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K IL K A  S L O W  O D  R E D A K T O R A

Szanowni Państwo,

Przy okazji trzeciego numeru „Postępów Biochemii", który trafia do Państwa rąk w tym roku, serdecznie zapraszam nie tylko do lektury 
czasopisma, ale do podejmowania trudu pisania artykułów przeglądowych i zachęcam do ich publikowania na łamach naszego kwartalnika. 
Oferujemy fachową pomoc w  ocenie artykułów, podejmowanie szybkiej decyzji o przyjęciu pracy do druku oraz wysoką jakość wydruku. Aby 
przyspieszyć prace redakcyjne, a tym samym podjęcie decyzji, namawiam do korzystania z najnowszych numerów czasopisma oraz wskazówek  
dla autorów, w  celu ścisłego naśladowania stylu czasopisma. W skazówki dla autorów można bez problemów wydrukować ze strony interneto­
wej „Postępów Biochemii". W przypadku wątpliwości proszę przesyłać pytania na adres mojej poczty internetowej (s.pikula@nencki.gov.pl).

By pomóc we właściwym planowaniu Państwa publikacji i wyborze odpowiedniego czasu, w  którym najwygodniej będzie Państwu 
przesłać swoją propozycję do redakcji, zamieszczam tabelę zawierającą harmonogram pracy naszej redakcji nad poszczególnymi numerami 
„Postępów Biochemii". Daty podane w tabeli pozwolą zorientować się, kiedy można spodziewać się decyzji redakcyjnej, kiedy prześlemy 
autorom złożoną elektronicznie wersję artykułu w celu dokonania korekty autorskiej i kiedy artykuł zostanie wydrukowany.

Harmonogram prac redakcji "Postępów Biochemii" w 2007/8 roku

Miesiące: T om /nr: Skład: Korekta autorska: Druk: Początek dystrybucji:

Październ ik-G rudzień 53/4 15-10-2007 30-10-2007 20-11-2007 20-12-2007

Styczeń-M arzec 54/1 20-01-2008 1-02-2008 1-03-2008 30-03-2008

Kwiecień-Czerwiec 54 /2 20-04-2008 10-05-2008 1-06-2008 30-06-2008

Lipiec-W rzesień 54/3 15-07-2008 1-08-2008 30-08-2008 30-09-2008

Październ ik-G rudzień 54/4 15-10-2008 30-10-2008 20-11-2006 20-12-2008

Życząc miłej lektury numeru trzeciego, jak zwykle ponawiam moją gorącą prośbę o kierowanie Państwa opinii i uwag na temat zawartości 
naszego czasopisma i naszej pracy, na adres poczty elektronicznej s.pikula@nencki.gov.pl. Uwagi Państwa pomagają redakcji w  codziennej 
pracy nad udoskonalaniem „Postępów Biochemii". Zapraszam do częstego odwiedzania naszej strony internetowej pod adresem www.po- 
stepybiochemii.pl.
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Polskie publikacje z lat 2000-2007 wchodzące w skład 
współczynnika H dla biologii molekularnej i biochemii

Andrzej Pile

Instytut Farm akologii PAN w Krakowie i 
Collegium  M edicum  UJ

W 2005 roku am erykański fizyk J. 
E. Hirsch przedstaw ił w PNAS (102: 
16569-16572) współczynnik H jako 
szczególnie przydatny do określania 
klasy naukowej badaczy w wielu róż­
nych dyscyplinach nauki. W tym sa­
m ym  roku praca H irscha została sze­
rzej opisana w Forum  Akademickim 
w  artykule P. Misiaka (9, 57-59).

W spółczynnik H  jest równy liczbie 
publikacji cytowanych co najmniej 
h razy (na przykład, współczynnik 
H rów ny 20 oznacza, że dw udzie­
sta z kolei publikacja badacza, jeżeli 
jego publikacje były uszeregowane 
w  zależności od liczby uzyskanych 
cytowań, cytowana była niemniej 
niż 20 razy). W spółczynnik H  nadaje 
się do porów nyw ania nie tylko poje­
dynczych naukowców, ale ośrodków 
i dziedzin naukowych. Co ważne, 
szybkość jego wyznaczenia jest mie­
rzona w  sekundach.

W niniejszym opracowaniu przed­
stawiono dane na tem at współczyn­
nika H dla prac z biologii moleku­
larnej i biochemii. Poszukiwania (w 
dniu 20.07.2007 r.) przeprow adzono 
korzystając z bazy ISI Web of Know- 
ledge. Baza ta zidentyfikowała 5686 
publikacji z wym ienionych dyscyplin 
nauki, których autorzy posiadają pol­
ską afiliację. Prace te cytowane były w 
sumie 28720 razy, co daje średnio 5,05 
cytowań na publikację. Współczynnik 
H  dla tych prac wynosi 47, co ozna­
cza, że czterdziesta siódma publika­
cja uzyskała co najmniej 47 cytowań; 
ponieważ prace nr 45-47 (patrz spis 
publikacji na końcu artykułu) były cy­
towane 49 razy, a prace nr 48 i 49 mają 
po 47 cytowań, także i te prace zostały 
zamieszczone na liście. Oznacza to, że 
jedna na 116 publikacji (z 5868 publi­
kacji) zalicza się do prac określających

współczynnik H. W ypada dodać, że 
biologia molekularna i biochemia 
są na trzecim miejscu w kraju pod 
względem liczby opublikowanych w  
tym okresie prac. Na pierwszym  jest 
chemia fizyczna z 7867 pracami (ale 
niższym współczynnikiem H, rów ­
nym  39).

Wydaje się, że spośród nauk bio- 
logiczno-medycznych współczynnik 
H jest najwyższy właśnie dla bioche­
mii i biologii molekularnej. Spośród 
5686 prac najwięcej publikowano w 
Acta Biochim Polon (603 prace); ko­
lejne miejsca zajęły: Folia Histochem 
Cytobiol (408 prac), Celi Mol Biol Lett 
(290 prac), FEBS J (169 prac), J Neu- 
rochem (163 prace), /  Biol Chem (159 
prac) oraz /  Peptide Sci (142 prace). 
Najwięcej prac wchodzących w skład 
współczynnika H opublikowali bada­
cze z M iędzynarodowego Instytutu 
Biologii Molekularnej i Komórkowej 
(MIBMiK) z W arszawy (12 publikacji, 
co stanowi 24,5% z 49 prac wym ie­
nionych na liście), drugie miejsce zaj­
muje Uniwersytet W arszawski — 10 
publikacji (20,4%), a trzecie Instytut 
Biochemii i Biofizyki PAN w W ar­
szawie (6 prac, 12,2%). Po trzy prace 
(po 6,1%) pochodzą z: Uniwersytetu 
Jagiellońskiego, Uniwersytetu Toruń­
skiego, Uniwersytetu Medycznego w 
Bydgoszczy, Instytutu Chemii Bio­
organicznej PAN w Poznaniu oraz 
Centrum  Medycznego Kształcenia 
Podyplomowego w Warszawie; dwie 
publikacje (4,1%) zostały opubliko­
wane przez badaczy z CBMiM PAN 
w Łodzi.

Widać wyraźnie, że kilka ośrod­
ków badawczych w kraju dostarcza 
niemal wszystkich publikacji wcho­
dzących w skład współczynnika H w 
tych dziedzinach nauki, z czego 57,1% 
trzy pierwsze ośrodki. Dwadzieścia 
sześć publikacji powstało w placów­
kach badawczych PAN, 24 w placów­
kach uczelnianych, a 5 w  instytutach 
resortowych. Geograficznie dom inu­
je W arszawa (31 prac), 6 powstało w

Poznaniu, 5 w  Łodzi, 4 w Krakowie, 
po 3 w Toruniu i w  Bydgoszczy, 2 w  
Gdańsku.

Naukowcy, którzy opublikow a­
li najwięcej takich prac, to Sławomir 
Filipek oraz Janusz Bujnicki z MIB­
MiK (po 6 prac). Cztery publikacje 
są autorstw a Leszka Rychlewskiego 
(obecnie z BioInfoBank). Po 2 publi­
kacje mają: A rtur Słupianek, Tomasz 
Skórski, Grażyna Hoser z Centrum  
Medycznego Kształcenia Podyplom o­
wego w  Warszawie, Małgorzata Kra- 
bownik z Uniwersytetu Medycznego 
w  Łodzi, Paweł Jaruga z Collegium 
Medicum w Bydgoszczy oraz Alicja 
W awrzynów, Maciej Żylicz i Michał 
Kurowski z MIBMiK.

58% prac powstało przy znaczącym 
lub dominującym (ponad 50%) udzia ­
le partnerów  zagranicznych. Autorzy 
krajowi (nazwiska podane tłustym 
drukiem  w spisie publikacji poniżej) 
dominują (60-100% udziału) w 14 
publikacjach. Należy zauważyć, że 
niektóre z tych publikacji wejdą rów ­
nież w skład współczynnika H wyli­
czonego dla innych dyscyplin nauki. 
Poniżej zamieszczono listę publikacji 
w kolejności cytowań; liczba cytowań 
została wytłuszczona i jest um iesz­
czona na końcu danych dotyczących 
publikacji.

Spis prac z dziedziny biochemii i 
biologii molekularnej, opublikow a­
nych w  okresie styczeń 2000-lipiec 
2007 i wchodzących w skład w spół­
czynnika H, których niektórzy auto ­
rzy posiadają polską afiljację
1. Liang Y, Fotiadis D, Filipek S, Saperstein 

DA, Palczewski K, Engel A (2003) Organi­
zation of the G protein-coupled receptors 
rhodopsin and opsin in native membranes. 
Dept Ophthalmol, University of W ashing­
ton, Seattle, USA; W arsaw Univ, Int Inst 
Mol & Cell Biol, Warsaw, Poland; W arsaw 
Univ, Fac Chem, W arsaw, Poland, J Biol 
Chem 278: 21655-21662 -  174

2. Friml J, Benkova E, Blilou I, Wiśniewska J, 
Flamann T, Ljung K et al (2002) AtPIN4 me­
diates sink-driven auxin gradients and root 
patterning in Arabidopsis. Max-Delbruck-
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Laboratorium, Max-Planck-Gesellschaft, 
Köln, Germany; Inst Gen & Mol Biol, Dept 
Biotechnol, Torun, Poland, Cell 108: 661- 
673 -  138

3. Tan DX, Manchester LC, Reiter RJ, Qi WB, 
Karbownik M, Calvo JR (2000) Significan­
ce of melatonin in antioxidative defense 
system: reactions and products. Dept Cell 
Struct Biol, Univ Texas Health Sei Center, 
San Antonio, USA; Med Univ Lodz, Inst 
Endocrinol, Lodz, Poland, Biol Signals Re- 
cept 9:137-159 -  126

4. Janowski R, Kozak M, Jankowska E, 
Grzonka Z, Grubb A, Abraham son M, 
Jaskolski M (2001) H um an cystatin C, an 
amyloidogenic protein, dimerizes through 
three-dimensional dom ain swapping. Dept 
Crystall, Faculty Chemistry, A. Mickiewicz 
University, Poznan, Poland; Univ Gdansk, 
Dept Organ Chem, Gdansk, Poland, Nat 
Struct Biol 8: 316-320 -  122

5. Dizdaroglu M, Jaruga P, Birincioglu M, 
Rodriguez H  (2002) Free radical-induced 
dam age to DNA: mechanisms and m easu­
rement. Chem Sei Technol Lab, Nat Inst 
Stand Technol, Gaithersburg, USA; Med 
Univ, Dept Clin Biochem, Bydgoszcz, Po­
land, Free Radic Biol Med 32: 1102-1115
-  119

6. Kurreck J, Wyszko E, Gillen C, Erdm ann 
VA (2002) Design of antisense oligonucle­
otides stabilized by locked nucleic acids. 
Freie Universität Berlin, Institut C hem ie/ 
Biochemie, Berlin, Germany; Polish Acad 
Sei, Inst Bioorgan Chem, Poznan, Poland, 
Nucleic Acids Res 30:1911-1918 — 110

7. Puntervoll P, Linding R, G em und C, Cha- 
banis-Davidson S, Mattingsdal M, Came­
ron S, Wyrwicz L, Rychlewski L (2003) 
ELM server: A new resource for investi­
gating short functional sites in m odular 
eukaryotic proteins. Dept Molec Biol, Univ 
Bergen, Norway; BioInfoBank Inst, Poznan, 
Poland, Nucleic Acids Res 31: 3625-3630
-  102

8. Lundstrom  J, Rychlewski L, Bujnicki J,
Elofsson A (2001) Peons: a neural-network- 
based consensus predictor that improves 
fold recognition. Stockholm Bioinformatics 
Center, Stockholm Univ, Stockholm, Swe­
den; Int Inst Molec Cell Biol, W arsaw, Po­
land, Protein Sei 10: 2354-2362 — 101

9. Slupianek A, Schmutte C, Tombline G, 
Nieborowska-Skorska M, Hoser G, No- 
wicki MO, Skorski T (2001) BCR/ABL 
regulates m ammalian RecA homologs, re­
sulting in drug resistance. Center for Bio­
technology, College Sei Technol, Temple 
University, Philadelphia, USA; Med Ctr 
Postgrad Educ, Warsaw, Poland, Mol Cell 
8: 795-806 -  100

10. Roberts RJ, Belfort M, Bestor T, Bhagwat 
AS, Bickle TA, Bitinaite J, Piekarowicz A, 
Szybalski W (2003) A nom enclature for 
restriction enzymes, DNA methyltransfera- 
ses, hom ing endonucleases and their genes. 
N ew  England Biolabs, Beverly, USA; W ar­
saw Univ, Inst Microbiol, W arsaw, Poland, 
Nucleic Acids Res 31:1805-1812 — 96

11. Cohen H, Levy RJ, Gao J, Fishbein I, Ko- 
usaev V, Sosnowski S, Slomkowski S, 
Golomb G (2000) Sustained delivery and 
expression of DNA encapsulated in poly­
meric nanoparticles. Faculty of Medicine, 
The Hebrew University, Jerusalem, Israel; 
Polish Acad Sei CBMiM, Lodz, Gene Ther 
7:1896-1905 -  94

12. Slominski A, W ortsman J, Pisarchik A, Zby- 
tek B, Linton EA, Mazurkiewicz JE, Wei ET 
(2001) Cutaneous expression of corticotro­
pin-releasing hormone (CRH), urocortin, 
and CRH receptors. Univ Tennessee He­
alth Sei Center, Memphis, USA; Med Univ 
Gdansk, Dept Histol Immuniol, Gdansk, 
Poland, FASEB J 15:1678-1693 -  84

13. M irzadegan T, Benko G, Filipek S, Pal- 
czewski K (2003) Sequence analyses of G- 
protein-coupled receptors: similarities to 
rhodopsin. Roche Bioscience, Inflammatory 
Disease Unit, Palo Alto, USA; Int Inst Mo­
lec Cell Biol, W arsaw, Poland; Dept Chem, 
W arsaw Univ, W arsaw, Poland, Biochemi­
stry 42: 2759-2767 -  82

14. Sarno S, Reddy H, Meggio F, Ruzzene M, 
Davies SP, Donella-Deana A, Shugar D
(2001) Selectivity of 4,5,6,7-tetrabromoben- 
zotriazole, an ATP site-directed inhibitor of 
protein kinase CK2 (casein kinase-2). Dept 
Biol Chem, Univ Padua, Italy; Polish Acad 
Sei, Inst Biochem Biophys, Warsaw, Poland, 
FEBS Lett 496: 44-48 -  81

15. Vaze MB, Pellicioli A, Lee SE, Ira G, Liberi 
G, Arbel-Eden A, Haber JE (2002) Recovery 
from checkpoint-mediated arrest after re­
pair of a double-strand break requires Srs2 
helicase. Brandeis University, Waltham, 
USA; Copernicus Univ, Inst Gen Mol Biol, 
Torun, Poland, Mol Cell 10: 373-385 — 79

16. Grunw eller A, Wyszko E, Bieber B, Jahnel 
R, Erdm ann VA, Kurreck J (2003) Compari­
son of different antisense strategies in mam ­
m alian cells using locked nucleic acids, 2'-
O-methyl RNA, phosphorothioates and 
small interfering RNA. Freie Universität 
Berlin, Berlin, Germany; Polish Acad Sei, 
Inst Bioorgan Chem, Poznan, Poland, Nuc­
leic Acids Res 31: 3185-3193 — 78

17. Sanak M, Pierzchalska M, Bazan-Socha S, 
Szczeklik A (2000) Enhanced expression of 
the leukotriene C(4) synthase due to ove­
ractive transcription of an allelic variant 
associated w ith aspirin-intolerant asthma. 
Dept Med, Jagiellonian University Medical 
School, Cracow, Poland, Am  J Respir Cell 
Mol Biol 23: 290-296 -  77

18. Niedzwiecka A, Marcotrigiano J, Stepinski 
J, Jankowska-Anyszka M, Wyslouch-Cie- 
szynska A, Dadlez M, Mak P, Darzynkie- 
wicz E, Stolarski R (2002) Biophysical stu­
dies of eIF4E cap-binding protein: recogni­
tion of mRNA 5' cap structure and synthe­
tic fragments of eIF4G and 4E-BP1 proteins. 
Dept Biophys, Inst Exp Phys, W arsaw Uni­
versity, W arsaw; W arsaw Univ, Fac Chem, 
W arsaw, Poland; Polish Acad Sei, Inst Bio­
chem Biophys, Warsaw; Jagiellonian Univ, 
Inst Mol Biol Biotechnol, Krakow, Poland, J 
Mol Biol 319: 615-635 -  75

19. Olinski R, Gackowski D, Foksinski M, 
Rozalski R, Roszkowski K, Jaruga P (2002)

Oxidative DNA damage: assessment of the 
role in carcinogenesis, atherosclerosis, and 
acquired immunodeficiency syndrome. 
Dept Clin Biochem, Rydygier Medical Uni­
versity, Bydgoszcz, Poland, Free Radic Biol 
Med 33:192-200 -  74

20.Takagi Y, W arashina M, Stec WJ, Yoshina- 
ri K, Taira K (2001) Recent advances in the 
elucidation of the mechanisms of action of 
ribozymes. Gene Discovery Research Cen­
ter, Nat Inst Advanc Industr Sci Technol 
(AIST), Tsukuba Science City, Japan; Polish 
Acad Sci, CBMiM Lodz, Poland, Nucleic 
Acids Res 29:1815-1834 -  72

21. Grzybowska EA, Wilczyńska A, Siedlecki
JA (2001) Regulatory functions of 3'UTRs. 
Dept Molec Biol, Cancer Center Institute, 
Roentgena 5, 02-781 W arsaw, Poland, Bio­
chem Biophys Res Com m un 288: 291-295
-  71

22. Bujnicki JM, Elofsson A, Fischer D, 
Rychlewski L (2001) LiveBench-1: continu­
ous benchm arking of protein structure pre­
diction servers. Bioinformatics Lab, Int Inst 
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Stanowisko zarządu Fundacji na 
Rzecz Nauki Polskiej w  sprawie pro­
ponowanych przez Rząd RP zmian 
prawa dotyczącego fundacji w  Pol­
sce. W pierwszych dniach lipca b.r. 
Zarząd Fundacji na rzecz Nauki Pol­
skiej w  osobach profesorów Macieja 
Żylicza, W łodzimierza Boleckiego i dr 
Tomasza Perkowskiego przedstawił 
stanowisko FNP w sprawie projektu 
nowej ustawy o fundacjach, przyję­
tego przez Radę Ministrów 29 maja 
b.r. i przekazanego do Sejmu (nr d ru ­
ku 1890). FNP jest członkiem Forum

Darczyńców w Polsce i podziela sta­
nowisko Forum w kwestii zwiększa­
nia restrykcyjności organów Państwa 
wobec fundacji utrudniających im w 
kraju prowadzenie działalności, do 
której zostały powołane. Szczególne 
zaniepokojenie Fundacji budzi art. 31 
projektu RM. Na jego mocy rząd chce 
zobowiązać fundacje, których funda­
torem jest Skarb Państwa (bądź w po­
wstaniu których współuczestniczył), 
do w prow adzenia zm ian w statutach, 
dających Ministrowi Skarbu Państwa 
uprawnienia do dowolnej modyfi­

kacji tych statutów, ze zmianą celów 
fundacji włącznie. Minister Skarbu 
Państw a chce w ten sposób uzyskać 
nieograniczone prawo odw oływ ania i 
pow oływ ania członków organów w e­
w nętrznych tych organizacji.

W edług Zarządu FNP art. 31 p ro ­
jektowanej ustawy ma na celu w  isto­
cie nie tyle zwiększenie kontroli pań ­
stwa nad  fundacjami, co uzyskanie, 
nieograniczonej postanowieniami sta­
tu tów  w ładzy nad tymi fundacjami. 
Może to spowodować nie tylko utratę
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niezależności fundacji stworzonych z 
udziałem  środków publicznych, ale 
przyczynić się do powstania nieprzej­
rzystej, sprzyjającej korupcji struktury 
„fundacji rządowej", w której zarów ­
no zarządzanie, jak i kontrola pozo­
stają w  tych samych rękach. W efekcie 
uchwalenia ustawy, zawierającej art. 
31, w ładzę w takich fundacjach mogą 
przejąć politycy. Tym samym instytu­
cje, które ze swej istoty są apolityczne 
zostaną upolitycznione. Paradoksal­
nie, uzasadnieniem  dla w prow adze­
nia nowej ustaw y jest chęć zapobieże­
nia takim  właśnie patologiom.

Projekt nowej ustawy o fundacjach 
w prow adza różnicowanie fundacji ze 
w zględu na pochodzenie środków, 
jakie otrzymały na realizację swoich 
celów statutowych, a jest to niezgod­
ne z gw arantow aną przez Konstytu­
cję RP zasadą równości. Zastrzeżenia 
dotyczące możliwej niekonstytucyj- 
ności projektu ustawy zgłosiło m.in. 
Rządowe Centrum  Legislacji. Zarząd 
FNP w  swoim stanowisku podkre­
ślił, że finansowanie nauki wymaga 
istnienia niezależnej, niebudżetowej 
i apolitycznej instytucji odpowiadają­
cej charakterem  podobnym  organiza­
cjom w krajach zachodnich. Dotych­
czas fundacje założone z udziałem 
środków  Skarbu Państwa działają 
tak samo jak inne fundacje w  oparciu 
o ustaw ę o fundacjach i nadane im, 
zgodnie z wolą fundatora, statuty. 
A utorzy stanowiska podają, że FNP 
działa od 1991 r. FNP otrzymała w te­
dy 95 min zł na realizację misji wspie­
rania nauki. M ądrze inwestowane 
środki pozwoliły na powiększenie 
posiadanego kapitału do prawie 500 
m in zł w  2007 r., przy jednoczesnym 
przekazaniu wsparcia naukowcom w 
wysokości 300 min zł! Wieloletni do­
robek FNP może być obecnie zagro­
żony. FNP podlega wielostopniowej 
kontroli. Organ nadzorczy FNP, Rada 
Fundacji, co roku zleca renomowanej 
firmie audytorskiej dokonanie kom ­
pleksowej kontroli księgowej, a wyni­
ki, raporty finansowe i merytoryczne 
ze swej działalności Fundacja przed­
stawia zarówno Ministrowi Nauki i 
Szkolnictwa Wyższego, jak również, 
jako organizacja pożytku publiczne­
go, M inistrowi Pracy i Spraw Społecz­
nych. Raporty te Fundacja zamieszcza 
rów nież na swoich stronach inter­
netowych, gdzie publikuje Raport 
Roczny. Przejrzystość działania FNP

jest jednym  z najpoważ­
niejszych instrum entów  
budow ania w iarygodno­
ści, zarówno w Polsce, 
jak i wobec partnerów 
zagranicznych, wśród 
których są m.in. tak sza­
nowane w  świecie nauki 
organizacje, jak Deut­
sche Forschungsgeme­
inschaft, Alexander von 
H um boldt Stiftung, Max 
Planck Gesellsachaft, Re­
search Council of Nor- 
way, National Science 
Foundation (USA), czy 
National Institutes of H e­
alth (USA).

Zarząd FNP w yraża nadzieję, że 
art. 31 projektu ustaw y o fundacjach 
zostanie przez środowisko naukowe 
kraju uznany za w yraźną próbę naru ­
szenia autonomii jednej z najważniej­
szych instytucji działających w Polsce 
na rzecz nauki, a także 
wyznaczającej standardy 
działania, na podobień­
stwo najważniejszych in­
stytucji finansujących na­
ukę w Europie i na świe­
cie. W edług Zarządu FNP 
art. 31 projektu ustawy o 
fundacjach przeczy idei 
społeczeństwa obywatel­
skiego, w którym  obywa­
tele solidarnie przejmują 
część obowiązków zwią­
zanych z funkcjonowa­
niem Państwa i społeczeń­
stwa jako wspólnoty. A na 
tym  opiera się misja FNP, 
która tylko dzięki swej niezależności 
i statusowi organizacji pozarządowej 
może sprawnie i skutecznie w spo­
magać finansowanie nauki w  Polsce, 
w  sposób niemożliwy 
do osiągnięcia przez 
organy władzy pań ­
stwowej (opracowano 
na podstawie i z w y­
korzystaniem cytatów 
z oryginału stanowi­
ska FNP).

M ięd zyn arod ow a  
debata na temat efek­
tywnego finansowa­
nia nauki odbyła się 
w  końcu czerwca w 
Bibliotece Uniwersy­
tetu Warszawskiego.

Na pytanie „Jak efektywnie 
finansować naukę?" red. 
Marka Czyża z telewizyjnej 
Trójki (debatę transm ito­
wała TV3), w  dyskusji od ­
powiadali goście debaty, 
osobowości ze świata nauki 
europejskiej i polskiej: prof. 
Ernst-Ludwig Winnacker 
(Fot. 1), wieloletni prezes 
Deutsche Forschungsgeme­
inschaft (DFG), a obecnie Se­
kretarz Generalny European 
Research Council (ERC), 
pierwszej paneuropejskiej 
organizacji wspierającej 
badania naukowe; prof. 
Dieter Imboden (Fot. 2), 

prezes Research Council of the N a­
tional Science Foundation (SNF) oraz 
wiceprezes EUROHORCs (European 
Heads of Research Councils), niefor­
malnego stowarzyszenia skupiają­
cego szefów narodowych instytucji 

odpowiedzialnych za finan­
sowanie badań w Europie; 
prof. Michał Seweryński, 
Minister Nauki i Szkol­
nictwa Wyższego RP oraz 
prof. Maciej Żylicz (Fot. 
3), prezes FNP. Za pośred­
nictwem telewizji w  deba­
cie uczestniczył również 
dr W ilhelm Krull, prezes 
Fundacji Volkswagena, naj­
większej niezależnej orga­
nizacji „non-profit", w spie­
rającej badania naukow e w 
Niemczech. W trakcie dys­
kusji, gościom udało się 
zaprezentować i porównać 

różnorodne doświadczenia odnoszą­
ce się do zasad finansowania nauki 
zarów no na szczeblu krajowym, jak 
i ogólnoeuropejskim. Uczestnicy de­

Fotografia 2. Prof. Dieter 
Imboden.
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baty odnieśli się do zachodzących 
obecnie w  Europie zmian w podejściu 
do finansowania nauki. Doskonałym 
przykładem  tych zm ian jest Europej­
ska Rada ds. Badań Naukow ych (Eu- 
ropean Research Council). O rgani­
zacja ta oddaje całkowicie inicjatywę 
sam ym  naukowcom , tak aby tem a­
tyka prow adzonych badań nie była 
rezultatem  decyzji politycznych, lecz 
była inspirow ana przez środowisko 
naukowe. Dyskutowano również o 
istotnej roli fundacji, które elastycznie 
i skutecznie wspomagają finansowa­
nie nauki w  sposób niemożliwy do 
osiągnięcia przez instytucje państw o­
we. Zarów no dr Krull, posługując się 
przykładem  Fundacji Volkswagena, 
jak i pozostali zagraniczni goście, nie­
jednokrotnie podkreślali, jak ważna 
jest autonom ia i niezależność tych 
organizacji. Inicjując debatę, autorzy 
program u mają nadzieję, że jest to po­
czątek dyskusji, która z czasem prze­
rodzi się w  m iędzynarodow e forum, 
służące wym ianie myśli i dośw iad­
czeń na tem at najskuteczniejszego 
system u finansowania nauki (według 
PAP N auka w  Polsce).

Lublin — Miasto Wiedzy. Prof. 
dr hab. Zdzisław Tar­
goński (Fot. 4), rektor 
Akademii Rolniczej w 
Lublinie, w raz z pozosta­
łymi rektorami wyższych 
publicznych uczelni Lu­
blina, podpisał dokum ent 
uruchamiający realizację 
projektu Lublin — Mia­
sto Wiedzy. Celem tego 
projektu jest utworzenie 
sieci w spółpracy pom ię­
dzy szkołami wyższymi, 
jednostkam i naukowymi, 
sam orządem  terytorial­
nym  i przedsiębiorcami, 
a także przyciągnięcie 
do Lublina rzesz studen ­
tów nie tylko z kraju, ale i z zagrani­
cy. Uroczystość podpisania um ow y 
utw orzenia konsorcjum odbyła się w 
auli Collegium H um anicum  UMCS. 
Dokum ent podpisali: prof. Józef
Kuczmaszewski, rektor Politechniki 
Lubelskiej, ks. prof. Stanisław Wilk, 
rektor KUL, prof. Wiesław Andrzej 
Kamiński, rektor UMCS, dr A dam  
Wasilewski, prezydent Lublina, prof. 
Zdzisław  Targoński, rektor AR, prof. 
Andrzej Książek, rektor AM oraz 
prof. Józef Horabik, p.o. dyrektora In­

stytutu Agrofizyki PAN w Lublinie. 
Z dokum entu wynika, że projekt ma 
charakter regionalny, a jego realizacja 
ma podnieść funkcje metropolitarne 
miasta, a także wpłynąć na zwiększe­
nie poziom u innowacyjności całego 
regionu. Realizacja projektu ma kosz­
tować około 900 tys. zł. Trzy czwar­
te tej kwoty pochodzi z funduszy 
Unii Europejskiej, a reszta z budżetu 
Państwa. Efektem program u ma być 
prom ow anie Lublina jako ważnego 
ośrodka akademickiego, integracja 
środowiska naukowego, rozszerze­
nie współpracy z przedsiębiorcami, 
zwiększenie transferu wiedzy. W Lu­
blinie powstanie eksploratorium  wraz 
z parkiem  nauki (centrum interak­
tywnej edukacji i prezentacji wiedzy 
praw dopodobnie na terenach Parku 
Ludowego) oraz ośrodek Eko-tech 
będący najnowocześniejszym labora­
torium  w Polsce, służącym rolnictwu, 
produkcji żywności i ochronie środo­
wiska; lubelskie uczelnie będą ściślej 
ze sobą współdziałać, tworząc m.in. 
międzyuczelniany W ydział Biotech­
nologii (wg informacji zawartej na 
stronie www. AR w Lublinie).

Stypendium National Institutes 
of Health (Bethesda, USA) 
otrzymał dr med. Marek 
M asiuk (32 lata, Fot. 5), 
asystent w  Zakładzie Pa­
tomorfologu Katedry Pa­
tologii W ydziału Lekar­
skiego Pom or­
skiej Akademii 
Medycznej w 
Szczecinie. Dr 
M asiuk otrzy­
mał 2-letnie sty­
pendium , które 
umożliwi m u 
p r o w a d z e n i e  
badań w Labo­
ratorium  Im- 
m u n o p a to lo g ii  

w  N arodow ym  Instytucie 
Alergii i Chorób Zakaźnych 
w Rockville (istnieje możli­
wość przedłużenia pobytu 
o rok). Badania będą doty­
czyć mechanizm ów progre­
sji chłoniaków strefy brzeżnej śledzio­
ny u myszy do chłoniaków rozlanych 
z dużych komórek B (chłoniaki o ni­
skim i w ysokim  stopniu złośliwości). 
Laboratorium w Rockville jest jednym 
z najlepszych ośrodków zajmujących 
się układem  chłonnym  u myszy. Dr

Masiuk, związany ze środow iskiem  
biochemicznym Szczecina, traktuje 
uzyskanie przez siebie stypendium  
naukowego NIH jako sukces tego śro­
dowiska.

Dr M. M asiuk jest absolw entem  
W ydziału Lekarskiego Pomorskiej 
A kadem ii Medycznej w  Szczeci­
nie (2000 r., dyplom  z w yróżn ie ­
niem, średnia ocen 4,81). Stopień 
doktora nauk m edycznych uzyskał 
21.09.2004 r. na podstaw ie w yróż ­
nionej Sum m a cum  laude ro zp ra ­
wy „Ocena ekspresji nukleoliny i 
jej wewnątrzjądrowej dystrybucji 
w  estrogeno-ujemnych i estroge- 
no-dodatnich rakach sutka u kobiet 
p rzy  pomocy laserowego cytom e- 
tru  skaningowego". Specjalizację II 
stopnia z patomorfologii uzyskał w  
dniu  24.04.2007 r. Podczas s tud iów  
był stypendystą M inistra Z drow ia  i 
Opieki Społecznej (lata 1997/98 do 
1999/2000). W latach 1997-2000 był 
w yróżniany i nagradzany za p rezen ­
tacje wyników swoich b adań  p o d ­
czas sesji Studenckich Tow arzystw  
N aukow ych. O trzym ał też nagrodę 
w  konkursie "N ajw szechstronniej­
szy S tudent Pomorskiej A kadem ii 
Medycznej" w  roku akadem ickim  
1999/2000 oraz nagrody zespołow e 
(I-go stopnia) Rektora PAM w Szcze­
cinie za publikacje w  latach 2004 i 
2005. W roku akadem ickim  2000/ 2001 
dr Masiuk był opiekunem  S tudenc­

kiego Koła N aukow ego 
przy Zakładzie P atom or­
fologii PAM, zaś w  latach 
2002-2003 kierow nikiem  
projektu „Ocena ekspresji 
nukleoliny i jej w ew n ą trz ­
komórkowej dystrybucji 
w estrogeno-dodatnich i 
estrogeno-ujem nych ra ­
kach sutka u kobiet" fi­
nansow anego przez KBN. 
G łówne kierunki badań  
i zainteresow ań nau k o ­
wych dr M asiuka obejm u­
ją m.in. znalezienie zw iąz­
ku pom iędzy poziom em  
syntezy nukleoliny, białka 
c-myc i receptora estro ­

genowego a rozwojem  raka sutka u 
kobiet, zastosowania laserowej cyto- 
metrii skaningowej i analizy obrazu 
do oceny poziom u i rozm ieszczenia 
receptora estrogenowego a  w  rakach 
sutka, różnice m olekularne pom iędzy 
rakiem  przew odow ym  i zrazikow ym

Fotografia 5. Dr Marek Masiuk.
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sutka, zastosowanie m etod cytom e­
try cznych w biologii molekularnej.

Dr M. Masiuk posiada w swoim 
dorobku 12 oryginalnych publikacji 
w  czasopismach recenzowanych o 
zasięgu m iędzynarodowym , a także 
bogaty dorobek publikacyjny w in­
nych czasopismach recenzowanych 
i materiałach konferencyjnych. Jest 
aktyw nym  członkiem towarzystw 
naukowych, w  tym Polskiego Towa­
rzystw a Biochemicznego (od 1997 r.), 
Polskiego Towarzystwa Patologów 
(od 2002 r.) i Polskiego Towarzystwa 
Biologii Komórki (od 2005 r.). Jest 
żonaty z dr med. Magdaleną Baśkie- 
wicz-Masiuk, adiunktem  w Zakładzie 
Patologii Ogólnej PAM, specjalizującą 
się w  dermatologii i chorobach w e­
nerycznych. Poza zainteresowaniami 
zaw odow ym i bez reszty zajmują Go: 
turystyka, narciarstwo, rośliny dom o­
w e i stare mikroskopy.

Stypendia zagraniczne FNP dla 
młodych doktorów (Program KO­
LUMB). W rozstrzygniętej w  czerw ­
cu b.r. osiemnastej edycji konkursu 
15 m łodych naukow ców  otrzymało 
roczne stypendia na badania w za­
granicznych placówkach naukowych. 
W dziedzinie nauk m atematyczno- 
przyrodniczych stypendia otrzymali 
m.in.: dr Marcin Binkowski z Zakła­
du  K om puterow ych Systemów Bio­
m edycznych U niw ersytetu Śląskiego 
— staż w Institute of O rthopaedics & 
M usculoskeletal Science, University 
College London (Wielka Brytania) 
w  celu opracowania 
nowej innowacyjnej 
m etody badania mi­
k rostruk tury  tkanki 
kostnej do oceny stop­
nia jej mineralizacji 
z w ykorzystaniem  
ilościowej tomografii 
wysokiej rozdzielczo­
ści; dr Tomasz D zie­
dzic z Kliniki N euro­
logii Collegium Me- 
dicum  U niwersytetu 
Jagiellońskiego — staż 
w  Institut für N eu­
ropathologie, Georg- 
A u g u s t -U n i  v e rs  i ta t  
G öttingen (Niemcy) w 
celu określenia roli białka tau i beta- 
am yloidu w uszkodzeniu neuronów  
u pacjentów ze stw ardnieniem  roz­
sianym; dr Krzysztof Giannopoulos

(Fot. 6) z K atedry i 
Zakładu Im m unologii 
Klinicznej Akadem ii 
Medycznej w  Lublinie 
— staż w Labor ftir 
T u m o rim m u n o lo g ie , 
U niversita tsk lin ikum  
Ulm (Niemcy) po ­
święcony identyfikacji 
now ych celów im m u­
noterapii chorych na 
przewlekłą białaczkę 
limfocytową B-ko- 
m órkową; dr Bartosz 
Karaszewski (Fot. 7) 
z Kliniki Neurologii 
Dorosłych Akadem ii 
Medycznej w  G dań ­
sku — staż w Division of Clinical 
Neurosciences, Brain Im aging Rese­
arch Centre, University of Edinburgh 
(Wielka Brytania) w  celu wyjaśnienia 
udziału  określonych białek mitochon- 
drialnych, reakcji zapalnych i tem pe­
ratury  tkanki nerwowej w  zjawisku 
neuroprotekcji w  ostrej fazie udaru  
niedokrw iennego mózgu; dr Mał­
gorzata Pilot z M uzeum  i Instytutu 
Zoologii PAN w W arszawie — staż 
w School of Biological and Biomedi­
cal Sciences, University of D urham  
(Wielka Brytania) w  celu p rzepro ­
w adzenia badań  porów naw czych 
nad w pływ em  czynników ekologicz­
nych i behaw ioralnych na genetycz­
ną strukturę populacji u mobilnych 
ssaków lądow ych i morskich: wilka i 
orki; dr Jarosław Zalewski z Insty tu ­
tu Kardiologii Collegium M edicum

w Krakowskim  Szpitalu Specjali­
stycznym im. Jana Pawła II — staż w 
D epartm ent of Cardiovascular M edi­
cine, Katholieke Universiteit Leuven

(Belgia) w celu określenia zw iązku 
pom iędzy wielkością strefy o n iepra ­
widłowej reperfuzji, m ierzoną za po ­
mocą rezonansu m agnetycznego, a 
właściwościami skrzepu u pacjentów 
z zaw ałem  serca, leczonych m etodą 
angioplasty ki wieńcowej.

Stypendium finansowane z prze­
kazanych FNP środków funduszu  
„Maria Skłodowska-Curie Joint 
Fund II" otrzymał dr Piotr Kwiat­
kowski (Fot. 8) z Instytutu Chemii Or­
ganicznej PAN w W arszawie w celu 
odbycia rocznego stażu w  D epart­
m ent of Chemistry, Princeton Univer­
sity (USA) poświęconego badaniom  
asymetrycznych reakcji kaskadowych 
wobec organokatalizatorów oraz ich 
wykorzystaniu w syntezie p roduk ­
tów naturalnych. Informacje o sty­
pendiach można uzyskać u koordy­
natora program u, Krystyny Frąk, tel. 
022 845-95-11, e-mail: krystyna.frak@ 
fnp.org.pl. Laureaci program u KO­
LUMB, po powrocie do kraju, mogą 
się ubiegać o grant wspomagający dla 
stypendystów  zagranicznych FNP, a 
także o subwencję w  program ie PO- 
W R O T /HOMING.

Polskie Towarzystwo Bioche­
miczne przyznało nagrodę im. Jaku­
ba Karola Parnasa za najlepszą pracę 
doświadczalną (lub zespół ściśle ze 
sobą powiązanych prac) z zakresu 
biochemii, a w ykonaną w  pracowni 
na terenie Polski w  roku 2006. Laure- 
tami nagrody są: Grzegorz Kudła, Le­
szek Lipiński, Fanny Caffin, Aleksan­
dra Helw ak i Maciej Żylicz za pracę 
„High guanine and cytosine content 
increases mRNA levels in m am m alian
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cells" opublikowaną w PLoS Biol., 
4(6): el80 (933-942).

Zarząd Główny Polskiego Towa­
rzystwa Biochemicznego przyznał 
nagrodę im. Bolesława Skarżyńskie­
go za najlepszy artykuł opublikow a­
ny w  kwartalniku „Postępy Bioche­
mii" w 2006 roku: Jolancie Skalskiej, 
Grażynie Dębskiej-Vielhaber, Marcie 
Głąb, Boguszowi Kulawiakowi, Do­
minice Malińskiej, Izabeli Koszeli-Pio- 
trowskiej, Piotrowi Bednarczykowi, 
Krzysztofowi Dołowemu i Adam owi 
Szewczykowi za pracę „Mitochon- 
drialne kanały jonowe", Postępy Bio­
chemii 52 (2): 137-144.

Polskie Towarzystwo Bioche­
miczne — Sekcja Kwasów Nukle­
inowych oraz Sigma-Aldrich Polska
przyznały nagrodę za najlepszą pra ­
cę doświadczalną lub teoretyczną z 
zakresu chemii i biochemii kwasów 
nukleinowych, w ykonaną głównie 
w Polsce, za 2006 rok: Bartoszowi 
Brzezisze, Marcinowi Schmidtowi, 
Izabeli Makałowskiej, Arturow i Jar- 
mołowskiemu, Joannie Pieńkowskiej

i Zofii Szweykowskiej-Kulińskiej; 
praca „Identification of hum an tRNA: 
m5C methyltransferase catalysing in- 
tron-dependent m5C formation in the 
first position of the anticodon of the 
pre-tRNA Leu(CAA)" została opu ­
blikowana w Nucleic Acids Research 
34(20), 6034-6043.

II edycja konkursu o nagrodę im. 
Artura Rojszczaka została w  koń­
cu czerwca rozstrzygnięta. N agroda 
przyznaw ana jest m łodem u uczone­
mu, który, obok wybitnych osiągnięć 
naukow ych wyróżnia się hum ani­

styczna postawą, szerokimi horyzon­
tami i umiejętnością przekraczania 
granic swojej specjalizacji naukowej. 
N a rozstrzygniecie konkursu zapro­
szono troje nom inowanych naukow ­
ców, dr M ałgorzatę Łagisz, 
d r Sebastiana Kłoska i dr 
Zbigniewa Chanieckiego.

Dr M ałgorzata Łagisz 
uzyskała stopień doktora 
w  UJ. Zastosowała tech­
niki molekularne i m ode­
lowanie kom puterow e do 
określenia w pływ u sub­
stancji chemicznych na 
populacje bezkręgowców 
lądowych. Obecnie na 
Uniwersytecie w  Newcas­
tle (Wielka Brytania) reali­
zuje grant Marii Curie In- 
tra-European Fellowship 
(ESF) "Adaptation, migra­
tion and diversity in popu ­
lations of Tribolium castaneum, a pest 
insect (AMADIN)". Była twórczynią 
odbywających się do dziś Obozów 
Atrakcyjnych Konwenty kii (Warsz­
taty Technik Prezentacji Naukowych 

w  Zaborku). Ma też 
osiągnięcia w  zakresie 
jeździectwa, fotografii, 
sportów walki. O dby­
ła kilka ekstremalnych 
podróży na Północ i 
Wschód.

Dr Sebastian Kło- 
sek z Uniwersytetu 
Medycznego w Łodzi 
swoją karierę nauko­
w ą rozpoczynał w 
Japonii. Czteroletnie 
stypendium  rządu ja­
pońskiego umożliwiło 
m u pracę w zespole ja­
pońskich naukowców 

zajmujących się chorobami now otw o­
rowym i głowy i szyi. Odkrył m.in. 
nowy mechanizm funkcjonowania re­
ceptora c-Met, związanego z przerzu- 
towaniem  oraz nieznaną wcześniej 
funkcję białka CD151. Wyniki jego 
badań zdobyły uznanie na kongresie 
chirurgów szczękowo-twarzowych 
(6th Asian Congress on Oral and Max­
illofacial Surgery, 49th Annual Meeting 
of Japanese Society of Oral and Maxil­
lofacial Surgeons). Podczas pobytu w 
Japonii na m iędzynarodowych festi­
walach kultury, ale także w  szkołach 
i przedszkolach japońskich przedsta­

wiał — w języku japońskim, którym  
biegle włada — historię, język, zabyt­
ki, kuchnię, a także piosenki i tańce 
polskie. Czynnie uprawia malarstwo.

Dr inż. Zbigniew Chaniecki (Fot. 9) 
z Politechniki Łódzkiej, 
zaprezentował swoje 
prace dotyczące zasto­
sowania tomografii w 
m onitorowaniu i d ia ­
gnozowaniu stanów dy ­
namicznych w silosach, 
a także do w ykryw a­
nia stanów awaryjnych 
procesów składowania 
i transportu m ateriałów 
sypkich. Jego wynalazki 
w tej dziedzinie są nie­
stety nie opatentowane; 
uzyskały złote m edale 
na 6-tej M iędzynaro­
dowej Wystawie W y­
nalazków „Innowacje 

2005" w Gdańsku, na 54-tej Światowej 
Wystawie Innowacji „Eureka 2005" w  
Brukseli oraz na M iędzynarodowych 
Targach Wynalazczości 2006 w  Seulu. 
Jednak nie one zadecydowały o p rzy ­
znaniu właśnie dr Chanieckiemu N a­
grody im. Artura Rojszczaka. U znanie 
zdobyła jego praca z niepełnospraw ­
nym  studentem  informatyki Politech­
niki Łódzkiej, Piotrem Wojtczakiem. 
Dr Chaniecki od kilku lat dojeżdża do 
dom u studenta, umożliwiając m u re­
alizację indywidualnego toku studiów  
informatycznych. Unieruchomiony 
na wózku student korzysta ze specja­
listycznego sprzętu komputerowego. 
Obsługuje kom puter przy pomocy 
myszki nagłownej; ruchy głowy prze­
kładane są na pozycję kursora myszki 
na ekranie monitora, a dmuchnięcia w 
specjalny ustnik realizują funkcje kla­
wiszy myszki; tekst w prow adza do 
kom putera przy pomocy klawiatury 
ekranowej sterowanej myszką, nato ­
miast rysuje z użyciem odpowiednich 
program ów  graficznych. Dr Chaniecki 
jest przekonany, że w iedza i umiejęt­
ności Piotra pozwolą mu znaleźć p ra ­
cę i uzyskać względną samodzielność 
życiową (Forum Akademickie).

SUPERHELISA 2007 -  Ogólno­
polski Konkurs Wiedzy Biochemicz­
nej Studentów W ydziałów Lekar­
skich (czwarta edycja), zorganizow a­
ny przez Katedrę i Zakład Biochemii I 
W ydziału Lekarskiego AM w W arsza­
wie, odbył się w dniach 21-22 maja.
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Po raz pierwszy konkurs został zor­
ganizow any przez Zakład Biochemii i 
Chemii Pomorskiej AM w 2004 r., a w 
kolejnych latach przez Katedrę i Za­
kład Biochemii AM w Poznaniu i Za­
kład Biochemii Collegium M edicum  
w  Bydgoszczy. Konkurs składa się z 
trzech etapów. W pierwszym  etapie 
uczestnicy odpowiadają na 100 pytań, 
w  czasie nie dłuższym  niż 100 m inut. 
W drugim  etapie uczestnicy w  ciągu 
50 m inut pisemnie opracowują zagad ­
nienia wynikające z 5 pytań przekro ­
jowych. W trzecim etapie 10 studen ­
tów  (finałowa grupa) odpow iada na 
3 takie same pytania (wylosowane 
uprzednio  przez jednego z uczestni­
ków) w  czasie nie przekraczającym 15 
m inut. Wszystkie pytania K onkursu 
są wybierane z puli pytań przesłanych 
wcześniej do organizatora konkursu  
przez kierowników Zakładów Bio­
chemii uczelni biorących udział. W IV  
edycji Konkursu uczestniczyło 13 ze­
społów, po 3 osoby w  każdym  zespo­
le, z Uniwersytetu Medycznego w Po­
znaniu, Uniwersytetu M edycznego w 
Łodzi, Collegium M edicum UJ w  Kra­
kowie, Śląskiej Akademii Medycznej 
w  Katowicach, Akademii Medycznej 
w Gdańsku, Akademii Medycznej w 
W arszawie (I i II W ydziału Lekarskie­
go), Collegium Medicum w Bydgosz­
czy, Akademii Medycznej we W rocła­
wiu, Akademii Medycznej w Lublinie 
(I i II W ydziału Lekarskiego), U niw er­
sytetu W ojskowo-Medycznego w  Ło­
dzi i Pomorskiej Akademii Medycznej 
w  Szczecinie.

Laureatami IV edycji Konkursu SU- 
PERHELISA 2007 w klasyfikacji indy ­
widualnej zostali: Katarzyna Puźnia- 
kowska z UM w Poznaniu (I miejsce), 
M alwina Pietrzy­
kowska z UM w Ło­
dzi (II miejsce) i Ka­
mil Kurza ze Ś1AM 
w  Zabrzu (III miej­
sce). W klasyfika­
cji zespołowej, po­
dobnie jak w latach 
ubiegłych, I miejsce 
zajęli studenci Uni­
w ersytetu Medycz­
nego w  Poznaniu,
II miejsce studenci 
z AM w  Gdańsku, 
a III miejsce z Uni­
w ersytetu Medycznego w Łodzi. 
Dzięki pomocy Prorektora ds. D ydak­
tyki, pro f. dr hab. Piotra Zaborowskie­

go oraz firm Merck i Sigma-Aldrich 
Laureaci otrzymali nagrody (Fot. 10), 
a wszyscy uczestnicy Konkursu, upo­
minki (opracowano na podstawie ma­
teriałów przygotowanych przez prof. 
Annę Barańczyk-Kuźmę).

W roku 2006 już po raz 13 młodzi 
naukowcy ubiegali się o Krajową Na­
grodę Naukową z Zakresu Genety­
ki Roślin im. Stefana Barbackiego, 
ustanowioną przez Radę Naukową  
Instytutu Genetyki Roślin PAN w  
Poznaniu. Kapituła N agrody przy­
znała dwie nagrody: nagrodę I stop­
nia dr Danucie Babuli z Instytutu Ge­
netyki Roślin Polskiej Akademii Nauk 
w  Poznaniu za „W kład w  rozwój ge- 
nomiki porównawczej na poziomie 
organizacji i funkcjonowania genomu 
Brassica oleracea L. i Arabidopsis thalia- 
na L. Heynh" oraz nagrodę II stopnia 
dr W itoldowi W achowiakowi z Insty­
tu tu  Dendrologii Polskiej Akademii 
N auk w Kórniku za „Badania doty­
czące procesów hybrydyzacji 
i introgresji w  naturalnych 
populacjach Pinus mugo, Pi­
nus sylvestris i Pinus uliginosa 
oraz w roju mieszańcowym 
tych gatunków" (Sekretarz 
Kapituły Nagrody).

Prof. Zofia Żukowska (Fot.
11), kierując międzynarodo­
wym zespołem na George­
town University w  Waszyng­
tonie, bada mechanizmy 
odpowiedzialne za nadwagę. 
Wcześniej wykazano, że o ile 
pod wpływem krótkotrwałego stresu 
można schudnąć, to przewlekły stres 
prowadzi do wzrostu masy ciała. Ze­
spół kierowany przez prof. Żukow­

ską podjął badania 
myszy karmionych 
o d p o w i e d n i k a m i  
typowego „śmie­
ciowego jedzenia" i 
poddaw anych stre­
sowi (przez godzinę 
dziennie trzymano 
je w  płytkiej wodzie 
albo zamykano w 
jednej klatce z agre­
sywnymi osobnika­
mi). Okazało się, że 
takie postępowanie 
w  krótkim czasie 

prowadzi do otyłości oraz rozwoju 
cukrzycy i nadciśnienia. Wykazano, 
że istnieje związek pomiędzy w ydzie­

laniem pod wpływem  stresu neuro- 
peptydu Y (NPY), a zwiększonym  gro­
madzeniem się tłuszczu w  tkankach. 
Musi temu towarzyszyć przewlekły 
stres i dieta bogata w  cukry i tłuszcze. 
NPY jest neuroprzekaźnikiem wydzie­
lanym w rdzeniu przedłużonym , pod­
wzgórzu i autonom icznym  układzie 
nerwowym (szczególnie w  neuronach 
noradrenergicznych). Jest regulatorem 
rytmu dobowego organizmu, odpo­
wiedzi na stres, funkcji seksualnych 
oraz łaknienia (wzmaga apetyt). Hor­
mon ten wzmacnia działanie noradre­
naliny (zwęża naczynia krwionośne), 
reguluje także odpow iedź układu 
odpornościowego na zakażenia, ak­
tywując lub hamując komórki układu 
odpornościowego. Uwalnianie NPY 
wzrasta po wysiłku fizycznym, pod 
wpływem  stresu lub drażnienia im­
pulsami elektrycznymi o wysokiej 
częstotliwości. Grupa badaw cza prof. 
Żukowskiej odkryła, że zablokowanie 

receptorów NPY zapobiega 
odkładaniu tłuszczu i prowa­
dzi do szybkiego chudnięcia 
już w dwa tygodnie po poda­
niu blokera neuropeptydu. 
Wyniki przeprow adzonych 
w waszyngtońskim laborato­
rium doświadczeń wskazują, 
że można oddziaływać na po­
ziom tkanki tłuszczowej; przy­
najmniej w przypadku myszy. 
U ludzi, narażonych na prze­
dłużające się stresy, podobnie 
jak u myszy, zaczyna zwięk­
szać się masa ciała wskutek 
niezauważalnie zmienianej 

diety na wysokokaloryczną. Profesor 
Żukowska ma nadzieję, że wyniki ba­
dań pozwolą na opracowanie narzędzi 
umożliwiających leczenie tzw. zespołu 
metabolicznego u ludzi (nadciśnienie, 
cukrzyca, otyłość, powikłania naczy­
niowe). Obserwowane złagodzenie 
zaburzeń tolerancji glukozy, insuli- 
nooporności, nadciśnienia tętniczego 
krwi i chorób zapalnych po zredu­
kowaniu otyłości brzusznej u myszy 
pozwala, Jej zdaniem, pozytywnie 
myśleć o powodzeniu w prow adzania 
nowych technik regulujących masę 
ciała u ludzi w  stresie. Zdaniem  prof. 
Żukowskiej badania u ludzi zostaną 
wdrożone w ciągu dwóch lat.

Prof. Zofia Żukowska jest absol­
wentką AM w Warszawie. W roku 
1979 uzyskała stopień doktora nauk 
medycznych. W latach 1978-1980 w y­

Fotografia 11. Prof. Zofia 
Żukowska.
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kładała i prowadziła badania w  Klinice 
Chorób Wewnętrznych, Nadciśnienia 
Tętniczego i Angiologii na macierzy­
stej uczelni, a od 1980 do 1986 roku 
aktywnie współpracowała z Ame­
rykańskim Narodowym  Instytutem 
Zdrowia (NIH). Od 1991 r. przebywa 
w Waszyngtonie na Georgetown Uni­
versity, gdzie pełni funkcję kierow­
niczki Wydziału Fizjologii i Biofizyki. 
Skupia się nad poznaniem roli NPY 
m.in. w  otyłości, angiogenezie, nad­
ciśnieniu tętniczym i arteriosklerozie. 
Prof. Żukowska jest członkiem Ameri­
can Physiological Society, Council for 
High Blood Pressure Research, Coun­
cil on Atherosclerosis Society for H y­
pertension, Polskiej Akademii Nauk 
i Society for Neuroscience (według 
PAP, Nauka w Polsce).

Prof. Bogusław Buszewski pre­
zydentem stowarzyszenia Societas 
Humboldtiana Polonorum (SHP), 
skupiającego byłych stypendystów  
prestiżowej Fundacji im. A. von  
Humboldta. Funkcję przew odniczą­
cego ZG Polskiego O ddziału Stypen­
dystów  Hum bolta będzie pełnił przez 
3 lata. Fundacja von H um boldta jest 
jedną z najważniejszych fundacji sty­
pendialnych w Europie. Dzięki niej 
ponad 1200 polskich naukowców 
miało możliwość skorzystania z d łu ­
goterminowych stypendiów, które 
umożliwiły im prow adzenie prac ba­
dawczych w niemieckich uczelniach 
i instytucjach. Sam Buszewski także 
był stypendystą fundacji, dzięki sty­
pendium  pracował na Uniwersytecie 
w  Tübingen w Niemczech.

Profesor B. Buszewski urodził się 
w 1951 roku. Ukończył studia na Wy­
dziale Chemii Uniwersytetu Marii Cu- 
rie-Skłodowskiej w  Lublinie. W roku 
1999 uzyskał tytuł profesora chemii. 
W latach 1974-1976 pracował jako 
asystent w  Zakładzie Chemii Fizycz­
nej UMCS, a później, do roku 1994, w 
Zakładzie Fizyki Chemicznej i Fizy­
kochemicznych Metod Rozdzielania. 
W tym czasie rozpoczął też formowa­
nie własnej grupy badawczej na Wy­
dziale Chemii Uniwersytetu Mikołaja 
Kopernika i objął funkcję kierownika 
Zakładu Chemii Środowiska i Eko- 
analityki (obecnie Katedra Chemii 
Środowiska i Bioanalityki). W swojej 
karierze Bogusław Buszewski prow a­
dził także badania na uniwersytetach 
w  Niemczech, USA, Japonii, Wielkiej

Brytanii, Republice Południowej Afry­
ki, Holandii i Tajwanie. Do głównych 
zainteresowań naukowych Buszew- 
skiego należą analiza środowiskowa, 
chromatografia i techniki pokrewne, 
spektroskopia, fazy stacjonarne, cha­
rakterystyka powierzchni, adsorpcja, 
analiza terenowa, utylizacja odpadów 
i ścieków, chemometria i modelowa­
nie molekularne. Jest wiceprzewodni­
czącym Komitetu Chemii Analitycznej 
PAN oraz członkiem Rad Naukowych 
19 krajowych i międzynarodowych 
czasopism. Pełni też funkcję przewod­
niczącego Central European Group for 
Separation Sciences (CEGSS). Należy 
do Steering Committee w Division of 
Environmental Chemistry w  Federa­
tion of European Chemical Societies 
(FECS) oraz European Associations of 
Separation Sciences (EuASS). Jest on 
współautorem 12 monografii, licznych 
patentów, wykładów oraz ponad 200 
artykułów. Należy do grona najczę­
ściej cytowanych chemików w Polsce 
(ponad 1500 cytowań). Był wielokrot­
nie odznaczany przez wiele krajowych 
i m iędzynarodowych organizacji.

VI Ogólnopolską Konferencję Na­
ukową „BIOLOGIA KWITNIENIA 
ROŚLIN I ALERGIE PYŁKOWE"
zorganizują w Lublinie, w dniach 8- 
9 listopada b.r. Katedra Botaniki AR 
w Lublinie, Lubelskie Towarzystwo 
Naukowe, PAN Oddział Lubelski, 
Komisja Medycyny Wsi, Polskie To­
warzystwo Botaniczne, Polskie Towa­
rzystwo N auk Ogrodniczych, Ośrodek 
Badania Alergenów Środowiskowych. 
Pracami organizacyjnymi kieruje prof. 
Elżbieta Weryszko-Chmielewska. Pro­
gram Konferencji obejmuje: wpływ 
czynników zewnętrznych na przebieg 
kwitnienia roślin, nowe aspekty ba­
dań nad zapylaniem i zapłodnieniem 
roślin, budowę nektarników i nekta- 
rowanie roślin, budowę osmoforów i 
emisję substancji zapachowych, prze­
bieg pylenia i wydajność pyłkową ro­
ślin owadopylnych, rolę owadów w 
procesie zapylania roślin oraz monito­
ring zawartości pyłku alergogennego 
w atmosferze. Konferencja odbędzie 
się w  siedzibie Lubelskiego Towarzy­
stwa Naukowego w Lublinie, Plac Li­
tewski 2 (Pałac Czartoryskich) oraz w 
Centrum Kongresowym AR, ul. Aka­
demicka 15.

Konkurs Fundacji HASCO-LEK — 
Edycja 2007. Fundacja HASCO-LEK z

siedzibą we Wrocławiu zaprasza do 
udziału  w  II edycji konkursu na naj­
lepsze prace doktorskie i magisterskie 
obejmujące nowe odkrycia i innow a­
cje w  dyscyplinach farmaceutycznych 
i pokrewnych. Celem konkursu jest 
wyłonienie najlepszych prac doktor­
skich i magisterskich, a także p ro ­
mocja ich autorów oraz dokonanych 
przez nich odkryć z zakresu farm a­
cji, biotechnologii, medycyny, chemii 
i innym i pokrewnych dziedzin w  
aspekcie ich zastosowań w przemyśle 
farm aceutycznym  lub przem ysłach 
pokrewnych. Zgłoszenia pracy dok ­
torskiej lub magisterskiej pow inien 
dokonać autor pracy lub wyjątkowo 
prom otor, dziekan wydziału uczelni 
lub dyrektor instytutu naukowego za 
zgodą autora.

W arunk iem  uczestnictw a w  
konkursie  jest przesłanie na adres 
Fundacji „Hasco-Lek" (ul. Ż m i­
g rodzka 242 E, 51-131 W rocław) 
następujących  dokum entów : w y ­
d ru kow anego  egzem plarza pracy, 
elektronicznej wersji pracy na płycie 
CD, kopii oceny pracy dokonanej 
p rzez  recenzentów , zaśw iadczenia 
z uczelni lub insty tu tu  naukow ego 
potw ierdzającego, że praca została 
ukończona i obroniona, karty  zg ło ­
szeniow ej do udziału  w konkursie  
(do pobran ia  na w w w .hasco-lek .p l/ 
fundacja), zgody na prze tw arzan ie  i 
publikację danych osobow ych oraz 
ośw iadczenia  uczestnika konkursu  
(w w w .hasco -lek .p l/fundac ja ). Do 
w ym ienionych  dokum entów  nale ­
ży dołączyć pisem ną rekom endację 
pracy  udzieloną przez prom otora  
lub rektora, dziekana, organizacje 
branżow e, redakcje czasopism  b ra n ­
żow ych lub inne podm ioty , zw ią ­
zane ze środow iskiem  m edycznym , 
farm aceutycznym  i pokrew nym . O r­
gan iza to r m oże odrzucić zgłoszenie 
u d z ia łu  w konkursie i nie p rzyznać 
nag ro d y  w  razie stw ierdzenia  b ra ­
ków  form alnych zgłoszenia. Term in 
n adsy łan ia  zgłoszeń upływ a dnia  
30 lis topada 2007 r. Rozstrzygnięcie 
k o n k u rsu  nastąp i do dnia 29 lu tego 
2008 r. Dla zwycięzców konkursu  na 
najlepszą pracę doktorską O rgan iza ­
tor u fu n d o w ał nagrody: I — 6000 zł, 
II — 4000 zł, III — 3000 zł. Dla z w y ­
cięzców konkursu  na najlepszą p ra ­
cę m agisterską O rganizator u fu n d o ­
w ał nagrody : I — 4000 zł, II — 3000 
zł, III -  2000 zł.
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W yboru najlepszych prac dokona 
Komisja Konkursowa, w  której skład 
wejdą profesorowie wyższych uczel­
ni oraz przedstawiciele Zarządu i 
Rady Fundacji.
Z chwilą otrzy­
m ania nagrody 
przez zwycięz­
cę na Organiza­
tora przechodzą 
majątkowe pra­
w a autorskie i 
pokrew ne do 
n a g r o d z o n e j  
pracy. Szczegó­
łowe w arunki 
u c z e s t n i c t w a  
w  konkursie i 
w yłaniania jego 
z w y c i ę z c ó w  
określa Regula­
m in Konkursu 
(pełna jego treść jest dostępna na stro­
nie www .hasco-lek.pl/fundacja oraz 
w  siedzibie Organizatora). Informacje
0 konkursie można uzyskać w  godzi­
nach od 7 do 15 po num eram i telefo­
nów: 0713271961 lub 071 3271963 oraz 
drogą mailową: ahamkalo@hasco-lek. 
pl i erudkowska@hasco-lek.pl.

III Edycję Konkursu Popularyza­
tor Nauki organizuje serwis Nauka 
w  Polsce Polskiej Agencji Prasowej 
oraz Ministerstwo Nauki i Szkol­
nictwa W yższego. Celem konkursu 
jest promowanie ludzi nauki, ze­
społów  naukowych, dziennikarzy i 
redakcji, wyróżniających się w  po­
pularyzacji nauki polskiej w  społe­
czeństwie. Konkurs rozgryw any jest 
w  dw óch kategoriach: naukowiec lub 
instytucja naukow a oraz dziennikarz 
lub redakcja. Zgłoszenia kandyda­
tów  — z opisem  ich dokonań — nale­
ży kierować do końca października  
2007 roku na adres e-mail: naukaw - 
polsce@ pap.pl.

KSIĄŻKI NADESŁANE

Ewa Symonides, Ochrona przy­
rody. W ydawnictwo Uniwersytetu 
W arszawskiego, wyd. 1, 2007 r., cena 
56 zł. Podręcznik ochrony przyrody, 
odnoszący się do realiów praw nych i 
przyrodniczych Polski, na który cze­
kają od lat studenci wielu kierunków 
przyrodniczych, ochrony środowiska
1 uczelni rolniczych, a także coraz 
szersze grono zawodowych służb

ochrony przyrody oraz działaczy eko­
logicznych. Jest to zarazem  znakomita 
pomoc dla twórców nowego praw o­
daw stw a i planów przestrzennego za­

gospodarowania kraju. A utor­
ka, prof. Ewa Symonides, jest 
doświadczonym  nauczycielem 
akademickim, a jednocześnie 
dysponuje doskonałą znajo­
mością tej problematyki od 
strony praktycznej, nabytą na 
stanowisku Głównego Konser­
watora Przyro­
dy, a przedtem  
p rzew o d n iczą ­
cej Państwowej 
Rady Ochro­
ny Przyrody.
Książka zaopa­
trzona jest w 
bogaty materiał 
i l u s t r a c y j n y  
oraz płytę CD, 

na której zgrom adzo­
no najważniejsze akty 
praw ne regulujące 
kwestie ochrony przy­
rody w naszym kraju.

Andrzej Huczko,
Michał Bystrzej ew-
ski, Fulereny — 20 lat później. W y­
dawnictwo Uniwersytetu W arszaw­
skiego, wyd. 1, 2007 r., cena 42 zł. 
Obszerne podsum ow anie dotychcza­
sowego stanu wiedzy na tem at no­
wych nanostruktur węglowych oraz 
perspektyw rozwoju nanotechnologii. 
Książka ta adresow ana jest do studen ­
tów uniwersytetów i 
uczelni politechnicz­
nych na kierunkach 
fizycznych, chemicz­
nych, elektronicz­
nych oraz inżynierii 
materiałowej, a także 
pracowników w yż­
szych uczelni oraz 
instytutów naukowo- 
badawczych. Zainte­
resuje również z pew ­
nością osoby śledzące 
najnowsze trendy w 
fizykochemii ciała 
stałego, elektronice i 
inżynierii materiało­
wej. Napisana żywym, przystępnym  
językiem od pierwszego do dw una­
stego rozdziału przykuw a uw agę czy­
telnika, prezentując historię najważ­
niejszych odkryć w tej dziedzinie od 
1985 roku, kiedy świat dowiedział się

o istnieniu tej allotropowej odmiany 
węgla, a następnie omawiając m eto­
dy otrzym ywania fulerenów, mecha­
nizm y ich powstawania, właściwości 
fizyko-chemiczne oraz różnorodne 
prototypowe i perspektywiczne za­
stosowania z uwzględnieniem  zare­
jestrowanych dotychczas patentów. 
Dużo uwagi poświęcono bogatej (nie­
mal 2700 cytowań) literaturze przed ­
miotu, ułatwiającej zainteresowane­
m u czytelnikowi dotarcie do bardziej 

szczegółowych informa­
cji źródłowych.

Bruce Alberts, D en ­
nis Bray, Karen Hop- 
kin, Alexander John­
son, Julian Lewis, Mar­
tin Raff, Keith Roberts, 
Peter Walter — Podsta­
w y Biologii Komórki. 
Tłumaczenie: pod red. 
Przem ysława W ojtaszka 
i H anny Kmity. PWN, 
wyd. 2 zmienione, 2007 
r., cena 168 zł. Znako­
mite w prow adzenie w 
skom plikow ane zagad ­
nienia budow y i funk ­
cjonowania komórek. 

Obecne w ydanie, oprócz uzupełn ie ­
nia tekstu o najnowsze odkrycia n a ­
ukowe, zawiera now e rozdziały  po ­
święcone ewolucji genów i genom ów 
oraz m olekularnym  m echanizm om  
podziałów  kom órkow ych i m oleku­
larnym  podstaw om  dziedziczenia. 
Nowością jest om ówienie sekwencji 

genom u człowieka, a 
także opisanie now o­
czesnych technik i m e­
tod badawczych. W 
podręczniku położono 
akcent na przejrzystość. 
Tekst jest krótki, na to ­
m iast wiodącą rolę speł­
niają liczne w ielobarw ­
ne poglądow e rysunki; 
niektóre zgrom adzone 
na dw ustronicow ych 
panelach problem o­
wych. Każdy rozdział 
zawiera: streszczenie,
hasła kluczowe i pytania 
towarzyszące tekstowi 

— odpow iedzi są na końcu książki. 
Do książki dołączoną płytę CD-ROM 
z licznymi animacjami, schem atam i i 
fotografiami.

pod redakcją Teresy W esołow skiej

Łw .i  l j f m f n j d t ‘1.

Ochrona ,

Ś W I A T  N A N O T E C H N O L O G I I

And rwa) H uczka. M ichał Bystrzujewski

Fulereny
20 la t póżnl«} ■
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W S P O M N I E N I E  O P R O F E S O R Z E  Z Y G M U N C I E  W A S Y L E W S K I M

Zygmunt Wasylewski urodził się 13 
czerwca 1942 roku w Chrzanowie. Tam 
też ukończył szkołę podstawową i w 
1956 roku podjął naukę w Technikum 
Mechanicznym, którą po roku konty­
nuował w  Technikum Koksochemicz­
nym  w Chorzowie, gdzie uzyskał świa­
dectwo dojrzałości. W latach 1962-1968 
studiował chemię na Wy­
dziale Matematyczno-Fi- 
zyczno-Chemicznym Uni­
wersytetu Jagiellońskiego.
Pracę magisterską wyko­
nał pod kierunkiem pro­
fesora W. Ostrowskiego w 
Międzywydziałowej Ka­
tedrze Chemii Fizjologicz­
nej krakowskiej Akademii 
Medycznej. W pracy, zaty­
tułowanej „Wyznaczanie 
parametrów cząsteczko­
wych fosfomonoestera- 
zy metodą sączenia mo­
lekularnego", Zygmunt 
Wasylewski przedstawił wyznaczone 
eksperymentalnie wartości efektywne­
go promienia Stokesa, współczynnika 
dyfuzji oraz masy cząsteczkowej fosfo- 
monoestrazy. Następnie przez rok mgr 
Wasylewski pracował na stanowisku 
asystenta naukowo-technicznego w 
Zakładzie Koloidów Katedry Chemii 
Fizycznej Wydziału Mat-Fiz-Chem. 
UJ. W 1969 roku rozpoczął pracę w 
kierowanym przez profesora Reifera 
Zakładzie Biochemii Roślin rodzącego 
się właśnie (1970 rok) Instytutu Biologii 
Molekularnej UJ. Tematyka badawcza 
tego Zakładu nie pokrywała się jednak 
z zainteresowaniami młodego magi­
stra, który w 1971 roku przeniósł się do 
kierowanego przez prof. Marię Samec- 
ką-Keller Zakładu Biochemii Zwierząt 
tegoż Instytutu. Już w  dwa lata później 
mgr Wasylewski obronił doktorat pt. 
„Własności molekularne różnorodnych 
form kwaśnych fosfataz z wątroby i 
leukocytów", którego promotorem był 
prof. A. Koj. W pracy tej, posługując się 
z wyczuciem technikami chromatogra­
ficznymi, elektroforetycznymi oraz sto­
sując ultrawirowanie w  gradiencie gę­
stości, mgr Wasylewski określił stopień 
oligomeryzacji cząsteczek badanych 
fosfataz oraz geometrię ułożenia biał­
kowych podjednostek, a także wykazał 
podobieństwo strukturalne kwaśnych 
fosfataz wyizolowanych z różnych

tkanek. W dalszej pracy zainteresowa­
nia naukowe doktora Zygmunta Wa- 
sylewskiego koncentrowały się wokół 
oddziaływań białek modelowych z 
niejonowymi i jonowymi detergentami, 
w  tym w szczególności z detergentami 
kationowymi. W badaniach tych posłu­
giwał się szeregiem zaawansowanych 

metod fizykochemicznych 
takich jak: techniki spek­
troskopii w  podczerwieni, 
Ramana, EPR, techniki hy- 
drodynamicze jak filtracja 
żelowa, ultrawirowanie 
czy dializa równowagowa. 
Samodzielność i zaangażo­
wanie zaowocowały obfi­
tością publikacji i tytułem 
doktora habilitowanego 
uzyskanym w ciągu zaled­
wie sześciu lat (1979 rok).

Nowy rozdział w  życiu 
naukowym doktora Wasy- 
lewskiego otworzył wyjazd 

na roczne (1979/80) stypendium do 
San Antonio (Texas University), gdzie 
zainteresował się zastosowaniem meto­
dy spektroskopii fluorescencji w bada­
niach struktury, własności i dynamiki 
białek. Trzeba podkreślić, że metody te 
pozwalają w łatwy sposób badać białka 
w  roztworach wodnych, stanowiąc tym 
samym (obok NMR) niezbędne uzupeł­
nienie dla metod krystalograficznych. 
Docenta Wasylewskiego (tytuł docenta 
uzyskał w  1981 roku) można zaliczyć 
w  poczet pionierów wdrażania technik 
fluorymetrycznych do biochemii bia­
łek. Obiektem „fluorescencyjnych" do­
ciekań doc. Wasylewskiego były w tym 
okresie enzymy, takie jak, rodanaza, 
sulfotransferaza tiosiarczanu, heksoki- 
naza drożdżowa, dehydrogenaza alko­
holowa, metaloproteinaza, kinaza fos- 
foglicerynianu, a także ludzki inhibitor 
proteinaz serynowych i wiele innych 
białek zawierających dwie lub więcej 
reszt tryptofanowych. Rezultatem tych 
prac były powstałe m.in. przy współ­
pracy z prof. Horowitzem artykuły, 
dotyczące indukowanych temperaturą 
i wiązaniem Uganda zmian konforma- 
cyjnych białek w  roztworze. Dalszemu 
rozwojowi w tej dziedzinie sprzyjała 
też współpraca doc. Wasylewskiego z 
prof. Efftinkiem z Mississippi Univer­
sity (1986/87 roczny i w  1991 roku 3 
miesięczny pobyt w  charakterze visiting

professor). W 1986 roku doc. Wasylew­
ski wraz z kierowanym przez siebie 
zespołem badawczym opracował tech­
nikę rozkładu złożonych w idm  emisji 
fluorescenqi białek wielo-tryptofano­
wych za pomocą wygaszania fluore­
scencji (FQRS — ang . fluorescence-quen- 
ching-resolved-spectroscopy). Technika ta 
jest dziś szeroko stosowana i znalazła 
swoje miejsce w renomowanych pod­
ręcznikach z zakresu spektroskopii flu­
orescencji.

W 1989 roku doc. Wasylewski uzy­
skał tytuł profesora biochemii, a w  1991 
roku, istniejąca już od początku lat 80- 
tych, kierowana przez Niego grupa 
badawcza (Pracownia Fizykochemii 
Biopolimerów działająca w  obrębie 
Zakładu Biochemii Zwierząt) została 
przekształcona w Zakład Biochemii Fi­
zycznej. Zaplecze aparaturowe, wtedy 
jeszcze pracowni prof. Wasylewskiego, 
było stosunkowo bogate, a to dzięki 
niespotykanym zdolnościom konstruk­
torskim, uporowi i entuzjazmowi profe­
sora Wasylewskiego, który projektował 
urządzenia, szukał wykonawców dla 
podzespołów projektowanej aparatury 
daleko poza murami Uniwersytetu, a 
następnie często własnoręcznie skręcał 
i montował poszczególne elementy. 
Trzeba tu przypomnieć, że możliwo­
ści pozyskiwania funduszy na zakup 
specjalistycznego sprzętu przez środo­
wiska naukowe były wówczas niemal 
żadne, ale w  momencie, kiedy sytuaq'a 
nieco się poprawiła, czyli mniej więcej 
w  połowie lat 90-tych, Profesor nie­
zwłocznie rozpoczął starania o zakup 
wysokiej klasy aparatury pomiarowej.

Początkowo zainteresowania ba­
dawcze prof. Wasylewskiego skupiały 
się na wykorzystaniu metody FQRS i 
innych technik fluorescencyjnych do 
badania dynamiki molekularnej bia­
łek (m.in. parwalbuminy, melityny) w 
roztworze, ale też w  modelowych ukła­
dach błon biologicznych i w  micelach. 
Zajmował się On wówczas badaniem 
mechanizmów wygaszania fluorescen­
cji, efektu red edge oraz jakościową i 
ilościową analizą widm emisji fluore­
scencji. Jednak nieco później wykrysta­
lizował się główny obszar tematyczny 
Zakładu Biochemii Fizycznej, który 
dotyczył wpływu wiązania funkcjonal­
nych ligandów przez bakteryjne białka
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regulatorowe na strukturę, dynamikę 
i funkcję tychże białek. Obiektami ba­
dawczymi prof. Wasylewskiego były 
białka regulujące procesy transkrypcji 
E. coli tzn.: represor operonu tryptofa- 
nu (TrpR), represor tetracykliny (TetR) 
oraz białko wiążące cAMP (CRP).

Koordynowane przez prof. Wasy­
lewskiego badania nad represorem 
tryptofanu z wykorzystaniem zmodyfi­
kowanego białka pozbawionego zupeł­
nie reszt tryptofanowych pozwoliły na 
określenie charakteru mikrootoczenia 
L-tryptofanu lokującego się w  białku, 
a także wykazały znaczące zmiany w  
obszarze kieszeni wiążącej L-tryptofan 
pod wpływem wiązania się komplek­
su TrpR-L-tryptofan do DNA. W ba­
daniach tych wykorzystano technikę 
FQRS, a także stacjonarne i rozdzielcze 
w  czasie pomiary emisji fluorescencji 
tryptofanu, jak również pomiary di­
chroizmu kołowego. Prowadzone rów­
nolegle badania represora tetracykliny 
z wykorzystaniem tych samych metod 
pomiarowych i mutantów białkowych 
zawierających pojedyncze reszty tryp­
tofanu umożliwiły poznanie dynamiki 
konformacyjnej domeny białka odpo­
wiedzialnej za oddziaływanie z DNA 
oraz charakterystykę zmian struktu­
ralnych domen TetR zachodzących w 
wyniku interakcji białka z tetracykliną 
lub operatorowymi fragmentami DNA. 
Z kolei zastosowanie metody zatrzy­
manego przepływu (ang. stopped-fbw) 
z detekcją fluorescencyjną pozwoliło na 
scharakteryzowanie kinetycznego me­
chanizmu oddziaływania białka TetR z 
DNA, a także na kinetyczny opis pro­
cesu indukcji ekspresji genów kodują­
cych białka oporności pod wpływem 
wiązania tetracykliny, jak również na 
określenie roli jonów magnezu w pro­
cesie indukcji. Zastosowanie metody 
izotermicznego miareczkowania kalo­
rymetrycznego (ITC) umożliwiło po­
znanie termodynamiki oddziaływania 
TetR — tetracyklina, natomiast na pod­
stawie danych uzyskanych techniką 
różnicowej kalorymetrii skaningowej 
(DSC) zaproponowano model procesu 
termicznej denaturaq'i TetR i scharak­
teryzowano wpływ tetracykliny na sta­
bilność białka.

Najobszerniejszą i prawdopodobnie 
najcenniejszą część dorobku nauko­
wego prof. Wasylewskiego stanowią 
prace dotyczące białka CRP. Przygoda 
z CRP rozpoczęła się, można by rzec

niewinnie, od charakterystyki własności 
fluorescencyjnych białka. Ale już nieco 
późniejsze, niełatwe kinetyczne badania 
z wykorzystaniem techniki zatrzymane­
go przepływu pozwoliły poznać stabil­
ność oraz kinetykę zwijania i rozwijania 
białka, zaś dzięki zastosowaniu selek­
tywnego fluorescencyjnego znakowania 
reszt cysteiny możliwe stało się zapro­
ponowanie szczegółowego mechani­
zmu denaturacji chemicznej białka CRP. 
Urzeczywistnienie pomysłów Profesora 
dotyczących dalszych badań nad funk­
cją i strukturą białka CRP wymagało 
wprowadzenia wielu mutacji punkto­
wych w „newralgicznych" obszarach 
białka. Realizacja tego ostatniego celu 
była tyleż wyzwaniem, ileż pociągającą 
perspektywą. Dzięki niezłomności Pro­
fesora w dążeniu do wytyczonego celu, 
w  obrębie Zakładu Biochemii Fizycznej 
powstała jedna z pierwszych w  Insty­
tucie Biologii Molekularnej pracownia 
biologii molekularnej, w  której metodą 
overlap extension PCR wprowadzano mu­
tacje, weryfikując je następnie poprzez 
sekwencjonowanie DNA. Intensywność 
badań prowadzonych nad wieloma 
mutantami białka CRP wymogła ko­
nieczność modyfikacji technik hodow­
li bakteryjnych i oczyszczania białek. 
Efektem tego było wprowadzenie do 
procedur laboratoryjnych zaawanso­
wanych metod chromatografii powino­
wactwa oraz automatyzacja preparatyki 
białka, możliwa dzięki wykorzystaniu 
biofermentora i specjalistycznego ukła­
du chromatograficznego. Zastosowanie 
mutantów pozwoliło na monitorowa­
nie, wywołanych oddziaływaniem z li- 
gandem, zmian allosterycznych w  CRP, 
dzięki czemu opisany został szczegó­
łowy kinetyczny mechanizm wiązania 
cAMP. Jednocześnie prowadzone były 
wszechstronne badania strukturalne (z 
użyciem DLS, FRET, wygaszania flu- 
orescenqi, staqonamych i rozdzielczych 
w  czasie pomiarów emisji i anizotropii 
fluorescencji) mające na celu opisanie 
zmian konformacyjnych w  białku wy­
wołanych jego oddziaływaniem z cAMP 
i DNA. Z kolei badania termodynamiki 
tworzenia kompleksu CRP-cAMP prze­
prowadzone zostały z wykorzystaniem 
metod mikrokalorymetrycznych (ITC, 
DSC). Ponieważ struktura krystalogra­
ficzna białka CRP nieskompleksowane- 
go z ligandem nie jest do tej pory znana 
w środowisku naukowym toczyła się 
dyskusja na temat symetrii strukturalnej 
podjednostek homodimeru. W kontek­

ście powstałego problemu badawczego 
zrodził się nowy nietuzinkowy pomysł 
prof. Wasylewskiego dotyczący kon­
strukcji heterodimeru białka CRP posia­
dającego tylko jedną resztę tryptofanu. 
Wyniki badań kinetyki wiązania cAMP 
monitorowanej przez transfer energii 
pomiędzy resztą Trp a znacznikiem flu­
orescencyjnym przyłączonym do reszty 
cysteiny, znajdującej się w  tej samej co 
Trp lub drugiej podjednostce białka, wy­
kazały symetrię konformacyjną podjed­
nostek białka CRP.

Uwieńczenie pracy z CRP stano­
wił projekt mający na celu zbadanie 
wzajemnych oddziaływań pomiędzy 
elementami całego kompleksu trans- 
krypcyjnego E. coli z wykorzystaniem 
wybranych fragmentów promotoro- 
wych DNA. Realizacja tego trudnego 
projektu wymagała rekonstrukcji poli- 
merazy RNA z oczyszczonych rekom- 
binatowych podjednostek białkowych. 
Tworzenie kompleksu transkrypcyjne- 
go, w  skład którego, obok polimerazy 
RNA wchodził kompleks CRP-cAMP, 
monitorowano przez pomiary anizotro­
pii fluorescencji znakowanych fluore­
scencyjnie odcinków DNA. W efekcie 
określono wpływ CRP na specyficzne i 
niespecyficzne interakcje RNAP-DNA. 
Ponadto zastosowanie spektroskopii 
fluorescencyjnej rozdzielczej w  czasie 
(FRET, anizotropia fluorescencji) umoż­
liwiło badanie dynamiki konformacyj­
nej kompleksów transkrypcyjnych.

Profesora Wasylewskiego fascyno­
wały odkrycia techniczne w  dziedzinie 
biochemii fizycznej i inżynierii moleku­
larnej, którymi przecież koniec wieku 
XX eksplodował. Nie tylko podążał 
za nimi, aktualizując swoją wiedzę, 
ale wykorzystywał je praktycznie jako 
użyteczne narzędzia w  codziennej pra­
cy. Talent konstruktorski Profesora, ale 
i pragmatyczny rys Jego osobowości 
ujawniły się po raz kolejny w  momen­
cie, gdy wkraczając na zupełnie nowe 
obszary tematyki naukowej, rozpoczął 
On badania nad wzajemnymi relaqa- 
mi ludzkich receptorów neuroprze- 
kaźników w błonach plazmatycznych. 
Przypuszczenia na temat ich hetero- 
dimeryzacji udało się po raz pierwszy 
potwierdzić eksperymentalnie właśnie 
dzięki Niemu, a należy podkreślić, że 
konkurencja w  tej dziedzinie nauki 
jest ogromna. Planowane eksperymen­
ty miały polegać na pomiarze czasów 
życia fluorescencji białek fluorescen­
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cyjnych związanych z receptorami w 
pojedynczej żywej komórce i wyma­
gały zastosowania skomplikowanej 
aparatury, na zakup której nie było jed­
nak środków. Potrzeba odpowiedzi na 
postawione pytanie była dla Profesora 
tak paląca, że korzystając z dostępnych 
w  laboratorium podzespołów stworzył 
funkq'onalny układ pomiarowy.

Ostatni rok życia prof. Wasylewskie- 
go wypełniły głównie prace nad konkre­
tyzowaniem dwóch zupełnie nowych 
projektów naukowych. Jeden z nich do­
tyczył ludzkiego białka regulatorowego 
Ying-Yangl i stanowił pewną analogię 
i rozszerzenie badań prowadzonych na 
bakteryjnym białku CRP, drugi zaś miał 
polegać na zastosowaniu metod geno- 
miki i proteomiki do badania wpływu 
leków przeciwdepresyjnych na profil 
białkowy komórki nerwowej. Etap ten 
zakończył się pełnym sukcesem mani­
festującym się pozyskaniem środków 
finansowych potrzebnych na realizację 
zamierzonych zadań.

Prof. Wasylewski był kierownikiem 
czterech 3-letnich projektów badaw ­
czych i jest autorem lub współautorem 
ponad 60-ciu publikacji naukowych. 
W 1991 roku został odznaczony Krzy­
żem Kawalerskim Orderu Odrodzenia 
Polski, a w  2002 roku uzyskał tytuł 
profesora zwyczajnego. Był też człon­
kiem Polskiego Towarzystwa Bioche­
micznego, a od początku lat 90-tych 
wielokrotnie był członkiem sekcji bio­
logii molekularnej, biochemii i biofizy­
ki Komitetu Badań Naukowych.

Drugim bardzo ważnym aspektem 
aktywności zawodowej profesora Wa- 
sylewskiego była praca dydaktyczna. 
Jako asystent prowadził zajęcia labo­
ratoryjne w ramach pracowni specjali­
stycznej z biochemii. Później, już jako 
adiunkt (1973 rok) — również z ana­
lizy instrumentalnej w  biochemii. W 
1980 roku doc. Wasylewski rozpoczął 
wykłady z biochemii fizycznej, które 
ściśle harmonizowały z prowadzony­
mi przez pracowników Jego Pracowni 
zajęciami laboratoryjnymi. Po ukształ­
towaniu się pracowni biologii moleku­
larnej, w  1998 roku, wprowadził kurs 
inżynierii białka, który obejmował za­
równo ćwiczenia, jak i wykłady. Szcze­
gólnie ten ostatni kurs cieszy się dużym 
zainteresowaniem studentów, gdyż w 
całościowy sposób ujmuje zagadnienie 
otrzymywania mutantów białkowych,

począwszy od manipulaqi na pozio­
mie DNA, przez izolację białka aż po 
określenie jego podstawowych wła­
sności strukturalnych i sprawdzenie 
aktywności biologicznej. Wraz z wpro­
wadzeniem specjalizacji biochemii na 
kierunku Biotechnologii powstały dwa 
wysoce zaawansowane kursy: bioche­
mia fizyczna II i inżynieria białka II. 
Prof. Wasylewski był promotorem 13 
prac doktorskich i kilkudziesięciu prac 
magisterskich, był też recenzentem 
wielu prac naukowych i projektów ba­
dawczych.

Prof. Wasylewski był zawsze życz­
liwy studentom, zawsze miał dla nich 
czas i co rzadkie, pojawiających się w 
zakładzie młodych ludzi obdarzał wiel­
kim kredytem zaufania. Potrafił przy­
ciągać studentów na wiele sposobów; 
w jednych rozbudzał żywe zaintereso­
wanie tematyką lub metodyką, innych 
zarażał naukowym entuzjazmem, a 
jeszcze innych ujmował swoją otwar­
tością i urokiem osobistym. Pewna stu­
dentka zapytana przez Profesora, czym 
chciałaby się zajmować w  swojej pracy 
magisterskiej odpowiedziała — „Ja to 
bym chciała sklonować Mozarta", na 
co Profesor odpowiedział — „A my to 
właśnie robimy". Ta anegdota pokazuje 
jedną ważną cechę profesora Wasylew- 
skiego: był On wizjonerem, wytyczał 
sobie cele, które dla innych mogły po­
zostawać jedynie w sferze marzeń i bez 
kompleksów dążył do ich realizacji. Lu­
bił otaczać się młodymi ludźmi, którzy 
byli w  stanie podzielać Jego entuzjazm 
i optymizm.

Analizując Jego rozwój naukowy 
widać wyraźnie ewolucję tematyki, 
która stawała się coraz bardziej złożo­
na, ale też coraz bardziej ważka, bar­
dziej interesująca i jednocześnie coraz 
trudniejsza. Życie zawodowe profesora 
Wasylewskiego nierozłącznie splecione 
było z życiem Instytutu Biologii Mole­
kularnej (Wydział BiNoZ UJ). W latach
1981-1984 pełnił funkcję Zastępcy Dy­
rektora Instytutu ds. dydaktyki, a w  la­
tach 1997-2003 funkcję kierownika stu­
diów doktoranckich. Był współtwórcą 
kierunku Biotechnologia i brał udział w 
procesie wyodrębnienia się Wydziału 
Biotechnologii UJ (2002 rok). Kilkakrot­
nie podejmował wysiłki zmierzające 
do utworzenia kierunku studiów Bio­
chemii, będąc głęboko przekonanym o 
potrzebie wzmacniania kondyqi swojej 
ukochanej dyscypliny nauki. Starania

te niestety zakończyły się niepowodze­
niem i pozostały niespełnionym marze­
niem Profesora.

Prof. Wasylewski był człowiekiem, 
któremu leżało na sercu dobro kraju, 
o czym świadczyć może Jego zaanga­
żowanie w  działalność opozycyjną w 
okresie stanu wojennego i później. Był 
On jednym z sześciu członków uniwer­
syteckiej Tajnej Komisji Zakładowej 
Solidarności. Komisja ta, złożona z re­
komendowanych członków oficjalnej 
struktury Solidarności była wyrazem 
sprzeciwu ludzi nauki wobec sponie­
wierania, którego doświadczali od „lu­
dzi systemu". Działała ona w  latach
1982-1988, a jej głównymi zadaniami 
było: przełamanie monopolu infor- 
maqi „systemu" poprzez kolportaż 
prasy podziemnej, pomoc represjono­
wanym naukowcom, a także kontrola 
wewnętrzna władz uczelni poprzez 
opiniowanie kandydatów na ważne 
stanowiska. Działalność Komisji wiąza­
ła się z poważnym ryzykiem, czego jej 
członkowie byli świadomi, ale poczucie 
obowiązku wobec Uczelni i wobec kra­
ju, a przede wszystkim poczucie god­
ności kazały im to ryzyko podejmować. 
Co ciekawe, przez pewien czas spotka­
nia Komisji odbywały się w mieszkaniu 
prof. Wasylewskiego. Później powstała 
Tajna Komisja Międzyuczelniana, w 
której prof. Wasylewski był reprezen­
tantem UJ. Te ważne fakty z życia Uni­
wersytetu wciąż czekają na opisanie, 
podobnie jak inne, nie zawsze chlubne, 
szczegóły z tamtego trudnego okresu, 
ale, co brzmi obiecująco, stały się one 
w ostatnim czasie obiektem badań spe­
cjalnej Komisji Senackiej UJ.

Prof. Wasylewski był człowiekiem 
niezwykle energicznym, wiecznie 
młodym duchem, ale również bardzo 
sprawnym fizycznie. Jego pasją było 
narciarstwo i był rzeczywiście świet­
nym narciarzem, o czym mogli się 
przekonać naocznie uczestnicy dorocz­
nej instytutowej szkoły zimowej. Był 
wyjątkowym człowiekiem łączącym 
w sobie wydawałoby się sprzeczne ce­
chy pragmatyka i idealisty. Zapatrzony 
w  przyszłość, pogodny, rodzinny, po 
prostu ludzki, odszedł nagle, w  kwiecie 
wieku, pogrążając w żalu współpra­
cowników i przyjaciół.

Sylw ia Kędracka-Krok

Zakład Biochemii Fizycznej, W ydział Bioche­
mii, Biofizyki i Biotechnologii UJ, K raków
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W ykaz skrótów: OM — ang. avian ovomucoid 
first domain; OMBWS — ang. ovomucoid domains 
from black-winged stilt; OM CHI — ang. chicken 
ovomucoid; OMCHI-1 — ang. chicken ovomucoid 
first domain; OMCHI-2 — ang. chicken ovomuco­
id second domain; OMCHI-3 — ang. chicken ovo­
mucoid third domain; OMJPQ-1 — ang. Japanese 
quail ovomucoid first domain; OMJPQ-2 — ang. 
Japanese quail ovomucoid second domain; OMJPQ- 
3 — ang. Japanese quail ovomucoid third domain; 
OMTKY-3 — ang. turkey ovomucoid third doma­
in
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STRESZCZENIE

Îaja kurze zaliczane są do najw ażniejszych alergenów pokarm owych człowieka. Cztery 
najczęściej uczulające białka zawarte w  jaju to: ow om ukoid  (Gal d l) ,  owoalbum ina  
lal d2), owotransferyna (Gal d3) oraz lizozym  (Gal d4). Owomukoid jest jednym z ważniej­

szych alergenów występujących w  białku jaja kurzego. Jest to glikoproteina zbudowana ze 
186 aminokwasów, o masie molekularnej 28000 Da oraz punkcie izoelektrycznym równym  
4,1. Cząsteczka owom ukoidu zbudowana jest z trzech homologicznych domen, ułożonych  
lin iowo i połączonych wiązaniami peptydowymi, które pełnią funkcję inhibitorów proteaz 
serynowych. Domeny w  owomukoidach wszystkich gatunków ptaków zawierają sześć reszt 
cysteiny, zlokalizowanych w  podobnych miejscach, tworzące trzy mostki dwusiarczkowe  
Cys-Cys między domenami w  białku. O wom ukoid posiada właściwości antybakteryjne w y­
nikające ze zdolności hamowania bakteryjnych enzym ów proteolitycznych niezbędnych do 
ich rozwoju. Liczne badania wskazują, że owom ukoid jest termostabilny.

WPROWADZENIE

Terminem alergii pokarmowej określa się niepożądane reakcje po spożyciu 
pokarmów, u podłoża których leżą mechanizmy immunologiczne. Choroby 
alergiczne stanowią jeden z najważniejszych problemów współczesnej m edycy­
ny. W ostatnich latach nastąpił gwałtowny wzrost zapadalności na te choroby, co 
spowodowane może być wieloma czynnikami: zwiększeniem spożycia niektó­
rych produktów  spożywczych (np. egzotycznych owoców), w ykorzystyw aniem  
do przygotowania posiłków przetworzonej żywności czy zwiększenia kontaktu 
z różnego rodzaju chemikaliami (kosmetyki, konserwanty, środki ochrony ro­
ślin). Problem dotyczy zarówno dzieci, jak i dorosłych [1]. Choroby alergiczne, 
określane mianem epidemii XXI wieku, występują przede wszystkim  w  krajach 
rozwiniętych.

Ludzie mogą nabywać nadwrażliwość na alergeny pokarm ow e trzema dro ­
gami [2], Najczęściej dochodzi do ich przenikania wraz ze spożyw anym  pokar­
mem. Drugą drogą jest przenikanie alergenów drogami oddechowym i, trzecią 
natomiast, spotykaną przede wszystkim  u dorosłych, jest kontakt ze skórą. W a­
runkiem koniecznym do rozwoju choroby alergicznej jest genetyczna skłonność 
do nadm iernego wytw arzania przeciwciał z grupy IgE.

Manifestacja kliniczna alergii pokarmowej może być bardzo różnorodna, za­
leży ona zarówno od rodzaju alergenu, jak i od osobniczej reakcji organizm u 
na antygen [3]. W ykazano, że początek i manifestacja chorób alergicznych są 
związane z wiekiem człowieka. Proces rozwoju schorzeń alergicznych oraz se­
kwencję pow staw ania i manifestacji uczuleń u dzieci przedstaw ia tzw. marsz 
alergiczny [2]. Pierwsze zetknięcie organizm u z alergenem pow oduje w ytw o­
rzenie swoistych przeciwciał z grupy IgE. Kolejny kontakt z alergenem w yw o­
łuje już objawy choroby. U niem owląt najczęściej dochodzi do reakcji ze strony 
przew odu pokarmowego, następnie pojawiają się zmiany na skórze, natom iast 
kolejnym etapem  (u dzieci kilkuletnich) jest występowanie chorób układu odde­
chowego (np. astma) oraz spojówek i śluzówki nosa.

W 1995 roku eksperci Światowej Organizacji Zdrowia i Organizacji N arodów  
Zjednoczonych ds. W yżywienia i Rolnictwa sklasyfikowali osiem grup  p roduk ­
tów spożywczych, których alergeny najczęściej wywołują alergie pokarm ow e u 
ludzi na całym świecie. Listę tę potwierdziła Codex Alimentarius Commission 
w 1999 r. Zyskała ona miano „Wielkiej ósemki" [4]. Najczęstszymi alergenami 
są białka: mleka, jaj, orzechów ziemnych, pozostałych orzechów, ryb, skorupia­
ków, soi oraz pszenicy [3,5].

Jaja są produktam i stanowiącymi istotny składnik diety człowieka. W skład 
jaja wchodzi: białko (56-61%), żółtko (27-32%) oraz skorupka (ok. 8-11%).
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Głównym składnikiem białka jaja jest w oda (ok. 88%) i część 
białkowa (ok.10%). Składnikami żółtka są: w oda — 50%, li­
pidy — 34% i białka — 16% [6]. Z licznych badań wynika, 
że większość czynników wywołujących alergie znajduje się 
w  białku jaja. Głównymi alergenami białka są: owom ukoid 
(Gal d l), owoalbum ina (Gal d2), owotransferyna (Gal d3) 
oraz lizozym (Gal d4) [7-12], W żółtku natomiast w ystępu­
je a-liwityna, która może uczulać drogą wziewną poprzez 
oddziaływanie cząstek alergenu na śluzówkę układu odde­
chowego [6].

Celem pracy było zebranie informacji na temat budow y i 
właściwości alergizujących ow om ukoidu występującego w 
białku jaj najczęściej spożywanych przez człowieka. Prze­
analizowano także sposoby inaktywacji tego alergenu.

B UD O W A  O W O M U K O IDU  BIAŁKA JAJA PTAKÓW

Owom ukoid jest to glikoproteina zawierająca 20-25% 
węglowodanów. W skład cząsteczki wchodzą trzy łańcu­
chy polipeptydowe ułożone liniowo i połączone wiązania­
mi peptydowym i, pełniące rolę inhibitorów proteaz sery- 
nowych. Budowę typowego ow om ukoidu przedstawiono 
na przykładzie ow om ukoidu białka jaja kurzego OMCHI 
(Rye. 1). Inhibitory wchodzące w skład ow om ukoidu nale­
żą do rodziny Kazała. Inhibitory z tej grupy wykazują ak­
tywność w stosunku do trypsyny, chym otrypsyny i trom- 
biny oraz innych enzym ów proteolitycznych [13]. Są to 
związki krótkołańcuchowe, zawierające zwykle 50-60 reszt 
aminokwasowych, w  których skład wchodzi najczęściej 6 
reszt cysteiny [14,15], Struktura cząsteczki jest „utrw alo­
na" przez 3 wiązania dwusiarczkowe, które występują w 
pozycjach: CysI-CysV, CysII-CysIV i CysIII-CysVI. Mostek 
dwusiarczkowy CysI-CysV powoduje powstanie pierwsze­
go koła (A-ring), mostek CysII-CysIV oddziela koło A od 
koła B (ang. B-ring), natomiast mostek CysIII-CysVI spra­
wia, że powstaje 3 koło (ang. C-ring) (Ryc. 2). O wom ukoid 
stanowi około 10% masy peptydów  białka jaja [16]. Posiada 
zwykle 7 centrów aktywnych, których umiejscowienie jest 
charakterystyczne dla gatunku ptaków  (Tab. 1). Chemiczną 
charakterystykę ow om ukoidu przedstaw iono w tabeli 2.

Owom ukoid większości ptaków, a także inne glikoprote- 
iny, zawierają w  swym składzie galabiozę (a-D-galaktoza 
1,4 D-galaktoza) [17-19].

W białku jaja kurzego (Gallus gallus) stw ierdzono obec­
ność ow om ukoidu OMCHI, który zbudow any jest ze 186 
reszt aminokwasowych [9]. Owom ukoid ten jest cząsteczką o 
masie molekularnej równej 28 000 Da i punkcie izoelektrycz- 
nym  rów nym  4,1 [16]. Struktura owom ukoidu „utrw alona" 
jest przez 9 wiązań dwusiarczkowych, występujących w 
pozycjach: Cys5-Cys44, Cys22-Cys41, Cys30-Cys62, Cys70- 
Cysl09, Cys87-Cysl06, Cys95-Cysl27, Cysl38-Cysl68, 
Cysl46-Cysl65 oraz Cysl54-Cysl86; miejsca aktyw ne zaś 
przy: Lys24, Arg89 oraz Alal03 [9,20]. W owom ukoidzie 
tym stwierdzono obecność inhibitora z rodziny Kazała, w y ­
stępującego w trzech izomerycznych formach: OMCHI-1, 
OMCHI-2 oraz OMCHI-3, zbudow anych — odpow iednio 
— z 60, 60 i 51 reszt aminokwasowych. Tworzą one trzy 
podwójne dom eny o właściwościach podobnych do białek 
globularnych. Inhibitory OMCHI wykazują aktywność an- 
tytrypsynową, antychym otrypsynową oraz antyelastynową 
[16]. O wom ukoid jest glikoproteiną, której cząsteczka zbu ­
dow ana jest z 20-25% reszt węglowodanowych. Dom eny I 
(OMCHI-1) i II (OMCHI-2) zawierają w sumie cztery łań­
cuchy węglowodanowe, natomiast dom ena III (OMCHI-3) 
zawiera jeden długi łańcuch w ęglowodanowy [16].

Znacznie rzadziej spożywane są przez ludzi jaja innych 
gatunków  ptaków: przepiórki japońskiej (Coturnix coturnix 
japónica), strusia afrykańskiego (Struthio camelus), gęsi do ­
mowej (Anser anser domestica), kaczki domowej (Anas dome­
stica), indyka (Meleagris gallopavo) czy gołębia (Streptopelia 
visoria).

Ponieważ przypuszcza się, że w owom ukoidach trzecia 
dom ena jest odpowiedzialna za większość reakcji im m uno­
logicznych organizmu człowieka [16,21,22], badania struk ­
tury inhibitorów wchodzących w skład większości owo- 
m ukoidów  skupiły się głównie na tym fragmencie. Trzecia 
dom ena ow om ukoidu białka jaja strusia zbudow ana jest z 
51 reszt aminokwasowych, miejsce aktywne znajduje się w

Ala Glu Val3 Asp Cys Ser Arg Phe Pro Asn Ala Thr Asp Lys Glu Gly 16

Lys Asp Val Leu Val Cys Asn Lys Asp Leu Arg Pro Ile Cys Gly Thr Asp Gly Val Thr 36

Tyr Thr Asn Asp Cys Leu Leu Cys Ala Tyr Ser Ile Glu Phe Gly Thr Asn Ile Ser Lys 56

Glu His Asp Gly Glu Cyś2 Lys Glu Thr Val Pro Met«8 Asn Cys Ser Ser Tyr Ala Asn Thr 76

Thr Ser Glu Asp Gly Lys Val Met Val Leu Cys Asn Arg Ala Phe Asn Pro Val Cys Gly 96

Thr Asp Gly Val Thr Tyr Asp Asn Glu Cys Leu Leu Cys Ala His Lys Val Glu Gin Gly 116

Ala Ser Val Asp Lys Arg His Asp Gly Gly Cyá27 Arg Lys Glu Leu Ala Ala Val Ser VaF36 136

Asp Cys Ser Glu Tyr Pro Lys Pro Asp Cys Thr Ala Glu Asp Arg Pro Leu Cys Gly Ser 156

Asp Asn Lys Thr Tyr Gly Asn Lys Cys Asn Phe Cys Asn Ala Val Val Glu Ser Asn Gly 176

Thr Leu Thr Leu Ser His Phe Gly Lys Cyá86 186

Rycina 1. Sekwencja aminokwasów w owomukoidzie białka jaja kurzego; pogrubioną czcionką zapisano sekwencję w inhibitorze OMCHI-1: VaI3-Cys62, OMCHI-2: 
Met68-Cysl27, OMCHI-3: Vall36-Cysl86, na podstawie [9], zmodyfikowane.
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Rycina 2. Sekwencja aminokwasów w domenie III owomukoidu znajdującego się 
w białku jaja strusia, na podstawie [23], zmodyfikowane.

nim  przy reszcie Leul3, natomiast mostki dwusiarczkowe 
m iędzy resztami: Cys3-Cys33, Cysll-Cys30 i Cysl9-Cys51 
(Ryc. 2). W skład trzeciego z homologów ow om ukoidu jaja 
gęsi domowej wchodzi 51 reszt aminokwasowych, miejsce 
aktyw ne znajduje się przy reszcie Vall3, wiązania d w u ­
siarczkowe natomiast między resztami: Cys3-Cys33, C y s ll-  
Cys30 i Cysl9-Cys51 [23]. W trzeciej domenie ow om uko­
idu białka jaja kaczki domowej wiązania dwusiarczkowe 
znajdują się między resztami: Cys3-Cys33, Cysll-Cys30, 
Cysl9-Cys51, centrum  aktywne natomiast przy M etl3  [16]. 
Domena III ow om ukoidu jaja indyka (OMTKY-3) zbudow a­
na jest z 51 reszt aminokwasowych (Ryc. 3), miejsce anty- 
chym otrypsynowe znajduje się przy reszcie Leul3, mostki 
dw usiarczkow e natomiast między resztami: Cys3-Cys33, 
C ysll-C ys30 i Cysl9-Cys51 [24,25]. O wom ukoid OMJPQ 
białka jaja przepiórki japońskiej zbudow any jest ze 186 
reszt aminokwasowych [25,26], Ciężar cząsteczkowy ow o­
m ukoidu wynosi 28 000 Da. Związek ten zawiera trzy izo­
m eryczne formy inhibitorów proteaz: OMJPQ-l, OMJPQ-2 
oraz OMJPQ-3. Struktura ow om ukoidu jest „utrw alona" za 
pom ocą 9 w iązań dwusiarczkowych, w  domenie III (OMJ- 
PQ-3) wiązania dwusiarczkowe występują m iędzy reszta­
mi: Cys3-Cys33, Cysll-Cys30 oraz Cysl9-Cys51 [25]. OMJ- 
PQ-2 posiada miejsce antytrypsynowe przy reszcie Lys89,

Tabela 2. Zawartość poszczególnych białek w białku jaja kurzego oraz chemiczna 
charakterystyka owomukoidu.

Białko jaja kurzego, % w szystkich białek [43-45]

O w oalbum ina 54

K onalbum ina 12

O w om ukoid 11

O w om ucyna 1.5

Lizozym 3.4

O w oinhibitor 0.5-1.5

Ow oglikoproteina 0.5-1.0

O w oflaw oproteina 0.8

O w ostatyna 0.5

Ow oglobulina 1.0

Cystatyna 0.05

A w idyna 0.05

O w om ukoid, mol m ol'1 [40]

Glukozam ina 15.0

Heksoza 12.0

M annow a 10.0

Kwas sialowy 0.05

Galaktoza 1.0

Reszta acetylowi 16.0

Związki azotowe 22.0

Tryptofan 0.0

Tyrozyna 5.0

H am ow anie trypsyny, % 96

OMJPQ-3 natomiast przy reszcie Lysl48 [20]. Owom ukoid 
wyizolowany z białka jaja gołębia sierpówki jest związkiem 
o ciężarze cząsteczkowym rów nym  29400 Da, bogatym w 
reszty galaktozy [7,27]. Inhibitory wchodzące w skład tego 
związku hamują aktywność trypsyny i chym otrypsyny.

MECHANIZM DZIAŁANIA ORAZ 
ZNACZENIE OWOMUKOIDU

O w om ukoid występujący w białku jaja ptaków  posiada 
zdolność ham owania trypsyny w stosunku 2:1, oraz prote­
olitycznych enzym ów bakteryjnych, przez co wywiera dzia­
łanie przeciwbakteryjne, pełniąc ważną funkcję ochronną w 
białku jaja [28,29]. Synteza ow om ukoidu jest regulowana 
przez horm ony steroidowe w  jajowodzie [12].

M echanizm działania ow om ukoidu jest taki sam, jak 
wszystkich innych inhibitorów niskocząsteczkowych [12]:

E + I C X<-> L* E + P

Tabela 1. Umiejscowienie centrów aktywnych w trzech domenach owomukoidów wybranych gatunków ptaków [12].

P3 P2 Pr P'r P '2 P '3 P '4
Przepiórka japońska Cys Pro Lys Asp Tyr Arg Pro

Struś afrykańska Cys Pro Leu Asp Tyr Met Pro

Emu Cys Ser Leu Glu Tyr Met Pro

Bażant (5 odmian) Cys Thr Met Glu Tyr Arg Pro

Kaczka Cys Thr Met Glu Tyr Met Pro

Indyk, Kuropatw a Cys Thr Leu Glu Thr Arg Pro

Gęś Cys Thr Val Glu Tyr Met Pro

Kura Cys Thr Ala Glu ASP Arg Pro

Czakalaka Cys Leu Gin Glu Gin Lys Pro
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Rycina 3. Inhibitor OMTKY-3 występujący w białku jaja indyka, na podstawie 
[13], zmodyfikowane.

gdzie E oznacza enzym, I oznacza inhibitor o nienaruszo­
nym  miejscu aktywnym, L jest to wolny, nonkowalentny 
półprodukt, C — stabilny, nieaktywny kompleks enzym u z 
inhibitorem w stosunku 1 :1 , X oraz L* — dw a półprodukty 
modyfikacji inhibitora, I* jest to zmodyfikowany inhibitor, 
w którym  miejsca aktywne uległy hydrolizie. W wyniku 
ham ow ania enzym ów powstaje bardzo stabilny kompleks 
połączony za pomocą miejsc aktywnych w inhibitorze oraz 
w enzymie.

O w om ukoid jest uw ażany za czynnik alergizujący dla 
człowieka [16,30,31]. Jest to alergen, który ulega trawieniu, 
dzięki czemu jest dobrze tolerowany po spożyciu, natomiast 
wywołuje pokrzywkę kontaktową po zetknięciu jaja ze skó­
rą [32], Alergia na białko jaja kurzego zazwyczaj zaczyna 
się we wczesnym dzieciństwie, noworodek może się uczulić 
w skutek obecności antygenów w mleku matki. Badania w y­
kazały możliwość wewnątrzmacicznego uczulenia płodu 
alergenami pokarm owym i [33].

U podłoża nadw rażliw ości na ow om ukoid  leży przede 
w szystk im  reakcja an tygenu z przeciw ciałam i IgE, w 
m niejszym  stopniu  natom iast z przeciw ciałam i IgG 
[6,16,21,31,32]. K ontakt organizm u z ow om ukoidem  p ro ­
w adzi do w zrostu  w ytw arzan ia  IgE, co jest przyczyną 
w ystąp ien ia  reakcji alergicznej. Substancje alergizujące 
aktyw ują limfocyty Th2, czego skutkiem  jest w y tw arza ­
nie cytokin. Cytokiny w pływ ają na zw iększone w ytw a­
rzanie IgE przez limfocyt B. N astępnie, IgE w iąże się na 
pow ierzchni kom órek tucznych i granulocytów  zasado- 
chłonnych, co prow adzi do degradacji kom órki i uw ol­
nienia m.in. histam iny, odpow iedzialnej za pow staw anie  
objaw ów  alergicznych u człowieka. Reakcja typu  T h l z 
kolei ham uje w ytw arzanie  IgE [34], W ow om ukoidzie 
s tw ierdzono obecność siedm iu epitopów  odpow iedzia l­
nych za reakcję im m unologiczną z paratopam i IgE [31]. 
Zostały one zlokalizow ane w łańcuchu po lipep tydow ym  
w miejscu reszt am inokw asow ych: 40-52, 56-66, 71-75, 
81-91,161-174 oraz 179-186.
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Budowa ow om ukoidu sugeruje, że długi łańcuch w ęglo­
w odanow y występujący w domenie III może pełnić funk ­
cję determ inanta antygenicznego w owomukoidzie, skie­
rowanego przeciwko IgE [32]. Badania Zhang i Mine [22] 
potwierdziły silne alergizujące właściwości dom eny III w 
owom ukoidzie białka jaja kurzego oraz związku łańcucha 
w ęglowodanowego z tymi właściwościami. Uważa się, że 
to właśnie łańcuch węglowodanowy, wchodzący w skład 
alergizujących glikoprotein, jest przyczyną immunologicz­
nej reakcji krzyżowej z innymi alergenami [31].

Wykazano, że pom iędzy alergenami jaj różnych ga tun ­
ków ptaków istnieje reakcja krzyżowa [35], Zjawisko to 
występuje, gdy przeciwciała IgE w ytworzone pierwotnie 
w kierunku jednego alergenu rozpoznają podobne białko 
pochodzące z innego źródła. Oddziaływanie między takimi 
białkami może sprowokować reakcję alergiczną. Jeżeli an ­
tygeny posiadają epitopy identyczne lub bardzo podobne, 
przeciwciała IgE nie rozpoznają różnic pomiędzy nimi. Za­
uważono, że jeśli homologia sekwencji reszt am inokwaso­
wych w epitopach wynosi mniej niż 50%, immunologiczna 
reakcja krzyżowa występuje rzadko, natomiast jeśli p rze­
kracza 70% — istnieje wysokie praw dopodobieństw o w y ­
stąpienia takiej reakcji [36], Antygeny reagujące krzyżowo z 
białkiem jaja kury wykryto w białku jaja indyka, gęsi, kaczki 
i mewy, a także we krwi kury [37], Stwierdzono istnienie ze­
społu drób-jajko, który łączy uczulenie na żółtko jaja z uczu ­
leniem na mięso drobiowe oraz uczuleniem w ziew nym  na 
ptasie pióra [31]. Owom ukoid wyizolowany z białka jaja go­
łębia wywołuje reakcję krzyżową z antygenem grupow ym  
krwi P l człowieka. Zjawiska tego nie stwierdzono w przy ­
padku ow om ukoidu znajdującego się w  białku jaja kurze­
go [27], Ponadto wiadomo, że obecność IgE skierowanych 
przeciwko alergenom jaja kurzego wiąże się ze zwiększo­
nym ryzykiem rozwoju innych chorób atopowych, takich 
jak astma, alergie na inne pokarmy, zapalenie skóry [38], 
Wyższe m iana IgE przeciwko owom ukoidowi są stw ierdza­
ne u osób chorych szczególnie źle znoszących kontakt z jaj­
kiem, zarówno bezpośredni, jak i bezdotykowy. Jednocze­
śnie udowodniono, że u dzieci nie tylko poziom IgE jest od ­
powiedzialny za predyspozycje do uczulenia, należy wziąć 
również pod uwagę inne zaburzenia immunologiczne [3], 
W ykazano także, że dzieci, w  surowicy których istnieją IgE 
swoiste dla epitopów sekwencyjnych owom ukoidu, w yka­
zują większą skłonność do przetrwania alergii na jaja w  po ­
rów naniu do dzieci posiadających fragmenty niesekwencyj- 
ne, które znacznie częściej wyrastają z uczulenia [30].

SPOSOBY ELIMINOWANIA 
AKTYWNOŚCI OWOMUKOIDU

Przeprow adzono szereg doświadczeń mających na celu 
określenie w pływ u różnych czynników fizycznych i che­
micznych na alergenność owom ukoidu. Ograniczanie im- 
m unogennych właściwości ow om ukoidu sprow adza się 
przede wszystkim do inaktywowania aktywności antytryp- 
synowej tego związku [31,39].

Badania wskazują na termostabilny charakter ow om uko­
idu [14,28,38,39]. Jednocześnie wykazano, że odczyn pH  jaja 
w pływ a zasadniczo na odporność na tem peraturę aktyw ­
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ności antytrypsynowej ow om ukoidu [31,39], Wartość pH  
w zrasta wraz z długością okresu przechowywania jaj. O b­
róbka termiczna jaj świeżych (pH 7,6) okazała się bardziej 
efektywna niż jaj przechowywanych dłużej [39-40].

Yang i wsp. [41] badali wpływ naświetlania roztw oru 
ow om ukoidu w tem peraturze pokojowej, używając lamp 
kobaltowych 60Co jako źródła światła, na biochemiczne 
właściwości tego związku. Podczas procesu roztw ór był 
nasycany tlenem, azotem lub tlenkiem azotu. Autorzy ci 
stwierdzili istotne obniżenie aktywności antytrypsynowej 
ow om ukoidu podczas naświetlania w  obecności azotu. 
Kato i M atsuda [20] w  doświadczeniu polegającym na in- 
kubow aniu owom ukoidu jaja kurzego i przepiórki japoń­
skiej w  obecności glukozy w temp. 50°C przy wilgotności 
względnej równej 65%, wykazali, że redukcja wolnych grup 
am inow ych oraz guanidynowych w owom ukoidzie pow o­
duje obniżenie aktywności proteolitycznej inhibitora.

Mechaniczne usunięcie ow om ukoidu z białka jaja kurze­
go spowodowało zdecydowane obniżenie im m unogennych 
właściwości tego pokarm u [31]. Prowadzone są również 
badania mające na celu inaktywację aktywności antytrypsy­
nowej owom ukoidu za pomocą modyfikacji genetycznych 
jaja [16,42],

PODSUMOWANIE

Jaja są produktam i stanowiącymi istotny składnik diety 
człowieka. Jednocześnie produkty te należą do najczęst­
szych alergenów pokarmowych. Z licznych badań wynika, 
że większość czynników wywołujących alergie znajduje się 
w  części białkowej jaja [43-45]. Jednym z najważniejszych 
alergenów jest owom ukoid (Gal d l), glikoproteina zawiera­
jąca 20-25% węglowodanów. W skład cząsteczki w chodzą 
trzy niezależne izomeryczne łańcuchy inhibitorów proteaz 
serynowych ułożone liniowo, połączone w iązaniami pep- 
tydowymi. Inhibitory wchodzące w skład ow om ukoidu 
należą do rodziny Kazała. Inhibitory z tej grupy wykazują 
aktywność w  stosunku do trypsyny, chym otrypsyny, trom- 
biny oraz innych enzymów proteolitycznych. Wykazano, że 
pom iędzy białkami jaj różnych gatunków ptaków istnieje 
immunologiczna reakcja krzyżowa. Przeprow adzono wiele 
dośw iadczeń mających na celu określenie w pływ u różnych 
czynników fizycznych i chemicznych na alergenność owo­
m ukoidu. Należy zwrócić uwagę na fakt, że dotychczas nie 
udało się wyeliminować właściwości alergizujących ow o­
m ukoidu, a jedynie je ograniczyć.
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ABSTARACT
Hen eggs are considered as the most common reason of a food allergy in humans. The most important allergens of egg white proteins are 
as follows: ovomucoid, lysozyme, ovalbumin and ovomucin. Ovomucoid is a Kazal-type protease inhibitor which accounts for about 10% 
of avian egg white protein. It is a glycoprotein containing 20 through 25% carbohydrates. The molecule of ovomucoid is composed of three 
hom ologous domains. All avian ovomucoid domains contain six cysteines in  similar location that form three intradomain disulfide bonds. 
Ovomucoid (Gal dl) is one of the major allergen in hen's egg. It is a glycoprotein comprising 186 amino acids, and it has a molecular w eight of 
28000 Da and an isoelectric point of 4.1. Ovomucoid has antibacterial activity resulting from its ability to inhibit bacterial proteolytic enzym es  
crucial for microbial growth. Many studies reveal that ovomucoid is a thermo stable molecule.
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Słowa kluczowe: HAX-1, apoptoza, migracja 
kom órek, endocytoza, potranskrypcyjna regu ­
lacja ekspresji

Wykaz skrótów: TCR (ang. T-cell receptor)
— receptory obecne na pow ierzchni limfocy­
tów  T; BCR (ang. B-cell receptor) — receptory 
obecne na powierzchni limfocytów B; 3'UTR 
(ang. 3 ' untranslated region) — region nie ulega­
jący translacji na 3' końcu transkryptu; A rp2 /3  
(ang. actin-related protein complex) — kom pleks 
białkow y regulujący reorganizację filam entów 
aktynow ych i przebudow ę cytoszkieletu; biał­
ka ABC (ang. ATP-binding cassette) — białka 
transportujące zawierające dom enę wiążącą 
ATP; MDR (ang. multidrug resistance) — rodzaj 
transporterów  ABC odpow iedzialny za opor­
ność wielolekową; BSEP (ang. bile salt export 
pump) - obecne w hepatocytach transportery 
ABC przenoszące kwasy żółciowe; ciałka PML
— struktury  jądrow e zawierające białko PML 
(ang. promyelocytic leukemia protein, białko bia­
łaczki promielocytowej), odgryw ają rolę w  
kontroli transkrypcji i m agazynow aniu okre­
ślonych białek; VDAC (ang. voltage-dependent 
anion channel) — kanał anionow y regulow any 
przez zm iany potencjału błonowego; ANT 
(ang. adenine nucleotide translocase) — translo- 
kaza nukleotydów  adeninowych

STRESZCZENIE

B iałko HAX-1, opisane po raz pierwszy w  1997 roku, ma własności antyapoptotyczne, 
wpływa na migrację komórek, endocytozę i, prawdopodobnie, na transport mRNA. Bu­

dowa domenowa białka HAX-1 wskazuje na jego podobieństwo do białek z rodziny Bcl-2, 
choć brak bezpośredniej hom ologii. Wykazano, że białko HAX-1 jest substratem proteazy 
Omi/HtrA2, odpowiedzialnej za degradację kaspaz, oraz jest inhibitorem kaspazy-9, co po­
woduje, że białko to jest bardzo istotnym regulatorem apoptozy. Odkryto szereg oddziały­
wań białka HAX-1, zarówno z białkami uczestniczącymi w  apoptozie, jak i zaangażowanymi 
w  proces migracji oraz tworzenie cytoszkieletu. Inne badania dowodzą wiązania się tego 
białka do 3' końców niektórych transkryptów, co sugeruje, że HAX-1 uczestniczy w  regulacji 
ekspresji określonych mRNA. Pewne dane wskazują na to, że regulacja ta może polegać na 
kontrolowaniu transportu transkryptów w  komórce. W ielofunkcyjność białka HAX-1 i jego 
zaangażowanie w  procesy kluczowe dla stanu komórki sugerują, że białko to może uczest­
niczyć w procesie now otworowym  i powstawaniu przerzutów (wykazano, że gen kodujący 
białko HAX-1 ulega nadeskpresji w  niektórych nowotworach). W iadomo także, że brak lub 
nadeskpresja genu kodującego białko HAX-1 jest przyczyną pewnych chorób dziedzicznych  
oraz chorób o charakterze system owym  (choroba Kostmanna, łuszczyca, twardzina układo­
wa). Dokładne zbadanie wszystkich funkcji tego białka może się zatem okazać bardzo istot­
ne z punktu w idzenia medycyny.

ODKRYCIE BIAŁKA HAX-1

Związanie się antygenu z kompleksem receptorów limfocytów T (TCR) lub 
limfocytów B (BCR) prow adzi do aktywacji tych komórek oraz ich proliferacji. 
Efektem tego procesu jest powstanie klonów limfocytów B — wydzielających 
określone przeciwciała — lub limfocytów T, wypełniających swoje funkcje po­
mocnicze lub cytotoksyczne. Innym skutkiem aktywacji receptorów limfocytów 
może być wywołanie, na drodze apoptozy, śmierci komórek rozpoznających 
swoiste antygeny. M echanizmy prowadzące do aktywacji procesu proliferacji 
lub śmierci komórki po przekazaniu sygnałów od receptorów do komórki nie 
zostały jeszcze w  pełni poznane. Pierwszą odpow iedzią na zw iązanie się an ­
tygenu z receptorem  jest natychmiastowa aktywacja niereceptorowych kinaz 
tyrozynowych, jak Syk, oraz kinaz należących do rodziny Src (Lyn, Fyn, Lek, 
i Blk). Prowadzi to do fosforylacji wielu w ew nątrzkom órkow ych białek, mię­
dzy innymi: fosfolipazy C yl i Cy2, kinazy fosfatydyloinozytolu-3 oraz białka 
aktywującego GTPazę Ras. Fosforylacja reszt tyrozyny jest m echanizm em  po ­
wszechnie w ykorzystyw anym  do regulacji procesów biologicznych, nie tylko 
proliferacji i indukcji śmierci komórki, jak ma to miejsce w limfocytach, ale także 
w takich zjawiskach, jak migracja i różnicowanie. Końcowym etapem  przekazy­
wania sygnału od receptorów jest indukcja ekspresji genów kodujących czynni­
ki transkrypcyjne, takich jak c-myc czy c-fos, które decydować będą o dalszych 
losach komórki [1].

Jednym z białek, które podlega fosforylacji przez kinazy tyrozynow e tuż po 
aktywacji receptorów limfocytów B i T, jest HS1 (ang. hematopoietic specific protein
1) [2,3]. W limfocytach B HS1 jest fosforylowane przez współpracujące ze sobą 
kinazy Lyn i Syk, a w  limfocytach T — przez kinazy Fyn i Zap-70. Białko to w y ­
stępuje tylko w  kom órkach hematopoetycznych i, pom im o że posiada sygnał lo­
kalizacji jądrowej, umiejscawia się głównie w  cytoplazmie w  nieaktywowanych 
limfocytach B. Pod w pływ em  fosforylacji ulega ono jednak przemieszczeniu do 
jądra komórkowego, przekazując dalej sygnał od aktyw ow anych receptorów 
[4]. HS1 może być także fosforylowane przez kinazę serynowo-treoninową CK2, 
która in vitro w zm aga fosforylację tego białka przez kinazy tyrozynow e [5].

HS1 zawiera na końcu am inowym  zasadowy m otyw oraz powtarzającą się 
trzy i pół raza sekwencję, zw aną powtórzeniem  kortaktynow ym  lub HS1 (ang. 
cortactin or HS1 repeat), składającą się z 37 reszt aminokwasowych. Ta pow ta­
rzająca się sekwencja wykazuje podobieństwo do m otywów wiążących DNA
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Rycina 1. Porównanie budowy białka HS1 i kortaktyny. Objaśnienia skrótów: Z 
— motyw zasadowy, P — powtórzenie kortaktynowe/HSl, H — kwaśna a-hełi- 
sa, BP — region bogaty w prolinę, SH3 — domena o homologii do Src. Obecność 
większej ilości powtórzeń P w kortaktynie zapewnia większe powinowactwo do 
filamentów aktynowych.

0 budow ie helisa-pętla-helisa, występujących w  prokario- 
tycznych białkach regulatorowych. Prawdopodobnie także 
cała sekwencja pow tórzeń tw orzy strukturę typu helisa-pę­
tla-helisa (Ryc. 1). Koniec karboksylowy HS1 zawiera mo­
tyw SH3 (ang. Src-homology 3) oraz kwaśną a-helisę [6],

Badania nad myszami z uszkodzonym  (ang. knockout) 
genem Hclsl (ang. hematopoietic celi specific Lyn substrate T), 
kodującym białko HS1, wykazały, że brak HS1 nie powo­
dował żadnych zmian w  rozwoju limfocytów T i B. Jednak 
po zw iązaniu się antygenów z receptorami BCR lub TCR 
zaham ow ana była proliferacja zarówno limfocytów T, jak
1 B oraz produkcja przeciwciał niezależna od limfocytów 
T. Dodatkowo wykryto, że limfocyty B pochodzące z jamy 
otrzewnowej tych myszy były oporne na indukcję apopto- 
zy, w yw ołaną usieciowaniem za pomocą immunoglobin 
rozpoznających receptory limfocytów B.

W 1997 roku Suzuki i wsp. szukali, za pomocą systemu 
dw uhybrydow ego, białek, które oddziaływałyby z białkiem 
HS1 człowieka. Odkryli oni, że HS1 wiąże się z jeszcze nig­
dy wcześniej niezidentyfikowanym białkiem, które nazwali 
HAX-1 (ang. HSl-associated protein X-1) [7]. Z biegiem lat 
w licznych niezależnych badaniach wykazano, że białko 
HAX-1 ma wiele innych partnerów  białkowych (kortakty- 
nę i policystynę-2 [8], G a13 [9], Vpr [10], K15 [11], EBNA-LP 
[12], interleukinę-1 [13], H trA 2/O m i [14]) oraz że może od ­
działywać z kwasami rybonukleinowym i (3' UTR w mRNA 
w im entyny [15]).

BIAŁKO HAX-1 A CYTOSZKIELET I PROCES MIGRACJI

Wykonując immunoprecypitację lizatów komórkowych, 
udow odniono, że oddziaływ anie pomiędzy HS1 a HAX-1 
zachodzi także in vivo [7]. Sprawdzając za pomocą systemu 
dw uhybrydow ego oddziaływ anie pom iędzy HAX-1 a po­
szczególnymi fragmentami HS1, wykazano, że za tworze­
nie się kompleksu z HAX-1 odpow iedzialny jest fragment 
obejmujący reszty am inokwasowe od 27 do 66 włącznie, 
czyli fragm ent umiejscowiony na końcu aminowym, obej­
mujący początek m otyw u zasadowego. Fragment ten wyka­
zuje ogrom ne podobieństwo (aż 75%) do kortaktyny/EM S1, 
białka występującego prawie w e wszystkich tkankach, cho­
ciaż nie występuje w  większości komórek hematopoetycz- 
nych.

Na homologii końca am inowego kortaktyny i HS1 podo­
bieństwa się nie kończą: kortaktyna zawiera także powyżej

w spom niany powtarzający się motyw, tylko jest on znacz­
nie dłuższy — zawiera aż 6 i pół powtórzenia — a na końcu 
karboksylowym znajduje się też dom ena SH3 (Ryc. 1). Ko­
lejną cechą wspólną jest to, że kortaktyna stanowi substrat 
kinazy tyrozynowej Src, należącej do tej samej rodziny co 
kinazy fosforylujące HS1. W tej sytuacji nie dziwi fakt, że 
wykazano tworzenie kompleksów HAX-1 także z kortakty- 
ną [8],

Mimo tak dużych podobieństw  w budow ie funkcje tych 
dwóch białek są odmienne. Kortaktyna, kodowana przez 
onkogen EMS1, ulega nadekspresji w komórkach płaskona- 
błonkowego raka głowy i szyi oraz w nowotworach sutka 
[16]. Białko to ma przede wszystkim związek z cytoszkiele- 
tem. Potrafi się łączyć zarówno z filamentami aktynowymi 
(za to oddziaływanie odpowiedzialne są wyżej w spom niane 
charakterystyczne powtórzenia sekwencji), jak i z kom plek­
sem białkowym A rp2/3 , biorącym udział w  polimeryzacji 
nowych filamentów aktynowych [17]. Kortaktyna lokalizuje 
się przede wszystkim w cytosolu, skąd po aktywacji przez 
małe białko G, Racl, przemieszcza się na obrzeża komórki
[18]. Można ją odnaleźć w miejscach opłaszczonych przez 
klatrynę oraz związaną z filamentami aktynowymi, które 
dochodzą do tego obszaru. Kortaktyna tworzy także kom ­
pleks (poprzez domenę SH3) z dynaminą, dużą GTPazą, 
wraz z którą bierze udział w  procesie endocytozy.

Uszkodzenie genu kodującego kortaktynę powoduje za­
ham owanie endocytozy zależnej od receptorów, lecz nie 
hamuje pinocytozy. Gdy ham owano endocytozę cytocha- 
lazyną (alkaloidem zapobiegającym polimeryzacji filamen­
tów aktynowych), kortaktyna znikała z miejsc endocytozy, 
jednak dynam ina pozostawała bez zmian. Oznacza to, że 
to dynam ina pozyskuje kortaktynę podczas endocytozy w 
sposób zależny od aktyny. Dynamina bierze przede w szyst­
kim udział w odłączaniu się pęcherzyków endocytarnych 
od błony komórkowej, a kortaktyna może być łącznikiem 
pomiędzy nią a cytoszkieletem [19,20],

Inną funkcją spełnianą przez kortaktynę w komórce jest 
jej udział w tw orzeniu tzw. podosom ów. Podosom y są to 
punktow e, istniejące w komórce przez krótki czas i bar­
dzo dynam iczne, połączenia komórkowe, wiążące ją z m a­
cierzą pozakom órkow ą. W ykryto je przede w szystkim  w 
kom órkach m ezenchym alnych oraz liniach kom órkowych 
w yprow adzonych z osteoklastów i białaczek człowieka. 
Podosom y składają się z takich samych białek, co hemi- 
desmosomy, które w iążą komórki z błoną podstaw ną, 
jednak w  ich skład w chodzą także: żelsolina, dynam ina i 
kortaktyna. Tworzenie się podosom ów  uzależnione jest od 
fosforylującej kortaktynę kinazy Src, na co wskazuje fakt, 
że liczba podosom ów  w kom órkach wzrastała pod w pły ­
wem  nadekpresji tej kinazy. Oprócz tego wykryto, że na- 
dekspresja genu kodującego kortaktyny w komórkach, w 
których norm alnie jego ekspresja nie zachodziła (komórki 
linii pozyskanej ze śródbłonka pępowiny), pow odow ała 
w zrost ich migracji [21].

Kortaktyna jest zatem  białkiem regulującym wiele pro ­
cesów kom órkow ych zw iązanych z cytoszkieletem. Fakt, 
że takie same białka mogą brać udział zarów no w proce­
sach adhezji, jak i migracji, nie pow inien dziwić, poniew aż
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są to białka regulatorowe, kontrolujące proces przem iesz­
czania się komórki. Proces ten jest sekwencją zdarzeń, po ­
legającą na przyw ieraniu do podłoża uw ypukleń  kom ór­
ki, przepływ ie cytoplazm y do tych w ypustek, a na koń­
cu — na odłączeniu od podłoża obszaru komórki, który 
znajduje się po stronie przeciwnej do w ypustek. N asuw a 
się zatem  oczywisty wniosek, że białko HAX-1, oddziału ­
jąc z kortaktyną, w pływ a na wyżej wym ienione zjawiska. 
N a potw ierdzenie tej tezy m ożna przytoczyć doniesienia, 
że HAX-1 wiąże się nie tylko z kortaktyną, ale i innymi 
białkam i zaangażow anym i w proces migracji: policystyną- 
2 [8] i G a13[9],

Policystyna-2 jest białkiem kodow anym  przez gen PKD2 
(ang. polycystic kidney disease 2), zm utow anym  u prawie 
wszystkich osób chorujących na torbielowate zwyrodnienie 
nerek. Policystyna-2 składa się z sześciu dom en transbłono- 
w ych i zawiera na końcu karboksylowym m otyw EF-hand, 
który wiąże wapń. Oprócz tego policystyna-2 wykazuje 
bardzo dużą homologię do podjednostki a 1 kanału w apnio­
wego zależnego od potencjału błonowego, a jej koniec kar­
boksylowy oddziałuje z TRPC1, kanałem w apniow ym  akty­
w ow anym  pod w pływ em  uwalniania wew nątrzkom órko­
w ych zapasów  Ca2+ [22], Wszystko zatem wskazuje, że po- 
licystyna-2 może być białkiem kanałowym. Drugim genem, 
w  którym  znaleziono mutacje u chorych na torbielowatość, 
jest PKD1, kodujący policystynę-1, białko homologiczne do 
policystyny-2. Policystyna-1 jest praw dopodobnie białkiem 
błonowym , biorącym udział w  oddziaływaniach m iędzy­
kom órkowych i kontaktach pom iędzy komórką a macierzą 
pozakom órkową.

W ykryto, że policystyna-1 i -2 oddziałują pom iędzy sobą 
za pomocą końców karboksylowych, które skierowane są 
do środka komórki w stronę cytoplazmy. Oznacza to, że 
m ogą one wchodzić w skład tego samego kompleksu bło­
now ego lub mogą być częścią jakiegoś szlaku przekazyw a­
nia sygnałów do komórki. Sama policystyna-2 także jest w 
stanie tworzyć homodimery, wiążąc się pomiędzy sobą za 
pom ocą końców karboksylowych [23],

Kiedy z użyciem systemu dw uhybrydow ego starano się 
dowiedzieć, jakie białka oddziałują z końcem am inowym  
policystyny-2, wykryto, że z pętlą znajdującą się pomiędzy 
piątą a szóstą domeną transbłonową wiąże HAX-1. O ddzia­
ływanie to jest specyficzne, ponieważ nie wykryto oddzia­
ływania pom iędzy HAX-1 a piątą pętlą białka kodowanego 
przez PKD2L (policystyna-L), które jest bardzo podobne do 
policystyny-2. Stwierdzono, że HAX-1 i policystyna-2 w y­
stępują w komórkach razem w siateczce śródplazmatycznej, 
a w  komórkach migrujących zauważono, że HAX-1 wraz z 
policystyną-2 ulegają przeniesieniu na obrzeża komórek, 
w  tym  do lammelipodiów. Dalsze badania wykazały, że w 
lam m elipodiach HAX-1 kolokalizuje także z kortaktyną [8], 
Jak już w spom niano wcześniej, rozmieszczenie kortaktyny 
na obrzeżach komórek uzależnione jest od aktywności m a­
łego białka wiążącego GTP, Racl. Okazuje się, że aktywność 
policystyny-2 jest także uw arunkow ana działalnością m a­
łych białek G: Cdc42, Rho i Racl, które zaangażowane są 
w  regulację, takich procesów jak: organizacja cytoszkieletu 
aktynowego, migracja, ukształtowanie komórki, adhezja i 
ustalenie polarności [24,18], HAX-1 może zatem stanowić

element łączący policystynę-2 z cytoszkieletem aktyno­
wym.

Innym  dow odem  pośrednim  na zaangażow anie białka 
HAX-1 w  regulację migracji kom órek jest jego oddziały ­
w anie z G a )y podjednostką a  heterotrim erycznego białka 
wiążącego GTP (białko G) [9]. Białko G pośredniczy w w ie­
lu szlakach indukow anych przez receptory, a G a 13 i G a p, 
należące do tej samej rodziny podjednostek a, uznaje się 
za kluczowe regulatory przekazyw ania sygnału, m iędzy 
innym i w  szlakach prow adzących do aktywacji małego 
białka Rho, które kontroluje przebudow ę cytoszkieletu i 
w zrost kom órek [25]. Małe białko Rho zaangażow ane jest 
także w  tw orzenie w łókien naprężeniow ych, będących 
wiązką filamentów aktynow ych o kształcie igły, oraz tzw. 
kontaktów  ogniskowych (ang. focal adhesion sites), tw o­
rzących się w  miejscu przylegania komórki do podłoża 
kom pleksów  białkowych, od których odchodzą wiązki 
filam entów aktynow ych [26]. Aktywność GTPazowa G a p 
i G a p stym ulow ana jest przez p l l5  RhoGEF (ang. Rho 
guanine nucleotide exchange factor), który odłącza GDP od 
GTPazy, pozwalając na przyłączenie się nowej cząsteczki 
GTP. Połączenie RhoGEF z G a p3 um ożliw ia w ym ianę nu- 
kleotydów  guaninow ych na GTPazie Rho, a połączenie 
RhoGEF z G a p ham uje aktywność małego białka Rho [27]. 
Inną w ażną różnicą pom iędzy tymi dw iem a podjednost- 
kami jest także fakt, że G a 13 stymuluje migrację komórek, 
a G a 12 — jej nie stym uluje [28].

Wiązanie pomiędzy HAX-1 a G a13 jest wysoce specyficz­
ne. Nie wykryto natomiast żadnych oddziaływań pomiędzy 
HAX-1 a G air  Dodatkowo wykazano, że HAX-1, G aiy kor- 
taktyna oraz małe białko Racl mogą wspólnie tworzyć duży 
kompleks [9], Wiadomo, że migracja komórek wymaga, pro­
mowanego przez Racl, tworzenia filamentów aktynowych 
przy wysuwającej się krawędzi komórki [29], a aktywacja 
małego białka Rho przez G a13 zostaje zniesiona przez HAX- 
1 [9]. Dlatego postuluje się istnienie mechanizmu, w  którym 
zasadnicze znaczenie ma HAX-1, decydującego o tym, czy 
komórka migruje, czy ulega adhezji (Ryc. 2). Jeśli HAX-1 po­
łączony byłby z G a]3 dochodziłoby do utworzenia poczwór­
nego kompleksu z kortaktyną i Racl, co prowadziłoby do 
zapoczątkowania polimeryzacji aktyny oraz przemieszcza­
nia się komórki. Odłączenie HAX-1 od G a13 powodowałoby 
aktywację małego białka Rho i stymulowałoby adhezję.

Rycina 2. Model regulacji migracji i adhezji przez białko HAX-1 (na podstawie 
[10]). Interakcja białka HAX-1 z G a13 prowadzi do utworzenia kompleksu z biał­
kiem Rac i kortaktyną, co inicjuje migrację komórki, hamując jednocześnie drogę 
alternatywną, czyli wiązanie do Ga13 białka Rho i stymulację adhezji.
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WPŁYW HAX-1 NA ENDOCYTOZĘ

Jak wspom niano powyżej, wiążąca się z HAX-1 kortak- 
tyna zaangażow ana jest m iędzy innymi także w proces en- 
docytozy. Okazuje się, że w pływ  na ten proces może mieć 
również HAX-1. Ortiz i wsp. [30], szukając partnerów  dla 
trzech białek typu ABC: MDR1, MDR2 i BSEP, znaleźli tylko 
jednego — właśnie HAX-1. Białka ABC (ang. ATP-binding 
cassette) są to zależne od ATP transportery, które zajmują się 
uwalnianiem  poszczególnych składników żółci z hepatocy- 
tów do kanalików żółciowych w wątrobie. MDR1 można 
znaleźć nie tylko w hepatocytach, ale także m.in. w dużych 
ilościach w  nadnerczach, w  trochę mniejszych — w nerce 
oraz w płucach i innych tkankach [31]. Jest on składnikiem 
bariery krew  — mózg, poza tym stwierdzono jego udział w 
transporcie leków. Transportując leki z pow rotem  do krwi, 
przyczynia się do pow staw ania lekooporności [32]. MDR2 
zajmuje się transportem  organicznych anionów [33], a BSEP 
— transportem  sprzężonych kwasów żółciowych [34].

Bardzo istotną kwestią jest lokalizacja transporterów 
ABC w hepatocytach, gdyż m uszą się one znajdować w bło­
nie komórkowej po stronie, która nie przylega ani do pod ­
łoża, ani do innych komórek, tylko skierowanej do światła 
kanalika żółciowego. Badając lokalizację HAX-1 i BSEP w 
komórkach przylegających do podłoża, wykryto, że oba 
białka znajdowały się po apikalnej, odsłoniętej stronie ko­
mórki. Gdy wyciszono ekspresję HAX-1, okazało się, że 
pomimo iż nie ma ono w pływ u ani na okres połowicznego 
zaniku ani na szybkość transkrypcji i translacji czy też trans­
port BSEP do apikalnej błony komórkowej, to ilość BSEP w 
błonie wciąż wzrastała. Oznaczało to, że brak HAX-1 musiał 
hamować endocytozę, co potwierdzała obecność HAX-1 w 
pęcherzykach endocytarnych [30].

WIĄZANIE I TRANSPORT TRANSKRYPTÓW:
ROLA HAX-1 W EKSPORCIE Z JĄDRA?

W trzech niezależnych badaniach wykryto, że białko 
HAX-1 jest partnerem  aż trzech białek wirusowych: EBNA- 
LP [12], K15 [11] i Vpr [10],

EBNA-LP (nazywane także EBNA5, ang. Epstein-Barr vi­
rus nuclear antigen 5) jest wirusowym  białkiem jądrowym, 
zaangażow anym  w proces unieśmiertelniania komórek 
zakażonych wirusem  Epsteina — Barr (EBV), zakażający 
przede wszystkim  komórki nabłonkowe oraz limfocyty B. 
Wraz z innym  białkiem, EBNA2, pojawia się w  komórce już 
na początku zakażenia wirusowego. Wykryto, że EBNA- 
LP, w  zależności od fazy cyklu komórkowego, może być w 
różny sposób ufosforylowane na resztach seryny (praw do­
podobnie przez kinazy p34cdc2 lub CKII). W późnej fazie G1 
jest hypofosforylowane, a fazie G, — hyperfosforylowane 
[35]. Oprócz tego wiadomo, że białko to może oddziaływać 
z supresoram i nowotworów, TP53 i RBI (retinoblastoma), 
i w  ten sposób wywołać wejście w  cykl mitotyczny [36], co 
stanowi bardzo w ażny etap w  cyklu życiowym herpeswiru- 
sów, do których należy EBV.

W liniach kom órkowych uzyskanych z limfoblastoidów 
(limfocyty transform owane EBV) EBNA-LP lokalizuje się 
przede wszystkim w  przedziałach jądra komórkowego

zwanych ciałkami PML (ang. PML bodies; może ich być od 
10 do 30 w  jądrze), a w  komórkach nietransform owanych 
— w nukleoplazmie. Ham owanie proteosom u p o w o d u ­
je przemieszczenie się EBNA-LP do jąderka [37], Ciałkom 
PML przypisuje się rolę dosłownie we wszystkich najw aż­
niejszych procesach jądrowych: w  transkrypcji, w  nap ra ­
wie DNA, obronie przed wirusami, w  stresie, w  regulacji 
cyklu komórkowego, proteolizie i apoptozie [38,39]. Białko 
EBNA-LP zwiększa aktywację transkrypcji genów  w iru ­
sowych indukow aną przez EBNA2 [40], a z drugiej strony 
zmniejsza ekspresję genów kodowanych w genomie zaka­
żonej komórki oraz niektórych genów wirusow ych poprzez 
ham owanie poliadenylacji pre-mRNA, w w yniku czego 
nie dochodzi do eksportu mRNA z jądra kom órkowego do 
cytoplazmy. Nie w iadom o dokładnie, jaki jest m echanizm  
ham owania poliadenylacji (być może EBNA-LP wiąże się z 
3' UTR pre-mRNA lub z elementem kompleksu poliadeny- 
lacyjnego) ani jaki jest mechanizm wybiórczości. W iadom o 
tylko, że na represję poliadenylacji nie wpływają introny, a 
to, które geny mają zaham owaną ekspresję, zależy od ich 
położenia na chromosomach [41],

Z oddziaływania HAX-1 z EBNA-LP może zatem  w yni­
kać, że pełni ono jakąś funkcję związaną z m etabolizm em  
RNA. Znane są badania wykazujące, że HAX-1 oddziałuje 
z 3' UTR mRNA wim entyny [15]. W imentyna jest białkiem 
cytoszkieletu, składnikiem filamentów pośrednich w  wielu 
komórkach. Kluczowa rola 3' UTR w lokalizacji mRNA w 
odpow iednim  miejscu w  komórce jest powszechnie znana 
[42], Na 3'UTR transkryptu w im entyny znajduje się silna 
struktura spinki do włosów, wiążąca białko HAX-1. Rów­
nocześnie wiadomo, że 3'UTR transkryptu w im entyny ma 
znaczenie dla jego lokalizacji w komórce, zaś zaburzenia 
tej lokalizacji powodują zmiany w  morfologii kom órki i jej 
ruchliwości [43]. Istnieje więc uzasadnione przypuszczenie, 
że to HAX-1 jest odpowiedzialne za regulację transportu  
mRNA wimentyny. Zaangażowanie białka HAX-1 w  regu ­
lację transportu mRNA wim entyny dodatkowo potw ierdza 
związki tego białka z cytoszkieletem i procesem migracji.

Inną funkcją, wiążącą białko HAX-1 z jądrem  kom órko­
wym, jest im port białek z cytoplazmy do jądra. Znanych 
jest kilka białek wiążących HAX-1, które pod w pływ em  
odpowiedniego bodźca ulegają przemieszczeniu do jądra 
komórkowego (HS1, prohibityna 2, pre-interleukina-la). 
W przypadku pre-interleukiny-la (pre-IL-la) okazało się, 
że HAX-1 ma bardzo istotny wpływ na to przemieszczanie, 
gdyż jego wyciszenie powoduje zaham owanie transportu  
pre-IL-la do jądra [44], Sugerowałoby to w ahadłow e krąże­
nie białka HAX-1 pom iędzy jądrem  a cytoplazmą, zw iązane 
z transportem  różnego typu cząsteczek.

REGULACJA APOPTOZY PRZEZ HAX-1

Odpowiedź na pytanie, czy HAX-1 ma wpływ  na proces 
apoptozy, kryje się chyba już w samej budowie białka HAX-1 
(Ryc. 3).

Analiza sekwencji białka HAX-1 wykazała, że zaw iera 
ono fragm ent o niewielkiej homologii do proapoptotycz- 
nego białka BNIP3 (wcześniej nazyw ane Nip3) z rodziny  
Bcl-2 [7]. Dalsze podobieństw a do tej rodziny białkowej,
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A nty-apoptotyczne 

BH3 BH1 BH2

■ H  Domeny BH1.BH2.BH3 

H H H  Domena BH4

J Domena transbłonowa (ang. TransMembrane Domairi)

»  Region sekwencji HAX-1 wykazujący słabe podobieństwo do BNIP3

Rycina 3. Porównanie schematu budowy białka HAX-1 z wybranymi białkami z 
rodziny Bcl-2; zaznaczono obecność domen BH oraz domeny wewnątrzbłonowej 
(TMD). Białka Bid i BNIP3 należą do grupy pro-apoptotycznych białek z rodziny 
Bcl-2 posiadających tylko jedną domenę BH — domenę BH3 (tzw. „BH3 only"). 
W białku HAX-1 znajduje się region o słabym podobieństwie do białka BNIP3. 
Obecność dwóch domen BH jest nietypowa dla większości białek z rodziny Bcl- 
2; stwierdzono ją tylko dla białek pochodzenia wirusowego (BHRF1). Pozostałe 
białka przedstawione na rycinie są białkami występującymi u ssaków.

to obecność w  białku HAX-1 dw óch dom en BH (ang. Bcl- 
2 homology): BH1 i BH2, czyli dom en homologicznych do 
występujących w białkach z rodziny Bcl-2 [8], Białko Bcl-2 
zostało zidentyfikowane w 1984 roku. Jego nazw a w yw o­
dzi się z odkrycia, że region chrom osom u 18, kodujący Bcl- 
2, m oże ulec translokacji na chrom osom  14 (wraz z c-myc 
zlokalizow anym  na chrom osom ie 8), dostając się pod silny 
w pływ  enhancera allelu, kodującego łańcuch ciężki p rze­
ciwciała, w  w yniku czego może dojść do rozwoju białaczki 
kom órek B (ang. B cell leukemia-2) [45]. Rodzina Bcl-2 skła­
da się z białek w różny sposób zaangażow anych w proces 
apoptozy, co stało się podstaw ą do ich podziału na trzy 
klasy (Ryc. 3):

1. antyapoptotyczne białka w ielodomenowe składające się 
z czterech dom en homologii Bcl-2 (BH1, BH2, BH3 i BH4), 
do których należą: Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1 i A l;

2. proapoptotyczne białka w ielodomenowe mające trzy do ­
meny homologii Bcl-2 (BH1, BH2 i BH3), takie jak: Bak, Bax 
i Bok;

3. proapoptotyczne białka mające tylko domenę BH3 (BH3- 
only), takie jak: Bim, Bad, Bid, Bik, Bmf, Puma, Noxa i Hrk 
(BNIP3 także zawiera tylko domenę BH3).

G łówną rolę w  procesach apoptotycznych odgrywają 
przede wszystkim proapoptotyczne białka w ielodom eno­
we, odpowiedzialne za indukcję apoptozy na drodze akty­
wacji szlaku mitochondrialnego, prowadzącego do w yw oła­
nia przepuszczalności błon m itochondrialnych i uwolnienia 
z przestrzeni międzybłonowej proapoptotycznych białek, 
takich jak: cytochrom c, H trA 2/O m i, AIF, endonukleaza G 
i Smac/DIABLO [46]. Białka antyapoptotyczne oraz białka 
zawierające tylko domenę BH3 spełniają przede wszystkim 
funkcje regulacyjne. Białka antyapoptotyczne są inhibitora­
mi w ielodom enowych białek proapoptotycznych, a białka 
zawierające tylko domenę BH3 mogą być inhibitorami bia­
łek anty apoptotycznych (Noxa, Bad, Puma, Hrk, Bmf, Bim) 
lu b /o raz  aktywatoram i białek w ielodomenowych proapop ­
totycznych (tBid, Bim, Puma) [47].

Zauw ażono, że obraz m itochondriów, z których uw al­
niane są składniki proapototyczne, może być zupełnie 
różny: albo m itochondria są napęczniałe i mają rozerw a­
ną zew nętrzną błonę m itochondrialną, albo wyglądają na 
niezm ienione. Dlatego pow stały aż cztery niewykluczają- 
ce się hipotezy dotyczące tego, w  jaki sposób białka w ie­
lodom enow e są w  stanie wywołać przepuszczalność błon 
mitochondrialnych. Najstarszą z nich jest hipoteza zw ią­
zana z istnieniem tzw. m egakanału m itochondrialnego 
(PTP, ang. permeability transition pore). W skład tego kanału 
w chodzą m iędzy innymi: VDAC (kanał anionow y zależny 
od potencjału błony), znajdujący się w zewnętrznej bło­
nie m itochondrialnej oraz, połączona z nim, translokaza 
nukleotydów  adeninow ych (ANT), zlokalizowana w w e­
wnętrznej błonie mitochondrialnej. Oba te białka tw orzą 
trzon m egakanału m itochondrialnego, łączącego macierz 
m itochondrialną z cytoplazmą. W skład m egakanału m ito­
chondrialnego może wchodzić także Bax, które stym uluje 
jego otwarcie. Wielkość poru  jest wystarczająco duża, by 
w ypuścić cytochrom  c z m itochondriów  (zwłaszcza, że cy­
tochrom  c występuje także w macierzy mitochondrialnej), 
jednak nie tłumaczy to uw alniania pozostałych większych 
cząstek proapoptotycznych z przestrzeni m iędzybłono­
wej. Dlatego uw aża się, że otwarcie m egakanału m ito­
chondrialnego prow adzi do napływ u do macierzy w ody 
i cząsteczek rozpuszczonych, a w  efekcie do napęcznienia 
m itochondriów  i rozerw ania zewnętrznej błony m itochon­
drialnej [48],

Druga hipoteza, tłumaczącą uwalnianie cząsteczek pro ­
apoptotycznych z przestrzeni międzybłonowej, sugeruje 
tworzenie kanałów przez Bak lub Bax. Zauważono, że sam 
Bax po aktywacji, polegającej na odsłonięciu końca am ino­
wego i karboksylowego przez tBid oraz inny nieznany czyn­
nik, w budow uje się w  zewnętrzną błonę mitochondrialną i 
może tam tworzyć oligomery [49], Bak, zawsze zlokalizo­
w any w błonie, jest także w stanie oligomeryzować. Wyli­
czono, że do utworzenia kanału przez B ax /Bak, zdolnego 
uwolnić cytochrom c, potrzebne są tylko cztery cząsteczki 
[50], Za tworzenie się kanałów odpowiedzialne są dom eny 
BH1 i BH2, czyli te, które posiada także HAX-1; co więcej,
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wykazano, że HAX-1 jest w  stanie tworzyć homodimery in 
vivo [14].

Większość kanałów tworzonych przez białka z rodziny 
Bcl-2 powstaje w niefizjologicznym, zbyt kwaśnym  pH i ma 
za małą średnicę, by uwolnić inne cząsteczki. Dlatego postu­
luje się, że w  skład takiego kanału, nazwanego MAC (ang. 
mitochondria apoptosis induced channel — mitochondrialny 
kanał indukow any przez apoptozę), muszą wchodzić także 
inne białka [51].

Autorzy kolejnej hipotezy sugerują, że Bax powoduje 
tzw. stresowe odgięcie zewnętrznej błony mitochondrialnej, 
w  wyniku czego dochodzi do jej połączenia z wewnętrzną 
błoną m itochondrialną i powstania poru lipidowego [52],

Ostania z hipotez mówi, że białka z rodziny Bcl-2 za­
angażowane są w  regulację w ypływ u w apnia z siateczki 
śródplazmatycznej, np. Bcl-2 może zmniejszać pulę wapnia 
uw alnianą z siateczki śródplazmatycznej. Uwolnienie w ap­
nia z siateczki śródplazmatycznej może spowodować prze­
ładowanie m itochondriów jonami wapnia, a efektem tego 
jest napęcznienie m itochondriów i rozerwanie zewnętrznej 
błony mitochondrialnej [53].

W zw iązku z podobieństwem  HAX-1 do białek z rodziny 
Bcl-2 postanowiono sprawdzić, jaki efekt HAX-1 wywiera na 
apoptozę [11]. W komórkach linii HeLa wywoływano apop­
tozę poprzez nadekspresję proapoptotycznego białka Bax. 
Jednoczesna transfekcja Bax i HAX-1 pow odow ała zwięk­
szenie się liczby żywych komórek, co wskazuje, że HAX-1 
jest białkiem antyapoptotycznym. Okazało się również, że 
białko HAX-1 hamuje wyw oływ aną przez Bax apoptozę w 
większym stopniu niż antyapoptotyczne białko Bcl-X,, któ­
re stanowiło w tym doświadczeniu kontrolę pozytywną. 
HAX-1 jest także w stanie zahamować apoptozę induko­
w aną przez białko w irusa HIV typu 1 Vpr [10], lokalizujące 
się w  m itochondrium  i wywołujące przepuszczalność błon 
m itochondrialnych poprzez oddziaływanie z wyżej w spo­
m nianym  megakanałem  m itochondrialnym [54],

Antyapoptotyczne działanie HAX-1 może tłumaczyć, 
dlaczego wykryto jego nadekspresję w  keratynocytach u 
chorych na łuszczycę, zaburzeniu polegającym na zbyt 
szybkim procesie dojrzewania naskórka [55], W chorobie 
tej, poza hiperproliferacją komórek, stwierdzono zaburze­
nia w  ich apoptozie. Inną chorobą, najprawdopodobniej 
zw iązaną z HAX-1, jest choroba Kostmanna (ang. Kostmann 
disease, severe congenital neutropenia). U chorych cierpiących

na jej recesywną autosomalną odmianę wykryto homozy- 
gotyczną mutację (insercja wprowadzająca wcześniejszy 
kodon STOP) w genie HAX-1 [56], Objawem tej choroby jest 
niedobór dojrzałych neutrofilów we krwi i szpiku kostnym, 
spow odow any nasileniem zachodzenia apoptozy w  tych 
komórkach (wprowadzenie do neutrofilów pobranych od 
chorych prawidłowej kopii genu HAX-1 zmniejszało czę­
stość zachodzenia apoptozy).

Nie wiadomo, jaki jest mechanizm ham owania apoptozy 
przez HAX-1. Jest on jednak praw dopodobnie związany z 
mitochondriami, zauważono bowiem, że kiedy na kom ór­
ki działano związkiem wywołującym uszkodzenia DNA, 
cisplatyną — tworzącą krzyżowe wiązania między sąsia­
dującymi nićmi DNA oraz w obrębie tej samej nici — nade- 
kspresja HAX-1 ham owała utratę potencjału transm em bra- 
nowego m itochondriów [14]. Fakt, że HAX-1 może wiązać 
się z białkiem Bcl-2 za pomocą swojej domeny BH2 [57], nie­
stety, niewiele wyjaśnia, ponieważ białka antyapoptotyczne 
z rodziny Bcl-2 zazwyczaj wiążą się z dom eną BH3 białek 
proapoptotycznych, zarówno zawierających jedynie dom e­
nę BH3 [58], jak i w ielodomenowych [59], Ponadto okazuje 
się, że jeśli do komórek w prow adzi się wektor ekspresyjny 
kodujący tylko koniec aminowy białka HAX-1, również do­
chodzi do indukcji apoptozy [10]. Być może jest to spow o­
dowane faktem istnienia w  tym białku jedynie dom en BH1 
i BH2, zdolnych do tworzenia kanałów w błonie m itochon­
drialnej.

N asuw a się także pytanie, czy poprzednio wykazane 
powiązania HAX-1 z cytoszkieletem mają jakiś związek z 
ich funkcją antyapoptotyczną. Pewne dane wskazują na to, 
że jest to możliwe. Z elementami cytoszkieletu związane są 
również antyapoptotyczne białka z rodziny z Bcl-2, Bmf i 
Bim, należące do klasy zawierającej jedynie domenę BH3. 
Bmf związany jest z kompleksem motorycznym m iozyny 
V [60], a Bim — z łańcuchem lekkim dyneiny [61]. Oba te 
białka biorą udział w  procesie zwanym  anoikis, czyli apop ­
tozie spowodowanej brakiem adhezji komórek. Zaburzenia 
w  cytoszkielecie mogą być czynnikiem uwalniającym te 
dw a białka i wywołującym na tej drodze apoptozę. HAX-1 
mógłby być w podobny sposób uwalniany od cytoszkieletu, 
zwłaszcza że wiadomo, iż kortaktyna (a także białko HS1) 
jest specyficznie degradow ana przez kaspazy (proteazy cy- 
steinowo-asparaginianowe) — główne egzekutory apopto ­
zy [62],

Nadekspresja HAX-1 w komórkach może zaham ować 
apoptotozę, jednak jeśli już dojdzie do indukcji apoptozy,

to endogenne białko 
HAX-1 ulega specy­
ficznej degradacji w 
mitochondriach. Prote- 
azą przeprowadzającą 
tę reakcję jest H trA 2/ 
Orni [14] — mitochon- 
drialna proteaza sery- 
nowa, która, w w yniku 
wywołanej apoptozą, 
przepuszczalności błon 
m i t o c h o n d r i a l n y c h ,  
przemieszcza się do

Tabela 1. Dotychczasowa wykryta lokalizacja HAX-1 w komórce.

Lokalizacja HAX-1 Linie kom órkowe

m itochondria, błona jądrow a i siateczka śródplazm atyczna [8] Cos-7, kom órki lim foblastoidalne Daudiego

siateczka śródplazm atyczna i lam ellipodia [9] HeLa

cytoplazm a (wraz z białkiem  w irusow ym  EBNA-LP) [13] Cos-7

siateczka śródplazm atyczna i m itochondria [12] HeLa

błona apikalna (związana z transporteram i ABC) [33] MDCKII

m itochondria [15] HEK293

m itochondria i okolice jądra [11] HeLa

jądra kom órkow e [64] fibroblasty z kom órek otrzym anych od 
chorych na tw ardzinę układow ą
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Apoptoza

■  Htr2A/0mi \  HAX-1 ■  IAP

Q  Prokaspaza9 \  Bcl-2 O  Apaf-1

(T Kaspaza9 \  Bax ■  Cytochrom C

\  tBid

czenia receptora estrogenu. Wyciszenie 
prohibityny 2 spow odow ało spadek ilości 
HAX-1 w komórce, co doprow adziło do 
indukcji apoptozy. Bardzo znaczący jest 
także fakt, że prohibityna 2 może się w ią­
zać z VDAC i ANT, dw om a składnikami 
wcześniej w spom nianego megakanału 
mitochondrialnego, który najpraw dopo­
dobniej także bierze udział w  procesie 
programowanej śmierci komórki.

Nowe światło na zagadnienie funkcji 
białka HAX-1 w apoptozie rzuciła p ra ­
ca wykazująca oddziaływ anie białka 
HAX-1 człowieka z kaspazą-9, białkiem 
odpow iedzialnym  za inicjację apopto ­
zy na drodze m itochondrialnej [65]. W 
pracy tej udow odniono oddziaływ anie 
obu białek i zidentyfikow ano dom enę w 
białku HAX-1 odpow iedzialną za to w ią­
zanie (reszty am inokw asow e od 175 do 
206). W ykazano także ham ow anie kaspa- 
zy-9 i zaham ow anie apoptozy w obec­
ności nadm iaru  białka HAX-1 zarów no 
w komórkach, jak i w  układzie in vitro. 
M echanizm tego ham ow ania nie jest jesz­
cze znany, ale przypuszcza się, że HAX- 
1 może mieć w pływ  na form ow anie się 
apoptosom u. Doniesienia te po tw ierdza­
ją znaczenie białka HAX-1 dla apoptozy 
(Ryc. 4).

LOKALIZACJA BIAŁKA 
HAX-1 W KOMÓRCE

Rycina 4. Potencjalny udział białka HAX-1 w apoptozie. HAX-1 jest substratem dla proteazy Htr2A/Omi, 
która w normalnych warunkach znajduje się w mitochondrium i nie ma aktywności proteolitycznej. Podczas 
indukcji apoptozy dochodzi do trawienia białka HAX-1 przez Htr2A/Omi, która następnie przechodzi do cy- 
toplazmy, gdzie trawi inhibitory kazpaz (białka IAP). Apoptoza jest inicjowana dzięki otwieraniu się kanałów 
w błonach mitochondrialnych — megakanału mitochondrialnego złożonego z kanału w błonie wewnętrznej 
(ANT, ang. adenine nucleotide translocase, translokaza adeniny) i kanału w błonie zewnętrznej (VDAC, ang. vol­
tage dependent anion channel), a także kanałów w błonie zewnętrznej, tworzonych przez oligomery białka Bax. 
Białka z rodziny Bcl-2 mają kluczowe znaczenie dla tworzenia się i przepustowości kanałów mitochondrial­
nych. Ze względu na swoją budowę (obecność domen BH) białko HAX-1 ma potencjalną możliwość wiązania 
się z białkami z rodziny Bcl-2 i wpływania na apoptozę. Ma ono także zdolność specyficznego wiązania się do 
kaspazy 9 i hamowania jej aktywności — być może zapobiega to tworzeniu się apoptosomu.

cytoplazm y i tam wiąże z białkiem hamującym apoptozę 
(IAP), degradując je, a to z kolei prow adzi do aktywacji ka- 
spaz [63]. Proteołiza białka HAX-1 może być czynnikiem 
niezbędnym  do indukcji apoptozy: w  komórkach pewnej li­
nii komórkowej, która nie posiada aktywnej formy H trA 2/ 
Orni m ożna było wywołać apoptozę, działając różnym i 
czynnikami, tylko pod w arunkiem  transfekcji kom órek pra­
w idłow ą H trA 2/O m i. Zauważono, że i HAX-1, i H trA 2/ 
Orni znajdują się w normalnych warunkach w mitochon- 
driach, musi więc istnieć jakiś mechanizm regulacji H trA 2/ 
Orni zapobiegający trawieniu HAX-1 przy braku apoptozy. 
Być może odpowiedzialne za to są jakieś białka wiążące się 
z H trA 2/O m i [14].

Innym  niedawno w ykrytym  partnerem  i regulatorem  
HAX-1 jest prohibityna 2 [64], białko mitochondrialne ule­
gające przemieszczeniu do jądra pod w pływ em  przyłą­

W ciągu ostatnich 9 lat, po tym, jak 
w ykryto białko HAX-1, wiele niezależ­
nych zespołów badało lokalizację tego 
białka w  komórce. Jak przedstaw iono w 
tabeli 1, wyniki te były bardzo różne, a 
próba wyciągnięcia w niosków  dotyczą­
cych tego, jakie czynniki decydują o lo­
kalizacji białka HAX-1 w komórce, na 
obecnym etapie może spraw iać trudność,

---------------------- gdyż wiele potencjalnych możliwości nie
zostało spraw dzonych (np. tkankow a 

specyficzność, działanie stresu, faza cyklu kom órkowego, 
sygnały zew nątrzkom órkow e, stopień fosforylacji).

ALTERNATYWNE SKŁADANIE GENU 
HAX-1 W KOMÓRKACH SZCZURA

Wielofunkcyjność białka HAX-1 byłaby łatwiejsza do 
wyjaśnienia, gdyby istniało wiele jego izoform. Wykazano, 
że Hax-1 szczura, homologiczny do białka człowieka i m y­
szy, kodow any jest przez aż siedem różnych, alternatyw ­
nych w ariantów  mRNA (Ryc. 5) [66]. W arianty te kodują 
siedem potencjalnych izoform białkowych, różniących się 
sekwencją w  domenie N-końcowej, obecnością dom en BH 
i przew idyw aną wielkością dom eny PEST (domeny bogatej 
w  prolinę, glutaminian, serynę i treoninę, odpowiedzialnej 
za szybką degradację białek [67]). Potencjalna izoforma VII
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Rycina 5. Alternatywne warianty mRNA Hax-1 szczura. A) Sekwencja genomowa. Schemat składania mRNA. 
B) Warianty transkryptów. Otwarte ramki odczytu zostały zaznaczone kolorem białym. Warianty V, VI i VII 
posiadają dodatkowo dwie krótkie ramki odczytu przed sekwencją kodującą dane izoformy białka HAX-1.

kodowana przez w ariant z nieusuniętym  intronem, w pro ­
wadzającym wcześniejszy kodon STOP, jest znacznie skró­
cona i nie zawiera dom eny transbłonowej — przypomina 
zatem  zm utow any fragm ent HAX-1 wywołujący indukcję 
apoptozy [11]. Różnice w budow ie końca aminowego białka 
mogą powodować różnice w  lokalizacji izoform w komórce, 
tym  bardziej, że niektóre potencjalne izoformy mają sygnały 
lokalizacyjne, np. izoformy I i II — presekwencję mitochon- 
drialną, a izoformy III i IV — sygnał lokalizacji jądrowej 
(NLS), zw any pat7, obejmujący reszty aminokwasowe od 
pozycji 6 do 12 włącznie: PERRKQW. Różna lokalizacja w 
komórce może być jedną z przyczyn wielofunkcyjności.

UWAGI KOŃCOWE

Zaangażowanie białka HAX-1 w  procesy apoptozy, en- 
docytozy i adhezji/m igracji, w iązanie transkryptów oraz 
potencjalny w pływ  na transport mRNA sugerują, że ma 
ono istotne znaczenie regulatorowe. Działanie antyapop- 
totyczne oraz stymulujący w pływ  na migrację sugerują, że 
białko HAX-1 może brać udział w procesie nowotworzenia 
i tw orzeniu przerzutów. Wyniki wskazujące na nadekspre- 
sję białka HAX-1 w  niektórych now otw orach wydają się 
to potwierdzać [68]. Dokładna analiza danych klinicznych 
i dalsze badania zmierzające do ustalenia funkcji białka 
HAX-1 (a także funkcji poszczególnych izoform tego białka) 
pozwolą na wyjaśnienie, czy HAX-1 ma istotne znaczenie 
dla choroby nowotworowej.
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HAX-1 protein: multifunctional factor involved in apoptosis, 
cell migration, endocytosis and mRNA transport
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ABSTRACT
HAX-1 protein, an anti-apoptotic factor, first identified in 1997, is also involved in cell migration, endocytosis and probably mRNA trans­
port. HAX-1 structure indicates similarity to the proteins form Bcl-2 family, although there is no strong homology. HAX-1 is a substrate for 
Omi/HtrA2, a protease responsible for degradation of the caspases, and functions as an inhibitor of caspase-9, which points to its role in the 
regulation of apoptosis. Several HAX-1 interactions with proteins involved in apoptosis and cell motility were demonstrated. Another line  
of inquiry focus on its ability to bind 3' untranslated regions of the certain mRNAs. Some data indicate that it might be involved in mRNA  
transport. HAX-1 multifunctionality and its involvement in the processes important for the cell status suggest its possible role in oncogenesis  
and metastasis. It is also known that HAX-1 deficiency or overexpression leads to hereditary or systemic diseases (Kostmann disease, lesional 
psoriasis, systemic sclerosis). Therefore, detailed analysis of HAX-1 functions could be medically important.
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Słowa kluczowe: apoptoza, białka rodziny 
Bcl-2, Mcl-1, cykl kom órkowy, now otw orzenie

Wykaz skrótów: Bak (ang. Bcl-2 homologous 
antagonist/killer); Bcl-2 (ang. B-celi leukemia/lym- 
phoma-2); BH (ang. Bcl-2 homology); C d k l (ang. 
cyclin dependent kinase-1); FDC (ang. follicular 
dendritic cells); GMCSF (ang. granulocyte-mac­
rophage colony-stimulating factor); Mcl-1 (ang. 
myeloid cell leukemia-1); Mule (ang. Mcl-1 ubiq- 
uitin ligase E3); NLS (ang. nuclear localization 
signal); PCNA (ang. proliferating-cell nuclear 
antigen); PEST — sekwencja am inokw asow a 
zaw ierająca reszty proliny, kw asu  glu ta­
m inow ego, seryny i treoniny; Pum a (ang. p53 
upregulated ?nodulator of apoptosis); T C TP/forti- 
lina (ang. translationally controlled tumor protein/ 
fortilin); TM (ang. trans membrane) — region 
transblonow y; TRAIL (ang. tumor necrosis fac­
tor-related apoptosis-inducing ligand); TRF1 (ang. 
telomeric repeat binding factor-1)

Podziękowanie: Praca pow stała w  trakcie 
realizacji projektu 003/2006/2007 w  ram ach 
w spółpracy polsko-austriackiej

STRESZCZENIE

D o głównych regulatorów apoptozy należą białka z rodziny Bcl-2 i białka hamujące 
apoptozę — IAP. W niniejszym artykule wnik liw ie scharakteryzowano białko hamu­

jące apoptozę — Mcl-1. Należy podkreślić, że to unikatowe, krótkożyjące białko — członek  
rodziny Bcl-2, m oże także funkcjonować jako czynnik stymulujący apoptozę, który powstaje 
w  wyniku alternatywnego składania jego pre-mRNA, potranslacyjnych modyfikacji czy pro- 
teolizy. W przeglądzie przedstawiono również inne funkcje Mcl-1, m.in. w  regulacji cyklu 
komórkowego, wydłużaniu telomerów. Podwyższona ekspresja genu M c l-1  towarzyszy roz­
wojowi różnych nowotworów, zaburzeniom neurodegeneracyjnym, a także chorobom infek­
cyjnym. Uzyskane wyniki badań wskazują, że analiza poziomu Mcl-1 może być użytecznym  
wskaźnikiem w podejmowaniu leczenia wielu chorób. Obniżenie syntezy tego białka może 
stanowić atrakcyjną strategię w  terapii różnych nowotworów i chorób, w  których Mcl-1 sta­
nowi kluczowy czynnik w  hamowaniu apoptozy.

WPROWADZENIE

W przekazywaniu sygnału śmierci w  komórkach głównie wykorzystywane 
są tzw. receptory śmierci (ang. death receptors), umieszczone w błonach kom órko­
wych — inicjujące szlak receptorowy (zewnętrzny) lub m itochondria — związa­
ne z przebiegiem szlaku mitochondrialnego (wewnętrznego) apoptozy. W iedza 
o apoptozie rozwija się bardzo dynamicznie i w  wielu kierunkach. W centrum  
uwagi znajdują się m echanizm y regulacji tego, kluczowego dla organizmu, pro ­
cesu. Dotychczas najwięcej uwagi poświęcono białkom z rodziny Bcl-2 (ang. 
B-cell leukemia/lymphoma-2), wśród których znajdują się czynniki zarówno anty-, 
jak i proapoptotyczne. Cechą charakterystyczną białek tej rodziny jest obecność 
w ich strukturze tzw. dom en homologii BH (ang. Bcl-2 homology), opisywanych 
jako: BH1, BH2, BH3 i BH4 [1], Domeny BH decydują o zdolności oddziaływania 
członków tej rodziny m iędzy sobą, bądź o oddziaływaniach z innymi białkami 
uczestniczącymi w regulacji apoptozy. W ystępowanie dom en homologii oraz 
właściwości wynikające z ich struktury stały się podstaw ą podziału członków 
rodziny Bcl-2 u kręgowców na 3 podrodziny, tj. 1) w ielodomenowe białka an- 
tyapoptotyczne (np. Bcl-2, Bcl-X^ Mcl-1, Bcl-w, Al/Bfl-1), 2) wielodomenowe 
białka proapoptotyczne typu Bax (np. Bax, Bak, Bok) oraz 3) jednodom enowe 
białka proapoptotyczne typu BH3 (ang. BH3-only) zawierające wyłącznie dom e­
nę BH3 [1],

Niniejszy artykuł przeglądow y stanowi podsum ow anie najnowszych infor­
macji dotyczących białka Mcl-1, które obok Bcl-2, reprezentuje wyjątkowo silny 
inhibitor hamujący apoptozę wywołaną przez różnorodne czynniki. Towarzy­
sząca praca przedstaw ia właściwości molekularne i funkcję surwiwiny — kolej­
nego regulatora należącego do rodziny IAP.

STRUKTURA GENU I BIAŁKA

Białko Mcl-1 (ang. myeloid cell leukemia-1) należy do wielodomenowej podro ­
dziny Bcl-2 o cechach inhibitorów apoptozy. Locus genu Mcl-1/EAT człowieka 
zidentyfikowano na ram ieniu dłuższym  chromosomu 1. (Iq21) [2], Regiony ko­
dujące genu mcl-1 myszy i człowieka wykazują znaczne (ponad 75%) podobień­
stwo [3], W jego regionie prom otorow ym  nie stw ierdza się obecności sekwencji 
TATA. Gen ten budują 3 eksony (złożone, odpowiednio, z 631, 248 i 117 kpz u 
myszy oraz 688, 248 i 117 kpz u człowieka), kodujące tzw. długą formę Mcl-IL 
zbudow aną z 350 aa (m.cz. 37/42 kDa) [4-9] (Rye. 1). Białko to cechuje obecność 
tzw. dom eny PEST (między 79. a 176. aa) — w jednoliterowym zapisie am ino­
kwasów sekwencja wzbogacona w reszty proliny, kwasu glutaminowego, se­
ryny i treoniny, dom en BH (1-3) oraz, złożonej z 20 reszt aminokwasowych, 
hydrofobowej wstawki w  rejonie C-końcowym cząsteczki Mcl-1. Ten ostatni 
region (podobny do fragm entu obecnego w  białkach Bcl-2a i Bcl-2|3), który oto-
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Rycina 1. Schemat organizacji genu Mcl-1, transkryptów — produktów alternatywnego składania mRNA oraz ko­
dowanych przez nie białek, tj. formy dłuższej — Mcl-IL (350 aa) i krótszej — Mcl-ISATM (271 aa) (przygotowano 
na podstawie [4,9]). W przypadku ekspresji formy krótszej dochodzi do ominięcia eksonu 2. oraz zmiany ramki od­
czytu eksonu 3. przez co dochodzi do utraty domeny transbłonowej (ATM), co czyni C-końcowy fragment białka 
Mcl-ISATM unikatowym. Na rycinie zaznaczono domeny: homologii BH (BH1-BH3), PEST oraz transbłonową — TM. 
Umieszczono ponadto miejsca proteolitycznego cięcia kaspaz w domenie PEST (po Asp127 i Asp157) na formę dłuższą 
Mcl-IL. (preferencja Asp127).

czają dodatnio naładow ane reszty argininy, odpow iada za 
kotwiczenie białka w zewnętrznej błonie m itochondrial­
nej — region transbłonowy (ang. trans membrane; TM) [2], 
Domena PEST jest charakterystyczna dla białek o krótkim 
okresie życia w  komórce, natomiast dom eny BH odgrywają 
kluczową rolę w  regulacji procesu apoptozy [10]. Pomimo 
nieobecności dom eny BH4, charakterystycznej dla takich 
białek jak Bcl-2, Bcl-X, i Bclw oraz występowania w dom e­
nie BH3 reszt am inokwasowych nietypowych dla tej pod- 
rodziny białek Bcl-2 (Val zamiast Ala w pozycji 4. rdzenia 
oraz pozbawiona ładunku Leu zamiast His lub Lys w  po­
zycji -3 od obszaru rdzeniowego), białko Mcl-1, zgodnie z 
jego dotychczas poznaną funkcją w programowanej śmierci 
komórki, zaliczane jest do antyapoptotycznych członków 
rodziny Bcl-2 [4,9].

A lternatyw ne składanie pierwotnego transkryptu Mcl-1 z 
pominięciem eksonu 2. przyczynia się do u traty  w pow sta­
łym białku — Mcl-lS/ATM  (271 aa; 27-29 kDa), regionów 
homologii BH1 i BH2 — typowych dla antyapoptotycznej 
podrodziny Bcl-2 oraz dom eny TM. Z kolei w skutek zm ia­
ny ramki odczytu genu w eksonie 3. produkt białkowy zy­
skuje charakterystyczny fragment C-końcowy, bez dom eny 
transbłonowej. Powstały produkt — M cl-lS/ATM wykazuje

strukturalne podobieństwo do p ro ­
apoptotycznych członków rodziny 
Bcl-2, z podrodziny „BH3-only", a 
jego nadekspresja — w przeciwień­
stwie do alternatywnego w arian ­
tu  — praw dopodobnie prom uje 
śmierć komórek na drodze apop ­
tozy. W żywych komórkach taka 
postać białka występować m usi w  
formie nieaktywnej, podobnie jak 
m a to miejsce w  przypadku białek 
Bim, Bad czy Bid. [4,9].

W ykorzystanie techniki We- 
stern-blot ujawniło inne, dodatko ­
we izoformy Mcl-1, które mogą po ­
wstawać w wyniku alternatywnej 
inicjacji translacji, potranslacyjnych 
modyfikacji (np. fosforylacja/ de- 
fosforylacja) czy cięcia przez enzy­
m y proteolityczne [8,9]. Aktywne w  
ham ow aniu apoptozy, białko Mcl-1 
występuje w  postaci ufosforylo- 
wanej, ujawniając się w żelu polia- 
krylam idowym  w postaci prążka 
o m.cz. ok. 42 kDa [5]. W jego po ­
bliżu wędruje składnik o m.cz. ok. 
40 kDa, odpowiadający defosfory- 
lowanej postaci Mcl-1, nie pełniący 
funkcji antyapoptotycznej.

Ostatnio zidentyfikowano skró­
coną formę białka, którą, ze w zglę­
du  na jej jądrową lokalizację, opi­
sano symbolem snMcl-1 [8]. Białko 
to wykryto techniką Western-blot 
w  różnych liniach komórkowych 
(komórki mieloidalne TF-1, limfo­
cyty Jurkat T, komórki białaczkowe 

HL-60). O dm ienny stopień fosforylacji powoduje, że w ęd ru ­
je ono w żelu poliakryloam idow ym  w postaci podwójnego 
prążka w regionie odpowiadającym  m.cz. ok. 35-37 kDa. 
Analiza białka, przeprow adzona z zastosowaniem spektro­
metrii masowej, ujawniła występowanie w  rejonie C-koń- 
cowym snMcl-1 (między 264. a 276. resztą aminokwasową) 
odcinka, którego brak w  produkcie ekspresji alternatyw ne­
go składania genu. Z dużym  praw dopodobieństw em  w y ­
kazano więc, że białko to jest skróconą formą białka Mcl-IL, 
powstałą p raw dopodobnie przez (niezależne od kaspaz) 
proteolityczne cięcie w  pobliżu jego C-końca. Utrata do ­
meny transbłonowej snMcl-1 pozwala przypuszczalnie na 
jego przemieszczanie się do jądra komórkowego, w  którym  
białko to oddziałuje z kluczową kinazą cyklu kom órkowego 
— C dkl (ang. cyclin dependent kinase-1). Właściwości takiej 
nie wykazuje białko o pełnej długości łańcucha. W struk tu ­
rze pierwszorzędowej Mcl-1 nie opisano sygnału lokalizacji 
jądrowej NLS (ang. nuclear localization signal). Wydaje się 
praw dopodobne, że kom pleks snM cl-1/C dkl składany jest 
w cytosolu i dopiero w  wyniku oddziaływania z jakimiś, 
nieznanymi dotąd bliżej czynnikami białkowymi, zyskuje 
zdolność przem ieszczania do jądra komórkowego [8]. Zna­
czenie powstałego kom pleksu omówione zostanie w  dalszej
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części pracy, poświęconej postulowanej funkcji białka Mcl-1 
w regulacji cyklu komórkowego.

LOKALIZACJA, SYNTEZA I STABILNOŚĆ BIAŁKA MCL-1

Mcl-1 reprezentuje krótko żyjące białko antyapopto­
tyczne związane głównie z wczesnym etapem  szlaku mito- 
chondrialnego [11]. Białko to pierwotnie zidentyfikowano 
w 1993 roku w komórkach białaczkowych człowieka linii 
ML-1 (ang. myeloid leukemia-1) [2], Zaobserwowano w ów ­
czas, że niedojrzałe mieloblasty indukow ane do różnico­
wania estrem forbolu (12 mirystyniano-13-octan forbolu 
— ang. 12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate; TPA) w ciągu 
3 dni ulegają przekształceniu w  nieproliferujące, praw idło­
we m onocyty/m akrofagi. Natomiast już po 3 godzinach od 
ekspozycji na TPA, jeszcze przed ujawnieniem się morfolo­
gicznej dojrzałości komórek, wzrastała ekspresja genu, opi­
sywanego skrótem McZ-2/albo EAT, podobnego sekwen­
cyjnie do wykrytego kilka lat wcześniej genu kodującego 
białko Bcl-2 (35% homologii, a 59% podobieństwa z Bcl-2) 
[2,12,13]. Wówczas znano już antyapoptotyczną aktywność 
białka Bcl-2. Uzyskane metodą RT-PCR wyniki, wskazują­
ce na wczesną ekspresję białka Mcl-1 pod w pływ em  TPA, 
sugerowały rolę, jaką może ono odgrywać w procesie blo­
kowania śmierci programowanej komórek mieloidalnych 
ulegających różnicowaniu.

W komórkach białko Mcl-1 zlokalizowane jest zarówno 
we frakcji mitochondrialnej, jak i poza nią, tj. w  siateczce 
śródplazmatycznej i otoczce jądrowej [14]. Ukazały się do­
niesienia wskazujące na preferencyjne jego występowanie 
na obszarze jądra komórkowego [10,15-17]. Jednak więk­
szość danych wskazuje na mitochondria, jako główne miej­
sce jego lokalizacji [1,11,18], Jak dotąd, nie ma zgodności co 
do czasu i kolejności pojawiania się opisywanego białka w 
określonym przedziale komórkowym. Analiza immunoflu- 
orescencyjna rozmieszczenia Mcl-1 w mysich fibroblastach 
linii NIH-3T3 przeprow adzona przez tajwańskich badaczy
[19] wykazała, że jego subkom órkowe rozmieszczenie zale­
ży od fazy życia komórek. W okresie ich ekspotencjalnego 
wzrostu przeważająca ilość opisywanego białka występuje 
w mitochondriach, zaś w fazie stacjonarnej znaczną pulę 
Mcl-1 stwierdza się w jądrze komórkowym. Dotychczas nie 
wyjaśniono sposobu, w  jaki Mcl-1 przemieszcza się w  ob­
rębie komórki. Przypuszczalnie istotną rolę w  tym procesie 
odgrywa potranslacyjne dojrzewanie (ang. processing) czą­
steczki Mcl-1 [19]. W edług Chou i wsp. [18] w  transporcie 
nowo syntetyzowanego białka do m itochondriów uczestni­
czy receptor Tom 70, którego zablokowanie (poprzez zasto­
sowanie przeciwciał) znacząco obniża im port Mcl-1 do tego 
organellum. Krytyczny dla oddziaływania z tym  recepto­
rem okazuje się m otyw EELD, zlokalizowany w ew nątrz 
cząsteczki białka. Dodatkowo, transport do m itochondriów 
wymaga obecności hydrofobowej dom eny TM obecnej w re­
jonie C-końcowym łańcucha polipeptydowego.

Ekspresja genu kodującego Mcl-1 podlega ścisłej i bardzo 
złożonej regulacji zależnej od etapu rozwoju organizmu, 
rodzaju tkanki czy fazy cyklu komórkowego [14]. Syntezę 
białka stwierdza się w niedojrzałych komórkach linii mielo- 
idalnej i erytroidalnej, a także w komórkach limfoidalnych 
na określonym etapie ich różnicowania [20], Niski poziom
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Mcl-1 obserwuje się w nieedukow anych (dziewiczych) 
komórkach B oraz komórkach pamięci immunologicznej. 
Natom iast wzrost syntezy Mcl-1 odnotowuje się w  umiej­
scowionych poza grasicą ośrodkach rozm nażania limfocy­
tów B (ang. germinal center), w  których białko, p raw dopo­
dobnie, odpowiedzialne jest za tzw. selekcję klonów. Pod 
w pływ em  sygnałów docierających z kom órek dendrytycz- 
nych FDC (ang. follicular dendritic cells), prezentujących an­
tygeny, Mcl-1 promuje przeżycie limfocytów B o wysokim 
powinowactwie do antygenu i umożliwia proces ich róż­
nicowania w komórki plazm atyczne lub komórki pamięci 
[20,21]. Gwałtowny w zrost ekspresji Mcl-1 stw ierdza się 
także po aktywacji n ieedukow anych limfocytów T [9,20,22], 
W zrost poziomu białka Mcl-1 następuje również w  dojrza­
łych, ostatecznie zróżnicowanych neutrofilach w czasie za­
każenia, pod w pływ em  działania czynnika stymulującego 
tworzenie kolonii granulocytów i m akrofagów — GMC-SF 
(ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) czy 
składnika ścian kom órkowych bakterii Gram-ujemnych 
— lipopolisacharydu (LPS), sprzyjając w ydłużeniu, krótko­
trwałego zwykle czasu życia tych komórek. Spośród komó­
rek niehematopoetycznych wysoką ekspresją opisywanego 
białka charakteryzują się komórki w arstw y apikalnej na ­
błonka wyścielającego prostatę, piersi, jelito czy płuca. Ak­
tualnie uznaje się, że wyższą ekspresją Mcl-1 charakteryzują 
się komórki ulegające istotnym  zm ianom  fenotypowym  w 
krytycznym dla nich momencie rozwoju (np. przejście od 
proliferacji do różnicowania). W zrost poziom u tego białka 
jest szybki i zwykle krótkotrwały, co zapew nia przedłuże­
nie żywotności komórki do m om entu pojawienia się w  niej 
innych czynników, w tym członków rodziny Bcl-2, decydu­
jących o dalszych jej losach [20],

Białko Mcl-1, w  przeciwieństwie do innych członków ro­
dziny Bcl-2, których geny ulegają konstytutywnej ekspresji, 
syntetyzowane jest w komórkach w odpow iedzi na bioczą- 
steczki o naturze czynników wzrostu i różnicowania [16] 
czy też pod w pływ em  stresu kom órkowego (np. hipoksja) 
[20]. Transkrypcję Mcl-1 aktywują, m.in. interleukiny: IL-1|3, 
IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, IL-13, IL-15, IFNa i różne 
czynniki wzrostu, tj. czynnik w zrostu śródbłonka naczyń 
(ang. vascular endothelial growth factor; VEGF), naskórkowy 
czynnik wzrostu (ang. epidemial growth factor; EGF), czynnik 
w zrostu komórek pnia (ang. stem celi factor) czy w spom nia­
ny już czynnik GM-CSF. Ponadto, podobną aktywność w y­
kazują niektóre horm ony jak erytropoetyna, gonadotropina, 
akty wina A [20,23-25]. Podw yższona ekspresja genu Mcl-1 
pod w pływ em  czynników w zrostu i różnicowania nie w y­
maga syntezy białek i wykazuje podobieństwo do genów 
odpow iedzi wczesnej, takich jak fos [20,26]. Taki mechanizm 
regulacji ekspresji genu kodującego białko może być istotny 
przy przejściu przez określone stadium  w rozwoju kom ór­
ki, zapobiegając równocześnie przedłużonej jej ekspozycji 
na produkty genów promujących żywotność oraz ograni­
czając możliwość jej unieśmiertelnienia i transformacji no­
wotworowej [26]. W ymienione cytokiny i mitogeny regu­
lują transkrypcję Mcl-1 na drodze aktywacji szlaków kinaz 
MAP, PI-3K/Akt, JAK/ST AT [20,27-29], Jak dotąd, najlepiej 
poznano szlak włączania ekspresji mcl-1 w  zależnych od 
IL-3, modelowych komórkach mysiej hemopoetycznej linii 
Ba/F3, w  których w spom niana cytokina wydaje się działać 
poprzez w pływ  na transaktywację czynników transkrypcyj-
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nych (ang. SIE-binding complex; szlak kinazy p38) lub na ich 
wiązanie z DNA w regionie prom otorowym  (ang. CRE-bin- 
ding complex; szlak PI3-K/AKT) [19,28,30,31]. Wykazano, 
że za indukow aną przez IL-3 aktywację mcl-1 odpowiada 
sekwencja zlokalizowana w regionie pomiędzy -197 a -69 
nukleotydem  [32]. W komórkach człowieka gen Mcl-1 za­
chowuje element podobny do SIE w  regionie -162 do -107 
prom otora (wiążący SRF (ang. serum response factor) /Elk-1), 
którego indukcja, jak wykazano na przykładzie komórek 
białaczkowych linii K562, następuje pod wpływem  TPA
[19].

Niższą syntezę Mcl-1 obserwuje się w warunkach sprzy­
jających apoptozie komórek indukowanej przez promienio­
wanie UV, niedobór czynników wzrostu [20] lub działanie 
związków chemicznych o różnej naturze, np. aktynomycy­
ny D, salicylanów, etopozydu [11]. Do spadku poziomu 
Mcl-1 prow adzi również zakażenie komórek adenowirusa- 
mi, ale wynika ono raczej z przyspieszenia degradacji tego 
białka w  proteasomie, niż ze zmian na poziomie transkryp­
cji [19]. Sprawą otwartą jest czy spadek syntezy białka Mcl-1 
jest przyczyną, czy może konsekwencją procesów związa­
nych ze śmiercią komórki [20].

Białko Mcl-1, w  przeciwieństwie do innych poznanych 
dotąd członków rodziny Bcl-2, jest labilne. Czas obrotu 
metabolicznego Mcl-1 zależy od typu komórek oraz za­
stosowanej metody pomiarowej określającej okres życia w 
komórkach cząsteczek nowo syntetyzowanego białka, bądź 
też jego dojrzałej formy [17,33]. Średni czas połowicznego 
rozpadu Mcl-1 w  immortalizowanych keratynocytach czło­
wieka linii HaCaT, mierzony przy użyciu metody z cyklo- 
heksimidem — inhibitor syntezy białek — wynosi 4 godziny 
20 minut, zaś w  komórkach EłeLa waha się on w granicach
30-40 m inut [17,19,33]. Za krótki okres półtrwania Mcl-1, 
w edług niektórych autorów  [2,3], odpow iada obecność w 
cząsteczce białka wspomnianej wcześniej sekwencji PEST 
oraz m otywów Arg:Arg, które kierować mogą białko na 
drogę proteolizy. Inni badacze dow odzą natomiast, że do­
mena PEST nie jest w  sposób bezpośredni odpowiedzialna 
za szybką degradację Mcl-1, a jej usunięcie z cząsteczki nie 
w pływ a istotnie na czas rozkładu białka [34],

W procesie proteolizy Mcl-1 uczestniczy zidentyfikowa­
ny w ostatnim okresie enzym Mule (ang. Mcl-1 ubiquitin li- 
gase E3), znany także jako LASU1, Ureb-1, E3histon, HectH9 
czy ARF-BP1 (ang. ARE-binding protein 1) [35-37], Cytowane 
białko o aktywności ligazy ubikwitylowej, poza rozpozna­
waniem  Mcl-1, odpow iada także za degradację białka p53 
[37,38]. Mule jest wysokocząsteczkowym (ok. 500 kDa) en­
zym em  zawierającym, obok domen HECT (ang. homologous 
to E6-AP C-terminus), UBA (ang. ubiquitin associated) i WWE 
(rola w  kierowaniu do proteasomu), niezbędnych w pełnie­
niu aktywności ligazy E3, również domenę BH3 — kluczo­
wą w jego oddziaływaniu z białkiem Mcl-1 [35,36], Ligaza 
Mule oddziałuje z Mcl-1 zarówno w formie L, jak i S [35]. 
Obniżenie jej ekspresji przyczynia się do stabilizacji, krót- 
kożyjącego w w arunkach prawidłowych, białka Mcl-1 i jego 
nagrom adzenia się w  komórkach. Efekt działania enzymu 
m odulow any jest przez czynniki, których ekspresja zależy 
od białka p53. Do nich zalicza się fortilinę (ang . fortilin; od 
łac. fortis — silny), opisywaną również symbolem TCTP
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(ang. translationally controlled tumor protein) [15] oraz białka 
rodziny Bcl-2 promujące śmierć [39,40].

Fortilina (m.cz. 23-25 kDa) należy do zachowanych w 
ewolucji białek jądrowych o naturze antyapoptotycznej, 
występujących w komórkach organizmów od grzybów po 
ssaki [15,17]. Białko to wiąże Mcl-1 i zapobiega jego prote- 
olizie, a ekspresja genu fortiliny podlega negatywnej regu­
lacji przez p53 [19,38]. W prowadzenie do genu Mcl-1 m u ­
tacji, uniemożliwiającej wiązanie fortiliny/TCTP powoduje 
wyraźny spadek stabilności otrzymanego produktu  biał­
kowego i skutkuje ograniczeniem jego antyapoptotycznej 
aktywności w  porów naniu z cząsteczką typu dzikiego [17]. 
Jak dotąd, natura oddziaływania pom iędzy Mcl-1 a fortiliną 
nie została wyjaśniona. Główną rolę w tym oddziaływaniu 
przypisuje się reszcie Lys257 białka Mcl-1, której zastąpienie 
Val znacząco obniża zdolność do oddziaływania obydw u 
tych białek i skraca ponad 2-krotnie jego czas półtrwania w 
komórce. Sugeruje się, że fortilina może wpływać na dojrze­
wanie i właściwe zwijanie nowo syntetyzowanego białka 
Mcl-1, które w jej nieobecności ulega szybszej degradacji. 
A lternatywny model zakłada konieczność przyłączenia do 
Mcl-1 kofaktora w  postaci cząsteczki fortiliny w celu ujaw­
nienia się jego biologicznej aktywności. Oddziaływanie to 
w arunkują potranslacyjne modyfikacje obydw u oddziału ­
jących ze sobą białek. Ochronne działanie fortiliny może 
w tym przypadku wynikać z maskowania w utw orzonym  
kompleksie miejsca ubikwitylacji cząsteczki Mcl-1 [17]. For­
mowanie takiej struktury mogłoby ponadto opóźniać de­
gradację fortiliny, za czym przemawiają wyniki uzyskane 
przez grupę Fujise [16] sugerujące, że to Mcl-1 funkcjonuje 
jako białko opiekuńcze (ang. chaperone), wiążące i stabilizu­
jące fortilinę in vitro i in vivo.

Ostatnio opublikowano doniesienia wskazujące, że in 
vitro oddziaływaniu Mcl-1 z ligazą Mule mogą zapobie­
gać czynniki zawierające w  swej strukturze domenę BH3 
i współzawodniczące z enzymem o miejsce wiązania w  hy­
drofobowym row ku utw orzonym  przez domeny BH (BH1, 
BH2 i BH3) cząsteczki Mcl-1, np. zawierający BH3 konstrukt 
HA-Bim(BH3) [35], białko Pum a (ang. p53 upregulated modu­
lator of apoptosis), Bak (ang. Bcl-2 homologous antagonist/kil­
ler) czy  NOXA [39,40]. Praw dopodobnie stanowi to jedną 
z przyczyn występowania Mcl-1 w  żywych komórkach w 
postaci kompleksów z proapoptotycznym i białkami rodzi­
ny Bcl-2, m.in. Bak [35,40,41]. Wykorzystując jako model 
komórki HeLa, wykazano, że tworzenie heterodimerów 
Pum a/M cl-1 stabilizuje cząsteczkę Mcl-1, a także znosi 
proapoptotyczną aktywność białka Puma. Sugeruje się, że 
jedynie niezasocjowany z żadnym  ligandem Mcl-1 okazuje 
wrażliwość na degradację w proteasomie. W ykazano rów ­
nocześnie, że wiązanie Mcl-1 z białkiem Pum a nie jest czyn­
nikiem wystarczającym, aby zapobiec jego proteolizie w 
czasie apoptozy [35]. Willis i wsp. [40] donieśli, że w  fibro- 
blastach myszy (ang. mouse embryo fibroblast) w w arunkach 
promujących śmierć, związanie Mcl-1 z proapoptotycznym  
czynnikiem NOXA, nie tylko nie chroni, ale może naw et 
sprzyjać degradacji białka Mcl-1 w proteasomie i wydaje się 
przebiegać bez udziału ligazy Mule.

Okres połowicznego rozpadu białka Mcl-1 może być 
również skrócony wskutek jego związania z tankirazą I

231
http://rcin.org.pl



(ang. TRFl-interacting, ankyńn-related ADP-ribose polyme- 
rase 1; tankyrase 1) — enzym em  wykazującym aktywność 
polimerazy poli(ADP-rybozy) [19,29]. O ddziaływanie to 
hamuje antyapoptotyczną funkcję formy długiej Mcl-IL, jak 
również proapoptotyczną — białka Mcl-lS. Uwagę zwraca 
obserwacja, że w  regulacji tej wydaje się nie uczestniczyć 
aktywność enzymatyczna tankirazy I [19]. Wykazano, że 
pozbawiony dom eny katalitycznej m utant polimerazy, 
opisyw any „Tanky", nie traci zdolności do oddziaływ ania 
z białkiem Mcl-1 [23], W wiązanie angażuje się fragment 
ankirynowej domeny tankirazy-1 oraz krótki 25-amino- 
kw asow y odcinek zlokalizowany w rejonie N-końcowym 
łańcucha Mcl-1 (między resztami 76. a 100. aa), zawierający 
m otyw RPPPIG, podobny do sekwencji obecnej w innych 
białkach wiążących tankirazę — RXXPDG. W edług danych 
PESTFIND, fragment ten wyposażony jest w  sekwencję 
PEST.

Aktywność i degradacja białka Mcl-1 może być regulo­
w ana przez czynniki o naturze kinaz [33,42-45]. W cząstecz­
ce Mcl-1 występuje wiele potencjalnych miejsc fosforylacji, 
a los białka wydaje się być ściśle zależny od umiejscowienia 
w  łańcuchu aminokwasu, który ulega modyfikacji. Wyniki 
dośw iadczeń ujawniły, że fosforylacja reszt Ser121 i Thr163 
białka Mcl-1 przez kinazę JNK i p38 blokuje jego antyapop­
totyczną aktywność [46,47]. Natom iast modyfikacja przez 
kinazy białkowe — PKA i PKB (Akt) znacząco zwiększa 
stabilność Mcl-1 poprzez zaham owanie obrotu metabolicz­
nego tego białka [44,48], Na podkreślenie zasługują wyniki 
doświadczeń Kato i wsp. [44] wskazujące, że hiperfosfory- 
lacja Mcl-1 (fosforylacja w dodatkowych pozycjach), w yw o­
łana działaniem na neutrofile cytotoksycznego inhibitora 
fosfataz 1 /2  A — kwasu okadainowego lub czynników pro ­
mujących apoptozę (np. taksoł), może przyspieszać jego de­
gradację. Na spadek poziomu białka Mcl-1 może wpływać 
także kinaza białkowa C (PKC) [33], Stwierdzono, że w  ko­
mórkach linii HaCaT, zakażonych retrowirusem  kodującym 
fuzyjne białko PKCÓ/ER, zawierające domenę katalityczną 
izoformy PKC5 oraz domenę wiążącą ligand receptora es­
trogenowego, aktywowanych przez tamoksyfen, synteza 
enzym u koreluje ze znacznym spadkiem  poziom u Mcl-1 
(około 41%) i wzrostem liczby komórek apoptotycznych w 
porów naniu z kontrolą. Aktualnie wiadomo, że aktywacja 
PKCÓ wym aga obecności kaspazy-3, przeprowadzającej 
proteolizę pełnej długości białka i uwalniającej jego dom e­
nę katalityczną [33,42]. W w arunkach naturalnych aktywna 
izoforma PKC5 praw dopodobnie nie indukuje sam odziel­
nie apoptozy, lecz pełni funkcję łącznika m iędzy aktywacją 
kaspaz, w ywołaną działaniem innych czynników, a degra­
dacją Mcl-1 i wzmacnia, w ygenerowany już w komórce, sy­
gnał śmierci.

BIOLOGICZNA ROLA BIAŁKA MCL-1

Białko Mcl-1, zgodnie z doniesieniami ostatnich lat, 
uczestniczy w różnych procesach niezbędnych do rozwoju i 
funkcjonowania organizmu — od prawidłowego przebiegu 
hematopoezy, przez udział w  wyw oływ aniu odpow iedzi 
immunologicznej, po reprodukcję [26,45,49,50]. Na pod ­
kreślenie zasługuje rola tego białka w  procesie zapłodnie­
nia oraz prawidłowej owulacji, właściwej embriogenezie 
i rozwoju zarodka [51]. Ekspresja genu kodującego białko
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Mcl-1 jajnika, zachodząca pod wpływ em  gonadotropin, 
um ożliw ia przeżycie oocytów i może prom ować ich rozwój
[20]. Przypuszcza się, że udział Mcl-1 w implantacji zarodka 
ściśle wiąże się z jego funkcją regulatora cyklu kom órko­
wego [52]. Zaobserwowano ponadto, że zwiększona syn­
teza Mcl-1 w  fazie okołoimplantacyjnej jest niezbędna dla 
prawidłowej embriogenezy. Myszy pozbaw ione ekspresji 
genu kodującego to białko charakteryzują się wysoką śmier­
telnością na etapie wczesnego różnicowania, w ywołanego 
znaczną apoptozą oraz zatrzym aniem  rozwoju komórek 
krwi, m.in. w  stadium  proB limfocytów i s tadium  podwój­
nie negatywnych limfocytów T. Cytowane obserwacje [25] 
wskazują na kluczowe znaczenie Mcl-1 w  rozwoju ssaków i 
u trzym aniu przy życiu dojrzałych limfocytów B i T. W zrost 
syntezy ekspresji Mcl-1 w niedojrzałych kom órkach służy 
praw dopodobnie zwiększeniu ich żywotności podczas ini­
cjacji różnicowania. Zjawisko to ujawniono zarów no w  róż­
nicujących się komórkach mieloidalnych, jak i w  now otw o­
rowych komórkach embrionalnych linii NCR-G3, w ykorzy­
stywanej jako model embriogenezy zarodków  człowieka 
[13,26,49,50],

Wysoki poziom syntezy Mcl-1 zmniejsza wrażliwość 
komórek na apoptozę indukow aną m.in. nadekspresją pro- 
toonkogenu c-myc, niedoborem  cytokin, prom ieniowaniem  
UV, staurosporyną [31].

UDZIAŁ BIAŁKA MCL-1 W APOPTOZIE

Jak dotąd nie poznano w pełni m olekularnego m echani­
zm u aktywności Mcl-1. W śród istotnych właściwości tego 
białka kluczowe znaczenie przypisuje się jego zdolności 
do regulowania w ypływ u z m itochondriów cytochrom u c 
[11,53], wynikającej z jego potencjału do heterooligomery- 
zacji z proapoptotycznym i członkami rodziny Bcl-2 (np. 
Bim, Bak, NOXA, Puma czy tBid) i neutralizacji ich funk­
cji (Ryc. 2) [9,25,41,53,54], Uważa się, że podczas apopto ­
zy Bak i Bax przy udziale białek Bcl-2 „BH3-only", w  tym 
tBid czy Bim, formują złożone kanały w zewnętrznej błonie 
mitochondrialnej. Powstawanie kanałów zwiększa prze­
puszczalność zewnętrznej błony tych organelli, co skutku­
je w ypływ em  apoptogennych czynników, m.in. cytochro­
m u c, niektórych prokaspaz, proteazy O m i/H trA 2, białka 
Smac/DIABLO, AIF czy endonukleazy G [55], Białko Mcl-1 
wykazuje zdolność w iązania się zarówno z uczestniczącym 
w form ow aniu kanałów błonowych składnikiem Bak, jak 
i Bim, NOXA czy Puma. Na podkreślenie zasługują obser­
wacje, że cząsteczka o pełnej długości Mcl-1L nie oddziałuje 
z proapoptotycznym  białkiem Bid czy Bad bez ich wcze­
śniejszej aktywacji proteolitycznej [6,30,54,56-59]. Jak do­
tąd, nie udow odniono oddziaływania pom iędzy białkami 
Bax i Mcl-1, choć niektórzy badacze nie wykluczają takiej 
możliwości. Akceptuje się pogląd, że Mcl-1, obok BclXL, sta­
nowi główny składnik regulujący funkcję proapoptotyczne- 
go białka Bak [59], O ddziaływanie Mcl-1 z Bak (i być może 
z Bax) blokuje aktywność proapoptotycznych białek i zapo­
biega włączeniu program u śmierci.

Zgodnie z hipotetycznym  m odelem  „w ypieran ia /zastę ­
powania" (ang. displacement model) w  w arunkach sprzyja­
jących apoptozie, takich jak niedobór glukozy w  rozwijają­
cych się limfocytach T czy działanie stresu genotoksycznego
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Rycina 2. Regulacja apoptozy przez białko Mcl-1 (wg [9]; zmieniono), (a) Indukcja ekspresji Mcl-1 przez sygnały 
przeżycia może wpływać na hamowanie wypływu z mitochondriów cytochromu c i przyczyniać się do nabywania 
oporności na apoptozę; (b) szybki spadek ekspresji Mcl-1 po usunięciu/osłabieniu czynników przeżycia albo po 
pojawieniu się sygnałów proapoptotycznych stymuluje uwalnianie z mitochondriów cytochromu c i apoptozę 
komórek; (c) proteolityczne cięcie przez kaspazy Mcl-1 prowadzi do ujawnienia proapoptotycznego fragmentu 
Mcl-1, który może inicjować uwalnianie cytochromu c i aktywować apoptozę.

w komórkach HeLa, aktywność oddziałującego z Bak białka 
Mcl-1 może być neutralizow ana przez członków rodziny 
Bcl-2 „BH3-on/t/", np. Bim, Pum a czy NOXA [57-59]. W tej 
sytuacji proapoptotyczny partner — Bak zostaje uwolniony 
z kompleksu i może ulegać aktywacji (Ryc. 3). Równoczesna 
neutralizacja innego białka wiążącego Bak, tj. BclX^ um oż­
liwia formowanie w błonach organelli komórkowych złożo­
nych kanałów, przez które do cytosolu uwalniane są czyn­
niki apoptogenne odpowiedzialne za realizację programu 
śmierci. Z kolei inny, oddziałujący z Mcl-1 i blokujący jego 
funkcje proapoptotyczny czynnik — Bim charakteryzuje 
się wysokim powinowactwem  do wszystkich promujących 
przeżycie białek [37,59], Wyniki doświadczeń wskazują, że 
Bim może ponadto: i) działać jako bezpośredni aktywator 
kom pleksu Bax-Bak oraz ii) indukować uwalnianie białek z 
przestrzeni międzybłonowej m itochondriów niezależnie od 
Bak, poprzez oddziaływania z kanałem zależnym od napię­
cia — VDAC (ang. voltage dependent anion channel) [6,59],

Komórki praw idłow e charakteryzuje stan równowagi 
pom iędzy Mcl-1 a proapoptotycznym i członkami rodziny 
Bcl-2, z którymi białko to może oddziaływać [56,57]. Do­
tychczas mechanizm wspomnianej regulacji stanu rów no­
wagi wciąż nie jest znany, choć zaobserwowano, że spad ­
kowi poziomu cząsteczek Mcl-1 towarzyszy zmniejszenie 
stężenia jego proapoptotycznych partnerów  (np. Bak czy 
NOXA) [57,60]. Podobną zależność wykazano m.in. pom ię­
dzy Bak i Mcl-1 w komórkach linii Hek 293 [60].

Z kolei w  prawidłowych, nieedukowanych limfocytach 
T utrzym uje się rów now aga m iędzy Mcl-1 i proapoptotycz- 
nym  białkiem NOXA. W zrostowi poziomu promującego

przeżycie białka towarzyszy podw yż­
szenie syntezy proapoptotycznego 
czynnika, który wiąże i w  ten sposób 
neutralizuje Mcl-1. Zjawisko to chroni 
na przykład przed nagrom adzeniem  
się we krwi zbyt dużej liczby kom ó­
rek. Po aktywacji nieedukowanych 
limfocytów T rolę regulatora funk­
cji Mcl-1 odgryw a proapoptotyczne 
białko Bim. Odnotowano, że spadek 
ekspresji Bim w rozwijających się 
limfocytach powoduje przesunięcie 
równowagi na korzyść promującego 
przeżycie Mcl-1, zaś jego w zrost pro ­
wadzi do zwiększonej eliminacji tych 
komórek [56].

Podczas zakażenia wirusowego ob­
serwuje się przyspieszoną degradację 
proapoptotycznego białka Bak, czemu 
towarzyszy zwiększenie przeżycia za­
każonych komórek w wyniku zabu­
rzenia homeostazy między białkami 
regulatorowym i [60], W czasie apop­
tozy, wskutek uaktywnienia różnych 
m echanizmów kontroli tego procesu, 
dochodzi do spadku lub naw et cał­
kowitego zaniku ekspresji Mcl-1 [31] 
i chociaż jest w arunkiem  niew ystar­
czającym do zainicjowania apoptozy, 
może uwrażliwić większość komórek 

na działanie dodatkow ych czynników indukujących śmierć 
[33,56,57,60]. W zależności od rodzaju działającego na ko­
mórkę czynnika i, zapewne także, od typu komórki po­
ziom Mcl-1 spada, zarówno wskutek indukow ania zmian 
na poziomie mRNA, jak i na etapie translacji białka. Przed­
stawiono eksperymentalne dow ody wskazujące, że in vitro 
staurosporyna w limfocytach Jurkat T w pływ a na obydwa 
z wymienionych powyżej procesów. Natomiast działanie 
aspiryny przyczynia się do spadku poziomu antyapopto- 
tycznego białka Mcl-1 w w yniku zależnego i / lu b  niezależ­
nego od kaspaz zaham owania jego syntezy, bądź (co nie jest 
wykluczone) także zaburzenia jego stabilności [31].

Podczas apoptozy komórek człowieka proteolizy białka 
Mcl-IL mogą dokonywać granzym  B i kaspazy (zwłaszcza 
kaspaza-3) [6,47]. Zależna od kaspazy proteoliza izoformy 
Mcl-1 zachodzi w  obrębie sekwencji PEST, po konserw atyw ­
nych resztach A sp127 i A sp157, generując fragmenty o m.cz. 
odpow iednio 24 i 12 oraz 19 i 17 kDa. Preferowanym miej­
scem cięcia proteolitycznego jest A sp127 (por. Ryc. 1). Należy 
podkreślić, że dotąd nie wykazano produktów  proteolizy 
izoformy Mcl-ISATM. Ponadto pojawiły się doniesienia, 
że C-końcowy fragment uwolniony przez kaspazy, a także 
granzym  B, może wykazywać potencjał indukcji apoptozy i 
dodatkowego wzmacniania sygnału śmierci [6,9], Sugeruje 
się, że zdolność ta wynikać może z ponad 6-krotnie w yższe­
go powinowactwa produktu  proteolitycznego cięcia Mcl-1 
do czynnika Bim, neutralizującego ochronny efekt komórek 
przez Mcl-1 w  porów naniu z białkiem o pełnej długości [47]. 
Jak dotąd brak jest jednak zgodności w  kwestii p roapopto ­
tycznego działania produktów  proteolizy Mcl-1.
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Rycina 3. Regulacja aktywności białka Bak przez białka Mcl-1 i Bcl-X, (model „wypierania") po uzyskaniu sygnału śmierci 
(wg [40]; zmieniono). Białko NOXA z łatwością zastępuje Bax w kompleksie Bax-Mcl-1, inicjując jego degradację. Inne białka 
z podrodziny Bcl-2 „BH3-on/y" oddziałują z Bcl-XL, mogą również wypierać Bak z jego połączeń z tym białkiem antyapop- 
totycznym. Uwolnione białko Bak może formować oligomery w błonie mitochondrialnej i tworzyć kanały umożliwiające 
wypływ z mitochondriów czynników apoptogennych.

W yniki doświadczeń Clohessy'ego i wsp. [34] w skazu­
ją, że produkt proteolizy Mcl-1 przez kaspazy nie działa 
proapoptotycznie, ale może działać ochronnie na komórki. 
Badacze ci odnotowali spadek odsetka (55-60%) komórek 
apoptotycznych wśród populacji komórek mysiej mielo- 
idalnej linii FDCP-1 z w prow adzonym  fragm entem  A157 
białka Mcl-1, w porównaniu z nietransfekowaną kontro­
lą (85-90%). Przedstawione dane sugerują, że czynnik ten 
może ochraniać komórki, nawet po aktywacji kaspaz w  w a­
runkach ograniczonego dostępu czynników wzrostu.

Zdolność granzym u B do proteolizy Mcl-1 może odgry ­
wać rolę zwłaszcza w  w arunkach nadekspresji innych an- 
tyapoptotycznych białek rodziny Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-XL) lub 
niedoboru Bax i Bak, gdyż enzym  ten działa na etapie po­
przedzającym  aktywację kaspaz, niezależnie od proapop- 
totycznych czynników zlokalizowanych w przestrzeni mię- 
dzybłonowej mitochondriów [6].

ROLA BIAŁKA MCL-1 W REGULACJI 
CYKLU KOMÓRKOWEGO

Od kilku lat antyapoptotyczna aktywność białka Mcl-1 
przestała być przedm iotem  wątpliwości. N atom iast za­
skakujące wydają się coraz częstsze doniesienia dotyczące 
udziału członków rodziny Bcl-2, w  tym także Mcl-1, w  regu­
lacji cyklu komórkowego [8,10,61]. Pionierskie doniesienia 
dotyczące tego zagadnienia pochodzą z laboratorium  Kor- 
smeyera [62], w  którym  wykazano zdolność endogennego 
białka Bcl-2 limfocytów T do w ydłużania fazy G1 cyklu w

w arunkach suboptymalnych. 
Zgodnie z najnowszymi dany­
mi również Mcl-1, a zwłaszcza 
jego izoforma snMcl-1, wydaje 
się hamować cykl komórkowy 
głównie w  fazie S i G2 [8,52].

Nadekspresja tego białka 
w  linii komórkowej FDCP-1 z 
w prow adzonym  genem Mcl-1 
(FD-M) człowieka, powoduje 
ograniczenie proliferacji ko­
mórek, co zależy od spadku 
aktywności kinazy Cdkl. Su­
geruje się, że za efekt ten od ­
powiada, występująca w jądrze 
komórkowym, forma snMcl-1, 
wiążąca enzym i utrudniająca 
jego oddziaływanie z cyklina­
mi, a zwłaszcza z cykliną BI. 
Wydaje się, że tworzenie kom ­
pleksu snM cl-1/C dkl może 
stanowić dodatkowy sposób 
regulacji cyklu komórkowego 
w w arunkach prawidłowych. 
Kolejność zdarzeń zachodzą­
cych podczas cyklu komórko­
wego wydaje się być następują­
ca. Podczas fazy S lub G2 cyklu 
dochodzi do proteolizy Mcl-1 o 
pełnej długości i rozpoczyna się 
składanie kompleksu snMcl-1 /  

C dkl. Najwyższe natężenie proces osiąga na pograniczu faz 
G 2/M  lub we wczesnej mitozie. Natomiast kolejny cykl po­
działowy komórek poprzedza rozpad kompleksu oraz za­
nik formy snMcl-1, degradowanej najprawdopodobniej w 
proteasomie [8].

Fujise i wsp. [10] donieśli o oddziaływaniu Mcl-1 z biał­
kiem regulatorow ym  cyklu kom órkowego — PCNA (ang. 
proliferating-cell nu elear antigeń). Białko PCNA pełni dwojaką 
funkcję w  jądrze komórkowym, tj. 1° służy jako kofaktor po- 
limerazy 5 DNA oraz 2° moduluje aktywność innych białek 
jądrowych, zaangażowanych w praw idłow y przebieg repli­
kacji DNA, np. czynnika replikacji — RF-C (ang. replication 
factor-C) i endonukleazy Fen-I (ang.flap endonuclease-1) [63]. 
Wiązanie PCNA z białkiem Mcl-1 uniemożliwia złożenie 
tzw. dużego kom pleksu jądrowego (kompleks RF-C-PCNA), 
niezbędnego do zainicjowania replikacji przez polimerazę 
5 DNA i blokuje wejście komórki w  fazę S cyklu komór­
kowego. W komórkach HeLa z nadekspresją Mcl-1, po ich 
transfekcji plazm idem  (pEGFP-MCL-1) z wklonowaną czą­
steczką cDNA białka oraz genem kodującym fluorescen­
cyjne białko EGFP (ang. enhanced green fluorescent protein), 
odnotow ano spadek syntezy DNA i obniżenie o ponad 60% 
komórek znakowanych brom odeoksyurydyną (BrdU) w 
porów naniu z komórkami kontrolnymi, zawierającymi je­
dynie wektor pEGFP [10], Okazało się, że w  oddziaływaniu 
Mcl-1-PCNA uczestniczy charakterystyczny motyw białka 
Mcl-1 wiążący PCNA, którego brak w cząsteczkach innych 
członków rodziny Bcl-2. M otyw ten zawiera 2 zachowaw­
cze reszty glutaminy (Q) i fenyloalaniny (F) rozdzielone 6-
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am inokwasową sekwencją (w tym przypadku: RNHETA), 
po której następuje region bogaty w lizynę. W prowadzenie 
mutacji w obrębie powyższego motywu powoduje zmniej­
szenie (ale nie całkowite zniesienie) zdolności białka do blo­
kowania replikacji DNA; nie w pływ a natomiast na funkcje 
białka związane z regulacją procesu apoptozy.

Dodatkowo, jak już wspom niano wcześniej, białko Mcl-1 
poza blokowaniem cyklu komórkowego, wykazuje zdolność 
oddziaływania z tankirazą I, która w  komórkach człowieka 
inicjuje wydłużanie telomerów -  powtarzalnych sekwencji 
DNA zlokalizowanych na zakończeniach chromosomów 
[23]. Enzym ten w pływ a na elongację telomerów wskutek 
ADP-rybozylacji białka TRF1 (ang. telomeric repeat binding 
factor-1). Białko Mcl-1, współzawodnicząc z TRF1 o miejsce 
wiązania w domenie ankirynowej cząsteczki tankirazy I, 
blokuje syntezę telomerów i sprzyja procesowi starzenia się 
komórek.

Funkcjonowanie białka Mcl-1, zarówno jako inhibito­
ra apoptozy i regulatora cyklu komórkowego, może mieć 
istotne znaczenie zwłaszcza w  komórkach poddanych dzia­
łaniu czynników uszkadzających DNA, takich jak promie­
niowanie jonizujące. W w arunkach tych znacząco wzrasta 
ekspresja Mcl-1, co może z jednej strony — blokować cykl 
komórkowy i uniemożliwiać replikację DNA, a z drugiej 
— zapobiegać apoptozie i utrzym ywać komórki przy życiu 
do m om entu zakończenia napraw y ich materiału genetycz­
nego [10], W zrost syntezy Mcl-1 w komórkach now otw oro­
wych może znosić potencjalne korzyści płynące z radiotera­
pii. Zaobserwowano, że średnia długości przeżycia pacjen­
tów z rakiem jelita grubego obniżyła się w grupie chorych 
poddanych działaniu prom ieniowania jonizacyjnego przed 
usunięciem guza. W komórkach nowotworowych osób pod­
danych radioterapii wykazano wzrost ekspresji Mcl-1 [64], 
Wysoki poziom Mcl-1 w komórkach transformowanych 
wydaje się być czynnikiem prognostycznym, świadczącym 
o złym rokowaniu w  wielu typach nowotworów [64-66],

POZIOM EKSPRESJI GENU KODUJĄCEGO MCL-1 
JAKO POTENCJALNY WSKAŹNIK PROGRESJI I 
PRZEWIDYWANIA SKUTECZNOŚCI LECZENIA

Liczne doniesienia wskazują na białko Mcl-1 jako kry­
tyczny czynnik sprzyjający przeżyciu komórek now otw oro­
wych. Nadekspresja genu kodującego ten inhibitor śmierci 
w  komórkach transgenicznych myszy indukuje nowotwo- 
rzenie, zaś brak syntezy Mcl-1 — uwrażliwia komórki na 
działanie czynników apoptogennych [9,29], Wysoką eks­
presję genu Mcl-1 stw ierdza się we wszystkich liniach ko­
m órkowych szpiczaków człowieka [65]. W ykazano ponad­
to, że konstytutyw na ekspresja genu Mcl-1 w  komórkach 
szpiczaka z w prow adzonym  genem hMcl-1 działa ochron­
nie na komórki plazmatyczne, zmniejszając ich wymagania 
w  stosunku do IL-6 i obniżając poziom apoptozy wywołany 
brakiem tej cytokiny [24], Uważa się, że to Mcl-1, a nie Bcl-2, 
odgryw a także główną rolę w  przeżyciu komórek białacz- 
kowych linii B [65].

Wyniki doświadczeń sugerują, że poziom Mcl-1 może 
decydować o stopniu zaawansowania klinicznego choroby 
nowotworowej. Nadekspresję tego białka opisano w przy­

Postępy Biochemii 53 (3) 2007

padku raka jelita z przerzutam i do wątroby, jak rów nież w 
zaawansowanych stadiach nerwiaka płodowego (ang. neu­
roblastoma) [54,67]. Z kolei u  pacjentów z chłoniakiem z ko­
mórek płaszcza (ang. mantle cell lymphoma; MCL) agresywne 
stadium  choroby charakteryzuje się najwyższą syntezą tego 
antyapoptotycznego białka. Natomiast w  przypadku prze­
wlekłej białaczki limfocytowej (ang. chronic lymphocytic leu­
kemia; CLL) wysoki poziom Mcl-1 obserwuje się w  kom ór­
kach pacjentów w stadium  „0" w g klasyfikacji Rai'a [29], 
W dalszych stadiach choroby następuje spadek syntezy tego 
białka, świadczący o spontanicznej lub indukowanej lekami 
apoptozie komórek nowotworowych. Z kolei obserwacja 
w zrostu syntezy Mcl-1 może również wynikać z nabycia 
przez komórki oporności. Wysoki poziom Mcl-1 w wielu 
nowotworach uznaje się za niekorzystny czynnik progno­
styczny, związany z opornością pacjentów na leczenie i z 
naw rotam i choroby nowotworowej, m.in. w rakach jajnika, 
żołądka, prostaty czy w chłoniakach [9,20,54,65,66,68], Sza­
cowane „wyleczenie" w  przypadku raka żołądka w ynosi­
ło u pacjentów z pozytyw ną i negatywną ekspresją Mcl-1, 
odpowiednio, 52,5% i 73,7% [66]. W przypadku pacjentów 
z ostrą białaczką szpikową (AML, ang. acute myeloid leuke­
mia) i limfocytową (ALL, ang. acute lymphocytic leukemia) 
naw rót choroby odnotowuje się często u osób z najwyż­
szym poziomem Mcl-1 w  komórkach białaczkowych [29], 
Ponadto, uw aża się, że Mcl-1 może zmniejszać wrażliwość 
na terapię z zastosowaniem fludarabiny lub chlorambucylu 
u pacjentów z CLL. Wyniki doświadczeń in vitro z zasto­
sowanie transfekcji, prowadzącej do uzyskania kom órek o 
zwiększonej ekspresji Mcl-1, potwierdzają nabycie przez 
nie oporności na etopozyd czy promieniowanie, a wzrost 
syntezy tego białka w  komórkach nerki linii HEK 293 czyni 
je niewrażliwymi na działanie TRAIL (ang. tumor necrosis 
factor-related apoptosis-inducing Ugand) [29],

Obiecująco przedstawiają się wyniki prac in vitro w yko­
rzystujące selektywne ham owanie ekspresji genu kodują­
cego białko Mcl-1 za pomocą modyfikowanych chemicznie 
antysensowych oligonukleotydów (ASO) w komórkach 
białaczkowych czy komórkach czerniaka, chociaż jak dotąd 
nie zostały podjęte próby ich zastosowania w badaniach 
klinicznych [6,48,54,69,70]. W ykazano, że spadek ekspresji 
Mcl-1 po zastosowaniu ASO uwrażliw ia komórki na dzia­
łanie kolejnych chemioterapeutyków, takich jak ris-platy- 
na [54], deksam etazon [29], doksorubicyna, etopozyd [71] 
czy dekarbazyna [6], W przypadku komórek raka wątroby 
(ang. hepatocellular carcinoma; HCC) linii HepG2 i Snu 398 
zaobserwowano, że samo obniżenie ekspresji Mcl-1, w y­
stępujące po zastosowaniu ASO, może wywoływać spon­
taniczną apoptozę tych komórek now otworowych w skutek 
zaburzenia równowagi pom iędzy białkami pro- i antyapop- 
totycznymi [54].

D użym  zainteresowaniem cieszą się także substancje 
będące potencjalnymi induktorami, zależnego od kaspaz, 
proteolitycznego rozszczepienia Mcl-1. W opinii badaczy 
[24,72] czynniki te mogłyby być zastosowane w terapii CLL 
i innych now otw orów  hematopoetycznych, jak szpiczak 
mnogi i różnego typu chłoniaki. Podejmowane są również 
próby zmniejszenia poziom u Mcl-1 przez zastosowanie 
związków neutralizujących aktywność IL-6 lub inhibitorów 
PKB/ Akt, które in vitro są zdolne obniżać zarówno syntezę
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opisyw anego białka, jak i przyspieszać jego degradację. Wy­
kazano, że związki te znacząco obniżają oporność komórek 
raka przew odów  żółciowych (ang. cholangiocellular carcino­
ma, CCC) na działanie TRAIL. W podobny sposób mogłyby 
także uwrażliw iać komórki nowotworowe na konwencjo­
nalne terapeuty ki [48].

Białka z podrodziny Bcl-2 „BH3-orc/y", takie jak Bim czy 
Pum a, charakteryzują się potencjałem wiązania i neutralizo­
w ania wszystkich antyapoptotycznych członków rodziny 
Bcl-2, co niesie nadzieję, że te biocząsteczki mogą znaleźć 
zastosow anie w leczeniu chorób związanych z zaburzenia­
mi procesu apoptozy [73], Wydaje się, że białko NOXA o 
wysokiej specyficzności może służyć jako prototyp leków, 
selektywnie wiążących Mcl-1 w  głównej mierze odpow ie­
dzialny m.in. za rozwój szpiczaka mnogiego (MM, ang. mul­
tiple myeloma). Obniżenie poziomu białka Mcl-1 u pacjentów 
z różnym i nowotworam i mogłoby przynieść istotny wzrost 
skuteczności ich leczenia, stąd białko Mcl-1 uw ażane jest za 
now y cel działania dla leków przeciwnowotworowych i te­
rapii antysensowej [9,74].

UWAGI KOŃCOWE

Przedstaw ione w pracy przeglądowej dane wskazują na 
złożoną aktywność białka Mcl-1. W komórkach praw idło­
w ych blokowanie śmierci przez białko Mcl-1 wydaje się być 
procesem  krótkotrwałym, umożliwiającym ich przetrwanie 
w  niekorzystnych warunkach lub przejście przez pewien 
krytyczny dla nich etap rozwoju. Z kolei, równoczesne ha­
m ow anie elongacji telomerów przez Mcl-1 może stanowić 
dodatkow y mechanizm zapobiegający unieśmiertelnieniu 
komórek. Wydaje się możliwe, że w szczególnych w arun ­
kach środowiskowych może dojść do zaburzeń prow adzą­
cych do pojawienia się fenotypu komórek o przedłużonym  
okresie przeżycia lub komórek immortalizowanych, które 
w  kolejnym etapie mogą ulec transformacji nowotworowej
[20]. Dotychczas opublikowano wiele danych nie pozosta­
wiających wątpliwości, że nieprawidłowy przebieg apopto­
zy, spow odow any nadekspresją genu antyapoptotycznego 
białka Mcl-1, jest związany z wieloma chorobami, w  tym 
now otw orow ym i. Nadekspresja Mcl-1 u mysz transge- 
nicznych prow adzi do pojawienia się chłoniaka [75], Wy­
soki poziom  Mcl-1 odnotowano w licznych nowotworach, 
co wskazuje, że analiza jego poziomu może być użyteczna 
jako m arker prognostyczny. Ponadto białko to wydaje się 
być atrakcyjnym celem dla leków przeciwnowotworowych, 
szczególnie dla tych grup związków, które mogą oddzia­
ływać z dom enam i BH, obecnie dość dobrze scharaktery­
zow anym i. Podobnie, celem terapeutycznym  tego niezwy­
kłego białka mogą się okazać leki przeciwzapalne, przeciw- 
w irusow e czy przeciwbakteryjne w chorobach, w  których 
przyczynia się ono do ograniczenia procesu apoptozy.
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ABSTRACT
Main regulators of apoptosis belong to Bcl-2 protein family and apoptosis inhibitory proteins — IAPs. In this review the apoptosis inhibitor 
— Mcl-1 protein is profoundly characterized. It is important that this unique short-living protein — the member of Bcl-2 family may also op­
erate as apoptosis promoting agent, which results of alternative splicing of its pre-mRNA, posttranslational modifications or proteolysis. The 
review presents also other functions of Mcl-1, i.e. involvem ent in cell cycle regulation, elongation of telomers. Elevated expression o f  Mcl-1 
accompanies the development of various cancers, neurodegenerative disorders and also infectious diseases. The obtained results indicate that 
expression level of Mcl-1 may be useful in treatment decisions of large number of diseases. Ablating expression of this protein may be an at­
tractive therapeutic strategy in the treatment of various cancers, and the diseases where Mcl-1 may play a key role in apoptosis supression.
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Nowe oblicze białek antyapoptotycznych.
II. Surwiwina

STRESZCZENIE

Surwiwina (m.cz. 16,5 kDa, pi 5,1) należy do rodziny IAPs (ang. inhibitory apoptosis pro­
teins) — białek hamujących apoptozę. W strukturze surwiwiny człowieka znajduje się 

N-końcowa domena BIR, połączona regionem łącznikowym z C-końcową, a-helikalną do­
meną oddziałującą z mikrotubulami. Domena BIR tego białka jest związana z aktywnością 
antyapoptotyczną i wiązaniem kompleksu białek pasażerskich (CPC ang. chromosomal passen­
ger complex) do regionów centromerowych chromosomów. Gen surwiwiny, ulegając ekspresji 
na drodze alternatywnego składania jego pierwotnych transkryptów, dostarcza, obok formy 
dzikiej (142 aa), czterech izoform tego białka. W pracy przeglądowej przedstawiono budo­
wę domenową i funkcje surwiwiny w procesie apoptozy, cyklu komórkowym i nowotwo- 
rzeniu oraz znaczenie tego białka jako potencjalnego markera nowotworowego. Ponadto, 
zasygnalizowano rozwój nowych strategii terapii przeciwnowotworowej z wykorzystaniem  
surwiwiny.

WPROWADZENIE

W bieżącym roku mija dekada od wykrycia surwiwiny. Białko to zidentyfi­
kowano w laboratorium  Dario C. Altieriego [1] z University of Massachusetts, 
Worcester (USA). Surwiwina nieprzerwanie w zbudza duże zainteresowanie, 
gdyż ulega ekspresji/nadekspresji głównie w komórkach nowotworowych. Jej 
obecność w ykryw a się w komórkach embrionalnych, aktywnie namnażających 
się, natomiast komórki praw idłow e ostatecznie zróżnicowane, stare cechuje sła­
ba ekspresja lub jej brak [1-2]. Nazwę surwiwina (ang. survive — przeżywać) 
nadano białku jako wyraz jego unikatowej właściwości — zapobieganiu śmierci 
programowanej. Ten inhibitor apoptozy zaliczono do rodziny IAPs (ang. inhibi­
tory apoptosis proteins), dzięki pierwotnie poznanej funkcji — ham ow aniu apop ­
tozy oraz obecności w jego strukturze, zachowanej w ewolucji, dom eny — BIR 
(ang. baculovirus IAP repeat). Dość szybko okazało się, że opisywany przedstaw i­
ciel rodziny IAP wykazuje również inną w ażną cechę — zdolność do regulacji 
podziałów kom órkowych [3-6]. Pełnienie wyżej wymienionych, głównych funk­
cji, umożliwia surwiwinie jej lokalizacja. W komórkach prawidłowych to nisko- 
cząsteczkowe, kwaśne białko (m.cz. 16,5 kDa, pi 5,1) występuje jako partner tzw. 
chromosomowego kompleksu pasażerskiego (CPC, ang. chromosomal passenger 
complex) [7-10]. Surwiwina jest w ykryw ana jako składnik CPC w różnych obsza­
rach aparatu mitotycznego, uczestniczy w segregacji chromatyd podczas m ito­
zy, poruszaniu się chromosomów podczas podziału komórkowego, cytokinezie. 
W aktywnie namnażających się komórkach ekspresja surwiwiny jest praktycz­
nie niewykrywalna w fazach G1 i S; osiąga wysoki poziom na pograniczu faz 
cyklu -  G2/M  [11,12],

Dohi i wsp. [13] sugerują, że surwiwina reprezentuje także białko przestrzeni 
międzybłonowej mitochondriów, z której wypływ a do cytosolu w wyniku sy­
gnału śmierci, zapobiegając aktywacji kaspazy-9. Cytowani badacze postulują, 
że tylko surw iw ina uwolniona czynnikami apoptotycznymi z mitochondriów, a 
nie jej pula, która może ulec ekspresji przed zadziałaniem sygnału śmierci, może 
ham ować apoptozę.

Zagadnienie udziału surw iw iny w  przebiegu mitozy przedstawiono ostatnio 
szeroko na łamach Postępów Biochemii [14].

SURWIWINA -  UNIKATOWY PRZEDSTAWICIEL RODZINY IAP

Geny, których ekspresja dostarcza białek o naturze inhibitorów apoptozy 
w ykryto po raz pierwszy w genomie bakulowirusów owadów [15]. Białka IAP 
okazały się czynnikami hamującymi aktywność kaspaz i chroniącymi zakażone 
komórki gospodarza przed śmiercią (np. białko p35, crmA, ang. cytokine response 
modifier A) [16,17]. Lawinowo ukazujące się doniesienia wykazały, że homologi
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w irusow ych inhibitorów apoptozy występują powszech­
nie zarów no u bezkręgowców, jak i kręgowców [18-20]. 
Dotychczas u człowieka zidentyfikowano ośmiu przedsta­
wicieli rodziny IAP. W strukturze tych białek występują, 
zachowane w ewolucji, dom eny BIR, które mogą być repre­
zentow ane pojedynczo (np. M L-IAP/liwina czy surwiwina) 
bądź pow tórzone trzykrotnie (np. XIAP/ILP-1; Ryc. 1).

W dom enach BIR (o długości ok. 70-80 aa) wyróżnia się 
65-aminokwasowy rdzeń, zawierający cztery odcinki a  he- 
liksowe i trzy o strukturze harmonijki p. W N-końcu do­
meny znajduje się, zachowana w  ewolucji, reszta argininy, 
uznana za kluczową w zwijaniu białek, oraz w środkowej 
części — zachowana w  ewolucji glicyna. W C-końcowym 
odcinku BIR, poznanych dotąd IAP, występuje motyw 
CX2C-X16HX.-C niezbędny w  wiązaniu jonu Zn+2. Domeny 
BIR surw iw iny i BRUCE/apollon (należące do tzw. II typu 
BIR) cechuje obecność dodatkowych trzech aminokwasów, 
tj. Cys-Pro-Thr (surwiwina) i Cys-Pro-Ala (BRUCE) [8,19].

W C-końcu cząsteczki niektóre IAP zawierają, zacho­
w aną w  ewolucji, domenę RING (ang. really interesting new 
gene). M otyw ten, o naturze palca cynkowego (wiąże 2 jony 
Zn+2), wykazuje aktywność ligazy ubikwityny E3. Pewne 
IAP (np. cIAP-1 i cIAP-2) wyposażone są dodatkowo w do­
menę CARD (ang. caspase recruitment domain) lub UBC (ang. 
ubiquitin conjugating) (np. białko BRUCE/apollon), które są 
istotne w oddziaływaniach białko - białko [19-20]. Domena 
BIR jest m otyw em  decydującym o zaliczeniu białka do IAP, 
stąd w  niektórych pracach stosowany jest dla nich symbol 
BIRPs (ang. BIR-containing proteins) [19]. Z kolei obecność 
lub brak dom eny RING oraz homologia dom en BIR (BIR1- 
3; typ I /I I  BIR) stała się podstaw ą podziału rodziny IAP na 
trzy podrodziny/k lasy  [20]. Podrodzina pierwsza obejmu­
je pięć białek, w budowie których występuje motyw RING 
oraz jedna lub trzy dom eny BIR. Są to: XIAP/ILP-1 (ang. 
X-linked IAP), cIAP-1, cIAP-2 (ang. cellular IAP-1, IAP-2), li- 
w ina/M L-IA P i ILP-2 (ang. IAP like protein-2). Podrodzina 
druga jest reprezentowana przez NAIP (ang. neuronal apop- 
tosis inhibitory protein), białko, które w strukturze zawiera 
trzy dom eny BIR, ale pozbawione jest dom eny RING. Pod­
rodzina trzecia, w której opisano dw a białka, tj. surwiwinę 
i BRUCE/apollon (ang. BIR repeat containing ubiquitin-con- 
jugating enzyme). Białka te różnią się znacząco długością

i masą cząsteczkową (16,5 i 528 kDa); cechuje je obecność 
pojedynczej dom eny BIR oraz brak dom eny RING.

Białka opisywanej rodziny stanowią składniki kom órko­
we o zachowanej w  ewolucji strukturze; większość z nich 
okazuje zdolność do ham ow ania apoptozy poprzez oddzia­
ływanie z kaspazami, aczkolwiek m echanizm /y  te nie są 
wciąż w pełni poznane. Aktywność białek IAP wiąże się 
bądź z ich bezpośrednim  oddziaływaniem  z kaspazami, 
bądź z udziałem  innych biocząsteczek, które pośredniczą w 
rozpoznaw aniu tych enzym ów i w  ich proteasomalnej de­
gradacji [18,21-24],

Szersze omówienie właściwości i funkcji białek IAP m oż­
na odnaleźć w  obszernych pracach przeglądowych [10,20], 
Akceptuje się pogląd, że dom ena BIR surw iw iny i BRUCE 
(42% homologii), opisywana jako dom ena BIR typu II (nieco 
dłuższa niż inne BIR), obok odgrywanej roli w  ham owaniu 
śmierci programowanej, jest istotna dla przebiegu podzia­
łów kom órkowych [10,25].

STRUKTURA GENU I BIAŁKA, 
IZOFORMY, LOKALIZACJA

Locus genu kodującego surw iw inę człowieka usytuow a­
ny jest na chromosomie 17 w regionie telomerowym (17q25) 
[1]. Gen ten, opisywany również symbolem Birc5, o długo­
ści ok. 15 kpz, budują cztery eksony (odpowiednio 111,110, 
118 i 87 pz) przedzielone trzem a intronami. O tw arta ramka 
odczytu, o długości 426 pz, koduje łańcuch polipeptydow y 
o 142 aa [26], Gen kodujący surw iw inę jest zachowawczy 
ewolucyjnie [27]; zidentyfikowano go przez hybrydyzację 
cDNA kodującego inne białko — EPR-1 (ang. effector celi 
protease receptor-1) [1,2]. O twarta ram ka odczytu dla surw i­
winy okazała się zawierać sekwencje w odwrotnej orienta­
cji dla tych, kodujących w spom niany receptor. Promotor 
minimalny tego genu (ok. 250 nukleotydów) znajduje się 
w niemetylowanej wyspie CpG; należy do pozbawionych 
kasety TATA prom otorów  i zawiera kilka miejsc wiązania 
czynnika transkrypcyjnego SP1. Aktywność genu surwiwi­
ny jest ham ow ana przez produkty  genów supresorowych 
— białko p53 [28] i Rb [29], a aktywowana przez czynnik 
transkrypcyjny E2F1 [30], Białko kodowane przez Rb może 
hamować aktywność genu surwiwiny, wiążąc się bezpośred­

nio do jego promotora, bądź 
może hamować ekspresję 
surw iw iny w sposób po ­
średni, zapobiegając w iąza­
niu E2F1 z jej promotorem. 
Wyniki doświadczeń w yko­
rzystujących ukierunkow a­
ną m utagenezę wykazały, 
że miejsca wiązania czynni­
ka E2F i p53 nakładają się na 
prom otor genu kodującego 
surwiwinę, stąd produkt 
genu supresorowego p53 
może ograniczać ekspresję 
surw iw iny przez ham ow a­
nie E2F [30]. Szersze aspekty 
regulacji genu surwiwiny zo­
staną omówione w  rozdziale

Rycina 1. Schematyczne przedstawienie struktury domenowej białek rodziny IAP u ssaków z ich podziałem na 3 podrodziny 
(przygotowano na podstawie [10,20]). Na rycinie podano ponadto długość łańcuchów poszczególnych białek oraz usytuowanie 
kodujących je genów na chromosomach człowieka.
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dotyczącym jego nadekspresji w  komórkach now otw oro­
wych.

Analiza krystalograficzna ujawniła, że surwiwina w y­
stępuje jako homodimer, w  którym dwie domeny BIR tw o­
rzą strukturę przyjmującą kształt związanej kokardy (ang. 
bow-tie) [10,31]. W N-końcu łańcucha surwiwiny znajdują 
się trzy odcinki a-helikalne (reszty aminokwasowe: 14-21;
31-41 i 68-80) i trzy motywy strukturalne o strukturze har­
monijki p (reszty: 43-45; 53-58 i 61-64), które wchodzą w 
skład, zachowanej w  ewolucji, dom eny BIR (Ryc. 2a), odpo­
wiedzialnej za hamującą aktywność IAP. W opisywanym 
białku domena ta umieszczona jest między 18-88 aa i cechu­
je ją obecność czterech reszt wiążących Zn2+, tj. Cys57, Cys60, 
H is77 i Cys84, które tworzą palec cynkowy [31,32], Na podkre­
ślenie zasługuje fakt, że unikatową dla surwiwiny (i BRU­
C E / apollon) domenę BIR poprzedza pięć reszt aminokwa- 
sowych (48-52 aa) z przewagą am inokwasów kwasowych, 
sterczących w  formie „przegubu" (ang. knuckle). To szcze­
gólne miejsce stanowi przypuszczalny motyw „dokowa­
nia" białek oddziałujących z surwiwiną, np. Smac/DIABLO 
(ang. second mitochondrial actiuator of caspase/direct IAP bind- 
ing protein with Iow pi) [33]. C-końcowy segment cząsteczki 
surw iw iny (98-142 aa), który w odróżnieniu od większości 
IAP nie zawiera domeny RING, stanowi wydłużony amfipa- 
tyczny region o strukturze a-helisy, poprzedzony strukturą 
P harmonijki, który występuje w formie zwiniętego kłębka. 
Odcinek ten nie uczestniczy w dimeryzacji białka, rozcią­
gając się poza dom enę BIR [31]. Natom iast w  tworzeniu di- 
m erów białko to wykorzystuje dw a hydrofobowe odcinki, 
obejmujące przy N-końcu cząsteczki fragment Leu6-T rp10

i tzw. region łącznikowy, rozciągający się między 89-102 
resztą am inokwasową (Ryc. 2a). Wciąż pozostaje sprawą 
otw artą jak surwiwina, której dimery występują in vivo [34], 
wypełnia swoje funkcje jako inhibitor apoptozy i składnik 
chromosomowego kom pleksu pasażerskiego. Istnieją do­
w ody eksperymentalne, że C-końcowy odcinek tego białka 
oddziałuje z m ikrotubulam i [5]. Usunięcie fragm entu genu 
kodującego C-końcowy a-heliks zapobiega w iązaniu tego 
przedstawiciela IAP z m ikrotubulam i [11], Doświadczenia 
genetyczne wykazały, że mutacja w  kodonie 84 surwiwiny 
(podstawienie cysteiny alaniną; C84A) dostarcza białka, któ­
re współzawodniczy z dziką formą surwiwiny w  wiązaniu 
mikrotubul. Wyniki te jednocześnie wykluczyły udział do­
meny BIR w  tych oddziaływaniach. Okazało się ponadto, że 
taki p rodukt mutacji genu w komórkach now otworowych 
wykazuje aktywność proapoptotyczną [11]. N- i C-koniec 
białka wiąże region łącznikowy (89-97 aa), który jest istotny 
dla jego subkomórkowej lokalizacji [32].

A lternatywne składanie surwiwiny prow adzi do syntezy 
pięciu różnych mRNA, które podczas translacji dostarcza­
ją formy dzikiej, oraz czterech izoform opisywanych jako: 
surwiwina-2B, surwiwina-AEx3 [26], surwiwina-3B [35] 
i ostatnio w ykryta — surw iw ina-2a [36] (por. Ryc. 2b). W 
1999 r. Mahotka i wsp. [26] zidentyfikowali dwie izofor­
my, tj. surwiwinę-AEx3 (137 aa) i surwiwinę-2B (165 aa) w 
liniach komórkowych raka nerki.

Izoforma surwiwiny-AEx3 powstaje jako produkt eks­
presji 1, 2 i zm utowanego 4 eksonu, z pominięciem w cza­
sie składania pierwotnego transkryptu eksonu 3. Produkt 

ekspresji cechuje skrócenie dom eny BIR przy 
74 reszcie aminokwasowej białka, a C-końcowy 
63-aminokwasowy jego odcinek jest produktem  
zmienionego eksonu 4, który jest wzbogaco­
ny o fragment przepisany z 3' UTR. Natomiast 
surwiwina-2B, najdłuższa z dotychczas opisa­
nych izoform (165 aa), poza informacją płynącą 
z eksonów 1-4, zostaje wzbogacona o odcinek 
przepisany z kryptycznego eksonu 2B (o d łu ­
gości 69 pz), który stanowi część intronu 2 i zo­
staje wstawiony w dom enę BIR (por. Ryc. 2b). 
Zmiany sekwencyjne w obydw u izoformach ge­
nerują nowe potencjalne miejsca N-glikozylacji 
(surwiwina-2B) i N-mirystylacji (surwiwina-2B 
i -AEx3) [26]. Analizy, wykorzystujące komórki 
wątrobiaka HepG2 transfekowane wektorem 
pEGFP-N3 kontrolnym  bądź genem kodującym 
surwiwinę lub jej izoformy -2B i -AEx3, w  których 
indukow ano apoptozę za pomocą metotreksatu, 
ujawniły odm ienną zdolność ham ow ania apop­
tozy przez badane białka. Surwiwina-AEx3 w y­
kazywała w badanym  układzie zdolności anty- 
apoptotyczne tylko nieznacznie niższe niż forma 
dzika, podczas gdy surwiwina-2B — znacznie 
ograniczone [26].

Kolejna w ykryta izoforma — surwiwina-3B 
(120 aa) — powstaje przez ekspresję pięciu eks­
onów, w tym piątego, kryptycznego eksonu 3B, 
stanowiącego fragm ent intronu 3 o długości 
165 pz. Produkt białkowy tak złożonego trans-

Rycina 2. a) Struktura pierwszo- i drugorzędowa surwiwiny z zaznaczeniem domeny BIR i regio­
nów funkcjonalnych; 1 i 2 — motywy dimeryzacji, obszar asocjacji z mikrotubulami oraz miejsc fos­
forylacji przez kinazy CDK1 i Aurora B. b) Struktura wariantów genu surwiwiny kodujących formę 
dziką białka i jej izoformy: surwiwinę-2B, surwiwinę-AEx3, surwiwinę-3B i surwiwinę-2a. Na dia­
gramie umieszczono długość kodowanych łańcuchów polipeptydowych oraz odcinki strukturalne 
zwiniętego kłębka oraz wskazano regiony białka kodowane przez zaznaczone eksony (opracowano 
na podstawie [10,26,35,36]).
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kryptu jest krótszy o 22 am inokwasy od formy dzikiej, gdyż 
w now o pozyskanym  eksonie znajduje się kodon termina- 
cyjny UGA [35]. Należy podkreślić, że ten w ariant białka 
zawiera nienaruszoną domenę BIR, stanowiącą kluczowy 
m otyw jej właściwości antyapoptotycznych. Z kolei izofor- 
ma ta nie zawiera C-końcowej struktury zwiniętego kłębka, 
co zapew ne ogranicza jej zdolności w  oddziaływ aniu z mi- 
krotubulam i. Surwiwinę-3B pierwotnie opisano w kilku li­
niach kom órkowych w yprow adzonych z gruczolakoraków 
żołądka i jelita grubego oraz z komórek jednojądrzastych 
krwi chorych na ostrą białaczkę szpikową i zespół mielody- 
splastyczny [35].

Najkrótsza izoforma — surwiwina-2a (74 aa) — powstaje 
w w yniku ekspresji transkryptu zawierającego eksony 1 i 
2 oraz tzw. ekson 2a, który stanowi fragment intronu 2 o 
długości 197 pz. W tym wariancie występuje skrócona do­
mena BIR [36], Wyniki doświadczeń, w  których określano 
potencjał apoptotyczny komórek Daoy (medulloblastoma) 
transfekowanych wektorami: kontrolnym, wzbogaconym  
surw iw iną czy surwiwiną-2a bądź kombinacją formy dzi­
kiej i izoformy-2a, po ich ekspozycji na działanie winkry- 
styny — alkaloidu wiążącego tubulinę, sugerują, że krótki 
w ariant antagonizuje aktywność antyapoptotyczną formy 
dzikiej [36]. Nieliczne, jak dotąd, doniesienia z zastosowa­
niem doświadczeń immunoprecypitacji wskazują, że może 
dochodzić do oddziaływania surwiwina-surwiwina-2a, co 
osłabia biologiczne funkcje formy dzikiej białka.

Aktualnie uważa się, że dzika forma surw iw iny dom inu­
je w komórkach, a jej izoformy produkow ane są w  mniej­
szym stopniu i w  różnym  nasileniu, charakterystycznym 
dla typu  komórek [10,36].

W ystępowanie surwiwiny i jej wariantów molekularnych 
okazało się być związane z ich odm iennym  rozmieszcze­
niem subkom órkowym , co potwierdzono, wykorzystując 
frakcjonowanie komórkowe oraz analizy immunohistoche- 
miczne. G łówna pula surwiwiny ulega rozdzieleniu między 
jądra kom órkowe i cytoplazmę. Oszacowano, że w  kom ór­
kach HeLa stosunek tego białka w cytoplazmie i jądrach 
kom órkowych wynosi 6:1. Różna zawartość surw iw iny o 
odmiennej immunoreaktywności jest niezależnie m odulo­
w ana w przebiegu cyklu komórkowego [37,13], Opisywane 
białko łączy się z centrami organizacji m ikrotubul podczas 
interfazy, z centrosomami i wrzecionem m itotycznym pod ­
czas m etafazy, a następnie przenosi się do ciałek pośrednich 
(ang. midbodies) w  późnej telofazie [11,38]. Wyniki badań 
Caldasa i wsp. [36] potwierdziły podobne subkom órkowe 
rozmieszczenie surwiwiny-2a podczas cyklu kom órkow e­
go. Najdłuższa izoforma — surwiwina-2B — głównie lo­
kuje się w  cytoplazmie, a w  mniejszym stopniu w  jądrach 
kom órkowych i mitochondriach. Natomiast w ariant sur­
wiwiny, którego pierwotny transkrypt w czasie składania 
utracił ekson 3 — AEx3 i wykazuje dwuczęściowy motyw 
lokalizacji jądrowej (NLS) umieszczony między - 81RRK83-  i 
- 89RRK91. W przypadku komórek raka piersi — MCF7 czy 
raka płuc linii A549 surwiwina-AEx3 w ponad 80% wystę­
puje w  jądrach komórkowych. Stanowi to potwierdzenie, 
że C-końcowy segment tego białka jest krytyczny dla jego 
lokalizacji wewnątrzkomórkowej [26,32,36,39]. Zainicjowa­
ne ostatnio prace rzucają nowe światło na możliwość w y­
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kluczenia z jąder kom órkowych surwiwiny i jej izoformy 
— surwiwiny-2B — za pomocą mechanizmu, w  którym 
uczestniczy białko receptorowe CRM-1, oddziałujące z tymi 
cząsteczkami przez ich C-końcowy fragment łańcucha, w 
którym  znajduje się ponadto sekwencja NES (ang. nuclear 
export signal) między 89 a 98 aa [32,40]. Na aktualnym  eta­
pie badań wydaje się, że przeciwdziałanie eksportowi sur­
w iwiny z jądra komórkowego przez zastosowanie farma­
kologicznych inhibitorów jest rozw ażane jako now a opcja 
terapeutyczna.

Na podkreślenie zasługuje cytowane we w prow adzeniu 
doniesienie, dotyczące identyfikacji surw iw iny w komór­
kach nowotw orow ych [13]. Okazuje się, że uruchomienie 
sygnalizacji śmierci programowanej jest czynnikiem stym u­
lującym w ypływ  tego białka z m itochondriów do cytopla­
zmy, w  której jego obecność wiąże się z apoptozą i rozro­
stem nowotworu.

POTRANSLACYJNE MODYFIKACJE SURWIWINY

Dwa zespoły wiodące w badaniach modyfikacji surw iw i­
ny, kierowane przez D. C. Altieriego [41] i Sally P. Wheatley 
[10,42], wykazały, że białko to może być fosforylowane 
przez zależną od cykliny kinazę 1 (CDK1) i kinazę Aurora 
B, odpow iednio na Thr34 i Thr117. Określono również przy­
puszczalne miejsca, które mogą być modyfikowane przez 
kinazę kazeinową II (Thr48 i Thr97), kinazę białkową C (Thr21, 
Thr88 i Thr123), a także kinazę białkową A (Ser80). Istotna dla 
właściwości biologicznych surwiwiny, fosforylacja Thr34, 
dotycząca preferowanego przez CDK1 miejsca, po którym 
następuje układ am inokwasów -P35ER37-, może zmieniać 
aktywność dom eny BIR surwiwiny. Miejsce modyfikacji 
CDK1 jest usytuow ane w sąsiedztwie wystającego kw a­
sowego „przegubu" [46]. Ufosforylowanie Thr34 wzmaga 
kwasowy charakter tego odcinka BIR, wpływając zapewne 
na oddziaływania białko — białko [41], Udowodniono, że ta 
modyfikacja Thr34 w pływ a na wiązanie surw iw iny z inicjato- 
rową kaspazą-9 i blokowanie tego enzymu, związanego ze 
szlakiem m itochondrialnym  apoptozy. Okazało się, że na- 
dekspresja m utanta surwiwiny, w którym Thr podstaw iono 
Ala (Thr34Ala), przyczynia się do rozszczepienia komplek­
su surw iw iną — kaspaza-9 i indukuje apoptozę. Przedsta­
wiono dowody, że ham owanie apoptozy przez surwiwinę 
odbywa się w  czasie mitozy, podczas której CDK1 tworzy 
z tym inhibitorem stabilne kompleksy, umiejscowione we 
wrzecionie podziałowym , blokując inicjację apoptozy [41], 
Doniesiono, że ham ow anie aktywności kinaz cyklinozależ- 
nych przez flawopirydol ogranicza fosforylację surwiwiny 
w komórkach nowotworowych, prowadząc ponadto do 
spadku ekspresji tego białka i indukcji apoptozy [42],

Doświadczenia z zastosowaniem reakcji kinazowej in vi­
tro (ang. kinase assay) oraz spektrometrii masowej pozwoliły 
określić miejsce fosforylacji surw iw iny przez kinazę Aurora 
B na Thr117 [43]. Ekspresja surwiwiny, w  której Thr117 pod ­
stawiono Ala uniemożliwia jej fosforylację in vitro.

Na podkreślenie zasługuje fakt, że surwiwiną, która w  od ­
różnieniu od innych przedstawicieli rodziny IAP nie zawie­
ra dom eny RING o aktywności ligazy E3 ubikwityny, ulega 
również ubikwitylacji i degradacji proteasomalnej [44], Jak
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dotąd, nie znaleziono potwierdzenia, które z reszt lizyny z 
szesnastu cząsteczek, występujących w opisyw anym  biał­
ku, ulegają modyfikacji przez ubikwitynę. Należy podkre­
ślić, że mutacje punktow e genu kodującego ten inhibitor, tj. 
T34A i D53A, a także izoforma kodowana przez produkt 
alternatywnego składania — surwiwina-AEx3 — ulegają 
szybszej degradacji proteolitycznej niż dzika forma białka
[34.41.45]. Obserwacje, wskazujące, że okres połowicznego 
rozpadu surwiwiny jest kontrolowany przez jej modyfika­
cje, sugerują możliwość terapeutycznej interwencji, która 
może okazać się szczególnie skuteczna w tych chorobach, w 
których nadekspresja surw iw iny stanowi przyczynę zabu­
rzenia fazy wykonawczej apoptozy [42],

UDZIAŁ SURWIWINY W CYKLU KOMÓRKOWYM

N a podstawie zgrom adzonych dotąd danych uznaje 
się, że główna funkcja białek rodziny IAP wyposażonych 
w  dom enę BIR typu II, poza regulacją procesu apoptozy, 
związana jest z ich udziałem  w procesie podziału komórek
[14.25.46]. Wykazano, że surwiwina, której synteza wzrasta 
około dziesięciokrotnie w  fazie G ,/M  cyklu komórkowego, 
wchodzi w skład złożonego kompleksu CPC i w raz z po­
zostałymi jego składnikami, takimi jak: Aurora B, INCENP 
(ang. inner centromere protein), borealina/dasra  B, TD-60 
(ang. telophase disk-60), uczestniczy w prawidłowej segrega­
cji chromosomów podczas mitozy i właściwym przebiegu 
cytokinezy [46,47]. Obniżenie ekspresji tego białka przez 
zastosowanie cząsteczek siRNA (ang. smali interference 
RNA) przejawia się nieprawidłowościami w podziałach ko­
mórek, tj. zaburzeniami cytokinezy i powstaniem  komórek 
wielojądrowych [46], Rdzeń kompleksu CPC tworzy czyn­
nik Aurora B o aktywności kinazowej, natom iast pozostałe 
składniki odpowiadają za ujawnienie się jego enzymatycz­
nej aktywności we właściwym czasie i miejscu w komórce. 
Surwiwina, wchodząca w bezpośrednie oddziaływanie z 
białkiem INCENP, przy stabilizującym działaniu borealiny, 
praw dopodobnie warunkuje właściwą lokalizację komplek­
su w czasie podziału komórek [46], Dodatkowo, wiązanie 
surw iw iny do kompleksu CPC wydaje się wzmacniać kina- 
zową aktywność enzym u Aurora B [48],

Badania z zastosowaniem techniki mikroskopii immu- 
nofluorescencyjnej wykazały, że podczas fazy M cyklu ko­
m órkowego surwiwina przemieszcza się w  obrębie aparatu 
mitotycznego [46,49], W czasie pro- i metafazy surwiwina 
wykryw ana jest głównie w  centromerach, zaś w  anafazie 
wiąże się z m ikrotubulam i wrzeciona podziałowego. N a­
stępnie umieszcza się kolejno w płaszczyźnie środkowej 
wrzeciona podziałowego (ang. midzone) (anafaza) i ciałku 
pośrednim  (telofaza), aby ostatecznie ulec wyłączeniu poza 
obręb rozdzielonych komórek potomnych [46,50], Ponadto, 
u pew nych m utantów  wykazano obecność surwiwiny w 
centrosomach komórek interfazowych [51]. Uważa się, że 
dom ena BIR surw iw iny jest kluczowa, choć niewystarcza­
jąca dla wiązania kompleksu CPC do regionów centrome- 
rowych chromosomów, natomiast a-helikalny fragment 
C-końcowy białka jest niezbędny, a zarazem wystarczający, 
do kierowania białka do wrzeciona mitotycznego i ciałka 
pośredniego [46]. Na oddziaływanie surwiwiny z poszcze­
gólnymi składnikami aparatu mitotycznego wpływają jej 
potranslacyjne modyfikacje, w tym ubikwitylacja. Stwier­
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dzono, że przyłączenie do cząsteczki surw iw iny reszt ubi- 
kwityny (kompleks białkowy p97-NP14-Ufdl) zwiększa jej 
powinowactwo do centromerów, natom iast ich odłączenie 
(czynnik FAM) skutkuje oddysocjowaniem kompleksu 
[46].

Surwiwina jako składnik CPC pośrednio: i) uczestniczy 
w destabilizacji m ikrotubul nieprawidłowo połączonych z 
kinetochorem i promuje biorientację mikrotubul; ii) regu­
luje poziom w kinetochorach składnika regulatorowego 
kom pleksu mitotycznego punktu  kontroli cyklu kom órko­
wego — białka B ubR l- i, w  konsekwencji, wejście komórek 
w  anafazę; iii) stabilizuje m ikrotubule oraz iv) uczestniczy 
w  zakończeniu cytokinezy przez umożliwienie fosforylacji 
różnych białek i struktur kom órkowych [46].

UDZIAŁ SURWIWINY W APOPTOZIE

Jak dotąd, najlepiej scharakteryzowano, w śród rodziny 
IAP, udział w apoptozie białka XIAP, zidentyfikowanego w 
1999 r. przez Ducketta i wsp. [52], Białko to zawiera trzy do­
meny BIR i, w  C-końcowym segmencie cząsteczki, domenę 
RING (por. Ryc. 1). Przedstawiono dowody, że XIAP wią­
że bezpośrednio kaspazy. Funkcję tę wypełnia dzięki tzw. 
odcinkowi łącznika między dom eną BIR-1 i BIR-2, który 
jest kluczowym  m otywem uczestniczącym w ham ow aniu 
kaspazy-3 i -7, utrzymując katalityczne miejsca cysteiny 
niedostępne, w  czym jest wspom agana przez stabilizują­
ce działanie dom eny BIR-2 [18,53]. Z kolei dom ena BIR-3 
uczestniczy w ham ow aniu kaspazy-9 poprzez wiązanie się 
z powierzchnią rowka, wykorzystywanego w dimeryzacji 
enzym u, utrzymując ją w formie nieaktywnego m onom eru 
[54], Unikatowa struktura surwiwiny, białka wyposażonego 
strukturalnie tylko w jedną domenę BIR (najbardziej zbliżo­
ną do BIR-2 XIAP), bez strukturalnych odpow iedników  mo­
tywu łącznika białka XIAP [55], powoduje, że mechanizm(y) 
wyjaśniający antyapoptotyczną naturę tego białka jest mało 
klarowny. Z kolei wyciszenie in vitro ekspresji genu kodu­
jącego surwiwinę w  komórkach HeLa przez antysensowne 
oligonukleotydy dla fragmentów genu tego białka, potę­
guje ich wrażliwość na śmierć program ow aną na drodze 
receptorowej [56]. Natomiast doświadczenia w ykorzystu­
jące myszy transgeniczne potwierdzają, że w prow adzenie 
genu kodującego surwiwinę wywołuje zmniejszenie liczby 
komórek apoptotycznych wśród keratynocytów naskór­
ka [57] czy komórkach wysepek (3 trzustki [58] po napro ­
mieniowaniu UV. Aktualnie wydaje się, że w  blokowaniu 
procesu apoptozy białko to wykorzystuje oddziaływ ania z 
różnymi kofaktorami. W śród nich wymienia się niskoczą- 
steczkowe białko HBXIP (ang. hepatitis B virus X  interacting 
protein) oraz wspom niane białko XIAP/ILP-1 [59]. Czynnik 
HBXIP, pierwotnie zidentyfikowano jako białko wiążące 
wirusowy, onkogenny polipeptyd (91 aa, m.cz. 9,6 kDa) 
— HBX (ang. X protein of hepatitis B virus), modulujący jego 
transaktywacyjną właściwość i hamujący replikację wirusa 
zapalenia wątroby typu B — HBV in vitro. W iadomo jednak, 
że chociaż ekspresja HBXIP wzrasta kilkakrotnie w zakażo­
nych HBV hepatocytach, to nie występuje wyłącznie w  cza­
sie zakażenia wirusowego i nie ogranicza się do komórek 
wątroby [60,61]. Jak wykazano, synteza HBXIP zachodzi w 
prawie wszystkich tkankach ludzkich, szczególnie obficie w 
mięśniach szkieletowych i mięśniu sercowym. Dodatkowo,

243
http://rcin.org.pl



obecność tego czynnika wykryto w  komórkach innych krę­
gowców, wskazując na jego zachowawczą rolę fizjologiczną 
[60].

M arusawa i wsp. [61] wykazali bezpośrednie oddziały­
wanie między surwiwiną i HBXIP zarówno in vivo, jak i in 
vitro oraz udowodnili, że oddziaływanie to jest niezbędnym 
w arunkiem  do ujawnienia się antyapoptotycznej właści­
wości surwiwiny i blokowania aktywacji kaspaz na szlaku 
mitochondrialnym, zależnym od cyt c. Niewykluczone jest 
ponadto, że HBXIP może także uczestniczyć, obok surw iw i­
ny, w  przebiegu cyklu komórkowego [61,62], Koniecznym 
i zarazem wystarczającym elementem strukturalnym  w od­
działywaniach między opisywanymi białkami, wydaje się 
być dom ena BIR surwiwiny, a regulatorowe znaczenie dla 
optymalnego wiązania HBXIP przypisuje się fosforylacji 
Thr34 w cząsteczce surwiwiny, przeprowadzanej w głównej 
mierze przez kinazę CDK1 [61]. Podstawienie Thr34 niezdol­
ną do ufosforylowania resztą am inokwasową znosi oddzia­
ływanie surwiwiny z jej potencjalnym kofaktorem, nato­
miast podstawienie w tej pozycji reszty glutaminianu wiąże 
się ze zwiększeniem powinowactwa surwiwiny do HBXIP 
in vitro w porów naniu z białkiem typu dzikiego.

W edług przedstawionych danych w mieszaninie zawie­
rającej obok prokaspazy-9 także cząsteczki Apaf-1, cyt c, 
dATP oraz surwiwinę i czynnik HBXIP obserwuje się ok. 
80% spadek pojawiania się aktywnej podjednostki enzymu 
w porów naniu z kontrolą pozbawioną dwóch ostatnich 
składników. Efekt ten nie ujawnia się w  obecności surw iw i­
ny bądź HBXIP, działających samodzielnie. Uważa się, że 
kompleks HBXIP - surwiwiną zapobiega składaniu apopto- 
somu wskutek wiązania prokaspazy-9 i uniemożliwienia jej 
rekrutacji do aktywowanego czynnika Apaf-1 (Ryc. 3). Oka­
zało się ponadto, że wirusowe białko HBX dodane do lizatu 
komórek embrionalnych nerki linii HEK293T wzmacnia o 
ok. 50% hamującą aktywność kompleksu HBXIP — surwi- 
wina, a polipeptyd HBXIP pełni, prawdopodobnie, funkcję 
łącznika pom iędzy HBX i surwiwiną. Informacje te w yda­
ją się być szczególnie interesujące w kontekście rozwoju 
przednow otw orow ych zm ian w hepatocytach zakażonych 
HBV. Chociaż od prawie 20 lat przewlekłe zakażenie tym 
wirusem  wiązane jest z rakiem wątroby, jak dotąd udział 
białek w irusa w  ich rozwoju nie został wyjaśniony [63,64]. 
Sugeruje się, że w irusowe białko onkogenne HBX może 
sprzyjać nowotworzeniu, znosząc wrażliwość komórek na 
apoptozę, m.in. poprzez pośrednie oddziaływanie z kom ­
pleksem HBXIP - surwiwiną [61].

Obok hipotez dotyczących zdolności surwiwiny do regu­
lowania aktywności i / lu b  ham owania aktywacji kaspaz w 
apoptosomie, powszechnie akceptuje się pogląd, sugerują­
cy pośrednie działanie surwiwiny na ham owanie apoptozy 
[50], Wydaje się, że pozostaje on w zgodzie z analizą porów ­
nawczą sekwencji aminokwasowej oraz struktury surw iw i­
ny i innego przedstawiciela rodziny IAP — XIAP. Badacze 
popierający powyższą hipotezę zakładają, że główne anty- 
apoptotyczne działanie surwiwiny polega raczej na wiąza­
niu i neutralizowaniu białek o działaniu antagonistycznym 
w stosunku do przedstawicieli rodziny IAP, takich jak, 
wykryte w  laboratorium Vauxa [65], mitochondrialne biał­
ko Sm ac/ DIABLO. Czynnik ten uwalnia się do cytosolu w

w arunkach sprzyjających apoptozie [66]. Dojrzała cząstecz­
ka Smac (m.cz. 21 kDa; 184 aa), dzięki obecności N-końco- 
wego m otyw u AVPI, opisywanego RHG (od nazw  genów 
reaper, hid, grim występujących u muszki owocowej), może 
oddziaływać z dom eną BIR białek rodziny IAP, głównie 
XIAP, cIAP-1, cIAP-2, ale i surw iw iną [66]. Pierwsze dow o­
dy wskazujące na oddziaływania pom iędzy Smac/DIABLO 
a surwiwiną przedstaw ione zostały przez chińskich bada­
czy w 2003 roku [50]. Wykazali oni, że białka te wiążą się 
ze sobą in vitro i in vivo, a główną rolę w  tym  oddziaływ a­
niu odgryw a reszta A sp71, zlokalizowana w obrębie regionu 
BIR surwiwiny, w spom agana przez jej a-helikalny region 
C-końcowy oraz N-końcowy aminokwas w Smac/DIABLO 
(Ala1). Występująca samodzielnie dom ena BIR surwiwiny 
wydaje się być niewystarczająca dla skutecznego składa­
nia kompleksu, natomiast cząsteczka surw iw iny niosąca 
mutację D71R nie tylko traciła zdolność do wiązania pro- 
apoptotycznego czynnika, ale sama zyskiwała właściwości 
promujące śmierć komórek. Przeprow adzone eksperym en­
ty dowiodły ponadto, że proces apoptozy może być bloko­
wany w obecności surw iw iny i innych cząsteczek ham u­
jących (takich jak XIAP), co wydaje się być konsekwencją 
neutralizowania aktywności Smac/DIABLO i ujawnienia 
się funkcji białek IAP. Z kolei surw iw iną samodzielnie nie 
wykazuje zdolności ham ow ania aktywności kaspaz (-7, -9).

Promieniowanie, 
ROS, NO, Ca2ł, 

związki chemiczne 
uszkadzające DNA, 

leki itp.

Rycina. 3. Hipotetyczny model działania surwiwiny podczas apoptozy. Ufosfory- 
lowana reszta Thr34 w cząsteczce surwiwiny stabilizuje białko XIAP — inhibitor, 
zdolny do hamowania aktywacji/aktywności kaspaz inicjatorowych (kaspaza-9) 
i wykonawczych (kaspaza-3 i -7), a po związaniu kofaktora — HBXIP blokuje 
aktywację prokaspazy-9 w apoptosomie i zapobiega apoptozie komórek na szla­
ku mitochondrialnym. Surwiwiną może wiązać ponadto mitochondrialny czyn­
nik Smac/DIABLO, uwolniony do cytosolu po uruchomieniu sygnału śmierci. 
Oddziaływanie to może przyspieszać ubikwitylację i proteasomalną degradację 
surwiwiny, albo znosić cytotoksyczność Smac/DIABLO i ujawniać antyapopto- 
tyczną aktywność pozostałych inhibitorów rodziny IAP (np. XIAP) (opracowano 
na podstawie [50,61,67,68]).
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Odmienne wyniki uzyskali Mc Neish i wsp. [67], którzy po­
twierdzili możliwość oddziaływań pom iędzy opisywanymi 
białkami, ale wykluczyli skuteczność surwiwiny w znosze­
niu cytotoksyczności wywoływanej przez Smac/DIABLO. 
Doświadczenia z użyciem siRNA wykazały, że surwiwina 
nie wpływa na proapoptotyczną aktywność Sm ac/D IA ­
BLO. Natomiast Smac/DIABLO przyspiesza ubikwitylację 
surwiwiny i reguluje szybkość jej degradacji w  komórce. 
Okazało się, że okres połowicznego rozpadu surw iw iny w 
komórkach raka jajnika linii OVCAR4, transfekowanych 
wektorem  adenow irusow ym  niosącym DNA, kodujący doj­
rzałą formę białka Smac/DIABLO, ulega skróceniu z 6 do 
2 godzin, w porów naniu z kom órkami kontrolnymi. N ega­
tywny wpływ  Smac/DIABLO na trwałość surwiwiny znosi 
obecność w środowisku laktacystyny (12,5 pM) — uznane­
go inhibitora proteasom u 20S.

Dane doświadczalne, które ukazały się w  ciągu ostatnich 
kilku lat świadczą ponadto o udziale surw iw iny w stabili­
zacji cząsteczek białka XIAP [68]. Wyniki badań z zastoso­
waniem techniki chromatografii pow inow actw a wskazują 
niezbicie na w spółwystępowanie surw iw iny w ekstraktach 
komórkowych w postaci kompleksu, zawierającego XIAP 
obok białek opiekuńczych Hsp90 i Hsp70. Oddziaływania 
między tymi białkami wzmacniane są praw dopodobnie 
przez czynniki wywołujące apoptozę (np. staurospory- 
na). Dodatkowo wykazano, że transfekcja komórek linii 
HEK293T genem kodującym surw iw inę skutkuje przedłu ­
żeniem czasu półtrwania XIAP z 2 do 5,5 godzin, p raw ­
dopodobnie w  konsekwencji przyłączenia do białka XIAP 
cząsteczek surwiwiny w  sposób uniemożliwiający dostęp 
enzym u Ubc H5, przeprowadzającego poliubikwitylację. 
Heterokompleks XIAP — surw iw ina odgrywa, jak się uw a­
ża, zasadniczą rolę w  ochronie komórki, nasilając aktyw ­
ność białek inhibitorowych w blokowaniu aktywacji kaspaz 
i przebiegu apoptozy.

Niewykluczony jest również odm ienny mechanizm 
działania surwiwiny. Stwierdzono na przykład, że zniesie­
nie aktywności surwiwiny (T34A) w komórkach czerniaka 
może indukować przeniesienie czynnika AIF (ang. apoptosis 
inducing factor) do jądra kom órkowego i, w  bliżej niewyja­
śniony sposób, włączać apoptozę niezależną od kaspaz [69], 
Przypuszcza się, że kluczowa rola surw iw iny polegać może 
na ham owaniu zależnego od AIF m itochondrialnego szlaku 
apoptozy, a ekspresja genu kodującego surw iw inę zarówno 
przed apoptozą zależną, jak i niezależną od kaspaz.

Jak dotąd, mechanizm działania surw iw iny w ham ow a­
niu apoptozy pozostaje w  sferze badań. Wyjaśnienia w y­
magają zwłaszcza przyczyny pozostających w sprzeczności 
rezultatów prac badaczy, pochodzących z różnych labora­
toriów. Możliwe, że różnice te są efektem specyficzności 
komórkowej lub też wynikają z zastosowania odmiennych 
technik badawczych [67],

UDZIAŁ SURWIWINY W PROCESIE NOWOTWORZENIA

Powszechna synteza surw iw iny w wielu now otw o­
rach wobec niskiego, prawie niewykrywalnego poziomu 
w odnośnych komórkach praw idłow ych wciąż fascynuje 
badaczy [1,70]. Jej obecność wykazano w komórkach em­

brionalnych, a także niektórych tkankach dojrzałych orga­
nizmów, głównie w komórkach cechujących się wysokim 
potencjałem mitotycznym, np. szpik kostny, keratynocyty 
podstawnej warstwy skóry [3,70]. Obniżenie syntezy tego 
białka podczas ostatecznego różnicowania się tkanek pra ­
widłowych stanowi adaptację do ich aktualnego stanu na- 
mnażania i jest, w pewnych warunkach, odwracalne.

W ykazano na doświadczalnym modelu regenerującej 
wątroby, że po częściowej hepatektomii lub też po chemicz­
nym  uszkodzeniu wątroby u myszy następuje około trzy­
dziestokrotny wzrost stężenia mRNA dla surwiwiny, który 
ściśle zależy od indukcji replikacji DNA w tym  narządzie 
[71].

Wymienione fakty, a także istotny udział surw iw iny w 
regulacji szlaków komórkowych (ang. cross-talk) pomiędzy 
życiem a śmiercią komórkową, nasuw a szereg pytań, m.in. 
czy surwiwina pełni aktywną funkcję w transformacji no­
wotworowej, a jeśli tak, to jaki molekularny mechanizm 
prow adzi do przywrócenia syntezy surw iw iny w  kom ór­
kach nowotworowych? Czy wznowienie syntezy tego biał­
ka może wpływać na inicjację czy też na progresję kance- 
rogenezy? Czy zaburzenie regulacji apoptozy po podw yż­
szeniu komórkowego poziomu surwiwiny odgryw a rolę 
w  inwazyjności komórek nowotworowych, względnie w 
procesie angiogenezy?

Pierwsze informacje wskazujące na udział surwiwiny w 
transformacji nowotworowej były czysto opisowe. Stwier­
dzono, że o ile białka kodowane przez gen kodujący sur­
wiwinę z reguły nie występują w  zdrowych, ostatecznie 
zróżnicowanych tkankach, to do ich syntezy dochodzi pod ­
czas zmian o charakterze hiperplazji czy dysplazji; jest ona 
szczególnie wysoka w większości tkanek zmienionych no- 
wotworowo. Niektóre doniesienia sugerują, że do wzrostu 
poziom u surwiwiny dochodzi już we wczesnym etapie pro­
cesu nowotworzenia oraz wskazują na bezpośrednią zależ­
ność pom iędzy syntezą surwiwiny a stadium  zaaw ansow a­
nia now otw oru [1,72]. Wskazuje się na zaburzenia praw i­
dłowej regulacji procesu apoptozy wskutek podwyższenia 
poziomu surwiwiny, jako przyczynę agresywnego wzrostu 
now otw orów  oraz wzrostu ich złośliwości i inwazyjności.

Stosunkowo liczne badania, zarówno kliniczne, jak i 
przeprow adzone na zwierzęcych modelach doświadczal­
nych, dotyczą roli surwiwiny w transformacji now otw oro­
wej skóry. Wysoki poziom syntezy tego białka w ykrywano 
w różnych typach raka skóry, tj. w  czerniaku złośliwym 
[73,74], jak również w  innych odmianach raka skóry [70]. 
W odróżnieniu od zdrow ych melanocytów, w  których nie 
stwierdzono obecności surwiwiny, jej wysoką syntezę udo ­
kum entow ano w czerniaku [73]. Wszystkie badane przy­
padki czerniaka z przerzutam i (15 z 15), a także trzynaście 
z piętnastu przypadków  jego inwazyjnej formy odznaczało 
się obecnością surwiwiny. Harm onizowało to z wysokim 
indeksem mitotycznym oraz bardzo niskim indeksem apop- 
totycznym w przerzutowej formie czerniaka. Wygaszenie 
ekspresji genu kodującego surwiwinę metodą interferencji 
RNA lub też nadekspresja genu kodującego jej zm utowaną, 
niefunkcjonalną formę (Cys85Ala) w komórkach czerniaka, 
spowodowało indukcję apoptozy [73], Ponadto, podjęto
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próbę oceny, czy ekspresja białek antyapoptotycznych, m.in. 
surwiwiny czy liwiny, może być odbiciem stopnia zaaw an­
sowania czerniaka i jego inwazyjności [74], Wykorzystując 
technikę immunohistochemicznego barwienia oraz ilościo­
wej reakcji łańcuchowej polimerazy (qRT-PCR), oznaczono 
poziom obu wymienionych białek u 63 pacjentów z przerzu­
tami czerniaka złośliwego. O dnotowano syntezę surwiwiny 
w  próbkach czerniaka 62 pacjentów (98%), natomiast liwiny 
— u 60 pacjentów (90%). Warto nadmienić, że stwierdzono 
duże różnice w ilości kopii mRNA dla surwiwiny pomię­
dzy poszczególnymi pacjentami [74]. Znaczącej liczbie pa ­
cjentów (56 z 63), którzy zostali poddani zabiegowi chirur­
gicznemu, podaw ano dodatkowo szczepionkę Canvaxin (19 
pacjentom preparat ten podano zarówno przed operacją, jak 
również po operacji, podczas gdy 37 pacjentów otrzymało 
go wyłącznie po zabiegu operacyjnym). Na podkreślenie 
zasługuje fakt, że wśród pacjentów z niskim poziomem sur­
wiwiny, którzy zostali poddani immunoterapii, po zabie­
gu chirurgicznym odnotow ano znaczne wydłużenie czasu 
przeżycia. Obserwacja ta zdaje się być istotna, ponieważ w 
odniesieniu do liwiny u tych samych pacjentów podobnej 
współzależności nie stwierdzono [74].

Badania przeprowadzone z wykorzystaniem myszy trans- 
genicznych potwierdziły istotny współudział surwiwiny w 
przyspieszonej progresji nowotworów skóry (przekształ­
cenie brodawczaka w raka kolczystokomórkowego) [75]. 
Wyniki doświadczeń sugerują, że nadekspresja genu kodu­
jącego surwiwinę zapobiega spontanicznej i indukowanej 
apoptozie, której towarzyszy spadek poziomu białka p53. 
Obniżenie poziomu p53, wskutek inaktywacji jednego alle- 
la p53 (myszy p53+/-), nasila dodatkowo efekt antyapopto- 
tyczny. Nie stanowi to zaskoczenia, jeżeli uwzględni się, że 
białko p53 hamuje ekspresję genu kodującego surwiwinę, 
a ponadto, jako czynnik transkrypcyjny, indukuje ekspresję 
licznych proapoptotycznych genów. Również doniesienia in­
nych grup badawczych wskazują, że podwyższenie ekspresji 
surwiwiny podczas transformacji blokuje fazę wykonawczą 
apoptozy, przyczyniając się tym samym do przyspieszenia 
progresji procesu nowotworowego [57], Wygaszenie ekspre­
sji genu kodującego surwiwinę w kilku liniach chłoniaków 
niehodgkinowskich (NHL) za pomocą oligonukleotydów 
antysensownych (ASO) hamowało ich namnażanie się w ho­
dowli komórkowej, a także zapobiegało powstawaniu kse- 
notransplantatów u myszy SCID, jak również ograniczało 
wzrost już istniejących nowotworów [76].

Wiele prac doświadczalnych dotyczy udziału surw i­
winy w transformacji nowotworowej jelita grubego. Duże 
zainteresowanie tą tematyką jest zapewne spowodowane 
nie tylko wysoką częstotliwością występowania raka jelita 
grubego w  krajach uprzemysłowionych, ale także faktem, 
że molekularne podstaw y transformacji nowotworowej 
tego narządu są dość dobrze poznane. Kawasaki i wsp. [77] 
donieśli, że ekspresja genu kodującego surwiwinę obniżała 
indeks apoptotyczny w tym nowotworze bez względu na 
obecność białka Bcl-2. Badacze ci obserwowali ponadto, że 
pacjentów z niskim indeksem apoptotycznym  w tkance no­
wotworowej cechował krótszy okres przeżycia. Obserwa­
cja ta zasugerowała, że surwiwina może być niezależnym 
czynnikiem prognostycznym [77].

Analiza immunohistochemiczna 52 prób raka jelita g ru ­
bego wykazała, iż ekspresja genu kodującego surw iw inę w 
27 przypadkach ściśle harm onizowała nie tylko ze spadkiem  
indeksu apoptotycznego, ale również z podw yższeniem  in­
deksu mitotycznego w tkance nowotworowej w  porów na­
niu do 25 przypadków  bez ekspresji genu suriviiviny [78]. 
W kolejnych badaniach podjęto próbę określenia, na którym 
etapie procesu kancerogenezy jelita grubego dochodzi do 
wznowienia syntezy surwiwiny. W tym  celu oznaczono 
poziom surw iw iny oraz białka antyapoptotycznego Bcl-2 w 
materiale klinicznym, reprezentującym najważniejsze stadia 
zm ian tkanek podczas rozwoju nowotworu, począwszy od 
niezłośliwych polipów, poprzez kolejne stadia zaaw anso­
wania klinicznego, aż do złośliwej formy gruczolakoraka.

Badaniami immunohistochemicznymi objęto bogaty m a­
teriał kliniczny (143 hiperplastyczne polipy, 171 gruczola- 
ków z niską dysplazją, 42 gruczolaki o wysokiej dysplazji 
oraz 60 gruczolakoraków). Uzyskane wyniki ujawniły, że 
poziom surw iw iny zwiększał się w  sposób statystycznie 
istotny podczas transformacji niezłośliwego gruczolaka w  
postać złośliwego nowotworu. Wyniki oceny poziom u biał­
ka Bcl-2 nie potwierdziły podobnej zależności. N atom iast 
wzrostowi ekspresji genu surwiwiny towarzyszył spadek 
indeksu apoptotycznego oraz podwyższenie procentu ko­
mórek Ki-67 pozytywnych [79]. Wyniki te zostały potw ier­
dzone w innych doniesieniach [80]. Wygaszenie ekspresji 
genu surwiwiny w  komórkach raka okrężnicy HCT116, przy 
użyciu techniki siRNA, spowodowało zaham owanie na- 
mnażania się tych komórek in vitro, a także doprow adziło 
do siedmiokrotnego zmniejszenia w zrostu guzów implan- 
towanych „nagim" myszom [80].

Reasumując, m ożna stwierdzić, że zgrom adzono w ystar­
czająco przekonywające wyniki, które, wykorzystując boga­
ty materiał kliniczny oraz różne modele doświadczalne, nie 
tylko dokum entują udział surw iw iny w procesie nowotwo- 
rzenia, ale pozwalają również na ustalenie istotnej roli p rzy ­
wrócenia ekspresji genu kodującego surwiwinę na etapie 
postępującego procesu nowotworzenia.

ROLA WARIANTÓW SURWIWINY W 
PROCESIE NOWOTWORZENIA

Precyzyjne ustalenie roli surw iw iny w  transformacji 
nowotworowej jest u trudnione z uwagi na fakt, że w  ko­
mórkach człowieka, oprócz formy dzikiej, występują jej 
izoformy, powstające na drodze alternatywnego składania 
pre-mRNA. Do chwili obecnej, doniesienia o roli wariantów  
surwiwiny w procesie nowotworzenia są wciąż nieliczne. 
Ponadto, niektóre obserwacje są ze sobą sprzeczne i stąd  też 
trudno jest dokładnie ocenić ich udział w  procesie now o­
tworzenia.

Podwyższoną syntezę surwiwiny-2B zaobserwowano 
w niektórych przypadkach nerwiaków (ang. neuroblasto­
ma) odznaczających się dobrym  rokowaniem, podczas gdy 
w  szczególnie złośliwych now otw orach stwierdzono tylko 
niski poziom surw iw iny [81]. Jak dotąd, nie stw ierdzono 
żadnego związku przyczynowo — skutkowego pom iędzy 
syntezą dzikiej formy surwiwiny, ani jej wariantu — AEx3,
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a stopniem zaawansowania now otw orów  przew odu pokar­
mowego [82]. O dm ienne wyniki odnotow ano w przypadku 
poziomu surwiwiny-2B. Jej synteza była znacząco podw yż­
szona we wczesnych stadiach nowotworzenia (stadium I +
II), a ulegała spadkow i w zaaw ansow anym  stadium  rozw o­
ju now otw oru tego narządu (stadium III + IV) [82], N ato­
miast zwrócono uwagę na niekorzystną rolę surwiwiny-2B 
w progresji now otw orów  nerek [45], Synteza surwiwiny-2B 
ulegała obniżeniu w mocno zaawansowanych stadiach gu­
zów nowotworowych [45]. Wysoki poziom syntezy surwi- 
winy-2a wykryto w pierwotnych guzach nowotworowych 
centralnego systemu nerwowego (rdzeniaki, ang. medullo- 
blastoma) [83], Biorąc pod uwagę fakt, że w niektórych w a­
riantach surw iw iny brak jest, przynajmniej częściowo, funk­
cjonalnego m otyw u BIR, nie m ożna wykluczyć, że mogą 
one się znacznie różnić pod względem  biologicznych w ła­
ściwości. W istocie, w  odróżnieniu od dzikiej formy surw i­
winy jej w ariant 2a posiada właściwości apoptogenne i tym 
samym może niweczyć antyapoptotyczną funkcję, głównie 
reprezentowanej, dzikiej formy surw iw iny [36].

W podsum ow aniu  należy stwierdzić, że poziom syntezy 
poszczególnych w ariantów  surw iw iny obserwowany w in­
dyw idualnych przypadkach może mieć decydujące znacze­
nie w regulacji jej antyapoptotycznej funkcji w  komórkach 
nowotworowych.

MOLEKULARNE MECHANIZMY PROWADZĄCE 
DO NADEKSPRESJI SURWIWINY W 
KOMÓRKACH NOWOTWOROWYCH

Mechanizm(y) odpowiedzialny(e) za przywrócenie eks­
presji genu kodującego surwiwinę podczas kancerogenezy 
do poziom u występującego w komórkach embrionalnych 
lub niektórych prawidłowych tkankach o wysokim  poten­
cjale mitotycznym, budzi wielkie zainteresowanie. Stężenie 
surwiwiny, a także jej aktywność w komórkach regulow a­
na jest na kilku poziomach, tj. przez modulację transkrypcji 
jej genu, stabilność transkryptów, translację oraz stabilność 
samego białka, która z kolei jest kontrolowana m.in. przez 
stopień ufosforylowania, a także przez regulację w ew nątrz­
komórkowej jej lokalizacji. Akceptuje się, że poziom surw i­
winy w praw idłow ych komórkach podlega cyklicznej zm ia­
nie zależnej od progresji cyklu kom órkowego i jeżeli biał­
ko to osiąga najwyższy poziom podczas fazy G2/M  cyklu 
komórkowego, należy się spodziewać w  obrębie promotora 
genu kodującego surwiwinę obecności typowych elemen­
tów występujących w prom otorach innych genów, które 
ulegają ekspresji w  sposób zależny od cyklu komórkowego. 
Analiza sekwencji prom otora genu kodującego surwiwinę 
ujawniła obecność kilku charakterystycznych elementów, 
tj. sekwencji CHR (ang. cell-cycle genes homology region) [84], 
odpowiedzialnej za ham owanie ekspresji genu podczas 
fazy G, oraz trzech sekwencji CDE (ang. celi cycle-dependent 
elements), które przyczyniają się do w zrostu transkrypcji w 
fazie G2/M  cyklu komórkowego [11], Badania regionu pro ­
motora genu surwiwiny w komórkach now otw orow ych w y­
kazały obecność polimorfizmu [85], Jeden z polimorfizmów, 
zlokalizowany w  obrębie regionu obejmującego elementy 
CHR/CDE, wydaje się być związany z mutacją charakte­
rystyczną dla wielu typów now otw orów  i harmonizuje ze

wzrostem  ekspresji genu surwiwiny zarówno na poziomie 
mRNA, jak również białka.

Ponadto, w  obrębie prom otora genu surwiwiny zidentyfi­
kowano specyficzne sekwencje typowe dla wiązania niektó­
rych czynników transkrypcyjnych: białka p53, regulatora 
transkrypcyjnego CBP (ang. CREB-binding protein), a także 
ważnego czynnika szlaku sygnałowego (3-kateniny — TCF- 
4 (ang. T-cell factor-4). Sekwencja w prom otorze genu sur­
wiwiny, będąca miejscem wiązania p53, odbiega nieco od 
typowej sekwencji kanonicznej (ang. canonical p53 responsive 
element) [30]. Odcinek promotora, w którym  wiąże się dzika 
forma białka p53 pokrywa się częściowo z miejscem łącze­
nia się czynników transkrypcyjnych z rodziny E2F, co ma 
istotne znaczenie dla m echanizmu regulacji transkrypcyj- 
nej surwiwiny przez p53. Wykazano, że białko p53 hamuje 
transkrypcję surwiwiny [30], przy czym represja ta może 
mieć charakter bezpośredni lub też pośredni. Szacuje się, że 
w  ok. 50% wszystkich chorób nowotworowych u ludzi gen 
p53 ulega mutacji. Ponadto, w dużej liczbie przypadków  
nowotw orów  dochodzi do inaktywacji kodowanego prze­
zeń białka nie tylko w wyniku mutacji genu, lecz również 
w  efekcie destabilizacji jego produktu  białkowego lub jego 
niewłaściwej lokalizacji wewnątrzkomórkowej. We wszyst­
kich tych przypadkach odnotowuje się brak białka p53 w 
jądrze komórkowym lub jego niefunkcjonalność. Łatwo 
jest więc zrozumieć, że wskutek braku dzikiej formy białka 
p53 nie dochodzi do represji genu kodującego surwiwinę. 
Uwzględniając ponadto fakt, że dzika forma p53 poza sur- 
w iwiną hamuje również gen BCL-2, a ponadto stymuluje 
wiele genów proapoptotycznych, takich jak: Bax, PUMA, 
NOXA, kaspaza-9 (oraz wiele innych), jego inaktywacja musi 
prowadzić do decydującego zaburzenia istniejącej rów no­
wagi komórkowej pomiędzy czynnikami pro- i antyapopto- 
tycznymi [86], Ponadto, inaktywacja p53 prow adzi również 
do zaburzeń ekspresji genu surwiwiny regulowanej poprzez 
znajdujące się w obrębie jej prom otora w spom niane elemen­
ty, uzależnione od przebiegu cyklu komórkowego — CHR 
i CDE. Wykazano, że geny wyposażone w kasety CCAAT, 
charakterystyczne dla zależnych od G^/M promotorów, 
ulegają bezpośredniem u ham ow aniu przez dziką formę p53 
[87].

Ostatnio Rother i wsp. [88], badając ekspresję genu ko­
dującego C ksl (ang. cyclin-dependent kinase subunit 1) — 
przedstawiciela rodziny kinaz zależnych od cyklin, w yka­
zali, że praw idłow a jej regulacja w ym aga w spółdziałania 
w  obrębie prom otora obydw u elem entów — CHR i CDE. 
Ponadto stwierdzili, że poziom  mRNA dla C ksl, ulegający 
zm ianie zależnej od cyklu kom órkowego, obniża się pod 
w pływ em  w zrostu ekspresji p53 pomimo, iż w  obrębie 
prom otora nie w ystępują specyficzne miejsca dla wiązania 
tego białka. A utorzy ci wykluczają możliwość, że w  zaob­
serwowanej represji pośredniczy inny czynnik transkryp- 
cyjny NF-Y, który jest zwykle w iązany przez sekwencję w 
CCAAT. Przytoczone dane dokum entują istotny udział 
białka p53 w regulacji ekspresji surw iw iny, która, jak w i­
dać, następuje poprzez represję przynajmniej dwóch nie­
zależnych szlaków, i pozwalają lepiej zrozum ieć pow ażne 
skutki spow odow ane inaktywacją produk tu  genu supre- 
sorowego p53.
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Na regulację ekspresji genu su rwiwiny w pływ a także czyn­
nik związany ze szlakiem sygnałowym (3-katenina-TCF-4, 
co zasygnalizowano w 2001 roku [89], Okazało się, że białko 
kodowane przez gen supresorowy APC  (ang. adenomatosus 
polyposis coli) obniża ekspresję genu surwiwiny poprzez za­
blokowanie szlaku p-katenina/TCF-4. To wysokocząstecz- 
kowe białko strukturalne, które uczestniczy m.in. w  adhezji 
komórkowej, odgrywa ważną rolę w regulacji szlaku (3-ka- 
teniny/TCF-4 w ścianie jelita grubego. Produkty bakteryj­
nej fermentacji resztek pokarm u zmieniają chemicznie śro­
dowisko, przed czym skuteczną obroną jest szybka odnowa 
komórek śluzówki jelita. Stąd też konieczna jest precyzyjna 
regulacja aktywności czynników transkrypcyjnych. Mutacje 
genu APC, występujące w rodzinnych zespołach raka jelita 
grubego, prow adzą najczęściej do syntezy skróconego biał­
ka APC, pozbawionego miejsca wiązania p-kateniny, a tym 
samym — do utraty represji szlaku P-katenina/TCF-4, co 
stwarza w arunki promujące przem iany nowotworowe.

W tym  miejscu należy zacytować w yniki dośw iadczeń, 
w których, w ykorzystując ocenę aktyw ności indukcji 
p rom otora  genu surwiwiny (dzięki technice z w ykorzy ­
staniem  genu reporterow ego), odnotow ano 6-12-krotną 
różnicę jego aktyw ności w  kom órkach raka okrężnicy 
HCT-116, w  których funkcjonuje szlak p-katenina/TFC - 
4, w  porów nan iu  z kom órkam i HeLa pozbaw ionym i 
tej ścieżki sygnałowej [90]. Obserwacje te potw ierdziły  
udział czynników  szlaku P-katenina/TCF-4 w regulacji 
ekspresji genu surwiwiny. W prom otorze genu surwiwiny 
w ykazano trzy  miejsca w iązania czynnika transkrypcyj- 
nego TCF, określane jako TBE (ang. TCF-binding elements) 
[90]. M utacje w  dw óch bliższych elem entach TBE2 i TBE3 
przyczyniały się do 79% spadku  ekspresji genu surwiwi­
ny, podczas gdy mutacja kolejnego — TBE1 — nie oka­
zyw ała istotnego w pływ u na jej ekspresję. W yniki te su ­
gerują, że regulacja transkrypcji genu surwiwiny podlega 
znacznem u zróżnicow aniu w różnych typach tkanek. 
W kom órkach p rzew odu  pokarm ow ego białko APC oraz 
czynniki szlaku p-katenina/TC F-4 odgryw ają istotną rolę 
w regulacji ekspresji genu surwiwiny. M utacja APC  p ro ­
w adzi do niekontrolow anego w zrostu  poziom u p-kateni­
ny i zasadniczej aktywacji szlaku P-katenina/TCF-4, a w 
konsekwencji — do zw iększenia ekspresji genu surwiwi­
ny i tym  sam ym  zaham ow ania apoptozy.

Przywrócenie ekspresji genu surwiwiny wydaje się być 
także prom owane przez czynnik transkrypcyjny Stat-3 
(ang. signal transducer and actioator of transcription-3). W y­
soki poziom tego białka odnotowano w badaniach doty­
czących raka sutka. W tym nowotworze również dochodzi 
często do stałej aktywacji białka Stat-3 [91]. Równoczesne 
podwyższenie poziomu obydwu białek wykazano w grupie 
pacjentów wysokiego ryzyka, opornych na chemoterapię. 
Doświadczenia genetyczne potwierdziły, że czynnik Stat-3 
łączy się bezpośrednio z prom otorem  genu surwiwiny. Jego 
wyciszenie w  komórkach raka piersi MDA-MB-435s przy 
użyciu ASO powodowało obniżenie poziom u surwiwiny 
i indukcję apoptozy [91].

O statn io  p rzedstaw iono  w yniki w skazujące, że eks­
presja genu opisyw anego inh ib itora  apop tozy  m oże

być rów nież regu low ana  p rzez  stabilizację mRNA oraz 
m odulację jego translacji. Posługując się m odelem  raka 
prosta ty , obserw ow ano  w zrost ekspresji genu surwiwi­
ny pod  w p ływ em  insu linopodobnego  czynnika w zrostu  
IGF-1 (ang. insulin-like growth factor-1) [92]. W zrost ten, 
in d ukow any  przez  IGF-1, całkow icie w yciszała rapam y- 
cyna, lek im m unosupresy jny  będący silnym  inhib ito rem  
kinazy  mTOR (ang. mammalian target of rapamycin). W 
celu poznan ia  m echan izm u leżącego u pod łoża  tego 
zjaw iska, kolejne dośw iadczen ia  p rzep ro w ad zo n o  na 
kom órkach  raka p rosta ty  z nadeskpresją  genu ryboso- 
malnej k inazy p70S6Kl (w form ie dzikiej albo zm u to ­
w anej opornej na działan ie  rapam ycyny). W opisanych  
w aru n k ach  dośw iadczalnych  odno tow ano , że IGF-1 
specyficznie p odw yższa  poziom  su rw iw iny  poprzez  
stym ulację rybosom alnej k inazy  p70S6Kl [92]. W yniki 
tych fascynujących bad ań  uw zg lędn ia ją  kontro lę  eks­
presji genu surwiwiny  na k askadow ym  szlaku k inaz PI3, 
AKT, mTOR oraz p70S6Kl. W skazanie na rybosom al- 
ną k inazę p70S6Kl, jako p o średn ika  podczas aktyw acji 
su rw iw iny  przez  czynniki w zrostu , poszerzy ło  nie ty l­
ko naszą ak tua lną  w iedzę dotyczącą regulacji ekspresji 
genu  surwiwiny, lecz pozw ala  p o n ad to  na opracow anie  
nowej stra teg ii leczenia now otw orów , w  których  w yso ­
ka synteza  su rw iw iny  łączy się ze złą prognozą.

Kom órkowy poziom  surw iw iny jest ponadto kontrolo­
w any na poziom ie białka, poprzez regulację jego stabilno­
ści. Degradacja białek na drodze proteasomalnej stanowi 
główny m echanizm  m odulujący obrót białek w kom ór­
kach, przy czym ich rekrutacja w proteasom ie regulow ana 
jest przez ich uprzednią  poliubikwitylację. Z kolei p oda t­
ność poszczególnych białek na ten proces jest uzależniona 
od stanu i rodzaju ich modyfikacji (np. fosforylacji, acety- 
lacji, itd.), a także od w iązania się z innym i białkami, co 
może dodatkow o w pływ ać na ich stabilność. Surw iw ina 
wiąże się z białkiem opiekuńczym  Hsp90, co chroni ją 
przed szybką degradacją [93].

Biologiczna aktywność surw iw iny może być dodatkow o 
regulowana przez jej wewnątrzkom órkow ą lokalizację. Biał­
ko to uczestniczy w dwóch diametralnie różnych procesach 
— w regulacji apoptozy oraz mitozy. Ten stan „wym usza" 
jej odm ienną lokalizację wewnątrzkom órkową, która w pra ­
w idłowych komórkach jest ściśle regulowana, podobnie jak 
jej ekspresja.

Jak ostatnio w ykazano, cząsteczka surw iw iny jest w y ­
posażona w  m otyw NES i, poprzez utw orzenie kom pleksu 
z receptorow ym  białkiem eksportow ym  — CRM-1, po d ­
lega regulow anem u transportow i, który jest wrażliw y na 
traktow anie leptom ycyną B [40,94]. M olekularna etykiet­
ka eksportow a NES okazuje istotne znaczenie dla biolo­
gicznej aktywności surw iw iny. Delecja NES prow adzi do 
zaburzeń oddziaływ ania pom iędzy surw iw iną a CRM-1, 
uniemożliwiając tym  sam ym  praw id łow ą lokalizację 
surw iw iny w centrosomach, co w konsekwencji zaburza 
funkcję składników  tego kom pleksu. Dowiedziono, że 
białko CRM-1 pośredniczy w  um ieszczaniu surw iw iny w 
centrosomach. W ygaszenie jego ekspresji przez siRNA lub 
inaktywację genu zapobiega usytuow aniu  surw iw iny w 
centrosom ach [40],
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CZY SURW IW INĄ STANOW I BIOMARKER I MOZĘ MIEC 
CHARAKTER W SK A ŹNIK A  PROGNOSTYCZNEGO?

M arkerem now otw orow ym  z reguły nazyw a się czynnik 
wielocząsteczkowy, najczęściej białko ze składnikiem lipi­
dowym, cukrowym  czy też glikolipidowym, który z uwagi 
na pełnioną funkcję (enzym, receptor, czynnik transkrypcyj- 
ny, itp.) jest syntetyzowany wyłącznie w  komórkach zmie­
nionych nowotworowo, albo — jeżeli jego poziom jest niski 
— w  komórkach prawidłowych i podczas kancerogenezy 
dochodzi do jego znacznego wzrostu, przewyższającego 
wielokrotnie ten osiągany w komórkach odnośnikowych. 
W oparciu o taką definicję (a szczególnie o jej drugi człon) 
wydaje się, że surw iw iną spełnia te kryteria i można ją uznać 
za biomarker niektórych typów now otw orów  [95,96].

Markery now otw orow e są przydatne nie tylko w  diagno­
styce schorzeń nowotworowych, tj. w  wykryw aniu, lokali-

Tabela 1. Postulowane strategie leczenia nowotworów z wykorzystaniem wyciszania ekspresji genu surwiwiny.

Rodzaj terapii Model kom órkow y Skutki biologiczne Piśm iennictwo

Terapia genowa

M utant Thr 34 —>Ala -p lazm id kom órki HeLa apoptoza T [41,42,104]

M utant Cys 84 —>Ala AAV linie kom órkow e raka 
jelita grubego i czerniaka 
oraz ksenotransplanty

proliferacja 4 
apoptoza T 
wielkość guza 1 
ang iogenezai

[73,99]

W ygaszanie ekspresji 

Antysensow ne 
oligonukleotydy (ASO)

różne linie kom órek 
now otw orow ych

proliferacja 1 
apoptoza T

[73,97]

siRNA

Rybozymy

linie kom órkow e raka jelita 
grubego oraz ksenotransplanty

linie kom órkow e czerniaka, 
raka sutka i prostaty  
oraz ksenotransplanty

proliferacja 4 
apoptoza T 
wielkość guza 4 

proliferacja 4 
apoptoza T 
wielkość guza 4

[80, 97] 

[98]

Blokada transkrypcji przy użyciu niskocząsteczkowych inhibitorów  

M(4)N różne linie kom órek
now otw orow ych oraz 
ksenotransplanty

proliferacja 4 
apoptoza T
ekspresja genu surw iw iny 4 
ekspresja genu CDK1 4

[100]

YM155 różne linie kom órek 
now otw orow ych oraz 
ksenotransplanty

proliferacja 4 
apoptoza t

[101]

badania kliniczne 
obejmujące pacjentów 
z NHL i czerniakiem

wielkość guza 4 
apoptoza t

[101]

Interferencja w iązania białka HSP90

Seferdyna różne linie kom órek
now otw orow ych oraz 
ksenotransplanty

proliferacja 4 
wielkość guza 4 
apoptoza t

[105]

kom órki praw idłow e żywotność [105]

Inhibitory kinaz — blokada fosforylacji surw iw iny 

Flawopirydol linie kom órkow e raka
sutka i szyjki macicy

proliferacja 4 
apoptoza T

[105]

Purvalanol kom órki HeLa proliferacja 4 
apoptoza T

[103]

NU6140 kom órki HeLa proliferacja 4 
apoptoza T

[103]

zacji lub też określeniu stopnia zaawansowania klinicznego, 
ale także odgrywają rolę przy wyborze specyficznego lecze­
nia oraz przy monitorowaniu skuteczności terapii. Ponadto, 
wykorzystując dane epidemiologiczne i wyniki analiz kli­
nicznych, biomarkery mogą mieć charakter prognostyczny. 
Obserwacje dokonane w  kilku ośrodkach naukowych wska­
zują, że ocena poziomu surwiwiny może stanowić wskaźnik 
prognostyczny m.in. w  raku okrężnicy oraz skóry. Wysoki 
jej poziom w rakach okrężnicy, sutka oraz w chłoniakach 
zwykle wiąże się ze złym rokowaniem [1,2,79],

SURW IW INĄ JAKO CEL TERAPII 
PRZECIWNOWOTWOROWEJ

Surwiwiną stała się obiektem opracowania potencjalnych 
strategii terapeutycznych na różnych poziomach jej regu­
lacji. W chwili obecnej realizowane są dwie główne opcje 
leczenia: jedna — farmakologiczna, a druga — oparta na za- 

---------------------------------------------------------- stosowaniu m e­
tod molekular­
nych, m.in. inter­
ferencji RNA lub 
terapii genowej 
(Tab. 1). Terapia 
oparta na zasto­
sowaniu metod 
m olekularnych , 
stawiając sobie 
za cel inaktywa- 
cję praw idłow e­
go genu surwi­
winy, względnie 
z a h a m o w a n ie  
jego transkryp­
cji, posługuje 
się różnymi na­
rzędziami. Do 
o g r a n i c z a n i a  
ekspresji używa 
się m etody anty- 
sensownych oli- 
gonuk leo tydów  
[97] lub rybozy- 
mu [98]. W yga­
szania genu sur­
wiwiny dokonu­
je się także przy 
użyciu małych 
i n t e r f e r e n c y j ­
nych cząsteczek 
RNA [80] lub też 
przez w prow a­
dzenie sondy ze 
zm utow anym  w 
kodonie 84 (Cy- 
s84Ala) genem 
surwiwiny, które­
go produkt w y­
kazuje zmienio­
ne właściwości 
biologiczne [99]. 
W p ie r w s z y c h
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próbach jako nośnika transportującego sondę genetycz­
ną stosowano plazmidy albo jako wektor — adenowirusy. 
Technologia ta okazała się mało skuteczna, ponieważ trans­
fer DNA za pomocą plazmidów jest na ogół mało efektyw­
ny, a przydatność adenowirusów jest ograniczona, z uwagi 
na ich toksyczność i indukcję reakcji odpornościowych.

W iększy sukces odnotowano, wykorzystując próby z 
zastosowaniem  wektorów AAV (ang. adeno-associated viral 
vectors) [99], Okazało się, że dotychczas są one jedynymi 
w ektoram i, które pozwalają w  efektywny sposób na długo­
trw ałą ekspresję transgenu, zarówno w  szybko dzielących 
się, jak i w  komórkach spoczynkowych. Wektory AAV nie 
są patogenne ani nie cechują się zdolnością do replikacji. 
Zastosowanie tej technologii może okazać się szczególnie 
korzystne w leczeniu schorzeń nowotworowych przewodu 
pokarm owego, m. in. raka okrężnicy. Stwierdzono bowiem, 
że jelito jest naturalnym  gospodarzem  dla AAV i dodatkowo 
m ożna doustnie stosować zaprojektowany lek z wykorzy­
staniem  tego wektora. Po doustnym  podaniu wektora AAV 
w ykazano długotrwałą ekspresję transgenu zarówno w ko­
m órkach nabłonka, jak i również w komórkach blaszki w ła­
ściwej. W prowadzenie zm utowanego genu surwiwiny (Cy- 
s84Ala) do komórek raka okrężnicy prowadziło do zaham o­
w ania ich namnażania się oraz spowodowało spontaniczną 
katastrofę mitotyczną oraz apoptozę. Ponadto, ujawniono, 
że zm utow any gen surwiwiny (Cys84Ala) uwrażliwiał ko­
m órki now otw orow e na działanie leków cytostatycznych. 
Ekspresja tak zm utowanego genu hamowała proces nowo- 
tw orzenia komórek okrężnicy. Miejscowe wstrzykiwanie 
w ektora AAV ze zm utow anym  genem surwiwiny do kseno- 
transplantów  zwierzęcego modelu wywoływało katastrofę 
m itotyczną oraz apoptozę, a także hamowało angiogenezę 
[99], Wyniki tych fascynujących doświadczeń są obiecujące 
i pozwalają żywić nadzieję, że wkrótce ten rodzaj terapii ge­
nowej znajdzie zastosowanie w próbach klinicznych.

Ostatnio zsyntetyzowano szereg związków niskoczą- 
steczkowych, które wydają się być skuteczne w m odulow a­
niu ekspresji genu surwiwiny, a niektóre z nich znajdują się 
już w  fazie badań klinicznych. Jedna z tych substancji, kwas 
tetra-O-metylo-nordihydrogwajaretowy (M4N; ang. tetra- 
O-methyl nordihydroguaiaretic acid), bezpośrednio hamuje 
transkrypcję genu surwiwiny regulowaną przez czynnik 
transkrypcyjny Spl oraz indukuje apoptozę w komórkach 
nowotow orow ych [100]. Związek ten jednak jest mało se­
lektywny, ponieważ blokuje ogólną transkrypcję. Znacznie 
bardziej specyficzny okazał się niskocząsteczkowy związek 
YM155, który hamuje transkrypcję genu surwiwiny i obniża 
syntezę białka. Obecnie YM155 znajduje się w fazie II badań 
klinicznych [101].

Innym  podejściem terapeutycznym są próby obniżenia 
poziom u surwiwiny przez zmniejszenie jej stabilności, co 
m ożna osiągnąć m.in. przeciwdziałając fosforylacji tego 
białka przy użyciu selektywnych inhibitorów kinaz lub za­
pobiegając tworzeniu kompleksów z białkiem szoku ciepl­
nego — Hsp90. Dotychczas przeprowadzono wiele prób 
z zastosowaniem  inhibitorów kinaz zależnych od cyklin, 
jak: flawopirydol, purvalanol [42,102] czy też NU6140 [103]. 
Najbardziej skuteczne okazało się działanie inhibitorów ki­
naz po uprzednim  podaniu taksolu [103,104]. Zablokowa­

250

nie komórek nowotworowych w mitozie i w zrost fosfory­
lacji Thr34 surwiwiny spowodował ich większą podatność 
na działanie inhibitorów kinaz. Inna strategia oparta jest na 
zaburzeniu oddziaływania pomiędzy surw iw iną a białkiem 
opiekuńczym Hsp90 [105], Testowane są obecnie substancje 
naśladujące oligopeptydy (ang. peptidomimetics), których se­
kwencje opracowano, znając strukturę surw iw iny w obrębie 
odcinka wiążącego Hsp90. Jedna z tych substancji, seferdy- 
na (ang. shepherdin), obejmuje region surw iw iny pom iędzy 
Lys79-Leu87 [105]. Wykazano, że związek ten wykazuje w y­
soką selektywność wiązania się ze w spom nianym  fragm en­
tem białka, hamuje namnażanie się komórek now otw oro­
wych i indukuje apoptozę. Ponadto powoduje destabilizację 
białek oddziałujących z Hsp90, m.in. surw iw iny czy kinazy 
AKT.

Przeciwdziałanie eksportowi surwiwiny z jądra kom ór­
kowego stanowi najnowszą opcję terapeutyczną [94], Kon­
cepcja oparta na zastosowaniu surwiwiny z delecją NES lub 
specyficznych przeciwciał blokujących selektywnie ten m o­
tyw surwiwiny mogłaby stanowić interesującą alternatywę, 
ponieważ blokada jądrowego eksportu nie obejmowałaby 
innych białek, które oscylują pom iędzy cytosolem i jądrem 
komórkowym.
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ABSTRACT

Survivin (mol.wt. 16.5 kDa; pi 5.1) belongs to the IAPs family — inhibitors of apoptosis. The human survivin protein contains an N-terminal 
BIR domain connected with a C-terminal, a-helical domain interacting with microtubules v i a  a linker region. The BIR domain of the protein 
exhibits anti-apoptotic activity and plays a role in the binding of the chromosomal passenger complex (CPC) to the centromere regions of 
chromosomes. Alternative splicing of the human s u r v i v in  gene gives rise to five different mRNA transcripts yielding wild-type survivin (142 
aa) and four isoforms of the protein. In this review, the structure, features, and functions of w ild-type survivin and its isoforms in the apop- 
totic process, cell cycle, and carcinogenesis as w ell as the significance of this protein as potential neoplastic marker are presented. Moreover, 
insights into the development of new  anti-cancer therapeutic strategies targeting survivin are overviewed.
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STRESZCZENIE

Wciągu ostatnich ponad 20 lat tlenek azotu stał się przedmiotem intensywnych badań w  
zakresie biologii molekularnej i innych dziedzin nauki. Prowadzone doświadczenia  

odkrywają jego ogromną rolę zarówno w  procesach fizjologicznych, jak i patofizjologicz­
nych. Istotną cechą tlenku azotu jest jego udział w  regulacji ekspresji genów. Mechanizmy 
tej regulacji opierają się przede wszystkim  na działaniu pośrednim i polegają na modulacji 
czynników transkrypcyjnych, translacji i stabilności mRNA, a także na potranslacyjnej mo­
dyfikacji produktów określonych genów. Praca ma na celu przedstawienie dotychczasowej 
wiedzy na temat w p ływ u tlenku azotu na ekspresję genów eukariotycznych.

W PROW ADZENIE

Tlenek azotu (NO) jest labilną cząsteczką, która może pełnić ważne funkcje 
biologiczne zarów no w ew nątrz komórki, w  której jest syntetyzowana, jak i po ­
przez oddziaływ ania z komórkami i cząsteczkami sąsiadującymi. Ten wolny 
rodnik powstaje w  organizmie z L-argininy w reakcji katalizowanej przez synta- 
zę tlenku azotu (NOS, ang. nitric oxide synthase), występującą w  postaci czterech 
izoform — neuronalnej, indukowalnej, śródbłonkowej oraz mitochondrialnej 
[1-5]. W w arunkach fizjologicznych komórki śródbłonka naczyń krwionośnych, 
neurony i makrofagi wytwarzają niewielkie ilości NO, który bierze udział w  re­
gulacji ciśnienia krwi, przekaźnictwie nerwowym, w  reakcjach układu im m u­
nologicznego oraz w  wielu innych funkcjach organizmu. Natomiast w  różnych 
stanach patologicznych indukow alne izoformy NOS mogą produkow ać znacz­
ne ilości tlenku azotu. Wówczas może być on odpowiedzialny za rozwój takich 
schorzeń, jak na przykład udar mózgu, cukrzyca czy choroby reumatyczne. Tle­
nek azotu działa jako wew nątrzkom órkow a cząsteczka przekazująca sygnały, 
której ostatecznym celem jest zmiana ekspresji określonych genów. Jednym  z 
pierwszych genów, zidentyfikowanych jako podlegający transkrypcyjnej regu ­
lacji przez NO, był gen NOS2 kodujący indukow alną izoformę NOS, co w ska­
zuje na istnienie potencjalnego m echanizmu nadm iarowego tworzenia tlenku 
azotu w przewlekłych chorobach zapalnych [6], Regulacja ekspresji genów 
przez tlenek azotu odbywa się przede wszystkim pośrednio i polega na m odu ­
lacji czynników transkrypcyjnych, translacji i stabilności mRNA, a także na po ­
translacyjnej modyfikacji produktów  określonych genów [7,8]. Niniejsza praca 
przedstawia dotychczasową wiedzę na temat w pływ u tlenku azotu na ekspresję 
genów eukariotycznych.

M OLEKULARNY M ECH ANIZM  D ZIAŁANIA TLENKU AZOTU

Tlenek azotu pełni w  komórkach funkcje wtórnego przekaźnika, głównie 
dzięki jego prostej, dwuatomowej strukturze. Bierze udział w  kilku złożonych 
reakcjach chemicznych, które odpowiadają określonym efektom biologicznym 
w yw oływ anym  przez NO. W yróżniamy zarówno bezpośrednie efekty działania 
tlenku azotu (reakcje NO z jonami metali przejściowych), jak również pośrednie, 
w  których biorą udział pochodne tlenku azotu, powstałe w  w yniku jego oddzia­
ływania z anionorodnikiem  ponadtlenkow ym  czy tlenem cząsteczkowym (od­
powiednio — reakcje tworzenia nadtlenoazotynu i S-nitrozylacji).

REAKCJE NO Z JONAMI METALI PRZEJŚCIOWYCH

NO posiada zdolność oddaw ania elektronów, zatem może reagować z jonami 
metali przejściowych, takimi jak żelazo, miedź czy cynk, z utworzeniem  kom ­
pleksów metało-nitrozylowych. Mechanizm ten odgryw a rolę w  przebiegu róż­
nych procesów, gdyż metale przejściowe są składnikami grup prostetycznych 
wielu enzym ów  i innych białek (np. żelazo grupy hemowej w  cząsteczce cy- 
klazy guanylanowej, hemoglobina, mioglobina), jak również kontrolują połącze­
nia siarkowe w  enzymach (np. centra żelazowo-siarkowe w białkach łańcucha
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oddechowego), czynnikach transkrypcyjnych (np. białka z 
motywem palca cynkowego, jak Sp-1 czy EGR-1) i białkach 
wiążących mRNA (np. IRP1). Tlenek azotu może wywierać 
w pływ  zarówno aktywujący (cyklaza guanylanowa), jak i 
hamujący (domeny palca cynkowego) na funkcje poszcze­
gólnych białek [7],

TWORZENIE NADTLENOAZOTYNU

Tlenek azotu, będąc w olnym  rodnikiem (NO), łatwo re­
aguje z anionorodnikiem ponadtlenkow ym  (O,"'), tworząc 
nadtlenoazotyn (ONOO") [9], Nadtlenozaotyn jest bardzo 
reaktywny względem wszystkich klas cząsteczek organicz­
nych, a więc białek, lipidów i kwasów nukleinowych. Jest 
silnym utleniaczem, który ma zdolność do utleniania reszt 
tiolowych do kwasu sulfenowego i sulfonowego oraz do 
nitrowania peptydów  i białek. N adtlenoazotyn modyfikuje 
reszty cysternowe, metioninowe, tryptofanowe i tyrozynowe 
w łańcuchach peptydowych, co skutkuje zmianami funkcjo­
nalnymi. Na przykład, nieodwracalna nitracja kluczowych 
reszt tyrozynowych może prowadzić do inaktywacji wielu 
enzymów, zmiany struktury białek, a także może wpływać 
na szlaki przekazywania sygnałów oparte na fosforylacji ty­
rozyny [7,10].

N adtlenoazotyn może być regulatorem syntezy cytokin 
prozapalnych, takich jak czynnik martwicy now otw orów  
(TNF-a) czy interleukina 6 (IL-6), w  komórkach jednoją- 
drzastych człowieka. W działaniu tym pośredniczy jądrowy 
czynnik transkrypcyjny kB (NF-kB, ang. nuclear factor kB), a 
mechanizm polega na nitracji lub defosforylacji inhibitora 
tego czynnika — IkB-ci [10].

N adm ierna produkcja nadtlenoazotynu prow adzi do 
nitracji białek, zaham owania mitochondrialnego łańcu­
cha oddechowego, upośledzenia energetyki komórkowej, 
uszkodzenia DNA, apoptozy czy śmierci komórki, a w 
konsekwencji do rozwoju komórkowego lub tkankowego 
stanu chorobowego [11]. Zwiększone ilości ONOO" tow a­
rzyszą między innymi hipercholesterolemii, nadciśnieniu, 
cukrzycy czy zawałowi mięśnia sercowego [12], Jedną z 
przyczyn nadmiernej syntezy nadtlenoazotynu jest niedo­
bór kofaktora dla syntaz tlenku azotu — tetrahydrobiopte- 
ryny. W edług Channona [13], ograniczenie dostępności lub 
brak tego kofaktora prow adzi do zaburzenia aktywności 
endotelialnej izoformy syntazy NO. Możliwy jest jednak 
przepływ  elektronów z NADPH poprzez koenzymy flawi- 
nowe na tlen cząsteczkowy, ale skutkujący syntezą aniono- 
rodnika ponadtlenkowego (substratu w  produkcji ONOO") 
i / lu b  nadtlenku wodoru. Również niedobór L-argininy 
— substratu  w syntezie tlenku azotu — może przyczyniać 
się do nadmiernej produkcji nadtlenoazotynu. Zbadano, że 
w  komórkach makrofagów o obniżonym stężeniu argininy, 
indukow alna izoforma NOS produkuje zarów no aniono- 
rodnik ponadtlenkowy, jak i tlenek azotu, które mogą re­
agować ze sobą, tworząc ONOO" [14],

Tlenek azotu może być regenerowany z nadtlenoazotynu 
przez reduktazę azotynową. Enzym ten pobiera niezbędne 
do redukcji elektrony z NADH lub NADPH, a także współ­
pracuje z flawoproteinami i cytochromami. Reduktaza azo- 
tynowa nie tylko wydłuża efektywny czas trwania NO, ale
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również zmniejsza stężenie bardzo reaktywnych wtórnych 
metabolitów [15].

S-NITROZYLACJA

Oddziaływanie tlenku azotu z tlenem cząsteczkowym 
prowadzi do utworzenia tlenku azotu III (N20 3) w  proce­
sie tzw. autooksydacji tlenku azotu. N 20 3 ulega następnie 
szybkiemu rozpadowi do jonu nitrozoniowego (NO+) i azo­
tynu. Szybkość autooksydacji zależy głównie od stężenia 
NO oraz O, i znacząco wzrasta w  obrębie błon lipidowych. 
Oznacza to, że szybkość tworzenia N 20 3 jest duża w miejscu 
syntezy tlenku azotu [11], S-nitrozotiole powstają w  w yni­
ku oddziaływania jonów nitrozoniowych na grupy tiolowe 
pewnych białek. Jeżeli S-nitrozylacja dotyczy enzymów czy 
czynników transkrypcyjnych, dla których reszty cysteinowe 
oraz tworzenie lub rozrywanie mostków disiarczkowych są 
kluczowe w utrzym aniu ich struktury czwartorzędowej i 
funkcji, oczywiste jest, że nitrozylacja jest w tym przypad ­
ku istotnym mechanizmem przekazywania sygnałów przez 
NO. Regulacja funkcji białek poprzez potranslacyjną m ody­
fikację grup tiolowych cysteiny w wyniku S-nitrozylacji jest 
analogiczna do regulacji białek na zasadzie fosforylacji [16]. 
Badania potwierdzają, że tlenek azotu może brać udział w 
szlakach przekazywania sygnałów poprzez nitrozylację na 
przykład: kinaz białek, fosfataz, białek G, kanałów jono­
wych, kinaz tyrozynowych, czynników transkrypcyjnych, 
takich jak NF-kB, białko aktywujące 1 (AP-1, ang. activator 
protein 1) czy C/EBP (ang. CAAT/enhancer binding protein) 
[8], Odwracalność tej modyfikacji potwierdza jej znaczenie 
dla wielu zdarzeń sygnalizacyjnych [7],

Fakt, że ponad 100 białek ulega nitrozylacji, wskazuje na 
znaczącą rolę NO w przekazywaniu sygnałów z udziałem 
tego mechanizmu. Na przykład: w wyniku S-nitrozylacji 
ham owana jest kinaza inhibitora IkB - IKK, a aktywacji ule­
ga kinaza p21ras [11,17,18],

Ze w zględu na ograniczoną trwałość tlenku azotu i ściśle 
określone miejsca syntezy, w ażny jest dla jego funkcji spo­
sób transportu tej cząsteczki. Za przenośniki NO uważane 
są niskocząsteczkowe S-nitrozotiole, jak również S-nitrozy- 
lowane białka. Są one wystarczająco trwałe, odwracalnie 
uwalniają jony N O + i wtórnie nitrozylują różne cząsteczki 
docelowe. Badania przeprow adzone in vitro pokazują, że 
S-nitrozo-albumina i S-nitrozo-hemoglobina są głównymi 
transporterami tlenku azotu w krwi człowieka, uwalniają­
cymi NO w warunkach niedotlenienia [7],

UDZIAŁ TLENKU AZOTU W  
PRZEKAZYWANIU SYGNAŁÓW

Za pomocą opisanych wyżej mechanizmów, tlenek azo­
tu może brać udział w  przekazywaniu sygnałów poprzez 
w pływ na kanały jonowe, białka G, kinazy tyrozynowe, 
kinazy Janus, kinazy białek aktywowane mitogennie (np. 
ERK, p38MAPK, JNK), kaspazy, metaloproteinazy oraz fos­
fatazy białek [7]. Jednym z ważniejszych szlaków przeno­
szenia sygnału przez NO jest aktywacja cytoplazmatycznej 
cyklazy guanylanowej (sGC, ang. soluble guanylyl cyclase) 
(Rye. 1). Tlenek azotu reaguje z żelazem hem ow ym  w miej­
scu katalitycznym tego enzymu, co prowadzi do jego akty­
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Rycina 1. Schemat przekazywania sygnałów przez tlenek azotu z udziałem 
cGMP.

wacji i syntezy cyklicznego 3',5'-guanozynomonofosforanu 
(cGMP). cGMP może regulować czynniki transkrypcyjne 
bezpośrednio poprzez indukowanie fosforylacji lub przez 
w zrost ekspresji białek. Do czynników transkrypcyjnych 
kontrolow anych przez cGMP na drodze zależnej od fosfo­
rylacji, należą: CREB (ang. cAMP response element binding 
protein), aktywujący czynnik transkrypcyjny 1 (ATF-1, ang. 
activating transription factor-1) oraz wielofunkcyjny czynnik 
transkrypcyjny TFII-I. Natomiast do czynników transkryp­
cyjnych, których ekspresja regulowana jest przez cGMP, 
należą: białko aktywujące (AP-1, ang. activator protein-1), 
Egr-1 (ang. early growth response gene-1) i GAX (ang. growth 
arrest-specific homeobox gene). Ponadto cGMP może pośred­
nio regulować czynniki transkrypcyjne poprzez modulację 
szlaku przekazywania sygnału na czynnik transkrypcyjny. 
Przykładem  jest regulacja przez cykliczny GMP inhibito­
ra N F -k B , IkB. A poprzez aktywację lub hamowanie szla­
ku kinazy MAP, cGMP może regulować aktywność wielu 
czynników transkrypcyjnych, np.: TCF (ang. ternary complex 
factor), CREB, ATF-2 i c-Jun [19].

G łów nym  pośrednikiem  w przekazyw aniu sygnałów 
przez cykliczny guanozynom onofosforan jest kinaza biał­
kow a zależna od cGMP (PKG, ang. cGMP dependent pro­
tein kinase). PKG jest kinazą serynowo-treoninową, akty­
w ow aną po zw iązaniu cGMP. Docelowe miejsca działania 
PKG są zw iązane z relaksacją mięśni gładkich, aktywacją 
płytek krw i i neutrofilów oraz sekrecją jelitową. Do innych 
czynników  pośredniczących w przenoszeniu sygnału za 
pom ocą cGMP, należą: kanały bram kow ane cyklicznymi 
nukleotydam i, kinaza białkowa zależna od cAMP (PKA, 
ang. cAMP dependent protein kinase) i fosfodiesterazy [11] 
(Rye. 1).

Kolejnym, dobrze poznanym  mechanizmem przekazy­
wania sygnałów przez tlenek azotu jest ścieżka z udziałem  
białka p21ras. Należy ono do rodziny białek G, a gen kodu­
jący je jest protoonkogenem. W formie związanej z  guano- 
zynotrifosforanem (GTP), p21ras bierze udział w  regulacji 
wielu procesów komórkowych, takich jak: apoptoza, wzrost 
i różnicowanie komórek. Badania wykazały, że tlenek azo­
tu powoduje wzrost komórkowego poziomu Ras-GTP w 
wyniku S-nitrozylacji reszty cysteinowej w pozycji 118, ale 
dokładny mechanizm wym iany GDP na GTP w p21ras za 
pośrednictwem NO nie jest znany [20-22]. Williams i wsp. 
zaobserwowali, że za wzm ożoną wym ianę nukleotydów  
guaninowych odpowiedzialny jest raczej sam chemiczny 
proces nitrozylacji, a nie końcowy produkt S-nitrozylacji 
Ras [20],

Miejscem bezpośredniej regulacji przez tlenek azotu 
jest również oksydaza cytochrom u c — końcowy enzym  
łańcucha transportu  elektronów w m itochondriach. W yka­
zano, że NO w sposób odw racalny ham uje funkcje oksy­
dazy cytochromowej poprzez kompetycyjne w iązanie się 
w  miejscu przyłączania tlenu. W skutek tego następuje za­
ham ow anie procesów oddychania kom órkowego [23-25]. 
G łównym  źródłem  tlenku azotu jest tutaj m itochondrialna 
izoforma syntazy tlenku azotu (mtNOS) [26]. M echanizm  
ten ma duże znaczenie w  w arunkach hipoksji. Łańcuch 
oddechow y w ytw arza wówczas zw iększone ilości anio- 
norodnika ponadtlenkow ego, głównego czynnika odpo ­
w iedzialnego za uszkodzenia kom órkow e zw iązane z 
obniżonym  poziom em  tlenu. G enerow any przez mtNOS 
tlenek azotu może w znacznym  stopniu ham ow ać mito- 
chondrialny łańcuch oddechowy, a zatem  i produkcję O y . 
Ponadto, NO z łatwością reaguje z anionorodnikiem , tw o ­
rząc nadtlenoazotyn. Oba te efekty jego działania o dg ry ­
wają kluczową rolę w  odpow iedzi obronnej organizm u 
na obniżony poziom  tlenu [27], Tlenek azotu reaguje rów ­
nież z cząsteczką katalazy, zawierającą żelazo hem owe, co 
skutkuje zmniejszeniem aktywności tego enzym u i, w  kon­
sekwencji, prow adzi do w zrostu  w ew nątrzkom órkow ego 
stężenia nadtlenku w odoru  [28].

REGULACJA EKSPRESJI GEN Ó W  N A  
POZIOMIE TRANSKRYPCJI

Regulacja ekspresji genów na poziomie transkrypcji 
zachodzi z udziałem  czynników transkrypcyjnych. Są to 
białka regulatorowe, wiążące się do określonych miejsc w 
cząsteczce DNA i „mobilizujące" polimerazę RNA do roz­
poczęcia procesu transkrypcji. Posiadają sekwencje odpo ­
wiadające za wiązanie DNA oraz domenę transaktywacyj- 
ną. Wiadomo, że liczne czynniki transkrypcyjne m ogą być 
regulowane przez stan redoks, czyli również przez tlenek 
azotu, zarówno potranslacyjnie — przez bezpośrednią m o­
dyfikację białka, jak również pośrednio — przez zm ianę 
szybkości ich transkrypcji [29],

Najważniejszymi czynnikami transkrypcyjnym i, p o d ­
legającymi regulacji przez tlenek azotu, są: NF-kB, AP-1, 
HIF-1 oraz czynniki transkrypcyjne z m otywem  palca cyn­
kowego (Tab. 1).
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Tabela 1. Udział 
[7,11,18,30],

tlenku azotu w regulacji czynników transkrypcyjnych

Czynnik
transkrypcyjny

M echanizm  działania NO Efekt działania NO

S-nitrozylacja Cys62 w  p50 zaham ow anie 
w iązania się z DNA

NF-kB S-nitrozylacja Cys179 w IKK l  aktywności

S-nitrozylacja 

Cys118 w p2 1 ras

|  aktywności

AP-1

S-nitrozylacja 
Cys272 w c-Jun,
S-nitrozylacja Cys154 w  c-Fos 
i S-glutationylacja Cys269 w 
dom enie wiążącej DNA

S-nitrozylacja Cys116 w  JNK

w zrost ekspresji c-fos 
na drodze niezależnej 
od cGMP

zaham ow anie 
w iązania się z DNA

|  aktywności 

f aktywności

HIF-1

wzrost aktywności 
hydroksylaz prolilowych 
(normoksja)

stabilizacja HIF- 
l a ,  zw iększone 
wiązanie się z DNA

ham ow anie cyt c (hipoksja, 
niskie stęż NO)

destabilizacja H IF -la

Czynniki 
transkrypcyjne z 
m otyw em  palca 
cynkowego

rozryw anie kom pleksów 
Zn-S

l  aktywności

TLENEK AZOTU A CZYNNIK TRANSKRYPCYJNY NF-kB

C zynnik  transkrypcyjny  NF-kB należy  do rodziny  NF- 
k B / Rei, której członkow ie w ykazują  obecność reg ionu  
hom ologicznego, obejm ującego p ierw szych  300 N-koń- 
cow ych am inokw asów , zw anego dom eną  hom ologiczną 
Rei (RHD). D om ena ta o d pow iedz ia lna  jest za d im ery- 
zację, w iązanie  DNA oraz przem ieszczan ie  NF-kB do 
jąd ra  kom órkow ego. Składa się z 3 regionów : sekwencji 
lokalizacji jądrow ej, dom eny w iążącej DNA oraz reg ionu  
dim eryzacji. Funkcjonalny czynnik  NF-kB jest d im erem  
z łożonym  w ybiórczo z białek p50, p52, RelA (p65), RelB 
lub RelC (najczęściej jest kom pleksem  pod jednostek  p50 
i RelA). G dy nie działa bodziec stym ulu jący , sekwencja 
lokalizacji jądrow ej b lokow ana jest p rzez  białko h a m u ­
jące IkB, u trzym ujące czynnik  transkrypcy jny  NF-kB w  

cytosolu  kom órki [31,32]. Do rodz iny  białek IkB należą: 
IkB-oi, IkB-[3, Bcl-3, IkB-£, p100/IkB-8, p l0 5 /  IkB-y oraz 
IkB-R [33], Pod w pływ em  czynn ików  aktyw ujących 
białko NF-kB, dochodzi do fosforylacji inh ib ito ra  przez  
k inazę  IkB (IKK) w m iejscach resz t serynow ych  Ser-32 
i Ser-36, co pow oduje  ubikw itylację za pom ocą ligazy 
ubikw ity low ej i, w konsekw encji, degradację  b iałka IkB 
p o p rzez  pro teasom  26S [34], O ddysocjow anie  inhibitora  
odsłan ia  sygnał lokalizacji jądrow ej w  dom enie  hom olo ­
gicznej Rei czynnika transkrypcyjnego  NF-kB, w sku tek  
czego ulega on szybkiej translokacji do jąd ra  kom órko ­
w ego, gdzie z d użym  pow inow actw em  w iąże się z ele­
m en tam i kB p rom oto rów  odp o w ied n ich  genów  [34,35].
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Występuje kilka miejsc modulacji aktywności N F - k B 

przez tlenek azotu. Przede wszystkim NO hamuje zdolność 
N F - k B do wiązania się z DNA poprzez S-nitrozylację k lu ­
czowej reszty cysteinowej w podjednostce p50. Poza tym 
zbadano, że tlenek azotu moduluje aktywność N F - k B po­
przez oddziaływanie na kaskady sygnalizacyjne regulują­
ce aktywację tego czynnika transkrypcyjnego. Przykładem  
może być białko p21ras aktywowane przez stres oksydacyj­
ny i powodujące wzrost aktywności N F -k B. Tlenek azotu 
aktywuje p21ras poprzez S-nitrozylację w  miejscu Cys118. 
Inny mechanizm polega na nitrozylacji kinazy IKK w  miej­
scu Cys179, co hamuje jej aktywność, a zatem i fosforylację 
inhibitora Ik B. Wiąże się to ze zmniejszoną aktywnością 
czynnika N F -k B. NO powoduje także wzrost i stabilizację 
ekspresji mRNA Ik B o  oraz translokację Ik B ci z  cytosolu do 
jądra komórkowego. I w końcu — tlenek azotu może reago­
wać z anionorodnikiem ponadtlenkowym  O ę , zmniejszając 
w  ten sposób ilość tworzonego FI20 2, a tym samym aktyw ­
ność N F -k B. Nadtlenek w odoru sprzyja bowiem fosforylacji 
inhibitora Ik B i jego degradacji, co prowadzi do translokacji 
czynnika transkrypcyjnego N F - k B do jądra kom órkowego 
[7,11,29,36,37],

Tlenek azotu  może zatem  zarów no aktyw ow ać, jak i 
ham ow ać transkrypcję genów zależną od N F - k B, w  za ­
leżności od rodzaju kom órek, czynników  aktyw ujących, 
źródeł tlenku azotu i jego stężenia oraz stanu redoks ko ­
mórki.

TLENEK AZOTU A CZYNNIK TRANSKRYPCYJNY AP-1

Tlenek azotu ma również w pływ na czynnik transkryp­
cyjny AP-1 (ang. activator protein 1) [38]. Jest on zbudow any 
z produktów  protoonkogenów c-jun oraz c-fos i w ystępu ­
je w  postaci kompleksu homodimerycznego (Jun/Jun) lub 
heterodimerycznego (Jun/Fos). Czynnik AP-1 wiąże się z 
elementem TRE (ang. tetradecanoylphorbol-13-acetate respon- 
se element), obecnym w promotorach wielu różnych genów 
biorących udział w  proliferacji komórek i procesie now o­
tworzenia. Wiązanie się AP-1 do TRE wym aga oddziały ­
wania podjednostek Jun i Fos za pomocą domeny zam ka 
leucynowego [34,35,39].

Wyniki badań wskazują na udział tlenku azotu w  regu ­
lacji aktywności czynnika transkrypcyjnego AP-1, a efekt 
jego działania wydaje się być zależny od rodzaju kom órek 
i stężenia NO. Tlenek azotu może w sposób odwracalny 
hamować wiązanie podjednostek AP-1 do DNA w w yni­
ku S-nitrozylacji kluczowych reszt cysteinowych w regio­
nie wiążącym DNA zarówno c-Fos, jak i c-Jun. N atom iast 
zwiększenie aktywności AP-1 następuje w wyniku w zrostu 
ekspresji c-fos na drodze zależnej od cGMP lub poprzez ak­
tywację kinazy JNK (ang. c-jun-N-terminal kinase) [11,40]. 
Nie do końca jednak poznane są warunki, w  jakich tlenek 
azotu może wpływać aktywująco lub hamująco na czynnik 
AP-1.

TLENEK AZOTU A CZYNNIK TRANSKRYPCYJNY HIF-1

Czynnik transkrypcyjny indukow any  przez hipoksję 
(HIF-1, ang. hypoxia-inducible factor-1) jest k luczow ym  re ­
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g ula to rem  ekspresji genów biorących udział w  odpow ie ­
dzi kom órek i tkanek na obniżony poziom  tlenu. Czynnik 
ten  jest heterodim erem  złożonym  z podjednostek  H IF -la  
oraz H IF-lß . Białko HIF-lß syntetyzow ane jest w sposób 
ciągły, natom iast ekspresja podjednostki FIIF-la zależ­
na jest od poziom u tlenu. W w arunkach  normoksji (ok. 
21% O,) poziom  mRNA i białka F łlF -la  jest bardzo n i­
ski. N astępuje  w ów czas hydroksylacja (z udziałem  tlenu 
cząsteczkow ego jako substratu) dw óch reszt p rolinow ych 
(Pro402 i P ro564) oraz acetylacja reszty lizynowej (Lys532) w 
dom enie  ODDD (ang. oxygen-dependent degradation doma­
in) tej podjednostki, a następnie przyłączenie białka regu ­
la torow ego von H ippel-L indau (pVHL). W konsekwencji 
p ro w ad z i to do rozkładu H IF -la  poprzez zależny od ubi- 
kw ityny  system  degradacji białek w proteasom ach. Z ko­
lei hydroksylacja reszty asparaginow ej w miejscu A sn803 
C-końcowej dom eny transaktywacyjnej ham uje w iązanie 
się podjednostk i H IF -la  z koaktyw atorem  transkryp- 
cyjnym  CBP/p300 (ang. cAMP-response element-binding 
protein (CREB)-binding protein/pBOO) i zapobiega w ten 
sposób transkrypcji docelowych genów. W w arunkach 
hipoksji (poniżej 5% 0 2) białko H IF -la  staje się stabilne i 
u lega przem ieszczeniu  z cytoplazm y do jądra kom órko­
w ego, gdzie łączy się z podjednostką H IF-lß, a pow stały 
kom pleks staje się transkrypcyjnie aktywny. Kompleks 
ten  w iąże się następnie z sekwencjami odpow iedzi na 
h ipoksję HRE (ang. hypoxia response element) w miejscach 
regu la to row ych  docelowych genów i w  obecności odp o ­
w iedn ich  koaktyw atorów  transkrypcyjnych pow oduje 
indukcję ekspresji tych genów [41,42],

Jednym  z regulatorów  aktywności białka HIF-1 jest tle­
nek azotu. Badania dow odzą, że efekt działania NO na 
ten czynnik transkrypcyjny może być przeciw staw ny w 
zależności od tego, w jakich w arunkach tlenow ych się od ­
bywa (Ryc. 2). W w arunkach praw idłow ego poziom u tle­
nu, generow any endogennie lub dostarczany egzogennie 
NO, sprzyja stabilizacji H IF -la  oraz w iązaniu się czynnika 
indukow anego przez hipoksję z sekwencjami HRE, co, w 
konsekwencji, prow adzi do zwiększenia ekspresji genów 
docelowych [43]. M etzen i wsp. [44] zbadali, że podczas 
normoksji tlenek azotu pow oduje zmniejszenie ak tyw no ­
ści hydroksylaz prolilowych katalizujących hydroksylację 
reszt prolinowych w podjednostce H IF -la , co ham uje de­
gradację w proteasom ach i p row adzi do nagrom adzenia  
się tego białka. Końcowym efektem działania N O  jest w 
tym przypadku  aktywacja transkrypcji genów regu low a­
nych przez HIF-1. Z kolei z badań p rzeprow adzonych  
przez Palmer i wsp. [45] wynika, że w w arunkach  p raw i­
dłowego ciśnienia tlenu, tlenek azotu pow oduje w zrost 
ekspresji genów zależnych od czynnika transkrypcyjnego 
HIF-1 w w yniku S-nitrozylacji g rup holow ych obecnych 
w dom enie ODDD podjednostki H IF -la  oraz w  centrach 
katalitycznych enzym ów  aktywujących ubikwitynę.

W stanie hipoksji natomiast tlenek azotu w pływ a na sta­
bilizację podjednostki H IF-la  oraz aktywność transkryp- 
cyjną czynnika HIF-1 zależnie od jego stężenia. W edług 
Mateo i wsp. [46] niskie stężenie NO zapobiega akumulacji 
podjednostki H IF-la  w  w arunkach obniżonego poziom u 
tlenu w wyniku ham owania przez tlenek azotu oksydazy

Rycina 2. Schemat aktywności czynnika transkrypcyjnego HIF-1 w warunkach normoksji, hipoksji oraz w obecności tlenku azotu.
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cytochromu c (kompleks IV mitochondrialnego łańcucha 
oddechowego). Jednakże przy większych ilościach tlenku 
azotu następuje stabilizacja tej podjednostki, a efekt ten jest 
niezależny od łańcucha oddechowego. Z badań p rzeprow a­
dzonych przez Hagen i wsp. [47] wynika, że destabilizacja 
H IF-la , w skutek zaham owania łańcucha oddechowego w 
w arunkach hipoksji, związana jest z aktywnością hydrok- 
sylaz prolilowych. Ponieważ inhibitory oddychania (jakim 
jest również tlenek azotu) powodują wzrost dostępności 
tlenu cząsteczkowego, to następuje zwiększenie aktywności 
tych enzym ów (Ryc. 2).

Przeciw staw ne efekty działania tlenku azotu  na czyn­
nik transkrypcyjny  HIF-1 zostały zbadane na przykładzie  
regulacji ekspresji czynnika w zrostu  śródbłonka naczyń 
(VEGF, ang. vascular endothelial growth factor) [48-50]. W 
w arunkach  hipoksji efekt działania N O  zależy głów nie od 
jego stężenia. M ałe ilości tlenku azo tu  pow odują w zrost 
syntezy VEGF w  kom órkach mięśni g ładkich naczyń, co 
z kolei — na zasadzie  dodatn iego  sprzężenia  zw rotnego 
— pow oduje w zrost syntezy tlenku azotu przez śródbłon- 
kow ą izoform ę NOS. Jednakże duże  stężenie N O  działa 
ham ująco na syntezę VEGF w sku tek  zm niejszenia ak tyw ­
ności HIF-1 [48]. K im ura i w sp. [51] zbadali natom iast, 
że w  w arunkach  norm oksji tlenek azotu  przyczynia się 
do zw iększenia  syntezy czynnika w zrostu  śródbłonka 
naczyń poprzez  aktyw ujący w p ływ  na w iązanie się biał­
ka HIF-1 z e lem entem  HRE genu VEGF oraz akum ulację 
tego białka.

TLENEK AZOTU A CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE 
Z MOTYWEM PALCA CYNKOWEGO

Wiele czynników  transkrypcyjnych charakteryzuje się 
obecnością dom eny palca cynkow ego (ang. zinc finger), 
odpow iedzialnej za w iązanie się z DNA. Przykładam i 
czynników  zaw ierających kom pleks siarkow o-cynkow y 
są S p l o raz Egr-1 (ang. early growth response 1). Tlenek 
azotu  posiada zdolność odw racalnego rozryw ania  po łą ­
czeń Zn-S i u suw an ia  jonów  cynku z różnych białek, co 
p row adzi do u tra ty  pełnionych przez nie funkcji [52], W 
ten sposób NO m oże zarów no ham ow ać, jak i aktyw ow ać

Rycina 3. Wpływ tlenku azotu na transkrypcję regulowaną przez czynniki trans- 
krypcyjne z motywem palca cynkowego: a) wpływ na czynniki transkrypcyjne 
pełniące funkcję dominującego aktywatora transkrypcji genu; b) wpływ na czyn­
niki transkrypcyjne działające jako represor.
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transkrypcję genu za pom ocą tego sam ego m echanizm u 
m olekularnego w zależności od struk tu ry  p rom otora  i 
uczestniczących czynników  transkrypcyjnych (Ryc. 3) 
[53]. Jeżeli podlegający regulacji p rzez tlenek azotu czyn ­
nik transkrypcyjny jest dom inującym  aktyw atorem  tran s ­
krypcji genu, to rozerw anie kom pleksu cynkow o-siar- 
kowego przez NO pow oduje zaham ow anie transkrypcji 
(np. geny kodujące IL-2, ICAM-1) [54,55]. N atom iast w  
przypadku , gdy czynnik transkrypcyjny działa jako re ­
presor, zniszczenie połączenia Zn-S pow oduje aktywację 
transkrypcji (np. gen dla TNF-a), pod w arunkiem  jednak, 
że głów ny aktyw ator transkrypcji nie jest w rażliw y na 
NO  (Ryc. 3) [56],

ROLA TLENKU AZOTU W  METYLACJI D N A

Inny sposób regulacji ekspresji genów przez tlenek 
azotu  został opisany przez H m adcha i wsp. [57]. Zbadali 
oni, że generow any endogennie lub dodaw any  egzogen ­
nie tlenek azotu  p row adzi do aktywacji m etylotransferaz 
DNA, metylacji w ysp CpG w obrębie genu FMR1 i su- 
presji mRNA FMR1 w kom órkach szczura produkujących  
insulinę, liniach kom órek T i m akrofagów  mysich. W ko ­
m órkach eukariotycznych metylacja 5 '-cytozyny w ysp  
CpG znajdujących się w ew nątrz  lub w otoczeniu genu, 
ma znaczący w pływ  dla transkrypcji — sprzyja w y stęp o ­
w aniu  chrom atyny w postaci skondensow anej, co osłabia 
prom otorow e w iązanie czynników  transkrypcyjnych i, 
w  konsekwencji, pow oduje w yciszenie genu. Aktyw acja 
m etylotransferaz DNA przez tlenek azotu p raw d o p o d o b ­
nie zachodzi w  w yniku nitrozylacji reszt cysteinow ych 
[58].

POTRANSKRYPCYJNA REGULACJA EKSPRESJI 
GENÓW  PRZEZ TLENEK AZOTU

Najlepiej poznanym  przykładem potranskrypcyjnej re ­
gulacji ekspresji genów z udziałem tlenku azotu jest w pływ  
tego rodnika na metabolizm żelaza w komórkach m akrofa­
gów. Komórkowa homeostaza żelaza u ssaków u trzym yw a­
na jest głównie poprzez działanie dwóch cytoplazmatycz- 
nych białek wiążących RNA — IRP1 oraz IRP2 (ang. iron 
regulatory proteins 1 and 2). Białka te wiążą się do swoistych 
sekwencji RNA, określanych jako sekwencje reagujące na 
żelazo IREs (ang. iron responsive elements), występujących w 
niepodlegających translacji regionach kilku mRNA, w tym 
kodujących ferrytynę i receptor transferyny. W w arunkach 
niedoboru żelaza, IRP z dużym  powinowactwem  oddziału ­
je z sekwencjami IREs, powodując zahamowanie translacji 
ferrytyny oraz stabilizację mRNA receptora transferyny, a 
w  konsekwencji zmniejszenie wydalania żelaza i nasilenie 
jego pobierania przez komórkę. Natomiast w kom órkach o 
dużym  stężeniu żelaza ma miejsce odwrotna regulacja za ­
równo ferrytyny, jak i receptora transferyny, wynikająca z 
braku oddziaływania białek IRP z sekwencjami IRE. Mecha­
nizm ten ma na celu szybki powrót komórkowego poziom u 
żelaza do normy [58-60].

Tlenek azotu może regulować ekspresję genów kodu ją ­
cych receptor transferyny i ferrytynę poprzez oddzia ływ a­
nie z białkiem reagującym na żelazo [61,62]. W badaniach 
prow adzonych z udziałem  m akrofagów stym ulow anych
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interferonem y (IFN-y) i lipopolisacharydam i (LPS) obser­
wuje się zwiększoną aktywność IRP1 [63,64], natom iast 
aktywność IRP2 oraz poziom  RNA receptora transferyny 
są zazwyczaj zmniejszone [65]. Miejscem działania rodni­
ka tlenku azotu są 4 centra żelazowo-siarkowe, obecne w 
białku IRP1 w w arunkach dużego stężenia żelaza w  ko­
mórce. Centra te ograniczają dostęp kluczowych reszt am i­
nokwasowych, biorących udział w  w iązaniu się do IREs. 
Rodnik tlenku azotu niszczy połączenia Fe-S, zwiększa­
jąc aktywność białka IRP1, i, w  konsekwencji, powoduje 
w zrost poziom u mRNA receptora transferyny oraz zaha­
mowanie syntezy ferrytyny [66,67]. Z kolei jon nitrozo- 
niowy (NO+) może nitrozylować kluczowe reszty tiolowe 
IRP2, co prow adzi do degradacji tego białka w  proteaso- 
mach, uniemożliwiając jego oddziaływ anie z sekwencjami 
reagującymi na żelazo [68],

WPŁYW TLENKU AZOTU N A  
MODYFIKACJE POTRANSLACYJNE

Wiele nowo zsyntetyzow anych białek m usi najpierw 
ulec różnorakim  modyfikacjom potranslacyjnym, aby 
mogły one pełnić swoje funkcje biologiczne. Badania do ­
wodzą, że tlenek azotu bierze udział w  takich m odyfika­
cjach. Znam iennym  przykładem  jest tutaj transformujący 
czynnik w zrostu  (3 (TGF-(3, ang. transforming growth factor 
/?), który w ydzielany jest w formie latentnej, składającej 
się z d im eru polipeptydow ego TGF-(3, związanego nieko- 
walencyjnie z peptydem  sygnałowym  LAP (ang. latency 
assiociated peptide). Czynniki, takie jak kwaśne pH, niektó­
re enzym y (np. plazmina) czy utleniacze, pow odują roz­
szczepienie tego kom pleksu i, w konsekwencji, aktywację 
transformującego czynnika wzrostu p. Peptyd związany z 
latencją posiada jednakże zdolność odwracalnego przyłą­
czania się do TGF-p, a tym sam ym  do jego dezaktywacji. 
Vodovotz i wsp. zbadali, że proces ten kontrolowany jest 
przez tlenek azotu, który nitrozyluje peptyd ŁAP, inakty- 
wując go w  ten sposób, a w konsekwencji — podtrzym ując 
aktywność TGF-p [69].

Tlenek azotu reguluje również aktywność enzymów pro­
teolitycznych, takich jak: enzym konwertujący interleukinę 
ip  (ICE, ang. interleukin-lf converting enzyme) czy enzym 
konwertujący czynnik martwicy nowotworów a  (TACE, 
ang. tumor necrosis factor — a converting enzyme). Konwerta- 
za ICE należy do rodziny kaspaz (kaspaza 1) i bierze udział 
w uw alnianiu interleukin IL-ip oraz IL-18 z błony komór­
kowej poprzez rozszczepienie proteolityczne. Kim i wsp. 
zaobserwowali, że NO produkow any przez indukowalną 
izoformę syntazy tlenku azotu hamuje ten proces poprzez 
S-nitrozylację aktywnych reszt cysteinowych kaspazy 1 i w 
związku z tym hamuje reakcje odpowiedzi immunologicz­
nej [70].

Enzym TACE należy natom iast do rodziny transbło- 
now ych m etaloproteinaz w iążących cynk. Jest odpow ie ­
dzialny za uw alnianie z błony kom órkowej m.in.: TNF-a, 
receptora II TNF-a (p75), TGF-a czy L-selektyny. P rze­
p row adzone badania dow odzą, że zarów no egzogenny, 
jak i endogenny tlenek azotu, odgryw a rolę w  regulacji 
aktyw ności konw ertazy TACE. NO aktyw uje ten enzym  
poprzez S-nitrozylację reszty cysteinowej w  jego prodo-
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m enie hamującej. A m inokw as ten tw orzy kom pleks z 
a tom em  cynku, co jest n iezbędne do zaham ow ania  ak ­
tywności enzym u. Jego nitrozylacja pow oduje  rozpad  
połączenia Cys-Zn2+ i w konsekwencji, aktywację TACE. 
Enzym atyczna aktyw ność TACE zw iększa się rów nież w 
w yniku  nitrozylacji g rup  tiolowych bogatej w cysteinę 
dom eny, znajdującej się w  pobliżu segm entu  transbłono- 
wego [71].

UW AGI KOŃCOW E

Regulacja ekspresji genów  jest bardzo  złożonym  p ro ­
cesem angażującym  takie elem enty jak ligandy, receptory 
czy w tórne przekaźniki. W yzwalają one kaskady  reakcji 
z udziałem  kinaz białkowych, fosfataz, co ma na celu 
przeniesienie sygnału do jądra kom órki i aktywację lub 
wyciszenie odpow iedniego  genu. W olne rodniki — jakim 
jest m iędzy innym i tlenek azotu  — odgryw ają ogrom ną 
rolę w  kom órkow ych szlakach przekazyw ania  sygnału, 
dzięki obecności n iesparow anego elektronu w swej czą­
steczce, charakteryzującego się w ysoką reaktyw nością. 
Licznie prow adzone badania  dostarczają coraz to now ych 
dow odów  potw ierdzających ogrom ny w pływ  tlenku azo ­
tu na regulację ekspresji genów. N O  m oże działać na 
różnych poziom ach ekspresji, a jego w pływ  jest pośredni 
— poprzez m odulację różnych czynników  biorących w 
niej udział. D otąd nie w ykazano  w regionach prom otoro- 
w ych genów  eukario tycznych obecności elem entów  DNA 
bezpośrednio  odpow iadających na tlenek azotu.
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ABSTRACT

During the past over 20 years, nitric oxide has become a subject of intensive research in molecular biology and other fields of science. Con­
ducted studies discover its important role both in physiological and pathophysiological processes. A significant feature of nitric oxide is its 
participation in the regulation of gene expression. Mechanisms of this regulation mainly are based on direct action and consist in the m odula­
tion of transcription factors, of the translation and stability of mRNA, as well as in the posttranslational modification of primary gene product. 
The aim of this review is to present current knowledge about the influence of nitric oxide on the regulation of eukaryotic gene expression.
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Biosynteza tlenku azotu w roślinach

STRESZCZENIE

M iejsca wytwarzania tlenku azotu w  komórkach roślinnych to zagadnienia, które ciągle 
pozostają mało poznane i budzą w iele  kontrowersji. W zależności od gatunku rośliny, 

rodzaju organu, stanu fizjologicznego i zmieniających się warunków środowiskowych tlenek  
azotu może być tworzony z różnych substratów przez zróżnicowane systemy enzymatyczne 
i nieenzymatyczne. Najlepiej udokumentowano wytwarzanie NO w komórkach roślinnych 
z dwóch substratów: azotynów i argininy, odpowiednio, przez reduktazy azotanowe (NR) 
— cytosolową, jak i związane z błonami komórkowymi, a także enzymy o aktywności syntaz 
tlenku azotu (NOS). W świetle ostatnich doniesień, ważnym  miejscem wytwarzania tlenku  
azotu w komórkach roślin wydają się być mitochondria, w  których NO może być tworzony 
z obu wym ienionych substratów, zarówno na drodze redukcji azotynu przez enzymy zaan­
gażowane w  transport elektronów, jak również przez zależną od argininy roślinną syntazę 
tlenku azotu (AtNOSl). Inne potencjalne enzymatyczne źródła NO w roślinach to: oksydo- 
reduktaza ksantynowa, peroksydaza, cytochrom p450.

W PROW ADZENIE

Tlenek azotu (NO) jest niskocząsteczkowym, reaktyw nym  związkiem o dużej 
lipofilności, który z łatwością przenikając przez błony kom órkowe drogą poza- 
receptorową, pełni funkcję ważnego, uniwersalnego przekaźnika sygnałów w 
komunikacji w ewnątrz- i międzykomórkowej. Wykrycie tlenku azotu w  kom ór­
kach zwierzęcych w 1980 roku spowodowało lawinę badań dotyczących jego 
wytw arzania i funkcji w  żywych komórkach. W 1992 r. czasopismo „Science" 
nadało tlenkowi azotu nazwę „cząsteczki roku" [1], a w  1998 roku przyznano 
Nagrodę Nobla w  dziedzinie medycyny i fizjologii za odkrycia dotyczące roli 
NO w regulacji funkcjonowania układu krwionośnego człowieka.

W latach siedemdziesiątych ubiegłego stulecia zaobserwowano, że tlenek 
azotu wydzielany jest z liści roślin [2], w  1998 roku ukazały się pierwsze prace 
poświęcone udziałowi NO w odpow iedzi roślin na zakażenie patogenami [3,4], 
w ostatniej dekadzie tlenek azotu stał się jednym  z najintensywniej badanych 
związków. Badania te dostarczyły wielu cennych informacji dotyczących jego 
funkcji w roślinach i wskazują, że jest ona o wiele bardziej złożona niż u zwie­
rząt. Tlenek azotu w ytw arzany endogennie w roślinach odgryw a ważną rolę w 
regulacji wielu procesów fizjologicznych w  czasie całego cyklu życiowego ro­
śliny [5,6], poczynając od kiełkowania nasion [7,8] aż do dojrzewania owoców 
i starzenia się roślin [9,10], NO odgryw a ważną rolę w  regulow anym  przez au- 
ksyny procesie organogenezy korzeni [11], jak również w  reakcjach grawitropo- 
wych tych organów [12]. W liściach NO zaangażowany jest w  regulację z udzia­
łem kwasu abscysynowego zam ykania aparatów  szparkowych [13-15], regulację 
procesu rozwoju blaszki liściowej [16] oraz w  tak ważne procesy metaboliczne 
jak fotosynteza [17] i oddychanie [18]. Wiele danych wskazuje na zaangażowa­
nie NO w procesie programowanej śmierci komórek w trakcie różnicowania 
ksylemu [19]. Ostatnio wykazano również regulacyjny udział tego związku w 
procesie kwitnienia roślin [20] i orientacji wzrostu łagiewki pyłkowej [21].

Tlenek azotu pełni w  roślinach funkcję w ażnego przekaźnika sygnałów w  re­
akcjach roślin na stresy abiotyczne, takie jak: zasolenie, stres osmotyczny, pro­
mieniowanie UV, brak tlenu [22,23],Wykazano, że zwiększa on odporność roślin 
na różne stresy abiotyczne, np. na stres solny i oksydacyjny [24,25], Jedną z lepiej 
udokum entow anych funkcji NO w roślinach jest jego udział w  oddziaływaniach 
roślin z mikroorganizmami patogenicznymi, niepatogenicznymi i symbiotycz- 
nymi.

Tlenek azotu, w raz z reaktywnym i formami tlenu, zaangażow any jest w  in­
dukcję obum ierania komórek roślinnych w reakcji nadwrażliwości — ważnej, 
zależnej od genów reakcji obronnej roślin na patogeny aw irulentne [3,26] jak 
również w  rozprzestrzenianiu się m iędzykom órkowych sygnałów warunkują-
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cych apoptotyczne obumieranie kom órek [27,28]. NO, tw o­
rzony w  oddziaływaniach roślin z patogenam i, zaangażo­
w any jest jako przekaźnik sygnałów regulujący ekspresję 
genów  obrony w indukcji systemicznej odporności nabytej 
(SAR) [29], Zwiększone w ytwarzanie N O  w ykazano też w 
reakcjach roślin z patogenami nekrotroficznym [30,31] jak 
rów nież w  odpowiedzi na zranienia pow odow ane przez 
ow ady [32].

Biologicznej funkcji tlenku azotu w  roślinach poświęco­
no w  ostatnim  czasie wiele obszernych prac przeglądowych 
[33-37]. Jednak pomimo wielu spektakularnych odkryć cią­
gle wiele szczegółów dotyczących działania NO, a przede 
w szystkim  miejsc i źródeł jego w ytw arzania, a także me­
chanizm ów  regulujących jego stężenie w  kom órkach ro­
ślinnych, nadał pozostaje słabo poznanymi. Niniejsza praca 
jest próbą podsum ow ania aktualnego stanu w iedzy na ten 
temat.

SYNTEZA TLENKU AZOTU W  
K O M Ó R K A C H  ZWIERZĘCYCH

W komórkach zwierzęcych za syntezę tlenku azo­
tu odpowiedzialna jest głównie dioksygenaza - syntaza 
tlenku azotu (NOS), która przy udziale zredukowanej 
formy fosforanu dinukleotydu nikotynoam idoadeni- 
now ego (NADPH) w prow adza tlen cząsteczkowy do 
L-argininy w wyniku czego powstaje L-cytrulina i tlenek 
azotu:

L-Arginina + O, + NADPH + H + -> L-Cytrulina + N O  + 
H 20  + NADP+

Aktywność NOS zależna jest od obecności licznych ko- 
faktorów: dinukleotydu flawinoadenionowego (FAD), mo- 
nonukleotydu flawinowego (FMN), tetrahydrobiopteryny 
(BH4), hem u i kalmoduliny (CaM) [38,39]. Enzym ten w y­
stępuje w  trzech izoformach, będących produktam i różnych 
genów: iNOS (indukowana NOS), eNOS (śródbłonkowa, 
ang. endothelial) i nNOS (neuronowa NOS). Izoenzymy te 
różnią się masą cząsteczkową, sekwencją am inokwasów, 
a ich aktywacja zależy lub nie zależy od obecności jonów 
w apnia  w  komórkach; mają też różne m echanizm y regula­
cji ekspresji na poziomie transkrypcji. Jednak każda z tych 
izoform zawiera wspólne komponenty: w  rejonie N-końco- 
w ym  dom enę oksygenazową wiążącą hem, BH4 i L-argini­
nę, w  rejonie C-końcowym domenę reduktazow ą wiążącą 
FMN, FAD i NADPH oraz obszar pom iędzy dom enam i 
wiążący kalmodulinę.

N euronow a NOS (nNOS) w ystępuje p rzede  wszystkim  
w  neuronach  centralnego i obw odow ego uk ładu  nerw o­
wego, a tlenek azotu przez nią w ytw arzany  działa jako 
neuroprzekaźnik  hamujący pobudzenie  u k ładu  nerw o­
wego. Śródbłonkowa NOS (eNOS) znajduje się głównie 
w  błonach kom órkowych śródbłonka naczyń, a także w 
kom órkach mięśni gładkich i kom órkach nerw ow ych. Tle­
nek azotu syntetyzow any przy jej udziale  reguluje funk­
cjonowanie układu krwionośnego — rozszerza naczynia 
krw ionośne, hamuje agregację płytek krw i i neutrofilów, 
ham uje wydzielanie czynnika aktywującego płytki krwi. 
nNOS i eNOS są enzym am i konsty tutyw nym i, ich akty­

wacja jest ściśle uzależniona od obecności jonów  w apnia 
i kalm oduliny w komórkach. iNOS — indukow ana NOS 
nie występuje w kom órkach w sposób ciągły, a jej synte­
za jest indukow ana przez różne sygnały im m unologiczne 
na poziomie transkrypcji mRNA. Izoenzym ten konsty tu ­
tywnie wiąże w apń i kalm odulinę i jego aktywność nie jest 
regulow ana potranslacyjnie. Enzym ten w ytw arza  duże 
ilości tlenku azotu głównie w  kom órkach linii monocy- 
tarno-makrofagowej, w  hepatocytach, astrocytach, fibro- 
blastach, kom órkach nabłonkowych i neutrofilach. Tlenek 
azotu syntetyzow any z udziałem  iNOS bierze udział w 
immunoregulacji i im m unosupresji, jak rów nież w wielu 
reakcjach patologicznych, w  których we w spółdziałaniu 
z reaktyw nym i formami tlenu, wykazuje cytostatyczne i 
cytotoksyczne działanie przeciwko patogenom  i kom ór­
kom now otw orow ym . Izoformy NOS u zw ierząt posiadają 
masę cząsteczkową około 130-160 kDa, w ystępują w for­
mie d im erów  i w ykazują 50-60% identyczności.

W kom órkach zwierzęcych, poza syntazam i tlenku azo­
tu, w  tworzenie NO mogą być zaangażow ane inne enzy­
my; możliwe jest również pow staw anie tego zw iązku bez 
udziału  enzymów. W ażnym  substratem  w ykorzystyw a­
nym  w kom órkach zwierzęcych do tw orzenia tlenku azotu 
są azotyny, które mogą ulegać redukcji do NO przy  udz ia ­
le np. oksydazy ksantynowej [40]. N ieenzym atyczna re ­
dukcja bądź dysproporcjonacja azotynów  rów nież p row a­
dzi do pow staw ania NO [41]. M ożliwe jest też całkowicie 
niezależne od enzym ów  tworzenie NO z D- lub L-argininy 
przy udziale nadtlenku w odoru  [42] lub z hydroksylam iny 
przez jej degradację do NO, potęgow aną w  obecności reak­
tyw nych form tlenu w  kom órkach ssaków [43].

ENZYMY O AKTYW NOŚCI SYNTAZ  
TLENKU AZOTU U ROŚLIN

Pomimo usilnych poszukiw ań prow adzonych od w ie­
lu lat, jak dotąd nie udało się zidentyfikować w roślinach 
białka, nie w yizolowano też genu wykazującego homolo- 
gię do genów kodujących zwierzęce syntazy tlenku azotu, 
choć na istnienie takich enzym ów  w kom órkach roślin­
nych wskazuje wiele dow odów  pośrednich. W ekstraktach 
otrzym yw anych z tkanek wielu gatunków  roślin w ykry ­
to aktywność enzymatyczną, która podobnie jak syntazy 
tlenku azotu u zwierząt, wykorzystując argininę jako sub- 
strat, tw orzy cytrulinę i tlenek azotu [44-46]. Aktywność 
ta jest ham ow ana przez analogi argininy — specyficzne 
inhibitory zwierzęcych syntaz tlenku azotu. Inhibitory te 
blokują szereg procesów fizjologicznych roślin, w  których 
regulację zaangażow any jest tlenek azotu, jak np. w  in d u ­
kow any przez ABA proces regulacji zam ykania apara tów  
szparkowych. Badania im m unologiczne z zastosow aniem  
przeciwciał skierowanych przeciwko izoformom syntaz 
tlenku azotu ssaków w ydają się być niejednoznaczne. W 
różnych przedziałach komórkowych, np. chloroplastach i 
peroksysom ach grochu [46,47], w  jądrach kom órkow ych i 
cytosolu kukurydzy  [45], stw ierdzono w ystępow anie bia­
łek rozpoznaw anych przez te przeciwciała, jednak białka 
te nie w ykazyw ały aktywności syntaz tlenku azotu, były 
to, m iędzy innymi, białka szoku cieplnego i enzym y gli- 
kolityczne.
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Rycina 1. Schemat przedstawiający niektóre znane i sugerowane miejsca wytwarzania tlenku azotu w komórkach roślinnych. AtNOSl — syntaza tlenku azotu u Arabi- 
dopsis thaliana, GDC — kompleks enzymatyczny o aktywności dekarboksylazy glicyny, Hb — hemogobina, MetHb-R — reduktaza methemoglobiny, NR — reduktaza 
azotanowa, NI-NOR — reduktaza azotyn-tlenek azotu, NiR — reduktaza azotynowa, NO — tlenek azotu, iNOS — indukowana enzymatyczna aktywność syntazy tlenku 
azotu, pNOS — enzymatyczna aktywność syntazy tlenku azotu w peroksysomach, PM-NR — reduktaza azotanowa związana z błonami komórkowymi, RFT — reaktyw­
ne formy tlenu, XOR — oksydoreduktaza ksantynowa.

Silna aktywność syntazy tlenku azotu (pNOS) zależna od 
argininy, NADPH, BH4, kalmoduliny i Ca+2 została wykryta 
przez Barroso i wsp. w  1999 r. [44] w peroksysomach w y­
izolowanych z liści grochu. Specyficzna aktywność tego en­
zym u (5,6 n m o l/m in /m g ) była znacznie ham ow ana przez 
analogi argininy, najsilniej przez L-aminoguanidynę, jak i 
podczas procesu starzenia się roślin. Karboksymetoksyla- 
mina (CM) i aminoacetonitryl (AAN), dw a charakterystycz­
ne inhibitory białka P kompleksu enzymatycznego dekar­
boksylazy glicyny (GDC) i azydek — inhibitor reduktazy 
azotanowej, nie wywierały żadnego w pływ u na aktywność 
pNOS [44],

W latach 2003-2004 pojawiły się prace opisujące in d u ­
kow aną przez patogeny aktyw ność syntezy tlenku azotu 
(iNOS), np. w  roślinach ty toniu  i Arabidopsis, w  odpow ie ­
dzi na  zakażenie w irusem  mozaiki ty toniu  [47], a także w
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roślinach p om idora  — w odpow iedzi na zakażenia Pseu- 
domonas syringae [48], W ykazano, że aktyw ność iNOS p o ­
siada białko o m asie ok. 120 kDa, aktyw ne jako dim er, 
w ym agające do sw ego działania argininy, BH4, FAD, 
FMN, N A D PH , O v a także Ca+2 i CaM. Badania w sk azy ­
wały, że jest to rodzaj białka P, będący kom pleksem  en zy ­
m atycznym  o aktyw ności dekarboksylazy glicyny (GDC), 
katalizujący destrukcję cząsteczki glicyny napływającej z 
peroksysom ów  do m itochondriów  w czasie fo tooddycha- 
nia. Specyficzna aktyw ność GDC (ham ow ana przez CM i 
AAN — inh ib ito ry  GDG) była w ysoka (2 0 -4 7 p m o l/m in / 
mg), około 30 razy  w yższa niż zwierzęcych iNOS [47], ale 
enzym  ten  nie w ykazyw ał hom ologii z żadną ze znanych  
zw ierzęcych syn taz  NO. W krótkim  czasie po o pub liko ­
w aniu  cy tow anych  wyżej prac [47,48], część ich w sp ó ł­
au to rów  zakw estionow ała  opublikow ane wcześniej w y ­
niki, m otyw ując swoją decyzję brakiem  pow tarzalności
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niektórych dośw iadczeń w ykazujących aktyw ność NOS 
w rekom binow anym  białku P; prace te zostały wycofane 
[49].

W 2003 r. Guo i wsp. [50] wykryli w genom ie Arabi- 
dopsis thciliana gen kodujący białko syntazy NO (AtNOSl, 
NOSI), białko o masie ok. 60 kDa i dużej homologii do 
enzym u w ytw arzającego NO u ślim aka Helix pomatia, 
wiążące się z przeciwciałam i dla nNOS. A tN O Sl nie 
w ym aga do swej aktywności flawin, BH4 (jak dotąd  nie 
w ykryto BH4 w tkankach roślin), do jego aktyw ności nie­
zbędne są: Ca+2, CaM i NADPH. Białko A tN O Sl zlokali­
zow ano głów nie w wierzchołkach w zrostu  korzeni Arabi- 
dopsis thaliana. A tN O Sl wydaje się być enzym em  konsty ­
tu tyw nym , nie podlega regulacji na drodze transkrypcji. 
Specyficzna aktyw ność tego enzym u jest niska (5 n m o l/ 
m in /  mg), niższa niż w spom nianego wcześniej białka P, 
a zbliżona do aktywności peroksysom alnej pNOS [44], 
Analiza sekwencji am inokw asów  A tN O Sl wykazała, że 
jest ona bardzo  zbliżona do g rupy  białek bakteryjnych 
zawierających dom eny wiążące GTP i nie jest podobna 
do żadnej znanej syntazy NO w kom órkach zw ierzę­
cych [44], Tlenek azotu w ytw arzany  przez ten enzym  u 
A. thaliana odgryw a kluczow ą rolę w  regulacji w zrostu  i 
sygnalizacji horm onalnej. Badania z w ykorzystaniem  ho- 
m ozygotycznych m utan tów  pozbaw ionych genu A tN O Sl 
w ykazały, że enzym  ten jest n iezbędny do syntezy NO 
na drodze u tleniania argininy do cytruliny. Kiełkowanie 
nasion roślin zm utow anych było znacznie ograniczone. 
Siewki m utan tów  charakteryzow ały  się znacznie obniżo­
ną zdolnością do tw orzenia NO w korzeniu — w ytw a­
rzały około 20% tlenku azotu w porów naniu  z roślinam i 
n iezm utow anym i (co wskazuje jednocześnie na funkcjo­
now anie także innych m echanizm ów  w ytw arzania  NO 
w tych roślinach), ich w zrost był zaham ow any, pierw sze 
liście żółte, zaburzone były m echanizm y kontrolujące ru ­
chy apara tów  szparkow ych, a także proces tw orzenia i 
drogi funkcjonow ania horm onów , głównie ABA. W yka­
zano też, że A tN O Sl jest zaangażow ana w w ytw arzanie  
NO w odpow iedzi roślin na atak patogenów  [51].

Doniesienia o komórkowej lokalizacji AtNOSl są różne; 
w zależności od stosowanych technik badawczych stwier­
dzono jej występowanie w  cytoplazmie, peroksysomach, 
chloroplastach. Jedna z ostatnich prac Guo i Crawford [52] 
wskazuje na jej lokalizację w  mitochondriach. AtNOSl 
związana z mitochondriami może odgrywać kluczową rolę 
w kontroli wytwarzania RFT, PCD i starzenia się roślin. NO, 
tworzony przy jej udziale, może przyczyniać się do ham o­
wania procesów utleniania prowadzących do starzenia się i 
śmierci komórek.

W ydawało się, że prace Guo i Crawford [50,52] stano­
wią ważny, zakończony sukcesem, etap w poszukiw aniu 
roślinnych syntaz tlenku azotu; AtNOSl uznana zosta­
ła za jedyną zależną od argininy syntazę NO u roślin. W 
ciągu ostatnich miesięcy pojawiły się jednak doniesienia 
poddające w  wątpliwość istnienie A tNOSl [53]; na łamach 
„Trends in Plant Science" toczy się aktualnie dyskusja na 
ten temat [54,55,56]. Wiele wskazuje na to, że poszukiw a­
nie roślinnych syntaz tlenku azotu to ciągle niedokończo­
na kwestia.

REDUKTAZA A ZO TA NO W A  I TWORZENIE  
N O  W  KOM ÓRKACH ROŚLIN

W komórkach roślinnych, poza aktywnością syntaz tlen­
ku azotu, funkcjonują także inne systemy enzymatyczne i 
nieenzymatyczne, które wytwarzają tlenek azotu, wykorzy­
stując azotyn jako substrat.

Już pod koniec lat siedemdziesiątych XX w. zaobserwo­
wano, że tlenek azotu uwalniany jest z liści roślin i jego ilość 
ściśle uzależniona jest od stężenia azotanu w podłożu, azo­
tynu w tkankach roślin i aktywności reduktazy azotanowej 
(NR) [2,57,58]. W w arunkach tlenowych, wydzielanie NO 
jest niskie, zwykle niższe niż 0,5 n m o l/g  św .m /h , ale znacz­
nie wzrasta w w arunkach ograniczonego dostępu tlenu, w 
ciemności, osiągając wysoki poziom — 150 n m o l/g  św .m ./ 
h [22], Wiele dow odów  wskazuje, że w wytw arzaniu NO w 
komórkach roślinnych w ażną rolę odgrywa reduktaza azo­
tanowa [58-60]; w ytwarzanie NO przez ten enzym  udoku­
m entowano u wielu roślin, nie tylko motylkowych, takich 
jak np.: kukurydza, słonecznik, szpinak [22] ogórek [61], 
Arabidopsis thaliana [13], pszenica, storczyki, aloes [61,62] i 
inne.

Występująca w cytosolu reduktaza azotanowa (cNR) jest 
enzymem, który w normalnych w arunkach redukuje azotan 
(N+5) do azotynu (N+3), wykorzystując NADPH (fosforan 
dinukleotydu nikotynoamido-adeninowego) jako donor 
elektronów. Powstające jony azotynowe transportowane 
są do chloroplastów i tam redukowane, z wykorzystaniem 
sześciu elektronów, przez reduktazę azotynową (NiR) do 
amoniaku, który włączany jest do związków organicznych 
przez syntetazę glutaminową lub syntazę glutaminianową. 
Aktywność ta dominuje, gdy stężenie azotanu jest wysokie 
i azotynu niskie (przy dużym  stężeniu tlenu, COv na świe­
tle). W w arunkach ograniczonego dostępu tlenu lub jego 
braku, gdy rośnie stężenie azotynu w komórkach roślin, 
uwalnianie NO przez reduktazę azotanową rośnie nawet 
stukrotnie [22] i jest to związane ze zdolnością reduktazy 
azotanowej do katalizowania jednoelektronowej redukcji 
azotynu do NO (N+2) przy udziale NADH (dinukleotydu 
nikotynoamido-adeninowego):

NADH + 3H30 + + 2NOy-> NAD+ + 2NO + 5H20

W ytwarzanie NO przez reduktazę azotanową jest ham o­
wane przez azydek sodu (NaN3) — inhibitor reduktazy [58], 
Ocenia się, że około 1% całkowitej aktywności reduktazo- 
wej reduktazy azotanowej jest wykorzystywany do w ytw a­
rzania NO z azotynów [22,63]

W ytwarzanie NO przy udziale cytosolowej reduktazy 
zależy od specyficznej regulacji aktywności enzymu, która 
ma miejsce na wielu poziomach. I tak, np. ekspresja genu 
reduktazy azotanowej podlega indukcji na poziomie trans­
krypcji przez azotan, światło i cukry [64].

Reduktaza azotanowa jest dużym  homodimerycznym 
enzymem o masie cząsteczkowej 200-250 kDa. Każdy z 
m onom erów wiąże trzy grupy prostetyczne: FAD, hem (cy- 
tochrom b557) i kofaktor molibdenowy (Moco) zaangażo­
w ane w przenoszeniu elektronów z NAD(P)H na substrat
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(w normalnych warunkach — azotan). Reduktaza azota­
nowa jest flawoenzymem zaliczanym do grupy reduktaz 
ferredoksyna-NADP+. Aktywność reduktazy azotanowej 
podlega również regulacji na poziomie potranslacyjnym na 
drodze fosforylacji reszt serynowych (reszta Ser 543 u szpi­
naku, reszta Ser 521 u tytoniu), zlokalizowanych w miejscu 
rozdzielającym domenę hem owa od dom eny Moco [65], 
Ufosforylowana reduktaza azotanowa w obecności jonów 
magnezu lub sperm idyny wiąże białko 14-3-3, co prowadzi 
do jej inaktywacji. W liściach roślin szybka inaktywacja re­
duktazy azotanowej ma miejsce w ciemności, przy niedobo­
rze C 0 2, co jak powszechnie uważano, ma na celu przeciw­
działanie nagrom adzaniu się azotynów, gdyż do ich dalszej 
redukcji przez NiR niezbędna jest ferredoksyna jako donor 
elektronów, a ta wytw arzana jest w  chloroplastach w trak­
cie fotosyntezy. Może to też być mechanizm regulujący w y­
twarzanie N O  w  komórkach roślin.

W korzeniach roślin reduktaza azotanowa jest szybko 
aktywowana (przez defosforylację), gdy redukcja azotynów 
jest zaham ow ana w warunkach ograniczonego dostępu tle­
nu, które sprzyjają nagrom adzaniu się i wydzielaniu azoty­
nów. Redukcja azotynów do NO przez reduktazę azotano­
w ą może sprzyjać przeżywaniu korzeni roślin w  w arunkach 
beztlenowych [66].

W reakcjach katalizowanych przez reduktazę azotano­
wą donorem  elektronów jest NAD(P)H. Dwa elektrony z 
NAD(P)H przenoszone są na FAD w grupie hemowej re­
duktazy azotanowej, a stąd kolejno, jeden po drugim, na że­
lazo w grupie hemowej. Elektrony te z kolei redukują atom 
molibdenu z Mo +6 na Mo +4, który redukuje azotan do 
azotynu. Jak dotąd nie ustalono czy w redukcję azotynu do 
NO zaangażow any jest Mo +5 czy też Mo +4. Zakłada się, że 
możliwa jest sytuacja gdzie dwie cząsteczki azotynu mogą 
być redukow ane do NO przy udziale dwóch elektronów 
związanych z Moco, jak i taka, gdy jeden elektron przenie­
siony na Mo w ykorzystywany jest do redukcji jednej czą­
steczki azotynu [64].

Zdolność reduktazy azotanowej do redukcji azotanów i 
azotynów podlega regulacji, odpowiednio, przez azotyny i 
azotany, które są kompetycyjnymi inhibitorami tych aktyw ­
ności: K. = 50 pM  dla azotanu i K. = 250pM dla azotynów, co 
wskazuje, że zdolność do tworzenia NO w  normalnych w a­
runkach (wysokie stężenie azotanów, niskie stężenie azoty­
nów) jest niska. Przemawia to również za tym, że redukcja 
azotynu i azotanu przez reduktazę azotanową odbywa się 
w  tym sam ym  miejscu enzymu, tj. w  Moco.

Reduktaza azotanowa może brać udział w  przenosze­
niu elektronów z NADH na tlen [60], co, w  konsekwencji, 
prow adzi do pow staw ania anionorodnika ponadtlenkowe- 
go (O,*-), który w reakcji z NO tworzy wysoce toksyczny 
i reaktywny nadtlenoazotyn (ONOO ). Aby uniknąć takiej 
sytuacji, wydaje się, że tworzenie NO przez reduktazę 
musi podlegać regulacji przez stężenie tlenu. Wykazano, 
że oczyszczona reduktaza w ytw arza NO w  znacznie więk­
szych stężeniach w w arunkach beztlenowych [22],

Zwraca się uwagę na udział azotanu, NO i roślinnych 
hemoglobin niesymbiotycznych w podtrzym yw aniu  ży­

Postępy Biochemii 53 (3) 2007

wotności komórek roślinnych w warunkach ograniczone­
go dostępu tlenu lub jego braku. Igamberdiew i Hill [67] 
zaproponowali model, w  którym azotan pełni funkcje po­
średniego akceptora elektronów w warunkach braku tlenu, 
ulegając redukcji przez reduktazę, kolejno do azotynów, 
a następnie do NO. W edług autorów, NO może być utle­
niany do azotanów przez hemoglobiny indukow ane w w a­
runkach beztlenowych, które w tym  cyklu odtwarzane są 
przez reduktazę methemoglobiny. Ten cykliczny przepływ 
elektronów może być pomocny w utrzym aniu właściwego 
stanu redoks w komórkach roślinnych przy bardzo niskim 
stężeniu tlenu i może być alternatywą dla procesu fermenta­
cji. Wiele dow odów  wskazujących, że hemoglobiny niesym- 
biotyczne odgrywają istotną rolę w utrzym aniu właściwego 
stężenia NO i jego detoksykacji w  komórkach roślin, dostar­
czyli, między innymi, Perazzolli i wsp. [68], wykazując, że 
u A. thaliana niesymbiotyczne hemoglobiny pełnią funkcję 
dioksygenazy utleniającej NO do azotanu, ograniczając jego 
emisję z roślin w w arunkach ograniczonego dostępu tle­
nu. Wykazali też, że s-nitrozohemoglobina jest endogennie 
tworzona w roślinach.

Wielu autorów postuluje, że reduktaza azotanowa jest 
głównym źródłem NO u roślin wyższych [62,69]. Jednak 
biorąc pod uwagę fakt, że azotan nie jest jedynym źródłem 
azotu dla roślin — mogą one wykorzystywać także inne źró­
dła azotu nieorganicznego, powyższe stwierdzenie może 
budzić wątpliwości. Znane są przykłady prac, w  których 
udział reduktazy azotanowej jako głównego źródła NO w 
roślinach jest kwestionowany. W ykazano na przykład, że u 
podwójnych m utantów  A. thaliana: nial, nia2 z obniżoną ak­
tywnością reduktazy azotanowej, w ytwarzanie NO w od­
powiedzi na zakażenie przez bakterie i uszkodzenie mecha­
niczne jest podobne, jak u roślin niezmutowanych [27,70].

Uważa się, że reduktaza azotanowa i roślinne syntazy 
NOS, takie jak AtNOSl, mogą być funkcjonalnymi homo- 
logami zwierzęcych syntaz NO: eNOS i nNOS, odpow ie­
dzialnymi za podstawową produkcję NO w komórkach 
roślinnych, podczas gdy rodzaj białka P o aktywności de- 
karboksylazy glicyny mógłby być homologiem iNOS, tw o­
rzącym NO w wyższych stężeniach w odpowiedzi na atak 
patogenów. Jest to jeden z proponowanych schematów w y­
twarzania NO w komórkach roślinnych, ciągle korygowany 
przez nowe dane eksperymentalne. Wykazano na przykład, 
że reduktaza azotanowa zaangażowana jest w  wytwarzanie 
NO w bulwach ziemniaka w odpowiedzi na zakażenie Phy­
tophthora [60].

Na udział reduktazy azotanowej w  w ytw arzaniu NO w 
komórkach roślin nowe światło rzuciły badania z ostatnich 
lat, w których wykazano, że mitochondria komórek roślin, 
podobnie jak mitochondria komórek zwierząt [71], zawie­
rają aktywność enzymatyczną reduktazy azotyn-NO. Azo­
tyn wytwarzany przez reduktazę azotanową w cytosolu, 
transportowany do mitochondriów, redukow any jest przez 
mitochondrialny transport elektronów. Mechanizm ten jest 
blokowany przez tlen. Inhibitory transportu elektronów 
hamują syntezę NO, co wskazuje, że elektrony z łańcucha 
transportu elektronów mogą być zaangażowane w redukcję 
NO. Synteza NO w mitochondriach jest uzależnione od sto­
sunków ilościowych azotyn-azotan w cytosolu [72], Zdol­
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ność do tworzenia NO z azotynu zaobserwowano zarówno 
w mitochondriach komórek korzeni [73], jak i w  mitochon- 
driach komórek liści [26].

W błonach kom órkowych komórek korzeni roślin tyto­
niu w ykryto w ystępow anie specyficznej dla tych organów 
aktywności enzymatycznej reduktazy azotyn — tlenek azo­
tu (NI-NOR, 310 kDa) [74]. Aktywność reduktazy NI-NOR 
różni się znacznie od aktywności cytosolowej reduktazy 
azotanowej m iędzy innymi tym, że jest n iewrażliwa na cy­
janek — inhibitor reduktazy azotanowej, nie wykorzystuje 
też zredukow anego NADH jako źródła elektronów. Donor 
elektronów dla tego enzym u nie został jak dotąd jedno­
znacznie określony. W ykazano, że w w arunkach in vitro 
może nim  być zredukow any cytochrom c; jednak udział 
cytochromu c jako donora elektronów w błonach kom ór­
kowych in vivo wydaje się mało praw dopodobny. Sugeru­
je się udział innego cytochromu lub hemoglobiny w tym 
procesie. Optym alne pH  do działania reduktazy NI-NOR 
jest bardziej kwaśne (pH 6.1) niż dla cytosolowej reduk ta ­
zy (pH 8.0) i odpow iada pH  apoplastycznem u. Aktywność 
NI-NOR jest odwracalnie ham ow ana w obecności tlenu; 
enzym  ten traci ok. 78% swojej aktywności przy stężeniu 
tlenu 21%, co wskazuje, że tworzenie NO z azotynu może 
być regulow ane dostępnością tlenu. W skazuje się na ścisły 
związek pom iędzy reduktazą NI-NOR i, zlokalizowaną 
w błonach komórkowych, reduktazą azotanową (PM-NR, 
200 kDa), która redukuje azotan do azotynu w apoplaście 
komórek korzenia, używając głównie bursztynianu, ale 
także NADH, jako donorów  elektronów [75]. Aktywność 
błonowej formy reduktazy azotanowej znacznie przew yż­
sza aktywność cytosolowej reduktazy, szczególnie w ciągu 
nocy. Jak dotąd  nie zidentyfikowano białka tej reduktazy 
azotanowej; aktualnie prow adzone są prace nad jej oczysz­
czaniem i charakterystyką. Jednak ekstrakty z korzeni w y­
kazują aktywność błonowej reduktazy silnie rosnącą w 
obecności wysokich zew nętrznych stężeń azotanu. Silne 
tworzenie NO w apoplaście może funkcjonować jako sy­
gnał braku tlenu.

Reduktazy azotynowe związane z błonami kom órkowy­
mi bakterii denitryfikacyjnych są odpowiedzialne za w ytw a­
rzanie NO z azotynu [76]. Trwają prace nad oczyszczaniem 
białka NI-NOR i być może wkrótce wyjaśni się czy istnieje 
homologia między enzymami roślinnymi i bakteryjnymi.

Jak dotąd nie udało się ustalić czy te dw a enzymy zwią­
zane z błonami komórkowymi: NI-NOR i PM-NR, są enzy­
mami konstytutywnym i czy też indukowanymi. Ocenia się, 
że w  korzeniach roślin tytoniu: 1 /3  azotanów jest reduko­
w ana przez cNR, 2 /3  — przez związane z błonami kom ór­
kowymi PM-NR.

INNE SYSTEMY WYTWARZAJĄCE N O  W  ROŚLINACH

NIEENZYMATYCZNE TWORZENIE NO

W roślinach tlenek azotu może być tworzony nieenzy- 
matycznie, np. jako produkt uboczny utleniania N 20  w at­
mosferze tlenowej w  procesach nitryfikacji/denitryfikacji 
[33], W przestrzeni apoplastycznej komórek roślinnych NO 
może być tworzony z azotynu nieenzymatycznie; kwaśny 
odczyn tego środowiska sprzyja dysmutuacji azotynu do

NO i azotanu [77]. W kwaśnym  środowisku (pH 3-6) azo­
tyn może ulegać chemicznej redukcji przy udziale kwasu 
askorbinowego, co prow adzi do powstania NO i kwasu de- 
hydroaskorbinowego [78]. Reakcja taka może mieć miejsce 
w  przestrzeni apoplastycznej, chloroplastach i komórkach 
aleuronowych, gdzie stwierdzono obecność kwasu askorbi­
nowego [79,80],

Inny nieenzymatyczny mechanizm tworzenia NO w ko­
mórkach roślinnych to zależna od karotenoidów redukcja 
azotynów w  obecności światła [81]:

2 H N 0 2—»NO + N 0 2+ H 20 -» 2 N 0  + Vi 0 2 + H 20

INNE ENZYMY GENERUJĄCE NO 
W KOMÓRKACH ROŚLIN

Oksydoreduktaza ksantynowa (XOR), zawierająca ko- 
faktor molibdenowy (Moco), jest enzym em  biorącym udział 
w  tworzeniu NO w komórkach zwierzęcych [82]. Enzym 
ten występuje w dwóch przechodzących w  siebie, odw ra­
calnych formach: jako oksydaza ksantynowa wytwarzająca 
anionorodnik ponadtlenkow y (forma O; EC 1.1.3.22) i dehy­
drogenaza ksantynowa (forma D; EC 1.1.1.204) [83].

Oksydoreduktazę ksantynową wykryto w peroksyso- 
mach liści grochu gdzie występuje ona głównie w formie 
oksydazy ksantynowej; tylko 30% w formie dehydrogena­
zy ksantynowej [84,85], XOR może katalizować zarówno 
reakcje tworzenia 0 2 ,jak  i N O , w  zależności od tego, czy 
stężenie tlenu jest odpow iednio wysokie czy niskie [82,86], 
a to sprawia, że pow inna być ona rozważana jako jeden z 
kluczowych enzymów będących źródłem cząstek sygnało­
wych w  komórkach roślinnych.

Tlenek azotu i cytrulia mogą być tworzone w  komórkach 
roślinnych przez peroksydazę chrzanową z N-hydroksyar- 
gininy (NOHA) przy udziale H 20 2 [87], Peroksydaza chrza­
nowa może też wytwarzać NO z hydroksymocznika i H 20 2 
[88], Biorąc pod uw agę fakt powszechnego w ystępowania 
peroksydaz w komórkach roślinnych i ich zaangażowanie 
w wielu ważnych procesach fizjologicznych [89], enzymy 
te mogą zajmować ważne miejsce w  ogólnym mechanizmie 
w ytw arzania NO w roślinach.

Inne enzymy, hemoproteiny, których udział w w ytw a­
rzaniu NO w komórkach roślinnych jest rozważany, to 
cytochromy P450. Białka te występują w roślinach i w yka­
zano, że katalizują utlenianie NOHA przez NADPH i 0 2, 
wytwarzając NO [90,91]. W ykazano również, że katalaza 
i hemoglobina tworzą NO i inne tlenki azotu, katalizując 
utlenianie NOHA [87],

UW AGI KOŃCOW E

W w yniku szeroko zakrojonych badań  prow adzonych 
od wielu lat dostarczono szereg cennych informacji do ty ­
czących tlenku azotu i jego roli w  roślinach, ciągle jednak 
wiele zagadnień dotyczących tego zw iązku pozostaje nie­
wyjaśnionych. Najwięcej kontrowersji i tem atów  do nie­
ustającej dyskusji dostarcza zagadnienie miejsc, a przede 
w szystkim  m echanizm ów, zaangażow anych w tw orzenie 
tlenku azotu w roślinach. Choć aktywność syntaz N O  w y­
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kryw a się w  tkankach roślin, jak dotąd nie w ykryto  genu, 
ani też białka o sekwencji podobnej do jakiejkolwiek zna­
nej syntazy NO u zwierząt. W latach 2003-2004 pojawiły 
się prace donoszące o w ystępow aniu  u roślin syntaz tlen­
ku azotu: iNOS i A tN O Sl tworzących NO z argininy, jed­
nak wkrótce po ich ukazaniu  się, niektóre z nich zostały 
odwołane, a aktualnie toczy się dyskusja poddająca w w ąt­
pliwość istnienie A tNOSl u roślin. Reduktaza azotanow a 
jest jedynym  enzymem, którego udział w  tw orzeniu  NO 
w kom órkach roślin jest niekwestionowany. Biorąc jednak 
pod uw agę fakt, że enzym  ten generuje N O  w roślinach 
w  obecności azotanów  w środow isku i azotynów  w rośli­
nie, głównie przy braku lub ograniczonym dostępie tlenu, 
trudno  zakładać, że jest to jedyne, czy też główne źródło 
NO w  roślinach rosnących w  różnych, zmieniających się 
w arunkach środowiska. Wydaje się, że istnienie specyficz­
nych dla roślin syntaz tlenku azotu jest wysoce p raw dopo ­
dobne. Być może w usilnych poszukiw aniach roślinnych 
syntaz tlenku azotu popełniany jest błąd ścisłego kopiow a­
nia i adaptow ania do świata roślin m etod używ anych do 
ich w ykryw ania w kom órkach zwierząt. Wiele wskazuje 
na to, że roślinne syntazy NO wymagają na przykład in­
nych kofaktorów, warunkujących ich stabilność i wysoce 
specyficzną aktywność. Problemy metodologiczne w w y­
kryw aniu  NO w tkankach roślin mogą być przyczyną nie­
ścisłości i niejednoznaczności otrzym yw anych wyników. 
Aktualnie toczy się szeroka dyskusja nad popraw nością 
i skutecznością metod stosowanych w badaniach tlenku 
azotu w komórkach roślin. Być może ich solidna w eryfika­
cja przyczyni się w  niedalekiej przyszłości do ograniczenia 
ilości niejednoznacznych wyników, które przyczyniają się 
do wyciągania nie w  pełni uzasadnionych w niosków. Bio­
rąc pod uw agę wysiłki podejm owane aktualnie w  wielu 
ośrodkach naukowych, m ożna mieć nadzieję, że zakrojone 
na szeroką skalę badania z zastosowaniem  nowych, w tym 
wielce obiecujących, metod, np. z zastosow aniem  roślin ze 
zm odyfikow aną ekspresją genów kodujących reduktazę 
azotanową, NOS, Hb (wiele takich roślin jest już aktual­
nie dostępnych), przyczyni się do uzyskania jednoznacz­
nych, niebudzących wątpliwości wyników, które pozwolą 
na rozw iązanie niewyjaśnionych do tej pory problemów. 
Istnieją pow ażne przesłanki pozwalające przypuszczać, 
że w ażną, specyficzną dla komórek roślinnych rolę w ho­
meostazie tlenku azotu w roślinach odgrywają niesymbio- 
tyczne hemoglobiny, a także poliaminy.
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ABSTRACT

There are still many controversial observations and opinions on the cellular/subcellular localization and sources of endogenous nitric oxide  
synthesis in plant cells. NO can be produced in plants by non-enzymatic and enzymatic system s depending on plant species, organ or tissue  
as w ell as on physiological state of the plant and changing environmental conditions. The best documented reactions in plant that contribute 
to NO production are NO production from nitrite as a substrate by cytosolic (cNR) and membrane bound (PM-NR) nitrate reductases (NR), 
and NO production by several arginine-dependent nitric oxide synthase-like activities (NOS). The latest papers indicate that mitochondria are 
an important source of arginine- and nitrite-dependent NO production in plants. There are other potential enzymatic sources of NO in plants 
including xanthine oxidoreductase, peroxidase, cytochrome P450.
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Słowa kluczowe: transportery metali, detoksy­
kacja, transport pierw otny i w tórny

W ykaz skrótów: ABC (ang. ATP-biding cas­
sette) — kaseta wiążąca ATP; CAX (ang. cation 
exchanger) — w ym iennik kationów; CDF (ang. 
cation diffussion facilitator) — przenośnik katio­
nów; MHX (ang. magnesium/proton exchanger) 
— w ym iennik m agnez/pro ton ; MTP (ang. ma­
gnesium transporter) — transporter m agnezo­
wy, P1B-ATPazy (ang. PlB-ATPases) — ATPazy 
typu  P]B; YSL (ang. Yellow Strip-Like protein)

STRESZCZENIE

W  ostatnich latach kluczową rolę w  pobieraniu, dystrybucji i detoksykacji metali cięż­
kich w komórkach roślinnych przypisuje się błonowym  systemom transportowym  

[1,2]. Dotychczas zidentyfikowano i opisano u roślin liczne rodziny białek transportują­
cych metale ciężkie [1]. Coraz więcej dow odów wskazuje, że większość z nich znajduje 
się w  zewnętrznej i wakuolarnej błonie komórkowej [1,2]. Wykazano także, że transport 
metali przez błony może wykorzystywać energię pochodzącą z rozkładu ATP lub elek ­
trochemiczny gradient protonów, wytwarzany przez pierwotne pompy protonowe. Obec­
ność domen wiążących nukleotydy w  niektórych białkach transporterowych sugeruje, że 
wykorzystują one ATP jako źródło energii. Na bazie sekwencji reszt am inokwasowych  
innych transporterów trudno wnioskować o mechanizm ie ich działania. Jedynie badania 
funkcjonalne takich transporterów mogą wykazać, czy źródłem energii do przenoszenia  
metali przez błony może być tu gradient elektrochemiczny. W pracy przedstawiono krót­
ką charakterystykę transporterów metalowych, dla których wykazano funkcję wtórnego  
transportu typu metal/H+.

W PROW ADZENIE

W ciągu ostatnich dziesięcioleci zanieczyszczenie środowiska metalami 
ciężkimi znacznie wzrosło. Ich nadm iar w  środowisku wpływa negatywnie na 
funkcjonowanie coraz to większej i różnorodnej grupy ekosystemów. Rośliny, 
jako organizmy nie przemieszczające się w  trakcie całego cyklu życiowego, są 
szczególnie narażone na niekorzystne działanie jonów metali obecnych w  glebie. 
Aby uchronić się przed toksycznym działaniem metali ciężkich i jednocześnie 
utrzymać w komórce optymalne poziomy metali niezbędnych dla praw idło­
wego funkcjonowania, rośliny wytworzyły mechanizmy regulujące w sposób 
kompleksowy pobieranie, akumulację i usuw anie metali z komórki. Kluczową 
rolę przypisuje się tutaj błonowym systemom transportow ym  zlokalizowanym 
w plazmolemie i błonach wewnątrzkom órkowych [1,2]. Transport metali przez 
błony może wykorzystywać energię pochodzącą z rozkładu ATP (transport pier­
wotny) lub pierwotną siłę protonomotoryczną (pmf), wytw arzaną przez pom py 
protonowe (transport wtórny). W ostatnich latach pojawiło się wiele prac doty­
czących transporterów pierwotnych i ich roli w  utrzym aniu homeostazy jonowej 
w komórkach. Wyróżnia się wśród nich dwie rodziny białek, charakteryzujące 
się obecnością specyficznych dom en wiążących nukleotydy: transportery typu 
ABC oraz pom py metalowe, P,B-ATPazy [1,3,4]. Jednak znakomita większość 
zidentyfikowanych do tej pory rodzin białkowych transporterów metalowych 
nie posiada zdolności hydrolizy ATP. Należą tu białka z rodzin: CAX, CDF, 
N ram p i YSL, dla których źródłem energii jest praw dopodobnie elektrochemicz­
ny gradient protonów, tworzony w błonach przy udziale pierwotnych pom p 
protonowych [1], Poza wymienionymi białkami, w  transporcie rozmaitych m e­
tali ciężkich przez błony praw dopodobnie uczestniczą również transportery 
magnezowe, działające jako antyportery [1,5]. W przeciągu ostatnich dziesięciu 
lat, coraz liczniej prezentowano dow ody na obecność transporterów wtórnych 
metali u roślin. W związku z tym, w artykule przedstawiono pokrótce najlepiej 
dotąd zbadane rodziny białek zaangażowanych w transport typu m e ta l/H + w 
błonach komórek roślinnych.

TRANSPORTERY CAX

Transportery CAX (ang. CAtion exchanger) należą do jednej z pięciu podro- 
dzin białek tworzących dużą rodzinę antyporterów kationowych CaCA (ang. 
Calcium/Cation Antiporters) [6]. Białka CAX występują u  roślin, grzybów i bak­
terii, ale jak dotąd nie stwierdzono ich obecności u ssaków [6]. Nie znaleziono 
genów kodujących transportery CAX w genomach człowieka, myszy, Drosophila 
czy Caenorhabditis elegans, aczkolwiek sekwencje homologiczne do roślinnych 
CAX  występują u niższych kręgowców: płazów i ryb [7],
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Geny kodujące transportery CAX u roślin należą do 
wielogenowej rodziny. Pierwsze doniesienia, pochodzące 
z badań na Arabidopsis thaliana, sugerowały, że w genomie 
tej rośliny występuje aż 11 sekwencji typu CAX  [8], Jednak 
późniejsze analizy filogenetyczne dowiodły, że spośród zi­
dentyfikowanych genów tylko sekwencje CAXl-6  kodują 
właściwe białka CAX. Pozostałe sekwencje (geny CAX7  do 
11) wykazywały znacznie większe podobieństwo do zależ­
nych od potasu anty porterów N a+/C a 2+ niż do innych ge­
nów  CAX i dlatego zostały włączane do tej właśnie rodziny 
antyporterów  [7], Na podstawie składu aminokwasowego, 
roślinne białka CAXl-6 podzielono na dwie różne filogene­
tycznie grupy: typ IA obejmujący: CAX1, CAX3 i CAX4 oraz 
typ IB, do którego zaliczono: CAX2, CAX5 i CAX6 [7], Praw ­
dopodobnie obydwa typy białek pełnią odmienne funkcje 
w  komórkach roślinnych.

U roślin wszystkie dotąd badane białka CAX występują 
w błonach tonoplastowych, a energię do wtórnego trans­
portu  jonów do wakuoli czerpią z gradientu pH, w ytw arza­
nego przez pom py protonowe tonoplastu, V-ATPazę i PPa- 
zę [7], Przedstawiciele grupy CAXl-6 prezentują podobny 
typ budow y z niewielkimi różnicami w  długości sekwencji i 
składzie aminokwasowym. Pojedynczy łańcuch polipepty- 
dow y transporterów, złożony z 400 am inokwasów, tworzy 
w  błonie tonoplastu 11 transbłonowych a-helis i posiada 
kilka charakterystycznych dom en wyróżniających białka 
CAX spośród innych antyporterów kationowych (Ryc. 1). 
Domeny te regulują aktywność i praw dopodobnie decydują 
o specyficzności substratowej poszczególnych białek CAX. 
Należą tu: domena autoinhibitorowa, m otyw kwaśnych 
am inokwasów, dom ena w apniow a (CaD), dom ena m anga­
now a oraz dom eny c-1 i c-2.

odpow iada za regulację aktywności białek [9-11]. Kiedy 
transformowano drożdże roślinnymi genami CAX1 i CAX2, 
kodującymi białka pozbawione domeny autoinhibitorowej, 
obserwowano podw yższoną akumulację w apnia w  w aku- 
olach grzybów [9,11]. Tak więc domena autoinhibitorowa 
wpływ a negatywnie na aktywność białek CAX: p raw dopo ­
dobnie poprzez oddziaływ anie z inną funkcjonalną dom eną 
białka blokuje funkcję białek [10,11], Podobna domena funk ­
cjonuje w  białkach Ca2+-ATPaz typu IIB, przy czym aktyw a­
cja pom p w apniowych polega na przyłączeniu kalm oduliny 
do domeny autoinhibitorowej [7], czego nie obserwowano 
dotąd w przypadku białek CAX. Domeny autoinhibitorowe 
są nieco odmienne w poszczególnych izoformach CAX, w  
związku z czym uw aża się, że białka regulatorowe wiążące 
się do tych dom en i aktywujące CAX mogą także się różnić 
[7,10].

Motyw kwaśnych aminokwasów, złożony z ok. 20 reszt 
aminokwasowych, występuje w  dużej, hydrofilowej pętli 
eksponowanej do cytoplazmy, dzielącej białko na dwie, 
niemal równe, części. Niewiele w iadom o o funkcji tej do ­
meny, jakkolwiek nie wyklucza się jej udziału w  wiązaniu 
transportowanych kationów i determinacji specyficzności 
substratowej białka [7],

Domena wapniowa (CaD) jest obecna tylko w roślin­
nych CAX1, pom iędzy helisami 1 i 2 [7], Praw dopodobnie 
jest niezbędna w transporcie wapnia przez białka CAX1, 
bowiem produkcja w komórkach drożdży pozostałych re- 
kombinowanych białek CAX (zawierających domenę CaD 
CAX1) prowadziła do w zrostu aktywności transportu w a p ­
nia do wakuoli grzybów [12]. Ekspresja sekwencji genów 
CAX pozbawionych m otyw u CaD nie dawała podobnych 
efektów.

Domena autoinhibitorowa, obecna w długim, ekspono­
w anym  do cytoplazmy N-końcowym fragmencie łańcucha,

Domena manganowa to region złożony z 3 reszt am ino­
kwasowych (Cys-Ala-Phe), zlokalizowanych w hydrofilowej

Transporter typu CAX

C1: GNVTEL!ISIFALKNGMIRVVQLTLLGSILSNMLLV 
C2: GNAAEHAGAIMFAMKDKLDLSLGVAIGSSIQISMF
Rycina 1. Model budowy transportera typu CAX (wg Shigaki i Hirschi [7], zmodyfikowane). Polipeptyd przecina błonę tonopla- 
stową 12 razy. Domena autoinhibitorowa (niebieska) uczestniczy w negatywnej regulacji aktywności białek CAX; domeny c-1 i c-2 
(kropkowane), prawdopodobnie biorą udział w selekcji specyficznych kationów, transportowanych przez białka CAX; domeny CaD, 
manganowa i D (pomarańczowe) oraz motyw kwaśnych aminokwasów mogą determinować specyficzność substratową poszczegól­
nych białek Cax (powinowactwo do wapnia, manganu i innych metali).

pętli pomiędzy helisą 4 i 
5, charakterystyczny dla 
białek CAX2. P raw dopo­
dobnie jest on niezbędny 
w transporcie m anganu, 
katalizowanym przez te 
białka [13]. Co ciekawe, 
podobny region w ystę­
puje w  sekwencjach bia­
łek AtCAX5 i AtCAX6 
Arabidopsis thaliana oraz 
ZCAX2 Zea mays, co 
wskazuje na potencjalną 
rolę tych białek w  trans­
porcie Mn [13].

Domeny c-1 i c-2 zlo­
kalizowane są w małych 
hydrofilowych pętlach, 
położonych, odpow ied ­
nio, pomiędzy 3 i 4 he ­
lisą (strona wakuolarna) 
oraz 8 i 9 helisą (strona 
cytoplazmatyczna). Mu-
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Rycina 2. Mechanizm działania transporterów CDF (wg Vazquez-Ibar i wsp. [25], zmodyfikowane). 
Dimeryczne białka CDF, zlokalizowane w błonie cytoplazmatycznej, mogą przyjmować dwa stany 
konformacyjne, zróżnicowane pod względem powinowactwa do przenoszonych substratów. W jed­
nym  z nich kanał transportera, „otwarty" w kierunku do cytoplazmy (I), wykazuje wysokie powi­
nowactwo do kationów metali (Me), które są wiązane prawdopodobnie poprzez reszty histydynowe 
(FI) białka (II). Protony (H+) z przestrzeni otaczającej komórkę wiążą się do negatywnie naładowa­
nych reszt aminokwasowych białek w pozycji trans w stosunku do substratu (II), co zapoczątkowuje 
zmianę konformacji transporterów (III). Po osiągnięciu drugiego stanu konformacyjnego białka, pro­
tony są uwalniane do cytoplazmy, natomiast jony metalu przedostają się na zewnątrz komórki (IV), 
co powoduje powrót białka do pierwszego stanu konformacyjnego (I).

KoRenkov'a i wsp. [19]. Badacze wprow adzili 
geny CAXl-4 Arabidopsis do Nicotiana tabacum 
i wykazali, że pęcherzyki tonoplastowe, izolo­
wane ze wszystkich transform owanych roślin, 
wykazywały aktywności transportu Ca, Mn, Cd 
i Zn na drodze antyportu m e ta l/p ro ton  [19].

Co ciekawe, zwiększone stężenie N a + w śro­
dowisku także stymulowało ekspresję genów 
CAX  (CAXl-4 ), co wskazuje na udział białek ko­
dowanych przez te geny w  odpow iedzi na stres 
solny [7,20,21]. Z kolei działanie niskiej tem pe­
ratury indukowało silnie akumulację transkryp- 
tów CAX w  liściach Arabidopsis, sugerując udział 
białka w  aklimatyzacji roślin do stresu chłodu. 
Wiele badań wskazuje także, że specyficzne 
mutacje rozmaitych CAX  (CAX1, CAX2 i CAX3) 
objawiają się nie tylko zaburzeniami transpor­
tu metali do wakuoli, ale również drastycznym  
spadkiem  aktywność V-ATPazy. Takie wyniki 
sugerują, że w  tonoplaście komórek roślinnych 
transport H + jest regulowany na zasadzie sprzę­
żenia zwrotnego przez w tórny transport metali 
[22,23],

TRANSPORTERY CDF

tacje w  tych domenach prowadziły do częściowej lub całko­
witej redukcji transportu Ca2+ i / lu b  M n2+ z udziałem białek 
CAX, stąd przypisuje się im rolę filtra w  selekcji specyficz­
nych kationów [14]. Prawdopodobnie, w procesie selekcji 
kluczową rolę odgrywają reszty histydynowe obecne w re­
gionie c-2 [14], Reszty histydynowe obecne w  polipeptydach 
CAX mogą być również zaangażowane w  percepcję zmiany 
pH  w  środowisku komórki i związane z tym modyfikacje 
konformacji białek [15]. Takie działanie udow odniono dla 
reszty histydynowej 11-aminokwasowej domeny D wystę­
pującej u CAX2 [15].

Funkcję roślinnych białek CAX badano, analizując eks­
presję genów kodujących te transportery u roślin i transfor­
m ow anych drożdży. Wykazano, że poszczególne białka tej 
rodziny mogą transportować różne jony metali (Ca, Mn — 
OsCAXl i OsCAX3; Ca, Mn, Cd -  AtCAX2-4) do wakuoli 
d rożdży na drodze antyportu kation /p ro ton  [7,9,14,16,17]. 
Ekspresja genów CAX4 u A. thaliana była indukowana w 
obecności zwiększonych stężeń M n i Ni w środowisku, co 
wskazuje na udział białek tej rodziny w deponowaniu róż­
nych metali także w wakuolach roślin [16]. Z kolei trakto­
w anie roślin egzogennym w apniem  silnie stymulowało eks­
presję CAX1 i CAX3, sugerując udział kodowanych przez 
geny białek w transporcie wapnia. Powyższą hipotezę po­
twierdzają badania, które wykazały, że nadekspresja genów 
CAX2 u tytoniu powodowała zwiększoną akumulację Mn 
i Cd w  transformowanych roślinach [7,18]. Dotychczasowe 
przypuszczenia, dotyczące udziału białek CAX w transpor­
cie metali ciężkich, potwierdziły wyniki ostatnich badań

Geny kodujące białka z rodziny CDF (ang. 
Cation Diffussion Facilitator) zidentyfikowano u 
bakterii, Archea i Eucaryota [24]. Białka tej ro ­
dziny praw dopodobnie odpow iadają za trans- 

_________ port metali, takich jak: cynk, kobalt, nikiel, m an­
gan i kadm  [24]. Mechanizm działania trans­

porterów CDF, zaproponow any przez Vazquez-Ibar i wsp. 
[25], przedstawiono na Ryc. 2. Praw dopodobnie transport 
jonów metali jest tu sprzężony z równoczesnym przenosze­
niem protonów w przeciwnym  kierunku. Również Delha- 
ize i wsp. [26] wykazali, że białko należące do tej rodziny 
(ShMTPl) funkcjonuje na zasadzie antyportu M n2+/ H + w 
błonach wewnątrzkom órkowych tropikalnej rośliny motyl­
kowej Stylosanthes hamata. Istnieją dow ody na to, że niektóre 
białka tej rodziny uczestniczą w  pobieraniu metali ciężkich, 
a inne katalizują transport metali na zew nątrz kom órek [24], 
Transportery CDF zlokalizowano w  plazmolemie, a także 
w  błonach wewnątrzkom órkow ych [24], Co ciekawe, Kim 
i wsp. [27] zlokalizowali białko TgMTPl z rodziny CDF za­
równo w zewnętrznej błonie komórkowej, jak i w  wakuoli. 
W związku z tym, autorzy sugerują możliwość w ew nątrz ­
komórkowego przemieszczania białek CDF w odpowiedzi 
na nadm iar metali ciężkich w komórce.

W zależności od organizmu, transportery CDF różnią się 
zarówno jakością, jak i ilością (300-750) am inokw asów  bu ­
dujących białko. Pod względem  budow y wydzielono trzy 
podgrupy transporterów CDF [24], Pierwszą grupę stano­
wią Z ATI i ZAT2, występujące u Arabidopsis oraz białka 
zwierząt — ZnT. Drugą podgrupę tw orzą pozostałe białka 
CDF eukariotów, włącznie z białkami drożdży; natom iast 
trzecia podgrupa zawiera wszystkie CDF prokariotów. 
Najlepiej dotąd scharakteryzowane białka tej rodziny, to 
transportery wydzielające Zn z cytosolu komórek ssaków, 
nazwane ZnT: ZnT-1, -2, -3 i -4 [24]. Pierwszą rośliną, u  któ­
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rej zidentyfikowano geny kodujące białka tej rodziny: ZAT1 
i ZAT2 (ang. Zinc Arabidopsis Transporter) była Arabidopsis 
thaliana, przy czym sekwencja ZAT1 wykazuje największy 
stopień podobieństwa w  stosunku do ZnT2 (69%), nato­
miast sekwencja ZAT2 jest najbardziej podobna (64%) do 
sekwencji ZnT4 [24],

Występujące u ssaków geny Z nT  kodują białka błonowe 
zbudow ane z 6 transbłonowych dom en [24]. Analizy se­
kwencji genów zidentyfikowanych u Arabidopsis wskazują, 
że kodują one białka o budow ie zbliżonej do białek ZnT [24] 
(Ryc. 3). Wydaje się, że cztery amfipatyczne helisy polipep- 
tydów  CDF (1, 2, 5 i 6) tworzą w ew nętrzny rdzeń białka, 
który formuje kanał, a pozostałe dwie hydrofobowe helisy 
eksponowane są na zewnątrz, do frakcji lipidowej błony 
[24], W transbłonowych helisach 2, 5 i 6 białek ZnT w ystę­
pują zachowane w ewolucji reszty asparaginianowe, które 
mogą brać udział w tworzeniu miejsc wiążących kationy 
w ew nątrz kanału [24]. W białkach rodziny CDF, zarówno u 
ssaków, jak i u roślin, występuje zachowana w  ewolucji do­
m ena sygnaturowa, charakterystyczna tylko dla tej rodziny 
transporterów (Ryc. 3): SLAI(V)MTDAAHLLTD [24],

Białka ZnT posiadają również domenę zbudow aną z 
wielu reszt histydynowych, zlokalizowaną w dużej pętli 
cytoplazmatycznej, występującej pom iędzy helisami 4 i 5. 
Domena ta może funkcjonować jako region wiążący cynk 
[24], Podobna dom ena występuje również w białkach Z ATI 
i ZAT2 u Arabidopsis, jakkolwiek u roślin jest ona znacznie

dłuższa [24]. Podobny, bogaty w histydyny, m otyw w ystę ­
puje u białek z rodziny ZIP [24] i u niektórych ATPaz m e­
talowych [24].

Jak dotąd, zidentyfikowano wielu przedstawicieli ro ­
dziny CDF u różnych gatunków roślin, ale pod w zględem  
funkcjonalnym opisano nieliczne białka roślinne tego typu  
(Ryc. 2). W tabeli 1 przedstawiono dotychczasowe rezultaty 
badań nad białkami CDF u roślin.

TRANSPORTERY Nramp

Rodzina N ram p (ang. Natural resistance macrophage prote­
in) to stosunkowo nowa rodzina białek, którym  przypisuje 
się funkcje transporterów dwuwartościowych jonów metali. 
Geny kodujące białka N ram p występują zarówno w kom ór­
kach bakterii, drożdży, owadów, ssaków, jak i roślin i cha­
rakteryzują się wysokim stopniem zachowania w ewolucji 
[24]. Pierwszy gen kodujący białko Nram p, gen Nrampl, zi­
dentyfikowano u ssaków. Wykazano, że koduje on integral­
ne białko błonowe występujące w  lizosomach kom órek ma- 
krofagów [24]. Podczas fagocytozy białko jest w budow yw a­
ne w błonę fagosomu i, przypuszczalnie, poprzez kontrolę 
stężenia kationów dwuwartościowych w kompartymencie, 
reguluje replikację sfagocytowanych bakterii [24], Mutacja 
w  genie kodującym to białko prowadzi do podatności na 
zakażenia przez wewnątrzkom órkowe patogeny jak Myco­
bacterium, Salmonella i Leishmania [24],

Badania nad białkami N ram p 
u roślin wyższych zapoczątkow a­
no u Oryza sativa, gdzie zidenty ­
fikowano trzy geny podobne do 
Nrampl: OsNrampl, OsNramp2 i 
OsNramp3 [24], Później zidentyfi­
kowano podobne geny u Arabidop­
sis thaliana: AtNrampl, AtNramp2, 
AtNramp3, AtNramp4, AtNramp5 i 
EIN2 [24], Także EIN2 (ang. ethy­
lene-insensitive 2), białko uczest­
niczące w transdukcji sygnału 
inicjowanej etylenem, wykazuje 
znaczące podobieństwo do białek 
N ram p w hydrofobowym  regionie 
transporterów [24]. Na podstaw ie 
podobieństwa sekwencji nukleoty- 
dowych wyodrębniono dwie pod- 
rodziny genów Nramp. Do p ierw ­
szej zaliczono: OsNrampl, OsN- 
ramp3 i AtNramp5, a do drugiej: 
OsNramp2, AtNrampl, AtNramp2, 
AtNramp3 i AtNrampd [24].

Budowa transportera typu  
N ram p przedstawiona jest na ry ­
cinę 3. Podobnie jak u innych or­
ganizmów, roślinne białka N ram p 
zbudow ane są z 12 transbłono­
wych helis, przy czym cechą cha­
rakterystyczną tych białek jest 
długi, hydrofilowy rejon C-koń­
cowy łańcucha polipeptydowego,

275

domena COOH
histydynowa

Rycina 3. Proponowane modele strukturalne wtórnych transporterów metalowych z rodzin: CDF (TgMTPl) i Nramp 
(AtNramp3). Modele sporządzono przy użyciu algorytmu TMHMM Server 2.0 (h ttp://w w w .cbs.dtu.dk/services/ 
TMHMM-2.0), na podstawie sekwencji reszt aminokwasowych transporterów dostępnych w bazie NCBI: AAK91869 
(TgMTPl) i NP179896 (AtNramp3) (http://www.ncbi.nlm .nih.gov). W obrębie struktury białek wyróżniono motywy 
reszt aminokwasowych charakterystyczne dla rodzin transporterów typu CDF i Nramp. Na schemacie transportera 
CDF zaznaczono dodatkowo dwie domeny: histydynową i wiążącą kationy, które bezpośrednio uczestniczą w wiąza­
niu i transporcie jonów metalowych.
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Tabela 1. Funkcja i lokalizacja w ybranych białek z rodziny CDF zidentyfikow anych u  różnych gatunków  roślin.

Białko CDF 
(nr dostępu)

ZAT1
(NP850459)

ZTP1
(AAK69428)

MTP1
(AAK91869)

(AAO38708)

Roślina Funkcja

Arabidopsis thaliana udział w  pobieraniu Zn, sekwestracja Zn w  wakuoli i / lu b  innych 
organellach w ew nątrzkom órkow ych, udział w  tolerancji na 
nadm iar Zn i u trzym aniu  hom eostazy Zn w kom órce [24]

Thlaspi caerulescens sekwestracja Zn w  w akuoli i / lu b  innych organellach 
w ew nątrzkom órkow ych, udział w  tolerancji na 
nadm iar Zn, Cd i Pb w środow isku [1]

Thlaspi goesigense sekwestracja Zn, Cd, Co i Ni w  wakuoli,w ydzielanie nadm iaru  metali do 
apoplastu, udział w  tolerancji na nadm iar metali w  środow isku [1,27] 

Stylosanthes hamata sekwestracja Mn w  w akuoli i / lu b  innych organellach
wew nątrzkom órkow ych, udzia ł w tolerancji na nam iar Mn w  środow isku [26]

Lokalizacja 
kom órkowa 

błony organelli 
w ew nątrzkom órkow ych

błony organelli 
w ew nątrzkom órkow ych

błony plazm olem y i wakuoli

błony organelli 
w ew nątrzkom órkow ych

eksponow any do w nętrza komórki [24]. Po stronie cyto- 
plazmatycznej znajdują się także 4 hydrofiłowe pętle trans­
portera [24]. W czwartej pętli białka, łączącej dom eny 8 i 9, 
w ystępuje zachowany w  ewolucji dla tej rodziny motyw, 
odpowiadający za transportową funkcję białek Nram p: QS- 
STMTGTYAGQFVMEGFLK [24]. Jest to najlepiej zachow a­
na sekwencja w  obrębie rodziny Nramp, co wskazuje na jej 
kluczowe znaczenie dla funkcji białek [24], Różnice w  se­
kwencji aminokwasowej białek należących do tej rodziny, 
polegające między innymi na obecności, bądź braku m oty­
w ów  ulegających N-glikozylacji, sugerują lokalizację trans­
porterów  tego typu w różnych błonach kom órkowych [24],

Podobieństwo genów kodujących białka należące do 
rodziny N ram p, pochodzących od gatunków odległych 
ewolucyjnie, wskazuje na podstawową funkcję fizjologicz­
ną tych transporterów, świetnie zachowaną w  procesie 
ewolucji [24], W badaniach prowadzonych na drożdżach i 
ssakach dowiedziono, że N ram p transportują metale dw u- 
wartościowe. Należące do tej rodziny białka drożdży, SMF1 
i SMF2, uczestniczą w pobieraniu jonów M n2+, wykazując, 
odpow iednio, wysokie i niskie powinowactwo do tego 
m etalu [24], Wykazano również powinowactwo obydw u 
transporterów  do jonów Cu2+ i Co2+ [24]. Z kolei transporte­
ry N ram p u ssaków stanowią główny, niezależny od trans- 
feryny, system pobierania żelaza przez nerki [24], Transport 
Fe2+, M n2+, Zn2+ i innych dwuwartościowych kationów  z 
udziałem  N ram p jest u ssaków zależny od gradientu elek­
trochemicznego, stąd przypisuje m u się cechy wtórnego 
transportu  H +/  metal [24],

Transportery N ram p wykazują wysoki stopień podobień ­
stw a w  obrębie swojej rodziny, co sugeruje, że w  roślinach 
przedstawiciele tej grupy białek pełnią podobne funkcje do 
swoich zwierzęcych i drożdżowych homologów. P rzypusz­
czenia te potwierdziła heterologiczna ekspresja roślinnych 
genów  Nramp w  m utantach drożdży, w  których zablokow a­
no ekspresję genów SMF, należących do tej samej rodziny 
transporterów  [28]. W transformowanych kom órkach do ­
chodziło do zniesienia efektów mutacji, co dowodziło, że 
roślinne białka N ram p funkcjonalnie zastąpiły drożdżow e 
białka SMF [28]. Geny AtNrampl, -3 i -4 ulegały w zm ocnio­
nej ekspresji w  korzeniach Arabidopsis w  w arunkach deficy­
tu  Fe w środowisku [28], co sugeruje udział kodow anych 
przez nie białek w zaopatrywaniu roślin w  żelazo. AtN -
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ramp3 ulega ekspresji zarówno w wiązkach przewodzących 
korzeni, jak i łodygach i liściach, w związku z czym po­
stuluje się udział białka AtNramp3 w dalekim transporcie 
metali w  roślinach [29]. Białko z rodziny N ram p u pom i­
dora, LeN ram pl, jest także syntetyzowane w  parenchymie 
naczyń korzenia, a ekspresję LeNrampl również indukuje 
deficyt Fe w  środowisku [30]. To wskazuje, że białko LeN- 
ram p może uczestniczyć w mobilizacji Fe w parenchymie 
naczyń korzenia w  w arunkach niedoboru tego pierwiastka 
w  środowisku. Z kolei analizy N orthern Błot dowiodły, że 
geny OsNrampl i OsNramp2 ulegają ekspresji, odpowiednio, 
w  korzeniach i liściach, podczas gdy OsNramp3 koduje biał­
ko występujące w obydw u organach [24], co dowodzi, że 
aktywność transporterów N ram p może być w  różny sposób 
regulowana, zależnie od typu tkanki, w  jakiej występują i 
jonów metali, które przenoszą przez błony (Ryc. 3).

TRANSPORTERY YSL

Kolejną rodziną białek pośredniczących w transporcie 
metali ciężkich są białka YSL (ang. Yellow Stripe-Like). Należą 
one do większej rodziny białek transportujących oligopep- 
tydy, OPT (ang. Oligopeptide Transporter Family) [31]. Białka 
YSL wykryto dotąd u rzodkiewnika (Arbaidopsis thaliana), 
tobołków (Thlaspi cearulescenś), kukurydzy (Zea mays) i ryżu 
(Oryza sativa). Zależnie od rodzaju białka oraz gatunku rośli­
ny, transportery YSL wykazują różną lokalizację organową 
i tkankową, jednak szczególnie obficie występują w  komór­
kach towarzyszących naczyniom. Dlatego przypisuje się im 
szczególną rolę w  transporcie dalekim metali ciężkich [32],

U roślin jednoliściennych białka YSL pośredniczą w  trans­
porcie metali, głównie żelaza, w  kompleksach z fitosiderofo- 
rami. Natomiast u roślin dwuliściennych jony metali trans­
portowane są w kompleksie z nikotynoaminą, niebiałkowym 
aminokwasem [32], Transport ten ma charakter symportu 
protonowego, w  którym metal razem z protonem ulegają 
przemieszczeniu z apoplastu do cytoplazmy [33,34].

Pojedynczy łańcuch polipeptydow y transporterów YSL 
składa się z około 700 am inokwasów i przecina błonę 14- 
15 razy, zależnie od gatunku rośliny [32], Rejon N-końcowy 
łańcucha z wolną grupą am inową jest rejonem bogatym w 
reszty kwaśnych aminokwasów, glutaminian i asparaginian 
[32,35,36].
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Najlepiej poznane pod względem  kinetycznym są białka 
YSL kukurydzy. Wykazano, że odpowiadają one za pobie­
ranie żelaza w kompleksie z fitosideoroforami, a ich synteza 
jest stymulowana w w arunkach niedoboru Fe. Fleterolo- 
giczna ekspresja ZmYSL  w  oocytach Xenopus i komórkach 
drożdży dowiodła, że białka te, poza żelazem, mogą także 
transportować inne metale, takie jak: Zn, Ni i Cu [33-35].

W genomie ryżu stwierdzono aż 19 sekwencji kodujących 
białka OsYSL [2]. Ich ekspresja wykazuje różną specyficz­
ność organową i jest w  różny sposób regulowana przez sta­
tus żelazowy środowiska. I tak, ekspresja OsYSL2 zachodzi 
tylko w liściach i rozwijających się nasionach ryżu i jest sty­
mulowana w  warunkach deficytu żelaza. Z kolei ekspresja 
genu OsYSL13 zachodzi głównie w liściach, ale nie zależy 
od dostępności żelaza. Fundam entalny charakter ma także 
ekspresja genów OsYSLó oraz OsYSL14, a kodowane przez 
nie białka zidentyfikowano zarówno w  liściach, jak i korze­
niach. Z kolei ekspresja genu OsYSL15 ma miejsce tylko w 
korzeniach i jest indukow ana w w arunkach deficytu żelaza 
w środowisku [36]. Substratami białek OsYSL są kompleksy 
żelaza lub m anganu z nikotynoaminą, a ich funkcja praw do­
podobnie polega na regulacji transportu metali we floemie. 
Dowodzi tego wysoka ekspresja przynajmniej niektórych 
genów OsYSL w komórkach towarzyszących sitom [36].

W genomie Arabidopsis thaliana znaleziono 8 genów z 
rodziny YSL, które najprawdopodobniej kodują białka 
transportujące metale (Fe, Zn, Cu) w kompleksie z nikoty­
noam iną [32]. Jedynie dw a z nich, AthYSLl oraz AthYSL2, 
badano pod względem funkcjonalnym. I tak wykazano, że 
ekspresja AthYSLl zachodzi głównie w  parenchymatycz- 
nych komórkach liści otaczających wiązki przewodzące 
oraz w  młodych strąkach, co sugeruje udział białka za­
rów no w dalekim transporcie żelaza, jak i zaopatrywaniu 
nasion w ten pierwiastek. Obniżona akumulacja Fe w na­
sionach m utantów  ysll potwierdziła taką funkcję AthYSLl 
[37], Dużo lepiej scharakteryzowano transporter AthYSL2. 
Deficyt żelaza w  środowisku pow odow ał znaczne zaha­
mowanie syntezy AtYSL2, natomiast optym alny poziom 
żelaza stymulował ekspresję genu kodującego białko [38]. 
Dowiedziono także pozytywnego w pływ u jonów miedzi na 
ekspresję A thYSLl [32], Pokazano ponadto, że synteza biał­
ka zachodzi we wszystkich częściach rośliny [32]. Najwyż­
szą ekspresję AthYSLl zanotowano w komórkach systemu 
w askularnego korzeni i liści, co sugeruje udział AtYSL2 w 
dystrybucji metali w obrębie różnych organów [32],

Kilka białek należących do klasy YSL zidentyfikowano 
także w komórkach Thlaspi cearulescens. Roślina ta zaliczana 
jest do grupy tzw. hiperakum ulatorów  i charakteryzuje się 
podw yższoną tolerancją na metale ciężkie: może akumulo- 
wać w  swoich tkankach duże ilości cynku, kadm u i niklu 
[39]. Spośród genów zidentyfikowanych u T. cearulescens 
najlepiej poznano TcYSL3, TcYSL5 oraz TcYSL7. Ekspresja 
genów typu  YSL u T. cearulescens ma charakter ciągły (nie 
zależy od obecności metali w środowisku) [40]. Podobnie 
jak YSL Arabidopsis, białka TcYSL3, TcYSL5 i TcYSL7 pośred­
niczą w transporcie jonów metali w  kompleksach z nikoty- 
noanam iną z apoplastu do cytoplazmy i zlokalizowane są 
w  komórkach związanych z systemem w askularnym  [40],

Stosunkowo wysoka ekspresja białek YSL u Thlaspi może 
w arunkow ać tolerancję tej roślin na stres metali ciężkich w 
środow isku [40].

Charakterystyka białek YSL u różnych gatunków roślin 
wykazuje, iż mogą one być syntetyzowane w odpow iedzi 
na niedobór żelaza lub w w arunkach dostatecznego dostę­
pu  tego pierwiastka w środowisku. Dodatkowo, ekspresja 
genów YSL zachodzi w  różnych tkankach, zależnie od ro ­
dzaju białka oraz od gatunku rośliny. Wydaje się, że białka 
YSL pośredniczą w ogólnej dystrybucji żelaza, a także in­
nych metali ciężkich, takich jak: cynk, m angan czy miedź.

TRANSPORTERY MAGNEZOWE

Najpowszechniej występującym w komórkach kationem  
dw uw artościow ym  jest magnez. Metal ten jest niezbędny do 
praw idłow ego przebiegu wielu procesów metabolicznych, 
zwłaszcza w reakcjach enzymatycznych zużywających ATP. 
Reguluje aktywność enzymów (fosfatazy, ATPazy, polime- 
razy RN A), a także stabilizuje strukturę błon kom órkowych
[5]. W komórkach roślinnych jest kluczowym składnikiem 
cząsteczek chlorofilu. Transportery uczestniczące w pobie­
raniu i dystrybucji jonów m agnezu zidentyfikowano u bak­
terii, drożdży, roślin i zwierząt [5,41,42]. Białka te występują 
w  błonach plazmolemy, tonoplastu i m itochondrium [1,41]. 
W ostatnich latach wykazano, że transportery m agnezowe 
uczestniczą także w transporcie innych metali, w tym  m eta­
li ciężkich [5]. Shaul i wsp. [42] wykazali, że w  komórkach 
Arabidopsis białko tonoplastu, AtMHX, na zasadzie antypor- 
tu przenosi do wakuoli nie tylko Mg2+, ale także Zn2+ i Fe2+. 
Dosyć szeroka specyficzność substratowa białka może w y ­
nikać z tego, że promienie jonowe transportowanych metali 
mają podobne rozmiary [43]. Ekspresja AtM H X  zachodzi 
głównie w  tkankach naczyniowych, tak więc transporter 
ten może odgrywać kluczową rolę w dystrybucji Mg2+, Zn2+ 
i Fe2+ pom iędzy różne organy roślinne [43]. Również trans­
porter magnezowy AtMGTl, który występuje w zew nętrz­
nej błonie komórkowej, obok magnezu transportuje także 
jony Ni2+, Co2+, Fe2+, Mn2+ i Cu2+ przez plazmolemę. Jednakże 
w  przypadku  metali ciężkich aktywność transportowa biał­
ka była w idoczna tylko przy bardzo dużych stężeniach tych 
metali, przekraczających stężenia fizjologiczne (0.1 mM- 
1 mM dla Cu i Co, >1 mM dla Fe i Mn, 1-10 mM dla Cd) [5]. 
Nie m a także dow odów  wskazujących, że transport metali 
katalizowany przez AtMGTl ma charakter aktywny.

PODSUMOWANIE

Znaczny postęp badań nad transportem metali ciężkich w 
tkankach i komórkach roślinnych w przeciągu ostatnich 10 lat, 
a także sekwencjonowanie genomów roślinnych (Arabidopsis 
thaliana i Oryza sativa) przyczyniły się do poznania kilku ro­
dzin genów, kodujących transportery metali ciężkich w orga­
nizmach roślinnych. Dzięki temu wiemy, że komórki roślin 
są wyposażone w  liczne i różnorodne białka zaangażowane 
zarówno w  pierwotny, jak i wtórny transport metali. Białka 
te pełnią kluczową funkcję w  precyzyjnej kontroli stężenia 
metali w  cytoplazmie, odpowiadając zarówno za dystrybu­
cję niezbędnych metali do poszczególnych kompartymentów 
komórki, jak i za usuwanie nadmiaru metali do wakuoli lub 
apoplastu. O ile pierwotny, zależny od ATP, transport metali
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Nramp3

Fe2+ Cu2+ h +
Ni2+Zn2+

Rycina 4. Rozmieszczenie transporterów wtórnych metali ciężkich w komórce roślinnej. Uproszczony schemat 
komórki roślinnej zawiera główne organelle komórkowe: wakuolę (W), jądro (J), aparat Golgiego (AG), mito- 
chondrium (M) i chloroplast (CHL) otoczone zewnętrzną błoną komórkową. Dotychczasowe badania wykaza­
ły występowanie wtórnych transporterów metali w zewnętrznej błonie komórkowej: transportery typu Nramp, 
CDF (MTP1) i YSL oraz w tonoplaście: transportery typu Nramp, Cax, CDF (MTP1 i ZAT) i magnezowe (MHX). 
Wydaje się, że białka typu CDF i CAX funkcjonują jako antyportery m etal/H + [25,26], natomiast białka typu 
Nramp i transportery YSL działają na zasadzie symportu metal/hL [1,2]. Źródłem energii dla tych transporterów 
jest gradient elektrochemiczny generowany przez pompy protonowe plazmolemy i tonoplastu (H+-ATPazę i V- 
ATPazę).

w komórkach roślinnych jest coraz lepiej udokumentowany, 
jak dotąd niewiele wiemy o potencjalnych kotransporterach 
typu m etal/proton. Burzyński i wsp. [44], a także Migocka i 
Kłobus [45], wykorzystując błony plazmolemy izolowane z 
korzeni ogórków, wykazali, że w  zewnętrznej błonie komór­
kowej tych roślin występuje aktywny system transportowy 
wydzielający Cu, Cd, Pb, Mn i Ni z komórki na drodze an- 
typortu m etal/proton. Dowodów na występowanie podob­
nych aktywności w tonoplaście dostarczyli wcześniej Gries i 
Wagner [46] oraz Gonzales i wsp. [47], wykazując, zależny od 
siły protonomotorycznej, transport Cd, Mn i Zn do wakuoli 
owsa. Nie określono jak dotąd, które białka mogłyby odpo­
wiadać za te aktywności, ale wykazano, że przedstawiciele 
niektórych rodzin transporterów metali funkcjonują jako 
transportery wtórne, zależne od gradientu elektrochemicz­
nego wytwarzanego przez pompy protonowe plazmolemy i 
tonoplastu. Co więcej, wykazano plazmolemową i tonopla- 
stową lokalizację potencjalnych wtórnych transporterów me­
tali ciężkich w komórkach roślinnych (Ryc. 4).

Obecnie, badania nad poszczególnymi rodzinami trans­
porterów metali u roślin koncentrują się na potwierdzeniu 
ich roli w przenoszeniu jonów metali, określeniu ich specy­
ficzności substratowej, lokalizacji wewnątrzkomórkowej, a 
także wyjaśnieniu mechanizmu ich działania.
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ABSTRACT
It has been recently w ell documented that metal transport systems play a crucial role in the uptake, distribution and detoxification of heavy 
metals throughout the plant [1,2]. A range of gene families that are likely to be involved in essential and non-essential metal transport has 
been now identified and their plasma membrane and/or tonoplast localization in plant cells has been recently confirmed [1,2]. These include 
the primary metal transporters, using ATP as the source of energy and H+-coupling transporters, utilizing the electrochemical gradient previ­
ously generated by plasma membrane and tonoplast proton pumps. As the presence of nucleotide binding domains in the protein sequence 
may indicate its ATP-hydrolytic activity, it is more difficult to determine the H+-coupling activity of protein on the base of its structure. Thus, 
the H*-coupling activity of protein may be only proved by functional analysis of the protein. In this work, we briefly review the structure, 
regulation and function of the metal transporters operating as H+/metal cotransporters.
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STRESZCZENIE

A lkaloidy należą do metabolitów wtórnych produkowanych przez rośliny. Stanowią one 
bardzo niejednolitą grupę, gdyż wywodzą się z różnych substancji pierwotnych. Zain­

teresowanie właściwościam i chemicznymi i możliwością wykorzystania alkaloidów przez 
człowieka datuje się od czasów starożytnych. Do dziś drogi biosyntezy wielu z nich pozo­
stają niewyjaśnione. Każdy z przedstawicieli rodziny psiankowatych zawiera alkaloidy. Ko­
lebką tych roślin są Ameryka Południowa i Ameryka Środkowa. Obecnie jest to jedna z grup 
roślin szeroko rozpowszechnionych na całym świecie i bardzo intensywnie wykorzystywa­
nych przez człowieka. Z tego względu wydaje się interesujące zebranie wiadomości na temat 
alkaloidów, swoistych substancji roślin z rodziny psiankowatych.

WPROWADZENIE

O d czasów prehistorycznych do teraźniejszości alkaloidy, bądź wyciągi ro­
ślinne bogate w  alkaloidy, były wykorzystywane jako środki o właściwościach 
farmakologicznych lub trucizny. Sokrates zmarł w roku 399 przed naszą erą po 
spożyciu napoju zawierającego koniinę. Żony niektórych cesarzy rzymskich, 
np. Klaudiusza, bez skrupułów  używały wyciągów z roślin psiankowatych do 
usuw ania „niewygodnych" obywateli Imperium. Również kobietom zaw dzię­
czamy rozpowszechnienie naturalnej atropiny jako środka rozszerzającego źre­
nice. Jako pierw sza ten „kosmetyk", pochodzący z Hyoscyamus niger, stosowała 
Kleopatra. W okresie Renesansu do tych samych celów kobiety używały wycią­
gów z Atropa belladonna. Stosowane przez Starożytnych środki farmakologiczne 
były najczęściej mieszaniną różnych alkaloidów. Najstarszym znanym  środkiem 
farmakologicznym jest mieszanina alkaloidów zawarta w opium, soku mlecz­
nym  otrzym yw anym  z niedojrzałych owocni (makówek) Papaver somniferum. 
Używanie opium  w mieszaninie z winem, jako środka usypiającego i uśmie­
rzającego ból, zostało odnotow ane przez Sumerów na glinianych tabliczkach 
pochodzących z ok. 2500 r. przed naszą erą. Nazwę gatunkową somniferum mak 
zawdzięcza Linneuszowi, który nadał ją, sugerując się właściwościami usypia­
jącymi ekstraktów  z tej rośliny. Na półkuli zachodniej Aztekowie i inne kultury 
z tego regionu używali kaktusa „peyote" (Lophophora williamsii), zawierającego 
meskalinę, jako środka halucynogennego podczas obrzędów religijnych. Z tego 
regionu geograficznego pochodzi rodzina psiankowatych (Solanaceae). Gatunki 
należące do psiankowatych zawierają wysoki poziom toksycznych alkaloidów. 
Z drugiej strony, większość gatunków jest dobrze znana człowiekowi od czasów 
historycznych i w ykorzystyw ana przez niego do celów gospodarczych, jako źró­
dło środków  farmakologicznych, używek, pokarm u i jako rośliny ozdobne.

Rodzina psiankow atych (Solanaceae) obejmuje rośliny występujące głównie 
w klimacie subtropikalnym  i tropikalnym, nieliczne w klimacie umiarkowanym. 
Kolebką większości gatunków  jest Ameryka Południowa. Wśród ok. 2500 gatun ­
ków spotykane są formy jednoroczne, dwuletnie, jak i wieloletnie. Najczęściej 
są to rośliny zielne, rzadziej krzewy, niskie drzewa lub pnącza. U większości 
przedstawicieli kwiaty są promieniste, obupłciowe o koronie zrosłopłatkowej, 
często tw orzą kwiatostany typu wierzchotki. Pręciki często zrastają się nitkami, 
otaczając jeden górny, dw ukrotny słupek. D w ukom orowa zalążnia przekształca 
się w  owoc typu  jagody lub torebki. Liście są pojedyncze, skrętoległe bez przy- 
listków. Pędy i liście niektórych gatunków pokryte są włoskami gruczołowymi 
lub kolcami.

Liczne gatunki psiankowatych wykorzystywane były od stuleci po dzień dzi­
siejszy jako źródło pokarm u, przyprawy, lekarstwa, używki i trucizny. Rośliny 
znane i w ykorzystyw ane już w  starożytności to np.: tytoń, lulek czarny, ziem ­
niak, m andragora czy Withania somnifera. Rośliny z rodziny Solanaceae często 
w ytwarzają atrakcyjne, duże kwiaty o różnych kolorach i są w ykorzystywane 
do celów ozdobnych. Przykładem może być rodzaj Petunia, obejmujący rośliny
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roczne i wieloletnie, rosnące w  stanie dzikim w Ameryce 
Południowej, a u nas uprawiane, głównie mieszańce mię- 
dzygatunkowe. Inną grupę roślin ozdobnych tworzą krze­
wiaste i drzewiaste gatunki zaliczane dawniej do rodzaju 
Datura, a obecnie wydzielone w  osobny rodzaj Brugmansia, 
np. Brugmansia x insignis, zwana anielskimi trąbkami ze 
w zględu na wyjątkowo duże i ozdobne kwiaty. Wiele gatun­
ków psiankowatych spotykanych jest tylko w określonych 
regionach, gdzie, rosnąc dziko bądź w uprawie, dostarczają 
jadalnych owoców (Cyphomandra, Lycopersicon, Capsicum, 
Solanum), bulw  (Solanum), środków odurzających (Iochroma, 
Solandra, Brugmansia) czy surowców leczniczych (Scopolia 
lurida, Datura metel, D. inoxia, Withania somnífera). W ybra­
ne gatunki upraw iane są na dużą skalę, na całym świecie 
w celu pozyskania surowców pokarmowych, leczniczych i 
przemysłowych. Dzięki nowoczesnym technikom inżynie­
rii genetycznej powstały nowe odmiany bardziej odporne 
na patogeny i inne szkodliwe czynniki środowiska. Uzyska­
no również rośliny transgeniczne o zwiększonych możliwo­
ściach syntezy określonych substancji chemicznych. W Pol­
sce występuje kilkanaście gatunków psiankowatych, są to 
rośliny upraw ne i dziko rosnące. Większość została krótko 
omówiona poniżej, ponadto spotykane są: lulecznica kraiń- 
ska (Scopolia carniolica), m iechunka rozdęta (Physalis alkeken- 
gi), kolcowój szkarłatny (Lycium halimifolium). Szczęśliwie 
w częściach jadalnych ziemniaków i pomidorów, dwóch 
najbardziej rozpowszechnionych obecnie i w ykorzystyw a­
nych gospodarczo gatunków psiankowatych, zawartość 
substancji szkodliwych jest poniżej poziomu toksyczności 
dla człowieka. Obecnie w ybrane gatunki psiankowatych 
upraw iane są na dużą skalę. Ich znaczenie gospodarcze, a 
także cechy gatunkowe sprawiają, że są częstym obiektem 
badań naukowych.

ALKALOIDY

Słowo alkaloid (od arabskiego al-kali — potaż i od grec­
kiego eidos — postać) oznacza „przybiera postać zasady." 
N azw a ta obejmuje dużą grupę związków organicznych, 
głównie produktów  metabolizmu wtórnego roślin, zawie­
rających atom azotu w pierścieniach heterocyklicznych. 
Większość alkaloidów ma charakter zasadowy, chociaż ist­
nieją alkaloidy wykazujące odczyn obojętny, np. kolchicyna 
czy kapsaicyna.

Oprócz roślin wyższych, występowanie alkaloidów 
odnotowano u grzybów (np. Claviceps purpurea ), paprot­
ników (np. Lycopodium ) i nagozalążkowych (np. Taxus, 
Ephedra). U zwierząt również występują związki zaliczane 
do alkaloidów. Najbardziej znane są alkaloidy płazów, np. 
sam andryna u Salamandra maculosa, bufoteina u Bufo bufo, 
batrachotoksyna u Phyllobates aurotenia, histrionikotoksyna 
u Dendrobates histrionicus. Postuluje się jednak, że płazy na­
bywają te związki z zew nątrz wraz z pokarmem, zjadając na 
przykład owady. W świecie zwierząt alkaloidy mogą pełnić 
funckję na przykład feromonów lub są składnikami trują­
cych wydzielin gruczołów skórnych.

Biogenetycznie alkaloidy pochodzą z aminokwasów. 
Sporadycznie są to pochodne innych substancji (terpenów, 
puryn). W komórce mogą występować w stanie wolnym 
lub jako rozpuszczalne w  wodzie sole. Po ekstrakcji są to
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substancje stałe (z wyjątkiem nikotyny, która jest bezbarw ­
ną cieczą, łatwo ulegającą utlenieniu na powietrzu i w te ­
dy jej barw a zmienia się na brunatną). Mają gorzki smak. 
Alkaloidy wykazują silne działanie fizjologiczne na orga­
nizm  człowieka, od stymulującego, poprzez narkotyczne 
do toksycznego. Budziły zainteresowanie ludzi od czasów 
starożytnych, ale dopiero w  roku 1806 udało się w yizolo­
wać pierw szy z nich. Była to morfina wydzielona z opium , 
której budow a została wyjaśniona dopiero w 1952 r. Rozwój 
m etod analitycznych pozwolił na oszacowanie tej g rupy 
zw iązków  na ok. 15000. Dużym utrudnieniem  w u p orząd ­
kow aniu w iedzy o alkaloidach jest niska zawartość w  m ate­
riale roślinnym  tych substancji oraz różnorodna i skom pli­
kow ana budow a chemiczna [1,2].

Alkaloidy, jako swoiste produkty metabolizmu w tórne ­
go, spotykane są głównie u roślin dwuliściennych, bardzo 
rzadko u jednoliściennych czy iglastych. Nie znaleziono ich 
dotąd w  rodzinach różowatych (Rosaceae), pierwiosnkowa- 
tych (Primulaceae), wrzosowatych (Ericaceae) i storczykowa- 
tych (Orchidaceae). Do najbogatszych w te związki należą 
między innymi: makowate (Papaveraceae), motylkowe (Fa- 
baceae) oraz psiankowate (Solanaceae). U psiankowatych al­
kaloidy w ykryto we wszystkich rodzajach należących do tej 
rodziny. Najczęściej w  roślinie spotyka się mieszaninę kilku 
alkaloidów, której skład zależy w  dużym  stopniu od w ieku 
rośliny i badanego organu [3]. Związki te występują w  całej 
roślinie lub w określonych jej częściach, np.: w  korze (chini­
na), w  owocni (papaweryna), liściach (kokaina, nikotyna), 
podczas gdy inne jej części są wolne lub zawierają tylko śla­
dowe ilości alkaloidów.

Podw yższony poziom alkaloidów jest charakterystycz­
ny dla tkanek o w zm ożonym  metabolizmie, tj. m erystem ów 
pędu  i korzenia, młodych liści. Biosynteza zachodzi w  cy- 
toplazmie, a jej intensywność zależy od stadium  ontoge- 
netycznego rośliny. Stwierdzono, że w miarę starzenia się 
rośliny maleje na ogół ilość alkaloidów w tkankach. W ytw o­
rzone związki mogą być odkładane w wakuoli w  miejscu 
biosyntezy lub transportowane do innych tkanek i tam  zu ­
żyw ane albo m agazynowane w wakuolach. Podczas trans­
portu  lub w  miejscu docelowym mogą ulegać w zajem nym  
przekształceniom [2,3]. Biosynteza alkaloidów, podobnie 
jak innych związków chemicznych produkow anych przez 
komórkę, podlega kontroli genetycznej, a cały proces jest 
m odyfikowany zarówno przez czynniki wewnętrzne, jak 
i zewnętrzne. Do czynników w ewnętrznych należy po ­
ziom i wzajemne relacje fitohormonów w komórce [4-6]. 
F itohorm onem  regulującym biosyntezę wielu metabolitów 
w tórnych u roślin wyższych jest kwas jasmonowy i jego 
m etylowa pochodna. Jasmoniany mogą działać na dw óch 
różnych poziomach. Z jednej strony mogą aktywować geny 
odpow iedzialne za produkcję określonego białka enzym a­
tycznego, z drugiej strony działać bezpośrednio na dany 
enzym, modulując jego aktywność [7]. W ykorzystując do 
badań hodow le tkankowe komórek korzeni niektórych ga­
tunków  roślin psiankowatych (Hyocsyamus muticus, Hyoscy- 
amus niger, Datura stramonium, linia BY-2 komórek tytoniu), 
zaobserwowano wzrost aktywności enzymów szlaku bio­
syntezy alkaloidów tropanowych. Wrażliwe na działanie 
jasm onianów  były tylko komórki korzeni i tam obserw ow a­
no akumulację skopolaminy i hioscyjaminy. W komórkach
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kalusa nie obserwowano tego typu efektów, co dodatkowo 
wskazywało na korzeń jako główne miejsce biosyntezy al­
kaloidów [8-10].

Także param etry środowiska zewnętrznego, takie jak np. 
temperatura, nasłonecznienie czy wilgotność, mają w pływ 
na ilość i jakość alkaloidów w roślinie. Szczególnie wpływ 
środowiska zewnętrznego jest widoczny u roślin z rodziny 
psiankowatych, pochodzących z klimatu subtropikalnego. 
Aklimatyzacja tych roślin do klimatu um iarkowanego czę­
sto prowadziła do spadku lub wręcz braku syntezy alkalo­
idów.

Klasyfikacja alkaloidów zawsze sprawiała pewne kłopo­
ty. Zanim dokładnie poznano ich budow ę chemiczną, głów­
nym kryterium  podziału na grupy było biologiczne źródło 
pozyskiwania tych substancji. I tak mówiono o alkaloidach 
maku, szaleju, itp. Obecna klasyfikacja opiera się głównie 
na budowie chemicznej tych związków. Wyróżnia się trzy 
typy alkaloidów: 1) alkaloidy właściwe (zawierają azot w 
pierścieniu heterocyklicznym); 2) protoalkaloidy (zawierają 
azot w  łańcuchu bocznym, poza pierścieniem heterocyklicz­
nym). Oba typy to pochodne aminokwasów; 3) pseudoalka- 
loidy (zawierają azot w  pierścieniu heterocyklicznym), nie 
są pochodnymi aminokwasów.

Bardziej szczegółowy podział bierze pod uwagę także 
drogę biosyntezy i prekursory danej grupy alkaloidów w 
komórce. M amy więc: alkaloidy pirolidynowe, alkaloidy 
pochodne pirydyny i piperydyny, alkaloidy pochodne tro- 
panu, alkaloidy pochodne indolu, alkaloidy pochodne ste­
roidowe, alkaloidy pochodne puryny, alkaloidy pochodne 
chinolinowe, alkaloidy pochodne chinolizydyny oraz alka­
loidy pochodne izochinoliny.

Jeżeli za główne kryterium podziału przyjmiemy amino­
kwas, z którego pochodzi grupa alkaloidów, otrzymujemy 
podział na alkaloidy pochodne przykładowo: ornityny (al­
kaloidy tropanowe), tyrozyny (alkaloidy izochinolinowe), 
tryptofanu (alkaloidy indolowe), lizyny (alkaloidy pipery­
dyno we lub chinolizydynowe). U psiankowatych występują 
głównie alkaloidy tropanowe (hioscyjamina, skopolamina, 
atropina), alkaloidy zawierające pirol (nikotyna, nornikoty- 
na), pochodne pirydyny i piperydyny (anabazyna), glikoal- 
kaloidy sterydowe (a-solanina, a-czakonina) oraz fenyloal- 
kiloaminy (kapsaicyna), należące do protoalkaloidów [1,6]

BIOSYNTEZA ALKALOIDÓW

BIOSYNTEZA ALKALOIDÓW TROPANOWYCH

Głównym miejscem biosyntezy alkaloidów tropanowych 
jest system korzeniowy rośliny. Prekursorem jest ornityna, 
aminokwas niebiałkowy o charakterze zasadowym. Pro­
cesem zapoczątkowującym biosyntezę jest dekarboksy­
lacja ornityny prow adzona przez enzym dekarboksylazę 
ornitynową (ODC). Produktem  jest poliamina putrescyna. 
Ten etap biosyntezy jest wspólny dla syntezy alkaloidów 
tropanowych, nikotyny i jej pochodnych oraz poliamin. 
Pierwszym enzymem specyficznym dla szlaku syntezy al­
kaloidów jest N-metylotransferaza putrescynowa (PMT). 
Przeprowadza ona reakcję metylacji azotu, co prowadzi do 
powstania N-metyloputrescyny. G rupa metylowa pochodzi
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z S-adenozylometioniny. Zmetylowana forma putrescyny 
ulega oksydacyjnej dezaminacji, dalej spontanicznej cykli- 
zacji, której efektem końcowym jest N-metylo-A'-pirolina, 
p rodukt pośredni w  syntezie alkaloidów tropanow ych i pi- 
rolidynowych. Kondensacja N-metylo-A'-piroliny z  dwoma 
cząsteczkami acetylo-S-CoA daje tropinon. W tym  miejscu 
szlak biosyntezy ulega rozgałęzieniu. Tropinon może być 
substratem dwóch stereospecyficznych oksydoreduktaz: re­
duktazy tropinonowej T R I (EC 1.1.1.206) lub reduktazy tro- 
pinonowej TR II (EC 1.1.1.236). Oba enzymy to niewielkie 
białka, których sekwencja aminokwasowa jest w  50% iden­
tyczna, co przem awia za w spólnym  pochodzeniem tych 
cząsteczek. Kofaktorem TR I jak i TR II jest NADPH. Ak­
tywność katalityczna TR I prow adzi do powstania tropiny i 
dalej, poprzez estryfikację kwasem tropow ym  (pochodnym 
fenyloalaniny), do powstania hioscyjaminy. W roślinach 
powstaje optycznie czynny stereoizomer L-hioscyjamina, 
główny alkaloid wielu przedstawicieli psiankowatych. 
Atropina to mieszanina racemiczna izomerów hioscyja­
miny, optycznie nieczynna. Hydroksylacja hioscyjaminy i 
utworzenie mostka epoksydowego prowadzi do powstania 
skopolaminy (hioscyny). Jest to wynik katalitycznej działal­
ności hioscyjamino-6p-hydroksylazy (H6H). D ruga reduk ­
taza TR II prow adzi reakcję powstawania pseudotropiny, 
a z niej polihydroksynortropowego alkaloidu kalisteginy. 
Kalistegina nie jest estrem i nie zawiera grupy metylowej.

Wszystkie enzymy zaangażowane w biosyntezę alkalo­
idów tropanowych zostały zlokalizowane w części apikal­
nej korzeni wielu gatunków  psiankowatych. Dokładna lo­
kalizacja tych cząsteczek oraz ich charakterystyka stała się 
możliwa dzięki technikom kultur tkankowych, badaniom  
immunologicznym, histochemicznym i genetycznym. Wia­
domo, że w  perycyklu aktywne są dw a z wyżej opisanych 
enzymów: N-metylotransferaza putrescynowa (PMT) i hy- 
droksylaza 6p-hioscyjaminowa (H6H). Sprzyja to pozyski­
waniu substratów (ornityny, putrescyny) dla ODC i PMT 
z floemu oraz usuw aniu produktu  H6H skopolaminy do 
ksylemu. Aktywność reduktazy TR I zaobserwowano w  en- 
dodermie i korze pierwotnej, zaś reduktazy TR II zarówno 
w endodermie, korze pierwotnej, jak i w perycyklu. Taka 
lokalizacja podstawowych enzym ów biosyntezy wym aga 
transportu produktów  pośrednich pomiędzy poszczególny­
mi tkankami korzenia. Tak więc p rodukt katalizy PMT musi 
być przetransportow any z perycyklu do endoderm y, a po 
reakcji z TR I z powrotem  do perycyklu, gdzie czeka na nie­
go hydroksylaza H6H. Ukierunkowanie procesu biosyntezy 
zależy w  dużym  stopniu od dostępności wspólnego dla obu 
reduktaz (TR I i TR II) substratu tropinonu, a czynnikiem li­
mitującym jest obecność kwasu tropowego. Badania na kul­
turach tkankowych wykazały regulującą rolę jasm onianów 
i auksyn w procesie syntezy alkaloidów.

Typowe alkaloidy tropanowe są estrami tropiny z kw asa­
mi alifatycznymi bądź aromatycznymi, np. apoatropina jest 
estrem tropiny i kwasu apoatropowego i powstaje podczas 
alkalicznej racemizacji hioscyjaminy. Belladonina to ester 2 
cząsteczek tropiny i kwasu izotropowego. Z kolei konden­
sacja N-metylo-A'-piroliny z kwasem octowym lub acetylo- 
CoA daje początek alkaloidom z grupy kuskohigryny, które 
towarzyszą alkaloidom tropanow ym  w wielu rodzajach ro­
ślin [2,10-20],
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Rycina 1. Biosynteza alkaloidów tropanowych i nikotyny u psiankowatych. 1. 
ornityna, 2. putrescyna, 3. N-metyloputrescyna, 4. N-metylo-A'-pirolina, 5. kwas 
nikotynowy, 6. nikotyna, 7. tropinon, 8. tropina, 9. pseudotropina (ijj tropina), 10. 
kwas tropowy, 11. hioscyjamina, 12. skopolamina, 13. kalistegina. Enzymy: ODC 
— dekarboksylaza ornitynowa, PMT — metylotransferaza putrescynowa, TR I i 
TR II — reduktazy tropinonu, H6H — hydroksylaza hioscyjaminowa.

Hioscyjamina. A ktyw ny chemicznie jest lew oskrętny 
izom er hioscyjaminy. Hioscyjamina, tak jak pozostałe 
alkaloidy tropanow e, działa poprzez  blokow anie recep­
torów  cholinoergicznych, konkurując z acetylocholiną 
o miejsca w iązania, tym  sam ym  ham uje przekazyw anie  
sygnałów  przez neurony. Przy niew ielkich stężeniach ta 
właściwość m oże być w ykorzystana jako ochrona kom ó­
rek przed  pestycydam i, a naw et gazam i bojowymi, taki­
mi jak sarin.

Atropina. Racemiczna, optycznie nieczynna forma hio­
scyjaminy, stanowi mieszaninę izomerów D i L. Wykazuje 
stymulujące działanie na ośrodkowy układ nerwowy i na 
akcję serca, nieznacznie podwyższa ciśnienie krwi. Dzia­
łając na układ przywspółczulny zmniejsza napięcie mięśni 
gładkich, rozszerza źrenicę oka i oskrzeliki, hamuje w ydzie­
lanie śluzu.

Skopolamina. Ma wpływ na układ przywspółczulny, ale 
w  odróżnieniu od atropiny działa uspakajająco i depresyj­
nie na układ nerwowy i silniej hamuje wydzielanie śliny. 
Podobnie jak atropina, rozszerza źrenicę oka. Wywołuje 
rozkurcz mięśni.

ALKALOIDY POCHODNE PIRYDYNY I PIPERYDYNY

Ornityna jest związkiem wyjściowym także do syntezy 
głównych alkaloidów tytoniu — nikotyny i nornikotyny. 
Drugim składnikiem potrzebnym  do utworzenia cząsteczki 
nikotyny jest pierścień pirydyny pochodzący od kwasu ni­
kotynowego. Kondensacja N-metylo-A'- piroliny z pirydyną 
zachodzi w  komórkach korzeni rośliny i wym aga dekarbok- 
sylacji kwasu nikotynowego oraz metylacji pierścienia piro- 
lidynowego. Nornikotyna powstaje w  wyniku demetylacji 
nikotyny. W roślinach tytoniu spotyka się również alkaloid 
piperydynow y — anabazynę. Prekursorem pierścienia pipe- 
rydynowego jest aminokwas lizyna, związkami pośrednimi 
zaś — kadaw eryna i A'- piperydeina. Anabazyna powstaje 
przez kondensację pierścienia pirydynowego (z kwasu ni­
kotynowego) i piperydynowego [2,4,21].

Nikotyna. Najbardziej znany i rozpowszechniony alka­
loid psiankowatych. W niewielkich dawkach działa pobu­
dzająco na receptory cholinoergiczne, przyspiesza wydzie­
lanie adrenaliny, a także powoduje zwiększoną aktywność 
wydzielniczą gruczołów i przyspieszenie oddechu. Może 
być stosowana jako środek owadobójczy. Nie jest używana 
w farmakologii lecz jako używka.

Anabazyna. Jest izomerem nikotyny. Jeden z głównych 
alkaloidów Anabasis aphylla i tytoniu sinego (Nicotiana glau- 
ca), w  innych gatunkach tytoniu występuje w niewielkich 
ilościach. Aktywność owadobójcza anabazyny jest większa 
niż nikotyny i przez pewien czas była stosowana do zwal­
czania owadów.

FENYLOALKILOAMINY -  ALKALOIDY 
POCHODNE FENYLOALANINY I TYROZYNY

Hydroksylacja aromatycznego pierścienia aminokwasu 
tyrozyny prow adzi do powstania dihydroksyfenyloalaniny 
(DOPA). Z kolei dekarboksylacja DOPA daje DOPA- aminę, 
prekursor między innymi: alkaloidów izochinolinowych, 
benzochinolinowych i wielu protoalkaloidów. Interesują­
cym nas protoalkaloidem jest kapsaicyna występująca w 
częściach nadziem nych roślin z rodzaju Capsicum (papry­
ka). Związek ten zawiera pierścień aromatyczny pochodzą­
cy z DOPA-aminy i długi łańcuch alifatyczny zawierający 
atom azotu.

Kapsaicyna. Nie jest toksyczna dla zwierząt, nie mniej 
jednak u ssaków pobudza specyficznie receptory bólu, dając
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Rycina 2. Wybrane wzory alkaloidów roślin z rodziny psiankowatych.

uczucie pieczenia, drażni błony śluzowe i powoduje prze­
krwienie skóry. Pobudza wydzielanie soków trawiennych i 
kw asu solnego w żołądku. Ma charakter hydrofobowy. Nie 
działa na ptaki, które, zjadając owoce różnych gatunków 
papryki wraz z nasionami bogatymi w kapsaicynę, przy­
czyniają się do rozprzestrzeniania tych roślin.

GLIKOALKALOIDY STERYDOWE

Pod w zględem  chemicznym glikoalkaloidy sterydo­
w e są glikozydowym i pochodnym i steroidów, zaw iera­

jących atom azotu w cząsteczce. Biosynteza sterydów  w 
kom órkach roślinnych zaczyna się od octanu i, przez sze­
reg skom plikowanych przem ian, p row adzi do pow stania 
pierścieniowych związków sterydowych, np.: sitosterolu, 
stigm asterolu czy cholesterolu. W budow anie a tom u azotu 
do cząsteczki cholesterolu i przyłączenie reszty cukrowej 
poprzez wiązanie (3-glikozydowe daje w  rezultacie gliko­
alkaloidy sterydowe. Dwa najczęściej spotykane u psian ­
kow atych glikoalkaloidy to a-solanina i a-czakonina. W 
obu związkach aglikonem jest solanidyna (układ sterydo­
wy z w budow anym  azotem), a różnica dotyczy bocznego 
łańcucha cukrowego.

W a-solaninie w ystępują trzy cukry proste: glukoza, ga- 
laktoza i ramnoza; w  a-czakoninie zaś glukoza i dw ie czą­
steczki ramnozy. Glikoalkaloidy sterydow e, w  odróżnie ­
niu od alkaloidów tropanow ych, są syntetyzow ane głów ­
nie w częściach nadziem nych psiankowatych. Postuluje 
się, że w arunki sprzyjające biosyntezie chlorofilu sprzyjają 
rów nież biosyntezie glikozydów alkaloidów  sterydow ych 
[21-24],

a-Solanina i a-czakonina. U ziemniaka spotyka się mie­
szaninę 8 glikoalkaloidów sterydowych, których aglikonem 
jest solanidyna. Dwa występujące w największym stężeniu 
to a-solanina i a-czakonina. Wykazują one działanie grzy­
bobójcze i owadobójcze, dodatkowo a-czakonina jest stoso­
w ana jako środek przeciwko nicieniom.

a-Demisyna. Występuje w  dzikich gatunkach ziemnia­
ka. Aglikonem jest demisydyna, a resztę cukrową stanowią: 
galaktoza, dwie cząsteczki glukozy i ksyloza.

Tomatyna. Główny alkaloid pomidora. Stanowi połą­
czenie tomatydyny i czterech cząsteczek cukrów prostych: 
dwóch cząsteczek glukozy, galaktozy i ksylozy.

a-Solasonina i a-solamargina. Najczęściej występują ra­
zem w różnych gatunkach z rodzaju Solanum, np.: S. nigra, 
S. melongena, S. dulcamara. Aglikonem jest tutaj solasodyna 
otrzym yw ana w dużych ilościach z australijskiego S. laci- 
niatum. Solasonina zawiera glukozę, galaktozę i ramnozę, a 
solamargina zawiera glukozę i dwie cząsteczki ramnozy.

W szystkie z w ym ienionych tutaj glikoalkaloidów ste­
rydow ych wykazują silne działanie bakteriobójcze, grzy ­
bobójcze, antyw irusow e i owadobójcze. W ykazują właści­
wości hemolityczne, są inhibitorami esterazy cholinowej i 
m ogą w ywoływać apatię, drgawki, a naw et paraliż. Gli­
koalkaloidy zawierające solasodynę są stosow ane jako leki 
sterydow e, na przykład przy rakow ych naroślach skór­
nych [1,25,26].

PODSUMOWANIE

A lkaloidy są produk tam i specyficznej p rzem iany  m a­
terii w ielu roślin. Przez pew ien czas były trak tow ane 
jako swoiste „odpady"; uw ażano, że roślina w ten sposób 
pozbyw a się nadm iaru  azotu  z komórki. Dziś te poglądy  
są ostro krytykow ane, bo czyż opłaca się roślinie zu ży ­
wać energię, aby w skom plikow anym  cyklu biosyntezy 
otrzym ać jako p ro d u k t cząsteczkę alkalo idu  zawierającą
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jeden atom azotu? Zastanawiające jest rów nież zjawisko 
w ytw arzania  a lkaloidów  identycznych lub o bardzo  zbli­
żonej budow ie chemicznej p rzez rośliny o różnej p rzy n a ­
leżności system atycznej (alkaloidy tropanow e Solanaceae 
i Erythroxylon coca), często rosnące w odm iennych  w aru n ­
kach środow iska i klimatu. Z drugiej strony, spotyka się w 
jednej roślinie alkaloidy należące do dw óch różnych  pod 
w zględem  b u d o w y  chemicznej grup, na p rzyk ład  w m aku 
są alkaloidy pochodne indolu  i pochodne izochinoliny. 
W ydaje się, że alkaloidy są syntetyzow ane celowo przez 
roślinę w  w iadom ym  jej celu [1-3,27]. Dzięki dokładniej­
szym  badaniom  zaobserw ow ano zw iększoną produkcję 
alkaloidów  w  roślinach poddanych  stresow i zew nętrzne ­
mu. Akum ulacja tych substancji w  tkankach rośliny była 
indukow ana najczęściej p rzez atak szkodników , grzybów  
czy innych patogenów , ale także p rom ieniow aniem  UV, 
m etalam i ciężkim i czy szokiem  osm otycznym . N ap ływ a­
jące ze środow iska sygnały o zagrożeniu  są przez roślinę 
odbierane i p rzekazyw ane dalej do kom órki w  postaci 
sygnału chem icznego. Takimi cząsteczkam i sygnałow y­
mi, aktyw ującym i produkcję m etabolitów  w tórnych, są 
jasm oniany. Z aobserw ow ano, że zaatakow anie  przez 
szkodniki części nadziem nych ty toniu  pow odow ało  
w zrost stężenia jasm onianów  w kom órkach, a następnie 
w zm ożoną syntezę nikotyny w korzeniach rośliny. Bada­
nia na ku ltu rach  tkankow ych potw ierdziły  pow iązania  
pom iędzy zew nętrznym  podaniem  m etylojasm onianu 
(MeJA), a syn tezą nikotyny i aktyw nością takich enzy­
mów, jak ODC i PMT. Jasm onian okazał się szybkim  p rze ­
kaźnikiem  sygnałów  pom iędzy pędem  a korzeniem . Nie 
w yklucza się rów nież zaangażow ania w  indukcję synte ­
zy alkaloidów  innych dróg p rzekazyw ania sygnałów  w 
komórce (białka zależne od GTP, jony w apnia). Ochrona 
p rzed  roślinożercam i i patogenam i to bardzo  w ażna, lecz 
p raw dopodobn ie  nie jedyna funkcja alkaloidów . Wiele 
n iew iadom ych kryje nie tylko celowość, ale i regulacja 
procesów biosyntezy alkaloidów.

Psiankowate to zróżnicowana i ważna pod względem 
gospodarczym rodzina, której przedstawiciele byli od daw ­
na w ykorzystywani przez człowieka. Należące tu gatunki 
stanowią element pożywienia ludzi, są źródłem surowców 
wielu gałęzi przemysłu, a także źródłem  używek. Zawsze 
znajdowały się w  centrum  uwagi człowieka, ale nadal kryją 
wiele tajemnic [28-34],
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ABSTRACT

Alkaloids are nitrogen containing compounds found in many plants. They are products of plants secondary metabolism derived from amino 
acids, purines, pyrimidines or terpene. Most of them are drugs. The biological activity of some alkaloids has led to their intensive exploitation  
by humans, as pharmaceuticals, narcotics or poisons. During the past 30 years, major technical advances have led to substantial progress in 
our understanding of alkaloid biochemistry, but since then biosynthetic pathways of some alkaloids are not explained. The nightshade (So- 
la n a c e a e )  are widespread family of plants containing tropane alkaloids or glycoalkaloids. Both of them are naturally produced, as a defense  
mechanism against insects, predator and disease. On the other hand, most of the species of S o la n a c e a e  family have been used by human since 
several centuries.
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5-/i-alkilorezorcynole ziaren zbóż 
i pełnoziarnistych produktów spożywczych 
jako biomarkery zdrowej żywności

STRESZCZENIE

Badania epidem iologiczne potwierdzają, że konsumpcja całych ziaren zbóż i pełnoziarni­
stych produktów spożywczych wiąże się z obniżeniem  ryzyka zachorowania na cukrzy­

cę, otyłość, chorobę wieńcową serca, udar, a nawet niektóre typy nowotworów. Dokładne  
poznanie mechanizmów działania ochronnych składników zawartych w  ziarnach zbóż w y­
maga obecności biomarkera (biologicznego markera, wskaźnika), który um ożliw iłby śledze­
nie losów pełnowartościowych produktów zbożowych już po ich spożyciu i wchłonięciu. 
5-n-alkilorezorcynole (główna frakcja związków fenolowych w  ziarnach zbóż), ze względu  
na występowanie jedynie we frakcji otrębowej, uzyskiwanej w  procesach przemiału ziaren 
zbóż, wydają się być doskonałym kandydatem do pełnienia tej funkcji. Są wchłaniane i 
metabolizowane w  organizmach zwierzęcych i człowieka; mogą być oznaczane w  postaci 
natywnej w  osoczu i jako metabolity w  moczu. Ponieważ skład nasyconych hom ologów 5-h- 
alkilorezorcynoli różni się w  ziarnach pszenicy i żyta, można je również zastosować do ozna­
czenia różnic pom iędzy wchłanianiem pełnoziarnistych produktów pszennych i żytnich.

WPROWADZENIE

Szybkie tem po życia, tak charakterystyczne dla współczesnego świata, pro ­
wadzi do wielu zaniedbań, które pozornie wydają się nieszkodliwe, ale mogą 
okazać się fatalne w  skutkach. Czynniki, takie jak: niepraw idłow a dieta, niere­
gularne posiłki i jedzenie w  pośpiechu, przyczyniają się do w zrostu zachorowań 
na niektóre choroby nękające współczesny świat. Dlatego niezwykle istotnym 
wydaje się być fakt, uwidoczniony przez badania epidemiologiczne, potwier­
dzający nieoceniony w pływ  diety opartej na całych ziarnach zbóż i produktach 
pełnoziarnistych na ochronę zdrowia [1-11]. Zalecane spożywanie co najmniej 
pięciu posiłków dziennie składających się z warzyw, owoców i ziaren zbóż, 
związano bezpośrednio ze zmniejszaniem ryzyka zachorowań na choroby serca 
[3-5], niektóre typy nowotworów [6,7], cukrzycę oraz zmniejszeniem praw do­
podobieństwa rozwoju nadwagi i otyłości [8,9]. Określenie związku pomiędzy 
spożywaniem produktów  pełnoziarnistych a popraw ą ogólnej kondycji w yda­
je się możliwe dzięki zastosowaniu specyficznego biologicznego markera diety 
(biomarkera, wskaźnika). 5-n-alkilorezorcynole, główna frakcja związków feno­
lowych w całych ziarnach pszenicy i żyta, pod wieloma względami spełniają 
wymagania, jakie stawia się związkom kandydującym  do roli biomarkera peł­
noziarnistych produktów  spożywczych. Stanowią one istotny składnik ziaren 
zbóż [12,13], w  których występują jedynie we frakcji otrębowej, są wchłaniane 
i metabolizowane w organizmach zwierzęcych i człowieka [14,15]; mogą być 
oznaczane w postaci natywnej w  osoczu [16] i jako metabolity w  moczu [17]. 
Ponieważ skład poszczególnych homologów 5-rc-alkilorezorcynoli różni się w 
ziarnach pszenicy i żyta, można je również zastosować do oznaczenia różnic 
pomiędzy wchłanianiem tych ziaren zbóż [13].

SKŁADNIKI OCHRONNE ZIAREN ZBÓŻ I 
PEŁNOZIARNISTYCH PRODUKTÓW SPOŻYWCZYCH

Dieta bogata w całe ziarna zbóż i produkty  pełnoziarniste dostarcza organi­
zmowi wielu substancji biologicznie czynnych (Ryc. 1). Należą do nich m. in.: 
błonnik pokarmowy, witaminy, pierwiastki śladowe, przeciwutleniacze i fito- 
estrogeny [1,2]. Wszystkie powyższe związki, poprzez szeroki zakres mecha­
nizm ów ochronnych, zmniejszają ryzyko występow ania chorób dotykających 
współczesny świat: choroby naczyniowej serca, cukrzycy, otyłości oraz niektó­
rych typów now otw orów  [3-9]. Mechanizmy ochronnego działania diety opar­
tej na spożywczych produktach pełnoziarnistych nie zostały jednak do tej pory 
dokładnie zbadane i poznane. Wynika to zarów no ze złożonej natury chorób, 
których w ystępowaniu zapobiegają lub których skutki łagodzą, jak również z 
trudności, jakie konsumenci zmuszeni są pokonywać podczas identyfikacji pro ­
duktów  pełnoziarnistych.
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Błonnik pokarmowy

Rycina 1. Ochronne składniki całych ziaren zbóż i produktów pełnoziarnistych. Ziarna zbóż i produkty pełnoziarniste do­
starczają organizmowi wielu substancji biologicznie czynnych, do których należą: błonnik pokarmowy, witaminy, pier­
wiastki śladowe, przeciwutleniacze i fitoestrogeny [1,2].

Ziarno zboża składa się z: warstw y okrywowej (peri- 
karp), zarodka i części zapasowej (bielmo). Substancje ak­
tyw ne znajdują się w okrywie nasiennej ziarna (warstwa 
aleuronowa), dlatego procesy przemiału znacznie redukują 
ich zawartość (Tab. 1) w  produkcie końcowym, czyli m ą­
kach typów jasnych o niskim wyciągu. Charakteryzują się 
one obniżoną zawartością błonnika pokarmowego, zwłasz­
cza jego nierozpuszczalnej frakcji, zmniejszonym poziomem 
m inerałów (cynku, żelaza i selenu), witamin (witaminy Bh, 
kw asu foliowego), przeciwutleniaczy (tokotrienoli, kwasu 
ferulowego) oraz fosforu [1,2,10].

W lipcu 1999 r. FDA (ang. Food and Drug Administra- 
tioń) określiło pełnoziarniste produkty  zbożowe (wyso- 
kobłonnikowe) jako takie, które zawierają przynajmniej 
51 % wagow ych nierozdrobnionych ziaren zbóż oraz cha­
rakteryzują się niską zawartością tłuszczów całkowitych, 
tłuszczów  nasyconych i cholesterolu [18]. Ze w zględu na

Tabela 1. Różnice w składzie całych ziaren zbóż i mąkach typów jasnych o niskim 
wyciągu [11].

Składnik Całe ziarna Mąki typów  jasnych

Frakcja aleuronow a 14% <0,1%
Z arodek  2,5% <0,1%
Całkow ity błonnik 13% 3%
N ierozpuszczalny błonnik 11,5% 1,9%
Rozpuszczalny błonnik 1,1% 1,0%
Białko 14% 14%
Tłuszcz 2,7% 1,4%
Skrobia i inne cukry 70% 83%

M inerały (%) 1,8 0,6
C ynk (pg /g) 29 8
Żelazo (pg /g) 35 13
Selen (pg /g ) 0,06 0,02

W itam ina Bh (m g/g) 7,5 1,4
Kwas foliowy (m g/ g) 0,57 0,11

Kw as ferulow y (m g /g  5 0,4
B — tokotrienol (pg /g) 32,8 5,7

Fosfor (m g/g ) 2,9 0,1

tę stosunkow o niską wartość, 
produkty  pełnoziarniste  mogą 
znacznie różnić się zawartością 
całych ziaren, m im o iż spełnia­
ją wymogi powyższej definicji. 
W arto rów nież w spom nieć o 
nieuczciwej praktyce części 
producentów  żywności, któ­
rzy stosując niewielkie ilości 
mąki o w ysokim  ciągu (mąki 
razowej), zastępują ją mąkami 
typów  jasnych o niskim  w y­
ciągu z dodatkiem  różnego 
rodzaju barw ników , w  celu 
nadania  pieczyw u razow em u 
ciemnej barw y [12,13]. Jedną 
z możliwości zdobycia pew ­
niejszych dow odów  na zw ią­
zek pom iędzy spożyw aniem  
produktów  pełnoziarnistych a 
spadkiem  zachorowalności na 
choroby cywilizacyjne jest za­
stosowanie specyficznego bio- 

m arkera (biologicznego m arkera, wskaźnika) żywności. 
W przypadku  zbożowych p roduktów  pełnoziarnistych 
idealny biom arker pow inien być związkiem, którego w y ­
stępow anie ograniczone jest jedynie do perikarpu , głów­
nego składnika frakcji otrębowej, gdyż to w łaśnie ona jest 
usuw ana w procesach przem iału ziarna na mąkę. Obecnie 
kilka związków spełniających pow yższe oczekiwania jest 
poddaw anych  in tensyw nym  badaniom . Zalicza się do 
nich m.in.: błonnik pokarm ow y, enterolakton (ENL) oraz 
5-n-alkilorezorcynole [12,13,19].

BIOLOGICZNE MARKERY ZDROWEJ ŻYWNOŚCI

Większość wyników uzyskiwanych w  badaniach epide­
miologicznych, określających w pływ  spożyw ania całych 
ziaren zbóż i produktów  wysokobłonnikowych na kondy­
cję i zdrowie człowieka, bazuje na przeprow adzaniu  ankiet 
i sporządzaniu raportów  na podstawie jadłospisów bada­
nych ochotników. Wyniki uzyskiwane w tego typu  bada­
niach w zasadniczym stopniu zależą od liczby ankietowa­
nych oraz ich zaangażowania i pamięci, a wieloznaczność 
uzyskiwanych danych jest związana z szerokim zakresem 
eksperymentów [20-22]. W badaniach epidemiologicznych, 
takie informacje jak: rodzaj i skład spożyw anych posiłków, 
sposób ich przygotowania oraz liczba posiłków w  ciągu 
dnia, są niezwykle istotne. Najczęściej jednak nie są one 
dostarczane jako informacje dotyczące indyw idualnych 
przypadków, ale większej grupy, np. kobiety — mężczyźni, 
dzieci — dorośli [23], Tabele pokarmowe, przygotow yw ane 
na podstawie tego typu badań, dostarczają informacji na te­
m at zasadniczych składników pożywienia, ale m ogą zawie­
rać istotne błędy i uogólnienia wynikające z natury  badań 
epidemiologicznych [23].

Długotrwały w pływ  spożywania produktów  wysoko­
błonnikowych na organizm człowieka i związana z tym  pro ­
filaktyka niektórych chorób przewlekłych, w ym aga dokład ­
nego poznania, ale trudności w  zdefiniowaniu produktów  
pełnoziarnistych są zasadniczą przeszkodą w określaniu
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ich znaczenia w diecie [23-25]. Rozwiązaniem tego proble­
m u wydaje się być możliwość zastosowania specyficznego 
markera biologicznego zdrowej żywności [26], Wartościo­
w y biomarker produktów  pełnoziarnistych powinien do­
starczać informacji o korzyściach wynikających ze spoży­
wania tej grupy pokarm ów i umożliwiać odróżnienie ich od 
innych składników diety, np. w arzyw  i owoców. Wskaźnik 
taki powinien charakteryzować się wysoką wrażliwością i 
specyficznością, m inimalną inwazyjnością, niską ceną. Po­
nadto, do jego badania w organizmach zwierząt i człowieka 
powinny być zostać ustalone, spraw dzone i wystandaryzo- 
w ane analityczne metody badawcze [21,27,28]. Absorpcja, 
metabolizm oraz oddziaływania w organizmie człowieka 
mogą wpływać w istotnym stopniu na przydatność poten­
cjalnego biomarkera. W ybór środowiska, w  którym  anali­
zuje się zastosowanie danego wskaźnika (osocze, błony 
komórkowe, tkanki), jak i końcowe produkty  jego metabo­
lizmu, również mają duże znaczenie w ustaleniu związku 
pomiędzy ochronnym działaniem badanych substancji a 
popraw ą ogólnej kondycji i zdrow ia [21,27].

Istotne informacje na temat absorpcji, dystrybucji oraz 
m agazynowania w  organizmach żywych składników nieod- 
żywczych diety do tej pory nie zostały określone i uporząd ­
kowane [21]. Prowadzone obecnie eksperym enty są niewy­
starczające, a większość badań nad składnikami nieodżyw- 
czymi diety pod kątem zastosowania ich jako biologicznych 
markerów, skupia się na wchłanianiu pełnych pokarmów, 
a nie poszczególnych składników żywności. Różnorodność 
pokarm ów wywiera istotny w pływ  na uzyskiwane w yni­
ki [27], Przykładem może być absorpcja lipofilnych skład­
ników pożywienia (np. witaminy E), wzm acniana przez 
równoczesne wchłanianie tłuszczów pokarm owych [20], 
Jeśli biomarker jest końcowym produktem  metabolizmu, 
jego stężenie zależy równocześnie od spożywania, absorp­
cji z przew odu pokarmowego oraz metabolizmu i może nie 
współzależeć bezpośrednio od pobierania interesującego 
nas składnika diety [21]. Osobniczy w pływ  na dystrybucję, 
m agazynowanie oraz oddziaływanie w ew nątrz organizmu 
potencjalnego m arkera biologicznego zdrowej żywności, 
także powinny zostać precyzyjnie oznaczone i zdefiniowa­
ne [29].

BUDOWA, WYSTĘPOWANIE I WŁAŚCIWOŚCI 
BIOLOGICZNE 5-m-ALKILOREZORCYNOLI

5-n-alkilorezorcynole (alkilorezorcynole), zwane rów ­
nież lipidami rezorcynolowymi, należą do klasy nieizopre- 
noidowych lipidów fenolowych, będących pochodnymi 
orcyny (l,3-dihydroksy-5-metylobenzenu). Powstają w  cza­
sie wtórnych przemian metabolicznych. Bogatym źródłem

Rycina 2. Podstawowa struktura alkilorezorcy- 
noli. R — boczny łańcuch alkilowy, różniący się 
liczbą atomów węgla i stopniem nienasycenia dla 
poszczególnych homologów alkilorezorcynoli.

Tabela 2. Charakterystyka nasyconych homologów alkilorezorcynoli zidentyfikowanych w ziarnach 
żyta i pszenicy [30],

alkilorezorcynoli są rośliny i organizmy prokariotyczne. 
Związki te ze względu na posiadanie długołańcuchowych 
reszt węglowodorowych, brak rozpuszczalności w wodzie, 
a także charakter amfifilowy cząsteczek, zaliczane są do kla­
sy lipidów. Alkilorezorcynole znajdują się obecnie w  sferze 
intensywnych badań z dziedziny biofarmakologii, biom e­
dycyny i biotechnologii [12,16,30].

Cząsteczki alkilorezorcynoli posiadają charakterystycz­
ny, nieparzystowęglowy łańcuch o długości zależnej od 
pochodzenia lipidu (Ryc. 2). Łańcuch ten jest z reguły na ­
sycony lub jedno- albo dwunienasycony. Wiązania podw ój­
ne w konformacji cis występują najczęściej przy C8, C l i  i 
C14 [30-32]. Alkilorezorcynole występujące u roślin w yż ­
szych charakteryzują się dużą różnorodnością hom ologów
0 długości łańcucha od C15 do C27, zmodyfikowanych w 
obrębie pierścienia i / lu b  łańcucha. Regułą jest w ystępow a­
nie pochodnych o 17-, 19- i 21-węglowych nasyconych i nie­
nasyconych łańcuchach bocznych. Trawy, w  tym  ziarniaki, 
charakteryzują się występowaniem  największej liczby ho ­
mologów od 13 do 27 atomów węgla w łańcuchu bocznym  
(Tab. 2). Każdy z nich może występować jako nasycony, 
jednonienasycony lub dwunienasycony homolog z niezmo- 
dyfikowanym lub podstawionym  przez grupy keto i / lu b  
hydroksyl, alkilowym łańcuchem bocznym [31-33].

Scharakteryzowano ponad 150 naturalnie występujących 
alkilorezorcynoli. Obecność tych lipidów wykazano u roślin 
wyższych należących m. in. do rodzin: Anacardiaceae, Pro- 
teaceae, Gramineae, Myristicaceae oraz w mchach, porostach, 
grzybach i glonach [30-34]. Alkilorezorcynole w ystępują 
również w organizmach prokariotycznych [35]. Szerokie 
spektrum  nasyconych homologów zidentyfikowano w  ko­
mórkach bakterii z rodzaju Azotobacter sp., Pseudomonas sp.
1 Mycobacterium, u których wpływają na metabolizm błono­
w y oraz wykazują właściwości przeciwutleniające [35,36], 
Związki te, występujące obficie w  ziarnach, mogą chronić je 
przed patogenami (np. grzybami), szczególnie podczas kieł­
kowania [32,37,38]. Bogatym źródłem alkilorezorcynoli jest 
rodzina Gramineae. Najobficiej występują one w ziarnach 
żyta, pszenżyta, pszenicy i jęczmienia [30]. Zlokalizowano 
je w  nasionach, owocach, starzejących się organach roślin i 
w cystach bakteryjnych. Podejmowane były również próby 
ich identyfikacji w liściach i łodygach roślin oraz kom órkach

____________  wegetatywnych bakterii [30,39],

R N azw a 5-H-alkilorezorcynolu Skrót nazw y M asa cząsteczkowa L ogPt

C H
15 31

5-n-pentadecylrezorcynol C15:0 320 8,5

Cl A 5 5-n-heptadecylrezorcynoł 0 7 : 0 348 9,4
C H

19 39
5-n-nonadecylrezorcynol 0 9 : 0 376 10,4

c 2,h 43 5-n-heneicosylrezorcynol C21:0 404 11,4
5-n-tricosyrezorcynol C23:0 432 12,4

c 25h 5i 5-n-penacosylrezorcynol C25:0 460 13,4

c 27h 55 5-w-nonacosylrezorcynol C27:0 516 14,4

L o g P t — współczynnik podziału o k tan o l/w o d a

Alkilorezorcynole charakteryzują się róż­
norodnymi właściwościami biologicznymi, 
począwszy od aktywności przeciwbakteryj- 
nej, grzybobójczej i cytotoksycznej, poprzez 
regulowanie procesów w zrostu kom órko­
wego, hamowanie syntezy DNA i RNA, za­
burzanie aktywności enzymatycznej białek, 
skończywszy na oddziaływaniach z błonam i 
biologicznymi i regulacji procesów utleniania
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lip idów  [12,13], Funkcja alkilorezorcynoli występujących w 
ziarnach zbóż jest poznana w niewielkim stopniu. Przy­
puszcza się, że mogą one odgrywać rolę swoistej bariery, 
zapewniającej skuteczne przetrwanie nasion w okresie spo­
czynkow ym  i chroniącej nasiona przed pasożytami roślin 
[32,37,38]. Obecność w plastydach i mitochondriach w ska­
zuje na ich potencjalny udział w  metabolizmie powyższych 
organelli komórkowych [32],

WYSTĘPOWANIE 5-n-ALKILOREZORCYNOLI 
W ZIARNACH ZBÓŻ I PRODUKTACH 
PEŁNOZIARNISTYCH

Zaw artość alkilorezorcynoli w  ziarnach zbóż w aha się 
z zależności od gatunku i zależy od czynników genetycz­
nych oraz środowiskowych [13,30], W pojedynczej ku ltu ­
rze, w  zależności od w arunków  upraw y, może różnić się 
naw et o ponad  500 p g /g  ziarna [13]. Skład homologów jest 
stały dla poszczególnych gatunków  zbóż, ale różni się po ­
m iędzy rodzajami [40], W ziarnach żyta w aha się od 360 
do 3200 g g /g  SM (zawartość na gram  suchego materiału) 
natom iast w  ziarnach pszenicy od 317 do 1430 g g /g  SM 
(Tab. 3) [13]. W skład ziarna pszenicy w chodzą głównie 
nasycone homologi o łańcuchach bocznych od 15 do 25 
atom ów  w ęgla (90-95%), z największą zawartością homo- 
logu C21:0 (homolog z nasyconym  alkilowym łańcuchem 
bocznym  o 21 atom ach węgla). N atom iast w  skład ziar­
na żyta w chodzą homologii od 15 do, nawet, 27 atomów 
w ęgla w  łańcuchach bocznych, z największą zawartością 
hom ologu  C19:0 [30,31]. Niewielkie ilości hom ologu C27:0 
zidentyfikow ano w ziarnach żyta i jęczmienia [30,31], Od 
15 do 20% alkilorezorcynoli z ziarna żyta ma zm odyfiko­
w ane łańcuchy boczne, tworząc pochodne nienasycone, 
hydroksylow e i ketonowe [30,31,33], K ukurydza zawiera 
niew ielkie ilości orcinolu — hom ologu z pojedynczym 
atom em  węgła w łańcuchu bocznym (C1:0) [41]. Alkilore- 
zorcynole zidentyfikowano rów nież w korzeniach ryżu, 
skórce m ango, oleju z nerkowca (homologi 0 5 :0 ,  0 5 :1 ,  
0 5 : 2 ,  0 5 :3 ) ,  m iąższu m ango i nerkowca (<5gg/g) [30]; 
nie w ystępują one natom iast w  ziarnach owsa, ryżu, prosa 
i sorga [13,30,42]. Niewielkie ilości alkilorezorcynoli ziden ­
tyfikow ano w  perikarpie i kotylodonie groszku ogrodow e­
go (0,05-0,15 g g /g  SM) [43], Homologi 0 5 : 0  i 0 7 : 0  zlo­
kalizow ano w miąższu, owocach i ekstraktach z liści Ginko 
Biloba L., rośliny która znajduje szerokie zastosowanie w 
m edycynie naturalnej [39].

W ystępowanie alkilorezorcynoli w  ziarnach zbóż ogra­
niczone jest jedynie do warstwy okrywowej (perikarp), dla­
tego wszystkie produkty spożywcze, zawierające w  swoim 
składzie mąkę typu jasnego o niskim wyciągu (produkt

przem iału ziarna pozbawiony składników pochodzących 
od innych części niż bielmo), nie zawierają tych związków
[13.30.40]. W mące żytniej o niskim wyciągu m ożna odna­
leźć śladowe ilości alkilorezorcynoli, są to jednak pewne po­
zostałości po otrębach, uzyskiwanych w w yniku wymiela- 
nia produktów  pochodzących od łuski, okrywy nasiennej i 
zarodka ziarna od jego części zapasowej — bielma. Zarodek 
ziarniaków żyta i pszenicy nie zawiera alkilorezorcynoli
[30.40]. W poszczególnych frakcjach uzyskiwanych w trak­
cie procesów przemiału ziaren zbóż zawartość procentowa 
popiołu (standardowa m etoda oznaczania otrąb w mące) 
i zawartość alkilorezorcynoli ściśle od siebie współzależą
[13].

Alkilorezorcynole w ystępują w stosunkow o dużych 
ilościach w w ysokobłonnikow ych p roduk tach  pszennych 
i żytnich [13]. Produkty  jęczm ienne rów nież je zawierają, 
ale są one spożyw ane w zdecydow anie m niejszym  stop ­
niu w  porów naniu  z p roduk tam i pszennym i i żytnimi. 
W p roduk tach  pełnoziarnistych zaw artość alkilorezorcy­
noli w aha się i osiąga w artość od 142 do 1784 g g /g  SM 
[13,40,41,44]. Przykładow o, pełnoziarnisty  chrupk i chleb 
pszenny zaw iera od 202 do 353 g g /g  SM lub naw et do 
1007 g g /g  SM [44], a pełnoziarnisty  chrupki chleb żytni 
— od 197 do 686 g g /  g SM. A lkilorezorcynole, podobnie 
jak kilka innych aktyw nych składników  ziaren  zbóż, w y ­
dają się pozostaw ać niezm ienione podczas p rzygo tow y ­
w ania  pożyw ienia (np. obróbka w ysokotem pera turow a, 
fermentacja, żelatynizacja) [13,47], N iewiele danych uzy ­
skano w w yniku badań  epidem iologicznych z zakresu 
w chłaniania i m etabolizm u alkilorezorcynoli w  organi­
zm ach zw ierząt i człowieka. Pew ne jest jednak, że osoba 
spożyw ająca regularne posiłki bogate w w ysokobłonni- 
kowe p roduk ty  pszenne i żytnie może charakteryzow ać 
się w ysokim  poziom em  w chłaniania tych lipidów . Dane 
ze Szw edzkiego Stow arzyszenia „Millers" podają, że 
średnie  spożycie tych zw iązków  w ynosi 17 m g A R /oso- 
b ę /d z ie ń  (Ross i wsp., w yniki n iepublikow ane, Uppsala, 
Sweden, 2001). Są to jedynie w stępne ustalenia, uzyska ­
ne po oznaczeniu ilości alkilorezorcynoli w  mące żytniej 
oraz pszennej i przy  założeniu, że wszyscy spożyw ają s ta ­
łe ilości zbożow ych p roduk tów  spożyw czych [23]. Jeden 
tradycyjny posiłek składający się z p roduk tów  pełnoziar­
nistych (np. otrąb) zaw iera około 70 mg alkilorezorcynoli, 
natom iast jeden posiłek (40 g) pełnoziarnistego pszenne­
go chleba — około 10 m g [13]. N iektórzy konsum enci z 
Wielkiej Brytanii m ogą spożyw ać naw et pow yżej 200 mg 
tych lip idów  fenolowych dziennie [14]. Średnia absorpcja 
alkilorezorcynoli w  krajach skandynaw skich  oraz w W iel­
kiej Brytanii została ustalona na podstaw ie dostępnych 
danych  na tem at spożycia p roduk tów  w ysokobłonniko ­

wych i wynosi: 11,9 m g /d z ie ń  w Wielkiej 
Brytanii, 17,5 m g /d z ie ń  w  Szwecji, 18,5 
m g /d z ie ń  w  Norwegii, 39,8 m g /d z ie ń  
w Finlandii oraz 37,1 m g /d z ie ń  w H o ­
landii [48]. D okładne ustalenie poziom u 
w chłaniania alkilorezorcynoli kom plikuje 
się ze w zględu  na różnice w zaw artości 
tych zw iązków  w ziarnach żyta  i pszen i­
cy (pow szechny problem  przy  oznacza­
niu w szystkich składników  pożyw ienia) 
i identyfikację, które ze spożyw anych

Tabela 3. Zawartość alkilorezorcynoli w ziarnach zbóż i produktach pełnoziarnistych.

ARa[gg /gS M ] ARb [gg /gS M ] ARC [g g / g SM] ARd [p g / g SM] 

Z iarna pszenicy 227 — 639 489 — 618 - 5000

Z iarna żyta - 720 — 761 - 900

Ziarna jęczmienia 8 42 — 51 41 — 210

Ziarna pszenżyta - 439 — 647 - 150

O tręby żytnie 2758 — 4108 -

O tręby pszenne 2211 — 3225 -

dane literaturow e: d[44], b[13,40], c[45], d[46]; SM — suchy materiał
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przez konsum entów  produk ty  m ożna faktycznie określić 
jako pełnoziarn iste  [49],

WPŁYW 5-m-ALKILOREZORCYNOLI 
NA WZROST ZWIERZĄT

Początkowo w skazyw ano na negatyw ny zw iązek po ­
m iędzy spożyw aniem  alkilorezorcynoli (jako składników 
diety) a w zrostem  zw ierząt [12,30]. Pojawiły się naw et 
doniesienia, że zwierzęta karm ione sam ym  żytem, jako 
głów nym  składnikiem  paszy, rosną wolniej niż zwierzęta 
karm ione otrębami pszennym i i kukurydzianym i. Połą­
czono tę zależność z w ystępow aniem  alkilorezorcynoli we 
w szystkich powyższych ziarnach zbóż, efektem czego było 
zaliczenie tych związków  do substancji antyodżyw czych 
[12,30]. Niemniej jednak tylko dw a eksperym enty wiążą 
bezpośrednio spożycie pokarm u bogatego w alkilorezor- 
cynole z zaham ow aniem  w zrostu m odelow ych zw ierząt 
(szczury i świnie) [12,30]. W obu przypadkach  zwierzęta 
karm iono dużym i ilościami tych zw iązków  fenolowych, 
znacznie przekraczającymi ich zawartość w tradycyjnie 
stosow anych paszach pszennych i żytnich [12,30], Dwa 
inne eksperym enty, w  których karm iono szczury częścio­
w o oczyszczonymi alkilorezorcynolami, nie potwierdzają 
negatyw nego w pływ u tych zw iązków  na w zrost zw ierząt 
[12,30,49], Większość eksperym entów  wskazuje, że nieod- 
żyw czym  składnikiem  żyta jest najpraw dopodobniej roz­
puszczalna frakcja błonnika pokarm ow ego (szczególnie 
pentozany), a nie alkilorezorcynole, jak wcześniej sądzono, 
i że to w łaśnie ta frakcja hamuje w zrost zw ierząt karm io­
nych paszą żytnią [50]. Z drugiej strony nie przeprow a­
dzano dotychczas dokładnych testów toksykologicznych 
po spożyciu i wchłonięciu alkilorezorcynoli, chociaż u 
szczurów, którym  podaw ano pojedynczą doustną daw kę 
hom ologu C15:0 (do 5 ąg na kg ciała), nie stw ierdzono ne­
gatyw nych (w tym  śmiertelnych) objawów [12,30]. Dial- 
kilorezorcynol wstrzyknięty myszom  okazał się letalny 
przy daw ce 1200 m g /k g  ciała, ale był tolerow any do 800 
m g / kg masy ciała [30]. Dla rezorcynolu LD.() śmiertelna 
daw ka doustna w aha się od 300 do 990 m g /k g  ciała [51]. 
Pow yższe wyniki potwierdzają fakt, że alkilorezorcynole 
tylko w  bardzo dużych daw kach są zdolne do w yw ołania 
toksycznych efektów na organizm  zwierzęcy. Tak duże 
ilości tych zw iązków  nie występują w diecie, naw et w  die­
cie wysokobłonnikowej. Z drugiej strony mogą one aku- 
m ulow ać się w  tkankach organizm u (zwłaszcza w tkance 
tłuszczowej) [49], w  zw iązku z czym należy precyzyjnie 
rozpatrzeć antyodżyw czy aspekt tych lipidów  fenolowych. 
Początkowo, m agazynow anie alkilorezorcynoli w  tkan­
kach uznano  za nieistotne zjawisko, odkąd zidentyfikow a­
no jedynie nieznaczny poziom  (<0.1 %) radioaktyw ności w  
tkankach i narządach szczurów karm ionych pojedynczą 
daw ką w yznakow anego hom ologu C21:0 [14]. Niemniej 
jednak dłuższe stosowanie diety bogatej w  p rodukty  peł­
noziarniste  zawierające znaczne ilości alkilorezorcynoli, 
może prow adzić  do akumulacji tych zw iązków  w tkance 
tłuszczowej i kom órkach krwi (erytrocyty) [49,52], Alkilo­
rezorcynole mogą w budow yw ać się do błon pęcherzyków 
transportujących lipidy lub wiązać się do białek osocza, o 
czym św iadczy w zrost stopnia ich odzysku z osocza krwi 
ludzkiej po długotrwałej (16 godzin) inkubacji z w odą de­
stylow aną [16,53].
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ABSORPCJA 5-n- ALKILOREZORCYNOLI 
W ORGANIZMACH ZWIERZĘCYCH

Zboża najpowszechniej konsum owane przez ludzi za ­
wierają największe ilości alkilorezorcynoli (ziarna żyta do 
około 3,2 m g /g , ziarna pszenicy do około 1,42 m g /g ), d la ­
tego istnieje duże praw dopodobieństw o ich spożywania w 
ilościach umożliwiających działanie biologiczne. W m ode­
lowych badaniach potwierdzono, że alkilorezorcynole są 
nie tylko spożywane, ale również wchłaniane i metabolizo­
wane przez organizmy zwierzęce (świnie, szczury) i czło­
wieka [15,54], Strawność alkilorezorcynoli u ludzi kształtuje 
się na poziomie około 60%, przy czym różnice występujące 
pomiędzy poszczególnymi osobnikami wynoszą od 45 do 
71% [15]. Stwierdzono również różnice w  strawności po ­
szczególnych homologów. Homologi o krótszych bocznych 
łańcuchach alkilowych — od 17 do 21 atomów węgla — cha­
rakteryzują się strawnością na poziomie 59%, natom iast te o 
dłuższych bocznych łańcuchach alkilowych — C23:0 i C25:0 
— na poziomie 47% [15]. W pływ długości bocznych łańcu­
chów alkilowych na poziom wchłaniania m ożna tłumaczyć 
podobną zależnością, występującą w przypadku kw asów  
tłuszczowych i m echanizmu wchłaniania trójglicerydów. 
Te z nich, które zbudow ane są ze średniołańcuchowych 
kwasów tłuszczowych charakteryzują się w yższym  pozio­
m em  wchłaniania w  porów naniu z tymi, zbudow anym i z 
długołańcuchowych kwasów tłuszczowych [55],

Badania dowodzą, że alkilorezorcynole są absorbow a­
ne w początkowych odcinkach jelita cienkiego i być może 
przekształcane w  bardziej hydrofilowe pochodne, chociaż 
u ludzi spożywających produkty zbożowe zidentyfikowa­
no je w  osoczu w formie niezmienionej [16]. Nie udało  się 
dotychczas stwierdzić czy są one absorbowane bezpośred­
nio ze światła przew odu pokarmowego, czy w  procesie tym 
uczestniczy mikroflora bakteryjna jelita, dlatego nie m ożna 
wykluczyć ich częściowej degradacji w świetle jelita pokar­
mowego [12,30].

Strawność alkilorezorcynoli w  jelicie cienkim świni okre­
ślono na poziomie 60-79% [54], Dawka i źródło tych lipi­
dów, jak również praw dopodobny rozkład przez mikroflorę 
jelitową wpływają na ich absorpcję w  organizmach zwierząt
[14]. Wynosi ona około 37% w trakcie diety pełnoziarnistej, 
40% w diecie opartej na frakcji aleuronowej uzyskiwanej 
z przemiału ziaren zbóż oraz 21% w diecie opartej na pe- 
rikarpie ziaren zbóż [14]. Dystrybucję alkilorezorcynoli w 
organizmie zbadano u szczurów karmionych pojedynczą 
daw ką (4.6 m g /k g  ciała) wyznakowanego homologu C21:0 
([4-14C]-5-n-heneikozylrezorcynol-14C21:0) [14]. Największy 
poziom radioaktywności zidentyfikowano w kale (61%) i 
w moczu (31%) po, maksymalnie, 24 godzinach od podania 
pokarmu. W trakcie eksperym entu zauważono, że hydroli­
za enzymatyczna próbek moczu prow adzi do zwiększenia 
odzysku alkilorezorcynoli, co wskazuje na koniugację tych 
związków lub ich końcowych metabolitów ze składnikam i 
moczu. Ponieważ hydroliza enzymatyczna nie zwiększy­
ła odzysku wyznakowanego homologu z kału badanych 
zwierząt, praw dopodobnie występuje on w nim  w postaci 
nieskoniugowanej [14]. W innym eksperymencie, w którym  
szczury karmiono 14C21:0, nie zidentyfikowano radioak­
tywności we krwi po 60 godzinach od podania w yznako­
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w anego homologu, a jego maksymalne stężenie we krwi 
określono po 7-12 godzinach od podania [14]. Alkilorezor- 
cynole zlokalizowano także w  tkance tłuszczowej okołoner- 
kowej szczura w stężeniu ~ 2-4 p g /g  świeżej tkanki [49]. 
Powyższe eksperymenty potwierdzają fakt, że zarówno u 
zwierząt, jak i u ludzi poziom absorpcji alkilorezorcynoli 
jest cechą indyw idualną i w aha się w  różnych granicach u 
poszczególnych osobników [15,16,54].

W celu dokładnego poznania losów alkilorezorcynoli w 
organizm ach żywych, przeprow adzono pierwsze próby ba­
dania kinetyki ich pojawiania się i zanikania z krwi zwierząt. 
Doświadczenia na świniach karmionych paszą bogatą w  al- 
kilorezorcynole sugerują, że czas ich połowicznej absorpcji 
w ynosi 1,2 godziny, natomiast czas połowicznej eliminacji 
z krwi 3,9 godziny. Stosunkowo długie krążenie alkilore­
zorcynoli we krwi może być zarówno wynikiem krążenia 
jelitowo-wątrobowego, jak i innych, nie poznanych dotąd 
m echanizm ów [54], Kinetyka absorpcji alkilorezorcynoli nie 
została jeszcze określona w przypadku człowieka. O zna­
czono je natomiast w  osoczu krwi ludzkiej [16], a także ich 
potencjalne metabolity w  moczu [17], W ludzkim  moczu, 
zebranym  od osobników poddanych diecie bogatej w  otrę­
by pszenne, zidentyfikowano nieznaczne ilości niezmienio­
nych alkilorezorcynoli (głównie C l7:0) w  formie skoniugo- 
wanej z glukuronianami i / lu b  sulfonianami [17], Końcowe 
produk ty  szlaku rozkładu alkilorezorcynoli, zidentyfikowa­
ne w  moczu to kwas 3,5-dihydroksybenzenowy oraz kwas 
3-(3,5-dihydroksyfenylo)-l-propionowy [17]. W oparciu o 
przedstaw ione powyżej eksperymenty, rozważany jest m e­
chanizm  rozkładu alkilorezorcynoli w szlaku oo-oksydacji 
i, następującego po nim, skracania bocznego łańcucha alki­
lowego w  wyniku (3-oksydacji oraz końcowej koniugacji z 
glukuronianam i i/ lu b  sulfonianami [12,17].

PROPONOWANY SZLAK DEGRADACJI 
5-n- ALKILOREZORCYNOLI

Nie przeprow adzono dotychczas kompleksowych, peł­
nych i złożonych badań nad metabolizmem alkilorezorcy­
noli z ziaren zbóż w organizmach zwierząt, chociaż istnieją 
doniesienia na temat mechanizmu rozkładu rezorcynolu 
(C1:0) i oliwetolu (C5:0). W modelowych badaniach nad 
szczurami, po doustnym  podaniu rezorcynolu, następuje 
jego szybka absorpcja i gwałtowne usuwanie z organizmu 
(90% wyznakowanej porcji zidentyfikowano w moczu już 
po 24 godzinach od podania) [12,30]. Odnalezione w moczu 
metabolity rezorcynolu okazały się glukuronowymi, sul­
fonowymi i glukurono-sulfonowymi koniugatami [12,30]. 
Niezmodyfikowane alkilorezorcynole, a nie ich metabolity, 
zidentyfikowano w moczu ludzkim po zastosowaniu proce­
du r dekoniugacji. Oznacza to, że w  moczu ludzkim  wystę­
pują one również w postaci koniugatów [17]. Inne badania 
prow adzono nad szlakiem katabolicznym olivetolu przez 
grzyb Syncephalastrum ravemosum [12,30] obejmującym, 
podobnie jak w przypadku tokoferoli, skracanie bocznego 
łańcucha alkilowego alkilorezorcynoli, aż do wytworzenia 
łatwiej rozpuszczalnych w wodzie metabolitów końcowych 
[56,57]. 4-n-nonylfenol, fenolowy lipid podobny struktu­
ralnie do cząsteczki alkilorezorcynolu, jest rozkładany w 
szlaku charakterystycznym dla tokoferoli. W moczu szczu­
rów  metabolity tego związku są skoniugowane z grupami
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glikuronowymi i sulfonowymi, a ich łańcuch alkilowy jest 
skracany w  mechanizmie (3-oksydacji do kw asu 4-hydro- 
ksybenzenowego [58]. Tokoferolo-oo-hydroksylaza, enzym 
cytochromu P450, inicjuje szlak katabolizmu tokoferoli, ale 
także katalizuje co-hydroksylację leukotrienu B4 i kwasu 
arachidonowego [57]. Ten sam enzym lub enzym  o podob­
nej aktywności może również katalizować co-hydroksylację 
bocznego łańcucha alkilowego alkilorezorcynoli (Ryc. 3). 
Podjednostki CYP4A i CYP4F cytochromu P450, które katali­
zują niespecyficzną co-hydroksylację w  pozycji co i co-1 węgla 
łańcuchów alkilowych [59], rozpatryw ane są jako enzymy 
szlaku rozkładu alkilorezorcynoli w  organizmach żywych, 
a kwasy 3-(3,5-dihydroksyfenylo)-l-propionowy i 3,5-dihy- 
droksy-benzenowy proponow ane są jako końcowe produk ­
ty metabolizmu alkilorezorcynoli, odkąd zidentyfikowano 
je w  moczu osób spożywających produkty  pełnoziarniste 
[17]. Powyższą tezę oparto m. in. na eksperymencie, w  któ­
rym  alkilorezorcynole hamują szlak hydroksylazy-co-toko- 
ferolowej, dla której głównym substratem  jest y-tokoferol 
(w przeciwieństwie do a-tokoferolu) [49]. Szczury karmione 
dużym i ilościami alkilorezorcynoli (1,2 lub 4 g /k g  diety lub 
100-450 m g /k g  ciała) charakteryzują się podw yższonym  
stężeniem y-tokoferolu w wątrobie i płucach, podczas gdy 
stężenie y- lub a-tokoferolu w  osoczu nie zmienia się [49]. 
Alkilorezorcynole hamują także powstawanie rozpuszczal­
nych w wodzie metabolitów y-tokoferolu w  hodowlach 
tkankowych HepG3 [49], Sezamina, lignan z nasion sezamu, 
hamuje enzym cytochromu P450 — hydroksylazę-co-tokofe- 
rolową i dlatego silnie hamuje co-hydroksylację tokoferolu, 
kluczowego etapu szlaku rozkładu tokoferoli w  hepatocy- 
tach [49], Sezaminę zastosowano jako pozytyw ną kontro­
lę w  eksperymencie, w  którym badano potencjalny szlak 
katabolizmu alkilorezorcynoli. W porów naniu z sezaminą 
efekt działania alkilorezorcynoli był znacznie słabszy, dla­
tego zasugerowano, że zamiast bezpośredniego blokowa­
nia mogą one hamować metabolizm y-tokoferolu w  sposób 
kompetencyjny [49]. Alkilorezorcynole o krótszych łańcu­
chach bocznych praw dopodobnie są lepszymi substratami 
w szlaku hydroksylazy-m-tokoferolowej [12,49] w  przeci­
wieństwie do długołańcuchowych alkilorezorcynoli, które 
są w  mniejszym stopniu zdolne do współzaw odnictw a w 
wiązaniu do enzym u [12].

Rycina 3. Proponowany 
szlak degradacji alkilore­
zorcynoli w organizmach 
żywych prawdopodobnie 
obejmuje w-hydroksylację 
i następujące po sobie ko­
lejne p-oksydacje bocznego 
łańcucha alkilowego alki­
lorezorcynolu, prowadzące 
do powstania metabolitów 
o skróconych łańcuchach. 
Kwasy 3-(3,5-dihydroksyfe- 
nylo)-l-propionowy (DHP- 
PA) i 3,5-dihydroksy-benze- 
nowy (DHBA) proponowane 
są jako końcowe metabolity 
szkalu degradacji alkilore­
zorcynoli. Zidentyfikowano 
je, w postaci koniugatów 
sulfonowych i /  lub glukuro- 
nowych, w moczu osób spo­
żywających całe ziarna zbóż 
oraz produkty wysokobłon- 
nikowe [17,49],
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METODY OZNACZANIA I ANALIZY 5-n- 
ALKILOREZORCYNOLIW OSOCZU, MOCZU 
I BŁONACH BIOLOGICZNYCH

Raulus i Penney analizowali oliwetol (C5:0) w surowicy 
królika, stosując w ysokospraw ną chrom atografię ciśnienio­
wą (HPLC ang. high performance/pressure liquid chromatogra­
phy) z detekcją przez pom iar absorpcji UV [12,30], M etabo­
lity alkilorezorcynoli zidentyfikow ano w  moczu człowieka 
za pomocą chromatografii gazowej z detekcją spektrom etrii 
mas (GC-MS ang. gas chromatography-mass spectrometry) po 
enzymatycznej hydrolizie i oczyszczeniu w  chrom atogra­
fii cienkowarstwowej (TLC ang. thin layer chromatography). 
N iezm odyfikowane (natywne) alkilorezorcynole oznaczo­
no w ludzkiej i świńskiej treści pokarm owej za pomocą 
GC-MS i GC-FID (chromatografia gazow a z detektorem  
płomieniowo-jonizacyjnym, ang. gas chromatography-flame 
ionization detector) [14,15,17]. Oczyszczanie za pomocą TLC 
oraz analizę TLC w połączeniu z GC zastosow ano przy 
pom iarach ilości alkilorezorcynoli zm agazynow anych w 
tkankach stałych szczura i krw inkach czerwonych krwi 
ludzkiej [49,52], a detektorem  radiochem icznym  HPLC po ­
służono się do oznaczenia w yznakow anych-C 14 m etaboli­
tów  alkilorezorcynoli w  osoczu krw i ludzkiej, moczu ludz ­
kim i kale szczurów [14]. Najnowsza m etoda oznaczania 
alkilorezorcynoli we krwi ludzkiej opiera się na zastoso­
w aniu  analizy GC-MS ekstraktów  z osocza [16]. H ydroliza 
enzym atyczna próbek osocza przy  pomocy sulfatazy lub 
(3-glukuronidazy nie zwiększa m ierzalnego poziom u alki­
lorezorcynoli, co sugeruje, że są one transportow ane we 
krwi w  postaci nieskoniugowanej. Niemniej jednak kilku­
nastogodzinna inkubacja prób osocza z w odą destylow aną

Rycina 4. Proponowany szlak dystrybucji alkilorezorcynoli w osoczu krwi. Al­
kilorezorcynole wydają się być absorbowane z jelita cienkiego, poprzez układ 
limfatyczny, do chylomikronów, a następnie transportowane do wątroby i tam 
włączane do VLDL. Z VLDL ulegają redystrybucji do HDL i LDL. Peryferyczne 
tkanki, zwłaszcza tkanki tłuszczowe, mogą pozyskiwać alkilorezorcynole po­
przez lipoproteiny. Poprzez LDL mogą być również dostarczane do makrofagów 
lub płytek arteriosklerotycznych, gdzie wykazują prawdopodobnie efekt stabili­
zujący błony komórkowe [53].

zwiększa wydajność ich ekstrakcji oraz odzysk, co suge­
ruje możliwość tworzenia kompleksów alkilorezorcynoli z 
białkami osocza i ich stopniowego uw alniania w  w yniku  
długotrwałej inkubacji [16]. Ponadto, alkilorezorcynole są 
włączane do lipoprotein osocza, co może częściowo tłu ­
maczyć powyższe zjawisko [53]. W eksperym entach nad  
oznaczaniem alkilorezorcynoli w  osoczu, m oczu i błonach 
biologicznych jako standard  zew nętrzny stosuje się C20:0, 
nie występujący w  w arunkach naturalnych w  ziarnach 
zbóż [30].

ABSORPCJA I DYSTRYBUCJA 5-n- 
ALKILOREZORCYNOLIW OSOCZU KRWI

Alkilorezorcynole nie są wchłaniane z jelita do żyły w ro t­
nej wątrobowej, tak jak aminokwasy, cukry czy krótkołańcu- 
chowe kwasy tłuszczowe, ale są absorbowane przez układ 
limfatyczny jak inne związki lipofilne [54], Nie stw ierdzono 
różnic w stężeniu alkilorezorcynoli we krwi żylnej i tętniczej 
w badaniach na modelowych zwierzętach — świniach, dla­
tego nie jest możliwe wyznaczenie rzeczywistego czasu ich 
absorpcji lub zależnej od dawki absorpcji do osocza krwi. 
Zaobserwowano jednak zmiany w stężeniu alkilorezorcy­
noli w  osoczu w odpowiedzi na wzrost spożycia całych zia­
ren zbóż i/ lu b  produktów  pełnoziarnistych [54]. Najwyższe 
stężenie alkilorezorcynoli w  osoczu po pojedynczym kar­
mieniu (3-4 godziny) odpowiadało wynikom  uzyskanym  
dla tokoferoli (3,3-4,4 godziny) [54,60]. Podobną zależność 
stwierdza się dla czasu półtrwania obu grup zw iązków  w e 
krwi, tj. 3,93 godziny dla alkilorezorcynoli i 2,3-4,4 godziny 
dla tokoferoli. W ydłużenie czasu półtrwania (~10 godzin) 
w yznakowanych alkilorezorcynoli u szczurów (wcześniej­
sze badania) wskazuje raczej na pomiar radioaktywność ich 
metabolitów, a nie natywnych cząsteczek [14], Rozbieżności 
te mogą wynikać również z odmiennych zwyczajów żyw ie­
niowych i różnic między gatunkowych [54].

U świni wszystkie homologi alkilorezorcynoli są w chła ­
niane w  podobny sposób. Skład poszczególnych hom olo- 
gów w osoczu odpow iada ich rozkładowi w diecie [54], U 
niektórych świń uzyskano dw a m aksim a czasowe absorp ­
cji alkilorezorcynoli, tj. po 3-4 godzinach i po 6-9 godzi­
nach, co tłumaczy się w ew nątrzw ątrobow ym  krążeniem  
tych lipidów fenolowych [54]. Co ciekawe, szybko po kar­
m ieniu stężenie alkilorezorcynoli w zrasta do 74 nm ol/1 
i osiąga m aksim um  po 3 godzinach [54]. W ynika to być 
może z ich m agazynow ania w błonach kom órkow ych 
lub tkance tłuszczowej oraz stopniowego uw alniania do 
krwioobiegu. Zjawisko to m ożna również powiązać z w y ­
żej w spom nianym  w ew nątrzw ątrobow ym  krążeniem  alki­
lorezorcynoli [54],

Alkilorezorcynole są włączane w  błony ludzkich erytro­
cytów podczas diety bogatej w  produkty pełnoziarniste [52], 
Stosunek stężenia alkilorezorcynoli w  osoczu do ich zaw ar­
tości w błonach erytrocytów wynosi 0,7 w  diecie opartej na 
całych ziarnach żyta i 0,5 w diecie opartej na całych ziar­
nach pszenicy [52], Wartości te okazują się istotnie podobne 
(szczególnie po wchłonięciu alkilorezorcynoli z pełnoziarni- 
stego chleba żytniego), do wyznaczonych dla a- (0,80) i y-to- 
koferolu (0,67), kiedy to poziom tokoferoli erytrocytarnych 
odniesiono do poziomu lipidów osocza [61]. Wskazuje to na
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podobny mechanizm dystrybucji tokoferoli i alkilorezorcy- 
noli w osoczu i komórkach krwi [52,61]. W oparciu o dotych­
czasowe badania, nie stwierdzono we krwi obecności specy­
ficznych transporterów tokoferoli [61]. Niemniej jednak, jeśli 
takie transportery istnieją być może są one również wykorzy­
stywane w  transporcie alkilorezorcynoli [61].

Długołańcuchowe homologi alkilorezorcynoli w bu­
dowują się w błony erytrocytarne w większej ilości w po­
równaniu z krótkołańcuchowymi homologami [52], Jest to 
zgodne z wcześniejszymi badaniami przeprowadzonym i 
w w arunkach in vitro [62]. Alkilorezorcynole charakteryzu­
ją się wysokim współczynnikiem podziału LogP i dlatego 
łatwo w budow ują się w  błony biologiczne [30,62]. Długo­
łańcuchowe alkilorezorcynole są bardziej hydrofobowe w 
związku z czym wykazują zwiększoną tendencję do włą­
czania się w  środowisko łipofilne (błona) [52], Badania in 
vitro wskazują na zmiany w przepuszczalności błony po 
w budow aniu  się w jej strukturę cząsteczek alkilorezorcyno­
li [30,62]. Powyższej zależności nie stwierdzono jednak w 
badaniach in vivo. Fakt ten można tłumaczyć dużą różnicą 
w wartościach stężeń alkilorezorcynoli stosowanych w obu 
typach eksperymentów. Stężenie stosowane w badaniach in 
vitro wynosiło 3,5 do 30 pmol/1 [30], a w  badaniach in vivo 
osiągało maksymalnie 637 nmol/1 upakowanych komórek 
[52], Prawdopodobnie, natychmiast po absorpcji dochodzi 
do zwiększenia poziomu w budow yw ania się cząsteczek 
alkilorezorcynoli w  błony erytrocytów, co może mieć nie­
znaczny w pływ  na ich przepuszczalność [52],

Alkilorezorcynole wbudow ują się we wszystkie klasy li­
poprotein (VLDL, LDL i HDL) ludzkiego osocza i wydają się 
być transportowane w formie nieskoniugowanej [53]. Stęże­
nie alkilorezorcynoli mierzone we wszystkich frakcjach li- 
poproteinowych jest zbliżone do ich całkowitego stężenia w 
osoczu. VLDL wykazują najwyższą zdolność do transpor­
towania alkilorezorcynoli [53], Jednak ze względu na niską 
zawartość VLDL w osoczu, HDL razem z VLDL wydają się 
być głównymi nośnikami tych lipidów fenolowych. Powyż­
sze doniesienia są odmienne od wyników uzyskanych dla 
a-tokoferolu, dla którego LDL i HDL są głównymi nośni­
kami w osoczu [53,61], Alkilorezorcynole wydają się być 
absorbowane poprzez układ limfatyczny z jelita cienkiego 
do chylomikronów (Ryc. 4), a następnie transportowane 
do wątroby i stamtąd do VLDL [53]. Z VLDL mogą ulegać 
redystrybucji do HDL i LDL. HDL włączają alkilorezorcy­
nole, prawdopodobnie, bezpośrednio z chylomikronów, 
co tłumaczy ich wyższe stężenie w HDL w porównaniu z 
LDL [53]. Powyższy szlak wykazuje szereg podobieństw do 
szlaku dystrybucji tokoferoli w  osoczu [63]. Peryferyczne 
tkanki, zwłaszcza tkanki tłuszczowe, mogą również pozy­
skiwać alkilorezorcynole poprzez lipoproteiny [53]. Z LDL 
alkilorezorcynole praw dopodobnie są dostarczane do m a­
krofagów lub płytek arteriosklerotycznych, gdzie wykazują 
efekt stabilizujący błony komórkowe [30,62],

Nie stwierdzono dotychczas żadnych zmian w  aktywno­
ści utleniającej układów, zawierających alkilorezorcynole w 
w arunkach in vitro [64]. Niemniej jednak konieczne w yda­
je się uzupełnienie istniejącego stanu wiedzy na temat ich 
potencjalnego działania jako przeciwutleniaczy w  błonach 
biologicznych [64]. Przypuszcza się, że alkilorezorcynole
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mogą wywoływać zmiany w rozkładzie lip idow ym  LDL 
i HDL i być może w  ten sposób wpływają na wrażliwość 
utleniania. Aktywność przeciwutleniającą alkilorezorcynoli 
próbowano wytłumaczyć także poprzez pośredni w pływ 
tych związków na poziom tokoferolu, zwłaszcza y-tokofe- 
rolu [49,53,64], Wzrost stężenia alkilorezorcynoli w  w yni­
ku diety pełnoziarnistej zwiększa stężenie y-tokoferolu w 
wątrobie szczura, a badania in vitro wskazują na zaham o­
wanie rozkładu y-tokoferolu w  związku z pojawieniem  się 
alkilorezorcynoli wchłoniętych z pożywienia [49]. Z d ru ­
giej strony nie ma bezpośrednich dow odów  na to, że alki­
lorezorcynole wpływają na mierzalne w surowicy stężenia 
przeciwutleniaczy, ale być może mogą jednak w ywoływać 
jakieś zmiany w stężeniu tokoferoli i cholesterolu w  w ątro ­
bie lu b / i innych tkankach, jak również w pływ ać na  właści­
wości błony komórkowej oraz bezpośrednio lub pośrednio 
zmieniać wrażliwość utleniającą komórek [53].

PRZYSZŁOŚĆ 5-n-ALKILOREZORCYNOLI JAKO 
BIOLOGICZNYCH MARKERÓW ZDROWEJ ŻYWNOŚCI

Alkilorezorcynole występują w  dużych ilościach w ziar­
niakach zbóż, zwłaszcza żyta i pszenicy, ale nie wiele w ia­
domo o ich funkcjach jako składników diety wysokobłon- 
nikowej. Badania in vitro wskazują na szeroki zakres ich 
właściwości biologicznych, ale ich aktywność in vivo ogra­
niczona jest niskimi stężeniami, w  jakich w ystępują one w 
organizmach żywych [12,30], Stężenie alkilorezorcynoli 
wzrasta znacznie w osoczu w trakcie diety wysokobłonni- 
kowej i maleje w  trakcie diety niskobłonnikowej. Podczas 
diety bezglutenowej oraz pozbawionej całych ziaren zbóż 
nie stwierdza się obecności alkilorezorcynoli w e krwi [16]. 
Niemniej jednak niewielkie, ale stałe ilości tych lipidów fe­
nolowych są oznaczane w ludzkim  i zwierzęcym (świnie) 
osoczu, co sugeruje ich praw dopodobne m agazynow anie 
w tkankach, błonach komórkowych i lipoproteinach oraz 
stopniowe uwalniane do osocza [16,52-54],

Po spożyciu pokarmów pełnoziarnistych (szczególnie 
żytnich i pszennych), alkilorezorcynole są gwałtownie uw al­
niane z jelita cienkiego, a ich okres półtrwania we krwi jest 
stosunkowo krótki [65]. Po pojedynczym karmieniu żytnim 
chlebem pełnoziarnistym, stężenie alkilorezorcynoli w  oso­
czu krwi świńskiej wzrasta w ciągu 16 godzin i pozostaje 
około 5-razy wyższe w porównaniu z kontrolą [54]. Również 
w zachowawczym (ciągłym) karmieniu całymi ziarnami żyta 
te same zwierzęta wykazują znaczny wzrost stężenia alkilo­
rezorcynoli we krwi [54], W związku z tym  m ożna stwier­
dzić, że stężenie alkilorezorcynoli w  osoczu w zrasta wraz 
ze zwiększonym spożyciem produktów pełnoziarnistych 
pszennych i żytnich [54,65], Z drugiej strony, nie stwierdzo­
no dotychczas zależności ilościowej pomiędzy spożywaniem 
produktów zbożowych a stężeniem alkilorezorcynoli w  oso­
czu lub błonach erytrocytarnych [16,52], co może ograniczyć 
możliwość zastosowania ich jako markerów zdrowej żywno­
ści. Zmiany w całkowitym stężeniu alkilorezorcynoli w  oso­
czu razem z oznaczeniem stosunku homologów C17:0/C21:0 
mogą służyć do rozróżniania poziomu spożycia produktów  
pełnoziarnistych żytnich i pszennych [13,44]. Zarówno pod ­
czas zachowawczego, jak i sporadycznego spożycia produk­
tów pełnoziarnistych stosunek ten wzrasta tylko po zjedzeniu 
produktów żytnich, a maleje po zjedzeniu produktów  pszen­
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nych [65]. Różnice te, związane z odmiennymi wartościami 
stosunku homologów C17:0/C21:0 w  ziarnach żyta i pszeni­
cy [13], przekładają się na produkty zbożowe, a następnie na 
stężenie poszczególnych homologów w osoczu krwi, błonach 
erytrocytów i lipoproteinach [16,52,53],

PODSUMOWANIE

Niektórzy autorzy przedstawiają teorię, zgodnie z którą, 
dieta oparta na ziarnach zbóż i wysokobłonnikowych pro­
duktach zbożowych może zapobiegać rozwojowi niektórych 
chorób przewlekłych [1-9]. Pomiar stężenia alkilorezorcynoli 
w  osoczu może dostarczyć informacji na temat zwyczajów ży­
wieniowych i prawdopodobnie wskazywać na różnice pomię­
dzy spożywaniem produktów zbożowych (zwłaszcza żytnich 
i pszennych) a innymi wysokobłonnikowymi produktami bo­
gatymi w roślinne lignany, takimi jak nasiona, warzywa i owo­
ce. To mogłoby pozwolić na określenie ochronnej roli całych 
ziaren zbóż w  profilaktyce niektórych chorób cywilizacyjnych, 
w  porównaniu do innych źródeł wartościowych mikroskład- 
ników w diecie człowieka. Przed potwierdzeniem możliwości 
zastosowania alkilorezorcynoli jako markerów biologicznych 
zdrowej żywności, należy ustalić więcej szczegółów doty­
czących zależności pomiędzy spożywaniem całych ziaren 
zbóż oraz pełnoziamistych produktów pszennych i żytnich 
a zmianami w stężeniu alkilorezorcynoli w  osoczu krwi, bło­
nach erytrocytamych i lipoproteinach oraz ich potencjalnych 
metabolitów w moczu. Niezwykle ważne wydaje się również 
precyzyjne określenie szlaku katabolizmu alkilorezorcynoli 
wchłanianych z pożywieniem oraz kinetyki absorpcji tych li­
pidów fenolowych w organizmie człowieka.
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5-u-alkylresorcinols of whole grain cereals and whole grain 
cereal products as biomarkers of healthy food 
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ABSTRACT
Epidemiological studies suggest that consumption of whole grain cereals and whole grain cereal products have many benefical health effects, 
including reducing risk of diabetes, obesity, coronary heart diseases, stroke and even some cancers. Precise knowledge protective compounds 
present in cereal grains can be achieved only w hen specific biomarkers (biological marker, indicator), that could provide estimation of grain 
cereals absorption and intake, are established and determined. 5-H-alkylresorcinols (main fraction of phenolic compounds in cereals), because 
of their specific occurrence only in bran fraction, obtained in refining of m illing fractions process, could be a very good candidate to play the 
role of biomarker of w hole  grain intake. They are absorbed by animals and humans, present in human plasma and as metabolites in urine. 
Because composition of saturated hom ologues of 5-n-alkylresorcinols is different in rye and wheat grains, they could be used as an indicator 
of the intake of the specific type of cereals and whole grain cereal products.
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Rola szlaku JNK w rodzinnych 
postaciach choroby Parkinsona

STRSZCZENIE

Choroba Parkinsona (PD) jest jedną z najczęstszych chorób neurodegeneracyjnych czło­
wieka. Większość przypadków wydaje się być wywołana czynnikami środowiskowymi, 

ale niewielki procent związany jest z mutacjami w genach D J-1, P A R K ,  P I N K 1 ,  N R 4 A 2  i 
S N C A .  Pośród sugerowanych m echanizmów prowadzących do neurodegeneracji u chorych z 
tymi mutacjami wymienia się utratę właściwości przeciwutleniających, toksyczną agregację 
białek, niewydolność proteosomalnej degradacji białek. Tymczasem coraz więcej wyników  
wskazuje, że w iele z białek ulegających mutacjom to modulatory przekazywania sygnałów  
na szlaku, w  którym uczestniczy kinaza c-Jun (JNK) i związanego z nią szlaku PI3K/Akt. 
Szlak JNK związany jest z indukcją apoptozy pod wpływ em  stresu oksydacyjnego, praw­
dopodobnego mechanizmu wywołującego sporadyczne postacie choroby Parkinsona. Se­
kwencja następujących zdarzeń: stres oksydacyjny -> szlak JNK -> apoptoza, może okazać 
się wspólnym  mechanizmem leżącym u podstaw zarówno rodzinnych, jak i sporadycznych 
postaci choroby Parkinsona. Niniejsza praca skupia się na roli stresu oksydacyjnego i akty­
wacji szlaku JNK w  dziedzicznych postaciach choroby Parkinsona.

WPROWADZENIE

Choroba Parkinsona (PD) jest drugą co do częstości chorobą neurodegenera- 
cyjną, dotykającą około 1-3% populacji. Objawy choroby wywołane są zanikiem 
neuronów  istoty czarnej, jednak przyczyny i mechanizmy neurodegeneracji są 
wciąż niejasne. W licznych opracowaniach dotyczących patogenezy PD zwraca 
się uw agę na istotną rolę stresu oksydacyjnego. W istocie, neurony dopaminer- 
giczne są szczególnie narażone na stres oksydacyjny, gdyż synteza i metabolizm 
dopam iny prow adzą do powstania dużej ilości wolnych rodników. Badania 
mózgów osób chorych na PD potwierdzają objawy stresu oksydacyjnego. Ilość 
modyfikacji karbonylowych — wskaźnika oksydacji białek, jest dwukrotnie 
większa u chorych na PD niż w neuronach istoty czarnej osób zdrowych [1]. 
Poziomy niektórych produktów  peroksydacji lipidów i utleniania nukleotydów 
są odpowiednio 8- i 16-krotnie wyższe u chorych w porów naniu z grupą kon­
trolną [2,3]. Liczne neurotoksyny wykorzystywane w  farmakologicznych m ode­
lach PD, takie jak: parakwat, rotenon, hydroksydopam ina (6-OHDA) czy MTP, 
powodują wzrost ilości reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive oxygen spe­
cies) i wywołują apoptozę neuronów  dopaminergicznych. W procesie tym bierze 
udział kaskada sygnałowa JNK.

Elementem docelowym kaskady sygnałowej JNK jest białko c-Jun, które pod 
w pływ em  fosforylacji ulega dimeryzacji i aktywuje transkrypcję genów kodu­
jących białka proapoptotyczne. Wyniki badań Nishi [4] potwierdzają aktywa­
cję c-Jun pod w pływem  MPTP. Białkiem aktywującym c-Jun jest kinaza fosfo- 
rylująca N-końcowy rejon białka c-Jun (JNK). Podanie SP600125 — syntetycz­
nego inhibitora JNK [5], nadekspresja genu kodującego JIPI — inhibitora JNK
[6] i nokaut genu kodującego JNK [7], hamują zw yrodnienie wywołane przez 
MPTP. Pod w pływ em  stresu oksydacyjnego JNK aktywowana jest przez MKK4 i 
MKK7, białka należące do kinaz kinaz aktywowanych mitogenem (MAPKK), te 
zaś z kolei aktywowane są przez kinazy kinaz kinaz aktywowanych mitogenem 
(MAPKKK), takie jak ASK1 [6,8-9],

Co ciekawe, parkina, kinaza PINK1, onkogen DJ-1 i alfa-synukleina, białka, 
w genach których wykryto mutacje wywołujące dziedziczne postacie choroby 
Parkinsona, okazują się być m odulatoram i aktywności kaskady sygnałowej JNK 
(Ryc. 1). Wiele poszlak wskazuje na podobną rolę innego białka związanego 
z rodzinną PD — N urrl. Dodatkowo, DJ-1 i SNCA mają również właściwości 
przeciwutleniające. Zatem sekwencja zdarzeń: stres oksydacyjny —> szlak sygna­
łowy JNK —► apoptoza, rysuje się jako wspólny mechanizm molekularny dla 
dziedzicznych i sporadycznych postaci PD.
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Słowa kluczowe: alfa-synukleina, parkina, DJ- 
1, PINK1, N u rr l

Wykaz skrótów: A kt (ang. Akt kinase or protein 
kinase B) — k inaza Akt, inaczej określana kina- 
zą b iałkow ą B; ASK1 (ang. apoptosis signal-regu- 
lating kinase-1) — kinaza 1 regulująca apop to ­
zę; DAT — transporte r dopaminy; JNK (ang. 
c-Jun N-terminal protein kinase) — kinaza fosfo- 
rylująca N -końcow y rejon białka c-Jun; MPTP
— 1-m etylo 4-fenylo 1,2,3,6-tetrahydropirydy- 
na; PD (ang. Parkinson's disease) — choroba Par­
kinsona; PI3K — 3-kinaza fosfatydyloinozyto- 
li; PINK1 (ang. PTEN induced putative kinase)
— k inaza indukow ana  przez fosfatazę PTEN; 
PIP3 (ang. phosphatidylinositol-3,4,5-triphospha- 
te) — trisfosforan fosfatydyloinozytolu; SNCA
— gen alfa-synukleiny; VMAT — pęcherzyko­
wy transporte r m onoam in
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Rycina 1. Białka związane z rodzinnymi postaciami choroby Parkinsona. Objaśnienia: 1. Strzałki zakończone ostrym grotem oznaczają aktywację białka lub indukcję jego 
ekspresji; 2. Strzałki zakończone tępym grotem oznaczają hamowanie aktywności białka bądź jego degradację; 3. Linie oznaczone znakiem zapytania oznaczają zależności 
domniemane.

DJ-1

DJ-1 to małe białko homologiczne do prokariotycznego 
chaperonu Hsp31. Mutacje DJ-1, wywołujące młodzieńcza 
formę PD, uniemożliwiają homodimeryzację DJ-1 i prow a­
dzą do przyspieszonej jego degradacji [10]. U osób chorych 
ze sporadyczną postacią PD obserwuje się utlenione [11], 
praw dopodobnie nieaktywne, formy tego białka [12]. Z po ­
w odu zdolności do autoutleniania wielu badaczy postuluje 
udział DJ-1 w zmiataniu wolnych rodników. Pogląd ten w y­
dają się potwierdzać wyniki doświadczeń, w których doko­
nywano nadekspresji [13] lub podaw ano do istoty czarnej 
rekombinowany DJ-1 [14], co zmniejszyło wrażliwość neu­
ronów na stres oksydacyjny. Ochronnego działania nie w y­
kazano natomiast, gdy zastosowano DJ-1,166p — zm utowaną 
formę białka spotykaną w  rodzinnej PD [14-15], Również 
doświadczenia, w  których doprow adzano do wyciszenia 
ekspresji DJ-1, dowodziły jego ważnej roli w  warunkach 
stresu oksydacyjnego, czyniąc neurony bardziej wrażliwy­
mi na uszkodzenia wywołane obecnością wolnych rodni­
ków [15-16].

298

Jednak, jak słusznie zauw aża Yang i wsp. [17], bezpo ­
średnia  aktyw ność DJ-1 jako w ym iatacza w olnych ro d n i­
ków jest o 2 rzędy wielkości mniejsza niż katalazy. Jest 
zatem  mało praw dopodobne, by bezpośrednie  w ym ia ta ­
nie w olnych rodników  było zasadniczym  m echanizm em  
w jaki DJ-1 w yw iera  ochronny w pływ  na neurony w  w a ­
runkach  stresu oksydacyjnego. Z obserwacji tej m ożna 
w nioskow ać, iż w iększe znaczenie in vivo ma zdolność 
DJ-1 do ham ow ania  p rzekazyw ania  sygnałów  na szlaku 
JNK.

Aktywacja kinazy ASK1, składowej szlaku JNK, jest ha ­
m owana pod w pływ em  fosforylacji przez kinazę białkową 
B (Akt) [18]. Akt z kolei ulega aktywacji pod w pływ em  tris- 
fosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP3). Ilość PIP3 zależy od 
równowagi między aktywnością kinazy PI3K, przekształ­
cającej PIP2 w PIP3, a aktywnością białka supresorowego 
PTEN, które działa antagonistycznie do PI3K. PTEN zaś jest 
negatywnie regulowany przez DJ-1. Wyniki doświadczeń 
Iwatsubo i wsp. [13] wykazują, że wyciszenie ekspresji DJ-
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1 za pomocą siRNA prow adzi do zwiększenia aktywności 
PTEN i zmniejszonej fosforylacji Akt.

Innym mechanizmem, w  którym DJ-1 kontroluje aktyw ­
ność ASK1, jest hamowanie, zależnej od Daxx, aktywacji 
ASK1 [19]. Uważa się, że pod w pływ em  stresu oksydacyjne­
go białko Daxx transportowane jest z jądra do cytoplazmy, 
gdzie może wiązać i aktywować ASK1. DJ-1 ma zdolność 
wiązania i sekwestrowania Daxx w jądrze komórkowym. 
Zapobiegając translokacji Daxx do cytoplazmy, DJ-1 unie­
możliwia aktywację ASK1, a w  konsekwencji — JNK.

Istnienia oddziaływań między DJ-1 i Daxx dow odzą w y­
niki badań Junn i wsp. [19], w  których wykorzystano droż- 
dżow ą technikę dw uhybrydow ą, pozwalającą na w ykryw a­
nie białek tworzących funkcjonalne kompleksy in vivo.

Skądinąd wiadom o także, że DJ-1 może hamować pro- 
apoptotyczne działanie Daxx pośrednio. Aktywowana JNK 
fosforyluje i aktywuje kinazę HIPK1 [20], ta zaś, fosfory- 
lując Daxx, w pływ a na jego pow tórny transport do cyto­
plazmy, gdzie, jak już wspomniano, Daxx aktywuje ASK1 
i, w  mechanizmie pętli zwrotnej, aktywuje JNK. DJ-1 ma 
zdolność wiązania HIPK1 in vitro, jak i współwystępuje in 
vivo. Wydaje się całkiem praw dopodobne, że DJ-1 wykazuje 
zdolność do degradacji HIPK1. Nadekspresja dzikiej formy 
genu DJ-1 w  linii komórkowej H1229 pow odow ała w zm o­
żoną degradację HIPK1. Zjawiska tego nie obserwowano w 
doświadczeniach z nadekspresją zmutowanej formy genu 
DJ-lcms. Mutacja ta dotyczy miejsca domniemanej aktyw ­
ności proteazowej DJ-1 [21]. Wyniki doświadczeń in vitro 
wskazują, że DJ-1 może działać również „przyczynowo" 
w w arunkach stresu oksydacyjnego — zmniejszając ilość 
wolnych rodników [14], hamuje przekazywanie sygnału 
proapoptotycznego w komórce. Zhou i wsp. [16] wykazują, 
że dzieje się to poprzez aktywację ligazy glutaminianowo- 
cysteinowej (GCL), kluczowego enzym u szlaku syntezy 
glutationu. Dokładny mechanizm, w jakim DJ-1 w pływ a na 
ekspresje GCL, nie jest jednak znany.

PARKINA

Parkina, białko kodowane przez gen PARKIN, należy do 
ligaz ubikwitylowych E3. Do substratów  ubikwitylowanych 
przez to białko należą między innymi: synaptotagm ina XI, 
O-glikozylowana alfa-synukleina, synfilina-1, cyklina E, ho- 
molog receptora endoteliny Pael-R i septyna 5. Wykazano, 
iż wiele z mutacji parkiny powoduje spadek jej aktywności 
ligazy ubikwitylowej i wiąże się to z wystąpieniem  rodzin­
nej, młodzieńczej postaci choroby. Liczni badacze sugerują, 
że mutacje parkiny prow adzą do niewydolności systemu 
ubikwityna-proteosom w PD poprzez stres w ywołany gro­
m adzeniem  się wadliwie sfałdowanych białek. Z drugiej 
strony, sam stres oksydacyjny wywołuje identyczny efekt. 
Wydaje się zatem, że wadliwe działanie systemu ubikwity­
na-proteosom, spow odow ane mutacjami parkiny, może być 
skutkiem, a nie przyczyną tego procesu.

Stres oksydacyjny wywołuje w zrost ekspresji parkiny
[22]. Nadekspresja tego białka w  komórkach dopaminer- 
gicznych zmniejsza ilość wolnych rodników w komórce
[23], Przeciwnie, wyciszenie parkiny za pomocą siRNA
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prow adzi do kumulacji toksycznych pochodnych autoutle- 
niania DOPA- i DA-chinonów [24], Wzrost ekspresji parki­
ny jest więc najwyraźniej reakcją obronną. Potwierdzać to 
może fakt, że polimorfizm T —* G sekwencji promotora w 
pozycji -258 od miejsca startu transkrypcji, warunkujący 
brak wzrostu ekspresji parkiny w obecności ROS, jest czyn­
nikiem ryzyka wystąpienia sporadycznej formy PD [25,26].

Komórki dopaminergiczne produkujące zm utowane 
formy parkiny, charakteryzują się obecnością fosforylowa- 
nej (aktywnej) formy JNK [23,27]. U Drosophila wykazano 
również aktywację homologa A SK l-dASKl [27], Wydaje 
się, że hamujący w pływ  parkiny na przekaźnictwo sygna­
łu na szlaku JNK związany jest z, zależnym od PI3K/ Akt, 
ham owaniem  aktywacji. ASK1 jest ham ow ana przez kinazę 
PI3K/Akt. Parkina wiąże i ubikwityluje Epsl5, białko ada­
pterow e związane z endocytozą receptora naskórkowego 
czynnika w zrostu (EGFR), działającego neuroprotekcyjnie 
na komórki dopaminergiczne [28]. Wiązanie Epsl5 spo­
walnia internalizację EGFR i przedłuża, indukow aną przez 
EGF, aktywację PI3K/Akt. Zarówno wyciszenie Epsl5 za 
pomocą siRNA, jak i nadekspresja genu parkiny wiążą się 
ze zwiększeniem ilości fosforylowanej (aktywowanej) Akt. 
Niezwykle ciekawym jest fakt, że gen Espl5 zlokalizowany 
jest w  obrębie locus PARKI0, związanego z ryzykiem w y­
stąpienia idiopatycznej PD.

Wiadomo, że parkina może wiązać się z chaperonami, 
takimi jak CHIP i Hsp70 [29]. Podobne oddziaływania w y­
kazano dla DJ-1, innego modulatora PI3K/Akt, związanego 
z PD [30,31]. Co więcej, DJ-1 i parkina tworzą ze sobą kom ­
pleksy białkowe [32]. Jako że w PD związanym z mutacja­
mi parkiny, ilość DJ-1 jest dramatycznie mniejsza, Moore i 
wsp. [31] sugerują, że parkina poprzez oddziaływanie z DJ- 
1 w pływ a na jego stabilność.

PINK1

Na poziomie morfologicznym nokauty genu PARKIN  u 
Drosophila charakteryzują się degeneracją neuronów  dopa- 
minergicznych oraz pośrednich mięśni lotnych. Zaobserwo­
wano, że w  komórkach m utantów  dochodzi do obrzmienia 
mitochondriów, a uderzająco podobny fenotyp wywołuje 
nokaut genu kinazy PINK1 — kolejnego genu, którego m u­
tacje wykryto w rodzinnym  parkinsonizmie dziedziczonym 
autosomalnie recesywnie. I tym razem wykazano związek 
mutacji z aktywacją szlaku JNK [33]. Ekspresja zm utowanych 
form PINK1 u Drosophila prowadziła do w zrostu ekspresji 
genu puc, który jest jednym  z genów docelowych szlaku 
JNK. Ekspresja zmutowanego genu hep — homologa MKK7 
u Drosophila wraz ze zm utow anym  PINK1 hamuje apopto- 
zę, ale nie powoduje zmiany fenotypu mitochondriów. Ko- 
ekspresja zm utowanego PINK1 i PARKIN  hamuje apoptozę, 
przywraca prawidłową morfologię m itochondriów [34] i 
praw idłow y poziom ATP [33], który w  mutacjach Pinkl jest 
obniżony [33,35]. Ekspresja genu parkiny popraw ia fenotyp 
m utantów  PINK1, ale nie odwrotnie, stąd wyłania się w nio­
sek, że parkina działa poniżej PINK1 w kaskadzie tych bia­
łek [33,34]. Pogląd ten potwierdzają wyniki doświadczeń, w 
których do wyciszenia ekspresji genu PINK1 użyto siRNA, 
co wywoływało obniżenie poziomu parkiny [36]. Relacja 
pomiędzy PINK1 a DJ-1 jest nieco mniej przejrzysta: Tang i
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wsp. [37] wykazali, że ekspresja dzikiej formy DJ-1 zmniej­
sza podatność na stres oksydacyjny u m utanta PINKlp399L 
poprzez zwiększanie ilości PINK1. Z drugiej jednak strony 
Yang i wsp. [36] wykazali, że ekspresja DJ-1 nie wpływ a na 
fenotyp m utantów  PINK1.

U Drosophila zaburzona morfologia mitochondriów i 
obniżony poziom ATP u osobników z nokautem  PINK1, 
zaham ow anie apoptozy przy niezmienionej morfologii m i­
tochondriów w ekspresji zm utowanego genu hep (analoga 
MKK7) i znacząca popraw a przy koekspresji buffy — homo- 
loga Bcl2, świadczą o tym, że PINK1, poza uczestnictwem 
w  szlaku JNK, jest niezbędny dla prawidłowego funkcjono­
w ania mitochondriów. Analiza sekwencji PINK1, wykazała 
obecność domeny o aktywności kinazy serynowo-treoni- 
nowej i N-końcowego m otywu lokalizacji mitochondrial­
nej. Rzeczywiście, wyniki badań subkomórkowej loka­
lizacji PINK1 wykazały, że jest to integralne białko błony 
wewnętrznej mitochondriów [38]. Chociaż do tej pory nie 
zidentyfikowano żadnego substratu, jest niemal pewne, że 
dom niem ana aktywność kinazowa ma kluczowe znaczenie 
w  funkcjonowaniu PINK1. Inaktywacja centrum  aktywnego 
kinazy hamuje antyapoptotyczny w pływ  nadekspresji genu 
kodującego PINK1 [39], Większość znanych mutacji PINK1, 
związanych z PD, charakteryzuje się obniżoną aktywnością 
kinazow ą [40].

NURR1

N u rr l  jest receptorem jądrow ym  z podrodziny recepto­
rów  sierocych NR4A, którego dwie mutacje NR4A2T291DEL 
oraz NR4A2245T >G wiążą się z rodzinną PD o klasycznym 
fenotypie [41]. Sugeruje się też w pływ polimorfizmu intro- 
nu  6 7048insG [42] i polimorfizmu regionu promotorowego 
+30C/ G [43] na zwiększone ryzyko wystąpienia sporadycz­
nej PD. Mutacje te, jak i polimorfizmy sekwencji genu, w ią­
żą się z obniżoną ekspresją Nurrl.

N u rr l  jest, obok Pitx3 i Lmxlb, najważniejszym regu­
latorem  różnicowania komórek dopaminergicznych [44], 
Kontroluje m.in. ekspresję genów: dekarboksylazy L-ami- 
nokw asów  aromatycznych, transportera dopam iny (DAT) 
oraz pęcherzykowego transportera monoamin (VMAT-2) 
— białek niezbędnych do utrzym ania fenotypu dopaminer- 
gicznego [45].

W ydaje się, że N u rr l nie tylko uczestniczy w  różnico­
w aniu  komórek dopaminergicznych, ale także działa an­
ty apoptotycznie. Obniżenie ekspresji Nurrl za pomocą 
siRNA prow adzi do zwiększonej apoptozy w  wielu liniach 
kom órkowych [46], U heterozygotycznych myszy N u r r l+ /-  
zaobserwowano w  neuronach dopaminergicznych indukcję 
kaspazy 3, obniżoną ekspresję Bcl-2 oraz spadek odporności 
na MPTP [47]. Przeciwnie, nadekspresja Nurrl zwiększa od­
porność neuronów  dopaminergicznych na MTPT [ 48],

W m odelu sporadycznego parkinsonizmu, indukow ane­
go przez MTPT u makaka, dochodzi do obniżenia ekspresji 
Nurrl [49]. Skądinąd wiadomo, że w toksyczności MTPT 
uczestniczy szlak JNK. Bliski homolog N u rr l — białko 
Nurr77, jest substratem zarówno Akt, jak i JNK. Fosforyla­
cja przez Akt Nurr77 w pozycji Ser 350, w  domenie wiążącej
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DNA uniemożliwia wiązanie do DNA i, w  konsekwencji, 
aktywację transkrypcji [50]. W spomniana dom ena Nurr77 
jest w  95% identyczna z dom eną wiążącą DNA N u rr l  [51], 
z zachowaną krytyczna seryną Ser-350. Jeśli rzeczywiście 
N u rr l byłby fosforylowany przez Akt, tłumaczyłoby to 
w pływ  polimorfizmów N u rr l na ryzyko w ystąpienia spo­
radycznej PD.

ALFA-SYNUKLEINA

Alfa-synukleina jest małym białkiem, którego gen ule­
ga ekspresji na wysokim poziomie w  neuronach mózgu. 
Jego N-końcowy, lipofilny fragment jest zaangażow any w 
wiązanie się z błoną synaptyczną i błonami pęcherzyków 
synaptycznych. Alfa-synukleina wydaje się spełniać sze­
reg funkcji, jednak jej rola w  komórce nerwowej nie jest 
do końca ustalona. Sugeruje się, że jest ona zaangażow ana 
w modulację transportu dopaminy, regulując aktywność 
VMAT i DAT [52-54], synfiliny-1 oraz metabolizm lipidów 
poprzez oddziaływanie z fosfolipazą PLD2 i białkiem CSP- 
alfa pęcherzyków synaptycznych [55]. Ostatnio przypisuje 
się jej także funkcję przeciwutleniającą [56], chaperonową 
[57] i m odulatorow ą JNK. Również gamma- i beta-synu- 
kleina — bliskie homologii alfa-synukleiny, zdają się pełnić 
taką funkcję w  komórce [58]. Beta-synukleina jest regula­
torem aktywności Akt, który, poprzez ham ow anie akty­
wacji ASK1, może wpływać na szlak sygnałowy JNK [59]. 
Również gamma-synukleina wydaje się być negatyw nym  
regulatorem szlaku JNK [60]. Biorąc pod uw agę homologię 
synuklein oraz ich zaangażowanie w regulowanie szlaku 
JNK, m ożna pokusić się o przypuszczenie, że również alfa- 
synukleina wpływ a na szlak JNK. Wyniki badań  Hashimo- 
to i wsp. [61] oraz Seo i wsp. [62] popierają tę hipotezę.

Liczne doświadczenia wskazują na wzrost ekspresji alfa- 
synukleiny pod w pływem  stresu oksydacyjnego [63,64]. 
Quilty i wsp. [63] obserwowali wzrost poziom u alfa-synu­
kleiny tylko w części komórek, ale właśnie ta subpopulacja 
była bardziej odporna na działanie stresu oksydacyjnego, a 
w  konsekwencji — na indukcję procesu apoptozy. Również 
in vivo synukleina ma działanie ochronne na neurony do- 
paminergiczne [65], Podwyższony poziom alfa-synukleiny 
zwiększa ekspresję JIP1/IB-1, zmniejsza aktywację JNK i c- 
Jun oraz hamuje apoptozę [63]. Obserwuje się również w yż­
szą aktywność PI3K i Akt, co również w pływ a hamująco na 
JNK [62]. Łącznie rezultaty te sugerują, że podw yższony po­
ziom alfa-synukleiny ma działanie ochronne na neurony w 
w arunkach stresu oksydacyjnego. Z drugiej jednak strony, 
inni autorzy donoszą o apoptozie i autofagii w ywołanych 
nadekspresją alfa-synukleiny [66]. W zgodzie z tymi w yni­
kami wyciszenie ekspresji genu kodującego alfa-synukleinę 
działa antyapoptotycznie w w arunkach stresu oksydacyj­
nego [67]. Znane są także przypadki duplikacji [68] i tripli- 
kacji [69] genu SNACA, wywołujące rodzinną postać PD. 
Także polimorfizm prom otora genu SNACA, prowadzący 
do zwiększonej produkcji alfa-synukleiny, wydaje się być 
czynnikiem ryzyka sporadycznej postaci PD [70].

PODSUMOWANIE

Choroba Parkinsona jest zaburzeniem neurodegenera- 
cyjnym, charakteryzującym się ogromną utratą neuronów
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dopaminergicznych. Jako główny czynnik przyczyniający 
się do zaniku neuronów dopaminergicznych w sporadycz­
nej postaci choroby Parkinsona, uznaje się stres oksydacyj­
ny. Tymczasem, w przypadkach dziedzicznych postaci PD 
główną rolę przypisuje się toksycznej agregacji zmutowanej 
alfa-synukleiny, niewydolności systemu ubikwityna-prote- 
osom, związanej z mutacjami parkiny i utracie właściwości 
przeciwutleniających, związanych z mutacjami DJ-1. Ostat­
nio coraz więcej danych wskazuje na możliwość istnienia 
mechanizmu molekularnego wspólnego zarówno dla spo­
radycznej, jak i rodzinnych postaci PD, związanych z m uta ­
cjami w genach: SNCA, DJ-1, PARKIN  i PINK-1. Mutacje w 
tych genach wydają się wiązać z nadm ierną aktywacją szla­
ku sygnalizacyjnego JNK w odpowiedzi na stres oksyda­
cyjny i, w konsekwencji, indukcją apoptozy. Na podstawie 
tych danych łatwo m ożna wyobrazić sobie mechanistyczny 
model choroby Parkinsona, w  którym  stres oksydacyjny, 
kaskada sygnałowa JNK i indukcja apoptozy są kluczowy­
mi elementami.
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The role of JNK pathway in familial Parkinson's disease 
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ABSTRACT

Parkinson's disease is a neurodegenerative disorder characterized by a dramatic loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra. Am ong  
the many pathogenic mechanisms thought to contribute to the demise of these cells in sporadic cases of PD, oxidative stress has taken center 
stage due to extensive experimental evidence show ing that dopamine- or MPTP-derived reactive oxygen species and oxidized dopamine m e­
tabolites may trigger toxicity through mitochondrial inhibition or deleterious modifications of biomolecules. In familial forms of PD, how e­
ver, the involvem ent of toxic protein aggregation (synuclein), impairment of ubiquitin-proteosome system (parkin, and loss of antioxidative  
properties (DJ-1) has gained attention. Recently, JNK pathway has come to light that could link malfunction of mutated DJ-1, parkin, PINK1 
and alpha-synuclein to the oxidative stress-triggered apoptosis, finally ascribing a common pathogenic mechanism to both the sporadic and 
familial forms of PD.
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mieć charakter artykułów  monograficznych, krótkich not o najnow ­
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przez autorów  cytow anych prac oryginalnych, do czego Redakcja za­
chęca, należy uzyskać i przekazać nam  zgodę na przedruk, zarów no od 
autorów , jak i z w ydaw nictw a. Niemniej konstruow anie oryginalnych 
rycin i zbiorczych tabeł na podstaw ie danych z piśm iennictw a jest rów ­
nież mile widziane. Przekazanie artykułu  do redakcji jest rów noznacz­
ne z oświadczeniem , że nadesłana praca nie była publikow ana ani nie 
została zgłoszona do publikacji w  innym  czasopiśmie, natom iast jeżeli 
zostanie ogłoszona w  „Postępach Biochemii", jej publikacja w  całości 
lub we fragm entach w  innym  czasopiśm ie wym agać będzie uprzedniej 
zgody Redakcji.

Redaktor Naczelny lub Redaktor Prow adzący pracę podejm uje de­
cyzję o przyjęciu lub odrzuceniu m anuskryptu  na podstaw ie własnej 
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popraw ek odautorskich, A utorzy otrzym ują drogą elektroniczną opi­
nie recenzentów  i proszeni są o przygotow anie poprawionej wersji 
m anuskryptu  i odesłanie go do Redakcji w  ciągu 8 tygodni. Ostatecz­
ną decyzję o przyjęciu pracy podejm uje Redaktor Naczelny w  ciągu 2 
tygodni od otrzym ania poprawionej wersji m anuskryptu.

A utorzy są zobow iązani do w ykonania korekty autorskiej i poinfor­
m ow ania Redakcji o koniecznych zmianach, pocztą elektroniczną lub 
faksem, w  ciągu 3 dni od chwili otrzym ania.

Każdy z A utorów  otrzym uje jeden egzem plarz num eru „Postępów 
Biochemii", w  którym  ukazał się jego artykuł.

WSKAZÓWKI SZCZEGÓŁOWE:
Przed przystąpieniem  do napisania artykułu A utorzy są prosze­

ni o zapoznanie się z najnow szym  num erem  „Postępów Biochemii", 
aby przygotow ać pracę pod w zględem  edytorskim , językow ym  oraz 
jakości m ateriału  ilustracyjnego, które będą odpow iadały aktualnym  
wym ogom  Redakcji. A rtykuły pow inny być pisane językiem  nauko­
wym , lecz zrozum iałym  dla niespecjalistów. Popraw ność logiczna i 
stylistyczna tekstu w arunkuje jego jednoznaczność i czytelność. A uto­
rzy w inni unikać składni obcojęzycznej, gw ary laboratoryjnej, a także 
ograniczać stosow anie skrótów  naw et, jeśli bywają używ ane w  p ra ­
cach specjalistycznych. Każda z prac nadesłanych do Redakcji podlega 
ocenie specjalistów i opracow aniu redakcyjnem u. Redakcja zastrzega 
sobie praw o dokonania skrócenia tekstu i w prow adzenia koniecznych 
zmian, rów nież w  m ateriale ilustracyjnym.

PRZYGOTOW ANIE MANUSKRYPTU:
Prosim y o nadsyłanie prac pocztą elektroniczną. W wyjątkow ych 

przypadkach dopuszcza się, przysyłanie prac na dyskietce lub płycie 
CD. Tekst w inien być zapisany jako *.doc w  formacie IBM PC, a pliki 
zawierające ryciny jako: *.tif, *.cdr, *.psd lub *.eps. Tekst pow inien być 
napisany z zachow aniem  podw ójnego odstępu m iędzy w ierszam i, z 
użyciem  czcionki Times N ew  Rom an 12 lub Arial 12. Symbole i zna­
ki specjalne prosim y w stawiać kom endą „insert". W tekście prosim y 
wskazać miejsce um ieszczenia figur i tabel.

ORGANIZACJA MANUSKRYPTU:
W skazany jest podział artykułu  na nienum erow ane rozdziały i pod ­

rozdziały.
Strona 1 (tytułowa) zaw iera tytuł artykułu, im iona i nazw iska A u­

torów  (ze w skazaniem  autora korespondującego), tytuł naukow y każ­
dego z A utorów  i ich miejsce pracy z adresem  pocztowym , num erem

telefonu i adresem  poczty elektronicznej, słowa kluczowe (do 6), w ykaz 
stosow anych skrótów  (do 10) w  porządku  alfabetycznym  (ograniczony 
do niezbędnego m inim um ) oraz skrócony tytuł pracy (do 25 znaków).

K olejno num erow ane strony obejmują streszczenie (do 150 w yra ­
zów), tekst pracy i piśm iennictwo. N a kolejnych stronach w inny być 
um ieszczone tabele oraz tytuły i objaśnienia rycin. Ostatnia strona w in ­
na  zawierać następujące informacje w  języku angielskim: ty tu ł artyku ­
łu, im iona i nazw iska A utorów  oraz miejsca pracy, słowa kluczowe (do 
6) i krótkie streszczenie artykułu  (do 150 wyrazów).

P iśm iennictw o: Należy unikać nadm iernej liczby cytow ań orygi­
nalnych prac, odsyłając czytelników w  m iarę możliwości do artykułów  
przeglądow ych. Redakcja zaleca zacytowanie co najwyżej 70 publika­
cji, w  większości pochodzących z ostatnich 10 łat. W ykaz piśm iennic­
tw a obejmuje prace w  kolejności ich cytowania. W tekście, zaznacza 
się je liczbami porządkow ym i ujętym i w  naw iasy kw adratow e, np. 
[3,7,9-26], Sposób cytow ania prac oryginalnych (1) i przeglądow ych 
(2), książek (3), rozdziałów  z książek jednotom ow ych (4), rozdziałów  
z tom ów  serii opracow anych przez różnych redaktorów  (5) wskazują 
poniżej podane przykłady:

1. Jiang QX, Wang ON, MacKinnon R (2004) Electron microscopic analysis ol Kv AP
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5. Darżynkiewicz E, Jankowska-Anyszka M (2000) Struktura i funkcja końca 5'
(KAPU) mRNA i U snRNA, W: Koroniak H, Barciszewski J (red) Na pograniczu 
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Tabele w inny być opatrzone jednoznacznym  tytułem  i ew entualnie 
także niezbędnym i objaśnieniam i um ieszczonym i pod tabelą. W ielkość 
tabel pow inna być dostosow ana do szerokości jednego łam u (8,5 cm) 
lub strony (18 cm).

Ilustracje: ryciny w inny być zapisane jako: *.tif, *.cdr, *.psd, lub 
*.eps. Ryciny pow inny być w ykonane w  skali 1:1. Wielkość ryciny po ­
w inna być dostosow ana do szerokości jednego łam u (8,5 cm) lub stro ­
ny (18 cm). N a rycinach nie należy um ieszczać opisów słownych, lecz 
posługiw ać się skrótami. Opisy na rysunkach pow inny być w ykonane 
czcionką Arial 8 p. Ilustracje i tabele prosim y przesyłać w  osobnych 
plikach. Bitmapy (pliki tif, psd) pow inny mieć m inim alną rozdziel- 
czość300 dpi dla obrazów  kolorowych i skali szarości (zdjęcia czarno 
białe) oraz 600 dpi dla ilustracji czarno-białych (schematy, w zory struk­
turalne zawierające tylko czerń i biel).

Prace w  form ie elektronicznej prosim y przesyłać na adres: 
postepy@ nencki.gov.pl

W przypadkach uzasadnionych, np. brakiem  odpow iedniego opro ­
gram ow ania, prosim y o przysłanie pracy na dyskietce lub płycie CD; 
zabezpieczonej p rzed uszkodzeniem  w  czasie transportu , na adres:
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Tow arzystw a Biochemicznego, od 1 stycznia 2006 roku, Tow arzystw o 
pobiera od A utorów  opłatę, pokrywającą częściowo koszt druku  arty ­
kułu. O płata za w ydrukow anie jednej strony artykułu  w ynosi 150 zł. 
Szczegółowe informacje zam ieściliśmy pod  adresem: 

w w w .postepybiochem ii.p l/op laty .h tm

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

mailto:postepy@nencki.gov.pl
http://www.postepybiochemii.pl/oplaty.htm
http://www.postepybiochemii.pl


Helping all people 
live healthy lives

Optymalizuj swoje wyniki
Nowość: Zestawy BD™ Calcium Assay

Kombinacja Dająca Sukces

•  Nowość: Zestawy BD™ Calcium ¡ PBX Calcium 

Assay: Zwiększony stosunek sygnału do tła w  

po rów nan iu  do m etod standardowych.

•  BD ACTOne™  cAMP Assay: Stabilnie 

transfekowane komórki HEK293 posiadające 

ekspresję opa ten tow anego  biosensora typu 

CNG (cydic nudeotide-gated) i receptorów  

GPCR połączonych z białkiem Gs lub Gi.

BD, BD Logo i wszystkie inne znaki handlowe są własnością Becton, Dickinson and Company. @2007 BD 
A712-00

•  BD Falcon™ i BD BioCoat™  View ing Plates 

do Oznaczeń Fluorescencyjnych: W ybór 

przygotowanych do hodow li i go tow ych do 

użycia, b iologicznie pokrytych powierzchni 

wzmacniających przyleganie komórek, ich 

rozprzestrzenianie i wzrost.

Skontaktuj się z nami aby dowiedzieć się 
więcej o optymalizacji oznaczeń!

BD Biosciences
Becton Dickinson Polska Sp.z o.o. 
ul. Królowej Marysieńki 90, 

02-954 Warszawa 
tek: +48 22 651 75 88 
faks: +48 22 651 75 89 
www.bdbeurope.comhttp://rcin.org.pl

http://www.bdbeurope.com


BD Pathaway HT™ Bioimager
Badania Żywych Komórek Za Pomocą Automatycznego 
Obrazowania Konfokalnego

jBD
Szybko rozwijane metody oparte na 
komórkach do tworzenia nowych leków i badań podstawowych

Helping all people 
live healthy lives

•  Pokrycie pełnego spectrum z użyciem 16 f i l t rów  
wzbudzenia i 8 f i l t ró w  w  torze emisji

Możliwość bezpośredniego oglądania 
próbki jak w  mikroskopie

•  Au to fokus i automatyczna identyfikacja 
śledzenia komórki

Przełączanie pomiędzy trybem konfokalnym 
szerokim polem

•  Pomiary kinetyki lub punktu  końcowego 

Skontaktuj się z nami po więcej informacji!

Zintegrowana kontrola temperatury i C 0 2

•  Możliwość obrazowania zarówno komórek jak 
i tkanek

Do Badań Naukowych. Nie używać do diagnostyki lub leczenia
BD, BD Logo i wszystkie inne znaki handlowe są własnością Becton, Dickinson and Company. 
A712-00

BD

BD Biosciences
Becton Dickinson Polska Sp.z o.o. 
ul. Królowej Marysieńki 90, 

02-954 Warszawa 
te l.: +48 22 651 75 88 

faks: +48 22 651 75 89 
www.bdbeurope.comhttp://rcin.org.pl

http://www.bdbeurope.com

	SPIS TREŚCI



