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Szanowni Panistwo,

Przy okazji trzeciego numeru ,,Postepéw Biochemii', ktory trafia do Panstwa rgk w tym roku, serdecznie zapraszam nie tylko do lektury
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stepybiochemii.pl. ; /
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Polskie publikacje z lat 2000-2007 wchodzace w sktad

wspotczynnika H dla biologii molekularnej i biochemii

Andrzej Pile

Instytut Farmakologii PAN w Krakowie i
Collegium Medicum UJ

W 2005 roku amerykanski fizyk J.
E. Hirsch przedstawit w PNAS (102:
16569-16572) wspotczynnik H jako
szczegOlnie przydatny do okreslania
klasy naukowej badaczy w wielu roz-
nych dyscyplinach nauki. W tym sa-
mym roku praca Hirscha zostata sze-
rzej opisana w Forum Akademickim
w artykule P. Misiaka (9, 57-59).

Wspoétczynnik H jest rowny liczbie
publikacji cytowanych co najmniegj
h razy (na przyktad, wspotczynnik
H réowny 20 oznacza, ze dwudzie-
sta z kolei publikacja badacza, jezeli
jego publikacje bytly uszeregowane
w zaleznosci od liczby uzyskanych
cytowan, cytowana byta niemnigj
niz 20 razy). Wspdtczynnik H nadaje
sie do porownywania nie tylko poje-
dynczych naukowcéw, ale osrodkow
i dziedzin naukowych. Co wazne,
szybko$¢ jego wyznaczenia jest mie-
rzona w sekundach.

W niniejszym opracowaniu przed-
stawiono dane na temat wspotczyn-
nika H dla prac z biologii moleku-
larnej i biochemii. Poszukiwania (w
dniu 20.07.2007 r.) przeprowadzono
korzystajgc z bazy ISI Web of Know-
ledge. Baza ta zidentyfikowata 5686
publikacji z wymienionych dyscyplin
nauki, ktérych autorzy posiadajg pol-
ska afiliacje. Prace te cytowane byty w
sumie 28720 razy, co daje $rednio 5,05
cytowan na publikacje. Wspotczynnik
H dla tych prac wynosi 47, co ozna-
cza, ze czterdziesta si6dma publika-
cja uzyskata co najmniej 47 cytowan;
poniewaz prace nr 45-47 (patrz spis
publikacji na koAcu artykutu) byty cy-
towane 49 razy, a prace nr 48 i 49 maja
po 47 cytowan, takze ite prace zostaly
zamieszczone na liscie. Oznacza to, ze
jedna na 116 publikacji (z 5868 publi-
kacji) zalicza sie do prac okreslajacych
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wspotczynnik H. Wypada doda¢, ze
biologia molekularna i biochemia
sg na trzecim miejscu w kraju pod
wzgledem liczby opublikowanych w
tym okresie prac. Na pierwszym jest
chemia fizyczna z 7867 pracami (ale
nizszym wspotczynnikiem H, row-
nym 39).

Wydaje sie, ze sposrod nauk bio-
logiczno-medycznych wspétczynnik
H jest najwyzszy wtasnie dla bioche-
mii i biologii molekularnej. Sposréd
5686 prac najwiecej publikowano w
Acta Biochim Polon (603 prace); ko-
lejne miejsca zajety: 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).
Najwiecej prac wchodzacych w skiad
wspotczynnika H opublikowali bada-
cze z Miedzynarodowego Instytutu
Biologii Molekularnej i Komorkowej
(MIBMIK) z Warszawy (12 publikaciji,
co stanowi 24,5% z 49 prac wymie-
nionych na liscie), drugie miejsce zaj-
muje Uniwersytet Warszawski — 10
publikacji (20,4%), a trzecie Instytut
Biochemii i Biofizyki PAN w War-
szawie (6 prac, 12,2%). Po trzy prace
(po 6,1%) pochodzg z: Uniwersytetu
Jagiellonskiego, Uniwersytetu Torun-
skiego, Uniwersytetu Medycznego w
Bydgoszczy, Instytutu Chemii Bio-
organicznej PAN w Poznaniu oraz
Centrum Medycznego Ksztatcenia
Podyplomowego w Warszawie; dwie
publikacje (4,1%) zostaty opubliko-
wane przez badaczy z CBMiM PAN
w todzi.

Wida¢ wyraznie, ze kilka osrod-
kéw badawczych w kraju dostarcza
niemal wszystkich publikacji wcho-
dzacych w skitad wspotczynnika H w
tych dziedzinach nauki, z czego 57,1%
trzy pierwsze os$rodki. Dwadziescia
sze$¢ publikacji powstato w placow-
kach badawczych PAN, 24 w placow-
kach uczelnianych, a 5 w instytutach
resortowych. Geograficznie dominu-
je Warszawa (31 prac), 6 powstato w

Poznaniu, 5w todzi, 4 w Krakowie,
po 3w Toruniu i w Bydgoszczy, 2 w
Gdansku.

Naukowcy, ktérzy opublikowa-
li najwiecej takich prac, to Stawomir
Filipek oraz Janusz Bujnicki z MIB-
MiK (po 6 prac). Cztery publikacje
sg autorstwa Leszka Rychlewskiego
(obecnie z BiolnfoBank). Po 2 publi-
kacje majg: Artur Stupianek, Tomasz
Skorski, Grazyna Hoser z Centrum
Medycznego Ksztatcenia Podyplomo-
wego w Warszawie, Matgorzata Kra-
bownik z Uniwersytetu Medycznego
w todzi, Pawet Jaruga z Collegium
Medicum w Bydgoszczy oraz Alicja
Wawrzynéw, Maciej Zylicz i Michat
Kurowski z MIBMiK.

58% prac powstato przy znaczacym
lub dominujagcym (ponad 50%) udzia-
le partneréw zagranicznych. Autorzy
krajowi (nazwiska podane thustym
drukiem w spisie publikacji ponizej)
dominujg (60-100% udziatu) w 14
publikacjach. Nalezy zauwazy¢, ze
niektdre z tych publikacji wejda row-
niez w sktad wspotczynnika H wyli-
czonego dla innych dyscyplin nauki.
Ponizej zamieszczono liste publikacji
w kolejnosci cytowan; liczba cytowan
zostata wyttuszczona i jest umiesz-
czona na koncu danych dotyczacych
publikacji.

Spis prac z dziedziny biochemii i
biologii molekularnej, opublikowa-
nych w okresie styczen 2000-lipiec
2007 i wchodzacych w skiad wspdt-
czynnika H, ktérych niektérzy auto-
rzy posiadajg polska afiljacje
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 Washing-

ton, Seattle, USA; Warsaw Univ, Int Inst

Mol & Cell Biol, Warsaw, Poland; Warsaw

Univ, Fac Chem, Warsaw, Poland, J Biol

Chem 278: 21655-21662 - 174
2. Friml J, Benkova E, Blilou I, Wi$niewska 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,
Kdln, Germany; Inst Gen & Mol Biol, Dept
Biotechnol, Torun, Poland, Cell 108: 661-
673 - 138

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

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

Dizdaroglu M, Jaruga P, Birincioglu M,
Rodriguez H (2002) Free radical-induced
damage to DNA: mechanisms and measu-
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

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

. Puntervoll P, Linding R, Gemund 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 modular
eukaryotic proteins. Dept Molec Biol, Univ
Bergen, Norway; BiolnfoBank Inst, Poznan,
Poland, Nucleic Acids Res 31: 3625-3630
102

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, Warsaw, Po-
land, Protein Sei 10: 2354-2362 — 101

Slupianek A, Schmutte C, Tombline G,
Nieborowska-Skorska M, Hoser G, No-
wicki MO, Skorski T (2001) BCR/ABL
regulates mammalian 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

Roberts RJ, Belfort M, Bestor T, Bhagwat
AS, Bickle TA, Bitinaite J, Piekarowicz A,
Szybalski W (2003) A nomenclature for
restriction enzymes, DNA methyltransfera-
ses, homing endonucleases and their genes.
New England Biolabs, Beverly, USA; War-
saw Univ, Inst Microbiol, Warsaw, Poland,
Nucleic Acids Res 31:1805-1812 — 96
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11

12.

13.

1.

N

15.

16.

17.

18.

19.

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

Slominski A, Wortsman 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

Mirzadegan 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, Warsaw, Poland; Dept Chem,
Warsaw Univ, Warsaw, Poland, Biochemi-
stry 42: 2759-2767 - 82

.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

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

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

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 with aspirin-intolerant asthma.
Dept Med, Jagiellonian University Medical
School, Cracow, Poland, Am J Respir Cell
Mol Biol 23: 290-296 - 77

Niedzwiecka A, Marcotrigiano J, Stepinski
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nowisko Forum w kwestii zwieksza-
nia restrykcyjnosci organéw Panstwa
wobec fundacji utrudniajgcych im w
kraju prowadzenie dziatalnosci, do
ktérej zostaly powotane. Szczegdlne
zaniepokojenie Fundacji budzi art. 31
projektu RM. Na jego mocy rzad chce
zobowigza¢ fundacje, ktérych funda-
torem jest Skarb Panstwa (bgdz w po-
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kacji tych statutow, ze zmiang celéw
fundacji wi#acznie. Minister Skarbu
PahAstwa chce w ten sposéb uzyskaé
nieograniczone prawo odwotywania i
powotywania cztonkéw organéw we-
wnetrznych tych organizacji.

Wedtug Zarzadu FNP art. 31 pro-
jektowanej ustawy ma na celu w isto-
cie nie tyle zwiekszenie kontroli pan-
stwa nad fundacjami, co uzyskanie,
nieograniczonej postanowieniami sta-
tutéw witadzy nad tymi fundacjami.
Moze to spowodowac nie tylko utrate
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niezaleznosci fundacji stworzonych z
udziatem $rodkéw publicznych, ale
przyczyni¢ sie do powstania nieprzej-
rzystej, sprzyjajacej korupcji struktury
»~fundacji rzadowej", w ktérej zaréw-
no zarzadzanie, jak i kontrola pozo-
stajg w tych samych rekach. W efekcie
uchwalenia ustawy, zawierajacej art.
31, wtadze w takich fundacjach moga
przejac politycy. Tym samym instytu-
cje, ktére ze swej istoty sg apolityczne
zostang upolitycznione. Paradoksal-
nie, uzasadnieniem dla wprowadze-
nia nowej ustawy jest cheé¢ zapobieze-
nia takim witasnie patologiom.

Projekt nowej ustawy o fundacjach
wprowadza réznicowanie fundacji ze
wzgledu na pochodzenie $rodkéw,
jakie otrzymaty na realizacje swoich
celow statutowych, a jest to niezgod-
ne z gwarantowang przez Konstytu-
cje RP zasadg rownosci. Zastrzezenia
dotyczace mozliwej niekonstytucyj-
nosci projektu ustawy zgtosito m.in.
Rzadowe Centrum Legislacji. Zarzad
FNP w swoim stanowisku podkre-
$lit, ze finansowanie nauki wymaga
istnienia niezaleznej, niebudzetowej
i apolitycznej instytucji odpowiadaja-
cej charakterem podobnym organiza-
cjom w krajach zachodnich. Dotych-
czas fundacje zatozone z udziatem
Srodk6w Skarbu Panstwa dziataja
tak samo jak inne fundacje w oparciu
o ustawe o fundacjach i nadane im,
zgodnie z wolg fundatora, statuty.
Autorzy stanowiska podajg, ze FNP
dziata od 1991 r. FNP otrzymata wte-
dy 95 min zt na realizacje misji wspie-
rania nauki. Madrze inwestowane
$rodki pozwolity na powiekszenie
posiadanego kapitatu do prawie 500
min zt w 2007 r., przy jednoczesnym
przekazaniu wsparcia naukowcom w
wysokos$ci 300 min zH Wieloletni do-
robek FNP moze by¢ obecnie zagro-
zony. FNP podlega wielostopniowej
kontroli. Organ nadzorczy FNP, Rada
Fundacji, co roku zleca renomowanej
firmie audytorskiej dokonanie kom-
pleksowej kontroli ksiegowej, a wyni-
ki, raporty finansowe i merytoryczne
ze swej dziatalnosci Fundacja przed-
stawia zar6wno Ministrowi Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego, jak réwniez,
jako organizacja pozytku publiczne-
go, Ministrowi Pracy i Spraw Spotecz-
nych. Raporty te Fundacja zamieszcza
rbwniez na swoich stronach inter-
netowych, gdzie publikuje Raport
Roczny. Przejrzysto$¢ dziatania FNP
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jest jednym z najpowaz-
niejszych instrumentow
budowania wiarygodno-
§ci, zarébwno w Polsce,
jak i wobec partneréow
zagranicznych, wsrod
ktorych sg m.in. tak sza-
nowane w $wiecie nauki
organizacje, jak Deut-
sche  Forschungsgeme-
inschaft, Alexander von
Humboldt Stiftung, Max
Planck Gesellsachaft, Re-

Na pytanie ,,Jak efektywnie
finansowa¢ nauke?" red.
Marka Czyza z telewizyjnej
Trojki  (debate transmito-
wata TV3), w dyskusji od-
powiadali goscie debaty,
osobowosci ze Swiata nauki
europejskiej i polskiej: prof.
Ernst-Ludwig  Winnacker
(Fot. 1), wieloletni prezes
Deutsche Forschungsgeme-
inschaft (DFG), a obecnie Se-
kretarz Generalny European

search Council of Nor- Research Council (ERC),
way, National Science Fotografia 1. Prof. Ermst- pierwszej paneuropejskiej
Foundation (USA), C€zy Ludwig Winnacker. organizacji wspierajacej
National Institutes of He- badania naukowe; prof.
alth (USA). Dieter Imboden (Fot. 2),

Zarzad FNP wyraza nadzieje, ze
art. 31 projektu ustawy o fundacjach
zostanie przez Srodowisko naukowe
kraju uznany za wyrazng probe naru-
szenia autonomii jednej z najwazniej-
szych instytucji dziatajagcych w Polsce

prezes Research Council of the Na-
tional Science Foundation (SNF) oraz
wiceprezes EUROHORCs (European
Heads of Research Councils), niefor-
malnego stowarzyszenia skupiaja-
cego szefow narodowych instytucji
odpowiedzialnych za finan-

na rzecz nauki, a takze
wyznaczajacej standardy
dziatania, na podobien-
stwo najwazniejszych in-
stytucji finansujacych na-
uke w Europie i na Swie-
cie. Wedtug Zarzadu FNP
art. 31 projektu ustawy o
fundacjach przeczy idei
spoteczenstwa obywatel-
skiego, w ktorym obywa-
tele solidarnie przejmuja
cze$¢ obowigzkéw zwig-
zanych z funkcjonowa- proografia 2
niem Panstwa i spoteczen- Imboden.
stwa jako wspolnoty. A na

tym opiera sie misja FNP,

ktora tylko dzieki swej niezaleznosci
i statusowi organizacji pozarzagdowej
moze sprawnie i skutecznie wspo-
magac¢ finansowanie nauki w Polsce,

Prof.

sowanie badah w Europie;
prof. Michat Sewerynski,
Minister Nauki i Szkol-
nictwa Wyzszego RP oraz
prof. Maciej Zylicz (Fot.
| 3), prezes FNP. Za posred-
| nictwem telewizji w deba-
cie uczestniczyt rowniez
dr Wilhelm Krull, prezes
Fundacji Volkswagena, naj-
wiekszej niezaleznej orga-
nizacji ,,non-profit", wspie-
) rajagcej badania naukowe w
Dieter Njemczech. W trakcie dys-

kusji, gosciom udato sie

zaprezentowac i poréwnac
réznorodne doswiadczenia odnoszg-
ce sie do zasad finansowania nauki
zaréwno na szczeblu krajowym, jak
i ogolnoeuropejskim. Uczestnicy de-

w spos6b niemozliwy
do osiggniecia przez
organy witadzy pan-
stwowej (opracowano
na podstawie i z wy-
korzystaniem cytatéw
z oryginatu stanowi-
ska FNP).

Miedzynarodowa
debata na temat efek-
tywnego finansowa-
nia nauki odbyta sie
w koncu czerwca w
Bibliotece Uniwersy-
tetu Warszawskiego.

Fotografia 3. Prof. Maciej Zylicz.
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baty odniesli sie do zachodzacych
obecnie w Europie zmian w podejsciu
do finansowania nauki. Doskonatym
przyktadem tych zmian jest Europej-
ska Rada ds. Badan Naukowych (Eu-
ropean Research Council). Organi-
zacja ta oddaje catkowicie inicjatywe
samym naukowcom, tak aby tema-
tyka prowadzonych badan nie byla
rezultatem decyzji politycznych, lecz
byta inspirowana przez $rodowisko
naukowe. Dyskutowano réwniez o
istotnej roli fundacji, ktore elastycznie
i skutecznie wspomagajg finansowa-
nie nauki w sposéb niemozliwy do
osiggniecia przez instytucje panstwo-
we. Zaréwno dr Krull, postugujac sie
przyktadem Fundacji Volkswagena,
jak i pozostali zagraniczni goscie, nie-
jednokrotnie podkreslali, jak wazna
jest autonomia i niezalezno$¢ tych
organizacji. Inicjujac debate, autorzy
programu majg nadzieje, Ze jest to po-
czatek dyskusji, ktéra z czasem prze-
rodzi sie w miedzynarodowe forum,
stuzgce wymianie mys$li i doswiad-
czen na temat najskuteczniejszego
systemu finansowania nauki (wedtug
PAP Nauka w Polsce).

Lublin — Miasto Wiedzy. Prof.
dr hab. Zdzistaw Tar-
gonski (Fot. 4), rektor
Akademii Rolniczej w
Lublinie, wraz z pozosta-
tymi rektorami wyzszych
publicznych uczelni Lu-
blina, podpisat dokument
uruchamiajgcy realizacje
projektu Lublin — Mia-
sto Wiedzy. Celem tego
projektu jest utworzenie
sieci wspoétpracy pomie-
dzy szkotami wyzszymi,
jednostkami naukowymi,
samorzgdem
nym i przedsiebiorcami, Tareorski.
a takze przyciagniecie
do Lublina rzesz studen-
téw nie tylko z kraju, ale i z zagrani-
cy. Uroczysto$¢ podpisania umowy
utworzenia konsorcjum odbyta sie w
auli Collegium Humanicum UMCS.
Dokument podpisali: prof. Jozef
Kuczmaszewski, rektor Politechniki
Lubelskiej, ks. prof. Stanistaw Wilk,
rektor KUL, prof. Wiestaw Andrzej
Kaminski, rektor UMCS, dr Adam
Wasilewski, prezydent Lublina, prof.
Zdzistaw Targonski, rektor AR, prof.
Andrzej Ksigzek, rektor AM oraz
prof. J6zef Horabik, p.o. dyrektora In-
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terytorial- Fotografia 4. Prof. Zzdzistaw prowadzenie

stytutu Agrofizyki PAN w Lublinie.
Z dokumentu wynika, ze projekt ma
charakter regionalny, a jego realizacja
ma podnie$¢ funkcje metropolitarne
miasta, a takze wptyna¢ na zwieksze-
nie poziomu innowacyjnosci catego
regionu. Realizacja projektu ma kosz-
towac¢ okoto 900 tys. zt. Trzy czwar-
te tej kwoty pochodzi z funduszy
Unii Europejskiej, a reszta z budzetu
Panstwa. Efektem programu ma by¢
promowanie Lublina jako waznego
o$rodka akademickiego, integracja
$Srodowiska naukowego, rozszerze-
nie wspotpracy z przedsiebiorcami,
zwiekszenie transferu wiedzy. W Lu-
blinie powstanie eksploratorium wraz
z parkiem nauki (centrum interak-
tywnej edukacji i prezentacji wiedzy
prawdopodobnie na terenach Parku
Ludowego) oraz os$rodek Eko-tech
bedacy najnowoczes$niejszym labora-
torium w Polsce, stuzgcym rolnictwu,
produkcji zywnoSci i ochronie $rodo-
wiska; lubelskie uczelnie beda Scislej
ze sobg wspotdziataé, tworzac m.in.
miedzyuczelniany Wydziat Biotech-
nologii (wg informacji zawartej na
stronie www. AR w Lublinie).

Stypendium National Institutes
of Health (Bethesda, USA)
otrzymat dr med. Marek
Masiuk (32 lata, Fot. 5),
asystent w Zaktadzie Pa-
tomorfologu Katedry Pa-
tologii Wydziatu Lekar-
skiego Pomor-
skiej Akademii
Medycznej w
Szczecinie.  Dr
Masiuk otrzy-
mat 2-letnie sty-
pendium, ktdre
umozliwi  mu

badan w Labo-

ratorium Im-

munopatologii
w Narodowym Instytucie
Alergii iChoréb Zakaznych
w Rockville (istnieje mozli-
wos$é przediuzenia pobytu
o rok). Badania bedg doty-
czy¢ mechanizméw progre-
sji chtoniakow strefy brzeznej Sledzio-
ny u myszy do chtoniakéw rozlanych
z duzych komorek B (chtoniaki o ni-
skim i wysokim stopniu zto$liwosci).
Laboratorium w Rockville jestjednym
z najlepszych osrodkéw zajmujacych
sie uktadem chtonnym u myszy. Dr

Fotografia 5. Dr Marek Masiuk.

Masiuk, zwigzany ze S$rodowiskiem
biochemicznym Szczecina, traktuje
uzyskanie przez siebie stypendium
naukowego NIH jako sukces tego $ro-
dowiska.

Dr M. Masiuk jest absolwentem
Wydziatu Lekarskiego Pomorskiej
Akademii Medycznej w Szczeci-
nie (2000 r., dyplom z wyrdznie-
niem, S$rednia ocen 4,81). Stopien
doktora nauk medycznych uzyskat
21.09.2004 r. na podstawie wyréz-
nionej Summa cum laude rozpra-
wy ,,Ocena ekspresji nukleoliny i
jejl  wewnatrzjadrowej dystrybucji
w estrogeno-ujemnych i estroge-
no-dodatnich rakach sutka u kobiet
przy pomocy laserowego cytome-
tru skaningowego". Specjalizacje Il
stopnia z patomorfologii uzyskat w
dniu 24.04.2007 r. Podczas studiow
byt stypendystg Ministra Zdrowia i
Opieki Spotecznej (lata 1997/98 do
1999/2000). W latach 1997-2000 byt
wyrézniany i nagradzany za prezen-
tacje wynikéw swoich badan pod-
czas sesji Studenckich Towarzystw
Naukowych. Otrzymal tez nagrode
w konkursie "Najwszechstronniej-
szy Student Pomorskiej Akademii
Medycznej" w roku akademickim
1999/2000 oraz nagrody zespotowe
(I-go stopnia) Rektora PAM w Szcze-
cinie za publikacje w latach 2004 i
2005. W roku akademickim 2000/ 2001
dr Masiuk byt opiekunem Studenc-
kiego Kota Naukowego
przy Zaktadzie Patomor-
fologii PAM, za$ w latach
2002-2003 kierownikiem
| projektu ,,Ocena ekspresji
nukleoliny ijej wewnatrz-
komaérkowej dystrybucji
w estrogeno-dodatnich i
estrogeno-ujemnych ra-
kach sutka u kobiet" fi-
nansowanego przez KBN.
Gtowne kierunki badan
i zainteresowan nauko-
wych dr Masiuka obejmu-
jam.in. znalezienie zwigz-
ku pomiedzy poziomem
syntezy nukleoliny, biatka
c-myc i receptora estro-
genowego a rozwojem raka sutka u
kobiet, zastosowania laserowej cyto-
metrii skaningowej i analizy obrazu
do oceny poziomu i rozmieszczenia
receptora estrogenowego a w rakach
sutka, réznice molekularne pomiedzy
rakiem przewodowym izrazikowym
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sutka, zastosowanie metod cytome-
trycznych w biologii molekularnej.

Dr M. Masiuk posiada w swoim
dorobku 12 oryginalnych publikacji
w czasopismach recenzowanych o
zasiegu miedzynarodowym, a takze
bogaty dorobek publikacyjny w in-
nych czasopismach recenzowanych
i materiatach konferencyjnych. Jest
aktywnym cztonkiem towarzystw
naukowych, w tym Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego (od 1997 r.),
Polskiego Towarzystwa Patologéw
(od 2002 r.) i Polskiego Towarzystwa
Biologii Komorki (od 2005 r.). Jest
zonaty z dr med. Magdaleng Baskie-
wicz-Masiuk, adiunktem w Zaktadzie
Patologii Ogdlnej PAM, specjalizujaca
sie w dermatologii i chorobach we-
nerycznych. Poza zainteresowaniami
zawodowymi bez reszty zajmujg Go:
turystyka, narciarstwo, rosliny domo-
we istare mikroskopy.

Stypendia zagraniczne FNP dla
miodych doktoréw (Program KO-
LUMB). W rozstrzygnietej w czerw-
cu b.r. osiemnastej edycji konkursu
15 mitodych naukowcow otrzymato
roczne stypendia na badania w za-
granicznych placdwkach naukowych.
W dziedzinie nauk matematyczno-
przyrodniczych stypendia otrzymali
m.in.: dr Marcin Binkowski z Zak#ta-
du Komputerowych Systemow Bio-
medycznych Uniwersytetu Slaskiego
—staz w Institute of Orthopaedics &
Musculoskeletal Science, University
College London (Wielka Brytania)

(Fot. 6) z Katedry i
Zaktadu Immunologii
Klinicznej Akademii
Medycznej w Lublinie
— staz w Labor ftir
Tumorimmunologie,
Universitatsklinikum
Ulm (Niemcy) po-
Swiecony identyfikacji
nowych celéw immu-
noterapii chorych na
przewlekta biataczke
limfocytowg B-ko-
morkowaq; dr Bartosz
Karaszewski (Fot. 7)

z Kliniki Neurologii Fotografia 7. Dr Bartosz Karaszewski.

Dorostych Akademii

Medycznej w Gdan-

sku — staz w Division of Clinical
Neurosciences, Brain Imaging Rese-
arch Centre, University of Edinburgh
(Wielka Brytania) w celu wyjasnienia
udziatu okreslonych biatek mitochon-
drialnych, reakcji zapalnych i tempe-
ratury tkanki nerwowej w zjawisku
neuroprotekcji w ostrej fazie udaru
niedokrwiennego mozgu; dr Mal-
gorzata Pilot z Muzeum i Instytutu
Zoologii PAN w Warszawie — staz
w School of Biological and Biomedi-
cal Sciences, University of Durham
(Wielka Brytania) w celu przepro-
wadzenia badan poréwnawczych

nad wptywem czynnikéw ekologicz-
nych i behawioralnych na genetycz-
ng strukture populacji u mobilnych
ssakow ladowych i morskich: wilka i
orki; dr Jarostaw Zalewski z Instytu-
tu Kardiologii Collegium Medicum

w celu opracowania

nowej innowacyjnej
metody badania mi-
krostruktury  tkanki

kostnej do oceny stop-
nia jej mineralizacji
z wykorzystaniem
ilosciowej tomografii
wysokiej rozdzielczo-
§ci; dr Tomasz Dzie-
dzic z Kliniki Neuro-
logii Collegium Me-
dicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego —staz
w Institut fur Neu-

ropathologie, Georg- Fotografia 6. Dr Krzysztof Giannopoulos.

August-Universitat
Gottingen (Niemcy) w
celu okreslenia roli biatka tau i beta-
amyloidu w uszkodzeniu neuronow
u pacjentdw ze stwardnieniem roz-
sianym; dr Krzysztof Giannopoulos
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w  Krakowskim Szpitalu Specjali-
stycznym im. Jana Pawt#a Il —staz w
Department of Cardiovascular Medi-
cine, Katholieke Universiteit Leuven

(Belgia) w celu okreslenia zwiazku
pomiedzy wielkoscig strefy o niepra-
widtowej reperfuzji, mierzong za po-
mocg rezonansu magnetycznego, a
witasciwosciami skrzepu u pacjentéw
z zawatem serca, leczonych metoda
angioplasty ki wieficowej.

Stypendium finansowane z prze-
kazanych FNP $rodkéw funduszu
,Maria Sktodowska-Curie Joint
Fund 1" otrzymat dr Piotr Kwiat-
kowski (Fot. 8) z Instytutu Chemii Or-
ganicznej PAN w Warszawie w celu
odbycia rocznego stazu w Depart-
ment of Chemistry, Princeton Univer-
sity (USA) poswieconego badaniom
asymetrycznych reakcji kaskadowych
wobec organokatalizatoréw oraz ich
wykorzystaniu w syntezie produk-
téw naturalnych. Informacje o sty-
pendiach mozna uzyska¢ u koordy-
natora programu, Krystyny Frak, tel.
022 845-95-11, e-mail: krystyna.frak@
fnp.org.pl. Laureaci programu KO-
LUMB, po powrocie do kraju, moga
sie ubiegac o grant wspomagajacy dla
stypendystéw zagranicznych FNP, a
takze o subwencje w programie PO-
WROT/HOMING.

Polskie Towarzystwo Bioche-
miczne przyznato nagrode im. Jaku-
ba Karola Parnasa za najlepszg prace
doswiadczalng (lub zespdt Scisle ze
sobg powigzanych prac) z zakresu
biochemii, a wykonang w pracowni
na terenie Polski w roku 2006. Laure-
tami nagrody sg: Grzegorz Kudta, Le-
szek Lipinski, Fanny Caffin, Aleksan-
dra Helwak i Maciej Zylicz za prace
»High guanine and cytosine content
increases MRNA levels in mammalian
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cells" opublikowang w PLoS Biol.,
4(6): el80 (933-942).

Zarzad Gitoéwny Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego przyznat
nagrode im. Bolestawa Skarzynskie-
go za najlepszy artykut opublikowa-
ny w kwartalniku ,Postepy Bioche-
mii" w 2006 roku: Jolancie Skalskiej,
Grazynie Debskiej-Vielhaber, Marcie
Giab, Boguszowi Kulawiakowi, Do-
minice Malinskiej, 1zabeli Koszeli-Pio-
trowskiej, Piotrowi Bednarczykowi,
Krzysztofowi Dotowemu i Adamowi
Szewczykowi za prace ,Mitochon-
drialne kanaty jonowe", Postepy Bio-
chemii 52 (2): 137-144.

Polskie Towarzystwo Bioche-
miczne — Sekcja Kwaséw Nukle-
inowych oraz Sigma-Aldrich Polska
przyznatly nagrode za najlepszg pra-
ce doswiadczalng lub teoretyczng z
zakresu chemii i biochemii kwaséw
nukleinowych, wykonang gtdwnie
w Polsce, za 2006 rok: Bartoszowi
Brzezisze, Marcinowi Schmidtowi,
Izabeli Makatowskiej, Arturowi Jar-
motowskiemu, Joannie Pienkowskiej

styczna postawa, szerokimi horyzon-
tami i umiejetnoscig przekraczania
granic swojej specjalizacji naukowej.
Na rozstrzygniecie konkursu zapro-
szono troje nominowanych naukow-
cow, dr Matgorzate Lagisz,

wiat — w jezyku japonskim, ktérym
biegle wtada — historie, jezyk, zabyt-
ki, kuchnie, a takze piosenki i tance
polskie. Czynnie uprawia malarstwo.

Dr inz. Zbigniew Chaniecki (Fot. 9)

dr Sebastiana Ktoska i dr
Zbigniewa Chanieckiego.

Dr Malgorzata tagisz
uzyskata stopien doktora
w UJ. Zastosowata tech-
niki molekularne i mode-
lowanie komputerowe do
okreslenia wpitywu sub-
stancji chemicznych na
populacje bezkregowcow
lagdowych. 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)". Byla tworczynig
odbywajacych sie do dzi§ Obozéw
Atrakcyjnych Konwentykii (Warsz-
taty Technik Prezentacji Naukowych
w Zaborku). Ma tez

Fotografia 8. Dr Piotr Kwiatkowski.

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

Il edycja konkursu o nagrode im.
Artura Rojszczaka zostata w kon-
cu czerwca rozstrzygnieta. Nagroda
przyznawana jest mtodemu uczone-
mu, ktory, obok wybitnych osiggnie¢
naukowych wyr6znia sie humani-
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osiggniecia w zakresie
jezdziectwa, fotografii,
| sportow walki. Odby-
fa kilka ekstremalnych
podrézy na Poétnoc i
Wschad.

Dr Sebastian Kio-
sek z Uniwersytetu
Medycznego w todzi
swoja kariere nauko-
wg rozpoczynat w
Japonii.  Czteroletnie
stypendium rzadu ja-
ponskiego umozliwito
mu prace w zespole ja-
ponskich naukowcow
zajmujacych sie chorobami nowotwo-
rowymi gtowy i szyi. Odkryt m.in.
nowy mechanizm funkcjonowania re-
ceptora c-Met, zwigzanego z przerzu-
towaniem oraz nieznang wczesniej
funkcje biatka CD151. Wyniki jego
badan zdobyly uznanie na kongresie
chirurgbw  szczekowo-twarzowych
(6th Asian Congress on Oral and Max-
illofacial Surgery, 49thAnnual Meeting
of Japanese Society of Oral and Maxil-
lofacial Surgeons). Podczas pobytu w
Japonii na miedzynarodowych festi-
walach kultury, ale takze w szkotach
i przedszkolach japonskich przedsta-

Fotografia 9. Dr Zbigniew Chaniecki.

z Politechniki tédzkiej,
zaprezentowat swoje
| prace dotyczace zasto-
sowania tomografii w
@ monitorowaniu i dia-
gnozowaniu stanéw dy-
namicznych w silosach,
a takze do wykrywa-
nia stanéw awaryjnych
procesow sktadowania
| i transportu materiatow
| sypkich. Jego wynalazki
w tej dziedzinie sg nie-
stety nie opatentowane;
uzyskaty ziote medale
na 6-tej Miedzynaro-
dowej Wystawie Wy-
nalazkéw ,Innowacje
2005" w Gdansku, na 54-tej Swiatowe;j
Wystawie Innowacji ,,Eureka 2005" w
Brukseli oraz na Miedzynarodowych
Targach Wynalazczo$ci 2006 w Seulu.
Jednak nie one zadecydowaty o przy-
znaniu wiasnie dr Chanieckiemu Na-
grody im. Artura Rojszczaka. Uznanie
zdobyta jego praca z niepetnospraw-
nym studentem informatyki Politech-
niki todzkiej, Piotrem Wojtczakiem.
Dr Chaniecki od kilku lat dojezdza do
domu studenta, umozliwiajac mu re-
alizacje indywidualnego toku studiow
informatycznych.  Unieruchomiony
na wozku student korzysta ze specja-
listycznego sprzetu komputerowego.
Obstuguje komputer przy pomocy
myszki nagtownej; ruchy gtowy prze-
ktadane sg na pozycje kursora myszki
na ekranie monitora, admuchniecia w
specjalny ustnik realizujg funkcje kla-
wiszy myszki; tekst wprowadza do
komputera przy pomocy klawiatury
ekranowej sterowanej myszkg, nato-
miast rysuje z uzyciem odpowiednich
programow graficznych. Dr Chaniecki
jest przekonany, ze wiedza i umiejet-
nosci Piotra pozwolg mu znalezé pra-
ce i uzyska¢ wzgledng samodzielnos¢
zyciowg (Forum Akademickie).

SUPERHELISA 2007 - Ogélno-
polski Konkurs Wiedzy Biochemicz-
nej Studentéw Wydziatow Lekar-
skich (czwarta edycja), zorganizowa-
ny przez Katedre i Zaktad Biochemii |
Wydziatu Lekarskiego AM w Warsza-
wie, odbyt sie w dniach 21-22 maja.
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Po raz pierwszy konkurs zostat zor-
ganizowany przez Zaktad Biochemii i
Chemii Pomorskiej AM w 2004 r., aw
kolejnych latach przez Katedre i Za-
ktad Biochemii AM w Poznaniu i Za-
ktad Biochemii Collegium Medicum
w Bydgoszczy. Konkurs sktada sie z
trzech etapow. W pierwszym etapie
uczestnicy odpowiadajg na 100 pytan,
w czasie nie dtuzszym niz 100 minut.
W drugim etapie uczestnicy w ciggu
50 minut pisemnie opracowujg zagad-
nienia wynikajace z 5 pytan przekro-
jowych. W trzecim etapie 10 studen-
tow (finatlowa grupa) odpowiada na
3 takie same pytania (wylosowane
uprzednio przez jednego z uczestni-
kéw) w czasie nie przekraczajagcym 15
minut. Wszystkie pytania Konkursu
sgwybierane z puli pytan przestanych
wczedniej do organizatora konkursu
przez kierownikéw Zaktadéw Bio-
chemii uczelni biorgcych udziat. WIV
edycji Konkursu uczestniczyto 13 ze-
spotéw, po 3 osoby w kazdym zespo-
le, z Uniwersytetu Medycznego w Po-
znaniu, Uniwersytetu Medycznego w
todzi, Collegium Medicum UJw Kra-
kowie, Slaskiej Akademii Medycznej
w Katowicach, Akademii Medycznej
w Gdansku, Akademii Medycznej w
Warszawie (11l Wydziatu Lekarskie-
go), Collegium Medicum w Bydgosz-
czy, Akademii Medycznej we Wrocta-
wiu, Akademii Medycznej w Lublinie
(I'i 1 Wydziatu Lekarskiego), Uniwer-
sytetu Wojskowo-Medycznego w to-
dzi i Pomorskiej Akademii Medycznej
w Szczecinie.

Laureatami IV edycji Konkursu SU-
PERHELISA 2007 w klasyfikacji indy-
widualnej zostali: Katarzyna Puznia-
kowska z UM w Poznaniu (I miejsce),
Malwina Pietrzy-

go oraz firm Merck i Sigma-Aldrich
Laureaci otrzymali nagrody (Fot. 10),
a wszyscy uczestnicy Konkursu, upo-
minki (opracowano na podstawie ma-
teriatow przygotowanych przez prof.
Anne Baranczyk-Kuzme).

W roku 2006 juz po raz 13 mitodzi
naukowcy ubiegali sie 0 Krajowa Na-
grode Naukowg z Zakresu Genety-
ki Roslin im. Stefana Barbackiego,
ustanowiong przez Rade Naukowa
Instytutu Genetyki Roslin PAN w
Poznaniu. Kapituta Nagrody przy-
znata dwie nagrody: nagrode | stop-
nia dr Danucie Babuli z Instytutu Ge-
netyki Roslin Polskiej Akademii Nauk
w Poznaniu za ,Wktad w rozwdj ge-
nomiki poréwnawczej na poziomie
organizacji i funkcjonowania genomu
Brassica oleracea L. i Arabidopsis thalia-
na L. Heynh" oraz nagrode Il stopnia
dr Witoldowi Wachowiakowi z Insty-
tutu Dendrologii Polskiej Akademii
Nauk w Koérniku za ,Badania doty-

laniem pod wptywem stresu neuro-
peptydu Y (NPY), a zwigekszonym gro-
madzeniem sie ttuszczu w tkankach.
Musi temu towarzyszy¢ przewlekty
stres i dieta bogata w cukry i tluszcze.
NPY jest neuroprzekaznikiem wydzie-
lanym w rdzeniu przedtuzonym, pod-
wzgO6rzu i autonomicznym uktadzie
nerwowym (szczegdlnie w neuronach
noradrenergicznych). Jest regulatorem
rytmu dobowego organizmu, odpo-
wiedzi na stres, funkcji seksualnych
oraz taknienia (wzmaga apetyt). Hor-
mon ten wzmacnia dziatanie noradre-
naliny (zweza naczynia krwionosne),
reguluje takze odpowiedz uktadu
odporno$ciowego na zakazenia, ak-
tywujac lub hamujac komorki uktadu
odpornosciowego. Uwalnianie NPY
wzrasta po wysitku fizycznym, pod
wptywem stresu lub draznienia im-
pulsami elektrycznymi o wysokiej
czestotliwosci. Grupa badawcza prof.
Zukowskiej odkryta, ze zablokowanie
receptorow NPY zapobiega

czace procesdw hybrydyzacji
i introgresji w naturalnych
populacjach Pinus mugo, Pi-
nus sylvestris i Pinus uliginosa
oraz w roju mieszancowym
tych gatunkéw" (Sekretarz
Kapituty Nagrody).

Prof. Zofia Zukowska (Fot.
11), kierujagc miedzynarodo-
wym zespotem na George-

town University w Waszyng- Fotografia 11. Prof. Zofia
mechanizmy Zukowska.

tonie, bada
odpowiedzialne za nadwage.

Wczesniej wykazano, ze o ile

pod wptywem krétkotrwatego stresu
mozna schudng¢, to przewlekty stres
prowadzi do wzrostu masy ciata. Ze-
sp6t kierowany przez prof. Zukow-
skag podjat badania

kowska z UM w to-
dzi (Il miejsce) iKa-
mil Kurza ze $1AM
w Zabrzu (Il miej-
sce). W klasyfika-
cji zespotowej, po-
dobnie jak w latach
ubiegtych, | miejsce
zajeli studenci Uni-
wersytetu Medycz-
nego w Poznaniu,
Il miejsce studenci Fotografia 10.

z AM w Gdansku,

a Il miejsce z Uni-

wersytetu Medycznego w kLodzi.
Dzieki pomocy Prorektora ds. Dydak-
tyki, prof.dr hab. Piotra Zaborowskie-
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myszy karmionych
odpowiednikami
typowego »Smie-
ciowego jedzenia" i
poddawanych stre-
sowi (przez godzineg
dziennie trzymano
je w plytkiej wodzie
albo zamykano w
jednej klatce z agre-
sywnymi osobnika-
mi). Okazato sie, ze
takie postepowanie
w  krotkim czasie
prowadzi do otytosci oraz rozwoju
cukrzycy i nadcisnienia. Wykazano,
ze istnieje zwigzek pomiedzy wydzie-

| odktadaniu ttuszczu i prowa-
| dzi do szybkiego chudnigcia
' juz w dwa tygodnie po poda-
niu blokera neuropeptydu.
Wyniki przeprowadzonych
w waszyngtoriskim laborato-
rium doswiadczen wskazuja,
ze mozna oddziatywac na po-
ziom tkanki ttuszczowej; przy-
najmniej w przypadku myszy.
U ludzi, narazonych na prze-
dtuzajgce sie stresy, podobnie
jak u myszy, zaczyna zwiek-
sza¢ sie masa ciata wskutek
niezauwazalnie zmienianej
diety na wysokokaloryczna. Profesor
Zukowska ma nadzieje, ze wyniki ba-
dan pozwolg na opracowanie narzedzi
umozliwiajgcych leczenie tzw. zespotu
metabolicznego u ludzi (nadci$nienie,
cukrzyca, otyto$¢, powiktania naczy-
niowe). Obserwowane ztagodzenie
zaburzen tolerancji glukozy, insuli-
noopornos$ci, nadcisnienia tetniczego
krwi i choréb zapalnych po zredu-
kowaniu otytosci brzusznej u myszy
pozwala, Jej zdaniem, pozytywnie
mysleé o powodzeniu wprowadzania
nowych technik regulujgcych mase
ciala u ludzi w stresie. Zdaniem prof.
Zukowskiej badania u ludzi zostang
wdrozone w ciggu dwéch lat.

Prof. Zofia Zukowska jest absol-
wentkag AM w Warszawie. W roku
1979 uzyskata stopien doktora nauk
medycznych. W latach 1978-1980 wy-
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ktadata i prowadzita badania w Klinice
Choréb Wewnetrznych, Nadci$nienia
Tetniczego i Angiologii na macierzy-
stej uczelni, a od 1980 do 1986 roku
aktywnie wspotpracowata z Ame-
rykanskim Narodowym Instytutem
Zdrowia (NIH). Od 1991 r. przebywa
w Waszyngtonie na Georgetown Uni-
versity, gdzie petni funkcje kierow-
niczki Wydziatu Fizjologii i Biofizyki.
Skupia sie nad poznaniem roli NPY
m.in. w otyloéci, angiogenezie, nad-
cisnieniu tetniczym i arteriosklerozie.
Prof. Zukowska jest cztonkiem Ameri-
can Physiological Society, Council for
High Blood Pressure Research, Coun-
cil on Atherosclerosis Society for Hy-
pertension, Polskiej Akademii Nauk
i Society for Neuroscience (wedtug
PAP, Nauka w Polsce).

Prof. Bogustaw Buszewski pre-
zydentem stowarzyszenia Societas
Humboldtiana Polonorum (SHP),
skupiajacego bytych stypendystéw
prestizowej Fundacji im. A. von
Humboldta. Funkcje przewodniczg-
cego ZG Polskiego Oddziatu Stypen-
dystow Humbolta bedzie petnit przez
3 lata. Fundacja von Humboldta jest
jedng z najwazniejszych fundacji sty-
pendialnych w Europie. Dzigki nigj
ponad 1200 polskich naukowcéow
miato mozliwos¢ skorzystania z dtu-
goterminowych stypendiéw, ktére
umozliwity im prowadzenie prac ba-
dawczych w niemieckich uczelniach
i instytucjach. Sam Buszewski takze
byt stypendysta fundacji, dzieki sty-
pendium pracowat na Uniwersytecie
w Tlbingen w Niemczech.

Profesor B. Buszewski urodzit sie
w 1951 roku. Ukorczyt studia na Wy-
dziale Chemii Uniwersytetu Marii Cu-
rie-Sktodowskiej w Lublinie. W roku
1999 uzyskat tytut profesora chemii.
W latach 1974-1976 pracowat jako
asystent w Zaktadzie Chemii Fizycz-
nej UMCS, a pdzniej, do roku 1994, w
Zaktadzie Fizyki Chemicznej i Fizy-
kochemicznych Metod Rozdzielania.
W tym czasie rozpoczat tez formowa-
nie wiasnej grupy badawczej na Wy-
dziale Chemii Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika i objat funkcje kierownika
Zaktadu Chemii Srodowiska i Eko-
analityki (obecnie Katedra Chemii
Srodowiska i Bioanalityki). W swojej
karierze Bogustaw Buszewski prowa-
dzit takze badania na uniwersytetach
w Niemczech, USA, Japonii, Wielkiej
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Brytanii, Republice Potudniowej Afry-
ki, Holandii i Tajwanie. Do gtéwnych
zainteresowah naukowych Buszew-
skiego nalezg analiza Srodowiskowa,
chromatografia i techniki pokrewne,
spektroskopia, fazy stacjonarne, cha-
rakterystyka powierzchni, adsorpcja,
analiza terenowa, utylizacja odpaddéw
i Sciekbébw, chemometria i modelowa-
nie molekularne. Jest wiceprzewodni-
czacym Komitetu Chemii Analitycznej
PAN oraz cztonkiem Rad Naukowych
19 krajowych i miedzynarodowych
czasopism. Petni tez funkcje przewod-
niczacego Central European Group for
Separation Sciences (CEGSS). Nalezy
do Steering Committee w Division of
Environmental Chemistry w Federa-
tion of European Chemical Societies
(FECS) oraz European Associations of
Separation Sciences (EUuASS). Jest on
wspdtautorem 12 monografii, licznych
patentéw, wyktadéw oraz ponad 200
artykutdw. Nalezy do grona najcze-
Sciej cytowanych chemikéw w Polsce
(ponad 1500 cytowan). Byt wielokrot-
nie odznaczany przez wiele krajowych
i miedzynarodowych organizacji.

V1 Ogo6lnopolskg Konferencje Na-
ukowg ,,BIOLOGIA KWITNIENIA
ROSLIN | ALERGIE PYLKOWE"
zorganizujg w Lublinie, w dniach 8-
9 listopada b.r. Katedra Botaniki AR
w Lublinie, Lubelskie Towarzystwo
Naukowe, PAN Oddziat Lubelski,
Komisja Medycyny Wsi, Polskie To-
warzystwo Botaniczne, Polskie Towa-
rzystwo Nauk Ogrodniczych, O$rodek
Badania Alergenéw Srodowiskowych.
Pracami organizacyjnymi Kieruje prof.
Elzbieta Weryszko-Chmielewska. Pro-
gram Konferencji obejmuje: wplyw
czynnikéw zewnetrznych na przebieg
kwitnienia roslin, nowe aspekty ba-
dan nad zapylaniem i zaptodnieniem
roslin, budowe nektarnikéw i nekta-
rowanie roslin, budowe osmoforow i
emisje substancji zapachowych, prze-
bieg pylenia i wydajno$¢ pytkows ro-
$lin owadopylnych, role owadéw w
procesie zapylania roslin oraz monito-
ring zawartosci pytku alergogennego
w atmosferze. Konferencja odbedzie
sie w siedzibie Lubelskiego Towarzy-
stwa Naukowego w Lublinie, Plac Li-
tewski 2 (Patac Czartoryskich) oraz w
Centrum Kongresowym AR, ul. Aka-
demicka 15.

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

siedzibg we Wroctawiu zaprasza do
udziatu w Il edycji konkursu na naj-
lepsze prace doktorskie i magisterskie
obejmujace nowe odkrycia i innowa-
cje w dyscyplinach farmaceutycznych
i pokrewnych. Celem konkursu jest
wytonienie najlepszych prac doktor-
skich i magisterskich, a takze pro-
mocja ich autoréw oraz dokonanych
przez nich odkryé z zakresu farma-
cji, biotechnologii, medycyny, chemii
i innymi pokrewnych dziedzin w
aspekcie ich zastosowan w przemysle
farmaceutycznym lub przemystach
pokrewnych. Zgtoszenia pracy dok-
torskiej lub magisterskiej powinien
dokonaé¢ autor pracy lub wyjatkowo
promotor, dziekan wydziatu uczelni
lub dyrektor instytutu naukowego za
zgodg autora.

Warunkiem uczestnictwa w
konkursie jest przestanie na adres
Fundacji ,Hasco-Lek" (ul. Zmi-
grodzka 242 E, 51-131 Wroctaw)
nastepujagcych dokumentéw: wy-
drukowanego egzemplarza pracy,
elektronicznej wersji pracy na ptycie
CD, kopii oceny pracy dokonanej
przez recenzentdw, zaswiadczenia
z uczelni lub instytutu naukowego
potwierdzajgcego, Ze praca zostata
ukonczona i obroniona, karty zgto-
szeniowej do udziatlu w konkursie
(do pobrania na www.hasco-lek.pl/
fundacja), zgody na przetwarzanie i
publikacje danych osobowych oraz
oSwiadczenia uczestnika konkursu
(www.hasco-lek.pl/fundacja). Do
wymienionych dokumentéw nale-
zy dotaczy¢ pisemng rekomendacje
pracy udzielong przez promotora
lub rektora, dziekana, organizacje
branzowe, redakcje czasopism bran-
zowych lub inne podmioty, zwig-
zane ze $rodowiskiem medycznym,
farmaceutycznym i pokrewnym. Or-
ganizator moze odrzuci¢ zgtoszenie
udziatu w konkursie i nie przyznac
nagrody w razie stwierdzenia bra-
kow formalnych zgtoszenia. Termin
nadsytania zgtoszen uptywa dnia
30 listopada 2007 r. Rozstrzygniecie
konkursu nastapi do dnia 29 lutego
2008 r. Dla zwyciezcOdw konkursu na
najlepszg prace doktorskg Organiza-
tor ufundowat nagrody: I — 6000 zt,
Il — 4000 zt, 11l — 3000 zt. Dla zwy-
ciezcow konkursu na najlepszg pra-
ce magisterskg Organizator ufundo-
wat nagrody: | — 4000 zi, Il — 3000
zt, 111 - 2000 zt.
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Wyboru najlepszych prac dokona
Komisja Konkursowa, w ktérej sktad
wejdg profesorowie wyzszych uczel-
ni oraz przedstawiciele Zarzadu i
Rady Fundacji.
Z chwilg otrzy-
mania nagrody
przez zwyciez-
ce na Organiza-
tora przechodzg
majatkowe pra-
wa autorskie i
pokrewne do
nagrodzonej
pracy. Szczeg6-
towe  warunki
uczestnictwa
w konkursie i
wytaniania jego
zwyciezcow
okresla Regula-
min Konkursu
(petna jego tres¢ jest dostepna na stro-
nie www.hasco-lek.pl/fundacja oraz
w siedzibie Organizatora). Informacje
0 konkursie mozna uzyska¢ w godzi-
nach od 7 do 15 po numerami telefo-
néw: 0713271961 lub 071 3271963 oraz
drogg mailowg: ahamkalo@hasco-lek.
pl i erudkowska@ hasco-lek.pl.

Ochrona

111 Edycje Konkursu Popularyza-
tor Nauki organizuje serwis Nauka
w Polsce Polskiej Agencji Prasowej
oraz Ministerstwo Nauki i Szkol-
nictwa Wyzszego. Celem konkursu
jest promowanie ludzi nauki, ze-
spotdw naukowych, dziennikarzy i
redakcji, wyro6zniajacych sie w po-
pularyzacji nauki polskiej w spote-
czenstwie. Konkurs rozgrywany jest
w dwodch kategoriach: naukowiec lub
instytucja naukowa oraz dziennikarz
lub redakcja. Zgtoszenia kandyda-
tow —z opisem ich dokonan —nale-
zy kierowa¢ do konhca paZzdziernika
2007 roku na adres e-mail: naukaw-
polsce@ pap.pl.

KSIAZKI NADESEANE

Ewa Symonides, Ochrona przy-
rody. Wydawnictwo Uniwersytetu
Warszawskiego, wyd. 1, 2007 r., cena
56 zt. Podrecznik ochrony przyrody,
odnoszacy sie do realiow prawnych i
przyrodniczych Polski, na ktory cze-
kajg od lat studenci wielu kierunkéw
przyrodniczych, ochrony $rodowiska
1 uczelni rolniczych, a takze coraz
szersze grono zawodowych stuzb
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ochrony przyrody oraz dziataczy eko-
logicznych. Jest to zarazem znakomita
pomoc dla twdrcow nowego prawo-
dawstwa iplandw przestrzennego za-
gospodarowania kraju. Autor-
ka, prof. Ewa Symonides, jest
doswiadczonym nauczycielem
akademickim, a jednocze$nie
dysponuje doskonatg znajo-
moscig tej problematyki od
strony praktycznej, nabytg na
stanowisku Gtéwnego Konser-
watora Przyro-
dy, a przedtem
przewodniczg-
cej Panstwowej
Rady  Ochro-
ny  Przyrody.
Ksigzka zaopa-
trzona jest w
bogaty materiat
ilustracyjny
oraz ptyte CD,
na ktérej zgromadzo-
no najwazniejsze akty
prawne regulujace
kwestie ochrony przy-
rody w naszym Kkraju.

Andrzej Huczko,

Michat Bystrzejew-

ski, Fulereny — 20 lat p6zniej. Wy-
dawnictwo Uniwersytetu Warszaw-
skiego, wyd. 1, 2007 r., cena 42 zi.
Obszerne podsumowanie dotychcza-
sowego stanu wiedzy na temat no-
wych nanostruktur weglowych oraz
perspektyw rozwoju nanotechnologii.
Ksigzka ta adresowana jest do studen-
tébw uniwersytetow i
uczelni politechnicz-
nych na kierunkach
fizycznych, chemicz-
nych, elektronicz-
nych oraz inzynierii
materiatowej, a takze
pracownikéw wyz-
szych uczelni oraz
instytutow naukowo-
badawczych. Zainte-
resuje rowniez z pew-
noscig osoby Sledzace
najnowsze trendy w
fizykochemii ciata
statego, elektronice i
inzynierii materiato-
wej. Napisana zywym, przystepnym
jezykiem od pierwszego do dwuna-
stego rozdziatu przykuwa uwage czy-
telnika, prezentujgc historie najwaz-
niejszych odkry¢ w tej dziedzinie od
1985 roku, kiedy $wiat dowiedziat sie

o .
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SWIAT NANOTECHNOLOGII

Andrwa) Huczka. Michat Bystrzujewski

kin, Alexander
F u Ie re n y son, Julian Lewis, Mar-

20 lat p6znl«}

Oodstawy

o istnieniu tej allotropowej odmiany
wegla, a nastepnie omawiajagc meto-
dy otrzymywania fulerenéw, mecha-
nizmy ich powstawania, wtasciwosci
fizyko-chemiczne oraz réznorodne
prototypowe i perspektywiczne za-
stosowania z uwzglednieniem zare-
jestrowanych dotychczas patentow.
Duzo uwagi poswiecono bogatej (nie-
mal 2700 cytowan) literaturze przed-
miotu, utatwiajgcej zainteresowane-
mu czytelnikowi dotarcie do bardziej
szczegb6towych informa-
cji zrédtowych.

Bruce Alberts, Den-
nis Bray, Karen Hop-
John-

tin Raff, Keith Roberts,
Peter Walter — Podsta-
wy Biologii Komorki.
Ttumaczenie: pod red.
Przemystawa Wojtaszka
i Hanny Kmity. PWN,
wyd. 2 zmienione, 2007
r., cena 168 zt. Znako-
mite wprowadzenie w
skomplikowane zagad-
nienia budowy i funk-
cjonowania  komérek.
Obecne wydanie, oprécz uzupetnie-
nia tekstu o najnowsze odkrycia na-
ukowe, zawiera nowe rozdziaty po-
Swiecone ewolucji genéw i genomow
oraz molekularnym mechanizmom
podziatow komdérkowych i moleku-
larnym podstawom dziedziczenia.
Nowoscig jest omowienie sekwencji
genomu cztowieka, a

‘\ takze opisanie nowo-

-

biologi tod
komaork:

czesnych technik i me-
badawczych. W
podreczniku potozono
akcent na przejrzystosé.
Tekst jest krotki, nato-
miast wiodgcg role spet-
niajg liczne wielobarw-
ne pogladowe rysunki;
niektére zgromadzone
na dwustronicowych
panelach problemo-
wych. Kazdy rozdziat
zawiera: streszczenie,
hasta kluczowe ipytania
towarzyszace tekstowi
— odpowiedzi sg na koncu ksigzki.
Do ksiazki dotgczong ptyte CD-ROM
z licznymi animacjami, schematami i
fotografiami.

pod redakcjg Teresy Wesotowskiej
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WSPOMNIENIE O PROFESORZE ZYGMUNCIE WASYLEWSKIM

Zygmunt Wasylewski urodzit sie 13
czerwca 1942 roku w Chrzanowie. Tam
tez ukonczyt szkote podstawowg i w
1956 roku podjat nauke w Technikum
Mechanicznym, ktérg po roku konty-
nuowat w Technikum Koksochemicz-
nym w Chorzowie, gdzie uzyskat $wia-
dectwo dojrzatosci. W latach 1962-1968
studiowat chemie na Wy-
dziale Matematyczno-Fi-
zyczno-Chemicznym Uni-
wersytetu Jagiellonskiego.
Prace magisterska wyko-
nat pod kierunkiem pro-
fesora W. Ostrowskiego w
Miedzywydziatowej Ka-
tedrze Chemii Fizjologicz-
nej krakowskiej Akademii
Medycznej. W pracy, zaty-
tutowanej ,,Wyznaczanie
parametrow  czasteczko-
wych  fosfomonoestera-
zy metodg saczenia mo-
lekularnego”, Zygmunt
Wasylewski przedstawit wyznaczone
eksperymentalnie wartosci efektywne-
go promienia Stokesa, wspotczynnika
dyfuzji oraz masy czasteczkowej fosfo-
monoestrazy. Nastepnie przez rok mgr
Wasylewski pracowat na stanowisku
asystenta naukowo-technicznego w
Zaktadzie Koloidow Katedry Chemii
Fizycznej Wydziatu Mat-Fiz-Chem.
UJ. W 1969 roku rozpoczat prace w
kierowanym przez profesora Reifera
Zaktadzie Biochemii Roslin rodzacego
sie wtasnie (1970 rok) Instytutu Biologii
Molekularnej UJ. Tematyka badawcza
tego Zaktadu nie pokrywata sie jednak
z zainteresowaniami miodego magi-
stra, ktory w 1971 roku przeniost sie do
kierowanego przez prof. Marie Samec-
ka-Keller Zaktadu Biochemii Zwierzat
tegoz Instytutu. Juz w dwa lata pézniej
mgr Wasylewski obronit doktorat pt.
»Wiasnosci molekularne réznorodnych
form kwasnych fosfataz z watroby i
leukocytow", ktérego promotorem byt
prof. A. Koj. W pracy tej, postugujac sie
z wyczuciem technikami chromatogra-
ficznymi, elektroforetycznymi oraz sto-
sujac ultrawirowanie w gradiencie ge-
stosci, mgr Wasylewski okreslit stopien
oligomeryzacji czasteczek badanych
fosfataz oraz geometrie utozenia biatl-
kowych podjednostek, a takze wykazat
podobieAstwo strukturalne kwasnych
fosfataz wyizolowanych z r6znych
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tkanek. W dalszej pracy zainteresowa-
nia naukowe doktora Zygmunta Wa-
sylewskiego koncentrowaty sie wokot
oddziatywan biatek modelowych z
niejonowymi ijonowymi detergentami,
w tym w szczegélnosci z detergentami
kationowymi. W badaniach tych postu-
giwat sie szeregiem zaawansowanych
metod fizykochemicznych
takich jak: techniki spek-
troskopii w podczerwieni,
Ramana, EPR, techniki hy-
drodynamicze jak filtracja
zelowa, ultrawirowanie
czy dializa rownowagowa.
Samodzielnos$¢ i zaangazo-
wanie zaowocowaty obfi-
toscig publikacji i tytutem
doktora habilitowanego
uzyskanym w ciggu zaled-
wie szesciu lat (1979 rok).

Nowy rozdziat w zyciu
naukowym doktora Wasy-
lewskiego otworzyt wyjazd
na roczne (1979/80) stypendium do
San Antonio (Texas University), gdzie
zainteresowat sie¢ zastosowaniem meto-
dy spektroskopii fluorescencji w bada-
niach struktury, witasnosci i dynamiki
biatek. Trzeba podkresli¢, ze metody te
pozwalajg w tatwy sposob badac biatka
w roztworach wodnych, stanowigc tym
samym (obok NMR) niezbedne uzupet-
nienie dla metod krystalograficznych.
Docenta Wasylewskiego (tytut docenta
uzyskat w 1981 roku) mozna zaliczy¢
w poczet pionieréw wdrazania technik
fluorymetrycznych do biochemii bia-
tek. Obiektem ,fluorescencyjnych" do-
ciekan doc. Wasylewskiego byty w tym
okresie enzymy, takie jak, rodanaza,
sulfotransferaza tiosiarczanu, heksoki-
naza drozdzowa, dehydrogenaza alko-
holowa, metaloproteinaza, kinaza fos-
foglicerynianu, a takze ludzki inhibitor
proteinaz serynowych i wiele innych
biatek zawierajagcych dwie lub wiecej
reszt tryptofanowych. Rezultatem tych
prac byly powstate m.in. przy wspét-
pracy z prof. Horowitzem artykutly,
dotyczace indukowanych temperaturg
i wigzaniem Uganda zmian konforma-
cyjnych biatek w roztworze. Dalszemu
rozwojowi w tej dziedzinie sprzyjata
tez wspdtpraca doc. Wasylewskiego z
prof. Efftinkiem z Mississippi Univer-
sity (1986/87 roczny i w 1991 roku 3
miesieczny pobyt w charakterze visiting

professor). W 1986 roku doc. Wasylew-
ski wraz z kierowanym przez siebie
zespotem badawczym opracowat tech-
nike rozktadu ztozonych widm emisji
fluorescenqi biatek wielo-tryptofano-
wych za pomocg wygaszania fluore-
scencji (FQRS — ang.fluorescence-quen-
ching-resolved-spectroscopy). Technika ta
jest dzi$ szeroko stosowana i znalazta
swoje miejsce w renomowanych pod-
recznikach z zakresu spektroskopii flu-
orescencji.

W 1989 roku doc. Wasylewski uzy-
skat tytut profesora biochemii, a w 1991
roku, istniejaca juz od poczatku lat 80-
tych, kierowana przez Niego grupa
badawcza (Pracownia Fizykochemii
Biopolimeréw dziatajgca w obrebie
Zaktadu Biochemii Zwierzat) zostata
przeksztatcona w Zaktad Biochemii Fi-
zycznej. Zaplecze aparaturowe, wtedy
jeszcze pracowni prof. Wasylewskiego,
byto stosunkowo bogate, a to dzieki
niespotykanym zdolnosciom konstruk-
torskim, uporowi ientuzjazmowi profe-
sora Wasylewskiego, ktory projektowat
urzadzenia, szukat wykonawcow dla
podzespotdw projektowanej aparatury
daleko poza murami Uniwersytetu, a
nastepnie czesto wiasnorecznie skrecat
i montowat poszczegélne elementy.
Trzeba tu przypomnie¢, ze mozliwo-
§ci pozyskiwania funduszy na zakup
specjalistycznego sprzetu przez $rodo-
wiska naukowe byly wéwczas niemal
zadne, ale w momencie, kiedy sytuaqg'a
nieco sie poprawita, czyli mniej wiecej
w potowie lat 90-tych, Profesor nie-
zwtocznie rozpoczat starania o zakup
wysokiej klasy aparatury pomiarowe;j.

Poczatkowo zainteresowania ba-
dawcze prof. Wasylewskiego skupiaty
sie na wykorzystaniu metody FQRS i
innych technik fluorescencyjnych do
badania dynamiki molekularnej bia-
tek (m.in. parwalbuminy, melityny) w
roztworze, ale tezw modelowych ukia-
dach bton biologicznych i w micelach.
Zajmowat sie On wowczas badaniem
mechanizmow wygaszania fluorescen-
cji, efektu red edge oraz jakosSciowg i
ilosciowg analizg widm emisji fluore-
scencji. Jednak nieco pozniej wykrysta-
lizowat si¢ gtéwny obszar tematyczny
Zaktadu Biochemii Fizycznej, ktory
dotyczyt wptywu wigzania funkcjonal-
nych ligandoéw przez bakteryjne biatka
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regulatorowe na strukture, dynamike
i funkcje tychze biatek. Obiektami ba-
dawczymi prof. Wasylewskiego byty
biatka regulujgce procesy transkrypcji
E. coli tzn.: represor operonu tryptofa-
nu (TrpR), represor tetracykliny (TetR)
oraz biatko wigzagce cAMP (CRP).

Koordynowane przez prof. Wasy-
lewskiego badania nad represorem
tryptofanu z wykorzystaniem zmodyfi-
kowanego biatka pozbawionego zupet-
nie reszt tryptofanowych pozwolity na
okre$lenie charakteru mikrootoczenia
L-tryptofanu lokujacego sie w biatku,
a takze wykazaty znaczgce zmiany w
obszarze kieszeni wigzacej L-tryptofan
pod wptywem wigzania sie komplek-
su TrpR-L-tryptofan do DNA. W ba-
daniach tych wykorzystano technike
FQRS, a takze stacjonarne irozdzielcze
w czasie pomiary emisji fluorescencji
tryptofanu, jak réwniez pomiary di-
chroizmu kotowego. Prowadzone réw-
nolegle badania represora tetracykliny
z wykorzystaniem tych samych metod
pomiarowych i mutantéw biatkowych
zawierajacych pojedyncze reszty tryp-
tofanu umozliwity poznanie dynamiki
konformacyjnej domeny biatka odpo-
wiedzialnej za oddziatywanie z DNA
oraz charakterystyke zmian struktu-
ralnych domen TetR zachodzacych w
wyniku interakcji biatka z tetracykling
lub operatorowymi fragmentami DNA.
Z kolei zastosowanie metody zatrzy-
manego przeptywu (ang. stopped-fbw)
z detekcjg fluorescencyjng pozwolito na
scharakteryzowanie kinetycznego me-
chanizmu oddziatywania biatka TetR z
DNA, a takze na Kkinetyczny opis pro-
cesu indukcji ekspresji genow koduja-
cych biatka opornosci pod wptywem
wigzania tetracykliny, jak rowniez na
okres$lenie roli jon6w magnezu w pro-
cesie indukcji. Zastosowanie metody
izotermicznego miareczkowania kalo-
rymetrycznego (ITC) umozliwito po-
znanie termodynamiki oddziatywania
TetR —tetracyklina, natomiast na pod-
stawie danych uzyskanych technika
réznicowej kalorymetrii skaningowej
(DSC) zaproponowano model procesu
termicznej denaturaq'i TetR i scharak-
teryzowano wptyw tetracykliny na sta-
bilnos¢ biatka.

Najobszerniejszg i prawdopodobnie
najcenniejszg cze$¢ dorobku nauko-
wego prof. Wasylewskiego stanowig
prace dotyczace biatka CRP. Przygoda
z CRP rozpoczeta sie, mozna by rzec
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niewinnie, od charakterystyki wtasnosci
fluorescencyjnych biatka. Ale juz nieco
pozniejsze, nietatwe kinetyczne badania
z wykorzystaniem techniki zatrzymane-
go przeptywu pozwolity pozna¢ stabil-
nos$¢ oraz kinetyke zwijania i rozwijania
biatka, za$ dzieki zastosowaniu selek-
tywnego fluorescencyjnego znakowania
reszt cysteiny mozliwe stato sie zapro-
ponowanie szczegdtowego mechani-
zmu denaturacji chemicznej biatka CRP.
Urzeczywistnienie pomystéw Profesora
dotyczacych dalszych badan nad funk-
cja i strukturg biatka CRP wymagato
wprowadzenia wielu mutacji punkto-
wych w ,newralgicznych" obszarach
biatka. Realizacja tego ostatniego celu
byta tylez wyzwaniem, ilez pociggajaca
perspektywga. Dzieki nieztomnosci Pro-
fesora w dazeniu do wytyczonego celu,
w obrebie Zaktadu Biochemii Fizycznej
powstata jedna z pierwszych w Insty-
tucie Biologii Molekularnej pracownia
biologii molekularnej, w ktorej metoda
overlap extension PCR wprowadzano mu-
tacje, weryfikujac je nastepnie poprzez
sekwencjonowanie DNA. Intensywno$¢
badan prowadzonych nad wieloma
mutantami biatka CRP wymogta ko-
nieczno$¢ modyfikacji technik hodow-
li bakteryjnych i oczyszczania biatek.
Efektem tego bylo wprowadzenie do
procedur laboratoryjnych zaawanso-
wanych metod chromatografii powino-
wactwa oraz automatyzacja preparatyki
biatka, mozliwa dzieki wykorzystaniu
biofermentora i specjalistycznego ukta-
du chromatograficznego. Zastosowanie
mutantéw pozwolito na monitorowa-
nie, wywotanych oddziatywaniem z li-
gandem, zmian allosterycznych w CRP,
dzieki czemu opisany zostat szczego6-
towy kinetyczny mechanizm wigzania
CAMP. Jednoczesnie prowadzone byty
wszechstronne badania strukturalne (z
uzyciem DLS, FRET, wygaszania flu-
orescengi, stagonamych i rozdzielczych
w czasie pomiar6w emisji i anizotropii
fluorescencji) majace na celu opisanie
zmian konformacyjnych w biatku wy-
wotanych jego oddziatywaniem z cAMP
i DNA. Z kolei badania termodynamiki
tworzenia kompleksu CRP-cAMP prze-
prowadzone zostaty z wykorzystaniem
metod mikrokalorymetrycznych (ITC,
DSC). Poniewaz struktura krystalogra-
ficzna biatka CRP nieskompleksowane-
go z ligandem nie jest do tej pory znana
w $rodowisku naukowym toczyla sie
dyskusja na temat symetrii strukturalnej
podjednostek homodimeru. W kontek-

Scie powstatego problemu badawczego
zrodzit sie nowy nietuzinkowy pomyst
prof. Wasylewskiego dotyczacy kon-
strukcji heterodimeru biatka CRP posia-
dajacego tylko jedng reszte tryptofanu.
Wyniki badan kinetyki wigzania cAMP
monitorowanej przez transfer energii
pomiedzy reszta Trp a znacznikiem flu-
orescencyjnym przytgczonym do reszty
cysteiny, znajdujacej sie w tej samej co
Trp lub drugiej podjednostce biatka, wy-
kazaty symetrie konformacyjng podjed-
nostek biatka CRP.

Uwienczenie pracy z CRP stano-
wit projekt majacy na celu zbadanie
wzajemnych oddziatywarn pomiedzy
elementami catego kompleksu trans-
krypcyjnego E. coli z wykorzystaniem
wybranych fragmentéw promotoro-
wych DNA. Realizacja tego trudnego
projektu wymagata rekonstrukcji poli-
merazy RNA z oczyszczonych rekom-
binatowych podjednostek biatkowych.
Tworzenie kompleksu transkrypcyjne-
go, w skiad ktérego, obok polimerazy
RNA wchodzit kompleks CRP-cAMP,
monitorowano przez pomiary anizotro-
pii fluorescencji znakowanych fluore-
scencyjnie odcinkébw DNA. W efekcie
okreslono wptyw CRP na specyficzne i
niespecyficzne interakcje RNAP-DNA.
Ponadto zastosowanie spektroskopii
fluorescencyjnej rozdzielczej w czasie
(FRET, anizotropia fluorescencji) umoz-
liwito badanie dynamiki konformacyj-
nej kompleksdw transkrypcyjnych.

Profesora Wasylewskiego fascyno-
waty odkrycia techniczne w dziedzinie
biochemii fizycznej i inzynierii moleku-
larnej, ktérymi przeciez koniec wieku
XX eksplodowat. Nie tylko podazat
za nimi, aktualizujac swojg wiedze,
ale wykorzystywat je praktycznie jako
uzyteczne narzedzia w codziennej pra-
cy. Talent konstruktorski Profesora, ale
i pragmatyczny rys Jego osobowosci
ujawnity sie po raz kolejny w momen-
cie, gdy wkraczajgc na zupetnie nowe
obszary tematyki naukowej, rozpoczat
On badania nad wzajemnymi relaga-
mi ludzkich receptorow neuroprze-
kaznikéw w btonach plazmatycznych.
Przypuszczenia na temat ich hetero-
dimeryzacji udato sie po raz pierwszy
potwierdzi¢ eksperymentalnie wiasnie
dzieki Niemu, a nalezy podkresli¢, ze
konkurencja w tej dziedzinie nauki
jest ogromna. Planowane eksperymen-
ty mialy polega¢ na pomiarze czaséw
zycia fluorescencji biatek fluorescen-
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cyjnych zwigzanych z receptorami w
pojedynczej zywej komérce i wyma-
gaty zastosowania skomplikowanej
aparatury, na zakup ktérej nie byto jed-
nak srodkoéw. Potrzeba odpowiedzi na
postawione pytanie byta dla Profesora
tak palgca, ze korzystajac z dostepnych
w laboratorium podzespotdéw stworzyt
funkq'onalny uktad pomiarowy.

Ostatni rok zycia prof. Wasylewskie-
gowypetnity gtdwnie prace nad konkre-
tyzowaniem dwoch zupetnie nowych
projektdw naukowych. Jeden z nich do-
tyczyt ludzkiego biatka regulatorowego
Ying-Yangl i stanowit pewng analogie
i rozszerzenie badan prowadzonych na
bakteryjnym biatku CRP, drugi za$ miat
polega¢ na zastosowaniu metod geno-
miki i proteomiki do badania wptywu
lekéw przeciwdepresyjnych na profil
biatkowy komérki nerwowej. Etap ten
zakonczyt sie petnym sukcesem mani-
festujgcym sie pozyskaniem S$rodkéw
finansowych potrzebnych na realizacje
zamierzonych zadan.

Prof. Wasylewski byt kierownikiem
czterech 3-letnich projektow badaw-
czych ijest autorem lub wspoétautorem
ponad 60-ciu publikacji naukowych.
W 1991 roku zostat odznaczony Krzy-
zem Kawalerskim Orderu Odrodzenia
Polski, a w 2002 roku uzyskat tytut
profesora zwyczajnego. Byt tez czton-
kiem Polskiego Towarzystwa Bioche-
micznego, a od poczatku lat 90-tych
wielokrotnie byt cztonkiem sekcji bio-
logii molekularnej, biochemii i biofizy-
ki Komitetu Badan Naukowych.

Drugim bardzo waznym aspektem
aktywnos$ci zawodowej profesora Wa-
sylewskiego byta praca dydaktyczna.
Jako asystent prowadzit zajecia labo-
ratoryjne w ramach pracowni specjali-
stycznej z biochemii. Pézniej, juz jako
adiunkt (1973 rok) — réwniez z ana-
lizy instrumentalnej w biochemii. W
1980 roku doc. Wasylewski rozpoczat
wyktady z biochemii fizycznej, ktére
§cisle harmonizowaty z prowadzony-
mi przez pracownikéw Jego Pracowni
zajeciami laboratoryjnymi. Po uksztal-
towaniu sie pracowni biologii moleku-
larnej, w 1998 roku, wprowadzit kurs
inzynierii biatka, ktéry obejmowat za-
rébwno ¢wiczenia, jak i wyktady. Szcze-
golnie ten ostatni kurs cieszy sie duzym
zainteresowaniem studentéw, gdyz w
catosciowy sposdb ujmuje zagadnienie
otrzymywania mutantéw biatkowych,
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poczawszy od manipulagi na pozio-
mie DNA, przez izolacje biatka az po
okre$lenie jego podstawowych wia-
snosci strukturalnych i sprawdzenie
aktywnosci biologicznej. Wraz z wpro-
wadzeniem specjalizacji biochemii na
kierunku Biotechnologii powstaty dwa
wysoce zaawansowane kursy: bioche-
mia fizyczna Il i inzynieria biatka II.
Prof. Wasylewski byt promotorem 13
prac doktorskich i kilkudziesieciu prac
magisterskich, byt tez recenzentem
wielu prac naukowych i projektow ba-
dawczych.

Prof. Wasylewski byt zawsze zycz-
liwy studentom, zawsze miat dla nich
czas i co rzadkie, pojawiajacych sie w
zaktadzie mtodych ludzi obdarzat wiel-
kim kredytem zaufania. Potrafit przy-
ciggac¢ studentow na wiele sposobdw;
w jednych rozbudzat zywe zaintereso-
wanie tematyka lub metodyka, innych
zarazal naukowym entuzjazmem, a
jeszcze innych ujmowat swojg otwar-
toscig i urokiem osobistym. Pewna stu-
dentka zapytana przez Profesora, czym
chciataby sie zajmowaé w swojej pracy
magisterskiej odpowiedziata — ,,Ja to
bym chciata sklonowa¢ Mozarta", na
co Profesor odpowiedziat —,,A my to
wiasnie robimy". Ta anegdota pokazuje
jedng wazng ceche profesora Wasylew-
skiego: byt On wizjonerem, wytyczat
sobie cele, ktére dla innych mogty po-
zostawac jedynie w sferze marzen i bez
kompleksow dazyt do ich realizacji. Lu-
bit otaczac sie¢ mtodymi ludzmi, kt6rzy
byli w stanie podziela¢ Jego entuzjazm
i optymizm.

Analizujagc Jego rozwdj naukowy
wida¢ wyraznie ewolucje tematyki,
ktora stawata sie coraz bardziej ztozo-
na, ale tez coraz bardziej wazka, bar-
dziej interesujgca i jednocze$nie coraz
trudniejsza. Zycie zawodowe profesora
Wasylewskiego nieroztgcznie splecione
byto z zyciem Instytutu Biologii Mole-
kularnej (Wydziat BiNoZ UJ). W latach
1981-1984 petnit funkcje Zastepcy Dy-
rektora Instytutu ds. dydaktyki, aw la-
tach 1997-2003 funkcje kierownika stu-
diow doktoranckich. Byt wspottwarcy
kierunku Biotechnologia i brat udziat w
procesie wyodrebnienia sie Wydziatu
Biotechnologii UJ (2002 rok). Kilkakrot-
nie podejmowat wysitki zmierzajace
do utworzenia kierunku studiéw Bio-
chemii, bedac gteboko przekonanym o
potrzebie wzmacniania kondyqi swojej
ukochanej dyscypliny nauki. Starania

te niestety zakoriczyty sie niepowodze-
niem i pozostaty niespetnionym marze-
niem Profesora.

Prof. Wasylewski byt cztowiekiem,
ktéremu lezato na sercu dobro kraju,
0 czym $wiadczy¢ moze Jego zaanga-
zowanie w dziatalnos¢ opozycyjng w
okresie stanu wojennego i pdzniej. Byt
On jednym z szeSciu cztonkéw uniwer-
syteckiej Tajnej Komisji Zakladowej
Solidarnosci. Komisja ta, ztozona z re-
komendowanych cztonkéw oficjalnej
struktury Solidarnosci byta wyrazem
sprzeciwu ludzi nauki wobec sponie-
wierania, ktérego doswiadczali od ,,lu-
dzi systemu". Dziatata ona w latach
1982-1988, a jej gtdwnymi zadaniami
byto: przetamanie monopolu infor-
magi ,systemu" poprzez kolportaz
prasy podziemnej, pomoc represjono-
wanym naukowcom, a takze kontrola
wewnetrzna wiadz uczelni poprzez
opiniowanie kandydatéw na wazne
stanowiska. Dziatalno$¢ Komisji wigza-
fa sie z powaznym ryzykiem, czego jej
cztonkowie byli Swiadomi, ale poczucie
obowigzku wobec Uczelni i wobec kra-
ju, a przede wszystkim poczucie god-
nosci kazaty im to ryzyko podejmowac.
Co ciekawe, przez pewien czas spotka-
nia Komisji odbywaty sie w mieszkaniu
prof. Wasylewskiego. Pézniej powstata
Tajna Komisja Miedzyuczelniana, w
ktorej prof. Wasylewski byt reprezen-
tantem UJ. Te wazne fakty z zycia Uni-
wersytetu wcigz czekajg na opisanie,
podobnie jak inne, nie zawsze chlubne,
szczegOty z tamtego trudnego okresu,
ale, co brzmi obiecujgco, staty sie one
w ostatnim czasie obiektem badan spe-
cjalnej Komisji Senackiej UJ.

Prof. Wasylewski byt cztowiekiem
niezwykle energicznym, wiecznie
mtodym duchem, ale réwniez bardzo
sprawnym fizycznie. Jego pasjg byto
narciarstwo i byt rzeczywiscie Swiet-
nym narciarzem, o czym mogli sie
przekona¢ naocznie uczestnicy dorocz-
nej instytutowej szkoty zimowej. Byt
wyjatkowym cztowiekiem tgczacym
w sobie wydawatoby sie sprzeczne ce-
chy pragmatyka i idealisty. Zapatrzony
w przyszto$é, pogodny, rodzinny, po
prostu ludzki, odszedt nagle, w kwiecie
wieku, pograzajac w zalu wspbtpra-
cownikdw i przyjaciot.

Sylwia Kedracka-Krok

Zaktad Biochemii Fizycznej, Wydziat Bioche-
mii, Biofizyki i Biotechnologii UJ, Krakow
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STRESZCZENIE

Taja kurze zaliczane sg do najwazniejszych alergenéw pokarmowych cztowieka. Cztery

najczes$ciej uczulajace biatka zawarte w jaju to: owomukoid (Gal dl), owoalbumina

lal d2), owotransferyna (Gal d3) oraz lizozym (Gal d4). Owomukoid jest jednym z wazniej-
szych alergenéw wystepujgcych w biatku jaja kurzego. Jest to glikoproteina zbudowana ze
186 aminokwaséw, o masie molekularnej 28000 Da oraz punkcie izoelektrycznym réwnym
4,1. Czasteczka owomukoidu zbudowana jest z trzech homologicznych domen, utozonych
liniowo i potagczonych wigzaniami peptydowymi, ktére petnig funkcje inhibitoréw proteaz
serynowych. Domeny w owomukoidach wszystkich gatunkéw ptakéw zawierajg sze$¢ reszt
cysteiny, zlokalizowanych w podobnych miejscach, tworzace trzy mostki dwusiarczkowe
Cys-Cys miedzy domenami w biatku. Owomukoid posiada wtasciwosci antybakteryjne wy-
nikajace ze zdolnos$ci hamowania bakteryjnych enzymoéw proteolitycznych niezbednych do
ich rozwoju. Liczne badania wskazuja, ze owomukoid jest termostabilny.

WPROWADZENIE

Terminem alergii pokarmowej okre$la sie niepozadane reakcje po spozyciu
pokarmdéw, u podtoza ktoérych leza mechanizmy immunologiczne. Choroby
alergiczne stanowig jeden z najwazniejszych problemoéw wspdtczesnej medycy-
ny. W ostatnich latach nastapit gwattowny wzrost zapadalnosci na te choroby, co
spowodowane moze byé wieloma czynnikami: zwiekszeniem spozycia niekto-
rych produktéw spozywczych (np. egzotycznych owocow), wykorzystywaniem
do przygotowania positkow przetworzonej zywnosci czy zwiekszenia kontaktu
z r6znego rodzaju chemikaliami (kosmetyki, konserwanty, srodki ochrony ro-
§lin). Problem dotyczy zaréwno dzieci, jak i dorostych [1]. Choroby alergiczne,
okreslane mianem epidemii XXI wieku, wystepuja przede wszystkim w krajach
rozwinietych.

Ludzie mogg nabywa¢ nadwrazliwos$¢ na alergeny pokarmowe trzema dro-
gami [2], Najcze$ciej dochodzi do ich przenikania wraz ze spozywanym pokar-
mem. Drugg drogg jest przenikanie alergenéw drogami oddechowymi, trzecig
natomiast, spotykang przede wszystkim u dorostych, jest kontakt ze skdrg. Wa-
runkiem koniecznym do rozwoju choroby alergicznej jest genetyczna sktonnos¢
do nadmiernego wytwarzania przeciwciat z grupy IgE.

Manifestacja kliniczna alergii pokarmowej moze by¢ bardzo réznorodna, za-
lezy ona zaréwno od rodzaju alergenu, jak i od osobniczej reakcji organizmu
na antygen [3]. Wykazano, ze poczatek i manifestacja chorob alergicznych sg
zwigzane z wiekiem cztowieka. Proces rozwoju schorzen alergicznych oraz se-
kwencje powstawania i manifestacji uczulen u dzieci przedstawia tzw. marsz
alergiczny [2]. Pierwsze zetkniecie organizmu z alergenem powoduje wytwo-
rzenie swoistych przeciwciat z grupy IgE. Kolejny kontakt z alergenem wywo-
tuje juz objawy choroby. U niemowlat najczesciej dochodzi do reakcji ze strony
przewodu pokarmowego, nastepnie pojawiajg sie zmiany na skorze, natomiast
kolejnym etapem (u dzieci kilkuletnich) jest wystepowanie chordb uktadu odde-
chowego (np. astma) oraz spojowek i Sluzéwki nosa.

W 1995 roku eksperci Swiatowej Organizacji Zdrowia i Organizacji Narodow
Zjednoczonych ds. Wyzywienia i Rolnictwa sklasyfikowali osiem grup produk-
téw spozywczych, ktérych alergeny najczesciej wywotujg alergie pokarmowe u
ludzi na catym Swiecie. Liste te potwierdzita Codex Alimentarius Commission
w 1999 r. Zyskata ona miano ,Wielkiej 6semki” [4]. Najczestszymi alergenami
sg biatka: mleka, jaj, orzechéw ziemnych, pozostatych orzechéw, ryb, skorupia-
kéw, soi oraz pszenicy [3,5].

Jaja sg produktami stanowigcymi istotny sktadnik diety cztowieka. W sktad
jaja wchodzi: biatko (56-61%), zo6ttko (27-32%) oraz skorupka (ok. 8-11%).
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Gtownym sktadnikiem biatka jaja jest woda (ok. 88%) i czes¢
biatkowa (0k.10%). Sktadnikami z6ttka sg: woda —50%, li-
pidy —34% i biatka — 16% [6]. Z licznych badan wynika,
ze wiekszo$¢ czynnikéw wywotujacych alergie znajduje sie
w biatku jaja. Gtéwnymi alergenami biatka sa: owomukoid
(Gal dl), owoalbumina (Gal d2), owotransferyna (Gal d3)
oraz lizozym (Gal d4) [7-12], W z6ttku natomiast wystepu-
je a-liwityna, ktéra moze uczula¢ drogg wziewng poprzez
oddziatywanie czastek alergenu na sluzéwke uktadu odde-
chowego [6].

Celem pracy byto zebranie informacji na temat budowy i
wiasciwosci alergizujgcych owomukoidu wystepujgcego w
biatku jaj najczesciej spozywanych przez cztowieka. Prze-
analizowano takze sposoby inaktywacji tego alergenu.

BUDOWA OWOMUKOIDU BIALKA JAJA PTAKOW

Owomukoid jest to glikoproteina zawierajgca 20-25%
weglowodanéw. W skiad czasteczki wchodzg trzy tancu-
chy polipeptydowe utozone liniowo i potgczone wigzania-
mi peptydowymi, petnigce role inhibitorow proteaz sery-
nowych. Budowe typowego owomukoidu przedstawiono
na przyktadzie owomukoidu biatka jaja kurzego OMCHI
(Rye. 1). Inhibitory wchodzgce w sktad owomukoidu nale-
z3 do rodziny Kazata. Inhibitory z tej grupy wykazujg ak-
tywnos$¢ w stosunku do trypsyny, chymotrypsyny i trom-
biny oraz innych enzymoéw proteolitycznych [13]. Sg to
zwigzki krotkotanicuchowe, zawierajgce zwykle 50-60 reszt
aminokwasowych, w ktérych sktad wchodzi najczesciej 6
reszt cysteiny [14,15], Struktura czasteczki jest ,utrwalo-
na" przez 3 wiagzania dwusiarczkowe, ktére wystepujg w
pozycjach: Cysl-CysV, Cysll-CyslV i CysllI-CysVI. Mostek
dwusiarczkowy Cysl-CysV powoduje powstanie pierwsze-
go kota (A-ring), mostek CyslI-CyslV oddziela koto A od
kota B (ang. B-ring), natomiast mostek CysllI-CysVI spra-
wia, ze powstaje 3 koto (ang. C-ring) (Ryc. 2). Owomukoid
stanowi okoto 10% masy peptyddéw biatka jaja [16]. Posiada
zwykle 7 centrow aktywnych, ktérych umiejscowienie jest
charakterystyczne dla gatunku ptakéw (Tab. 1). Chemiczng
charakterystyke owomukoidu przedstawiono w tabeli 2.

Ala Glu Val3 Asp Cys Ser
Lys Asp Val Leu Val Cys Asn Lys Asp Leu
Tyr Thr Asn Asp Cys Leu Leu Cys Ala Tyr
Glu His Asp Gly Glu Cy$2 Lys Glu Thr Val
Thr Ser Glu Asp Gly Lys Val Met  Val Leu
Thr Asp Gly Val Thr  Tyr Asp Asn Glu Cys
Ala  Ser Val Asp Lys Arg His Asp Gly Gly
Asp Cys Ser Glu Tyr Pro Lys Pro Asp Cys
Asp Asn Lys Thr Tyr Gly Asn Lys Cys Asn
Thr Leu Thr Leu Ser His Phe Gly Lys Cyass

Owomukoid wiekszosci ptakoéw, a takze inne glikoprote-
iny, zawierajg w swym sktadzie galabioze (a-D-galaktoza
1,4 D-galaktoza) [17-19].

W biatku jaja kurzego (Gallus gallus) stwierdzono obec-
no$¢ owomukoidu OMCHI, ktéry zbudowany jest ze 186
resztaminokwasowych [9]. Owomukoid ten jest czasteczka o
masie molekularnej réwnej 28 000 Da i punkcie izoelektrycz-
nym réwnym 4,1 [16]. Struktura owomukoidu ,utrwalona"
jest przez 9 wigzan dwusiarczkowych, wystepujacych w
pozycjach: Cys5-Cys44, Cys22-Cys4l, Cys30-Cys62, Cys70-
Cysl09, Cys87-Cysl06, Cys95-Cysl27, Cysl38-Cysl68,
Cysl46-Cysl65 oraz Cysl54-Cysl86; miejsca aktywne za$
przy: Lys24, Arg89 oraz Alal03 [9,20]. W owomukoidzie
tym stwierdzono obecnos$¢ inhibitora z rodziny Kazata, wy-
stepujgcego w trzech izomerycznych formach: OMCHI-1,
OMCHI-2 oraz OMCHI-3, zbudowanych — odpowiednio
— 7 60, 60 i 51 reszt aminokwasowych. Tworzg one trzy
podwojne domeny o wiasciwosciach podobnych do biatek
globularnych. Inhibitory OMCHI wykazujg aktywno$¢ an-
tytrypsynowa, antychymotrypsynowa oraz antyelastynowg
[16]. Owomukoid jest glikoproteing, ktdrej czasteczka zbu-
dowana jest z 20-25% reszt weglowodanowych. Domeny |
(OMCHI-1) i Il (OMCHI-2) zawierajg w sumie cztery tan-
cuchy weglowodanowe, natomiast domena Il (OMCHI-3)
zawiera jeden dtugi tancuch weglowodanowy [16].

Znacznie rzadziej spozywane sg przez ludzi jaja innych
gatunkow ptakow: przepiorki japonskiej (Coturnix coturnix
japonica), strusia afrykanskiego (Struthio camelus), gesi do-
mowej (Anser anser domestica), kaczki domowej (Anas dome-
stica), indyka (Meleagris gallopavo) czy gotebia (Streptopelia
visoria).

Poniewaz przypuszcza sie, ze w owomukoidach trzecia
domena jest odpowiedzialna za wiekszo$¢ reakcji immuno-
logicznych organizmu cztowieka [16,21,22], badania struk-
tury inhibitorow wchodzacych w skiad wiekszosci owo-
mukoidéw skupity sie gtéwnie na tym fragmencie. Trzecia
domena owomukoidu biatka jaja strusia zbudowana jest z
51 reszt aminokwasowych, miejsce aktywne znajduje sie w

Arg Phe Pro Asn Ala Thr Asp Lys Glu Gly 1
Arg Pro lle Cys Gly Thr Asp Gly Val Thr 3
Ser lle Glu Phe Gly Thr Asn lle Ser Lys %
Pro Met«<8 Asn Cys Ser Ser Tyr Ala Asn Thr 76
Cys Asn Arg Ala Phe Asn Pro Val Cys Gly %
Leu Leu Cys Ala His Lys Val Glu Gin Gly 116
CyaZr Arg Lys Glu Leu Ala Ala Val Ser VaF¥ 1%
Thr Ala Glu Asp Arg Pro Leu Cys Gly Ser 1%
Phe Cys Asn Ala Val Val Glu Ser Asn Gly 17

186

Rycina 1. Sekwencja aminokwaséw w owomukoidzie biatka jaja kurzego; pogrubiong czcionka zapisano sekwencje w inhibitorze OMCHI-1: Val3-Cys62, OMCHI-2:

Met68-Cysl27, OMCHI-3: Vall36-Cysl86, na podstawie [9], zmodyfikowane.
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Rycina 2. Sekwencja aminokwaséw w domenie Il owomukoidu znajdujacego sie
w biatku jaja strusia, na podstawie [23], zmodyfikowane.

nim przy reszcie Leul3, natomiast mostki dwusiarczkowe
miedzy resztami: Cys3-Cys33, Cysll-Cys30 i Cysl9-Cys51
(Ryc. 2). W sk#ad trzeciego z homologéw owomukoidu jaja
gesi domowej wchodzi 51 reszt aminokwasowych, miejsce
aktywne znajduje sie przy reszcie Vall3, wigzania dwu-
siarczkowe natomiast miedzy resztami: Cys3-Cys33, Cysll-
Cys30 i Cysl9-Cys51 [23]. W trzeciej domenie owomuko-
idu biatka jaja kaczki domowej wigzania dwusiarczkowe
znajdujg sie miedzy resztami: Cys3-Cys33, Cysll-Cys30,
Cysl9-Cys51, centrum aktywne natomiast przy Metl3 [16].
Domena Il owomukoidu jaja indyka (OMTKY-3) zbudowa-
na jest z 51 reszt aminokwasowych (Ryc. 3), miejsce anty-
chymotrypsynowe znajduje sie przy reszcie Leul3, mostki
dwusiarczkowe natomiast miedzy resztami: Cys3-Cys33,
Cysll-Cys30 i Cysl9-Cys51 [24,25]. Owomukoid OMJPQ
biatka jaja przepiorki japonskiej zbudowany jest ze 186
reszt aminokwasowych [25,26], Ciezar czgsteczkowy owo-
mukoidu wynosi 28 000 Da. Zwigzek ten zawiera trzy izo-
meryczne formy inhibitorow proteaz: OMJPQ-I, OMJPQ-2
oraz OMJPQ-3. Struktura owomukoidu jest ,,utrwalona" za
pomocg 9 wigzan dwusiarczkowych, w domenie Il (OMJ-
PQ-3) wigzania dwusiarczkowe wystepujg miedzy reszta-
mi: Cys3-Cys33, Cysll-Cys30 oraz Cysl9-Cys51 [25]. OMJ-
PQ-2 posiada miejsce antytrypsynowe przy reszcie Lys89,

Tabela 2. Zawarto$¢ poszczeg6lnych biatek w biatku jaja kurzego oraz chemiczna
charakterystyka owomukoidu.

Biatko jaja kurzego, % wszystkich biatek [43-45]

Owoalbumina 54
Konalbumina 12
Owomukoid 11
Owomucyna 1.5
Lizozym 3.4
Owoinhibitor 0.5-1.5
Owoglikoproteina 0.5-1.0
Owoflawoproteina 0.8
Owostatyna 0.5
Owoglobulina 1.0
Cystatyna 0.05
Awidyna 0.05
Owomukoid, mol mol'l1[40]

Glukozamina 15.0
Heksoza 12.0
Mannowa 10.0
Kwas sialowy 0.05
Galaktoza 1.0
Reszta acetylowi 16.0
Zwiazki azotowe 22.0
Tryptofan 0.0
Tyrozyna 5.0
Hamowanie trypsyny, % 96

OMJPQ-3 natomiast przy reszcie Lysl48 [20]. Owomukoid
wyizolowany z biatka jaja gotebia sierpéwki jest zwigzkiem
0 ciezarze czasteczkowym réwnym 29400 Da, bogatym w
reszty galaktozy [7,27]. Inhibitory wchodzgce w skiad tego
zwigzku hamujg aktywnos$¢ trypsyny i chymotrypsyny.

MECHANIZM DZIALANIA ORAZ
ZNACZENIE OWOMUKOIDU

Owomukoid wystepujacy w biatku jaja ptakow posiada
zdolno$¢ hamowania trypsyny w stosunku 2:1, oraz prote-
olitycznych enzymdéw bakteryjnych, przez co wywiera dzia-
tanie przeciwbakteryjne, petnigc wazng funkcje ochronng w
biatku jaja [28,29]. Synteza owomukoidu jest regulowana
przez hormony steroidowe w jajowodzie [12].

Mechanizm dziatania owomukoidu jest taki sam, jak
wszystkich innych inhibitoréw niskoczgsteczkowych [12]:

Tabela 1. Umiejscowienie centrow aktywnych w trzech domenach owomukoidéw wybranych gatunkéw ptakéw [12].

P3 P2 Pr
Przepiorka japonska Cys Pro Lys
Stru$ afrykarnska Cys Pro Leu
Emu Cys Ser Leu
Bazant (5 odmian) Cys Thr Met
Kaczka Cys Thr Met
Indyk, Kuropatwa Cys Thr Leu
Ges Cys Thr Val
Kura Cys Thr Ala
Czakalaka Cys Leu Gin
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E+1 C x> L* E+P
P'r P2 P'3 P'4
Asp Tyr Arg Pro
Asp Tyr Met Pro
Glu Tyr Met Pro
Glu Tyr Arg Pro
Glu Tyr Met Pro
Glu Thr Arg Pro
Glu Tyr Met Pro
Glu ASP Arg Pro
Glu Gin Lys Pro
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Rycina 3. Inhibitor OMTKY-3 wystepujacy w biatku jaja indyka, na podstawie
[13], zmodyfikowane.

gdzie E oznacza enzym, | oznacza inhibitor o nienaruszo-
nym miejscu aktywnym, L jest to wolny, nonkowalentny
p6tprodukt, C —stabilny, nieaktywny kompleks enzymu z
inhibitorem w stosunku 1:1, X oraz L* —dwa potprodukty
modyfikacji inhibitora, I* jest to zmodyfikowany inhibitor,
w ktorym miejsca aktywne ulegty hydrolizie. W wyniku
hamowania enzymdw powstaje bardzo stabilny kompleks
potagczony za pomocg miejsc aktywnych w inhibitorze oraz
w enzymie.

Owomukoid jest uwazany za czynnik alergizujacy dla
cztowieka [16,30,31]. Jest to alergen, ktéry ulega trawieniu,
dzieki czemu jest dobrze tolerowany po spozyciu, natomiast
wywotuje pokrzywke kontaktowg po zetknieciu jaja ze sko-
rag [32], Alergia na biatko jaja kurzego zazwyczaj zaczyna
sie we wczesnym dziecinstwie, noworodek moze sie uczuli¢
wskutek obecnosci antygendéw w mleku matki. Badania wy-
kazaty mozliwo$s¢ wewngtrzmacicznego uczulenia ptodu
alergenami pokarmowymi [33].

U podtoza nadwrazliwos$ci na owomukoid lezy przede
wszystkim reakcja antygenu z przeciwciatami IgE, w
mniejszym stopniu natomiast z przeciwciatami 1gG
[6,16,21,31,32]. Kontakt organizmu z owomukoidem pro-
wadzi do wzrostu wytwarzania IgE, co jest przyczyng
wystgpienia reakcji alergicznej. Substancje alergizujgce
aktywuja limfocyty Th2, czego skutkiem jest wytwarza-
nie cytokin. Cytokiny wptywajg na zwiekszone wytwa-
rzanie IgE przez limfocyt B. Nastepnie, IgE wigze sie na
powierzchni komorek tucznych i granulocytéw zasado-
chtonnych, co prowadzi do degradacji komdrki i uwol-
nienia m.in. histaminy, odpowiedzialnej za powstawanie
objawow alergicznych u cztowieka. Reakcja typu Thl z
kolei hamuje wytwarzanie IgE [34], W owomukoidzie
stwierdzono obecno$¢ siedmiu epitopéw odpowiedzial-
nych za reakcje immunologiczng z paratopami IgE [31].
Zostaty one zlokalizowane w tafAcuchu polipeptydowym
w miejscu reszt aminokwasowych: 40-52, 56-66, 71-75,
81-91,161-174 oraz 179-186.
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Budowa owomukoidu sugeruje, ze dtugi tancuch weglo-
wodanowy wystepujacy w domenie Ill moze petnié funk-
cje determinanta antygenicznego w owomukoidzie, skie-
rowanego przeciwko IgE [32]. Badania Zhang i Mine [22]
potwierdzity silne alergizujgce wtasciwosci domeny 1l w
owomukoidzie biatka jaja kurzego oraz zwigzku tancucha
weglowodanowego z tymi wiasciwosciami. Uwaza sie, ze
to wtasnie tancuch weglowodanowy, wchodzacy w sktad
alergizujacych glikoprotein, jest przyczyng immunologicz-
nej reakcji krzyzowej z innymi alergenami [31].

Wykazano, ze pomiedzy alergenami jaj r6znych gatun-
kéw ptakow istnieje reakcja krzyzowa [35], Zjawisko to
wystepuje, gdy przeciwciata IgE wytworzone pierwotnie
w kierunku jednego alergenu rozpoznajg podobne biatko
pochodzace z innego zrodta. Oddziatywanie miedzy takimi
biatkami moze sprowokowac reakcje alergiczng. Jezeli an-
tygeny posiadajg epitopy identyczne lub bardzo podobne,
przeciwciata IgE nie rozpoznajg réznic pomiedzy nimi. Za-
uwazono, ze je$li homologia sekwencji reszt aminokwaso-
wych w epitopach wynosi mniej niz 50%, immunologiczna
reakcja krzyzowa wystepuje rzadko, natomiast jesli prze-
kracza 70% — istnieje wysokie prawdopodobienstwo wy-
stapienia takiej reakcji [36], Antygeny reagujace krzyzowo z
biatkiem jaja kury wykryto w biatku jaja indyka, gesi, kaczki
imewy, atakze we krwi kury [37], Stwierdzono istnienie ze-
spotu drdb-jajko, ktory taczy uczulenie na z64tko jajaz uczu-
leniem na migso drobiowe oraz uczuleniem wziewnym na
ptasie pidra [31]. Owomukoid wyizolowany z biatka jaja go-
tebia wywotuje reakcje krzyzowg z antygenem grupowym
krwi Pl cztowieka. Zjawiska tego nie stwierdzono w przy-
padku owomukoidu znajdujgcego sie w biatku jaja kurze-
go [27], Ponadto wiadomo, ze obecno$¢ IgE skierowanych
przeciwko alergenom jaja kurzego wigze sie ze zwiekszo-
nym ryzykiem rozwoju innych chordéb atopowych, takich
jak astma, alergie na inne pokarmy, zapalenie skory [38],
Wyzsze miana IgE przeciwko owomukoidowi sg stwierdza-
ne u 0séb chorych szczegdlnie Zle znoszacych kontakt z jaj-
kiem, zaréwno bezposredni, jak i bezdotykowy. Jednocze-
$nie udowodniono, ze u dzieci nie tylko poziom IgE jest od-
powiedzialny za predyspozycje do uczulenia, nalezy wziaé
rowniez pod uwage inne zaburzenia immunologiczne [3],
Wykazano takze, ze dzieci, w surowicy ktorych istniejg IgE
swoiste dla epitopéw sekwencyjnych owomukoidu, wyka-
zujg wiekszg sktonnos¢ do przetrwania alergii na jaja w po-
réwnaniu do dzieci posiadajgcych fragmenty niesekwencyj-
ne, ktére znacznie czesciej wyrastajg z uczulenia [30].

SPOSOBY ELIMINOWANIA
AKTYWNOSCI OWOMUKOIDU

Przeprowadzono szereg doswiadczen majgcych na celu
okreslenie wptywu réznych czynnikéw fizycznych i che-
micznych na alergenno$¢ owomukoidu. Ograniczanie im-
munogennych witasciwosci owomukoidu sprowadza sie
przede wszystkim do inaktywowania aktywnosci antytryp-
synowej tego zwigzku [31,39].

Badania wskazujg na termostabilny charakter owomuko-

idu [14,28,38,39]. Jednoczes$nie wykazano, ze odczyn pH jaja
wptywa zasadniczo na odpornos$¢ na temperature aktyw-
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nosci antytrypsynowej owomukoidu [31,39], Warto$¢ pH
wzrasta wraz z dtugoscig okresu przechowywania jaj. Ob-
robka termiczna jaj Swiezych (pH 7,6) okazata sie bardziej
efektywna niz jaj przechowywanych dtuzej [39-40].

Yang i wsp. [41] badali wptyw naswietlania roztworu
owomukoidu w temperaturze pokojowej, uzywajgc lamp
kobaltowych 6o jako Zzrddta sSwiatta, na biochemiczne
wiasciwosci tego zwigzku. Podczas procesu roztwor byt
nasycany tlenem, azotem lub tlenkiem azotu. Autorzy ci
stwierdzili istotne obnizenie aktywnos$ci antytrypsynowej
owomukoidu podczas naswietlania w obecnosci azotu.
Kato i Matsuda [20] w doSwiadczeniu polegajagcym na in-
kubowaniu owomukoidu jaja kurzego i przepidrki japon-
skiej w obecnosci glukozy w temp. 50°C przy wilgotnosci
wzglednej réwnej 65%, wykazali, ze redukcja wolnych grup
aminowych oraz guanidynowych w owomukoidzie powo-
duje obnizenie aktywnosci proteolitycznej inhibitora.

Mechaniczne usuniecie owomukoidu z biatka jaja kurze-
go spowodowato zdecydowane obnizenie immunogennych
witasciwosci tego pokarmu [31]. Prowadzone sg réwniez
badania majgce na celu inaktywacje aktywnosci antytrypsy-
nowej owomukoidu za pomocg modyfikacji genetycznych
jaja [16,42],

PODSUMOWANIE

Jaja sg produktami stanowigcymi istotny skiadnik diety
cztowieka. Jednocze$nie produkty te nalezg do najczest-
szych alergenéw pokarmowych. Z licznych badan wynika,
ze wiekszos$¢ czynnikéw wywotujacych alergie znajduje sie
w czesci biatkowej jaja [43-45]. Jednym z najwazniejszych
alergenéw jest owomukoid (Gal dl), glikoproteina zawiera-
jaca 20-25% weglowodanéw. W sktad czasteczki wchodzg
trzy niezalezne izomeryczne taricuchy inhibitorow proteaz
serynowych utozone liniowo, potaczone wigzaniami pep-
tydowymi. Inhibitory wchodzace w skiad owomukoidu
nalezg do rodziny Kazata. Inhibitory z tej grupy wykazujg
aktywnos$¢ w stosunku do trypsyny, chymotrypsyny, trom-
biny oraz innych enzyméw proteolitycznych. Wykazano, ze
pomiedzy biatkami jaj roznych gatunkow ptakdw istnieje
immunologiczna reakcja krzyzowa. Przeprowadzono wiele
doswiadczen majacych na celu okre$lenie wptywu réznych
czynnikow fizycznych i chemicznych na alergenno$¢ owo-
mukoidu. Nalezy zwréci¢ uwage na fakt, ze dotychczas nie
udato sie wyeliminowac¢ wiasciwosci alergizujgcych owo-
mukoidu, a jedynie je ograniczy¢.
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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. Itis a glycoprotein containing 20 through 25% carbohydrates. The molecule of ovomucoid is composed of three
homologous 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. Itis aglycoprotein comprising 186 amino acids, and it has a molecular weight of
28000 Da and an isoelectric point of 4.1. Ovomucoid has antibacterial activity resulting from its ability to inhibit bacterial proteolytic enzymes
crucial for microbial growth. Many studies reveal that ovomucoid is a thermo stable molecule.
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Stowa kluczowe: HAX-1, apoptoza, migracja
komérek, endocytoza, potranskrypcyjna regu-
lacja ekspresji

Wykaz skrétéw: TCR (ang. T-cell receptor)
— receptory obecne na powierzchni limfocy-
téow T; BCR (ang. B-cell receptor) — receptory
obecne na powierzchni limfocytéw B; 3'UTR
(ang. 3" untranslated region) —region nie ulega-
jacy translacji na 3' koncu transkryptu; Arp2/3
(ang. actin-related protein complex) —kompleks
biatkowy regulujacy reorganizacje filamentow
aktynowych i przebudowe cytoszkieletu; biat-
ka ABC (ang. ATP-binding cassette) — biatka
transportujace zawierajagce domene wigzaca
ATP; MDR (ang. multidrug resistance) — rodzaj
transporterow ABC odpowiedzialny za opor-
nos$¢ wielolekowg; BSEP (ang. bile salt export
pump) - obecne w hepatocytach transportery
ABC przenoszace kwasy zotciowe; ciatka PML
— struktury jagdrowe zawierajgce biatko PML
(ang. promyelocytic leukemia protein, biatko bia-
taczki promielocytowej), odgrywajg role w
kontroli transkrypcji i magazynowaniu okre-
$§lonych biatek; VDAC (ang. voltage-dependent
anion channel) — kanat anionowy regulowany
przez zmiany potencjatu btonowego; ANT
(ang. adenine nucleotide translocase) — translo-
kaza nukleotydéw adeninowych
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STRESZCZENIE

Bialko HAX-1, opisane po raz pierwszy w 1997 roku, ma wtasnoséci antyapoptotyczne,
wpltywa na migracje komorek, endocytoze i, prawdopodobnie, na transport mRNA. Bu-
dowa domenowa biatka HAX-1 wskazuje na jego podobiefAstwo do biatek z rodziny Bcl-2,
cho¢ brak bezposredniej homologii. Wykazano, ze biatko HAX-1 jest substratem proteazy
Omi/HtrA2, odpowiedzialnej za degradacje kaspaz, oraz jest inhibitorem kaspazy-9, co po-
woduje, ze biatko to jest bardzo istotnym regulatorem apoptozy. Odkryto szereg oddziaty-
wan biatka HAX-1, zaréwno z biatkami uczestniczacymi w apoptozie, jak i zaangazowanymi
w proces migracji oraz tworzenie cytoszkieletu. Inne badania dowodzg wigzania sie tego
biatka do 3' koricéw niektérych transkryptéw, co sugeruje, ze HAX-1 uczestniczy w regulacji
ekspresji okreslonych mRNA. Pewne dane wskazujg na to, ze regulacja ta moze polega¢ na
kontrolowaniu transportu transkryptéw w komdrce. Wielofunkcyjno$¢ biatka HAX-1 i jego
zaangazowanie w procesy kluczowe dla stanu komérki sugeruja, ze biatko to moze uczest-
niczy¢ w procesie nowotworowym i powstawaniu przerzutéw (wykazano, ze gen kodujacy
biatko HAX-1 ulega nadeskpresji w niektérych nowotworach). Wiadomo takze, ze brak lub
nadeskpresja genu kodujgcego biatko HAX-1 jest przyczyng pewnych choréb dziedzicznych
oraz choréb o charakterze systemowym (choroba Kostmanna, tuszczyca, twardzina uktado-
wa). Doktadne zbadanie wszystkich funkcji tego biatka moze sie zatem okaza¢ bardzo istot-
ne z punktu widzenia medycyny.

ODKRYCIE BIALKA HAX-1

Zwigzanie si¢ antygenu z kompleksem receptorow limfocytow T (TCR) lub
limfocytow B (BCR) prowadzi do aktywacji tych komorek oraz ich proliferacji.
Efektem tego procesu jest powstanie klonéw limfocytow B — wydzielajagcych
okreslone przeciwciata — lub limfocytow T, wypetniajgcych swoje funkcje po-
mocnicze lub cytotoksyczne. Innym skutkiem aktywacji receptoréow limfocytéow
moze by¢ wywotanie, na drodze apoptozy, Smierci komdrek rozpoznajgcych
swoiste antygeny. Mechanizmy prowadzace do aktywacji procesu proliferacji
lub $mierci komorki po przekazaniu sygnatow od receptoréw do komorki nie
zostaty jeszcze w petni poznane. Pierwszg odpowiedzig na zwigzanie sie an-
tygenu z receptorem jest natychmiastowa aktywacja niereceptorowych kinaz
tyrozynowych, jak Syk, oraz kinaz nalezgcych do rodziny Src (Lyn, Fyn, Lek,
i Blk). Prowadzi to do fosforylacji wielu wewngtrzkomdérkowych biatek, mie-
dzy innymi: fosfolipazy Cyl i Cy2, kinazy fosfatydyloinozytolu-3 oraz biatka
aktywujacego GTPaze Ras. Fosforylacja reszt tyrozyny jest mechanizmem po-
wszechnie wykorzystywanym do regulacji proceséw biologicznych, nie tylko
proliferacji i indukcji Smierci komorki, jak ma to miejsce w limfocytach, ale takze
w takich zjawiskach, jak migracja i ré6znicowanie. KoAcowym etapem przekazy-
wania sygnatu od receptorow jest indukcja ekspresji genéw kodujacych czynni-
ki transkrypcyjne, takich jak c-myc czy c-fos, ktére decydowac beda o dalszych
losach komorki [1].

Jednym z biatek, ktdre podlega fosforylacji przez kinazy tyrozynowe tuz po
aktywacji receptoréw limfocytéw Bi T, jest HS1 (ang. hematopoietic specific protein
1) [2,3]. W limfocytach B HS1 jest fosforylowane przez wspoétpracujgce ze sobg
kinazy Lyn i Syk, aw limfocytach T —przez kinazy Fyn i Zap-70. Biatko to wy-
stepuje tylko w komérkach hematopoetycznych i, pomimo ze posiada sygnat lo-
kalizacji jadrowej, umiejscawia sie gtéwnie w cytoplazmie w nieaktywowanych
limfocytach B. Pod wptywem fosforylacji ulega ono jednak przemieszczeniu do
jadra komérkowego, przekazujac dalej sygnat od aktywowanych receptorow
[4]. HS1 moze by¢ takze fosforylowane przez kinaze serynowo-treoninowg CK2,
ktora in vitro wzmaga fosforylacje tego biatka przez kinazy tyrozynowe [5].

HS1 zawiera na kofcu aminowym zasadowy motyw oraz powtarzajaca sie
trzy i pét raza sekwencje, zwang powtdérzeniem kortaktynowym lub HS1 (ang.
cortactin or HS1 repeat), sktadajaca sie z 37 reszt aminokwasowych. Ta powta-
rzajaca sie sekwencja wykazuje podobieAstwo do motywéw wigzacych DNA

www .postepybiochemii.pl


mailto:ewag@coi.waw.pl

__Eepph WA sk

__Eppp 1 EE

Rycina 1. Poréwnanie budowy biatka HS1 i kortaktyny. Objasnienia skrétéw: Z
—motyw zasadowy, P —powtdrzenie kortaktynowe/HSI, H—kwasna a-heti-
sa, BP —region bogaty w proline, SH3 —domena o homologii do Src. Obecno$¢
wiekszej ilosci powtoérzen P w kortaktynie zapewnia wigksze powinowactwo do
filamentéw aktynowych.

0 budowie helisa-petla-helisa, wystepujagcych w prokario-
tycznych biatkach regulatorowych. Prawdopodobnie takze
cata sekwencja powtdrzen tworzy strukture typu helisa-pe-
tla-helisa (Ryc. 1). Koniec karboksylowy HS1 zawiera mo-
tyw SH3 (ang. Src-homology 3) oraz kwasng a-helise [6],

Badania nad myszami z uszkodzonym (ang. knockout)
genem Hclsl (ang. hematopoietic celi specific Lyn substrate T),
kodujacym biatko HS1, wykazaty, ze brak HS1 nie powo-
dowat zadnych zmian w rozwoju limfocytéw T i B. Jednak
po zwigzaniu sie antygendéw z receptorami BCR lub TCR
zahamowana byta proliferacja zaréwno limfocytéw T, jak
1B oraz produkcja przeciwciat niezalezna od limfocytow
T. Dodatkowo wykryto, ze limfocyty B pochodzace z jamy
otrzewnowej tych myszy byty oporne na indukcje apopto-
zy, wywotang usieciowaniem za pomocg immunoglobin
rozpoznajacych receptory limfocytow B.

W 1997 roku Suzuki i wsp. szukali, za pomocg systemu
dwuhybrydowego, biatek, ktore oddziatywatyby z biatkiem
HS1 cztowieka. Odkryli oni, ze HS1 wigze sie z jeszcze nig-
dy wczesniej niezidentyfikowanym biatkiem, ktore nazwali
HAX-1 (ang. HSl-associated protein X-1) [7]. Z biegiem lat
w licznych niezaleznych badaniach wykazano, ze biatko
HAX-1 ma wiele innych partneréow biatkowych (kortakty-
ne i policystyne-2 [8], Ga13[9], Vpr [10], K15 [11], EBNA-LP
[12], interleukine-1 [13], HtrA2/Omi [14]) oraz ze moze od-
dziatywac z kwasami rybonukleinowymi (3 UTR w mRNA
wimentyny [15]).

BIALKO HAX-1 A CYTOSZKIELET | PROCES MIGRACJI

Wykonujac immunoprecypitacje lizatéw komorkowych,
udowodniono, ze oddziatywanie pomiedzy HS1 a HAX-1
zachodzi takze in vivo [7]. Sprawdzajac za pomoca systemu
dwuhybrydowego oddziatywanie pomiedzy HAX-1 a po-
szczegbélnymi fragmentami HS1, wykazano, ze za tworze-
nie sie kompleksu z HAX-1 odpowiedzialny jest fragment
obejmujacy reszty aminokwasowe od 27 do 66 wigcznie,
czyli fragment umiejscowiony na kofAcu aminowym, obej-
mujacy poczatek motywu zasadowego. Fragment ten wyka-
zuje ogromne podobienstwo (az 75%) do kortaktyny/EMS1,
biatka wystepujacego prawie we wszystkich tkankach, cho-
ciaz nie wystepuje w wiekszosci komérek hematopoetycz-
nych.

Na homologii koica aminowego kortaktyny i HS1 podo-
bienstwa sie nie koncza: kortaktyna zawiera takze powyzej
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wspomniany powtarzajacy sie motyw, tylko jest on znacz-
nie dtuzszy —zawiera az 6 i pét powtdrzenia — a na korcu
karboksylowym znajduje sie tez domena SH3 (Ryc. 1). Ko-
lejng cechg wspolng jest to, ze kortaktyna stanowi substrat
kinazy tyrozynowej Src, nalezacej do tej samej rodziny co
kinazy fosforylujgce HS1. W tej sytuacji nie dziwi fakt, ze
wykazano tworzenie kompleksdw HAX-1 takze z kortakty-
na [8],

Mimo tak duzych podobienstw w budowie funkcje tych
dwdch biatek sa odmienne. Kortaktyna, kodowana przez
onkogen EMS1, ulega nadekspresji w komdérkach ptaskona-
btonkowego raka gtowy i szyi oraz w nowotworach sutka
[16]. Biatko to ma przede wszystkim zwigzek z cytoszkiele-
tem. Potrafi sie taczy¢ zaréwno z filamentami aktynowymi
(zato oddziatywanie odpowiedzialne sg wyzej wspomniane
charakterystyczne powtérzenia sekwencji), jak i z komplek-
sem biatkowym Arp2/3, biorgcym udziat w polimeryzacji
nowych filamentéw aktynowych [17]. Kortaktyna lokalizuje
sie przede wszystkim w cytosolu, skad po aktywacji przez
mate biatko G, Racl, przemieszcza sie na obrzeza komaérki
[18]. Mozna jg odnalez¢ w miejscach optaszczonych przez
klatryne oraz zwigzang z filamentami aktynowymi, ktére
dochodzg do tego obszaru. Kortaktyna tworzy takze kom-
pleks (poprzez domene SH3) z dynaming, duzg GTPaza,
wraz z ktorg bierze udziat w procesie endocytozy.

Uszkodzenie genu kodujgcego kortaktyne powoduje za-
hamowanie endocytozy zaleznej od receptorow, lecz nie
hamuje pinocytozy. Gdy hamowano endocytoze cytocha-
lazyng (alkaloidem zapobiegajacym polimeryzacji filamen-
téow aktynowych), kortaktyna znikata z miejsc endocytozy,
jednak dynamina pozostawata bez zmian. Oznacza to, ze
to dynamina pozyskuje kortaktyne podczas endocytozy w
sposo6b zalezny od aktyny. Dynamina bierze przede wszyst-
kim udziatl w odtgczaniu sie pecherzykéw endocytarnych
od btony komorkowej, a kortaktyna moze by¢ tgcznikiem
pomiedzy nig a cytoszkieletem [19,20],

Inng funkcjg spetniang przez kortaktyne w komorce jest
jej udziat w tworzeniu tzw. podosomoéw. Podosomy sg to
punktowe, istniejgce w komérce przez krétki czas i bar-
dzo dynamiczne, potgczenia komorkowe, wigzace jg z ma-
cierza pozakomorkowg. Wykryto je przede wszystkim w
komérkach mezenchymalnych oraz liniach komdrkowych
wyprowadzonych z osteoklastow i biataczek cztowieka.
Podosomy skladajg sie z takich samych biatek, co hemi-
desmosomy, ktére wigza komorki z btong podstawng,
jednak w ich sktad wchodzg takze: zelsolina, dynamina i
kortaktyna. Tworzenie sie podosomoéw uzaleznione jest od
fosforylujacej kortaktyne kinazy Src, na co wskazuje fakt,
ze liczba podosomow w komorkach wzrastata pod wpty-
wem nadekpresji tej kinazy. Oprécz tego wykryto, ze na-
dekspresja genu kodujgcego kortaktyny w komaérkach, w
ktorych normalnie jego ekspresja nie zachodzita (komorki
linii pozyskanej ze $rédbtonka pepowiny), powodowata
wzrost ich migracji [21].

Kortaktyna jest zatem biatkiem regulujagcym wiele pro-
cesOw komdérkowych zwigzanych z cytoszkieletem. Fakt,
ze takie same biatka mogg bra¢ udziat zar6wno w proce-
sach adhezji, jak i migracji, nie powinien dziwi¢, poniewaz
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sg to biatka regulatorowe, kontrolujgce proces przemiesz-
czania sie komorki. Proces ten jest sekwencjg zdarzen, po-
legajacg na przywieraniu do podtoza uwypuklen komor-
ki, przeptywie cytoplazmy do tych wypustek, a na kon-
cu — na odtgczeniu od podtoza obszaru komorki, ktory
znajduje sie po stronie przeciwnej do wypustek. Nasuwa
sie zatem oczywisty wniosek, ze biatko HAX-1, oddziatu-
jac z kortaktyng, wptywa na wyzej wymienione zjawiska.
Na potwierdzenie tej tezy mozna przytoczy¢ doniesienia,
ze HAX-1 wigze sie nie tylko z kortaktyng, ale i innymi
biatkami zaangazowanymi w proces migracji: policystyng-
2 [8]i Gal3[9],

Policystyna-2 jest biatkiem kodowanym przez gen PKD2
(ang. polycystic kidney disease 2), zmutowanym u prawie
wszystkich oséb chorujacych na torbielowate zwyrodnienie
nerek. Policystyna-2 sktada sie z szeSciu domen transbhtono-
wych i zawiera na koricu karboksylowym motyw EF-hand,
ktory wiaze wapn. Oprocz tego policystyna-2 wykazuje
bardzo duzg homologie do podjednostki alkanatu wapnio-
wego zaleznego od potencjatu btonowego, a jej koniec kar-
boksylowy oddziatuje z TRPC1, kanatem wapniowym akty-
wowanym pod wptywem uwalniania wewngtrzkomaorko-
wych zapaséw Ca2+[22], Wszystko zatem wskazuje, ze po-
licystyna-2 moze by¢ biatkiem kanatowym. Drugim genem,
w ktorym znaleziono mutacje u chorych na torbielowatos¢,
jest PKD1, kodujacy policystyne-1, biatko homologiczne do
policystyny-2. Policystyna-1 jest prawdopodobnie biatkiem
btonowym, biorgcym udziat w oddziatywaniach miedzy-
komérkowych i kontaktach pomiedzy komoérkg a macierzg
pozakomoérkowa.

Wykryto, ze policystyna-1 i -2 oddziatujg pomiedzy sobg
za pomocg koncéw karboksylowych, ktdre skierowane sg
do srodka komérki w strone cytoplazmy. Oznacza to, ze
moga one wchodzi¢ w skiad tego samego kompleksu bto-
nowego lub moga by¢ czescig jakiego$ szlaku przekazywa-
nia sygnatow do komoérki. Sama policystyna-2 takze jest w
stanie tworzyé homodimery, wigzac sie pomiedzy sobg za
pomocg koncow karboksylowych [23],

Kiedy z uzyciem systemu dwuhybrydowego starano sie
dowiedzie¢, jakie biatka oddziatujg z koncem aminowym
policystyny-2, wykryto, ze z petlg znajdujacg sie pomiedzy
piata a szdstg domeng transbtonowg wigze HAX-1. Oddzia-
tywanie to jest specyficzne, poniewaz nie wykryto oddzia-
tywania pomiedzy HAX-1 a pigta petlg biatka kodowanego
przez PKD2L (policystyna-L), ktére jest bardzo podobne do
policystyny-2. Stwierdzono, ze HAX-1 i policystyna-2 wy-
stepujg w komaérkach razem w siateczce srédplazmatycznej,
a w komorkach migrujagcych zauwazono, ze HAX-1 wraz z
policystyng-2 ulegajg przeniesieniu na obrzeza komorek,
w tym do lammelipodiéw. Dalsze badania wykazaty, ze w
lammelipodiach HAX-1 kolokalizuje takze z kortaktyng [8],
Jak juz wspomniano wczesniej, rozmieszczenie kortaktyny
na obrzezach komérek uzaleznione jest od aktywnos$ci ma-
tego biatka wigzacego GTP, Racl. Okazuje sie, ze aktywno$¢
policystyny-2 jest takze uwarunkowana dziatalnoscig ma-
tych biatek G: Cdc42, Rho i Racl, ktére zaangazowane sg
w regulacje, takich procesow jak: organizacja cytoszkieletu
aktynowego, migracja, uksztattowanie komdarki, adhezja i
ustalenie polarnosci [24,18], HAX-1 moze zatem stanowi¢
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element taczacy policystyne-2 z cytoszkieletem aktyno-
wym.

Innym dowodem posrednim na zaangazowanie biatka
HAX-1 w regulacje migracji komorek jest jego oddziaty-
wanie z Ga)y podjednostkg a heterotrimerycznego biatka
wigzgcego GTP (biatko G) [9]. Biatko G posredniczy w wie-
lu szlakach indukowanych przez receptory, a Gal3i Gap,
nalezgce do tej samej rodziny podjednostek a, uznaje sie
za kluczowe regulatory przekazywania sygnatu, miedzy
innymi w szlakach prowadzacych do aktywacji matego
biatka Rho, ktére kontroluje przebudowe cytoszkieletu i
wzrost komdrek [25]. Mate biatko Rho zaangazowane jest
takze w tworzenie widkien naprezeniowych, bedacych
wigzka filamentdw aktynowych o ksztatcie igty, oraz tzw.
kontaktow ogniskowych (ang. focal adhesion sites), two-
rzacych sie w miejscu przylegania komorki do podtoza
komplekséw biatkowych, od ktdrych odchodzg wigzki
filamentéw aktynowych [26]. Aktywno$¢ GTPazowa Gap
i Gap stymulowana jest przez pll5 RhoGEF (ang. Rho
guanine nucleotide exchange factor), ktéry odtgcza GDP od
GTPazy, pozwalajagc na przytagczenie sie nowej czasteczki
GTP. Potaczenie RhoGEF z GaBumozliwia wymiane nu-
kleotydéw guaninowych na GTPazie Rho, a polagczenie
RhoGEF z Gap hamuje aktywnos$¢ matego biatka Rho [27].
Inng wazng réznicg pomiedzy tymi dwiema podjednost-
kami jest takze fakt, ze GaBstymuluje migracje komorek,
a Gal2 —jej nie stymuluje [28].

Wigzanie pomiedzy HAX-1 a Gal3jest wysoce specyficz-
ne. Nie wykryto natomiast zadnych oddziatywan pomiedzy
HAX-1 a Gair Dodatkowo wykazano, ze HAX-1, Gaiy kor-
taktyna oraz mate biatko Racl mogg wspdlnie tworzy¢ duzy
kompleks [9], Wiadomo, ze migracja komdrek wymaga, pro-
mowanego przez Racl, tworzenia filamentéw aktynowych
przy wysuwajacej sie krawedzi komorki [29], a aktywacja
matego biatka Rho przez GaBzostaje zniesiona przez HAX-
1 [9]. Dlatego postuluje sie istnienie mechanizmu, w ktérym
zasadnicze znaczenie ma HAX-1, decydujgcego o tym, czy
komorka migruje, czy ulega adhezji (Ryc. 2). Jesli HAX-1 po-
taczony bytby z Ga]3dochodzitoby do utworzenia poczwor-
nego kompleksu z kortaktyng i Racl, co prowadzitoby do
zapoczatkowania polimeryzacji aktyny oraz przemieszcza-
nia sie komorki. Odtgczenie HAX-1 od Gal3powodowatoby
aktywacje matego biatka Rho i stymulowatoby adhezje.

AN\

\\ab
Rycina 2. Model regulacji migracji i adhezji przez biatko HAX-1 (na podstawie
[10]). Interakcja biatka HAX-1 z GaBprowadzi do utworzenia kompleksu z biat-

kiem Rac i kortaktyna, co inicjuje migracje komérki, hamujac jednocze$nie droge
alternatywna, czyli wigzanie do GaBbiatka Rho i stymulacje adhezji.

migracja -~
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WPLYW HAX-1 NA ENDOCYTOZE

Jak wspomniano powyzej, wigzgca sie z HAX-1 kortak-
tyna zaangazowana jest miedzy innymi takze w proces en-
docytozy. Okazuje sie, ze wptyw na ten proces moze mie¢
rowniez HAX-1. Ortiz i wsp. [30], szukajac partneréw dla
trzech biatek typu ABC: MDR1, MDR2 i BSEP, znalezli tylko
jednego — wiasnie HAX-1. Biatka ABC (ang. ATP-binding
cassette) sg to zalezne od ATP transportery, ktdre zajmujg sie
uwalnianiem poszczegélnych sktadnikdw zotci z hepatocy-
tow do kanalikéw zoétciowych w watrobie. MDR1 mozna
znalez¢ nie tylko w hepatocytach, ale takze m.in. w duzych
ilosciach w nadnerczach, w troche mniejszych — w nerce
oraz w ptucach iinnych tkankach [31]. Jest on sktadnikiem
bariery krew —moézg, poza tym stwierdzono jego udziat w
transporcie lekéw. Transportujac leki z powrotem do krwi,
przyczynia sie do powstawania lekoopornosci [32]. MDR2
zajmuje sie transportem organicznych anionéw [33], a BSEP
—transportem sprzezonych kwasoéw zo6tciowych [34].

Bardzo istotng kwestig jest lokalizacja transporterow
ABC w hepatocytach, gdyz muszg sie one znajdowac w bto-
nie komérkowej po stronie, ktéra nie przylega ani do pod-
toza, ani do innych komorek, tylko skierowanej do $wiatta
kanalika zétciowego. Badajac lokalizacje HAX-1 i BSEP w
komaérkach przylegajacych do podtoza, wykryto, ze oba
biatka znajdowaty sie po apikalnej, odstonietej stronie ko-
morki. Gdy wyciszono ekspresje HAX-1, okazato sie, ze
pomimo iz nie ma ono wptywu ani na okres potowicznego
zaniku ani na szybkos$¢ transkrypcji i translacji czy tez trans-
port BSEP do apikalnej btony komdérkowej, to ilos¢ BSEP w
btonie wcigz wzrastata. Oznaczato to, ze brak HAX-1 musiat
hamowac¢ endocytoze, co potwierdzata obecnos¢ HAX-1 w
pecherzykach endocytarnych [30].

WIAZANIE | TRANSPORT TRANSKRYPTOW:
ROLA HAX-1 W EKSPORCIE Z JADRA?

W trzech niezaleznych badaniach wykryto, ze biatko
HAX-1 jest partnerem az trzech biatek wirusowych: EBNA-
LP [12], K15 [11] i Vpr [10],

EBNA-LP (nazywane takze EBNADS5, ang. Epstein-Barr vi-
rus nuclear antigen 5) jest wirusowym biatkiem jadrowym,
zaangazowanym w proces unieSmiertelniania komorek
zakazonych wirusem Epsteina — Barr (EBV), zakazajacy
przede wszystkim komérki nabtonkowe oraz limfocyty B.
Wraz z innym biatkiem, EBNAZ2, pojawia sie w komorce juz
na poczatku zakazenia wirusowego. Wykryto, ze EBNA-
LP, w zaleznosci od fazy cyklu komérkowego, moze by¢ w
rézny sposob ufosforylowane na resztach seryny (prawdo-
podobnie przez kinazy p34a2lub CKIl). W pdznej fazie G1
jest hypofosforylowane, a fazie G, — hyperfosforylowane
[35]. Oprécz tego wiadomo, ze biatko to moze oddziatywaé
z supresorami nowotworéw, TP53 i RBI (retinoblastoma),
i w ten sposéb wywotaé wejscie w cykl mitotyczny [36], co
stanowi bardzo wazny etap w cyklu zyciowym herpeswiru-
sow, do ktérych nalezy EBV.

W liniach komérkowych uzyskanych z limfoblastoidow

(limfocyty transformowane EBV) EBNA-LP lokalizuje sie
przede wszystkim w przedziatach jadra komdrkowego
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zwanych ciatkami PML (ang. PML bodies; moze ich by¢ od
10 do 30 w jadrze), a w komérkach nietransformowanych
— w nukleoplazmie. Hamowanie proteosomu powodu-
je przemieszczenie sie EBNA-LP do jaderka [37], Ciatkom
PML przypisuje sie role dostownie we wszystkich najwaz-
niejszych procesach jagdrowych: w transkrypcji, w napra-
wie DNA, obronie przed wirusami, w stresie, w regulacji
cyklu komorkowego, proteolizie i apoptozie [38,39]. Biatko
EBNA-LP zwieksza aktywacje transkrypcji gendéw wiru-
sowych indukowang przez EBNA2 [40], a z drugiej strony
zmniejsza ekspresje genéw kodowanych w genomie zaka-
zonej komoérki oraz niektorych genéw wirusowych poprzez
hamowanie poliadenylacji pre-mRNA, w wyniku czego
nie dochodzi do eksportu mRNA z jadra komérkowego do
cytoplazmy. Nie wiadomo dokiadnie, jaki jest mechanizm
hamowania poliadenylacji (by¢ moze EBNA-LP wigze sie z
3' UTR pre-mRNA lub z elementem kompleksu poliadeny-
lacyjnego) ani jaki jest mechanizm wybidérczosci. Wiadomo
tylko, ze na represje poliadenylacji nie wptywajg introny, a
to, ktdre geny majag zahamowang ekspresje, zalezy od ich
potozenia na chromosomach [41],

Z oddziatywania HAX-1 z EBNA-LP moze zatem wyni-
kac, ze petni ono jaka$ funkcje zwigzang z metabolizmem
RNA. Znane sg badania wykazujace, ze HAX-1 oddziatuje
z 3' UTR mRNA wimentyny [15]. Wimentyna jest biatkiem
cytoszkieletu, sktadnikiem filamentéw posrednich w wielu
komorkach. Kluczowa rola 3' UTR w lokalizacji mMRNA w
odpowiednim miejscu w komdrce jest powszechnie znana
[42], Na 3'UTR transkryptu wimentyny znajduje si¢ silna
struktura spinki do wiosow, wiazaca biatko HAX-1. Row-
noczes$nie wiadomo, ze 3'UTR transkryptu wimentyny ma
znaczenie dla jego lokalizacji w komorce, za$ zaburzenia
tej lokalizacji powodujg zmiany w morfologii komarki i jej
ruchliwos$ci [43]. Istnieje wiec uzasadnione przypuszczenie,
ze to HAX-1 jest odpowiedzialne za regulacje transportu
mRNA wimentyny. Zaangazowanie biatka HAX-1 w regu-
lacje transportu mRNA wimentyny dodatkowo potwierdza
zwigzki tego biatka z cytoszkieletem i procesem migracji.

Inng funkcja, wigzaca biatko HAX-1 z jagdrem komorko-
wym, jest import biatek z cytoplazmy do jadra. Znanych
jest kilka biatek wigzacych HAX-1, ktére pod wpltywem
odpowiedniego bodzZca ulegajg przemieszczeniu do jadra
komadrkowego (HS1, prohibityna 2, pre-interleukina-la).
W przypadku pre-interleukiny-la (pre-IL-la) okazato sie,
ze HAX-1 ma bardzo istotny wptyw na to przemieszczanie,
gdyz jego wyciszenie powoduje zahamowanie transportu
pre-1L-la do jadra [44], Sugerowatoby to wahadtowe kraze-
nie biatka HAX-1 pomiedzy jadrem a cytoplazmg, zwigzane
z transportem rdznego typu czasteczek.

REGULACJA APOPTOZY PRZEZ HAX-1

OdpowiedZ na pytanie, czy HAX-1 ma wptyw na proces
apoptozy, kryje sie chyba juz w samej budowie biatka HAX-1
(Ryc. 3).

Analiza sekwencji biatka HAX-1 wykazata, ze zawiera
ono fragment o niewielkiej homologii do proapoptotycz-
nego biatka BNIP3 (wcze$niej nazywane Nip3) z rodziny
Bcl-2 [7]. Dalsze podobienstwa do tej rodziny biatkowej,
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Rycina 3. Poréwnanie schematu budowy biatka HAX-1 z wybranymi biatkami z
rodziny Bcl-2; zaznaczono obecno$¢ domen BH oraz domeny wewnatrzbtonowej
(TMD). Biatka Bid i BNIP3 nalezg do grupy pro-apoptotycznych biatek z rodziny
Bcl-2 posiadajacych tylko jedng domene BH —domene BH3 (tzw. ,,BH3 only").
W biatku HAX-1 znajduje sie region o stabym podobienstwie do biatka BNIP3.
Obecnos$¢ dwdoch domen BH jest nietypowa dla wiekszosci biatek z rodziny Bcl-
2; stwierdzono ja tylko dla biatek pochodzenia wirusowego (BHRF1). Pozostate
biatka przedstawione na rycinie sg biatkami wystepujacymi u ssakdw.

to obecno$¢ w biatku HAX-1 dwéch domen BH (ang. Bcl-
2 homology): BH1 i BH2, czyli domen homologicznych do
wystepujacych w biatkach z rodziny Bcl-2 [8], Biatko Bcl-2
zostato zidentyfikowane w 1984 roku. Jego nazwa wywo-
dzi sie z odkrycia, ze region chromosomu 18, kodujacy Bcl-
2, moze ulec translokacji na chromosom 14 (wraz z c-myc
zlokalizowanym na chromosomie 8), dostajgc sie pod silny
wptyw enhancera allelu, kodujacego tancuch ciezki prze-
ciwciata, w wyniku czego moze dojs¢ do rozwoju biataczki
komérek B (ang. B cell leukemia-2) [45]. Rodzina Bcl-2 skia-
da sie z biatek w rézny sposéb zaangazowanych w proces
apoptozy, co stato sie podstawg do ich podziatu na trzy
klasy (Ryc. 3):

1. antyapoptotyczne biatka wielodomenowe sktadajgce sie
z czterech domen homologii Bcl-2 (BH1, BH2, BH3 i BH4),
do ktorych naleza: Bcl-2, Bel-XL, Bel-w, Mcl-1 i Al;

2. proapoptotyczne biatka wielodomenowe majace trzy do-
meny homologii Bcl-2 (BH1, BH2 i BH3), takie jak: Bak, Bax
i Bok;
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3. proapoptotyczne biatka majace tylko domene BH3 (BH3-
only), takie jak: Bim, Bad, Bid, Bik, Bmf, Puma, Noxa i Hrk
(BNIP3 takze zawiera tylko domene BH3).

Gtéwna role w procesach apoptotycznych odgrywaja
przede wszystkim proapoptotyczne biatka wielodomeno-
we, odpowiedzialne za indukcje apoptozy na drodze akty-
wacji szlaku mitochondrialnego, prowadzgcego do wywota-
nia przepuszczalnos$ci bton mitochondrialnych iuwolnienia
z przestrzeni miedzybtonowej proapoptotycznych biatek,
takich jak: cytochrom c, HtrA2/Omi, AIF, endonukleaza G
i Smac/DIABLO [46]. Biatka antyapoptotyczne oraz biatka
zawierajace tylko domene BH3 speiniajg przede wszystkim
funkcje regulacyjne. Biatka antyapoptotyczne sg inhibitora-
mi wielodomenowych biatek proapoptotycznych, a biatka
zawierajace tylko domene BH3 moga by¢ inhibitorami bia-
tek antyapoptotycznych (Noxa, Bad, Puma, Hrk, Bmf, Bim)
lub/oraz aktywatorami biatek wielodomenowych proapop-
totycznych (tBid, Bim, Puma) [47].

Zauwazono, ze obraz mitochondriow, z ktérych uwal-
niane sa sktadniki proapototyczne, moze byé zupeinie
rézny: albo mitochondria sg napeczniate i majg rozerwa-
ng zewnetrzng btone mitochondrialng, albo wygladajg na
niezmienione. Dlatego powstaty az cztery niewykluczajg-
ce sie hipotezy dotyczace tego, w jaki sposob biatka wie-
lodomenowe sg w stanie wywotaé przepuszczalno$¢ bton
mitochondrialnych. Najstarszg z nich jest hipoteza zwig-
zana z istnieniem tzw. megakanatu mitochondrialnego
(PTP, ang. permeability transition pore). W sktad tego kanatu
wchodzg miedzy innymi: VDAC (kanat anionowy zalezny
od potencjatu btony), znajdujacy sie w zewnetrznej bto-
nie mitochondrialnej oraz, potagczona z nim, translokaza
nukleotydéw adeninowych (ANT), zlokalizowana w we-
wnetrznej btonie mitochondrialnej. Oba te biatka tworzg
trzon megakanatu mitochondrialnego, taczacego macierz
mitochondrialng z cytoplazma. W sktad megakanatu mito-
chondrialnego moze wchodzi¢ takze Bax, ktore stymuluje
jego otwarcie. Wielko$¢ poru jest wystarczajgco duza, by
wypusci¢ cytochrom ¢ z mitochondriéow (zwtaszcza, ze cy-
tochrom ¢ wystepuje takze w macierzy mitochondrialnej),
jednak nie ttumaczy to uwalniania pozostatych wiekszych
czastek proapoptotycznych z przestrzeni miedzybtono-
wej. Dlatego uwaza sie, ze otwarcie megakanatu mito-
chondrialnego prowadzi do naptywu do macierzy wody
i czasteczek rozpuszczonych, a w efekcie do napecznienia
mitochondridw irozerwania zewnetrznej btony mitochon-
drialnej [48],

Druga hipoteza, ttumaczacg uwalnianie czasteczek pro-
apoptotycznych z przestrzeni miedzybtonowej, sugeruje
tworzenie kanatdw przez Bak lub Bax. Zauwazono, ze sam
Bax po aktywacji, polegajacej na odstonieciu koinca amino-
wego i karboksylowego przez tBid oraz inny nieznany czyn-
nik, wbhudowuje sie w zewnetrzng btone mitochondrialng i
moze tam tworzy¢ oligomery [49], Bak, zawsze zlokalizo-
wany w blonie, jest takze w stanie oligomeryzowaé¢. Wyli-
czono, ze do utworzenia kanatu przez Bax/Bak, zdolnego
uwolnié¢ cytochrom c, potrzebne sg tylko cztery czasteczki
[50], Za tworzenie sie kanatdw odpowiedzialne sg domeny
BH1 i BH2, czyli te, ktére posiada takze HAX-1; co wiecej,
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wykazano, ze HAX-1 jest w stanie tworzy¢ homodimery in
vivo [14].

Wiekszos¢ kanatéow tworzonych przez biatka z rodziny
Bcl-2 powstaje w niefizjologicznym, zbyt kwasnym pH i ma
za mata $rednice, by uwolni¢ inne czasteczki. Dlatego postu-
luje sie, ze w sktad takiego kanatu, nazwanego MAC (ang.
mitochondria apoptosis induced channel — mitochondrialny
kanat indukowany przez apoptoze), muszg wchodzi¢ takze
inne biatka [51].

Autorzy kolejnej hipotezy sugerujg, ze Bax powoduje
tzw. stresowe odgiecie zewnetrznej btony mitochondrialnej,
w wyniku czego dochodzi do jej potgczenia z wewnetrzng
btong mitochondrialng i powstania poru lipidowego [52],

Ostania z hipotez mowi, ze biatka z rodziny Bcl-2 za-
angazowane sg w regulacje wyptywu wapnia z siateczki
$rodplazmatycznej, np. Bcl-2 moze zmniejsza¢ pule wapnia
uwalniang z siateczki $r6dplazmatycznej. Uwolnienie wap-
nia z siateczki srodplazmatycznej moze spowodowac prze-
tadowanie mitochondriéw jonami wapnia, a efektem tego
jest napecznienie mitochondriéw irozerwanie zewnetrznej
btony mitochondrialnej [53].

W zwigzku z podobienstwem HAX-1 do biatek z rodziny
Bcl-2 postanowiono sprawdzic, jaki efekt HAX-1 wywiera na
apoptoze [11]. W komérkach linii HeLa wywotywano apop-
toze poprzez nadekspresje proapoptotycznego biatka Bax.
Jednoczesna transfekcja Bax i HAX-1 powodowata zwiek-
szenie sie liczby zywych komérek, co wskazuje, ze HAX-1
jest biatkiem antyapoptotycznym. Okazato sie rdwniez, ze
biatko HAX-1 hamuje wywotywang przez Bax apoptoze w
wiekszym stopniu niz antyapoptotyczne biatko Bcl-X,, kto-
re stanowito w tym doswiadczeniu kontrole pozytywna.
HAX-1 jest takze w stanie zahamowa¢ apoptoze induko-
wang przez biatko wirusa HIV typu 1 Vpr [10], lokalizujace
sie w mitochondrium i wywotujace przepuszczalnos¢ bton
mitochondrialnych poprzez oddziatywanie z wyzej wspo-
mnianym megakanatem mitochondrialnym [54],

Antyapoptotyczne dziatanie HAX-1 moze ttumaczy¢,
dlaczego wykryto jego nadekspresje w keratynocytach u
chorych na tuszczyce, zaburzeniu polegajagcym na zbyt
szybkim procesie dojrzewania naskorka [55], W chorobie
tej, poza hiperproliferacjg komérek, stwierdzono zaburze-
nia w ich apoptozie. Inng choroba, najprawdopodobniej
zwigzang z HAX-1, jest choroba Kostmanna (ang. Kostmann
disease, severe congenital neutropenia). U chorych cierpigcych

Tabela 1. Dotychczasowa wykryta lokalizacja HAX-1 w komorce.
Lokalizacja HAX-1

mitochondria, btona jadrowa i siateczka $rodplazmatyczna [8] Cos-7, komdrki limfoblastoidalne Daudiego

siateczka sré6dplazmatyczna i lamellipodia [9] HelLa
cytoplazma (wraz z biatkiem wirusowym EBNA-LP) [13] Cos-7
siateczka $rédplazmatyczna i mitochondria [12] HelLa
btona apikalna (zwiazana z transporterami ABC) [33] MDCKII
mitochondria [15] HEK293

mitochondria i okolice jadra [11] HelLa
jadra komérkowe [64]
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Linie komoérkowe

fibroblasty z komérek otrzymanych od
chorych na twardzine uktadowa

na jej recesywng autosomalna odmiane wykryto homozy-
gotyczng mutacje (insercja wprowadzajgca wczesniejszy
kodon STOP) w genie HAX-1 [56], Objawem tej choroby jest
niedobor dojrzatych neutrofildéw we krwi i szpiku kostnym,
spowodowany nasileniem zachodzenia apoptozy w tych
komoérkach (wprowadzenie do neutrofilow pobranych od
chorych prawidtowej kopii genu HAX-1 zmniejszato cze-
stos¢ zachodzenia apoptozy).

Nie wiadomo, jaki jest mechanizm hamowania apoptozy
przez HAX-1. Jest on jednak prawdopodobnie zwigzany z
mitochondriami, zauwazono bowiem, ze kiedy na komor-
ki dziatano zwigzkiem wywotujgcym uszkodzenia DNA,
cisplatyng — tworzacg krzyzowe wigzania miedzy sasia-
dujacymi niémi DNA oraz w obrebie tej samej nici —nade-
kspresja HAX-1 hamowata utrate potencjatu transmembra-
nowego mitochondriow [14]. Fakt, ze HAX-1 moze wigzac
sie z biatkiem Bcl-2 za pomocg swojej domeny BH2 [57], nie-
stety, niewiele wyjasnia, poniewaz biatka antyapoptotyczne
z rodziny Bcl-2 zazwyczaj wigzg sie z domeng BH3 biatek
proapoptotycznych, zar6wno zawierajacych jedynie dome-
ne BH3 [58], jak i wielodomenowych [59], Ponadto okazuje
sie, ze jesli do komorek wprowadzi sie wektor ekspresyjny
kodujacy tylko koniec aminowy biatka HAX-1, rowniez do-
chodzi do indukcji apoptozy [10]. Byé moze jest to spowo-
dowane faktem istnienia w tym biatku jedynie domen BH1
i BH2, zdolnych do tworzenia kanatéw w btonie mitochon-
drialne;j.

Nasuwa sie takze pytanie, czy poprzednio wykazane
powigzania HAX-1 z cytoszkieletem majg jaki$ zwigzek z
ich funkcjg antyapoptotyczng. Pewne dane wskazujg na to,
ze jest to mozliwe. Z elementami cytoszkieletu zwigzane sg
réwniez antyapoptotyczne biatka z rodziny z Bcl-2, Bmf i
Bim, nalezace do klasy zawierajacej jedynie domene BH3.
Bmf zwigzany jest z kompleksem motorycznym miozyny
V [60], a Bim — z tanicuchem lekkim dyneiny [61]. Oba te
biatka biorg udziat w procesie zwanym anoikis, czyli apop-
tozie spowodowanej brakiem adhezji komorek. Zaburzenia
w cytoszkielecie mogag by¢ czynnikiem uwalniajagcym te
dwa biatka i wywotujacym na tej drodze apoptoze. HAX-1
mogtby byé w podobny sposob uwalniany od cytoszkieletu,
zwitaszcza ze wiadomo, iz kortaktyna (a takze biatko HS1)
jest specyficznie degradowana przez kaspazy (proteazy cy-
steinowo-asparaginianowe) — gtéwne egzekutory apopto-
zy [62],

Nadekspresja HAX-1 w komérkach moze zahamowac
apoptotoze, jednak jesli juz dojdzie do indukcji apoptozy,

to endogenne biatko
HAX-1 ulega specy-
ficznej degradacji w

mitochondriach. Prote-
aza przeprowadzajgca
te reakcje jest HtrA2/
Orni [14] — mitochon-
drialna proteaza sery-
nowa, ktéra, w wyniku
wywotanej apoptoza,
przepuszczalnos$ci bton
mitochondrialnych,
przemieszcza sie do
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Rycina 4. Potencjalny udziat biatka HAX-1 w apoptozie. HAX-1 jest substratem dla proteazy Htr2A/Omi,
ktéra w normalnych warunkach znajduje sie w mitochondrium i nie ma aktywnosci proteolitycznej. Podczas
indukcji apoptozy dochodzi do trawienia biatka HAX-1 przez Htr2A/Omi, ktéra nastepnie przechodzi do cy-
toplazmy, gdzie trawi inhibitory kazpaz (biatka IAP). Apoptozajest inicjowana dzieki otwieraniu sie kanatow
w btonach mitochondrialnych —megakanatu mitochondrialnego ztozonego z kanatu w btonie wewnetrznej
(ANT, ang. adenine nucleotide translocase, translokaza adeniny) i kanatu w btonie zewnetrznej (VDAC, ang. vol-
tage dependent anion channel), a takze kanatow w btonie zewnetrznej, tworzonych przez oligomery biatka Bax.
Biatka z rodziny Bcl-2 maja kluczowe znaczenie dla tworzenia sie i przepustowosci kanatéw mitochondrial-
nych. Ze wzgledu na swoja budowe (obecno$¢ domen BH) biatko HAX-1 ma potencjalng mozliwo$¢ wigzania
sie z biatkami z rodziny Bcl-2 i wptywania na apoptoze. Ma ono takze zdolno$¢ specyficznego wigzania sie do
kaspazy 9 i hamowania jej aktywnos$ci —by¢ moze zapobiega to tworzeniu si¢ apoptosomu.

cytoplazmy i tam wigze z biatkiem hamujgcym apoptoze
(1AP), degradujac je, a to z kolei prowadzi do aktywacji ka-
spaz [63]. Proteotiza biatka HAX-1 moze by¢ czynnikiem
niezbednym do indukcji apoptozy: w komdérkach pewnej li-
nii komdrkowej, ktora nie posiada aktywnej formy HtrA2/
Orni mozna byto wywotaé apoptoze, dziatajgc réznymi
czynnikami, tylko pod warunkiem transfekcji komdrek pra-
widtowg HtrA2/Omi. Zauwazono, ze i HAX-1, i HtrA2/
Orni znajdujg sie w normalnych warunkach w mitochon-
driach, musi wiec istnie¢ jaki$ mechanizm regulacji HtrA2/
Orni zapobiegajacy trawieniu HAX-1 przy braku apoptozy.
By¢ moze odpowiedzialne za to sg jakie$ biatka wigzace sie
ZHtrA2/0Omi [14].

Innym niedawno wykrytym partnerem i regulatorem

HAX-1 jest prohibityna 2 [64], biatko mitochondrialne ule-
gajace przemieszczeniu do jadra pod wptywem przyts-
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czenia receptora estrogenu. Wyciszenie
prohibityny 2 spowodowato spadek ilosci
HAX-1 w komorce, co doprowadzito do
indukcji apoptozy. Bardzo znaczacy jest
takze fakt, ze prohibityna 2 moze sie wig-
za¢ z VDAC i ANT, dwoma sktadnikami
wczesniej wspomnianego megakanatu
mitochondrialnego, ktéry najprawdopo-
dobniej takze bierze udziat w procesie
programowanej Smierci komorki.

Nowe Swiatto na zagadnienie funkcji
biatka HAX-1 w apoptozie rzucita pra-
ca wykazujaca oddziatywanie biatka
HAX-1 cztowieka z kaspazg-9, biatkiem
odpowiedzialnym za inicjacje apopto-
zy na drodze mitochondrialnej [65]. W
pracy tej udowodniono oddziatywanie
obu biatek i zidentyfikowano domene w
biatku HAX-1 odpowiedzialng za to wig-
zanie (reszty aminokwasowe od 175 do
206). Wykazano takze hamowanie kaspa-
zy-9 i zahamowanie apoptozy w obec-
nosci nadmiaru biatka HAX-1 zaréwno
w komorkach, jak i w uktadzie in vitro.
Mechanizm tego hamowania nie jest jesz-
cze znany, ale przypuszcza sie, ze HAX-
1 moze mie¢ wptyw na formowanie sie
apoptosomu. Doniesienia te potwierdza-
ja znaczenie biatka HAX-1 dla apoptozy
(Ryc. 4).

LOKALIZACJA BIALKA
HAX-1 W KOMORCE

W ciggu ostatnich 9 lat, po tym, jak
wykryto biatko HAX-1, wiele niezalez-
nych zespotéow badato lokalizacje tego
biatka w komérce. Jak przedstawiono w
tabeli 1, wyniki te byly bardzo rdzne, a
préba wyciggniecia wnioskéw dotycza-
cych tego, jakie czynniki decydujg o lo-
kalizacji biatka HAX-1 w komérce, na
obecnym etapie moze sprawiac trudnos¢,
gdyz wiele potencjalnych mozliwosci nie
zostato sprawdzonych (np. tkankowa
specyficznos¢, dziatanie stresu, faza cyklu komdrkowego,
sygnaty zewnatrzkomérkowe, stopien fosforylacji).

ALTERNATYWNE SKEADANIE GENU
HAX-1 W KOMORKACH SZCZURA

Wielofunkcyjnos¢ biatka HAX-1 bytaby tatwiejsza do
wyjasnienia, gdyby istniato wiele jego izoform. Wykazano,
ze Hax-1 szczura, homologiczny do biatka cztowieka i my-
szy, kodowany jest przez az siedem réznych, alternatyw-
nych wariantow mRNA (Ryc. 5) [66]. Warianty te koduja
siedem potencjalnych izoform biatkowych, réznigcych sie
sekwencja w domenie N-koncowej, obecnoscig domen BH
i przewidywang wielkoscig domeny PEST (domeny bogatej
w proline, glutaminian, seryne i treonine, odpowiedzialnej
za szybka degradacje bhiatek [67]). Potencjalna izoforma VII
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Rycina 5. Alternatywne warianty mRNA Hax-1 szczura. A) Sekwencja genomowa. Schemat sktadania mRNA.
B) Warianty transkryptéw. Otwarte ramki odczytu zostaty zaznaczone kolorem biatym. Warianty V, VI i VIl
posiadajg dodatkowo dwie krotkie ramki odczytu przed sekwencja kodujaca dane izoformy biatka HAX-1.

kodowana przez wariant z nieusunietym intronem, wpro-
wadzajagcym wczesniejszy kodon STOP, jest znacznie skro-
cona i nie zawiera domeny transbtonowej — przypomina
zatem zmutowany fragment HAX-1 wywotujgcy indukcje
apoptozy [11]. Réznice w budowie kofnica aminowego biatka
moga powodowac réznice w lokalizacji izoform w komorce,
tym bardziej, ze niektére potencjalne izoformy majg sygnaty
lokalizacyjne, np. izoformy | i Il —presekwencje mitochon-
drialng, a izoformy Il i IV — sygnat lokalizacji jadrowej
(NLS), zwany pat7, obejmujacy reszty aminokwasowe od
pozycji 6 do 12 wiacznie: PERRKQW. Rézna lokalizacja w
komadrce moze by¢ jedng z przyczyn wielofunkcyjnosci.

UWAGI KONCOWE

Zaangazowanie biatka HAX-1 w procesy apoptozy, en-
docytozy i adhezji/migracji, wigzanie transkryptdw oraz
potencjalny wptyw na transport mRNA sugeruja, ze ma
ono istotne znaczenie regulatorowe. Dziatanie antyapop-
totyczne oraz stymulujacy wptyw na migracje sugeruja, ze
biatko HAX-1 moze bra¢ udziat w procesie nowotworzenia
i tworzeniu przerzutow. Wyniki wskazujgce na nadekspre-
sje biatka HAX-1 w niektérych nowotworach wydajg sie
to potwierdza¢ [68]. Doktadna analiza danych klinicznych
i dalsze badania zmierzajagce do ustalenia funkcji biatka
HAX-1 (atakze funkcji poszczeg6lnych izoform tego biatka)
pozwolg na wyjasnienie, 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 mMRNAs. 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. Itis 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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STRESZCZENIE

o gtownych regulatoréw apoptozy nalezg biatka z rodziny Bcl-2 i biatka hamujace
D apoptoze — IAP. W niniejszym artykule wnikliwie scharakteryzowano biatko hamu-
jace apoptoze — Mcl-1. Nalezy podkresli¢, ze to unikatowe, krotkozyjace biatko — cztonek
rodziny Bcl-2, moze takze funkcjonowac jako czynnik stymulujacy apoptoze, ktdry powstaje
w wyniku alternatywnego skfadania jego pre-mRNA, potranslacyjnych modyfikacji czy pro-
teolizy. W przegladzie przedstawiono réwniez inne funkcje Mcl-1, m.in. w regulacji cyklu
komdérkowego, wydtuzaniu telomerow. Podwyzszona ekspresja genu Mcl-1 towarzyszy roz-
wojowi réznych nowotworéw, zaburzeniom neurodegeneracyjnym, atakze chorobom infek-
cyjnym. Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze analiza poziomu Mcl-1 moze by¢ uzytecznym
wskaznikiem w podejmowaniu leczenia wielu chordb. Obnizenie syntezy tego biatka moze
stanowi¢ atrakcyjng strategie w terapii réznych nowotworéw i choréb, w ktérych Mcl-1 sta-
nowi kluczowy czynnik w hamowaniu apoptozy.

WPROWADZENIE

W przekazywaniu sygnatu Smierci w komorkach gtéwnie wykorzystywane
sg tzw. receptory Smierci (ang. death receptors), umieszczone w btonach komaérko-
wych —inicjujace szlak receptorowy (zewnetrzny) lub mitochondria —zwigza-
ne z przebiegiem szlaku mitochondrialnego (wewnetrznego) apoptozy. Wiedza
0 apoptozie rozwija sie bardzo dynamicznie i w wielu kierunkach. W centrum
uwagi znajdujg sie mechanizmy regulacji tego, kluczowego dla organizmu, pro-
cesu. Dotychczas najwiecej uwagi poswiecono biatkom z rodziny Bcl-2 (ang.
B-cell leukemia/lymphoma-2), wérdd ktorych znajdujg sie czynniki zardwno anty-,
jak i proapoptotyczne. Cechg charakterystyczng biatek tej rodziny jest obecnosé
w ich strukturze tzw. domen homologii BH (ang. Bcl-2 homology), opisywanych
jako: BH1, BH2, BH3 i BH4 [1], Domeny BH decydujg o zdolno$ci oddziatywania
cztonkow tej rodziny miedzy sobg, badZ o oddziatywaniach z innymi biatkami
uczestniczagcymi w regulacji apoptozy. Wystepowanie domen homologii oraz
wiasciwosci wynikajace z ich struktury staty sie podstawg podziatu cztonkow
rodziny Bcl-2 u kregowcéw na 3 podrodziny, tj. 1) wielodomenowe biatka an-
tyapoptotyczne (np. Bcl-2, Bel-X* Mcl-1, Bcl-w, Al/Bfl-1), 2) wielodomenowe
biatka proapoptotyczne typu Bax (np. Bax, Bak, Bok) oraz 3) jednodomenowe
biatka proapoptotyczne typu BH3 (ang. BH3-only) zawierajgce wytacznie dome-
ne BH3 [1],

Niniejszy artykut przeglagdowy stanowi podsumowanie najnowszych infor-
macji dotyczacych biatka Mcl-1, ktére obok Bcl-2, reprezentuje wyjatkowo silny
inhibitor hamujacy apoptoze wywotang przez r6znorodne czynniki. Towarzy-
szaca praca przedstawia wiasciwosci molekularne i funkcje surwiwiny —kolej-
nego regulatora nalezgcego do rodziny IAP.

STRUKTURA GENU I BIALKA

Biatko Mcl-1 (ang. myeloid cell leukemia-1) nalezy do wielodomenowej podro-
dziny Bcl-2 o cechach inhibitoréw apoptozy. Locus genu Mcl-1/EAT cztowieka
zidentyfikowano na ramieniu dtuzszym chromosomu 1. (Ig21) [2], Regiony ko-
dujace genu mcl-1 myszy i cztowieka wykazujg znaczne (ponad 75%) podobien-
stwo [3], W jego regionie promotorowym nie stwierdza sie obecnosci sekwencji
TATA. Gen ten buduja 3 eksony (ztozone, odpowiednio, z 631, 248 i 117 kpz u
myszy oraz 688, 248 i 117 kpz u cztowieka), kodujace tzw. dtuga forme Mcl-IL
zbudowang z 350 aa (m.cz. 37/42 kDa) [4-9] (Rye. 1). Biatko to cechuje obecnosé
tzw. domeny PEST (miedzy 79. a 176. aa) — w jednoliterowym zapisie amino-
kwas6w sekwencja wzbogacona w reszty proliny, kwasu glutaminowego, se-
ryny i treoniny, domen BH (1-3) oraz, ztozonej z 20 reszt aminokwasowych,
hydrofobowej wstawki w rejonie C-koncowym czasteczki Mcl-1. Ten ostatni
region (podobny do fragmentu obecnego w biatkach Bcl-2a i Bcl-2|3), kt6ry oto-
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Rycina 1. Schemat organizacji genu Mcl-1, transkryptéw — produktéw alternatywnego sktadania mRNA oraz ko-
dowanych przez nie biatek, tj. formy dtuzszej — Mcl-IL (350 aa) i krétszej — Mcl-ISATM (271 aa) (przygotowano
na podstawie [4,9]). W przypadku ekspresji formy krétszej dochodzi do ominiecia eksonu 2. oraz zmiany ramki od-
czytu eksonu 3. przez co dochodzi do utraty domeny transbtonowej (ATM), co czyni C-kofAcowy fragment biatka
Mcl-ISATM unikatowym. Na rycinie zaznaczono domeny: homologii BH (BH1-BH3), PEST oraz transbtonowg —TM.
Umieszczono ponadto miejsca proteolitycznego cigcia kaspaz w domenie PEST (po Asp1Zi Asp15) na forme dtuzsza

Mcl-IL. (preferencja Asp12).

czajg dodatnio natadowane reszty argininy, odpowiada za
kotwiczenie biatka w zewnetrznej btonie mitochondrial-
nej — region transhtonowy (ang. trans membrane; TM) [2],
Domena PEST jest charakterystyczna dla biatek o krotkim
okresie zycia w komoérce, natomiast domeny BH odgrywajg
kluczowg role w regulacji procesu apoptozy [10]. Pomimo
nieobecno$ci domeny BH4, charakterystycznej dla takich
biatek jak Bcl-2, Bcl-X, i Bclw oraz wystepowania w dome-
nie BH3 reszt aminokwasowych nietypowych dla tej pod-
rodziny biatek Bcl-2 (Val zamiast Ala w pozycji 4. rdzenia
oraz pozbawiona tadunku Leu zamiast His lub Lys w po-
zycji -3 od obszaru rdzeniowego), biatko Mcl-1, zgodnie z
jego dotychczas poznang funkcja w programowanej $mierci
komarki, zaliczane jest do antyapoptotycznych cztonkow
rodziny Bcl-2 [4,9].

Alternatywne sktadanie pierwotnego transkryptu Mcl-1 z
pominieciem eksonu 2. przyczynia sie do utraty w powsta-
tym biatku — Mcl-IS/ATM (271 aa; 27-29 kDa), regionéw
homologii BH1 i BH2 — typowych dla antyapoptotycznej
podrodziny Bcl-2 oraz domeny TM. Z kolei wskutek zmia-
ny ramki odczytu genu w eksonie 3. produkt biatkowy zy-
skuje charakterystyczny fragment C-kofAcowy, bez domeny
transhtonowej. Powstaty produkt —Mcl-IS/ATM wykazuje
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strukturalne podobieAstwo do pro-
apoptotycznych cztonkéw rodziny
Bcl-2, z podrodziny ,,BH3-only"”, a
jego nadekspresja —w przeciwien-
stwie do alternatywnego warian-
tu — prawdopodobnie promuje
$Smier¢ komorek na drodze apop-
tozy. W zywych komérkach taka
posta¢ biatka wystepowa¢ musi w
formie nieaktywnej, podobnie jak
ma to miejsce w przypadku biatek
Bim, Bad czy Bid. [4,9].

Wykorzystanie techniki  We-
stern-blot ujawnito inne, dodatko-
we izoformy Mcl-1, ktére mogg po-
wstawaé w wyniku alternatywnej
inicjacji translacji, potranslacyjnych
modyfikacji (np. fosforylacja/de-
fosforylacja) czy ciecia przez enzy-
my proteolityczne [8,9]. Aktywne w
hamowaniu apoptozy, biatko Mcl-1
wystepuje w postaci ufosforylo-
wanej, ujawniajgc sie w zelu polia-
krylamidowym w postaci prazka
0 m.cz. ok. 42 kDa [5]. W jego po-
blizu wedruje sktadnik o m.cz. ok.
40 kDa, odpowiadajgcy defosfory-
lowanej postaci Mcl-1, nie petnigcy
funkcji antyapoptotycznej.

poli(A)

5047

Mcl-1S/ATM
271 aa
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STOP
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BH3 BH2

™ - ATM

BH1

Ostatnio zidentyfikowano skro-
cong forme biatka, ktérg, ze wzgle-
du na jej jadrowg lokalizacje, opi-
sano symbolem snMcl-1 [8]. Biatko
to wykryto technikg Western-blot
w réznych liniach komodrkowych
(komorki mieloidalne TF-1, limfo-
cyty Jurkat T, komorki biataczkowe
HL-60). Odmienny stopien fosforylacji powoduje, ze wedru-
je ono w zelu poliakryloamidowym w postaci podwoéjnego
prazka w regionie odpowiadajagcym m.cz. ok. 35-37 kDa.
Analiza biatka, przeprowadzona z zastosowaniem spektro-
metrii masowej, ujawnita wystepowanie w rejonie C-kon-
cowym snMcl-1 (miedzy 264. a 276. resztg aminokwasow3)
odcinka, ktérego brak w produkcie ekspresji alternatywne-
go sktadania genu. Z duzym prawdopodobienstwem wy-
kazano wiec, ze biatko to jest skrocong forma biatka Mcl-IL,
powstatg prawdopodobnie przez (niezalezne od kaspaz)
proteolityczne ciecie w poblizu jego C-konca. Utrata do-
meny transbtonowej snMcl-1 pozwala przypuszczalnie na
jego przemieszczanie sie do jadra komorkowego, w ktdrym
biatko to oddziatuje z kluczowg kinaza cyklu komdrkowego
— Cdkl (ang. cyclin dependent kinase-1). Wtasciwosci takiej
nie wykazuje biatko o petnej dtugos$ci tancucha. W struktu-
rze pierwszorzedowej Mcl-1 nie opisano sygnatu lokalizacji
jadrowej NLS (ang. nuclear localization signal). Wydaje sie
prawdopodobne, ze kompleks snMcl-1/Cdkl sktadany jest
w cytosolu i dopiero w wyniku oddziatywania z jakimis,
nieznanymi dotad blizej czynnikami biatkowymi, zyskuje
zdolno$¢ przemieszczania do jadra komorkowego [8]. Zna-
czenie powstatego kompleksu omowione zostanie w dalszej
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czesci pracy, poswieconej postulowanej funkcji biatka Mcl-1
w regulacji cyklu komdérkowego.

LOKALIZACJA, SYNTEZA I STABILNOSC BIALKA MCL-1

Mcl-1 reprezentuje krétko zyjace biatko antyapopto-
tyczne zwigzane gtéwnie z wczesnym etapem szlaku mito-
chondrialnego [11]. Biatko to pierwotnie zidentyfikowano
w 1993 roku w komdrkach biataczkowych cztowieka linii
ML-1 (ang. myeloid leukemia-1) [2], Zaobserwowano wow-
czas, ze niedojrzate mieloblasty indukowane do réznico-
wania estrem forbolu (12 mirystyniano-13-octan forbolu
— ang. 12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate; TPA) w ciggu
3 dni ulegajag przeksztatceniu w nieproliferujace, prawidto-
we monocyty/makrofagi. Natomiast juz po 3 godzinach od
ekspozycji na TPA, jeszcze przed ujawnieniem sie morfolo-
gicznej dojrzatosci komérek, wzrastata ekspresja genu, opi-
sywanego skrétem McZ-2/albo EAT, podobnego sekwen-
cyjnie do wykrytego kilka lat wczesniej genu kodujacego
biatko Bcl-2 (35% homologii, a 59% podobienstwa z Bcl-2)
[2,12,13]. Wdwczas znano juz antyapoptotyczng aktywnos$é
biatka Bcl-2. Uzyskane metodg RT-PCR wyniki, wskazuja-
ce na wczesng ekspresje biatka Mcl-1 pod wptywem TPA,
sugerowaty role, jaka moze ono odgrywaé w procesie blo-
kowania $mierci programowanej komdérek mieloidalnych
ulegajacych réznicowaniu.

W komdrkach biatko Mcl-1 zlokalizowane jest zardwno
we frakcji mitochondrialnej, jak ipoza nig, tj. w siateczce
$rédplazmatycznej i otoczce jadrowej [14]. Ukazaty sie do-
niesienia wskazujgce na preferencyjne jego wystepowanie
na obszarze jadra komoérkowego [10,15-17]. Jednak wiek-
szo$¢ danych wskazuje na mitochondria, jako gtowne miej-
sce jego lokalizacji [1,11,18], Jak dotad, nie ma zgodnosci co
do czasu i kolejnosci pojawiania sie opisywanego biatka w
okreslonym przedziale komorkowym. Analiza immunoflu-
orescencyjna rozmieszczenia Mcl-1 w mysich fibroblastach
linii NIH-3T3 przeprowadzona przez tajwarskich badaczy
[19] wykazata, ze jego subkomdrkowe rozmieszczenie zale-
zy od fazy zycia komérek. W okresie ich ekspotencjalnego
wzrostu przewazajaca ilo$¢ opisywanego biatka wystepuje
w mitochondriach, za$ w fazie stacjonarnej znaczng pule
Mcl-1 stwierdza sie w jadrze komdrkowym. Dotychczas nie
wyjasniono sposobu, w jaki Mcl-1 przemieszcza sie w ob-
rebie komarki. Przypuszczalnie istotng role w tym procesie
odgrywa potranslacyjne dojrzewanie (ang. processing) cza-
steczki Mcl-1 [19]. Wedtug Chou i wsp. [18] w transporcie
nowo syntetyzowanego biatka do mitochondriéw uczestni-
czy receptor Tom 70, ktérego zablokowanie (poprzez zasto-
sowanie przeciwciat) znaczaco obniza import Mcl-1 do tego
organellum. Krytyczny dla oddziatywania z tym recepto-
rem okazuje sie motyw EELD, zlokalizowany wewnatrz
czasteczki biatka. Dodatkowo, transport do mitochondriow
wymaga obecnosci hydrofobowej domeny TM obecnej w re-
jonie C-kofAcowym tancucha polipeptydowego.

Ekspresja genu kodujgcego Mcl-1 podlega Scistej i bardzo
ztozonej regulacji zaleznej od etapu rozwoju organizmu,
rodzaju tkanki czy fazy cyklu komérkowego [14]. Synteze
biatka stwierdza sie w niedojrzatych komaorkach linii mielo-
idalnej i erytroidalnej, a takze w komadrkach limfoidalnych
na okreSlonym etapie ich ro6znicowania [20], Niski poziom
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Mcl-1 obserwuje sie w nieedukowanych (dziewiczych)
komorkach B oraz komodrkach pamieci immunologicznej.
Natomiast wzrost syntezy Mcl-1 odnotowuje sie w umiej-
scowionych poza grasicg osrodkach rozmnazania limfocy-
tow B (ang. germinal center), w ktdrych biatko, prawdopo-
dobnie, odpowiedzialne jest za tzw. selekcje klonow. Pod
wptywem sygnatdw docierajgcych z komorek dendrytycz-
nych FDC (ang. follicular dendritic cells), prezentujacych an-
tygeny, Mcl-1 promuje przezycie limfocytow B o wysokim
powinowactwie do antygenu i umozliwia proces ich roz-
nicowania w komorki plazmatyczne lub komaorki pamieci
[20,21]. Gwattowny wzrost ekspresji Mcl-1 stwierdza sie
takze po aktywacji nieedukowanych limfocytow T [9,20,22],
Wzrost poziomu biatka Mcl-1 nastepuje réwniez w dojrza-
tych, ostatecznie zréznicowanych neutrofilach w czasie za-
kazenia, pod wptywem dziatania czynnika stymulujgcego
tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagéw — GMC-SF
(ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) czy
sktadnika $cian komdrkowych bakterii Gram-ujemnych
— lipopolisacharydu (LPS), sprzyjajac wydtuzeniu, krétko-
trwatego zwykle czasu zycia tych komoérek. Sposréd komo-
rek niehematopoetycznych wysokg ekspresjg opisywanego
biatka charakteryzujg sie komorki warstwy apikalnej na-
btonka wyscielajgcego prostate, piersi, jelito czy ptuca. Ak-
tualnie uznaje sie, ze wyzszg ekspresjg Mcl-1 charakteryzujg
sie komaérki ulegajace istotnym zmianom fenotypowym w
krytycznym dla nich momencie rozwoju (np. przejscie od
proliferacji do réznicowania). Wzrost poziomu tego biatka
jest szybki i zwykle krétkotrwaty, co zapewnia przediuze-
nie zywotnosci komorki do momentu pojawienia sie w niej
innych czynnikéw, w tym cztonkow rodziny Bcl-2, decydu-
jacych o dalszych jej losach [20],

Biatko Mcl-1, w przeciwienistwie do innych cztonkdéw ro-
dziny Bcl-2, ktérych geny ulegaja konstytutywnej ekspresji,
syntetyzowane jest w komorkach w odpowiedzi na biocza-
steczki o naturze czynnikéw wzrostu i réznicowania [16]
czy tez pod wptywem stresu komorkowego (np. hipoksja)
[20]. Transkrypcje Mcl-1 aktywuja, m.in. interleukiny: IL-13,
IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, IL-13, IL-15, IFNa i rozne
czynniki wzrostu, tj. czynnik wzrostu $rédbtonka naczyn
(ang. vascular endothelial growth factor; VEGF), naskdrkowy
czynnik wzrostu (ang. epidemial growth factor; EGF), czynnik
wzrostu komoérek pnia (ang. stem celifactor) czy wspomnia-
ny juz czynnik GM-CSF. Ponadto, podobng aktywno$¢ wy-
kazujg niektore hormony jak erytropoetyna, gonadotropina,
aktywina A [20,23-25]. Podwyzszona ekspresja genu Mcl-1
pod wptywem czynnikéw wzrostu iréznicowania nie wy-
maga syntezy biatek i wykazuje podobieAstwo do genow
odpowiedzi wczesnej, takich jakfos [20,26]. Taki mechanizm
regulacji ekspresji genu kodujgcego biatko moze by¢ istotny
przy przejsciu przez okre$lone stadium w rozwoju komor-
ki, zapobiegajac rdwnoczes$nie przedtuzonej jej ekspozycji
na produkty genéw promujgcych zywotno$¢ oraz ograni-
czajac mozliwos$¢ jej unieSmiertelnienia i transformacji no-
wotworowej [26]. Wymienione cytokiny i mitogeny regu-
lujg transkrypcje Mcl-1 na drodze aktywacji szlakéw kinaz
MAP, PI-3K/Akt, JAK/STAT [20,27-29], Jak dotad, najlepiej
poznano szlak wigczania ekspresji mcl-1 w zaleznych od
IL-3, modelowych komérkach mysiej hemopoetycznej linii
Ba/F3, w ktdrych wspomniana cytokina wydaje sie dziata¢
poprzez wptyw na transaktywacje czynnikéw transkrypcyj-
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nych (ang. SIE-binding complex; szlak kinazy p38) lub na ich
wigzanie z DNA w regionie promotorowym (ang. CRE-bin-
ding complex; szlak PI3-K/AKT) [19,28,30,31]. Wykazano,
ze za indukowang przez IL-3 aktywacje mcl-1 odpowiada
sekwencja zlokalizowana w regionie pomiedzy -197 a -69
nukleotydem [32]. W komérkach cztowieka gen Mcl-1 za-
chowuje element podobny do SIE w regionie -162 do -107
promotora (wigzacy SRF (ang. serum response factor)/Elk-1),
ktorego indukcja, jak wykazano na przyktadzie komorek
biataczkowych linii K562, nastepuje pod wptywem TPA
[19].

Nizszg synteze Mcl-1 obserwuje sie w warunkach sprzy-
jajacych apoptozie komdrek indukowanej przez promienio-
wanie UV, niedobér czynnikéw wzrostu [20] lub dziatanie
zwigzkow chemicznych o réznej naturze, np. aktynomycy-
ny D, salicylanéw, etopozydu [11]. Do spadku poziomu
Mcl-1 prowadzi réwniez zakazenie komdérek adenowirusa-
mi, ale wynika ono raczej z przyspieszenia degradacji tego
biatka w proteasomie, niz ze zmian na poziomie transkryp-
cji [19]. Sprawg otwartg jest czy spadek syntezy biatka Mcl-1
jest przyczyna, czy moze konsekwencja procesow zwigza-
nych ze $miercig komorki [20].

Biatko Mcl-1, w przeciwienstwie do innych poznanych
dotad cztonkéw rodziny Bcl-2, jest labilne. Czas obrotu
metabolicznego Mcl-1 zalezy od typu komdrek oraz za-
stosowanej metody pomiarowej okreslajagcej okres zycia w
komaérkach czasteczek nowo syntetyzowanego biatka, badz
tez jego dojrzatej formy [17,33]. Sredni czas potowicznego
rozpadu Mcl-1 w immortalizowanych keratynocytach czto-
wieka linii HaCaT, mierzony przy uzyciu metody z cyklo-
heksimidem —inhibitor syntezy biatek —wynosi 4 godziny
20 minut, za$ w komdrkach EteLa waha sie on w granicach
30-40 minut [17,19,33]. Za krétki okres péttrwania Mcl-1,
wedtug niektérych autoréow [2,3], odpowiada obecno$é¢ w
czasteczce biatka wspomnianej wczesniej sekwencji PEST
oraz motywow Arg:Arg, ktére kierowa¢ moga biatko na
droge proteolizy. Inni badacze dowodzg natomiast, ze do-
mena PEST nie jest w sposéb bezposredni odpowiedzialna
za szybka degradacje Mcl-1, a jej usuniecie z czasteczki nie
wptywa istotnie na czas rozktadu biatka [34],

W procesie proteolizy Mcl-1 uczestniczy zidentyfikowa-
ny w ostatnim okresie enzym Mule (ang. Mcl-1 ubiquitin li-
gase E3), znany takze jako LASU1, Ureb-1, E3hsm HectH9
czy ARF-BP1 (ang. ARE-binding protein 1) [35-37], Cytowane
biatko o aktywnosci ligazy ubikwitylowej, poza rozpozna-
waniem Mcl-1, odpowiada takze za degradacje biatka p53
[37,38]. Mule jest wysokoczgsteczkowym (ok. 500 kDa) en-
zymem zawierajagcym, obok domen HECT (ang. homologous
to E6-AP C-terminus), UBA (ang. ubiquitin associated) i WWE
(rolaw kierowaniu do proteasomu), niezbednych w petnie-
niu aktywnosci ligazy E3, rowniez domene BH3 —kluczo-
wg W jego oddziatywaniu z biatkiem Mcl-1 [35,36], Ligaza
Mule oddziatuje z Mcl-1 zardwno w formie L, jak i S [35].
Obnizenie jej ekspresji przyczynia sie do stabilizacji, krot-
kozyjacego w warunkach prawidtowych, biatka Mcl-1 ijego
nagromadzenia sie w komaérkach. Efekt dziatania enzymu
modulowany jest przez czynniki, ktérych ekspresja zalezy
od biatka p53. Do nich zalicza sie fortiling (ang.fortilin; od
fac. fortis — silny), opisywang réwniez symbolem TCTP
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(ang. translationally controlled tumor protein) [15] oraz biatka
rodziny Bcl-2 promujace $mier¢ [39,40].

Fortilina (m.cz. 23-25 kDa) nalezy do zachowanych w
ewolucji biatek jadrowych o naturze antyapoptotycznej,
wystepujacych w komérkach organizmdéw od grzybéw po
ssaki [15,17]. Biatko to wigze Mcl-1 i zapobiega jego prote-
olizie, a ekspresja genu fortiliny podlega negatywnej regu-
lacji przez p53 [19,38]. Wprowadzenie do genu Mcl-1 mu-
tacji, uniemozliwiajacej wigzanie fortiliny/TCTP powoduje
wyrazny spadek stabilno$ci otrzymanego produktu biat-
kowego iskutkuje ograniczeniem jego antyapoptotycznej
aktywnos$ci w poréwnaniu z czasteczkg typu dzikiego [17].
Jak dotad, natura oddziatywania pomiedzy Mcl-1 a fortiling
nie zostata wyjasniona. Gtéwng role w tym oddziatywaniu
przypisuje sie reszcie Lys&rbiatka Mcl-1, ktorej zastapienie
Val znaczaco obniza zdolno$é do oddziatywania obydwu
tych biatek i skraca ponad 2-krotnie jego czas pottrwania w
komarce. Sugeruje sie, ze fortilina moze wptywac na dojrze-
wanie iwtasciwe zwijanie nowo syntetyzowanego biatka
Mcl-1, ktére w jej nieobecnos$ci ulega szybszej degradaciji.
Alternatywny model zaktada koniecznos$¢ przytgczenia do
Mcl-1 kofaktora w postaci czgsteczki fortiliny w celu ujaw-
nienia sie jego biologicznej aktywnosci. Oddziatywanie to
warunkujg potranslacyjne modyfikacje obydwu oddziatu-
jacych ze sobg biatek. Ochronne dziatanie fortiliny moze
w tym przypadku wynika¢ z maskowania w utworzonym
kompleksie miejsca ubikwitylacji czasteczki Mcl-1 [17]. For-
mowanie takiej struktury mogtoby ponadto opdznia¢ de-
gradacje fortiliny, za czym przemawiajg wyniki uzyskane
przez grupe Fujise [16] sugerujace, ze to Mcl-1 funkcjonuje
jako biatko opiekuncze (ang. chaperone), wigzace i stabilizu-
jace fortiline in vitro i in vivo.

Ostatnio opublikowano doniesienia wskazujgce, ze in
vitro oddziatywaniu Mcl-1 z ligazag Mule mogg zapobie-
ga¢ czynniki zawierajace w swej strukturze domene BH3
i wspotzawodniczace z enzymem o miejsce wigzania w hy-
drofobowym rowku utworzonym przez domeny BH (BH1,
BH2 i BH3) czasteczki Mcl-1, np. zawierajagcy BH3 konstrukt
HA-Bim(BH3) [35], biatko Puma (ang. p53 upregulated modu-
lator of apoptosis), Bak (ang. Bcl-2 homologous antagonist/kil-
ler) czy NOXA [39,40]. Prawdopodobnie stanowi to jedng
z przyczyn wystepowania Mcl-1 w zywych komérkach w
postaci komplekséw z proapoptotycznymi biatkami rodzi-
ny Bcl-2, m.in. Bak [35,40,41]. Wykorzystujac jako model
komérki HelLa, wykazano, ze tworzenie heterodimeréw
Puma/Mcl-1 stabilizuje czasteczke Mcl-1, a takze znosi
proapoptotyczng aktywnos$¢ biatka Puma. Sugeruje sie, ze
jedynie niezasocjowany z zadnym ligandem Mcl-1 okazuje
wrazliwos$¢ na degradacje w proteasomie. Wykazano row-
noczesnie, ze wigzanie Mcl-1 z biatkiem Puma nie jest czyn-
nikiem wystarczajacym, aby zapobiec jego proteolizie w
czasie apoptozy [35]. Willis i wsp. [40] donieéli, ze w fibro-
blastach myszy (ang. mouse embryo fibroblast) w warunkach
promujacych smieré, zwigzanie Mcl-1 z proapoptotycznym
czynnikiem NOXA, nie tylko nie chroni, ale moze nawet
sprzyja¢ degradacji biatka Mcl-1 w proteasomie i wydaje sie
przebiega¢ bez udziatu ligazy Mule.

Okres potowicznego rozpadu biatka Mcl-1 moze byé
rowniez skrécony wskutek jego zwigzania ztankirazg |
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(ang. TRFl-interacting, ankynn-related ADP-ribose polyme-
rase 1; tankyrase 1) — enzymem wykazujagcym aktywnos$é
polimerazy poli(ADP-rybozy) [19,29]. Oddziatlywanie to
hamuje antyapoptotyczng funkcje formy dtugiej Mcl-IL, jak
rowniez proapoptotyczng — biatka Mcl-IS. Uwage zwraca
obserwacja, ze w regulacji tej wydaje sie nie uczestniczy¢
aktywnos$¢ enzymatyczna tankirazy | [19]. Wykazano, ze
pozbawiony domeny katalitycznej mutant polimerazy,
opisywany , Tanky", nie traci zdolnosci do oddziatywania
z biatkiem Mcl-1 [23], W wigzanie angazuje sie fragment
ankirynowej domeny tankirazy-1 oraz krotki 25-amino-
kwasowy odcinek zlokalizowany w rejonie N-koncowym
tancucha Mcl-1 (miedzy resztami 76. a 100. aa), zawierajacy
motyw RPPPIG, podobny do sekwencji obecnej w innych
biatkach wigzgcych tankiraze — RXXPDG. Wedtug danych
PESTFIND, fragment ten wyposazony jest w sekwencje
PEST.

Aktywnos$¢ i degradacja biatka Mcl-1 moze by¢ regulo-
wana przez czynniki o naturze kinaz [33,42-45]. W czastecz-
ce Mcl-1 wystepuje wiele potencjalnych miejsc fosforylacji,
a los biatka wydaje sie by¢ scisle zalezny od umiejscowienia
w tancuchu aminokwasu, ktory ulega modyfikacji. Wyniki
doswiadczen ujawnity, ze fosforylacja reszt Ser2l i Thri8
biatka Mcl-1 przez kinaze JNK i p38 blokuje jego antyapop-
totyczng aktywnos$¢ [46,47]. Natomiast modyfikacja przez
kinazy biatkowe — PKA iPKB (Akt) znaczaco zwieksza
stabilno$¢ Mcl-1 poprzez zahamowanie obrotu metabolicz-
nego tego biatka [44,48], Na podkreslenie zastugujg wyniki
doswiadczen Kato i wsp. [44] wskazujgce, ze hiperfosfory-
lacja Mcl-1 (fosforylacja w dodatkowych pozycjach), wywo-
tana dziataniem na neutrofile cytotoksycznego inhibitora
fosfataz 1/2 A —kwasu okadainowego lub czynnikéw pro-
mujacych apoptoze (np. taksot), moze przyspieszac jego de-
gradacje. Na spadek poziomu biatka Mcl-1 moze wptywac
takze kinaza biatkowa C (PKC) [33], Stwierdzono, ze w ko-
morkach linii HaCaT, zakazonych retrowirusem kodujgcym
fuzyjne biatko PKCO/ER, zawierajace domene katalityczna
izoformy PKC5 oraz domene wigzacg ligand receptora es-
trogenowego, aktywowanych przez tamoksyfen, synteza
enzymu koreluje ze znacznym spadkiem poziomu Mcl-1
(okoto 41%) i wzrostem liczby komorek apoptotycznych w
porownaniu z kontrolg. Aktualnie wiadomo, ze aktywacja
PKCO wymaga obecnosci kaspazy-3, przeprowadzajacej
proteolize petnej diugosci biatka i uwalniajgcej jego dome-
ne katalityczng [33,42]. W warunkach naturalnych aktywna
izoforma PKC5 prawdopodobnie nie indukuje samodziel-
nie apoptozy, lecz petni funkcje tgcznika miedzy aktywacja
kaspaz, wywotang dziataniem innych czynnikéw, a degra-
dacjg Mcl-1 i wzmacnia, wygenerowany juz w komorce, sy-
gnat Smierci.

BIOLOGICZNA ROLA BIALKA MCL-1

Biatko Mcl-1, zgodnie z doniesieniami ostatnich lat,
uczestniczy w réznych procesach niezbednych do rozwoju i
funkcjonowania organizmu —od prawidtowego przebiegu
hematopoezy, przez udziat w wywotywaniu odpowiedzi
immunologicznej, po reprodukcje [26,45,49,50]. Na pod-
kreslenie zastuguje rola tego biatka w procesie zaptodnie-
nia oraz prawidtowej owulacji, wtasciwej embriogenezie
i rozwoju zarodka [51]. Ekspresja genu kodujacego biatko
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Mcl-1 jajnika, zachodzaca pod wpitywem gonadotropin,
umozliwia przezycie oocytow i moze promowac ich rozwdj
[20]. Przypuszcza sig, ze udziat Mcl-1 w implantacji zarodka
Scisle wigze sie z jego funkcjg regulatora cyklu komaérko-
wego [52]. Zaobserwowano ponadto, ze zwiekszona syn-
teza Mcl-1 w fazie okotoimplantacyjnej jest niezbedna dla
prawidtowej embriogenezy. Myszy pozbawione ekspresji
genu kodujgcego to biatko charakteryzujg sie wysoka $mier-
telnoscig na etapie wczesnego réznicowania, wywotanego
znaczng apoptozg oraz zatrzymaniem rozwoju komorek
krwi, m.in. w stadium proB limfocytéw i stadium podwdj-
nie negatywnych limfocytow T. Cytowane obserwacje [25]
wskazujg na kluczowe znaczenie Mcl-1 w rozwoju ssakdéw i
utrzymaniu przy zyciu dojrzatych limfocytow Bi T. Wzrost
syntezy ekspresji Mcl-1 w niedojrzatych komaérkach stuzy
prawdopodobnie zwiekszeniu ich zywotnos$ci podczas ini-
cjacji réznicowania. Zjawisko to ujawniono zaréwno w roz-
nicujacych sie komorkach mieloidalnych, jak i w nowotwo-
rowych komérkach embrionalnych linii NCR-G3, wykorzy-
stywanej jako model embriogenezy zarodkéw cztowieka
[13,26,49,50],

Wysoki poziom syntezy Mecl-1 zmniejsza wrazliwos¢
komorek na apoptoze indukowang m.in. nadekspresjg pro-
toonkogenu c-myc, niedoborem cytokin, promieniowaniem
UV, staurosporyng [31].

UDZIAL BIALKA MCL-1 W APOPTOZIE

Jak dotad nie poznano w peini molekularnego mechani-
zmu aktywnosci Mcl-1. Wsrod istotnych wiasciwosci tego
biatka kluczowe znaczenie przypisuje sie jego zdolnosci
do regulowania wyptywu z mitochondriow cytochromu c
[11,53], wynikajacej z jego potencjatu do heterooligomery-
zacji z proapoptotycznymi cztonkami rodziny Bcl-2 (np.
Bim, Bak, NOXA, Puma czy tBid) i neutralizacji ich funk-
cji (Ryc. 2) [9,25,41,53,54], Uwaza sie, ze podczas apopto-
zy Bak i Bax przy udziale biatek Bcl-2 ,,BH3-only”, w tym
tBid czy Bim, formujg ztozone kanaty w zewnetrznej btonie
mitochondrialnej. Powstawanie kanatow zwieksza prze-
puszczalno$¢ zewnetrznej btony tych organelli, co skutku-
je wyptywem apoptogennych czynnikéw, m.in. cytochro-
mu ¢, niektérych prokaspaz, proteazy Omi/HtrA2, biatka
Smac/DIABLO, AIF czy endonukleazy G [55], Biatko Mcl-1
wykazuje zdolno$¢ wigzania sie zar6wno z uczestniczagcym
w formowaniu kanatéw btonowych sktadnikiem Bak, jak
i Bim, NOXA czy Puma. Na podkres$lenie zastuguja obser-
wacje, ze czasteczka o petnej dtugosci Mcl-1L nie oddziatuje
z proapoptotycznym biatkiem Bid czy Bad bez ich wcze-
$niejszej aktywacji proteolitycznej [6,30,54,56-59]. Jak do-
tad, nie udowodniono oddziatywania pomiedzy biatkami
Bax i Mcl-1, cho¢ niektérzy badacze nie wykluczajg takiej
mozliwos$ci. Akceptuje sie poglad, ze Mcl-1, obok BclXL sta-
nowi gtowny sktadnik regulujgcy funkcje proapoptotyczne-
go biatka Bak [59], Oddziatywanie Mcl-1 z Bak (i by¢ moze
z Bax) blokuje aktywnos$¢ proapoptotycznych biatek i zapo-
biega wiaczeniu programu $mierci.

Zgodnie z hipotetycznym modelem ,wypierania/zaste-
powania" (ang. displacement model) w warunkach sprzyja-
jacych apoptozie, takich jak niedobor glukozy w rozwijaja-
cych sie limfocytach T czy dziatanie stresu genotoksycznego
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Rycina 2. Regulacja apoptozy przez biatko Mcl-1 (wg [9]; zmieniono), (a) Indukcja ekspresji Mcl-1 przez sygnaty
przezycia moze wptywac¢ na hamowanie wyptywu z mitochondriéw cytochromu c i przyczynia¢ sie do nabywania
opornosci na apoptoze; (b) szybki spadek ekspresji Mcl-1 po usunieciu/ostabieniu czynnikéw przezycia albo po
pojawieniu sie sygnatdw proapoptotycznych stymuluje uwalnianie z mitochondriéw cytochromu c i apoptoze
komérek; (c) proteolityczne ciecie przez kaspazy Mcl-1 prowadzi do ujawnienia proapoptotycznego fragmentu

Mcl-1, ktéry moze inicjowa¢ uwalnianie cytochromu c i aktywowac apoptoze.

w komdrkach HelLa, aktywnos$¢ oddziatujacego z Bak biatka
Mcl-1 moze by¢ neutralizowana przez cztonkéw rodziny
Bcl-2 ,,BH3-on/t/", np. Bim, Puma czy NOXA [57-59]. W tej
sytuacji proapoptotyczny partner — Bak zostaje uwolniony
z kompleksu i moze ulega¢ aktywacji (Ryc. 3). ROwnoczesna
neutralizacja innego biatka wigzacego Bak, tj. BcIX” umoz-
liwia formowanie w btonach organelli komo6rkowych ztozo-
nych kanatow, przez ktére do cytosolu uwalniane sg czyn-
niki apoptogenne odpowiedzialne za realizacje programu
$mierci. Z kolei inny, oddziatujacy z Mcl-1 i blokujacy jego
funkcje proapoptotyczny czynnik — Bim charakteryzuje
sie wysokim powinowactwem do wszystkich promujacych
przezycie biatek [37,59], Wyniki doswiadczen wskazujg, ze
Bim moze ponadto: i) dziata¢ jako bezposredni aktywator
kompleksu Bax-Bak oraz ii) indukowaé uwalnianie biatek z
przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw niezaleznie od
Bak, poprzez oddziatywania z kanatem zaleznym od napie-
cia —VDAC (ang. voltage dependent anion channel) [6,59],

Komérki prawidtowe charakteryzuje stan réwnowagi
pomiedzy Mcl-1 a proapoptotycznymi cztonkami rodziny
Bcl-2, z ktérymi biatko to moze oddziatywaé [56,57]. Do-
tychczas mechanizm wspomnianej regulacji stanu réwno-
wagi wcigz nie jest znany, cho¢ zaobserwowano, ze spad-
kowi poziomu czgsteczek Mcl-1 towarzyszy zmniejszenie
stezenia jego proapoptotycznych partneréw (np. Bak czy
NOXA) [57,60]. Podobng zalezno$¢ wykazano m.in. pomie-
dzy Bak i Mcl-1 w komdrkach linii Hek 293 [60].

Z kolei w prawidtowych, nieedukowanych limfocytach

T utrzymuje sie rownowaga miedzy Mcl-1 i proapoptotycz-
nym biatkiem NOXA. Wzrostowi poziomu promujgcego
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przezycie biatka towarzyszy podwyz-
szenie syntezy proapoptotycznego
czynnika, ktory wigze i w ten sposéb
neutralizuje Mcl-1. Zjawisko to chroni
na przyktad przed nagromadzeniem
sie we krwi zbyt duzej liczby komo-
rek. Po aktywacji nieedukowanych
limfocytéow T role regulatora funk-
cji Mcl-1 odgrywa proapoptotyczne

« Rozcigty biatko Bim. Odnotowano, ze spadek
proteolity- i P P P
cznieM(¥I-1 ekspresji Bim w rozwijajagcych sie

limfocytach powoduje przesuniecie
Inianie cyt ¢ (+) rownowagi na korzy$¢ promujacego
Dodatnie przezycie Mcl-1, za$ jego wzrost pro-
sprzezenie wadzi do zwiekszonej eliminacji tych
4 zwrotne

komoérek [56].

Podczas zakazenia wirusowego ob-
serwuje sie przyspieszong degradacje
proapoptotycznego biatka Bak, czemu
towarzyszy zwiekszenie przezycia za-
kazonych komoérek w wyniku zabu-
rzenia homeostazy miedzy biatkami
regulatorowymi [60], W czasie apop-
tozy, wskutek uaktywnienia r6znych
mechanizmoéw kontroli tego procesu,
dochodzi do spadku lub nawet cat-
kowitego zaniku ekspresji Mcl-1 [31]
i chociaz jest warunkiem niewystar-
czajacym do zainicjowania apoptozy,
moze uwrazliwi¢ wiekszo$¢ komadrek
na dziatanie dodatkowych czynnikéw indukujacych $mier¢
[33,56,57,60]. W zaleznosci od rodzaju dziatajagcego na ko-
morke czynnika i, zapewne takze, od typu komérki po-
ziom Mcl-1 spada, zaré6wno wskutek indukowania zmian
na poziomie mRNA, jak i na etapie translacji biatka. Przed-
stawiono eksperymentalne dowody wskazujgce, ze in vitro
staurosporyna w limfocytach Jurkat T wptywa na obydwa
z wymienionych powyzej procesow. Natomiast dziatanie
aspiryny przyczynia si¢ do spadku poziomu antyapopto-
tycznego biatka Mcl-1 w wyniku zaleznego i/lub niezalez-
nego od kaspaz zahamowania jego syntezy, badz (co nie jest
wykluczone) takze zaburzenia jego stabilnosci [31].

Podczas apoptozy komorek cztowieka proteolizy biatka
Mcl-IL moga dokonywa¢ granzym B i kaspazy (zwiaszcza
kaspaza-3) [6,47]. Zalezna od kaspazy proteoliza izoformy
Mcl-1 zachodzi w obrebie sekwencji PEST, po konserwatyw-
nych resztach Asp1Zi Asp15/ generujgc fragmenty o m.cz.
odpowiednio 24 i 12 oraz 19 i 17 kDa. Preferowanym miej-
scem ciecia proteolitycznego jest Asp1Z (por. Ryc. 1). Nalezy
podkres$li¢, ze dotad nie wykazano produktow proteolizy
izoformy Mcl-ISATM. Ponadto pojawity sie doniesienia,
ze C-koncowy fragment uwolniony przez kaspazy, a takze
granzym B, moze wykazywacé potencjat indukcji apoptozy i
dodatkowego wzmacniania sygnatu Smierci [6,9], Sugeruje
sie, ze zdolno$¢ ta wynika¢ moze z ponad 6-krotnie wyzsze-
go powinowactwa produktu proteolitycznego ciecia Mcl-1
do czynnika Bim, neutralizujgcego ochronny efekt komaorek
przez Mcl-1 w poréwnaniu z biatkiem o petnej dtugosci [47].
Jak dotad brak jest jednak zgodnos$ci w kwestii proapopto-
tycznego dziatania produktéw proteolizy Mcl-1.
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Rycina 3. Regulacja aktywnosci biatka Bak przez biatka Mcl-1 i Bcl-X, (model ,,wypierania") po uzyskaniu sygnatu $mierci
(wg [40]; zmieniono). Biatko NOXA z tatwoscia zastepuje Bax w kompleksie Bax-Mcl-1, inicjujac jego degradacje. Inne biatka
z podrodziny Bcl-2 ,,BH3-on/y" oddziatujg z Bcl-XL, moga réwniez wypiera¢ Bak z jego potaczen z tym biatkiem antyapop-
totycznym. Uwolnione biatko Bak moze formowac¢ oligomery w btonie mitochondrialnej i tworzy¢ kanaty umozliwiajace

wyptyw z mitochondriéw czynnikéw apoptogennych.

Wyniki doswiadczen Clohessy'ego i wsp. [34] wskazu-
ja, ze produkt proteolizy Mcl-1 przez kaspazy nie dziata
proapoptotycznie, ale moze dziata¢ ochronnie na komérki.
Badacze ci odnotowali spadek odsetka (55-60%) komodrek
apoptotycznych wsrdd populacji komdrek mysiej mielo-
idalnej linii FDCP-1 z wprowadzonym fragmentem A157
biatka Mcl-1, w poréwnaniu z nietransfekowang kontro-
lg (85-90%). Przedstawione dane sugeruja, ze czynnik ten
moze ochrania¢ komarki, nawet po aktywacji kaspaz w wa-
runkach ograniczonego dostepu czynnikdw wzrostu.

Zdolnos$¢ granzymu B do proteolizy Mcl-1 moze odgry-
wac role zwitaszcza w warunkach nadekspresji innych an-
tyapoptotycznych biatek rodziny Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-XL) lub
niedoboru Bax i Bak, gdyz enzym ten dziata na etapie po-
przedzajagcym aktywacje kaspaz, niezaleznie od proapop-
totycznych czynnikéw zlokalizowanych w przestrzeni mie-
dzybtonowej mitochondriéw [6].

ROLA BIAELKA MCL-1 W REGULACJI
CYKLU KOMORKOWEGO

Od kilku lat antyapoptotyczna aktywnos$¢ biatka Mcl-1
przestata by¢ przedmiotem watpliwosci. Natomiast za-
skakujgce wydaja sie coraz czestsze doniesienia dotyczgce
udziatu cztonk6éw rodziny Bcl-2, w tym takze Mcl-1, w regu-
lacji cyklu komaérkowego [8,10,61]. Pionierskie doniesienia
dotyczace tego zagadnienia pochodza z laboratorium Kor-
smeyera [62], w ktéorym wykazano zdolno$¢ endogennego
biatka Bcl-2 limfocytow T do wydtuzania fazy Glcyklu w
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warunkach suboptymalnych.
BH3 Zgodnie z najnowszymi dany-
= mi réwniez Mcl-1, a zwtaszcza
jego izoforma snMcl-1, wydaje
l sie hamowac cykl komérkowy
gtownie w fazie Si G2[8,52].

\\ Nadekspresja tego biatka
w linii komérkowej FDCP-1 z
wprowadzonym genem Mcl-1
(FD-M) cztowieka, powoduje
ograniczenie proliferacji ko-
moérek, co zalezy od spadku
aktywnos$ci kinazy Cdkl. Su-
4 geruje sie, ze za efekt ten od-
g"ﬂ BcI-XL/"E powi’ada, wystepujaca w jadrze
i komdrkowym, forma snMcl-1,
wigzgca enzym iutrudniajgca
jego oddziatywanie z cyklina-
mi, a zwitaszcza z cykling Bl.
Wydaje sie, ze tworzenie kom-
pleksu snMcl-1/Cdkl moze
stanowi¢ dodatkowy sposob
regulacji cyklu komdrkowego
w warunkach prawidtowych.
Kolejnos¢ zdarzen zachodza-
cych podczas cyklu komorko-
wego wydaje sie by¢ nastepuja-
ca. Podczas fazy S lub G2 cyklu
dochodzi do proteolizy Mcl-1 o
peinej dtugosci irozpoczyna sie
sktadanie kompleksu snMcl-1/
Cdkl. Najwyzsze natezenie proces osigga na pograniczu faz
G2/M lub we wczesnej mitozie. Natomiast kolejny cykl po-
dziatlowy komdrek poprzedza rozpad kompleksu oraz za-
nik formy snMcl-1, degradowanej najprawdopodobniej w
proteasomie [8].
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S

Wypieranie

\\

Inaktywacja

Fujise i wsp. [10] doniesli o oddziatywaniu Mcl-1 z biat-
kiem regulatorowym cyklu komoérkowego — PCNA (ang.
proliferating-cell nuelear antigen). Biatko PCNA petni dwojaka
funkcje w jadrze komdérkowym, tj. 1° stuzy jako kofaktor po-
limerazy 5 DNA oraz 2° moduluje aktywno$¢ innych biatek
jadrowych, zaangazowanych w prawidtowy przebieg repli-
kacji DNA, np. czynnika replikacji — RF-C (ang. replication
factor-C) i endonukleazy Fen-1 (ang.flap endonuclease-1) [63].
Wigzanie PCNA z biatkiem Mcl-1 uniemozliwia ztozenie
tzw. duzego kompleksu jadrowego (kompleks RF-C-PCNA),
niezbednego do zainicjowania replikacji przez polimeraze
5 DNA i blokuje wejscie komérki w faze S cyklu komoér-
kowego. W komorkach HelLa z nadekspresjg Mcl-1, po ich
transfekcji plazmidem (pEGFP-MCL-1) z wklonowang cza-
steczkg cDNA biatka oraz genem kodujacym fluorescen-
cyjne biatko EGFP (ang. enhanced green fluorescent protein),
odnotowano spadek syntezy DNA iobnizenie o ponad 60%
komoérek znakowanych bromodeoksyurydyng (BrdU) w
porownaniu z komorkami kontrolnymi, zawierajagcymi je-
dynie wektor pEGFP [10], Okazato sig, ze w oddziatywaniu
Mcl-1-PCNA uczestniczy charakterystyczny motyw biatka
Mcl-1 wigzacy PCNA, ktorego brak w czasteczkach innych
cztonkéw rodziny Bcl-2. Motyw ten zawiera 2 zachowaw-
cze reszty glutaminy (Q) i fenyloalaniny (F) rozdzielone 6-
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aminokwasowg sekwencjg (w tym przypadku: RNHETA),
po ktdrej nastepuje region bogaty w lizyne. Wprowadzenie
mutacji w obrebie powyzszego motywu powoduje zmniej-
szenie (ale nie catkowite zniesienie) zdolnos$ci biatka do blo-
kowania replikacji DNA; nie wptywa natomiast na funkcje
biatka zwigzane z regulacja procesu apoptozy.

Dodatkowo, jak juz wspomniano wczes$niej, biatko Mcl-1
pozablokowaniem cyklu komdrkowego, wykazuje zdolnos¢
oddziatywania z tankirazg I, ktéra w komdrkach cztowieka
inicjuje wydtuzanie telomeréw - powtarzalnych sekwencji
DNA zlokalizowanych na zakohczeniach chromosoméw
[23]. Enzym ten wptywa na elongacje telomeréw wskutek
ADP-rybozylacji biatka TRF1 (ang. telomeric repeat binding
factor-1). Biatko Mcl-1, wspdtzawodniczgc z TRF1 o miejsce
wigzania w domenie ankirynowej czasteczki tankirazy I,
blokuje synteze telomerdw isprzyja procesowi starzenia sie
komorek.

Funkcjonowanie biatka Mcl-1, zar6wno jako inhibito-
ra apoptozy i regulatora cyklu komdérkowego, moze miec
istotne znaczenie zwtaszcza w komaérkach poddanych dzia-
taniu czynnikéw uszkadzajagcych DNA, takich jak promie-
niowanie jonizujgce. W warunkach tych znaczgco wzrasta
ekspresja Mcl-1, co moze z jednej strony — blokowac¢ cykl
komérkowy iuniemozliwiaé replikacje DNA, a z drugiej
—zapobiegac¢ apoptozie i utrzymywaé komorki przy zyciu
do momentu zakofAczenia naprawy ich materiatu genetycz-
nego [10], Wzrost syntezy Mcl-1 w komérkach nowotworo-
wych moze znosi¢ potencjalne korzysci ptynace z radiotera-
pii. Zaobserwowano, ze srednia dtugosci przezycia pacjen-
tow z rakiem jelita grubego obnizyta sie w grupie chorych
poddanych dziataniu promieniowania jonizacyjnego przed
usunieciem guza. W komoérkach nowotworowych oséb pod-
danych radioterapii wykazano wzrost ekspresji Mcl-1 [64],
Wysoki poziom Mcl-1 w komoérkach transformowanych
wydaje sie by¢ czynnikiem prognostycznym, $wiadczacym
0 ztym rokowaniu w wielu typach nowotworéw [64-66],

POZIOM EKSPRESJI GENU KODUJACEGO MCL-1
JAKO POTENCJALNY WSKAZNIK PROGRESJI |
PRZEWIDYWANIA SKUTECZNOSCI LECZENIA

Liczne doniesienia wskazujg na biatko Mcl-1 jako kry-
tyczny czynnik sprzyjajacy przezyciu komérek nowotworo-
wych. Nadekspresja genu kodujgcego ten inhibitor $mierci
w komédrkach transgenicznych myszy indukuje nowotwo-
rzenie, za$ brak syntezy Mcl-1 — uwrazliwia komérki na
dziatanie czynnikéw apoptogennych [9,29], Wysokg eks-
presje genu Mcl-1 stwierdza sie we wszystkich liniach ko-
maérkowych szpiczakow cztowieka [65]. Wykazano ponad-
to, ze konstytutywna ekspresja genu Mcl-1 w komérkach
szpiczaka z wprowadzonym genem hMcl-1 dziata ochron-
nie na komorki plazmatyczne, zmniejszajac ich wymagania
w stosunku do IL-6 i obnizajgc poziom apoptozy wywotany
brakiem tej cytokiny [24], Uwaza sie, ze to Mcl-1, a nie Bcl-2,
odgrywa takze gtowng role w przezyciu komdrek biatacz-
kowych linii B [65].

Wyniki dosSwiadczen sugeruja, ze poziom Mcl-1 moze

decydowac o stopniu zaawansowania klinicznego choroby
nowotworowej. Nadekspresje tego biatka opisano w przy-
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padku raka jelita z przerzutami do watroby, jak réwniez w
zaawansowanych stadiach nerwiaka ptodowego (ang. neu-
roblastoma) [54,67]. Z kolei u pacjentéw z chtoniakiem z ko-
morek ptaszcza (ang. mantle cell lymphoma; MCL) agresywne
stadium choroby charakteryzuje sie najwyzszg syntezg tego
antyapoptotycznego biatka. Natomiast w przypadku prze-
wlektej biataczki limfocytowej (ang. chronic lymphocytic leu-
kemia; CLL) wysoki poziom Mcl-1 obserwuje sie w komor-
kach pacjentow w stadium ,,0" wg klasyfikacji Rai'a [29],
W dalszych stadiach choroby nastepuje spadek syntezy tego
biatka, swiadczacy o spontanicznej lub indukowanej lekami
apoptozie komérek nowotworowych. Z kolei obserwacja
wzrostu syntezy Mcl-1 moze rowniez wynika¢ z nabycia
przez komorki opornosci. Wysoki poziom Mcl-1 w wielu
nowotworach uznaje sie za niekorzystny czynnik progno-
styczny, zwigzany z opornoscig pacjentow na leczenie i z
nawrotami choroby nowotworowej, m.in. w rakach jajnika,
zotadka, prostaty czy w chtoniakach [9,20,54,65,66,68], Sza-
cowane ,wyleczenie” w przypadku raka zotgdka wynosi-
fo u pacjentéw z pozytywng i negatywng ekspresjg Mcl-1,
odpowiednio, 52,5% i 73,7% [66]. W przypadku pacjentéow
z ostrg biataczka szpikowg (AML, ang. acute myeloid leuke-
mia) i limfocytowa (ALL, ang. acute lymphocytic leukemia)
nawrot choroby odnotowuje sie czesto u 0s6b z najwyz-
szym poziomem Mcl-1 w komdrkach biataczkowych [29],
Ponadto, uwaza sie, ze Mcl-1 moze zmniejsza¢ wrazliwo$¢
na terapie z zastosowaniem fludarabiny lub chlorambucylu
u pacjentdw z CLL. Wyniki doSwiadczen in vitro z zasto-
sowanie transfekcji, prowadzacej do uzyskania komorek o
zwiekszonej ekspresji Mcl-1, potwierdzaja nabycie przez
nie opornosci na etopozyd czy promieniowanie, a wzrost
syntezy tego biatka w komérkach nerki linii HEK 293 czyni
je niewrazliwymi na dziatanie TRAIL (ang. tumor necrosis
factor-related apoptosis-inducing Ugand) [29],

Obiecujgco przedstawiajg sie¢ wyniki prac in vitro wyko-
rzystujgce selektywne hamowanie ekspresji genu kodujg-
cego biatko Mcl-1 za pomocg modyfikowanych chemicznie
antysensowych oligonukleotydéw (ASO) w komorkach
biataczkowych czy komdrkach czerniaka, chociaz jak dotad
nie zostaly podjete proby ich zastosowania w badaniach
klinicznych [6,48,54,69,70]. Wykazano, ze spadek ekspresji
Mcl-1 po zastosowaniu ASO uwrazliwia komérki na dzia-
tanie kolejnych chemioterapeutykéw, takich jak ris-platy-
na [54], deksametazon [29], doksorubicyna, etopozyd [71]
czy dekarbazyna [6], W przypadku komadrek raka watroby
(ang. hepatocellular carcinoma; HCC) linii HepG2 iSnu 398
zaobserwowano, ze samo obnizenie ekspresji Mcl-1, wy-
stepujagce po zastosowaniu ASO, moze wywotywaé spon-
taniczng apoptoze tych komdérek nowotworowych wskutek
zaburzenia rownowagi pomiedzy biatkami pro- i antyapop-
totycznymi [54].

Duzym zainteresowaniem cieszg sie takze substancje
bedace potencjalnymi induktorami, zaleznego od kaspaz,
proteolitycznego rozszczepienia Mcl-1. W opinii badaczy
[24,72] czynniki te mogtyby by¢ zastosowane w terapii CLL
iinnych nowotworéw hematopoetycznych, jak szpiczak
mnogi i réznego typu chtoniaki. Podejmowane sg réwniez
préby zmniejszenia poziomu Mcl-1 przez zastosowanie
zwigzkow neutralizujgcych aktywnos$¢ IL-6 lub inhibitorow
PKB/Akt, ktdére in vitro sg zdolne obniza¢ zaréwno synteze
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opisywanego biatka, jak i przyspiesza¢ jego degradacje. Wy-
kazano, ze zwigzki te znaczaco obnizajg oporno$¢ komarek
raka przewodow zo6tciowych (ang. cholangiocellular carcino-
ma, CCC) na dziatanie TRAIL. W podobny sposéb mogtyby
takze uwrazliwia¢ komadrki nowotworowe na konwencjo-
nalne terapeutyki [48].

Biatka z podrodziny Bcl-2 ,,BH3-orc/y", takie jak Bim czy
Puma, charakteryzuja sie potencjatem wigzania i neutralizo-
wania wszystkich antyapoptotycznych cztonkéw rodziny
Bcl-2, co niesie nadzieje, ze te bioczasteczki moga znalezé
zastosowanie w leczeniu choréb zwigzanych z zaburzenia-
mi procesu apoptozy [73], Wydaje sie, ze biatko NOXA o
wysokiej specyficznosci moze stuzy¢ jako prototyp lekow,
selektywnie wigzacych Mcl-1 w gtdwnej mierze odpowie-
dzialny m.in. za rozw0j szpiczaka mnogiego (MM, ang. mul-
tiple myeloma). Obnizenie poziomu biatka Mcl-1 u pacjentéw
zré6znymi nowotworami mogtoby przynies¢ istotny wzrost
skutecznosci ich leczenia, stad biatko Mcl-1 uwazane jest za
nowy cel dziatania dla lekow przeciwnowotworowych i te-
rapii antysensowej [9,74].

UWAGI KONCOWE

Przedstawione w pracy przegladowej dane wskazujg na
ztozong aktywno$¢ biatka Mcl-1. W komdrkach prawidto-
wych blokowanie $mierci przez biatko Mcl-1 wydaje sie by¢
procesem krotkotrwatym, umozliwiajagcym ich przetrwanie
w niekorzystnych warunkach lub przejScie przez pewien
krytyczny dla nich etap rozwoju. Z kolei, rownoczesne ha-
mowanie elongacji telomerdw przez Mcl-1 moze stanowi¢
dodatkowy mechanizm zapobiegajgcy unieSmiertelnieniu
komoérek. Wydaje sie mozliwe, ze w szczeg6lnych warun-
kach srodowiskowych moze dojs¢ do zaburzen prowadzg-
cych do pojawienia sie fenotypu komdrek o przedtuzonym
okresie przezycia lub komdrek immortalizowanych, ktdre
w kolejnym etapie mogg ulec transformacji nowotworowej
[20]. Dotychczas opublikowano wiele danych nie pozosta-
wiajgcych watpliwosci, ze nieprawidtowy przebieg apopto-
zy, spowodowany nadekspresjg genu antyapoptotycznego
biatka Mcl-1, jest zwigzany z wieloma chorobami, w tym
nowotworowymi. Nadekspresja Mcl-1 u mysz transge-
nicznych prowadzi do pojawienia sie chtoniaka [75], Wy-
soki poziom Mcl-1 odnotowano w licznych nowotworach,
co wskazuje, ze analiza jego poziomu moze by¢ uzyteczna
jako marker prognostyczny. Ponadto biatko to wydaje sie
by¢ atrakcyjnym celem dla lekéw przeciwnowotworowych,
szczegoOlnie dla tych grup zwigzkdéw, ktére moga oddzia-
tywa¢ z domenami BH, obecnie do$¢ dobrze scharaktery-
zowanymi. Podobnie, celem terapeutycznym tego niezwy-
ktego biatka mogg sie okazac leki przeciwzapalne, przeciw-
wirusowe czy przeciwbakteryjne w chorobach, w ktérych
przyczynia sie ono do ograniczenia procesu apoptozy.
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New face of antiapoptotic proteins. I. Protein Mcl-1
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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. involvement in cell cycle regulation, elongation of telomers. Elevated expression of 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 biatek antyapoptotycznych.
Il. Surwiwina

STRESZCZENIE

urwiwina (m.cz. 16,5 kDa, pi 5,1) nalezy do rodziny IAPs (ang. inhibitory apoptosis pro-

teins) — biatek hamujacych apoptoze. W strukturze surwiwiny cztowieka znajduje sie
N-koncowa domena BIR, potaczona regionem tgcznikowym z C-koncowa, a-helikalng do-
meng oddziatujaca z mikrotubulami. Domena BIR tego biatka jest zwigzana z aktywnos$cig
antyapoptotyczng i wigzaniem kompleksu biatek pasazerskich (CPC ang. chromosomal passen-
ger complex) do regionéw centromerowych chromosoméw. Gen surwiwiny, ulegajac ekspresji
na drodze alternatywnego sktadania jego pierwotnych transkryptéw, dostarcza, obok formy
dzikiej (142 aa), czterech izoform tego biatka. W pracy przegladowej przedstawiono budo-
we domenowag i funkcje surwiwiny w procesie apoptozy, cyklu komoérkowym i nowotwo-
rzeniu oraz znaczenie tego biatka jako potencjalnego markera nowotworowego. Ponadto,
zasygnalizowano rozw6j nowych strategii terapii przeciwnowotworowej z wykorzystaniem
surwiwiny.

WPROWADZENIE

W biezagcym roku mija dekada od wykrycia surwiwiny. Biatko to zidentyfi-
kowano w laboratorium Dario C. Altieriego [1] z University of Massachusetts,
Worcester (USA). Surwiwina nieprzerwanie wzbudza duze zainteresowanie,
gdyz ulega ekspresji/nadekspresji gtéwnie w komérkach nowotworowych. Jej
obecnos$¢ wykrywa sie w komoérkach embrionalnych, aktywnie namnazajacych
sie, natomiast komarki prawidtowe ostatecznie zréznicowane, stare cechuje sta-
ba ekspresja lub jej brak [1-2]. Nazwe surwiwina (ang. survive — przezywac)
nadano biatku jako wyraz jego unikatowej wtasciwosci —zapobieganiu $mierci
programowanej. Ten inhibitor apoptozy zaliczono do rodziny IAPs (ang. inhibi-
tory apoptosis proteins), dzieki pierwotnie poznanej funkcji —hamowaniu apop-
tozy oraz obecnosci w jego strukturze, zachowanej w ewolucji, domeny — BIR
(ang. baculovirus IAP repeat). Do$¢ szybko okazato sie, ze opisywany przedstawi-
ciel rodziny IAP wykazuje rowniez inng wazng ceche —zdolno$¢ do regulacji
podziatdw komorkowych [3-6]. Petnienie wyzej wymienionych, gtéwnych funk-
cji, umozliwia surwiwinie jej lokalizacja. W komorkach prawidtowych to nisko-
czasteczkowe, kwasne biatko (m.cz. 16,5 kDa, pi 5,1) wystepuje jako partner tzw.
chromosomowego kompleksu pasazerskiego (CPC, ang. chromosomal passenger
complex) [7-10]. Surwiwina jest wykrywana jako sktadnik CPC w réznych obsza-
rach aparatu mitotycznego, uczestniczy w segregacji chromatyd podczas mito-
zy, poruszaniu sie chromosomoéw podczas podziatu komérkowego, cytokinezie.
W aktywnie namnazajacych sie komaérkach ekspresja surwiwiny jest praktycz-
nie niewykrywalna w fazach G1i S; osigga wysoki poziom na pograniczu faz
cyklu - GZM [11,12],

Dohi iwsp. [13] sugeruja, ze surwiwina reprezentuje takze biatko przestrzeni
miedzybtonowej mitochondridéw, z ktérej wyptywa do cytosolu w wyniku sy-
gnatu Smierci, zapobiegajac aktywacji kaspazy-9. Cytowani badacze postuluja,
ze tylko surwiwina uwolniona czynnikami apoptotycznymi z mitochondriow, a
nie jej pula, ktéra moze ulec ekspresji przed zadziataniem sygnatu $mierci, moze
hamowaé apoptoze.

Zagadnienie udziatu surwiwiny w przebiegu mitozy przedstawiono ostatnio
szeroko na tamach Postepdw Biochemii [14].

SURWIWINA - UNIKATOWY PRZEDSTAWICIEL RODZINY IAP

Geny, ktérych ekspresja dostarcza biatek o naturze inhibitorow apoptozy
wykryto po raz pierwszy w genomie bakulowiruséw owad6éw [15]. Biatka IAP
okazaty sie czynnikami hamujacymi aktywnos¢ kaspaz i chronigcymi zakazone
komdrki gospodarza przed $miercig (np. biatko p35, crmA, ang. cytokine response
modifier A) [16,17]. Lawinowo ukazujgce sie doniesienia wykazaty, ze homologi
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wirusowych inhibitorow apoptozy wystepujg powszech-
nie zarowno u bezkregowcéw, jak i kregowcdédw [18-20].
Dotychczas u cztowieka zidentyfikowano o$miu przedsta-
wicieli rodziny IAP. W strukturze tych biatek wystepuja,
zachowane w ewolucji, domeny BIR, ktére mogga by¢ repre-
zentowane pojedynczo (np. ML-1AP/liwina czy surwiwina)
badz powtdrzone trzykrotnie (np. XIAP/ILP-1; Ryc. 1).

W domenach BIR (o dtugosci ok. 70-80 aa) wyrdznia sie
65-aminokwasowy rdzen, zawierajacy cztery odcinki a he-
liksowe i trzy o strukturze harmonijki p. W N-koncu do-
meny znajduje sie, zachowana w ewolucji, reszta argininy,
uznana za kluczowg w zwijaniu biatek, oraz w Srodkowej
cze$ci — zachowana w ewolucji glicyna. W C-kornicowym
odcinku BIR, poznanych dotad IAP, wystepuje motyw
CXX-XIHX.-C niezbedny w wigzaniu jonu Zn+2 Domeny
BIR surwiwiny i BRUCE/apollon (nalezace do tzw. Il typu
BIR) cechuje obecno$¢ dodatkowych trzech aminokwaséw,
tj. Cys-Pro-Thr (surwiwina) i Cys-Pro-Ala (BRUCE) [8,19].

W C-koncu czasteczki niektore IAP zawieraja, zacho-
wang w ewolucji, domene RING (ang. really interesting new
gene). Motyw ten, o naturze palca cynkowego (wigze 2 jony
Zn+), wykazuje aktywnos$¢ ligazy ubikwityny E3. Pewne
IAP (np. clAP-1 i clAP-2) wyposazone sg dodatkowo w do-
mene CARD (ang. caspase recruitment domain) lub UBC (ang.
ubiquitin conjugating) (np. biatko BRUCE/apollon), ktdre sg
istotne w oddziatywaniach biatko - biatko [19-20]. Domena
BIR jest motywem decydujacym o zaliczeniu biatka do IAP,
stad w niektdrych pracach stosowany jest dla nich symbol
BIRPs (ang. BIR-containing proteins) [19]. Z kolei obecnos¢
lub brak domeny RING oraz homologia domen BIR (BIR1-
3; typ /11 BIR) stata sie podstawg podziatu rodziny IAP na
trzy podrodziny/klasy [20]. Podrodzina pierwsza obejmu-
je pie€ biatek, w budowie ktérych wystepuje motyw RING
oraz jedna lub trzy domeny BIR. Sg to: XIAP/ILP-1 (ang.
X-linked IAP), clAP-1, clAP-2 (ang. cellular IAP-1, IAP-2), li-
wina/ML-1AP i ILP-2 (ang. IAP like protein-2). Podrodzina
druga jest reprezentowana przez NAIP (ang. neuronal apop-
tosis inhibitory protein), biatko, ktére w strukturze zawiera
trzy domeny BIR, ale pozbawione jest domeny RING. Pod-
rodzina trzecia, w ktérej opisano dwa biatka, tj. surwiwine
i BRUCE/apollon (ang. BIR repeat containing ubiquitin-con-
jugating enzyme). Biatka te r6znig sie znaczaco diugoscia

i masg czasteczkowg (16,5 i 528 kDa); cechuje je obecnos¢
pojedynczej domeny BIR oraz brak domeny RING.

Biatka opisywanej rodziny stanowig sktadniki komorko-
we 0 zachowanej w ewolucji strukturze; wiekszo$¢ z nich
okazuje zdolno$¢ do hamowania apoptozy poprzez oddzia-
tywanie z kaspazami, aczkolwiek mechanizm/y te nie sg
wcigz w petni poznane. Aktywnos$¢ biatek 1AP wigze sie
badZz z ich bezposrednim oddziatywaniem z kaspazami,
badZ z udziatem innych bioczasteczek, ktore posredniczg w
rozpoznawaniu tych enzymow i w ich proteasomalnej de-
gradacji [18,21-24],

Szersze omdwienie wiasciwosci i funkcji biatek IAP moz-
na odnalez¢ w obszernych pracach przegladowych [10,20],
Akceptuje sie poglad, ze domena BIR surwiwiny i BRUCE
(42% homologii), opisywana jako domena BIR typu Il (nieco
dtuzsza niz inne BIR), obok odgrywanej roli w hamowaniu
Smierci programowanej, jest istotna dla przebiegu podzia-
téw komoérkowych [10,25].

STRUKTURA GENU I BIALKA,
IZOFORMY, LOKALIZACJA

Locus genu kodujgcego surwiwine cztowieka usytuowa-

ny jest na chromosomie 17 w regionie telomerowym (17925)
[1]. Gen ten, opisywany réwniez symbolem Birc5, o dtugo-
$ci ok. 15 kpz, buduja cztery eksony (odpowiednio 111,110,
118 i 87 pz) przedzielone trzema intronami. Otwarta ramka
odczytu, o dtugosci 426 pz, koduje tarncuch polipeptydowy
0 142 aa [26], Gen kodujacy surwiwine jest zachowawczy
ewolucyjnie [27]; zidentyfikowano go przez hybrydyzacje
cDNA kodujgcego inne biatko — EPR-1 (ang. effector celi
protease receptor-1) [1,2]. Otwarta ramka odczytu dla surwi-
winy okazata sie zawiera¢ sekwencje w odwrotnej orienta-
cji dla tych, kodujacych wspomniany receptor. Promotor
minimalny tego genu (ok. 250 nukleotydéw) znajduje sie
w niemetylowanej wyspie CpG; nalezy do pozbawionych
kasety TATA promotoréw izawiera kilka miejsc wigzania
czynnika transkrypcyjnego SP1. Aktywno$¢ genu surwiwi-
ny jest hamowana przez produkty genéw supresorowych
— biatko p53 [28] i Rb [29], a aktywowana przez czynnik
transkrypcyjny E2F1 [30], Biatko kodowane przez Rb moze
hamowac aktywnos$¢ genu surwiwiny, wiazac sie bezposred-
nio do jego promotora, badz

moze hamowac ekspresje

ML-AP(298) | 209133 | NN TN |

3) Surwiwina (142)( 2p21-22 | I )

2) NAIP (1403) si31 [N NN . |

Loci genéw R .
Biatka (aa) uodl.,r ch Struktura domenowa surwiwiny w sposob po-
Sredni, zapobiegajac wigza-
1)IL2;1XIAP(497) X5 (NN TN I 0B niu E2F1 z jej promotorem.
| e - — Wyniki doswiadczen wyko-
CIAP2(618) | tiqzo3/| NN TENNNN NN DN 0O BN || 7ystujacych ukierunkowas-

ng mutageneze wykazaty,
Ze miejsca wigzania czynni-
ka E2F i p53 naktadajg sie na
promotor genu kodujgcego
surwiwine, stad produkt

BRUCE (4928) | 17625 [ NN

I O genu supresorowego p53

Domeny funkcjonaine: [l BIR (typu 1), Il BIR (typu Il), [l RING, [l CARD,

kodujacych je genéw na chromosomach cztowieka.
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Rycina 1. Schematyczne przedstawienie struktury domenowej biatek rodziny 1AP u ssakéw z ich podziatem na 3 podrodziny
(przygotowano na podstawie [10,20]). Na rycinie podano ponadto dtugos¢ tancuchéw poszczeg6lnych biatek oraz usytuowanie

moze ogranicza¢ ekspresje
surwiwiny przez hamowa-
nie E2F [30]. Szersze aspekty
regulacji genu surwiwiny zo-
stang omdéwione w rozdziale
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dotyczacym jego nadekspresji w komdérkach nowotworo-
wych.

Analiza krystalograficzna ujawnita, ze surwiwina wy-
stepuje jako homodimer, w ktéorym dwie domeny BIR two-
rzg strukture przyjmujacag ksztatt zwigzanej kokardy (ang.
bow-tie) [10,31]. W N-koncu tancucha surwiwiny znajdujg
sie 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), ktére wchodzg w
sktad, zachowanej w ewolucji, domeny BIR (Ryc. 2a), odpo-
wiedzialnej za hamujgcag aktywno$¢ IAP. W opisywanym
biatku domena ta umieszczonajest miedzy 18-88 aa i cechu-
je ja obecnos¢ czterech reszt wigzacych Zn2+ tj. Cys5, Cys@)
His77i Cys& ktore tworzg palec cynkowy [31,32], Na podkre-
$lenie zastuguje fakt, ze unikatowg dla surwiwiny (i BRU-
CE/apollon) domene BIR poprzedza pie¢ reszt aminokwa-
sowych (48-52 aa) z przewagg aminokwaséw kwasowych,
sterczacych w formie ,,przegubu” (ang. knuckle). To szcze-
golne miejsce stanowi przypuszczalny motyw ,dokowa-
nia" biatek oddziatujgcych z surwiwing, np. Smac/DIABLO
(ang. second mitochondrial actiuator of caspase/direct IAP bind-
ing protein with low pi) [33]. C-koncowy segment czasteczki
surwiwiny (98-142 aa), ktéry w odréznieniu od wiekszosci
IAP nie zawiera domeny RING, stanowi wydtuzony amfipa-
tyczny region o strukturze a-helisy, poprzedzony strukturg
P harmonijki, ktéry wystepuje w formie zwinietego kiebka.
Odcinek ten nie uczestniczy w dimeryzacji biatka, rozcia-
gajac sie poza domene BIR [31]. Natomiast w tworzeniu di-
merdw biatko to wykorzystuje dwa hydrofobowe odcinki,
obejmujace przy N-koncu czasteczki fragment Leu6TrpD

i tzw. region tacznikowy, rozciggajacy sie miedzy 89-102
resztg aminokwasowa (Ryc. 2a). Wcigz pozostaje sprawg
otwartg jak surwiwina, ktorej dimery wystepujg in vivo [34],
wypetnia swoje funkcje jako inhibitor apoptozy i sktadnik
chromosomowego kompleksu pasazerskiego. Istniejg do-
wody eksperymentalne, ze C-koficowy odcinek tego biatka
oddziatuje z mikrotubulami [5]. Usuniecie fragmentu genu
kodujacego C-koncowy a-heliks zapobiega wigzaniu tego
przedstawiciela 1AP z mikrotubulami [11], DoSwiadczenia
genetyczne wykazaty, ze mutacja w kodonie 84 surwiwiny
(podstawienie cysteiny alaning; C84A) dostarcza biatka, kto-
re wspotzawodniczy z dzikg formg surwiwiny w wigzaniu
mikrotubul. Wyniki te jednoczes$nie wykluczyty udziat do-
meny BIR w tych oddziatywaniach. Okazato sie ponadto, ze
taki produkt mutacji genu w komérkach nowotworowych
wykazuje aktywnos$¢ proapoptotyczng [11]. N- i C-koniec
biatka wigze region tgcznikowy (89-97 aa), ktdry jest istotny
dla jego subkomarkowej lokalizacji [32].

Alternatywne sktadanie surwiwiny prowadzi do syntezy
pieciu r6znych mRNA, ktére podczas translacji dostarcza-
ja formy dzikiej, oraz czterech izoform opisywanych jako:
surwiwina-2B, surwiwina-AEx3 [26], surwiwina-3B [35]
i ostatnio wykryta — surwiwina-2a [36] (por. Ryc. 2b). W
1999 r. Mahotka i wsp. [26] zidentyfikowali dwie izofor-
my, tj. surwiwine-AEx3 (137 aa) i surwiwine-2B (165 aa) w
liniach komdérkowych raka nerki.

Izoforma surwiwiny-AEx3 powstaje jako produkt eks-
presji 1, 2 i zmutowanego 4 eksonu, z pominieciem w cza-
sie sktadania pierwotnego transkryptu eksonu 3. Produkt

ekspresji cechuje skrocenie domeny BIR przy

a)

74 reszcie aminokwasowej biatka, a C-koncowy
63-aminokwasowy jego odcinek jest produktem
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Aurora-B

i zmienionego eksonu 4, ktory jest wzbogaco-

¢ ny o fragment przepisany z 3' UTR. Natomiast
surwiwina-2B, najdtuzsza z dotychczas opisa-
nych izoform (165 aa), poza informacja ptynaca

> e >l i

BIR

b)
Surwiwina i jej izoformy

mikrotubul

142 aa (Sur)

165 aa (Sur 2B)

137 aa (Sur AEx3)

120 aa (Sur 3B)

74 aa (Sur 2a)

- Domena BIR [l Ekson 2B Ekson 38 ] Ekson 28
- Reglion zawlerajacy strukture zwinietego kiebka (Coiled Coil)

z eksonéw 1-4, zostaje wzbogacona o odcinek
przepisany z kryptycznego eksonu 2B (o diu-
gosci 69 pz), ktéry stanowi czes¢ intronu 2 i zo-
staje wstawiony w domene BIR (por. Ryc. 2b).
Zmiany sekwencyjne w obydwu izoformach ge-
nerujg nowe potencjalne miejsca N-glikozylacji
(surwiwina-2B) i N-mirystylacji (surwiwina-2B
i -AEx3) [26]. Analizy, wykorzystujgce komarki
watrobiaka HepG2 transfekowane wektorem
pPEGFP-N3 kontrolnym badz genem kodujacym
surwiwine lub jej izoformy -2B i -AEx3, w ktérych
indukowano apoptoze za pomocg metotreksatu,
ujawnity odmienng zdolno$¢ hamowania apop-
tozy przez badane biatka. Surwiwina-AEx3 wy-
kazywata w badanym uktadzie zdolnoSci anty-
apoptotyczne tylko nieznacznie nizsze niz forma
dzika, podczas gdy surwiwina-2B — znacznie
ograniczone [26].

Rycina 2. a) Struktura pierwszo- i drugorzedowa surwiwiny z zaznaczeniem domeny BIR i regio-

néw funkcjonalnych; 1i2 —motywy dimeryzacji, obszar asocjacji z mikrotubulami oraz miejsc fos-
forylacji przez kinazy CDK1 i Aurora B. b) Struktura wariantéw genu surwiwiny kodujacych forme
dzika biatka i jej izoformy: surwiwine-2B, surwiwine-AEx3, surwiwing-3B i surwiwine-2a. Na dia-
gramie umieszczono dtugo$¢ kodowanych taricuchéw polipeptydowych oraz odcinki strukturalne
zwinietego klebka oraz wskazano regiony biatka kodowane przez zaznaczone eksony (opracowano

na podstawie [10,26,35,36]).
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Kolejna wykryta izoforma — surwiwina-3B
(120 aa) — powstaje przez ekspresje pieciu eks-
onbéw, w tym pigtego, kryptycznego eksonu 3B,
stanowigcego fragment intronu 3 o dtugosci
165 pz. Produkt biatkowy tak ztozonego trans-
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kryptu jest krétszy o 22 aminokwasy od formy dzikiej, gdyz
w nowo pozyskanym eksonie znajduje sie kodon termina-
cyjny UGA [35]. Nalezy podkresli¢, ze ten wariant biatka
zawiera nienaruszong domene BIR, stanowigcg kluczowy
motyw jej wiasciwosci antyapoptotycznych. Z kolei izofor-
ma ta nie zawiera C-koncowej struktury zwinietego kiebka,
co zapewne ogranicza jej zdolnosci w oddziatywaniu z mi-
krotubulami. Surwiwine-3B pierwotnie opisano w kilku li-
niach komorkowych wyprowadzonych z gruczolakorakéw
zotadka i jelita grubego oraz z komorek jednojadrzastych
krwi chorych na ostrg biataczke szpikowg i zespét mielody-
splastyczny [35].

Najkrétsza izoforma —surwiwina-2a (74 aa) —powstaje
w wyniku ekspresji transkryptu zawierajgcego eksony 1 i
2 oraz tzw. ekson 2a, ktdry stanowi fragment intronu 2 o
dtugos$ci 197 pz. W tym wariancie wystepuje skrécona do-
mena BIR [36], Wyniki doSwiadczen, w ktérych okreslano
potencjal apoptotyczny komdrek Daoy (medulloblastoma)
transfekowanych wektorami: kontrolnym, wzbogaconym
surwiwing czy surwiwing-2a bgdz kombinacjg formy dzi-
kiej i izoformy-2a, po ich ekspozycji na dziatanie winkry-
styny — alkaloidu wigzacego tubuline, sugeruja, ze krotki
wariant antagonizuje aktywnos$¢ antyapoptotyczng formy
dzikiej [36]. Nieliczne, jak dotad, doniesienia z zastosowa-
niem doswiadczen immunoprecypitacji wskazujg, ze moze
dochodzi¢ do oddziatywania surwiwina-surwiwina-2a, co
ostabia biologiczne funkcje formy dzikiej biatka.

Aktualnie uwaza sig, ze dzika forma surwiwiny dominu-
je w komorkach, a jej izoformy produkowane sg w mniej-
szym stopniu i w réznym nasileniu, charakterystycznym
dla typu komorek [10,36].

Wystepowanie surwiwiny ijej wariantdw molekularnych
okazato sie by¢ zwigzane z ich odmiennym rozmieszcze-
niem subkomoérkowym, co potwierdzono, wykorzystujac
frakcjonowanie komdérkowe oraz analizy immunohistoche-
miczne. Gtdwna pula surwiwiny ulega rozdzieleniu miedzy
jadra komdérkowe i cytoplazme. Oszacowano, ze w komor-
kach HeLa stosunek tego biatka w cytoplazmie i jadrach
komérkowych wynosi 6:1. Rézna zawarto$é surwiwiny o
odmiennej immunoreaktywnosci jest niezaleznie modulo-
wana w przebiegu cyklu komorkowego [37,13], Opisywane
biatko tgczy sie z centrami organizacji mikrotubul podczas
interfazy, z centrosomami i wrzecionem mitotycznym pod-
czas metafazy, a nastepnie przenosi sie do ciatek posrednich
(ang. midbodies) w po6znej telofazie [11,38]. Wyniki badan
Caldasa i wsp. [36] potwierdzity podobne subkomérkowe
rozmieszczenie surwiwiny-2a podczas cyklu komdrkowe-
go. Najdtuzsza izoforma — surwiwina-2B — gtéwnie lo-
kuje sie w cytoplazmie, a w mniejszym stopniu w jadrach
komoérkowych i mitochondriach. Natomiast wariant sur-
wiwiny, ktérego pierwotny transkrypt w czasie sktadania
utracit ekson 3 — AEx3 i wykazuje dwucze$ciowy motyw
lokalizacji jadrowej (NLS) umieszczony miedzy -8RRK& i
-8RRKA W przypadku komdrek raka piersi — MCF7 czy
raka ptuc linii A549 surwiwina-AEx3 w ponad 80% wyste-
puje w jadrach komdrkowych. Stanowi to potwierdzenie,
ze C-koncowy segment tego biatka jest krytyczny dla jego
lokalizacji wewnatrzkomorkowej [26,32,36,39]. Zainicjowa-
ne ostatnio prace rzucajg nowe $wiatto na mozliwo$é wy-
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kluczenia z jader komdérkowych surwiwiny i jej izoformy
— surwiwiny-2B — za pomocg mechanizmu, w ktorym
uczestniczy biatko receptorowe CRM-1, oddziatujgce z tymi
czasteczkami przez ich C-koricowy fragment tancucha, w
ktorym znajduje sie ponadto sekwencja NES (ang. nuclear
export signal) miedzy 89 a 98 aa [32,40]. Na aktualnym eta-
pie badan wydaje sie, ze przeciwdziatanie eksportowi sur-
wiwiny z jagdra komorkowego przez zastosowanie farma-
kologicznych inhibitoréw jest rozwazane jako nowa opcja
terapeutyczna.

Na podkreslenie zastuguje cytowane we wprowadzeniu
doniesienie, dotyczace identyfikacji surwiwiny w komor-
kach nowotworowych [13]. Okazuje sie, ze uruchomienie
sygnalizacji $mierci programowanej jest czynnikiem stymu-
lujacym wyptyw tego biatka z mitochondriéw do cytopla-
zmy, w ktorej jego obecnos$¢ wigze sie z apoptozg i rozro-
stem nowotworu.

POTRANSLACYJNE MODYFIKACJE SURWIWINY

Dwa zespoty wiodgce w badaniach modyfikacji surwiwi-
ny, kierowane przez D. C. Altieriego [41] i Sally P. Wheatley
[10,42], wykazaty, ze biatko to moze by¢ fosforylowane
przez zalezng od cykliny kinaze 1 (CDK1) i kinaze Aurora
B, odpowiednio na Thr3ti Thri17. Okre$lono réwniez przy-
puszczalne miejsca, ktére moga by¢ modyfikowane przez
kinaze kazeinowag Il (Thr8i Thr9), kinaze biatkowg C (Thr2,
Thr8i ThriR), a takze kinaze biatkowg A (Ser8). Istotna dla
witasciwosci biologicznych surwiwiny, fosforylacja Thr3}
dotyczaca preferowanego przez CDK1 miejsca, po ktorym
nastepuje uktad aminokwaséw -PIER3I-, moze zmieniaé
aktywno$¢ domeny BIR surwiwiny. Miejsce modyfikacji
CDK1 jest usytuowane w sgsiedztwie wystajgcego kwa-
sowego ,,przegubu" [46]. Ufosforylowanie Thr3d wzmaga
kwasowy charakter tego odcinka BIR, wptywajac zapewne
na oddziatywania biatko —biatko [41], Udowodniono, ze ta
modyfikacja Thr3wptywa na wigzanie surwiwiny z inicjato-
rowg kaspaza-9 i blokowanie tego enzymu, zwigzanego ze
szlakiem mitochondrialnym apoptozy. Okazato sie, ze na-
dekspresja mutanta surwiwiny, w ktérym Thr podstawiono
Ala (Thr34Ala), przyczynia sie do rozszczepienia komplek-
su surwiwing — kaspaza-9 i indukuje apoptoze. Przedsta-
wiono dowody, Zze hamowanie apoptozy przez surwiwine
odbywa sie w czasie mitozy, podczas ktérej CDK1 tworzy
z tym inhibitorem stabilne kompleksy, umiejscowione we
wrzecionie podziatowym, blokujac inicjacje apoptozy [41],
Doniesiono, ze hamowanie aktywnosci kinaz cyklinozalez-
nych przez flawopirydol ogranicza fosforylacje surwiwiny
w komorkach nowotworowych, prowadzgc ponadto do
spadku ekspresji tego biatka i indukcji apoptozy [42],

Doswiadczenia z zastosowaniem reakcji kinazowej in vi-
tro (ang. kinase assay) oraz spektrometrii masowej pozwolity
okresli¢ miejsce fosforylacji surwiwiny przez kinaze Aurora
B na Thrll7 [43]. Ekspresja surwiwiny, w ktérej Thril7pod-
stawiono Ala uniemozliwia jej fosforylacje in vitro.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze surwiwing, ktéra w od-
réznieniu od innych przedstawicieli rodziny IAP nie zawie-
ra domeny RING o aktywnosci ligazy E3 ubikwityny, ulega
rowniez ubikwitylacji i degradacji proteasomalnej [44], Jak
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dotad, nie znaleziono potwierdzenia, ktdre z reszt lizyny z
szesnastu czasteczek, wystepujacych w opisywanym biat-
ku, ulegajg modyfikacji przez ubikwityne. Nalezy podkre-
§li¢, ze mutacje punktowe genu kodujgcego ten inhibitor, tj.
T34A i D53A, a takze izoforma kodowana przez produkt
alternatywnego skitadania — surwiwina-AEx3 — ulegajg
szybszej degradacji proteolitycznej niz dzika forma biatka
[34.41.45]. Obserwacje, wskazujace, ze okres potowicznego
rozpadu surwiwiny jest kontrolowany przez jej modyfika-
cje, sugerujg mozliwos¢ terapeutycznej interwencji, ktdra
moze okazaé sie szczeg6lnie skuteczna w tych chorobach, w
ktérych nadekspresja surwiwiny stanowi przyczyne zabu-
rzenia fazy wykonawczej apoptozy [42],

UDZIAL SURWIWINY W CYKLU KOMORKOWYM

Na podstawie zgromadzonych dotagd danych uznaje
sie, ze gtdwna funkcja biatek rodziny IAP wyposazonych
w domene BIR typu Il, poza regulacjg procesu apoptozy,
zwigzana jest z ich udziatem w procesie podziatu komdrek
[14.25.46]. Wykazano, ze surwiwina, ktdrej synteza wzrasta
okoto dziesieciokrotnie w fazie G,/M cyklu komérkowego,
wchodzi w skitad ztozonego kompleksu CPC i wraz z po-
zostatymi jego sktadnikami, takimi jak: Aurora B, INCENP
(ang. inner centromere protein), borealina/dasra B, TD-60
(ang. telophase disk-60), uczestniczy w prawidtowej segrega-
cji chromosomdéw podczas mitozy iwtasciwym przebiegu
cytokinezy [46,47]. Obnizenie ekspresji tego biatka przez
zastosowanie czasteczek SsiRNA (ang. smali interference
RNA) przejawia sie nieprawidtowo$ciami w podziatach ko-
morek, tj. zaburzeniami cytokinezy i powstaniem komorek
wielojagdrowych [46], Rdzeh kompleksu CPC tworzy czyn-
nik Aurora B o aktywnos$ci kinazowej, natomiast pozostate
sktadniki odpowiadajg za ujawnienie sie jego enzymatycz-
nej aktywnosci we wtasciwym czasie i miejscu w komaorce.
Surwiwina, wchodzgca w bezposrednie oddzialtywanie z
biatkiem INCENP, przy stabilizujgcym dziataniu borealiny,
prawdopodobnie warunkuje wtasciwg lokalizacje komplek-
su w czasie podziatu komérek [46], Dodatkowo, wigzanie
surwiwiny do kompleksu CPC wydaje sie wzmacnia¢ kina-
zowg aktywnos$¢ enzymu Aurora B [48],

Badania z zastosowaniem techniki mikroskopii immu-
nofluorescencyjnej wykazaty, ze podczas fazy M cyklu ko-
morkowego surwiwina przemieszcza sie w obrebie aparatu
mitotycznego [46,49], W czasie pro- i metafazy surwiwina
wykrywana jest gtdwnie w centromerach, za$ w anafazie
wigze sie z mikrotubulami wrzeciona podziatowego. Na-
stepnie umieszcza sie kolejno w plaszczyznie Srodkowej
wrzeciona podziatowego (ang. midzone) (anafaza) i ciatku
posrednim (telofaza), aby ostatecznie ulec wytgczeniu poza
obreb rozdzielonych komorek potomnych [46,50], Ponadto,
u pewnych mutantéw wykazano obecno$¢ surwiwiny w
centrosomach komérek interfazowych [51]. Uwaza sie, ze
domena BIR surwiwiny jest kluczowa, cho¢ niewystarcza-
jaca dla wigzania kompleksu CPC do regionéw centrome-
rowych chromosomoéw, natomiast a-helikalny fragment
C-koncowy biatka jest niezbedny, a zarazem wystarczajacy,
do kierowania biatka do wrzeciona mitotycznego i ciatka
posredniego [46]. Na oddziatywanie surwiwiny z poszcze-
golnymi sktadnikami aparatu mitotycznego wptywaja jej
potranslacyjne modyfikacje, w tym ubikwitylacja. Stwier-
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dzono, ze przytaczenie do czasteczki surwiwiny reszt ubi-
kwityny (kompleks biatkowy p97-NP14-Ufdl) zwieksza jej
powinowactwo do centromerdw, natomiast ich odtgczenie
(czynnik FAM) skutkuje oddysocjowaniem kompleksu
[46].

Surwiwina jako sktadnik CPC posrednio: i) uczestniczy
w destabilizacji mikrotubul nieprawidtowo potaczonych z
kinetochorem ipromuje biorientacje mikrotubul; ii) regu-
luje poziom w kinetochorach skitadnika regulatorowego
kompleksu mitotycznego punktu kontroli cyklu komérko-
wego —biatka BubRI- i, w konsekwencji, wejscie komorek
w anafaze; iii) stabilizuje mikrotubule oraz iv) uczestniczy
w zakonczeniu cytokinezy przez umozliwienie fosforylacji
réznych biatek i struktur komoérkowych [46].

UDZIAL SURWIWINY W APOPTOZIE

Jak dotad, najlepiej scharakteryzowano, wsérod rodziny
IAP, udziat w apoptozie biatka XIAP, zidentyfikowanego w
1999 r. przez Ducketta i wsp. [52], Biatko to zawiera trzy do-
meny BIR i, w C-koricowym segmencie czasteczki, domene
RING (por. Ryc. 1). Przedstawiono dowody, ze XIAP wig-
ze bezpos$rednio kaspazy. Funkcje te wypetnia dzieki tzw.
odcinkowi tacznika miedzy domeng BIR-1 i BIR-2, ktory
jest kluczowym motywem uczestniczagcym w hamowaniu
kaspazy-3 i -7, utrzymujac katalityczne miejsca cysteiny
niedostepne, w czym jest wspomagana przez stabilizujg-
ce dziatanie domeny BIR-2 [18,53]. Z kolei domena BIR-3
uczestniczy w hamowaniu kaspazy-9 poprzez wigzanie sie
z powierzchnig rowka, wykorzystywanego w dimeryzacji
enzymu, utrzymujac jg w formie nieaktywnego monomeru
[54], Unikatowa struktura surwiwiny, biatka wyposazonego
strukturalnie tylko w jedng domene BIR (najbardziej zblizo-
ng do BIR-2 XIAP), bez strukturalnych odpowiednikow mo-
tywu tgcznika biatka XIAP [55], powoduje, ze mechanizm(y)
wyjasniajacy antyapoptotyczng nature tego biatka jest mato
klarowny. Z kolei wyciszenie in vitro ekspresji genu kodu-
jacego surwiwine w komdrkach HelLa przez antysensowne
oligonukleotydy dla fragmentéw genu tego biatka, pote-
guje ich wrazliwo$¢ na $Smieré programowana na drodze
receptorowej [56]. Natomiast doswiadczenia wykorzystu-
jace myszy transgeniczne potwierdzaja, ze wprowadzenie
genu kodujacego surwiwine wywotuje zmniejszenie liczby
komorek apoptotycznych ws$rdod keratynocytéw naskor-
ka [567] czy komorkach wysepek @ trzustki [58] po napro-
mieniowaniu UV. Aktualnie wydaje sie, ze w blokowaniu
procesu apoptozy biatko to wykorzystuje oddziatywania z
réznymi kofaktorami. W$r6d nich wymienia sie niskocza-
steczkowe bhiatko HBXIP (ang. hepatitis B virus X interacting
protein) oraz wspomniane biatko XIAP/ILP-1 [59]. Czynnik
HBXIP, pierwotnie zidentyfikowano jako biatko wigzace
wirusowy, onkogenny polipeptyd (91 aa, m.cz. 9,6 kDa)
— HBX (ang. X protein of hepatitis B virus), modulujacy jego
transaktywacyjng witasciwos¢ i hamujacy replikacje wirusa
zapalenia watroby typu B —HBV in vitro. Wiadomo jednak,
ze chociaz ekspresja HBXIP wzrasta kilkakrotnie w zakazo-
nych HBV hepatocytach, to nie wystepuje wytgcznie w cza-
sie zakazenia wirusowego i nie ogranicza sie do komorek
watroby [60,61]. Jak wykazano, synteza HBXIP zachodzi w
prawie wszystkich tkankach ludzkich, szczegdlInie obficie w
miesniach szkieletowych i miesniu sercowym. Dodatkowo,
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obecnos¢ tego czynnika wykryto w komérkach innych kre-
gowcow, wskazujac na jego zachowawczg role fizjologicznag
[60].

Marusawa i wsp. [61] wykazali bezposrednie oddziaty-
wanie miedzy surwiwing i HBXIP zaréwno in vivo, jak i in
vitro oraz udowodnili, ze oddziatywanie to jest niezbednym
warunkiem do ujawnienia sie antyapoptotycznej wtasci-
wosci surwiwiny i blokowania aktywacji kaspaz na szlaku
mitochondrialnym, zaleznym od cyt ¢. Niewykluczone jest
ponadto, ze HBXIP moze takze uczestniczy¢, obok surwiwi-
ny, w przebiegu cyklu komérkowego [61,62], Koniecznym
i zarazem wystarczajagcym elementem strukturalnym w od-
dziatywaniach miedzy opisywanymi biatkami, wydaje sie
by¢ domena BIR surwiwiny, aregulatorowe znaczenie dla
optymalnego wigzania HBXIP przypisuje sie fosforylacji
Thr3lw czasteczce surwiwiny, przeprowadzanej w gtéwnej
mierze przez kinaze CDK1 [61]. Podstawienie Thr3niezdol-
ng do ufosforylowania resztg aminokwasowg znosi oddzia-
tywanie surwiwiny z jej potencjalnym kofaktorem, nato-
miast podstawienie w tej pozycji reszty glutaminianu wigze
sie ze zwiekszeniem powinowactwa surwiwiny do HBXIP
in vitro w poréwnaniu z biatkiem typu dzikiego.

Wedtug przedstawionych danych w mieszaninie zawie-
rajacej obok prokaspazy-9 takze czgsteczki Apaf-1, cyt c,
dATP oraz surwiwine i czynnik HBXIP obserwuje sie ok.
80% spadek pojawiania sie aktywnej podjednostki enzymu
w poréwnaniu z kontrolg pozbawiong dwdch ostatnich
sktadnikéw. Efekt ten nie ujawnia sie w obecnosci surwiwi-
ny badz HBXIP, dziatajgcych samodzielnie. Uwaza sie, ze
kompleks HBXIP - surwiwing zapobiega sktadaniu apopto-
somu wskutek wigzania prokaspazy-9 i uniemozliwienia jej
rekrutacji do aktywowanego czynnika Apaf-1 (Ryc. 3). Oka-
zato sie ponadto, ze wirusowe biatko HBX dodane do lizatu
komdrek embrionalnych nerki linii HEK293T wzmacnia o
ok. 50% hamujacg aktywnos$¢é kompleksu HBXIP —surwi-
wina, a polipeptyd HBXIP petni, prawdopodobnie, funkcje
tacznika pomiedzy HBX i surwiwing. Informacje te wyda-
ja sie by¢ szczegodlnie interesujgce w kontekscie rozwoju
przednowotworowych zmian w hepatocytach zakazonych
HBV. Chociaz od prawie 20 lat przewlekte zakazenie tym
wirusem wigzane jest z rakiem watroby, jak dotad udziat
biatek wirusa w ich rozwoju nie zostal wyjasniony [63,64].
Sugeruje sie, ze wirusowe biatko onkogenne HBX moze
sprzyja¢ nowotworzeniu, znoszagc wrazliwo$¢ komorek na
apoptoze, m.in. poprzez posrednie oddziatywanie z kom-
pleksem HBXIP - surwiwing [61].

Obok hipotez dotyczacych zdolnosci surwiwiny do regu-
lowania aktywnosci i/lub hamowania aktywacji kaspaz w
apoptosomie, powszechnie akceptuje sie poglad, sugeruja-
cy posrednie dziatanie surwiwiny na hamowanie apoptozy
[50], Wydaje sieg, ze pozostaje on w zgodzie z analiza poréw-
nawczg sekwencji aminokwasowej oraz struktury surwiwi-
ny iinnego przedstawiciela rodziny IAP — XIAP. Badacze
popierajacy powyzszg hipoteze zaktadaja, ze gtdwne anty-
apoptotyczne dziatanie surwiwiny polega raczej na wigza-
niu i neutralizowaniu biatek o dziataniu antagonistycznym
w stosunku do przedstawicieli rodziny IAP, takich jak,
wykryte w laboratorium Vauxa [65], mitochondrialne biat-
ko Smac/DIABLO. Czynnik ten uwalnia sie do cytosolu w
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warunkach sprzyjajgcych apoptozie [66]. Dojrzata czastecz-
ka Smac (m.cz. 21 kDa; 184 aa), dzieki obecnos$ci N-konco-
wego motywu AVPI, opisywanego RHG (od nazw genéw
reaper, hid, grim wystepujacych u muszki owocowej), moze
oddziatywaé z domena BIR biatek rodziny IAP, gtéwnie
XIAP, clAP-1, clAP-2, ale i surwiwing [66]. Pierwsze dowo-
dy wskazujace na oddziatywania pomiedzy Smac/DIABLO
asurwiwing przedstawione zostaty przez chinskich bada-
czy w 2003 roku [50]. Wykazali oni, ze biatka te wigza sie
ze sobg in vitro i in vivo, a gtéwng role w tym oddziatywa-
niu odgrywa reszta Asp7l, zlokalizowana w obrebie regionu
BIR surwiwiny, wspomagana przez jej a-helikalny region
C-koncowy oraz N-koricowy aminokwas w Smac/DIABLO
(Alal. Wystepujaca samodzielnie domena BIR surwiwiny
wydaje sie byé niewystarczajaca dla skutecznego sktada-
nia kompleksu, natomiast czasteczka surwiwiny niosaca
mutacje D71R nie tylko tracita zdolno$¢ do wigzania pro-
apoptotycznego czynnika, ale sama zyskiwata wtasciwosci
promujace smier¢ komoérek. Przeprowadzone eksperymen-
ty dowiodty ponadto, ze proces apoptozy moze by¢ bloko-
wany w obecnos$ci surwiwiny i innych czasteczek hamu-
jacych (takich jak XIAP), co wydaje sie by¢ konsekwencja
neutralizowania aktywnosci Smac/DIABLO i ujawnienia
sie funkcji biatek IAP. Z kolei surwiwing samodzielnie nie
wykazuje zdolnosci hamowania aktywnosci kaspaz (-7, -9).
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Rycina. 3. Hipotetyczny model dziatania surwiwiny podczas apoptozy. Ufosfory-
lowana reszta Thr3tw czasteczce surwiwiny stabilizuje biatko XIAP —inhibitor,
zdolny do hamowania aktywacji/aktywnosci kaspaz inicjatorowych (kaspaza-9)
i wykonawczych (kaspaza-3 i -7), a po zwigzaniu kofaktora — HBXIP blokuje
aktywacje prokaspazy-9 w apoptosomie i zapobiega apoptozie komérek na szla-
ku mitochondrialnym. Surwiwing moze wigza¢ ponadto mitochondrialny czyn-
nik Smac/DIABLO, uwolniony do cytosolu po uruchomieniu sygnatu $mierci.
Oddziatywanie to moze przyspiesza¢ ubikwitylacje i proteasomalng degradacje
surwiwiny, albo znosi¢ cytotoksyczno$¢ Smac/DIABLO i ujawnia¢ antyapopto-
tyczng aktywnos$¢ pozostatych inhibitoréw rodziny IAP (np. XIAP) (opracowano
na podstawie [50,61,67,68]).
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Odmienne wyniki uzyskali Mc Neish i wsp. [67], ktoérzy po-
twierdzili mozliwos$¢ oddziatywan pomiedzy opisywanymi
biatkami, ale wykluczyli skutecznos$¢ surwiwiny w znosze-
niu cytotoksycznosci wywotywanej przez Smac/DIABLO.
Doswiadczenia z uzyciem siRNA wykazaly, ze surwiwina
nie wplywa na proapoptotyczng aktywno$¢ Smac/DIA-
BLO. Natomiast Smac/DIABLO przyspiesza ubikwitylacje
surwiwiny i reguluje szybko$¢ jej degradacji w komorce.
Okazato sie, ze okres potowicznego rozpadu surwiwiny w
komorkach raka jajnika linii OVCAR4, transfekowanych
wektorem adenowirusowym niosgcym DNA, kodujacy doj-
rzatg forme biatka Smac/DIABLO, ulega skréceniu z 6 do
2 godzin, w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi. Nega-
tywny wptyw Smac/DIABLO na trwato$¢ surwiwiny znosi
obecnos$¢ w $rodowisku laktacystyny (12,5 pM) —uznane-
go inhibitora proteasomu 20S.

Dane doswiadczalne, ktére ukazaty sie w ciagu ostatnich
kilku lat Swiadczg ponadto o udziale surwiwiny w stabili-
zacji czasteczek biatka XIAP [68]. Wyniki badan z zastoso-
waniem techniki chromatografii powinowactwa wskazuja
niezbicie na wspotwystepowanie surwiwiny w ekstraktach
komérkowych w postaci kompleksu, zawierajagcego XIAP
obok biatek opiekuniczych Hsp90 i Hsp70. Oddziatywania
miedzy tymi biatkami wzmacniane sg prawdopodobnie
przez czynniki wywotujgce apoptoze (np. staurospory-
na). Dodatkowo wykazano, ze transfekcja komérek linii
HEK293T genem kodujgcym surwiwine skutkuje przedtu-
zeniem czasu poéttrwania XIAP z 2 do 5,5 godzin, praw-
dopodobnie w konsekwencji przytaczenia do biatka XIAP
czasteczek surwiwiny w spos6b uniemozliwiajacy dostep
enzymu Ubc H5, przeprowadzajgcego poliubikwitylacje.
Heterokompleks XIAP —surwiwina odgrywa, jak sie uwa-
za, zasadniczg role w ochronie komérki, nasilajagc aktyw-
no$¢ biatek inhibitorowych w blokowaniu aktywacji kaspaz
i przebiegu apoptozy.

Niewykluczony jest réwniez odmienny mechanizm
dziatania surwiwiny. Stwierdzono na przyktad, ze zniesie-
nie aktywnosci surwiwiny (T34A) w komoérkach czerniaka
moze indukowaé przeniesienie czynnika AIF (ang. apoptosis
inducing factor) do jadra komdrkowego i, w blizej niewyja-
$niony sposob, wigczac apoptoze niezalezng od kaspaz [69],
Przypuszcza sie, ze kluczowa rola surwiwiny polega¢ moze
na hamowaniu zaleznego od AIF mitochondrialnego szlaku
apoptozy, a ekspresja genu kodujacego surwiwine zaréwno
przed apoptozg zalezng, jak i niezalezng od kaspaz.

Jak dotad, mechanizm dziatania surwiwiny w hamowa-
niu apoptozy pozostaje w sferze badan. Wyjasnienia wy-
magajg zwtaszcza przyczyny pozostajacych w sprzecznosci
rezultatow prac badaczy, pochodzacych z r6znych labora-
toriow. Mozliwe, ze rdznice te sg efektem specyficznosci
komorkowej lub tez wynikajg z zastosowania odmiennych
technik badawczych [67],

UDZIAE SURWIWINY W PROCESIE NOWOTWORZENIA
Powszechna synteza surwiwiny w wielu nowotwo-
rach wobec niskiego, prawie niewykrywalnego poziomu

w odnosnych komorkach prawidtowych wcigz fascynuje
badaczy [1,70]. Jej obecno$¢ wykazano w komérkach em-
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brionalnych, a takze niektorych tkankach dojrzatych orga-
nizméw, gtdwnie w komadrkach cechujgcych sie wysokim
potencjatem mitotycznym, np. szpik kostny, keratynocyty
podstawnej warstwy skory [3,70]. Obnizenie syntezy tego
biatka podczas ostatecznego réznicowania sie tkanek pra-
widtowych stanowi adaptacje do ich aktualnego stanu na-
mnazania i jest, w pewnych warunkach, odwracalne.

Wykazano na doswiadczalnym modelu regenerujacej
watroby, ze po czeSciowej hepatektomii lub tez po chemicz-
nym uszkodzeniu watroby u myszy nastepuje okoto trzy-
dziestokrotny wzrost stezenia mRNA dla surwiwiny, ktory
Scisle zalezy od indukcji replikacji DNA w tym narzadzie
[71].

Wymienione fakty, a takze istotny udziat surwiwiny w
regulacji szlakow komdérkowych (ang. cross-talk) pomiedzy
zyciem a $miercig komorkowg, nasuwa szereg pytan, m.in.
czy surwiwina petni aktywng funkcje w transformacji no-
wotworowej, a jesli tak, to jaki molekularny mechanizm
prowadzi do przywrdcenia syntezy surwiwiny w komor-
kach nowotworowych? Czy wznowienie syntezy tego bial-
ka moze wptywaé na inicjacje czy tez na progresje kance-
rogenezy? Czy zaburzenie regulacji apoptozy po podwyz-
szeniu komdérkowego poziomu surwiwiny odgrywa role
w inwazyjnosci komdrek nowotworowych, wzglednie w
procesie angiogenezy?

Pierwsze informacje wskazujgce na udziat surwiwiny w
transformacji nowotworowej byty czysto opisowe. Stwier-
dzono, ze o ile biatka kodowane przez gen kodujacy sur-
wiwine z reguty nie wystepuja w zdrowych, ostatecznie
zréznicowanych tkankach, to do ich syntezy dochodzi pod-
czas zmian o charakterze hiperplazji czy dysplazji; jest ona
szczeg6lnie wysoka w wigkszosci tkanek zmienionych no-
wotworowo. Niektére doniesienia sugerujg, ze do wzrostu
poziomu surwiwiny dochodzi juz we wczesnym etapie pro-
cesu nowotworzenia oraz wskazujg na bezposrednig zalez-
no$¢ pomiedzy syntezg surwiwiny a stadium zaawansowa-
nia nowotworu [1,72]. Wskazuje sie na zaburzenia prawi-
dtowej regulacji procesu apoptozy wskutek podwyzszenia
poziomu surwiwiny, jako przyczyne agresywnego wzrostu
nowotworow oraz wzrostu ich ztosliwosci i inwazyjnosci.

Stosunkowo liczne badania, zaréwno kliniczne, jak i
przeprowadzone na zwierzecych modelach dos$wiadczal-
nych, dotyczg roli surwiwiny w transformacji nowotworo-
wej skory. Wysoki poziom syntezy tego biatka wykrywano
w réznych typach raka skory, tj. w czerniaku zto$liwym
[73,74], jak rowniez w innych odmianach raka skory [70].
W odré6znieniu od zdrowych melanocytdw, w ktorych nie
stwierdzono obecnosci surwiwiny, jej wysoka synteze udo-
kumentowano w czerniaku [73]. Wszystkie badane przy-
padki czerniaka z przerzutami (15 z 15), a takze trzynascie
z pietnastu przypadkoéw jego inwazyjnej formy odznaczato
sie obecnos$cig surwiwiny. Harmonizowato to z wysokim
indeksem mitotycznym oraz bardzo niskim indeksem apop-
totycznym w przerzutowej formie czerniaka. Wygaszenie
ekspresji genu kodujgcego surwiwine metodg interferencji
RNA lub tez nadekspresja genu kodujgcego jej zmutowana,
niefunkcjonalng forme (Cys85Ala) w komérkach czerniaka,
spowodowato indukcje apoptozy [73], Ponadto, podjeto
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probe oceny, czy ekspresja biatek antyapoptotycznych, m.in.
surwiwiny czy liwiny, moze by¢ odbiciem stopnia zaawan-
sowania czerniaka ijego inwazyjnosci [74], Wykorzystujac
technike immunohistochemicznego barwienia oraz iloscio-
wej reakcji tancuchowej polimerazy (qRT-PCR), oznaczono
poziom obu wymienionych biatek u 63 pacjentow z przerzu-
tami czerniaka zto$liwego. Odnotowano synteze surwiwiny
w probkach czerniaka 62 pacjentow (98%), natomiast liwiny
— U 60 pacjentéw (90%). Warto nadmieni¢, ze stwierdzono
duze roznice w ilosci kopii mMRNA dla surwiwiny pomie-
dzy poszczego6lnymi pacjentami [74]. Znaczacej liczbie pa-
cjentéw (56 z 63), ktérzy zostali poddani zabiegowi chirur-
gicznemu, podawano dodatkowo szczepionke Canvaxin (19
pacjentom preparat ten podano zar6wno przed operacjg, jak
rowniez po operacji, podczas gdy 37 pacjentow otrzymato
go wylacznie po zabiegu operacyjnym). Na podkreslenie
zastuguje fakt, ze wsrdd pacjentdw z niskim poziomem sur-
wiwiny, ktérzy zostali poddani immunoterapii, po zabie-
gu chirurgicznym odnotowano znaczne wydtuzenie czasu
przezycia. Obserwacja ta zdaje si¢ by¢ istotna, poniewaz w
odniesieniu do liwiny u tych samych pacjentow podobnej
wspotzaleznos$ci nie stwierdzono [74].

Badania przeprowadzone z wykorzystaniem myszy trans-
genicznych potwierdzity istotny wspétudziat surwiwiny w
przyspieszonej progresji nowotworow skoéry (przeksztat-
cenie brodawczaka w raka kolczystokomorkowego) [75].
Wyniki doSwiadczen sugerujg, ze nadekspresja genu kodu-
jacego surwiwine zapobiega spontanicznej i indukowanej
apoptozie, ktorej towarzyszy spadek poziomu biatka p53.
Obnizenie poziomu p53, wskutek inaktywacji jednego alle-
la p53 (myszy p53+/-), nasila dodatkowo efekt antyapopto-
tyczny. Nie stanowi to zaskoczenia, jezeli uwzgledni sie, ze
biatko p53 hamuje ekspresje genu kodujgcego surwiwine,
a ponadto, jako czynnik transkrypcyjny, indukuje ekspresje
licznych proapoptotycznych genéw. Réwniez doniesienia in-
nych grup badawczych wskazuja, ze podwyzszenie ekspresji
surwiwiny podczas transformacji blokuje faze wykonawczg
apoptozy, przyczyniajac sie tym samym do przyspieszenia
progresji procesu nowotworowego [57], Wygaszenie ekspre-
sji genu kodujacego surwiwine w kilku liniach chtoniakéw
niehodgkinowskich (NHL) za pomocg oligonukleotydow
antysensownych (ASO) hamowato ich namnazanie sie w ho-
dowli komorkowej, a takze zapobiegato powstawaniu kse-
notransplantatéw u myszy SCID, jak réwniez ograniczato
wzrost juz istniejgcych nowotworéw [76].

Wiele prac doswiadczalnych dotyczy udziatu surwi-
winy w transformacji nowotworowej jelita grubego. Duze
zainteresowanie ta tematyka jest zapewne spowodowane
nie tylko wysokga czestotliwo$cig wystepowania raka jelita
grubego w krajach uprzemystowionych, ale takze faktem,
ze molekularne podstawy transformacji nowotworowej
tego narzadu sg do$¢ dobrze poznane. Kawasaki i wsp. [77]
doniedli, ze ekspresja genu kodujgcego surwiwine obnizata
indeks apoptotyczny w tym nowotworze bez wzgledu na
obecno$¢ biatka Bcl-2. Badacze ci obserwowali ponadto, ze
pacjentéw z niskim indeksem apoptotycznym w tkance no-
wotworowej cechowatl krotszy okres przezycia. Obserwa-
cja ta zasugerowata, ze surwiwina moze by¢ niezaleznym
czynnikiem prognostycznym [77].
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Analiza immunohistochemiczna 52 préb raka jelita gru-
bego wykazata, iz ekspresja genu kodujgcego surwiwine w
27 przypadkach scisle harmonizowata nie tylko ze spadkiem
indeksu apoptotycznego, ale rowniez z podwyzszeniem in-
deksu mitotycznego w tkance nowotworowej w poréwna-
niu do 25 przypadkow bez ekspresji genu suriviiviny [78].
W kolejnych badaniach podjeto probe okreslenia, na ktdrym
etapie procesu kancerogenezy jelita grubego dochodzi do
wznowienia syntezy surwiwiny. W tym celu oznaczono
poziom surwiwiny oraz biatka antyapoptotycznego Bcl-2 w
materiale klinicznym, reprezentujgcym najwazniejsze stadia
zmian tkanek podczas rozwoju nowotworu, poczagwszy od
nieztosliwych polipow, poprzez kolejne stadia zaawanso-
wania klinicznego, az do ztosliwej formy gruczolakoraka.

Badaniami immunohistochemicznymi objeto bogaty ma-
teriat kliniczny (143 hiperplastyczne polipy, 171 gruczola-
kéw z niska dysplazja, 42 gruczolaki o wysokiej dysplazji
oraz 60 gruczolakorakéw). Uzyskane wyniki ujawnity, ze
poziom surwiwiny zwiekszat sie w sposéb statystycznie
istotny podczas transformacji nieztosliwego gruczolaka w
postac¢ ztosliwego nowotworu. Wyniki oceny poziomu biat-
ka Bcl-2 nie potwierdzity podobnej zaleznosci. Natomiast
wzrostowi ekspresji genu surwiwiny towarzyszyt spadek
indeksu apoptotycznego oraz podwyzszenie procentu ko-
morek Ki-67 pozytywnych [79]. Wyniki te zostaly potwier-
dzone w innych doniesieniach [80]. Wygaszenie ekspresji
genu surwiwiny w komorkach raka okreznicy HCT116, przy
uzyciu techniki siRNA, spowodowato zahamowanie na-
mnazania sie tych komaérek in vitro, a takze doprowadzito
do siedmiokrotnego zmniejszenia wzrostu guzéw implan-
towanych ,nagim" myszom [80].

Reasumujac, mozna stwierdzi¢, ze zgromadzono wystar-
czajaco przekonywajace wyniki, ktore, wykorzystujac boga-
ty materiat kliniczny oraz r6zne modele doswiadczalne, nie
tylko dokumentujg udziat surwiwiny w procesie nowotwo-
rzenia, ale pozwalajg rowniez na ustalenie istotnej roli przy-
wrocenia ekspresji genu kodujacego surwiwine na etapie
postepujacego procesu nowotworzenia.

ROLA WARIANTOW SURWIWINY W
PROCESIE NOWOTWORZENIA

Precyzyjne ustalenie roli surwiwiny w transformacji
nowotworowej jest utrudnione z uwagi na fakt, ze w ko-
morkach cztowieka, oprocz formy dzikiej, wystepuja jej
izoformy, powstajgce na drodze alternatywnego skiadania
pre-mRNA. Do chwili obecnej, doniesienia o roli wariantéw
surwiwiny w procesie nowotworzenia sg wcigz nieliczne.
Ponadto, niektore obserwacje sg ze sobg sprzeczne istad tez
trudno jest doktadnie ocenic¢ ich udziat w procesie nowo-
tworzenia.

Podwyzszong synteze surwiwiny-2B zaobserwowano
w niektérych przypadkach nerwiakéw (ang. neuroblasto-
ma) odznaczajacych sie dobrym rokowaniem, podczas gdy
w szczegOlnie ztoSliwych nowotworach stwierdzono tylko
niski poziom surwiwiny [81]. Jak dotad, nie stwierdzono
zadnego zwigzku przyczynowo — skutkowego pomiedzy
syntezg dzikiej formy surwiwiny, ani jej wariantu — AEX3,
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a stopniem zaawansowania nowotworow przewodu pokar-
mowego [82]. Odmienne wyniki odnotowano w przypadku
poziomu surwiwiny-2B. Jej synteza byta znaczaco podwyz-
szona we wczesnych stadiach nowotworzenia (stadium | +
I1), a ulegata spadkowi w zaawansowanym stadium rozwo-
ju nowotworu tego narzadu (stadium Il + 1V) [82], Nato-
miast zwrécono uwage na niekorzystng role surwiwiny-2B
w progresji nowotwordw nerek [45], Synteza surwiwiny-2B
ulegata obnizeniu w mocno zaawansowanych stadiach gu-
z6w nowotworowych [45]. Wysoki poziom syntezy surwi-
winy-2a wykryto w pierwotnych guzach nowotworowych
centralnego systemu nerwowego (rdzeniaki, ang. medullo-
blastoma) [83], Bioragc pod uwage fakt, ze w niektérych wa-
riantach surwiwiny brak jest, przynajmniej czesciowo, funk-
cjonalnego motywu BIR, nie mozna wykluczy¢, ze moga
one sie znacznie rozni¢ pod wzgledem biologicznych wta-
$ciwosci. W istocie, w odrdznieniu od dzikiej formy surwi-
winy jej wariant 2a posiada wtasciwosci apoptogenne i tym
samym moze niweczy¢ antyapoptotyczng funkcje, gtownie
reprezentowanej, dzikiej formy surwiwiny [36].

W podsumowaniu nalezy stwierdzié, ze poziom syntezy
poszczeg6lnych wariantéw surwiwiny obserwowany w in-
dywidualnych przypadkach moze mie¢ decydujace znacze-
nie w regulacji jej antyapoptotycznej funkcji w komaérkach
nowotworowych.

MOLEKULARNE MECHANIZMY PROWADZACE
DO NADEKSPRESJI SURWIWINY W
KOMORKACH NOWOTWOROWYCH

Mechanizm(y) odpowiedzialny(e) za przywrécenie eks-
presji genu kodujacego surwiwine podczas kancerogenezy
do poziomu wystepujacego w komdrkach embrionalnych
lub niektérych prawidtowych tkankach o wysokim poten-
cjale mitotycznym, budzi wielkie zainteresowanie. Stezenie
surwiwiny, a takze jej aktywnos$¢ w komarkach regulowa-
na jest na kilku poziomach, tj. przez modulacje transkrypcji
jej genu, stabilnos$¢ transkryptow, translacje oraz stabilnosé
samego biatka, ktéra z kolei jest kontrolowana m.in. przez
stopien ufosforylowania, a takze przez regulacje wewnatrz-
komdrkowej jej lokalizacji. Akceptuje sie, ze poziom surwi-
winy w prawidtowych komdrkach podlega cyklicznej zmia-
nie zaleznej od progresji cyklu komdérkowego i jezeli biat-
ko to osiaga najwyzszy poziom podczas fazy G2ZM cyklu
komdrkowego, nalezy sie spodziewac w obrebie promotora
genu kodujacego surwiwine obecnosci typowych elemen-
tdbw wystepujacych w promotorach innych gendéw, ktére
ulegajg ekspresji w sposob zalezny od cyklu komérkowego.
Analiza sekwencji promotora genu kodujgcego surwiwine
ujawnita obecnos$¢ kilku charakterystycznych elementéw,
tj. sekwencji CHR (ang. cell-cycle genes homology region) [84],
odpowiedzialnej za hamowanie ekspresji genu podczas
fazy G, oraz trzech sekwencji CDE (ang. celi cycle-dependent
elements), ktore przyczyniajg sie do wzrostu transkrypcji w
fazie GZM cyklu komérkowego [11], Badania regionu pro-
motora genu surwiwiny w komoérkach nowotworowych wy-
kazaty obecno$¢ polimorfizmu [85], Jeden z polimorfizméw,
zlokalizowany w obrebie regionu obejmujacego elementy
CHR/CDE, wydaje sie by¢ zwigzany z mutacjg charakte-
rystyczng dla wielu typéw nowotwordéw iharmonizuje ze
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wzrostem ekspresji genu surwiwiny zarébwno na poziomie
mRNA, jak rowniez biatka.

Ponadto, w obrebie promotora genu surwiwiny zidentyfi-
kowano specyficzne sekwencje typowe dla wigzania niekto-
rych czynnikéw transkrypcyjnych: biatka p53, regulatora
transkrypcyjnego CBP (ang. CREB-binding protein), a takze
waznego czynnika szlaku sygnatowego (3-kateniny — TCF-
4 (ang. T-cell factor-4). Sekwencja w promotorze genu sur-
wiwiny, bedgca miejscem wigzania p53, odbiega nieco od
typowej sekwencji kanonicznej (ang. canonical p53 responsive
element) [30]. Odcinek promotora, w ktérym wigze sie dzika
forma biatka p53 pokrywa sie czesciowo z miejscem #acze-
nia sie czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny E2F, co ma
istotne znaczenie dla mechanizmu regulacji transkrypcyj-
nej surwiwiny przez p53. Wykazano, ze biatko p53 hamuje
transkrypcje surwiwiny [30], przy czym represja ta moze
mie¢ charakter bezposredni lub tez posredni. Szacuje sieg, ze
w ok. 50% wszystkich choréb nowotworowych u ludzi gen
p53 ulega mutacji. Ponadto, w duzej liczbie przypadkéw
nowotworow dochodzi do inaktywacji kodowanego prze-
zen biatka nie tylko w wyniku mutacji genu, lecz réwniez
w efekcie destabilizacji jego produktu biatkowego lub jego
niewtasciwej lokalizacji wewngtrzkomorkowej. We wszyst-
kich tych przypadkach odnotowuje sie brak biatka p53 w
jadrze komdérkowym lub jego niefunkcjonalnos¢. tatwo
jest wiec zrozumieé, ze wskutek braku dzikiej formy biatka
p53 nie dochodzi do represji genu kodujacego surwiwine.
Uwzgledniajgc ponadto fakt, ze dzika forma p53 poza sur-
wiwing hamuje réwniez gen BCL-2, a ponadto stymuluje
wiele genow proapoptotycznych, takich jak: Bax, PUMA,
NOXA, kaspaza-9 (oraz wiele innych), jego inaktywacja musi
prowadzi¢ do decydujacego zaburzenia istniejagcej réwno-
wagi komorkowej pomiedzy czynnikami pro- i antyapopto-
tycznymi [86], Ponadto, inaktywacja p53 prowadzi réwniez
do zaburzen ekspresji genu surwiwiny regulowanej poprzez
znajdujace sie w obrebie jej promotora wspomniane elemen-
ty, uzaleznione od przebiegu cyklu komérkowego — CHR
i CDE. Wykazano, ze geny wyposazone w kasety CCAAT,
charakterystyczne dla zaleznych od G~/M promotordw,
ulegajg bezposredniemu hamowaniu przez dzika forme p53
[87].

Ostatnio Rother i wsp. [88], badajac ekspresje genu ko-
dujacego Cksl (ang. cyclin-dependent kinase subunit 1) —
przedstawiciela rodziny kinaz zaleznych od cyklin, wyka-
zali, ze prawidtowa jej regulacja wymaga wspotdziatania
w obrebie promotora obydwu elementéow — CHR i CDE.
Ponadto stwierdzili, ze poziom mRNA dla Cksl, ulegajacy
zmianie zaleznej od cyklu komdérkowego, obniza sie pod
wptywem wzrostu ekspresji p53 pomimo, iz w obrebie
promotora nie wystepujg specyficzne miejsca dla wigzania
tego biatka. Autorzy ci wykluczaja mozliwos$é, ze w zaob-
serwowanej represji posredniczy inny czynnik transkryp-
cyjny NF-Y, ktory jest zwykle wigzany przez sekwencje w
CCAAT. Przytoczone dane dokumentujg istotny udziat
biatka p53 w regulacji ekspresji surwiwiny, ktora, jak wi-
da¢, nastepuje poprzez represje przynajmniej dwdéch nie-
zaleznych szlakoéw, i pozwalajg lepiej zrozumie¢ powazne
skutki spowodowane inaktywacjg produktu genu supre-
sorowego p53.
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Naregulacje ekspresji genu surwiwiny wptywa takze czyn-
nik zwigzany ze szlakiem sygnatowym (3-katenina-TCF-4,
co zasygnalizowano w 2001 roku [89], Okazato sie, ze biatko
kodowane przez gen supresorowy APC (ang. adenomatosus
polyposis coli) obniza ekspresje genu surwiwiny poprzez za-
blokowanie szlaku p-katenina/TCF-4. To wysokoczgstecz-
kowe biatko strukturalne, ktére uczestniczy m.in. w adhezji
komadrkowej, odgrywa wazng role w regulacji szlaku (3-ka-
teniny/TCF-4 w Scianie jelita grubego. Produkty bakteryj-
nej fermentacji resztek pokarmu zmieniajg chemicznie $ro-
dowisko, przed czym skuteczng obrong jest szybka odnowa
komdrek Sluzéwki jelita. Stad tez konieczna jest precyzyjna
regulacja aktywnosci czynnikéw transkrypcyjnych. Mutacje
genu APC, wystepujace w rodzinnych zespotach raka jelita
grubego, prowadzg najczesciej do syntezy skroconego biat-
ka APC, pozbawionego miejsca wigzania p-kateniny, a tym
samym — do utraty represji szlaku P-katenina/TCF-4, co
stwarza warunki promujace przemiany nowotworowe.

W tym miejscu nalezy zacytowac¢ wyniki doswiadczen,
w ktérych, wykorzystujagc ocene aktywnos$ci indukcji
promotora genu surwiwiny (dzieki technice z wykorzy-
staniem genu reporterowego), odnotowano 6-12-krotng
réznice jego aktywnosci w komdrkach raka okreznicy
HCT-116, w ktérych funkcjonuje szlak p-katenina/TFC-
4, w porownaniu z komoérkami HelLa pozbawionymi
tej Sciezki sygnatowej [90]. Obserwacje te potwierdzity
udziat czynnikéw szlaku P-katenina/TCF-4 w regulacji
ekspresji genu surwiwiny. W promotorze genu surwiwiny
wykazano trzy miejsca wigzania czynnika transkrypcyj-
nego TCF, okre$lane jako TBE (ang. TCF-binding elements)
[90]. Mutacje w dwdch blizszych elementach TBE2 i TBE3
przyczyniaty sie do 79% spadku ekspresji genu surwiwi-
ny, podczas gdy mutacja kolejnego — TBE1 — nie oka-
zywata istotnego wptywu na jej ekspresje. Wyniki te su-
geruja, ze regulacja transkrypcji genu surwiwiny podlega
znacznemu zréznicowaniu w roznych typach tkanek.
W komoérkach przewodu pokarmowego biatko APC oraz
czynniki szlaku p-katenina/TCF-4 odgrywaja istotna role
w regulacji ekspresji genu surwiwiny. Mutacja APC pro-
wadzi do niekontrolowanego wzrostu poziomu p-kateni-
ny i zasadniczej aktywacji szlaku P-katenina/TCF-4, a w
konsekwencji — do zwiekszenia ekspresji genu surwiwi-
ny i tym samym zahamowania apoptozy.

Przywrocenie ekspresji genu surwiwiny wydaje sie by¢
takze promowane przez czynnik transkrypcyjny Stat-3
(ang. signal transducer and actioator of transcription-3). Wy-
soki poziom tego biatka odnotowano w badaniach doty-
czacych raka sutka. W tym nowotworze rowniez dochodzi
czesto do statej aktywacji biatka Stat-3 [91]. Rownoczesne
podwyzszenie poziomu obydwu biatek wykazano w grupie
pacjentdw wysokiego ryzyka, opornych na chemoterapie.
Doswiadczenia genetyczne potwierdzity, ze czynnik Stat-3
taczy sie bezposrednio z promotorem genu surwiwiny. Jego
wyciszenie w komdrkach raka piersi MDA-MB-435s przy
uzyciu ASO powodowato obnizenie poziomu surwiwiny
iindukcje apoptozy [91].

Ostatnio przedstawiono wyniki wskazujace, ze eks-
presja genu opisywanego inhibitora apoptozy moze
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by¢ réwniez regulowana przez stabilizacje mMRNA oraz
modulacje jego translacji. Postugujac sie modelem raka
prostaty, obserwowano wzrost ekspresji genu surwiwi-
ny pod wptywem insulinopodobnego czynnika wzrostu
IGF-1 (ang. insulin-like growth factor-1) [92]. Wzrost ten,
indukowany przez IGF-1, catkowicie wyciszata rapamy-
cyna, lek immunosupresyjny bedacy silnym inhibitorem
kinazy mTOR (ang. mammalian target of rapamycin). W
celu poznania mechanizmu lezagcego u podtoza tego
zjawiska, kolejne dosSwiadczenia przeprowadzono na
komdrkach raka prostaty z nadeskpresja genu ryboso-
malnej kinazy p70S6KI (w formie dzikiej albo zmuto-
wanej opornej na dziatanie rapamycyny). W opisanych
warunkach doswiadczalnych odnotowano, ze IGF-1
specyficznie podwyzsza poziom surwiwiny poprzez
stymulacje rybosomalnej kinazy p70S6KI [92]. Wyniki
tych fascynujacych badah uwzgledniajg kontrole eks-
presji genu surwiwiny na kaskadowym szlaku kinaz P13,
AKT, mTOR oraz p70S6KI. Wskazanie na rybosomal-
ng kinaze p70S6KI, jako posrednika podczas aktywacji
surwiwiny przez czynniki wzrostu, poszerzyto nie tyl-
ko naszg aktualng wiedze dotyczacg regulacji ekspresji
genu surwiwiny, lecz pozwala ponadto na opracowanie
nowej strategii leczenia nowotworow, w ktérych wyso-
ka synteza surwiwiny tgczy sie ze ztg prognozag.

Komdrkowy poziom surwiwiny jest ponadto kontrolo-
wany na poziomie biatka, poprzez regulacje jego stabilno-
§ci. Degradacja biatek na drodze proteasomalnej stanowi
gtdéwny mechanizm modulujgcy obrdt biatek w komor-
kach, przy czym ich rekrutacja w proteasomie regulowana
jest przez ich uprzednig poliubikwitylacje. Z kolei podat-
no$¢ poszczegdlnych biatek na ten proces jest uzalezniona
od stanu irodzaju ich modyfikacji (np. fosforylacji, acety-
lacji, itd.), a takze od wigzania sie z innymi biatkami, co
moze dodatkowo wptywac na ich stabilno$é. Surwiwina
wigze sie z biatkiem opiekunczym Hsp90, co chroni jg
przed szybka degradacjg [93].

Biologiczna aktywnos$¢ surwiwiny moze by¢ dodatkowo
regulowana przez jej wewngtrzkomoérkowg lokalizacje. Biat-
ko to uczestniczy w dwéch diametralnie réznych procesach
—w regulacji apoptozy oraz mitozy. Ten stan ,,wymusza"
jej odmienng lokalizacje wewnatrzkomoérkowa, ktéra w pra-
widtowych komorkach jest $cisle regulowana, podobnie jak
jej ekspresja.

Jak ostatnio wykazano, czasteczka surwiwiny jest wy-
posazona w motyw NES i, poprzez utworzenie kompleksu
z receptorowym biatkiem eksportowym — CRM-1, pod-
lega regulowanemu transportowi, ktory jest wrazliwy na
traktowanie leptomycyng B [40,94]. Molekularna etykiet-
ka eksportowa NES okazuje istotne znaczenie dla biolo-
gicznej aktywnosci surwiwiny. Delecja NES prowadzi do
zaburzeA oddziatywania pomiedzy surwiwing a CRM-1,
uniemozliwiajgc tym samym prawidtowg lokalizacje
surwiwiny w centrosomach, co w konsekwencji zaburza
funkcje sktadnikdéw tego kompleksu. Dowiedziono, ze
biatko CRM-1 posredniczy w umieszczaniu surwiwiny w
centrosomach. Wygaszenie jego ekspresji przez siRNA lub
inaktywacje genu zapobiega usytuowaniu surwiwiny w
centrosomach [40],
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CZY SURWIWINA STANOWI BIOMARKER | MOZE MIEC
CHARAKTER WSKAZNIKA PROGNOSTYCZNEGO?

Markerem nowotworowym z reguty nazywa sie czynnik
wieloczasteczkowy, najczesciej biatko ze sktadnikiem lipi-
dowym, cukrowym czy tez glikolipidowym, ktéry z uwagi
na petniong funkcje (enzym, receptor, czynnik transkrypcyj-
ny, itp.) jest syntetyzowany wytgcznie w komérkach zmie-
nionych nowotworowo, albo —jezeli jego poziom jest niski
— w komérkach prawidtowych i podczas kancerogenezy
dochodzi do jego znacznego wzrostu, przewyzszajgcego
wielokrotnie ten osiggany w komdrkach odnosnikowych.
W oparciu o taka definicje (a szczeg6lnie o jej drugi czton)
wydaje sie, ze surwiwing spetnia te kryteria imoznajg uznaé
za biomarker niektorych typéw nowotworéw [95,96].

Markery nowotworowe sg przydatne nie tylko w diagno-
styce schorzen nowotworowych, tj. w wykrywaniu, lokali-

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

Rodzaj terapii
Terapia genowa
Mutant Thr 34 —Ala -plazmid

Model komérkowy

komérki HelLa

Mutant Cys 84 —Ala AAV linie komo6rkowe raka
jelita grubego i czerniaka

oraz ksenotransplanty

Wygaszanie ekspresji

Antysensowne
oligonukleotydy (ASO)

rézne linie komorek
nowotworowych

SiRNA linie komdérkowe raka jelita
grubego oraz ksenotransplanty

Rybozymy linie komoérkowe czerniaka,

raka sutka i prostaty

oraz ksenotransplanty

Blokada transkrypcji przy uzyciu niskoczgsteczkowych inhibitoréw

M (4)N rézne linie komorek
nowotworowych oraz
ksenotransplanty

YM155 rézne linie komorek
nowotworowych oraz
ksenotransplanty

badania kliniczne

obejmujace pacjentéw

z NHL iczerniakiem
Interferencja wigzania biatka HSP90
Seferdyna rézne linie komorek
nowotworowych oraz
ksenotransplanty

komérki prawidtowe

Inhibitory kinaz —blokada fosforylacji surwiwiny

Flawopirydol linie komoérkowe raka
sutka i szyjki macicy

Purvalanol komorki HeLa

NU6140 komorki HelLa
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zacji lub tez okre$leniu stopnia zaawansowania klinicznego,
ale takze odgrywaja role przy wyborze specyficznego lecze-
nia oraz przy monitorowaniu skutecznosci terapii. Ponadto,
wykorzystujagc dane epidemiologiczne i wyniki analiz kli-
nicznych, biomarkery moga mie¢ charakter prognostyczny.
Obserwacje dokonane w kilku osrodkach naukowych wska-
zuja, Ze ocena poziomu surwiwiny moze stanowi¢ wskaznik
prognostyczny m.in. w raku okreznicy oraz skdry. Wysoki
jej poziom w rakach okreznicy, sutka oraz w chtoniakach
zwykle wigze sie ze zbtym rokowaniem [1,2,79],

SURWIWINA JAKO CEL TERAPII
PRZECIWNOWOTWOROWEJ

Surwiwing stata sie obiektem opracowania potencjalnych
strategii terapeutycznych na réznych poziomach jej regu-
lacji. W chwili obecnej realizowane sg dwie gtéwne opcje
leczenia: jedna —farmakologiczna, a druga —oparta na za-
stosowaniu me-

tod molekular-

Skutki biologiczne

PiSmiennictwo

nych, m.in. inter-
ferencji RNA lub
terapii genowej

41,42,104 -
apoptoza T [41,42,104] (Tab. 1). Terapia
proliferacja 4 oparta.na zasto-
apoptoza T [73,99] sowaniu metod
wielko$¢ guza 1 molekularnych,
anglogenezal stawiajagc  sobie

za cel inaktywa-
proliferacja 1 [73,97] cje prawidtowe-
apoptoza T go genu surwi-
winy, wzglednie
proliferacja 4 [80, 97] hy’ gle .
apoptoza T zahamowanie
wielkos¢ guza 4 jego transkryp-
proliferacja 4 [98] a, postuguje
apoptoza T sie réznymi na-
wielko$¢ guza 4 rzedziami. Do
ograniczania
proliferacja 4 [100] ekspresji uzywa
aEOPtOZ_a T — sie metody anty-
ekspresja genu surwiwiny i
ekspresja genu CDK1 4 sensownych (,)“
gonukleotydow
proliferacja 4 [101] [97] lub rybozy-
apoptoza t mu [98]. Wyga-
szania genu sur-
wielkos¢ guza 4 [101] wiwiny dokonu-
apoptoza t je sig takze przy
uzyciu  matych
interferencyj-
proliferacja 4 [105] nych czasteczek
wielko$é guza 4 RNA [80] lub tez
apoptozat przez wprowa-
) . dzenie sondy ze
zywotnos$é [105]
zmutowanym w
kodonie 84 (Cy-
proliferacja 4 [105] 584A_Ia)_ gen,em
apoptoza T surwiwiny, ktore-
go produkt wy-
proliferacja 4 [103] kazuje zmienio-
apoptoza T ne wilasciwosci
proliferacja 4 [103] biologiczne [99].

apoptoza T

W pierwszych
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probach jako nosnika transportujgcego sonde genetycz-
ng stosowano plazmidy albo jako wektor — adenowirusy.
Technologia ta okazata sie mato skuteczna, poniewaz trans-
fer DNA za pomocg plazmidéw jest na ogot mato efektyw-
ny, a przydatnos$¢ adenowirusdw jest ograniczona, z uwagi
na ich toksycznos¢ i indukcje reakcji odpornosciowych.

Wiekszy sukces odnotowano, wykorzystujgc proby z
zastosowaniem wektoréw AAV (ang. adeno-associated viral
vectors) [99], Okazato sie, ze dotychczas sg one jedynymi
wektorami, ktére pozwalajg w efektywny sposéb na dtugo-
trwatg ekspresje transgenu, zardwno w szybko dzielgcych
sie, jak i w komorkach spoczynkowych. Wektory AAV nie
sg patogenne ani nie cechuja sie zdolnoscig do replikacji.
Zastosowanie tej technologii moze okazac sie¢ szczegolnie
korzystne w leczeniu schorzeh nowotworowych przewodu
pokarmowego, m. in. raka okreznicy. Stwierdzono bowiem,
zejelito jest naturalnym gospodarzem dla AAV idodatkowo
mozna doustnie stosowaé zaprojektowany lek z wykorzy-
staniem tego wektora. Po doustnym podaniu wektora AAV
wykazano dtugotrwatg ekspresje transgenu zaré6wno w ko-
morkach nabtonka, jak i rowniez w komoérkach blaszki wta-
$ciwej. Wprowadzenie zmutowanego genu surwiwiny (Cy-
s84Ala) do komédrek raka okreznicy prowadzito do zahamo-
wania ich namnazania sie oraz spowodowato spontaniczna
katastrofe mitotyczng oraz apoptoze. Ponadto, ujawniono,
ze zmutowany gen surwiwiny (Cys84Ala) uwrazliwiat ko-
morki nowotworowe na dziatanie lekéw cytostatycznych.
Ekspresja tak zmutowanego genu hamowata proces nowo-
tworzenia komérek okreznicy. Miejscowe wstrzykiwanie
wektora AAV ze zmutowanym genem surwiwiny do kseno-
transplantéw zwierzecego modelu wywotywato katastrofe
mitotyczng oraz apoptoze, a takze hamowato angiogeneze
[99], Wyniki tych fascynujacych doSwiadczen sg obiecujace
i pozwalaja zywi¢ nadzieje, ze wkrdtce ten rodzaj terapii ge-
nowej znajdzie zastosowanie w probach klinicznych.

Ostatnio zsyntetyzowano szereg zwigzkow niskocza-
steczkowych, ktore wydaja sie by¢ skuteczne w modulowa-
niu ekspresji genu surwiwiny, a niektdre z nich znajdujg sie
juz w fazie badan klinicznych. Jedna z tych substancji, kwas
tetra-O-metylo-nordihydrogwajaretowy (M4N; ang. tetra-
O-methyl nordihydroguaiaretic acid), bezpos$rednio hamuje
transkrypcje genu surwiwiny regulowang przez czynnik
transkrypcyjny Spl oraz indukuje apoptoze w komérkach
nowotoworowych [100]. Zwigzek ten jednak jest mato se-
lektywny, poniewaz blokuje og6lng transkrypcje. Znacznie
bardziej specyficzny okazat sie niskoczgsteczkowy zwigzek
YM155, ktéry hamuje transkrypcje genu surwiwiny i obniza
synteze biatka. Obecnie YM155 znajduje sie w fazie Il badan
klinicznych [101].

Innym podejsciem terapeutycznym sa préby obnizenia
poziomu surwiwiny przez zmniejszenie jej stabilnoSci, co
mozna osiggng¢ m.in. przeciwdziatajagc fosforylacji tego
biatka przy uzyciu selektywnych inhibitoréw kinaz lub za-
pobiegajac tworzeniu kompleksow z biatkiem szoku ciepl-
nego — Hsp90. Dotychczas przeprowadzono wiele préb
z zastosowaniem inhibitorédw kinaz zaleznych od cyklin,
jak: flawopirydol, purvalanol [42,102] czy tez NU6140 [103].
Najbardziej skuteczne okazato sie dziatanie inhibitoréw Kki-
naz po uprzednim podaniu taksolu [103,104]. Zablokowa-
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nie komoérek nowotworowych w mitozie i wzrost fosfory-
lacji Thr3d surwiwiny spowodowat ich wieksza podatnos¢
na dziatanie inhibitoréw kinaz. Inna strategia oparta jest na
zaburzeniu oddziatywania pomiedzy surwiwing a biatkiem
opiekunczym Hsp90 [105], Testowane sg obecnie substancje
nasladujace oligopeptydy (ang. peptidomimetics), ktorych se-
kwencje opracowano, znajac strukture surwiwiny w obrebie
odcinka wigzacego Hsp90. Jedna z tych substancji, seferdy-
na (ang. shepherdin), obejmuje region surwiwiny pomiedzy
Lys®™Leu8 [105]. Wykazano, ze zwigzek ten wykazuje wy-
sokg selektywnos$¢ wigzania sie ze wspomnianym fragmen-
tem biatka, hamuje namnazanie sie komdrek nowotworo-
wych iindukuje apoptoze. Ponadto powoduje destabilizacje
biatek oddziatujgcych z Hsp90, m.in. surwiwiny czy kinazy
AKT.

Przeciwdziatanie eksportowi surwiwiny z jadra komor-
kowego stanowi najnowszg opcje terapeutyczng [94], Kon-
cepcja oparta na zastosowaniu surwiwiny z delecjg NES lub
specyficznych przeciwciat blokujacych selektywnie ten mo-
tyw surwiwiny mogtaby stanowi¢ interesujacg alternatywe,
poniewaz blokada jadrowego eksportu nie obejmowataby
innych biatek, ktére oscylujg pomiedzy cytosolem ijadrem
komérkowym.
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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 via alinker 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 survivin 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 wild-type survivin and its isoforms in the apop-
totic process, cell cycle, and carcinogenesis as well 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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cyjny); HIF-1 (ang. hypoxia-inducible factor-T)
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converting enzyme) —enzym konwertujacy in-
terleukineg ip; IRE (ang. iron responsive element)
— sekwencje reagujace na zelazo; IRP (ang.
iron regulatory protein) — biatko regulujace
homeostaze zelaza; NF-kB (ang. nuclear factor
kappa B) — jadrowy czynnik transkrypcyjny
kB; NOS (ang. nitric oxide synthase) — syntaza
tlenku azotu; TACE (ang. tumor necrosis factor-
a converting enzyme) — enzym konwertujacy
czynnik martwicy nowotworéw-a
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STRESZCZENIE

ciggu ostatnich ponad 20 lat tlenek azotu stat sie przedmiotem intensywnych badan w
Wzakresie biologii molekularnej i innych dziedzin nauki. Prowadzone do$wiadczenia
odkrywajg jego ogromna role zaréwno w procesach fizjologicznych, jak i patofizjologicz-
nych. Istotng cechg tlenku azotu jest jego udziat w regulacji ekspresji genéw. Mechanizmy
tej regulacji opieraja sie przede wszystkim na dziataniu posrednim i polegaja na modulacji
czynnikéw transkrypcyjnych, translacji i stabilno$ci mRNA, a takze na potranslacyjnej mo-
dyfikacji produktéw okreslonych genéw. Praca ma na celu przedstawienie dotychczasowej
wiedzy na temat wptywu tlenku azotu na ekspresje gendw eukariotycznych.

WPROWADZENIE

Tlenek azotu (NO) jest labilng czasteczka, ktdra moze petni¢ wazne funkcje
biologiczne zar6wno wewnatrz komorki, w ktorej jest syntetyzowana, jak i po-
przez oddziatywania z komodrkami i czgsteczkami sasiadujgcymi. Ten wolny
rodnik powstaje w organizmie z L-argininy w reakcji katalizowanej przez synta-
ze tlenku azotu (NOS, ang. nitric oxide synthase), wystepujgcg w postaci czterech
izoform — neuronalnej, indukowalnej, $rodbtonkowej oraz mitochondrialnej
[1-5]. W warunkach fizjologicznych komorki srodbtonka naczyn krwiono$nych,
neurony i makrofagi wytwarzajg niewielkie ilosci NO, ktory bierze udziat w re-
gulacji ci$nienia krwi, przekaznictwie nerwowym, w reakcjach uktadu immu-
nologicznego oraz w wielu innych funkcjach organizmu. Natomiast w réznych
stanach patologicznych indukowalne izoformy NOS moga produkowaé znacz-
ne ilosci tlenku azotu. Woéwczas moze by¢ on odpowiedzialny za rozwoj takich
schorzen, jak na przyktad udar moézgu, cukrzyca czy choroby reumatyczne. Tle-
nek azotu dziata jako wewnatrzkomorkowa czasteczka przekazujaca sygnaty,
ktérej ostatecznym celem jest zmiana ekspresji okreslonych gendw. Jednym z
pierwszych gendw, zidentyfikowanych jako podlegajacy transkrypcyjnej regu-
lacji przez NO, byt gen NOS2 kodujacy indukowalng izoforme NOS, co wska-
zuje na istnienie potencjalnego mechanizmu nadmiarowego tworzenia tlenku
azotu w przewlektych chorobach zapalnych [6], Regulacja ekspresji gendw
przez tlenek azotu odbywa sie przede wszystkim posrednio i polega na modu-
lacji czynnikdw transkrypcyjnych, translacji i stabilnosci mRNA, a takze na po-
translacyjnej modyfikacji produktéw okreslonych gendw [7,8]. Niniejsza praca
przedstawia dotychczasowg wiedze na temat wptywu tlenku azotu na ekspresje
genow eukariotycznych.

MOLEKULARNY MECHANIZM DZIALANIA TLENKU AZOTU

Tlenek azotu petni w komoérkach funkcje wtérnego przekaznika, gtéwnie
dzieki jego prostej, dwuatomowej strukturze. Bierze udziat w kilku ztozonych
reakcjach chemicznych, ktére odpowiadajg okreslonym efektom biologicznym
wywotywanym przez NO. Wyrézniamy zardwno bezposrednie efekty dziatania
tlenku azotu (reakcje NO z jonami metali przejsciowych), jak rowniez posrednie,
w ktérych biorg udziat pochodne tlenku azotu, powstate w wyniku jego oddzia-
tywania z anionorodnikiem ponadtlenkowym czy tlenem czasteczkowym (od-
powiednio —reakcje tworzenia nadtlenoazotynu i S-nitrozylacji).

REAKCJE NO Z JONAMI METALI PRZEJSCIOWYCH

NO posiada zdolno$¢ oddawania elektronéw, zatem moze reagowac z jonami
metali przejSciowych, takimi jak zelazo, miedz czy cynk, z utworzeniem kom-
plekséw metato-nitrozylowych. Mechanizm ten odgrywa role w przebiegu réz-
nych procesow, gdyz metale przejSciowe sg sktadnikami grup prostetycznych
wielu enzymoéw i innych biatek (np. zelazo grupy hemowej w czgsteczce cy-
klazy guanylanowej, hemoglobina, mioglobina), jak réwniez kontroluja potacze-
nia siarkowe w enzymach (np. centra zelazowo-siarkowe w biatkach tancucha
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oddechowego), czynnikach transkrypcyjnych (np. biatka z
motywem palca cynkowego, jak Sp-1 czy EGR-1) i biatkach
wigzacych mRNA (np. IRP1). Tlenek azotu moze wywierac
wptyw zaréwno aktywujacy (cyklaza guanylanowa), jak i
hamujacy (domeny palca cynkowego) na funkcje poszcze-
golnych biatek [7],

TWORZENIE NADTLENOAZOTYNU

Tlenek azotu, bedac wolnym rodnikiem (NO), tatwo re-
aguje z anionorodnikiem ponadtlenkowym (O,"), tworzac
nadtlenoazotyn (ONOO") [9], Nadtlenozaotyn jest bardzo
reaktywny wzgledem wszystkich klas czasteczek organicz-
nych, a wiec biatek, lipidow i kwaséw nukleinowych. Jest
silnym utleniaczem, ktdry ma zdolno$¢ do utleniania reszt
tiolowych do kwasu sulfenowego i sulfonowego oraz do
nitrowania peptydow i biatek. Nadtlenoazotyn modyfikuje
reszty cysternowe, metioninowe, tryptofanowe ityrozynowe
w tafAcuchach peptydowych, co skutkuje zmianami funkcjo-
nalnymi. Na przyktad, nieodwracalna nitracja kluczowych
reszt tyrozynowych moze prowadzi¢ do inaktywacji wielu
enzymodw, zmiany struktury biatek, a takze moze wptywaé
na szlaki przekazywania sygnatow oparte na fosforylacji ty-
rozyny [7,10].

Nadtlenoazotyn moze by¢ regulatorem syntezy cytokin
prozapalnych, takich jak czynnik martwicy nowotworow
(TNF-a) czy interleukina 6 (IL-6), w komérkach jednoja-
drzastych cztowieka. W dziataniu tym pos$redniczy jadrowy
czynnik transkrypcyjny kB (NF-kB, ang. nuclearfactor kB), a
mechanizm polega na nitracji lub defosforylacji inhibitora
tego czynnika — IkB-ci [10].

Nadmierna produkcja nadtlenoazotynu prowadzi do
nitracji biatek, zahamowania mitochondrialnego tancu-
cha oddechowego, uposledzenia energetyki komdérkowej,
uszkodzenia DNA, apoptozy czy $mierci komorki, a w
konsekwencji do rozwoju komoérkowego lub tkankowego
stanu chorobowego [11]. Zwiekszone ilosci ONOO" towa-
rzysza miedzy innymi hipercholesterolemii, nadci$nieniu,
cukrzycy czy zawatowi miesnia sercowego [12], Jedng z
przyczyn nadmiernej syntezy nadtlenoazotynu jest niedo-
bor kofaktora dla syntaz tlenku azotu — tetrahydrobiopte-
ryny. Wedtug Channona [13], ograniczenie dostepnosci lub
brak tego kofaktora prowadzi do zaburzenia aktywnosci
endotelialnej izoformy syntazy NO. Mozliwy jest jednak
przeptyw elektronéw z NADPH poprzez koenzymy flawi-
nowe na tlen czasteczkowy, ale skutkujgcy syntezg aniono-
rodnika ponadtlenkowego (substratu w produkcji ONOO")
i/lub nadtlenku wodoru. Réwniez niedobdr L-argininy
— substratu w syntezie tlenku azotu — moze przyczyniaé
sie do nadmiernej produkcji nadtlenoazotynu. Zbadano, ze
w komérkach makrofagéw o obnizonym stezeniu argininy,
indukowalna izoforma NOS produkuje zaréwno aniono-
rodnik ponadtlenkowy, jak i tlenek azotu, ktére moga re-
agowacé ze sobg, tworzagc ONOO" [14],

Tlenek azotu moze by¢ regenerowany z nadtlenoazotynu
przez reduktaze azotynowa. Enzym ten pobiera niezbedne
do redukcji elektrony z NADH lub NADPH, a takze wspdt-
pracuje z flawoproteinami i cytochromami. Reduktaza azo-
tynowa nie tylko wydtuza efektywny czas trwania NO, ale
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réwniez zmniejsza stezenie bardzo reaktywnych wtérnych
metabolitéw [15].

S-NITROZYLACJA

Oddziatywanie tlenku azotu z tlenem czgsteczkowym
prowadzi do utworzenia tlenku azotu Il (N2 3 w proce-
sie tzw. autooksydacji tlenku azotu. N2 3ulega nastepnie
szybkiemu rozpadowi do jonu nitrozoniowego (NO+) i azo-
tynu. Szybko$¢ autooksydacji zalezy gtéwnie od stezenia
NO oraz O, iznaczaco wzrasta w obrebie bton lipidowych.
Oznacza to, ze szybkos¢ tworzenia N 3jest duza w miejscu
syntezy tlenku azotu [11], S-nitrozotiole powstajg w wyni-
ku oddziatywania jonéw nitrozoniowych na grupy tiolowe
pewnych biatek. Jezeli S-nitrozylacja dotyczy enzymoéw czy
czynnikéw transkrypcyjnych, dla ktérych reszty cysteinowe
oraz tworzenie lub rozrywanie mostkow disiarczkowych sa
kluczowe w utrzymaniu ich struktury czwartorzedowej i
funkcji, oczywiste jest, ze nitrozylacja jest w tym przypad-
ku istotnym mechanizmem przekazywania sygnatow przez
NO. Regulacja funkcji biatek poprzez potranslacyjng mody-
fikacje grup tiolowych cysteiny w wyniku S-nitrozylacji jest
analogiczna do regulacji biatek na zasadzie fosforylacji [16].
Badania potwierdzaja, ze tlenek azotu moze bra¢ udziat w
szlakach przekazywania sygnatéw poprzez nitrozylacje na
przyktad: kinaz biatek, fosfataz, biatek G, kanatéow jono-
wych, kinaz tyrozynowych, czynnikéw transkrypcyjnych,
takich jak NF-kB, biatko aktywujgce 1 (AP-1, ang. activator
protein 1) czy C/EBP (ang. CAAT/enhancer binding protein)
[8], Odwracalnos¢ tej modyfikacji potwierdza jej znaczenie
dla wielu zdarzen sygnalizacyjnych [7],

Fakt, ze ponad 100 biatek ulega nitrozylacji, wskazuje na
znaczacg role NO w przekazywaniu sygnatéw z udziatem
tego mechanizmu. Na przykitad: w wyniku S-nitrozylacji
hamowana jest kinaza inhibitora IkB - IKK, a aktywacji ule-
ga kinaza p21rs[11,17,18],

Ze wzgledu na ograniczong trwato$¢ tlenku azotu i Scisle
okre$lone miejsca syntezy, wazny jest dla jego funkcji spo-
s6b transportu tej czasteczki. Za przenosniki NO uwazane
sg niskoczasteczkowe S-nitrozotiole, jak réwniez S-nitrozy-
lowane biatka. Sa one wystarczajaco trwate, odwracalnie
uwalniajg jony NO+i wtdrnie nitrozylujg rézne czasteczki
docelowe. Badania przeprowadzone in vitro pokazujg, ze
S-nitrozo-albumina i S-nitrozo-hemoglobina sg gtdwnymi
transporterami tlenku azotu w krwi cztowieka, uwalniaja-
cymi NO w warunkach niedotlenienia [7],

UDZIAL TLENKU AZOTU W
PRZEKAZYWANIU SYGNALOW

Za pomocg opisanych wyzej mechanizméw, tlenek azo-
tu moze bra¢ udziat w przekazywaniu sygnatéw poprzez
wptyw na kanaty jonowe, biatka G, kinazy tyrozynowe,
kinazy Janus, kinazy biatek aktywowane mitogennie (np.
ERK, p38MAPK, JNK), kaspazy, metaloproteinazy oraz fos-
fatazy biatek [7]. Jednym z wazniejszych szlakéw przeno-
szenia sygnatu przez NO jest aktywacja cytoplazmatycznej
cyklazy guanylanowej (SGC, ang. soluble guanylyl cyclase)
(Rye. 1). Tlenek azotu reaguje z zelazem hemowym w miej-
scu katalitycznym tego enzymu, co prowadzi do jego akty-
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Rycina 1. Schemat przekazywania sygnatéw przez tlenek azotu z udziatem
cGMP.

wacji i syntezy cyklicznego 3',5'-guanozynomonofosforanu
(cGMP). ¢cGMP moze regulowac czynniki transkrypcyjne
bezposrednio poprzez indukowanie fosforylacji lub przez
wzrost ekspresji biatek. Do czynnikéw transkrypcyjnych
kontrolowanych przez cGMP na drodze zaleznej od fosfo-
rylacji, nalezag: CREB (ang. cAMP response element binding
protein), aktywujacy czynnik transkrypcyjny 1 (ATF-1, ang.
activating transription factor-1) oraz wielofunkcyjny czynnik
transkrypcyjny TFII-1. Natomiast do czynnikéw transkryp-
cyjnych, ktérych ekspresja regulowana jest przez cGMP,
naleza: biatko aktywujace (AP-1, ang. activator protein-1),
Egr-1 (ang. early growth response gene-1) i GAX (ang. growth
arrest-specific homeobox gene). Ponadto cGMP moze posred-
nio regulowac czynniki transkrypcyjne poprzez modulacje
szlaku przekazywania sygnatu na czynnik transkrypcyjny.
Przyktadem jest regulacja przez cykliczny GMP inhibito-
ra NF-kB, 1kB. A poprzez aktywacje lub hamowanie szla-
ku kinazy MAP, cGMP moze regulowa¢ aktywno$¢ wielu
czynnikéw transkrypcyjnych, np.: TCF (ang. ternary complex
factor), CREB, ATF-2ic-Jun [19].

Gtownym posdrednikiem w przekazywaniu sygnatdw
przez cykliczny guanozynomonofosforan jest kinaza biat-
kowa zalezna od cGMP (PKG, ang. cGMP dependent pro-
tein kinase). PKG jest kinazg serynowo-treoninowg, akty-
wowang po zwigzaniu cGMP. Docelowe miejsca dziatania
PKG sg zwigzane z relaksacja miesni gtadkich, aktywacjg
ptytek krwi i neutrofiléw oraz sekrecja jelitowa. Do innych
czynnikow posredniczacych w przenoszeniu sygnatu za
pomoca cGMP, naleza: kanaty bramkowane cyklicznymi
nukleotydami, kinaza biatkowa zalezna od cAMP (PKA,
ang. cAMP dependent protein kinase) i fosfodiesterazy [11]
(Rye. 1).
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Kolejnym, dobrze poznanym mechanizmem przekazy-
wania sygnatéw przez tlenek azotu jest $Sciezka z udziatem
biatka p21lrs. Nalezy ono do rodziny biatek G, a gen kodu-
jacy je jest protoonkogenem. W formie zwigzanej z guano-
zynotrifosforanem (GTP), p21lrs bierze udziat w regulacji
wielu proceséw komdrkowych, takich jak: apoptoza, wzrost
iré6znicowanie komérek. Badania wykazaty, ze tlenek azo-
tu powoduje wzrost komdrkowego poziomu Ras-GTP w
wyniku S-nitrozylacji reszty cysteinowej w pozycji 118, ale
doktadny mechanizm wymiany GDP na GTP w p2lrs za
posrednictwem NO nie jest znany [20-22]. Williams i wsp.
zaobserwowali, ze za wzmozong wymiane nukleotydéw
guaninowych odpowiedzialny jest raczej sam chemiczny
proces nitrozylacji, a nie koncowy produkt S-nitrozylacji
Ras [20],

Miejscem bezpos$redniej regulacji przez tlenek azotu
jest réwniez oksydaza cytochromu ¢ — kofAcowy enzym
tancucha transportu elektronéw w mitochondriach. Wyka-
zano, ze NO w spos6b odwracalny hamuje funkcje oksy-
dazy cytochromowej poprzez kompetycyjne wigzanie sie
w miejscu przytaczania tlenu. Wskutek tego nastepuje za-
hamowanie proceséw oddychania komoérkowego [23-25].
Gtdwnym zrédiem tlenku azotu jest tutaj mitochondrialna
izoforma syntazy tlenku azotu (mtNOS) [26]. Mechanizm
ten ma duze znaczenie w warunkach hipoksji. tancuch
oddechowy wytwarza woéwczas zwiekszone ilosci anio-
norodnika ponadtlenkowego, gtéwnego czynnika odpo-
wiedzialnego za uszkodzenia komdrkowe zwigzane z
obnizonym poziomem tlenu. Generowany przez mtNOS
tlenek azotu moze w znacznym stopniu hamowaé mito-
chondrialny tancuch oddechowy, a zatem i produkcje Oy.
Ponadto, NO z fatwos$cig reaguje z anionorodnikiem, two-
rzagc nadtlenoazotyn. Oba te efekty jego dziatania odgry-
wajg kluczowa role w odpowiedzi obronnej organizmu
na obnizony poziom tlenu [27], Tlenek azotu reaguje row-
niez z czasteczky katalazy, zawierajaca zelazo hemowe, co
skutkuje zmniejszeniem aktywnosci tego enzymu i, w kon-
sekwencji, prowadzi do wzrostu wewnatrzkomdrkowego
stezenia nadtlenku wodoru [28].

REGULACJA EKSPRESJI GENOW NA
POZIOMIE TRANSKRYPCJI

Regulacja ekspresji gendw na poziomie transkrypcji
zachodzi z udzialem czynnikéw transkrypcyjnych. Sg to
biatka regulatorowe, wigzace sie do okreslonych miejsc w
czasteczce DNA i ,,mobilizujgce” polimeraze RNA do roz-
poczecia procesu transkrypcji. Posiadajg sekwencje odpo-
wiadajgce za wigzanie DNA oraz domene transaktywacyj-
na. Wiadomo, ze liczne czynniki transkrypcyjne moga by¢
regulowane przez stan redoks, czyli réwniez przez tlenek
azotu, zar6wno potranslacyjnie — przez bezposrednig mo-
dyfikacje biatka, jak réwniez posrednio — przez zmiane
szybkosci ich transkrypcji [29],

Najwazniejszymi czynnikami transkrypcyjnymi, pod-
legajacymi regulacji przez tlenek azotu, sg: NF-kB, AP-1,
HIF-1 oraz czynniki transkrypcyjne z motywem palca cyn-
kowego (Tab. 1).
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Tabela 1. Udziat tlenku azotu w regulacji czynnikéw transkrypcyjnych
[7,11,18,30],

Czynnik . Mechanizm dziatania NO Efekt dziatania NO
transkrypcyjny
S-nitrozylacja Cys@w p50  zahamowanie
wigzania sie z DNA
NF-kB S-nitrozylacja CysI®w IKK | aktywnosci

S-nitrozylacja
Cys1Bw p21res

| aktywnosci

zahamowanie
wigzania si¢ z DNA

S-nitrozylacja

CysZRw c-Jun,

S-nitrozylacja Cys¥w c-Fos

i S-glutationylacja Cys@®w

domenie wigzgcej DNA
AP-1 | aktywnosci

S-nitrozylacja Cysllbw JNK

f aktywnosci

wzrost ekspresji c-fos

na drodze niezaleznej

od cGMP

wzrost aktywnosci
hydroksylaz prolilowych

stabilizacja HIF-
la, zwigkszone

HIE-1 (normoksja) wigzanie sie z DNA
hamowanie cyt ¢ (hipoksja, destabilizacja HIF-la
niskie stez NO)

Czynniki rozrywanie kompleksow I aktywnosci

transkrypcyjne z Zn-S
motywem palca
cynkowego

TLENEK AZOTU A CZYNNIK TRANSKRYPCYJNY NF-kB

Czynnik transkrypcyjny NF-kB nalezy do rodziny NF-
kB /Rei, ktérej cztonkowie wykazujg obecno$¢ regionu
homologicznego, obejmujacego pierwszych 300 N-konA-
cowych aminokwaséw, zwanego domeng homologiczng
Rei (RHD). Domena ta odpowiedzialna jest za dimery-
zacje, wigzanie DNA oraz przemieszczanie NF-kB do
jadra komdérkowego. Sktada sie z 3 region6w: sekwencji
lokalizacji jadrowej, domeny wiazacej DNA oraz regionu
dimeryzacji. Funkcjonalny czynnik NF-kB jest dimerem
ztozonym wybiodrczo z biatek p50, p52, RelA (p65), RelB
lub RelC (najczesciej jest kompleksem podjednostek p50
i RelA). Gdy nie dziata bodziec stymulujacy, sekwencja
lokalizacji jadrowej blokowana jest przez biatko hamu-
jace IkB, utrzymujgce czynnik transkrypcyjny NF-kB w
cytosolu komorki [31,32]. Do rodziny biatek IkB naleza:
IkB-oi, 1kB-[3, Bcl-3, IkB-£, p100/1kB-8, pl05/ IkB-y oraz
IkB-R [33], Pod wptywem czynnikéw aktywujacych
biatko NF-kB, dochodzi do fosforylacji inhibitora przez
kinaze 1kB (IKK) w miejscach reszt serynowych Ser-32
i Ser-36, co powoduje ubikwitylacje za pomoca ligazy
ubikwitylowej i, w konsekwencji, degradacje biatka IkB
poprzez proteasom 26S [34], Oddysocjowanie inhibitora
odstania sygnat lokalizacji jadrowej w domenie homolo-
gicznej Rei czynnika transkrypcyjnego NF-kB, wskutek
czego ulega on szybkiej translokacji do jadra komdrko-
wego, gdzie z duzym powinowactwem wigze sie z ele-
mentami kB promotoréw odpowiednich genéw [34,35].
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Wystepuje kilka miejsc modulacji aktywnos$ci NF-kB
przez tlenek azotu. Przede wszystkim NO hamuje zdolno$¢
NF-kB do wigzania sie¢ z DNA poprzez S-nitrozylacje klu-
czowej reszty cysteinowej w podjednostce p50. Poza tym
zbadano, ze tlenek azotu moduluje aktywno$¢ NF-kB po-
przez oddziatywanie na kaskady sygnalizacyjne reguluja-
ce aktywacje tego czynnika transkrypcyjnego. Przyktadem
moze by¢ biatko p21lrs aktywowane przez stres oksydacyj-
ny i powodujgce wzrost aktywno$ci NF-kB. Tlenek azotu
aktywuje p2lrs poprzez S-nitrozylacje w miejscu Cysli8
Inny mechanizm polega na nitrozylacji kinazy IKK w miej-
scu CysI® co hamuje jej aktywnos¢, a zatem i fosforylacje
inhibitora 1kB. Wigze sie to ze zmniejszong aktywnos$cig
czynnika NF-kB. NO powoduje takze wzrost i stabilizacje
ekspresji mMRNA IkBo oraz translokacje 1kBci z cytosolu do
jadra komorkowego. | w koricu —tlenek azotu moze reago-
wac z anionorodnikiem ponadtlenkowym O ¢, zmniejszajac
w ten sposéb ilos¢ tworzonego FID 2 a tym samym aktyw-
no$¢ NF-kB. Nadtlenek wodoru sprzyja bowiem fosforylacji
inhibitora IkB ijego degradacji, co prowadzi do translokacji
czynnika transkrypcyjnego NF-kB do jagdra komdrkowego
[7,11,29,36,37],

Tlenek azotu moze zatem zaréwno aktywowac, jak i
hamowac¢ transkrypcje genéw zalezng od NF-kB, w za-
leznosci od rodzaju komorek, czynnikéw aktywujgcych,
zrodet tlenku azotu ijego stezenia oraz stanu redoks ko-
morki.

TLENEK AZOTU A CZYNNIK TRANSKRYPCYJNY AP-1

Tlenek azotu ma réwniez wptyw na czynnik transkryp-
cyjny AP-1 (ang. activator protein 1) [38]. Jest on zbudowany
z produktow protoonkogendw c-jun oraz c-fos i wystepu-
je w postaci kompleksu homodimerycznego (Jun/Jun) lub
heterodimerycznego (Jun/Fos). Czynnik AP-1 wigze sie z
elementem TRE (ang. tetradecanoylphorbol-13-acetate respon-
se element), obecnym w promotorach wielu réznych gendw
biorgcych udziat w proliferacji komérek i procesie nowo-
tworzenia. Wigzanie sie¢ AP-1 do TRE wymaga oddziaty-
wania podjednostek Jun i Fos za pomocg domeny zamka
leucynowego [34,35,39].

Wyniki badan wskazujg na udziat tlenku azotu w regu-
lacji aktywnos$ci czynnika transkrypcyjnego AP-1, a efekt
jego dziatania wydaje sie by¢ zalezny od rodzaju komaorek
i stezenia NO. Tlenek azotu moze w sposob odwracalny
hamowac wigzanie podjednostek AP-1 do DNA w wyni-
ku S-nitrozylacji kluczowych reszt cysteinowych w regio-
nie wigzacym DNA zaréwno c-Fos, jak i c-Jun. Natomiast
zwiekszenie aktywnosci AP-1 nastepuje w wyniku wzrostu
ekspresji c-fos na drodze zaleznej od cGMP lub poprzez ak-
tywacje kinazy JNK (ang. c-jun-N-terminal kinase) [11,40].
Nie do konca jednak poznane sg warunki, w jakich tlenek
azotu moze wptywac aktywujgco lub hamujaco na czynnik
AP-1.

TLENEK AZOTU A CZYNNIK TRANSKRYPCYJINY HIF-1

Czynnik transkrypcyjny indukowany przez hipoksje
(HIF-1, ang. hypoxia-inducible factor-1) jest kluczowym re-
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gulatorem ekspresji genéw biorgcych udziat w odpowie-
dzi komdrek i tkanek na obnizony poziom tlenu. Czynnik
ten jest heterodimerem ztozonym z podjednostek HIF-la
oraz HIF-IR. Biatko HIF-IR syntetyzowane jest w sposob
ciggly, natomiast ekspresja podjednostki FIIF-la zalez-
na jest od poziomu tlenu. W warunkach normoksji (ok.
21% O,) poziom mRNA i biatka FtIF-la jest bardzo ni-
ski. Nastepuje wowczas hydroksylacja (z udziatem tlenu
czasteczkowego jako substratu) dwaoch reszt prolinowych
(Pro42i Pro®) oraz acetylacja reszty lizynowej (Lys53?) w
domenie ODDD (ang. oxygen-dependent degradation doma-
in) tej podjednostki, a nastepnie przytgczenie biatka regu-
latorowego von Hippel-Lindau (pVHL). W konsekwencji
prowadzi to do rozktadu HIF-la poprzez zalezny od ubi-
kwityny system degradacji biatek w proteasomach. Z ko-
lei hydroksylacja reszty asparaginowej w miejscu Asn8B
C-koncowej domeny transaktywacyjnej hamuje wigzanie
sie podjednostki HIF-la z koaktywatorem transkryp-
cyjnym CBP/p300 (ang. cAMP-response element-binding
protein (CREB)-binding protein/pBOO) i zapobiega w ten
spos6b transkrypcji docelowych genéw. W warunkach
hipoksji (ponizej 5% 0 2 biatko HIF-la staje sie stabilne i
ulega przemieszczeniu z cytoplazmy do jadra komorko-
wego, gdzie tgczy sie z podjednostkg HIF-IR, a powstaty
kompleks staje sie transkrypcyjnie aktywny. Kompleks
ten wigze sie nastepnie z sekwencjami odpowiedzi na
hipoksje HRE (ang. hypoxia response element) w miejscach
regulatorowych docelowych genéw i w obecnosci odpo-
wiednich koaktywatoréw transkrypcyjnych powoduje
indukcje ekspresji tych genéw [41,42],

Jednym z regulatoréw aktywnos$ci biatka HIF-1 jest tle-
nek azotu. Badania dowodzg, ze efekt dziatania NO na
ten czynnik transkrypcyjny moze by¢ przeciwstawny w
zaleznosci od tego, w jakich warunkach tlenowych sie od-
bywa (Ryc. 2). W warunkach prawidtowego poziomu tle-
nu, generowany endogennie lub dostarczany egzogennie
NO, sprzyja stabilizacji HIF-la oraz wigzaniu sie czynnika
indukowanego przez hipoksje z sekwencjami HRE, co, w
konsekwencji, prowadzi do zwigkszenia ekspresji gendw
docelowych [43]. Metzen i wsp. [44] zbadali, ze podczas
normoksji tlenek azotu powoduje zmniejszenie aktywno-
$ci hydroksylaz prolilowych katalizujgcych hydroksylacje
reszt prolinowych w podjednostce HIF-la, co hamuje de-
gradacje w proteasomach i prowadzi do nagromadzenia
sie tego biatka. Koncowym efektem dziatania NO jest w
tym przypadku aktywacja transkrypcji genéw regulowa-
nych przez HIF-1. Z kolei z badan przeprowadzonych
przez Palmer i wsp. [45] wynika, ze w warunkach prawi-
dtowego cisnienia tlenu, tlenek azotu powoduje wzrost
ekspresji gendw zaleznych od czynnika transkrypcyjnego
HIF-1 w wyniku S-nitrozylacji grup holowych obecnych
w domenie ODDD podjednostki HIF-la oraz w centrach
katalitycznych enzymoéw aktywujacych ubikwityne.

W stanie hipoksji natomiast tlenek azotu wptywa na sta-
bilizacje podjednostki HIF-la oraz aktywno$¢ transkryp-
cyjng czynnika HIF-1 zaleznie od jego stezenia. Wedtug
Mateo i wsp. [46] niskie stezenie NO zapobiega akumulacji
podjednostki HIF-la w warunkach obnizonego poziomu
tlenu w wyniku hamowania przez tlenek azotu oksydazy
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Rycina 2. Schemat aktywnosci czynnika transkrypcyjnego HIF-1 w warunkach normoksji, hipoksji oraz w obecnosci tlenku azotu.
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cytochromu ¢ (kompleks IV mitochondrialnego fancucha
oddechowego). Jednakze przy wigkszych ilosciach tlenku
azotu nastepuje stabilizacja tej podjednostki, a efekt ten jest
niezalezny od tancucha oddechowego. Z badan przeprowa-
dzonych przez Hagen i wsp. [47] wynika, ze destabilizacja
HIF-la, wskutek zahamowania tafcucha oddechowego w
warunkach hipoksji, zwigzana jest z aktywnoscig hydrok-
sylaz prolilowych. Poniewaz inhibitory oddychania (jakim
jest réwniez tlenek azotu) powodujg wzrost dostepnosci
tlenu czasteczkowego, to nastepuje zwiekszenie aktywnosci
tych enzymoéw (Ryc. 2).

Przeciwstawne efekty dziatania tlenku azotu na czyn-
nik transkrypcyjny HIF-1 zostaty zbadane na przyktadzie
regulacji ekspresji czynnika wzrostu $rédbtonka naczyn
(VEGF, ang. vascular endothelial growth factor) [48-50]. W
warunkach hipoksji efekt dziatania NO zalezy gtéwnie od
jego stezenia. Mate ilosci tlenku azotu powodujg wzrost
syntezy VEGF w komdrkach mies$ni gtadkich naczyn, co
z kolei — na zasadzie dodatniego sprzezenia zwrotnego
—powoduje wzrost syntezy tlenku azotu przez $rédbton-
kowa izoforme NOS. Jednakze duze stezenie NO dziata
hamujaco na synteze VEGF wskutek zmniejszenia aktyw-
nosci HIF-1 [48]. Kimura i wsp. [51] zbadali natomiast,
ze w warunkach normoksji tlenek azotu przyczynia sie
do zwiekszenia syntezy czynnika wzrostu srdédbtonka
naczyn poprzez aktywujacy wptyw na wigzanie sie biat-
ka HIF-1 z elementem HRE genu VEGF oraz akumulacje
tego biatka.

TLENEK AZOTU A CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE
Z MOTYWEM PALCA CYNKOWEGO

Wiele czynnikow transkrypcyjnych charakteryzuje sie
obecnosciag domeny palca cynkowego (ang. zinc finger),
odpowiedzialnej za wigzanie sie¢ z DNA. Przyktadami
czynnikdw zawierajagcych kompleks siarkowo-cynkowy
sg Spl oraz Egr-1 (ang. early growth response 1). Tlenek
azotu posiada zdolno$¢ odwracalnego rozrywania pota-
czen Zn-S i usuwania jonéw cynku z réznych biatek, co
prowadzi do utraty petnionych przez nie funkcji [52], W
ten spos6b NO moze zar6wno hamowag, jak i aktywowac

a)
NO brak
W X W transkrypcji
(2}

b)

MN%@*W&Y

Rycina 3. Wptyw tlenku azotu na transkrypcje regulowana przez czynniki trans-
krypcyjne z motywem palca cynkowego: a) wptyw na czynniki transkrypcyjne
petnigce funkcje dominujacego aktywatora transkrypcji genu; b) wptyw na czyn-
niki transkrypcyjne dziatajace jako represor.

transkrypcja
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transkrypcje genu za pomocg tego samego mechanizmu
molekularnego w zalezno$ci od struktury promotora i
uczestniczacych czynnikéw transkrypcyjnych (Ryc. 3)
[53]. Jezeli podlegajacy regulacji przez tlenek azotu czyn-
nik transkrypcyjny jest dominujgcym aktywatorem trans-
krypcji genu, to rozerwanie kompleksu cynkowo-siar-
kowego przez NO powoduje zahamowanie transkrypcji
(np. geny kodujagce IL-2, ICAM-1) [54,55]. Natomiast w
przypadku, gdy czynnik transkrypcyjny dziata jako re-
presor, zniszczenie potgczenia Zn-S powoduje aktywacje
transkrypcji (np. gen dla TNF-a), pod warunkiem jednak,
ze gtowny aktywator transkrypcji nie jest wrazliwy na
NO (Ryc. 3) [56],

ROLA TLENKU AZOTU W METYLACJI DNA

Inny sposéb regulacji ekspresji gendéw przez tlenek
azotu zostat opisany przez Hmadcha i wsp. [57]. Zbadali
oni, ze generowany endogennie lub dodawany egzogen-
nie tlenek azotu prowadzi do aktywacji metylotransferaz
DNA, metylacji wysp CpG w obrebie genu FMR1 i su-
presji mMRNA FMR1 w komdrkach szczura produkujacych
insuline, liniach komaérek T i makrofagéw mysich. W ko-
madrkach eukariotycznych metylacja 5'-cytozyny wysp
CpG znajdujacych sie wewnatrz lub w otoczeniu genu,
ma znaczacy wptyw dla transkrypcji —sprzyja wystepo-
waniu chromatyny w postaci skondensowanej, co ostabia
promotorowe wigzanie czynnik6w transkrypcyjnych i,
w konsekwencji, powoduje wyciszenie genu. Aktywacja
metylotransferaz DNA przez tlenek azotu prawdopodob-
nie zachodzi w wyniku nitrozylacji reszt cysteinowych
[58].

POTRANSKRYPCYJNA REGULACJA EKSPRESJI
GENOW PRZEZ TLENEK AZOTU

Najlepiej poznanym przyktadem potranskrypcyjnej re-
gulacji ekspresji genéw z udziatem tlenku azotu jest wptyw
tego rodnika na metabolizm zelaza w komoérkach makrofa-
gow. Komérkowa homeostaza zelaza u ssakéw utrzymywa-
na jest gtdwnie poprzez dziatanie dwoch cytoplazmatycz-
nych biatek wigzagcych RNA — IRP1 oraz IRP2 (ang. iron
regulatory proteins 1 and 2). Biatka te wigzg sie do swoistych
sekwencji RNA, okreslanych jako sekwencje reagujgce na
zelazo IREs (ang. iron responsive elements), wystepujacych w
niepodlegajacych translacji regionach kilku mRNA, w tym
kodujgcych ferrytyne i receptor transferyny. W warunkach
niedoboru zelaza, IRP z duzym powinowactwem oddziatu-
je z sekwencjami IREs, powodujgc zahamowanie translacji
ferrytyny oraz stabilizacje mMRNA receptora transferyny, a
w konsekwencji zmniejszenie wydalania zelaza i nasilenie
jego pobierania przez komdrke. Natomiast w komoérkach o
duzym stezeniu zelaza ma miejsce odwrotna regulacja za-
rowno ferrytyny, jak i receptora transferyny, wynikajaca z
braku oddziatywania biatek IRP z sekwencjami IRE. Mecha-
nizm ten ma na celu szybki powrét komérkowego poziomu
zelaza do normy [58-60].

Tlenek azotu moze regulowac ekspresje gendéw koduja-
cych receptor transferyny i ferrytyne poprzez oddziatywa-
nie z biatkiem reagujacym na zelazo [61,62]. W badaniach
prowadzonych z udziatem makrofagow stymulowanych
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interferonem y (IFN-y) i lipopolisacharydami (LPS) obser-
wuje sie zwiekszong aktywno$é IRP1 [63,64], natomiast
aktywnos$¢ IRP2 oraz poziom RNA receptora transferyny
sg zazwyczaj zmniejszone [65]. Miejscem dziatania rodni-
ka tlenku azotu sg 4 centra zelazowo-siarkowe, obecne w
biatku IRP1 w warunkach duzego stezenia zelaza w ko-
morce. Centra te ograniczajg dostep kluczowych reszt ami-
nokwasowych, biorgcych udziat w wigzaniu sie do IREs.
Rodnik tlenku azotu niszczy potgczenia Fe-S, zwieksza-
jac aktywnos$¢ biatka IRP1, i, w konsekwencji, powoduje
wzrost poziomu mRNA receptora transferyny oraz zaha-
mowanie syntezy ferrytyny [66,67]. Z kolei jon nitrozo-
niowy (NO+) moze nitrozylowaé kluczowe reszty tiolowe
IRP2, co prowadzi do degradacji tego biatka w proteaso-
mach, uniemozliwiajac jego oddziatywanie z sekwencjami
reagujacymi na zelazo [68],

WPLYW TLENKU AZOTU NA
MODYFIKACJE POTRANSLACYJNE

Wiele nowo zsyntetyzowanych biatek musi najpierw
ulec rdéznorakim modyfikacjom potranslacyjnym, aby
mogty one petni¢ swoje funkcje biologiczne. Badania do-
wodzg, ze tlenek azotu bierze udziat w takich modyfika-
cjach. Znamiennym przyktadem jest tutaj transformujacy
czynnik wzrostu @ (TGF-(3, ang. transforming growth factor
[?), ktéry wydzielany jest w formie latentnej, sktadajacej
sie z dimeru polipeptydowego TGF-(3, zwigzanego nieko-
walencyjnie z peptydem sygnatowym LAP (ang. latency
assiociated peptide). Czynniki, takie jak kwasne pH, niekto-
re enzymy (np. plazmina) czy utleniacze, powoduja roz-
szczepienie tego kompleksu i, w konsekwencji, aktywacje
transformujacego czynnika wzrostu p. Peptyd zwigzany z
latencjg posiada jednakze zdolno$¢ odwracalnego przyta-
czania sie do TGF-p, a tym samym do jego dezaktywacji.
Vodovotz i wsp. zbadali, ze proces ten kontrolowany jest
przez tlenek azotu, ktdry nitrozyluje peptyd LAP, inakty-
wujgc go w ten sposob, a w konsekwencji —podtrzymujac
aktywnos$¢ TGF-p [69].

Tlenek azotu reguluje rowniez aktywno$é enzyméw pro-
teolitycznych, takich jak: enzym konwertujgcy interleukine
ip (ICE, ang. interleukin-If converting enzyme) czy enzym
konwertujagcy czynnik martwicy nowotworéw a (TACE,
ang. tumor necrosisfactor —a converting enzyme). Konwerta-
za ICE nalezy do rodziny kaspaz (kaspaza 1) i bierze udziat
w uwalnianiu interleukin IL-ip oraz IL-18 z btony komdr-
kowej poprzez rozszczepienie proteolityczne. Kim i wsp.
zaobserwowali, ze NO produkowany przez indukowalng
izoforme syntazy tlenku azotu hamuje ten proces poprzez
S-nitrozylacje aktywnych reszt cysteinowych kaspazy 1iw
zwigzku z tym hamuje reakcje odpowiedzi immunologicz-
nej [70].

Enzym TACE nalezy natomiast do rodziny transbto-
nowych metaloproteinaz wigzgcych cynk. Jest odpowie-
dzialny za uwalnianie z btony komdrkowej m.in.: TNF-a,
receptora Il TNF-a (p75), TGF-a czy L-selektyny. Prze-
prowadzone badania dowodzg, ze zarbwno egzogenny,
jak i endogenny tlenek azotu, odgrywa role w regulacji
aktywnos$ci konwertazy TACE. NO aktywuje ten enzym
poprzez S-nitrozylacje reszty cysteinowej w jego prodo-
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menie hamujgcej. Aminokwas ten tworzy kompleks z
atomem cynku, co jest niezbedne do zahamowania ak-
tywnoséci enzymu. Jego nitrozylacja powoduje rozpad
potaczenia Cys-Zn2+i w konsekwencji, aktywacje TACE.
Enzymatyczna aktywno$¢é TACE zwieksza sie rOwniez w
wyniku nitrozylacji grup tiolowych bogatej w cysteine
domeny, znajdujacej sie w poblizu segmentu transbtono-
wego [71].

UWAGI KONCOWE

Regulacja ekspresji genow jest bardzo ztozonym pro-
cesem angazujacym takie elementy jak ligandy, receptory
czy wtorne przekazniki. Wyzwalajg one kaskady reakcji
z udziatem Kkinaz biatkowych, fosfataz, co ma na celu
przeniesienie sygnatu do jadra komorki i aktywacje lub
wyciszenie odpowiedniego genu. Wolne rodniki —jakim
jest miedzy innymi tlenek azotu — odgrywajg ogromng
role w komorkowych szlakach przekazywania sygnatu,
dzieki obecnosci niesparowanego elektronu w swej cza-
steczce, charakteryzujacego sie wysokag reaktywnoscia.
Licznie prowadzone badania dostarczajg coraz to nowych
dowodow potwierdzajagcych ogromny wptyw tlenku azo-
tu na regulacje ekspresji genébw. NO moze dziata¢ na
réznych poziomach ekspresji, a jego wptyw jest posredni
— poprzez modulacje réznych czynnikéw biorgcych w
niej udziat. Dotad nie wykazano w regionach promotoro-
wych genéw eukariotycznych obecnosci elementéw DNA
bezposrednio odpowiadajgcych 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 modula-
tion of transcription factors, of the translation and stability of mMRNA, 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 roslinach

STRESZCZENIE

iejsca wytwarzania tlenku azotu w komoérkach roslinnych to zagadnienia, ktére ciagle

pozostajg mato poznane i budzg wiele kontrowersji. W zalezno$ci od gatunku rosliny,
rodzaju organu, stanu fizjologicznego i zmieniajgcych sie warunkéw Srodowiskowych tlenek
azotu moze by¢ tworzony z réznych substratéw przez zréznicowane systemy enzymatyczne
i nieenzymatyczne. Najlepiej udokumentowano wytwarzanie NO w komérkach roslinnych
z dwoch substratéow: azotynoéw i argininy, odpowiednio, przez reduktazy azotanowe (NR)
—-cytosolowa, jak i zwiazane z btonami komérkowymi, a takze enzymy o aktywnosci syntaz
tlenku azotu (NOS). W Swietle ostatnich doniesienr, waznym miejscem wytwarzania tlenku
azotu w komorkach ros$lin wydajg sie by¢ mitochondria, w ktérych NO moze by¢ tworzony
z obu wymienionych substratéw, zaréwno na drodze redukcji azotynu przez enzymy zaan-
gazowane w transport elektronéw, jak réwniez przez zalezng od argininy roélinng syntaze
tlenku azotu (AtNOSI). Inne potencjalne enzymatyczne zrédta NO w ros$linach to: oksydo-
reduktaza ksantynowa, peroksydaza, cytochrom p450.

WPROWADZENIE

Tlenek azotu (NO) jest niskoczgsteczkowym, reaktywnym zwigzkiem o duzej
lipofilnosci, ktéry z tatwoscig przenikajac przez btony komérkowe drogg poza-
receptorowg, petni funkcje waznego, uniwersalnego przekaznika sygnatdw w
komunikacji wewnatrz- i miedzykomorkowej. Wykrycie tlenku azotu w komor-
kach zwierzecych w 1980 roku spowodowato lawine badan dotyczacych jego
wytwarzania i funkcji w zywych komorkach. W 1992 r. czasopismo ,Science"
nadato tlenkowi azotu nazwe ,.czgsteczki roku" [1], a w 1998 roku przyznano
Nagrode Nobla w dziedzinie medycyny i fizjologii za odkrycia dotyczace roli
NO w regulacji funkcjonowania uktadu krwionosnego cztowieka.

W latach siedemdziesigtych ubiegtego stulecia zaobserwowano, ze tlenek
azotu wydzielany jest z lisci roslin [2], w 1998 roku ukazaly sie pierwsze prace
poswiecone udziatowi NO w odpowiedzi ro$lin na zakazenie patogenami [3,4],
w ostatniej dekadzie tlenek azotu stat sie jednym z najintensywniej badanych
zwigzkow. Badania te dostarczyty wielu cennych informacji dotyczacych jego
funkcji w roslinach i wskazujg, ze jest ona o wiele bardziej ztozona niz u zwie-
rzat. Tlenek azotu wytwarzany endogennie w roslinach odgrywa wazng role w
regulacji wielu procesow fizjologicznych w czasie catego cyklu zyciowego ro-
$liny [5,6], poczynajac od kietkowania nasion [7,8] az do dojrzewania owocow
i starzenia sie roslin [9,10], NO odgrywa wazng role w regulowanym przez au-
ksyny procesie organogenezy korzeni [11], jak réwniez w reakcjach grawitropo-
wych tych organéw [12]. W lisciach NO zaangazowany jest w regulacje z udzia-
tem kwasu abscysynowego zamykania aparatow szparkowych [13-15], regulacje
procesu rozwoju blaszki liSciowej [16] oraz w tak wazne procesy metaboliczne
jak fotosynteza [17] i oddychanie [18]. Wiele danych wskazuje na zaangazowa-
nie NO w procesie programowanej $mierci komdérek w trakcie réznicowania
ksylemu [19]. Ostatnio wykazano réwniez regulacyjny udziat tego zwigzku w
procesie kwitnienia roslin [20] i orientacji wzrostu tagiewki pytkowej [21].

Tlenek azotu petni w roslinach funkcje waznego przekaznika sygnatow w re-
akcjach roslin na stresy abiotyczne, takie jak: zasolenie, stres osmotyczny, pro-
mieniowanie UV, brak tlenu [22,23],Wykazano, ze zwigksza on odpornos¢ roslin
na rozne stresy abiotyczne, np. na stres solny i oksydacyjny [24,25], Jedng z lepiej
udokumentowanych funkcji NO w ro$linach jest jego udziat w oddziatywaniach
roslin z mikroorganizmami patogenicznymi, niepatogenicznymi i symbiotycz-
nymi.

Tlenek azotu, wraz z reaktywnymi formami tlenu, zaangazowany jest w in-
dukcje obumierania komérek roslinnych w reakcji nadwrazliwo$ci — waznej,
zaleznej od genow reakcji obronnej roslin na patogeny awirulentne [3,26] jak
rowniez w rozprzestrzenianiu sie miedzykomérkowych sygnatow warunkuja-
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cych apoptotyczne obumieranie komorek [27,28]. NO, two-
rzony w oddziatywaniach roélin z patogenami, zaangazo-
wany jest jako przekaznik sygnatéw regulujacy ekspresje
genow obrony w indukcji systemicznej odpornos$ci nabytej
(SAR) [29], Zwiekszone wytwarzanie NO wykazano tez w
reakcjach roslin z patogenami nekrotroficznym [30,31] jak
rowniez w odpowiedzi na zranienia powodowane przez
owady [32].

Biologicznej funkcji tlenku azotu w ros$linach poswieco-
no w ostatnim czasie wiele obszernych prac przegladowych
[33-37]. Jednak pomimo wielu spektakularnych odkry¢ cig-
gle wiele szczego6tow dotyczacych dziatania NO, a przede
wszystkim miejsc i zrodet jego wytwarzania, a takze me-
chanizmoéw regulujacych jego stezenie w komérkach ro-
slinnych, nadat pozostaje stabo poznanymi. Niniejsza praca
jest probag podsumowania aktualnego stanu wiedzy na ten
temat.

SYNTEZA TLENKU AZOTU W
KOMORKACH ZWIERZECYCH

W komérkach zwierzecych za synteze tlenku azo-
tu odpowiedzialna jest gtéwnie dioksygenaza - syntaza
tlenku azotu (NOS), ktéra przy udziale zredukowanej
formy fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeni-
nowego (NADPH) wprowadza tlen czasteczkowy do
L-argininy w wyniku czego powstaje L-cytrulina i tlenek
azotu:

L-Arginina + O, + NADPH + H+-> L-Cytrulina + NO +
HD + NADP+

Aktywno$¢é NOS zalezna jest od obecnosci licznych ko-
faktoréw: dinukleotydu flawinoadenionowego (FAD), mo-
nonukleotydu flawinowego (FMN), tetrahydrobiopteryny
(BH4, hemu i kalmoduliny (CaM) [38,39]. Enzym ten wy-
stepuje w trzech izoformach, bedgcych produktami réznych
gendéw: INOS (indukowana NOS), eNOS ($rédbtonkowa,
ang. endothelial) i nNOS (neuronowa NOS). Izoenzymy te
réznig sie masg czasteczkowg, sekwencjg aminokwasow,
a ich aktywacja zalezy lub nie zalezy od obecnosci jonow
wapnia w komarkach; maja tez r6zne mechanizmy regula-
cji ekspresji na poziomie transkrypcji. Jednak kazda z tych
izoform zawiera wspo6lne komponenty: w rejonie N-konco-
wym domene oksygenazowg wigzgcg hem, BH4i L-argini-
ne, w rejonie C-koncowym domene reduktazowg wigzaca
FMN, FAD i NADPH oraz obszar pomiedzy domenami
wigzacy kalmoduline.

Neuronowa NOS (nNOS) wystepuje przede wszystkim
w neuronach centralnego i obwodowego uktadu nerwo-
wego, a tlenek azotu przez nig wytwarzany dziata jako
neuroprzekaznik hamujacy pobudzenie uktadu nerwo-
wego. Srédbtonkowa NOS (eNOS) znajduje sie gtéwnie
w btonach komdrkowych sréodbtonka naczyn, a takze w
komdrkach mies$ni gtadkich i komdrkach nerwowych. Tle-
nek azotu syntetyzowany przy jej udziale reguluje funk-
cjonowanie uktadu krwionos$nego — rozszerza naczynia
krwionosne, hamuje agregacje ptytek krwi i neutrofilow,
hamuje wydzielanie czynnika aktywujgcego ptytki krwi.
nNOS i eNOS sg enzymami konstytutywnymi, ich akty-
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wacja jest $ciSle uzalezniona od obecnosci jonéw wapnia
i kalmoduliny w komoérkach. iNOS — indukowana NOS
nie wystepuje w komaérkach w sposob ciagly, a jej synte-
za jest indukowana przez r6zne sygnaty immunologiczne
na poziomie transkrypcji mRNA. lzoenzym ten konstytu-
tywnie wigze wapn i kalmoduline ijego aktywno$¢ nie jest
regulowana potranslacyjnie. Enzym ten wytwarza duze
ilosci tlenku azotu gtéownie w komorkach linii monocy-
tarno-makrofagowej, w hepatocytach, astrocytach, fibro-
blastach, komaérkach nabtonkowych i neutrofilach. Tlenek
azotu syntetyzowany z udziatem iNOS bierze udziat w
immunoregulacji i immunosupresji, jak rdwniez w wielu
reakcjach patologicznych, w ktérych we wspotdziataniu
z reaktywnymi formami tlenu, wykazuje cytostatyczne i
cytotoksyczne dziatanie przeciwko patogenom i komor-
kom nowotworowym. Izoformy NOS u zwierzat posiadaja
mase czasteczkowg okoto 130-160 kDa, wystepujg w for-
mie dimerow i wykazujg 50-60% identycznosci.

W komorkach zwierzecych, poza syntazami tlenku azo-
tu, w tworzenie NO mogg by¢ zaangazowane inne enzy-
my; mozliwe jest réwniez powstawanie tego zwigzku bez
udziatu enzymdéw. Waznym substratem wykorzystywa-
nym w komoérkach zwierzecych do tworzenia tlenku azotu
sg azotyny, ktére moga ulega¢ redukcji do NO przy udzia-
le np. oksydazy ksantynowej [40]. Nieenzymatyczna re-
dukcja badz dysproporcjonacja azotynéw réwniez prowa-
dzi do powstawania NO [41]. Mozliwe jest tez catkowicie
niezalezne od enzymoéw tworzenie NO z D- lub L-argininy
przy udziale nadtlenku wodoru [42] lub z hydroksylaminy
przez jej degradacje do NO, potegowang w obecnosci reak-
tywnych form tlenu w komérkach ssakow [43].

ENZYMY O AKTYWNOSCI SYNTAZ
TLENKU AZOTU U ROSLIN

Pomimo usilnych poszukiwan prowadzonych od wie-
lu lat, jak dotad nie udato sie zidentyfikowaé w roslinach
biatka, nie wyizolowano tez genu wykazujgcego homolo-
gie do gendw kodujacych zwierzece syntazy tlenku azotu,
cho¢ na istnienie takich enzyméw w komdrkach roslin-
nych wskazuje wiele dowoddéw posrednich. W ekstraktach
otrzymywanych z tkanek wielu gatunkéw roslin wykry-
to aktywnos$¢ enzymatyczng, ktéra podobnie jak syntazy
tlenku azotu u zwierzat, wykorzystujgc arginine jako sub-
strat, tworzy cytruline i tlenek azotu [44-46]. Aktywnos$¢
ta jest hamowana przez analogi argininy — specyficzne
inhibitory zwierzecych syntaz tlenku azotu. Inhibitory te
blokujg szereg procesow fizjologicznych roslin, w ktérych
regulacje zaangazowany jest tlenek azotu, jak np. w indu-
kowany przez ABA proces regulacji zamykania aparatow
szparkowych. Badania immunologiczne z zastosowaniem
przeciwciat skierowanych przeciwko izoformom syntaz
tlenku azotu ssakéw wydaja sie by¢ niejednoznaczne. W
réznych przedziatach komdérkowych, np. chloroplastach i
peroksysomach grochu [46,47], w jadrach komorkowych i
cytosolu kukurydzy [45], stwierdzono wystepowanie bia-
tek rozpoznawanych przez te przeciwciata, jednak biatka
te nie wykazywaty aktywnos$ci syntaz tlenku azotu, byty
to, miedzy innymi, biatka szoku cieplnego i enzymy gli-
kolityczne.

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

L-Argiﬁina

L-Arginip’a’g
=

Hb(Fe )0,
Hb(Fe™) o,
Hb(Fe™)
MetHb-R
7NAD(PH  1NAD(P)

2

L-Arginina

N -
97  .eN
oY o2

S

Rycina 1. Schemat przedstawiajacy niektére znane i sugerowane miejsca wytwarzania tlenku azotu w komdrkach roslinnych. AtNOSI —syntaza tlenku azotu u Arabi-
dopsis thaliana, GDC —kompleks enzymatyczny o aktywnos$ci dekarboksylazy glicyny, Hb —hemogobina, MetHb-R —reduktaza methemoglobiny, NR —reduktaza
azotanowa, NI-NOR —reduktaza azotyn-tlenek azotu, NiR —reduktaza azotynowa, NO —tlenek azotu, iNOS —indukowana enzymatyczna aktywno$¢ syntazy tlenku
azotu, pNOS —enzymatyczna aktywno$¢ syntazy tlenku azotu w peroksysomach, PM-NR —reduktaza azotanowa zwigzana z btonami komérkowymi, RFT —reaktyw-

ne formy tlenu, XOR —oksydoreduktaza ksantynowa.

Silna aktywno$¢ syntazy tlenku azotu (pNOS) zalezna od
argininy, NADPH, BH4 kalmoduliny i Ca+2zostata wykryta
przez Barroso i wsp. w 1999 r. [44] w peroksysomach wy-
izolowanych z lisci grochu. Specyficzna aktywnos¢ tego en-
zymu (5,6 nmol/min/mg) byta znacznie hamowana przez
analogi argininy, najsilniej przez L-aminoguanidyne, jak i
podczas procesu starzenia sie roslin. Karboksymetoksyla-
mina (CM) i aminoacetonitryl (AAN), dwa charakterystycz-
ne inhibitory biatka P kompleksu enzymatycznego dekar-
boksylazy glicyny (GDC) i azydek — inhibitor reduktazy
azotanowej, nie wywieraty zadnego wptywu na aktywnos¢
pNOS [44],

W latach 2003-2004 pojawity sie prace opisujace indu-
kowang przez patogeny aktywno$¢ syntezy tlenku azotu
(iNOS), np. w roslinach tytoniu i Arabidopsis, w odpowie-
dzi na zakazenie wirusem mozaiki tytoniu [47], a takze w
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roslinach pomidora —w odpowiedzi na zakazenia Pseu-
domonas syringae [48], Wykazano, ze aktywno$é iNOS po-
siada biatko o masie ok. 120 kDa, aktywne jako dimer,
wymagajace do swego dziatania argininy, BH4 FAD,
FMN, NADPH, Ov a takze Ca+i CaM. Badania wskazy-
waty, Ze jest to rodzaj biatka P, bedgcy kompleksem enzy-
matycznym o aktywnosci dekarboksylazy glicyny (GDC),
katalizujgcy destrukcje czasteczki glicyny naptywajacej z
peroksysomow do mitochondriow w czasie fotooddycha-
nia. Specyficzna aktywno$¢ GDC (hamowana przez CM i
AAN —inhibitory GDG) byta wysoka (20-47pmol/min/
mg), okoto 30 razy wyzsza niz zwierzecych iNOS [47], ale
enzym ten nie wykazywatl homologii z zadng ze znanych
zwierzecych syntaz NO. W krdtkim czasie po opubliko-
waniu cytowanych wyzej prac [47,48], cze$¢ ich wspot-
autorow zakwestionowata opublikowane wcze$niej wy-
niki, motywujac swojg decyzje brakiem powtarzalnosci
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niektdrych doswiadczen wykazujacych aktywno$¢ NOS
w rekombinowanym biatku P; prace te zostalty wycofane
[49].

W 2003 r. Guo i wsp. [50] wykryli w genomie Arabi-
dopsis thciliana gen kodujacy biatko syntazy NO (AtNOSI,
NOSI), biatko o masie ok. 60 kDa i duzej homologii do
enzymu wytwarzajgcego NO u Slimaka Helix pomatia,
wigzgce sie z przeciwciatami dla nNOS. AtNOSI nie
wymaga do swej aktywnosci flawin, BH4(jak dotad nie
wykryto BH4w tkankach roslin), do jego aktywnosci nie-
zbedne sg: Ca+2 CaM i NADPH. Biatko AtNOSI zlokali-
zowano gtownie w wierzchotkach wzrostu korzeni Arabi-
dopsis thaliana. AtNOSI wydaje sie by¢ enzymem konsty-
tutywnym, nie podlega regulacji na drodze transkrypcji.
Specyficzna aktywnos$¢ tego enzymu jest niska (5 nmol/
min/mg), nizsza niz wspomnianego wczes$niej biatka P,
a zblizona do aktywnosci peroksysomalnej pNOS [44],
Analiza sekwencji aminokwasow AtNOSI wykazata, ze
jest ona bardzo zblizona do grupy biatek bakteryjnych
zawierajgcych domeny wigzgce GTP i nie jest podobna
do zadnej znanej syntazy NO w komdrkach zwierze-
cych [44], Tlenek azotu wytwarzany przez ten enzym u
A. thaliana odgrywa kluczowg role w regulacji wzrostu i
sygnalizacji hormonalnej. Badania z wykorzystaniem ho-
mozygotycznych mutantow pozbawionych genu AtNOSI
wykazaty, ze enzym ten jest niezbedny do syntezy NO
na drodze utleniania argininy do cytruliny. Kietkowanie
nasion ro$lin zmutowanych byto znacznie ograniczone.
Siewki mutantéw charakteryzowaty sie znacznie obnizo-
ng zdolnos$cig do tworzenia NO w korzeniu — wytwa-
rzaty okoto 20% tlenku azotu w poréwnaniu z ro$linami
niezmutowanymi (co wskazuje jednoczes$nie na funkcjo-
nowanie takze innych mechanizméw wytwarzania NO
w tych roS$linach), ich wzrost byt zahamowany, pierwsze
liscie zdtte, zaburzone byty mechanizmy kontrolujgce ru-
chy aparatow szparkowych, a takze proces tworzenia i
drogi funkcjonowania hormonoéw, gtéwnie ABA. Wyka-
zano tez, ze AtNOSI jest zaangazowana w wytwarzanie
NO w odpowiedzi roslin na atak patogenow [51].

Doniesienia 0 komorkowej lokalizacji AtNOSI sg rozne;
w zaleznosci od stosowanych technik badawczych stwier-
dzono jej wystepowanie w cytoplazmie, peroksysomach,
chloroplastach. Jedna z ostatnich prac Guo i Crawford [52]
wskazuje na jej lokalizacje w mitochondriach. AtNOSI
zwigzana z mitochondriami moze odgrywaé¢ kluczowa role
w kontroli wytwarzania RFT, PCD i starzenia sie roslin. NO,
tworzony przy jej udziale, moze przyczynia¢ si¢ do hamo-
wania proceséw utleniania prowadzacych do starzenia sie i
$mierci komarek.

Wydawato sie, ze prace Guo i Crawford [50,52] stano-
wig wazny, zakonczony sukcesem, etap w poszukiwaniu
roslinnych syntaz tlenku azotu; AtNOSI uznana zosta-
ta za jedyng zalezng od argininy syntaze NO u ro$lin. W
ciggu ostatnich miesiecy pojawity sie jednak doniesienia
poddajace w watpliwos$¢ istnienie AtNOSI [53]; na tamach
»Trends in Plant Science" toczy sie aktualnie dyskusja na
ten temat [54,55,56]. Wiele wskazuje na to, ze poszukiwa-
nie roslinnych syntaz tlenku azotu to ciggle niedokonczo-
na kwestia.
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REDUKTAZA AZOTANOWA | TWORZENIE
NO W KOMORKACH ROSLIN

W komorkach roslinnych, poza aktywnoscig syntaz tlen-
ku azotu, funkcjonujg takze inne systemy enzymatyczne i
nieenzymatyczne, ktére wytwarzaja tlenek azotu, wykorzy-
stujgc azotyn jako substrat.

Juz pod koniec lat siedemdziesigtych XX w. zaobserwo-
wano, ze tlenek azotu uwalniany jest z lisci roslin i jego ilos¢
$cisle uzalezniona jest od stezenia azotanu w podtozu, azo-
tynu w tkankach roslin i aktywnos$ci reduktazy azotanowej
(NR) [2,57,58]. W warunkach tlenowych, wydzielanie NO
jest niskie, zwykle nizsze niz 0,5 nmol/g Sw.m/h, ale znacz-
nie wzrasta w warunkach ograniczonego dostepu tlenu, w
ciemnosci, osiggajac wysoki poziom — 150 nmol/g sw.m./
h [22], Wiele dowodow wskazuje, ze w wytwarzaniu NO w
komérkach roslinnych wazna role odgrywa reduktaza azo-
tanowa [58-60]; wytwarzanie NO przez ten enzym udoku-
mentowano u wielu roslin, nie tylko motylkowych, takich
jak np.: kukurydza, stonecznik, szpinak [22] ogérek [61],
Arabidopsis thaliana [13], pszenica, storczyki, aloes [61,62] i
inne.

Wystepujaca w cytosolu reduktaza azotanowa (cNR) jest
enzymem, ktéry w normalnych warunkach redukuje azotan
(N+5) do azotynu (N+3), wykorzystujac NADPH (fosforan
dinukleotydu nikotynoamido-adeninowego) jako donor
elektron6w. Powstajgce jony azotynowe transportowane
sg do chloroplastow i tam redukowane, z wykorzystaniem
szesciu elektrondw, przez reduktaze azotynowg (NiR) do
amoniaku, ktéry witaczany jest do zwigzkéw organicznych
przez syntetaze glutaminowg lub syntaze glutaminianowa.
Aktywnos$¢ ta dominuje, gdy stezenie azotanu jest wysokie
i azotynu niskie (przy duzym stezeniu tlenu, COv na $wie-
tle). W warunkach ograniczonego dostepu tlenu lub jego
braku, gdy rosnie stezenie azotynu w komdrkach roslin,
uwalnianie NO przez reduktaze azotanowa ros$nie nawet
stukrotnie [22] i jest to zwigzane ze zdolnoS$cig reduktazy
azotanowej do katalizowania jednoelektronowej redukcji
azotynu do NO (N+2) przy udziale NADH (dinukleotydu
nikotynoamido-adeninowego):

NADH + 3H3 ++ 2NOy-> NAD++ 2NO + 5HD

Wytwarzanie NO przez reduktaze azotanowa jest hamo-
wane przez azydek sodu (NaN3 —inhibitor reduktazy [58],
Ocenia sie, ze okoto 1% catkowitej aktywnosci reduktazo-
wej reduktazy azotanowej jest wykorzystywany do wytwa-
rzania NO z azotyndw [22,63]

Wytwarzanie NO przy udziale cytosolowej reduktazy
zalezy od specyficznej regulacji aktywnoS$ci enzymu, ktéra
ma miejsce na wielu poziomach. | tak, np. ekspresja genu
reduktazy azotanowej podlega indukcji na poziomie trans-
krypcji przez azotan, $wiatto i cukry [64].

Reduktaza azotanowa jest duzym homodimerycznym
enzymem o masie czasteczkowej 200-250 kDa. Kazdy z
monomerow wigze trzy grupy prostetyczne: FAD, hem (cy-
tochrom b557) i kofaktor molibdenowy (Moco) zaangazo-
wane w przenoszeniu elektronow 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+ Aktywno$¢ reduktazy azotanowej
podlega rdwniez regulacji na poziomie potranslacyjnym na
drodze fosforylacji reszt serynowych (reszta Ser 543 u szpi-
naku, reszta Ser 521 u tytoniu), zlokalizowanych w miejscu
rozdzielajgcym domene hemowa od domeny Moco [65],
Ufosforylowana reduktaza azotanowa w obecnos$ci jonow
magnezu lub spermidyny wigze biatko 14-3-3, co prowadzi
do jej inaktywacji. W lisciach roslin szybka inaktywacja re-
duktazy azotanowej ma miejsce w ciemnosci, przy niedobo-
rze C02 co jak powszechnie uwazano, ma na celu przeciw-
dziatanie nagromadzaniu sie azotynéw, gdyz do ich dalszej
redukcji przez NiR niezbedna jest ferredoksyna jako donor
elektronéw, a ta wytwarzana jest w chloroplastach w trak-
cie fotosyntezy. Moze to tez by¢ mechanizm regulujacy wy-
twarzanie NO w komdrkach roslin.

W korzeniach roélin reduktaza azotanowa jest szybko
aktywowana (przez defosforylacje), gdy redukcja azotynow
jest zahamowana w warunkach ograniczonego dostepu tle-
nu, ktére sprzyjajg nagromadzaniu sie i wydzielaniu azoty-
néw. Redukcja azotynéw do NO przez reduktaze azotano-
wa moze sprzyja¢ przezywaniu korzeni roslin w warunkach
beztlenowych [66].

W reakcjach katalizowanych przez reduktaze azotano-
wg donorem elektronéw jest NAD(P)H. Dwa elektrony z
NAD(P)H przenoszone sg na FAD w grupie hemowej re-
duktazy azotanowej, a stad kolejno, jeden po drugim, na ze-
lazo w grupie hemowej. Elektrony te z kolei redukujg atom
molibdenu z Mo +6 na Mo +4, ktéry redukuje azotan do
azotynu. Jak dotad nie ustalono czy w redukcje azotynu do
NO zaangazowany jest Mo +5 czy tez Mo +4. Zaktada sie, ze
mozliwa jest sytuacja gdzie dwie czgsteczki azotynu moga
by¢ redukowane do NO przy udziale dwoch elektronéw
zwigzanych z Moco, jak i taka, gdy jeden elektron przenie-
siony na Mo wykorzystywany jest do redukcji jednej cza-
steczki azotynu [64].

Zdolnos$¢ reduktazy azotanowej do redukcji azotanéw i
azotynéw podlega regulacji, odpowiednio, przez azotyny i
azotany, ktore sg kompetycyjnymi inhibitorami tych aktyw-
nosci: K =50 pM dla azotanu i K =250pM dla azotynéw, co
wskazuje, ze zdolno$¢ do tworzenia NO w normalnych wa-
runkach (wysokie stezenie azotandw, niskie stezenie azoty-
néw) jest niska. Przemawia to rowniez za tym, ze redukcja
azotynu i azotanu przez reduktaze azotanowg odbywa sie
w tym samym miejscu enzymu, tj. w Moco.

Reduktaza azotanowa moze bra¢ udziat w przenosze-
niu elektronéw z NADH na tlen [60], co, w konsekwencji,
prowadzi do powstawania anionorodnika ponadtlenkowe-
go (O,*-), ktéry w reakcji z NO tworzy wysoce toksyczny
i reaktywny nadtlenoazotyn (ONOO ). Aby unikngé takiej
sytuacji, wydaje sie, ze tworzenie NO przez reduktaze
musi podlegac¢ regulacji przez stezenie tlenu. Wykazano,
ze oczyszczona reduktaza wytwarza NO w znacznie wiek-
szych stezeniach w warunkach beztlenowych [22],

Zwraca sie uwage na udziat azotanu, NO i roslinnych
hemoglobin niesymbiotycznych w podtrzymywaniu zy-
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wotnosci komérek roslinnych w warunkach ograniczone-
go dostepu tlenu lub jego braku. Igamberdiew i Hill [67]
zaproponowali model, w ktérym azotan petni funkcje po-
Sredniego akceptora elektronéw w warunkach braku tlenu,
ulegajac redukcji przez reduktaze, kolejno do azotynéw,
a nastepnie do NO. Wedtug autoréow, NO moze by¢ utle-
niany do azotanéw przez hemoglobiny indukowane w wa-
runkach beztlenowych, ktére w tym cyklu odtwarzane sg
przez reduktaze methemoglobiny. Ten cykliczny przeptyw
elektron6w moze by¢ pomocny w utrzymaniu wtasciwego
stanu redoks w komdrkach ro$linnych przy bardzo niskim
stezeniu tlenu i moze by¢ alternatywa dla procesu fermenta-
cji. Wiele dowodow wskazujacych, ze hemoglobiny niesym-
biotyczne odgrywajg istotng role w utrzymaniu wasciwego
stezenia NO ijego detoksykacji w komérkach rosélin, dostar-
czyli, miedzy innymi, Perazzolli i wsp. [68], wykazujac, ze
u A. thaliana niesymbiotyczne hemoglobiny petnig funkcje
dioksygenazy utleniajgcej NO do azotanu, ograniczajac jego
emisje z ro$lin w warunkach ograniczonego dostepu tle-
nu. Wykazali tez, ze s-nitrozohemoglobina jest endogennie
tworzona w roslinach.

Wielu autoréw postuluje, ze reduktaza azotanowa jest
gtdwnym zrédtem NO u roélin wyzszych [62,69]. Jednak
bioragc pod uwage fakt, ze azotan nie jest jedynym zrodtem
azotu dla roslin —moga one wykorzystywac takze inne zré-
dta azotu nieorganicznego, powyzsze stwierdzenie moze
budzi¢ watpliwosci. Znane sg przyktady prac, w ktdrych
udziat reduktazy azotanowej jako gtéwnego zrédta NO w
roslinach jest kwestionowany. Wykazano na przyktad, ze u
podwojnych mutantéw A. thaliana: nial, nia2 z obnizong ak-
tywnoscig reduktazy azotanowej, wytwarzanie NO w od-
powiedzi na zakazenie przez bakterie i uszkodzenie mecha-
niczne jest podobne, jak u ro$lin niezmutowanych [27,70].

Uwaza sie, ze reduktaza azotanowa i roslinne syntazy
NOS, takie jak AtNOSI, mogg by¢ funkcjonalnymi homo-
logami zwierzecych syntaz NO: eNOS i nNOS, odpowie-
dzialnymi za podstawowg produkcje NO w komérkach
roslinnych, podczas gdy rodzaj biatka P o aktywnosci de-
karboksylazy glicyny mogtby by¢ homologiem iNOS, two-
rzagcym NO w wyzszych stezeniach w odpowiedzi na atak
patogendw. Jest to jeden z proponowanych schematéw wy-
twarzania NO w komarkach roslinnych, ciggle korygowany
przez nowe dane eksperymentalne. Wykazano na przyktad,
ze reduktaza azotanowa zaangazowana jest w wytwarzanie
NO w bulwach ziemniaka w odpowiedzi na zakazenie Phy-
tophthora [60].

Na udziat reduktazy azotanowej w wytwarzaniu NO w
komaérkach roslin nowe sSwiatto rzucity badania z ostatnich
lat, w ktérych wykazano, ze mitochondria komaérek roslin,
podobnie jak mitochondria komérek zwierzat [71], zawie-
rajag aktywno$¢ enzymatyczng reduktazy azotyn-NO. Azo-
tyn wytwarzany przez reduktaze azotanowg w cytosolu,
transportowany do mitochondriéw, redukowany jest przez
mitochondrialny transport elektronéw. Mechanizm ten jest
blokowany przez tlen. Inhibitory transportu elektronéw
hamuja synteze NO, co wskazuje, ze elektrony z taricucha
transportu elektronéw moga byé zaangazowane w redukcje
NO. Synteza NO w mitochondriach jest uzaleznione od sto-
sunkow ilosciowych azotyn-azotan w cytosolu [72], Zdol-
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no$¢ do tworzenia NO z azotynu zaobserwowano zaré6wno
w mitochondriach komérek korzeni [73], jak i w mitochon-
driach komorek lisci [26].

W btonach komdrkowych komdérek korzeni roélin tyto-
niu wykryto wystepowanie specyficznej dla tych organéw
aktywnos$ci enzymatycznej reduktazy azotyn —tlenek azo-
tu (NI-NOR, 310 kDa) [74]. Aktywnos$¢ reduktazy NI-NOR
rézni sie znacznie od aktywnosci cytosolowej reduktazy
azotanowej miedzy innymi tym, ze jest niewrazliwa na cy-
janek —inhibitor reduktazy azotanowej, nie wykorzystuje
tez zredukowanego NADH jako zrodta elektronéw. Donor
elektronéw dla tego enzymu nie zostat jak dotad jedno-
znacznie okre$lony. Wykazano, ze w warunkach in vitro
moze nim by¢ zredukowany cytochrom c; jednak udziat
cytochromu c jako donora elektrondw w btonach komor-
kowych in vivo wydaje sie mato prawdopodobny. Sugeru-
je sie udziat innego cytochromu lub hemoglobiny w tym
procesie. Optymalne pH do dziatania reduktazy NI-NOR
jest bardziej kwasne (pH 6.1) niz dla cytosolowej redukta-
zy (pH 8.0) i odpowiada pH apoplastycznemu. Aktywnos$é
NI-NOR jest odwracalnie hamowana w obecnosci tlenu;
enzym ten traci ok. 78% swojej aktywno$ci przy stezeniu
tlenu 21%, co wskazuje, ze tworzenie NO z azotynu moze
byé regulowane dostepnoscig tlenu. Wskazuje sie na scisty
zwigzek pomiedzy reduktazg NI-NOR i, zlokalizowang
w btonach komérkowych, reduktazg azotanowg (PM-NR,
200 kDa), ktora redukuje azotan do azotynu w apoplascie
komérek korzenia, uzywajac gtownie bursztynianu, ale
takze NADH, jako donorow elektronéw [75]. Aktywnos¢
btonowej formy reduktazy azotanowej znacznie przewyz-
sza aktywno$¢ cytosolowej reduktazy, szczegdlnie w ciggu
nocy. Jak dotad nie zidentyfikowano biatka tej reduktazy
azotanowej; aktualnie prowadzone sg prace nad jej oczysz-
czaniem i charakterystyka. Jednak ekstrakty z korzeni wy-
kazujg aktywno$¢ btonowej reduktazy silnie rosngcg w
obecnosci wysokich zewnetrznych stezen azotanu. Silne
tworzenie NO w apoplascie moze funkcjonowac jako sy-
gnat braku tlenu.

Reduktazy azotynowe zwigzane z btonami komadrkowy-
mi bakterii denitryfikacyjnych sg odpowiedzialne za wytwa-
rzanie NO z azotynu [76]. Trwajg prace nad oczyszczaniem
biatka NI-NOR i byé moze wkrotce wyjasni sie czy istnieje
homologia miedzy enzymami roslinnymi i bakteryjnymi.

Jak dotad nie udato sie ustali¢ czy te dwa enzymy zwia-
zane z btonami komérkowymi: NI-NOR i PM-NR, sg enzy-
mami konstytutywnymi czy tez indukowanymi. Ocenia sig,
ze w korzeniach ros$lin tytoniu: 1/3 azotanéw jest reduko-
wana przez cNR, 2/3 —przez zwigzane z btonami komor-
kowymi PM-NR.

INNE SYSTEMY WYTWARZAJACE NO W ROSLINACH

NIEENZYMATYCZNE TWORZENIE NO

W ros$linach tlenek azotu moze by¢ tworzony nieenzy-
matycznie, np. jako produkt uboczny utleniania ND w at-
mosferze tlenowej w procesach nitryfikacji/denitryfikacji
[33], W przestrzeni apoplastycznej komérek roslinnych NO
moze by¢ tworzony z azotynu nieenzymatycznie; kwasny
odczyn tego $rodowiska sprzyja dysmutuacji azotynu do
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NO iazotanu [77]. W kwasnym S$rodowisku (pH 3-6) azo-
tyn moze ulega¢ chemicznej redukcji przy udziale kwasu
askorbinowego, co prowadzi do powstania NO i kwasu de-
hydroaskorbinowego [78]. Reakcja taka moze mie¢ miejsce
w przestrzeni apoplastycznej, chloroplastach i komérkach
aleuronowych, gdzie stwierdzono obecnos$¢ kwasu askorbi-
nowego [79,80],

Inny nieenzymatyczny mechanizm tworzenia NO w ko-
morkach roslinnych to zalezna od karotenoidéw redukcja
azotynow w obecnos$ci swiatta [81]:

2HNO2»NO +NO02+ HD-»2NO0 +Vi0 2+ HD

INNE ENZYMY GENERUJACE NO
W KOMORKACH ROSLIN

Oksydoreduktaza ksantynowa (XOR), zawierajgca ko-
faktor molibdenowy (Moco), jestenzymem biorgcym udziat
w tworzeniu NO w komérkach zwierzecych [82]. Enzym
ten wystepuje w dwéch przechodzacych w siebie, odwra-
calnych formach: jako oksydaza ksantynowa wytwarzajgca
anionorodnik ponadtlenkowy (forma O; EC 1.1.3.22) i dehy-
drogenaza ksantynowa (forma D; EC 1.1.1.204) [83].

Oksydoreduktaze ksantynowg wykryto w peroksyso-
mach lisci grochu gdzie wystepuje ona gtéwnie w formie
oksydazy ksantynowej; tylko 30% w formie dehydrogena-
zy ksantynowej [84,85], XOR moze katalizowa¢ zaréwno
reakcje tworzenia 0 2,jak i NO, w zaleznosci od tego, czy
stezenie tlenu jest odpowiednio wysokie czy niskie [82,86],
a to sprawia, ze powinna by¢ ona rozwazana jako jeden z
kluczowych enzymoéw bedacych zrodtem czastek sygnato-
wych w komaérkach roslinnych.

Tlenek azotu icytrulia mogg by¢ tworzone w komaérkach
roslinnych przez peroksydaze chrzanowga z N-hydroksyar-
gininy (NOHA) przy udziale HD 2[87], Peroksydaza chrza-
nowa moze tez wytwarza¢ NO z hydroksymocznika i HD 2
[88], Biorac pod uwage fakt powszechnego wystepowania
peroksydaz w komoérkach rodlinnych i ich zaangazowanie
w wielu waznych procesach fizjologicznych [89], enzymy
te moga zajmowac wazne miejsce w 0goélnym mechanizmie
wytwarzania NO w ros$linach.

Inne enzymy, hemoproteiny, ktérych udziat w wytwa-
rzaniu NO w komorkach ro$linnych jest rozwazany, to
cytochromy P450. Biatka te wystepujg w ros$linach i wyka-
zano, ze katalizujg utlenianie NOHA przez NADPH i 02
wytwarzajac NO [90,91]. Wykazano réwniez, ze katalaza
i hemoglobina tworzg NO i inne tlenki azotu, katalizujac
utlenianie NOHA [87],

UWAGI KONCOWE

W wyniku szeroko zakrojonych badahA prowadzonych
od wielu lat dostarczono szereg cennych informacji doty-
czacych tlenku azotu ijego roli w roslinach, ciagle jednak
wiele zagadnien dotyczacych tego zwigzku pozostaje nie-
wyjasnionych. Najwiecej kontrowersji i tematéw do nie-
ustajacej dyskusji dostarcza zagadnienie miejsc, a przede
wszystkim mechanizmdw, zaangazowanych w tworzenie
tlenku azotu w roslinach. Cho¢ aktywnos$¢ syntaz NO wy-
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krywa sie w tkankach roslin, jak dotad nie wykryto genu,
ani tez biatka o sekwencji podobnej do jakiejkolwiek zna-
nej syntazy NO u zwierzat. W latach 2003-2004 pojawity
sie prace donoszace o wystepowaniu u roslin syntaz tlen-
ku azotu: iINOS i AtNOSI tworzacych NO z argininy, jed-
nak wkrétce po ich ukazaniu sig, niektére z nich zostaty
odwotane, a aktualnie toczy sie dyskusja poddajagca w wat-
pliwosé istnienie AtNOSI u roslin. Reduktaza azotanowa
jest jedynym enzymem, ktdrego udziat w tworzeniu NO
w komaorkach roslin jest niekwestionowany. Biorac jednak
pod uwage fakt, ze enzym ten generuje NO w roslinach
w obecnosci azotanéw w Srodowisku i azotynéw w roéli-
nie, gtownie przy braku lub ograniczonym dostepie tlenu,
trudno zaktadac, ze jest to jedyne, czy tez gtdwne zrodio
NO w roslinach rosnagcych w réznych, zmieniajacych sie
warunkach Srodowiska. Wydaje sie, ze istnienie specyficz-
nych dla roslin syntaz tlenku azotu jest wysoce prawdopo-
dobne. By¢é moze w usilnych poszukiwaniach roslinnych
syntaz tlenku azotu popetniany jest btad Scistego kopiowa-
nia i adaptowania do $wiata roslin metod uzywanych do
ich wykrywania w komdrkach zwierzat. Wiele wskazuje
na to, ze roslinne syntazy NO wymagajg na przyktad in-
nych kofaktoréw, warunkujacych ich stabilno$¢ i wysoce
specyficzng aktywnos$¢. Problemy metodologiczne w wy-
krywaniu NO w tkankach roslin mogg by¢ przyczyna nie-
Scistosci i niejednoznacznosci otrzymywanych wynikow.
Aktualnie toczy sie szeroka dyskusja nad poprawnoscig
i skutecznoscig metod stosowanych w badaniach tlenku
azotu w komorkach ros$lin. By¢ moze ich solidna weryfika-
cja przyczyni sie w niedalekiej przysztosci do ograniczenia
ilosci niejednoznacznych wynikdw, ktére przyczyniajg sie
do wyciggania nie w petni uzasadnionych wnioskéw. Bio-
rac pod uwage wysitki podejmowane aktualnie w wielu
osrodkach naukowych, mozna mie¢ nadzieje, ze zakrojone
na szerokg skale badania z zastosowaniem nowych, w tym
wielce obiecujgcych, metod, np. z zastosowaniem ro$lin ze
zmodyfikowang ekspresjg gendéw kodujacych reduktaze
azotanowg, NOS, Hb (wiele takich roslin jest juz aktual-
nie dostepnych), przyczyni sie do uzyskania jednoznacz-
nych, niebudzacych watpliwosci wynikéw, ktére pozwolg
na rozwigzanie niewyjasnionych do tej pory problemdw.
Istnieja powazne przestanki pozwalajgce przypuszczad,
ze wazng, specyficzng dla komorek roslinnych role w ho-
meostazie tlenku azotu w roslinach odgrywajg niesymbio-
tyczne hemoglobiny, a takze 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 systems depending on plant species, organ or tissue
as well 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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STRESZCZENIE

ostatnich latach kluczowg role w pobieraniu, dystrybucji i detoksykacji metali ciez-

kich w komérkach roslinnych przypisuje sie btlonowym systemom transportowym
[1,2]. Dotychczas zidentyfikowano i opisano u roélin liczne rodziny biatek transportuja-
cych metale ciezkie [1]. Coraz wiecej dowoddw wskazuje, ze wiekszo$¢ z nich znajduje
sie w zewnetrznej i wakuolarnej btonie komdérkowej [1,2]. Wykazano takze, ze transport
metali przez btony moze wykorzystywac¢ energie pochodzacag z rozktadu ATP lub elek-
trochemiczny gradient protonéw, wytwarzany przez pierwotne pompy protonowe. Obec-
no$¢ domen wiazacych nukleotydy w niektérych biatkach transporterowych sugeruje, ze
wykorzystujg one ATP jako Zrédio energii. Na bazie sekwencji reszt aminokwasowych
innych transporteréw trudno wnioskowaé¢ o mechanizmie ich dziatania. Jedynie badania
funkcjonalne takich transporteréw moga wykazaé, czy zroédtem energii do przenoszenia
metali przez btony moze by¢ tu gradient elektrochemiczny. W pracy przedstawiono krot-
ka charakterystyke transporteréw metalowych, dla ktérych wykazano funkcje wtérnego
transportu typu metal/H+

WPROWADZENIE

W ciggu ostatnich dziesiecioleci zanieczyszczenie S$rodowiska metalami
ciezkimi znacznie wzrosto. Ich nadmiar w $rodowisku wptywa negatywnie na
funkcjonowanie coraz to wiekszej i r6znorodnej grupy ekosystemoéw. Rosliny,
jako organizmy nie przemieszczajace sie w trakcie catego cyklu zyciowego, s3
szczegOlnie narazone na niekorzystne dziatanie jon6w metali obecnych w glebie.
Aby uchroni¢ sie przed toksycznym dziataniem metali ciezkich i jednocze$nie
utrzyma¢ w komoérce optymalne poziomy metali niezbednych dla prawidto-
wego funkcjonowania, rosliny wytworzyly mechanizmy regulujagce w sposob
kompleksowy pobieranie, akumulacje i usuwanie metali z komoérki. Kluczowa
role przypisuje sie tutaj btonowym systemom transportowym zlokalizowanym
w plazmolemie i btonach wewngatrzkomorkowych [1,2]. Transport metali przez
btony moze wykorzystywaé energie pochodzacg z rozktadu ATP (transport pier-
wotny) lub pierwotng site protonomotoryczng (pmf), wytwarzang przez pompy
protonowe (transport wtorny). W ostatnich latach pojawito sie wiele prac doty-
czacych transporteréw pierwotnych iich roli w utrzymaniu homeostazy jonowej
w komorkach. Wyréznia sie wéréd nich dwie rodziny biatek, charakteryzujace
sie obecnoscig specyficznych domen wigzacych nukleotydy: transportery typu
ABC oraz pompy metalowe, P,BATPazy [1,3,4]. Jednak znakomita wiekszos$¢
zidentyfikowanych do tej pory rodzin biatkowych transporterow metalowych
nie posiada zdolnosci hydrolizy ATP. Naleza tu biatka z rodzin: CAX, CDF,
Nramp i YSL, dla ktérych Zzrédtem energii jest prawdopodobnie elektrochemicz-
ny gradient protonéw, tworzony w btonach przy udziale pierwotnych pomp
protonowych [1], Poza wymienionymi biatkami, w transporcie rozmaitych me-
tali ciezkich przez btony prawdopodobnie uczestnicza réwniez transportery
magnezowe, dziatajagce jako antyportery [1,5]. W przeciggu ostatnich dziesieciu
lat, coraz liczniej prezentowano dowody na obecno$¢ transporterow wtérnych
metali u ros$lin. W zwigzku z tym, w artykule przedstawiono pokroétce najlepiej
dotagd zbadane rodziny biatek zaangazowanych w transport typu metal/H+w
btonach komérek roslinnych.

TRANSPORTERY CAX

Transportery CAX (ang. CAtion exchanger) nalezg do jednej z pieciu podro-
dzin biatek tworzacych duzg rodzine antyporteréw kationowych CaCA (ang.
Calcium/Cation Antiporters) [6]. Biatka CAX wystepuja u roslin, grzybéw i bak-
terii, ale jak dotad nie stwierdzono ich obecnos$ci u ssakéw [6]. Nie znaleziono
gendéw kodujacych transportery CAX w genomach cztowieka, myszy, Drosophila
czy Caenorhabditis elegans, aczkolwiek sekwencje homologiczne do roslinnych
CAX wystepujg u nizszych kregowcow: ptazéw iryb [7],

www.postepybiochemii.pl


mailto:mmigocka@biol.uni.wroc.pl
http://www.postepybiochemii.pl

Geny kodujace transportery CAX u roélin nalezg do
wielogenowej rodziny. Pierwsze doniesienia, pochodzace
z badan na Arabidopsis thaliana, sugerowaty, ze w genomie
tej rosliny wystepuje az 11 sekwencji typu CAX [8], Jednak
pbzniejsze analizy filogenetyczne dowiodty, ze sposréd zi-
dentyfikowanych gendéw tylko sekwencje CAXI-6 koduja
wilasciwe biatka CAX. Pozostate sekwencje (geny CAX7 do
11) wykazywaty znacznie wieksze podobieristwo do zalez-
nych od potasu antyporterow Na+#Ca2-niz do innych ge-
now CAX idlatego zostaty wiaczane do tej wiasnie rodziny
antyporteréw [7], Na podstawie sktadu aminokwasowego,
ros$linne biatka CAXI-6 podzielono na dwie r6zne filogene-
tycznie grupy: typ IA obejmujgcy: CAX1, CAX3 i CAX4 oraz
typ IB, do ktérego zaliczono: CAX2, CAX5 i CAX6 [7], Praw-
dopodobnie obydwa typy biatek petnig odmienne funkcje
w komarkach rosdlinnych.

U ro$lin wszystkie dotagd badane biatka CAX wystepuja
w bionach tonoplastowych, a energie do wtérnego trans-
portu jonéw do wakuoli czerpig z gradientu pH, wytwarza-
nego przez pompy protonowe tonoplastu, V-ATPaze i PPa-
ze [7], Przedstawiciele grupy CAXI-6 prezentujg podobny
typ budowy z niewielkimi réznicami w dtugosci sekwencji i
sktadzie aminokwasowym. Pojedynczy tancuch polipepty-
dowy transporterdw, ztozony z 400 aminokwasoéw, tworzy
w btonie tonoplastu 11 transbtonowych a-helis i posiada
kilka charakterystycznych domen wyrdzniajacych biatka
CAX sposréd innych antyporteréw kationowych (Ryc. 1).
Domeny te regulujg aktywnos$¢ i prawdopodobnie decyduja
o specyficznosci substratowej poszczego6lnych biatek CAX.
Naleza tu: domena autoinhibitorowa, motyw kwasnych
aminokwasoéw, domena wapniowa (CaD), domena manga-
nowa oraz domeny c-1ic-2.

Domena autoinhibitorowa, obecna w diugim, ekspono-
wanym do cytoplazmy N-koricowym fragmencie tancucha,

Transporter typu CAX

domena

autoinhibitorowa motyw kwasnych

aminokwasow

domena
manganowa

domena D

d do'ff{éna
omena (CAX2)

wapniowa CaD C1

C1: GNVTEL!ISIFALKNGMIRVVQLTLLGSILSNMLLV
C2: GNAAEHAGAIMFAMKDKLDLSLGVAIGSSIQISMF

Rycina 1. Model budowy transportera typu CAX (wg Shigaki i Hirschi [7], zmodyfikowane). Polipeptyd przecina btone tonopla-
stowg 12 razy. Domena autoinhibitorowa (niebieska) uczestniczy w negatywnej regulacji aktywnosci biatek CAX; domeny c-1 i c-2
(kropkowane), prawdopodobnie biorg udziat w selekcji specyficznych kationéw, transportowanych przez biatka CAX; domeny CaD,
manganowa i D (pomaraiczowe) oraz motyw kwasnych aminokwaséw moga determinowac specyficzno$¢ substratowg poszczegél-

nych biatek Cax (powinowactwo do wapnia, manganu i innych metali).
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odpowiada za regulacje aktywnos$ci biatek [9-11]. Kiedy
transformowano drozdze roslinnymi genami CAX1 i CAX2,
kodujacymi biatka pozbawione domeny autoinhibitorowej,
obserwowano podwyzszong akumulacje wapnia w waku-
olach grzybow [9,11]. Tak wiec domena autoinhibitorowa
wplywa negatywnie na aktywnos$¢ biatek CAX: prawdopo-
dobnie poprzez oddziatywanie z inng funkcjonalng domeng
biatka blokuje funkcje biatek [10,11], Podobna domena funk-
cjonuje w biatkach Ca2~ATPaz typu IIB, przy czym aktywa-
cjapomp wapniowych polega na przytaczeniu kalmoduliny
do domeny autoinhibitorowej [7], czego nie obserwowano
dotad w przypadku biatek CAX. Domeny autoinhibitorowe
sg nieco odmienne w poszczegdélnych izoformach CAX, w
zwigzku z czym uwaza sie, ze biatka regulatorowe wigzace
sie do tych domen i aktywujace CAX moga takze sie roznic
[7,10].

Motyw kwasnych aminokwasow, ztozony z ok. 20 reszt
aminokwasowych, wystepuje w duzej, hydrofilowej petli
eksponowanej do cytoplazmy, dzielgcej biatko na dwie,
niemal réwne, czesci. Niewiele wiadomo o funkcji tej do-
meny, jakkolwiek nie wyklucza sie jej udziatu w wigzaniu
transportowanych kationoéw i determinacji specyficznosci
substratowej biatka [7],

Domena wapniowa (CaD) jest obecna tylko w roélin-
nych CAX1, pomiedzy helisami 1i 2 [7], Prawdopodobnie
jest niezbedna w transporcie wapnia przez biatka CAXZ,
bowiem produkcja w komérkach drozdzy pozostatych re-
kombinowanych biatek CAX (zawierajagcych domene CaD
CAX1) prowadzita do wzrostu aktywnosci transportu wap-
nia do wakuoli grzybéw [12]. Ekspresja sekwencji genow
CAX pozbawionych motywu CaD nie dawata podobnych
efektow.

Domena manganowa to region ztozony z 3 reszt amino-
kwasowych (Cys-Ala-Phe), zlokalizowanych w hydrofilowej

petli pomiedzy helisg 4 i
5, charakterystyczny dla
biatek CAX2. Prawdopo-
dobnie jest on niezbedny
w transporcie manganu,
katalizowanym przez te
biatka [13]. Co ciekawe,
podobny region wyste-
puje w sekwencjach bia-
fek AtCAX5 i AtCAX6
Arabidopsis thaliana oraz
ZCAX2 Zea mays, co
wskazuje na potencjalng
role tych biatek w trans-
porcie Mn [13].

wakuola

Domeny c-1i c-2 zlo-
kalizowane sa w matych
hydrofilowych petlach,
potozonych, odpowied-
nio, pomiedzy 3 i 4 he-
lisg (strona wakuolarna)
oraz 8 i 9 helisg (strona
cytoplazmatyczna). Mu-

COOH
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Rycina 2. Mechanizm dziatania transporteréw CDF (wg Vazquez-lbar i wsp. [25], zmodyfikowane).

KoRenkov'a i wsp. [19]. Badacze wprowadzili
geny CAXI-4 Arabidopsis do Nicotiana tabacum
i wykazali, ze pecherzyki tonoplastowe, izolo-
wane ze wszystkich transformowanych roslin,
wykazywaty aktywno$ci transportu Ca, Mn, Cd
iZn na drodze antyportu metal/proton [19].

Co ciekawe, zwiekszone stezenie Na+w $ro-
dowisku takze stymulowato ekspresje gendw
CAX (CAXI-4), co wskazuje na udziat biatek ko-
dowanych przez te geny w odpowiedzi na stres
solny [7,20,21]. Z kolei dziatanie niskiej tempe-
ratury indukowato silnie akumulacje transkryp-
tow CAXw lisciach Arabidopsis, sugerujac udziat
biatka w aklimatyzacji roslin do stresu chtodu.
Wiele badan wskazuje takze, ze specyficzne
mutacje rozmaitych CAX (CAX1, CAX2 i CAX3)
objawiajg sie nie tylko zaburzeniami transpor-
tu metali do wakuoli, ale rowniez drastycznym
spadkiem aktywno$¢ V-ATPazy. Takie wyniki
sugeruja, ze w tonoplascie komdrek roslinnych
transport H+jest regulowany na zasadzie sprze-
zenia zwrotnego przez wtdrny transport metali
[22,23],

0

Dimeryczne biatka CDF, zlokalizowane w btonie cytoplazmatycznej, moga przyjmowac¢ dwa stany

konformacyjne, zr6znicowane pod wzgledem powinowactwa do przenoszonych substratow. W jed-

TRANSPORTERY CDF

nym z nich kanat transportera, ,,otwarty” w kierunku do cytoplazmy (I), wykazuje wysokie powi-
nowactwo do kationdw metali (Me), ktdre sg wigzane prawdopodobnie poprzez reszty histydynowe

(FI) biatka (I1). Protony (H+) z przestrzeni otaczajacej komorke wiaza sie do negatywnie natadowa-
nych reszt aminokwasowych biatek w pozycji trans w stosunku do substratu (Il), co zapoczatkowuje
zmiane konformacji transporteréw (111). Po osiggnieciu drugiego stanu konformacyjnego biatka, pro-
tony sa uwalniane do cytoplazmy, natomiast jony metalu przedostaja sie na zewnatrz komérki (1V),

co powoduje powr6t biatka do pierwszego stanu konformacyjnego (l).

tacje w tych domenach prowadzity do czesciowej lub catko-
witej redukcji transportu Ca2+i /lub Mn2tz udziatem biatek
CAX, stad przypisuje sie im role filtra w selekcji specyficz-
nych kationéw [14]. Prawdopodobnie, w procesie selekcji
kluczowga role odgrywajg reszty histydynowe obecne w re-
gionie c-2 [14], Reszty histydynowe obecne w polipeptydach
CAX moga byé réwniez zaangazowane w percepcje zmiany
pH w srodowisku komorki i zwigzane z tym modyfikacje
konformacji biatek [15]. Takie dziatanie udowodniono dla
reszty histydynowej 11-aminokwasowej domeny D wyste-
pujacej u CAX2 [15].

Funkcje roslinnych biatek CAX badano, analizujac eks-
presje genow kodujacych te transportery u roslin i transfor-
mowanych drozdzy. Wykazano, ze poszczeg6lne biatka tej
rodziny moga transportowac rézne jony metali (Ca, Mn —
OsCAXI i OsCAX3; Ca, Mn, Cd - AtCAX2-4) do wakuoli
drozdzy na drodze antyportu kation/proton [7,9,14,16,17].
Ekspresja genow CAX4 u A. thaliana byta indukowana w
obecnosci zwiekszonych stezern Mn i Ni w $rodowisku, co
wskazuje na udziat biatek tej rodziny w deponowaniu réz-
nych metali takze w wakuolach roslin [16]. Z kolei trakto-
wanie roslin egzogennym wapniem silnie stymulowato eks-
presje CAX1 i CAX3, sugerujac udziat kodowanych przez
geny biatek w transporcie wapnia. Powyzszg hipoteze po-
twierdzajg badania, ktore wykazaty, ze nadekspresja genéw
CAX2 u tytoniu powodowata zwiekszong akumulacje Mn
i Cd w transformowanych ro$linach [7,18]. Dotychczasowe
przypuszczenia, dotyczgce udziatu biatek CAX w transpor-
cie metali ciezkich, potwierdzity wyniki ostatnich badan
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Geny kodujace biatka z rodziny CDF (ang.
Cation Diffussion Facilitator) zidentyfikowano u
bakterii, Archea i Eucaryota [24]. Biatka tej ro-
dziny prawdopodobnie odpowiadajg za trans-
port metali, takich jak: cynk, kobalt, nikiel, man-
gan i kadm [24]. Mechanizm dziatania trans-
porterow CDF, zaproponowany przez Vazquez-lbar i wsp.
[25], przedstawiono na Ryc. 2. Prawdopodobnie transport
jonéw metali jest tu sprzezony z rbwnoczesnym przenosze-
niem protondéw w przeciwnym kierunku. Rowniez Delha-
ize i wsp. [26] wykazali, ze biatko nalezgce do tej rodziny
(ShMTPI) funkcjonuje na zasadzie antyportu Mn2/H +w
btonach wewnatrzkomdérkowych tropikalnej rosliny motyl-
kowej Stylosanthes hamata. Istniejg dowody na to, ze niektére
biatka tej rodziny uczestnicza w pobieraniu metali ciezkich,
a inne katalizujg transport metali na zewnatrz komoérek [24],
Transportery CDF zlokalizowano w plazmolemie, a takze
w btonach wewnatrzkomérkowych [24], Co ciekawe, Kim
i wsp. [27] zlokalizowali biatko TgMTPI z rodziny CDF za-
rowno w zewnetrznej btonie komérkowej, jak i w wakuoli.
W zwigzku z tym, autorzy sugerujg mozliwo$¢ wewngtrz-
komérkowego przemieszczania biatek CDF w odpowiedzi
na nadmiar metali ciezkich w komorce.

W zaleznosci od organizmu, transportery CDF réznig sie
zaréwno jakoscig, jak i iloScig (300-750) aminokwasow bu-
dujacych biatko. Pod wzgledem budowy wydzielono trzy
podgrupy transporteré6w CDF [24], Pierwszg grupe stano-
wig ZATI i ZAT2, wystepujace u Arabidopsis oraz biatka
zwierzagt — ZnT. Drugg podgrupe tworzg pozostate biatka
CDF eukariotow, witgcznie z biatkami drozdzy; natomiast
trzecia podgrupa zawiera wszystkie CDF prokariotow.
Najlepiej dotad scharakteryzowane biatka tej rodziny, to
transportery wydzielajgce Zn z cytosolu komorek ssakow,
nazwane ZnT: ZnT-1, -2, -3 i -4 [24]. Pierwszg rosling, u kto-
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rej zidentyfikowano geny kodujace biatka tej rodziny: ZAT1
i ZAT2 (ang. Zinc Arabidopsis Transporter) byta Arabidopsis
thaliana, przy czym sekwencja ZAT1 wykazuje najwiekszy
stopien podobienstwa w stosunku do ZnT2 (69%), nato-
miast sekwencja ZAT2 jest najbardziej podobna (64%) do
sekwencji ZnT4 [24],

Wystepujace u ssakdw geny ZnT kodujg biatka btonowe
zbudowane z 6 transbtonowych domen [24]. Analizy se-
kwencji genéw zidentyfikowanych u Arabidopsis wskazuja,
ze koduja one biatka o budowie zblizonej do biatek ZnT [24]
(Ryc. 3). Wydaje sie, ze cztery amfipatyczne helisy polipep-
tydow CDF (1, 2, 5 6) tworzg wewnetrzny rdzen biatka,
ktéry formuje kanat, a pozostate dwie hydrofobowe helisy
eksponowane sg na zewnatrz, do frakcji lipidowej btony
[24], W transbtonowych helisach 2, 5 i 6 biatek ZnT wyste-
pujg zachowane w ewolucji reszty asparaginianowe, ktore
moga bra¢ udziat w tworzeniu miejsc wigzacych kationy
wewnatrz kanatu [24]. W biatkach rodziny CDF, zaréwno u
ssakow, jak i u roslin, wystepuje zachowana w ewolucji do-
mena sygnaturowa, charakterystyczna tylko dla tej rodziny
transporterow (Ryc. 3): SLAI(V)MTDAAHLLTD [24],

Biatka ZnT posiadajg réwniez domene zbudowang z
wielu reszt histydynowych, zlokalizowang w duzej petli
cytoplazmatycznej, wystepujacej pomiedzy helisami 4 i 5.
Domena ta moze funkcjonowaé jako region wigzacy cynk
[24], Podobna domena wystepuje réwniez w biatkach ZATI
i ZAT2 u Arabidopsis, jakkolwiek u roslin jest ona znacznie

dtuzsza [24]. Podobny, bogaty w histydyny, motyw wyste-
puje u biatek z rodziny ZIP [24] i u niektérych ATPaz me-
talowych [24].

Jak dotad, zidentyfikowano wielu przedstawicieli ro-
dziny CDF u réznych gatunkow roslin, ale pod wzgledem
funkcjonalnym opisano nieliczne biatka ro$linne tego typu
(Ryc. 2). W tabeli 1 przedstawiono dotychczasowe rezultaty
badan nad biatkami CDF u roélin.

TRANSPORTERY Nramp

Rodzina Nramp (ang. Natural resistance macrophage prote-
in) to stosunkowo nowa rodzina biatek, ktdrym przypisuje
sie funkcje transporteréw dwuwarto$ciowych jonow metali.
Geny kodujace biatka Nramp wystepujg zarowno w komar-
kach bakterii, drozdzy, owadow, ssakow, jak i ro$lin i cha-
rakteryzujg sie wysokim stopniem zachowania w ewolucji
[24]. Pierwszy gen kodujacy biatko Nramp, gen Nrampl, zi-
dentyfikowano u ssakéw. Wykazano, ze koduje on integral-
ne biatko btonowe wystepujgce w lizosomach komérek ma-
krofagow [24]. Podczas fagocytozy biatko jest wbudowywa-
ne w btone fagosomu i, przypuszczalnie, poprzez kontrole
stezenia kationdw dwuwartosciowych w kompartymencie,
reguluje replikacje sfagocytowanych bakterii [24], Mutacja
w genie kodujacym to biatko prowadzi do podatnosci na
zakazenia przez wewnatrzkomdrkowe patogeny jak Myco-
bacterium, Salmonella i Leishmania [24],

Transporter typu CDF

domena
SLAI(V)MTDAAHLLTD

domena
histydynowa

Transporter typu Nramp

NH,

domena

QSSTMTGTYAGQFVMEGFLK

Rycina 3. Proponowane modele strukturalne wtérnych transporteréw metalowych z rodzin: CDF (TgMTPI) i Nramp
(AtNramp3). Modele sporzadzono przy uzyciu algorytmu TMHMM Server 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/

Badania nad biatkami Nramp
u ro$lin wyzszych zapoczatkowa-
no u Oryza sativa, gdzie zidenty-
fikowano trzy geny podobne do
Nrampl: OsNrampl, OsNramp2 i
OsNramp3 [24], Pdzniej zidentyfi-
kowano podobne geny u Arabidop-
dormena sis thaliana: AtNrampl, AtNramp2,
transportujgca kationy AtNrampB, AtNramp4, AtNramp5 i
e EIN2 [24], Takze EIN2 (ang. ethy-
COOH lene-insensitive 2), biatko uczest-
niczagce w transdukcji sygnatu
inicjowanej etylenem, wykazuje
znaczace podobienstwo do biatek
Nramp w hydrofobowym regionie
transporterow [24]. Na podstawie
podobienstwa sekwencji nukleoty-
dowych wyodrebniono dwie pod-
rodziny genow Nramp. Do pierw-
szej zaliczono: OsNrampl, OsN-
ramp3 i AtNramp5, a do drugiej:
OsNramp2, AtNrampl, AtNramp2,
AtNramp3 i AtNrampd [24].

cytosol

Budowa transportera typu
Nramp przedstawiona jest na ry-
cing 3. Podobnie jak u innych or-
ganizmoéw, roslinne biatka Nramp
zbudowane sg z 12 transbtono-

COOH

TMHMM-2.0), na podstawie sekwencji reszt aminokwasowych transporterow dostepnych w bazie NCBI: AAK91869 ~ WYych helis, przy czym cecha cha-

(TgMTPI) i NP179896 (AtNramp3) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). W obrebie struktury biatek wyrézniono motywy
reszt aminokwasowych charakterystyczne dla rodzin transporteréw typu CDF i Nramp. Na schemacie transportera
CDF zaznaczono dodatkowo dwie domeny: histydynowg i wigzaca kationy, ktére bezpos$rednio uczestnicza w wigza-

niu i transporcie jonéw metalowych.
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rakterystyczng tych biatek jest
dtugi, hydrofilowy rejon C-kon-
cowy tancucha polipeptydowego,
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Tabela 1. Funkcja i lokalizacja wybranych biatek z rodziny CDF zidentyfikowanych u ré6znych gatunkéw roslin.

Biatko CDF  Rodlina Funkcja Lokalizacja

(nr dostepu) komoérkowa

ZAT1 Arabidopsis thaliana udziat w pobieraniu Zn, sekwestracja Zn w wakuoli i/lub innych btony organelli

(NP850459) organellach wewngatrzkomo6rkowych, udziat w tolerancji na wewnatrzkomdérkowych
nadmiar Zn iutrzymaniu homeostazy Zn w komaérce [24]

ZTP1 Thlaspi caerulescens  sekwestracja Znw wakuoli i/lub innych organellach btony organelli

(AAK69428) wewnatrzkomoérkowych, udziat w tolerancji na wewnatrzkomaérkowych
nadmiar Zn, Cd i Pb w $rodowisku [1]

MTP1 Thlaspi goesigense sekwestracja Zn, Cd, Co i Ni w wakuoli,wydzielanie nadmiaru metali do btony plazmolemy i wakuoli

(AAK91869) apoplastu, udziat w tolerancji na nadmiar metali w $rodowisku [1,27]

(AAO38708)  Stylosanthes hamata sekwestracja Mn w wakuoli i/lub innych organellach btony organelli

wewngtrzkomérkowych, udziat w tolerancji na namiar Mn w $rodowisku[26] wewnatrzkomo6rkowych

eksponowany do wnetrza komorki [24]. Po stronie cyto-
plazmatycznej znajdujg sie takze 4 hydrofitowe petle trans-
portera [24]. W czwartej petli biatka, taczacej domeny 8 9,
wystepuje zachowany w ewolucji dla tej rodziny motyw,
odpowiadajacy za transportowg funkcje biatek Nramp: QS-
STMTGTYAGQFVMEGFLK [24]. Jest to najlepiej zachowa-
na sekwencja w obrebie rodziny Nramp, co wskazuje na jej
kluczowe znaczenie dla funkcji biatek [24], R6znice w se-
kwencji aminokwasowej biatek nalezacych do tej rodziny,
polegajace miedzy innymi na obecnosci, bagdz braku moty-
wow ulegajacych N-glikozylacji, sugeruja lokalizacje trans-
porteréw tego typu w réznych btonach komdérkowych [24],

PodobieAstwo gendw kodujacych biatka nalezace do
rodziny Nramp, pochodzacych od gatunkéw odlegtych
ewolucyjnie, wskazuje na podstawowg funkcje fizjologicz-
ng tych transporteréw, Swietnie zachowang w procesie
ewolucji [24], W badaniach prowadzonych na drozdzach i
ssakach dowiedziono, ze Nramp transportujg metale dwu-
warto$ciowe. Nalezgce do tej rodziny biatka drozdzy, SMF1
i SMF2, uczestniczg w pobieraniu jonéw Mn2; wykazujac,
odpowiednio, wysokie i niskie powinowactwo do tego
metalu [24], Wykazano réwniez powinowactwo obydwu
transporteréw do jonow Cu2+i Co2+[24]. Z kolei transporte-
ry Nramp u ssak6w stanowig gtéwny, niezalezny od trans-
feryny, system pobierania zelaza przez nerki [24], Transport
Fe2; Mn2; Zn2+-i innych dwuwarto$ciowych kationéw z
udziatem Nramp jest u ssakoéw zalezny od gradientu elek-
trochemicznego, stad przypisuje mu sie cechy wtdrnego
transportu H+ metal [24],

Transportery Nramp wykazujg wysoki stopien podobien-
stwa w obrebie swojej rodziny, co sugeruje, ze w roslinach
przedstawiciele tej grupy biatek petnig podobne funkcje do
swoich zwierzecych i drozdzowych homologéw. Przypusz-
czenia te potwierdzita heterologiczna ekspresja roslinnych
gendéw Nramp w mutantach drozdzy, w ktérych zablokowa-
no ekspresje gendw SMF, nalezacych do tej samej rodziny
transporteréw [28]. W transformowanych komadrkach do-
chodzito do zniesienia efektéw mutacji, co dowodzito, ze
roslinne biatka Nramp funkcjonalnie zastapity drozdzowe
biatka SMF [28]. Geny AtNrampl, -3 i -4 ulegaty wzmocnio-
nej ekspresji w korzeniach Arabidopsis w warunkach deficy-
tu Fe w $Srodowisku [28], co sugeruje udziat kodowanych
przez nie biatek w zaopatrywaniu roélin w zelazo. AtN-
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ramp3 ulega ekspresji zaréwno w wigzkach przewodzacych
korzeni, jak i todygach i lisciach, w zwigzku z czym po-
stuluje sie udziat biatka AtNramp3 w dalekim transporcie
metali w roslinach [29]. Biatko z rodziny Nramp u pomi-
dora, LeNrampl, jest takze syntetyzowane w parenchymie
naczyn korzenia, a ekspresje LeNrampl réwniez indukuje
deficyt Fe w $rodowisku [30]. To wskazuje, ze biatko LeN-
ramp moze uczestniczyé w mobilizacji Fe w parenchymie
naczyn korzenia w warunkach niedoboru tego pierwiastka
w $rodowisku. Z kolei analizy Northern Btot dowiodty, ze
geny OsNrampl i OsNramp2 ulegajg ekspresji, odpowiednio,
w korzeniach i lisciach, podczas gdy OsNramp3 koduje biat-
ko wystepujace w obydwu organach [24], co dowodzi, ze
aktywno$¢ transporteréw Nramp moze by¢é w rézny sposob
regulowana, zaleznie od typu tkanki, w jakiej wystepujg i
jonow metali, ktore przenoszg przez btony (Ryc. 3).

TRANSPORTERY YSL

Kolejng rodzing biatek posredniczacych w transporcie
metali ciezkich sg biatka YSL (ang. Yellow Stripe-Like). Naleza
one do wiekszej rodziny biatek transportujacych oligopep-
tydy, OPT (ang. Oligopeptide Transporter Family) [31]. Biatka
YSL wykryto dotad u rzodkiewnika (Arbaidopsis thaliana),
tobotkéw (Thlaspi cearulescens), kukurydzy (Zea mays) i ryzu
(Oryza sativa). Zaleznie od rodzaju biatka oraz gatunku rosli-
ny, transportery YSL wykazujg r6zng lokalizacje organowg
i tkankowa, jednak szczegdlnie obficie wystepuja w komor-
kach towarzyszacych naczyniom. Dlatego przypisuje sie im
szczegO6lng role w transporcie dalekim metali ciezkich [32],

U roslin jednolisciennych biatka YSL posredniczg w trans-
porcie metali, gtownie zelaza, w kompleksach z fitosiderofo-
rami. Natomiast u roslin dwulisciennych jony metali trans-
portowane sa w kompleksie z nikotynoaming, niebiatkowym
aminokwasem [32], Transport ten ma charakter symportu
protonowego, w ktérym metal razem z protonem ulegajg
przemieszczeniu z apoplastu do cytoplazmy [33,34].

Pojedynczy tancuch polipeptydowy transporteréw YSL
sktada sie z okoto 700 aminokwasdw i przecina btone 14-
15 razy, zaleznie od gatunku rosliny [32], Rejon N-koncowy
tancucha z wolng grupg aminowa jest rejonem bogatym w
reszty kwasnych aminokwasdw, glutaminian i asparaginian
[32,35,36].
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Najlepiej poznane pod wzgledem kinetycznym sg biatka
YSL kukurydzy. Wykazano, ze odpowiadajg one za pobie-
ranie zelaza w kompleksie z fitosideoroforami, a ich synteza
jest stymulowana w warunkach niedoboru Fe. Fleterolo-
giczna ekspresja ZmYSL w oocytach Xenopus i komérkach
drozdzy dowiodta, ze biatka te, poza zelazem, mogg takze
transportowac inne metale, takie jak: Zn, Ni i Cu [33-35].

W genomie ryzu stwierdzono az 19 sekwencji kodujacych
biatka OsYSL [2]. Ich ekspresja wykazuje rézng specyficz-
no$¢ organowag ijestw rézny sposob regulowana przez sta-
tus zelazowy $Srodowiska. | tak, ekspresja OsYSL2 zachodzi
tylko w lisciach i rozwijajacych sie nasionach ryzu ijest sty-
mulowana w warunkach deficytu zelaza. Z kolei ekspresja
genu OsYSL13 zachodzi gtéwnie w lisciach, ale nie zalezy
od dostepnosci zelaza. Fundamentalny charakter ma takze
ekspresja gen6w OsYSLO oraz OsYSL14, a kodowane przez
nie biatka zidentyfikowano zaréwno w liSciach, jak i korze-
niach. Z kolei ekspresja genu OsYSL15 ma miejsce tylko w
korzeniach ijest indukowana w warunkach deficytu zelaza
w Srodowisku [36]. Substratami biatek OsYSL sg kompleksy
zelaza lub manganu z nikotynoaming, a ich funkcja prawdo-
podobnie polega na regulacji transportu metali we floemie.
Dowodzi tego wysoka ekspresja przynajmniej niektérych
genow OsYSL w komoérkach towarzyszgcych sitom [36].

W genomie Arabidopsis thaliana znaleziono 8 gendw z
rodziny YSL, ktére najprawdopodobniej kodujg biatka
transportujgce metale (Fe, Zn, Cu) w kompleksie z nikoty-
noaming [32]. Jedynie dwa z nich, AthYSLI oraz AthYSL2,
badano pod wzgledem funkcjonalnym. | tak wykazano, ze
ekspresja AthYSLI zachodzi gtéwnie w parenchymatycz-
nych komorkach lisci otaczajacych wigzki przewodzace
oraz w miodych strgkach, co sugeruje udziat biatka za-
rowno w dalekim transporcie zelaza, jak i zaopatrywaniu
nasion w ten pierwiastek. Obnizona akumulacja Fe w na-
sionach mutantow ysll potwierdzita taka funkcje AthYSLI
[37], Duzo lepiej scharakteryzowano transporter AthYSL2.
Deficyt zelaza w $rodowisku powodowat znaczne zaha-
mowanie syntezy AtYSL2, natomiast optymalny poziom
zelaza stymulowat ekspresje genu kodujgcego biatko [38].
Dowiedziono takze pozytywnego wptywu jonéw miedzi na
ekspresje AthYSLI [32], Pokazano ponadto, ze synteza biat-
ka zachodzi we wszystkich czesciach rosliny [32]. Najwyz-
szg ekspresje AthYSLI zanotowano w komoérkach systemu
waskularnego korzeni i lisci, co sugeruje udziat AtYSL2 w
dystrybucji metali w obrebie réznych organéw [32],

Kilka biatek nalezagcych do klasy YSL zidentyfikowano
takze w komaérkach Thlaspi cearulescens. Roslina ta zaliczana
jest do grupy tzw. hiperakumulatoréw i charakteryzuje sie
podwyzszong tolerancjg na metale ciezkie: moze akumulo-
wac¢ w swoich tkankach duze ilosci cynku, kadmu i niklu
[39]. Sposréd gendw zidentyfikowanych u T. cearulescens
najlepiej poznano TcYSL3, TcYSL5 oraz TcYSL7. Ekspresja
gendw typu YSL u T. cearulescens ma charakter ciaglty (nie
zalezy od obecnos$ci metali w $rodowisku) [40]. Podobnie
jak YSL Arabidopsis, biatka TcYSL3, TcYSL5i TcYSL7 posred-
niczg w transporcie jonow metali w kompleksach z nikoty-
noanaming z apoplastu do cytoplazmy i zlokalizowane sg
w komdrkach zwigzanych z systemem waskularnym [40],
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Stosunkowo wysoka ekspresja biatek YSL u Thlaspi moze
warunkowac tolerancje tej roslin na stres metali ciezkich w
Srodowisku [40].

Charakterystyka biatek YSL u réznych gatunkéw roslin
wykazuje, iz mogg one by¢ syntetyzowane w odpowiedzi
na niedobor zelaza lub w warunkach dostatecznego doste-
pu tego pierwiastka w srodowisku. Dodatkowo, ekspresja
gendéw YSL zachodzi w rédznych tkankach, zaleznie od ro-
dzaju biatka oraz od gatunku rosliny. Wydaje sie, ze biatka
YSL posrednicza w ogélnej dystrybucji zelaza, a takze in-
nych metali ciezkich, takich jak: cynk, mangan czy miedz.

TRANSPORTERY MAGNEZOWE

Najpowszechniej wystepujacym w komaérkach kationem
dwuwartosciowym jest magnez. Metal ten jest niezbedny do
prawidtowego przebiegu wielu proceséw metabolicznych,
zwitaszcza w reakcjach enzymatycznych zuzywajacych ATP.
Reguluje aktywnos$¢ enzymow (fosfatazy, ATPazy, polime-
razy RNA), a takze stabilizuje strukture bton komoérkowych
[5]. W komérkach ros$linnych jest kluczowym sktadnikiem
czasteczek chlorofilu. Transportery uczestniczgce w pobie-
raniu i dystrybucji jonéw magnezu zidentyfikowano u bak-
terii, drozdzy, rosdlin izwierzat [5,41,42]. Biatka te wystepuja
w btonach plazmolemy, tonoplastu i mitochondrium [1,41].
W ostatnich latach wykazano, Ze transportery magnezowe
uczestniczg takze w transporcie innych metali, w tym meta-
li ciezkich [5]. Shaul i wsp. [42] wykazali, ze w komérkach
Arabidopsis biatko tonoplastu, AtMHX, na zasadzie antypor-
tu przenosi do wakuoli nie tylko Mg2 ale takze Zn2+i Fe2+
Dosy¢ szeroka specyficznos$¢ substratowa bhiatka moze wy-
nikaé z tego, ze promienie jonowe transportowanych metali
majg podobne rozmiary [43]. Ekspresja AtMHX zachodzi
gtownie w tkankach naczyniowych, tak wiec transporter
ten moze odgrywac kluczowa role w dystrybucji Mg2+; Zn2+
i Fe2rpomiedzy rézne organy roslinne [43]. Réwniez trans-
porter magnezowy AtMGTI, ktéry wystepuje w zewnetrz-
nej btonie komdrkowej, obok magnezu transportuje takze
jony Ni2y Co2t Fe2s Mn2+i Cu2+tprzez plazmoleme. Jednakze
w przypadku metali ciezkich aktywno$¢ transportowa biat-
ka byta widoczna tylko przy bardzo duzych stezeniach tych
metali, przekraczajgcych stezenia fizjologiczne (0.1 mM-
1 mM dla CuiCo, >1 mM dla FeiMn, 1-10 mM dla Cd) [5].
Nie ma takze dowodow wskazujacych, ze transport metali
katalizowany przez AtMGTI ma charakter aktywny.

PODSUMOWANIE

Znaczny postep badan nad transportem metali ciezkich w
tkankach ikomdrkach roslinnych w przeciggu ostatnich 10 lat,
a takze sekwencjonowanie genomdw roslinnych (Arabidopsis
thaliana i Oryza sativa) przyczynity sie do poznania kilku ro-
dzin gendéw, kodujacych transportery metali ciezkich w orga-
nizmach roslinnych. Dzieki temu wiemy, ze komorki roslin
sg wyposazone w liczne i réznorodne biatka zaangazowane
zarbwno w pierwotny, jak i wtdrny transport metali. Biatka
te petnig kluczowsa funkcje w precyzyjnej kontroli stezenia
metali w cytoplazmie, odpowiadajac zaréwno za dystrybu-
cje niezbednych metali do poszczegdlnych kompartymentéw
komorki, jak i za usuwanie nadmiaru metali do wakuoli lub
apoplastu. O ile pierwotny, zalezny od ATP, transport metali
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Rycina 4. Rozmieszczenie transporterow wtornych metali cigzkich w komorce roslinnej. Uproszczony schemat  within cation transporter families of Arabidopsis.

komérki roslinnej zawiera gtéwne organelle komérkowe: wakuole (W), jadro (J), aparat Golgiego (AG), mito-
chondrium (M) i chloroplast (CHL) otoczone zewnetrzng btong komdrkowa. Dotychczasowe badania wykaza-
ty wystepowanie wtérnych transporteréw metali w zewnetrznej btonie komérkowej: transportery typu Nramp,
CDF (MTP1) i YSL oraz w tonoplascie: transportery typu Nramp, Cax, CDF (MTP1 i ZAT) i magnezowe (MHX).
Wydaje sie, ze biatka typu CDF i CAX funkcjonuja jako antyportery metal/H+ [25,26], natomiast biatka typu
Nramp i transportery YSL dziatajg na zasadzie symportu metal/hL [1,2]. Zrédtem energii dla tych transporterow
jest gradient elektrochemiczny generowany przez pompy protonowe plazmolemy i tonoplastu (H+ATPazeg i V-

ATPaze).

w komdrkach roslinnych jest coraz lepiej udokumentowany,
jak dotad niewiele wiemy o potencjalnych kotransporterach
typu metal/proton. Burzynski i wsp. [44], a takze Migocka i
Ktobus [45], wykorzystujgc btony plazmolemy izolowane z
korzeni ogérkow, wykazali, ze w zewnetrznej btonie komér-
kowej tych roslin wystepuje aktywny system transportowy
wydzielajagcy Cu, Cd, Pb, Mn i Ni z komorki na drodze an-
typortu metal/proton. Dowod6w na wystepowanie podob-
nych aktywnos$ci w tonoplascie dostarczyli wcze$niej Gries i
Wagner [46] oraz Gonzales iwsp. [47], wykazujac, zalezny od
sity protonomotorycznej, transport Cd, Mn i Zn do wakuoli
owsa. Nie okreslono jak dotad, ktore biatka mogtyby odpo-
wiadac za te aktywnosci, ale wykazano, ze przedstawiciele
niektérych rodzin transporteréw metali funkcjonujg jako
transportery wtorne, zalezne od gradientu elektrochemicz-
nego wytwarzanego przez pompy protonowe plazmolemy i
tonoplastu. Co wiecej, wykazano plazmolemowsg i tonopla-
stowg lokalizacje potencjalnych wtérnych transporteréw me-
tali ciezkich w komaérkach roslinnych (Ryc. 4).

Obecnie, badania nad poszczegdélnymi rodzinami trans-
porterow metali u roslin koncentruja sie na potwierdzeniu
ich roli w przenoszeniu jonoéw metali, okresleniu ich specy-
ficznosci substratowej, lokalizacji wewnatrzkomérkowej, a
takze wyjasnieniu mechanizmu ich dziatania.
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ABSTRACT

It has been recently well 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

Ikaloidy naleza do metabolitéw wtérnych produkowanych przez roéliny. Stanowig one

bardzo niejednolita grupe, gdyz wywodzg sie z réoznych substancji pierwotnych. Zain-
teresowanie wtasciwosciami chemicznymi i mozliwos$cig wykorzystania alkaloidéw przez
cztowieka datuje sie od czaséw starozytnych. Do dzi$ drogi biosyntezy wielu z nich pozo-
stajg niewyjasnione. Kazdy z przedstawicieli rodziny psiankowatych zawiera alkaloidy. Ko-
lebka tych roélin s Ameryka Potudniowa i Ameryka Srodkowa. Obecnie jest to jedna z grup
roslin szeroko rozpowszechnionych na catym $wiecie i bardzo intensywnie wykorzystywa-
nych przez cztowieka. Z tego wzgledu wydaje si¢ interesujgce zebranie wiadomosci na temat
alkaloidéw, swoistych substancji roslin z rodziny psiankowatych.

WPROWADZENIE

Od czasow prehistorycznych do terazniejszosci alkaloidy, bgdz wyciagi ro-
Slinne bogate w alkaloidy, byty wykorzystywane jako $rodki o wiasciwosciach
farmakologicznych lub trucizny. Sokrates zmart w roku 399 przed naszg erg po
spozyciu napoju zawierajgcego koniine. Zony niektérych cesarzy rzymskich,
np. Klaudiusza, bez skruputéw uzywaty wyciagéw z roslin psiankowatych do
usuwania ,niewygodnych" obywateli Imperium. Réwniez kobietom zawdzie-
czamy rozpowszechnienie naturalnej atropiny jako $rodka rozszerzajacego zre-
nice. Jako pierwsza ten ,kosmetyk", pochodzgcy z Hyoscyamus niger, stosowata
Kleopatra. W okresie Renesansu do tych samych celéw kobiety uzywaty wycig-
gow z Atropa belladonna. Stosowane przez Starozytnych $rodki farmakologiczne
byly najczesciej mieszaning réznych alkaloidow. Najstarszym znanym $rodkiem
farmakologicznym jest mieszanina alkaloidéw zawarta w opium, soku mlecz-
nym otrzymywanym z niedojrzatych owocni (makowek) Papaver somniferum.
Uzywanie opium w mieszaninie z winem, jako $rodka usypiajagcego i uSmie-
rzajacego boél, zostalo odnotowane przez Sumeréw na glinianych tabliczkach
pochodzacych z ok. 2500 r. przed naszg erg. Nazwe gatunkowa somniferum mak
zawdziecza Linneuszowi, ktéry nadat ja, sugerujac sie wiasciwosciami usypia-
jacymi ekstraktow z tej rosliny. Na potkuli zachodniej Aztekowie iinne kultury
z tego regionu uzywali kaktusa ,,peyote” (Lophophora williamsii), zawierajgcego
meskaling, jako srodka halucynogennego podczas obrzeddéw religijnych. Z tego
regionu geograficznego pochodzi rodzina psiankowatych (Solanaceae). Gatunki
nalezace do psiankowatych zawierajg wysoki poziom toksycznych alkaloidéw.
Z drugiej strony, wiekszos$¢ gatunkow jest dobrze znana cztowiekowi od czasow
historycznych i wykorzystywana przez niego do celéw gospodarczych, jako zré-
dto srodkéw farmakologicznych, uzywek, pokarmu ijako rosliny ozdobne.

Rodzina psiankowatych (Solanaceae) obejmuje rosliny wystepujace gtdwnie
w klimacie subtropikalnym itropikalnym, nieliczne w klimacie umiarkowanym.
Kolebka wiekszosci gatunkow jest Ameryka Potudniowa. Wsrdd ok. 2500 gatun-
kéw spotykane sg formy jednoroczne, dwuletnie, jak i wieloletnie. Najczesciej
sg to ros$liny zielne, rzadziej krzewy, niskie drzewa lub pnacza. U wigkszoSci
przedstawicieli kwiaty sg promieniste, obuptciowe o koronie zrostoptatkowej,
czesto tworzg kwiatostany typu wierzchotki. Preciki czesto zrastajg sie nitkami,
otaczajac jeden gorny, dwukrotny stupek. Dwukomorowa zalaznia przeksztatca
sie w owoc typu jagody lub torebki. Liscie sa pojedyncze, skretolegte bez przy-
listkbw. Pedy i liscie niektérych gatunkdw pokryte sg wioskami gruczotowymi
lub kolcami.

Liczne gatunki psiankowatych wykorzystywane byty od stuleci po dzien dzi-
siejszy jako zrodto pokarmu, przyprawy, lekarstwa, uzywki i trucizny. Rosliny
znane i wykorzystywane juz w starozytnos$ci to np.: tyton, lulek czarny, ziem-
niak, mandragora czy Withania somnifera. Ro$liny z rodziny Solanaceae czesto
wytwarzajg atrakcyjne, duze kwiaty o réznych kolorach i sg wykorzystywane
do celow ozdobnych. Przyktadem moze by¢ rodzaj Petunia, obejmujacy rosliny

www.postepybiochemii.pl


mailto:jerzykj@biol.uni.wroc.pl
http://www.postepybiochemii.pl

roczne i wieloletnie, rosngce w stanie dzikim w Ameryce
Potudniowej, a u nas uprawiane, gtdéwnie mieszance mie-
dzygatunkowe. Inng grupe roslin ozdobnych tworzg krze-
wiaste i drzewiaste gatunki zaliczane dawniej do rodzaju
Datura, a obecnie wydzielone w osobny rodzaj Brugmansia,
np. Brugmansia x insignis, zwana anielskimi trgbkami ze
wzgledu nawyjatkowo duze iozdobne kwiaty. Wiele gatun-
kéw psiankowatych spotykanych jest tylko w okreslonych
regionach, gdzie, rosnac dziko badZz w uprawie, dostarczajg
jadalnych owocéw (Cyphomandra, Lycopersicon, Capsicum,
Solanum), bulw (Solanum), Srodkéw odurzajgcych (lochroma,
Solandra, Brugmansia) czy surowcéw leczniczych (Scopolia
lurida, Datura metel, D. inoxia, Withania somnifera). Wybra-
ne gatunki uprawiane sg na duzg skale, na catym Swiecie
w celu pozyskania surowcéw pokarmowych, leczniczych i
przemystowych. Dzieki nowoczesnym technikom inzynie-
rii genetycznej powstaty nowe odmiany bardziej odporne
na patogeny iinne szkodliwe czynniki srodowiska. Uzyska-
no rowniez rosliny transgeniczne o zwigkszonych mozliwo-
$ciach syntezy okreslonych substancji chemicznych. W Pol-
sce wystepuje kilkanascie gatunkdw psiankowatych, sg to
rosliny uprawne i dziko rosngce. Wiekszo$¢ zostata krotko
omdéwiona ponizej, ponadto spotykane sa: lulecznica krain-
ska (Scopolia carniolica), miechunka rozdeta (Physalis alkeken-
gi), kolcowoj szkartatny (Lycium halimifolium). Szcze$liwie
w czesciach jadalnych ziemniakéw i pomidorow, dwéch
najbardziej rozpowszechnionych obecnie i wykorzystywa-
nych gospodarczo gatunkéw psiankowatych, zawarto$é
substancji szkodliwych jest ponizej poziomu toksycznosci
dla cztowieka. Obecnie wybrane gatunki psiankowatych
uprawiane sg na duzg skale. Ich znaczenie gospodarcze, a
takze cechy gatunkowe sprawiajg, Ze sg czestym obiektem
badan naukowych.

ALKALOIDY

Stowo alkaloid (od arabskiego al-kali — potaz i od grec-
kiego eidos — posta¢) oznacza ,,przybiera posta¢ zasady."
Nazwa ta obejmuje duzag grupe zwigzkéw organicznych,
gtéwnie produktéw metabolizmu wtdrnego roslin, zawie-
rajagcych atom azotu w pierScieniach heterocyklicznych.
Wiekszos¢ alkaloidéw ma charakter zasadowy, chociaz ist-
niejg alkaloidy wykazujgce odczyn obojetny, np. kolchicyna
czy kapsaicyna.

Oprécz roslin wyzszych, wystepowanie alkaloidow
odnotowano u grzybéw (np. Claviceps purpurea ), paprot-
nikéw (np. Lycopodium ) i nagozalgzkowych (np. Taxus,
Ephedra). U zwierzat réwniez wystepujg zwigzki zaliczane
do alkaloidow. Najbardziej znane sg alkaloidy ptazow, np.
samandryna u Salamandra maculosa, bufoteina u Bufo bufo,
batrachotoksyna u Phyllobates aurotenia, histrionikotoksyna
u Dendrobates histrionicus. Postuluje sie jednak, ze ptazy na-
bywajg te zwigzki z zewngatrz wraz z pokarmem, zjadajac na
przyktad owady. W Swiecie zwierzat alkaloidy moga petni¢
funckje na przyktad feromonéw lub sg sktadnikami truja-
cych wydzielin gruczotdéw skdrnych.

Biogenetycznie alkaloidy pochodzg z aminokwasow.
Sporadycznie sg to pochodne innych substancji (terpendw,
puryn). W komorce moga wystepowaé w stanie wolnym
lub jako rozpuszczalne w wodzie sole. Po ekstrakcji sg to
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substancje state (z wyjatkiem nikotyny, ktéra jest bezbarw-
ng ciecza, tatwo ulegajgcg utlenieniu na powietrzu i wte-
dy jej barwa zmienia sie na brunatng). Majg gorzki smak.
Alkaloidy wykazujg silne dziatanie fizjologiczne na orga-
nizm cztowieka, od stymulujgcego, poprzez narkotyczne
do toksycznego. Budzity zainteresowanie ludzi od czaséw
starozytnych, ale dopiero w roku 1806 udato sie wyizolo-
wac pierwszy z nich. Byla to morfina wydzielona z opium,
ktérej budowa zostata wyjasniona dopiero w 1952 r. Rozwoj
metod analitycznych pozwolit na oszacowanie tej grupy
zwigzkéw na ok. 15000. Duzym utrudnieniem w uporzad-
kowaniu wiedzy o alkaloidach jest niska zawarto$¢ w mate-
riale roslinnym tych substancji oraz r6znorodna i skompli-
kowana budowa chemiczna [1,2].

Alkaloidy, jako swoiste produkty metabolizmu wtérne-
go, spotykane sg gtéwnie u roslin dwulisciennych, bardzo
rzadko u jednolisciennych czy iglastych. Nie znaleziono ich
dotagd w rodzinach rézowatych (Rosaceae), pierwiosnkowa-
tych (Primulaceae), wrzosowatych (Ericaceae) i storczykowa-
tych (Orchidaceae). Do najbogatszych w te zwigzki nalezg
miedzy innymi: makowate (Papaveraceae), motylkowe (Fa-
baceae) oraz psiankowate (Solanaceae). U psiankowatych al-
kaloidy wykryto we wszystkich rodzajach nalezacych do tej
rodziny. Najczesciej w roslinie spotyka sie mieszanine kilku
alkaloiddw, ktorej sktad zalezy w duzym stopniu od wieku
rosliny i badanego organu [3]. Zwigzki te wystepujg w calej
roslinie lub w okreslonych jej czesciach, np.: w korze (chini-
na), w owocni (papaweryna), lisciach (kokaina, nikotyna),
podczas gdy inne jej czesci sg wolne lub zawierajg tylko $la-
dowe ilosci alkaloiddw.

Podwyzszony poziom alkaloidow jest charakterystycz-
ny dla tkanek o wzmozonym metabolizmie, tj. merystemow
pedu i korzenia, mtodych lisci. Biosynteza zachodzi w cy-
toplazmie, a jej intensywno$¢ zalezy od stadium ontoge-
netycznego rosliny. Stwierdzono, ze w miare starzenia sie
rosliny maleje na og6t ilos¢ alkaloidéow w tkankach. Wytwo-
rzone zwigzki moga by¢ odktadane w wakuoli w miejscu
biosyntezy lub transportowane do innych tkanek i tam zu-
zywane albo magazynowane w wakuolach. Podczas trans-
portu lub w miejscu docelowym moga ulegaé wzajemnym
przeksztatceniom [2,3]. Biosynteza alkaloidow, podobnie
jak innych zwigzkéw chemicznych produkowanych przez
komdrke, podlega kontroli genetycznej, a caly proces jest
modyfikowany zaréwno przez czynniki wewnetrzne, jak
i zewnetrzne. Do czynnikdw wewnetrznych nalezy po-
ziom i wzajemne relacje fitohormonéw w komérce [4-6].
Fitohormonem regulujgcym biosynteze wielu metabolitéw
wtdrnych u roslin wyzszych jest kwas jasmonowy i jego
metylowa pochodna. Jasmoniany moga dziata¢ na dwoch
réznych poziomach. Z jednej strony mogg aktywowac geny
odpowiedzialne za produkcje okreslonego biatka enzyma-
tycznego, z drugiej strony dziata¢ bezposrednio na dany
enzym, modulujgc jego aktywno$¢ [7]. Wykorzystujac do
badan hodowle tkankowe komdrek korzeni niektérych ga-
tunkow roslin psiankowatych (Hyocsyamus muticus, Hyoscy-
amus niger, Datura stramonium, linia BY-2 komérek tytoniu),
zaobserwowano wzrost aktywnos$ci enzymow szlaku bio-
syntezy alkaloidéw tropanowych. Wrazliwe na dziatanie
jasmonianéw byty tylko komoérki korzeni itam obserwowa-
no akumulacje skopolaminy i hioscyjaminy. W komaérkach
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kalusa nie obserwowano tego typu efektéw, co dodatkowo
wskazywato na korzen jako gtdwne miejsce biosyntezy al-
kaloidow [8-10].

Takze parametry Srodowiska zewnetrznego, takie jak np.
temperatura, nastonecznienie czy wilgotno$¢, majg wptyw
na ilos¢ i jakos¢ alkaloidow w roslinie. Szczeg6lnie wpityw
Srodowiska zewnetrznego jest widoczny u roslin z rodziny
psiankowatych, pochodzacych z klimatu subtropikalnego.
Aklimatyzacja tych roslin do klimatu umiarkowanego cze-
sto prowadzita do spadku lub wrecz braku syntezy alkalo-
idow.

Klasyfikacja alkaloidow zawsze sprawiata pewne ktopo-
ty. Zanim doktadnie poznano ich budowe chemiczng, gtow-
nym kryterium podziatu na grupy byto biologiczne zrédto
pozyskiwania tych substancji. | tak méwiono o alkaloidach
maku, szaleju, itp. Obecna klasyfikacja opiera sie gtownie
na budowie chemicznej tych zwigzkéw. Wyrdznia sie trzy
typy alkaloidéw: 1) alkaloidy wtasciwe (zawierajg azot w
pierscieniu heterocyklicznym); 2) protoalkaloidy (zawierajg
azot w tancuchu bocznym, poza pierscieniem heterocyklicz-
nym). Oba typy to pochodne aminokwasoéw; 3) pseudoalka-
loidy (zawierajg azot w pierScieniu heterocyklicznym), nie
sg pochodnymi aminokwaséw.

Bardziej szczegdtowy podziat bierze pod uwage takze
droge biosyntezy i prekursory danej grupy alkaloidow w
komdrce. Mamy wiec: 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.

Jezeli za gtéwne kryterium podziatu przyjmiemy amino-
kwas, z ktérego pochodzi grupa alkaloidéw, otrzymujemy
podziat na alkaloidy pochodne przyktadowo: ornityny (al-
kaloidy tropanowe), tyrozyny (alkaloidy izochinolinowe),
tryptofanu (alkaloidy indolowe), lizyny (alkaloidy pipery-
dynowe lub chinolizydynowe). U psiankowatych wystepujg
gtdwnie alkaloidy tropanowe (hioscyjamina, skopolamina,
atropina), alkaloidy zawierajgce pirol (nikotyna, nornikoty-
na), pochodne pirydyny ipiperydyny (anabazyna), glikoal-
kaloidy sterydowe (a-solanina, a-czakonina) oraz fenyloal-
kiloaminy (kapsaicyna), nalezace do protoalkaloidow [1,6]

BIOSYNTEZA ALKALOIDOW

BIOSYNTEZA ALKALOIDOW TROPANOWYCH

Gtownym miejscem biosyntezy alkaloidow tropanowych
jest system korzeniowy roéliny. Prekursorem jest ornityna,
aminokwas niebiatkowy o charakterze zasadowym. Pro-
cesem zapoczatkowujacym biosynteze jest dekarboksy-
lacja ornityny prowadzona przez enzym dekarboksylaze
ornitynowg (ODC). Produktem jest poliamina putrescyna.
Ten etap biosyntezy jest wspélny dla syntezy alkaloidéw
tropanowych, nikotyny i jej pochodnych oraz poliamin.
Pierwszym enzymem specyficznym dla szlaku syntezy al-
kaloidow jest N-metylotransferaza putrescynowa (PMT).
Przeprowadza ona reakcje metylacji azotu, co prowadzi do
powstania N-metyloputrescyny. Grupa metylowa pochodzi
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z S-adenozylometioniny. Zmetylowana forma putrescyny
ulega oksydacyjnej dezaminacji, dalej spontanicznej cykli-
zacji, ktorej efektem koncowym jest N-metylo-A'-pirolina,
produkt posredni w syntezie alkaloidéw tropanowych i pi-
rolidynowych. Kondensacja N-metylo-A'-piroliny z dwoma
czasteczkami acetylo-S-CoA daje tropinon. W tym miejscu
szlak biosyntezy ulega rozgatezieniu. Tropinon moze by¢
substratem dwoch stereospecyficznych oksydoreduktaz: re-
duktazy tropinonowej TR (EC 1.1.1.206) lub reduktazy tro-
pinonowej TR Il (EC 1.1.1.236). Oba enzymy to niewielkie
biatka, ktérych sekwencja aminokwasowa jest w 50% iden-
tyczna, co przemawia za wsp6lnym pochodzeniem tych
czasteczek. Kofaktorem TR I jak i TR Il jest NADPH. Ak-
tywnos¢ katalityczna TR | prowadzi do powstania tropiny i
dalej, poprzez estryfikacje kwasem tropowym (pochodnym
fenyloalaniny), do powstania hioscyjaminy. W roslinach
powstaje optycznie czynny stereoizomer L-hioscyjamina,
gtéwny alkaloid wielu przedstawicieli psiankowatych.
Atropina to mieszanina racemiczna izomer6w hioscyja-
miny, optycznie nieczynna. Hydroksylacja hioscyjaminy i
utworzenie mostka epoksydowego prowadzi do powstania
skopolaminy (hioscyny). Jest to wynik katalitycznej dziatal-
nosci hioscyjamino-6p-hydroksylazy (H6H). Druga reduk-
taza TR Il prowadzi reakcje powstawania pseudotropiny,
a z niej polihydroksynortropowego alkaloidu kalisteginy.
Kalistegina nie jest estrem i nie zawiera grupy metylowej.

Wszystkie enzymy zaangazowane w biosynteze alkalo-
idow tropanowych zostatly zlokalizowane w czesci apikal-
nej korzeni wielu gatunkéw psiankowatych. Doktadna lo-
kalizacja tych czasteczek oraz ich charakterystyka stata sie
mozliwa dzieki technikom kultur tkankowych, badaniom
immunologicznym, histochemicznym i genetycznym. Wia-
domo, ze w perycyklu aktywne sg dwa z wyzej opisanych
enzymow: N-metylotransferaza putrescynowa (PMT) i hy-
droksylaza 6p-hioscyjaminowa (H6H). Sprzyja to pozyski-
waniu substratéw (ornityny, putrescyny) dla ODC i PMT
z floemu oraz usuwaniu produktu H6H skopolaminy do
ksylemu. Aktywnos$¢ reduktazy TR | zaobserwowano w en-
dodermie i korze pierwotnej, za$ reduktazy TR Il zar6wno
w endodermie, korze pierwotnej, jak i w perycyklu. Taka
lokalizacja podstawowych enzymoéw biosyntezy wymaga
transportu produktéw posrednich pomiedzy poszczegélny-
mi tkankami korzenia. Tak wiec produkt katalizy PMT musi
by¢ przetransportowany z perycyklu do endodermy, a po
reakcji z TR Iz powrotem do perycyklu, gdzie czeka na nie-
go hydroksylaza H6H. Ukierunkowanie procesu biosyntezy
zalezy w duzym stopniu od dostepnosci wspélnego dla obu
reduktaz (TR 1'i TR Il) substratu tropinonu, a czynnikiem li-
mitujagcym jest obecnos$¢ kwasu tropowego. Badania na kul-
turach tkankowych wykazaty regulujacg role jasmonianow
i auksyn w procesie syntezy alkaloidow.

Typowe alkaloidy tropanowe sg estrami tropiny z kwasa-
mi alifatycznymi badz aromatycznymi, np. apoatropina jest
estrem tropiny i kwasu apoatropowego i powstaje podczas
alkalicznej racemizacji hioscyjaminy. Belladonina to ester 2
czasteczek tropiny i kwasu izotropowego. Z kolei konden-
sacja N-metylo-A'-piroliny z kwasem octowym lub acetylo-
CoA daje poczatek alkaloidom z grupy kuskohigryny, ktére
towarzyszg alkaloidom tropanowym w wielu rodzajach ro-
$lin [2,10-20],
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Rycina 1. Biosynteza alkaloidow 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
TR Il —reduktazy tropinonu, H6H —hydroksylaza hioscyjaminowa.

Hioscyjamina. Aktywny chemicznie jest lewoskretny
izomer hioscyjaminy. Hioscyjamina, tak jak pozostate
alkaloidy tropanowe, dziata poprzez blokowanie recep-
torow cholinoergicznych, konkurujgc z acetylocholing
0 miejsca wigzania, tym samym hamuje przekazywanie
sygnatdw przez neurony. Przy niewielkich stezeniach ta
wilasciwos¢ moze by¢ wykorzystana jako ochrona komo-
rek przed pestycydami, a nawet gazami bojowymi, taki-
mi jak sarin.
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Atropina. Racemiczna, optycznie nieczynna forma hio-
scyjaminy, stanowi mieszanine izomerow D i L. Wykazuje
stymulujgce dziatanie na oSrodkowy uktad nerwowy i na
akcje serca, nieznacznie podwyzsza cisnienie krwi. Dzia-
fajac na uktad przywspotczulny zmniejsza napiecie miesni
gtadkich, rozszerza zrenice oka i oskrzeliki, hamuje wydzie-
lanie §luzu.

Skopolamina. Ma wptyw na uktad przywspotczulny, ale
w odréznieniu od atropiny dziata uspakajajaco i depresyj-
nie na uktad nerwowy i silniej hamuje wydzielanie $liny.
Podobnie jak atropina, rozszerza zrenice oka. Wywotuje
rozkurcz miesni.

ALKALOIDY POCHODNE PIRYDYNY I PIPERYDYNY

Ornityna jest zwigzkiem wyjsciowym takze do syntezy
gtéwnych alkaloidéw tytoniu — nikotyny i nornikotyny.
Drugim sktadnikiem potrzebnym do utworzenia czasteczki
nikotyny jest pierscien pirydyny pochodzgcy od kwasu ni-
kotynowego. Kondensacja N-metylo-A'- piroliny z pirydyna
zachodzi w komérkach korzeni rosliny i wymaga dekarbok-
sylacji kwasu nikotynowego oraz metylacji pierscienia piro-
lidynowego. Nornikotyna powstaje w wyniku demetylacji
nikotyny. W ros$linach tytoniu spotyka sie réwniez alkaloid
piperydynowy —anabazyne. Prekursorem pier$cienia pipe-
rydynowego jest aminokwas lizyna, zwigzkami posrednimi
zas$ —kadaweryna i A'- piperydeina. Anabazyna powstaje
przez kondensacje pierscienia pirydynowego (z kwasu ni-
kotynowego) i piperydynowego [2,4,21].

Nikotyna. Najbardziej znany i rozpowszechniony alka-
loid psiankowatych. W niewielkich dawkach dziata pobu-
dzajgco na receptory cholinoergiczne, przyspiesza wydzie-
lanie adrenaliny, a takze powoduje zwiekszong aktywnos¢
wydzielniczg gruczotéw i przyspieszenie oddechu. Moze
by¢ stosowana jako $rodek owadobdjczy. Nie jest uzywana
w farmakologii lecz jako uzywka.

Anabazyna. Jest izomerem nikotyny. Jeden z gtéwnych
alkaloidéw Anabasis aphylla i tytoniu sinego (Nicotiana glau-
ca), w innych gatunkach tytoniu wystepuje w niewielkich
ilosciach. Aktywnos$¢ owadobojcza anabazyny jest wieksza
niz nikotyny i przez pewien czas byta stosowana do zwal-
czania owadow.

FENYLOALKILOAMINY - ALKALOIDY
POCHODNE FENYLOALANINY I TYROZYNY

Hydroksylacja aromatycznego pierscienia aminokwasu
tyrozyny prowadzi do powstania dihydroksyfenyloalaniny
(DOPA). Z kolei dekarboksylacja DOPA daje DOPA- amine,
prekursor miedzy innymi: alkaloidéw izochinolinowych,
benzochinolinowych i wielu protoalkaloidéw. Interesuja-
cym nas protoalkaloidem jest kapsaicyna wystepujgca w
cze$ciach nadziemnych ro$lin z rodzaju Capsicum (papry-
ka). Zwigzek ten zawiera pierscien aromatyczny pochodzg-
cy z DOPA-aminy i dtugi tancuch alifatyczny zawierajacy
atom azotu.

Kapsaicyna. Nie jest toksyczna dla zwierzat, nie mniej
jednak u ssakéw pobudza specyficznie receptory bolu, dajac
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Rycina 2. Wybrane wzory alkaloidéw ros$lin z rodziny psiankowatych.

uczucie pieczenia, drazni btony $luzowe i powoduje prze-
krwienie skdry. Pobudza wydzielanie sokéw trawiennych i
kwasu solnego w zotgdku. Ma charakter hydrofobowy. Nie
dziata na ptaki, ktore, zjadajac owoce réznych gatunkow
papryki wraz z nasionami bogatymi w kapsaicyne, przy-
czyniajg sie do rozprzestrzeniania tych roslin.

GLIKOALKALOIDY STERYDOWE

Pod wzgledem chemicznym glikoalkaloidy sterydo-
we sg glikozydowymi pochodnymi steroidow, zawiera-
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jacych atom azotu w czasteczce. Biosynteza sterydow w
komorkach roslinnych zaczyna sie od octanu i, przez sze-
reg skomplikowanych przemian, prowadzi do powstania
pierscieniowych zwigzkdéw sterydowych, np.: sitosterolu,
stigmasterolu czy cholesterolu. Wbhudowanie atomu azotu
do czasteczki cholesterolu i przytgczenie reszty cukrowej
poprzez wigzanie (3-glikozydowe daje w rezultacie gliko-
alkaloidy sterydowe. Dwa najczesciej spotykane u psian-
kowatych glikoalkaloidy to a-solanina i a-czakonina. W
obu zwigzkach aglikonem jest solanidyna (uktad sterydo-
wy z whudowanym azotem), a réznica dotyczy bocznego
tancucha cukrowego.

W a-solaninie wystepujg trzy cukry proste: glukoza, ga-
laktoza i ramnoza; w a-czakoninie zas$ glukoza i dwie cza-
steczki ramnozy. Glikoalkaloidy sterydowe, w odr6znie-
niu od alkaloidéw tropanowych, sg syntetyzowane gtéw-
nie w cze$ciach nadziemnych psiankowatych. Postuluje
sie, ze warunki sprzyjajace biosyntezie chlorofilu sprzyjaja
rowniez biosyntezie glikozydéw alkaloidéw sterydowych
[21-24],

a-Solanina i a-czakonina. U ziemniaka spotyka sie mie-
szanine 8 glikoalkaloidow sterydowych, ktérych aglikonem
jest solanidyna. Dwa wystepujgce w najwiekszym stezeniu
to a-solanina i a-czakonina. Wykazujg one dziatanie grzy-
bobdjcze i owadohojcze, dodatkowo a-czakonina jest stoso-
wana jako $rodek przeciwko nicieniom.

a-Demisyna. Wystepuje w dzikich gatunkach ziemnia-
ka. Aglikonem jest demisydyna, a reszte cukrowg stanowia:
galaktoza, dwie czasteczki glukozy i ksyloza.

Tomatyna. Gtéwny alkaloid pomidora. Stanowi pota-
czenie tomatydyny i czterech czasteczek cukréw prostych:
dwoch czasteczek glukozy, galaktozy i ksylozy.

a-Solasonina i a-solamargina. Najczesciej wystepuja ra-
zem w roznych gatunkach z rodzaju Solanum, np.: S. nigra,
S. melongena, S. dulcamara. Aglikonem jest tutaj solasodyna
otrzymywana w duzych ilosciach z australijskiego S. laci-
niatum. Solasonina zawiera glukoze, galaktoze i ramnoze, a
solamargina zawiera glukoze i dwie czgsteczki ramnozy.

Wszystkie z wymienionych tutaj glikoalkaloidow ste-
rydowych wykazujg silne dziatanie bakteriobdjcze, grzy-
bobdjcze, antywirusowe i owadobdjcze. Wykazujg wiasci-
wosci hemolityczne, sg inhibitorami esterazy cholinowej i
moga wywotywacé apatie, drgawki, a nawet paraliz. Gli-
koalkaloidy zawierajace solasodyne sg stosowane jako leki
sterydowe, na przyktad przy rakowych naroslach skdr-
nych [1,25,26].

PODSUMOWANIE

Alkaloidy sg produktami specyficznej przemiany ma-
terii wielu roslin. Przez pewien czas byty traktowane
jako swoiste ,odpady"; uwazano, ze roslina w ten sposob
pozbywa sie nadmiaru azotu z komorki. Dzi$ te poglady
sg ostro krytykowane, bo czyz optaca sie roslinie zuzy-
wac energie, aby w skomplikowanym cyklu biosyntezy
otrzymaé jako produkt czasteczke alkaloidu zawierajaca

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

jeden atom azotu? Zastanawiajace jest rowniez zjawisko
wytwarzania alkaloidow identycznych lub o bardzo zbli-
zonej budowie chemicznej przez rosliny o réznej przyna-
leznos$ci systematycznej (alkaloidy tropanowe Solanaceae
i Erythroxylon coca), czesto rosngce w odmiennych warun-
kach srodowiska i klimatu. Z drugiej strony, spotyka sie w
jednej roslinie alkaloidy nalezace do dwoch réznych pod
wzgledem budowy chemicznej grup, na przyktad w maku
sg alkaloidy pochodne indolu i pochodne izochinoliny.
Wydaje sie, ze alkaloidy sg syntetyzowane celowo przez
rosline w wiadomym jej celu [1-3,27]. Dzieki doktadniej-
szym badaniom zaobserwowano zwiekszong produkcje
alkaloidéw w roélinach poddanych stresowi zewnetrzne-
mu. Akumulacja tych substancji w tkankach ros$liny byta
indukowana najczesciej przez atak szkodnikéw, grzybdéw
czy innych patogendéw, ale takze promieniowaniem UV,
metalami ciezkimi czy szokiem osmotycznym. Naptywa-
jace ze Srodowiska sygnaty o zagrozeniu sg przez rosline
odbierane i przekazywane dalej do komérki w postaci
sygnatu chemicznego. Takimi czgsteczkami sygnatowy-
mi, aktywujgcymi produkcje metabolitdw wtérnych, sg
jasmoniany. Zaobserwowano, ze zaatakowanie przez
szkodniki cze$ci nadziemnych tytoniu powodowato
wzrost stezenia jasmonianéw w komorkach, a nastepnie
wzmozong synteze nikotyny w korzeniach ro$liny. Bada-
nia na kulturach tkankowych potwierdzity powigzania
pomiedzy zewnetrznym podaniem metylojasmonianu
(MeJA), a syntezg nikotyny i aktywnosciag takich enzy-
mow, jak ODC i PMT. Jasmonian okazat sie szybkim prze-
kaznikiem sygnatéw pomiedzy pedem a korzeniem. Nie
wyklucza sie rowniez zaangazowania w indukcje synte-
zy alkaloidéw innych drég przekazywania sygnatow w
komorce (biatka zalezne od GTP, jony wapnia). Ochrona
przed rodlinozercami i patogenami to bardzo wazna, lecz
prawdopodobnie nie jedyna funkcja alkaloidéw. Wiele
niewiadomych kryje nie tylko celowos$¢, ale i regulacja
proceséw bhiosyntezy alkaloidow.

Psiankowate to zréznicowana i wazna pod wzgledem
gospodarczym rodzina, ktérej przedstawiciele byli od daw-
na wykorzystywani przez cztowieka. Nalezgce tu gatunki
stanowig element pozywienia ludzi, sg Zr6dtem surowcow
wielu gatezi przemystu, a takze zrodtem uzywek. Zawsze
znajdowaly sie w centrum uwagi cztowieka, ale nadal kryja
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-
lanaceae) 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 Solanaceae family have been used by human since
several centuries.
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5-/i-alkilorezorcynole ziaren zb6z
I petnoziarnistych produktow spozywczych
jako biomarkery zdrowej zywnosci

STRESZCZENIE

adania epidemiologiczne potwierdzaja, ze konsumpcja catych ziaren zb6z i petnoziarni-
Bstych produktéw spozywczych wigze sie z obnizeniem ryzyka zachorowania na cukrzy-
ce, otytos$¢, chorobe wiencowa serca, udar, a nawet niektére typy nowotworow. Doktadne
poznanie mechanizméw dziatania ochronnych sktadnikéw zawartych w ziarnach zbé6z wy-
maga obecnosci biomarkera (biologicznego markera, wskaznika), ktory umozliwitby $ledze-
nie loséw petnowartosciowych produktéw zbozowych juz po ich spozyciu i wchionigciu.
5-n-alkilorezorcynole (gtéwna frakcja zwigzkow fenolowych w ziarnach zbéz), ze wzgledu
na wystepowanie jedynie we frakcji otrebowej, uzyskiwanej w procesach przemiatu ziaren
zb6z, wydaja si¢ by¢ doskonatlym kandydatem do petnienia tej funkcji. Sa wchtaniane i
metabolizowane w organizmach zwierzecych i cztowieka; moga by¢ oznaczane w postaci
natywnej w osoczu i jako metabolity w moczu. Poniewaz sktad nasyconych homologéw 5-h-
alkilorezorcynoli rézni sie w ziarnach pszenicy i zyta, mozna je rowniez zastosowac¢ do ozna-
czenia roznic pomiedzy wchtanianiem petnoziarnistych produktéw pszennych i zytnich.

WPROWADZENIE

Szybkie tempo zycia, tak charakterystyczne dla wspétczesnego $Swiata, pro-
wadzi do wielu zaniedban, ktére pozornie wydaja sie nieszkodliwe, ale moga
okazac sie fatalne w skutkach. Czynniki, takie jak: nieprawidtowa dieta, niere-
gularne positki i jedzenie w po$piechu, przyczyniajg sie do wzrostu zachorowan
na niektore choroby nekajgce wspotczesny Swiat. Dlatego niezwykle istotnym
wydaje sie byé fakt, uwidoczniony przez badania epidemiologiczne, potwier-
dzajacy nieoceniony wptyw diety opartej na catych ziarnach zbdz i produktach
petnoziarnistych na ochrone zdrowia [1-11]. Zalecane spozywanie co najmniej
pieciu positkow dziennie sktadajgcych sie z warzyw, owocow i ziaren zbdz,
zwigzano bezpos$rednio ze zmniejszaniem ryzyka zachorowan na choroby serca
[3-5], niektore typy nowotwordw [6,7], cukrzyce oraz zmniejszeniem prawdo-
podobienstwa rozwoju nadwagi i otytoSci [8,9]. Okre$lenie zwigzku pomiedzy
spozywaniem produktdw petnoziarnistych a poprawga ogdélnej kondycji wyda-
je sie mozliwe dzieki zastosowaniu specyficznego biologicznego markera diety
(biomarkera, wskaznika). 5-n-alkilorezorcynole, gtéwna frakcja zwigzkow feno-
lowych w catych ziarnach pszenicy i zyta, pod wieloma wzgledami spetniajg
wymagania, jakie stawia sie zwigzkom kandydujacym do roli biomarkera pet-
noziarnistych produktéw spozywczych. Stanowig one istotny sktadnik ziaren
zbdz [12,13], w ktérych wystepuja jedynie we frakcji otrebowej, sg wchianiane
i metabolizowane w organizmach zwierzecych i cztowieka [14,15]; moga by¢
oznaczane w postaci natywnej w osoczu [16] i jako metabolity w moczu [17].
Poniewaz sktad poszczegdlnych homologéw 5-rc-alkilorezorcynoli rézni sie w
ziarnach pszenicy i zyta, mozna je rowniez zastosowaé¢ do oznaczenia réznic
pomiedzy wchtanianiem tych ziaren zb6z [13].

SKEADNIKI OCHRONNE ZIAREN ZBOZ |
PE£NOZIARNISTYCH PRODUKTOW SPOZYWCZYCH

Dieta bogata w cate ziarna zb6z i produkty petnoziarniste dostarcza organi-
zmowi wielu substancji biologicznie czynnych (Ryc. 1). Nalezg do nich m. in.:
btonnik pokarmowy, witaminy, pierwiastki $ladowe, przeciwutleniacze i fito-
estrogeny [1,2]. Wszystkie powyzsze zwigzki, poprzez szeroki zakres mecha-
nizmoéw ochronnych, zmniejszajag ryzyko wystepowania choréb dotykajacych
wspotczesny $wiat: choroby naczyniowej serca, cukrzycy, otytosci oraz niekto-
rych typéw nowotworéw [3-9]. Mechanizmy ochronnego dziatania diety opar-
tej na spozywczych produktach petnoziarnistych nie zostaty jednak do tej pory
doktadnie zbadane i poznane. Wynika to zaréwno ze ztozonej natury choréb,
ktorych wystepowaniu zapobiegajg lub ktoérych skutki tagodza, jak réwniez z
trudnosci, jakie konsumenci zmuszeni sa pokonywac podczas identyfikacji pro-
duktéw petnoziarnistych.
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Rycina 1. Ochronne sktadniki catych ziaren zb6z i produktéw petnoziarnistych. Ziarna zbéz i produkty petnoziarniste do-
starczajg organizmowi wielu substancji biologicznie czynnych, do ktérych naleza: btonnik pokarmowy, witaminy, pier-

wiastki $ladowe, przeciwutleniacze i fitoestrogeny [1,2].

Ziarno zboza skiada sie z: warstwy okrywowej (peri-
karp), zarodka i czesci zapasowej (bielmo). Substancje ak-
tywne znajdujg sie w okrywie nasiennej ziarna (warstwa
aleuronowa), dlatego procesy przemiatu znacznie redukujg
ich zawarto$¢ (Tab. 1) w produkcie koAcowym, czyli ma-
kach typow jasnych o niskim wyciggu. Charakteryzujg sie
one obnizong zawarto$cig btonnika pokarmowego, zwtasz-
czajego nierozpuszczalnej frakcji, zmniejszonym poziomem
mineratéw (cynku, zelaza i selenu), witamin (witaminy Bh
kwasu foliowego), przeciwutleniaczy (tokotrienoli, kwasu
ferulowego) oraz fosforu [1,2,10].

W lipcu 1999 r. FDA (ang. Food and Drug Administra-
tion) okreslito peinoziarniste produkty zbozowe (wyso-
kobtonnikowe) jako takie, ktore zawierajg przynajmniej
51 % wagowych nierozdrobnionych ziaren zbéz oraz cha-
rakteryzujg sie niska zawartoscia ttuszczow catkowitych,
ttuszczéw nasyconych i cholesterolu [18]. Ze wzgledu na

Tabela 1. Réznice w sktadzie catych ziaren zbdz i makach typow jasnych o niskim
wyciggu [11].

Sktadnik Cate ziarna Maki typéw jasnych
Frakcja aleuronowa 14% <0,1%
Zarodek 2,5% <0,1%
Catkowity btonnik 13% 3%
Nierozpuszczalny btonnik 11,5% 1,9%
Rozpuszczalny btonnik 1,1% 1,0%
Biatko 14% 14%
Ttuszcz 2, 7% 1,4%
Skrobia i inne cukry 70% 83%
Mineraty (%) 18 0,6
Cynk (pg/g) 29 8
Zelazo (pg/g) 35 13
Selen (pg/g) 0,06 0,02
W itamina Bh(mg/g) 75 1,4
Kwas foliowy (mg/qg) 0,57 0,11
Kwas ferulowy (mg/g 5 0,4

B —tokotrienol (pg/g) 32,8 5,7
Fosfor (mg/g) 2,9 0,1
288
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te stosunkowo niska wartosg,
produkty petnoziarniste moga
znacznie roznic sie zawartoscig
catych ziaren, mimo iz spetnia-
ja wymogi powyzszej definicji.
Warto réwniez wspomnie¢ o
nieuczciwej praktyce czesci
producentéw zywnosci, kté-
rzy stosujac niewielkie ilosci
maki o wysokim ciggu (maki
razowej), zastepuja ja makami
typow jasnych o niskim wy-
ciggu z dodatkiem rbéznego
rodzaju barwnikéw, w celu
nadania pieczywu razowemu
ciemnej barwy [12,13]. Jedng
z mozliwosci zdobycia pew-
niejszych dowodéw na zwig-
zek pomiedzy spozywaniem
produktéw petnoziarnistych a
spadkiem zachorowalnos$ci na
choroby cywilizacyjne jest za-
stosowanie specyficznego bio-
markera (biologicznego markera, wskaznika) zywnosci.
W przypadku zbozowych produktéw petnoziarnistych
idealny biomarker powinien by¢ zwigzkiem, ktérego wy-
stepowanie ograniczone jest jedynie do perikarpu, gtow-
nego sktadnika frakcji otrebowej, gdyz to wtasnie ona jest
usuwana w procesach przemiatu ziarna na magke. Obecnie
kilka zwigzkéw spetniajacych powyzsze oczekiwania jest
poddawanych intensywnym badaniom. Zalicza sie do
nich m.in.: btonnik pokarmowy, enterolakton (ENL) oraz
5-n-alkilorezorcynole [12,13,19].

Nienasycone kwasy tluszczowne

BIOLOGICZNE MARKERY ZDROWEJ ZYWNOSCI

Wigkszo$¢ wynikoéw uzyskiwanych w badaniach epide-
miologicznych, okreslajacych wptyw spozywania catych
ziaren zb6z i produktow wysokobtonnikowych na kondy-
cje i zdrowie cztowieka, bazuje na przeprowadzaniu ankiet
i sporzadzaniu raportdw na podstawie jadtospiséw bada-
nych ochotnikdw. Wyniki uzyskiwane w tego typu bada-
niach w zasadniczym stopniu zalezg od liczby ankietowa-
nych oraz ich zaangazowania i pamieci, a wieloznacznos¢
uzyskiwanych danych jest zwigzana z szerokim zakresem
eksperymentow [20-22]. W badaniach epidemiologicznych,
takie informacje jak: rodzaj i sktad spozywanych positkdw,
spos6b ich przygotowania oraz liczba positkéw w ciggu
dnia, sg niezwykle istotne. Najczesciej jednak nie sg one
dostarczane jako informacje dotyczgce indywidualnych
przypadkow, ale wiekszej grupy, np. kobiety —mezczyzni,
dzieci —dorosli [23], Tabele pokarmowe, przygotowywane
na podstawie tego typu badan, dostarczajg informacji na te-
mat zasadniczych sktadnikéw pozywienia, ale moga zawie-
ra¢ istotne btedy i uogdlnienia wynikajace z natury badan
epidemiologicznych [23].

Dtugotrwaty wptyw spozywania produktéw wysoko-
btonnikowych na organizm cztowieka izwigzana z tym pro-
filaktyka niektorych choréb przewlektych, wymaga doktad-
nego poznania, ale trudnosci w zdefiniowaniu produktow
petnoziarnistych sg zasadniczg przeszkoda w okreslaniu
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ich znaczenia w diecie [23-25]. Rozwigzaniem tego proble-
mu wydaje sie by¢ mozliwo$¢ zastosowania specyficznego
markera biologicznego zdrowej zywnosci [26], Wartoscio-
wy biomarker produktéw petnoziarnistych powinien do-
starcza¢ informacji o korzysciach wynikajacych ze spozy-
wania tej grupy pokarmow iumozliwia¢ odréznienie ich od
innych sktadnikow diety, np. warzyw i owocow. Wskaznik
taki powinien charakteryzowaé sie wysoka wrazliwoscig i
specyficznoscig, minimalng inwazyjnoscig, niskg ceng. Po-
nadto, do jego badania w organizmach zwierzat i cztowieka
powinny by¢ zosta¢ ustalone, sprawdzone i wystandaryzo-
wane analityczne metody badawcze [21,27,28]. Absorpcja,
metabolizm oraz oddziatywania w organizmie cztowieka
moga wptywac w istotnym stopniu na przydatnos$¢ poten-
cjalnego biomarkera. Wybdr srodowiska, w ktérym anali-
zuje sie zastosowanie danego wskaznika (osocze, btony
komérkowe, tkanki), jak i koncowe produkty jego metabo-
lizmu, réwniez majg duze znaczenie w ustaleniu zwiazku
pomiedzy ochronnym dziataniem badanych substancji a
poprawg ogélnej kondycji i zdrowia [21,27].

Istotne informacje na temat absorpcji, dystrybucji oraz
magazynowania w organizmach zywych sktadnikéw nieod-
zywczych diety do tej pory nie zostaty okre$lone i uporzad-
kowane [21]. Prowadzone obecnie eksperymenty sg niewy-
starczajace, a wiekszos$¢ badan nad sktadnikami nieodzyw-
czymi diety pod katem zastosowania ich jako biologicznych
markerdw, skupia si¢ na wchtanianiu petnych pokarmoéw,
a nie poszczegolnych sktadnikéw zywnosci. Rdznorodnosé
pokarmoéw wywiera istotny wptyw na uzyskiwane wyni-
ki [27], Przyktadem moze by¢ absorpcja lipofilnych sktad-
nikéw pozywienia (np. witaminy E), wzmacniana przez
rownoczesne wchianianie ttuszczéw pokarmowych [20],
Jesli biomarker jest koncowym produktem metabolizmu,
jego stezenie zalezy réwnoczes$nie od spozywania, absorp-
cji z przewodu pokarmowego oraz metabolizmu i moze nie
wspoétzaleze¢ bezposrednio od pobierania interesujgcego
nas sktadnika diety [21]. Osobniczy wptyw na dystrybucje,
magazynowanie oraz oddziatywanie wewngatrz organizmu
potencjalnego markera biologicznego zdrowej zywnosci,
takze powinny zosta¢ precyzyjnie oznaczone i zdefiniowa-
ne [29].

BUDOWA, WYSTEPOWANIE | WEASCIWOSCI
BIOLOGICZNE 5-mALKILOREZORCYNOLI

5-n-alkilorezorcynole (alkilorezorcynole), zwane réw-
niez lipidami rezorcynolowymi, nalezg do klasy nieizopre-
noidowych lipidéw fenolowych, bedacych pochodnymi
orcyny (1,3-dihydroksy-5-metylobenzenu). Powstajg w cza-
sie wtérnych przemian metabolicznych. Bogatym Zrodtem

OH

Rycina 2. Podstawowa struktura alkilorezorcy-
noli. R —boczny fancuch alkilowy, rézniacy sie
liczbg atoméw wegla i stopniem nienasycenia dla

HO R poszczegblnych homologéw alkilorezorcynoli.

alkilorezorcynoli sg rosliny i organizmy prokariotyczne.
Zwigzki te ze wzgledu na posiadanie dtugotancuchowych
reszt weglowodorowych, brak rozpuszczalnosci w wodzie,
atakze charakter amfifilowy czasteczek, zaliczane sg do kla-
sy lipidow. Alkilorezorcynole znajdujg si¢ obecnie w sferze
intensywnych badan z dziedziny biofarmakologii, biome-
dycyny i biotechnologii [12,16,30].

Czasteczki alkilorezorcynoli posiadajg charakterystycz-
ny, nieparzystoweglowy tancuch o dtugosci zaleznej od
pochodzenia lipidu (Ryc. 2). Lancuch ten jest z reguty na-
sycony lub jedno- albo dwunienasycony. Wigzania podwoj-
ne w konformacji cis wystepuja najczesciej przy C8, Cli i
C14 [30-32]. Alkilorezorcynole wystepujace u roslin wyz-
szych charakteryzujg sie duzg r6znorodnoscig homologéw
0 dtugosci tancucha od C15 do C27, zmodyfikowanych w
obrebie pierscienia i/lub tancucha. Regulg jest wystepowa-
nie pochodnych o 17-, 19- i 21-weglowych nasyconych i nie-
nasyconych tafncuchach bocznych. Trawy, w tym ziarniaki,
charakteryzujg sie wystepowaniem najwiekszej liczby ho-
mologdéw od 13 do 27 atomow wegla w tancuchu bocznym
(Tab. 2). Kazdy z nich moze wystepowac jako nasycony,
jednonienasycony lub dwunienasycony homolog z niezmo-
dyfikowanym lub podstawionym przez grupy keto i/lub
hydroksyl, alkilowym tancuchem bocznym [31-33].

Scharakteryzowano ponad 150 naturalnie wystepujacych
alkilorezorcynoli. Obecnos$¢ tych lipidow wykazano u roslin
wyzszych nalezacych m. in. do rodzin: Anacardiaceae, Pro-
teaceae, Gramineae, Myristicaceae oraz w mchach, porostach,
grzybach i glonach [30-34]. Alkilorezorcynole wystepuja
rowniez w organizmach prokariotycznych [35]. Szerokie
spektrum nasyconych homologéw zidentyfikowano w ko-
morkach bakterii z rodzaju Azotobacter sp., Pseudomonas sp.
1Mycobacterium, u ktérych wptywajg na metabolizm btono-
wy oraz wykazujg wiasciwosci przeciwutleniajgce [35,36],
Zwiazki te, wystepujace obficie w ziarnach, moga chronic je
przed patogenami (np. grzybami), szczegdlnie podczas kiet-
kowania [32,37,38]. Bogatym Zzrddtem alkilorezorcynoli jest
rodzina Gramineae. Najobficiej wystepuja one w ziarnach
Zyta, pszenzyta, pszenicy ijeczmienia [30]. Zlokalizowano
je w nasionach, owocach, starzejgcych sie organach roslin i
w cystach bakteryjnych. Podejmowane byty réwniez proby
ich identyfikacji w lisciach i todygach roslin oraz komadrkach

wegetatywnychbakterii[30,39],

Tabela 2. Charakterystyka nasyconych homologéw alkilorezorcynoli zidentyfikowanych w ziarnach

zyta i pszenicy [30],

R Nazwa 5-H-alkilorezorcynolu  Skrét nazwy
C.H,  5-n-pentadecylrezorcynol C15:0 320
CIA 5 5-n-heptadecylrezorcynot 07:0 348
C,H,  5-n-nonadecylrezorcynol 09:0 376
c2h 8 5-n-heneicosylrezorcynol C21:.0 404
5-n-tricosyrezorcynol C23:0 432
cHn S 5-n-penacosylrezorcynol C25:0 460
cZhF  5-w-nonacosylrezorcynol C27:0 516

LogPt —wspo6iczynnik podziatu oktanol/woda
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Masa czgsteczkowa LogPt

Alkilorezorcynole charakteryzujg sie roz-
norodnymi wikasciwosciami biologicznymi,

85 poczawszy od aktywnos$ci przeciwbakteryj-

94 nej, grzybobdjczej i cytotoksycznej, poprzez
10,4 regulowanie proceséw wzrostu komdrko-
114 wego, hamowanie syntezy DNA i RNA, za-
12*2 burzanie aktywnosci enzymatycznej biatek,
14:4 skonczywszy na oddziatywaniach z btonami

biologicznymi iregulacji procesow utleniania
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lipidow [12,13], Funkcja alkilorezorcynoli wystepujacych w
ziarnach zbdz jest poznana w niewielkim stopniu. Przy-
puszcza sie, ze moga one odgrywac role swoistej bariery,
zapewniajacej skuteczne przetrwanie nasion w okresie spo-
czynkowym i chronigcej nasiona przed pasozytami roslin
[32,37,38]. Obecnos¢ w plastydach i mitochondriach wska-
zuje na ich potencjalny udziat w metabolizmie powyzszych
organelli komoérkowych [32],

WYSTEPOWANIE 5-n-ALKILOREZORCYNOLI
W ZIARNACH ZBOZ | PRODUKTACH
PELNOZIARNISTYCH

Zawarto$¢ alkilorezorcynoli w ziarnach zbh6z waha sie
z zaleznoS$ci od gatunku i zalezy od czynnikéw genetycz-
nych oraz srodowiskowych [13,30], W pojedynczej kultu-
rze, w zaleznosci od warunkéw uprawy, moze roznic sie
nawet o ponad 500 pg/g ziarna [13]. Sktad homologow jest
staty dla poszczeg6lnych gatunkéw zb6z, ale rézni sie po-
miedzy rodzajami [40], W ziarnach zyta waha sie od 360
do 3200 gg/g SM (zawarto$¢ na gram suchego materiatu)
natomiast w ziarnach pszenicy od 317 do 1430 gg/g SM
(Tab. 3) [13]. W skiad ziarna pszenicy wchodzg gtéwnie
nasycone homologi o tafcuchach bocznych od 15 do 25
atomow wegla (90-95%), z najwiekszg zawarto$cig homo-
logu C21:0 (homolog z nasyconym alkilowym tancuchem
bocznym o 21 atomach wegla). Natomiast w sktad ziar-
na zyta wchodzg homologii od 15 do, nawet, 27 atomow
wegla w tancuchach bocznych, z najwiekszg zawartoScia
homologu C19:0 [30,31]. Niewielkie ilosci homologu C27:0
zidentyfikowano w ziarnach zyta ijeczmienia [30,31], Od
15 do 20% alkilorezorcynoli z ziarna zyta ma zmodyfiko-
wane tancuchy boczne, tworzac pochodne nienasycone,
hydroksylowe i ketonowe [30,31,33], Kukurydza zawiera
niewielkie ilosci orcinolu — homologu z pojedynczym
atomem wegta w tancuchu bocznym (C1:0) [41]. Alkilore-
zorcynole zidentyfikowano réwniez w korzeniach ryzu,
skérce mango, oleju z nerkowca (homologi 05:0, 05:1,
05:2, 05:3), migzszu mango i nerkowca (<5gg/g) [30];
nie wystepuja one natomiast w ziarnach owsa, ryzu, prosa
i sorga [13,30,42]. Niewielkie ilosci alkilorezorcynoli ziden-
tyfikowano w perikarpie i kotylodonie groszku ogrodowe-
go (0,05-0,15 gg/g SM) [43], Homologi 05:0 i 07:0 zlo-
kalizowano w migzszu, owocach i ekstraktach z lisci Ginko
Biloba L., ros$liny ktora znajduje szerokie zastosowanie w
medycynie naturalnej [39].

Wystepowanie alkilorezorcynoli w ziarnach zbéz ogra-
niczone jest jedynie do warstwy okrywowej (perikarp), dla-
tego wszystkie produkty spozywcze, zawierajagce w swoim
sktadzie make typu jasnego o niskim wyciggu (produkt

Tabela 3. Zawarto$¢ alkilorezorcynoli w ziarnach zb6z i produktach petnoziarnistych.

ARa[gg/gSM] ARb[gg/gSM] ARC[gg/g SM]
Ziarna pszenicy 227 —639 489 —618 -
Ziarna zyta 720 —761 -
Ziarna jeczmienia 8 42 —51 41 —210
Ziarna pszenzyta 439 —647 -
Otreby zytnie 2758 —4108 -
Otreby pszenne 2211 —3225 -

dane literaturowe: d44], b[13,40], c[45], d[46]; SM —suchy materiat
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ARd[pg/g SM]
5000
900 wchtaniania alkilorezorcynoli komplikuje

przemiatu ziarna pozbawiony sktadnikéw pochodzacych
od innych czesci niz bielmo), nie zawierajg tych zwigzkow
[13.30.40]. W mace zytniej o niskim wyciggu mozna odna-
lez¢ Sladowe ilosci alkilorezorcynoli, sg to jednak pewne po-
zostatoSci po otrebach, uzyskiwanych w wyniku wymiela-
nia produktéw pochodzacych od tuski, okrywy nasiennej i
zarodka ziarna od jego czesci zapasowej —bielma. Zarodek
ziarniakow zyta i pszenicy nie zawiera alkilorezorcynoli
[30.40]. W poszczeg6lnych frakcjach uzyskiwanych w trak-
cie proceséw przemiatu ziaren zb6z zawarto$¢ procentowa
popiotu (standardowa metoda oznaczania otrgh w mace)
i zawarto$¢ alkilorezorcynoli $ciSle od siebie wspotzalezg
[13].

Alkilorezorcynole wystepujg w stosunkowo duzych
ilosciach w wysokobtonnikowych produktach pszennych
i zytnich [13]. Produkty jeczmienne réwniez je zawieraja,
ale sg one spozywane w zdecydowanie mniejszym stop-
niu w poréwnaniu z produktami pszennymi i zytnimi.
W produktach petnoziarnistych zawarto$¢ alkilorezorcy-
noli waha sie i osigga warto$¢ od 142 do 1784 gg/g SM
[13,40,41,44]. Przyktadowo, petnoziarnisty chrupki chleb
pszenny zawiera od 202 do 353 gg/g SM lub nawet do
1007 gg/g SM [44], a peinoziarnisty chrupki chleb zytni
—od 197 do 686 gg/g SM. Alkilorezorcynole, podobnie
jak kilka innych aktywnych sktadnikow ziaren zbéz, wy-
dajg sie pozostawac niezmienione podczas przygotowy-
wania pozywienia (np. obrobka wysokotemperaturowa,
fermentacja, zelatynizacja) [13,47], Niewiele danych uzy-
skano w wyniku badan epidemiologicznych z zakresu
wchtaniania i metabolizmu alkilorezorcynoli w organi-
zmach zwierzat i cztowieka. Pewne jest jednak, ze osoba
spozywajaca regularne positki bogate w wysokobtonni-
kowe produkty pszenne i zytnie moze charakteryzowac
sie wysokim poziomem wchtaniania tych lipidéw. Dane
ze Szwedzkiego Stowarzyszenia ,Millers" podaja, ze
$rednie spozycie tych zwigzkéw wynosi 17 mg AR/oso-
be/dzien (Ross i wsp., wyniki niepublikowane, Uppsala,
Sweden, 2001). Sg to jedynie wstepne ustalenia, uzyska-
ne po oznaczeniu ilosci alkilorezorcynoli w mace zytniej
oraz pszennej iprzy zatozeniu, ze wszyscy spozywajg sta-
te ilosci zbozowych produktéw spozywczych [23]. Jeden
tradycyjny positek sktadajacy sie z produktéw petnoziar-
nistych (np. otrgb) zawiera okoto 70 mg alkilorezorcynoli,
natomiast jeden positek (40 g) petnoziarnistego pszenne-
go chleba — okoto 10 mg [13]. Niektdrzy konsumenci z
Wielkiej Brytanii mogg spozywac nawet powyzej 200 mg
tych lipidéw fenolowych dziennie [14]. Srednia absorpcja
alkilorezorcynoli w krajach skandynawskich oraz w Wiel-
kiej Brytanii zostata ustalona na podstawie dostepnych
danych na temat spozycia produktéw wysokobtonniko-
wych iwynosi: 11,9 mg/dzien w Wielkiej
Brytanii, 17,5 mg/dzien w Szwecji, 18,5
mg/dzien w Norwegii, 39,8 mg/dzien
w Finlandii oraz 37,1 mg/dzien w Ho-
landii [48]. Doktadne ustalenie poziomu

sie ze wzgledu na rdznice w zawartosci
150 tych zwigzkéw w ziarnach zyta i pszeni-
cy (powszechny problem przy oznacza-
niu wszystkich sktadnikéw pozywienia)
i identyfikacje, ktore ze spozywanych
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przez konsumentéw produkty mozna faktycznie okresli¢
jako petnoziarniste [49],

WPLYW 5-mALKILOREZORCYNOLI
NA WZROST ZWIERZAT

Poczatkowo wskazywano na negatywny zwigzek po-
miedzy spozywaniem alkilorezorcynoli (jako sktadnikéw
diety) a wzrostem zwierzat [12,30]. Pojawity sie nawet
doniesienia, ze zwierzeta karmione samym zytem, jako
gtownym sktadnikiem paszy, rosng wolniej niz zwierzeta
karmione otrebami pszennymi i kukurydzianymi. Pota-
czono te zalezno$¢ z wystepowaniem alkilorezorcynoli we
wszystkich powyzszych ziarnach zb6z, efektem czego byto
zaliczenie tych zwigzkéw do substancji antyodzywczych
[12,30]. Niemniej jednak tylko dwa eksperymenty wigzg
bezposrednio spozycie pokarmu bogatego w alkilorezor-
cynole z zahamowaniem wzrostu modelowych zwierzat
(szczury i Swinie) [12,30]. W obu przypadkach zwierzeta
karmiono duzymi ilosciami tych zwigzkéw fenolowych,
znacznie przekraczajacymi ich zawarto$¢ w tradycyjnie
stosowanych paszach pszennych i zytnich [12,30], Dwa
inne eksperymenty, w ktérych karmiono szczury czescio-
wo oczyszczonymi alkilorezorcynolami, nie potwierdzajg
negatywnego wptywu tych zwigzkéw na wzrost zwierzat
[12,30,49], Wiekszo$¢ eksperymentdw wskazuje, ze nieod-
zywczym sktadnikiem zyta jest najprawdopodobniej roz-
puszczalna frakcja btonnika pokarmowego (szczegdlnie
pentozany), a nie alkilorezorcynole, jak wcze$niej sadzono,
i ze to wiasnie ta frakcja hamuje wzrost zwierzat karmio-
nych pasza zytnig [50]. Z drugiej strony nie przeprowa-
dzano dotychczas doktadnych testow toksykologicznych
po spozyciu i wchtonieciu alkilorezorcynoli, chociaz u
szczurow, ktérym podawano pojedynczg doustng dawke
homologu C15:0 (do 5 ag na kg ciata), nie stwierdzono ne-
gatywnych (w tym $miertelnych) objawéw [12,30]. Dial-
kilorezorcynol wstrzykniety myszom okazat sie letalny
przy dawce 1200 mg/kg ciata, ale byt tolerowany do 800
mg/kg masy ciata [30]. Dla rezorcynolu LD.() $miertelna
dawka doustna waha sie od 300 do 990 mg/kg ciata [51].
Powyzsze wyniki potwierdzajg fakt, ze alkilorezorcynole
tylko w bardzo duzych dawkach sg zdolne do wywotania
toksycznych efektdw na organizm zwierzecy. Tak duze
ilosci tych zwigzkow nie wystepujg w diecie, nawet w die-
cie wysokobtonnikowej. Z drugiej strony moga one aku-
mulowac sie w tkankach organizmu (zw#taszcza w tkance
thuszczowej) [49], w zwigzku z czym nalezy precyzyjnie
rozpatrze¢ antyodzywczy aspekt tych lipidow fenolowych.
Poczatkowo, magazynowanie alkilorezorcynoli w tkan-
kach uznano za nieistotne zjawisko, odkad zidentyfikowa-
no jedynie nieznaczny poziom (<0.1%) radioaktywnosci w
tkankach i narzadach szczuréw karmionych pojedyncza
dawka wyznakowanego homologu C21:0 [14]. Niemniej
jednak diuzsze stosowanie diety bogatej w produkty pet-
noziarniste zawierajgce znaczne ilosci alkilorezorcynoli,
moze prowadzi¢ do akumulacji tych zwigzkéw w tkance
ttuszczowej i komorkach krwi (erytrocyty) [49,52], Alkilo-
rezorcynole moga whudowywacé sie do bton pecherzykéw
transportujacych lipidy lub wigza¢ sie do biatek osocza, o
czym $Swiadczy wzrost stopnia ich odzysku z osocza krwi
ludzkiej po dtugotrwatej (16 godzin) inkubacji z wodg de-
stylowang [16,53].
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ABSORPCJA 5-n-ALKILOREZORCYNOLI
W ORGANIZMACH ZWIERZECYCH

Zboza najpowszechniej konsumowane przez ludzi za-
wierajg najwieksze ilosci alkilorezorcynoli (ziarna zyta do
okoto 3,2 mg/g, ziarna pszenicy do okoto 1,42 mg/g), dla-
tego istnieje duze prawdopodobieAstwo ich spozywania w
ilosciach umozliwiajgcych dziatanie biologiczne. W mode-
lowych badaniach potwierdzono, ze alkilorezorcynole sg
nie tylko spozywane, ale rowniez wchtaniane i metabolizo-
wane przez organizmy zwierzece (Swinie, szczury) i czto-
wieka [15,54], Strawnos$¢ alkilorezorcynoli u ludzi ksztattuje
sie na poziomie okoto 60%, przy czym roznice wystepujace
pomiedzy poszczeg6lnymi osobnikami wynoszg od 45 do
71% [15]. Stwierdzono réwniez rdznice w strawnos$ci po-
szczegO6lnych homologéw. Homologi o krétszych bocznych
tancuchach alkilowych —od 17 do 21 atomoéw wegla —cha-
rakteryzuja sie strawnos$cig na poziomie 59%, natomiast te o
dtuzszych bocznych tancuchach alkilowych —C23:0 i C25:0
—na poziomie 47% [15]. Wptyw ditugos$ci bocznych tarncu-
chow alkilowych na poziom wchtaniania mozna ttumaczy¢
podobng zaleznos$cig, wystepujacg w przypadku kwaséw
ttuszczowych i mechanizmu wchtaniania tréjglicerydéw.
Te z nich, ktére zbudowane sg ze S$redniotancuchowych
kwaséw ttuszczowych charakteryzujg sie wyzszym pozio-
mem wchianiania w porownaniu z tymi, zbudowanymi z
dtugotancuchowych kwasow ttuszczowych [55],

Badania dowodzg, ze alkilorezorcynole sg absorbowa-
ne w poczatkowych odcinkach jelita cienkiego i byé moze
przeksztatcane w bardziej hydrofilowe pochodne, chociaz
u ludzi spozywajgcych produkty zbozowe zidentyfikowa-
no je w osoczu w formie niezmienionej [16]. Nie udato sie
dotychczas stwierdzi¢ czy sg one absorbowane bezposred-
nio ze Swiatta przewodu pokarmowego, czy w procesie tym
uczestniczy mikroflora bakteryjna jelita, dlatego nie mozna
wykluczy¢ ich czeSciowej degradacji w Swietle jelita pokar-
mowego [12,30].

Strawno$¢ alkilorezorcynoli w jelicie cienkim $wini okre-
$lono na poziomie 60-79% [54], Dawka i Zzrodto tych lipi-
dow, jak rowniez prawdopodobny rozktad przez mikroflore
jelitowg wptywajg na ich absorpcje w organizmach zwierzat
[14]. Wynosi ona okoto 37% w trakcie diety petnoziarnistej,
40% w diecie opartej na frakcji aleuronowej uzyskiwanej
z przemiatu ziaren zh6z oraz 21% w diecie opartej na pe-
rikarpie ziaren zb6z [14]. Dystrybucje alkilorezorcynoli w
organizmie zbadano u szczurdw karmionych pojedynczg
dawka (4.6 mg/kg ciata) wyznakowanego homologu C21:0
([4-14C]-5-n-heneikozylrezorcynol-14C21:0) [14]. Najwiekszy
poziom radioaktywnos$ci zidentyfikowano w kale (61%) i
w moczu (31%) po, maksymalnie, 24 godzinach od podania
pokarmu. W trakcie eksperymentu zauwazono, ze hydroli-
za enzymatyczna probek moczu prowadzi do zwiekszenia
odzysku alkilorezorcynoli, co wskazuje na koniugacje tych
zwigzkow lub ich koncowych metabolitow ze sktadnikami
moczu. Poniewaz hydroliza enzymatyczna nie zwigkszy-
fa odzysku wyznakowanego homologu z katu badanych
zwierzat, prawdopodobnie wystepuje on w nim w postaci
nieskoniugowanej [14]. W innym eksperymencie, w ktdrym
szczury karmiono 14C21:0, nie zidentyfikowano radioak-
tywnosci we krwi po 60 godzinach od podania wyznako-
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wanego homologu, a jego maksymalne stezenie we krwi
okreslono po 7-12 godzinach od podania [14]. Alkilorezor-
cynole zlokalizowano takze w tkance ttuszczowej okotoner-
kowej szczura w stezeniu ~ 2-4 pg/g Swiezej tkanki [49].
Powyzsze eksperymenty potwierdzajg fakt, ze zar6wno u
zwierzat, jak i u ludzi poziom absorpcji alkilorezorcynoli
jest cechg indywidualng i waha sie w réznych granicach u
poszczegdlnych osobnikéw [15,16,54].

W celu doktadnego poznania losow alkilorezorcynoli w
organizmach zywych, przeprowadzono pierwsze préby ba-
dania kinetyki ich pojawiania sie i zanikania z krwi zwierzat.
Doswiadczenia na S$winiach karmionych paszg bogatg w al-
kilorezorcynole sugeruja, ze czas ich potowicznej absorpcji
wynosi 1,2 godziny, natomiast czas potowicznej eliminacji
z krwi 3,9 godziny. Stosunkowo dtugie krazenie alkilore-
zorcynoli we krwi moze by¢ zaréwno wynikiem krazenia
jelitowo-watrobowego, jak i innych, nie poznanych dotad
mechanizméw [54], Kinetyka absorpcji alkilorezorcynoli nie
zostata jeszcze okreslona w przypadku cziowieka. Ozna-
czono je natomiast w osoczu krwi ludzkiej [16], a takze ich
potencjalne metabolity w moczu [17], W ludzkim moczu,
zebranym od osobnikéw poddanych diecie bogatej w otre-
by pszenne, zidentyfikowano nieznaczne ilosci niezmienio-
nych alkilorezorcynoli (gtéwnie C17:0) w formie skoniugo-
wanej z glukuronianami i/lub sulfonianami [17], Koncowe
produkty szlaku rozktadu alkilorezorcynoli, zidentyfikowa-
ne w moczu to kwas 3,5-dihydroksybenzenowy oraz kwas
3-(3,5-dihydroksyfenylo)-I-propionowy [17]. W oparciu o
przedstawione powyzej eksperymenty, rozwazany jest me-
chanizm rozktadu alkilorezorcynoli w szlaku oo-oksydacji
i, nastepujacego po nim, skracania bocznego tancucha alki-
lowego w wyniku (3-oksydacji oraz koncowej koniugacji z
glukuronianami i/lub sulfonianami [12,17].

PROPONOWANY SZLAK DEGRADACJI
5-n- ALKILOREZORCYNOLI

Nie przeprowadzono dotychczas kompleksowych, pet-
nych i ztozonych badan nad metabolizmem alkilorezorcy-
noli z ziaren zb6z w organizmach zwierzat, chociaz istnieja
doniesienia na temat mechanizmu rozktadu rezorcynolu
(C1:0) i oliwetolu (C5:0). W modelowych badaniach nad
szczurami, po doustnym podaniu rezorcynolu, nastepuje
jego szybka absorpcja i gwattowne usuwanie z organizmu
(90% wyznakowanej porcji zidentyfikowano w moczu juz
po 24 godzinach od podania) [12,30]. Odnalezione w moczu
metabolity rezorcynolu okazaty sie glukuronowymi, sul-
fonowymi i glukurono-sulfonowymi koniugatami [12,30].
Niezmodyfikowane alkilorezorcynole, a nie ich metabolity,
zidentyfikowano w moczu ludzkim po zastosowaniu proce-
dur dekoniugacji. Oznacza to, ze w moczu ludzkim wyste-
puja one réwniez w postaci koniugatéw [17]. Inne badania
prowadzono nad szlakiem katabolicznym olivetolu przez
grzyb Syncephalastrum ravemosum [12,30] obejmujgcym,
podobnie jak w przypadku tokoferoli, skracanie bocznego
tancucha alkilowego alkilorezorcynoli, az do wytworzenia
tatwiej rozpuszczalnych w wodzie metabolitéw koricowych
[56,57]. 4-n-nonylfenol, fenolowy lipid podobny struktu-
ralnie do czasteczki alkilorezorcynolu, jest rozktadany w
szlaku charakterystycznym dla tokoferoli. W moczu szczu-
row metabolity tego zwigzku sg skoniugowane z grupami
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glikuronowymi i sulfonowymi, a ich tancuch alkilowy jest
skracany w mechanizmie (3-oksydacji do kwasu 4-hydro-
ksybenzenowego [58]. Tokoferolo-oo-hydroksylaza, enzym
cytochromu P4) inicjuje szlak katabolizmu tokoferoli, ale
takze katalizuje co-hydroksylacje leukotrienu B4 i kwasu
arachidonowego [57]. Ten sam enzym lub enzym o podob-
nej aktywnosci moze réwniez katalizowac¢ co-hydroksylacje
bocznego tancucha alkilowego alkilorezorcynoli (Ryc. 3).
Podjednostki CYP4A i CYP4F cytochromu P4 ktdre katali-
zujg niespecyficzng co-hydroksylacje w pozycji i co-1 wegla
tancuchow alkilowych [59], rozpatrywane sg jako enzymy
szlaku rozktadu alkilorezorcynoli w organizmach zywych,
a kwasy 3-(3,5-dihydroksyfenylo)-l-propionowy i 3,5-dihy-
droksy-benzenowy proponowane sg jako koAcowe produk-
ty metabolizmu alkilorezorcynoli, odkad zidentyfikowano
je w moczu 0s6b spozywajacych produkty petnoziarniste
[17]. PowyzZszg teze oparto m. in. na eksperymencie, w kto-
rym alkilorezorcynole hamujg szlak hydroksylazy-co-toko-
ferolowej, dla ktorej gtéwnym substratem jest y-tokoferol
(w przeciwienstwie do a-tokoferolu) [49]. Szczury karmione
duzymi ilosciami alkilorezorcynoli (1,2 lub 4 g/kg diety lub
100-450 mg/kg ciata) charakteryzujg sie podwyzszonym
stezeniem y-tokoferolu w watrobie i ptucach, podczas gdy
stezenie y- lub a-tokoferolu w osoczu nie zmienia sie [49].
Alkilorezorcynole hamuja takze powstawanie rozpuszczal-
nych w wodzie metabolitéw y-tokoferolu w hodowlach
tkankowych HepG3 [49], Sezamina, lignan z nasion sezamu,
hamuje enzym cytochromu P4 — hydroksylaze-co-tokofe-
rolowg i dlatego silnie hamuje co-hydroksylacje tokoferolu,
kluczowego etapu szlaku rozktadu tokoferoli w hepatocy-
tach [49], Sezamine zastosowano jako pozytywng kontro-
le w eksperymencie, w ktérym badano potencjalny szlak
katabolizmu alkilorezorcynoli. W poréwnaniu z sezaming
efekt dziatania alkilorezorcynoli byt znacznie stabszy, dla-
tego zasugerowano, ze zamiast bezposredniego blokowa-
nia mogg one hamowaé¢ metabolizm y-tokoferolu w sposéb
kompetencyjny [49]. Alkilorezorcynole o krétszych tarncu-
chach bocznych prawdopodobnie sg lepszymi substratami
w szlaku hydroksylazy-m-tokoferolowej [12,49] w przeci-
wienstwie do dtugotancuchowych alkilorezorcynoli, ktore
sg W mniejszym stopniu zdolne do wspétzawodnictwa w
wigzaniu do enzymu [12].

Rycina 3. Proponowany
szlak degradacji alkilore-
zorcynoli  w organizmach
I zywych  prawdopodobnie
obejmuje  w-hydroksylacje

i nastepujace po sobie ko-
lejne p-oksydacje bocznego
i tanicucha alkilowego alki-
lorezorcynolu, prowadzace

do powstania metabolitow
. o skréconych taincuchach.
| Kwasy 3-(3,5-dihydroksyfe-
nylo)-l-propionowy (DHP-
PA) i 3,5-dihydroksy-benze-
nowy (DHBA) proponowane
I sg jako koricowe metabolity
szkalu degradacji alkilore-
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METODY OZNACZANIA I ANALIZY 5-n-
ALKILOREZORCYNOLIW OSOCZU, MOCZU
| BLONACH BIOLOGICZNYCH

Raulus i Penney analizowali oliwetol (C5:0) w surowicy
krélika, stosujagc wysokosprawna chromatografie cisnienio-
wg (HPLC ang. high performance/pressure liquid chromatogra-
phy) z detekcjg przez pomiar absorpcji UV [12,30], Metabo-
lity alkilorezorcynoli zidentyfikowano w moczu cztowieka
zapomocg chromatografii gazowej z detekcjg spektrometrii
mas (GC-MS ang. gas chromatography-mass spectrometry) po
enzymatycznej hydrolizie i oczyszczeniu w chromatogra-
fii cienkowarstwowej (TLC ang. thin layer chromatography).
Niezmodyfikowane (natywne) alkilorezorcynole oznaczo-
no w ludzkiej i swinskiej tresci pokarmowej za pomoca
GC-MS i GC-FID (chromatografia gazowa z detektorem
ptomieniowo-jonizacyjnym, ang. gas chromatography-flame
ionization detector) [14,15,17]. Oczyszczanie za pomocg TLC
oraz analize TLC w potgczeniu z GC zastosowano przy
pomiarach ilosci alkilorezorcynoli zmagazynowanych w
tkankach statych szczura i krwinkach czerwonych krwi
ludzkiej [49,52], a detektorem radiochemicznym HPLC po-
stuzono sie do oznaczenia wyznakowanych-C¥4 metaboli-
tow alkilorezorcynoli w osoczu krwi ludzkiej, moczu ludz-
kim i kale szczurdw [14]. Najnowsza metoda oznaczania
alkilorezorcynoli we krwi ludzkiej opiera sie na zastoso-
waniu analizy GC-MS ekstraktow z osocza [16]. Hydroliza
enzymatyczna prébek osocza przy pomocy sulfatazy lub
(3-glukuronidazy nie zwieksza mierzalnego poziomu alki-
lorezorcynoli, co sugeruje, ze sg one transportowane we
krwi w postaci nieskoniugowanej. Niemniej jednak kilku-
nastogodzinna inkubacja préb osocza z wodg destylowang

Absorpcja
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'
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Uktad limfatyczny

'
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Transport we krwi

.
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Rycina 4. Proponowany szlak dystrybucji alkilorezorcynoli w osoczu krwi. Al-
kilorezorcynole wydaja sie by¢ absorbowane z jelita cienkiego, poprzez uktad
limfatyczny, do chylomikronéw, a nastepnie transportowane do watroby i tam
wigczane do VLDL. Z VLDL ulegaja redystrybucji do HDL i LDL. Peryferyczne
tkanki, zwtaszcza tkanki tluszczowe, moga pozyskiwa¢ alkilorezorcynole po-
przez lipoproteiny. Poprzez LDL moga by¢ réwniez dostarczane do makrofagow
lub ptytek arteriosklerotycznych, gdzie wykazujg prawdopodobnie efekt stabili-
zujacy btony komdrkowe [53].
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zwieksza wydajnos¢ ich ekstrakcji oraz odzysk, co suge-
ruje mozliwosé tworzenia kompleksow alkilorezorcynoli z
biatkami osocza i ich stopniowego uwalniania w wyniku
dtugotrwatej inkubacji [16]. Ponadto, alkilorezorcynole sg
witgczane do lipoprotein osocza, co moze czesciowo thu-
maczy¢ powyzsze zjawisko [53]. W eksperymentach nad
oznaczaniem alkilorezorcynoli w osoczu, moczu i btonach
biologicznych jako standard zewnetrzny stosuje sie C20:0,
nie wystepujagcy w warunkach naturalnych w ziarnach
zb6z [30].

ABSORPCJA | DYSTRYBUCJA 5-n-
ALKILOREZORCYNOLIW OSOCZU KRWI

Alkilorezorcynole nie sg wchtaniane z jelita do zyty wrot-
nej watrobowej, tak jak aminokwasy, cukry czy krétkotancu-
chowe kwasy ttuszczowe, ale sg absorbowane przez uktad
limfatyczny jak inne zwigzki lipofilne [54], Nie stwierdzono
réznic w stezeniu alkilorezorcynoli we krwi zylnej i tetniczej
w badaniach na modelowych zwierzetach — $winiach, dla-
tego nie jest mozliwe wyznaczenie rzeczywistego czasu ich
absorpcji lub zaleznej od dawki absorpcji do osocza krwi.
Zaobserwowano jednak zmiany w stezeniu alkilorezorcy-
noli w osoczu w odpowiedzi na wzrost spozycia catych zia-
ren zb6z i/lub produktéw petnoziarnistych [54]. Najwyzsze
stezenie alkilorezorcynoli w osoczu po pojedynczym Kkar-
mieniu (3-4 godziny) odpowiadato wynikom uzyskanym
dla tokoferoli (3,3-4,4 godziny) [54,60]. Podobng zaleznos¢
stwierdza sie dla czasu poéttrwania obu grup zwigzkéw we
krwi, tj. 3,93 godziny dla alkilorezorcynoli i 2,3-4,4 godziny
dla tokoferoli. Wydtuzenie czasu péttrwania (~10 godzin)
wyznakowanych alkilorezorcynoli u szczuréw (wcze$niej-
sze badania) wskazuje raczej na pomiar radioaktywnos$c¢ ich
metabolitdw, a nie natywnych czasteczek [14], Rozbieznosci
te moga wynikac réwniez z odmiennych zwyczajoéw zywie-
niowych iréznic miedzygatunkowych [54].

U $wini wszystkie homologi alkilorezorcynoli sg wchta-
niane w podobny sposéb. Skiad poszczeg6lnych homolo-
géw w osoczu odpowiada ich rozktadowi w diecie [54], U
niektérych $Swin uzyskano dwa maksima czasowe absorp-
cji alkilorezorcynoli, tj. po 3-4 godzinach i po 6-9 godzi-
nach, co ttumaczy sie wewnatrzwgatrobowym kragzeniem
tych lipidow fenolowych [54]. Co ciekawe, szybko po kar-
mieniu stezenie alkilorezorcynoli wzrasta do 74 nmol/l
i osigga maksimum po 3 godzinach [54]. Wynika to by¢
moze z ich magazynowania w btonach komdrkowych
lub tkance ttuszczowej oraz stopniowego uwalniania do
krwioobiegu. Zjawisko to mozna réwniez powigzaé¢ z wy-
zej wspomnianym wewnatrzwatrobowym krgzeniem alki-
lorezorcynoli [54],

Alkilorezorcynole sg wigczane w btony ludzkich erytro-
cytow podczas diety bogatej w produkty petnoziarniste [52],
Stosunek stezenia alkilorezorcynoli w osoczu do ich zawar-
tosci w bionach erytrocytéw wynosi 0,7 w diecie opartej na
catych ziarnach zyta i 0,5 w diecie opartej na catych ziar-
nach pszenicy [52], Wartosci te okazujg si¢ istotnie podobne
(szczeg6lnie po wchionieciu alkilorezorcynoli z petnoziarni-
stego chleba zytniego), do wyznaczonych dla a- (0,80) i y-to-
koferolu (0,67), kiedy to poziom tokoferoli erytrocytarnych
odniesiono do poziomu lipidow osocza [61]. Wskazuje to na
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podobny mechanizm dystrybucji tokoferoli i alkilorezorcy-
noli w osoczu i komorkach krwi [52,61]. W oparciu o dotych-
czasowe badania, nie stwierdzono we krwi obecnosci specy-
ficznych transporterow tokoferoli [61]. Niemniej jednak, jesli
takie transportery istniejg by¢ moze sg one rowniez wykorzy-
stywane w transporcie alkilorezorcynoli [61].

Ditugotancuchowe homologi alkilorezorcynoli wbu-
dowujg sie w btony erytrocytarne w wiekszej ilosci w po-
rownaniu z krétkotancuchowymi homologami [52], Jest to
zgodne z wczesniejszymi badaniami przeprowadzonymi
w warunkach in vitro [62]. Alkilorezorcynole charakteryzu-
ja sie wysokim wspotczynnikiem podziatu LogP i dlatego
tatwo wbudowujg sie w btony biologiczne [30,62]. Dtugo-
tancuchowe alkilorezorcynole sg bardziej hydrofobowe w
zwigzku z czym wykazujg zwiekszong tendencje do wia-
czania sie w $rodowisko tipofilne (btona) [52], Badania in
vitro wskazujg na zmiany w przepuszczalnosci btony po
whbudowaniu sie w jej strukture czgsteczek alkilorezorcyno-
li [30,62]. Powyzszej zaleznosci nie stwierdzono jednak w
badaniach in vivo. Fakt ten mozna tlumaczy¢ duzg réznicg
w wartosciach stezen alkilorezorcynoli stosowanych w obu
typach eksperymentow. Stezenie stosowane w badaniach in
vitro wynosito 3,5 do 30 pmol/1 [30], a w badaniach in vivo
osiggato maksymalnie 637 nmol/1 upakowanych komérek
[52], Prawdopodobnie, natychmiast po absorpcji dochodzi
do zwiekszenia poziomu wbudowywania sie czasteczek
alkilorezorcynoli w btony erytrocytéw, co moze miec nie-
znaczny wptyw na ich przepuszczalno$é [52],

Alkilorezorcynole wbudowujg sie we wszystkie klasy li-
poprotein (VLDL, LDL iHDL) ludzkiego osocza iwydajg sie
by¢ transportowane w formie nieskoniugowanej [53]. Steze-
nie alkilorezorcynoli mierzone we wszystkich frakcjach li-
poproteinowych jest zblizone do ich catkowitego stezenia w
osoczu. VLDL wykazujg najwyzszg zdolno$¢ do transpor-
towania alkilorezorcynoli [53], Jednak ze wzgledu na niska
zawarto$¢ VLDL w osoczu, HDL razem z VLDL wydajg sie
by¢ gtéwnymi nosnikami tych lipidow fenolowych. Powyz-
sze doniesienia sa odmienne od wynikow uzyskanych dla
a-tokoferolu, dla ktérego LDL i HDL sg gtéwnymi no$ni-
kami w osoczu [53,61], Alkilorezorcynole wydajg sie by¢
absorbowane poprzez uktad limfatyczny z jelita cienkiego
do chylomikronéw (Ryc. 4), a nastepnie transportowane
do watroby i stamtad do VLDL [53]. Z VLDL moga ulegaé
redystrybucji do HDL i LDL. HDL wi#gczajg alkilorezorcy-
nole, prawdopodobnie, bezposrednio z chylomikronow,
co ttumaczy ich wyzsze stezenie w HDL w poréwnaniu z
LDL [53]. Powyzszy szlak wykazuje szereg podobienstw do
szlaku dystrybucji tokoferoli w osoczu [63]. Peryferyczne
tkanki, zwtaszcza tkanki ttuszczowe, mogg réwniez pozy-
skiwac alkilorezorcynole poprzez lipoproteiny [53]. Z LDL
alkilorezorcynole prawdopodobnie sg dostarczane do ma-
krofagow lub ptytek arteriosklerotycznych, gdzie wykazuja
efekt stabilizujagcy btony komorkowe [30,62],

Nie stwierdzono dotychczas zadnych zmian w aktywno-
ci utleniajgcej uktadow, zawierajacych alkilorezorcynole w
warunkach in vitro [64]. Niemniej jednak konieczne wyda-
je sie uzupetnienie istniejgcego stanu wiedzy na temat ich
potencjalnego dziatania jako przeciwutleniaczy w btonach
biologicznych [64]. Przypuszcza sie, ze alkilorezorcynole
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moga wywotywa¢ zmiany w rozktadzie lipidowym LDL
i HDL i by¢ moze w ten sposéb wptywajg na wrazliwos¢
utleniania. Aktywnos$¢ przeciwutleniajgca alkilorezorcynoli
probowano wyttlumaczy¢ takze poprzez posredni wplyw
tych zwigzkéw na poziom tokoferolu, zwitaszcza y-tokofe-
rolu [49,53,64], Wzrost stezenia alkilorezorcynoli w wyni-
ku diety petnoziarnistej zwieksza stezenie y-tokoferolu w
watrobie szczura, a badania in vitro wskazujg na zahamo-
wanie rozktadu y-tokoferolu w zwigzku z pojawieniem sie
alkilorezorcynoli wchionietych z pozywienia [49]. Z dru-
giej strony nie ma bezposrednich dowoddw na to, ze alki-
lorezorcynole wptywajg na mierzalne w surowicy stezenia
przeciwutleniaczy, ale by¢ moze mogg jednak wywotywac
jakie$ zmiany w stezeniu tokoferoli i cholesterolu w watro-
bie lub/iinnych tkankach, jak rGwniez wptywac¢ na wiasci-
wosci btony komoérkowej oraz bezposrednio lub posrednio
zmienia¢ wrazliwos¢ utleniajgcg komaérek [53].

PRZYSZtOSC 5-n-ALKILOREZORCYNOLI JAKO
BIOLOGICZNYCH MARKEROW ZDROWEJ ZYWNOSCI

Alkilorezorcynole wystepujg w duzych ilosciach w ziar-
niakach zb6z, zwtaszcza zyta i pszenicy, ale nie wiele wia-
domo o ich funkcjach jako sktadnikéw diety wysokobton-
nikowej. Badania in vitro wskazujg na szeroki zakres ich
wiasciwosci biologicznych, ale ich aktywnos$¢ in vivo ogra-
niczona jest niskimi stezeniami, w jakich wystepujg one w
organizmach zywych [12,30], Stezenie alkilorezorcynoli
wzrasta znacznie w osoczu w trakcie diety wysokobtonni-
kowej i maleje w trakcie diety niskobtonnikowej. Podczas
diety bezglutenowej oraz pozbawionej catych ziaren zhéz
nie stwierdza sie obecnosci alkilorezorcynoli we krwi [16].
Niemniej jednak niewielkie, ale state ilosci tych lipidow fe-
nolowych sg oznaczane w ludzkim i zwierzecym (Swinie)
osoczu, co sugeruje ich prawdopodobne magazynowanie
w tkankach, btonach komdérkowych i lipoproteinach oraz
stopniowe uwalniane do osocza [16,52-54],

Po spozyciu pokarméw petnoziarnistych (szczegdlnie
zytnich i pszennych), alkilorezorcynole sg gwattownie uwal-
niane z jelita cienkiego, a ich okres pottrwania we krwi jest
stosunkowo kroétki [65]. Po pojedynczym karmieniu zytnim
chlebem petnoziarnistym, stezenie alkilorezorcynoli w oso-
czu krwi $winskiej wzrasta w ciggu 16 godzin i pozostaje
okoto 5-razy wyzsze w poréwnaniu z kontrolg [54]. Réwniez
w zachowawczym (ciggtym) karmieniu catymi ziarnami zyta
te same zwierzeta wykazujg znaczny wzrost stezenia alkilo-
rezorcynoli we krwi [54], W zwigzku z tym mozna stwier-
dzi¢, ze stezenie alkilorezorcynoli w osoczu wzrasta wraz
ze zwiekszonym spozyciem produktow petnoziarnistych
pszennych i zytnich [54,65], Z drugiej strony, nie stwierdzo-
no dotychczas zaleznosci iloSciowej pomiedzy spozywaniem
produktéw zbozowych a stezeniem alkilorezorcynoli w o0so-
czu lub btonach erytrocytarnych [16,52], co moze ograniczy¢
mozliwo$¢ zastosowania ich jako markeréw zdrowej zywno-
§ci. Zmiany w catkowitym stezeniu alkilorezorcynoli w oso-
czu razem z oznaczeniem stosunku homologéw C17:0/C21:0
moga stuzyé do rozrdzniania poziomu spozycia produktéw
petnoziarnistych zytnich i pszennych [13,44]. Zar6wno pod-
czas zachowawczego, jak i sporadycznego spozycia produk-
tdw petnoziarnistych stosunek ten wzrasta tylko po zjedzeniu
produktéw zytnich, a maleje po zjedzeniu produktéw pszen-

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

nych [65]. Rdznice te, zwigzane z odmiennymi warto$ciami
stosunku homologoéw C17:0/C21:0 w ziarnach zyta i pszeni-
cy [13], przektadajg sie na produkty zbozowe, a nastepnie na
stezenie poszczegdlnych homologéw w osoczu krwi, btonach
erytrocytéw ilipoproteinach [16,52,53],

PODSUMOWANIE

Niektorzy autorzy przedstawiajg teorie, zgodnie z ktdra,
dieta oparta na ziarnach zbdéz i wysokobtonnikowych pro-
duktach zbozowych moze zapobiega¢ rozwojowi niektérych
choréb przewlektych [1-9]. Pomiar stezenia alkilorezorcynoli
w 0soczu moze dostarczy¢ informacji na temat zwyczajow zy-
wieniowych i prawdopodobnie wskazywaé na réznice pomie-
dzy spozywaniem produktéw zbozowych (zwitaszcza zytnich
i pszennych) a innymi wysokobtonnikowymi produktami bo-
gatymi w roslinne lignany, takimi jak nasiona, warzywa i owo-
ce. To mogtoby pozwoli¢ na okreslenie ochronnej roli catych
ziaren zb6z w profilaktyce niektdrych chordb cywilizacyjnych,
w poréwnaniu do innych zrodet wartoSciowych mikrosktad-
nikow w diecie cztowieka. Przed potwierdzeniem mozliwosci
zastosowania alkilorezorcynoli jako markeréw biologicznych
zdrowej zywnosci, nalezy ustali¢ wiecej szczeg6tow doty-
czacych zaleznos$ci pomiedzy spozywaniem calych ziaren
zb6z oraz petnoziamistych produktéw pszennych i zytnich
a zmianami w stezeniu alkilorezorcynoli w osoczu krwi, bto-
nach erytrocytamych i lipoproteinach oraz ich potencjalnych
metabolitow w moczu. Niezwykle wazne wydaje sie réwniez
precyzyjne okreslenie szlaku katabolizmu alkilorezorcynoli
wchtanianych z pozywieniem oraz kinetyki absorpcji tych li-
pidow fenolowych w organizmie cztowieka.
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5-u-alkylresorcinols of whole grain cereals and whole grain
cereal products as biomarkers of healthy food
Mariola Kulawinek , Arkadiusz Kozubek

Department of Lipids and Liposomes, Faculty of Biotechnology, University of Wroclaw, 63/77 Przybyszewskiego St., 51-148 Wroclaw, Poland
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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 when 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 milling fractions process, could be avery good candidate to play the
role of biomarker of whole grain intake. They are absorbed by animals and humans, present in human plasma and as metabolites in urine.
Because composition of saturated homologues 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

horoba Parkinsona (PD) jest jedna z najczestszych chordb neurodegeneracyjnych czto-

wieka. Wiekszos$¢ przypadkow wydaje sie by¢ wywotana czynnikami srodowiskowymi,
ale niewielki procent zwigzany jest z mutacjami w genach DJ-1, PARK, PINK1, NR4A2 i
SNCA. Posrod sugerowanych mechanizméw prowadzacych do neurodegeneracji u chorych z
tymi mutacjami wymienia sie utrate wtasciwosci przeciwutleniajacych, toksyczna agregacje
biatek, niewydolno$¢ proteosomalnej degradacji biatek. Tymczasem coraz wiecej wynikow
wskazuje, ze wiele z biatek ulegajgcych mutacjom to modulatory przekazywania sygnatéw
na szlaku, w ktérym uczestniczy kinaza c-Jun (INK) i zwigzanego z nig szlaku PI3K/Akt.
Szlak JNK zwigzany jest z indukcjg apoptozy pod wptywem stresu oksydacyjnego, praw-
dopodobnego mechanizmu wywotujgacego sporadyczne postacie choroby Parkinsona. Se-
kwencja nastepujacych zdarzen: stres oksydacyjny -> szlak JNK -> apoptoza, moze okazaé
sig wspolnym mechanizmem lezgcym u podstaw zaréwno rodzinnych, jak i sporadycznych
postaci choroby Parkinsona. Niniejsza praca skupia sie na roli stresu oksydacyjnego i akty-
wacji szlaku INK w dziedzicznych postaciach choroby Parkinsona.

WPROWADZENIE

Choroba Parkinsona (PD) jest druga co do czestosci chorobg neurodegenera-
cyjng, dotykajacg okoto 1-3% populacji. Objawy choroby wywotane sg zanikiem
neurondw istoty czarnej, jednak przyczyny i mechanizmy neurodegeneracji sg
wcigz niejasne. W licznych opracowaniach dotyczacych patogenezy PD zwraca
sie uwage na istotng role stresu oksydacyjnego. W istocie, neurony dopaminer-
giczne sg szczegOlnie narazone na stres oksydacyjny, gdyz synteza i metabolizm
dopaminy prowadzg do powstania duzej ilosci wolnych rodnikow. Badania
mozgow 0s6b chorych na PD potwierdzajg objawy stresu oksydacyjnego. llos¢
modyfikacji karbonylowych — wskaznika oksydacji biatek, jest dwukrotnie
wieksza u chorych na PD niz w neuronach istoty czarnej os6b zdrowych [1].
Poziomy niektorych produktéw peroksydacji lipidéw i utleniania nukleotydow
sg odpowiednio 8- i 16-krotnie wyzsze u chorych w poréwnaniu z grupg kon-
trolng [2,3]. Liczne neurotoksyny wykorzystywane w farmakologicznych mode-
lach PD, takie jak: parakwat, rotenon, hydroksydopamina (6-OHDA) czy MTP,
powodujg wzrost ilosci reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive oxygen spe-
cies) i wywotujg apoptoze neuronéw dopaminergicznych. W procesie tym bierze
udziat kaskada sygnatowa JNK.

Elementem docelowym kaskady sygnatowej JNK jest biatko c-Jun, ktére pod
wptywem fosforylacji ulega dimeryzacji i aktywuje transkrypcje genéw kodu-
jacych biatka proapoptotyczne. Wyniki badan Nishi [4] potwierdzajg aktywa-
cje c-Jun pod wptywem MPTP. Biatkiem aktywujgcym c-Jun jest kinaza fosfo-
rylujagca N-koncowy rejon biatka c-Jun (JNK). Podanie SP600125 — syntetycz-
nego inhibitora JNK [5], nadekspresja genu kodujgcego JIPI — inhibitora JNK
[6] i nokaut genu kodujgcego JNK [7], hamujg zwyrodnienie wywotane przez
MPTP. Pod wptywem stresu oksydacyjnego JNK aktywowana jest przez MKK4 i
MKK?7, biatka nalezgce do kinaz kinaz aktywowanych mitogenem (MAPKK), te
za$ z kolei aktywowane sg przez kinazy kinaz kinaz aktywowanych mitogenem
(MAPKKK), takie jak ASK1 [6,8-9],

Co ciekawe, parkina, kinaza PINK1, onkogen DJ-1 i alfa-synukleina, biatka,
w genach ktérych wykryto mutacje wywotujgce dziedziczne postacie choroby
Parkinsona, okazuja sie by¢ modulatorami aktywnosci kaskady sygnatowej INK
(Ryc. 1). Wiele poszlak wskazuje na podobng role innego biatka zwigzanego
z rodzinng PD — Nurrl. Dodatkowo, DJ-1 i SNCA majg réwniez whasciwosci
przeciwutleniajgce. Zatem sekwencja zdarzen: stres oksydacyjny —>szlak sygna-
towy JNK — apoptoza, rysuje sie jako wspolny mechanizm molekularny dla
dziedzicznych i sporadycznych postaci PD.

Postepy Biochemii 53 (3) 2007

Marek Jankowski

Zaktad Genetyki, Instytut Biologii Ogoélnej i
Molekularnej, Uniwersytet Mikotaja Koperni-
kaw Toruniu

EZaktad Genetyki, Instytut Biologii Ogélnej i
Molekularnej, Uniwersytet Mikotaja Kopernika
w Toruniu, ul. Gagarina 9, 87-100 Torun; tel.:
(056) 611 44 76, e-mail: marek.jankowski@
mensa.org.pl

Artykut otrzymano 29 grudnia 2006 r.
Artykut zaakceptowano 27 lutego 2007 r.

Stowa kluczowe: alfa-synukleina, parkina, DJ-
1, PINK1, Nurrl

Wykaz skrotéw: Akt (ang. Akt kinase or protein
kinase B) — kinaza Akt, inaczej okreslana kina-
za biatkowa B; ASK1 (ang. apoptosis signal-regu-
lating kinase-1) — kinaza 1 regulujgca apopto-
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na; PD (ang. Parkinson's disease) —choroba Par-
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li; PINK1 (ang. PTEN induced putative kinase)
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Rycina 1. Biatka zwigzane z rodzinnymi postaciami choroby Parkinsona. Objasnienia: 1. Strzatki zakoriczone ostrym grotem oznaczaja aktywacje biatka lub indukcje jego
ekspresji; 2. Strzatki zakoriczone tepym grotem oznaczaja hamowanie aktywnosci biatka badz jego degradacje; 3. Linie oznaczone znakiem zapytania oznaczaja zaleznosci

domniemane.

DJ-1

DJ-1 to mate biatko homologiczne do prokariotycznego
chaperonu Hsp3l. Mutacje DJ-1, wywotujgce miodziencza
forme PD, uniemozliwiajg homodimeryzacje DJ-1 i prowa-
dzg do przyspieszonej jego degradacji [10]. U os6b chorych
ze sporadyczng postacig PD obserwuje sie utlenione [11],
prawdopodobnie nieaktywne, formy tego biatka [12]. Z po-
wodu zdolnos$ci do autoutleniania wielu badaczy postuluje
udziat DJ-1 w zmiataniu wolnych rodnikdw. Poglad ten wy-
dajg sie potwierdza¢ wyniki doswiadczen, w ktérych doko-
nywano nadekspresji [13] lub podawano do istoty czarnej
rekombinowany DJ-1 [14], co zmniejszyto wrazliwo$¢ neu-
ronéw na stres oksydacyjny. Ochronnego dziatania nie wy-
kazano natomiast, gdy zastosowano DJ-1,160—zmutowang
forme biatka spotykang w rodzinnej PD [14-15], ROwniez
doswiadczenia, w ktorych doprowadzano do wyciszenia
ekspresji DJ-1, dowodzity jego waznej roli w warunkach
stresu oksydacyjnego, czynigc neurony bardziej wrazliwy-
mi na uszkodzenia wywotane obecno$cig wolnych rodni-
kow [15-16].
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Jednak, jak stusznie zauwaza Yang i wsp. [17], bezpo-
$rednia aktywnos$¢ DJ-1 jako wymiatacza wolnych rodni-
kéw jest o 2 rzedy wielkoSci mniejsza niz katalazy. Jest
zatem mato prawdopodobne, by bezposrednie wymiata-
nie wolnych rodnikow byto zasadniczym mechanizmem
w jaki DJ-1 wywiera ochronny wptyw na neurony w wa-
runkach stresu oksydacyjnego. Z obserwacji tej mozna
wnioskowac, iz wieksze znaczenie in vivo ma zdolno$¢
DJ-1 do hamowania przekazywania sygnatéw na szlaku
IJNK.

Aktywacja kinazy ASK1, sktadowej szlaku JNK, jest ha-
mowana pod wptywem fosforylacji przez kinaze biatkowg
B (Akt) [18]. Akt z kolei ulega aktywacji pod wptywem tris-
fosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP3). llo$¢ PIP3 zalezy od
rownowagi miedzy aktywnoscig kinazy PI3K, przeksztal-
cajacej PIP2 w PIP3, a aktywnos$cig biatka supresorowego
PTEN, ktére dziata antagonistycznie do PI3K. PTEN za$ jest
negatywnie regulowany przez DJ-1. Wyniki doswiadczen
Iwatsubo i wsp. [13] wykazujg, ze wyciszenie ekspresji DJ-
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1 za pomocg siRNA prowadzi do zwiekszenia aktywnosci
PTEN izmniejszonej fosforylacji Akt.

Innym mechanizmem, w ktérym DJ-1 kontroluje aktyw-
no$¢ ASK1, jest hamowanie, zaleznej od Daxx, aktywacji
ASK1 [19]. Uwaza sie, ze pod wptywem stresu oksydacyjne-
go biatko Daxx transportowane jest z jadra do cytoplazmy,
gdzie moze wiazaé i aktywowaé¢ ASK1. DJ-1 ma zdolnosé
wigzania i sekwestrowania Daxx w jadrze komorkowym.
Zapobiegajac translokacji Daxx do cytoplazmy, DJ-1 unie-
mozliwia aktywacje ASK1, a w konsekwencji —JINK.

Istnienia oddziatywan miedzy DJ-1 i Daxx dowodzg wy-
niki badan Junn i wsp. [19], w ktoérych wykorzystano droz-
dzowag technike dwuhybrydowg, pozwalajgca na wykrywa-
nie biatek tworzgcych funkcjonalne kompleksy in vivo.

Skadingd wiadomo takze, ze DJ-1 moze hamowac pro-
apoptotyczne dziatanie Daxx posrednio. Aktywowana JNK
fosforyluje i aktywuje kinaze HIPK1 [20], ta za$, fosfory-
lujgc Daxx, wptywa na jego powtdrny transport do cyto-
plazmy, gdzie, jak juz wspomniano, Daxx aktywuje ASK1
i, w mechanizmie petli zwrotnej, aktywuje JNK. DJ-1 ma
zdolno$¢ wigzania HIPK1 in vitro, jak i wspétwystepuje in
vivo. Wydaje sie catkiem prawdopodobne, ze DJ-1 wykazuje
zdolno$¢ do degradacji HIPK1. Nadekspresja dzikiej formy
genu DJ-1 w linii komérkowej H1229 powodowata wzmo-
zong degradacje HIPK1. Zjawiska tego nie obserwowano w
doswiadczeniach z nadekspresjg zmutowanej formy genu
DJ-lcms. Mutacja ta dotyczy miejsca domniemanej aktyw-
nosci proteazowej DJ-1 [21]. Wyniki doSwiadczen in vitro
wskazujg, ze DJ-1 moze dziata¢ réwniez ,przyczynowo"
w warunkach stresu oksydacyjnego — zmniejszajac ilos¢
wolnych rodnikow [14], hamuje przekazywanie sygnatu
proapoptotycznego w komorce. Zhou iwsp. [16] wykazuja,
ze dzieje sie to poprzez aktywacje ligazy glutaminianowo-
cysteinowej (GCL), kluczowego enzymu szlaku syntezy
glutationu. Doktadny mechanizm, w jakim DJ-1 wptywa na
ekspresje GCL, nie jest jednak znany.

PARKINA

Parkina, biatko kodowane przez gen PARKIN, nalezy do
ligaz ubikwitylowych E3. Do substratow ubikwitylowanych
przez to biatko nalezg miedzy innymi: synaptotagmina XI,
O-glikozylowana alfa-synukleina, synfilina-1, cyklina E, ho-
molog receptora endoteliny Pael-R i septyna 5. Wykazano,
iz wiele z mutacji parkiny powoduje spadek jej aktywnosci
ligazy ubikwitylowej i wigze sie to z wystgpieniem rodzin-
nej, mtodzienczej postaci choroby. Liczni badacze sugeruja,
ze mutacje parkiny prowadzag do niewydolno$ci systemu
ubikwityna-proteosom w PD poprzez stres wywotany gro-
madzeniem sie wadliwie sfatldowanych biatek. Z drugiej
strony, sam stres oksydacyjny wywotuje identyczny efekt.
Wydaje sie zatem, ze wadliwe dziatanie systemu ubikwity-
na-proteosom, spowodowane mutacjami parkiny, moze by¢
skutkiem, a nie przyczyna tego procesu.

Stres oksydacyjny wywotuje wzrost ekspresji parkiny
[22]. Nadekspresja tego biatka w komérkach dopaminer-
gicznych zmniejsza ilos¢ wolnych rodnikéw w komorce
[23], Przeciwnie, wyciszenie parkiny za pomocg SiRNA
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prowadzi do kumulacji toksycznych pochodnych autoutle-
niania DOPA- i DA-chinondw [24], Wzrost ekspresji parki-
ny jest wiec najwyrazniej reakcjg obronng. Potwierdzac to
moze fakt, ze polimorfizm T —G sekwencji promotora w
pozycji -258 od miejsca startu transkrypcji, warunkujacy
brak wzrostu ekspresji parkiny w obecnosci ROS, jest czyn-
nikiem ryzyka wystgpienia sporadycznej formy PD [25,26].

Komérki dopaminergiczne produkujgce zmutowane
formy parkiny, charakteryzuja sie obecnoscig fosforylowa-
nej (aktywnej) formy JNK [23,27]. U Drosophila wykazano
rowniez aktywacje homologa ASKI-dASKI [27], Wydaje
sie, ze hamujacy wptyw parkiny na przekaznictwo sygna-
tu na szlaku JNK zwigzany jest z, zaleznym od PI3K/Akt,
hamowaniem aktywacji. ASK1 jest hamowana przez kinaze
PI3K/AKkt. Parkina wiaze i ubikwityluje Epsl5, biatko ada-
pterowe zwigzane z endocytozg receptora naskdrkowego
czynnika wzrostu (EGFR), dziatajgcego neuroprotekcyjnie
na komorki dopaminergiczne [28]. Wigzanie Epsl5 spo-
walnia internalizacje EGFR i przedtuza, indukowang przez
EGF, aktywacje PI3K/Akt. Zardwno wyciszenie Epsl5 za
pomocg siRNA, jak i nadekspresja genu parkiny wigzg sie
ze zwiekszeniem ilosci fosforylowanej (aktywowanej) Akt.
Niezwykle ciekawym jest fakt, ze gen Espl5 zlokalizowany
jest w obrebie locus PARKIO, zwigzanego z ryzykiem wy-
stapienia idiopatycznej PD.

Wiadomo, ze parkina moze wigzac sie z chaperonami,
takimi jak CHIP i Hsp70 [29]. Podobne oddziatywania wy-
kazano dla DJ-1, innego modulatora PI3K/Akt, zwigzanego
z PD [30,31]. Co wiecej, DJ-1 i parkina tworzg ze sobg kom-
pleksy biatkowe [32]. Jako ze w PD zwigzanym z mutacja-
mi parkiny, ilos¢ DJ-1 jest dramatycznie mniejsza, Moore i
wsp. [31] sugeruja, ze parkina poprzez oddziatywanie z DJ-
1wptywa na jego stabilnos¢.

PINK1

Na poziomie morfologicznym nokauty genu PARKIN u
Drosophila charakteryzuja sie degeneracjg neuronéw dopa-
minergicznych oraz posrednich miesni lotnych. Zaobserwo-
wano, ze w komorkach mutantéw dochodzi do obrzmienia
mitochondriéw, a uderzajagco podobny fenotyp wywotuje
nokaut genu kinazy PINK1 — kolejnego genu, ktérego mu-
tacje wykryto w rodzinnym parkinsonizmie dziedziczonym
autosomalnie recesywnie. | tym razem wykazano zwigzek
mutacji z aktywacja szlaku JNK [33]. Ekspresjazmutowanych
form PINK1 u Drosophila prowadzita do wzrostu ekspresji
genu puc, ktory jest jednym z gendw docelowych szlaku
JNK. Ekspresja zmutowanego genu hep —homologa MKK?7
u Drosophila wraz ze zmutowanym PINK1 hamuje apopto-
ze, ale nie powoduje zmiany fenotypu mitochondriéw. Ko-
ekspresja zmutowanego PINK1 i PARKIN hamuje apoptoze,
przywraca prawidtowa morfologie mitochondridw [34] i
prawidtowy poziom ATP [33], ktdry w mutacjach Pinkl jest
obnizony [33,35]. Ekspresja genu parkiny poprawia fenotyp
mutantéw PINK1, ale nie odwrotnie, stad wytania sie wnio-
sek, ze parkina dziata ponizej PINK1 w kaskadzie tych bia-
tek [33,34]. Poglad ten potwierdzajg wyniki doswiadczen, w
ktérych do wyciszenia ekspresji genu PINK1 uzyto siRNA,
co wywotywato obnizenie poziomu parkiny [36]. Relacja
pomiedzy PINK1 a DJ-1 jest nieco mniej przejrzysta: Tang i
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wsp. [37] wykazali, ze ekspresja dzikiej formy DJ-1 zmniej-
sza podatno$¢ na stres oksydacyjny u mutanta PINKIpeL
poprzez zwiekszanie ilosci PINK1. Z drugiej jednak strony
Yang i wsp. [36] wykazali, ze ekspresja DJ-1 nie wptywa na
fenotyp mutantéw PINKI.

U Drosophila zaburzona morfologia mitochondriow i
obnizony poziom ATP u osobnikéw z nokautem PINKI,
zahamowanie apoptozy przy niezmienionej morfologii mi-
tochondriéw w ekspresji zmutowanego genu hep (analoga
MKK?7) i znaczgca poprawa przy koekspresji buffy —homo-
loga Bcl2, $wiadczg o tym, ze PINK1, poza uczestnictwem
w szlaku JNK, jest niezbedny dla prawidtowego funkcjono-
wania mitochondridw. Analiza sekwencji PINK1, wykazata
obecnos¢ domeny o aktywnos$ci kinazy serynowo-treoni-
nowej i N-koncowego motywu lokalizacji mitochondrial-
nej. Rzeczywiscie, wyniki badan subkomoérkowej loka-
lizacji PINK1 wykazaty, Ze jest to integralne biatko btony
wewnetrznej mitochondriéw [38]. Chociaz do tej pory nie
zidentyfikowano zadnego substratu, jest niemal pewne, ze
domniemana aktywnos$¢ kinazowa ma kluczowe znaczenie
w funkcjonowaniu PINK1. Inaktywacja centrum aktywnego
kinazy hamuje antyapoptotyczny wptyw nadekspresji genu
kodujgcego PINK1 [39], Wiekszo$¢ znanych mutacji PINK1,
zwigzanych z PD, charakteryzuje sie obnizong aktywnoscia
kinazowg [40].

NURR1

Nurrl jest receptorem jadrowym z podrodziny recepto-
row sierocych NR4A, ktérego dwie mutacje NRAA2TXIH.
oraz NR4A22bT>Gwigzg sie z rodzinna PD o klasycznym
fenotypie [41]. Sugeruje sie tez wptyw polimorfizmu intro-
nu 6 7048insG [42] i polimorfizmu regionu promotorowego
+30C/G [43] na zwiekszone ryzyko wystagpienia sporadycz-
nej PD. Mutacje te, jak i polimorfizmy sekwencji genu, wig-
73 sie z obnizong ekspresja Nurrl.

Nurrl jest, obok Pitx3 i Lmxlb, najwazniejszym regu-
latorem réznicowania komorek dopaminergicznych [44],
Kontroluje m.in. ekspresje genéw: dekarboksylazy L-ami-
nokwaséw aromatycznych, transportera dopaminy (DAT)
oraz pecherzykowego transportera monoamin (VMAT-2)
—biatek niezbednych do utrzymania fenotypu dopaminer-
gicznego [45].

Wydaje sie, ze Nurrl nie tylko uczestniczy w rdznico-
waniu komérek dopaminergicznych, ale takze dziata an-
tyapoptotycznie. Obnizenie ekspresji Nurrl za pomocg
SiRNA prowadzi do zwiekszonej apoptozy w wielu liniach
komorkowych [46], U heterozygotycznych myszy Nurrl+/-
zaobserwowano w neuronach dopaminergicznych indukcje
kaspazy 3, obnizong ekspresje Bcl-2 oraz spadek odpornosci
na MPTP [47]. Przeciwnie, nadekspresja Nurrl zwieksza od-
porno$¢ neuronéw dopaminergicznych na MTPT [48],

W modelu sporadycznego parkinsonizmu, indukowane-
go przez MTPT u makaka, dochodzi do obnizenia ekspresji
Nurrl [49]. Skadinad wiadomo, ze w toksycznosci MTPT
uczestniczy szlak JNK. Bliski homolog Nurrl — biatko
Nurr77, jest substratem zaréwno Akt, jak i INK. Fosforyla-
cjaprzez Akt Nurr77 w pozycji Ser 350, w domenie wigzacej
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DNA uniemozliwia wigzanie do DNA i, w konsekwencji,
aktywacje transkrypcji [50]. Wspomniana domena Nurr77
jest w 95% identyczna z domeng wigzacg DNA Nurrl [51],
z zachowana krytyczna seryng Ser-350. Jesli rzeczywiscie
Nurrl bytby fosforylowany przez Akt, ttumaczytoby to
wptyw polimorfizméw Nurrl na ryzyko wystgpienia spo-
radycznej PD.

ALFA-SYNUKLEINA

Alfa-synukleina jest matym biatkiem, ktérego gen ule-
ga ekspresji na wysokim poziomie w neuronach mdzgu.
Jego N-koncowy, lipofilny fragment jest zaangazowany w
wigzanie sie z btong synaptyczng i btonami pecherzykéw
synaptycznych. Alfa-synukleina wydaje sie spetnia¢ sze-
reg funkcji, jednak jej rola w komérce nerwowej nie jest
do konca ustalona. Sugeruje sig, ze jest ona zaangazowana
w modulacje transportu dopaminy, regulujgc aktywnos¢
VMAT i DAT [52-54], synfiliny-1 oraz metabolizm lipidow
poprzez oddziatywanie z fosfolipazg PLD2 i biatkiem CSP-
alfa pecherzykow synaptycznych [565]. Ostatnio przypisuje
sie jej takze funkcje przeciwutleniajgcg [56], chaperonowg
[57] i modulatorowg JNK. RoOwniez gamma- i beta-synu-
kleina —bliskie homologii alfa-synukleiny, zdajg sie petni¢
taka funkcje w komorce [58]. Beta-synukleina jest regula-
torem aktywnosci Akt, ktéry, poprzez hamowanie akty-
wacji ASK1, moze wptywac na szlak sygnatowy JNK [59].
Roéwniez gamma-synukleina wydaje sie byé negatywnym
regulatorem szlaku JNK [60]. Bioragc pod uwage homologie
synuklein oraz ich zaangazowanie w regulowanie szlaku
JNK, mozna pokusi¢ sie o przypuszczenie, ze rowniez alfa-
synukleina wptywa na szlak JNK. Wyniki badan Hashimo-
to i wsp. [61] oraz Seo iwsp. [62] popierajg te hipoteze.

Liczne doswiadczenia wskazuja na wzrost ekspresji alfa-
synukleiny pod wpitywem stresu oksydacyjnego [63,64].
Quilty i wsp. [63] obserwowali wzrost poziomu alfa-synu-
kleiny tylko w czesci komorek, ale wtasnie ta subpopulacja
byta bardziej odporna na dziatanie stresu oksydacyjnego, a
w konsekwencji —na indukcje procesu apoptozy. Réwniez
in vivo synukleina ma dziatanie ochronne na neurony do-
paminergiczne [65], Podwyzszony poziom alfa-synukleiny
zwieksza ekspresje JIP1/IB-1, zmniejsza aktywacje JNK i c-
Jun oraz hamuje apoptoze [63]. Obserwuje sie réwniez wyz-
szg aktywnos$¢ PI3K i Akt, co rowniez wptywa hamujaco na
JNK [62]. Lacznie rezultaty te sugeruja, ze podwyzszony po-
ziom alfa-synukleiny ma dziatanie ochronne na neurony w
warunkach stresu oksydacyjnego. Z drugiej jednak strony,
inni autorzy donoszg o apoptozie i autofagii wywotanych
nadekspresjg alfa-synukleiny [66]. W zgodzie z tymi wyni-
kami wyciszenie ekspresji genu kodujgcego alfa-synukleine
dziata antyapoptotycznie w warunkach stresu oksydacyj-
nego [67]. Znane sg takze przypadki duplikacji [68] i tripli-
kacji [69] genu SNACA, wywotujgce rodzinng posta¢ PD.
Takze polimorfizm promotora genu SNACA, prowadzacy
do zwiekszonej produkcji alfa-synukleiny, wydaje sie by¢
czynnikiem ryzyka sporadycznej postaci PD [70].

PODSUMOWANIE

Choroba Parkinsona jest zaburzeniem neurodegenera-
cyjnym, charakteryzujacym sie ogromng utratg neuronow
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dopaminergicznych. Jako gtdwny czynnik przyczyniajacy
sie do zaniku neuronéw dopaminergicznych w sporadycz-
nej postaci choroby Parkinsona, uznaje sie stres oksydacyj-
ny. Tymczasem, w przypadkach dziedzicznych postaci PD
gtéwna role przypisuje sie toksycznej agregacji zmutowanej
alfa-synukleiny, niewydolnos$ci systemu ubikwityna-prote-
osom, zwigzanej z mutacjami parkiny i utracie wtasciwosci
przeciwutleniajgcych, zwigzanych z mutacjami DJ-1. Ostat-
nio coraz wiecej danych wskazuje na mozliwos$¢ istnienia
mechanizmu molekularnego wspé6lnego zaréwno dla spo-
radycznej, jak i rodzinnych postaci PD, zwigzanych z muta-
cjami w genach: SNCA, DJ-1, PARKIN i PINK-1. Mutacje w
tych genach wydaja sie wigza¢ z nadmierng aktywacja szla-
ku sygnalizacyjnego JNK w odpowiedzi na stres oksyda-
cyjny i, w konsekwencji, indukcjg apoptozy. Na podstawie
tych danych fatwo mozna wyobrazi¢ sobie mechanistyczny
model choroby Parkinsona, w ktdrym stres oksydacyjny,
kaskada sygnatowa JNK i indukcja apoptozy sg kluczowy-
mi elementami.
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The role of INK pathway in familial Parkinson's disease

Marek Jankowski

Department of Genetics, Institute for General & Molecular Biology, Nicolaus Copernicus University, 9 Gagarina St., 87-100 Torun, Poland
e-mail: marek.jankowski@ mensa.org.pl
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ABSTRACT

Parkinson's disease is a neurodegenerative disorder characterized by a dramatic loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra. Among
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 showing that dopamine- or MPTP-derived reactive oxygen species and oxidized dopamine me-
tabolites may trigger toxicity through mitochondrial inhibition or deleterious modifications of biomolecules. In familial forms of PD, howe-
ver, the involvement of toxic protein aggregation (synuclein), impairment of ubiquitin-proteosome system (parkin, and loss of antioxidative
properties (DJ-1) has gained attention. Recently, INK 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 acommon pathogenic mechanism to both the sporadic and
familial forms of PD.
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Prace przeznaczone do publikacji w ,,Postepach Biochemii" moga
mie¢ charakter artykutéw monograficznych, krétkich not o najnow-
szych osiagnieciach i pogladach oraz listow do Redakcji. Redakcja nie
ogranicza objetosci manuskryptéw, jakkolwiek w kazdym przypadku
zalecana jest zwigzto$¢ stylu, bez utraty jasnosci przekazu.

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

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

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

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

WSKAZOWKI SZCZEGOLOWE:

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

PRZYGOTOW ANIE MANUSKRYPTU:

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

ORGANIZACJA MANUSKRYPTU:

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

Strona 1 (tytutowa) zawiera tytut artykutu, imiona i nazwiska Au-
toréw (ze wskazaniem autora korespondujgcego), tytut naukowy kaz-
dego z Autordw i ich miejsce pracy z adresem pocztowym, numerem
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telefonu i adresem poczty elektronicznej, stowa kluczowe (do 6), wykaz
stosowanych skrétéw (do 10) w porzadku alfabetycznym (ograniczony
do niezbednego minimum) oraz skrécony tytut pracy (do 25 znakéw).

Kolejno numerowane strony obejmujg streszczenie (do 150 wyra-
z6w), tekst pracy i piSmiennictwo. Na kolejnych stronach winny by¢
umieszczone tabele oraz tytuty i objasnieniarycin. Ostatnia strona win-
na zawiera¢ nastepujace informacje w jezyku angielskim: tytut artyku-
tu, imiona i nazwiska Autoré6w oraz miejsca pracy, stowa kluczowe (do
6) i krotkie streszczenie artykutu (do 150 wyrazéw).

Pismiennictwo: Nalezy unika¢ nadmiernej liczby cytowan orygi-
nalnych prac, odsytajac czytelnik6w w miare mozliwos$ci do artykutéow
przeglagdowych. Redakcja zaleca zacytowanie co najwyzej 70 publika-
cji, w wiekszo$ci pochodzacych z ostatnich 10 tat. Wykaz pisSmiennic-
twa obejmuje prace w kolejnosci ich cytowania. W tekscie, zaznacza
sie je liczbami porzagdkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np.
[3,7,9-26], Sposéb cytowania prac oryginalnych (1) i przegladowych
(2), ksiazek (3), rozdziatéw z ksigzek jednotomowych (4), rozdziatéw
z tomo6w serii opracowanych przez r6znych redaktoréw (5) wskazuja
ponizej podane przyktady:

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

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

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

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

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

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

llustracje: ryciny winny by¢ zapisane jako: *.tif, *.cdr, *.psd, lub
*.eps. Ryciny powinny by¢ wykonane w skali 1:1. Wielko$¢ ryciny po-
winna by¢ dostosowana do szerokoS$ci jednego tamu (8,5 cm) lub stro-
ny (18 cm). Na rycinach nie nalezy umieszcza¢ opis6w stownych, lecz
postugiwac sie skrotami. Opisy na rysunkach powinny by¢ wykonane
czcionkag Arial 8 p. Ilustracje i tabele prosimy przesytaé w osobnych
plikach. Bitmapy (pliki tif, psd) powinny mie¢ minimalng rozdziel-
€z0$¢300 dpi dla obrazéw kolorowych i skali szaros$ci (zdjecia czarno
biate) oraz 600 dpi dla ilustracji czarno-biatych (schematy, wzory struk-
turalne zawierajace tylko czern i biel).

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

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

Stawomir Pikuta

redaktor naczelny kwartalnika "Postepy Biochemii”

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

Optata za druk: Zgodnie z decyzjg Zarzagdu Gtdwnego Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego, od 1 stycznia 2006 roku, Towarzystwo
pobiera od Autoréw optate, pokrywajaca czesciowo koszt druku arty-
kutu. Optata za wydrukowanie jednej strony artykutu wynosi 150 zt.
Szczego6towe informacje zamie$ciliSmy pod adresem:

www.postepybiochemii.pl/oplaty.htm
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