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proces nowotworzenia

Anna M. Stachowicz, Pawet
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Tomasz I. Michalak

Biatka szkieletu jadrowego i
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komoérkowego —znane biatka w
nowych rolach

Magda Dubinska-Magiera,
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Rycina na oktadce:

Fibroblasty myszy (hodowla pierwotna) z
wybarwionymi mitochondriami (czerwo-
ne, MitoTracker CMXRos) i filamentami
aktynowymi (zielone, falloidyna-Tritc).
Fotografie z zastosowaniem mikroskopu
konfokalnego Leica TCS SP5 wykonata
Joanna Szczepanowska z Instytutu Bio-
logii Doswiadczalnej PAN im. Marcelego
Nenckiego w Warszawie (wykorzystano
za zgoda Autorki).
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Stres oksydacyjny

Numer specjalny Postepéw Biochemii poswiecony reaktywnym pochodnym tlenu, stresowi oksydacyjnemu
i antyoksydantom rozrdst sie do rozmiaréw dwoch numerdw i otworzyliscie wtasnie Panstwo drugi z nich.
Rozpoczynajg go artykuty poswiecone roli reaktywnych pochodnych tlenu w procesach hemostazy (Nowak
i wsp.), w chorobach neurodegeneracyjnych (Jodko-Piérecka i Litwienienko) i w starzeniu sie (Ksigzek).
Artykut Kuban-Jankowskiej iwsp. przedstawia biatkowe fosfatazy tyrozynowe jako czute endogenne markery
stresu oksydacyjnego. Kolejne artykutly poswiecone sg antyoksydantom. Pierwszy z nich (Kowalewska
i Litwienienko) omawia mechanizmy dziatania fenolowych antyoksydantéw interwentywnych, drugi
(Muzolf-Panek i Tyrakowska) przedstawia dane $wiadczgce o korzystnej roli prooksydacyjnej aktywnosci
flawonoidow, trzeci (Stepien) dyskutuje role nie tylko melaniny, lecz w ogéle melanocytow w ochronie
przed stresem oksydacyjnym. Jony metali, zwlaszcza zelaza i miedzi, odgrywaja wazng role w stresie
oksydacyjnym. Ostatnie trzy artykuty poswiecone sg tym witasnie metalom: dinitrozylowym kompleksom
zelaza (Lewandowska i wsp.), homeostazie zelaza (Lipinski i wsp.) oraz dwom ATPazom transportujgcym
jony miedzi (Lenartowicz i Krzeptowski).

Przy okazji drobna uwaga terminologiczna. Nie ingerujac juz w stownictwo stosowane w artykufach,
osobiscie uzywam terminu ,reaktywne pochodne" zamiast ,reaktywne formy" tlenu. Wydaje mi sie on
bardziej wlasciwy: wolne rodniki tlenowe lub nadtlenek wodoru to przeciez zwigzki, a nie formy tlenu jako
pierwiastka.

Mam nadzieje, ze lektura numeru specjalnego Postepéw Biochemii wzbogaci i uaktualni Panstwa informacje
o stresie oksydacyjnym i o mechanizmach przeciwdziatajgcych temu zjawisku.

Grzegorz Bartosz

PARTNERZY POSTEPOW BIOCHEMII
Polska Sie¢
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19 czerwca 2010 r. nagrode im. Ta-
deusza Browicza (nagroda Wydziatu V
Lekarskiego Polskiej Akademii Umie-
jetnosci — PAU) za rok 2010 otrzymali
profesorowie Jézef Dulak i Alicja Jdz-
kowicz (Fot. 1) z Zaktadu Biotechno-
logii Medycznej Wydziatu Biochemii,
Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego, za ,,oryginalne i nowa-
torskie badania nad rolg oksygenazy he-
nrowej w mechanizmach powstawania
naczyn krwionos$nych". Nagrode wre-
czyli Prezes PAU profesor Andrzej Bia-

starczajgca angiogeneza i waskulogene-
za przyczyniajg sie do postepu choroby
niedokrwiennej serca lub sg powodem
powstawania niegojagcych sie owrzo-
dzen u pacjentéw z cukrzyca. Laureaci
wykazali, ze oksygenaza hemowa-1 ma
istotne znaczenie w tworzeniu naczyn,
dlatego moze by¢ celem terapeutycz-
nym w leczeniu cukrzycy ijej powikian,
hamowaniu wzrostu nowotworoéw czy
stymulacji proceséw regeneracji mie-
$nia sercowego po zawale serca. Po-
nadto okazuje sie, ze oksygenaza hemo-

tas i Dyrektor Wy-
dziatu V Lekarskie-
go PAU profesor
Edmund Przegalin-
ski. Druga nagroda,
nagroda dla mio-
dego naukowca,
zostata przyznana
prof. Tomaszowi

wa-1 jest réwniez waznym
enzymem w funkcjonowaniu
réznych rodzajéw komdrek
macierzystych, np. szpiku
kostnego, ktdre sa obecnie
obiektem  zainteresowania
medycyny regeneracyjne;j.

Wyniki badan zespotu

Guzikowi, kierow-
nikowi Kliniki i Ka-

Fot. 1. Profesorowie Alicja J6zkowicz
i Jozef Dulak (przy drzwiach z lewej
strony) odbierajag nagrode im. Tade-

prof. Jézefa Dulaka i prof.
Alicji Jozkowicz ukazaly sie

usza Browicza.

tedry Choréb We-
wnetrznych i Me-
dycyny Wsi Collegium Medicum UJ, za
oryginalne i nowatorskie badania nad
mechanizmami stresu oksydacyjnego
w naczyniach krwiono$nych w choro-
bie niedokrwiennej serca. Prof. Tomasz
Guzik petni od biezacego roku funkcje
prezesa Polskiego Towarzystwa Badan
nad Miazdzycg; zastgpit prof. Marka
Naruszewicza kierujgcego Towarzy-
stwem od 1992 roku (inicjatora powota-
nia Towarzystwa i dynamicznego Prze-
wodniczacego). Profesor Tomasz Guzik
przebywa obecnie za granicg i odbierze
nagrode w p6zniejszym terminie.

W uzasadnieniu stwierdzono: two-
rzenie nowych naczyn krwionosnych
zwane angiogenezg (naczynia powstajg
juz z istniejacych kapilar) lub waskulo-
geneza (powstajg z komdrek macierzy-
stych) jest niezbedne dla rozwoju orga-
nizmu, a w zyciu dorostego cztowieka
odgrywa kluczowa role m.in. w prawi-
dtowym gojeniu ran. Zaburzenia tych
procesdéw zwigzane sg np. z rozwojem
nowotworow, kiedy nowe naczynia sty-
mulujg rozwoj guza, natomiast niewy-

Postepy Biochemii 56 (3) 2010

drukiem w renomowanych

czasopismach, m. in. w Arte-
riosclerosis, Thrombosis and Vascular
Biology, Antioxidants and Redox Sig-
naling, Circulation, Journal of Experi-
mental Medicine, PlosOne i American
Journal of Pathology. Badania te beda
rozwijane w nastepnych latach, m.in.
dzieki funduszom strukturalnym w ra-
mach projektéw badawczych ,,Innowa-
cyjne metody wykorzystania komdrek
macierzystych w medycynie" i ,,Srod-
btonek naczyniowy w chorobach cywi-
lizacyjnych: od badan poznawczych do
oferty innowacyjnego leku o dziataniu
$rodbtonkowym™, realizowanych przy
wsparciu inwestycyjnych
grantéw strukturalnych:
»Biotechnologia molekularna
dla zdrowia", ,JagielloAskie
Centrum Rozwoju Lekéw"
i ,Maltopolskie Centrum
Biotechnologii”. Zaktad Bio- ot 2
technologii Medycznej Wy-
dziatu Biochemii, Biofizyki i
Biotechnologii UJ wspoétpracuje takze z
przemystem farmaceutycznym, uczest-
niczac w badaniach nad opracowaniem
nowych lekéw przeciwcukrzycowych

Malwina
Strenkowska.

KRAJOWE

i przeciwnowotworowych (na podsta-
wie informacji zamieszczonej w witry-
nie UJ).

W konkursie ,,Dziewczyny Przy-
sztoéci. Sladami Marii Skiodowskiej-
Curie™, ogtoszonym przez redakcje
miesiecznika ,,Elle” oraz Minister Na-
uki i Szkolnictwa Wyzszego, laureatka
zostata Malwina Strenkowska (Fot.
2), studentka trzeciego roku Kolegium
Miedzywydziatowych Indywidual-
nych Studiéw Matematyczno-Przy-
rodniczych Uniwersytetu Warszaw-
skiego. M. Strenkowska nagrodzono
za prowadzenie badan w dziedzinie
chemii bioorganicznej i biologii mole-
kularnej. Tytut zwycieskiego projektu
to ,,Synteza i wiasciwosci analogow
konca 5'mRNA posiadajacych podwdj-
ng modyfikacje tiofosforanowag w tan-
cuchu 5'5'-trifosforanowym”. Celem
projektu byta synteza chemiczna oraz
zbadanie wiasciwosci biochemicznych
i biofizycznych serii dinukleotydowych
analogéw konca5' mRNA (kapu) posia-
dajacych podwdjng modyfikacje tiofos-
foranowg w pozycjacha i@ piylub a
iy tancucha 5',5'-trifosforanowego. Dla
otrzymanych zwigzkéw zostang prze-
prowadzone badania pod katem ich od-
dziatywania z czynnikiem inicjujgcym
translacje (elF4E), odpornosci na degra-
dacje specyficzng dla kapu pirofosfataza
DcpS, wydajnosci translacyjnej po whu-
dowaniu do mRNA oraz wiasciwosci
inhibitorowych w procesie translacji
in vitro. Wyniki wcze$niejszych badan
dotyczace metylenobisfosfonianowych
oraz tiofosforanowych analogéw kapu
sugeruja, ze zaprojektowane ana-
logi beda charakteryzowaty sie
podwyzszong odpornoscig na
degradacje enzymatyczng oraz
bedg efektywnie rozpoznawane
przez maszynerie translacyjng, co
pozwoli na zastosowanie ich do
otrzymywania in vitro mRNA o
wysokiej wydajnosci translacyjnej,
jak rowniez jako efektywnych inhibi-
toréw translacji zaleznej od kapu. Ba-
dania prowadzone sa w Laboratorium
Ekspresji Genu w Zaktadzie Biofizyki
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w Instytucie Fizyki Doswiadczalnej na
Wydziale Fizyki UW pod opieka dr Jac-
ka Jemielitego. Przedstawione przez M.
Strenkowska wyniki badan moga by¢ w
przysztosci wykorzystywane w medy-
cynie, na przyktad w terapii genowej, w
przypadku uszkodzenia jakiego$ biatka
(na podstawie informacji uzskanej od
Autorki).

W tym samym konkursie wyroznie-
nie otrzymata Agata Szade (Fot. 3), stu-
dentka Wydziatu Biochemii, Biofizyki i

w konkursie, sfinansowanie zagranicz-
nych wyjazdow konferencyjnych, ufun-
dowato Ministerstwo Nauki i Szkol-
nictwa Wyzszego. Wyniki Konkursu
ogtoszono, zgodnie z decyzja jury, w
Warszawie w dniu 11 czerwca b.r., a
nagrody wreczono 10 studentkom (na
podstawie informacji zamieszczonej w
witrynie Nauka w Polsce i witrynie UJ).

Miano Polskiego Produktu Przy-
szto$ci w kategorii ,, Technologia przy-
sztosci w fazie przedwdrozeniowej

Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego, za udziat w
projekcie badawczym ,Rola
oksygenezy chemowej-1 w
indukcji progresywnej raka
ptaskonabtonkowego™  (kie-
rownikiem projektu jest prof.
Alicja Jozkowicz). Kapituta
Konkursu docenita dojrzatosé
pracy i ambitny dobor tema-
tyki badawczej. Drugie wyrdznienie
otrzymata Joanna Oracz, studentka wy-
dziatu Fizyki Uniwersytetu Warszaw-
skiego. Siedmiu innym miodym ba-
daczkom przyznano nagrody w postaci
wyjazdéw na europejskie konferencje
naukowe.

Celem konkursu ,,Dziewczyny Przy-
szlosci. Sladami Marii Sklodowskiej-
Curie" jest wspieranie mtodych kobiet,
studentek kierunkéw inzynieryjnych,
technicznych, matematycznych tub
przyrodniczych, ktére prowadza samo-
dzielne badania naukowe badZz anga-
zujg sie w projekty badawcze. Konkurs
ma na celu wspieranie i promowanie
ambitnych mtodych kobiet. Do konkur-
su swoje prace zgtosito 131 studentek z
kierunkéw matematycznych, przyrod-
niczych, Scistych i technicznych z cate-
go kraju. Oceny i wyboru najlepszych
projektéw dokonata Kapituta, powota-
na przez resort i redakcje miesiecznika
»Elle", w sktad ktorej weszli znani na-
ukowcy, przedstawiciele $rodowiska
naukowego oraz przedstawiciele Mini-
sterstwa i redakcji czasopisma. Kapitu-
fa oceniajac projekty, brata pod uwage
miedzy innymi innowacyjnos¢ projek-
tu, wktad nowej wiedzy do istniejacego
stanu nauki lub techniki oraz stopien
zaangazowania studentki w prowadzo-
nych badaniach. Gidwna nagroda w
konkursie wynosita 15000 zt. Nagrody
ufundowat miesiecznik ,,Elle", ktory
srodki na ten cel, zgromadzit prowa-
dzac aukqge sukien polskich projektan-
tow. Nagrody dla oséb wyr6znionych
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Fot. 3. Agata Szade.

otrzymata 23 czerwca 2010
roku terapia przeciwnowo-
tworowa stworzona na Uni-
wersytecie Jagiellonskim
Odkrycie naukowcéw z UJ
oparte jest na modyfikowa-
nym szczepie bakterii Salmo-
nella, ktdre wnikaja do guza
nowotworowego i wywotujg
jego zniszczenie. Kapituta
Konkursu Polski Produkt Przysztosci
przyznata 4 nagrody gtowne oraz 6
wyrdznien. Organizatorem Konkursu,
objetego honorowym patronatem Mi-
nistra Gospodarki, jest Polska Agencja
Rozwoju Przedsigbiorczosci. W imie-
niu zespotu zajmujgcego sie projektem
na UJ nagrode odebraty dr hab. Joanna
Bereta (koordynator badan) z Wydziatu
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ
oraz Paulina Chorobik doktorantka dr
Michata Berety z Katedry Immunologii
Collegium Medicum UJ, pomystodaw-
cy i tworcy projektu (Fot. 4). Innowa-
cyjna metoda leczenia nagrodzona w
Konkursie ma polega¢ na zastosowaniu
specjalnych bakterii Salmonella, ktére
dzieki zmianom genetycznym rozpo-
znajg tkanke no-
wotworowsg i po
wstrzyknieciu
do krwiobiegu
pacjenta lokali-
zujg sie w niej.
Dzieki natural-
nym mechani-
zmom inwazyj-
nym bakterie
przenikajag  do
komorek guza,
gdzie WYywo-
fuja  apoptoze.
Rownoczesnie dochodzi do pobudze-
nia uktadu odpornos$ciowego i reakcji
przedwnowotworowej. Dotychczas
skuteczno$¢ prototypowej terapii zo-
stala potwierdzona badaniami na zwie-
rzetach. Kolejny etap badan to udosko-
nalenie szczepu Salmonella, co pozwoli

Fot. 4. Od lewej Dominik Czaplicki (CITTRU),
Paulina Chorobik, Joanna Bereta i Maciej Czarnik
(CITTRU).

przenies¢ prace nad technologig do
etapu badan klinicznych. Technolo-
gia moze sta¢ sie w przysztoSci nowg
szansa leczenia pacjentow cierpigcych
na nowotwory lite, przede wszystkim
jelita grubego, ptuc, piersi i zotadka,
a prawdopodobnie takze innych cho-
réb nowotworowych (m.in. czerniaka).
Wedtug Dominika Czaplickiego z Cen-
trum Innowagqi, Transferu Technologii i
Rozwoju Uniwersytetu (CIl IRU) prze-
widywana wydajnos¢ i niskie koszty
produkcji sprawiajg, ze wyniki badan
naukowcéw maja doskonate perspekty-
wy zastosowania przemystowego. CIT-
TRU zabiega takze o ochrone patento-
wa wynalazku (o wspomaganej Salmo-
nellg terapii nowotworowej opowiadali
w programie 3 Polskiego Radia dr hab.
Joanna Bereta oraz Dominik Czaplicki z
CITTRU).

Konkurs ,,Polski Produkt Przyszto-
§ci" pod honorowym patronatem Mini-
stra Gospodarki zorganizowano po raz
trzynasty. Od 2002 roku organizatorem
Konkursu jest Polska Agencja Rozwoju
Przedsiebiorczosci (PARP). Celem Kon-
kursu jest promocja i upowszechnia-
nie osiggnie¢ twércéw innowacyjnych
technik i technologii, ktére majg szanse
zaistnie¢ na rynku polskim. Konkurs
skierowany jest do innowacyjnych
przedsiebiorstw, jednostek badawczo-
rozwojowych, instytutéw naukowych,
zaktadow doswiadczalnych, a takze dla
indywidualnych wynalazcow z krajow
Unii Europejskiej. Warunkiem przysta-
pienia do Konkursu jest przedstawienie
nowego, innowacyjnego wyrobu lub
technologii. Do Konkursu mogag by¢
zgtaszane programy
informatyczne, jednak
tylko i wylacznie jako
elementy sterowania
procesem technolo-
gicznym. Nagrodg w
Konkursie sg statuetka
»Polski Produkt Przy-
sztosci" oraz udziat w
kampaniach promocyj-
nych organizowanych
przez Polska Agencje
Rozwoju Przedsiebior-
czosci, prezentacja na
miedzynarodowych targach i wysta-
wach innowacyjnosci w kraju i za gra-
nica oraz promocja w wydawnictwach i
tekstach promocyjnych Agencji. Nagro-
dzeni wraz z wyréznionymi otrzymuja
dyplom i mozliwo$¢ postugiwania sie
w korespondencji Znakiem i Hastem
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»Polski Produkt Przysztosci” (wiado-
mosci o Konkursie i laureatach mozna
znalez¢ na stronach www.cittru.uj.edu.
pl, www.ppp.pi.gov.pl).
Zachodniopomorskie Noble, po
raz dziesigty rozdano 30 maja 2010 r.
Mianem tym nazwano nagrody dla
najwybitniejszych naukowcow wo-
jewddztwa  zachodniopomorskiego.
WSrad laureatdw jest piecioro uczonych
ze Szczecina oraz jeden z Koszalina
(Fot. 5). Nagrody za 2009 rok przyzna-
no w szesciu kategoriach nauk: medycz-
ne, podstawowe, rolnicze, techniczne,

nologii Uniwersytetu Jagielloriskiego.
Jest to kolejny sukces mtodej uczone;.

WV edycji programu TEAM Funda-
cji na rzecz Nauki Polskiej 9 polskich
naukowcéw otrzymato, na utworzenie
i rozwoj zespotéw badawczych, ponad
17 min ztotych. Najwyzsze dofinanso-
wanie otrzymata dr hab. Agnieszka
Dobrzyn z Instytutu Biologii DoSwiad-
czalnej im. Marcelego Nenckiego, ktéra
zbada molekularne i komérkowe me-
chanizmy patogenezy cukrzycy typu 2.
Ponad 2 min ztotych dostali rowniez dr
hab. Leszek Fiedor i prof. Jacek Mtynar-

humanistycz-
ne, 0 morzu.
Podczas gali
w Teatrze
Wspobtcze-
snym  otrzy-
mali je dr n.
med.  Anna
Jakubowska
z Pomorskiej
Akademii
Medycznej
za badania
dotyczgce
raka, prof. nadzw. dr hab. inz. Bohdan
Andriyevksy z Politechniki Koszalin-
skiej za prace dotyczace struktury elek-
tronowej pasmowej, prof. dr hab. inz.
Wiestaw F. Skrzypczak z Zachodnio-
pomorskiego Uniwersytetu Technolo-
gicznego za badania nad zwierzetami
hodowlanymi we wczesnych etapach
zycia, dr hab. inz. Zbigniew Czech z
ZUT za odkrycia z zakresu technologii
produkcji klejow samoprzylepnych, dr
hab. Tadeusz Szubka z Uniwersytetu
Szczecinskiego za osiggniecia w zakre-
sie filozofii analitycznej oraz dr hab. inz.
Zbigniew Pietrzykowski z Akademii
Morskiej za badania dotyczgce bezpie-
czenstwa ruchu.

W Ministerstwie Nauki i Szkolnic-
twa Wyzszego zostat rozstrzygniety
Konkurs wnioskéw o przyznanie sty-
pendiéw naukowych dla wybitnych
mitodych naukowcéw. Wnioski na kon-
kurs ztozyto 296 mtodych naukowcéw,
sposrod ktorych wszyscy wyrozniali
sie wysokim poziomem naukowym.
Decyzjg Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego stypendium przyznano 32
naukowcom, ktérych praca naukowa
zostata uznana jako wybitna. Jedng ze
stypendystek jest dr Agnieszka t.obo-
da z Zaktadu Biotechnologii Medycznej
Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotech-
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Fot. 5. Laureaci Zachodniopomorskich Nobli 2010.

ski z Uniwer-
sytetu Jagiel-
lonskiego oraz
dr  Szymon
Swiezewski z
Instytutu Bio-
chemii i Bio-
fizyki  PAN.
Pozostali na-
grodzeni  to
prof. Joanna
Cichy z Uni-
wersytetu Ja-
giellonskiego,
prof. Tomasz Kapitaniak z Politechniki
t 6dzkiej i troje naukowcow reprezentu-
jacych Uniwersytet Warszawski —prof.
Ewa Gérecka, prof. Wiktor Kozminski i
dr hab. Grzegorz Pietrzynski. W ramach
realizowanych badan naukowcy zajma
sie m.in. precyzyjna kalibracja kosmicz-
nej skali odlegtosci; rolg chemeryny w
procesach fizjologicznych i patogenezie
choréb o podtozu odporno$ciowym;
rolg niekodujgcych RNA w regulacji
genomu. Konkurs TEAM ma umozli-
wi¢ mtodym uczonym przeprowadze-
nie w Polsce najbardziej oryginalnych
projektow badawczych w dziedzinach:
bio, info, techno. Muszg one odnosi¢
sie do zagadnien zwigzanych m.in. z
biotechnologig i bioinzynierig, nowymi
wyrobami i technikami medycznymi,
technologiami informacyjnymi i teleko-
munikacyjnymi, naukami obliczenio-
wymi, nowymi materiatami i technolo-
giami, nanotechnologiami, technologig
i inzynierig chemiczng. W zespotach
badawczych laureatdw prace znajdzie
ponad 60 mtodych badaczy. Naukowcy
nagradzani w programie bedg musieli
zatrudni¢ w swych zespotach studen-
téw, ktorzy ukonczyli trzeci rok stu-
diow, doktorantéw lub miodych dok-
tor6w — do czterech lat od uzyskania
stopnia naukowego. Zesp6t musi liczyé
najmniej sze$ciu miodych uczonych,

wytonionych w otwartym konkursie. W
zespotach badawczych laureatow prace
znajdzie ponad 60 mtodych badaczy.
W ramach programu zostang sfinanso-
wane imienne stypendia naukowe dla
cztonkéw zespotu — od 1000 do 5000
ztotych — oraz grant badawczy. Jego
ostateczna kwota bedzie uzalezniona
od liczby mtodych naukowcéw pracu-
jacych w zespole badawczym.

Fundacja na rzecz Nauki Polskiej
(FNP) w czwartej i zarazem ostatniej
edyq'i programu Miedzynarodowe Pro-
jekty Doktoranckie (MPD) przyznata
29 min ztotych na prowadzenie projek-
téw doktoranckich o$miu najlepszym
miedzynarodowym konsorcjom, koor-
dynowanym przez polskie instytucje
naukowe. Najwyzsze dofinansowanie
uzyskat zespdt naukowcdédw reprezen-
towany przez dr hab. Pawta Moskala z
Uniwersytetu Jagiellonskiego. Niewiele
mniej otrzymaty grupy prof. Elzbiety
Malinowskiej z Politechniki Warszaw-
skiej i prof. Krzysztofa Nawotka z Uni-
wersytetu  Wroctawskiego. Koordy-
natorami pozostatych nagrodzonych
projektow sg prof. Zbigniew Btocki z
Uniwersytetu Jagiellonskiego, prof.
Bohdan Grzadkowski z Uniwersytetu
Warszawskiego, prof. Artur Jarmotow-
ski z Uniwersytetu im. A. Mickiewicza
w Poznaniu, prof. Jarostaw Marsza-
tek z Miedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii UG-GUM-ed i dr hab.
Stawomir Zadrozny z Instytutu Badan
Systemowych PAN. Celem programu
MPD jest podniesienie poziomu badan
naukowych realizowanych w Polsce
przez miodych naukowcdw w okresie
przygotowywania przez nich prac dok-
torskich oraz intensyfikacja wspdtpracy
miedzynarodowej polskich jednostek
badawczych (wiecej informacji mozna
znalez¢ na stronie www.fnp.org.pl).

Katarzyna Grubiak z Katedry Che-
mii, Technologii i Biotechnologii Zyw-
nosci Wydzialu Chemicznego Poli-
techniki Gdanskiej prowadzi badania
przydatne osobom z nietolerancjg lakto-
zy. Jej praca badawcza dotyczy zastoso-
wania termofilnej (3-galaktozydazy do
syntezy sacharydéw o wiasciwosciach
prebiotycznych. Enzym wprowadzo-
ny do mleka pozwala na otrzymanie
produktu o obnizonej zawartosci lakto-
zy, bezpiecznego dla os6b cierpigcych
na nietolerancje tego cukru, a nadto
wzbogacony w galaktooligosacharydy,
zwigzki o prozdrowotnych, prebio-
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tycznych wiasciwosciach. Prebiotyki sg
substancjami nietrawionymi ani wchta-
nianymi w gornej czesci przewodu po-
karmowego, ale moga by¢ metabolizo-
wane przez mikroflore jelita grubego,
stymulujac tym samym jej namnazanie
i aktywnos$¢. Bakterie te usuwajg z or-
ganizmu substancje toksyczne, popra-
wiajg wchianianie wapnia, magnezu,
zapobiegajg rozwojowi  mikroflory
chorobotworczej, stymulujg odpor-
no$¢ organizmu na choroby. Katarzy-
na Grubiak otrzymata stypendium
»InnoDoktorant™ przyznane przez
zarzad wojewoOdztwa pomorskiego ze
srodkow Programu Operacyjnego Ka-
pitat Ludzki. Rozprawe doktorska pt.
»Ocena przydatnosci rekombinantowej
(3-galaktozydazy z Pyrococcus woesei do
otrzymywania wybranych sacharydow
o wiasciwosciach prebiotycznych" dok-
torantka przygotowuje pod kierunkiem
prof. dr hab. J6zefa Synowieckiego. W
badaniach swoich poszukuje nowych
zrodet enzymow o pozagdanych wiasci-
wosciach, izoluje, oczyszcza wybrane
enzymow, oznacza ich aktywnos¢ oraz
bada wiasciwosci enzymow.

Nowoczesng metode diagnostyki
nowotwordw piersi przy pomocy me-
tod termicznych opracowuje doktorant
Mateusz Moderhak (Fot. 6) z Wydzia-
tu Elektroniki, Telekomunikacji i Infor-
matyki Politechniki Gdan-
skiej. Jest stypendystg, tak
jak mgr Katarzyna Grubiak,
pierwszej edycji projektu
»InnoDoktorant —stypendia
dla doktorantéw", w ramach
ktérego zarzad wojewodztwa
pomorskiego przyznat 50 sty-
pendiéw w wysokosci 30 tys.  derhak.
zt ze Srodkéw Programu Ope-
racyjnego Kapitat Ludzki na
lata 2007-2013. Przy uzyciu tej metody
zmiany mogg zosta¢ zarejestrowane
kilka lat wczes$niej niz jest to mozliwe
przy pomocy standardowych badan.
Rozwijajacy sie nowotwor buduje sie¢
naczyn krwiono$nych w zajetym przez
siebie obszarze i uintensywnia metabo-
lizm w stosunku do tkanek otoczenia.
Powoduje to zmiany rozktadu tempe-
ratury na powierzchni piersi. Rozktad
ten mozna zarejestrowa¢ przy pomocy
kamery termograficznej, ktéra rejestru-
je te zmiany. Sekwencje termogramow
poddaje sie analizie komputerowej, a
wynikiem jest seria obrazéw parame-
trycznych, podobnie jak w badaniach
rezonansu magnetycznego. Dzieki po-
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Fot. 6. Mateusz

budzeniu tkanki mozna otrzymac obraz
zalezacy od jej wewnetrznej struktury.
Metoda badawcza jest znana od ponad
20 lat, ale zmienia sie sprzet, pozwala-
jacy na wyzszg rozdzielczo$¢ obrazu i
poprawe algorytmdw analizy obrazéw.
W swojej pracy doktorant positkuje sie
nowa procedurg, tzw. cyfrowg stabiliza-
cja. W modelowaniu matematycznym
przyjmuje sie, ze ciepto bedace efektem
zwiekszonego metabolizmu jest Kilka-
dziesigt razy wieksze od otaczajacych
tkanek; powoduje to wzrost temperatu-
ry na powierzchni nawet o 2°C, zaleznie
od budowy, gtebokosci i Srednicy guza.
Doktorant przyznaje, iz metoda staje
sie mniej efektywna w przypadku gte-
boko potozonych guzéw. Teoretycznie,
stosujagc odpowiednio dtugi czas ochta-
dzania, mozna stara¢ sie wykry¢ gtebo-
kie zmiany. Praktycznie jest to jednak
bardzo trudne. Mateusz Moderhak pod
kierunkiem prof. dr hab. inz. Antoniego
Nowakowskiego pisze prace pt. ,,Ana-
liza algorytmow diagnostyki termicznej
dla mammografii". Zakres jego badan
to obrazowanie 3D, modelowanie ma-
tematyczne i symulacje komputerowe,
fizjologia czlowieka, procesy termo-
regulacji, powstawanie nowotworow,
akwizycja oraz przetwarzanie danych
pomiarowych pod katem analizy pro-
cesOw przejsciowych, aktywna termo-
grafia dynamiczna i tomografia
termiczna. Mateusz Moderhak
aktualnie rozpoczat staz na Uni-
wersytecie Laval w Kanadzie.

Association for Cancer Re-
search 50th Anniversary Meet-
ing ""Hallmarks of Cancer: From
Mechanisms to Therapies", Ed-
inburgh, Scotland. W dniach
13-15 czerwca 2010 roku odbyt
sie rocznicowy zjazd Brytyjskie-
go Stowarzyszenia Badan nad Rakiem
(BACR) (Fot. 7 i 8) z okazji 50-lecia ist-
nienia tego Stowarzyszenia. BACR od
pot wieku skupia naukowcow nie tylko
z Wielkiej Brytanii, ale réwniez catego
Swiata, tworzac uzyteczng platforme
wymiany mysli naukowej, dajacg moz-
liwos¢ prezentowania wynikéw badan
i nawiagzania wspotpracy naukowej, ale
rowniez aktywnie wspierajacg finan-
sowo miodych naukowcoéw poprzez
granty konferencyjne czy finansowanie
badan w os$rodkach naukowych poza
macierzystg uczelnig lub instytutem.
Tegoroczny Zjazd byt wyjatkowy. Or-
ganizatorzy — Komitet BACR — doto-
zyli wszelkich staran, aby najwazniejsze

sesje poprowadzone byly przez najwy-
bitniejszych naukowcéw. W spotkaniu
udziat wzieto ponad 220 os6b, wsrdd
nich wiekszos$¢ uczestnikow z Wielkiej
Brytanii, ale rowniez liczni goscie ze Sta-
néw Zjednoczonych, Szwajcarii i Wioch.
Nie zabrakto oczywiscie uczestnikow z
Polski. Rocznicowe spotkanie nie byto

Fot. 7. Edynburg —centrum miasta z widokiem na
Calton Hill i Partenon.

tylko podsumowanie 50 lat istnienia
Stowarzyszenia i jednocze$nie potwie-
cza badahn nad rakiem na Wyspach
Brytyjskich, ale przede wszystkim byto
zwrotem ku przysztosci. Szczegdlny ak-
cent potozono na prébe oceny w jakim
kierunku powinny zmierza¢ przyszte
badania. Spotkanie zatytutowano tak
samo jak jeden z najbardziej poczytnych
artykutow Douga Hanahana i Roberta
Weiberga (Hallmarks of cancer, Celi,
2000,100:57-70).

Fot. 8. Wystep tradycyjnego zespotu szkockiego na
stadionie rugby Murrayfield.

Wyktad inauguracyjny (Tom Con-
nors Lecture) wygtosit prof. David
(Herbie) Newell (Northern Institute
for Cancer Research NICR, Newcastle
upon Tyne). Prof. Newell przypomniat
uczestnikom najwieksze osiggniecia
Toma Connorsa, do ktérych z pewno-
$cig nalezato utworzenie Cancer Re-
search UK — jednej z najwiekszych
organizacji charytatywnych na $wiecie,
ktéra sponsoruje badania nad rakiem w
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Wielkiej Brytanii. Tom Connors wraz z
Laszlo Lajtha i Brianem Foxem utworzy#t
réwniez Phase I/Il Committee, przyczy-
niajac sie tym samym do przyspiesze-
nia badan nad nowymi terapiami oraz
ich powszechniejszemu testowaniu w
badaniach klinicznych. Tym samym
Wielka Brytania w ciggu ostatnich 30 lat
stata sie jednym ze Swiatowych liderow
badari nad nowymi lekami przeciwno-
wotworowymi.

Ze szczegblnym zainteresowaniem
wystuchano referatu prof. Alana Ash-
wortha (The Institut for Cancer Rese-
arch, London), ktéry prowadzi badania
nad inhibitorami polimerazy poli(ADP-
rybozy) (PARP). Obecnie inhibitory
PARP przechodzg badania kliniczne
w kombinacji z innymi chemiotera-
peutykami, blokujagc naprawe DNA i
uwrazliwiajac komarki rakowe na jego
uszkodzenie oraz jako samodzielne che-
mioterapeutyki stosowane u kobiet z
rakiem piersi oraz jajnikéw, ktdre sg no-
sicielkami mutacji w genach BRCAL i/
lub BRCAZ2. Jest to doskonaty przyktad
nowego rodzaju terapii tzw. ,synthetic
lethality" (Fong i wsp. N Engl J Med,
2009, 361: 123-134). Prof. Ashworth za-
powiedziat, ze terapia przeciwnowo-
tworowa z zastosowaniem inhibitorow
PARP u nosicielek mutacji BRCAL i/
lub BRCA2 w ciggu najblizszych kilku
lat ma sta¢ sie standardowg terapig w
Wielkiej Brytanii.

Prof. Bruce Ponder (dyrektor Cam-
bridge Research Institute, Cambridge)
wygtosit referat na temat nowoczesnych
badan genetycznych w analizie ryzyka
zachorowalnosci na raka, w ktorych
uwzglednia sie jednoczes$nie setki réz-
nych genéw iich allele ryzyka (Genome-
wide Association Studies, GIYAS) tworzac
indywidualne profile genetyczne w
przeciwienstwie do badan prowadzo-
nych na mniejszg skale, w ktérych ana-
lizuje sie polimorfizmy kilku genéw, a
ich znaczenie kliniczne jest znikome i
traci moc statystyczng w duzych popu-
lacjach.

Dr Mathew Gamett (Sanger Institu-
te, Cambridge) zaprezentowat wstepne
wyniki projektu The Cancer Translation
Project, w ktérym testowane sg antyno-
wotworowe wasciwosci setek réznych
terapeutykdw oraz substancji majacych
potencjat terapeutyczny na ponad 1000,
scharakteryzowanych pod katem pro-
filu genetycznego, ludzkich liniach ko-
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maérek nowotworowych. Wyniki analiz
beda regularnie publikowane na stronie
internetowej projektu (www.sanger.
ac.uk/genetics/ CGP/Translation).

Sposrod wielu innych doskonatych
referatdbw na szczeg6lng uwage zastu-
zyly nastepujace prezentacje: Sygnali-
zacja BRAF i RAS w czerniaku (prof.
Richard Marais, The Institute of Cancer
Research, London). NRAS jest matym
biatkiem wigzacym GTP, ktdre wyste-
puje w formie zmutowanej u ok. 20%
czerniakéw, a jego biatko efektorowe
BRAF jest zmutowane u ok. 50% czer-
niakow. Mutacje w tych onkogenach
prowadza do proliferacji komorek ra-
kowych. Okrycie roli tej Sciezki sygna-
towej stwarza mozliwo$¢ opracowania
lekow BRAF selektywnych —bedacych
obecnie w fazie badan przedklinicznych
(Huang i Marais, Nature, 2009,459:336-
337); ,,Nowa endokrynologia nowo-
tworéw (prof. Michael Poliak, McGill
University, Montreal, Canada). Badania
laboratoryjne jak i epidemiologiczne
wskazujg na istotng role insuliny i IGF
w chorobie nowotworowej. Dodatkowo
kontrowersyjne, ale znaczace badania
wskazuja na wigkszg zachorowalnos¢
na raka wsrod diabetykow leczonych
insuling w poréwnaniu z diabetykami
leczonymi metforming. Odkrycia te po-
szerzyly dotychczasowy paradygmat
o roli hormonéw w onkologii, torujac
Sciezke do nowych badan klinicznych z
udziatem metforminy; Analiza ekspre-
sji gendw naprawy DNA w raku jajnika
(Monica Ganzinelli i wsp. Istituto di Ri-
cerche Farmacologiche ,,Mario Negri",
Milano, lItaly). Cysplatyna jest jednym
z najbardziej efektywnych lekéw w te-
rapii raka jajnika (70% pacjentéw z cal-

sesji posterowej. W. Ciszewski przez
pot roku realizowat projekt badawczy
w NICR pod opieka prof. Nicoli Cur-
tin (projekt finansowany z programu
Erasmus). Tematem jego badah byto
uwrazliwianie komdrek raka piersi (li-
nie MCF-7, MDA-MB-231 i T47D) na
radio- chemioterapie przy uzyciu inhi-
bitora DNA-PK NU7441. Wojtek wyka-
zat, iz DNA-PK jest doskonatym celem
terapii uwrazliwiajacej. Z pewnoscia
badania te przyczynia sie do rozwoju
kolejnych inhibitoréw tej kinazy i ich
wprowadzenia do badan klinicznych.

Jako wspdtorganizator konferencji z
ramienia Komisji BACR, ktérej czton-
kiem miat przyjemno$¢ by¢ przez 2 lata,
sesje poswiecong perspektywom Kkarie-
ry po doktoracie poprowadzit dr To-
masz Zaremba z Collegium Medium w
Bydgoszczy, ktéry wygtosit takze refe-
rat na podstawie wiasnego doswiadcze-
nia w tej dziedzinie. W trakcie tej sesji
referat wygtosit rowniez dr Gareth Veal
z NICR, miody, odnoszacy sukcesy na-
ukowiec. W bardzo wielu kwestiach
poglady obu badaczy byty zgodne w
kwestii wyrdznienia elementéw istot-
nych dla rozwoju kariery naukowej, ta-
kich jak 1) mobilno$¢ — doswiadczenie
i wiedza zdobyta w réznych zespotach
badawczych; 2) publikacje — w wielu
renomowanych laboratoriach minimal-
nym Kkryterium przyjecia sa 3 publikacje
pierwszego autorstwa w dobrych cza-
sopismach naukowych; 3) staz po dok-
torski w dobrej grupie badawczej. Ka-
riera naukowa nie jest oczywiscie jedy-
ng $ciezka — doswiadczenie naukowe
i wiedza ugruntowane podczas stazu
post doktorskiego sg czesto przepustka
do dziatéw R&D najwiekszych koncer-

kowitg remisja). Niestety,
ponad potowa wykazuje
nawrot choroby i rozwi-
niecie opornosci na lecze-
nie lekami platynowymi.
Poszukiwanie moleku-
larnych markeréw wraz-
liwosci/opornosci na
leczenie ma kluczowe
znaczenie w planowaniu
terapii. Autorzy wykaza-
li korelage miedzy wyso-
kim poziomem syntezy
ERCC1, XPA, FANCC,
XPG i PolEta a wzrostem OS i PFS oraz
BRCA1 a wzrostem PFS. Polskim ak-
centem byta prezentacja wynikéw mgr
Wojciecha Ciszewskiego (Fot. 9) (Uni-
wersytet +6dzki, PAN, £6dZ) podczas

Fot. 9. Wojciech Ciszewski.

néw farmaceutycznych i bio-
technologicznych. Rdwniez,
a moze szczegOlnie w Polsce,
nalezy zacheca¢ miodych na-
ukowcéw do zdobywania
doswiadczenia w wiodacych
instytucjach naukowych w
Swiecie.

Jednym z najbardziej opty-
mistycznych i napawajgcych
ogromng nadziejg na przy-
sztos¢ byt referat Prof. Richar-
da Peto (Clinical Trial Servi-
ce and Epidemiological Studies Unit,
CTSU, University of Oxford). Prof. Peto
przedstawit dane epidemiologiczne z
ostatniego potwiecza dotyczace zacho-
rowalnosci i Smiertelnosci spowodowa-
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nej rakiem w populacji brytyjskiej. Na
przyktad, prawdopodobienstwo $mier-
ci spowodowanej rakiem przed 70 ro-
kiem zycia zmalato z 1 na 3w 1975 roku
do 1na 6 obecnie. Ten pozytywny trend
wystgpit przede wszystkim dzieki dra-
stycznemu zmniejszeniu zachorowal-
nosci na raka ptuc (kampania antyni-
kotynowa, powszechne zakazy palenia,
wzrost Swiadomosci spotecznej), 7-krot-
nemu zmniejszeniu zachorowan na
raka zotgdka (przyczyna nieznana) oraz
zmniejszenie ilosci nowotworow gine-
kologicznych (dzieki profilaktyce ba-
dan przesiewowych). Nastgpit niestety
wzrost zachorowalnos$ci na raka piersi u
kobiet oraz jelita grubego, ale dzieki lep-
szej diagnostyce i postepom leczenia po-
czawszy od lat 90 ogdélna $Smiertelnos¢ w
obu przypadkach zmalata. Kluczowym
przestaniem tego interesujgcego refera-
tu byto docenienie wysitkow naukow-
cow na catym Swiecie, ktorzy od tylu lat
prébuja poznac biologie nowotworow i
nie ustajg w wysitkach, aby opracowac
nowe, skuteczne formy terapii. Wpraw-
dzie dotychczas nie byto przetomu w
leczeniu nowotwordw, to jednak mate
sukcesy, ktore regularnie odnosimy, sg
bardzo jasno widoczne w danych epide-
miologicznych. Urzeczywistnia sie tym
samym prawdopodobna perspektywa,
ze choroba nowotworowa w przyszto-
Sci bedzie formg choroby przewlekiej
skutecznie kontrolowanej — podobnie
jak cukrzyca.

Z pewnoscig ten rocznicowy zjazd
BACR dla uczczenia pétwiecza istnienia
Stowarzyszenia bedzie na dtugo zapa-
mietany przez wszystkich uczestnikdw.
Udziat wielu mtodych naukowcow daje
wszystkim ogromne nadzieje na przy-
szto$¢ — badania nad rakiem stojg na
coraz wyzszym poziomie, a historia 50
lat istnienia Stowarzyszenia pokazala,
jak wiele juz udato sie osiggnac, ale row-
niez jak wiele jest jeszcze do zrobienia.
Oceniajgc role jakg BACR odgrywato i
wcigz odgrywa w brytyjskiej nauce na-
lezy wierzy¢, ze i w naszym kraju uda
sie dokona¢ konsolidacji $rodowiska
naukowego zajmujacego sie badaniami
nad rakiem, ktére skutecznie wspierane
bedzie solidnymi funduszami (przygo-
towat dr Tomasz Zaremba, Collegium
Medium, Bydgoszcz, Instytut Curie, Pa-
ryz, cztonek Komitetu organizacyjnego
Zjazdu BACR).

W dniach 16 i 17 czerwca 2010 r. w
Heidelbergu odbyt sie 3rd Polish-Ger-
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man Cancer Workshop (Fot. 10), w ra-
mach cyklicznych spotkan naukowych
wspotorganizowanych przez Deutsches
Krebsforschungszentrum (DKFZ) w
Heidelbergu oraz Centrum Onkologii
- Instytut im. Marii Sktodowskiej-Cu-
rie w Gliwicach. Poprzednie spotkania
odbyty sie 19 czerwca 2008 r. w He-
idelbergu (potaczony z 3rd General Me-

relacji prof. Piotra Widtaka oraz Biulety-
nu Informacyjnego Centrum Onkologii,
lipiec-sierpien 2010).

W dniu 23 czerwca 2010 r. uroczy-
§cie otwarto Laboratorium Geno-
miki Funkcjonalnej wyposazone w
sekwenator genomowy zakupiony ze
$rodkéw projektu Slagska BIOFARMA;
otwarcie bylo potgczone z

eting of Alumni DKFZ)
i 20 listopada 2009 r. w
Gliwicach (potaczony
z 13* Gliwice Scientific
Meeting). Tematyka do-
tychczasowych spotkan

dotyczyta Cancer Celi
Biology (I¢ Workshop),
Molecular  Epidemiology

of Cancer oraz Functional
Genomics in Cancer Re-
search (2nd Workshop),
Tumor Celi Biology oraz Radiobiology, Ra-
diooncology and Radiotlierapy Physics (3rd
Workshop). W ramach trzech dotych-
czasowych spotkan odbyto sie ponad
70 wyktaddw, ktore przedstawiali m.in.
P. Bannasch, P. Boukamp, A. Forsti, U.
Hamann, K. Hemminki, T. Hofman,
J. Hoheisel, P. Huber, S. Wiemann, O.
Wiestler (ze strony niemieckiej) oraz
M. Chorazy, E. Grzybowska, B. Jarzab,
J. Kupryjanczyk, B. Maciejewski, J. Rze-
szowska, J. Siedlecki, R. Suwinski, K
Szyfter, P. Widtak, K. Galwas-Kliber, A.

Fot. 10. Polscy uczestnicy Kon-
ferencji Polish-German Cancer
Workshop.

seminariami prezentujgcymi
mozliwosci urzadzenia fir-
my Illumina. Wstegi przeci-
nali prof. Barbara Jarzab (kie-
rownik Laboratorium) i prof.
Janusz Siedlecki, przewodni-
czacy Rady Naukowej Cen-
trum Onkologii (Fot. 11).

Profesor Joanna Polarnska

zaprasza na kurs ,,Metody
statystyczne opracowania wynikéw
badan medycznych". Kurs przeznaczo-
ny jest dla lekarzy realizujgcych witasne
prace badawcze i chcacych doskonalié¢
stosowane przez siebie narzedzia staty-
styczne. Uczestnik kursu po jego ukon-
czeniu bedzie posiadat rozeznanie w
zakresie istniejagcego oprogramowania
narzedziowego i umiejetno$¢ doboru
metod statystycznych wiasciwych do
rozpatrywanego problemu. Powinien
takze samodzielnie przeprowadzi¢ ana-
lize i ocene uzyskanych wynikéw. Kurs
organizowany jest przez Pol-

Grzadziel, J. Rzeszowska-
Wolny, K. Sktadowski, R.
Suwiriski, D. Scieglinska,
R. Tarnawski, J. Wydman-
ski (ze strony polskiej), a
facznie uczestniczyto w
nich blisko 300 oséb. Na-
stepne spotkanie z cyklu
Polish-German Cancer
Workshop odbedzie sie
w Gliwicach, 18 listopa-
da 2011 r., w potaczeniu
z 15* Gliwice Scientific
Meeting.  Proponowana
tematyka to Functional Celi Imaging oraz
Genomics and Proteomics in Discovery and
Validation of Cancer Markers. Wspotorga-
nizatorzy, Centrum Onkologii i DKFZ,
zgodnie uznali, ze konferencje z cyklu
Polish-German Cancer Workshop maja
szanse i powinny sta¢ sie miejscem
spotkan i wymiany informacji miedzy
badaczami z szerokiej grupy polskich
i niemieckich instytuqi naukowo-ba-
dawczych. Organizatorzy juz teraz
zapraszaja do udziatu w nastepnych
spotkaniach z tego cyklu (na podstawie

Foto. 11. Wstege przecinajg
profesorowie Barbara Jarzab
iJanusz Siedlecki.

sko-Japonskag Wyzsza Szkota
Technik Komputerowych,
Wydziat w Bytomiu, w IV
kwartale br. Zajecia obejmuja
30 godzin lekcyjnych (12 go-
dzin wyktadow i 18 ¢wiczen).
Wiecej informacji i rejestra-
cja: Malgorzata Bujak, tet: 32
3871662 (na podstawie Infor-
matora Instytutu Onkologii w
Gliwicach).

Portal MamSM.pl jest
pierwszym w Polsce i na $wie-
cie serwisem, ktory zawiera symulacje
objawéw stwardnienia rozsianego.
Minat wiasnie rok od jego uruchomie-
nia. W sieci pojawita sie takze anglo-
jezyczna wersja portalu, ktéra odno-
towata juz ponad 211000 odwiedzin.
Symulacja pozwalajgca poznac stward-
nienie rozsiane zdobywa coraz wieksza
popularnosé i szerzy wiedze o tej cho-
robie wérdd internautéw w Polsce i na
Swiecie.

pod redakcjg Teresy Wesotowskiej
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Stres oksydacyjny w przebiegu hemostazy

STRESZCZENIE

rawidtowa hemostaza jest stanem dynamicznej rownowagi pomiedzy procesami pro- i
Pantykoagulacyjnymi, ktory zalezy od oddziatywan $ciany naczynia krwiono$nego, pty-
tek krwi oraz czynnikéw krzepniecia krwi i fibrynolizy. Srédbtonek naczynia odgrywa istot-
na role w aktywacji ptytek krwi, krzepnieciu krwi i fibrynolizie, a takze ma wptyw na skurcz
i rozkurcz naczynia. Do zaburzonej funkcji $r6dbtonka obserwowanej w chorobach ukta-
du krazenia dochodzi pod wptywem reaktywnych form tlenu i azotu (RFT i RFA), przede
wszystkim nadtlenoazotynu, ktory powstaje w szybkiej reakcji tlenku azotu z anionorodni-
kiem ponadtlenkowym. RFT i RFA powoduja zmiany w strukturze i funkcji wielu czaste-
czek uczestniczacych w hemostazie. Utlenieniu ulegaja przede wszystkim biatka i lipidy ko-
morek $Srodbtonka, ptytek krwi oraz osocza. Zmiany oksydacyjne w biatkach komdérkowych,
spowodowane przez reaktywne formy tleny i azotu, w tym przez nadtlenoazotyn obejmuja:
nitrowanie reszt aminokwasoéw aromatycznych, utlenianie grup tiolowych i przeksztatca-
nie niektérych reszt aminokwasowych w pochodne karbonylowe. Oksydacyjne modyfikacje
biatek ptytek krwi moga powodowac¢ zmianeg ich struktury i funkcji hemostatycznych, tj.
aktywacji. Nadtlenoazotyn rowniez powoduje utlenienie i nitrowanie fibrynogenu —klu-
czowego biatka w procesie krzepnigcia krwi oraz plazminogenu — gtéwnego biatka fibry-
nolizy hamujac ich funkcje hemostatyczne. Zmiany patofizjologiczne naczynia wywotane
przez nadtlenoazotyn sg spowodowane uszkodzeniem glikokaliksu i komérek $rédbtonka,
zahamowaniem syntezy prostacykliny i tlenku azotu w ér6dbtonku. Oksydacyjne/nitracyjne
modyfikacje poszczeg6lnych komponentéw hemostazy zaobserwowano w wielu schorze-
niach uktadu krazenia.

WPROWADZENIE

Hemostaza jest jednym z wielu znanych systemow zapewniajgcych state wa-
runki wewnetrznego $rodowiska organizmu cztowieka, tj. homeostazy. Wedtug
powszechnie akceptowanej definicji hemostaza to zesp6t mechanizméw zapo-
biegajacych wyptywowi krwi z naczyn krwiono$nych (zaré6wno w warunkach
prawidtowych, jak i w przypadkach ich uszkodzen), a takze zapewniajgcych jej
ptynnosé i przeptyw w uktadzie krwionosnym. W ztozonym procesie hemosta-
zy uczestnicza: $ciana naczyn krwionosnych (gtéwnie intima), ptytki krwi, uktad
krzepniecia (fibrynogen, czynniki i inhibitory krzepniecia), uktad fibrynolizy
(plazminogen, aktywatory i inhibitory fibrynolizy) oraz uktad fagocytarny. Pra-
widtowg (fizjologiczna) hemostaze obrazuje sie jako stan dynamicznej rowno-
wagi pomiedzy procesami pro- i antykoagulacyjnymi (Ryc. 1). Procesy proko-
agulacyjne obejmujg wszystkie mechanizmy prowadzace do tworzenia czopu
hemostatycznego, ktérego funkcja jest hamowanie krwawienia, natomiast pro-
cesy antykoagulacyjne, poprzez mechanizmy hamujace tworzenie i ograniczaja-
ce nadmierny wzrost czopu hemostatycznego zapewniajg zachowanie ptynnosci
krwi w tozysku naczyniowym. Zachwianie rownowagi miedzy procesami pro- i
antykoagulacyjnymi prowadzi do krwawien lub zakrzepow. Zakrzepem (skrze-

pling) okreslamy
T czop hemostatycz-
Procesy prokoagulacyjne Procesy antykoagulacyjne ny, ktéry rozwi-

nat sie w naczyniu
krwiono$nym w
spos6b  niedosta-
tecznie kontrolowa-
ny lub w niewtasci-
wym miejscu.

W stanach pato-
logicznych zwiaza-
nych z ostrym lub
przewlektym zapa-
leniem (np. zespo6t
rozsianego krzep-

Rycina 1. Prawidtowa hemostaza jako stan dynamicznej rownowagi pomie-
dzy procesami pro- i antykoagulacyjnymi.
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niecia $rédnaczyniowego, ostra niewydolno$¢ oddechowa,
choroba niedokrwienna serca, miazdzycowe niedokrwienie
konczyn dolnych, cukrzyca typu 2), niedotlenieniem i na-
stepujacg po tym reperfuzjg tkanek, a takze w chorobach
nowotworowych, czestym zjawiskiem sg powiktania za-
krzepowo-zatorowe, stanowigce gtdwng przyczyne zgo-
now [1,2]. Doktadny mechanizm pojawiajacej sie zakrzepicy
u 0s6b chorych nie jest w petni poznany. Jedng z przyczyn
zachwiania subtelnej rwnowagi pomiedzy procesami pro-
i przeciwzakrzepowymi moze by¢ stres oksydacyjny towa-
rzyszacy tym chorobom. W wielu pracach wykazano, ze
powstajgce w stresie oksydacyjnym reaktywne formy tlenu
i azotu (RFT i RFA) modyfikujg funkcje wszystkich elemen-
tow uktadu hemostazy, tj. ptytek krwi, komoérek srédbtonka
naczyn krwiono$nych, osoczowych biatek uktadu krzepnie-
cia i fibrynolizy [3-12],

NADTLENOAZOTYN A UKLAD
KRZEPNIECIA KRWI | FIBRYNOLIZY

Jednym z gtdwnych czynnikéw stresu oksydacyjnego
powstajagcych w uktadzie krgzenia jest nadtlenoazotyn. Do
tworzenia nadtlenoazotynu dochodzi w wyniku szybkiej
reakcji pomiedzy anionorodnikiem ponadtlenkowym (O,™)
a tlenkiem azotu (NO"), in vivo gtéwnie w poblizu komaérek
generujacych jednocze$nie duze ilosci tych rodnikéw (ko-
morki Srodbtonka, aktywowane makrofagi/monocyty, neu-
trofile) [3,13]. Czas pottrwania nadtlenoazotynu w warun-
kach biologicznych jest rzedu kilku milisekund, wystarcza-
jaco jednak ditugi do jego przemieszczania sie na odlegtos¢
5-20 jim poprzez struktury komdrkowe. W biatkach moze
indukowaé nitrowanie reszt tyrozynowych, a takze tworze-
nie dityrozyny igrup karbonylowych, co z reguty prowadzi
do zmian w ich funkcji biologicznej [14]. W warunkach fi-
zjologicznych wazng reakcjg nadtlenoazotynu jest reakcja z
dwutlenkiem wegla (ze wzgledu na wysokie stezenie C02
zar6bwno w osoczu, jak i cytoplazmie komorek). Prowadzi
ona do wytworzenia nietrwatego adduktu — nitrozonad-
tlenoweglanu (0=N-00CO, ), ktory tatwo ulega rozpado-
wi do rodnikéw CCE“i N 02 [15]. W wyniku ich dziatania
dochodzi do zwiekszonego powstawania rodnika tyrozy-
lowego, ktory na skutek reakcji z NO," jest przeksztatcany
do 3-nitrotyrozyny lub ulega dimeryzacji do dityrozyny.
Wielu autoréw uwaza, ze obecnos$¢ znitrowanych biatek w
organizmie jest skutkiem dziatania gtéwnie nadtlenoazoty-
nu, cho¢ do powstawania 3-nitrotyrozyny moze dochodzié
rowniez w innych reakcjach [16].

W osoczu oséb zdrowych zawarto$¢ 3-nitrotyrozyny w
biatkach jest stosunkowo niska (<0,1 nmol/mg biatka), ale
znaczgco wzrasta np. u palaczy czy w przebiegu wielu cho-
réb zwigzanych z ostrym lub przewlektym stanem zapal-
nym (posocznica, zespot ostrej niewydolnosci oddechowej,
choroba niedokrwienna serca, chroniczna niewydolnosé
nerek, reumatoidalne zapalenie stawow, cukrzyca, nowo-
twory ptuc) [16]. Stwierdzono, ze sposrod biatek osocza w
warunkach in vivo nitrowaniu ulegajg miedzy innymi fibry-
nogen i plazminogen, dwa podstawowe biatka uczestnicza-
ce w procesie koagulacji i fibrynolizy [9]. Ponadto w cza-
steczce fibrynogenu warunkach in vivo dochodzi réwniez
do tworzenia grup karbonylowych, co moze Swiadczy¢ o

duzej podatnosci tego biatka na stres oksydacyjny [17].
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Fibrynogen odgrywa gtéwna role w uktadzie hemostazy.
Uczestniczy w procesie agregacji ptytek krwi (jako biatko po-
mostowe przytaczajace sie do integryny allbP3 oraz tworzy
nierozpuszczalng sie¢ widknika stanowigcg zasadniczy zrab
czopu hemostatycznego. Fibrynogen jest heteroheksamerem
stabilizowanym wigzaniami disiarczkowymi, ztozonym z
dwoch zestawow trzech nieidentycznych tancuchéw Aa, Bp
i y. Czasteczka fibrynogenu ma wydtuzony ksztatt i sktada
sie z pieciu domen. Centralnej domeny E potaczonej z dwo-
ma terminalnymi domenami D poprzez odcinki spiralnie
skreconych a-helis trzech tancuchéw polipeptydowych oraz
dwoéch domen aC stanowigcych C-koniec tafcuchéw Aa
[18]. Ekspozycja fibrynogenu na dziatanie nadtlenoazotynu
w warunkach in vitro powoduje powstawanie 3-nitrotyrozy-
ny iwzrost poziomu grup karbonylowych w tafcuchach Aa
i Bp oraz tworzenie dityrozyny mostkujacej domeny aC [12].
Zmiany strukturalne w czasteczce fibrynogenu wywotane
przez nadtlenoazotyn ostabiajg oddziatywanie fibrynogenu z
ptytkami krwi, zaburzajg proces polimeryzacji oraz strukture
tworzonego przez trombine widknika, a takze sg przyczyna
mniejszej wrazliwos$ci tego biatka na proteolityczne dziatanie
plazminy [5,6,12]. Obecno$¢ zmiataczy nadtlenoazotynu —
kwasu moczowego lub (-)-epikatechiny, chroni czasteczke fi-
brynogenu przed tworzeniem dityrozyny i 3-nitrotyrozyny i
przywraca w peini wiasciwosci polimeryzacyjne tego biatka.
Szczegolnie interesujgce wydaja sie by¢ wyniki badan z uzy-
ciem (-)-epikatechiny jako antyoksydanta. Zwigzek ten znany
jest bowiem jako czynnik chroniacy biatka przed nitrujacym,
ale nie przed oksydacyjnym dziataniem nadtlenoazotynu.
Ochrona zdolno$ci polimeryzacyjnych fibrynogenu przez ten
zwigzek moze oznacza¢, ze modyfikacje reszt tyrozynowych
w fibrynogenie przez nadtlenoazotyn sg gtéwng przyczyng
obserwowanych funkcjonalnych zaburzen tego biatka [12].

Fibrynogen jest biatkiem ostrej fazy. Jego synteza i ste-
zenie w osoczu moze wzrosng¢ 2-3 krotnie w odpowiedzi
na stan zapalny. Badania epidemiologiczne wykazaly, ze
podwyzszony poziom fibrynogenu we krwi zwieksza ry-
zyko wystapienia choroby niedokrwiennej serca, zawatu
serca i niedokrwiennego udaru moézgu. Sugeruje sie, ze w
stanach zapalnych, gdy generowanie reaktywnych form tle-
nu i azotu gwattownie wzrasta, fibrynogen staje sie gtow-
nym obiektem ich ataku, dzieki czemu chroni inne biatka
i lipidy osocza przed utlenianiem [19]. Wyniki niedawno
opublikowanych badan wskazuja, ze podwyzszony poziom
znitrowanej formy fibrynogenu w osoczu pacjentéw z cho-
robag niedokrwienng serca jest czynnikiem ryzyka wysta-
pienia zakrzepicy. Szybko$¢ polimeryzacji zar6bwno osocza
pacjentéw, jak i wyizolowanego z ich osocza fibrynogenu,
ulega zwiekszeniu, a powstaty wioknik charakteryzuje sie
patologiczng, sztywng strukturag, oporng na dziatanie pla-
zminy. Przyczyng zmian witasciwos$ci koagulacyjnych fibry-
nogenu jest nitrowanie jednej z dwoch tyrozyn obecnych w
C-koncu tancucha Bp fibrynogenu. Autorzy pracy sugeruja,
ze juz jedna czasteczka tak zmodyfikowanego fibrynogenu
na 200 innych zaburza proces polimeryzacji i prowadzi do
patologicznej architektury widéknika [20].

Uktad fibrynolityczny odgrywa istotng role w utrzyma-

niu hemostazy nie tylko bezposrednio poprzez rozpuszcza-
nie skrzepliny, ale jest rGwniez zaangazowany posrednio,
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poprzez aktywacje metaloproteaz w wiele innych proce-
séw: w przebudowe tkanek, angiogeneze i gojenie ran.
Uczestniczy réwniez w procesach patologicznych, m.in.
w patogenezie niedokrwienia miesnia sercowego, powsta-
waniu tetniakéw, progresji zmian nowotworowych i miaz-
dzycy. Uktad fibrynolizy sktada sie z czterech elementow:
plazminogenu, aktywatorow plazminogenu: tkankowego i
urokinazowego (tPA i uPA) przeksztatcajacych plazmino-
gen w aktywny enzym —plazmine, inhibitorow aktywato-
ra plazminogenu (PAI-1, PAI-2) oraz inhibitoréw aktywnej
plazminy, m.in. a2antyplazminy (a2AP). Hamowanie ak-
tywnosci fibrynolitycznej zachodzi¢ moze na drodze hamo-
wania aktywacji plazminogenu do plazminy, gtdwnie przy
udziale PAI-1 lub poprzez obnizenie enzymatycznej aktyw-
nosci plazminy, w obecno$ci a2AP. Kluczowym biatkiem
fibrynolizy jest plazminogen —proenzym, ktéry w wyniku
proteolizy wigzania Arg-hl-VaL 2jest przeksztatcany do pla-
zminy, dwutaricuchowej proteazy serynowej, ktorej tancuch
ciezki zawiera 5 domen kringlowych, a w tancuchu lekkim
ktdérej znajduje sie centrum katalityczne enzymu. Regulacja
fibrynolizy zachodzi przy udziale aktywatoréw oraz inhibi-
toréw plazminogenu, ktére moga hamowac etap aktywacji
plazminogenu lub samg plazmine. Stezenie aktywatorow w
osoczu jest nizsze anizeli gtdbwnego inhibitora PAI-1, ktory
posiada zdolno$¢ hamowania tPA.

Nadtlenoazotyn moze wptywaé na biatka zwigzane z fi-
brynoliza w bardzo szerokim zakresie. W warunkach in vitro
ONOO hamuje zaréwno proces aktywacji plazminogenu
do plazminy, jak i aktywno$¢ amidolityczna i proteolitycz-
ng samej plazminy. Spadkowi aktywnosci generowanej pla-
zminy towarzyszy wzrost nitrowania reszt tyrozynowych w
czasteczce plazminogenu [10,11]. Wykazano takze wysoka
podatno$¢ plazminogenu na dziatanie nadtlenoazotynu w
osoczu [7], Na podstawie obserwowanego hamujacego wpty-
wu nadtlenoazotynu na aktywno$¢ tkankowego aktywatora
plazminogenu (t-PA), Nielsen i wsp. [8] sugerujg istnienie
zwigzku miedzy nitrowaniem reszt tyrozyny na skutek dzia-
tania ONQO , a obnizeniem aktywnosci t-PA.

Potencjalnym celem dla dziatania nadtlenoazotynu
mogg by¢ rowniez wspotdziatajagce z uktadem fibrynoli-
tycznym metaloproteazy macierzy zewnatrzkomaérkowej
(MMPs, ang. matrix metalloproteinases). Wykorzystanie izo-
lowanych serc szczurow jako modelu stanu niedokrwie-
nia i reperfuzji umozliwito wykazanie, ze uszkodzenia ko-
morek serca indukowane nadtlenoazotynem zachodzg przy
udziale metaloproteazy macierzy zewngtrzkomdérkowej
MMP-2. Wprowadzenie ONOO do krgzenia wieficowego
powoduje wzrost uwalniania i aktywnos$ci MMP-2 [21]. Po-
nadto wykazano, ze ONOO" hamuje takze tkankowy inhi-
bitor metaloproteazy 1 (TIMP-1, ang. tissue inhibitor of me-
talloproteinases), ktéry jest inhibitorem zaleznej od plazminy
MMP-1 [22], Nadtlenoazotyn moze modyfikowaé strukture
i funkcje biatek nie tylko poprzez tworzenie nitrotyrozyny.
Okamoto i wsp. [23] zaobserwowali indukowang nadtleno-
azotynem aktywacje proMMPs zalezng od glutationu. Nad-
tlenoazotyn silnie aktywuje oczyszczone metaloproteazy
cztowieka: MMP-1, MMP-8 i MMP-9 w obecnosci glutatio-
nu. Role w aktywacji metaloproteaz w tym uktadzie przypi-
suje sie S-nitrozoglutationowi (GSNO.,) powstajgcemu w re-
akcji zredukowanej formy glutationu (GSH) z nadtlenoazo-
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tynem. Zaréwno syntetyczny GSNO,, jak i generowany w
reakcji z ONOO", powodujg S-glutationylacje syntetyczne-
go peptydu PCRGVPD, ktory jest sekwencjg zachowanego
w ewolucji fragmentu domeny w MMPs odpowiedzialnej
za autohamowanie, co wskazuje na mozliwo$¢ modyfikacji
aktywnosci metaloproteaz na skutek dziatania ONOO .

STRES OKSYDACYJNY A PLYTKI KRWI

W przebiegu prawidtowej hemostazy istotng role odgry-
wajg tez ptytki krwi. Uczestniczg w hemostazie pierwotnej
polegajacej na tworzeniu ptytkowego czopu hemostatycz-
nego oraz biorg udziat w tzw. hemostazie wtornej, uczestni-
czac w aktywacji osoczowych czynnikéw krzepniecia krwi
prowadzgcej do wytwarzania trombiny. Plytki krwi biorg
takze udziat w innych procesach fizjologicznych i patolo-
gicznych, m.in. w stanach zapalnych, zmianach miazdzy-
cowych $ciany naczynia, metastazie komorek nowotworo-
wych czy gojeniu ran.

Ptytki krwi sg najmniejszymi, bezjgdrzastymi elementa-
mi morfotycznymi krwi ($rednica 2-4 pm). Powstajg z me-
gakariocytow w szpiku kostnym i czeSciowo w phucach.
Proliferacje ir6znicowanie komorek prekursorowych szere-
gu plytkotwdrczego oraz dojrzewanie megakariocytéow az
do wytworzenia ptytek krwi reguluja cytokiny (interleukina
31 11), a przede wszystkim trombopoetyna. Czas zycia nie
uczestniczagcych w procesie hemostazy ptytek krwi w kraze-
niu wynosi od 8-12 dni; ulegajg one fagocytozie (gtownie w
$ledzionie). Plytka krwi jest otoczona btong plazmatyczna,
w ktorej zlokalizowane sg liczne receptory, sprzezone z en-
zymatycznymi systemami przekazywania informacji.

Aby ptytki krwi mogty petni¢ swe funkcje hemostatycz-
ne, muszg ulec aktywacji. Aktywacje ptytek krwi indukujg
liczne i r6znorodne pod wzgledem budowy zwigzki (ago-
nisci) poprzez przytaczenie do specyficznych receptorow
obecnych na powierzchni ptytek krwi i najczesciej sprzezo-
nych z heterotrimerycznymi biatkami G. Agonistami wcho-
dzacymi w oddziatywania z takimi receptorami sg m.in.:
trombina, tromboksan A2(TXA2, ADP, adrenalina, ptytko-
wy czynnik aktywujacy (PAF; ang. platelet activatingfactor) i
wazopresyna. Trombina ma trzy rézne receptory: dwa typu
PAR (ang. proteolytically activated receptor) i glikoproteine
GPIb w kompleksie (GPIb/IX/V), natomiast ADP rozpo-
znawany jest przez ptytke za pomocg trzech purynoergicz-
nych receptorow: P2YirP2Y u i P2X1[24], Rozmiar aktywacji
ptytek krwi zalezy od rodzaju dziatajgcego agonisty.

W procesie aktywacji ptytek dochodzi do zmiany ksztattu z
dyskoidalnego na sferyczny, a nastepnie do wytwarzania filo-
podiow i lamellipodiéw, ktorych tworzenie jest uwarunkowa-
ne reorganizacjg cytoszkieletu ptytek mozliwg dzieki wzrosto-
wiwewnatrzkomdrkowego stezeniajonéw wapnia i metaboli-
zmowi fosfatydyloinozytoli. Aktywacja ptytek krwi prowadzi
do wydzielania zwigzkéw zmagazynowanych w licznych
specyficznych ziamisto$ciach ptytek. Agregaga ptytek krwi
nastepuje w wyniku przekazywania sygnatow typu ,inside
out" i prowadzi do aktywacji i zmiany konformacji bardzo
licznych receptorow integrynowych a]P3na powierzchni pty-
tek umozliwiajac przytaczenie do nich dimeréw fibrynogenu i
tworzenia agregatow ptytkowych. Ponadto, aktywacji ptytek
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krwi towarzyszy odszczepienie od powierzchni ptytek mikro-
pecherzykéw, ktére obdarzone sg wasciwosciami prokoagu-
lacyjnymi oraz ekspozycja ujemnie natadowanych fosfolipi-
dow — fosfatydyloseryny, co umozliwia ptytkom krwi udziat
w procesie krzepniecia krwi. Dochodzi réwniez do ekspozycji
na powierzchni ptytek krwi selektyny P pochodzacej z bton
ziarnisto$ci alfa oraz biatka CD40L.

Podczas aktywacji ptytek krwi dochodzi do inicjowania
dwadch wzajemnie ze sobg powigzanych kaskad przekazywa-
nia sygnatu. Pierwsza inicjowana jest przez hydrolize fosfoli-
pidéw btony zachodzgca pod wptywem fosfolipazy C (PLC).
Wiegkszo$¢ agonistow aktywuje izoforme @ PLC. W wyniku
dziatania PLC powstajg dwa wtorne przekazniki informacji:
diacyloglicerol (DAG) i inozytolotrisfosforan (Ins(l,4,5)P3 ak-
tywujacy biatkowg kinaze C —kluczowy enzym w aktywacji
ptytek. Z przemiana fosfolipidéw ptytkowych zwigzana jest
tez przemiana arachidonianu i synteza eikozanoidéw z wy-
tworzeniem tromboksanu A, potegujacego aktywacje. Dru-
ga kaskada reakcji przekazywania sygnatu w pobudzonych
ptytkach jest inicjowana przez przytaczenie niereceptorowych
kinaz tyrozynowych do specyficznych receptorow biatek ad-
hezyjnych prowadzac do aktywacji kinaz tyrozynowych [25].

REAKTYWNE FORMY TLENU I
AZOTU W PLYTKACH KRWI

Reaktywne formy tlenu czy azotu w ptytkach krwi po-
wstajg w toku ich fizjologicznego metabolizmu: z udziatem
oksydaz btonowych, syntazy NO', przemiany kwasu ara-
chidonowego, metabolizmu fosfatydyloinozytolu i cyklu
glutationowego [27-33], Piytki krwi moga takze wytwarzac
dodatkowe ilosci RFT/RFA w stanach patologicznych (m.in.
w stanach zapalnych) i pod wptywem r6znorodnych egzo-
gennych czynnikdw: skitadnikéw diety, jonéw metali cigz-
kich, lekéw i w czasie wysitku fizycznego. Przy zmniejsze-
niu skutecznosci uktadéw antyoksydacyjnych, nadmiar RFT
czy RFA wywotuje stres oksydacyjny, prowadzgc do zmian
funkcji hemostatycznych ptytek krwi. R6zne tarcze dziatania
RFT i RFA w ptytkach krwi przedstawiono na rycinie 2.

Jednym z wazniejszych enzymdéw zaangazowanych w
wytwarzanie RFT w réznych komérkach, w tym w ptytkach
krwi jest przypuszczalnie oksydaza NAD(P)H (EC 1.6.2.4),
katalizujgca powstawanie anionorodnika ponadtlenkowego
w wyniku transferu elektronéw z NADPH na tlen czastecz-
kowy. Jednak do tej pory, nie udato sie wyizolowaé oksydazy
NAD(P)H z ptytek krwi, i wyniki badan dotyczace udziatu
oksydazy w wytwarzaniu anionorodnika ponadtlenkowego
sg czesto kontrowersyjne. Badania Salvemini i wsp. [34] wy-
kazaty, ze zastosowanie difenylenojodoniny, niespecyficzne-
go inhibitora oksydazy NAD(P)H powoduje zahamowanie
agregacji ptytek krwi stymulowanej trombing, ADP czy ko-
lagenem. Finazzi-Agro i wsp. [35] natomiast stwierdzili, ze
w ptytkach krwi obecna jest oksydaza NAD(P)H z NADPH
jako kofaktorem. Marcus i wsp. [26] stosujgc metode kolory-
metryczng opierajacg sie na redukcji cytochromu c stwier-
dzili, ze ptytki krwi wytwarzajg Oy*. PoOzniejsze badania
[36] wykazaty, ze aktywacja ptytek krwi jest powigzana z
wytwarzaniem Oy* podczas metabolizmu arachidonianu na
drodze zaleznej od 12-lipoksygenazy (EC 1.13.11.12) i cyklo-
oksygenazy (EC 1.14.99.1) oraz przemiany glutationu [36].
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Rycina 2. Tarcze dziatania RFT i RFA w ptytkach krwi.

Zrodiem rodnika hydroksylowego z kolei moze byé przemia-
na prostaglandyn [37], W ptytkach krwi powstaje tez nadtle-
nek wodoru, co wykazano metodg fluorescencji przy uzyciu
m.in. 2,7-dichlorodihydrofluoresceiny. H2D 2 powstajacy w
stymulowanych trombing ptytkach krwi jest przeksztatcany
do bardzo reaktywnego rodnika 'OH, ktéry moze spetniacé
role wtérnego przekaznika informacji i indukowaé sygnat do
wytwarzania agregatow ptytkowych [38]. Signorello i wsp.
[39] stwierdzili, ze kwas arachidonowy jako wtorny przekaz-
nik moduluje aktywnos$¢ niektérych ptytkowych enzymow
uczestniczacych w wytwarzaniu RFT czy RFA, m. in. arachi-
donian moze aktywowa¢ oksydaze NAD(P)H, a tym samym
tworzenie anionorodnika ponadtlenkowego oraz moze tez
hamowaé aktywnos$¢ syntazy tlenku azotu.

RFT czy RFA w stezeniu fizjologicznym moga odgrywac
wazng role w prawidtowym funkcjonowaniu ptytek krwi
regulujac proces ich aktywacji. Aktywacja ptytek krwi in-
dukowana kolagenem (w przeciwienstwie do ADP) jest po-
wigzana z wytwarzaniem nadtlenku wodoru, funkcjonuja-
cego jako wtorny przekaznik, ktéry stymuluje metabolizm
kwasu arachidonowego i aktywuje fosfolipaze C [40,41].
Mechanizm aktywacji fosfolipazy C przez H.,0., nie jest jesz-
cze w petni wyjasniony. HmOnodgrywa tez istotng role w ak-
tywacji kinaz tyrozynowych, dzieki czemu posrednio moze
wptywac na aktywnos¢ fosfolipazy C, gdyz katalaza hamu-
je uwalnianie kwasu arachidonowego z fosfolipidéw btony
ptytkowej, a tym samym synteze eikozanoidéw czy prze-
miane fosfoinozytoli. Wykazano takze, ze aktywacja ptytek
indukowana wysokim stezeniem kolagenu jest hamowana
w obecnosci réznych antyoksydantéw (m.in. witaminy E),
co wskazuje, ze H.,0,, i inne reaktywne formy tlenu moga
uczestniczy¢ w aktywacji ptytek krwi wywotanej kolage-
nem [40-42]. Istniejg rowniez doniesienia, ze RFT czy RFA
powstajg w ptytkach krwi aktywowanych trombing [28,43],

W ptytkach krwi bezposrednio pod wptywem wolnych
rodnikow kwas arachidonowy wbudowany estrowo do
fosfolipidéw btony komdérkowej moze ulegac utlenieniu. W
wyniku tego nieenzymatycznego utleniania moga powsta-
wac liczne izoprostany —izomery prostaglandyn, ktore po-
woduja m.in. wzrost adhezji ptytek krwi.

RFT sa takze silnymi aktywatorami kinazy JNK, hamujac
jej inhibitory, w tym m.in. S-transferaze glutationowg czy
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fosfataze JNK. Fosfataza SHP-1 przeciwdziata aktywnosci
oksydazy NADPH poprzez hamowanie kinazy 3-fosfaty-
dyloinozytolowej i biatka Racl, poniewaz ostatnim etapem
aktywacji oksydazy NADPH jest przytaczenie sie do utwo-
rzonego kompleksu zaktywowanego biatka Racl (w kaska-
dzie sygnalizacji wewngtrzkomadrkowej, zaleznej od kinazy
3-fosfatydyloinozytolowej), ktéra bezposrednio aktywuje
oksydaze NADPH do wytwarzania anionorodnika ponad-
tlenkowego. Dziatanie fosfatazy SHP-1 stanowi zatem sys-
tem obronny przed uszkodzeniami spowodowanymi dzia-
taniem anionorodnika ponadtlenkowego.

NO" powstaje w cytosolu ptytek krwi w iloSciach -100
fmol NO*/(mg biatka ptytek*min), tzn. -1 pg NO* / (mg
biatka ptytekxmin). Szybko$¢ powstawania NO’ wynosi
ok. 4-7 pmol/(minxI08 ptytek) w niepobudzonych ptyt-
kach krwi i wzrasta do ok. 11-21 pmol/ (min*108ptytek) po
aktywowaniu kolagenem [30,44,45], Ptytki krwi posiadajg
dwie izoformy syntazy NO* (NOS; ang. nitric oxide syntha-
se; EC 1.14.13.39): konstytutywng i indukowalng, pocho-
dzgce z megakariocytdw — macierzystych komoérek piytek
krwi. Konstytutywna jest zalezna od jonéw Ca2+i NAD(P)
H. Pobudzenie Meg-01 przez cytokiny IL-1 @i TNF-a pro-
wadzi do ekspresji indukowalnej formy, Ca2+ niezaleznej.
Ta aktywno$¢ wzrasta po dodaniu NAD(P)H i tetrahydro-
biopteryny jako kofaktora. Uwalnianie NO’ przez plytki
krwi przypuszczalnie petni role w mechanizmie ujemnego
sprzezenia zwrotnego ochrony przed ich dalszg aktywacja
[46]. Sugeruje sie, ze w ptytkach krwi obecny jest mMRNA dla
konstytutywnej syntazy tlenku azotu (eNOS) [47],

Tlenek azotu jako wolny rodnik posiadajacy jeden elek-
tron niesparowany, reaguje z biatkami, zwitaszcza zawie-
rajgcymi centra zelazowo-siarkowe, jony metali przejscio-
wych lub grupy hemowe, w tym z cyklazag guanylanowg
[4,48]. Tlenek azotu w ptytkach krwi bierze udziat w prze-
kazywaniu sygnatéw i aktywacji plytek dzieki zdolnosci
do wigzania i aktywacji rozpuszczalnej w cytosolu cykla-
zy guanylanowej (ang. soluble guanylate cyclase; EC 4.6.1.1).
NO* aktywujgc ptytkowga cyklaze guanylanowg powoduje
wzrost wewngtrzkomorkowego stezenia cGMP. Ten wtor-
ny przekaznik stymuluje biatkowg kinaze G (zalezng od
cGMP) [47,49], przy udziale ktérej dochodzi do fosforylacji
reszty seryny w pozycji 239 w biatku VASP (ang. vasodilator
- stimulated phosphoprotein) oraz fosforylacji receptora dla
TXAZ2 Fosforylacja biatka VASP jest skorelowana z hamowa-
niem uwalniania jonéw wapnia do cytosolu. Tlenek azotu
obnizajgc stezenie jonow wapnia prowadzi do zahamowa-
nia roznych etapéw aktywacji ptytek krwi, m.in. tworzenia
agregatow ptytkowych czy adhezji ptytek do kolagenu. Do-
ktadny mechanizm odpowiedzialny za hamujgce dziatanie
NO* w ptytkach krwi nie jest catkowicie jasny. Najnowsze
dane sugeruja, ze NO’ moze hamowac funkcje ptytek krwi
poprzez oddziatywanie z grupami holowymi w centrum
aktywnym biatkowej izomerazy disulfidowej (PDI, ang. pro-
tein disulfide isomerase; EC 5.3.4.1). Tworzenie S-nitrozotioli
w miejscu aktywnym PDI moze prowadzi¢ do inaktywacji
izomerazy i —w konsekwencji —wptywa na modulowanie
funkcji hemostatycznych ptytek krwi. Z kolei powstawanie
S-nitrozotioli w integrynie a[[b@3 niezbednej do tworzenia
agregatow ptytkowych moze hamowac reakcje wymiany
tiol/disulfid zachodzace w tym receptorze [50].
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Tlenek azotu moze réwniez reagowac z anionorodnikem
ponadtlenkowym w ptytkach krwi tworzac nadtlenoazo-
tyn. Plytka krwi generuje bardzo mate ilosci nadtlenoazoty-
nu z uwagi na niskie stezenie endogennego anionorodnika
ponadtlenkowego itlenku azotu [30,51]. Wptyw ONOO po-
wstajgcego w uktadzie krazenia na witasciwosci biologiczne
ptytek krwi nie jest w petni poznany, a nieliczne doniesienia
sg czesto kontrowersyjne [4,6,33,52-54], Egzogenny ONOO-,
w zaleznosci od stezenia, moze zarowno aktywowag, jak i
hamowa¢ witasciwosci hemostatyczne piytek krwi [4,52].
Stwierdzono, ze w warunkach in vitro ONOQ" aktywuje
ptytki kwi, ale obecno$é osocza catkowicie znosi ten efekt
[4,52-54]. W uktadzie modelowym in vitro ONOO" moze tez
hamowac rézne etapy aktywacji ptytek krwi, m.in.: adhezje
ptytek do kolagenu i fibrynogenu [53], agregacje [6] i sekre-
cje nukleotydéw adeninowych i biatek [54],

Tarczg dziatania ONOO'w ptytkach krwi sg lipidy i biat-
ka, w tym grupy tiolowe biatek oraz tiole niskoczgsteczko-
we. Nadtlenoazotyn obniza poziom zredukowanych form
glutationu, cysteiny i cysteinyloglicyny [55]. Obnizenie ste-
zenia tioli, w tym glutationu moze by¢ niekorzystnym zjawi-
skiem, gdyz glutation jest gtéwnym antyoksydantem chro-
nigcym komdarki przed stresem oksydacyjnym. Glutation
reguluje metabolizm kwasu arachidonowego, ktéry towa-
rzyszy aktywacji ptytek krwi. Egzogenny GSH moze pod-
nosi¢ wydajnos¢ reakcji syntezy NO* katalizowanej przez
syntaze tlenku azotu. ONOO™" nie tylko powoduje utlenia-
nie ptytkowych tioli, ale takze moze powodowac nitrozacje
czy nitrowanie. ONOO" (w wysokich dawkach) indukuje
tworzenie S-nitrozoglutationu (GSNO) i S-nitroglutationu
(GSNOJ, ktére moga by¢ odpowiedzialne za antyptytkowe
wiasciwosci ONOO' — hamowanie réznych etapéw akty-
wacji ptytek krwi [4]. Powstajgca pod wptywem ONOO S-
nitrozocysteina hamuje poprzez mechanizm niezalezny od
cGMP agregacje ptytek krwi indukowang kolagenem i kwa-
sem arachidonowym [56].

Ekspozycja ptytek krwi na dziatanie nadtlenoazotynu,
zarowno w warunkach in vivo, jak i in vitro powoduje nitro-
wanie reszt tyrozynowych wielu biatek [57-60], a takze ich
karbonylacje [61], Naseem iwsp. [62] zaobserwowali, ze wy-
sokie stezenia ONOO™" (150 gM) powodujg nitrowanie biatek
btony ptytkowej, natomiast nizsze stezenia indukujg tworze-
nie 3-nitrotyrozyny w biatkach cytosolowych. Inni badacze
zidentyfikowali jeszcze inne biatka ptytkowe ulegajace nitro-
waniu, m.in. kinaze MAP, biatkowg kinaze Lyn, paksyline,
biatko VASP, a-aktyne czy cyklooksygenaze [58,59,63,64].
Nie wyklucza sie takze, Ze nitrowanie reszt tyrozynowych w
biatkach ptytkowych moze hamowaé fosforylacje a tym sa-
mym hamowac przekazywanie informacji [65].

Poprzez pomiar réznych markeréw peroksydacji lipi-
doéw, w tym pomiar stezenia izoprostanoéw, czy zwigzkéw
reagujagcych z kwasem tiobarbiturowym wykazano, ze
nadtlenoazotyn w ptytkach krwi jest czynnikiem odpo-
wiedzialnym za peroksydacje lipidéw [55] prowadzaca do
zmian struktury btony ptytkowej, w tym dostepnosci roz-
norodnych receptoréw btonowych i uposledzenia aktywacji
osoczowych czynnikow krzepniecia na powierzchni ptytek.
ONOO" powoduje tez nitrowanie lipidow ptytkowych, a
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powstajacy kwas nitrolinolenowy hamuje tworzenie agre-
gatéw ptytkowych wywotane trombing, a niezbedne do
tworzenia prawidtowego czopu hemostatycznego [66].

Nalezy podkresli¢, ze modyfikacje biatek, a w szczegdl-
nosci ich nitrowanie moze mie¢ istotne znaczenie nie tyl-
ko w zmianie funkcji czy struktury biatek, ale takze miec
wptyw na zmienione wilasciwosci hemostatyczne plytek
krwi narazonych na stres oksydacyjny [67],

Wynikiem stresu oksydacyjnego moze byé nawet wejscie
ptytek na droge apoptozy. Po przechowywaniu ptytek krwi,
jak i po aktywacji ptytki krwi wchodzg na droge apoptozy,
gtéwnie na szlaku wewnetrznym. W ptytkach krwi wykaza-
no obecnos$¢ licznych, typowych biochemicznych znacznikéw
apoptozy, w tym markerédw szlaku zewnetrznego i wewnetrz-
nego (mitochondrialnego) apoptozy oraz ,wykonawcow"
tego procesu. Stwierdzono obecno$¢ ,ligandéw $mierci”
(TRAIL — ligand z rodziny TNF indukujacy apoptoze), ,re
ceptorow $mierci” (TNFR1, DR3, DR4, DR5 i DcR2 (receptor
putapka)), biatek adaptorowych (TRADD i RIP), biatek rodzi-
ny Bcl-2 (Bax, Bak, Bad, Bid, Bim, Bcl-2, Bcl-X,, Bfl-1, Mcl-1),
kaspaz (2, 3, 6, 81 9), kalpain i wykazano zmiany potencjatu
transhtonowego mitochondridw, ekspozycje fosfatydylose-
ryny i tworzenie mikropecherzykdw. Na obecnym poziomie
wiedzy mozna przypuszczaé, ze przebieg procesu apoptozy
w plytkach krwi na szlaku zewnetrznym czy wewnetrznym
w znacznym stopniu zalezy od rodzaju czy sity induktora
apoptozy. Doktadne mechanizmy apoptozy w ptytkach krwi
zostaty omowione przez Wachowicz i wsp. [68]. Nadtlenoazo-
tyn w uktadzie modelowym in vitro powoduje wzrost ekspo-
zycji fosfatydyloseryny na powierzchni ptytek krwi, tworze-
nie mikropecherzykoéw, depolaryzacje btony mitochondrialnej
oraz aktywacje kaspazy-3, co $wiadczy o indukowaniu przez
ONOO zdarzen apoptotycznych w ptytkach krwi [69], Me-
chanizm procesu apoptozy wywotany przez ONOO- jest cze-
§ciowo zalezny od nitrowania biatek ptytkowych, poniewaz
zastosowanie epikatechiny jako czynnika redukujacego proces
nitrowania [70] obniza takze poziom apoptotycznych marke-
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Rycina 3. Rola RFT i RFA w procesie aktywacji i apoptozy ptytek krwi.
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row w ptytkach krwi traktowanych ONOO- [69], Role RFT i
RFA, w tym nadtlenoazotynu w procesie aktywacji i apoptozy
ptytek krwi przedstawiono na rycinie 3.

ODDZIALYWANIE PLYTEK KRWI Z
KOMORKAMI SRODBLONKA

W procesie hemostazy uczestniczy gtéwnie btona we-
wnetrzna $ciany naczynia krwionos$nego (intima) sktadajgca
sie¢ z pojedynczej warstwy komorek $rédbtonka oraz trom-
bogennej warstwy podsrodbtonkowej. Powierzchnia komo-
rek srodbtonka skierowana do $wiatta naczynia pokryta jest
glikokaliksem w sktad ktérego wchodzg glikozaminoglikany
(GAG) o wiasciwosciach antykoagulacyjnych. Komérki $rod-
btonka syntetyzujg sktadniki glikokaliksu, jak i sktadniki bto-
ny podstawnej, takie jak kolagen, elastyna, fibronektyna, wi-
tronektyna czy laminina. Sa réwniez miejscem syntezy tlenku
azotu [71], enzymow proteolitycznych degradujacych tkanke
taczng (kolagen, elastyne) oraz enzymow degradujacych gliko-
zaminoglikany. W $rédbtonku zachodzi synteza czynnika von
Willebranda (VW) magazynowanego w ciatkach Weibel-Pala-
de'a oraz licznych czynnikéw uwalnianych do krwiobiegu i
uczestniczacych w procesie hemostazy: aktywatoréw plazmi-
nogenu (tPA, uPA), inhibitorow plazminogenu (PAI), biatka S
oraz czynnikéw mitogennych (PDGF, FGF, EDGF). Ze $réd-
btonka do krwiobiegu sg uwalniane zwigzki majace wptyw
na aktywage ptytek krwi, na potencjat przeciwzakrzepowy
oraz na skurcz i rozkurcz naczynia krwiono$nego. Te zwigzki
regulujace przebieg hemostazy okre$la sie mianem trombo-
regulatoréw. Do najwazniejszych tromboregulatoréw synte-
tyzowanych w komdrkach $rédbtonka naleza: prostacyklina
— PGI2 tlenek azotu oraz ektonukleotydazy. PGI2 powstaje
z arachidonianu i wykazuje przeciwstawne dziatanie do ptyt-
kowego TXA2 —powoduje rozkurcz naczynia i ma dziatanie
hamujace agregacje ptytek. Tlenek azotu jest wytwarzany przy
udziale syntazy NO* (eNOS) i dziata synergistycznie z PGI2
Ektonukleotydazy (CD39) z zachowanymi w ewolucji regio-
nami apyrazy sg zlokalizowane w btonie komérek srédbtonka.
Hydrolizujg ATP i ADP pochodzace z uszkodzonych komé-

rek czy tez z osmofilnych ziarnistosci ptytkowych
i uwalniane w procesie sekrecji z pobudzonych
ptytek krwi. Powstajacy AMP przy udziale 5-nu-
kleotydazy jest metabolizowany do adenozyny
wykazujacej dziatanie antyptytkowe (hamowanie
agregacji) i rozkurczowe. W $rédbtonku ma miej-
sce tez synteza angiotensyny |Il, izoprostanéw
oraz endoteliny (ET-1), peptydu zbudowanego z
21 reszt aminokwasowych powodujacego skurcz
naczynia i wzrost ci$nienia krwi. W komorkach
miesni gtadkich naczynia sg obecne receptory dla
endoteliny [72-74].

Przeciwzakrzepowe  wiasciwosci  komo-
rek srédbtonka zalezg od obecnosci na ich po-
wierzchni GAG (gtéwnie siarczanu heparanu)
czy tez trombomoduliny, ktéra fgczac sie z trom-
bing inicjuje antykoagulacyjne dziatanie biatka
C. Z komorek $rédbtonka uwalniane sg czynniki
wptywajgce na uktad fibrynolizy, tj. aktywatory
plazminogenu (tPA, uPA). Pobudzone komarki
$rodbtonka uwalniajg réwniez metaloproteazy,
ktore degraduja biatka macierzy i eksponujg
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Rycina 4. Udziat ptytek krwi i komoérek $§rédbtonka w hemostazie.

receptor aktywatora plazminogenu typu urokinazowego
(UPAR).

Spoczynkowe ptytki krwi nie przylegajg do komorek $réd-
btonka wyscietajgcych naczynie krwionos$ne. Jednak uszko-
dzenie ciggtosci warstwy $rodbtonka powoduje odstoniecie
warstwy podsrodbtonkowej i biatek adhezyjnych (kolagen,
fibronektyna, laminina, witronektyna), do ktérych przylegaja
ptytki. Adhezja ptytek do srodbtonka moze mie¢ takze miej-
sce po ich uprzedniej aktywacji lub po uszkodzeniu komdrek
$rodbtonka bez naruszenia ciggtosci warstwy. Niepobudzo-
ne komérki srodbtonka zapobiegajg adhezji ptytek przez
synteze NO' i prostacykliny. Adhezja ptytek do $rédbtonka
powoduje réwniez aktywacje ptytek i wydzielanie zwigz-
kéw zmagazynowanych w ziarnisto$ciach. Pobudzone ptytki
uwalniajg do srodowiska czynniki wptywajace na hemostaze
oraz liczne mediatory zapalne [73,74].

W adhezji ptytek do $rodbtonka uczestnicza: ptytko-
wy kompleks GPIb/IX/V taczacy sie z PSGL-1 (ang. P-
selectin glycoprotein ligand 2) i z selektyng P i E, $rodbton-
kowa i ptytkowa integryna allbP3wigzaca integryne av33
i biatko adhezyjne ICAM-1 (miedzykomoérkowe biatko
adhezyjne 1) srédbtonka za posrednictwem fibrynogenu,
fibronektyny czy czynnika von Willebranda, oraz obecna
na pobudzonych ptytkach krwi selektyng P z receptorem
PSGL-1. Adhezja odwracalna tych komédrek zachodzi
przy udziale selektyn (selektyna P na pobudzonych ptyt-
kach iselektyng P i E na $sr6dbtonku) oraz PSGL-1 [73,74],
Udziat ptytek krwi i komdrek $rédbtonka w hemostazie
przedstawia rycina 4.
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chroni ptytki krwi przed

aktywacja niezbedng

do utworzenia czopu

hemostatycznego. Za-
pobiega on agregacji ptytek krwi stymulujac cyklaze guany-
lanowg. Dysfunkcja $rédbtonka moze by¢ spowodowana
lokalnym powstawaniem RFT/RFA. Stwierdzono, ze utle-
nianie tetrahydrobiopteryny, krytycznego kofaktora NOS
przesuwa réwnowage w kierunku syntezy anionorodnika
ponadtlenkowego. Powstawanie anionorodnika ponadtlen-
kowego z kolei obniza biodostepno$¢ wolnego NO’, prowa-
dzac do powstania silnie utleniajgcego i nitrujgcego zwigzku
— nadtlenoazotynu. Ogranicza tez synteze prostacykliny,
gdyz bezposrednio hamuje syntaze PGI2nitrujac reszte tyro-
zyny (w pozycji 430) w centrum aktywnym. Hamuje tez syn-
teze PGH2 Ma to istotny wptyw na dysfunkcje srodbtonka,
prowadzgc do zmian miazdzycowych i stanu zapalnego [75].

Modyfikacjom wywotanym dziataniem nadtlenoazotynu
ulegaja liczne biatka uczestniczagce w przebiegu hemosta-
zy, w tym biatka obecne w komorkach srodbtonka: aktyna
przez nitrowanie reszty tyrozyny i utlenianie reszty cyste-
iny, a profilina poprzez nitrowanie reszt tyrozyny. Hamo-
wana jest rowniez syntaza NO' (eNOS). Nadtlenoazotyn
ogranicza wytwarzanie NO' poprzez inaktywacje eNOS
utleniajac jej centrum cynkowe. Ponadto, nadtlenoazotyn
nie tylko inaktywuje syntaze prostacykliny (nitrujac resz-
te tyrozyny w pozycji 430), ale powoduje rozpad glikoka-
liksu komdrek srodbtonka zmniejszajac jego wiasciwosci
przeciwzakrzepowe, zmienia wiasciwosci biatek adhezyj-
nych glikokaliksu, zwieksza adhezje neutrofili i wywotuje
apoptoze komorek Srodbtonka i mie$ni gtadkich naczynia,
gtéwnie na skutek uszkodzenia mitochondrialnego DNA i
aktywacji kaspaz. Srédbtonek stanowi gtéwne zrédto RFT/
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RFA uszkadzajacych biatka osocza, w tym biatka uczestni-
czace w krzepnieciu krwi i fibrynolizie.
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ABSTRACT

The normal hemostatic mechanisms consist of a balance between hemorrhage and thrombosis that is achieved through the interaction of the
blood vessels, blood platelets, the coagulation and fibrinolytic factors. The vascular endothelium sustains the balance between prevention and
stimulation of platelet activation, thrombogenesis and fibrinolysis and between vasoconstriction and vasodilatation. Endothelial dysfunction
associated with different cardiovascular diseases is related to the local formation of reactive oxygen/nitrogen species, mainly peroxynitrite that
is produced in a rapid reaction between nitric oxide and superoxide anion. Reactive oxygeiVnitrogen species induce changes in the structure and
function in hemostatic elements. Proteins and lipids are major initial targets in endothelial cells, blood platelets and plasma. Reaction of reactive
oxygen species and nitrogen species, including peroxynitrite, with cellular proteins can lead to nitration of aromatic amino acid residues, oxida-
tion of thiol groups and conversion of some amino acid residues into carbonyl derivative. Oxidative/nitrative modifications of platelet proteins
may induce changes of their signaling and haemostatic function (activation). Peroxynitrite also causes oxidation and nitration of fibrinogen —a
key protein in coagulation cascade and plasminogen (the main protein of fibrinolysis process) changing their hemostatic functions. Oxidative/
nitrative modifications of different components of haemostasis system have been observed in several cardiovascular diseases.
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STRESZCZENIE

horoby neurodegeneracyjne takie jak choroba Alzheimera, Parkinsona i stwardnienie za-
Cnikowe boczne, charakteryzuja sie postepujacym zanikiem komoérek nerwowych, ktdre-
mu towarzyszy agregacja nieprawidtowo sfatdowanych biatek (odpowiednio —peptydu A0,
a-synukleiny i cytoplazmatycznej dysmutazy ponadtlenkowej). Biatka te moga wigza¢ jony
metali przejSciowych, utatwiajac im wchodzenie w cykle reakcji redoks prowadzace do nad-
miernego wytwarzania reaktywnych form tlenu. Powstaly stres oksydacyjny moze prowadzi¢
do uszkodzenia, a nawet $mierci neuronéw oraz do lokalnego spadku stezenia neuroprzekaz-
nikéw katecholaminowych. Rezultaty badan in vitro wskazuja, ze oprécz petnienia kluczowej
roli w przekazywaniu sygnatéw nerwowych, katecholaminy posiadajg réwniez aktywnos¢
antyoksydacyjna. W niniejszym opracowaniu omdéwiono witasciwosci antyoksydacyjne neu-
roprzekaznikéw katecholaminowych — dopaminy (i jej prekursora L-DOPA), adrenaliny i
noradrenaliny. Przytoczono wyniki do$wiadczen $wiadczace o antyoksydacyjnym potencjale
tych zwigzkéw. Prawdopodobnie, katecholaminy moga bezposrednio neutralizowa¢ wolne
rodniki, ale doktadny mechanizm ich dziatania nie zostat dotad opisany.

WPROWADZENIE

W 2006 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia zaprezentowata raport zatytu-
towany Neurological disorders: public health challenges, ktéry informowat orosna-
cej czestosci wystepowania choréb neurologicznych. Wedtug raportu, przeszto
miliard os6b jest obecnie dotknietych schorzeniami tego typu. Wptyw choréb
neurologicznych na stan zdrowia spoteczenstwa byt przez lata ignorowany.
Wynikato to miedzy innymi z metodyki badan epidemiologicznych, ktére kon-
centrowaty sie gtdwnie na wskazniku $miertelnosci — w przypadku choréb
neurologicznych jest on stosunkowo niewielki i wynosi mniej niz 1% (choroby
te sq bezposrednig przyczyng okoto 6,8 min zgonow rocznie) [1]. Schorzenia
neurologiczne sg przewaznie postepujagcymi chorobami przewlektymi, ktére
nie poddajg sie leczeniu farmakologicznemu. Ich konsekwencja jest drama-
tyczne pogorszenie sie warunkow zycia chorych i ich rodzin, ktére r.ie byto
uwzgledniane we wczesniejszych badaniach epidemiologicznych. We wspo-
mnianym raporcie wptyw chordb neurologicznych na stan zdrowia spoteczen-
stwa oszacowano za pomocg wspotczynnika DALYs (ang. Disability-Adjusted
Life Years) — parametr ten charakteryzuje lata petnosprawnosci utracone w
wyniku choroby [1]. Stwierdzono, ze choroby neurologiczne wywierajg wiek-
szy wptyw na spoteczenstwo niz choroby nowotworowe. Ponadto, wedtug da-
nych zawartych w raporcie, w ciggu najblizszych 25 lat liczba oséb cierpigcych
na choroby neurologiczne moze zwigkszy¢ sie nawet 0 12%, dlatego niezbedne
jest zintensyfikowanie badan prowadzacych do zrozumienia zjawisk lezgcych
u podtoza tej grupy schorzen [1].

Choroby neurologiczne sa efektem zaburzen w funkcjonowaniu o$rodko-
wego (mdzg, rdzen kregowy) i obwodowego uktadu nerwowego (nerwy ob-
wodowe, potagczenia nerwowo-mieéniowe). Schorzenia neurologiczne, ktérych
objawy sg konsekwencjg postepujacej utraty komaorek nerwowych, klasyfiku-
jemy jako choroby neurodegeneracyjne. Czesto (cho¢ niestusznie) postrzegane
sq one jako problem tylko i wytgcznie ,wieku podesztego"”1l Najczesciej wy-
stepujace schorzenie neurodegeneracyjne, choroba Alzheimera (obecnie okoto
35 milionéw chorych), rzeczywiscie dotyka przede wszystkim os6b starszych
—98% przypadkow rejestruje sie u pacjentdw powyzej 65 roku zycia [1,2]. Jed-
nak symptomy innych chor6b neurodegeneracyjnych obserwuje sie u znacznie
mtodszych pacjentow — choroba Huntingtona (6 milionéw chorych) dotyka
juz osoby 30-letnie, podczas gdy choroba Krabbego (o czestosci 1:100 0)0 uro-
dzen) jest Smiertelnym schorzeniem wieku dzieciecego.

'Zgodnie z klasyfikacja WHO wyodrebniono nastepujgce okresy: 60-75 lat — wiek podeszty;
75-90 lat —wiek starczy; powyzej 90 lat —wiek sedziwy.
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Rycina 1. Struktura chemiczna katecholamin, ktére petnig role neuroprzekazni-
kéw w uktadzie nerwowym (dopaminy, adrenaliny i noradrenaliny) oraz prekur-
sora dopaminy —L-DOPA.

W niniejszym opracowaniu oméwiona zostanie etiologia
trzech schorzen neurodegeneracyjnych —choroby Alzhei-
mera, Parkinsona i stwardnienia zanikowego bocznego
(ALS, ang. Amyotrophic Lateral Sclerosis). Szczegdlna uwaga
zostanie poswiecona roli stresu oksydacyjnego w powsta-
waniu wyzej wymienionych choréb oraz mozliwo$ciom
obnizenia jego poziomu za pomoca neuroprzekaznikéw
katecholaminowych, takich jak dopamina i jej prekursor,
3,4-dihydroksyfenyloalanina (L-DOPA), oraz adrenalina i
noradrenalina (Ryc. 1). Katecholaminy majg strukture pier-
$cienia benzenowego z dwoma grupami hydroksylowymi
potozonymi wzgledem siebie w pozycji orto (ugrupowanie
katecholu) i bocznym tancuchem etylowym zakoniczonym
grupa aminowa. Zaliczamy je wiec do polifenoli (zwiazkow
posiadajacych wiecej niz jedng grupe hydroksylowg przy
pierscieniu benzenowym). Wiele zwigzkéw z grupy polife-
noli wykazuje witasciwosci antyoksydacyjne [3], W niniej-
szym opracowaniu przytoczone zostang wyniki do$wiad-
czen Swiadczgce o antyoksydacyjnej aktywnos$ci neuroprze-
kaznikow katecholaminowych.

AGREGACJA NIEPRAWIDLOWO SFALDOWANYCH
BIALEK JAKO PRZYCZYNA NEURODEGENERACJI

Choroby neurodegeneracyjne charakteryzujg sie poste-
pujacym zanikiem komdrek nerwowych w okreslonych
obszarach uktadu nerwowego. Jak dotad nie zostat jedno-
znacznie okre$lony mechanizm, wedtug ktérego nastepuje
$mier¢ komdrek nerwowych w chorobach neurodegenera-
cyjnych, cho¢ wyniki wielu doswiadczen wskazujg na apop-
toze [4]. Smieré neuronéw prowadzi do przerwania prze-
kazywania sygnatu w synapsach i do powstania zaktocen
w funkcjonowaniu uktadu nerwowego [5,6]. Selektywnej
degeneracji komdérek nerwowych towarzyszy pojawienie
sie zmian patologicznych, bedacych wynikiem agregacji
niewtasciwie sfatdowanych biatek. W prawidtowo funkcjo-
nujacej komorce, proces fatdowania biatek skutkuje stabilng
strukturg przestrzenng polipeptydu, ktéry uzyskuje w ten
sposéb petng aktywnos$¢ biologiczng. Fatldowanie biatek
moze zachodzi¢ spontanicznie lub przy udziale biatek opie-
kuhczych, do ktérych zaliczamy biatka szoku cieplnego [7],

Nieprawidtowo sfatldowane biatka moga oddziatywaé¢ w
spos6b niepozagdany ze sktadnikami komaérki lub uczestni-
czy¢ w procesach niespecyficznej agregacji, z utworzeniem
bezpostaciowych skupisk polipeptydow lub wtdkien odkita-
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danych w tkance w postaci amyloidu. Ztogi biatkowe moga
powstawa¢ w wyniku agregacji biatek o petnej dtugosci
tancucha (np. a-synukleiny w neuronach oséb z chorobg
Parkinsona [8] lub dysmutazy ponadtlenkowej w neuro-
nach pacjentow dotknietych ALS [9]), krdtkich peptydéw
o okreslonej funkcji biologicznej jak np. bedacej hormonem
amyliny, lub fragmentow biatek powstajacych na drodze
specyficznej proteolizy (np. peptydu AJ3 odktadanego w
neuronach osdb cierpigcych na chorobe Alzheimera [10]).
Ztogi biatkowe moga by¢ efektem agregacji biatek o prawi-
dtowej lub zmienionej, w wyniku mutacji, sekwencji ami-
nokwasowej. Mutacje te prowadzg do rozwoju rodzinnych
postaci choréb neurodegeneracyjnych [7],

Pojawienie sie niewtasciwie sfatdowanego biatka powin-
no uruchomi¢ mechanizmy obronne komérki — ekspresje
gendw biatek szoku cieplnego lub wiaczenie szlaku ubikwi-
tynozaleznej proteolizy zle sfatdowanych biatek. Biatka szo-
ku cieplnego nalezg do najstarszych ewolucyjnie systemow
obronnych komorki. Zapohiegajg agregacji nieprawidtowo
sfatldowanych biatek poprzez ich wigzanie i izolowanie od
innych polipeptydow. Z kolei przytaczenie czasteczek ubi-
kwityny do nieprawidtowo sfaldowanego biatka kieruje
je do degradacji w proteasomie. Wydaje sie, ze zaktocenie
robwnowagi pomiedzy wytwarzaniem a degradacjg niepra-
widtowo sfatdowanych biatek powoduje wzrost ich steze-
nia i agregacje prowadzacg do rozwoju chorob neurodege-
neracyjnych takich jak choroba Alzheimera, Parkinsona i
ALS [7].

POWSTAWANIE Zt OGOW BIALKOWYCH
W CHOROBIE ALZHEIMERA

W przebiegu choroby Alzheimera nastepuje znaczne
obnizenie sprawnos$ci umystowej, w tym zakidcenie wyz-
szych funkcji kory mézgowej takich jak: pamieé, orientacja,
zdolno$¢ pojmowania i uczenia sie oraz umiejetnosci jezy-
kowe. W zaawansowanym stadium choroby zaburzeniom
psychicznym towarzyszy zniedoteznienie fizyczne. Bezpo-
$rednig przyczyng zgonu jest najczesciej zapalenie ptuc, za-
kazenie dr6g moczowych lub posocznica [1,2].

W tkance nerwowej pacjentéw dotknietych chorobg Alz-
heimera obserwuje sie dwa typy zmian patologicznych: we-
wnatrzkomorkowe sploty neurofibrylarne oraz potozone
na zewnatrz neurondw ptytki starcze. Obecnos¢ tych zmian
patologicznych stwierdza sie przede wszystkim w rejonach
mozgu odpowiedzialnych za pamigé, uczenie sie i emocje,
czyli w korze $rodwechowej, hipokampie, przodomézgo-
wiu i jadrze migdatowatym. W efekcie neurodegeneracji
nastepuje zmniejszanie masy ptatéw skroniowych i czoto-
wych. Szczegdlnie wrazliwe na degeneracje sg neurony cho-
linergiczne i glutaminergiczne (wykorzystujace jako neuro-
przekaZzniki odpowiednio: acetylocholine i glutaminian),
cho¢ obserwuje sie rowniez $mieré innych typéw komorek
nerwowych [5].

Sploty neurofibrylarne to nierozpuszczalne ztogi biatka
tau oraz jego hiperfosforylowanej formy P-tau i tubuliny
[11,12]. Wystepujace niemal wytacznie w komaérkach ner-
wowych biatko tau nalezy do rodziny zwigzanych z mikro-
tubulami i stabilizujgcych je biatek okreslanych jako MAPs
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(ang. Microtubule-Associated Proteins). W chorobie Alzhe-
imera nastepuje zwiekszenie liczby reszt fosforanowych
zwigzanych z biatkiem tau. Hiperfosforylowane biatko tau,
tak zwane P-tau, wykazuje silne powinowactwo do nor-
malnie wystepujacej formy tau, tworzac wraz z nig nieroz-
puszczalne agregaty; oddziatuje rowniez z biatkami MAPI
i MAP2. Oddziatywanie biatka P-tau z biatkami z rodziny
MAPs (tau, MAPI i MAP2) moze prowadzi¢ do stopniowe-
go uwalniania tych biatek z komplekséw z tubuling (wcho-
dzacg w skiad mikrotubul), co powoduje postepujacy roz-
ktad tych struktur, obserwowany w chorobie Alzheimera
[11]. W efekcie uszkodzenia mikrotubul zakt6cony zostaje
transport aksonalny, co powoduje stopniowe obumieranie
neuronu. Towarzyszy temu utrata plastyczno$ci synaps i
zmiana ksztattu komorek nerwowych [12].

Ptytki starcze to zewnatrzkomoérkowe ztogi amyloidowe
zbudowane gtdwnie z peptydu AJ3, ktéry powstaje w pro-
cesie proteolizy prekursorowego biatka (3-amyloidu (APP,
ang. Amyloid Precursor Protein). APP jest integralnym bial-
kiem btonowym, ktére prawdopodobnie wptywa na funk-
cjonowanie komorek nerwowych poprzez regulowanie
wzrostu aksondw, plastycznoséci synaps i adhezji komor-
kowej [5]. Biatko APP jest produkowane w postaci wielu
izoform o dtugos$ci od 695 do 770 reszt aminokwasowych.
Sktada sie z diugiego fragmentu N-koncowego, ekspono-
wanego na zewngatrz komorki, domeny transbtonowej, w
ktérej czeSciowo zawarta jest sekwencja peptydu Ap, i krot-
szego, cytoplazmatycznego odcinka C-koricowego. Naste-
pujace po sobie trawienia biatka APP przez dwa enzymy
proteolityczne — p~i y-sekretaze, uwalniajg do przestrzeni
zewnatrzkomérkowej domene sAPP(3 i peptyd Ap (majacy
dtugos¢ od 38 do 42 reszt aminokwasowych) za$ do cyto-
plazmy domene AICD (ang. APP Intracellular Domain) [5].

W neuronach os6b dotknietych chorobg Alzheimera ob-
serwuje sie wzrost wytwarzania formy 42-aminokwasowej
peptydu Ap (tzw. Api-42), ktéra ma wiekszg sktonnosé¢ do
agregacji i jest jako pierwsza odktadana w postaci ztogow
amyloidowych [13,14]. Na kluczowg role peptydu Ap w
rozwoju choroby Alzheimera wskazuje analiza genetycz-
nych uwarunkowan choroby. Wykazano, ze mutacje pro-
wadzace do rozwoju wczesnej postaci choroby Alzheime-
ra (EOAD, ang. Early-Onset Alzheimer Disease)2 wystepuja
w obrebie genu kodujgcego biatko APP (wewnatrz lub w
poblizu fragmentu kodujacego peptyd Ap) lub w genach
kodujgcych biatka biorgce udziat w proteolizie APP (prese-
niliny-1 i preseniliny-2, ktére wchodza w sktad komplek-
su enzymatycznego y-sekretazy). Mutacje te prowadzg do
zwiekszonego wytwarzania peptydu Ap lub wzrostu sto-
sunku stezen Api-42/Api-40, co wpltywa na przyspieszenie
agregacji peptydu [13,14]. EOAD moze by¢ réwniez efektem
duplikacji genu kodujgcego APP [14,15]. Poniewaz jest on
zlokalizowany na chromosomie 21, powstawanie ztogow
amyloidowych stwierdza sie u oséb z zespotem Downa,
czyli trisomig tego chromosomu [14]. Nalezy podkresli¢, ze
peptyd Ap wystepuje naturalnie w mézgu i ptynie mozgo-
wo-rdzeniowym o0s6b zdrowych, nie wywotujgc neurode-

Pierwsze symptomy EOAD pojawiaja sie u pacjentéw jeszcze przed
ukonczeniem 65 roku zycia. Ta posta¢ choroby dotyka zaledwie 2%
chorych. W wiekszos$ci przypadkoéw jej przyczyng sa zmiany o podtozu
genetycznym.
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generacji. Wydaje sie wiec, ze dopiero formy oligomeryczne
i agregaty peptydu sg szkodliwe [14]. Poczatkowo uwaza-
no, ze gtdbwnym czynnikiem odpowiedzialnym za rozwdj
choroby Alzheimera sag wiokna amyloidowe, wchodzgce w
sktad ptytek starczych. Doprowadzito to do sformutowania
tzw. hipotezy amyloidowej rozwoju choroby [16]. Okazato
sie jednak, ze stopieh zaawansowania choroby lepiej kore-
luje ze stezeniem rozpuszczalnych form Ap, w tym krotkich
oligomeréw — dimeréw i trimerédw peptydu Ap [15,16].
Niewatpliwg przyczyng choroby Alzheimera jest wiec za-
ktécenie rownowagi miedzy wytwarzaniem a degradacjg i
usuwaniem z mézgu peptydu Ap.

ETIOLOGIA CHOROBY PARKINSONA

Choroba Parkinsona jest drugim po chorobie Alzheimera
najbardziej rozpowszechnionym schorzeniem neurodege-
neracyjnym, ktore dotyka okoto 1% populacji powyzej 60
roku zycia. Kliniczne objawy tej choroby obejmuja spowol-
nienie i niezborno$¢ ruchéw (bradykinezje), utrudniong
inicjacje ruchu (akinezje), spoczynkowe drzenie mieéni oraz
niestabilno$¢ postawy [17,18],

Na poziomie komérkowym, choroba Parkinsona charak-
teryzuje sie postepujaca degeneracjg neurondw dopaminer-
gicznych (syntezujgcych dopamine). Dopamina jest neuro-
przekaznikiem katecholoaminowym, ktory posredniczy w
przekazywaniu impulsu nerwowego miedzy komdrkami
poprzez oddzialtywanie ze swoistymi receptorami w btonie
neuronow (D -D ). W zaleznosci od miejsca wytwarzania w
uktadzie nerwowym, dopamina bierze udziat w kontrolowa-
niu funkcji motorycznych i inicjacji ruchu (uktad pozapira-
midowy), procesach emocjonalnych (uktad limbiczny) oraz
stymulowaniu uwalniania hormonéw (podwzgorze). Efek-
tywne przekazywanie sygnatéw nerwowych wymaga precy-
zyjnej regulacji stezenia dopaminy, ktdrej nadmiar w prze-
strzeni synaptycznej jest rozktadany do biologicznie nieak-
tywnego kwasu homowanilinowego w dwuetapowym pro-
cesie katalizowanym przez oksydaze monoaminowg (MAO,
ang. Monoamine Oxidase) i metylotransferaze katecholowg
(COMT, ang. Catechol-O-Methyl Transferase) [19].

Najbardziej typowym objawem choroby Parkinsona jest
obnizona koordynacja ruchéw oraz pojawienie sie ruchéw
mimowolnych, w tym drzenia. Jest to spowodowane po-
stepujacym uszkodzeniem neuronéw dopaminergicznych,
zlokalizowanych w cze$ci zbitej istoty czarnej (fac. substan-
tia nigra) srédmdzgowia. Charakterystyczny zespot obja-
wow klinicznych pojawia sie, gdy degeneracja istoty czar-
nej (atym samym obnizenie zawartosci dopaminy) osiagnie
okoto 60% [18].

Komérki nerwowe istoty czarnej gromadza w swoim
wnetrzu ciemny barwnik — neuromelanine, bedacg poli-
merem skladajacym sie z produktéw utleniania dopaminy.
W ztogach neuromelaniny zgromadzone sg duze ilosci jo-
noéw metali przejsciowych, przede wszystkim zelaza [17,18].
Uszkodzeniu neuronéw dopaminergicznych towarzyszy
pojawienie sie wewngtrzkomorkowych ztogéw biatko-
wych, ciat inkluzyjnych Lewy'ego, sktadajgcych sie m. in.
z wiokien nieprawidtowo sfatdowanej a-synukleiny oraz
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czasteczek ubikwityny [8] i parkiny, ktora jest jednym z ele-
mentdw ligazy ubikwitynowej [20]. Obecnos$¢ ubikwityny i
parkiny w ciatach Lewy'ego moze Swiadczy¢ o obnizeniu
skutecznosci szlaku ubikwitynozaleznej proteolizy niewta-
Sciwie sfatdowanych biatek, w tym a-synukleiny.

Kluczowg role w powstawaniu choroby Parkinsona od-
grywa a-synukleina, ktéra w zdrowych komdrkach regulu-
je rbwnowage miedzy dopaming zlokalizowang w peche-
rzykach synaptycznych i dopaming obecng w cytoplazmie.
W prawidtowo funkcjonujagcym neuronie okoto 75% dopa-
miny powinno znajdowaé sie w pecherzykach. W konse-
kwencji agregacji a-synukleiny ro$nie stezenie dopaminy
w cytoplazmie. Zar6wno autooksydacja dopaminy, jak i jej
oddziatywanie z jonami metali przejSciowych moze prowa-
dzi¢ do stresu oksydacyjnego w komdrkach nerwowych,
obserwowanego w przebiegu choroby Parkinsona [17,18].

AGREGACJA DYSMUTAZY PONADTLENKOWEJ
W STWARDNIENIU ZANIKOWYM BOCZNYM

Degeneracje komdrek nerwowych skorelowang z obec-
noscig ztogéw nieprawidtowo sfatdowanej cytoplazmatycz-
nej dysmutazy ponadtlenkowej (CuZnSOD) stwierdza sie
w przebiegu stwardnienia zanikowego bocznego. Schorze-
nie to, znane tez jako choroba Lou Gehriga, charakteryzuje
sie postepujacg degeneracjag obwodowych i osrodkowych
neurondw motorycznych (rogdw przednich rdzenia krego-
wego, jader nerwow czaszkowych rdzenia przedtuzonego
oraz neuronéw drogi piramidowej). Degeneracja neuronow
motorycznych prowadzi do zaniku kolejnych partii miesni,
mimowolnych drzen i objawéw spastycznych. W konco-
wym stadium choroba powoduje catkowity paraliz i $mier¢,
przewaznie na skutek zatrzymania pracy miesni oddecho-
wych [21].

Postepujace uszkodzenie komérek nerwowych jest sko-
relowane z wewngtrzkomorkowga akumulacja zZle sfatdowa-
nej CuzZnSOD. Jest to biatko enzymatyczne, ktore katalizuje
reakcje dysproporcjonowania anionorodnika ponadtlenko-
wego (bedacego reaktywng forma tlenu) wedtug réwnania
[9,22]:

02 +02 +2H+ H,02+02 )

Nieprawidtowe fatdowanie i agregacja CuZnSOD obni-
za stezenie aktywnej formy tego enzymu w cytoplazmie, co
powoduje ostabienie mozliwosci obronnych organizmu w
walce ze stresem oksydacyjnym [9], Wykryto okoto 100 r6z-
nych mutacji zlokalizowanych w genie biatka CuzZnSOD,
prowadzacych do rozwoju rodzinnych postaci ALS (stano-
wiacych okoto 20% wszystkich przypadkéw tej choroby).
Mutacje te sg przyczyng zaburzeri w kontrolowaniu pozio-
mu stresu oksydacyjnego przez komorke nerwowg, moga
rowniez prowadzi¢ do powstania form biatka o wiasciwo-
Sciach prooksydacyjnych [23].

ROLA STRESU OKSYDACYJNEGO W PRZEBIEGU
CHOROB NEURODEGENERACYJNYCH

Sposrod omoéwionych powyzej chordb jedynie w ALS
wystepuje wyrazny zwigzek miedzy etiologig choroby i
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dysregulacjg biatek zaangazowanych w obnizenie poziomu
stresu oksydacyjnego (CuzZnSOD). Wskazuje to na bezpo-
Sredni wptyw stresu oksydacyjnego na progresje ALS. Stres
oksydacyjny polega na niekontrolowanym wzroscie steze-
nia reaktywnych form tlenu (RFT) i zainicjowaniu kaskady
niespecyficznych reakcji rodnikowych z bioczgsteczkami
obecnymi w komdrce. W reakcjach tych uczestniczg lipi-
dy i biatka btonowe, biatka enzymatyczne, weglowodany
oraz kwasy nukleinowe. Zmiany w strukturze i aktywnosci
tych bioczgsteczek moga prowadzi¢ do zaktécen w funkcjo-
nowaniu komoérki, a nawet jej Smierci [24], dlatego juz na
poziomie molekularnym nastepuje neutralizowanie RFT,
wychwytywanie rodnikowych produktéw posrednich ge-
nerowanych w procesach utleniania oraz naprawa uszko-
dzen bedacych skutkiem stresu oksydacyjnego [25].

Reaktywne formy tlenu moga by¢ rozktadane na drodze re-
akcji enzymatycznych. Mozliwa jest tez ich neutralizacja przez
matoczasteczkowe antyoksydanty, czyli zwigzki, ktére powo-
dujg zahamowanie procesu utleniania nawet wtedy, gdy ich
stezenie jest niskie w poréwnaniu ze stezeniem substancji utle-
nianej. Antyoksydanty moga reagowac z czynnikami inicjuja-
cymi proces utleniania (w ten sposéb dziatajg antyoksydanty
prewentywne) lub moga wychwytywac i neutralizowa¢ po-
$rednie produkty oksydacji (antyoksydanty interwentywne)
[25]. Wszystkie substancje przeciwdziatajagce stresowi oksy-
dacyjnemu wspotdziatajg ze sobg tworzac taricuch uktadéw
redukujgco-utleniajgcych i brak nawet jednego ze zwigzkow
0 wiasciwos$ciach antyoksydacyjnych moze by¢ przyczyng
zaburzenia homeostazy organizmu. Nalezy jednak odroznié
pierwotne przyczyny stresu oksydacyjnego od stresu wywota-
nego brakiem dziatania (lub wyczerpaniem sig) antyoksydan-
ta. W przebiegu ALS nastepuje zmniejszenie ilosci aktywnej
formy enzymu antyoksydacyjnego (CuZnSOD), co jest wtorng
przyczyng stresu oksydacyjnego, obserwowanego w tej cho-
robie [21,23]. Wydaje sie wiec, ze agregacja CuZnSOD nie jest
jedynym czynnikiem prowadzgcym do zwigkszenia poziomu
stresu oksydacyjnego towarzyszacego ALS.

W przebiegu innych schorzen neurodegeneracyjnych tez
stwierdza sie znaczny wzrost poziomu stresu oksydacyjne-
go [26]. Swiadczy o tym miedzy innymi podwyzszone ste-
zenie koncowych produktoéw utleniania lipidow (dialdehydu
malonowego i 4-hydroksy-2-nonenalu) w tkance nerwowej
pobranej od pacjentéw cierpigcych zaréwno na ALS jak row-
niez na chorobe Alzheimera lub chorobe Parkinsona [26].
W zrostowi poziomu stresu oksydacyjnego w dwoch ostat-
nich chorobach nie towarzyszy jednak inaktywacja enzymow
odpowiedzialnych za neutralizowanie reaktywnych form
tlenu. W neuronach pacjentow dotknietych chorobg Alzhe-
imera, w odpowiedzi na rosnace stezenie RFT, obserwuje sie
wrecz wzrost aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych [26],
Stuszne wydaje sie w tej sytuacji poszukiwanie pierwotnej
przyczyny ttumaczacej wzrost poziomu stresu oksydacyjne-
go w omawianych schorzeniach neurodegeneracyjnych, czyli
zaréwno w ALS jak iw chorobie Alzheimera i Parkinsona.

PRZYCZYNY WZROSTU POZIOMU STRESU
OKSYDACYJNEGO W OBSZARACH NEURODEGENERACIJI

Tkanka nerwowa jest szczeg6lnie narazona na uszkodze-
nia bedace efektem stresu oksydacyjnego. Posrednio wyni-
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ka to z olbrzymiego zapotrzebowania uktadu nerwowego
na tlen. M6zg, ktéry stanowi zaledwie 2% masy ciata doro-
stego cztowieka, zuzywa okoto 20% tlenu pobranego przez
organizm [27]. Intensywny metabolizm tlenowy skutkuje
zwiekszong produkcjg RFT powstajgcych jako produkty
uboczne oddychania komo6rkowego3 [28], Btony komdrko-
we neurondw sg szczegdlnie bogate w wielonienasycone
kwasy ttuszczowe, co czyni je wyjatkowo podatnymi na
oksydacje. Dodatkowo, tkanka nerwowa w o$rodkowym
uktadzie nerwowym wykazuje stabe wiasciwosci regene-
racyjne, co utrudnia jej odbudowe i prawidtowe funkcjo-
nowanie po uszkodzeniach wywotanych przez RFT [26],
Mimo nieustannej ekspozycji na stres oksydacyjny, tkanka
nerwowa nie wyksztatcita skutecznych mechanizméw mi-
nimalizowania jego skutkéw, w uktadzie nerwowym nie
stwierdza sie bowiem podwyzszonego stezenia natural-
nych antyoksydantow, ktére mogtyby kompensowac wyso-
ki poziom RFT [27],

Kluczowych informacji na temat przyczyn podwyzszo-
nego stresu oksydacyjnego w tkance nerwowej pacjentow
dotknietych przez omawiane choroby neurodegeneracyj-
ne (chorobe Alzheimera, Parkinsona i ALS) dostarczyta
doktadna analiza ztogéw biatkowych obecnych w tkance
nerwowej chorych. U pacjentéw dotknietych chorobg Al-
zheimera zaobserwowano podwyzszone stezenie jonéw
miedzi, zelaza i cynku w chorobowo zmienionych obsza-
rach mézgu [29], Stwierdzono réwniez zwiekszone stezenie
jonow zelaza w czesci zbitej istoty czarnej u pacjentéw do-
tknietych chorobg Parkinsona [30],

Jony miedzi i zelaza mogg szybko zmienia¢ stopien utle-
nienia (Cu+U Cu2, Fe2" Fe3. Procesy te sg pozagdane w
przypadku dziatania grup prostetycznych w licznych enzy-
mach, jednak poza enzymami moga by¢ przyczyng wytwa-
rzania reaktywnych rodnikéw hydroksylowych na drodze
reakcji Fentona:
HD 2+ Ment-  OH- + ‘OH + Me<ntl+ 2

Utleniony jon metalu moze by¢ regenerowany w reakcji z
anionorodnikiem ponadtlenkowym:

02 + Me(Ht+-*02+ Ment ©)]

Istnienie dwoch sprzezonych reakcji, w ktorych jony me-
tali sg utlenianie a nastepnie redukowane (regenerowane),
umozliwia zachodzenie reakcji Fentona nawet w obecnosci
bardzo niskich stezen jonow metali [24].

Ze wzgledu na wysoki potencjat utleniania (EOH/H+HO
=2,31V [31]), powstajacy rodnik hydroksylowy jest najbar-
dziej reaktywnym rodnikiem obecnym w komoérkach. Po-
nadto, substratem reakcji Fentona jest nadtlenek wodoru,
czasteczka stosunkowo mato reaktywna, ale zdolna do prze-
nikania przez btony komérkowe na drodze dyfuzji oraz w
efekcie transportu przez kanaly w blonie utworzone przez

3N efekcie ,,wycieku mitochondrialnego”, czyli uwalniania z tancucha
oddechowego nie w petni zredukowanych czasteczek tlenu, kazdego
dnia do cytoplazmy dostaje si¢ okoto 2><100reaktywnych form tlenu, w
tym: anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik hydroksylowy i nadtlenek
wodoru (przyblizone obliczenia dla pojedynczej komérki szczurzej)
[28]
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akwaporyny [32], Charakter zwigzkéw biorgcych udziat w
reakcji Fentona, a wiec duza reaktywnos$¢ rodnika hydrok-
sylowego oraz zdolno$¢ nadtlenku wodoru do swobodnego
rozprzestrzeniania si¢ w organizmie powoduja, ze reakcja
ta jest uwazana za gtéwng przyczyne stresu oksydacyjnego
obserwowanego w uktadach biologicznych [24],

ODDZIALYWANIE BIALEK Z JONAMI
METALI ZWIEKSZA WYTWARZANIE
REAKTYWNYCH FORM TLENU

Szczegdlnie intensywny przebieg reakcji Fentona w ob-
szarach mozgu objetych neurodegeneracjg jest prawdopo-
dobnie efektem niespecyficznego wigzania jondw metali
przejsciowych przez nieprawidtowo sfaldowane biatka
(peptyd A|3w chorobie Alzheimera, a-synukleine w choro-
bie Parkinsona i CuZnSOD w ALS) [26], Zidentyfikowanie
domen odpowiedzialnych za wigzanie i aktywacje jonéw
metali moze poméc w znalezieniu zrédta cytotoksycznosci
wymienionych biatek. Postuluje sie istnienie dwéch typow
miejsc wigzania jondw metali, pierwszy typ nazywany jest
ostonietym miejscem wigzania a drugi miejscem wigzania
0 mniejszym powinowactwie. W zdrowej tkance, nastepuje
wigzanie jondw metali w miejscach ostonietych biatka, co
zmniejsza prawdopodobienstwo reakcji tych jonow z nad-
tlenkiem wodoru wedtug mechanizmu Fentona. Wzrost
stezenia jonow metali w obszarach objetych neurodegenera-
cjg powoduje wigzanie tych jonow rowniez przez fragmen-
ty biatka stanowigce miejsca wigzania o mniejszym powino-
wactwie. Wigzanie jondw metali w tych miejscach czyni te
jony podatnymi na oddziatywanie z tlenem czgsteczkowym
(z utworzeniem anionorodnika ponadtlenkowego lub nad-
tlenku wodoru) oraz na udziat w reakcji Fentona [26].

Wykazano, ze zarowno w skiad peptydu AJ3 jak i biatka
APP wchodzg domeny wigzgce jony miedzi Cu2t Zwigza-
nie jonu metalu przez peptyd utatwia redukcje tego jonu
[29,33], Donorem elektronéw sa zwiazki organiczne takie
jak: kwas askorbinowy, cholesterol czy progesteron. W
komoérkach nerwowych role te moga petni¢ takze neuro-
przekazniki takie jak dopamina, L-DOPA, adrenalina, nor-
adrenalina i serotonina [34], Kompleksy jonéw miedzi Cu+
z peptydem Ap moga reagowac z nadtlenkiem wodoru w
reakcji Fentona (reakcja I na rycinie 2):

H2D 2+ Ap-(Cut) - OH- + *OH + Ap-(Cu2) 4

Rodnik hydroksylowy moze tez powstawac¢ wskutek od-
dzialywania kationdw zelaza z peptydem Ap [29], Jon Cu+
zwigzany z peptydem Ap moze réwniez redukowac tlen
czasteczkowy do anionu ponadtlenkowego 0 2" (reakcja Il
na rycinie 2) [26].

Rezultaty badan spektroskopowych struktury komplek-
su peptydu Ap z jonami miedzi wskazuja, ze za wigzanie
jonéw miedzi przez peptyd Ap odpowiadajg reszty amino-
kwasowe Tyr1d HisG His13i His}4 [35], Wydaje sie rowniez,
ze wystepujace na C-koncu peptydu silnie hydrofobowe
reszty aminokwasowe lled i Ala®2 powodujg zwiekszone
powinowactwo Api-42 do jonow miedzi, poniewaz uta-
twiajg one peptydowi przyjecie optymalnej konformacji dla
wigzania jonow tego metalu. W efekcie, forma 42-amino-
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metalu umozliwia jego regeneracje,
niezbedng do zajscia kolejnego cy-

02 > 07 1H0,™ T \ 0, klu reakcji Fentona [26].
AB -Cu* AB-Cu?* l A3=00 AB~Cu?* Acu* AB -Cu?* Podwyzszony poziom stresu
¢ oksydacyjnego, ktérego przyczyna
e© AB -Cu?* A -AB e© jest wigzanie jonow metali przez
: *OH _ nieprawidtowo sfatdowang dys-
kwas askorbinowy kwas askorbinowy :
neuroprzekazniki * neuroprzekazniki mutaze ponadtlenkowg stwierdzo-
cholesterol agregacja peptydu cholesterol no réwniez w przebiegu stward-
progesteron progesteron

stres oksydacyjny /

Smier¢ komoérek nerwowych

Rycina 2. Wytwarzanie reaktywnych form tlenu w efekcie oddziatywania jonéw miedzi z peptydem Ap. I. Wytwa-
rzane rodnika hydroksylowego w reakcji Fentona z udziatem komplekséw Ap-Cu+ Il. Redukcja tlenu czgsteczkowe-
go do anionorodnika ponadtlenkowego 0 2~w obecnos$ci Ap-CiT; Ill. Dwuelektronowa redukcja tlenu czasteczko-
wego do nadtlenku wodoru z wytworzeniem rodnika peptydu Ap (kompleks AP'-Cu2¥). Stres oksydacyjny bedacy
skutkiem nadmiernego wytwarzania RFT przez jony miedzi zwigzane z peptydem Ap moze prowadzi¢ do $mierci
komérek w tkance nerwowej pacjentéw dotknietych chorobg Alzheimera. Jony metali moga by¢ réwniez wigzane
przez a-synukleine w chorobie Parkinsona i CuZnSOD w ALS. Rycing wykonano w oparciu o [26,34,35].

kwasowa peptydu Ap wykazuje wiekszg cytotoksycznos$é
niz Api-40 [36],

Kompleks A[3-(Cu2) moze posredniczyé w przekazy-
waniu elektrondw z czynnika redukujgcego (np. wymie-
nionych powyzej zwigzkéw organicznych) przeksztatcajgc
czasteczke tlenu do nadtlenku wodoru (reakcja Il na ry-
cinie 2) [26,35], Reakcja zachodzi w przestrzeni zewnatrz-
komorkowej, ale powstaty nadtlenek wodoru moze dyfun-
dowaé przez btone komdrkowg do wnetrza komorki [32],
Zgodnie z zaproponowanym przez Barnhama i Haeffnera
mechanizmem, elektron ze zwigzku organicznego (kwasu
askorbinowego) jest przenoszony za posrednictwem reszty
tyrozynowej peptydu Ap (Tyrl) kolejno na Cu2+i czastecz-
ke tlenu, co prowadzi do utworzenia anionorodnika ponad-
tlenkowego. Nastepnie, w efekcie jednoczesnego przenie-
sienia protonu z HY +iatomu wodoru z tyrozyny w pozycji
10 na anionorodnik ponadtlenkowy, powstajg HD 2 HD i
rodnik tyrozylowy [35]. Reakcja miedzy dwoma rodnikami
tyrozylowymi moze prowadzi¢ do utworzenia dimeru pep-
tydu Ap, potgczonego wigzaniem kowalencyjnym. Wigza-
nie to jest odporne na proteolize i moze stabilizowa¢ formy
oligomeryczne peptydu, jak rowniez zitogi amyloidowe,
obecne w tkance nerwowej pacjentéw dotknietych choroba
Alzheimera [37],

Podobnie jak peptyd Ap, czasteczka a-synukleiny po-
siada miejsca wiazania jondw metali o niskim powinowac-
twie. Jony metali zwigzane przez czgsteczke a-synukleiny
intensywnie uczestniczag w reakcji Fentona, a w obecnosci
jondw miedzi i zelaza obserwuje sie zwiekszong agrega-
cje tego biatka. Poniewaz a-synukleina wptywa na proces
gromadzenia dopaminy w pecherzykach transportujacych,
inaktywacja tego biatka na drodze agregacji moze prowa-
dzi¢ do wzrostu stezenia dopaminy w cytoplazmie [26].
Réwnoczesny wzrost stezenia jondw metali i dopaminy w
neuronach istoty czarnej, charakterystyczny dla choroby
Parkinsona, prowadzi do intensywnego tworzenia kom-
plekséw tego neuroprzekaznika i jondw metali. Dopamina
zwigzana z jonem metalu przejSciowego ma wiasciwosci
prooksydacyjne. Przeniesienie elektronu z dopaminy na jon
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nienia zanikowego bocznego [38].
Mutacje w genie CuZnSOD prowa-
dzace do rozwoju rodzinnej postaci
ALS moga powodowal wigzanie
jonobw miedzi w miejscach pier-
wotnie przeznaczonych do wigza-
nia jonéw cynku [26], Wydaje sie,
ze biatka, ktorych nieprawidiowe
faldowanie lezy u podtoza choréb
neurodegeneracyjnych (peptyd Ap,

a-synukleinai CuZnSOD) moga
niespecyficznie wiaza¢ jony metali
i w ten sposob zwiekszac¢ intensywnos$¢ reakcji Fentona, jak
réwniez katalizowac¢ redukcje tlenu do anionorodnika po-
nadtlenkowego lub nadtlenku wodoru. W efekcie, nastepu-
je wzrost poziomu stresu oksydacyjnego w tkance nerwo-
wej, ktéry moze prowadzi¢ do uszkodzenia a nawet Smierci
neurondw (Ryc. 2) [26].

OCHRONNY POTENCJAL. NEUROPRZEKAZNIKOW
KATECHOLAMINOWYCH

Konsekwencjg smierci komdrek nerwowych w przebiegu
chordb neurodegeneracyjnych jest lokalny spadek stezenia
neuroprzekaznikéw katecholaminowych, ktére sg normal-
nie uwalniane w synapsach. Prowadzi to do dramatycznego
obnizenia efektywnosci przekazywania impulséw nerwo-
wych. Zmniejszenie stezenia katecholamin moze réwniez
skutkowa¢ przyspieszeniem procesdw neurodegeneracyj-
nych. Wyniki doswiadczen majacych na celu okreslenie
wptywu neuroprzekaznikéw katecholaminowych na rézne
typy komorek nerwowych, wskazujg na antyoksydacyjne
dziatanie tych zwigzkéw. Wykazano, ze noradrenalina, do-
pamina ijej prekursor —L-DOPA (w stezeniach < 10 jiM),
zwiekszajg przezywalno$¢ hodowanych in vitro neuronow
dopaminergicznych, ktére wyizolowano ze sr6dmdézgowia
szczura. Wymienione neuroprzekazniki zmniejszajg steze-
nie RFT w tych komérkach nerwowych [39], Zaobserwowa-
no, ze podobny efekt mozna osiggna¢ stosujgc kwas 6-hy-
droksy-2,5,7,8-tetrametylochromanylo-2-karboksylowy
(Trolox, rozpuszczalny w wodzie analog a-tokoferolu),
ktérego dziatanie polega przede wszystkim na zapobiega-
niu peroksydacji lipidéw. Prawdopodobnie, katecholaminy
réwniez zapobiegajg utlenianiu lipidow wchodzacych w
sktad bton komdérkowych neurondw [39], Teze te potwier-
dzajg wyniki doswiadczen, w ktérych stwierdzono hamo-
wanie procesu utleniania kwasu linolowego w obecnosci
dopaminy i noradrenaliny [40]. Wykazano réwniez, ze
noradrenalina i dopamina oraz kwas homowanilinowy i
kwas 3,4-dihydroksyfenylooctowy (produkty katabolizmu
dopaminy katalizowanego przez MAO i COMT) obnizaja
poziom stresu oksydacyjnego w homogenacie uzyskanym
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z mozgbw szczura [41]. Zatem aktywno$¢ antyoksydacyj-
na neuroprzekaznikow katecholaminowych ujawnia sie
zarobwno w prostych uktadach modelowych (peroksydacja
kwasu linolowego) jak i w doSwiadczeniach prowadzonych
na liniach komdrkowych [39,41],

Neuroprzekazniki katecholaminowe moga zapobiegac
$mierci komdrek nerwowych na drodze apoptozy. Wyka-
zano, ze wzrost przezywalnosci neuronéw $rédmdézgowia
w obecnosci katecholamin (w stezeniu nizszym niz 10 pM)
moze wynika¢ z zahamowania aktywnosci proapoptotycz-
nej kaspazy-8 [39], Potwierdzajg to wyniki doswiadczen
przeprowadzonych przez lacovitti i wspdtpracownikow
[42] z uzyciem neuron6w prazkowia myszy traktowanych
niskimi stezeniami dopaminy, L-DOPA, adrenaliny lub
noradrenaliny (5-20 pM w przypadku dopaminy i 10 pM
dla pozostatych neuroprzekaznikéw). Gesto$¢ kultur neu-
ronéw prazkowia (ktore nie zawierajag komarek glejowych),
hodowanych w nieobecnosci katecholamin, systematycznie
maleje. Prawdopodobnie komorki te obumierajg na drodze
apoptozy, o czym Swiadczy obecno$¢ skondensowanego i
pofragmentowanego DNA. W obecnosci katecholamin pro-
ces ten jest zahamowany [42],

Wstepne wyniki testow klinicznych sugeruja, ze zwiek-
szenie poziomu katecholamin w mdézgu poprzez zahamo-
wanie proceséw ich degradacji moze opdéznié rozwoj cho-
réb neurodegeneracyjnych. Terapeutyczny efekt zaobser-
wowano u pacjentéw cierpigcych na chorobe Alzheimera
[43-45] lub chorobe Parkinsona [46], ktorzy otrzymywali
L-deprenyl (inaczej selegiling), selektywny inhibitor MAO.
Podawanie L-deprenylu powoduje wzrost stezenia neuro-
przekaznikow katecholaminowych w tkance nerwowej. W
efekcie terapii L-deprenylem u os6b cierpigcych na chorobe
Alzheimera zaobserwowano zmniejszenie zaburzeh proce-
séw poznawczych [44], op6znienie momentu, w ktérym po-
jawiaja sie problemy z wykonywaniem codziennych czyn-
nosci oraz wzrost przezywalnosci chorych [43,45]. Z kolei
u pacjentow dotknietych chorobg Parkinsona odroczony
zostaje moment, w ktérym niezbedne jest podanie L-DOPA
[46]. L-DOPA jest prekursorem dopaminy, ktéry w przeci-
wienstwie do dopaminy moze by¢ wchtaniany z krwi do
mozgu (czyli przechodzi przez bariere krew-mézg). Doust-
ne podawanie L-DOPA jest najpopularniejszg terapig cho-
roby Parkinsona, stosowang od konca lat 60. Substancja ta
jest podawana wraz z karbidopg (zapobiegajaca rozktado-
wi L-DOPA w tkankach obwodowych) w leczeniu symp-
tomatycznym zaawansowanej choroby Parkinsona, ktéra
charakteryzuje sie dramatycznym obnizeniem poziomu
dopaminy w tkance nerwowej. Ze wzgledu na liczne obja-
wy uboczne towarzyszace dtugotrwatej terapii z zastosowa-
niem L-DOPA (w tym dramatyczne pogorszenie sie spraw-
nosci motorycznej pacjentéw), celowe jest jak najdtuzsze
odroczenie momentu, w ktérym niezbedne jest podanie tej
substancji [46].

Wyniki cytowanych powyzej badan wskazuja na ochron-
ne (prawdopodobnie antyoksydacyjne) wtasciwosci katecho-
lamin. Zgodnie z hipotezg Liu i Mori katecholaminy i pro-
dukty ich degradacji obecne w tkance nerwowej moga nawet
stanowi¢ wewnetrzny system ochronny moézgu przeciwko
stresowi oksydacyjnemu [41]. Jak juz wspomniano wcze$niej,
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tkanka nerwowa, mimo szczeg6lnej podatnosci na uszkodze-
nia bedace efektem stresu oksydacyjnego, nie wyksztatcita
specyficznych mechanizméw zapobiegania jego skutkom
[27], Wydaje sie jednak, ze takim unikalnym mechanizmem
moze by¢ witasnie obecnos¢ katecholamin [41].

KATECHOLAMINY JAKO ANTYOKSYDANTY
MALOCZASTECZKOWE

Mimo obiecujagcych wynikéw doSwiadczern prowadzo-
nych na liniach komorkowych [39,42] i testow klinicznych
[43-45], podczas ktorych zapobiegano procesom rozktadu
katecholamin w tkance nerwowej, nie wyjasniono mecha-
nizmu ochronnego dziatania tych zwigzkéw w stosunku
do komdrek nerwowych. Prawdopodobnie dziatajg one jak
matoczasteczkowe antyoksydanty interwentywne, bezpo-
$rednio reagujace z wolnymi rodnikami. Weryfikacja do-
niesien o neutralizowaniu wolnych rodnikéw przez kate-
cholaminy wymaga jednak przeprowadzenia doswiadczen
wykorzystujagcych uktady modelowe, takie jak np. homo-
geniczne lub heterogeniczne roztwory (w tym emulsje lipi-
dowe, bedace najprostszym modelem btony komorkowej).
Badania takie umozliwig monitorowanie kinetyki reakcji
katecholamin z rodnikami i potwierdzg bezposrednie od-
dziatywanie miedzy tymi indywiduami chemicznymi. Z tej
perspektywy, niezwykle interesujgce sg wyniki opubliko-
wane w 2001 roku przez Sofica i wspotpracownikdéw [47],
ktorzy zbadali oddziatywanie miedzy neuroprzekaznikami
katecholaminowymi (dopaming, L-DOPA, adrenaling inor-
adrenaling) oraz rodnikami nadtlenkowymi i hydroksy-
lowymi. Doswiadczenia, w ktorych wykorzystano te dwa
rodzaje rodnikdw sg szczegOlnie istotne dla zrozumienia
proceséw zachodzacych w komdrkach nerwowych.

Rodniki nadtlenkowe (LOO*) powstajg w efekcie reakcji
tancuchowych, w ktdrych biorg udziat czasteczki lipidow —
biomolekut szczegdlnie podatnych na utlenianie pod wpty-
wem RFT [50], Mechanizm rodnikowej peroksydacji zostat juz
opisany w jednym z artykutéw zawartych w tym zeszycie Po-
stepoéw Biodiemii [48], Ze wzgledu na duzg podatnos¢ lipidow
na utlenianie, obecno$¢ koncowych produktéw ich utleniania
jest dogodnym markerem stresu oksydacyjnego. Postepowi
choréb neurodegeneracyjnych towarzyszy wzrost stezenia
produktow utleniania lipidéw w tkance nerwowej pacjentéw
[26]. Niekontrolowane utlenianie lipidéw btonowych moze
prowadzi¢ do uszkodzenia integralnosci bton komérkowych
i, ostatecznie, do $mierci komoérki. Ochronne dziatanie ka-
techolamin w stosunku do neuronéw moze polegaé przede
wszystkim na neutralizowaniu rodnikéw hydroksylowych i
nadtlenkowych, co jest zgodne z przewidywaniami Troade-
ca i wspo6ipracownikow [39], Teze te potwierdzity wyniki
doswiadczen Sofica i wsp. dowodzace, ze katecholaminy sg
bardziej efektywne w unieszkodliwianiu rodnikéw LOQO' niz
glutation i Trolox. Natomiast w reakcji z rodnikami hydrok-
sylowymi katecholaminy wykazuja wiekszg aktywnos$¢ niz
glutation, ale mniejszg niz Trolox. Sofie i wspdtpracownicy
zwrdcili rowniez uwage na prooksydacyjne dziatanie katecho-
lamin w obecnosci Cu2+(ale bez nadtlenku wodoru). Prawdo-
podobnie katecholaminy wigzg jony Cu2-tworzac kompleksy
bardzo podatne na reakqe utleniania i redukcji [47], W tej sa-
mej pracy monitorowano przebieg reakcji katecholamin z rod-
nikami 'OH i LOO* posrednio, w oparciu o zanik intensyw-
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nosci fluorescencji (3-fikoerytryny. Taka metoda pomiaru nie
jest jednak dowodem na bezposrednia reakcje katecholamin
z neutralizowanymi rodnikami. Wiecej informacji dostarczajg
pomiary spadku stezenia modelowego rodnika wychwyty-
wanego przez zwigzek o potencjalnych wasciwosciach anty-
oksydacyjnych, lub pojawianie sie sygnatu od powstajacego
w reakcji rodnika antyoksydanta. Szczegdlnie interesujace sa
wyniki eksperymentow przeprowadzonych przez Cosa i Sca-
iano, w ktérych monitorowano stopniowy przyrost stezenia
rodnika semichinonu powstajgcego w efekcie oderwania ato-
mu wodoru od katecholaminy [49], W badaniach uzyto nad-
tlenku di-ferf-butylu (t-BuO)2 ktéry poddawany byt laserowej
fotolizie do rodnikdw t-butoksylowych (t-BuQ’). Wykazano,
ze rodniki te moga by¢ bezposrednio neutralizowane przez
adrenaline (Adr-OH) w wyniku oderwania atomu wodoru z
utworzeniem rodnika semichinonu (Adr-0°):

. N
CHx 0 N
H,C— C O =t -, o C OH —+
CH HO
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W przedstawionej reakcji atom wodoru jest odrywany
od grupy hydroksylowej w czasteczce katecholaminy, co
jest zgodne z wnioskami wynikajacymi z doSwiadczen
przeprowadzonych przez Sofica [47] oraz z przewidy-
waniami termodynamicznymi [50,51]. Dla antyoksyda-
cyjnych wiasciwosci katecholamin kluczowe znaczenie
ma ugrupowanie katecholowe (zawierajgce dwie wolne
grupy hydroksylowe potozone w pozycji orto- w pierscie-
niu benzenowym). Zablokowanie nawet jednej grupy hy-
droksylowej (poprzez metylowanie) powoduje znaczny
spadek aktywnosci antyoksydacyjnej [47], Wniosek ten
jest zgodny z wynikami testdw prowadzonych przez Tro-
adeca i wspétpracownikow na liniach komérkowych: silne
dziatanie antyoksydacyjne wykazuja tylko te zwiazki, kto-
re zawierajg ugrupowanie katecholowe [39], Prekursory i
metabolity katecholamin nie posiadajgce dwoch wolnych
grup hydroksylowych przy pierscieniu benzenowym nie
wykazujg takich wiasciwosci. Ugrupowanie katecholowe
jest kluczowe dla antyoksydacyjnego dziatania katechola-
min, poniewaz trwato$¢ rodnika fenoksylowego bedacego
pochodng katecholu jest wieksza niz rodnika powstatego
w efekcie oderwania atomu wodoru od fenolu, ktéry za-
wiera pojedynczg grupe hydroksylowa. Rodnik fenoksylo-
wy powstaty z katecholu jest bowiem stabilizowany przez
wigzanie wodorowe utworzone pomiedzy tlenem (posia-
dajacym jeden niesparowany elektron) i wodorem z dru-
giej grupy hydroksylowej [51,52]. Ponizej przedstawiono
strukture rodnika fenoksylowego powstatego z czasteczki
adrenaliny (Adr-O°):
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MECHANIZM NEUTRALIZACJI WOLNYCH
RODNIKOW PRZEZ KATECHOLAMINY

Katecholaminy, z racji posiadania grup hydroksylowych
potaczonych z pierScieniem benzenowym, zaliczane sg do
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fenoli. Wiele zwigzkéw fenolowych (np. a-tokoferol chro-
nigcy btony komoérkowe przed utlenianiem lub zawarta w
przyprawie curry kurkumina) wykazuje silne wtasciwosci
antyoksydacyjne. Zwigzki te, nazywane antyoksydantami
fenolowymi, neutralizujg wolne rodniki poprzez przekaza-
nie im atomu wodoru, ktory jest odrywany od reszty hy-
droksylowej (fenolowej).

Przeniesienie atomu wodoru z antyoksydanta fenolowego
(PhOH) na czasteczke neutralizowanego rodnika moze za-
chodzié¢ co najmniej wedtug trzech ré6znych mechanizmow:
HAT, PCET [53] i SPLET [54-56], kt6re zostaty opisane bar-
dziej szczeg6towo w artykule Kowalewskiej i Litwinienko,
zawartym w tym numerze Postepéw Biochemii [48],

Zazwyczaj kinetyka reakcji antyoksydanta fenolowego z
rodnikiem jest wypadkowym efektem mechanizméw HAT
i SPLET. O tym, ktdry mechanizm bedzie kinetycznie bar-
dziej istotny (czyli bedzie dominowat) decydujg warunki re-
akcji takie jak polarnosé i odczyn srodowiska, rodzaj rodni-
kow iich elektrofilowos$é¢, oraz kwasowos$¢ grupy fenolowej
antyoksydanta. Podstawowg réznicg miedzy mechanizma-
mi HAT i SPLET jest znaczna réznica w ich szybkosciach.
W rozpuszczalnikach polarnych takich jak etanol, metanol
czy acetonitryl i w wysokich wartosciach pH stwierdza sie
przewage szybkiego mechanizmu SPLET. W zaleznosci od
kwasowos$ci srodowiska, antyoksydanty fenolowe takie jak
a-tokoferol, kurkumina, czy niektore flawonoidy (w tym
kwercetyna) reagujg wedtug mieszanego mechanizmu,
HAT i SPLET [3,54-56],

Dotychczas nie zostat okre$lony mechanizm, wedtug
ktérego nastepuje przekazanie atomu wodoru lub elektro-
nu z neuroprzekaznika katecholaminowego na czasteczke
neutralizowanego rodnika. Kawashima i wspétpracownicy
badajac aktywnos$¢ antyoksydacyjng katecholamin w ace-
tonitrylu zatozyli, ze reakcja przebiega tylko wedtug me-
chanizmu HAT [57], Autorzy nie wzieli jednak pod uwage
obecnosci anionéw fenolanowych (PhO~) w uktadzie reak-
cyjnym, wiec przedstawione w ich pracy wyniki sg niewy-
starczajgce do wyciagniecia wnioskdw na temat mechani-
zmu reakcji. Wyniki doSwiadczen w uktadach homogenicz-
nych powinny by¢ bardzo ostroznie interpretowane, gdyz
nie odzwierciedlajg specyfiki proceséw zachodzacych w
wielofazowych uktadach naturalnych, w ktdrych procesom
oksydacji w pierwszej kolejnosci ulegajg lipidy wchodzace
w sktad bton komérkowych. Procesy rodnikowe zachodzg-
ce na granicy faz pomiedzy btong lipidowg a otaczajgcym ja
$rodowiskiem hydrofilowym odgrywaja najwazniejszg role
w organizmie iich zrozumienie moze by¢ kluczowe dla po-
znania mechanizméw chordb neurodegeneracyjnych takich
jak choroba Alzheimera, Parkinsona czy ALS.

CZY PRODUKTY OKSYDACJI KATECHOLAMIN
MOGA BYC TOKSYCZNE?

Wykazano, ze katecholaminy neutralizujg takie wolne rod-
niki, jak np. rodnik ferf-butoksylowy, stosunkowo stabilny
rodnik galwinoksylowy i bardzo reaktywny rodnik kumy-
lonadtlenkowy (kumyloperoksylowy). Procesy te zachodzg
w wyniku przeniesienia na te rodniki elektronu lub atomu
wodoru, oderwanego od czasteczki katecholaminy [49,57].
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Rownoczesnie, powstajg rodniki fenoksylowe, zwane w tym
przypadku rodnikami semichinonowymi (np. semichinon
adrenaliny Adr-O', zob. rownanie 5). Rodniki te moga na-
stepnie ulega¢ reakcji dysproporcjonowania, prowadzacej do
regeneracji katecholaminy i utworzenia czasteczki chinonu
[49], Obecnos¢ semichinon6éw i chinondw zostata stwierdzo-
na w tkance nerwowej, a ich powstawanie moze by¢ jednym
z etapoéw oksydatywnego metabolizmu neuroprzekazni-
kéw katecholaminowych, ktérego przebieg jest wspolny dla
wszystkich zwigzkow z tej grupy [49], Proces ten zostanie
omdwiony na przyktadzie utleniania dopaminy (Ryc. 3). W
pierwszym etapie utleniania atom wodoru jest odrywany od
ugrupowania katecholowego dopaminy (4-(2-aminoetylo)
benzeno-l,2-diolu, struktura I na rycinie 3), co prowadzi do
utworzenia rodnika aminosemichinonu (struktura Il), z kto-
rego, w wyniku dalszego utleniania powstaje aminochinon
(4-(2-aminoetylo)benzeno-I,2-dion, struktura Ill) ulegajacy
przegrupowaniu (cyklizacji) do leukoaminochromu (5,6-di-
hydroksyindolu, struktura 1V). Oderwanie kolejnego atomu
wodoru od leukoaminochromu prowadzi do powstania se-
michinonu leukoaminochromu (struktura V), ktéry moze
ulec dalszemu utlenieniu do aminochromu (struktura VI)
lub reakcji dysproporcjonowania z udziatem innego rodnika
semichinonowego. Przegrupowanie zwigzku VI prowadzi
do powstania czasteczki aminoleutyny (2,3-dihydro-5,6-di-
hydroksyindolu, VII) [49,58],

Dwie sposrod czasteczek obecnych w szlaku utleniania
katecholamin, leukoaminochrom i aminoleutyna, zastuguja
na szczeg6lng uwage ze wzgledu na pewne podobienstwo
ich struktury do struktury a-tokoferolu (Ryc. 4). a-tokoferol
zawdziecza swoj silny potencjat antyoksydacyjny relatyw-
nie duzej trwatosci powstajgcego rodnika tokoferoksylowe-
go. Trwatos¢ tego rodnika wynika ze sprzezenia orbitalu
elektronowego z atomu tlenu pierscienia heterocyklicznego
z niesparowanym elektronem powstatym w efekcie ode-
rwania atomu wodoru z grupy fenolowej [59], Leukoamino-
chrom iaminoleutyna takze posiadajg w czasteczce pierscien
heterocykliczny z azotem (majacym, podobnie jak tlen, wol-
ng pare elektrondéw). Azot w pierScieniu heterocyklicznym
leukoaminochromu i aminoleutyny oraz tlen w pierscieniu
a-tokoferolu sg potozone w taki sam sposéb w stosunku do
aktywnej grupy fenolowej tych czgsteczek (potozenie para).
Taka struktura sugeruje, ze omawiane pochodne dopaminy
moga wykazywac silng aktywno$¢ antyoksydacyjna, zbli-
zong do aktywnosci a-tokoferolu. Wiasciwosci antyoksy-
dacyjne aminoleutyny zostaty potwierdzone przez wyniki
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Rycina 3. Utlenianie dopaminy. I. dopamina (4-(2-aminoetylo)benzeno-1,2-diol);
1. aminosemichinon; Ill. aminochinon (4-(2-aminoetylo)benzeno-I,2-dion); IV.
leukoaminochrom (5,6-dihydroksyindol); V. semichinon leukoaminochromu; VI.
aminochrom; VII. aminoleutyna (2,3-dihydro-5,6-dihydroksyindol) [49,58].
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doSwiadczen z uzyciem rodnikéw t-butoksylowych, ktdre
sg neutralizowane przez aminoleutyne znacznie szybciej
niz przez adrenaline [49],

Polimeryzacja aminoleutyny powstatej w procesie utlenia-
nia dopaminy prowadzi do utworzenia ztogéw neuromelani-
ny, nadajacej charakterystyczne, ciemne zabarwienie neuro-
nom wchodzacym w sktad istoty czarnej Srédmézgowia [58].
Komorki zawierajgce neuromelanine sg szczegdlnie podatne
na degeneracje w przebiegu choroby Parkinsona [60]. Sub-
stancja ta w obecnosci niskich stezeh jonow metali, takich jak
Cu2+i Fe3t wykazuje wiasciwosci antyoksydacyjne, jednak
wraz ze wzrostem stezenia jonow tych metali staje sie pro-
oksydantem. Prawdopodobnie, ztogi neuromelaniny moga
niespecyficznie wigza¢ jony metali przejSciowych zwigksza-
jac szybkos¢ reakcji Fentona. Wzrost stezenia jonow metali
powoduje réwniez ich wigzanie przez czasteczki dopaminy,
co z kolei przyspiesza utlenianie tego neuroprzekaznika i
odktadanie wtérnych produktéw jego oksydacji (chinonéw
i semichinon6w) w tkance nerwowej [26].

Wydaje sie, ze gromadzenie produktow utleniania katecho-
lamin w komérkach nerwowych moze by¢ przyczyng $mierci
tych komérek, zachodzacej w obecnos$ci wysokich stezen kate-
cholamin. | tak, w obecnosci L-DOPA w stezeniu wyzszym niz
100 pM, nastepuje spadek gestosci hodowli szczurzych komo-
rek srédmdézgowia, przy czym obumierajg przede wszystkim
neurony dopaminergiczne [61,62]. Na szczeg6lng szkodliwos¢
rodnikow semichinonowych wskazujg doswiadczenia, w kto-
rych wykazano, ze rodniki te (powstate w procesach utleniania
dopaminy, L-DOPA, adrenaliny i noradrenaliny) mogg powo-
dowac utlenianie kwasu askorbinowego i glutationu, jak row-
niez indukowac¢ peroksydacje lipidéw i oksydacyjne uszko-
dzenia DNA. Zmniejszenie puli antyoksydantéw komdrko-
wych zwieksza podatno$¢ uktadu nerwowego na uszkodze-
nia bedace efektem stresu oksydacyjnego, co przyczynia sie do
postepu neurodegeneracji [63]. Rdwniez chinony, powstajace
w procesie utleniania semichinonéw, moga przyczyni¢ sie do
wzrostu poziomu stresu oksydacyjnego w tkance nerwowej.
Prawdopodobnie, chinony oddziatujg z jonotropowymi recep-
torami glutaminianiu, nazwanymi receptorami NMDA, ktore
sa obecne w btonach komérkowych neuronéw. Receptory te
moga by¢ aktywowane poprzez przytaczenie czasteczki glu-

HO. A

S\
/

& N
HO H

leukoaminochrom

—\
\,
I /

NN
H

aminoleutyna

ol e
A o_‘\\

a - tokoferol

HO

Rycina 4. Struktura chemiczna leukoaminochromu, aminoleutyny ia-tokoferolu.
Wszystkie te czasteczki zawierajg w pierscieniu heterocyklicznym atom z wol-
na parg elektronowg (azot lub tlen). Sprzezenie tego orbitalu elektronowego z
niesparowanym elektronem powstatym w efekcie oderwania atomu wodoru z
grupy fenolowej moze zwigksza¢ trwato$¢ powstajacego rodnika fenoksylowego
[49,59],
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taminianu lub kwasu N-metylo-D-asparaginowego, NMDA.
Receptory NMDA sg powigzane z kanatami jonowymi prze-
puszczalnymi dla jonéw wapnia, sodu i potasu. W efekcie
nadmiernego pobudzenia tych receptoréw nastepuje naptyw
jonéw wapnia do wnetrza komérki. W stanie spoczynkowym,
stezenie jonéw wapnia w cytoplazmie jest okoto 10000 razy
mniejsze niz w przestrzeni zewnatrzkomorkowej. Zwiekszone
stezenie wapnia w komorce prowadzi do aktywacji réznych
grup enzyméw, w tym proteaz, lipaz i endonukleaz, ktére
uszkadzajg bioczasteczki [62]. Z uszkodzonych neuronow
moze wydostawac sie glutaminian powodujacy dalsze pobu-
dzenie receptoréw NMDA.

Katabolizm katecholamin zachodzacy pod wptywem en-
zymow MAO i COMT réwniez moze prowadzi¢ do wzro-
stu poziomu stresu oksydacyjnego w komérce. W procesie
deaminacji katecholamin katalizowanej przez MAO jako
produkt uboczny wydzielany jest nadtlenek wodoru, ktéry
moze by¢ zrodtem reaktywnych form tlenu w reakcji Fento-
na. Obecno$¢ nadtlenku wodoru przyspiesza réwniez utle-
nianie katecholamin do toksycznych rodnikéw semichinono-
wych, katalizowane przez peroksydazy obecne w komérkach
nerwowych (Ryc. 5) [63]. Wydaje sie, ze katecholaminy moga
indukowaé $mier¢ komérek nerwowych na drodze apopto-
zy. Wskazujg na to wyniki doswiadczen przeprowadzonych
na komdrkach nerwiaka ptodowego (neuroblastomy, linia
Neuro-2A), traktowanych L-DOPA lub dopaming w steze-
niu wyzszym niz 100 pM. W komdrkach tych stwierdzono
podwyzszong aktywno$¢ proapoptotycznej kaspazy-3 [64],

Wyniki do$wiadczen na liniach komoérek nerwowych, ktére
poddano dziataniu wysokich stezen katecholamin, $wiadczg
o toksycznym dziataniu tych substancji [61,62,64], Szkodli-
we dziatanie wysokich stezen katecholamin zostato zaob-
serwowane w badaniach in vivo, ktére przeprowadzono na
szczurach. Wykazano, ze krotko po podaniu tym zwierzetom
L-DOPA wzrasta stezenie reaktywnych rodnikéw hydroksy-
lowych w istocie czarnej Srodmdzgowia. Efekt ten nie jest ha-
mowany przez podanie L-deprenylu, wiec prawdopodobnie
jest skutkiem utleniania L-DOPA do semichinondéw i chino-
néw a nie jej rozktadu z udziatem MAO [65]. Wyniki powyz-
szych doswiadczen sg spéjne z niepokojagcymi doniesieniami
na temat skutkéw diugotrwatej terapii L-DOPA, ktora jest sto-
sowana w leczeniu zaawansowanej choroby Parkinsona. Sto-

katecholaminy — Predukty deaminacji
X katecholamin

katecholaminy — - » semichinony
peroksydaza chinony
utlenianie
n antyoksydantow

STRES OKSYDACYJNY

t

Smier¢ komérek nerwowych

komoérkowych

Rycina 5. Stres oksydacyjny jako efekt utleniania katecholamin i ich rozktadu
(deaminacji) pod wptywem MAO. Nadtlenek wodoru, wydzielany w procesie
deaminacji katecholamin przyspiesza utlenianie tych zwigzkéw do toksycznych
semichinonéw i chinonéw. Rodniki semichinonowe sg Zrédtem stresu oksyda-
cyjnego — indukuja peroksydacje lipidow i oksydacyjne uszkodzenia DNA.
Zmniejszaja réwniez pule dostepnych antyoksydantéw w uktadzie nerwowym
(zmodyfikowano wg [63]).
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sowanie L-DOPA prowadzi poczatkowo do poprawy stanu
zdrowia pacjentéw. Niestety, kilkuletnia terapia prowadzi do
nagtego pogorszenia sie stanu zdrowia chorych, pojawiajg sie
problemy z poruszaniem, a przede wszystkim dyskineza, czy-
limimowolne chaotyczne ruchy obejmujace konczyny lub cate
ciato [66,67], Zaprezentowane doniesienia 0 szkodliwym dzia-
taniu wysokich stezen katecholamin wskazujg na koniecznos¢
poznania Zrédet toksyczno$ci tych substancji i znalezienia me-
tod minimalizowania szkodliwych efektéw ich dziatania.

PERSPEKTYWY ZASTOSOWANIA
KATECHOLAMIN W TERAPII CHOROB
NEURODEGENERACYJNYCH

Degeneracja komorek nerwowych w chorobach neurode-
generacyjnych skutkuje lokalnym obnizeniem stezenia neu-
roprzekaznikéw katecholaminowych, ktére moze prowadzié
do zaburzen w przekazywaniu sygnatow nerwowych. Spa-
dek stezenia katecholamin moze réwniez wptywac na przy-
spieszenie procesOw neurodegeneracyjnych, ze wzgledu na
potencjalne witasciwosci antyoksydacyjne tych zwigzkow.
Jednak mimo obiecujacych wynikéw doswiadczen in vitro
[39,42] i testow klinicznych [43-45], podawanie L-DOPA w
zaawansowanym stadium choroby Parkinsona jest obecnie
jedyna stosowang terapig choroby neurodegeneracyjnej, kto-
ra polega na bezpos$rednim podawaniu pacjentom katecho-
laminy. Niestety, dtugotrwata terapia z zastosowaniem L-
DOPA powoduje dramatyczne pogorszenie sie stanu pacjen-
téw, prawdopodobnie w wyniku akumulacji toksycznych
produktéw utleniania katecholamin (chinondw i semichino-
néw) w tkance nerwowej [66,67], Toksyczne dziatanie wy-
sokich stezen katecholamin zaobserwowano w doswiadcze-
niach z wykorzystaniem linii komérek nerwowych [62,62,64]
iw badaniach invivo na zwierzetach [65]. Wydaje sie wiec, ze
skuteczna terapia z uzyciem katecholamin bedzie mozliwa
dopiero wtedy, gdy zostang dobrane substancje regenerujace
te zwigzki (czyli redukujace rodniki semichinonowe do kate-
cholamin). Efekt taki mozna uzyska¢ podajgc katecholaminy
rownoczes$nie z innymi antyoksydantami, ktore bedg neutra-
lizowac rodniki semichinonowe poprzez przekazywanie im
elektronu lub atomu wodoru.

Propozycje stosowania ztozonych uktadéw antyoksydan-
tdbw w leczeniu choroby Parkinsona przedstawit Prasad i
wspotpracownicy [68], Zasugerowali oni réwnoczesne poda-
wanie L-deprenylu, L-DOPA i mieszanki innych antyoksy-
dantow w wysokich stezeniach (m. in. kwasu askorbinowe-
go, a-tokoferolu i [3-karotenu). Stosowane antyoksydanty po-
winny by¢ tak dobrane, aby neutralizowac rézne typy wol-
nych rodnikéw, zaréwno obecne w lipidowym wnetrzu bton
komérkowych jak i w cytoplazmie i przestrzeni zewnatrz-
komérkowej. Autorzy opracowania niestety nie ustosunko-
wujg sie do bezpo$redniego oddziatywania antyoksydantow
z produktami utleniania katecholamin (chinonami i semichi-
nonami) i do mozliwosci potencjalnej regeneracji neroprze-
kaznikow katecholaminowych przez te antyoksydanty.

Dotychczas, prébowano taczy¢ terapie L-deprenylem
(ktéra powoduje zwiekszenie stezenia neuroprzekazni-
kéw katecholaminowych w tkance nerwowej) z podawa-
niem a-tokoferolu pacjentom dotknietym chorobg Alzhe-
imera. Niestety, rownoczesne podawanie L-deprenylu i
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a-tokoferolu nie spowodowato silniejszych efektow tera-
peutycznych niz terapia, w ktérej oddzielnie stosowano
kazdy z tych zwigzkow. We wszystkich przypadkach ob-
serwowano wyrazne op6znienie momentu, w ktérym po-
jawiajg sie problemy z wykonywaniem codziennych czyn-
nosci oraz dtuzszg przezywalno$¢ pacjentow. Mozliwe, ze
katecholaminy (ktérych stezenie w tkance nerwowej rosnie
w efekcie terapii L-deprenylem) i a-tokoferol zapobiegajg
progresji choroby wedtug podobnego lub tego samego me-
chanizmu i nawet stosowane oddzielnie zapewniajg opty-
malng skuteczno$¢ na danym etapie rozwoju choroby [43].
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Oxidative stress in the neurodegenerative diseases —
potential antioxidant activity of catecholamines
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ABSTRACT

Neurodegenerative diseases (e.g. Alzheimer's Disease, Parkinson's Disease and Amyotrophic Lateral Sclerosis), are characterized by the depo-
sition of misfolded proteins (Ap-peptide, a-synucleine and Cu, Zn superoxide dismutase, respectively). Oxidative stress is accompanied by
the diminished level of catecholamines in neuronal tissue. Beside their role in transduction of nervous stimuli, catecholamines might act as
antioxidants. Herein, we focused on the antioxidant activity of catecholamine neurotransmitters — dopamine (and its precursor L-DOPA),
adrenaline and noradrenaline. There is an increasing evidence that catecholamines might act as scavengers of free radicals and experimental
data indicate the antioxidant potency of catecholamines. However, the exact mechanism of this action is not defined.
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STRESZCZENIE

tres oksydacyjny jest jedng z najwazniejszych przyczyn procesu starzenia sig, rozpatry-

wanego zaréwno na poziomie komoérkowym, jak i catego organizmu. Istniejag dowody
na to, ze czynnik ten stanowi takze wspélny element tgczacy starzenie sie komorek i catych
organizméw wyzszych z podobnym procesem zachodzacym w eukariotycznych i prokario-
tycznych organizmach jednokomérkowych. Celem niniejszej pracy jest przedstawienie ak-
tualnego stanu wiedzy na temat roli stresu oksydacyjnego w starzeniu sie ludzkich komoé-
rek somatycznych oraz organizmu cztowieka jako catosci, jak rowniez przedstawienie tego
problemu na modelach jednokomoérkowych drozdzy Saccharomyces cerevisiae oraz bakterii
Caulobacter crescentus i Escherichia coli.

WPROWADZENIE

W dobie postepujgcego wzrostu $redniej i przewidywalnej dtugosci zycia
mieszkancow krajow uprzemystowionych (w tym takze i Polski), szczegdlnego
znaczenia nabraty badania molekularnych podstaw procesu starzenia si¢. Bada-
nia te prowadzone sg na wielu ptaszczyznach organizacji ustroju, tj. na szcze-
blu catego organizmu, poszczeg6lnych narzadow i tkanek, jak rowniez komé-
rek okres$lonych typéw. W powszechnej opinii, najatrakcyjniejszym obiektem
badawczym sa wtasnie modele komérkowe, ktére umozliwiajg wglad w istote
starzenia sie z punktu widzenia wspotczesnej, a wiec zaawansowanej bioche-
mii, biologii molekularnej i genetyki. Dodatkowym atutem tych badan jest duza
roznorodno$¢ dostepnych komoérek somatycznych (wynikajgca miedzy innymi
z ich niejednolitego pochodzenia embrionalnego), co pozwala na wyodrebnie-
nie komérkowo-specyficznych réznic w przyczynowos$ci, mechanice i tempie
przebiegu tego zjawiska. Jako niezwykle pomocne narzedzie badawcze stuza
takze komdrki organizmdéw nizszych, zaréwno prokariotycznych, jak i eukario-
tycznych, ktore pozwalajg przesledzi¢ filogenetyczng mozaikowos$é (rozumiang
jako sume podobienstw irdznic) okreslonych zjawisk zwigzanych z fenomenem
starzenia sie.

WYCZERPANIE ZDOLNOSCI PODZIALOWYCH JAKO
MIARA STARZENIA SIE KOMOREK CZt OWIEKA

Badania starzenia sie z wykorzystaniem modeli komorkowych trwajg nie-
przerwanie juz od blisko pieé¢dziesieciu lat. Punktem wyjscia do rozwazan nad
starzeniem sie komdrek stata sie obserwacja, ze prawidtowe komoérki somatycz-
ne cztowieka mogg podzieli¢ sie w warunkach hodowlanych tylko $cisle ograni-
czong liczbe razy [1]. Ta graniczna liczba podziatow jest cechg charakterystyczng
poszczegdlnych typow komérek, a wptyw na nig ma ich topograficzna lokali-
zacja oraz pochodzenie embrionalne. Spos$rod wszystkich rodzajéow komdrek
cztowieka, najpopularniejszym obiektem badawczym sg fibroblasty, ktorych
relatywnie wysoka aktywno$¢ proliferacyjna pozwala na obserwacje stopnio-
wego spadku tempa wzrostu hodowli, wchodzenia komérek w faze starzenia
sie i towarzyszgcej temu charakterystycznej degeneracji [2]. Dzisiaj wiadomo juz
takze, ze wyczerpywanie mozliwos$ci podziatowych jest zjawiskiem duzo bar-
dziej uniwersalnym i nie konczy sie na komoérkach organizméw wyzszych. Po-
dobne zjawisko zaobserwowano u eukariotycznych, asymetrycznie dzielgcych
sie paczkujgcych drozdzy Saccharomyces cerevisiae (odzwierciedleniem tego jest
skonczona liczba paczkéw, ktére mogg odtgczyé sie od komorki ,,matki™) [3],
jak réwniez u prokariotycznych szczepéw bakterii Escherichia coli (czemu od-
powiada obnizenie mozliwosci podziatowych tych komérek, ktére dziedzicza
sktadniki tzw. ,starego bieguna" komdrki matki) [4].

Poszukiwania mechanizmu lezacego u podtoza zapasci proliferacyjnej komo-

rek cztowieka zaowocowaty wyodrebnieniem dwdéch podstawowych szlakow
starzenia sie: starzenia replikacyjnego, zwigzanego ze zmianami w budowie i dtu-
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gosci telomerdow oraz starzenia przedwczesnego, przebie-
gajacego bez widocznych zmian w telomerach [5], Pierwszy
z wymienionych mechanizmdw, charakteryzujacy komorki
0 wysokim potencjale proliferacyjnym (np. fibroblasty, kto-
re starzejg sie po 40-100 podwojeniach populacji; PDs), ini-
cjowany jest przez postepujacg utrate telomerowych powté-
rzen TTAGGG i towarzyszgce temu procesowi otwieranie
petlowej struktury telomeréw (ang. uncapping). Uwaza sie,
ze zjawisko to moze by¢ wynikiem tzw. ,problemu korica
replikacji" (ang. end-replication problem), tj. niezdolnosci po-
limerazy DNA do peinej syntezy nici potomnej na matry-
cy macierzystej nici opoznionej [6]. W rezultacie, skrécone
1,otwarte" telomery odczytywane sg przez komdarki jako
sekwencje noszgce znamiona rozlegtych uszkodzeri DNA,
ktérych odzwierciedleniem jest m.in. obecno$¢ tzw. ognisk
uszkodzonego DNA, tj. obszaréw bogatych w ufosforylo-
wang posta¢ histonu H2A.X (y-H2A.X) oraz biatek 53BP1
i MRE11 [7], Pojawienie sie w DNA duzej liczby ognisk
uszkodzen zapoczatkowuje kaskade zdarzen majacych na
celu trwate wyprowadzenie komérki z cyklu podziatowe-
go. Na tym etapie, efektorami starzenia sie sg biatka p53 i
p21, ktére w zsynchronizowany sposob, za posrednictwem
kinazy ATM, blokujg cykl mitotyczny komorek przed przej-
sciem przez nie punktu restrykcyjnego GyS [8].

Zdecydowanie odmienna jest specyfika starzenia sie
komorek nabtonkowych i mezotelialnych. Komoérki te ce-
chujg sie relatywnie niewielkimi mozliwosSciami podzia-
towymi (-10-30 PDs) i starzejg si¢ bez zmian ditugosci i
budowy telomerowego DNA [9,10], Jako przyczyne ich
przedwczesnego zatrzymania wzrostu uwaza sie szcze-
g6lng wrazliwo$¢ na niefizjologiczne warunki panujace
w hodowli in vitro, do ktérych zaliczy¢é mozna wzrost na
powierzchniach plastikowych (zamiast na elementach ma-
cierzy), brak heterogennych oddziatywan z innymi typami
komaérek, nieadekwatny do rzeczywistych potrzeb sktad
Srodowiska hodowlanego (czynniki wzrostu, hormony,
mikroelementy), czy sukcesywne poddawanie komodrek
proteolitycznemu dziataniu trypsyny (w trakcie pasazo-
wania hodowli) [11], Stres, ktérego doswiadczajg komarki
po przeniesieniu z organizmu do srodowiska in vitro wigze
sie z pojawieniem rozlegtych uszkodzehn DNA, zlokalizo-
wanych w niespecyficznych, pozatelomerowych obsza-
rach genomu. Gtownym mediatorem odpowiedzialnym
za zatrzymanie progresji cyklu komérkowego jest w tych
komorkach biatko pl6 [12].

Wyodrebnienie dwoch réznigcych sie od siebie mechani-
zmOw starzenia sie komérek cztowieka stato sie przestanka
do postawienia tezy mdwigcej, ze rzeczywista natura tego
procesu oprocz swej zaprogramowanej skiadowej (zwia-
zanej ze statym, utrwalonym ewolucyjnie dla danej grupy
komorek potencjatem proliferacyjnym) zawiera¢ moze tak-
ze silny element stochastyczny, zwigzany z dziataniem na
komorke okreslonych stresoréw. W tym kontekscie, na plan
pierwszy wysunat sie stres oksydacyjny, ktérego komorki
doswiadczajg zar6wno wskutek przewlektej ekspozycji na
wysokie, atmosferyczne cisnienie parcjalne tlenu w hodowli
in vitro (w miejsce kilkuprocentowej preznosci charaktery-
zujacej tkanki), jak rGwniez w wyniku narastajgcej w miare
starzenia sie produkcji reaktywnych form tlenu (RFT) przez
mitochondria [11,13],
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STRES OKSYDACYJNY JAKO
INDUKTOR STARZENIA SIE

EGZOGENNY (SRODOWISKOWY) STRES OKSYDACYJINY

Stres oksydacyjny oznacza dysproporcje pomiedzy tem-
pem wytwarzania RFT a ich neutralizacji przez systemy an-
tyoksydacyjne. W badaniach przeprowadzonych na ludz-
kich komérkach mezotelialnych wykazano, ze komorki te
sq bardzo wrazliwe na $rodowiskowy stres oksydacyjny,
spowodowany hiperoksja, ktérej ulegaja bezposrednio po
wyizolowaniu ich z tkanki. Skutkiem tej ekspozycji jest po-
jawienie sie w pierwotnych hodowlach znaczacego odsetka
komorek noszacych fenotypowe oznaki starzenia sieg, takie
jak: zwiekszenie rozmiaréw, obecno$¢ (3-galaktozydazy
zwigzanej ze starzeniem, gromadzenie 8-hydroksydeoksy-
guanozyny (8-OFI-dG) oraz podwyzszona produkcja biatka
pl6 [14]. Co istotne, wczesna protekcja komorek za pomo-
cg zmiatacza wolnych rodnikéw, putapki spinowej N-tert-
butylo-a-fenylonitronu (PBN) okazata sie skutecznie chro-
ni¢ hodowle przed przedwczesnym pojawieniem sie w niej
komorek starych. Efektu takiego nie uzyskano natomiast
wowczas, gdy zroznicowane strategie antyoksydacyjne
(PBN, obnizenie cis$nienia tlenu z 21% do 3%, dodawanie
procysteiny - prekursora zredukowanego glutationu; GSH)
zastosowano na dalszych etapach hodowli in vitro. Dane te
sugeruja, ze niekorzystny wptyw Srodowiskowego stresu
oksydacyjnego moze chronologicznie wyprzedzac¢ skutki
dziatania endogennych RFT, a w kontek$cie ograniczenia
mozliwos$ci podziatowych komérek, moze by¢ nawet czyn-
nikiem o kluczowym znaczeniu [14].

Przyspieszone starzenie sie komérek rosngcych w obec-
nosci wysokiej preznosci tlenu nie jest jedynym dowodem
na egzogenne uwarunkowanie zmian zachodzacych w
komérkach starych. Jak pokazaty badania przeprowadzo-
ne m.in. na fibroblastach, fenotypowe oznaki starzenia
sie mozna wywota¢ w krotkim czasie takze w komdrkach
mtodych, poprzez poddanie ich dziataniu wysokich dawek
nadtlenku wodoru [15] lub poprzez podwyzszenie cisnie-
nia parcjalnego tlenu do 40% [16]. Co warte podkre$lenia,
wszystkie morfologiczne i czynno$ciowe cechy starzenia
sie, ktdre mozna zaobserwowac¢ w komdrkach eksponowa-
nych na srodowiskowy stres oksydacyjny sg niemal iden-
tyczne z tymi, ktore wystepujg w komaorkach starzejgcych
sie wskutek przebycia okreslonej liczby podziatow [7].

ENDOGENNY STRES OKSYDACYJNY

W prawdzie przyczyn powstawania RFT w komorce jest
wiele, za najwazniejszg uznaje sie mitochondrialne procesy
utleniania komérkowego. W trakcie tych przemian okoto
0,1-4% tlenu nie ulega peinej redukcji do czasteczki wody,
czego skutkiem jest ich ,,wyciek" z mitochondriow w posta-
ci form wolnorodnikowych [17]. W zwigzku z powyzszym,
wewnatrzpochodny stres oksydacyjny w komdrkach sta-
rych jest przede wszystkim wynikiem zmian zachodzgcych
w mitochondriach, do ktérych zalicza sie miedzy innymi
wzrost aktywnosci enzymow uczestniczacych w transporcie
elektronéw, tj. dehydrogenazy NADH ioksydazy cytochro-
mu ¢ [18]. Oprocz tego, w mitochondriach komérek starych
mozna zaobserwowac zjawisko tzw. wstecznej odpowiedzi
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sygnatowej (ang. retrograde signaling response), ktére stanowi
ich reakcje na postepujgce zmniejszanie sie potencjatu btony
wewnetrznej, a tym samym obnizong zdolno$¢ do genero-
wania ATP. Aby przeciwstawié¢ sie tym zmianom dochodzi
do nasilonej biogenezy nowych mitochondriéw, czego efek-
tem jest dalszy wzrost produkcji RFT [13].

Od pewnego czasu sugeruje sie, ze RFT moga by¢ za-
angazowane w proces skracania sie telomerow, a wywie-
rany przez nie wptyw moze by¢ nawet silniejszy niz efekt
zalezny od problemu konca replikacji [19]. Jak wykaza-
no w przypadku fibroblastow ptucnych, hodowanych w
obecnosci 40% preznosci tlenu, przedwczesnemu starze-
niu sie komoérek (zachodzacemu po zaledwie kilku po-
dziatach) towarzyszy przyspieszone tempo skracania sie
telomeréw, ktére wzrasta od wartosci okoto 90 par zasad
na podziat w warunkach normalnej preznosci tlenu, do
wartosci 500 par zasad na podziat w warunkach hiperok-
sji. W wyniku przyspieszenia procesu destrukcji telome-
rowego DNA, zatrzymanie podziatdw mitotycznych w
obu grupach komérek nastepuje po osiggnieciu podobnej
Sredniej dtugosci telomeréw [16]. Za gtéwng przyczyne
szczeg6lnej wrazliwosci telomerowego DNA na dzia-
tanie stresu oksydacyjnego uwaza sie niskg wydajnos¢
uktadéw naprawczych w tym obszarze genomu, co po-
woduje gromadzenie sie tam rdznego typu uszkodzen,
szczegOlnie jednoniciowych peknig¢ DNA. Kumulujgce
sie uszkodzenia stanowig fizyczng przeszkodze dla dzia-
tania polimeraz, w wyniku czego dochodzi do przerw w
procesie replikacji i przedwczesnego zakoriczenia synte-
zy nici potomnej. Efektem tego jest skrécenie telomeru na
duzo wiekszg skale niz wynikatoby to z samego proble-
mu konca replikacji [19,20],

Czynnikiem o niebagatelnym znaczeniu dla tempa
starzenia sie komdérek w warunkach stresu oksydacyjne-
go jest rowniez odpowiednia aktywno$é mechanizmoéw
antyoksydacyjnych. Dowoddw na to dostarczyty m.in.
badania z zastosowaniem egzogennych antyoksydantow
i zmiataczy RFT, w obecnosci ktdrych tempo skracania
sie telomeréw w komdrkach ulega spowolnieniu, czemu
towarzyszy wyrazny wzrost potencjatu proliferacyjnego

[20]. W rdznicach w sprawnosci endogennych systeméw
antyoksydacyjnych doszukuje sie takze wyjasnienia roz-
bieznosci w potencjale podziatowym okreslonych typow
komérek. Jak wykazaty badania porownawcze dwoch
pierwotnych populacji komérek mezotelium otrzewno-
wego, wyzsza aktywno$¢ proliferacyjna komoérek LP-9
(pochodzacych z ptynu puchlinowego) w poréwnaniu z
komdrkami HOMCs (pochodzacymi z sieci wiekszej) ko-
reluje z wysoka aktywnoscig dysmutazy ponadtlenkowej
(SOD) oraz wysokim stezeniem GSH w tych pierwszych
[21]. Z kolei, doSwiadczenia na fibroblastach dowiodty,
ze komérki pochodzenia skornego (szczep BJ), prze-
wyzszajgce swym potencjatem podziatowym fibroblasty
ptucne (szczep MRC-5), charakteryzuja sie takze wyzszg
aktywnoscig pozakomdérkowej dysmutazy ponadtlenko-
wej (EC-SOD) [22,23]. Oprocz neutralizacji RFT produ-
kowanych w komorkach, wtasciwa aktywno$¢é systemow
antyoksydacyjnych odgrywa takze duze znaczenie dla
odpowiedniej ochrony komdrek przed stresem oksyda-
cyjnym pochodzenia srodowiskowego [21] (Ryc. 1).

STRES OKSYDACYJINY W MODELACH
STARZENIA SIE ORGANIZMOW NIZSZYCH

DROZDZE PIEKARNICZE SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Cho¢ wydawac by sie mogto, ze zjawisko wyczerpywa-
nia sie potencjatu podziatlowego komérek wskutek proce-
sow zachodzacych w ich wnetrzu, utozsamiane obecnie z
procesem starzenia sie, zostato opisane po raz pierwszy w
oparciu o badania fibroblastow ptucnych cztowieka [1], w
rzeczywistosci dokonano tego wczesniej na modelu droz-
dzy piekarskich S. cerevisiae. Wéwczas to, Mortimer i John-
ston zasugerowali, ze dtugo$¢ zycia tego jednokomorko-
wego eukarionta moze by¢ determinowana liczbg komorek
potomnych (tzw. paczkow), ktére moga by¢é wytworzone
przez komorke matke. Badacze ci poddali pod dyskusje
fakt, ze ograniczone mozliwos$ci podziatowe drozdzy moga
by¢ pochodng nagromadzenia sie schitynizowanych blizn
podziatowych, ktére ograniczaja pole powierzchni komaér-
ki dostepnej do powstawania kolejnych paczkéw [24], Po-
mimo, iz teoria ta zostata w p6zniejszych latach odrzucona
[25], a gromadzenie si¢ blizn zostato zin-
terpretowane jako jeden ze skutkdw sta-
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rzenia sie komorki, drozdze piekarskie
dotaczyty do Scistej czotowki organi-
zmow modelowych wykorzystywanych
w badaniach procesu starzenia sie.

Wazng cechg S. cerevisiae jest ich
dwoista natura w odniesieniu do zja-
wisk zwigzanych z regulacjg wzrostu i
starzenia sie. Z jednej strony bowiem,
komorki drozdzy wykazuja szereg po-
dobieristw z komdrkami organizméw
wyzszych (w tym cztowieka), a z dru-
giej, posiadajg zestaw specyficznych
wiasciwosci, wynikajacych choéby z
tego, ze pojedyncza komorka jest za-
razem petnowarto$ciowym organi-

Rycina 1. Najwazniejsze wyktadniki stresu oksydacyjnego, bioragce udziat w procesie starzenia sie komoérek

cztowieka, drozdzy S. cerevisiae i bakterii E. coli.
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zmem. W optymalnych warunkach
wzrostu, wynikajacych w gtdwnej
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mierze z dostepnosci sktadnikéw odzywczych w pozyw-
ce hodowlanej, zdolno$¢ reprodukcyjna S. cereuisiae waha
sie od 10-50 podziatéw, przy czym warto$¢ ta jest cechg
charakterystyczng danego szczepu [3]. Istotne jest jed-
nak to, ze w trakcie asymetrycznego podziatu komorki
drozdzy, niezaleznie od liczby przebytych rund podzia-
towych przez komorke matke, replikacyjny czas zycia no-
wopowstatego paczka ulega wyzerowaniu (tzw. zjawisko
resetu replikacyjnego), co umozliwia mu odbycie petnej
liczby przypisanych danemu szczepowi podziatow [26],

Drozdze starzejg sie w sposéb niezalezny od telomeroéw,
czego gtéwng przyczyna jest aktywnos$¢ telomerazy, odbu-
dowywujacej ubytki w telomerowym DNA [27], Co cieka-
we, komaérki, u ktérych proces skracania sie telomeréow wy-
wotano sztucznie, poprzez mutacje genu tTLCI, kodujgcego
jedng ze sktadowych telomerazy, charakteryzujg sie zwiek-
szonymi mozliwosciami podziatowymi w poréwnaniu ze
szczepem dzikim [28]. Uwaza sig, ze jedng z przyczyn tego
zjawiska moze by¢ dziatanie obecnego w obrebie telomerow
biatka Sir3p, ktére w odpowiedzi na uszkodzenia telome-
row jest uwalniane, a nastepnie przytacza sie preferencyjnie
do miejsc noszacych znamiona uszkodzen i uczestniczy w
ich naprawie [29].

Wedtug obecnego stanu wiedzy, wyczerpanie zdolno-
§ci drozdzowej komorki matki do produkowania nowych
paczkdw moze byé zwigzana z gromadzeniem sie w niej
okre$lonego czynnika zwigzanego ze starzeniem (tzw. se-
nescence factor), ktory nie jest przekazywany do komorek
potomnych lub, jak sadzg niektérzy, jest przekazywany i
szybko unieczynniony w tych komaérkach [30]. Jako gtow-
nego kandydata do petnienia tej funkcji wymienia sie po-
zachromosomalne czgsteczki kolistego rDNA (ERCs), ktdre
gromadzg sie w komorkach starych, aich wprowadzenie do
komorek miodych wywotuje w nich oznaki przyspieszone-
go starzenia sie [31]. Jak wykazano, szereg substancji o cha-
rakterze utleniaczy ma zdolno$¢ indukowania wewnatrz-
chromosomalnej rekombinacji DNA, uznawanej za podsta-
we tworzenia ERCs, co wskazuje na przyczynowy zwigzek
miedzy stresem oksydacyjnym a starzeniem si¢ S. cerevisiae
[32].

Szczegdétowe badania roli stresu oksydacyjnego w sta-
rzeniu sie drozdzy pokazaty, ze zwigzek miedzy tymi
procesami jest bardzo silny. Stwierdzono m.in., ze sta-
re komdrki matki, w odréznienia od komoérek mtodych,
cechujg sie wysokim poziomem RFT pochodzenia mi-
tochondrialnego. Czasteczki te moga stanowi¢ bezpo-
$rednig przyczyne nasilenia zmian apoptotycznych w
komdrkach, co stanowi jeden z wyktadnikdw ostatecz-
nego wyczerpania ich zdolnosci do podziatu [33], Pewne
zmiany daje sie takze zaobserwowaé¢ w strukturze mito-
chondriow, ktdre wskutek dziatania RFT stajg sie silnie
pofragmentowane. Jak wykazano, delecja genu DNM1,
odpowiedzialnego za ochrone komoérek przed sygnala-
mi proapoptotycznymi, okazata sie zwieksza¢ opornos¢
komorek na dziatanie RFT oraz wydtuza¢ ich zycie. Ana-
logiczny efekt zaobserwowano w przypadku szczepu
noszacego mutacje genu MDM30, odpowiedzialnego
za prawidtowe dziatanie mitochondriow w komodrkach
dzielagcych sie [34], Interesujacych danych dostarczyty
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takze badania mutantdw cechujgcych sie niewydolny-
mi mechanizmami naprawy oksydacyjnych uszkodzen
DNA. Prace te dowiodty istnienia zjawiska ,btednego
kota", polegajacego na stymulowaniu generowania endo-
gennych RFT przez gromadzace sie w komdrkach, niena-
prawione oksydacyjne uszkodzenia DNA [35]. Interesu-
jaca w tym kontekscie wydaje sie takze sugestia, zgodnie
z ktora, unieczynnienie mitochondriéw, bedacych gtéw-
nym zrédtem RFT w komoérce, mogtoby wptynaé na po-
prawe zdolnosci podziatlowych drozdzy [36], Teza ta nie
znalazta jednak poparcia w badaniach doswiadczalnych,
ktore pokazaty, ze dtugo$¢ zycia mutantéow z unieczyn-
nionymi mitochondriami, prawdopodobnie ze wzgledu
na energetyczne wymagania enzymoéw antyoksydacyj-
nych, jest znaczgco ograniczona [37].

Cechg starych komorek S. cerevisiae jest nagroma-
dzenie sie produktow oksydacyjnych modyfikacji ma-
kroczgsteczek, w tym DNA (8-OH-dG) i biatek (wzrost
stezenia grup karbonylowych) [38,39], Co ciekawe, gro-
madzenie cze$ci tych uszkodzeh mozna znaczaco zmniej-
szy¢ poprzez poddanie komaérek restrykcji kalorycznej,
wywotanej zmniejszeniem stezenia glukozy w pozywce
z 2% do 0,5%. Procedura ta pozwala ponadto utrzymac
na statym poziomie stezenie jondw zelaza, kluczowych
kofaktoréw reakcji wolnorodnikowych, ktérych stezenie
w komérkach rosnacych w standardowych warunkach
wzrasta nawet pieciokrotnie. Niebagatelnym efektem
stosowania restrykcji kalorycznej jest takze wydtuzenie
tzw. chronologicznej dtugos$ci zycia komorek, czyli cza-
su przezycia drozdzy pozostawionych w fazie stacjo-
narnej (odpowiednika komoérek postmitotycznych u or-
ganizmow wyzszych) [39], Jako przyczyne korzystnego
wptywu restrykcji kalorycznej uwaza sie przesuniecie
metabolizmu komoérek z proceséow fermentacji w strone
proces6w fosforylacji oksydacyjnej [40]. Taka zmiana
powoduje zwiekszenie tempa transportu elektronow i
wzrost stosunku NAD+NADH, czego efektem jest ak-
tywacja genu deacetylazy histonowej SIR2 (jej kompety-
cyjnym inhibitorem jest NADH), uczestniczacej w wyci-
szaniu chromatyny jadrowej i procesach napraw [41,42],
Jak zasugerowano jednak niedawno, efekt restrykcji ka-
lorycznej u drozdzy S. cerevisiae moze by¢ niezalezny od
dziatania SIR2 i moze wynikac¢ z aktywacji innych drdg
sygnatowych, np. szlaku TOR [43]. Warto podkresli¢, ze
komorki rosngce w warunkach obnizonego stezenia glu-
kozy wytwarzajg zdecydowanie mniej RFT w przelicze-
niu na ilos¢ wykorzystanego tlenu, co moze sugerowac,
iz przynajmniej cze$¢ efektéw restrykcji jest zwigzana z
ograniczeniem stresu oksydacyjnego w komaérkach [44],

Waznym aspektem w kontrolowaniu poziomu stresu
oksydacyjnego u drozdzy jest aktywno$¢ systemow anty-
oksydacyjnych. W badaniach wykonanych na szczepach S.
cerevisiae pozostajacych w fazie stacjonarnej zaobserwowa-
no, iz komorki stare cechuja sie obnizonym stezeniem GSH
oraz obnizong aktywnoscig enzymoéw antyoksydacyjnych,
w tym SOD oraz reduktazy i peroksydazy glutationowej
[38,45]. Zgodne z tymi obserwacjami sg wyniki badan na
mutantach pozbawionych Cu,ZnSOD oraz MnSOD, kt6-
re cechowatly sie mniejszg zywotnosciag w poréwnaniu ze
szczepem dzikim [46],
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BAKTERIE CAULOBACTER CRESCENTUS
| ESCHERICHIA COLI

Jeszcze do niedawna sgdzono, ze bakterie, bedace przed-
stawicielami Procaryota, nie podlegajg procesowi starzenia
sie. Ttumaczono to morfologicznie symetrycznym charak-
terem podziatu komorki bakteryjnej, ktérego efektem jest
wytworzenie dwéch identycznych, i miodych zarazem,
komorek potomnych. Zgodnie z tg regula, bakterie mozna
by uzna¢ za organizmy nieSmiertelne, pod warunkiem za-
pewnienia im optymalnych warunkéw wzrostu (substancje
odzywcze, czynniki wzrostowe, temperatura, pH, zasole-
nie). Jako swego rodzaju wyjatek traktowane byty bakterie
Caulobacter crescentus, cechujgce sie wyraznie asymetryczng
cytokinezg i dimorficznym cyklem podziatowym. U bakte-
rii tych, w wyniku podziatu komérki matki, powstaje ru-
chliwa, zaopatrzona w wi¢ komorka potomna (ang. swarmer
celi) oraz druga, statyczna komorka posiadajgca charakte-
rystyczng wypustke o strukturze kanalikowej (ang. stalked
celi). Podziat chromosomu, i w nastepstwie catej komérki,
nastepuje jednak tylko w tej drugiej formie potomnej, w
ktorg roznicuje sie takze w czasie dojrzewania komaorka ru-
chliwa. W zwigzku z tym, nowe pokolenia bakterii powstajg
wytacznie z komdrek posiadajgcych wypustke, przy czym
czas potrzebny komdérce matce na wytworzenie kolejnych
generacji wzrasta z kazdym podziatem, co jest utozsamiane
Z jej postepujagcym starzeniem sie [47],

Przetomowe w swej wymowie staty sie badania Stewar-
ta i wsp. [4], ktérzy analizujac cykl zyciowy bakterii E. coli
zaobserwowali, ze cho¢ morfologicznie podziat komarki
wydaje sie by¢ symetryczny, to pod wzgledem czynno-
§ciowym mozna dostrzec znaczne zréznicowanie komaorek
potomnych. Stwierdzono wowczas, ze jedna z nowopow-
statych komorek, dziedziczaca elementy tzw. ,,starego bie-
guna" komérki matki dzieli sie wolniej, wytwarza mniej po-
koler potomnych oraz wykazuje wieksze ryzyko $mierci od
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swego odpowiednika, ktérego koniec syntetyzowany jest de
novo w trakcie podziatu [4] (Ryc. 2).

Dowodéw na ewolucyjng celowos$¢ wyodrebnienia sie
asymetrycznego, zwigzanego ze starzeniem sie i $Smiercig,
podziatu komorki bakteryjnej dostarczyty prace poréwnu-
jace oba typy podziatu (symetryczny i asymetryczny) za po-
mocag modeli matematycznych. Wykazaty one, ze skutkiem
podziatu asymetrycznego (nie tylko morfologicznie, lecz tez
czynnos$ciowo) jest nizsza liczebno$¢ powstajacej populaciji,
przy czym tempo jej wzrostu jest wyzsze niz w przypad-
ku podziatu symetrycznego. Dane te mogg wskazywaé, ze
starzenie sie czesci komorek bakteryjnych wskutek asyme-
trii podziatu moze stanowi¢ przystosowanie populacji do
przetrwania w niekorzystnych warunkach $rodowiska, np.
w warunkach wysokiego wspo6tzawodnictwa o substancje
odzywcze [48], Takze wskutek zadziatania subletalnych da-
wek egzogennych stresoréw, przetrwanie populacji bakterii
moze by¢ uwarunkowane asymetryczng segregacja poten-
cjalnych uszkodzeh makroczasteczek tylko do jednej z ko-
morek potomnych [49],

Pomimo ustalenia, ze specyfika podziatéw E. coli dopro-
wadza do starzenia sie komoérek, mechanizm tego zjawiska
pozostaje nadal niejasny. Dominujgcym watkiem badaw-
czym sg proby identyfikacji czasteczek, ktére dziedziczone
sg w trakcie podziatu tylko w linii pochodzacej ze ,stare-
go bieguna" komdrki matki. Uwaza sig, ze naleze¢ do nich
moga elementy sciany komérkowej, uszkodzone i/lub tok-
syczne fragmenty macierzystego DNA lub zmodyfikowane
oksydacyjnie biatka [4,50], Szczeg6lnie ta ostatnia mozli-
wos$¢ stanowi atrakcyjny punkt wyjscia do rozwazan nad
rolg stresu oksydacyjnego w procesie starzenia sie E. coli.
Przemawia za tym takze fakt gromadzenia sie w starzeja-
cych komérkach dzikiego szczepu agregatow zmodyfiko-
wanych oksydacyjnie biatek, ktérych produkcja ulega zaha-
mowaniu w mutantach o podwyzszonej aktywnos$ci syste-

mow antyoksydacyj-
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Rycina 2. Charakterystyka podziatéw komérkowych prowadzacych do starzenia sie w komérkach cztowieka, S. cererisiae (podziat
asymetryczny) i E. coli (podziat symetryczny). Symetria podziatu komérki E. coli odnosi sie do morfologii komérek potomnych. Pod
wzgledem dziedziczenia okreslonych struktur i zwigzanych z tym mozliwos$ci funkcjonalnych komérek potomnych, podziat ten moz-
na okre$li¢ jako czynno$ciowo asymetryczny (patrz tekst pracy). Elementy komérki bakterii (podziat symetryczny) wyszczeg6lnione
kolorem czerwonym i zielonym oznaczaja, odpowiednio, struktury starego i nowego bieguna komérki, dziedziczone przez komérki

potomne podczas podziatu komérki E. coli.
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wskazuja, ze w ko-
morkach E. coli bli-
sko 90% RFT powsta-
je dzieki aktywnoSci
zlokalizowanych w
btonie wewnetrznej
enzyméw tancucha
oddechowego, a ich
produkcja jest pro-
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porcjonalna do liczby jednostek tancucha oddechowego
w komorce [52]. Szczegdtowe badania wykazaty, ze pod-
stawowg przyczyng powstawania RFT u E. coli sg reakcje
autoutleniania trzech dehydrogenaz: NADH, bursztyniano-
wej i D-mleczanowej [53]. Co ciekawe, skala produkcji RFT
w komorkach E. coli wydaje sie byé poréwnywalna do tej,
obserwowanej w komdrkach ssakow [52], Bakterie te wy-
ksztatcity takze odpowiednie systemy neutralizujgce RFT,
z ktorych najwazniejsze to MnSOD (kodowana przez sodA),
FeSOD (kodowana przez sodB) oraz katalazy HPI i HPII
(kodowane przez katG i katE) [54], Dowodem wptywu RFT,
pochodnych metabolizmu tlenowego, na wzrost E. coli byta
obserwacja, ze dtugo$¢ zycia dzikiego szczepu utrzymywa-
nego w warunkach beztlenowych jest znaczaco wyzsza w
porownaniu z komdrkami rosngcymi w warunkach tleno-
wych [55]. Z drugiej strony, tempo starzenia sie komorek
nabrato przyspieszenia wskutek pozbawienia ich tetrafosfo-
ranu guanozyny (pp-Gpp), bedacego jednym z alarmonéw
zwigzanych z odpowiedzig komaérki bakteryjnej na dziata-
nie r6znego rodzaju stresorow [56].

Duzy wktad w ocene roli oksydacyjnych uszkodzen bia-
tek w starzeniu sie bakterii E. coli majg badania prowadzone
na komorkach w fazie stacjonarnej, uzyskanej przez usu-
niecie ze srodowiska kluczowych substancji odzywczych.
Wskutek utrzymywania komdrek w takich warunkach, za-
chodza w nich zmiany degeneracyjne (okreslane jako sta-
rzenie uwarunkowane; ang. conditional senescence), ktérych
efektem jest skrocenie czasu zycia komdérek (mierzonego ich
zdolnoscig reprodukcyjng po przeniesieniu do $rodowiska
optymalnego), utrata integralno$ci struktur komdrkowych
oraz $mier¢ [49], DosSwiadczenia z wykorzystaniem fazy
stacjonarnej pokazaty, ze w komorkach ulegajacych uwa-
runkowanemu starzeniu sie mozna zaobserwowaé wzrost
zawartosci zmodyfikowanych oksydacyjnie biatek. Sytuacja
ta wydaje sie o tyle paradoksalna, iz jednym z efektéw po-
zostawania komdrek w fazie stacjonarnej jest takze silna in-
dukcja enzyméw antyoksydacyjnych, w tym obu form SOD
i katalazy. Co wiecej, w komdrkach pozbawionych natural-
nej ochrony antyoksydacyjnej, poziom grup karbonylowych
jest wielokrotnie wyzszy, awymieranie mutantow znaczaco
przyspieszone [55]. W zwigzku z tymi rozbhiezno$ciami po-
wstaje pytanie o rzeczywisty udziat RFT i enzyméw anty-
oksydacyjnych w gromadzeniu sie zmodyfikowanych bia-
tek w procesie starzenia sie E. coli. Wyjasnienia tej pozornej
niespojnosci dostarczyty doswiadczenia z wykorzystaniem
komorek traktowanych streptomycyng, czego efektem jest
wzrost czestosci btedow w procesie translacji biatek oraz
nagromadzenie grup karbonylowych, bez jednoczesnego
wzrostu generowania RFT, czy dysfunkcji enzymoéw anty-
oksydacyjnych [567], Wyniki tych badan sugeruja, ze rzeczy-
wistg przyczyng gromadzenia sie w komdrkach zmodyfi-
kowanych oksydacyjnie biatek jest zwiekszona produkcja
polipeptydéw o nieprawidtowej strukturze, cechujacych sie
nasilong podatnos$cig na dziatanie czynnikéw utleniajgcych
[56]. Trzeba jednak nadmieni¢, ze oksydacyjne modyfikacje
biatek spowodowane btedami w translacji sg bardziej efek-
tem starzenia sie E. coli niz jego przyczyna, czego dowodzi
brak roznic w dtugos$ci zycia miedzy szczepem dzikim amu-
tantami posiadajacymi allel rpsL!41, usprawniajacy funkcje
rybosomoéw iznoszacy ryzyko btednej translacji [58].
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STRES OKSYDACYJINY JAKO ELEMENT tACZACY
STARZENIE SIE KOMOREK | ORGANIZMU JAKO CALOSCI

Uwaza sie, ze proces starzenia sie komorek obserwowa-
ny in vitro moze by¢ jednym z wyktadnikéw starzenia sie
organizmu jako catosci in vivo. Zwigzku takiego dowodzi
miedzy innymi odwrotna zalezno$¢ miedzy potencjatem
podzialowym komérek a kalendarzowym wiekiem ich
dawcy [59]. Takze badania stresu oksydacyjnego zwigzane-
go z procesem starzenia sie komorek sg zbiezne z powszech-
nie uznawang rolg tego czynnika w kontekscie starzenia sie
ustroju. Jako dowo6d na to mozna przytoczy¢ wzrost stopnia
oksydacyjnych modyfikacji DNA (np. 8-OH-dG) obserwo-
wany u 0s6b starszych. Zaawansowany wiek dawcy komo-
rek moze takze decydowaé o tempie gromadzenia sie tego
typu uszkodzen [60].

Jako gtéwng przyczyne gromadzenia sie oksydacyjnych
uszkodzen DNA wraz z wiekiem uwaza sie postepujaca
dysfunkcje mechanizmow naprawczych. Przykladem takiej
sytuacji moze by¢ zalezny od wieku spadek wydajnosci sys-
temow wycinajgcych btednie wstawione nukleotydy (ang.
nucleotide excision repair), ktory taczy sie przyczynowo z ob-
nizong produkcjg specyficznych biatek biorgcych udziat w
tym procesie. W tkance nerwowej starych gryzoni odnoto-
wano natomiast obnizenie efektywnosci naprawy podwéj-
nych peknie¢ nici DNA za pomocg niehomologicznego sca-
lania koncow DNA (ang. non-homologous end-joining), zwia-
zane z niewydolnoscig polimerazy p oraz ligazy DNA. W
badaniach przeprowadzonych na nicieniach Caenorhabditis
elegans oszacowano, ze zalezny od starzenia si¢ organizmu
spadek zdolnosci naprawczych DNA moze siega¢ nawet
30-50% [61].

Wptyw stresu oksydacyjnego na proces starzenia sie
organizmu mozna takze rozpatrywa¢ z punktu widzenia
okre$lonych patologii. Jedng z chordéb przebiegajacych w
warunkach nasilonego stresu oksydacyjnego i wptywaja-
cych zarazem na dtugos$¢ zycia pacjenta jest cukrzyca. Sza-
cuje sie, ze przewidywana dtugos¢ zycia chorych z cukrzyca
typu 2 (90% pacjentow cierpi na te odmiane choroby) skraca
sie 0 okoto 5-10 lat. Gtéwng przyczyng stresu oksydacyjne-
go u chorych na cukrzyce sg metaboliczne tory przemian
podwyzszonego stezenia glukozy, ktéra podlegajac m.in.
procesom autooksydacji, glikacji i szlaku poliowego staje
sie silnym zrédtem RFT [62], Warto jednak zauwazy¢, ze o
ile wptyw procesu starzenia sie na rozwoj cukrzycy typu 2,
zwigzany ze zmianami wstecznymi w trzustce i rozwojem
insulinoopornosci tkanek obwodowych, jest powszechnie
znany, o tyle zalezno$¢ biegngca w przeciwnym kierunku,
tj. wptyw cukrzycy na tempo starzenia sie nie jest do kon-
ca poznany. Istnieje przypuszczenie, ze wzrastajgce wraz z
wiekiem stezenie glukozy (tempo tego wzrostu szacowane
jest na okoto 1-2 mg/dl na dekade przy pomiarze na czczo)
moze by¢ jedng z wiodacych przyczyn dysfunkcji wielona-
rzgdowej u os6b starszych. Odzwierciedleniem zwigzku
miedzy hiperglikemia, cukrzyca i procesem starzenia sig,
stanowigcego podstawe tzw. ,,glukozowej teorii starzenia
sie" jest podobienstwo zaburzen narzadowych (np. za¢ma,
artropatia, miazdzyca) wystepujacych u oséb cierpiacych na
cukrzyce oraz os6b w wieku podesztym [63] (Ryc. 3).
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Rycina 3. Zwigzek miedzy procesem starzenia sig, hiperglikemia i rozwojem cu-
krzycy insulinoniezaleznej. Strzatki ciagte oznaczajg wptyw procesu starzenia sie
na rozwoéj cukrzycy ijej powiktan narzgdowych, natomiast strzatki przerywane
- wptyw upoéledzonej gospodarki glukozowej na proces starzenia sie.

Zgodne z obserwacjami poczynionymi w skali catego or-
ganizmu sa takze wyniki badarn wptywu podwyzszonego
stezenia glukozy (imitujgcego warunki hiperglikemiczne)
na proces starzenia sie komdrek in vitro. Antyproliferacyj-
ne dziatanie podwyzszonego stezenia glukozy wykazano
m.in. na fibroblastach [64], komdrkach $rédbtonka naczyn
[65] i komorkach mezotelialnych [66], Stwierdzono takze, ze
fibroblasty wyizolowane od chorych na cukrzyce charakte-
ryzuja sie nizszg liczbg osigganych podziatow, jak rowniez
przyspieszonym tempem rozwoju fenotypowych oznak sta-
rzenia sie [64], DoSwiadczenia przeprowadzone na modelu
komérek mezotelialnych pokazaty natomiast, ze tempo sta-
rzenia sie komorek poddawanych dziataniu glukozy mozna
ograniczy¢ poprzez zastosowanie substancji o charakterze
antyoksydantow, co potwierdza udziat RFT w promujgcym
starzenie sie wptywie glukozy [67]. Wykazano ponadto, ze
wysokie stezenie glukozy moze upos$ledzaé¢ metabolizm
mitochondridw, czego efektem jest spadek potencjatu bto-
ny wewnetrznej oraz wzrost biogenezy tych organelli. Co
istotne jednak, zaobserwowano takze istnienie dodatniej
zaleznos$ci miedzy iloScig wytwarzanych przez mitochon-
dria RFT a masg mitochondridw, co oznacza, ze produkcja
RFT w przeliczeniu na jednostke masy mitochondrialnej w
komorkach rosngcych w obecnosci podwyzszonego i pra-
widtowego stezenia glukozy jest bardzo podobna. Wynik
ten nasuwa przypuszczenie, ze gtéwng przyczyng zwiek-
szonego wytwarzania RFT w komodrkach eksponowanych
na podwyzszone stezenie glukozy jest nie tyle wzrost ich
uwalniania z mitochondriéw per se, co raczej wzmozona
biogeneza tych organelli [66],
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PODSUMOWANIE

Role stresu oksydacyjnego w procesie starzenia sie moz-
na rozpatrywaé zaréwno na poziomie pojedynczych ko-
morek, jak i catych organizmoéw. Co wiecej, zbiezno$¢ tych
dwoch zjawisk, zbadang dogtebnie w odniesieniu do komo-
rek i/lub organizmoéw wyzszych, mozna takze uchwyci¢ w
organizmach eukariotycznych o budowie jednokomdrko-
wej oraz prokariotycznych komérkach bakteryjnych. Daje
to podstawe do postawienia tezy, ze zaréwno stres oksyda-
cyjny, jak i proces starzenia sie sg zjawiskami o charakterze
uniwersalnym, ktére w sposéb trwaty zostaty zachowane w
ewolucji na réznych szczeblach organizacji drzewa filoge-
netycznego. Jesli jest tak rzeczywiscie, to szczegdlnie duze
oczekiwania mozna poktada¢ w badaniach modelowych or-
ganizmow jednokomaérkowych, ktorych relatywnie niedtu-
gi czas zycia oraz wysoka homogennos$¢é populacji (bedaca
przeciwienstwem naturalnej heterozygotycznosci organi-
zmoéw wyzszych) stanowi szanse modelowania zwigzkéw
przyczynowo-skutkowych tgczacych te dwa procesy, co po-
winno poméc w zdefiniowaniu strategii (by¢ moze opierajg-
cych sie na nowoczesnych metodach inzynierii genetycznej)
pozwalajacych na skuteczng walke zardwno z fenotypowy-
mi oznakami starzenia, jak i chorobami zwigzanymi z tym
procesem.
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Oxidative stress as an universal cause of aging —from human
somatic cells to the unicellular yeast and bacteria
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ABSTRACT

Oxidative stress is one of the major causes of aging considered at both the cellular and organismal levels. There is evidence that this agent
may also constitute a common element connecting the aging of cells of higher organisms with a similar process occurring in eukaryotic and
prokaryotic unicellulars. The aim of this paper was to present the current state of knowledge on the role of oxidative stress in aging of human
somatic cells, human as awhole as well as the yeast Saccharomyces cerevisiae and bacteria Caulobacter crescentus, and Escherichia coli.
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Biatkowe fosfatazy tyrozynowe —endogenne
markery stresu oksydacyjnego

STRESZCZENIE

dwracalna fosforylacja biatek strukturalnych i regulatorowych jest waznym mechanizmem

kontroli w komarkach eukariotycznych. Biatkowe fosfatazy tyrozynowe regulujg Sciezki
transdukcji sygnatu, ktore kontrolujg liczne funkcje komérek, m.in. proliferacje, réznicowanie i
wzrost. Zaburzenia w ekspresji kodujacych je genéw moga przyczynic si¢ do powstawania m.in.
nowotworéw oraz chor6b neurodegeneracyjnych i autoimmunologicznych. Enzymy te posiadaja
w centrum katalitycznym charakterystyczng sekwencje reszt aminokwasowych, wewnatrz kt6-
rej znajduje sie wrazliwa na utlenienie reszta cysteiny, warunkujaca aktywnos$¢ enzymu jedynie
w stanie zredukowanym. Odwracalne utlenienie katalitycznej reszty cysteiny jest gtbwnym me-
chanizmem regulacji ich aktywnos$ci enzymatycznej. WHasciwo$¢ ta sprawia, ze biatkowe fosfa-
tazy tyrozynowe moga by¢ uwazane za bardzo czule markery stresu oksydacyjnego. Wielokrot-
nie wykazano, ze aktywno$¢ biatkowych fosfataz tyrozynowych moze by¢ zahamowana przez
powstate w warunkach stresu oksydacyjnego reaktywne formy tlenu.

WPROWADZENIE

W ostatnich latach wiele uwagi poswieca sie roli stresu oksydacyjnego w pa-
togenezie szeregu groznych chordb. Stres oksydacyjny kojarzony jest z roznymi
procesami patofizjologicznymi, m.in. powstawaniem nowotworow, chorobami
uktadu krazenia, chorobami nerek, czy zmianami zwyrodnieniowymi zwigzany-
mi z wiekiem [1], Istnieje wiele danych na temat znaczenia stresu oksydacyjnego
w rozwoju m.in. choroby Alzheimera oraz innych chordb neurodegeneracyjnych
[2], jak réwniez w dnie moczanowej, zapaleniu trzustki, miazdzycy [3] a takze w
procesie starzenia sie organizmu [4],

Zjawisko stresu oksydacyjnego wystepuje, gdy dochodzi do zachwiania rowno-
wagi pomiedzy wytwarzaniem prooksydantéw a ich usuwaniem przez ustrojowe
systemy antyoksydacyjne, na korzy$¢ tych pierwszych. Jest to zwigzane ze wzro-
stem poziomu reaktywnych form tlenu, do ktdrych zalicza sie wolne rodniki, nad-
tlenki, tlen singletowy, przekraczajgcym zdolnosci kompensacyjne komérek i orga-
nizmu, prowadzacym do uszkodzenia struktur i uposledzenia funkcji komérek [5],

ODWRACALNA FOSFORYLACJA

Precyzyjna regulacja aktywnosci metabolicznej komérki realizuje sie poprzez
kontrole ekspresji genéw oraz konformacji ich biatkowych produktéw. Jednym z
kluczowych mechanizméw wptywajacych na strukture i funkge enzymoéw, uczest-
niczacych w przekazywaniu sygnatu w komorkach organizméw eukariotycznych,
jest odwracalna fosforylacja biatkowych domen regulatorowych. Uniwersalny cha-
rakter odwracalnej fosforylacji wynika m.in. z wysokiej gestosci tadunku elektrycz-
nego w przytaczanej grupie fosforanowej, a co za tym idzie mozliwosci tworzenia
stabilizujgcych wigzan wodorowych z otaczajagcymi jg resztami aminokwasowymi.
Mechanizm ten pekni istotng role w przekazywaniu sygnatu wewnatrz komorki
oraz sygnalizacji miedzykomorkowej. Stan ufosforylowania biatek definiuje wiasci-
wosci, w tym aktywno$¢ katalityczng enzymoéw. Modyfikacja stanu fosforylagi biat-
ka moze zachodzi¢ spontanicznie lub w wyniku dziatania specyficznych enzyméw,
kinaz i fosfataz biatkowych. Kinazy biatkowe biorg udziat w reakcji przytaczenia
grupy fosforanowej do niektorych reszt aminokwasowych z wykorzystaniem ener-
gii, podczas gdy fosfatazy biatkowe hydrolitycznie usuwaja grupe fosforanowg [6],

Kinazy biatkowe przenoszg grupe fosforanowg z adenozynotrifosforanu (ATP)
na specyficzne biatka, najczesciej na reszte seryny, treoniny lub tyrozyny. Kowalen-
cyjne przytaczenie grupy fosforanowej zmienia konformacje biatka i tym samym
jego zdolno$¢ do oddziatywania z ligandem. Fosfatazy usuwaja grupy fosforanowe,
przywracajac biatko do poprzedniej nieufosforylowanej postaci. Tym samym cykl
fosforylacji/defosforylacji moze by¢ traktowany jako molekularny wigcznik lub
wytacznik (Ryc. 1). Regulacja aktywnosci biatka zachodzi na drodze allosterycznej
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Rycina 1. Mechanizm fosforylacji i defosforylacji reszt tyrozynowych biatek. Od-
wracalna fosforylacja reszt tyrozynowych biatek zachodzi na podstawie przeciw-
stawnego dziatania biatkowych kinaz (PTKs, ang. protein tyrosine kinases) i fosfa-
taz tyrozynowych (PTPs, ang. protein tyrosine phosphatases) (na podstawie [14]).

zmiany konformacji, bezposrednio wptywajacej na aktywnos¢
katalityczng lub powinowactwo wzgledem ligandu [7],

Fosforylacja reszt tyrozynowych biatek odgrywa wazng
role w procesach regulacyjnych zwtaszcza dotyczacych pro-
liferacji i r6znicowania komorek, a w konsekwencji tkanek i
narzadow. Ma istotne znaczenie w przekazywaniu sygnatéw
w komorkach, moze wptywac na ksztat i ruchliwo$é komo-
rek, przebieg proceséw metabolicznych lub transport czaste-
czek. Poziom fosforylacji reszt tyrozyny kontrolowany przez
dziatajace przeciwstawnie biatkowe kinazy i fosfatazy tyro-
zynowe, zalezy od aktywnosci obu tych grup enzymow [8].

ZNACZENIE | FUNKCJE BIALKOWYCH
FOSFATAZ TYROZYNOWYCH

W genomie cztowieka mozna znalez¢ 90 gendw koduja-
cych biatkowe kinazy tyrozynowe i 107 gendéw kodujgcych
biatkowe fosfatazy tyrozynowe (ktére stanowia 3% genomu
kodujacego biatka). Sposrod 90 biatkowych kinaz tyrozyno-
wych, 85 jest katalitycznie aktywnych, natomiast wérod 107
biatkowych fosfataz tyrozynowych, 81 posiada zdolnos¢
defosforylacji. Liczba aktywnych katalitycznie kinaz i fos-
fataz tyrozynowych jest wiec poréwnywalna, co sugeruje
podobny poziom ztozonosci w obrebie tych dwoch rodzin
[9]; dodatkowym generatorem réznorodnosci obu grup en-
zymow sg alternatywne promotory, proces alternatywnego
sktadania mRNA i modyfikacje potranslacyjne [10],

Wydaje sig, ze w przeciwienstwie do kinaz biatkowych,
relatywnie mniej miejsca w piSmiennictwie poswiecono fos-
fatazom biatkowym (PTPs, ang. protein tyrosine phosphatases)
[11]. Mechanizmy regulacji biatkowych fosfataz tyrozyno-
wych, bedagcych modulatorami sygnalizacji komoérkowej, a
tym samym rozlicznych funkcji komaérek sa wcigz nie do
kofca poznane i stanowig przedmiot dociekarn naukowych
w dziedzinie biologii i biochemii komoérki. Nieprawidtowe
dziatanie tych fosfataz jest bowiem kojarzone z licznymi
patologiami, w tym z procesami nowotworzenia [12], Fos-
fatazy te majg tez zwigzek z patogenezg chorob metabo-
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licznych i wirusowych [13]. Biatkowe fosfatazy tyrozynowe
sg wazne dla prawidtowego funkcjonowania systemu od-
pornosciowego, a zmiany ekspresji kodujacych je genéw
moga by¢ jedng z przyczyn powstawania niektérych no-
wotworow, takich jak szpiczak mnogi, chtoniak czy glejak
[14] oraz chordb autoimmunologicznych np. ciezki ztozony
niedobér immunologiczny (SCID) lub stwardnienie rozsia-
ne (SM) [15,16]. Mutacje w genach kodujacych biatkowe
fosfatazy tyrozynowe prowadzg takze do rozwoju zespotu
Noonana — genetycznie uwarunkowanego zespotu wad
wrodzonych czy miodzienczej biataczki szpikowej [17].

KLASYFIKACJA BIALKOWYCH
FOSFATAZ TYROZYNOWYCH

Fosfatazy biatkowe w zaleznos$ci od specyficznosci wzgle-
dem substratu mozna zaklasyfikowac do trzech grup: fosfa-
taz serynowo-treoninowych, fosfataz tyrozynowych oraz fos-
fataz specyficznych dla reszt tyrozyny oraz seryny/treoniny
[18] (Ryc. 2). W zaleznosci od struktury pierwszorzedowej
domeny katalitycznej, wyrdznia sie cztery klasy biatkowych
fosfataz tyrozynowych. Klasa I, do ktdrej nalezy najwieksza
liczba fosfataz tyrozynowych, zawiera 38 klasycznych fos-
fataz tyrozynowych (Scisle tyrozynowo-specyficznych) oraz
61 fosfataz dwuspecyficznych. Klase Il w genomie cztowieka
reprezentuje tylko jeden gen kodujacy stosunkowo niewielka
(18 kDa) tyrozynowo-specyficzng fosfataze LMWPTP. Trzy
fosfatazy tyrozynowo-treoninowe, petnigce role regulatoréw
cyklu komérkowego cztowieka, tworzg klase 111 [9], Klasa IV
obejmuje zaledwie cztery fosfatazy tyrozynowe lub seryno-
wo-tyrozynowe, réznigce sie od fosfataz innych klas obecno-
Scig katalitycznie aktywnej reszty kwasu asparaginowego.
Enzymy nalezace do klas I-11l charakteryzujg sie tym, ze za-
wierajg w centrum aktywnym katalityczng reszte cysteiny.
Dalsza czes¢ tego opracowania dotyczy¢ bedzie wiasnie tej
grupy biatkowych fosfataz tyrozynowych [19].

Klasyczne fosfatazy tyrozynowe, nalezace do Kklasy |,
mozna podzieli¢ na fosfatazy btonowe (zwane takze recep-
torowymi, ang. receptor protein tyrosine phosphatases, RPTPs)
oraz na rozpuszczalne fosfatazy cytosolowe (zwane inaczej
niereceptorowymi lub cytoplazmatycznymi, ang. nonreceptor
protein tyrosine phosphatases, nrPTPs). Receptorowe fosfatazy
tyrozynowe najczesciej sktadajq sie z dwdch cytoplazmatycz-
nych domen fosfatazowych, z ktérych jedna, blizsza btonie
komoérkowej, (DI) odpowiada gtéwnie za aktywnos$¢ katali-
tyczng. Natomiast domena dystalna (D2) petni zasadniczo role
regulatorowg [11], Brak aktywnosci katalitycznej w domenie
D2 wynika z mutacji dotyczacej jedynie dwoch reszt amino-
kwasowych, ktore z kolei sg zachowane w ewolucji w katali-
tycznej aktywnej domenie DI [20]. Strukturalna integralnosé
domeny D2 jest jednak wazna dla aktywnosci, specyficznosci
i stabilnosci fosfatazy jako catosci oraz odgrywa wazna role w
oddziatywaniach biatko-biatko [10], Cytosolowe fosfatazy ty-
rozynowe sktadajg sie z pojedynczej zachowanej w ewolucji
domeny fosfatazowej potgczonej ze zmienng sekwencjg reszt
aminokwasowych, regulujacg aktywnos$¢ i wewngtrzkomor-
kowy transport enzymu [21], Receptorowe fosfatazy tyrozy-
nowe znajdujg sie przewaznie w btonie komérkowej, podczas
gdy niereceptorowe fosfatazy tyrozynowe zlokalizowane sg
w roznych przedziatach komorkowych, m.in. w cytoplazmie,
btonie komdrkowej i siateczce Srédplazmatycznej [22].
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wadzi do uwolnienia grupy fosfo-
ranowej [23]. Mutacja powodujgca
zamiane reszty cysteiny znajdujacej
sie w miejscu aktywnym na reszte
innego aminokwasu wywotuje cat-
kowitg utrate zdolnos$ci katalitycz-
nej enzymu [24].

Struktura  krystaliczna jednej
z fosfataz tyrozynowych PTP1B
(Ryc. 3) pokazuje, ze katalityczna
reszta cysteiny (nukleofil w proce-
sie katalizy) oraz zaangazowana w
wigzanie fosforanu reszta argininy
sg zlokalizowane w niewielkiej od-
legto$ci i tworzg motyw podobny
do kotyski, pozwalajgcy na utrzy-
SHP2 manie grupy fosforanowej substra-
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substrat [25]. Znaczacym elemen-
tem struktury centrum Kkatalitycz-
nego jest takze petla rozpoznajgca
reszte fosfotyrozynowg substratu,
zawierajgca zachowany w ewolucji
motyw KNRY (w przypadku PTP1B
reszty aminokwasowe 43-46). Petla

MTMR7 MTMR11
MTMRS MTMR12

m ta determinuje gtebokos$¢ szczeliny
centrum aktywnego oraz oddziatu-
KLASA IV je.poprzez reszte tyrozyny (Tyr46) z
pierscieniem aromatycznym reszty
fosfotyrozyny substratu [26].
:vg INAKTYWACJA BIALKOWYCH
E:M FOSFATAZ TYROZYNOWYCH

POPRZEZ UTLENIENIE

Rycina 2. Podziat biatkowych fosfataz tyrozynowych na klasy oraz schematycznie przedstawiona budowa kazdej z

fosfataz. Na rycinie przedstawione sa domeny: Dl-katalityczna, D2-regulatorowa (na podstawie [9]).

Domena katalityczna klasycznych biatkowych fosfataz
tyrozynowych zawiera okoto 280 reszt aminokwasowych
i posiada kilka krotkich motywoéw sekwencji, w szczeg6l-
nosci charakterystyczng petle wigzgca fosforany, znajdu-
jaca sie wewnatrz centrum aktywnego. Motyw ten charak-
teryzuje sie sekwencjg HCX®R, zawierajacg zachowane w
ewolucji reszty cysteiny i argininy. Katalityczna reszta cy-
steiny (w formie zredukowanej) funkcjonuje jako akceptor
reszty fosforanowej i warunkuje aktywno$¢ enzymatyczna.
Wszystkie enzymy nalezace do rodziny PTP (z wyjatkiem
klasy 1V) wykazujg ten sam dwustopniowy mechanizm
katalityczny. W pierwszym etapie nastepuje nukleofilowy
atak atomu siarki pochodzacego z katalitycznej reszty cy-
steiny na reszte fosfotyrozynowg substratu. Wywotuje to
powstanie przejsciowej formy - reszty fosfocysteiny, ktdra
w nastepnym etapie jest hydrolizowana przy udziale reszt
glutaminy i kwasu asparaginowego, co ostatecznie pro-
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KATALITYCZNEJ
RESZTY CYSTEINY

W centrum aktywnym biatko-
wych fosfataz tyrozynowych reszta katalitycznej cysteiny
wystepuje w postaci anionu tiolanowego i ze wzgledu na
swoje mikrootoczenie posiada niskie pKi(~5,4), przez co
jest bardzo wrazliwa na utlenienie. Utlenienie katalitycznej
reszty cysteiny hamuje zdolno$¢ enzymu do defosforylacji
substratu, polegajacej na transferze grupy fosforanowej z
substratu na katalityczng reszte cysteiny. Zaleznie od stop-
nia utlenienia, reszta cysteiny w centrum aktywnym moze
przeksztatci¢ sie w reszte kwasu sulfenowego (SOH), sulfi-
nowego (SOH) lub sulfonowego (SOH) (Ryc. 4). Utlenienie
reszty cysteiny do formy kwasu sulfenowego jest odwracal-
ne, albowiem powstaty kwas sulfenowy moze by¢ reduko-
wany w komaorce przez tioredoksyne lub glutation. Odpo-
wiednio wysoki potencjat oksydacyjny $rodowiska moze
spowodowac konwersje reszty cysteiny do nieodwracalnej
formy kwasu sulfinowego lub sulfonowego [27], Okazuje
sie jednak, ze sulfiredoksyna moze redukowaé reszte kwa-
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Rycina 3. Struktura krystaliczna fosfatazy PTP1B. Charakterystyczny dla fosfataz
tyrozynowych motyw przyjmuje konformacje podobng do kotyski i tworzy pod-
stawe centrum aktywnego (na podstawie [25]).

su sulfinowego peroksyredoksyny Tsal w obecno$ci jonow
magnezu i ATP [28], Peroksyredoksyna, podobnie jak fosfa-
tazy tyrozynowe, zawiera w centrum katalitycznym aktyw-
ng redoksowo reszte cysteiny [29].

Odwracalne utlenienie reszty katalitycznej cysteiny jest
charakterystycznym mechanizmem regulacji biatkowych
fosfataz tyrozynowych. Powrdt formy utlenionej do ak-
tywnej formy zredukowanej mozliwy jest dzieki konwer-
sji kwasu sulfenowego do przejsciowej struktury sulfeny-
lamidu. Bliskie potozenie reszt histydyny i cysteiny w tej
strukturze powoduje polaryzacje wigzania amidowego,
umozliwiajac atak nukleofilowy atomu azotu reszty seryno-
wej na atom siarki reszty cysteiny w kwasie sulfenowym.
Prowadzi to do kondensacji i utworzenia wigzania kowa-
lencyjnego pomiedzy atomami siarki i azotu. Sulfenylamid
moze by¢ nastepnie zredukowany do aktywnej formy anio-
nu tiolanowego [30]. Utworzenie sulfenylamidu powoduje
zmiany konformacyjne w centrum katalitycznym enzymu,
co chroni katalityczng reszte cysteiny przed nieodwracal-
nym utlenieniem do kwasu sulfinowego isulfonowego oraz
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Rycina 4. Mechanizm utleniania i redukcji reszty katalitycznej cysteiny oraz powstanie przejsciowej formy

sulfenylamidu (na podstawie [10]).
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utatwia reaktywacje enzymu poprzez dziatanie biologicz-
nych czynnikéw redukujacych takich jak tioredoksyna lub
glutation [31].

Wyniki wielu badan wykazaty, ze aktywnos$¢ enzymatycz-
na biatkowych fosfataz tyrozynowych zalezy od poziomu
stresu oksydacyjnego. Ustalono, ze czynniki stresowe tj. nad-
tlenek wodoru, promieniowanie UV, a takze szok cieplny po-
wodujg inaktywacje receptorowej biatkowej fosfatazy RPTPa
[19]. Stwierdzono inaktywacje wielu biatkowych fosfataz ty-
rozynowych, m.in. PTP1B, CD45, LAR, PTEN, TC45, RPTPa,
SHP-1, SHP-2, DEP-1 przez nadtlenek wodoru [11,30,32,33].
Nadtlenek wodoru jest czynnikiem mogacym powodowac
odwracalne utlenienie reszty katalitycznej reszty cysteiny
do kwasu sulfenowego, a utracona w ten sposob aktyw-
no$¢ enzymatyczna w warunkach laboratoryjnych moze by¢
przywrécona dzieki reduktorom tioli, takim jak ditiotreitol
[34,35]. Jednakowoz diugotrwata ekspozycja katalitycznej
reszty cysteiny na wysokie stezenie nadtlenku wodoru, moze
prowadzi¢ do jej nieodwracalnego utlenienia [21,24],

PODSUMOWANIE

Wyniki wielu badan naukowych sugeruja, ze produkcja
reaktywnych form tlenu zwigzana ze stresem oksydacyj-
nym, moze powodowac inaktywacje biatkowych fosfataz
tyrozynowych, a odwracalne utlenienie katalitycznej reszty
cysteiny uznano za gtdwny mechanizm regulacji ich aktyw-
nosci [32], Odwracalne utlenienie grupy tiolowej do kwasu
sulfenowego jest uniwersalnym systemem kontroli funkcji
biologicznych wielu biatek. Biatka zawierajgce grupy holo-
we odgrywajg wazng role w sygnalizacji komorkowej (np.
H-Ras, PTP1B), wigzaniu czynnikéw transkrypcyjnych z
DNA (np. Nrf-2, NF-kP) i wielu innych procesach regulacyj-
nych [36], Juz wczesne badania nad enzymami wykazaly,
ze niemal potowa z nich jest wrazliwa na utlenienie. Nalezg
do nich fosfatazy, kinazy, kaspazy i proteazy, zawierajgce
reszte cysteiny w centrum aktywnym. Wysoka wrazliwos¢
biatkowych fosfataz tyrozynowych na dziatanie czynnikow
utleniajacych, a takze stosunkowo tatwa detekcja ich aktyw-
nosci, pozwala wykorzysta¢ je w charakterze wyjatkowo
czutych biosensoréw poziomu stresu oksydacyjnego.
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Protein tyrosine phosphatases —endogenous markers of oxidative stress
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ABSTRACT

The reversible phosphorylation of structural and regulatory proteins in eucaryotic cells is one of the most important regulatory mechanisms.
Protein tyrosine phosphatases (PTP) regulate awide range of signal transduction pathways that control many cellular processes such as cell
proliferation, differentiation and growth. Disorder in PTP gene expression is implicated in the development of cancer, autoimmune and neu-
rodegenerative diseases. The active sites of these enzymes are characterized by the consensus sequence containing cysteine which is essential
for enzyme activity and highly susceptible to oxidation. Reversible oxidation of the catalytic cysteine is becoming recognized as a general
mechanism for regulation of PTP enzymatic activity. These findings suggest that protein tyrosine phosphatases may be considered as very
sensitive markers of oxidative stress. Many studies have demonstrated that the production of reactive oxygen species during oxidative stress
can inactivate protein tyrosine phosphatases.
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protonu; SPLET (Sequential Proton-Loss Elec-
tron-Transfer) — przeniesienie elektronu po-
przedzone deprotonacja grupy hydroksylowej;
TMP (ang. Tocopherol-Mediated Peroxidation) —
peroksydacja mediowana przez tokoferol

Podziekowanie: Praca finansowana przez
MNiSW ze $rodkéw na nauke w latach 2010-
2011 jako projekt badawczy N N507 452937.
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odniki wytwarzane podczas stresu oksydacyjnego reagujg z lipidami bton komérko-

wych inicjujac peroksydacje —proces, w ktérym taricuch kinetyczny jest przekazywany
za posrednictwem lipidowych rodnikéw nadtlenkowych. W wyniku zaawansowanej perok-
sydacji btony biologiczne nie sa zdolne do petnienia funkcji ochronnych itracg integralnos¢.
Antyoksydanty fenolowe stanowia system efektywnej ochrony bton, jednak ich skuteczno$¢
zalezy od szeregu parametrow, do ktérych nalezg: stechiometria reakcji zwolnymi rodnika-
mi, rodzaj i kinetyka reakcji nastepczych jakim ulega rodnik fenoksylowy, polarno$¢ mi-
krosrodowiska, lokalizacja, stezenie i mobilno$¢ czasteczek antyoksydanta. Na efektywnosé
dziatania antyoksydantéw ma wptyw takze Kinetyczny Efekt Rozpuszczalnikowy oraz moz-
liwe oddziatywania z innymi antyoksydantami. W pracy oméwiono gtéwne mechanizmy re-
akcji fenoli zwolnymi rodnikami: jednoetapowe przeniesienie atomu wodoru (HAT), proces
uzgodnionego przeniesienia elektronu i protonu (PCET) oraz dwa mechanizmy, w ktérych
elektron i proton przenoszone sg w osobnych etapach.

WPROWADZENIE - AUTOOKSYDACJA LIPIDOW

Autooksydacja lipidow polega na powolnym utlenianiu substancji organicz-
nych z udziatem molekularnego tlenu w stanie podstawowym (trypletowym,
P 2 w niskich bagdZz umiarkowanych temperaturach [1]. W wysokich tempe-
raturach ta rodnikowa reakcja przebiega bardzo gwattownie z wydzieleniem
znacznych iloSci energii w postaci Swiatta i ciepta i nazywana jest spalaniem.
Pierwsze prace badawcze nad mechanizmem autooksydacji zostaty podjete w
latach czterdziestych. XX wieku ze wzgledu na znaczenie przemystowe tego
procesu, a szczegOlnie jego wptyw na witasciwosci i trwatosé kauczuku, woskow
i thuszczow [2,3], dopiero w latach siedemdziesigtych powigzano autooksydacje
z niekorzystnymi procesami przebiegajagcymi w uktadach biologicznych. Jedno-
cze$nie znacznie poszerzyta sie wiedza o roli rodnikéw i prekursoréw rodniko-
wych. W ostatnich 15 latach dwukrotnie Nagrode Nobla z medycyny i fizjolo-
gii otrzymali badacze proceséw o przebiegu rodnikowym (Furchgott, Ignarro
i Murrad w 1998 roku, oraz Bremer, Horovitz i Suito w 2002 roku), a odkrycia
dotyczace rodnikowych mechanizméw znanych dotychczas proceséw sg przyj-
mowane z zainteresowaniem izywo dyskutowane [4-7]

Réznym procesom za-
chodzagcym w organizmach
zywych towarzyszy powsta-
wanie reaktywnych form
tlenu (RFT) (Rye. 1) [8], Nad-
mierny wzrost ilosci RFT

rodnik jest istotnym zaburzeniem

+e wodoronadtlenkowy réwnowagi oksydacyjno-
2 redukcyjnej i jest nazywany

anion nadtlenkowy O§_+_2H, H2C)2 stresem oksydacyjnym. Zja-
nadtlenek wodoru wisko to moze prowadzi¢ do

+e zainicjowania autooksydacji.

302 - 102
(stan singletowy)

tlen molekularny
(stan trypletowy)

+e

anionorodnik Oé_ +H* ~ "O0OH
ponadtlenkowy

‘H,0 Poniewa}_i produktami_ auto-

oksydacji sg nadtlenki (ang.

‘ S s peroxides), czesto autooksy-
anion tlenkowy () O — OH dacja nazywana jest perok-

rodnik hydroksylowy  sydacjg, jednak peroksyda-

+e cja jest teminem szerszym,
obejmujagcym powstawanie
nadtlenkéw réwniez w spo-
séb nierodnikowy. W tej
pracy peroksydacja oznacza

R U

Rycina 1. Przyktady reaktywnych form tlenu powstajagcych w
wyniku redukcji tlenu czasteczkowego.

anion tlenkowy (ll)
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autooksydacje lipidow. Peroksydacja jest przyczyng licz-
nych zaburzen w funkcjonowaniu komorek, tkanek, a na-
wet catego organizmu. Opisano udziat peroksydacji m.in. w
procesach modyfikacji struktury DNA, uszkodzenia biatek,
bton biologicznych, lipoprotein o matej gestosci (LDL, ang.
low-density lipoprotein) [9] oraz w kancerogenezie [10,11],
Stres oksydacyjny powigzano z procesem biologicznego
starzenia si¢ organizmu [12-16], a takze z chorobami taki-
mi jak: miazdzyca [17], choroby ukiadu krazenia [18] oraz
choroby neurodegeneracyjne (choroba Parkinsona [19],
Alzheimera [20]). Peroksydacja prowadzi do powstawania
nadtlenkéw i wodoronadtlenkédw bedacych pod wzgledem
struktury, polarnos$ci i trwato$ci czasteczkami réznymi od
zwigzkow wyjsciowych (nieutlenionych), co przyczynia sie
do utraty pierwotnej funkcji bioczasteczek. Z drugiej stro-
ny, nadtlenki i wodoronadtlenki sg produktami relatywnie
nietrwatymi, w obecnosci kationéw metali przejsciowych
ulegajacymi rozpadowi do form rodnikowych, powodujac
intensyfikacje stresu oksydacyjnego. Obydwa aspekty sa
istotne biologicznie, dlatego mechanizm peroksydacji jest
przedmiotem ciagtych badan [8].

MECHANIZM PEROKSYDACJI LIPIDOW

Peroksydacja lipdéw to taficuchowy proces o przebiegu
wolnorodnikowym, zatem mozna w nim wyodrebnié trzy
charakterystyczne etapy: inicjacje, propagacje i terminacje
(Ryc. 2) [21], W etapie inicjacji z lipidu, LH, powstaje rodnik
lipidowy L* w wyniku homolitycznego rozpadu wigzania
L-H lub w wyniku oderwania atomu wodoru od L-H przez
rodnik inicjujacy, Y\ W rzeczywistosci, tancuch reakcji rodni-
kowych moze by¢ inicjowany przez $wiatto, promieniowanie
jonizujace, ciepto, wodoronadtlenki i kationy metali przej-
sciowych. Pierwotne pochodzenie rodnikéw Y'w uktadach
nieozywionych jest ciggle dyskutowane, natomiast w orga-
nizmach zrédtem rodnikéw sa m. in. procesy redukcji tlenu
czasteczkowego przedstawione na rycinie 1. Autooksydacje
w btonach komdrkowych i lipoproteinach mogg inicjowac
enzymy, uwalniajac anionorodnik ponadtlenkowy Oz* bedg-
cy w rownowadze ze swojg protonowang formg, rodnikiem
wodoronadtlenkowym (pK(=4,8): 02+ H+” ‘OOH [8]. Z
kolei przyktadem nieenzymatycznej reakcji inicjujacej jest
rozpad nadtlenku wodoru oraz rozktad nadtlenkéw iwodo-
ronadtlenkéw. W warunkach laboratoryjnych wolne rodniki
nadtlenkowe (peroksylowe) w prosty i powtarzalny sposoéb

generuje sie z molekularnych prekursoréw — inicjatoréw.
inicjacja generowanie rodnikow — Y* (1)
N H R R e A R 2

. 2
propagacja B4+0 —a LOO* (3)
LOO'+LH —2. LOOH + L' (4)

4 3\
terminacja L'+ LOO* —— produkty (5)
LOO" + LOO® Kt nierodnikowe (g

—— ——

Rycina 2. Kinetyczne etapy autooksydacji.
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Coraz czesciej uzywane w testach in vitro sg azozwiagzki
[22], np. chlorowodorek 2,2'-azobis(2-metylopropionamidu)
(AAPH), chlorowodorek 2,2'-azobis[2-(2-imidazolin-2-ylo)
propanu] (AIPH) czy 2,2'-azobis(2,4-dimetylowaleronitryl)
(AMVN), ze wzgledu na odtwarzalne wartos$ci szybkosci
inicjacji (R). Powstaty rodnik L' reaguje bardzo szybko z
tlenem czasteczkowym z wytworzeniem rodnika nadtlenko-
wego LOO*. Reakcja ta jest w kontrolowana dyfuzyjnie (fcd
~ 109M 'V 1). Nastepujace po niej oderwanie atomu wodoru
od czasteczki LH przez rodnik nadtlenkowy zachodzi znacz-
nie wolniej i jest krokiem limitujacym szybko$é propagacji

(CH,),COOH (CH,),COOH

(o zalezy gtéwnie
: oct sity wigzania
e C-H). Kinetyka

; tego procesu byta
badana przez In-
golda i Howarda,
ktorzy ustalili, ze
czasteczki LH two-
7 rzace stabilny rod-
l nik L’ tatwiej ule-
(CH;);CH, (CH,);,CH, gaja autooksydacji

g 4 [23]. Peroksydacja
Rycina3 Strukturyrodnikéw:pentadienylowego kwasu Iinolowego
(2) iallilowego (4) oraz ichprekursoréw, odpo- (kWB.S CZS,cis-9,12-
wiednio: kwasulinolowego (1) ioleinowego (3). oktadekadienowy;

(CH;)4CH; (CH,).CH,

(CH,)sCOOH 5 (CH)sCOOH

kwas 18:2) ijego estréw przebiega szybciej (k=31 M 'V 1[23])
niz kwasu oleinowego (kwas 9-oktadekaenowy; kwas 18:1) i
jego estrow (ki=0,9 M 'V 1[23]), poniewaz w wyniku oderwa-
nia atomu wodoru z bis-allilowej grupy metylenowej, CH,
-CH=CH-CH,-CH=CH- (zaznaczona pochyta czcionkg) wy-
twarzany jest wzglednie stabilny rodnik pentadienylowy, o
wiele trwalszy niz rodnik allilowy, powstajacy po oderwaniu
atomu wodoru z ktérejkolwiek pozycji allilowej: -CH,-CH
=CH-CH,- podczas peroksydacji kwasu 18:1 (Ryc. 3).

Na rycinie 4 przedstawiono zaproponowany przez Por-
tera mechanizm autooksydacji linolanu metylu. Gtdwnymi
produktami tego procesu sg wodoronadtlenki utworzone
przez addycje tlenu w pozycjach C-9 lub C-13 do rodnika
pentadienylowego. lzomeria geometryczna produktéw
{trans,cis lub trans,trans) zalezy od tego czy reakcja jest kon-
trolowana kinetycznie czy termodynamicznie [24], Reakcje
rodnikéw nadtlenkowych z innymi bioczasteczkami (biat-
kami, weglowodanami, steroidami) oraz powstawanie catej
gamy produktow posrednich i koncowych opisat ostatnio
Denisov [1] a takze Spiteller w dwdch obszernych pracach
przegladowych [9,26].

INHIBITORY AUTOOKSYDACJI

Niewielkie ilosci reaktywnych form tlenu i azotu sg w
organizmie niezbedne m.in. w walce z czynnikami choro-
botworczymi, a takze w procesie przekazywania sygnatow
[4]. Sa one generowane w sposOb kontrolowany w takich
komérkach jak na przyktad makrofagi, pneumocyty, oste-
oblasty czy komorki srodbtonka. Wzrost stezenia RFT jest
zjawiskiem szkodliwym i jest kinetycznie regulowany przy
pomocy antyoksydantéw (przeciwutleniaczy). Nazwa ta
obejmuje réznorodne zwigzki chemiczne, ktérych wspélng

275



Ry=(CHz)4CH3
Ry=(CH,);COOCH;

HOO,
i Y\/\|
-~ N +
S —
Ry R;

13-O0H (9-cis, | 1-trans)

Ry

Ry = +02  +H
(i == S
Rz

“ 13-O0H (9-cis, 1 I-trans)

+0; +H

Ry
ﬂ 13-O0H (9-trans, ! 1-trans)

o R
R4 = = R; . aH 1
i e s -

OOH

13-O0H (9-trans. 1 1-trans)

Rycina 4. Mechanizm autooksydacji linolanu metylu (wg Portera [24]) ttumaczacy powstawanie sprzgzo-
nych dienéw oraz frans-izomeréw. Po oderwaniu atomu wodoru od wegla C-Il rodnik ulega izomeryza-
cji do struktur I-1V. Przytaczenie czasteczki tlenu do kazdego z tych izomeréw prowadzi do otrzymania
rodnikéw peroksylowych, ktére moga ponownie ulec rozpadowi z wydzieleniem tlenu, lub moga ode-
rwa¢ atom wodoru, tworzac mieszanine wzglednie stabilnych 9- i 13-wodoronadtlenkéw zawierajacych
skoniugowane (sprzezone) wigzania podwdjne. Otrzymane zwiazki wykazuja absorbancje w 234 nm (dla

lipidéw trienowych maksimum absorbancji wynosi 262 nm) [25],

cechg jest hamowanie utleniania innych substancji, przy ich
stosunkowo matym stezeniu (w poréwnaniu z substancjg
utleniang) [8], Nalezy w tym miejscu wspomnie¢, ze defini-
cja antyoksydanta nie jest jednoznacznie ustalona. Poczaw-
szy od najstarszej i najbardziej ogélnej, w ktorej antyoksy-
dant to ,,substancja przeciwdziatajgca utlenianiu i hamujaca
procesy wyzwalane przez tlen i nadtlenki”, poprzez defi-
nicje przemystowaq: ,,naturalna lub syntetyczna substancja
obecna lub wprowadzona do produktu w celu przeciwdzia-
tania lub op6znienia jego oksydatywnej degradacji”, az po
definicje biochemiczno-medyczng, wg ktérej antyoksydant
to czasteczka (w tym bioczagsteczka/enzym) zdolna do
przeciwdziatania skutkom utleniania z komérkach i tkan-
kach. Antyoksydanty mozna podzieli¢ w oparciu o sposéb
dziatania na dwie klasy: antyoksydanty prewentywne (ang.
preventive) i interwentywne (ang. chain-breaking).

Antyoksydanty prewentywne powoduja zmniejszenie
rodnikéw. Do klasy tej zaliczane sg zwigzki reagujace z
anionorodnikiem ponadtlenkowym, wodoronadtlenka-
mi (w tym H2 2, neutralizujgce tlen singletowy, 10 2 oraz
chelatory kationéw metali. Przyktadem moga by¢ enzymy:
dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalazy, peroksydaza
glutationowa (GPx) oraz peroksyredoksyny.

202 +2H+ S0P H20 2+ ° 2 (7)

2H A katalaza  onm w02 €)
GPx

HXD 2+ 2GSH 2HAD + GSSG @)
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R
1\|/\/\I + Rl\/\/\(
OOH Rz

9-O0H (10-trans. | 2-trans)

; Rz
(1) //»\(A\/ Rz HOOY\/\/ Rz 3 M/
R, Ry OOH

9-O0H (/0-rans, 1 2-cis)

\‘/\/\/Rz + R1\/\/\'/Rz
OOH

9-O0H (10-trans, 1 2-trans)

Dziatanie chelatorow metali przejscio-
wych (np. miedzi czy zelaza), zapobiega
peroksydacji poprzez tworzenie zwigzkéw
koordynacyjnych z tymi metalami. Chela-
torami sg biatka: transferryna, ferrytyna,
albumina, ceruloplazmina, a takze flawono-
idy [27], Mechanizm ten odgrywa gtéwng
Ry role w hamowaniu pekania nici DNA [28].

9-O0H (/0-trans,12-cis)

Antyoksydanty interwentywne prze-
OOH rywajg peroksydacje na etapie propagacji
(reakcja 4 na rycinie 2). Przedstawicielami
tej klasy sg zwigzki z grupy fenoli, amin
aromatycznych, tiofenoli, tioli, niektérych
weglowodorow (np. terpinowych) [29], Ze
wzgledu na zréznicowanie strukturalne, a
co za tym idzie, r6zne powinowactwo do
fazy wodnej i lipidowej, antyoksydanty in-
terwentywne mogg by¢ zlokalizowane w
réznych obszarach komorki.

Rz

Reakcje, jakim ulega interwentywny an-
tyoksydant fenolowy przedstawione sg na
rycinie 5. Wiekszo$¢ antyoksydantéw in-
terwentywnych neutralizuje rodniki nad-
tlenkowe LOO* poprzez transfer atomu
wodoru (reakcja 10), tworzac stabilizowany

rezonansowo rodnik, ktéry nie jest w stanie
oderwaé atom wodoru od kolejnej czasteczki lipidu (reakcja
11) i nie reaguje z molekularnym tlenem (reakcja 12), na-
tomiast szybko rekombinuje z innymi rodnikami (reakcje
13-14):

hnh

ArOH + LOO"- ArO* + LOOH (10)
Ar0-+ Ih -PAMV  aAroH + 1» (1)
ArO* + 02-E™II* Ar(=0)00* (12)
ArCT+ LOO* s*?«  produkty nierodnlkowe  (13)
ArO*+ ArO* dimery (14)

Rycina 5. Reakcja antyoksydanta fenolowego (ArOH, gdzie Ar oznacza pierscien
aromatyczny) z rodnikami nadtlenkowymi oraz schematycznie przedstawione
reakcje nastepcze jakim ulega rodnik fenoksylowy, ArO".

Reakcje nastepcze, jakim ulega rodnik powstaty z an-
tyoksydanta majg istotny wptyw na efektywnos$¢ procesu
neutralizacji rodnikéw isa bezposrednio zwigzane z zagad-
nieniem aktywnos$ci antyoksydantow.

PARAMETRY CHARAKTERYZUJACE
AKTYWNOSC ANTYOKSYDACYJINA

Skuteczno$é antyoksydantow w hamowaniu procesu
peroksydacji okresla aktywno$é antyoksydacyjna. Pojecie
aktywnosci antyoksydacyjnej nie jest jednoznacznie zdefi-
niowane —w wiekszosci publikacji stosowane jest pragma-
tyczne podejscie, wedtug ktérego miarg aktywnosci anty-
oksydacyjnej jest stabilnos¢ uktadu poddanego utlenianiu,
jesli w uktadzie tym znajduje sie badany zwigzek o poten-
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cjalnym dziataniu antyoksydacyjnym. Tak zdefiniowana
aktywnos$¢ zalezy od szeregu parametréw takich jak [30]:

e reaktywnos$¢ molekut antyoksydanta wzgledem rod-
nikéw LOO¥*,

» stechiometria procesu inhibicji peroksydacji,

» reakcje nastepcze, jakim ulega rodnik ArO’,

» lokalizacja antyoksydanta,

» stezenie imobilnos$¢ antyoksydanta w danym mikro-
Srodowisku,

* oddziatywanie z innymi antyoksydantami,

» wchianianie, transport, retencja, metabolizm iaspek-
ty toksykologiczne.

Réznorodnos$¢ czynnikéw majacych wptyw na aktyw-
no$¢ antyoksydacyjna substancji sugeruje scisty zwigzek z
danym uktadem eksperymentalnym, co znaczaco utrudnia
poréwnywanie aktywnosci antyoksydantow. Przedstawio-
ne powyzej parametry zostang po kolei oméwione.

REAKTYWNOSC WZGLEDEM WOLNYCH RODNIKOW

Reaktywnos$¢ wzgledem rodnika LOO" moze by¢ iloscio-
WO wyrazona za pomocg statej szybkosci reakcji przerywa-
nia tancucha peroksydacji, k.nh. Niewielkie stezenia ArOH sg
w stanie znaczgco hamowaé autooksydacje tylko wowczas,
jesli stata szybkosci reakcji 10 jest wielokrotnie wieksza od
statej szybkosci reakcji 4 (k.nh» kp) [31]. Dla a-tokoferolu,
uznawanego za nhajbardziej aktywny naturalny antyoksy-
dant fenolowy, warto$¢ k.rh reakcji z rodnikami nadtlenko-
wymi (w $rodowisku niepolarnym) wynosi 106 M /sl [31],
co w pordwnaniu z parametrem k=31 M “sldla linoleanu
metylu, doskonale ttumaczy zdolno$¢ tokoferolu do prze-
rywania tancucha propagacji. Znajomos¢ statych knh dla
réznych antyoksydantéw interwentywnych pozwala na
dokonanie wstepnej iloSciowej oceny efektywnos$ci tych
antyoksydantow, jesli wartosci knh mierzone byly w tych
samych warunkach. Z drugiej strony, efektywno$¢ dziata-
nia antyoksydacyjnego jest wielkosciag wzgledng i zalezy od
podatnosci substratu L-H na utlenianie, tzn. nawet mato re-
aktywny antyoksydant (o niskiej statej knh) moze skutecznie
hamowac autooksydacje substratu niezbyt podatnego na
utlenianie (mata warto$¢ fp).

Reaktywnosé ArOH wobec rodnika LOO" mozna wstep-
nie oceni¢ wyznaczajac entalpie dysocjacji wigzania O-H
(ang. Bond Dissociation Enthalpy, BDEQH), od ktérej w duzym
stopniu zalezy wartos¢ statej knh (w roztworach apolarnych)
[32], Parametr knhjest odwrotnie proporcjonalny do BDEQH
dla duzej liczby réznych pochodnych fenolowych, jednak
zalezno$¢ ta jest bardziej skomplikowana, ze wzgledu na
efekty steryczne i rozpuszczalnikowe, a takze mozliwos¢
przebiegu reakcji wedtug mechanizmu innego niz przenie-
sienie atomu wodoru. Ogoélng zasadg jest, ze podstawniki
oddajace elektrony do pierscienia aromatycznego (np. gru-
py alkilowe, alkoksylowe) powoduja obnizenie wartosci
BDEoh, jednak znacznemu obnizeniu sity wigzania O-H
towarzyszy inne niekorzystne zjawisko, obnizenie warto-
$ci potencjatu jonizacji, IP, czasteczki aromatycznej (jest to
energia potrzebna do oderwania elektronu od atomu badz
czasteczki). Niski potencjat ionizacji prowadzi do przenie-
sienia elektronu z antyoksydanta na czasteczke tlenu:
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ArOH +02-» ArOH*++0 2- Aro* + HOO* (15)
i reakcja ta, bedac zrédtem rodnikéw nadtlenkowych, moze
inicjowa¢ nowe fancuchy kinetyczne propagaciji.

STECHIOMETRIA REAKCIJI Z
RODNIKAMI NADTLENKOWYMI

Innym parametrem opisujagcym dany zwigzek o dziata-
niu antyutleniajgcym jest wspotczynnik stechiometryczny
n, oznaczajacy liczbe rodnikéw nadtlenkowych neutralizo-
wanych przez jedng molekute inhibitora. Wspo6tczynnik ten
moze przyjmowac rézne wartosci (im wyzsze, tym lepiej).
Najbardziej aktywny naturalny antyoksydant fenolowy, a-
tokoferol, reaguje z dwoma rodnikami (n =2, Ryc. 6) [33],
lecz wspotczynnik n moze by¢ wiekszy dla polifenoli takich
jak katechole i flawonoidy.

(13”3 CH,
HO__ N O A AN
LOO* + l| [ L/CHj ) LOOH + _CHa,
NG \ ALK ~
HyC r o CigHaa H4C 0 CigHa;
CH3 CH3
TocH Toc
LOO" + Toc' - mieszanina nierodnikowych
adduktow

Rycina 6. Reakcja a-tokoferolu z rodnikami nadtlenkowymi.

Parametrem bezposrednio powigzanym ze wspotczynni-
kiem stechiometrycznym jest czas indukcji t.Jest to czas jaki
uptywa od momentu zapoczatkowania (zainicjowania) re-
akcji, gdy utlenianie substratu zachodzi bardzo powoli, do
wyczerpania sie antyoksydanta, gdy nastepuje spontanicz-
ny wzrost szybkosci utleniania (Ryc. 7). Czas indukcji moz-
na wyznaczy¢ monitorujac postep peroksydacji bezpos$red-
nio, mierzac ubytek tlenu w trakcie utleniania substratu w
obecnosci antyoksydanta w uktadzie zamknietym (Ryc. 7)
lub posrednio, np. mierzac zawarto$¢ nadtlenkdw, badz na
podstawie pomiaréw powstawania wtérnych produktéw

25 T— Sl
autooksydacja ’a' gl
nicinhibitowana retardant ,” 7.4
”, ~/'
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’ g
3 i ‘/mtyokxyd:m
S o
i s
g I, /
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4, A/
, :
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./.
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0 5 10 15 20 25 30
T czas [min]

Rycina 7. Typowe profile kinetyczne przedstawiajace ubytek tlenu w uktadzie
w trakcie utleniania substratu bez inhibitora, w obecnosci retardanta badz anty-
oksydanta.

277



utleniania i rozpadu. Czas indukcji moze by¢ wykorzystany
do obliczenia wspdtczynnika stechiometrycznego z naste-
pujacej zaleznosci:

Ri xi

n - [ATOH]O

gdzie [ArOH]0jest poczatkowym stezeniem inhibitora [34],

Istnieje wiele zwiazkéw organicznych, ktérych doda-
tek zmniejsza szybko$¢ autooksydacji w danym uktadzie
pomiarowym, ale tylko dla efektywnych inhibitoréw (k.rh
» k) obnizenie szybkosci jest na tyle znaczne, aby stwier-
dzi¢ istnienie wyraznego czasu indukcji. Substancje mniej
aktywne, ktére nie powodujg powstawania okresu induk-
cji, sa nazywane retardantami i charakteryzujg sie matymi
warto$ciami krhw poréwnaniu z kp, czyli sg jedynie stabymi
inhibitorami autooksydacji i nie powinny by¢ zaliczane do
grupy antyoksydantéw interwentywnych.

REAKCJE NASTEPCZE RODNIKOW FENOKSYLOWYCH

Dalsze losy powstatego w reakcji 10 rodnika ArO' maja
bezposredni wptyw na aktywno$¢ antyoksydacyjng. Decy-
dujg one m.in. o warto$ci wspotczynnika stechiometrycz-
nego n. Jesli rodniki ArO' ulegajg wygaszeniu gtdwnie w
reakcji z LOO' (reakcja 13), wtedy n wynosi 2 lub jest bliskie
2. Jesli natomiast dominuje symetryczna rekombinacja rod-
nikéw fenoksylowych (reakcja 14) warto$¢ wspoétczynnika
zblizona bedzie do jednosci. Warto zauwazyé¢, iz produkty
reakcji 14 mogg rowniez wykazywaé dziatanie przeciwutle-
niajace, co spowodowane jest mozliwoscig powolnej tauto-
meryzacji ketonowych form dimeréw ArO*, prowadzacej
do powstania fenoli [35].

Rzadziej spotykang reakcja jest udziat rodnikéw arylok-
sylowych w propagacji tancucha peroksydacji, co przed-
stawiajg rownania reakcji 11 i 12. Rodniki powstate m.in.
z hydrochinonéw, katecholi, aminofenoli i diamin aroma-
tycznych moga reagowaé z tlenem czasteczkowym takze z
wytworzeniem rodnikéw HOO'. Wraz ze wzrostem szyb-
koSci tych niekorzystnych reakcji maleje warto$¢ wspot-
czynnika stechiometrycznego oraz aktywnos$¢ antyoksyda-
cyjna zwigzku. Ciekawym przypadkiem prooksydacyjnego
dziatania ArO", opisanym przez Bowry'ego i Ingolda, jest
peroksydacja mediowana przez tokoferol (TMP, ang. Toco-
pherol-Mediated Peroxidation), zachodzgca w lipoproteinach
0 malej gestosci (LDL) [36]. Kazdy mikropecherzyk LDL
0 promieniu Stokesa ok. 10 nm zawiera $rednio 1450 bis-
allilowych grup CH2oraz 6-12 czasteczek a-tokoferolu, a
wiec teoretycznie jest nawet przesadnie chroniony (jedna
czasteczka TocH moze chroni¢ od 8 tys. az do 68 tys. czg-
steczek LH). Jednak zaobserwowano, iz szybko$¢ utleniania
lipidu nie zmniejsza sie proporcjonalnie to ilosci uzytego
tokoferolu. Dzieje sie tak ze wzgledu na specyficzne $rodo-
wisko reakcji. LDL nie jesthomogeniczna, a dyfuzja lipofilo-
wych zwigzkéw pomiedzy drobinami jest bardzo powolna.
Mechanizm TMP przedstawiono na rycinie 8. Gdy w wyni-
ku reakcji 10 powstanie rodnik Toc\ to jest bardzo prawdo-
podobne, ze uwieziony w LDL nie napotka innego rodnika
zdolnego do rekombinacji i bedzie przez caty czas w kon-
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Rycina 8. Mechanizm peroksydacji mediowanej przez tokoferol.

takcie z lipidem, zatem zwiekszy sie prawdopodobiefAstwo
oderwania atomu wodoru od lipidu (stata szybkosci kAna
rycinie 8), co jest przyczyng zainicjowania nowego tancucha
peroksydaciji.

Podsumowujgc powyzsze informacje, dobry interwen-
tywny antyoksydant fenolowy powinien wykazywac sie
nastepujacymi cechami [37]:

e stala szybkosci reakcji przeniesienia atomu wodoru
jest znacznie wieksza od statej szybkosci propagacji
tancucha (kmh» k p),

e rodnik fenoksylowy ulega wygaszeniu w reakcji
13, natomiast nie reaguje z tlenem czgsteczkowym
(reakcja 12) ani z substratem LH (reakcja 11), gdyz
przyczyniatoby sie to do propagacji tancucha wg Ry-
ciny 8,

e czasteczki antyoksydanta ArOH nie powinny reago-
wac z tlenem molekularnym,

» entalpia dysocjacji wigzania fenolowej grupy hy-
droksylowej, BDEqH powinna by¢ jak najnizsza,

» potencjat jonizacyjny antyoksydanta powinien by¢
na tyle wysoki, aby zapobiec przeniesieniu elektro-
nu na czasteczke tlenu i ponownemu inicjowaniu
peroksydacji przez antyoksydant (reakcja 15).

LOKALIZACJA, STEZENIE | MOBILNOSC
ANTYOKSYDANTA

Znajomos$¢ parametrow n, k.rh kp, BDEQH oraz potencja-
tu jonizacji nie wystarczy do przewidywania efektywnosci
antyoksydanta, poniewaz zaden z tych parametrow nie
uwzglednia czynnika, jakim jest jego dostepnos$¢. Pomiary
kinetyki autooksydacji przeprowadzone w roztworach ho-
mogenicznych (najczesciej w rozpuszczalnikach niepolar-
nych) prowadzi¢ mogg do otrzymania rezultatoéw nieprze-
ktadalnych na warunki panujgce w uktadach biologicznych.

Bardziej wiarygodne wyniki mozna uzyskac testujac
zwigzki w uktadach przypominajgcych rzeczywiste mikro-
$rodowisko dziatania antyoksydantéow tj. w micelach lub
dwuwarstwach lipidowych. Barclay [38] oraz Niki i Nogu-
chi [39] zwrdcili szczegdlng uwage na lokalizacje i mobil-
nos¢ antyoksydanta w uktadach biologicznych. Przyktadem
réznego zachowania antyoksydantéw w zaleznosci od loka-
lizacji jest opisany przez Niki i Noguchi [39] eksperyment
polegajacy na pomiarze szybkos$ci zuzywania poszczego6l-
nych antyoksydantéw w mieszaninie zawierajgcej tokoferol
(TocH), 2,2,5,7,8-pentametylo-6-chromanol (PMC), kwas
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Rycina 9. Struktury antyoksydantéw: PMC, Troloxu oraz BHT.

6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochromanylo-2-karboksylowy
(Trolox), i 2,6-di-ferf-butylo-6-metylofenol (BHT) (Ryc. 9).

W homogenicznym roztworze metanolowym tokoferol i
jego pochodne (PMC, Trolox) wykazujg te samg reaktyw-
no$¢ wzgledem rodnikéw nadtlenkowych, a najmniej ak-
tywny BHT zuzywany jest znacznie wolniej. W roztworach
heterogenicznych zachowanie jest odmienne. W liposomach
dimirystylofosfatydylocholiny pochodne tokoferolu réz-
nicujag swojg reaktywnos$c: najszybciej reaguje z rodnikami
Trolox, potem PMC, znacznie wolniej TocH (BHT jest zu-
zywany najwolniej). W liposomach fosfatydylocholiny so-
jowej, zawierajgcej nienasycone kwasy tluszczowe, aktyw-
nosci TocH i BHT sg rowne. Zjawisko to zinterpretowano
jako efekt r6znej dostepnosci i mobilnosci antyoksydantow.

W mikroheterogenicznym $rodowisku fancuchy lipidow

mono- lub polienowych narazone sg na atak wolnych rod-
nikéw znajdujacych sie w hydrofobowym rdzeniu blony.

Q Q Q

W, O 0 0 granica faz
\ "V\I\MN
O O Qo*
0= 0O O
8
01 9,
H QoL
e
diacylofosfolipid
Q Q granica faz
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Rycina 10. Hipoteza wyptywajacego na powierzchni¢ rodnika nadtlenkowego
(ang. Floating Peroxyl Radical) [38]. Dla uproszczenia zilustrowano tylko powsta-
wanie rodnika nadtlenkowego w pozycji 8, bez zmiany izomerii geometrycznej
sprzezonych wiazan podwdjnych.
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Czasteczki a-tokoferolu potozone sg rownolegle do tancu-
chow lipidowych, a grupa OH w pierscieniu chromanolu
jest skierowana do fazy polarnej (wodnej). Z chwilg powsta-
nia rodnika nadtlenkowego, cze$¢ tancucha lipidu staje sie
bardziej polarna niz reszta dwuwarstwy i migruje w strone
granicy faz, gdzie styka sie z polarng powierzchnig wody.
W poblizu granicy faz rodnik moze by¢ zneutralizowany w
wyniku reakcji z grupa hydroksylowa a-tokoferolu. Proces
ten zostat zaproponowany jako hipoteza wyptywajacego na
powierzchnie rodnika nadtlenkowego (ang. Floating Peroxyl
Radical Hypothesis) i przedstawiony jest na rycinie 10.

Zgodnie z tg hipotezga, dla wielu antyoksydantow wykazu-
jacych sie wysoka reaktywnoscig wobec wolnych rodnikéw
(m.in. a-tokoferolu), wewnatrz hydrofobowego rdzenia dwu-
warstwy odnotowano wyrazny spadek aktywnos$ci antyoksy-
dacyjnej. Zaobserwowano réwniez zmniejszenie statej szybko-
Sci terminacji 2/y co ttumaczone jest istnieniem stabilizujgcego
wigzania wodorowego miedzy rodnikiem nadtlenkowym a
czasteczkami wody. Dodatkowo niekorzystny wptyw na ak-
tywnos¢ tokoferolu ma ograniczona mobilno$¢ czasteczki, co
spowodowane jest dtugim tancuchem fitylowym, uwiezio-
nym w hydrofobowej czeSci dwuwarstwy lipidowej.

KINETYCZNY EFEKT ROZPUSZCZALNIKOWY

W poczatkowym okresie badan nad substancjami o dzia-
taniu przeciwutleniajgcym szybkos$ci reakcji antyoksydan-
tow z rodnikami nadtlenkowymi LOO*, badane byty jedynie
w niepolamych rozpuszczalnikach organicznych. Gdy zmie-
niono $rodowisko na polarne [40,41], a wiec bardziej przypo-
minajace srodowisko wnetrza komérek, zauwazono, iz reak-
cja 10 zachodzi znacznie wolniej, a state szybkosSci inhibicji
autooksydacji w danym rozpuszczalniku, ks, sg skorelowane
z polamoscig rozpuszczalnika. Efekt ten przypisano bloko-
waniu fenolowych grup OH, aktywnych w procesie inhibicji,
przez polarne czasteczki rozpuszczalnika (S) tworzace z nimi
wigzanie wodorowe (ArOH— S) opisywane statg rownowa-
gi Xsinazwano Kinetycznym Efektem Rozpuszczalnikowym
(KSE, ang. Kinetic Solvent Effect, Rye. 11).

ArO-H— S ArO-H + S
LOO
LOO -
LOCH
reakcja nie zachodzi ArOe +S

Rycina 11. Mechanizm Kinetycznego Efektu Rozpuszczalnikowego. Symbolem S
oznaczono czasteczke rozpuszczalnika, symbol 100znacza statg rownowagi reak-
cji dysocjacji wigzania wodorowego ArOH—S.

Wielkos¢ KSE zostata wyrazona ilosciowo przez Snelgro-
ve'a i wsp. [42] w postaci empirycznego réwnania opisu-
jacego wzajemng zalezno$¢ statych szybkoS$ci przeniesienia
atomu wodoru z fenolu ArOH do rodnika w rozpuszczal-
niku polarnym (stata &) i rozpuszczalniku nie bedgcym ak-
ceptorem wigzania wodorowego (stata k°):

logks~ log/:0- 8.3aHp] (16)
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gdzie aZH jest parametrem charakteryzujgcym zdolnosé
ArOH do bycia donorem wigzania wodorowego, a p.,Hjest
parametrem charakteryzujagcym zdolno$¢ rozpuszczalnika
do akceptowania wigzania wodorowego. Obydwa parame-
try moga przyjmowac wartosci od 0 do 1. State szybkoSci
inhibicji peroksydacji wyliczone przy pomocy powyzszego
rownania sg zblizone do warto$ci otrzymanych ekspery-
mentalnie, jesli reakcja 10 (Ryc. 5) zachodzi wedtug mecha-
nizmu jednoetapowego przeniesienia atomu wodoru.

MECHANIZMY REAKCJI
ANTYOKSYDANTOW Z RODNIKAMI

Przez dtugi czas uwazano mechanizm HAT za jedyny,
wedtug ktdrego dziatajg antyoksydanty fenolowe. Jednak
rozwéj metod badawczych wraz ze zwiekszeniem rézno-
rodnosci badanych ukiadéw doprowadzit w ostatnich la-
tach do istotnego poszerzenia wiedzy na temat zar6wno
procesu HAT, jak i innych mechanizmoéw opisujacych reak-
cjerodnikowe. W wielu przypadkach mechanizm tych reak-
cji jest o wiele bardziej ztozony, zalezny od rodzaju reagen-
tow i srodowiska reakcji, a szybkos$¢ reakcji antyoksydanta
z rodnikami moze by¢é wypadkowym efektem dziatania
réznych mechanizméw. Sposréd wielu opisanych ostatnio
w literaturze mechanizmow [29,32] na szczeg6lng uwage
zastuguja: SPLET, PCET i ET-PT.

PRZENIESIENIE ELEKTRONU POPRZEDZONE
DEPROTONACJA GRUPY OH (SPLET)

W trakcie badain nad mechanizmem przeniesienia atomu
wodoru zaohserwowano znaczne odchylenia od KSE dla
rozpuszczalnikéw takich jak alkohole, acetonitryl, tetrahy-
drofuran (THF) i dimetylosulfotlenek (DMSO). Wartosci
statych szybkosci reakcji antyoksydantéw fenolowych z mo-
delowym rodnikiem I,I-difenylo-2-pikrylohydrazylowym
(dpph*) byty duzo wieksze niz przewidywane na podstawie
rownania 16, a czasem nawet wieksze od statych szybkosci
w rozpuszczalnikach niepolarnych [43,44]. Zaproponowa-
no nowy mechanizm, wedtug ktérego najpierw antyoksy-
dant fenolowy dysocjuje tworzac anion fenolanowy, z kté-
rego nastepuje szybkie przeniesienie elektronu do rodnika
dpph* [44], Mechanizm ten nazwano transferem elektronu
poprzedzonym deprotonacjg grupy OH (SPLET, ang. Sequ-
ential Proton-Loss Electron-Transfer, Ryc. 12) [45,46].

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono,
ze catkowity mechanizm reakcji antyoksydanta fenolowe-
go z rodnikami jest kombinacjag mechanizméw HAT oraz
SPLET, ze wzrastajagcym udziatem tego drugiego w miare
wzrostu polarnosci rozpuszczalnika. Mechanizm ten moze

HAT

ArOH <+ dpphe — o ArOe <4 dpph-H
wolno
o
H' [ -H' SPLET H
ArO° + dpphe — 5 ArOe 4  dpph

szybko

Rycina 12. Poréwnanie mechanizméw: przeniesienia atomu wodoru i transferu
elektronu poprzedzonego deprotonacja grupy OH [44].
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mie¢ znaczenie w procesach biologicznych, poniewaz wiele
antyoksydantéw rozpuszczalnych w wodzie lub zlokalizo-
wanych na granicy faz moze bra¢ udziat w reakcjach rodni-
kowych jako aniony [47,48].

TRANSFER ELEKTRONU SPRZEZONY Z
PRZENIESIENIEM PROTONU (PCET)

Czesto w opisie reakcji antyoksydantéw fenolowych z
rodnikami uzywa sie terminu PCET (ang. Proton-Coupled
Electron Transfer), ktory wnika gtebiej w istote procesu prze-
niesienia atomu wodoru z fenolu do rodnika (réwnanie re-
akcji 10) niz prosty mechanizm HAT. W mechanizmie PCET
przeniesienie protonu i elektronu jest rozpatrywane osob-
no, ale nadal jest to proces jednoetapowy (dlatego mowi sie
0 sprzezonym badz uzgodnionym transferze obu indywi-
dudw, a terminy ,sprzezony" i ,uzgodniony" oznaczaja
brak etapu przejsciowego). ldeg sprzezenia jest jednoczesne
przeniesienie protonu i elektronu, ktére moga pochodzi¢

. (O =\ O]
B2 S O%H

“.»‘b, “ Q( & P4

Ar-O° + HO-Arq Ar-OH + °O-Ary

Rycina 13. Mechanizm sprzezonego przeniesienia protonu i elektronu (PCET).
Przeniesienie protonu odbywa sie wzdtuz osi wigzania wodorowego, podczas
gdy transfer elektronu zachodzi miedzy podwdéjnie obsadzonym orbitalem ato-
mowym 2p tlenu w molekule fenolu Ai*OH a pojedynczo zajetym orbitalem 2p
tlenu rodnika fenoksylowego ArO".

z ,réznych lokalizacji". Przypadek taki ilustruje rycina 13:
elektron ulegajacy transferowi znajduje sie na innym or-
bitalu atomu tlenu (w grupie fenolowej OH) niz orbital z
ktdrym zwigzany jest proton, a nawet moze pochodzi¢ z in-
nego atomu [49],

Rezultaty obliczen teoretycznych dla reakcji odrywania
atomow wodoru od fenoli przez rodniki nadtlenkowe po-
twierdzity, ze proces ten moze zachodzi¢ wedtug mecha-
nizmu PCET. Mechanizm HAT jest czesto klasyfikowany
jako szczegdlny przypadek PCET, w ktérym przenoszony
elektron pochodzi z tego samego orbitalu, z ktérym zwigza-
ny jest proton. Dotychczasowe badania nad mechanizmem
PCET zostaty szczeg6towo opisane przez Mayera [50].

PRZENIESIENIE PROTONU POPRZEDZONE
TRANSFEREM ELEKTRONU (ET-PT)

Kolejnym mechanizmem o istotnym znaczeniu biolo-
gicznym jest przeniesienie protonu poprzedzone przenie-
sieniem elektronu (ET-PT, ang. Electron Transfer — Proton
Transfer,). Etapy te sg rozdzielone w czasie [51,52]:

LOO* + ArOH -» LOO' + [ArOH]*
ArO* + HH{LOO) (17)

Szczegdlnie podatne na ten dwuetapowy proces z wy-
tworzeniem karbokationu sa fenole lub aminy zawierajace
w pierscieniu aromatycznym podstawniki silnie elektro-
donorowe — potencjat jonizacji takiej czasteczki powinien
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by¢ jak najnizszy. Proton i elektron mogg przemiescic sie
do réznych akceptoréw [47], Taka sytuacja ma miejsce, gdy
czasteczka fenolu jest silnie zwigzana z rozpuszczalnikiem:
przeniesienie elektronu do rodnika prowadzi do powstania
silnie kwasowego kationorodnika, ktory bardzo szybko de-
protonuje:

LOO*+ ArOH- --S LOO"

+ [ArOH]---S~i~LO O "+ ArO‘+ HS+ (18)

Mechanizm ET-PT jest coraz czesciej rozwazany w reak-
cjach z udziatem flawonoidéw, amin a takze w reakcjach
enzymatycznego utleniania/redukcji.

ODDZIALYWANIE Z INNYMI ANTYOKSYDANTAMI

Mieszaniny dwdéch lub wiekszej ilosci antyoksydantow
czesto wykazujg znacznie wyzszg aktywno$é antyoksyda-
cyjna, niz wynika to z prostego sumowania parametrow
opisujacych poszczegdlne sktadniki mieszaniny. Wyjasnie-
nie zjawiska synergizmu zaproponowali po raz pierwszy
Mahoney i DaRooge [53] opisujac niespodziewang aktyw-
nos¢ mieszaniny 4-metoksyfenolu i 2,6-di-ferf-butylo-4-
metylofenolu (BHT). Idea efektywnego wspdtdziatania an-
tyoksydantéw polega na regenerowaniu czasteczki antyok-
sydanta bardziej aktywnego (A-H), ktéry reaguje szybciej z
rodnikami, przez ko-antyoksydant (B-H), czasteczke zdolng
do oddania elektronu lub atomu wodoru z odtworzeniem
pierwotnej czasteczki A-H:

A-H+ Y- A*+Y-H (19)
A'+B-H”" A-H +B- (20)

Antyoksydant A-H reaguje z rodnikiem Y’ szybciej niz
zrobitby to antyoksydant B-H, co jest spowodowane niska
warto$cig BDE, odpowiednig lokalizacjg i brakiem prze-
szkod sterycznych. Natomiast wzglednie stabilny rodnik
A’ wchodzi w rownowagowg reakcje z ko-antyoksydan-
tem, ktéry znajduje sie w nadmiarze np. na granicy faz, i
ktory moze oddyfundowaé, przesuwajac rdwnowage re-
akcji (20) w prawo.

W uktadach biologicznych zjawisko synergizmu anty-
oksydacyjnego odgrywa wazng role. Wnetrze komorek jest
chronione przez zespét antyoksydantéw lipofilowych (to-
koferole, p~karoten, ubichinon, witamina K) oraz rozpusz-

faza lipidowa

CH,
LOOH o
HaC o\
2 CyigHas
CHy
CHs
HO.
LOO» CHa
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CH,

Rycina 14. Mechanizm oddziatywania a-tokoferolu z kwasem askorbinowym.
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czalnych w wodzie (kwas askorbinowy, kwas moczowy,
glutation). Pojawienie sie w komaorce stresu oksydacyjnego
uruchamia calg kaskade mechanizmoéw ochronnych i na-
prawczych, w ktdrych poszczeg6lne zwigzki wspotdziatajg
ze sobg w $cisle okreslony sposob. Mechanizm tego wspot-
dziatania nadal nie zostat w petni wyjasniony i jest przed-
miotem ciggtych badan [54-56],

Wsrod wielu przypadkéw synergizmu antyoksydacyj-
nego najbardziej znanym iszeroko opisywanym [39,57-60]
jest oddziatywanie lipofilowego a-tokoferolu z rozpusz-
czonym w fazie wodnej kwasem askorbinowym (witamina
C), ktéry samodzielnie nie wykazuje znaczacego dziatania
jako antyoksydant interwentywny (chociaz w potocznym
rozumieniu jest on uwazany za antyoksydant). In vitro za-
obserwowano (a) wydtuzenie czasu indukcji dla mieszani-
ny obu zwigzkow, znacznie wigksze niz wynikatoby to ze
zsumowania indywidualnych czaséw indukcji, (b) zuzycie
najpierw zasobéw kwasu askorbinowego, a dopiero potem
a-tokoferolu. Wspomagajgce dziatanie witaminy C zostato
przypisane redukcji rodnika tokoferoksylowego do toko-
ferolu przez hydrofilowy askorbinian, co przedstawiono
na rycinie 14.

Regeneracja a-tokoferolu przez kwas askorbinowy jest
konkurencyjna do innych reakcji nastepczych, jakim moze
ulegac rodnik aryloksylowy. Co prawda, stata szybkosci re-
akcji rekombinacji (Ryc. 5, reakcja 13) jest o co najmniej dwa
rzedy wielkosci wieksza od statej szybkosci redukcji rodni-
ka tokoferoksylowego przez askorbinian [61], jednak inne
czynniki, tj. wysokie stezenie askorbinianu oraz lokalizacja
poszczegdblnych reakcji i oddziatywan, faworyzujg regene-
racje. Dalsze utlenianie rodnika askorbylowego prowadzi
do otrzymania dehydroaskorbinianu. W tkankach obydwie
formy, rodnik askorbylowy i dehydroaskorbinian, sg enzy-
matycznie redukowane do askorbinianu a czynnikiem re-
dukujacym jest glutation (GSH) lub dinukleotydy nikotyno-
amidoadeninowe (NADH i NADPH) [8].

Innym  mechanizmem  wspomagajacym  dziatanie
a-tokoferolu moze by¢ jego redukcja do anionu fenolano-
wego (mechanizm transferu elektronu):

TocO* + ArOH t? Toc + ArOH'+ (21)

Proces ten zostat opisany dla polihydroksyfenoli jako
rozpuszczalnych w wo-

HO dzie koantyoksydantow
[62].

HO
METODY BADANIA
AKTYWNOSCI
ANTYOKSYDACYJINEJ

faza wodna

Problem z jedno-
znaczng definicjg anty-
oksydanta oraz definicja
aktywnosci  antyoksy-
dacyjnej prowadzi do
szeregu réznic w meto-
dologii badania aktyw-
nosci antyoksydantéw,

HO.

HO
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a takze réznic w interpretacji danych eksperymentalnych i
porownywalnos$ci otrzymanych wynikéw. Roznice te sg wi-
doczne nawet dla antyoksydantéw uwazanych za standar-
dowe, takie jak np. tokoferole, aaktywnosé¢ antyoksydacyjna
takich substancji jak kwas askorbinowy lub kwas moczowy
mierzona réznymi metodami jest diametralnie odmienna.
Przyktadami najpopularniejszych metod sa pomiary TAC
(ang. Total Antioxidant Capacity), ORAC (ang. Oxygen Radi-
cal Absorbance Capacity), TRAP (ang. Total Radical-Trapping
Antioxidant Parameter), TOSC (ang. Total Oxidant Scavenging
Capacity), FRAP (ang. Ferric Reducing Antioxidant Power),
TEAC (ang. Trolox-Equivalent Antioxidant Capacity), TAR
(ang. Total Antioxidant Reactivity). Przeglad metod pomia-
row aktywnos$ci antyoksydacyjnej wykracza poza ramy
tego opracowania. W ostatnim czasie ukazat sie szereg prac
przegladowych, na szczegdélng uwage zastugujg krytyczne
opracowania Bartosza [63], Priora i wsp. [64,65], Laguerre'a
i wsp. [66], W literaturze dostepnej w jezyku polskim warto
zapoznac sie z pracg zbiorowg Przeciwutleniacze w zywnosci
pod red. W. Grajka [67],
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Phenolic chain-breaking antioxidants —their activity and mechanisms of action
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ABSTRACT

This tutorial review is focused on some mechanistic aspects of peroxidation process and chemistry of phenolic chain-breaking antioxidants.
Lipids are susceptible to oxidative degradation caused by radicals and during autoxidation (peroxidation) the chain reaction is mediated by
peroxyl radicals leading to damage of integrity and the protective and organizational properties of biomembranes. Phenolic antioxidants
provide active system of defence against lipid peroxidation, however, the effectiveness of their antioxidant action depends on several impor-
tant parameters. Stoichiometry of the reaction with free radicals, fate of a phenoxyl radical, polarity of the microenvironment, localization of
antioxidant molecules, their concentration and mobility, kinetic solvent effects, and interactions with other co-antioxidants are considered.
Principal mechanisms of reaction between phenols and free radicals (Hydrogen Atom Transfer, Proton Coupled Electron Transfer and two
mechanisms based on separate electron transfer and proton transfer steps) are described.
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Wykaz skrétéw: EpRE (ang. Electrophile-Re-
sponsive Element) — element kontrolujacy
ekspresje genéw kodujacych enzymy detok-
sykacyjne; Keapl (ang. Kelch-like erythroid-cell-
denved protein with CNC homology-associating
protein 2) — biatko represorowe, Nrf2 (ang.
Nuclear erythroid 2-related factor) — czynnik
jadrowy, NQO1 — oksydoreduktaza NAD(P)
H:chinon 1
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STRESZCZENIE

lawonoidy sa jednym z gtéwnych sktadnikéw codziennej diety cztowieka. W ostatnich

kilkudziesigciu latach obserwuje sie rosngce zainteresowanie tg grupa zwigzkéw, ze
wzgledu na ich korzystny wptyw na organizm. Pro-zdrowotne wtasciwosci flawonoidéw
przypisuje sie gtéwnie ich aktywnoS$ci przeciwutleniajgcej. Jednakze coraz czesciej pojawia-
ja sie wyniki badan wskazujace, ze wtasciwosci pro-utleniajace flawonoidéw, uznawane do-
tychczas za niekorzystne dla organizmu, moga prowadzi¢ do korzystnych, pro-zdrowotnych
efektéw, poprzez indukcje ekspresji genéw kodujacych enzymy detoksykacyjne. W niniej-
szym artykule przedstawiono stan najnowszej wiedzy na temat indukcji ekspresji genu
kodujacego wazny enzym detoksykacyjny — oksydoreduktaze NAD(P)H:chinon 1 przez
flawonoidy (flawonole, flawony i flawan-3-ole). Zaprezentowano réwniez wyniki badan po-
twierdzajace role wtasciwosci pro-utleniajgcych flawonoidéw w mechanizmie tej indukcji.

WPROWADZENIE

Flawonoidy sg najliczniejsza grupg zwigzkéw polifenolowych. Charaktery-
styczng cechg ich struktury jest szkielet difenylopropanoidowy (C6C3CJ [1]. W
obrebie tej grupy wyrdznia sie kilka klas zwigzkéw réznigcych sie stopniem
utlenienia pier$cienia y-piranowego m. in. flawony, flawonole, flawan-3-ole
(katechiny), antocyjany (Ryc. 1). Ze wzgledu na rozpowszechnienie w $wiecie
roslin flawonoidy stanowig wazny sktadnik codziennej diety cztowieka. Obec-
nie szacuje sie, ze ilos¢ spozywanych flawonoidow wynosi $rednio 189,7 mg
dziennie, z czego az 83,5% stanowig flawan-3-ole (katechiny), flawanony 7,6%,
flawonole 6,8%, a antocyjany 1,6% [2J. Bogatym Zrodtem flawonoidéw sg owoce
i warzywa, a takze czekolada, wino i herbata [3,4],

Znamienng cechg flawonoidow jest ich wysoka aktywnos$¢ przeciwutleniaja-
ca [1], Korzystne dziatanie flawonoidow w mechanizmie obronnym organizmu
przeciwko tzw. chorobom cywilizacyjnym o podtozu wolnorodnikowym (jak np.
choroba niedokrwienna serca, nowotwory, choroby neurodegeneracyjne) przy-
pisuje sie gtdwnie ich whasciwosSciom przeciwutleniajgcym. Jednakze, zwigzki te
moga, w zaleznosci od stezenia oraz warunkow Srodowiska (obecno$ci jondw
metali przejsciowych, tlenu czgsteczkowego i enzymow) wykazywac dziatanie
pro-utleniajgce. Wtasciwosci pro-utleniajace zwigzkéw polifenolowych uwaza-
no dotychczas za niekorzystne dla organizmu cztowieka, poniewaz powstajgce
w reakcjach utleniania polifenoli silnie elektrofilowe chinony oraz reaktywne
formy tlenu moga uszkadza¢ makroczasteczki komorek, co stanowi istotny

element w powstawaniu

R3' R3 i rozwoju wielu chorob

R4 Ry tzw. cywilizacyjnych.
R (o] \ . . . .
A Rs Rs Badania ostatnich Kkil-
Rs kunastu lat dostarczaja
Rs jednak coraz wiecej do-

woddéw na pozytywng
role pro-utleniajgcych
wiasciwosci flawono-
idow. Dzieki witasciwo-
§ciom  pro-utleniajgcym
flawonoidy moga wpty-
waé na wiele proceséw
zachodzacych w komorce
poprzez regulacje czyn-
nikow transkrypcyjnych,
szlakdw sygnalizujgcych
a takze regulacje cyklu
komoérkowego i apopto-

Flawan-3-ole (Katechiny)

Flawony

Antocyjany

Rycina 1. Wzory strukturalne réznych klas flawonoidéw.
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zy [56-7], Stres oksydacyjny indukowany przez flawonoidy,
uznawany dotychczas za objaw lub przyczyne wystepowa-
nia standéw patologicznych w organizmie, moze rowniez
aktywowaé geny kodujace enzymy Il fazy biotransformacji
(enzymy detoksykacyjne) [8,9].

W niniejszym artykule omoéwiono wyniki najnowszych
badan dotyczace indukcji ekspresji genow kodujacych enzy-
my detoksykacyjne takie jak np. oksydoreduktaza NAD(P)
Hichinon 1 przez flawonoidy ze szczeg6lnym uwzglednie-
niem znaczacej roli wtasciwosci pro-utleniajagcych flawono-
idow w mechanizmie tej indukcji.

MECHANIZM EKSPRESJI GENOW KODUJACYCH
ENZYMY DETOKSYKACYJNE

Indukcja ekspresji gendw kodujgcych enzymy detoksy-
kacyjne zachodzi za posrednictwem elementu kontroluja-
cego EpRE (ang. Electrophile-Responsive Element), znanego
wczedniej jako ARE (ang. Antioxidant-Responsive Element),
ktory znajduje sie w regionach promotorowych genéw ko-
dujgcych enzymy detoksykacyjne [10]. Ponadto w regulacji
ekspresji tych genéw biorg udziat dwa czynniki biatkowe:
czynnik transkrypcyjny Nrf2, wigzacy sie z EpRE oraz biat-
ko represorowe Keapl (Ryc. 2) [11-13].

Zwiazki elekrofilowe/

T [ rowos |

Cy27 @ X
Keap1

fosforylacja /

Kinazy biatkowe
(np. PKC, PERK, MAPK)

‘ =g Transkrypcja genu

Jadro komoérkowe

Rycina 2. Mechanizm ekspresji genéw kodujacych enzymy detoksykacyjne za
posrednictwem elementu kontrolujagcego EpRE . Pozostate oznaczenia na rycinie:
Ser40 —reszta seryny 40, Cy273 i Cy288 — reszty cysteiny 273 i 288, Keapl —
biatko represorowe, PKC — kinaza biatkowa C, PERK — kinaza biatkowa sia-
teczki $rédplazmatycznej, MAPK —Kkinazy biatkowe aktywowane mitogenami.

Kluczowym regulatorem ekspresji genéw jest czynnik
transkrypcyjny Nrf2 (ang. Nuclear erythroid 2-relatedfactor),
ktéry reguluje ekspresje ponad 200 gendw kodujacych en-
zymy |l fazy biotransformacji, katalizujace reakcje sprze-
gania chronigce organizm przed dziataniem toksycznych
metabolitow oraz reaktywnych form tlenu. Do enzymow
tych zaliczane sg miedzy innymi: oksygenaza hemowa, S-
transferaza glutationowa, katalaza, dehydrogenazaaldehy-
dowa, dehydrogenaza leukotrienu B4, reduktaza tioredok-
syny i oksydoreduktaza NAD(P)H:chinon 1 [11,12,14-16],
W neutralnych warunkach aktywno$¢ Nrf2 jest blokowana
przez biatko represorowe Keapl (ang. Kelch-like erythroid-
cell-derwed protein with CNC homology-associating protein
2) bogate w reszty cysteiny, ktére tworzy w cytoplazmie
kompleks z czynnikiem Nrf2 (Ryc. 2). Kompleks biatkowy
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jest odpowiedzialny za utrzymanie Nrf2 w cytoplazmie na
statym poziomie, a nadmiar Nrf2 jest kierowany do ubi-
kwityno-zaleznej proteolizy. Decydujacym etapem akty-
wacji ekspresji genéw zawierajgcych EpRE jest uwolnienie
Nrf2 z kompleksu z Keapl, ktdre moze nastapi¢ miedzy
innymi na skutek bezposredniej reakcji elektrofilowego in-
duktora z biatkiem Keapl powodujgc powstanie mostka
disiarczkowego w Keapl (Cy273-Cy288). Pod wpitywem
reakcji induktora (czasteczki elektrofilowe lub reaktywne
formy tlenu) z biatkiem represorowym (Keapl), zmianie
ulega konformacja Keapl i czynnik Nrf2 zostaje uwolnio-
ny z kompleksu, przemieszcza sie do jadra komdrkowego,
gdzie wigze sie z elementem EpRE promotora, w wyniku
czego nastepuje transkrypcja genu kodujgcego dany en-
zym. Uwolnienie Nrf2 z kompleksu Keapl-Nrf2 moze na-
stapi¢ rdwniez na skutek fosforylacji czynnika Nrf2 (Ser40)
przez specyficzne kinazy biorace udziat w przekazywaniu
sygnatu w komérce (Ryc. 2).

FLAWONOIDY JAKO INDUKTORY EKSPRESJI GENOW

Do zwigzkow, ktore petnig role induktorow gendéw ko-
dujgcych enzymy detoksykacyjne nalezy wiele substancji
naturalnie wystepujacych w diecie cztowieka. Zalicza sie
do nich np. indolo-3-karbinol, iberyne czy izotiocyjaniany
[16-18],

Najnowsze wyniki badan wskazujg na istotng role flawo-
noidéw jako induktoréw ekspresji genow kodujacych enzy-
my detoksykacyjne [19-24], W Tabeli 1 przedstawiono mak-
symalne wartosci wspotczynnikow indukcji ekspresji genu
oksydoreduktazy NAD(P)H:chinon 1 (NQO1) w komor-
kach EpRE-LUX (komorki watrobowe myszy Hepa-Iclc7,
do ktorych wprowadzono gen reporterowy, kodujacy lu-
cyferaze, zawierajagcy w regionie promotorowym element
EpRE genu NQO1 cztowieka) wyznaczone dla rdznych klas
flawonoidow. Wyniki zawarte w Tabeli 1 wskazuja, ze spo-
$rod badanych flawonoidéw najlepszymi induktorami eks-
presji genu NQO1 sg flawonole [10,21]. Najwyzszy poziom
indukcji ekspresji genu kodujacego NQO1, wyrazony jako
wspoétczynnik indukcji, wykazujg kwercetyna, mirycetyna,
moryna i fisetyna (Tabela 1). Maksymalne wartosci wspot-
czynnikéw indukcji tych zwigzkdw zawierajg sie miedzy
8,0 a 10,0. Autorzy badan stwierdzili, ze wysoka aktywnos¢
flawonoli jako induktoréow zalezy w duzym stopniu od
obecnosci w czasteczkach tych zwigzkow grupy hydroksy-
lowej w pozycji C3. Wniosek ten wysunieto na podstawie
poréwnania poziomu indukcji flawonoli (np. kwercetyny) z
poziomem indukcji flawonéw (np. luteoliny), ktére nie po-
siadajg w swej strukturze ugrupowania C3-OH.

Sposrdd flawondéw najbardziej skutecznym induktorem
ekspresji genu NQO1 za posrednictwem EpRE jest luteoli-
na, ktérej wspétczynnik indukcji wynosi 3,0 [21]. Pozostate
flawony charakteryzujg sie nizszymi wspétczynnikami in-
dukcji (Tabela 1). Lee-Hilz i wspotpracownicy [21] wykaza-
li, ze zablokowanie grupy hydroksylowej w pozycji C7, w
wyniku jej metylacji, znacznie zwieksza aktywno$¢ flawo-
now jako induktoréw. Pochodna metylowa apigeniny cha-
rakteryzuje sie wspotczynnikiem indukcji 5,0 a metylowa
pochodna chryzyny wspétczynnikiem 4,4 [21]. Maksymal-
ne poziomy indukcji wyznaczone dla flawonoli i flawondéw,
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Tabela 1. Maksymalne warto$ci wsp6tczynnikoéw indukcji ekspresji genu oksydoreduktazy NAD(P)H:chi-
non 1 (NQOt) wyznaczone dla flawonoidow w komérkach EpRE-LUX (komérki watrobowe myszy Hepa-
Iclc7, do ktérych wprowadzono gen reporterowy, kodujacy lucyferaze, zawierajacy w regionie promoto-
rowym element EpRE genu NQO1 cztowieka) [21,22]. Wsp6tczynnik indukcji definiuje sie jako zdolno$é
zwigzku do indukowania ekspresji genu lucyferazy w odniesieniu do prébki kontrolnej [10].

Miejsce podstawienia Reszta kwasu

Ftawonoid

grupy OH galusowego
flawonole [21]:
kwercetyna R3, R5, R7, R3', R4'
mirycetyna R3, R5, R7, R3', R4, R%'
moryna R3, R5, R7, R2', R4'
fisetyna R3, R7, R3', R4'
kampferol R3, R5, R7, R4'
resokampferol R3, R7, R4’
galangina R3, R5, R7
flawony [21]:
luteolina R5, R7, R3', R4'
bajkaleina R5, R6, R7
chryzyna R5, R7
apigenina R5, R6, R4'
flawan-3-ole (katechiny) [22]:
galusan epigalokatechiny R5, R7, R3', R4', R5' R3
galusan galokatechiny R5, R7, R3', R4', R5' R3
epigalokatechina R3, R5, R7, R3', R4', R5'
galokatechina R3, R5, R7, R3', R4', R5'
galusan epikatechiny R5, R7, R3', R4' R3
epikatechina R5, R7, R3', R4

przedstawione w Tabeli 1, obserwowano w zakresie stezen
10-20 pM.

Ekspresje genow zawierajacych w regionach promo-
torowych element EpRE aktywujg transkrypcyjnie tak-
ze niektore katechiny [22,24]. Muzolf-Panek i wsp. [22]
wykazali, ze najwiekszg skutecznosé wsréd katechin
jako induktora ekspresji genu kodujgcego enzym NQO1
wykazuje galusan epigalokatechiny (Tabela 1). Dobrymi
induktorami ekspresji genu kodujagcego NQO1 sg, poza
galusanem epigalokatechiny, rdwniez epigalokatechi-
na, galokatechina i galusan galokatechiny. Maksymalne
wartosci wspdtczynnikow indukcji tych zwigzkow, wy-
znaczone w zakresie stezen 100-200 pM, zawierajg sie w
przedziale 3,2-5,0 (Tabela 1). Galusan epikatechiny oraz
epikatechina i jej izomer katechina nie aktywujg ekspre-
sji genu kodujacego NQO1. Na podstawie uzyskanych
wynikéw autorzy stwierdzili, ze zdolno$¢ do indukcji
wykazujg jedynie katechiny posiadajagce ugrupowanie
pirogalolowe w czasteczce [22], Odmienne wyniki badan
uzyskali Chen iwsp. [24], ktorzy stwierdzili, ze najsilniej-
szymi induktorami ekspresji genu reporterowego EpRE-
lucyferaza w grupie badanych katechin sg galusan epiga-
lokatechiny oraz galusan epikatechiny. Epigalokatechina
oraz epikatechina charakteryzujg sie ponad czterokrotnie
nizszymi wspotczynnikami indukcji w poréwnaniu do
ich galusan6w. Katechina natomiast nie indukuje eks-
presji gendw zawierajagcych w regionach promotorowych
element EpRE. Poniewaz najwyzszy poziom indukcji
ekspresji genu reporterowego EpRE-lucyferaza wykazujg
jedynie katechiny zawierajgce reszte kwasu galusowego,
Chen i wsp. [24] wysuneli wniosek, ze zdolno$¢ kate-
chin do indukcji jest wynikiem obecnosci reszty kwasu
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galusowego w ich czasteczkach. Wyni-
ki badan Muzolf-Panek i wsp. [22] nie
potwierdzity tego wniosku, poniewaz
galusan epikatechiny nie indukuje eks-
presji genu NQOI.

Indukcje ekspresji genu kodujgcego re-

indukcji "M i A
duktaze chinonowg przez flawonoidy w
10,0 komorkach Hepa-lclc7 badali Yang i Liu
9.0 [25]. Wyniki tych badan przedstawiono
8.4 w Tabeli 2. Autorzy wykazali, ze spo-
8.0 $§réd badanych flawonoidow, najlepszym
71 induktorem ekspresji genu reduktazy
6:5 chinonowej jest kwercetyna (flawonol)
40 z maksymalnym wspoétczynnikiem in-
dukcji 3,5 (dla stezenia 30 pM). Dobrym
30 induktorem jest rGwniez genisteina (izo-
25 flawon), ktérej maksymalny wspoétczyn-
2:1 nik indukcji wynosi 2,8 (dla stezenia 50
20 pM). Pozostate flawonoidy: delfinidyna,
' malwidyna (antocyjany), katechiny i ru-
tyna (flawonol) wykazuja stabg induk-
5,0 ) - .
42 cje ekspresji genu kodujgcego reduktaze
38 chinonowg. Uda i wspo6tpracownicy [26]
3’2 wykazali, ze w zakresie stezen 0-100 pM
' najbardziej aktywnym flawonoidem jest
1’3 galangina (flawonol). Kampferdl, kwer-

cetyna, mirycetyna (flawonole) oraz api-
genina (flawon) réwniez aktywujg induk-
cje tego genu. Maksymalne wspdtczynni-
ki indukcji dla tych zwigzkoéw sg jednak znacznie nizsze i
mieszczg sie w zakresie 1,6-2,8 (Tabela 2). Na podstawie
uzyskanych wynikéw autorzy stwierdzili, ze istotnym
elementem struktury flawonoidéw odpowiadajagcym za
ich zdolnos$¢ do indukcji genu reduktazy chinonowej jest
obecno$¢ podwdjnego wigzania miedzy atomami wegla
C2-C3 [25,26]. Ponadto, grupa hydroksylowa w pozycji
C3 zwigksza aktywnos$¢ zwigzku jako induktora [26], co
jest zgodne z cytowanymi wczes$niej wynikami badan Lee-
Hilz i wsp. [21],

ROLA WEASCIWOSCI PRO-UTLENIAJACYCH
FLAWONOIDOW W INDUKCJI EKSPRESII GENOW
KODUJACYCH ENZYMY DETOKSYKACYJINE

Wyniki badan wskazuja, ze flawonoidy indukujg ekspre-
sje genow kodujgcych enzymy detoksykacyjne za posred-
nictwem EpRE. Zwigzki te nie maja jednak charakteru elek-
trofilowego, ktéry jest kluczowy dla mechanizmu indukcji
(Ryc. 2). Znane sa raczej jako antyoksydanty zdolne do od-
dawania elektronu. Charakter elektrofilowy, konieczny do
aktywacji transkrypcyjnej genu zawierajagcego w regionie
promotorowym sekwencje EpRE, posiadajg natomiast me-
tabolity flawonoidow o strukturze chinonoéw, ktore powsta-
jg na skutek utleniania (chemicznego lub enzymatycznego)
tych zwigzkow.

Powstawanie chinonéw flawonoidow jest dobrze udo-
kumentowane w literaturze [22,27-33]. Utlenianie flawo-
noiddéw z utworzeniem chinonéw moze zachodzi¢ badZz w
obecnos$ci jondw metali przejSciowych, badz w obecnosci
enzymow utleniajgcych takich jak peroksydaza lub tyrozy-
naza, niezaleznie od obecnosci jonow metali przejsciowych.
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genu kodujgcego NQO1 (kwer-
cetyna, luteolina, fisetyna, kamp-
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Rycina 3. Reakcja utleniania flawonoidéw na przyktadzie galusanu epigalokatechiny (EGCG). Oznaczenia: SQ EGCG
— semichinon galusanu epigalokatechiny, Q EGCG —chinon galusanu epigalokatechiny, RFT — reaktywne formy

tlenu.

Powstawanie chinonéw flawonoidéw jest wynikiem
2-elektronowej reakcji utleniania flawonoidéw przebiega-
jacej w jednym lub dwoch etapach (Ryc. 3). Produktami
posrednimi reakcji utleniania flawonoidéw do chinonow
sg rodniki fenoksylowe. Formy chinonowe sg wysoce tok-
syczne, co wynika z ich duzej reaktywnos$ci. Ze wzgledu
na silnie elektrofilowy charakter, chinony moga wiazac sie
kowalentnie z makroczasteczkami komorek, powodujac
zmiany ich struktury i funkcji, co w konsekwencji prowadzi
do powstawania i rozwoju wielu choréb degeneracyjnych.
Ponadto, zarowno rodniki fenoksylowe jak i chinony moga
uczestniczy¢ w cyklu redoks, generujac duze ilosci reaktyw-
nych form tlenu takich jak np. nadtlenek wodoru i rodnik
hydroksylowy (Ryc. 3).

Istotng role chinonéw flawonoidéw, powstajgcych w
wyniku ich dziatania pro-utleniajgcego, w mechanizmie in-
dukcji ekspresji genu kodujgcego NQO|I za posrednictwem
EpRE potwierdzono ré6znymi drogami [21,22], Udowodnio-
no przy zastosowaniu metody in vitro (utlenianie flawono-
idow w obecnosci tyrozynazy i glutationu, ang. glutathione-
trapping method), ze flawonoidy charakteryzujgce sie wyso-

; Ot o OH tworzenia chinonéw [22,27,32-

ok OH 34], Chinony wykryto droga po-

OH Srednig poprzez identyfikacje ich

koniugatéow z glutationem.

Bezposrednim dowodem na

H20 to, ze indukcja gendw kodujgcych

L uszodzenia enzymy detoksykacyjne jest wy-
R JDNA

== nikiem aktywnosci pro-utlenia-
jacej flawonoidéw, wynikajgcej z
ich zdolno$ci do tworzenia chi-
nondw, sa wyniki badan ich ak-
tywnosci jako induktoréw genu
kodujacego NQO1 w komorkach
z modulowanym poziomem wewngtrzkomoérkowego glu-
tationu.

Zaréwno Lee-Hilz i wsp. [21] jak i Muzolf-Panek i wsp.
[22] stwierdzili, ze ekspresja genu NQO1 za posrednictwem
EpRE jest ostabiona w komérkach EpRE-LUX z podwyz-
szonym poziomem wewngatrzkomdrkowego glutationu
i podwyzszona w komdrkach z obnizonym poziomem
glutationu (Ryc. 4). Im wyzszy poziom wewngtrzkomor-
kowego glutationu, tym wieksza ilos¢ zwiazkéw elektrofi-
lowych (chinonow) ulega sprzeganiu z glutationem i tym
nizszy poziom indukcji. Zmniejszenie poziomu glutationu
powoduje zachwianie homeostazy i sprawia, ze komorki
stajg sie bardziej wrazliwe na stres oksydacyjny czyli obser-
wuje sie wyzszy poziom indukcji. Zatem zaobserwowane
zmiany warto$ci wspoétczynnikéw indukcji flawonoidow,
takich jak kwercetyna, kampferol, fisetyna, epigalokate-
china, galokatechina, galusan epigalokatechiny i galusan
galokatechiny, w komdérkach EpRE-LUX z obnizonym lub
podwyzszonym poziomem glutationu wskazujg na istotng
role chinonéw tych flawonoidéw, powstajacych w wyniku
ich dziatania pro-utleniajagcego, w mechanizmie tej induk-

cji (Ryc. 4). Autorzy wyjasnili, ze utworzone
w wyniku utleniania flawonoidéw chinony

Wspdiczynnik indukcji

Rycina 4. Poziom indukcji ekspresji genu kodujagcego NQO1 przez flawonoidy oraz prébke kon-

]

probka
kontrolna

i

Q 20pM

Kpf 20pM

F 30uM

OO0mMNAC lub 0 uMBSO
@40 MM NAC
0 100 ypMBSO

i ofl

EGC 175uM  GC 175uM GCG 100uM

1OCuM

lub reaktywne formy tlenu powstajace w cy-
klu redoks, oddziatujg z grupami tiolowymi
biatka represorowego Keapl, w wyniku czego
nastepuje uwolnienie Nrf2 z kompleksu Keap-
1-Nrf2. Biatko Nrf2 przemieszcza si¢ do jadra
komoérkowego, gdzie tgczy sie z elementem
EpRE genu kodujacego NQO1 i wiacza trans-
krypcyjnie jego ekspresje [21,22].

Dodatkowym potwierdzeniem istotnej roli
wiasciwosci pro-utleniajacych flawonoidow w
mechanizmie indukcji ekspresji genéw koduja-
cych enzymy detoksykacyjne, takie jak NQO1,
sg stwierdzone zalezno$ci pomiedzy parame-
trami fatwos¢ utlenia-

trolng (0,5% DMSO) w komérkach EpRE-LUX z niezmienionym (0 mM NAC lub 0 pM BSO), pod-
wyzszonym (40 mM NAC) lub obnizonym (100 pM BSO) poziomem glutationu [21,22], Badane fla-
wonoidy oznaczono nastepujacymi skrétami: Q — kwercetyna, Kpf -kampferol, F —fisetyna, EGC
—epigalokatechina, GC —galokatechina, GCG —galusan galokatechiny i EGCG —galusan epiga-
lokatechiny. Pozostate oznaczenia na rycinie: NAC — N-acetylo-L-cysteina, BSO — DL-butionino-

[S,R]-sulfoksyimina.
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charakteryzujacymi
nia flawonoidéw a wyznaczonymi doswiad-
czalnie dla tych zwigzkéw wspéiczynnikami
indukcji. Lee-Hilz i wsp. [21] podobnie jak
wczesniej Zoete i wsp. [35] wykazali, ze war-
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Tabela 2. Maksymalne warto$ci wspotczynnikéw indukcji ekspresji genu reduktazy chinonowej wyzna-

czone dla flawonoidéw w komérkach Hepa-lclc7 [25,26].

W spétczynnik

Flawonoid Miejsce podstawienia grupy OH indukeji
flawonole:

kwercetyna  R3, R5, R7, R3', R4’ 2i
galangina R3, R5, R7 3.6
kampferol R3, R5, R7, R4 2,8
mirycetyna R3, R5, R7, R3', R4', R5' 1.6
izoflawon:

genisteina R5, R7, R4' 2,8
flawon:

apigenina R5, R6, R4' 1,6

toSci parametru Erow 21 flawonoidéw, odzwierciedlajgce
tatwos¢ oddawania elektronu przez czasteczke, koreluja z
wartosciami wspotczynnikéw indukcji wyznaczonymi dla
tych zwigzkdéw. Z kolei Muzolf-Panek i wsp. [22] stwierdzi-
li, ze katechiny bedgce dobrymi induktorami ekspresji genu
NQO1 charakteryzujg sie jednoczes$nie niskimi warto$ciami
potencjatu utleniania — parametru odzwierciedlajacego ta-
twos¢ oddawania elektronu przez czasteczke, jak i niskimi
wartosciami réznicy ciepta tworzenia chinonu — parame-
tru wyrazajacego energie potrzebng do utworzenia chino-
nu katechiny. Wyniki te potwierdzaja hipoteze, ze zdolnos¢
flawonoidéw do indukcji ekspresji genu kodujacego NQO1
wynika z tatwosci utleniania tych zwigzkoéw, czyli ich zdol-
nosci do tworzenia chinonéw, bedacej wynikiem dziatania
pro-utleniajacego zwigzkdw.

PODSUMOWANIE

Wiasciwosci pro-utleniajgce flawonoidéw, a wiec ich
zdolno$¢ do tworzenia wysoce reaktywnych chinonéw
uznawano dotychczas za niekorzystne dla organizmu. Jed-
nakze, w ostatnich latach ujawniono, ze powstajagce w wyni-
ku utleniania zwigzkow polifenolowych silnie elektrofilowe
chinony moga wykazywaé pozytywny wptyw na organizm
cztowieka poprzez aktywacje ekspresji genéw kodujacych
enzymy detoksykacyjne.

Z punktu widzenia ochronnego dziatania sktadnikéw
zywnosci na organizm cztowieka potencjalna zdolnos$é
flawonoidow do indukcji ekspresji genéw kodujacych
enzymy detoksykacyjne zastuguje na szczegdlng uwage.
Selektywna indukcja ekspresji tych gendw przez flawo-
noidy wystepujagce w zywnos$ci moze stanowi¢ skuteczng
ochrone komérek organizmu przed toksycznym dziata-
niem ksenobiotykéw ireaktywnych form tlenu. Indukcja
enzymow detoksykacyjnych przez flawonoidy moze by¢
wykorzystana jako strategia zapobiegania nowotworom
oraz innym schorzeniom jak choroby neurodegeneracyjne
i uktadu krgzenia [16]. Podsumowujgc flawonoidy moga
wykazywac efekt pro-zdrowotny nie tylko jako przeciw-
utleniacze ale rowniez jako pro-utleniacze indukujac eks-
presje gendw kodujacych enzymy detoksykacyjne.
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Role of pro-oxidant properties of flavonoids in the
induction of detoxifying enzymes gene expression
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ABSTRACT

Flavonoids are one of the most important components of human daily diet. In recent years flavonoids have became the subject of extensive
investigations mostly due to their heath-promoting properties. Beneficial health effects of flavonoids are mainly ascribed to their antioxidant
activity. However, there is increasing evidence of the positive role of pro-oxidant properties of flavonoids, considered previously as highly
unfavorable, through the induction of detoxifying enzymes gene expression. The article discusses recent reports on the EpRE-mediated in-
duction of NQOI (NAD(P)H: quinone oxidoreductase) gene expression by the flavonoids (flavonols, flavones and flavan-3-oles) and the role
of pro-oxidant properties of the flavonoids in the mechanism of this induction.
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Wykaz skrotow: 6-4 PP — fotoprodukty (6-4)
pirymidyno-pirymidonowe; ACTH —hormon
adrenokortykotropowy; CPD — cyklobutano-
we dimery pirymidyny; CRE — element od-
powiedzi na cAMP; CREB — biatko wigzace
element odpowiedzi na cAMP; DCT — tau-
tomeraza DOPAchromowa; DOPA — L-34-
dihydroksyfenyloalanina; MC1R — receptor
melanokortynowy 1; MITF (ang. microphthal-
mia associated transcription factor) — czynnik
transkrypcyjny kontrolujacy melanogeneze;
a-MSH —a-hormon stymulujgcy melanocyty,
a-melanotropina; PKA — zalezna od cAMP
kinaza biatkowa A; POMC — proopiomelano-
kortyna; RFT — reaktywne formy tlenu; TYR
— tyrozynaza (oksydoreduktaza monofenol,
o-difenohtlen); TRP1 — biatko 1 pokrewne
tyrozynazie; USF-1 (ang. upstream stimulating
factor) — czynnik transkrypcyjny; UV — pro-
mieniowanie nadfioletowe

290

STRESZCZENIE

admierna ekspozycja na promieniowanie nadfioletowe (UV) jest jednym z gtéwnych
N czynnikéw etiologicznych nowotworéw skéry. Promieniowanie UV, bezposrednio lub
w sposéb posredni, przez generowanie reaktywnych form tlenu, uszkadza DNA, biatka i li-
pidy btonowe, dziata genotoksycznie, wywotuje zapalenie oraz immunosupresje. Kluczowg
role w ochronie skéry przed uszkodzeniami wywotanymi przez promieniowanie UV od-
grywaja melanocyty, komérki syntetyzujace barwniki melaninowe. W pracy przedstawiono
fotoprotekcyjne dziatanie melanin, regulacje melanogenezy w odpowiedzi na promieniowa-
nie UV i role biatka p53 w tym procesie oraz zwigzek miedzy melanogeniczng a antyoksy-
dacyjng aktywnos$cig melanocytéw. Dyskutowany jest réwniez udziat, indukowanych przez
promieniowanie UV, reaktywnych form tlenu w stymulowaniu syntezy melaniny.

WPROWADZENIE

Skora cztowieka jestjedynym narzagdem bezpos$rednio wystawionym na dzia-
tanie promieniowania nadfioletowego (UV) pochodzacego ze Storica. Chociaz
promieniowanie UV jest niezbedne do syntezy witaminy D, nadmierna ekspo-
zycja na promieniowanie stoneczne moze prowadzi¢ do fotokancerogenezy i fo-
tostarzenia skory [1-3], Promieniowanie UV, bezpos$rednio lub w spos6b posred-
ni, uszkadza kwasy nukleinowe, biatka i lipidy btonowe, dziata genotoksycz-
nie, wywotuje zapalenie oraz immunosupresje [4-7]. Energia promieniowania z
zakresu UVB (290-320 nm) jest bezposrednio absorbowana przez DNA i moze
indukowac tworzenie mutagennych cyklobutanowych dimeréw pirymidyny
(CPD) i fotoproduktéw (6-4) pirymidyno-pirymidonowych (6-4PP) [6]. Biolo-
giczne efekty promieniowania UVA (320-400 nm) zwigzane sg z generowaniem
reaktywnych form tlenu (RFT) poprzez fotoaktywacje endogennych iegzogen-
nych fotouczulaczy [5,7], RFT wywotujg oksydacyjne uszkodzenia DNA icoraz
wiecej dowodow wskazuje na istotny wkiad UVA w fotokancerogeneze [8-10],
Ponadto, RFT moga posredniczy¢ w przekazywaniu sygnatéw indukowanych
w komorkach przez promieniowanie UV. W skdrze RFT, szczegdlnie tlen single-
towy inadtlenek wodoru, tworzone sag w wyniku ekspozycji zarébwno na UVA
jak ina UVB [11,12],

Kluczowg role w ochronie skory przed niebezpiecznymi skutkami dziatania
promieniowania UV petnig melanocyty, komérki wyspecjalizowane w wytwa-
rzaniu i dystrybucji fotoprotekcyjnych barwnikéw melaninowych. Promienio-
wanie UV stymuluje synteze melaniny i eksport wytworzonego barwnika do
keratynocytow, co objawia sie bragzowieniem skory i nazywane jest opalaniem.
Zazwyczaj obserwuje sie wyrazng korelacje miedzy konstytutywna barwg skory
a odpornoscig na indukowany przez promieniowanie UV rumien i oparzenia
stoneczne [13]. Co wiecej, badania epidemiologiczne wskazujg, ze czesto$¢ wy-
stepowania nowotworow skory jest duzo wyzsza u 0sdb z jasng skérg i brakiem
zdolnosci lub stabg zdolnoscia do opalania (fototyp Ii Il), niz u 0oséb o ciemnej
skdrze, ktore tatwo sie opalaja [14,15]. Wydaje sie, ze nie tylko melanina, ale
réwniez sam proces melanogenezy jest mechanizmem chronigcym skore przed
promieniowaniem UV, a szczegélnie przed generowaniem stresu fotooksyda-
cyjnego.

MELANOGENEZA

W skérze cztowieka melanocyty zlokalizowane sg w warstwie podstawnej
naskdérka. Chociaz stanowig one nieliczna populacje (tylko ok. 1%) wsr6d komé-
rek naskorka, dzieki swoim wypustkom kazdy melanocyt pozostaje w kontak-
cie z okoto 36 keratynocytami, tworzac tzw. naskérkowa jednostke melaninowg
[16], Keratynocyty wydzielajg szereg substancji, ktére regulujg przezywalnos¢,
proliferacje i réznicowanie melanocytéw oraz stymulujg melanocyty do wytwa-
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rzania melaniny [17,18], Gesto$¢ melanocytéw w skérze lu-
dzi réznych ras/grup etnicznych jest podobna [19].

Melanocyty wytwarzajg dwa odrebne typy barwnikow
melaninowych: bragzowo-czarng eumelanine, ztozong gtow-
nie z monomerow typu indolowego i z6ta lub czerwong
feomelaning zawierajacg strukturalne podjednostki typu
benzotiazyny i benzotiazolu, powstate w wyniku wigczenia
cysteiny w szlak melanogenezy. Biosynteza melaniny za-
chodzi w melanosomach, cytoplazmatycznych organellach
melanocytéw, ktoérych bezposrednimi prekursorami sa wa-
kuolarne domeny wczesnych endosomow [20], Kluczowym
enzymem szlaku eumelanogenezy i feomelanogenezy jest
tyrozynaza (oksydoreduktaza monofenol, o-difenol:tlen;
EC 1.14.18.1; TYR), ktéra katalizuje obligatoryjny etap
syntezy melaniny — hydroksylacje L-tyrozyny do L-3,4-
dihydroksyfenyloalaniny (DOPA) i utlenianie L-DOPA do
L-DOPAchinonu (Ryc. 1). W inicjowaniu procesu melano-
genezy moga réwniez uczestniczy¢ dwa inne enzymy, hy-
droksylaza fenyloalaninowa i hydroksylaza tyrozynowa
I [21]. DOPAchinon jest wysoce reaktywnym zwigzkiem
i tatwo ulega wewnatrzczasteczkowej cyklizacji do leuko-
DOPAchromu, ktéry natychmiast zostaje utleniony przez
kolejng czasteczke DOPAchinonu, a produktami tej reakcji

redoks s DOPAchrom i DOPA. Dalsze losy DOPAchro-
mu zalezg od aktywnosci tautomerazy DOPAchromowej
(DCT; EC 5.3.2.3), ktora katalizuje przegrupowanie DOPA-
chromu do kwasu 5,6-dihydroksyindolo-2-karboksylowego
(DHICA). W nieobecnosci tego enzymu DOPAchrom ulega
powolnej spontanicznej dekarboksylacji, tworzac 5,6-dihy-
droksyindol (DHI). Powstate indole sg utleniane przez ty-
rozynaze do indolochinonéw, ktére polimeryzujg tworzac
eumelanine. Do prawidtowej syntezy eumelaniny wymaga-
ne jest jeszcze biatko TRP1 (biatko 1 pokrewne tyrozynazie),
ktore moduluje aktywnos$¢ tyrozynazy [22]. Synteza feome-
laniny obejmuje addycje cysteiny do DOPAchinonu z utwo-
rzeniem izomerdw cysteinyloDOPA, ktdre po utlenieniu do
chinonéw ulegaja cyklizacji do pochodnych benzotiazyny.
Tworzenie feomelaniny zachodzi przy niskich stezeniach
tyrozyny, niskiej aktywnos$ci tyrozynazy i nie wymaga
obecno$ci TRP1 i DCT [23,24].

Syntetyzowana melanina odktadana jest na fibrylach
biatkowej matrycy wewngtrz melanosomu. Wypetnione
melaning melanosomy sg transportowane do koncow wy-
pustek melanocytéw i nastepnie przekazywane do sasia-
dujacych keratynocytow na drodze fagocytozy, w ktdrej
uczestniczy aktywowany przez proteaze receptor 2 (PAR-

2) na powierzchni keratynocytéw. [22]. llos¢
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skéra zawiera duze, pojedyncze melanosomy
0 ksztakcie elipsoidalnym, wypetnione gtow-
nie eumelaning, natomiast w skoérze jasnej
melanosomy sg mate, mniej liczne, zawieraja
mniej melaniny i maja tendencje do tworzenia
skupisk [25,26], Melanosomy gromadzg sie
nad jadrami keratynocytéw, tworzac struktu-
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DNA przed promieniowaniem UV [25],
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Rycina 1. Szlak biosyntezy eumelaniny i feomelaniny w melanocytach. TYR — tyrozynaza, DCT
—tautomeraza DOPAchromowa, PAH —hydroksylaza fenyloalaninowa, THI -hydroksylaza tyro-
zynowa I. Szarym kolorem zaznaczono reakcje, ktére moga dodatkowo uczestniczy¢ w inicjowaniu
syntezy melaniny. Opracowanie wtasne na podstawie [21-24].

pochodne benzotiazyny
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fenotypu cztowieka jest receptor melanokorty-
nowy 1 (MC1R) na powierzchni melanocytéw
[27], Gen MC1R wykazuje wysoki polimorfizm
wsrod ludzi réznych ras i grup etnicznych. Zi-
dentyfikowano ponad 60 naturalnych warian-
tow MCI1R, przy czym allele typu dzikiego
dominujg wérdd czarnoskérych mieszkancow
Afryki. Niektére warianty alleli MC1R, okre-
$lane jako allele R, sg typowe dla ludzi o ru-
dych wtosach ijasnej skorze, ktérzy sg wyjat-
kowo wrazliwi na promieniowanie stoneczne
[27,28],

MCI1R nalezy do grupy receptorow zwia-
zanych z biatkiem G i reguluje zaréwno ilos¢,
jak i typ melaniny produkowanej przez mela-
nocyty [28], Fizjologicznymi agonistami MC1R
sg: hormon stymulujgcy melanocyty (a-MSH,
a-melanotropina) i hormon adrenokortyko-
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tropowy (ACTH), powstajace w skérze w wyniku przetwa-
rzania proopiomelanokortyny (POMC). Poniewaz komorki
skory syntetyzujg konwertazy PCIl i PC2, a takze biatko 7B2
niezbedne do generowania enzymatycznie aktywnej formy
PC2, uwaza sie, ze potranslacyjne przemiany POMC w sko-
rze zachodzg podobnie jak w osrodkowym uktadzie nerwo-
wym [29], Ekspresje genu i obecnos¢ biatka POMC wykryto
w keratynocytach i melanocytach, a takze w innych komér-
kach skory, co sugeruje, ze lokalnie produkowane melano-
kortyny moga regulowa¢ melanogeneze poprzez mechani-
zmy para, auto- lub intrakrynne [29]. Wigzanie a-MSH lub
ACTH do receptora MCI prowadzi do aktywacji cyklazy
adenylanowej i wzrostu wewnatrzkomdrkowego poziomu
cyklicznego AMP, co aktywuje zalezng od cAMP Kkinaze
biatkowg A (PKA). Po translokacji do jadra PKA fosforyluje
i aktywuje czynnik transkrypcyjny CREB (biatko wigzgce
element odpowiedzi na cAMP). Poniewaz regiony promo-
torowe gendéw TYR, TYRP1 i DCT nie posiadajg elementu
odpowiedzi na cCAMP (CRE), transkrypcyjna kontrola me-
lanogenezy jest koordynowana przez czynnik MITF (ang.
microphthalmia associated transcription factor). CREB wigze
sie z domeng CRE w regionie promotorowym genu MITF,
aktywujac jego transkrypcje, a MITF reguluje ekspresje ge-
néw TYR, TYRP1 i DCT przez wigzanie sekwencji okresla-
nych jako kasety M i E w promotorach tych genéw [29,30].
Zwiekszony poziom melanogenicznych enzymoéw stymulu-
je synteze eumelaniny [31].

Fizjologicznym antagonistg receptora MCI jest sygna-
towe biatko agouti (ASP u myszy, ASIP u cztowieka [28]),
ktore funkcjonuje jako kompetycyjny inhibitor wigzania
a-MSH do MCI1R [32]. U myszy, ekspresja genu agouti po-
woduje przetgczenie syntezy melaniny z eumelaniny do
feomelaniny, a mutacje wywotujgce nadprodukcje ASP pro-
wadzg do fenotypu o zohej siersci [29]. W prawidtowych
melanocytach cztowieka, ktore wykazujg relatywnie niski
konstytutywny poziom ekspresji MC1R, biatko ASIP bloku-
je catkowicie aktywacje MCI1R przez a-MSH i znosi stymu-
lujacy wptyw a-MSH na melanogeneze [32],

Synteza MCI1R jest regulowana przez jego ligandy, a tak-
ze przez szereg endokrynnych i parakrynnych czynnikéw,
znanych ze swojego wptywu na melanogeneze. Wykaza-
no, ze a-MSH i ACTH zwiekszajg poziom MC1R mRNA
w hodowlach melanocytéw [33,34], podczas gdy ASIP
drastycznie go redukuje [33], Wzrost poziomu transkryp-
tu MC1R obserwowano w prawidtowych melanocytach
cztowieka eksponowanych na dziatanie (3-estradiolu, hor-
monu zaangazowanego w hiperpigmentacje, endoteliny-1,
interleukiny-la i interleukiny-ip [33,35], Umiarkowany
spadek ekspresji MC1R zanotowano natomiast w przypad-
ku TNF-a i TGF-p, cytokin zdolnych do ttumienia melano-
genezy [35], Istotng role w regulowaniu ekspresji MC1R od-
grywa promieniowanie UV [33,35],

FOTOPROTEKCYJNE DZIALANIE MELANINY

Melanina zlokalizowana nad jadrami keratynocytéw
dziata jak ekran przeciwstoneczny, absorbujac i rozprasza-
jac padajgce promieniowanie, co znacznie zmniejsza jego
penetracje w naskdrku ichroni jadrowy DNA przed uszko-
dzeniami wywotanymi przez promieniowanie UV [16,36].
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Energia zaabsorbowanego promieniowania jest szybko i
efektywnie przeksztatcana w ciepto w obrebie polimeru
melaninowego. Dla eumelaniny stopienn konwersji energii
absorbowanych fotonéw promieniowania UV w ciepto jest
wiekszy niz 99% [37]. Fotoprotekcyjne dziatanie melaniny
moze wynikac takze z jej whasciwosci antyoksydacyjnych.
Eumelanina jest zdolna do wygaszania standw wzbudzo-
nych fotouczulaczy i tlenu singletowego oraz do oddzia-
tywania z reaktywnymi rodnikami tlenowymi, ktére moga
by¢ generowane w reakcjach fotochemicznych [37,18].
Istotnie, wykazano, ze melanina chroni melanocyty przed
oksydacyjnymi uszkodzeniami btony wywotanymi przez
promieniowanie UVA [38].

Szereg danych doswiadczalnych potwierdza protekcyjne
dziatanie melaniny przeciwko uszkodzeniom DNA wywo-
tanym przez promieniowanie UV. Por6éwnanie indukcji fo-
toproduktow DNA w hodowlach melanocytow cztowieka
0 réznej zawartosci melaniny, po ekspozycji na pojedyncza
dawke UV, wykazato odwrotng korelacje miedzy pozio-
mem CPD i 4-6PP a stopniem pigmentacji melanocytow,
przy czym poziom fotoproduktow byt najnizszy w mela-
nocytach o najwiekszej zawartosci melaniny [39,40]. Od-
wrotng korelacje miedzy zawarto$cig melaniny a zasiegiem
uszkodzen DNA indukowanych in situ przez promienio-
wanie UVA/UVB stwierdzono w naskorku oséb o roznej
konstytutywnej barwie skdry [41-43]. Ponadto, doswiad-
czalnie wykazano, ze pigmentacja indukowana w wyniku
powtarzanych ekspozycji chroni skdre przed uszkodzenia-
mi DNA, wywotanymi przez nastepne ekspozycje na pro-
mieniowanie UV [44].

MELANOGENEZA INDUKOWANA
PRZEZ PROMIENIOWANIE UV

Brazowienie skéry w odpowiedzi na $wiatto stoneczne
jest ztozonym procesem, w znacznym stopniu zdetermino-
wanym przez konstytutywng barwe skory. Rozréznia sie
dwa typy opalania: natychmiastowe, ktére moze zachodzi¢
w ciagu kilku minut po ekspozycji na promieniowanie UV
lopodznione, ktore zaczyna by¢ widoczne dopiero po Kkilku
dniach. Natychmiastowe opalanie indukowane jest gtownie
przez promieniowanie UVA i jest wynikiem fotooksydacji
istniejgcej melaniny lub produktow przejsciowych melano-
genezy przez RFT. OpdzZnione opalanie obejmuje aktywa-
cje funkcji melanocytéw i moze by¢ indukowane zaréwno
przez UVB jak i UVA [16,45]. W odpowiedzi na promie-
niowanie UV wzrasta synteza MITF i biatek specyficznych
dla melanocytéw, w tym TYR, TYRP1 i DCT, co stymuluje
melanogeneze i prowadzi do wzrostu produkcji melaniny
[19,45], Zwigksza sie rGwniez dendrytyczno$¢ melanocytow
i transfer melanosomdw do keratynocytéw oraz zmienia
dystrybucja melaniny w naskérku [19],

MITF jest czynnikiem transkrypcyjnym, zawierajacym
zasadowy motyw helisa-petla-helisa z suwakiem leucy-
nowym (b-HLH-LZ), ktéry wigze sie do sekwencji CA-
(T/IC)GTG, zwanej kasetag E, w promotorach wielu genéw
i aktywuje ich transkrypcje. Specyficzna dla melanocytow
izoforma MITF, MITF-M, uczestniczy w regulacji szlakow
sygnalizacyjnych, ktére kontroluja rozwdj, proliferacje,
przezywalno$¢ i réznicowanie melanocytow, jak réwniez

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

7 ~uv

a7 i a-MSH

niowanie UV wywotuje
wzrost ekspresji genow
POMC i MC1R w mela-
nocytach [51,52], Trans-
krypcja tych genéw regu-
lowana jest przez czyn-
nik USF-1 (ang. upstream
stimulating factor), po ak-
tywacji przez kinaze biat-
kowag p38 aktywowang
przez mitogeny (MAPK)
[52], USF-1, podobnie jak
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Rycina 2. Stymulacja melanogenezy przez promieniowanie UV. Biatko p53, aktywowane w odpowiedzi na uszkodzenia DNA
wywotane promieniowaniem UV, wigze sie do promotora genu proopiomelanokortyny (POMC) i aktywuje jego transkrypcje w
keratynocytach. a-Melanotropina (a-MSH), powstajagca w wyniku przetwarzania biatka POMC, wiaze sie z receptorem mela-
nokortynowym 1 (MC1R) na powierzchni melanocytéw, co aktywuje szlak cAMP. Czynnik transkrypcyjny MITF reguluje syn-

jac ich ekspresje [52,53],
=i Szlak kinaza p38/USF-I
posredniczy roéwniez w
indukowanej przez pro-
mieniowanie UV syntezie
tyrozynazy w melanocy-
tach [54] (Ryc. 2).

teze melanogenicznych enzymoéw, tyrozynazy (TYR), tautomerazy DOPAchromowej (DCT) i biatka 1 pokrewnego tyrozynazie

(TRP1). Aktywowana przez promieniowanie UV kinaza biatkowa p38 fosforyluje czynnik transkrypcyjny USF-1. Wigzanie ufos-
forylowanego (reszta seryny 153) USF-1 z sekwencja kasety Ew promotorach genéw MC1R, POMC i TYR aktywuje ich ekspresje
iprowadzi do wzrostu syntezy eumelaniny. Opracowanie wtasne na podstawie [30,52-57,69],

proces melanogenezy [46], MITF-M reguluje transkrypcje
melanogenicznych enzymow: tyrozynazy, TRP-1 i DCT, a
takze biatka PMEL17 niezbednego do tworzenia matrycy
melanosomu oraz biatka Rab27a, ktére uczestniczy w trans-
porcie melanosoméw w wypustkach melanocytu [30,47,48],
Synteza MITF w odpowiedzi na promieniowanie UV jest
regulowana przez czynnik transkrypcyjny SOX9, w sposob
zalezny od cAMP i PKA [49]. Wykazano, ze synteza SOX9
w melanocytach wzrasta znaczgco po ekspozycji na promie-
niowanie UVB, a SOX9 aktywuje bezposrednio promotory
genéw MITF i DCT, zwieksza synteze DCT i tyrozynazy
oraz stymuluje synteze melaniny [49]. Wzrost poziomu
DCT, ktorej aktywnos$¢ wptywa na proporcje monomerow
typu DHICA i DH1 w polimerze eumelaninowym, moze
mie¢ istotne znaczenie dla przeciwutleniajgcych witasciwo-
§ci melaniny. Stwierdzono bowiem, ze inaktywacja DCT
prowadzi do wzrostu poziomu RFT i ilosci apoptycznych
komérek w naskorku myszy po ekspozycji na promienio-
wanie UVA [50].

Wptyw promieniowania UV na melanogeneze zalezy sil-
nie od uktadu a-MSH/MCIR i przejawia sie na poziomie

zarowno receptora jak i aktywujacego go ligandu. Promie-
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Dobrze poznang rola
p38 MAPK jest zapobie-
ganie niekontrolowa-
nej proliferacji komorek
przez zatrzymanie ich
wzrostu i apoptoze, szczeg6lnie w odpowiedzi na reaktyw-
ne formy tlenu. RFT moga aktywowa¢ kinaze 1 sygnalizacji
apoptozy (ASK1), ktéra jest aktywatorem kinazy p38 [55,56],
Szereg dowodow wskazuje, ze w indukowanej przez pro-
mieniowanie UV aktywacji kinazy p38 posrednicza réwniez
RFT i ASK1 [57]. Mozna wiec przypuszczac, ze sam proces
melanogenezy jest odpowiedzig na stres oksydacyjny wy-
wotany przez promieniowanie UV.

FOTOUCZULAJACE WEASCIWOSCI MELANINY

Naskérkowe melanocyty sg komoérkami szczegdlnie
narazonymi na stres oksydacyjny. Promieniowanie UVA
penetruje do warstwy podstawnej naskorka, w ktérej re-
zyduja melanocyty i generuje w tych komérkach RFT. Sam
proces melanogenezy jest rowniez zrédtem RFT wewnatrz
melanocytow. Anion ponadtlenkowy i nadtlenek wodoru
produkowane sg podczas katalizowanej przez tyrozynaze
oksydacji difenoli (DOPA, DHI, DHICA) do ich chinondw
i w spontanicznych reakcjach polimeryzacji chinonowych
produktow posrednich melanogenezy [58]. Powstate RFT
moga aktywowaé tyrozynaze przez wigzanie sie z dwo-
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ma atomami miedzi w centrum aktywnym enzymu i prze-
ksztatcenie nieaktywnej formy metw aktywng katalitycznie
forme okso-tyrozynazy [21,59], Ze wzgledu na katalazowg
i peroksygenazowg aktywno$¢ tyrozynazy, generowany
nadtlenek wodoru moze by¢, przynajmniej czesciowo, wy-
korzystywany przez tyrozynaze do metabolizowania sub-
stratdw [58,60].

Ekspozycja melanocytéw na promieniowanie UVA lub
symulowane promieniowanie stoneczne (SSR, 300-400 nm)
wywotuje, zalezne od dawki, generowanie nadtlenku wodo-
ru i indukowanie oksydacyjnych uszkodzen DNA [61-63],
Uwaza sie, ze te procesy sa w duzym stopniu zwigzane z
fotouczulaniem melaniny lub produktéw przejsciowych me-
lanogenezy przez promieniowanie UV. Istotnie, w badaniach
in vitro wykazano, ze indukcja jednoniciowych peknie¢ DNA
przez UVA lub SSR jest nizsza w melanocytach o mniejszej
zawartosci endogennej melaniny i wzrasta po stymulacji me-
lanogenezy — przez suplementacje medium hodowlanego
tyrozyng, przed ekspozycjg na promieniowanie UV [62,63],
Niektore dane wskazujg, ze feomelanina jest bardziej sku-
tecznym fotouczulaczem niz eumelanina [63-65].

MELANOGENEZA - ODPOWIEDZ
MELANOCYTOW NA USZKODZENIA DNA

Pierwsze sugestie dotyczace zwigzku melanogenezy z
uszkodzeniami DNA lub ich naprawa pochodzg z obser-
wacji, ze endonukleaza V bakteriofaga T4, enzym napra-
wiajgcy uszkodzenia DNA przez wycinanie zasad, dodana
do hodowli melanocytow po ich ekspozycji na promienio-
wanie UV zwiegksza nie tylko naprawe DNA, ale rowniez
zawarto$¢ melaniny [66], Kolejne badania wykazaty, ze
mate fragmenty jednoniciowego DNA, takie jak dinukle-
otydy tymidynowe (pTpT), wprowadzone do hodowli
melanocytéw wywotujg wzrost poziomu tyrozynazy oraz
stymulacje syntezy melaniny w nieobecnosci UV. Migj-
scowa aplikacja pTpT indukuje zwiekszong pigmentacje
skory zwierzat doswiadczalnych, klinicznie i histologicz-
nie identyczng z t3 wywotang przez promieniowanie UV
[66]. Co wiecej, pTpT wywotuje aktywacje biatka supreso-
rowego p53, ktdre odgrywa zasadniczg role w odpowie-
dzi na uszkodzenia DNA, na$ladujac réwniez pod tym
wzgledem promieniowanie UV [67], Udzial biatka p53
w stymulowaniu melanogenezy potwierdzity badania,
w ktérych wykazano, ze p53 zwieksza synteze melaniny
przez aktywacje syntezy tyrozynazy, ale mechanizm tego
procesu nie zostat wyjasniony [68]. P6zniejsze badania wy-
kazaly, ze p53 bezposrednio kontroluje transkrypcyjng ak-
tywnos$¢ promotora genu POMC, a indukcja POMC przez
promieniowanie UV (via p53) zachodzi preferencyjnie w
keratynocytach i tylko w niewielkim stopniu w melanocy-
tach [69], Po ekspozycji skdry myszy na promieniowanie
UV, aktywacja p53 wzmaga transkrypcje genu POMC w
keratynocytach, zwiekszajagc wydzielanie a-MSH, ktory
nastepnie stymuluje receptor MC1R na melanocytach, da-
jac w rezultacie wzrost produkcji melaniny (Ryc. 2). Nato-
miast u myszy pozbawionych genu p53 nie wykryto akty-
wacji POMC, ani wzrostu poziomu a-MSH iindukowanej
przez promieniowanie UV pigmentacji [69], Wysunieto
sugestie, ze p53 funkcjonuje jako sensor/efektor melano-
genezy indukowanej przez promieniowanie UV [69].
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Biatko p53, powszechnie uwazane za ,straznika geno-
mu", reguluje ekspresje wielu genéw zaangazowanych w
kontrole cyklu komoérkowego, apoptozy, naprawy DNA i
ochrony antyoksydacyjnej. Akumulacja funkcjonalnego p53
prowadzi do zatrzymania cyklu komoérkowego, co pozwa-
la na naprawe uszkodzonego DNA lub eliminacje komorki
na drodze apoptozy i zapobiega reprodukcji komoérek z de-
fektem genetycznym [1]. Melanocyty sg komdérkami opor-
nymi na apoptoze indukowang przez promieniowanie UV
z powodu wysokiego poziomu BCL2, inhibitora proapop-
tycznego genu BAX aktywowanego przez p53. Melanocyty
uzywajg takze innych mechanizmoéw, aby zapewnié sobie
przezycie po ekspozycji na UV. Jednym z nich jest aktywa-
cja genu GADDA45a, regulatora cyklu komdérkowego, ktéry
hamuje apoptoze. W melanocytach i komdérkach czerniaka
ekspresja GADD45a aktywowana jest w sposob niezalezny
od p53 [70], Takie mechanizmy sg niezbedne dla zapewnie-
nia skdérze ochrony przed promieniowaniem UV, gdyz me-
lanocyty sg zréznicowanymi komorkami o stabej zdolnosci
do proliferacji, ktore funkcjonujg przez dziesigciolecia w na-
skorku cztowieka [36],

ZWIAZEK MIEDZY MELANOGENICZNA A
ANTYOKSYDACYJINA AKTYWNOSCIA MELANOCYTOW

Gtownym enzymem odpowiedzialnym za rozktad nad-
tlenku wodoru w melanocytach jest katalaza [71], W bada-
niach in vitro i ex vivo zaobserwowano, ze w melanocytach
pochodzacych z jasnej skory (typ Ii 1l) aktywnos$¢ katalazy
jest mniejsza niz w melanocytach pochodzacych ze skory
ciemniejszej [65,72]. Stosujac pierwotne hodowle melanocy-
tdw o réznym stopniu pigmentacji wykazano, ze ekspresja
katalazy na poziomie mRNA ibiatka, oraz jej aktywnos$¢ en-
zymatyczna korelujg z poziomem tyrozynazy i zawartoscig
melaniny w melanocytach [71]. Te dane wskazujg na istnie-
nie mechanizmu zdolnego do skoordynowanej regulacji ak-
tywnos$ci melanogenicznej i antyoksydacyjnej, co moze re-
prezentowac synergistyczng strategie w celu ochrony przed
uszkodzeniami wywotanymi przez promieniowanie UV. W
konsekwencji osoby o jasnej skdrze sg bardziej podatne na
stres fotooksydacyjny. Nie wiadomo, jaki czynnik reguluje
synteze katalazy w melanocytach. Mozna spekulowaé, ze
analogicznie do innych komérek [73], katalaza jest indu-
kowana w odpowiedzi na chroniczna ekspozycje na stres
oksydacyjny o niskim natezeniu, zwigzany z syntezg mela-
niny. Warto zaznaczy¢, ze niski poziom aktywnosci katala-
zy iniski poziom syntezy tego biatka, mimo niezmienionego
poziomu mRNA katalazy, wykryto w naskdrku pacjentéw
z bielactwem nabytym (vitiligo), chorobie o postepujgcym
charakterze, w ktorej dochodzi do utraty funkcjonalnych
melanocytow [74],

a-MSH, gtdwny stymulator melanogenezy, odgrywa
wazng role w ochronie melanocytow przed stresem oksy-
dacyjnym wywotanym przez promieniowanie UV. a-MSH
jest zdolny do hamowania generowania nadtlenku wodoru
w melanocytach, indukowanego przez promieniowanie UV
[61]. Dodanie a-MSH do hodowli melanocytéw 4 dni przed
ekspozycjg na promieniowanie UV powodowato zmniej-
szenie poziomu oksydacyjnych uszkodzen DNA, mierzo-
nych testem kometowym oraz hamowato tworzenie 7,8-di-
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hydro-8-oxoguaniny (8-oxodG) [61]. Takiego ochronnego
efektu nie obserwowano w melanocytach zawierajacych
zmutowang forme (utrata funkcji) receptora MCI, co wska-
zuje, ze antyoksydacyjne dziatanie a-MSH, podobnie jak
synteza melaniny, wymaga aktywacji MC1R [61]. a-MSH
wywotuje takze podwyzszenie poziomu katalazy i ferryty-
ny w melanocytach, co dodatkowo zwieksza ich potencjat
antyoksydacyjny [61]. Ostatnio wykazano, ze a-MSH mo-
duluje synteze czynnika transkcyjnego Nrf2 i zaleznych od
niego gendw [75]. Nrf2 aktywuje synteze enzymow fazy Il
detoksykacji, zawierajagcych w promotorach swoich genéw
element odpowiedzi antyoksydacyjnej (ARE). Konstytu-
tywnie, Nrf2 wigzany jest przez biatko Keap 1 i zatrzymy-
wany w cytoplazmie. W warunkach stresu oksydacyjnego
Nrf2 jest uwalniany od Keap 1 i translokowany do jadra
[75,76]. Aktywacje szlaku Nrf2 w ludzkich melanocytach
w odpowiedzi na promieniowanie UVA opisano niedaw-
no, wykazujac silng indukcje oksygenazy hemowej 1 (HO-
1) i umiarkowang indukcje lekkiej podjednostki ligazy
y-glutamylocysteinylowej (GCLM) [76], W przeciwienstwie
do UVA, promieniowanie UVB wywotuje w melanocytach
obnizenie zawartosci Nrf2 i HO-1, nawet ponizej poziomu
konstytutywnego, a a-MSH w fizjologicznych stezeniach
kompensuje supresyjny wptyw UVB na ekspresje tych ge-
néw. Co wiecej, wykazano, ze w melanocytach nie ekspo-
nowanych na promieniowanie UV a-MSH jest zdolny do
indukowania ekspresji Nrf2 i zaleznych od Nrf genéw HO-
1, y-GCS (syntetazy y-glutamylocysteinowej), szczeg6lnie
S-transferazy glutationowej Pi [75].

Czynnik transkrypcyjny MITF, ktory aktywuje trans-
krypcje biatek niezbednych dla syntezy melaniny, reguluje
réwniez komoérkowga odpowiedz na reaktywne formy tlenu
przez transkrypcyjng regulacje APE-I/Ref-1 (apurynowa/
apirymidynowa endonukleaza-l/czynnik redoks-1) [77],
APE-I/Ref-1 jest wielofunkcyjnym biatkiem zaangazowa-
nym w naprawe oksydacyjnych uszkodzen DNA przez
wycinanie zasad i regulacje redoks wielu czynnikéw trans-
krypcyjnych, miedzy innymi p53, AP-1, i NF-kB, w odpo-
wiedzi na subtoksyczne poziomy RFT. W pordwnaniu z
prawidtowymi melanocytami, poziom APE-I/Ref-1 jest
znaczaco wyzszy w komdrkach czerniaka, co moze stuzyé
jako adaptacyjna odpowiedZ na stres oksydacyjny [78].

PODSUMOWANIE

Udziat melanocytow w ochronie skéry przed stresem
oksydacyjnym wywotanym przez promieniowanie UV
jest ztozony i nie ogranicza sie tylko do fotoprotekcyjnych
funkcji wytwarzanej melaniny. RFT generowane w mela-
nocytach w wyniku fotouczulania melaniny lub wywotane
przez nie uszkodzenia DNA sa sygnatem do uruchomienia
kaskady szlakdw prowadzacych do wzrostu syntezy mela-
niny. Melanogeneza jest wiec odpowiedzig melanocytow
na zwiekszony poziom RFT indukowany przez promienio-
wanie UV. lIstnieje Scisty zwigzek miedzy melanogeniczna
a antyoksydacyjng aktywnoscig melanocytéw, co wskazuje,
ze prawidtowo przebiegajacy proces melanogenezy chroni
upigmentowane komorki przed stresem oksydacyjnym wy-
wotanym przez promieniowanie UV. Deregulacja melano-
genezy pociagga za sobg obfite i niekontrolowane generowa-
nie RFT, co moze inicjowac¢ kaskade zdarzen prowadzgcych
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do uszkodzenia melanocytoéw. Taki scenariusz byt wcze-
$niej proponowany dla wyjasnienia roli melatoniny w pato-
genezie bielactwa nabytego, choroby charakteryzujacej sie
postepujacg depigmentacja i utratg epidermalnych melano-
cytow [74]. Czerniak, zto$liwy nowotwor skéry wywodzacy
sie z melanocytéw, wykazuje powazne nieprawidtowosci w
strukturze melanosomdéw, co wptywa na zmiany struktury
syntetyzowanej melaniny [79]. Takie wadliwe melanoso-
my generujg duze ilosci RFT. RFT generowane sg rowniez
w wyniku zwiekszonego metabolizmu transformowanych
komorek i reakcji immunologicznej skierowanej przeciwko
guzowi. W komorkach czerniaka RFT posredniczg w ak-
tywacji wielu szlakéw sygnalizacyjnych prowadzgcych do
zwiekszenia przezywalnos$ci i proliferacji oraz ttumienia
apoptozy, co jest powodem wysokiej opornosci czerniaka
na chemioterapie [79].
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The role of melanocytes in protection against photooxidative stress
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ABSTRACT

Excessive exposure to solar ultraviolet radiation is an essential etiological factor for skin cancer. UV radiation, directly or indirectly through
the generation of reactive oxygen species (ROS), causes damage to DNA, proteins and lipids, and induces inflammation and immunosuppres-
sion. Cutaneous pigmentation afforded by melanocytes is the main photoprotective mechanism in human skin. In response to UV, melano-
cytes produce melanin pigments and transfer them to adjacent kératinocytes. This review describes: (i) the photoprotective action of melanin;
(it) the regulation of UV-induced melanogenesis and the role of p53 in this process; (in) the relation between melanogenic and antioxidant
activities in melanocytes. The possible involvement of UV-induced ROS in the stimulation of melanin synthesis is also discussed.
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STRESZCZENIE

owstawanie dinitrozylowych komplekséw zelaza (DNIC) w warunkach fizjologicznych

jest zwigzane z wystepowaniem stanu zapalnego, choréb ukiadu nerwowego i nowo-
tworéw. Akumulacja DNIC zbiega si¢ z intensywng produkcja tlenku azotu przez makro-
fagi, komoérki nerwowe, $rédbtonek, komérki Langerhansa i hepatocyty. DNIC sg uwazane
za forme, w jakiej moze by¢ w zywych komérkach przechowywany i stabilizowany tlenek
azotu. Poczatkowo uwazane byty za uboczny produkt oddziatywania "NO ze sktadnikami
komorki, jednakze obecnie przypisuje im sie istotne funkcje biologiczne. DNIC hamu-
ja agregacje ptytek krwi, rozszerzajac naczynia krwiono$ne obnizaja cisnienie krwi, biorg
udziat w indukcji ekspresji genéw kodujacych biatka odpowiedzi na stres oksydacyjny. Ich
pojawienie sie w komérkach poddanych dziataniu "NO jest $cisle zsynchronizowane z zaha-
mowaniem aktywnosci enzymow zelazowo-siarkowych 1i Il kompleksu mitochondrialnego
tancucha oddechowego oraz mitochondrialnej akonitazy. DNIC nieodwracalnie hamuja ak-
tywnos$¢ reduktazy glutationowej, a w sposoéb odwracalny réwniez S-transferaz glutationo-
wych. Biorg réwniez udziat w regulacji puli labilnego zelaza w komérce.

WPROWADZENIE

Paramagnetyczne dinitrozylowe kompleksy zelaza odkryto ponad 40 lat
temu jako pierwsze kompleksy tlenku azotu naturalnie wystepujace w organi-
zmach zywych. Prawdopodobnie pierwszego dowodu na tworzenie sie dinitro-
zylowych kompleksow zelaza w zywych komoérkach dostarczyli Commoner i
wsp. [1] w roku 1965. Za pomocg spektroskopii elektronowego rezonansu para-
magnetycznego zarejestrowali oni w watrobach szczuréw, u ktérych wywotano
chemicznie zmiany nowotworowe, sygnat o warto$ci wspdtczynnika rozszcze-
pienia spektroskopowego g = 2,04. Sygnat ten poprawnie zinterpretowano jako
pochodzgcy od kompleksu zelaza z tlenkiem azotu i Ugandami zawierajgcymi
grupy sulfhydrylowe [2].

DNIC powstajg w organizmach zywych w warunkach fizjologicznych i pa-
tologicznych zwigzanych ze stanem zapalnym, reperfuzjg po niedokrwieniu,
chorobami uktadu nerwowego (np. chorobg Parkinsona), nowotworami czy
zespotem odrzucenia przeszczepu. Powstawanie DNIC zwigzane jest z inten-
sywna produkcja tlenku azotu przez makrofagi, komoérki nerwowe, $rédbtonek,
komorki Langerhansa lub hepatocyty [3,4]. Odkryciu DNIC poswigcano mato
uwagi az do roku 1986, kiedy tlenek azotu (Il) ("NO) zostat zidentyfikowany
jako $rodbtonkowy czynnik relaksujacy (EDRF — ang. endothelium-derived rela-
xingfactor) czyli substancja odpowiedzialna za rozszerzanie miesni gtadkich na-
czyn krwionos$nych i w efekcie regulujgca cisnienie krwi. Tlenek azotu (I1) i jego
kompleksy posredniczg takze w przewodzeniu sygnatéw nerwowych, regulacji
odpowiedzi immunologicznej i apoptozy [5], Jednoczes$nie, jako wolny rodnik,
'NO stosunkowo tatwo reaguje ze sktadnikami komorki, a jego nadprodukcja
czesto zbiega sie z wystepowaniem choréb neurodegeneracyjnych [6], Ze wzgle-
du na wysoki wspoétczynnik dyfuzji i rodnikowy charakter, *NO jest w srodowi-
sku komdrkowym czasteczka o krotkim czasie pétrwania. DNIC i nitrozotiole
sg uznawane za dwie stabilne formy *NO, w ktérych jego powinowactwo do
atoméw zelaza i siarki pozwala na zachowanie formy rodnikowej, a jednocze-
$nie chroni komorki przed niebezpiecznymi skutkami dziatania rodnika.

DINITROZYLOWE KOMPLEKSY ZELAZA

Sktad DNIC jest zroznicowany w zaleznosci od warunkdw, w jakich powstajg
(Ryc. 1). Atom centralny, bedacy jonem zelaza na formalnym stopniu utlenienia
okresSlanym jako +1 [7] jest zwigzany w pierwszej strefie koordynacji z dwie-
ma czgsteczkami *NO i najczesciej dwoma innymi Ugandami, ktére koordynuja
przez tiol, grupe aminowa, iminowg lub karboksylowg. Badania DNIC techni-
ka EPR pozwolity na okreslenie struktury przestrzennej tych kompleksow w
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czagsteczkowej
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— Cys

Pula Labilnego
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Rycina 1. Powstawanie DNIC w komérkach ssakéw.

roztworach wodnych i niejednokrotnie sugerowaty wyste-
powanie w pierwszej sferze koordynacyjnej dodatkowych
ligandéw (np. wody). Formy krystaliczne uzyskane z roz-
puszczalnikdw niepolarnych na og6t nie majg charakteru
rodnikowego (Ryc. 2).

-
NO

\ ]

NO

Rycina 2. Struktura przestrzenna DNIC w roztworze wodnym.

Naturalnymi ligandami tworzgcymi DNIC mogg by¢
zarobwno czasteczki o niskiej masie czasteczkowej, takie jak
glutation, cysteina lub homocysteina, jak réwniez peptydy
i biatka o wysokiej masie czasteczkowej (Ryc. 3). Gtéwnymi
ligandami biatkowymi tworzagcymi DNIC sg biatka zawie-
rajace zelazo, takie jak biatka hemowe, niehemowe biatka
zelazowo-siarkowe oraz biatka zawierajace jedno- lub dwu-
atomowe centra zelazowe. DNIC mogga tworzy¢ takze biat-
ka niezawierajace zelaza, a posiadajgce dostepne sterycz-
nie pierscienie imidazolowe lub wolne grupy tiolowe oraz
rodniki biatek. W warunkach podwyzszonej produkcji ‘'NO
pierwsze ulegajg nitrozylacji biatka zawierajace centra zela-
zowo-siarkowe [8],

BUDOWA | WEASCIWOSCI DNIC

Ze wzgledu na strukture elektronowa rdzenia, znane
stabilne DNIC mozna podzieli¢ na trzy grupy: paramagne-
tyczne pojedynczo-rdzeniowe {Fe(NO),}9 dimery zawiera-
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Rycina 3. DNIC o matej (A, B) i duzej masie czasteczkowej (C). (A) DNIC z cyste-
ing; (B) DNIC z histydyna; (C) DNIC z biatkiem MutY. Atom Zelaza oznaczono
kolorem bragzowym, siarki — zéttym, wegla — btekitnym, azotu — niebieskim,
tlenu —czerwonym, wodoru —biatym.

jace sprzezong pare [{Fe(NO)292 ktére sa diamagnetyczne
z powodu parowania elektrondw oraz diamagnetyczne
kompleksy typu {Fe(NO)7H0 Ze wzgledu na tatwosé wykry-
wania metodami spektroskopowymi i powszechno$¢ wy-
stepowania w uktadach biologicznych najczesciej badane
i najlepiej scharakteryzowane sg paramagnetyczne DNIC
charakteryzujace sie widmem EPR o warto$ci wspétczyn-
nika rozszczepienia spektroskopowego g -2,03 [9] (Ryc. 4).
Widma rezonansu elektronowego tych komplekséw sa
nieswoiste. Podobny sygnat EPR moze pochodzi¢ z DNIC
biatka zawierajgcego tylko jedng grupe tiolanowa, jak i wie-
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Rycina 4. Widmo EPR DNIC uzyskane w Instytucie Chemii i Techniki Jadrowej.

le takich grup, lub zadnej, a takze z DNIC zawierajgcego
w swoim sktadzie zar6wno ligandy wielko- jak i niskocza-
steczkowe. Dotychczas nie udato sie sprecyzowaé, ktdre z
powstajacych w komérce ligandéw wchodzg w sktad DNIC
majacych funkcje biologiczne, jednak ostatnie doniesienia
wskazuja, ze znaczna cze$¢ tych komplekséw jest tworzo-
na przez biatka o duzej masie czasteczkowej. Dinitrozylowe
kompleksy z tymi Ugandami sg stosunkowo stabilne. In vivo
diglutationylo-dinitrozylowy kompleks zelaza i inne tego
typu kompleksy z Ugandami o matej masie czgsteczkowej sg
najprawdopodobniej w rownowadze z kompleksami zwig-
zanymi z czasteczkami réznych biatek [10,11].

Sygnat DNIC zaobserwowano w ptynach fizjologicznych,
ekstraktach komdrkowych i catych komdrkach poddanych
dziataniu ’NO niezaleznie od ich pochodzenia [11,12], Cha-
rakterystyczny sygnat o wartosci g = 2,03 uzyskano takze
dla zwigzkoéw, ktore stuzyty jako modele biatkowych cen-
trow zelazowo-siarkowych znajdowanych w biatkach ([2Fe
-2S] lub [4Fe-4S]), po reakcji z 'NO [13].

DZIALANIE BIOLOGICZNE

DNIC, METABOLIZM ZELAZA |
REAKTYWNE FORMY TLENU

Szczegblna rola zelaza w uktadach biologicznych zwig-
zana jest z mozliwos$cig zmiany stopnia utlenienia w sze-
rokim zakresie potencjatu oksydoredukcyjnego, ktéry moze
by¢ dodatkowo modyfikowany przez koordynowane Ugan-
dy. Ta cecha decyduje jednocze$nie o toksycznosci zelaza i
moze prowadzi¢ do uszkodzenia waznych sktadnikéw ko-
marki, w tym DNA. Zelazo bierze bowiem udziat w reak-
cji Fentona, w wyniku ktdrej tworzy sie bardzo reaktywny
rodnik hydroksylowy. Zywe organizmy wyksztatcity liczne
mechanizmy pozwalajgce na $cistg regulacje pobierania ze-
laza oraz jego przechowywanie w formie nieaktywnej w re-
akcji Fentona. O znaczeniu zelaza dla organizméw zywych
Swiadczy takze fakt, ze wiekszo$¢ komaérek ssakow nie po-
siada mechanizmow umozliwiajgcych specyficzne usuwa-
nie nadmiaru zelaza poza obreb komorki, wiec cate zelazo
jakie do niej naptywa zostaje zuzyte lub zmagazynowane.
DNIC mogga by¢ jedynag forma w jakiej jony zelaza usuwa-
ne sg z wiekszo$ci komérek. Badania Richardsona i Watts'a
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[14] wykazaty, ze donory 'NO, ale nie NO+i ONOO, po-
wodujg uwalnianie zelaza z cytosolu na zewnatrz komarki.
Proces ten zalezy od obecnosci glutationu i ATP. Szczeg6to-
we badania wykazaty, ze poczatkowym etapem w tym pro-
cesie jest utworzenie DNIC z glutationem, a nastepnie caty
kompleks przenoszony jest przez btone komdrkowa przy
udziale biatka MRP1 (ABCC1) [15] (Ryc. 5).

Pomimo Scistej kontroli poziomu zelaza i jego magazyno-
wania w postaci komplekséw z biatkami, pewna jego ilos¢
wystepuje w komorce w postaci puli zelaza labilnie zwig-
zanego z niskoczasteczkowymi Ugandami (LIP, ang. Labile
Iron Pool), ktora tatwo moze wchodzi¢ w reakcje Fentona
[16]. Zwiekszonemu wytwarzaniu "NO i innych rodnikéw
w czasie stresu oksydacyjnego towarzyszy wzrost puli la-
bilnego zelaza, w wyniku jego uwalniania z biatek zawiera-
jacych klastry zelazowo-siarkowe, takich jak akonitaza [17]
lub biatko Rieske'go [18]. Jednoczes$nie, jak wynika z nie-
zaleznych badan kilku zespotdw [19-21], zelazo wchodzace
w skiad DNIC tworzacych sie w komérkach pochodzi w
znaczacym stopniu z jego labilnej puli, a poziom tworza-
cych sie DNIC koreluje z poziomem LIP [20], Badania EPR
wykazaty takze, ze jony zelaza uwolnione z ferrytyny w
warunkach stresu oksydacyjnego, biorg udziat w syntezie
DNIC z glutationem. Tworzenie sie DNIC moze wigec chro-
ni¢ komorki przed niekorzystnym dziataniem zwiekszone-
go poziomu jonow zelaza i tlenku azotu. Shumaev i wsp.
[22] badat oddzialtywanie DNIC z reaktywnymi formami
tlenu wywotujgcymi stres oksydacyjny takimi jak aniono-
rodnik ponadtlenkowy, nadtlenek wodoru, nadtlenek tert-
butylu i nadtlenoazotyn. Nadtlenek wodoru i tert-butylu
tylko w niewielkim stopniu powodowaty rozpad DNIC z
albumina surowicy wotowej (DNIC-BSA) nawet wtedy,
gdy ich stezenia bytly o rzad wielko$ci wyzsze od stezenia
DNIC-BSA. Stad wniosek autorow, ze zelazo zwigzane w
tego typu kompleksie nie uczestniczy w reakcjach typu Fen-
tona. Podobne wyniki autorzy uzyskali takze dla DNIC z
glutationem w obecnos$ci nadtlenku wodoru. Wykazali oni,
ze DNIC z glutationem i cysteing hamuje w ponad 70% po-
wstawanie rodnikow probukolu w uktadzie HD Zprobu-
kol/hemina. DNIC z ligandami fosforanowymi byty nieco
mniej skuteczne (-50% hamowania). Autorzy sugerujg, ze

DNIC DNIC LIP

(EDRF) (l-'.l)RI-')Y

*NO

Przestrzen

zewnatrzkomorkowa

DNIC
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( ‘NO '7) Biatka
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Rycina 5. Rola DNIC w metabolizmie zelaza. DNIC — dinitrozylowe komplek-
sy zelaza, LIP —pula labilnego zelaza, MRP1 — biatko opornosci wielolekowej
ABCC1, GST —S-transferaza glutationowa.
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staba reaktywnos$¢ DNIC w stosunku do reaktywnych form
tlenu moze mie¢ znaczenie dla rownowagi pro- i antyok-
sydacyjnych reakcji w uktadzie sercowo-naczyniowym, jak
rowniez przyczyniac sie do stwierdzonej skutecznosci albu-
miny jako cytoprotektora i inhibitora apoptozy.

Wysoka stabilnos¢ w roztworze, brak wptywu chelato-
row zelaza na rozktad DNIC, a takze brak zalezno$ci ksztat-
tu sygnatu EPR od temperatury wskazujg na obojetny cha-
rakter tych komplekséw. Ich tworzenie moze by¢ czeSciowo
odpowiedzialne za ochrone komdrek przed szybkim wzro-
stem LIP do pozioméw, ktore wystepujg w trakcie stanu za-
palnego. Liczne doniesienia wskazujg takze, ze DNIC gro-
madzg sie w rejonach komaorki zawierajgcych lipoproteiny o
wysokiej masie czgsteczkowej, takich jak btony komérkowe
[20,21], co eliminuje aktywne oksydoredukcyjnie jony zela-
za z bezposredniego sasiedztwa DNA i powoduje, ze ko-
morki staja sie mniej podatne na stres oksydacyjny.

MODYFIKACJE BIALEK

DNIC o matej masie czasteczkowej moga modyfikowac
biatka tworzac S-nitrozotiole lub oddziatujac na centra ak-
tywne zawierajace zelazo, poprzez mechanizm bezposred-
niej transnitrozylacji badz uwalniajgc tlenek azotu lub jego
pochodne [7], DNIC wywotujg akumulacje biatka szoku
cieplnego HSP70 w tkankach szczuréw i wykazujg dziata-
nie ochronne w stanach reperfuzji po niedokrwieniu mie-
$nia sercowego [23], Proponowany mechanizm akumulacji
HSP70 wywotywanej DNIC jest zwigzany z mozliwoscig
uwalniania tlenku azotu z DNIC w formie kationu nitro-
zoniowego NO+ Kation ten reaguje z grupami holowymi
czynnikéw transkrypcyjnych HSF (ang. heat shock transcrip-
tion factors) powodujac powstanie formy przejSciowej — S-
nitrozotiolu. Rozpad S-nitrozotiolu prowadzi do powsta-
wania rodnikéw tiolowych, a w konsekwencji tworzenia
sie mostkow dwusiarczkowych miedzy czasteczkami HSF,
ktore ulegajg trimeryzacji i w efekcie aktywacji.

DNIC I BIALKA HEMOWE

Najlepiej poznanym fizjologicznym celem 'NO jest roz-
puszczalna cyklaza guanytanowa (SGC). Tlenek azotu (ll)
wigze sie ze zredukowanym centrum hemowym sGC po-
wodujgc uwolnienie wigzgcej zelazo reszty histydyny i
utworzenie kompleksu Fe2~NO. Reakcja ta pocigga za sobg
zmiane geometrii hemu i zmiany konformacyjne biatka do
postaci aktywnej enzymatycznie [24], Oprocz 'NO do ak-
tywacji sGC zdolne sg takze inne reaktywne formy azotu,
takie jak S-nitrozotiole i DNIC o matej masie czasteczkowej.
Aktywacja sGC przez S-nitrozotiole jest hamowana przez
chelatory zelaza, co wskazuje na kluczowg role DNIC w
tym procesie [25]. Ostatnie doniesienia wskazujg jednak na
podwdjng role DNIC w procesie aktywacji sGC. Aktywa-
cja sGC moze by¢ hamowana przez S-nitrozylacje jej reszt
cysteinowych co powoduje niewrazliwo$¢ sGC na 'NO.
Niewrazliwo$¢ sGC na 'NO uwazane jest z kolei za przy-
czyne wielu zaburzen uktadu krazenia [26], Mayer i wsp.

[27] wykazali, ze chociaz w obecnosci fizjologicznych ste-

zen glutationu DNIC aktywujg sGC, to usuniecie glutationu
ze $rodowiska reakcji powoduje odwracalne zahamowanie
aktywnosci sGC zwiazane z jego S-nitrozylacjg. Autorzy
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spekulujag, ze mechanizm ten moze by¢ odpowiedzialny za
zaburzenia funkcji uktadu krazenia w stanach stresu oksy-
dacyjnego zwigzanego ze stanami zapalnymi.

DNIC | ZELAZOWE BIALKA NIEHEMOWE

Tlenek azotu (I1) oddziatuje takze z biatkami zawierajacy-
mi zelazo w formie niehemowej, takiej jak jedno- lub dwu-
atomowe centra zelazowe oraz klastry zelazowo-siarkowe.
Nitrozylacja centrow zelazowo-siarkowych prowadzi z
reguty do ich degradacji i zahamowania aktywnosci biat-
ka. Na przyktad, nitrozylacja jedno- lub dwuatomowych
centrow zelazowych lipooksygenaz i powstawanie DNIC
hamuje aktywnos$¢ biatek [28], Podobnie jak w przypadku
lipooksygenaz, DNIC powstaje rowniez w reakcji ferrytyny
i metalotioneiny z 'NO [29,30], Powstawanie DNIC w reak-
cji zmetalotioneinami chroni przed szkodliwym dziataniem
reaktywnych form azotu [31],

Centra zelazowo-siarkowe biorgce udziat w przenosze-
niu elektrondw w mitochondrialnym tancuchu oddecho-
wym sg trudnodostepne dla 'NO. Stwierdzono, ze dziatanie
‘N O na biatko Rieske'go zawierajace klaster 2Fe2S powodu-
je degradacje klastra i uwolnienie jonow zelaza. Uwolnione
jony zelaza tworzg kompleksy analogiczne do DNIC matej
masie czasteczkowej [18], Centra zelazowo-siarkowe bedgce
elementem centrow aktywnych ibiorgce udziat w procesach
katalizy sg tatwiej dostepne dla ‘NO. Sg to na ogdt klastry
[4Fe-4S], w ktorych trzy atomy zelaza sg chelatowane przez
atomy siarki reszt cysteiny w biatkach, a czwarty jest koor-
dynowany przez atomy nieorganicznej siarki [32], Substrat
reaguje z zelazem chelatowanym przez nieorganiczne ato-
my siarki. Najlepiej poznang grupg enzymow tego typu sg
mitochondrialne i cytoplazmatyczne akonitazy. Mitochon-
drialna akonitaza katalizuje izomeryzacje cytrynianu do
izocytrynianu w cyklu kwasu cytrynowego. Zawiera cen-
trum [4Fe-4S], ktore jest niezbedne do tworzenia kompleksu
aktywnego z cytrynianem. Apoproteina cytoplazmatycznej
akonitazy jest identyczna z biatkiem IRP1, biorgcym udziat
w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji wielu genéw kodu-
jacych biatka metabolizmu zelaza [32], Wykazano, ze 'NO
powoduje degradacje klastra [4Fe-4S] akonitazy, co prowa-
dzi do powstania apoproteiny i aktywacji IRP1 [33]. Hamo-
waniu aktywnosci akonitazy cytoplazmatycznej i aktywacji
biatka IRP1 towarzyszy powstawanie sygnatu EPR charak-
terystycznego dla DNIC [34], Badania Kennedy i wsp. [35]
wykazaly, ze powstawanie DNIC zwigzanych z centrum
aktywnym akonitazy, jest poczatkowym etapem degradacji
klastra [4Fe-4S]. Podobnie dehydrataza dihydroksykwaséw
(EC 4.2.1.9) posiadajgca w centrum katalitycznym klaster
[4Fe-4S] tatwo reaguje z 'NO dajac sygnat charakterystycz-
ny dla DNIC, co prowadzi do zahamowania jej aktywnosci
enzymatycznej [36],

W powstawaniu DNIC biorg takze udziat centra zela-
zowo-siarkowe petnigce funkcje strukturalne, takie jak na
przyktad centra [4Fe-4S] glikozylaz z rodziny endonukleazy
I1l. Centra takie sg jednak duzo bardziej odporne na utle-
nianie niz centrum katalityczne akonitazy lub dehydratazy
dihydroksykwasow [36]. Jednak one takze tworzg DNIC
w obecnosci ‘NO zaréwno in vitro, jaki in vivo, chociaz do
jego powstania wymagajg duzo wyzszych stezen ‘NO. Mo-
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dyfikacja klastra endonukleazy Ill powoduje jego rozpad i
catkowicie hamuje aktywnos$¢ glikozydazowga enzymu [37],
Na dziatanie 'NO wrazliwy jest takze klaster [4Fe-4S] biatka
DinG nalezacego do nadrodziny 2 helikaz DNA i bioragcego
udziat w procesach naprawy DNA z wycieciem nukleoty-
du oraz rekombinacji homologicznej. Chociaz aktywnos$¢
helikazowa biatka utrzymuje sie nawet po 30 minutowym
traktowaniu 1 mM H2v juz 750 pM stezenie 'NO powo-
duje catkowite zahamowanie jego aktywnosci. Zahamowa-
niu aktywnosci biatka towarzyszy powstanie zwigzanych
z biatkiem DNIC i catkowity rozpad klastra [4Fe-4S] [38].
Autorzy sugeruja, ze zahamowanie aktywnosci enzymoéw
zwigzanych z naprawa DNA, moze leze¢ u podstaw wy-
wotanej przez "NO niestabilnosci genetycznej. Postuluje
sie takze, ze atak 'NO na klastry zelazowo-siarkowe bia-
tek bakteryjnych jest jedng z przyczyn bakteriostatycznego
dziatania tego zwigzku [39].

UDZIAL DNIC W REGULACJI EKSPRESJI GENOW

Ekspresja wielu gendw E. coli zaangazowanych w obrone
przed uszkodzeniami wywotanymi przez RFT i RFA po-
wstajagce w czasie wybuchu tlenowego podczas aktywacji
makrofagoéw kontrolowana jest przez zawierajgce centra
[2Fe -2S] biatko SoxR, ktére aktywuje transkrypcje regulonu
SoxS [40], Biatko SoxR aktywowane jest takze przez 'NO,
S-nitrozotiole i DNIC o matej masie czasteczkowej [41]. Ak-
tywacja SoxR przez ‘NO nastepuje poprzez bezposrednig
modyfikacje centréow [2Fe-2S] do adduktow dinitrozyl-ze-
lazo-ditiolowych, co zaobserwowano zar6wno w nienaru-
szonych komérkach bakteryjnych jak i oczyszczonym biat-
ku SoxR traktowanym ’NO [42], Lo i wsp. [43] wykazali, ze
DNIC zwigzany z klastrem biatka SoxR powstaje zaréwno
w obecnosci 'NO, S-nitrozotioli jak i DNIC o matej masie
czasteczkowej.

S-TRANSFERAZY GLUTATIONOWE - MAGAZYN DNIC

S-transferazy glutationowe (GST) to grupa enzymodw
biorgcych udziat w obronie komérki przed zwigzkami tok-
sycznymi [44], GST sg prawdopodobnie zaangazowane w
wigzanie, przechowywanie i detoksykacje DNIC, poniewaz
moga one dziata¢ jak putapka rodnikowa dla tych komplek-
sow przy zachowaniu aktywnos$ci detoksyfikacyjnej przez
pozostate, niezwigzane z DNIC podjednostki [45], Cyto-
solowe GST cztowieka funkcjonujg jako dimery. Mozna je
podzieli¢ na osiem klas na podstawie sekwencji reszt ami-
nokwasowych, struktury trzeciorzedowej, swoistosci sub-
stratu i inhibitoréw oraz wiasciwosci immunologicznych.
Kazda podjednostka zawiera miejsce wigzania glutationu
(G-site), i miejsce wigzania substratu hydrofobowego (H-
site). Najwazniejszg reakcjg katalizowang przez GST jest
sprzeganie atomu siarki glutationu i elektrofilowych cen-
trow toksycznych zwigzkéw organicznych, co zwigksza ich
rozpuszczalno$é i umozliwia wydalanie [44],

Ostatnio wykazano, ze klasy alfa, pi i mi GST, ktore sta-
nowiag 90-95% wszystkich GST ssakdw, wigzg z wysokim
powinowactwem DNIC, a warto$ci statych dysocjacji osza-
cowano na 101010'9M [45], W przypadku glutationylowego
DNIC, jeden z ligandéw glutationylowych wigze sie z miej-
scem G enzymu, a drugi zostaje oddysocjowany i zastgpio-
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ny przez pierscien fenolowy reszty tyrozyny [46], Wigzanie
tak zmodyfikowanego kompleksu do pierwszej podjed-
nostki dimeru GST indukuje oddziatywanie miedzy pod-
jednostkami i powoduje obnizenie powinowactwa drugiej
podjednostki do DNIC, co umozliwia jej utrzymanie nor-
malnej aktywnosci enzymatycznej [45]. W ten sposob GSTs
moze chroni¢ biatka przed toksycznym dziataniem DNIC i
jednoczes$nie zapobiega¢ usuwaniu DNIC na zewnatrz ko-
morki przez biatko MRP1, co spowodowatoby obnizenie
komérkowego poziomu zelaza. De Maria i wsp. [46] za-
uwazyli, ze z filogenetycznego punktu widzenia ewolucja
w nadrodzinie S-transferaz glutationowych jest ukierunko-
wana na optymalizacje procesu wigzania DNIC, poniewaz
najmtodsze ewolucyjnie klasy alfa, mi i pi wykazujg wyzsze
powinowactwo do DNIC niz najstarsza ewolucyjnie klasa
teta.

DNIC - ZASTOSOWANIE W MEDYCYNIE

Dinitrozylowe kompleksy zelaza sg donorami 'NO o po-
tencjalnym zastosowaniu w terapii choréb sercowo-naczy-
niowych ze wzgledu na udowodnione dziatanie rozszerza-
jace naczynia krwionos$ne i sa obecnie intensywnie badane
[7,47,48]. Najlepiej poznane pod katem przenoszenia ‘NO w
uktadach biologicznych sg dinitrozylowe kompleksy zelaza
z cysteing (DNIC-Cys) i glutationem (DNIC-GSH) [11,49].
Wedtug Mulsch'a i wsp. [50] sg one aktywatorami cyklazy
guanylanowej i wywotujg rozszerzanie naczyn krwiono-
$nych. Dinitrozylo-L-cysteinian zelaza (Il) silnie aktywuje
preparat rozpuszczalnej cyklazy guanylanowej i rozszerza
obkurczone segmenty tetnic pozbawione $rédbtonka. Jed-
nak kompleks Fe(NO)2Cys)" jest niestabilny, jego okres pét-
rozpadu wynosi 2 minuty przy stezeniu 10 pM w 310 K. W
komorkach $ciany aorty kompleks zostaje przeksztatcony
w DNIC duzej masie czgsteczkowej z Ugandami biatkowy-
mi. W tej postaci DNIC sg znacznie bardziej stabilne (do 2
godzin w 310 K). Kompleksy te zyskaty zainteresowanie ze
wzgledu na znikomg toksyczno$¢. DNIC-Cys i DNIC-GSH
dziatajg rozkurczowo na izolowane tetnice w zakresach
stezen i czasu odpowiadajgcych kinetyce uwalniania ‘NO.
DNIC-Cys, ktéry bardzo szybko dysocjuje z wydzieleniem
'NO w roztworze wodnym, ma szybkie, ale przemijajace
dziatanie rozkurczajagce na segmenty aorty pozbawione
$rodbtonka [51]. Z kolei DNIC-GSH uwalniajagcy 'NO wol-
niej niz DNIC-Cys, wywotuje diugotrwaty i narastajacy
efekt rozkurczania i hamowania reakcji na noradrenaline
[52]. Vanin i wsp. [53] opracowali metode uzyskiwania roz-
puszczalnego w wodzie suchego preparatu glutationylowe-
go DNIC w dekstranie. Preparat wykazuje dziatanie hipo-
tensyjne i dziata rozkurczajgco na naczynia krwionosne, a
takze hamuje agregacje ptytki miazdzycowej. Ukazaly sie
rowniez doniesienia, iz preparat w przyspiesza gojenie ran
skory u szczurow [54], Preparat wykazuje sie niskg toksycz-
noscia i nie stwierdza sie jego mutagennego ani proapopto-
tycznego dziatania.

PODSUMOWANIE

Postep badan nad dinitrozylowymi kompleksami zelaza
przynosi coraz wiecej wiedzy na temat ich roli w uktadach
biologicznych. Obecnie wydaje sie, ze oprocz pierwotnie
przypisywanej im roli ,magazynu” 'NO, petnig one réow-
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niez istotng funkcje w przewodzeniu sygnatéw komorko-
wych i sg kluczowym elementem niektdrych procesoéw re-
gulujacych ekspresje genéw i aktywnos$¢ biatek zaréwno
na poziomie transkrypcji, translacji jak i potranslacyjnym.
Zarowno nisko — jak i wielkoczasteczkowe DNIC sg bar-
dziej stabilne niz sam tlenek azotu (Il) i s3 uwazane za jego
przeno$niki. DNIC posrednicza réwniez w katalizowa-
nej przez zelazo reakcji tworzenia i rozktadu S nitrozotio-
li. DNIC hamuja agregacje ptytek krwi, obnizajg cisnienie
krwi, rozszerzajg naczynia krwionos$ne, biorg udziat w in-
dukcji ekspresji genéw kodujacych biatka odpowiedzi na
stres oksydacyjny. Ich pojawienie sie¢ w komérkach podda-
nych dziataniu *NO jest $ci$le zsynchronizowane z zahamo-
waniem aktywnosci enzymoéw zelazowo-siarkowych i Il
kompleksu mitochondrialnego tancucha oddechowego oraz
mitochondrialnej akonitazy. DNIC nieodwracalnie hamujg
dziatanie reduktazy glutationowej, a w sposob odwracal-
ny rowniez S-transferaz glutationowych. DNIC biorg tez
udziat w regulacji puli labilnego zelaza w komérce. Skom-
plikowana chemia dinitrozylowych komplekséw zelaza jest
powodem, dla ktérego od czasu odkrycia az do niedawna
nie byty one gruntownie badane, jednak gwattowny wzrost
zainteresowania DNIC w ostatnich latach na pewno spowo-
duje, ze jeszcze nie raz o nich ustyszymy.
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ABSTRACT

Formation of dinitrosyl iron complexes (DNICs), which can be described by general formula Fe(NO)2(L)2 where L is carbonyl-, nitrosyl- or
imino- complexing ligand, was observed in many kinds of living organisms, in awide spectrum of physiological conditions associated with
inflammation, ischemiVreperfusion and cancer. Accumulation of DNICs coincides with intensified production of nitric oxide in macropha-
ges, neurons, endothelial cells, Langerhans' cells and hepatocytes. Low-molecular thiol-containing DNICs (DNIC-(RS)2 show vasodilatory
action and they are proposed to play a role of nitric oxide transducers and stabilizers. DNICs have been shown to modulate redox potential
of the cell via inhibition of glutathione-dependent enzymes, such as glutathione reductase, S-transferase and peroxidase. Although there is a
convincing experimental evidence for their NO and NO* donating function, the nature of DNICs formed in biological systems, their stability

and biological role is still a matter of discussion.
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Homeostaza zelaza — mechanizm
obronny w stresie oksydacyjnym

STRESZCZENIE

Istota homeostazy zelaza polega na utrzymaniu ciggtos$ci proceséw biologicznych, w kté-
rych uczestnicza jony zelaza i jednocze$nie na ograniczeniu ich dostepnosci dla reakcji
Fentona. Wewngtrzkomdérkowa i og6lnoustrojowa homeostaza zelaza stanowig istotny czyn-
nik obronny w stresie oksydacyjnym i pozostajg pod $cista kontrolg potranskrypcyjnego
mechanizmu regulatorowego IRP/IRE oraz hepcydyny, peptydu regulujgcego ilo$¢ zelaza
absorbowanego z diety oraz zelaza uwalnianego z hemu przez makrofagi. Mutacje genu
hepcydyny, a takze genéw uczestniczacych w regulacji ekspresji hepcydyny prowadza do
toksycznej akumulacji zelaza w organach wewnetrznych i potegujg stres oksydacyjny. Re-
aktywne formy tlenu wptywajg na poziom zmiennej puli zelaza poprzez transkrypcyjna
i potranskrypcyjng regulacje syntezy ferrytyny, a takze poprzez uwalnianie zelaza z cen-
tréow zelazowo-siarkowych biatek i z ferrytyny podlegajagcej degradacji w lizosomach. Stres
oksydacyjny wywotany spozyciem alkoholu, hamuje synteze hepcydyny, co prowadzi do
zwiekszenia absorpcji zelaza i nadmiernej akumulacji zelaza i uszkodzen oksydacyjnych w
watrobie.

WPROWADZENIE

Zelazo jest pierwiastkiem niezbednym dla przebiegu licznych reakcji bioche-
micznych u niemal wszystkich organizméw zywych. Jedynym znanym wyjat-
kiem sg bakterie z rodzaju Lactobacillus [1]. Jedna komorka Lactobacillus planta-
rum zawiera zaledwie 3-4 atomy zelaza [2], podczas gdy ich liczba w komor-
ce Escherichia coli dochodzi do 2 * 105[3] a w organizmie dorostego cztowieka
zawartos$¢ zelaza wynosi okoto 3-4 g [4]. Ta niezwykta zdolnos$¢ organizmdéw
pro- i eukariotycznych do gromadzenia i zatezania zelaza w ich komdrkach jest
niewatpliwie wyrazem duzego biologicznego zapotrzebowania na zelazo i za-
pobiegania jego niedoborowi. Decydujaca dla biologicznego znaczenia zelaza
okazata sie szeroka zmienno$¢ potencjatu oksydoredukcyjnego (redoks) uktadu
dwdch gtownych form zelaza jonowego: Fe2{jon zelazawy)/Fe3+(jon zelazowy).
Potencjat redoks pary Fe2/Fe3+moze by¢ precyzyjnie dostosowany do specy-
fiki konkretnej reakcji biochemicznej przez wigzace zelazo ligandy oraz przez
tadunek elektryczny i strukture przestrzenng aminokwaséw znajdujgcych sie
w bezposrednim otoczeniu. Centra aktywne biatek, w ktérych ulokowane sg
atomy zelaza wystepuja gtéwnie w formie hemu lub klastréw zelazowo-siarko-
wych [Fe-S]. Do biatek, ktérych funkcje i aktywno$¢ warunkuja whudowane w
ich czasteczki atomy zelaza nalezg biatka transportujace tlen czgsteczkowy (032,
enzymy mitochondrialnego taricucha oddechowego i cyklu Krebsa, enzymy in-
aktywujace toksyczne formy 0 2i biorgce udziat w syntezie DNA, kolagenu oraz
czynniki transkrypcyjne. Niezbedno$¢ tych wszystkich biatek dla normalnego
funkcjonowania organizmoéw zywych jest miarg biologicznego znaczenia zelaza.

Czynnikiem, ktéry miat istotne konsekwencje dla biologicznego wykorzysta-
nia zelaza oraz okreslit w toku ewolucji ksztatt jego metabolizmu jest tlen. Po-
jawienie sie tlenu w atmosferze Ziemi byto bezposrednio zwigzane z procesem
fotosyntezy u sinic [5], W kolejnych latach tlen osiggnat na tyle znaczace steze-
nie w $rodowiskach zasiedlonych przez organizmy zywe, ze stat sie dla nich
substratem w pozyskiwaniu energii wykorzystywanej do syntezy ATP. Szereg
reakcji redoks zachodzgcych w tym procesie odbywa sie przy udziale komplek-
sow biatkowych zawierajagcych w swych centrach katalitycznych zelazo. Z dru-
giej strony, pojawienie sie tlenu w atmosferze ziemskiej stato sie zagrozeniem
dla biologicznego wykorzystania zelaza. W przeciwienistwie do jondw Fe2 jony
Fe3t bedace dominujgcg formg jonowego zelaza w $rodowisku tlenowym sg
bardzo stabo rozpuszczalne w roztworach wodnych o fizjologicznym pH [6].
Kolejnym niekorzystnym elementem wspétistnienia tlenu i zelaza w uktadach
biologicznych jest generowanie rodnika wodorotlenowego (hydroksylowego)
(OH) w obecnosci jonéw Fe2+i czesciowo zredukowanych form tlenu, takich
jak anionorodnik ponadtlenkowy (02") i nadtlenek wodoru (HD 2. Rodnik OH
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jest jedng z najbardziej reaktywnych chemicznie czasteczek
istniejgcych w przyrodzie. Posiada silne wasciwosci utle-
niajgce i reaguje z wiekszoscig zwigzkéw organicznych.
Prawdopodobny mechanizm powstania rodnika OH in
vivo opisuja 2 reakcje okreslane jako cykl Fentona [7], w na-
wigzaniu do obserwacji poczynionych przez niemieckiego
chemika Fentona, ktéry pod koniec XIX w opisat silne wta-
Sciwosci utleniajgce mieszaniny soli zelazawych i H0Oo0 [8].
Pierwsza z tych reakcji to wtasciwa reakcja Fentona, druga
ilustruje mechanizm regeneracji jonu Fe2+tprzez O, .

(1) Fe2+HD 2-)» 'OH + OH" + Fe3+
(2) 02-+Fe3t-) 02+ Fe2+

Jedng z ewolucyjnych strategii ograniczajgcych nieko-
rzystne oddziatywanie miedzy tlenem a zelazem okazat
sie rozbudowany system biatek silnie i swoiscie wigzacych
jony zelaza. Z jednej strony zapewniajg one rozpuszczal-
nos$¢ jondéw Fe3tatym samym umozliwiajg transport zelaza
w ptynach biologicznych, jego przemieszczanie przez btony
biologiczne, dostarczenie do petnigcych funkcje metabolicz-
ne zaleznych od jonéw zelaza biatek. Z drugiej strony, ten
Scisle regulowany obieg zelaza w komorce i w organizmie
znacznie ogranicza udziat jondw zelaza w reakcji Fentona.
Zbyt restrykcyjna gospodarka zelazem przeciwdziata po-
wstawaniu rodnika OH, moze jednak prowadzi¢ do obni-
zenia lub zahamowania aktywnosci biatek zawierajagcych w
swych centrach aktywnych jony zelaza [9], Istota homeosta-
zy zelaza polega bowiem na utrzymaniu ciggtosci proceséw
biologicznych, w ktoérych uczestnicza jony zelaza i jedno-
cze$nie na ograniczeniu ich dostepnosci dla reakcji Fento-
na. Chociaz te dwa uwarunkowania homeostazy zelaza sg
ze sobg nierozerwalnie zwigzane, w niniejszym artykule
zwrécimy przede wszystkim uwage na role Scistej kontro-
li metabolizmu zelaza jako na czynnik obronny w stresie
oksydacyjnym.

ZARYS KOMORKOWEJ I OGOLNOUSTROJOWEJ
HOMEOSTAZY ZELAZA

W ostatnich 15 latach dokonat sie niebywaty postep w
poznaniu molekularnych mechanizmdéw lezagcych u pod-
staw procesow fizjologicznych zwigzanych z utrzymaniem
homeostazy Zelaza u ssakdéw. Najbardziej istotnymi osia-
gnieciami jest ustalenie réznych wzorcdw molekularnej
regulacji komérkowego metabolizmu zelaza w réznych ty-
pach komorek organizmu oraz identyfikacja molekularnego
podtoza sygnalizacji miedzy enterocytami absorpcyjnymi,
hepatocytami, makrofagami watroby i $ledziony i erytro-
blastami, co jest warunkiem niezbednym prawidtowego
obiegu zelaza w organizmie (Ryc. 1).

Wewnatrzkomoérkowa homeostaza zelaza jest wynikiem
skoordynowanej regulacji kilku proceséw: transportu zela-
za do komorki, jego magazynowania oraz usuwania do $ro-
dowiska pozakomdrkowego. Procesy te majg zapewnic¢ jego
wykorzystanie do syntezy hemu icentrow [Fe-S] oraz ogra-
niczy¢ toksyczno$¢ zelaza. Jak juz wspomniano w procesach
tych uczestnicza liczne biatka, sposrdd ktérych do najlepiej
poznanych nalezg receptor transferyny 1 (TfRI) [10], biatko
dzieki ktoremu zdecydowana wiekszo$¢ komorek ssakow
pobiera zelazo zwigzane z transferyng (Tf), ferrytyna (Ft),
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zachowane w ewolucji biatko, wszechobecne w komérkach
organizméw zywych [11] oraz ferroportyna (Fpn), transpor-
ter zelaza jonowego z komorek do $rodowiska pozakomar-
kowego [12]. Kluczowym biatkiem w metabolizmie zelaza
kazdej komérki jest oksygenaza hemowa 1 (HOI). Dzieki
aktywnosci tego enzymu mozliwe jest ponowne wykorzy-
stanie zelaza zawartego w czasteczkach hemu [13].

ZMIENNA PULA ZELAZA

Stalg frakcjg zelaza we wszystkich komorkach jest cy-
toplazmatyczna zmienna pula zelaza (LIP, ang. labile iron
pool,) [14]. Zmienna pula zelaza wystepuje réwniez w mi-
tochondriach, endosomach, lizosomach i w jadrze komor-
kowym [15]. LIP jest frakcjg jonéw Fe2+i Fe3rzwigzanych
w formie chelatdw z réznymi niskoczasteczkowymi ligan-
dami, wykazujagcymi niskie powinowactwo do obu form
jonowego zelaza. Cytoplazmatyczna LIP jest pulg podlega-
jaca dynamicznym zmianom, ktora lezy na skrzyzowaniu
komorkowych szlak6w metabolicznych zelaza. Z jednej
strony jest zasilana przez zelazo transportowane do komor-
ki oraz przez zelazo pochodzgce z rozpadu wewnatrzko-
morkowych biatek wigzacych ten metal. Z drugiej strony,
z puli tej pobierane jest zelazo do syntezy hemu i centrow
[Fe-S], Poniewaz LIP jest gtownym Zrédiem zelaza czynne-
go w reakcji Fentona [16], w warunkach fizjologicznych jego
stezenie w tej puli jest utrzymywane na mozliwie najniz-
szym poziomie (w zalezno$ci od typu komorki od 0,1 do
1,2 jiM [14]), takim jednak, ktory zapewnia ptynny prze-
bieg reakcji biochemicznych, dla ktérych niezbedny jest ten
metal. Gtownym biatkiem regulujgcym poziom LIP jest Ft.
Wykazano, ze w komorkach z nadprodukcja podjednostki
ciezkiej Ft (H-Ft) [17] lub w komérkach, w ktérych zaha-
mowano aktywnos$¢ lizosomdw (miejsce degradacji Ft) [18]
poziom LIP zmniejsza sie. Z drugiej strony zmniejszenie
syntezy Ft w komdrce prowadzi do wzrostu poziomu LIP
[9], Wahania stezenia zelaza w LIP, ktére stanowi zaledwie
3-5% catkowitego zelaza zawartego w komérce sg wskaz-
nikiem komorkowego niedoboru lub nadmiaru tego pier-
wiastka i czutym impulsem oddziatujacym na systemy re-
gulujagce wewnatrzkomoérkowa homeostaze zelaza, a wsréd
nich na system IRP/IRE (patrz nizej). Sens tej regulacji pole-
ga na tym, ze odchylenia od konstytutywnego poziomu LIP
wpltywajg na funkcjonowanie systemu IRP/IRE, a poprzez
niego na stosowne zmiany w syntezie Ft i TfRI, ktore deter-
minujg szybki powrét LIP do fizjologicznego stezenia.

POTRANSKRYPCYJINY MECHANIZM REGULACII
WEWNATRZKOMORKOWEGO METABOLIZMU ZELAZA

Bez wzgledu na typ komdrek, kontrola syntezy Fti TfRI
odbywa sie gtdwnie poprzez potranskrypcyjny mechanizm
regulujacy translacje lub stabilno$¢ kodujacych te biatka
mMRNA. Elementami tego mechanizmu sg struktury RNA
okreslane jako sekwencje reagujace na jony zelaza (IREs,
ang. iron responsive elements) oraz dwa cytoplazmatyczne
biatka kontrolujgce homeostaze zelaza (IRP1 i IRP2, ang.
iron regulatory proteins) [19]. IRP1 jest biatkiem dwufunkcyj-
nym, ktére wystepuje w cytoplazmie jako akonitaza, enzym
zawierajacy katalityczne centrum [4Fe-4S] (holo-IRPI) lub
jako biatko wigzace sie do IRE, pozbawione tego centrum
(apo-IRPI) [20,21]. Dwie aktywnosci IRP1 wzajemnie siewy-
kluczajg i sg przeciwstawnie regulowane przez jony zelaza
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ENTEROCYT
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Rycina 1. Schemat obiegu zelaza jonowego i hemowego w organizmie. Przedstawiono gtéwne szlaki metaboliczne zelaza w enterocytach absorpcyjnych, erytroblastach,
makrofagach i hepatocytach oraz szlaki przemieszczania zelaza miedzy tymi komérkami. Wyrézniono hepcydyne jako gtowne biatko regulujgce metabolizm zelaza,
hamujace absorpcje zelaza ijego recyrkulacje z makrofagéw poprzez degradacje ferroportyny. Szczegétowy opis zawarto w tekécie. Objasnienia skrétéw: Cp —cerulo-
plazmina; CD91 —receptor kompleksu hem-hemopeksyna; Dcytbhl —dwunastniczy cytochrom b; DMT1 —transporter metali dwuwarto$ciowych; Fch —ferrochelataza;
FLVCR —ang. feline leukemia virus, subgroup C, receptor; Fpn — ferroportyna; Hb —hemoglobina; HCP1 —ang. heme carrier protein 1; HFE — biatko hemochromatozy;
Hepc —hepcydyna; Heph — hefajstyna; HOl — oksygenaza hemowa 1; Hx —hemopeksyna; Nrampl —ang. natural resistance-associated macrophage protein 1; PPIX —
protoporfiryna IX; Tf —transferyna; TfRl —receptor transferyny 1; TfR2 —receptor transferyny 2.

zawarte w LIP. Przy niedoborze zelaza dominujaca forma
IRP1 w komorce jest apo-IRPI, ktdre wigze sie z sekwencjg
IRE w regionie 5’'UTR mRNA podjednostek Ft i hamuje ich
translacje w wyniku zablokowania rekrutacji matej podjed-
nostki rybosomu. Wiazanie sie IRP1 z sekwencjg IRE w re-
gionie 3'UTR mRNA TfRI stabilizuje mRNA, prowadzgc do
wzrostu poziomu kodowanego przez nie biatka. Odwrotna
regulacja syntezy obu biatek wynikajgca z braku wigzania
holo-IRPI z IRE, zachodzi, gdy stezenie LIP w komorce jest
wysokie [19-21]. Mimo znacznego podobienstwa IRP2 do
IRP1, IRP2 nie posiada centrum zelazowo-siarkowego i nie
wykazuje aktywnosci akonitazowej [22], Potencjat wiagzania
sie IRP2 z IRE jest determinowany przez poziom tego bial-
ka w cytoplazmie, ktéry zalezy od tempa jego degradacji
w proteasomach [23], W komérkach o wysokim poziomie
zelaza dochodzi do przyspieszonej degradacji IRP2, ktéra w
odniesieniu do regulacji syntezy Ft i TfRI ma ten sam sku-
tek, jak regulacja przez holo-IRPI. Przy niedoborze zelaza
poziom IRP2 ulega stabilizacji, co powoduje zablokowanie
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syntezy podjednostek Ft i stabilizacje mRNA TfRI, a wiec
analogiczny skutek jak regulacja przez apo-IRPI. Zar6wno
przy niedoborze jak i nadmiarze jon6w zelaza konsekwen-
cja regulacji syntezy Ft i TfRI przez IRP1 i IRP2 jest szybki
powro6t do fizjologicznego poziomu LIP [19],

OGOLNOUSTROJOWA HOMEOSTAZA ZELAZA

Procesem o pierwszorzednym znaczeniu dla utrzyma-
nia ogdélnoustrojowej homeostazy zelaza u ssak6w jest od-
zyskiwanie zelaza jonowego zawartego w hemoglobinie
fagocytowanych przez makrofagi starych erytrocytéw, w
celu jego ponownego wykorzystania (reutylizacji) do syn-
tezy hemu i hemoglobiny w erytroblastach szpiku kost-
nego, komorkach prekursorowych erytrocytow. Ponadto
zelazo hemowe zawarte w diecie jest tatwo przyswajalne
przez organizm i moze stanowi¢ bogate zrodto zelaza w
zapobieganiu/leczeniu niedokrwisto$ci na tle niedoboru
zelaza. Regulacja homeostazy Zzelaza w enterocytach, ery-
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troblastach, makrofagach i hepatocytach jest przyktadem
ilustrujgcym, jak Sciste powigzanie i wzajemne oddziaty-
wanie wewngtrzkomorkowych szlakéw metabolicznych
hemu i zelaza jonowego ma ogromne znaczenie dla obiegu
zelaza w catym organizmie.

Enterocyty absorpcyjne dwunastnicy zaopatrujgce caty
organizm w zelazo, pobierajg je z diety w formie jonowej
(nieorganicznej) i w formie hemu (organicznej), uwolnio-
nego gtdéwnie z czasteczek hemoglobiny i mioglobiny.
Sg to komorki spolaryzowane, ktére na odcinku btony
komérkowej kontaktujgcym sie ze Swiattem jelita oraz
na odcinku zwréconym w strone naczyn krwionosnych
posiadajg dwa tandemy biatek (oksydaza lub reduktaza/
transporter). W transporcie zelaza jonowego z dwunast-
nicy do enterocytu biorg udziat dwunastniczy cytochrom
b (Dcytb) [24] i transporter metali dwuwartosciowych
(DMT1) [25], Z enterocytu do krwiobiegu zelazo jest
uwalniane przez ferroportyne (Fpn) [26] przy wspo6t-
udziale zaleznej od jonow miedzi ferrooksydazy hefaj-
styny (Heph), [27], Chociaz od dawna panuje poglad, ze
zelazo zawarte w czasteczkach hemu (zelazo hemowe)
jest znacznie lepiej absorbowane niz zelazo nieorganicz-
ne [28], to szlak absorpcji hemu jest stabo poznany. Na
btonie wierzchotkowej enterocytéw absorpcyjnych zi-
dentyfikowano biatko transportujagce hem —HCP1 (ang.
heme carrier protein), [29], ktérego biologiczna funkcja sta-
ta sie jednak przedmiotem kontrowersji [30], Bez wzgle-
du na to, w jaki spos6b czasteczki hemu wnikajg do wne-
trza enterocytéw, dalszy transport zelaza hemowego do
krwi moze przebiegaé dwoma drogami. Po pierwsze hem
moze podlega¢ degradacji przez oksygenaze hemowg 1
[28], a uwolnione w ten sposéb zelazo jonowe wkracza
na szlak absorpcji, w ktérej uczestniczg Fpn i Heph, prze-
kazujac jony zelaza do transferyny, gtdwnego nos$nika
tego metalu w organizmie. Za tg droga absorpcji hemu
silnie przemawia fakt, ze synteza HOIl w enterocytach
zwieksza sie przy niedoborze zelaza [31]. W drugim, hi-
potetycznym jeszcze szlaku, moze uczestniczy¢ zidenty-
fikowane niedawno biatko FLVCR (ang. feline leukemia
virus, subgroup C, receptor) transportujace hem z komorek
do Srodowiska pozakomdrkowego [32]. W krwi wolny
hem wigze sie z duzym powinowactwem z hemopeksyng
(Hx), a utworzony kompleks hem-Hx [33] jest nastepnie
szybko wychwytywany z krazenia przez makrofagi wa-
troby i §ledziony za posrednictwem receptora CD91 [34],

W wyniku recyrkulacji zelaza hemowego przez ma-
krofagi w organizmie dorostego cztowieka do krwi do-
staje sie w ciggu doby ok. 20 mg zelaza jonowego, czyli
10-krotnie wiecej niz wynosi dobowa absorpcja zelaza
przez enterocyty [13]. Makrofagi fagocytujg stare i uszko-
dzone erytrocyty i odprowadzajg do krazenia zelazo
uwolnione w wyniku degradacji hemu. Jest to mozliwe
dzieki duzej aktywnosci HOl w tych komorkach [31]
oraz dzieki wspotdziataniu biatka Nrampl (ang. Natural
resistance-associated macrophage protein 1) [36], Fpn [26] i
zaleznej od jonéw miedzi ferrooksydazy, ceruloplazminy
(Cp) [37] w transporcie zelaza jonowego do krwi. Na bto-
nie makrofagéw zidentyfikowano réwniez biatko FLVCR
transportujgce do krwi nadmiar hemu znajdujgcego sie w
cytoplazmie tych komorek [38].
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Komérkami o najwiekszym zapotrzebowaniu na zelazo
sg erytroblasty, komorki prekursorowe erytrocytow w szpi-
ku kostnym. Dzieki wysokiej zawarto$ci TfRI w btonach
proerytroblastéw [10], komérki te intensywnie pobieraja
zelazo zwiagzane z Tf. Zelazo pobrane przez erytroblasty
niemal wytacznie jest wykorzystywane do syntezy hemu,
ktory jest nastepnie wigczany do czgsteczek hemoglobiny.
Nasilenie syntezy hemu w proerytroblastach jest o ponad
rzad wielko$ci wieksze niz w komadrkach nieerytroidalnych
[39], W erytroblastach funkcjonuje mechanizm detoksyfika-
cji wolnego hemu niewykorzystanego do syntezy hemoglo-
biny, polegajacy na usunieciu jego nadmiaru do krwi przez
wspomniane juz biatko FLVCR. Delecja genu kodujacego
FLVCR u myszy jest letalna na etapie zycia ptodowego [38],
natomiast unieczynnienie tego genu we wczesnym okresie
neonatalnym skutkuje niedokrwistoscig, ktorej przyczyng
jest zahamowanie réznicowania sie erytroblastow, u podto-
za ktorego lezy z kolei toksyczno$é wolnego hemu niewy-
korzystanego do syntezy hemoglobiny. Synteza hemu po-
zostaje pod Scistg kontrola systemu IRP/IRE przynajmniej
w odniesieniu do syntazy 5-aminolewulinowej 2 (ALA-S2),
cytoplazmatycznego enzymu, biorgcego udziat w pierw-
szym etapie syntezy hemu w prekursorach erytrocytow.
Translacja mMRNA kodujgcego ALA-S2 podlega regulacji
zgodnie z kanonem obowigzujagcym dla mRNA zawieraja-
cych sekwencje IRE w regionie 5'UTR [40]. Z kolei ostatni
etap syntezy hemu, umiejscowiony w mitochondriach, po-
legajacy na wigczeniu czasteczki hemu do protoporfiryny
IX i jest katalizowany przez ferrochelataze, biatko posiada-
jace centrum aktywne [2Fe-2S] [41].

Odkrycie hepcydyny [42] i identyfikacja hepatocytéw
jako gtéwnego miejsca jej syntezy w organizmie [43] zmie-
nito catkowicie poglad na role tych komdérek w regulacji
ogo6lnoustrojowego metabolizmu zelaza. Z komorek, kto-
rych funkcja utozsamiana byta gtéwnie z gromadzeniem
zapaséw zelaza na potrzeby catego organizmu, hepatocyty
uzyskaty status komdrek, sterujgcych ogdlnoustrojowym
metabolizmem zelaza.

REGULACJA METABOLIZMU ZELAZA
PRZEZ HEPCYDYNE

Hepcydyna okazata sie jednym z gtdwnych czynni-
kéw, ktorych funkcja biologiczna polega na koordyno-
waniu wspotdziatania komaérek réznych typow o Scisle
wyspecjalizowanych funkcjach zwigzanych z absorpcja,
transportem, magazynowaniem zelaza, jego reutyliza-
cjg oraz syntezg hemoglobiny [44,45], Hepcydyna syn-
tezowana jest jako prepropeptyd zbudowany z 84 reszt
aminokwasowych. Do krwi uwalniana jest jako peptyd o
25 resztach aminokwasowych. Analiza sekwencji amino-
kwasowej wykazata obecno$¢ w czgsteczce hepcydyny az
8 reszt cysteiny. Czasteczka hepcydyny ma postac szpilki
do wtoséw, w ktérej wyrdznia sie petle i dwuramienng
podstawe. Badania z zastosowaniem spektroskopii jadro-
wego rezonansu magnetycznego wykazaty, ze struktura
czasteczki hepcydyny jest stabilizowana przez 4 mostki
disiarczkowe utworzone pomiedzy resztami cysteiny.
Jedno z polgczen disiarczkowych, lezace u podstawy
petli, wystepuje miedzy sasiadujgcymi ze sobg resztami
cysteiny, charakteryzuje sie wysokg reaktywnos$cig che-
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miczng. Przypuszcza sig, ze odgrywa ono role w aktyw-
nosci biologicznej hepcydyny [46,47],

Po raz pierwszy powigzania miedzy hepcydyng a me-
tabolizmem zelaza dokonali Pigeon i wsp., ktérzy stwier-
dzili zwiekszong ekspresje mMRNA hepcydyny w watrobach
myszy nastrzykiwanych dekstranem zelaza oraz u myszy
karmionych dieta wzbogacong zelazem [42]. Przetomem
w badaniach nad hepcydyna okazaty sie prace Nicolas
i wsp., ktérzy u myszy z nieczynnym genem HAMP wy-
kazali toksyczng akumulacje zelaza w watrobie i innych
organach [48], a u myszy transgenicznych z nadekspresjg
tego genu drastyczny niedob6r zelaza objawiajacy sie ostrg
niedobarwliwg niedokrwistoscig mikrocytarna [49], Waz-
nym krokiem potwierdzajgcym role hepcydyny w regulacji
metabolizmu zelaza byto zidentyfikowanie mutacji w genie
HAMP u os6b cierpigcych na nowy rodzaj hemochromato-
zy, charakteryzujacej sie intensywng akumulacjg zelaza w
narzgdach wewnetrznych pacjentow, ktorzy nie przekro-
czyli 30 roku zycia [50],

Wspomniane juz wyzej, pionierskie prace Nicolas i wsp.
[48,49] prowadzone na dwéch modelach genetycznie zmo-
dyfikowanych myszy —na myszach z nieczynnym genem
HAMP i z nadekspresjg tego genu sugerowaty, ze hepcy-
dyna hamuje zarowno absorpcje zelaza z przewodu pokar-
mowego, jak i przeptyw zelaza z makrofagéw watroby i
$ledziony. Spostrzezenia te zostaty w petni potwierdzone w
oparciu o analize przeciwstawnych fenotypéw zelaza wy-
stepujacych z jednej strony, u hemochromatykoéw, z drugiej,
u chorych z przewlektym stanem zapalnym. Fenotypy te
byly zwigzane, odpowiednio, z niedoborem hepcydyny na
tle mutacji genu HAMP [50] i zalezng od cytokin nadmierng
syntezg hepcydyny [51].

Zaréwno w przypadku hamowania absorpcji jak i re-
cyrkulacji zelaza zaproponowano jednorodny biologiczny
mechanizm dziatania hepcydyny, polegajacy na oddziaty-
waniu tego peptydu z ferroportyng [52]. Hepcydyng uwal-
niana z hepatocytow do krwi wigze sie z ferroportyng wy-
stepujacg w bionie komdrkowej zaréwno enterocytdw, jak
i makrofagdw. W wyniku tego oddziatywania nastepuje
przemieszczenie ferroportyny do cytoplazmy a nastepnie
jej degradacja w lizosomach. Brak transportera zelaza z ko-
morki do $rodowiska pozakomdrkowego powoduje aku-
mulacje zelaza w komdérkach. Akumulacja zelaza w entero-
cytach, ktére po 2 dniach funkcjonowania ulegajg ztuszcze-
niu do Swiatta jelita oznacza zahamowanie absorpcji zelaza.
Z kolei zahamowanie przeptywu zelaza z makrofagéw do
krwi ze wzgledu na duze dobowe ilosci transportowanego
tag drogg zelaza moze juz w ciggu kilku dni doprowadzi¢
do obnizenia stezenia zelaza w osoczu i niedokrwistosci na
tle niedoboru zelaza. Brak hepcydyny oznacza brak nega-
tywnej kontroli ilosci absorbowanego zelaza i na przestrze-
ni kilku lat moze doprowadzié¢ do przecigzenia organizmu
zelazem, co w drastycznym wymiarze obserwuje sie u 0séb
z mutacjami genu HAMP [50].

Wyniki badan ostatnich kilku lat pokazujg r6znorodnos$¢
i ztozono$¢ mechanizmoéw molekularnych sterujgcych syn-
tezg hepcydyny [44,45], Wyodrebniono co najmniej 4 szla-
ki regulacji ekspresji genu Hamp. Szlaki te uruchamiane sg

Postepy Biochemii 56 (3) 2010

w warunkach hipoksji [53], stanu zapalnego [51], inicjujg je
zmiany w aktywnosci erytropoezy [54] i zawartosSci zelaza
w organizmie [55], W regulacji syntezy hepcydyny przez
zelazo uczestniczg czasteczki sygnalizacyjne (z rodziny
bone morphogenetic proteions, gtdwnie BMP6, holo-Tf), roz-
budowany uktad receptorow/przekaznikdw sygnatéw
(HFE — biatko hemochromatozy, mHJV — btonowa he-
mojuwelina, TfR2 —receptor transferyny 2), biatek modu-
lujgcych przekazywanie sygnatdw (sHJV —rozpuszczalna
hemojuwelina, neogenina, furyna) TMPRSS2 — matrypta-
za-2, i czynniki transkrypcyjne (czynniki z rodziny SMAD;
gtdwnie SMAD4). Oméwienie (chocby skrotowe) regulacji
syntezy hepcydyny wykracza poza zakres niniejszego ar-
tykutu, dlatego w celu zapoznania si¢ z tym zagadnieniem
odsytamy czytelnikdw do najnowszych prac przeglado-
wych [44,45].

ROLA IRP11IRP2 W REGULACII _
OGOLNOUSTROJOWEJ HOMEOSTAZY ZELAZA

W przypadku komérek o szczegdlnym znaczeniu dla
ogolnoustrojowej homeostazy zelaza (enterocyty absorp-
cyjne, makrofagi, erytroblasty, hepatocyty), funkcjonowa-
nie systemu IRP/IRE musi uwzglednia¢ nie tylko indy-
widualne potrzeby tych komorek, ale rowniez ich funkcje
wynikajace z roli, jakg petnig w ogdlnoustrojowym meta-
bolizmie zelaza [56,57], W kazdej komorce aktywnos$é wig-
zania sie biatek IRP z sekwencjg IRE wyznacza intensyw-
nos¢ syntezy ferrytyny, ktora jest gtdwnym biatkiem de-
terminujagcym fizjologiczny poziom LIP [11]. W enterocy-
tach absorpcyjnych i w makrofagach watroby i $ledziony
system IRP/IRE kontroluje stezenie zelaza w LIP, steruje
iloScig zelaza, ktére przy udziale Fpn moze by¢ transpor-
towane do krwi, skad wraz z Tfrozprowadzane jest po ca-
tym organizmie.

Badania nad metabolizmem zelaza prowadzone na
myszach z nokautem gendéw Irpl i Irp2 [58-62] przyczy-
nity sie do wyjasnienia roli biatek IRP w regulacji ogdl-
noustrojowej homeostazy zelaza u ssakdéw, co wiecej,
ukazaty nieoczekiwanie dominujaca role IRP2 w warun-
kach fizjologicznych [58-62], O ile u myszy z nokautem
genu Irpl ogo6lnoustrojowa homeostaza pozostaje niena-
ruszona, a aktywnos$¢ frans-regulatorowa IRP2 wystarcza
do jej kontroli [58], o tyle u myszy z nokautem genu Irp2
nastepuje catkowite zatamanie homeostazy zelaza w je-
licie i w osrodkowym uktadzie nerwowym [61,62]. Co
prawda, badania Galy'ego i wsp. [60] prowadzone na in-
nym modelu myszy Irp2~/~ nie potwierdzity obserwacji
dotyczacych zmian neurodegeneracyjnych obserwowa-
nych przez LaVaute'a i wsp. [61], to jednak niewatpliwie
zbieznym elementem badan na dwoch réznych modelach
myszy Irp2~'~, jest udokumentowanie u tych zwierzat
umiarkowanej niedokrwisto$ci mikrocytarnej, zwigzanej
z niedoborem zelaza [60,62]. Niezwykle istotng obser-
wacja dotyczacg roli IRP1 w kontroli ogélnoustrojowego
metabolizmu zelaza byto wykazanie, ze u myszy Irpl
poddanych diecie pozbawionej zelaza, regulacja syntezy
ferrytyny w tkankach odbywa si¢ zgodnie z kanonem
regulacyjnym systemu IRP/IRE, co oznacza, ze poziom
podjednostek ferrytyny byt mniejszy, wytgcznie jednak w
nastepstwie zmian aktywnos$ci (poziomu) IRP2 [59],
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ZABURZENIE HOMEOSTAZY ZELAZA JAKO
CZYNNIK POTEGUJACY STRES OKSYDACYJNY

Zaburzenie homeostazy zelaza w kierunku jego nad-
miaru wzmaga ryzyko wystgpienia stresu oksydacyjnego
poprzez zwiekszenie puli zelaza katalizujgcego genero-
wanie rodnika OH. Ma to miejsce woéwczas, gdy prze-
kroczony zostaje potencjat ferrytyny detoksykacji jondw
zelaza. Unieczynnienie u myszy genu kodujgcego pod-
jednostke ciezkg Ft (H-Ft, posiadajacag aktywnos$¢ ferrook-
sydazy) powoduje zamieranie zarodkéw we wczesnym
okresie zycia ptodowego (miedzy 3,5-9,5 dniem) [60]. U
myszy z warunkowym nokautem genu H-Ft, poddanych
diecie 0 wysokiej zawartosci zelaza, obserwowano oksy-
dacyjne uszkodzenia w watrobie i zaburzenia w funkcjo-
nowaniu tego narzadu. [61]. Ponadto liczne badania na
liniach komérkowych wykazaty $cistg zaleznosé miedzy
syntezg Ft, poziomem LIP, odpornos$cia na stres oksyda-
cyjny i wystepowaniem uszkodzen oksydacyjnych sktad-
nikow komdrek [65-67], W Swietle tych badan funkcja
biologiczna Ft urasta do funkcji biatka o silnych wtasci-
wosciach antyoksydacyjnych.

Charakterystyczna cechg homeostazy zelaza u wiek-
szosci ssakOw jest brak fizjologicznego szlaku usuwania
zelaza z organizmu. Z jednej strony brak mozliwosci usu-
wania zelaza z organizmu stanowi zabezpieczenie przed

Tabela 1. Mutacje i nokauty gendw wywotujace hemochromatoze u cztowieka i myszy.

Mutacja genu
cztowieka lub nokaut
genu u myszy

Biatko Funkcja biatka

niedoborem Zzelaza, z drugiej jednak strony zwieksza ry-
zyko przetadowania organizmu zelazem w wyniku utra-
ty lub niedostatecznego hamowania wchtaniania zelaza z
diety. U cztowieka tego typu zaburzenia majg czesto pod-
toze genetyczne, okre$lane sg mianem hemochromatozy
i prowadzg do stopniowego (przebiegajacego w réznym
tempie) nadmiernego gromadzenia zelaza w narzadach
wewnetrznych, co indukuje stres oksydacyjny, prowa-
dzi do nasilenia reakcji zapalnej, uszkodzenia organelli
komoérkowych, naruszenia struktury i funkcji narzadow
(watroby, serca, trzustki). W konsekwencji u chorych w
zaawansowanym stadium hemochromatozy diagnozu-
je sie marsko$¢ i nowotwory watroby, cukrzyce, niewy-
dolnos¢ krazenia, hipogonadyzm, zwyrodnienie stawdéw
[68]. Podioze genetyczne hemochromatozy stanowig
mutacje genu samej hepcydyny oraz genéw kodujacych
biatka, biorgce udziat w pozytywnej regulacji syntezy
hepcydyny. W Tabeli 1 przedstawiono wptyw mutacji
tych genéw u cztowieka oraz ich inaktywacji u myszy na
zmiany w metabolizmie zelaza.

ODDZIALYWANIE STRESU OKSYDACYJNEGO
NA MOLEKULARNE MECHANIZMY
REGULUJACE METABOLIZM ZELAZA

Zaburzenie homeostazy zelaza, w nastepstwie ktérego
dochodzi do wzrostu zawartosci zelaza w komdrkach do

Fenotyp

klasyczna hemochromatoza typu

HFE

HFE (c.m) (biatko hemochromatozy)

HfV (HFE2) (c,m) hemojuwelina

HAMP (c,m) hepcydyna

TfR2 (c,m) receptor transferyny 2
SCL40AI (c) ferroportyna

BMP6(m) i:)a;;oemorfogenetyczne
SMAD4 (m) SMAD4

¢ —mutacja genu u cztowieka; m —nokaut genu u myszy
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element kompleksu receptor6w na
btonie komérkowej hepatocytéw
oddziatujgcy z receptorami transferyny
1i2przekazujacy sygnat dla syntezy
hepcydyny w odpowiedzi na holo-Tf

ko-receptor dla BMP6, uczestniczy w
indukcji transkrypcji genu hepcydyny
poprzez szlak BMP6/SMAD4

hamowanie absorpcji Fe i uwalnianie
Fe z makrofagéw poprzez
oddziatywanie z ferroportyng

transport zelaza do komérek (gtéwnie
hepatocytow), bierze udziat w
indukcji hepcydyny przez holo-
transferyne, oddziatuje z HJV-

transport Fe z enterocytow i makrofagéw

(w mniejszym stopniu z hepatocytéw)

wiodacy ligand indukujacy
synteze hepcydyny

czynnik transkrypcyjny indukujacy
transkrypcje genu hepcydyny

1; akumulacja Fe w watrobie (w
hepatocytach), sercu, trzustce;

u ludzi objawy wystepujg w 3-4

dekadzie; umiarkowane obnizenie
ekspresji hepcydyny [68]

mtodziericza hemochromatoza typu 2a;
szybka akumulacja Fe w watrobie (u

ludzi —1-2 dekada zycia); drastyczne
obnizenie syntezy hepcydyny [69]
mtodzieficza hemochromatoza typu 2b;
szybka akumulacja Fe w watrobie (u

ludzi —1-2 dekada zycia) prowadzaca do
ciezkiego uszkodzenia watroby; przypadki
$miertelnosci; brak syntezy hepcydyny [50]

hemochromatoza typu 3; umiarkowana
akumulacja Fe w watrobie; umiarkowane
obnizenie syntezy hepcydyny [68]

hemochromatoza typu 4; akumulacja zelaza
w watrobie (w komoérkach Kupffera);
brak zmian w syntezie hepcydyny [68]
akumulacja zelaza w watrobie,
przypominajaca hemochromatoze
typu 2a; drastyczne obnizenie

syntezy hepcydyny [70]

akumulacja zelaza w watrobie,
przypominajagca hemochromatoze
typu 2a; drastyczne obnizenie
syntezy hepcydyny [71]
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Rycina 2. Oddziatywanie reaktywnych form tlenu (RFT) na molekularne mechanizmy regulujace synteze ferrytyny i poziom LIP. Wyodrebniono dwie fazy stresu oksy-
dacyjnego: wczesng (<1 godziny) i p6zna (>6 godzin). We wczesnej fazie nadtlenek wodoru (H,02 catkowicie destabilizuje centrum [4Fe-4S] w czasteczce IRPI, indukuje
aktywno$¢ wigzania si¢ 1RP1 z IRE (sekwencjg regulatorowg wystepujaca w regionie 5UTR mRNA podjednostek ferrytyny, Ft), czemu towarzyszy uwalnianie 4 atomow
zelaza do cytoplazmatycznej zmiennej puli zelaza (LIP). Anionorodnik ponadtlenkowy (O, ) réwniez destabilizuje centrum [4Fe-4S] w czasteczce IRP1, ale uwalnia z
niego tylko 1 atom zelaza i powoduje powstanie formy IRP1 zawierajacej centrum [3Fe-4S] (tzw. formy nuli, nie posiadajacej ani aktywnosci akonitazowej, ani aktywnosci
fraws-regulatorowej). W wyniku uwalniania zelaza z centréw aktywnych czasteczek 1RP1 (atakze z centréw innych enzymoéw zelazowo-siarkowych, czego nie zaznaczono
na schemacie) wzrasta poziom LIP. Zwiekszone stezenia zelaza w LIP w obecno$ci H,02prowadzi do generowania rodnika wodorotlenowego ( OH). W drugiej fazie
stresu oksydacyjnego H,0, poprzez indukcje transkrypcji genéw podjednostek Ft wptywa na wzrost poziomu ich mRNA (na rysunku zaznaczono tg regulacje tylko na
przyktadzie podjednostki ciezkiej Ft, H-Ft). Jednoczes$nie apo-IRPI (utrzymujace sie w komdrkach pod wptywem ciggtego dziatania H2D 2 hamuje translacje tych mRNA
iw konsekwencji przyczynia si¢ do obnizenia poziomu Ft. Ja regulacja Ft, gtéwnego biatka kontrolujagcego poziom LIP wptywa na wzrost stezenia zelaza w tej puli, cow
obecnos$ci HD, prowadzi do generowania rodnika OH. 0 2' wptywa na obnizenie poziomu IRP1 w komérkach, przez co zmniejsza potencjat hamowania translacji mRNA
podjednostek Ft przez apo-IRP iprowadzi do wzrostu syntezy Ft. Wzrost poziomu LIP w pierwszej fazie stresu oksydacyjnego powoduje degradacje IRP2 (biatka nie
posiadajacego centrum [4Fe-4S], charakteryzujacego sie ciagtg aktywnoscig wigzania sie z IRE). Ma to co ma ten sam skutek dla syntezy Ft, jak zmniejszenie poziomu IRP1.
W obliczu zmniejszenia pozioméw IRP1 i IRP2 nastepuje odblokowanie translacji mRNA podjednostek Ft i wzrost poziomu Ft. Regulacja ta pocigga za sobg obnizenie
stezenia zelaza w LIP, aw konsekwencji zmniejsza ryzyko generowania rodnika *OH. Na schematach czgsteczek 1RP1 i IRP2 zaznaczono reszty cysteinowe koordynujace
centrum w [4Fe-4S], biorace udziat w wigzaniu sie z IRE w przypadku IRP1 oraz reszty cysteinowe odpowiedzialne za degradacje IRP2.

poziomu przekraczajacego zdolno$¢ ferrytyny do detok- TRANSKRYPCYJNA REGULACJA GENOW

sykacji, moze by¢ czynnikiem inicjujagcym oksydacyjne FERRYTYNY PRZEZ NADTLENEK WODORU (HD 2
uszkodzenia nawet przy fizjologicznym stezeniu reak-
tywnych form tlenu (RFT). Z drugiej strony wzrost steze-
nia RFT w stresie oksydacyjnym moze wptywac na zabu-
rzenie homeostazy zelaza zaréwno poprzez uwalnianie
zelaza z centrow aktywnych biatek, jak i przez oddzia-
tywanie na molekularne mechanizmy utrzymujace fizjo-
logiczny poziom LIP. W obu przypadkach konsekwencjg
jest zwiekszenie stezenia jonow zelaza aktywnych w re-
akcji Fentona, a tym samym nasilenie stresu oksydacyj-
nego. Wydaje sie jednak, ze oddziatywanie niektérych
RFT (np. 0 2°) moze ograniczaé¢ to zjawisko. Ta ztozona,
przeciwstawna regulacja metabolizmu zelaza przez RFT
znajduje odzwierciedlenie w dwuetapowej — transkryp-
cyjnej i potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genu ferry-
tyny. Ogdlny jej zarys przedstawiono na Ryc. 2.

Transkrypcyjna indukcja ekspresji genéw kodujacych
obie podjednostki ferrytyny w réznych doswiadczalnych
modelach stresu oksydacyjnego jest regulacjg solidnie udo-
kumentowang w oparciu o badania in vitro wykonane na li-
niach komérkowych oraz ex vivo na tkankach zwierzat [72].
Reaktywng forma tlenu aktywujacg transkrypcje genow H- i
L-Ft jest nadtlenek wodoru (HD 2. W komdrkach r6znych
linii cztowieka i myszy poddanych dziataniu H2 2obserwo-
wano wzrost poziomu mRNA zaréwno H-jak i L-Ft [73,74].
Wzrost ten jest z reguty wiekszy w przypadku mRNA H-Ft,
podjednostki posiadajacej aktywnos$¢ ferrooksydazy. Wy-
kazano, ze transkrypcyjna indukcja genu H-Ft przez HD 2
przebiega za posrednictwem sekwencji EpRE (ang. electro-
philic response element, okreslanej rowniez jako ARE, ang. an-
tioxidant response element) [74]. Sekwencje te zidentyfikowa-
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no w promotorach genéw mysiej L-Ft i H-Ft, jak rowniez w
promotorach genéw kodujacych biatka i enzymy przeciw-
utleniajgce [72,74], Nieznane sg fizjologiczne stezenia HD 7,
ktére wzmacniajg transkrypcje gendéw Ft. Wydaje sie, ze
stezenia stosowane w badaniach in vitro (>125 pM) skutecz-
nie indukujace transkrypcje gendw Ft [73,74], wielokrotnie
przekraczajg stezenia w komaérkach in vivo, nawet w warun-
kach ekstremalnych. W tym kontek$cie warto zauwazy¢, ze
w fibroblastach B6 myszy inkubowanych w obecnosci 100
pM H™ 7ekspresja mMRNA H-Ft pozostawata na niezmie-
nionym poziomie [75].

REGULACJA AKTYWNOSCI IRP1 PRZEZ
NADTLENEK WODORU (HD 2

Drugim po transkrypcji, etapem regulacji genéw H-Ft i
L-Ft jest translacja, ktorej regulacja przebiega przy udziale
cytoplazmatycznych biatek IRP1 i IRP2 oraz sekwencji re-
gulatorowych IRE, znajdujgcych sie w 5’'UTR mRNA obu
podjednostek. Dotychczasowe badania wykazujg, ze spo-
§rod dwoéch IRP jedynie aktywnos$ci IRP1 sg modulowane
przez RFT (zardwno HM 7jak i 02"). Poziom IRP2 w cy-
toplazmie, od ktérego zalezy potencjat wigzania sie tego
biatka z IRE, nie podlega regulacji przez RFT. Synteza IRP2
moze by¢ natomiast regulowana pod wptywem zmian po-
ziomu LIP zachodzacych w stresie oksydacyjnym (o czym
bedzie mowa ponizej).

Determinantg aktywnos$ci frans-regulatorowej IRP1 jest
brak centrum zelazowo-siarkowego [4Fe-4S] w czastecz-
ce tego biatka oraz obecno$¢ grup -SH w resztach 3 cyste-
in uczestniczacych w wigzaniu apo-IRPI z sekwencjg IRE
[20,21]. Hamowanie aktywnosci akonitazowej IRP1 przez
0 7", u podtoza ktérego lezy utlenienie labilnego atomu Fe
i usuniecie go z centrum aktywnego nie wptywa wiec na
wigzanie IRP1 z IRE [76]. Forma IRP1 zawierajgca centrum
[3Fe-4S], ktéra powstaje pod wptywem dziatania 0 7" jest
formg biatka pozbawiong aktywnos$ci enzymatycznej i
frans-regulatorowej. Brak tej drugiej charakteryzuje wiec
zarowno IRP1 zawierajgce centrum [3Fe-4S], jak i holo-IRPI
posiadajace nienaruszone centrum [4Fe-4S], Identyczna for-
ma IRP1 powstaje pod wptywem bezposredniego dziatania
H2 2na czasteczke holo-IRPI. Stwierdzono to bezspornie
traktujagc nadtlenkiem wodoru rekombinowane IRP1 [77]
oraz cytoplazmatyczne ekstrakty komorkowe [75]. Wyka-
zano rowniez, ze wzrost wewngatrzkomaérkowego stezenia
H2 2hamuje aktywno$é enzymatyczng IRP1 [78]. W 1995
roku dwie grupy badawcze niezaleznie wykazaty, ze w ko-
morkach ssakow poddanych dziataniu egzogennego (doda-
nego do hodowli komoérkowych) H,CE silnemu wzmozeniu
ulega aktywnos$¢ wigzania sie IRP1 z IRE (aktywacja IRP1)
[75,79]. Tym samym zidentyfikowano nowy szlak regulacji
metabolizmu zelaza w komoérkach ssakow w stresie oksy-
dacyjnym. Mimo uptywu wielu lat molekularny mecha-
nizm indukcji aktywnos$ci fnws-regulatorowej przez HD 7
nie zostat wyjasniony. Stwierdzono jedynie, ze aktywacja
IRP1 przez FID 7wymaga zachowania integralnosci komo-
rek ijest hamowana przez kwas okadainowy, inhibitor fos-
fataz I/11a, co sugeruje udziat w catym procesie szlaku Kki-
nazy/fosfatazy [75]. Aktywacje IRP1 wywotujg stosunkowo
niskie stezenia HZCE (50 pM) [75], Jest to szybko postepujacy
proces, po 30-60 minutach inkubacji fibroblastéw B6 myszy
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zH® 7 ponad 50% IRP1 wystepuje w formie apo-IRPI, wig-
zacej sie z IRE (w komaérkach kontrolnych apo-IRPI stanowi
ponizej 10% cytoplazmatycznej puli IRP) [75]. Po zaledwie
15-minutowej inkubacji mysich fibroblastow Ltk~z HD 2 a
nastepnie po wymianie pozywki hodowlanej, IRP1 pozo-
staje zaktywowane przez ponad 4 godziny [80]. Poddanie
mysich fibroblastéw B6 dziataniu egzogennego H 2 gene-
rowanego w sposéb ciagty przez uktad glukoza/oksydaza
glukozowa, utrzymujacy stezenie HD 7w $rodowisku poza-
komdrkowym na statym poziomie 10 pM, powoduje juz w
ciggu 20-30 minut znaczacg indukcje aktywnosci wigzania
sie IRP1 z IRE [78]. Podobnie w watrobie szczura perfun-
dowanej buforem zawierajgcym sktadniki enzymatyczne-
go ukitadu generujagcego HD 2 aktywacja IRP1 byta istotna
(25-krotnie wieksza od kontrolnej) juz po 20 minutach per-
fuzji [81]. W tym dos$wiadczeniu warunki ekspozycji wa-
troby na HZXXbyty dobrane tak, ze HD 7 byt generowany
w tempie 0,2 pM/s, co jest poréwnywalne z tempem jego
uwalniania przez neutrofile i makrofagi, bedace gtéwnym
zrodtem H™D 7w stanach zapalnych. Wyniki tych badan nie
pozostawiajg watpliwosci, ze in vivo moze dochodzi¢ do ak-
tywacji IRP1 przez HD 7.

Istotng konsekwencjg aktywacji IRP1 przez HD 7, decy-
dujacg o jej funkcjonalnym, biologicznym znaczeniu jest re-
gulacja syntezy Ft i TfRI. Juz w pierwszej pracy, w ktorej
opisano aktywacje IRP1 przez egzogenny HD 7w fibrobla-
stach B6 myszy stwierdzono, ze regulacja ta prowadzi do
obnizenia syntezy obu podjednostek Ft na poziomie bial-
ka oraz stabilizacji mMRNA TfRI [75]. Byta to wiec regula-
cja zgodna z kanonem funkcjonowania systemu IRP/IRE,
wynikajagca z oddziatywania apo-IRPI z sekwencjami IRE
znajdujgcymi sie odpowiednio w 5 UTR mRNA H-, L-Fti 3
UTR mRNA TfRI. Inne badania wykazaty, ze w komérkach
HelLa traktowanych H2 2(720 pM) wystepuje dwufazowa
regulacja syntezy ferrytyny [74]. W pierwszej fazie (do 3
godziny po rozpoczeciu inkubacji komérek z HD”) obser-
wowano spadek poziomu podjednostek Ft bedacy konse-
kwencjag aktywacji IRP1. W drugiej fazie (po 3 godzinach)
nastepowat wzrost syntezy Ft zwigzany z deaktywacja
IRP1 (powrotem od formy apo- do holo-IRPI), i podwyz-
szong ekspresja mMRNA obu podjednostek Ft. Wydaje sie,
ze ta regulacja nie ma jednak odniesienia do warunkow fi-
zjologicznych. Jak juz wspomniano, ciggte utrzymywanie
stezenia HA 7na poziomie zaledwie 10 pM wystarcza do
dtugotrwatej aktywacji IRP1 [78]. Ten sam efekt w przypad-
ku, gdy H/ZE jest jednorazowo dodany do hodowli komaér-
kowych, jest mozliwy przy 5-10-krotnie wyzszym stezeniu
H™ 7[75]. Prawdopodobnie HM 7jednorazowo dodany do
hodowli komoérkowych ulega szybkiemu rozktadowi. Jest
zatem mozliwe, ze deaktywacja IRP1 po kilku godzinach od
dodania HTCE odnotowana w przytoczonych wyzej bada-
niach [74], jest skutkiem jego degradacji w hodowlach ko-
morkowych.

OBNIZENIE POZIOMU IRP1 PRZEZ
ANIONORODNIK PONADTLENKOWY (O/")

Do najlepiej opisanych oddziatywan biologicznych mie-
dzy O, "ajonami zelaza zalicza sie regeneracje jonéw Fe2+
przez 0 7" oraz hamowanie aktywnosci biatek zawieraja-
cych enzymatyczne centra zelazowo-siarkowe [Fe-S] i usu-
wanie z nich zelaza. Catkowicie nowy typ oddziatywania
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miedzy CE' a metabolizmem Zzelaza, o charakterze specy-
ficznej regulacji, sugerujg wyniki badan przeprowadzone
na myszach z nokautem genu kodujgcego dysmutaze po-
nadtlenkowg 1 (Sodl~~). Cytoplazmatyczna SOD1, zawiera-
jaca w centrum aktywnym cynk i miedz katalizuje dysmu-
tacje 0 2", czyli jego przemiane do tlenu i nadtlenku wodoru
(rozktadanego nastepnie przez katalaze lub peroksydaze
glutationowg). Unieczynnienie (nokaut) genu Sodl u myszy
prowadzi do wzrostu stezenia 0 2“w komdrkach tych zwie-
rzat [82]. Rownolegle wykazano, ze synteza IRP1 w watro-
bie myszy S o d | jest obnizona w poréwnaniu do myszy
kontrolnych zaréwno na poziomie mRNA (40%), jak i biat-
ka (90%) [83]. Bardzo podobne zmiany ekspresji genu Irpl
obserwowano w makrofagach RAW 264,7 myszy traktowa-
nych parakwatem — ksenobiotykiem powszechnie stoso-
wanym w badaniach in vitro w celu zwigkszenia stezenia
O /' w komérkach [wyniki wasne niepublikowane]. Obni-
zenie poziomu IRP1 przez 0 2%, a tym samym zmniejszenie
komérkowego potencjatu IRP1 wigzania sie z sekwencjami
IRE wystepujacymi w mRNA podjednostek Ft i TfRI moze
stanowi¢ przeciwwage dla toksycznej w skutkach indukcji
aktywnosci frans-regulatorowej IRP1 przez H2 2 Regulacja
IRP1 przez 0 2"moze by¢ zatem niebranym dotad pod uwa-
ge elementem tagodzacym przebieg stresu oksydacyjnego,
i dalej, reakcji zapalnej, ktdrej stres oksydacyjny jest czesto
istotnym elementem. Drastycznie obnizong synteze IRP1
w rdzeniu kregowym obserwowano w niektérych mysich
modelach stwardnienia zanikowego bocznego (ALS, ang.
Amyotrophic Lateral Sclerosis) [84], neurodegeneracyjnej cho-
roby, charakteryzujacej sie postepujaca degeneracjg moto-
neuronéw i paralizem migéni szkieletowych [85]. Chociaz
utrata aktywnosci enzymatycznej SOD1 nie jest uwazana
za przyczyne powstawania ALS (0 czym moze $wiadczyé
brak objawow tej choroby u myszy Sodl /), to jednak biolo-
giczna rola 0 2 w przebiegu ALS jest ciekawg perspektywa
badawcza.

WZROST POZIOMU LIP WE WCZESNEJ]
FAZIE STRESU OKSYDACYJINEGO

Charakterystycznym zaburzeniem metabolizmu zelaza
we wczesnej fazie stresu oksydacyjnego jest wzrost steze-
nia zelaza aktywnego w reakcji Fentona. W r6znych do-
Swiadczalnych modelach stresu oksydacyjnego, w ciggu
0,5-3 pierwszych godzin po jego wywotaniu, obserwowa-
no wzrost stezenia zelaza w LIP: w watrobie szczuréw po
obnizeniu stezenia glutationu [86], w pierwotnych fibro-
blastach skéry cztowieka poddanych dziataniu promienio-
wania UVA [87], w limfoblastach biataczki mysiej L5178Y
traktowanych FLO, [wyniki wiasne niepublikowane]. Jak
juz wspomniano zelazo uwalniane do LIP moze pochodzié
z centrow [Fe-S] destabilizowanych przez RFT. Najbardziej
jednak zasobnym biologicznym zrodtem zelaza zawartego
w komorce jest ferrytyna. Zelazo zwigzane w cytoplazma-
tycznej ferrytynie nie moze byé bezposrednio uwalniane
przez RFT z natywnych czasteczek tego biatka. Uznanym
mechanizmem recyrkulacji zelaza ferrytyny w komérce jest
degradacja tego biatka w lizosomach [11], Zelazo uwolnione
z ulegajacych proteolizie czasteczek ferrytyny transporto-
wane jest nastepnie do cytoplazmy, gdzie wykorzystywane
jest do syntezy hemu i rekonstytucji centréw [Fe-S]. Zaha-
mowanie funkcji lizosoméw w erytroidalnych komérkach
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K562 prowadzi do drastycznego obnizenia syntezy hemu,
bedacej skutkiem niedoboru zelaza [9], Chociaz nie ziden-
tyfikowano dotychczas molekularnego szlaku transportu
zelaza z lizosoméw do cytoplazmy, proces ten niewatpliwie
pozostaje pod Scistag kontrolg. W warunkach stresu oksy-
dacyjnego prawdopodobne wydaje sie uwalnianie zelaza z
czasteczek cytoplazmatycznej ferrytyny ulegajgcych degra-
dacji wskutek trawienia przez enzymy proteolityczne uwal-
niane z lizosoméw uszkodzonych przez RFT [88], a takze
niekontrolowanego przemieszczania sie do cytoplazmy
duzych ilosci zelaza, uwolnionego z lizosomalnej ferrytyny,
bedacej w trakcie degradacji [88], Wzrost poziomu LIP we
wczesnej fazie stresu oksydacyjnego moze by¢ rowniez kon-
sekwencjg podwyzszonej aktywnosci HOI, u podtoza ktorej
lezy transkrypcyjna aktywacja genu Hmoxl [89 ]. Wykaza-
no, ze zelazo uwalniane w wyniku enzymatycznego rozpa-
du hemu wptywa na szybki wzrost stezenia zelaza w LIP,
co jest przyczyng przejsSciowego (2-3 godziny) zwiekszenia
wrazliwosci tych komorek na stres oksydacyjny wywotany
promieniowaniem UVA [89].

Jak juz wspomniano, poza udziatem w reakcji Fentona,
zelazo zawarte w LIP wptywa réwniez na funkcjonowanie
systemu IRP/IRE, a poprzez niego na stosowne zmiany w
syntezie Ft i TfRl. Zgodnie z kanonem tej regulacji wzrost
poziomu LIP na poczatku stresu oksydacyjnego jest sygna-
tem do zwigkszeniu syntezy ferrytyny, a tym samym sy-
gnatem inicjujacym przesunietag w czasie reakcje obronna
komorek, ktdrej celem jest ograniczenie toksycznosci zela-
za. Mediatorem tej odpowiedzi jest IRP2, ktore w Swietle
badan na myszach z nokautem genu Irp2 i Irpl, urasta do
roli gtéwnego regulatora homeostazy zelaza w odpowiedzi
na niedobdr i nadmiar zelaza [58-62], Regulacja wigzania sie
IRP2 do IRE przez zelazo odbywa sie na drodze degradacji
biatka w proteasomach, co skutkuje odblokowaniem trans-
lacji podjednostek ferrytyny [23]. Rzeczywiscie w watrobie
szczuréw, u ktorych wywotano stres oksydacyjny przez
obnizenie poziomu glutationu, obserwowano zsynchroni-
zowang w czasie regulacje obejmujacg wzrost poziomu LIP,
obnizenie wigzania IRP2 do IRE iwzrost poziomu ferrytyny
[86].

ETANOL, STRES OKSYDACYINY |
AKUMULACJA ZELAZA W WATROBIE

U pacjentéw cierpigcych na chorobe alkoholowg (ALD,
ang. alcohol liver disease) wystepuje przetadowanie watroby
zelazem, ktéremu czesto towarzyszy zwidknienie watroby.
Zwigkszony poziom zelaza w watrobie jest skorelowany
z wiekszg $miertelnoscig pacjentdw, u podtoza ktorej lezy
marskos$¢ watroby wywotana nadmiernym spozyciem alko-
holu [90,91], U pacjentéw cierpigcych na ré6zne genetyczne
odmiany hemochromatozy zaobserwowano zaostrzenie ob-
jawdw choroby po spozyciu alkoholu [92], Nawet umiarko-
wane picie alkoholu powoduje zwiekszenie zapasow zelaza
w watrobie i podwyzszone stezenie ferrytyny w surowicy i
zwiekszone wysycenie transferyny zelazem [90,91]. Zapro-
ponowany niedawno molekularny mechanizm akumulacji
zelaza w watrobie w ALD wskazuje na zahamowanie synte-
zy hepcydyny [93]. U myszy, ktéorym podawano przez 7 dni
w diecie 10-20% etanol, stwierdzono obnizong synteze hep-
cydyny w watrobie [94], Zgodnie z kanonem regulacji fer-
roportyny przez hepcydyne [52] u myszy tych stwierdzono
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rowniez zwiekszong synteze ferroportyny w dwunastnicy
a dodatkowo takze zwiekszong synteze DMTL1 [94], Dane
te wskazujag na regulacyjny mechanizm akumulacji zela-
za w watrobie w ALD polegajgcy na wzmozonej absorpcji
zelaza z przewodu pokarmowego. Badania funkcjonalne
aktywnosci 624-pz promotora genu Hampl w komoérkach
VL-17A hodowanych z etanolem wykazaty obnizong jego
aktywnos$¢. Stwierdzono réwniez obnizone wigzanie do
promotora czynnika transkrypcyjnego C/EBPa (ang. CCA-
AT/enhancer-binding protein a) [94], o ktérym wiadomo, ze
jest silnym aktywatorem transkrypcji genéw hepcydyny
myszy i cztowieka [95], Kluczowg obserwacjg, jakiej do-
konali Autorzy omawianych doSwiadczen, jest zniesie-
nie efektu hamowania syntezy hepcydyny przez etanol w
obecnoS$ci antyoksydantdw: N-acetylocysteiny i witaminy E
[94], Sugeruje sie, ze RFT wytwarzane w trakcie rozktadu
biologicznego etanolu odbywajagcych sie przy udziale de-
hydrogenazy alkoholowej i cytochromu P4502E1, uczestni-
czg w hamowaniu ekspresji genu hepcydyny na poziomie
transkrypcji. Rola RFT w transkrypcyjnej regulacji ekspresji
genow jest dobrze udokumentowana [96], tak wiec, wspo-
mniana sugestia jest wielce prawdopodobna, tym bardziej,
ze hepatocyty sg gtownymi komdrkami watroby, w ktérych
metabolizowany jest etanol, i w ktérych odbywa sie synteza
hepcydyny [42]. Intrygujace pytanie, ktére oczekuje na od-
powiedz jest nastepujace: czy obnizenie hepcydyny przez
RFT ma miejsce jedynie w stresie oksydacyjnym wywota-
nym przez metabolizm etanolu, czy tez wystepuje w innych
modelach tego stresu.
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ABSTRACT

Iron homeostasis consists in providing iron for a variety of biochemical processes and in limiting iron availability for Fenton reaction. Intra-
cellular and systemic iron homeostasis is an important element in the defense against oxidative stress and is controlled by post-transcriptio-
nal regulatory mechanism IRP/IRE and hepcidin, a peptide that regulates iron absorption from diet and heme iron release by macrophages.
Mutations in hepcidin gene as well as in genes involved in hepcidin regulation lead to the toxic accumulation of iron in the body and exa-
cerbate oxidative stress. Reactive oxygen species influence labile iron pool through the transcriptional and posttranscriptional regulation of
ferritin gene and through the release of iron from iron-sulfur proteins and from ferritin degraded in lysosomes. Alcohol-induced oxidative
stress down-regulates hepcidin expression, increases iron absorption and leads to the excessive accumulation of iron and oxidative damage
in the liver.
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Budowa i funkcja biatek ATP7A i ATP7B
— ATPaz transportujacych jony miedzi

STRESZCZENIE

rganizmy zywe wyksztatcity skomplikowany i podlegajacy kontroli genetycznej sys-

tem transportu i metabolizmu miedzi. Kluczowa role w organizmie w utrzymaniu ho-
meostazy miedzi zajmuja biatka ATP7A i ATP7B. Sa to ATPazy typu P, ktére w swoim cyklu
katalitycznym transportujg jony miedzi poprzez btony wykorzystujgc energie pochodzaca z
hydrolizy ATP. Badania w ostatnich latach przyniosty wiele nowych i ciekawych informacji
dotyczacych budowy, syntezy oraz przebiegu cyklu katalitycznego biatek ATP7A i ATP7B.
Biatka te w komdrce zlokalizowane sa w aparacie Golgiego, a ich funkcjg jest utrzymanie
statego stezenia jonéw miedzi w organizmie poprzez usuwanie nadmiaru tego pierwiastka z
komérek lub przytgczanie jon6w miedzi do biatek enzymatycznych. Biatka ATP7A i ATP7B
syntetyzowane sg we wszystkich komdrkach organizmu. Uczestnicza one we wchtanianiu
jondéw miedzi z pokarmu, wydalaniu nadmiaru miedzi do z6kci i usuwaniu jej z organizmu
oraz transporcie miedzi do mézgu a w organizmie matki w przekazywaniu jonéw miedzi
do rozwijajacego sie ptodu i wydzielaniu ich do mleka w okresie laktacji. Stwierdzono réw-
niez, ze biatka te moga przyczyniac sie do powstawania lekoopornosci w przebiegu leczenia
choréb nowotworowych. Zaburzenia funkcji tych biatek wywotane mutacjg w kodujacych je
genach prowadzg do cigzkich choréb metabolicznych (choroba Menkesa i choroba Wilsona).

WPROWADZENIE - MIEDZ, PIERWIASTEK NIEZBEDNY | GROZNY

Pozytywny wptyw miedzi na organizm cztowieka znany jest od dawna. Juz
starozytni Egipcjanie, Grecy i Rzymianie doceniali bakteriob6jcze witasciwosci
tego metalu. Jednakze dopiero w XIX wieku naszej ery odkryto, ze miedz jest dla
organizmu cztowieka niezbednym sktadnikiem pokarmowym biorgcym udziat
w metabolizmie zelaza oraz procesach krwiotworczych. Przez kolejne lata rosta
wiedza na temat tego pierwiastka i jego funkcji w organizmie. Stato sie tez ja-
sne, ze jest on istotny dla dziatania wielu kluczowych enzymoéw [1], Miedz jest
niezbedna dla prawidtowego funkcjonowania wszystkich organizméw eukario-
tycznych, poniewaz bierze udziat w procesach biologicznych takich jak: oddy-
chanie komérkowe, metabolizm zelaza, usuwanie wolnych rodnikéw, tworzenie
tkanki tacznej oraz jest istotna dta odpowiedniej pracy uktadu nerwowego [2].

Udziat miedzi w wielu podstawowych $ciezkach metabolicznych zwigza-
ny jest z jej szczegélnymi wtasciwoSciami chemicznymi, poniewaz moze ona
wystepowaé zardwno w stanie utlenionym Cu2+jak i zredukowanym Cu+ [3].
MiedZ w organizmie wystepuje gtéwnie w kompleksach z biatkami badZ ami-
nokwasami, ktére wigzg jej zredukowang forme i te zaangazowane sg gtéwnie w
transport i utrzymywanie homeostazy tego pierwiastka. W wielu enzymach jak
na przyktad oksydaza cytochromu c (wytwarzanie energii przez mitochondria),
dysmutaza ponadtlenkowa (przeciwutleniacz), oksydaza lizylowa (tworzenie
kolagenu i elastyny), p-monooksygenaza dopaminy (tworzenie neuroprzekaz-
nikow), ceruloplazmina (transport zelaza) miedz wystepuje w obydwu formach
i petni role kofaktora. Funkcja biatek wigzacych utleniong forme miedzi jest
dotychczas nieznana [4,5]. Badania prowadzone na myszach laboratoryjnych
wykazujg zaburzenia w metabolizmie miedzi (Atp7bw) pokazaty, ze pierwiastek
ten bierze réwniez udziat w biosyntezie kwaséw ttuszczowych i weglowoda-
néw, co sugeruje wysokag wrazliwo$¢ biosyntezy lipidow na zmiany w stezeniu
jonow miedzi i zaangazowanie tego pierwiastka w metabolizmie lipidéw. Moga
wskazywac na to takze wynki badan, w ktérych suplementacja miedzig porowa-
dzita do zmniejszenia poziomu triglicerydéw, cholesterolu i LDL w osoczu [6],

Wspomniane wasciwosci oksydoredukcyjne miedzi maja niestety takze ne-
gatywny aspekt, poniewaz jony tego metalu moga uczestniczy¢ w reakcjach
oksydoredukcyjnych, ktore sa zrodtem rodnikow hydroksylowych. Tak powsta-
te czasteczki powodujg uszkodzenia lipidow, biatek i DNA. Wiekszo$¢ rodni-
kéw hydroksylowych in vivo pochodzi z reakcji Fentona, czyli rozpadu nadtlen-
ku wodoru w reakcji z metalami [7]:
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Cu++ HL A Cuz+ *OH + OH

Obecnie jest to bardzo aktualny problem, poniewaz w
organizmie proces ten moze nasila¢ sie w obecnosci jonéw
kadmu. Wzrastajgce zanieczyszczenie kadmem powoduje,
ze pierwiastek ten zastepujac miedz w wielu cytoplazma-
tycznych i btonowych biatkach zwieksza poziom wolnych
badz schelatowanych jonéw tego metalu, tym samym
uczestniczac w stresie oksydacyjnym inicjowanym reakcja
Fentona [8].

TRANSPORT MIEDZI W ORGANIZMIE

MiedZ jest mikroelementem wystepujagcym powszech-
nie w pozywieniu, a dzienna zalecana dawka (RDA) tego
pierwiastka wynosi od 0,9 mg do 1,35 mg [9,10], Okoto 15%
catej miedzi z pokarmu jest przyswajane, natomiast zdecy-
dowana wiekszo$¢ tego pierwiastka zostaje wydalona z or-
ganizmu [11]. Poniewaz miedZz w nadmiernym stezeniu jest
szkodliwa dla organizmu, gtéwnie poprzez generowanie
wolnych rodnikéw, istniejg odpowiednie mechanizmy ma-
jace na celu regulacje absorpcji, transportu i usuwania tego
pierwiastka w celu zachowania odpowiedniej homeostazy.

Miedz jest absorbowana z pokarmu w jelicie cienkim,
skad trafia do krwiobiegu, gdzie w osoczu tgczy sie z biatka-
mi, peptydami i aminokwasami, miedzy innymi albumina-
mi, glutationem i histydyng [12]. W tej postaci miedZ wraz
z krwig rozprowadzana jest po catym organizmie. Jednak
gtdwnym organem odpowiedzialnym za metabolizm mie-
dzi jest watroba. To wasnie watroba gromadzi najwiecej
tego pierwiastka [11], w tym organie miedz jest przytgczana
do syntetyzowanych biatek (ceruloplazmina, metalotione-
ina), a nastepnie ponownie trafia bezposrednio do krwio-
biegu. Do nerek miedz dociera wraz z krwia, w procesie
filtracji kiebuszkowej pierwiastek ten trafia do przesaczu
pierwotnego, jednak ponownie w kanalikach proksymal-
nych ulega reabsorpcji i trafia do krwiobiegu. Tylko 2% mie-
dzi usuwane jest wraz z moczem. To watroba bierze udziat
w usuwaniu nadmiaru jonéw miedzi z organizmu. Miedz
wydzielana jest do syntetyzowanej w watrobie zétci i wy-
dzielana razem z nig do przewodu pokarmowego. Jest to
gtéwna droga usuwania miedzi z organizmu, w ten sposob
usuwane jest 98% tego metalu [11,13].

Jak juz wspomniano, miedz z watroby wydzielana jest do
krwi w kompleksie z ceruloplazming, kompleks ten stano-
wi 65-70% miedzi w osoczu i petni role gtéwnego czynnika
utrzymujacego homeostaze tego pierwiasta w organizmie,
reszte (12-18%) stanowia gtownie albuminy [14,15] lub inne
biatka np. transkuperyna, ktora jest zaliczana do makro-
globulin [16]. Wspomniane kompleksy miedzi z biatkami i
aminokwasami uczestnicza nie tylko w transporcie miedzi
w organizmie. Chelatowanie i sekwestracja jondw metali
w nieaktywne kompleksy jest popularnym mechanizmem
unieczynniania toksycznych jonéw. Wiekszos$¢ tych mecha-
nizmow jest niespecyficzna i dziata na jony réznych meta-
li, poprzez zahamowanie importu tych jonéw do komorki,
badZ tez ich unieczynnienie w macierzy zewnatrzkomérko-
wej, tak by nie mogty podlegac absorpcji [17].
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POBIERANIE MIEDZI PRZEZ KOMORKE

Transport miedzi na poziomie komdérkowym jest skom-
plikowanym procesem a pierwsze badania tego mechani-
zmu przeprowadzane byty na bakterii Enterococcus hirae, a
w odniesieniu do organizméw eukariotycznych na droz-
dzach Saccharomyces cerevisae [18]. Za pobieranie miedzi
przez komorke odpowiedzialne sg biatka zaliczane do
rodziny transporteréw miedzi (Ctr). Jedno z biatek nale-
zacych do wspomianej grupy, Ctrl, jest syntetyzowane w
komérkach ssakéw w duzych iloSciach w jelicie, watrobie,
nerkach i sercu, natomiast niska synteza zachodzi w tkan-
kach mézgu i mie$niach [19]. Biatko to zbudowane jest z
190 reszt aminokwasowych i tworzy wbhudowany w btone
homotrimer umozliwiajgcy powstanie kanatu dla jonéw
miedzi. Badania wykazujg rowniez, ze biatko Ctrl ulega
potranslacyjnej modyfikcji poprzez glikozylacje [19]. Me-
chanizm transportu miedzi poprzez btony biologiczne nie
jest doktadnie poznany. Aktualny model zaktada, ze Ctrl
oddziatuje ze zredukowang a nie utleniong formg miedzi,
ktora jest powszechna w Srodowisku zewnatrzkomdrko-
wym. Wymaga to wczesniejszego dziatania metatoreduktaz
o wysokim powinowactwie do miedzi, znajdujgcych sie na
przyktad na powierzchni btony komarkowej [2], Transport
miedzi przez kanat w obrebie Ctrl nie wymaga naktadow
energii ze strony ATP, a opiera sie na zmianach konforma-
cyjnych w biatku. Kluczowa role dla funkcjonowania catego
procesu odgrywa zachowany w ewolucji motyw MX-X-XM
(gdzie X to reszta dowolnego aminokwasu) w drugiej do-
menie transblonowej oraz zewnatrz- i wewnatrzkomorko-
we domeny posiadajgce miejsca wigzania miedzi. Pozwala-
ja one biatku hCtrl na stabilne zwigzanie dwdéch jonéw Cu+
za pomocg trzech koordynacyjnych mostkéw Cu-S [2,20].

Obecnie przypuszcza sie, ze Ctrl nie jest jedynym trans-
porterem miedzi. Badania wykazaty, ze w komérkach jelita
syntetyzowany jest transporter dwuwartosciowych jonéw
metali DMT1 (ang. divalent metal transporter), ktéry wykazu-
je mniejsze powinowactwo takze do innych metali, w tym
miedzi [21]. By¢ moze jest to gtowny transporter miedzi w
komdrkach jelita, gdyz jego synteza jest zalezna od ilosci
tego pierwiastka dostepnej w pozywieniu. Nie obserwowa-
no podobnej zalezno$ci w syntezie hCtrl w hodowanych in
vitro komorkach jelita. Jest tez bardzo prawdopodobne, ze
synteza biatek transportujacych miedz do wnetrza komor-
ki jest zalezna od rodzaju tkanki. Swiadczyé o tym moga
badania, w ktérych wykazano, ze wysokie stezenie mie-
dzi powoduje spadek syntezy biatka hCtrl w hodowlach
komoérek nerki, a proces ten moze by¢ regulowany przez
potranslacyjne mechanizmy oparte na endocytozie i degra-
dacji wspomnianego transportera [22], W transport miedzi
przez btone komdérkowg mogg by¢ zaangazowane inne biat-
ka, jak na przyktad biatko prekursorowe amyloidu (APP,
ang. amyloid precursor protein), btonowe biatko, ktére odgry-
wa gtéwng role w rozwoju choroby Alzheimera. Biatko to
posiada zewnatrzkomoérkowa domene, ktdéra redukuje jony
Cu2+ Niewiele jeszcze wiadomo na temat roli tego biatka
w utrzymywaniu homeostazy miedzi, by¢ moze jego gtow-
ng rolg jest zewngtrzkomaérkowga redukcja Cu2: Proces ten
moze by¢ bezposrednio zwigzany z uczestniczeniem APP w
procesach neurodegeneracyjnych [4],
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TRANSPORT MIEDZI W OBREBIE CYTOPLAZMY

Miedz po przejsciu przez btone komorkowg trafia do cy-
toplazmy, jednak nie wystepuje tu w postaci wolnych jondw
(lub wystepuje w tej postaci w bardzo matych iloSciach).
W cytoplazmie pierwiastek ten jest natychmiast wychwy-
tywany przez obecne tu biatka opiekurnicze (chaperoniny).
W zaleznosci od biatka docelowego, do ktdrego miedz ma
by¢ dostarczona, w procesie tym uczestniczg rézne przeno-
$niki [23].

Jednym z nich jest biatko ATOXI (ang. antioxidant prote-
in 1). Jego czasteczka zbudowana jest z 68 reszt aminokwa-
sowych, biatko to jest odpowiedzialne za przytaczanie mie-
dzi ijej transport do szlaku sekrecyjnego aparatu Golgiego
[23]. SzczegOblnie silna ekspresja genu ATO X1 wystepuje w
watrobie, mézgu i nerkach [24], Co wiecej, ATOXI funkcjo-
nuje jako komponent $ciezki chronigcej komérke przed ne-
gatywnym wptywem stresu oksydacyjnego [25]. Jedna cza-
steczka biatka przytacza jeden jon miedzi poprzez wigzanie
koordynacyjne do dwoch reszt cysteinowych zawartych w
sekwencji M-X-C-X-X-C [26].

Nastepnym poznang metalochaperoning jest CCS (ang.
copper chaperone for SOD1), biatko o masie 70-kDa odpowia-
dajace za wiaczanie miedzi do dysmutazy ponadtlenkowej
(SOD). Biatko to jest homodimerem zbudowanym z dwéch
podjednostek o 3 funkcjonalnych domenach [23]. Domena |
zawiera sekwencje MTC-X-X-C wigzacg miedz. Sekwencja
C-X-X-C w domenie pierwszej, ktéra odpowiada za wigzanie
miedzi, zostata znaleziona takze w ATPazach typu P trans-
portujacych miedz i innych metalochaperoninach z grupy
ATOX, aczkolwiek obecno$¢ wspomnianego motywu nie jest
wymagana dla prawidtowego dziatania biatka CCS. Domena
Il jest wysoce homologiczna do dysmutazy ponadtlenkowej
(SOD) iodpowiada za powstanie heterodimeru CCS-SOD, co
utatwia przekazanie miedzi na SOD. Jony miedzi przekazy-
wane sg przez reszty cysteinowe domeny Il [27,28],

Dysmutaza ponadtlenkowa zlokalizowana jest gtownie
w cytosolu komérki, ale moze tez wystepowaé w wewnetrz-
nej btonie mitochondrialnej. U ssakéw, SOD1 aktywowana
w cytosolu przez CCS, nie moze juz dosta¢ sie do mitochon-
drium. W momencie aktywacji w mitochondrium dojrzaty
enzym jest tu zatrzymywany [29,30], CoxI7 to kolejne mate
biatko niezbedne do funkcjonowania oksydazy cytochro-
mu c (CCO). Jest ono zlokalizowane w cytoplazmie i prze-
strzeni miedzybtolnowej mitochondrium. Jedna czasteczka
tego biatka moze transportowa¢ dwa jony miedzi, gdyz
zawiera 6 reszt cysteinowych zgrupowanych w motywach
C-C-X-C. Za transport miedzi do CCO u ssakéw odpowia-
dajg jeszcze inne chaperoniny jak: Scol, Sco2 i Coxll. Biat-
ka te zlokalizowano w wewnetrznej btonie mitochondrial-
nej i prawdopodobnie posredniczg one w przekazywaniu
jonéw miedzi do czasteczki enzymu [3]. Do grupy biatek
zwigzanych z transportem miedzi zaliczane jest tez biat-
ko COMMD1 (ang. Copper Metabolism MURR1 Domain 1),
zwane dawniej MURRL. Biatko to wspotpracuje z ATPaza
transportujacg jony miedzi ATP7B i uczestniczy w procesie
sekrecji miedzi do zétci. Nie jest doktadnie znana funkcja
tego biatka. Sugeruje sie jednak, ze uczestniczy ono w kon-
trolowaniu proteolizy biatka ATP7B [31],
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ATP7A 1 ATP7B - ATPazy
TRANSPORTUJACE JONY MIEDZI

Jednak kluczowa role w procesie transportu miedzi, wita-
czania tego pierwiastka do szlaku metabolicznego biatek
enzymatycznych i utrzymywania statego stezenia jondw
miedzi w komdrce spetniajg dwie ATPazy typu P, ktore sg
$cisle zwigzane z metabolizmem tego pierwiastka. Obecny
artykut poswiecony jest charakterystyce i znaczeniu tych
biatek dla prawidtowej fizjologii cztowieka. Zaburzenia w
prawidtowym funkcjonowaniu obydwu biatek prowadzg
do ciezkich schorzeri metabolicznych u ludzi i zwigzane sg
gtéwnie z mutacjami w genach kodujacych ATPazy trans-
portujagce miedz, czyli ATP7A oraz ATP7B, powodujac od-
powiednio chorobe Menkesa i chorobe Wilsona [6].

Zesp6t Menkesa (MD) to stosunkowo rzadko wystepujaca
choroba genetyczna, pojawiajgca sie w Europie z czestoscig
1 na 300000 zywych urodzen [32]. Zapadajg na nig gtéwnie
chtopcy, ktorzy umierajg zwykle przed osiggnieciem 5 roku
zycia. Choroba ta jest spowodowana mutacjg w genie ATP7A
zlokalizowanym w chromosomie X [33], Mutacje w obre-
bie wymienionego genu to gtéwnie mutacje nonsensowne
oraz mutacje zmiany sensu, ale takze mate insercje i delecje.
Wspomniane mutacje moga powodowac utrate funkcji cate-
go biatka i/bgdZ tez zaburzac jego prawidtowa lokalizacje.
Brak witasciwej funkcji biatka, czyli transportu miedzi z cy-
tosolu, moze by¢ z kolei spowodowane jego niewtasciwym
fatdowaniem, lub zaburzeniami w domenie katalitycznej
zaangazowanej w wigzanie ATP [4], Defekt genetyczny po-
woduje znaczne upo$ledzenie wchianiania miedzi w jelicie
cienkim, skutkiem tego jest niedobdr lub akumulacja tego
pierwiastka w réznych organach. Objawy tej choroby zwig-
zane sg z brakiem aktywnosci enzymdw zaleznych od jo-
néw miedzi isg to gtdwnie: degeneracja uktadu nerwowego
oraz uszkodzenia tkanki tgcznej. Objawy nasilajg si¢ wraz
z wiekiem prowadzac w konsekwencji do $mierci [32,33],
Modelem zwierzecym zespotu Menkesa sg myszy z mutacjg
mottled [33,34].

Choroba Wilsona (WND), podobnie jak choroba Men-
kesa, jest autosomalng chorobg genetyczna, zwigzang z
defektem wydalania miedzi, co prowadzi do akumulacji
nadmiaru tego pierwiastka w watrobie, nerkach i mé-
zgu oraz rogéwce oka, tworzac charakterystyczny zoty
pierscien, tzw. pierScien Kaysera-Fleischera. Pojawienie
sie pierscienia jest objawem specyficznym dla tej choro-
by. Choroba ta jest trudna do rozpoznania we wczesnym
stadium, poniewaz objawy sg niespecyficzne, a sg nimi
miedzy innymi zdttaczka i marsko$¢ watroby. Wystepujg
takze symptomy neurologiczne jak depresja, symptomy
przypominajgce chorobe Parkinsona, dystonia, ujawnia-
jace sie dopiero w trzeciej dekadzie zycia [35], Za chorobe
te odpowiadajg defekty w biatku ATP7B. Zidentyfikowa-
no okoto 300 r6znych mutacji w genie ATP7B isa to gtow-
nie delecje, mutacje nonsensowne oraz mutacje zwigzane
z niewtasciwym splicingiem mRNA [6,32]. W przypadku
choroby Wilsona, podejmowane sg proby leczenia, ktore
przy odpowiednio wczesnym zdiagnozowaniu tego za-
burzenia dajg dobre prognozy. Stosuje sie kilka metod
terapii. Jedng z nich jest podawanie penicyliny, ktéra
tworzy kompleksy z miedzig, indukujagc wydalanie mie-
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dzi z moczem. Inng metodg jest zahamowanie absorpcji
miedzi z przewodu pokarmowego za pomocg siarczku
cynku lub obnizenie stezenia miedzi w osoczu za pomo-
cg [NH42M0S4[12]. Modelami zwierzecymi choroby Wil-
sona sg: myszy z mutacjg toksycznego mleka (ang. Toxic
Milk Mouse), szczury LEC (ang. Long-Evnns Cinnamon)
oraz psy rasy terier Bedlington [12].

GENY KODUJACE BIALKA ATP7A | ATP7B

Intensywne badania prowadzone na poczatku lat 90.
minionego stulecia nad schorzeniami wywotanymi przez
dziedziczne zaburzenia metabolizmu miedzi, doprowa-
dzity do poznania genéw kodujacych ATPazy transportu-
jace jony tego pierwiastka. W roku 1993 poznano strukture
genu ATP7A. Odkrycia tego dokonano w tym samym cza-
sie w trzech réznych iniezaleznych laboratoriach na $wie-
cie [36-38], Co ciekawsze, wyniki tego odkrycia opubliko-
wano jednocze$nie w tym samym numerze czasopisma
Nature Genetics. Gen ATP7A zlokalizowano na diugim
ramieniu chromosomu X w pozycji Xql3. Jest to stosun-
kowo duzy gen obejmujgcy 150 kb. Sekwencje kodujgce
obejmujg 23 eksony, ktérych wielko$¢ waha sie od 77 do
726 bp. Kodon startowy ATG znajduje sie w eksonie dru-
gim, kodon stop TAA w eksonie 23 [39-41], W 1993 roku
nastgpito tez odkrycie genu ATP7B [42], Gen ten u czio-
wieka kodowany jest na chromosomie 13 pozycji 13ql4.3
i sktada sie z 21 eksondw. Wielko$¢ eksonow waha sie od
77 do 1234 bp, kodon start znajduje sie w eksonie pierw-
szym. Stwierdzono 60% podobienstwa pomiedzy genami
ATP7A i ATP7B [43]. Szerokie spektrum dziatania ATPaz
transportujgcych jony miedzi przyczynito sie¢ do rozwoju
intensywnych badan nad syntezg tych biatek i kodujgcych
je genow. Badania przeprowadzone na zwierzetach labora-
toryjnych wykazaty, ze synteza ta zachodzi zaréwno w zy-
ciu postnatalnym jak i prenatalnym. Ekspresje genu Atp7a
stwierdzono juz u 7-dniowych zarodkéw mysich [44].
Zaobserwowano, ze w okresie zycia ptodowego ekspresja
genu Atp7a zachodzi we wszystkich tkankach rozwijajgce-
go sie organizmu [45] a obecnie gen ATP7A jest uznawany
zajeden z gendw metabolizmu podstawowego (ang. house-
keeping gene) [46,47]. Stosujac metode hybrydyzacji RNA
in situ Kuo i wspdtpracownicy odkryli, ze juz u 9,5-dnio-
wych zarodkéw myszy zachodzi ekspresja obydwu genéw
Atp7a i Atp7b [45]. Stwierdzono réwniez, ze w zyciu po-
stnatalnym w wiekszos$ci tkanek zachodzi ekspresja oby-
dwu gendw, jednak poziom ekspresji jest rozny i zalezny
od rodzaju tkanki, jak réwniez od wieku danego osobnika.
Ekspresja genu ATP7A jest szczeg6lnie wysoka w nerkach,
mozgu, jelicie cienkim oraz w komérkach nabtonka naczyn
krwionos$nych [47-51]. Gen ATP7B ma szczeg6lnie wysoka
ekspresje w watrobie i mozgu [39,40,52], natomiast w ptu-
cach jego ekspresja jest stosunkowo niska [52], Dotychczas
panowata opinia, ze w watrobie w zyciu postnatalnym u
ssakoéw genu ATP7A nie ulega ekspresji [45,53,54], jednak
wyniki badan prowadzonych na myszach pozwolity na
identyfikacje produktow genu ATP7A na poziomie mRNA
i na poziomie biatka. Co wiecej, stwierdzono, ze poziom
ekspresji scisle zalezy od wieku badanych osobnikow i
tak, u noworodkdw i bardzo mtodych zwierzat, ekspresja
ta jest bardzo wysoka, natomiast u osobnikéw dorostych
ulega znacznemu obnizeniu [55].
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JAK ZBUDOWANE SA ATPazy
TRANSPORTUJACE JONY MIEDZI

Wystepujgce w komorkach ssakdw ATPazy transportujgce
kationy miedziowe nalezg do grupy ATPaz typu P1B. Biatka
nalezace do tej grupy transportujg jony metali ciezkich, ta-
kie jak Cu+ Cu2 Cd2 Co2 Pb2 czy Zn2; a w swoim cyklu
katalitycznym wykorzystujg energie pochodzaca z hydroli-
zy ATP [56]. Biatka ATP7A i ATP7B wykazujg bardzo wiele
cech wspoélnych w budowie czasteczki, tak ze w obecnym
artykule omowiona bedzie ogdlnie budowa ATPaz trans-
portujgcych jony miedzi z podkres$leniem specyficzno$ci da-
nego biatka. Podobieristwo miedzy tymi biatkami nie kon-
czy sie na zblizonym planie budowy, bowiem stwierdzono,
ze na poziomie sekwencji reszt aminokwasowych biatka te
wykazujg prawie 60% homologii [43], Zardwno ATP7A jak
i ATP7B sa biatkami transbtonowymi. W komodrkach biat-
ka te zlokalizowano w cysternach trans aparatu Golgiego,
oraz w zaleznoS$ci od stezenia jonéw miedzi w komérce, w
btonie komérkowej oraz w cytoplazmie (w pecherzykach
klatrynowych) [40,52,57]. ATP7A jest biatkiem o masie
czasteczkowej 175-180 kDa ztozonym z 1500 reszt amino-
kwasowych, za$ czagsteczka ATP7B o masie czasteczkowej
165 kDa zbudowana jest z 1465 reszt aminokwasowych.
Obydwie ATPazy sg pojedynczymi polipeptydami, jednak
w przeciwienstwie do ATP7A, biatko ATP7B nie ulega pro-
cesowi glikozylacji [48], Laricuchy aminokwasowe obydwu
biatek 8-krotnie przechodzg przez btone, tworzac 4-hydro-
filowe, zanurzone w cytosolu domeny oddzielone od siebie
odcinkami transbtonowymi (Ryc. 1). Ten plan budowy jest
zachowany w ewolucji i charakterystyczny dla wszystkich
ATPaz typu P. Domeny transmembranowe (ang. TMS-
transmembrane segments) nie tylko decyduja o btonowej loka-
lizacji biatka, ale réwniez tworzg kanat dla transportu jondw
metalu. Sekwencje niezbedne dla zajscia tego procesu zna-
leziono w trzech réznych domenach transmembranowych.
TSM 6 zawiera sekwencje reszt aminokwasowych C-P-C,
ktdra jest zachowana w ewolucji i wystepuje we wszystkich
ATPazach typu P. Ponadto w TMS 7 sekwencje N-Y oraz
sekwencja M-X-X-S (X —reszta dowolnego aminokwasu)
w TMS 8 uwazane sg za niezbedne dla transportu jonow
miedzi przez btony biatkowo-lipidowe [40,58,59]. Wsrod
domen hydrofilowych budujgcych czagsteczki omawianych
ATPaz, mozemy wyro6zni¢ 6 domen wigzacych jony miedzi;
domene wigzacg ATP, domene A wazng dla aktywnosci
fosfatazy i zmian konformacyjnych w czasie cyklu katali-
tycznego oraz domene obejmujaca czes¢ C-terminalng biat-
ka, bardzo istotng dla prawidtowego transportu czasteczki
w obrebie cytoplazmy (Ryc. 1). Domeny wigzace kationy
metalu, zlokalizowane w N-korncowej czesci czasteczki,
utozone sg szeregowo. Kazda z nich zbudowana jest z oko-
to 70 reszt aminokwasowych [52] i zawiera zachowang w
ewolucji sekwencje reszt aminokwasowych HC-X-X-C-X-X-
X-IE, ktéra pozwala na zwiazanie jednego kationu miedzi.
Analiza rentgenograficzna wykazata, ze miedZ przytgczana
jest do reszt cysteiny w formie zredukowanej Cu+[40,56,60].
Badania przeprowadzone z uzyciem metody magnetycz-
nego rezonansu jadrowego oraz badania krystalograficzne
pozwolity na doktadng analize budowy kazdej z domen
[40,56,61], Badania wykazaty, ze pomimo podobnej funkcji
jaka petnig, domeny te roznig sie znacznie sktadem reszt
aminokwasowych i nie sg rownocenne pod wzgledem pet-
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Rycina 1. Schemat budowy ATPazy transportujacej jony miedzi. Zaréwno
ATPT7A jak i ATP7B sa biatkami transbtonowymi. Domeny transbtonowe mocuja
biatko w btonie aparatu Golgiego, a réwnocze$nie dzigki unikatowej sekwencji
resztaminokwaséw (CPC-domena 6, YN-domena 7 i MXXS —domena 8) umoz-
liwiajg transport jondw przez btong. N-koricowa cze$¢ biatka zawiera 6 hydrofi-
lowych domen wigzacych kationy metalu. Pozostate hydrofilowe domeny biorg
udziat w cyklu katalitycznym biatka przytagczajac czasteczke ATP (subdomena
N). Uwalniana w procesie hydrolizy ATP reszta fosforanowa przytgczana jest
do sekwencji DKTG w obrebie subdomeny P. Domena A opowiedzialna jest za
proces defosforylacji czasteczki ATPazy. C-koricowa cze$¢ czasteczki biatka jest
opowiedzialna za prawidtowy transport biatek w cyklu katalitycznym. Fragment
ten zawiera sekwencje ztozong z trzech reszt leucyny w przypadku biatka ATP7B
i z dwoéch reszt leucyny w przypadku ATP7A warunkujacg whasciwy transport
biatka w komérkach o budowie spolaryzowanej (ATP7A do btony podstawno-
bocznej, ATP7B do btony wierzchotkowej), oraz transport powrotny biatka na
drodze endocytozy do aparatu Golgiego.

nionej funkcji. Analiza sekwencji N-koricowej biatka ATP7B
pokazata ze domeny od 1 do 4 (charakterystyczne tylko dla
komoérek ssakéw) nie sg konieczne dla aktywnosci biatka.
Biatko pozbawione tego odcinka nie tylko zachowuje moz-
liwo$¢ transportu transbtonowego, ale utrata tego odcinka
wrecz zwieksza szybko$¢ hydrolizy i przytgczania ATP, co
sugeruje, ze domeny te moga petni¢ w czasteczce funkcje
autoinhibitorow [40], Jednak istniejg sugestie, ze to wia-
$nie domeny 1-4 oddziatujg z biatkiem ATOXI i do nich w
pierwszej kolejnosci przytgczane sg jony miedzi [60,62,63],
Odkryto, ze w biatku ATP7A sa to wtasnie domeny 1i 4.
Ta ostatnia, wigzaca kationy metalu, reaguje bezposrednio
z ATOXI[64], natomiast w ATP7B najwieksze powinowac-
two do ATOXI ma domena 4, a nieco mniejsze domena 2
[40]. Domeny 5i 6 zlokalizowane blizej czesci transbtonowej
czasteczki okazaly sie byé bardzo istotne dla zachowania
zdolnosci katalitycznej biatka [40,56,65]. Badania z uzyciem
metody ukierunkowanej mutagenezy wykazaty, ze brak
fragmentu zawierajgcego obydwie domeny (5 i 6) prowa-
dzi do utraty aktywnosci zaréwno przez biatko ATP7A jak
i biatko ATP7B. Jezeli jednak usunieto tylko jedng ze wspo-
mnianych domen, biatka zachowywaty aktywnos$¢. Stwier-
dzono ponadto w przypadku obydwu ATPaz brak oddzia-
tywania pomiedzy domenami 5i 6 a biatkiem ATOXI, na-
tomiast przypuszcza sie, ze te domeny petnig funkcje regu-
latorowg oddziatujgc z transbtonowymi odcinkami biatka,
co wptywa na powinowactwo domen transbtonowych do
jonow miedzi [48,65].

Pomiedzy 6 i 7 domeng transbtonowg znajduje sie zbu-
dowana z 235 reszt aminokwasowych domena wigzaca
ATP [39]. Jest to zachowany w ewolucji element w budowie
ATPaz transportujgcych jony miedzi. Mozna go znalez¢ za-
rowno w ATPazach bakteryjnych, jak i w omawianych biat-
kach ATP7A i ATP7B cztowieka. W obrebie tej duzej dome-
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ny mozna wyrdzni¢ dwie mniejsze subdomeny: subdomene
wigzania nukleotydéw (subdomena N) oraz subdomene
fosforylacji (subdomena P) zaangazowang bezposrednio w
wigzanie ATP (Ryc. 1) [48,56], W cyklu katalitycznym biatka
dochodzi do oddziatywania pomiedzy tymi subdomenami.
Czasteczka ATP przytaczana jest najpierw do subdomeny
N, co prowadzi do zmiany konformacji czgsteczki biatka, a
nastepnie jego fosforylacji w obrebie subdomeny P. Doktad-
na analiza sekwencji biatek ATP7A i ATP7B wykazata obec-
no$¢ reszt aminokwasowych niezbednych dla przeprowa-
dzenia tego procesu. W biatku ATP7A s3 to reszty: Ew po-
zycji 1081, H w pozycji 1086, G w pozycji 1126, G w pozycji
1128 i G w pozycji 118. Natomiast w biatku ATP7B niezbed-
ne sg reszty: E w pozycji 1064, H w pozycji 1069, G w pozy-
cji 1101 i G w pozycji 1149 [40,66,67], Domena P zawiera-
jaca zachowang w ewolucji sekwencje reszt aminokwasow
DKTG oraz GD-X-X-D jest miejscem, w ktdrym dochodzi
do przytgczenia reszty fosforanowej z ATP do czasteczki
ATPazy na drodze wytworzenia wigzania kowalencyjnego
pomiedzy resztg kwasu asparaginowego (pochodzacego z
sekwencji DKTG) a resztg fosforanowg uwolniong podczas
hydrolizy ATP [40,48].

Hydrofilowa domena A zlokalizowana jest pomiedzy 4
a 5domeng transhtonowg (Ryc. 1). Odcinek ten ztozony jest
ze 135 reszt aminokwasowych i tworzy petle zanurzong w
cytoplazmie [39,48]. Jest to zachowany w ewolucji motyw
charakterystyczny dla wszystkich ATPaz typu P. Domena
ta zawiera zachowang w ewolucji sekwencje reszt amino-
kwasowych TGE, ktdra jest niezbedna dla przeprowadze-
nia reakcji defosforylacji biatka [22], Szczeg6lng role petni
tu reszta Glu. Mutacja w rejonie TGE powoduje, ze biatko
caty czas jest ufosforylowane i prowadzi nieprzerwanie
proces transportu jondw bez wzgledu na stezenie kationow
miedziowych w komorce [22,56,59]. Jak sie okazato, rola
tej domeny nie ogranicza sie tylko do udziatu w procesie
defosforylacji, bierze ona tez aktywny udziat w transporcie
jondw miedzi przez btone plazmatyczng. Domena ta moze
wykonywacé ruch rotacyjny, co umozliwia domenom trans-
btonowym przeprowadzenie reakcji transportu jonéw me-
talu przez btone [68],

C-koncowa domena obydwu biatek: ATP7A i ATP7B
rowniez zanurzona jest w cytoplazmie. Jest to domena
zbudowana z okoto 90 reszt aminokwasowych i zawiera
sekwencje niezwykle wazne dla transportu tych biatek. W
biatku ATP7A w pozycji 1487-1488 znaleziono dileucynowg
sekwencje odpowiadajaca za transport powrotny biatka z
btony komérkowej do aparatu Golgiego [48,52,69]. Okaza-
fo sie tez, ze sekwencja ta nie tylko warunkuje recylkulacje
biatka, ale w komérkach o budowie polarnej odpowiada
réwniez za kierowanie biatka ATP7A do btony podstaw-
no-bocznej w czasie tranportu z aparatu Golgiego do bto-
ny komoérkowej. Badania prowadzone ze zmutowang for-
ma biatka, w ktdrym doszto do insercji dodatkowej reszty
alaniny w obrebie motywu dileucynowego w komdrkach
linii MDCK wykazaty, ze biatko ATP7A transportowane
byto btednie do btony wierzchotkowej [46,52,70]. W biatku
ATP7B podobng funkcje spetnia trileucynowa sekwencja
LLL znaleziona w pozycji 1454-1456. Rowniez w tym przy-
padku sekwencja ta warunkuje recylkulacje biatka do apa-
ratu Golgiego. W komérkach, w ktérych doszto do mutacji
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genu ATP7B, w wyniku ktorej jedna z reszt leucyny zasta-
piona zostata przez reszte alaniny, zaobserwowano brak
transportu powrotnego tego biatka [46,48,71] Sekwencja
LLL warunkuje réwniez prawidtowy wydzielniczy trans-
port biatka ATP7B do btony wierzchotkowej w komdrkach
o budowie polarnej [46,48,59,72]. Oprécz omawianego tutaj
motywu dileucynowego C-koncowa domena biatka ATP7A
zawiera rowniez dodatkowa sekwencje odpowiadajaca za
prawidtowy transport. Jest to sekwencja DTAL znajdujgca
sie pozycji 1497-1500 i konczgca tancuch aminokwasowy
biatka ATP7A. Przypuszcza sieg, ze jej obecno$¢ umozliwia
oddziatywanie pomiedzy ATP7A a niskoczasteczkowym
biatkiem AIPPI (ang. ATPase-interacting PDZ protein), co z
kolei stanowi sygnat do transportu ATP7A w kierunku bto-
ny podstawno-bocznej w komérkach o budowie spolaryzo-
wanej [40,48,52,73], W biatku ATP7B znaleziono rowniez
dodatkowg sekwencje warunkujacg jego transport do btony
wierzchotkowej w komoérkach o budowie spolaryzowanej.
Sekwencja ta, ztozona z 63 reszt aminokwasowych, znajduje
sie w N-koncowej czesci czasteczki w rejonie poprzedzaja-
cym pierwszg domene wigzacg kationy miedzi ijest charak-
terystyczna tylko dla ATP7B [57,71,72],

PRZEBIEG | REGULACJA CYKLU KATALITYCZNEGO

Cykl katalityczny biatek ATP7A i ATP7B jest $cisle zwig-
zany z ich budowg i polega na transporcie jondw miedzi
przez btone. Energia potrzebna dla zajscia tej reakcji pocho-
dzi z hydrolizy czasteczki ATP. Cykl ten ma taki sam prze-
bieg w przypadku obydwu biatek i sktada sie z pieciu naste-
pujacych po sobie reakcji. W pierwszym etapie jony miedzi
przytaczane sg do domen wigzacych jony metalu zlokalizo-
wanych w N-koricowej czesci czgsteczki. Nastepne etapy to
przytaczenie czasteczki ATP do hydrofilowej subdomeny
N, hydroliza ATP i ufosforylowanie biatka w obrebie sub-
domeny P. Energia wytworzona w tym etapie pozwala na
transport jonow przez btony w obrebie domeny transbtono-
wej. W kolejnym etapie nastepuje defosforylacja biatka przy
udziale domeny A [48,57,66]. Jak juz wspomniano wcze-
$niej, miedz jest pierwiastkiem niestychanie reaktywnym i
dlatego w komdrkach jony miedzi nie moga wystepowac w
postaci wolnej, ale muszg by¢ potgczone z odpowiednimi
biatkami. Specyfika transportu w przypadku ATPaz trans-
portujacych kationy Cu w poréwnaniu z innymi ATPazami
typu P polega na tym, ze nie wytwarzajg one gradientu ste-
zenia transportowanych jonéw tak jak to jest w przypadku
ATPazy wapniowej lub ATPazy sodowo-potasowej. Biatka
ATP7A i ATP7B w czasie cyklu katalitycznego sg po$redni-
kiem przekazujagcym jon otrzymany od czasteczki donora,
w tym przypadku biatka ATOXI, do czasteczki akceptora
np. zaleznego od jonéw miedzi enzymu lub innej czastecz-
ki o charakterze metaloproteiny [56]. Pordwnanie kinetyki
cyklu katalitycznego wykazato, ze proces transportu jonow
jak i reakcje czgstkowe w opisanym cyklu przebiegajg szyb-
ciej w przypadku biatka ATP7A [48,74], Zidentyfikowano
rowniez szereg czynnikéw wptywajacych na szybkos$¢ cy-
klu katalitycznego. Najwazniejszym z nich jest stezenie jo-
now miedzi w komdrce. Innym poznanym czynnikiem jest
odczyn Srodowiska reakcji: przy obnizeniu pH do wartosci
ponizej 7 dochodzi do znacznego zwigkszenia szybkosci
reakcji biatka ATP7B [75]. Wynik taki moze wskazywac,
ze zmiany pH w obrebie réznych przedziatow w komoérce
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moga wpitywacé na szybkos$¢ transportu jonéw [48]. Bar-
dzo istotng role w procesie katalitycznym odgrywajg row-
niez biatka oddziatujgce z ATPazami. Jak juz wspomniano
wczesniej, ATOXI jest biatkiem z grupy metalochaperonin i
gtéwnym dostawcg jonéw Cu+dla biatek ATP 7A i ATP7B.
Jedna czasteczka biatka ATOXI zawiera jeden atom miedzi
przytaczony poprzez wigzanie koordynacyjne do dwoch
reszt cysternowych [26]. Przypuszcza sie, ze biatko ATOXI
rowniez spetnia posrednio role regulatora cyklu. Wedtug
teorii proponowanej przez Arguello i Gonzalez Guerre-
ro domeny 1-4 wigzace kationy metalu przy braku jonow
miedzi oddziatujg z subdomeng N (wiazagca ATP). Zabloko-
wana subdomena N nie wigze ATP, co blokuje mozliwos$é
przeprowadzenia reakcji transportu. W momencie, gdy
biatko ATOXI dostarczy jony miedzi do ATPazy, domeny
1-4 przytaczajg kationy metalu i nastepuje odblokowanie
subdomeny N. Umozliwia to przytgczenie czgsteczki ATP
i kontynuacje cyklu katalitycznego [48,59,76], Okazato sie,
ze dla prawidtowego przebiegu cyklu niezbedna jest tak-
ze obecnos$¢ zwigzkéw o charakterze reduktoréw takich
jak glutaredoksyna. Biatko to jest enzymem nalezacym do
grupy oksydoreduktaz biatkowo-disulfidowych a dziatanie
jego polega na przywracaniu grup tiolowych biatek do po-
staci zredukowanej. W przypadku omawianych ATPaz pro-
ces ten zapobiega utlenianiu grup tiolowych wchodzgcych
w sktad sekwencji MCX-XC w N-kohAcowych domenach
wigzacych kationy miedzi, gdyz przytaczanie jondw miedzi
mozliwe jest tylko do formy zredukowanej [40,59].

Dlaczego biatka ATP7A i ATP7B sg niezbedne dla pra-
widtowego funkcjonowania zaleznych od jon6éw miedzi en-
zymow?

Gidwnga rolg biatek ATPaz transportujgcych jony Cu
jest utrzymanie statego stezenia jondw miedzi w orga-
nizmie poprzez usuwanie nadmiaru tego pierwiastka
z komérek, jednak réwnie wazng funkcje spetniajg one
transportujgc jony do tych obszaréw komorki, w kto-
rych zostang przytaczone do biatek zaleznych od miedzi.
Czynnikiem regulujgcym cykl katalityczny tych ATPaz
jest stezenie jonéw miedzi w komorce. W przypadku,
gdy stezenie to nie wykracza poza poziom fizjologicz-
ny, zarowno biatko ATP7A jak i ATP7B znajduje sie w
cysternach trans aparatu Golgiego. W organellum tym
zachodzi proces potranslacyjnej obrdbki biatek zawiera-
jacych w swoim sktadzie kationy miedzi. Biatko ATP7A
uczestniczy we wiaczaniu jonow miedzi do apo-tyrozy-
nazy, ktéra jest nieaktywng forma enzymu tyrozynazy.
Tyrozynaza zawiera w swoim centrum aktywnym dwa
atomy miedzi ijestenzymem bioragcym udziat w procesie
melanogenezy, poprzez katalizowanie procesu przemia-
ny aminokwasu tyrozyny do 1,3,4-dihydroksyfenyloala-
niny (DOPA), a nastepnie utleniania DOPA do DOPA-
chinonu. Potwierdzity to badania przeprowadzone na
komérkach pochodzacych od ludzi z mutacjg w genie
ATP7A (choroba Menkesa). Ponadto stwierdzono, ze u
pacjentow takich wystepujg zaburzenia w pigmentacji
skory i wtosow [77]. Nastepnym enzymem zaleznym od
jonow miedzi jest oksydaza lizylowa. Obrébka potransla-
cyjna tego biatka, rowniez zachodzi w aparacie Golgiego
i przebiega przy udziale biatka ATP7A. Oksydaza lizylo-
wa prowadzi reakcje deaminacji oksydacyjnej lizyny, co z
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kolei jest krokiem prowadzacym do wytworzenia wigzan
sieciujgcych w czasteczkach kolagenu i elastyny warun-
kujacych odporno$¢ mechaniczng tkanki tgcznej [40]. U
pacjentow z chorobg Menkesa wystepuje obnizenie ak-
tywnosci oksydazy lizolowej, co prowadzi do licznych
nieprawidtowosci w budowie skdry, szkieletu i naczyn
krwionos$nych [33], Monooksydaza peptydylo-glicylo-
alfa-amidowa (PAM) jest nastepnym enzymem, ktory w
swoim skiadzie zawiera atomy miedzi. Podobnie jak w
przypadku wyzej wymienionych biatek enzymatycznych,
obrébka potranslacyjna PAM zachodzi w aparacie Gol-
giego przy wspotudziale biatka ATP7A. PAM jest enzy-
mem niezbednym dla prawidtowej syntezy neuropepty-
déw. Bierze on udziat w potranslacyjnej obrébce tych bia-
tek katalizujac reakcje alfa-amidacji. Znaczne obnizenie
aktywnosci PAM obserwowano u myszy laboratoryjnych
z mutacjg w genie Atp7a. Przypuszcza sie, ze zaburzenia
neurologiczne wystepujace u pacjentow z chorobg Men-
kesa réwniez zwigzane sg miedzy innymi z obnizeniem
aktywnosci PAM [78, 40]. W komdrkach watroby biatko
ATP7B dostarcza jony Cu niezbedne dla syntezy cerulo-
plazminy, biatka wigzacego i transportujacego kationy
miedzi w organizmie. Jedna czasteczka ceruloplazminy
wigze 6 atomOw miedzi. Stwierdzono, ze okoto 70% mie-
dzi w osoczu zwigzane jest witasnie z ceruloplazming i
w takiej formie transportowane z krwig do tkanek i na-
rzagdow. Przytgczenie atoméw miedzi do ceruloplazmi-
ny jest réwniez elementem potranslacyjnej obrobki tego
biatka i zachodzi w strukturach aparatu Golgiego. Liczne
badania szczuré6w z mutacjg w genie Atp7b oraz wyniki
analiz materiatu pobranego od pacjentow z choroba Wil-
sona (spowodowanej mutacjg w genie ATP7B) potwier-
dzajg niezbedno$¢ biatka ATP7B w procesie dojrzewania
czasteczki apo-cerulopazminy [79,80],
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Rycina 2. Transport miedzi z udziatem biatek ATP7A i ATP7B w komdrkach o budowie spolaryzowane;j.
Jony miedzi transportowane sg przez btong komaérkowa przy udziale biatka CTR1. Nastepnie przytaczane
sg do metalochaperoniny ATOX i w takiej postaci transportowane do cystern trans aparatu Golgiego (TGN),
w ktérych zachodzi przekazywanie jonéw Cu* do biatek ATP7A i ATP7B. Wzrost stezenia kationéw mie-
dziowych w komérce prowadzi do usunigcia nadmiaru tego pierwiastka na drodze transportu aktywnego.
W komérkach o budowie spolaryzowanej, np. w enterocytach, pod wptywem zwiekszajacego sie stezenia
kationdw miedziowych, biatko ATP7A transportowane jest do btony podstawno-bocznej (lewa strona). Na-
tomiast biatko ATP7B transportowane jest do btony wierzchotkowej (strona prawa), jak to ma miejsce w

hepatocytach, a jony miedzi wydzielane sg do z6kci.
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podstawno-boczna

Biatka ATP7A i ATP7B regulujg stezenie miedzi w Kko-
morkach oraz sg niebedne w wielu waznych procesach za-
chodzacych w organizmie

W przypadku, gdy stezenie jonéw miedzi w komdrce
wzrasta, 0siggajac niebezpiecznie wysoki poziom, rolg bia-
tek ATP7A i ATP7B jest przywracanie ich stezenia fizjolo-
gicznego. Proces ten zachodzi na drodze transportu biat-
ka w pecherzykach klatrynowych do btony komdrkowej
i usuniecia nadmiaru miedzi z komorki. Po raz pierwszy
transport taki obserwowano w przypadku biatka ATP7A w
komoérkach linii CHO [81]. Nalezy tez podkres$li¢, ze wiek-
szo$¢ informacji o transporcie miedzi w komérce uzyskano
witasnie w trakcie badan nad biatkiem ATP7A. Fizjologiczne
stezenie jondw miedzi w osoczu wynosi od 15 do 20 pM.
W badaniach nad lokalizacjg i transportem biatka ATP7A
wykorzystuje sie zwykle komoérki hodowane w medium
zawierajagcym dodatkowo 189-200 pM miedz. Jest to steze-
nie o wiele wyzsze od fizjologicznego; w tych warunkach
wykryto badane biatko zaréwno w aparacie Golgiego, jak i
w cytoplazmie komorki (pecherzyki), a takze wbudowane
w btone cytoplazmatyczng komorki. Wyniki te wskazuja
jednoznacznie, ze nadmiar miedzi usuwany jest z komar-
ki na drodze egzocytozy. Stwierdzono, ze dochodzi do
fuzji pomiedzy btong cytoplazmatyczng a btong pecherzy-
koéw transportujgcych biatko i usuniecia kationdw miedzi
z komorki. Nastepnie biatko na drodze endocytozy wraca
z powrotem do aparatu Golgiego [48,82]. Jak juz wspo-
mniano wczesniej, w badaniach nad procesami transportu
wykorzystywano komorki z mutacjami w genie ATPT7A.
Pozwolito to ustali¢, ze za prawidtowy przebieg procesu
endocytozy odpowiedzialna jest C-koncowa domena biat-
ka zawierajgca dileucynowy motyw w pozycji 1487-1488.
W komorkach o budowie spolaryzowanej np. enterocytach

czy komorkach nabtonkowych kanalikéw
nerkowych, w ktérych mozna wyréz-

_ blona ni¢ btone wierzchotkowg skierowang do
wierzchotkowa Linys P P .

Swiatta jelita czy Swiatlta kanalika oraz

& & btone podstawno-boczna, przez ktora

odbywa sie transport do naczyn krwiono-
$nych. Biatko ATP7A transportowane jest
selektywnie w kierunku btony podstaw-
no-bocznej (Ryc. 2) [48,52,82,83]. WyniKki
takie otrzymano analizujac in vitro loka-
lizacje biatka w komdrkach linii Caco-2
(stanowigcych najbardziej rozpowszech-
niony model nabtonka jelita) oraz w ko-
morkach linii MDCK (traktowanych jako
model nabtonka wystepujacego w kanali-
kach nerkowych) [46,70,84], Na poziomie
organizmu transport taki umozliwia po-
bieranie jonéw miedzi z pokarmu, gdyz
pozwala na przeniesienie jonow miedzi z
enterocytéw do naczyn krwionosnych, a
w nerce na reabsorpcje kationéw miedzi
z moczu pierwotnego [70,84,85] (Ryc. 3).
U pacjentow z chorobg Menkesa (mutacja
w genie ATP7A), miedZ akumulowana
jest w komorkach nabtonkowych jelita i
w komdrkach kanalikdw proksymalnych
nerki [86,85]. Podstawno-boczng lokali-
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zacje biatka ATP7A obserwowano réwniez w komorkach
tozyska i komérkach gruczotu mlekowego, poniewaz bie-
rze ono udzial w transporcie jonéw miedzi poprzez tozy-
sko do rozwijajacego sie ptodu [40,52,87] oraz w wydzie-
laniu kationéw miedzi do mleka matki w okresie laktacji
[52,83,87,88]. W tozysku synteze biatka ATP7A stwierdzo-
no w komorkach syncytiotrofoblastu, cytotrofoblastu oraz
w komorkach naczyhA krwionos$nych ptodu, co wskazuje
na to, ze bierze ono bezpos$redni udziat w przekazywaniu
kationéw miedziowych z krwiobiegu matki do krwi ptodu
[83,87]. Natomiast w komorkach gruczotu mlekowego w
okresie laktacji biatko ATP7A reguluje stezenie miedzi w
komédrkach wydzielniczych poprzez usuwanie nadmiaru
jonéw tego pierwiastka z powrotem do krwioobiegu mat-
ki [40,52,88]. Jak wspomniano juz wczes$niej, za wybidrczy
transport biatka ATP7A do btony podstawno-bocznej w
komorkach spolaryzowanych odpowiadajg sekwencje zlo-
kalizowane w C-terminalnej czeSci czasteczki [40,48,73].
Wiadomo, ze miedZ jest pierwiastkiem niezbednym dla
prawidtowego funkcjonowania uktadu nerwowego, a biat-
ko ATP7A petni wazng role w dostarczaniu tego mikroele-
mentu do moézgu. Bardzo wysoka synteza biatka ATP7A w
splocie naczyniowkowym wskazuje, ze bierze ono udziat w
przekazywaniu jonow miedzi poprzez bariere krew-mdzg.
Synteze biatka ATP7A stwierdzono w réznych populacjach
komdrek nerwowych, a wyniki najnowszych badan wska-
zuja, ze uczestniczy ono réwniez w procesie rozwoju ukta-
du nerwowego i tworzeniu potagczen pomiedzy neuronami
[48,88,89].

Nieco mniej wiadomo o transporcie biatka ATP7B. W ko-
morkach, w ktérych stezenie miedzi miesci sie w granicach
fizjologicznych, biatko ATP7B podobnie jak biatko ATP7A
zlokalizowano w aparacie Golgiego. Badania transportu
ATP7B przeprowadzone na komdrkach o budowie niepo-
larnej np. fibroblastach pierwotnych, komdrkach linii HeLa
czy linii CHO-K1 wykazaty, ze przy podwyzszonym steze-
niu jonéw miedzi w komorce biatko to transportowane jest
w pecherzykach do cytoplazmy [52,90,91], Jednak w prze-
ciwienstwie ATP7A nie znaleziono biatka ATP7B whudo-
wanego w blone cytoplazmatyczng komoérek niepolarnych
[52], SzczegOlnie wysoki poziom syntezy biatka ATP7B wy-
kryto w komérkach watroby. Hepatocyty pierwotne i ko-
marki linii HepG2 postuzyty do badania transportu biatka
ATP7B. Hepatocyty sa komdérkami o budowie spolaryzowa-
nej, w ktérych cze$¢ wierzchotkowa zwrdcona jest do $wia-
tta kanalikdw zdéiciowych, a czes¢ podstawno-boczna do
naczyn krwionos$nych. Okazato sie, ze w takich komaérkach
biatko ATPB7 przy podwyzszonym poziomie jonéw mie-
dzi, transportowane jest do btony wierzchotkowej (Ryc. 2).
Nie byto jednak do korica wyjasnione, czy dochodzi do fuzji
pomiedzy btong pecherzykéw wydzielniczych z btong cyto-
plazmatyczng [66,71,72,92]. Jednak wykorzystanie metody
immunohistochemicznej wykazato, ze istnieje kolokalizacjia
markeréw btony wierzchotkowej (MRP2) i biatka ATP7B, co
sugeruje, ze zachodzi proces transportu miedzi przez btone
plazmatyczng, podobnie jak w przypadku biatka ATP7A
[71,72,92], W wyniku tego procesu, w hepatocytach za-
chodzi wydzielenie miedzi do zétci i w nastepnym etapie
wydalenie jej z organizmu poprzez przewdd pokarmowy
(Ryc. 3) [46,92]. U pacjentéw cierpigcych na chorobe Wilso-
na spowodowang mutacjg w genie ATP7B, nie dochodzi do
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Rycina 3. Rola biatek ATP7A i ATP7B w transporcie miedzi w organizmie czto-
wieka. jony miedzi pochodzace z pokarmu wchianiane sa w jelicie cienkim
przy udziale biatka ATP7A (1), gdzie zwigzane z biatkami osocza docierajg do
wszystkich tkanek organizmu (2). Z krwig miedZ dociera do watroby, gdzie przy
udziale biatka ATP7B przytaczana jest do czasteczek ceruloplazminy i w takiej
postaci opuszcza ten narzad (3). Jednak przechodzenie jondw miedzi przez $cia-
ny naczyn krwiono$nych mozliwe jest tylko z udziatem biatka ATP7A. Jest to
szczeg6lnie wazne przy pokonywaniu bariery krew-mézg. W procesie tym biora
udziat zaréwno biatka ATP7A jak i ATP7B (4). Wraz z krwig miedzZ dociera takze
do nerek, w ktérych w procesie filtracji przechodzi do przesaczu pierwotnego,
a nastepnie w komérkach kanalikéw nerkowych przy udziale biatka ATP7A
ulega reabsorpcji i z powrotem powraca do krwiobiegu (4). Wydalanie miedzi
z organizmu odbywa sie na drodze wydzielania jej nadmiaru do zétci (5). Jest to
proces zalezny od biatka ATP7B. MiedZ usuwana jest z organizmu wraz z katem
poprzez przewdd pokarmowy.

wydzielania i wydalania miedzi wraz z zbfcig, a nadmiar
miedzi akumulowany w watrobie osigga poziom toksycz-
ny i prowadzi do licznych uszkodzen tego organu [66,12].
Podobnie jak w przypadku biatka ATP7A, na drodze endo-
cytozy zachodzi recylkulacja biatka ATP7B do aparatu Gol-
giego. Synteze biatka ATP7B stwierdzono takze w tozysku.
Zachodzi ona w komodrkach syncytiotrofoblastu. Stezenie
jonow miedzi w krwi matki jest 5-krotnie wyzsze niz w krwi
rozwijajacego sie ptodu, dlatego biatko ATP7B w komor-
kach tozyska peini funkcje regulacyjng i zabezpiecza przed
nadmiernym stezeniem tego pierwiastka we krwi rozwija-
jacego sie ptodu [83,87]. W komorkach gruczotu mlekowego
w okresie laktacyjnym, biatko ATP7B zlokalizowano przy
btonie wierzchotkowej komdrek wydzielniczych. Stuzy ono
jako nosnik kationéw miedziowych wydzielanych do mleka
matki [40,52,88], Synteze biatka ATP7B stwierdzono row-
niez w mdzgu, chociaz jego rola w tym organie nie jest tak
jasno okreslona jak w przypadku biatka ATP7A. Wiadomo,
ze synteza ATP7B zachodzi szczegdlnie intensywnie w ko-
morkach Purkiniego, w ktorych rownoczes$nie stwierdzono
synteze ceruloplazminy. Takie wyniki wskazuja, ze ATP7B
bierze udziat w przytgczaniu miedzi do syntetyzowanych
w tych komaérkach czasteczek ceruloplazminy [74],

CO JESZCZE WIADOMO O FUNKCJI TYCH BIALEK?

Stezenie jonéw miedzi jest najwazniejszym czynnikiem
regulujacym w komorce transport biatek ATP7A i ATP7B.
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jednak stwierdzono, ze rowniez pod wptywem pewnych
hormonéw w komdrkach moze zachodzi¢ transport tych
biatek niezaleznie od stezenia jonéw metalu. Insulina i es-
trogeny sg czynnikami regulujagcymi nie tylko transport
omawianych biatek, ale réwniez ekspresje genéw ATP7A
i ATP7B. Badania in vitro komadrek linii Jeg-3 pokazaty, ze
pod wptywem insuliny nastepowat wzrost ekspresji zarow-
no genu ATPT7A, jak i poziomu biatka ATP7A. Obserwowa-
no réwniez, niezalezny od stezenia jon6w miedzi, transport
biatka ATP7A do btony podstawno-bocznej. W tych samych
komorkach obserwowano zaréwno obnizenie ekspresji
genu, jak i spadek syntezy biatka ATP7B, ktére w badanych
komorkach byto zlokalizowane w aparacie Golgiego [87],
Poszukiwania czynnikéw regulujacych poziom syntezy i
aktywnos$ci ATPaz transportujacych jony miedzi wydajg sie
bardzo istotne w $wietle ostatnich badan nad udziatem tych
biatek w procesie inicjacji i w przebiegu leczenia choréb no-
wotworowych [93], Znaczne podwyzszong synteze biatka
ATP7A obserwowano w komdrkach raka piersi [94], ko-
morkach raka trzustki [95] oraz w przypadku raka pecherza
[96], Ponadto stwierdzono, ze omawiane biatka, a szczegdl-
nie ATP7A, biorg udziat w rozwoju lekoopornosci w trak-
cie procesu chemioterapii. Okazato sie bowiem, ze obnizajg
one skutecznos$¢ lekéw przeciwnowotworowych zawieraja-
cych w swoim sktadzie atomy platyny takich jak cisplatyna,
oksaliplatyna, karboplatyna i satraplatyna [75,97]. ATPazy
transportujace jony miedzi moga by¢ odpowiedzialne za le-
kooporno$¢ poprzez przyspieszanie wydalania lekdw z ko-
morek nowotworowych, tak jak w przypadku doksorubicy-
ny [96], jak réwniez obnizajg ich aktywno$¢ poprzez zamy-
kanie lekdw w pecherzykach klatrynowych. W takiej posta-
ci leki tracg swoje dziatanie cytotoksyczne [93,96]. Dlatego
bardzo wazne jest doktadne poznanie budowy tych biatek,
przebiegu ich cyklu katalitycznego oraz badanie czynnikéw
wptywajacych na ich synteze iregulujgcych ich dziatanie.
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ABSTRACT

Living organisms have developed refined and geneticaly controlled mechanisms of the copper metabolism and transport. ATP7A and ATP7B
proteins play the key role in copper homeostasis in the organism. Both proteins are P-type Cu-transporting ATPases and use the energy of
ATP hydrolysis to transfer the copper ions across the cellular membranes. Both proteins are localised in Golgi aparatus and involved in re-
gulation of overall copper status in the body and their function is the export of excess copper from the cells and delivery of copper ions to
Cu-dependent enzymes. Moreover in organism Cu-transporting ATPases are involved in absorption of dietary copper, Cu removal with the
bile, placental copper transportand its secretion to the milk during lactation. Moreover it is known that Cu-transporting ATPases play arole in
generation of anti-cancer drug resistance. Disturbances of ATP7A and ATP7B function caused by mutations lead to severe metabolic diseases

Menkes and Wilson diseases, respectively.
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Stowa kluczowe: ciata jadrowe PML, jader-
ko, ciata Cajala, uszkodzenia i naprawa DNA,
apoptoza

Wykaz skrétow: APL (ang. acute promyelocytic
leukemia) — ostra biataczka promielocytowa;
BLM (ang. Bloom's syndrome) —helikaza DNA,
utrata funkcji BLM jest przyczyng zespotu Blo-
oma; Mdm2 (ang. mouse double minute 2) — li-
gaza ubikwityny, negatywny regulator p53;
PML (ang. promyelocytic leukemia) — biatko ja-
drowe charakterystyczne dla ciat PML, ulega
fuzji z biatkiem RARa, co lezy u podstaw ostrej
biataczki promielocytowej; RARa (ang. retinoic
acid receptor a) — receptor a kwasu retinowego;
SC35 (ang. splicing component 35) — czynnik
sktadania pre-mRNA z grupy biatek SR; Sm
—biatkowy kompleks tworzacy rdzen czynni-
kow sktadania pre-mRNA z grupy U-snRNP;
SUMO-1 (ang. small ubiquitin-like modifier) —
mate biatko ubikwitynopodobne; WRN (ang.
Werner's syndrome) — helikaza DNA, utrata
funkcji WRN jest przyczyna zespotu Wernera
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STRESZCZENIE

szystkie komorki organizmu cztowieka podlegajg réznorakim uszkodzeniom, ws$réd

ktérych uszkodzenia materiatlu genetycznego moga by¢ szczegélnie niebezpieczne.
Reakcja komérki na uszkodzenia DNA jest procesem ztozonym, obejmujacym sygnaliza-
cje uszkodzen, ich naprawe oraz ewentualne uruchomienie procesu apoptozy lub tez Smier¢
komorki. Wiaze sie z powaznymi zmianami w jadrze komdérkowym spowodowanymi mo-
dyfikacjami potranslacyjnymi biatek i ich dynamicznym przemieszczaniem si¢ oraz zmiang
ekspresji wielu genéw. Zmiany te wystepuja nie tylko w miejscu uszkodzenia DNA, ale za-
chodzg na terenie catego jadra komérkowego obejmujac jego domeny —ciata PML, jaderko
i ciata Cajala.

WPROWADZENIE

W komorce eukariotycznej wystepuje szereg mechanizmoéw chronigcych jej
genom przed nastepstwami uszkodzen DNA i powstaniem mutacji. Po prze-
kroczeniu krytycznego progu uszkodzen DNA mechanizmy te kierujg komorke
na droge apoptozy. Detekcja uszkodzen DNA, uruchomienie proces6w napraw-
czych oraz drogi indukcji apoptozy kontrolujg ztozone mechanizmy, czesto wy-
stepujace w postaci kilku réwnolegtych drdég alternatywnych i obejmujace sze-
reg biatek, ktore taczg sie w dynamiczng, samoregulujaca sie sie¢ oddziatywan
w obrebie réznych przedziatéw komérkowych.

Jadro komérki eukariotycznej charakteryzuje sie ztozona, a jednocze$nie upo-
rzadkowang strukturg. Mimo, iz wewnatrz jadra komdrkowego nie ma bton
biologicznych, to jego wnetrze ma budowe wysoce zorganizowang, domenowg.
Domeny jadrowe sg obszarami o wyraznej strukturalnej i funkcjonalnej odreb-
nosci, petnigcymi wazne funkcje w metabolizmie jagdrowym. Charakteryzuja
sie okre$long morfologig i specyficznym zestawem skiadnikéw, chociaz sktad
czasteczkowy poszczegdlnych domen jadrowych cechuje sie duza dynamikag i
moze ulegac ilosSciowym jak ijakosciowym zmianom w zaleznosci od fazy cyklu
komorkowego, typu i aktywnosci metabolicznej komérki, czy czynnikéw ze-
wnetrznych oddziatujagcych na komoérke. Wéréd domen jadrowych powszechne
sg m.in.: jaderko, ciata PML i ciata Cajala.

W prawidtowej komoérce, nie poddanej stresowi, antagonistyczne dziatanie
mechanizmdéw pro- i antyapoptotycznych utrzymywane jest w dynamicznej
rownowadze. Rownowaga ta warunkuje prawidtowe funkcjonowanie komor-
ki. Uszkodzenia DNA wywotujg tancuch zdarzen obejmujacy zmiane wzoru
ekspresji gendw, modyfikacje biatek i ich translokacje do odpowiednich miejsc
docelowych. Mechanizmy te sg obecnie obiektem intensywnych badan nie tylko
ze wzgledéw poznawczych, ale réwniez ze wzgledu na ich znaczenie w patoge-
nezie wielu choréb, w tym chor6b neurodegeneracyjnych, nowotworowych czy
tez wirusowych.

CIALA PML

Ciata PML okreslane sg takze jako domeny jagdrowe 10 (ND10), domeny on-
kogenne czy ciatka Kremera. Definiowane sg przez obecnos¢ biatka PML, stano-
wigcego ich swoisty marker. Po raz pierwszy doktadnie zidentyfikowano je u
pacjentow z ostrg biataczka promielocytowg (APL), ktéra spowodowana jest, w
wiekszosci przypadkdw (ponad 98%), translokacja miedzy genem PML i genem
receptora kwasu retinowego RARa — t(15;17). Wynikiem tej translokacji jest biat-
ko fuzyjne PML/RARa [1,2]. Biatko to zachowuje wiekszg cze$¢ funkcjonalnych
domen biatek sktadowych, lecz skutkiem jego obecnosci jest dezintegracja ciat
PML irozproszony, mikropunktowy rozktad ich sktadnikéw. W leczeniu ostrej
biataczki promielocytowej stosuje sie kwas trans-retinowy (ATRA) (ang. all-trans
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retinoid acid), co przywraca prawidtowg strukture ciat PML
w promielocytach, a takze umozliwia postep réznicowania
sie tych komorek i czasowa remisje choroby.

W przeciwienstwie do innych analogicznych domen, jak
ciata Cajala, ciata PML nie sg zachowane w ewolucji. Wyste-
puja wytacznie w komdrkach wyzszych kregowcéw, a brak
ich m.in. u roélin, drozdzy, Drosoplula melanogaster czy Xeno-
phus laevis [2]. W typowej komdrce ssaka wystepujg w posta-
ci sferycznych agregatéw o biatkowym rdzeniu o $rednicy
w przedziale 0,2-1 pm i w ilosci ok. 5-30 [2-4], Sa to struk-
tury dynamiczne, wiekszos¢ ich skiadnikéw ustawicznie
krazy miedzy innymi przedziatami jadra komorki, a same
ciata takze moga sie przemieszczac [1-3,5], Wiekszos¢ ciat w
interfazie jest wzglednie nieruchoma lub wykazuje niewiel-
kie oscylacje, czes¢ jednak jest w stanie przemieszczac sie na
wieksze odlegtosci, przy czym ruch ten wydaje sie nie by¢
przypadkowym, dyfuzyjnym przemieszczaniem, a raczej
ruchem skoordynowanym, celowym [4,5], Wraz z wejSciem
komorki w faze Scyklu komérkowego nastepuje struktural-
na destabilizacja ciat PML, zwieksza sie ich liczba, a maleje
$rednica, co jest skutkiem rozszczepiania ciat macierzystych
na mniejsze, zachowujace cechy ciat wyjsciowych; rosnie
takze ich ruchliwos$¢ [4], Powyzsze fakty ttumaczy sie $ci-
stym zwigzkiem tych struktur z chromatyna, a takze macie-
rzg jadrowa; ich dynamika zdaje sie odzwierciedla¢ ruchy i
zmiany topologii chromatyny. Podczas mitozy ciata ulegaja
rozpadowi, wiekszo$¢ sktadnikéw przemieszcza sie do nu-
kleoplazmy, a pozostaja jedynie resztkowe agregaty MAPP
— mitotyczne nagromadzenia biatka PML (ang. mitotic ac-
cumulations ofPML protein) [6].

Cialom PML przypisuje sie wysoka wszechstronnos$¢.
Wystepujg w nich, konstytutywnie lub w okreslonych
warunkach, czynniki biorgce udzial w szeregu proceséw,
takich jak: supresja nowotworowa i apoptoza [7,8], remo-
delowanie chromatyny [9], utrzymywanie stabilno$ci geno-
mowej i naprawa DNA [10], transkrypcja [11] czy proteaso-
malna degradacja biatek [12],

Poza typowymi ciatami PML, opisanymi powyzej, zi-
dentyfikowano takze alternatywne postacie tych struktur.
W limfocytach pacjentéw z zespotem ICF (ang. immunode-
ficiency, centromere instability, facial dysmorphy) w fazie G2
cyklu komorkowego wystepuja, obok typowych ciat, tak-
ze tzw. ,,gigantyczne" ciata PML lub ciata HP1, ktore poza
wyjatkowo duzg S$rednicg, charakteryzujg sie obecnoscig
satelitarnego okotocentromerowego DNA oraz duzym na-
gromadzeniem czynnikéw remodelowania chromatyny [9],
Innym wariantem cial PML sg wystepujagce w niektdrych
typach komorek nowotworowych, pozbawionych aktyw-
nej telomerazy, ciata APB (ang. ALT-associated PML bodies),
uczestniczagce w mechanizmie alternatywnego wydtuzania
telomerow (ALT) [13],

BIALKO PML

Wsréd najistotniejszych i najobficiej wystepujgcych
sktadnikéw ciat PML wyréznié¢ nalezy wspomniane wcze-
$niej biatko PML, bedace czynnikiem o wielu funkcjach,
oddziatujgce z szeregiem sktadnikéw jadra komdérkowego
i biorgce udziat w wielu réznych procesach komdérkowych,
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miedzy innymi regulacji stabilnos$ci strukturalnej samych
ciat PML [1,2,14]. Locus genu PML o wielko$ci ok. 35 tys.
pz podzielony jest na 9 eksondw. W efekcie alternatywne-
go sktadania powstaje kilka izoform tego biatka o masach
czasteczkowych w zakresie 48-97 kDa. Scharakteryzowano
7 izoform PML i chociaz najobficiej wystepujg izoformy |
i Il, to najlepiej poznanym biatkiem PML jest prawdopo-
dobnie izoforma IV. We wszystkich izoformach wystepuje
identyczna N-koncowa cze$¢, natomiast r6znig sie one kon-
cem C wskutek alternatywnego sktadania eksonéw 4-9. W
statej N-koncowej czesci (pierwsze trzy eksony) wystepuja
trzy domeny bogate w reszte cysteiny: domena RING fin-
ger, dwie B-box (Bl i B2) oraz a-helikalna domena coiled-co-
il (CC), ktdre razem tworzg trzyczesciowy motyw RBCC/
TRIM. Domena ta wystepuje we wszystkich izoformach
PML, jak rowniez w fuzyjnym biatku PML/RARa. Rézni-
ce w C-koncowej czesci biatka warunkujg zréznicowanie
oddziatywan z innymi biatkami, co dodatkowo podkresla
wielofunkcyjnos$¢ PML.

W biatku PML wystepujg trzy miejsca kowalencyjnego
wigzania biatka SUMO-1 oraz motyw oddziatywan o cha-
rakterze hydrofobowym SIM (ang. SUMO-interacting motif)
[15]. Biatko SUMO-1 jest takze istotnym sktadnikiem ciat
PML. Jest to mate biatko, homologiczne do ubikwityny, kt6-
re wigze sie kowalencyjnie z r6znymi biatkami przy udziale
enzymoéw: EI —enzym aktywujgcy SUMO (Aosl/Uba2),
E2 —enzym koniugujacy (Ubc9) oraz E3 — ligazy SUMO.
Elementy tego cyklicznego mechanizmu enzymatycznego
rowniez wykazujg lokalizacje w ciatach PML, a wiele sktad-
nikow tych ciat ulega sumoilacji [16,17].

Kluczowag role w regulacji integralnosci ciat PML odgry-
wa prawdopodobnie zaré6wno sumoilacja jak i fosforylacja
biatka PML. Nadprodukcja SUMO-1 przeciwdziata rozpa-
dowi ciat PML pod wptywem uszkodzern DNA [5], W biat-
ku tym zidentyfikowano ponadto miejsce sumoilacji zalez-
nej od fosforylacji, ktére sktada sie z klasycznego motywu
sumoilacji oraz przylegtego motywu bogatego w reszty
proliny, ulegajgcego fosforylacji [18], Jednym z komplek-
sow, ktdry fosforyluje biatko PML jest kinaza Cdk2/cyklina
A. Osigga ona szczyt aktywnos$ci miedzy fazg G2 a mitoza,
co wigze sie prawdopodobnie z kontrolowanymi przez fos-
forylacje zmianami w jagdrze komoérkowym, w tym przebu-
dowg ciat PML w momencie rozpoczecia fazy podziatowej
[1], Biatko PML ulega takze acetylacji [19]. Acetylowane
sg reszty lizyny: 487 i 515. Poziom acetylacji wzrasta pod
wptywem biatka p300 o aktywnos$ci acetylotransferazy, a
takze po dziataniu na komdrki inhibitora deacetylazy histo-
nowej — trichostatyny A. Acetylacja biatka PML wzmaga
jego sumoilacje.

W odpowiedzi na pekniecia dwuniciowe DNA biatko
PML jest fosforylowane w specyficznych miejscach przez
kinazy punktéow kontrolnych CHK2, ATM i ATR [20,21],
Inaktywacja czynnikéw ATM, ATR, CHK2, a takze NBS1
skutkuje brakiem reakcji ciat PML na pekniecia dwunicio-
we DNA [22], Sq to kluczowe czynniki regulujace reakcje
komorki na uszkodzenia DNA. Aktywacja kinazy ATM w
odpowiedzi na promieniowanie jonizujgce skutkuje fosfo-
rylacjg biatka PML oraz, obecnej poza nukleoplazma takze
w ciatach PML, kinazy CHK2. W nastepstwie fosforylacji
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kinaza CHK2 czesciowo opuszcza ciata
PML (niewielka frakcja tego biatka na-
dal pozostaje w ciatach) i przemieszcza
sie do miejsc uszkodzen DNA. Docho-
dzi jednocze$nie do reorganizacji sa-
mych ciat PML.

Ze wzgledu na niewielkg liczbe bia-
tek stale obecnych w ciatach PML, a
obecno$¢ wielu biatek o przejsciowe;j
lokalizacji w tych strukturach, a takze
szereg reakcji modyfikacji odbywa-
jacych sie na terenie ciat PML, mozna
postawic¢ teze, iz stanowig one ,,mikro-
srodowisko" pomagajace w koordyna-
cji odpowiedzi komorki na uszkodze-
nia DNA. Skupione w jednym miejscu
kinazy sygnatowe, jak i biatka przez
nie fosforylowane moga szybciej i efek-
tywniej petni¢ swojg funkcje, niz gdyby
byty one rozmieszczone w nukleopla-
zmie.

CIALA PML A USZKODZENIA
I NAPRAWA DNA

Na poczatku lat 90. XX wieku zaob-
serwowano, ze w miejscach powstawa-
nia dwuniciowych peknie¢ DNA, do-
chodzi do szybkiej reakcji komérki, na
ktdra sktada sie szereg zjawisk obejmu-
jacych m.in. zmiany w strukturze chro-
matyny, modyfikacje potranslacyjne
biatek czy akumulacje specyficznych
biatek w miejscu uszkodzenia. Jako
marker dwuniciowych peknie¢ DNA
uznaje sie fosforylowany w pozycji
reszty Serl39 wariant histonu H2AX
(y-H2AX). Za fosforylacje tego histonu
odpowiadajg kinazy biatkowe ATM,
ATR oraz DNA-PK. Do miejsca uszko-
dzenia rekrutowane sg jednocze$nie
biatka zwigzane z naprawg DNA, takie
jak RAD51 czy skiadniki kompleksu
MRN: MRE11, RAD50 i NBS1. Miejsca
takie okresla sie mianem skupisk na-
prawczych (ang. repairfoci) [10].

Poza efektami opisanymi powyzej,
uszkodzenia DNA pociggajg za sobg
réwniez reakcje poszczeg6lnych do-
men jadrowych, wsrod ktorych naj-
lepiej scharakteryzowane pod tym
katem sg ciata PML. Wiele czynnikdéw
stresotwérczych, jak metale ciezkie,
szok cieplny czy tez chemioterapeu-
tyki, skutkuja znacznymi zmianami
zarbwno w strukturze, kinetyce jak i
sktadzie tych struktur jagdrowych. W
tym kontekscie ciata PML zdaja sie by¢
czutymi sensorami uszkodzen w jadrze
komdrkowym i szereg danych sugeru-
je ich wielostronny udziat w inicjacji i
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Rycina 1. Analiza ultrastruktury ciat PML w pra-
widtowych diploidalnych fibroblastach cztowieka
(NHDFs) przy uzyciu techniki korelacyjnego spek-
troskopowego obrazowania elektronowego z mi-
kroskopia $wietlng (LM/ESI) przed i po wywotaniu
uszkodzern DNA przez etopozyd. Region zawiera-
jacy dato PML zaznaczono biatym kwadratem. (A)
Fibroblast z wyznakowanym fluorescencyjnie biat-
kiem PML. Mapy wystepowania czasteczek azotu
(N) i fosforu (P). Ciato PML (ciemnoniebieski obszar
w centralnej czeéci obrazu wskazany przez strzatke)
ma ksztatt symetrycznie promieniowy z wieloma
widocznymi potgczeniami z otaczajacq chromatyng
(kolor zétty). (B) Fibroblast z wyznakowanym flu-
orescencyjnie biatkiem PML po inkubacji (30 min) z
20 pM etopozydem. W odpowiedzi na dwuniciowe
pekniecia DNA ciato PML ulega dezintegracji (utra-
ta pierwotnego ksztattu, nieliczne potaczenia z chro-
matyng) (obszar wskazany przez duzy, biaty kwa-
drat i strzatke). (C) Ciato PML pokazane na obrazie
(B) w wiekszym powigkszeniu (strona lewa) i ten
sam obraz (strona prawa) przedstawiajacy struktury
zawierajace biatko PML (kolor czerwony) i inne nie-
chromosomalne biatka (kolor niebieski). Widoczne
sg mikrociatka PML (biate gwiazdki) wséréd wiékien
chromatynowych oraz duze przestrzenie miedzy-
chromatynowe (kolor czarny). Wymiar kresek 500
nm. Rycina pochodzi z pracy [22]; wykorzystano ja
za zgoda autorow.

koordynacji
DNA.

mechanizmdw naprawy

Czynniki genotoksyczne prowadzg
do szybkiej przebudowy ciat PML, w
wyniku czego powstajg liczne punk-
towe mikrociatka (ang. microspeckles)
[522] (Ryc. 1). Bezpos$rednio po eks-
pozycji na czynnik genotoksyczny
wzrasta Kkinetyka ciat, a mikrociatka
powstajg przez rozszczepianie ma-
cierzystych ciatl. Jest to bezposrednia
reakcja na uszkodzenia DNA, zwtasz-
cza na pekniecia dwuniciowe. Reak-
cja taka jest efektem bardzo czutym
i proporcjonalnie zaleznym od ilosci
peknie¢ [21]. Ekspozycja na promienio-
wanie UV prowadzi do rozpadu ciat
PML i dystrybucji mikropunktowej
ich sktadnikéw — obserwuje sie mate,
punktowe skupiska biatek, a efekt w
tym przypadku jest proporcjonalny do
dawki promieniowania [23] (Ryc. 2).
Wspomniane mikrociatka majg kom-
pozycje zblizong do prawidtowych
ciat PML, jednakze nie sg one tozsame
z macierzystymi ciatami; rozpadowi
towarzyszy zmiana lokalizacji wielu
sktadnikéw (m.in. SplOO, SUMO-1) do
nukleoplazmy [23].

Stwierdzono takze asocjacje ciat
PML z miejscami uszkodzen indu-
kowanych promieniowaniem jonizu-
jacym (IRIF, ang. ionizing radiation-
induced foci), przy czym ciata PML nie
powstajg w takich miejscach de novo, a
jedynie ulega zmianie ich lokalizacja
[21]. Przy dawkach nieletalnych po re-
akcji na uszkodzenia DNA nastepuje
odtworzenie prawidtowych, typowych
cial PML, co wydaje sie by¢ tozsame
z zakonAczeniem naprawy powstatych
uszkodzen i odtworzeniem stanu wyj-
$ciowego. Zauwazono ponadto, iz w
komorkach napromieniowanych UV
sktadniki ciat PML kolokalizujg z jed-
noniciowymi fragmentami DNA, a
kolokalizacja ta nie ma zwigzku z pro-
cesem apoptozy. Jednoniciowy DNA
stanowi prawdopodobnie produkt po-
$redni proceséw naprawczych [23].

Wazng role w reakcji komorki na
stres genotoksyczny przypisuje sie
biatku PML, stanowigcemu zasadni-
czy sktadnik ciat PML. W komérkach
pozbawionych ekspresji PML nie ob-
serwuje sie ciat PML. W limfocytach
pacjentow z ostrg biataczkag promielo-
cytowa, u ktérych biatko PML wyste-
puje w formie nieprawidtowej — pota-
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Rycina 2. Zmiany w strukturze jadra komérkowego powstajace w reakcji na uszkodzenia DNA wywotane przez promieniowa-
nie ultrafioletowe i w wyniku aktywacji biatka p53. Zmiany te maja skomplikowany charakter i obejmuja bardzo duzg liczbe
czasteczek, dlatego pokazano tylko wybrane zmiany lokalizacji biatek. Biatko p53 oraz HIPK2 i CBP przemieszczajg sie do ciat
PML. Wystepuje przejsciowa akumulacja biatek ATR i CHK2 w ciatach PML, po czym przemieszczajg sie one do nukleopla-
zmy. Biatko WRN opuszcza jaderko i przemieszcza sig¢ do ciat PML. Biatko INGI przemieszcza si¢ z nukleoplazmy do jaderka
wraz z ARF, a biatko B23 opuszcza jaderko, czeSciowo wigzac sie z biatkiem Mdm2. Biatko Mdm2 ulega przemieszczeniu do
jaderka, prawdopodobnie z biatkiem PML. Ostatecznie ciata PML ulegajg dezintegracji do formy mikropunktowej; biatko PML
czesciowo przemieszcza sie do czapeczek jaderkowych. Takze ciata Cajala ulegaja gruntownej przebudowie, biatko p80 ulega
czeSciowemu przemieszczeniu do czapeczek jaderkowych i granul interchromatynowych, duza jego cze$¢ ulega réownomierne-
mu rozproszeniu w nukleoplazmie, podobnie jak biatka SMN1 (wg [10], zmodyfikowane).

czonej ze swoim fuzyjnym partnerem —receptorem RARa,
rowniez ciata te nie wystepuja. Z tego powodu uwaza sie to
biatko za czynnik nukleacji ciat PML, jego obecnos$é w pra-
widtowej formie warunkuje wtasciwg strukture ciat PML, a
takze prawdopodobng funkcje w regulacji ich integralnosci
zarowno w warunkach stresu, jak i w warunkach prawidto-
wych.

Proponuje sie model, w ktérym rozpad ciat PML zwia-
zany jest bezposrednio ze zmianami torsyjnymi i struktu-
ralnymi chromatyny w nastepstwie peknieé nici DNA. Tak
wiec mechaniczne zmiany w chromatynie wpiywalyby
bezposrednio na zwiazane z nig ciata PML, naruszajac tym
samym ich integralno$¢. Bytaby to pierwsza, bezposrednia
reakcja na uszkodzenia i jednoczesnie sygnat alarmowy mo-
bilizujgcy tancuch zdarzen zakonczony aktywacjg mechani-
zmoéw naprawy DNA. Dodatkowo powstanie mikrociatek i
przemieszczenia czesci sktadnikow ciat wigze sie z reorga-
nizacjg chromatyny kontrolowang przez kinazy ATM, ATR
i CHK2, i/lub jako efekt fosforylacji biatka PML przez te
kinazy.

Interesujacy jest fakt, ze pomimo wielu waznych funk-
cji w komorce biatko PML nie jest niezbedne dla przezycia
komorki czy catego organizmu. Myszy pozbawione tego
biatka sg zywotne, rozwijajg sie prawidtowo, maja jednak
podwyzszony poziom wymiany siostrzanych chromatyd i
wyzszg podatno$¢ na choroby nowotworowe [23]. W ko-
morkach bez ekspresji PML poddanych dziataniu etopozy-
du dochodzi do zatrzymania cyklu komérkowego w fazie
S, a ekspozycja takich komérek na promieniowanie UV
podwyzsza czestos¢ indukcji apoptozy. Tak wysoka wraz-
liwo$¢ na czynniki genotoksyczne $wiadczy¢ moze o mniej
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ficzne skupiska IRIF. Po-
wrét do rownowagi w ko-
morce wigze sie z ponow-
nym przemieszczeniem
sie tych biatek do ciat PML
[10,22]. Jest to przyktad
udziatu ciat PML w reakcji
komdrki na uszkodzenia
DNA poprzez uwalnianie
specyficznych czynnikéw
w S$ciSle okreslonych wa-
runkach.

Biatko PML jest ponadto waznym ogniwem w regula-
cji i rekrutowaniu biatka TopBPl (ang. topoisomerase (31
interacting protein 1) do ciat PML w odpowiedzi na uszko-
dzenia DNA indukowane promieniowaniem jonizujgcym
[24], Biatko TopBPI bierze udziat w naprawie dwuniciowych
peknie¢ DNA oraz w regulacji wejscia komorki w faze S cy-
klu komoérkowego.

Wiele biatek pod wptywem stresu genotoksycznego
przemieszcza sie do ciat PML lub tez je opuszcza. Odbywa
sie to drogg potranslacyjnych modyfikacji tych biatek, badz
tez przez zmiane powinowactwa do innych skladnikéw
cial, co skutkuje sekwestracjg w ciatach lub uwolnieniem
do nukleoplazmy. Sumoilacja np. biatka RIP-p (ang. RPA-
interacting protein (3) prowadzi do jego akumulacji w ciatach
PML w warunkach fizjologicznych, a jego uwalnianie pod
wptywem promieniowania UV jest konsekwencjg desumo-
ilacji [10,25].

HELIKAZY Z RODZINY RECQ

Wsrod sktadnikéw ciat PML sg biatka BLM, WRN i RE-
CQL4 —helikazy z rodziny RECQ. Mutacja w genie BLM
lezy u podstaw autosomalnego, recesywnego schorzenia —
zespotu Blooma, ktdre charakteryzuje sie wysokim pozio-
mem wymiany siostrzanych chromatyd, wysoka czestoscig
aberracji chromosomowych, czy utratg heterozygotycznosci
i przez to duzym ryzykiem zachorowania na choroby no-
wotworowe. Biatko BLM wystepuje w nukleoplazmie oraz
w ciatach PML na granicy faz G1 i S. Nie wystepuje nato-
miast w ciatach w komoérkach pozbawionych biatka PML,
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co wskazuje na zalezny od PML mechanizm rekrutacji heli-
kazy BLM do tych domen jagdrowych. Za jego lokalizacje do
ciat odpowiada N-koniec; koniec C z kolei zwigzany jest z
lokalizacjg jaderkowa. Komorki bez funkcjonalnego biatka
PML wykazujg podwyzszony poziom wymiany siostrza-
nych chromatyd, aczkolwiek jest on nizszy niz w komor-
kach z zespotem Blooma. Sugeruje to, ze ciata PML odgry-
wajg wazng role w regulacji funkcji helikazy BLM. Biatko
BLM zwigzane jest z rekombinacjg DNA i utrzymywaniem
stabilnosci genomowej; w ogniskach uszkodzen indukowa-
nych promieniowaniem jonizujgcym (IRIF) obserwuje sie
kolokalizacje BLM z RAD51 [10].

Wazne jest rowniez oddziatywanie biatka BLM z biat-
kiem p53. W komérkach pozbawionych biatka p53, BLM nie
wystepuje w ciatach PML. Z drugiej strony — komorki bez
biatka BLM sg mniej wrazliwe na indukcje apoptozy droga
zalezng od p53. Ekspresja BLM jest tkankowo-specyficzna;
najwyzszy jej poziom wystepuje w limfocytach i komérkach
szybko dzielgcych sie [2], Uszkodzenia DNA prowadza do
przemieszczenia si¢ BLM z ciat PML do miejsc uszkodzen.
W miejscach uszkodzehn DNA zidentyfikowanych dzieki
stwierdzeniu obecnos$ci fosforylowanego histonu H2AX,
biatko BLM kolokalizuje z biatkami naprawczymi, w tym
RAD50, RAD51 i BRCA1 [10]. Rolg BLM w naprawie DNA
jest prawdopodobnie dodatkowo sktadanie komplekséw
naprawczych w miejscach uszkodzen; jest to jedno z biatek
najwczesniej transportowanych do miejsc uszkodzern DNA.
Helikaza BLM jest fosforylowana przez kinazy ATR i ATM
aktywowane uszkodzeniami DNA. Biatko to ulega takze
sumoilacji, ktéry to proces ma miejsce w ciatach PML. Mu-
tacja w miejscu sumoilacji BLM prowadzi do braku sekwe-
stracji tego biatka w ciatach PML. Co wiegcej, nie ulegajace
modyfikacji biatko BLM indukuje formowanie kompleksow
naprawczych takze mimo braku uszkodzehn DNA [10],

BLM zwigzane jest z indukcjg fosforylacji histonu H2AX
pod wptywem stresu replikacyjnego. Komérki pozbawione
BLM poddane dziataniu kamptotecyny, ktéra wprowadza
pekniecia DNA podczas replikacji, wykazujg zaburzenia w
fosforylacji histonu H2AX w odpowiedzi na uszkodzenia
DNA [25]. Stwierdzono wspoétdziatanie BLM i topoizomera-
zy 3a (Topollla). Oba biatka kolokalizujg w ciatach PML w
warunkach homeostazy komérkowej, najprawdopodobniej
tworzgc kompleks. Pod wpitywem stresu replikacyjnego
biatko BLM ulega fosforylacji w pozycji Thr99, oddysocjo-
wuje od topoizomerazy 3a i przemieszcza sie do miejsc za-
burzonej replikacji, gdzie kolokalizuje z histonem y-H2AX i
bierze udziat w stabilizacji widetek replikacyjnych [26],

Kolejng helikazg z rodziny RECQ obecng w ciatach PML
jest helikaza WRN. Mutacja WRN takze skutkuje autoso-
malnym, recesywnym schorzeniem — zespotem Wernera.
Ws$rod objawdéw wyrdznié nalezy przedwczesne starzenie
i niestabilno$¢ genomowg prowadzacag do nowotwordw.
Biatko WRN oddziatuje z p53 i posredniczy w aktywacji ge-
noéw zaleznych od p53. W warunkach fizjologicznych biat-
ko to wystepuje w jaderku, natomiast indukcja uszkodzen
DNA prowadzi do jego fosforylacji przez kinaze ATM i w
konsekwencji do przemieszczenia sie do miejsc uszkodzen,
a takze przejsciowo do ciat PML (Ryc. 2). W ciatach PML
biatko to podlega potranslacyjnym modyfikacjom: sumo-
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ilacji i prawdopodobnie acetylacji [27], WRN oddziatuje z
wieloma partnerami biatkowymi i bierze udziat w wielu
procesach komdrkowych, w tym w naprawie DNA, gdzie
wspotdziata z RPA, RAD52 i NBS1. Odgrywa takze role
w stabilizacji widetek replikacyjnych; przemieszcza sie do
miejsc zablokowanej replikacji, gdzie wspotdziata z biatka-
mi naprawczymi RAD51, RAD54 i RAD54B [27].

Trzecig helikazg DNA zwigzang z ciatami PML jest he-
likaza RECQL4. Takze w tym przypadku mutacja w genie
kodujagcym to biatko ma zwigzek ze schorzeniem autoso-
malnym, recesywnym —zespotem Rothmunda-Thomsona,
charakteryzujacym sie niestabilno$cig genomowa i wysoka
podatnoscig na nowotwory. Biatko to nalezy do sktadnikow
ciat PML; indukcja dwuniciowych peknie¢ DNA prowa-
dzi do zmiany lokalizacji biatka z ciat do miejsc uszkodzen
i asocjacji z RAD51 i jednoniciowym DNA, co sugeruje
udziat tego czynnika w naprawie DNA przez rekombinacje
homologiczng. Jak w przypadku wielu innych czynnikéw
naprawczych, takze i to biatko jest uwalniane z ciat PML w
nastepstwie uszkodzen DNA, co jasno wskazuje na udziat
tych ciat w regulacji jego aktywnosci [28].

CIALA PML A REGULACIJA p53

Biatko p53 reguluje wzrost, r6znicowanie, starzenie ko-
morkowe, apoptoze i integralno$¢ genomu poprzez udziat
w regulacji replikacji DNA, naprawy uszkodzen DNA i cy-
klu komérkowego. Pod wptywem stresu genotoksycznego
ulega ono réznorodnym modyfikacjom, takim jak fosforyla-
cja, acetylacja czy sumoilacja, ktére prowadzg do zwieksze-
nia jego poziomu i aktywnosci. Charakter tych modyfikacji
zalezy od rodzaju i stopnia uszkodzeh DNA. Zwigkszenie
poziomu p53 prowadzi do zatrzymania cyklu komérko-
wego irozpoczecia naprawy DNA. W przypadku, gdy ko-
morka nie moze naprawi¢ uszkodzen DNA, uruchomiony
zostaje proces apoptozy.

Biatko p53 jest czynnikiem transkrypcyjnym dla co naj-
mniej 30 r6znych gendéw, jednym z nich jest gen PML [29].
W warunkach stresu genotoksycznego aktywowane biatko
Ras rekrutuje do ciat PML biatko p53 oraz CBP. Tu aktyw-
nos$¢ proapoptotyczna p53 regulowana jest przez oddziaty-
wanie z izoformg IV PML oraz acetylotransferazg CBP. Po-
wstaje przejsciowy trimer: p53/PML/CBP. Biatko PML jest
tu niezbedne dla prawidtowej acetylacji p53; acetylowana
jest reszta lizyny 382, przez co p53 zostaje aktywowane jako
czynnik transkrypcyjny [30,31].

W warunkach wysokiego poziomu uszkodzen DNA w
biatku p53 fosforylowane sg reszty seryny: 15 i 20 przez ki-
naze CHK2 oraz reszty seryny 9 i treoniny 18 przez kinaze
CK1 (takze przy udziale biatka PML-1V). Kinazy te rGwniez
obecne sg w ciatach PML. Szereg procesow fosforylacji skut-
kuje spadkiem powinowactwa biatka Mdm2 do p53. Do-
datkowo kinaza ATM fosforyluje biatko Mdm2 na reszcie
seryny 395, promujac jego degradacje, a fosforylacja reszty
treoniny 216 przez kompleks kinaza CDK2/cyklina A pro-
wadzi do zwigzania tego biatka przez ARF i jego translo-
kacje do jaderka przy jednoczesnym zablokowaniu aktyw-
nosci ligazy E3 ubikwityny [8,31], Indukcja proapoptotycz-
nych gendw, takich jak PUMA i BAX jest silnie zwigzana z
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fosforylacjg seryny 46. Modyfikacja tego miejsca prowadzi
do izomeryzacji p53 i ostatecznie oddysocjowania jego inhi-
bitorow iASPP i Mdm2 [g],

Fosforylacja reszty seryny 46 biatka p53 odbywa sie za
posrednictwem Kilku kinaz. Wsrdd nich nalezy wyré6znic
kinaze FIIPK2 (ang. homeodomain interacting protein kinase 2)
ze wzgledu na jej zwigzek z ciatami PML. W prawidtowych
warunkach poziom tej kinazy jest niski dzieki dziataniu za-
leznego od ubikwityny systemu degradacji. W obecnosci
uszkodzen DNA degradacja ITIPK2 jest hamowana przez
ATM tub ATR. Wéwczas kinaza ta lokalizuje sie w ciatach
PML i fosforyluje reszte seryny 46 w p53 (Ryc. 2). Dodat-
kowo HIPK2 wigze acetylotransferaze CBP i wzmaga ace-
tylacje reszty lizyny 382, ktéra konieczna jest do catkowitej
aktywacji p53. HIPK2 moze efektywnie fosforylowa¢ p53
tylko w prawidtowych ciatach PML, w obecnosci funkcjo-
nalnego biatka PML, a prawdopodobnie takze sktadnika
ciat PML, biatka SplOO. Ta modyfikacja p53 jest centralnym
etapem indukcji apoptozy przy udziale ciat PML [8],

JADERKO

STRUKTURA JADERKA

Jaderko jest najwcze$niej zidentyfikowang substrukturg
jadra komdrkowego. Poczatek badan nad jaderkiem przy-
pada na wczesne lata XIX wieku. Jest to jadrowa domena
taczona przede wszystkim z transkrypcjg rDNA oraz kolej-
nymi etapami biogenezy rybosomdw: dojrzewaniem rRNA,
sktadaniem komplekséw rybonukleinowych i ostatecznie
— sktadaniem podjednostek rybosomalnych. Ze wzgledu
na tak podstawowe funkcje w komoérce oczywistym wydaje
sie fakt, ze jest to domena powszechna w catym krolestwie
organizmow eukariotycznych [32,33] (Ryc. 3).

Jaderko jest obecne stale w jadrze komérki, ulegajac dez-
integracji tylko na czas jej podzialdw. Rozpad jaderka w
komérkach ssakdw nastepuje w profazie podziatowej, nato-
miast odtwarzane jest ono pod koniec mitozy. Odtwarzanie
jaderka jest $cisle zwigzane z obecnos$cig tandemowych po-
wtérzen genow rRNA stanowigcych organizator jaderkowy

Rycina 3. Struktura jadra komérkowego, (a) Komoérki cztowieka (HelLa). Zaznaczono otoczke jadrowg oraz jaderka. (b)
Obraz tréjwymiarowy jadra komérkowego z wyznakowang koiling i fibrylaryng. DNA wybarwiono barwnikiem DAPI
(ang. 4'-6-dinmidino-2-pheni/lindole). Widoczne sa ciata Cajala, jaderka, granule interchromatynowe i chromatyna. Rycina
pochodzi z pracy [64]; wykorzystano ja za zgoda autora.
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(NOR). Na podstawie obrazu z mikroskopu elektronowego
wyroznia sie trzy gtowne sktadniki jaderka: centra fibrylar-
ne (FC) —charakteryzujace sie obecnoscig rDNA i aparatu
transkrypcyjnego, gesty sktadnik fibrylarny (DFC) —wyra-
zany obecnoscig nowo powstatego transkryptu oraz beda-
cy miejscem dojrzewania rRNA, zawierajgcy takze obficie
czynnik transkrypcyjny UBF oraz m.in. biatka cyklu SUMO
— SUMO-1 i Ubc-9 oraz sktadnik granularny (GC) — miej-
sce sktadania podjednostek rybosomalnych [33].

JADERKO KOMORKI NOWOTWOROWE]

Jaderka komorek nowotworowych charakteryzujg sie
wiekszg $rednica oraz czesto nieregularnym ksztattem.
Podobny efekt obserwuje sie w komoérkach prawidtowych
egzogennie pobudzanych do intensywnych podziatow.
Oczywistym wyttumaczeniem tego efektu jest wysokie za-
potrzebowanie komérki na nowe biatka, a w konsekwencji
wysokie tempo produkcji rybosoméw. Mechanizmy odpo-
wiedzialne za kontrole podziatéw komérki oraz biogeneze
i funkcjonowanie rybosoméw sg bezposrednio sprzezone.
Ponadto podwyzszone tempo produkcji rybosomow wigze
sie czesto ze zmianami jakoSciowymi w strukturze samych
rybosomdw, co pozwala mechanizmom translacyjnym na
masowg synteze specyficznych biatek, a takie nieprawidto-
wosci wiaza sie z wysokim ryzykiem transformacji nowo-
tworowej [34],

JADERKO A USZKODZENIA | NAPRAWA DNA

Przez dtugi czas istniato przekonanie, iz jaderka sg struk-
turami bedacymi wytgcznie wyrazem aktywnego procesu
produkcji rybosomow, jednak wspétczesnie szereg badan
zdaje sie temu przeczy¢ irysuje jaderko jako domene wielo-
funkcyjng zwigzang takze z catg gamg proceséw nie maja-
cych zwigzku z biogenezg rybosomdw. Zidentyfikowano w
jaderku okoto 700 biatek, z czego zdecydowanej wiekszosci
(ok. 80%) nie przypisuje sie udziatu w biogenezie ryboso-
moéw. Jaderko ma zwigzek z takimi procesami jak dojrze-
wanie biatek jadrowych, transport mRNA, regulacja sene-
scencji komdrkowej, supresja nowotworowa oraz reakcja na
stres iuszkodzenia DNA, a takze
koordynacja naprawy DNA [10],
Szereg doniesien wskazuje na
udziat jaderka w reakcji na czyn-
niki uszkadzajgce DNA, zarow-
no w kierunku naprawy DNA
jak i indukcji apoptozy (Tabela
1) [35,36], Istnieje takze Scista
zalezno$¢ miedzy jaderkiem a
innymi domenami jadrowymi,
takimi jak ciata PML czy ciata
Cajala. Jaderko, podobnie jak
inne domeny jadrowe, jest struk-
turg o wysokiej dynamice. Duza
cze$¢ jaderkowych skiadnikéw
istnieje w stanie ciggtej wymia-
ny miedzy jaderkiem a nukle-
oplazmg i ciatami jadrowymi, a
takze niektore czynniki z innych
domen jadrowych czasowo tra-
fiajg do jaderka. Jak jednak osza-
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Tabela 1. Zestawienie wybranych biatek jaderkowych zwigzanych z reakcjg komérki na uszkodzenia DNA.

Biatko

ABH2

ARF, pl4

ATR

B23, NPM1,
nukleofosmina,
numatryna

BLM

Ligaza DNA 111

DNA-PKG

FEN1

INGI

Ku70, XRCC6

Ku80, XRCC5

Mdm2

p53

PARP1

PML

RAD17

RAD50

334

Aktywnos$¢

biatko naprawy DNA i RNA

regulator p53, produkt
alternatywnego
sktadania genu pl6

kinaza punktéw kontrolnych,
detektor uszkodzen DNA

wielofunkcyjna
fosfoproteina jagderkowa

helikaza DNA

ligaza DNA

podjednostka katalityczna kinazy

biatkowej zaleznej od DNA

endonukleaza DNA

supresor nowotworowy

helikaza DNA

helikaza DNA

regulator p53, ligaza ubikwityny

supresor nowotworowy

polimeraza poli(ADP-
rybozy), biatko naprawcze

wielofunkcyjna
fosfoproteina jadrowa

biatko naprawy DNA

biatko naprawy DNA,
egzonukleaza

Niektore biatka oddziatujace

SLX4 (endonukleaza
zaangazowana w

rekombinacje i naprawe DNA)

INGI, Mdm2, B23,
TOPOI, WRN

BRCAL, p53, RPAL,
WRN, NBS1

ARF, BRCA1, Mdm2

RADS1, RPA1L, PML, p53,
ATM, BRCA1, XRCC2,
RAD50, MRE11

XRCC1

WRN, p53, ATM, PCNA,
BRCA1, MRE11, RPA1

CDK2, PCNA, WRN, BLM

p53, PCNA, ARF

Ku80 (XRCC5), WRN,
MREL11, p53, INK1,

Ku70 (XRCC6), WRN,
PCNA, ATM, ATR

p53, PML, SUMO-1,
PIASI, RB1, ARF

Mdm2, BLM, BRCA1/2,
RAD51, PML, ATM,
WRN, RPA1, TOPOII,
SUMO-1, SMN1

p53, kaspazy 3i7, TOPOI,
WRN, XRCC1, PCNA

Mdm2, DAXX, p53,
SUMO-1, TopBPI, ATR

ATR, ATM, RAD1 i 9, HUS1

BRCAL, MRE11,
NBS1, BLM, ATM

Procesy komdérkowe

naprawa alkilacyjnych
uszkodzen DNA

obrébka rRNA, supresja
nowotworowa

sygnalizacja uszkodzen
DNA, indukcja proceséw
naprawczych

biogeneza i organizacja
jaderka, regulacja apoptozy

rekombinacja i naprawa
DNA, stabilno$¢ telomeréw

naprawa DNA (BER)

sygnalizacja uszkodzen
DNA, naprawa DNA
(NHEJ), regulacja
aktywnosci telomerazy

replikacja i naprawa
DNA (BER)

remodelowanie chromatyny,
naprawa DNA

naprawa DNA (NHEJ),
sktadanie pre-mRNA,
stabilnos$¢ telomeréw

naprawa DNA (NHEJ),
stabilnos$¢ telomeréow

regulacja odpowiedzi na
stres i uszkodzenia DNA

odpowiedz na stres i
uszkodzenia DNA (regulacja
na poziomie biatka i DNA)

naprawa DNA
(BER), sktadanie pre-
mRNA, proteoliza

naprawa DNA,

apoptoza, regulacja cyklu
komérkowego i senescencja,
supresja nowotworowa

replikacja, regulacja cyklu
komoérkowego, reakq'a
na uszkodzenia DNA

naprawa DNA

(NHEJ), kontrola

cyklu komérkowego,
rekombinacja mejotyczna,
stabilnos¢ telomeréw,
hipermutacje somatyczne

Gtéwna lokalizacja
wewnatrzjagdrowa

nukleoplazma, jaderko

jaderko, nukleoplazma (po
indukcji uszkodzen DNA)

jaderko, ciata PML,
miejsca uszkodzen DNA
i zatrzymanej replikacji

szybka wymiana: jaderko/
nukleoplazma, centrosomy

jaderko, ciata PML, miejsca
uszkodzen DNA, kompleks
synaptonemalny, telomery

jaderko

nukleoplazma, jaderko

nukleoplazma, jaderko

heterochromatyna, jaderko

jaderko, chromatyna, granule
interchromatynowe

jaderko, chromatyna, granule
interchromatynowe

nukleoplazma, jaderko, ciata
PML, miejsca uszkodzenn DNA

nukleoplazma, jaderko,
ciata Cajala, ciata PML,
miejsca uszkodzen DNA

jaderko, chromatyna,
centromery, miejsca
naprawy DNA

ciata PML, jaderko, miejsca
uszkodzen DNA

chromatyna, jaderko

ciata PML, jaderko, miejsca
replikacji i uszkodzen
DNA, telomery
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RADS51, RPAL, SUMO-

RAD52 biatko naprawy DNA

1, Smc5, Smc6

RECQL4 helikaza DNA

mata jadrowa
rybonukleoproteina, czynnik
sktadania pre-mRNA

UIl/12snRNA,

SAP130, SF3b U2AF2, SMNDC1

SMUGI glikozylaza uracylowa RBP, TRIP13

SR, CK2, helikaza DNA I,
TOPOII, histon H2A/B

SSRP1, FACT biatko wigzace DNA

cowano, zdecydowanie wiecej czasteczek opuszcza jaderko
niz do niego trafia. Efekt taki jest szczeg6lnie intensywny
w komérce poddanej ekspozycji na czynniki uszkadzajace.
Pierwsza reakcja jaderka na czynniki stresotworcze, takie
jak wolne rodniki, jest natychmiastowe zatrzymanie synte-
zy rRNA [35,36].

Oddziatywanie szeregu czynnikéw stresotwdérczych, jak
hamowanie proteasomalne i transkrypcyjne, zaburzenie
biogenezy rybosomoéw, szok cieplny czy uszkodzenia DNA
prowadzi do natychmiastowej reorganizacji jaderka, ktorej
towarzyszy ruch czasteczek zaréwno do jaderka jak i z ja-
derka do nukleoplazmy [36] (Ryc. 2). Uwaza sie, ze jaderko
jest, obok mitochondriéw, jednym z miejsc o najintensyw-
niejszym przemieszczaniu czastek w odpowiedzi na stres
i uszkodzenia DNA [35], Muszg zatem istnie¢ specjalne
mechanizmy warunkujace precyzyjne kierowanie biatek
do jaderka. W wielu biatkach zidentyfikowano specyficzne
sekwencje odpowiadajgce za taka lokalizacje — sygnat lo-
kalizacji jaderkowej (NoLS). W przeciwienstwie do sygnatu
lokalizacji jadrowej, mechanizm translokacji do jaderka nie
zostat jednoznacznie sprecyzowany. Spekuluje sie, ze przy-
najmniej w przypadku czesci biatek opiera sie on na oddzia-
tywaniu miedzy sekwencjg NoLS biatka translokowanego,
a biatkiem B23 —nukleofosming, ktore to biatko petni by¢
moze funkcje transportera do jaderka [37].

Nukleofosming (NPM, B23, numatryna) obficie wyste-
puje w skiadniku granularnym jaderka (GC). Podlega fos-
forylacji w cyklu komoérkowym, od fosforylacji tez zalezy
kinetyka tego biatka. Jest fosforylowana przez kinazy CK1
i CK2. Mutacja w genie NPM lezy u podtoza jednej trzeciej
przypadkow ostrej biataczki szpikowej. Poza tym NPM w
formie fuzyjnej NPM/RARa wystepuje w czesci biataczek
promielocytowych, a fuzyjny produkt mutacji lokalizuje sie
w jaderku [34].

W przypadku wielu biatek transport miedzy jaderkiem i
nukleoplazmg jest prawdopodobnie zwigzany z przytacza-
niem przez biatko GTP. Na przyktad zwigzanie GTP przez
nukleostemine pozwala jej na oddziatywanie z innymi ja-
derkowymi biatkami i na translokacje do jaderka. Odtgcze-
nie GTP powoduje z kolei powrét tego biatka do nukleopla-
zmy. Prawdopodobnie mechanizm ten dotyczy duzej grupy
biatek. Ponadto obnizenie poziomu GTP w komdérce moze
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RADS51, UBR1/2, PARP1
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aktywowac kinazy JNK1 i JNK2, biorgce udziat w urucha-
mianiu mechanizméw odpowiedzi na stres. Swiadczy¢ to
moze 0 zwigzku miedzy poziomem GTP w komorce a ru-
chami czasteczek na osi jaderko —nukleoplazma. Poza tym
kinaza JNK2 fosforyluje czynnik transkrypcyjny polimera-
zy RNA | - TIF-IA, blokujgc w ten sposéb synteze rRNA w
komorce w warunkach stresu [37,38],

Spektakularnym przyktadem rearanzacji domen jadro-
wych jest reakcja jadra komdrkowego na zahamowanie
transkrypcji. Jest to proces fizjologiczny, energozalezny,
a segregacja sktadnikéw, ktéra wtedy nastepuje, dotyczy
zarowno wielu sktadnikéw jaderka jak i innych ciat jadro-
wych. Konsekwencjg takiej rearanzacji jest zmiana struktu-
ry typowego jaderka w ztozong forme, na ktdrg sktada sie
ciato centralne oraz kilka typéw czapeczek jaderkowych,
réznigcych sie sktadem. Czapeczki te stanowiag odrebne
struktury wielosktadnikowe iznajdujg sie w bezposrednim
sgsiedztwie ciata centralnego jaderka. Cze$é sktadnikow ja-
derkowych ulega przemieszczeniu do czapeczek, niektére
elementy (zwitaszcza ze skiadnika granularnego jaderka)
trafiajg do nukleoplazmy. W czapeczkach ponadto znajduja
sie niektdre komponenty ciat Cajala: koilina, Sm czy scaR-
NA (ang. smali Cajal body-specific RNA) —mate RNA specy-
ficzne dla ciat Cajala oraz ciat PML (PML, SplOO) (Ryc. 2).
Proces ten nie jest przypadkowy; podlega precyzyjnej kon-
troli. Swiadczy to o $cistym funkcjonalnym zwiagzku miedzy
tymi domenami [39,40].

Struktury przyjaderkowe zaobserwowano takze w ko-
morkach poddanych dziataniu promieniowania UV-C
(Ryc. 2). Towarzyszyt temu rozpad ciat PML i przemiesz-
czenie czesci ich sktadnikow w okolice jaderka, gdzie wraz z
innymi czasteczkami tworzyty one charakterystyczne jader-
kowe czapeczki. Inne czynniki genotoksyczne jak promie-
niowanie jonizujace czy chemioterapeutyki dawaty nieco
inne efekty, aczkolwiek w kazdym przypadku powstawaty
struktury zawierajace sktadniki zaréwno jaderka jak i ciat
PML. Biatko PML moze byé w warunkach stresu efektyw-
nie kierowane do jaderka. Doktadniejsze analizy pozwolity
ustalié, iz stres genotoksyczny prowadzi do akumulacji w
jaderku trzech izoform biatka PML: I, IV iV, przy czym naj-
obficiej wystepujacq i najistotniejsza w tym zjawisku wyda-
je sie by¢ izoforma | PML. W C-koricowym fragmencie PML
-1 zidentyfikowano sygnat lokalizacji jaderkowej (NoLS), a
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obecno$¢ w komorce tego wariantu jest niezbedna, aby w
jaderku mozna byto zaobserwowaé PML [41].

Rybosomalne biatko ,,S27-like" (RPS27L) jest bezpos$red-
nio aktywowane przez biatko p53 na poziomie transkrypcji.
Po indukcji uszkodzern DNA biatko to czeSciowo kolokali-
zuje z fosforylowanym histonem y-H2AX. Biatko RPS27L
bierze udziat w odpowiedzi na uszkodzenia DNA przez
modulowanie systeméw naprawczych, jak i punktéw kon-
trolnych cyklu komérkowego. Poza tym przeciwdziata in-
dukcji apoptozy na drodze zaleznej od p53. Funkcje te petni
przynajmniej cze$ciowo razem z innym biatkiem odpowie-
dzi na uszkodzenia DNA —p21 [42].

Endonukleaza Flap 1 (FEN1) jest biatkiem o waznej roli w
procesie replikacji (wycinanie starteréw), a takze w napra-
wie DNA przez wycinanie zasad (BER) i naprawie peknige¢
dwuniciowych przez niehomologiczne tgczenie koncow
(NHEJ). Rozpoznaje specyficzne struktury przestrzenne w
DNA niezaleznie od ich sekwencji. W ten sposéb usuwa
zawady przestrzenne w DNA i w konsekwencji umozliwia
dalszy postep widetek replikacyjnych. Delecja genu FEN1
skutkuje wysoka podatnoscig komdrki na uszkodzenia
DNA. Wsréd biatkowych partneréw endonukleazy FEN1
sg m.in. helikaza WRN i biatko PCNA (ang. proliferating celi
nuclear antigen). Wazng rolg FEN1 wydaje sie by¢ jej udziat
w stabilizacji genéw rDNA w warunkach stresu. Ekspozy-
cja na promieniowanie UV stymuluje wyrazng jaderkowa
akumulacje tego biatka, co wynika z jego fosforylacji indu-
kowanej dziataniem UV [43].

Geny rDNA, ze wzgledu na charakter tandemowych
sekwencji powtérzonych jak i wysokie tempo transkrypcji
oraz specyficzng lokalizacje w jadrze sg szczeg6lnie narazo-
ne na nieuprawniong rekombinacje homologiczng. Dwuni-
ciowe pekniecia DNA w obrebie tych sekwencji skutkowaé
moga powaznymi konsekwencjami. Wedtug nowych do-
niesien istniejg mechanizmy, ktére skutecznie zabezpiecza-
ja komadrke przed destabilizacjg genetyczng rDNA. Uszko-
dzenia w obrebie tych gendéw sg naprawiane na zewnatrz
jaderka; nastepuje wypetlenie uszkodzonego fragmentu do
nukleoplazmy i dopiero tu aktywowane sg mechanizmy
naprawcze (Ryc. 4). Waznym czynnikiem zaangazowanym
w ten proces jest biatko Rad52, ktérego aktywnos$é regu-
lowana jest przez sumoilacje. Zablokowanie tego procesu
prowadzi do hiperrekombinacji rDNA, tak wiec modyfi-
kacja ta zdaje sie stanowi¢ element koordynacji tego typu
naprawy w odpowiednim miejscu i czasie [44-46], Wazna
jest tu takze obecno$¢ biatek Smc5-Smc6 biorgcych udziat
w naprawie DNA przez rekombinacje homologiczng oraz
niehomologiczne taczenie koncow (NHEJ). Dimer Smc5-
Smc6 ma aktywnos$¢ ligazy E3 w cyklu SUMO, wykazujgcej
specyficzno$¢ substratowg w stosunku do szeregu biatek
naprawczych. Dimer ten wystepuje tez obficie na zakoncze-
niach telomeréw, co pozwala przypuszczaé, ze moze braé
udziat rowniez w analogicznym procesie — regulacji ak-
tywnosci biatek naprawczych na telomerach i ewentualnym
wypetlaniu uszkodzonych fragmentéw w celu niezaburzo-
nej, kontrolowanej naprawy DNA [45,46],

Wyrazny zwigzek z jagderkiem wystepuje w przypadku
helikazy RECQL4 [47], Oddziatuje ona m.in. z ligazami ubi-
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Rycina 4. Powstawanie pozajgderkowych miejsc naprawy w reakcji komérki na
dwuniciowe pekniecia rDNA u drozdzy Saccharomyces cerevisiae (wg [46] zmo-
dyfikowane). Skroty wystepujgce na rycinie: RPA (ang. replication protein A) —
biatko biorace udziat w replikacji i naprawie DNA; Rad52, Rad51, Rad59, Rad55-
Rad57, Rad54 —biatka naprawy DNA przez rekombinacje homologiczng, Rdh54
— biatko biorgce udziat w rekombinacji i naprawie DNA u drozdzy, homolog
RAD54b.

kwityny: UBR1 i UBR2, a takze z biatkiem RAD51. Natura
tych oddziatywan nie jest znana. W warunkach fizjologicz-
nych RECQL4 w wiekszosci wystepuje w nukleoplazmie, w
niewielkim za$ stopniu takze na terenie jaderka. Poddanie
komaérki stresowi oksydacyjnemu powoduje wyrazng aku-
mulacje jaderkowg tego biatka. Reakcji takiej nie obserwuje
sie w innych typach czynnikéw uszkadzajacych, jak pro-
mieniowanie jonizujagce, UV czy etopozyd. Czynniki te z
kolei wyzwalajg reakcje helikazy WRN (Ryc. 2). Nadtlenek
wodoru zwieksza akumulacje RECQL4 w jaderku dwukrot-
nie, a antybiotyk - streptonigryna nawet 46-krotnie. Stano-
wi to wyrazny dowod na to, iz reakcja helikazy RECQLA4 jest
specyficznie indukowana stresem oksydacyjnym. RECQL4
oddziatuje ponadto z biatkiem PARP-1 - polimeraza poli-
(ADP-rybozy), oddziatujgcg réwniez z WRN [48], Biatko
PARP-1 jest aktywowane po indukcji peknie¢ DNA. Odgry-
wa wazng role w naprawie przez wycinanie zasad (BER).
PARP-1 wraz z PARP-2 majg kilku wspdlnych partneréw
biatkowych zwiazanych bezposrednio z naprawg DNA:
XRCC1, polimeraze DNA (3 ligaze DNA 1ll. Jest mozliwe,
ze PARP-1 wspotdziata z RECQL4 w odpowiedzi na uszko-
dzenia spowodowane wolnymi rodnikami. Biatka PARP-1
i -2 oddziatujg rowniez z nukleofosming i nukleoling, biat-
kami typowo jaderkowymi. Majg one sygnaty lokalizacji
jadrowej ijaderkowej; akumulujg w jaderku niezaleznie od
siebie. Mutacja w sekwencji NoLS znosi zdolno$¢ asocjacji
tych biatek z nukleofosming. Uwaza sig, ze biatka PARP-1 i
-2 w jaderku odpowiadajg za stabilizacje rDNA [48],

Nukleofosming nalezy do biatek wczesnej odpowiedzi
na stres. Jej ekspresja znacznie wzrasta tuz po ekspozycji
komorki na promieniowanie UV i wptywa na poziom eks-
presji kolejnych biatek, jak np. PCNA, ktéry m.in. odgrywa
role pomocniczg w naprawie DNA jako czynnik zwieksza-
jacy procesywnos$¢ polimerazy DNA 5/ e. Poziom NPM w
komérce determinuje dalsze losy komorki po uszkodzeniu
DNA, a wiec kieruje komorke ku efektywnej naprawie,
badz w strone apoptozy [49-51].
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ZWIAZEK JADERKA Z APOPTOZA

Jaderko, podobnie jak mitochondria, nalezy do central-
nych punktow zwiagzanych z regulacjg i indukcjg apoptozy.
W warunkach stresu w jaderku pojawia sie biatko Mdm2,
najwazniejszy czynnik negatywnej regulacji p53. Zmiana lo-
kalizacji skutkuje zwiekszeniem puli wolnego p53 w jadrze,
co wigze sie z aktywacjg tego biatka. Z p53 oddziatuje tez
nukleostemina, jaderkowe biatko o waznej roli w komor-
kach macierzystych, a takze w nowotworach. Bierze udziat
w regulacji cyklu komérkowego (progresja z fazy G1 do S
iz G2 do fazy M). Prawdopodobnie bierze takze udziat w
regulacji dojrzewania rRNA. Jak udowodniono, nukleoste-
mina oddziatuje bezposrednio z biatkiem p53, a takze ARF
- hamujac ich aktywno$é. W komaérkach tkanek ulegajgcych
regeneracji (np. po utracie konczyny przez traszke) obser-
wuje sie silny wzrost ekspresji nukleosteminy, czemu to-
warzyszy wznowienie podziatéw komorek juz zréznicowa-
nych. Podobny efekt obserwuje sie w czesci nowotwordw,
co jednoznacznie potwierdza udziat tego biatka w regulacji
podziatéw komarki [32].

Do jaderka po ekspozycji komorki na promieniowanie
UV przemieszcza sie supresor nowotworowy —INGI (ang.
inhibitor of growth family, member 1) (Ryc. 2). Tu oddziatuje z
jaderkowym biatkiem zwigzanym z supresjg nowotworowg
ARF (ang. alternate readingframe), a nadprodukcja ARF skut-
kuje zmiana lokalizacji INGI do jaderka, co wskazuje na bez-
posredniag zalezno$¢ miedzy tymi czynnikami. ARF moze
wigza¢c Mdm2 i w ten sposéb stabilizowa¢ p53 [35]. Takze
nukleofosmina zwigzana jest ze zmiang lokalizacji ARF do
jaderka, gdzie najprawdopodobniej zachodzi bezposrednia
asocjacja tych biatek. Promieniowanie UV prowadzi do dy-
socjacji tych czynnikéw; nukleofosmina przemieszcza sie
do nukleoplazmy i bezpos$rednio wigze Mdm2. Nukleofo-
smina jednak ma takze zdolno$¢ negatywnej regulacji syn-
tezy p53 ijest w stanie skutecznie ograniczy¢ poziom syn-
tezy p53 w komdrkach z nadprodukcja tego biatka. Uwaza
sie zatem, ze nukleofosmina w warunkach fizjologicznych
dziata supresorowo na apoptoze zalezng od p53. Natomiast
w warunkach, gdy uszkodzenia sg zbyt silne, by mogty ulec
efektywnej naprawie, pozwala na indukcje procesu apopto-
zy. Ostateczny los komorki zalezy wiec od stosunku iloScio-
wego powyzszych czynnikéw, a prawidtowa ich synteza i
dystrybucja stanowi precyzyjny mechanizm decydujgcy o
kierunku reakcji komorki na uszkodzenia DNA. W komor-
kach nowotworowych wysoki poziom syntezy nukleofo-
sminy moze byé jednym z czynnikéw uodparniajacych je
na apoptoze, skutecznie przeciwdziatajac aktywacji biatka
p53. Co ciekawe, takze biatko PML ulega translokacji do
jaderka w warunkach stresu. Jest to proces niezalezny od
ARF, zachodzi natomiast oddziatywanie z innym biatkiem
jaderkowym — LI, efektem czego jest rowniez sekwestra-
cja Mdm2 w jaderku iaktywacja p53 [49-51],

CIALA CAJALA

Ciata Cajala zaobserwowat po raz pierwszy w 1903 r.
hiszpanski neurolog Santiago Ramony Cajal, podczas ba-
dan uktadu nerwowego szczura. Uzywajac techniki sre-
browej do kontrastowania bton komérkowych komorek
nerwowych zaobserwowat on w okolicy jgderka niewielkie
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ciemne punkty, ktére nazwat ciatkami dodatkowymi (jader-
ka). Z biegiem lat stwierdzono ich obecno$¢ w innych ty-
pach komaérek u réznych taksonéw; poczatkowo nie utozsa-
miane ze sobg przybieraty r6zne nazwy (Binnekorper, ciatka
ktebuszkowate). W przeciwienstwie do ciat PML, wystepu-
jacych wytacznie w komadrkach wyzszych kregowcdw, ciata
Cajala powszechne sg zaréwno wsrad roslin jak i zwierzat,
w oocytach ptazéw i owaddw oraz u drozdzy [52-55].

Struktura ich w obrazie z mikroskopu elektronowego
przypomina grupe zasocjowanych ze sobg gestych kiebkow
poprzedzielanych materiatem o nizszej gestosci. Srednica
(od ok. 0,2 pm do ponad 2 pm) i liczba ciat jest zmienna i
zalezy od typu komérki, fazy cyklu komaérkowego i aktyw-
nosci metabolicznej jadra.

Ciata Cajala zwigzane sg m.in. z biogenezg rybonukle-
inowych czynnikéw skiladania pre-mRNA, tworzeniem
trimeréw U4/U6*U5 i ich regeneracjg po cyklu sktadania
pre-mRNA, a takze z modyfikacjg jaderkowych snoRNA. Z
modyfikacjami RNA zwigzane sg specyficzne dla ciat Caja-
la — scaRNA. Ciata Cajala sg $cisle zwigzane z jaderkiem,
0 czym $wiadczy obecno$¢ w ciatach wielu sktadnikéw
jaderka, takich jak: fibrylaryna, Noppl40, NAP57 (DKC1)
czy rybosomalne biatko S6. Mimo, ze zidentyfikowano w
nich poli(A)RNA, brak nowo powstatego transkryptu czy
kluczowych czynnikéw sktadania (SR, SC35), wyklucza ich
bezposredni udziat w procesie transkrypcji czy w pierw-
szych zasadniczych etapach obrdbki pre-mRNA [55]. Biorg
udziat w transkrypcji genéw histonoéw (asocjacja ciat z locus
gendéw histonéw), a takze w dojrzewaniu mRNA histonow.

Markerowym biatkiem ciat Cajala jest biatko p80 — ko-
ilina. Jest to wielofunkcyjna fosfoproteina, oddziatujgca z
calym szeregiem partnerdw biatkowych, wystepujaca ob-
ficie w roznych obszarach komorki (takze w cytoplazmie).
Podobnie jak w przypadku biatka PML, obecno$é¢ koiliny
nie jest konieczna dla przezycia komoérki czy rozwoju or-
ganizmu — myszy pozbawione tego biatka rozwijajg sie
prawidtowo i mogg sie rozmnazac¢. Ciata Cajala biorg tez
udziat w regulacji cyklu komdrkowego. Znajdujg sie w nich
kompleksy kinazy Cdk2/cykliny E, a takze zwigzane z nimi
biatko NPAT (ang. nuclear protein, ataxia-telangiectasia locus),
biorace udziat w biogenezie histon6w [52-55].

UDZIAL CIAL CAJALA W INDUKCIJI APOPTOZY

Istniejg dowody $wiadczace o funkcjonalnym zwigzku
ciat Cajala z ciatami PML. Czesto w jadrze cze$¢ ciat obu
typow wykazuje przejSciowe asocjacje. Biatko ciat Cajala
—koilina (p80) bezposrednio wigze ligaze E3 cyklu SUMO
—PIASy —wazny sktadnik ciat PML. Usuniecie fragmen-
tu genu PIASy kodujagcego motyw odpowiedzialny za
asocjacje PIASy z koiling znacznie redukuje efekt asocjacji
miedzy tymi ciatami [56], Niedawno stwierdzono réwniez
obecno$¢ w ciatach Cajala w neuronach ssakéw enzymu
E2 cyklu SUMO —biatka UBC9. Co wiecej, w warunkach
stresu osmotycznego i hamowania metylotransferaz w
ciatach Cajala przejsciowo lokalizuje SUMO-1. Ponadto
zidentyfikowano w koilinie i biatku SMN (ang. survival of
motoneurons) zwiazanym z atrofiag mézgowo-rdzeniowa,
miejsca sumoilacji. Sumoilacja biatek moze mie¢ zwigzek z
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reorganizacjg tych domen w odpowiedzi na stres i uszko-
dzenia DNA [57], Reakcje takie zaobserwowano, podda-
jac komdrki dziataniu promieniowania UV. Podobnie jak
jaderko i ciata PML, takze ciata Cajala pod wptywem UV
ulegajg szybkim iukierunkowanym rearanzacjom (Ryc. 2).
Cze$¢ sktadnikow zostaje z ciat uwolniona i przemieszcza
sie do innych miejsc w jadrze, pozostate tworzg szczatko-
wa pozostatos¢ ciat Cajala. Towarzyszy temu formowanie
komplekséw zawierajacych koiline i aktywator proteaso-
malny PA28y, ktéry wydaje sie by¢ dla tej reakcji kluczo-
wy [58],

Waznym sktadnikiem ciat Cajala jest wspomniany
juz kompleks biatkowy SMN, petnigcy funkcje w doj-
rzewaniu rybonukleinowych czynnikéw skitadania pre-
MmRNA. Kompleks SMN sktada sie z biatka SMN1 oraz
kilku biatek Gemin (1-7). Mutacja w genie SMN lezy u
podstaw ciezkiego schorzenia o charakterze neurodege-
neracyjnym — rdzeniowej atrofii miesni SMA (ang. spi-
nat muscular athrophy), co prowadzi do degeneracji neu-
rondw rogéw brzusznych rdzenia kregowego, nastepnie
do atrofii mies$ni i ostatecznie $Smierci [59], Prawidtowe
biatko SMN1 w komoérkach nerwowych ma wtasciwosci
czynnika antyapoptotycznego, natomiast utrata 7 eksonu
i mutacja w odcinku C-koncowym prowadzi do apopto-
zy. Wydaje sie, ze prawidtowa funkcja tego biatka jak tez
przyczyna choroby, zwigzana jest przede wszystkim ze
zdolnoscig do autoasocjacji i dimeryzacji. Ponadto biat-
ko SMN1 posiada zdolno$¢ do bezposredniego oddzia-
tywania z biatkiem p53, a mutacja w genie SMN lezaca
u podstaw zespotu SMA wigze sie z brakiem asocjacji
SMN-p53. W prawidtowych komérkach endogenna ak-
tywacja p53 prowadzi do lokalizacji w ciatach Cajala za-
rowno SMN1 jak i p53. Z kolei w komorkach pacjentow z
zespotem SMA po aktywacji p53 lokalizuje w jaderku, a
brak jest tego biatka w ciatach Cajala, co sugeruje, ze me-
chanizm obumierania neurondw wigze sie z nadmierng
dostepnoscia biologiczng aktywnego p53 i w konsekwen-
cji indukcjg apoptozy [60], Takze wyciszenie genu SMN
przez interferencje RNA powoduje degradacje neuronow,
a wprowadzenie inhibitora kaspaz zatrzymuje apoptoze
[61]. Podane informacje wskazujg na istotng role ciat Ca-
jala w regulacji zywotnosci komorek, a jeden z istotnych
komponentéw tych cial - kompleks SMN wydaje sie by¢
kolejnym waznym ogniwem sieci oddziatywan decyduja-
cych o losie komorki.

Innym sktadnikiem ciat Cajala, zwigzanym z apopto-
za, jest biatko FLASH (ang. FLICE-associated huge protein).
Biatko to wystepuje w ciatach Cajala obficie, aczkolwiek
obecnos¢ jego stwierdzono takze w ciatach PML. Pierwot-
nie zidentyfikowane zostato jako element szlaku indukcji
apoptozy drogg receptorowg — jako czynnik oddziatu-
jacy z FLICE (ang. FADD-homologous ICE/CED-3-like pro-
tease), ktory stanowi wazne ogniwo w tym szlaku. Do-
ktadny mechanizm dziatania tego biatka w indukowaniu
apoptozy nie zostat ostatecznie i zgodnie przyjety [62],
Jako element ciat PML z kolei FLASH oddziatuje z biat-
kiem SplOO. Prawdopodobnie aktywacja receptora CD95
powoduje uwolnienie FLASH z ciat jadrowych i translo-
kacje do cytoplazmy, gdzie spetnia swojg role w wyzwa-
laniu apoptozy [63],
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PODSUMOWANIE

Ciata PML sg jednym z wielu ogniw w reakcji komaérki
na uszkodzenia DNA. Cialta te, to dynamiczne kompleksy,
bedgce komérkowymi magazynami wielu biatek, ktoérych
aktywnos$¢ i lokalizacja regulowane sg przez modyfikacje
potranslacyjne zachodzace w duzym stopniu w obrebie
tych komplekséw. W ciatach PML gromadzone sg nie tylko
biatka naprawy DNA, ale rowniez czasteczki jednoniciowe-
go DNA powstajgce w trakcie naprawy DNA. Mozna uznaé
wiec, ze ciata PML sg aktywnymi miejscami metabolizmu
uszkodzonego DNA.

Dwie powszechne w komdrkach eukariotycznych dome-
ny jadrowe: jaderka oraz ciata Cajala, kojarzone sg w duzej
mierze z metabolizmem RNA oraz biogenezg rybosomadw.
Jak wynika z najnowszych badan, moga by¢ one takze waz-
nymi ogniwami w reakcji komorki na uszkodzenia DNA.
Liczne informacje z ostatnich kilku lat wskazuja, ze jaderko
peini jedng z gtéwnych funkcji w tych procesach. Badania
proteomiczne pokazujg, ze w obrebie jaderka wystepuje
szereg biatek petnigcych kluczowe role w reakcji komorki
na uszkodzenia DNA. Na podstawie najnowszych badan
przypuszcza¢ mozna, ze ciala Cajala takze mogg uczestni-
czy¢ w powyzszych procesach, aczkolwiek wydaje sie, ze
jest jeszcze zbyt wczesnie na konstrukcje spéjnego mode-
lu reakcji komorki na uszkodzenia DNA z udziatem ciat
Cajala. Jaderko, podobnie jak omawiane wczes$niej ciata
PML, uzna¢ mozna zatem za czuly sensor uszkodzen DNA,
w ktérym decydujg sie przyszte losy komorki, a wiec czy
pozostanie ona przy zyciu, czy tez skierowana zostanie na
droge apoptozy. Rola ciat Cajala w tych procesach stanowic
moze wyzwanie i cel kolejnych badan.
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Involvement of nuclear domains in the cellular response to DNA damage
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ABSTRACT

All cells of human organism are continuously damaged, and a damage of the genetic material can be especially dange-
rous. The reaction of the cell to DNA damage is a complex process, which includes damage signaling, repair, apoptosis or
cell death. It is connected with serious changes in the cell nucleus, which are caused by posttranslational modifications and
dynamic relocalizations of proteins as well as alterations in the expression of many genes. These changes are not limited to
the sites of DNA damage, but involve whole cell nucleus, including its domains: PML bodies, nucleolus and Cajal bodies.
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Termodynamiczne aspekty oddziatywania
niskoczgsteczkowych ligandow z DNA

STRESZCZENIE

NA jest celem molekularnym dla wielu antybiotykéw oraz lekéw przeciwnowotwo-
D rowych i przeciwwirusowych. Coraz petniejsze poznanie genomu cztowieka stwarza
unikalng mozliwo$¢ stworzenia w niedalekiej przysztosci nowej generacji lekéw o korzyst-
niejszych witasciwosciach terapeutycznych, ktérych mechanizm dziatania polega¢ bedzie
na wybiérczym blokowaniu wybranych genéw, w tym genéw odpowiedzialnych za trans-
formacje nowotworowe i niekontrolowany wzrost komdérek nowotworowych. Wymaga to
jednak poszerzenia wiedzy na temat wybiorczego oddziatywania niskoczasteczkowych li-
gandéw z okreslonymi sekwencjami DNA. Jedng z drég uzyskania takich informacji jest ter-
modynamiczny opis komplekséw ligand-DNA. Rozwdj technik pomiaréw mikrokaloryme-
trycznych pozwala na bezpos$rednie i precyzyjne wyznaczenie profilu termodynamicznego
procesu powstawania kompleksu. Uzyskanie petnego profilu termodynamicznego pozwala
okresli¢ udziat poszczegdlnych rodzajéw oddziatywan w trwatosci, strukturze i selektywno-
$ci powstajacych kompleksow.

WPROWADZENIE

Coraz petniejsze poznanie genomu cztowieka stwarza unikalng mozliwos¢
wybiérczego blokowania wybranych genéw, w tym genéw odpowiedzialnych
za transformacje nowotworowe i niekontrolowany wzrost komérek nowotworo-
wych. Uwaza sig, ze najskuteczniejszym sposobem wyciszenia aktywnosci nie-
pozadanych genéw jest uniemozliwienie ich ekspresji na jak najwczes$niejszym
etapie poprzez zablokowanie sekwencji promotorowych. Regulacja na dalszych
etapach, np. poprzez blokowanie lub degradacje mMRNA, moze by¢ duzo mniej
skuteczna. Wybiércze zablokowanie genéw zaangazowanych w podstawowe
procesy podziatu komoérkowego przez specyficznie wigzace sie z nimi ligandy
spowoduje zatrzymanie podziatéw komaérkowych, co jest szczegdlnie wazne nie
tylko w terapii przeciwnowotworowej, ale rowniez przeciwwirusowej.

Nasuwajacym sie podejSciem w tak zaprojektowanej terapii jest zastosowanie
krotkich, syntetycznych fragmentéw jednoniciowego DNA o odpowiednio dobra-
nej sekwencji. Oligonukleotydy po dotarciu do wnetrza komdrki moga bowiem
tworzy¢ silne i trwate kompleksy zarowno z dwuniciowym DNA jak ijednonicio-
wym RNA wplywajac na ekspresje gendw na réznych poziomach [1], Informacje
na temat prob zastosowania takich czasteczek w terapii szeregu choréb pojawity
sie w literaturze juz w latach 70. ubiegtego stulecia [2]. Mozliwe jest zaprojekto-
wanie oligonukleotydéw o takiej wielkosci i sekwencji, ze wigzaé sie bedg silnie
i selektywnie jedynie z sekwencjami promotorowymi zasad w podwadjnej helisie
DNA [1], Nadzieje zwigzane z oligonukleotydami antysensowymi okazaty sie jed-
nak zbyt optymistyczne. Krétkie fragmenty jednoniciowego DNA wprowadzone
do organizmu ulegajg bowiem szybkiej degradacji przez nukleazy obecne w su-
rowicy. Ich Sredni okres pdttrwania jest krétszy niz 15 min [3], co uniemozliwia
dotarcie zwiagzku do jego celu molekularnego. Zastosowane modyfikacje chemicz-
ne zabezpieczajgce przed dziataniem enzymoéw wptywajg niekorzystnie na i tak
trudny transport oligonukleotydéw przez btony komoérkowe. Zdolno$¢ do wigza-
nia sie z okreslonymi sekwencjami DNA wykazujg rowniez niektére biatka. Przy
probach wykorzystania biatek jako potencjalnych lekéw przeciwnowotworowych
wystepujg rowniez problemy z ich transportem i trwatoscia [4],

Niskoczasteczkowe ligandy zdolne do wybidrczego wigzania sie z wybrany-
mi, krotkimi sekwencjami par zasad sg zatem obiecujacg alternatywg zaréwno
klasycznych lekéw przeciwnowotworowych, jak i oligonukleotydéw antysen-
sowych. Aktualny stan wiedzy na temat takich ligandéw jest jednak niezado-
walajacy i wymaga intensywnych badan eksperymentalnych w celu ustalenia
elementow struktury odpowiedzialnych za selektywne wigzanie sie z wybra-
nymi sekwencjami oraz okres$lenia oddziatywan fizykochemicznych odpowie-
dzialnych za trwato$¢ tych komplekséw.
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Oddziatywanie r6znorodnych niskoczgsteczkowym li-
gandéw z DNA jest obecnie intensywnie badane w wielu
laboratoriach na catym Swiecie [5]. Centralnym celem jest
uzyskanie informacji nie tylko na temat struktury komplek-
séw ligand-DNA i dynamiki tworzenia tych kompleksdw,
ale takze wyznaczenie parametréw termodynamicznych
procesu. Zastosowanie pomiardw termodynamicznych dla
scharakteryzowania oddziatywan niskoczasteczkowych li-
gandéw z DNA stwarza mozliwos$¢ uzyskania informacji na
temat udziatu poszczegolnych typéw oddziatywan w cat-
kowitej zmianie entalpii swobodnej towarzyszacej utworze-
niu kompleksu zwigzku z DNA. Informacja na temat tego,
jakie cztony sktadajg sie na catkowitg zmiane entalpii swo-
bodnej pozwala ocenié, ktory fragment struktury zwigzku
odpowiada za jego zdolno$¢ do selektywnego oddziatywa-
niaz wybrang sekwencjg DNA.

SPOSOBY ODDZIALYWANIA
NISKOCZASTECZKOWYCH LIGANDOW Z DNA

Odkad poznano budowe i role kwaséw nukleinowych
w zywych organizmach rozpoczeto badania zmierzajace do
wyjasnienia wptywu réznorodnych substancji chemicznych
na ich strukture i aktywnos$¢. Jednym z waznych aspektow
okazato sie poznanie mechanizmu rozpoznawania specy-
ficznych sekwencji podwdéjnej helisy DNA przez biopolime-
ry oraz zwigzki niskoczasteczkowe.

Rozrozniamy dwa podstawowe mechanizmy oddziaty-
wania substancji chemicznych z dwuniciowym DNA:

1. zwigzki posiadajagce odpowiednie grupy funkcyjne (sub-
stancje bogate w elektrony, nukleofile, badZ substancje z
niedoborem elektrondw, elektrofile) mogace tworzy¢ ad-
dukty z DNA poprzez wigzania kowalencyjne;

2. DNA posiada wiele miejsc zdolnych do tworzenia sil-
nych oddziatywan fizykochemicznych. Mozliwe jest wiec
powstawanie wzglednie trwatych, niekowalencyjnych
kompleksow DNA z ligandami o odpowiednich wiasci-
wosciach.

Ponadto, przyjmuje sie powszechnie, ze warunkiem
utworzenia kowalencyjnego adduktu z DNA jest wcze$niej-
sze powstanie kompleksu niekowalencyjnego.

Wyr6zniamy dwa podstawowe sposoby niekowalencyj-
nego oddziatywania niskoczasteczkowych zwigzkéw che-
micznych z DNA zaprezentowane schematycznie na Ryc. 1
interkalacja oraz wigzanie w matym rowku DNA [6]. Procesy
te moga by¢ poprzedzone oddziatywaniami elektrostatycz-
nymi, ktore utatwiajg dotarcie zwigzkéw w poblize podwj-
nej helisy DNA. W celu racjonalnego projektowania nowych
ligandéw zdolnych do specyficznego oddziatywania z DNA
niezbedne jest doktadne zrozumienie sposobu, w jaki cza-
steczki rozpoznajg sekwencje i wigzg sie z DNA.

INTERKALACJA

Interkalacja zostata po raz pierwszy opisana przez Ler-
mana [7] w roku 1961. Typowe interkalatory to zwigzki
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Rycina 1. Sposoby niekowalencyjnego oddziatywania ligandéow z DNA. A —
wigzanie w rowku, B —interkalacja.

posiadajagce ptaski, skondensowany uktad pierscieni aro-
matycznych lub heteroaromatycznych, ktéry moze wnikaé
pomiedzy sasiednie pary zasad w helisie DNA. Struktury
wybranych interkalatoréw, bromku etydyny oraz sangu-
inaryny, przedstawiono na Ryc. 2. Powstajgcy w ten sposdb
kompleks jest stabilizowany przez oddziatlywania typu n-n
ptaskich uktadéw aromatycznych z ukladami aromatycz-
nymi zasad. Interkalacja powoduje zmiany w strukturze
DNA, skutkujace rozwinieciem helisy, jej usztywnieniem
oraz wydtuzeniem [8].Wiekszo$¢ klasycznych interkalato-
row tworzy najtrwalsze kompleksy pomiedzy parami zasad
GC, chociaz znane sg rdwniez interkalatory o innych prefe-
rencjach [9].

Oprdécz klasycznych interkalatoréw znane sg zwigzki o
bardziej skomplikowanym mechanizmie oddziatywania z
DNA. Interkalacja odgrywa w tym mechanizmie kluczowg
role jednakze specyficzna budowa ligandu wymusza niety-
powa strukture kompleksu (Ryc. 3).

Wsrdd czasteczek tego typu wyrdznié mozna:

1. interkalatory przebijajace [10], (ang. threading intercala-
tors), ktére maja duze podstawniki po przeciwnych stro-
nach interkalujgcego uktadu aromatycznego. Ptaski uktad
wnika pomiedzy pary zasad, a podstawniki lokujg sie w
matym iduzym rowku helisy DNA (Ryc. 3A). W celu utwo-
rzenia kompleksu jeden z podstawnikéw musi ,przejs¢"”
pomiedzy parami zasad, co wymaga odksztatcenie struktu-
ry helisy. Proces przebiega wolniej niz w przypadku kla-
sycznych interkalatoréw, natomiast powstajacy kompleks
jest bardziej stabilny. Przykladem tego typu czgsteczek jest
bisantren (Ryc. 2);

2. bisinterkalatory, w ktorych strukturze wystepujg dwa
potaczone alifatycznym tacznikiem uktady skondenso-
wanych pierscieni aromatycznych (Ryc. 3B). Najczesciej
zwigzki tego typu wykazujg wieksze powinowactwo do
podwdjnej helisy DNA niz pojedyncze uktady wielopier-
Scieniowe wchodzace w ich sktad. Przyktadem bisinterka-
latora jest syntetyczny lek przeciwnowotworowy, diter-
kalina (Ryc. 2). Diterkalina tworzy kompleks z d(CGCG)2
w ktorym dwa uktady aromatyczne interkalujg do dwéch
miejsc CpG, pomingwszy $rodkowy uktad GpC w duplek-
sie, a sztywny tgcznik lokuje sie w duzym rowku [11-13].
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Bisinterkalatory moga mie¢ identyczne

lub r6zne uktady skondensowanych pier-

HN/\ $cieni zdolnych do interkalacji. Stwier-
=N’ dzono, ze réwniez budowa i diugosé

bromek etydyny sanguinarina bisantren

NS

0] Z "NH . . L,
‘O > o tacznika ma istotny wptyw na zdolnos$é
N o OOO do wigzania sie z DNA [14];
O =N

3. bisinterkalatory przebijajace, w kto-

0\/ CHy < H rych strukturze wystepujag dwa ukiady

© N~ 7:N' aromatyczne potgczone kowalencyjnie

HN\) dwoma #acznikami znajdujagcymi sie po

diterkalina przeciwnych stronach pierécieni. Cza-

O—CHj, HC—0, steczki tego typu maja zwykle strukture

O makrocykliczng [15] (Ryc. 2, SDM). Nie

5 jest do korica jasny mechanizm moleku-
HN LD—CN' NH larny dzieki ktéremu zwigzki tego typu
| \N’—/— _\—N’/ moga utworzyé kompleks bisinterkala-

e S cyjny w obrebie jednej helisy DNA. Suge-

o ruje sie, ze wymaga to rozerwania jednej

z nici helisy;
HN/\/\N/\/\/N\/\/NH 4 . . i
H . multiinterkalatory, majgce kilka ukta-
N doéw aromatycznych, z ktérych jednak tyl-
ko trzy moga réwnoczesnie interkalowaé
O N~’ do DNA [16], schematycznie taki sposéb
| H interkalacji przedstawiono na rycinie 3C
i s/\/N (przyktadowaq strukture multiinterkalato-
5 ra zaprezentowano na rycinie 2, trisami-
o noakrydyna).
o=n"’ Cl
i ZWIAZKI ODDZIALUJACE W
trisaminoakrydyna MAEYM ROWKU DNA
O Zwigzki oddziatujace z DNA w
N N matym rowku posiadajg najczesciej
N NH/\/\/\/NH\KNH\/\/\/\NH N kilka pierécieni aromatycznych (np fe-
| nylowych, furanowych, pirolowych)
o \ / potagczonych w taki sposéb, aby mozli-
= wa byta rotacja pierscieni i dopasowa-
O—CH, O O o\ nie zwigzku do ksztattu rowka (Ryc.
N CHg, 1). Kompleksy tego typu stabilizowane
sq przez szereg oddziatywan niekowa-
Rycina 2. Struktury chemiczne interkalatorow. lencyjnych, przede wszystkim wigzan
wodorowych oraz w pewnym stopniu
Interkalacja do sasiednich miejsc w dupleksie jest zdecy- oddziatywan van der Waalsa i oddziaty-
dowanie niekorzystna, co prawdopodobnie wigze sie z wan hydrofobowych. Wiekszo$¢ dotychczas poznanych
sumarycznym wptywem efektéw sterycznych, elektrosta- molekut oddziatujacych z DNA w matym rowku wykazu-
tycznych i czynnikéw konformacyjnych szkieletu DNA. je preferencje w stosunku do fragmentéw DNA bogatych

------------------- w pary AT. Gtéwnie wynika to z faktu,
iz preferencyjnie dochodzi do utworze-

A

nia wigzania wodorowego pomiedzy
atomem tlenu zwigzanym z weglem C2
tyminy lub atomem N3 adeniny oraz
donorami tych wigzan wystepujgcymi
w strukturze zwigzku [17]. Wiele zwiaz-
koéw tej klasy to powszechnie stosowane
barwniki oraz leki.

Barwnik Hoechst 33258 (Ryc. 4) jest
prawdopodobnie jednym z najlepiej po-
znanych zwigzkdéw, ktére wigzag sie w

matym rowku podwdjnej helisy DNA.
Rycina 3. Schemat nieklasycznego oddziatywania interkalatoréw z DNA. A — Interkalatory przebijajace, St iest do badani
B —bisinterkalatory, C —multiinterkalatory. osowany Jest do badania procesu apop-
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Rycina 4. Struktury chemiczne zwigzkéw oddziatujagcych z DNA w matym row-
ku.

tozy, etapoéw cyklu komdérkowego i wybarwiania jader ko-
morkowych. Zwiazek ten wykazuje preferencje w stosunku
do sekwencji A3T3 [18].

Dystamycyna jest to antybiotyk przeciwnowotworowy
odkryty w latach 50. (Ryc. 4). Dla utworzenia stabilnego
kompleksu z DNA wymagana jest obecno$¢ co najmniej
4 par AT [19]. W ostatnim czasie wykazano, ze dystamy-
cyna wigze sie z DNA w formie dimeru, wypeiniajac caty
maty rowek helisy [20-22], Znane sg réwniez analogi tego
zwigzku charakteryzujgce sie odmienng selektywnoscig
wzgledem sekwencji DNA [23]. W zwigzkach takich, jeden
lub wiecej pierscieni N-metylopirolowych zastgpiony jest
pierscieniem imidazolowym lub 3-hydroksypirolowym. W
matym rowku wigzg sie réwniez poliaminy alifatyczne ta-
kie jak spermina i spermidyna [24], Zwigzki te wigzac sie z
DNA, stabilizujg jego strukture helikalng.

Wséréd zwigzkéw oddziatujacych z DNA wystepujg cza-
steczki, ktore w zaleznosci od sekwencji zasad podwdjnej he-
lisy i warunkow reakcji, mogg oddziatywa¢ z DNA badz na
drodze interkalacji, bagdZ poprzez wigzania sie w matym row-
ku. Przyktadem takiego zwigzku jest barwnik DAPI (Ryc. 5).
W przypadku fragmentow DNA bogatych w pary AT zwigzek
ten wigze sie w matym rowku. Powstaty kompleks stabilizo-

wany jest wigzaniami

DAPI wodorowymi  two-

O A\ O /N” rzonymi przez DAPI

HN y o z gr_upaml_ fu_nkch:
H 1 nymi  znajdujacymi

NH; sie na krawedzi par
mitoksantron AT od strony matego

OH D S At o rowka. W przypadku
fragmentéw  boga-
O‘O tych w pary GC (brak
co najmniej trzech ko-
| lejno utozonych par

OH O

AT) DAPI ulega in-
terkalacji pomiedzy
pary zasad GC [25].

Rycina 5. Struktury chemiczne zwigzkéw o
réznym sposobie wigzania do DNA.
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SEKWENCYJNA SELEKTYWNOSC ODDZIALYWAN

Z punktu widzenia medycyny na szczegdlne zainteresowa-
nie zastuguja zwiazki wigzace sie z okreSlonymi sekwencja-
mi DNA. Przez wiele lat wydawato sie, ze mogg to byc¢ tylko
zwigzki wigzace siew matym rowku. Zwigzki te, tworzac wig-
zania wodorowe z grupami funkcyjnymi znajdujacymi sie na
krawedziach par zasad od strony matego rowka, sg w stanie
rozpoznawac sekwencje fragmentéw DNA obejmujacg Kilka
par zasad. Interkalatory wchodzg pomiedzy sasiadujgce pary
zasad, zatem generalnie charakteryzuja sie preferencja jedynie
wzgledem par AT badz GC [26]. Ostatnio znaleziono jednak
interkalatory zdolne do rozpoznawania bardziej skompliko-
wanych sekwencji DNA [27], Zwigzki tego typu posiadajg
poza ptaskim uktadem heteroaromatycznym rowniez frag-
menty czasteczki zdolne do specyficznego tworzenia wigzan
wodorowych z atomami lub grupami atomoéw znajdujacymi
sie w matym badz duzym rowku kwaséw nukleinowych.

Zwigzki tego typu ulegajg interkalacji, a jednoczesnie
utworzony kompleks jest stabilizowany przez tworzenie
wigzan wodorowych z okre$long sekwencjg zasad w matym
rowku. Przyktadem takiego zwigzku moze by¢ syntetyczny
zwigzek przeciwnowotworowy mitoksantron (Ryc. 5).

Ws$rdd ligandéw ulegajacych interkalacji najwigksze na-
dzieje na uzyskanie zwigzku wybidérczo rozpoznajgcego po-
zgdang sekwencje DNA wigze sie z bisinterkalatorami. Za-
ktada sie, ze poprzez odpowiedni dobdr uktadow interkalu-
jacych oraz dtugosci i budowy chemicznej tgcznika mozna
bedzie zaprojektowac bisinterkalator zdolny do tworzenia
trwatego kompleksu tylko z jedng, dowolnie wybrang se-
kwencjg obejmujacag od 4 do 6 par zasad. Wymagac to be-
dzie jednak duzo peiniejszej wiedzy o oddziatywaniach li-
gand-DNA niz obecnie posiadana.

TERMODYNAMIKA TWORZENIA
KOMPLEKSOW Z DNA

MODEL ODDZIALYWANIA LIGAND-DNA

Zaproponowano szereg modeli opisujagcych oddziaty-
wania niskoczasteczkowych ligandéw z DNA. Najczesciej
stosowanymi sg modele z wykluczonym sgsiedztwem (ang.
neighbor exclusion models), w ktérych podwdjna helisa DNA
traktowana jest jako nieskonczenie dtuga, jednowymiaro-
wa matryca. Ligand moze oddziatywac z wigcej niz jedng
jednostkg matrycy i nie ma on dostepu do miejsc wigzania
tworzacych ciggi krotsze niz liczba zajmowanych miejsc.
Liczba dostepnych miejsc maleje wiec nieliniowo wraz ze
wzrostem stopnia obsadzenia matrycy. Schematycznie zo-
stato to przedstawione na rycinie 6.

Rycina 6. Schemat oddziatywania liganda z matrycag w modelach z wykluczo-
nym sasiedztwem.
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Najszersze zastosowanie wéréd modeli tego typu znalazt
model zaproponowany w 1974 przez McGhee i von Hippel
[28], Znane sg dwie wersje tego modelu. W wersji prostszej
nie uwzglednia sie oddziatywan pomiedzy stykajgcymi
sie Ugandami i wéwczas réwnanie wyprowadzone przez
McGhee i von Hippel ma posta¢:

= K{\- ’
L fenw) - (- \)v O

gdzie: L — molowe stezenie wolnego Uganda, v — gestosé
wigzania, czyli $rednia liczba czasteczek liganda zwigza-
na przez jednostke matrycy (v=B/D, B —stezenie molowe
zwigzanego Uganda, D — og6lne molowe stezenie jedno-
stek matrycy), K —wewnetrzna stata wigzania, n — wiel-
kos$¢ miejsca wigzania (liczba jednostek matrycy wyelimi-
nowanych jako potencjalne miejsca wigzania, wyrazona w
parach zasad). W przypadku zastosowania tego modelu do
opisu oddziatywania ligand-DNA jednostkg matrycy jest
para zasad.

W bardziej rozwinietej wersji tego modelu bierze sie do-
datkowo pod uwage mozliwo$¢ oddziatywania pomiedzy
sasiadujacymi ze sobg Ugandami. Parametrem opisujagcym
takie oddziatywania jest parametr kooperatywnos$ci .
Réwnanie wyprowadzone dla oddziatywan z uwzglednie-
niem parametru kooperatywnos$ci ma postac:

= D@A-nv) +v-R \-(n +\)v+R

nvi~L
i -« \ 2(co-m nv) 2(\-nv)
gdzie R=~(\-(n +\)v)2+4cov(\-nv) Q)

Jezeli to > 1 to mamy do czynienia z wigzaniem koopera-
tywnym, czyli obecno$¢ zwiazanego Uganda sprzyja przy-
tagczeniu w jego najblizszym sasiedztwie kolejnego Uganda.
Jezeli @ < 1 jest to wiazanie antykooperatywne: obecnos¢
zwigzanego Uganda przeszkadza zwigzaniu kolejnego li-
ganda w ciggu. Jezeli @ = 1 wigzanie jest niekooperatywne,
czyli ligand wigze sie z takg samg statg do wszystkich typow
miejsc wigzania. Dla oddziatywan niekooperatywnych row-
nanie (2) sprowadza sie do rownania (1). Model McGhee-von
Hippel nie zawsze daje sie zastosowa¢ w praktyce, zdarzajg
sie bowiem uktady wyraznie odbiegajace od przyjetych zato-
zen. Najczesciej jest to wynikiem: i) duzych réznic w powi-
nowactwie do réznych sekwencji zasad — wiecej niz jedna
stata wigzania; ii) r6znic w stechiometrii wigzania — wiecej
niz jedna warto$¢ n; iii) oddziatywania ligandu nie tylko z
najblizszymi sgsiadami —wiecej niz jedna warto$¢ .

PARAMETRY TERMODYNAMICZNE
ODDZIALYWAN LIGAND-DNA

Wyznaczenie parametrow termodynamicznych procesu
tworzenia kompleksow ligand-DNA pozwala okresli¢ jakie
czynniki decydujg o powinowactwie Uganda do biopolime-
ru i jakie zjawisko fizykochemiczne jest termodynamiczng
sita napedowg tego oddziatywania.

Do najczesciej eksperymentalnie wyznaczanych parame-
trow termodynamicznych nalezg: K — wewnetrzna stata
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wigzania i AH — zmiana entalpii oddziatywania. Wyzna-
czone doSwiadczalnie warto$ci statej wigzania oraz zmiany
entalpii oddziatywan wykorzystuje sie do obliczenia zmian
standardowej entalpii swobodnej uktadu oraz entropii ukta-
du, zgodnie z wzorem:

AGO=-RTInK = AH®° - TASC G)

Na obserwowang zmiane entalpii swobodnej skiadajg
sie zmiany entalpii swobodnej oddziatywan elektrostatycz-
nych, AGpe oraz zmiany entalpii swobodnej oddziatywan
nieelektrostatycznych (oddziatywania hydrofobowe, od-
dziatywania van der Waalsa, inne), AG(

AGoxs = AGpe+ AG, @)

Warto$¢ AGpe mozna wyznaczy¢ korzystajac z liniowej
zaleznosci logarytmu naturalnego ze statej wigzania K od
logarytmu naturalnego ze stezenia soli, [MX], Entalpia swo-
bodna oddziatywan elektrostatycznych moze by¢ wéwczas
obliczona zgodnie z zaleznoscia:

In AJ, - In K 2
RT\n[MX] 6)
pe-~ \n[M X\-\n[M X]2

Z kolei zmiane entalpii swobodnej oddziatywan nie-
elektrostatycznych mozna podzieli¢ na 4 cztony: i) zmia-
na entalpii swobodnej konformacyjnych przeksztatcen
DNA i liganda, AGkof, ii) zmiana entalpii swobodnej
wynikajgca z utraty swobody rotacji i translacji podczas
kompleksowania, AGr iii) zmiana entalpii swobodnej
oddziatywan hydrofobowych zwigzana z przejsciem li-
gandu z roztworu do DNA, AGha iv) zmiana entalpii
swobodnej stabych oddziatywan niekowalencyjnych (od-
dziatywan van der Wasala, interakcji dipol-dipol, itd.),
AGnd [29],

AGobs - AGpe+ AGkonf+ AGr+ + AG hyd + A G mol (6)

Kazdy z cztonow skiadajgcych sie na catkowitg zmia-
ne entalpii swobodnej, zgodnie z rownaniem (6), mozna
wyznaczy¢ teoretycznie badz dosSwiadczalnie. Co naj-
mniej dwa cztony réwnania przyjmujg zawsze wartosci
dodatnie (AGri, AGko). Zatem aby doszto do utworzenia
kompleksu pozostate cztony muszg posiadaé na tyle duzg
warto$¢ ujemna, aby catkowita zmiana entalpii swobod-
nej byta mniejsza od zera. Wykazano, ze dla wiekszosci
interkalatordw oraz zwigzkow wigzacych sie z DNA w
matym rowku, cztonem rdwnania (6) promujagcym two-
rzenie kompleksu ligand-DNA jest czton opisujacy od-
dziatywania hydrofobowe, AGha [18].

Znajomos$¢ wszystkich cztondw skiadajgcych sie na
catkowita zmiane entalpii swobodnej pozwala ocenic,
ktéry fragment struktury zwigzku odpowiada za jego
zdolno$¢ do oddziatywania z DNA, a co za tym idzie za
jego aktywnos$é biologiczna. Taka informacja moze by¢
uzyteczna dla racjonalnego projektowania nowych lekéw
[30].
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METODY WYZNACZANIA PARAMETROW
TERMODYNAMICZNYCH

Podstawowym parametrem termodynamicznym wy-
znaczanym dla kompleksow ligand-DNA jest wewnetrzna
stata wigzania, K. Wyznaczana jest ona najczesciej metoda-
mi spektroskopowymi, poprzez pomiar zmian w widmie
zwigzku w trakcie dodawania kolejnych porcji DNA (badz
zmian w widmie DNA miareczkowanego roztworem li-
gandu) [31]. Uzyskane wyniki prezentuje sie najczesciej w
postaci wykresu zalezno$ci utamka molowego formy skom-
pleksowanej od logarytmu stosunku stezeh DNA-ligand.
Zalezno$¢ taka analizuje sie poprzez numeryczne dopaso-
wanie do danych eksperymentalnych odpowiedniego mo-
delu teoretycznego. Metoda spektrofotometryczna pozwala
zatem okres$li¢ rowniez stechiometrie badanego procesu,
czyli wyznaczy¢ liczbe par zasad biorgcych udziat w wigza-
niu jednej czasteczki zwigzku.

Inng metodg jest technika rezonansu plazmondéw po-
wierzchniowych (SPR, ang. Surface Plasmon Resonance), kt6-
ra umozliwia badanie zjawisk zachodzacych na powierzch-
ni warstewki ztota, na ktérej immobilizowane sg czasteczki
DNA. Tak skonstruowany chip oraz chip referencyjny (bez
DNA) omywane sg roztworem Uganda o zadanym stezeniu.
Jednoczes$nie rejestruje sie zmiany wartosci wspétczynni-
ka zatamania Swiatta przy powierzchni chipu. Pozwala to
z jednej strony oceni¢ dynamike tworzenia kompleksu, a
z drugiej dostarcza informacji o stopniu obsadzenia DNA
czasteczkami Uganda. Uzyskane dane prezentuje sie gra-
ficznie w postaci krzywej wigzania, do ktorej dopasowuje
sie numerycznie odpowiedni model oddziatywan [29,32].

Obie te metody pozwalajg ponadto wyznaczy¢ zmiany
entalpii oddziatywania zwigzku z DNA, co wymaga jednak
przeprowadzenia doSwiadczenia w co najmniej dwoch réz-
nych temperaturach. Wartosci tej funkcji termodynamicznej
mozna wyznaczy¢ wykorzystujagc réwnanie van't Hoffa,
opisujace zaleznos$¢ stalej wigzania od temperatury, zgod-
nie z wzorem [33]:

INnKTi - InKj2 _ AH

T,-T2 "rt2 (7

gdzie K —stata wigzania, AH —zmiana entalpii reakcji, R
—stata gazowa , T —temperatura wyrazona w kelwinach.

Wartoéci parametrow termodynamicznych wyznaczo-
nych omoéwionymi powyzej metodami obarczone sg jed-
nak zwykle duzg niepewnos$cig pomiarowg. Wynika to z
posredniego sposobu ich wyznaczania. Dlatego duzym
zainteresowaniem cieszg sie metody bezposredniego, kalo-
rymetrycznego wyznaczanie zmian entalpii oddziatywania.
Najczesciej stosowane sg w tym celu: izotermiczna kalory-
metria miareczkowa (ITC, ang. Isothermal Titration Calorime-
try) oraz réznicowa kalorymetria skaningowa (DSC, ang.
Differential Skanning Calorimetry).

W metodzie ITC nastepuje bezposSredni pomiar zmian
efektdw cieplnych w czasie dodawania zwigzku do ukta-
du zawierajgcego kwas nukleinowy. Informacje na temat
stechiometrii reakcji oraz statej wiazania mozna uzyskaé ta
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technikg podczas jednego doswiadczenia. Miareczkowanie
z zastosowaniem metody ITC wykorzystano réwniez do
badania kinetyki oddziatywan makroczasteczek [34,35].
Obecnie technika ITC znajduje coraz szersze zastosowanie,
ze wzgledu na prostote jej wykonania oraz doktadnos$¢ uzy-
skiwanych wynikow [36,37],

Druga metoda, DSC, wnosi uzyteczne informacje o tem-
peraturze przejs¢ oraz zmianach pojemnosci cieplnej, ktore
sg wykrywane, kiedy probka jest ogrzewana w szerokim za-
kresie temperatur. Na podstawie profili cieplnych moze by¢
badana ponadto odwracalno$¢ reakcji. Wszystko to umoz-
liwia oszacowanie czynnikoéw stanowiacych site napedowg
reakcji [38,39],

INTERPRETACJA PARAMETROW
TERMODYNAMICZNYCH

Badania termodynamiki niekowalencyjnych oddziaty-
wan niskoczasteczkowych ligandéw z DNA wykazaly, iz
zmiany entalpii sg gtownie wynikiem zmian w uktadzie
wigzan wodorowych [40,41]. Dodatnia warto$¢ zmian en-
tropii jest wynikiem uwalniania czgsteczek wody z war-
stwy oddziatywan miedzyczasteczkowych, natomiast
ujemna warto$¢ tej funkcji termodynamicznej jest zwig-
zana ze zmianami konformacyjnymi reagentéw [42,43].
Ujemna (czesto duza) wartos¢ ACppotaczona z dodatnia
wartoscig zmian entropii uktadu jest traktowana jako
wskaznik oddziatywan hydrofobowych miedzy moleku-
tami [44].

Ze wzgledu na polianionowg strukture DNA, w ana-
lizie termodynamicznej procesu tworzenia kompleksu
ligand-DNA nalezy bra¢ pod uwage udziat w tym proce-
sie oddziatywan elektrostatycznych. Je$li ligand posiada
tadunek dodatni, to bedzie przyciggany w poblize ujem-
nie natadowanych grup fosforanowych taficucha kwasu
nukleinowego wchodzgc w skiad podwdjnej warstwy
elektrycznej otaczajagcej makroczgsteczke. Udziat katio-
nowego ligandu w tworzeniu tej warstwy zalezy silnie
od stezenia innych kationéw w roztworze. Skutkuje to
zaleznoScig statej wigzania K od stezenia soli w mieszani-
nie reakcyjnej [45],

PRZYKELADY ANALIZY TERMODYNAMICZNEJ
KOMPLEKSOW LIGAND/DNA

LIGANDY WIAZACE SIE W MALYM ROWKU DNA

Wszystkie dotychczas zbadane zwigzki wigzgce sie z
DNA w matym rowku posiadaty podobne profile termody-
namiczne, dla wszystkich uzyskano ujemng wartosé ACp.
Tak wiec gtdwng sitg napedowa oddziatywania niskocza-
steczkowego zwigzku z DNA w matym rowku jest transfer
czasteczki z roztworu w poblize dupleksu. Stwierdzono,
iz tworzeniu kompleksu towarzyszy wysoce energetycz-
ny efekt hydrofobowy oraz silny wzrost entropii uktadu w
wyniku uwalniania czasteczek wody i podstawiania prze-
ciwjondw podwojnej warstwy elektrycznej przez kationy
ligandu. Dodatnia zmiana entalpii swobodnej wynikajgca
z utraty swobody rotacji i translacji w wyniku komplek-
sowania jest kompensowana przez AGhyd oraz AGpe Dane
uzyskane dla kilku zwigzkow przedstawione zostaty w ta-
beli 1 [18,46,47].
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i DAPI pozwolito po-
twierdzi¢, iz zwigzek ten

Zwiazek AG, AH TAS K AC AG v moze tworzy¢ dwa rézne
(kcal mol')  (kcal mobd)  (kcal mol') (*106M-°) (cal moHK") (kcal mol') kompleksy z DNA cha-
Hoechst 32258 [15]  -7,7 +4.4 +12,1 0,46 -330 -26,4 rakteryzujace sie roznym
powinowactwem zwiaz-
t 46 -8,6 -5,8 +2,9 2,44 -213 -17,0

netropsyna [46] ku do kwasu [50,51]
berenil [47] -8,0 +0,6 +8,6 0.75 -146 11,7 Wigzanie DAPI do po-
ly[d(A-T)] jest silniejsze

INTERKALATORY

Podobnie jak dla zwigzkow, ktore wigzg sie z podwojng
helisa w jej matym rowku, tworzeniu kompleksu DNA-in-
terkalator towarzyszy silny efekt hydrofobowy, zwigzany
z transportem molekut z roztworu do kompleksu. W przy-
padku interkalatoréw dodatnia zmiana entalpii swobodnej
zwigzanej z utratag swobody rotacji i translacji jest kompen-
sowana nie tylko przez AGhyd ale réwniez przez istotny
wktad energetyczny wynikajacy z oddziatywan niekowa-
lencyjnych. Wyttumaczy¢ to mozna faktem, iz w przypadku
zwigzkéw wigzacych sie z DNA w matym rowku, nie po-
wstajg zadne ,,nowe" oddziatywania: najczesciej czasteczka
wody zostaje podstawiona czasteczkg liganda. Natomiast w
przypadku interkalatoréw, zwigzek wchodzac pomiedzy
pary zasad ,tworzy" nowe silne oddziatywania. Ponadto,
interkalatory wchodzgc pomiedzy pary zasad powodujg
czesciowe rozwiniecie helisy i jej wydtuzenie, natomiast
brak jest doniesienn o zmianach konformacyjnych w struk-
turze zwigzkoéw, czego wynikiem jest niezerowa wartosé
AGlat [6,48]. Zatem proces tworzenia kompleksu DNA-in-
terkalator moze hipotetycznie przebiega¢ w dwaoch etapach
[49]: 1) DNA  DNA*i2) DNA* + Ligand -+ DNA*Ligand.
W pierwszym etapie czasteczka kwasu nukleinowego ule-
ga konformacyjnym zmianom (rozwinieciu) umozliwiajac
pdzniejszg interkalacje. W drugim etapie zwigzek wigze sie
z rozwinieta czasteczkg DNA. Parametry termodynamicz-
ne dla wybranych interkalatoréw przedstawione zostaty w
tabeli 2.

Tabela 2. Przyktady parametrow termodynamicznych oddziatywan ctDNA-interkalator w temperaturze 25°C, 10 mM NacCl [50]

(stata wigzania jest okoto
1000 razy wieksza) i bardziej kooperatywne niz wigzanie
molekuty do poly[d(G-C)] [52], Profil termodynamiczny
uzyskany dla oddziatywan DAPI z czasteczkg DNA bo-
gatg w pary AT okazat sie analogiczny jak dla netropsyny.
Procesowi tworzenia kompleksu towarzyszy silny wzrost
entropii uktadu w wyniku uwalniania czasteczek wody i
podstawiania przeciwjonéw podwdjnej warstwy elektrycz-
nej przez kationy ligandu. Dane uzyskane przedstawione
zostaty w tabeli 3. Niewielka jest natomiast ilo$¢ doniesien
dotyczacych termodynamiki interkalacji DAPI do podwdj-
nej helisy DNA. Wykazano jedynie, iz zmiana entalpii tego
oddziatywania wynosi -8 kcal/mol.

PODSUMOWANIE

W ostatnim czasie wiele osrodkéw naukowych podje-
to proby zastosowania rozwazan termodynamicznych dla
scharakteryzowania oddziatywan niskoczgsteczkowych li-
gadéw z DNA. Takie podejscie stwarza bowiem mozliwos¢
uzyskania informacji na temat udziatu poszczegélnych ty-
péw oddziatywan (oddziatywan elektrostatycznych, hydro-
fobowych, van der Waalsa itd.) w catkowitej zmianie ental-
pii swobodnej towarzyszacej utworzeniu kompleksu zwigz-
ku z DNA. Informacja na temat tego, jakie cztony sktadajg
sie na catkowitg zmiane entalpii swobodnej pozwoli ocenic,
ktory fragment struktury zwiazku odpowiada za jego zdol-
nos$¢ do oddziatywania z DNA. Zastosowanie dodatkowo
DNA o roznych sekwencjach zasad pozwoli okresli¢ pre-
ferencje zwigzkéw, w
tym rowniez elementow
ich struktury do okreslo-

. AG,, AH TAS K AC . )
Zwiazek (kcal mol')  (kcal mol'))  (kcal mol') (*105M'>) (cal moHK") (kcayl mol') nyCh nUKle_(_)tydOW be
ich sekwencji. Taka wie-
sanguinarina -8,15 -6,98 1,17 1,21 -140,80 -11,26 dza, wraz z wiedzg na
temat genomu cztowieka
bromek etydyny -8,41 -8,23 0,18 1,90 -159,77 -12,78 jest potrzebna dla racjo_

LIGANDY WIAZACE SIE W MALYM
ROWKU BADZ INTERKALUJACE

Zastosowanie réznych technik spektroskopowych i ka-
lorymetrycznych do badah oddziatywan pomiedzy DNA

Tabela 3. Parametry termodynamiczne dla oddziatywarn DAPI-DNA.

Mechanizm AG AH TAS
(kcal mol') (kcal moTY)

interkalacja - -8,0 [52]

wigzanie w matym rowku 106 44 +6.2

wigzanie z A2T2 w 25°C [52]
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(kcal mol-1)

nalnego  projektowania

nowych lekéw przeciw-

nowotworowych i przeciwwirusowych o korzystniejszych

witasciwosciach terapeutycznych. Specyficzne wigzanie ma-

tych ligandéw z okreslonymi sekwencjami nukleotydow

to jednak zagadnienie istotne nie tylko z punktu widzenia

projektowania nowych chemoterapeutykéw. Zagadnienie

to moze by¢ réwniez kluczowe w terapii

wielu choréb o podtozu genetycznym

umozliwiajac regulacje ekspresji genow

K wybranych biatek. Obserwowany szyb-

(M-D ki rozwo6j diagnostyki choréb o podtozu

genetycznym pozwala na rozpoczecie ich

leczenia zanim pojawig sie objawy fizjo-
logiczne.

1,2*105[53]

5,5x108
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Zastosowanie niskoczasteczkowych ligandéw jako po-
tencjalnych lekéw choréb o podiozu genetycznym jest
jednak znacznie ograniczone. Wynika to gtdwnie z wciaz
niepetnej wiedzy na temat mechanizmu rozpoznawania
sekwencji zasad podwojnej helisy DNA przez czasteczki
chemiczne. W prowadzonych obecnie badaniach wykorzy-
stuje sie technike in vitro i nie ma pewnosci, ze obserwowa-
na w tych warunkach wysoka selektywno$é sekwencyjna
potwierdzi sie rowniez w komdrkach. Nie mozna réwniez
wykluczy¢ wystepowania efektdw ubocznych takiej tera-
pii wynikajagcych z wystepowania sekwencji docelowej w
regionach promotorowych rdznych biatek. Zgromadzona
dotychczas wiedza pozwala mie¢ jednak nadzieje na uzy-
skanie w niedalekiej przysztosci nowej generacji lekéw o
korzystniejszych wtasciwosciach terapeutycznych.
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Thermodynamics aspects of interactions between small ligands and DNA
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ABSTRACT

DNA is a molecular target for many anticancer and antiviral drugs. Therefore, a clear understanding of the interaction of small molecules
with DNA is important in the rational design of ligands that can bind to DNA with high affinity and selectivity. There are several methods to
investigate interactions between drug and DNA. Some of them measures changing into DNA structures, such as lengthening and untwisting
of helix of DNA. Other techniques measure changing in drug environment. With the increasing availability of sensitive microcalorimeters,
particular interest has arisen in the thermodynamics of drug-DNA interaction. Using such methods permit direct determination of enthalpy
changes associated with reactions. One experiment permits to obtain also binding constant, hence an almost complete thermodynamic profile
can be established. This profile offers key insights into the molecular forces that drive complex formation and permit to estimate which kind

of interaction are responsible of forming these complexes.
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WSKAZOWKI

Prace przeznaczone do publikacji w ,,Postepach Biochemii" moga
mie¢ charakter artykutow monograficznych, krétkich not o najnow-
szych osiggnieciach i pogladach oraz listow do Redakcji. Redakcja nie
ogranicza objetoSci manuskryptow, jakkolwiek w kazdym przypadku
zalecana jest zwiezto$¢ stylu, bez utraty jasnosci przekazu.

Autorzy odpowiadajg za prawidtowos¢ i Scistos¢ podawanych in-
formacji oraz poprawno$¢ cytowanego piSmiennictwa. Ujecie prac
winno by¢ syntetyczne, a przedstawione zagadnienia zilustrowane za
pomocy tabel i rycin (wykresy, schematy, reakcje, wzory chemiczne,
fotografie), w uzasadnionych przypadkach kolorowych. W przypadku,
gdy Autorzy zamierzajg wiaczy¢ do swego artykutu ilustracje publi-
kowane przez autor6w cytowanych prac oryginalnych, do czego Re-
dakcja zacheca, nalezy uzyskac¢ i przekaza¢ nam zgode na przedruk,
zaréwno od autoréw, jak i z wydawnictwa. Niemniej konstruowanie
oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstawie danych z pi$mien-
nictwa jest rowniez mile widziane. Przekazanie artykutu do redakcji
jestréwnoznaczne z o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byta publi-
kowana ani nie zostata zgtoszona do publikacji w innym czasopi$mie,
natomiast jezeli zostanie wydrukowana w ,,Postepach Biochemii", jej
publikacja w catosci lub we fragmentach w innym czasopismie wyma-
gac bedzie uprzedniej zgody Redakcji.

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

Autorzy sg zobowigzani 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 przystagpieniem do napisania artykutu Autorzy sg prosze-
ni o zapoznanie sie z najnowszym numerem ,Postepéw Biochemii”,
aby przygotowac prace pod wzgledem edytorskim, jezykowym oraz
jakos$ci materiatu ilustracyjnego, ktére beda odpowiadaty aktualnym
wymogom Redakcji. Artykuty powinny by¢ pisane jezykiem nauko-
wym, lecz zrozumiatym dla niespecjalistow. Poprawno$¢ logiczna i
stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznaczno$¢ i czytelno$¢. Auto-
rzy winni unika¢ sktadni obcojezycznej, gwary laboratoryjnej, a takze
ogranicza¢ stosowanie skrétéw 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, réwniez w materiale ilustracyjnym.

PRZYGOTOWANIE MANUSKRYPTU:

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

Postepy Biochemii

DLA AUTOROW

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

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

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

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

3. Dotowy K, Szewczyk A, 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 funkga konca 5'
(KAPU) mRNA iU snRNA, W: Koroniak H, Barciszewski J (red) Na pograniczu
chemii i biologii, t IV. Wydawnictwo Naukowe Uniwersytetu im. Adama Mic-
kiewicza w Poznaniu, Poznan, str. 143-179

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

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

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

OPLATA ZA DRUK:

Zgodnie z decyzja Zarzadu Gtéwnego Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego, od 1 stycznia 2006 roku, Towarzystwo pobiera od Au-
torow optate, pokrywajaca czesciowo koszt druku artykutu. Optata
za wydrukowanie jednej strony artykutu wynosi 150 zt. Szczeg6towe
informacje zamiesciliSmy pod adresem:

www.postepybiochemii.pl/oplaty.htm

KOREKTA:

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

Korekta obejmuje btedy: literéwki, znaki interpunkcyjne oraz btedy
zawinione przez redakcje, pozostate zmiany sa objete dodatkiem 10%
do optaty za druk.
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Aparaty do elektroforezy horyzontalnej firmy
Cleaver Scientific Ltd

« Aparaty wykonane metodg odlewowa z wysoce odpornego plastiku.

* Wyjatkowo trwate itatwe do wymiany elektrody (99,99% platyny).

* Wyjatkowa ekonomicznosc¢ i uniwersalnos¢ zestawdw.

* Mozliwos¢ zakupienia zestawoOw zjedng, dwiema lub trzema tackami o r6znej dtugosci.
¢ Rd&zne opcje wylewania zeli.

» Szeroki wybor grzebieni.

Dostepne modele:

m MultiSUB mini MultiSUB midi MultiSUB choice MultiSUB maxi
Wymiary zestawu
(szer. x dt. x wys.) 21x9x9 cm 22x12,5x9 cm 26,5x17,5x9 cm 39,5x23x9 cm
llos¢ tacek 1-2 1-2 13 1-2
Rozmiar zelu 7x7, 7x10 cm 10x7,10x10cm  15x7,15x10,15x15cm  20x10,20x20,20x25 cm
(szer. x db)
Mg':gblfé 32,64 50,100 70,140,210 200,450, 550
R e . _m
ll0$¢ buforu 225 ml 300 ml 500 ml 1200
Grubosc grzebieni 075 |1|15|2mm 075]|1|15|2mm  0,75|1|15|2mm 0,75|1]15|2mm
Wielko$¢ grzebieni 1-16 prébek 1-25 prébek 1-35 prébek 1-50 prébek ]

Oprécz tego firma Cleaver Scientific Ltd posiada w swej ofercie: aparaty do elektroforezy
pionowej, blottingu, cornet assay, izoelektroogniskowania, zasilacze, suszarki do zeli, termobloki,
transiluminatory, wytrzasarki, urzadzenie do archiwizacji zeli, komory do PCR, przestony
i pudetka do pracy z materiatami radioaktywnymi, chtodzace pojemniki, stojaki na probéwki
i pipety, oraz pozostate drobne wyposazenie.

abo Grazyna Tarnowska Boreysza

ul. Podle$na 6a, 80-255 Gdansk / \ ( :Ieaver
a Biuro: ul. Wichrowe Wzgérze 123, 80-293 Gdansk 1 ‘
tek: (58) 341 21 43; fax: (58) 520 33 80 / Scientific Ltd

e-mail: abo@abo.com.pl; www.abo.com.pl N
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MERCKA novAGEN «CALBIOCHEM
Ibiosciences

100 do Program Gwarancji
Przeciwciat - bez ryzyka*

tatwy, prosty, przyjazny

Martwisz sie, czy przeciwciato, ktére zamdwite$ bedzie dziatato?
Niepotrzebnie - teraz jeste$ chroniony korzystajac z naszego 100 %o
Programu Gwarancji Przeciwciat - bez ryzyka*. Teraz nic nie ryzykujac,
mozesz dotgczy¢ do grona naukowcow, ktérzy wyprébowali nasze
przeciwciata przez okres trzydziestu lat.

Przetestuj nasze przeciwciata

Zamoéw jakiekolwiek przeciwciato ijezeli nie otrzymasz zadowalajgcych
wynikéw, gwarantujemy zwrot pieniedzy*. Jesli widzisz szanse przydatnosci
naszych przeciwciat i otrzymania pozytywnych wynikéw, w aplikacji
metodycznej lub gatunkowej, nie sprawdzonej i nie wskazanej przez nas
w specyfikacji technicznej, chcemy Ci poméc gwarantujac zwrot pieniedzy™
w wypadku niepowodzenia. Jezeli przeciwciata stosowane byty zgodnie

z metodyka zalecang w specyfikacji technicznej, a byty wadliwe - réwniez
gwarantujemy zwrot pieniedzy*.

tatwe zasady uczestnictwa w programie

1 Zamoéw przeciwciato wysytajac zamdéwienie na adres meilowy:
dzial.handlowy@merck.pl lub na numer fax: (22) 53 59 995

2. Jezeli nie otrzymasz zadowalajgcych wynikéw, wypetnij formularz
dostepny on-line w przeciagu 6 miesiecy od daty otrzymania produktu,
wraz z udokumentowanymi wynikami testéw:
www.merck4biosciences.com/norisk

Dostarczamy jakoSciowo zwalidowane przeciwciatla, serwis techniczny
oraz chronimy Twoje badania. Wiecej informacji dotyczacych warunkéw uczestnictwa
w 100 “oProgramie Gwarancji Przeciwciat - bez ryzyka dostepnych jest na:

www.merck4biosciences.com/norisk

*Gwarancjajest wazna do:
1) aplikacji metodycznych zwalidowanych przez firme Merck, opisanych w specyfikacjach
technicznych.
2) nieprzetestowanych aplikacji metodycznych lub gatunkowych niesprawdzonych
i niewskazanych w specyfikacji technicznej.
Prosimy o uwazne sprawdzenie specyfikacji technicznej do przeciwciata. Dla niektérych
przeciwciatpewne aplikacje lub specyficzno$¢ gatunkowa zostata sprawdzona. W takim
przypadku, w specyfikacji technicznej widnieje informacja, ze przeciwciato niejest
rekomendowane do danej aplikacji lub do badania biatek pochodzacych z danego gatunku.
Gwarancja nie obejmuje takich przeciwciat. Wyniki testbw powinny zosta¢ przedtozone,
w przeciggu 6 miesiecy od daty otrzymania produktu, poprzez wypetnienie formularza
dostepnego on-line. Nie ma mozliwos$ci zwrotu gotéwki, oferujemy wymiane na nowy
lub inny produkt.
Ofertajest wazna na zamdwienia zrobione od 1 lutego 2010 .
Wiecej informacji dotyczacych warunkéw uczestnictwa w programie gwarancjiprzeciwciat
dostepnych jest na: www.merck4biosciences.com/norisk.

' MERCK
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