw, takich jak (3
estradiol i kortykosterol sugeruje, ze ludzkie hormony ste-
roidowe moga réwniez by¢ substratami transporteréw wie-
lolekowych [21,22], Wykazano jednak, ze progesteron indu-
kujacy nadekspresje genu CDR1, nie jest transportowany
przez Cdrlp [22], Niektdre leki usuwane z komdrek przez
Cdrlp, na przyktad cykloheximid, chloramfenikol, flukona-
zol i o-fenantrolina, redukujg wyrzut p-estradiolu i kortyko-
sterolu prawdopodobnie w wyniku kompetycji, co sugeruje
naktadanie sie miejsc wigzania steroidéw i lekow [22],

Skoro pompy wystepujace w organizmach grzybow po-
siadajg zdolno$¢ do transportu hormonéw steroidowych
cztowieka, jest wielce prawdopodobne, ze ich substratem
moze by¢ takze ergosterol, wystepujacy w organizmach
grzybow analog cholesterolu cztowieka. A to z kolei suge-
ruje prawdopodobng role pomp transportujagcych leki w
utrzymaniu homeostazy sterolowej w komaérkach grzybow
[23].

Warto wspomnieé¢ takze o ré6znicach pomiedzy homolo-
gami Cdrlp pochodzacymi z Candida albicans. Biatko Cdr2p,
identyczne z Cdrlp w 84 %, charakteryzuje sie odmiennym
spektrum substratowym [24], Nadekspresja lub delecja
CDR3 i CDR4, genéw kodujgcych homologi Cdrlp i Cdr2p,
nie wptywa na wrazliwo$¢ komorek grzybéw na leki [25],
Produkty genéw CDR1 i CDR3 posiadajg taka samg topo-
logie (NBD-TMSH),, jedyng widoczng réznica zdaje sie by¢
struktura regionu C-konicowego - biatko Cdr3p posiada
wydtuzong petle, tgczacg transbtonowe segmenty TM11 i
TM12. Dodatkowo analiza C-koncowego fragmentu pompy
Cdr3p ukazuje sekwencje 21 reszt aminokwasowych, ktorej
brak w przypadku biatka Cdrlp. Biorgc pod uwage fakt, ze
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fragment C-koncowy transportero6w odpowiada za wigza-
nie lekdw, wymienione réznice mogg ttumaczy¢ odmienng
specyficzno$é substratowg pomp [20,26],

Nadekspresja gendéw kodujacych transportery Cdrlp i/
lub Cdr2p moze paradoksalnie spowodowaé zwiekszenie
wrazliwosci komdrek grzyb6w na niektore zwigzki przeciw-
grzybowe. Zjawisko takie stwierdzono w przypadku dzia-
fania zwigzku FK520 na komdrki C. albicans z nadekspresja
CDR1 [24], lipopeptydowego chemoterapeutyku przeciw-
grzybowego, mikafunginy, na komérki tego samego droz-
dzaka z nadekspresja genu CDR2 [27] oraz syntetycznych
oligopeptydéw zawierajgcych w swojej strukturze amino-
kwasowe inhibitory syntazy glukozamino-6-fosforanu na
komarki C. albicans, nadprodukujgce Cdrlp lub Cdr2p [28],

Z punktu widzenia leczenia zakazen wywotanych przez
patogeniczne grzyby oporne na konkretny lek, istotna jest
ich wrazliwo$¢ na pozostale chemoterapeutyki przeciw-
grzybowe. Do nowej klasy zwigzkéw z grupy echinokan-
dyn nalezy kaspofungina, ktéra wybiérczo hamuje synteze
B-(1-3)-D-glukanu, uszkadzajagc w ten sposéb integralnosé
Sciany komorkowej grzybow. W wyniku niestabilnosci
osmotycznej dochodzi do rozpadu komorki [29], Poczatko-
we badania wptywu kaspofunginy na szczepy Candida al-
bicans oporne na flukonazol w wyniku nadekspresji pomp
CDR i MDR1 nie daty jednoznacznych rezultatow [30], Z
doswiadczen przeprowadzonych na szczepach Saccharomy-
ces cerevisiae z nadekspresjg CDR1 i CDR2 wynika, ze biatka
Cdr2p oraz, w mniejszym stopniu, Cdrlp przyczyniajg sie
do wyksztatcania opornosci komoérek grzybowych na ten
zwigzek [31]. Inni badacze stwierdzili [27], ze nadprodukcja
biatka Cdr2p powoduje jedynie staby spadek wrazliwosci
komérek Candida albicans na kaspofungine, natomiast za-
obserwowano wysoki wzrost wrazliwosci na mikafungine,
inny zwigzek z grupy echinokandyn.

Dziatanie antybiotyku polienowego powszechnie stoso-
wanego w terapii grzybic, amfoterycyny B (AmB) oraz jej
dwdch poisyntetycznych pochodnych AMA (amid 3-di-
metyloaminopropylowy AmB) i MFAME (ester metylowy
N-metylo-N-D-fruktopyranozylo AmB) przetestowano pod
katem aktywnos$ci wobec komorek Saccharomyces cerevisiae
ADCDR2 i ADCaMDRI nadprodukujgcych biatka Cdr2p i
CaMdrlp [32]. Wykazano, ze obecnos$¢ pomp (typu ABC lub
MFS) nie ma wptywu na dziatanie amfoterycyny B ijej po-
chodnych. Wrazliwos¢ transformantéw jest porownywalna
z poziomem charakterystycznym dla szczepu wrazliwego
AD1234568 nie zawierajagcego pomp wielolekowych. AmB
i jej pochodne prawdopodobnie z powodu duzych rozmia-
row nie sg substratami biatek transportowych, co czyni z
nich bardzo skuteczne narzedzia w pokonywaniu zjawiska
opornosci wielolekowej grzybow [32],

Przeprowadzono rdéwniez badania przeciwgrzybowej
aktywnosci zwiazkow z grupy azoli, amfoterycyny B i mi-
kafunginy na flukonazolo-oporne szczepy Candida albicans
C26 (nadekspresja CDR1) i C40 (nadekspresja MDR1). W
przypadku obu szczepoéw zaobserwowano duza wrazliwo$¢
na dziatanie mikafunginy oraz amfoterycyny B, natomiast
w przypadku azoli pojawita sie opornos¢ krzyzowa na ke-
tokonazol. Opornos$¢ na itrakonazol pojawita sie jedynie w
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przypadku szczepu C26 nadprodukujacego pompy Cdrlp,
co pozwala przypuszczaé, ze zwigzek ten nie jest substra-
tem biatek CaMdrlp [33].

Niedawno opublikowano wyniki badan aktywnosci vo-
rikonazolu, nowej pochodnej triazolowej wobec, flukonazo-
lo-opornych klinicznych izolatéw Candida albicans oraz re-
kombinantowych szczep6w Saccharomyces cerevisiae z wklo-
nowanymi genami CaCDRI, CaCDR2 i CaMDRI. Skutecz-
no$¢ dziatania vorikonazolu zostata por6wnana z aktywno-
$cig innych lekéw z grupy azoli, flukonazolu, ketokonazolu
oraz klotrimazolu. Zaobserwowano obnizong wrazliwo$é
komérek na badane zwigzki, cho¢ dziatanie przeciwgrzybo-
we vorikonazolu okazato sie skuteczniejsze niz flukonazolu
[27,34], Badania kompetycji wyrzutu z komorek barwnika
fluorescencyjnego (rodaminy 6G) wykazaty, ze vorikonazol
jest najprawdopodobniej substratem pomp Cdrlp i Cdr2p
[34].

Geny kodujace transportery ABC zidentyfikowano réw-
niez w innych szczepach Candida. W przypadku Candida
glabrata sg to CgCDRI, CgCDR2 i PDH1 [35]. ABC1 i ABC2
to geny kodujace pompy potencjalnie wptywajace na zjawi-
sko lekoopornos$ci szczepoéw Candida krusei [36]. Natomiast
obecno$¢ CdCDRI i CACDR2 w komorkach Candida dubli-
niensis powoduje zmniejszong akumulacje flukonazolu w
opornych izolatach, a nadprodukcja CdMdrlp przyczynia
sie do opornosci takze na N-tlenek 4-nitrochinoliny, cerule-
nin oraz brefeldin A [37].

Interesujagca jest rowniez rola transporterow ABC w
przemieszczaniu fosfolipiddw. Biatka Pdr5p, Yorlp z Sac-
charomyces cerevisiae oraz Cdrlp i Cdr2p z Candida albicans
posredniczg w translokacji fosfolipiddbw w obrebie btony
komoérkowej. Funkcja nie wydaje sie charakterystyczna dla
wszystkich pomp lekowych, chociazby ze wzgledu na fakt,
ze Sng2p, bliski homolog Pdrlp, nie wykazuje tej zdolno-
$ci [38], Badania obejmujace gtodzenie komérek dowodza,
ze translokacja fosfolipidow moze by¢ fizjologiczna reakcja
komorek na stres Srodowiskowy [39], Co ciekawe, Cdrlp i
Cdr2p, ktorych nadprodukcja prowadzi do lekoopornosci,
powodujg ruch fosfolipidow w kierunku zewnetrznej btony
(flopazy), natomiast Cdr3p, biatko niezwigzane z oporno-
Scig na leki, kieruje fosfolipidy do wewnatrz (flipaza) [40].
Leki takie jak flukonazol, cykloheximid i mikonazol zabu-
rzaja ruch fosfolipidow wynikajacy z aktywnosci Cdrlp i
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Rycina 4. Biatko transportowe MFS. Szczeg6towy opis w tekscie.
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Cdr2p, nie wptywajg za$ na translokacje, w ktérej posred-
niczy Cdr3p. Réznice w kierunku transferu fosfolipidéw
pomiedzy pompami Cdrp moga wiec wynikaé z ich zdol-
nosci do wyrzutu lekow. Cdr4p, biatko o niepoznanym do
tej pory znaczeniu w zjawisku MDR, rdwniez posiada zdol-
nos¢ translokacji fosfolipidéw [40],

Homologi CDR1 z innych szczepdw Candida nie zostaty
do tej pory zbadane pod katem translokacji fosfolipidéw,
lecz bioragc pod uwage strukturalng i funkcjonalna homolo-
gie, jest bardzo prawdopodobne, ze niektére z nich réwniez
odgrywaja te role.

Oportunistyczne szczepy filamentujgcych grzybdéw
Aspergillusfumigatus i Aspergillusflavus mogga by¢ przyczyng
trudnych w leczeniu aspergilloz, czesto prowadzacych do
$mierci w przypadku pacjentéw z uszkodzonymi mechani-
zmami oporno$ci [41].

Badania przeprowadzone na szczepach A. fumigatus
charakteryzujacych sie opornoscig na itrakonazol sugeru-
ja, ze bardzo prawdopodobnym mechanizmem opornosci
jest obecno$¢ pomp usuwajgcych ten azol z komoérek. Do
biatek transportowych typu ABC zwigzanych z lekoopor-
noscig w A. fumigatus nalezg miedzy innymi: AfuMdrlp,
AfuMdr2p, AfuMdrdp i AtrFp. AfuMdrlp charakteryzu-
je sie duzym stopniem podobienstwa do pompy pmdl+z
Schizosaccharomyces pombe i do biatka MDR1 cztowieka, a
ekspresja jego genu w komoérkach Saccharomyces cerevisiae
skutkowata opornoscig na cilofungine, przeciwgrzybowy
analog echinokandyny B. Badania sekwencji genu AfIMDRI
z Aspergillus flavus wykazaty duzy stopien homologii z ge-
nem AfuMDRI [42],

Transportery typu ABC zidentyfikowano takze w ko-
morkach Aspergillus nidulans. AtrAp i AtrBp posiadaja taka
samg topologie jak Pdr4p i Snq2p z Saccharomyces cerevisiae
oraz Cdrlp z Candida albicans - (NBD-TMD)V W wyniku
nadmiernej syntezy AtrBp zaobserwowano pojawienie sie
opornosci na wiele fungicyddw i naturalnych toksyn oraz
co ciekawe, zwigkszenie wrazliwosci na fungicydy ditiokar-
baminianowe, chlorothalonil i antybiotyk felomycyne [43],

Biatko transportowe o budowie typowej dla rodziny
ABC odkryto rdwniez w komérkach oportunistycznie pa-
togennego szczepu Cryptococcus neoformans (szczep MI-106)
powodujacego kryptokokozy narzagdéw wewnetrznych i
skoéry oraz w filamentujacych grzybach Trichophyton ru-
brum, bedacych przyczyna okoto 80 % przewlektych derma-
toz skory i paznokci [44,45]. Struktura zarowno CneMdrlp,
jak i TruMdr2p zawiera dwie domeny transbtonowe skta-
dajace sie z szeSciu segmentéw oraz dwie domeny wigzace
ATP o topologii (TMShNBD)2 Rola transportera z Crypto-
coccus neoformans nie jest do tej pory poznana, o TruMDR2
wiadomo natomiast, ze poziom jego ekspresji wptywa na
wrazliwo$¢ Trichophyton rubrum na terbinafine, N-tlenek 4-
nitrochinoliny oraz bromek etydyny [44,45].

TRANSPORTERY WIELOLEKOWE TYPU MFS

Transportery wielolekowe typu MFS nie posiadajg do-
men NBD (Ryc. 4), nie sg wiec zdolne do hydrolizy ATP.

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

Energie do aktywnego transportu substancji czerpia z gra-
dientu protondw po obu stronach btony. Pompy typu MFS
petniag w komérkach grzybowych rozmaite funkcje, trans-
portujg miedzy innymi chemoterapeutyki, zwigzki cukro-
we, intermediaty cyklu Kresa, estry fosforanowe i fosfora-
ny, dostarczajg rowniez do komorek oligosacharydy [46].

Transportery MFS, ze wzgledu na liczbe segmentéw
budujagcych domeny TMD mozna podzieli¢ na dwie gru-
py, zawierajagce 12 lub 14 transbtonowych segmentow - 12
TMS lub 14 TMS. Przeprowadzone badania wykazaty, ze
N-koAcowe rejony réznych biatek MFS charakteryzuja sie
znacznie wigkszym podobieAstwem niz rejony C-kofAcowe.
Sugeruje to udziat domen C-koncowych w rozpoznawaniu
substratéw, a N-kofAcowych w translokacji protonéw [46].

W przypadku Saccharomyces cerevisine, sposrod dotych-
czas zidentyfikowanych biatek z rodziny MFS tylko nie-
ktore, takie jak Flrlp, Atrlp oraz Sgelp, odgrywajg role w
zjawisku wielolekoopornosci [47]. Odkryto, ze Hxt9p oraz
Hxtllp, nalezace do rodziny transporterébw MFS przeno-
szacych heksozy, mogg przyczyni¢ sie do zmian profilu
opornosci komdérek. Nadekspresja HXT9 i HXT11 prowa-
dzi do wrazliwosci komorek na leki, natomiast ich delecja
powoduje oporno$é na leki takie jak: cykloheximid, sulfo-
meturon metylowy oraz NQO [48]. Efekt ten jest przeciw-
ny do najczesciej obserwowanego mechanizmu opornosci
wynikajgcej z nadekspresji gendw kodujacych wielolekowe
pompy ABC lub MFS.

Geny MFS odgrywajace gtdwna role w opornosci komo-
rek Candida albicans, to CaMDRI (dawniej zwany BENT) oraz
FLUI. CaMDRI zostat poczatkowo zidentyfikowany jako
gen odpowiedzialny za oporno$¢ na benomyl i metotreksat.
FLUI przyczynia sie do powstawania opornosci na fluko-
nazol, dalsze badania wykazaty jednak, ze jego specyficz-
nym substratem jest kwas mykofenotowy [49], CaMDRI jest
homologiem FLR1 z S. cereuisiae, natomiast FLUI wykazuje
duze podobienstwo do ORFYLLO28wp, genu S. cereuisiae,
ktory nie koduje zadnego transportera [49], Obecnos¢ pomp
CaMdrlp w Saccharomyces cereuisiae skutkuje opornoscig na
szereg lekow, a ich nadprodukcja jest przyczyng opornosci
na flukonazol w komdrkach Candida albicans [50], Ekspresja
CaMDRI w komdrkach Candida albicans jest wzmozona mie-
dzy innymi w obecno$ci bemomylu i metotreksatu oraz w
klinicznych izolatach opornych na azole. Wykazano, ze na-
dekspresja genu CaMDRI jest czynnikiem wystarczajagcym
do zapewnienia opornosci na niektdre toksyczne zwigzki
bedgce substratami tej pompy (np. cerulenina i brefeldyna
A), a stopien opornosci zalezy od poziomu ekspresji CaM-
drlp [50].

Homologi CaMDRI zidentyfikowano miedzy innymi w
Candida dubliniensis (CdMDRI) i Candida glabrata (CgMDRI),
gdzie ich nadekspresja jest odpowiedzialna za oporno$¢ na
flukonazol [35,37]. Biatko transportowe AfuMdr3p nalezace
do rodziny MFS, zidentyfikowano réwniez w komadrkach
Aspergillusfumigatus [42].

Badania obejmujagce wprowadzenie kilku punktowych

mutacji do sekwencji CaMDRI wykazaty, ze wazng role w
opornosci wielolekowej odgrywajg domeny bogate w se-
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kwencje aminokwasowe Ser-Asn-Asp [50]. Jednak zwazajac
na fakt, ze domeny te nie sag obecne w homologach CaM-
drlp, takich jak CdMdrlp i FlIrlp, niezbedne sg dalsze bada-
nia dotyczace roli tych sekwencji [35,50].

REGULACJA EKSPRESJI GENOW OPORNOSCI
WIELOLEKOWEJ W KOMORKACH GRZYBOW

W celu doktadnego poznania mechanizméw wptywaja-
cych na zjawisko opornos$ci wielolekowej, wazne jest zro-
zumienie molekularnych mechanizmoéw regulujgcych eks-
presje gendéw kodujacych pompy transportujace leki. Do
tej pory scharakteryzowano kilka czynnikéw transkrypcyj-
nych z Saccharomyces cereuisiae i Candida albicans nalezgcych
do sieci regulatorowych PDR (ang. pleiotropic drug resistance)
i YAP (ang. yeast actiuator protein). Jednak doktadne mecha-
nizmy rzadzace regulacjg genéw zwigzanych z wieloleko-
opornoscig nie sg jeszcze poznane.

Sie¢ PDR w Saccharomyces cereuisiae zawiera rodzine re-
gulatorow transkrypcji Cys6Zn(ll)v do ktérej naleza: PDR1,
PDR3, PDR7 i PDR9 [51,52]. Z regulacja ekspresji genow
PDR5, SNQ2 i YOR1 zwigzane sg czynniki transkrypcyjne
PDR1 i PDR3, a ich dziatanie polega na wigzaniu sie z re-
jonami sekwencji promotorowych genéw zwanymi PDRE
(ang. pleiotropic drug resistance elements). Na ekspresje SNQ2 i
YOR1 wptywa dodatkowo regulator YRR1 [53]. Wykazano,
ze czynniki transkrypcyjne PDR1 i PDR3 (regulujgce syn-
teze pomp ABC) wptywajg rowniez na biatka MFS trans-
portujgce heksozy, HXT9 i HXT11, co sugeruje istnienie ge-
netycznych powigzan pomiedzy genami kodujacymi dwie
rodziny transporteréw lekowych - ABC oraz MFS [48],

Regulatory YAP, nalezace do rodziny biatek bZIP, sg
zwigzanie z regulacjg opornosci na zwigzki, takie jak: cyklo-
heximid, NQO, sulfometuron metylowy i kadm. W kom@ér-
kach Saccharomyces cereuisiae z regulacja genéw kodujacych
pompy wielolekowe zwigzanych jest 8 alleli z rodziny YAP
- YAP1-8 [54], YAP1 (zwany takze PAR1, SNQ3 lub PDR4)
w celu aktywacji transkrypcji wigze sie z sekwencjg DNA
YRE (ang. YAP1 response element), znajdujaca sie w obrebie
promotora regulowanego genu. Biatko Yaplp kontroluje
ekspresje gendw YCF1 i FLR1 [55]. Ycflp jest przedstawicie-
lem transporterow ABC, Flrlp natomiast nalezy do biatek
MFS, Yaplp jest wiec kolejnym (obok Pdrl/3p) czynnikiem
transkrypcyjnym regulujagcym ekspresje pomp wielole-
kowych nalezacych do obu rodzin transporteréw. Innymi
przyktadami gendw regulowanych przez Yaplp sa: ATR1,
TPS2, GSH1, TRX2, TRR1 oraz GLR1 [54],

W przeciwienstwie do Saccharomyces cereuisiae, regulacja
MDR w komdrkach Candida albicans i innych patogendéw
grzybowych jest stabo poznana.

Jednym z trzech regulatoréw FCR (ang. fluconazole resi-
stance) w Candida albicans jest FCR1. Jego delecja prowadzi
do opornosci na szereg lekéw, co sugeruje, ze Fcrlp dziata
prawdopodobnie jako negatywny regulator ekspresji ge-
néw [56]. Innym genem regulatorowym z Candida albicans
jest CAPI, homologiczny do rodziny czynnikéw transkryp-
cyjnych YAP z Saccharomyces cereuisiae [55]. W$réd genow
znajdujacych sie pod kontrolg CAPI znajduja sie prawdopo-
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dobnie CaMDRI, CaYCFI, CaGLRI oraz Tabelal. Modulatory grzybowych pomp wielolekowych.
CaTRRI [57], Delecja CAPI prowadzi do
rozwoju opornosci miedzy innymi na
flukonazol, co oznacza, ze Caplp, analo-
gicznie do Fcrlp, dziata jako negatywny
regulator ekspresji genéw [57],

Struktura zwiazku Nazwa Pismiennictwo

STRATEGIE NIWELOWANIA
OPORNOSCI WIELOLEKOWEJ
GRZYBOW

Najpowszechniej badang przez na-
ukowcow strategia pokonywania zjawi-
ska opornosci wielolekowej jest stosowa-
nie zwigzkéw wplywajacych na aktyw-
no$¢ pomp wielolekowych. Moga one
dziata¢ jako inhibitory biatkowych trans-
porteréw, wigzac sie z nimi i hamujac
ich dziatanie lub jako bardzo efektywne
substraty, podobne strukturalnie do leku
i konkurujgce z nim o miejsce wigzania
w pompach. Dziatanie na transportery
wielolekowe moze byé réwniez posred-
nie, poprzez wptyw na fizykochemiczne
wiasciwosci fazy lipidowej btony komar-
kowej.

6-(33-dimetyloallilio) i

Mimo iz poszukiwania skutecznych
P y galangin

zwigzkéw modulujgcych dziatanie biat-
kowych transporteréw trwajg od ponad
dwoch dekad, nie uzyskano do tej pory
spektakularnych wynikéw. Najbardziej
zaawansowane sg badania nad modula-
torami opornosci wielolekowej zaleznej
od P-glikoproteiny (P-gp) w komorkach
nowotworowych, zapoczatkowane na
poczatku lat 80-tych XX wieku. Proble-
mem opornosci grzybow zainteresowano
sie znacznie po6zniej i dlatego wiedza na
temat przywracania ich wrazliwosci na
leki jest znacznie ubozsza. Wiadomo jed-
nak, ze budowa i mechanizm dziatania

pomp, znajdujacych sie w komérkach no- M"z (\/\"Hz aleriiany

wotworowych i grzybowych, sa zblizone N cl N F aminofenotiazyny 64
[13]. Z tego wzgledu modulatory, dzia- E M961 i M963
. , . F
fajace na komérki nowotworowe, moga S S

przynie$¢ oczekiwane rezultaty réwniez
w komdrkach grzybowych.

Ze wzgledu na podobiefAstwo budowy
i struktury nowotworowych biatek P-gp
oraz grzybowych Cdrlp i Cdr2p, poszu-
kiwania modulatorow pomp w wielo-
lekoopornych komorkach grzybowych
poczatkowo obejmowaty badania nad
zwigzkami o udowodnionym dziataniu
na pompy komorek nowotworowych.
Wybor badanych grup zwiazkoéw jest jed-
nak czesto przypadkowy, badania rzad-
ko osiagajg etap celowego projektowania,
z uwzglednieniem zaleznosci struktury i
aktywnos$ci. Naukowcy przewaznie szu-

9,11 a-epoksycholest-
7-en-3B,5,6 a,19-tetrol 74
6-octan (ECTA)

30 www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

kajg potencjalnych modulatoréw poprzez badania przesie-
wowe, wérdd réznych rodzin zwigzkéw chemicznych.

Wiele inhibitor6w pomp wykazujgcych dziatanie w ko-
morkach ssakéw okazato sie rowniez skutecznych w przy-
padku transporteréw znajdujacych sie w komaorkach grzy-
béw. Opornos$¢ szczepow Candida wynikajgca z dziatania
pomp Cdrlp i Cdr2p jest odwracana przez zwigzki, takie
jak terbinafina, propafenony (np. GP382, substrat pomp
typu ABC) oraz makrolid FK506 [58,59]. Zwigzek FK506
(Tabela 1) jestrowniez blokerem pomp CDR z Saccharomyces
cerevisiae. Jego dziatanie przywraca komoérkom wrazliwo$¢
na przeciwgrzybowe azole [60],

Takze verapamil, (3-estradiol i progesteron, znane inhibi-
tory transporterow wielolekowych typu ABC w komarkach
cztowieka oraz ibuprofen testowano jako potencjalne mo-
dulatory opornosci w szczepach Candida. Wszystkie badane
zwigzki, a szczego6lnie ibuprofen, okazaty sie skuteczne, od-
wracaty oporno$¢ na flukonazol, itrakonazol i vorikonazol.
Lipofilowy ibuprofen w wysokich stezeniach charaktery-
zowat sie dziataniem grzybobdjczym, powodowat uszko-
dzenia bton komérkowych. Stezenie niezbedne do zablo-
kowania pomp wielolekowych i odwrécenia opornosci na
azole byto duzo nizsze. Steroidy, takie jak progesteron, es-
tradiol, dezoksykortykosteron oraz syntetyczne pochodne,
RU 38486 (pochodna progesteronu) i RU 49953 (pochodna
estradiolu, Tabela 1), dziataty hamujgco na biatko Pdr5p po-
chodzgce z Saccharomyces cerevisiae [61]. Doktadne mechani-
zmy dziatania wymienionych wyzej zwigzkdw nie sg do tej
pory poznane.

Pozytywne wyniki daty takze badania nad flawono-
idami. Wykazano, ze stanowig one potencjalne inhibitory
pompy wielolekowej Pdr5p pochodzgcej z Saccharomyces
cerevisiae. Najlepszymi wilasciwosciami charakteryzowata
sie hydrofobowa pochodna, 6-(3,3-dimetyloallilo) galangi-
na (Tabela 1).

Prenylowane flawonoidy charakteryzujg sie wysokim
powinowactwem do jednego z miejsc wigzania substratow
w biatku Pdr5p, co skutkuje silnym hamowaniem kompety-
tywnym. Zwigzki te hamujg rowniez aktywnos$¢ UTPazowa
i ATPazowag biatka Pdr5p, jednak wtasciwos¢ te zaobserwo-
wano dla stosunkowo duzych stezen flawonoidéw [62],

Pompa Pdr5p S. cerevisiae jest blokowana przez jonofo-
rowe antybiotyki - eniatyny B, Bl oraz D (Tabela 1). Ich
dziatanie jest kompetytywne wobec zwiazku FK506; aktyw-
no$¢ modulatorowa w poréwnaniu do FK506 jest wyzsza,
przy znacznie nizszej toksycznosci. W wigzaniu zaréwno
eniatyn, jak i zwigzku FK506 zdaje sie uczestniczy¢ domena
transbtonowa TMS10 transportera Pdr5p [63],

Potencjalne modulatory transporteréow Pdr5p odkryto
tez wsrdd pochodnych fenotiazyny, a najbardziej aktywne
zwigzki zawierajg wolne grupy aminowe na kofAcu tancu-
cha butylowego. Maleniany aminofenotiazyny M961 i M963
(Tabela 1) okazaly sie skutecznymi modulatorami pomp
drozdzowych, wykazujacymi dziatanie synergistyczne
z ketokonazolem juz w zakresie mikromotowych stezen
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zwigzku. Efekt ten byt silniejszy niz w przypadku trifluope-
razyny, tiorodazyny ichlorpromazyny [64],

Poszukiwania inhibitorow biatek Pdr5p objety rdwniez
badania przesiewowe pochodnych D-oktapeptydéw. Do
oznaczania aktywnos$ci zwigzkdw uzyto szczepu Saccha-
romyces cerevisiae AD/PDR5+ wykazujagcego nadproduk-
cje transporterow Pdr5p. Najlepsze wyniki otrzymano dla
4-metoksy-2,3,6-tirmetylobenzenosulfonylo-podstawio-
nej pochodnej (KN20), ktéra przywracata szczepowi AD/
PDR5+ wrazliwo$é na flukonazol, itrakonazol i ketokona-
zol. KN20 hamowat réwniez aktywno$¢ ATP-azowg innych
biatek ABC, na przyktad Cdrlp i Cdr2p w Candida albicans.
Zaobserwowano takze przywrécenie wrazliwosci na leki
klinicznych izolatéw szczepéw Candida oraz S. cerevisiae
charakteryzujacych sie nadprodukcjg zarowno pomp ABC,
jak i MFS. Zwigzek KN20 hamuje rowniez dziatanie umiej-
scowionych w btonie Saccharomyces cerevisiae protonowych
pomp Pmalp, przy jednoczesnym zwiekszeniu przepusz-
czalnosci btony dla rodaminy 6G. Na podstawie tych ob-
serwacji wysnuto przypuszczenie, ze mechanizm dziatania
zwigzku KN20 moze opierac sie na uszkodzeniu btony ko-
moérkowej [65].

Innym przyktadem zwigzku o witasciwosciach znosza-
cych oporno$¢ komoérek grzybowych jest izonitryl, ktory
stosowany w nietoksycznych stezeniach oddziatywat z
pompami Pdr5p Saccharomyces cerevisiae, hamowat usuwa-
nie cykloheksymidu i ceruleniny z komoérek charakteryzu-
jacych sie nadprodukcjg tych pomp. Izonitryl skutecznie ha-
muje rowniez funkcje biatek Cdrlp i Cdr2p w patogennych
szczepach Candida albicans [66],

Potencjalnym inhibitorem pomp transportujgcych leki
w komorkach grzybéw moze by¢ takze pochodna triazy-
ny CTBT (7-chlorotetrazolo-[5,l-c]-benzo-[l,2,4]-triazyna).
CTBT wykazywat stabg aktywnos$¢ przeciwgrzybowa, a w
kombinacji z niskimi stezeniami $srodkow przeciwgrzybo-
wych silnie hamowat wzrost drozdzy. Witasciwo$¢ te za-
obserwowano dla szczepéw Saccharomyces, Kluyveromyces i
Candida, zar6wno na statych, jak i w ptynnych podtozach.
CTBT powodowat réwniez wzrost wrazliwosci na flukona-
zol wielolekoopornych komorek wykazujgcych nadproduk-
cje pomp wielolekowych. Cho¢ mechanizm dziatania CTBT
nie zostat do tej pory doktadnie poznany, podejrzewa sie,
ze zaburza on homeostaze sterolowag w btonie komdrkowej
[67]. Inng grupa zwigzkow badang pod katem blokowania
transporterow lekowych Candida albicans sa chinazoliny.
Sposrod przebadanych (N-metylo-piperazynylo)-pochod-
nych najskuteczniejszy okazat sie zwigzek MC-5805 [68],

Peptydy o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym stano-
wig kolejng grupe zwigzkéw o potencjalnych wtasciwo-
$ciach niwelujgcych dziatanie pomp wielolekowych. Wy-
kazano, ze niektore oligopeptydy, m.in. FKCRRWQWRM
(Pep2), poprawiaty grzybobdjcza aktywnos¢ itrakonazolu
w stosunku do szczepdw Candida. Ich dziatanie polegato na
wzmozeniu wyptywu ATP z komoérki przez kanaty aniono-
we. Zwiekszone usuwanie ATP wydawato sie z kolei bloko-
waé pompy Cdrlp i Cdr2p, gdyz ich funkcje transportowe
sg uzaleznione od hydrolizy ATP. Hamowanie dziatania
pomp ABC powodowato zwiekszenie wewngtrzkomadrko-
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wej akumulacji lekéw, co uzasadnia stosowanie tych pepty-
dow w kombinacji z lekami przeciwgrzybowymi [69],

Hydroksyanizol butylowy (BHA), przeciwutleniacz i
powszechnie stosowany konserwant znaczgco poprawiat
skuteczno$¢ dziatania tiokonazolu w opornych szczepach
Candida albicans. Natomiast dziatanie tetracykliny na opor-
ne szczepy Candida albicans, Candida krusei i Candida glabrata
znacznie poprawiono przy jednoczesnym stosowaniu diok-
tylosulfobursztynianu sodowego, emulgatora stosowanego
przy produkcji wyrobéw piekarniczych oraz w preparatach
farmaceutycznych [70,71].

Interesujace byto odkrycie dziatania disulfiramu (Tabela
1), zwiazku stosowanego w leczeniu uzaleznien od alkoho-
lu, jako modulatora pompy wielolekowej Cdrlp. Wykaza-
no, ze przywraca on wrazliwo$¢ komoérek Candida albicans
na dziatanie flukonazolu i mikonazolu w wyniku oddzia-
tywania z miejscem wigzania substratéw i miejscem wiaza-
nia ATP [72], Wykazano, ze disulfiram hamuje aktywnos$é
ATPazowg transporteréw P-gp, MRP1 i MRP4 w wyniku
oddziatywania z cysteinami znajdujagcymi sie w poblizu
miejsc aktywnych tych biatek [73]. Najprawdopodobniej
takze w przypadku pompy Cdrlp dziatanie disulfiramu
polega na tworzeniu wewnatrzkomoérkowych wigzan disul-
fidowych z cysteinami, tym bardziej, ze w obu domenach
NBDj i NBD” biatka Cdrlp znajduje sie pie¢ tych aminokwa-
séw. W rezultacie dochodzi do blokowania wiazania i hy-
drolizy ATP. Dodatkowym efektem dziatania disulfiramu
na biatko Cdrlp jest blokowanie wigzania substratow, np.
mikonazolu i nystatyny [72].

Potencjalny modulator grzybowych pomp wieloleko-
wych znaleziono réwniez ws$réd steroli. 9,11 a-epoksycho-
lest-7-en-3[3,5,6 a,19-tetrol 6-octan (ECTA), sterol wyizolo-
wany z gahbek Dysidea arenaria obniza opornos$¢ na fluko-
nazol uwarunkowang obecnos$cig pomp wietolekowych w
Candida albicans, jednak mechanizm tego dziatania nie zo-
stat do tej pory poznany [74],

PODSUMOWANIE

Zjawisko opornosci wielolekowej MDR zostato zaobser-
wowane w komorkach nowotworowych oraz u wigkszosci
potencjalnych patogendw, miedzy innymi: bakterii, grzy-
béw i pierwotniakéw. W przypadku chemoterapii prze-
ciwgrzybowej zjawisko wielolekoopornosci stanowi palacy
problem, zwtaszcza, ze wachlarz lekow stosowanych do le-
czenia réznego rodzaju grzybic jest niezwykle waski. Za to
niebezpieczne zjawisko odpowiedzialna jest gtdwnie nad-
produkcja biatek btonowych zwanych pompami wieloleko-
wymi. W komérkach grzybowych zidentyfikowano pompy
nalezace do rodziny transporteréow typu ABC oraz MFS. Do
najwazniejszych nalezg wystepujgce w Candida albicans biat-
ka Cdrlp i Cdr2p oraz Pdr5p i Sng2p, wyizolowane z Sac-
charomyces cerevisiae. Biatka te zdolne sg do eksportu poza
komorke niezwykle réznigcych sie od siebie pod wzgle-
dem budowy i sposobu dziatania zwigzkéw chemicznych,
wsrod ktorych znajduje sie wiekszo$¢ chemoterapeutykow
przeciwgrzybowych.
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Od ponad dwudziestu lat naukowcy zajmujg sie poszu-
kiwaniem efektywnych modulatorow aktywnosci pomp
wietolekowych. Najbardziej zaawansowane sa badania
dotyczace blokowania transporteréw w komdrkach nowo-
tworowych. Niestety problemem opornosci w komdrkach
grzybowych zainteresowano sie znacznie pdzniej i dlatego
wiedza na temat przywracania u nich wrazliwosci zwigzka-
mi o dziataniu modulatorowym jest ubozsza. Wiadomo jed-
nak, ze budowa i mechanizm dziatania pomp, znajdujacych
sie w komorkach nowotworowych i grzybowych, sg bardzo
zblizone. Stad przypuszczenie, ze modulatory dziatajgce na
pompy nowotworowe, przyniosg oczekiwany rezultat row-
niez w komoérkach grzybowych. Dlatego przed naukowca-
mi stoi duze wyzwanie, aby zgtebia¢ wiedze na ten temat i
w rezultacie odnalez¢ zwigzki o duzej aktywnosci i selek-
tywnosci dziatania.
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ABSTRACT

Antibiotic and synthetic chemotherapeutic resistance in pathogenic yeast becomes one of the biggest challenges for the modern chemo-
therapy. An increasing number of pathogenic yeast and filamentous fungi resistant to the action of the majority of currently used drugs is
isolated in clinics nowadays. Among variety of the resistance mechanisms, the most dangerous grows to be the multidrug resistance. The most
important mechanism of the multidrug resistance is the overexpression of membrane proteins participating in the active efflux of drugs out
of the cells subjected to chemotherapy. Representatives of two classes of multidrug efflux transporters, ABC and MFS, have been identified
in fungi. One of the most important strategies for overcome the phenomenon of multidrug resistance in pathogenic fungi, is the use of chemi-
cal compounds co-administrated with chemotherapeutics which are able to restore drug susceptibility in multidrug resistant cells. Mode of
action of these chemical compounds may be very diverse, from the substrate competition, through the influence on the membrane fluidity,
to the multidrug transporters activity modulation. This paper presents a review of the current knowledge on proteins contributing to fungal
multidrug resistance and strategies for overcoming multidrug resistance by pharmacological intervention.
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Peptydy natriuretyczne - ich receptory i rola w ukitadzie kragzenia

eptydy natriuretyczne odgrywajg wazng role w regulacji procesu diurezy i natriurezy
Poraz rozszerzania naczyn krwionosnych. Obnizajg one aktywno$¢ systemu renina-an-
giotensyna-aldosteron, a ponadto sa zaangazowane w regulacje homeostazy uktadu naczyn
krwiono$nych, metabolizmu tluszczéw oraz we wzrost koéci dtugich. Gtdwnymi przedsta-
wicielami rodziny peptydéw natriuretycznych u ssakoéw sg: przedsionkowy peptyd natriu-
retyczny (ANP), uwalniany z przedsionkéw serca, mézgowy peptyd natriuretyczny (BNP),
uwalniany gtéwnie z komdr serca oraz peptyd natriuretyczny typu C (CNP), produkowany w
komaérkach srédbtonka. Uwalnianie tych peptydéw stymulowane jest gtdwnie przez zwiek-
szenie ci$nienia krwi w sercu i naczyniach krwiono$nych, niedotlenienie lub dysfunkcje
nerek. Peptydy natriuretyczne wywieraja efekty biologiczne poprzez oddziatywanie z trans-
btonowymi receptorami o aktywnosci cyklazy guanylanowej, NPR-A i NPR-B. Stezenia tych
peptydow sa kontrolowane przez procesy internalizacji i degradacji, w ktérych uczestnicza
receptor NPR-C lub obojetna endopeptydaza. Niniejszy artykut przegladowy przedstawia
aktualny stan wiedzy na temat budowy i funkcji biologicznych rodziny peptydéw natriu-
retycznych.

RODZINA PEPTYDOW NATRIURETYCZNYCH

Juz kilkadziesiagt lat temu naukowcy zaktadali istnienie humoralnego tacznika
miedzy sercem a nerkami. Pierwszy bezposredni dowdd na wystepowanie takie-
go czynnika dostarczony zostat przez de Bolda i jego wspotpracownikéw w roku
1981 [1]. Zaobserwowali oni, ze dozylne podanie szczurom homogenatéw z tkanki
przedsionkow serca powodowato gwattowne obnizenie cisnienia krwi oraz zwiek-
szenie wydalania sodu i wody z nerek. Wkrétce po tym odkryciu, wielu zespotom
udato sie wyizolowac z tkanki przedsionkdw peptydy o réznych wielkosciach, kt6-
re posiadaty wiasciwosci natriuretyczne, diuretyczne oraz rozluzniajgce migénie
gtadkie. Otrzymywanym peptydom nadawano rézne nazwy, np. przedsionkowy
czynnik natriuretyczny ANF (ang. athal natnuretic factor), atriopeptyna, czy tez
przedsionkowy peptyd natriuretyczny ANP (ang. athal natfuretic peptide) - termin,
ktory uzywany jest obecnie najczesciej.

W roku 1988 wyizolowano z mézgu $wini kolejny peptyd posiadajacy podobne
wiasciwosci; nazwano go moézgowym peptydem natriuretycznym BNP (ang. bra-
in natnuretic peptide). Kolejne badania wykazaty jednak, iz jest on syntetyzowany
gtownie w komorach serca, dlatego tez obecnie nazywa sie go raczej peptydem na-
triuretycznym typu B. Réwniez peptyd natriuretyczny typu C - CNP (ang. C-type
natiuretic peptide), nazwany tak, by zachowac przyjeta nomenklature, pierwotnie
otrzymano z ekstraktéw mdzgu $wini. Z czasem okazato sie, ze ten trzeci cztonek
rodziny, odkryty w roku 1990, syntetyzowany jest gtéwnie przez komorki $rod-
btonka. Poniewaz ANP jest czynnikiem wywotujagcym silng natriureze, pozostate
peptydy ze wzgledu na podobng budowe, réwniez zostaty nazwane natriuretycz-
nymi, chociaz np. wptyw CNP, w stezeniu fizjologicznym, na regulowanie gospo-
darki sodowej moze by¢ nieznaczny. Peptydy natriuretyczne sg neurohormonami
uczestniczacymi w regulacji gospodarki wodno-sodowej i utrzymaniu homeostazy
uktadu sercowo-naczyniowego. Ponadto hamujg one aktywno$¢ wspotczulnego
uktadu nerwowego i bezposrednio rozszerzajg naczynia krwionosne. Bodzcem do
uwalniania zar6wno ANP, jak i BNP moze by¢ wzrost ci$nienia i rozcigganie komé-
rek przedsionkéw i komér serca, gdzie peptydy te magazynowane sg w ziamisto-
Sciach.

Wszystkie wymienione peptydy posiadajg niemal identyczng sekwencje z 11
aminokwasami homologicznymi dla kazdego peptydu. Reszty cysteiny z poczatku
i koAca tej sekwencji potgczone sg mostkiem disiarczkowym, co powoduje powsta-
nie 17-aminokwasowej struktury pierscieniowej, ktéra odpowiada za rozpoznanie
receptora i biologiczng aktywno$¢ peptyddw. Peptydy natriuretyczne syntetyzowa-
ne sg jako pre-propeptydy, a biologicznie aktywne formy tj. ANP-28, BNP-32, CNP-
53, czy tez CNP-22, powstajg po proteolitycznym trawieniu prekursorow (Ryc. 1).
Peptydy te stanowig bardzo wazne ogniwo w regulacji uktadu krazenia, a kolejne
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Wykaz skrotéw: ANP (ang. athal natiuretic
peptide) — przedsionkowy peptyd natriure-
tyczny; bFGF (ang. basicfibroblast growth factor)
— zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow;
BNP (ang. brain natAuretic peptide) — mo6zgo-
wy peptyd natriuretyczny; CNP (ang. C-type
natiuretic peptide) — peptyd natriuretyczny
typu C; 111 — interleukina 1; NPR (ang. na-
triuretic peptides receptor) —receptor peptydéw
natriuretycznych; PDGF (ang. platelet derived
growth factor) —czynnik wzrostu pochodzenia
ptytkowego; TNFa (ang. tumor necrosis factor)
—czynnik martwicy nowotworu a

Podziekowanie: Praca powstata podczas reali-
zacji projektu PBZ. KBN-124/P05/2004
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Rycina 1. Schemat powstawania biologicznie aktywnych form peptydéw natriu-
retycznych.

badania dostarczajg dowodow na ich szczeg6lnie wazng role
w patogenezie niewydolnosci serca. Z tego powodu, pepty-
dy natriuretyczne stajg sie coraz wazniejszymi czynnikami w
diagnostyce i terapii schorzen uktadu krazenia. Badania ostat-
nich lat wskazuja, ze peptydy natriuretyczne moga regulowaé
ekspresje biatek uktadu krzepniecia i fibrynolizy [2-4], a takze
maja wptyw na proces tworzenia nowych naczyn krwiono-
$nych [5,6].

Wymienione dotad peptydy natriuretyczne mogg by¢ usu-
wane z krwiobiegu w dwojaki sposéb: poprzez degradacje en-
zymatyczng z udziatem obojetnej endopeptydazy NEP (ang.
neutral endopeptidase), ktdra inaktywuje dojrzata forme pepty-
du [7], przez internalizacje i lizosomalng degradacje po zwig-
zaniu ze specyficznym receptorem, NPR-C. Na dziatanie sys-
temu peptydow natriuretycznych ma wptyw nie tylko regu-
lacja syntezy, przechowywania i uwalniania tych hormonéw,
ale réwniez zmiana ekspresji ich receptorow na powierzchni
komorek. Peptydy natriuretyczne i ich receptory obecne sg w
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wielu komorkach uktadu immunologicznego, jednakze ich
znaczenie dla uktadu odpornosciowego jest dopiero badane.
Peptydy te sg czesto opisywane jako biorgce udziat jedynie w
regulacji cisnienia i objetosci krwi, jednak ich poziom ulega
zmianie w odpowiedzi na wiele czynnikdw patologicznych,
a dziatanie jest znacznie szersze. Peptydy natriuretyczne sg
funkcyjnymi antagonistami systemu renina-angiotensyna-al-
dosteron. Wywierajg one efekty biologiczne poprzez synteze
cyklicznego guanozynomonofosforanu (cGMP), ktéry jest
typowym wewngtrzkomoérkowym przekaznikiem wtérnym.
Wzrost stezenia cGMP obserwuje sie we wszystkich komér-
kach posiadajacych na swej powierzchni receptory typu A i B,
eksponowanych na dziatanie peptydoéw natriuretycznych [8].
Charakterystyka tych peptydoéw przedstawiona jest w Tabeli
1.

PRZEDSIONKOWY PEPTYD NATRIURETYCZNY (ANP)

Pre-propeptyd ANP cztowieka zbudowany jest ze 151 reszt
aminokwasowych. Hydroliza N-kofAcowej czesci sygnato-
wej powoduje powstanie proANP zbudowanego ze 126 reszt
aminokwasowych. Forma ta przechowywana jest gtdwnie w
ziamistosciach przedsionkéw [9], W skutek stymulacji, ziar-
nistosci te przesuwaja sie w kierunku powierzchni miocytow
uwalniajgc proANP(I-126). Natychmiast po wydzieleniu do
krwiobiegu, proANP trawiony jest (miedzy resztami Arg98
a Ser99) [9] przez transbtonowag proteaze serynowg - koryne,
do biologicznie aktywnego, C-koricowego fragmentu ANP(99-
126), czyli ANP-28 (Ryc. 1) [10]. Alternatywne trawienie pro-
ANP przez nieznang proteaze nastepuje w nerkach, gdzie po-
wstaje zbudowana z 32 aminokwaséw urodylatyna (nerkowy
peptyd natriuretyczny). Odgrywa ona wazng role w regulo-
waniu wydalania wody i sodu w nerkach [11], N-kohAcowy
fragment, proANP(1-98), poddawany jest dalszemu trawieniu
proteolitycznemu do trzech form: - proANP(I-30) lub LANP
(ang. long acting natnuretic peptide); - proANP(31-67) lub czyn-
nik rozluzniajgcy naczynia oraz - proANP(79-98) lub peptyd
kaliuretyczny. Poczatkowo sgdzono, ze fragmenty te nie po-
$redniczg w zadnych efektach biologicznych, jednakze istniejg
dowody wskazujace na to, iz moga one posiada¢ nieznaczne
dziatanie natriuretyczne, kaliuretyczne oraz rozszerzajgce na-
czynia krwionos$ne (stad ich nazwy) [12],

Biologicznie aktywna forma ANP zbudowana jest z 28
reszt aminokwasowych, z 17-aminokwasowym pier§cieniem
zamknietym mostkiem disiarczkowym pomiedzy reszta-
mi cystein w pozycji 7 i 23. Gen kodujgcy ANP cztowieka,
NPPA, ulokowany na chromosomie 1p36.21, zbudowany jest
z 3 eksondw i 2 intron6w. Jego ekspresja zmienia si¢ podczas
rozwoju organizmu. U dorostego cztowieka ANP obecny jest
w przedsionkach i komorach serca, przednim phlacie przy-
sadki mozgowej, ptucach i nerkach. Stezenie ANP w osoczu
0s0b zdrowych wynosi okoto 10 pM, wzrasta 10-30 krotnie u
0s6b z zastoinowg niewydolnos$cig krazenia [13], a czas p6t-
trwania tego hormonu w osoczu wynosi okoto 2 minut [14],
Gtdwnym stymulatorem uwalniania ANP jest zwiekszona ob-
jetos¢ ptynéw w krwiobiegu powodujaca wzrost naprezenia
§cian naczyn. Uwalnianie ANP nastepuje ponadto na skutek
przewlektego niedotlenienia [15], wzrostu osmolamosci (np.
zwiekszonego poziomu jondw sodu) [16], a takze dziatania
hormondéw i neuroprzekaznikow takich jak katecholaminy,
endotelina-1 [17], angiotensyna Il, arginina-wazopresyna, hor-
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Tabela 1. Charakterystyka peptyd6éw natriuretycznych.
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mony tarczycy, glikokortykosterydy, a takze TNFa i inne cy-
tokiny. Wydzielenie ANP hamowane jest przez tlenek azotu
[18]. Uwolniony do krwi ANP indukuje natriureze, diureze,
rozluznianie miesni gtadkich, hamuje uwalnianie reniny, an-
giotensyny ialdosteronu [14,19-21],

Wzrost stezenia ANP we krwi obserwowany jest w roz-
nych stanach patologicznych. Towarzyszy on gtéwnie nadci-
$nieniu tetniczemu, chorobie niedokrwiennej serca, zawatowi
i niewydolnosci krazenia, zaburzeniom rytmu serca oraz cho-
robie wezta zatokowego [22,23]. U chorych z zawatem serca
lub dysfunkcja lewej komory, ANP moze byé uwalniany w
duzych ilosciach zaréwno z tkanki przedsionka, jak i komo-
ry. Stezenie ANP we krwi jest podwyzszone u pacjentow z
zaawansowanymi zaburzeniami przewodzenia przedsionko-
wo-komorowego. Po wszczepieniu stymulatora serca na state,
poziom ANP we krwi obwodowej obniza sie [24], Oznaczanie
stezenia ANP we krwi po implantacji uktadu stymulujgcego
jest uzytecznym, nieinwazyjnym wskaznikiem funkgonowa-
nia stymulatora serca ijednoczesnie reakqi uktadu krazenia na
statg stymulacje [25].

MOZGOWY PEPTYD NATRIURETYCZNY (BNP)

BNP cztowieka syntezowany jest w miocytach serca jako
pre-prohormon zbudowany ze 134 reszt aminokwasowych.
ProBNP(I-108) powstaje na skutek odciecia sekwencji sygna-
towej, a dalsze trawienie przez koryne (miedzy Arg76-Ser77)
powoduje powstanie nieaktywnego N-koncowego fragmentu
proBNP(I-76) (NT-proBNP) oraz C-koncowego, biologicz-
nie aktywnego BNP (Ryc. 1). Oba powstate fragmenty kraza
w o0soczu [26-28], Dojrzata forma BNP, zbudowana z 32 reszt
aminokwasowych, uwalniana jest do krwiobiegu natychmiast
po syntezie, cho¢ pewne ilosci mogg by¢ przechowywane w
ziamistosciach przedsionkéw serca oraz w tkance komoér
[29-30], Poziom BNP stanowi zaledwie 2-5% poziomu ANP
w przedsionkach i 20-25% poziomu ANP w komorach serca
zdrowego cztowieka [14]. llos¢ BNP w przedsionkach jest w
przyblizeniu 100-krotnie wyzsza niz w komorach, jednak ste-
zenia te nie wplywaja na znaczenie danej tkanki, jesli chodzi o
wydzielanie peptydu, bowiem wiasnie komory serca sg gtdw-
nym zrodtem krazacego w osoczu BNP [31].

Gen kodujacy BNP cztowieka, NPPB, znajduje sie na chro-
mosomie 1p36.2. Podobnie jak ANP zawiera on 3 eksony i 2 in-
trony. Wzrost ci$nienia w naczyniach krwiono$nych serca po-
woduje wzrost ekspresji genu dla BNP. Poziom BNP w osoczu
0s6b zdrowych wynosi okoto 1 pM, a czas jego péitrwania to
20 minut [32]. Endotelina-1 stymuluje wydzielanie BNP z mio-
cytow przedsionkow serca szczura [30,33]. Wptywa ona takze
na regulacje ekspresji genu i na poziom mRNA, ktéry wzra-
sta juz po 2 godzinach od jej zadziatania [17]. BNP uwolniony
do krwi, na skutek zwiekszonego naprezenia przedsionkow i
komér, indukuje poprzez receptor NPR-A natriureze, diureze,
rozluznianie miesni gtadkich, obnizenie cis$nienia tetniczego
krwi, hamowanie uwalniania reniny, angiotensyny i aldo-
steronu, a takze wykazuje dziatanie antyfibrotyczne [14,19-
21]. Synteza i uwalnianie BNP z komor serca sg zwigkszone
w przypadku przerostu miesnia sercowego [14], natomiast u
0s6b z zastoinowg niewydolnos$cig krazenia poziom ten moze
wzrasta¢ nawet 300 - krotnie. Te olbrzymie r6znice pomiedzy
poziomami u os6b zdrowych i chorych sprawiajg, iz jest on
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idealnym markerem choroby wiefAcowej [13]. W ostrych zespo-
tach wiencowych BNP stanowi, obok troponiny, czynnik ryzy-
ka odzwierciedlajacy procesy pekniecia ptytki miazdzycowej,
niedokrwienia, martwicy i przecigzenia lewej komory. Chorzy
z wysokimi stezeniami BNP, utrzymujgcymi sie uporczywie
mimo agresywnego leczenia, majg wyjatkowo duze ryzyko
wystgpienia zdarzen sercowych. Wysokie stezenie BNP po-
zwala na identyfikacje grupy z duzym ryzykiem przebudowy
mies$nia sercowego, dysfunkcji i niewydolnoS$ci serca, zgonu u
chorych po zawale, a nawet z niestabilng chorobg wiencowsa.
Badania kliniczne potwierdzity skuteczno$¢ rekombinantowe-
go BNP cztowieka w leczeniu niewyréwnanej niewydolnosci
serca [25]. Podwyzszony poziom BNP w osoczu zawsze wigze
sie z niepomysling prognoza.

PEPTYD NATRIURETYCZNY TYPU C (CNP)

Prekursorem CNP jest pre-proCNP zbudowany ze 126 reszt
aminokwasowych, ktéry po odcieciu sekwencji sygnatowej,
proCNP(I-103), trawiony jest wewngatrz komaérki do dojrza-
fej, biologicznie aktywnej formy CNP-53 przez endoproteaze
furyne [34], W niektérych tkankach CNP-53 trawiony jest
nastepnie do formy CNP-22 przez nieznany zewnatrzkomér-
kowy enzym (Ryc. 1). Spekuluje sie, ze CNP-53 moze petnié
funkcje przechowujacg forme CNP-22, ktory kragzy w osoczu.
Chociaz CNP-53 i CNP-22 petnig podobne, jesli nie identyczne
funkcje, to ichwystepowanie w tkankach si¢ r6zni. CNP-53 jest
formg wystepujaca gtownie w mozgu, komorkach srédbton-
ka i sercu, natomiast CNP-22 obecne jest gtdwnie w osoczu i
ptynie mézgowo-rdzeniowym cztowieka [35]. Stezenie obu
form peptydu natriuretycznego typu C w osoczu 0s6b zdro-
wych wynosi okoto 1,5 pM, a jego czas pétrwania 2-6 minut
[36]. Gen kodujacy CNP cztowieka, NPPC, zawiera dwa ekso-
ny i zlokalizowany jest na chromosomie 2g24-qter. Struktura
peptydu natriuretycznego typu C jest najsilniej zachowana w
ewolucji ze wszystkich peptyddéw i jest niemal identyczna u
réznych gatunkéw.

Gidwnymi stymulatorami wydzielania CNP w hodowli
komaérek srodbtonka sg bradykinina, TNFa, Il-la, 1l-l1b oraz li-
popolisacharydy, a takze ANP i BNP [37,38]. Wzrost poziomu
CNP powodujg réwniez: niedotlenienie, przewlekta choroba
nerek, a takze uszkodzenie naczynia [36,38]. CNP jest pep-
tydem najsilniej podnoszacym poziom cGMP w komdrkach
$rédbtonka cztowieka. Najbardziej widocznym fizjologicznym
dziataniem CNP jest stymulacja wzrostu kosci dtugich. CNP
wptywa na wiele typow komérek kosci, ale gtdwnie dziata
na chondrocyty [39]. Wystepowanie nieaktywnych mutacji w
genach kodujacych CNP powoduje kartowatos$¢, podczas gdy
podwyzszone stezenie tego peptydu, bedace skutkiem trans-
genicznej nadekspresji lub obnizonego usuwania go z krwio-
biegu, powoduje przerost ko$éca [38,40,41].

Tabela 2. Poréwnanie powinowactwa wigzania peptydéw natriuretycznych z
receptorami.

NPR-A ANP >BNP » CNP
NPR-B CNP » ANP >BNP
NPR-C ANP >CNP > BNP
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Tabela 3. Charakterystyka receptoréw peptyd6éw natriuretycznych.

Receptor

Lokalizacja genu

Pi
Dtugosé
Masa [Da]

Fosforylacja
[receptor cztowieka]

Wystepowanie:
w tkance

w linii komorkowej

Funkcja

NPR-A
NPRI
1921-922
6,19
1061 aa
118919,24

S529, T532, S534, S538, S542, T545

nerki, nadnercza, moézg,

serce, naczynia krwionos$ne,
miednie gtadkie, ptuca,

jelita, tkanka tluszczowa
pierwszorzedowe komorki migsni
gtadkich naczyn krwionosnych,
pierwszorzedowe komorki

nerek, PC-12, HEK 293

rozszerzanie naczyn, natriureza,

NPR-B
NPR2
9p21-pl2
6,41
1047aa
117022

S513, T516, S 518, S523, S526, Y725

nerki, nadnercza, mézg, serce,
duze naczynia krwionosne,
mies$nie gtadkie, ptuca,
chondrocyty, skdra, macica
pierwszorzedowe komarki miesni
gtadkich naczyn krwiono$nych
(A10,A7R5), fibroblasty (NIH3T3,
Balb3T3), chondrocyty

regulacja neurohormonéw

NPR-C

NPR3
5pl4-pl3
?

541aa
59808

S533

wigkszo$¢ tkanek

komarki miesni gtadkich
naczyn krwionos$nych
(A10), fibroblasty (3T3)

systemowe usuwanie krgzacych

obnizanie syntezy aldosteronu

RECEPTORY PEPTYDOW NATRIURETYCZNYCH

Peptydy natriuretyczne moga wigza¢ sie z odpowiednimi
receptorami NPR (ang. natriuretic peptide receptor) wystepu-
jacymi na powierzchni komérek docelowych. Znane sg trzy
typy biatek wigzacych peptydy natriuretyczne: NPR-A, NPR-
B i NPR-C, ktére nazywane sg rowniez odpowiednio: NPR1,
NPR2 i NPR3 lub GC-A, GC-B i receptor metabolizujacy.
Wszystkie te receptory stanowig transbtonowe biatka z dome-
na zewnatrzkomoérkowa, wykazujacg rézny stopiei powino-
wactwa w stosunku do peptydoéw natriuretycznych (Tabela 2)
[42,43],

Receptory -A i-B sg biatkami o aktywnosci cyklazy guany-
lanowej, ktore po zwigzaniu Uganda katalizujg przeksztatcanie
GTP do cGMP [44,45]. Receptory te zbudowane sg podobnie
do receptoréw dla czynnikow wzrostu (Ryc. 2). Posiadajg one
zewnatrzkomorkowa domene wigzacg ligandy (ok. 450 reszt
aminokwasowych (aa), pojedyncza, krotka, hydrofobowg do-
mene transbtonowg rozdzielajaca receptor na dwie czesci (ok.
20-25 aa), cze$¢ wewnatrzkomoérkowg o dtugo$ci okoto 570
reszt aminokwasowych, zawierajgcag domene KHD (ang. kina-
se homology domain), homologiczng do kinazy tyrozynowej, ale
pozbawiong aktywnosci katalitycznej (ok. 250 aa), dwuskretng
domene dimeryzujaca, tzw."coiled coil" (ok. 40 aa) oraz ka-
talityczng domene o aktywnosci cyklazy guanylanowej (GC)
znajdujaca sie na C-koncu receptora (ok. 250 aa) [45,46],

RECEPTOR NPR-A

Gen kodujacy NPR-A cztowieka (NPR1,15,4 kpz) ulokowa-
ny jest na chromosomie 1921-q22 i sktada sie z 22 eksonow i
21 intronow [47]. NPR-A wykazuje najwyzsze powinowactwo
wigzania dla ANP, nizsze dla BNP i CNP (Tabela 2) [43,48].
Najwiekszg ekspresje mRNA NPR-A cztowieka obserwuje
sie w nerkach, nadnerczach, jelicie kretym, a takze w mozgu,
sercu, naczyniach krwionos$nych, ptucach oraz w tkance ttusz-
czowej [49] (Tabela 3). Potwierdzono wystepowanie NPR-A w
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peptydéw natriuretycznych
i kontrola miejscowych
efektow uktadu NP

hodowli pierwszorzedowej komérek miesni gtadkich, a takze
w matych ilosciach w liniach komérkowych PC-12 i HEK 293
[43,44]. W stanie nieaktywnym NPR-A ufosforylowany jest
na czterech resztach seryny (Ser529, Ser534, Ser538, Ser542) i
dwadch resztach treoniny (Thr532, Thr545) znajdujacych sie w
N-koncowej czesci domeny KHD. Zamiana czterech, lub wie-
cej miejsc fosforylacji powoduje zanik aktywnosci receptora w
odpowiedzi na hormon, co wskazuje na to, ze fosforylacja jest
absolutnie niezbedna do jego aktywacji [44],

RECEPTOR NPR-B

NPR-B jest gtéwnym receptorem peptyddw natriuretycz-
nych w mézgu, wystepujagcym w wielu jego obszarach. Jego
powinowactwo wigzania jest najwyzsze dla peptydu typu C,
nizsze dla ANP i BNP (Tabela 2). Podobnie jak receptory A,
receptory typu B sg biatkami o aktywno$ci cyklazy guanyla-
nowej [50]. NPR2, gen kodujacy NPR-B cztowieka (-16,5 kpz)
ulokowany jest na chromosomie 9p21-12 i sktada sie z 22 eks-
ondéw i 21 intronéw. mRNA dla receptora B wystepuje m.in.
w tkankach mézgu, ptuc, nadnerczy, nerek, macicy, jajnikow,
przysadce mézgowej, mozdzku, skorze, w hipokampie i ciele
migdatowatym (Tabela 3) [46]. NPR-B charakteryzuje niemal
identyczna topologia jak receptor NPR-A. Receptor B ufosfo-
rylowany jest na reszcie treoniny (Thr516), czterech resztach
seryny (Ser513, Ser518, Ser523 i Ser526) i jednej reszcie tyro-
zyny (Tyr725), znajdujgcych sie w N-koficowej cze$ci domeny
KHD.

Dotychczasowe badania nad funkcja tego receptora sg nie-
liczne. Wykazano, ze peptyd natriuretyczny typu C, dziatajac
poprzez receptor NPR-B, ma wplyw na czesto$¢ skurczu oraz
wzrost komorek naczyn krwionosnych [51]. U pacjentdw z
rzadka forma kartowatosci ,,short-limbed dwatfism" stwierdzo-
no wystepowanie mutacji genu receptora NPR-B. Wszystkie
hormony lub czynniki wzrostu, ktére stymulujg skurcz naczyn
lub promujg wzrost i podziat komoérek, antagonizujg dziatanie
peptyddw natriuretycznych. Przyktadami czynnikéw, kto-
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re hamujg dziatanie receptoréw NPR-A i/lub NPR-B sa: an-
giotensyna ll, arginina-wazopresyna, kwas lizofosfatydowy,
PDGF, bFGF i endotelina [52-54]. Dotychczas nie jest znany
zaden specyficzny antagonista, ktory blokowatby catkowicie
aktywnos$¢ cyklazy guanytanowej receptoréw NPR-A i-B.

RECEPTOR NPR-C

Gtéwne dziatanie tego receptora (nazywanego réwniez re-
ceptorem metabolizujgcym) polega na usuwaniu peptyddw
natriuretycznych z krwiobiegu lub $rodowiska zewngatrzko-
moérkowego. Kompleks ligand - NPR-C podlega lizosomalnej
hydrolizie, po ktorej receptor wraca na powierzchnie komorki
[55]. O ile jednoznacznie stwierdzono, ze receptor C ulega in-
ternalizacji, po czym powraca na powierzchnie komorki, o tyle
potwierdzenie, czy takie zjawisko zachodzi w przypadku po-
zostatych dwaoch receptoréw (-A i -B) jest sprawg kontrower-
syjna. NPR-C zbudowany jest z domeny zewngtrzkomoérko-
wej, ktora jest w 30% identyczna z NPR-A i -B, z pojedynczej
krotkiej czesci transbtonowej oraz krotkiej wewnatrzkomorko-
wej domeny podobnej do tej dla receptoréw NPR-A i NPR-
B, ale pozbawionej domeny KHD. Receptor ten nie posiada
domeny o aktywno$ci cyklazy guanylanowej. Ufosforylowa-
ny jest on na jednej reszcie seryny (Ser533), zawiera dwa mie-
dzyczasteczkowe wigzania disiarczkowe pomiedzy resztami
Cys-428 oraz pomiedzy Cys-431 [56], odpowiadajgce za tacze-
nie sie receptorow w homodimery lub homooligomery. Gen
kodujacy NPR-C cztowieka (65 kpz) ulokowany jest na chro-
mosomie 5pl4-13 i zawiera 8 eksondéw i 7 intronédw [57], Jego
powinowactwo wigzania jest najwyzsze dla ANP, nizsze dla
CNP, a najnizsze dla BNP (Tabela 2). NPR-C wystepuje w du-
zych ilosciach w wielu tkankach (Tabela 3), stanowigc wiekszg
cze$¢ populacji receptoréw dla peptydéw natriuretycznych.
W komorkach $rédbtonka receptory C stanowia 94% recepto-
row wigzacych peptydy natriuretyczne. Rowniez mRNA dla
tego receptora wystepuje w wielu tkankach, miedzy innymi w
przedsionkach serca, ptucach, nerkach, nadnerczach, zytach,
tozysku, w miesniach gtadkich aorty i komaérkach $rédbton-
ka aorty oraz w niektérych obszarach mézgu [58]. Istniejg do-
niesienia, ktére wskazujg na to, ze NPR-C wptywa na funkcje
biologiczne komérek poprzez hamowanie aktywnosci cyklazy
adenylanowej lub stymulacje fosfolipazy C [59],

Znanych jest wiele czynnikéw majacych wptyw na liczbe
receptoréw obecnych na btonie komérkowej. Wykazano, ze
poziom mRNA dla NPR-C wzrasta w komérkach srodbtonka
pod wptywem glikokortykoidéw [60], U szczuréw, niedobor
wody i wysoki poziom soli znaczaco zwieksza obecnosc¢ recep-
toréw typu C w nerkach [61]. Z kolei obnizenie syntezy NPR-C
w komorkach srodbtonka powodowane jest poprzez aktywa-
cje NPR-A i NPR-B i zwigzang z tym produkcje cGMP [62].
Wiele badan wskazuje na to, iz same peptydy natriuretyczne
réwniez mogg redukowac ilos¢ receptorow [7], Sugeruje sie,
ze receptor C czuty jest rowniez na stres osmotyczny ijonowy,
poniewaz transkrypcja genu dla tego receptora jest znaczaco
zahamowana w komérkach srédbtonka aorty wotu (BAEC) w
skutek podniesienia stezenia chlorku sodu w medium hodow-
lanym [63].
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Oprécz podobnej struktury, receptory peptydéw natriu-
retycznych charakteryzuje znaczne podobieAstwo mecha-
nizmow ich regulacji. W stanie podstawowym, w przypad-
ku nieobecnosci liganda, receptory NPR-A i NPR-B sg silnie
ufosforylowane, a aktywnos$¢ cyklazy guanylanowej (GC) jest
niska [64], Biatka te tworzg w btonach komoérkowych formy
homodimeryczne lub homotetrameryczne potagczone zaréwno
na zewnatrz, jak i wewnatrz komérki (Ryc. 2). Wewnatrz ko-
morki receptory potagczone sg w rejonie dimeryzujacym, tzw.
»coiled coil", oddzielajgcym domene KHD od domeny katali-
tycznej [65], Uszkodzenie tego regionu skutkuje brakiem two-
rzenia oligomerow, jak réwniez brakiem aktywacji wewnatrz-
komérkowych konstruktéw, co wskazuje na to, iz dimeryzacja
jest niezbedna do aktywacji cyklazy guanylanowej. W stanie
podstawowym receptory NP istniejg jako homooligomerycz-
ne kompleksy. Kazdy monomer jest silnie ufosforylowany w
domenie homologicznej do kinazy tyrozynowej, ktérej kon-
formacja blokuje przytgczanie ATP. Receptory pozbawione
tej domeny sg konstytutywnie aktywne [61], co prowadzi do
wniosku, ze odpowiada ona za hamowanie aktywnosci ka-
talitycznej domeny cyklazy guanylanowej [64], Przytgczenie
peptydu natriuretycznego, ze stechiometrig jedna czasteczka
peptydu na dwie czasteczki receptora [65] nie powoduje, jak to
ma miejsce w przypadku receptoréw dla czynnikéw wzrostu,
dalszej oligomeryzacji [44], Zwigzanie liganda wptywa jednak
na translokacje domen zewngtrzkomdrkowych i zmniejszenie
dystansu miedzy nimi w rejonie przybtonowym [65]. Induku-
je rébwniez zmiany w konformacji KHD, ktére prowadzg do
przytgczenia ATP, co stabilizuje receptor i odblokowuje dome-
ne katalityczng.

Ciagta ekspozycja receptorbw NPR-A i NPR-B na pepty-
dy natriuretyczne powoduje czasowo-zalezng defosforylacje
receptora, co prowadzi do tak zwanego homologicznego ob-
nizenia progu czutosci, czyli zmniejszenia zdolnosci wigzania
liganda. Homologiczne zobojetnianie receptordw NPR-A i -B
jest jedynym w swoim rodzaju paradygmatem w poréwnaniu
z wiekszoscia receptorow, ktére sg zobojetniane poprzez bez-
posrednig fosforylacje [44], Aktywacja receptora po zwigzaniu
liganda powoduje defosforylacje domeny KHD, wzrost pozio-
mu dysocjacji czasteczek ATP i liganda, co prowadzi do zaha-

NPR-A NPR-A
NPR-B NPR-B

i

G'&\_GKV

stan stan
pdstawowy aktywacji

NPR-C

domena
wigzaca ligand

domena transblonowa
domena KHD
domena dimeryzujgca

domena
cyklazy guanylanowej

Rycina 2. Schemat budowy i mechanizm aktywacji receptoréw peptydéw natriu-
retycznych (zmodyfikowano na podstawie [50]).
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mowania przekazywania sygnatu i jednoczesnego zmniejsze-
nia czutosci receptora na dalszg stymulacje.

UWAGI KONCOWE

Chociaz od odkrycia pierwszego z czlonkéw rodziny
peptydéw natriuretycznych mineto juz ponad 20 lat, to do
niedawna przypisywano im gtéwnie funkcje regulacyjng ci-
$nienia i objetosci krwi. W ciggu ostatnich lat wykazano wy-
stepowanie tych peptydéw w wielu tkankach organizmu, nie
tylko uktadu krwiono$nego i moczowego. Rozszerza sie szyb-
ko wiedza o ich funkcjach biologicznych oraz zmianach ich
poziomu w odpowiedzi na wystepowanie wielu czynnikow
patologicznych. Istotnym wydaje sie poznanie roli jaka penig,
te stosunkowo mato poznane neurohormony, w homeostazie
organizmu. Wykazujac dziatanie natriuretyczne, diuretyczne
oraz naczyniorozszerzajace, peptydy te stanowig istotny ele-
ment mechanizméw kompensujacych zaburzenia homeostazy
uktadu krazenia.
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Natriuretic peptides - their receptors and role in cardiovascular system
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ABSTRACT

Natriuretic peptides belong to a family of small proteins that play a major role in modulation of natiiuresis, diuresis and vasodilatation. They
counteract the activity of renin-angiotensin-aldosterone system. They are also involved in the regulation of homeostasis, fat metabolism and
long bone growth. Natriuretic peptides family in mammals consists of three main members: atrial natriuretic peptide (ANP) - secreted by the
atrial myocardium; brain natriuretic peptide (BNP) - secreted mainly by the ventricular myocardium, and C-type natriuretic peptide (CNP)
- produced and released by endothelial cells. Secretion of these peptides is stimulated by atrial and ventricular distension, increased blood
pressure, hypoxia or renal dysfunction. Natriuretic peptides play their roles via interactions with NPR-A and NPR-B receptors which are
transmembrane guanylyl cyclases. Their local concentrations, regulated by internalization and degradation, are mediated by the NPR-C recep-
tor and by neutral endopeptidase. The paper presents the current knowledge of structure and biological function of natriuretic peptides.
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Mechanizmy wiernosci replikacji DNA

achowanie wysokiej wiernosci replikacji DNA mafundamentalne znaczenie dla zapew-
Znienia wiernego przekazywania informacji genetycznej w czasie podziatéw komdrko-
wych, jak rowniez podczas przekazywania materiatu genetycznego od rodzicéw do potom-
stwa. Gtéwnymi straznikami wiernej replikacji sa replikacyjne polimerazy DNA, ktére sg
odpowiedzialne za replikacje genomowego DNA. Polimerazy DNA, obok replikacji geno-
mowego DNA, biorg takze udziat w wielu szlakach naprawy uszkodzeh DNA, wypetnia-
jac luki w DNA powstate w wyniku dziatania enzymoéw naprawczych. Wysoka wiernos$¢
replikacji determinowana jest przez wtasciwg selekcje nukleotydéw w centrum aktywnym
enzymu oraz zdolno$¢ do usuwania niekomplementarnych nukleotyd6éw z kofca matrycy-
startera przez aktywnos$¢ korektorska. W artykule podsumowano obecny stan wiedzy na te-
mat mechanizmoéw, ktére determinujg wysoka wierno$¢ replikacji, ze szczegélnym uwzgled-
nieniem badan strukturalnych pokazujacych istotne zmiany konformacyjne po zwigzaniu
sie polimerazy z substratem. Podkres$lono role wigzan wodorowych, geometrie par zasad
oraz oddziatywania polimerazy z DNA i z biatkami towarzyszacymi.

WPROWADZENIE

Ostatnie lata doprowadzity do odkrycia i opisania wielu nowych polimeraz
DNA zaréwno w komorkach eukariotycznych, jak i prokariotycznych. W ko-
morkach ludzkich odkryto juz szesnascie polimeraz DNA, w komoérkach droz-
dzy Sacharomyces cerevisiae znanych jest dziewie¢ polimeraz, a w komorkach
prokariotycznych pieé polimeraz DNA. Na podstawie pordwnania sekwencji
aminokwasowej polimerazy DNA zostatly podzielone na kilka rodzin, A, B, X
Y oraz C i D [1,2,3]. Do rodziny A zaliczane sg miedzy innymi; polimeraza | z
Escherichia coli, polimeraza DNA faga T7, mitochondrialna polimeraza y. Rodzi-
na polimeraz B obejmuje eukariotyczne polimerazy replikacyjne, polimerazy a,
6 oraz £ polimeraze § a takze polimerazy DNA bakteriofagdw T4, RB69 oraz
cp29. Do rodziny polimeraz X zaliczane sg eukariotyczne polimerazy takie jak
polimeraza B, polimeraza A polimeraza p oraz terminalna transferaza TdT. Ro-
dzina polimeraz Y obejmuje polimerazy replikujgce uszkodzone DNA (TLS), do
ktorych zaliczane sg miedzy innymi prokariotyczne polimerazy IV iV oraz eu-
kariotyczne polimerazy DNA takie jak polimerazar), « czy i. Rodzina polimeraz
D wystepuje w komérkach bakterii termofilnych [4] natomiast do rodziny poli-
meraz C zalicza sie polimeraze Ill z Escherichia coli, ktéra wykazuje stosunkowo
niewielkag homologie na poziomie sekwencji aminokwasowej do pozostatych
polimeraz DNA [5], Dodatkowg grupe stanowig odwrotne transkryptazy, re-
prezentowane przez polimeraze z wirusa HIV-RT oraz telomeraze [6,7].

Polimerazy DNA w komorce petnia wiele funkcji. Oprocz replikacji genomo-
wego DNA zaangazowane sg W szereg procesow zwigzanych z naprawg DNA.
Biorg udziat w naprawie przez wycinanie zasad (BER), naprawie przez wyci-
nanie nukleotydéw (NER), naprawie uszkodzeri rekombinacyjnych czy napra-
wie uszkodzen krzyzowych (ang. cross-link) [8], Istnieje duza grupa polimeraz
nalezaca do rodziny Y, ktore replikujg w sposob bezbtedny uszkodzone DNA
(ang. translesion synthesis) [2], Tabela 1 przedstawia znane rodziny oraz ich naj-
wazniejszych przedstawicieli. Polimerazy DNA obok domeny polimeryzacyjnej
i czesto towarzyszacej domeny egzonukleolitycznej posiadajg inne domeny, jak
np. domene odpowiedzialng za usuwanie reszty cukrowej - o aktywnosci liazy
5'-dezoksyrybozo-fosforanu (ang. dRP lyase domain) (Pol | z E. coli, Pol B, Pol A
Pol p, oraz TdT), domene 5'-3' egzonukleazy (Pol I z E. coli), domene helikazy
(Pol 0), domene sygnatowg BRCT (Pol A Pol p, TdT oraz Pol Revi) czy aktyw-
no$¢ prymazy, jak polimeraza a (syntetyzowanie krotkich starterow RNA). Wie-
le polimeraz posiada jeszcze inne dodatkowe sekwencje, ktérych funkcja jak na
razie nie zostata poznana [3]. Tabela 2 przedstawia liste polimeraz cztowieka,
drozdzy oraz polimeraz z E. coli, oraz przypisane im funkcje.
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Tabela 1. Rodziny polimeraz i ich najwazniejsi przedstawiciele.

Pol 1z E. coli, T7, Taq,

Rodzina A ludzkie poty i Pol v

. Pol 5, Pol a, Pol e, Pol ¢
Rodzina B RB69, T4, pol9°-7
Rodzina C Pol 11l z E. coli
Rodzina D Pol D z Archebakterii
Rodzina X Pol 3 Pol p, Pol  TdT, Polo
Rodzina Y Pol IV, Pol V z E. coli, Pol

Revi, Pol «, Pol 1|

Odwrotne transkryptazy HIV-RT, telomeraza

WIERNOSC REPLIKACJI DNA

Wierno$¢ replikacji genomowego DNA jest bardzo wyso-
ka; jeden btad popetniany jest na 10810 replikowanych par
zasad [9], Na tak wysoka wiernos$¢ sktada sie wiele czynni-
kow. Pierwszym i najwazniejszym jest wierno$¢ replikacji
polimeraz DNA, ktdrych potgczone aktywnosci polimerazy
(wigczanie witasciwego nukleotydu) i egzonukleazy (usu-
wanie z konca 3'-OH Zle sparowanych zasad) sg odpowie-
dzialne za wiasciwy wybdr nukleotydu. Wiernos¢ replika-
cji w zaleznosci od polimerazy ksztaltuje sie na poziomie
jednego btedu na 106108replikowanych par zasad. System
naprawy zle sparowanych zasad (ang. Mismatch Repair Sys-
tem MMR) rozpoznajacy i usuwajacy Zle sparowane zasady
pozostawione przez polimeraze w nowosyntetyzowanej
nici podnosi wiernos¢ replikacji od dwoch do kilku rzedow
wielkosci [10]. Na ksztattowanie wiernosci replikacji wpty-
wa takze naprawa rekombinacyjna oraz replikacja uszko-
dzonego DNA (ang. translesion sythesis) prowadzona przez
wyspecjalizowane polimerazy DNA.

Polimerazy replikacyjne z wysoka precyzja wigczajg wia-
Sciwy nukleotyd podczas syntezy DNA. Pierwotna hipote-
za zaktadata, ze whasciwa selekcja zasad jest determinowa-
na przez mozliwo$¢ tworzenia wigzan wodorowych przez
wiasciwe pary Watsona-Cricka. Jednak réznica energii swo-
bodnej pomiedzy wiasciwie a niewtasciwe sparowanymi
nukleotydami jest zbyt mata, zeby mogta determinowac tak
wysoka selektywnos$¢ (jeden btad na 105inkorporowanych
par zasad). W srodowisku wodnym ta réznica wynosi 0,02-
4 kcal/mol i pozwala na jedng niewtasciwg inkorporacje na
10 prawidtowych par zasad [11]. Dla niektérych mniej wier-
nych polimeraz, polimeraz rodziny Y, udziat wigzan wo-
dorowych ma wptyw na tworzenie nowych prawidtowych
par, natomiast dla polimeraz o wysokiej wiernosci replikacji
wigzania wodorowe odgrywajg mniejszg role w tworzeniu
prawidtowych par zasad. Wiadomo natomiast, ze wigzania
wodorowe sg potrzebne do stabilizacji nowo tworzonego
tancucha DNA [12],

Juz w 1979 roku Bruskov i Poltev [13] zaproponowali,
ze polimerazy moga rozpoznawaé wtasciwe nukleotydy na
podstawie ich sterycznych wasciwosci i umozliwia¢ utwo-
rzenie wigzania fosfodiestrowego. Potwierdzity to badania
kinetyczne, ktdre wykazaty, ze polimerazy wigza wtasciwy
nukleotyd z wydajnoscig od 10-1000 razy wyzszg niz nie-
wiasciwy nukleotyd. Wiazanie wtasciwego nukleotydu po-
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przedza nastepny etap, zwigzany ze zmianami konforma-
cyjnymi enzymu, ktéry prowadzi do utworzenia wigzania
fosfodiestrowego. Dla niewtasciwego nukleotydu ten etap
moze by¢ nawet do 1000 razy wolniejszy niz dla wtasciwego
nukleotydu [14].

BUDOWA CENTRUM AKTYWNEGO POLIMERAZ DNA

Poréwnanie sekwencji aminokwasowych C-koncowych
domen polimeraz DNA z rodziny A dokonane przez Dela-
rue i wsp. [15] pozwolito zidentyfikowaé wazne zachowane
ewolucyjnie i funkcjonalnie rejony, ktore sg odpowiedzialne
za wiasciwosci katalityczne polimeraz. W obrebie domeny
polimerazy DNA wyr6znionych zostato sze$¢ zachowanych
rejonéw oznaczonych 1-6. Trzy z tych motywdéw (3,4 i5) na-
zywane takze domenami A, Bi C sg takze silnie zachowane
w polimerazach z rodziny B. Domeny A i C sg zachowane w
rodzinie polimeraz X (polimeraza B) oraz RT mimo, ze po-
limeraza B wyewoluowata niezaleznie od innych klas poli-
meraz DNA o znanej strukturze. Domeny te, jak to pokazaty
struktury krystalograficzne otrzymane dla polimeraz DNA,
znajduja sie w poblizu miejsca wchodzenia trifosfonukle-
otydu i stanowig cze$¢ centrum aktywnego polimerazy, od-
powiedzialnego za wtaczanie nukleotydu [16],

Niezaleznie od réznic w sekwencji aminokwasowej wiek-
szo$¢ polimeraz, dla ktérych otrzymano strukture krystalo-
graficzng, wykazuje bardzo podobng budowe. Ksztatt jest
poréwnywany do ksztattu jaki przyjmuje pétotwarta prawa
dton z domenami opisywanymi jako ,palce”, ,,spéd dioni"
oraz ,kciuk" [17-22], Domena polimerazy zwija si¢ w taki
sposob, ze tworzy sie duzy rowek, ktéry stanowi miejsce
dla wigzania DNA. Polimeraza R oraz ostatnio poznane i
opisane inne polimerazy z rodziny X majg inng topologie
domeny spodu dtoni w poréwnaniu do pozostatych rodzin
polimeraz A, B, Y oraz RT oraz inne utozenie domen kciuka
i palcow w stosunku do domeny spodu dtoni. W polimera-
zach tych kciuk stanowi funkcjonalny ekwiwalent palcow,
a palce petnig funkcje domeny kciuka [23,24]. Polimerazy z
rodziny X uzywajg tego samego mechanizmu wigzania nu-
kleotydu i posiadajg wszystkie strukturalne i mechanistycz-
ne witasciwosci, ktére charakteryzujg polimerazy z innych
rodzin. Wszystkie badane do tej pory polimerazy posiadajg
centrum aktywne zlokalizowane w domenie spodu dtoni,
ktore jest odpowiedzialne za wigzanie korca startera i a fos-
foranu wchodzgcego nukleotydu. Dwa zachowane ewolu-
cyjnie motywy A i C zidentyfikowane przez Delarue i wsp.
[15] zawierajg az trzy silnie zachowane reszty karboksylo-
we. Dwie z tych reszt sg niezmienne i bezpo$rednio zaanga-
zowane w reakcje wigzania metalu i reakcje przekazywania
nukleotydu. Mechanizm wigzania nukleotydu z udziatem
dwoéch jonéw metalu (Mg2y zostat po raz pierwszy zapro-
ponowany w 1993 przez Steitza dla polimerazy RNA [25],
Mechanizm ten okazat sie takze prawdziwy dla polimeraz
DNA [25-28]. Porownanie struktur krystalograficznych po-
limeraz z r6znych rodzin, polimerazy B (rodzina X), RB69
(rodzina B), T7 DNA polimerazy (rodzina A), odwrotnej
transkryptazy HIV RT, a takze polimerazy Dpo4 (rodzina
Y) [29] pokazato, ze wszystkie te polimerazy majg silnie za-
chowang strukture domeny katalitycznej znajdujacej sie w
domenie ,spodu dtoni" (motyw A i C) oraz wigza dwa jony
magnezu, ktore sg koordynowane przez dwa kwasy aspara-
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Tabela 2. Proponowane funkcje dla poznanych polimeraz DNA.

Dodatkowe -
‘L Proponowane funkcje
aktywnosci
replikacja DNA chromosomalnego, udziat
prymaza

w kontrolowaniu fazy S, naprawa DSB

3 eqzonukleaza replikacja DNA chromosomalnego,
g NER, BER, MMR, naprawa DSB

3 egzonukleaza MMR, naprawa DSB, kontrolowanie fazy S

TLS, naprawa DSB, hipermutacje
somatyczne (SHM)

3' egzonukleaza,  replikacja mitochondrialego

dRP liaza DNA, mitochondrialny BER

- ICL (naprawa peknie¢ krzyzowych) ?
dRP liaza BER, naprawa peknie¢ w ssDNA
dRP liaza BER ?, NHEJ

TdT NHEJ

TdT NHEJ

replikacja DNA chromosomalnego, NER, BER,

Polimerazy Gen Gen
Eukariotyczne cztowieka Drozdzy
Rodzina B
a (alfa) POLA POLI
0 (delta) POLD1 POL3
£ (epsilon) POLE POL2
C(zeta) POLZ Rev3
Rodzina A
y (gamma) POLG M1P1
0 (theta) POLQ -
Rodzina X
R (beta) POLB -
X (lambda) POLL POL4
p (mu) POLM -
TdT DNTT -
0 (sigma) POLS TRF4
Rodzina Y
n (eta) POLH RAD30
i (iota) POLI -
k (kappa) POLK -
Revi REVI REVI
Polimerazy Nazwa
prokariotyczne (E. coli) genu
Pol 1(rodzina A) polA dRP liaza
Pol 11 (rodzina B) polB 3’ egzonukleaza
Pol 1l (rodzina C) polC 3’ egzonukleaza

Pol IV (rodzina Y) dinB -

Pol V (rodzina Y) umuC -

ginowe. W strukturze polimerazy p trzeci kwas asparagino-
wy D256 oddziatuje z metalem A, ktéry moze zmienia¢ pKa
(stata dysocjacji kwasowej) zaré6wno konca 3'-OH primera,
jak i samego kwasu asparaginowego [30]. Zamiana D256 do
A hamuje aktywno$¢ polimerazy (3 co wskazuje na istotng
role tego aminokwasu w procesie katalizy. W rodzinie poli-
meraz A iY odpowiednikiem kwasu asparaginowego w tej
pozycji jest kwas glutaminowy, w rodzinie polimeraz B jest
to kwas asparaginowy. Rola trzeciej reszty karboksylowej
w rodzinie polimeraz A, Y oraz B nie jest do konca wyja-
$niona ijej udziat w oddziatywaniach z jonem Mg2+nie jest
potwierdzony. Niezaleznie od réznic na poziomie sekwen-
cji aminokwasowej, struktury domen spodu dtoni réznych
polimeraz daja sie natozy¢ na siebie, a istotne reszty karbok-
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dRP liaza

Dodatkowe aktywnosci

3’ egzonukleaza, 5’ egzonukleaza,

replikacja DNA kompleksow
kohezyjnych siostrzanych chromatyd

TLS, mutacje somatyczne (SHM)
BER?, TLS?
TLS

TdT (dla dC) TLS

Proponowane funkcje

replikacja chromosomalnego DNA, NER, BER

replikacja nieuszkodzonego DNA, TLS

replikacja chromosomalnego DNA, BER, MMR
m

TLS

sylowe znajduja sie w podobnej pozycji [28] co wskazuje,
ze wszystkie polimerazy wykorzystujg ten sam mechanizm
przekazywania nukleotydu.

Struktury domen palcow i kciuka réznig sie we wszyst-
kich czterech rodzinach polimeraz, dla ktérych znane sg
struktury krystalograficzne. Jednakze zaréwno palce, jak i
kciuk petnig podobne funkcje we wszystkich tych polimera-
zach. Domena palcdw zawiera reszty aminokwasowe, ktdre
sq zachowane wewnatrz rodzin polimeraz (motyw B) i za-
pewniajg wazne oddziatywania z wchodzgcym trifosfonu-
kleotydem i z jednoniciowym DNA matrycy. Domena pal-
cow razem z domeng kciuka stanowig centrum katalityczne
polimerazy. Domena kciuka oddziatuje z dwuniciowym
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DNA od strony matego rowka i przypuszcza sie, ze odgry-
wa istotng role we wiasciwym ustawieniu DNA matrycy-
startera w centrum aktywnym polimerazy, a takze wpltywa
na procesywnos$é polimerazy i bierze udziat w translokacji
polimerazy [27-29].

Poréwnanie struktur krystalograficznych potréjnych
komplekséw (enzym + DNA + dNTP) z odpowiadajgcymi
im podwdjnymi kompleksami (enzym + DNA) lub apoen-
zymoéw (samych enzymdw) otrzymanych dla polimeraz z
rodziny X, A i B (polimerazy p, polimerazy T7, polimerazy
| Tag oraz polimerazy DNA RB69) pokazato, ze wigzanie
dNTP prowadzi do istotnych zmian w orientacji DNA i
domeny palcow, a to prowadzi do utworzenia miejsca wig-
zania dla wchodzacego nukleotydu i komplementarnego
nukleotydu matrycy [16,31], W czasie wigczania nukleoty-
du domena palcow rotuje w kierunku domeny spodu dtoni
tworzac tzw. ,zamknietg" konformacje (Ryc. 1). Przybliza
to istotne reszty aminokwasowe domeny palcow, ktore
moga teraz kontaktowac sie zwchodzagcym dNTP. Domena
palcow zamyka sie wokét wchodzacego nukleotydu i kom-
plementarnej zasady matrycy tworzac ,kieszen wigzaca
nukleotyd" (ang. dNTP binding pocket) dla nowo tworzacej
sie pary. Powierzchnia tej kieszeni okreslona jest czesciowo
poprzez oddziatywania polimerazy z matym rowkiem od
strony zasady matrycy, a takze z zasada, cukrem i fosfora-
nem wchodzacego nukleotydu. Powierzchnia ta okreslana
jest rowniez przez oba nukleotydy ostatniej pary matrycy
- startera. Geometria tej kieszeni jest taka, ze akceptowa-
ny bedzie tylko wtasciwy komplementarny nukleotyd. W
miejscu wigzania nukleotydu znajdujg sie liczne reszty ami-
nokwasowe, ktore tworzg wigzania wodorowe od strony
matrycy-startera. Akceptory wigzan wodorowych matego
rowka DNA N3 puryn i 02 pirymidyn znajduja sie w pra-
wie identycznej pozycji we wszystkich czterech wtasciwych
parach zasad, oraz sg nieobecne lub inaczej potozone w nie-
prawidtowych parach. Tak wiec oddziatywania od strony
matego rowka pozwalajg na wykrycie niewtasciwych par.
Zwigzanie witasciwego nukleotydu umozliwia utworzenie
wigzania fosfoestrowego pomiedzy a fosforanem i 3' hy-
droksylowga grupg startera, opisane doktadnie w [27], Po
przytaczeniu nukleotydu polimeraza przechodzi kolejng

helisa a

konformacja

matryca otwarta

y

c%*j)(

wchodzacy

/N
nukleotyd
3* koniec startera

konformacja
zamknieta

Rycina 1. Przemieszczanie sie domeny palcéw w celu utworzenia kieszonki
wigzacej nukleotyd. Przemieszczania sig (rotowanie) a helisy domeny palcéw w
kierunku DNA w celu utworzenia centrum katalitycznego polimerazy dla wia-
czajacego sie dNTP. W czasie przej$cia z konformacji ,,otwartej" do ,,zamknigtej"
domena palcéw zmienia potozenie o0 30° w przypadku polimerazy Klenow, o 40°
w przypadku polimerazy faga RB69 oraz 20° w przypadku polimerazy @
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zmiane konformacyjna, ktoéra prowadzi do otwarcia pal-
cow, odsuniecia istotnych reszt aminokwasowych od cen-
trum aktywnego i mowi sie, ze polimeraza przyjmuje kon-
formacje ,,otwartg".

Potwierdzeniem tego, ze geometria kieszeni odgrywa
wazng role we wiasciwej selekcji zasad przez polimeraze sa
zmutowane formy polimeraz, gdzie zamieniono zachowa-
ne w ewolucji aminokwasy w poblizu centrum aktywnego
otrzymujac polimerazy o obnizonej wiernosci replikaciji.
Mutanty o obnizonej wiernosci replikacji opisano dla po-
limerazy |, polimerazy p, polimerazy faga T4 i RB69 oraz
eukariotycznych polimeraz a, 6 oraz e. Mutacje te zmienia-
ty wazne dla wiernosci replikacji oddziatywania z kofcem
startera i wchodzgcego nukleotydu (mutant R668A Pol I
[32,33]), z matym rowkiem nukleotydu komplementarnego
dla wchodzgcego nukleotydu (mutant polimerazy p - R283
[34] oraz mutant polimerazy RB69 - Y567A [35]), oddziaty-
wania z ostatnig parg matrycy-startera (mutant polimerazy
Iz £ coli - Y677A [36]) czy z zasada, cukrem i fosforanem
wchodzgcego nukleotydu (mutant polimerazy | z £. coli-
E710A [37]). Wiernos$¢ replikacji determinowana jest takze
przez oddziatywania polimerazy z dupleksem DNA wiele
zasad powyzej centrum aktywnego polimerazy. Polimerazy
oddziatujg z dupleksem matrycy-startera za pomoca wigzah
wodorowych od strony matego rowka DNA. W strukturze
krystalograficznej polimerazy T7, polimerazy Bst oraz Taq
Pol zaobserwowano oddziatywania z udziatem wigzan wo-
dorowych (ang. H-bonding interactions) obejmujace 4 zasady
dupleksu [21,38,39]. Analiza struktur Kkrystalograficznych
polimerazy HIV-RT ipolimerazy p pokazata, ze obie te poli-
merazy tworzg tylko jedno wigzanie wodorowe z zasadg od
strony matego rowka. Te oddziatywania majg wptyw na site
wigzania sie polimerazy z DNA, jak rowniez majg wpltyw
na rozpoznawanie prawidtowej geometrii nowo tworzonej
pary zasad oraz na zdolno$¢ do wydtuzania Zle sparowa-
nych zasad na koficu matrycy-startera [40,41],

Nie wszystkie polimerazy przechodzg tak istotne zmiany
konformacyjne zwigzane z wigczaniem nukleotydu. Anali-
zy struktur krystalograficznych polimerazy A (rodzina X)
zwigzanej z DNA zawierajagcym jednonukleotydowg luke i
wypetniajacg te luke pokazaty, ze polimeraza ta w czasie ka-
talizy (wtgczania nukleotydu) nie podlega duzym zmianom
konformacyjnym. Enzym nawet przy braku wchodzgcego
nukleotydu przyjmuje konformacje zamknietg. Zaobser-
wowano, ze gtéwne zmiany konformacyjne jakie zachodza
podczas wigczania nukleotydu zwigzane sg z przemiesz-
czeniem matrycy oraz rotowaniem istotnych dla zajscia ka-
talizy aminokwasow (Tyr505 i Arg517), ktore sprawdzaja
witasciwg konformacje tworzacej sie nowej pary [42], Row-
niez dla wielu polimeraz o niskiej wiernos$ci replikacji, np.
polimeraz z rodziny Y, badania strukturalne pokazaty, ze
duze strukturalne zmiany zwigzane z przemieszczaniem sie
domeny palcdw nie zachodzg w zwigzku z wigczaniem nu-
kleotydu. Miejsce wigzania wchodzacego nukleotydu przy-
pomina konformacje zamknietg, takg jaka sie obserwuje dla
innych polimeraz, natomiast miejsce wigzania matrycy znaj-
duje sie w konformacji otwartej. Powoduje to zwiekszenie
powierzchni ,kieszeni wigzacej nukleotyd" [43], W struktu-
rze krystalograficznej polimerazy Dpo4, jednej z polimeraz
rodziny Y, obserwuje sie mniej oddziatywan polimerazy z
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Rycina 2. Etapy wigzania nukleotydu przez polimeraze. Uogdlniony schemat Ki-
netyki wigczania nukleotydu przez polimerazy. Doktadny opis reakcji znajduje
siew tekscie. E-DNA polimeraza, E'- konformacyjna zmiana w polimerazie DNA,
DNAnR- substrat DNA, PPi- nieorganiczny fosforan, DNAnl- produkt DNA wy-
dtuzony o jeden nukleotyd.

DNA iwchodzacym nukleotydem, co utatwia tej polimera-
zie zmieszczenie w centrum aktywnym duzych zmodyfiko-
wanych zasad lub dwoch zasad matrycy [22,29], Polimerazy
0 mniejszej wiernosci wiaczaja prawidtowy nukleotyd wol-
no, natomiast polimerazy o wysokiej wiernosci replikacji
wiaczajg whasciwy nukleotyd bardzo szybko, co zwigzane
jest z budowa centrum aktywnego polimeraz [44],

Dla polimeraz, ktére wykazujg wysoka wierno$c¢ replika-
cji wigczenie niewtasciwego nukleotydu na koncu startera
zwalnia wydtuzanie startera i prowadzi do otwarcia palcéw
lposzukiwania nowego prawidtowego nukleotydu lub, w
przypadku polimeraz, ktdre majg funkcje korektorska, wy-
dtuza czas, w ktérym 3' koniec startera moze zostac przeka-
zany do centrum aktywnego 3' egzonukleazy [9,14].

MECHANIZM WELACZANIA WLASCIWEGO
NUKLEOTYDU - UDZIAL JONOW METALI

Badania kinetyczne polimeraz o wysokiej wiernosci re-
plikacji pozwolity wyrdzni¢ sze$¢ etapdw inkorporacji nu-
kleotydu (Ryc. 2) [45], Na etapie pierwszym dochodzi do
wigzania sie polimerazy z DNA - tworzy sie kompleks po-
dwojny. Na etapie drugim kompleks polimerazy z DNA (E:
DNAJ wigze sie z wchodzacym nukleotydem (dNTP) two-
rzac potréjny kompleks (E:DNAndNTP). Etap trzeci zwia-
zany jest ze zmiang konformacyjng kompleksu w taki spo-
s6b, ze wchodzacy trifosforan nukleotydu ustawiony jest
w pozycji umozliwiajgcej zajscie katalizy (*E:DNARdNTP).
Jest to pierwsza zmiana konformacyjna. Etap czwarty zwia-
zany jest z reakcjg katalizy i przekazaniem nukleotydu (*E:
DNA n:PPi). Etap piaty zwigzany jest z kolejng zmiang
konformacyjng polimerazy i DNA - powstaje kompleks (E:
DNAMLPPi). Etap szosty zwigzany jest z translokacjg poli-
merazy i DNA czemu towarzyszy uwolnienie pirofosfora-
nu i powstaje o jeden nukleotyd dtuzszy taricuch DNA (E:
DNAnH).

Sekwencja zdarzen zwigzana z witgczaniem nukleotydu
jest taka sama dla wszystkich polimeraz, ale dla réznych
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polimeraz inne etapy reakcji moga limitowaé inkorporacje
wiasciwego nukleotydu. Dla wiekszosci polimeraz (Polime-
razy | fragmentu Klenowa, Polimerazy IV z Solfolobus sul-
fataricus, czy dla odwrotnej transkryptazy HIV ) pierwsza
zmiana konformacyjna zwigzana z wigczaniem nukleotydu
jest czynnikiem limitujgcym reakcje (etap 3). Dla polimera-
zy B etapem limitujgcym jest etap czwarty zwigzany z zaj-
Sciem Kkatalizy i przekazaniem nukleotydu, natomiast dla
polimerazy faga T4 i RB69 nie udato sie ustali¢ etapu, ktory
kontroluje reakcje inkorporacji nukleotydu [45].

Dwa jony metalu (Mg2y) A i B sg bezposrednio zaanga-
zowane w wigzanie nukleotydu w czasie reakcji wigczania
nukleotydu katalizowanego przez polimerazy [23,30]. Me-
tal B (metal wigzacy nukleotyd), ktéry oddziatuje z ato-
mami tlenu wchodzgcego nukleotydu i dwiema resztami
kwasu asparaginowego, ustawia trifosforan w centrum ak-
tywnym enzymu i prawdopodobnie wptywa na obnizenie
tadunku w czasie katalizy. Kiedy nukleotyd znajdzie sie na
swoim miejscu w centrum aktywnym, drugi jon Mg2+(metal
A) zostaje zwigzany. Metal A oddziatuje z koncem 3'-OH
(nukleotydu matrycy), indukujac bardzo nieznaczne zmia-
ny konformacyjne, ktére pozwalajg ustawi¢ koniec 3'-OH

wchodzacy

nukleotyd

zasada

zasada
OH
OH
H
matryca D ), [

polimeraza

Rycina 3. Mechanizm przekazywania nukleotydu w centrum aktywnym poli-
merazy. Rycina pokazuje dwa jony metalu Mg2+-A i B (zaznaczone na zielono)
w centrum katalitycznym polimerazy. Ustawienie metalu B jest koordynowane
poprzez oddziatywania z dwiema katalitycznymi resztami Asp 654 (strukturalny
motyw A) i Asp 475 (strukturalny motyw C), tlenem Ala 476 oraz dwoma gru-
pami fosforanowymi R iy wchodzacego nukleotydu. Metal B ustawia trifosforan
nukleotydu we wiasciwej pozycji w centrum katalitycznym polimerazy. Metal
A jest zwiazany w centrum aktywnym z dwoma katalitycznymi resztami Asp
(475 i 654) oraz dwiema czasteczkami wody znajdujacymi sie w poblizu centrum
katalitycznego (zaznaczone na czerwono). Metal A aktywuje koniec 3'OH starte-
ra do nukleofilowego ataku na a-fosforan wchodzgcego dNTP. W czasie reakcji
przekazywania nukleotydu proton z 3' OH nukleofilowego konca (Ha) zostaje
usuniety ijest przekazywany do grupy pirofosforanowej opuszczajacej centrum
katalityczne enzymu. Rycine przygotowano, opierajac sie na danych literaturo-
wych zamieszczonych w pracy Joyce i Steitz (1995) [26] oraz Brautigam i Steitz
1998 [27]. Model przedstawiono, uzywajac nazw reszt aminokwasowych polime-
razy DNA faga T7.
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w pozycji umozliwiajacej nukleofilowy atak na a-fosforan
wchodzacego nukleotydu. Jon metalu A moze podwyzszac
nukleofilowos$¢ kornica 3'-OH poprzez obnizenie jego warto-
Sci pKa. Powstaje pieciokoordynacyjny produkt posredni,
ktorego struktura jest stabilizowana przez dwa jony metalu
(Ryc. 3). Reszty karboksylowe (Asp) polimerazy akceptujg
proton z kofica 3'-OH, a nastepnie przekazuja go do uwal-
nianego pirofosforanu (PPi). Metal B zaangazowany jest w
dysocjacje pirofosforanu [27,30,46,47]. Kiedy reakcja jest za-
konczona PPi ijony magnezu dysocjujg, DNA ulega prze-
mieszczeniu w taki spos6b, ze nowy koniec startera znaj-
duje sie w pozycji umozliwiajacej zajscie kolejnego cyklu
katalitycznego.

INNE DETERMINANTY WPLYWAJACE
NA WIERNOSC REPLIKACIJI

Uwaza sie, ze na wybor wihasciwego nukleotydu majg
takze wptyw inne czynniki. Jednym z nich jest uwodnienie
(solwatacja) zasad. Uwodnieniu moga podlega¢ grupy bio-
race udziat w tworzeniu wigzan wodorowych. Uwodnienie
zasad zwieksza znacznie ich objeto$¢ [12]. Utworzenie wia-
$ciwych wigzan wodorowych pomiedzy komplementarny-
mi zasadami prowadzi do wykluczenia czasteczki wody i
zmniejszenia objetosci wiasciwej pary co pozwala na ak-
ceptacje takiej pary w centrum aktywnym polimerazy. Nie-
moznos$¢ utworzenia wigzan wodorowych przez niewta-
Sciwe pary zasad moze uniemozliwi¢ wypchniecie wody,
co zwieksza objeto$¢ tworzonej pary i prowadzi do prze-
strzennego (sterycznego) wykluczenia takiej pary z centrum
aktywnego polimerazy. Potwierdzeniem tej hipotezy byto
zastosowanie niepolarnych analogéw zasad, ktore swoim
ksztattem przypominaty wasciwe nukleotydy, ale nie mo-
gly tworzy¢ wigzan wodorowych. Dwa z nich difluoroto-
luenodeoksynukleozyd (dF), ktéry nasladowat tymine oraz
9-metylo-lI-H-imidazo[(4,5)-b] pirydynodeoksynukleozyd
(dQ), ktéry nasladowat adenine byty wigczane do DNA z
wydajnoscig podobng jak naturalne nukleotydy (zaréwno
in vitro i in vivo), co wskazywato na to, ze naprawde istotna
w selekcji zasad jest geometria nowej tworzonej pary, a nie
mozliwo$¢ utworzenia wigzan wodorowych - oméwione
doktadnie w [12,48], dF i dQ byty wigczane do DNA z wy-
soka wydajnoscig naprzeciwko adeniny (dF) oraz tyminy
(dQ), jak réwniez z duzg wydajnoscig bylty wstawiane na
przeciwko siebie. In vitro pokazano, ze dF wstawiany byt
naprzeciwko F z wydajnoscig od 100- do 1000-razy wiek-
szg niz dT (deoksytymidyna) naprzeciwko T (tymina). Obie
tyminy mogg ulec hydratacji, co bardzo zwieksza ich ob-
jetos€. Niemozliwo$¢ utworzenia whasciwych wigzan wo-
dorowych moze prowadzi¢ do zatrzymania wody i para
taka bedzie zbyt duza, zeby mogta sie zmiesci¢ w kieszonce
wigzacej nukleotyd. Para dF:F, ktéra z powodu braku moz-
liwosci tworzenia wigzan wodorowych i ich hydratacji ma
znacznie mniejszg objeto$¢ i zachowuje odpowiedni ksztatt
i wielko$¢ jest inkorporowana wydajniej przez polimeraze
do DNA. Ten sam mechanizm dotyczy prawdopodobnie
wszystkich niekomplementarnych par zasad, niewtasciwa
para pomijajac jej zmieniong symetrie i zmienione oddziaty-
wania od strony matego rowka jest za duza, poniewaz ulega
hydratacji i nie jest akceptowana przez polimeraze [12].
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Innymi czynnikami modulujgcymi wierno$¢ procesu
replikacji sg oddziatywania elektrostatyczne pomiedzy tri-
fosforanami, magnezem a enzymem oraz oddziatywania
pomiedzy enzymem a reszta cukrowg. Oddziatywania te
nie maja prawdopodobnie wptywu na selekcje wtasciwego
nukleotydu, ale sg niezbedne dla wytworzenia wtasciwego
wigzania fosfodiestrowego [12].

Istotng role odgrywajg takze oddziatywania warstwowe
(stakingowe) pomiedzy zasadami (ang. base-stacking interac-
tions). Oddziatywania te to niekowalentne oddziatywania
wewnatrz-molekularne pomiedzy aromatycznymi pierscie-
niami zasad. Tego typu oddziatywania sg wazne i stabili-
zuja strukture DNA. Réwniez oddziatywania warstwowe
miedzy zasadami a aromatycznymi pier$cieniami amino-
kwaséw budujacych centrum aktywne polimerazy moga
odgrywac istotng role w selekcji nukleotyddw [49,50].

Ostatnio ukazata sie praca, ktéra pokazuje, ze polimeraza
a (jedna z eukariotycznych polimeraz replikacyjnych) uzy-
wa innego mechanizmu do selekcji wtasciwego nukleotydu
w centrum aktywnym. Pokazano, ze chemiczne wtasciwo-
§ci puryn - obecno$¢ atomow N-3 i N-I, ktére sg donora-
mi wigzan wodorowych sprawia, ze naturalne puryny sg
rozpoznawane przez polimeraze a jako prawidtowe zasady
(okreslane przez autordw jako zasady o wysokiej wierno-
§ci) i wstawiane sg naprzeciwko komplementarnych zasad
w matrycy. Pozbawienie naturalnych puryn tych atomow
azotu w pozycji 3i1sprawia, ze mogga one by¢ czesciej wsta-
wiane naprzeciwko niekomplementarnych nukleotydow
(selekcja negatywna). Puryny pozbawione tych wigzan che-
micznych zostaty okre$lone jak ,,mniej wierne nukleotydy".
Natomiast obecno$¢ atomdw N-I i N-6 jest niezbedna, zeby
polimeraza a mogta zidentyfikowa¢ wiasciwy nukleotyd i
wstawi¢ go naprzeciwko komplementarnego nukleotydu w
matrycy (selekcja pozytywna). Dopiero w drugiej kolejnosci
polimeraza a monitoruje ksztalt wtgczanych nukleotyddéw.
Nie pokazano czy ten mechanizm dotyczy wstawiania wia-
sciwych pirymidyn oraz czy wszystkie polimerazy o wyso-
kiej wiernosci mogg identyfikowa¢ wtasciwe zasady spraw-
dzajac ich chemiczne wtasciwosci [51].

TYPY MUTACJI

MUTACJE TYPU PODSTAWIENIA ZASADY

Polimerazy z pewna czesto$cig wstawiajg btedne nukle-
otydy co prowadzi do powstawania mutacji typu podsta-
wienia zasad, ktére czesto okre$la sie jako mutacje spon-
taniczne. Warunkiem powstania mutacji jest wstawienie,
zaakceptowanie i wydtuzenie btednie wstawionego nukle-
otydu. Na podstawie analizy spektrum mutacji dla réznych
polimeraz zaobserwowano, ze mutacje w DNA nie sg przy-
padkowe, zaobserwowano istnienie sekwencji, ktére czesciej
niz inne podlegaty mutacjom tzw. ,,gorgce miejsca" (ang.
hot spots) oraz miejsca, ktore stosunkowo rzadko podlegaty
mutacjom, tzw. ,,zimne miejsca"” (ang. cold spots). Niektére z
tych mechanizmdw wydajg sie by¢ wyjasnione, jak np. cze-
ste wystepowanie tranzycji C—T, ktéra moze nastepowac
na skutek dezaminacji 5-metylocytozyny do tyminy [52].
Wydaje sig, ze mutacje moga czesciej powstawac w rejonach
bogatych w pary G:C, poniewaz obecno$é par G:C zapewnia
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wiekszg stabilnos¢ tancucha DNA i zmniejsza szanse prze-
kazania konca startera do domeny egzonukleazy. Pary G:C
sg dwukrotnie bardziej stabilne anizeli pary A:T. Zwigzane
jest to z iloscig tworzonych wiagzan wodorowych, ale réw-
niez z silng polarnosciag G i C w porownaniu z Ti A [50], Z
drugiej strony rejony bogate w pary A:T czesciej podlegaja
naprawie i w rejonach takich obserwuje sie nizszy poziom
powstawania mutacji. Te zalezno$ci sg bardziej skompliko-
wane, poniewaz nie tylko sekwencja DNA ma znaczenie,
ale takze zalezy to od polimerazy, np. polimeraza Il E. coli
wstawia wiecej btedéw w sekwencjach bogatych w pary A:
T anizeli bogatych w pary G:C [53], Rowniez struktura Zle
sparowanych zasad oraz oddziatywania warstwowe pomie-
dzy koncem 3' startera a wchodzagcym nukleotydem moga
wplywac na czesto$¢ wstawiania btednego nukleotydu.

W komoérce DNA moze ulega¢é modyfikacjom na skutek
dziatania metabolitéw komérkowych oraz na skutek dziata-
nia zewnetrznych czynnikéw $rodowiskowych. Najczesciej
zasady ulegajg tautomeryzacji, jonizacji oraz utlenieniu
przez reaktywne formy tlenu. Réwniez nukleotydy w puli
wolnych dNTP w komdrce moga ulega¢ modyfikacjom.
Jedng z czeSciej wystepujagcych w komoérce modyfikowa-
nych zasad jest produkt oksydacji guaniny - 8-oxoguanina.
Niezmodyfikowana deoksyguanina w DNA znajduje sie
w konformacji anti, natomiast 80xoG czesciej wystepuje w
konformacji syn, ktéra umozliwia tworzenie stabilnej pary
Hoogsteena z adening. W zwigzku z mozliwoscig przyj-
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od strony startera od strony matrycy
T
3— ATTTA- 3 ATTA1
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1j** 9
3— ATTTA - 4
SWTAAAT
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DNA T
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5— TAAAT . % 5 — TAAT
A Kolejna runda
replikacyjna
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5— TAAAT —
Kolejna runda Prawidlowa synteza Kolejna runda
replikacyjna replikachna
3— ATTTTA1 3— ATTA—
SWTAAAAT* 5— TAAT —
Addycja +1 Delecja -1

mowania tych dwoch konformacji DNA polimerazy mogg
wstawiaé dCTP naprzeciwka 8-0xoG (jezeli 8-0xoG znajdu-
je sie w konformacji anti) lub dATP na przeciwko 8-oxoG
znajdujacej sie w konformacji syn co prowadzi do transwer-
sji A:T-> C:G [54,55],

Mutacje typu podstawienia zasady usuwane sg w duzej
mierze przez aktywnos$¢ korektorskg egzonukleazy, ktora
czesto towarzyszy polimerazom replikacyjnym. Mutacje
typu podstawienia zasady mogg by¢ ,milczace" (nie pro-
wadzace do zmiany funkcji biatka) jezeli wystgpity w rejo-
nie nieistotnym dla struktury biatka, moga takze prowadzi¢
do powstawania biatek zmutowanych - nieczynnych lub o
zmienionych witasciwosciach.

MUTACIJE TYPU ZMIANY RAMKI ODCZYTU

Mutacje typu zmiany ramki odczytu zwigzane sg z addy-
cja lub delecja jednej lub wiekszej liczby nukleotydow. Mu-
tacje typu zmiany ramki odczytu majg istotne biologiczne
nastepstwa, poniewaz czesto moga prowadzi¢ do inaktywa-
cji gendw, jezeli pojawig sie w sekwencji kodujgcej. Mutacje
typu zmiany ramki odczytu powstaja w wyniku syntezy
DNA prowadzonej przez wiekszo$¢ badanych do tej pory
polimeraz. [31,56]. Czestos¢ z jakg mutacje te s wstawiane
zalezy od polimerazy oraz od sekwencji DNA. We wcze-
snych latach 60-tych Streisinger i jego wspotpracownicy
[57] zaobserwowali, ze mutacje polegajace na utracie lub
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Rycina 4. Modele powstawania btedéw replikacji zwigzane ze $lizganiem sie matrycy/startera. (A) Model powstawania mutacji typu zmiany ramki odczytu delecji lub
addycji (indel) wynikajacy ze $lizgania si¢ DNA. W wyniku $lizgania si¢ DNA dochodzi do powstania po$rednich substratow zawierajacych jeden albo wiecej niesparo-
wanych nukleotyd6éw. Jezeli te substraty zostang nie naprawione i nastapi synteza DNA to w nastepnej rundzie replikacyjnej mutacja typu zmiany ramki odczytu (+1 lub
-1) zostanie utrwalona. Czy bedzie to mutacja typu delecji czy addycji bedzie zalezato od tego, na ktérej nici startera czy matrycy nastapito wypchniecie zasady. (B) Model
ttumaczacy mechanizm powstawania mutacji podstawienia zasady lub mutacji typu zmiany ramki odczytu zainicjowany $lizganiem sie matrycy/startera. Doktadne

wyttumaczenie tego procesu znajduje sie w tekscie.
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dodaniu jednej pary nukleotydéw nastepuja czesciej w se-
kwencjach zawierajacych trakty powtarzajacych sie takich
samych par zasad, np. w traktach par A:T. Zaproponowano,
ze mutacje typu zmiany ramki odczytu mogg powstawaé w
wyniku wypetlenia zasady w jednoniciowym rejonie DNA
(w nici startera lub matrycy). Taka struktura bytaby nastep-
nie stabilizowana poprzez utworzenie prawidtowej pary z
sgsiednim nukleotydem i pozostawienie wypchnietej zasa-
dy poza tancuchem DNA. W nastepnej rundzie replikacyj-
nej dochodzitoby do utrwalenia mutacji. Jezeli wypchniecie
zasady nastgpito w nici matrycy to po zajsciu kolejnej rundy
replikacji w nowej nici DNA bedziemy obserwowali utrate
(delecje) jednej zasady, jezeli wypchniecie zasady nastgpito
od strony startera w nastepnej rundzie replikacyjnej dojdzie
do dodania jednej zasady (addycja) (Ryc. 4A). Model ten zo-
stat nazwany ang. ,,Slippage misaligment" i oznacza $lizganie
sie polimerazy na traktach dtugich powtdrzen takich samych
par zasad-opisane doktadnie w [58]. Im dtuzszy trakt takich
samych zasad w DNA tym wieksze prawdopodobiefAstwo
powstania mutacji typu zmiany ramki odczytu, poniewaz
wieksza liczba prawidtowo utworzonych par moze stabi-
lizowa¢ pozahelikalne potozenie jednej z zasad. Model ten
racjonalnie ttumaczy obserwowany wzrost czestosci mutacji
zmiany ramki odczytu proporcjonalnie do wzrostu dtugosci
traktu takich samych zasad, ktére zaobserwowano dla wie-
lu polimeraz, takich jak polimeraza [3[59], Pol y [60] oraz dla
pozbawionej aktywnosci korektorskiej polimerazy T7 [61].

Inny model, zwigzany z przemieszczeniem sie konca
startera thumaczy powstawanie mutacji typu podstawienia
zasad na koncu sekwencji powtarzajacych sie. Jezeli prawi-
dfowa zasada zostanie wstawiona na koncu sekwencji po-
wtarzajgcej sie po przemieszczeniu sie startera (ang. strand
slippage), a nastepnie starter ulegnie relokacji (przywrdécone
zostanie wasciwe potozenie startera) przed kolejng inkor-
poracjg zasady do DNA, to otrzymamy na koricu matrycy
startera blednie sparowang pare (ang. terminal mismatch).
Jezeli koniec startera nie powrdci do prawidtowego poto-
zenia tylko utworzy stabilng prawidtowg pare z pierwszym
nukleotydem znajdujacym sie na koncu sekwencji, to w wy-
niku kolejnej rundy replikacji powstanie o jeden nukleotyd
krétsze DNA - delecja (Ryc. 4B). Koniec sekwencji powta-
rzajacej sie bedzie miejscem powstawania mutacji podsta-
wienia zasady lub delecji. Model ten zostat zaproponowany
w 1974 przez Fowlera [62], jako jeden z mechanizméw po-
wstawania mutacji typu podstawienia zasad w Escherichia
coli. Bezposrednie dowody na mozliwos¢ istnienia takiego
mechanizmu dostarczyty badania czestoSci powstawania
i specyficznosci mutacji typu podstawienia zasad ludzkiej
polimerazy p [63] i polimerazy HIV-1 RT [64], Polimerazy te
generowaty z wysokg czestoscig mutacje podstawienia za-
sady na koncu 5' sekwencji powtarzajacej sie, ktdre jedno-
cze$nie stanowily gorgce miejsce (ang. hot spot) dla mutacji
zmiany ramki odczytu.

Opisany powyzej mechanizm powstawania mutacji
zwiazany z przemieszczaniem ($lizganiem sig) konca star-
tera moze takze ttumaczyé nadmierne powielanie (eks-
pansje) czy tez delecje tréjnukleotydowych lub diuzszych
powtarzajacych sie sekwencji, jak rowniez powstawanie
duzych delecji czy addycji. W genomie ludzkim wystepuja
tandemowo powielone trojnukleotydowe powtarzajgce sie
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sekwencje (ang. triplet repeats) CAG/CTG, CGG/GCC czy
GAA/TTC lub dluzsze powtdrzenia, piecio- i wiecej nu-
kleotydowe. Wykazano, ze zwiekszenie ilosci kopii takich
powtdrzen z normalnie wystepujacych 5-30 powtdérzen do
40-100 powtorzen prowadzi do powstania choréb genetycz-
nych takich jak choroba Huntingtona, dystrofia mie$niowa,
krucho$¢ chromosomu X (FRAXA) czy ataksja Friedriechia
(FRDA) [65],

Mechanizm zwigzany z ekspansjg powtorzen w czasie
replikacji DNA moze by¢ takze zwigzany ze $lizganiem
sie polimerazy na powtarzajacych sie sekwencjach. Rejo-
ny DNA zawierajgce liczne powtdrzenia tych samych se-
kwencji mogg tworzy¢ silne drugorzedowe struktury typu
»szpilki do wtoséw". W trakcie replikacji polimeraza moze
omingé (przeskoczy¢) taka strukture, co bedzie prowadzié
do delecji fragmentu tworzacego szpilke. Polimeraza, po-
dobnie jak to ma miejsce przy powstawaniu mutacji zmiany
ramki odczytu, moze $lizgaé¢ sie na takich powtdrzonych
sekwencjach i koniec startera moze ulegaé relokacji do
nastepnego powtdrzenia, co w kolejnej rundzie moze pro-
wadzi¢ do zwielokrotnienia lub zmniejszenia liczby kopii
nukleotydowych powtdrzen [58,66]. Nalezy jednak pamie-
ta¢, ze ekspansja tréjnukleotydowych powtdrzeA moze by¢
spowodowana takze btedami w rekombinacji czy btedami
w naprawie DNA.

Podobny mechanizm mozna zaproponowac dla powsta-
wania duzych delecji lub addycji pomiedzy prostymi powtd-
rzeniami sekwencji w DNA. Po zsyntetyzowaniu pierwszej
z prostych sekwencji koniec startera moze ulec dysocjacji od
matrycy, a reasocjacja moze nastapi¢ w rejonie nastepnej po-
wtdrzonej sekwencji. Synteza jest kontynuowana z nowego
miejsca z pominieciem sekwencji znajdujgcej sie pomiedzy
powtdrzeniami, co prowadzi do powstania petli DNA na
jednej z nici. Stabilno$¢ takiej petli zalezy od dtugosci po-
wtorzen (im dtuzsza sekwencja powtarzajgca tym stabilniej-
sze jest utrzymanie struktury petli) oraz od kompozycji nu-
kleotydowej. Powtorzenia bogate w pary G:C tworzg bar-
dziej trwate kompleksy matrycy i startera co takze wptywa
na stabilnos¢ utworzonej petli [58]. Jesli wypetlenie nastapi
to w nastepnej rundzie replikacyjnej bedziemy obserwowaé
delecje lub addycje duzych fragmentow DNA znajdujacych
sie pomiedzy powtdrzonymi sekwencjami. Delecje (addy-
cje) moga obejmowac od kilkunastu do kilkuset nukleoty-
dow.

ROLA DOMENY EGZONUKLEAZY

Wiekszosci polimeraz replikacyjnych obok domeny po-
limerazy towarzyszy aktywno$¢ egzonukleazy, ktérej rolg
jest usuwanie btedéw z konca 3', co zapewnia polimerazie
wysoka wierno$¢ replikacji. Domena egzonukleazy moze
znajdowac sie na tym samym polipeptydzie co domena po-
limerazy, jak to ma miejsce w przypadku eukariotycznych
polimeraz replikacyjnych - polimerazy 6 i e, mitochondrial-
nej polimerazy y, polimerazy lill z £. coli, czy tez polime-
raz bakteriofagowych T7, T4, RB69 czy cp29. Moze stanowi¢
odrebng podjednostke, jak podjednostka £ (produkt genu
dnaQ), ktéra wchodzi w sktad holoenzymu polimerazy Il
z E. coli.
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W czasie syntezy DNA koniec startera przemieszcza sie
miedzy katalitycznymi domenami polimerazy i egzonukle-
azy ito przemieszczanie jest regulowane na drodze kompe-
tycji o 3' koniec startera [67], Preferowanym substratem dla
aktywnosci egzonukleazy jest btednie wstawiony nukleotyd
na 3'OH konAcu startera. Natomiast preferowanym substra-
tem dla aktywnos$ci polimerazy jest prawidtowy nukleotyd
na kofAcu 3'OH startera. Wstawienie btednego nukleotydu
w centrum aktywnym polimerazy powoduje zwolnienie re-
akcji tworzenia wigzania fosfodiestrowego z nowym wcho-
dzacym nukleotydem, co pozwala na przemieszczenie kon-
ca startera do domeny katalitycznej egzonukleazy i usunie-
cie nukleotydu. Reakcja wyciecia nukleotydu zachodzi w
centrum aktywnym egzonukleazy z udziatem dwdch jonow
magnezu oraz dwoch zachowanych ewolucyjnie katalitycz-
nych reszt karboksylowych. Reakcja ta jest bardzo podobna
do tej, ktdra zachodzi w centrum katalitycznym polimera-
zy. Jon Mg2+A powoduje deprotonacje czasteczki wody. W
efekcie tej reakcji powstaje anion hydroksylowy konieczny
do ataku nukleofilowego na atom fosforu tworzacy wiaza-
nie fosfodiestrowe. Oba jony Mg2+poprzez oddziatywania
z atomami tlenu stabilizujg geometrie i tadunek wytworzo-
nego stanu przejSciowego oraz utatwiajg produktowi hy-
drolizy opuszczenie centrum aktywnego egzonukleazy. W
wyniku tej reakcji uwalniany jest mononukleotyd [68]. Za-
chowanie rbwnowagi pomiedzy wydtuzaniem Zle sparowa-
nych zasad a szybkos$cig ich wycinania okresla katalityczng
wydajno$¢ egzonuklezy [31]. Dla polimerazy | z Escherichia
coli [69,70] oraz polimerazy bakteriofaga RB69 [71,72] zna-
ne sg struktury krystalograficzne kompleksu edytorskiego
(kompleksu polimerazy z DNA zwigzanym w centrum eg-
zonukleazy). We fragmencie Klenowa domeny polimera-
zy i egzonukleazy oddalone sg od siebie o 30A i stanowig
dwie strukturalnie odrebne domeny (Joyce 1998). Domena
egzonukleazy w polimerazie faga RB69 oddalona jest od
centrum aktywnego polimerazy o 40A iznajduje sie pomie-
dzy domenami palcoéw i kciuka, stanowiac integralng czes¢
enzymu [71-73]. Potozenie domen egzonukleazy wzgledem
domeny polimerazy jest zupetnie inne w obu enzymach
(Ryc. 5). Réznice w topologii domen wskazujg na inny me-

polimeraza | Klenow
(rodzina A)

polimeraza RB69
(rodzina B)

polimeraza

egzonukleaza

dioni

egzonukleaza

polimeraza

Rycina 5. Potozenie domen katalitycznych polimerazy i egzonukleazy wzgledem
siebie w rodzinie polimeraz A (Polimeraza | DNA fragment Klenow) i B (polime-
raza DNA faga RB69). Rycina przedstawia struktury polimeraz z zaznaczonymi
domenami - domeng egzonukleazy (kolor zétty) i wyréznionymi domenami po-
limerazy- domeng spodu dtoni (kolor czerwony), domeng palcéw (kolor niebie-
ski), domeng kciuka (kolor zielony) oraz N-koficowg domeng polimerazy RB69
(kolor szary). Te ryciny zostaty zrobione przy uzyciu programu PyMol [100] i
oparte sg na strukturach krystalograficznych polimerazy Klenowa zwigzane] z
DNA (numer dostepu PDB 1KLN) oraz strukturze replikacyjnego kompleksu po-
limerazy RB69 (numer dostepu PDB 11G9).
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chanizm przekazywania korica startera z centrum aktywne-
go polimerazy do domeny egzonukleazy. We fragmencie
Klenowa za wzgledu na potozenie domeny egzonukleazy w
stosunku do domeny polimerazy zwigzanie kornca startera
w centrum aktywnym egzonukleazy nie powoduje duzych
zmian konformacyjnych enzymu. Natomiast w przypadku
polimerazy RB69 przekazywanie konca startera do domeny
katalitycznej egzonukleazy jest procesem, ktory wyzwala
duze zmiany konformacyjne enzymu [71]. Obserwowane
zmiany konformacyjne polimerazy RB69 potrzebne sg do
oddzielenia konca startera od matrycy i przekazanie jed-
noniciowego startera z centrum aktywnego polimerazy do
centrum aktywnego egzonukleazy. Polimeraza przyjmuje
tzw. otwartg konformacje [71]. Przekazanie konca startera
do domeny egzonukleazy wymaga rozdzielenia nici DNA
matrycy/startera na dtugosci 3-4 nukleotydéw [70,71], Po
usunieciu btednego nukleotydu starter powraca do centrum
aktywnego polimerazy i synteza DNA zostaje wznowiona.
Polimeraza przyjmuje konformacje zamknietg. W polime-
razach procesywnych, takich jak T7, T4, RB69, cp29 oraz w
mniejszym stopniu dla polimerazy |, przekazanie korca
startera do domeny egzonukeazy odbywa sie gtdwnie w
obrebie czgsteczki enzymu (ang. intramolecular proofreading),
tzn. starter jest przekazywany do domeny egzonukleazy
bez oddysocjowywania enzymu od DNA [73,74].

Ostatnie badania pokazujg, ze innym sposobem usuwa-
nia bted6w jest oddysocjowanie polimerazy DNA od kofica
DNA gdzie zostat wstawiony btedny nukleotyd i ponow-
ne przytaczenie sie polimerazy do ssDNA startera poprzez
domene egzonukleolityczng i usuniecie btedu. Taki mecha-
nizm usuwania btedéw czesto wykorzystywany jest przez
mato procesywng polimeraze | DNA z E. coli [70] oraz mi-
tochondrialng polimeraze y [75], w mniejszym stopniu jest
on wykorzystywany przez polimerazy T7, T4 oraz RB69
[74]. Po oddysocjowaniu polimerazy od DNA w miejscu
wstawienia btednego nukleotydu Zle sparowany nukleotyd
moze by¢ usuniety takze przez zewnetrzne egzonukleazy
(ang. intermolecular). Zewnetrznymi egzonukleazami moga
by¢ inne polimerazy posiadajagce aktywno$¢ korektorska
lub autonomiczne egzonukleazy komérkowe. Po usunieciu
btedu synteza DNA moze by¢ kontynuowana przez tg sama
polimeraze, ktéra wcze$niej oddysocjowata od DNA, inng
czasteczke takiej samej polimerazy lub nowga polimeraze.
Taki mechanizm usuwania btednych zasad z konca startera
zaobserwowano ostatnio dla polimeraz eukariotycznych.
Pokazano, ze btedy popetniane przez polimeraze a, ktéra
nie posiada witasnej domeny korektorskiej moga by¢ usu-
wane przez aktywnos$¢ egzonukleolityczng polimerazy 5,
ale nie polimerazy £ [76]. Rowniez polimeraza 5 moze usu-
wac biedy polimerazy £ [77], Biedy polimerazy a w komor-
kach cztowieka moga by¢ takze usuwane przez (exo)N 3'-5'
egzonukleaze cztowieka [78]. Taki zewnatrz czgsteczkowy
(ang. intermolecular) mechanizm usuwania biedow repli-
kacyjnych wydaje sie dziata¢ takze dla polimeraz rodziny
Y oraz X, ktére sa mniej wierne i nie posiadaja aktywnosci
egzonukleazy. Biedy replikacji tych polimeraz moga by¢
usuwane przez domeny korektorskie gtdwnych polimeraz
replikacyjnych, albo przez inne egzonukleazy komaérkowe.

Egzonukleazy usuwajg takze mutacje typu zmiany ramki
odczytu +1 oraz wieksze delecje czy addycje [31,61], Nie tyl-
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ko obecno$¢ btednej pary na konicu startera powoduje kie-
rowanie konca startera do domeny egzonukleazy, ale takze
obecnos$¢ takiej btednej pary lub DNA zawierajgcego zasa-
de poza helisa DNA, znajdujgcych sie dwa, trzy lub cztery
nukleotydy od centrum aktywnego moze by¢ sygnatem do
przestania konca startera do centrum aktywnego egzonu-
kleazy [79], Zwigzane jest to z oddziatywaniem domeny
kciuka polimerazy z dsDNA wzdtuz matego rowka DNA.

FUNKCJE BIALEK TOWARZYSZACYCH

W czasie replikacji DNA w komérce polimerazy oddzia-
tujg z wieloma innymi biatkami, tzw. biatkami towarzyszg-
cymi (ang. accessory proteins), tworzgc kompleksy replikacyj-
ne, tzw. replisomy [80]. DNA w komorce replikowane jest
przez polimerazy z wysoka procesywnoscia i tysiace nukle-
otydéw moga by¢ wigczane przez polimeraze bez dysocjacji
polimerazy od DNA. Za wysoka procesywnos$¢ polimeraz
odpowiadajg czynniki procesywnosci (ang. sliding clamps).
Dla wielu czynnik6w procesywnosci otrzymano struktury
krystaliczne; dla eukariotycznego jadrowego czynnika pro-
liferacji PCNA (ang. proliferating celi nuclear antygen), pod-
jednostki 3 prokariotycznej polimerazy Ill DNA oraz dla
biatka GP45 faga T4. Sg to biatka o zblizonej strukturze, kté-
re majag budowe pierScienia i mogg przesuwac sie wzdtuz
dsDNA. Eukariotyczny czynnik procesywno$ci PCNA oraz
biatko GP45 faga T4 sa trimerami, (3-pierscien z E. coli jest
dimerem, ale struktura krystaliczna wszystkich tych biatek
jest bardzo podobna i wykazuje podobng 0$ symetrii [81].
Czynniki procesywnosci nie sg w stanie samodzielnie zwig-
zac¢ sie z DNA. Do wigzania z DNA stuzg biatkowe kom-
pleksy, tzw. biatka tadujgce (ang. clamp loaders). Rozpoznaja
one 3' koniec startera i poprzez hydrolize ATP otwierajg i
zamykajg strukture pierscienia czynnikdw procesywnosci
i tym samym umozliwiajg ich tadowanie sie na DNA. Po
zwigzaniu sie z DNA czynniki procesywnos$ci wigzg sie z
polimerazami i umozliwiajg szybka i procesywng synteze
DNA pozwalajgc polimerazie na wtaczenie od Kkilkuset do
kilku tysiecy nukleotydéw za jednym przytgczeniem sie
polimerazy do DNA [82], Tak przebiega replikacja nici wio-
dacej. Na nici op6znionej po skonczeniu syntezy kazdego
fragmentu Okazaki, czynnik procesywnosci jest zdejmowa-
ny z DNA réwniez przez biatka tadujagce w obecnosci ATP.
Powstaniu nowego fragmentu Okazaki towarzyszy zata-
dowanie kolejnego pierscienia [82]. Biatka tadujace peinig
wiec podwojng role. Struktura krystalograficzna czynnika
procesywnosci polimerazy RB69 GP45 zwigzanego z C-kon-
cowym peptydem polimerazy RB69 pokazata, ze 11 reszt
aminokwasowych C-konca peptydu jest odpowiedzialne za
wigzanie sie z biatkiem GP45. Struktura ta pokazata, ze tylko
siedem aminokwaséw z jedenastu silnie oddziatuje z hydro-
fobowag kieszenig obecng w biatku GP45, natomiast pozosta-
te aminokwasy tworzg elastyczne potgczenie z polimeraza.
Umozliwia to najprawdopodobniej polimerazie w momen-
cie napotkania trudnego do przejscia miejsca, np. po wsta-
wieniu btednego nukleotydu, zatrzymanie sie i przekazanie
konca startera do domeny egzonukleazy bez koniecznosci
oddysocjowywania enzymu od DNA [71]. Czynniki proce-
sywnos$ci wigzg sie nie tylko z polimerazami, ale stanowig
platforme dla wigzania sie innych biatek, ktére uczestniczg
w naprawie DNA oraz w kontroli cyklu komérkowego [83].
Czynniki procesywnos$ci poprzez zwigzanie polimerazy z
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DNA utrudniajg jej dysocjacje od DNA wptywajac na pro-
cesywnos¢ i szybkos$¢ syntezy DNA. Uwaza sie, ze zwiek-
szenie procesywnos$ci powoduje zmniejszenie wiernosci
replikacji. Zwiagzanie polimerazy z DNA obniza czesto$¢
jej dysocjacji i zwieksza prawdopodobieAstwo wydtuzania
btednej pary. In vitro dla polimerazy T7 po dodaniu thio-
redoxyny (czynnik procesywnos$ci polimerazy T7) zaobser-
wowano 46-krotny wzrost mutacji zwigzanych z dodaniem
jednej zasady (mutacji typu zmiany ramki odczytu) oraz
zwiekszong czesto$¢ mutacji typu podstawienia zasad [84].
Takie dziatanie czynnika procesywnosci pokazano takze in
vitro dla polimerazy 5, gdzie w obecnosci eukariotycznego
czynnika procesywnosci PCNA wiernos¢ replikacji polime-
razy 8 byta obnizona od 2 do 7 razy [85]. Dziatanie czynnika
procesywnosci nie tylko podwyzsza procesywnos¢ i obniza
wierno$c¢ replikacji, ale moze takze modulowac i wptywac
na specyficzno$¢é mutacji, co pokazano dla polimerazy faga
RB69 DNA [86]. Z drugiej strony zwigzanie polimerazy z
DNA obniza czesto$¢ powstawania duzych delecji od kilku
do kilkuset nukleotydéw. Mutacje czynnika procesywnosci
moga prowadzi¢ do ostabienia wigzania sie czynnika pro-
cesywnosci do kompleksu DNA-polimeraza. Polimeraza
tatwiej dysocjuje od DNA i moze przemiesci¢ sie do innej
podobnej sekwencji jakimi sg proste powtérzenia (ang. di-
rect repeats) w DNA. W kolejnej rundzie replikacji bedziemy
obserwowali delecje fragmentu DNA znajdujacego sie po-
miedzy tymi powtdrzeniami. Taki mechanizm powstawa-
nia duzych delecji zaproponowano dla mutanta w POL30
(drozdzowy odpowiednik PCNA) [87], ktéry wykazywat
obnizone wigzanie do komplekséw polimeraza-DNA. Inne
biatka, ktdre towarzyszg polimerazom DNA w czasie repli-
kacji to biatka SSB wigzgce sie z jednoniciowym DNA. Bial-
ka te chronig ssDNA matrycy przed dziataniem nukleaz,
znosza drugorzedowgq strukture DNA, ale takze utatwiajg
wigzanie sie polimeraz z DNA. ssSDNA ze zwigzanymi biat-
kami SSB jest znacznie lepiej rozpoznawany przez polime-
raze. Biatka SSB stymuluja takze procesywnos$¢ polimeraz,
co pokazano dla polimerazy faga T4 i RB69, a takze pod-
wyzszajg wiernos¢ replikacji [80,88,89]. Pokazano, ze muta-
cja w biatku RPA (SSB eukariotyczne) w komérkach droz-
dzy powodowata wzrost duzych delecji w czasie replikacji
DNA, wskazujagc na role biatek RPA w przeciwdziataniu
powstawania tego typu uszkodzen [90]. Podobng role dla
biatek RPA iPCNA pokazano dla drozdzowej polimerazy 6
w badaniach in vitro, gdzie obecno$¢ kazdego pojedynczego
biatka w mieszaninie reakcyjnej (RPA lub PCNA) obnizata
czestos¢ powstawania duzych delecji 0o 10%. Obecnos$é obu
tych biatek w reakcji obnizata powstawanie duzych delecji
0 90% w poréwnaniu z samg polimeraza [91], wskazujac na
udziat czynnika procesywnosci i biatek SSB w suprymowa-
niu powstawania duzych delecji w czasie replikacji DNA.

W skitad replisoméw obok biatek SSB i czynnikéw proce-
sywnosci wchodzg takze inne biatka towarzyszgce polimera-
zom replikacyjnym. Biatka te wraz z polimerazg tworzg tzw.
holoenzymy. Ostatnie badania wskazuja, ze wiernosc¢ repli-
kacji zalezy takze od oddziatywania polimerazy z biatkami
wchodzgcymi w sktad holoenzymu. Jednym z lepiej pozna-
nych kompleksow replikacyjnych jest holoenzym polimera-
zy Il z E. coli. W sktad holoenzymu polimerazy Ill wchodzi
podjednostka a (polimeraza), podjednostka e (egzonukle-
aza) oraz podjednostka © (stymuluje aktywno$¢ podjed-
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nostki €), ktore stanowig tzw. rdzen holoezymu polimerazy
Il (ang. core). Dodatkowo w skiad holoenzymu wchodzi
szereg podjednostek miedzy innymi kompleks ztozony z
podjednostki x (tau) iy (gamma) produkty genu dnaX, pod-
jednostki 515" (produkty genédw holA iholB), podjednostka y
(produkt genu holC) oraz ip (produkt genu holD). Wszystkie
te podjednostki sg konieczne dla stworzenia funkcjonalnego
holoenzymu i odpowiedzialne sg za wigzanie polimerazy z
czynnikiem procesywnosci i oddziatywania holoenzymu z
helikazg DnaB oraz biatkami SSB. Podjednostki tau i gam-
ma zaangazowane sg w tworzenie aktywnego kompleksu
replikacyjnego miedzy innymi umozliwiajg dimeryzacje Pol
Il w widetkach replikacyjnych co pozwala na jednoczesng
replikacje nici wiodgacej i op6znionej. Mutacje w C-kornco-
wym odcinku genu dnaX , ktéry koduje podjenostke tau
wptywajg na obnizenie wiernosci replikacji holoenzymu
poprzez zwiekszenie czesto$ci powstawania mutacji typu
zmiany ramki odczytu (-1) oraz mutacji typu podstawienia
zasady, gtéwnie transwersji [92],

Polimerazy eukariotyczne tworzg rowniez kompleksy
replikacyjne (holoenzymy) sktadajagce sie z katalitycznych
podjednostek oraz z podjednostek o nie do konfca wyja-
$nionych wiasciwosciach. W sktad holoenzymu polimera-
zy e wchodzi katalityczna podjednostka Pol2, ktéra posia-
da aktywnos$¢ polimerazy i 3'-5' egzonukleazy, oraz trzy
niekatalityczne podjednostki Dpb2, Dpb3 oraz Dbp4. Rola
tych podjednostek nie jest dobrze poznana. Wiadomo, ze
podjednostka Dpb2 jest istotna dla funkcjonowania polime-
razy £ oraz zaobserwowano, ze mutacje w niekatalitycznej
podjednostce drozdzowej polimerazy £, podjednostce Dpb2
obnizajg w sposdb istotny wiernosc¢ replikacji tej polimerazy
[93].

W eukariotycznych widetkach replikacyjnych zidentyfi-
kowano w ostatnich latach kompleks biatek GINS, ktére od-
dziatujg z helikazga MCM iczynnikiem replikacyjnym cdc45.
Kompleks biatek GINS sktada sie z czterech biatek - SId5,
Psfl, Psf2 i Psf3. Struktura krystalograficzna otrzymana dla
tego kompleks wykazuje, ze tworzy on rodzaj elipsy z cen-
tralnym prze$witem, ktéry moze pomiesci¢ dwuniciniowe
DNA. Kompleks GINS oddziatuje z polimerazg a oraz £i
stymuluje ich aktywno$¢. Na razie nie wiadomo, czy moze
on wptywacé na wiernosc¢ replikacji tych polimeraz [94],

KONSEKWENCJE WYNIKAJACE Z
ZABURZEN REPLIKACJI DNA

Utrzymanie wysokiej wiernosci replikacji DNA jest waz-
ne dla utrzymania integralnosci i stabilnosci informacji ge-
netycznej. Integralno$¢ informacji genetycznej w komorce
kontrolowana jest na wielu etapach, na etapie replikacji,
naprawy uszkodzen DNA czy na etapie kontroli cyklu ko-
morkowego. Przeksztatcenie sie zdrowej komérki w nowo-
tworowg zwigzane jest z podwyzszong czestoscig mutacji
na jednym z etapow zycia komarki. Przyczyng podwyzsze-
nia sie czestosci mutacji jest najczesciej defekt (mutacja) w
ktoryms$ z systemdéw naprawy DNA. Istnieje obecnie szereg
przyktadéw pokazujacych, ze réwniez mutacje w genach
polimeraz, ktére inaktywujg lub modyfikujg ich enzyma-
tyczne wiasciwosci moga stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia
i zycia. | tak na przyktad myszy, ktérych polimeraza ¢ (jed-
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na z gtéwnych polimeraz replikacyjnych) miata nieaktywna
3'-5' egzonukleaze na skutek mutacji punktowej w jednym
z katalitycznych aminokwaséw, wykazywaty recesywny
fenotyp mutatorowy i nowotworowy. Dtugos¢ zycia myszy
ulegta znacznemu skréceniu (Srednia 10 miesiecy) oraz my-
szy te zapadaly na nowotwory, gtéwnie nowotwory skory
[95,96]. Badania te wskazywaty w sposob jednoznaczny, ze
nie naprawione btedy replikacji prowadzace do nagroma-
dzenia sie mutacji mogag by¢ przyczyna powstawania nowo-
twordw.

Wprowadzenie punktowej mutacji w silnie zachowa-
nym ewolucyjnie rejonie A mysiej polimerazy 5, w resz-
cie aminokwasowej Leu604 (L604G, L604K), prowadzi do
otrzymania polimerazy o obnizonej wiernosci replikacji.
Homozygotyczne myszy poll8¥KPoll8¥Koraz Poll6X3Pol-
LBMGumierajg w stadium embrionalnym, natomiast hetero-
zygoty Pol#/PollBYKPol+PollBXGrozwijajg sie normalnie.
Zaobserwowano jednak, ze w poréwnaniu z myszami dzi-
kimi PoP/PoP myszy te maja nieznacznie obnizong dtugo$é
zycia i nieznacznie podwyzszony poziom zachorowania na
niektore typy nowotworéw. Tak niski poziom powstawania
nowotworow heterozygotycznych myszy tlumaczony jest
tym, ze mutacje wprowadzone przez mutatorowe polime-
razy 5 L604G i L604K sg kompensowane przez inne poli-
merazy, a gtdwnie towarzyszace im domeny korektorskie.
Jest to pierwsza praca wskazujgca na mozliwos$¢ istnienia
mutatorowych polimeraz replikacyjnych niosgcych punkto-
we mutacje w domenie polimerazy [97].

Innym przyktadem mutacji w genie polimerazy, ktéra
obniza wierno$¢ replikacji, s mutacje znalezione w mito-
chondrialnej polimerazie y. Mutacje te powoduja, ze w mi-
tochondrialnym DNA gromadzg sie mutacje punktowe, jak
réwniez duze delecje mitochondrialnego DNA, ktére pro-
wadzg do utraty funkcji mitochondriéw. Mutacje w mito-
chondrialnej polimerazie zostaly ostatnio powigzane z licz-
nymi chorobami w tym PEO (ang. progressive external oph-
thalmoplegia), ktéra jest rzadkg chorobg wynikajaca z zabu-
rzen pracy mitochondriéw, charakteryzujacg sie dysfunkcja
mieé$ni [98], W chwili obecnej zmapowano wiele mutacji w
genie podjednostki katalitycznej polimerazy DNA POLG,
ktére zostalty powigzane z chorobami mitochondrialnymi.
Istnieje baza danych wszystkich mutacji w rejonie kodu-
jacym POLG wraz z przypisanymi im chorobami. Lista ta
jest prowadzona przez ,,Mitochondrial Replication Group
at NIEHS".

Takze mutacje w polimerazie rj cztowieka, ktére prowa-
dzg do inaktywacji tej polimerazy stanowig poditoze cho-
roby jednej z odmian Xeroderma pigmentosum (XPV va-
riant). Xeroderma pigmentosum (XPV) charakteryzuje sie
podwyzszong zapadalnosciag na raka skéry wywotywanego
promieniowaniem UV. Rolg tej polimerazy w komérce jest
bezbtedne przechodzenie przez fotoprodukty powstate w
DNA na skutek promieniowania UV. Brak polimerazy 1)
prowadzi do nagromadzenia sie mutacji wywotanych pro-
mieniowaniem UV ichoroby [99],
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PODSUMOWANIE

Gtownym straznikiem replikacji genowego DNA sa po-
limerazy replikacyjne. Wierno$¢ replikacji w najwyzszym
stopniu determinowana jest przez samg polimeraze na eta-
pie selekcji wtasciwych nukleotydéw w centrum aktywnym
enzymu. W zaleznos$ci od polimerazy na tym etapie jeden
btad jest generowany na 105106 par replikowanych zasad.
Btedy polimerazy korygowane sg przez aktywnos¢ edytor-
ska polimeraz, ktéra podnosi wiernosé replikacji o 10-100
razy. Kolejnym etapem, ktory ma wptyw na ksztattowanie
wiernosci replikacji jest postreplikacyjny system naprawy
btednie sparowanych zasad (ang. mismatch repair), ktory
rozpoznaje i usuwa mutacje typu podstawienia zasad oraz
mutacje typu zmiany ramki odczytu w nowo syntetyzowa-
nej nici DNA. System naprawy btednie sparowanych za-
sad podnosi wierno$¢ replikacji o kolejne dwa-trzy rzedy
wielkosci. W efekcie wiernos¢ replikacji chromosomalnego
DNA ksztattuje sie na poziomie jednego btedu na 10910n
replikowanych par zasad.

Na wiernosc¢ replikacji ma takze wptyw replikacja uszko-
dzonego DNA z udziatem wyspecjalizowanych polimeraz
DNA (polimeraz rodziny Y i X), naprawa rekombinacyjna
czy wymiana siostrzanych chromatyd. Badania nad polime-
razami DNA takimi jak polimeraza | z Escherichia coli, poli-
meraza T7, polimeraza R, polimerazami faga T4 i RB69 oraz
nowo opisanymi polimerazami z rodziny Y i X dla ktérych
otrzymano struktury krystalograficzne, przyczynity sie w
bardzo istotny sposdb do zrozumienia mechanizmow repli-
kacji DNA.

Wiadomo obecnie, ze wiernos¢ replikacji zalezy od po-
limerazy (budowy jej centrum Kkatalitycznego), sekwencji
replikowanego DNA, a takze oddziatywania polimeraz
z biatkami towarzyszacymi, jak czynniki procesywnosci,
biatkami wigzagcymi ssDNA wchodzacymi w skfad bar-
dziej ztozonej struktury jaka tworzg replisomy. Wiadomo
rowniez, ze polimerazy r6zniag sie zdolnoscia wigczania
liczby nukleotydow po zwigzaniu sie z DNA, co zwigzane
jest takze z funkcjg jakie te polimerazy petnig w komarce.
Wiele polimeraz, ktére nie byty omawiane w tym artykule
petni wyspecjalizowane funkcje w komorce iprzyczynia sie
do utrzymania wysokiej wiernoS$ci replikacji. Funkcje jakie
przypisuje sie obecnie polimerazom zostaty bardzo doktad-
nie omowione w dwoch pracach przegladowych [2,3] oraz
przedstawione w Tabeli 2.
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ABSTRACT

DNA replication fidelity plays fundamental role in faithful transmission of genetic material during cell division and during transfer of ge-
netic material from parents to progeny. Replicative polymerases are the main guardian responsible for high replication fidelity of genomic
DNA. DNA main replicative polymerases are also involved in many DNA repair processes. High fidelity of DNA replication is determined by
correct nucleotide selectivity in polymerase active center, and exonucleolytic proofreading that removes mismatches from primer terminus.
In this article we will focus on the mechanisms that are responsible for high fidelity of replications with the special emphasis on structural
studies showing important conformational changes after substrate binding. We will also stress the importance of hydrogen bonding, base pair
geometry, polymerase DNA interactions and the role of accessory proteins in replication fidelity.
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Wirusy zwigzane z adenowirusami (AAV)

onstruowanie preparatdéw genowych dla celéw terapii genowej wynika bezposrednio
Kz osiggnie¢ inzynierii genetycznej - mozliwos$ci klonowania molekularnego genéw w
wektorach plazmidowych i wirusowych. Ostatnio, w prébach klinicznych terapii genowej
wykorzystuje sie¢ odkryte w latach 60. wirusy zwigzane z adenowirusami (AAV). Badania
kliniczne dowodza, iz AAV sg bezpieczne dla pacjentdw i wydajnie zakazajag komorki. Uni-
kalng cechg AAV jest ich zdolno$¢ do miejscowo-specyficznej integracji DNA do 19 chromo-
somu cztowieka. W niniejszej pracy podjeto probe charakteryzowania wirusow AAV jako
wektoréw dla terapii genowej ze szczegdlnym uwzglednieniem mechanizméw odpowie-
dzialnych za transport transgen6w i miejscowo-specyficzng integracje AAV do genomu go-
spodarza. Z przedstawionych badan wynika, iz w procesy integracji, ale r6wniez i replikacji
AAYV zaangazowane sg bezposrednio biatka Rp78 i Rep68, sekwencje oskrzydlajace ITR oraz
wirusowy promotor p5. Wydaje sie prawdopodobnym, iz badania biologii AAV pozwolg
juz wkrotce na konstruowanie unikalnych rekombinowanych wektoré6w AAV wprowadza-
jacych terapeutyczne geny w okre$lone miejsca genomu cztowieka.

WPROWADZENIE

Terapia genowa - znana w klinice od konca lat 80 [1] - jest nowg metodg
leczenia chordb, ktéra wynika bezposrednio z osiggnie¢ inzynierii genetycznej
ostatnich kilkunastu lat oferujgcej biologom mozliwosci klonowania molekular-
nego genéw w warunkach in vitro. Swiatowe Zrédta podaja, iz terapia genowa
w klinice to gtéwnie préby wykorzystania genéw terapeutycznych do leczenia
choréb nowotworowych, naczyniowo-sercowych, monogenowych i zakaznych
[2]. Najwiecej, jak do tej pory préb klinicznych przeprowadzono na $wiecie z
wykorzystaniem no$nikéw wirusowych - adenowirusowych iretrowirusowych
[2]1 Dobér odpowiedniego no$nika gendw - wektora - jest kluczowym warun-
kiem determinujgcym powodzenie terapii genowej. Wykorzystanie wektorow
wirusowych charakteryzujgcych sie wysoka wydajnoscig transfekcji komorek
docelowych i najczesciej dtuga ekspresjg transgendéw, wigze sie z opisywanym
nierzadko niebezpieczenstwem powiktan kliniczych u pacjentéw poddanych
genoterapii [3,4].

Badania podstawowe, ktére nierzadko przez badaczy francuskich okresla-
ne sg mianem ,wektorologii" [5], charakteryzujg mechanizmy oddziatywania
rekombinowanych wektoréw na komérke oraz pozwalajg konstruowaé, uzy-
teczne dla terapii genowej, nowe nosniki wirusowe i przygotowywac¢ farma-
kopealne preparaty genowe do badan klinicznych. Duzym zainteresowaniem
wsérod naukowcdw cieszg sie obecnie wektory konstruowane w oparciu o ge-
nom wiruséw zwigzanych z adenowirusami (AAV ang. adeno-associateg virus).
Jak do tej pory opisanych jest juz kilkadziesigt prob klinicznych, w ktérych wy-
korzystano rekombinowane AAV [2], Mimo iz genom AAYV jest maty (klonowac
mozna tylko niewielkie geny do okoto 2x103par zasad), rAAV znajdujg miejsce
w klinice poniewaz wydajnie infekujg zaré6wno komaérki dzielagce sie, jak i nie
dzielace sie. Po transdukcji/infekcji rAAV najczesciej obserwuje sie dtugotrwatg
ekspresje transgenu. Zaletg rAAV jest rdwniez ich niska w poréwnaniu z inny-
mi wektorami wirusowymi immunogenno$¢ w stosunku do komérek gospoda-
rza. Biobezpieczenstwo rAAV zwieksza rowniez, opisywana w chwili obecnej
przede wszystkim dla dzikich typdw AAV, miejscowo-specyficzna integracja
DNA AAV z genomem gospodarza (chromosom 19, AAVS1; [6]), co minima-
lizuje mozliwo$¢ przypadkowej integracji i mutagenezy insercyjnej. rAAV ce-
chuje do$¢ szerokie powinowactwo do wielu réznych typéw komorek; opisuje
sie, iz najczesciej, najwydajniej wektory rAAV zakazajag komdrki miegsni szkie-
letowych, serca, centralnego i obwodowego uktadu nerwowego oraz watroby.
rAAV wykorzystywane sg w probach klinicznych leczenia choréb monogeno-
wych (niedobory odpornosci, bloki metaboliczne), jak i wielogenowych, réw-
niez nowotworowych. Postepowaniu klinicznemu towarzyszy dos$¢ duzy opty-
mizm, ktérego wyrazem moze by¢ dynamicznie zwiekszajaca sie liczba prob
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klinicznych na $wiecie z udziatem rAAV (Ryc.l). Niemniej,
potrzeba prowadzenia badan podstawowych charaktery-
zujacych wiasnosci biochemiczne, molekularne rAAV, jak
rowniez wyjasniajgcych mechanizmy oddziatywania rAAV
z komdrkami pozostaje nadal wysoce uzasadniona. Petne
kliniczne wykorzystanie rAAV jest bezposrednio okreslane
przez badania podstawowe, ktore pozwolg na zrozumienie
mechanizméw odpowiedzialnych przede wszystkim za
procesy konwersji jednoniciowego DNA rAAV do dwuni-
ciowego, jak i integracji do genomu, ktére uwazane sg za
podstawowe etapy ograniczajace efektywnos$¢ biologiczng
rAAV. Dalszg cze$¢ artykutu poswiecono charakterystyce
molekularnej AAV ze szczegdlnym uwzglednieniem, obec-
nie opisywanych, mechanizméw integracji AAV do geno-
mu komoérek gospodarza.

WIRUSY AAV - CECHY OGOLNE

Wirusy AAV nalezg do rodziny Parvoviridae, rodzaju De-
pendovirus. Sg jednymi z najmniejszych znanych wiruséw,
ich $rednica wynosi zaledwie okoto 20 nm. Pozbawiony
otoczki wirion AAV posiada symetrie ikosahedralng. Ma-
teriatem genetycznym (Ryc. 2) wiruséw zwigzanych z ade-
nowirusami jest jednoniciowy DNA o dtugosci okoto 5 000
nukleotydow [5,7], AAV nie majg zdolnosci do samodziel-
nego namnazania sie w komoérce gospodarza . Do replikacji
swojego materiatu genetycznego wymagaja obecnos$ci wiru-
sa wspomagajgcego (helper virus). Jako wirusy ko-infekujace
najczesciej wystepuja adenowirusy (Ad) oraz herpeswiru-
sy (HSV), znane sg takze ko-infekcje wirusem cytomegalii
cztowieka i papillomawirusem [5,7].

Pierwsze badania dotyczace AAV siegajg lat 60. Wow-
czas, gtdwnie na podstawie badan z wykorzystaniem mi-
kroskopii elektronowej, opisywano AAYV jako podjednostki
adenowiruséw, samodzielne wirusy kontaminujace prepa-
raty adenowiruséw lub, co potwierdzono p6zZniej, wirusy,
ktorych cykl zyciowy zalezny jest od adenowiruséw, czy-
li okreslane obecnie AAV [8,9]. Jednym z najlepiej opisa-
nych obecnie AAV jest, odkryty jako pierwszy AAV typ
2, znaleziony jako zanieczyszczenie laboratoryjnej probki
adenowiruséw. Do chwili obecnej wyizolowano 11 typdéw
AAV (AAV1 -AAV11) [10], z czego, jak wykazaty badania
epidemiologiczne 3 serotypy sg endemiczne dla cztowieka
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liczba préb klinicznych
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1994-1997 1998-2001 2002-2005

Rycina 1. Liczba préb klinicznych terapii genowej na $wiecie w latach 1994-2005,
w ktérych wykorzystano rekombinowane wektory wirusowe AAV [2].
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Rycina 2. Schemat organizacji genomu AAV. Produkty biatkowe gendw rep i cap
powstajg dzieki aktywnosci transkrypcyjnej promotoréw p5, p!'9 oraz p40.

(AAV2, AAV3, AAV5) [10]. Badania serologiczne wskazuja
rowniez, ze rézne serotypy wirusow AAV moga wykazy-
wac rézne preferencje do wirus6w pomocniczych. Stwier-
dza sie, iz np. przeciwciata przeciw AAV2 i AAV3 pojawiajg
sie zwykle we wczesnym dziecifstwie, w przeciwienstwie
do przeciwciat przeciw AAVS5, ktérych pojawienie sie ob-
serwuje sie miedzy 15 a 20 rokiem zycia. Czas pojawiania
sie przeciwciat przeciw AAV2 i AAV3 koreluje z czasem po-
jawiania sie przeciwciat w stosunku do adenowiruséw, na-
tomiast pojawienie sie przeciwciat przeciw AAVS5 zbiega sie
z wystgpieniem przeciwcial na HSV. Mozna stagd wysnu¢
whniosek, iz naturalnym wirusem pomocniczym dla AAVS,
w przeciwienstwie do AAVI i AAV2, jest nie adenowirus, a
herpes simlex virus [11],

Naturalng drogg wnikania AAV do organizmu wydaje
sie by¢, tak jak w przypadku adenowiruséw, droga odde-
chowa oraz droga pokarmowa. Do tej pory jednak nie jest
ostatecznie ustalone, ktore tkanki lub narzady sa prefero-
wanymi miejscami infekcji dzikich typdw AAV. Niemnigj
wiadomo, ze rekombinowane wektory AAV u zwierzat wy-
kazujg dtugoterminowag ekspresje gendw w réznych rodza-
jach tkanek, w tym: mdzgu, watroby, miesni, siatkowki [7],
Wskazuje sig, ze o specyficznosci narzagdowej poszczeg6l-
nych serotypéw moga decydowac wiasciwosci ich kapsy-
dow [7,12], Okresla sie, ze nawet 70% populacji, niezaleznie
od szerokosci geograficznej, jest seropozytywna pod wzgle-
dem AAV; nie mniej jednak, jak dotychczas, nie wigze sie
AAV z okreslonymi zmianami klinicznymi [7,13].

GENOM AAV

Najlepiej poznanym wirusem AAYV jest AAV2. Jego ge-
nom stanowi pojedyncza ni¢ DNA ztozona z 4680 nukle-
otyddéw (Ryc. 2). Konce ssDNA ograniczone sg przez 145-
nukleotydowe sekwencje ITR (ang. inverted terminal repeats).
Przestrzennie ITR tworzg stabilng energetycznie strukture
spinki do wiosow. ITRs odgrywajg istotng role w replika-
cji, sktadaniu wirusowych czastek oraz w integracji AAV
do genomu komdrki gospodarza. Miedzy sekwencjami ITR
w genomie AAV znajduja sie tylko dwa geny: rep oraz cap
oraz trzy promotory p5, pl9 i p40 (Ryc. 2). W wyniku pro-
cesu alternatywnego sktadania i aktywnosci promotora p5
powstajg biatka Rep78, Rep68, promotora pl9 biatka Rep52,
Rep40, za$ obecno$¢ promotora p40 pozwala na ekspresje
genéw biatek kapsydowych VP1, VP2 i VP3. Biatka Rep i
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Cap stanowig okoto 70% masy wirionu AAV; pozostata
cze$¢ to DNA [5,7],

Biatka Rep zaangazowane sg we wszystkie etapy cyklu
zyciowego wirusa, wiaczajac replikacje wirusowego DNA,
specyficzng integracje do chromosomu 19 gospodarza,
uwolnienie w sprzyjajgcych warunkach wirusowego geno-
mu, a takze regulacje ekspresji zaré6wno wirusowych, jak i
komaérkowych genéw [11,14]. Rep majg zdolno$¢ wigzania
sie ze specyficznymi sekwencjami DNA ibiorg udziat w na-
cinaniu ITRs w specyficznych miejscach okreslanych jako
trs (ang. terminal resolution site). Rozciecie DNA pozwala
na replikacje zakonczen liniowego genomu i wymaga wig-
zania biatlek Rep z tandemowymi powtdrzeniami GAGC
obecnymi w ITRs. Wigzanie z DNA, jak ijego czesciowa de-
naturacja sg prawdopodobnie istotne takze w specyficznej
integracji AAV do genomu na ramieniu g 19 chromosomu
cztowieka. Mimo réznic sekwencyjnych w obrebie ITR mie-
dzy serotypami u wszystkich wirusow AAV stwierdzono
obecnos$¢ miejsc wigzacych biatka Rep (ang. Rep binding pro-
tein, RBS) i miejsc trs. Biatka Rep78/68 w nieobecnosci wi-
rusa wspomagajacego sa syntetyzowane w niewielkiej ilosci
i sg odpowiedzialne za hamowanie dalszej ekspresji genéw
(autoinhibicja) [15,16]. Wedtug jednego z opisywanych me-
chanizmow, zaktada sie, ze hamowanie ekspresji gendéw
przez biatka wirusowe jest wynikiem wigzania biatka Rep z
promotorem p5 AAV, miedzy sekwencjg TATA-box a miej-
scem inicjacji transkrypcji. Mozliwym jest, ze biatko Rep
zaktdca tworzenie inicjujagcego kompleksu transkrypcyjne-
go [17]. Wskazuje sie réwniez, iz p5 moze petni¢ rowniez,
oprécz funkcji promotora, wazng role w procesie miejscowo
specyficznej integracji AAV do genomu gospodarza [18,19],
Dwa pozostate biatka Rep: Rep52 i Rep40 powstajg rowniez
w wyniku alternatywnego sktadania mRNA i podobnie jak
Rep78 i Rep68 rozniag sie sekwencjg C-konca. Biatka te nie
maja zdolnosci wigzania DNA opisywanych dla dwéch po-
przednich biatek, wykazano natomiast, ze moga one penié
role ATP-zaleznej helikazy [11] i prawdopodobnie sg zaan-
gazowane w sktadanie nowych wiruséw [20], Prawa ramka
odczytu CAP koduje biatka strukturalne AAV, sg to biatka
VP1, VP2 i VP3. Powstajg one dzieki aktywnos$ci promotora
p40 i wystepuja w czastce wirionu w proporcji 1:1:10. Biat-
ka VP2 i VP3 sg niezbedne do uformowania kapsydu, nato-
miast biatko VP1 prawdopodobnie odpowiada za zdolnos¢
infekowania komérek [21].

CYKL ZYCIOWY AAV

Infekcja AAV jest procesem wieloetapowym, obejmuja-
cym adhezje wirusa do powierzchni komérki gospodarza,
zwigzanie z receptorem komoérkowym, internalizacje wi-
rusa, migracje cytoplazmatycznag w kierunku jadra komor-
kowego, transport do jadra przez otoczke jadrowa, synteze
dsDNA AAV oraz jego integracje z genomem gospodarza
(brak wirusa pomocniczego) lub replikacje genomu AAV
(obecnos$¢ wiruso6w pomocniczych) [7,22]. Cykl zyciowy re-
kombinowanych wektoréw AAV (rAAV) - pozbawionych
wirusowych genéw rep i cap (Ryc. 3), sprowadza sie oczy-
wiscie do wprowadzenia do jadra komdrkowego kasety
ekspresyjnej zawierajacej klonowany transgen, a nastepnie
syntezy rekombinowanego (terapeutycznego) biatka.
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Adhezja AAV do btony komdrkowej gospodarza praw-
dopodobnie jest mozliwa dzieki rozpoznawaniu przez wi-
rus miejsc receptorowych zawierajgcych proteoglikany bo-
gate w siarczan heparanu (HSPG) [13,22], stosunkowo gesto
rozmieszczonych na powierzchni wielu rodzajéw komérek,
co mogtoby czesciowo tlumaczy¢ powinowactwo wirusa
do wielu typéw komorek. W wigzanie wirusa do komorki
zaangazowane sg potencjalnie takze biatka receptorowe dla
fibroblastycznego czynnika wzrostu (FGFR) [21]. Natomiast
receptory integrynowe av@ prawdopodobnie uczestnicza
w internalizacji wirusa do komorki na zasadzie endocytozy.
Umozliwiajg one umieszczenie wirusa w uformowanych
zagtebieniach klatrynowych, w formowanie ktérych zaan-
gazowana jest dynamina, rozpuszczalne biatko wewnatrz-
komérkowe o aktywnosci GTP-azy. Oligomeryzacja dy-
naminy w pierScieniowe struktury jest odpowiedzialna za
utworzenie powleczonego klatryng pecherzyka ijego ode-
rwanie od btony komdérkowej. Jak wskazuja badania, jeden
endosom niesie jedng czastke wirusa. W wyniku dojrzewa-
nia endosomu / stopniowego spadku pH wirus uwalniany
jest do cytozolu [13,22]. Stad migruje do jadra komorkowe-
go, gdzie traci ptaszcz biatkowy. Podejrzewa sig, ze AAV
ze wzgledu na swoje mate rozmiary moze wnika¢ do jadra
przez jadrowy kompleks porow (NPC) [13]. Zdaniem jed-
nak niektérych autorow, mimo tego, ze rozmiary wirusa
pozwalatyby na jego przedostanie sie do jadra przez NPC,
mechanizm jest inny, gdyz wejScia AAV do jadra nie hamu-
ja czynniki blokujgce aktywno$¢ NPC-zaleznego transpor-
tu, ani tez temperatura 4°C, w ktorej transport przez NPC
ustaje [23].

W jadrze komoérkowym gospodarza AAV przechodzié¢
moze cykl lizogeniczny lub lityczny w zaleznos$ci od obec-
nosci lub braku wirusa pomocniczego. Pod nieobecnosé
wirusa wspomagajgcego, uruchamiana jest auto-represja
genow (prawdopodobnie zahamowanie replikacji DNA wi-
rus6w AAV nastepuje po nacieciu trs i uczestniczg w nim
biatka Rep78/68 [24]), sSDNA jest przepisywane do dsDNA
i ulega integracji z chromosomem 19 gospodarza. Wbudo-
wanie materiatlu genetycznego wirusa nastepuje w charak-
terystycznym miejscu na dtugim ramieniu chromosomu 19
(19q13.4), nazywanym AAVS1 [6], Obecno$¢ wirusa w ge-
nomie gospodarza jest wykrywalna miedzy 8 a 16 godzi-
ng po infekcji [25,26]. Nie wiadomo jak doktadnie przebie-
ga przejscie wirusa z jednej fazy w druga, ale podejrzewa
sie, ze w proces ten réwniez sg zaangazowane biatka Rep
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Rycina 3. Genom wiruséw zwigzanych z adenowirusami (AAV) oraz rekombi-
nowanych wektoréw AAV (rAAV). Kaseta ekspresyjna rAAV, oskrzydlona przez
sekwencje ITR nie zawiera wirusowych gendw rep i cap. W miejsce genéw rep i
cap wprowadzono transgen pod transkrypcyjng kontrolag promotora cmv. polyA
- miejsce poliadenylacji transkryptu
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78 i Rep68 [24], Na skutek zakazenia komdrki zawierajacej
AAV (faza lizogeniczna) wirusem pomocniczym, nastepuje
przejscie wirusa do cyklu litycznego - replikacja i pakowa-
nie ssDNA AAV do biatkowych otoczek. Konsekwencjg jest
uwolnienie nowych czastek wiruséw. Wskazuje sie row-
niez, iz w niewielkim stopniu czynniki uszkadzajgce DNA
(promieniowanie UV, cytostatyki) [27,28] mogg indukowad
przejscie AAV z fazy lizogenicznej w lityczna.

MIEJSCOWO-SPECYFICZNA INTEGRACJA
AAV DO GENOMU GOSPODARZA

Unikalng cechg AAYV jest ich zdolno$¢ do wprowadza-
nia wlasnego materiatu genetycznego do chromosomu 19
(19913.4, AAVS1) gospodarza [6], okre$lana jako miejsco-
wo-specyficzna integracja AAV. Zrozumienie mechani-
zmoéw odpowiedzialnych za utrzymywanie i integracje
AAV w zakazonych komérkach pozwala rozwaza¢ mozli-
woséci konstruowania rekombinowanych wektoréw AAV
wprowadzajgcych kasety ekspresyjne zawierajgce terapeu-
tyczne transgeny w okre$lone miejsce genomu gospodarza.
Duza uwage poswieca sie badaniom - kodowanych przez
wirusowy gen rep - biatkom Rep. Im i wsp. [29] poddali ba-
daniu wszystkie cztery biatka Rep i stwierdzili, ze kluczowa
role w procesie integracji odgrywaja biatka Rep78 i Rep68.
Autorzy wskazujag na biochemiczne w#asciwosci biatek
Rep78/68: zdolno$¢ wigzania sie z charakterystyczng dla
AAV strukturg spinki do wtoséw, ATP-zalezng aktywnos¢
endonukleazy zwigzang z wprowadzeniem naciecia w miej-
sce trs, zdoIno$¢ kowalencyjnego wigzania z 5' koricem po-
wstatym w wyniku naciecia trs, a takze aktywno$¢ helikazy
DNA. Zaobserwowang roznicg miedzy aktywnoscig obu
biatek jest zdolno$¢ wykorzystywania przez Rep68 réznych
trifosforanéw nukleotydéw jako kofaktorow endonukleaz,
podczas gdy Rep 78 wykorzystuje do reakcji jedynie ATP.
Autorom nie udato sie natomiast wykaza¢ istotnej zdolno-
$ci specyficznego wigzania biatek Rep52 i Rep40 ze struktu-
ra spinki do wioséw wirusa. Nie stwierdzono réwniez, iz
biatka Rep52 i Rep40 posiadajg aktywnos$ci endonukleazy
czy helikazy DNA, jak réwniez zdolno$ci kowalencyjnego
wigzania z nacietymi koncami w trs. Weitzman i wsp. [30]
rowniez wskazujg na zasadnicze znaczenie biatek Rep68 i
Rep78 w procesie miejscowo-specyficznej integracji. Ich
zdaniem biatka te sg odpowiedzialne za tworzenie kom-
pleksu miedzy DNA wirusa a miejscem integracji w DNA
gospodarza, przy czym zdaniem autorow drugorzedowa
struktura spinki do wtosdw nie odgrywa podstawowej roli
W rozpoznawaniu i wigzaniu odpowiednich elementéw
[30]. Dos¢ czesto wskazuje sie pewne podobienstwo poczat-
kowych etapéw replikacji i integracji AAV. Wedtug Yoon
i wsp. [31] niezbednymi do replikacji, a tym samym do in-
tegracji, elementami genomu AAV s3g miejsca w ITR - Rep
binding site (RBS), terminal resolution site (trs) oraz region od-
dzielajgcy RBS od trs. RBS odpowiada za prawidtowe zwig-
zanie biatka Rep z miejscem startu replikacji, co pozwala na
zachodzace p6zniej wprowadzenie przez Rep naciecia w
obrebie sekwencji TRS. Rola regionu oddzielajgcego polega
na uprzywilejowanym utozeniu TRS tak, zeby mogto ono
nastepnie zosta¢ naciete przez biatko Rep. Co ciekawe, w
miejscu wigzacym - AAVS1 (chromosom 19) odkryto obec-
nos¢ regiondw homologicznych do opisanych struktur wi-
rusowych: TRS i RBS [31]. Zaktada sieg, iz w procesie integra-
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cji biatko Rep #aczac sie chromosomowym miejscem AAVS1
bierze udziat w nacinaniu taricucha DNA. W przypadku
braku wirusa pomocniczego dalsza replikacja, zalezna od
biatka Rep, nie zachodzi, co moze prowadzié¢ do powstawa-
nia potagczen DNA wirusa i gospodarza, opisywanych jako
specyficzna miejscowo integracja [31].

Jak juz wspomniano biatko Rep78 jest nie tylko odpowie-
dzialne za przytgczanie do miejsca startu replikacji (ori) wi-
rusa, ale takze zawiera elementy niezbedne do zachowania
katalitycznej aktywnosci endonukleazy [15,16,31]. Badania
wskazujg, iz w oddziatywaniu biatka Rep z miejscem rbs
wirusa gtéwng role odgrywa tancuch polipeptydowy biat-
ka Rep miedzy 187-208 resztg aminokwasowa, natomiast N-
koniec biatka Rep tworzy niezalezng domene o aktywnosci
endonukleazy wymaganej do inicjacji zaréwno replikacji
DNA, jak i miejscowo specyficznej integracji. Stwierdza sie
réwniez, iz aktywno$¢ opisywanej endonukleazy zalezna
jest od jonéw Mn2+

Badania wskazujg, izw genomie cztowiekajest przynajm-
niej kilkanascie miejsc, ktore zawierajg wspomniane miejsce
rbs zdolne do wigzania biatek Rep wirusow AAV [32,33],
przy czym wiele z nich potozonych jest w genach reguluja-
cych proces proliferacji komaérek [32], Badacze utrzymuja, ze
takich miejsc moze by¢ nawet 200 000, jednak w warunkach
in vivo wiekszos$¢ z nich jest prawdopodobnie niedostepna
dla biatek Rep, w przeciwieAstwie do miejsca na chromo-
somie 19, ktére wykazuje swoistg hiperwrazliwo$¢ na ich
dziatanie. Miejsce to jest prawdopodobnie zawsze dostep-
ne do zwigzania biatka Rep. Wskazuje sie rowniez, ze ilos¢
biatek Rep w infekcji latentnej moze by¢ czynnikiem ogra-
niczajagcym specyficzng miejscowo integracje. Specyficzna
miejscowo integracja zachodzi jedynie, gdy RBE towarzy-
szy obecna na chromosomie 19 sekwencja trs. Kompleksy
biatek Rep oddziatujg nie tylko z chromosomowym RBE,
ale takze z wirusowymi strukturami ITR. Przypuszcza sie,
ze kompleks Rep-ITR moze by¢ jednostka majacg zdolnos¢
oddziatywania z chromosomowym fragmentem RBE, tym
samym proces tworzenia komplekséw Rep-RBE moze byé
czynnikiem regulujgcym ukierunkowang integracje wirusa.

Badania wskazuja, iz w procesie specyficznej miejscowo
integracji wirusa biorg udziat nie tylko biatka Rep78, Rep68
i sekwencje ITR. Przeprowadzone przez Philpott i wsp.
[18,19] badania wskazuja, iz do wydajnej specyficznej inte-
gracji niezbedny jest promotor p5. Autorzy podkreslaja, iz
obecnos$¢ fragmentu p5 o wielko$ci 138 par zasad, okre$lane-
go jako IEE (ang. integration efficiency element) zdecydowanie
zwieksza efektywnos¢ integracji AAV do 19 chromosomu
cztowieka. Wedtug badaczy w obecnosci pSIEE dochodzi do
efektywnej iniezaleznej od sekwencji ITR integracji AAV do
genomu. Wskazuje sie, iz ITR najprawdopodobniej petnig
rowniez funkcje stabilizatorow wigczonego genomu i biorg
udziat w przejsciu z fazy lizogenicznej w lityczng. Francois
i wsp. [34] wykazali natomiast, iz p5 jest niezbedny takze
do efektywnej replikacji wirusa AAV w obecnosci wirusa
pomocniczego. Badacze uwazajg, ze najmniejszy niezbedny
do replikacji element p5 funkcjonujacy zaréwno in vivo, jak i
in vitro sktada sie z 55 par zasad i zawiera kasete TATA-box
(in vivo), rep-binding site, trsH(trs obecne w miejscu inicjacji
transkrypcji) i region o diugosci 17pz, ktdry potencjalnie
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moze przybiera¢ strukture spinki do wtosoéw otaczajacg trs.
Wedtug autoréw, do efektywnej replikacji AAV niezbedna
jest takze obecno$¢ biatek TBP (ang. TATA binding protein),
ktére stymuluja wigzanie biatek Rep do RBS oraz reguluja
procesem nacinania trs. Prawdopodobnie wynika to ze sta-
bilizujagcego wptywu TBP na kompleks biatek Rep z DNA.
Mechanizm nie jest znany, mozliwe jest jednak, ze oddzia-
tywanie pomiedzy Rep a TBP indukuje zmiane konforma-
cji DNA, ktdra utatwia ,,wypchniecie" i rozpoznanie trs4
przez Rep.

Hamilton i wsp. [35] w swojej pracy wskazujg na za-
lezno$¢ miedzy uzytym w doswiadczeniach MOI (ang.
multiplicity of infection) preparatu wirusa a wydajnoscia
infekcji, integracji i zdolnoSci uwalniania genomu AAV z
DNA gospodarza. W przeprowadzonym przez autorow
dos$wiadczeniu zwiekszanie MOl powodowalo wzrost
liczby zakazonych komdrek, dochodzacy do 80% komdrek
zakazonych przy MOI rownym 10. Dalszy wzrost MOI nie
powodowal znacznego zwiekszenia liczby zakazonych ko-
morek. W przeciwieAstwie do zakazenia, integracja przy
MOI ponizej 10 okazata sie bardzo niska, przy MOI réw-
nym 10, przy ktérym odnotowano okoto 80% zakazonych
komérek, mniej niz 5% komoérek zawierato zintegrowane
DNA wirusowe, podczas gdy przy MOI réwnym i wiek-
szym od 100 obserwowano zdecydowany wzrost liczhy
komadrek posiadajgcych DNA wirusowe. Integracja i zdol-
no$¢ wirusa do ponownego uwalniania wtasnego genomu
wykazywaly duzg korelacje - blisko 75% zintegrowanych
wirusow byta zdolna do uwolnienia swojego DNA. Anali-
za DNA pozwolita stwierdzi¢, ze wszystkie integracje AAV
do genomu byty integracjami miejscowo specyficznymi (w
AAVS1), aczkolwiek okazato sie, ze ulegto im zaledwie 40%
komorek, podczas gdy 80% komaérek (100% komorek zaka-
zonych) wykazywato przeorganizowanie DNA w obrebie
AAVSL1. Co ciekawe, linie komérkowe, w ktérych zaobser-
wowano zmiany w obrebie AAVS1, zar6bwno w obecnosci
zintegrowanego DNA wirusowego, jak ijego braku wyka-
zywaty duzg zmiennos$¢ w ilosci DNA obecnego w obrebie
AAVS1. Fakt ten mogtby wskazywac na zdolno$¢ Rep do
indukowania amplifikacji w obrebie AAVS1 ijego przebu-
dowy pod nieobecno$¢ wirusowych substratow do integra-
cji. Autorzy utrzymuja, iz za przebudowe AAVS1, réowniez
w nieobecnos$ci insertow bedacych pod kontrolg promoto-
ra p5 w wektorach AAV, odpowiedzialne sg biatka Rep78
i Rep68. W obecnosci, wspomnianego wcze$niej, pSIEE w
wektorze jedynie potowa z komoérek, w ktérych stwierdzo-
no przeorganizowanie AAVS1 posiadata inserty wirusowe-
go DNA [35]. Dane te sg spdjne z badaniami dotyczacymi
dzikich typow AAV, gdzie rowniez integracja wirusowego
DNA dotyczyta potowy komorek, w ktérych zaobserwowa-
no przeorganizowanie AAVS1. W dalszym ciggu nie wia-
domo jakie sg poszczeg6lne etapy wigczania wirusowego
materiatu genetycznego do specyficznego miejsca w DNA
gospodarza, jednak autorzy przedstawiajg hipotetyczng
wersje poszczegolnych krokéw. Utrzymujg oni, ze czynni-
kiem potencjalnie ograniczajgcym skuteczno$¢ transportu
wirusowego DNA do jadra i zrzucania kapsydu jest wiru-
sowe MOI. Po wniknieciu do jadra, prawdopodobnie dzie-
ki komorkowym mechanizmom replikacji i/lub naprawy
DNA, syntetyzowana jest druga ni¢ wirusowego DNA. Po
uformowaniu dwuniciowej czasteczki DNA, promotor p5
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jest aktywowany do transkrypcji genu biatka Rep. Trans-
krypcja z promotora p5 itranslacja mRNA genu kodujacego
Rep prowadzi do powstania wielofunkcyjnych biatek Rep.
Utworzenie dwuniciowej czasteczki wirusowego DNA jest
wstepnym warunkiem niezbednym do transkrypcji genu
rep z promotora p5 i prawdopodobnie zwieksza wydajnosé
integracji AAV z genomem gospodarza. Przypuszcza sig, ze
sg trzy miejsca, z ktérymi Rep mogg sie wigza¢ w spos6b
istotny dla specyficznej integracji. Sg to sekwencje DNA w
obrebie AAVS1 na chromosomie 19 gospodarza, RBS w ob-
rebie p5 wirusa i RBS w obrebie ITR wirusa. Inna hipoteza
zaktada, ze wigczenie genomu wirusa do DNA gospodarza
jest zwigzane z powstawaniem w DNA gospodarza peknie¢
w dwuniciowej czasteczce DNA (DSB, ang. double-strand
break) i jest wynikiem dziatania mechanizméw napraw-
czych gospodarza na drodze rekombinacji homologicznej i
niehomologicznej. Miller i wsp. [36] wskazujg na korelacje
miedzy iloSciag DSB w DNA a czestoscig integracji AAV do
genomu gospodarza. Przypuszczalnie moze to $wiadczy¢ o
zaangazowaniu w mechanizm integracji wirusa czynnikow
niezbednych do naprawy DNA gospodarza. Mozliwy jest tu
udziat takich czynnikéw zaangazowanych w homologiczng
rekombinacje jak biatka rodziny Rad52. Po powstaniu DSB
endonukleaza degraduje jedng z nici na kazdym korcu pek-
niecia, generujac jednoniciowe zakonczenia DNA, ktdre
moga ulega¢ parowaniu z homologicznymi odcinkami po-
jedynczej nici DNA wirusa AAV. Jesli takie parowanie ma
miejsce, naprawa pekniecia chromosomowego DNA w nici
komplementarnej do DNA wirusa moze przebiegac poprzez
synteze, gdzie jako matryca zostanie wykorzystany wtasnie
fragment wirusowego genomu. Druga chromosomowa ni¢
moze zosta¢ naprawiona poprzez synteze DNA na matry-
cy Swiezo naprawionej nici, bgdz na zasadzie podwdjnego
crossing-over i wymiany homologicznego odcinka genomu
wirusowego [36], DSB moga odgrywac tu role czynnikow
umozliwiajgcych powstawanie jednoniciowych fragmen-
tdbw DNA gospodarza i/lub angazujacych biatka niezbedne
do procesow naprawczej syntezy DNA [36], Do podobnych
wnioskow doszli Vasileva i wsp. [37], Jak juz wspomniano,
wiele biatek z grupy RAD52 odgrywa istotng role w homo-
logicznej naprawie DSB w DNA. Autorzy zaobserwowali
zdecydowanie mniejszg (6-krotnie) zdolno$¢ wbudowa-
nia wektora AAV do DNA komérek linii komdrkowych z
wyciszonym genem biatka RAD54B, jak rowniez RAD52L.
Zalezno$¢ miedzy poziomem biatek RAD, a czesto$cig inte-
gracji wirusa sugerowa¢ moze istotny wptyw mechanizmu
rekombinacji homologicznej komorki na skuteczne wbudo-
wanie genomu AAV. Autorzy nie zaobserwowali natomiast
podobnej zaleznosci w przypadku DNA-PK (ang. DNA-de-
pendent protein kinase), co mogtoby sugerowac¢ brak udzia-
tu drogi rekombinacji niehomologicznej w integracji AAV
[36]. Wedtug Dutheil i wsp. [38] miejsce integracji wirusow
AAV jest Scisle zwigzane z migsniowo-specyficznym genem
TNNT1. Troponina i tropomiozyna budujg Ca2~wrazliwy
kompleks regulujgcy kurczenie mie$ni. Badacze wskazuja,
iz wymiana DNA nastepuje w jednym miejscu pomiedzy
AAV, a AAVS1 (w poblizu RBS) i w drugim - miedzy AAV
a, intronem 13 genu TNNT1. Autorzy opisuja, iz w dwdch
na cztery badane linie komorkowe, w ktérych wystgpita
specyficzna integracja wirusowego DNA do AAVS1 wy-
stapito takze przeorganizowanie DNA w obrebie TNNTL1.
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Ekspresja gendéw troponin jest scisle regulowana w zalez-
nosci od tkanki i etapu rozwoju organizmu. U osobnikéw
dorostych TNNT1 ulega ekspresji wytgcznie w miesniach
szkieletowych, podczas gdy TNNI3 wytacznie w miesniu
sercowym. Wykazano obecno$¢ DNA wirusow AAV w 17%
preparatéw biopsyjnych pobranych z prawidtowych tkanek
miesniowych. Badacze przypuszczaja, ze tkanka miesniowa
jest naturalng tkankg docelowg wiruséw AAV w cyklu lizo-
genicznym. Mozliwym jest takze, ze integracja DNA wirusa
w poblize lub w obrebie TNNI1 moze powodowaé zmiane
poziomu ekspresji tego genu. Poniewaz jednak komdrki
miesniowe sg komadrkami wielojagdrowymi, przerwanie cia-
gtosci jednego allelu TNNT1 moze nie powodowac zmian
fenotypowych w komdrce. Schnepp i wsp. [39] natomiast
uwazajg, ze AAV do genomu gospodarza integruje rzadko,
za to duzo czesciej jest obecny w komorce gospodarza jako
element pozachromosomowy, jako wolna forma kolistego
DNA. Badacze nie wykluczajg jednak, ze posta¢ ta moze
by¢ forma posredniag w procesie integracji. Wedtug autorow
pracy, kolista forma moze by¢ wynikiem oddziatywania
miedzy komdrkowymi enzymami naprawiajacymi peknie-
cia dwuniciowej czasteczki DNA, a genomem AAV [39],

PODSUMOWANIE

Rozwdj terapii genowej, utozsamiany z wprowadzaniem
preparatow genowych do kliniki, uzalezniony jest bezpo-
$rednio od badan podstawowych poswieconych poszuki-
waniu nowych gendw o0 znaczeniu terapeutycznym oraz
wydajnych systemow ich transportu do komorek. Wektory
konstruowane w oparciu 0 genom wiruséw zwigzanych
z adenowirusami (rAAV) sg wykorzystywane obecnie w
probach klinicznych terapii genowej. Badania sg w toku,
wstepne obserwacje wskazujg, iz rAAV sg bezpieczne dla
pacjentéw i efektywnie transdukujg gtownie komorki mie-
$ni szkieletowych, komérki nerwowe oraz nowotworowe,
a ekspresja wprowadzanych przez AAV rekombinowanych
genodw jest najczesciej dtugotrwata [40,41], Wykorzystanie
rAAV w klinice wymaga znajomos$ci molekularnych pod-
staw cyklu zyciowego AAV, gtéwnie mechanizméw od-
powiedzialnych za wnikanie AAV do komdrki, transport
wewnatrzkomorkowy oraz integracje DNA wirusowego do
genomu gospodarza. Badania podstawowe wnoszg wiele
informacji dotyczacych biologii AAV; niektdre z nich, np.
dotyczace miejscowo-specyficznej integracji AAV, wydajg
sie mie¢ szczegblne znaczenie dla konstruowania rekombi-
nowanych wektorow AAV dla terapii genowej, ktére miaty-
by wiasciwos$¢ wnoszenia transgendéw w okreslone miejsca
genomu cztowieka.
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ABSTRACT

Recombinant adeno-associated virus derived vectors (rAAV) a thought to be a most promising candidates for gene therapy applications.
Their nonpathogenic nature as well as the encouraging capability to infect both proliferating and non proliferating cells are advantages for
gene therapy applications. Here, we summarize the potential mechanisms responsible tor AAV maintenance and site-specific integration to
human genome. The role of Rep proteins, inverted terminal repeats and p5 promotor sequences for chromosomal incorporation of AAV are
discussed. Making the site-specific integrative recombinant AAV vectors for gene therapy seems to be closely dependent on the development

of viral vectorology.
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haperoniny sa duzymi oligomerami utworzonymi z dwéch przeciwstawnie utozonych
Cpiers’cieni, w ktérych zachodzi fatdowanie biatek. Podzielono je na 2 grupy: chapero-
niny typu | oraz typu Il. Chaperoniny typu | wystepuja w mitochondriach i chloroplastach
(Hsp60), a takze w cytoplazmie komoérek bakteryjnych (GroEL). Typ Il chaperonin (CCT)
zlokalizowano natomiast w cytoplazmie Archea i w komérkach eukariotycznych. Fatdowa-
nie biatek katalizowane przez chaperoniny odbywa sie w skutek zmian konformacyjnych
zachodzacych w nich po zwiazaniu i hydrolizie ATP. Mechanizm zwijania polipeptyddéw
jest odmienny w obu typach chaperonin. Chociaz CCT razem z prefoldyna bierze udziat
gtéwnie w fatdowaniu aktyny i tubuliny, badania ostatnich lat wykazaty, ze wiele biatek
posiadajacych w swojej strukturze motyw WD-40 jest réwniez substratami CCT. Ponadto,
oprécz prefoldyny, réwniez biatka podobne do fosducyny wspdétdziatajg z CCT, regulujac
ich aktywnos¢.

WPROWADZENIE

Chaperoniny typu Il, opisane jako CCT (ang. Chaperonin-Containing TCP-1),
znane réwniez pod nazwami TriC lub c-cpn, to duze kompleksy biatkowe wy-
stepujace w cytoplazmie komadrek eukariotycznych, ktérych masa czasteczkowa
osigga okoto 900 kDa. Biatka z tej rodziny nalezg do grupy chaperonéw mole-
kularnych i wykazuja niewielkg zmienno$¢ ewolucyjng. Utatwiajg one zwijanie
biatek in vivo, jak réwniez zapobiegajg tworzeniu agregatéw nieprawidtowo sfat-
dowanych polipeptydéw, czyli formowaniu amyloidéw, bedacych podtozem
wielu choréb ,,konformacyjnych" (choroba prionowa, Alzheimera, Parkinsona,
cukrzyca typu IlI). Homologami chaperonin typu Il w komérkach prokariotycz-
nych sg chaperoniny typu | z najlepiej scharakteryzowanym przedstawicielem
tej grupy - GroEL, znanym réwniez jako Hsp6O, wystepujacym u Eschenchia coli.
Chaperoniny typu | wystepujag takze w chloroplastach i mitochondriach [1,2].
Chaperoniny 1i Il sg identyczne zaledwie w 15-20%, co sugeruje ich bardzo
wczesne oddzielenie od wspdlnego pnia w procesie ewolucji, ktére mogto nasta-
pi¢ okoto dwéch miliardéw lat temu [3,4]. Wsp6lng cechg chaperonin obu typow
jest ich budowa. Sktadajg sie one z dwoch pierscieni ustawionych przeciwlegte
wzgledem siebie. Pare zasadniczych cech rdzni je jednak od siebie. Po pierwsze,
chaperoniny | posiadajg 7-krotng o$ symetrii, podczas gdy pierscien chaperoni-
ny Il sktada sie najczesciej z 8 podjednostek. Po drugie, do niedawna sadzono, ze
typ Il chaperonin nie jest wspomagany przez biatka wspétdziatajace (ang. cocha-
perons), zwyjatkiem prefoldyny, ktoéra towarzyszy fatdowaniu jedynie biatek cy-
toszkieletalnych, aktyny i tubuliny. Ponadto, typ | chaperonin wymaga zawsze
do swojej aktywnosci udziatu dodatkowego biatka, ktorym w przypadku GroEL
jest biatko GroES [2-10], podczas gdy w CCT funkcje ,,pokrywy" zamykajacej
kanat chaperoniny petni jej apikalna domena. Obecnie przypuszcza sig, ze cha-
peroniny Il moga wspoétpracowac takze z innymi biatkami, ktérych przyktadem
moga by¢ biatka podobne do fosducyny (PhLPs) (ang. Phosducin-Like Proteins),
z rodziny fosducyn. Poziom CCT w komorce eukariotycznej jest w poréwnaniu
z prokariotycznym GroEL 10 razy nizszy i wynosi okoto 0.1% wszystkich biatek
rozpuszczalnych. Ponadto synteza chaperonin CCT w komodrkach nie zmienia
sie pod wptywem stresu [1].

CCT - STRUKTURA | FUNKCJA

Struktura przestrzenna CCT przypomina cylinder o ksztatcie barytkowatym,
ktorego Srednica wynosi okoto 150 A, a wysoko$¢ 160 A. Kazdy z dwdch pier-
Scieni cylindra sktada sie z oSmiu réznych, homologicznych, kodowanych przez
odrebne geny podjednostek: CCTa, CCT(3, CCTé, CCTe, CCTy, CCTr), CCTO
oraz CCTC, [4], Kazdy monomer pojedynczego pier$cienia oddziatuje tylko zjed-
ng podjednostka drugiego, a jego potozenie w pierScieniu jest $cisle okreslone.
W obrebie podjednostki wyrézni¢ mozna trzy domeny: bazalng, apikalng oraz
taczacg je domene Srodkowa. Cze$¢ bazalna posiada miejsce wigzania ATP i jest
odpowiedzialna za oddziatywania pomiedzy podjednostkami, zarowno w obre-
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bie jednego pierscienia, jak rowniez pomiedzy nimi. Dome-
na apikalna stanowi za$ miejsce wigzania niesfatdowanego
polipeptydu [2,4], Szacuje sie, ze okoto 10% nowo syntety-
zowanych biatek moze by¢ fatdowane przez CCT. Poniewaz
brak jest wspdlnej cechy faczacej substraty fatdowane przez
CCT, zaréwno na poziomie struktury, jak i ich sekwencji,
nieznany jest sposob, w jaki chaperoniny rozpoznajg wsrod
wielu nowo syntetyzowanych polipeptydéw swoje substra-
ty. Wykazano, ze CCT zdolne jest przeja¢ odtaczajacy sie
od rybosomu taricuch polipeptydowy bezposrednio lub tez
za posrednictwem systemu biatek Hsp70, czy prefoldyny
(GimC u drozdzy), jak ma to miejsce w przypadku fatdo-
wania aktyny i tubuliny [11,12], Analogicznie do chapero-
nin typu I, miejscem rozpoznawania i wigzania substratu
jest czes¢ apikalna CCT. Proponowane sg 3 hipotezy do-
tyczace sposobu wigzania polipeptydu. Wedtug pierwszej
propozycji, moze sie to odbywac przy udziale dwoch helis
zlokalizowanych na obwodzie domeny apikalnej chapero-
niny. Alternatywnie, w oparciu o elastyczny i hydrofobo-
wy charakter helisy zlokalizowanej na obwodzie uwaza sie,
ze to ona moze by¢ miejscem wigzania substratu. Jednak z
drugiej strony nie stwierdzono ograniczenia zdolnosci wig-
zania polipeptydéw w chaperoninach pozbawionych tej
helikalnej wypustki. Trzecia propozycja zaktada, ze miejsce
wigzania substratu zlokalizowane jest po wewnetrznej stro-
nie kanatu i budujg je polarne, posiadajagce tadunek reszty
aminokwasowe. Struktura taka moze utatwiac rozpoznanie
tych samych obszaréw eksponowanych na powierzchni
substratu bedacego w konformacji quasi natywnej [13], Na
podstawie wynikow ostatnich badan, przeprowadzonych
na dwéch réznych biatkach bedacych substratami CCT (p-
podjednostki biatka G (Gp) oraz biatka VHL) wykazano, ze
chaperonina rozpoznaje hydrofobowe fragmenty swoich
substratow [1],

Wigzanie polipeptydu do CCT moze nastgpi¢ pod wa-
runkiem, ze apikalna cze$¢ chaperoniny wystepuje w kon-
formacji ,,otwartej", tzn. wéwczas, gdy do domeny bazalnej
nie jest przytagczony nukleotyd, a domeny apikalne znajdujg
sie w takim potozeniu, ze wnetrze kanatu CTT jest dostepne
dla substratu [13]. Nastepnym etapem jest zwigzanie i hy-
droliza ATP, powodujgca rozlegte zmiany konformacyjne
domeny apikalnej, ktére prowadzg do zamkniecia wnetrza
kanatu chaperoniny i uwiezienia w nim polipeptydu. Mini-
malizuje to entropie i stwarza optymalne warunki do jego
faldowania. Proces ten ma miejsce dzieki wystepowaniu
na szczycie domeny apikalnej CCT dodatkowego regionu,
ktory peini funkcje swoistej pokrywy [5,14]. Po uwolnieniu
Pi-fosforanu, chaperonina ponownie przybiera konformacje
otwartg (Ryc. 1). Cykl hydrolizy ATP w CCT trwa okoto 4
min. ijest znacznie wolniejszy niz ma to miejsce w GroEL
lub innych biatkach opiekunczych. Badania biofizyczne wy-
kazaty, ze CCT najdtuzej przebywa w stanie zamknietym,
co sugeruje, ze czynnikiem ograniczajacym cykl jest proces
otwierania chaperoniny. Prawdopodobnie zwigzane jest to
zrozerwaniem wysoko uporzgdkowanej struktury pierscie-
nia o konformacji Jt-kartki. Zjawiska, ktore inicjujg otwarcie
~pokrywy" nie sg szczegétowo poznane. CCT moze przyj-
mowac otwartg konformacje w obecnosci Mg2~ ADP, co
wskazuje na istotng w tym procesie role zerwania wigzania
oraz dysocjacji Pi podczas otwarcia pokrywy. Z drugiej stro-
ny, zmiana konformacji indukowana przejsciowym stanem
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Rycina 1. Model przedstawiajacy cykl zmian konformacyjnych zachodzacych w
CCT w wyniku wigzania i hydrolizy ATP. (a) CCT w konformacji otwartej, nie-
sfatdowany substrat moze przytaczy¢ si¢ do wtasciwych miejsc wigzania w CCT;
(b) zwiazanie ATP nie jestczynnikiem wystarczajacym do wywotania zmian kon-
formacyjnych w CCT; (c) hydroliza zwigzanego ATP wywotuje zmiane konfor-
macji przestrzennej CCT, co prowadzi do zamknigcia polipeptydu wewnatrz tu-
nelu; (d) odtaczenie nieorganicznego fosforanu Pi umozliwia powrdét pierscienia
CCT do konformacji otwartej, a tym samym uwolnienie polipeptydu do cytopla-
zmy. Powyzej przedstawiony cykl zmian konformacyjnych zachodzi w sposéb
asymetryczny, jednak mechanizm utrzymujacy oba pierScienie w ré6znym stanie
aktywnos$ci nie zostat w petni wyjasniony. Na modelu przedstawiono zmiany
zachodzace tylko w jednym z pierScieni CCT (wg [14], zmodyfikowane).

hydrolizy ATP moze by¢ utrzymana po zerwaniu wigzania,
pod warunkiem, Ze Pi pozostaje nadal w kieszeni wigzania
nukleotydu, tak jak w przypadku termosomoéw [3].

Zastanawiajace jest, w jaki spos6b zmiany konformacyj-
ne indukowane hydrolizg ATP sg skoordynowane pomie-
dzy podjednostkami tworzagcymi CCT. Wiadomo, ze kazdy
monomer, wchodzacy w skiad jednego pierscienia, moze
podczas cyklu konformacyjnego wigza¢ i hydrolizowac jed-
ng czasteczke ATP. Dlatego do zorganizowanego dziatania
podjednostek, zar6wno w obrebie pierScienia, jak i pomie-
dzy nimi, wymagane sg prawdopodobnie potgczenia allo-
steryczne. Badania kinetyczne i genetyczne wykazaly, ze
podjednostki jednego pierScienia wigza i hydrolizujg ATP,
a zmiany konformacyjne w poszczegblnych monomerach
przebiegaja w spos6b sekwencyjny, a nie jednocze$nie, jak
w przypadku GroEL [1,14]. Ponadto stwierdzono, ze pier-
Scienie w obrebie CCT aktywowane sg w spos6b naprze-
mienny i tylko jeden z nich w danym momencie moze by¢
zaangazowany w fatdowanie polipeptydu. Doswiadczalnie
wykazano wystepowanie asymetrycznej konformacji CCT,
w ktorej pokrywa jest zamykana tylko w jednym pierscie-
niu. Wynika to z faktu, ze po zwigzaniu ATP do jednego
pierécienia sita wigzania nukleotydu w pierScieniu przeciw-
legtym ulega obnizeniu. Wydaje sie zatem wielce prawdo-
podobne, ze CCT posiada wewnetrzny mechanizm odpo-
wiedzialny za generowanie asymetrycznych zmian kon-
formacyjnych, ktére utrzymujg oba pierscienie w réznych
stanach podczas cyklu fatdowania [14],

SUBSTRATY | BIALKA REGULUJACE
AKTYWNOSC CHAPERONIN CCT

Wiele biatek, zaangazowanych w rdzne procesy komar-
kowe, fatdowanych jest przy udziale CCT. Substratami cha-

peronin sg biatka biorgce udziat w sygnalizacji komdrkowej
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Tabela 1. Substraty CCT.

Masa . .
. Powtorzenia
Biatko czasteczkowa WD
(kDa)*

a aktyna, p aktyna 42.1,41.7 Nie
a tubul_lna, p tubulina, 50.2.49.8, 51.2 Nie
v tubulina
Ciezki tancuch miozyny 223.0 Nie
4-monooksygenaza lucyferyny 60.1 Nie
Ga -transducyna 40.0 Nie
\{HL (ang.von Hippel-Lindau 249 Nie
disease tumor suppressor)
GI-S-specyficzna cyklina EI 47.1 Nie
Kofilina 18.5 Nie
Czynnik 1 depolimeryzujacy 161 Nie
aktyne
Centraktyna (ang. actin- .
related protein V) 426 Nie
Biatko kapsydu wirusa .
Hepatitis B 20.9 Nie
Biatko jadrowe EBNA-3 89.1 Nie
Poliproteina Gag M-PMV 73.1 Nie
Deacetylaza histonu 3 48.8 Nie
Biatko 3 domeny SET 85.5 Nie
Deacetylaza histonu HOS2 51.5 Nie
Cdc20p (ang. cell division
control protein 20) 67.4 Tak
Cdhlp (ang. cell division 1104 Tak

control protein 15)

Cdc55 (podjednostka
regulatorowa B fosfatazy 59.6 Tak
biatkowej PP2A)

Pex7p (ang. Peroxisomal

targeting signal 2 receptor) 423 Tak
PR.PA_16 (ang. Pre-mRNA 50.7 Tak
splicingfactor)

Sec27p (coatomer P' subunit) 99.4 Tak

*Na podstawie sekwencji aminokwasowej (wg [13], zmodyfikowano)

(a- i t-podjednostki biatek G, Ga i G/t), regulacji cyklu ko-
morkowego (cyklina E), jak rowniez biatka cytoszkieletalne,
takie jak ciezki tanicuch meromiozyny (HMM), czynnik 1,
depolimeryzujacy aktyne, kofilina oraz najwazniejsze z nich
aktyna i a-, (3 iy- tubulina. Lista potencjalnych substratow
chaperonin stale sie wydtuza (Tab. 1) [14]. Weryfikacji ule-
ga rowniez opinia, ze jedynym biatkiem wspétdziatajgcym
z CCT jest prefoldyna/GimC, ktora towarzyszy CCT przy
zwijaniu biatek cytoszkieletalnych [4], Kolejnymi biatkami
petnigcymi funkcje regulatora aktywnos$ci CCT sa biatka
podobne do fosducyny [7-10].
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FALDOWANIE BIALEK CYTOSZKIELETU

Prefoldyna (PFD) to biatko, ktére stabilizuje i transpor-
tuje aktyne i tubuling do chaperonin, petnigc funkcje biat-
ka opiekuriczego. Nie zidentyfikowano jej u Prokaryota, a
forma PFD wystepujaca u Archea nie jest taka sama jak ta,
ktorg znaleziono w komérkach eukariotycznych. U Archea,
homolog PFD - MtGimC ma mase czasteczkowg 87 kDa i
tworzg go 2 podjednostki a i4 podjednostki |3 W skiad PFD,
majacej u Eukariota mase okoto 200 kDa, wchodzi 6 r6znych
podjednostek (2 podobne do a-podjednostki i4 podobne do
P-podjednostki), nazwane PFD 1- 6. Masa czgsteczkowa po-
jedynczej podjednostki waha sie od 14 do 25 kDa i kazdy
polipeptyd wystepuje w kompleksie w rownym stosunku.
PDF u Archea moze stuzy¢ jako biatko opiekuncze wspét-
pracujgce z CCT w czasie fatdowania bardzo wielu substra-
tdbw. W komorkach eukariotycznych za$, PFD towarzyszy
tylko fatdowaniu tubuliny i aktyny [15].

Analiza sekwencji aminokwasowych podjednostek
prefoldyny wykazata, ze jest to biatko zachowane w ewo-
lucji, podobnie jak CCT i inne biatka opiekuincze. Porow-
nanie tréjwymiarowej struktury czasteczki PFD Eukariota
i MtGimC wykazato brak zasadniczych réznic w budowie
obu tych czasteczek [17]. O podobieAstwie PFD pomiedzy
gatunkami, moze S$wiadczy¢ mozliwo$¢ czeSciowego za-
stapienia podjednostek Gim z drozdzy przez podjednostki
MtGimC z Archea [4,18], Badania krystalograficzne PFD z
Archea pokazaty, ze kompleks ten przypomina ksztattem
meduze, ktérej podstawe formuje struktura podwdjnej
/t-barytki. Wyrasta z niej 6 wypustek o strukturze ,coiled-
coil", przypominajacych macki. Kazda z nich odpowiada
jednej podjednostce. Dwie podjednostki a umieszczone sg
w centrum i otaczajg je cztery peryferycznie zlokalizowane
podjednostki /I [16].

PFD spetnia swoja funkcje w komdrce wspomagajac fat-
dowanie biatek cytoszkieletalnych. Wigze sie ona stabilnie
do krotkiego niesfatdowanego tancucha aktyny (145 reszt
aminokwasowych) w momencie, gdy polipeptyd zwigza-
ny jest z polirybosomem i pozostaje z nim potgczona, az
do momentu dostarczenia do chaperoniny. Badania in vitro
sugeruja, ze rola PFD nie ogranicza sie tylko do transportu
substratu z rybosomu do CCT, ale efektywnie uczestniczy
ona takze w kolejnych cyklach fatdowania i skierowuje biat-
ka do ewentualnego ponownego fatdowania [4]. W aktynie

|l cctl

Rycina 2. Dwa mozliwe sposoby oddziatywania aktyny z CCT (wg [19], zmody-
fikowane).
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wyodrebniono trzy hydrofobowe domeny zlokalizowane
pomiedzy 125-179, 244-285 oraz 340 -375 resztami amino-
kwasowymi, ktére sg odpowiedzialne za wigzanie sie¢ do
CCT5 i CCT/t lub CCTc (Ryc. 2). Oddziatywanie CCT z tu-
buling jest bardziej skomplikowane, gdyz dwie domeny tu-
buliny oddziatujg z piecioma podjednostkami CCT: CCTa,
CCTrj, CCTp, CCT e oraz CCTy lub tez CCT5, CCT 0, CCT(3,
CCT eoraz CCTe [19].

Kontrowersyjnym problemem pozostaje kwestia, w jakiej
postaci aktyna i tubulina wiazg sie do CCT, to znaczy czy
posiadajg one strukture quasi natywna, czy tez wystepuja
w formie zupetnie niesfatdowanej. Z jednej strony, aktyna
wigzana do CCT jest bardzo wrazliwa na dziatanie proteaz
[14], mozna wiec wysung¢ wniosek, ze wystepuje ona w for-
mie niesfatdowanej. W przeciwieAstwie do tego spostrzeze-
nia pozostajg badania przy uzyciu mikroskopu krioelekro-
nowego, ktére pokazujg, ze zardwno aktyna, jak i tubulina
wigzac sie do CCT posiadajg prawie natywng forme [19].
Wydaje sie zatem, ze tylko kolejne dowody doswiadczalne
pomoga rozwigzac te zagadke.

Fatdowanie tubuliny i formowanie dimeru z ai j3podjed-
nostek jest procesem ztozonym. Obie podjednostki tubuliny
sg biatkami wigzacymi GTP, z ta r6znica, ze zwigzana do
«-tubuliny czasteczka nukleotydu nie ulega, ani wymianie,
ani hydrolizie, podczas gdy przytgczona do /#-tubuliny cza-
steczka GTP podlega wymianie, a jej hydroliza jest zwigza-
na z polimeryzacjg heterodimeru n/t-tubuliny i tworzeniem
mikrotubul. Zanim jednak w wyniku polimeryzacji powsta-
nie mikrotubula, oba jej komponenty (a- i/t-tubulina) zostaja
poddane przebiegajacemu w kilku cyklach procesowi fatdo-
wania przy udziale CCT, a nastepnie odtgczajg sie od chape-
roniny w stanie quasi natywnym, ktéry umozliwia utworze-
nie heterodimeru. W kolejnym etapie wymagany jest udziat
specyficznych dla tubuliny biatek opiekuriczych, znanych
jako kofaktory A, BC, D, E. Na Ryc. 3 schematycznie przed-
stawiono proces formowania dimeru i polimeryzacji mikro-
tubul. Tubulina Aw quasi natywnej formie opuszczajac CCT
jest przechwytywana i stabilizowana przez kofaktor A lub
D, natomiast jej izoforma a- przez Blub E. Ea- i D/- podjed-
nostki tubuliny tworzg multikompleks, zdolny przytaczy¢
kofaktor C. W ten sposob powstaje superkompleks, od kto-
rego w wyniku hydrolizy GTP nastepuje odtgczenie natyw-
nego heterodimeru a- i /4-tubuliny. Poniewaz zaden z kofak-
tor6w nie posiada miejsc wigzania GTP, a fl-tubulina wigze
GTP, ktére nie podlega ani wymianie, ani hydrolizie, to je-
dynym ulegajagcym hydrolizie zrédtem GTP jest nukleotyd
zwigzany z /A-tubuling. Superkompleks petni funkcje biatka
aktywujgcego hydrolize GTP, GAP (ang. GTP-ase Activating
Protein). Wydaje sie, ze proces ten jest kluczowym etapem
prowadzacym do dysocjacji heterodimeru od superkom-
pleksu. Jest to spowodowane nizszym powinowactwem
kofaktorow, wchodzacych w sktad superkompleksu, do tu-
buliny zwigzanej z GDP niz z GTP [4], Ponadto konieczno$¢
hydrolizy GTP w celu uwolnienia sie heterodimeru od su-
perkompleksu moze petni¢ role punktu kontroli ,jakosci".
Brak zdolnos$ci hydrolizy GTP i tym samym niemozno$¢
wiaczenia dimeru w formujacg sie mikrotubule zabezpiecza
komorke przed konsekwencjami polimeryzacji mikrotubul
z tubuliny o nieprawidtowej konformacji. Te przypusz-
czenia popierajg wyniki doSwiadczen przeprowadzonych
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Rycina 3. Schemat fatdowania tubuliny i tworzenia a|3 -dimeru. Opis w tekscie.
Kolorem zéttym zaznaczono prefoldyne, CCT i kofaktory A-E oznaczono wtasci-
wymi literami, Tap oznacza tubuling. Po prawej stronie ryciny przedstawiono
polimeryzacje heterodimeru GTP-tubuliny prowadzaca do powstania mikrotu-
bul (wg [4], zmodyfikowane).

na mutantach charakteryzujgcych sie brakiem aktywnosci
GTP-azy. W tak zmienionych komdrkach tubulina nie byta
wbudowywana do mikrotubul, co pokazaty badania in vivo,
aw badaniach in vitro dowiedziono, ze heterodimer a-, j3-tu-
buliny nie byt réwniez uwalniany z superkompleksu [20].

Wydaje sie, ze kofaktory A-E nie tylko petnig funkcje
biatek opiekuriczych podczas powstawania heterodimeru,
ale moga rowniez kontrolowac proces depolimeryzacji mi-
krotubul. Bezpos$rednie zwigzanie kofaktorow D i E z na-
tywnym heterodimerem a- i /f-podjednostki tubuliny (DA
tubulina, Ea tubulina) prowadzi do destabilizacji natywnej
formy biatka. W konsekwencji a- i /t-podjednostki tubuliny
nie sg w stanie tworzy¢ dtuzej dimeru, nastepuje jego rozer-
wanie i ponowne wejscie tych podjednostek w cykl fatdo-
wania przez CCT. W ten spos6b mozna wyttumaczy¢ fakt,
ze monomery a- i /f-tubuliny w stabilnej, natywnej formie
nie wystepujg oddzielnie i nigdy nie udato sie ich wyizo-
lowac¢ niezaleznie. Udziat kofaktoréw D i E w dezintegracji
heterodimeru wykazaty doswiadczenia, w ktérych dopro-
wadzono do nadekspresji genéw tych biatek opiekunczych.
Tak zmienione komdrki charakteryzowaty sie znacznie
mniejsza iloscig mikrotubul lub ich catkowitym brakiem.
Musi istnie¢ zatem w komoérce jaki$ dodatkowy mechanizm
nadzorujacy prawidtowg polimeryzacje mikrotubul. Wy-
daje sie, ze tym zabezpieczeniem w oddziatywaniu kofak-
torow z natywnymi mikrotubulami mogg by¢ mate biatka
G, ARL2 (ang. ADP-ribosylation factor like 2) [4,21]. Wigzac
sie do kofaktora D hamujg one aktywno$¢ superkompleksu
GAP, uniemozliwiajgc odtgczenie od niego heterodimeru
«/t+-tubuliny. W przypadku nadekspresji kofaktora D, ARL2
wigzac sie do niego, uniemozliwia jego destrukcyjne dziata-
nie na mikrotubule [22],

FALDOWANIE BIALEK Z POWTORZENIAMI WD40

Podjednostka /t biatka G (G/t) nalezy do nadrodziny hia-
tek posiadajagcych na C-koncu, przypominajacy turbine,
sekwencyjny motyw, powtdrzony 7-krotnie. Fragment ten
jest bardzo bogaty w /t-pasma. Te wielokrotne powtérzenia
sekwencji, nazwane powtérzeniami typu WD40, sg charak-
terystyczne dla wielu innych biatek, znanych pod wspéling
nazwa biatek z powtdrzeniami WD40 [23], W badaniach in
vitro, z wykorzystaniem systemu translacyjnego wolnego
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od innych biatek opiekuniczych, analizowano niezaleznie
mechanizm faldowania oraz mozliwo$¢ rozpoznawania
substratu przez CCT. Wykazano, ze chaperonina prefe-
rencyjnie wigze sie do nowo syntetyzowanych substratéw,
posiadajacych w swojej strukturze /1-pasma, zapobiegajac
ich agregacji, jak i do czeSciowo zwinietego tancucha poli-
peptydowego G/I, ktory eksponuje hydrofobowe fragmenty
na zewnatrz [24]. W badaniach in vivo, przeprowadzonych
na komaérkach HEK-293 potwierdzono obserwacje na mo-
delach pozakomdrkowych i wykazano, ze CCT jest odpo-
wiedzialne za fatdowanie G/I, a ponadto posredniczy w
tworzeniu dimeru G/lp [25]. Zastosowanie techniki RNAI i
wyciszenie ekspresji genu kodujagcego CCTn w komdrkach
HEK?293, skutkowato zmniejszeniem poziomu G/l i w kon-
sekwencji zaburzeniem szlakéw sygnalizacyjnych z udzia-
tem dimeru G/lp [26], Wiele, ale nie wszystkie biatka WD40
sg substratami CCT (Tab. 1) [12]. Dwa biatka nalezace do
rodziny WD40: Cdc4 i Bub3 nie oddziatujg z CCT. Wydaje
sie, ze chaperoniny rozpoznaja biatka posiadajace okre$lony
rodzaj /1-pasm. W przypadku G/I, WD?2 jest szczegdlnie waz-
nym rejonem w oddziatywaniu chaperonina - polipeptyd,
a punktowa mutacja 118 reszty aminokwasowej (D118A)
drastycznie obniza zdolno$¢ wigzania G/l do CCT [24]. Wy-
kazano takze, ze w warunkach fizjologicznych chaperonina
moze zar6wno ko-translacyjnie wigzac sie do nowo synte-
tyzowanego tancucha polipeptydowego, jak réwniez od-
dziatywac z polipeptydem uwolnionym z rybosomu [12].
W tym drugim przypadku CCT nie dziata samotnie pod-
czas fatdowania biatek z rodziny WDA40, ale towarzyszy mu
system biatek opiekunczych Hsp70/Hsp40 (Ssbl/2), zwig-
zanych z rybosomami [2], Biatka te wigzg sie do syntetyzo-
wanego substratu na catej dtugosci i stabilizujg powstajacy
tancuch polipeptydowy na rybosomie. Prawdopodobnie ich
funkcja nie ogranicza sie tylko do zabezpieczenia polipep-
tydu przed agregacjga, lecz moga one rdwniez bra¢ udziat w
potranslacyjnym fatdowaniu biatek i organizacji komplek-
séw polipeptydow.

BIALKA PODOBNE DO FOSDUCYNY (PhLPs)
JAKO NOWY REGULATOR CCT

Badania ostatnich dwéch lat wykazaty, ze CCT jestregulo-
wane nie tylko przez PFD oraz Ssbl/2. Waznym czynnikiem
kontrolujacym funkcje chaperoniny okazaty sie rowniez by¢
biatka podobne do fosducyny (PhLPs), z rodziny fosducyn.
Do tej pory stwierdzono, ze obecno$¢ tych regulatoréow
jest wymagana podczas fatdowania G/I, aktyny i tubuliny.
PhLPs, podobnie jak pozostate biatka biorace udziat w fat-
dowaniu polipeptydéw, sg zachowane w ewolucji i ziden-
tyfikowano je zarowno u pierwotniakow, jak i u cztowieka
[27-30], PhLPs przypisywano wielorakie funkcje w komar-
kach [29,30], jednak ostatnie doniesienia wskazujg, ze moga
one bra¢ udziat w regulacji aktywnosci CCT. Wykazano, ze
chaperonina oddziatuje z PhLPs [7,8], ktore wigzg sie do jej
apikalnej czesci. Przytgczenie PhLP powoduje zamkniecie
kanatu, w ktorym zachodzi fatldowanie polipeptydow [8].
U Dictyostelium wykazano, ze mutanty pozbawione tego
biatka maja zaburzone szlaki sygnalizacyjne z udziatem G/I.
Przyczyng tego zjawiska byto nieprawidtowe rozmieszcze-
nie G/l w komérce oraz niezdolno$¢ tworzenia kompleksu
z y podjednostka biatka G (Gp) [31]. Przypuszczalna rola
PhLPs, jako regulatora aktywnosci CCT podczas fatdowa-
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nia G/l, zostata potwierdzona w badaniach na modelowych
komdérkach CHO i HEK-293. Stosujac technike RNAIi, wy-
kazano ze obnizenie ekspresji genu kodujagcego PhLP po-
woduje zmniejszenie ilosci kompleksu G/ly w komérce iw
efekcie zahamowanie aktywnosci szlakéw biochemicznych
z nim zwigzanych [10]. Przyczyng tego zjawiska byta nie-
zdolno$¢ tworzenia dimeru G/ly. Kluczowym punktem w
tym procesie wydaje sie by¢ fosforylacja trzech reszt seryny
w biatku PhLP (Serl8-20) przez kinaze kazeinowg 2 (CK2).
Kontynuacja tych badan pozwolita autorom skonstruowac
model wspotdziatania PhLP i CCT podczas fatdowania G/l i
tworzenia dimeru G/l z Gy (Ryc. 4) [9].

PhLP moze wystepowaé w komdrce w dwoch formach:
nieufosforylowanej oraz ufosforylowanej na resztach sery-
nowych N-korica (Ser 18-20). PhLP ma zdolno$¢ wigzania
sie do chaperoniny niezaleznie od stopnia fosforylacji, jed-
nak w formie ufosforylowanej i pod nieobecnos$¢ G/, takie
wigzanie jest znacznie efektywniejsze. Ta niekonsekwencja
w funkcjonowaniu PhLP moze by¢ wyjasniona przez anali-
ze obrazu w mikroskopie krioelekronowym [8], Wigzanie
ufosforylowanego PhLP z CCT moze nastepowa¢ w dwéch
konformacjach. PhLP przytacza sie w poblizu apikalnych
domen podjednostek CCTn i CCTc lub CCTEi CCT/1. Wszyst-
kie powierzchnie wigzgce podjednostek chaperoniny cha-
rakteryzuja sie wysokg polarnoscig. CCTa i CCTe posiadajg
tadunek ujemny, podczas gdy CCTEwykazuje wysoki tadu-
nek dodatni. Konsekwencjg fosforylacji reszt serynowych
na N-koncu PhLP (188SSDEDESDZ) jest nagromadzenie
ujemnego tadunku w tym rejonie, co z pewnoscig utatwia
silne oddziatywanie miedzy dodatnio natadowanym frag-
mentem podjednostki CCT”i PhLP. Przy braku G/l w kanale

G

icCT G. PhLP i CCT

Rycina 4. Model formowania dimeru G(3y- Nowo powstata podjednostka
P biatka G tworzy potréjny kompleks z CCT i PhLP. Gdy PhLP nie jest w
stanie ufosforylowanym, kompleks jest stabilny i PhLP-Gp nie odtgcza
sie od CCT. Fosforylacja PhLP destabilizuje kompleks i umozliwia dyso-
cjacje PhLP-Gp od CCT. PhLP-Gp po potgczeniu z Gy przemieszcza sig¢
w poblize btony plazmatycznej, gdzie dimer GPy tworzy kompleks z Ga.
PhLP zostaje odtgczone i moze wejs¢ w kolejny cykl formowania dimeru
GPy. Przyblizona lokalizacja miejsca fosforylacji reszt serynowych 18-20
jest zaznaczona pomarafniczowym owalem i literg P. Proporcje miedzy
dodatnimi i ujemnymi fadunkami na domenach apikalnych CCT, ktére
kontaktuja sie z domeng N-koricowa PhLP zostaty rowniez zaznaczone
na rycinie (wg [10], zmodyfikowane).
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CCT preferowana jest konformacja, w ktdrej PhLP wigze sie
do CCTE. Jednak w przypadku, kiedy G/i jest zwigzane z
chaperoning, mozliwos$¢ rotacji PhLP na szczycie CCT jest
ograniczona. PhLP wigze sie wowczas w poblizu apikal-
nych domen podjednostki CCTn i CCTc, co powoduje odpy-
chanie elektrostatyczne pomiedzy ujemnie natadowanym,
ufosforylowanym regionem PhLP a obdarzonymi takim
samym tadunkiem podjednostkami chaperoniny. W efekcie
nastepuje uwolnienie kompleksu sfatdowanej podjednost-
ki G/l i PhLP. Nie jest do konca wyjasnione, czy fosforyla-
cja PhLP nastepuje przed zwigzaniem, czy po utworzeniu
kompleksu z CCT. Sfaldowana podjednostka G/l bedac w
kompleksie z PhLP taczy sie poza CCT z podjednostkg Gp,
tworzgc tym samym dimer G/Ip gotowy do asocjacji z pod-
jednostkg Ga w funkcjonalny heterotrimer biatka G [10].

Funkcja PhLP jako regulatora chaperonin nie ograni-
cza sie tylko do towarzyszenia im podczas fatdowania G/I.
Kolejnymi substratami CCT, ktérych fatdowanie jest regu-
lowane przez PhLP sg aktyna i tubulina. Wykazano, ze w
komérkach CHO nadekspresja PhLP powodowata obnize-
nie zdolnosci do fatdowania nowo syntetyzowanej aktyny
0 80% [7]. W celu wyjasnienia roli PhLP podczas fatdowa-
nia biatek cytoszkieletalnych uzyto komérek drozdzy, w
ktorych syntetyzowane sg dwie jego izoformy, PhLP3 oraz
PhLP2, kodowane odpowiednio przez geny plpl iplp2 [32],
Mutacja prowadzaca do wytaczenia ekspresji plp2 okazata
sie dla komérek letalna, a nadekspresja genu plpl, kodu-
jacego drugg izoforme nie zastepowata braku PhLP2 [32],
Po wprowadzeniu mutacji, polegajacej na usunieciu jednej
podjednostki PFD, w komorkach drozdzy PAC10 stwier-
dzono obnizony poziom sfaldowanej a-tubuliny, lecz nie jej
izoformy p. Nadmiar /1-tubuliny nie jest tolerowany przez
drozdze, co fenotypowo objawiato sie nadwrazliwos$cig na
benomyl, substancje depolimeryzujacg mikrotubule. Oka-
zalo sig, ze komorki z podwdjng mutacjg (FACIOA i PLP1A),
wykazywaty wiekszg odpornos$¢ na benomyl niz PAC10A,
a przyczyng tego zjawiska byta zmniejszona ekspresja sfat-
dowanej /1-tubuliny. Whbrew temu, co wykazaty badania in
vitro, PhLP3 w komdrkach drozdzy raczej wspomaga fatdo-
wanie /1-tubuliny [33] podobnie jak PhLP2 [34], Ponadto, w
badaniach invitro wykazano, ze izoformy PhLP wigzg si¢ do
CCT, ale nie do biatkowych substratow chaperonin (akty-
ny, a- i /1-tubuliny). Nie dowiedziono rdwniez oddziatywan
miedzy PhLP i heterodimerem tubuliny. Stwierdzono tez,
ze PhLP3 wigze sie do kompleksu CCT- substrat i hamuje
aktywnos$¢ ATP-azowa chaperoniny, a tym samym proces
fatdowania aktyny i tubuliny [33,34]. Wykluczajace sie do-
niesienia uniemozliwiajg wiec jednoznaczne okreslenie, jaka
role petnig PhLPs podczas fatdowania biatek cytoszkieletal-
nych [7,24-32], Z pewnoscig dodatkowe badania, by¢ moze
na innych modelach komérkowych bedg bardziej pomocne
w rozwigzaniu tego problemu.

PODSUMOWANIE

Wprawdzie badania genetyczne, biochemiczne i prote-
omiczne wniosty nowe informacje na temat fizjologicznej
roli chaperonin CCT i mechanizmu ich funkcjonowania,
jednak wcigz wiele aspektdw dotyczacych oddziatywania
chaperonin z substratem pozostaje niewyjasnionych. Dalsze
badania nad funkcja tych kompleksow w fatdowaniu biatek
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moga przynie$s¢ odpowiedzi na wiele nurtujgcych nauke i
medycyne pytan, a odkrywanie nowych substratow CCT i
biatek regulujacych ich aktywnos$¢ stanowi wyzwanie dla
badaczy.

PISMIENNICTWO

1. Horwich AL, Fenton WA, Chapman E, Farr GW (2007) Two families of
chaperonin: physiology and mechanism. Annu Rev Cell Dev Biol 23:
115-145

2. Bregier C, Fabczak H, Fabczak S (2007) Biatka opiekunicze - ,,moleku-
larne przyzwoitki" w fatdowaniu biatek. Kosmos 56:409-419

3. Gutsche I, Essen LO, Baumeister W (1999) Group Il chaperonins: new
TRiC(k)s and turns of a protein folding machine. J Mol Biol 293: 295-
312

4. Cowan NJ, Lewis SA (2001) Type Il chaperonins, prefoldin, and the
tubulin-specific chaperones. Adv Protein Chem 59: 73-104

5. Valpuesta JM, Martin-Benito J, Gomez-Puertas P, Carrascosa JL, Wil-
lison KR (2002) Structure and function of a protein folding machine:
the eukaryotic cytosolic chaperonin CCT. FEBS Lett 529:11-16

6. Levy-Rimler G, Bell RE, Ben-Tal N, Azem A (2002) Type I chaperonins:
not all are created equal. FEBS Lett 529:1-5

7. McLaughlin JN, Thulin CD, Hart SJ, Resing KA, Ahn NG, Willardson
BM (2002) Regulatory interaction of phosducin-like protein with the
cytosolic chaperonin complex. Proc Natl Acad Sci USA 99: 7962-7967

8. Martin-Benito J, Bertrand S, Hu T, Ludtke PJ, McLaughlin JN, Willard-
son BM, Carrascosa JL, Valpuesta JM (2004) Structure of the complex
between the cytosolic chaperonin CCT and phosducin-like protein.
Proc Natl Acad Sci USA 101:17410-17415

9. Lukov GL, Baker CM, Ludtke PJ, Hu T, Carter MD, Hackett RA, Thu-
lin CD, Willardson BM (2006) Mechanism of assembly of G protein
betagamma subunits by protein kinase CK2-phosphorylated phosdu-
cin-like protein and the cytosolic chaperonin complex. J Biol Chem 28:
22261-22274

10. Lukov GL, Hu T, McLaughlin JN, Hamm HE, Willardson BM (2005)
Phosducin-like protein acts as a molecular chaperone for G protein be-
tagamma dimer assembly. EMBO J 24:1965-1975

. Barral JM, Broadley SA, Schaffar G, Hartl FU (2004) Roles of molecular
chaperones in protein misfolding diseases. Semin Cell Dev Biol 15:17-
29

12. Siegers K, Bolter B, Schwarz JP, Bottcher UM, Guha S, Hartl FU (2003)
TRIC/CCT cooperates with different upstream chaperones in the fold-
ing of distinct protein classes. EMBO J 22: 5230-5240

13. Spiess C, Meyer AS, Reissmann S, Frydman J (2004) Mechanism of
the eukaryotic chaperonin: protein folding in the chamber of secrets.
Trends Cell Biol 14: 598-604

14. Meyer AS, Gillespie JR, Walther D, Millet IS, Doniach S, Frydman J
(2003) Closing the folding chamber of the eukaryotic chaperonin re-
quires the transition state of ATP hydrolysis. Cell 113:369-381

15. Martin-Benito J, Gomez-Reino J, Stirling PC, Lundin VF, Gomez-Pu-
ertas P, Boskovic J, Chacon P, Fernandez JJ, Berenguer J, Leroux MR,
Valpuesta JM (2007) Divergent substrate-binding mechanisms reveal
an evolutionary specialization of eukaryotic prefoldin compared to its
archaeal counterpart. Structure 15:101-110

. Siegert R, Leroux MR, Scheufier C, Hartl FU, Moarefi | (2000) Structure
of the molecular chaperone prefoldin: unique interaction of multiple
coiled coil tentacles with unfolded proteins. Cell 103: 621-632

17. Martin-Benito J, Boskovic J, Gomez-Puertas P, Carrascosa JL, Simons
CT, Lewis SA, Bartolini F, Cowan NJ, Valpuesta JM. (2002) Structure
of eukaryotic prefoldin and of its complexes with unfolded actin and
the cytosolic chaperonin CCT. EMBO J 21: 6377-6386

18. Leroux MR, Fandrich M, Klunker D, Siegers K, Lupas AN, Brown JR,
Schiebel E, Dobson CM, Hartl FU (1999) MtGimC, a novel archaeal
chaperone related to the eukaryotic chaperonin cofactor GimC/pre-
foldin. EMBO J 18: 6730-6743

19. Llorca O, Martin-Benito J, Ritco-Vonsovici M, Grantham J, Hynes G,
Willison KR, Carrascosa JL, Valpuesta JM (2000) Eukaryotic chape-

1

[

1

(2]

69



ronin CCT stabilizes actin and tubulin folding intermediates in open
quasi-native conformations. EMBO J 19: 5971-5979

20. Zabala JC, Fontalba A, Avila J (1996) Tubulin folding is altered by mu-
tations in a putative GTP binding motif. J Cell Sci 109:1471-1478

21.Zhou C, Cunningham L, Marcus Al, Li Y, Kahn RA (2006) Arl2 and
Arl3 regulate different microtubule-dependent processes. Mol Biol
Cell 17: 2476-87

22.Burd CG, Strochlic Tl, Gangi Setty SR (2004) Arf-like GTPases: not so
Arf-like after all. Trends Cell Biol 14: 687-94

23. Fabczak H, Sobierajska K, Fabczak S. (2004): Dimer fly biatka G- cza-
steczka sygnatowa. Kosmos 53: 355-372

24. Kubota S, Kubota H, Nagata K (2006) Cytosolic chaperonin protects
folding intermediates of GJ1 from aggregation by recognizing hydro-
phobic beta-strands. Proc Natl Acad Sci USA 103:8360-8365

25. Wells CA, Dingus J, Hildebrandt JD (2006) Role of the chaperonin
CCT/TRIC complex in G protein Py-dimer assembly. J Biol Chem 281:
20221-20232

26. Humrich J, Bermel C, Bunemann M, Harmark L, Frost R, Quitterer U,
Lohse MJ (2005) Phosducin-like protein regulates G-protein Py folding
by interaction with tailless complex polypeptide-la: dephosphoryla-
tion or splicing of PhLP turns the switch toward regulation of Py
folding. J Biol Chem 280: 20042-20050

27. Blaauw M, Knol JC, Kortholt A, Roelofs J, Ruchira, Postma M, Visser
AJ, van Haastert PJ (2003) Phosducin-like proteins in Dictyostelium dis-

CCT chaperonins and their cochaperons

28.

29.

30.

3L

3

33.

34.

]

coideum: implications for the phosducin family of proteins. EMBO J 22:
5047-5057

Fabczak El, Sobierajska K, Fabczak S (2004) Identification of possible
phosducins in the ciliate Bleplmrisma jnponicum. Protist 155:181-192

Fabczak H, Sobierajska K., Fabczak S (2003): Fosducyna i jej izoformy
- regulatory aktywnosci biatek G. Postepy Biologii Komorki 30: 745-
761

Schulz R (2001) The pharmacology of phosducin. Pharmacol Res 43:
1-10

Knol JC, Engel R, Blaauw M, Visser AJ, van Haastert PJ (2005) The
phosducin-like protein PhLFT. is essential for G{beta}{gamma} dimer
formation in Dictyostelium discoideum. Mol Cell Biol 25:8393-400

Flanary PL, DiBello PR, Estrada P, Dohlman HG (2002) Functional
analysis of PIpl and PIp2, two homologues of phosducin in yeast. J
Biol Chem 275:18462-18469

Stirling PC, Cuellar J, Alfaro GA, El Khadali F, Beh CT, Valpuesta JM,
Melki R, Leroux MR (2006) PhLP3 modulates CCT-mediated actin and
tubulin folding via ternary complexes with substrates. J Biol Chem
281: 7012-7021

Stirling PC, Srayko M, Takhar KS, Pozniakovsky A, Hyman AA, Lero-
ux MR (2007) Functional interaction between phosducin-like protein 2
and cytosolic chaperonin is essential for cytoskeletal protein function
and cell cycle progression. Mol Biol Cell 18: 2336-2345

Cezary Bregier, Barbara Kupikowska, Hanna Fabczak , Stanislaw Fabczak

Department of Cell Biology, Nencki Institute of Experimental Biology, 3 Pasteur St., PL-02-093 Warszawa, Poland

e-mail: h.fabczak@nencki.gov.pl

Key words: actin, CCT chaperonins, G/J, PhLP, prefoldin, protein folding, tubulin

ABSTRACT

Chaperonins are large oligomers consisting of two superimposed rings, each enclosing a cavity used for the folding of other proteins. They
have been divided into two groups. Chaperonins of type | were identified in mitochondria and chloroplasts (Hsp60) or bacterial cytosol (Gro-
EL) as well. Chaperonins type Il were found in Archea and the eukaryotic cell cytosol (CCT). Protein folding occurs in the chaperonin after
its conformational changes induced upon ATP binding. Mechanism of the protein folding, although still poorly defined, clearly differs from
the one established for GroEL. Although CCT with prefoldin seems to be mainly involved in the folding of actin and tubulin, other substrates
engaged in various cellular processes are beginning to be characterized, including proteins possessing WD40-repeats. Moreover, several lines
of evidence suggest that beside prefoldin, CCT may work in concert with phosducin-like proteins (PhLPs).
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Mitochondrialny megakanat w fizjologii i patologii komadrki - nowe spojrzenie

itochondrialny megakanat jest skomplikowang struktura biatkowag, ktéra tworzy sie w

miejscu bliskiego kontaktu zewnetrznej i wewnetrznej btony mitochondrialnej. De-
cyduje on o wielu aspektach zycia komoérki, aewentualng konsekwencja jego otwarcia moze
by¢ ochrona badz skazanie komorki na $mieré. Niniejsza praca przeglagdowa przedstawia ak-
tualny stan wiedzy na temat budowy i funkcji mitochondrialnego megakanatu w komoérce.

WPROWADZENIE

Mitochondria sg strukturami komoérkowymi zbudowanymi z dwéch bton, ze-
wnetrznej i wewnetrznej, ktdre zawierajg charakterystyczne zestawy enzymow,
umozliwiajace petnienie im okreslonych funkcji. Zewnetrzna btona mitochon-
drialna ma witasciwosci sita molekularnego, co sprawia, ze do przestrzeni mie-
dzybtonowej przez poryne (VDAC, ang. voltage dependent anion channel) moga
przenika¢ tylko czasteczki o masie mniejszej niz 5 kDa. Z tego powodu sktad
jonowy przedziatu miedzybtonowego jest podobny do cytosolu. Natomiast we-
wnetrzna btona mitochondrialna jest bardzo szczelna i selektywna w stosunku
do przepuszczanych substancji. Czasami jednak dochodzi do rozszczelnienia
wewnetrznej btony mitochondrialnej, za co odpowiedzialny jest otwierajacy sie
kanat o wysokim przewodnictwie, potocznie nazywany megakanatem (PTP,
ang. permeability transition pore). Megakanat opisywany jest jako niespecyficzny
kanat o wysokim przewodnictwie, fgczacy cytosol bezposrednio z macierzg mi-
tochondrialng. Badania prowadzone na izolowanych mitochondriach wykaza-
ty, ze PTP jest wielobiatkowym kompleksem, ktéry w okre$lonych warunkach,
np. w obecnosci jonéw wapnia inieorganicznego fosforanu, moze tworzy¢ por,
poprzez ktory przemieszczajg sie czasteczki o masie do 1,5 kDa. Wyniki badan
Huntera i wsp. [1] pokazaty, ze otwarty megakanat ma $rednice okoto 3 nm.
Uprzepuszczalnienie wewnetrznej btony mitochondrialnej (WBM) na taka skale
wywotuje pecznienie mitochondriow, co w konsekwencji prowadzi do rozerwa-
nia zewnetrznej btony mitochondrialnej (ZBM) i uwolnienia biatek obecnych w
przestrzeni miedzybtonowej (Ryc. 1).

CZYNNIKI REGULUJACE OTWIERANIE | ZAMYKANIE MEGAKANALU

To czy megakanat otworzy sie, czy tez pozostanie zamkniety, zalezy od wielu
czynnikéw. Najwazniejsze z nich to potencjat wewnetrznej btony mitochondrial-
nej (depolaryzacja btony faworyzuje otwarcie, natomiast wysoki AH utrzymuje
PTP w stanie zamknietym), pH macierzy mitochondrialnej, obecno$¢ dwudodat-
nich jonéw metali i nukleotyddéw adeninowych (przetadowanie mitochondriéw
jonami wapnia otwiera megakanat, podczas gdy jony magnezu oraz nukleotydy

Rycina 1. Fotografia w mi-
kroskopie elektronowym
mitochondriow mézgu
szczura przed i po otwar-
ciu mitochondrialnego
megakanatu.  Pecznienie
wywotano dodaniem jo-
néw wapnia w obecnosci
fosforanu. Powigkszenie
12 000x. Zdjecie wykonane
przez dr Anne Broniszew-
ska z Zaktadu Biochemii
Instytutu  Biologii Do-
Swiadczalnej im. M. Nenc-
kiego w Warszawie.

kontrola

pecznienie wywotane
otwarciem PTP
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adeninowe sprzyjajg utrzymywaniu go w stanie zamknie-
tym) [2,3], Istotny moze by¢ takze stan oksydoredukcyjny
oraz obecnos$¢ antyoksydantow, dlatego tez do efektorow
PTP zalicza si¢ takze reaktywne formy tlenu (ROS), ktore
utleniajac grupy sulfhydrylowe seryn w translokazie nu-
kleotydéw adeninowych promujg powstawanie mostkéw
dwusiarczkowych, przez co zwiekszajg prawdopodobien-
stwo otwarcia sie megakanatu. Jednym z najbardziej popu-
larnych inhibitoréw PTP jest cyklosporyna A [4] oraz kwas
bongkrekowy, (toksyna produkowana przez bakterie Bur-
kholderia cocovenenans). Do znanych aktywatoréw PTP za-
licza sie takze atraktylozyd i nieorganiczny fosforan, jezeli
podaje sie je w kombinacji z jonami wapnia.

BUDOWA MEGAKANALU

Budowa i rola megakanatu w warunkach normy i pato-
logii badana jest juz od ponad trzydziestu lat, co zaowoco-
walo powstaniem na ten temat wielu opracowan. Obserwa-
cje opierajagce sie na wpltywie réznego typu efektorow na
megakanat oraz préby jego oczyszczenia i charakterystyki
przy pomocy przeciwciat pozwolity na stworzenie modelu
tej struktury. Przypuszcza sie, ze w peini funkcjonalny me-
gakanat sktada sie z kilku biatek, z ktérych dwa sg kluczowe
dla tworzenia zrebu kanatu. Sg to translokaza nukleotydow
adeninowych (ANT) oraz poryna. Pozostate biatka tworza-
ce kompleks petnia funkcje regulatorowe.

TRANSLOKAZA NUKLEOTYDOW ADENINOWYCH

Translokaza nukleotydéw adeninowych jest biatkiem o
masie 30 kDa, zlokalizowanym w wewnetrznej btonie mito-
chondrialnej, ktérego sekwencja kodowana jest w genomie
jadrowym. ANT umozliwia wymiane nukleotydow adeni-
nowych (ADP i ATP) pomiedzy macierzag mitochondrialng
a cytoplazmg. Translokaza w mitochondriach jest aktywna
jako homodimer albo homotetramer. Obecnie znane sg trzy
izoformy tego biatka. U ludzi ANTI wystepuje gtéwnie w
sercu i w miedniach szkieletowych, przez co uwaza sie¢ jg za
izoforme specyficzng dla komérek miesniowych [5], chociaz
niewielki jej poziom odnaleziono takze w innych tkankach.
ANT2 wystepuje w tkankach charakteryzujacych sie duzg
zdolnos$cig do proliferacji i regeneracji (np. watroba, ner-
ki, Sledziona i fibroblasty) [5]. Natomiast trzecia izoforma,
ANT3, odnajdywana jest w niewielkiej ilosci we wszystkich
tkankach [5-7], Pomimo specyficznosci tkankowej wydaje
sie, ze wszystkie izoformy translokazy wspotwystepujg w
tym samym mitochondrionie. Ich charakterystyczna loka-
lizacja w mitochondrium moze by¢ czesciowo zwigzana z
petnionymi przez nie funkcjami. ANT2 jest obecna gtéwnie
w grzebieniach mitochondrialnych, natomiast ANTI i ANT3
w peryferycznych obszarach wewnetrznej btony mitochon-
drialnej biorgcych udziat w tworzeniu mitochondrialnych
miejsc kontaktowych [8,9]. Wedtug Vyssokikh'iego i Brdicz-
ki [10] taka lokalizacja moze Swiadczy¢, ze ANTI i ANT3 sg
izoformami, ktére wchodza w sktad megakanatu. Badania
z uzyciem przeciwciat specyficznych wobec ANTI, ANT2 i
ANT3 wydaja sie to potwierdza¢. Hipoteza zaproponowana
przez tych autoréw znalazta réwniez potwierdzenie w ob-
serwacjach poczynionych przez Wieckowskiego i wsp. [11].
Halestrap iwsp. [12,13], poprzez pokazanie, ze atraktylozyd
otwiera megakanat, podczas gdy kwas bongkrekowy i ADP
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majg przeciwne dziatanie, dowodzg, ze ANT jestjednym ze
sktadnikow PTP. Nieco pdzniej Brustovetsky i Klingenberg,
wykorzystujgc metode ,,patch-clamp"” wykazali, ze wbudo-
wana do liposomdw ANT tworzy w obecnosci jonéw wap-
nia kanat o wysokim przewodnictwie, ktory jest podobny
do megakanatu [14]. Nalezato by jednak wspomnieé, ze
translokaza nukleotydow adeninowych nie jest biatkiem w
petni specyficznym wobec ADP i ATP. Zadziwiajace jest, ze
oprocz nukleotyddw moze transportowac anionowg forme
dtugotancuchowych kwasow ttuszczowych, fosfoenolopi-
rogronian oraz pirofosforan [15,16], Zdolnos$¢ do transportu
anionowej formy kwasu ttuszczowego sprawia, ze translo-
kaza nukleotydéw adeninowych jest jednym z kilku biatek
biorgcych udziat w rozprzeganiu oksydacyjnej fosforylacji
przez dtugotancuchowe kwasy ttuszczowe [17].

PORYNA

Poryna (YDAC, ang. voltage dependent anion channel) jest
biatkiem o masie 30 -35 kDa, ktére tworzy w zewnetrznej
btonie mitochondrialnej zalezny od potencjatu kanat anio-
nowy. U ssakdw zostaty odnalezione iopisane trzy izoformy
poryny, VDACL1, VDAC2 i VDACS, ktére réznig sie miedzy
sobg witasciwosciami elektrofizjologicznymi [18], Obecno$¢
poryny w zewnetrznej btonie mitochondrialnej sprawia, ze
btona ta nie ogranicza dostepnos$ci substratéw oddecho-
wych do mitochondridw, jednocze$nie umozliwiajac wy-
dostawanie sie roznych metabolitow z mitochondriéw do
cytosolu. Wykazano, ze whudowana do liposoméw poryna,
moze wystepowac¢ w kilku stanach, réznigcych sie miedzy
soba stopniem otwarcia kanatu, ktore charakteryzujg sie
réznym przewodnictwem oraz selektywnoscig wzgledem
przepuszczanych substancji. VDAC w stanie wysokiego
przewodnictwa jest wysoce selektywny w stosunku do
aniondw, natomiast w miare zmniejszania sie przewodnic-
twa, selektywnos$¢ ta zmienia sie na korzy$¢ kationéw [19],
W przeciwiefstwie do ATN, ktéra zlokalizowana jest tylko
w mitochondriach, poryna odnajdywana jest takze w btonie
plazmatycznej, endosomach i w siateczce srédplazmatycz-
nej [20], W literaturze dostepnych jest wiele opracowan opi-
sujacych oddziatywania VDAC z biatkami takimi jak ANT,
receptor benzodiazepiny, heksokinaza, kinaza glicerolowa i
kreatynowa oraz z biatkami z rodziny Bcl-2 [21,10]. Oddzia-
tywania te sg dynamiczne i mogg zmieniac sie w zaleznosci
od stanu metabolicznego komorki. Sg dowody, ze poprzez
kanat VDAC moze byé uwalniany do cytosolu powstajacy w
mitochondriach anionorodnik ponadtlenkowy [22]. Dodat-
kowo uwaza sie, ze VDAC jest tym miejscem na zewnetrz-
nej btonie mitochondrialnej, gdzie dochodzi do spotykania
sie roznych efektoréw i inhibitoréw apoptozy.

Istnieje kilka dowoddw na udziat poryny w tworzeniu
megakanatu. Oczyszczony VDAC wbudowany do dwu-
warstwy lipidowej tworzy kanaty o $rednicy od 2.5do 3nm
czyli podobnej do tej jakg posiada megakanat. Dodatkowo
zarowno VDAC jak i PTP sg regulowane przez te same efek-
tory, takie jak NADH, glutaminian ijony wapnia.

INNE BIALKA WCHODZACE W SKEAD MEGAKANALU

Oproécz biatek ANT i VDAC w sktad kompleksu megaka-
natu moga wchodzi¢ enzymy o funkcjach regulatorowych.
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WBM Cyp-D

Rycina 2. Schemat budowy mitochondrialnego megakanatu. Doktadny opis
struktury megakanatu znajduje sie w tekécie pracy. Objasnienia skrotéw: translo-
kaza nukleotydéw adeninowych (ANT), poryna (VDAC), cyklofilina D (Cyp-D),
heksokinaza (HK), receptor benzodiazepiny (PBR), biatka z rodziny Bcl-2 (Bcl-2),
cytochrom c (cyt. c), wewnetrzna btona mitochondrialna (WBM), zewnetrzna bto-
na mitochondrialna (ZBM), przestrzen miedzybtonowa (PMB) (wg [94], zmodyfi-
kowane za zgoda autoréw i wydawnictwa).

Do biatek oddziatujacych z poryng nalezy kinaza kreatyno-
wa (CK), heksokinaza (HK), kinaza glicerolowa (GK) oraz
biatka z rodziny Bcl-2 (np. Bcl-2 lub Bax). Z translokazg
nukleotydéw adeninowych po stronie macierzy mitochon-
drialnej moze oddziatywac cyklofilina D [23] (Ryc. 2).

KONTROWERSJE DOTYCZACE BUDOWY MEGAKANAtU

Pomimo wielu lat badan nad zrozumieniem biochemicz-
nych i molekularnych podstaw tworzenia sie w mitochon-
driach pora o tak wysokim przewodnictwie, nadal pojawia
sie wiele kontrowersji co do jego budowy. Na szczeg6lng
uwage zastugujg doniesienia, ze takie integralne sktadniki
megakanatu jak ANT, VDAC i Cyp-D nie sg niezbedne do
otwierania sie pora [24-26]. Mitochondria wyizolowane z
watroby myszy pozbawionych ANT (a doktadnie dwdch
jej izoform ANTI i ANT2) nadal wykazujg obecno$¢ funk-
cjonalnego megakanatu, ktora przejawia si¢ indukowanym
przez jony wapnia iwrazliwym na cyklosporyne A pecznie-
niem mitochondriéw. Autorzy ttumaczg to zjawisko mozli-
woscig zastepowania translokazy przez inne biatka o podob-
nej strukturze, znajdujgce sie w wewnetrznej btonie mito-
chondrialnej [24], Najprawdopodobniej mogg to by¢ nosnik
fosforanowy (najbardziej zblizony do ANT pod wzgledem
strukturalnym), a takze no$niki dikarboksylowy lub gluta-
minianowy [27]. Dodatkowo funkcje te moze petni¢ trzecia
izoforma translokazy nukleotydéw adeninowych (ANT3).
W mitochondriach pozbawionych ANT1 oraz ANT2 to ona
moze tworzy¢ wraz z innymi biatkami megakanat.

Podobne watpliwosci dotycza poryny. Mitochondria
izolowane z narzagddw myszy pozbawionych VDAC1 za-
chowuja sie tak samo jak mitochondria kontrolne [25]. W
tym przypadku VDACLI jest prawdopodobnie zastepowany
przez pozostate izoformy tego biatka, VDAC2 i VDAC3. Po-
dobnie jest w przypadku VDACS3, poniewaz jego brak nie
ma wiekszego wptywu na funkcjonowanie komarki. Nie-
stety, sprawdzenie w podobny sposdb, czy VDAC?2 jest tym
elementem, ktéry wchodzi w sktad PTP, jest niemozliwe,
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poniewaz pozbawienie zwierzat VDAC2 jest letalne juz w
stadium embrionalnym.

Wyniki innych badan wskazujg, ze w mitochondriach
pozbawionych cyklofilyny D (Cyp-D) takze moze docho-
dzi¢ do otwierania sie megakanatu, lecz potrzebne sg do
tego wyzsze stezenia jondw wapnia. Moze to Swiadczy¢ o
tym, ze Cyp-D niestusznie uwazana jest przez niektdrych
badaczy za integralny skiadnik megakanatu, a jej rola ogra-
nicza sie wytacznie do regulacji wptywu jondw wapnia na
PTP [26].

Jaka jest wiec naprawde budowa megakanatu? Biorac
pod uwage wyniki ostatnich badan oraz dane przedstawio-
ne przez Kinnally i McEnery'ego [28,29] stworzono hipote-
tyczny model megakanatu, ktéry przedstawiono na Rycinie
1. Pomimo pojawiajacych sie kontrowersji uwaza sie, ze w
sktad megakanatu wchodzi translokaza nukleotydow ade-
ninowych oddziatujgca z biatkami zewnetrznej btony mito-
chondrialnej, receptorem benzodiazepiny (PBR) i poryna.
Od strony macierzy mitochondrialnej translokaza oddziatu-
je z cyklofiling D (Cyp-D), a Cyp-D wiaze sie cyklosporyna
A. VDAC oddziatuje dodatkowo z heksokinazg i biatkami z
rodziny Bcl-2.

CZY MITOCHONDRIALNE MIEJSCA
KONTAKTOWE TO MEGAKANAL?

Wazne pod wzgledem strukturalnym i funkcjonalnym
dla mitochondriéw sa miejsca, w ktérych btona zewnetrzna
i btona wewnetrzna Scisle do siebie przylegaja. Potgczenia
tego rodzaju nazywane sg mitochondrialnymi miejscami
kontaktowymi. Wiadomo, ze odgrywajg one istotng role w
regulacji metabolizmu oraz w procesie transportu biatek do
mitochondriow. Znane sg dwa rodzaje mitochondrialnych
miejsc kontaktowych. Pierwszy, gdzie strukturg tgczaca jest
kompleks TIM/TOM, bioracy udziat w transporcie biatek
do mitochondriow. Kompleks o nazwie TOM (ang. trans-
locase of the outer membrane), zlokalizowany w zewnetrznej
btonie mitochondrialnej, oddziatuje z kompleksem TIM
(ang. translocase of the inner membrane), znajdujgcym sie w
wewnetrznej btonie mitochondrialnej [30]. Drugi rodzaj
miejsc kontaktowych tworzony przez biatka obecne w WBM
i ZBM, budowg bardzo przypomina megakanat. Wyniki
badan tego typu miejsc kontaktowych pokazaty, ze mozna
wyrézni¢ dwa rodzaje komplekséw biatkowych obecnych
w miejscach bliskiego kontaktu bton mitochondrialnych.
Sag one do siebie bardzo podobne pod wzgledem budowy,
a rozni je tylko rodzaj kinazy, ktéra z nimi oddziatuje. W
sktad jednego z nich wchodzi heksokinaza (kompleks HK-
VDAC-ANT-CyP-D), natomiast w sktad drugiego kinaza
kreatynowa (kompleks VDAC-CK-ANT) (Ryc. 3) [31].

W przeciwienstwie do wolnej poryny wystepujacej w po-
staci dimeréw tworzacych kanaty o wysokim przewodnic-
twie iselektywnos$ci anionowej, VDAC w kompleksie z ANT
(kompleks HK-VDAC-ANT-CyP-D) wystepuje w stanie ni-
skiego przewodnictwa i wykazuje selektywnos$¢ kationowa.
Zmiana struktury poryny (wynikajgca z oddziatywania z
ATN) istotnie zwieksza jej powinowactwo do heksokinazy
l. Oprocz tetrameru HK, kompleks ten dodatkowo zawie-
ra duzo zwigzanego cytochromu c, co bedzie dyskutowane
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pdzniej [32,33], Z poryng moze takze oddziatywac receptor
benzodiazepiny i biatka z rodziny Bcl-2. W komoérkach no-
wotworowych stwierdzono zwiekszone wigzanie heksoki-
nazy do mitochondriéw, co moze mie¢ zwigzek z wysoka
aktywnoscig glikolityczna.

W kompleksie VDAC-CK-ANT VDAC nie oddziatuje
bezposrednio z ANT. Laczy je oktamer kinazy kreatynowej.
VDAC tgczac sie z CK przyjmuje konformacje uniemozli-
wiajacg mu jednoczesne oddziatywanie z HK. Z tego powo-
du nie spotyka sie komplekséw poryny itranslokazy zawie-
rajacych jednoczes$nie obie te kinazy. Interesujagce wydaje
sie, ze w skiad tego kompleksu nie wchodzi cyklofilina D.

Beutner i wsp. [21] wykazali, ze w okre$lonych warun-
kach, wyzej opisane kompleksy wbudowane w dwuwar-
stwe lipidowa wykazuja klasyczne wasciwosci megakana-
tu. Zalezne od jonéw wapnia otwieranie sie¢ megakanatu,
w przypadku kompleksu zawierajgcego heksokinaze, jest
hamowane przez ATP i glukoze. Natomiast struktura za-
wierajagca oktamer kinazy kreatynowej nie wykazuje aktyw-
nosci megakanatu, dopdki CK nie rozpadnie sie do formy
dimerycznej. Pomimo braku CyP-D w kompleksie zawiera-
jacym CK, otwieranie sie pora pod wptywem jondw wapnia
jest hamowane przez cyklosporyne A. Zjawisko to mozna
wyttumaczy¢ tym, ze cyklosporyna A poprzez bezposred-
nie oddziatywanie z dimerem CK stymuluje jego oligome-
ryzacje do oktameru, ktory, jak juz wspomniano, nie sprzyja
otwieraniu sie megakanatu.

Obecny stan wiedzy pozwala zduzym prawdopodobien-
stwem stwierdzi¢, ze kompleks zawierajgcy heksokinaze i
megakanat to ta sama struktura. Przemawia za tym to, ze
efektory PTP majg doktadnie taki sam wptyw na kompleksy
biatkowe wyizolowane z mitochondrialnych miejsc kontak-
towych. Wskazuje to na ich bardzo podobng budowe i or-
ganizacje w btonach mitochondrialnych. Dlatego tez wyizo-
lowane, a nastepnie wbhudowane do liposomow tego typu
kompleksy biatkowe stanowig doskonaty model do badania
wiasciwosci megakanatu [21].

ROLA MEGAKANALU W FIZJOLOGII | PATOLOGII

Od kiedy zaczeto kojarzy¢ pecznienie mitochondriéw z
megakanatem, prébowano przypisa¢ temu zjawisku jaka$
konkretng funkcje. Z poczatku zjawisko to uwazano jedy-
nie za artefakt wynikajacy z prowadzenia badan na izolo-
wanych mitochondriach i nie przypisywano mu zadnego
znaczenia ani konkretnych funkcji. P6zniej wykazano jed-

Rycina 3. Budowa mitochondrialnych miejsc kontak-
towych. Wyjasnienia: typ | - kompleks zawierajacy te-
tramer heksokinazy, cytochrom c i cyklofiling D; typ Il
- kompleks zawierajacy oktamer kinazy kreatynowej.
Skréty: translokaza nukleotydéw adeninowych (ANT),
poryna (VDAC), cyklofilina D (Cyp-D), heksokinaza
(HK), kinaza kreatynowa (CK), cytochrom c (cyt. c), we-
wnetrzna btona mitochondrialna (WBM), zewnetrzna
btona mitochondrialna (ZBM), przestrzei miedzybtono- pMB
wa (PMB).
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nak, ze do otwierania mitochondrialnego megakanatu do-
chodzi takze in vivo i ma to duzy wptyw na metabolizm
mitochondriéw oraz catej komorki. Obecnie uwaza sie, ze
w zaleznosci od sposobu otwarcia sie megakanatu moze on
bra¢ udziat w procesie inicjacji apoptozy zaleznej od mito-
chondriow badz nekrozy. Otwieranie sie megakanatu zaob-
serwowano w wielu stanach patologicznych i chorobowych
[34], Ponadto potwierdzono jego role w utrzymywaniu pra-
widlowego sprzezenia mitochondriéw [35], co ma istotne
znaczenie dla komorki, bowiem determinuje odpowiednig
produkcje ATP. Niewielkie rozprzezenie oksydacyjnej fos-
forylacji moze takze przyczyniac sie do obnizenia produkcji
wolnych rodnikéw tlenowych w mitochondriach [36], W li-
teraturze mozemy réwniez odnalez¢ dowody na udziat me-
gakanatu w procesie autofagii mitochondriéw [37,38].

ROZPRZEGANIE FOSFORYLACJI OKSYDACYJNEJ

Badania z wykorzystaniem techniki "patch-clamp"” wy-
kazaty, ze otwarty megakanat moze wystepowac¢ w dwéch
stanach - w trybie wysokiego bgdZ niskiego przewodnictwa
[39-41] i w zaleznosci od tego, r6zne moga byé konsekwen-
cje jego otwarcia. Zlokalizowany w wewnetrznej bionie
mitochondrialnej fancuch oddechowy wytwarza gradient
protonowy w poprzek wewnetrznej btony mitochondrial-
nej. W wyniku tego obserwuje sie powstawanie potencjatu
elektrycznego i gradientu pH w poprzek wewnetrznej bto-
ny mitochondrialnej, ktéry wykorzystywany jest do syntezy
ATP. W przypadku gdy PTP jest otwarty w trybie niskiego
przewodnictwa, obserwujemy zwiekszenie przepuszczal-
nosci wewnetrznej btony mitochondrialnej dla protondw.
W ten sposo6b, gradient protonowy jest znoszony (podob-
nie jak przez klasyczne rozprzegacze), co prowadzi do
spadku potencjatu na wewnetrznej btonie mitochondrialnej
(AH) oraz wzrostu szybkosci zuzywania tlenu przez mito-
chondria. Natomiast w trybie wysokiego przewodnictwa,
oprécz wyzej wymienionych symptomow, obserwuje sie
dodatkowo pecznienie mitochondriéw. Szczegdlnie istotne
dla komdrki moze mie¢ znaczenie, jak dtugo pory pozostajg
otwarte. Jego permanentne otwarcie obserwuje sie czesto w
stanach patologicznych. Jednakze badania z uzyciem radio-
aktywnej deoksyglukozy pokazaty, ze takze w warunkach
fizjologicznych moze dochodzi¢ do otwierania sie¢ PTP w
modzie wysokiego przewodnictwa, jednak bez tragicznych
dla komorki konsekwencji. Sekret tkwi w kontrolowaniu
czasu otwarcia megakanatu. Krotkotrwate epizody uprze-
puszczalnienia wewnetrznej btony mitochondrialnej nie
muszg wcale by¢ niekorzystne dla mitochondriéw [42].

www .postepybiochemii.pl



Wydajnosc¢ fosforylacji oksydacyjnej jest bardzo istotnym
parametrem, a utrzymywanie tego wskaznika na optymal-
nym poziomie jest niezwykle wazne dla komorki. Jak wy-
kazat Stucki [43], maksymalna szybkos$¢ syntezy ATP przez
mitochondria jest uzyskiwana przy warto$ci sprzezenia
energetycznego troche mniejszej niz maksymalna. Znaczy
to, ze mitochondria rozprzezone w niewielkim stopniu,
szybciej syntetyzujg ATP, niz mitochondria sprzezone w
100%. Megakanat, poprzez subtelne kontrolowanie stanu
sprzezenia mitochondriow, moze wiec utrzymywac pro-
dukcje ATP oraz wolnych rodnikéw tlenowych (powstaja-
cych w wyniku niedoskonatego funkcjonowania tafncucha
oddechowego) na optymalnym dla komérki poziomie. Aby
byto to jednak mozliwe, w komdrce muszg znajdowac sie
czynniki regulujgce aktywno$é megakanatu.

Oprécz jonéw Ca2; cyklofiliny D oraz wolnych rodni-
kéw tlenowych za endogenne modulatory PTP uznaje sie
takze wolne diugotancuchowe kwasy ttuszczowe (FFA)
oraz ich pochodne. Dodanie kwaséw ttuszczowych do mi-
tochondriow uprzednio inkubowanych z niewielkga iloscig
jondéw wapnia powoduje obnizenie ATA zwiekszenie szyb-
kosci oddychania i pecznienie mitochondridw. Efekt ten
czeSciowo moze by¢ cofniety przez cyklosporyne A (CsA)
- inhibitor megakanatu. Moze to $wiadczy¢ o tym, ze obni-
zenie potencjatu nie byto spowodowane jedynie protonofo-
rowym dziataniem kwasdw ttuszczowych na mitochondria,
lecz takze otwarciem PTP (Ryc. 4) [44-46]. Jak juz wcze$niej
wspomniano, zwiekszone prawdopodobiefnstwo otwarcia
megakanatu zachodzi w przypadku obnizenia na we-
wnetrznej btonie mitochondrialnej [3]. Wydaje sie wiec, ze
kwasy ttuszczowe, obnizajagc potencjat przyczyniajg sie do
otwarcia PTP, potegujac dzieki temu swoje protonoforowe
wiasciwosci. Jednak poréwnanie zdolnosci do otwierania
PTP klasycznych rozprzegaczy takich jak FCCP czy CCCP
z kwasami ttuszczowymi pokazuje, ze kwasy ttuszczowe
znacznie silniej otwierajg megakanat niz by to wynikato ze
stopnia obnizenia AT1[47]. Oznacza to, ze istnieje dodat-
kowy mechanizm otwierania PTP przez FFA. Z literatury
wiadomo, ze kwasy tluszczowe wykazujg wysokie powi-
nowactwo do transporterdw mitochondrialnych (miedzy
innymi do ANT) [48], dlatego tez dziatanie FFA moze by¢
porownywane do atraktylozydu, ktory otwiera PTP po-
przez utrzymywanie translokazy nukleotydéw adenino-
wych w konformacji ,,c", preferujacej otwieranie sie pory
[6]. Najbardziej przekonujacym dowodem na bezposredni
wptyw FFA na PTP (niezaleznie od ATA sg eksperymenty
przeprowadzone na megakanale wbudowanym w liposo-
my [46]. Potwierdzajgce te hipoteze badania pokazaly, ze
endogenne kwasy ttuszczowe - produkt reakcji katalizowa-
nej przez fosfolipaze A2 (PLA2) w obecnosci jondw wapnia
takze otwierajg megakanat [46], Moze to by¢ kolejny dowod
na bezpos$redni udziat kwasdw ttuszczowych w otwieraniu
PTP. Zawsze jednak do otwarcia megakanatu przez dtugo-
tancuchowe kwasy ttuszczowe niezbedna jest obecnos¢ jo-
now Ca2+ Podobnie jest w przypadku, gdy do otwarcia PTP
wykorzystywany jest nieorganiczny fosforan badzZ atrakty-
lozyd.

Proponowany mechanizm pecznienia mitochondriéw
pod wptywem wolnych kwasow ttuszczowych nie jest je-
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Rycina 4. Mechanizm rozprzegania fosforylacji oksydacyjnej przez dtugotan-
cuchowe kwasy ttuszczowe z udziatem ANT i megakanatu. Uprotonowana
forma kwasu ttuszczowego tatwo i bardzo szybko przemieszcza sig¢ z zewnetrz-
nej warstwy btony do warstwy wewnetrznej (tzw. ,flip-flop"”) z jednoczesnym
oddysocjowaniem protonu w macierzy mitochondrialnej. Nastepnie zdeproto-
nowana (anionowa) forma zostaje wytransportowana na zewnatrz przy udziale
niektérych no$nikow mitochondrialnych, np. ANT, gdzie ulega ponownie upro-
tonowaniu i moze z powrotem ulega¢ zjawisku ,flip-flop", przenoszac kolejne
protony. Dodatkowo, kwasy tluszczowe i niektére ich pochodne oddziatujac z
translokazg nukleotydéw adeninowych przyczyniaja si¢ do otwarcia mitochon-
drialnego megakanatu. W ten sposéb gradient protonowy wytwarzany przez
tancuch oddechowy jest znoszony, co prowadzi do spadku potencjatu na bto-
nie mitochondrialnej [28,30,35], Skréty: translokaza nukleotydéw adeninowych
(ANT), poryna (VDAC), cyklofilina D (Cyp-D), heksokinaza (HK), wewnetrzna
btona mitochondrialna (WBM), zewnetrzna btona mitochondrialna (ZBM), prze-
strzen miedzybtonowa (PMB).

dynym, jaki opisano. Eksperymenty przeprowadzone na
»,hieoddychajacych” mitochondriach inkubowanych w bu-
forze octanowym wykazaty, ze pecznienie mitochondriow
wywotane przez kwas ttuszczowy moze mie¢ inne podtoze
niz otwarcie PTP [45], Jedng z mozliwosci moze by¢ oddzia-
tywanie kwasu ttuszczowego z kanatem IMAC (Inner Mem-
brane Anion Carrier) [49], Z drugiej jednak strony obecnos¢
kwasu ttuszczowego moze prowadzi¢ do obnizenia po-
ziomu jonoéw Mg2- wewngatrz macierzy mitochondrialnej,
co moze przyczynia¢ sie do otwarcia PTP [50], Hipoteze o
udziale kanatu IMAC dodatkowo potwierdzajg doswiad-
czenia z dicykloheksylokarbodiimidem (inhibitorem kana-
tu IMAC), ktéry efektywnie hamuje pecznienie mitochon-
driow [45]. Jednakze w warunkach najbardziej zblizonych
do fizjologicznych, najbardziej prawdopodobny wydaje sie
mechanizm, gdzie kwas ttuszczowy poprzez bezposrednie
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oddziatywanie z ANT powoduje otwarcie sie megakanatu i
pecznienie mitochondriow [46,51].

Bardzo podobne wt#asciwosci do dtugotancuchowych
kwaséw ttuszczowych majg ich niektére pochodne [51]. N-
acyloetanoloaminy (NAE) sg zwigzkami, w ktorych grupa
karboksylowa kwasu ttuszczowego taczy sie z grupg ami-
nowg etanoloaminy wigzaniem amidowym. Tego typu po-
chodne dtugotancuchowych kwasoéw ttuszczowych obec-
ne sa w réznych tkankach ssakéw w ilosciach wahajgcych
sie od 0,1 do ponad 20 nmoli na gram tkanki [52], Ich ilo$¢
moze wzrasta¢ dramatycznie (nawet do 500 nmoli/g tkan-
ki) w sercu podczas ischemii [53], Podwyzszenie ilosci NAE
obserwuje sie takze w neuronach, w ktérych zainicjowano
apoptoze [54] oraz podczas epizodow niedokrwiennych
mozgu [55]. Funkcja NAE w komérkach nie jest do konca
poznana, a w literaturze wystepujg rozbiezne doniesienia
o ich wiasciwosciach. N-acyloetanoloaminy moga swobod-
nie penetrowa¢ komorki i przemieszczac¢ sie z miejsc obje-
tych uszkodzeniem do obszaréw przylegtych [56,57], gdzie
petnig nie tylko funkcje sygnatowg badz cytoprotekcyjna,
ale moga tez wywotywaé apoptoze [58]. Dane dostepne
w literaturze pokazujg, ze mechanizm dziatania NAE na
mitochondria moze by¢ bardzo skomplikowany. Z jednej
strony, podobnie jak wolne kwasy tluszczowe, wywotujg
wrazliwe na cyklosporyne A pecznienie mitochondriow, z
tg jednak roznica, ze amplituda pecznienia jest mniejsza. Z
drugiej za$, w pewnych warunkach NAE mogg hamowaé
pecznienie wywotane wysokimi stezeniami jonoéw wapnia
[51], Dodatkowo, badania z wykorzystaniem radioaktyw-
nego atraktylozydu pokazaty, ze podobnie jak wolne kwa-
sy tluszczowe, NAE oddziatujg z translokazg nukleotydow
adeninowych [51], Efekt jaki NAE wywotujg zwigzany jest
wiec prawdopodobnie z ich bezposrednim oddziatywa-
niem z megakanatem. Mozna wiec przypuszczac, ze zardw-
no wolne kwasy ttuszczowe, jak i ich pochodne moga by¢
naturalnym regulatorem PTP, a ich funkcja polega na kon-
trolowaniu stanu, w jakim znajduje sie megakanat.

HOMEOSTAZA WAPNIOWA

Stan fizjologiczny komaérki zwierzecej kontrolowany jest
przez sygnat wapniowy, ktéry odgrywa podstawowag role w
takich procesach jak: ruch, podziat czy tez skurcz komorki.
Jony wapnia moga wptywaé na stan metaboliczny komarki
poprzez regulacje syntezy ATP w mitochondriach. Dzieje
sie tak dlatego, gdyz aktywno$¢ niektérych enzymoéw mi-
tochondrialnych wzrasta podczas odpowiedzi komérki na
sygnat wapniowy. Do tych enzyméw nalezg wrazliwe na
stezenie jonow wapniowych trzy dehydrogenazy (pirogro-
nianowa, izocytrynianowa oraz 2-oksoglutaranowa). Mito-
chondria akumulujg jony Ca2; gdy zostang spetnione dwa
warunki: i) na wewnetrznej btonie mitochondrialnej obecny
jest wysoki potencjat elektryczny, Aip, ii) stezenie jonéw Ca2+
w cytosolu osiggnie poziom co najmniej 400 nM. Naptyw
jonow wapniowych do mitochondridow zalezny jest od uni-
portera wapniowego, ktory jest elektrogennym nos$nikiem
dziatajacym jednokierunkowo (transportuje wapn tylko z
cytosolu do macierzy mitochondrialnej) [59].

W ostatnich latach znacznie wzrosto zainteresowanie
udziatem mitochondriow i megakanatu w utrzymywaniu

76

homeostazy wapniowej. Do niedawna uwazano, ze w ho-
meostazie wapniowej mitochondria wykorzystywane sg
jedynie jako mechanizm obronny, tzn. pobierajg nadmiar
jondw wapniowych, gdy ich stezenie w cytosolu osiggnie
dla komorki niebezpiecznie wysoki poziom. Niskie powi-
nowactwo uniportera wapniowego w stosunku do jonéw
Ca2+ (K, = 10 pM) oraz to, ze stezenie jon6w wapnia w cy-
tosolu waha sie od 0.1 pM do 1 pM, sprawiato, ze diugo
nie przypisywano mitochondriom istotnej roli w regulacji
homeostazy wapniowej. Poglad ten zmienit sie po odkry-
ciu nowych sond wapniowych. Ich wykorzystanie przy-
czynito sie do wykazania, ze bezpos$rednie oddziatywania
mitochondriéw z ER i btong plazmatyczng moga mieé de-
cydujace znaczenie dla generowania sygnatu wapniowego
w komdrce. Sprawito to, ze mitochondria znalazty sie w
centrum uwagi jako potencjalny czynnik regulujacy pobu-
dzenie komorki, ktéry kontroluje naptyw jonéw wapnia ze
srodowiska zewnatrzkomoérkowego. Stymulacja komodrek
elektrycznie niepobudliwych prowadzi do przejSciowego
podwyzszenia poziomu jondw wapnia w cytosolu. Poczat-
kowo spowodowane jest to uwolnienieniem jonéw wapnia
z ER, a nastepnie naptywem jonéw wapnia ze srodowiska
zewnatrzkomorkowego [60,61]. Oba te procesy zachodzg
dzieki obecnosci wyspecjalizowanych kanatéow: w btonie
ER- receptora 1,4,5-trisfosfoinozytolu (IP3R), natomiast w
btonie komérkowej kanatu SOC (Store Operated Channel),
ktory jest aktywowany opréznieniem ER z jondw wapnio-
wych. Ze wzgledu na niskie powinowactwo uniportera
wapniowego w stosunku do Ca2 tylko mitochondria zlo-
kalizowane w poblizu btony plazmatycznej badz siateczki
srodplazmatycznej, gdzie lokalne stezenia wapnia w czasie
pobudzenia komorki osiggaja nawet 50 pM, mogg efektyw-
nie, a zarazem bezpiecznie dla komorki akumulowaé Ca2+
[62-65], Bezpiecznie, poniewaz przeptyw jondw wapnia
pomiedzy mitochondriami i ER zachodzi w ograniczonej
przestrzeni, a tworzgca sie mikrodomena jondw wapnia (0
wysokim stezeniu) ma zasieg lokalny. Aby mitochondria
pobieraty jony wapnia, nie musi wiec za kazdym razem
dochodzi¢ do wzrostu stezenia globalnego Ca2+w zakresie,
ktéry moze by¢ niebezpieczny dla komérki (Ryc. 5).

Bliskie umiejscowienie mitochondriéw wzgledem we-
wnatrzkomorkowych magazynéw wapniowych i kanatow
wapniowych obecnych w btonie plazmatycznej moze mieé
takze inne konsekwencje. Nalezy bowiem pamieta¢, ze me-
gakanat jest strukturg aktywowang miedzy innymi wyso-
kim stezeniem jonéw Ca2+ Jezeli wiec megakanat znalaztby
sie w poblizu tworzacej sie mikrodomeny jonéw wapnia, w
sprzyjajacych warunkach istnieje duze prawdopodobien-
stwo jego otwarcia sie. Wywotane w ten sposdb obnizenie
AT doprowadza w rezultacie do uwolnienia Ca2tz mito-
chondriéw. Niekiedy udaje sie zaobserwowaé przejsciowg
fragmentacje sieci mitochondrialnej zsynchronizowang ze
spadkiem potencjatu [66]. Zastosowanie cyklosporyny A
czesciowo niweluje efekt obnizenia AT, dzieki czemu obser-
wuje sie wzrost pobierania jonéw Ca2+przez mitochondria
[111.

Podniesienie w komorce poziomu biatek wchodzacych
w skiad megakanatu wpltywa na metabolizm wapniowy.
Zwiekszenie ilosci VDAC1 w komdrkach Hela sprawia,
ze podczas pobudzenia mitochondria sprawniej pobierajg
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Rycina 5. Schemat przedstawiajacy miejsce bliskiego oddzia-
tywania mitochondridw z siateczka $rodplazmatyczng. Bliskie
umiejscowienie mitochondriéw wzgledem siateczki $rédpla-
zmatycznej zapewnia efektywne pobieranie jonéw wapnia
przez mitochondria. Tworzaca sig na styku dwéch bton mikro-
domena wysokiego stezenia Ca2, w sprzyjajacych warunkach
moze doprowadza¢ do otwarcia mitochondrialnego megaka-
natu w trybie niskiego przewodnictwa, chronigc mitochondria

przed nadmierng akumulacjg jonéw wapniowych. Wywo- ATP.

tane obnizenie AT1doprowadza w rezultacie do uwolnienia Q

Ca2+z mitochondriéw [60], Zastosowane na rycinie skroty: ADP 6 ',ré"?}
megakanal (PTP, ang. permeability transition pore), trans- %

lokaza nukleotydéw adeninowych (ANT), poryna (VDAC),
heksokinaza (HK), receptor benzodiazepiny (PBR), biatka z
rodziny biatek Bcl-2 (Bcl-2), wewnetrzna btona mitochon-
drialna (WBM), zewnetrzna btona mitochondrialna (ZBM),
przestrzerh miedzybtonowa (PMB), (MCU, ang. mitochondria!
Ca2* uniporter), receptor 1,4,5-trisfosfoinozytolu (1P R), Ca2*-
ATPaza obecna w btonach siateczki $rédplazmatycznej (SER-
CA, ang. sarco/endoplasmic reticulum CaZ-ATPase).
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jony wapnia [67], W tym przypadku nie dochodzi wiec do
zwigkszenia sie ani liczby megakanatéw w mitochondriach,
ani do wzrostu przepuszczalno$ci wewnetrznej btony mito-
chondrialnej. Jedynym wyttumaczeniem tego zjawiska jest
zwigkszenie przewodnictwa zewnetrznej btony mitochon-
drialnej dla Ca2+w miejscach kontaktu mitochondriéw z ER.
VDAC umozliwia wiec szybkie przemieszczanie sie jonéw
wapnia miedzy mitochondriami, siateczka srodplazmatycz-
ng oraz cytosolem, co czyni go waznym elementem w ho-
meostazie wapniowej. Inaczej sprawa wyglada w przypad-
ku ANT. Podniesienie poziomu dwéch izoform translokazy
(ANT1 i ANT3) znaczaco obniza pobieranie wapnia przez
mitochondria [11], Wydaje sie wiec, ze w przypadku komo-
rek z podniesiong ekspresjg ANT1 i ANT3 moze zachodzié
uprzepuszczalnienie wewnetrznej btony mitochondrialnej
w wyniku otwarcia by¢ moze wiekszej liczby megakanatow.
Przemawiajg za tym doswiadczenia z uzyciem CsA, w kto-
rych preinkubacja z tym inhibitorem megakanatu czesciowo
przywraca mitochondriom zdolno$¢ do akumulacji jonéw
Ca2+[11], Dalsze badania wykazaty, ze obnizone pobiera-
nie jonéw wapnia przez mitochondria nie jest spowodowa-
ne czeSciowym opr6znieniem magazynow wapniowych,
obnizonym AT], czy tez zmniejszonym naptywem Ca2t do
komorki w wyniku przeprowadzonej transfekcji komorek,
co wskazuje na udziat megakanatu w tym procesie [11].
Efekt jaki wywotuje podniesienie poziomu poszczeg6lnych
izoform ANT potwierdza obserwacje Brdiczki i wsp. [8] o
réznej roli jaka petnig poszczeg6lne izoformy translokazy
nukleotydéw adeninowych w mitochondriach.

MEGAKANAL - APOPTOZA CZY NEKROZA

W organizmie wielokomorkowym nieprzerwanie za-
chodzg cztery procesy: podziat komaérek, ich r6znicowanie,
dojrzewanie i $mier¢. Zachowanie proporcji pomiedzy nimi
jest niezwykle istotne dla organizmu. Smieré komérki moze
przebiegaé na r6zne sposoby. Jednym z nich jest apoptoza
czyli programowana $Smieré komorki. Charakterystycznymi
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epizodami w przebiegu apoptozy sg zachodzgce w naste-
pujacej kolejnosci: kondensacja chromatyny, obkurczenie
i fragmentacja jagdra komdérkowego oraz tworzenie ciatek
apoptotycznych, ktére zawierajg pofragmentowang chro-
matyne i organelle komérkowe. Dodatkowo, ten typ Smier-
ci komérkowej charakteryzuje sie brakiem stanu zapalnego
w miejscu, gdzie dochodzi do umierania komaérek, bowiem
ciatka apoptotyczne sg fagocytowane przez sgsiadujgce ko-
morki bagdZ makrofagi. Obecnie znane sg trzy gtéwne szlaki
apoptozy. Sgto: i) szlak receptorowy (zewnetrzny), ii) szlak
mitochondrialny (wewnetrzny) oraz iii) pseudoreceptorowy
[68]. Postuluje sie tez istnienie czwartego szlaku, w ktérym
gtéwna role odgrywa siateczka srddplazmatyczna [69].

Mitochondrialny szlak apoptozy jest tym, w ktérym
udziat mitochondrialnego megakanatu jest wcigz dyskuto-
wany. Do jego aktywacji moze dochodzi¢ miedzy innymi w
wyniku stresu oksydacyjnego, badZ podwyzszonego steze-
nia jonéw Ca2+ Kluczowym momentem w szlaku apoptozy
zaleznej od mitochondridw jest uwolnienie z przestrzeni
miedzybtonowej mitochondriow proapoptotycznych biatek
takich jak: czynnik indukujgcy apoptoze (AIF - apoptosis
inducing factor) [70], endonukleza G [71] i cytochrom c [72].
Cytochrom c wraz z biatkiem Apaf-1 wigze sie z prokaspa-
zg 9 tworzac apoptosom. Najwazniejszg rolg apoptosomu
jest aktywacja kaspaz wykonawczych, co warunkuje dalszy
przebieg procesu apoptozy [73]. Nasuwa sie jednak pyta-
nie, czy kazde, nawet przypadkowe uwolnienie z mitochon-
driow cytochromu c inicjuje $mier¢ komérki? Zapewne nie,
bowiem w komoérkach znajdujg sie biatka (z rodziny IAP)
hamujgce apoptoze, ktdre jak sie wydaje stanowiag ochrone
przeciwko przypadkowej aktywacji kaspaz [74], Uwaza sie
zatem, ze uwalnianie z mitochondriow cytochromu c nie
jestjedynym iniezbednym warunkiem do zapoczatkowania
apoptozy. Oprécz cytochromu c z przestrzeni miedzybtono-
wej wydostaje sie réwniez biatko diablo, inaczej nazywane
SMAC (Mitochondria-derived Activator of Caspase), ktdre
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hamuje aktywno$¢ wspomnianych inhibitorow apoptozy,
umozliwiajgc dalsze zachodzenie apoptozy [75,76],

Od czasu zidentyfikowania apoptozy zaleznej od mito-
chondriéw zastanawiano sie nad mechanizmem uwalnia-
nia cytochromu c. Przez dtugi czas uwazano, ze aby pro-
apoptotyczne biatka wydostaty sie do cytosolu, konieczne
jest rozerwanie zewnetrznej btony mitochondrialnej [77].
Kluczowg role w tym procesie przypisywano megakanato-
wi, ktory wedtug badaczy w krytycznym momencie otwie-
rat sie doprowadzajgc do pecznienia mitochondriow i do
przerwania zewnetrznej btony mitochondrialnej. Model
ten wydawat sie $wietnie pasowa¢ do doswiadczen wyko-
nywanych na izolowanych mitochondriach. W przypadku
modelu komoérkowego problem polega na tym, ze w trakcie
apoptozy pecznienie mitochondriéw nie zawsze zwigzane
jest z otwieraniem sie megakanatu [78]. Dodatkowo, w nie-
ktorych liniach komérkowych nie obserwowano obnizenia
AT7 [79], co wydawatoby sie nieuniknione w przypadku
otwarcia PTP. W zwigzku z tym, rola mitochondrialnego
megakanatu w inicjacji procesu apoptozy na jaki$ czas zo-
stata zanegowana. Aby wyjasni¢ mechanizm specyficznego
dla czynnikéw proapoptotycznych uprzepuszczalnienia
zewnetrznej btony mitochondrialnej zaproponowano Kkilka
modeli opisujgcych uwalnianie cyt. c. Przypuszczano, ze
VDAC poprzez oddziatywanie z biatkami z rodziny Bcl-2
[80], badz tez biatka te samodzielnie mogg tworzy¢ kanaty
w zewnetrznej btonie mitochondrialnej specyficzne dla cyto-
chromu c [81]. Na szczegdlng uwage zastuguje takze model,
w ktérym kluczowa role odgrywa kanat MAC (Mitochon-
drial Apoptosis Induced Channel) [79]. Czynnikiem odpo-
wiedzialnym za zapoczatkowanie uwalniania cytochromu
¢ z mitochondridw sg biatka Bax i Bak (nalezace do rodziny
biatek Bcl-2), ktére pod wptywem biatka Bid wbudowujg sie
do zewnetrznej btony mitochondrialnej, gdzie oligomeryzu-
jac mogg bra¢ udziat w formowaniu kanatu MAC [82].

P6zniejsze badania wykazaty jednak, ze nie musi do-
chodzi¢ do otwarcia sie megakanatu, aby brat on udziat w
procesie uwalniania cytochromu c. Prace zespotu Brdiczki,
jak rowniez nasze, pokazaty, ze do zaleznego od biatka Bax
uwalniania cytochromu c z mitochondriéw niezbedna jest
obecno$¢ kompletnej struktury megakanatu. Nie dochodzi
wtedy do otwarcia poru ani w trybie niskiego ani wysokie-
go przewodnictwa [32,83]. Ponadto, w obecnosci biatka Bax
megakanat wbudowany do pecherzykéw fosfolipidowych
wypeinionych cytochromem ¢ wykazywat takie same wta-
Sciwosci. Tworzaca sie struktura biatkowa wydaje sie by¢
niezwykle specyficzna wobec cytochromu c. W przypadku,
gdy pecherzyki z wbudowanym PTP wypetniono kinazg
adenylanowag biatko Bax, nie uwalniato jej na zewnetrz. Do-
datkowo, wykazano, ze niekompletne miejsca kontaktowe,
kompleks VDAC-Bax badz samo biatko Bax, nie sg w stanie
doprowadzi¢ do wyptywu cytochromu c. [83], Szczegdto-
we badania pokazaly, ze z mitochondridéw i pecherzykow
zawierajacych PTP, biatko Bax uwalnia tylko cytochrom ¢
zwigzany z miejscami kontaktowymi. Interesujace wydaje
sie, ze substraty dla heksokinazy (ATP, glukoza) hamu-
jg uwalnianie cytochromu c przez biatko Bax. Zjawisko to
mozna wyttumaczy¢ silniejszym wigzaniem sie aktywnej
heksokinazy do VDAC, co zmniejsza jego dostepno$¢ dla
biatka Bax. Dodatkowo produkowane przez heksokinaze
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ADP obniza prawdopodobienstwo otwarcia megakanatu
[32,33],

Uwalnianie cytochromu c przez biatko Bax z mitochon-
drialnych miejsc kontaktowych wydaje sie wspoigraé¢ z
hipotezg wystepowania dwoéch epizodéw ,wycieku" cy-
tochromu ¢ w procesie apoptozy. Pierwszy, z przestrzeni
miedzybtonowej mitochondriéw pod wptywem biatka Bid
lub Bax, wydostaje sie tylko niewielka ilosci cytochromu c,
np. zwigzanego z mitochondrialanymi miejscami kontakto-
wymi, co nie wymaga uszkodzenia zewnetrznej btony mito-
chondrialnej [84], 110$¢ ta jest wystarczajaca do zainicjowania
tworzenia sie apoptosomu i, co najwazniejsze, uwolnienie
jej nie wywotuje uposledzenia dziatania mitochondrialnego
tancucha oddechowego. Nie dochodzi zatem do obnizenia
wewnatrzkomérkowego poziomu ATP, co umozliwia zaj-
$cie procesu apoptozy do konca. Nalezy bowiem pamietac,
ze programowana S$mieré komorki jest procesem, ktory
wymaga ATP. W drugiej fazie obserwuje sie juz masyw-
ne uwolnienie cytochromu c, zwigzanego z powierzchnig
grzebieni mitochondrialnych, ktéremu czesto towarzyszy
otwieranie sie megakanatu (pecznienie mitochondridw iro-
zerwanie zewnetrznej btony mitochondrialnej) [23]. Dwu-
etapowe uwalnianie cytochromu moze by¢ uwarunkowane
jego rozmieszczeniem. Uwaza sie, ze w mitochondriach
obecne sg dwie pule cytochromu c. Az 85% cytochromu
moze by¢ ,uwieziona" w przestrzeniach pomiedzy grze-
bieniami mitochondrialnymi. Reszta, okoto 15%, znajduje
sie w przestrzeni miedzybtonowej. Cytochrom ¢, zaréwno
w uchytkach grzebieni mitochondrialnych, rejonie prze-
strzeni miedzybtonowej, jak i w miejscach kontaktowych
moze by¢ zwigzany z btona poprzez oddziatywanie z kar-
dioliping [85]. Organizacja i struktura wewnetrznej btony
mitochondrialnej jest utrzymywana i kontrolowana przez
biatka OPAl i PARL. Aby doszto do uwolnienia znaczgcej
iloSci cytochromu ¢ zmianie musi ulec jej struktura, tak aby
wczesniej ,,ukryta" pula cytochromu c stata sie dostepna dla
powstajgcych w zewnetrznej btonie mitochondrialnej syste-
mow umozliwiajacych jego wydostawanie sie na zewnatrz.
Interesujace jest, ze cyklosporyna A hamuje ten etap, co by
wskazywato na udziat megakanatu w drugiej fazie uwalnia-
nia cytochromu c z mitochondriéw [86].

W przypadku, gdy juz na samym poczatku mamy do
czynienia z otwieraniem sie megakanatu, rozerwaniem ze-
wnetrznej btony mitochondrialnej oraz masywnym uwol-
nieniem cytochromu ¢, mitochondria przestajg zaopatrywac
komoérke w ATP. Spadek poziomu ATP przyczynia sie do
tego, ze komdrka umiera $miercig nekrotyczng. W przeci-
wienstwie do apoptozy, nekroza zwigzana jest z powstawa-
niem stanu zapalnego w miejscu martwicy. Nie powstajg
bowiem ciatka apoptotyczne, a zawarto$¢ umierajgcej ko-
morki uwalniana jest do przestrzeni pozakomdrkowej, co
wywotuje stan zapalny.

Opisane modele uwalniania cytochromu c, wiacznie z
otwieraniem sie PTP i pecznieniem mitochondridow, nie
wykluczajg sie¢ wzajemnie. Wszystkie te zjawiska moga wy-
stepowac niezaleznie, badz wspdétdziata¢ w zaleznosci od
rodzaju komérek i czynnika wywotujgcego apoptoze [82]
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MEGAKANAL W PATOLOGII

Otwieranie megakanatu obserwuje sie w wielu stanach
patologicznych. Do najwazniejszych mozna zaliczy¢ uszko-
dzenie neuronéw wywotane hipo- lub hiperglikemia, dys-
trofie mieSniowg zwigzang z niedoborem kolagenu IV oraz
ischemie i nastepujaca po niej reperfuzje. Nalezy jednak za-
znaczy¢, ze do otwarcia PTP nie dochodzi w czasie ischemii,
ale dopiero podczas procesu reperfuzji. Najprawdopodob-
niej jest to spowodowane obnizeniem pH wnetrza komorki,
ktore towarzyszy procesowi ischemii [87,88], Czynnikami,
ktére przyczyniajg sie do otwierania megakanatu podczas
reperfuzji, sa: podwyzszone wewnatrzkomdrkowe stezenie
jonéw Ca2+oraz zwiekszona produkcja wolnych rodnikow
tlenowych. Obnizenie prawdopodobieAstwa otwarcia sie
PTP poprzez zastosowanie cyklosporyny A pozwala na
zmniejszenie uszkodzen zachodzacych podczas epizodow
ischemii i reperfuzji [89], Megakanat moze by¢ réwniez
zaangazowany w proces hartowania (ang. preconditioning),
co czyni go idealnag strukturg docelowg dla zwigzkow far-
makologicznych wykorzystywanych np. w kardioprotekcji
[90]. Efekt ochronny cyklosporyny A obserwowany jest tak-
ze w przypadku uszkodzen watroby wywotywanych dzia-
taniem etanolu lub zakazeniem wirusem zdéttaczki typu C
[91,92]. Cyklosporyna A wykorzystywana jest z powodze-
niem w transplantologii. Traktowanie narzaddw przezna-
czonych do transplantacji CsA zmniejsza zakres uszkodzen
organow oczekujacych na przeszczep [93].

UWAGI KONCOWE

Jak przedstawiono w niniejszym artykule, mitochon-
drialny megakanat moze petni¢ w komérce niezwykle waz-
ne funkcje. Poprzez regulacje sprzezenia mitochondriéw ma
wpltyw na parametry energetyczne komoérki oraz produkcje
wolnych rodnikow tlenowych. Jego lokalizacja w miejscach
kontaktu mitochondriéw z siateczkg $srédplazmatyczng i
btong plazmatyczng sprawia, ze ma on duzy udziat w utrzy-
mywaniu homeostazy wapniowej komdrki. Dodatkowo,
przypuszcza sie, ze we wspoOtudziale z biatkami z rodziny
Bcl-2 odgrywa kluczowag role w uwalnianiu cytochromu c,
co zapoczatkowuje zalezny od mitochondriéw proces apop-
tozy. W przypadku, kiedy otwarcie PTP w trybie wysokie-
go przewodnictwa doprowadzi do rozerwania zewnetrznej
btony mitochondrialnej i zaburzenia podstawowych funkcji
zwigzanych z produkcjg ATP, komdérka umiera $miercig
nekrotyczng. Pojawito sie tez wiele doniesien potwierdza-
jacych udziat mitochondrialnego megakanatu w wielu cho-
robach i stanach patologicznych. Wszystko to $wiadczy o
tym, ze mimo uptywu trzydziestu lat od zaobserwowania
po raz pierwszy fenomenu megakanatu, nadal stanowi on
niezwykle atrakcyjny przedmiot badan.
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ABSTRACT

Mitochondrial megachannel, a multiprotein complex, is localized in close contacts of the outer and the inner mitochondrial membranes. It
plays important role in many aspects of cell physiology and its opening can have different consequences. This review summarizes the present
knowledge about structure and function of the megachannel in the cell.
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Stowa kluczowe: metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomdérkowej, tkankowe inhibitory
metaloproteinaz, biatka morfogenetyczne ko-
$ci, nowotwoér ptuca

Wykaz skrotéw: BMP (ang. bone morphogenetic
protein) — biatka morfogenetyczne kosci; ECM
(ang. extracellular matrix) — macierz zewng-
trzkomoérkowa; MMP (ang. matrix metallopro-
teinase) — metaloproteinazy macierzy zewna-
trzkomérkowej; MT-MMP (ang. membrane type
matrix metalloproteinase) — metaloproteinazy
powierzchniowe; NSCLC (ang. non-small celi
lung cancer) — niedrobnokomoérkowy rak ptu-
ca; SCLC (ang. small cell lung cancer) — drob-
nokomérkowy rak ptuca; TIMP (ang. tissue
inhibitor of metalloproteinases) — tkankowe in-
hibitory metaloproteinaz macierzy zewnatrz-
komérkowej

Podziekowania: Praca powstata podczas
realizacji  projektu badawczego MNiISW
2P05A 14129
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etaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej (MMP, ang. matrix metalloproteinase)
M oraz ich tkankowe inhibitory (TIMP, ang. tissue inhibitor of metalloproteinases) wzbu-
dzajg szczegdblne zainteresowanie naukowcéw zajmujacych sie rakiem ptuc. W nowotworze
tym wystepuje wyrazna tendencja w kierunku wzrostu ekspresji genéw kodujacych niekt6-
re metaloproteinazy i ich inhibitory. Ponadto, istotna jest zalezno$¢ pomiedzy zwiekszong
ekspresja genéw kodujacych TIMP-1 i MMP-2 w tkance nowotworowej ptuc a krétszym cza-
sem przezycia oraz zwiekszong ekspresjag genéw kodujacych TIMP-1 i MMP-7 a stopniem
zaawansowania choroby. Niewiele wiadomo na temat udziatu biatek morfogenetycznych
kosci (BMP, ang. bone morphogenetic protein) w patogenezie choréb nowotworowych ptuc;
z dotychczas opublikowanych prac wynika, ze geny kodujace BMP-2 i BMP-4 ulegajg nad-
ekspresji. Wykazano réwniez, ze BMP-2 stymuluje wzrost raka ptuc, podczas gdy BMP-4 go
hamuje. W niniejszym artykule oméwiono przede wszystkim profil ekspresji genéw kodu-
jacych MMP, TIMP i BMP w nowotworze ptuc i potencjalny udziat tych biatek w kancero-
genezie.

WPROWADZENIE

Metaloproteinazy zwane inaczej matryksynami, tkankowe inhibitory metalo-
proteinaz oraz biatka morfogenetyczne kosci, odrywaja znaczacg role zaréwno
w prawidtowym rozwoju, jak i procesach chorobowych. Metaloproteinazy i ich
tkankowe inhibitory od lat byty intensywnie badane w szeregu choréb. Analizie
poddano rozne typy histologiczne raka ptuc pod wzgledem ekspresji i aktyw-
nosci MMP i TIMP. We wszystkich tych licznych pracach wyniki nie sg jedno-
znaczne. Natomiast biatka morfogenetyczne kosci nie wzbudzity duzego zainte-
resowania naukowcow. Do tej pory niewiele artykutdw ukazato sie na temat roli
BMP w nowotworze ptuc. Nie mniej jednak, MMP, TIMP oraz BMP ze wzgledu
na swoje ztozone i nie do konca jeszcze poznane wasciwosci moga okazac sie
istotnym ogniwem w patogenezie raka ptuc.

NOWOTWORY PLUC

Na $wiecie rak ptuc jest najczestszg przyczyng $mierci, jesli chodzi o nowo-
twory ztoSliwe. W Polsce, w roku 2002 zapadalno$¢ na tg chorobe wynosita
81,9/100 000 mezczyzn i22,2/100 000 kobiet. U obu pici 5-letni okres przezycia
jest najkrotszy w Europie [1]. Okoto 80% nowotworéw ptuc stanowi niedrobno-
komaérkowy rak ptuca (NSCLC, ang. non-small cell lung cancer), ktéry dzieli sie
na typy histopatologiczne takie jak rak ptaskonabtonkowy, wielkokomérkowy,
gruczolakorak oraz typ mieszany gruczotowo-ptaskonablonkowy. Natomiast
pozostate 20% klasyfikuje sie jako drobnokomérkowy rak ptuc (SCLC, ang. smali
cell lung cancer) [2]. Leczenie raka ptuc zalezy przede wszystkim od jego typu
histologicznego i stopnia zaawansowania. Zasadniczym sposobem leczenia nie-
drobnokomdrkowego raka ptuc jest zabieg chirurgiczny. Stosunkowo nowg me-
toda postepowania jest zastosowanie chemioterapii przed resekcja, tzw. leczenie
neoadiuwantowe, ktdre w istotny sposéb poprawito wyniki leczenia u chorych
z NSCLC. Kolejng metoda leczniczg jest radioterapia, ktorg najczesciej stosuje sie
u pacjentdw w zaawansowanym stadium choroby lub u tych, ktérzy nie moga
poddac sie operacji. Dobre wyniki daje potgczenie radioterapii i chemioterapii.
Jesli chodzi o drobnokomdrkowego raka ptuca to wyniki resekcji guza i radio-
terapii jako samodzielnych metod leczenia sg zte ze wzgledu na duzy stopien
ztosliwosci procesu. Rak ten jest natomiast guzem wrazliwym na leczenie che-
miczne. W ostatnich latach podjeto préby zastosowania tzw. terapii celowanej,
czyli skierowanej bezposrednio na mechanizmy wzrostu i inwazyjnos¢ raka.
Jedne z lekow, ktére wprowadzono do uzycia to inhibitory angiogenezy, cyklo-
oksygenazy, naskorkowego receptora wzrostu i metaloproteinaz. Do tej pory nie
wykazano jednak, aby te leki istotnie poprawity czas przezycia pacjentéw [3].
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METALOPROTEINAZY - KROTKA CHARAKTERYSTYKA

Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej nale-
73 do rodziny enzymoéw zaleznych od cynku - metyzyn. Sg
to endopeptydazy, ktérych gtéwna, ale nie jedyng funkcjg
jest proteoliza sktadnikéw macierzy zewngtrzkomoérkowej
(ECM, ang. extracellular matrix) [4,5]. Pierwszg odkrytg me-
taloproteinaza byta kolagenaza w ogonie kijanki przecho-
dzacej metamorfoze [6], W organizmie cztowieka zidenty-
fikowano co najmniej 24 formy kolagenaz [7], Ze wzgledu
na specyficzno$¢ substratowg, podobienistwo w sekwencji
i organizacje domen metaloproteinazy mozna podzieli¢ na
nastepujagce grupy: kolagenazy, zelatynazy, stromelizyny,
matrylizyny, metaloproteinazy powierzchniowe (MT-MMP,
ang. membrane type matrix metalloproteinase) i inne [4],

MMP syntetyzowane sg w komorkach jako wydzielnicze
lub btonowe proenzymy i przeksztatcane do aktywnych
form poprzez usuniecie propeptydu z N-konca czasteczki
przez odpowiednie osoczowe lub tkankowe proteazy. Pro-
peptyd utrzymuje enzym w formie nieaktywnej (latencji)
poprzez interakcje z aktywnym miejscem metaloproteinazy
[5]. Komorki, ktore syntetyzujg metaloproteinazy to m. in.
fibroblasty, makrofagi, neutrofile i komdrki nabtonka. Eks-
presja genow kodujgcych metaloproteinazy jest precyzyjnie
regulowana na poziomie transkrypcji i translacji poprzez
cytokiny, hormony oraz przez specyficzne inhibitory tkan-
kowe - TIMP [8-10],

Matryksyny regulujg wiele procesow fizjologicznych,
do ktoérych mozna zaliczy¢: embriogeneze, implantacje bla-
stocysty, owulacje, morfogeneze organéw, rozwoj kosci i
zebow, leczenie ran, angiogeneze oraz przebudowe tkanki
facznej [5,9], Jednakze niekontrolowana degradacja biatek
macierzy zwigzana z nadmierng ekspresjag gendw kodu-
jacych niektore metaloproteinazy przyczynia sie do wielu
stanow chorobowych, takich jak zapalenie stawow, nerek,
moézgu irdzenia oraz choroby sercowo-naczyniowe i Nnowo-
twory [9],
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Wyniki szeregu przeprowadzonych badahn wskazujg na
wazng role metaloproteinaz macierzy zewngtrzkomorko-
wej w rozwoju nowotworu ptuc [5,12]. Podczas inwazji, ko-
morki muszg przetamac bariery, ktdrymi sg btony podstaw-
ne, biatka macierzy zewngtrzkomdrkowej oraz potgczenia
miedzykomérkowe. Pokonywanie barier odbywa sie przez
ich proteolize zapoczatkowang przez enzymy uwalniane z
komdrek nowotworowych ipodscieliska, ktorymi sg przede
wszystkim metaloproteinazy. W procesie powstawania no-
wotworu dochodzi do zmian w ekspresji genéw tych en-
zymow. Badania nad mechanizmami progresji guzéw zto-
Sliwych poczatkowo skupiaty sie na procesie niszczenia
bton podstawnych podczas inwazji i tworzenia przerzutow.
Ostatnio poczynione obserwacje wskazujg, ze MMP sg za-
angazowane we wczes$niejsze etapy rozwoju nowotworow.
Udziat MMP w transformacji nowotworowej jest dobrze
udokumentowany. Poziom ekspresji genéw wszystkich
MMP zostat zanalizowany w réznych nowotworowych li-
niach komérkowych. Naukowcy spekuluja, ze ekspresja
gendw kodujacych enzymy proteolityczne w komorkach
nowotworowych jest decydujgcym warunkiem w procesie
transformacji. Ponadto ekspresja genéw kodujagcych ma-
tryksyny nie jest ograniczona tylko do komoérek nowotwo-
rowych, ale czesto dotyczy réwniez komdrek podscieliska
w obrebie guza, takich jak fibroblasty, makrofagi, neutrofile
oraz komérki nabtonka [10],

Guzy ztosliwe sa mieszaning komérek nowotworowych
i biatek macierzy potgczonych wzajemnymi zalezno$ciami,
osadzonych w dynamicznym podScielisku, ktére juz daw-
no stracito miano biernego rusztowania. MMP sg istotne na
kazdym etapie nowotworzenia, uczestniczg we: wzroscie
nowotworu poprzez ufatwianie degradacji ECM, prolifera-
cji poprzez pobudzanie uwalniania czynnikéw wzrostu, ta-
kich jak np. zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (bFGF,
ang. basiefibroblast growth factor), angiogenezie poprzez sty-
mulacje uwalniania czynnika wzrostu $rédbtonka naczyn
(VEGF, ang. vascular endothelial growth factor) oraz uczest-

BIALKA ECM

Rycina 1. Stan rbwnowagi pomiedzy ekspre-
sja genéw metaloproteinaz (MMP) i ich tkan-
kowych inhibitoréw (TIMP) w ognisku rako-
wym w ptucach. Nadmierna ilo§¢ matryksyn
jest usuwana przez tkankowe inhibitory.
TIMP-1 inaktywuje MMP-1 i MMP-9, a TIMP-
2 hamuje aktywno$¢ MMP-2. W przypadku
przedstawionym na schemacie komérki no-
wotworowe nie przekroczyty jeszcze btony
podstawnej naczynia krwiono$nego.
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Rycina 2. Zaburzenie réwnowagi
pomiedzy synteza metaloproteinaz
(MMP) i tkankowych inhibitoréw me-
taloproteinaz  (TIMP). Zwigkszenie
syntezy matryksyn, przy niedostatecz-
nej syntezie ich tkankowych inhibito-
réw, sprzyja inwazji nowotworu. Szyb-
ciej dochodzi do przekroczenia bton
podstawnych naczyn krwionoénych i
tworzenia przerzutéw odlegtych.

BIALKA ECM

niczag w destrukcji bton podstawnych podczas tworzenia
przerzutéw [10,13,14],

INHIBITORY METALOPROTEINAZ

Aktywnos$¢ metaloproteinaz jest requlowana przez dwa
gtéwne typy endogennych inhibitoréw: tkankowe inhibito-
ry metaloproteinaz oraz enzymy proteolityczne o szerokiej
swoisto$¢ np. a2makroglobulina. Podczas gdy a2makro-
globulina i inne niespecyficzne proteazy sg podstawowymi
regulatorami aktywnos$ci matryksyn w osoczu, TIMP uwa-
zane s za gtéwne inhibitory tkankowe tych biatek [4,9], U
kregowcow zidentyfikowano cztery izoformy tkankowych
inhibitor6w metaloproteinaz: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 i
TIMP-4 [4,8,9], TIMP wigzg sie niekowalencyjnie z metalo-
proteinazami w stosunku stechiometrycznym 1:1, dopaso-
wujac sie swym ksztattem do miejsca aktywnego enzymu i
inaktywujg go. Jest to mechanizm na zasadzie konkurencji
z substratem [4,9].

Tkankowe inhibitory metaloproteinaz charakteryzuja
sie zdolnoScig do inaktywowania poszczeg6lnych matryk-
syn z réznym nasileniem oraz wysokim powinowactwem
do tych enzymoéw [9], Przyktadowo, TIMP-1 ma wysokie
powinowactwo do tworzenia kompleksu ze wszystkimi
aktywnymi, wydzielniczymi MMP, ale jest stabym inhibi-
torem metaloproteinaz powierzchniowych. TIMP-2 wigze
sie szczegdlnie silnie z MMP-2 i proMMP-2 oraz, w prze-
ciwienstwie do TIMP-1, jest silnym inhibitorem MT-MMP.
TIMP-3 oprécz duzego powinowactwa do matryksyn wy-
dzielniczych i btonowych posiada réwniez zdolno$¢ do
oddziatywania z adamalizynami (ADAM, ang. a disintegrin
and metalloproteinase domain), ktore podobnie jak metalopro-
teinazy nalezg do rodziny biatek zaleznych od cynku - me-
tyzyn [9,11]. Natomiast niedawno poznany TIMP-4, kt6ry
swg strukturg zblizony jest do TIMP-2, hamuje aktywnos$¢
MMP-2 i proMMP-2 [11],

Profil ekspresji genu kodujgcego TIMP zostat zbadany w
wielu komérkach, takich jak fibroblasty, komdrki nabtonka,
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chondrocyty i komérki mieéni gtadkich naczyn [11], Po-
dobnie jak w przypadku matryksyn, transkrypcja genow
tkankowych inhibitoréw metaloproteinaz w warunkach fi-
zjologicznych podlega kontroli, co warunkuje rownowage
w metabolizmie ECM. Zakt6cenie tej rownowagi prowadzi
do chor6b zwigzanych z niekontrolowang destrukcjg biatek
macierzy zewngtrzkomdrkowej [9], W warunkach fizjolo-
gicznych synteza MMP i TIMP jest skoordynowana na po-
ziomie ekspresji genow. Taka ekspresja gwarantuje prawi-
dtowa strukture tkanek i funkcje narzagdow oraz zapobiega
zaréwno nadmiernemu gromadzeniu si¢ biatek macierzy
zewngtrzkomorkowej, jak i zwiekszonej ich degradacji. W
ptucach zaburzenia tej r6wnowagi czesto s§ zwigzane z
réznymi chorobami zapalnymi i nowotworami. Ponadto
zmiany w stosunku MMP/TIMP na korzy$¢ syntezy meta-
loproteinaz utatwiajg inwazje przez btony podstawne [15],
Z wielu przeprowadzonych badan wynika, ze TIMP hamuja
rozwoj nowotwordéw, tworzenie przerzutéw oraz angioge-
neze, co mozna czesciowo przypisa¢ zdolnosciom do inak-
tywowania matryksyn. Ponadto biatka te mogg redukowac
sygnaty stymulujace wzrost komérek oraz prowadzi¢ do
ich $mierci. Przyktadowo, w wielu typach komoérek, w tym
nowotworowych apoptoza jest indukowana przez TIMP-3
[9,12], W innych pracach przypisano tkankowym inhibito-
rom metaloproteinaz zupetnie przeciwng role. Udowodnio-
no, ze TIMP-1, TIMP-2 i TIMP-3 promujg wzrost niektérych
linii komdrkowych dziatajac jako mitogeny. Co wiecej, zdol-
nos¢ ta utrzymuje sie nawet wtedy, gdy geny TIMP ulegng
mutacji, ktéra znosi dziatanie hamujace tkankowych inhibi-
torow metaloproteinaz w stosunku do MMP, co dowodzi,
ze te dwie cechy sg niezaleznie wzgledem siebie [9].

BIALKA MORFOGENETYCZNE KOSCI

Biatka morfogenetyczne kosci sag wielofunkcyjnymi czyn-
nikami wzrostu bedgcymijednoczesnie czasteczkami sygna-
lizacyjnymi nalezacymi do duzej nadrodziny transformuja-
cych czynnikéw wzrostu p (TGF-p, ang. transforming growth
factor j1) [16-20], Historyczna nazwa BMP zostata zapropo-
nowana przez Urist i wspétpracownikdw, ktérzy w swojej
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Tabela 1. Ekspresja genéw kodujacych metaloproteinazy i ich tkankowe inhibitory w NSCLC.

WNIIe'\I/(I;ZTUekaTF:'F\Ae?a Ekspresja MMP
MMP lub TIMP obecna u

w raku ptuca niz ponad 50% badanych
zdrowym phucu

MMP-1 [2,27,28,34] [27,41]

MMP-2 [15, 27,30- [27,29,32,35,37,41,43,44,
35,37,44,50,58] 46,57,58]

MMP-3 [57]

MMP-7 [27,32,38,45] [27,38,41]

MMP-8 [27]

MMP-9 [2,28,30,31,33,34,36, [29,36,38,40,46,49,57-
38,39,49,58,59] 59]

MMP-10 [27,40,55] [27,57]

MMP-I1 [30,31,37,40,50] [37]

MMP-12 [28]

MMP-13 [41,57]

MMP-14 [30,37,44] [37.41,44]

MMP-15 [41]

MMP-16

MMP-17

MMP-19

MMP-23

MMP-24

MMP-25

MMP-26

MMP-27

MMP-28

TIMP-1 [2,30,31,39,42,43] [41,43,46]

TIMP-2 [29-32] [32,41]

TIMP-3 [30,58] [58]

TIMP-4 [30]

pionierskiej pracy udowodnili, ze wszczepienie gryzoniom
podskaérnie ekstraktu ze zdemineralizowanych kosci powo-
duje tworzenie kosci de novo [21]. Jak wszyscy cztonkowie
nadrodziny TGF-p, biatka morfogenetyczne kosci sg synte-
tyzowane jako duze, wydzielnicze czasteczki prekursorowe
[17]. Do tej pory zidentyfikowano ponad 30 tego typu bia-
tek. BMP moga by¢ zasadniczo podzielone na 3 grupy ze
wzgledu na podobienstwo strukturalne. Do pierwszej gru-
py zalicza sie BMP-2 i BMP-4 (80% homologii), druga grupa
obejmuje BMP-5, BMP-6 i BMP-7 (78% homologii), trzecia
grupa to BMP-3, kt6re znaczgco rdzni sie od innych [17].

BMP najbardziej znane sa z udziatu w r6éznicowaniu i
proliferacji komdrek mezenchymalnych, tworzeniu kosci
oraz chrzesci, a takze ich przebudowie. Jednakze profil eks-
presji tych biatek oraz ich funkcje nie sg sztywno przypi-
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Ekspresja
MMP lub
TIMP obecna
u mniej niz
50% badanych

Jednakowa
ekspresja MMP
lub TIMP w
raku ptuca i
zdrowym ptucu

Mniejsza
ekspresja MMP
lub TIMP w
raku ptuca niz
zdrowym ptucu

Brak ekspresji
MMP lub TIMP
w zdrowym
ptucu

[15,30]
[51] [28,29]

[41] [28,30]
[32] [28]

[28] [15]

[51,54] [15] [33]

[28]

[28]

[28,30] [27]
[28,30] [27]
[28] [27]
[27,28]
[27,28]
[27,28]
[27,28]
[28] [27]
[28]
[28]
[28]
[28]
[15]

[2 [15]

sane rozwojowi ko$éca. BMP wptywajg rowniez na rozwoj
narzgdéw wewnetrznych oraz regulujg wzrost, réznicowa-
nie i apoptoze réznych typdw komorek takich jak: komor-
ki mezenchymalne, osteoblasty, chondroblasty, komérki
nerwowe i nabtonkowe. Biatka morfogenetyczne kosci wy-
wierajg swoje dziatanie poprzez wigzanie sie z receptorem
btonowym typu I lub II, ktéry posiada aktywno$¢ kinazy
serynowo-treoninowej. Po zwigzaniu z receptorem BMP
powodujg inicjacje wewnatrzkomorkowej kaskady sygnali-
zacyjnej przez Sciezke sygnatowa biatek Smad lub Sciezke
niezalezng od tych biatek. W efekcie dochodzi do zmiany
ekspresji genéw, co powoduje zmiane aktywnosci komorki
wliczajgc wzrost, r6znicowanie oraz synteze réznych biatek
[19,20]. Faktem jest, ze biatka morfogenetyczne kosci majg
istotny udziat w embriogenezie. Na wczesnych etapach roz-
woju ptuca geny kodujagce BMP ulegaja ekspresji ze zrézni-
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cowanym nasileniem i w $cisle okreslonych rejonach drég
oddechowych. Przyktadowo, geny kodujagce BMP-5 i BMP-7
ulegajag ekspresji w mezenchymie i nabtonku ptuca. Nato-
miast gen kodujacy BMP-4 wykazuje przestrzenny i zmien-
ny w czasie rozwoju profil ekspresji w tkance ptucnej [22],
Ponadto BMP-2 i BMP-4 dziatajg jako morfogeny w czasie
powstawania tego narzadu [23]. W Swietle wyzej przedsta-
wionych faktow biatka morfogenetyczne kosci majg istotny
udziat w rozwoju ptuc, co sktonito naukowcow do poszuki-
wania zwigzku tych biatek z procesami patologicznymi.

Udziat biatek morfogenetycznych kosci w rozwoju no-
wotworéw ztosliwych zostat potwierdzony w wielu prze-
prowadzonych doswiadczeniach. Jesli chodzi o raka ptuc to
najwazniejsze znaczenie w jego powstawaniu petnig BMP-2
i BMP-4; pozostate biatka z tej grupy nie majg prawdopo-
dobnie wiekszego znaczenia [24], Zaobserwowano udziat
BMP-2 we wzros$cie raka, co ttumaczy sie stymulowaniem
przez BMP-2 powstawania naczyh krwionosnych. Stwier-
dzono réwniez, ze wzrost syntezy BMP-2 przyczynia sie
do znacznego zwiekszenia dostawy krwi do ogniska no-
wotworowego [25]. Jednakze, inni donoszg, ze BMP moga
hamowaé wzrost réznych nowotworow [26].

EKSPRESJA GENOW KODUJACYCH
MMP | TIMP W RAKU PLUC

Najwiecej artykutdw na temat ekspresji genéw koduja-
cych matryksyny w raku ptuc dotyczy MMP-2 i MMP-9.
Nieco mniej badan przeprowadzono w celu oceny ekspresji
genoéw metaloproteinaz, takich jak MMP-1, MMP-7, MMP-
10, MMP-11, MMP-14. Pozostate MMP (MMP-3, MMP-8,
MMP-12, MMP-13 oraz MMP-15 - MMP-28) nie byty inten-
sywnie badane, a z nielicznych prac wynika, ze ich ekspre-
sja pozostaje na tym samym poziomie, zarowno w raku, jak
izdrowych ptucach (Tabela 1). Ekspresja gendw metalopro-
teinaz i ich tkankowych inhibitoréw oceniana byta rézny-
mi metodami. Dominujgca technika polegata na barwieniu
immunohistochemicznym (IHC) z uzyciem przeciwciat
przeciwko konkretnym MMP i TIMP. W pracach, w ktérych
zastosowano te metode poréwnano stopien intensywnosci
zabarwienia oraz ilos¢ zabarwionych komérek nowotworo-
wych w wycinku raka ptuc z tkanka kontrolng, ktérg byt
najczesciej fragment zdrowych ptuc oddalony od ogniska
nowotworowego lub komérki podscieliska w otoczeniu
guza, takie jak np. fibroblasty i makrofagi [27-31,33,37-
42,44-58]. W nielicznych pracach badano ekspresje genow
kodujacych matryksyny i tkankowe inhibitory metalopro-
teinaz przy uzyciu metody Western biot [15,41,55], RT-PCR
[28,27,41,45], Northern biot [2,31,37,42,50] i mikromacie-
rzy RNA [27], Do genéw metaloproteinaz, ktére wykazujg
zwiekszong ekspresje w nowotworowej tkance ptucnej w
poréwnaniu ze zdrowg nalezg: MMP-1, MMP-2, MMP-7,
MMP-9-JMMP-12 i MMP-14. Natomiast ekspresja gendéw
matryksyn, takich jak: MMP-3, MMP-8, MMP-13, MMP-15
- MMP-28 jest jednakowa w obydwu tych tkankach. W nie-
licznych artykutach opisano zmniejszony poziom ekspresji
genow kodujgcych niektére MMP w raku ptuc w poréwna-
niu ze zdrowg tkankga. Sg to geny kodujagce MMP-13, MMP-
14, MMP-15 i MMP-24, ktérych ekspresje badano przy po-
mocy mikromacierzy RNA [27], Przy zastosowaniu tej sa-
mej metody inni badacze stwierdzili jednak brak zmian [28].
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Ro6znice w poziomie RNA badanych genéw moga wynika¢
z roznic populacyjnych, wynikajacych z doboru grupy ba-
danej (pacjenci z Niemiec [28] versus pacjenci z Tajwanu
[27]). W przypadku tkankowych inhibitorow metaloprote-
inaz tylko w jednym przypadku, z zastosowaniem techniki
Northern biot, zaobserwowano zmniejszong ekspresje genu
TIMP-2 w komorkach raka ptuc w poréwnaniu ze zdro-
wa tkankg [2], W innych przypadkach, przy uzyciu meto-
dy barwienia immunohistochemicznego, zaobserwowano
zwiekszong ekspresje genu kodujgcego ten inhibitor [29-32],
Ro6znice mogg wynikac z zastosowanej metody badawczej.

Geny kodujace wszystkie MMP i TIMP ulegaja ekspresji
w zdrowej tkance ptuc (Tabela 1). Jedynie Brown i wspét-
pracownicy stwierdzili brak aktywno$ci MMP-9 w zdro-
wych ptucach, stosujgc technike zymografii zelatynaz [33].
Natomiast w innej pracy nie zaobserwowano syntezy biatka
TIMP-2w poptuczynach oskrzelowych, stosujgc metode We-
stern biot [15]. W obu przypadkach wynikiem rozbieznych
wnioskéw moze by¢ uzycie odmiennych metod badaw-
czych, niz barwienie immunohistochemiczne stosowane
przez wiekszo$¢ badaczy [27-31,34-38,40,41,43,44,46,49,51-
56,58,59] oraz wybdr innego materiatu badanego [15].

W celu oszacowania, jaki jest udziat poszczeg6lnych
komérek stanowigcych tkanke ptucna w syntezie metalo-
proteinaz zbadano ich ekspresje w komorkach nowotworo-
wych, fibroblastach pods$cieliska i prawidtowych, nieobje-
tych procesem nowotworowym komdrkach nabtonkowych
ptuca. Nie ulega watpliwosci, ze komorki rakowe wykazujg
zwiekszong ekspresje genu MMP w stosunku do zdrowych
i przez wielu badaczy uwazane sg za gtéwnych produ-
centow MMP [34-36], ktore petnig wazng role w progresji
raka ptuc. Ostatnie badania ujawnity, ze podscielisko réw-
niez jest miejscem syntezy matryksyn, szczegdlnie MMP-2
i odgrywa duzg role w rozwoju tej choroby [29], Ponadto
niektérzy przypisuja jednakze wiekszg role fibroblastom w
procesie nowotworzenia, ktore nie tylko biorg udziat w syn-
tezie metaloproteinaz, ale moga dodatkowo stymulowaé
komérki nowotworowe do ich produkcji [29,34,35,37].

Najczesciej wystepujacymi typami histologicznymi raka
ptuc sg gruczolakorak irak ptaskonabtonkowy ptuca [3], Po-
rownywano ekspresje genéw wybranych metaloproteinaz i
ich tkankowych inhibitorow w tych dwéch typach rozro-
stow. Stwierdzono wiekszg ekspresje genéw matryksyn, ta-
kich jak MMP-1 [30], MMP-7 [32,38], MMP-9 [39], MMP-10
[40], MMP-11 [30,40], MMP-13 [30], MMP-14 [30,41], TIMP-
1 [30,42], TIMP-2 [42,43] w gruczolakoraku w poréwnaniu
z ptaskonabtonkowym rakiem piuca. W innych pracach
wskazano na wieksza ekspresje genu MMP-2 [44], TIMP-3
[9] w typie ptaskonabtonkowym w porédwnaniu z gruczo-
lakorakiem. Jak wynika z wyzej przedstawionych faktéw,
gruczolakorak charakteryzuje sie wiekszg ekspresjg wielu
genow MMP, w poréwnaniu z typem ptaskonabinkowym,
co moze mie¢ zwigzek z jego agresywnym charakterem.
Mimo, ze jest jednym z najwolniej rosngcych guzéw ptuc
to wykazuje znaczng tendencje do tworzenia przerzutow.
Cechg raka ptaskonabtonkowego ptuc jest natomiast lepsze
rokowanie; przerzuty zaréwno do regionalnych weztow
chtonnych, jak i odlegte wystepuja p6zniej niz w innych ty-
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Tabela 2. Zaleznosci pomiedzy ekspresja gendw kodujacych wybrane MMP i TIMP a réznymi parametrami kliniczno-patologicznymi w NSCLC.

Krétszy czas przezycia

Zwiekszona ekspresja genu MMP lub TIMP w NSCLC

Wiekszy rozmiar guza

Wi igksza sktonnos¢ do
tworzenia przerzutéw

Wigksza sktonnos¢
do tworzenia

Wyzszy stopien
zaawansowania

nowotworowego
MMP

Korelacja ko?glaakc ji Korelacja ko?er?akcji
MMP-i [27] 2 [2
MMP-2 E&S]g]’ [29,56] [35,44,50]
MMP-3 [41] [40] [40]
MMP-7 [41] [38, 40] [40,45]
MMP-10 [40,55] [40,55]
MMP-U [40,56] [40,50]
MMP-13 [41]
MMP-14 [44]
TIMP-1 [2,42,43] [39] [2,42]
TIMP-2 2] 2]

pach histologicznych. Ponadto odznacza sie podobnie jak
gruczolakorak powolnym wzrostem [3],

ZWIAZEK POMIEDZY EKSPRESJA WYBRANYCH
GENOW KODUJACYCH MMP I TIMP A PARAMETRAMI
KLINICZNO-PATOLOGICZNYMI W RAKU PLUC

Poszukiwano zaleznosci pomiedzy ekspresjg genow dla
poszczegblnych matryksyn i ich tkankowych inhibitoréow
a réznymi czynnikami kliniczno-patologicznymi w nie-
drobnokomérkowym raku ptuc, takimi jak czas przezycia,
wielko$¢ guza, przerzuty do weztdw chtonnych, przerzuty
odlegte i stopien zaawansowania choroby (Tabela 2). Pod-
sumowujac wyniki analiz dotyczacych zaleznosci pomie-
dzy ekspresjg genéw kodujacych wybrane MMP i TIMP
z parametrami kliniczno-patologicznymi w NSCLC, brak
jest jednoznacznych wnioskow. Istnieje wiele przeciwstaw-
nych wynikéw badan, ktére zapewne majg swoje zrodto w
réznicach w doborze grupy badanej, materiatu badanego,
metody badawczej oraz testu statystycznego. Mozna jedy-
nie zaznaczy¢ wyrazng zalezno$¢ pomiedzy zwiekszong
ekspresja TIMP-1 a krotszym czasem przezycia [2,42,43].
Inne zaleznosci warte odnotowania to zalezno$¢ pomie-
dzy zwiekszong ekspresjg genéw TIMP-1 [30,39] i MMP-7
[40,45], a wyzszym stopniem zaawansowania choroby oraz
zwiekszong ekspresjg genu MMP-2 [27,35,44,46], a krotszym
czasem przezycia.

EKSPRESJA GENOW KODUJACYCH
BMP-2 | BMP-4 W RAKU PLUC

Przeprowadzono niewiele badan dotyczacych analizy
ekspresji genow kodujgcych biatka morfogenetyczne kosci
w raku ptuca. W pracach tych skupiono sie przede wszyst-
kim na roli wysoce homologicznych wzgledem siebie BMP-

Postepy Biochemii 54 (1) 2008

do weztéw chitonnych przerzutéw choroby
odlegtych
Korelacja ko?;f:cji Korelacja Brak Korelacja ko?erla;cji
2] [34]
[34,35,44,
[35,44,50] [35,44] [37] 26]
[40] [40] [40]
[45] [38,40] [40] [40, 45] [38]
36, 39] [25,432,;1]9, [36,39,52] [25'22'93]8'
[40] [55] [40] [40]
[40] [40] [37] [40]
[44] [44] [37] [44]
[39] [2.42] 2 [30,39] [15]
[ [ [30]

2 i BMP-4 [22-26,47,48,59]. Stwierdzono nadekspresje genu
BMP-2 we wszystkich typach histologicznych NSCLC
[24,48], z wyjatkiem oskrzelowo-pecherzykowego raka ptuc,
gdzie byta ona obnizona [24]. Natomiast nie zaobserwowano
istotnej syntezy tego enzymu w zmianach tagodnych oraz w
zdrowej tkance ptuc, co wskazuje na udziat tego enzymu
w rozwoju tylko zto$liwych nowotwordéw [24,48]. Ponadto
istnieja prace, w ktérych opisano dwie formy biatka BMP-
2: niedojrzala, glikozylowang (17 kDa) i dojrzatg, nie gliko-
zylowang (14kDa); zaobserwowano najwyzszy poziom w
NSCLC tej drugiej formy [48], Zaobserwowano, ze BMP-2
stymuluje wzrost nowotworu przez mechanizmy autokryn-
ne i parakrynne oraz odgrywa role raczej w progresji guza
niz w jego tworzeniu [24,48], Ponadto wykazano, ze BMP-2
stymuluje migracje nowotworowej linii komdrkowej ptuc -
Ab49, co sugeruje role w inwazji. Jednakze te same badania
dowodzg, ze w wysokich stezeniach BMP-2 hamuje wzrost
komorek A549 [48].

W innej pracy poszukiwano odpowiedzi na pytanie, czy
biatko BMP-2 stymuluje czy hamuje wzrost nowotworu
ptuc. Stwierdzono, ze enzym ten przyczynia sie do wzrostu
raka ptuc po czesci przez pobudzanie proliferacji komaérek
nowotworowych [23]. Co wiecej zaobserwowano, ze biatko
to wigze sie ze strukturami macierzy zewngtrzkomérko-
wej. To oddziatywanie wptywa na przedtuzong aktywnos¢
BMP-2. Jednakze efekt jego dziatania na proliferacje komo-
rek jest przejSciowy, co wskazuje na to, ze enzym ten nie
jest silnym miogenem [23], Ponadto sugeruje sie, ze BMP-2
moze stymulowaé wzrost nowotworu rowniez przez inne
mechanizmy, takie jak zwiekszenie przezycia komoérek
nowotworowych, utatwianie uwalniania réznych cytokin
i by¢ moze regulacyjng role w stosunku do komorek ma-
cierzystych [23]. Inni badacze dowodzg, ze BMP-2 promuje
wzrost nowotworu poprzez stymulacje tworzenia naczyn
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krwionos$nych [25]. Sugeruje sig, ze biatko to bierze udziat
raczej w dojrzewaniu naczyn krwiono$nych niz zapoczatko-
waniu ich powstawania. Pobudzana przez BMP-2 angioge-
neza jest regulowana przynajmniej po czesci przez aktywa-
cje komérek nabtonkowych. Faktem jest, ze BMP-2, BMP-4,
BMP-6 i BMP-7 indukujg ekspresje genu VEGF w osteobla-
stach. Dlatego przypuszcza sie, ze BMP-2 moze stymulowac¢
transkrypcje genu VEGF w komaérkach nowotworu i prawi-
dtowych komoérkach parenchymy w jego otoczeniu, ktére
takze biorg udziat w angiogenezie. Ponadto biatko BMP-2
stuzy jako czynnik chemotaktyczny dla monocytow, ktore
wydzielaja cytokiny majace zdolno$¢ do nasilania tworze-
nia sieci naczyn krwionosnych [25].

Z przeprowadzonych doswiadczen wynika, ze gen ko-
dujacy BMP-4 nie ulega znaczacej ekspresji w raku ptuc,
w przeciwienstwie do genu kodujgcego BMP-2 [48], Nato-
miast inni badacze, ktérzy badali funkcje BMP-4 w liniach
komérkowych A549 dowodzg, ze BMP-4 zmniejsza tempo
wzrostu komadrek A549, redukuje aktywno$¢ telomerazy
oraz zwieksza synteze p-galaktozydazy. Stwierdzono, ze
BMP- 4 posiada zdolno$¢ kontrolowania wzrostu pewnych
typow raka ptuc [26],

UWAGI KONCOWE

W ostatnich latach dokonat sie znaczacy postep w dzie-
dzinie onkologii molekularnej. Nieustannie prowadzone
sg badania nad mechanizmami rozwoju i progresji nowo-
tworéw ptuc. Duzym zainteresowaniem cieszg sie meta-
loproteinazy macierzy zewnatrzkomdrkowej, szczeg6lnie
zelatynazy (MMP-2, MMP-9), ktére petnig istotne funkcje
zarowno w prawidtowym rozwoju, jak i w procesach pa-
tologicznych. Nie ma watpliwosci co do faktu, ze komarki
nowotworowe ptuc charakteryzujg sie nadekspresjg genow
kodujgcych matryksyny, w poréwnaniu z prawidtowymi
komoérkami nabtonkowymi tego narzadu. Jednakze zwig-
zek pomiedzy ekspresjg okreslonych gendw a parametrami
kliniczno-patologicznymi nie jest oczywisty. Istnieje szereg
badan, na podstawie ktérych wyciggnieto przeciwstawne
wnioski. O konkretnych zwigzkach mozna bedzie méwic
po przeprowadzeniu badan na wiekszg skale w kilku os$rod-
kach referencyjnych, z uzyciem tych samych metod badaw-
czych. Jednak warto zaznaczyé, ze pewne zaleznosci zosta-
ty potwierdzone niezaleznie przez kilka zespotéw badaczy.
Mianowicie matryksyny takie jak, MMP-1 [27], MMP-2
[27,29,35] i MMP-9 [36,46,49] uznano za niezalezne markery
ztego rokowania. Zauwazono réwniez wyrazng zaleznos¢
pomiedzy zwiekszong ekspresja genu TIMP-1, a krotszym
czasem przezycia [2,42,43]. Inne wyniki badan warte od-
notowania to zwigzek pomiedzy zwiekszong ekspresja ge-
néw TIMP-1 [30,39] i MMP-7 [40,45], a wyzszym stopniem
zaawansowania choroby oraz zwiekszona ekspresjg genu
MMP-2 [27,35,44,46], a krétszym czasem przezycia.

Jesli chodzi o tkankowe inhibitory metatoproteinaz, poja-
wito sie bardzo niewiele prac na temat roli TIMP-2 i TIMP-3
w rozwoju raka ptuc. Natomiast do tej pory nikt nie podjat
sie badan dotyczacych ekspresji genu TIMP-4 w tej choro-
bie, prawdopodobnie ze wzgledu niski poziom ekspresji
tego genu [47],
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Duze zainteresowanie metaloproteinazami oraz badania
potwierdzajgce udziat tych enzymoéw w procesie nowotwo-
rzenia sktonito naukowcow do pracy nad lekami bedgcymi
inhibitorami matryksyn. W zwigzku z powyzszym w ra-
mach terapii celowanej wprowadzono do uzycia kilka tego
typu lekéw. Poczatkowo byty to leki o szerokim spektrum
dziatania, ktéore hamowaty wiekszos¢ MMP, np. marima-
stat. Jednakze ze wzgledu na ucigzliwe skutki uboczne oraz
staby efekt terapeutyczny rozpoczeto badania nad bardziej
selektywnymi inhibitorami, i tak powstaly BMS-275291 i
neovastat (dodatkowo posiadajg zdolnos¢ do hamowania
angiogenezy) oraz prinomastat [7], Mimo pewnych poste-
péw, leki te nadal istotnie nie poprawity czasu przezycia
pacjentow. Obecnie uwaza sie matryksyny za wielofunkcyj-
ne czasteczki, ktore uwiktane sg w sie¢ wzajemnych zalez-
nosci i trudno jest uzyskaé¢ pozadany efekt leczniczy, sku-
piajac sie tylko na wybranych, jednostkowych cechach tych
enzymoOw. Badania dotyczace terapii celowanej znajduja sie
w fazie poczatkowej, budzga jednak nadzieje na znaczny po-
step w leczeniu raka ptuc.

Biatka morfogenetycznych kosci, oprécz waznej roli w
procesie tworzenia ko$¢ca, odgrywaja role w rozwoju ukta-
du oddechowego w okresie embriogenezy, a takze, by¢
moze, W rozwoju nowotwordw ptuc. Warto wspomniec¢ o
dwéch przedstawicielach nadrodziny TGF-P: BMP-2 i BMP-
4. Zostato udowodnione, ze BMP-2 przyczynia sie do sty-
mulacji wzrostu raka ptuc poprzez pobudzenie angiogene-
zy, zwiekszenie przezycia komorek nowotworowych oraz
stymulacje syntezy réznych cytokin [23]. Natomiast BMP-4
hamuje wzrost pewnych typéw raka ptuc [26].

Podsumowujac, nie ma watpliwosci co do roli metalo-
proteinaz i ich inhibitoréow w patogenezie nowotworow
ptuc, jakkolwiek niezbedne sg dalsze, szczegdtowe bada-
nia w celu poznania wzajemnych oddziatywan pomiedzy
metaloproteinazami, ich tkankowymi inhibitorami oraz
podscieliskiem, ktore jak wspomniano wczesniej, aktywnie
uczestniczy we wszystkich procesach zwigzanych z nowo-
tworzeniem. Jest to wazne tym bardziej, przy tworzeniu no-
wych lekéw. Konieczna jest tez dalsza poprawa wasciwosci
terapeutycznych juz istniejgcych na rynku inhibitoré6w me-
taloproteinaz. Natomiast znaczenie biatek morfogenetycz-
nych kosci w raku ptuc stoi pod znakiem zapytania.
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ABSTRACT

Matrix metalloproteinases (MMP) and their tissue inhibitors (TIMP) are one of the molecules that have become a topic of great interest among
scientists studying lung cancers. There is a distinct tendency toward higher expression of selected MMP and TIMP in tumor lung tissue. Fur-
thermore, there is a significant correlation between high expression of TIMP-1 or MMP-2 in lung cancer and shortened survival and between
high expression of TIMP-1 or MMP-7 in lung cancer and higher stage of disease. There have been only a few articles about the role of bone
morphogenetic proteins (BMP) in lung cancer pathogenesis published so far in which BMP-2 or BMP-4 were overexpressed. Itwas also shown
that BMP-2 stimulates tumor growth while BMP-4 inhibits it. This article is mainly concentrated on the expression of MMP, TIMP and BMP

in lung cancers, but also it shows the significance of these proteins.
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Mechanizmy chronigce przed toksycznoscig homocysteiny

Podwyiszone stezenie homocysteiny (Hcy) jest skorelowane z wystepowaniem u ludzi
schorzen, takich jak choroby sercowo-naczyniowe, choroby neurodegeneracyjne oraz
choroby nerek. Hcy wystepuje we krwi w kilku formach. Najbardziej reaktywng forma Hcy
jest tiolakton homocysteiny (HcyTl). Zwiazek ten spontanicznie wigze si¢ z biatkami (homo-
cysteinylacja), uposledzajac ich funkcje. Skoro organizmy przezywaja mimo toksycznosci
HcyTl podejrzewano, ze istniejg mechanizmy chronigce je przed szkodliwym dziataniem
tego zwigzku. Jako pierwszy odkryto mechanizm hydrolizy HcyTl do Hcy przez enzym
zalezny od jonoéw wapnia, wystepujacy w surowicy ssakéw, paraoksonaze. Do momentu
odkrycia mechanizmu hydrolizy HcyTI fizjologiczna funkcja paraoksonazy byta nieznana.
Inne mechanizmy obronne, wykryte w p6zniejszym okresie, obejmujg wydalanie HcyTI z
moczem i rozktad HcyTl do Hcy przez wewnatrzkomdérkowy enzym, hydrolaze bleomycy-
ny. W niniejszej pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat toksycznosci Hcy i
mechanizméw obronnych, ze szczegélnym uwzglednieniem hydrolazy bleomycyny/tiolak-
tonazy homocysteiny.

WPROWADZENIE

Hcy wystepuje we krwi cztowieka w kilku formach, jako tiotakton homo-
cysteiny (HcyTl), w potgczeniu z biatkami przez grupe c-aminowg lizyny lub
wigzaniami disiarczkowymi, w formie homocystyny, w potgczeniu z cysteing
wigzaniami disiarczkowymi oraz w formie niezwigzanej [1], Najbardziej reak-
tywng formg Hcy jest HcyTl, ktory wigze sie spontanicznie z biatkami (w reak-
cji homocysteinylacji), uposledzajac funkcje tych biatek [1]. Stezenie HcyTIl w
kulturach komérkowych i tkankowych in vitro jest proporcjonalne do stezenia
Hcy [2,3]. Homocysteinylacje biatek obserwowano w kulturach tkankowych
zawierajagcych nawet niewielkie, fizjologiczne stezenia HcyTl; wzrost stezenia
HcyTl wzmagat homocysteinylacje [3]. Z tego wzgledu uwaza sie, ze to wtasnie
HcyTI jest czynnikiem odpowiedzialnym za obserwowane anomalie towarzy-
szgce wzrostowi stezenia Hcy [3]. W ostatnim okresie w polskich czasopismach
naukowych opublikowano prace omawiajgce metabolizm homocysteiny oraz
molekularne mechanizmy jej biotoksycznosci [4], homocysteinylacje biatek w
rozwoju miazdzycy [5] oraz udziat HcyTl w niektorych chorobach cztowieka [6].
W niniejszym artykule przegladowym opisano mechanizmy detoksykacji HcyTI
ze szczegblnym uwzglednieniem nowego, niedawno odkrytego mechanizmu
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Rycina 1 Metabolizm homocysteiny. Opis w tekscie. Przy tworzeniu ryciny korzystano z wielu zrodet,
m. in. [7,8],
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hydrolizy enzymatycznej, ktdry powszechnie wystepuje w
komaérkach eukariotycznych.

METABOLIZM HOMOCYSTEINY

Homocysteina jest uznawana za niebiatkowy amino-
kwas bedacy metabolitem posrednim na szlakach przemian
metioniny icysteiny. Powstaje z przyjmowanej w pokarmie
metioniny. Po strawieniu biatek cze$¢ metioniny jest wyko-
rzystywana do biosyntezy nowych biatek a cze$¢ jest ade-
nylowana przez transferaze adenozylometioninowg (EC
2.5.1.6, MAT) do S-adenozylometioniny (AdoMet), ktora
jest przede wszystkim uniwersalnym donorem grupy me-
tylowej. Biorcami grupy metylowej moga by¢ fosfolipidy,
biatka, polisacharydy, kreatyna, karnityna, DNA i RNA. Po
oddaniu grupy metylowej z AdoMet powstaje S-adenozylo-
homocysteina (AdolTcy), ktéra dzieki reakcji katalizowanej
przez swoistg hydrolaze jest nastepnie rozktadana do ho-
mocysteiny i adenozyny. Homocysteina jest dalej metabo-
lizowana gtdwnie w trzech procesach: a) transsulfuracji do
cysteiny, b) remetylacji do metioniny oraz c) cyklizacji do
tiolaktonu homocysteiny (HcyTIl). W wyniku reakcji trans-
sulfuracji, katalizowanej przez syntaze /t-cystationinowg
(EC 4.2.1.22, CBS), homocysteina przeksztatcana jest do
cystationiny (Cyst), a nastepnie, przy udziale y-liazy cysta-
tioninowej (EC 4.4.1.1, CGL), do cysteiny (Cys). Do zajscia
tych reakcji niezbedna jest witamina B(. Remetylacja do me-
tioniny zachodzi w reakcjach katalizowanych przez syntaze
metioniny (EC 4.2.99.10, MS) oraz reduktaze metylenotetra-
hydrofolianu (EC 1.5.1.20, MTHFR). Do przeprowadzenia
tych reakcji niezbedne sg kwas foliowy iwitamina Bp. Trze-
cie przeksztatcenie, jakiemu podlega Hcy w komdrkach,
to cyklizacja do tioestru: tiolaktonu. Katalizujg jg niektore
syntetazy aminoacylo-tRNA. Mianowicie syntetazy: metio-
nylo-tRNA (EC 6.1.1.10, MetRS), leucylo-tRNA (EC 6.1.1.4,
LeuRS) iizoleucylo-tRNA (EC 6.1.1.5, 1leRS) [9] (Reakcja 1).
Wymienione procesy zachodzg u drozdzy i ssakéw [1-3].

NH, NH, A
g PP, o
ATP JL
i ks MetRS. LeuRS, 11eRS oH AMP
NH NH,
-AMP
o
o
MetRS, LeuRS. 1leRS
SH AMP s

Reakcja 1. Synteza HcyTl przez niektére syntetazy aminoacylo-tRNA. A - btedna
aktywacja homocysteiny, B - synteza HcyTI.

W normie, Hcy jest metabolizowana przede wszystkim
na drodze transsulfuracji oraz remetylacji. Jednak w sytu-
acji, gdy jedna lub obie te przemiany zostang uposledzone,
np. przez obnizenie stezen koenzymoéw i w konsekwencji
obnizenie aktywnosci kluczowych enzymoéw tych szlakéw
lub przez polimorfizm, majacy wptyw na efektywnos$¢ en-
zymow katalizujgcych te kluczowe reakcje, wzmaga sie

92

Tabela 1. Zestawienie zaleznosci pomiedzy genotypem a stezeniami HcyTl w
surowicy cztowieka [9,10].

Stezenie tiolaktonu Hcy (nM)

Liczba
Genowyp  ohiektow
s . .

(gB)la Mediana Przedziat
MTHFR -/-
CBS +/+ 4 15,0 (21,6) 49 2,9-47,8
MTHFR -/ +
CBS +/+ 6 0,5 (0.29) 0,5 0,1-1,0
MTHFR+/+
CBS +/+ 9 0,2 (0,14) 0,15 0,1-0,4
MTHFR +/ +
CBS -/- 14 14,4 (30,4) 2,8 <0,1-100,8

przeksztatcanie Hcy do HcyTI (Tabela 1). U oséb posiada-
jacych nieaktywne wersje gendéw kodujagcych MTHFR lub
CBS zaobserwowano podwyzszone stezenie HcyTl w suro-
wicy. Najwyzsze stezenie HcyTI stwierdzono u os6b beda-
cych homozygotami wzgledem genu kodujgcego nieaktyw-
ng MTHFR lub CBS. Najnizsze stezenie HcyTl w surowicy
miaty osoby posiadajgce po dwie kopie genéw kodujacych
aktywne warianty MTHFR i CBS [9,10].

Homocysteina wystepuje w krwi cztowieka w kilku for-
mach (Ryc. 2) [1]: jako tiolakton homocysteiny (forma 1, w
stezeniach 0-35 nM); w potgczeniu z biatkami przez grupe
e-aminowg lizyny (forma 2, w stezeniu ok. 15,5 pM); w po-
taczeniu z biatkami wigzaniami disiarczkowymi (forma 3,
w stezeniu ok. 7,3 pM); jako homocystyna oraz potgczona
z cysteing wigzaniami disiarczkowymi (forma 4, w steze-
niu ok. 2 pM); w formie wolnej (forma 5, w stezeniu ok. 0,1
pM). Homocysteina w formach 3-5 jest oznaczana w stan-
dardowych testach i okreslana jako homocysteina catkowi-
ta (tHcy) [11,12], Jednak w tych standardowych pomiarach
tHcy, polegajacych na pomiarze stezenia homocysteiny we
krwi w warunkach redukujgcych, pomija sie okoto 60% Hcy
obecnej we krwi, ale zwigzanej kowalencyjnie z biatkami.
Niskie stezenie Hcy Tl w krwi cztowieka thumaczy sie istnie-
niem mechanizméw hydrolizy enzymatycznej oraz wydala-
niem tego zwigzku.

Wewnatrzkomérkowe stezenie HecyTl zalezy od stezenia
Hcy. In vitro podwyzszenie stezenia Hcy poprzez dodanie
jej do pozywki skutkuje wzrostem wewngtrzkomérkowego
stezenia HcyTl. Dowodem na to sg doswiadczenia przepro-
wadzone na drozdzach piekarskich (Saccharomyces cerevi-
siae) [2] oraz na kulturach fibroblastéw cztowieka [3,9].

TOKSYCZNOSC HOMOCYSTEINY

Pierwsze doniesienia o toksycznosci homocysteiny po-
chodzg z lat 60-tych XX wieku, kiedy to u oséb cierpigcych
na wystepujace rownoczes$nie wrodzone upoS$ledzenie
umystowe, wczesng miazdzyce oraz nieprawidtowosci w
budowie kos$c¢ca, zaobserwowano wysoki poziom homo-
cysteiny. Stwierdzono, ze powodem wysokiego poziomu
Hcy byto upos$ledzenie metabolizmu tego aminokwasu po-
legajace na dysfunkcji CBS lub MTHFR [13,14]. Do dzisiaj
przeprowadzono wiele badan majgcych sprawdzi¢ te kore-
lacje oraz wyjasnic ich charakter. Wyodrebniono jednostke
chorobowa charakteryzujacg sie podwyzszonym stezeniem
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Rycina 2. Formy wystepowania homocysteiny w krwi
cilowieka. Na podstawie [1],
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Hcy i nazwano jg homocystynurig (hiperhomocysteinemia;
HHcy). Za normalne stezenie Hcy, oznaczanej we krwi po
zredukowaniu mostkow disiarczkowych, przyjeto <10 pM.
Stezenie od 10 do 50 pM to umiarkowana hiperhomocyste-
inemia, ktéra moze by¢ wynikiem powodowanego hetero-
zygotycznos$cig niedoboru CBS, homozygotycznoScig czestej
mutacji C677C—T w genie kodujagcym MTHFR, niedoczyn-
noscig nerek lub niedoborem kwasu foliowego, wit. Bbi wit.
B|r Stezenie Hcy >50 pM to ciezki wariant hiperhomocyste-
inemii powodowany wystepowaniem pod postacig homo-
zygoty wadliwej wersji genu kodujgcego CBS lub MTHFR
[7,15]. Podwyzszone stezenie Hecy u ludzi ma powazne kon-
sekwencje. Wyniki badan potwierdzajg, ze moze ono mie¢
zwigzek z co najmniej trzema kategoriami chorob.

Pierwsza sa choroby sercowo-naczyniowe, dla kto6-
rych HHcy stanowi niezalezny czynnik ryzyka pozwala-
jacy przewidzie¢ podwyzszong $Smiertelno$¢ u chorych ze
stwierdzong chorobg wiericowg [16], Podwyzszone stezenie
Hcy wystepuje u chorych z chorobg niedokrwienng serca
[17,18] oraz po udarze [19]. Badania populacyjne prowadzo-
ne przez 8 lat na osobach po 60. roku zycia wykazaty, ze
podwyzszone stezenie Hcy sprzyja wystepowaniu choroby
niedokrwiennej serca [20]. Wykazano tez, ze podwyzszenie
stezenia Hcy u zdrowych os6b powoduje dysfunkcje $rod-
btonka [21].

Druga kategoria chordéb skorelowanych z HHcy to cho-
roby neurodegeneracyjne oraz psychiczne [15,22], Podwyz-
szone stezenie Hcy jest czynnikiem wskazujacym ryzyko
wystgpienia choroby Alzheimera [23]. HHcy zaobserwo-
wano u chorych na chorobe Parkinsona i depresje [24], Wy-
kazano, ze podwyzszone stezenie Hcy obniza sprawnosci
funkcjonowania mézgu u os6b w podesztym wieku [25],
Wyniki najnowszych badan wykazaty, ze dzieci matek z
HHcy majacych podwyzszone stezenie Hcy w trzecim try-
mestrze cigzy dwukrotnie czesciej zapadaty na schizofrenie
w poroéwnaniu z kontrolg [26].

Trzecia grupa choréb to choroby nerek, w ktérych pod-
wyzszone stezenie Hcy moze mie¢ zwigzek z upo$ledze-
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niem wydalania tego aminokwasu [9], Chorzy poddawani
hemodializie mieli $rednio pieciokrotnie wyzsze stezenie
tHcy w poréwnaniu z osobami zdrowymi [27], Wykazano
rowniez toksyczno$¢ podwyzszonego poziomu Hcy u cho-
rych poddawanych dializie [28,29], Badania dializowanych
pacjentéw dowiodty, ze HHcy pozwala przewidzieé¢ Smier-
telno$¢ z powodu niedoczynnos$ci serca [30].

Podejrzewano tez, ze podwyzszone stezenie Hcy wpty-
wa negatywnie na ukiad kostny ludzi w podesztym wieku.
W celu sprawdzenia wptywu Hcy na mineralng gestos¢
kosci, ryzyko ztaman i obrét kostny (bone turnover), prze-
prowadzono badanie 996 kobiet w wieku 75 lat. W ciagu
trwajagcego 7 lat eksperymentu stwierdzono, ze podwyz-
szone stezenie Hcy, powoduje przyspieszony obrét kostny
i przyczynia sie do zmniejszenia gestosci mineralnej kosci.
Nie stwierdzono jednak zwigzku pomiedzy Hcy a ryzykiem
ztaman kosci [31].

W Norwegii od 1992 roku trwajg badania populacyjne
(Hordaland Homocysteine Study) nad homocysteing i jej
zwigzkiem z chorobami cztowieka. W sumie w badaniach
tych uczestniczyto ponad 18000 os6b. Stwierdzono, ze wy-
sokie stezenie Hcy w surowicy jest zalezne m. in. od ilosci
wypalanych papieroséw, filizanek wypitej kawy, podwyz-
szonego cis$nienia krwi oraz catkowitego stezenia choleste-
rolu. Obnizeniu stezenia Hcy sprzyja aktywnos$¢ fizyczna,
kwas foliowy i witamina Bp. Wykazano, ze istnieje zwigzek
pomiedzy podwyzszonym stezeniem Hcy a $miertelnosciag
spowodowang niewydolnoScig sercowo naczyniowg i po-
miedzy podwyzszonym stezeniem Hcy a $Smiertelnoscig z
pozostatych powodow. Poréwnano osoby majgce stezenie
tHcy w przedziatach 9,0-11,9; 12,0-14,9; 15,0-19,9 lub >20
[iM z osobami majgcymi stezenie tHcy <9 |iM. Wzrost ste-
zenia tHcy o 5 |[iM skorelowano z 49% wzrostem ogdlnej
$miertelnosci, a w szczegélnosci z 50% wzrostem $miertel-
nosci z powodu niewydolno$ci sercowo naczyniowej, 26%
wzrostem $miertelnosci spowodowanej nowotworami i
104% wzrostem $miertelnos$ci z innych powodoéw. Autorzy
omawianych badan doszli do wniosku, ze podwyzszone
stezenie Hcy we krwi pozwala przewidzie¢ ryzyko $mier-
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ci w populacji os6b pomiedzy 65 a 72 rokiem zycia. Poza
tym skorelowano podwyzszone stezenie tHcy z czestym
wystepowaniem komplikacji natury medycznej, takich jak
choroby sercowo-naczyniowe, depresja, osteoporoza lub
komplikacje podczas cigzy, natomiast niskie stezenie tHcy z
lepszym zdrowiem psychicznym i fizycznym [32].

W krwi cztowieka stezenie Hcy zwigzanej z biatkami jest
zwigzane ze stezeniem tHcy [33], Z kolei wzbogacenie diety
witaminami B§ BRi kwasem foliowym powoduje obnizenie
stezenia Hcy w osoczu [34], W celu sprawdzenia czy obni-
zenie stezenia Hcy we krwi moze by¢ korzystne przepro-
wadzono badania populacyjne z udziatem oséb po udarze.
Przez 7lattrwania eksperymentu, u oséb, ktérym podawano
witamine Bp i kwas foliowy (co doprowadzito do obnizenia
stezenia Hcy) zaobserwowano mniejszg czesto$¢ wystepo-
wania ponownego udaru, zawatu lub $mierci, w porédwna-
niu z kontrolg [19]. R6wniez pacjenci z chorobami nerek zy-
skali na podawaniu kwasu foliowego. Po dwdch miesigcach
terapii doprowadzono do stanu normalnego N-homocyste-
inylacje biatek w ich osoczu i zredukowano stezenie Hcy-S-
S-biatek [28]. Od 1998 roku w Stanach Zjednoczonych i w
Kanadzie rozpoczeto dodawanie kwasu foliowego do maki.
Przyczynito sie to w znacznym stopniu do zredukowania
liczby zgon6w spowodowanych udarem. W USA przed
rokiem 1998 spadek $miertelnosci spowodowanej udarem
wynosit 0,3% na rok, natomiast w latach 1998-2000 odnoto-
wano spadek $miertelnosci wynoszacy 2,9% na rok. Podob-
nie w Kanadzie spadek $miertelnosci zmienit sie z 1% przed
rokiem 1998 na 5,4% w okresie dodawania kwasu foliowego
do maki. W krajach tych w latach 1998-2000 nie stwierdzono
zmiany innych niezaleznych czynnikéw wplywajacych na
ryzyko wystapienia udaru, ktére mogtyby wptynaé na wy-
nik eksperymentu. W tym samym czasie w Anglii i Walii,
gdzie nie wzbogacano diety kwasem foliowym, nie odnoto-
wano zmian $miertelnosci w wyniku udaru [35].

Podwyzszone stezenie homocysteiny jest rowniez koja-
rzone z uszkodzeniami ptodu i zaburzeniami cigzy [36,37].
W badaniach nad ptodami kurczakéw wykazano zalezng od
stezenia toksycznos$¢é Hey Tl w zakresie od 0,5 do 20 pM [38].
Jak dotad jednak nie udato sie potwierdzi¢ bezposredniego
wptywu Hcey, w fizjologicznych stezeniach, na powstawanie
wad embrionéw ssakdw in vitro [39,40], R6znica pomiedzy
embrionami ptakow i ssak6w moze by¢ spowodowana tym,
ze we krwi ptakéw nie ma enzymu hydrolizujagcego HeyTl,
ktory jest obecny we krwi ssakow [41].

Wyniki doSwiadczen na liniach komdérkowych réwniez
wskazujg na toksyczno$¢ Hey. W kulturach neuronéw, Hcy
indukowata $mier¢ komorek i powodowata wzrost tok-
sycznosci /1-amyloidu [23]. Hcy indukowata tez apoptoze
komorek $rodbtonka cztowieka [42]. W innych badaniach
komorki srédbtonka cztowieka poddane dziataniu Hcy w
stezeniach od 0,2 do 5 mM wykazywaty zalezne od steze-
nia hamowanie wzrostu, spadek syntezy DNA oraz zmiane
profilu ekspresji genéw [43], Hcy powodowata uszkodze-
nia DNA izaburzenia w namnazaniu limfocytéw T in vitro
[44], Dodatek Hcy w formie tiolaktonu Hcy do pozywki w
stezniu od 50 do 400 pM powodowat, zalezne od stezenia,
zahamowanie wzrostu trofoblastow cztowieka in vitro, stres
siateczki Srodplazmatycznej oraz synteze biatek charaktery-
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stycznych dla apoptozy (p53 i Bak) [45], Réwniez wyniki
doswiadczen na mikroorganizmach $wiadcza o toksyczno-
§ci Hey. Drozdze, ktére w skutek mutacji gendw ze szlaku
metabolizmu Hcy, produkowaty wiecej endogennej Hcy,
wzrastaty o 16% wolniej w poréwnaniu z kontrolg i byty
bardziej wrazliwe na egzogenng Hcy [3]. Podobnie kultury
E. colihodowane w obecnos$ci 8 mM kwasu octowego, ktéry
powoduje wzrost endogennego stezenia Hcy, rosty 2 razy
wolniej [46].

MOLEKULARNY MECHANIZM TOKSYCZNOSCI HcyTI

Doswiadczenia przeprowadzone in vitro wskazaty kilka
mechanizmoéw mogacych wyjasni¢ przyczyny toksycznosci
Hcy. Uwaza sig, ze homocysteina jest toksyczna z naste-
pujacych powoddw: wywotywania stresu oksydacyjnego
w siateczce $rodplazmatycznej [43], wigzania miedzi [47],
uszkadzania DNA [44,48], udziatu w genomowej hiperme-
tylacji DNA [49] oraz homocysteinylowania biatek prowa-
dzacego do ich dezaktywacji [1-6,8-10].

Sposrod zaproponowanych, homocysteinylacja biatek
jestuwazana za najbardziej prawdopodobng przyczyne tok-
syczno$é homocysteiny [3]. Pozostate procesy byty bowiem
obserwowane dopiero przy wysokich stezeniach Hcy rzedu
100-1000 pM, podczas gdy homocysteinylacje biatek mozna
byto obserwowaé w kulturach tkankowych zawierajgcych
zaledwie 0,2 nM stezenie HcyTl, a wzrost stezenia HcyTlI
wzmagat homocysteinylacje [3], Znaczacym argumentem
przemawiajgcym za istotno$cig tego wtasnie procesu sg wy-
niki badan wykazujace konsekwencje homocysteinylacji.
Udowodniono, ze N-homocysteinylowane biatka wystepu-
ja w krwi cztowieka [33]. Dowiedziono réwniez, ze takie
N-Hcy-biatka jak hemoglobina, albumina i cytochrom c ta-
twiej agregujg [1], a N-homocysteinylowana albumina oraz
fibrynogen wykazuja zmniejszong podatno$¢ na proteolize
[50]. Ponadto stwierdzono, ze homocysteinylacja wptywa
na stan oksydoredukcyjny cytochromu c [51], a takze indu-
kuje tworzenie przeciwciat swoistych wobec N-homocyste-
inylowanych biatek [52], Przeciwciata te wystepujg w suro-
wicy cztowieka; ich podwyzszony poziom obserwowano u
0s6b z chorobami serca lub po udarze [53]. Z tego wzgledu
przeciwciata te mogtyby by¢ wykorzystywane jako marker
wskazujacy na niekorzystne zmiany sercowo-naczyniowe
([52], patrz takze [1]).

MECHANIZMY OCHRONY PRZED
TOKSYCZNOSCIA HOMOCYSTEINY

Doniesienia o potencjalnej toksycznos$ci tiolaktonu ho-
mocysteiny spowodowaty wzrost zainteresowania metabo-
lizmem tego zwigzku. W 2000 roku Jakubowski odkryt w
surowicy cztowieka aktywnos¢ hydrolizujgcg Hey Tl do Hey
(Reakcja 2) [41], Witasno$¢ te ma biatko o masie 45-kDa. Ta

NH, NH,

s SH OH
Reakcja 2. Enzymatyczny rozktad HcyTI.
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aktywnos¢ tiolaktonazowa jest zalezna od jondw wapnia.
Enzym charakteryzuje sie waska specyficznoscia substrato-
wag. Syntetyzowany jest w watrobie. Wystepuje w surowi-
cy innych ssakéw i jest sktadnikiem HDL (ang. high density
lipoprotein - lipoproteiny o wysokiej gestosci). Okazat sie
identyczny z wykrytg wczesniej, wystepujacg w surowicy
paraoksonazg (EC 3.1.1.2): enzymem hydrolizujacym fosfo-
rany organiczne. Jego naturalny substrat oraz funkcja byty
wczesniej nieznane.

Badania potwierdzajg zwigzek pomiedzy aktywnos$cig
tiolaktonazy/paraoksonazy a chorobami serca [54] oraz ar-
terioskleroza [55]. Myszy pozbawione genu kodujacego ten
enzym byly podatne na arterioskleroze [56], Badania pro-
spektywne, w ktérych mierzono aktywnos¢ tiolaktonazy/
paraoksonazy u ludzi wykazaty, ze obnizona aktywnos$¢
tego enzymu pozwala przewidzieé wystgpienie choréb na-
czyniowych [57]. Wyniki tych doswiadczen sa kolejnym do-
wodem posrednim na toksyczno$¢ homocysteiny.

Jak wspomniano wczes$niej, w kulturach fibroblastow
cztowieka zaobserwowano zalezno$¢ pomiedzy stezeniem
Hcy a stezeniem HcyTI. Jednak nie znaleziono korelacji po-
miedzy stezeniem tHcy a stezeniem HcyTl w osoczu czto-
wieka [58]. Stezenie HcyTl w osoczu cztowieka jest duzo
nizsze niz mozna by sie tego spodziewac¢ na podstawie ana-
lizy kultur fibroblastow czy $rédbtonka pepowiny [1]. Su-
gerowato to istnienie efektywnego mechanizmu wydalania
HcyTl z organizmu cztowieka. Brakujacag pule HeyTl odna-
leziono w moczu, gdzie stezenie Hcy Tl okazato sie by¢ ~100
razy wyzsze niz we krwi [58].

Opisane mechanizmy detoksykacji HcyTlI, takie jak wy-
dalanie z moczem oraz rozktad enzymatyczny, dotyczg w
zasadzie tylko ssakéw. Wydawato sie wiec prawdopodob-
ne, ze organizmy nizsze ewolucyjnie rozwinety jaki$ inny
mechanizm obronny przed toksycznos$cig HcyTl. Mégtby
na przykiad istnie¢ wewnatrzkomdérkowy enzym usuwa-
jacy HcyTl. Biatko posiadajace takg aktywno$é odkryto w
drozdzach. Po oczyszczeniu do homogennosci i analizie na
spektrometrze mas okazato sie ono by¢ tozsame ze, znang
od dawna, wewnatrzkomorkowg proteazg cysteinowg - hy-
drolazg bleomycyny (BLH) [59,60]. Niedtugo potem wyizo-
lowano ten enzym rowniez z tozyska cztowieka i potwier-
dzono jego aktywnos$¢ tiolaktonazowgq [60,61],

HYDROLAZA BLEOMYCYNY

Hydrolaza bleomycyny jest biatkiem, ktére wzbudzito
zainteresowanie badaczy ze wzgledu na katalizowanie hy-
drolizy bleomycyny - glikopeptydu produkowanego przez
Streptomyces verticillus, wykorzystywanego w chemiotera-
pii nowotworéw ze wzgledu na zdolno$¢ hydrolizowania
podwajnej nici DNA. Hydrolaza bleomycyny dezaktywu-
je bleomycyne hydrolizujac jej grupe amidowga [62]. BLH
jest silnie zachowana ewolucyjnie, jej ortologi znaleziono u
bakterii [63], drozdzy [64], ptakéw [36] i ssakdw [65]. Cho¢
jej funkcja fizjologiczna nie byta znana, wiadomo byto, ze
jest to biatko istotne dla zycia organizméw, gdyz gen BLH
okazat sie potrzebny dla prawidtowego rozwoju prenatal-
nego myszy [66], Pojedyncza podjednostka BLH cztowieka
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(hBLH) ma mase 52 kDa i sktada sie z 455 aminokwasow.
Biatko to tworzy heksamer o masie 310 kDa [67].

Hydrolaza bleomycyny jest synetyzowana wewnatrz ko-
moérek. Wystepuje w wielu tkankach cztowieka [67], Wysoka
ekspresje genu kodujgcego BLH zaobserwowano w jadrach,
mieéniach szkieletowych i trzustce a niskag w okreznicy i w
leukocytach [65]. Gen kodujacy hBLH zlokalizowano na
17 chromosomie [68,69], Drozdzowe biatko (yBLH), znane
pod nazwg Gal6, wykazuje 40% podobieAstwa sekwencji
aminokwaséw do hBLH [68]. Zaréwno yBLH, jak i hBLH
posiadajg centrum aktywne charakterystyczne dla rodziny
papainowych proteaz cysteinowych. W ich centrach aktyw-
nych wystepujg cysteiny, ktére sa niezbedne dla zachowa-
nia aktywnos$ci. Przypuszczalnie aktywnos¢ tiolaktonazo-
wa i proteazowa BLH sg zalezne od tego samego centrum
aktywnego, gdyz mutacje w rejonie uznanym za centrum
aktywnosci proteazowej [70] powoduja utrate obydwu ak-
tywnosci [60].

Hydrolazy bleomycyny majg aktywno$¢ endopepty-
dazowag, ktora jest nieodwracalnie hamowana przez takie
inhibitory proteaz cysteinowych jak E-64 i jodoacetamid
[65]. Zwigzki te hamujg rdwniez aktywnosé tiolaktonazowa
yBLH [60], Wyniki eksperymentow z r6znymi wariantami
BLH nadprodukowanymi w E. coli oraz eksperymentdw ze
znanymi inhibitorami aktywnos$ci BLH potwierdzity, ze ob-
serwowana aktywnos$¢ tiolaktonazowa jest nowg witasciwo-
$cig hydrolazy bleomycyny [60].

Warto wspomnie¢, iz nie zaobserwowano aktywnosci
tiolaktonazowej u E. colP, mimo, ze w genomie bakterii
wystepuje gen PEPC, bedacy bakteryjng wersjg BLH [63].
Wydaje sie wiec, ze bakteryjna BLH, w przeciwienstwie do
drozdzowej, nie bierze udziatu w metabolizmie HcyTl. W
doswiadczeniach na drozdzach wykazano, ze BLH spetnia
funkcje ochronng przed toksyczno$cig homocysteiny. Udo-
wodniono, ze szczep zmutowanych drozdzy pozbawionych
genu BLH1 rdst wolniej na pozywkach zawierajgcych Hcy,
niz szczep dziki oraz stwierdzono mniejszg przezywalno$é
szczepu bez BLH, na pozywkach zawierajagcych 10 mM
Hcy, w poréwnaniu ze szczepem posiadajagcym hydrolaze
bleomycyny [60].

Istniejg przestanki, aby podejrzewaé, ze u ludzi BLH
moze mie¢ zwigzek z rozwijaniem sie choroby Alzheime-
ra. Enzym ten zlokalizowano bowiem w ztogach neuro-
nalnych (ang. senile plaques) u chorych na Alzheimera [70],
Ze wzgledu na aktywno$¢ proteolityczng hydrolazy ble-
omycyny zaktadano, ze moze ona przyczyniac sie do po-
wstawania /J-amyloidu z biatka prekursorowego. Odkryto
polimorfizm genu kodujgcego hBLH i skojarzono go z wy-
stepowaniem choroby Alzheimera [69], Polimorfizm ten nie
powoduje jednak zmiany konformacji biatka [67], Wyniki
doSwiadczen in vitro wykazaty udziat BLH w dojrzewa-
niu /J-amyloidu [16], jednak nie stwierdzono zwiekszonej
ilosci mMRNA tego enzymu w mézgach oséb chorych [71].
Obecnos¢ BLH w mozgach os6b chorych na Alzheimera, w
kontekscie detoksykacji Hcy, jest kolejnym watkiem t3cza-
cym podwyzszone stezenie homocysteiny z ta choroba. Jak
bowiem wspomniano wyzej hiperhomocysteinemie kojarzy

1Zimny, Guranowski, dane niepublikowane.
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sie od kilku lat z chorobami neurodegeneracyjnymi w tym
z chorobg Alzheimera [15,24], Dodatkowym elementem tg-
czacym podwyzszone stezenie Hcy z chorobg Alzheimera
jest biatko Herp (ang. homocysteine-induced-endoplasmic-reti-
culum-protein). Odkryte w 2000 roku biatko Herp pod wpty-
wem podwyzszonego stezenia homocysteiny ulega synte-
zie ijest zlokalizowane w siateczce $rédplazmatycznej [72],
W moézgach chorych na chorobe Alzheimera, stwierdzono
podwyzszony poziom biatka Herp, co moze mie¢ wptyw na
powstawanie /t-amyloidu [73,74].

METABOLIZM HcyTl U ROSLIN

Jako uzupetnienie nalezy dodaé, ze Hcy Tl moze pojawiac
sie rdwniez u roslin. W siewkach tubinu zéttego (Lupinus
luteus) rosngcego w obecnosci aminopteryny, powodujacej
akumulacje Hcy poprzez zablokowanie szlaku remetylacji
Hcy do metioniny, obserwowano nagromadzanie sie HcyTI.
Metionina hamowata proces syntezy HcyTI, co wskazywato
na udziat syntetazy metionylo-tRNA. Syntetaza metionylo-
tRNA z ryzu (Oryza sativa) eksprymowana w E. coli synte-
tyzowata HcyTl in vitro. Dalsze badania dowiodty, ze rosli-
ny sg zabezpieczone przed toksycznym dziataniem HcyTl,
posiadajg bowiem enzym degradujgcy ten zwigzek do Hcy
[75]. Roslinna tiolaktonaza rézni sie od opisanych wyzej
tiolaktonaz z surowicy i od BLH przede wszystkim szerszg
specyficznoscig substratowa. Poza tubinem zéttym hydro-
laze HcyTl odkryto u przedstawicieli dyniowatych [Grze-
chowiak i Zimny, dane nieopublikowane]. Dotychczas nie
badano toksycznosci HcyTI u roslin.

PERSPEKTYWY

W niniejszym artykule przeglgdowym starano sie przy-
blizy¢ obecny stan wiedzy o mechanizmach chronigcych
przed toksycznoscig homocysteiny. Skupiono sie gtéwnie
na biochemicznych mechanizmach usuwania HcyTI obser-
wowanych u cztowieka i w drozdzach, gdyz u tych organi-
zmoéw zostaly one najlepiej poznane. Wyniki prezentowa-
ne w cytowanych publikacjach pozwalajg wytyczy¢ nowe
kierunki wartych podjecia badan. Szczeg6lnie interesujace
wydajg sie byé badania funkcji ochronnej BLH przed tok-
sycznoscig homocysteiny u cztowieka. Ciekawe wydaje sie
réwniez zbadanie zalezno$ci pomiedzy poziomem syntezy i
aktywnoscig BLH, a chorobami neurodegeneracyjnymi.

Hydrolaza bleomycyny stala sie przedmiotem badan,
gdyz powoduje odporno$¢ wielu typéw nowotworéw na
chemioterapeutyk, bleomycyne. Wydaje sig, ze mozna by
sprébowac zastosowac HcyTl w terapii nowotworéw wraz-
liwych na bleomycyne, po uprzednim ustaleniu w nich po-
ziomu aktywnosci BLH i jej ewentualnym zablokowaniu.
Tym bardziej, ze w wielu tkankach nowotworowych stwier-
dzono podwyzszone stezenie endogennego tiolaktonu ho-
mocysteiny [76], co moze czynié te tkanki bardziej wrazli-
wymi na toksyczne dziatanie egzogennego HcyTl. Naleza-
toby jednak wzigé wowczas pod uwage ryzyko wystapienia
choréb, spowodowanych podwyzszonym stezeniem HcyTl,
u 0s6b poddawanych terapii.

Zastanawiajace jest tez to, czy powstawanie HcyTI oraz
modyfikacje biatek, ktére zwiazek ten powoduje sg tylko
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przypadkowymi zjawiskami majgcymi negatywne konse-
kwencje, czy tez procesy te majg inne, nieznane dotad, zna-
czenie. Neutralna czgsteczka swobodnie dyfundujaca przez
btony biologiczne w fizjologicznym pH, ze zdolnoscia do
modyfikacji biatek mogtaby by¢é np. elementem uktadu
sygnatowego. Zastosowanie coraz czulszych metod anali-
tycznych pozwalajgcych $ledzi¢ losy niemal pojedynczych
czasteczek z pewnosciag przyblizy nas do znalezienia odpo-
wiedzi na te i inne pytania dotyczace metabolizmu Hcy.
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Mechanisms that protect against homocysteine toxicity
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ABSTRACT

Elevated concentrations of homocysteine (Hcy) in human tissues have been correlated with some diseases, such as cardio-vascular, neuro-
degenerative, and kidney disorders. Hcy occurs in human blood in several forms. The most reactive is homocysteine thiolactone (HcyTl). It
spontaneously homocysteinylates proteins impairing their functions. As has been evidenced recently, organisms developed protective mecha-
nisms against the HcyTI toxicity. The first mechanism discovered was the calcium-dependent enzyme occurring in mammalian sera, known
till then as paraoxonase, which hydrolyzes HcyTI to Hecy. Chronologically second mechanism discovered was urinary excretion of HcyTl. The
third protective mechanism is the HcyTIl hydrolysis catalyzed by intracellular enzyme known as bleomycin hydrolase. This review outlines
current knowledge of the Hcy toxicity and of the three aforementioned protective mechanisms, emphasizing the role of bleomycin hydrolase/

homocysteine-thiolactonase.
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Szlaki przekazywania sygnatow indukowane przez etylen

Etylen uczestniczy w regulacji wielu proceséw wzrostu i rozwoju rosélin. Szlaki sygnali-
zacyjne tego hormonu aktywuje pie¢ zlokalizowanych w siateczce $rédplazmatycznej
receptoréw, ktére swag budowa przypominajg bakteryjne dwusktadnikowe kinazy histydy-
nowe. W stanie podstawowym receptory etylenu aktywuja biatko CTR1, ktére jest negatyw-
nym regulatorem (represorem) jadrowego biatka EIN2, bedacego z kolei aktywatorem kaska-
dy czynnikéw transkrypcyjnych, odpowiedzialnych za regulacje ekspresji genéw odpowie-
dzi roslin na etylen. Poziom biatka EIN3, jak i innych elementéw szlaku sygnalizacyjnego
etylenu, podlega ztozonym regulacjom na poziomie transkrypcyjnym i potranslacyjnym, w
ktére zaangazowane sg rézne czynniki wewnetrzne i srodowiskowe.

WPROWADZENIE

Etylen, gazowy hormon roslinny, odgrywa istotng role w funkcjonowaniu ro-
$liny na wszystkich etapach jej rozwoju. Wptywa m.in. na kietkowanie nasion,
wzrost, starzenie roslin oraz dojrzewanie owocow [1,2]. Bierze rowniez udziat
w reakcjach rosliny na rézne biotyczne, jak i abiotyczne czynniki $rodowisko-
we. Biosynteza etylenu zostata juz przez nas szczegétowo opisana wczes$niej
[3]. Jednym z najlepiej znanych efektow fizjologicznych dziatania etylenu jest,
tzw. potréjna odpowiedZ. U rosngcych w ciemnosci siewek Arabidopsis thaliana
przejawia sie ona nadmiernym wygieciem haczykowatego zagiecia szczytowej
czesci pedu, radialnym grubieniem hypokotyla i zahamowaniem jego wzro-
stu wydtuzeniowego, a takze zahamowaniem wzrostu korzenia. Zastosowanie
najnowszych technik biologii molekularnej, genetyki i biochemii w znaczgcym
stopniu umozliwity poznanie szlaku przekazywania sygnatu etylenowego.
Wiedzie on od siateczki $rddplazmatycznej (ER) do jadra, gdzie dochodzi do
zmian poziomu ekspresji odpowiednich gendéw, co przektada si¢ na powsta-
wanie specyficznych odpowiedzi morfologicznych i fizjologicznych. W stanie
podstawowym (brak etylenu) aktywno$¢é receptora blokuje szlak prowadzacy
do aktywacji genow odpowiedzi na etylen, a zwigzanie hormonu prowadzi do
jego dezaktywacji, co w konsekwencji znosi represje szlaku (derepresja). Niniej-
sza praca ma na celu przedstawienie wynikow najnowszych badan dotyczacych
funkcjonowania szlaku sygnalizacyjnego etylenu, a takze jego oddziatywan ze
szlakami sygnalizacyjnymi innych hormondéw.

RECEPTORY ETYLENU

Pierwsze wzmianki o receptorze etylenu pochodzg z lat 60. XX wieku. [4],
Jednak zidentyfikowano go dopiero na przetomie lat 80. i 90., dzieki wyselekcjo-
nowaniu mutanta A. thaliana niewrazliwego na etylen - etrl (ang. ethylene respon-
sel) [5,6]. Biatko ETR1 kodowane jest przez gen ETR1. W pdzniejszym czasie od-
kryto cztery kolejne receptory: ETR2 (ang. ethylene response2), EIN4 (ang. ethylene
insensitive4), ERS1 (ang. ethylene resistant!), ERS2 (ang. ethylene resistant2) oraz
potwierdzono ich zdolno$¢ wigzania etylenu in planta [7-10].

Receptory etylenowe sktadaja sie z 3 domen: sensorowej, kinazowej i odbior-
czej (regulator odpowiedzi). Domena sensorowa obejmuje N-koniec biatka, gdzie
zlokalizowane sg regiony transbtonowe oraz domena GAF [11-13]. Struktury te
biorg udziat w zakotwiczaniu receptora w btonach ER, co umozliwia fatwy i
szybki dostep liganda. Ponadto, w obrebie odcinkdw transhtonowych znajdujg
sie miejsca odpowiedzialne za wigzanie hormonu - EBD (ang. ethylene binding
domain), wigzanie kofaktora - Cu(l) oraz dimeryzacje receptoréw [8,14,15].

Domena kinazowa wykazuje wysokie podobienstwo do kinaz histydyno-
wych, u ktérych w centrum katalitycznym wystepuje 5 kluczowych dla ich ak-
tywnosci regionéw (H, N, GI, F, G2) [13], Tylko ETR1 i ERS1 posiadajg wszystkie
wymienione regiony. Pozostate receptory mimo braku niektérych z nich moga,
podobnie jak fitochromy, funkcjonowac¢ jako kinazy Ser/Thr [16,17]. Takg ak-
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ceptory etylenu

99



tywnos$¢ wykazano w przypadku receptora etylenu NTHK1
z tytoniu [18].

Domena odbiorcza receptoréw etylenu jest podobna do
regulatora odpowiedzi bakteryjnych kinaz dwusktadniko-
wych. Jest ona zlokalizowana na koncach C trzech sposréd
pieciu receptoréw (ETR1, ETR2 i EIN4) [13,16].

Na podstawie struktury i podobiefstwa sekwencji re-
ceptory etylenu podzielono na dwie podrodziny (Ryc.l) [9].
Podrodzina | obejmuje ETR1 i ERS1, kt6re posiadajg konser-
wowang domene kinazy His oraz 3 hydrofobowe regiony
transbtonowe w N-konAcowej czesci biatka. W sktad podro-
dziny Il wchodzg natomiast ETR2, ERS2 i EIN4 zawierajgce
na N-koncu zdegenerowang domene kinazy His oraz 4 hy-
drofobowe regiony transbtonowe.

Prawdopodobnie obie klasy receptoréw uzupetniajg sie
wzajemnie, gdyz zaréwno podwaojne (etrl:ersl), jak i potrdj-
ne (etr2:ers2:ein4) mutanty Arabidopsis thaliana reaguja na
egzogenny etylen [20]. Receptory z podrodziny | odgrywa-
ja wiekszg role w percepcji etylenu u roslin rosngcych na
Swietle. Wykazano bowiem, ze na Swietle u podwdjnych
mutantéw A. thaliana etrl:ersl nadekspresja genéw kodu-
jacych receptory etylenu z podrodziny Il nie byta w stanie
przetamac ich charakterystycznego fenotypu (miniaturowa
rozeta, obnizona ptodnos$¢, zmieniona morfologia kwiatu)
[20,21].

Wszystkie receptory etylenu ulegajg autofosforylacji, a
obecno$¢ funkcjonalnej domeny kinazowej jest konieczna
dla przekazywania sygnatu [22-25]. Miejscem fosforylacji w
ETR1 jest zachowana ewolucyjnie reszta His, natomiast po-
zostate receptory in vitro wykazujg aktywnos$¢ kinazy sery-
nowej. Niemniej jednak autofosforylacja reszty Ser w ERS1
przypuszczalnie nie ma istotnego znaczenia in vivo, gdyz
okazato sie, ze receptor ten ma rowniez aktywno$¢ kinazy
His [23],
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Kycina I. Kodzina receptorow etylenu u Arabidopsis tnaliana. Keceptory z pod-
rodziny | posiadaja wszystkie zachowane ewolucyjnie motywy charakterystycz-
ne dla kinaz histydynowych oraz trzy odcinki transbtonowe w obrebie domeny
sensorowej. Receptory z podrodziny Il posiadaja zdegenerowang domene kina-
zowag oraz cztery odcinki transbtonowe w obrebie domeny sensorowej. Domena
odbiorcza (regulator odpowiedzi) jest obecna w trzech biatkach receptorowych:
ETR1, ETR2 i EIN4. Wszystkie receptory posiadaja domene GAF 0 nieznanej
funkcji. Szczegdtowy opis w tekscie (wg [19], zmodyfikowane).
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Domena regulatora odpowiedzi biatek ETR1, ETR2 i
EIN4 nie odgrywa zasadniczej roli w przekazywaniu sy-
gnatu etylenowego, cho¢ w niektérych reakcjach ros$lin (np.
wydtuzanie hypokotyla) wymagana jest zarowno domena
kinazowa, jak i odbiorcza [24-30]. Zar6wno domena regu-
latora odpowiedzi, jak i domena kinazy His receptorow
sg istotne w przekazywaniu sygnatu na kolejne elementy
szlaku, jednakze mechanizm tego oddziatywania jest ciggle
nieznany.

Funkcja lezacej miedzy odcinkiem sensorowym a kina-
zowym domeny GAF nie jest do konca jasna. Domena ta
wystepuje w réznych biatkach sygnatowych organizmow
prokariotycznych i eukariotycznych [31]. Wydaje sie, ze
moze ona wigza¢ mate ligandy, jak np. tetrapirole czy nu-
kleotydy, stanowigc miejsce dodatkowej regulacji aktywno-
§ci receptorow.

W badaniach z genetycznie zmodyfikowanym biatkiem
ETR1 wykazano, ze do zwigzania etylenu istotnych jest 7
reszt aminokwasowych zlokalizowanych w obrebie pierw-
szego (AspA Tyr@ lled Prod) i drugiego (lle® Cyse His®)
odcinka transbtonowego [32]. Regiony te prawdopodobnie
tworzg kieszen wigzacg etylen i jony Cu(l). Trzeci region
transbtonowy przypuszczalnie stabilizuje strukture kiesze-
ni. W wigzaniu Cu(l) uczestniczg Cyséb i His® [14]. W do-
starczaniu jondw miedzi uczestniczy biatkowy transporter
- RANI (ang. responsive to antagonist 1) [33], Utworzenie
kompleksu hormon-kofaktor-receptor prowadzi do zmian
konformacyjnych w obrebie miejsca wigzania, ktore zapo-
czatkowuja kaskade sygnatowg [14].

BIALKO CTR1

Pierwszym po receptorze sktadnikiem taricucha przeka-
zywania sygnatu etylenowego jest biatko CTR1 (ang. con-
stitutive triple response 1). Funkcjonuje ono jako negatywny
regulator (represor) aktywnos$ci kolejnego sktadnika szla-
ku. Gen kodujagcy biatko CTR1 zidentyfikowano analizujgc
genom mutanta Ctrl A. thaliana, odznaczajgcego sie fenoty-
pem ciagtej odpowiedzi etylenowej, nie ustepujacej nawet
po podaniu inhibitoréw biosyntezy etylenu [34]. CTR1 jest
kinazg Ser/Thr, ktdrej koniec C jest podobny do biatek z ro-
dziny kinaz Raf. Za oddziatywania z receptorami etylenu
odpowiada domena zlokalizowana na N-koncu biatka. Od-
dziatywania te sprawiajg, ze CTR1 uznawane jest za biatko
btonowe, mimo braku w czasteczce odcinkdw transbtono-
wych [35]. Zwigzanie receptorow z CTR1 jest na tyle silne,
ze funkcjonujg one w postaci komplekséw (sygnatosomow).
Podwdjne i potrojne mutacje genéw kodujacych receptory
oraz mutacje konca N biatka CTR1 powodujg jego akumu-
lacje w cytosolu. W konsekwencji prowadzi to do utraty
funkcji CTR1 i wyksztatcenia fenotypu ciggtej odpowiedzi
etylenowej [35-38].

Poczatkowo zaktadano, ze zwigzanie etylenu powo-
duje oddysocjowanie CTR1 od kompleksu sygnatowego.
Obecnie przyjmuje sie, ze derepresja szlaku sygnatowego
nastepuje wskutek zmian konformacyjnych powstatych w
obrebie kompleksu receptor/CTRI po zwigzaniu etylenu
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Rycina 2. Mechanizm oddziatywania receptoréw etylenu z biatkiem CTR1. Receptory
etylenu funkcjonujajako dimery w btonie ER. Koniec N wszystkich receptoréw odpowia-
da za wigzanie etylenu oraz kofaktora - jonéw Cu(l). A. Pod nieobecno$¢ etylenu recep-
tory oddziatujaz N-konncowaczesciag CTRL Oddziatywanie to utrzymuje CTR1 w stanie
aktywnosci blokujac powstawanie reakcji na hormon. B. Zwiazanie etylenu z recepto-
rem wywotuje zmiany konformacyjne receptora i CTR1 powodujac dezaktywacje tego
ostatniego, co pozwala na powstanie odpowiedzi etylenowej (model I). C. Po zwigzaniu
etylenu, zmiany konformacyjne receptoréw powoduja oddysocjowanie CTR1 od kom-
pleksu ijego dezaktywacje, doprowadzajac do powstania odpowiedzi etylenowej (model
11). Receptory: fioletowy - regiony transhtonowe domeny sensorowej, czarny - domena
GAF, z6tty - domena kinazowa, niebieski - domena odbiorcza; CTR1: zielony - koniec
N, czerwony - koniec C. Szczegdtowy opis w tekscie (wg [35,39], zmodyfikowane).

(Ryc. 2) [35]. Do prawidtowego funkcjonowania CTR1 nie-
zbedna jest natomiast jego aktywnos$¢ kinazowa.

Zaktada sie, ze CTR1 oddziatuje bezposrednio z biatkiem
EIN2 (ang. ethylene insensitive!). Jednakze w ostatnich latach
pojawity sie doniesienia, ze w szlaku sygnatowym etylenu
u A. thaliana biatko CTR1 moze funkcjonowac jako sktadnik
kaskady kinaz MAP fosforylujacej, m.in. biatko MPK6 [40],
Okazato sie jednak, ze zaréwno obnizenie, jak i zahamowa-
nie ekspresji MPK6 nie zaburza odpowiedzi roslin na etylen
[41-43]. Wydaje sie wiec, ze MPK6 bierze udziat raczej w
regulacji biosyntezy etylenu, a nie w przekazywaniu sygna-
tu etylenowego, natomiast podobienistwo CTR1 do kinaz
MAP ogranicza sie jedynie do podobiefstwa sekwencji [41].
Szczegbtowe wyjasnienie tych oddziatywan wymaga dal-
szych badan.

BIALKO EIN2

Kolejnym elementem szlaku sygnalizacyjnego etylenu
jest biatko EIN2 (ang. ethylene insensitive!) [44]. Wszystkie
znane reakcje roslin wywotywane przez etylen wymagajg
obecnosci tego biatka, stad wydaje sie ono stanowi¢ kluczo-
wy element szlaku.

Struktura EIN2 jest wysoce zrdznicowana. Koniec N
biatka, na ktorym zlokalizowanych jest 12 hydrofobowych
domen transbtonowych, odpowiada za odbidr sygnatu od
kompleksow receptory/CTR1 [44], Domena ta wykazu-
je podobienstwo do transporteréw jonéw metali ciezkich
nalezagcych do rodziny NRAMP (ang. natural resistance-as-
sociated macrophage proteins) [45,46], Biatka z tej rodziny sg
istotne dla utrzymania homeostazy jonéw kadmu izelaza w

Postepy Biochemii 54 (1) 2008

komorce. Jak dotychczas u EIN2 nie wykazano wia$ciwosci
transportera jonow.

Koniec karboksylowy EIN2 zawiera domene ,coiled-
coil", ktdra jest odpowiedzialna za oddziatywania biatko-
biatko [44], Przyjmuje sie, ze ta cze$¢ peptydu odpowiada
za przekazywanie sygnatu do kolejnych komponentéw
szlaku, gdyz transgeniczne linie A. thaliana z nadekspresja
C-koncowego fragmentu biatka EIN2 charakteryzowaly sie
konstytutywng aktywacjg odpowiedzi etylenowych. Mimo
znacznego postepu w badaniach nad przekazywaniem sy-
gnatu etylenowego, molekularny mechanizm dziatania oraz
subkomorkowa lokalizacja EIN2 nadal pozostaja niejasne.

KASKADA CZYNNIKOW TRANSKRYPCYJINYCH

EIN2 aktywuje jadrowe biatko EIN3 (ang. ethylene insen-
sitive3), ktére zapoczatkowuje kaskade czynnikéw trans-
krypcyjnych (Ryc. 3) [47], U A. thaliana EIN3 kodowane
jest przez gen nalezacy do malej rodziny, w skiad ktérej
wchodza dodatkowo EIL1-EIL5 (ang. EIN3-like). Czynniki
transkrypcyjne kodowane przez te geny stanowia kolejne
elementy kaskady regulujacej ekspresje gendéw indukowa-
nych przez etylen [47-49], Biatka EIN3 i EIL1 charakteryzuja
sie najwiekszym podobienstwem i przypisuje sie im udziat
w wiekszosci reakcji na etylen [39], Geny kodujace biatka
spokrewnione z EIN3 znaleziono réwniez u tytoniu, pomi-
dora i fasoli [50-52], Poziom iwzorzec ekspresji tych genéw
u poszczeg6lnych gatunkéw roslin jest zréznicowany.

Opisane wyzej czynniki transkrypcyjne wigzg sie bezpo-
$rednio do sekwencji PERE (ang. primary ethylene response
element) promotorow genéw z rodziny EREBP (ang. ethylene
response element binding protein) [39], Biatka EREBP sg cha-
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Rycina 3. Szlak przekazywania sygnatu etylenowego. Szczeg6towy opis w tek-
$cie (wg [39,57], zmodyfikowane).
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rakterystyczne tylko dla roslin. Pierwotnie zidentyfikowa-
no je u tytoniu i stwierdzono, ze wigzg sie one do sekwencji
GCC promotorow gendéw regulowanych przez etylen [53],
EIN3, EIL1 i EIL2 wigzg sie w postaci homodimeréw do
krotkiego palindromowego regionu promotora genu ERF1
(ang. ethylene responsefactorl) - EBS (ang. EIN3-binding site)
[49]. ERF1 jest biatkiem z rodziny EREBP, ktére uczestniczy
w reakcjach zahamowania wzrostu korzeni i hypokotyla,
ale nie uczestniczy w tworzeniu haczykowatego zagiecia
pedu [47,49], Stwierdzono, ze poznane dotychczas biatka
ERF1, ERF2 i ERF5 petnig funkcje aktywatorow, natomiast
biatka ERF3, ERF4, ERF7-ERF12 - represorow genow wtor-
nych odpowiedzi etylenowych [54,55], Poniewaz cze$¢ ge-
néw aktywowanych przez etylen nie zawiera w swoich se-
kwencjach promotorowych zaréwno miejsc EBS, jak i kaset
GCC, oznacza to, ze ich regulacja odbywa sie z pominieciem
EIN3 i ERF1 [56],

REGULACJA SZLAKU SYGNALOWEGO ETYLENU

REGULACJA EKSPRESJI GENOW KODUJACYCH
ELEMENTY SZLAKU SYGNALOWEGO ETYLENU

Wykazano, ze zaréwno u A. thaliana, jak i pomidora eks-
presja gendéw kodujacych receptory etylenu zachodzi w ca-
tej roslinie. Jej poziom jest jednak zréznicowany i zalezny
od rodzaju tkanki i etapu rozwojowego [9,58,59]. Jednym
z czynnikéw indukujacych ekspresje ERS1, ETR2 i ERS2
jest sam etylen [9], Zwiekszanie ilosci receptoréow (beda-
cych negatywnymi regulatorami szlaku) prowadzi z kolei
do obnizenia wrazliwosci na ten hormon (desensytyzacja).
Jak wykazano, mechanizm taki ogranicza rozprzestrzenia-
nie sie nekrozy u pomidora, bedacej nastepstwem infekcji
patogenami [60]. Indukowane przez etylen powstawanie
nowej puli receptoré6w ma réwniez inne znaczenie dla funk-
cjonowania jego szlaku sygnatowego. Badania pokazujg, ze
wigzanie etylenu z receptorami jest stosunkowo trwate. W
przypadku ETR1 okres potowicznego rozpadu kompleksu
hormon/receptor wynosi ponad 12 godzin [11]. W takiej sy-
tuacji tylko synteza nowych receptoréw umozliwia roslinie
natychmiastowg reakcje na spadek stezenia etylenu (resen-
sytyzacja) [25,29].

W reakcjach rosliny na abiotyczne czynniki stresowe
(stres solny i osmotyczny) dochodzi natomiast do hamo-
wania ekspresji ETR1 [61]. Zmniejszona ilo$¢ negatywnych
regulatoréw szlaku, jakimi sg receptory etylenu powoduje,
ze odpowiedz rodliny na stres nastepuje juz przy niskich
stezeniach hormonu. Hamujacy wptyw etylenu na ekspre-
sje ETR1 stwierdzono réwniez w obrebie haczykowatego
zagiecia wierzchotka pedu etiolowanych siewek Arabidopsis
thaliana [62],

Istnieje niewiele danych dos$wiadczalnych na temat re-
gulacji na poziomie transkrypcyjnym dalszych elementow
szlaku sygnatowego etylenu. Etylen wptywa na ekspresje
genow LeCTRI w niedojrzatych owocach i lisciach pomidora
oraz EIN2 w zarodkach kukurydzy, jednakze takiej aktyw-
nosci nie udato sie wykaza¢ u innych roslin, m.in. u A. tha-
liana [16,35,63,64]. Mimo, ze u A. thaliana ekspresja EIL1 jest
zalezna od etylenu, to og6lnie przyjmuje sie, ze nie wptywa
on bezposrednio na ekspresje czynnikdw transkrypcyjnych
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z rodziny EIN3/EIL [47,50,52,65]. Wydaje sie raczej, ze regu-
lacja ich stezenia zachodzi gtéwnie na poziomie potransla-
cyjnym [29],

POTRANSLACYJNA REGULACJA BIALEK
SZLAKU ETYLENOWEGO

Regulacja aktywnosci licznych biatek regulatorowych be-
dacych sktadnikami szlakéw sygnatowych auksyn, gibere-
lin czy kwasu jasmonowego odbywa sie poprzez ich selek-
tywng degradacje z udziatem proteasomu 26S [66-68], Me-
chanizm ten ma réwniez zastosowanie w przypadku regu-
lacji stezenia sktadnika szlaku etylenowego EIN3 [47], Pod
nieobecnos¢ etylenu EIN3 jest wigzane przez zawierajgce
kasete F biatka EBF1 i EBF2 (ang. EIN3 binding factor) i przy
udziale kompleksu ligazy E3 typu SCF wyznaczane do de-
gradacji przez proteasom 26S [57,69,70]. Podanie egzogen-
nego etylenu powoduje zahamowanie degradacji i wzrost
poziomu EIN3. Szczeg6towy mechanizm blokowania de-
gradacji EIN3 przez ten hormon nie jest jasny. Moze on po-
lega¢ na wzroscie trwatosci biatka EIN3, badz tez obnizeniu
poziomu i/lub aktywnosci biatek EBF lub innych sktadni-
kéw kompleksu ligazy E3 typu SCF. Przypuszcza sie, ze
EBF1 kontroluje poziom EIN3 przy niskich stezeniach ety-
lenu, natomiast EBF2 przy wyzszych stezeniach [57,69,70].
Taki uktad pozwala roslinie efektywniej reagowac na zmia-
ny stezenia tego hormonu. Obserwowany wzrost poziomu
EIN3 po podaniu etylenu u podwdjnych mutantow ebfl:ebf2
oraz ros$lin transgenicznych z nadekspresjg EIN3 sugeruje
istnienie réwniez innego, niz selektywna degradacja w pro-
teasomie, mechanizmu regulujacego aktywno$¢ tego biatka
[47,70],

WSPOLDZIALANIE SZLAKU SYGNALOWEGO
ETYLENU Z INNYMI SZLAKAMI

Etylen moduluje ekspresje 3-7 % wszystkich gendéw
zaangazowanych w regulacje réznych proceséw biologicz-
nych u A. thaliana [65,71,72], Poziom ekspresji czesci z tych
gendw jest obnizany, a czesci podwyzszany, co wskazuje na
znaczenie zarowno aktywatorow, jak i represoréw w po-
wstawaniu reakcji na etylen. W regulacji ekspresji genow
zaleznych od etylenu, majg znaczenie réwniez czas ekspo-
zycji na hormon, jego stezenie, rodzaj tkanki oraz faza roz-
woju rosliny [19]. Wyniki badan pokazuja, ze etylen uczest-
niczy w kontroli wzrostu, rozwoju oraz reakcjach roslin
na bodZce Srodowiskowe poprzez rozlegte oddziatywania
swojego szlaku sygnalizacyjnego ze szlakami sygnalizacyj-
nymi uruchamianymi, m.in. przez $wiatto, auksyny, gibere-
liny, kwas jasmonowy, kwas salicylowy, cytokininy i cukry
(Ryc.4) [73],

Wspotdziatanie etylenu z auksynami zostato poznane
najlepiej na przyktadach hamowania przez etylen wzrostu
korzenia i tworzenia haczykowatego zagiecia wierzchotka
pedu. W pierwszym z tych przypadkdw etylen specyficznie
indukuje w wierzchotku korzenia ekspresje genéw WEI2
i WEI7 (ang. weak ethylene insensitive) kodujgcych podjed-
nostki a i P syntazy antranilowej, katalizujacej biosynteze
tryptofanu - prekursora w biosyntezie auksyn [74], W kon-
sekwencji dochodzi do akumulacji auksyny i zahamowania
wzrostu korzenia. Mutanty wei2 i wei7 sg niewrazliwe na
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Rycina 4. Udziat etylenu w regulacji réznych
proceséw wzrostu i rozwoju roslin.

etylen i nie obserwuje sie u nich
akumulacji auksyn w wierzchot-
ku wzrostu korzenia [75].

Tworzenie haczykowatego
zagiecia pedu zabezpiecza wierz-
chotek wzrostu przed uszkodze-
niem podczas kietkowania. Istot-
ng role w tworzeniu tej struktu-
ry u A. thaliana odgrywa biatko
HLS1 (ang. hooklessl) bedace
N-acetylotransferazg [6]. HLS1
bierze udziat w regulacji stezenia
ARF2 (ang. auxin responsefactor2),
bedgcego regulatorem odpowie-
dzi auksynowych. Wykazano, ze
etylen stymuluje ekspresje genu
HLS1, przez co wptywa rowniez
na poziom ARF2. Biatko ARF2
odpowiada za asymetryczng dys-
trybucje auksyny w obrebie tego
fragmentu pedu, prowadzac do
nierbwnomiernego
nia sie komoérek i wytworzenia
zagiecia [62,76], Istotng role w | WEI2[7
tworzeniu haczykowatego zagie-
cia wierzchotka pedu odgrywajg J
réwniez Swiatto i gibereliny. Ho- v
mologiczne do HLS1 geny znale-
ziono takze u grochu (Ps-HLS1 i
Ps-HLS2). Ich ekspresja jest takze
aktywowana przez etylen [77],

Jak przedstawiono wczesniej,
regulacja wielu odpowiedzi na
etylen zachodzi poprzez czynnik i
transkrypcyjny ERF1. Biatko to
wigze sie takze do promotoréw |
kilku genéw odpowiedzi na pa-
togeny, m.in. PDF1.2 (ang. plant
defensin 1.2) i PR-4 (ang. patogen-related 4) [53,78,79], W pro-
motorze obu gendéw zlokalizowana jest kaseta GCC. Okazu-
je sie jednak, ze poza etylenem do indukcji tych odpowiedzi
konieczny jest takze kwas jasmonowy [80,81], Przypuszcza
sie, ze ekspresja ERF1 jest wynikiem synergistycznego dzia-
tania obu hormondéw, gdyz zardwno mutacje zaburzajace
przekazywanie sygnatu etylenowego, jak i kwasu jasmono-
wego hamujg reakcje obronne. Wydaje sie zatem, ze ERF1
jest istotnym elementem integrujgcym szlaki sygnatowe
etylenu i kwasu jasmonowego.

Istotne znaczenie oddziatywan etylenu i cukréw w regu-
lacji wzrostu i rozwoju ro$lin odkryto stosunkowo niedaw-
no. Istotg tych oddziatywarn jest ich antagonistyczny wptyw
na stabilno$¢ biatka EIN3 [82], Etylen obniza, a glukoza
przy udziale receptora - heksokinazy (AtHXKI) - zwieksza
szybko$¢ degradacji tego biatka. Wydaje sie, ze zwiekszo-
na degradacja EIN3 w obecnosci glukozy przyczynia sie do
promocji wzrostu rosliny wskutek zahamowania niektorych
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odpowiedzi etylenowych, jak cho¢by hamowania wydtuza-
nia sie komorek [82], Prawdopodobnie oddziatywania mie-
dzy etylenem icukrami odbywaja sie nie tylko na poziomie
degradacji EIN3. Zauwazono bowiem, ze glukoza hamuje
transkrypcje genow, ktorych produkty zaangazowane sg
zaréwno w biosynteze etylenu, jak i przekazywanie sygnatu
etylenowego [83].

Ogromne znaczenie w regulacji wzrostu i rozwoju roslin
majg takze oddziatywania etylenu z giberelinami. Odpo-
wiedzialne m.in za regulacje wzrostu wydtuzeniowego ko-
marek gibereliny, funkcjonujg zazwyczaj antagonistycznie
do etylenu. Jednakze rola jaka odgrywajg gibereliny w two-
rzeniu haczykowatego zagiecia pedu wskazuje na znacznie
bardziej ztozone oddziatywania obu hormondéw. W bada-
niach nad przejsciem nasion Fagus sylvatica (buk zwyczajny)
ze stanu spoczynku do kietkowania pokazano, ze etylen i
gibereliny reguluja ekspresje kluczowych genéw bioracych
udziat w biosyntezie tych hormonéw - FsSACOI i FsGA-
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200x| [84,85]. Traktowanie nasion F. sylvatica inhibitorami
biosyntezy giberelin (PCB - paklobutrazol) i etylenu (AOA
- kwas aminooksyoctowy) prowadzito do wzrostu poziomu
ekspresji FsGA20ox| [84]. Jednocze$nie zaobserwowano, ze
GA3odwraca efekt AOA, a aplikacja etefonu (zrodta etyle-
nu) - efekt PCB. Wynika stad, ze zarowno gibereliny, jak i
etylen hamuja ekspresje genu FsGA20oxl. Odwrotny efekt
obserwowano w przypadku wptywu obu hormonéw na
ekspresje FSACOI, ktérego produkt katalizuje ostatni etap
biosyntezy etylenu [85]. Zaréwno gibereliny, jak i etylen
znaczgco zwiekszaty poziom ekspresji FSACOI, co zwigza-
ne byto ze wzrostem produkcji etylenu.

Wydaje sie, ze oddziatywanie etylenu z giberelinami od-
bywa sie na poziomie biatek DELLA, bedacych negatywny-
mi regulatorami szlaku odpowiedzi na gibereliny [86]. Do-
wodow na potwierdzenie tego dostarczaja wyniki ostatnich
badan nad rolg giberelin i etylenu w reakcji na stres solny
oraz w regulacji kwitnienia u A. thaliana [87,88],

PODSUMOWANIE

Prosta budowa i nieskomplikowany szlak biosyntezy
etylenu sprawiaja, ze w poréwnaniu z innymi hormonami
roslinnymi, mechanizmy regulujace jego zawarto$¢ w ko-
marce sg stosunkowo dobrze poznane. Istotny postep do-
konat sie rowniez w rozumieniu mechanizméw percepcji
i przekazywania sygnatow wywotywanych przez etylen.
Okazuje sie, ze poza sprzezeniem zwrotnym pozytywnie
regulujgcym biosynteze etylenu, istnieje caty szereg innych
mechanizmdw modulujgcych funkcjonowanie samego szla-
ku. Ma to miejsce zaréwno na poziomie percepcji, jak i prze-
kazywania sygnatu. Wéréd tych mechanizmdéw wazng role
odgrywa, podlegajgca dodatkowym regulacjom, proteoli-
tyczna degradacja czynnikoéw transkrypcyjnych z rodziny
EIN3.

Regulacja wzrostu i rozwoju roélin z udziatem etylenu
odbywa sie poprzez bezposredni wptyw na ekspresje od-
powiednich genow efektorowych, ale réwniez poprzez
wplyw na biosynteze, dystrybucje oraz szlaki sygnalizacyj-
ne innych hormondéw i czastek sygnatowych (np. NO). Licz-
ne oddziatywania etylenu z innymi szlakami sygnatowymi
funkcjonujacymi w ro$linie Swiadczag o jego znaczacej roli
w regulacji wzrostu i rozwoju. Szczeg6towy przebieg wielu
z tych oddziatywan wymaga jeszcze dogtebnego poznania.
Wyjasnieniawymaga réwniez funkcjonowanie samego szla-
ku sygnalizacyjnego, jak chociazby, w jaki spos6b receptory
modulujg wzajemng aktywno$¢ czy jaki jest doktadny me-
chanizm oddziatywan receptoréw i CTR1.
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ABSTRACT

Ethylene is involved in the regulation of many growth and developmental processes in plants. Signaling pathways of the hormone are ac-
tivated by five receptors, which are localized in membranes of endoplasmic reticulum and are similar to bacterial two-component histidine
kinases. In the air, ethylene receptors activate CTR1 protein, which is a negative regulator (repressor) of nuclear protein - EIN2. In turn, EIN2
is an activator of transcriptional factors cascade responsible for the regulation of the expression of ethylene response genes. The level of EIN3,
as well as other elements of ethylene signal transduction pathway, is subjected to complicated regulations on transcriptional and posttransla-

tional levels, in which other internal and environmental factors are involved.
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Mikromacierze DNA - perspektywy wykorzystania w badaniach

skutecznosci i bezpieczenstwa stosowania lekow

echnologia mikromacierzy stanowi unikalne narzedzie badania ekspresji genéw na

poziomie informacyjnego RNA (mRNA), umozliwiajagce wysokowydajng analize eks-
presji tysiecy genéw w pojedynczym dos$wiadczeniu. Jednym z wazniejszych zastosowan
technologii mikromacierzy DNA, w odniesieniu do badania efektywnosci lekéw i oceny ich
bezpieczenstwa, jest uzycie jej do identyfikacji szlakéw biochemicznych, potencjalnych ce-
I6w nowoczesnych terapii molekularnych, do identyfikacji molekularnych mechanizmoéw
toksycznos$ci oraz do zrozumienia i przewidywania indywidualnej wrazliwosci i opornosci.
Celem napisania niniejszego artykutu byto przedstawienie uzytecznosci technologii mikro-
macierzy DNA na wszystkich etapach procesu powstawania i wdrazania leku.

WPROWADZENIE

Poznanie i zrozumienie funkcji genéw jest jednym z gtéwnych post-genomo-
wvch wyzwan $wiata nauk biologicznych i medycznych, ktore rozszyfrowujac
sekwencje ludzkiego genomu, spektakularnie wkroczyty w XXI wiek. Ostatnie
dziesieciolecie, w tym ostateczne ogtoszenie na poczatku 2003 roku [1] zakon-
czenia projektu: ,,Human Genome Project" i opublikowanie sekwencji genomu
cztowieka oraz opracowanie technologii wysokowydajnego badania ekspresji
gendéw przy uzyciu mikromacierzy, otworzyto nowe perspektywy dla badan z
zakresu wielu dziedzin nauk biomedycznych.

Pomyst jednoczesnego badania ekspresji wielu genéw pojawit sie za sprawg
Augenlichta ijego wspdétpracownikéw w 1987 r., tj. zaledwie 4 lata po wynale-
zieniu przez Mullisa tancuchowej reakcji polimerazy. W 1995 roku zespét na-
ukowcéw ze Stanford University opublikowat prace zatytutowang ,, Quantita-
tive monitoring of gene expresion patterns with a complementary DNA micro-
array" [2]. Autorzy opisali w niej uzycie automatycznego systemu naktadania
fragmentow DNA na szkto. Znakowane cDNA, ktére otrzymano z ré6znych pro-
bek mRNA Arabidopsis thaliana, zhybrydyzowano z sondami DNA na ptytkach.
Przedstawione przez autoréw rozwigzanie stato sie inspiracjg dla kolejnych
przedsiewzie¢ badawczych, o czym Swiadczy liczba cytowan ich publikacji (po-
nad 4 tysigce).

Pod koniec lat 90. wysitek naukowcoéw skupiony byt na udoskonalaniu tech-
niki syntezy in situ, na matych ptytkach szklanych, krotkich oligonukleotydow,
o sekwencjach homologicznych do sekwencji poznawanych genoéw. Dzieki po-
taczonym sitom wielu specjalistéw z ré6znych dziedzin: biologii molekularnej,
informatyki, chemii oraz nowoczesnych mikro- i nanotechnologii, udato sie
skonstruowac ptytki, zawierajace na swojej powierzchni sondy odpowiadajgce
wszystkim znanym transkryptom badanego organizmu. Aktualnie, mikroma-
cierze DNA, ze wzgledu na swojg elastycznos$¢, umozliwiajacg dostosowywanie
profilu analizy (poprzez nanoszenie odpowiednich sond) do wtasnych potrzeb,
staly sie juz standardowg technika wykorzystywang w badaniach molekular-
nych.

Mikromacierze DNA okazaty sie niezwykle przydatne w badaniach biologii
komérki i zaburzen w jej funkcjonowaniu. ldentyfikacja charakterystycznych
zmian w ekspresji genéw w stanach patologicznych umozliwia szybsze i sku-
teczniejsze diagnozowanie chordb, prognozowanie ich przebiegu oraz dopa-
sowanie terapii (poprzez wyhor lekéw) do indywidualnych potrzeb pacjenta.
Ponadto umozliwity poszukiwanie zupetnie nowych celéw terapeutycznych,
wykorzystywanych w projektowaniu lekow oraz wstepng ocene toksycznosci
zwigzkow farmakologicznie czynnych. Wykorzystywane sg takze w badaniach
nad mechanizmem dziatania lekéw oraz zwigzanym z ich aktywnoscig zjawi-
skiem powstawania opornosci na lek. Mikromacierze utatwiajg poszukiwanie
odpowiedzi na pytanie, czesto stawiane przez farmakogenomike: dlaczego lek
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stosowany w tej samej jednostce chorobowej u dwoéch pa-
cjentéw, przynosi u jednego pozadane efekty, a u drugiego
nie.

TECHNOLOGIE MIKROMACIERZY DNA

Powszechne zastosowanie znalazty dwa gtéwne typy
mikromacierzy, ktére odrdznia rodzaj i pochodzenie cza-
steczek umieszczonych na statym poditozu: mikromacierze
cDNA oraz macierze oligonukleotydowe, zwane tez ,,chi-
pami DNA".

W pierwszym przypadku role sond odgrywajg fragmen-
ty cDNA, zwykle o dtugosci 0,5-2,0 kbp, bedace najcze-
$ciej produktami amplifikacji PCR, uzyskanymi z bibliotek
cDNA lub zbioru klondw, w reakcji ze starterami specyficz-
nymi dla wektora lub genu. W drugim przypadku, sondy
stanowig krdtkie oligonukleotydy, zazwyczaj o dtugosci
10-25 bp, otrzymane na drodze syntezy fotolitograficznej in
situ na powierzchni ptytki. Nie tylko rodzaj sond odréznia
oba typy mikromacierzy, réwniez ich konstrukcja przebiega
w zdecydowanie odmienny sposéb [3,4], Zwykle, w przy-
padku mikromacierzy cDNA, jeden gen na ptytce jest repre-
zentowany przez jeden rodzaj sond naniesionych w formie
kropelki - ,,spotu”, w $cisle okreslonym miejscu, zdefinio-
wanym wspétrzednymi [5,6]. Typowa wielko$¢ $rednicy
»Spotéw" wynosi 100-150 gm.

W przypadku drugiego rozwigzania, zaproponowanego
przez firme Affymetrix, znanego pod nazwg ,,.chipy DNA",
dla zapewnienia odpowiednio wysokiej specyficznosci, pro-
jektowanych jest od kilku do kilkunastu rodzajow sond, po-
krywajgcych tacznie kilkusetnukleotydowy odcinek danego
genu. Dodatkowo projektowany jest drugi zestaw sond, z
ktdrych kazda rozni sie od sondy w petni komplementarnej
tylko z jednym nukleotydem. W ten sposob jeden gen jest
reprezentowany na chipie przez kilkanascie par réznych
oligonukleotydéw [7], W tym przypadku wielko$¢ $redni-
cy,,spotow" miesci sie w granicach 2-20 gm. W zaleznosci
od ilosci ,spotow", wystepujacych na zdefiniowanej po-
wierzchni, wyré6znia sie mikromacierze oligonukleotydowe
wysokiej (>10 tys./cm32, $redniej (1 - 10 tys./cm2 i niskiej
(< 1tys./cm2 gestosci.

Oprocz dwdch powyzej opisanych i najszerzej stosowa-
nych systemow, warto wspomnie¢ rowniez o innowacyj-
nym rozwigzaniu [8], polegajagcym na wykorzystaniu tech-
niki hybrydyzacji in situ, umozliwiajacej jednoczesne bada-
nie nawet 1000 fragmentéw tkankowych pod katem delecji
i amplifikacji fragmentéw genomu oraz zmian w ekspresji
mRNA. Istotnym jest, ze przy uzyciu tej techniki mozliwe
jest roznicowanie typow komoérek w pobranym fragmencie
tkanki nowotworowej [9]. Mikromacierze tkankowe stano-
wig ptytki zawierajagce od kilkudziesieciu do kilkuset ma-
tych wycinkéw tkanek réznego typu. Oferowane zestawy
mikromacierzy tkankowych obejmujg wycinki z tkanek
prawidtowych oraz tkanek patologicznych (stadia nowo-
tworowe komorek z réznych organdw). Umozliwiajg bada-
nie biatek, RNA lub DNA.

Wszystkie eksperymenty z zastosowaniem mikromacie-
rzy sktadaja sie z kilku etapéw: 1) postawienia celu badania,
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2) przygotowania mikromacierzy (wydrukowania lub za-
kupu komercyjnie dostepnej mikromacierzy), 3) przygoto-
wania préb (izolacja materiatu genetycznego, oczyszczanie,
odwrotna transkrypcja, znakowanie, fragmentacja), 4) hy-
brydyzacji znakowanych prob do sond na mikromacierzy,
5) detekcji i wizualizacji danych, 6) analizy bioinformatycz-
nej i interpretacji wynikow [7].

Materiat wyjsciowy stanowi zwykle RNA wyizolowany
z komoérek pobranych od badanego osobnika lub z hodowli
in vitro. Szczeg6towy opis sposobu postepowania dostepny
jest obecnie w wielu podrecznikach oraz na stronach inter-
netowych producentow mikromacierzy DNA. We wszyst-
kich tych opracowaniach szczegdlng uwage zwraca si¢ na
odpowiednig jakos$¢, tj. czystos¢ i integralnosé izolowanego
materiatu genetycznego oraz zapewnienie powtarzalnosci
warunkéw eksperymentalnych. Prawdziwym jednak wy-
zwaniem dla eksperymentéw wykorzystujagcych mikroma-
cierze DNA jest analiza i obrébka otrzymanych danych, po
pierwsze ze wzgledu na ich ogromng ilo$¢, po drugie ze
wzgledu na zagrozenia wynikajgce z zastosowania niewta-
$ciwych algorytmow do hierarchizacji danych i zwigzane z
tym ryzyko wyciggniecia btednych wnioskdéw. Sposéb po-
stepowania powinien byé wybrany zaleznie od postawione-
go celu. Najbardziej podstawowg ijednocze$nie najprostszg
analizg jest odnalezienie r6znic w ekspresji tych samych ge-
néw, wystepujagcych w prébie badanej i kontrolnej. Innym
z podejs¢ jest przypatrzenie sie wielokrotnym dos$wiad-
czeniom i utozenie lub stworzenie zbioréw podobienstwa
(klasteréw) danych z ekspresji genéw w mate homogenne
grupy. Dysponujac matymi zbiorami danych mozna pod-
ja¢ probe ,recznej" oceny, w przypadku jednak badania
wiekszej ilosci gendw - catlego genomu - wymagane jest za-
stosowanie zaawansowanych algorytméw statystycznych.
Dyskusja dotyczaca wypracowania standardéw w analizie
bioinformatycznej ciggle toczy sie w gronie specjalistow zaj-
mujacych sie tymi problemami.

WYKORZYSTANIE MIKROMACIERZY
DNA W BADANIACH LEKOW

Przeglad literatury ukazuje jak liczne i r6znorodne ko-
rzysci moze przynie$¢ zastosowanie w badaniach moleku-
larnych techniki mikromacierzy DNA [10,11], Znajomos$¢
poziomu ekspresji okreslonych gendw oraz sekwencji
homologicznych do znanego genu moze znaczgco skro-
ci¢ droge odkrywania mechanizméw lezacych u podstaw
pojawiania sie i rozwoju wielu choréb [12], Obserwuje sie
szerokie wykorzystanie techniki mikromacierzy, otwieraja-
ce zupetnie nowe perspektywy w medycynie oraz farmacji,
w szczeg6lnosci w dyscyplinach takich jak: farmakologia i
toksykologia. Wspotczesna medycyna wykorzystuje mikro-
macierze m.in. w profilaktyce (wykrywanie polimorfizmow
pojedynczych nukleotydéw, mogacych stanowi¢ zrodto
chordb) [13,14], w diagnostyce (wykrywanie i identyfika-
cja patogenéw, klasyfikacja nowotwordw, w szczegdlnosci
histologicznie nierozréznialnych, o réznym zachowaniu
klinicznym) [15-17], w procesie leczenia (dobér indywidu-
alnej terapii, standaryzacja metod leczenia, ocena zgodno-
Sci tkankowej w transplantologii) [18] oraz w prognostyce
(ocena prawdopodobienstwa wznowy procesu chorobo-
wego) [19,20]. Przemyst farmaceutyczny zaadaptowat no-
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wosci biologii molekularnej zwigzane z wysokowydajnym
badaniem przesiewowym i wykorzystat je wiasciwie na
wszystkich etapach powstawania nowego leku, na drodze,
ktéra prowadzi od pomystu do zastosowania klinicznego
oraz podczas poszukiwania nowych wskazan, badania po-
wstawania mechanizmu opornosci na lek i kontrolowania
bezpieczenstwa substancji czynnych juz istniejagcych, w tym
wystepowania dziatan niepozgdanych np. kardiotoksycz-
nosci czy hepatotoksycznosci [21].

W badaniach rozwojowych nad lekiem wyr6zni¢ mozna
kilka obszaréw, w ktérych znalazta zastosowanie technolo-
gia mikromacierzy DNA. Sg to m.in. : identyfikacja celow
terapeutycznych, projektowanie lekéw, badanie mechani-
zmow dziatania lekow, badanie skuteczno$ci terapeutycznej
lekdw, ocena bezpieczenstwa lekow (toksycznos$é, dziatania
niepozadane) oraz ocena bioréwnowaznosci/biopodobno-
§ci. Wymienione obszary zastosowan nie stanowig catkiem
odrebnych dziedzin, ale sa ze sobg bardzo powigzane, np.
podczas identyfikacji nowych celéw terapeutycznych po-
jawiajg sie pomysty na nowe leki, a badanie mechanizmu
dziatania moze dostarcza¢ wiedzy o potencjalnej skuteczno-
§ci, oddziatywaniach oraz ewentualnej toksycznosci zwigz-
ku.

POSZUKIWANIE NOWYCH CELOW
TERAPEUTYCZNYCH | PROJEKTOWANIE LEKOW

Wyprodukowanie nowego leku i doprowadzenie do do-
puszczenia go do obrotu zajmuje zazwyczaj okoto 10-15 lat.
Tysigce wstepnie wyselekcjonowanych zwigzkéw farma-
kologicznie czynnych jest odrzucanych na r6znych etapach
badan doswiadczalnych. Setki z nich sg dopuszczone do
badan przedklinicznych, kilkanascie z nich przechodzi ba-
dania kliniczne I, Il i lll fazy, a zaledwie kilka trafia na potki
aptek. Dzieki stworzeniu technologii mikromacierzy ta dro-
ga moze by¢ pokonana zdecydowanie szybciej. Pomyst na
nowy lek najczesciej pojawia sie na skutek odkrycia nowego
celu terapeutycznego - stanowigcego ,,dziurke do klucza",
dla ktérej poszukiwany jest ,,klucz" - czyli substancja czyn-
na o okreslonych wiasciwosciach. We wspo6tczesnym pro-
cesie odkrywania nowych substancji terapeutycznych ob-
serwuje sie znaczny wzrost roli genomiki, o czym $wiadczy
fakt, ze w ostatnim czasie prawie 25 % zidentyfikowanych
nowych celow terapeutycznych dokonano w oparciu o ba-
dania genomiczne [22].

Najwiecej badan w zakresie poszukiwania nowych ce-
low terapeutycznych, a co sie z tym wigze odpowiednich
dla nich lekdw, prowadzonych jest w celach terapii choréb
nowotworowych. Jest to zrozumiate, z uwagi na zasieg pro-
blemu oraz na patogeneze tych schorzen, zwigzang ze zmia-
nami w budowie DNA, ktére pociggajg za sobg zmiany w
ekspresji genéw. Podstawowe znaczenie dla rozwoju cho-
roby moze mie¢ zmiana ekspresji nie tyle pojedynczych ge-
noéw, lecz catych ich zespotéw, ktdra to zmiana jest mozliwa
do zaobserwowania tylko w przypadku jednoczesnego ich
badania. Mikromacierzowy pomiar poziomu mRNA w ko-
morkach w bardzo prosty sposdb umozliwia identyfikacje
potencjalnych celéw terapeutycznych poprzez poréwnanie
ze sobg ekspresji genow w tkance prawidtowej i zmienionej
chorobowo. Wskazuje sie tu okoto 2-3 tysiecy genéw kodu-
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jacych: receptory zwigzane z biatkami G, receptory jadrowe,
kanaty jonowe, kinazy biatkowe i inne enzymy, ktore sta-
nowig swoiste grupy potencjalnych celéw terapeutycznych
[23]. Wiele z tych celéw jest dobrze poznanych, wiadomo
réwniez, ze petnig one funkcje w innych niz nowotworo-
we procesach chorobowych, w ktérych takze wskazywane
sq jako potencjalne cele terapeutyczne dla nowoczesnego,
racjonalnego projektowania lekéw [24], Przyktadem takich
lekéw, wykazujacych terapeutyczng aktywno$¢ przeciwno-
wotworowa, zwigzang z okreslonym mechanizmem dziata-
nia, sg dopuszczone do obrotu leki Glivec, Herceptin i Iressa
[25]. Przewiduje sie, ze w przypadku leczenia nowotworéw,
wraz z postepem zwigzanym z mozliwoscig posredniego
$ledzenia zmian genowych poprzez pomiar poziomu eks-
presji gendow (MRNA), nowoczesne terapie bedg odchodzic
od substancji o nieswoistym dziataniu cytotoksycznym w
kierunku zwigzkéw o ukierunkowanym dziataniu, skiero-
wanych przeciwko celom terapeutycznym, bezposrednio
zwigzanym z procesem nowotworzenia. Wykorzystanie
mikromacierzy do poszukiwania nowych celéw terapeu-
tycznych obrazujg dwa opisane ponizej przyktady.

W jednej z pierwszych prac wykonanych w celu klasy-
fikacji nowotworéw wykazano [16], ze profile ekspresji ge-
now charakteryzujace ostrg biataczke limfatyczna (ALL) i
ostrg biataczke szpikowg (AML) bardzo sie od siebie r6znig
i moga stanowi¢ podstawe ich klinicznego diagnozowania.
Ten zestaw gendw zawierat znane komorkowe markery
powierzchniowe, geny krytyczne dla fazy remodelowania
chromatyny, adhezji komérkowej i niektére znane onkoge-
ny, takie jak: C-MYB, E2A i HOXA9. W oparciu o powyz-
sze obserwacje, zbadano przy uzyciu mikromacierzy, szpik
kostny dzieci, u ktoérych stwierdzono 6 réznych podtypéw
ALL [26]. Zidentyfikowano geny, ktdre r6znicowaty badane
nowotwory. Niektére z tych genéw wskazano jako intere-
sujace cele terapeutyczne - dla przyktadu gen C-MER ko-
dujacy - receptorowa kinaze tyrozynowa, ktéry charakte-
ryzuje sie nadekspresjg w biataczce limfatycznej zwigzanej
z translokacjg chromosomalng E2A-PBX-1. W omawianym
przypadku zahamowanie ekspresji tego genu moze zapo-
biec dalszym zaburzeniom mechanizmdw sygnalizacji ko-
morkowej, a w konsekwencji progresji procesu chorobowe-
go. Tym samym gen C-MER moze stanowi¢ potencjalny cel
terapeutyczny dla ostrej biataczki limfatycznej.

Innym przyktadem wykorzystania badan profilowania
ekspresji gendéw do okreslenia potencjalnego celu jest iden-
tyfikacja, z uzyciem mikromacierzy cDNA, 55 genéw cha-
rakteryzujgcych sie wysoka ekspresja w komdrkach raka
prostaty [27]. Najbardziej znaczagcym wsrdd nich byt gen
EZH2, kodujacy biatko z rodziny polycomb, uczestniczgce w
procesie podtrzymywania pamieci komoérkowej. Zaobser-
wowano, ze zaktécenie ekspresji EZH2, za pomocg odpo-
wiedniej czasteczki siRNA, powoduje ograniczenie prolife-
racji komdrek nowotworowych prostaty, co moze wskazy-
wacé na EZH2 jako doskonaty cel terapeutyczny.

BADANIE MECHANIZMOW DZIALANIA LEKOW
Badania mechanizmu dziatania zwigzkéw farmakolo-

gicznie czynnych aktualne sg nie tylko dla nowo odkrywa-
nych substancji, ale takze dla wielu istniejgcych i stosowa-
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nych w lecznictwie, dla ktérych do tej pory nie udato sie
tego ustali¢. Badanie mechanizmu oparte jest na poréwna-
niu profilu ekspresji genéw w komorkach poddanych dzia-
taniu badanego zwigzku z profilem uzyskanym dla uktadu
kontrolnego. Mozliwe jest takze porownywanie profili uzy-
skanych dla nowych zwigzkow z profilami lekéw o znanym
mechanizmie dziatania. W badaniach mechanizméw dzia-
tania lek6w nalezy mie¢ na uwadze, ze zmiany ekspresji
genow, zwiazane z uruchamianiem przez komoérke specy-
ficznych szlakéw biochemicznych, bedacych odpowiedzig
na zewnetrzng stymulacje, sg bardzo dynamiczne, a odpo-
wiedZ nie jest stata w czasie. OkreS$la sie to czesto angielskim
terminem snapshot, tj. ,migawkowego zdjecia" aktywnosci
gendw, ze wzgledu na to, ze pomiar na mikromacierzy od-
powiada jednemu punktowi na osi czasu. W rzeczywistosci
podczas catego przebiegu badania wystepuje bardzo wiele
takich punktow, charakteryzujgcych sie swoistymi pozio-
mami aktywnosci poszczegélnych genow [21]. Bardzo waz-
ny jest zatem, podczas projektowania doSwiadczenia, odpo-
wiedni dobor czasu inkubacji i dawki, ktére pozwolg zaob-
serwowac kaskade zmian, sktadajacych sie na odpowiedz
komdrkowgq. Istotnym podczas prowadzonych obserwacji
jest zatozenie, ze funkcja zadnego genu nie jest odizolowana
od pozostatych ijezeli jakie$ geny w tkance wigczajg sie lub
wytgczajg jednoczes$nie w odpowiedzi na ten sam bodziec
(lek) mozna wnioskowac, ze oddziatujg one (razem lub ko-
lejno) na ten sam szlak regulacyjny komérki. Prowadzona w
ten sposob analiza, nazwana zostata metodg ,,winny przez
skojarzenie" (ang. guilt-by-association) i umozliwia, poprzez
odpowiednig obrébke otrzymanych danych (np. klasteryza-
cje), $ledzenie metabolicznej odpowiedzi komaérek na lek, w
tym réwniez powstawanie mechanizmu opornosci.

Przyktadem wykorzystania techniki mikromacierzy
DNA do badania mechanizmu dziatania lekéw moze by¢
praca [28], dotyczaca mechanizmu dziatania flawopirydolu
bedacego inhibitorem cyklino-zaleznych kinaz biatkowych
(CDK), w odniesieniu do jego aktywnosci przeciwnowo-
tworowej. Podczas badan stwierdzono, ze flawopirydol
powoduje zdecydowane zahamowanie catkowitej ekspre-
sji genéw w komérkach, w odrdznieniu od dwéch innych
inhibitorow CDK, ktorymi sg roskowityna i 9-nitropaullon.
Profil ekspresji gendw po inkubacji z flawopirydolem do-
ktadnie przypominat profile otrzymane dla dwéch znanych
inhibitoréw transkrypcji: aktynomycyny D i 5,6-dichloro-
1-p-D-rybofuranozylo-benzimidazolu (DRB). Zaobserwo-
wane podobienstwo sugeruje, ze badany zwigzek réwniez
wpltywa na catkowite zahamowanie procesu transkrypcji
w komorkach. Dalsze badania przeprowadzono w kierun-
ku zbadania czasu zycia mRNA w komorkach, ktéry jest
istotnym czynnikiem determinujagcym poziom ekspresji po-
szczegblnych genéw. Wykazaty one, ze efektywnos$é leku
jest duzo wyzsza w typach nowotworéw wysoce zaleznych
od gendw z niestabilnym mRNA.

Mikromacierze zostaty wykorzystane réwniez do ziden-
tyfikowania gendw regulowanych przez inhibitory deacety-
lazy histonowej (HDAC) [29], Pordwnano profile ekspresji
genow komdrek nowotworowych pecherza moczowego T24
i nowotworu piersi MDA, poddanych dziataniu pochod-
nych kwasu hydroksamowego: kwasu suberoiloanikidohy-
droksamowego itrichostatyny A oraz strukturalnie nowego
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inhibitora HDAC - MS-27-275. Wszystkie trzy substancje
indukowaty w komorkach nowotworowych maksymalny
poziom biatka p21 po 24 godzinach i powodowaty silng
hiperacetylacje histonu H4. Profile ekspresji gendw wszyst-
kich trzech inhibitorow HDAC byty generalnie podobne
do siebie i istotnie rézne od profili uzyskanych do podob-
nych strukturalnie ich nieaktywnych analogéw. Powyzsza
obserwacja jednoznacznie wskazata, ze indukcja zmian w
ekspresji genow w komoérkach, wywotywanych przez inhi-
bitory HDAC, nie jest spowodowana ich chemiczng struk-
turg, tylko wynika ze specyficznego mechanizmu dziatania.
Przeprowadzona hierarchiczna klasteryzacja uzyskanych
wzorow ekspresji wykazata wieksze podobienstwo profili
ekspresji dla dwéch pochodnych kwasu hydroksamowego
niz dla inhibitora MS-27-275. Pewnym zaskoczeniem byt
fakt, ze zmiany w ekspresji genéw nie miaty charakteru
jednokierunkowego, okazato si¢ bowiem, ze dla poréwny-
walnej ilosci gendw zaobserwowano wzrost ekspresji oraz
zahamowanie aktywno$ci, w odniesieniu do kontroli, pod
wptywem dziatania inhibitorow HDAC. W odniesieniu do
ich funkcji, wskazano 13 gen6w zaangazowanych w regu-
lacje cyklu komoérkowego, apoptoze i synteze DNA. Otrzy-
mane wyniki postuzyly zrozumieniu skomplikowanego
przebiegu zdarzen w komorkach, ktorych odpowiedzig na
obecno$¢ inhibitorbw HDAC jest przemodelowanie chro-
matyny bedace bezposrednig przyczyng ich aktywnosci
przeciwnowotworowej.

Nieodtgcznym, cho¢ niepozadanym zjawiskiem, towa-
rzyszacym procesom leczenia nowotworow, jest nabywanie
przez komdrki opornosci na lek, co obniza efektywnos$¢ te-
rapii. Okres$lenie molekularnego mechanizmu powstawania
zjawiska opornosci moze by¢ kluczowe dla przezwycieze-
nia tego problemu. Mikromacierze ekspresyjne sg dosko-
natym narzedziem umozliwiajagcym prowadzenie badan w
tym zakresie.

W badaniach mechanizmu nabywania opornosci na
kamptotecyne, inhibitor topoizomerazy |, ktérej analogi
sg wykorzystywane w leczeniu nowotworow phuc, piersi,
jajnikéw i raka okreznicy [30] poréwnano ekspresje genéw
linii komorek nowotworowych prostaty DU145, z wyselek-
cjonowang linig RC0.1 oporng na 9-nitro-kamptotecyne. Zi-
dentyfikowano 181 gendw, ktérych ekspresja roznicowata
obie linie. Wyselekcjonowana linia byta rdwniez krzyzowo
oporna na rézne czynniki stresu, ktére to cechy miaty swo-
je odzwierciedlenie w zmianach ekspresji gendw, induku-
jacych fenotyp mniej podatny na apoptoze. Na podstawie
dokonanych obserwacji autorzy zaproponowali dwueta-
powy mechanizm powstawania opornosci na badany lek.
Zaproponowany model jest analogiczny do mechanizmu
powstawania nowotworéw ztosliwych, w ktérych nabyta
oporno$¢ powoduje deregulacje $ciezek sygnatowych, co
prowadzi do zaburzenia rownowagi pomiedzy proliferacja
a apoptoza.

BADANIE SKUTECZNOSCI TERAPEUTYCZNEJ LEKOW

Istotny wpityw na zréznicowanie odpowiedzi osobniczej
na dziatanie lekobw majg czynniki genetyczne. Zagadnienie
to znajduje sie w obszarze zainteresowan farmakogenety-
ki, badajacej wptyw aktywnosci pojedynczego genu na od-
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powiedz organizmu na lek i farmakogenomiki, dla ktorej
obiektem zainteresowania jest zr6znicowanie ekspresji wie-
lu genéw. Mikromacierze DNA umozliwiajagce wykrywanie
polimorfizmu jednonukleotydowego (SNP), np. Beckman
Coulter's SNPstream i Illumina's BeadArray, doskonale
sprawdzity sie jako nowy typ technologii réznicujgcej mo-
lekularng odpowiedZz komorkowa, w przypadkach gdy wy-
stepuje dobra korelacja obserwowanych efektéw dziatania
leku ze zmianami w ekspresji genéw. Swiadomo$é wyste-
powania osobniczej zmienno$ci genetycznej, np. genow
kodujgcych enzymy odpowiedzialne za metabolizm lekdw,
genow kodujacych biatka transportowe lub genéw kodujga-
cych inne specyficzne sktadniki komorkowe stanowigce cel
dla leku i znajomo$¢ wptywu tych zmian na odpowiedz ko-
morkowga sg bardzo istotne podczas badania skutecznosci
lekéw oraz podczas przewidywania ewentualnego ryzyka
wystgpienia objawow niepozadanych. Farmakogenomicz-
ne/genetyczne podejscie bardzo szybko znalazto zastoso-
wanie podczas ostatnich etapéw procesu wdrazania no-
wych lekow.

Przedstawione ponizej przyktady obrazujg przydatnosc
mikromacierzy ekspresyjnych do przewidywania efektyw-
nosci terapii oraz wykrywania charakterystycznych SNP,
co w praktycznym znaczeniu stwarza perspektywy opty-
malnego doboru lekéw dla indywidualnego pacjenta. Przy
pomocy mikromacierzy DNA wyznaczono wzory ekspresji
genéw w 60 ludzkich liniach nowotworowych (m.in. nerki,
jajnikéw, prostaty, ptuc, piersi, a takze biataczki i czernia-
ka), poddanych dziataniu réznych cytostatykow (ponad 70
tys. zwigzkow chemicznych o udowodnionym lub poten-
cjalnym dziataniu przeciwnowotworowym) [31]. Przeana-
lizowano uzyskane wzory ekspresji genéw pod katem ich
zwigzku z wrazliwoscig badanych hodowli na zastosowane
leki. Okazato sie, ze otrzymane wzory ekspresji korelowaty
ze strukturg testowanych zwigzkow i byty charakterystycz-
ne dla okreslonego rodzaju komérek. Niosty wiec w sobie
informacje na temat mechanizmu dziatania leku i oporno$ci
komorek na dany lek. Przeprowadzona analiza klastrowa
ekspresji genow dla réznych linii komoérkowych, w odpo-
wiedzi na badane leki, pozwolita zaobserwowac, ze istnieje
odwrotna zalezno$¢ pomiedzy ekspresja genu DPYD (ko-
dujacego dehydrogenaze dihydropirymidynowa) a wrazli-
woscig komorek na 5-fluorouracyl. Stwierdzono, ze komor-
ki 14 z 18 linii, z niska ekspresja tego genu, sg wrazliwe lub
silnie wrazliwe na dziatanie tego zwigzku. Oznacza to, ze
wykorzystanie DPYD jako markera potencjalnej opornosci
komoérek nowotworowych na dziatanie 5-fluorouracylu
mogtoby znacznie podnie$¢ skuteczno$¢ stosowanej tera-
pii. Wykazano takze, ze w przypadku wielu nowotworéw,
wigczajgc ALL, obserwuje sie niedobory w ekspresji genu
kodujacego syntetaze asparaginowga (ASNS), co wigze sie z
pojawianiem sie wrazliwos$ci na terapie L-asparaging. Po-
dobnie jak dla DPYD, stwierdzono przydatno$¢ pomiaru
ekspresji genu ASNS jako markera wrazliwosci na leczenie
L-asparagina.

Przydatnos¢ techniki mikromacierzy DNA do oceny sku-
tecznos$ci stosowanej terapii moze by¢ takze wykazana na
przyktadzie okreslenia antyapoptotycznego dziatania dek-
sametazonu, zwigzku o silnym i dtugotrwatym dziataniu
przeciwzapalnym, przeciwalergicznym i immunosupre-
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syjnym w komdrkach raka jajnika pobranych od pacjentek
podczas zabiegéw operacyjnych [32], W standardowej tera-
pii raka jajnika deksametazon podawany jest pacjentkom
w celu zmniejszenia ryzyka wystapienia zagrazajacej zyciu
reakcji nadwrazliwos$ci, pojawiajacej sie w skutek leczenia
nowotworu taksanami. W hodowlach poddanych dziata-
niu deksametazonu, przy uzyciu techniki mikromacierzy,
dokonano oceny ekspresji 8 tys. genéw. Stwierdzono, ze
pod wptywem deksametazonu znacznemu podwyzszeniu
ekspresji ulegto 30 genéw, w tym réwniez geny antyapop-
tyczne, m.in. MIHC (ang. Major Inhibitor of Human Caspases),
Bcl-2, Bcl-XL, a aktywnos$¢ kaspazy 3 byta zredukowana o
40 %, a wiec deksametazon stosowany standardowo w pre-
medykacji przed taksanami, w leczeniu raka jajnika moze
zmniejsza¢ skuteczno$¢ terapii poprzez hamowanie apop-
tozy.

Pojawienie sie mikromacierzy DNA otworzyto nowy
rozdziat badan z zakresu farmakogenomiki. Przykiadem
dla zobrazowania staran w kierunku indywidualizacji te-
rapii moga by¢ prace dotyczace badania wptywu polimor-
fizmu wybranych gendéw na skuteczno$¢ leczenia reuma-
toidalnego zapalenia stawéw metotreksatem. Stosowanie
tego leku nie zawsze jest skuteczne, czasem zwigzane jest
z wystepowaniem silnych objawdéw ubocznych i koniecz-
noscig przerwania terapii, a czasem jego dtugie podawanie
wywotuje zjawisko opornosci. Tak r6znorodng odpowiedz
u indywidualnych pacjentéw upatruje sie w wystepowaniu
specyficznych polimorfizméw w genach zwigzanych z me-
tabolizmem i transportem tego leku. Zbadano [33] wpityw
polimorfizmu genu MTHFR, kodujgcego reduktaze mety-
lenotetrahydrofolianowg, na wystepowanie u pacjentow
efektu toksycznego dziatania metotreksatu. Stwierdzono, ze
wystepowanie, u pacjentéw leczonych metotreksatem, poli-
morfizmu 1298CC byto zwigzane z redukcjg dziatan niepo-
zadanych tego zwigzku oraz, ze inny rodzaj polimorfizmu,
w tym samym rejonie genu (A1298C) moze wskazywac na
konieczno$é modyfikowania dawki, w celu osiggniecia wta-
Sciwych efektow dziatania. Wydaje sie, ze mozliwos$¢ za-
stosowania wysokowydajnej techniki wykrywania rézno-
rodnych polimorfizméw genowych, jaka sg mikromacierze
DNA, pozwoli w przysztosci przewidywac, na podstawie
wykrywanych SNP, odpowiedz pacjentow chorujacych na
reumatoidalne zapalenie staw6w na leczenie metotreksa-
tem.

Prowadzone w ostatnim czasie badania, w kierunku po-
znania istoty pojawiania sie nadci$nienia tetniczego krwi
ujawnity wystepowanie réznych modeli tego schorzenia,
zwigzanych réwniez z uwarunkowaniami genetycznymi.
Ze zmianami genotypu (w tym réwniez mutacja w pojedyn-
czym genie) wigze sie nie tylko zmiana obrazu fenotypo-
wego choroby ale takze zréznicowana odpowiedzZ na stoso-
wane w terapii leki. Zaprojektowano [34] mikromacierz do
kompleksowego badania 74 pojedynczych polimorfizméw
nukleotydowych, wystepujgcych w genach kodujgcych
biatka zaangazowane w regulacje cisnienia krwi. Mikroma-
cierz wykorzystana zostata w pilotowych badaniach, w celu
wykazania jej uzytecznosci do farmakogenetycznej oceny
pacjentow z nadci$nieniem. Pacjenci (97) zostali podzieleni
na grupy leczone antagonistg receptora typu 1 dla angioten-
syny Il (irbesartanem) lub selektywnym lekiem p-adrenoli-
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tycznym (atenololem). Materiat genetyczny pochodzacy od
tych pacjentow byt poddany genotypowaniu na mikroma-
cierzy. Okre$lono prawie 7200 ré6znych wariantéw genoty-
péw pod wzgledem SNP. Stwierdzono, ze profile czterech
lub pieciu z tych genotypéw mogtyby stuzyé do prognozo-
wania skutecznos$ci terapii lekami obnizajagcymi ci$nienie
krwi. Na tej podstawie stwierdzono, ze technologia mikro-
macierzy jest uzytecznym narzedziem farmakogenetyki do
wykrywania SNP ize w przyszto$ci takie rozwigzanie stanie
sie rutynowo wykorzystywane w diagnostyce pacjentow z
nadcisnieniem, co umozliwi indywidualny dobér lekow.

W podsumowaniu tego zagadnienia warto wspomniec,
ze amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekéw (FDA) za-
aprobowata juz pierwszy test genetyczny, oparty na tech-
nologii mikromacierzy DNA, pozwalajacy przewidziec,
jak organizm pacjenta zareaguje na zastosowane leki. Test
opracowany wspolnie przez dwie firmy Affymetrix i Roche
0 roboczej nazwie AmpliChip CYP450 umozliwia szybka
analize, w pobranej od pacjenta prébce krwi, polimorfizmu
genow CYP2D6 i CYP2C19, ktorych ekspresja zachodzi
gtownie w watrobie. Produkty tych genéw sg odpowie-
dzialne za metabolizm wielu farmaceutykéw. Wzmozony,
w wyniku mutacji, metabolizm lekéw, moze powodowac
niemoznos$¢ osiagniecia poziomu terapeutycznego, a staby
metabolizm toksycznos¢ dziatania lekéw. Mozliwosé ozna-
czenia tych mutacji pozwala przewidzie¢ dziatanie leku lub
brak tego dziatania i tym samym uczyni¢ terapie bardziej
efektywna, poprzez optymalny dobér dawki leku [35],

BADANIE TOKSYCZNOSCI LEKOW |
DZIALAN NIEPOZADANYCH

Wiele ksenobiotykéw, w tym takze lekéw moze induko-
wac specyficzng lub niespecyficzng komorkowa kaskade
przekazywania sygnatéw, ktora prowadzi do réznej odpo-
wiedzi, m.in. proliferacji, r6znicowania, apoptozy i nekro-
zy. Dla minimalizowania wptywu ksenobiotykéw, tkan-
ki i organy wyposazone sg w mechanizmy ochronne, np.
transportery btonowe eksportujgce ksenobiotyki czy enzy-
my uczestniczagce w detoksykacji [36], Odpowiedz komor-
ki na stres, zwiazany z pojawieniem sie w jej srodowisku
ksenobiotyku, przejawia sie w ekspresji gendéw kodujacych
specyficzne biatka, uczestniczagce w uruchamianych me-
chanizmach obronnych. W tym kontek$cie mikromacierze
okazaty sie bardzo uzyteczne podczas réznych aplikacji
toksykogenomicznych. Wyznaczanie profili mRNA przy
uzyciu mikromacierzy moze potencjalnie zredukowa¢ po-
trzebe wykorzystania modeli zwierzecych lub badan tkan-
kowych do wstepnego wykluczenia dziatania toksycznego
w fazie badawczej projektowania leku i p6zniejszej fazie
badan przedklinicznych. Mozliwo$¢ dokonania wstepnej
oceny toksycznosci syntetycznego lub naturalnego zwigz-
ku, o potencjalnym dziataniu farmakologicznym, pozwala
juz we wczesnej fazie projektowania wnioskowa¢ o jego
przydatnosci terapeutycznej, a znajomo$¢ podtoza moleku-
larnego tej toksycznosci, umozliwia wykorzystanie istnieja-
cego zwigzku do racjonalnego zaprojektowania bezpiecznej
jego pochodnej. Wszystko razem wptywa na podniesienie
bezpieczenstwa zastosowania potencjalnego leku w fazie
badan klinicznych, w ktérych uczestniczg pacjenci.
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Podobnie jak w przypadku badania mechanizmu dzia-
tania lekdw, ich potencjalng toksycznos$¢ wyznacza sie po-
przez poréwnanie profilu ekspresji genéw komdrek (okre-
Slonej tkanki/narzadu) poddanych dziataniu badanego
zwigzku z profilami uzyskanymi dla komérek w hodowli
kontrolnej (bez obecnosci leku) lub poddanych dziataniu
innych zwigzkéw (lekéw) o znanym typie toksycznosci (np.
kardio-, hepato- lub neurotoksycznych), badajac ekspresje
genow, o ktérych wiadomo, ze sg markerami powstawania
réznego rodzaju dziatan niepozadanych i/lub uszkadzania
komorek.

Analogicznie do osobniczej zmiennosci zwigzanej z pro-
blemem skutecznosci leku, réwniez potencjalna jego tok-
syczno$¢ moze wynika¢ z wystepowania specyficznych
polimorfizméw genowych. lIdentyfikacja charakterystycz-
nego wzoru ekspresji genéw, zwiazanych z metabolizmem
badanego leku pozwala unikngé wyboru zwigzku, ktory
bytby metabolizowany tylko przez jeden polimorficzny
gen, co stwarza duze ryzyko, ze w przypadku innych in-
dywidualnych polimorfizméw tego genu, moze by¢ on ku-
mulowany w komoérkach i osigga¢ toksyczne stezenie lub
by¢ przeksztatcany do wysoce toksycznych pochodnych. W
takich przypadkach badania potencjalnej toksycznosci leku
prowadzone sg réwnolegle z badaniem jego mechanizmu
dziatania i skupione sg na identyfikacji genow, ktérych pro-
dukty zwigzane sg z uruchamianiem specyficznych mecha-
nizmoéw w komorce na skutek obecnosci leku.

Na rynku sg dostepne mikromacierze, na ktérych repre-
zentowane sg sondy genoéw ludzkich, zwigzanych ze zja-
wiskiem toksycznosci (np. ToxBlot I, 12564 geny). Takie
mikromacierze umozliwiajg w warunkach in vitro doko-
nanie symulacji ekspresji genéw w komdrkach poddanych
dziataniu nowego zwigzku i dokonanie szczegdtowej oceny
pod katem potencjalnie uruchamianych mechanizméw tok-
sycznosci. Wspomniana juz mikromacierz ToxBlot Il byta
wykorzystana do wyznaczenia profilu ekspresji genéw w
komdrkach fibroblastycznych poddanych dziataniu wycia-
gu z orzecha palmy betelowej (Areca katechu), zawierajacego
alkaloidy, gtéwnie arekoling, o wiasciwosciach stymulu-
jacych, euforyzujgych oraz poprawiajgcych prace uktadu
pokarmowego. Sa one silnie toksyczne. Epidemiologiczne
badania przeprowadzone w Azji wskazujg, ze spozywanie
tych orzeszkéw moze by¢ zwigzane z podwyzszong zacho-
rowalnoscig Azjatow na nowotwory jamy ustnej. Wyzna-
czony profil ekspresji genow w komérkach ludzkich fibro-
blastéw po inkubacji z ekstraktem pochodzacym z orzechéw
arekowych wskazuje na wzrost ekspresji genu kodujgcego
IL-6 i obnizenie ekspresji genow kodujacych PDGFR, KGF-
1i APP-1. Obnizenie ekspresji keratynocytowego czynnika
wzrostu (KGF-1), w fibroblastach jamy ustnej, potencjalnie
ostabia proliferacje keratynocytdw, co moze czesciowo wy-
jasniac¢ zjawisko czestego zaniku komérek nabtonkowych,
obserwowane u o0s6b notorycznie zujacych orzeszki [37,
38],

Problem wystepowania dziatan niepozadanych lekéw
jest powazny, poniewaz dla wielu zwigzkéw skutki ubocz-
ne ich stosowania nie od razu uwidaczniajg sie na poczat-
ku terapii, a ich wyeliminowanie moze wymagac kolejnego

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

specjalistycznego leczenia. Przyktadem takich zwigzkdéw
moga by¢ inhibitory proteazy wirusa HIV, ktére, ratujac zy-
cie chorym na AIDS, powodujg u nich wzrost poziomu cho-
lesterolu i triglicerydéw we krwi oraz nietypowe rozmiesz-
czenie w ciele ttuszczu i opornos¢ na insuline [39], Wiedzac,
ze gospodarka ttuszczami kontrolowana jest przez watrobe
sprawdzono czy jeden z inhibitorow proteazy - ritonawir
- wywotuje niektore z typowych dla tego leku dziatania
niepozadane, wasnie wskutek oddziatywania na watrobe.
Wyznaczono profile ekspresji genow tkanki watroby, pod-
danej dziataniu zwigzkéw potencjalnie toksycznych dla tego
narzadu, ktére podzielono wedtug podobieAstwa wzoréw
ekspresyjnych, obejmujacych okoto 2400 gendw reagujacych
na te substancje oraz profil dla ritonawiru i poré6wnano go z
otrzymanymi poprzednio. Okazato sie, ze ritonawir powo-
duje aktywacje okreslonych genéw, czego efektem jest pod-
wyzszenie poziomu lipidow. Wptywa takze na spadek eks-
presji sktadnikow proteasoméw. Na podstawie uzyskanych
wynikéw stwierdzono, ze niepozadane efekty obserwowa-
ne u pacjentéw, podczas stosowania ritonawiru, zwigzane
sg z jego mechanizmem dziatania w watrobie. W wyniku
tego nastepuje podniesienie poziomu lipidow w watrobie, a
w efekcie takze we krwi w skutek zwiekszenia ich syntezy i
zahamowania rozktadu zwigzanych z nimi biatek.

OCENA BIOROWNOWAZNOSCII
BIODOSTEPNOSCI LEKOW

Zasadniczym problemem jaki pojawia sie przy dopusz-
czaniu do obrotu lekéw odtwérczych jest kwestia ich jakosci
w poréwnaniu z lekiem oryginalnym. Przeglad piSmiennic-
twa medycznego wskazuje na mozliwo$¢ wystapienia ryzy-
ka pogorszenia stanu chorego przy zamianie leku oryginal-
nego na jego odpowiednik lub jednego leku odtwdrczego
na inny. Problem Kliniczny akceptacji lekdw odtwdrczych
sprowadza sie gtdwnie do wykazania ich biorownowazno-
§ci z produktem oryginalnym. Zgodnie z wytyczng Commit-
teefor Proprietary Medicinal Products ,,Badania biodostepnosci i
bioréwnowaznosci" dwa produkty sg biorownowazne, jezeli
sg farmaceutycznie rownowazne lub alternatywne iich bio-
dostepnos$é, po podaniu w takiej samej dawce jest podobna
w takim stopniu, ze ich efektywno$¢ dziatania w odnie-
sieniu do skuteczno$ci i bezpieczenstwa jest istotnie taka
sama [40], Ocena bioréwnowaznosci leku odtworczego nie
jest sprawa prosta poniewaz majg na nig wptyw zaréwno
fizykochemiczne wiasciwosci substancji leczniczej i postaé
leku, jak i stan fizjologiczny pacjenta, czynniki farmako-
genetyczne, zaburzenia czynnosci uktadu pokarmowego,
nerek, watroby, zaburzenia hormonalne i oddziatywanie z
innymi lekami. Miedzy innymi dlatego cytowana wytyczna
wskazuje, ze fenotypowanie i/lub genotypowanie popula-
cji powinno by¢ brane pod uwage we wczesnych badaniach
biodostepnosci i dla wszystkich badan wykorzystujgcych
rownolegte grupy pacjentdw, jak réwniez w badaniach
krzyzowych (takich jak badania: bioréwnowaznosci, pro-
porcjonalnosci dawki, interakcji lek-lek oraz lek-zywnos¢),
ktorych celem jest wykazanie bezpieczenstwa lub ustalenie
farmakokinetyki reakcji. Problem wykazania podobieristwa
dwaéch lekdw wydaje sie by¢ szczegdlnie istotny w przypad-
ku lekéw pochodzenia biotechnologicznego/biologicznego,
dla ktérych dokonuje sie oceny biopodobienstwa (zamiast
bioré6wnowaznosci).
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Mikromacierze w badaniach bioréwnowaznosci i biopo-
dobieristwa mogg znalez¢ zastosowanie m.in.: do wstepne-
go genotypowania ochotnikéw zakwalifikowanych do ba-
dania, w celu wykluczenia zmiennos$ci farmakogenetycznej,
do wyznaczania odpowiedzi komo6rkowej u pacjentow w
trakcie badan oraz do wstepnego wykazania podobiefstwa
mechanizmu dziatania dwéch lekéw w modelowych ukta-
dach in vitro. Badania biorownowaznosci zwykorzystaniem
mikromacierzy DNA, prowadzi sie w oparciu o zatozenie,
ze istnieje korelacja pomiedzy farmakokinetyka zwiazku i
charakterystycznym wzorem odpowiedzi na poziomie ge-
nomu [41]. Schemat eksperymentu jest stosunkowo prosty,
na mikromacierzy zawierajgcej mozliwie najszerszy zestaw
sond genowych (dla ludzkiego genomu), dokonuje sie po-
rownania wzordw ekspresji genéw pochodzacych z odpo-
wiednich komérek (np. tkanki, organu, hodowli modelo-
wej, bedacych celem dla leku) poddanych niezaleznie dzia-
taniu poréwnywanych lekéw: oryginalnego i odtwérczego.
Przyjmuje sie, ze dwa leki wykazujg rownowaznos$¢ jezeli
otrzymane dla nich wzory ekspresji genéw w komadrkach sg
do siebie podobne.

Wydaje sie, ze rowniez w tym aspekcie, mikromacierze
DNA znajdg praktyczne zastosowanie w przemys$le far-
maceutycznym, z uwagi na potencjalng mozliwos$¢ doko-
nywania przy ich zastosowaniu oceny podobienstwa leku
odtworczego do juz istniejagcego leku oryginalnego, w ukta-
dzie modelowym. Mikromacierze nie zastapig badan z wy-
korzystaniem ochotnik6éw, ale dopracowanie zasad analizy
bioinformatycznej oraz schematéw eksperymentalnych dla
dokonywania oceny rownowaznosci biologicznej lekéw, z
uzyciem tej technologii, byé moze sprawi, ze w przysztosci
eksperymenty biorébwnowaznos$ci bedg mogty zostac przy-
najmniej ograniczone pod wzgledem liczby uczestnikéw
tych programow.

PODSUMOWANIE

Przedstawione w tym artykule przykiady jednoznacznie
pokazuja, ze technika mikromacierzy DNA w ostatnich la-
tach, stata sie popularnym narzedziem w badaniach ekspre-
sji genow, ktorych profilowanie dostarcza cennej wiedzy na
temat potencjalnych celéw terapeutycznych, mechanizmu
dziatania nowych lekéw, skuteczno$ci stosowanej terapii i
bezpieczenstwa stosowania lekéw. Poszukiwanie i spraw-
dzanie nowych celéw terapeutycznych i odpowiednich
dla nich lekéw, w oparciu o réznice wykrywane we wzo-
rach ekspresji genéw w komérkach zdrowych i chorobowo
zmienionych, staje sie¢ powoli standardem w opracowywa-
niu nowoczesnych terapii. Dla nowo odkrywanych sub-
stancji leczniczych, badania zmian w ekspresji genéw w
komoérkach poddanych ich dziataniu, dostarczajg informa-
cji na temat potencjalnego mechanizmu dziatania, w szcze-
géInosci dotyczy to badania efektu wigczania i wytgczania
okre$lonych genéw za pomocg SiRNA. Profilowanie eks-
presji genéw umozliwia charakteryzowanie pod wzgledem
farmakogenetycznej skutecznosci i potencjalnej toksycz-
nosci, zwigzki zakwalifikowane do badan klinicznych. Na
wszystkich tych etapach wykorzystanie techniki mikroma-
cierzy DNA podnosi wydajnosé prowadzonych badan, tym
samym skracajac czas niezbedny na zebranie odpowiedniej
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ilodci informacji. Dzieki mozliwos$ci réwnoczesnej oceny
ekspresji tysiecy gendw, mikromacierze DNA sg obecnie je-
dynym narzedziem, za pomocga ktérego odkrywane moga
by¢ nawet bardzo subtelne zmiany towarzyszace badanym
zjawiskom. Powstanie systemow zdolnych do oceny catego
poznanego do tej pory ludzkiego genomu rozwigzuje czesty
dylemat badaczy jakie geny zbada¢, a jakie pomingc.

Oczywistym jest, ze analizy ekspresji genéw posiada-
ja swoiste ograniczenia. Monitorowanie transkrypcyjnych
zmian tylko posrednio moze stuzy¢ pomiarowi syntezy
biatka. Ze wzgledu na fakt, ze biatka mogg ulega¢ potran-
slacyjnym modyfikacjom, wptywajacym na ich lokalizacje
subkomérkowa, wydzielanie i tworzenie komplekséw z in-
nymi biatkami, poziom mRNA niekoniecznie jest dobrym
estymatorem poziomu kodowanego przez niego biatka [42],
Dlatego bardzo waznym podczas analizy wynikéw jest pet-
ne zrozumienie istoty pomiaru dokonywanego na mikro-
macierzach genomowych: jakich informacji dostarczajg?
W najblizszej przyszto$ci mozna sie spodziewac szybkiego
rozwoju techniki mikromacierzy biatkowych, ktore wraz z
opisywang technikag mikromacierzy DNA pozwolg na glo-
balng ocene molekularnych zjawisk zachodzacych w ko-
markach, podczas powstawania zmian chorobowych i pod
wplywem otaczajacego Srodowiska.

Dalsze prace dotyczace rozwoju techniki mikromacie-
rzy DNA beda zapewne zmierzaly w kierunku obnizenia
kosztéw, ktére sa dla powszechnego zastosowania nadal
wysokie, podniesienia czuto$ci, powtarzalno$ci, odpornosci
na niewielkie zmiany warunkéw eksperymentalnych, uzy-
tecznosSci i wzrostu dostepno$ci. Powaznym wyzwaniem sg
takze istniejgce ciggle trudnosci metodologiczne w zakre-
sie prawidtowego opracowania i interpretacji olbrzymiej
ilosci danych pochodzacych z eksperymentow mikroma-
cierzowych. Tym niemniej mikromacierze DNA bedg nie-
watpliwie, w miare przezwyciezania powyzszych trudno-
§ci, zajmowac coraz bardziej znaczacg pozycje nie tylko w
laboratoriach, ale takze przy t6zku chorego. Byé moze juz
niedtugo laserowe czytniki genomowych mikromacierzy
zastagpig mikroskopy w pracowniach patomorfologicznych,
a lekarze na podstawie wzoru ekspresji genow bedg podej-
mowali decyzje na temat wyboru optymalnej terapii dla
swoich pacjentow.
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DNA microarrays - perspective of application for

drug effectivity and safety evaluation
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ABSTRACT:

Microarray technology provides a unique tool for the determination of gene expression at the level of messenger RNA (mRNA). Microarray
has been successfully applied to the high throughput simultaneous expression of many thousands of genes in a single experiment. One im-
portant application of DNA microarray technology, within the context of drugs effectiveness and safety evaluation studies, is its use as a scre-
ening tool for the identification of biochemical pathways, potential targets for novel molecular therapeutics, for the identification of molecular
mechanisms of toxicity and to understand and predict individual drug sensitivity and resistance. The purpose of this review is presentation
of the utility of DNA microarray technology in all phases of the drug discovery process.
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WSKAZOWKI

Prace przeznaczone do publikacji w ,,Postepach Biochemii” moga
mie¢ charakter artykutéw monograficznych, krétkich not o najnow-
szych osiagnieciach i pogladach oraz listow do Redakcji. Redakcja nie
ogranicza objetosci manuskryptéw, jakkolwiek w kazdym przypadku
zalecana jest zwigzto$¢ stylu, bez utraty jasnosci przekazu.

Autorzy odpowiadajg za prawidtowo$¢ i $cistos¢ podawanych infor-
macji oraz poprawno$¢ cytowanego pisémiennictwa. Ujecie prac winno
by¢ syntetyczne, a przedstawione zagadnienia zilustrowane za pomoca
tabel i rycin (wykresy, schematy, reakcje, wzory chemiczne, fotogra-
fie), w uzasadnionych przypadkach kolorowych. W przypadku, gdy
Autorzy zamierzajg wigczy¢ do swego artykutu ilustracje publikowane
przez autoréw cytowanych prac oryginalnych, do czego Redakcja za-
checa, nalezy uzyskac i przekaza¢ nam zgode na przedruk, zaréwno od
autorow, jak i z wydawnictwa. Niemniej konstruowanie oryginalnych
rycin i zbiorczych tabel na podstawie danych z piSmiennictwa jest row-
niez mile widziane. Przekazanie artykutu do redakcji jest réwnoznacz-
ne z oSwiadczeniem, ze nadestana praca nie byta publikowana ani nie
zostata zgtoszona do publikacji w innym czasopi$mie, natomiast jezeli
zostanie ogtoszona w ,,Postepach Biochemii”, jej publikacja w catosci
lub we fragmentach w innym czasopismie wymagac bedzie uprzedniej
zgody Redakcji.

Redaktor Naczelny lub Redaktor Prowadzacy prace podejmuje de-
cyzje o przyjeciu lub odrzuceniu manuskryptu na podstawie wtasnej
opinii i opinii dwdéch niezaleznych recenzentéw, w ciggu 6 tygodni od
momentu otrzymania artykutu. W przypadku, kiedy praca wymaga
poprawek odautorskich, Autorzy otrzymujg droga elektroniczng opi-
nie recenzentéw i proszeni sa 0 przygotowanie poprawionej wersji
manuskryptu i odestanie go do Redakcji w ciggu 8 tygodni. Ostatecz-
ng decyzje o przyjeciu pracy podejmuje Redaktor Naczelny w ciggu 2
tygodni od otrzymania poprawionej wersji manuskryptu.

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

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

WSKAZOWKI SZCZEGOLOWE:

Przed przystapieniem do napisania artykutu Autorzy sg prosze-
ni 0 zapoznanie sie z najnowszym numerem ,,Postepéw Biochemii”,
aby przygotowac prace pod wzgledem edytorskim, jezykowym oraz
jakosci materiatu ilustracyjnego, ktére beda odpowiadaty aktualnym
wymogom Redakcji. Artykuty powinny by¢ pisane jezykiem nauko-
wym, lecz zrozumiatym dla niespecjalistéw. Poprawno$¢ logiczna i
stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznaczno$¢ i czytelnos$¢. Auto-
rzy winni unikac¢ sktadni obcojezycznej, gwary laboratoryjnej, a takze
ogranicza¢ stosowanie skrotow nawet, jesli bywajg uzywane w pra-
cach specjalistycznych. Kazda z prac nadestanych do Redakcji podlega
ocenie specjalistéw i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja zastrzega
sobie prawo dokonania skrécenia tekstu i wprowadzenia koniecznych
zmian, rowniez w materiale ilustracyjnym.

PRZYGOTOW ANIE MANUSKRYPTU:

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

ORGANIZACJA MANUSKRYPTU:

W skazany jest podziat artykutu na nienumerowane rozdziaty i pod-
rozdziaty.

Strona 1 (tytutowa) zawiera tytut artykutu, imiona i nazwiska Au-
toréw (ze wskazaniem autora korespondujacego), tytut naukowy kaz-
dego z Autorow iich miejsce pracy z adresem pocztowym, numerem
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DLA AUTOROW

telefonu iadresem poczty elektronicznej, stowa kluczowe (do 6), wykaz
stosowanych skrotéw (do 10) w porzadku alfabetycznym (ograniczony
do niezbednego minimum) oraz skrécony tytut pracy (do 25 znakéw).

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

PiSmiennictwo: Nalezy unika¢ nadmiernej liczby cytowan orygi-
nalnych prac, odsytajac czytelnikéw w miare mozliwosci do artykutow
przegladowych. Redakcja zaleca zacytowanie co najwyzej 70 publika-
cji, w wiekszosci pochodzacych z ostatnich 10 tat. Wykaz pismiennic-
twa obejmuje prace w kolejnosci ich cytowania. W tekscie, zaznacza
sie je liczbami porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np.
[3,7,9-26], Spos6b cytowania prac oryginalnych (1) i przegladowych
(2), ksigzek (3), rozdziatéw z ksigzek jednotomowych (4), rozdziatow
z tomow serii opracowanych przez r6znych redaktoréw (5) wskazujg
ponizej podane przyktady:

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

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

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

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

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

Tabele winny by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem iewentualnie
takze niezbednymi objasnieniami umieszczonymi pod tabelg. Wielko$¢
tabel powinna by¢ dostosowana do szerokos$ci jednego tamu (8,5 cm)
lub strony (18 cm).

llustracje: ryciny winny by¢ zapisane jako: *.tif, *.cdr, *.psd, lub
*.eps. Ryciny powinny by¢ wykonane w skali 1:1. Wielko$¢ ryciny po-
winna by¢ dostosowana do szeroko$ci jednego famu (8,5 cm) lub stro-
ny (18 cm). Na rycinach nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz
postugiwac sie skrétami. Opisy na rysunkach powinny by¢ wykonane
czcionka Arial 8 p. llustracje i tabele prosimy przesyta¢ w osobnych
plikach. Bitmapy (pliki tif, psd) powinny mie¢ minimalng rozdziel-
€z0$¢300 dpi dla obrazéw kolorowych i skali szarosci (zdjecia czarno
biate) oraz 600 dpi dla ilustracji czarno-biatych (schematy, wzory struk-
turalne zawierajgce tylko czern i biel).

Prace w formie elektronicznej prosimy przesyta¢ na adres:
postepy@nencki.gov.pl

W przypadkach uzasadnionych, np. brakiem odpowiedniego opro-
gramowania, prosimy o przystanie pracy na dyskietce lub ptycie CD;
zabezpieczonej przed uszkodzeniem w czasie transportu, na adres:

Stawomir Pikuta

redaktor naczelny kwartalnika ""Postepy Biochemii*

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Oplata za druk: Zgodnie z decyzjg Zarzadu Gtéwnego Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego, od 1 stycznia 2006 roku, Towarzystwo
pobiera od Autoréw optate, pokrywajaca czeSciowo koszt druku arty-
kutu. Optata za wydrukowanie jednej strony artykutu wynosi 150 zt.
Szczeg6towe informacje zamiescilisSmy pod adresem:

www.postepybiochemii.pl/oplaty.htm

www.postepybiochemii.pl
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Kilkuletnie starania o pozyskanie srodkéw finansowych z funduszy strukturalnych UE w okre-
sie 2004-2006 zakonczyly sie wielkim sukcesem Centrum Zaawansowanych Technologii
»Biotechnologii, Informatyki Stosowanej i Medycyny - Kampus Ochota”. W ramach pro-
jektu Wyposazenie Laboratorium Obrazowania Biologicznego i Medycznego, koordynow-
anego przez Instytut Biologii Doswiadczalnej PAN im. M. Nenckiego, a realizowanego wspol-
nie z Akademig Medyczng i Uniwersytetem Warszawskim, zrealizowane zostang inwestycje
aparaturowe o wartosci ponad 15 milionéw ztotych. Jest to najwiekszy tego typu projekt reali-
zowany w ramach SPO WKP 1.4 w Polsce.

W ramach projektu zostanie m.in. zakupi-
ony nowoczesny mikroskop konfokalny
wyposazony w unikatowg technike STED
(ang. stimulated emission-depletion)
(Leica), pozwalajagca na obserwacje z
rozdzielczoscig 90 nm, tzn. 2.5 raza lepszag
niztzw. limit Abbego-warto$¢ od ponad
100 lat uznawana za nieprzekraczalna.
Ten przetomowy wynalazek jest dzietem
niemieckiego naukowca, Prof. Stefana
Helia, pioniera mikroskopii ,superro-
zdzielczej". Urzadzenie, ktore zosta-
nie zakupione przez Instytut Biologii
Doswiadczalnej PAN, jest jednym z
pierwszych na Swiecie. Mikroskop bedzie
przystosowany do prowadzenia badan
przyzyciowych, obrazowania grubych
mikrotubule w komérce nabtonkowej wyznakowane przeciwciatami preparatéw (> 200 pm) oraz badan z zas-
skoniugowanymi z barwnikiem Atto 647 tOSOW&niem teChnik FREI_ | FRND

W ramach projektu zostang rowniez zakupione:

ezestaw do badan metoda Tomografii Rezonansu Magnetycznego: pierwszy w Polsce system MRI
wykorzystujacy 32-kanatowg technologie RF

* mikroskop elektronowy transmisyjny z systemem umozliwiajgcym obrazowanie rozkiadu pier-
wiastkow w preparacie biologicznym

e stanowisko umozliwiajgce archiwizacje danych obrazowych w formie cyfrowej oraz zaawansowane
przetwarzanie informacji wizualnej w rozproszonym systemie gridowym
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urzadzenia, nowe aplikacje i innowacyjne technologie Roche Applied Science.
taczymy Swiatowej klasy technologie sekwencjonowania, mikromacierzy i PCR
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znang opinig o zaangazowaniu we wspieranie uzytkownikéw naszych produktdw,
dostarczajac najbardziej wszechstronnego z dostepnych zestawu narzedzi:

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

NimbleGen™ DNA Microarrays

Wyhbierz za swoj cel i analizuj cale genomy lub specyficzne regiony z zastoso-
waniem dtugich oligonukleotydéw przy wysokiej rozdzielczosci (2,1 milliona
sond).

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

Odkrywaj... Analizuj...Potwierdzaj.

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

Roche Diagnostics Polska Sp. z o.0. <Whe)

ul. Wybrzeze Gdynskie 6B
01-531 Warszawa
www.roche-applied-science.com
tel. 022 481 55 70

fax-022 481 55 92


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

	SPIS TREŚCI



