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W TYM NUMERZE ,,POSTEPOW BIOCHEMII" - MITOCHONDRIA

Od pewnego czasu redakcja nosita sie z pomystem przygotowania numeru specjalnego naszego czasopisma i taka okazja nadarzyta sie sama.
Hasto ,,MITOCHNDRIUM™" pojawito sie w orbicie zainteresowan naszego kolegium z dwéch powodéw —z okazji organizacji w Warszawie w
czerwcu 2006 roku kursu specjalnego FEBS poswieconego mitochondriom, ale przede wszystkim z okazji mijajacej w tym roku osiemdziesigtej
rocznicy urodzin Pana profesora Lecha Wojtczaka, cztonka Polskiej Akademii Nauk, profesora Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN im.
Marcelego Nenckiego, wybitnego bioenergetyka, wychowawcy wielu pokolen badaczy mitochondriéw i prawdziwego autorytetu w tej dziedzi-
nie, o licznych kontaktach naukowych w kraju i zagranica. Z tej okazji Redakcja sktada Szanownemu Jubilatowi serdeczne zyczenia dalszych
sukceséw naukowych i duzo zdrowia.

Serdecznie zapraszam takze do lektury cze$ci numeru poswieconej ré6znym aspektom biologii mitochondriéw — poczawszy od witasciwo-
sci kanatow jonowych zlokalizowanych w btonach mitochondrialnych, a skoficzywszy na udziale mitochondriéw w procesie programowanej
Smierci komorki —apoptozy. Bedzie odrobina historii odkry¢ dotyczacych funkcjonowania mitochondriéw, bo bez takiej wiedzy nie mozna w
petni zrozumie€ roli, jg ogrywaja mitochondria w komoérce, bedzie tez wiele na temat najnowszych osiagnie¢ mitochondriologii i wspdtczesnych
kierunkoéw, w ktoérych zmierza ta dynamicznie rozwijajaca sie dziedzina naszej wiedzy.

Na koniec niech mi wolno podzigkowaé wszystkim Czytelnikom za mite stowa pod adresem naszej redakcji, za bardzo pozytywne opinie na
temat naszej pracy, ktérych Panstwo nie szczedzicie, awytrwatym Autorom i Recenzentom ich artykutéw, za trud, jaki wktadaja w przygotowa-
nie interesujacych materiatow i za wsp6lng prace przyczyniajaca sie do utrzymywania wysokiej rangi nadanej czasopismu za czaséw kierowania
pracami redakcji przez Panig profesor Zofig Zielinska. Bez zainteresowanych Czytelnikéw i petnych zapatu Autoréw czasopismo nie miatoby
racji bytu i zadnych szans istnienia. Przeksztalcitoby sie w sensie dostownym w czasopismo wirtualne. Jakkolwiek nie bede ukrywat przed
Panstwem, ze przeksztatcenie sie kwartalnika w przyszto$ci w czasopismo dostepne ,,on-line", a wiec funkcjonujace w przestrzeni wirtualnej,
jest marzeniem obecnego redaktora naczelnego.

Dziekuje za uwage i zapraszam jak zwykle do lektury naszego czasopisma oraz do czestego odwiedzania naszej strony internetowej pod
adresem www.postepybiochemii.pl.
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APARATY DO ELEKTROFOREZY POZIOMEJ

« Szeroka oferta - dziesie¢ aparatow od rozmiaru zelu 6 x 7,5 cm do 25 x 30 cm.

* Mozliwo$¢ wylewania zelu bezposSrednio w aparacie lub poza nim przy uzyciu
estetycznych silikonowych ogranicznikow.

* Tacka przepuszczajgca promienie UV umozliwia ogladanie zeli bez ich przenoszenia.

* Widoczny rozdziat dzieki biatemu stolikowi, na ktérym umieszcza sie tacke.

* Dostepne poziomnice, a do aparatéw Mini i Midi zestawy do wylewania 3 zeli na raz.

* Bardzo duzy wybor grzebieni specjalnie oznakowanych kodem koloréw utatwiajgcym
ichwybor - czarne 0,75 mm, biate 1 mm, czerwonel,5 mm, niebieskie 2 mm.

* Dostepne sa tez grzebienie dwustronne, kompatybilne z pipetg wielokanatowa.

MINI

« Fast Mini (10x8 cm)

« Battery Mini (10x8 cm)

* Mini Horizontal (6x7,5 cm)

* Mini-Plus Horizontal (10 x 11,5 cm)

+Wide Format Mini-Plus Horizontal (14,4 x 10,2 cm)

MIDI

Midi Horizontal (12,8x15 cm)

« Wide Format Midi Horizontal (23 x 14/10 cm)
* Long Format Midi Horizontal (13 x 25 cm)

MAXI (dostepne takze wersje z chtodzeniem)
+ Maxi Horizontal (20x20 cm)
+ Maxi-Plus Horizontal (25 x 30 cm)

Mini-Plus

Oprocz tego firma Scie-Plas posiada w swej ofercie: aparaty
do elektroforezy pionowej, blottingu, izoelektroogniskowania
oraz elektroelucji, zasilacze (Consort), suszarki do zeli, przestony
I pudetka do pracy z materiatami radioaktywnymi, stojaki
na probowki i pipety, ptywaki, dyspensery.

DYSTRYBUTOR: abo Grazyna Boreysza PRODUCENT:
ul. Podlesna 6a, 80-255 Gdansk

Biuro: ul. Matachowskiego 1, 80-262 Gdansk b /\ SC I E_P LAS
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Trawienie plazmidowego DNA

TRAWIENIE W 5 MINUT!

INNOWACYJNE ENZYMY FastDigest™

Cechy:

Fast Clone Analysis

* Pojedyncze i podwdjne trawienie plazmidowego

DNA juz w 5 min.!

« Wzmocniony efekt przy godzinnej inkubacji.
+ Jeden bufor reakcyjny dla wszystkich enzymow.

Zastosowanie:
+ Szybka analiza klonow.

« Szybkie przygotowywanie wektorow do

klonowania.

+ Standardowe trawienie enzymami

restrykcyjnymi.

Recombinant plasmids from six independent clones

2635 bp
- 1784 bp
559 bp

NI, M2- ZipRuler™ Express DNA Ladder Set (#SM1373)

C

1-6

- Control pUC19, DNA double digested with FastDigest™ EcoR| and

FastDigest™ Hindlll in 5 minutes

- Miniprep DNA from recombinant clones. Double digested with

FastDigest™ EcoRI and FastDigest™ Hindlll In 5 minutes

POROWNANIE TRADYCYJNEGO PROTOKOLU TRAWIENIA Z SZYBKIM - FastDigest™

Etap

Oczyszczanie i pipetowanie DNA
Przygotowywanie Master Mix
Trawienie

Elektroforeza

Catkowity czas

(kjs

Fermentas

LIFE SCIENCES

www.fermentas.com

Szybki Protokét
15 min.
6 min.
5 min.

17 min.

43 min.

Tradycyjny Protokot
40 min.
6 min.
60 min.

40 min.

146 min.

Produkty Fermentas do szybkiego Protokotu
GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (#K0501/2/3)

FastDigest™ enzymy restrykcyjne (Apal, BamHI, Beul, Bglll,
BstXI, Bsul5l, Eco32l, EcoRl, Hindlll, Kpnl, Ncol, Ndel,
Notl, Pael, Pstl, Sacl, Smal)

ZipRuler™ Express DNA Ladder Set (#SM1373)
GeneRuler™ Express DNA Ladder (#SM1151/2/3, SM1163)
FastRuler™ DNA Ladder Middle Range (#Sm1113)

DYSTRYBUTOR: abo Grazyna Boreysza

ul. Podle$na 6a, 80-255 Gdansk

Biuro: ul. Matachowskiego 1, 80-262 Gdansk a b /\
tel.: (568) 341 21 43; fax: (58) 520 33 80
e-mail: abo@abo.com.pl; www.abo.com.pl
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Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego

to Tradycja i Nowoczesnos$¢

http://www.sggw.pl

Dr inz. Krzysztof Szwejk

Rzecznik prasowy SGGW

ul. Nowoursynowska 166, 02-787 Warszwa
tel: (48 22) 58-31-000

e-mail: rzecznik@ sggw.waw.pl

SGGW bierze swoje poczatki od
Instytutu Agronomicznego w Mary-
moncie, powotanego 23 wrze$nia 1816
roku, m.in. przez Stanistawa Staszica i
Stanistawa Kostke Potockiego. Pierw-

Fotografia 1. Patac Rektorski SGGW.

szym dyrektorem Instytutu byt Jerzy
Beniamin Flatt, jeden z najlepszych
znawcow stosunkéw gospodarczych
w  Krolestwie Polskim. Instytut w
Marymoncie, protoplasta SGGW, byt
pierwszg uczelnig rolniczag w Polsce i
czwartg w Europie. Mimo burzliwych
loséw, jego dziatalno$¢ przyczynita
sie w znaczacy spos6b do rozwoju
polskiego rolnictwa i polskiego szkol-
nictwa rolniczego.

Tradycje iidee Instytutu Marymon-
ckiego staty sie inspiracjg do utworze-
nia w 1906 roku Wydziatu Rolniczego
przy Towarzystwie Kurséw Nauko-
wych, w 1911 roku Kurséw Przemy-
stowo-Rolniczych, w 1916 roku Wyz-
szej Szkoty Rolniczej oraz Krélewsko-
Polskiej Szkoty Gtdéwnej Gospodar-
stwa Wiejskiego, w ktorej pierwsza
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inauguracja roku akademickiego od-
byta sie 12 pazdziernika 1918 roku.

W czasie Il wojny $wiatowej, mimo
zamkniecia przez niemieckiego oku-
panta, Uczelnia nadal prowadzita na-
uczanie. W czasie okupacji, w trakcie
okresu tajnej dziatalnosci, wydano
130 dyploméw ukonczenia studiow,
a w 1945 roku zgtoszono i zatwier-
dzono 66 dyploméw i 3 doktoraty.
Na ruinach bestialsko zniszczonej
stolicy, tuz po odzyskaniu niepodle-
gtosci, 15 maja 1945
roku, SGGW jako
pierwsza Uczelnia w
Warszawie zainau-
gurowata pierwszy
powojenny rok aka-
demicki.

Dzisiejsza Szkota
Gtéwna Gospodar-
stwa Wiejskiego to
nie tylko tradycja ale
takze nowoczesno$¢
(Fot. 1). W XXI wiek
SGGW wkroczyta z
imponujacg liczbg 24
tys. studentow oraz
wspaniatym nowo-
czesnym zapleczem
naukowo-dydak-
tycznym. Dla wszystkich dziatajgcych
w Uczelni wydziatéw, wybudowano
i wyremontowano
wspaniate  obiekty
dydaktyczne, ktore
swym poziomem i
wyposazeniem réw-
najag do najlepszych
w Europie i na Swie-
cie (Fot. 2).

Na terenie Uczelni
znajdujg sie nowo-
czesne obiekty spor-
towe —Kkorty teniso-
we, sitownia, ptywal-
nia, hale sportowe —
wspierane przez Stu-
dium Wychowania
Fizycznego i Sportu,
ktore organizuje dla

BIOCHEMII

studentdw zajecia: gry zespotowe —
siatkowka, koszykéwka, pitka nozna,
tenis stotowy i ziemny; aerobic; sitow-
nia; ptywanie; judo, samoobrona oraz
rehabilitacja ruchowa.

SGGW zapewnia swoim studen-
tom bardzo dobre warunki mieszka-
niowe —dysponuje blisko 4 tysigcami
miejsc w czternastu akademikach o 1,
2 i3 0sobowych pokojach. Najnowszy
z nich posiada wytacznie pokoje 1i2
osobowe, kazdy z tazienkg i aneksem
kuchennym. Zdecydowana wiekszo$¢
domdéw studenckich podtgczona jest
do wewnetrznej sieci internetowej.

Zainteresowanie Kksztatceniem w
SGGW jestwecigz bardzo duze - liczba
kandydatéw na 1 miejsce przekracza
6 o0séb, a na kierunkach najbardziej
popularnych nawet 20. Dlatego dla
przysztych studentéw Uczelnia or-
ganizuje wiosenne kursy przygoto-
wujace do matury oraz egzaminéw
wstepnych.

Przy Uczelni dziata szereg or-
ganizacji studenckich: Agrokadra,
Akademicki Klub Turystyczny, Aka-
demickie Stowarzyszenie Katolickie
Soli Deo, Biuro Spraw Studenckich,
Grupa BUDDY — ESN, Chor Aka-
demicki, Studenckie Stowarzyszenie
Weterynaryjne, Ludowy Zespot Ar-

Fotografia 2. Nowoczesny budynek dydaktyczny — Wydziat Technologii
Zywnosci.
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tystyczny ,Promni" im. Zofii Sola-
rzowej, Program wymiennego ksztat-
cenia studentéw MostAR, wydzia-
towe Samorzady Studentéw i Kota
Naukowe, Akademicki Klub Sporto-
wy, Zrzeszenie Studentéw Polskich,
IAAS-Polska — Miedzynarodowa
Organizacja Studentéw Kierunkéw
Rolniczych i Nauk Pokrewnych, NA-
PIS — Niezalezny Akademicki Por-
tal Informacyjny SGGW, Studencki
Klub Wspinaczkowy oraz Akade-
micki Inkubator Przedsiebiorczosci.
Dziatajgce w Uczelni wydawnictwo
publikuje corocznie blisko 120 tytu-
téw, proponujac swoim studentom
duzy wybor podrecznikéw akade-
mickich, skryptow, przewodnikéw
do ¢éwiczen, monografii i publikacji
popularno-naukowych.

Studia w SGGW odbywajg sie
w systemie stacjonarnym, wie-
czorowym i zaocznym. Uczelnia
ksztatci swoich studentéw na 23.
kierunkach — sze$¢ z nich: biotech-
nologia, informatyka i ekonometria,
gospodarka przestrzenna, ochrona $ro-
dowiska, towaroznawstwo oraz tury-
styka i rekreacja, realizowanych jest
na studiach miedzywydziatowych.
Ksztatcenie na pozostatych 17. kie-
runkach: architektura krajobrazu, bio-
logia, budownictwo, ekonomia, finanse
i bankowos$¢, inzynieria $rodowiska, les-
nictwo, ogrodnictwo, rolnictwo, socjolo-
gia, technika rolnicza i le$na, technologia
drewna, technologia zywnosci i zywienie
cztowieka, weterynaria, zarzadzanie i in-
zynieria produkcji, zarzadzanie i marke-
ting oraz zootechnika, SGGW realizuje
w 11. wydziatach: Rolnictwa i Biologii,
Medycyny Weterynaryjnej, Le$nym,
Ogrodnictwa i Architektury Krajobrazu,
Inzynierii i Ksztattowania Srodowiska,
Technologii Drewna, Nauk o Zwierze-
tach, Technologii Zywnosci, Nauk o
Zywieniu Cztowieka i Konsumpcji, In-
zynierii Produkcji oraz Ekonomiczno-
Rolniczym.

Uczelnia ksztatci takze w 7. zamiej-
scowych, specjalistycznych, os$rod-
kach dydaktycznych, w: Le$nej Pod-
laskiej, Sierpcu, Radomiu, Lubiejewie,
towiczu, Widzewie i Przasnyszu.
SGGW posiada wiasne zaktady do-
Swiadczalne do prowadzenia éwiczen
terenowych i odbywania praktyk z
zakresu rolnictwa, le$nictwa, ogrod-
nictwa i hodowli zwierzat. Studenci
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korzystaja rowniez z atrakcyjnych
praktyk zagranicznych.

W 2000 roku wdrozono w Uczel-
ni — utatwiajacy studiowanie i pro-
cedury zwigzane z uznawaniem
studiow realizowanych za grani-
cg — Europejski System Transferu
Punktéw (ECTS). Systematycznie
wzrasta liczba studentéw SGGW
wyjezdzajacych na uczelnie europej-
skie w ramach programéw TEMPUS
i SOCRATES. Od 1998 roku SGGW
bierze czynny udziat w programie
SOCRATES/ERASMUS, ktory jest
najwiekszym programem edukacyj-
nym. W ramach programu ERASMUS
studenci uczelni utworzyli tzw. gru-
pe BUDDY - ESN-SGGW , ktora jest
kontynuacjg ich pobytu za granica
lub dobrym wstepem do takiego wy-
jazdu. Czionkowie grupy pomagajg
swoim zagranicznym kolegom bio-
rgcym udziat w programie w zaakli-
matyzowaniu sie w nowych polskich
warunkach. Od 2000 roku zaczeta w
Uczelni dziata¢ nowa edycja progra-
mu LEONARDO DA VINCI IlI, po-
Swieconego ksztatceniu i szkoleniu
zawodowemu. Wspieranie wymiany
akademickiej w zakresie ksztatcenia
i doskonalenia zawodowego stu-
dentow i nauczycieli akademickich
odbywa sie rowniez poprzez reali-
zacje miedzynarodowego programu
CEEPUS. Waznym elementem poli-
tyki Uczelni jest internacjonalizacja,
realizowana przez prowadzenie wy-
ktadow w jezyku angielskim, wspo-
maganych przez uczelniane Studium
Praktycznej Nauki Jezykéw Obcych.
W murach Uczelni studiuje miodziez
z catego Swiata, m.in. z Austrii, Bel-
gii, Biatorusi, Chin, Francji, Holandii,
Korei Potudniowej, Litwy, Niemiec,
Republiki Czech, Republiki Stowacji,
Ukrainy, USA, a takze z innych kra-
jow Afryki i Azji.

Uczelnia jest cztonkiem wielu
Swiatowych organizacji. Miedzynaro-
dowg dziatalno$¢ aktywnie wspieraja
kompetentne jednostki SGGW: Biuro
Wspotpracy Miedzynarodowej, Cen-
trum Programéw Europejskich, Bran-
zowy Punkt Kontaktowy Programéw
Ramowych UE. Szkota Gtowna Go-
spodarstwa Wiejskiego w Warszawie
jest uznanym w $wiecie nowoczes-
nym uniwersytetem przyrodniczym
oferujgcym szerokie mozliwosci edu-

kacyjne w przyjaznej akademickiej at-
mosferze.

SGGW to miedzy innymi:

« Nr 1w rankingach: rankingi we-
dtug Rzeczpospolitej, Perspek-
tyw, Przekroju i Magazynu Stu-
denckiego SEMESTR

e Uczelnia Przyjazna Studentom:
konkurs ,,PROstudent 2004"

* Najbardziej oblegana uczelniaw
Polsce: od kilku lat 6-7 kandyda-
téw na jedno miejsce, rekrutacja
na studia przez Internet

e 24000 studentow

e 1200 wyktadowcow

e 23 kierunki studiow

* 60 specjalnosci

e 11 wydziatow

*  Wspo6lne badania naukowe i dy-
daktyczne z 214 zagranicznymi
uczelniami z 44 panstw Swiata

*  Nowoczesny Kampus: ponad 70
hektarow powierzchni, podziem-
ny parking

 Doskonate warunki dydaktycz-
ne: mozliwo$¢ jednoczesnego
studiowania na innych uczel-
niach rolniczych —Program MO-
STAR, 1500 pomieszczen dydak-
tycznych, 60 pracowni kompute-
rowych, 300 sal wyktadowych i
¢wiczeniowych, 24 aule, nowo-
czesna biblioteka, Klinika Matych
Zwierzat, Klinika Koni, Zwierze-
tarnia, kilka zaktadéw doswiad-
czalnych i gospodarstw rolnych
w catym Kkraju

e 4 000 miejsc w 14-tu doskonale
wyposazonych Domach Stu-
denckich: Internet przy kazdym
t6zku, kilkanascie stotowek stu-
denckich

» Nowoczesne obiekty sportowe:
kryta ptywalnia, hale sportowe,
kryte korty tenisowe, sitownia,
boiska sportowe, os$rodek hipo-
terapii

KATEDRA BIOCHEMII (WYDZIAL
ROLNICTWA | BIOLOGII SGGW)

prof. dr hab. Wiestaw Bielawski
—kierownik Katedry

Katedra Biochemii zostata utwo-
rzona w 1949 roku i byta woéwczas
pierwszg placéwkag biochemiczng
wsérdd polskich uczelni rolniczych. Jej
organizatorem i pierwszym Kkierow-

www.postepybiochemii.pl
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Fotografia 3. Pracownicy i doktoranci Katedry Biochemii.

nikiem byt prof. I. Reifer. W okresie
57 lat istnienia przeszta wiele zmian
organizacyjnych i strukturalnych.
Obecnie Katedra Biochemii wchodzi
w skiad Wydziatu Rolnictwa i Biolo-
gii, zatrudniajgc 14. nauczycieli aka-
demickich, w tym 3. profesoréw i 11.
doktoréw (Fot. 3). Realizuje dydakty-
ke dla studentéw studidéw stacjonar-
nych, wieczorowych i zaocznych 9.

fizjologia roslin i zwierzat, genetyka,
hodowla, biologia komérki. Umoz-
liwiajg takze zrozumienie powigzan
miedzy mechanizmami biochemicz-

akademickich, monografii oraz doko-
nano kilku ttumaczen ksigzek. Opra-
cowania te przez wiele lat stuzytly
studentom roznorodnych kierunkdéw
studiow SGGW i pozostatych uczelni
rolniczych oraz studentom biologii
i biotechnologii niektérych uniwer-
sytetbw i politechnik. Dziatalno$¢
naukowa katedry aktualnie obejmuje
zagadnienia dotyczace: biochemicz-
nych mechanizméw odpornosci zh6z
na porastanie, funkcji proteaz i ich in-
hibitoréw w procesie wyksztatcania
sie i kietkowania ziarniakéw zboz,
roli proteolizy w tolerancji odwod-
nienia, charakterystyki funkcjonal-
nej i molekularnej enzymow szlaku
syntezy ABA, znaczenia fosforylacji
skrobi tranzytowej w czasie jej roz-
ktadu. Ponadto, od wielu lat rozwi-
jane sg badania nad asymilacjg azotu
nieorganicznego oraz przemianami
aminokwasoéw u roélin o réznych ty-
pach fotosyntezy i w zmieniajgcych
sie warunkach fizjologicznych. Na
szczegO6lna uwage zastuguja badania
zwigzane z metabolizmem bakterii

nymi a wysokoscig i
jakosciag plonow roslin
uprawnych, efektyw-
noscig produkcji zwie-
rzecej i przetwdrstwem
surowcow ro$linnych i

Fotografia 4. Pracownia biologii molekularnej.

kierunkéw studiéw SGGW (biologia,
biotechnologia, ochrona $rodowiska,
ogrodnictwo, rolnictwo, technologia
zywnosci, towaroznawstwo, zootech-
nika, zywienie cztowieka). Gtdwnym
celem nauczania biochemii jest zapo-
znanie studentéw z molekularnymi
podstawami funkcjonowania zywych
organizméw. Omawiane zagadnie-
nia stanowig podstawe do lepszego
zrozumienia takich przedmiotow jak
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zwierzecych.
Poza podsta-
wowym kur-
sem  bioche-
mii, w ktérym
uczestniczy
rocznie okoto
1700 studen-
téw, pracow-
nicy katedry
prowadza
rowniez zaje-

Fotografia 5. Sala ¢wiczen.

cia fakultatyw-
ne z biochemii
ekologicznej,
enzymologii,
bioenergetyki,
biochemii klinicznej, bio-
logii molekularnej, meta-
bolizmu zwigzkéw azoto-
wych w roslinach i glebie,
wykorzystania mikroor-
ganizméw w ochronie
Srodowiska i przemysle.
W ramach dziatalnosci
dydaktycznej w katedrze
opracowano szereg pod-
recznikow i skryptéw

Fotografia 6. Sala ¢wiczen.



glebowych z rodzaju Pseudomonas,
gdyz realizowane sg niemal od po-
czatku istnienia Kkatedry. Ostatnio
dotyczg one zdolnos$ci tych bakterii
do syntezy i wydzielania do podtoza
wielu enzymow oraz sideroforow. Ba-
dania naukowe prowadzone sg przy
zastosowaniu najnowszych technik
biochemicznych, metod biologii mo-
lekularnej i bioinformatyki. Labora-
toria Katedry Biochemii wyposazone
s§ W nowoczesng aparature naukowg
zakupiong w ramach grantéw apara-
turowych lub ze srodkdw inwestycyj-
nych uczelni (Fot. 4). Niektore z wyzej
wymienionych tematéw badawczych
realizowane sg w ramach wspotpracy
z zagranicznymi instytucjami nauko-
wymi, m.in. Uniwersytetem w Pocz-
damie, Uniwersytetem Benguriona w
Izraelu, Uniwersytetem Walijskim w
Aberystwyth. W wymianie doswiad-
czen naukowych z zagranicg uczest-
niczg zar6wno pracownicy, doktoran-
ci, jak i studenci starszych lat studiow
(Fot. 5, 6).

KATEDRA NAUK
FIZJOLOGICZNYCH
(WYDZIAL MEDYCYNY
WETERYNARYJNEJ SGGW)

prof. dr hab. Tomasz Motyl —
kierownik Katedry

Katedra Nauk Fizjologicznych
Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej
jest jednostkg SGGW, w ktorej poza
dziatalnoscig dydaktyczng jako prio-
rytetowe uznaje sie badania nauko-
we oraz ksztatcenie kadry naukowej.
W sktad Katedry wchodzg 3 zaktady:
Biochemii, Dietetyki i Fizjologii, w
ktérych zatrudnionych jest tgcznie
15 nauczycieli (5 profesoréw, 3 dok-
toré6w habilitowanych, profesoréw
SGGW, 7 adiunktéw) i 10 pracow-
nikow technicznych. Wieloletnim
kierownikiem Katedry (1969-2000 r.)
byt prof. dr hab. Wiestaw Barej, a od
2000 r. petni te funkcje prof. dr hab.
Tomasz Motyl, profesor zwyczajny.
Pracownicy Katedry prowadzg bar-
dzo szeroka dziatalno$¢ dydaktyczng,
tagcznie 4925 godzin realizowanych
w ramach 15 przedmiotdw na kilku
wydziatach SGGW. Przy Katedrze
Nauk Fizjologicznych funkcjonuje
jedno z najstarszych w SGGW sta-
cjonarnych studiéw doktoranckich:
»Regulacja wzrostu i metabolizmu
zwierzat oraz utrzymania ich zdro-
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wia", ksztatcace absolwentéow biolo-
gii, biotechnologii, weterynarii, zoo-
techniki, rolnictwa i farmacji. W 2005
r. w Katedrze Nauk Fizjologicznych
wypromowano 9 doktordw. W Kate-
drze prowadzone sa badania nauko-
we z zakresu biochemii, biologii mo-
lekularnej, funkcjonalnej genomiki,

mentéw i innych sktadnikow diety
(chrom, bor, karnityna, kwasy ttusz-
czowe, aminokwasy itd.) na ekspre-
sje genow (nutrigenomika), procesy
energetyczne, stan zdrowia zwierzat,
a posrednio i ludzi oraz wyjasnienie
mechanizméw na poziomie komor-
kowym, przez ktdre te zwigzki dzia-

cytofizjolo-
gii, dietetyki
i klasycznej
fizjologii. W
2005 r. re-
alizowano
22 granty
badawcze.
Wymiernym
efektem tej
dziatalno-
sci byto 109
publikacji,
w tym 57
prac recen-
zowanych (z
czego 41 w
czasopismach z tzw. listy filadelfij-
skiej), 6 monografii i podrecznikow,
10 prac popularno-naukowych i 36
komunikatéw naukowych prezento-
wanych na konferencjach krajowych
i zagranicznych. Katedra posiada
wiele, bardzo dobrze wyposazonych
laboratoriéow, m.in. pracownie cy-
tometryczng z mikroskopem konfo-
kalnym, laserowym cytometrem ska-
ningowym i systemem Microimage,
pracownie funkcjonalnej genomiki ze
skanerem mikromacierzy DNA ibiat-

Fotografia 7. Skaner do mikromacierzy DNA.

taja. Dziatalnos¢
naukowa Za-
ktadu Dietetyki
koncentruje sie
na badaniach
dotyczacych
bioaktywnych
czynnikéw po-
karmowych
zawartych w
owocach, wa-
rzywach oraz
grzybach i ich
wptywu na me-
tabolizm i zdro-
wotnos$¢. Bada-
niaprowadzone
we wspétpracy z Hebrew University
of Jerusalem wykazaty, m.in., ze na-
ringina (flawon obecny w grejpfru-
tach) oraz inne bioaktywne czynniki
zawarte w tych owocach, a takze w
jabtkach, pieczarkach i czosnku wy-
wierajg dziatanie hipolipidemiczne
i przeciwutleniajgce u zwierzat kar-
mionych dietami aterogennymi. Od
wielu lat prowadzone sg badania nad
ochronnym wptywem kwasu 3-hy-
droksy-3-metylomastowego(HMB),
ketokwasowej pochodnej leucyny, na

ka (Fot. 7),
automatycz-
nym hybry-
dyzatorem
(Fot. 8) i ze-
stawem do
Real-time
PCR, pra-
cowni chro-
matografii
wysoko-
sprawnos-
ciowej igazo-

organizm ludzi i
zwierzat. Bada-
nia te zainicjo-
wane w latach
90-ych ubie-
gtego wieku w
USA w lowa
State University
sq obecnie kon-
tynuowane w
Polsce. Badania
te udowodnity,
ze HMB petni

wej, labora- wazng fizjolo-
torium spek- Fotografia 8. Hybrydyzator mikromacierzy DNA. giczna funkcje
trometrii w pobudza-
atomowej, niu systemu

4 pracownie kultur komérkowych
i 3 biologii molekularnej, a takze w
petni wyposazong zwierzetarnie.

Dziatalno$¢ naukowa Zaktadu
Biochemii aktualnie obejmuje zagad-
nienia wptywu makro- i mikroele-

odpornosciowego i zapobieganiu
chorobom wyniszczajgcym, zwig-
zanych z nasilonym katabolizmem
biatek. Swiadcza o tym wyniki do-
Swiadczen, w ktérych podawanie
HMB w potaczeniu z glutaming i
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argining osobom chorym na AIDS
zahamowato utrate masy ciala. Po-
dobny efekt zaobserwowano u 0s6b
chorych na raka. Bardzo obiecujace
sag wyniki stosowania HMB u dzieci
chorych na dystrofie miesniowg typu
Duchanne'a. We wspotpracy z po-
znanhska klinika pediatrii zwigzek ten
jest podawany mitodym chtopcom
cierpiagcym na ten typ choroby. We
wszystkich przypadkach obserwuje-
my poprawe stanu zdrowia pacjen-
tow z jednoczesnym zmniejszeniem
badz catkowitym wyeliminowaniem
konieczno$ci podawania steroidéw.
Obecnie w koncowej fazie sg bada-
nia nad wptywem HMB na organizm
myszy MDX z genetycznie uwarun-
kowana dystrofig miesniowa. Inspi-
racjg tego typu badan byty korzystne
efekty podawania HMB u dzieci.

W Zaktadzie Fizjologii od wielu
lat prowadzone sg badania nad mo-
lekularnymi mechanizmami progra-
mowanej $mierci komorki (apoptozy,
autofagii) na modelu komoérek zdro-
wych oraz stransformowanych nowo-
tworowo. Opracowana w Katedrze
metoda homeostatycznej mikroskopii
konfokalnej umozliwia ocene iloscio-
wg dynamiki zmian zachodzacych
w zywej komoérce w uktadzie cztero-
wymiarowym (3D w czasie). Zostata
ona wykorzystana do zobrazowania
kinetyki redystrybucji biatek zaanga-
zowanych w proces regulacji i w faze
wykonawczg apoptozy i autofagii w
doswiadczeniu na zywych komor-
kach. Modelem fizjologicznym w ba-
daniach apoptozy i autofagii jest gru-
czot sutkowy w warunkach inwolucji
oraz przewdd pokarmowy podczas
przebudowy we wczesnym okresie
postnatalnym. Najczesciej eksploro-
wanymi modelami patologicznymi sg
rak sutka i gruczolakorak okreznicy
oraz linie komérkowe wyprowadzo-
ne z tych nowotworéw, np. MCF-7,
MDA-MB231, COLO205. Badania nad
programowang S$miercig komorek w
gruczole sutkowym i raku sutka pro-
wadzone sg we wspotpracy z labora-
toriami europejskimi w ramach Akgcji
COST B20 ,,Mammary gland develop-
ment function and cancer".

Inne badania dotycza rozwoju
morfologicznego i czynnos$ciowego
przewodu pokarmowego gtéwnie
prosiat, szczuréw i cielagt w okresie
od urodzenia do pierwszych dni po
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odsadzeniu. Obejmujg on gtéwnie
problematyke wptywu bioaktywnych
peptydéw siary, mleka, pokarmdw
pochodzenia roslinnego oraz endo-
gennych czynnikéw troficznych (EGF,
IGF), peptydéw regulacyjnych (CCK)
i hormondéw (insuliny, leptyny, greli-
ny) na procesy przebudowy nabtonka
we wczesnym okresie rozwoju post-
natalnego z uzyciem komdrkowych
markerow dojrzewania nabtonka je-
litowego. Jednym z istotnych celéw
perspektywicznych jest badanie na
ile okres intensywnego rozwoju prze-
wodu pokarmowego u noworodkow
moze mie¢ wptyw na jego funkcje w
wieku dojrzatym. Uzycie nowo na-
rodzonych prosiat, z uwagi na wy-
stepujace podobienstwa w budowie
i funkcji do przewodu pokarmowe-
go noworodkow cztowieka (o wiele
wieksze niz tradycyjnych zwierzat
laboratoryjnych), poza mozliwoscia
bezposredniego wykorzystania wy-
nikow badan w produkcji zwierze-
cej, dostarczy takze niezbednej wie-
dzy medycynie ludzkiej. Badania sg
prowadzone w Scistej wspotpracy z
placowkami PAN (Instytut Fizjolo-
gii i Zywienia Zwierzat w Jabtonnie,
Instytut Biochemii i Biofizyki w War-
szawie), uniwersyteckimi (Collegium
Medium UJ, AR w Lublinie, KUL)
oraz za granicag.

Kolejng wiodacg tematyka ba-
dawczg jest regulacja miogenezy i
metabolizmu miegéni szkieletowych,
w ramach ktdrego realizowane sg
takie cele jak: ocena transkryptomu
komorek mieSniowych u bydia i
myszy z polimorfizmem genu mio-
statyny, poréwnanie transkryptomu
mie$ni szkieletowych u ras byd-
ta wolno- i szybkorosngcych oraz
opracowanie wzorca ekspresyjnego
charakterystycznego dla szybkiego
wzrostu masy miesniowej, znaczenie
zaburzen homeostazy prooksyda-
cyjno-antyoksydacyjnej w rozwoju
miesnia szkieletowego, znaczenie
mitochondrium w molekularnym
mechanizmie miogenezy indukowa-
nej insuling, molekularne podstawy
opornos$ci na insuline w mieéniach
szkieletowych zwierzat z cukrzycg
doswiadczalng, transplantacje komo-
rek miogennych do zwieracza cewki
moczowej jako narzedzie inzynierii
tkankowej w leczeniu stanéw nie-
trzymania moczu. Powyzsze badania
realizowane sg we wspoétpracy z In-

stytutem Genetyki i Hodowli Zwie-
rzat PAN w Jastrzebcu, Agricultural
Biotechnology Center, G6ddll6 oraz
innymi o$rodkami europejskimi w
ramach Akcji COST 925 i COST 927.

KATEDRA BIOTECHNOLOGII,
MIKROBIOLOGII | OCENY
ZYWNOSCI (WYDZIAL
TECHNOLOGII ZYWNOSCI SGGW)

dr inz. Rafalt Wotosiak — adjunkt
w Katedrze

Elementy biochemii stosowanej
obecne sg takze w dziatalnosci na-
ukowej i dydaktycznej Wydziatu
Technologii Zywnosci SGGW. Pra-
cownicy Zaktadu Oceny JakoSci
Zywnosci, jednostki nalezacej do
Katedry Biotechnologii, Mikrobiolo-
gii i Oceny Zywnosci wykorzystuja
metody biochemiczne do badania
zarbwno  zawartosci  wybranych
sktadnikéw zywnosci (np. enzyma-
tyczne oznaczanie zawarto$ci wita-
miny C, inhibitorow proteaz), jak i
przede wszystkim do badania spe-
cyficznych wiasciwosci i przemian
sktadnikéw zywnosci. Obejmuje to
monitorowanie stopnia hydrolizy
preparatéow biatkowych pod dziata-
niem roéznych proteaz oraz badania
strawnosci preparatow biatkowych
i skrobiowych metodami wieloen-
zymatycznymi. Metody te znalazty
m.in. zastosowanie przy charakte-
rystyce biatek krystalicznych o cie-
kawych wiasciwosciach uzyskanych
z frakcji globulin fasoli, preparatéow
biatek ros$lin stragczkowych stosowa-
nych jako naturalne inhibitory reak-
cji oksydacyjnych oraz preparatow
skrobi uzyskanych z nowych, niewy-
korzystywanych dotagd przemysto-
wo zrodet. Ponadto badania obejmu-
ja zakres modyfikacji oksydacyjnej
biatek roslinnych i zwierzecych pod
wptywem rodnikéw hydroksylo-
wych i kompleksu produktéw au-
tooksydacji kwasow ttuszczowych,
monitorowane sa zardwno straty
labilnych aminokwas6éw, tworzenie
wybranych pochodnych aminokwa-
séow o charakterze antyzywienio-
wym, jak i przemiany strukturalne
biatek (polimeryzacja, fragmentacja)
oraz ich strawnos$¢. Uzyskane w ten
sposdb doswiadczenia wykorzystane
zostaly w dydaktyce podczas realiza-
cji przedmiotu fakultatywnego ,,Bio-
chemia zywnosci".
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WYDARZENIA -

OPINIE -

Odpowiedz Polskiej Federacji Biotechnologii na

Stanowisko Komitetu Ochrony Przyrody PAN w sprawie

upraw GMO i zywnosci z GMO z dnia 25.11. 2005 r.

Tomasz TwardowskKi

Polska Federacja Biotechnologii, Instytut
Biochemii Technicznej, Politechnika t6dzka,
ul. Stefanowskiego 4/10, 90-924 £46dz

Z duzg przykroscig zapoznalismy
sie ze ,Stanowiskiem KOP" z dnia
25.11.2005 r., bowiem jest to rzad-
ki przypadek polemiki wewnagtrz
$rodowiska naukowego, w ktorym
naukowcy, przedstawiciele KOP,
przedstawiajg merytorycznie btedne
informacje dotyczace zaréwno da-
nych naukowych, jak i prawnych czy
tez administracyjnych. Znamienne
jest rowniez, ze KOP przestat swoje
stanowiska do PFB dopiero 20 stycz-
nia 2006 r., aczkolwiek polemizuje z
opiniami wcze$niej prezentowanymi
przez Federacje. W swej odpowiedzi
przedstawiamy jedynie najbardziej
elementarne wyjasnienia:

1. KOP PODAJE:

»(....) Dla przypomnienia KOP PAN
wskazuje na uchwaty samorzadéw 15 wo-
jewddztw, sprzeciwiajgce sie¢ wprowadza-
niu zywnos$ci, pasz i upraw genetycznie
zmodyfikowanych ro$lin na obszar swoich
wojewodztw, protesty licznych organizacji
pozarzadowych wskazujace na zagrozenia
powodowane wprowadzaniem GMO, a
takze najnowsze wyniki badan i obserwa-
cji, rowniez dotyczace Polski, wskazujgce
na niedopuszczalne lekcewazenie zasad
bezpieczenstwa konsumentow, zwierzat
hodowlanych i zabezpieczenia Srodowiska
przed nielegalnym i/lub nieSwiadomym
wprowadzaniem do obrotu i uprawy ro-
$lin genetycznie zmodyfikowanych (...)"

WYJASNIENIE:

W opinii Biura Prawnego Sejmu
projekt uchwaly w sprawie ustano-
wienia obszaru Rzeczypospolitej Pol-
skiej strefg wolng od GMO:

—jest niezgodny z art. 87 Konstytu-
cji, poniewaz wkracza w materie
zastrzezong dla ustawy, naruszajgc
obowigzujacy system zrédet prawa,
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—jest niezgodny z art. 69 Regulami-
nu Sejmu, poniewaz nie miesci sie
w zadnej z kategorii uchwat w tym
spisie,

—Ww spos6b nieuprawniony ingeru-
je w rozgraniczenie kompetencji
witadz: Sejmu irzadu (art. 10 Kon-
stytucji) oraz rzadu i samorzadu
terytorialnego (art. 148 pkt 6, art.
94 i art. 87 ust. 2 Konstytucji),

—jest sprzeczny z ustawg o orga-
nizmach genetycznie zmodyfiko-
wanych i narusza konstytucyjng
zasade praw nabytych (art. 2 Kon-
stytucji),

—jest niezgodny z dyrektywa Par-
lamentu Europejskiego i Rady
2001/18/WE oraz dyrektywag Rady
200y53/WE w zakresie, w jakim
wprowadza  generalny  zakaz
upraw GMO.

Negatywna decyzja Sagdu UE I In-
stancji (Luksemburg, 3 1X 2005):

,,1Jie European Union (EU) Court of
First Instance dampened the draft law set
by the Upper Austria Region to ban the
planting of genetically modified crops.
The Court said Austria failed to present
science-based data tojustify their case and
arguments invoking the precautionary
principle lacked merit." (The EuropaBio
website at http://www.europabio.
org provides a link to the court or-
der).

W ocenie Komisji Europejskiej, na
podstawie wykonanych 81 projek-
téw badawczych z udziatem GMO w
zakresie biobezpieczenstwa Komisja
oswiadczyta, ze prace z GMO nie tyl-
ko nie sg zagrozeniem, ale w realnych
warunkach sg wrecz bezpieczniejsze
niz standardowe rosliny (Firoz AMI-
JEE, Pioneer Overseas Corporation
and European Network of GMO Lab-
oratories, United Kingdom, Brussels,
11-13.11.2002).

International Life Sciences Institu-
te, 26-28.06.2000 r., Limelette, Belgia.

KOMENTARZE

Konkluzje zywnosci

(pasz) GM:

—DNA, wigczajagc rekombinowany
DNA, sktada sie z tych samych
czterech nukleotydow;

—obecnie stosowane techniki rekom-
binacji w tancuchu zywnosciowym
nie powodujg zmian w chemicznej
charakterystyce DNA (bioragc pod
uwage naturalne zrdéznicowanie
sekwencji DNA),

—nie ma réznic w podatnosci rekom-
binowanego DNA i pozostatego
DNA na hydrolize chemiczng lub
enzymatyczna,

—przemiany produktow trawienia
DNA nie zalezg od pochodzenia
DNA,

—DNA nie jest toksyczne przy zwy-
czajowych poziomach spozycia,
—nie ma dowodéw potwierdzaja-
cych alergenne lub inne immuno-
genne witasciwosci DNA z konsu-
mowanej zywnosci modyfikowanej

genetycznie,

—nie wyklucza sie mozliwosci obec-
nosci, tgczenia, ekspresji pozosta-
tych zewngtrzkomorkowych frag-
mentow DNA z zywnoS$ci przez
mikroflore przewodu pokarmowe-

dotyczace

0

—gie ma dowoddw na wbhudowywa-
nie DNA ze Zrodet pokarmowych
w genom ssakow,

—spozycie zywnos$ci modyfikowanej
genetycznie nie powoduje mierzal-
nych zmian w catkowitej ilosci spo-
zytego DNA.

2. W OCENIE KOP:

»(..-) Tworzymy dopiero system praw-
ny (spozniona nowelizacja ustawy o
GMO), system administracyjny (odpo-
wiednie organy kontrolne) i system moni-
toringu (laboratoria referencyjne) (...)"

WYJASNIENIE:

Nie mozna zgodzi¢ sie z takim sta-
nowiskiem, bowiem od kilku lat obo-
wigzujg uregulowania prawne zhiez-
ne z normami Unii Europejskiej.

www.postepybiochemii.pl


http://www.europabio
http://www.postepybiochemii.pl

Zasadnicze polskie uregulowania
prawne w zakresie biotechnologii sa
nastepujace:

22.06.2001, ustawa ,,0 GMO" (Dz.
U., 25.07.2001, nr 76, poz. 811);
23.08.2001, ustawa , O Paszach"
(Dz. U., 25.10.2001, nr 123, poz.
1350);

11.05.2001, ustawa ,,O zywnosci i
zywieniu" (Dz. U., 22.06.2001, nr
63, poz. 634);

16.03.2001, ustawa ,,O rolnictwie
ekologicznym" (Dz. U., 22.06.2001,
nr 63 poz. 634).

Ustawa ,,O0 GMOQO", ktéra ma zasad-
nicze znaczenie, jest zgodna i powsta-
fa na podstawie nastepujgcych dyrek-
tyw Wspolnot Europejskich:

1) 90/219/EWG z 23 kwietnia
1990 r. w sprawie ograniczonego sto-
sowania mikroorganizméw zmodyfi-
kowanych genetycznie (Dz. Urz. WE
L 117 z 08.05.1990);

2) 98/81/WE z 26 pazdzier-
nika 1998 r. zmieniajacej dyrektywe
90/219/EWG w sprawie ograniczo-
nego stosowania mikroorganizméw
zmodyfikowanych genetycznie (Dz.
Urz. WE L 330 z 5.12.1998);

3) 2001/18/WE z 12 mar-
ca 2001 r. w sprawie zamierzonego
uwalniania do $rodowiska organi-
zmow zmodyfikowanych genetycznie
i uchylenia dyrektywy 90/220/EWG
(Dz. Urz. WE L 106 z 17.04.2001).

Ustawa 0 organizmach genetycz-
nie zmodyfikowanych transponuje
rowniez zagadnienia przewidziane

JUBILEUSZ
PROFESOR

! \ 14/02/2008
i

W dniu 14 lutego 2006 w Sali Semi-
naryjnej Instytutu Chemii i Techniki
Jadrowej odbyto sie spotkanie z oka-
zji jubileuszu 70-lecia urodzin Prof.
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w Protokole kartagenskim o bezpie-
czenstwie biologicznym, w tym zasa-
de przezornosci [,, (..) Kto podejmuje
dziatalnos$¢, ktorej negatywne oddziaty-
wanie na $rodowisko nie jest jeszcze w
petni rozpoznane, jest obowigzany, kie-
rujac sie przezornoscia, podja¢ wszelkie
mozliwe $rodki zapobiegawcze (...)"].

Do zasadniczej ustawy ,,O0 GMO"
opracowane zostaty rozporzadzenia
wykonawcze dotyczace:

—,,0Oceny zagrozen dla zdrowia lu-
dzi i srodowisk" (Dz. U., 2002, nr
107, poz. 944);

—,Funkcjonowania  Komisji  ds.
GMO" (Dz. U., 2002, nr 19, poz.
196);

—,Badan iwydawanie opinii w dzie-
dzinie GMO" (Dz. U., 2002, nr 73,
poz. 674);

—,Listy organizmdéw patogennych
oraz ich klasyfikacji" (Dz. U., 2002,
nr 212, poz. 1798);

—,Wzoréw wnioskéw dotyczacych
zg6d i zezwolen" (Dz. U., 2002, nr
87, poz. 797).

—Szczeg6blne znaczenie dla rozwoju
biotechnologii ma ustawa regulu-
jaca zagadnienia wkasnosci intelek-
tualnej: Dz. U., z 17.07.2002 r., nr
108, poz. 945.

3. SZCZEGOLNIE SMUTNY
JEST FAKT ZNANY KOP:

»(-..) wprowadzenia w mato przemysla-
ny sposob eksperymentalnego uwalniania
GMO do $rodowiska, a takze nielegalnego
(i prawdopodobnie nieswiadomego) wpro-
wadzania zywnosci z domieszkag GMO na
rynek krajowy. Istniejg réwniez powazne

Ireny "lzy" Szumiel. Sylwetke dostoj-
nej Jubilatki przedstawit Dyrektor ds.
naukowych IChTJ prof. dr hab. Jacek
Michalik. Gratulacje i zyczenia dtugiej
i owocnej dalszej pracy naukowej zto-
zyli Dyrektor IChTJ doc. Lech Wali$
i Przewodniczagcy Rady Naukowej
prof. dr hab. Krzysztof Bobrowski,
a wychowanek Pani Profesor, doc.
Marcin Kruszewski wygtosit lauda-
cje. Obchody uswietnit wyktad oko-
licznosSciowy wygtoszony przez prof.
Marie Kapiszewskg z Uniwersytetu
Jagiellonskiego, wieloletniag wspot-
pracowniczke Prof. Szumiel.

obawy, ze Polska staje sie krajem nielegal-
nego tranzytu zywnosci i upraw GMO do
panstw poza Unig Europejska.(...)"

WYJASNIENIE:

Zgodnie z obowigzujgcym polskim
prawem nalezy informowaé¢ o zna-
nych faktach popetnienia przestep-
stwa. Kto nie dopetnia tego obowigz-
ku staje sie wspétwinnym popetnienia
przestepstwa.

4. CYTAT KOLEJINY:

»(...) Kolejnym argumentem przeciw
wprowadzaniu GMO jest ukryte bezro-
bocie na polskiej wsi, ktore moze przejsé w
jawne, w wyniku bankructwa polskich rol-
nikdw, nie mogacych sprzedac swoich pro-
duktow wobec konkurencji z GMO. (...)"

WYJASNIENIE:

Trudno uzna¢ za godne podejmo-
wania jakiejkolwiek dyskusji zatoze-
nie, ze produkcja ekologiczna bezro-
botnych polskich rolnikéw uratuje
kogokolwiek przed bankructwem.

KONKLUDUJAC:

Nalezy z bélem stwierdzi¢, ze ar-
gumenty btedne merytorycznie maja
tak silne poparcie w $rodowisku, kt6-
re z definicji winno opiera¢ sie w po-
lemice na faktach. Dyskusja jest pod-
stawg rozwoju, ale musi opiera¢ sie na
danych prawdziwych i mozliwych do
zweryfikowania w sposéb obiektyw-
ny, a nie na hastach demagogicznych
i populistycznych.

£6dz 8.02.2006 .

70-LECIA URODZIN
IRENY SZUMIEL

Kariera naukowa Prof. Szumiel
rozpoczeta sie w 1960 roku, kiedy po
ukonczeniu studidw podjeta prace na
Uniwersytecie Warszawskim w Ka-
tedrze Biochemii. W 1965 roku Pani
Profesor obronita doktorat, a Jej dzia-
talno$¢ naukowa nabrata rozpedu. W
latach 1963,1966,1970 zdobyta nagro-
de im. B. Skarzynskiego za najlepszy
artykut przeglagdowy w Postepach Bio-
chemii, a w roku 1970 nagrode Mini-
stra Szkolnictwa Wyzszego za wspot-
autorstwo podrecznika "Praktikum
z biochemii”. W 1968 roku podjeta
prace w Instytucie Badan Jadrowych.

115



Po przyjsciu do IBJ Pani lza zaczeta
pracowa¢ w Pracowni Radiobiologii
komérkowej. W latach 1974-1975 Pani
Iza wyjechata na stypendium Miedzy-
narodowej Agencji Energii Atomowej
do Medical Radiobiology Laborato-
ry, Institute of Radiotherapeutics and
Oncology, Glasgow, W. Brytania. Tam
razem z prof. A.H.W. Niasem prowa-
dzita badania in vitro na komdrkach
chomika chinskiego nad interakcjg
cisplatyny i promieniowania jonizujg-
cego. Badania te przyniosty Pani lzie
dwie nagrody (1973, 1979) Rady d/s
Atomistyki za badania w dziedzinie
radiobiologii i jedng (1976) nagrode
Polskiego Towarzystwa Badan Ra-
diacyjnych za badania w dziedzinie
radiobiologii komorkowej. Po uzyska-
niu stopnia dra habilitowanego, Pani
Iza kontynuowata badania nad odpo-
wiedzig komorek ssakow na promie-
niowanie jonizujgce. W latach 80-tych
pomimo og6lnego marazmu i zasto-
ju Pani lza nie préznowata. Dziatata
w Komitecie Polskiej Nomenklatury
Biochemicznej, 1972-1987, Radzie Re-
dakcyjnej kwartalnika ,,Postepy Bio-
chemii" 1973-1990, Radzie Redakcyj-

WIADOMOSCI

TEORIA ODDYCHANIA RO-
SLIN ZWERYFIKOWANA przez
miedzynarodowe badania z udziatem
Polaka, prof. Jacka Oleksyna z Pra-
cowni Ekofizjologii Instytutu Dendro-
logii PAN w Korniku. Badania pro-
wadzili Amerykanie: Peter B. Reich
z Uniwersytetu Minnesota, Mark G.
Tjoelker z Uniwersytetu w Teksasie
i Jose-Lois Machado ze Swarthmore
Coollege w Pensylwanii. Naukowcy
udowodnili, ze metabolizm oddecho-
wy, wytwarzajacy energie, jest uza-
lezniony od ilosci azotu zawartego w
roélinie, a nie od jej rozmiardow. Prze-
badali wiecej niz 500 roslin z ponad 40
gatunkdéw. Dotychczas obowigzywata
teoria fizyka Geoffreya Westa i dwéch
ekologéw, Jamesa Browna i Briana
Enquista, wedtug ktorej natezenie
procesdw metabolicznych, w tym od-
dechowego, w organizmach zywych,
zmniejsza sie wraz ze wzrostem masy
organizmu. Zesp6t badaczy, z prof.
Jackiem Oleksynem, wykazat, ze w
organizmach ros$linnych o réznej ma-
sie mogg zachodzi¢ procesy metabo-
liczne w takim samym natezeniu w
przeliczeniu na jednostke masy, ale w
roslinach o jednakowej masie, lecz o
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nej miesiecznika International Journal
of Radiation Biology, 1987-1991, byta
Przewodniczgca Komisji Ochrony Ra-
diologicznej i Radiobiologii Komitetu
Fizyki Medycznej PAN — 1988-1991,
a cztonkiem Komisji do 2003. Jest tez
Kierownikiem Pracowni Radiobiologii
Komoérkowej i prowadzi badania nad
procesami biochemicznymi zwigzany-
mi z wrazliwo$cig komorek ssakow na
promieniowanie jonizujace.

W 1990 roku Pani lza otrzymata
tytut profesora i objeta kierownictwo
Zaktadu X. Pod Jej czujnym okiem
wypromowato sie 9 doktoréw i 2 dok-
torow hab. W 1998 w uznaniu zastug
w dziedzinie radiobiologii Pani lza
zostala uhonorowana medalem M.
Sktodowkiej-Curie  przyznawanym
przez Polskie Towarzystwo Badan
Radiacyjnych im. M. Sktodowskiej-
Curie, a w roku 2000 zostata nagro-
dzona medalem Hannsa Langendorffa
przyznanym przez Niemieckie Towa-
rzystwo Medyczne Ochrony Radiolo-
gicznej. W 2001 roku Pani lza zostata
zaproszona do napisania artykutu do
bardzo prestizowego numeru Radia-

réznej zawartosci azotu, beda toczyty
sie procesy metaboliczne o roznej in-
tensywnosci. Tak byto w badaniu sto-
krotki i sosny masztowej, wg wypo-
wiedzi prof. Oleksyna. Prof. Oleksyn
uwaza, ze odkrycie, iz to azot reguluje
metabolizm oddechowy, moze umoz-
liwi¢ doktadniejsze badania global-
nych zmian klimatycznych. Poniewaz
rosliny wydzielajgc dwutlenek wegla
w procesie oddychania, zapewniajg
energie niezbedng do wzrostu i funk-
cjonowania, to odkrycie zaleznosci
metabolizmu oddechowego i zawar-
to$ci azotu w roslinach sugeruje, ze
bedzie mozna udoskonala¢ techniki
opisywania obiegu wegla w ekosyste-
mach, a tym samym badania global-
nych zmian klimatycznych. Wyniki
badan opublikowano w Nature 2006
Jan 26: 439(7075): 399-400 w pracy
pt. Universal scaling of respiratory me-
tabolism, size and nitrogen in plants (wg
PAP-Nauka w Polsce).

WIADOMOSCI Z INSTYTU-
TU BIOCHEMII TECHNICZNEJ
POLITECHNIKI £ODZKIEJ. Cen-
trum Doskonatosci Biotechnologia
Przemystowa (CD BIOP). Na mocy

tion Research "Women in science".
Zainteresowania Pani Prafesor nie
ograniczajq sie tylko do badan nauko-
wych. Nie wszystkim pewnie wiado-
mo, ze Pani lza jest zapalonym orni-
tologiem amatorem i czesto wybiera
sie na wyprawy obserwowac ptaki,
maluje akwarele i klei kwiatowe kola-
ze. Jej dziatalnos¢ poza naukowa zo-
stata uhonorowana dyplomem Ruchu
Piekniejsza Polska, przyznawanym
za tworzenie piekna, ktérym mozemy
szczycic sie przed $wiatem

Przedstawiona sylwetka ukazuje
wybitnego naukowca i wyjatkowe-
go cztowieka, ktéry poza osobistym
istotnym wktadem do nauki poSwie-
cit wiele miejsca w swoim zyciu na
organizacje dziatalno$ci naukowej i
dydaktycznej w kraju i za granicg. Jej
zwigzki z IChTJ i Jej udziat w tworze-
niu $rodowiska naukowego w War-
szawie sg bezsporne i zaowocowaty
utworzeniem zespotu naukowego
mogacego szczyci¢ sie obecnie istot-
nymi osiggnieciami naukowymi.

Marcin Kruszewski

KRAJOWE

Uchwaty nr 47/2004 Komitetu Badan
Naukowych z dn. 16.09.2004 roku w
sprawie przyznania $rodkéw finan-
sowych na dofinansowanie dziatan
koordynacyjnych i organizacyjnych
Centrow Doskonato$ci na Wydzia-
le Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
powstato Centrum Doskonatosci
Biotechnologia Przemystowa (CD
BIOP). Gtownym inicjatorem utwo-
rzenia CD BIOP byt prof. dr hab. Sta-
nistaw Bielecki, dyrektor Instytutu
Biochemii Technicznej Politechniki
L 6dzkiej, majac na uwadze oczekiwa-
nia UE (jak ponizej).

Zainteresowanie biotechnologig
przemystowa, ktora opiera sie gtownie
na biokatalizie i bioprocesach nabiera
w ostatnim okresie szczeg6lnego zna-
czenia w Unii Europejskiej. Zwieksze-
nie konkurencyjnosci i innowacyjno-
$ci swej gospodarki Europa widzi w
biotechnologii przemystowej, czego
wyrazem jest wprowadzenie w 2004
r, w 6 Programie Ramowym hasta
»,Biotechnologia Przemystowa" jako
tematyki dla grupy projektow zinte-
growanych o najwyzszym priorytecie.
Uznano, ze biotechnologia przemy-
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stowa (tzw. ,biata" biotechnologia)
uczyni aktywnos$¢ przemystowgq bar-
dziej przyjazna dla $srodowiska i jed-
noczesnie obnizy koszty wytwarzania
poprzez zmniejszenie zuzycia surow-
cOw i energii, redukcje odpaddw, czy
tez bioremediacje skazonego S$rodo-
wiska. Istotng role w rozwoju bio-
technologii przemystowej przypisuje
sie krajom akcesyjnym jako miejscu
wytwarzania cennych produktéw z
surowcow odnawialnych. Aby wyjsé
naprzeciw oczekiwaniom rynku we
wrzesniu 2004 r. utworzono Centrum
Doskonatosci Biotechnologia Przemy-
stowa, ktére z kolei byto gtéwnym
uczestnikiem w procesie tworzenia
Polskiej Platformy Technologicznej
Biotechnologii zainicjowanej podpisa-
niem, w styczniu 2005 roku, porozu-
mienia miedzy 19 przedsiebiorstwa-
mi, 5 Centrami Zaawansowanych
Technologii, 6 Centrami Doskonatosci
oraz instytutami naukowymi i Polska
Federacjg Biotechnologii.

Do misji utworzonego Centrum
Doskonatosci Biotechnologia Przemy-
stowa nalezy:

» koncentracja wiedzy specjalistycznej
z zakresu biokatalizy stosowanej;

e utworzenie sieci jednostek nauko-
wych, wdrozeniowych i przedsie-
biorstw pracujacych w obszarze
biokatalizy stosowanej oraz ich
wspieranie;

» udostepnienie nowej wiedzy z tej
dziedziny dla jednostek wspotpra-
cujgcych z Centrum;

» skracanie czasu badan wdrozenio-
wych;

e stworzenie diugoterminowej stra-
tegii badawczo-wdrozeniowej bio-
technologii przemystowej;

e promowanie innowacji w zakresie
biokatalizy stosowanej;

* pozytywne oddziatywanie na ry-
nek pracy;

e uczynienie Polski atrakcyjnym
partnerem dla wspotpracy miedzy-
narodowej w zakresie biotechnolo-
gii przemystowej.

Ministerstwo Nauki i Informa-
tyzacji odznaczyto w 2005 roku Po-
litechnike +t0dzkg dyplomem za
projekt pod nazwg ,,CELULOZOWY
MATERIAL OPATRUNKOWY™ reali-
zowany w Instytucie Biochemii Tech-
nicznej pod kierownictwem prof. dr
hab. Stanistawa Bieleckiego (Fot. 1).
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Nagroda za miedzynarodowe
osiggniecia wynalazcze przyznana
zostata przez ministra MNil, prof. Mi-
chata Kleibera tworcom: Celulozowe-
go Materiatu Opatrunkowego —prof.
Stanistawowi Bieleckiemu i dr Ali-
nie Krystynowicz, na-
ukowcom z Instytutu
Biochemii Technicznej
Politechniki £6dzkiej.

Podczas Ogo6lno-
polskiego Semina-
rium Biotechnologia
Molekularna (BioMil-
lenium 2005, Gdansk,
14-15 pazdziernika
2005 r.) dr inz. Aneta

Biatkowska (Fot. 2)
otrzymata | nagrode Stanistaw Bielecki.
ufundowang przez

prof. Wactawa Szybalskiego) dla
najlepszego mtodego biotechnolo-
ga, biorgcego udziat w konferencji.
Nagrode przyznano za prace zaty-
tutowana ,Antarctic p-galactosida-
se from Pseudomonas sp.22b: kinetic
and molecular adaptation to cold".
Nagrodzony referat stanowit trzon
pracy doktorskiej laureatki, wyko-
nanej w Instytucie Biochemii Tech-
nicznej na Wydziale Biotechnolo-
gii i Nauk o Zywnosci Politechniki
t 6dzkiej. Wéréd ponad stu uczestni-
kéw z catej Polski istotny byt udziat
przedstawicieli IBT PL, w tym prof.
Marianny Turkiewicz (Fot. 2), ktéra
od lat prowadzi badania nad enzy-
mami organizmow antarktycznych i
ich praktycznym wykorzystaniem, a
na konferencji przewodniczyta sesji

Fotografia 2. Profesor dr hab. Marianna Turkiewicz
i doktor inz. Aneta Biatkowska.

tematycznej dotyczacej ekstremofili,
sama rozpoczynajac ja referatem pt.
»Drobnoustroje ekstremofilne jako
zrédto uzytecznych biomolekut".

]
Fotografia 1. Profesor dr hab.

Projekty badawcze realizowane
w Instytucie Biochemii Technicznej
(OBT) Politechniki tédzkiej:

— Zintegrowany projekt europej-
ski w ramach VI Programu Ramowe-
go: ,Advanced interactive
materials by design" (AIMS)
(Projektowanie  zaawanso-
wanych materiatdw interak-
tywnych), o numerze reje-
stracyjnym  FP62002-NMP,
jest kierowany przez prof.
A. Goraka z Universytetu
w Dortmundzie. Wspotwy-
konawca grantu jest prof.
dr hab. Grzegorz Bujacz,
kierujacy Pracownig Krysta-
lograficzng Instytutu Bioche-
mii Technicznej PL. Badania
sg realizowane od 2004 r. i
beda kontynuowane do 2009 r. Celem
tego grantu jest zaprojektowanie ma-
teriatdw stanowiacych wypetnienie
kolumn chromatograficznych w celu
obnizenia kosztéw produkcji prze-
ciwciat monoklonalnych. Zadaniem
grupy z IBT sg badania strukturalne
domeny Fc przeciwcial monoklonal-
nych z Ugandami peptydomimiczny-
mi stanowigcymi aktywny sktadnik
kolumn chromatograficznych.

—Granty zamawiane celowe: 1. pt.
»Technologia produkcji materiatow
opatrunkowych z celulozy bakteryj-
nej" kierowany przez prof. dr hab.
S. Bieleckiego, a realizowany wspol-
nie z Centrum Leczenia Oparzenh w
Siemianowicach Slaskich (dr n. med.
M. Kawecki), w okresie 14.11.2003-
13.11.2006 r. 2. pt. ,,Technologia otrzy-
mywania preparatu wielooenzymowe-
go z Aspergillus niger IBT-90, przydatne-
go w procesach obrébki wyrobow wid-
kienniczych" realizowany wspdlnie z
Instytutem Wiékiennictwa w todzi i z
Zaktadem PEKTOWIN w Jasle, a kiero-
wany przez dr hab. T Antczaka. Okres
realizacji: 14.11.2003-13.11.2006 r.

— Grant wiasny: pt. ,, W poszuki-
waniu nowych zimnolubnych enzy-
mow lipolitycznych o duzym poten-
cjale biotechnologicznym" realizowa-
ny wspdlnie z Katedrg Mikrobiologii
Politechniki Gdanskiej, a kierowany
przez prof. dr hab. Marianne Tur-
kiewicz. Okres realizacji: marzec
2006-luty 2009 r. Celem tego grantu
jest utworzenie biblioteki metageno-
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mowego DNA (DNA srodowiskowy,
eDNA), pochodzgcego z wybranej
proby gleby antarktycznej, znalezie-
nie w niej gendw enzymow lipolitycz-
nych, analiza ich sekwencji metodami
bioinformatycznymi, ekspresja wy-
typowanych genéw w E. coli, izola-
cja lipaz i ocena ich wasciwosci pod
katem praktycznego wykorzystania
w reakcjach syntez. Autorzy spodzie-
waja sie znalez¢ w ten sposéb unika-
towe lipazy, pochodzgce z mikroor-
ganizmow nie dajacych sie hodowaé
w warunkach laboratoryjnych

— Granty zamawiane: 1. pt. ,Wy-
jasnienie wptywu 5-tiofosforanéw nu-
kleozydéw (dNMPS) na proliferacje
ludzkich komorek $rddbtonka

udziat w systemie obronnym roslin i
sg wydzielane w zwiekszonych ilos-
ciach w warunkach infekcji patoge-
nem. Ich funkcja nie jest doktadnie
poznana, sugerowane sg dwa mecha-
nizmy ich dziatania: hydroliza RNA
lub wigzanie ro$linnych hormonéw z
grupy cytokinin. W podejmowanych
badaniach strukturalnych ma by¢
okreslony spos6b wigzania cytokinin
przez biatka PR10. Dodatkowo bada-
ny jest wptyw sposobu krioprotekcji
na jakos$¢ struktury (wg informacji
od p. prof. Mirostawy Szczesnej-An-
tczak).

Prof. MINOR i OTWINOWSKI
autorami drugiej najczesciej cytowa-
nej pracy ostatniej de-

naczyn oraz ich migracje i an-
giogeneze. Prdba identyfikacji
receptora nukleotydowego ak-
tywowanego przez dNMPS"
Kierownik projektu: prof. dr
hab. Maria Koziotkiewicz,
(IBT Pt). Koordynatorem
projektu jest Centrum Badanh
Molekularnych i Makromo-
lekularnych. Okres realizacji:
1.09.2002-31.08.2005 r. 2. pt.
»Zmiany aktywnos$ci biolo-
gicznej sktadnikéw prozdro-
wotnych warzyw kapustnych
w czasie przetwarzania i sktadowa-
nia" Kierownik grantu: dr inz. Anna
Podsedek (IBT PL). Okres realizacji:
18.12.2003-18.12.2006 r.

—Granty promotorskie: 1. pt. ,,Cbl
(ang. CysB-like protein)- regulatorowe
biatko transkrypcyjne - krystalizacja
i okreslenie struktury biatka", autor-
stwa mgr inz. Emilii Stec; promotor
prof. dr hab. Grzegorz Bujacz. Celem
tego grantu sg badania biochemiczne
i strukturalne czynnika transkrypcyj-
nego z rodziny Lys-R odpowiedzial-
nego za ekspresje biatek zwigzanych
z syntezg cysteiny w komodrkach bak-
teryjnych. Synteza tego aminokwasu
zwigzana jest z dwoma czynnikami
transkrypcyjnymi Cys-B i Cbl. Pierw-
szy z nich reguluje synteze cysteiny,
gdy dostepne sg nieorganiczne zrod-
fa siarki, natomiast drugi w warun-
kach niedoboru siarczanow. 2. pt.
»Metodologiczne aspekty badan kry-
stalograficznych biatek klasy PR10 z
tubinu zéttego zwigzanych z patoge-
neza roslin”, autorstwa mgr inz. Ra-
fata Dolota; promotor prof. dr hab.
Grzegorz Bujacz. Biatka PR10 biorg
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Fotografia
Witodek Minor.

kady. Czasopismo The
Scientist sporzadzito
liste najczesciej cytowa-
nych publikacji nauko-
wych ostatniej deka-
dy. Pozycje druga tego
rankingu zajmuje praca
profesorow Wtadystawa
Minora (Fot. 3) i Zbi-
gniewa Otwinowskiego
(Fot. 4), pt. Processing
of X-ray diffraction data
collected in oscilla-
tion mode, opubli-
kowana w 1997 r. Naukowcy
z laboratoriow zajmujacych
sie krystalografiag publikujac
swoje prace cytowali metode
opisang przez prof. Minora i
Otwinowskiego az 11,5 tysie-
cy razy. Obecnie prof. Wiadek
(tak brzmi Jego imie na stro-
nie www. Zaktadu, w ktérym

3. Profesor

Wydziatu Fizjologii Moleku-

larnej i Biofizyki Uniwersytetu Vir-
ginia w Charlottesville, a prof. Zby-
szek Otwinowski kieruje zespotem
badawczym w uniwersyteckim So-
uthwestern Medical Center w Dal-
las. Po studiach na Uniwersytecie
Warszawskim (prof. Minor w 1969
r., prof. Otwinowski w 1979 r.) obaj
mtodzi naukowcy pracowali nauko-
wo na UW, lecz nie wspétpracowali
ze sobg. Niezaleznie od siebie wyje-
chali w latach 80. do Stanoéw Zjed-
noczonych. Tam zainteresowali sie
rentgenowska krystalografig biatek.
W 1993 roku wspdlinie rozpoczeli
prace nad wiasnym oprogramowa-
niem stuzacym do ustalania struktur
biatkowych. Technika krystalografii

) A ) Fotografia 4. Profesor )
praCUJe) Mlnorjestprofesorem Zbyszek Otwinowski. CZgCe utworzenia Warszaw-

rentgenowskiej jest obecnie najlep-
szg ze stosowanych metod uzyskania
struktury biatek. Opiera sie na zja-
wisku rozpraszania wiazki promieni
rentgenowskich na krysztale bhiatka,
a to umozliwia ustalenie przestrzen-
nego potozenia wiekszosci atomow
w czasteczce biatka. Jednym z klu-
czowych etap6w tego procesu jest
zredukowanie ogromnej ilosci uzy-
skiwanych danych — milionéw pla-
mek dyfrakcyjnych pozostawionych
na filmie rentgenowskim przez roz-
proszone promienie. Jest to etap nie-
zbedny do ustalenia petnego obrazu
struktury biatka. Na nim skoncen-
trowaly sie badania obu profesordw,
zakorniczone stworzeniem programu
komputerowego pozwalajagcym na
skrocenie etapu redukowania da-
nych dyfrakcyjnych, i tym samy ca-
tego procesu wyznaczania struktury
biatka. Dzieki programowi kompu-
terowemu czas trwania tego etapu
badania wynosi 10 minut (a nie mie-
sigce czy lata). Laboratoria badaw-
cze na $wiecie najchetniej korzystajg
z tego efektywnego i wiarygodnego
programu. W latach 2004-2005 byt
on zastosowany w blisko 80% badan
ustalajgcych struktury biatek we-
dtug ich krysztatow (PAP,
Nauka w Polsce).

WARSZAWSKIE KON-
SORCJUM NAUKOWE. W
sierpniu 2005 r. prof. Michat
Kleiber, 6wczesny Minister
Nauki i Informatyzacji pod-
pisat z Prezydentem War-
szawy, Lechem Kaczynh-
skim, porozumienie doty-

skiego Parku Technologicz-
nego (WPT). WPT ma by¢ inicjatywa
sprzyjajacg przeptywowi wiedzy i
technologii pomiedzy jednostkami
naukowymi o przedsiebiorstwami
oraz komercjalizacji wynikéw badan.
Aby tego dokonaé¢, w lutym b.r. 10
roznych uczelni wyzszych Warsza-
wy podpisato umowe powotujgca
Warszawskie Konsorcjum Naukowe.
W sktad Konsorcjum wchodzg: Aka-
demia Medyczna, O$rodek Przetwa-
rzania Informacji, Politechnika War-
szawska, Polska Akademia Nauk,
Polsko-Japoriska Wyzsza  Szkota
Technik Komputerowych, Szkota
Gtéwna Handlowa, Szkota Gtéwna
Gospodarstwa Wiejskiego, Uniwer-
sytet Warszawski, Wojskowa Akade-
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mia Techniczna oraz Wyzsza Szkota
Przedsiebiorczo$ci i Zarzadzania im.
Leona Kozminskiego. Umowa zo-
stata zawarta na czas nieokre$lony.
Konsorcjum jest otwarte na przyjecie
nowych cztonkéw za zgoda dotych-
czasowych cztonkéw Umowy. Celem
Konsorcjum jest integracja warszaw-
skiego $rodowiska naukowego w
pracach nad rozwojem nowoczes-
nych technologii oraz ich aplikaciji,
wspierajgc poprzez te dziatania po-
prawe konkurencyjnosci gospodarki
Warszawy. Do zadan Konsorcjum
nalezy: stworzenie platformy wspot-
pracy dla cztonkéw Konsorcjum
dla realizacji wspdlnych projektow;
opracowanie ,Programu dziatania
Warszawskiego Konsorcjum Na-
ukowego na lata 2007-2013"; wspot-
udziat w opracowaniu koncepcji
funkcjonowania WPT. Konsorcjum
stanowi platforme do realizacji i po-
zyskiwania finansowania wspolnych
projektéow cztonkéw Konsorcjum w
zakresie: badan naukowych, prac
rozwojowych, projektow inwestycyj-
nych zgodnie z celami Konsorcjum
(wg www.mein.gov.pl).

NAGRODY NAUKOWE CO-
PERNICUS zostaty przyznane po
raz pierwszy. Nagrody Copernicus
zostaly ustalone przez organizato-
row konkursu polsko-niemieckiego,
Fundacje Nauki Polskiej i Deutsche
Forschungsgemeinschaft. Nagrody
te majag wyr6znia¢ dwoch wybit-
nych i wspotpracujacych ze sobg na-
ukowcdw - polskiego i niemieckie-
go i bedag przyznawane co dwa lata
naukowcom co najmniej w stopniu
doktora. Laureatami zostali: prof.
Barbara Malinowska z Wydziatu
Farmaceutycznego AM w Bialymsto-
ku oraz prof. Eberhardt Schlicker z
Wydziatu Farmakologii i Toksykolo-
gii Uniwersytetu w Bonn. Naukowcy
wspoipracujg ze sobg w dziedzinie
farmakologii i fizjologii od ponad 15
lat i zapraszajg do udziatu w bada-
niach wielu miodych polskich i nie-
mieckich naukowcéw. Nagroda jest
w czesci przeznaczona na podtrzy-
manie polsko-niemieckiej wspotpra-
cy, a w czesci jest imienng nagroda
dla laureatéw. Pani prof. Barbara
Malinowska jest absolwentkag Wy-
dziatu Biologii UW, a stopien dokto-
ra uzyskata w biatostockiej AM. Byta
stypendystkag Fundacji von Humbol-
dta. Kieruje Zaktadem Fizjologii Do-

Postepy Biochemii 52 (2) 2006

Swiadczalnej AM w Biatymstoku od
1986 r. Polskie Towarzystwo Farma-
kologiczne nagrodzito w 1995 r. Jej
rozprawe habilitacyjng, jako najlep-
szg w dziedzinie farmakologii. Prof.
Eberhardt Schlicker jest lekarzem po
studiach we Fryburgu i Heidelber-
gu. Jest zwigzany z Uniwersytetem
w Bonn od 1986 r. Byt laureatem na-
grody Rottendorf Prize w roku 1993,
przyznawanej przez Fundacje Rot-
tendorfa. Kandydatow do Nagrody
moga zgtasza¢ zardwno polscy, jak
i niemieccy naukowcy (wg PAP, Na-
uka w Polsce).

Prof. ANNA JADWIGA POD-
HAJSKA (Fot. 5) —inicjatorka i ore-
downiczka utworzenia
w Gdansku jednostki
ksztatcgcej w zakresie [
biotechnologii, NIE |
ZYJE; zmarta w Gdan-
sku, 5 lutego 2006 r.
Zycie prywatne i za-
wodowe Pani Profesor
zwigzane byto z Tréj-

miastem. Ukonczyta
studia medyczne na
wydziale lekarskim

AMG i prace zawodo-
wa rozpoczeta w Ka-
tedrze  Mikrobiologii
tejze Akademii, pod
kierunkiem prof. Stefana Krynskie-
go. Tu, w roku 1968 uzyskata stopien
doktora i specjalizacje z zakresu mi-
krobiologii lekarskiej. W roku 1987
habilitowata sie, tez w AMG, a tytut
profesora otrzymata w 1996 r. Wig-
czyta sie aktywnie w prace nauko-
wa na Wydziale Biologii, Geografii
i Oceanologii, w Katedrze Biochemii
kierowanej przez prof. Karola Taylo-
ra. Staraniem Pani Profesor najpierw
zostat utworzony na tym Wydziale
Zaktad, a nastepnie Katedra Mikro-
biologii, ktérg kierowata do 1996 r.
W tym czasie szczegOlne znaczenie
miata dla Niej wspdipraca z Labo-
ratorium Badan nad Rakiem na Uni-
wersytecie Wisconsin, kierowanym
przez prof. Wactawa Szybalskiego.
Wtasnie praca naukowo-badawcza
w tym laboratorium i wspdtpraca
z tg jednostka w latach 1981-1993
przyniosty  znaczace osiggniecia
naukowe, cytowane powszechnie
publikacje, a przede wszystkim idee
utworzenia w Gdansku nowoczesnej
jednostki ksztatcgcej w zakresie bio-
technologii. Jej entuzjazm i wiara w

Podhajska.

Fotografia 5. Profesor Anna Jadwiga

celowo$¢ przedsiewziecia, doprowa-
dzity do zjednoczenia $Srodowisk na-
ukowych Uniwersytetu Gdanskiego
i Akademii Medycznej w Gdansku.
Prof. Anna Podhajska, jako petno-
mocnik Konferencji Rektoréw Uczel-
ni Tréjmiasta doprowadzita w 1993 r.
do powotania Miedzyuczelnianego
Wydziatu Biotechnologii UG-AMG,
i podjeta obowigzki prodziekana na
nowo utworzonym Wydziale. Zorga-
nizowata w nim od podstaw Katedre
Biotechnologii, ktéra kierowata do
konca swojej aktywnosci zawodowej.
Pani Profesor Anna Podhajska nigdy
nie ograniczata sie do wzorowego
wypetniania obowigzkéw nauczy-
ciela akademickiego. Jej pasjg byto
jak najlepsze ksztatce-
nie miodziezy w za-
kresie nowoczesnych
metod badawczych,
opartych na technikach
. biologii  molekularnej
i i inzynierii genetycz-
\

nej. Z tej pasji zrodzita

sie my$l organizowa-

nia od 1994 r. Letnich
‘ Szkét  Biotechnologii,
| gdzie wyktadowca-
mi byli najwybitniejsi
naukowcy ze S$wiato-
wych laboratoriéw.
Profesor starata sie jak najszerzej
rozpowszechnia¢, komercjalizowaé
osiggniecia naukowe i transferowac
je do firm biotechnologicznych. Dzig-
ki Jej staraniom powstato w Gdansku
Centrum Transferu Technologii, a w
Gdyni — Pomorski Park Naukowo-
Technologiczny.

Prof. Anna Jadwiga Podhajska
byta bardzo zaangazowana w pra-
cach Stowarzyszenia ScanBalt, po-
wotanego przez uczelnie wyzsze,
szpitale i firmy biotechnologiczne,
zlokalizowane w 11 krajach basenu
Battyku, dla prowadzenia wspélnych
badan i wdrazania nowoczesnych
technologii. Byla wiceprezydentem
tego Stowarzyszenia.

Rodzine kochata i pielegnowata
serdeczne wiezy, mtodziez rozumia-
ta i swoich partneréw naukowych
szanowata; efekty Jej znakomitej
pracy pozostaty, ale Ci, ktérzy mieli
zaszczyt z Nig pracowac i uczyé sie
od Niej — stracili Bliskg Osobe. Na
zawsze, (wg wspomnienia w Gaze-
cie Uniwersyteckiej on line autorstwa
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prof. Ewy tojkowskiej i prof. Wiesta-
wa Makarewicza).

CENTRALNE ARCHIWUM AR-
TYKULOW NAUKOWYCH. W lu-
tym b.r. w Bibliotece Uniwersytetu
Warszawskiego odbyto sie semina-
rium: Projekt budowy ogo6lnopol-
skiego repozytorium tekstow nauko-
wych. Tworzone archiwum ma by¢
drugg czeScig trwajacego od kilku lat
projektu Biblioteki Wirtualnej Nauki,
w ktérej naukowcy moga korzystac
z czotowych zasobéw Swiatowej li-
teratury naukowej. Platforma zawie-
rajgca archiwum polskich tekstow
naukowych jest obecnie wdrazana, a
uruchomiona ma by¢ w ciggu kilku
miesiecy. G¥dwnymi partnerami two-
rzonego systemu sg polskie biblioteki
i wydawnictwa uniwersyteckie, kt6-
re beda udostepnia¢ powstate u nich
teksty, publikacje i raporty (wg www.
naukawpolsce.pap.pl).

EUROPEJSKIE KOLEGIUM
POLSKICH I UKRAINSKICH UNI-
WERSYTETOW (EKPiUV) jest in-
stytucjg edukacyjng powotana przez
uniwersytety polskie i ukrainskie,
t. Uniwersytet Marii Curie-Skito-
dowskiej w Lublinie, Katolicki Uni-
wersytet Lubelski oraz Narodowy
Uniwersytet im. Tarasa Szewczenki
w Kijowie, Narodowy Uniwersytet
im. lwana Franka we Lwowie oraz
Narodowy Uniwersytet ,,Akademia
Kijowska-Mohylariska. Celem Kole-
gium jest ksztatcenie przysztych elit

polskich i ukrainskich, dziatajacych
na rzecz wspoétpracy miedzy oboma
krajami oraz znajacych, i co wazne
rozumiejgcych wrazliwos¢ i specyfi-
ke sgsiada. Kolegium chce aktywnie
ksztattowa¢ Swiadomos$¢ europejska
miodych Polakéw i Ukraincow oraz
miodziezy akademickiej innych kra-
jow Europy Srodkowo-Wschodniej,
aby pracowali na rzecz integracji
europejskiej. Kolegium ma wprowa-
dzaé¢ problematyke Europy Srodko-
wo-Wschodniej, w tym polsko-ukra-
inskiej, w obszar europejskich badan
naukowych. Kolegium sprzyja roz-
wojowi polsko-ukrainskiej wspot-
pracy naukowej. Jest to wazne w
momencie, gdy granica Unii Europej-
skiej przebiega wzdtuz granicy pol-
sko-ukrainskiej. Zatem absolwenci
Kolegium powinni stac sie rzecznika-
mi problematyki ukrainskiej i szerzej
srodkowoeuropejskiej w integrujacej
sie Europie. Honorowym Przewod-
niczacym Konwentu EKPiUV jest
prof. Jerzy Kiloczkowski, a zastepca
Przewodniczacego jest prof. Mykota
Zutynskyj, dyrektor Instytutu Lite-
ratury Narodowej Akademii Nauk
Ukrainy (wg www.ekpu.lublin.pl).

OBRONA DOKTORATU StU-
CHACZKI EKPiUV odbyta sie 13
marca 2006 r. w Collegium Novum
AM w Lublinie. Natalia Tkaczen-
ko przedstawita rozprawe pt. Ocena
wybranych cytokin krwi obwodowej i
ptynu stawowego dzieci chorych na mio-
dziencze idiopatyczne zapalenie stawow.

KOMUNIKAT

KOMITET ORGANIZACYJINY

Promotorem doktorantki byt prof.
Jacek Rolinski, a recenzentami prof.
Ewa Tuszkiewicz-Misztal z AM w
Lublinie i prof. Walentyna Czopjak z
Narodowego Uniwersytetu Medycz-
nego we Lwowie.

PRACA DLA ABSOLWENTOW.
Zachecam do odwiedzenia strony
internetowej www.kariera.com.pl,
aby pozna¢ oferty pracodawcéw. W
wielu uczelniach funkcjonujg Biura
Karier, starajac sie pomoc absolwen-
tom w znalezieniu pracy, odbycia
stazy czy praktyk zawodowych.
Biura Karier nawigzujg S$ciste kon-
takty z pracodawcami, proponuja
takze prezentacje firm, targi pracy
i sesje rekrutacyjne. W Uczelniach
sg dostepne informatory pt. Maga-
zyn Kariera, z kazdorazowo bogatg
informacja o pracy, z réznych dzie-
dzin.

OFERTY WYDAWNICZE. Wy-
dawnictwo UJ proponuje podrecz-
niki, monografie i rézne pozycje z
zakresu nauk przyrodniczych i hu-
manistycznych. Koszt wysytki 4,99
zt. Petne informacje na stronie: www.
wuj.pl. Uniwersytet Gdanski oferu-
je rézne wydawnictwa, interesuja-
ce pracownikéw z wyksztatceniem
przyrodniczym. Warto odwiedzi¢
witryne: www.wyd.bg.univ.gda.pl/
oferta/

Teresa Wesotowska
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adres Komitetu:
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STRESZCZENIE

rtykut opisuje historie badan nad cytochromem c. Przedstawiono okolicznos$ci odkrycia
Acytochroméw przez Charlesa MacMunna (1886) i ich ponownego odkrycia przez Davi-
da Keilina (1925). Dalsze badania Keilina i innych autoréw wykazatly, ze cytochrom c petni
podstawowg role w oddychaniu komérkowym jako przeno$nik elektronéw w mitochon-
drialnym tancuchu oddechowym. W latach 90. ubiegtego stulecia wykazano, ze — oproécz
tej prozyciowej funkcji — cytochrom c moze stuzy¢ jako czasteczka sygnalizujgca progra-
mowang $mier¢ komdrki, apoptoze. Przedstawiono niektére hipotezy mechanizméw uwal-
niania cytochromu c z mitochondriéw do cytosolu, zapoczatkowujgcych apoptoze. Badania
nad zmiennos$cig sktadu aminokwasowego czasteczki cytochromu c postuzyty jako jeden z
wyznacznikéw ewolucji $wiata zywego. Na koniec zarysowano sylwetke Davida Keilina,
odkrywcy cytochromow.

WPROWADZENIE

Cytochromy nalezg do najszerzej rozpowszechnionych hemoprotein. Wyste-
puja u wszystkich organizméw o tlenowym metabolizmie, zaré6wno u proka-
riontéw jak i eukariontow. Ich najprostszym a zarazem najlepiej i najwczes$niej
poznanym przedstawicielem jest cytochrom ¢. W ubiegtym roku mineto 80 lat
od powtdérnego odkrycia cytochroméw przez Davida Keilina.

ODKRYTY DWUKROTNIE

Zadziwiajace sg dzieje badahn nad cytochromami, a nad cytochromem c w
szczegdlnosci. A zaczeto sie od tego, ze cytochromy zostaty odkryte dwukrotnie.
Pierwszym odkrywca
tych barwnikéw odde-
chowych byt Charles
MacMunn (1852-1911),
brytyjski lekarz i przy-
rodnik (Rye. 1). Badajac
przy pomocy spektro-
skopu wiasnej kon-
strukcji rézne tkanki,
stwierdzat wystepo-
wanie w nich charak-
terystycznych praz-
kow absorpcyjnych,
odmiennych niz te,
jakie dawaty znane juz
wowczas hemoglobina
i mioglobina. Prazki te
przypisywat MacMunn
substancji lub substan-
cjom podobnym do
hemoglobiny, ktérym
nadawat, w zalezno-
§ci od materiatu gdzie
sie znajdowaty, nazwy

miohematyna,  histo-

hematyna, aktynohe-

matyna, itp. Co wiecej,

zauwazyt, ze prazki te > y e
znikaty pod wptywem SO0 Praml et OORE
nadtlenku wodoru, a LA-/ e Ml es

po jakim$ czasie poja-
wiaty sie na nowo. Juz
wowczas (1886) zdat

Rycina 1- charles Alexander MacMunn (1852-1911). Wedtug [1],
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Rycina 2. David Keilin (1887-1963). Wedtug [4],

sobie sprawe, Ze jest na tropie odkrycia substancji, bioragcej
udziat w oddychaniu tkankowym, czemu dat wyraz w zna-
miennym stwierdzeniu: "... they appear to be capable of oxida-
tion and reduction and are therefore respiratory” (,,... okazaty sie
podlegac utlenianiu i redukcji, w zwigzku z czym [penig]
funkcje oddechowe", ttum. L.W.) [2], MacMunn wyprzedzit
swg epoke. Inni badacze nie docenili wagi tego odkrycia i
obserwowane przez MacMunna prazki absorpcyjne przy-
pisali produktom rozpadu hemoglobiny lub mioglobiny. A
poniewaz wsrdéd tych krytykéw byt autorytet tej miary co
stynny chemik niemiecki, Felix Hoppe-Seyler (1825-1895),
odkrycie MacMunna poszto w zapomnienie, a sam odkryw-
ca zmart nie doczekawszy sie uznania.

Cytochromy zostaty ponownie odkryte przez Davi-
da Keilina (Ryc. 2) w 1925 roku [3] (sylwetce tego bada-
cza poSwiecona jest ostatnia cze$¢ niniejszego artykutu).
Keilin badat tkanki réowniez przy pomocy spektroskopu
sprzezonego z mikroskopem. Jako entomolog z wyksztat-
cenia, ogladat miedzy innymi tkanki owadow, a wsréd
nich miesnie mola woskowego (Galleria mellonella) i muchy
plujki (Calliphora erythrocephala) $cisniete pomiedzy dwo-
ma szkietkami mikroskopowymi. | wéwczas spostrzegt te
same prazki absorpcyjne, jakie 40 lat wcze$niej obserwowat
MacMunn. ldentyczne prazki zaobserwowatl w przypad-
ku zawiesiny drozdzy. Trzeba jednak doda¢, ze Keilin nie
znat prac MacMunna. Bylo to wiec rzeczywiscie odkrycie
tych samych zwigzkéw na nowo. Keilin rowniez zauwazyt
znikanie prazkéw po ekspozycji drozdzy lub tkanek owa-
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Rycina 3. Widma absorpcyjne cytochroméw w preparacie z migénia sercowego
wedtug oryginalnych obserwacji Davida Keilina [1], Objasnienie skrotéw: Red.
—zredukowane; Red. + CO —zredukowane w obecnosci tlenku wegla; Red. +
KCN —zredukowane w obecnos$ci KCN, lub HZ, lub NaN} Red. An. —zredu-
kowane w warunkach beztlenowych + KCN; Red. Asc. —zredukowane kwasem
askorbinowym lub hydrochinonem; Ox. + succ. —utlenione w obecnos$ci uretanu
i bursztynianu; Ox. —utlenione.

déw na dziatanie powietrza i ponowne ich pojawianie sie
po zamknieciu pomiedzy szkietkami lub pod dziataniem
substancji redukujgcych. Poniewaz ani drozdze, ani owady,
poza nielicznymi przypadkami [5], nie zawierajg hemoglo-
biny, nie ulegato juz teraz watpliwosci, ze odkryta substan-
cja nie jest produktem rozpadu barwnika krwi. Z powodu
uniwersalnego wystepowania w réznych komaérkach Keilin
nadat odkrytej przez siebie substancji nazwe cytochromu
czyli barwnika komérkowego. Mimo liczby pojedynczej
jaka zastosowat, Keilin zdawat sobie sprawe, ze chodzi tu
prawdopodobnie o kilka pokrewnych substancji, poniewaz
stosunek intensywno$ci poszczegdlnych prazkow réznit sie
w zaleznosci od pochodzenia preparatu, a takze poszcze-
gblne prazki absorpcyjne odmiennie zachowywaty sie pod
wptywem réznych warunkéw oksydacji i redukcji (Ryc. 3).
Keilin tak opisuje swoje odkrycie [1]: "I must admit that this
first visual perception of an intracellular respiratory process was
one of the most impressive spectacles | have witnessed in the cour-
se of my work. Now | have no doubt that cytochrome is not only
widely distributed in nature and completely independent of hae-
moglobin, but that it is an intracellular respiratory pigment which
is much more important than haemoglobin” (,,Musze przyznac,
ze to pierwsze naoczne stwierdzenie wewngtrzkomoérkowe-
go procesu oddechowego zrobito na mnie chyba najwiek-
sze wrazenie, jakiego doSwiadczytem w czasie mojej pracy.
Obecnie nie mam watpliwosci, ze cytochrom jest nie tylko
szeroko rozpowszechniony w przyrodzie i catkowicie nie-
zalezny od hemoglobiny, lecz jest takze wewngatrzkomdrko-
wym barwnikiem oddechowym, znacznie wazniejszym niz
hemoglobina”, ttum. L.W.).

Dalsze badania innych autoréw potwierdzity przypusz-
czenia Keilina o istnieniu wielu cytochroméw. W zaleznosci
od struktury widma absorpcyjnego podzielono je na trzy
gtéwne grupy oznaczone literami a, bi c. W ramach kazdej
z tych grup poszczeg6lnym jej przedstawicielom nadawa-
no nastepnie kolejne numery: 1, 2, 3 itd. Ponadto w latach
pie¢dziesiagtych ubiegtego stulecia wyodrebniono duza gru-
pe cytochroméw o odmiennym typie budowy i funkcji, ktd-
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Rycina 4. Struktura kieszeni hemowej cytochromu c.

rym zgodnie z absorpcjg Swiatta przez kompleks z tlenkiem
wegla nadano nazwe cytochroméw P450. W dalszym ciggu
niniejszego artykutu zajme sie dziejami badan nad najprost-
szym cytochromem oznaczonym literg c, zwigzkiem, ktory,
jak sie okazato, jest nie tylko niezbedny dla zycia komor-
ki, ale w okreslonych okolicznosciach stanowi sygnat do jej
programowanej $mierci. Badania struktury pierwszorzedo-
wej cytochromu c pomogty nam réwniez odpowiedzie¢ na
niektdére pytania z zakresu ewolucji $wiata zywego.

CYTOCHROM ¢ - MOLEKULA ZYCIA

Cytochrom c rézni sie od innych cytochromoéw kilkoma
podstawowymi cechami. Po pierwsze, reszta biatkowa, czyli
apocytochrom c, jest niewielkim peptydem, sktadajagcym sie
najczesciej ze stu czterech reszt aminokwasowych, o masie
czgsteczkowej nieco ponad 12000. Reszta hemowa potaczo-
na jest z biatkiem trwatymi wigzaniami kowalencyjnymi,
mianowicie reszty winylowe hemu zwigzane sg z resztami
cystein biatka. Ponadto atom zelaza wigze sie koordynacyj-
nie z jedng z reszt histydyny i z siarkg reszty metioninowej
(Ryc. 4). Dzieki temu atom zelaza jest niejako ostaniany i, w
przeciwienstwie do hemoglobiny, a takze cytochromu a, nie
ma mozliwosci reagowania ani z jonami CN~, ani z tlenkiem
wegla, ani z tlenem czasteczkowym. Dzieki swej niewiel-
kiej czagsteczce cytochrom c nie ulega denaturacji cieplnej,
jak réwniez nie wytraca sie pod wptywem wigkszosci sub-
stancji odbiatczajacych, co ma znakomite znaczenie w pro-
cedurach izolowania i oczyszczania tego barwnika z mate-
riatu biologicznego. W pH 7 czasteczka cytochromu c jest
polikationem dzieki obecnosci licznych reszt lizynowych.
Przestrzenny model czasteczki cytochromu c, z centralnie
usytuowang resztg hemu, pokazuje rycina 5.

Rola cytochromu c jako przenos$nika elektronéw w tan-
cuchu oddechowym mitochondriéw zostata wyjasniona
na przetomie lat 20. i 30. ubiegtego stulecia. Warto w tym
miejscu przypomnieé, ze byt to okres ostrych star¢ miedzy
zwolennikami koncepcji aktywacji wodoru na poziomie
substratéw oddechowych, Heinrichem Wielandem i Torste-
nem Thunbergiem, a tworcg teorii aktywacji tlenu, Ottonem
Warburgiem. Keilin wykazat, ze ,jego" cytochromy mogty
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Rycina 5. Tréjwymiarowy model cytochromu c. Hydrofobowe taficuchy boczne
aminokwaséw zaznaczone sg na czerwono (wedtug [6]). Rysowat Irving Geis ©
2000 Howard Huges Medical Institute. Reprodukcja za zgoda Sandy Geis.

by¢ zaréwno redukowane, jak i utleniane przez zywg ko-
morke [1,7], a wiec zajmowaty niejako miejsce posrednie.
Mozemy przyjaé, ze w ten sposOb zostato niejako zapoczat-
kowane pojecie taficucha oddechowego [7]. Obecnie wiemy,
ze pod wzgledem wartosci potencjatu oksydoredukcyjnego
(okoto + 0,26 V) cytochrom c znajduje sie mniej wiecej w
potowie tancucha. Co wiecej, jest w nim niezbednym og-
niwem, warunkujgcym prawidtowy przeptyw elektronow
od substratow oddechowych do tlenu czgsteczkowego i
sprzezong z nim synteze ATP, gtéwnego Zrddta energii dla
wszelkich procesdw biologicznych (Ryc. 6).

Dzieki temu, ze znamy doktadnie zaréwno sekwencje
aminokwaséw, jak i konformacje tego niewielkiego biat-
ka, wiemy, jak wigze si¢ ono z innymi ogniwami tafcucha
oddechowego, awiec z jednej strony z kompleksem reduk-

-0,32V +0,26 V +0,81V
NADH =>Q cyt.b/cl=>cyt.c cyt.a/a3=>02
4 4 4
AT AT AT
i 4 i
ATP ATP ATP

Rycina 6. Usytuowanie cytochromu c w taficuchu oddechowym. Przedstawiono
najwazniejsze elementy tancucha oddechowego i miejsca, gdzie dzieki segre-
gacji protonéw w poprzek wewnetrznej btony mitochondrialnej tworzy sie na
niej potencjat elektryczny (A'H), wykorzystywany nastepnie do syntezy ATP.
Na gérze pokazano potencjaty oksydoredukcyjne poczatku taficucha (NADH),
jego konca (02 oraz cytochromu ¢ — w przyblizeniu w potowie tych dwéch
wartosci.
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tazy cytochromu c, w sktad ktérej wchodzg cytochromy b
i c7 jak i oksydazy cytochromowej, czyli cytochroméw a
i [8,9]. Tak wiec reakcyjnymi partnerami cytochromu c
w tanicuchu oddechowym sg integralne biatka wewnetrz-
nej btony mitochondrialnej, mocno osadzone w lipidowej
strukturze btony, podczas gdy sam cytochrom c jest biat-
kiem hydrofilnym, ktore z btong mitochondrialng wigze sie
tylko luzno, gtéwnie na zasadzie oddziatywan elektrosta-
tycznych. Trwato$¢ takich wigzan zalezy od sity jonowej
srodowiska. Istotnie, przy sile jonowej, jaka panuje w cyto-
solu, pewna cze$¢ cytochromu c ulega oddysocjowaniu od
btony wewnetrznej i znajduje sie w formie rozpuszczonej
w przestrzeni miedzybtonowej. Tak sie rowniez dzieje w
izolowanych mitochondriach zawieszonych w roztworze
KC1 o stezeniu 100 mM lub wyzszym. Ta miedzybtonowa
frakcja cytochromu ¢ moze z jednej strony by¢ redukowa-
na przez obecny w btonie zewnetrznej cytochrom b,z dru-
giej za$ utleniana przez oksydaze cytochromowa obecng
w btonie wewnetrznej. Dzieki temu, ze cytochrom b5moze
by¢ redukowany przez NADH, system taki umozliwiat-
by utlenianie cytosolowego NADH przez mitochondria.
Istotnie, proces taki na bardzo niewielkg skale zachodzi w
izolowanych mitochondriach [10,11]. Czy proces ten ma
znaczenie w komorce, a jesli tak, to w jaki sposéb jest regu-
lowany, pozostaje do dzi$ niejasne.

CYTOCHROM ¢ - MOLEKULA SMIERCI

Obecnos$¢ cytochromu ¢ w przestrzeni miedzybtonowej
budzi obecnie zywe zainteresowanie w zwigzku z jego rola,
jakiej jesteSmy Swiadomi dopiero od dziesieciu lat, miano-
wicie z jego funkcjg jako czasteczki sygnatowej programo-
wanej Smierci komdrki. A zatem to samo biatko, ktére pekni
tak kluczowa role w pozyskiwaniu przez komorke energii
do jej funkcji zyciowych, moze sygnalizowaé, lub wrecz
zapoczatkowaé ,,samobdjcze”, z goéry zaplanowane, uni-
cestwienie komorki, czyli apoptoze. Pokazano mianowicie
[12-14], ze w pierwszym etapie apoptozy nastepuje masowy
wyciek cytochromu ¢z mitochondriéw do cytosolu. Wyjas-
niono nastepnie, ze cytochrom c, wraz z czynnikiem cyto-
solowym oznaczanym jako Apaf (ang. apoptosis-activating
factor), aktywuje jedng z kaspaz, wewnatrzkomaérkowych
proteaz. Ta z kolei aktywuje inne tego rodzaju enzymy, co
w efekcie prowadzi do samostrawienia komaorki lub utatwia
jej eliminacje przez komorki fagocytarne [15,16]. Tak wiec
decyzja, czy cytochrom c pozostanie zwigzany z mitochon-
driami i bedzie tam funkcjonowat jako przenosnik elektro-
now w tancuchu oddechowym, czy tez zostanie uwolniony
do cytosolu, stanowi o zyciu lub $mierci komorki.

Nie miejsce tu na omawianie mechanizmu apoptozy i jej
réznych odmian. Chciatbym natomiast zatrzymaé sie nad
samym procesem uwalniania cytochromu ¢ z mitochon-
driéw do cytosolu. Przypomne, ze —jak to miedzy innymi
zostato wykazane w naszej pracowni jeszcze na przetomie
lat 60. i 70. ubiegtego stulecia [17,18] — zewnetrzna btona
mitochondrialna jest nieprzepuszczalna dla czgsteczek tej
wielkos$ci co cytochrom c¢. A wiec zaktadano poczatkowo,
ze sygnat proapoptotyczny winien w pierwszym etapie po-
wodowac rozerwanie tej btony, co umozliwitoby wyciek
cytochromu c z przestrzeni miedzybtonowej lub jego od-
dysocjowanie od btony wewnetrznej i przejScie do cytosolu
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Rycina 7. Dwie koncepcje uwalniania cytochromu ¢z mitochondridéw, zapoczat-
kowujace proces apoptozy. a —Pecznienie mitochondriéw i pekanie zewngtrznej
btony mitochondrialnej. b —Wspétczesny poglad na wybiércze uprzepuszczal-
nianie zewnetrznej btony wobec cytochromu c przez proapoptotyczne biatka Bid

i Bax. Proces ten jest hamowany przez antyapoptotyczne biatka Bcl-2 i Bel-XL
Wedtug [23], reprodukcja za zgodg wydawcy: Macmillan Publishers Ltd.

[19]. Miato by temu sprzyja¢ pecznienie mitochondriow. |
rzeczywiscie, wielokrotnie pokazywano, ze izolowane mi-
tochondria, peczniejac, tracg znaczne ilosci cytochromu c.
Jednakze, tak zwane pecznienie na wielkg skale, obserwo-
wane na izolowanych mitochondriach, na przyktad pod
wptywem czynnikow otwierajgcych niespecyficzny kanat
dla jondw i drobnych czasteczek, w zasadzie nie dotyczy
mitochondriéw in situ, w nienaruszonej komoérce. Wow-
czas to japonscy badacze, Tsujiomoto i Shimizu [20], a za
nimi i inni autorzy, w Europie gtéwnie grupa Martinou z
Genewy [21,22], pokazali, ze biatka proapoptotyczne Bax i
Bid tworzg w zewnetrznej btonie mitochondrialnej kanaty
umozliwiajgce wyciek zwigzkéw wielkoczgsteczkowych, a
wiec cytochromu c i biatka AIF. Podobne dziatanie wyka-
zano réwniez dla sztucznych, modelowych, bton fosfolipi-
dowych [22], Wczesniejsza koncepcje pekania zewnetrznej
btony mitochondrialnej i pézniejsza, selektywnego uprze-
puszczalnienia wobec cytochromu c, ilustruje rycina 7.

Duza role w uwalnianiu mitochondrialnego cytochro-
mu c przypisuje sie obecnie rowniez tak zwanym miejscom
kontaktowym miedzy zewnetrzng a wewnetrzng btong mi-
tochondrialng. Wiadomo na przykiad, ze biatka Bax i Bid

Przestrzen
miedzyblonowa

Btona wewnetrzna

Rycina 8. Schemat budowy ,miejsca kontaktowego" mitochondriéw i koncep-
cji roli tych miejsc w zapoczatkowaniu uwalniania cytochromu c [25], Objasnie-
nie symboli: VDAC — mitochondrialna poryna czyli zalezny od napiecia kanat
anionowy (Voltage Dependent Anion Channel), HK —heksokinaza, PBR —pe-
ryferyjny receptor benzodiazepinowy, ANT — transporter nukleotydéw adeni-
nowych, CypD — cyklofilina. Proapoptotyczne biatko Bax powoduje ,,otwarcie"
miejsca kontaktowego (strzatka) i uwolnienie cytochromu cw pierwszym rzedzie
z tego miejsca. Przeciwdziata temu antyapoptotyczne biatko Bcl-2. (Rysunek wy-
konany przez M.R. Wieckowskiego).
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preferencyjnie wigzg sie z miejscami kontaktowymi, a to
prawdopodobnie na skutek obecno$ci w nich kardiolipiny,
fosfolipidu charakterystycznego dla btony wewnetrznej [24],
Przyjrzyjmy sie wiec tym osobliwym miejscom w strukturze
mitochondrionu. Za tworzenie miejsc kontaktowych odpo-
wiedzialna jest nie tylko, jak sie wydaje, fuzja dwuwarstw
lipidowych obu bton mitochondrialnych, zewnetrznej i we-
wnetrznej, ale takze konkretne biatka, przede wszystkim
poryna mitochondrialna (biatko VDAC) obecna w btonie
zewnetrznej itranslokaza nukleotydéw adeninowych obec-
na w btonie wewnetrznej. Ponadto, w sktad miejsca kontak-
towego wchodzi heksokinaza, a w mitochondriach migsni
i mézgu — kinaza kreatynowa [25]. Wedtug naszych da-
nych [26] miejsca kontaktowe zawierajg do$¢ znaczne iloSci
zwigzanego cytochromu c (Ryc. 8). To wtasnie cytochrom c
zwigzany w miejscach kontaktowych moze by¢ jako pierw-
szy uwalniany pod wptywem biatek proapoptotycznych.
Mozliwy wydaje sie zatem nastepujacy scenariusz. Pro-
apoptotyczne biatka, miedzy innymi Bax i Bid, uwalniajg
cytochrom c w pierwszym rzedzie z miejsc kontaktowych.
Uwolniony do cytosolu cytochrom caktywuje kaspazy, co z
kolei powoduje nadtrawienie btony zewnetrznej mitochon-
driow i utatwia uwolnienie, juz teraz masowe, pozostatego
cytochromu ¢, co jeszcze bardziej aktywuje szlak kaspazo-
wy i prowadzi do apoptotycznej Smierci komoérki. Niedaw-
no wykazano, ze proapoptotyczne dziatanie cytochromu c
moze by¢ hamowane przez biatka szoku cieplnego, ktére
zaréwno przeciwdziatajg aktywowaniu przez cytochrom c
kaspaz, jak rowniez mogg go po prostu wigzac [27],

CYTOCHROM ¢ JAKO WYZNACZNIK EWOLUCJI

Cytochrom cwystepuje niemal w caltym $wiecie zywym,
od prokariontéw, poprzez grzyby, rosliny, az do zwierzat.
Dzieki niewielkiej, jak na biatko, czasteczce jego struktura
pierwszorzedowa zostata doktadnie poznana u réznych
gatunkdéw, przy czym stwierdzono zadziwiajacg konser-
watywno$¢é pewnych rejonéw, w szczegdlnosSci tych, ktore
sasiadujg z resztg hemowa, i zmienno$¢ innych rejonéw
czasteczki. Jest jednak znamienne, ze mimo do$¢ znacz-
nych roznic w strukturze pierwszorzedowej tych bardziej
odlegtych rejonow, specyficzno$¢ gatunkowa cytochromoéw
c jest dos¢ stabo zaznaczona. Na przyktad cytochrom c z
drozdzy moze by¢ utleniany przez oksydaze cytochromo-
wa ssakow i odwrotnie. Natomiast zmienno$¢ gatunkowa
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Rycina 9. Drzewo genealogiczne Eukarionta na podstawie zmiennosci cytochro-
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126

cytochroméw c postuzyta do badan ewolucji $wiata zywe-
go. W badaniach tych pierwszorzedna role odegrat zesp6t
Emanuela Margoliasha na Uniwersytecie stanu lllinois w
Chicago poczawszy od lat 60. ubiegtego wieku [28,29]. Im
wiecej réznic w obsadzeniu poszczeg6lnych pozycji w fan-
cuchu peptydowym cytochromu c, tym wiecej przypadko-
wych mutacji musiato zaistnie¢ od czasu, gdy poszczegblne
gatezie filogenezy rozdzielity sie. W ten sposéb Margoliash
i wspdipracownicy zbudowali drzewo genealogiczne $wia-
ta zywego (Ryc. 9). Drzewo to na ogét potwierdza obraz,
jaki znamy na podstawie badan anatomicznych, morfolo-
gicznych, a takze paleontologicznych. Widaé z niego, na
przyktad, jak wcze$nie wyodrebnity sie krdlestwa roslin,
grzybow i zwierzat. Ale sa pewne zastanawiajgce rdznice.
Na przyktad z przedstawionego schematu wynikatoby, ze
ssaki do$¢ wczesnie i mniej wiecej w tym samym czasie roz-
dzielity sie na torbacze, naczelne i pozostate rzedy. A wiec,
moéwigc obrazowo i w uproszczeniu, mamy — to znaczy
cztowiek — tyle samo pokrewienstwa, przynajmniej jesli
chodzi o strukture pierwszorzedowg cytochromu c, z kan-
gurem, co na przyktad z psem lub owcg. Tu wypada jednak
dodaé, ze przedstawione tu drzewo genealogiczne opiera
sie na zatozeniu, ze wszystkie przypadkowe mutacje, pole-
gajace na zamianie pozycji poszczeg6lnych aminokwasow
w czasteczce cytochromu c, byty jednakowo prawdopodob-
ne i nie podlegaty selekcji na skutek doboru naturalnego, co
wcale nie musi by¢ prawda.

DAVID KEILIN

Przyjrzyjmy sie na koniec sylwetce Davida Keilina.
Urodzony w Moskwie 21 marca 1887 r. w rosyjsko-zydow-
skiej rodzinie, dziecinstwo i lata nauki szkolnej spedzit
w Warszawie. W latach 1897-1904 uczeszczat do zatozo-
nego przez Wojciecha Gdrskiego gimnazjum, znanego z
wysokiego poziomu nauczania. Po ukonfczeniu tej szkoty
postanowit poswieci¢ sie medycynie i w tym celu w 1904
r. wyjechat do Liege. Ze studidow medycznych musiat jed-
nak szybko zrezygnowa¢ z powodu stabego zdrowia —
od wczesnej miodosci cierpiat na uporczywa astme. Za-
interesowat sie wiec naukami biologicznymi, a konkret-
nie entomologig. Studia w tym kierunku kontynuowat
na paryskiej Sorbonie i tamze podjat swa pierwszg prace
naukowa w Laboratoire d'Evolution des Etres Organisés.
W 1915 r. przeniést sie do Wielkiej Brytanii i rozpoczat
prace na Uniwersytecie w Cambridge (Ryc. 10). W 1921
r. przyjat zaproszenie do pracy w niedawno utworzonym
Molteno Institute of Parasitology w Cambridge, w kto-
rym pozostat do konca swych dni, od 1925 r. jako profe-
sor, aw latach 1931-1952 jako dyrektor Instytutu. W 1928
r. zostat wybrany cztonkiem Royal Society (brytyjskiego
odpowiednika Akademii Nauk). Wsrod licznych god-
nosci i tytutdw, ktérych dostapit w latach pdzniejszych,
byt rowniez wybdr na cztonka zagranicznego Polskiej
Akademii Nauk w 1959 r. Zmart na atak serca 27 lutego
1963 r. Do konca zycia byt czynny naukowo. Poza liczny-
mi publikacjami w naukowych periodykach, w ktérych
przedstawiat swe odkrycia i obserwacje, Keilin zamierzat
napisa¢ obszerny przeglad na temat historii badan nad
metaloproteinami i ich funkcjg w oddychaniu komérko-
wym. Dzieto to tworzyt latami, poczawszy od konca lat
czterdziestych ubiegtego stulecia i niemal doprowadzit
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Rycina 10. David Keilin w swojej pracowni w Quick Laboratory w Cambridge
(1916). Obok mikroskop potaczony ze spektroskopem. Wedtug [30] za zgodg au-
tora.

do konca przed swa nagta Smierci. Pozostawiony rekopis
uporzagdkowata, uzupetnita i wydata w 1966 r. w postaci
pokaznej ksigzki [1] corka, Joan Keilin.

David Keilin znany byt z tagodnosci charakteru oraz przy-
jaznego i bezposredniego stosunku do otoczenia. Jego wspoét-
pracownicy, a nawet studenci, zawsze mieli do niego dostep,
bez potrzeby meldowania sie i umawiania przez sekretarke.
Nie lubit tylko, gdy przeszkadzano mu w doswiadczeniu. Z
powodu wattego zdrowia nie uprawiat zadnych sportdw; nie
jezdzit nawet na rowerze, powszechnym srodku lokomocji w
Cambridge. Przy dobrej pogodzie z niezbyt odlegtego domu
do pracy chadzat pieszo. W niepogode podwozita go samo-
chodem zona, réwniez pochodzaca z Polski, rozpoczynajac
— jako lekarz rodzinny — odwiedzanie swych pacjentow.
Panstwo Keilinowie mieli jedyna cérke, Joan, po mezu Whi-
teley. Poszta ona w $lady ojca, specjalizujac sie w biochemii.
Przez jaki$ czas wspdtpracowata z twdrcg ,,chemiosmotycz-
nej" koncepcji oksydacyjnej fosforylacji, Peterem Mitchel-
lem.

Keilin miat bardzo szerokie zainteresowania naukowe.
Cho¢ swe najwigksze odkrycia dokonat w zakresie bioche-
mii, sam uwazat sie przede wszystkim za parazytologa i en-
tomologa. Od 1934 r. do konica zycia petnit funkcje redaktora
czasopisma Parasitology. Jego zainteresowania wykraczaty
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zresztg poza nauki przyrodnicze. Interesowat sie miedzy in-
nymi historig nauk. Warto takze wspomnie¢, ze zanim zde-
cydowal sie ostatecznie poswieci¢ naukom biologicznym,
przez krétki czas prébowat studiéw na wydziale filozofii i
sztuk pieknych Sorbony. Keilin imponowat swym kolegom
znajomoscig jezykow. Wiekszos¢ naukowcéw brytyjskich
wiadata bowiem wylgcznie swym jezykiem ojczystym, co
byto znacznym utrudnieniem w kontaktach miedzynarodo-
wych. Trzeba bowiem pamieta¢, ze w okresie przedwojen-
nym angielski nie byt jeszcze tak powszechnym i miedzyna-
rodowym S$rodkiem komunikowania sie naukowcéw, jakim
jest obecnie. Keilin natomiast swobodnie wiadat francuskim,
niemieckim irosyjskim i w tych jezykach prowadzit rozlegty
korespondencje. Za swdj jezyk ojczysty uwazat jednak pol-
ski i, cho¢ biegle mowit po angielsku, jego bliski wspotpra-
cownik, Max Perutz [31], wspomina, ze nigdy nie wyzbyt sie
polskiego akcentu. Wyrazem lingwistycznych zainteresowan
Keilina moze by¢ kroétki, jednostronicowy artykut w Nature
[32], w ktérym odkrywca cytochromo6w przedstawia, jak na
przestrzeni dziejow rézne jezyki zajmowaty dominujaca role
w komunikowaniu sie ludzi wyksztatconych, od starozytnej
greki, poprzez tacing, pdzniej jezyk francuski i wreszcie an-
gielski. Konczy jednak refleksja, ze aby naprawde zrozumieé
kulture jakiego$ kraju, trzeba pozna¢ jego jezyk.

Otoczenie Keilina, a przede wszystkim jego wspoétpra-
cownicy, uwazali, ze za swe fundamentalne odkrycie cyto-
chromoéw i wyjasnienie ich podstawowej funkcji ze wszech
miar zastuguje on na Nagrode Nobla. Wedtug Maxa Perut-
za [31], p6zniejszego laureata Nagrody Nobla za strukture
hemoglobiny w 1962 r., Keilin powinien byt jg dosta¢ badz
wspo6lnie z Ottonem Warburgiem w 1931 r., badz z Hugo-
nem Theorellem w 1955 r. Obie te nagrody dotyczyty bo-
wiem badad nad enzymami oddechowymi. Sam Keilin
jednak z humorem odnosit sie do takich spekulacji. Swemu
przyjacielowi i wspotpracownikowi, Tadeuszowi Mannowi,
miat powiedzie¢: ,,Kiedy stane u wrét Nieba, Swiety Piotr
nie zapyta mnie, czy przynosze Nagrode Nobla".
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ABSTRACT

This is an outline of the history of research on cytochrome c. Cytochromes were first discovered by Charles A. MacMunn (1886) and re-di-
scovered by David Keilin (1925) who also identified their function in cell respiration. The role of cytochrome c in the mitochondrial electron
transport chain has been well established, thus pointing to a vital role of this haemoprotein in cell function. Yet, towards the end of the last
century, anovel role of cytochrome c, namely as asignal molecule for the programmed cell death (apoptosis), has been described. Differences
in aminoacid composition of cytochrome c have also been used as markers of biochemical evolution. The article ends with a short biographic

note on David Keilin.
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Kanat VDAC jako regulator funkcji mitochondriow

STRESZCZENIE

egulacja fizjologii mitochondriéw, bedaca warunkiem prawidtowego funkcjonowania

komérek, wymaga skutecznej wymiany czasteczek miedzy mitochondriami i cytopla-
zma, zachodzgcej na poziomie zewnetrznej btony mitochondrialnej. Podstawowym narze-
dziem wymiany metabolitow miedzy mitochondriami i cytoplazmag jest zalezny od potencja-
tu kanat o selektywnosci anionowej, kanat VDAC, nazywany takze poryng mitochondrialna.
Kanat ten zostat odkryty w roku 1976 i przez ostatnie 30 lat byt intensywnie badany. Badania
te doprowadzity do ustalenia jego kluczowej roli w regulacji metabolicznych i energetycz-
nych funkcji mitochondriéw. Niniejszy artykut przegladowy podsumowuje aktualny stan
wiedzy dotyczacy udziatu kanatu VDAC w dystrybucji ATP, w utrzymaniu homeostazy
wapniowej komorki, w ochronie przed stresem oksydacyjnym i uruchomieniu apoptozy.

WPROWADZENIE

TrzydzieSci lat temu podreczniki opisywaly mitochondria jako organelle
otoczone dwiema btonami — wewnetrzng, odpowiedzialng za przeksztatcanie
energii swobodnej, oraz zewnetrzng, stanowigcg pOtprzepuszczalng bariere.
Organizacja molekularna btony wewnetrznej byta juz wtedy catkiem dobrze
poznana, podczas gdy o btonie zewnetrznej wiedziano niewiele. Przetom na-
stapit pod koniec lat siedemdziesigtych, kiedy to w roku 1976 zidentyfikowano
biatko odpowiedzialne za selektywng przepuszczalno$¢ btony zewnetrznej [1].
Biatko to tworzy w btonie pore dyfuzyjng nazwang kanatem VDAC czyli zalez-
nym od potencjatu kanatem o selektywnosci anionowej (ang. voltage dependent
anion channel). Wkrotce kanat ten zostat wyizolowany z mitochondriéw orga-
nizmow ,wszystkich grup systematycznych" oraz przebadany w uktadach re-
konstytuowanych. Stwierdzono, ze wykazuje on niezwyktg konserwatywnos$¢
podstawowych parametrow elektrofizjologicznych, tj. wartosci przewodnictwa,
selektywnosci i zalezno$ci od potencjatu. Warto$¢ przewodnictwa pojedyncze-
go kanatu w stanie otwartym, wyznaczana w obecnosci 1 M KC1, wynosi ok.
4 nS. Wraz ze wzrostem wartosci przytozonego potencjatu nastepuje zamyka-
nie kanatéw VDAC, czemu towarzyszy zmniejszenie wartosci przewodnictwa i
zmiana selektywnosci z anionowej na kationowga. Zatem, poddany rekonstytucji
kanat VDAC moze istnie¢ w r6znych stanach funkcjonalnych, mieszczacych sie
miedzy stanem otwartym i catkowicie zamknietym, réznigcych sie przewodni-
ctwem i selektywnoscig [2-8]. W mitochondriach obserwuje sie zazwyczaj sto-
sunkowo fagodne ograniczenie przewodnictwa kanatu VDAC, czemu jednak
towarzyszy drastyczna zmiana w jego selektywnosci na kationowa [8]. Bada-
nia w uktadach rekonstytuowanych, tez na nienaruszonych mitochondriach,
doprowadzity takze do identyfikacji wielu czynnikéw zdolnych do modulacji
dziatania kanatu VDAC. Czynniki te ogdlnie mozna podzieli¢ na zwiekszajace
i zmniejszajace podstawowg dla kanatu VDAC zalezno$¢ od potencjatu [2-5,7-
8]. Okreslono takze sekwencje aminokwaséw dla biatek VDAC izolowanych
z réznych organizmow i podjeto proby okreslenia ich struktury przestrzennej
Do tej pory jednak nie udato sie opracowaé¢ powszechnie akceptowanego mo-
delu struktury przestrzennej biatka VDAC. Najnowsze informacje na ten temat
czytelnik moze znalezé w pracach przegladowych M. Colombiniego [8] oraz
V. De Pinto i in. [6]. Natomiast podstawowe informacje na temat wtasciwosci
fizykochemicznych kanatu VDAC zawarte sg w pracy przeglagdowej H. Kmity i
N. Anto$ [5] oraz w pracach angielskojezycznych [2-4,6-8].

Juz w latach osiemdziesigtych ubiegtego wieku pojawity sie pierwsze donie-
sienia wskazujace na mozliwos$¢ oddziatywania kanatu VDAC z innymi biatkami
mitochondrialnymi i cytoplazmatycznymi. Obecnie wiadomo, iz kanat VDAC
tworzy kompleksy z réznymi biatkami o réznym stopniu komplikacji, w tym
z translokazg nukleotydow adeninowych i biatkami z rodziny Bcl-2 [4,7,9,11]
oraz kompleksy o charakterze homooligomeréw [12]. W latach dziewiecdziesig-
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tych ubiegtego wieku stwierdzono, iz biatko VDAC tworzy
funkcjonalny kanat w stanie monomeru, ale moze wystepo-
wac w postaci réznych izoform kodowanych przez odrebne
geny itworzacych kanaty o zr6znicowanej charakterystyce
[4,8]. Niewatpliwie, obecno$¢ kanatu VDAC w komplek-
sach o r6znym sktadzie i stechiometrii, jak i wystepowanie
jego izoform decyduje o specjalizacji tego kanatu w zakresie
okreslonych funkcji.

Podobnie jak wiekszo$¢ biatek mitochondrialnych
biatka VDAC sa kodowane przez genom jadrowy i syn-
tetyzowane na rybosomach cytoplazmatycznych. Dopiero
niedawno uzyskano petniejsze dane dotyczace whudowa-
nia kanatu VDAC w blone zewnetrzng mitochondriow i
w istniejgce w tej btonie funkcjonalne kompleksy. Pod-
stawowga role w tych procesach odgrywa kompleks TOM
(ang. translocase of the outer mitochondrial membrane), kto-
ry umozliwia wprowadzenie biatka VDAC do mitochon-
driow [13] i nastepnie kompleks TOB (ang. topogenesis of
R-barrel membrane proteins), umozliwiajagcy wbudowanie w
btone i w funkcjonalne kompleksy [14-16]. Kompleks TOB
nazywany jest réwniez kompleksem SAM (ang. sorting and
assembly machinery) [17,18], a jego gtdwnym sktadnikiem
jest biatko Tob55 (Samb50), ktére jest zdolne do tworze-
nia kanatu i podobnie jak biatko VDAC tworzy w bionie
strukture beczutki R. Biatko Tob55 zaliczane jest do ro-
dziny homologéw biatka Omp85, a biatka nalezace do tej
rodziny uznaje sie za podstawowy sktadnik komplekséw
uczestniczagcych w biogenezie btony zewnetrznej bakterii
jak i mitochondriow. Prawdopodobnie biatka te odegraty
takze kluczowag role w przeksztatceniu endosymbiotycznej
bakterii w mitochondria [15]. W tym kontek$cie pojawia
sie oczywiscie pytanie dotyczace ewolucyjnego pokre-
wieAstwa miedzy kanatem VDAC i porynami bakteryjny-
mi, uczestniczacymi w transporcie czasteczek przez btone
zewnetrzng bakterii. W latach 80-tych i 90-tych ubiegtego
wieku stosowano powszechnie termin ,poryna mitochon-
drialna", zaktadajagc pokrewieristwo ewolucyjne miedzy
kanatem VDAC i porynag bakteryjng. Obecnie, w $wietle
dostepnych danych pokrewienistwo to jest negowane. W
istocie funkcjonujg dwa przeciwstawne poglady, z ktérych
jeden wskazuje na istnienie takiego pokrewienstwa [6], a
drugi uznaje istniejagce podobieAstwa za catkowicie przy-
padkowe [8] iw zwigzku z tym stosowanie terminu ,,pory-
na mitochondrialna”za nie uzasadnione.

Nie ulega natomiast watpliwos$ci, iz w sensie ewolucyj-
nym mitochondria sg strukturami bakteryjnymi, ktére tak
silnie zintegrowaty sie z komdrka gospodarza, iz zatracity
zdolno$¢ samodzielnego funkcjonowania, decydujac réow-
noczesnie o ,,by¢ albo nie by¢" komorki eukariotycznej [19].
Zewnetrzna btona mitochondriéow, bedac wytworem ko-
morki gospodarza, stanowi rownoczesnie skutek licznych,
fascynujacych i innowacyjnych zmian adaptacyjnych ktoé-
re pojawity sie w toku ewolucji komérek eukariotycznych
i doprowadzity do powstania selektywnej bariery bedacej
rownoczesnie miejscem kontroli. Jednym ze sposobow kon-
troli mitochondriéow przez komaérke jest kontrola ruchu me-
tabolitow ijonéw przez zewnetrzng btone mitochondrialng,
co jest mozliwe dzieki obecnosci w tej btonie kanatu VDAC.
Tym sposobem kanat VDAC zyskuje centralng role w regu-
lacji funkcji mitochondriéw w komdrce.
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Synteza ATP to podstawowa funkcja mitochondridow
wymieniana w podrecznikach. Oczywiscie wymaga ona
dostarczenia mitochondrialnych substratéw oddecho-
wych, ktoérych transport przez zewnetrzng btone mito-
chondrialng jest kontrolowany przez kanat VDAC. Ostat-
nio wskazuje sie rowniez na to, iz obok syntezy ATP mito-
chondria mogg takze regulowac dostep tego metabolitu do
réznych miejsc komarki [20], Decydujaca role w uwalnia-
niu ATP z mitochondriéw odgrywa przepuszczalnos$¢ bto-
ny zewnetrznej, ktéra jest pochodng stanu funkcjonalnego
kanatu VDAC. W stanie o wysokiej przewodnosci, ktéry
odpowiada stanowi otwartemu, kanat VDAC wykazuje
selektywnos$¢ anionowag, co umozliwia transport ATP jak
i innych metabolitow obdarzonych tadunkiem ujemnym.
Zmiana stanu funkcjonalnego kanatu VDAC w kierunku
stanu zamknietego pocigga za sobg zmniejszenie $rednicy
kanatu jak i zmiane jego selektywno$ci na bardziej katio-
nowa, co praktycznie eliminuje mozliwos¢ transportu ATP
i innych anionéw [7,8,21]. Zatem, kazdy z czynnikow re-
gulujgcych stan funkcjonalny kanatu VDAC bedzie miat
podstawowe znaczenie dla mozliwosci dostarczenia ATP
poza mitochondria. Co ciekawe, sam ATP moze wigzac sie
z kanatem VDAC modulujac jego dziatanie [7,8]. Wigza-
nie ATP przez kanat VDAC prowadzi prawdopodobnie
do jego zageszczania we wnetrzu kanatu, co przyspiesza
transport ATP w obecnosci jego niskich stezen i zwalnia
ten transport w obecnos$ci wysokich stezen ATP. Regulacja
kanatu VDAC w wyniku wigzania ATP ma zapewne Klu-
czowe znaczenie dla realizacji energetycznych potrzeb ko-
morki, umozliwia bowiem dostosowanie szybkosci trans-
portu ATP do istniejgcych warunkow.

ATP transportowany przez kanat VDAC moze byc¢
preferencyjnie kierowany do okreslonych celdw. Jest to
mozliwe dzieki temu, iz kanat VDAC tworzy miejsca
kontaktowe pomiedzy sasiadujgcymi mitochondriami,
jak i mitochondriami i innymi organellami (patrz ,Utrzy-
manie homeostazy wapniowej komorki"). Ponadto bar-
dzo wazng role w dystrybucji ATP transportowanego
przez kanat VDAC odgrywa oddziatywanie tego kanatu
z biatkiem prowadzgcym transport ATP przez btone we-
whnetrzng, czyli translokazg nukleotydéw adeninowych
[22.23]. Biatka te tworza tgcznie system transportu nu-
kleotydéw adeninowych, a istotng role w dziataniu tego
systemu odgrywa oddziatywanie kanatu VDAC z kina-
zami (Ryc. 1). Sg to heksokinaza, kinaza glicerolowa i
kinaza kreatynowa, ktére dzieki temu oddziatywaniu
zyskujg utatwiony dostep do ATP, co ma istotne konse-
kwencje fizjologiczne [3,11,23]. Eksportowany ATP jest
bezposrednio przeksztatcany przez kinazy do ADP, kt6-
ry szybko powraca do matriks mitochondrialnej i moze
podlega¢ fosforylacji oksydacyjnej [11]. Réwnoczes$nie,
oddziatywanie kanatu VDAC z heksokinaza lub kina-
zg kreatynowg przeciwdziata aktywacji kompleksu PTP
[23.24], co ma decydujgce znaczenie dla uruchomienia
apoptozy (patrz ,Kluczowa rola w procesie apoptozy").
Z drugiej strony utatwienie dostepu ATP do heksokinazy
i wynikajace stad utatwienia w zapoczatkowaniu glikoli-
zy, odgrywajg podstawowg role w metabolizmie energe-
tycznym komadrek nowotworowych [25],
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Rycina 1. Kanat VDAC stanowi integralng cze$¢ mitochondrialnego systemu
transportu nukleotydéw adeninowych, decydujacego o dostepnos$ci ATP do réz-
nych przedziatéw komérkowych. Istotng role w dziataniu tego systemu odgrywa
oddziatywanie kanatu VDAC z translokaza nukleotydow adeninowych i kina-
zami, np. heksokinaza, i kinazg kreatynowa, ktére dzigki temu oddziatywaniu
zyskujg utatwiony dostep do ATP. Eksportowany ATP jest bezpos$rednio prze-
ksztatcany przez kinazy do ADP, ktory szybko powraca do matriks mitochon-
drialnej i moze podlega¢ fosforylacji oksydacyjnej. Objasnienia skrotow: TNA
— translokaza nukleotydéw adeninowych; FOF1 — syntaza ATP; A — kinaza
adenylanowa; H — heksokinaza; G — glukoza; G6P — glukozo-6-fosforan; Kr
—kreatyna; KrP —fosforan kreatyny; Km i Kc —odpowiednio mitochondrialna
icytoplazmatyczna forma kinazy kreatynowe;j.

Co ciekawe, ATP powstajacy w wyniku glikolizy moze
by¢ réwniez zuzywany przez mitochondria, co stwierdzo-
no, na przyktad, dla eozynofili, w ktérych mitochondria od-
grywaja niewielka role w syntezie ATP. Wymaga to oczy-
wiscie transportu tego metabolitu do mitochondridw, ktéry
zachodzi¢ musi dzieki kanatowi VDAC. Zjawisko to stano-
wi skrajny przypadek zuzywania ATP przez mitochondria,
ktore zachodzi w warunkach niedotlenienia [19]. Pojawia
sie oczywiscie pytanie dotyczace przyczyny zuzywania
ATP przez mitochondria, uznawane przeciez za podsta-
wowe generatory ATP w komorkach. Okazuje sie, iz ATP
kierowany do mitochondriéw lub w nich pozostajacy w wa-
runkach niedotlenienia, umozliwia dziatanie syntazy ATP
jako pompy protonowej, co z kolei umozliwia utrzymanie
potencjatu wewnetrznej btony mitochondrialnej. Obecnosé
tego potencjatu chroni komérke przed uwolnieniem z mi-
tochondriéw biatek proapoptotycznych [19]. Zatem, kanat
VDAC jest jednym z biatlek o podstawowym znaczeniu w
przebiegu apoptozy (patrz ,,Kluczowa rola w procesie apo-

ptozy").

UTRZYMANIE HOMEOSTAZY
WAPNIOWEJ W KOMORCE

Jony wapnia (Ca2y odgrywaja podstawowa role w re-
gulacji syntezy ATP przez mitochondria [7,26], poniewaz
regulujg dziatanie wielu biatek mitochondrialnych zaan-
gazowanych posrednio lub bezposrednio w ten proces. Sg
to miedzy innymi enzymy uczestniczace w cyklu Krebsa,
utlenianiu kwaséw ttuszczowych i katabolizmie amino-
kwasdw oraz syntaza ATP jak i no$niki wewnetrznej btony
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mitochondrialnej, w tym translokaza nukleotydow adeni-
nowych [7,19], Ponadto jony Ca2wprowadzone do matriks
mitochondrialnej stanowig kluczowy aktywator kompleksu
PTP (patrz ,Kluczowa rola w procesie apoptozy"), czego
konsekwencjg moze by¢ Smier¢ komérki (np. [7,19]). Z dru-
giej strony, pobieranie i uwalnianie jonéw wapnia przez
mitochondria odgrywa istotng role w regulacji stezenia jo-
now wapnia w komorce, co z kolei jest podstawg tworzenia
fizjologicznych sygnatdw wykorzystujagcych jony Ca2+[27],
Zatem, pobieranie, akumulacja i uwalnianie jonéw wapnia
przez mitochondria ma podstawowe znaczenie nie tylko dla
mitochondriéw, ale rowniez dla catej komarki i to zarowno
w terminach fizjologii jak i patologii. Wiadomo bowiem, iz
prawidtowe funkcjonowanie komdrek gwarantowane jest
przez utrzymanie cytoplazmatycznego stezenia jondw Ca2+
na odpowiednim poziomie, czego najlepszym przyktadem
sg komdrki nerwowe i glejowe [19,20]. Z drugiej strony
wiele stan6éw patologicznych wywotanych uposledzeniem
funkcji mitochondriéw wynika wita$nie ze zmian w gospo-
darce wapniowej mitochondriéow, w tym z przetadowania
mitochondriéw jonami Ca2t Na przyktad wzrost stezenia
jonébw wapnia w mitochondiach odgrywa kluczowg role
w uruchomieniu $mierci komdérek nerwowych w wyniku
ekscytotoksycznosci [28], Co wiecej, istniejg dane wskazu-
jace na udziatl wysokiego stezenia jondw wapnia w matriks
mitochondrialnej w generacji reaktywnych form tlenu (ang.
reactive oxygen species) [29,30], ktore stanowia dla komorki
powazne zagrozenie (patrz ,,Ochrona przed stresem oksy-
dacyjnym"). Samo upos$ledzenie transportu jonéw Ca2+do
mitochondriéw takze ma powazne konsekwencje funkcjo-
nalne. Prowadzi ono miedzy innymi do rozwoju padaczki
mioklonicznej z wystepowaniem ,widkien szmatowatych"
w miesniach (MERRF —ang. myoclonic epilepsy with ragged-
redfibers) [19].

Mitochondria zawierajg kilka r6znych systemdéw stuzg-
cych transportowi jonédw Ca2+ Sg to: (1) uniporter wrazliwy
na czerwieh rutenowg; (2) szybki mechanizm pobierania
(RaM —ang. rapid mode of uptake), rézniacy sie od unipor-
tera miedzy innymi modulacyjnym wptywem ATP oraz (3)
zalezne i niezalezne od jonéw Na+drogi wyptywu z mito-
chondriow [19,31-33]. Wszystkie te systemy funkcjonujg w
obrebie wewnetrznej btony mitochondrialnej. Natomiast
transport jonéw wapnia przez zewnetrzng btone mitochon-
drialng do i z mitochondriow odbywa sie dzieki kanatowi
VDAC. Co wiecej, jony wapnia mogg uczestniczy¢ w re-
gulacji przepuszczalno$ci kanatu VDAC [7,8]. Pojawia sie
oczywiscie pytanie, w jaki sposéb kanat z definicji dyspo-
nujacy selektywnoscig anionowg moze prowadzi¢ transport
kationow, jakimi sg jony wapnia? Wymaga to zmiany sta-
nu funkcjonalnego kanatu, w kierunku stanu bardziej za-
mknietego, czemu towarzyszy zmniejszenie $rednicy kana-
tu i zmiana selektywnos$ci na bardziej kationowg [8].

Jeszcze niedawno prace poswiecone udziatowi mito-
chondriéw w homeostazie wapniowej komérki i wptywowi
jonéw Ca2-na procesy mitochondrialne pomijaty kwestie
transportu jon6w wapnia przez zewnetrzng btone mitochon-
drialng, koncentrujac sie gtownie na dziataniu systeméw
transportowych btony wewnetrznej. Uznawano bowiem, iz
zewnetrzna btona mitochondrialna jest przepuszczalna dla
matych jonéw. Obecnie nie ulega juz watpliwosci, ze trans-
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port jonéw wapnia przez kanat VDAC ma istotne znacze-
nie dla szybkiego przemieszczania sie tych jonéw miedzy
mitochondriami, cytosolem i siateczkg $rédplazmatyczng
[34,35], co z kolei umozliwia regulacje procesow zachodza-
cych w mitochondriach jak i prowadzi do powstania lub
wytgczenia sygnatu wapniowego. Dlatego kanat VDAC od-
grywa podstawowag role nie tylko w regulacji syntezy ATP
przez mitochondria, ale réwniez w angazujacych jony Ca2+
procesach przekazywania sygnatu w komdrce [7], Badania
poswiecone pobieraniu jonéw wapnia przez mitochondria
doprowadzity do wniosku, iz skutecznos$¢ tego procesu wy-
maga zlokalizowania mitochondriéw blisko miejsc uwal-
niania jonéw Ca2+ przez siateczke $rédplazmatyczng lub
ich naptywu do komorki przez btone komoérkowa [19,36].
Umozliwia to bowiem powstanie lokalnego obszaru zwiek-
szonego stezenia jonow wapnia, dostepnego bezposrednio
dla mitochondriow, co z kolei jest warunkiem rozpoczecia
pobierania tych jonéw przez mitochondria (Ryc. 2). Z dru-
giej strony, mitochondria pobierajac jony Ca2-z bliskiego
sasiedztwa miejsc uwalniania tych jonéw przez siateczke
Srddplazmatyczng zapobiegajg inaktywacji biatek odpowie-
dzialnych za ten proces (kanat bramkowany trifosforanem
inozytolu (IP3) i receptor rianodynowy) i w zwigzku z tym
utatwiajg dalsze uwalnianie jondw wapnia z siateczki $rod-
plazmatycznej [19]. Istotne znaczenie ma takze lokalna do-
stepno$¢ ATP uwalnianego z mitochondriéw, niezbednego
dla akumulacji jonéw Ca2+przez siateczke $rédplazmatycz-
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Rycina 2. Kanat VDAC uczestniczy w tworzeniu miejsc kontaktowych miedzy
mitochondriami isiateczka $rédplazmatyczng (ER) oraz miedzy mitochondriami.
Miejsca kontaktowe powstajgce miedzy mitochondriami i siateczka $rédplazma-
tyczng petnig istotng role w tworzeniu obszaréw o zwigkszonym stezeniu jonéw
wapnia i w dostarczaniu ATP do siateczki $rodplazmatycznej. Nalezy zauwa-
zy¢, iz kanat VDAC obecny jest takze w btonach siateczki, gdzie zapewnia¢ moze
skuteczny transport jonéw Ca2+jak i innych metabolitéw, w tym ATP, miedzy
mitochondriami i siateczka $rédplazmatyczng. Miejsca kontaktowe powstajace
miedzy mitochondriami takze zapewniajg transport jonéw Ca2*jak i innych me-
tabolitéw, co umozliwia skuteczng komunikacje miedzy nimi. Objasnienia skro-
tow: ER - siateczka $rédplazmatyczng; NA —nukleotydy adeninowe; P —pom-
pa wapniowa, TNA —translokaza nukleotydéw adeninowych.
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ng. Co wiecej, udowodniono istnienie miejsc kontaktowych
miedzy mitochondriami a siateczkg $rédplazmatyczna,
ktorym przypisano istotng role w tworzeniu obszaréw o
zwiekszonym stezeniu jon6w wapnia i dostarczaniu ATP
do siateczki $rodplazmatycznej [19,37,38]. W tworzeniu
takich miejsc kontaktowych podstawowg role odgrywa ka-
nat VDAC, obecny takze w btonach siateczki srédplazma-
tycznej, ktéry dodatkowo stanowi¢ moze droge transportu
jonéw Ca2+ak i innych metabolitow, w tym ATP, miedzy
mitochondriami i siateczkg $rédplazmatyczng [39,40]. Ka-
nat VDAC zlokalizowany jest takze w miejscach kontaktu
miedzy sasiadujacymi ze sobg mitochondriami. Umozliwia
to skuteczng komunikacje miedzy tymi organellami, czego
przyktadem jest zsynchronizowane otwarcie kanatu PTP
(patrz ,,Kluczowa rola w procesie apoptozy") w sasiadujg-
cych ze sobg mitochondriach [19,40].

OCHRONA PRZED STRESEM OKSYDACYJNYM

Jest faktem dobrze znanym, iz w wigkszosci typéw ko-
morek mitochondria sg gtdwnym miejscem powstawania
reaktywnych form tlenu: anionorodnika ponadtlenkowego
(0,*-), nadtlenku wodoru (H2 2 irodnika hydroksylowego
(HO"). Co wiecej, podstawowym czynnikiem decydujacym
o ich powstaniu jest fizjologiczna aktywno$¢ tancucha odde-
chowego. Jak policzono, okoto 2% tlenu zuzywanego przez
mitochondrialny tancuch oddechowy ulega przeksztatce-
niu do aniorodnika ponadtlenkowego [41,42], a okoto 1-5%
jest przeksztatcanych w nadtlenek wodoru [43], Nie ulega
zatem watpliwosci, iz transport metabolitow przez kanat
VDAC musi mie¢ istotny wptyw na ich dostep do fancucha
oddechowego, a wiec takze jego aktywnos$¢ fizjologiczna, co
z kolei ma wptyw na generacje reaktywnych form tlenu. Po-
wstawanie reaktywnych form tlenu jest dla komorki, w tym
przede wszystkich dla mitochondriéw, potencjalnym za-
grozeniem, bowiem prowadzi¢ moze do stresu oksydacyj-
nego, uznawanego obecnie za kluczowy czynnik w etiologii
réznych schorzen jak i starzenia sie [19,44], G¥dwnym miej-
scem powstawania reaktywnych form tlenu w mitochon-
driach jest tancuch oddechowy, skad czasteczki te uwal-
niane sg przede wszystkim do matriks mitochondrialnej,
natomiast gtéwnym celem ich dziatania sg mitochondrialny
DNA (mtDNA) oraz biatka btonowe i nienasycone kwasy
thuszczowe, budujgce lipidy btonowe. Skutkiem zmian w
mtDNA jest upo$ledzenie syntezy kodowanych przez nie-
go biatek wchodzgcych w sktad tarncucha oddechowego, co
zaktoca prace tancucha i prowadzi do generacji dodatkowej
ilosci reaktywnych form tlenu. Natomiast zmiany zacho-
dzace w biatkach i lipidach btonowych prowadzi¢ moga do
zmian przepuszczalnosci bton mitochondrialnych, w tym
do otwarcia kanatu PTP (patrz ,Kluczowa rola w procesie
apoptozy"), co doprowadzi¢ moze do $mierci komérki [42-
44]. Dlatego mitochondria dysponujg zestawem czgsteczek
antyoksydacyjnych (np. glutation, tioredoksyna) oraz enzy-
mow antyoksydacyjnych, zlokalizowanych w matriks mito-
chondrialnej, ktérych zadaniem jest eliminacja reaktywnych
form tlenu (Ryc. 3). Podstawowa lista mitochondrialnych
enzymow antyoksydacyjnych zawiera dysmutaze ponad-
tlenkowg zalezng od manganu (MnSOD), peroksydaze glu-
tationowg i reduktaze glutationowg [42,45,46]. W wyniku
dziatania MnSOD, anionorodnik ponadtlenkowy ulega
przeksztatceniu w nadtlenek wodoru, ktory z kolei zosta-
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Rycina 3. Kanat VDAC uczestniczy w eksporcie anionorodnika ponadtlenkowe-
go z mitochondriéw. Usuwanie anionorodnika ponadtlenkowego, generowane-
go przez tarficuch oddechowy od strony przestrzeni miedzybtonowej, zmniejsza
jego stezenie w mitochondriach i réwnocze$nie moduluje przebieg wewnatrz-
komérkowych szlakéw sygnalizacyjnych. Objasnienia skrétéw: RC — taricuch
oddechowy; SOD2 (MnSOD) —izoforma dysmutazy ponadtlenkowej zlokalizo-
wana w matriks mitochondrialnej; SOD1 (Cu,ZnSOD) — izoforma dysmutazy
ponadtlenkowej zlokalizowana w cytoplazmie (u drozdzy i ssakéw izoforma te
zlokalizowana jest takze w mitochondrialnej przestrzeni miedzybtonowej); pg —
peroksydaza glutationowa; rg, reduktaza glutationowa; GSH —glutation; GSSG
— dwusiarczek glutationu; pcyt — peroksydaza cytochromu c; kat — katalaza
(obecno$¢ tego enzymu w mitochondriach jest na razie kwestig dyskusji).

je przeksztatcony w HD na skutek dziatania peroksydazy
glutationowej. Ta ostatnia jest uznawana za jedyny enzym
usuwajacy nadtlenek wodoru powstajagcy w mitochon-
driach [42], chociaz istniejg rowniez prace wskazujace na
obecno$¢ w mitochondriach katalazy [19,47,48], Poniewaz
nadtlenek wodoru dyfunduje szybko przez btony moze
by¢ takze rozktadany przez katalaze zlokalizowang w cy-
toplazmie. Natomiast reduktaza glutationowa umozliwia
odtworzenie zredukowanego glutationu (GSH), ktory peni
role kofaktora peroksydazy glutationowej oraz antyutlenia-
cza i zmiatacza reaktywnych form tlenu. Zmiany w aktyw-
nosci powyzszych enzymow jak i w proporcji glutationu
zredukowanego do powstajacego w wyniku jego utlenia-
nia dwusiarczku glutationu (GSH/GSSG) moga by¢, zatem
stosowane jako wskaznik poziomu produkcji reaktywnych
form tlenu przez mitochondria [45,49].

Istotng role w obronie mitochondriéw przed dziataniem
reaktywnych form tlenu petni takze dysmutaza ponadtlen-
kowa zalezna od cynku i miedzi (Cu,ZnSOD), zlokalizowa-
na w przestrzeni miedzybtonowej [41,50]. Cu,ZnSOD re-
prezentuje okoto 90% catkowitej aktywnos$ci dysmutazy w
komoérce, a gtdwnym miejscem jej wystepowania jest cyto-
sol oraz peroksysomy, lizosomy ijadro komdrkowe. Skoro
anionorodnik ponadtlenkowy jest przede wszystkim uwal-
niany do matriks mitochondrialnej, pojawia sie oczywiscie
pytanie, co jest substratem enzymu antyoksydacyjnego o
takiej lokalizacji komérkowej? Najnowsze dane wskazuja,
iz anonorodnik ponadtlenkowy moze byé uwalniany przez
tancuch oddechowy do przestrzeni miedzybtonowej, a w
procesie tym uczestniczy rodnik ubisemichinonowy i de-
hydrogenaza NADH [41]. Co wigcej, znaczna frakcja anio-
norodnika ponadtlenkowego uwalnianego do przestrzeni
miedzybtonowej moze opuszcza¢ mitochondria dzieki ka-

Postepy Biochemii 52 (2) 2006

natowi VDAC [51]. Stan funkcjonalny kanatu VDAC od-
grywa wiec prawdopodobnie kluczowg role w uwalnianiu
anionorodnika ponadtlenkowego do cytoplazmy, gdzie
moze by¢ on usuwany przez zlokalizowang poza mitochon-
driami dysmutaze ponadtlenkowg lub wigczy¢ sie w szlaki
sygnalizacyjne bedace podstawg odpowiedzi komoérki ade-
kwatnej do istniejagcych warunkéw oksydacyjnych. Zatem,
kanat VDAC moze by¢ rozpatrywany jako wazny element
mitochondrialnego zestawu biatek zaangazowanych w
obrone przed reaktywnymi formami tlenu.

KLUCZOWA ROLA W PROCESIE APOPTOZY

Zgodnie z definicja, apoptoza (programowana $mierc
komaérki) to ewolucyjnie zachowany proces fizjologiczny o
podstawowym znaczeniu dla normalnego rozwoju i funk-
cjonowania organizmow wielokomérkowych [52] oraz or-
ganizmow jednokomorkowych [52]. Okoto 10 lat badan zja-
wiska apoptozy doprowadzito do wniosku, iz podstawowg
role w procesach odpowiedzialnych za utrzymanie subtel-
nej rownowagi miedzy stanem zycia i $mierci komarki od-
grywaja mitochondria [6-8,19,43,53]. Petnig one w zjawisku
apoptozy funkcje ,,centrum decyzyjnego komorki" [6,22], sa
bowiem miejscem magazynowania biatek, ktére po opusz-
czeniu mitochondriéw uruchamiajg procesy prowadzace
do apoptozy [19,53,54]. W skrécie, w przebiegu apoptozy
z udziatem mitochondriow wyr6zni¢ mozna trzy etapy: (1)
pojawienie sie sygnatéw proapoptotycznych aktywujacych
wewnatrzkomorkowe biatka efektorowe, przemieszczajgce
sie do mitochondriéw; (2) zmiana przepuszczalnosci bton
mitochondrialnych, w tym btony zewnetrznej, prowadzaca
do uwolnienia biatek proapoptotycznych, zlokalizowanych
gtownie w mitochondrialnej przestrzeni miedzybtonowej;
(3) egzekucja apoptozy. Mimo wielu lat badan etap 2 jest
nadal najstabiej poznany i jednocze$nie najsilniej dyskuto-
wany. Istniejgce dane wskazujg jednak, iz kluczowg role
podczas tego etapu apoptozy odgrywa kanat VDAC. Prze-
de wszystkim funkcjonalny kanat VDAC gwarantuje zajscie
apoptozy, ajego zablokowanie lub usuniecie przeciwdziata
uruchomieniu apoptozy w réznego typu komérkach euka-
riotycznych [9,10]. Zatem, na czym polega udziat kanatu
VDAC w procesie apoptozy?

Kanat VDAC uznawany jest za miejsce, w ktérym zbiega
sie dziatanie réznych czasteczek wewngtrzkomérkowych,
zdolnych do promowania lub hamowania apoptozy. Sg to
przede wszystkim czasteczki regulujgce dziatanie komplek-
su PTP (ang. permeability transition pore) oraz biatka pro- i
antyapoptotyczne z rodziny Bcl-2. Kompleks PTP najczes-
ciej jest definiowany jako niespecyficzny kanat o wysokiej
przewodnosci, obecny w obu btonach mitochondrialnych, a
powstajacy w wyniku zmian konformacyjnych kilku biatek
mitochondrialnych [5,7,11,19,22,44,54-57]. Do biatek tych
zalicza sie przede wszystkim kanat VDAC, translokaze nu-
kleotydéw adeninowych w wewnetrznej btonie mitochon-
drialnej i cyklofiline D zlokalizowang w matriks mitochon-
drialnej. Funkcjonowanie tego kanatu w warunkach fizjolo-
gicznych jest nadal tematem dyskusji [19,56], niewatpliwie
jednak jego peine otwarcie prowadzi do $mierci komarki
na drodze apoptozy (otwarcie odwracalne) lub nekrozy
(otwarcie nieodwracalne). Otwarciu kanatu PTP sprzyja
miedzy innymi zwiekszone stezenie jondw Ca2+w matriks
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mitochondrialnej, ktére transportowane sg do wnetrza mi-
tochondriow dzieki kanatowi VDAC [7], Co wiecej, ostatnio
stwierdzono takze, iz decydujgcg role w otwarciu kanatu
PTP odgrywa stan oligomeryzacji kanatu VDAC [12]. W sta-
nie otwartym kanat PTP umozliwia swobodne przemiesz-
czanie sie miedzy cytoplazmg i wewnetrznymi przedzia-
tami mitochondriéw czasteczek o masie czasteczkowej do
1500 Da [56,57]. Jak zatem moze on uczestniczy¢ w uwal-
nianiu biatek proapoptotycznych z mitochondrialnej prze-
strzeni miedzybtonowej? Na podstawie dostepnych danych
mozna stwierdzi¢, iz uwolnienie biatek proapoptotycznych
wynika z przerwania ciggtosci btony zewnetrznej lub po-
wstania specjalnej drogi w jej obrebie, przy czym w obu me-
chanizmach kanat VDAC odgrywa kluczowg role (Ryc. 4).
Pecznienie mitochondriow i przerwanie fizycznej ciggtosci
zewnetrznej blony mitochondrialnej moze by¢ skutkiem
dziatania kanatu PTP [57], Kanat VDAC, prowadzgac trans-
port czasteczek przez zewnetrzng btone mitochondrialng,
umozliwia dziatanie kanatu PTP i w konsekwencji pecznie-
nie mitochondriéw. Z drugiej strony przerwanie fizycznej
ciggtosci zewnetrznej btony mitochondrialnej moze takze
wynika¢ z ograniczenia przepuszczalno$ci kanatu VDAC
(np. przez biatka z rodziny Bcl-2), poniewaz ograniczenie
takie prowadzi do akumulacji niskoczgsteczkowych meta-
bolitdw w przestrzeni miedzybtonowej, generacji gradien-
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Rycina 4. Kanat VDAC odgrywa istotng role w uwalnianiu biatek proapoptotycz-
nych z mitochondriéw, co z kolei gwarantuje apoptoze. Uwolnienie biatek pro-
apoptotycznych wynika z przerwania ciggtosci btony zewnetrznej lub powstania
specjalnej drogi w jej obrebie, przy czym w obu mechanizmach kanat VDAC
odgrywa kluczowa role. A — pecznienie mitochondriéw i przerwanie fizycznej
ciggtosci zewnetrznej btony mitochondrialnej moze by¢ skutkiem dziatania kana-
tu PTP. Kanat VDAC, prowadzac transport czasteczek przez zewnetrzng btone
mitochondrialna, umozliwia dziatanie kanatu PTP i w konsekwenq'i pecznienie
mitochondriéw. B —pecznienie mitochondriéw moze wynikac takze z akumula-
cji niskoczasteczkowych metabolitéw w przestrzeni miedzybtonowej, co z kolei
moze by¢ skutkiem ograniczenia przepuszczalno$ci kanatu VDAC przez biatka z
rodziny Bcl-2. C —biatka z rodziny Bcl-2 regulujg przepuszczalno$¢ zewnetrznej
btony mitochondrialnej bez przerywania jej ciggtosci, a gtéwnym celem dziatania
tych biatek jest kanat VDAC. Objaénienia skrotéw: bz — btona zewnetrzna; bw
— btona wewnetrzna; V — kanat VDAC; B —biatka z rodziny Bcl-2. Czerwone
kotka reprezentujg rézne biatka proapoptotyczne.
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tu osmotycznego i pecznienia matriks mitochondrialnej
[58.59]. Jednak w wielu badaniach nad zjawiskiem apopto-
zy nie obserwuje sie pecznienia mitochondriéw i przerwa-
nia ciggtosci btony zewnetrznej, mimo uruchamiania apo-
ptozy przez znane aktywatory kanatu PTP, w tym biatka z
rodziny Bcl-2 oraz hamowania tego zjawiska przez znane
inhibitory kanatu PTP [7,60-62], Badania te wskazujg takze
na istotng role biatek z rodziny Bcl-2 w regulacji przepusz-
czalnoSci zewnetrznej btony mitochondrialnej bez przery-
wania jej ciggtosci, a gtownym celem dziatania tych biatek
jest prawdopodobnie kanat VDAC [9,53,60,63].

Do biatek z rodziny Bcl-2 nalezg biatka proapoptotyczne
(np. Bax, Bid, Bad) jak i antyapoptotyczne (np. Bcl-2, Bcl-xD).
Biatka antyapoptotyczne sg biatkami integralnymi, zlokalizo-
wanymi w btonach organelli, w tym w zewnetrznej btonie
mitochondrialnej. Natomiast biatka proapoptotyczne sg zwy-
kle zlokalizowane w cytosolu lub zwigzane z cytoszkieletem,
skad, po pojawieniu sg odpowiedniego sygnatu, ulegaja
przeniesieniu do bton komarki, w tym szczegdlnie do btony
zewnetrznej mitochondriéw, ktéra uznawana jest za gtdwne
miejsce dziatania biatek z rodziny Bcl-2 [64,65]. Istotng role
w dziataniu biatek z rodziny Bcl-2 odgrywa powstawanie
potaczen miedzy biatkami o przeciwstawnej aktywnosci, co
prowadzi do wyeliminowania tej aktywnosci [9] i stanowi
stosunkowo proste wyjasnienie roli tych biatek w urucho-
mieniu lub hamowaniu apoptozy. Jednak udziat biatek z ro-
dziny Bcl-2 w regulacji uwalniania biatek proapoptotycznych
z mitochondriéw moze réwniez polegac na ich niezaleznym
dziataniu. Dostepne dane sugerujg funkcjonowanie trzech
nastepujagcych mechanizmow: (1) regulacja integralnosci ze-
wnetrznej btony mitochondrialnej w wyniku regulacji dzia-
tania kompleksu PTP, co sprowadza sie do oddziatywania z
tworzacymi ten kompleks biatkami, w tym z kanatem VDAC
[19.60]; (2) tworzenie kanatow w obrebie zewnetrznej bto-
ny mitochondrialnej (np. biatka Bax i Bid) [53,63,66-69]; (3)
oddziatywanie z kanatem VDAC, co prowadzi do tworze-
nia nowych kanatéw (np. Bax) lub regulacji dziatania kana-
tu VDAC (np. Bcl-xL) [20,60,63]. Zatem, uwolnienie biatek
proapoptotycznych z mitochondriéw jak i ich zatrzymanie
w przestrzeni miedzybtonowej moze by¢ skutkiem oddzia-
tywania proapoptotycznych jak i antyapoptotycznych biatek
z rodziny Bcl-2 z kanatem VDAC. Nalezy jednak zauwazy¢,
iz regulacja przepuszczalnosci zewnetrznej btony mitochon-
drialnej w zjawisku apoptozy jest zjawiskiem bardzo ztozo-
nym, co oznacza, iz regulacja dziatania kanatu VDAC przez
biatka z rodziny Bcl-2 jest bardzo istotna, ale zapewne sta-
nowi jedynie cze$¢ tego procesu. Na przyktad wiadomo, iz
zwiekszenie przepuszczalnosci zewnetrznej btony mitochon-
drialnej moze by¢ skutkiem dziatania ceramidu [8].

PODSUMOWANIE

Kanat VDAC zostat zidentyfikowany w roku 1976. Obecnie,
po 30 latach badan tego kanatu mozemy stwierdzic¢, iz jest to
jeden z kluczowych elementéw gwarantujgcych miejscowe i
przejsciowe zmiany w funkcjach mitochondriéw w komérce
w odpowiedzi na sygnaly fizjologiczne jak i sygnaty lezace u
podstaw patofizjologii. Kanat VDAC jestbowiem kanatem wie-
lofunkcyjnym, kontrolujacym aktywno$¢ mitochondriéw oraz
komunikacje miedzy mitochondriami i przylegtymi btonami.
Jest to mozliwe dzieki temu, iz prowadzi on transport wielu
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kluczowych czasteczek przez zewnetrzng btone mitochon-
drialng, w tym jonéw Ca2+i ATP, jak i uczestniczy w tworzeniu
miejsc kontaktowych miedzy sasiadujgcymi ze sobg mitochon-
driami oraz miedzy mitochondriami jak i innymi organellami.
Jednakze wiele z zagadnien sktadajacych sie na tak istotng role
kanatu VDAC pozostaje jeszcze do wyjasnienia; np. na czym
polega rola kanatu VDAC w dziataniu kompleksu PTPiw uru-
chomieniu apoptozy oraz jak faktycznie dochodzi do regulacji
przewodnictwa tego kanatu w mitochochondriach? Co wiecej,
znajomos¢ sekwencji biatek VDAC r6znych organizméw nie
pozwolita, jak dotad, na opracowanie powszechnie akcepto-
wanego modelu struktury przestrzennej tego kanatu. W sferze
dyskusji pozostaje takze zwigzek ewolucyjny kanatu VDAC z
porynami bakteryjnymi. Poznanie i zrozumienie wszystkich
aspektéw dziatania kanatu VDAC pozwoli na petniejsze wy-
jasnienie jego roli w regulacji funkcji mitochondriéw, co moze
mie¢ istotne implikacje praktyczne.
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The VDAC channel as the mitochondria function regulator
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ABSTRACT

Regulation of mitochondria physiology, indispensable for proper cell activity, requires an efficient exchange of molecules between mitochon-
dria and cytoplasm at the level of the mitochondrial outer membrane. The common pathway for the metabolite exchange between mitochon-
dria and cytoplasm is the VDAC channel (voltage dependent anion channel), known also as mitochondrial porin. The channel was identified
for the first time in 1976 and since that time has been extensively studied. It has been recognized that the VDAC channel plays a crucial role in
the regulation of metabolic and energetic functions of mitochondria. In this article we review the VDAC channel relevance to ATP rationing,
Ca2+rhomeostasis, protection against oxidative stress and apoptosis execution.
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Mitochondrialne kanaty jonowe

STRESZCZENIE

anaty jonowe sg biatkami umozliwiajgcymi szybki przeptyw jonéw przez btony biolo-

giczne. Poznano strukture i funkcje wielu kanatéw jonowych bton plazmatycznych. Na-
tomiast wiedza o wewnatrzkomdrkowych kanatach jonowych jest ograniczona. Do tej pory
dobrze poznano: kanat wapniowy, obecny w btonach siateczki $rédplazmatycznej i poryne
mitochondrialng. Obecne w wewnetrznej btonie mitochondrialnej kanaty potasowe: regu-
lowany przez ATP (mitoKAIp oraz aktywowany przez jony Ca2 kanat o duzym przewod-
nictwie (mitoBKQ) biora udziat w ochronie komdérek przed $miercig wywotang dziataniem
réznych szkodliwych czynnikéw np. niedotlenieniem. W opracowaniu przedstawiono naj-
nowsze dane dotyczace réznych kanatéw jonowych obecnych w wewnetrznej btonie mito-
chondrialnej i opisano ich role w metabolizmie komérkowym.

WPROWADZENIE

Mitochondria to organelle produkujace ATP w komoérce. Wnetrze mitochon-
driéw, zwane macierza otoczone jest dwiema btonami: wewnetrzng i zewnetrz-
ng. W wewnetrznej btonie mitochondrialnej znajdujg sie enzymy taricucha od-
dechowego, ktore podczas utleniania substratéw oddechowych wyrzucaja z ma-
cierzy protony. Powrdt protonéw przez ATP syntetaze prowadzi do wytworze-
nia ATP. Badania ostatnich lat wskazujg, ze mitochondria uczestniczg réwniez
w procesach przekazywania sygnatow w komoérce [1]. Uwaza sie, ze jednym
z wydarzen inicjujagcych proces apoptotycznej $mierci komarki jest uwolnienie
z przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw: cytochromu c, czynnika indu-
kujacego apoptoze typu AIF (ang. apoptosis inducting factor), inhibitora biatek
anty-apoptycznych Smac/DIABLO (ang. second mitochondria-derived activator of
caspases/direct IAP binding protein with low pP) oraz endonukleazy G. Utracie inte-
gralnosci wewnetrznej btony mitochondrialnej towarzysza miedzy innymi, za-
burzenia homeostazy jondw wapniowych oraz depolaryzacja potencjatu. Kon-
sekwencjg uszkodzenia mitochondriéw jest Smier¢ komdrek na drodze nekrozy.
Mitochondria stanowig réwniez miejsce syntezy reaktywnych form tlenu, ktdre
wedtug jednej z hipotez przyczyniajg sie do $mierci komorek, a wedtug innej sg
czasteczkami sygnatowymi przekazujgcymi informacje w komorce.

Jednym z lepiej poznanych i najwcze$niej opisanych mitochondrialnych
biatek kanatowych jest poryna, znana réwniez pod nazwg VDAC (ang. voltage
dependent anion channel), ktora tworzy, w zewnetrznej btonie mitochondrialnej,
zalezny od potencjatu kanat anionowy o przewodnictwie ok. 500 pS. Kanat ten
nie jest przedmiotem niniejszego opracowania. Zainteresowanych odsytamy do
artykutéw przegladowych [2,3].

Inng grupa biatek tworzgcych kanaty jonowe w btonach mitochondriow w
warunkach poprzedzajacych apoptotyczng $mier¢ komorki, sg biatka nalezace
do rodziny Bcl-2 (np. biatka Bid, Bak i Bax). Biatko Bak wystepuje w mitochon-
driach ijest zwigzane z VDAC2, a jego proapoptotyczne witasciwosci ujawniajg
sie po odtgczeniu od VDAC2 [4]. Nieaktywne biatko Bax znajduje si¢ w cyto-
plazmie. Po stymulacji komdrki do apoptotycznej $mierci, dochodzi do prze-
mieszczenia Bax z cytoplazmy do btony mitochondrialnej, gdzie biatko to ulega
oligomeryzacji tworzagc kompleksy o duzej masie czgsteczkowej. Kompleksy te
prowadzg do tworzenia porow w zewnetrznej btonie mitochondrialnej [5]. Po-
dobnie, proteolityczne rozszczepienie biatka tBid (ang. truncated Bid) przy udzia-
le kaspazy 8 ijego przemieszczenie do zewnetrznej btony mitochondrialnej, po-
woduje utrate integralnosci zewnetrznej btony mitochondrialnej i wyptyw cyto-
chromu cz przestrzeni miedzybtonowej. Istniejg rowniez doniesienia mowigce o
tworzeniu megakanatu w zewnetrznej btonie mitochondrialnej przez kompleks
biatek tBid i Bax, przez ktéry wydostajg sie z przestrzeni miedzybtonowej czyn-
niki apoptogenne, takie jak: AIF, Smac/Diablo czy endonukleaza G [6], Badania
rekonstytucji biatka Bid do sztucznych bton lipidowych wykazaty, ze biatko to
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charakteryzuje sie trzema stanami przewodnictwa: niskim
ok. 7,5 pS, $rednim ok. 40 pS oraz duzym ok. 100 pS [7],

W transporcie biatka do wnetrza mitochondriow uczest-
nicza receptory zlokalizowane na btonie mitochondrialnej
zewnetrznej i wewnetrznej. Stanowiag one kompleks biatek
0 nazwie TOM (ang. translocase of the outer membrane) znaj-
dujacy sie w mitochondrialnej btonie zewnetrznej oraz TIM
(ang. translocase of the inner membrane) umiejscowiony w
btonie wewnetrznej. W kompleksach TOM i TIM znajdujg
sie domeny transbtonowe tworzgce por kanatu, przez ktory
dostajg sie do mitochondrium biatka prekursorowe. Kanat
w kompleksie TIM prawdopodobnie otwiera sie w momen-
cie przechodzenia wprowadzanego do macierzy mitochon-
drialnej biatka prekursorowego [8].

KANALY JONOWE WEWNETRZNEJ
BLONY MITOCHONDRIALNEJ

W wewnetrznej btonie mitochondrialnej znajduje sie
wiele kanatow jonowych (Ryc. 1), niektdre przepuszcza-
ja selektywnie kationy, inne aniony. Kanaty te utrzymuja
homeostaze jonowag w mitochondriach, odpowiedzialne sg
za zmiany objetosci wnetrza mitochondriow, a takze biorg
udziat w tworzeniu gradientu pH miedzy macierzg mito-
chondrialng a cytoplazmg komorki [9,10], Transport jonow
potasowych, ktéry jest kontrolowany miedzy innymi przez
mitochondrialne kanaty potasowe zlokalizowane w we-
wnetrznej btonie mitochondrialnej, jest istotny dla optymal-
nego przebiegu fosforylacji oksydatywnej. Naptyw K+do
wnetrza mitochondriow wpiywa na: zmiane ich objetosci
[11], na regulacje procesu p-oksydacji kwaséw ttuszczowych
1na zwiekszenie szybkosci oddychania mitochondrialnego.
Badania ostatnich lat pokazujg, ze kanaty potasowe obec-
ne w wewnetrznej btonie mitochondrialnej biorg aktywny
udziat w indukowaniu proceséw zmniejszajagcych Smier-
telno$¢ komérek poddanych dziataniu czynnikéw szkodli-
wych [12], a aktywacja kanatu mitoKAlpmoze prowadzi¢ do
ochrony komérek zar6wno przed $miercig apoptotyczng jak
i nekrotyczng. Mitochondrialny kanat chlorkowy (mtCLIC)

prawdopodobnie bierze udziat w regulacji cyklu komérko-
wego i apoptozy. Poznanie roli jaka petnig kanaty jonowe
w wewnetrznej btonie mitochondrialnej jest wiec bardzo
istotne. Wiedza ta moze, miedzy innymi, przyczynié sie do
powstania nowej generacji lekéw przeciwnowotworowych,
ktorych celem oddziatywan bedg mitochondrialne kanaty
jonowe.

KANAL POTASOWY REGULOWANY PRZEZ ATP

Mitochondrialny kanat potasowy regulowany przez
ATP (kanat mitoK wp) po raz pierwszy zostat opisany w
wewnetrznej btonie mitochondriow watroby szczura [13].
Kanaty o podobnych wiasciwos$ciach zostaty nastepnie zi-
dentyfikowane w mitochondriach: serca [14], limfocytéw T
cztowieka [15], miesni szkieletowych [16] oraz mézgu [17].
Mozna zaobserwowaé¢ podobieAstwa i réznice pomiedzy
kanatem KAlpznajdujgcym sie w btonie plazmatycznej i ka-
natem mitoKAlp Oba kanaty sg otwierane przez aktywatory
kanatéw potasowych — KCO (ang. potassium channel ope-
ners) i hamowane przez pochodne sulfonomocznika — gli-
benklamid oraz kwas 5-hydroksydekanowy (5-HD) [16-22]
(Ryc. 2). Diazoksyd (aktywator kanatu KAIp wykazuje oko-
to 1000 razy wieksze powinowactwo do kanatu mitoK vn,
niz do KAIpbtony plazmatycznej komérek miesnia sercowe-
go [23], Inny aktywator kanatéw potasowych BMS 191095
oddziatuje specyficznie z kanatem mitoKAIp a nie wykazuje
powinowactwa do kanatu KVpz btony plazmatycznej [24],
Zaobserwowano, ze S-nitrozo-N-acetyl-DL-penicylamina
(SNAPS), zwigzek bedacy donorem tlenku azotu, aktywuje
kanat mitoKAlp natomiast nie powoduje aktywacji kanatu
Kwn,. btony plazmatycznej. Wykazano réwniez, ze utlenia-
nie macierzy mitochondrialnej indukowane przez SNAPS
blokowane jest przez specyficzny inhibitor kanatu mitoKAlp
5-HD oraz przez wymiatacze rodnikow. Wyniki te sugeruja,
ze tlenek azotu moze bezposrednio aktywowac kanat mito-
KAIp[25], Ostatnie wyniki sugeruja, ze izoforma kinazy biat-
kowej C, obok reaktywnych form tlenu, pochodnych kwasu
palmitylooleinowego oraz GTP, reguluje aktywnos$¢ kanatu
mitoKAlp (Ryc. 3) [26,27].

PORYNA BIALKO
T::“lj:f'y ROZPRZEGAJACE
UNIPORTER Ca2 :r\ég;?/l’;ak/Brl-vL MEGAKANAL
modu‘amymCU <5kDa kf“fﬂ::“:{uﬁmowe ;“gggla;ﬂy Rycina 1. Mitochqndria[ng kanaty
imnti/led:tl;t‘:armgdowe 1  reagenty grup SH jonowe. Oznaczenia skrotow: CsA
e enowa o — cyklosporyna A, ChTx — cha-
< rybdotoksyna, D1DS (oraz SIDS)
() —pochodne stilbenu, 5-HD —kwas
> 5-hydroksydekanowy, IbTx — ibe-
zewnetizna l riotoksyna, mCU —uniporter wap-

blona
mitochondrialna

wewnetrzna
blona
mitochondrialna

niowy (ang. mitochondrial calcium
uniporter), MgTx — margatoksyna,
mitoBKG — mitochondrialny kanat
potasowy o duzym przewodnictwie
aktywowany jonami wapniowy-
mi, mitoKAp — mitochondrialny
kanat potasowy regulowany przez
ATP, Mrs2p — kanat magnezowy,

K' KANAL. anionowy X PTP — megakanat mitochondrial-
1 mtCLIC A ny (ang. permeability transition pore),
x KANAL mitoK atory g TEA — jony tertraetyloamoniowe,

KANAL Kv1.3 modulatory UCP — biatko rozprzegajace (ang.
modulatory: KANAL Mrs2p :j;:zi-kgyge”k'“’“‘d uncoupling protein), VDAC —poryna
gre -ATP macierz mitochondrialna (ang. voltage depen-

- TEA'
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Rycina 2. Regulatory aktywnosci mitochondrialnych kanatéw jonowych. Oznacze-
nia skrotéw: 5-HD — kwas 5-hydroksydekanowy, mitoBKG — mitochondrialny
kanat potasowy o duzym przewodnictwie aktywowany jonami wapniowymi,
mitoKAp —mitochondrialny kanat potasowy regulowany przez ATP.

Budowa kanatu mitoKAIpnie zostata dotychczas pozna-
na, ale wydaje sie, ze kanat ma strukture podjednostkowag.
Podobnie jak kanat z btony plazmatycznej, mitochondrial-
ny kanat KAPprawdopodobnie sktada sie¢ z dwéch podjed-
nostek: Kir6.x (podjednostka tworzgca por kanatu) i SUR
(czes¢ regulatorowa bedaca receptorem sulfonomocznikéw)
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Rycina 3. Endogenne regulatory mitochondrialnych kanatéw potasowych. Ozna-
czenia skrétéw: mitoBKG — mitochondrialny kanat potasowy o duzym prze-
wodnictwie aktywowany jonami wapniowymi, mitoKAp — mitochondrialny
kanat potasowy regulowany przez ATP, mitoKvl.3 — mitochondrialny kanat
potasowy typu Kv, RFT —reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species).
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[18]. Receptor SUR w btonie wewnetrznej mitochondriow
rézni sie od swojego odpowiednika z btony plazmatycznej
nizszym powinowactwem do pochodnych sulfonomoczni-
ka [28,29]. Do tej pory nie udato sie jednoznacznie okresli¢
jakiego rodzaju izoformy podjednostek Kir i SUR wchodzg
w sktad kanatu mitoKAV[, a dane literaturowe na ten temat
nie sg jednoznaczne [18]. Ostatnie badania wskazuja, ze ka-
nat mitoKAlpmoze by¢ zwigzany funkcjonalnie z mitochon-
drialng dehydrogenazg bursztynianowg tworzgc wiekszy,
wielobiatkowy kompleks [18].

Istnieje hipoteza, ze wzrost aktywnosci kanatu mitoKAlp
wptywa ochronnie na miesien sercowy poddany uszko-
dzeniu poprzez niedotlenienie i na neurony oraz komorki
mieéni szkieletowych [30,31]. Wykazano, ze inhibitory ka-
natu mitoK wp takie jak glibenklamid oraz 5-HD obnizajg
dobroczynng role diazoksydu w zjawisku kardioprotekcji
[12]. Stad tez poszukiwania specyficznych aktywatoréw mi-
tochondrialnego kanatu KAIPstato sie waznym celem wielu
grup badawczych.

KANAL POTASOWY AKTYWOWANY
JONAMI WAPNIOWYMI

Mitochondrialny kanatl potasowy o duzym przewodni-
ctwie, aktywowany jonami wapniowymi (kanat mitoBKO)
zidentyfikowano po raz pierwszy w mitoplastach oczysz-
czonych z linii komdrek glejaka cztowieka [32]. Praw-
dopodobienstwo otwarcia tego kanatu wzrasta wraz ze
wzrostem stezenia Ca2w cytosolu i spadkiem potencjatu
mitochondrialnego, a jego aktywno$¢, podobnie jak w przy-
padku kanatdw BKtAbtony plazmatycznej, hamowana jest
przez charybdotoksyne [32]. Rola kanatow BKC(w mito-
chondriach nie jest znana, wykazano jednak, ze aktywatory
kanatu BKt (NS1619 i NS004) hamujg aktywnos$¢ tancucha
oddechowego w mitochondriach komdrek glejaka [33-35],
Kanat mitoBKcAopisano réwniez w wewnetrznej btonie mi-
tochondrialnej kardiomiocytéw [36]. Wzrostowi aktywno-
sci mitoBKtAprzypisuje sie efekt ochrony komdrek miesnia
sercowego przed S$miertelnymi skutkami niedotlenienia.
Prawdopodobnie generacja reaktywnych form tlenu zapo-
czatkowuje proces tzw. farmakologicznego hartowania ser-
ca przez NS1619 [37], Ochronny efekt NS1619, hamowany
przez inhibitor kanatu — paksyline, obserwowano takze w
warunkach podwyzszonego stezenia jonéw wapniowych w
cytoplazmie kardiomiocytéw [38], Specyficzno$¢ oddziaty-
wania NS1619 z kanatem mitoBKG potwierdzity dodatko-
wo badania jego wptywu na stopien utlenienia flawopro-
tein mitochondrialnych. Aktywator NS1619 pobudzat utle-
nianie i zmiane fluorescencji flawoprotein, a efekt ten byt
hamowany przez paksyline. Regulatorem kanatu mitoBKc
moze by¢ kinaza biatkowa A. Aktywacja PKA przez analog
cyklicznego AMP —8Br-cAMP wykazata wzmozony efekt
NS1619 na utlenienie flawoprotein [38], Podobny efekt ob-
serwowano dla 17p-estradiolu — wzmocniona fluorescen-
cja flawoprotein hamowana przez paksyling moze $wiad-
czy¢ o wptywie estrogenéw na aktywnos$é kanatu mitoBK”
[39], Hipoteze te wydaje sie potwierdzaé hamujacy wplyw
paksyliny na kardioprotekcyjny efekt 17(3-estradiolu poda-
wanego w warunkach niedotlenienia.

Budowa kanatu mitoBKQ nie jest znana. By¢ moze jest
ona podobna do kanatu BKQ btony plazmatycznej, o kto-

139



rym wiadomo, ze sklada sie z czterech podjednostek a
(tworzacych por kanatu) oraz czterech podjednostek regu-
latorowych p [18]. Kanatly BKA w poszczegdlnych tkankach
réznia sie jednak, poniewaz podjednostki kanatu wystepuja
w roznych izoformach [40]. Badania podwdjnych hybryd
drozdzowych wskazuja, ze podjednostki (3 mitoBKcAmies-
nia sercowego mogg oddziatywac bezposrednio z podjed-
nostkag | oksydazy cytochromu c [39], Do tej pory nie udato
sie okres$li¢ sekwencji poszczego6lnych podjednostek kanatu
mitoBKE,.

KANAL Kvl.3 W WEWNETRZNEJ
BLONIE MITOCHONDRIALNE]J]

Kanat Kvl.3 w wewnetrznej btonie mitochondrialnej lim-
focytow T odkryto stosujgc elektrofizjologiczng technike
patch-clamp [41]. Przewodnictwo kanatu wynosi okoto 25
pS. Jest on selektywny dla jonéw potasowych i wrazliwy
na specyficzny inhibitor kanatéw Kv: margatoksyne [42],
Obecnos¢ kanatu Kvl.3 potwierdzity doswiadczenia z uzy-
ciem specyficznych przeciwciat anty-Kvl.3. Mase czastecz-
kowg biatka kanatowego oszacowano na ok. 65 kDa [41]. Fi-
zjologiczna rola mitochondrialnego kanatu Kvl.3 jak ijego
budowa sg nadal nieznane. Zaobserwowano jednak tera-
peutyczny efekt hamowania aktywnosci kanatu Kvl.3 lim-
focytow T w uktadzie doswiadczalnym imitujagcym stward-
nienie rozsiane [43]. Doswiadczenia z uzyciem genetycznie
zmodyfikowanych limfocytdw T (z wytgczonym genem
kodujgcym biatko kanatu Kvl.3) wskazujg na jego udziat w
apoptotycznej Smierci komdrek [44], Kanat Kvl.3 nalezgcy
do rodziny biatek kanatowych Simker, zostat scharakteryzo-
wany w btonach komdrkowych wielu tkanek. Opisano jego
obecnos¢, miedzy innymi, w centralnym uktadzie nerwo-
wym, nerkach, mie$niach szkieletowych, tkance ttuszczo-
wej, osteoklastach oraz limfocytach T i B. Po mitoKAlp [13] i
mitoBKQ [32] mitochondrialny kanat Kvl.3 jest trzecim ka-
natem, ktéremu przypisuje sie udziat w transporcie jonéw
potasowych przez wewnetrzng btone mitochondrialng i do-
broczynny wptyw na komérki poddane dziataniu czynni-
kow szkodliwych.

KANALY CHLORKOWE

Wewnatrzkomoérkowe kanaty chlorkowe CLIC (z ang.
chloride intracellular channel) to rodzina biatek, do ktérych
nalezg: miedzy innymi biatko p64 oraz biatka CLC1 —5i
,.parachorin”. Sekwencja aminokwasowa dla CLIC kodowa-
na jest przez geny ulegajace ekspresji niemal w kazdej tkance
ssakdw. Ponadto obecnos¢ kanatu chlorkowego typu CLC-
Ntl zidentyfikowano w mitochondriach roslin [45], Row-
niez w wewnetrznej btonie mitochondrialnej organizméw
zwierzecych opisano kanaty chlorkowe [46,47], jednak do
tej pory tylko jeden z nich, oznaczony jako mtCLIC udato
sie sklonowac [48]. Kanat ten wykazuje duze podobienstwo
do zaleznego od potencjatu elektrycznego kanatu CL znane-
go z btony plazmatycznej oraz do wewnatrzkomorkowego
kanatu chlorkowego p64HI opisanego w siateczce $rddpla-
zmatycznej komorek nerwowych szczura. Obecno$¢ miejsc
fosforylacji dla kinazy biatkowej zaleznej od cAMP, kinazy
tyrozynowej oraz kinazy biatkowej 2 wskazuje na poten-
cjalny udziat tych biatek w regulacji aktywnosci mtCLIC
[48], Zaobserwowano rowniez, ze ekspresja genu mtCLIC
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regulowana jest przez czynniki uczestniczagce w apoptozie,
takie jak p53 oraz czynnik martwicy nowotworéw TNF-a
(ang. tumor necrosis factor a) [48]. Nadekspresja mMRNA dla
mCLIC w keratynocytach powoduje apoptoze, ktorg po-
przedza spadek potencjatu mitochondrialnego, wyptyw cy-
tochromu ¢ z przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw
oraz aktywacja kaspaz uczestniczacych w apoptotycznej
$mierci komarek [49], Do tej pory nie udato sie okresli¢ elek-
trofizjologicznych witasciwosci mitochondrialnego kanatu
chlorkowego mtCLIC.

UNIPORTER WAPNIOWY

Mitochondrialny uniporter wapniowy mCU (ang. mi-
tochondrial calcium uniporter) odpowiedzialny jest za szyb-
kie pobieranie jondw wapniowych z cytosolu komarki do
wnetrza macierzy [50]. Poniewaz transport Ca2+ jest elek-
trogenny, procesowi temu towarzyszy spadek potencja-
tu elektrycznego, ktdry moze by¢ kompensowany przez
wzmozong aktywno$¢ tancucha oddechowego [50]. Bada-
nia przeprowadzone technikg patch-clamp pokazaty, ze
uniporter wapniowy moze tworzy¢ w wewnetrznej btonie
mitochondrialnej kanat jonowy selektywny wzgledem Ca2+
[51]. Obserwacje te potwierdzajg wczesniejsze badania prze-
prowadzone na poczatku lat 80, w ktérych opisano kanat o
przewodnictwie ok. 20 pS pojawiajacy sie po rekonstytucji
glikoproteiny o masie 40 kDa (biatko wewnetrznej btony
mitochondrialnej) do sztucznych bton lipidowych.

Gtéwnym czynnikiem aktywujagcym mitochondrialny
uniporter wapniowy jest podwyzszone stezenie Cazw cy-
tosolu. Po akumulacji Ca2w macierzy mitochondrialnej i
powrocie do fizjologicznego stezenia Ca2+w cytosolu, ak-
tywnos$¢ uniportera obniza sie. Allosteryczne oddziatywa-
nie jondw wapniowych reguluje aktywno$¢ mCU [52]. Dla
prawidtowego funkcjonowania uniportera wapniowego
niezbedny jest réwniez wysoki potencjat w poprzek btony
mitochondrialnej [53]. Waznymi fizjologicznymi modula-
torami aktywnoS$ci uniportera wapniowego sa nukleoty-
dy adeninowe. Mitochondrialny uniporter wapniowy jest
hamowany przez wysokie stezenie ATP, natomiast ADP
stymuluje pobieranie wapnia do mitochondriow. Praw-
dopodobnie oddziatywanie nukleotydéw adeninowych z
uniporterem wapniowym odbywa sie za poSrednictwem
mitochondrialnych receptoréw purynergicznych: mP2Y]
—ktérego stymulacja prowadzi do zwiekszenia aktywnosci
uniportera i mP2Yn—ktoérego pobudzeniu towarzyszy ha-
mowanie mCU. ADP moze aktywowac¢ obydwa receptory,
natomiast ATP — jedynie mP2Y~. W ten spos6b szybkos$¢
pobierania wapnia do mitochondriow jest uzalezniona od
stosunku stezen ATP/ADP w cytoplazmie [54], Endogen-
nymi aktywatorami mitochondrialnego uniportera Ca2+sg
takze poliaminy, a przede wszystkim spermina. Zwigzki te
obnizajg stezenie Ca2rwymagane do aktywacji uniportera
[55], Réwniez flawonoidy (kwercetyna, kempferol, genistei-
na i genistyna) aktywujg mCU prawdopodobnie bezpos$red-
nio oddziatywujac z uniporterem wapniowym [56].

Aktywnos$¢ uniportera wapniowego jest hamowana w
sposOb niekompetycyjny przez zwigzki rutenu, takie jak
czerwien rutenowa czy Ru-360. Substancje te s3 powszech-
nie stosowanymi narzedziami w badaniach mCU. Inhibito-
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rami tego biatka sa réwniez jony metali: Sr2;, Mn2+ Ba2+oraz
lantanowce [57], Jony te mogga by¢ takze przenoszone przez
mCU. Natomiast Mg2+wigze sie do miejsca regulatorowego
uniportera, powodujgc wzrost Kmdla Ca2; sam jednak nie
jest transportowany przez mCU. Jony manganu w zalez-
nosci od stezenia w obecnosci Mg2;, moga zmniejsza¢ lub
zwieksza¢ aktywnos$é uniportera wapniowego wypierajac
jon Mg2+z miejsc regulatorowych mCU [57],

Badania ostatnich lat pokazujg, ze w wewnetrznej btonie
mitochondrialnej istnieje jeszcze jeden mechanizm pobie-
rania jonéw wapniowych, aktywny podczas krétkotrwatej
ekspozycji mitochondriow na submikromolowe stezenie
Ca2+ (tzw. fizjologiczny puls wapniowy) [58], W tych wa-
runkach mitochondria pobierajag Ca2+ znacznie wydajniej.
Jest to tak zwany szybki mechanizm pobierania jonéw wap-
niowych RaM (ang. rapid mode ofCa2+uptake). RaM podobnie
jak uniporter Ca2-hamowany jest przez czerwien rutenowg
oraz aktywowany przez spermine [50], ale nie jest hamo-
wany przez Mg2+ [58]. Jony wapniowe w macierzy mito-
chondrialnej regulujg enzymy zwigzane z cyklem kwasow
tréjkarboksylowych: fosfataze dehydrogenazy pirogronia-
nowej, dehydrogenaze izocytrynianowg zalezng od NAD+
oraz dehydrogenaze a-ketoglutaranowa, przyczyniajac sie
tym samym do wzrostu produkcji ATP. Ostatnie badania
wskazujg réwniez na funkcjonalne powigzanie mitochon-
driéw i siateczki srodplazmatycznej w procesach reguluja-
cych apoptotyczng $mier¢ komorki z udziatem jonow wap-
niowych.

KANAL MAGNEZOWY

Mg2+ sg transportowane do macierzy mitochondrialnej
poprzez wewnetrzng btone mitochondrialng. Prawdopo-
dobnie naptyw Mg2+do mitochondriéw nastepuje poprzez
kanat Mrs2p, ktérego aktywno$¢ zalezy od potencjatu elek-
trycznego oraz stezenia Mg2+ Do tej pory jednak nie udato
sie przedstawi¢ profilu elektrofizjologicznego tego kanatu
[59].

KANAL ANIONOWY IMAC

Anionowy kanat IMAC (ang. mitochondria inner membrane
anion channel) zlokalizowany w wewnetrznej btonie mito-
chondriéw bierze udziat w regulacji objetosci mitochon-
driow. IMAC przewodzi zar6wno aniony jednowartoscio-
we (CI', HCOy) jak i wielowartosciowe (np. cytrynian) [60].
Metoda patch-clamp wyznaczono przewodnictwo kanatu
IMAC na 105 pS. [61]. Rola jakg kanat IMAC odgrywa w
funkcjonowaniu komérki nie jest do konica jasna. Istniejg
doniesienia mowiace, ze przez IMAC dochodzi do uwalnia-
nia nadtlenkéw anionowych z mitochondriéw podczas tzw.
hartowania niedotlenieniem [62], Prawdopodobnie bierze
on tez udziat w synchronizacji oscylacji potencjatu mito-
chondrialnego w izolowanych kardiomiocytach. Aktywacja
IMAC poprzedza otwarcie megakanatu mitochondrialnego
(PTP) czego efektem jest Smier¢ komorki [63],

BIALKO ROZPRZEGAJACE UCP

W wewnetrznej btonie mitochondrialnej opisano réw-
niez kanat o przewodnictwie 75 pS, tworzony przez termo-
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gening —biatko rozprzegajgce UCP1 (ang. uncoupling prote-
in) nalezace do integralnych biatek btonowych ulegajacych
ekspresji gtownie w bragzowej tkance ttuszczowej. Odgrywa
ono kluczowg role w procesie termogenezy. Opisano pie¢
izoform biatek UCP w komérkach ssakéw: UCP1, UCP2,
UCP3, UCP4 oraz BMCP-1, wystepujagce w madzgu (ang.
brain mitochondria carrier protein-1). Gtéwng ich funkcjg jest
tworzenie ciepta poprzez rozprzeganie fosforylacji oksyda-
tywnej. Biatko UCP2 wystepuje powszechnie w tkankach
ssakow. Ostatnie doniesienia wskazujg, ze UCP2 bierze
udziat w ochronie komorek nerwowych przed $miercig na
skutek niedotlenienia poprzez zapobieganie nadmiernemu
tworzeniu sie i gromadzeniu w mitochondriach wolnych
rodnikdw oraz zmniejszeniu naptywu jonéw wapniowych
do wnetrza mitochondriéow. Ochronne wiasciwosci UCP2
opisano roéwniez dla kardiomiocytéow, ktére poddano
uszkodzeniu nadtlenkiem wodoru, wywotujagcym apopto-
tyczng $Smier¢ komorek [18],

MITOCHONDRIALNY MEGAKANAL

Pod wptywem Ca2-wewnetrzna btona mitochondriow
staje sie przepuszczalna dla jonéw i substancji osmotycznie
czynnych o masie czgsteczkowej ponizej 1500 Da. Prowadzi
to do pecznienia mitochondriéw, a nawet do mechaniczne-
go rozerwania ich btony wewnetrznej. Za pecznienie mito-
chondriow odpowiedzialna jest aktywacja nieselektywnego
kanatu o $rednicy 2,8 nm, zwanego megakanatem lub PTP
(ang. permeability transition pore) [64], Istniejg réwniez do-
niesienia, ktére pokazuja udziat innych czynnikéw w ak-
tywacji megakanatu przy niskim stezeniu Ca2z+we wnetrzu
mitochondridw. Zaobserwowano, ze pochodna sulfono-
mocznika - glibenklamid, ktéra jest powszechnie stosowa-
na w terapii cukrzycy typu Il, wptywa na aktywacje PTP
w mitochondriach miesni szkieletowych [65]. Otwarciu me-
gakanatu sprzyja ponadto spadek potencjatu elektrycznego,
wzrost stezenia nieorganicznych fosforandw w macierzy
mitochondrialnej oraz stres oksydacyjny [64], Zaobserwo-
wano réwniez, ze podanie karboksyatraktylozydu (inhibi-
tora translokazy nukleotydowej) od strony cytosolowej ka-
natu sprzyja jego aktywacji [66].

Inhibitorami megakanatu sg kationy dwuwartosciowe
takie jak Mg2+i Mn2t nukleotydy: ADP i ATP oraz poliami-
ny [66]. Rdwniez zakwaszenie macierzy mitochondrialnej
jestczynnikiem utrzymujacym kanat w stanie zamknietym
[64], Jony wapniowe stanowig istotny czynnik aktywujacy
megakanat w uktadach doswiadczalnych, natomiast w ko-
moérce, oprocz Ca2rna modulacje aktywnos$ci megakanatu
moga wptywaé réwniez biatka z rodziny Bcl-2/Bax oraz
obecno$¢ zwigzkow zwigzanych z metabolizmem lipidéw
takich jak ceramid i kwas arachidonowy [64], Zastosowa-
nie, dziatajgcego w niskich stezeniach, specyficznego inhi-
bitora PTP —cyklosporyny A (cyklicznego oligopeptydu,
bedgcego czynnikiem immunosupresyjnym), okazato sie
by¢ przetomem w badaniach mechanizmu aktywacji i bu-
dowy megakanatu mitochodrialnego. Jedna z hipotez bu-
dowy PTP, wystepujacego w miejscach kontaktowych mi-
tochondrialnej btony zewnetrznej i wewnetrznej, zaktada,
Ze jest to kompleks zbudowany z translokazy nukleoty-
déw adeninowych (ANT), zaleznego od potencjatu kanatu
anionowego VDAC (ang. voltage dependent anion channel)
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oraz mitochondrialnej cyklofiliny D (CyP-D) [64], Istnieja
rowniez doniesienia mdwigce o udziale heksokinazy, mi-
tochondrialnej kinazy kreatynowej, kinazy glicerolowej,
biatek pro-apoptotycznych Bax oraz anty-apoptotycznych
Bcl-2 i Bel-Xj i biatek receptora benzodiazepinowego w bu-
dowie megakanatu [67].

Wykorzystanie techniki inzynierii genetycznej umozliwi-
to petniejsze zrozumienie mechanizmu tworzenia iregulacji
megakanatu. Wyniki opisanych doSwiadczen wskazujg, ze
biatko CyP-D nie jest niezbedne do tworzenia PTP, stanowi
jednak element, ktéry utatwia otwarcie megakanatu przez
jony wapniowe [64], DoSwiadczenia z uzyciem modyfiko-
wanych genetycznie zwierzat wskazujg na regulatorowg
funkcje ANT w aktywacji PTP, a obecno$¢ translokazy nu-
kleotydéw nie jest konieczna do utworzenia megakanatu
i nie wptywa réwniez na przebieg apoptozy, zapoczatko-
wanej pobudzeniem receptoréw btonowych [64], Technikg
patch-clamp wykazano, ze w warunkach in vitro ANT moze
tworzy¢ kanaty o duzym przewodnictwie, zalezne od Ca2+
Otwarcie PTP jest prawdopodobnie bezpo$rednig przyczy-
ng umierania neurondw podczas uszkodzenia moézgu [68]
oraz komodrek miesnia sercowego, poddanych niedotle-
nieniu i reperfuzji [69], Znana jest tez rola PTP w dystrofii
mie$niowej, wywotanej niedoborem kolagenu VI i w hepa-
tocytozach, powodowanych czynnikami kancerogennymi
[70]. Wykazano ochronny wptyw inhibitorow PTP, takich
jak kwas bonkrekowy icyklosporyna A (CsA) przed nekro-
tyczng i apoptotyczng $miercig komaérek [64].

ZAKONCZENIE

W ostatnich kilkunastu latach odkryto kilka kanatow jo-
nowych obecnych w wewnetrznej btonie mitochondrium.
Ich fizjologiczna rola nie jest jasna. Zaobserwowano jednak,
ze kanaty potasowe wptywajg na pecznienie macierzy mito-
chondrialnej, na potencjat elektryczny, poziom produkowa-
nych reaktywnych form tlenu i transport jonéw wapnia do
whnetrza mitochondriéow (Ryc. 4). Wykazano, ze aktywacja
potasowych kanatéw mitochondrialnych zabezpiecza ko-
morki przed skutkami uszkodzenia prowadzacymi do ich
nekrotycznej i apoptotycznej $mierci, podczas zawatu serca
i niedotlenienia mézgu. Pobudzito to intensywne badania
farmakologii kanatéw mitochondrialnych i powstanie wie-
lu hipotez wigzgcych mitochondrialne kanaly jonowe ze
Smiercig komoérek.

wewnetrzna
blona
mitochondrialna

’ POTENCJAL MITOCHONDRIALNY

POZIOM REAKTYWNYCH FORM TLENU
PRODUKOWANYCH W MITOCHONDRIACH

K po’?::w ‘

‘ OBJETOSC MACIERZY MITOCHONDRIALNEJ

‘ ZALEZNY 0D POTENCJALU

MITOCHONDRIALNEGO TRANSPORT Ca

macierz
mitochondrialna

Rycina 4. Skutki naptywu jonéw potasowych do macierzy mitochondrialnej.
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Jedna z hipotez wyjasniajgcych mechanizm ochrony ko-
morek przed skutkami niedotlenienia i reperfuzji, opiera sie
na obserwacji regulacji objetosci mitochondriow pod wpty-
wem K+ Zmiany objetoSci mitochondriow moga bowiem
wptywac korzystnie na gospodarke energetyczng komarki.
Przypuszcza sie takze, ze wzrost objeto$ci mitochondridow
nie dopuszcza do nadmiernego obkurczania sie macierzy
mitochondrialnej w czasie niedotlenienia, zachowujac po-
taczenia pomiedzy mitochondrialng kinaza kreatynowg
a translokazg nukleotydéw adeninowych, co umozliwia
przekazywanie energii zmagazynowanej w ATP z mito-
chondriéow do cytosolu.

Druga z hipotez wyjasniajagca mechanizm ochrony ko-
morek przed skutkami niedotlenienia i reperfuzji, opiera
sie na obserwacji uszkodzen wynikajgcych z nadmiernej
kumulacji Caz-we wnetrzu mitochondriéw. Podczas niedo-
tlenienia dochodzi do wzrostu stezenia jonéw wapniowych
w cytosolu komorki. Nadmiar stezenia Ca2-w Srodowisku
wewnatrzkomérkowym jest obnizany czeSciowo przez ma-
gazynowanie Ca2+w przedziatach wewnatrzkomérkowych,
takich jak siateczka $rédplazmatyczna, jadro komdrkowe
czy mitochondria. Naptyw jonéw wapniowych do wnetrza
mitochondriéw jest bardzo efektywny i zachodzi na koszt
réznicy potencjatu (Aip, ujemny w matriks mitochondrial-
nej) poprzez aktywacje uniportera wapniowego. Z kolei
nadmiar Ca2+w macierzy aktywuje megakanat mitochon-
drialny, ktérego otwarcie uruchamia szereg reakcji dopro-
wadzajacych, w konsekwencji, do $mierci komorki. By¢
moze aktywacja kanatow potasowych w btonie wewnetrznej
mitochondriow prowadzi do obnizenia Aip, przez naptyw
K+do wnetrza. Konsekwencjg wzmozonego transportu K+
do mitochondriéw moze by¢ zmniejszenie pobierania Ca2-
W ten sposob dochodzi do ochrony komorki przed uszko-
dzeniem w czasie niedotlenienia.

Udowodniono réwniez, iz istnieje zalezno$¢ ochrony
kardiomiocytow od uwalniania reaktywnych form tlenu
z mitochondriow do cytosolu. Przekazanie sygnatu przez
podwyzszony poziom reaktywnych form tlenu w kardio-
miocytach, moze prowadzi¢ do aktywacji kinaz biatkowych
stymulujacych kanaty potasowe obecne w wewnetrznej bto-
nie mitochondrialnej.
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ABSTRACT

lon channels are proteins, which facilitate the ions flow throught biological membranes. In recent years the structure as well as the function
of the plasma membrane ion channels have been well investigated. The knowledge of intracellular ion channels however is still poor. Up
till now, the calcium channel described in endoplasmatic reticulum and mitochondrial porine are the examples of intracellular ion channels,
which have been well characterized. The mitochondrial potassium channels: regulated by ATP (mitoKAIp and of big conductance activated by
Ca2+(mitoBK@), which were described in inner mitochondrial membrane, play a key role in the protection of heart muscle against ischemia. In
this review the last date concerning the mitochondrial ion channels as well as they function in cell metabolism have been presented.
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Rola mitochondriéw w wytwarzaniu i usuwaniu reaktywnych form tlenu;
zwigzek z przesytaniem sygnatdow i programowang $miercig komaérki

STRESZCZENIE

itochondria sg gtdwnym Zzrodtem reaktywnych form tlenu (RFT) w komoérce eukario-
Mtycznej. Reaktywne formy tlenu powstajg jako produkt uboczny metabolizmu tleno-
wego lub w warunkach stresu oksydacyjnego. Za gtéwne miejsca produkcji RFT uwazane
sg no$niki elektronéw mitochondrialnego taricucha oddechowego. Zrédtem RFT mogg byé
takze enzymy rozmieszczone w réznych przedziatach mitochondriéw. Reaktywne formy tle-
nu moga prowadzi¢ do licznych zmian struktury i funkcji waznych dla komoérki zwigzkéw
biologicznych. Uszkodzeniu ulegaja przede wszystkim biatka, lipidy i kwasy nukleinowe,
ktére w wyniku utlenienia tracg swe wtasciwosci biologiczne, co moze prowadzi¢ do $mierci
komoérki. Mitochondria, ktére sg niezwykle narazone na szkodliwe dziatanie RFT, wytwo-
rzyty szereg mechanizméw chronigcych je przed stresem oksydacyjnym. Mitochondrialne
mechanizmy obronne zmniejszajg produkcje RFT (pierwsza linia obrony), badZ usuwaja juz
wytworzone RFT (druga linia obrony) i tym samym minimalizuja skutki ich dziatania. W mi-
tochondrialnej obronie antyoksydacyjnej uczestniczg zaréwno biatka obnizajgce produkcje
RFT, biatka enzymatyczne bezposrednio reagujace z RFT, jak i niskoczgsteczkowe antyoksy-
danty i biatka nieenzymatyczne, usuwajace te RFT i ich pochodne, ktére uniknety dziatania
obronnego systemu enzymatycznego. Mitochondrialne RFT petnig role czasteczek sygnato-
wych oraz modyfikuja dziatanie wielu szlakéw przesytania informacji, wywotujac zmiany
metabolizmu w réznych przedziatach komérki. Jednym z proceséw, w ktérym istotng role
petnig mitochondria i sygnalizacja z udziatem RFT jest programowana $mier¢ komorki.

WPROWADZENIE

Pojawienie sie na Ziemi pierwszych organizméw fotosyntetyzujacych juz po-
nad 3,5 miliarda lat temu wywarto ogromny wptyw na pojawienie sie tlenu w
atmosferze ziemskiej i wyksztatcenie korzystnych form generowania energii z
wykorzystaniem bton biologicznych. Jednak wiadomo, ze mimo korzysci wy-
nikajacych z zyciodajnej roli czasteczki tlenu, jest ona réwniez zrédtem szkod-
liwych czagsteczek zwanych reaktywnymi formami tlenu (RFT). Czasteczka
tlenu moze ulegaé petnej redukcji do czasteczki wody, co ma miejsce w czasie
oddychania, jak rowniez moze ulega¢ stopniowej jednoelektronowej redukcji z
wytworzeniem RFT. Reaktywne formy tlenu powstajg nieustannie jako produkt
uboczny metabolizmu tlenowego, uszkadzajac sktadniki budulcowe komérki.
Jest to cena, jakg poniosty organizmy za zycie w atmosferze bogatej w tlen iwy-
korzystywanie jego czasteczek do produkcji duzych ilosci energii.

Niektore RFT majg charakter wolnych rodnikdw, tzn. czgsteczek zawierajg-
cych jeden niesparowany elektron [1, 2], W wyniku przyjecia przez czgsteczke
tlenu jednego elektronu powstaje anionorodnik ponadtlenkowy (ang. Superoxide
anion, O/"), czasteczka nietrwata i reagujaca ze znacznie wiekszg liczbg substan-
cjiniz tlen. Czasteczka anionorodnika ponadtlenkowego ulega reakcji dysmuta-
cji (dysproporcjowania), ktorej produktami sg tlen i nadtlenek wodoru:

°2- + 02 +2HD N 02+ 2HD 2

Wz6r 1. Reakcja dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego

Reakcja ta moze zachodzi¢ spontanicznie, jak rowniez moze by¢ katalizowana
przez enzym dysmutaze ponadtlenkowg (SOD). Powstajacy w reakcji dysmu-
tacji nadtlenek wodoru nie jest wolnym rodnikiem. Jest to zwigzek wzglednie
stabilny i moze réwniez podlegac reakcji dysmutacji z wytworzeniem tlenu i
wody:

HD2 + HD2 2HD + O,

Wz6r 2. Reakcja dysmutacji nadtlenku wodoru

Mimo, Ze czasteczka nadtlenku wodoru nie jest tak reaktywna jak O /', ma
jednak zdolnos$¢ utleniania jonéw metali przejsciowych, m.in. zelaza, miedzi,
niklu, chromu, a produktem tej reakcji jest rodnik hydroksylowy (ang. hydroxyl
radical, *OH) [1]:
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Fez + HD7-» ‘OH + OH- + Fe3t
Cu+ + HA ~ ’'OH + OH- + Cuz

Wzér 3. Reakcja Fentona

Ta przedstawiona w spos6b znacznie uproszczony re-
akcja utleniania jonow metali, zwana jest reakcjg Fentona
i jest Zrodtem najbardziej reaktywnej formy tlenu w ukta-
dach biologicznych ("OH), ktdra reaguje niemal ze wszyst-
kimi czasteczkami organicznymi, prowadzac do uszkodzen
strukturalnych i funkcjonalnych komorki [1,2].

Do RFT charakteryzujagcymi sie silnymi wiasciwosciami
utleniajacymi zalicza sie rowniez tlenowe zwigzki azotu. Do
takich zwigzkdéw nalezg m.in. tlenek azotu (ang. nitric oxide,
‘NO), wolny rodnik syntetyzowany z udziatem mitochon-
drialnej syntazy tlenku azotu (mtNOS, ang. mitochondrial
nitric oxide synthase)) oraz nadtlenoazotyn (ang. peroxynitri-
te, ONOO-), reaktywna forma tlenu powstajgca w wyniku
reakcji anionorodnika ponadtlenkowego z tlenkiem azotu

[1l:
Oz + *NO — ONOO-
Wzér 4. Reakcja syntezy nadtlenoazotynu

Reaktywne formy tlenu powstajg nieustannie w czasie
wielu tlenowych proceséw metabolicznych zachodzacych
w mitochondriach, chloroplastach, peroksysomach, btonie
komaérkowej, apoplascie, natomiast ich zwiekszona produk-
cja zachodzi pod wptywem rd6znorodnych streséw $rodo-
wiskowych, takich jak niska i wysoka temperatura, promie-
niowanie nadfioletowe, jonizujace, ultradzwieki, zasolenie,

obecno$¢ jonéw metali ciezkich, ksenobiotykow, czy atak
patogenéw [1,3].

MITOCHONDRIA JAKO GEOWNY OSRODEK
PRODUKCJI REAKTYWNYCH FORM TLENU

Mitochondria znajdujg sie niemal we wszystkich komar-
kach eukariotycznych u zwierzat, roslin, czy u jednokomoér-
kowych mikroorganizmow. Sg to organelle tworzone przez
dwie btony, zewnetrzng i wewnetrzng, oddzielajagce prze-
dziaty mitochondrialne: wnetrze mitochondrium, zwane
macierzg mitochondrialng, oraz zawartg pomiedzy btona-
mi przestrzen miedzybtonowg. Mitochondria sg gtéwnym
zrédtem RFT w komérce eukariotycznej. Reaktywne formy
tlenu powstajg jako produkt uboczny metabolizmu tleno-
wego lub w warunkach stresu oksydacyjnego. Za gtéwne
miejsca produkcji RFT uwazane sg transportujace elektrony
biatka mitochondrialnego tancucha oddechowego oraz nie-
ktore enzymy btony zewnetrznej i macierzy mitochondrial-
nej (Ryc. 1).

MITOCHONDRIALNY LANCUCH ODDECHOWY

Najwazniejsza funkcjag mitochondriéow jest produkcja
ATP, czasteczki bogatej w energie. Uzyskanie energii od-
bywa sie dzieki utlenianiu w obecnosci tlenu zredukowa-
nych substratéw energetycznych pochodzacych z pokarmu.
W wewnetrznej btonie mitochondrialnej zlokalizowane sg
enzymy biorace udziatl w transporcie elektronéw ze zre-
dukowanych substratow do tlenu z wytworzeniem wody
oraz syntaza ATP, enzym syntetyzujacy ATP [4]. Biatka
przenoszace elektrony zorganizowane sg w cztery duze

Blona MAO
zewnetrzna
Rycina 1. Mitochondria: tafcuch transportu elek-
(CulznSOD H* 3 HE==2 '\“H+ tronéw, niektére miejsca powstawania RFT (za-
GPx it ) znaczone czerwonymi gwiazdami) oraz niektére
[ NAD(P)H GDH 1 i oy o enzymy systemu antyoksydacyjnego (pierwsza
A * linia obrony — zétte elipsy, druga linia obrony
Blone \ — zielone elipsy). Biatka roslinne (i mikroorga-
wewnetrzna e nizmoéw o ro$linnym typie taficucha oddecho-
Q QH; uce wego) nie wystepujace u zwierzat zaznaczono
ciemnozielong obwd6dka. Enzymy, ktérych role
[ NAD(PIH w wytwarzaniu RFT stwierdzono w mitochon-
P T driach zwierzat zaznaczono pomaranczowg
KGDHC % Bur obwédka. ACo — akonitaza; KGDHC, kom-
RS A AR A D B VTRV pleks dehydrogenazy 2-oksoglutaranowej; AOX
H+ H+ —oksydaza alternatywna; APX —peroksydaza
L-OOH askorbinianowa; ASC — askorbinian; ATPaza -
\ . syntaza ATP; ¢ —cytochrom c; CAT —Kkatalaza;
ACO ox /)m‘ s et . Cu/ZnSOD — miedziowo/cynkowa dysmuta-
* P"Cm«) s 0 PODEE N za ponadtlenkowa; DHA, dehydroaskorbinian;
N T e A p ; , dehy ;
UERs NADPH GR 7 GDH, dehydrogenaza glicerolo-3-fosforanowa;
v [ \\ GPx —peroksydaza glutationowa; GR, redukta-
L-OH GSH GSSG za glutationowa; Grx —glutaredoksyna (ox —z
+H,0 \4 /‘ utlenionymi do -SS- grupami -SH, red —z wol-
: " nymi grupami -SH); GSH — glutation, forma
NADP  NADPH gl Gn‘oU"’ zredukowana; GSSG — glutation, forma utle-
A &R P 02 s V4 3\ s niona; L-OOH, wodoronadtlenek lipidu; L-OH,
{ \ N‘_ >Trx Trxlf‘s hydroksylipid; MAO — oksydaza monoamino-
GSH GSSG MnSOD 2 wa; MnSOD — manganowa dysmutaza ponad-
X 2 v tlenkowa; 0 2 —anionorodnik ponadtlenkowy;
H.O + GPx H O — CAT — H,0 Biatko Bialko Prx — peroksyredoksyna (ox — z utlenionymi
: St sH SH &—% do -SS — grupami -SH, red — z wolnymi gru-
// s H pami -SH); Trx — tioredoksyna (z uwzglednie-
Trx <) NADP’ h niem zmian redox grupy -SH; TrxR —reduktaza
NDRIT S > GSH ASC~_/ Prx(’:"‘)/) 5\1'042/) PONTIx m_z? tioredoksyny; UCP — biatko rozprzegajace; Q
’(/GR\ (/APX . \\T,X,ﬁ?“(/ S~ NADPH HS A ) s — ubichinon; QH, —ubich?nol (zdredukowz?my
NADP GSSG DHA/« SH Ter\ Q); ApH\ protonowy gradient elektrochemicz-
¥ v v ny; I, 11, 1, 1Iv.— kolejne kompleksy taficucha
HA HO NABRENADES oddechowego.

146

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

kompleksy enzymatyczne tworzace tzw. mitochondrialny
tancuch transportu elektrondw (Rye. 1). Utworzony jest on
przez dehydrogenaze NADH (kompleks 1), dehydrogenaze
bursztynianowg (kompleks Il), kompleks cytochroméw bc7
(kompleks I11) oraz oksydaze cytochromowg (kompleks V).
Kompleksy te zawierajg jony Fe i S, tworzgce centra zelazo-
siarkowe, jony Cu oraz koenzymy (np. mononukleotyd fla-
winowy —FMN, dinukleotyd flawinoadeninowy — FAD,
lub ubichinon — Q) peinigce role centrow oksydoreduk-
cyjnych. Poza kompleksami enzymatycznymi w sktad mi-
tochondrialnego tafcucha transportu elektronéw wchodzg
rowniez dwa ruchome przeno$niki elektronéw, ubichinon,
zwany koenzymem Q, odbierajacy elektrony z kompleksow
I 'ill oraz cytochrom c, mate peryferyczne biatko, przeka-
zujace elektrony na kompleks IV. Trzy enzymatyczne kom-
pleksy (I, Il i IV), obok funkcji transportu elektronéw, sa
robwniez miejscami pompowania protonéw. W czasie prze-
ptywu elektronéw przez tancuch oddechowy wytwarzana
jestenergia wykorzystana do pompowania poprzez te kom-
pleksy protonéw z macierzy mitochondrialnej do przestrze-
ni miedzybtonowej. W rezultacie w poprzek wewnetrznej
btony mitochondrialnej zostaje utworzony elektrochemicz-
ny gradient protonowy (ztozony z potencjatu btonowego,
AT, oraz roznicy pH, ApH), ktory nastepnie jest wykorzy-
stywany do syntezy ATP w procesie fosforylacji oksydacyj-
nej z udziatem syntazy ATP.

Jak juz wspomniano, elektrony pochodzace z substratow
oddechowych przekazywane sg poprzez enzymy mitochon-
drialnego tancucha oddechowego do tlenu, wraz ze wzra-
stajgcym potencjatem oksydoredukcyjnym, z wytworze-
niem czasteczki wody. Przeptyw elektrondw przez biatka
transportujgce elektrony nie jest jednak zupetnie szczelny,
gdyz moga one ,przecieka¢" i reagowac z czasteczkg tlenu
z wytworzeniem anionorodnika ponadtlenkowego [1,2,5].
Kompleksy 1 i Il tancucha oddechowego uczestnicza w
przemianach oksydoredukcyjnych ubichinonu, w ktérych
wystepuje niestabilna forma rodnikowa (ubisemichinon)
odpowiedzialna za ,przeciek" elektronéw z tych komplek-
séw, prowadzaca do wytworzenia RFT.

DEHYDROGENAZA NADH | KOMPLEKS bcl
JAKO GLOWNE ZRODLA REAKTYWNYCH
FORM TLENU W MITOCHONDRIACH

Kompleks I. Gtéwnym miejscem produkcji anionorod-
nika ponadtlenkowego jest kompleks I tancucha oddecho-
wego (dehydrogenaza NADH) [2,5]. Zaproponowano trzy
gtdwne rodzaje produkcji RFT przy udziale kompleksu |
[5]: poprzez tzw. odwrotny transport elektronéw (ang. re-
verse electron transfer), produkcje indukowang przez rotenon
(inhibitor kompleksu I) oraz produkcje zachodzgca podczas
prawidtowego funkcjonowania #tancucha oddechowego
(bez inhibitorow kompleksu 1). Drugi i trzeci mechanizm
dotyczg transportu elektronéw ,do przodu" (ang. forward
electron transport), tj. z substratow zaleznych od NAD+na
kompleks I.

Najwiekszg produkcje anionorodnika ponadtlenkowe-
go zaobserwowano podczas odwrotnego transportu elek-
tronéw z bursztynianu na NAD+[2,5], Proces ten polega na
przenoszeniu elektronéw whbrew potencjatowi oksydore-
dukcyjnemu przenos$nikow elektronéw tancucha oddecho-
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wego z bursztynianu, substratu oddechowego oddajacego
elektrony na kompleks Il, poprzez zredukowany koenzym
Q do NAD+ a nie w kierunku oksydazy cytochromowej i
czasteczki tlenu [2,5]. Ten termodynamicznie niekorzystny
proces musi by¢ sprzezony z wykorzystaniem energii elek-
trochemicznego gradientu protonowego (wytwarzanego
przez kompleksy Il i IV) oraz wymaga dla zredukowania
koenzymu Q substratow kompleksu Il (np. bursztynianu
lub a-glicerofosforanu) oraz FADH,. A zatem, zar6wno re-
dukcja NAD+ jak i produkcja RFT, wymagajg wysokiego
potencjatu btonowego istniejgcego w niefosforylujgcym sta-
nie oddechowym (w tzw. stanie 4, przy braku ADP). Nato-
miast zmniejszenie potencjatu btonowego podczas fosfory-
lujgcego stanu oddechowego (stanu 3), podczas pobierania
przez mitochondria jonéw Ca2+lub pod wptywem dziatania
zwigzkow rozprzegajacych, prowadzi do znacznego obni-
zenia poziomu produkcji RFT [5]. Skoro proces odwrotne-
go transportu elektron6w wymaga wysokiego potencjatu
btonowego, to produkcja RFT jest regulowana przez jego
zmiany. Okazuje sie, ze juz 10% spadek wartosci potencjatu
btonowego hamuje produkcje RFT az w 90%. Zaobserwo-
wano rowniez, ze przypisywana kompleksowi | produkcja
RFT przez czastki submitochondrialne jest wyzsza w alka-
licznym pH [5-7], za$ zakwaszenie $rodowiska macierzy
mitochondrialnej obniza poziom produkcji RFT przez izo-
lowane mitochondria [8]. Produkcja RFT przez kompleks |
podczas odwrotnego transportu elektronoéw jest prawie cat-
kowicie hamowana przez rotenon (inhibitor kompleksu 1),
ktory hamuje przeptyw elektronéw z koenzymu Q do tego
kompleksu [6,9-11],

Produkcje RFT indukowang przez rotenon zaobserwowa-
no w przypadku izolowanych mitochondriow badz czastek
submitochondrialnych utleniajacych substraty oddechowe
zalezne od NAD+ (np. pirogronian, glutaminian plus jab}-
czan) i poddanych dziataniu rotenonu [5,6]. W nienaruszo-
nych mitochondriach indukowana przez rotenon produkcja
anionorodnika ponadtlenkowego wymaga bardzo wyso-
kiego stopnia redukcji przenos$nikéw elektronéw w obrebie
kompleksu I, powyzej miejsca wigzania rotenonu. Proces
produkcji RFT w obecnosci substratéw zaleznych od NAD+
nie jest regulowany przez zmiany potencjatu btonowego,
gdyz zahamowanie kompleksu | ostatecznie prowadzi do
rozproszenia potencjatu btonowego.

Dane do$wiadczalne wskazujg na jeszcze jeden mecha-
nizm syntezy RFT przez kompleks | zachodzacy podczas
prawidtowego funkcjonowania #fancucha oddechowego
w obecnosci substratéw oddechowych tego kompleksu i
NAD+[5,12], W obecnosci substratéw zaleznych od NAD+
przy braku inhibitoréw kompleksu I, produkcja aniono-
rodnika ponadtlenkowego stymulowana jest przez wyso-
ki potencjat btonowy, jak rowniez wysoki stopien redukcji
przenos$nikéw elektronow w sasiedztwie kompleksu I. Jed-
nak w poréwnaniu z odwrotnym transportem elektrondéw,
w mechanizmie tym, zaleznos$¢ produkcji RFT od réznicy
potencjatu po obu stronach wewnetrznej btony nie jest tak
znaczaca, gdyz proces ten jest bardziej korzystny termody-
namicznie.

Przypuszcza sig, ze produkcja anionorodnika ponadtlen-
kowego przez kompleks | zachodzi przede wszystkim od
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strony macierzy wewnetrznej btony mitochondrialnej [13-
15]. Nie jest pewne, ktdry z komponentow kompleksu I od-
powiedzialny jest za produkcje anionorodnika ponadtlen-
kowego. Wydaje sie jednak, ze kazdy element transportu
elektronéw w obrebie kompleksu I (tj. FMN, centra zelazo-
siarkowe, czy Q) jest potencjalnym miejscem syntezy O /'
[6,9,13,16,17].

Kompleks 1ll. Kolejnym miejscem tancucha oddecho-
wego, odpowiedzialnym za produkcje anionorodnika po-
nadtlenkowego jest kompleks bcv zwany kompleksem lIl.
Kompleks ten odpowiedzialny jest za utlenianie koenzymu
Q (formy zredukowanej, QH32, z wykorzystaniem cytochro-
mu cjako akceptora elektronéw. Gt6wnym miejscem synte-
zy O /“w obrebie kompleksu Ill jest centrum Q , hamowane
przez myksotiazol. W miejscu tym, w tzw. cyklu Q powstaje
bardzo niestabilna forma ubichinonu, ubisemichinon (Q*‘~),
ktéra najprawdopodobniej jest odpowiedzialna za formo-
wanie anionorodnika ponadtlenkowego [17], Zwiekszenie
produkcji anionorodnika ponadtlenkowego zachodzi w
obecnosci inhibitora kompleksu Ill, antymycyny A [2,5,14].
Inhibitor ten, wigzac sie w miejscu Q. kompleksu Ill, unie-
mozliwia przeniesienie elektronu z ubisemichinonu zloka-
lizowanego w miejscu Qoi tym samym przyczynia sie do
akumulacji niestabilnego ubisemichinonu. Najprawdopo-
dobniej anionorodnik ponadtlenkowy produkowany jest
po obu stronach centrum Qaq czyli zarowno od strony ma-
cierzy, jak i od cytosolowej strony wewnetrznej btony mito-
chondrialnej [2,5,15,18].

Z kolei inne inhibitory kompleksu Ill, myksotiazol i styg-
matelina, wigzac sie z miejscem Qaq uniemozliwiajg formo-
wanie sie Q” zaréwno poprzez bezpos$rednie zablokowanie
wigzania zredukowanej formy ubichinonu (QH2 z miej-
scem Qo (myksotiazol), jak i zahamowanie transportu elek-
tronu z QH2na centrum zelazo-siarkowe (stygmatelina) [5],
Inhibitory te, w przeciwienstwie do antymycyny A, hamuja
tworzenie sie O/" [2,5,14,15].

POZOSTALE MIEJSCA POWSTAWANIA REAKTYWNYCH
FORM TLENU W MITOCHONDRIACH

Zrédtem RFT w mitochondriach sa nie tylko biatka tan-
cucha transportu elektronéw, ale réwniez inne biatka zlo-
kalizowane w btonie wewnetrznej, a takze biatka btony ze-
wnetrznej, jak i macierzy mitochondrialnej (Ryc. 1).

Z pozostatych komplekséw mitochondrialnego tancucha
oddechowego, réowniez dehydrogenaza bursztynianowa
(kompleks Il, EC 1.3.5.1) moze produkowa¢ w obecnosci
inhibitoréw tego kompleksu anionorodnik ponadtlenkowy,
choé produkcja ta nie jest znaczaca [19, 20], Enzym ten, zlo-
kalizowany w wewnetrznej btonie mitochondrialnej, utle-
nia bursztynian do fumaranu uzywajac koenzymu Q jako
akceptora elektronéw. lIzolowane biatko dehydrogenazy
bursztynianowej po wprowadzeniu do liposomoéw moze
produkowa¢ RFT, prawdopodobnie poprzez FAD, zredu-
kowany przy braku akceptora elektronéw [5].

Innym miejscem produkcji anionorodnika ponadtlen-
kowego jest dehydrogenaza glicerolo-3-fosforanowa (EC
1.3.5.1), enzym zlokalizowany na zewnetrznej powierzchni
wewnetrznej btony mitochondrialnej, utleniajgcy glicerolo-
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3-fosforan do fosfodihydroksyacetonu, przy jednoczesnej
redukcji FAD do FADHnN a nastepnie wykorzystujacy ko-
enzym Q jako akceptor elektron6w. Reakcja ta jest elemen-
tem metabolizmu lipidéw w mitochondriach zwierzecych
oraz czeScig tzw. czotenka glicerolo-fosforanu, stuzacego
regeneracji cytosolowego NAD+z NADH pochodzacego z
glikolizy. Dehydrogenaza glicerolo-3-fosforanu produku-
je 02" gtéwnie od cytosolowej strony wewnetrznej blony
mitochondrialnej [15,21], U ssakéw enzym ten wystepuje
jedynie w brunatnej tkance ttuszczowej i mézgu, gdzie jest
potencjalnie waznym miejscem produkcji RFT [2]. Ponadto,
dwa inne enzymy zwigzane z utlenianiem kwaséw ttusz-
czowych, flawoproteina przenoszgca elektrony (ang. elec-
tron transport flavoprotein) oraz jej oksydoreduktaza (ang.
electrén transferflavoprotein quinone oxidoreductase), sg poten-
cjalnymi miejscami produkcji 0 2 od strony macierzy mi-
tochondrialnej, przynajmniej w przypadku mitochondridéw
zwierzat [14],

W zewnetrznej btonie mitochondrialnej wielu tkanek
ssakow zlokalizowana jest oksydaza monoaminowa
(ang. monoamine oxidase, MAO-A i MAO-B, EC 1.4.3.4),
enzym Kkatalizujgcy utlenianie biogennych amin, czemu
towarzyszy uwalnianie nadtlenku wodoru [5]. Oksydaza
monoaminowa mitochondriow mézgu odgrywa central-
ng role w przemianach neuroprzekaznikdw monoamino-
wych. Mozliwo$¢ produkcji H1 2przez oksydaze mono-
aminowg znacznie przewyzsza produkowanie tej reak-
tywnej formy tlenu przez inne enzymy mitochondrialne.
Dzieje sie tak m. in. w mitochondriach mézgu szczura,
gdzie utlenianiu tyraminy towarzyszy uwalnianie H"CL
z predkosciag 50 razy wiekszg w poréwnaniu z produkcja
nadtlenku wodoru przez kompleks Il w obecnos$ci anty-
mycyny A [22], Oksydaza monoaminowa moze by¢ gtow-
nym zréddtem H”O, w tkankach w czasie niedokrwienia,
starzenia, czy utleniania egzogennych amin [5]. Podejrze-
wa sie, ze podwyzszony poziom H”Ov wywotany przez
zwiekszong aktywnos$¢ oksydazy, moze by¢ odpowie-
dzialny za uszkodzenia mitochondriéw w czasie choroby
Parkinsona.

W macierzy mitochondrialnej znajduje sie akonitaza (EC
4.2.1.3), enzym katalizujagcy w cyklu kwasow trikarboksy-
lowych utworzenie izocytrynianu z cytrynianu. Enzym ten
ulega inaktywacji przez anionorodnik ponadtlenkowy w
wyniku utlenienia jego centrum zelazo-siarkowego [23].
Tak zinaktywowana wyizolowana akonitaza jest zrodtem
rodnika hydroksylowego, w tworzeniu ktérego prawdopo-
dobnie uczestniczy uwolniony jon Fe2+[24],

Innym miejscem cyklu kwasow trikarboksylowych, od-
powiedzialnym za wytwarzanie RFT jest kompleks dehy-
drogenazy 2-oksoglutaranowej, zlokalizowany w macierzy
przy wewnetrznej btonie mitochondrialnej. Kompleks ten
katalizuje utlenienie 2-oksoglutaranu do sukcynylo-CoA
z wykorzystaniem NAD+jako akceptora elektronéw. Nie-
dawno wykazano, ze kompleks dehydrogenazy 2-oksoglu-
taranowej w izolowanych mitochondriach moézgu myszy
oraz wyizolowane i oczyszczone enzymy kompleksu z
mitochondriéw serca wotu moga generowac anionorodnik
ponadtlenkowy i nadtlenek wodoru [25,26], Produkcja RFT
przez kompleks dehydrogenazy 2-oksoglutaranowej jest

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

najprawdopodobniej wynikiem matej dostepnosci jego na-
turalnego akceptora elektronéw, NAD +[25,26].

Z btong wewnetrzng mitochondrium zwigzany jest en-
zym syntetyzujacy tlenek azotu (‘NO), syntaza tlenku azotu
(mtNOS). Ta mitochondrialna izoforma enzymu wytwarza
‘NO z aminokwasu L-argininy w sposéb zalezny od steze-
nia jonéw Ca2+ (wzrost stezenia Ca2w macierzy mitochon-
drialnej zwieksza aktywnos$é mtNOS) [27], Powstaty tlenek
azotu jest czasteczka niezwykle reaktywna, reagujacg m.in.
z biatkami zawierajagcymi grupy hemowe, tiolowe i centra
zelazo-siarkowe [1]- ‘NO wigzac sie z oksydazg cytochro-
mowg tancucha oddechowego, blokuje przytaczanie tlenu
do tego enzymu, a tym samym hamuje przeptyw elektro-
now i obniza synteze ATP [27],

Tlenek azotu ma zdolno$¢ reagowania z anionorodni-
kiem ponadtlenkowym, tworzgc nadtlenoazotyn (ONOO-)
(Wzoér 4) [1,27]. Czasteczka ta, wykazujac zdolno$¢ dy-
fundowania przez btony, moze utlenia¢ grupy tiolowe i
hemowe biatek oraz nienasycone reszty kwaséw ttuszczo-
wych zaréwno w obrebie mitochondrium, jak i w innych
przedziatach komorki [1], Nadtlenoazotyn przeprowadza
rowniez reakcje nitrowania reszt tyrozylowych w biatkach,
prowadzac do inaktywacji enzymow macierzy mitochon-
drialnej, m.in. akonitazy i MnSOD. Ponadto, ONOO" moze
rowniez hamowac aktywnos$¢ biatek wewnetrznej btony
mitochondrialnej (I i Il kompleksu tafcucha oddechowe-
go i syntazy ATP) oraz kanatu anionowego zaleznego od
potencjatu (poryny mitochondrialnej), wystepujgcego w ze-
whnetrznej btonie mitochondrialnej [28].

MITOCHONDRIALNY SYSTEM ANTYOKSYDACYJNY

Mimo, ze RFT wytwarzane jako produkt uboczny me-
tabolizmu tlenowego komérki lub w warunkach stresu
oksydacyjnego to czasteczki nietrwate, o krotkim okresie
pottrwania, sg jednak zwigzkami niezwykle reaktywnymi i
moga bezposrednio utleniaé lipidy btonowe, biatka i kwasy
nukleinowe, powodujgc modyfikacje struktury, utrate ak-
tywnosci i wlasciwosci biologicznych tych czgsteczek. Na-
gromadzenie zmodyfikowanych makroczasteczek prowa-
dzi do postepujacych uszkodzen strukturalnych komorki, a
tym samym jej $mierci [2,5].

Organizmy wytworzyty szereg mechanizmoéw obron-
nych zapobiegajacych powstawaniu RFT (pierwsza linia
obrony), badz usuwajacych juz wytworzone RTF (druga
linia obrony) i tym samym minimalizujgcych skutki ich
dziatania. Mitochondria, stanowiac istotne zrédto RFT, po-
siadajg rozbudowany system antyoksydacyjny, sktadajacy
sie zaréwno z biatek enzymatycznych (dysmutazy ponad-
tlenkowe, katalaza, peroksydazy, oksydaza alternatywna),
jak i zwiazkdw niskoczasteczkowych, czy biatek nieenzy-
matycznych (m.in. glutation, askorbinian, a-tokoferol, tio-
redoksyna, biatko rozprzegajace).

ENZYMATYCZNY SYSTEM ANTYOKSYDACYJNY

Na enzymatyczny mechanizm obronny mitochondriow
sktada sie szereg enzymoOw, ktdre bezposrednio usuwajg
anionorodnik ponadtlenkowy i nadtlenek wodoru, nie do-
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puszczajac do reakcji RFT ze sktadnikami komorki (Ryc. 1).
Ponadto, enzymy te reagujac z O /' i HZCE zapobiegajg po-
wstawaniu rodnika hydroksylowego, najbardziej niebez-
piecznej reaktywnej formy tlenu.

Dysmutazy ponadtlenkowe. Dysmutazy ponadtlenko-
we (SOD, ang. Superoxide dismutases) sg enzymami katalizu-
jacymi wspomniang juz reakcje dysmutacji anionorodnika
ponadtlenkowego (Wzér 1). Aktywnosé tych enzymoéw zo-
stata stwierdzona u niemal wszystkich zbadanych organi-
zmow aerobowych, eukariotycznych iprokariotycznych [1],
Dysmutazy wystepuja w wielu organellach komérkowych,
m.in. w mitochondriach, chloroplastach, peroksysomach,
ponadto w cytosolu oraz na zewngatrz komorek.

W macierzy mitochondrialnej znajduje sie dysmutaza
ponadtlenkowa zawierajgca jony manganowe (MnSOD,
SOD-2, EC 1.15.1.1). Dysmutaza manganowa wystepujgca
w mitochondriach organizmoéw eukariotycznych jest tetra-
merem zbudowanym z czterech podjednostek o masie cza-
steczkowej okoto 24 kDa [1]. Jon manganu znajduje sie w
centrum Kkatalitycznym enzymu. Dysmutaza manganowa
jest kodowana przez genom jadrowy i syntetyzowana jest
w postaci biatka prekursorowego, zawierajacego N-konco-
wa sekwencje sygnatowga ztozong z okoto 30 reszt amino-
kwasowych. Aktywno$¢ MnSOD stwierdzono réwniez w
komorkach prokariotycznych, w ktérych MnSOD wystepu-
je zwykle w postaci dimeru. Aktywno$¢ MnSOD, chronigca
mitochondrialne enzymy zawierajace centra zelazo-siarko-
we przed atakiem 0 2" [29], podlega regulacji komérkowej.
Wykazano, ze synteza MnSOD zwigksza sie pod wptywem
szoku osmotycznego, cieplnego oraz zwigzkéw generuja-
cych O*' [30]. Ponadto, zaobserwowano réwniez wzrost
poziomu transkryptéw MnSOD w mitochondriach Nicotianci
sylvestris wykazujgcych obnizenie aktywnosci kompleksu 1
mitochondrialnego tancucha transportu elektrondéw [31]. U
ssakdw aktywno$¢é MnSOD jest bardzo r6zna w poszczeg6l-
nych tkankach; u myszy najwiekszg aktywnos$¢ zaobserwo-
wano w watrobie i nerkach a najmniejszg w ptucach [32],
Homozygotyczne myszy pozbawione MnSOD przezywaja
tylko kilka dni po urodzeniu, natomiast myszy z 6-10 krot-
ng nadprodukcjg enzymu wykazujg wady rozwojowe oraz
obnizong ptodnos$¢ [5].

W przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw stwier-
dzono obecnos$¢ innego rodzaju dysmutazy ponadtlenko-
wej, dysmutazy wigzacej miedz i cynk (Cu/ZnSOD, SOD-1).
Enzym ten jest homodimerem, zawierajagcym w centrum
aktywnym jony miedzi i cynku. W komérkach roslinnych,
Cu/ZnSOD wystepuje przede wszystkim w cytosolu, lecz
jej obecno$¢ wykryto réwniez w mitochondriach, chloro-
plastach i peroksysomach [33-35]. Przypuszcza sie, ze Cu/
ZnSOD zlokalizowana w mitochondrialnej przestrzeni mie-
dzybtonowej uczestniczy w dysmutacji 0 2~powstajgcego
podczas transportu elektrondéw przez taficuch oddechowy.

Katalaza. Dysmutacja anionorodnika ponadtlenkowego
prowadzi do utworzenia kolejnej reaktywnej formy tlenu,
nadtlenku wodoru, ktéry réwniez musi zosta¢ usuniety,
aby zapobiec powstawaniu rodnika hydroksylowego [1],
Role te spetniajg katalazy (ang. catalase, CAT, EC 1.11.1.6),
enzymy przeprowadzajace reakcje dysmutacji (dyspropor-
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cjowania) nadtlenku wodoru do wody i tlenu (Wzér 2).
Katalazy, kodowane przez genom jadrowy, wystepujg w
formie tetramerdw o masie czasteczkowej 240 kDa. W przy-
padku organizmoéw roslinnych, jak dotagd wyizolowano
trzy formy izoenzymatyczne tego biatka: CAT-1, CAT-2,
CAT-3. Enzymami charakterystycznymi przede wszystkim
dla peroksysomow, glioksysoméw i cytosolu, a wiec miejsc
obfitej produkcji HD 2 sg formy CAT-1 i CAT-2, z kolei izo-
forma CAT-3 wystepuje w mitochondriach. Obecno$¢ kata-
lazy stwierdzono m.in. w mitochondriach lisci kukurydzy,
rodliny typu C4 ale nie zaobserwowano aktywnos$ci tego
enzymu u roslin typu C3[36]. U ssakéw (m.in. u myszy) naj-
wiekszg aktywnos$¢ katalazy wykazano w mitochondriach,
peroksysomach i cytosolu komaérek watroby, nerek, ptuc,
serca i mozgu [37], Wydaje sie prawdopodobne, ze w ko-
morkach serca wystepuje jedynie izoforma mitochondrialna
katalazy, ktorej ilo$¢ siega 0.025% wszystkich biatek mito-
chondridw [38],

Peroksydaza glutationowa. Peroksydaza glutationowa
(ang. glutathione peroxidase, GPx, EC 1.11.1.9) jest enzymem,
ktory podobnie jak katalaza, usuwa nadtlenek wodoru. Me-
chanizm reakcji katalizowanej przez peroksydaze polega na
redukcji HD 2do HD zjednoczesnym utlenieniem glutatio-
nu (GSH):

2GSH +HD 2 GSSG +2HD

Wzér 5. Reakcja redukcji nadtlenku wodoru z udziatem
peroksydazy glutationowe;j

Powstajagca w tej reakcji utleniona forma glutationu,
disulfid glutationu (GSSG), jest zwigzkiem niebezpiecznym
dla komorki, bowiem moze utlenia¢ grupy holowe biatek
lub tworzy¢ mieszane dwusiarczki z biatkami, prowadzac
do ich inaktywacji [1], Dlatego z GPx wspotdziata enzym
reduktaza glutationowa, ktéra przywraca zredukowang
forme glutationu, wykorzystujagc NADPH jako zrodto elek-
tronéw.

Powszechne w tkankach roslinnych peroksydazy gluta-
tionowe sg biatkami zawierajgcymi grupe hemowa. Z kolei
tkanki zwierzat, szczegdlnie ssakow, sg bogate w peroksy-
dazy glutationowe, ktore nie sa hemoproteinami, lecz za-
wierajg w swym centrum aktywnym aminokwas selenocy-
steine [1,5]. Obecnos$é¢ selenocysteiny w centrum aktywnym
enzymu umozliwia utlenienie glutationu bez uwalniania
wolnego rodnika holowego tej czasteczki [1], U cztowie-
ka stwierdzono obecnos$¢ pieciu form izoenzymatycznych
GPx, natomiast u myszy wystepujg cztery formy tego en-
zymu. GPx kodowane sg przez rézne geny i moga wyste-
powaé w réznych przedziatach komérkowych, wiaczajac
macierz i przestrzen miedzybtonowa mitochondriéow (for-
my izoenzymatyczne Gpxl i GPx4 cztowieka) [39], Peroksy-
dazy glutationowe wystepujg w postaci tetramerow, skia-
dajacych sie z czterech podjednostek o masie czasteczkowej
okoto 20 kDa. Najwyzszg aktywno$¢ GPx zaobserwowano
w mitochondriach watroby, nerki i serca, nieco mniejsza
natomiast w mitochondriach moézgu i miesni szkieletowych
ssakow [40], Przez dtuzszy czas GPx uwazana byta za bar-
dzo wazny element komoérkowego i mitochondrialnego sy-
stemu obrony przeciwko RFT. Jednakze myszy pozbawione
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genu GPx sg zdrowe, ptodne i rozwijajg sie normalnie [5].
Badania te wskazuja, ze GPx jest prawdopodobnie zaanga-
zowana w ochrone tkanek i mitochondriéw tylko podczas
wzmozonego stresu oksydacyjnego i nie odgrywa roli an-
tyoksydacyjnej przy niskim poziomie endogennej produkcji
RFT przez mitochondria.

Jedna z form GPx jest peroksydaza glutationowa wodo-
ronadtlenkéw fosfolipidéw (PHGPx, ang. phospholipid hy-
droperoxide glutathione peroxidase, EC 1.11.1.12), selenoenzym
redukujgcy wodoronadtlenki fosfolipidéw, H,0 , nadtlenki
cholesterolu oraz nadtlenek tyminy [41]. W przeciwien-
stwie do tetramerycznej formy peroksydazy glutationowej,
PHGPx jest monomerem o masie czasteczkowej 18 kDa [1].
Enzym ten, redukujgc wodoronadtlenki fosfolipidow, petni
istotng role w ochronie bton komdrkowych przed peroksy-
dacja lipidow, stanowigc tym samym jeden z najwazniej-
szych mechanizmow obrony komorki przed RFT. PHGPX
ulega ekspresji w postaci dwoch izoform: formy krotszej
(forma S) i dtuzszej (forma L), ktéra kierowana jest do mi-
tochondridéw [42], Znaczng ilo$¢ PHGPx znaleziono w jg-
drach ssakow, szczegdlnie w mitochondriach plemnikéw
myszy i szczura [1,5]. Enzym ten stanowi niemal potowe
catkowitej ilosci biatek zewnetrznej btony mitochondrialnej
plemnikow, najprawdopodobniej spetniajac wazng role fi-
zjologiczng w tych komdrkach [1]. Jednakze bardzo waska
specyficznos$é tkankowa tego enzymu u ssakéw wyklucza
jego szersze znaczenie.

Reduktaza glutationowa. Powstata w mitochondriach
utleniona forma glutationu, jest czasteczka szkodliwg, ktéra
jednakze nie moze byé eksportowana do cytosolu i musi ulec
regeneracji do zredukowanej formy glutationu w macierzy
mitochondrialnej. Reakcja redukcji GSSG katalizowana jest
przez reduktaze glutationowg (ang. glutatione reductase, GR,
EC 1.8.1.7), odtwarzajacg zredukowang forme glutationu
kosztem utlenienia wewnatrzmitochondrialnego NADPH
[L5]:

GSSG + NADPH +H+—2GSH + NADP+

Wzér 6. Reakcja redukcji glutationu z udziatem reduktazy
glutationowej

NADPH moze ulec regeneracji zudziatem wystepujacych
w macierzy enzymow, zaleznej od NADP+dehydrogenazy
izocytrynianowej lub enzymu jabtczanowego (NADP-ME),
lub wystepujacej w wewnetrznej btonie mitochondriow,
transhydrogenazy NADPH.

S-transferaza glutationowa. Mitochondria wykorzystuja
glutation nie tylko jako regenerowalny donor elektronow.
Grupa tiolowa glutationu moze bowiem tatwo reagowac z
roznymi zwigzkami elektrofilowymi (tzn. zwiazkami, kto-
rych grupy reaktywne charakteryzuja sie matg gestoscig
elektronowg i z tatwo$cig wchodzg w reakcje z grupami o
duzej gestosci elektronowej [1]), w tym produktami perok-
sydacji lipidow, wodoronadtlenkami, czy ksenobiotykami.
Reakcje te mogg zachodzi¢ spontanicznie lub przy udziale
enzymoéw, S-transferaz glutationowych (ang. glutathione-
S-transferase, GST, E.C.2.5.1.18) prowadzac do powstania
koniugatow glutationu, usuwanych nastepnie na zewnatrz
mitochondriow i dalej na zewnatrz komoérek [1,5]. W ten
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sposéb enzymy te chronig mitochondria przed réznymi
toksycznymi zwigzkami, w tym produktami peroksydacji
lipidow, m.in. 4-hydroksynonenalem [5]. Po usunieciu z mi-
tochondrium koniugatu GSH z toksyng, zapas GSH w orga-
nelli musi by¢ uzupetniony poprzez pobranie go z cytosolu.
Dostatecznie duza pula wewngtrzmitochondrialnego GSH
zapewnia efektywne dziatanie systemu obronnego oparte-
go na S-transferazach glutationowych. S-transferazy gluta-
tionowe, w przeciwienstwie do peroksydazy glutationowej,
nie zawierajg selenu oraz nie moga redukowac nadtlenku
wodoru. W mitochondriach ssakéw stwierdzono obecno$é¢
kilku izoform S-transferazy glutationowej [43].

Peroksydaza askorbinianowa. Enzym ten (APX,
E.C.1.11.1.11) charakterystyczny jest przede wszystkim dla
chloroplastéw i cytosolu komaérek roslinnych, lecz zostat
rowniez znaleziony w mitochondriach grochu, papryki i
pomidora [44], Niedawno znaleziono réwniez pojedynczy
polipeptyd APX w izolowanych mitochondriach Arabidop-
sis, mimo ze analiza genomu jadrowego tego gatunku nie
dostarczyta dowodu na to, ze koduje on mitochondrialng
izoforme APX [44]. Peroksydazy askorbinianowe sg hemo-
proteinami, zawierajgcymi cztery grupy tiolowe odpowie-
dzialne za ich reaktywnos¢ [1], Usuwaja nadtlenek wodoru
z wykorzystaniem askorbinianu jako donora elektronéw.
APX stanowig element tzw. cyklu Halliwela-Asady (cyklu
askorbinianowo-glutationowego), ktérego funkcja jest usu-
niecie HO., - organelli komdrkowych. Z APX wspoétpracuje
reduktaza dehydroaskorbinianowa, odtwarzajaca askorbi-
nian kosztem utlenienia glutationu oraz wspomniana juz
reduktaza glutationowa, regenerujgca gtutation i wykorzy-
stujgca NADPH jako zrédto elektronéw.

APX
askorbinian + HD 2—dehydroaskorbinian + HD

deh. askorbinianowa

dehydroaskorbinian + 2GSH — askorbinian + GSSG

reduktaza GSH
GSSG + NADPH + H+-» 2GSH + NADP+

Wzor 7. Cykl Halliwela-Asady

Peroksydaza cytochromu c. Peroksydaza cytochromu c
(ang. cytochrome c peroxidase, EC 1.11.1.5) jest enzymem zlo-
kalizowanym w przestrzeni miedzybtonowej mitochon-
driéw drozdzy, a takze wystepujagcym u niektérych bakterii
[1]. Enzym ten redukuje nadtlenek wodoru, ktéry wytwa-
rzany jest w reakcji katalizowanej przez mitochondrialng
MnSOD, utleniajgc czasteczke cytochromu c. Dane doSwiad-
czalne wskazuja na istotng role tego enzymu w usuwaniu
H.,0.,. Stwierdzono, ze izolowane nienaruszone mitochon-
dria drozdzy uwalniajg znacznie mniej nadtlenku wodoru
niz czastki submitochondrialne. Ponadto, mitochondria po-
zbawione peroksydazy cytochromu cuwalniajg duzo wiecej
nadtlenku wodoru niz mitochondria zawierajace aktywny
enzym [45],

Oksydaza alternatywna. tarncuch oddechowy roslin,
grzybow i niektérych pierwotniakow zawiera oksydaze
alternatywng (ang. alternative oxidase, AOX), enzym prze-
noszacy elektrony bezposrednio z ubichinolu na tlen, z po-
minieciem drogi cytochromowej. Oksydaza alternatywna
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nie pompuje protonéw, a energia uzyskana podczas trans-
portu elektron6w zostaje zamieniona w ciepto. Enzym ten
jest niewrazliwy na antymycyne A i cyjanek (inhibitory
odpowiednio Ill'i IV kompleksu oddechowego), stad moze
funkcjonowac réwniez w sytuacji zablokowania drogi cy-
tochromowej. W mitochondriach roslin AOX wystepuje w
postaci homodimeru, ktérego aktywnos$¢ regulowana jest
przez stan utlenienia-redukcji wewnatrzczasteczkowych
wigzan disulfidowych (forma zredukowana jest bardziej
aktywna), natomiast AOX mikroorganizméw jest monome-
rem [46-49], Aktywatorami roslinnej AOX sg a-ketokwasy,
natomiast oksydaza pierwotniakéw i niektérych grzybdéw
jest stymulowana przez mononukleotydy purynowe (GMP,
AMP, IMP). Oksydaza alternatywna kodowana jest przez
geny jadrowe, ktorych ekspresja podlega regulacji Srodowi-
skowej i tkankowej.

Dotychczas dobrze poznang, fizjologiczng funkcjg AOX
jest generacja ciepta w kolbach kwiatostanowych roslin ter-
mogennych (Araceae), umozliwiajgca ich zapylenie. Jednak-
ze obecnos$é tego enzymu u roslin nietermogennych oraz w
organizmach jednokomérkowych, u ktérych termogeneza
nie jest mozliwa, wskazuje na inng, powszechng funkcje
AOX. Taka funkcjg moze by¢ rola w pierwszej linii obrony
antyoksydacyjnej w komorce, polegajacej na zmniejszaniu
mitochondrialnej produkcji RFT poprzez obnizanie pozio-
mu redukcji no$nikéw elektronéw tancucha oddechowego
[44,50], Oksydaza alternatywna, utleniajgc zredukowany
ubichinon (i tym samym obnizajgc potencjat oksydoreduk-
cyjny mitochondriéw), moze obniza¢ mitochondrialng pro-
dukcje RFT gtéwnie na poziomie kompleksu I i kompleksu
Il taricucha oddechowego. Obnizanie poziomu produkcji
RFT przez AOX obserwowano w mitochondriach roslin [51-
53], jak i pierwotniakow [54,55]. Wykazano, ze zaréwno za-
hamowanie aktywnos$ci AOX, jak i obnizona ekspresja tego
biatka stymulujg produkcje HD 2 przez mitochondria, na-
tomiast wzrost aktywnosci AOX powoduje obnizenie pro-
dukcji HD 2 Stwierdzono takze, ze r6znego rodzaju warun-
ki stresowe, takie jak niska temperatura, niedobér fosforanu
czy atak patogenow, wptywajg na zwiekszenie ekspresji i
aktywnos$ci AOX [44,49]. Sugeruje to, ze ochrona przed stre-
sem oksydacyjnym moze by¢ fizjologiczng rolg AOX, mimo
ze odbywa sie kosztem fosforylacji oksydacyjnej, a wiec ilo-
$ci ATP dostarczanej komarce.

W mitochondriach roslin i organizmoéw jednokomorko-
wych posiadajgcych roslinny typ tafcucha oddechowego
(pierwotniaki i grzyby), istnieja dodatkowe oprécz AOX
kompleksy oddechowe, ktore zapobiegajg nadmiernej re-
dukcji tancucha oddechowego, gtéwnie w sytuacji ograni-
czenia jego przepustowosci dla przenoszonych elektronéw
[44,49,56]. W ten sposoOb, dziatanie nie pompujacych pro-
tonow dehydrogenaz NAD(P)H, ktére omijaja kompleks |
i oddaja elektrony bezpos$rednio na ubichinon, moze przy-
czynia¢ sie do obnizenia ilosci RFT produkowanych przez
mitochondrialny tanicuch oddechowy u tych organizmoéw.

NIEENZYMATYCZNY SYSTEM ANTYOKSYDACYJNY
W obronie mitochondriéw oraz catej komérki przed
szkodliwym dziataniem RFT istotng role, obok biatek en-

zymatycznych, spetniajg rowniez antyoksydanty niskoczg-
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steczkowe i biatka nieenzymatyczne. Zwigzki te zapobiega-
ja peroksydacji lipidoéw i biatek nie na drodze katalitycznej,
lecz poprzez wchodzenie w reakcje z wolnymi rodnikami
lub produktami ich utleniania [1]. Moga one reagowaé z
tymi RFT, ktore uniknety dziatania enzyméw antyoksyda-
cyjnych, zmniejszajgc tym samym prawdopodobienstwo
powstania rodnika hydroksylowego.

Glutation. Glutation (GSH, y-glutamylocysteinyloglicy-
na) jest tripeptydem, ktérego cechg charakterystyczng jest
obecnos$¢ grupy tiolowej (SH), decydujacej o jego reaktyw-
nosci. Tylko okoto 10-12% glutationu catej komérki znaj-
duje sie w mitochondriach, ale z powodu wzglednie matej
objetosci macierzy mitochondrialnej stezenie GSH jest nieco
wyzsze w tym przedziale niz w cytosolu [57], Mitochon-
dria nie posiadajg enzymow syntetyzujacych glutation, za$
pula wewnatrzmitochondrialnego GSH jest uzupetniana na
drodze transportu GSH z cytoplazmy z udziatem réznych
biatek transportujagcych wewnetrznej btony mitochondrial-
nej (nosnika GSH, nos$nika dikarboksylanéw czy no$nika
2-oksoglutaranu) [5], Wewnatrz mitochondriéw zwigzek
ten wystepuje w zakresie stezen 2-14 mM; okoto 90% gluta-
tionu stanowi forma zredukowana (GSH) [57,58], Catkowi-
te stezenie glutationu (formy zredukowanej i utlenionej) w
mitochondriach rézni sie w zaleznosci od stanu metabolicz-
nego komoérki, wieku, czy rodzaju tkanki [58], cho¢ zmiany
te moga nie mie¢ wptywu na poziom usuwania HZk przez
enzymy zalezne od GSH [5], W przypadku mitochondriéw
serca szczura, dopiero obnizenie stezenia GSH ponad 50%
poziomu naturalnego wptywa na podwyzszenie produkcji
H2 2przez te mitochondria.

Grupa tiolowa (SH) glutationu moze ulec utlenieniu,
prowadzac do wytworzenia disulfidu glutationu (GSSG).
Reakcja ta moze zachodzi¢ na drodze nieenzymatycznej
oraz przy udziale peroksydazy glutationowej w obecnosci
nadtlenku wodoru lub innych nadtlenkéw organicznych
[1]. Grupa tiolowa GSH ma réwniez zdolno$¢ do reagowa-
nia z RFT (najszybciej z rodnikiem hydroksylowym) oraz
wolnymi rodnikami substancji organicznych (m.in. wolny-
mi rodnikami biatek), czego efektem moze by¢ odtworze-
nie struktury tych zwigzkéw kosztem powstania wolnego
rodnika glutationu. Ponadto, glutation moze tworzy¢ wspo-
mniane juz wyzej koniugaty ze zwigzkami elektrofilowymi
z udziatem S-transferazy glutationowej.

Askorbinian. Askorbinian, o ktéorym wspomniano juz
omawiajac dziatanie peroksydazy askorbinianowej, jest sil-
nym antyoksydantem reagujgcym z O/, HD 2 'OH, rod-
nikami nadtlenkowymi i tlenem singletowym. Zwigzek ten
wystepuje w duzych iloSciach w macierzy mitochondrial-
nej komorek roslinnych, gdzie bardzo czesto wspétdziata
z glutationem w serii reakcji zwanych cyklem Halliwela-
Asady (Wzdr 7) [44], Askorbinian szczeg6lnie silnie reaguje
z nadtlenkiem wodoru (tworzac nieszkodliwy dehydroa-
skorbinian) i cho¢ reakcja ta moze zachodzi¢ w warunkach
nieenzymatycznych, jej znaczne przyspieszenie nastepuje w
obecnosci peroksydazy askorbinianowej (u roslin). Wydaje
sie, ze poprzez kontrole poziomu syntezy askorbinianu w
mitochondriach (ktéra zalezy od dostepnos$ci utlenionego
cytochromu c), mitochondrialny tafnicuch oddechowy moze
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mie¢ istotny wptyw na dziatanie systemu antyoksydacyjne-
go komarki roslinnej i z nim zwigzanej tolerancji na stres
[44].

a-Tokoferol. a-Tokoferol (TP) to gtdwny hydrofobowy
antyoksydant chronigcy btony komorkowe przed dziata-
niem RFT. Szczego6lnie licznie wystepuje w btonach mito-
chondrialnych, gdzie jedna czasteczka tokoferolu przypada
na 2100 czasteczek fosfolipidow [1,5].

Dziatanie tokoferolu polega przede wszystkim na usu-
waniu wolnych rodnikéw organicznych, gtéwnie produk-
téw powstatych w wyniku peroksydacji lipidéw [1]:

lipid-OO' + TP-OH lipid-OOH + TP-O*

Wz6r 8. Reakcja redukcji nadtlenkéw lipidow z udziatem
tokoferolu (TP-OH)

W wyniku reakcji tokoferolu z rodnikami organicznymi
powstaje mato reaktywny wolny rodnik tokoferylowy (TP-
0’), ktéry moze ulec regeneracji z udziatem zredukowanej
formy koenzymu Q w obrebie btony lub askorbinianu na
granicy fazy wodno-lipidowej [5], jak réwniez wej$¢ w reak-
cje z innym wolnym rodnikiem, co koficzy dwa ciagi reakcji
wolnorodnikowych [1],

Szlak tioredoksyny. Na szlak tioredoksyny sktadajg sie
zarébwno enzymy, jak i biatka nieenzymatyczne (Ryc. 1).
Tioredoksyna (ang. thioredoxin, Trx) jest polipeptydem po-
wszechnie wystepujgcym w komaérkach eukariotycznych i
prokariotycznych. Biatko to, o masie 12 kDa, wystepuje w
postaci kilku izoform; w mitochondriach cztowieka stwier-
dzono wystepowanie tzw. tioredoksyny 2 [1], Czasteczka
Trx zawiera dwie sasiadujgce grupy tiolowe, ktére moga
ulec utlenieniu z wytworzeniem mostka disulfidowego.
Tioredoksyny moga redukowa¢ mostki disulfidowe biatek
(i same ulegac¢ utlenieniu), powstate w wyniku dziatania
utleniaczy w czasie stresu oksydacyjnego.

Z tioredoksyng wspdétdziata enzym reduktaza tioredok-
syny (ang. thioredoxin reductase, TrxR, EC 1.8.1.9), redukujg-
ca utleniong forme Trx z wykorzystaniem wewnatrzmito-
chondrialnego NADPH jako donora elektrondw. Reduktazy
tioredoksyny organizmow eukariotycznych przypominajg
enzym reduktaze glutationowa ze wzgledu na obecno$¢
selenocysteiny w centrum aktywnym. Szlak tioredoksyny
moze by¢ istotny podczas rozwoju ssakow, gdyz uszko-
dzenie genu reduktazy tioredoksyny u myszy prowadzi
do wzmozonej apoptozy podczas wczesnej embriogenezy
oraz $mieci embriondw [5], Z drugiej jednak strony, nad-
produkcja biatka reduktazy i wyzszy poziom tioredoksyny
nie prowadzg do zwiekszonej przezywalnosci myszy czy
zwiekszonej odpornos$ci na czynniki indukujgce RFT.

W szlaku tioredoksyny dziata réwniez enzym peroksy-
daza zalezna od tioredoksyny, zwana peroksyredoksyng
(ang. peroxiredoxin lub thioredoxin-dependent peroxide reduc-
tase, Prx). Ten niedawno odkryty enzym redukuje H"O, i
wodoronadtlenki lipidéw (produkty peroksydacji lipidow),
wykorzystujac tioredoksyne jako zrédto elektronow [59], W
mitochondriach ssakéw odkryto dwie izoformy peroksyre-
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doksyny, Prx3 i Prx5. Izoforma Prx3 wystepuje w duzych
ilosciach w roznych tkankach szczura i wotu, szczegdlnie
w mitochondriach serca, watroby i mézgu. Stwierdzono, ze
ekspresja genu kodujgcego Prx3 indukowana jest przez stres
oksydacyjny [5]. Powszechne wystepowanie izoformy Prx5
zostato wykazane w tkankach wotu, przy czym najwiekszy
poziom tego enzymu stwierdzono w mitochondriach jader.
Wykazano réwniez, ze zwigkszona produkcja Prx5 cztowie-
ka w mitochondriach komoérek jajnikowych chomika za-
pewnita ochrone tym komorkom przed szkodliwym dziata-
niem nadtlenku wodoru, co wskazuje na role Prx w komar-
kowej obronie przed RFT [60], Efektywno$¢ Prx3 i Prx5 w
usuwaniu HP, w poréwnaniu z innymi antyoksydacyjny-
mi systemami mitochondrialnymi nie jest dotagd poznana.
W przypadku roslin przypuszcza sie, ze peroksyredoksyna
moze odgrywac istotna role w redukcji wodoronadlenkéw
lipidow oraz HD 2zar6wno w mitochondriach, jak i chloro-
plastach [53].

Peroksyredoksyny, jak juz wspomniano, wykorzystu-
ja tioredoksyne jako donor elektronow w reakcji redukcji
H2 2 Innym biatkiem wspoétdziatajgcym z tioredoksyng jest
glutaredoksyna (ang. glutaredoxin, Grx) obecna w wiekszo-
§ci tkanek ssakow i roslin [5,44]. Enzym ten katalizuje re-
akcje oksydoredukcji mostka disulfidowego tioredoksyny.
Glutaredoksyna moze redukowa¢ zaré6wno mostki disulfi-
dowe biatek oraz mieszane z GSFI, podczas gdy tioredok-
syny efektywnie redukujg tylko mostki disulfidowe biatek.
Utleniona forma glutaredoksyny moze z kolei ulec regene-
racji przy udziale innego antyoksydanta, glutationu [44],

Obecnie, oprdcz peroksyredoksyn (Prx3 i Prx5), niewie-
le wiadomo na temat innych mitochondrialnych izoform
biatek nalezacych do omawianego uktadu tioredoksyny,
tji. tioredoksyny (Trx2), reduktazy tioredoksyny (TrxR2) i
glutaredoksyny (Grx2) [5], Wydaje sie jednak bardzo praw-
dopodobne, ze system obejmujacy biatka tego uktadu, ze
wzgledu na obfito$¢ wystepowania w tkankach ssakéw
oraz jego dziatanie antyoksydacyjne, jest gtdwnym szlakiem
usuwajacym nadtlenek wodoru oraz nadtlenki lipidow w
mitochondriach ssakow [44],

Biatko rozprzegajace. W wewnetrznej btonie mitochon-
drialnej organizméw eukariotycznych istnieje specyficzne
biatko rozpraszajace energie, ktore wspotzawodniczac z
syntazg ATP obniza wydajnos¢ fosforylacji oksydacyjnej
w mitochondriach. Biatkiem tym jest biatko rozprzegaja-
ce (UCP, ang. uncoupling protein), ktdre rozprasza energie
elektrochemicznego gradientu protonowego wytworzone-
go przez tancuch oddechowy mitochondriéw. Biatko to po-
zwala na powrdt do macierzy mitochondrialnej protonéw
wczesniej wypompowanych przez kompleksy tancucha
odechowego [50,61,62], Biatko UCP stymulowane jest przez
anionowe formy wolnych kwasow ttuszczowych, hamowa-
ne za$ przez nukleotydy purynowe (GTP, GDP, ATP).

Przez dtugi czas uwazano, ze UCP wystepuje wytgcznie
w mitochondriach brunatnej tkanki tluszczowej ssakow
charakteryzujacych sie zachodzeniem przejsciowej termo-
genezy [50,61,62]. Biatko to, zwane termogening (obecnie
UCP1), odpowiedzialne jest za produkcje ciepta u noworod-
kow ssakow, zwierzat hibernujacych lub zaadaptowanych
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do zimna. Dopiero niedawno odkryto wiele innych biatek
rozprzegajacych w mitochondriach réznych tkanek ssakow
(UCP2-UCP5), ptakéw, bezkregowcow, roslin wyzszych,
pierwotniakow i grzybdw. W zwigzku z obecnoscia biatek
rozprzegajacych u tak réznych grup organizmoéw eukario-
tycznych wydaje sie, ze biatka rozprzegajgce moga spetniaé
inne, odmienne od produkcji ciepta, funkcje.

Wykazano, ze aktywacja UCP przez wolne kwasy ttusz-
czowe powoduje obnizenie poziomu produkcji FEO2 na-
tomiast zahamowanie aktywnos$ci UCP przez nukleotydy
purynowe zwieksza produkcje RFT przez mitochondrialny
tancuch oddechowy. Efekt ten zaobserwowano zardwno w
mitochondriach roslin wyzszych [63], ssakow [64,65] i pier-
wotniakow [55]. Wyniki te pozwalajg przypuszczaé, ze UCP
petni role endogennego systemu antyoksydacyjnego i po-
dobnie jak oksydaza alternatywna uczestniczy w pierwszej
linii obrony mitochondriéow przed szkodliwym dziataniem
RFT [50,61,62,65]. Biatko rozprzegajace, rozpraszajac proto-
nowy gradient elektrochemiczny, obniza poziom redukcji
nosnikéw elektronéw taricucha oddechowego i tym samym
obniza mozliwos¢ produkcji RFT gtéwnie na poziomie kom-
pleku I'i kompleksu Ill. Podobnie jak w przypadku oksyda-
zy alternatywnej, antyoksydacyjna funkcja UCP odbywa sie
kosztem energii dostarczanej komadrce przez mitochondria.

ROLA MITOCHONDRIALNYCH RFT W PRZENOSZENIU
SYGNALOW | PROGRAMOWANEJ SMIERCI KOMORKI

Reaktywne formy tlenu syntetyzowane przez biatka mi-
tochondrialnego tancucha oddechowego lub inne biatka mi-
tochondrialne, oprécz destruktywnego dziatania na skfad-
niki komdrek, moga réwniez petnié role przekaznikéw syg-
natéw, prowadzac m. in. do zmian metabolizmu w réznych
przedziatach komaorki lub uczestniczy¢ w programowanej
$mierci komarki (PCD, ang. programmed celi death).

O roli mitochondrialnych RFT dziatajgcych jako czastecz-
ki sygnatowe wywnioskowano m. in. na podstawie badan
dotyczacych wptywu antymycyny A, inhibitora kompleksu
Il mitochondrialnego tancucha transportu elektronéw, na
ekspresje gendw jadrowych tytoniu Nicotiana tabacum. Za-
hamowanie aktywnos$ci drogi cytochromowej przez anty-
mycyne A spowodowato zwiekszenie ekspresji genu aoxl,
kodujgcego oksydaze alternatywng, a tym samym wzrost
aktywnosci tego biatka [66,67]. Role czynnika sygnatowe-
go pomiedzy mitochondriami a jagdrem komorkowym pet-
nig najprawdopodobniej RFT, ktérych poziom produkcji w
obecnosci antymycyny A znacznie wzrasta. Wzrost ilosci
transkryptéw genu aoxl zaobserwowano réwniez w komar-
kach tytoniu poddanych dziataniu H,02 kwasu salicylowe-
go, cytrynianu i pod wptywem chtodu [66,67],

Kolejny dowdd na to, ze RFT odgrywaja istotng role w
przekazywaniu sygnatow pomiedzy mitochondriami a in-
nymi przedziatami komarki, uzyskano badajagc mutanta Ni-
cotiana silvestris, pozbawionego funkcjonalnego kompleksu
I tancucha oddechowego [31,44]. W komorkach tej rosliny
zaobserwowano zwiekszenie ekspresji mitochondrialnych
enzymow antyoksydacyjnych (MnSOD i AOX), peroksyso-
malnej katalazy oraz peroksydazy askorbinianowej zloka-
lizowanej w cytosolu. Przypuszcza sig, ze wzrost ekspresji
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tych antyoksydantow jest odpowiedzig komoérki na mito-
chondrialne RFT, produkowane w zwiekszonej iloSci przez
tancuch oddechowy, ostabiony brakiem kompleksu I.

Reaktywne formy tlenu mogg réwniez dziata¢ jako bez-
posrednie czasteczki sygnatowe indukujace PCD lub wy-
wotywac uszkodzenia komdrki bedace sygnatem do jej ini-
cjacji. Oprdcz tego, RFT moga rowniez uczestniczy¢ w tzw.
fazie egzekucji PCD, zwigzanej z obnizeniem przepuszczal-
nosci i spadkiem potencjatu wewnetrznej btony mitochon-
drialnej [44,68], Istothym etapem procesu programowanej
$mierci komarki jest uwolnienie biatek apoptogennych (cy-
tochromu ¢, czynnika indukcji apoptozy — AIF, kompleksu
biatek Smac/Diablo) z przestrzeni miedzybtonowej mito-
chondriéw do cytosolu, wywotane zmianami uprzepusz-
czelnienia bton mitochondrialnych. Uwolniony cytochrom
cwchodzi w reakcje z cytosolowym biatkiem Apaf-1, akty-
wujac kaskade proteaz, zwanych kaspazami, ktére trawigc
substraty biatkowe w btonach mitochondriow, przyczyniaja
sie do zwiekszenia ich przepuszczalnosci. Proponowane sg
dwa modele wyjasniajagce mechanizm uwolnienia cytochro-
mu c i innych biatek z przestrzeni miedzybtonowej mito-
chondriow w momencie dotarcia do mitochondriow sygna-
tow ,$mierci” (np. zwiekszony poziom RFT towarzyszacy
stresowi oksydacyjnemu) [44,68]. Wedtug modelu pierw-
szego proces ten umozliwiajg biatka z rodziny Bcl-2 (biatka
proapoptogenne, np. Bax, Bak, Bad), ktére w zewnetrznej
btonie mitochondrialnej tworzg por pozwalajacy na przej-
Scie biatek przestrzeni miedzybtonowej do cytosolu. Drugi
model zaktada role tzw. megakanatu o duzej przepuszczal-
nosci (PTP, ang. permeability transition pore), ktéry tworzony
jest w miejscu zlgczenia zewnetrznej i wewnetrznej btony
mitochondrialnej z udziatem m. in. translokazy nukleo-
tydéw adeninowych i poryny mitochondrialnej. Dtugo-
trwate otwarcie megakanatu, spowodowane np. stresem
oksydacyjnym, powoduje przerwanie zewnetrznej blony
mitochondrialnej i uwolnienie zawartosci przestrzeni mie-
dzybtonowej mitochondriéw do cytosolu. Utrata jednego
z elementéw tancucha transportu elektronéw, cytochromu
¢, powoduje powazne zaktdcenia w jego aktywnosci. Efek-
tem jest produkcja duzej ilosci RFT, ktdre mogg wzmacniac
sygnat realizacji PCD, utleniajac lipidy wewnetrznej btony
mitochondrialnej (gtéwnie kardiolipine) i zwiekszajgc prze-
puszczalnos¢ tejze btony, jak rowniez moga posredniczy¢
w postepujacych uszkodzeniach catej komorki spowodowa-
nych stresem oksydacyjnym.

W przekazywaniu sygnatow w obrebie komorek i tkanek
uczestniczg nie tylko czasteczki RFT produkowane przez
mitochondrialny tancuch oddechowy, ale réwniez te, kté-
re pochodzg z innych, wewnatrz- i zewnatrzkomérkowych
zrédet (btony komérkowej, cytosolu, peroksysomoéw, chlo-
roplastow, czy apoplastu). Powszechnie uwaza sie, ze anio-
norodnik ponadtlenkowy i HX 2sg pierwszymi czgstecz-
kami sygnatowymi w kaskadzie sygnatéw uruchamianej
w czasie stresu [44,68-70]. Sa takze produkowane jako dru-
gorzedowe przekazniki podczas odpowiedzi organizmow
na dziatanie hormonéw. Akumulacja RFT moze prowadzié
do zwiekszonej ekspresji enzymoéw antyoksydacyjnych i in-
nych biatek obronnych lub zaleznie od intensywnos$ci stresu
oksydacyjnego moze przyczyniaé sie do procesu starzenia
komorek czy zapoczatkowaé proces PCD [2,68-70]. ,,Wolno-
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rodnikowa teoria starzenia sie" zaktada, ze starzenie sie or-
ganizmow jest wynikiem gromadzenia sie w ich komérkach
uszkodzen wywotanych przez niespecyficzne reakcje RFT
[1,2,5,44]. Aktywujac wiele czynnikéw transkrypcyjnych,
RFT przyczyniajg sie takze do modulacji ekspresji genéw
uczestniczagcych m. in. w proliferacji, roznicowaniu i morfo-
genezie komoarek i tkanek (np. aktywacji jadrowego czynni-
ka NF-kB . zwierzat i roslin) [70]. RFT moga réwniez braé
udziat w przesytaniu sygnatéw z udziatem kaskady kinaz
MAPK pod wptywem dziatania czynnikow stresowych bio-
tycznych i abiotycznych, indukujgc ekspresje gendéw biatek
obronnych (np. S-transferazy glutationowej). Reaktywne
formy tlenu sg kluczowym elementem odpowiedzi rosliny
na atak patogenu. Uczestniczg w mechanizmie obronnym
polegajacym m. in. na zwiekszeniu lignifikacji Scian komor-
kowych, tzw. reakcji nadwrazliwo$ci (HR, ang. hypersens-
itive response), polegajacej na zamieraniu komdarek, ktore
weszty w kontakt z patogenem, i komdrek sasiednich oraz
w nabywaniu odpornosci systemowej (SAR, ang. systemie
acquired resistance), czyli aktywowaniu reakcji obronnych w
niezaatakowanych czesciach rosliny [70].

PODSUMOWANIE

Organizmy aerobowe, zyjac w atmosferze tlenowej, na-
razone sg na nieustanng produkcje (gtdwnie w mitochon-
driach) RFT, czasteczek stanowigcych produkt uboczny
metabolizmu tlenowego. Ze wzgledu na ,,podwdjna" role
czasteczki tlenu wszystkie organizmy musiaty wyksztat-
ci¢ szereg mechanizmoéw obronnych, stanowiacych system
antyoksydacyjny komdérki. System antyoksydacyjny mito-
chondriéw, sktadajacy sie z biatek enzymatycznych i nieen-
zymatycznych oraz niskoczgsteczkowych antyoksydantéw,
obniza produkcje RFT nieustannie generowanych przez mi-
tochondrialny fancuch oddechowy oraz usuwa wytworzo-
ne RFT, chronigc mitochondria i inne struktury komdérkowe
przed szkodliwym nastepstwem dziatania RFT. Jednakze
w warunkach nier6wnowagi pomiedzy powstawaniem a
eliminacja RFT, moze dojs¢ do powstania stresu oksyda-
cyjnego, w czasie ktérego nadmierna ilos¢ czasteczek RFT
prowadzi do szerokiego spektrum uszkodzen skitadnikow
biologicznych komorki, jej starzenia sie i $mierci.

Nalezy réwniez pamieta¢ o innych, pozytywnych funk-
cjach RFT, szczeg6lnie roli HD 2 Reaktywne formy tlenu
sg niezbedne w utrzymaniu homeostazy i komunikacji we-
wnatrzkomorkowej, gdyz petnig funkcje czasteczek syg-
natowych. Ze wzgledu na swag mobilnos¢ i tatwos¢ reago-
wania, RFT moga indukowac¢ szereg fizjologicznych reak-
cji komorkowych, sposrod ktérych czes¢ stanowi strategie
obronng organizmu w odpowiedzi na czynniki stresowe.

PISMIENNICTWO

1. Bartosz G (2003) Druga twarz tlenu. Wolne rodniki w przyrodzie. Wy-
dawnictwo Naukowe PWN, Warszawa

2. Brand MD, Affourtit C, Esteves TC, Green K, Lambert AJ, Miwa S,
Pakay JL, Parker N (2004) Mitochondrial superoxide production: bio-
logical effects, and activation of uncoupling proteins. Free Radie Biol
Med 37: 755-767

3. Wozny A, Przybyt K (2004) Komérki roslinne w warunkach stresu.
Komoérki in vivo. Wydawnictwo Naukowe UAM, Poznan

4. Sluse FE, Jarmuszkiewicz W (2004) Regulation of electron transport in
the respiratory chain of plant mitochondria, W: Day DA, Millar HA,

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

Whelan J (red) Plant Mitochondria: From Genome to Function. Klu-
wer Academic Publishers, Great Britain, str. 231-245

5. Andreyev AY, Kushnareva YE, Starkov AA (2005) Mitochondrial me-

tabolism of reactive oxygen species. Biochemistry (Moscow) 2: 200-
214

6. Turrens JF, Boveris A (1980) Generation of superoxide anion by the

NADH dehydrogenase of bovine heart mitochondria. Biochem J 191:
421-427

7. Takeshige K, Minakami S (1979) NADH- and NADPH-dependent for-

mation of superoxide anions by bovine heart submitochondrial par-
ticles and NADH-ubiquinone reductase preparation. Biochem J 180:
129-135

Lambert AJ, Brand MD (2004) Superoxide production by NADH:
ubiquinone oxidoreductase (complex I) depends on the pH gradient
across the mitochondrial inner membrane. Biochem J 382: 511-51

9. Liu Y, Fiskum G, Schubert D (2002) Generation of reactive oxygen spe-

10.

11

12.

13.

14,

15.

16.

17.

1

19.

20.

21

22.

23.

24.

25.

o]

cies by the mitochondrial electron transport chain. J Neurochem 80:
780-787

Talbot DA, Lambert AJ, Brand MD (2004) Production of endogenous
matrix superoxide from mitochondrial complex | leads to activation of
uncoupling protein. FEBS Lett 556:111-115

Votyakova TV, Reynolds 1J (2001) ATmdependent and -independent
production of reactive oxygen species by rat brain mitochondria. J
Neurochem 79: 266-277

Starkov AA, Fiskum G (2003) Regulation of brain mitochondrial H202
production by membrane potential and NAD(P)H redox state. J Neu-
rochem 83: 220-228

Genova ML, Ventura B, Giuliano G, Bovina C, Formiggini G, Parenti
Castelli G, Lenaz G (2001) The site of production of superoxide radical
in mitochondrial Complex lis not a bound ubisemiquinone but presu-
mably iron-sulfur cluster N2. FEBS Lett 505: 364-368

St-Pierre J, Buckingham JA, Roebuck SJ, Brand MD (2002) Topology of
superoxide production from different sites in the mitochondrial elec-
tron transport chain. J Biol Chem 277: 44784-44790

Miwa S, St-Pierre J, Partridge L, Brand MD (2003) Superoxide and hy-
drogen peroxide production by Drosophila mitochondria. Free Radie
Biol Med 35: 938-948

Herrero A, Barja G (2000) Localization of the site of oxygen radical
generation inside the complex | of heart and nonsynaptic brain mam-
malian mitochondria. J Bioenerg Biomembr 32: 609-615

Rich PR, Bonner WD (1978) The sites of superoxide anion generation
in higher plant mitochondria. Arch Biochem Biophys 188: 206-213

Turrens JF, Alexandre A, Lehninger AL (1985) Ubisemiquinone is the
electron donor for superoxide formation by complex IIl of heart mito-
chondria. Arch Biochem Biophys 237: 408-414

Me Lennan HR, Degli Esposti M (2000) The contribution of mitochon-
drial respiratory complexes to the production of reactive oxygen spe-
cies. J Bioenrg Biomembr 32:153-162

Gredilla R, Barja G, Lopez-Torres M (2001) Effect of short-term caloric
restriction on H202 production and oxidative DNA damage in rat
liver mitochondria and location of the free radical source. J Bioenrg
Biomembr 33: 279-287

Sohal RS (1993) Aging, cytochrome oxidase activity, and hydrogen
peroxide release by mitochondria. Free Radie Biol Med 14: 583-588

Hauptmann N, Grimsby J, Shih JC, Cadenas E (1996) The metabolism
of tyramine by monoamine oxidase A/B causes oxidative damage to
mitochondrial DNA. Arch Biochem Biophys 335: 295-304

Gardner PR (2002) Aconitase: sensitive target and measure of superox-
ide. Meth Enzymol 349: 9-23

Vasquez-Vivar J, Kalyanaraman B, Kennedy MC (2000) Mitochondrial
aconitase is a source of hydroxyl radical. An electron spin resonance
investigation. J Biol Chem 275:14064-14069

Tretter L, Adam-Vizi V (2004) Generation of reactive oxygen species in
the reaction catalyzed by alpha-ketoglutarate dehydrogenase. J Neu-
rosci 24: 7771-7778

Postepy Biochemii 52 (2) 2006

26.

217.

28.

29.

30.

3L

32.

3

w

34.

3

o

36.

37.

38.

39.

4

o

41.

42.

43.

44.

45.

46.

Starkov AA, Fiskum G, Chinopoulos C, Lorenzo BJ, Browne SE, Patel
MS, Beal MF (2004) Mitochondrial alpha-ketoglutarate dehydrogenase
complex generates reactive oxygen species. JNeurosci 24: 7779-7788

Ghafourifar P, Cadenas E (2005) Mitochondrial nitric oxide synthase.
Trends Pharmacol Sei 26:190-195

Radi R, Cassina A, Hodara R, Quijano C, Castro L (2002) peroxynitrite
reactions and formation in mitochondria. Free Rad Biol Med 33:1451-
1464

Gardner PR, Raineri I, Epstein LB, White C (1995) Superoxide radical
and iron modulate aconitase activity in mammalian cells. J Biol Chem
270:13399-13405

Jeong JH, Kwon ES, Roe JH (2001) Characterization of the manganese-
containing superoxide dismutase and its gene regulation in stress re-
sponse of Schizosaccharomyces pombe. Biochem Biophys Res Commun
283: 908-914

Dutilleul C, Garmier M, Noctor G, Mathieu C, Chetrit P, Foyer CH, de
Paepe R (2003) Leaf mitochondria modulate whole cell redox homeo-
stasis, setantioxidant capacity, and determine stress resistance through
altered signaling and diurnal regulation. Plant Cell 15:1212-1226

Van Remmen H, Salvador C, Yang H, Huang TT, Epstein CJ, Rich-
ardson A (1999) Characterization of the antioxidant status of the het-
erozygous manganese superoxide dismutase knockout mouse. Arch
Biochem Biophys 363: 91-97

. Zuchowski J (1999) Roslinne dysmutazy ponadtlenkowe. Kosmos 242:

82-93

Becana M, Dalton DA, Moran JF, lturbe-Ormaetxe I, Matamoros MA,
Rubio MC (2000) Reactive oxygen species and antioxidants in legume
nodules. Physiol Plant 109: 372-381

. Alscher RG, Erturk N, Heath LS (2002) Role of superoxide dismutases

(SODs) in controlling oxidative stress in plants. J Exp Bot 53: 1331-
1341

Foyer CH, Noctor G (2000) Oxygen processing in photosynthesis:
Regulation and signalling. New Phytol 146: 359-388

Ho YS, Xiong Y, Ma W, Spector A, Ho DS (2004) Mice lacking catalase
develop normally but show differential sensitivity to oxidant tissue in-
jury. JBiol Chem 279: 32804-32812

Radi R, Turrens JF, Chang LY, Bush KM, Crapo JD, Freeman BA (1991)
Detection of catalase in rat heart mitochondria. J Biol Chem 266: 22028-
22034

Chu FF, Esworthy RS, Doroshow JH (2004) Role of Se-dependent glu-
tathione peroxidases in gastrointestinal inflammation and cancer. Free
Rad Biol Med 36:1481-1495

. Esposito LA, Kokoszka JE, Waymire KG, Cottrell B, MacGregor GR,

Wallace DC (2000) Mitochondrial oxidative stress in mice lacking the
glutathione peroxidase-1 gene. Free Rad Biol Med 28: 754-766

Maiorino M, Thomas JP, Girotti AW, Ursini F (1991) Reactivity of
phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase and lipoprotein
lipid hydroperoxides. Free Rad Res Commun 12/13:131-135

Arai M, Imai H, Koumura T, Yoshida M, Emoto K, Umeda M, Chiba
N, Nakagawa Y (1999) Mitochondrial phospholipid hydroperoxide
glutathione peroxidase plays a major role in preventing oxidative in-
jury to cells. J Biol Chem 274: 4924-4933

Raza H, Robin MA, Fang JK, Avadhani NG (2002) Multiple isoforms of
mitochondrial glutathione S-transferases and their differential induc-
tion under oxidative stress. Biochem J 366:45-55

Sweetlove LJ, Foyer CH (2004) Roles for reactive oxygen species and
antioxidants in plant mitochondria, W: Day DA, Millar HA, Whelan
J (red) Plant Mitochondria: From Genome to Function. Kluwer Aca-
demic Publishers, Great Britain, str. 307-320

Gonchar MV, Kostryk LB, Sibimy AA (1997) Cytochrome c peroxidase
from a methylotrophic yeast: physiological role and isolation. Appl
Microbiol Biotechnol 48: 454-458

Hryniewiecka L (1998) Regulacja transportu elektronéw w rozgate-
zionym faincuchu oddechowym ameby Acantimmoeba castellanii. W:
Augustyniak H, Oczkowski M (red.) Biologia Molekularna Mitochon-
driow. Wydawnictwo Naukowe UAM, Poznan, str. 57-67.

155



4

4

4

5

5

5

5

5

5

5

5

5
5

7. Jarmuszkiewicz W (1998) Molekularna charakterystyka oksydazy al- 60. Banmeyer I, Marchand C, Verhaeghe C, Vucic B, Rees JF, Knoops B
ternatywnej. W: Augustyniak H, Oczkowski M (red.) Biologia Mole- (2004) Overexpression of human peroxiredoxin 5 in subcellular com-
kularna Mitochondriéow. Wydawnictwo Naukowe UAM, Poznan, str. partments of Chinese hamster ovary cells: effects on cytotoxity and
57-67 DNA damage caused by peroxides. Free Rad Biol Med 36: 65-77

8. Siedow JN, Umbach AL (2000) The mitochondrial cyanide-resistant 61. Jarmuszkiewicz W (2001) Uncoupling protein in mitochondria of
oxidase: structural conservation and regulatory diversity. Biochim higher plants and some microorganisms. Acta Biochim Polon 48:145-
Biophys Acta 1459: 432-439 155

9. Juszczuk IM, Rychter A (2003) Alternative oxidase in higher plants. 62. Jezek P (2002) Possible physiological roles of mitochondrial unco-
Acta Biochim Polon 50:1257-1271 upling proteins —UCPnN. IntJ Biochem Cell Biol 34:1190-1206

0. Sluse FE, Jarmuszkiewicz W (2002) Uncoupling proteins outside the 63. Kowaltowski AJ, Costa ADT, Vercesi AE (1998) Activation of the po-
animal and plant kingdoms: functional and evolutionary aspects. tato plant uncoupling mitochondrial protein inhibits reactive oxygen
FEBS Lett 510:117-120 species generation by the respiratory chain. FEBS Lett 425: 213-221

1. Purvis AC (1997) Role of the alternative oxidase in limiting superoxide 64. Talbot DA, Lambert AJ, Brand MD (2004) Production of endogenous
production by plant mitochondria. Physiol Plant 100:165-170 matrix superoxide from mitochondrial complex I leads to activation of

2. Popov VN, Simonian RA, Skulachev VP, Starkov AA (1997) Inhibition uncoupling protein 3. FEBS Lett 556:111-115
of the alternative oxidase stimulates HD. production in plant mito- 65. Brand MD, Affourtit C, Esteves TC, Green K, Lambert AJ, Miwa S, Pa-
chondria. FEBS Lett 48: 87-90 kay JL, Parker N (2004) Mitochondrial superoxide: production, biolo-

3. Maxwell DP, Wang Y, Mclntosh L (1999) The alternative oxidase low- gical effect, and activation of uncoupling proteins. Free Rad Biol Med
ers mitochondrial reactive oxygen production in plant cells. Proc Natl 37:755-767
Acad Sci USA 96: 8271-8276 66. Gray GR, Maxwell DP, Villarimo AR, Mclintosh L (2004) Mitochon-

4. Fang J, Beattie DS (2003) Alternative oxidase present in procyclic Try- dria/nuclear signaling of alternative oxidase gene expression occurs

panosoma brucei may act to lower the mitochondrial production of su- through distinct pathways involving organic acids and reactive oxy-
peroxide. Arch Biochem Biophys 414: 294-302 gen species. Plant Cell Reports druk on line
67. Maxwell DP, Nickels R, MclIntosh L (2002) Evidence of mitochondrial

5. Czarna M, Jarmuszkiewicz J (2005) Activation of alternative oxidase . . ! \ - ! '
and uncoupling protein lowers hydrogen peroxide formation in amoe- involvement in the tra.nsductlon of signals required for the induction
ba Acanthamoeba castellanii mitochondria. FEBS Lett 579: 3136-3140 of genes associated with pathogen attack and senescence. Plant J 29:

269-279

6. Rychter A (1996) Roslinny tancuch oddechowy. Postepy Biochem 42:

268-276 68. Newmeyer DD, Ferguson-Miller S (2003) Mitochondria. Releasing po-
wer for life and unleashing the machineries of death. Cell 112:481-490

69. Bartosz G (1997) Oxidative stress in plants. Acta Physiol Plant 19: 47-
64

7. Wahllander A, Soboli S, Sies H, Linke I, Muller M (1979) Hepatic mito-
chondrial and cytosolic glutathione content and the subcellular distri-
bution of GSH-S-transferases. FEBS Lett 97:138-140

8. Rebrin L, Kamzalov S, Sohal RS (2003) Free Rad Biol Med 35: 626-635 70. Scandalios JG (2005) Oxidative stress: molecular perception and trans-
i f signals tri i ioxi f . B M
9. Wood ZA, Schroeder E, Robin Harris J, Poole LB (2003) Structure, duction of signals triggering antioxidant gene defenses. Braz J Med

- - . . . . Biol Res 38: 995-1014
mechanism and regulation of peroxiredoxins. Trends Biochem Sci 28:
32-40

Role of mitochondria in reactive oxygen species generation and
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ABSTRACT

Reactive oxygen species (ROS) are universal products of aerobic metabolism, which can be also produced in stress conditions. In eukaryotic
cells, mitochondria are the main source of ROS. The main mitochondrial sites of ROS formation are electron carriers of respiratory chain.
However, there are also other enzymatic sites capable of ROS generation in different mitochondrial compartments.

Reactive oxygen species can cause serious damage to many biological macromolecules, such as proteins, lipids and nucleic acids, which oxida-
tion leads to a lost of their biological properties and eventually to a cell death. Mitochondria, which are also exposed to harmful ROS action,
have a defense system that decreases ROS production (first line of defense) or removes generated ROS (second line of defense). Mitochondrial
antioxidant system involves proteins that decrease ROS formation, enzymes that directly reactwith ROS, and non-enzymatic antioxidants that
also remove ROS and other oxygen derivatives.

Mitochondrial ROS can also act as signal messengers and modify operation of many routes in different cell compartments. Mitochondrial

ROS are also important in execution of programmed cell death.
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Mechanizmy i regulacja programowanej $mierci komorek

STRESZCZENIE

rogramowana $mier¢ komoérki zwykle utozsamiana jest z apoptoza, choé¢ planowa sek-

wencje zdarzen obserwuje sig réwniez w autofagii, katastrofie mitotycznej a nawet nie-
kiedy w nekrozie. Proces apoptozy rozpoczyna sie od aktywacji inicjatorowych kaspaz (pro-
teaz cysteinowych) w kompleksach sygnatowych: apoptosomie (na wewnetrznym szlaku
apoptozy, tzw. mitochondrialnym) lub degradosomie (na szlaku zewnetrznym, tzw. szlaku
receptorow $mierci). Kaskada proteolityczna prowadzi, poprzez aktywacje kolejnych kaspaz
oraz DNaz do trawienia sktadnikéw komorki. Centralng role w apoptozie odgrywaja mito-
chondria, uwalniajac cytochrom ¢ —niezbedny sktadnik apoptosomu, Smac/Diablo i Orni/
HtrA2 —wiazace inhibitory kaspaz (I1APs), a takze endonukleaze G i AIF —odpowiedzial-
ne za degradacje DNA. Czynniki te wydostajg sie z mitochondrium kanatami utworzonymi
przy udziale biatek Bax i Bak. Proces jest szybki i zupetny, prawdopodobnie dzieki doko-
nywanej pod wptywem mechanoenzymoéw przebudowie struktury organellum oraz zacho-
dzacej w btonie wewnetrznej peroksydacji lipidow i proteolizie. Uwalnianie czynnikéw mi-
tochondrialnych moze by¢ stymulowane przez biatko p53, histon H1.2 i poli(ADP-rybozg),
wysytane z jadra pod wptywem stresu cyto- i genotoksycznego, pod kontrolg kinazy cAbl.

WPROWADZENIE

Wiedza o programowanej $Smierci komoérek, czesto utozsamianej z apoptoza
jako najbardziej znanym jej przejawem, rozwija sie bardzo dynamicznie. Tyl-
ko w ostatnim roku w literaturze fachowej ukazato sie ponad 15000 prac na
ten temat. W organizmach wielokomérkowych kontrolowana $mier¢ okreslo-
nych grup komdrek zachodzi w okresie wzrostu i réznicowania (modelowanie
ksztattu); réwniez w dorostym zyciu mechanizm ten pozwala na usuwanie ko-
morek rozpoznawanych jako niepotrzebne (regulacja sktadu populacji komorek
odpornosciowych), uszkodzone, przenoszace mutacje lub zakazone. Opornos¢
na apoptoze jest czesto spotykang cechg komérek nowotworowych. Natomiast
nadmierna apoptoza zwigzana jest z chorobami degeneracyjnymi i bezptodnos-
cig, prowadzi¢ moze do rozwoju choréb autoimmunologicznych. Zrozumiate
wiec jest, ze poznanie mechanizmdw kierujacych przebiegiem $mierci komorki i
w rezultacie znalezienie przetgcznikow ,zycie-Smieré" ma ogromne znaczenie.

Istnieje wiele alternatywnych i krzyzujgcych sie szlakéw programowanej
$mierci komorki. Moze to by¢ proces stopniowy i regularny jak apoptoza, lub
gwattowny i nieuporzagdkowany jak nekroza. Ostatnie odkrycia dowodzg, ze
nekroza tez moze by¢ uwarunkowana aktywnoscig specyficznych biatek.

W taincuchu zdarzen doprowadzajgcych do Smierci komorki nadal bezsporna
pozostaje centralna rola mitochondridw, jako magazynow czynnikéw aktywu-
jacych enzymy wykonawcze: kaspazy i DNazy. Mechanizmy uwalniania tych
czynnik6w z mitochondrium pozostajg niewyjasnione. Jednak wyniki badan in
vitro i genetycznych wskazuja, ze proapoptotyczne biatka z rodziny Bcl-2 sg nie-
zbedne do utworzenia kanatéw umozliwiajgcych wyptyw biatek z przestrzeni
miedzybtonowej tych organelli. Niedawno stwierdzono, ze na uwalnianie ak-
tywatoréw apoptozy z mitochondriow bezposrednio lub posrednio wptywaja,
wysytane z jadra komorkowego biatko p53, histon H1.2 i poli(ADP-ryboza). Co-
raz wyrazniej zarysowuje sie wspétdziatanie cytoplazmy, jadra i mitochondriéw
w realizacji i regulacji proceséw $mierci komorki.

Obecna praca jest préobg przedstawienia najnowszych pogladéw na temat
mechanizméw i regulacji $mierci komorek, zwtaszcza komdrek ssakéw. Wobec
ogromu materiatu, zdecydowano sie skupi¢ na wybranych faktach i zjawiskach
odkrytych w ostatnich latach.
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Stowa kluczowe: programy $mierci komoérki,
szlaki apoptozy: zewnetrzny (receptoréw $mier-
ci) iwewnetrzny (mitochondrialny), uwalnianie
mitochondrialnych czynnikéw apoptozy, kina-
za cAbl, p53, histon H 1.2, poli(ADP-ryboza)

Wykaz skrétéw: AIF (ang. apoptosis inducing factor)
— mitochondrialny czynnik indukcji apoptozy; Apaf-
1 (ang. apoptotic protease-activating factor 1) — sktad-
nik apoptosomu, niezbedny do aktywacji kaspazy
9; ATM (ang. ataxia telangiectasia mutated) — kinaza
biatkowa aktywowana po uszkodzeniu DNA; CARD
(ang. caspase recruitment domain) —domena adaptoro-
wa Apaf-1 i kaspazy 9; Chk2 (ang. checkpoint kinase 2)
— kinaza punktu kontrolnego fazy GI; DD (ang. death
domain) i DED (ang. death effector domain) — domeny
adaptorowe biatek tworzacych degradosom; DFF40/
CAD (ang. DNA fragmentation factor 40/caspase-acti-
vated DNase) — DNaza aktywowana przez kaspazy;
DFF45/ICAD (ang. DNA fragmentation factor 45/inhibi-
tor ofcaspase-activated Dnase); DISC (ang. death-inducing
signaling complex) — kompleks sygnatowy, w ktérym
aktywowana jest kaspaza 8 (degradosom); FADD
(ang. FAS-associated death domain containing protein)
— biatko adaptorowe taczace sie z receptorem FAS;
FLIP (ang. FLICE inhibitory protein, gdzie FLICE jest
synonimem kaspazy 8, ang. FADD like interleukin 1p
converting enzyme) — swoisty inhibitor kaspazy 8, in-
dukowany przez czynnik transkrypcyjny NFKkB; IAPs
(ang. inhibitors ofapoptotic proteins) — cytoplazmatycz-
ne inhibitory kaspaz; NFkB (ang. nuclear factor kB)
— czynnik transkrypcyjny aktywowany m.in. przez
TNF; Omi/HtrA2 (ang. high temperature requirement A2
serine protease ) — mitochondrialny czynnik wiagzacy
i dezaktywujacy inhibitory kaspaz (IAPs); PAR (ang.
poly(ADP-ribose) — poli(ADP-ryboza); PARP (ang.
poly(ADP-ribose)polymerase) — polimeraza PAR; Rb
(ang. retinoblastoma) — biatko cyklu komérkowego;
ROS (ang. reactive oxygen species) — reaktywne formy
tlenu (RFT); SmacC/Diablo (ang. second mitochondria-
derived activator ofcaspases/direct IAP binding protein with
low pi) —mitochondrialny czynnik wigzacy inhibitory
kaspaz (IAPs); TNF (ang. tumour necrosis factor) — cy-
tokina, czynnik martwicy nowotworu; TOR (ang. target
of rapamycin) — kinaza zapobiegajaca tworzeniu sie
autofagosoméw; TRADD (ang. TNF receptor-associated
death domain containing protein) — biatko adaptorowe
taczace sie z receptorem TNF; TRAIL (ang. TNF-related
apoptosis-inducing Ugand) — cytokina, czynnik indukcji
apoptozy; TGFp (ang. tumor growthfactor P) —czynnik
wzrostu nowotworu

Podziekowanie: Autorka pragnie podzieko-
wac pani Profesor Irenie Szumiel za dyskusje i
cenne uwagi w czasie pisania tej pracy
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RODZAJE SMIERCI KOMORKI

Smieré moze przyjmowaé rozmaite formy, zaleznie od
rodzaju i dawki czynnika wyzwalajagcego, Srodowiska ze-
wnetrznego i wewnetrznego a takze typu komérki. Rycina 1
wskazuje cechy charakterystyczne czterech najczesciej spo-
tykanych typow $mierci komarki [1].

Apoptoza jest procesem najczesciej spotykanym i najle-
piej poznanym. Pod wptywem wielu bodzcédw, zaréwno
zewnetrznych (np. usuniecie czynnikéw wzrostu i sktadni-
kéw pokarmowych, niedotlenienie, dziatanie cytokin z gru-
py tzw. ligandéw $mierci) jak i wewnetrznych (np. uszko-
dzenie DNA, stres oksydacyjny, mutacje) dochodzi do uru-
chomienia programu degradacji: cytoplazma obkurcza sie,
wewnetrzne btony mitochondriow ulegajag depolaryzacji,
chromatyna w jadrze kondensuje. W pézniejszym stadium
komorka rozpada sie na ciatka apoptotyczne zawierajace
fragmenty jadra i organelle. Do korica tego procesu btony
(zewnetrzna i organelli) zachowujg integralno$¢. Dzieki
markerom fagocytozy przemieszczajgcym sie na powierzch-
nie btony cytoplazmatycznej, gtéwnie fosfatydyloserynie
(PS), komorka apoptotyczna przekazuje makrofagom infor-
macje ,,zjedz mnie". Potgczenie PS ze swoistymi receptora-
mi na powierzchni komorki fagocytujacej indukuje zmiany
w jej cytoszkielecie i optaszczenie komorki apoptotycznej.
Jednoczes$nie fagocyt wydziela czynnik wzrostowy TGFp i
interleukine IL-10 —zapobiegajgce powstawaniu reakcji im-
munologicznej skierowanej przeciw antygenom wiasnego
organizmu [2], Proces apoptozy zachodzi wedtug precyzyj-
nego i rozbudowanego programu, o wielu alternatywnych
i krzyzujacych sie ze sobg szlakach, na ktérych dochodzi do
aktywacji specyficznych proteaz i nukleaz, gtéwnie dzieki
czynnikom uwalnianym z mitochondriow.

Autofagiajestzjawiskiem fizjologicznym obserwowanym
w procesach réznicowania komérek lub przy niedostatecz-
nej podazy sktadnikow odzywczych iczynnikédw wzrostu.
Umozliwia obrot biatek i organelli w komdrce a tym samym
przemodelowywanie struktury i pozyskanie substratow zy-
ciowych. Na terenie cytoplazmy powstajg, prawdopodob-
nie z siateczki $rédplazmatycznej, pecherzyki autofagalne
(autofagosomy), czasem zawierajgce uszkodzone organelle.
tacza sie one z lizosomami. Zawarto$¢ pecherzykdéw tra-
wiona jest przez enzymy lizosomowe, bez udziatu kaspaz.
Chromatyna w jadrze ulega tylko czesciowej kondensacji,
na powierzchni komdrki pojawia sie fosfatydyloseryna.
Nadmierna autofagia, zwtaszcza, gdy ulegaja jej mitochon-
dria, prowadzi do $mierci. Stwierdzono, ze obrot sktadni-
kéw komorki znajduje sie pod kontrolag m.in. kinazy TOR,
ktéra zapobiega tworzeniu sie autofagosoméw. Inhibitor
TOR —rapamycyna, a takze dtugotrwate pozbawienie ko-
morki sktadnikéw odzywczych lub czynnikéw wzrostu,
moga wyzwoli¢ $mieré autofagalng [3],

Na katastrofe mitotyczng narazone sa komorki szybko
dzielgce sie, z defektem punktu kontrolnego G2/M (np.
gdy nieaktywne jest biatko p53) lub tzw. punktu kontrol-
nego wrzeciona mitotycznego, gdzie wazng role odgrywa
surwiwina (biatko nalezgce do rodziny inhibitoréw kaspaz,
jednak niezdolne do petnienia tej funkcji samodzielnie in
vivo) [4,5,6]. Po uszkodzeniu DNA dochodzi w takich wa-
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Rycina 1. Cechy morfologiczne najczesciej spotykanych typéw $mierci komérek.
ER —siateczka $rédplazmatyczna, J —jadro komérkowe, L —lizosom, M —mi-
tochondrium, PS —fosfatydyloseryna, TGFp - czynnik wzrostu nowotworu, IL-
10 —interleukina 10.

runkach do mitozy przed ukonczeniem naprawy, wskutek
czego podziat jadra jest nieprawidtowy a mitozie nie towa-
rzyszy cytokineza. Powstajg poliploidalne komérki olbrzy-
mie o wielu mikrojadrach, ktore nastepnie zwykle wchodzg
w apoptoze.

Nekroza okreslana bywa jako ,,mier¢ w wypadku", po-
niewaz najczesciej nastepuje pod wptywem gwattownego
i silnego urazu (np. niedokrwienie, infekcja, szok tlenowy
lub temperaturowy). Bodzce te powodujg zatamanie fizjo-
logicznych funkcji komoérki niezbednych do zachowania
homeostazy, takich jak transport jonow, produkcja energii
czy utrzymanie rownowagi pH. Objawia sie to pecznieniem
i nieuporzadkowanym rozpadem komorki wraz z jej orga-
nellami, wakuolizacjg, losowym cieciem DNA. Produkty
rozpadu uwalniajg sie na zewnatrz wywotujac reakcje za-
palng. Wydawato by sie, ze tak gwattowny inieuporzadko-
wany proces nie jest kontrolowany. Tym niemniej pojawia-
niu sie objawéw nekrozy sprzyja np. obecnos¢ biatka z ro-
dziny Bcl-2, Bip3, ktére obniza potencjat transbtonowy mi-
tochondridéw [7], aktywna kinaza RIP na szlaku FAS/FADD
[1] oraz jony Ca2; ceramid i pobudzenie szlaku JNK/p38
[8]. Okazuje sie wiec, ze wprowadzony na poczatku badan
podziat na Smier¢ programowang i nekroze nie zawsze jest
ostro zarysowany.

ENZYMY WYKONAWCZE | ICH SUBSTRATY

Enzymami, ktére przeprowadzajg degradacje sktadni-
kéw komarki sg proteazy i nukleazy (Ryc. 2). Najwazniejsza
grupa proteaz hiorgcych udziat w apoptozie sg kaspazy —
majace cystyne w centrum aktywnym irozszczepiajace wig-
zania peptydowe w pozycji Asp-Xxx [9], Biatka te znajduja
sie w cytoplazmie w postaci nieaktywnej, jako zymogeny i
ulegajg aktywacji po odtgczeniu fragmentu czasteczki. Po
tym jednak nadal ich aktywno$¢ proteolityczna moze by¢
skutecznie hamowana przez zwigzanie naturalnych biatko-
wych inhibitoréw kaspaz, IAPs [10,11]. Dopiero uwolnione z
mitochondriéw czynniki Smac/Diablo [12,13] iOmi/HtrA2
[14,15], taczac sie z IAPs, odblokowujg kaspazy. Dziatanie
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Omi/HtrA2 moze byé¢ dodatkowo wzmocnione, poniewaz
biatko to wykazuje aktywnoS$¢ proteazy serynowej. Same
kaspazy réwniez mogg znosi¢ hamowanie przez IAPs: np.
kaspaza 3 odcina z kaspazy 9 domene odpowiedzialng za
reakcje z XIAP; fragment ten wigze sie z inhibitorem a skro-
cona kaspaza 9 zachowuje aktywos¢ [16].

Wyro6znia sie kaspazy inicjatorowe i efektorowe [17]. Do
tych pierwszych nalezg kaspazy 9 i 2, aktywowane przez
autoproteolize w apoptosomie na tzw. wewnetrznym (mi-
tochondrialnym) szlaku apoptozy, oraz kaspazy 8 i 10 —
aktywowane w degradosomie na tzw. zewnetrznym szlaku
apoptozy (szlaku receptoréw $mierci) [18]. Kaspazy inicja-
torowe czesciowo hydrolizuja i w ten sposob aktywujg efek-
torowe kaspazy 3,61 7.

Substraty kaspaz mozna podzieli¢ na kilka grup [17]:

Biatka zaangazowane w apoptoze, m.in. kaspazy efek-
torowe 3, 6 7, proapoptotyczne biatko Bid z rodziny bcl-2,
czynnik fragmentacji DNA, podjednostka p75 oddechowe-
go kompleksu I w mitochondriach, proapoptotyczna kinaza
biatkowa MEKKI (aktywowana przez kaspaze) i antyapo-
ptotyczna kinaza RIP (dezaktywowana przez kaspaze). Ich
hydroliza wzmacnia sygnat $mierci i aktywuje dalsze etapy
degradaciji.

Biatka strukturalne, jak laminy jadrowe, biatka sieci
wiokienek cytoplazmatycznych i potaczen miedzykomor-
kowych. Ich rozpad daje charakterystyczne objawy morfo-
logiczne: odczepianie si¢ komorek od podtoza, obkurczenie,
uwypuklenia btony cytoplazmatycznej i jadrowej a nastep-
nie fragmentacje na ciatka apoptotyczne.
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Rycina 2. Enzymy wykonawcze procesu
—~ apoptozy. Aktywacja kaspaz (proteaz cy-
sternowych) rozpoczyna si¢ w komplek-
sach sygnatowych: apoptosomie — na
wewnetrznym (mitochondrialnym) szla-
ku apoptozy lub w degradosomie — na
zewnetrznym szlaku apoptozy (szlaku
receptoréw $mierci). Kaspazy inicjatoro-
we (kaspaza 8 i 9) aktywuja kaspazy wy-
konawcze (kaspaza 3), te z kolei aktywuja
DNaze DFF40/CAD oraz trawig biatka
komérkowe. Aktywne kaspazy sa bloko-
'-.;-,. wane przez ich inhibitory cytoplazmatycz-
S, ne —IAPs; blokada ta moze by¢ zniesiona
B, przez biatka proapoptotyczne uwalniane
K<Y z mitochondrium — Smac/Diablo i Orni/
HtrA2, ktére wiaza IAPs. AIF i Endo G
— réwniez uwalniane z mitochondrium
— przemieszczajg sie do jadra, gdzie, nie-
zaleznie od kaspaz indukuja kondensacje
* chromatyny iciecie DNA.

Biatka naprawy DNA, m.in. kinazy biatkowe DNA-PK
i ATM, Rad51, polimeraza poli(ADP-rybozy) —PARP. Za-
hamowanie naprawy DNA pozwala komorce zaoszczedzié
ATP wykorzystywane w przebiegu apoptozy.

Biatka cyklu komdérkowego, m.in. cdc27, Weel, inhi-
bitory kinaz cyklinozaleznych p21CIPI i p27KIPI, biatko
Rb. Efektem jest odblokowanie cyklu podziatowego, co
wigze sie z uruchomieniem proapoptotycznej sygnaliza-
cji z jadra.

Fragmentacja DNA zachodzi¢ moze zaréwno pod wpty-
wem enzymow aktywowanych przez kaspazy jak i nieza-
leznych od kaspaz. Obecna w jadrze DNaza DFF40/CAD
jest w zywej komdrce zwigzana z podjednostkg inhibitoro-
wg DFF45/ICAD. Odtaczenie inhibitora przeprowadzane
przez kaspazy 3 i 7 a nastepnie potgczenie DFF40/CAD z
chromatyng aktywuje enzym [19]. DNA jest poczatkowo
ciete na odcinki 50-300 kpz (kilopar zasad) a nastepnie
na mniejsze odcinki oligonukleosomowe (n x 200 pz, tzw.
drabinka nukleosomowa w elektroforezie). Uwalniajace
sie z mitochondrium AIF [20] i endonukleaza G (Endo G)
[21] nie wymagajg aktywacji przez kaspazy. Mechanizmu
dziatania AIF dotad nie wyjasniono. Wiadomo, ze po prze-
mieszczeniu do jadra biatko to, obdarzone silnie ujemnym
tadunkiem elektrostatycznym, wigze sie z DNA. By¢ moze
w ten spos6b utatwia ono dostep do DNA nukleazom ipro-
teazom. W efekcie nastepuje kondensacja chromatyny i cie-
cie DNA na fragmenty o duzej masie czasteczkowej (tzw.
rzadkie ciecia, 300-700 kpz) [22]. Niewykluczone, iz AIF
samo posiada ukrytg aktywnos$¢ nukleazowg lub/i wspot-
dziata z endonukleaza G (jak to sie dzieje u robaka Caeno-
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rhabditis elegans) [23]. Endo G wystepuje w mitochondriach
w duzych ilosciach i poczatkowo sgdzono, ze uczestniczy
w replikacji mitochondrialnego DNA (mtDNA) [24], Jednak
niedawno ustalono, ze enzym zlokalizowany jest wytacznie
w przestrzeni miedzybtonowej (replikacja mtDNA zacho-
dzi w macierzy) i posiada niskg swoisto$¢ substratowg [25].
Jednocze$nie potwierdzono przemieszczanie sie Endo G
pod wptywem bodZzcéw apoptogennych z mitochondrium
do jadra, gdzie wywotuje ona internukleosomowe ciecie
DNA [21]. W pordéwnaniu z DFF40/CAD, Endo G wykazu-
je 100-krotnie nizszg aktywno$¢ i przypuszcza sie, ze in vivo
wspodtdziata z egzonukleazami i DNazg | [26].

ZEWNETRZNY SZLAK APOPTOZY
- SZLAK RECEPTOROW SMIERCI

Zewnetrzny szlak apoptozy (Ryc. 3) [17,27], wyzwalany
przez swoiste cytokiny, jest szczeg6lnie aktywny w komar-
kach uktadu odpornosciowego, gdzie moze samodzielnie
doprowadzi¢ do $mierci. W innych typach komérek jego
sygnaty wymagajg wzmocnienia przez czynniki uwalniane
z mitochondrium. Receptory $mierci tworzg trimery w po-
przek btony komorkowej. Sygnat rozpoczyna sie po zwigza-
niu odpowiedniego ligandu (cytokiny): FASL z FAS/CD95/
Apol, TRAIL/APO02 z DR4/5, TNF z TNFR1.

Po przytgczeniu ligandu nastepuje zmiana konforma-
cyjna receptora i odstoniecie tzw. domen $mierci, DD, od
strony cytoplazmatycznej btony, co umozliwia przytgcze-
nie biatek posiadajacych podobne domeny. Do receptoréw
FAS i DR4/5 przytgcza sie, domeng DD, adaptorowe biatko
FADD/MORTL1 iono z kolei wigze prokaspaze 8, przez po-
taczenie domen DED. W ten sposéb powstaje kompleks syg-
natowy DISC, inaczej zwany degradosomem. W komplek-
sie tym, dzieki tzw. indukowanemu zblizeniu, czasteczki
prokaspazy 8 ulegaja autoproteolizie i powstaje aktywna
kaspaza 8. Jej ilos¢ w komorkach typu | (np. tymocytach)
wystarcza do aktywacji kaspaz efektorowych. W komor-
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kach typu Il (np. hepatocytach) niezbedne jest wzmocnienie
sygnatu: kaspaza 8 odtgcza fragment biatka Bid nalezgcego
do rodziny bcl-2; ulega ono nastepnie mirystylacji. W ten
spos6b zaktywowane, tBid przemieszcza sie do mitochon-
driéw wptywajac na uwolnienie szeregu biatek fazy wyko-
nawczej apoptozy.

Paradoksalnie, szlak prowadzacy od receptora TNF nie
wywotuje Smierci spontanicznie —jak w przypadku akty-
wacji receptorow FAS i DR4/5 [28]. Po aktywacji TNFR1
przez TNF, do receptora preferencyjnie dotgcza sie adapto-
rowe biatko TRADD, ktoére umozliwia przytgczenie czyn-
nika TRAFI1/2 i kinazy serynowo-treoninowej RIP wraz
z inhibitorem kaspaz — clAP 1/2. Ten zwigzany z btong
kompleks (kompleks 1) wysyta sygnat przezycia: przyta-
cza kinaze IKK , ktora fosforyluje IkB —inhibitor czynnika
transkrypcyjnego NFkB i w ten sposéb kieruje go na droge
proteolizy poprzez ubikwitylacje. NFkB stymuluje ekspre-
sje wielu biatek przezycia, m.in. IAPs oraz specyficznego
inhibitora kaspazy 8 — FLIP. W drugiej kolejnosci tworzy
sie w cytoplazmie kompleks ztozony z TRADD, RIP i FADD
(kompleks 11). W kompleksie tym, podobnie jak w degra-
dosomie, aktywowana jest kaspaza 8. Jednak apoptoza na
tej drodze rozpocza¢ sie moze tylko przy niedostatecznej
stymulacji NFkB, a wigc niepetnym zahamowaniu kaspazy
8 przez FLIP. Jest to swojego rodzaju punkt kontrolny: nie-
dostatek czynnika przezycia, spowodowany np. mutacjg w
IkB [29] kieruje komdrke na droge $mierci. Inicjujgca apo-
ptoze kaspaza 8 aktywuje kaspazy wykonawcze 3, 61 7 a
te z kolei aktywuja nukleazy i rozwija sie planowy proces
degradacji sktadnikow komorki.

WEWNETRZNY SZLAK APOPTOZY:
WSPOLDZIALANIE SYGNALOW Z CYTOPLAZMY,
JADRA I MITOCHONDRIUM

Wewnetrzny szlak apoptozy indukowany jest zwykle
przez stres metaboliczny lub genotoksyczny. Rozpoczy-

Rycina 3. Zewnetrzny szlak apoptozy (szlak recepto-
réw $mierci). Btonowe receptory (DR4/5, FAS/CD95/
APOI), po zwigzaniu specyficznych ligandéw odsta-
niajag domeny $mierci (DD), dzieki ktérym przytaczaja
biatka o podobnych domenach, tworzac degradosomy
— kompleksy sygnatowe, w ktdrych aktywowane sg
kaspazy inicjatorowe (kaspaza 8). Te z kolei, jesli ich
ilos¢ jest wystarczajgca, zapoczatkowujg kaskade pro-
teolityczng aktywujac kaspazy wykonawcze (kaspa-
za 3). Mozliwe jest wzmocnienie sygnatu generowa-
nego przez szlak receptoréw $mierci: rozszczepienie
biatka Bid przez kaspaze 8 prowadzi do uruchomienia
wewnetrznego (mitochondrialnego) szlaku apoptozy
i aktywacji nastepnych kaspaz inicjatorowych (kaspa-
za 9). Paradoksalnie, zwigzanie receptora TNFR1 z
jego ligandem, TNF, prowadzi w pierwszej kolejnosci
do utworzenia tzw. kompleksu przezycia (kompleks
1) i aktywacji NFkB. Ten czynnik transkrypcyjny sty-
muluje ekspresje m. in. inhibitoréw kaspaz, IAPs oraz
swoistego inhibitora kaspazy 8 — FLIP, w rezultacie
zahamowany zostaje proces apoptozy. Dopiero w
drugiej kolejnosci tworzy sie na tej drodze sygnatowej
kompleks Il, w ktérym moze by¢ aktywowana kaspa-
za 8. Niedostateczna aktywacja NFkB moze skierowac
komérke na droge apoptozy.
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na sie z chwilg uwolnienia z przestrzeni miedzybtonowej
mitochondrium do cytoplazmy szeregu czynnikéw biat-
kowych (Ryc. 4) [17,27]. BodZce indukujace wyrzut apop-
totycznych biatek z mitochondrium, jak reaktywne formy
tlenu, dtugotrwaty wzrost stezenia wapnia w cytoplazmie,
zachwianie rGwnowagi energetycznej, zmiany w komdarko-
wym potencjale oksydoredukcyjnym, powodujg otwarcie
megakanatow mitochondrialnych na styku bton zewnetrz-
nej i wewnetrznej [30], Jest to warunek do utworzenia sie w
nastepnej kolejnosci odpowiednio szerokich kanatéw przy
udziale Bak i Bax — proapoptotycznych biatek z rodziny
bcl-2. Przez te kanaty w zewnetrznej btonie organellum wy-
dostajg sie biatkowe czynniki warunkujgce faze wykonaw-
cza apoptozy.

Cytochrom cwigze domeny WD 40 w adaptorowym biat-
ku Apaf-1, utatwiajagc mu zwigzanie prokaspazy 9. Laczenie
Apaf-1 i prokaspazy 9 zachodzi dzieki domenom CARD
obecnym w obu biatkach. Uksztattowanie domeny CARD
jest bardzo podobne jak domen DD i DED [31], co $wiadczy
o ewolucyjnym konserwatyzmie zewnetrznego i wewnetrz-
nego uktadu kaskad proapoptotycznych. Do Apaf-1 przy-
tacza sie ATP/dATP, co prawdopodobnie indukuje zmiane
konformacyjng utatwiajgca ksztattowanie sie heptameru. W
tym kompleksie, zwanym apoptosomem [32], prokaspaza 9
znajduje sie w centrum. Podobnie jak aktywacja kaspazy 8
w degradosomie, rowniez aktywacja kaspazy 9 w apopto-
somie zachodzi dzieki tzw. indukowanemu zblizeniu. Jak
przedstawiono poprzednio (Ryc. 2), kaspaza 9 aktywuje
kaspazy efektorowe 3, 6 i 7 za$ biatka Smac/Diablo i OM1/
Htr2 wigzg sie z 1APs dzieki czemu odblokowujg kaspazy.
AIF i Endo G przemieszczajg sie do jadra, gdzie zapoczatko-
wujg degradacje DNA niezalezng od kaspaz.

Obecnie, na kilku liniach nowotworowych cztowieka i fi-
broblastach myszy intensywnie badane sa powigzania syg-
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Rycina 4. Wewnetrzny (mitochondrialny) szlak apo-
ptozy: wspotdziatanie mitochondrium z cytoplazmy i
jadrem. Uwalniany z mitochondrium pod wptywem
14-3-3 czynnikéw proapoptotycznych cytochrom c indukuje
tworzenie sie apoptosomu — kompleksu, w ktérym,
przy wspétudziale Apaf-1 i ATP/dATP, aktywowa-
na jest inicjatorowa kaspaza 9. Inne mitochondrialne
biatka uczestniczace w procesie apoptozy to Orni/
HtrA2 i Smac/Diablo, ktére wiaza inhibitory kaspaz
(1APs) oraz AIF iendonukleaza G (Endo G) —odpo-
wiedzialne za kondensage chromatyny i ciecie DNA.
Pod wptywem stresu cyto- i genotoksycznego, w cyto-
plazmie oraz w jadrze uruchamiane sg kaskady kinaz,
ktére doprowadzajg do wystania z jagdra m.in. biatka
p53, histonu H1.2 i poli(ADP)rybozy. Czynniki te in-
£ dukuja wyptyw biatek apoptotycznych z mitochon-
e drium. Nadrzedng role w sygnalizacji cytoplazma-ja-
§: dro-mitochondrium odgrywa kinaza cAbl.

nalizacyjne miedzy cytoplazmg, jadrem i mitochondrium.
W sygnalizacji tej istotng role odgrywa kinaza tyrozynowa
cAbl (Ryc. 4) [33, 34], wystepujaca zarobwno w cytoplazmie
jak i w jadrze. W cytoplazmie zatrzymywana jest przez
biatka 14-3-3, blokujace jej sekwencje lokalizacji jadrowe;j.
Stres oksydacyjny, uszkodzenie DNA lub sygnat idacy od
receptor6w $mierci przyczyniajg sie do aktywacji cAbl. W
cytoplazmie zostaje uruchomiona kaskada: kinaza stresu -
MKK7 fosforyluje kinaze JNK a ta z kolei fosforyluje biatka
14-3-3, co pozwala na uwolnienie i przemieszczenie do jadra
cAbl. W ten sam sposéb JNK uwalnia biatko Bax, dzieki cze-
mu moze sie ono wbhudowa¢ w btone mitochondrium [35].
W jadrze, cAbl wigze sie z biatkiem Rb [36], Pekniecia DNA,
powstajace np. po dziataniu promieniowania jonizujgcego,
aktywuja czujnikowg kinaze tyrozynowg ATM i ta, fosfory-
lujac, unieczynnia biatko Rb, za$ aktywuje cAbl. Biatko Rb
moze tez ulec degradacji pod wptywem kaspaz —w ten spo-
s6b sygnat zapoczatkowany przez cytokine TNF przyczynia
sie do aktywacji cAbl [34], Dodatkowo, cAbl moze by¢ ak-
tywowana przez kinaze punktu kontrolnego fazy GI-Chk2.
Aktywna kinaza cAbl jest gtbwnym enzymem stabilizuja-
cym p53 —czynnik transkrypcyjny odpowiedzialny m.in.
za ekspresje szeregu czynnik6w proapoptotycznych, m. in.
Noxa i Puma —biatek z rodziny bcl-2 z samag domeng BH3,
Bax, zaleznego od p53 proapoptotycznego biatka p53AIPI,
DR5, FAS [37, 38],

Okazato sie ponadto, ze biatko p53 przemieszcza sie z ja-
dra do cytoplazmy i tam wykazuje bezposrednie dziatanie
proapoptotyczne, a wynik, w postaci wyptywu cytochro-
mu ¢ z mitochondriéw, widoczny jest juz po 30 minutach
od uszkodzenia DNA przez promieniowanie jonizujace lub
etopozyd [39-41], P53 moze bezposrednio aktywowaé Bax
a poza tym rozbija nieaktywne kompleksy Bax i Bak z ich
antagonistami: Bcl-xl i Bcl-2, dziatajgc podobnie jak proapo-
ptotyczne biatka z sama domeng BH3 [40]. Pod wptywem
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podwojnoniciowych peknie¢ w DNA, w sposéb zalezny od
p53, do cytoplazmy przemieszcza sie réwniez histon HI.2
[42]. Przypuszcza sie, ze biatko to, podobnie jak tBid, moze
whudowywac sie w lipidowg warstwe zewnetrznej btony
mitochondrium i stymulowaé tworzenie poréw przez Bak
i Bax.

W odpowiedzi na uszkodzenie DNA, w jadrze gwat-
townie wzrasta aktywnos$¢ polimerazy poli(ADP-rybozy),
PARP-1 i nagromadzajg sie rozgatezione polimery ADP-
rybozy, PAR. Wydostajg sie one do cytoplazmy i swoiscie
indukujg uwalnianie AIF z mitochondrium [43] zapoczatko-
wujac apoptoze niezalezng od kaspaz. Stwierdzono, ze sze-
reg biatek, m.in. p53, p21, histony, silnie niekowalencyjnie
oddziatuje z PAR. By¢ moze ta modyfikacja nadaje biatkom
zdolno$¢ zmiany przepuszczalnosci bton mitochondrium
dla AlF.

UWALNIANIE Z MITOCHONDRIUM BIALEK
UCZESTNICZACYCH W PROCESIE APOPTOZY

Mechanizm uwalniania biatek proapoptotycznych z mi-
tochondrium ciggle jeszcze pozostaje nieznany. Przemiesz-
czenie tych biatek z przestrzeni miedzybtonowej do cyto-
plazmy poprzedzone jest otwarciem megakanatow (poréw
przemiany przepuszczalnos$ci) umiejscowionych na styku
bton zewnetrznej i wewnetrznej. Hipotetyczng budowe
megakanatéw i warunki sprzyjajgce ich otwieraniu opi-
sano wcze$niej w Postepach Biochemii [30]. Maksymalne
otwarcie megakanatéw pozwala jedynie na przechodzenie
czasteczek o masie do 1,5 kDa. Jak wobec tego wydobywa-
jg sie z mitochondrium biatka? Przedtuzajace sie otwarcie
megakanaldw doprowadza do pecznienia i rozrywania
btony zewnetrznej —uwalnia sie wtedy zawarto$¢ organel-
lum. Zjawisko to obserwowano jednak dopiero w korco-
wych etapach apoptozy i w nekrozie [44, 45], podczas gdy
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Rycina 5. Hipotetyczny obraz zmian w mitochondrium umozliwiajacych uwal-
nianie cytochromu c i AIF z przestrzeni migdzybtonowej do cytoplazmy. W bto-
nie zewnetrznej tworzg sie odpowiednio szerokie kanaty, utworzone przy udzia-
le biatek Bax i Bak. Peroksydacja fosfolipidow btonowych (gt kardiolipiny), a
takze proteolityczne dziatanie kalpainy, aktywowanej przez naptyw jonéw Ca2
prowadza do odszczepiania biatek z btony wewnetrznej. Wyptyw biatek moze
by¢ znacznie utatwiony dzieki przebudowie struktury organellum, uwarunko-
wanej aktywnos$ciag mechanoenzyméw: Opal i Drpl.
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przemieszczenie biatek mitochondrialnych do cytoplazmy
jest jednym z pierwszych objawdw apoptozy. W dodat-
ku, opréznianie magazynéw mitochondrialnych zachodzi
szybko i wydajnie —jak proces aktywny a nie dyfuzja [46],
Dotychczas zgromadzony materiat doswiadczalny pokazu-
je, ze dwa biatka z rodziny Bcl-2: Bax i Bak sg niezbedne do
utworzenia odpowiednio szerokich kanatow w zewnetrznej
btonie mitochondriom (Ryc. 5).

Jednoczesne usuniecie lub zablokowanie funkcji Bak i
Bax uodpornia komérki na wszystkie testowane bodzce we-
wnetrznego szlaku apoptozy [47], Pod wptywem sygnatéw
$mierci biatka te tworzg w btonie homo-oligomery, co jest
warunkiem utworzenia kanatow. Nie jestjasne, czy Bax/Bak
tworzg kanaty samodzielnie, we wspoétdziataniu ze sktadni-
kami megakanaldw, czy moze przez rozerwanie ciggtosci
btony lipidowej [48]. Proapoptotyczne biatko t-Bid, dziatajac
»Z doskoku" (ang. ,,kiss and run"), wptywa na uwypuklenie
domen N-koncowych odpowiedzialnych za oligomeryzacje
Bax/Bak [49]. Natomiast antyapoptotyczne biatka Bcl-2 i
Bcl-xL wigza sekwencje N-koricowe Bax/Bcl-2 zapobiegajac
oligomeryzacji [50]. Wysytane z jadra po uszkodzeniu DNA
biatko p53 i histon HI.2 wywotuja wzrost przepuszczalno-
§ci mitochondriéw w blizej nieznany sposéb. W czasteczce
histonu HI1.2 rozpoznano sekwencje zblizong do sekwencji
peptydéw tworzacych pory w btonach lipidowych — mo-
gto by to sprzyjaé¢ oligomeryzacji Bak [42], Badania wypty-
wu biatek z mitochondrium prowadzono jak dotychczas na
komérkach nowotworowych cztowieka, gtéwnie komor-
kach HelLa, na fibrobtastach myszy i szczura, a takze na
izolowanych mitochondriach z watroby szczura. Najwiecej
informacji uzyskano dla cytochromu c i AIF. Ciekawe, Ze
w apoptozie indukowanej przez aktywacje Bax/Bak, do
cytoplazmy w pierwszej kolejnosci przemieszczat sie cyto-
chrom ¢, Smac/Diablo i Omi/HtrA2. Wyptyw AIF i Endo G
byt procesem wtoérnym i wymagat aktywnosci kaspaz [51],
wbrew ugruntowanej opinii, ze apoptoza wywotana przez
te czynniki jest od kaspaz niezalezna. Natomiast w przy-
padkach, gdy apoptoza indukowana byta przez staurospo-
ryne, etopozyd lub PAR, a wiec gdy sygnat zwigzany byt z
uszkodzeniem DNA, obserwowano najpierw wyptyw AIF
a dopiero potem, zalezny od AIF, wyptyw cytochromu cii
aktywacje kaspaz [20,52,53], Wychodzenie AIF z mitochon-
drium uwarunkowane byto aktywno$cig PARP-1 i prze-
mieszczaniem sie do cytoplazmy PAR [43]. Jak wspomina-
no w poprzednim rozdziale, mechanizm uwalniania AIF
za posrednictwem PAR jest nieznany, by¢ moze wigze sie z
poli(ADP-rybozylacjg) okreslonych biatek, np. p53, p21 czy
histonéw. Na podstawie przedstawionych danych powstato
przypuszczenie, ze w zaleznosci od czynnika indukujgcego
apoptoze w btonie mitochondrialnej tworza sie rézne typy
kanatéw. Na obecnym etapie badarn taka hipoteze trudno
jest jednak zweryfikowaé [54].

W procesie uwalniania biatek z przestrzeni miedzybto-
nowej rownie wazne jak tworzenie sie kanaldéw w blonie
zewnetrznej okazato sie przemodelowanie struktury we-
wnetrznej mitochondrium. W zywej komodrce, we wpu-
kleniach btony wewnetrznej znajduje sie wiekszo$¢ biatek
przestrzeni miedzybtonowej mitochondrium (np. ponad
80% catej puli cytochromu c). Wpuklenia te tworzg sie¢
waskich, rozgatezionych kanalikéw zwanych grzebieniami
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mitochondrialnymi. W poczatkowych stadiach apoptozy
kanaliki zlewajg sie ze sobg tworzac pecherzyki tgczace sie
z przestrzenig przy btonie, zas cate organellum wykazuje
tendencje do podziatu. DosSwiadczenia przeprowadzone
na komdrkach HelLa pokazaty, ze za te zmiany struktury
odpowiedzialne s3 GTPazy — mechanoenzymy z rodziny
dynamin. Biatko Opal, zakotwiczone w wewnetrznej bto-
nie mitochondrium i w zywej komorce uczestniczace w
faczeniu mitochondriéw, zapobiegato apoptozie [55,56], Z
drugiej strony, Drpl, ktére zlokalizowane jest w cytopla-
zmie i indukuje podziat mitochondrium, w czasie apoptozy
gromadzito sie w zewnetrznej btonie i w kanalikach mito-
chondrialnych wptywajac na ich zlewanie i podziat catego
organellum [56,57], Przemieszczanie sie Drpl do mitochon-
drium po zadziataniu czynnikéw apoptogennych obserwo-
wano nie tylko w komdrkach cztowieka i gryzoni ale takze
u robaka Caenorhabditis elegans [55,57].

Z badan na izolowanych mitochondriach watroby szczu-
ra wiadomo, ze cytochrom cjest w wewnetrznej btonie mi-
tochondrium zwiazany z fosfolipidami, gtéwnie kardioli-
ping. Proponowany mechanizm uwalniania cytochromu c

[58] zaktada, ze otwarcie megakanatow na styku bton mi-

tochondrium powoduje przerwanie tancucha oddechowe-
go i nagromadzanie sie reaktywnych form tlenu, co sprzyja
peroksydacji kardiolipiny, za$ podwyzszone stezenie ATP
wptywa na zmiane konformacji cytochromu c. W rezultacie
zerwane zostajg silne (hydrofobowe) wigzania cytochro-
mu c z kardioliping. Jednocze$nie naptyw jondw i zmiana
pH w przestrzeni miedzybtonowej znosi stabe (elektrosta-
tyczne) oddziatywania i cytochrom ¢ moze wydostac sie na
zewnatrz.

AIF réwniez zwigzane jest z wewnetrzng btong mito-
chondrium. Zak#tada sie, ze pod wptywem wzrostu stezenia
jonéw Ca2; co moze nastgpic jeszcze przed maksymalnym
otwarciem megakanatéw, w przestrzeni miedzybtonowej
aktywowana jest proteaza cysteinowa zalezna od jondéw
wapnia — kalpaina. Enzym ten rozcina prekursorowy AlF
uwalniajgc aktywny fragment do $wiatta kanalika [59], Po-
dobnie moze dziata¢ obecna w mitochondrium kaspaza 3,
aktywowana przez obnizenie pH [60]. Zaleznos$¢ uwalnia-
nia AIF od aktywnosci proteaz moze ttumaczy¢ opdzniony
w niektdrych przypadkach, w poréwnaniu do cytochromu
¢, wyptyw tego biatka. Kaspazy aktywowane przy udziale
cytochromu cznacznie zwielokrotniajg wyptyw czynnikéw
apoptozy, trawigc substraty w btonach mitochondridw.

Dotychczas uzyskane informacje dotyczace mechani-
zmow wyptywu cytochromu c¢ i AIF z mitochondrium
podczas apoptozy przedstawiono na rysunku 5. Poniewaz
zgromadzony material doswiadczalny jest skromny, majg
one charakter hipotezy robocze;j.

UWAGI KONCOWE

Przedstawione w pracy mechanizmy aktywacji i regulacji
apoptozy zostaty znacznie uproszczone. W rzeczywistosSci
obraz jest duzo bardziej ztozony i niejednoznaczny. Szereg
zjawisk i faktéw pominieto. Na przyktad, opocz transbto-
nowych receptorow $mierci komorki moga produkowac
»receptory-putapki"; nie sg one zakotwiczone w btonie i po
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zwigzaniu liganda nie generujg sygnatu $mierci a przeciw-
nie — zapobhiegajg apoptozie [61]. Kaspazy nie sa jedyny-
mi proteazami biorgcymi udziat w apoptozie. W pewnych
warunkach aktywowane sg réwniez katepsyny, kalpainy,
proteazy serynowe, kompleks proteasomowy. Dzialajgc
niezaleznie, proteazy te mogg degradowaé klasyczne sub-
straty kaspaz, jak laminy jadrowe czy ICAD i wywotywac
programowang $mier¢ podobng do apoptozy [62]. Szcze-
gblnie zaawansowane sg badania nad dziataniem kalpain
uwalnianych z lizosoméw w sposéb kontrolowany, przy
udziale proapoptotycznych biatek z rodziny bcl-2 [63], Rola
samych kaspaz nie ogranicza sie zresztg tylko do apoptozy.
Na przyktad aktywnos$¢ kaspazy 8 jest niezbedna do pro-
liferacji limfocytow [64], Istniejg tez tzw. kaspazy zapalne,
aktywowane w inflamosomie, ktére nacinajg i w ten spos6b
aktywujg prozapalne cytokiny IL-1(3 i IL-18 [65].

Wiedza o programowanej $mierci komdrek rozwija sie
dynamicznie i wielotorowo. Obok zagadnien dosy¢ dobrze
poznanych, jak dziatanie kaspaz czy przekazywanie syg-
natdw przez receptory $mierci, pojawity sie nowe, wsrod
ktorych wiedza o wspétdziataniu cytoplazmy i jadra w
indukcji apoptozy zaleznej od mitochondrium moze cat-
kowicie zmieni¢ dotychczasowe pojmowanie regulacji tego
procesu. Mechanizm uwalniania proapoptotycznych biatek
z mitochondrium ciggle jest nieznany, a obecnie wydaje sie,
ze moze on zaleze¢ od rodzaju czynnika wyzwalajgcego.
W najblizszej przysztosci spodziewac sie mozna wielu, by¢
moze zaskakujgcych odkry¢, ktore pozwolga lepiej zrozumiec
mechanizmy regulacji proceséw $mierci komorki i otworza
nowe perspektywy ich praktycznego zastosowania.
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Mechanisms and regulation of the programmed cell death
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ABSTRACT

The programmed cell death usually is identified with apoptosis, though a scheduled sequence of events can be observed also in autophagy,
mitotic catastrophe and, under certain circumstances, in necrosis. Apoptosis begins with activation of the initiator caspases (cysteine prote-
ases) in the signaling complexes: the apoptosome (on the intrinsic or mitochondrial pathway) or the degradosome (on the extrinsic or death
receptor pathway). The proteolytic cascade then leads, through activation of downstream caspases and DNases, to digestion of cell compo-
nents. Mitochondria play a central role in apoptosis by releasing cytochrome ¢ —the essential component of the apoptosome, Smac/Diablo
and Omil/HtrA2 _ that bind the caspase inhibitors (IAPs), and endonuclease G and AIF —that are responsible for DNA degradation. Those
factors get out of mitochondrium through the Bax and Bak protein-containing channels. The process is fast and complete, probably due to
mechanoenzyme — driven remodeling of the organellum structure as well as to phospholipid peroxidation and proteolysis in the inner
membrane. The release of the mitochondrial factors can be stimulated by protein p53, histone HI.2 and poly(ADP-ribose) that are sent from
the nucleus in consequence of a cyto- and genotoxic stress, under the control of cAbl kinase.
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— deacylowany tRNA; fA — 2'-fluoroadeno-
zyna; miejsce A —miejsce wigzania aminoacy-
lo-tRNA; miejsce E — miejsce wigzania deacy-
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peptydylo-tRNA; Pm —puromycyna; Pm-OH
- hydroksypuromycyna; PTC — centum pep-
tydylotransferazowe; P-tRNA — peptydylo-
tRNA; tRNA - ogélne okredlenie wszystkich
rodzajow tRNA (AA-tRNA, P-tRNA badz D-
tRNA); tRNAAA —czasteczka tRNA specyficz-
nawzgledem okre$lonego aminokwasu
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STRESZCZENIE

ciggu ostatnich pieciu lat opublikowano szereg danych dotyczacych struktury i mecha-
Wnizmu funkcjonowania rybosomu. Dzigki badaniom nad strukturg atomowga wiadomo,
ze centrum peptydylotransferazowe rybosomu jest zbudowane wytacznie z rRNA. Wiemy
réwniez, ze odpowiednie utozenie koncdw CCA czagsteczek tRNA zwigzanych zrybosomem,
znaczaco wptywa na jego site katalityczng. Niemniej jednak doktadny i szczegétowy me-
chanizm syntezy wigzania peptydowego w rybosomie nadal nie jest poznany. Czy istnieja
komponenty chemiczne, ktére wptywajg na szybkos$¢ syntezy wiagzania peptydowego? Czy
rybosom w komérce petni swoja role w translacji w sposéb identyczny jak izolowane pod-
jednostki, bedace Zrodtem wiekszosci danych? W tym artykule staramy sie przedstawi¢ po-
glady na sposéb w jaki rybosom bierze udziat w syntezie wigzania peptydowego.

WPROWADZENIE

Rozwigzanie struktury krystalograficznej zaréwno matej (30S) jak i duzej
(50S) podjednostki rybosomalnej [1,2] oraz catego rybosomu prokariotycznego
[3] byto przetomowym momentem w badaniach nad zrozumieniem molekular-
nego podfoza biosyntezy biatka. Po raz pierwszy miejsca aktywne tak ztozo-
nego makrokompleksu mogty zostaé opisane z ogromna precyzjag. Badania te
pozwolity na bardzo doktadne okreslenie struktury i oddziatywarn poszczego6l-
nych komponentdw podjednostek. Dzieki temu zwiekszyta sie rowniez nasza
wiedza na temat oddziatywan miedzy podjednostkami oraz zmian konforma-
cyjnych rybosomu podczas kolejnych etapéw procesu biosyntezy biatka [4,5,6].
Jednakze nadal wiele zagadnien tej ztozonej maszynerii biosyntezy biatka po-
zostaje niewyjasnionych. Chociaz istnieje kilka modeli, nie jest znany doktadny
mechanizm zasadniczej reakcji katalizowanej przez rybosom: syntezy wigzania
peptydowego. W artykule tym przedstawiamy rdzne spojrzenia na te podsta-
wowag reakcje.

RYBOSOM JAKO RYBOZYM

Gtowng funkcjg matej podjednostki rybosomalnej jest asocjacja z mRNA i od-
szyfrowywanie informacji genetycznej zakodowanej w tej czasteczce [7]. Podsta-
wowg rolg duzej podjednostki rybosomalnej jest kataliza wigzania peptydowe-
go oraz uwalnianie nowo zsyntetyzowanego polipeptydu z rybosomu. Obie te
reakcje majg miejsce w centrum peptydylotransferazowym (PTC). Na podstawie
badan struktury atomowej duzej podjednostki rybosomalnej Haloarcula maris-
mortui stwierdzono, ze miejsce aktywne rybosomu jest zbudowane wytgcznie
z rRNA —tworzg je nukleotydy centralnej petli domeny V 23S rRNA [1,8,9].
Podobng strukture miejsca aktywnego obserwowano réwniez w przypadku Dei-
nococcus radiourans [10]. W tych obszarach duzej podjednostki wystepujg wysoce
zachowane sekwencje 23S rRNA, co $wiadczy o ich zasadniczej funkcji w proce-
sie translacji (Ryc. 1A i B).

Z domeng V 23S rRNA oddziatuje 15 biatek (Ryc. 2A). Najblizej PTC znajdujg
sie rybosomalne biatka L2, L3, L4 i LIOe, ktore penetrujg szkielet domeny V 23S
rRNA i kieruja swe nieglobularne ,,ogony" w kierunku PTC [8,11]. Jednakze ze
struktury krystalicznej podjednostki 50S H. marismortui mozna wnioskowaé, ze
nawet najblizsze z biatek nie znajduje sie w takiej odlegtosci do centrum aktyw-
nego PTC, aby mogto petni¢ aktywng funkcje jako katalizator w reakcji syntezy
wigzania peptydowego (Ryc. 2B) [8]. Dzieki tym odkryciom mozna jednoznacz-
nie wnioskowaé, ze to 23S rRNA odgrywa gtéwng role w katalizowaniu reakcji
polimeryzacji reszt aminokwasowych w rybosomie. Mozna tez sadzi¢, ze biatka
rybosomalne petnig role stabilizujgcg, utrzymujgc odpowiednig strukture trze-
ciorzedowg domeny V 23S rRNA, warunkujaca jej aktywno$¢ [12]. Dzigki temu
mozemy umiesci¢ rybosom na liScie naturalnie wystepujacych rybozymow.
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Rycina 1. Lokalizacja PTC w strukturze 23S rRNA: A —struktura ll-rzedowa 23SrRNA (numery oznaczajag domeny 23SrRNA; na czerwono wyrdzniono PTC); B —struk-
tura Ill-rzedowa 23S rRNA, widok od strony oddziatywania podjednostek (kolorem szarym wyrézniono domene V, kolorem czerwonym —PTC; struktura 23S rRNA H.

marismortui pobrana z: http://www.rcsb.org [41]).

SYNTEZA WIAZANIA PEPTYDOWEGO W RYBOSOMIE

Substraty do utworzenia wigzania peptydowego, tj. ami-
noacylo-tRNA (AA-tRNA) w rybosomalnym miejscu A i
peptydylo-tRNA (P-tRNA) w miejscu P, muszg znajdowac
sie w odpowiedniej orientacji. Za przybranie tej orientacji
odpowiedzialne sg specyficzne interakcje miedzy czgsteczkg
tRNA a 23S rRNA i biatkami rybosomalnymi matej i duzej
podjednostki [13]. Zatem jedng z funkcji PTC jest prawidto-
we usytuowanie czgsteczek tRNA, tak aby mogta zajs¢ syn-
teza wigzania peptydowego. Szczelina miejsca aktywnego

A

ma wystarczajgcy rozmiar by pomiesci¢ 3' konce czasteczek
tRNA [8]. Usytuowanie czasteczki P-tRNA w miejscu P jest
stabilizowane gtéwnie poprzez oddziatywanie nukleoty-
dow C74 i C75 tRNA z resztami zasad G2253 i G2252 23S
rRNA, ulokowanymi w tzw. petli P. Zasadnicze znaczenie
majg rowniez interakcje miedzy A76 i A2450-C2501, tworzg-
cymi tzw. motyw A-minor [8,14]. Natomiast czasteczka AA-
tRNA zawdzigecza odpowiednie umiejscowienie w miejscu
A, przede wszystkim interakcjom nukleotydu C75 z G2553
petli A 23S rRNA oraz oddziatywaniom typu A-minor mie-
dzy A76 a U2506-G2583 [8,13,15],

B

L10e

L2

23,5 /20,4

L4

Rycina 2. Biatka rybosomalne znajdujace sie najblizej PTC (wedtug [8], za zgoda autoréw): A —struktura Ill-rzedowa domeny V 23S rRNA (kolor szary) i oddziatujace z
nig biatka (pozostate kolory); B —miejsce aktywne rybosomu z usunieta czasteczka rRNA. Zaznaczono najblizsze biatka i odlegtosci (w A) do centrum aktywnego.
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Potgczenie aminokwas6w kowalencyjnym wigzaniem
peptydowym zachodzi miedzy grupg a-aminowg AA-
tRNA znajdujgcego sie w miejscu A rybosomu a grupa
karboksylowg P-tRNA w miejscu P (Ryc. 3). W pierwszym
etapie grupa a-NH3tulega deprotonacji i tworzy sie nu-
kleofilowa grupa NH2(etap 1). pKa tej grupy zaminokwasu
czgsteczki AA-tRNA wynosi okoto 8. Proton pochodzacy z
tego etapu jest najprawdopodobniej przyjmowany przez
czasteczke wody. Nastepnie ma miejsce atak nukleofilowy
grupy a-aminowej AA-tRNA na elektrofilowg grupe kar-
bonylowg P-tRNA (etap 2). Ta reakcja prowadzi do utwo-
rzenia wstepnie protonowanego zwigzku przejSciowego,
ktory poprzez deprotonacje (etap 3) tworzy zwigzek po-
$redni —wegiel o tetraedrycznym uktadzie wigzanh. Roz-
pad zwigzku przejSciowego (etap 4), zainicjowany przez
oddanie protonu na atom tlenu, prowadzi do powstania
produktéw reakcji, tj. deacylowanego tRNA (D-tRNA) w
miejscu P oraz P-tRNA niosgcego dodatkowy aminokwas
(+1 aa) w miejscu A [12].

Utworzenie wigzania peptydowego nie wymaga dodat-
kowej energii, wykorzystywana jest jedynie energia zmaga-
zynowana w wigzaniu estrowym taczacym reszte peptydy-
lowg z grupg 3' hydroksylowg czasteczki tRNA. Natomiast
zrédtem energii dla syntezy tego ostatniego wigzania jest
hydroliza ATP, ktéra jest niezbedna do aminoacylacji tRNA

Rycina 3. Mechanizm syntezy wigzania peptydowego (zmodyfikowane wedtug
[22]). 1 —deprotonacja grupy NH/; 2 —atak nukleofilowy grupy NH2AA-tRNA
na grupe C=0 P-tRNA; 3 — deprotonacja zwigzku przejsciowego; 4 — utwo-
rzenie produktow reakcji.

168

katalizowanej przez odpowiednig syntetaze aminoacylowg
[13,16],

KATALIZA CHEMICZNA, UDZIAL SUBSTRATOW
CZY MOZE EFEKT ENTROPII?

Nadal otwarte pozostaje pytanie, czy opr6cz odpo-
wiedniej orientacji substratow, rybosom wymaga innych
czynnikéw do katalizy syntezy wigzania peptydowego.
Pochodzgca z wczesnych badan hipoteza, ze jedna z grup
chemicznych rybosomalnego RNA moze mie¢ charakter
zasadowy wedtug teorii Lewisa (omawiamy te koncepcje
w nastepnym podrozdziale) jest w sprzecznosci z p6zniej-
szymi eksperymentami. Dlatego tez uwaga badaczy zostata
zwrécona w innym kierunku. Obecnie istnieje kilka koncep-
cji mechanizmu syntezy wigzania peptydowego, z ktoérych
dwie, jak sie wydaje, sg najbardziej poparte dowodami eks-
perymentalnymi. Jedna z nich zaktada, ze sita katalityczna
rybosomu jest zwigzana z redukcja entropii reakcji, nato-
miast inna przedstawia mozliwo$¢ uczestniczenia jednej z
grup chemicznych substratow w reakcji syntezy.

KATALIZA CHEMICZNA TWORZENIA
WIAZANIA PEPTYDOWEGO?

Wedtug proponowanego w 2000 r. przez Nissena i Ste-
itza zalozenia, za aktywnos$¢ katalityczng odpowiedzialny
jest wysoce zachowany nukleotyd (A2451 u Escherichia
coli, A2486 u H. marismortui), znajdujacy sie najblizej re-
agujacych grup [8], Wedtug tej hipotezy, protonacja azo-
tu w pozycji trzeciej (N3) pierscienia nukleotydu A2451
umozliwiataby stabilizacje obdarzonego negatywnym ta-
dunkiem zwigzku posredniego. A2451 funkcjonowalaby
wowczas jako zasada Lewisa (Rysunek 4). W wyniku ode-
rwania protonu przez N3 A2451 z reszty a-aminowej na-
stepowatby nukleofilowy atak grupy a-aminowej na atom
wegla peptydylo-tRNA (etap 1). Uprotonowany N3 A2451
mogtby bra¢ udziat w stabilizacji utworzonego zwigzku
posredniego, poprzez wigzanie wodorowe z oksyanionem
O' (etap 2). Proton zostatby nastepnie przekazany z N3 na
koniec 3' deacylowanego tRNA, zwigzanego w miejscu P,
zaraz po odigczeniu od niego nowo utworzonego peptydu
(etap 3). W ten spos6b powstawatyby produkty reakciji, fj.
D-tRNA w miejscu P oraz P-tRNA z dodatkowym amino-
kwasem w miejscu A.

Aby efektywnie zachodzita reakcja przyjmowania lub
oddawania protonu w reakcji katalizy chemicznej, wartos¢
pKa grupy katalitycznej powinna by¢ bliska neutralnemu
[17]. Wartos$ci pKa zasad RNA wynoszg odpowiednio 3,5
i4,2dla AiCoraz 9,2 dla G iU. Jedli wiec zasada rRNA
brataby aktywny udziat w reakcji, wéwczas musiataby na-
stepowa¢ zmiana wartosci pKa. Zaproponowano zatem,
ze grupy chemiczne w poblizu A2451, szczeg6lnie G2447,
biorg udzial w przekazywaniu tadunkéw, co powoduje
zmiane wartosci pKa [8], Model ten ma swoje uzasadnienie,
pochodzace juz z pierwszych badan biochemicznych z wy-
korzystaniem rybosoméw E. coli, przedstawiajgcych dane,
ze reakcja przenoszenia reszty peptydylowej z P-tRNA na
puromycyne (ktora byta w tym doswiadczeniu analogiem
AA-tRNA) wykazuje silng zaleznos¢ od pH. Zaobserwowa-
no, ze szybkos$¢ reakcji wzrastata wraz ze zmiang pH na bar-
dziej zasadowe (w zakresie pH od 6 do 8,5), z pKa rownym
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Rycina 4. Chemiczny model syntezy wigzania peptydowego (zmodyfikowane
wedtug [8]). 1 —utworzenie wigzania wodorowego miedzy N3 A2451 23SrRNA
awodorem grupy a-NH2AA-tRNA iatak nukleofilowy NH2AA-tRNA na grupe
C=0 P-tRNA; 2 —protonacja N3 A2451; utworzenie wigzania wodorowego mie-
dzy wodorem azotu N3 A2451 iatomem tlenu grupy C=0 P-tRNA; przekazanie
protonu z N3 A2451 na koniec 3'D-tRNA; 3 —produkty reakcji.

7,5 [18,19]. Wyniki tych eksperymentéw uzasadniaty hipo-
teze na temat obecnosci w rybosomie grupy chemicznej,
ktéra w zaleznos$ci od protonacji wptywataby na szybkos$¢
syntezy wigzania peptydowego. Natomiast w p6zniejszych
badaniach, Muth zademonstrowat, ze silnie zachowana
reszta A2451 23S rRNA w miejscu aktywnym rybosomu po-
siada pKa o warto$ci okoto 7 [20], co jest dalszym potwier-
dzeniem katalitycznej roli nukleotydu A2451.

W 2002 r. w eksperymentach z zastosowaniem hydrok-
sypuromycyny (Pm-OH) jako kolejnego analogu AA-tRNA,
wykazano istnienie dwéch grup zjonizowanych, ktérych
pKa wynosity 6,9 i 7,5. Wartosci te przyporzadkowano od-
powiednio puromycynie ireszcie pochodzacej zrRNA. Dal-
sze analizy ujawnity, ze w rybosomach niosgcych mutacje
A/U w pozycji 2451 nie obserwowano zaleznosci efektyw-
nosci reakcji syntezy wigzania peptydowego od pH. Suge-
ruje to, ze grupe zjonizowang niesie nukleotyd A2451 lub
inny znajdujacy sie w bliskim sgsiedztwie [21].

Ponadto w strukturze krystalograficznej duzej podjed-
nostki rybosomalnej przy rozdzielczosci 2,4 A, atom azotu
N3 reszty A 2451 znajduje sie w bliskim kontakcie z analo-
giem zwigzku przejSciowego [8], a mutacje w tej pozycji sg
letalne w przypadku E. coli [22 i prace tam cytowane]. Nato-
miast Hansen i inni w 2002 r. stwierdzili, ze jedynymi kan-
dydatami do bezposredniego udziatu w katalizie chemicz-
nej wigzania peptydowego w rybosomie (jesli taka kataliza
wystepuje) sg N3 A2451 23S rRNA; grupa 2'0OH A2451 lub
2'0H substratu w miejscu P (P-tRNA) [23]. Wszystkie te
mozliwosci beda przez nas dyskutowane.

Okazato sie jednak, ze rola nukleotydu A2451 w katalizo-
waniu syntezy wigzania peptydowego nie jestjednoznaczna
[13,24,25]. Przeprowadzone w 2001 r. przez dwie niezalez-
ne grupy badaczy eksperymenty oceniajace role nukleoty-
du A2451 w tym procesie wykazaty, ze mutacje nukleotydu
A2451 nie hamujg syntezy wigzania peptydowego in vitro
[26,27,28]. Zaobserwowano tylko niewielkie ostabienie ak-
tywnosci katalitycznej rybosomdw niosagcych mutacje, w
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kilku niezaleznych eksperymentach. Nawet wystepowanie
dwodch mutacji jednoczesnie w jednej czasteczce 23S rRNA
(A2451U/A2602G) nie eliminowato aktywnosci rybosomu
[29]. Stwierdzono réwniez, ze mutacja A2451U, ktdra jest
letatna dla E. coli, nie powoduje $miertelnosci u Mycobacte-
rium smegmatis, jednak obserwowano spowolnienie reakcji
tworzenia wigzania peptydowego [30]. U tego mikroorgani-
zmu zaobserwowano rowniez inng warto$¢ pKa wynoszacga
8,0 (a nie jak u E. coli 7,5). Ponadto, w przeciwienistwie do
E. coli, nie obserwowano eliminacji grupy zjonizowanej.
Stad tez jednoznaczny wniosek, ze u M. smegmatis A2451
nie jest odpowiedzialna za zalezno$¢ szybkosci reakcji od
pH.

Ponadto stwierdzono, ze wprowadzenie chemicznych
modyfikacji zasady w pozycji 2451 (ktére eliminowaty moz-
liwo$¢ tworzenia wigzania wodorowego atoméw azotu NI
lub N3 adeniny), anawet catkowita delecja zasady, ma jedy-
nie marginalny wptyw na tworzenie wigzania peptydowe-
go [31]. Natomiast grupa 2'OH rybozy w pozycji 2451 wy-
daje sie petni¢ wazng role w katalitycznej aktywnos$ci PTC
i utatwia transpeptydacje najprawdopodobniej poprzez
koordynacje atakujgcej grupy a-aminowej. Konserwatywny
nukleotyd A2451 moze zatem petni¢ role w odpowiednim
umiejscowieniu grupy 2'-hydroksylowej rybozy. Zaobser-
wowano tez, ze mutacje w pozycji G2447 nie miaty widocz-
nych efektéw na wzrost komérek i nie wptywaty znaczaco
na synteze wigzania peptydowego [26,27,32], Nie ma zatem
podstaw do potwierdzenia udziatu reszty G2447 w propo-
nowanym mechanizmie przekazywania tadunkow.

Pomimo tak intensywnych badan, nadal trudno jedno-
znacznie i szczeg6towo przedstawi¢ mechanizm syntezy
wigzania peptydowego. Dlatego konieczne jest zbadanie
wiekszej liczby mutacji 23S rRNA, zardwno kinetycznie jak
istrukturalnie. Niewykluczone jest bowiem, ze wprowadze-
nie mutacji w miejsce aktywne rybosomu moze powodowac
zmiany strukturalne, niezaleznie od mechanizmu katali-
tycznego. Jakkolwiek, na podstawie tych wynikdw mozna
wnioskowac, ze powinien by¢ brany pod uwage inny model
mechanizmu syntezy wigzania peptydowego niz propono-
wany przez Nissena i Steitza w 2000 r. [8].

RYBOSOM JAKO ENZYM WYKORZYSTUJACY ENTROPIE?

Wyznacznikiem spontaniczno$ci reakcji chemicznych
jest funkcja termodynamiczna zwana energig swobodng.
Reakcja moze zaj$¢ spontanicznie tylko wtedy, kiedy zmia-
na energii swobodnej reakcji ma warto$¢ ujemng. Enzymy
natomiast katalizujg reakcje termodynamiczne zmniejszajac
energie aktywacji reakcji. Przyspieszajg one reakcje przez
dostarczanie nowej drogi reakcji, w ktorej stan przejsciowy
(stan o najwyzszej energii) ma nizszg energie swobodng ijest
przez to bardziej dostepny niz w reakcjach niekatalizowa-
nych. Istotg katalizy jest selektywna stabilizacja stanu przej-
$ciowego, czesto poprzez zaangazowanie sit polarnych, np.
wigzan wodorowych lub interakcji poprzez sity elektrosta-
tyczne. Jesli zatem rybosom dziata na zasadzie chemicznej
katalizy, wowczas szybkos$¢ reakcji powinna zaleze¢ od re-
dukcji entalpii aktywacji, a rola entropii w stabilizacji stanu
posredniego w tym przypadku powinna by¢ niewielka. Jesli
natomiast synteza wigzania peptydowego jest uzalezniona
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tylko od przyjecia odpowiedniej pozycji przez substraty w
PTC, wowczas szybkos¢ reakcji powinna byé uwarunkowa-
na przez entropie [33].

W 2004 r. Sievers i wspOtpracownicy przeprowadzili se-
rie eksperymentow, aby sprawdzié¢, ktéra z mozliwosci jest
prawdziwa [33], W tym celu poréwnano niekatalityczna i
rybosomalng reakcje tworzenia wigzania peptydowego. W
pierwszej reakcji jako odpowiednik P-tRNA zastosowano
estry, dla ktérych warto$¢ pKa reszty kwasu karboksylo-
wego pochodzacego z tych zwiazkéw byta podobna do
wartosci pKa grupy karbonylowej wystepujacej w ryboso-
mie. Zatem charakter elektrofilowy tych grup byt réwniez
podobny. Jako odpowiednik substratu w miejscu A (ak-
ceptora) zastosowano amine pierwszorzedowg o wartosci
pKa bardzo podobnej do AA-tRNA. W przypadku reakcji
w rybosomie, zastosowano dipeptydylo-tRNA (fMetPhe-
tRNApe) jako substrat w miejscu P (donor) oraz puromy-
cyne (Pm) jako substrat w miejscu A. Wykonano szczegé-
towe pomiary parametrow kinetycznych reakcji i okazato
sie, ze w przeciwienstwie do wiekszosci biatkowych enzy-
mow, entalpia aktywacji reakcji w rybosomie ma mniejsze
znaczenie niz w roztworze. Zwiekszenie szybkosci reakcji
w rybosomie odbywa sie wytgcznie przez obnizanie entro-
pii aktywacji, a ta pochodzi z prawidtowego ulokowania
czgsteczek AA-tRNA i P-tRNA. Rezultaty te sg potwier-
dzeniem tezy, ze rybosom zwieksza szybkos¢ reakcji syn-
tezy wigzania peptydowego gtéwnie poprzez odpowied-
nig orientacje substratow.

KATALIZA SYNTEZY WIAZANIA
PEPTYDOWEGO PRZEZ SUBSTRATY?

Badania nad udziatem poszczeg6lnych grup chemicz-
nych czasteczek tRNA w tworzeniu wigzania peptydowego
trwaja juz wiele lat. Pierwsze doniesienia siegajg roku 1974.
Na podstawie tych wynikow dowiedziono, ze czasteczka
tRNApez delecjg grupy 2'0H A76 moze stuzy¢ jako sub-
strat do syntezy wigzania peptydowego w miejscu A, ale
jest nieaktywna jako donor czyli substrat w miejscu P [34],
Inna grupa badaczy stwierdzita, ze czasteczka tRNALs po-
zbawiona grupy 2'OH A76 nie jest zdolna uczestniczy¢ w
syntezie polilizyny in vitro [35],

Aby sprawdzi¢ mozliwo$¢ udziatu grupy 2'-hydroksy lowej
AT76 czasteczek tRNA w tworzeniu wigzania peptydowego,
Barta i wspdtpracownicy zastosowali zmodyfikowang wersje
reakcji fragmentowej z uzyciem aminoacylowanej adenozy-
ny (AcLeuAMP) jako substratu w miejscu P oraz Phe-tRNA
jako substratu w miejscu A [36]. Zastosowano kilka pochod-
nych AcLeuAMP, w ktorych grupa 2'-OH byta zablokowana
przez grupe metylowa lub dodatkowa grupe AcLeu. Niekto-
re pochodne byty catkowicie pozbawione grupy 2'-OH. Oka-
zato sie, ze 2'-deoksy pochodna substratu byta nieaktywna w
syntezie wigzania peptydowego. Jednak obie pochodne, kto-
re posiadaty atom tlenu w pozycji 2' wykazywaty aktywnosé,
chociaz byta ona znacznie nizsza niz aktywnos$é AcLeuAMP
jako substratu. Z danych tych wynika, ze grupa w pozycji 2'
rybozy czasteczki tRNA wptywa na aktywnos$¢ PTC. Na tej
podstawie zaproponowano kolejny model mechanizmu syn-
tezy wigzania peptydowego. Opiera sie on na zatozeniu, ze
grupa 2'OH A76 tRNA w miejscu P bierze bezposredni udziat
w tworzeniu wigzania peptydowego. W modelu tym, atako-
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Rycina 5. Proponowany udziat grupy 2'OH terminalnej rybozy tRNA w miejscu
P w katalizie wigzania peptydowego (zmodyfikowane wedtug [36]).

wi nukleofilowemu grupy a-aminowej tRNA w miejscu A
na elektrofilowy atom wegla tRNA w miejscu P, towarzyszy
zachodzace rownolegle tworzenie wigzania wodorowego. W
wigzaniu tym donorem jest grupa a-NH, a akceptorem tlen
w pozycji 2' rybozy (Ryc. 5). Jednocze$nie zachodzi migracja
protonu z grupy 2'-OH na atom 3'-0. Reakcje te prowadzg
do utworzenia produktéw: D-tRNA w miejscu P i P-tRNA w
miejscu A. Stwierdzono rédwniez, ze grupa 2'-OH rybozy jest
jedyng funkcjonalng grupg chemiczng w bliskim sgsiedztwie
miejsca aktywnego rybosomu [8], kt6rej usuniecie wywiera
wystarczajacy wptyw na szybko$¢ transpeptydacji, aby braé¢
pod uwage jej udziat w katalizowaniu tej reakcji.

Potwierdzenie tego modelu dostarczyty wyniki Strobla
i wspotpracownikdw [37], Wymieniali oni terminalny nu-
kleotyd konca 3' tRNALs na 2'-deoksyadenozyne (dA) lub
2'-fluoroadenozyne (fA). Okazato sie, ze tak zmodyfikowa-
ne czasteczki byty aktywne jako substraty w rybosomalnym
miejscu A, jednak ich aktywno$¢ zanikata gdy byly testowa-
ne jako substraty w miejscu P. Na podstawie analiz iloscio-
wych oszacowano, ze eliminacja grupy 2'OH A76 tRNA w
miejscu P obniza szybko$¢ syntezy wigzania peptydowego
co najmniej 106-krotnie. Ostatnio uzyskano struktury krysta-
liczne PTC ze zwigzanym analogiem stanu przejsciowego,
w rozdzielczosci 2,2 do 2,5 A [38]. W pracach tych réwniez
potwierdzono, ze grupa 2'-OH A 76 moze mie¢ aktywny
udziat w reakcji tworzenia wigzania peptydowego.

Model ten zostat potwierdzony réwniez przez dodatko-
we eksperymenty opierajace sie na metodach dynamiki mo-
lekularnej (ang. molecular dynamics, MD) i pomiarach energii
pétempiryczng metodg wigzan walencyjnych (ang. empirical
valence bond, EVB) [39], Przeprowadzono symulacje syntezy
wigzania peptydowego, opierajac sie na znanych struktu-
rach krystalicznych duzych podjednostek rybosomalnych.
Zaobserwowano spontaniczne utworzenie stabilnego wig-
zania wodorowego pomiedzy grupa a-aminowg a 2'-hy-
droksylowg A76 P-tRNA w miejscu P. Co wiecej, stwier-
dzono, ze ta grupa hydroksylowa jest w stanie dziata¢ jako
donor w wigzaniu wodorowym z sasiadujacg grupg 3'-OH,
co jest potwierdzeniem sugerowanego wczes$niej mechani-
zmu ,przeskakiwania" protonu (ang. proton shuttle mecha-
nism). Jednak takze i ten model nie jest doskonaty. Miano-
wicie, jesli kataliza wigzania peptydowego zachodzitaby
wytgcznie dzigki obecnosci grupy 2'OH substratu, wéwczas
ta sama grupa mogtaby katalizowac te reakcje bez udziatu
rybosomu —nie mozna byto by wtedy uzna¢ tego za efekt
katalityczny [40], Dlatego tez przy konstruowaniu hipotezy
mechanizmu transpeptydacji nalezy bra¢ pod uwage dodat-
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kowe czynniki, mogace wptywaé na te reakcje w tak zto-
zonym uktadzie jakim jest rybosom, jak bezposredni udziat
substratow lub inne, do dzi$ nie poznane czynniki.

UWAGI KONCOWE

Dzieki rozwigzaniu struktury rybosomu prokariotycz-
nego z rozdzielczos$cig pojedynczego atomu, wiemy w jaki
spos6b ponad 3000 nukleotydow rRNA i 27 biatek ryboso-
malnych oddziatuje ze sobg tworzac unikatowy kompleks
enzymatyczny, spetniajagcy podstawowg role w kazdej ko-
mdrce, zar6wno pro- jak i eukariotycznej. Problem katali-
tycznej sity rybosomu nadal nie jest poznany w szczegoétach.
Sposrod istniejacych modeli i hipotez na temat tworzenia
wigzania peptydowego w rybosomie, nadal nie potrafimy
wskazac tego, ktéry odpowiadatby na wszystkie pytania na
temat tej specyficznej reakcji. Dlatego tak wazne jest dalsze
poznawanie dynamicznej struktury rybosomu, ktdra jest
zapewne jedynym kluczem do wyjasnienia i zrozumienia
mechanizmu jego dziatania.
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Mechanism of peptide bond formation on the ribosome —controversions
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ABSTRACT

During past five years there have been published many experimental data concerning structure and function of the ribosome. With the presen-
tation of atomic structures we obtained a new data about composition of peptidyl transferase center. It is now obvious that PTC is composed
entirely of rRNA. It is also known that the proper substrate alignment is the major factor for ribosome's catalytic activity. However, more
detailed mechanism of peptide bond formation on the ribosome still remains unclear. Several issues remain unsolved. For example, are there
any chemical components coming from ribosome itself, that enhance the rate of the reaction? Do intact ribosomes perform peptidyltransfer
in the same way as the isolated ribosomal subunits that have been the source of most of the data? In this article we present different opinions
and controversions around peptide bond formation on the ribosome.
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W spotczesne spojrzenie na peroksydacje lipidow

STRESZCZENIE

eroksydacja lipidéw jest procesem stale zachodzagcym w warunkach fizjologicznych i po-

legajacym na utlenianiu reszt wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych wchodzacych
w sktad fosfolipidéw, bedacych podstawowymi sktadnikami bton biologicznych. Proces
ten zachodzi zaréwno na drodze nieenzymatycznej jak i w wyniku reakcji enzymatycznych,
z utworzeniem wielu reaktywnych produktéw. Nieenzymatyczne utlenianie wieloniena-
syconych kwaséw ttuszczowych zachodzi na drodze reakcji wolnorodnikowych, podczas
gdy enzymatyczna peroksydacja lipidéw odnosi si¢ do procesu wytwarzania wodoronad-
tlenkoéw lipidéw w wyniku oddzialywania lipooksygenaz, w ktorych centrum aktywnym
zwigzana zostata czasteczka tlenu. W niniejszej pracy szczegétowo opisano mechanizmy
obydwu proceséw ze zwréceniem szczeg6lnej uwagi na produkty koncowe utleniania kwa-
sow ttuszczowych w tym izoprostany i neuroprostany, ktére uwazane sa za gtdwne markery
nieenzymatycznej peroksydacji lipidow. Oméwiono réwniez witasciwosci i role enzymow
uczestniczgcych w procesie enzymatycznej peroksydacji lipidow. Ponadto katalityczne dzia-
tanie peroksydaz i transferaz glutationowych —enzymoéw zapobiegajacych konsekwencjom
utleniania wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych.

WPROWADZENE

Peroksydacja lipidow jest procesem stale zachodzacym w warunkach fi-
zjologicznych i polegajacym na utlenianiu reszt wielonienasyconych kwasow
ttuszczowych wchodzgcych w sktad fosfolipidow, bedgcych podstawowymi
sktadnikami bton biologicznych. Proces ten zachodzi zar6wno na drodze nie-
enzymatycznej jak i w wyniku reakcji enzymatycznych, z utworzeniem wielu
reaktywnych produktéw, w tym gtdwnie aldehydow [1],

NIEENZYMATYCZNA PEROKSYDACJA LIPIDOW

Podstawowe reakcje zachodzace podczas nieenzymatycznej peroksydacji li-
pidéw zostaly przedstawione na rysunku 1 [1]. Wielonienasycone kwasy ttusz-
czowe (LH) wchodzace w sktad fosfolipidow btonowych zawierajg reaktywne
grupy metylenowe, ktére tatwo oddajg atom wodoru w reakcji z substancjami
utleniajgcymi z utworzeniem rodnika alkilowego (L"), posiadajagcego niesparo-
wany elektron na atomie wegla (zwigzek 1, Ryc. 1) [1]. Peroksydacje lipidéw
moga zapoczatkowac: ozon oraz rodniki: hydroksylowy, nadtlenkowy (LOQO"),
alkoksylowy (LO", alkilowy (L"), rodnik wodoronadtlenkowy HOy [1], tlenek
i ditlenek azotu, ditlenek siarki [2] oraz anion chloranowy () [3]. Réwniez jony
metali przejSciowych uczestniczagc w wytwarzaniu reaktywnych form tlenu (Oy*,
*OH) przyczyniaja sie do inicjacji peroksydacji lipidéw [4,5,6], Rodniki alkilowe
w reakcji z tlenem czgsteczkowym ulegajg przeksztatceniu w rodniki nadtlenko-
we (peroksylowe LOO') bedace pierwotnymi, tatwo ulegajagcymi przemianom,
produktami utlenienia wielonienasyconych kwasow ttuszczowych [7], Jedli
rodnik nadtlenkowy zlokalizowany jest na kofcu uktadu wigzan podwojnych
(zwigzek 2, Ryc. 1) wéwczas ulega on redukcji do wodoronadtlenku (LOOH) [8],
Powstajace w ten sposéb wodoronadtlenki skoniugowanych dienéw (zwigzek 4,
Ryc. 1) sa pierwszymi produktami peroksydacji lipidéw charakteryzujacymi sie
wzgledng trwatoscig w nieobecnosci jondw metali przejsSciowych [1], Rodnik
nadtlenkowy moze zostaé zredukowany przez czasteczke kwasu ttuszczowego,
ktora przeksztatca sie w rodnik alkilowy (L'), rozpoczynajacy tancuch reakcji
wolnorodnikowych utleniajac inne czasteczki kwasow ttuszczowych. Giow-
nym czynnikiem decydujacym o diugosci tancucha reakcji wolnorodnikowych
w warunkach in vivo, jest witamina E wystepujagca w dwuwarstwie lipidowej i
redukujgca rodniki nadtlenkowe do wodoronadtlenkdw [9]. Wszystkie wodoro-
nadtlenki lipidow przedstawione na rysunku 1iich regio- i sterecizomery moga
byé redukowane przez jony metali przejsciowych do rodnikéw alkoksylowych,
ktore ulegajg (3-rozszczepieniu z utworzeniem bardzo wielu produktow [10, 2].
W ten sposOb powstaje szereg zwigzkdw epoksydowych (np. 2,3-epoksybutanal
czy 2,3-epoksy-4-hydroksynonanal), oraz aldehydoéw nasyconych (np. heksa-
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nal, pentanal) i a,(3-nienasyconych (np. akroleina, aldehyd
krotonowy, 4-hydroxynonenal, 2-heksenal, 2-heptenal, 2-
oktenal, 2-nonenal, 2,4-nonadienal, 2,4-dekadienal) [10].
Zwigzki te powstajg z kwasow ttuszczowych w réznych
ilosciach w zaleznos$ci od budowy kwasow oraz warunkow
utleniania. W ostatnich latach doniesiono o nowym produk-
cie peroksydacji lipiddw —4-0xo0-2-nonenalu, powstajacym
w wyniku przemiany wodoronadtlenku kwasu linolowego
[11]. R6znorodnos$¢ powstajacych produktéw peroksydacji
lipidéw przedstawiono na przyktadzie zwigzkéw bedacych
produktami utleniania kwasu arachidonowego (AA) w po-
zycji 15 (tabela 1).

Jezeli grupa nadtlenkowa zlokalizowana jest wewnatrz
tancucha weglowodorowego kwasu ttuszczowego (zwig-
zek 3, Ryc. 1), rodnik ulega reakcji cyklizacji z wytworze-
niem cyklicznego nadtleneku (zwiazek 5, Ryc. 1) [12], kto-
ry moze ulega¢ dalszym przemianom na dwa sposoby. W
wyniku przytaczenia tlenu czasteczkowego przeksztatca
sie on w rodnik nadtlenkowy (zwigzek 6, Ryc. 1) lub moze
ulec ponownej cyklizacji z wytworzeniem bicyklicznego
nadtlenku, ktéry po przytgczeniu kolejnej czasteczki 0 2i
redukcji daje cykliczny endotlenek (zwigzek 7, Ryc. 1) cha-
rakteryzujacy sie strukturalng analogig do nadtlenku pro-
staglandyny (PGG2 [12]. W wyniku chemicznej konwersji
bicyklicznej grupy nadtlenkowej tego zwigzku powstajg
izoprostany i dialdehyd malonowy (MDA), a jako produk-
ty uboczne wytwarzane sg jednocze$nie 17-weglowe kwasy
ttuszczowe (zwigzek 8, Ryc. 1) [13].

Izoprostany reprezentujg liczng rodzine kwasow karbo-
ksylowych bedgcych izomerami prostaglandyn, powstajg-

Tabela 1. Produkty peroksydacji kwasu arachidonowego w pozycji 15 (uszeregowane wg masy

cych w wyniku wolnorodnikowej peroksydacji kwasu ara-
chidonowego i innych wielonienasyconyh kwaséw ttusz-
czowych (np. kwasu eikozapentanowego i y-linolenowego)
zachodzacej in vivo [14]. Mechanizm powstawania izopro-
stanéw z kwasu arachidonowego zostat przedstawiony na
rysunku 2 [15]. Na uwage zastuguje mozliwos$¢ tworzenia
sie izoprostanow na drodze dwoch mechanizméw endo-
nadtlenkowego i dioksetanowego [14,15]. W zwigzku z tym
w wyniku utlenienia na drodze wolnorodnikowej z kwa-
su arachidonowego mogg powsta¢ w rdznych ilosciach 64
rézne izomery [16]. W najwiekszej ilosci wytwarzany jest
izomer 8-izo-PGF2i nazywany takze 8-epi-PGF2 (zwigzek
typu IV, Ryc. 2). Zwiazki te wytwarzane sg in situ w fosfoli-
pidach, a nastepnie uwalniane przez fosfolipaze A2

W ostatnich latach zgromadzono wiele dowodéw po-
twierdzajgcych, ze izoprostany nalezg do najbardziej wia-
rygodnych biomarkerow peroksydacji lipidéw i stresu
oksydacyjnego zardwno w warunkach in vitro jak i in vivo
[15,17]. Decyduje o tym przede wszystkim fakt, ze izopro-
stany bedgace specyficznymi produktami peroksydacji lipi-
dow wystepujg w wykrywalnych ilosciach jako formy ze-
stryfikowane w tkankach, a jako formy wolne w ptynach
biologicznych [15]. Podwyzszong zawarto$é izoprostanow
stwierdzono w moczu i krwi w réznych stanach patologicz-
nych zwigzanych z nadmiernym wytwarzaniem wolnych
rodnikéw takich jak: palenie papieroséw, marskos$¢ watro-
by wywotana alkoholem, nowotwory czy tez miazdzyca
[18]. Opracowano wiele metod stuzgcych do jako$ciowego
i iloSciowego oznaczania izoprostandw takich jak: metoda
immunologiczna [19], chromatografia gazowa ze spektro-
metrig masowg GC-MS [20] i chromatografia cieczowa ze
spektrometrig masowg LC-MS/MS [21].
Stwierdzono, ze izoprostany nie sg jednak

czastecziowel). koncowymi produktami peroksydacji lipi-
Masa czast. Wzor Nazwa . dow, ale moga ulega¢ dalszemu metabo-
lizmowi. Ostatnio, wykorzystujgc znako-
354 CHtA kwas I1,14,15-trihydroksy-5,8,12-eikozatrienowy wany trytem 8-izo-PGF2y udato sie ustali¢
336 X A A kwas 15-hydroperoksy-5,8,11,13-eikozatetraenowy (15-HPETE) podstawowy metabolit tego zwigzku poja-
wiajacy sie w moczu cztowieka, jakim jest
336 caom 30 4 Kwas ll-hydroksy-15-okso-5,8,12-eikozatrienowy 2,3-dinor-5,6-dihy dro-8-izo-PGF,u [22].
336  20h 320 4 kwas 14,15-epoksy-1l-hydroksy-5,8,12-eikozatrienowy
Oprécz izoprostanéw, przemiany wol-
336 caom 30 4 Kwas 9,15-dihydroksy-5,7,11,13-eikozatetraenowy norodnikowe kwasu arachidonowego
336 cam 0.  kwas 5,lI-dihydroksy-6,8,12,14-eikozatetraenowy moga prowadzi¢ do innej grupy zwigzkow
zwanych izofuranami, posiadajacych pod-
318 Cc,H,0, kwas 15-hydroksy-5,8,11,13-eikozatetraenowy (15-HETE) stawiony pierécien tetrahydrofuranowy
316 o w0 2 KWas 15-0kso-5,8,11,13-eikozatetraenowy (15-KETE) powstaty w wyniku przytgczenia tlenu
czasteczkowego (02 do pierscienia cyklo-
278 W * kwas 15-hydroksy-16-okso-5,8,1l,13-heksadekatetraenowy pentanowego (Ryc. 3) [23], Czynnikiem de-
248 o w03 Kwas 15-0kso-5,8,11,13-pentadekatetraenowy cydujacym o powstawaniu izoprostanow
lub izofuranéw jako produktow utleniania
172 CAA  kwas4-hydroksy-2-nonenowy kwaséw tluszczowych jest ciénienie O,.
168 C.’@\A 4,5-epoksy-2-dekenal Stwierdzono, ze wzrost cisnienia 0 2sprzy-
ja wytwarzaniu izofuranéw [24]. Na pod-
156 CAA  4-hydroksy-2-nonenal (4-HNE) stawie badah in vitro z wykorzystaniem
146 ch¥3 kwas 2-hydroksyheptanowy izotopu tlenu IsO zaproponowano dwa
mechanizmy prowadzgce do wytwarzania
130 CAA  Zhydroksyheptanal tych zwiagzkéw [23]. Pierwszy obejmuje ro-
100 A2 Heksanal zerwanie pierscienia cyklicznego nadtlen-
) ku, drugi za$ uwzglednia hydrolize zwigz-
72 c,ha dialdehyd malonowy (MDA) ku epoksydowego.
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Rycina 1. Mechanizm nieenzymatycznej peroksydacji lipidéw.

Na dziatanie wolnych rodnikéw bardziej podatny niz
kwas arachidonowy jest kwas dokozaheksaenowy (DHA),
ktéry posiada wiecej wigzanh podwojnych. Niedawno
stwierdzono, ze w wyniku jego utleniania wytwarzane sg
zwiazki o strukturze zblizonej do izoprostanéw, nazywane
neuroprostanami ze wzgledu na fakt, ze powstajg w neuro-
nach mézgu cztowieka, gdzie DHA stanowi 25-35% wszyst-
kich kwasow ttuszczowych (Ryc. 4) [24,25], Wieksza ilos¢
wigzan podwdjnych w DHA decyduje o tym, ze w wyniku
jego przemian powstaje osiem regioizomerdw a nie cztery,
jak ma to miejsce w przypadku izoprostanéw. W konse-
kwencji mozna otrzymac az 128 izomerdw neuroprostanow
[24], Neuroprostany zidentyfikowano w ptynie mdzgowo-
rdzeniowym zdrowego cztowieka [26]. Stwierdzono, ze ich
ilos¢ wzrasta w przypadku chordb neurodegeneracyjnych,
a zwilaszcza u pacjentéw z chorobg Alzheimera. Pomiar po-
ziomu neuroprostanéw uznano za lepszy wskaznik uszko-
dzen neuronalnych anizeli pomiar poziomu izoprostanéw
[27].

ENZYMATYCZNA PEROKSYDACJA LIPIDOW

Niezaleznie od opisanego powyzej procesu nieenzy-
matyczynej peroksydacji lipidow, w organizmie, proces
oksydacyjnej modyfikacji lipidow moze zachodzi¢ takze
pod wptywem dziatania enzymow. Pojecie enzymatycznej

OH (o)

S

o]
,. /
HO" \/\/\/\/

Rycina 3. Przyktadowa
struktura zwiazku z grupy
izofuranéw [AC-A13-9-1soF],
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Rycina 2. Schemat mechanizmu wytwarzania izoprostanéw.

peroksydacji lipidow odnosi sie do procesu wytwarzania
wodoronadtlenkéw lipidéw w wyniku oddziatywania na
wielonienasycone kwasy tluszczowe enzymu, w ktdérego
centrum aktywnym zwigzana zostata czasteczka tlenu.

Zachodzenie peroksydacji enzymatycznej jest ograni-
czone faktem, ze wiekszo$¢ enzymoéw zapoczatkowujacych
proces peroksydacji dziata tylko na wolne kwasy ttuszczo-
we [28], Natomiast w zdrowych tkankach wolne kwasy
thuszczowe nie wystepujg lub obecne sg jedynie w ilosciach
Sladowych [28]. Wolnych kwaséw ttuszczowych podatnych
na dziatanie enzyméw dostarcza jednak fosfolipaza A2[29],
ktora hydrolizuje wigzanie estrowe w pozycji sn-2 glicerolo-

AA lub DHA

redukcja do isoprostan lub

1] neuroprostan typu F

pochodna
endoperoksydowa

“ zomeryzacja do isoprostan i
neuroprostan typu D lub typu E

O OH )
OoH o OH
TYPF TYPD TYPE

izoprostany i
neuroprostany A > COOM

R izoprostany
R neuroprostany

Rycina 4. Schemat reakcji powstawania oraz struktury chemiczne izoprostanéw
i neuroprostanéw.
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wego szkieletu fosfolipidéw, w ktérej zazwyczaj zlokalizo-
wane sg wielonienasycone kwasy ttuszczowe [30]. Fosfoli-
paza A, usuwa rowniez z dwuwarstwy lipidowej utlenione
fosfolipidy btonowe i w ten spos6b uczestniczy réwniez w
procesach naprawczych bton biologicznych [31].

Wiasciwg peroksydacje enzymatyczna rozpoczynaja
enzymy z grupy lipooksygenaz (LOXs), ktore katalizujg
utlenianie wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych z
wytworzeniem ich odpowiednich wodoronadtlenkéw. Do
dzisiaj podano blisko 20 petnych sekwencji genéw kodu-
jacych lipooksygenazy wystepujgce w organizmach zwie-
rzecych, ktérym przyporzadkowano siedem réznych izo-
form tego enzymu [32,33], Ze wzgledu na pokrewieAstwo
filogenetyczne lipooksygenazy podzielono na cztery gru-
py: 5-LOXs, 12-LOXs typu ptytkowego, 12/15-LOXs typu
retikulocytarnego oraz LOXs typu epidermalnego. Pos$réd
wszystkich izoform LOX tylko 12/15-lipooksygnaza jest
zdolna do utleniania reszt wielonienasyconych kwasow
ttuszczowych wchodzacych w sktad fosfolipiddw bedacych
sktadnikami bton biologicznych i lipoprotein [33]. Pozostate
izoformy dziatajg tylko na wolne kwasy ttuszczowe.

Wykazano, ze proces peroksydacji musi by¢ poprzedzo-
ny aktywacjg lipooksygenazy, w czasie ktdrej jon zelaza (I1)
zlokalizowany w centrum aktywnym enzymu utleniany jest
do jonu zelaza (1) [32], Najczesciej dochodzi do tego pod
wptywem nadtlenkéw [28]. Wiasciwy proces peroksydacji
lipidow sktada sie z trzech etapdw [28]. Pierwszy rozpoczy-
najacy catg przemiane etap polega na stereoselektywnym
usunieciu atomu wodoru z wegla allilowej grupy metyle-
nowej, co prowadzi do wytworzenia rodnika alkilowego
(L") kwasu ttuszczowego (Ryc. 5). Uwaza sig, ze wodér od-
szczepiany jest jako proton natomiast elektron wytapywa-
ny jest przez jon zelaza (lll), ktéry w konsekwencji zostaje
zredukowany do jonu zelaza (Il). Drugi etap przemian pro-
wadzacy do powstawania LOOH, zwigzany jest ze zmiang
lokalizacji elektronu w obrebie tannicucha weglowego kwasu
ttuszczowego, mozliwg dzieki istnieniu sprzezonych wig-
zahn podwdjnych charakteryzujacych sie izomerig typu cis
[1]. Na etapie trzecim ma miejsce wbudowanie tlenu czg-
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Rycina 5. Mechanizm dziatania lipooksygenaz.
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steczkowego w pozycji C-I lub C-4 uktadu pentadienylowe-
go w wyniku czego dochodzi do wytworzenia rodnika nad-
tlenkowego z niesparowanym elektronem zlokalizowanym
na atomie tlenu. Rodnik ten na skutek przeniesienia elek-
tronu ulega redukcji do odpowiedniego anionu, natomiast
zawarty w obrebie enzymu jon Zelaza (ll) zostaje utleniony
do postaci wyjsciowej —jonu zelaza (I1l).

Nalezy podkres$li¢, ze rodnikowe pochodne kwasow
tluszczowych wytwarzane podczas catego procesu enzy-
matycznego przewaznie pozostajg zwigzane z centrum ak-
tywnym enzymu. Dlatego reakcji zapoczatkowanych przez
LOX nie mozna traktowac jako efektywnego zrodta wolnych
rodnikow, aczkolwiek w pewnych warunkach rodniki te
moga by¢ uwolnione [34], Doktadny mechanizm dziatania
LOX jest nadal przedmiotem dyskusji [32], Sugeruje sie, ze
centrum aktywne enzymu charakteryzuje sie silnym powi-
nowactwem do protonu, co przyczynia sie do jego odszcze-
pienia z grupy metylenowej. Utatwia to elektrofilowy atak
zwigzanego z enzymem jonu zelaza (I11) na uktad sprzezo-
nych wigzan podwojnych. W wyniku tego jon zelaza (lll)
ulega redukcji i powstaje rodnik organiczny z niesparowa-
nym elektronem zdelokalizowanym w obrebie catego ukta-
du wigzan podwdjnych. Z drugiej strony, po usunieciu pro-
tonu, jon zelaza (111) moze zosta¢ kowalencyjnie zwigzany z
atomem wegla na koricu pentadienylowego karboanionu, w
wyniku czego nie dochodzi do jego redukcji [28],

Enzymatyczna peroksydacja wielonienasyconych kwa-
sow thuszczowych jest rowniez procesem zapoczatkowujg-
cym powstawanie wielu biologicznie aktywnych zwigzkéw
takich jak prostanoidy: prostaglandyny, tromboksany i leu-
kotrieny. Uwolniony przez fosfolipaze A, kwas arachidono-
wy stanowi wyjsciowy substrat w syntezie prostanoidow
zachodzacej zudziatem cyklooksygenaz, enzymoéw katalizu-
jacych utlenianie kwasu arachidonowego [35], W ostatnich
latach wyodrebniono dwie izoformy tego enzymu: konsty-
tutywng (COX-I) i indukowalng (COX-2), pojawiajaca sie
pod wptywem czynnikéw zapalnych takich jak endotoksy-
na, cytokiny prozapalne, czynniki mitogenne oraz niektore
hormony [36]. Za wytwarzanie prostaglandyn w wiekszym
stopniu odpowiedzialna jest izoforma COX-2 [37], W wyni-
ku jej dziatania poczatkowo z pozycji 13-pro(S) kwasu ara-
chidonowego oderwany jest atom wodoru a w pozycji C-II
rodnika pentadienylowego zostaje przytgczona czgsteczka
tlenu O, (Ryc. 6). Zostaje wytworzony w ten sposéb rodnik
nadtlenkowy, ktory ulega dwukrotnej cyklizacji, co w kon-
sekwencji prowadzi do wytworzenia rodnika alkilowego z
mostkiem nadtlenkowym zlokalizowanym wewnatrz cza-
steczki [35]. Rodnik ten po przytgczeniu czasteczki tlenu w
pozycji C-15 przeksztatcony zostaje w rodnik nadtlenkowy,
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Rycina 6. Mechanizm wytwarzania eikozanoidéw z kwasu arachidonowego przy
udziale cyklooksygenazy.
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z ktérego w procesie redukcji wytworzony zostaje wodoro-
nadtlenek prostaglandyny G2 (PGG,). Nastepnie wodoro-
tlenek ten zostaje zredukowany do pochodnej alkoholowej
(PGH2), ktéra przy udziale izomeraz zostaje przeksztatcona
w prostaglandyny i tromboksan B2[35],

Poréwnujgc obydwa procesy peroksydacji lipidow moz-
na stwierdzi¢, ze proces enzymatyczny znacznie rozni sie
od przemian zachodzgcych podczas nieenzymatycznego
cyklu reakcji, np. wytworzone w procesie przemian enzy-
matycznych wodoronadtlenki lipidow wykazujg chiralnos¢
[38], Wazniejsza jest jednak mozliwos$¢ zakonczenia wytwa-
rzania wolnych rodnikéw w procesie enzymatycznym w
odrdznieniu od nieenzymatycznej peroksydacji lipidow, w
ktérej ma miejsce stata prolongacja tancucha reakcji wolno-
rodnikowych. W trakcie peroksydacji enzymatycznej, wy-
tworzone rodniki nadtlenkowe lipidéw zostajg przeksztat-
cone w aniony, w wyniku czego dochodzi do wyczerpania
substratu zawierajgcego niesparowany elektron, a tym sa-
mym do zahamowania generacji wodoronadtlenkéw [38],
Whrew dotychczasowym opiniom cigg przemian enzyma-
tycznych i nieenzymatycznych prowadzacych do peroksy-
dacji fosfolipidow btonowych nie zachodzi niezaleznie od
siebie. Obydwa procesy wyzwalajg sie¢ wzajemnie. Reakcja
enzymatyczna z udziatem lipooksygenaz rozpoczyna sie
wtedy, gdy stezenie wodoronadtlenkdw lipidéw przekro-
czy submikromolowag graniczng warto$¢ [38], Taka ilos¢ wo-
doronadtlenkéw wytwarzana jest w procesie peroksydacji
nieenzymatycznej i wykorzystywana jest jako starter dla en-
zymatycznej przemiany kwaséw ttuszczowych z udziatem
lipooksygenaz. Z drugiej strony reakcje katalizowane przez
lipooksygenazy mogg inicjowac nieenzymatyczng peroksy-
dacje reszt kwasow ttuszczowych fosfolipidow. W trakcie
cyklu katalizowanego przez lipooksygenaze, wytwarzane
jako produkty przejsciowe rodniki alkilowe i nadtlenkowe,
moga opusci¢ centrum aktywne enzymu. Uwolnione nad-
roksydacji poprzez odszczepienie wodoru od fr/s-allilowych
grup metylenowych obecnych w ‘tancuchach reszt wie-
lonienasyconych kwaséw ttuszczowych wchodzgcych w
sktad fosfolipidow [30]. Ponadto wodoronadtlenki lipiddw,
powstate w wyniku dziatania lipooksygenaz w obecnosci
pewnych katalizatoréw (takich jak zwigzki kompleksowe
metali przejSciowych czy semichinony), moga ulec prze-
mianie w reaktywne rodniki nadtlenkowe i alkoksylowe,
ktére ponownie przez odszczepienie wodoru moga inicjo-
wac nieenzymatyczny proces peroksydacji [30],

ROLA PEROKSYDAZ GLUTATIONOWYCH W
ZAPOBIEGANIU SKUTKOM PEROKSYDACJI LIPIDOW

Koncowymi produktami peroksydacji lipidow powsta-
jacymi w najwiekszych ilosciach sg a,p-nienasycone alde-
hydy o niskich masach czasteczkowych, charakteryzujace
sie dtuzszym czasem poétrwania niz reaktywne formy tle-
nu i zdolnoscig do dyfuzji do odlegtych nawet obszaréw
komorki wzgledem miejsc ich powstawania. Przemiesz-
czajac sie na swej drodze powodujg uszkodzenie komorki,
dzieki czemu mozna je traktowac jako wtorne przekazniki
peroksydacji lipidow [10]. Aldehydy te mogg reagowac z
grupami aminowymi i holowymi wielu innych zwigzkdéw
waznych biologicznie takich jak biatka i DNA. W reakcje z
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resztami aminokwasowymi biatek tatwo wchodzi dialde-
hyd malonowy oraz 4-hydroksy-2-nonenal w wyniku czego
wytwarzane sg pochodne karbonylowe biatek [10]. Dobrze
poznano reakcje addycji Michaelisa 4-hydroksy-2-nonenalu
z grupg e-aminowg lizyny, grupg sulfhydrylowg cysteiny i
grupa imidazolowag histydyny z utworzeniem odpowiednio
drugorzedowej aminy, tioestru i czwartorzedowej pochod-
nej amin [39,40], Produkty peroksydacji lipidéw reaguja z
resztami lizylowymi apolipoproteiny Bczasteczki LDL [10].
W wyniku reakcji a,p-nienasyconych aldehyddéw z zasada-
mi purynowymi i pirymidynowymi DNA, wytwarzanych
jest szereg potaczen prowadzgcych m.in. do hamowania re-
plikacji i transkrypcji DNA [10,41], Nalezy tez podkreslic,
ze aldehydy powstajgce w wyniku peroksydacji lipidow
wchodzac w reakcje z DNA i biatkami wykazujg przy tym
wiasciwosci zaréwno toksyczne jak i mutagenne [10,42,43].
Stwierdzono, ze najbardziej toksycznym produktem perok-
sydacji lipidow jest 4-hydroksy-2-nonenal [44], Wasciwosci
mutagenne zaréwno w stosunku do komérek bakteryjnych
jak i zwierzecych wykazuje akroleina, aldehyd krotonowy
jak tez MDA [45], przy czym zwigzkiem najbardziej muta-
gennym jest MDA [44].

Bezposrednim jak i odlegtym konsekwencjom peroksy-
dacji lipidow przeciwdziatajg enzymy z rodziny peroksydaz
glutationowych (GPxs). Enzymy te w kooperacji z glutatio-
nem (GSH) jako kosubstratem, zdolne sg do redukcji zarow-
no organicznych jak i nieorganicznych wodoronadtlenkéw
z wytworzeniem odpowiednich zwigzkéw hydroksylo-
wych [28], Znane sg dwa typy peroksydaz glutationowych:
zawierajace selen iniezawierajgce selenu w centrum aktyw-
nym.

Peroksydazy glutationowe zalezne od selenu zawierajg
w centrum aktywnym selenocysteine — aminokwas, ktd-
ry uczestniczy w cyklu reakcji katalizowanych przez ten
enzym [28,46]. Do tej pory zidentyfikowano pie¢ izoform
zaleznej od selenu peroksydazy glutationowej (Ryc. 7).
Wsréd izoform peroksydazy glutationowej zaleznej od se-
lenu tylko peroksydaza glutationowa wodoronadtlenkow
fosfolipidéw (phGPx) posiada zdolno$¢ redukcji wodoro-
nadtlenkéw znajdujacych sie w obrebie fosfolipidéw bto-
nowych [28]. Pozostate izoformy katalizujg tylko redukcje
wolnych wodoronadtlenkéw. Podczas reakcji zachodzacej
z udziatem peroksydazy glutationowej (Ryc. 8) selen utle-
niany jest przez wodoronadtlenek do pochodnej kwasu
selenowego (GPx-SeOH), ktéra nastepnie ulega redukcji
[47,48]. Jezeli zwigzkiem redukujgcym jest GSH dochodzi
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Rycina 7. Rodzina peroksydaz glutationowych zaleznych od selenu.
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Rycina 8. Mechanizm dziatania peroksydaz glutationowych zaleznych od se-
lenu.

do utworzenia formy selenodisulfidowej (R-Se-SG), ktéra
pod wptywem dziatania drugiej czasteczki glutationu ulega
zredukowaniu do formy wyjsciowej peroksydazy glutatio-
nowej GPx. Nalezy jednak podkresli¢, ze dziatanie perok-
sydaz (w tym takze phGPx) nie jest w stanie odwroci¢ che-
micznych zmian wywotanych peroksydacja. Jedynie mozna
moéwi¢ o zmniejszeniu prawdopodobieAstwa wytwarzania
reaktywnych produktow w tym takze wolnych rodnikéw.
Dzieki redukcji reaktywnych wodoronadtlenkéw lipidow
do ich odpowiednich pochodnych hydroksylowych. Jednak
hydrofilowe grupy hydroksylowe tych zwiazkédw zaburza-
jg rowniez strukture btony w podobnym stopniu jak grupy
nadtlenkowe, a jedynym sposobem na likwidacje struktu-
ralnych uszkodzen biony jest hydroliza prowadzaca do od-
tworzenia czasteczki kwasu.

Drugg grupg enzymow odpowiedzialnych za usuwanie
produktéw peroksydacji lipidow sg S-transferazy glutatio-
nowe dawniej uznawane za peroksydazy glutationowe nie-
zalezne od selenu [49,50], Enzymy te nie zawierajg selenu i
katalizujg reakcje sprzegania glutationu z wieloma zwigz-
kami elektrofilowymi, miedzy innymi aldehydami bedacy-
mi produktami peroksydacji lipidéw w tym, przede wszyst-
kim z 4-hydroksy-2-nonenalem [51,52]. Reakcje tego typu
prowadzg do powstawania S-koniugatow glutationu, ktore
usuwane sg na zewnatrz komarki. Niektére z S-transferaz
glutationowych (zwitaszcza nalezace do klasy alfa) zdolne
sa rowniez do katalizowania reakcji redukcji wodoronad-
tlenkéw lipidow podobnie jak peroksydazy glutationowe
zalezne od selenu, lecz w odréznieniu od nich nie katalizujg
reakcji redukcji nadtlenku wodoru [49],

Powyzsze dane wskazuja, ze peroksydazy glutationo-
we zdolne sg do zapobiegania skutkom utleniania lipidéw
zarOwno na etapie posrednim, poprzez katalityczng re-
dukcje wodoronadtlenkéw lipidéow z udziatem peroksy-
daz glutationowych zaleznych od selenu, jak tez na etapie
koAcowym, dzieki wytwarzaniu przy udziale S-transferaz
glutationowych koniugatow glutationu z drobnoczastecz-
kowymi aldehydami, bedacymi koAcowymi produktami
peroksydacji lipidow.
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ABSTRACT

Lipid peroxidation occurs in physiological conditions and it consists in oxidation of polyunsaturated fatty acids, which are basic biological
membrane components. There are two pathway of lipid peroxidation: nonenzymatic and enzymatic. Both of the processes result in genera-
tion of various reactive products. Nonenzymatic lipid peroxidation consists in free radical oxidation of polyunsaturated fatty acids while in
enzymatic lipid peroxidation the generation of lipid hydroxyperoxides is achieved by insertion of an oxygen molecule at the active centre of
lipoxygenase. In this manuscript mechanisms of two processes are described in details. We concentrate on final products of oxidation fatty
acids: isoprostanes and neuroprostanes which are regarded as the most important biomarkers of lipid peroxidation as well as on the role of
enzymes participating in enzymatic lipid peroxidation process. Moreover we discuss catalytic activity of glutathione peroxidases and transfe-
rases —enzymes preventing results of oxidation polyunsaturated fatty acids.
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kinase) — kinaza biatkowa zalezna od DNA;
HJ (ang. Holliday junction) — struktura Holli-
daya; HRR (ang. homologous recombination re-
pair) — system naprawy przez rekombinacje
homologiczng; IR — promieniowanie jonizu-
jace; Ku70, Ku80 — podjednostki autoanty-
genu Ku; MRE11 (ang. meiotic recombination)
— biatko cztowieka uczestniczace w rekombi-
nacji mejotycznej; MRN —kompleks biatkowy
MRE11/ RAD50/ NBS1; NBS1 (ang. Nijmegen
breakage syndrome) — biatko zwigzane z wy-
stepowaniem zespotu Nijmegen; NHEJ (ang.
nonhomologous end-joining) — system naprawy
przez niehomologiczne tagczenie koncow DNA;
PARP (ang. poly[ADP-ribose] polymerase) — po-
limeraza poii(ADP-rybozy); RPA — biatko re-
piikacyjne A; Rad51, Rad52, Rad54 — biatka
uczestniczace w naprawie DNA przez rekom-
binacje homologiczna; SSA (ang. single strand
annealing) — naprawa przez dopasowywanie
pojedynczych nici; XRCC1, XRCC2, XRCC3,
XRCC4 (ang. X-ray cross complementation)
— biatka grup komplementacyjnych naprawy
uszkodzen indukowanych promieniowaniem
jonizujacym
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STRESZCZENIE

ekniecia dwuniciowe DNA (DSB) sg uszkodzeniami szczeg6lnie niebezpiecznymi dla

komérki. Ze wzgledu na mnogos¢ egzo- i endogennych czynnikéw powodujacych po-
wstawanie DSB efektywno$¢ ich naprawy ma kluczowe znaczenie dla prawidtowego funk-
cjonowania komdrki i zapobiega fragmentacji DNA, translokacji chromosomow i ich delecji.
W komorkach ssakéw pekniecia dwuniciowe naprawiane sg z udziatem trzech systemoéw na-
prawy: przez niehomologiczne taczenie koncéw (NHEJ), rekombinacje homologicznag (HRR)
i wydtuzanie pojedynczych nici (SSA). W HRR pierwotna informacja genetyczna ulega od-
tworzeniu na matrycy nieuszkodzonego homologicznego DNA. Pierwsza faza HRR jest ini-
cjowana przez kompleks biatkowy MRN, aktywujgcy biatko ATM oddziatujgce z biatkami
HRR. Gtdwne biatka HRR u ssakéw to kompleksy MRN, RPA, Rad51 i jego paralogi Rad51,
Rad52, Rad54.

WPROWADZENIE

Pekniecia dwuniciowe DNA (ang. double strand breaks, DSBs), przez ktére za-
zwyczaj rozumie sie pekniecia dwdch nici DNA potozone naprzeciwko siebie
lub przesuniete wzgledem siebie na niewielka odlegto$¢, naleza do najgrozniej-
szych uszkodzen DNA i zachodzg w komorce cztowieka z czestotliwosciag oko-
to 10 na dzien. Nienaprawione mogg powodowac utrate integralnosci genomu
poprzez fragmentacje chromosomoéw, ktdra moze prowadzi¢ do translokacji. Do
czynnikéw pochodzenia zewnetrznego powodujacych DSBs zalicza sie prze-
de wszystkim promieniowanie jonizujgce oraz niektére zwigzki chemiczne, w
tym bleomycyne (BLM) i jej pochodne, metanosulfonian metylu (MMS) i neo-
karzinostatyne (NCS). Do czynnikéw endogennych nalezg przede wszystkim
wolnorodnikowe produkty metabolizmu komdrki. Pekniecia dwuniciowe DNA
powstajg takze w wyniku zablokowania widetek replikacyjnych lub zatrzyma-
nia aktywnosci topoizomeraz klasy Il (enzymoéw, ktére powodujg zmiane sta-
nu topologicznego DNA przez wprowadzenie pekniecia dwuniciowego DNA,
przemieszczenie DNA przez ,bramke" stworzong przez pekniecie oraz ligacje)
i proces6w naprawy innych uszkodzen DNA. Zrodtem DSBs moga by¢ takze
zdarzenia zachodzace przy udziale nukleaz komorkowych podczas mejozy
lub rekombinacji V(D)J w czasie dojrzewania limfocytéow [1], Nienaprawione
pekniecia dwuniciowe DNA powodujg amplifikacje lub utrate czesci materia-
tu genetycznego komorki, co moze prowadzi¢ do transformacji nowotworowej,
poprzez aktywacje onkogenow, inaktywacje genéw supresorowych lub utrate
heterozygotycznosci [2], Naprawa peknie¢ dwuniciowych DNA jest procesem
wieloetapowym zachodzacym przy udziale wielu biatek i obejmujacym wykry-
cie uszkodzenia, przekazanie o nim sygnatu oraz zapoczatkowanie reakcji na-
prawczej (Ryc. 1, Tabela 1).

ATM - KLUCZOWE BIALKO W ZAPOCZATKOWANIU
NAPRAWY DWUNICIOWYCH PEKNIEC DNA

Gtownym biatkiem biorgcym udziat w przekazywaniu sygnatéw w odpo-
wiedzi na dwuniciowe pekniecia DNA jest kinaza biatkowa ATM, nalezgca do
rodziny kinaz serynowo-treoninowych cztowieka spokrewnionych z kinaza-
mi fosfatydylo-3-inozytolu (PIKK) [3]. Do tej samej rodziny nalezg biatka ATR
oraz podjednostka katalityczna kinazy biatkowej zaleznej od DNA, DNA-PKcs
(Ryc. 2) [4], DNA-PKcs bierze udziat w naprawie peknie¢ dwuniciowych przez
niehomologiczne tgczenie kohcow (NHEJ), natomiast ATR zapoczatkowuje re-
akcje komorki na uszkodzenia DNA spowodowane przez promieniowanie i za-
blokowane widetki replikacyjne. Ponadto ATR uczestniczy w przekazywaniu
sygnatow generowanych przez ATM w odpowiedzi na DBS. Obie kinazy maja
wiele wspolnych substratow, przy czym w poczatkowej fazie reakcji na uszko-
dzenie DNA sg one fosforylowane przez kinaze ATM, a nastepnie podtrzymy-
wane w stanie aktywnym przez biatko ATR [5].
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Dwuniciowe
peknigcie DNA

-

Przekazanie sygnatu

N\ = 4 Odpowiedz komorki

Zatrzymanie
cyklu Naprawa
komoérkowego uszkodzenia

Apoptoza

Rycina 1. Etapy odpowiedzi komérki na pekniecia dwuniciowe DNA. Uszkodze-
nia DNA sa wykrywane przez kompleks MRN, ktéry przekazuje informacje
o uszkodzeniu DNA kinazie ATM oraz ATR. ATM aktywuje wiele szlakdw,
ktérych koncowym etapem jest zatrzymanie cyklu komérkowego, naprawa DNA
lub apoptoza.

W nieuszkodzonych komérkach ATM wystepuje w ja-
drze w postaci homodimerow lub multimeréw. Pekniecie
dwuniciowe DNA prowadzi do autofosforylacji i aktywacji
ATM, ktére gromadzi sie w miejscu wystapienia DSB, wigzac
sie z przylegajaca do miejsca uszkodzenia chromatyna [6],
Substratami dla ATM sg biatka, ktére poprzez fosforylacje
moga by¢ aktywowane, zmienia¢ stabilno$¢ lub lokalizacje
wewnatrzkomdrkowa [7], Jednym z pierwszych biatek, kto-
re aktywuje ATM jest biatko Nbsl [8], Biatko to jest jednym
ze sktadnikow kompleksu MRN ztozonego z biatek Mrell,
Rad50 oraz NBS1 (Ryc. 3). Aktywne biatko Nbsl posredni-
czy w aktywacji biatek punktu kontrolnego fazy Si zatrzy-
maniu cyklu komdérkowego. Ponadto Nbsl bierze udziat w
szlaku prowadzgcym do aktywacji biatek Chk2, FANCD2
oraz SMC1 przez kinaze ATM. Roéwniez kolejne biatko
kompleksu MRN, Mrell, ulega aktywacji przez fosforylacje

FA
o T

ATM 3056 aa -
- - - - PI(3)K
- TR | EATC
NLS
ATR 2644 aa g
— A " suwak
B leucynowy
DNA-PKcs 4128 aa

Rycina 2. Strukturalna organizacja biatka ATM. ATM jest duzym biatkiem, ktdre
nalezy do rodziny kinaz serynowo-treoninowych spokrewnionych z kinazami
fosfatydylo-3-inozytolu. Dla poréwnania na rysunku zamieszczono dwoch in-
nych przedstawicieli tej rodziny: kinazy ATR oraz DNA-PK.

przez ATM w odpowiedzi na dwuniciowe pekniecia DNA.
Do tej pory nie zidentyfikowano miejsca fosforylacji biatka
Mrell przez biatko ATM. Fosforylacja MRN wskazuje, ze
rola tego kompleksu biatkowego w odpowiedzi komorki
na uszkodzenia DNA polega na przekazywaniu sygnatu
zainicjowanego przez biatko ATM [8]. Niedawno odkryto,
ze kompleks MRN jest odpowiedzialny za wykrycie pek-
niecia DNA izapoczatkowanie procesu jego naprawy przez
aktywacje szlak6w zaleznych od ATM [9,10], Komdérki bez
MRN wykazujg szereg wiasciwosci charakterystycznych
dla komdrek z nieprawidtowym biatkiem ATM: nadwrazli-
wos$¢ na czynniki uszkadzajgce DNA oraz brak zahamowa-
nia cyklu komérkowego w odpowiedzi na DSBs DNA [11],
Wyniki tych obserwacji sugeruja, ze prawidtowa rola ATM
w komorce, jako biatka sygnalizujgcego dwuniciowe pek-
niecie DNA iwarunkujgcego jego usuniecie, zalezy od kom-
pleksu MRN. Powstanie skupisk MRN, niezaleznych od
biatka ATM, w odpowiedzi na promieniowanie jonizujagce
zaobserwowano juz po 10 min od ekspozycji [12], Lokaliza-
cjatego kompleksu w miejscach uszkodzenia DNA jest nie-
zalezna od biatka ATM. W komérkach pozbawionych biatek
Nbsl lub Mrell zaobserwowano wolniejszg kinetyke auto-
fosforylacji ATM w poréwnaniu do komorek ze wszystkimi
sktadnikami kompleksu MRN. Rowniez fosforylacja Nbsl
przez ATM ma miejsce w poblizu kohAcdéw uszkodzonego
DNA, co wskazuje na wspdling lokalizacje tych biatek [10],
Mozna zatem przypuszczaé, ze (i) kompleks MRN wiaze sie
z DNA w miejscu pekniecia obu nici, (ii) biatko Mrell prze-
ksztatca koniec DNA formujac jednoniciowe zakonczenie

Tabela 1. Biatka drozdzy icztowieka uczestniczace w naprawie peknie¢ dwuniciowych DNA.

1 Klasa funkcjonalna biatek Saccharomyces cerevisiae

Mrell/ Rad50/Xrs2
Rfal/Rfa2/Rfa3
Rad24/Rfc2-5

Detektory uszkodzenia DNA

Biatka punktéw kontrolnych
cyklu komérkowego

Przekazniki sygnatu

Kinazy efektorowe
Biatka HRR

Biatka NHEJ

Ddcl/Mec3/Radl7
Mecl/Ddc2
Tell

Mrcl, Rad9

Rad53, Chkl

Rad52, Rad51, Rad55/Rad57,
Rad54, Rad59, Rdh54

Yku70/Yku80, Dnl4/Lifl

*ATRIP (ang. ATR- interacting protein) —biatko oddziatujgce z biatkiem ATR
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Homo sapiens

Mrel 1/ Rad50/ Nbsl
Rpal/ Rpa2/Rpa3

Radl7/Rfc2-5
Rad9/Husl/Radl
ATR/ATRIP*
ATM

BRCA1, MDC1, 53BP1

Chkl, Chk2

Rad52, Rad51, Rad51B, Rad51C, Rad51D,
Xrcc2, Xrce3, Rad54, Rad52B, Rad54B

Ku70/Ku80, Lig4/Xrcc4, DNA-PKcs, Artemis
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Rycina 3. Schematyczne przedstawienie kompleksu MRN cztowieka zwigzanego
z konicami DNA. Kompleks MRN wiaze sie z DNA poprzez biatko Mrell. Korce
DNA sa utrzymywane w bliskiej odlegtosci od siebie poprzez potaczenie dwéch
monomeréw biatka Rad50.

3", (iii) ATM taczy sie z kompleksem MRN iulega aktywacji
poprzez autofosforylacje i monomeryzacje, (iv) ATM fosfo-
ryluje substraty w miejscu uszkodzenia DNA.

Rowniez inne biatka moga bra¢ udziat w aktywacji ATM
po wystapieniu peknie¢ dwuniciowych DNA. Zaobserwo-
wano, ze biatko MDC1 jest niezbedne do zaleznej od MRN
aktywacji ATM po dziataniu promieniowania jonizujace-
go. Inna sytuacja ma miejsce w przypadku niskich dawek
promieniowania, gdzie partnerem dla kompleksu MRN w
procesie aktywacji ATM jest biatko wigzace p53, 53BP1 [13].
Aktywne biatko ATM stymuluje inne biatka, w tym H2AX,
bedacy wariantem histonu H2A [14]. Proces ten prowadzi
do wytworzenia skupisk (foci) biatek, ktére biorg udziat w
naprawie badz przekazywaniu sygnatu w komdérce o uszko-
dzeniu DNA [15]. W odcinkach chromatyny zawierajgcej y-
H2AX obserwuje sie skupiska biatek: 53BP1, NBS1, BRCA1l
oraz MDC1 [14].

Sygnat o uszkodzeniu DNA zapoczatkowany przez ATM
jest przekazywany dalej przy udziale innych biatek, w tym
BRCA1, niezbednego do fosforylacji SMC1 oraz Chkl przez
ATM [16]. BRCAL jest rGwniez sktadnikiem kompleksu na-
prawczego BASC (ang. BRCAI-associated genome surveillance
complex,), w skiad ktérego wchodzg: ATM; sktadniki syste-
mu naprawy niesparowanych zasad MSH2, MSH6, MLH1;
biatko zwigzane z zespotem Blooma BLM; kompleks MRN
i czynnik replikacyjny C (RFC). Rola BASC w odpowiedzi
komorki na pekniecia dwuniciowe nie zostata jeszcze do
kofca poznana [17].

W konsekwencji stymulacji ATM przez pekniecia dwu-
niciowe DNA nastepuje aktywacja punktéw kontrolnych
fazy S i G2/M. Zatrzymanie cyklu komdérkowego daje
komérce dodatkowy czas na naprawe uszkodzern DNA.
Proces naprawy podlega réwniez regulacji przez kinaze
ATM. Fosforylacja BRCALl przez Chk2 powoduje akty-
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wacje szlaku naprawy peknig¢ dwuniciowych na drodze
rekombinacji homologicznej [18]. Podstawowy sktadnik
tego systemu, biatko Rad51, jest fosforylowane przez ki-
naze c-Abl, ktéra wczesniej ulega aktywacji przez ATM.
Substratem dla aktywnej kinazy c-Abl jest rowniez biatko
BRCAL, ktére oddziatuje z BRCA2. W koncowym etapie
tego szlaku przekazywania sygnatu BRCA2 fosforyluje
Rad51 [19]. Ponadto ATM wpitywa na zmiane ekspresji
genoéw zwigzanych z naprawg uszkodzen DNA poprzez
regulacje szlaku zaleznego od biatek c-jun oraz IKK/NFkB
[20]. Dos¢ zaskakujagcym wydaje sie fakt, ze ATM nie jest
niezbedne do zycia komorki. Najprawdopodobniej inne
biatka nalezace do rodziny kinaz biatkowych fosfatydy-
lo-3-inozytolu, takie jak ATR, DNA-PK czy tez ATX moga
przejmowac role ATM.

NAPRAWA PEKNIEC DWUNICIOWYCH DNA

W komorkach eukariotycznych zidentyfikowano trzy
systemy naprawy peknie¢ dwuniciowych DNA: lgczenie
niehomologicznych koncow (ang. non-homologous end-joi-
ning, NHEJ), dopasowanie pojedynczych nici (ang. single
strand annealing, SSA) i naprawe przez rekombinacje ho-
mologiczng (ang. homologous recombination repair, HRR)
(Ryc. 4). W procesach NHEJ i SSA uszkodzone kofice DNA
sg tgczone po uprzedniej modyfikacji, ktéra moze pro-
wadzi¢ do zmiany, w tym utraty, informacji genetycznej,
podczas gdy rekombinacja homologiczna odtwarza pier-
wotng strukture DNA [1], W komorkach ssakéw DSBs sg
naprawiana gtdwnie przez NHEJ, podczas gdy u drozdzy
gtéwnym systemem naprawy peknie¢ dwuniciowych jest
HRR (Ryc. 5) [21].

NAPRAWA DNA PRZEZ + ACZENIE
NIEHOMOLOGICZNYCH KONCOW

W procesie naprawy peknie¢ dwuniciowych DNA przez
taczenie niehomologicznych kohAcéw, zakonczenia uszko-
dzonych fragmentéw DNA sg zblizane do siebie, mody-
fikowane w celu umozliwienia ich potgczenia i nastepnie
taczone poprzez ligacje. W komdrkach eukariotycznych
proces tagczenia odpowiednich koncéw DNA (w przypadku
wystgpienia wielu dwuniciowych peknie¢ DNA) jest uta-
twiony dzieki strukturze chromatyny, ktéra tworzgc zako-
twiczone w macierzy jadrowej petle DNA utatwia zblizenia
witasciwych koricow DNA (lub tez uniemozliwia oddalenie
koncéw uszkodzonych od siebie) [22], Pierwszym etapem
NHEJ jest zwigzanie biatek Ku z koncami DNA i zabez-
pieczenie DNA przed degradacjg przez egzonukleazy. W
kolejnym etapie do biatek Ku dotacza sie podjednostka ka-
talityczna kinazy biatkowej zaleznej od DNA (DNA-PKcs),
ktéra stuzy jako molekularny most zblizajac do siebie dwa
konnce DNA. Jezeli konce moga podlegac ligacji, ostatnim
etapem naprawy DSBs przez NHEJ jest ich potgczenie przez
kompleks XRCC4/ligaza DNA IV, w przeciwnym razie
konce DNA ulegajg przeksztatceniom. Analiza sekwencji
DNA w miejscach uszkodzenia naprawionych przez biatka
systemu NHEJ wykazata, ze w wiekszosci przypadkdw do-
pasowywane sg do siebie fragmenty DNA o dtugosci kilku
nukleotyddéw na zasadzie mikrohomologii pomiedzy #gczo-
nymi odcinkami DNA. Konsekwencjg naprawy NHEJ opar-
tej na mikrohomologii sg zmiany w pierwotnej informacji
genetycznej [21].
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Rycina 4. Naprawa peknig¢ dwuniciowych przez laczenie niechomologicznych koncéw (NHEI) (a),
rekombinacje homologiczng (HRR) (c), i dopasowanie pojedynczych nici (SSA) (d). Po lokalizacji
pekniecia DNA komédrka wybiera szlak naprawy. Koricowy etap NHEJ to potaczenie koncéow DNA
przez kompleks Ligaza4/Xrcc4. Jezeli korice nie moge ulec bezposredniej ligacji sa najpierw mody-
fikowane z udziatem biatek Ku, DNA-PKcs oraz Artemis. W przypadku wyboru naprawy rekom-
binacyjnej korice sa przycinanie przez kompleks MRN, ktéry odstania jednoniciowe zakoriczenie 3
Nastepnie konce sg zabezpieczane przed atakiem nukleaz przez potagczenie z biatkiem RPA oraz Rad52.
Jezeli w poblizu miejsca uszkodzenia znajduja sie sekwencje powtérzone nastepuje naprawa przez
SSA, w efekcie ktérej fragment znajdujacy sie miedzy sekwencjami powtérzonymi jest tracony. W przy-
padku braku sekwencji powtérzonych w miejscu pekniecia odbywa sie naprawa z udziatem biatek
HRR. Do konca 3' przytacza sie biatko Rad51, nastepuje inwazja nici na homologiczny fragment DNA
z wytworzeniem petli D. Druga ni¢ z uszkodzonego fragmentu DNA moze réwniez dokona¢ inwazji
z wytworzeniem dwoch struktur Hollidaya (HJ). Struktury HJ przesuwajg sie wzdtuz nici i nastepnie
sg rozcinane. W efekcie naprawy HRR nastepuje odtworzenie uszkodzonej informacji genetycznej na
matrycy homologicznego fragmentu DNA.

ligacja

HRR
Drozdze
SR v TR
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Rycina 5. Szlaki naprawy peknie¢ dwuniciowych DNA u ssakéw oraz drozdzy. Grubszymi strzatkami
zaznaczono dominujace systemy naprawy peknie¢ dwuniciowych DNA.
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NAPRAWA DNA PRZEZ DOPASOWANIE
POJEDYNCZYCH NICI

Naprawa peknie¢ dwuniciowych DNA
przez dopasowanie pojedynczych nici jest
czesto traktowana jako szczegdlny przypa-
dek HRR. Podstawowe sktadniki tego szla-
ku naprawy to biatka: Rad50, Mrell i Nbsl.
hRad50 jest biatkiem, ktére ma zdolnos¢ do
wigzania sie z DNA. hRad50 i Mrell sg sktad-
nikami kompleksu biatkowego, ktéry formuje
sie w miejscu wystgpienia uszkodzenia DNA.
Warunkiem koniecznym dla powstania tego
kompleksu jest fosforylacja obu biatek, ktéra
zachodzi przy udziale Nbsl. Biatko to row-
niez poteguje witasciwosci nukleolityczne po-
wstatego kompleksu MRN, kt6ry dzieki temu
moze rozcina¢ struktury szpilki do wtosow w
DNA. Ponadto Nbsl, poprzez oddziatywanie
z histonem y-H2AX, utrzymuje kompleks na-
prawczy w miejscu uszkodzenia [14]. Mrell
jest egzonukleazg 3'-5', ktéra usuwa uszko-
dzone zakonczenia DNA, generujac jednoni-
ciowe kofnce DNA, ktore sg nastepnie dopa-
sowywane do siebie na zasadzie homologii
[11]. Obszar homologii moze mie¢ wielkos$¢
od kilkunastu do Kkilkuset nukleotydéw, a
proces dopasowywania nici jest przeprowa-
dzany przez Rad52 oraz biatko RPA (ang. re-
plication protein A). Rad52 wigze sie z korficem
3' jednoniciowego DNA chronigc tym samym
zakonczenie nici przed atakiem egzonukleaz.
Biatko RPA przytacza sie do jednoniciowego
DNA od konca 3'. Jego rola polega na usunie-
ciu struktur drugorzedowych, ktére mogtyby
stanowi¢ zawade przestrzenng w procesie ta-
czenia dwdch nici DNA. Kolejnym etapem jest
odciecie wystajacych poza obszar homologii
fragmentéw jednoniciowych. Proces ten jest
przeprowadzany przez kompleks XPF/Erccl
[23]. U drozdzy S. cereoisiae do wydajnego
przyciecia fragmentow niehomologicznych
niezbedny jest heterodimer Msh2/Msh3, skta-
dajacy sie z biatek systemu naprawy btednie
sparowanych zasad (MMR), odpowiedzial-
nych za usuwanie kroétkich wypetlei nici (do
12 nukleotyddéw) [24], Prawdopodobnie rola
heterodimeru Msh2/Msh3 w naprawie pek-
nie¢ dwuniciowych poprzez SSA u drozdzy
polega na stabilizacji wystajacych niehomo-
logicznych fragmentéw DNA, przez co moga
by¢ one odcinane przez odpowiednik kom-
pleksu XPF/Erccl cztowieka, sktadajgcego
sie z Radl i RadlO, wystepujacy w drozdzach.
Do tej pory brak jest doniesien, ktore wskazy-
watyby na podobng role homologdw biatek
Msh2/Msh3 drozdzy, wystepujacych u czto-
wieka w procesie dopasowania pojedynczych
nici. Rola tego heterodimeru nie ogranicza sie
tylko do udziatu w procesie przycinania nie-
homologicznych koncéw. Jezeli dopasowywa-
ne do siebie sekwencje homologiczne réznig
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Tabela 2. Biatka cztowieka bioragce udziat w naprawie DNA przez rekombinacje homologiczna.

Wiasciwosci i funkcje

Rad50 wiaze sie z DNA, zwieksza aktywnos$¢ Mrell

egzonukleaza 3'-5', endonukleaza ssDNA, otwiera struktury

Oddziatywanie z innymi biatkami

Mrell, Nbsl, BRCAL, BLM, PCNA

M1hl, Ku70, BLM
Mrell szpilki do wtoséw, wigze sie z DNA .
Nbsl stabilizuje i zwieksza aktywno$¢ MRN, odpowiada za wigzanie MRN do miejsca uszkodzenia SplOO, Trfl, Trf2, E2fl
L DNA d . - ' . Rad51C, Rad52, Rad54, WRN,
Rads1 \i/]vm[;zelsw_z > h,npr_zeprowarbza vlvy_r:lang gli:aoraz gczenie XRCC3, c-Abl, p53, BRCAL,
omologicznych nici w spos6b zalezny o BRCA2. UblI, Pir51, Rpbl
Rad51B kinaza biatkowa, wigze sie z DNA, ATPaza zalezna od DNA Rad51C
Rad51C vv_l.a}ze sie z DNA, ATPaza z.alezna oq l_DNA, bierze udziat w wymianie Rad51 Rad51B, Rad51D, Xrcc3
nici oraz taczeniu homologicznych nici razem z Xrcc3
Rad51D W_la_,ze sie z DNA, ATPaza z_alezna od_ IZ_)NA, bierze udziat w wymianie Rad51C, Xrcc2
nici oraz tagczeniu homologicznych nici razem z Xrcc2
L . Lo . . L RPA, RAd51, Rad52, Ubll, Xpb,
Rad52 wigze sie z DNA, uczestniczy w wymianie nici oraz tgczeniu homologicznych nici DNA. Xpd, c-Abi, Rad52, Ube21/Ubcd
wigze sie z DNA, ATPaza zalezna od DNA, rozwija helise
Rad54 DNA, modyfikuje strukture nukleosoméw RadS1, Mus8l
Xrec2 wigze sie z DNA, bierze udziat w tgczeniu homologicznych nici w parze z Rad51D Rad51D
Xrce3 wiaze sie z DNA, bierze udziat w tagczeniu homologicznych nici w parze z Rad51C Rad51C
BRCA1 koordynuje dziatania MRN, reguluje naprawe przez rekombinacje homologiczna Rad50, Rad51, ATM, BRCA2, p53
BRCA2 reguluje paprawe przez rekombinacje homologiczna, uczestniczy BRCAL, Rad51
w procesie naprawy poprzez kontakt z Rad51
RuvBLlI helikaza zalezna od DNA, bierze udziat w przemieszczaniu struktury Hollidaya RPA
RPA bierze udziat w formowaniu kompleksu naprawczego, usuwa Rad51, Rad52, p53, PCNA

struktury drugorzedowe na jednoniciowym DNA

sie kilkoma nukleotydami, powstajg niesparowania oraz
wypetlenia, ktére nastepnie sg usuwane przez system MMR
[25], KoAcowym etapem SSA jest ligacja kohncow, jednakze
u cztowieka nie zidentyfikowano dotychczas enzymu prze-
prowadzajgcego ten etap.

SSA u ssakdw zachodzi z duzg czestoScig przy naprawie
DSBs we fragmentach genomu zawierajagcych sekwencje
powtdrzone. Ich obecno$¢ umozliwia bowiem dopasowa-
nie homologicznych pojedynczych nici DNA do siebie. SSA
charakteryzuje sie niskg doktadnoscig, poniewaz fragment
DNA znajdujacy sie pomiedzy miejscem uszkodzenia a sek-
wencjami homologicznymi jest tracony [26],

NAPRAWA DNA PRZEZ REKOMBINACJE
HOMOLOGICZNA W KOMORKACH SSAKOW

Biatka uczestniczagce w naprawie DNA cztowieka przez
rekombinacje homologiczng wymienione sg w tabeli 2. W
inicjacji naprawy bierze udzial kompleks MRN, ktéry usu-
wajac jedng nic DNA wytwarza jednoniciowy DNA, ktory
dokonuje inwazji homologicznego fragmentu DNA [27].
Podstawowym biatkiem uczestniczacym w tym procesie
jest Rad51, bedace eukariotycznym homologiem biatka
RecA E. coli. Rad51, podobnie jak RecA, formuje wraz z
jednoniciowym DNA nukleofilamenty, poszukuje homo-
logii i tworzy kompleks tréjniciowy, w ktorym tancuch
dokonujacy inwazji jest umieszczony w wiekszym rowku
DNA nieuszkodzonej helisy DNA. Mutacje w genie ko-
dujacym Rad51 sg Smiertelne, w przeciwieAstwie do genu
kodujacego Rad52. Podobny efekt na przezywalnos$¢ ko-
morki, jak w przypadku mutacji genu kodujgcego Rad51,
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zaohserwowano dla gendw kodujacych inne biatka systemu
HRR: Rad51B, Rad51D, Rad50, Mrell oraz Nbsl [28,29].
Obserwacje te wskazujg, ze sprawny system rekombinacji
homologicznej, w przeciwiefstwie do SSA, jest niezbedny
dla prawidtowego funkcjonowania komorki.

W naprawie peknie¢ dwuniciowych DNA przez rekom-
binacje homologiczng jednoniciowy DNA dokonuje, pro-
mowanej przez Rad51, inwazji na homologiczny fragment
DNA. W procesie rekombinacji jako homolog wybierane
sg najczesciej siostrzane chromatydy, a nie homologiczne
chromosomy. Wynika to prawdopodobnie z faktu bezpo-
Sredniej bliskoSci uszkodzonej nici i siostrzanej chromaty-
dy [30], Ponadto naprawa peknie¢ dwuniciowych na ma-
trycy DNA chromosomu homologicznego moze powodo-
waé utrate heterozygotycznosci poprzez delecje jednego z

Tabela 3. Rodzina biatek Rad51 wystepujaca u drozdzy oraz cztowieka.

Saccharomyces  Schizosaccharomyces .
Homo sapiens

cerezisiae potnbe

Ortologi Rad51 Rhp51 Rad51
Paralogi  Rad55 Rhp55 Rad51B
Rad57 Rhp57 Rad51C
DMC1 Rlpl Rad51D
Dmcl XRCC2
XRCC3

DMC1
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dwach alleli tego samego genu prowadzacg do jego homo- ktérego rola jest analogiczna do tej, jakg to biatko spetnia w

zygotycznos$ci. Proces ten moze prowadzi¢ do inaktywacji procesie SSA, a w jego miejsce przytgczone Rad51. Proces
genéw supresorowych transformacji nowotworowej [31]. ten jest przeprowadzany przez kompleks biatkowy ztozo-
Warunkiem niezbednym do wytworzenia tréjniciowego ny z paralogéw Rad51: Rad51B, Rad51C, Rad51D i XRCC2
kompleksu synaptycznego jest aby od jednoniciowego (Tabela 3) [32], Dzieki nim nastepuje przetamanie barie-
zakonczenia uszkodzonego DNA zostato odigczone RPA, ry energetycznej zwigzanej z wyzszym powinowactwem
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NHEJ
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u Rad54
grr;l:rjchs MRE11 ggisz paralogi Rad51
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ligaza IV NBS1
XRCC4 RADS0 SSA
MSH2
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Rycina 6. Wspoétdziatanie biatek nalezacych do réznych systeméw naprawy DNA w usuwaniu
peknie¢ dwuniciowych DNA.
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B A
NHEJ
Sekwencja w miejscu
uszkodzenia usunigta
(] D
SSA :
crossing over y 4
wymiania nici
(SCE)
Inwazja
F E plerwszej G
* Inwazja nici
drugiej .
= el —» —_—

NHEJ SSA

4 ¥

¢ H |

Sekwencja w miejscu

Non-crossing over
uszkodzenia powtérzona

Konwersja genu

Rycina 7. Naprawa rekombinacyjna peknie¢ dwuniciowych (a), (b) NHEJ jest szybkim systemem
naprawy peknie¢ dwuniciowych, ktéry powoduje zmiany w sekwencji naprawianej, (c) Korice DNA
moga by¢ nacinane przez egzonukleaze z wytworzeniem jednoniciowego zakofczenia 3'. (d) Jezeli w
poblizu miejsca uszkodzenia znajduja sie sekwencje powtdrzone to stuzg jako sekwencje homologicz-
ne w naprawie SSA. W takim przypadku fragment pomiedzy sekwencjami powtdrzonymi jest traco-
ny. () Inwazja na homologiczny fragment DNA z wytworzeniem petli D. (f) wydtuzanie pojedynczej
nici moze prowadzi¢ do inwazji drugiej nici i powstania dwéch struktur Hollidaya (HJ). Kolejnym
etapem jest przeciecie nici DNA w obrebie struktury Hollidaya prowadzace do wymiany nici (kolor
niebieski) badZ konwersji genu (kolor czerwony), (g) wydtuzanie pojedynczej nici moze powodowac
rozpad struktury HJ. Jesli w obrebie zsyntetyzowanej nici znajduja sie sekwencje powtérzone zacho-
dzi potaczenie koricow przez SSA (i), w innym przypadku uwolnione korice sg taczone przez NHEJ
(h). W wyniku tych zdarzen dochodzi do duplikacji (h) badZ utraty informacji genetycznej (i).
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RPA niz Rad51 do jednoniciowego DNA.
Oprocz tego kompleks zbudowany z paralo-
gow biatka Rad51 umozliwia wigzanie biatka
Rad51 z DNA w miejscach zawierajacych luke
w jednej nici DNA [33]. Poniewaz takie miejsca
powstaja w wyniku naprawy uszkodzehA DNA
przez wycinanie nukleotydéw (NER), wydaje
sie prawdopodobne, ze naprawa uszkodzen
wywotanych na przyktad przez zwigzki sie-
ciujace moze odbywac sie na drodze rekombi-
nacji homologicznej [33]. Hipoteze te wydajg
sie potwierdzac¢ ostatnie doniesienia o stymu-
lacji rekombinacji homologicznej przez zwig-
zek sieciujacy DNA —cisplatyne [34], Innym
biatkiem biorgcym udziat w procesie wigzania
Rad51 z jednoniciowym fragmentem DNA jest
BRCA2, ktorego aktywnos$¢ jest regulowana
przez biatka anemii Falconiego [35].

Inwazja nici na homologiczny fragment
DNA przeprowadzana przez Rad51 jest po-
tegowana przez Rad54, nalezace do rodziny
biatek Swi2/Snf2, ktére majg zdolnos¢ przebu-
dowy chromatyny [36]. Rad54 zmienia w#asci-
wosci topologiczne DNA przez wprowadzenie
superskretéw, a aktywno$¢ zaréwno Rad54
jak i Rad51 jest regulowana przez jony wapnia
[37], Kolejnym etapem HRR jest synteza DNA
na matrycy nieuszkodzonej czasteczki DNA
przeprowadzana na koncu 3'. Struktura Hol-
lidaya powstata w wyniku inwazji uszkodzo-
nej nici, przesuwa sie wzdtuz homologicznej
czasteczki DNA wraz z wydtuzaniem jedno-
niciowego konca 3' uszkodzonego fragmentu
DNA. Jesdli ruch struktury Hollidaya odbywa
sie w kierunku syntezy nowej nici, to po do-
Scignieciu polimerazy nastepuje uwolnienie
jednoniciowego fragmentu DNA, ktory jest
homologiczny do sekwencji na drugim konicu
uszkodzonej czasteczki DNA i moze by¢ na-
prawiany w procesie SSA. KohAcowy produkt
takiej naprawy, nie bedzie pozbawiony czesci
sekwencji, poniewaz jednoniciowy, nowosyn-
tetyzowany odcinek DNA wykracza znacznie
poza miejsce uszkodzenia. Tak przeprowa-
dzona naprawa DSBs prowadzi do konwersji
genu, ktéra moze powodowac utrate heterozy-
gotycznoSci i przyczyniac sie do rozwoju trans-
formacji nowotworowej. Analiza sekwencji
nukleotydowej w miejscach naprawy peknie¢
dwuniciowych wykazata obecnos$¢ sekwencji
tandemowo powtdrzonych, ktore powstaja,
gdy wydtuzony koniec 3' DNA jest naprawia-
ny z udziatem biatek systemu NHEJ [38], Jest
to kolejny przyktad wspotdziatania systemow
naprawy uszkodzen DNA (Ryc. 6).
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W procesie alternatywnym do uwolnienia wydtuzanej
nici, dochodzi do inwazji drugiego konca na homologicz-
ny odcinek DNA z wytworzeniem drugiej struktury Hol-
lidaya. Powstajacy heterodupleks zawiera dwie struktury
Hollidaya, ktére moga by¢ roztgczane z lub bez crossing-
over. Crossing-over powoduje wymiane nici, podczas gdy
naprawa bez niego prowadzi do konwersji genu (Ryc. 7).
Poniewaz analiza produktéw rekombinacji homologicznej
w odpowiedzi na podwdjne pekniecia DNA nie wykazata
zjawiska wymiany siostrzanych chromatyd, SCE, zwiaza-
nego z wymiang nici, mozna przypuszczac, ze gtdbwnym
sposobem rozitgczania heteroduplekséw DNA jest proces
bez crossing-over [30].

BIALKA REKOMBINACJI HOMOLOGICZNEJ

Mrell, Rad50, Nbsl

Biatka Mrell, Rad50, Nbsl wchodzace w sktad komplek-
su MRN sg zbudowane odpowiednio z 708,1312 i 754 aa, a
ich masa wynosi 81, 153 i 95 kDa. Mrell wystepuje w ko-
morce w formie komplekséw multimerycznych i odpowia-
da za wiasciwosci enzymatyczne kompleksu MRN. Mrell
jest egzonukleazg 3'-5' modyfikujagcag dwuniciowy DNA
oraz endonukleazg jednoniociowego DNA [39], Za witasci-
wosci enzymatyczne Mrell odpowiedzialne sg cztery mo-
tywy wystepujace w jego czesci N-koncowej oraz jony Mn2+
[39]. Mrell wykazuje wieksze powinowactwo do jedno- w
porownaniu z dwuniciowym DNA [40]. W potgczeniu z
biatkami Rad50 i Nbsl, Mrell otwiera struktury szpilki do
witoséw i rozwija dwuniciowg helise DNA. Ponadto biat-
ko to posredniczy w tgczeniu dwéch komplementarnych,
jednoniciowych nici DNA. Ta aktywno$¢é Mrell zalezy od
obecnosci biatka RPA [8],

Rad50 nalezy do rodziny biatek biorgcych udziat w utrzy-
maniu struktury chromosomu (ang. structural maintenance of
chromosome, SMC) [41]. Ma ono dwa motywy Walkera: AiB,
ktore biorg udziat w przytgczaniu i hydrolizie ATP. Do tej
pory nie zostata wyjasniona rola ATP w aktywnosci biatka
Rad50. Wyniki badan z uzyciem drozdzy sugeruja, ze MRX,
odpowiednik kompleksu biatkowego MRN cztowieka, po
przytaczeniu czasteczki ATP do wystepujgcego u cztowie-
ka homologu biatka Rad50 drozdzy, wykazuje dodatkowe
wiasciwosci odcinania jednoniciowych koncéw 3' DNA [42].
Biatko Rad50 tworzy dimer poprzez motyw Cys-XX-Cys,
gdzie jako tgcznik pomiedzy dwoma cysternami wystepuje
cynk [43]. Z powstatym kompleksem biatkowym ztozonym
z dwoch czasteczek Rad50 wigze sie heterodimer Mrell za
posrednictwem a-helikalnych domen biatka Rad50 otacza-
jacych motyw Cys-XX-Cys. Tak powstaty kompleks ztozo-
ny z dwoch czgsteczek Rad50 oraz dwdch czasteczek Mrell
ma dwa miejsca aktywne odpowiedzialne za wigzanie oraz
przeksztatcanie koncow DNA, dzieki czemu moze zblizac
do siebie dwa uszkodzone kofice DNA [43]. Analiza bioche-
miczna biatka Nbsl wykazata istnienie trzech domen odpo-
wiedzialnych za funkcje tego biatka: czesci N-koncowej (aa
1-196), centralnej (aa 278-343) oraz C-kofAcowej (aa 665-693).
W czesci N-koncowej zidentyfikowano dwie domeny FHA
oraz BRCT, ktore sag odpowiedzialne za tworzenie skupisk
zawierajacych biatka naprawcze w miejscu uszkodzenia
DNA oraz aktywacje punktu kontrolnego fazy S [44], Cen-
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tralny region Nbsl zawiera dwa miejsca fosforylacji przez
kinaze ATM w odpowiedzi komérki na uszkodzenia DNA
[45]. Domena C-koncowa biatka NBS1 zapewnia kontakt z
biatkiem Mrell, jej inaktywacja prowadzi do nabycia przez
komorke nadwrazliwo$ci na promieniowanie jonizujgce
oraz zaburza jadrowg lokalizacje kompleksu MRN [44],
Nbsl petni role biatka regulatorowego w MRN, ktére decy-
duje o jego lokalizacji poprzez oddziatywanie z histonem y-
H2AX, przekazywaniu sygnatu od kinazy ATM i aktywacji
enzymatycznej heterodupleksu Mrell-Rad50 [46].

Rad51

Rad51 zbudowane jest z 339 aa a jego mase oszacowa-
no na 36,9 kDa. W biatku tym wyr6zniono trzy domeny:
dtuga domene N-kofAcowa, domene centralng rdzenia oraz
krotka domene C-koricowa. Domena rdzenia zwiera dwa
motywy Walkera A i B. Rad51 wigze sie z dwuniciowym
oraz jednoniciowym DNA, tworzac filamenty nukleobiat-
kowe. Proces ten zalezy od hydrolizy ATP i odbywa sie
za posrednictwem regionow biatka potozonych w rejonie
N-koncowym (aa 19-83). Rad51 odpowiada za inwazje nici
oraz ich wymiane w procesie rekombinacji homologicznej
[47]. W komorkach cztowieka zidentyfikowano sze$¢ ge-
noéw, ktérych podobieAstwo do genu kodujacego Rad51
pozwolito zakwalifikowaé je do rodziny Rad51 (Tabela 3)
[47], Ponadto mRNA biatek z rodziny Rad51 moze ulegaé
alternatywnemu sktadaniu, co zwieksza ich liczebnos¢.
Geny kodujace biatka rodziny Rad51 zostaty zakwalifiko-
wane jako paralogi genu Rad51, co oznacza, ze pochodzg
od wspdélnego przodka. Do tej pory nasza wiedza o roli
i funkcji wiekszosci biatek z rodziny Rad51 jest niepetna.
Wyniki badan z uzyciem techniki dwu- i trzyhybrydowej
sugeruja, ze paralogi Rad51 cztowieka oddziatujg ze sobg
tworzac heterodupleksy [48]. Analiza zmian fenotypowych
spowodowanych wytgczeniem genéw kodujgcych paralo-
gi Rad51 wskazuje, ze biatka te sg niezbedne do zapewnie-
nia prawidtowej rekombinacji homologicznej, aczkolwiek
ich rola w tym procesie nie zostata do koica poznana. Wia-
domo, ze kompleks sktadajacy sie z biatek Rad51B-Rad51C
ma zdolnosci wigzania z jednoniciowym DNA i proces
ten uaktywnia jego wasciwosci ATP-azy [49]. Kompleks
Rad51B-Rad51C posredniczy w przeprowadzanej przez
biatka Rad51/RPA wymianie nici. Rad51B wigze sie z jed-
no- oraz dwuniciowym DNA w obecnos$ci jonéw dwuwar-
tosciowych i ma zdolnosci ATPazy zaleznej od DNA. Po-
nadto biatko to wigze sie ze strukturg Hollidaya [32], Ko-
morki pozbawione gendw kodujacych Rad51C lub XRCC3
wykazujg zmniejszong zdolno$¢ do rozcinania struktury
Hollidaya w poréwnaniu do komérek prawidtowych [50],
Oproécz tego rozciecie struktury Hollidaya przez helikaze
BLM jest stymulowane przez kompleks Rad51D i XRCC2.
Wyniki tych badan sugerujg, ze paralogi Rad51 biorg
udzial w koncowym etapie rekombinacji homologicznej
—rozcinaniu struktury Hollidaya [51].

Rad51B, w przeciwienstwie do pozostatych paralogow
Rad51, ma witasciwosci kinazy biatkowej. Jego ekspresja jest
indukowana w odpowiedzi komérki na promieniowanie jo-
nizujgce oraz UV i powoduje zatrzymanie cyklu komérko-
wego w fazie GI. Substratami dla Rad51B sg p53, cyklina E,
kinaza cdk2 oraz biatka histonowe [52], Dane te wskazuja,
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ze Rad51 B moze petni¢ funkcje biatka przekazujacego syg-
nat o uszkodzeniu DNA.

Analiza in silico sekwencji aminokwasowej Rad51D
wskazuje na obecno$¢ w tym biatku domeny helisa-szpilka
do wtosow-helisa, HhH-GPD [53], Motyw ten jest charakte-
rystyczny dla rodziny biatek zwigzanych z naprawg uszko-
dzen DNA przez wycinanie zasad (BER) [54], Obserwacje
te sugerujg, ze Rad51D moze petni¢ funkcje glikozylazy i
P-liazy.

Rad52

Biatko Rad52 jest zbudowane z 418 aa, a analiza sekwen-
cji aminokwasowej Rad52 pochodzgcego od cztowieka oraz
myszy wykazata 50% podobiefAstwo, przede wszystkim w
obszarze N-koncowym (aa 1-212). Region ten odpowiada za
wigzanie Rad52 z jedno- i dwuniciowym DNA. Wyniki ba-
dan z uzyciem mikroskopii elektronowej sugerujg, ze Rad52
wigze sie z jednoniciowym DNA poprzez strukture pier-
$cienia o Srednicy okoto 10 nm. Kompleksy Rad52 tworzg
z jednoniciowym DNA struktury przypominajace koraliki
na sznurku, ktorych ,koralik" jest zbudowany z 9 albo 16
czasteczek Rad52. W drugim przypadku tworzenie struktu-
ry pierScienia odbywa sie przez potgczenie 11 biatek Rad52
poprzez fragmenty N-koricowe, ktore sg odpowiedzialne
rowniez za tgczenie dwoch homologicznych pojedynczych
nici DNA oraz przytgczenie kolejnych monomerow Rad52.
W obrebie biatka Rad52 zidentyfikowano druga domene
odpowiedzialng za taczenie kolejnych czgsteczek. Znajdu-
je sie ona w czesci C-koncowej i prawdopodobnie stuzy do
budowy struktur innych niz pierscien o $rednicy 10 nm [55].
Ten region biatka jest odpowiedzialny takze za wytworze-
nie potaczenia pomiedzy Rad51 a Rad52 [56], Biatko Rad52
uczestniczy w naprawie peknie¢ dwuniciowych DNA w
czasie transkrypcji, oddziatujac z dwoma podjednostkami
czynnika transkrypcyjnego TFIIH: Xpb oraz Xpd poprzez
fragment C-koAcowy, ktérego rola polega na zatrzymaniu
transkrypcji i promowaniu naprawy DSBs przez HRR [57],
Hipoteze tg potwierdzajg badania wskazujgce na stymula-
cje rekombinacji homologicznej przez transkrypcje w ko-
markach S. cerevisiae [58].

Rad54

Biatko Rad54 o masie 83,4 kDa jest zbudowane z 747 aa.
Zidentyfikowano w nim siedem motywow charakterystycz-
nych dla biatek o aktywnosci helikazy i ATPazy zaleznej od
DNA, nalezagcych do rodziny Swi2/Snf2. Do tej rodziny
nalezg biatka biorgce udziat w przebudowie chromatyny,
segregacji chromosomow, regulacji transkrypcji, naprawy
DNA oraz rekombinacji. Hydroliza ATP przez Rad54 jest
konieczna dla procesu naprawy uszkodzen DNA oraz re-
kombinacji. Rad54 uczestniczy w inwazji homologicznej
nici z wytworzeniem struktury petli D. Energia uzyskana
z hydrolizy ATP jest potrzebna do przeksztatcenia struktu-
ry DNA poprzez wprowadzenie ujemnych oraz dodatnich
superskrecen [59], Wprowadzenie ujemnych superskrecen
prowadzi do lokalnej denaturacji i wytworzenia otwartej
struktury DNA. Proces ten jest stymulowany przez biatko
Rad51 oraz kompleks ztozony z Rad51 i RPA oraz ssDNA
[59]. Wyniki eksperymentow in vitro wskazuja, ze do inwa-
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zji nici na homologiczny fragment DNA iwytworzenia petli
D konieczne jest wspotdziatanie pomiedzy biatkami Rad51
i Rad54 [60]. Rad54 peini dodatkowg role w rekombinacji
homologicznej: przesuwa nukleosomy wzdtuz DNA, dzieki
czemu zapewnia miejsce dla dziatania biatek systemu HRR
[61]. Proces ten zalezy od hydrolizy czasteczki ATP i jest
wzmacniany przez obecnos$¢ filamentow Rad51 umieszczo-
nych na jednoniciowym DNA.

REGULACJA HRR

Rekombinacja homologiczna jest efektywnym i charak-
teryzujagcym sie wysoka doktadnoscig systemem naprawy
uszkodzen DNA. Naprawa w szlaku HRR wymaga jed-
nak znacznie wiecej czasu niz w systemie NHEJ. Czy jest
to jedyny powdd, dla ktérego wiekszos¢ DSBs jest napra-
wiana przez NHEJ? Nalezy pamieta¢, ze HRR do naprawy
potrzebuje nieuszkodzonego, homologicznego, dwunicio-
wego fragmentu DNA. Siostrzane chromatydy, ktére stuzg
jako matryca do odtworzenia DNA sg obecne w komorce
w péznej fazie S oraz G2, zatem w fazie GO oraz G1 cyklu
komdrkowego NHEJ bedzie dominujgcym systemem na-
prawy. Hipoteze tg potwierdzajg doniesienia wskazujace,
ze whasciwosci kinazy kluczowego biatka NHEJ, DNA-PK,
oraz zdolnosci do formowania skupisk naprawczych sg
wieksze w fazie G1 niz w pozostatych fazach cyklu koméor-
kowego [62,63]. Ponadto naprawa peknie¢ dwuniciowych
przez HRR zachodzi z najwiekszg efektywnoscig w pdznej
fazie S [64], Czestotliwo$é naprawy DSBs przez HRR byta w
tej fazie cyklu odpowiednio 39 oraz 24 razy wigksza niz w
fazach M oraz G1/GO0.

Kluczowym etapem, w ktérym komdrka dokonuje wy-
boru szlaku naprawy jest etap modyfikacji koncéw nici w
miejscu uszkodzenia. Wyboér systemu naprawy DSB u droz-
dzy pomiedzy HRR a NHEJ zalezy od obecnosci w komarce
kinazy zaleznej od cykliny 1 (CDK1) [65], Stezenie tej kinazy
jest najwieksze w fazie S oraz G2, zatem w tych etapach cy-
klu komdrkowego do miejsca uszkodzenia beda docierac,
za po$rednictwem kinazy CDK1, elementy biatkowe syste-
mu HRR. Zgodnie z inng hipotezg, o przewadze w komar-
kach ssakow systemu NHEJ nad HR (i posrednio wyborze
drogi naprawy) decyduje okres czasu, ktory jest niezbedny
do inicjacji pierwszego etapu rekombinacji homologicznej,
czyli naciecia nici z wytworzeniem wolnych koncéw 3"
Dtugi okres potrzebny na ten etap czyni wolne korice DNA
dostepnymi dla sktadnikéw systemu NHEJ, ktére moga
ubiegaé biatka HRR w naprawie uszkodzenia. Hipoteze te
potwierdzajg wyniki badan sugerujace, ze o wyborze drogi
naprawy decyduje wspdtzawodnictwo pomiedzy dwoma
kluczowymi elementami systeméw NHEJ oraz HRR: bial-
kami Ku oraz Rad51.

NAPRAWA Zt AMANYCH WIDELEK REPLIKACYJNYCH

Wyniki badan z zastosowaniem warunkowych mutan-
tow Rad51 sugerujg, ze HRR jest systemem, ktory bierze
udziat w usuwaniu uszkodzenn DNA podczas replikacji.
Komérki z wytgczonym genem Rad51 akumulowaty pek-
niecia DNA podczas pierwszej rundy replikacyjnej i cha-
rakteryzowaty sie zatrzymaniem cyklu komoérkowego w
punkcie kontrolnym G2/M w odpowiedzi na uszkodzenia
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DNA. Wyniki tych badan sugeruja, ze sprawny system HR
jest odpowiedzialny za naprawe peknie¢ DNA, ktdére zda-
rzajg sie podczas fazy S cyklu komoérkowego. Podwdjne
pekniecia DNA podczas replikacji powstajg w przypadku
napotkania przez widetki replikacyjne pekniecia jednej nici.
Takie uszkodzenia powoduje oddysocjowanie kompleksu
replikacyjnego od DNA i rozpoczecie replikacji DNA in-
dukowanej peknieciem (ang. break induced replication, BIR)
zaleznej od systemu HRR [66]. W odr6znieniu od naprawy
dwuniciowego pekniecia DNA, kiedy do dyspozycji syste-
mu HRR sg dwa konce DNA, BIR jest indukowana przez
jeden koniec DNA (Ryc. 8) [67], Wznowienie replikacji na-
stepuje po wypetnieniu luki w potomnej czasteczce DNA
spowodowanej przerwaniem procesu replikacji i nastepu-
jacej po tym zdarzeniu inwazji zakonczenia uszkodzonego
DNA na drugg homologiczng czasteczke DNA powstaty
na nieuszkodzonej nici matrycowego DNA. Znaczna ilo$¢
zjawisk SCE zachodzgcych w komérkach z wytgczonymi
genami kodujacymi biatka odpowiedzialne za naprawe
peknie¢ jednoniciowych (XRCC1, PARP-1) sugeruje, ze roz-
ciecie jednej struktury Hollidaya powstatej podczas BIR na-
stepuje na drodze crossing-over i przebiega z wymiang nici
[68], Naprawa BIR odbywa sie gtdwnie z udziatem biatka
Rad51, aczkolwiek wyniki badah z wykorzystaniem droz-
dzy wskazujg, ze rowniez biatko Rad52 jest odpowiedzialne
za naprawe okoto 5% zdarzen BIR. Sugeruje sig, ze napra-
wa BIR z udziatem Rad52 moze przebiega¢ w Scisle okre-
$lonych, specyficznych regionach chromosomu i wymaga
obecnosci biatka Rad59 [66].
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Rycina 8. Naprawa ztamanych widetek replikacyjnych przez HRR (naprawa z
jednym koricem DNA), (a) Widetki replikacyjne napotykaja pekniecie nici (b)
jeden koniec DNA jest utworzony po oddysocjowaniu kompleksu replikacyjnego
(c) luka w matrycowym DNA zostaje wypetniona (kolor niebieski), koniec jest
trawiony przez MRN z odstonigciem jednej nici od strony 3' (kolor czerwony)
(d) inwazja nici na matrycowy DNA z wytworzeniem struktury HJ (e) rozciecie
HJ i odtworzenie kompleksu replikacyjnego. Efektem rozciecia struktury HJ jest
konwersja genu (kolor zétty) lub wymiana nici (kolor zielony).
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NAPRAWA WEWNATRZNICIOWYCH
WIAZAN KRZYZOWYCH

Wiele zwigzkéw dwufunkcyjnych tworzy wewnatrzni-
ciowe wigzania krzyzowe. Tego rodzaju uszkodzenia DNA
sg usuwane wspdlnie przez systemy NER i HRR (Ryc. 9).
Wigzania krzyzowe indukuja pekniecia DNA podczas repli-
kacji DNA, prawdopodobnie z powodu ztamania widetek
replikacyjnych oraz nastepujacego po tym zdarzeniu ataku
nukleaz. Kompleks XPF-ERCC1 degraduje jedng ze zwig-
zanych nici w kierunku 3" — 5' z wytworzeniem adduktu
przylegajacego do DSB [69]. Powstata luka jest wypeiniana
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Rycina 9. Naprawa adduktéw miedzyniciowych przez HRR oraz NER. Widetki
replikacyjne po napotkaniu adduktu miedzyniciowego wycofujg sie poza obszar
uszkodzenia. Egzonukleazy nacinaja jedng uszkodzong ni¢. Powstata przerwa w
jednej nici DNA jest powiekszana przez kompleks endonukleolityczny, a luka w
czasteczce DNA jest wypetniana przez polimeraze DNA. Odtworzenie widetek
replikacyjnych i ominiecie uszkodzonej zasady przez kompleks replikacyjny na-
stepuje z udziatem biatek system HRR analogicznie jak w przypadku naprawy
ztamanych widetek replikacyjnych. Uszkodzony nukleotyd zostaje wycigty przez
NER.
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przez polimeraze DNA. W kolejnym etapie zachodzi napra-
wa BIR przeprowadzana przez biatka HRR: Rad51, Rad52,
XRCC2, XRCC3 oraz RPA [69]. Ostatnim etapem naprawy
wigzan wewnatrzniciowych jest usuniecie adduktu przez
system NER.

NAPRAWA ZATRZYMANYCH
WIDELEK REPLIKACYJNYCH

Cecha charakterystyczng komérek z uszkodzonymi
genami kodujacymi elementy systemu HRR jest oprécz
wrazliwosci na czynniki indukujace pekniecia dwunicio-
we, rowniez nadwrazliwo$é na czynniki chemiczne, ktére
zatrzymujg widetki replikacyjne podczas semikonserwa-
tywnej syntezy DNA. Ponadto czynniki blokujace ruch wi-
detek replikacyjnych indukujg rekombinacje homologiczng
oraz powodujg powstanie skupisk gtdwnego biatka HRR,
Rad51 [70]. Hydroksymocznik jest zwiazkiem, ktory zatrzy-
muje widetki replikacyjne poprzez blokowanie aktywnosci
reduktazy rybonukleotydowej, odpowiedzialnej za prze-
ksztatcenie rybonukleotydéw do dezoksyrybonukleoty-
déw, ktérych brak powoduje zatrzymanie syntezy DNA i
powstanie peknie¢ dwuniciowych w miejscu zatrzymania
widetek replikacyjnych lub w ich poblizu. Takie uszkodze-
nia DNA sg naprawiane przez HRR i NHEJ [70]. Peknie-
cia dwuniciowe DNA nie sg obserwowane w komarkach
poddanych inkubacji z dTTP: czynnikiem, ktdry zmniejsza
pule dCTP w komorce i blokuje proces replikacji. W tym
przypadku naprawa uszkodzen DNA w poblizu widetek
replikacyjnych jest przeprowadzana tylko z udziatem syste-
mu HRR. Wyniki tych obserwacji sugeruja, ze NHEJ bierze
udziat tylko w naprawie uszkodzen DNA, ktére zatrzymuja
widetki replikacyjne i zostajg przeksztatcone w DSBs. Po-
zostate uszkodzenia sg naprawiane przez rekombinacje ho-

mologiczng lub synteze poprzez miejsce uszkodzenia (ang.
trans-lesions synthesi$) lub jego ominiecie [71].

Naprawa zatrzymanych widetek replikacyjnych na dro-
dze rekombinacji homologicznej zaczyna sie od wycofania
widetek z miejsca uszkodzenia (Ryc. 10). Powstata w ten
sposo6b struktura przypomina kurzg tapke (ang. chicken-foot)
ijestanalogiczna do struktury Hollidaya charakterystycznej
dla procesu rekombinacji homologicznej. Wycofanie sie wi-
detek replikacyjnych jest spowodowane najprawdopodob-
niej przez wzrost napiecia torsyjnego DNA po zatrzymaniu
replikacji, ale jak dotad brak jest danych eksperymentalnych
potwierdzajacych tg hipoteze. Proces cofania widetek repli-
kacyjnych dotyczy w pierwszej kolejnosci jednej nici, ktdra
moze byé substratem dla kompleksu o wtasciwosciach en-
donukleazy ztozonego z biatek Mus81/Emel, ktory ulega
aktywacji podczas zatrzymania widetek replikacyjnych
[72]. Powstaty produkt jest identyczny z tym, jaki powsta-
je w wyniku naprawy ztamanych widetek replikacyjnych.
Efektem tej naprawy jest zawsze wymiana nici na drodze
rekombinacji homologicznej.

Odtworzenie widetek replikacyjnych ze struktury Hol-
lidaya po catkowitym ich wycofaniu nastepuje poprzez
przemieszczenie sie rozgatezienia lub rozciecie struktury
Hollidaya. Procesy te sa kontrolowane przez biatko p53 i
wymagajg udziatu biatka BLM (przemieszczenie sie roz-
gatezienia) lub kompleksu biatkowego ztozonego z bhia-
tek Rad51/Rad54 (rozciecie struktury Hollidaya) [73,74].
Przemieszczenie sie rozgatezienia jest potagczone z syntezg
DNA inaprawg uszkodzonego DNA. Konsekwencjg tego
procesu jest wznowienie replikacji bez rekombinacji i za-
chowanie stabilnosci genomu. Rozciecie struktury Hol-
lidaya moze przebiega¢ z wytworzeniem pekniecia nici i
jednego konca DNA lub tez w

sposéb klasyczny potaczony z

A B D E wytworzeniem drugiej struk-
5 5 5 Struktura kurzej lapki tUry HO“ldaya Wi pierwszym
‘}\‘ a}\‘ ¥> 5 przypadku prowadzi to do
— —_ >< wznowienia replikacji, analo-
gicznie jak przy naprawie BIR
; — ; ; Rozciecie 2 z uzyciem jednego korica DNA
3 Kierunek ruchu 3 3 struktury Druga i
widelek Hollidaya inwazja przez biatka systemu HRR.
repHacy ycty DSB H R PoniewaZ proces ten generu-
F - . . ~ .
Ziamanie < e = = je pekniecie DNA, ktore moze
CeIon 5 spowodowac $mieré¢ komorki, u
(o} replikacyjnych

lHR
e — G

- | : -
’ B Konwersja genu
Naprawa peknie¢ dwuniciowych ——
3
3

5
IX: eukariontéw faworyzowana jest

3 m—— (FUga forma naprawy z wytwo-
Odtworzenie widetek replikacyjnych rzeniem drugiej pary struktury
Hollidaya. Wynikiem jej zawsze

l jest konwersja genu, ktéra moze
powodowac niestabilno$¢ ge-
nomu. Wybdr drogi naprawy

Z jednym koricem DNA
(wymiana nici) Odtworzenie
widetek

replikacyjnych

Rycina 10. Naprawa zatrzymanych widetek replikacyjnych przez HRR. (a) Widetki replikacyjne napotykaja uszkodze-
nie DNA (b) Uszkodzenie DNA powoduje zatrzymanie widetek replikacyjnych w miejscu uszkodzenia (c) Uszkodzenie
moze by¢ przeksztatcane w peknigcie, kierujagc naprawe na droge naprawy indukowanej peknieciem (BIR) (d) Widetki
replikacyjne moga wycofac sie z miejsca uszkodzenia tworzac strukture kurzej fapki. Taka struktura przypomina struktu-
re Hollidaya (HJ) (e), ktéra moze by¢ rozcinana (f), a nastepnie z udziatem biatek HR sa odtwarzane widetki replikacyjne
(9), (h) przesuwanie struktury Hollidaya moze powodowac¢ inwazje drugiej nici zwytworzeniem dwdéch HJ. Ich rozciecie

prowadzi do konwersji genu.
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znajduje sie pod kontrolg biatka
p53, ktoére jest uznawane po-
wszechnie za straznika integral-
nosci genomu, miedzy innymi
poprzez faworyzowanie wzno-
wienia procesu replikacji przez
biatko BLM po zatrzymaniu wi-
detek replikacyjnych. Dlatego w
wielu komérkach nowotworo-
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Tabela 4. Substraty oraz produkty szlaku naprawy uszkodzert DNA przez rekombinacje homologiczna.

1 Czynnik uszkadzajacy

Promieniowanie jonizujace, enzymy

Uszkodzenia DNA

Pekniecie dwuniciowe z

Szlak naprawy Produkt rekombinacji

Delecja, konwersja

restrykcyjne, Inhibitory topoizomerazy Il dwoma koncami HRR, NHEJ genu, duplikacje
Lo . Zakonczenie nici DNA .
E, del
Kamptotecyna (inhibitor topoizomerazy I) (jeden koniec DNA) HRR, NHEJ SCE, delecje
Hydroksymocznik, tymidyna Zatrzymane widetki replikacyjne HR SCE, konwersja genu

wych pozbawionych prawidtowego biatka p53 obserwuje
sie wysoki stopieA niestabilnosci genomowej, do ktorego
przyczynia sie réwniez proces wznowienia replikacji po
naprawie uszkodzenia w szlaku HRR.

Uszkodzenia DNA, ktére powodujg zatrzymanie wi-
detek replikacyjnych sa réwniez naprawiane z udziatem
szlaku zaleznego od biatka Rad6. Centralng role w tym sy-
stemie naprawy peinig u drozdzy biatka Sgsl oraz Srs2. U
drozdzy zidentyfikowano ponadto kolejng droge naprawy
uszkodzen DNA powodujgcych zatrzymanie widetek re-
plikacyjnych zalezng od biatka Mgsl. Najprawdopodobniej
obydwie drogi naprawy wystepujg rowniez w komoérkach
ssakow, gdzie zidentyfikowano odpowiedniki drozdzo-
wych biatek Sgsl oraz Mgsl.

Substraty oraz produkty systemu naprawy uszkodzen
DNA przez rekombinacje homologiczng przedstawiono w
tabeli 4.

CHOROBY CZtLOWIEKA ZWIAZANE
Z ZABURZENIAMI HRR

Prawidtowa naprawa peknie¢ dwuniciowych jest warun-
kiem koniecznym integralnosci genomu. Nienaprawione,
badz btednie naprawione DSBs, moga by¢ przyczyng rea-
ranzacji chromosomalnych, takich jak translokacje, insercje,
delecje, ktore z kolei moga prowadzi¢ do transformacji no-
wotworowej poprzez zmiany w protoonkogenach, genach
supresorowych i mutatorowych, a takze poprzez ekspresje
onkogennych biatek fuzyjnych. Komorki z mutacjami w
genach kodujgcych biatka systemu HRR oraz genach bia-
tek petnigcych funkcje regulatorowe charakteryzuja sie
niestabilnoscia genomowga oraz zwiekszong wrazliwoscig
na czynniki uszkadzajace DNA w stosunku do komorek
prawidtowych (Tabela 5). Zaburzenia naprawy peknie¢
dwuniciowych DNA zaobserwowano u oséb, u ktérych zi-
dentyfikowano autosomalne zespoty chorobowe przedsta-
wione w tabeli 6. U 0s6b tych obserwuje sie bezwtad miegs$ni,
zaburzenia funkcjonowania uktadu odpornosciowego oraz
wysokie prawdopodobienstwo wystapienia wielu nowo-
twordéw ztosliwych [2].

Zwiekszone ryzyko zachorowania na nowotwory moze
by¢ réwniez bezposSrednim efektem mutacji genéw kodu-
jacych biatka systemu HRR. Przykiadem nowotworu, u
poditoza ktorego sg zmiany w sekwencji genu uczestniczga-
cego w naprawie DSB przez HRR jest rak piersi, ktérego jed-
na z przyczyn sg mutacje gendw kodujacych biatka BRCA1
i BRCA2. Réwniez mutacje w innych genach kodujacych
kluczowe biatka HRR (Rad51, Rad52, Rad54 i Rad54B) zo-
staty powigzane z wystgpieniem nowotworow, aczkolwiek
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Tabela 5. Fenotyp mutantéw ze zmienionymi genami kodujacymi biatka biorace
udziat w naprawie peknie¢ dwuniciowych przez rekombinacje homologiczna.

Fenotyp mutantéw

Rad51 Mutacja letalna w etapie zarodkowym
Rad52 Zmniejszona wydajno$¢ naprawy DSBs przez HRR
Rad54 Komérki wrazliwe na promieniowanie, zmniejszona

wydajno$¢ rekombinacji homologicznej

XRCC2, Komérki wrazliwe na zwigzki sieciujace
XRCC3 a 1
Komoérki wrazliwe na promieniowanie, zmniejszona
Rnd50 L o . ;
wydajno$¢ rekombinacji homologicznej
Mrell Mutacja $miertelna na etapie zarodka
NBS1 Komorki wrazliwe na promieniowanie

Tabela 6. Zespoty chorobowe charakteryzujace si¢ nadwrazliwoscig na czynniki
uszkadzajagce DNA oraz niestabilno$ciag genomu.

Zespot Skrot  Biatko Wrazliwo$é
Ataxia telangiectasia AT ATM promieniowanie
jonizujace (IR)
Zespot podobny do ATLD Mrell IR
Ataxia telangiectasia
Zesp6t Nijmegen NBS NBS1 IR
IR + czyn-

niki wytwarzajace

Anemia Falconiego FA FANCD2 wigzania
miedzyniciowe
DNA '

Zespo6t Blooma BS BLM IR + MMS
IR+ inhibitor

Zespot Wernera WS WRN y

topoizomerazy 1

Zesp6t Rothmunda-

?
Thomsona RTS RECQL4 7

Tabela 7. Nowotwory charakteryzujgce sie translokacjami chromosomoéw.

Nowotwor Skroét Translokacja Biatko fuzyjne
Chtoniak Burkitta BL t(8;14)(924;932) MY C/IgH
Przgwlek%a biataczka CcML 1(9:22) (q34:11) BCR-ABL
szpikowa

Desmoplastyczny

nowotwér drobno- DSRCT  t(II;22)(pl3;ql2) EWS/WT1

okragtokomorkowy

w tym przypadku ten zwigzek nie jest tak bezposredni jak
w przypadku BRCAL [75],
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Innym przyktadem nowotwordw, ktdrych przyczyng sa
zaburzenia HRR sg nowotwory spowodowane przez trans-
lokacje fragmentow chromosomoéw. Najczestszg przyczyng
takich translokacji jest nieefektywna naprawa peknie¢ dwu-
niciowych DNA. Do takich chor6b zalicza si¢ miedzy inny-
mi szereg biataczek i chtoniakéw (Tabela 7).

UWAGI KONCOWE

Rekombinacja homologiczna jest procesem, ktérego
witasciwe dziatanie jest niezbedne dla prawidtowego funk-
cjonowania komérki, miedzy innymi poprzez udziat w
naprawie dwuniciowych peknie¢ DNA, stanowigcych bar-
dzo powazne zagrozenie dla komérki i catego organizmu.
Gtownymi funkcjami systemu naprawy DNA przez rekom-
binacje homologiczng jest zapewnienie prawidtowej segre-
gacji chromosomow w czasie mejozy oraz naprawa peknieé
dwuniciowych. Wszystkie czynniki powodujgce powstanie
DSBs aktywujg systemy naprawy HRR, SSA i NHEJ. Wy-
niki dotychczasowych badan wskazuja jednak, ze system
HRR, w przeciwienstwie do NHEJ, jest pobudzany nie tylko
w odpowiedzi na czynniki powodujace powstanie DSBs, ale
rowniez szereg czynnikéw o innym dziataniu na DNA. HRR
jest aktywowany przez zwigzki alkilujgce, jony metali ciez-
kich, promieniowanie UV czy zwigzki sieciujgce. Czynniki
te nie zawsze muszg wywotlywaé DSBs, nawet posrednio i
wtornie. A zatem czy prawda jest, ze rekombinacja homolo-
giczna jest systemem, ktéry naprawia pekniecia dwunicio-
we DNA? Wszystkie zwigzki aktywujgce rekombinacje ho-
mologiczng moga interferowaé z procesem replikacji i tym
samym aktywowaé¢ HRR. Nie mozna jednak wykluczyé¢, ze
system rekombinacji jest zwigzany z naprawg szerszej gamy
uszkodzen DNA, niz do tej pory sadziliSmy. Naprawa pek-
nie¢ dwuniciowych z dwoma koncami przez rekombinacje
homologiczng, naprawa peknie¢ dwuniciowych z jednym
koncem czy tez naprawa zatrzymanych widetek replika-
cyjnych to przeciez trzy odmienne mechanizmy naprawy,
réznigce sie od siebie zarowno czynnikiem sprawczym,
mechanizmem naprawy, jak i koncowym produktem. W
najblizszym czasie gtdwny kierunek badan powinien skon-
centrowac sie na identyfikacji wszystkich sktadnikéw po-
znanych do tej pory szlakéw naprawy uszkodzen DNA z
udziatem biatek HRR oraz wzajemnych powigzaniach po-
miedzy biatkami uczestniczagcymi w naprawie uszkodzen
DNA. Rosngca ilos¢ doniesien o aktywacji sktadnikéw HRR
przez szereg czynnikéw o heterogennym charakterze che-
micznym powinna sktoni¢ do poszukiwania ewentualnych
nowych szlakéw naprawy uszkodzed DNA wywotanych
przez te zwigzki z udziatem systemu rekombinacji homo-
logicznej.
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ABSTRACT

DNA double-strand breaks (DSBs) are the most serious DNA damage. Due to a great variety of factors causing DSBs, the efficacy of their re-
pair is crucial for the cell's functioning and prevents DNA fragmentation, chromosomal translocation and deletion. In mammalian cells DSBs
can be repaired by non-homologous end joining (NHEJ), homologous recombination (HRR) and single strand annealing (SSA). HRR can be
divided into the first and second phase. The first phase is initiated by sensor proteins belonging to the MRN complex, that activate the ATM
protein which target HRR proteins to obtain the second response phase - repair. HRR is precise because it utilizes a non-damaged homologous
DNA fragment as a template. The key players of HRR in mammalian cells are MRN, RPA, Rad51 and its paralogs, Rad52 and Rad54.
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Wykaz skrétéow: CBM — domena wigzaca ligand
(ang. cytokine binding module)’, CXCR4 — receptor
chemokin CXC typu 4; ENA-78 —epitelialny peptyd
aktywujacy neutrofile (ang. epithelial neutrophil-acti-
vating peptide-78); FLIP — biatka hamujace kaspaze
8; FND — domena podobna do fibronektyny typu
111 (ang. fibronectin-like domain); GCP-2 — biatko che-
motaktyczne dla granulocytéw (ang. granulocyte che-
motactic protein-2); GRO-a — onkogen zwigzany ze
wzrostem (ang. growth-factor oncogen-a); HBV — wi-
rus zapalenia watroby typu B (ang. hepatitis B virus);
HCV — wirus zapalenia watroby typu C (ang. hepa-
titis C virus); IFN-y — interferon gamma; IGD —do-
mena immunoglobulinopodobna (ang. immunoglobu-
lin-like domain); IL-6 — interleukina 6; IP-10 — biatko
indukowane przez interferon (ang. interferon inducible
protein); MAPK —kinaza MAP; MCP-1 —biatko che-
motaktyczne dla monocytéw (ang. monocyte chemoat-
tractant protein-1); PIAS —biatkowe inhibitory aktyw-
nych STAT (ang. proteins inhibitors of activated STAT);
PMN — leukocyty krwi o jadrach segmentowanych
(ang. polymorphonuclear cells); RZS — reumatoidalne
zapalenie staw6éw; SDF-1 — czynnik pochodzacy z
komérek zrebowych (ang. stromal cell-derived factor-
1); sgpl30 — rozpuszczalna forma receptora gpl30;
SHP2 —fosfataza fosfotyrozyny zawierajagca domene
SH2 (ang. SH2-domain containing phosphotyrosine pho-
sphatase); sIL-6R — rozpuszczalny receptor dla IL-6;
SOCS — inhibitory sygnatu cytokinowego (ang. su-
ppressors of cytokine signaling); STAT — czynniki tran-
skrypcyjne; TNF-a — czynnik martwicy nowotworu
(ang. tumor necrosis factor a); WZJG — wrzodziejace
zapalenie jelita grubego
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STRESZCZENIE

ompleks IL-6/sIL-6R nalezy do jednego z najbardziej plejotropowych uktadéw ligand-
Kreceptor. Poprzez regulacje migracji a takze apoptozy leukocytéow, odgrywa on kluczowg
role w modulowaniu procesu zapalnego. Z jednej strony, przyczynia si¢ do wyciszenia ostrej
reakcji zapalnej, warunkujac tym samym utrzymanie homeostazy organizmu. Z drugiej, jest
gtéwnym czynnikiem odpowiedzialnym za jej przeksztatcenie w reakcje chroniczna, lezaca
u podtoza patogenezy przewlektych choréb zapalnych. Niniejsza praca przedstawia aktual-
ny stan wiedzy na temat budowy, funkcji, mechanizméw powstawania oraz dziatania kom-
pleksu IL-6/sIL-6R i jego naturalnego inhibitora sgpl30 we wspomnianych procesach.

WPROWADZENIE

Zapalenie ostre jest zespotem reakcji wywotanych uszkodzeniem tkanek,
procesem krzepniecia i uczynnieniem uktadu dopetniacza, ktéremu towarzyszy
wzrost przeptywu krwi, wzrost przepuszczalno$ci naczyh krwionosnych oraz
akumulacja leukocytow w miejscu zranienia. Jest to ztozony proces wieloczyn-
nikowy, na ktéry sktada sie wspotistnienie i wspétdziatanie licznych aktywato-
row i inhibitoréow. Te biologicznie czynne substancje regulujg odpowiedz orga-
nizmu na czynniki uszkadzajace lub draznigce pochodzenia zewnetrznego lub
wewnetrznego [1,2]. Konsekwencjg zapalenia jest zazwyczaj korzystny i $cisle
czasowo okreslony proces, majacy na celu eliminacje szkodliwego czynnika oraz
przywrdécenie integralnosci uszkodzonej tkanki. W warunkach nieprawidto-
wych jednakze proces ten przybiera posta¢ reakcji przewlektej, ktéra prowadzi
do zwtdknienia i martwicy, a w efekcie do nieodwracalnej przebudowy struktu-
ry i funkcji danej tkanki.

Do zapalen ostrych prowadza typowe infekcje bakteryjne, zranienia i sthucze-
nia, do przewlektych natomiast: dtugotrwate zakazenie patogenami wewnatrz-
komoérkowymi np. Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Helicobacter
pylori, Leishmania donowani itp, wirusami hepatotropowymi np. HBV i HCV, dtu-
gotrwata ekspozycja na czynniki fizyczne o matej toksycznosci (np. sylikon) a
takze reakcje autoimmunologiczne czy alergiczne.

Osiagniecia ostatnich kilku lat ujawnity wiele z mechanizmoéw molekularnych
lezgcych u podtoza rozwoju zapalenia. Celem niniejszego artykutu jest préba
odpowiedzi na trzy nurtujace pytania: 1) W ktérym momencie niewatpliwie ko-
rzystny proces zapalny przechodzi w stan patologiczny o przedtuzonej manife-
stacji klinicznej; 2) Jaka role w regulacji tego zjawiska petni kompleks IL-6/sIL-
6R oraz receptor sgpl30; 3) Jaki jest zwiazek opisywanego uktadu z patogenezg
wybranych przewlektych choréb zapalnych.

INTERLEUKINA 6 (IL-6)

IL-6 jest plejotropowg interleuking nalezacg do rodziny cytokin IL-6, uwal-
niang miedzy innymi przez monocyty, makrofagi, limfocyty T i B, komorki
srodbtonka, fibroblasty, komorki dendrytyczne, osteoblasty, keratynocyty oraz
astrocyty. Wielokierunkowo$¢ jej oddziatywan polega na modulacji wielu zja-
wisk fizjologicznych jak choéby proliferacji, r6znicowania czy apoptozy. Efek-
ty wszechstronnych dziatan IL-6 zaobserwowa¢ mozna w centralnym uktadzie
nerwowym, uktadzie immunologicznym ale tez w procesach krwiotworzenia,
nowotworzenia, metabolizmu kosci czy wreszcie w reakcji zapalnej. Ze wzgledu
na szerokie spektrum dziatania, funkcjonowanie IL-6 stato sie uktadem modelo-
wym wielu mediatoréw sygnalizacji miedzykomérkowej.

Gen kodujacy IL-6 o dtugosci 5 kb sktada sie z5 ekson6w oraz 4 introndw i jest

zlokalizowany na krétkim ramieniu chromosomu 7 (7p21). Sekwencja amino-
kwasowa obejmuje 212 reszt i zawiera 27-aminokwasowy peptyd sygnalny oraz
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dwa potencjalne miejsca N-glikozylacji. Struktura krystalo-
graficzna biatka wykazata istnienie dwoch przeciwbieznie
utozonych par, zawierajacych $cisle upakowane a helisy, o
dtugosci od 15 do 22 aminokwasow kazda, nazwanych A-B,
C-D iwykazujagcych orientacje gora-gora-dot-dot oraz istnie-
nie trzeciej krotszej petli zawierajgcej dwie przeciwbiezne
helisy B-C.

IL-6 posiada swoje homologi w zakresie sekwencji ami-
nokwasowej u ponad 12 gatunkéw kregowcéw, z wyjat-
kiem ryb. Réwniez ludzki wirus z rodzaju Herpes 8, beda-
cy czynnikiem etiologicznym miesaka Kaposiego, koduje
funkcjonalny homolog tej cytokiny o nazwie vIL-6 [3,4]

KOMPLEKS RECEPTORA INTERLEUKINY-6

RECEPTORY BLONOWE: IL-6Ra I gpl30

W uktadzie klasycznym IL-6 oddziatuje poprzez specy-
ficzny multimeryczny kompleks receptora, ktory sktada sie
z dwoch transbtonowych glikoprotein. Pierwszg stanowi
niesygnalny receptor IL-6Ra znany réwniez jako podjed-
nostka a IL-6R, gp80 czy CD126. Nie uczestniczy on bez-
posrednio w aktywacji komarki za$ jego podstawowa funk-
cja sprowadza sie do zwigzania swoistego liganda. Druga
glikoproteing jest gpl30 (synonimy: podjednostka p IL-6R,
IL-6Rp, CD130), odpowiedzialny za uruchomienie we-
wnatrzkomdérkowych szlakéw przekazywania sygnatu do
aktywacji [4],

W regionie zewnatrzkomorkowym, receptory IL-6Ra i
gpl30 sktadajg sie z domeny immunoglobulinopodobnej
IGD przy N-koncu oraz z tak zwanej domeny wigzacej li-
gand CBM zawierajgcej dwa charakterystyczne motywy:
motyw 4 cystein (CCCC) oraz zachowang sekwencje Trp-
Ser-X-Trp-Ser (WSXWS), gdzie X oznacza dowolny amino-
kwas. Sktadowa gpl30 posiada dodatkowo w tym regio-
nie 3 domeny podobne do fibronektyny typu Ill, potozone
najblizej btony komérkowej. Taka lokalizacja wskazuje na
stabilizujgcg funkcje domen fibronektynopodobnych dla
powstajagcych w trakcie pobudzenia receptorowych kom-
pleksow. Domena cytoplazmatyczna IL-6Ra jest krdtka,
sktada sie z 82 aminokwasOw i nie bierze udziatu w trans-
dukcji sygnatu komérkowego. Domena cytoplazmatyczna
gpl30 jest znacznie dtuzsza, i podobnie jak w przypadku
innych receptoréw dla cytokin, znajdujg sie w niej regiony
wigzace cytoplazmatyczng kinaze tyrozynowg JAK oraz
sekwencje niezbedne do aktywacji biatek SHP2 (motyw
YSTV) ibiatek STATI (motyw YXPQ) oraz STAT3 (motyw
YXXQ). Poréwnanie struktury obu receptorow przedsta-
wia rycina 1.

Receptor gpl30 odpowiada rowniez za przekazanie syg-
natu wewnatrzkomorkowego po pobudzeniu przez pozo-
state cytokiny zgrupowane w obrebie rodziny IL-6, a mia-
nowicie IL-11, rzeskowy czynnik neurotrofowy (CNTF),
kardiotropine (CT-1), czynnik hamujacy biataczke (LIF), on-
kostatyne M (OSM). Nalezy podkresli¢, iz aktywacja catego
kompleksu receptorowego jest albo wynikiem tworzenia sie
homodimeréw z dwoch receptoréw gpl30 (dotyczy IL-6 i
IL-11), badz skutkiem formowania heterodimeréw pomie-
dzy gp!30, a strukturalnie podobnymi, chociaz stabiej eks-
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Rycina 1. Struktura receptoréw IL-6R i gpl30 interleukiny 6, Y — miejsca fosfo-
rylacji reszt tyrozyny [4].

presjonowanymi receptorami LIF-R[3 (po zadziataniu LIF,
OSM, CT-1) lub OSMRp (po zadziataniu OSM) [5].

Scenariusz interakcji pomiedzy IL-6 a jej zakotwiczonym
w btonie kompleksem receptora przedstawia sie nastepu-
jaco: 1) IL-6 (epitop I) po potaczeniu z IL-6Ra tworzy he-
terodimer; 2) heterodimer IL-6/IL-6Ra za posrednictwem
epitopu Il w obrebie IL-6 taczy sie z domeng wigzacg ligand
obecng w gpl30, tworzac trzyczasteczkowy kompleks o ste-
chiometrii 1:1:1, niezdolny jeszcze do przekazania sygnatu
do wnetrza komorki; 3) dopiero dwa heterotrimery IL-6/
IL-6Ra/gpl30, w ktorych kazda czasteczka gpl30 taczy sie
rownoczes$nie z dwoma czasteczkami IL-6 (region domeny
CBM gpl30 wigze epitop Il jednej IL-6, za$ region domeny
IGD gpl30 wigze epitop Ill drugiej IL-6) umozliwiajg po-
wstanie kompletnego i stabilnego heksameru (4 receptory,
2 ligandy) zdolnego zainicjowa¢ przeniesienie sygnatu do
aktywacji [3,4,6,7],

RECEPTORY ROZPUSZCZALNE: sIL-6R Isgpl30

Analogicznie do innych receptoréw cytokin, oba recep-
tory dla IL-6 moga wystepowaé w formach rozpuszczal-
nych. Rozpuszczalny receptor sIL-6R wystepuje pod posta-
cig dwdch izoform: DS-sIL-6R i PC-sIL-6R. Do powstania
pierwszej z nich dochodzi w drodze alternatywnego skia-
dania mRNA. Jego konsekwencjg na poziomie translacji jest
wprowadzenie w odcinku C-koncowym nowej sekwencji
ztozonej z 10 reszt aminokwasowych GSRRRGSCGL oraz
usuniecie eksonu kodujgcego domene transbtonowa re-
ceptora. Druga izoforma powstaje poprzez proteolityczne
odciecie regionu zewngatrzkomérkowego btonowego recep-
tora bezposrednio z powierzchni komérki w procesie tzw.
ograniczonej proteolizy. Odciecie to ma miejsce pomiedzy
resztg Gin w pozycji 357 a resztg Asn w pozycji 358 i jest
przeprowadzane przy udziale zaleznych od cynku konwer-
taz TNF-a, nalezacych do rodziny metaloproteaz ADAM
(ang. adisintegrin and metalloproteinase) [8,9], Dodatkowo, w
odroznieniu od DS-sIL-6R, generowanie izoformy PC-slL-
6R jest Scisle zwigzane z mobilizacjg w $rodowisku jondw
Ca2t Wynika stad, ze obydwa mechanizmy prowadzgce do
powstania wspomnianych izoform sg regulowane odmien-
nie [10]. Proces ztuszczania receptora IL-6Ra z powierzchni
komorki (neutrofilbw) moze zosta¢ zainicjowany przez tok-
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syny bakteryjne, formylowane peptydy bakteryjne, biatka
C-reaktywne oraz przez IL-8 [11].

Drugi z rozpuszczalnych receptoré6w — sgpl30, wyste-
puje w warunkach fizjologicznych w stosunkowo duzym
stezeniu (100-300 ng/ml). Pomimo, iz in vitro, wykazano
powstawanie sgpl30 na drodze ograniczonej proteolizy re-
ceptora btonowego, wiekszo$¢ badaczy podkresla istotniej-
szy potencjat biologiczny tych izoform, ktére sg wynikiem
odmiennego sktadania mRNA. Dotychczas in vivo udato sie
zidentyfikowaé 3 alternatywne warianty mRNA, ulegajace
translacji do 3 izoform sgpl30 o masach: 90 kDa, 110 kDa i
50 kDa. Dwie pierwsze hamujag funkcje IL-6 oraz pozosta-
tych cytokin z tej rodziny [12]. Trzecia, skrécona izoforma o
nazwie gpl30-RAPS (z ang. gpISO of the rheumatoid arthritis
antigenic peptide-bearing soluble form) jest jednym z autoan-
tygenéw w reumatoidalnym zapaleniu stawow (RZS). W
odcinku C-kofncowym, posiada ona unikalng sekwencje
Asn-lle-Ala-Ser-Phe (NIASF). Sekwencja NIASF indukuje
powstawanie autoprzeciwciat, ktérych produkcja jest sko-
relowana z aktywnoscig choroby. Co wiecej, przeciwciata
te u pacjentow z RZS neutralizuja funkcje hamujacg gpl30-
RASP skierowang przeciwko IL-6 [13].

INDUKOWANE IL-6 SZLAKI PRZEKAZYWANIA SYGNALU

Przytgczenie IL-6 do IL-6Ra indukuje dimeryzacje gpl30.
Autofosforylacja pieciu z sze$ciu reszt tyrozynowych w cze-
$ci cytoplazmatycznej gpl30 przez kinaze JAK, konstytu-
tywnie zwigzang za posrednictwem dwadch regionéw typu
Box, jest wymagana do aktywacji dwoch gtéwnych szlakdw
przekaznikowych, a mianowicie SHP2/ERK MAPK i STAT
1/3. W przypadku pierwszego z nich, do umozliwienia aso-
cjacji z receptorem, rekrutowanej z cytoplazmy fosfatazy
SHP2, konieczna jest fosforylacja reszty tyrozynowej poto-
zonej najblizej btony komorkowej. Dalsza fosforylacja tejze
fosfatazy sprzyja potgczeniu sie z nig innego biatka adapte-
rowego, zwigzanego z receptorem czynnika wzrostu Grb2
(ang. growth factor receptor-bound protein-2). Jest ono konsty-
tutywnie zwigzane z czynnikiem wymiany Sos (wymiana
GDP/GTP). Utworzenie takiego kompleksu utatwia przyta-
czenie do niego biatka Ras oraz jego aktywacje (powstanie
Ras-GTP), a w konsekwencji aktywacje kinazy ERK. Fosfo-
rylacja tyrozyny w biatku SHP2 moze takze prowadzi¢ do
powstania kompleksu z biatkami adapterowymi Gabl/2
oraz z podjednostka regulatorowg p85 kinazy 3' fosfatydy-
loinozytolu (kinaza PI13). Skutkiem utworzenia trojsktadni-
kowego kompleksu SHP2/Gabl/PI3K jest uruchomienie
szlaku z udziatem kinazy serynowo-treoninowej Akt, ktéry
kontroluje podatno$¢ komorek na apoptoze. Istnieje takze
mozliwo$¢ wigczenia sie powyzszego kompleksu w szlak
Ras/ERK MAPK.

Drugi ze wspomnianych szlakdw przekazywania sygna-
tu wykorzystuje czynniki transkrypcyjne STAT1/3. Biatka
te wigzg sie do czterech ufosforylowanych motywdw syg-
nalnych: dwdch YXPQ i dwoch YXXQ, a nastepnie po wias-
nej fosforylacji przez kinaze JAK tworzg homo- badz hete-
rodimery: STAT1-STAT1, STAT3-STAT3, STAT1-STATS3.
Dimery te ulegaja natychmiastowej translokacji do jadra,
gdzie dochodzi do aktywacji docelowych gendéw. Czte-
ry wspomniane motywy uczestniczagce w wigzaniu biatek
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Rycina 2. Indukowane IL-6 szlaki przekazywania sygnatu do jadra [zmienione
wg 4,5],

STAT nie sg sobie rownocenne. Wykazano, ze lezace dalej
od btony komoérkowej motywy YXPQ, zawierajace tyrozy-
ny w pozycji Y905 i Y915, umozliwiajg silniejszg aktywacje
biatek STAT (chodzi o silniejsze wigzanie DNA oraz silniej-
szg aktywacje genu promotorowego), anizeli zlokalizowane
proksymalnie motywy YXXQ (Y767 i Y814), (Ryc. 2).

Mechanizmy negatywnej regulacji opisanych szlakéw
sygnalizacyjnych obejmujg miedzy innymi udziat cytopla-
zmatycznych inhibitorow PIAS, ktdrych asocjacja ze zak-
tywowanymi czynnikami STAT uniemozliwia ich dime-
ryzacje i przemieszczanie do jadra. Drugg grupe stanowig
tzw. supresory sygnalizacji cytokin SOCS1/3, a zarazem
inhibitory kinaz JAK. Skutkiem zaleznej od STAT3 indukcji
wspomnianych supresorow jest z jednej strony hamowa-
nie fosforylacji gpl30, STAT1 i STAT3, z drugiej natomiast
przeprowadzana w proteasomach degradacja sktadowych
aktywnego kompleksu receptorowego [4,5,14].

KONWERSJA RECEPTOROW Z UDZIALEM
KOMPLEKSU IL-6/SIL-6R

Podczas gdy gpl30 wystepuje we wszystkich typach ko-
morek, IL-6Ra ulega ekspresji w ograniczonej ich liczbie,
w szczegoOlnosci zas w hepatocytach, neutrofilach mono-
cytach/makrofagach i niektérych limfocytach. Co cieka-
we, stosunkowo silna ekspresja IL-6Ra na neutrofilach nie
idzie w parze z jego obserwowang aktywnoscig biologiczna.
Przyjmuje sie zatem, ze klasyczny receptor zakotwiczony w
btonie stanowi w duzym stopniu zrodto swojej rozpusz-
czalnej formy. Jej obecnos¢ jest niezbedna do prawidtowego
funkcjonowania interleukiny 6. Receptor sIL-6R nie tylko
bowiem wigze IL-6, dzieki czemu chroni ja przed degrada-
cjg enzymatyczng, ale takze wzmaga dziatanie tej cytokiny,
tworzac wraz z nig kompleks o wysokim powinowactwie,
ktéry poprzez interakcje z gpl30 inicjuje komoérkowe szla-
ki sygnalizacyjne. Dzieki takiej strategii, umozliwiajacej
przezwyciezenie limitujgcego wptywu ograniczonej liczby
podjednostek a na powierzchni komérek, efekty biologicz-
ne wywotywane przez IL-6 zostajg spotegowane. W efekcie,
wielkoczasteczkowy kompleks IL-6/sIL-6R ma zdolnos¢
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aktywacji réwniez tych komorek, ktére sg pozbawione
receptora IL-6Ra, a co za tym idzie, same nie sg w stanie
zareagowacé na IL-6. Jako przyktad modelowy mozna przy-
toczy¢ umozliwienie reakcji na IL-6 komdérkom $rédbtonka
wyposazonym jedynie w gpl30, w obecnos$ci generowane-
go przez neutrofile sIL-6R. Do innych komdrek pozbawio-
nych btonowego receptora IL-6Ra nalezag hematopoetyczne
komdrki progenitorowe, osteoklasty, komérki nerwowe,
limfocyty T czy komoérki miesni gtadkich [15].

Nabycie nowych funkcji biologicznych przez kompleks
IL-6/sIL-6R umozliwia zmiany fenotypu réznych komérek.
llustruje to choc¢by uzyskanie przez aktywowane komorki
$rdédbtonka zdolnos$ci do produkcji chemokiny MCP-1. Pro-
ces ten, nazwany konwersja receptorow (z ang. receptor con-
version or transsignaling), zostat ujety w ramy tzw. modelu
konwersji receptorow, wedtug ktérego funkcjonujg rowniez
inne cytokiny, np. IL-11 czy IL-12. W modelu tym kompleks
utworzony pomiedzy okre$long cytoking i rozpuszczalng
forma jej receptora dziata na komérki docelowe jako cy-
tokina o nowo zdefiniowanej specyficznosci [16]. Opisany
mechanizm przyczynia sie zatem do generowania funkcjo-
nalnej r6znorodnosci cytokin —w naszym przypadku IL-6,
(Ryc. 3A i 3B).

SGP130 JAKO INHIBITOR UKLADU IL-6/SIL-6R

Naturalnym i selektywnym inhibitorem odpowiedzi za-
inicjowanej przez kompleks IL-6/sIL-6R jest rozpuszczalny

komoérka A komérka A

sIL-6R IL-6/sIL-6R

komoérka A komoérka B

IL-6/sIL-6R sgp130
IL-6/sIL-6R/sgp130

fwa?@

komoérka A

komorka A

Rycina 3. Rola kompleksu IL-6/sIL-6R isgpl30 w aktywacji komérki [zmienione
wg 9]: A —klasyczny szlak aktywacji, B —proces konwersji receptoréw; C —ha-
mujaca rola sgpl30.
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receptor sgpl30. Mechanizm antagonistycznego dziatania
tego receptora opiera sie na fakcie, ze wigze on wytgcznie
IL-6 bedacg w kompleksie z sIL-6R, Dochodzi wowczas do
powstania heterotrimeru IL-6/sIL-6R/sgpl30, niezdolne-
go do pobudzenia jakichkolwiek komoérek. Mozna zatem
powiedzie¢, ze aktywnos$¢ sgpl30 w supresji odpowiedzi
kierowanej przez IL-6 jest warunkowana obecnos$cig kom-
plekséw IL-6/sIL-6R.

Poniewaz zaréwno btonowa jak i rozpuszczalna forma
receptora gpl30 w rownym stopniu reagujg z komplek-
sem IL-6/sIL-6R, w przypadku nadmiaru w $rodowisku
tej drugiej, wspomniany kompleks zostaje zablokowany.
W warunkach prawidtowych surowicze stezenie sgpl30
(250-350 ng/ml) blisko 6-krotnie przewyzsza poziom slL-
6R (okoto 50 ng/ml). Ponadto surowicze stezenia zaréwno
sgpl30 jak i sIL-6R sg stosunkowo stabilne i ulegajg zazwy-
czaj nie wiekszemu niz dwukrotnemu wzrostowi w warun-
kach choroby. Dla poréwnania stezenie IL-6 ksztattujace sie
w pg/ml podczas choroby wzrasta 1000x. Na podstawie
analizy fizykochemicznej mozna wywnioskowac, ze na-
wet przy bardzo wysokim poziomie IL-6 (5 ng/ml), ponad
98% kompleksow IL-6/sIL-6R zostanie zneutralizowanych
przez sgpl30. Przypuszczalnie wiec, ewolucja opisywanej
pary rozpuszczalnych receptoréow szta w kierunku, ktéry
umozliwit wyhamowanie nadmiernej systemowej odpo-
wiedzi immunologicznej kierowanej przez IL-6. Podsumo-
wujac, chociaz sgpl30 nie moze blokowac¢ zaleznej od IL-6
aktywacji komorek posiadajgcych btonowy receptor IL-6R,
w obecnosci sIL-6R ulegajg wzmocnieniu witasciwosci an-
tagonistyczne tego receptora [17,18]. Ta cecha sgpl30 sta-
wia go w kategoriach skutecznego i specyficznego czynni-
ka terapeutycznego, ktéry hamuje aktywnos$¢ IL-6 jedynie
w trakcie konwersji receptoréw, nie interferuje natomiast
z klasycznym szlakiem aktywacji z jej udziatem (Ryc. 3C),
[19].

ROLA KOMPLEKSU IL-6/sIL~6R W PRZEKSZTALCENIU
ZAPALENIA OSTREGO W POSTAC PRZEWLEKLA

REGULACJA REKRUTACJI LEUKOCYTOW

Udziat kompleksow IL-6/sIL-6R w procesie tranzycji po-
miedzy ostrym a przedtuzonym stanem zapalnym jest nie-
odzownie zwigzany z petniona przez nie funkcjg kontrolna
w procesie rekrutacji okreslonych populacji komérek do og-
niska zapalnego. Ow charakterystyczny wzér infiltracji ce-
chuje sie poczatkowym naptywem neutrofiléw, pdzniej zas
monocytdw i limfocytow (Ryc. 4). Etapy progresji reakcji
zapalnej, od fazy ostrej do chronicznej, zostaty prze$ledzo-
ne w trakcie badan monitorujagcych rozwoj leukocytarnego
nacieku w przebiegu indukowanego, bakteryjnego zapa-
lenia otrzewnej u myszy jak réwniez z wykorzystaniem
otrzewnowych komérek mezotelialnych cztowieka [20,21].
Zgodnie z nimi, w nastepstwie infekcji w poczatkowej fa-
zie zapalenia, komdrki zrebowe rezydujgce w tkankach
(komérki $rédbtonka, fibroblasty czy makrofagi) w odpo-
wiedzi na cytokiny o wzmozonych wtasciwos$ciach zapal-
nych, tj. IL-1(3, TNF-a oraz IL-6, uwalniajag chemokiny IL-8 i
GRO-a. Obie chemokiny bedac silnymi chemoatraktantami
neutrofilow biorg czynny udziat w ich rekrutacji do ogniska
zapalnego. Mogg indukowa¢ réwniez proces ztuszczania
receptoréw IL-6Ra z powierzchni naptywajgcych komorek,
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Rycina 4. Rola kompleksu IL-6/sIL-6R w kluczowych etapach warunkujacych
przejscie od fazy ostrej do fazy chronicznej reakcji zapalnej.

co prowadzi do lokalnego wzrostu stezenia rozpuszczalnej
formy sIL-6R. Zjawisko to sprzyja powstawaniu komplek-
sow IL-6/sIL-6R, ktore droga konwersji receptoréw maja
zdolno$¢ aktywacji komdrek rezydujagcych w tkankach.
Jest to o tyle istotne, ze rezydenci tkanek czesto nie posia-
dajg funkcjonalnego receptora IL-6R, samoistnie nie sg wiec
zdolni do reakcji na IL-6. Skutkiem wspomnianego zjawiska
jest modulacja ekspresji okreslonych chemokin zapalnych
w komérkach stromy. | tak zahamowana zostaje produk-
cja poczatkowo uwalnianych chemokin z rodziny CXC z
motywem ELR, a mianowicie GRO-a i IL-8. Wzmocnieniu
natomiast ulega synteza, dziatajgcej na monocyty i zakty-
wowane limfocyty T, chemokiny z rodziny CC tj. MCP-1.
Opisywane zjawisko wydaje sie by¢ specyficzne wytagcznie
w odniesieniu do niektérych chemokin CXC ELR+ Podobnej
supresji nie obserwuje sie bowiem ani w przypadku synte-
zy innych chemokin tej grupy, np. ENA-78, GCP-2, ani tym
bardziej w stosunku do chemokin CXC pozbawionych mo-
tywu ELR — takich jak np. IP-10. Skutkiem zainicjowanej
przez kompleks IL-6/sIL-6R jakoSciowej zmiany w syntezie
chemokin w ognisku zapalnym jest zahamowanie dalszego
naptywu neutrofiléw oraz réwnoczesne uruchomienie mo-
bilizacji monocytéw, pdzniej za$ takze limfocytéw. Mamy tu
do czynienia z przejsciem od akumulacji leukocytéw PMN
—gtoéwnie neutrofilow, bedacych podstawa wrodzonej od-
powiedzi immunologicznej, do akumulacji komdrek jedno-
jadrzastych, charakterystycznych dla odpornos$ci nabytej.

Poniewaz neutrofile naleza do kluczowych komérek
wczesnej fazy zapalenia, muszg cechowac sie czasowag zdol-
noscig do wzmozonej produkcji wielu mediatoréw tego
procesu. W niezaktywowanych, spoczynkowych neutrofi-
lach transkrypty mRNA dla receptora IL-6Ra syntyzowane
sg konstytutywnie, przy czym nie wykrywa sie proporcjo-
nalnej ilosci samego biatka. Po aktywacji komorki dochodzi
do wzmozonego procesu translacji przy réwnoczesnym
braku pojawiania sie nowych transkryptow. Kinetyka kon-
stytutywnej ekspresji genu nie koreluje wiec z kinetyka po-
wstawania gotowego juz produktu biatkowego. Sugeruje
to, iz regulacja ekspresji genu dla IL-6Ra w duzej mierze za-
chodzi na poziomie translacji, przy wykorzystaniu mRNA
nagromadzonego uprzednio w komérce w wyniku konsty-
tutywnej transkrypcji. Potwierdzity to doswiadczenia, w
ktorych produkcja biatka IL-6Ra nie ulegata ostabieniu w
obecnosci aktynomycyny D (zwigzek blokujacy transkryp-
cje), ulegata natomiast zahamowaniu wobec cykloheksy-
midu (zwigzek blokujacy translacje). Dominujaca frakcje
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owego konstytutywnego mRNA stanowig te transkrypty, z
ktérych powstaje transbtonowy receptor a z niego izofor-
ma PC-sIL-6R. Dopiero pozostata, niewielka czes$¢ mRNA
wykorzystana zostaje do syntezy izoformy DS-sIL-6R. Pro-
ces translacji receptora IL-6Ra, zainicjowany przez sygna-
ty dostarczane z zewnatrz, np. przez czynnik aktywujacy
ptytki krwi, lipopolisacharyd czy TNF-a, jest regulowany
przy udziale wewnatrzkomorkowej kinazy mTOR (z ang.
mammalian target of rapamycin). Swiadczy o tym fakt zablo-
kowania translacji po zastosowaniu inhibitora tejze kinazy
— bakteryjnego makrolidu —rapamycyny. Ogromng zale-
ta kontroli ekspresji IL-6Ra na poziomie translacji jest moz-
liwos¢ szybkiej syntezy biatka nie wymagajacej w danym
momencie generowania nowych transkryptow mRNA, jego
dojrzewania oraz transportu z jadra do cytoplazmy. Nie
mozna jednakze wykluczy¢ udziatu innych mechanizméw
kontrolnych w omawianym przypadku, jako ze kontrola
biatek o tak szerokiej aktywnos$ci biologicznej regulowana
jest na wielu etapach ich syntezy [22].

Funkcja efektorowa autokrynnie i parakrynnie dziatajgcej
IL-6 w kooperacji z sIL-6R, polega takze na wzmocnieniu,
kluczowego w procesie infiltracji limfocytéw, etapu adhezji.
Jest on posrednio wynikiem stresu cieplnego zainicjowane-
go przez silne endogenne pirogeny: IL-ip, TNF-a oraz samg
IL-6. Zjawisko infiltracji limfocytow nieodzownie taczy sie z
garniturem ekspresjonowanych na ich powierzchni L-selek-
tyn. Dlatego w modyfikacji powinowactwa oraz zachtanno-
Sci whasnie tych czasteczek adhezyjnych nalezy upatrywac
nowo-nabytych zdolnosci do adhezji. W tym aspekcie ,,ak-
tywowane termicznie” kompleksy IL-6/sIL-6R, dziatajac
na limfocyty, powodujg amplifikacje zaleznej od L-selektyn
adhezji tych komdérek [23],

REGULACJA APOPTOZY LEUKOCYTOW

W ognisku zapalnym dochodzi do stopniowego zaste-
powania nacieku neutrofilowego przez monocytarno-lim-
focytarny. Jest ono nie tylko skutkiem regulacji ekspresji
zapalnych chemokin, ale takze nieodtgczng konsekwencjg
lokalnie zachodzgcej apoptozy i fagocytozy — procesow
prowadzacych do kontrolowanego ubywania neutrofiléw
(Ryc. 4). Aktywne usuwanie wyeksploatowanych i obumar-
tych neutrofiléw jest istotne, poniewaz bedac zrédtem reak-
tywnych form tlenu oraz szeregu bakteriobdjczych biatek,
mogtyby by¢ silnie toksyczne dla otaczajgcych tkanek [24].
Udziat kompleksu IL-6/sIL-6R wraz z IFN-y w urucho-
mieniu apoptozy komérek PMN potwierdzity badania Mc-
Loughlin i wsp. [25]. Przy uzyciu eksperymentalnego mo-
delu zapalenia otrzewnej wykazano, ze u myszy knock-out z
defektem syntezy IL-6 (IL-6'7) lub IFN-y (IFN-y7-), odsetek
komérek PMN podlegajacych apoptozie byt o blisko 50%
nizszy anizeli u myszy szczepu dzikiego (IL-6++). Ponow-
ne uruchomienie apoptozy u myszy IFN-y7, do poziomu
obserwowanego u szczepu dzikiego, nastapito dopiero po
podaniu biatka fuzyjnego HYPER-IL-6. Zawierato ono pota-
czone polipeptydowym linkerem domeny IL-6 i sIL-6R od-
powiedzialne za kluczowe funkcje biologiczne. Cechowato
sie tez 100-1000-krotnie wyzsza aktywnoscig w porédwna-
niu z naturalnym kompleksem IL-6/sIL-6R. Pozwolito to
przypuszczat, ze aktywny kompleks IL-6/sIL-6R promuje
programowang $mier¢ leukocytéw PMN. Whniosek ten po-
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twierdzity kolejne doSwiadczenia z uzyciem naturalnego
inhibitora sgpl30, ktérego dootrzewnowe podanie myszom
szczepu dzikiego istotnie blokowato aktywacje kaspazy-3
nazywanej egzekutorem apoptozy, a ponadto redukowato
ilos¢ PMN wchodzacych w jej wczesny etap. Dotychczas
niewiadomo, czy kompleks IL-6/sIL-6R aktywuje réwniez
inne biatka uczestniczgce w indukcji apoptozy, jak np. biat-
ko Bax.

Powyzsze obserwacje na temat roli kompleksu IL-6/sIL-
6R w promowaniu apoptozy komoérek PMN, zachodzacej
w trakcie ostrego zapalenia, kontrastujg z antyapoptotycz-
ng aktywnoscig wspomnianego kompleksu w stosunku do
komorek jednojadrzastych. Do modelowych przyktadow
zalicza sie mechanizm lezacy u podtoza podtrzymywania
przewlektego stanu zapalnego w takich chorobach chro-
nicznych jak choroba Crohna czy RZS. Obejmuje on in-
dukcje przez kompleks IL-6/sIL-6R antyapoptotycznych
biatek regulatorowych Bcl-2 i Bcl-Xj odpowiedzialnych
w komérce za utrzymanie integralnosci btony mitochon-
drialnej. W konsekwencji wzmozonej ekspresji genow
bcl-2 i bcl-x, nadajacych komérkom fenotyp opornosci na
apoptoze, dochodzi do szkodliwego nagromadzenia duzej
liczby autoreaktywnych limfocytow TCD4+oraz TCD8+w
zmienionej chorobowo tkance [26,27]. Réwniez sama IL-6
uczestniczy w negatywnej regulacji apoptozy limfocytéw
T poprzez Fas-zalezne modulowanie syntezy inhibitorow
zaréwno poczatkowego (FLIP) jak i $srodkowego (Bcl-2,
Bcl-X,) etapu tego szlaku. Wykazany na podstawie analizy
mRNA brak réznic w ekspresji gendw kodujacych biatka
proapoptotyczne jak Bax oraz antyapoptotyczne jak Bcl-2,
Bcl-X, sugeruje potranslacyjng regulacje tych biatek [28].
Chociaz zahamowanie apoptozy przyczynia si¢ do aku-
mulacji komdrek T w ognisku zapalnym, nie jest to jedyny
mechanizm. Kluczowag role odgrywaja takze procesy indu-
kowane przez fibroblasty, szczegdlnie te z udziatem pro-
dukowanego przez nie TGF-(3. Prowadzg one do zwigk-
szenia na powierzchni wspomnianych komdérek ekspresji
receptora chemokinowego CXCR4. Towarzyszy temu row-
noczesne zwiekszenie sekrecji chemokiny SDF-1 z komé-
rek zrebowych. W nastepstwie interakcji SDF-1 z CXCR4
dochodzi do ,,przetaczania” leukocytow z fenotypu komo-
rek migrujacych na fenotyp komdrek stacjonarnych, na-

tychmiast po ich wejsciu do zmienionej chorobowo tkanki
[29], Zaréwno tego zagadnienia, jak i roli wzmagajacego
zywotnos$¢ leukocytow IFN-p, z przyczyn ramowych nie
uwzgledniono przy omawianiu niewfasciwej ich akumu-
lacji. Zdolno$¢ kompleksu IL-6/sIL-6R do uruchomienia
szlaké6w biochemicznych, prowadzacych zaréwno do
nasilenia jak i wyciszenia programowanej Smierci w od-
miennych populacjach leukocytéw, wydaje sie odgrywac
strategiczng role w procesie tranzycji pomiedzy ostrym a
przewlektym stanem zapalnym. W takim ujeciu przeciw-
stawne sygnaty generowane przez opisywany kompleks w
warunkach fizjologicznych indukujg apoptoze leukocytow
PMN, w stanach chronicznych natomiast zabezpieczajg
przed tym procesem leukocyty jednojadrzaste.

UDZIAL KOMPLEKSU IL-6/sIL-6R W
PRZEWLEKLYCH CHOROBACH ZAPALNYCH

IL-6 wraz z sIL-6R nalezg do kluczowych regulatoréw
zapalenia jako procesu fizjologicznego, w ktérym termina-
cja reakcji zapalnej obejmuje czasowo ograniczong tranzy-
cje z wrodzonej do nabytej odpowiedzi immunologicznej.
W tym aspekcie chroniczno$¢ takiej reakcji, uwarunkowana
po czesci nadmierng produkcjg elementéw opisywanego
uktadu, stanowi nieodtgczny element patologii wielu cho-
réb. Pomimo odmiennej patogenezy, patofizjologii i kliniki
wielu jednostek chorobowych, sekwencja zdarzen prowa-
dzaca do rozwoju zapalenia przewleklego jest podobna.
Procesy patologiczne obejmujace nadmierng aktywacje
$rodbtonka, rekrutacje komorek zapalnych przy zaburzo-
nych mechanizmach ich eliminacji oraz rozregulowanie
sieci cytokinowej, wpisujg sie w ogélny schemat zapalenia.
Wzmozona aktywno$¢ kompleksu IL-6/sIL-6R istotnie
przyczynia sie do rozwoju wielu przewlektych chordb, w
tym choroby Alzheimera, RZS, zapalenia kosci i stawdw,
stwardnienia rozsianego, tocznia uktadowo-rumieniowa-
tego, przewlektych nieswoistych zapalen jelit, astmy czy
przewlektych zapalen watroby [30]. Wybrane dane na ten
temat zebrano w tabeli 1. Poniewaz najbardziej zaawanso-
wane badania kliniczne potwierdzajg udziat IL-6 i sIL-6R
w patogenezie chordob reumatoidalnych oraz nieswoistych
zapalen jelit, tym schorzeniom poswiecono szczegdlng
uwage.

Tabela 1. Udziat IL6 i sIL-6R w zaostrzeniach wybranych przewlektych choréb zapalnych.

Schorzenie IL-6/sIL6R Literatura
surowiczy poziom IL-6 i SIL-6R jest istotnie wyzszy u pacjentéw w poréwnaniu
RZS S . : [53,54]
do grupy kontrolnej i koreluje z aktywng postacig choroby
choroba Stilla istotnie podwyzszony poziom IL-6i sIL-6R jest skorelowany z zaostrzeniem choroby [36,37]
choroba Crohna podwyzsz.or_w poziom IL—6/sIL—6_R oraz .deflcyt sgpl30_wykryto w surqwmy oraz [55,56]
w tkance jelita, podczas aktywnej postaci choroby; udziat w patogenezie
WzJG udowodniono zwigzek pomiedzy wzrostem stezenia IL-6 i SIL-6R a patogenezg [47,48]
choroba Gravesa-Basedova  zaobserwowano znaczgco podwyzszone surowicze stezenia IL-6 i sIL-6R w poréwnaniu do kontroli [57]
sarkoidoza wykazano ZWI?k?Z?ny .pqzmm systemoweqo i lokalnego stezenia (58]
sIL-6R w trakcie srodmigzszowego zapalenia ptuc
uktadowa skleroderma poziom sIL-6R koreluje z ciezko$cig zwtdknienia ptuc towarzyszacego chorobie [59]
stwardnienie rozsiane |stf)tn|e wyzsze gtezenle sIL-GR i sgpl30 W surowicy oraz w ptynie [60,61]
mdzgowo-rdzeniowym koreluje z ciezka fazg choroby
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IL-6/sIL-6R W CHOROBACH TKANKI £ACZNEJ

Szeroko udokumentowano udziat kompleksu IL-6/
sIL-6R w patomechanizmach lezacych u podtoza rozwoju
uogdblnionych chordb tkanki tacznej, takich jak RZS oraz
choroba Stilla (uktadowa posta¢ mitodziericzego przewle-
ktego zapalenia stawéw). W ich przebiegu dochodzi do
niszczenia struktur stawowych i okotostawowych, z moz-
liwoscig powiktan narzadowych. Obie choroby majg podto-
ze immunologiczne. Cechuje je nadmierna akumulacja au-
toreaktywnych klonéw limfocytow T oraz makrofagéw w
ptynie maziowym torebek stawowych. Przyczyny dominu-
jacego tropizmu tkankowego charakteryzujgcego konkret-
ng reakcje zapalng oraz etiopatogeneza prowadzgca do jej
powstania, pozostajg niejasne [31]. Bezsporna jest rola IL-6
w tzw. eksperymentalnie indukowanych chorobach auto-
immunologicznych, a mianowicie w zapaleniach stawéw
indukowanych antygenem badz kolagenem typu Il [32-
34], Udowodniony zostat rowniez udziat jej receptorowego
kompleksu w spontanicznie powstajgcej chorobie autoim-
munologicznej. U mysich mutantéw, substytucja tyrozyny
fenyloalaning w receptorze gpl30 w pozycji 759 — wspot-
tworzacej miejsce wigzania fosfatazy SHP2 — prowadzita
do rozwoju zapalenia stawéw na tle autoimmunologicz-
nym. Procesowi towarzyszyta produkcja autoprzeciwciat
oraz akumulacja zaktywowanych limfocytéw T. Byfa ona
wynikiem wzmozonego zahamowania apoptozy w obecno-
Sci IL-6. Tak wiec punktowa mutacja receptora cytokinowe-
go nalezgcego do uktadu IL-6, spontanicznie uruchamiata
proces chorobowy [35].

Udziat sIL-6R wraz z IL-6 w patogenezie reumatoi-
dalnego zapalenia stawow dowiedziono w oparciu o: a)
pozytywnga korelacje pomiedzy zwiekszonym stezeniem
SIL-6R i IL-6 w ptynie maziowym a ciezkim stopniem de-
strukcji stawow, b) wieksza odpornosé myszy z delecjg
w genie kodujgcym IL-6 na zapalenie, w mysim modelu
zapalenia stawéw —cechowat jg zaréwno defekt syntezy
MCP-1 jak i rekrutacji leukocytéw jednojgdrzastych wy-
posazonych w receptor CCR2, tym samym nie dochodzi-
to do progresji choroby, c) klinicznie istotng redukcje sta-
nu zapalnego po zastosowaniu naturalnego antagonisty
sgpl30 lub przeciwciat neutralizujacych, specyficznych
wzgledem IL-6 i/lub IL-6R, d) indukowang przez IL-6 i
sIL-6R sekrecje 3-kolagenazy przez osteoblasy, prowa-
dzacg do degradacji macierzy budujacej kosci, e) indukcje
syntezy antyapoptotycznych biatek regulatorowych Bcl-2
i Bcl-X, [15,30].

Réwnie dobitnie efekty prozapalnych dziatan IL-6/
sIL-6R widoczne sg w chorobie Stilla nazywanej tez ,,cho-
robg zalezng od sIL-6R" [30]. Kliniczne objawy tej choro-
by takie jak wysoka gorgczka, wysypka, trombocytoza,
leukocytoza czy hepatosplenomegalia, stanowig niemal
idealne odzwierciedlenie symptoméw wywotywanych
przez IL-6, ktére cechujg bardzo silng reakcje ostrej fazy.
Podobnie jak w przypadku RZS, nadmierna produkcja
IL-6 oraz sIL-6R jest skorelowana pozytywnie z aktywng
postacig choroby, w tym ze stopniem natezenia objawdw
stawowych, ustepuje za$ podczas jej remisji [36,37], Zna-
ne sg genetycznie uwarunkowane réznice w odpowiedzi
IL-6 na liczne bodzce zapalne. W sekwencji promotoro-
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wej genu kodujacego IL-6 stwierdzono istnienie polimor-
fizmu punktowego G/C. Obecno$¢ guaniny w pozycji
-174, warunkujac silniejsza ekspresje IL-6 sprzyja wy-
stapieniu choroby. Z kolei allel niosgcy cytozyne (-174C)
wydaje sie zmniejsza¢ to ryzyko. Wykazano statystycz-
nie istotnie nizszg czesto$¢ wystepowania wariantu genu
(-174C) w populacji dzieci chorych w poréwnaniu ze
zdrowymi [38,39].

Konwencjonalne metody stosowane w terapii cho-
rob reumatoidalnych niekiedy sg mato skuteczne [40],
W takich przypadkach, jesli jest to mozliwe, do leczenia
wprowadza sie immunomodulacje. Wigze sie to z poszu-
kiwaniem nowych, skutecznych czynnikéw terapeutycz-
nych, szczegdlnie wsrod antagonistéw receptoréw inter-
leukinowych, ktorych ligandy sg kluczowe dla rozwoju
procesu zapalnego. Gtdwnym, a zarazem realnym celem
wspdiczesnych terapii, jest minimalizacja lub eliminacja
klinicznych objaw6w choroby. Na liste juz istniejacych
antagonistow TNF-a czy IL-1, o ugruntowanej pozycji te-
rapeutycznej [31], ostatnio wpisano takze monoklonalne
przeciwciata specyficzne wzgledem zaréwno btonowej jak
i rozpuszczalnej formy receptora IL-6R. Sg to wysokiej ja-
kosci chimeryczne przeciwciata o stabej immunogennosci,
dziatajgce jako inhibitory kompetycyjne. Jak celny byt to
wybor Swiadczy fakt, iz po wielce obiecujgcych badaniach
podstawowych, zastosowano je w badaniach klinicznych.
W latach 2001-2002 w Japonii oraz Europie przeprowa-
dzone zostaty randomizowane badania Kliniczne Ii Il fazy
z zastosowaniem odpowiednio dobranych préb kontrol-
nych oraz placebo. Objeto nimi odpowiednio 164 i 359 pa-
cjentow z RZS stabo podatnych na standardowe metody
leczenia. Po trzymiesiecznej terapii w obydwu grupach u
ponad 50% pacjentow zaobserwowano remisje. Jej kryte-
rium byto osiggniecie co najmniej 20% poprawy gtéwnych
wskaznikéw chorobowych (klinicznych oraz laboratoryj-
nych), zdefiniowanych przez Amerykanskie Towarzystwo
Reumatologiczne. Dotychczasowe badania kliniczne po-
twierdzity skutecznosé stosowania przeciwciat anty-1L-6R
w terapii RZS. Wykazaty rdwniez brak istotnych dziatan
niepozadanych [41-43]. Jeszcze lepsze efekty terapeutycz-
ne zaobserwowano w trakcie najnowszych badan klinicz-
nych u dzieci cierpigcych na chorobe Stilla, ,,oporng" na
dtugotrwatg kortykoterapie. Dostarczyty one kolejnych
dowodow, iz zablokowanie procesu konwersji receptorow
przy udziale opisanych przeciwciat monoklonalnych pro-
wadzi do znacznego ztagodzenia objawdw chorobowych
[44-46],

IL-6/sIL-6R W NIESWOISTYCH ZAPALENIACH JELIT

Réwnie dobitnie udziat kompleksu IL-6/sIL-6R zostat
potwierdzony w przewlektych zapalnych chorobach jelit
o wieloczynnikowej etiologii. Choroba Crohna (zapalenie
dotyczy jelita kretego, okreznicy, czasem cienkiego) oraz
wrzodziejgce zapalenie jelita grubego (WZJG) reprezentu-
ja heterogenng grupe fenotypowo podobnych zaburzen.
Etiopatogeneza wspomnianych jednostek chorobowych
obejmuje nadreaktywnosé uktadu immunologicznego
w stosunku do mikroflory jelitowej, czemu towarzyszy
zwiekszone wytwarzanie prozapalnych cytokin. W wyni-
ku toczacego sie procesu zapalnego w $cianie jelita, docho-
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dzi do uszkodzenia funkcjonowania bariery sluzéwkowej.
Efektem tego sg powstajgce zmiany patologiczne o charak-
terze nieciggtym (choroba Crochna) lub ciggtym (WZ]G).
Limfocyty T, w blaszce wlasciwej jelita objetego procesem
zapalnym, produkujg znaczne ilosci IL-6 i sIL-6R. Jest to
istotnie skorelowane z aktywnos$cig choroby [47], Kluczo-
wym czynnikiem w zaostrzonej fazie choroby Crohna oraz
W2ZJG jest oporno$¢ autoreaktywnych limfocytow TCD4+
oraz TCD8+na apoptoze. Jest to konsekwencja aktywacji
przez kompleks IL-6/sIL-6R czynnika STAT3 i dalej zalez-
nego od niego zwiekszenia ekspresji antyapoptotycznych
gendw bcl-2 i bel-x [48], Niedawno zostaty przeprowadzo-
ne pierwsze pilotazowe, randomizowane i kontrolowane
badania, w ktérych wdrozenie do leczenia aktywnej po-
staci choroby Crohna przeciwciat anty-IL-6R, przyniosto
wymierne korzysci terapeutyczne poprzez normalizacje
objawoéw Kklinicznych oraz markerow laboratoryjnych, w
tym réwniez markeréw badanego uktadu [49],

UWAGI KONCOWE

Kompleks IL-6/sIL-6R nalezy do jednego z gtdwnych
czynnikow uczestniczacych w transformacji odpowiedzi za-
palnej. Jego wzmozona aktywnos$¢ jest silnie skorelowana z
zaostrzeniem wielu przewlektych choréb. Niezaprzeczalny
kliniczny sukces terapii opartych najego neutralizacji, z wy-
korzystaniem przeciwciat anty-IL-6R, zacheca do kontynu-
acji podjetej strategii leczenia tego typu schorzen. Dodatko-
wym rozwigzaniem moze by¢ neutralizacja wspomnianego
kompleksu przez sgp 130. Jej pomys$ine rezultaty, na razie u
myszy z zapaleniem stawdw, pozwalaja przypuszczaé, ze
réwniez ta forma blokowania sIL-6R bytaby skuteczng bro-
nig w walce z podobnymi schorzeniami [50],

Warto jednakze pamietac, iz nieprzemys$lana ingeren-
cja w uktad o tak ogromnym potencjale biologicznym jest
bardzo ryzykowna. Pewnym ostrzezeniem niech bedzie
fakt, ze stosowanie analogicznych blokerdéw, np. dla TNF-
4, zwieksza ryzyko wystgpienia infekcji wirusowych, bak-
teryjnych oraz grzybiczych. Szczeg6lnie niebezpieczne sg
stwierdzane przypadki uaktywnienia sie latentnych zaka-
zen wywotywanych przez wewngatrzkomérkowe patogeny
z gatunku Mycobacterium tuberculosis [51] czy Listeria mono-
cytogenes [52],
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ABSTRACT

IL-6/sIL-6R complex belongs to one of the most pleiotropic ligand-receptor system. Participating in leukocytes migration and apoptosis it
plays acrucial role in modulation of inflammatory process. Firstly it contributes to resolution of acute inflammatory response regulating a ma-
intaining of organism's homeostasis. Secondly it is a main factor responsible for transition between acute and chronic inflammatory reaction,
that underlies the pathogenesis of chronic inflammatory diseases. Presented work focus on the IL-6/sIL-6R structure, function, formation,
mechanism of action as well as the role of its natural inhibitor sgp!30 in mentioned processes.
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Stowa kluczowe: adiuwanty, immunostymu-
latory, szczepionki

Wykaz skrotdéw: ADCC (ang. antibody-depen-
dent cell-mediated cytotoxicity) — cytotoksycz-
nosc¢ zalezna od przeciwciat; APC (ang. antigen
presenting cell) — komorka prezentujaca anty-
gen; CD (ang. cluster of differentiation) — kom-
pleks réznicowania (symbolem i odpowiednig
cyfrag oznaczone sg struktury powierzchniowe
komoérek, gtéwnie leukocytéw); CTL (ang. cy-
totoxic T lymphocyte) — cytotoksyczne limfocy-
ty T; DTH (ang. delayed type hypersensitivity) —
nadwrazliwo$¢ typu p6znego; GM-CSF (ang.
granulocyte-macrophage colony-stimulatingfactor)
—czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii gra-
nulocytéw i makrofagéw; IFN — interferon;
IL — interleukina; MHC (ang. major histocom-
patibility complex) — gtéwny uktad zgodnosci
tkankowej; ParryCys — S-[(R/S)-2,3-dipalmi-
toiloksy-propylo]-N-palmitoilo-(R)-cysteina;
PAMP (ang. pathogen associated molecular pat-
terns) — molekularne wzorce zwigzane z pato-
genami; PRR (ang. pattern recognition receptor)
— receptory rozpoznajace wzorce (receptory
dla PAMP); Th (ang. T helper) — pomocnicze
limfocyty T; TLR (ang. Toll-like receptors) —re-
ceptory Toll-podobne; TNF (ang. tumor necrosis
factor) — czynnik martwicy nowotworéw.
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STRESZCZENIE

artykule opisano adiuwanty, czyli chemiczne zwigzki dodawane do szczepionek w celu

pobudzenia lub zwiekszenia reakcji immunologicznej organizmu. Nowe szczepionki
budowane na bazie rekombinowanych protein i DNA, mimo ze bardziej bezpieczne niz szcze-
pionki tradycyjne, sa jednak mniej immunogenne, a tym samym mniej aktywne. Dlatego tez
trwa poszukiwanie doskonalszych adiuwantéw. Adiuwanty mozna podzieli¢ na dwie grupy:
dziatajgce jako systemy podawania szczepionek (np. emulsje, mikroczasteczki, liposomy,
kompleks ISCOMs) oraz immunostymulujace (np. lipopolisacharydy, monofosforyl lipidu A,
CpG DNA, muramylopeptydy). Skuteczniejsze i bezpieczniejsze adiuwanty udoskonalg nie
tylko szczepionki profilaktyczne, ale réwniez umozliwig wprowadzenie szczepionek terapeu-
tycznych, pomocnych w leczeniu przewlektych choréb infekcyjnych (np. HSV, HIV, HCV,
HBV, HPV czy Helicobacter pylori) i nieinfekcyjnych, takich jak cukrzyca insulinozalezna,
stwardnienie rozsiane, reumatoidalne zapalenie staw6w, alergia czy nowotwory.

WPROWADZENIE

Trudno wyobrazi¢ sobie wspo6tczesng medycyne bez szczepionek uodpar-
niajgcych, czyli preparatéw zawierajgcych substancje zdolne do indukowania
i stymulowania proces6w immunologicznych, prowadzacych do wytworzenia
trwatej odpornosci na infekcje [1]. To dzieki nim udato sie catkowicie wyelimi-
nowac lub znacznie ograniczy¢ takie choroby jak ospa, paraliz dzieciecy, odra,
btonica, tezec, dur brzuszny iwiele innych. Niestety nadal zagrozenie stanowig
malaria, gruzlica, krztusiec, a takze nieznane do niedawna grozne patogeny, m.
in. grupa wiruséw goraczki krwotocznej, wirusy Herpes 6 i 8 czy HIV, na ktdre
nie ma skutecznych sposobéw zwalczania [1], Wydaje sie, ze tylko poprzez sku-
teczne szczepionki uda sie je ograniczy¢ lub nawet wyeliminowac.

Szczepionkg moze by¢ preparat biologiczny lub syntetyczny. Podstawowym
jej sktadnikiem sg tzw. antygeny, czyli niezywe lub zywe ale atenuowane lub
inaktywowane bakterie, wirusy, czy tez pasozyty, a nawet ich fragmenty. Uak-
tywniaja one uktad odpornosciowy organizmu, a tym samym wzmacniajg jego
zdolno$ci do zwalczania niebezpiecznych infekcji. Organizm zapamietuje an-
tygeny zawarte w szczepionce, nawet jezeli wystepujg w formie ostabionej lub
tylko fragmentéw iw przypadku pézniejszej ,rzeczywistej" infekcji szybko uak-
tywnia uktad immunologiczny juz w poczatkowej fazie zakazenia i podobnie jak
po przebytej chorobie zakaznej, uzyskuje sie czesto trwate uodpornienie. Szcze-
pionki niosg z soba réwniez realne zagrozenie, poniewaz mikroorganizmy, w
tym niezywe, a nawet ich fragmenty mogg by¢ niebezpieczne dla organizmu
gospodarza, miedzy innymi dlatego, ze zawierajg obce biatko, zdolne do wy-
wotania wstrzgsu anafilaktycznego. Tej wady pozbawione sg szczepionki nowej
generacji, w ktdrych stosuje sie syntetyczne antygeny, najczesciej peptydy, iden-
tyczne z naturalnymi determinantami antygenowymi mikroorganizméw choro-
botworczych. Szczepionki te chociaz zapewniajg najwyzszy poziom bezpieczen-
stwa, gdyz nie zawieraja zanieczyszczen biologicznych i selektywnie stymulujg
odpowiedz immunologiczna, sg jednak nisko immunogenne, tzn. wywotujg sta-
ba odpowiedZ odpornosciowg organizmu. Ich skuteczno$¢ podnoszg adiuwan-
ty [1-7], Termin adiuwant pochodzi od taciniskiego stowa adiuvare (pomagac) i
w medycynie oznacza preparat, ktéry jest zdolny do zwiekszenia humoralnej
i/lub komdrkowej odpowiedzi immunologicznej na dany antygen. Odkrycie
adiuwantéw datuje sie na lata 1925-1926, kiedy to Ramon [8,9] wykazat, ze reak-
cja immunologiczna na tezec i btonice zostata zwiekszona dzieki wstrzyknieciu
tych szczepionek razem z takimi sktadnikami, jak agar, tapioka, lecytyna, a na-
wet okruszki chleba. W 1926 roku Glenny [10] opisat adiuwantowg aktywnos$é
zwigzkow glinu i zastosowanie ich w szczepionce przeciw btonicy. Adiuwanty
glinowe szybko znalazty szerokie zastosowanie. W 1930 roku Freund [11] zaob-
serwowat, ze niezywe pratki mykobakterii (najczesciej Mycobacterium tuberculo-
sis) zawieszone w emulsji wodno-olejowej silnie wzmagajg odpowiedZz immu-
nologiczng. Preparat ten nazwany kompletnym adiuwantem Freunda (FCA), nalezy
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do najsilniej dziatajacych adiuwantéw, ma jednak ograni-
czone zastosowanie kliniczne, poniewaz wywotuje szkod-
liwe skutki uboczne w organizmie cztowieka. Natomiast,
stabiej dziatajgcy niekompletny adiuwant Freunda (FIA), czyli
emulsja oleju w wodzie, bez pratkéw mykobakterii, wcho-
dzi w sktad szczepionki przeciwko grypie oraz w testowa-
nych klinicznie szczepionkach przeciw infekcji HIV. W 1956
roku Johnston odkryt adiuwantowg aktywnosé endotoksyn
z bakterii Gram-ujemnych [12], a w 1974 roku Ellouz i wsp.
zidentyfikowali muramylodipeptyd (MDP), najmniejszy,
adiuwantowo-aktywny sktadnik mykobakterii [13].

Jednak klinicy$ci nadal nie dysponujg uniwersalnym,
bezpiecznym adiuwantem i dlatego dalej poszukuje sie no-
wych adiuwantéw zaréwno wsrdd substancji pochodzenia
naturalnego, jak i syntetycznych. Badania prowadzone na
modelach zwierzecych wykazaty, ze wiele z nich jest bar-
dziej skutecznych niz obecnie najczesciej stosowane adiu-
wanty glinowe. Poddawane sg one intensywnym badaniom
przedklinicznym, zapoczatkowano réwniez préby klinicz-
ne z ich udziatem [4-7,14-18].

PODZIAL ADIUWANTOW

W tabeli 1 przedstawiono adiuwanty, ktére znalazty za-
stosowanie w terapii lub sg poddawane intensywnym ba-
daniom pod katem przydatnosci ich w szczepionkach dla
ludzi.

ADIUWANTY TYPU ZELI

Zwigzki glinu, fosforan lub wodorotlenek oraz fosforan
wapnia sg od kilkudziesieciu lat najczesciej stosowanymi
Tabela 1. Podziat adiuwantow

Adiuwanty typu zeli

Wodorotlenek glinu, fosforan
glinu, fosforan wapnia

Adiuwanty bakteryjne Endotoksyny* monofosforylo lipid A
Ektotoksyny" toksyna cholery
toksyna cieptochwiejna E. coli
toksyna krztuscia (koklusz)

DNA motywy CpG

Adiuwanty na bazie
emulsji olejowej i

IFA (Niekompletny adiuwant Freunda)
SAF (Syntex adjuvantformulation)

Ssrodkéw emulgujacych MF59, AS02
Adiuwanty specyficzne Liposomy
Saponiny

Niejonowy blok kopolimeréw
(CRL1005, Pluronic L121)
Immunostymulatorowe
kompleksy (ISCOMs)
Cytokiny

Adiuwanty syntetyczne  Muramylodipeptyd ijego analogi
Polinukleotydy (Poty rA:Poly rU),
Polimery [acetylowana polimannoza
(Acemannan), sulfolipopolisacharyd
polimetylometakrylanu

(PMMA), polifosfazeny

(Admumer), (3-glukan

(Pleuran, Algal Glucan)]

*Endotoksyny — lipopolisacharydowe, toksyczne produkty
bakteryjne stanowigce sktadnik Sciany komérkowej, szczeg6lnie
bakterii Gram-ujemnych. **Ektotoksyny — biatkowe, toksyczne
produkty bakteryjne (np. toksyna btonicza, toksyna tezcowa).
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adiuwantami w szczepionkach dla ludzi [1], W badaniach
eksperymentalnych znajduje sie wodorotlenek berylu.
Zwiagzki glinu sg sktadnikami szczepionek zarejestrowa-
nych w Ameryce Pétnocnej, np. w szczepionce DPT (bto-
nica-krztusiec-tezec), natomiast fosforan wapnia stosowa-
ny jest gtéwnie we Francji jako adiuwant w szczepionkach
przeciwko btonicy, krztuscowi, polio, gruzlicy, zottej febrze,
odrze i zapaleniu watroby typu B. Szczepionki zawierajgce
roztwor antygenu zmieszany z wodorotlenkiem lub fosfora-
nem glinu sg trudne do otrzymania w powtarzalny sposob,
co powoduje, ze poszczegdlne serie tej samej szczepionki
réznia sie od siebie. W celu ich standaryzacji wprowadzo-
no specjalng procedure przygotowania wodorotlenku gli-
nu [2], Mechanizm dziatania zwigzkoéw glinu nie zostat do
tej pory wyjasniony. Stwierdzono, ze zwigzki te wywotuja
miejscowy odczyn zapalny i mogg wywiera¢ bezposredni
wptyw na limfocyty, makrofagi oraz monocyty cztowieka i
promowac uwalnianie IL-4 [1-7,19].

ADIUWANTY BAKTERYJNE

Sciany komérkowe mikroorganizméw stanowig ze-
whnetrzng warstwe komorek infekujgcych i przeciwko nim
organizm skierowuje pierwsze akcje obronne. Znaleziono w
nich liczne struktury stymulujgce uktad immunologiczny,
np. lipopolisacharydy (LPS), lipid A (sktadnik LPS), mura-
mylopeptydy oraz lipopeptydy.

Lipopolisacharyd, gtdwny element strukturalny $ciany
komoérkowej bakterii Gram-ujemnych zwieksza reakcje
immunologiczng, zar6wno na antygeny biatkowe, jak i po-
lisacharydowe. Jednak jest zbyt toksyczny ipirogenny, aby
mogt by¢ stosowany jako adiuwant w szczepionkach dla
ludzi. Na strukture lipopolisacharydéw skiadaja sie trzy
elementy: O-specyficzny polisacharyd o duzej zmiennosci
strukturalnej, odpowiadajacy za wiasciwosci antygenowe
LPS, polisacharyd rdzeniowy zbudowany z wielocukrow
oraz lipid A odpowiedzialny za wtasciwosci immunomo-
dulacyjne i toksyczne LPS [20], Lipid A jest acylowanym
disacharydem. Strukture lipidu A E. coli 1 oraz wazniej-
szych syntetycznych analogéw i mimetykéw lipidu A 2-
4, ktore badane sg pod katem ich przydatnosci adiuwan-
towej [4,21-23] zilustrowano na rysunku 1. Triacylowany
fosforylowany disacharyd naturalnego lipidu A E. coli jest
mniej toksycznym, silnym adiuwantem, wykazuje réw-
niez obiecujace wiasciwosci przeciwnowotworowe [4],
Badania przedkliniczne przeprowadzone na szczurach z
wszczepionym rakiem okreznicy pokazaty, ze powoduje
on regresje tego nowotworu [24], Réwniez chemiczna mo-
dyfikacja naturalnego lipidu A Salmonella minnesota, mono-
fosforyl lipidu A (MPL™) R595 2a okazat sie skutecznym
adiuwantem w szczepionkach przeciw malarii i przeciw-
nowotworowych zaréwno u zwierzat jak i u cztowieka [4].
Jiang i wsp. [21] zsyntetyzowali dwa analogi lipidu A, 3a i
3b, zawierajgce syntetyczne trilipidowe grupy. Zwigzki te
sg potencjalnie dobrymi adiuwantami, pobudzajg antygen
do proliferacji komdrek T i sekrecje interferonu-y (IFN-y)
w syntetycznej liposomalnej szczepionce. Zsyntetyzowano
tez dwa mimetyki lipidu A zawierajgce jednostke pentae-
rytrytu [22], Wykazujg one silne stymulowanie wysokiego
poziomu prozapalnych cytokin, w tym TNF-a, IL-6 i IL-8,
przez adherentne komdrki cztowieka prezentujgce anty-
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gen. Jahnson i wsp. [25] opisali grupe syntetycznych mi-
metykow lipidu A, pochodnej glukozamido-4-fosforanu
(AGP9, takich jak RC-529, jako nowa klase adiuwantow.
Przedkliniczne badania wykazaty, ze RC-529 jest rownie
skutecznym adiuwantem jak MPL™ 2a, ale posiada lepszy
profil bezpieczenstwa ijest mniej pirogenny, co jest bardzo
wazne w leczeniu dzieci. Ostatnie doniesienia sugeruja, ze
mimetyki lipidu A o silnej aktywnosci agonistycznej, ta-
kie jak np. ER-112022 4 aktywujg system odpornosciowy
przez receptory TLR4 [4].

DNA bakterii, owadow i pasozytéw wielokomoérkowych
w przeciwieristwie do DNA cztowieka i innych kregowcow,
zawierajg niemetylowane sekwencje dinukleotydowe, tzw.
motywy CpG 5 (Ryc. 2), ograniczone od konca 5 dwoma
nukleotydami purynowymi, a od konca 3' — pirydynowy-
mi [1,5,26-28]. Motywy CpG s3g rozpoznawane przez recep-
tor TLR9 (nalezacy do grupy receptoréw PRR). Syntetyczne
oligodeoksynukleotydy (ODN) zawierajagce motywy CpG
mogg dziata¢ aktywujgco na limfocyty B, stymulowaé wy-
biérczo aktywnos$é komérek NK, wytwarzac prozapalne cy-
tokiny, takie jak: IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, TNF-a, interferony
[29-32] lub pobudza¢ komérki dendrytyczne. Powodujac
wzrost zarowno odpowiedzi Thl jak i komérkowej CTL po-
zwalajg one na 10 do 100-krotng redukcje dawki stosowane-
go antygenu. Prowadzone sg badania nad wykorzystaniem
ODN jako adiuwantéw w terapii szczepionkami przeciw-
nowotworowymi oraz jako sktadnikow szczepionek prze-
ciwko chorobom zakaznym.

ADIUWANTY NA BAZIE EMULSJI OLEJOWE]
| SRODKOW EMULGUJACYCH

WS$réd tej grupy adiuwantéw na uwage zastuguje SAF,
MF59 i AS02. Syntetyczny kompleks SAF (Syntex adjuvant
formulation) jest emulsjg O/W zawierajgcg skwalen, deter-
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Rycina 1. Naturalne i syntetyczne adiuwanty pochodne lipidu A [4],
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gent Tween 80 (polioksymonooleinian sorbitanu) i Pluronic
L121 (kopolimer tlenku etylenu itlenku propylenu) w bufo-
rze fosforanowym o pH 7.4; w niektérych wersjach zawiera
on syntetyczng niepirogenng pochodng MDP (treonylo-mu-
ramylodipeptyd). Préby kliniczne ze szczepionkami zawie-
rajgcymi SAF przeciwko nastepujacym infekcjom: wirusem
matpiego zespotu nabytego niedoboru odpornosci (SAIDS),
wirusem grypy, wirusem zapalenia watroby typu B (HBV),
wirusem Epsteina-Barr (EBV) iwirusem opryszczki zwykiej
(HSV) przyniosty zachecajace rezultaty [1,4,5,33].

Natomiast MF59 jest emulsjg skwalenu w wodzie sta-
bilizowang detergentami Span 85 (trioleinian sorbitanu)
i Tween 80. Zwiazek ten byt testowany na réznych gatun-
kach zwierzat powodujgc znaczacy wzrost odpowiedzi
immunologicznej na rézne antygeny wliczajagc cytomega-
lowirus (CMV), HSV, HIV, wirus zapalenia watroby typu
C (HCV), zapalenia watroby typu B (HBV) oraz antygeny
grypy. Obecnie przechodzi on 1/l faze badan klinicznych
w szczepionce przeciw HIV i grypie oraz Ill faze badan w
szczepionce przeciw wirusowi opryszczki zwyktej (HSV)
[1,4,5,34]. Firma Chiron Biocine (Sienna, Wto-
chy) przeprowadzita badania ze szczepionka
przeciwgrypowg zawierajgcg MF59. Badania,
ktéorym poddano ponad milion ludzi w Euro-
pie, potwierdzity silng adiuwantowg skutecz-
no$¢ MF59 oraz wysoki poziom bezpieczenstwa
w kazdej badanej grupie wiekowej [5].

AS02, inny poddawany prébom adiuwant
jest emulsjg O/W zawierajgcg MPL i QS-21.
Powoduje on wzrost przeciwciat i silnie uwy-
datnia odpowiedZ Thl i komo6rkowg CTL. W
badaniach przedklinicznych wykazat sie duzg
skutecznoscig w szczepionce przeciw gruzlicy
u Swinek morskich. Badany byt na ludziach w
szczepionce na papillomawirus (HPV —wirus
brodawczaka cztowieka), stosowany byt row-
niez w potgczeniu z antygenem zapalenia wa-
troby typu B (HBSAgQ) oraz w tworzeniu szcze-
pionki przeciw HIV [1,4,5,15].

ADIUWANTY SPECYFICZNE (w jednych
wypadkach sg adiuwantami w innych nie)

Nalezg do nich niektére liposomy czyli mate
kropelki (o $rednicy do 50 nm) wodnych roz-
tworéw otoczone $ciankami fosfolipidowej
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warstwy podwojnej. Uwazane za bezpieczne,
stosuje sie je pozajelitowo u ludzi jako nos$niki
biologicznie aktywnych substancji. Liposomy i
pewne polimery (np. Pluronic L121 [19] kompo-
nent SAF) maja na celu zwiekszenie prezentacji
antygenu i pobudzenie odpowiedzi cytotok-
sycznej limfocytow T [35-38].

Do adiuwantow specyficznych zalicza sie
rowniez saponiny, ktére sg roslinnymi gliko-
zydami, zawierajacymi steroidowe aglikony
[39], CzeSciowo oczyszczona saponina izolo-
wana z kory drzew Quillaja saponaria Molina
pochodzacych z Ameryki Potudniowej, zwana
Quil A jest szeroko stosowana w szczepion-
kach weterynaryjnych, np. w zarejestrowanej
w Szwecji konskiej szczepionce przeciw gry-
pie [4,40], Quil A jest heterogenng mieszaning
triterpenowych glikozydéw [4,41], Analiza
HPLC wykazata obecno$¢ w ich sktadzie 24
zwigzkOéw, ktore roznity sie adiuwantowos-
cig i toksycznoscig w badaniach na myszach. Quil A byt
intensywnie badany jako sktadnik immunostymulujacego
kompleksu ISCOMs (zawierajacego oprécz Quil A nie-
kowalencyjnie zwigzane czasteczki antygenu, choleste-
rolu i fosfolipidu). W badaniach klinicznych znajduje sie
grypowa szczepionka z ISCOMs [4,5,42,43]. Jednym z 24
strukturalnych triterpenowych glikozydéw izolowanych
z Quil A jest QS-21 6 (Ryc. 3) [44,45]. Ten oryginalny ad-
iuwant wzmaga immunogenno$¢ proteinowych, gliko-

Rycina 3. Struktura QS-21 [52].

proteinowych i polisacharydowych antygenéw u matych
zwierzat, pséw inaczelnych. W | fazie badan klinicznych
znajdujg sie szczepionki zawierajgce QS-21 jako adiuwant
w szczepionkach przeciw grypie, HSV, HIV-1, zapaleniu
watroby typu B, malarii, nowotworom typu czerniaka, no-
wotworom odbytu iinnym. Badania przeprowadzone na
okoto 3000 ochotnikach nie wykazaty znaczacych efektow
ubocznych [4,44,45]. W toku sg badania toksykologiczne,
ktore majg okresli¢ przydatno$¢ QS-21 w szczepionkach
przeznaczonych dla dzieci.

W eksperymentalnych szczepionkach przeznaczonych
dla 0s6b o uposledzonej odpornosci jako adiuwanty sg row-
niez wykorzystywane cytokiny, np. IL-2, IL-12, TNF, INF-y
[1,4,5].
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Rycina 4. MDP ijego syntetyczne analogi.

ADIUWANTY SYNTETYCZNE

Muramylodipeptyd (MDP) czyli N-acetylomuramylo-L-
alanylo-D-izoglutamina 7 (Ryc. 4) jest najmniejszym synte-
tycznym fragmentem otrzymanym na wzor $ciany komor-
kowej bakterii z rodzaju Mycobacterium, przejawiajgcym
wiasciwosci adiuwantowe poréwnywalne do catych komo-
rek bakteryjnych. MDP, podobnie jak martwe mykobakterie
jest pirogenny iréwniez, chociaz w mniejszym stopniu, wy-
wotuje inne niepozadane efekty uboczne. Z tych powoddéw
nie zostat zaakceptowany do stosowania w terapii ludzi.
Jego wiasciwosci terapeutyczne sg jednak na tyle interesu-
jace, ze intensywnie poszukuje sie syntetycznych analogow
pozbawionych tych szkodliwych wiasciwosci [4,5,46-49].
Wiele takich analogéw juz otrzymano, np. treonylo-MDP
[4], MDP-Lys(L18) 8 [50], MTP-PE 9, adamantylo-desmura-
mylodipeptyd [51] i murabutyd 10 [52] (Ryc. 4). Lipofilowa
pochodna 8 powoduje wzrost ekspresji CD80, CD83, CD86
i CD40 oraz stymuluje produkcje cytokin TNF-a, IL-6, IL-8,
IL-10 i IL-12 przez komérki dendrytyczne cztowieka (DC9
[53], W warunkach in vivo hamowata infekcje wirusami
Vaccinia (krowianki) i Herpes Simplex (opryszczki zwykiej)
u myszy [54], Szczepionki przeciwwirusowe zawierajgce
murabutyd 10, efektywnie indukujg powstawanie przeciw-
ciat swoistych u ludzi. Wykazano takze wysoka przydat-
nos$¢ adiuwantowg fosforowej pochodnej MDP (MTP-PE) 9,
miedzy innymi w szczepionce przeciwko wirusowi typu |
(F11V-1) oraz w szczepionce przeciwko grypie [55,56]. Nie-
dawno opisano nowy typ liposomalnej, przeciwgrypowej
szczepionki zawierajgcej hemaglutenino-neuramidazowe
antygeny grypy (HANA) oraz jako adiuwant pochodng
MDP (B30-MDP) 11, a takze pewne lipidy. Szczepionka ta
zwieksza poziom przeciwciat oraz komo6rkowg odpornos$é
u $winek morskich i myszy [57],

Syntetyczne polinukleotydy, zwigzki zbudowane z nu-
kleotydéw potaczonych ze sobg wigzaniami estrowymi
poprzez reszte kwasu ortofosforowego imitujg dwunicio-
wy RNA wiruséw. Dziatanie ich polega na stymulowaniu
wydzielania interferonéw przez komdrki uktadu odpor-
nosciowego oraz aktywowaniu komdrek NK (naturalnych
komarek zabdjczych). Najbardziej znane polinukleotydy to
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kompleksy: poli I:C (zawierajgcy inozyne i cytydyne) i poli
A:U (zawierajgcy adenozyne i urydyne) [1,4].

Jako adiuwanty proponowane sg takze inne syntetyczne
zwigzki, jak poli(organofosfazeny) 12 i poli[di(karboksylo-
fenoksy)fosfazeny] (PCPP) 13 (Ryc. 5) [58,59],

R o—@— COOH
| [

N=p—

—_— —< >—COOH
. h 9 n  Rycina 5. Polifosfazeny

[68].
12 13

MECHANIZM DZIALANIA ADIUWANTOW

Adiuwanty dziatajg wg r6znego mechanizmu, w zwiaz-
ku z tym, w zaleznosci od drogi podania i odpowiedzi im-
munologicznej jakg chcemy otrzymaé¢ muszg by¢ indywi-
dualnie dobierane do odpowiedniego typu szczepionki.
Adiuwanty typu zelu powodujg miejscowe reakcje zapal-
ne, aktywacje dopetniacza i spowolnienie uwalniania anty-
genu. Adiuwanty na bazie emulsji (np. IFA), oczyszczone
saponiny, ISCOMg SAF i liposomy dziatajg bezposrednio
lub posrednio na komorki prezentujace antygen (APC),
takie jak makrofagi, limfocyty B i komorki dendrytyczne
(DC). Prezentacja antygenu przez makrofagi, limfocyty B
i komérki dendrytyczne nie jest jednakowo rozwinieta.
Makrofagi sg przystosowane do fagocytozy i fragmentacji
antygenu, z kolei komérki dendrytyczne (DC) i limfocyty
B do jego prezentacji [60]. Mechanizm indukowania CTL
przez te adiuwanty zwiazany jest z bezposrednim dostar-
czeniem antygenu do cytosolu w celu prezentacji poprzez
czgsteczki MHC klasy | [61]. Liposomy stymulujg wydzie-
lanie immunomodulatorowych cytokin, ktére dziatajgc na
limfocyty promujg odpowiedz immunologiczng typu Thl
lub Th2 [62], Adiuwanty promujace odpowiedZ immuno-
logiczng typu Thl przez indukowanie wydzielania IFN-y
i op6Znionej reakcji nadwrazliwosci (DTH) stymuluja pro-
dukcje przeciwciat 1gG, ktére z duzym powinowactwem
wigzg sie do receptorow Fcyl (np. 1gG2a u myszy i IgGl u
ludzi) [63]. Subklasa tych immunoglobulin posredniczy w
lizie dopetniacza i cytotoksycznosci komorkowej zaleznej
od przeciwciat (ADCC). Cytokiny, takie jak: IL-1, IL-2, IL-
12, IFN-y stosowane jako adiuwanty powodujg wybior-
czg aktywacje limfocytéw T, makrofagéw i limfocytow B.
Jankovic i wsp. [64] opisuja, ze dodanie cytokiny IL-12 do
adiuwanta glinowego w szczepionce przeciw HIV-1 za-
wierajgcej glikoproteing 120 uwydatnia odpowiedz typu
1 (Thl) i produkowanie przeciwciat 1gG2 oraz 1gG3 u
myszy. Adiuwanty pochodzenia naturalnego, takie jak:
toksoid krzuscowy, btoniczy, tezcowy, peptydy pradkow
gruzlicy, lipopolisacharyd, lipid A i lipoproteiny dziata-
ja poprzez aktywacje limfocytéw T, makrofagéw, dopet-
niacza, a takze poprzez pobudzenie wydzielania cytokin
i chemokin oraz utatwiajg prezentacje antygenu poprzez
czasteczki MHC klasy Il [65,66]. Powodujg one réwniez
wzrost odpowiedzi typu Th2 oraz produkcje przeciwciat
IgA i IgE [1,67].
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ADIUWANTY W SZCZEPIONKACH
PRZECIWNOWOTWOROWYCH

Rozpoznawanie i zwalczanie komo6rek nowotworowych
przez organizm chorego jest jedng z najbardziej obiecuja-
cych metod leczenia raka. W terapii szczepionkami nowo-
tworowymi pacjentom podaje sie odpowiednio napromie-
niowane lub zabite autologiczne badz allogeniczne komorki
nowotworowe lub ich ekstrakty w potgczeniu z adiuwan-
tami, takimi jak BCG, QS-21, zwigzkami glinu czy cytoki-
nami: IL-2, IL-12, GM-CSF [1,68]. Leczenie choréb nowo-
tworowych za pomocg szczepionek ma sens jedynie wtedy,
gdy nowotwory maja dobrze okreslone antygeny. Takie wa-
runki speinia czerniak i dlatego najbardziej zaawansowane
badania kliniczne terapii szczepionkami dotyczg wiasnie
czerniaka [1]. W Kanadzie zarejestrowano szczepionke pod
nazwg Melacin, zawierajacg lizaty komarek 2 linii czerniaka
w potagczeniu z adiuwantem DETOX [4], ktorym jest mono-
fosforylo lipid A i $ciany komorkowe Mycobacterii phlei w
emulsji skwalenu w wodzie. Adiuwant ten badany byt nie
tylko w szczepionkach na czerniaka ale rowniez na nowo-
twar jajnika i piersi, jednak z umiarkowanym klinicznym
sukcesem [4], Inna szczepionka przeciw czerniakowi Can-
cerVax zawiera napromieniowane allogeniczne komorki 3
linii (wybranych z ponad 150) czerniaka cztowieka i BCG
(Bacillus Calmette-Guenn) jako adiuwant [1,4]. Minev i wsp.
[69] opisali szczepionki dla immunoterapii nowotworéw
piersi i prostaty, w ktérych jako adiuwanty stosowane sg
miedzy innymi GM-CSF oraz QS-21. Mdéwiac o szczepion-
kach przeciwnowotworowych nie mozna poming¢ polskie-
go osiagniecia. W Wielkopolskim Centrum Onkologii w
Poznaniu, grupa pod kierunkiem prof. Andrzeja Mackie-
wicza juz 10 lat temu rozpoczeta prace nad stworzeniem
szczepionki przeciw czerniakowi, w sktad ktérej wchodzg
komérki rakowe z laboratoryjnych linii czerniaka, podda-
ne dziataniu promieni gamma. Weszty one w Ill faze badan
klinicznych.

KORZYSCI | RYZYKO STOSOWANIA ADIUWANTOW

Stosowanie adiuwantéw w szczepionkach powinno
przynosi¢ nastepujace korzysci [5]:

—wywotywaé bezposrednia i optymalng odpowiedz im-
munologiczng, pozadang dla danej szczepionki, zwigk-
sza¢ odpornos$é komdrkowga i umozliwiaé przez$luzéw-
kowe rozprowadzanie szczepionki;

—podwyzszaé immunogenno$¢ stabych immunogenoéw,
takich jak wysokiej czystosci syntetyczne lub rekombino-
wane antygeny;

—umozliwia¢ zmniejszenie dawki antygenu lub czestotli-
wos$¢ uodparniania;

—polepszac skuteczno$¢ szczepionek dla os6b z ostabiong
odpornoscig, takich jak noworodki, ludzie w podesztym
wieku czy o obnizonej odpornosci na skutek niektérych
chorob lub radio- czy chemioterapii.

Dotychczas znane adiuwanty nie sg jednak obojetne dla

organizmu. Ich stosowanie zwigzane jest z nastepujacym
rzeczywistym lub potencjalnym ryzykiem [5]:
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—miejscowym ostrym lub przewlektym odczynem zapal-
nym, tworzeniem bolesnego ropnia, guzka lub owrzo-
dzenia;

—wywotywaniem chorob z objawami grypo-podobnymi,
takimi jak: gorgczka, zte samopoczucie, bole miesni, gto-
wy, stawow i powiekszenie weztdw chtonnych;

—obrzekiem naczyniowo-ruchowym, pokrzywka i zapale-
niem naczyn;

—autoimmunologicznym zapaleniem stawoéw, skrobiawi-
cg i zapaleniem btony naczyniowej przedniego odcinka
oka;

—krzyzowymi reakcjami z antygenami cztowieka prowa-
dzacymi do zapalenia kiebuszkowego nerek lub zapale-
nia opon moézgowych;

—immunosupresjg, reakcjami anafilaktycznymi oraz uczu-
leniem na tuberkuline lub inne testowane skdérne antyge-

ny.
PODSUMOWANIE

W ciggu najblizszych lat przewiduje sie szybki postep
w technologii wytwarzania szczepionek dzieki wykorzysta-
niu nowych rekombinowanych i koniugowanych antyge-
noéw, kwaséw nukleinowych, peptydéw oraz potgczonych
antygenow podawanych w jednym wstrzyknieciu. Wyma-
gajg one wspomagania nietoksycznymi adiuwantami [1],
Dawka, czesto$¢ immunizacji (uodparniania) za pomocg
szczepionki irola adiuwanta musi by¢ okreslona przed ba-
daniami klinicznymi. Jako przyktad moze stuzy¢ | faza ba-
dan klinicznych na ochotnikach ze szczepionkg zawierajaca
50 ag biatka HIV gpl20 w obecnosci jednego z siedmiu ad-
iuwantow, takich jak: wodorotlenek glinu, MPL, liposomy
zawierajgce MPL, MF59, MTP-PE, SAF sam lub z dodatkiem
treonylo-MDP (SAF/treonylo-MDP) [4]. Najaktywniejszym
adiuwantem okazat sie SAF/treonylo-MDP, jednak w po-
rownaniu z innymi badanymi adiuwantami powodowat on
silniejsze reakcje uboczne.

Nowa strategia w terapii szczepionkami sg szczepion-
ki samoadiuwantowe (self-adjuvanted). Sa to syntetyczne
zwigzki wykorzystujgce whasciwosci adiuwantowe Pam3Cys,
lipidu A, MDP i lipopeptyddéw. Przyktady takich szczepio-
nek przedstawia rysunek 6 [4],
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Rycina 6. Przyktady szczepionek tzw. self-adjuvanted [4],
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Syntetyczne szczepionki zawierajace lipid A byly pro-
jektowane przeciw HIV, czerniakowi i biataczce. Pam3ys
zastosowano do tworzenia eksperymentalnych szczepio-
nek nie tylko o budowie peptydowej, glikopeptydowej, ale
rowniez sacharydowej, np. przeciw pasozytniczej chorobie
leiszmaniozie 14 (Ryc. 6). Dullenkopf i wsp. [70] opisali syn-
teze zwigzku 15 jako szczepionki przeciwnowotworowej
zawierajacej pochodng MDP. Obecnie gtdwng przeszkoda
dla rozwoju tego typu szczepionek jest to, ze sg one staby-
mi immunogenami i w zwigzku z tym ich skuteczno$¢ musi
by¢ podwyzszona przez dodawanie innego adiuwanta.

Zgodnie z zaleceniami Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO) nowe szczepionki nie powinny zawiera¢ substancji
szkodliwych, w tym zwigzkoéw glinu jako adiuwantéw oraz
zwigzkow rteci czy fenolu jako konserwantéw [1]. Z tego
powodu poszukiwanie nowych, lepszych adiuwantéw jest
konieczne.
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Adjuvants —essential components of new generation vaccines
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ABSTRACT

Adjuvants are essential components of vaccines that augment an immunological reaction of organism. New vaccines based on recombinant
proteins and DNA, are more save than traditional vaccines but they are less immunogenic. Therefore, there is an urgent need for the develop-
ment of new, improved vaccine adjuvants. There are two classes of adjuvants: vaccine delivery systems (e.g. emulsions, microparticles, immu-
ne-stimulating complexes ISCOMs, liposomes) and immunostimulatory adjuvants (e.g. lipopolysaccharide, monophosphoryl lipid A, CpG
DNA, or muramylpeptides). The discovery of more potent and safer adjuvants may allow to development better prophylactic and therapeutic
vaccines against chronic infectious (e.g., HSV, HIV, HCV, HBV, HPV, or Helicobacter pylori) and noninfectious diseases as multiple sclerosis,
insulin-dependent diabetes, rheumatoid arthritis, allergy and tumors (e.g., melanoma, breast, or colon cancer).
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plamisto$ci pomidora; TCV (ang. Turnip crinkle
virus) —wirus kedzierzowatosci rzepy
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STRESZCZENIE

irusy roslinne typu ss(+)RNA poza swoimi genomowymi RNA czesto posiadajg row-
Wniei dodatkowe subwirusowe czgsteczki RNA, zasocjowane z ich wirionami lub poja-
wiajgce sie de novo w przebiegu infekcji wirusem. Nalezg do nich: satelitarny, defektywny,
defektywny interferujacy oraz chimeryczny RNA. Czasteczki te sg nieinfekcyjne i nie maja
zdolnosci do samodzielnej replikacji oraz optaszczania. Kompleksy biatkowe niezbedne do
tych procesdw dostarczane sg przez wirusa pomocniczego. Subwirusowe czasteczki RNA sa
stosunkowo krotkie. Wiekszo$¢ z nich powstaje na drodze rekombinacji, delecji lub aku-
mulacji mutacji, aczkolwiek pochodzenie satelitarnych RNA nie jest do korica wyjasnione.
Unikalng cecha dodatkowych elementéw wirion6w jest czeste modyfikowanie przebiegu in-
fekcji wywotywanej przez wirusy pomocnicze. Mogg one dziata¢ w kierunku zmniejszania
intensywnosci lub nasilania symptoméw chorobowych. Catkowity wptyw na rozwéj choro-
by zalezy wiec od tréjsktadnikowego uktadu: gospodarz — szczep wirusa — subwirusowy
RNA. Niniejsza publikacja stanowi syntetyczny przeglad informacji dotyczacych dodatko-
wych, subwirusowych czgsteczek RNA wiruséw roslinnych —ich budowy, funkcji oraz po-
chodzenia.

WPROWADZENIE

Wiekszo$¢ dotychczas zbadanych wiruséw atakujgcych rosliny, posiada po-
dzielony genom w postaci jednoniciowego RNA oraz poraza duza liczbe go-
spodarzy roslinnych. Objawy przez nie wywotlywane czesto sg skorelowane z
wystepowaniem subwirusowych czasteczek RNA, do ktérych naleza: satelityl
defektywny, defektywny interferujgcy oraz chimeryczny RNA. Subwirusowe
czasteczki RNA majg zwykle specyficzng zdolno$¢ modulowania objawéw cho-
robowych, nasilajac je lub ostabiajac, a nawet catkowicie niwelujac. Fakt ten po-
kazuje, jak skomplikowany jest przebieg infekcji, i ze poza interakcjami wirus
—ros$lina, wptyw na rozwdj choroby ijej symptomy moga mieé inne czynniki.

Wspdblng cechg wszystkich subwirusowych RNA zwigzanych z wirusami
roslinnymi jest brak autonomii podczas replikacji i optaszczania, w ktérych to
procesach sg one catkowicie uzaleznione od wirusa wspomagajgcego. Dzieki za-
chowaniu, w r6znym stopniu, homologii sekwencji tych czasteczek z RNA wiru-
sa pomocniczego —szczego6lnie obszardw koncowych, wykorzystujg one wiru-
sowgq replikaze do powielania, jak i wirusowe biatko ptaszcza do pakowania w
wiriony. Stopien pokrewienstwa czasteczek subwirusowych z genomem wirusa
jest determinowany sposobem ich powstawania. Przyczyng powstawania nie-
ktorych dodatkowych form RNA, gtéwnie defektywnego (D) i defektywnego
interferujgcego (DI) oraz chimerycznego RNA jest niezwykle duza zdolno$¢
wiruséw do rekombinacji i spontanicznych mutacji. Biorgc pod uwage szybkie
tempo tychze zmian, mamy do czynienia z duzg réznorodnos$cig izolatéw, a na-
wet szczepoéw konkretnych wiruséw oraz z pojawieniem sie czasteczek subwi-
rusowych, towarzyszacych infekcjom tymi wirusami. Defektywny i defektywny
interferujacy RNA powstaja na drodze delecji fragmentdw nici genomowych
wirusa pomocniczego. Ich obecno$é wykazano m.in. wéréd wiruséw roslinnych
z rodzajow: Carmovirus, Potexvirus, Bromovirus, Tospovirus, Cucumovirus. Chime-
ryczny RNA jest rekombinantem zawierajgcym odcinki sekwencji genomowych
wirusa pomocniczego oraz fragmenty pochodzace z innych czasteczek (np.
satRNA); jest zwigzany m.in. z rodzajem Carmovirus.

Kolejng klase subwirusowych czasteczek stanowig satelitarne RNA. Prawie
wszystkie dotychczas poznane satelity (wyjatkiem jest czynnik delta, bedacy
wirusem satelitarnym wspdtwystepujacym z wirusem zapalenia watroby typu
B, atakujgcym cztowieka i zwierzeta) zwigzane sg z wirusami ro$linnymi i sg
catkowicie od nich zalezne, zaréwno w replikacji jak i w procesie pakowania.
Zostaty zidentyfikowane m.in. w wirusach z rodzaju: Cucumovirus, Nepovirus,
Sobemovirus, Tombusvirus. Satelitarne RNA mozna tatwo odrdznic¢ od defektyw-

Terminem satelity okre$lamy zaréwno satelitarny RNA jak i wirusy satelitarne.
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nych RNA, poniewaz posiadajg niski stopien homologii
sekwencji z genomem wirusa pomocniczego, ograniczaja-
cy sie jedynie do zachowania konserwatywnych rejonow
kofAcowych, rozpoznawanych specyficznie przez kompleks
replikacyjny. Ponadto w niektérych czasteczkach satelitar-
nego RNA wystepuje sekwencja rybozyméw nadajgca im
funkcje autokatalityczne. Dzieki takim wtasciwo$ciom ist-
nieje potencjalna mozliwo$¢ wykorzystania ich w stymula-
cji odpowiedzi przeciwwirusowej u roslin, przy uzyciu me-
tod inzynierii genetycznej. Wystepujace obok nici genomo-
wych dodatkowe czgsteczki RNA statly sie obiektem zain-
teresowania wielu naukowcow, liczne badania umozliwity
poznanie ich budowy, sekwencji, aktywnosci biologicznej,
wptywu na przebieg infekcji wirusowej oraz dostarczyty
pewnych informacji o procesie replikacji.

SATELITARNY RNA

STRUKTURA RNA | FUNKCJE

Satelitarny RNA byt najwczesniej zidentyfikowang sub-
wirusowg czasteczkg RNA. Czesto okreslany jest mianem
»satelita", jednakze pojecie to obejmuje rowniez wirusy sa-
telitarne np. satelitarny wirus nekrozy tytoniu (Satellite to-
bacco necrosis virus, STNV) czy mozaiki prosa (Satellite pani-
cum mosaic virus, SPMV), ktdre tak jak satRNA zalezne sg od
replikacji wirusa pomocniczego, ale kodujg wtasne biatko
ptaszcza i nie beda tu omawiane [1,2]. Pierwsza czasteczka
satRNA zostata odkryta w 1969 roku w wirusie pierscienio-
wej plamistosci tytoniu (Tobacco ringspot virus, TRSV) [1,3].

Czasteczka satelitarnego RNA zwigzana z wirusami ro-
slinnymi jest stosunkowo niewielka, dtugos$¢ sekwencji wy-
nosi od 194 do ok. 1,500 nt [4] (Tabela 1). Moze wystepowac
w postaci liniowej np. nepowirusy, kukumowirusy, badz
kolistej, ktéra przewaza wsrdd sobemowiruséw (np. wirus
przemijajacej pasiastosci lucerny, Lucerne transient streak
virus, LTSV). Zidentyfikowano réwniez mate liniowe cza-
steczki tworzace koliste formy posrednie podczas replikacji
(mate satelity nepowiruséw np. TRSV) (Ryc. 1). Niektére
satelitarne RNA, szczegdlnie formy koliste, wykazujg podo-
bieAstwo cech strukturalnych z wiroidami i okreslane byty
jako wirusoidy. Obecnie jednak zaprzestaje sie stosowania
tego terminu. Wiroidy w przeciwienstwie do satelitarnych
RNA maja zdolno$¢ do samoreplikacji, nie sa optaszczane.
Ponadto czasteczki te rdznig sie lokalizacjg procesu replika-
cji w komdrkach zainfekowanych tkanek roslinnych - wiro-

Tabeia i. Przyktadowe wielkos$ci satelitarnych czasteczek
RNA

Wirus Liczba nukleotydow Masa molowa
pomocniczy satRNA satRNA (kDa)
CMV 333-342 110-125
PSV 369-386 127
TBSV -700 231
CyRSY 621 205
TBRV 1,375a 480
a —liczba nukleotydéw nie obejmuje ogona

poli(A) (wg [3], zmodyfikowane).
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idy najczesciej replikujg sie w jadrze komorkowym (niekto-
re w chloroplastach), podczas gdy satRNA replikowane sg
na terenie cytoplazmy [1,3].

Ze wzgledu na potencjat kodujacy, satelity mozemy po-
dzieli¢ na dwie grupy. Do pierwszej nalezg wieksze satRNA,
posiadajace otwarte ramki odczytu (ang. open reading frame,
ORF), ktorych produkty ekspresji moga odgrywaé pewng
role w replikacji oraz patogenezie. Przyktadem jest satRNA
wirusa czarnej pierscieniowej plamisto$ci pomidora (Toma-
to black ring virus, TBRV), ktdry zachowuje sie jak mMRNA.
Doswiadczalnie wykazano obecno$¢ biatka, ktére powsta-
to na nici satRNA w protoplastach zainfekowanych TBRYV,
natomiast nie zostato zidentyfikowane w zdrowej roslinie
[3], Drugi typ satelitarnego RNA to mate czasteczki (194-
700 nt), ktére moga posiadac krotkie ORF, jednak nie koduja
zadnych funkcjonalnych biatek, np. w rodzaju Cucumovirus.
Pomimo braku ekspresji biatka, satelitarny RNA moze mieé
duzy wptyw na symptomy chorobowe wywotywane przez
wirusa pomocniczego. Jego hiologiczna aktywno$¢ zalezy
czesciowo od sekwencji nukleotydowej i determinowanej
przez nig struktury drugorzedowej oraz od prawdopodob-
nych interakcji z genomowymi RNA i biatkami wirusa.

Funkcja ORF wiekszych satRNA nie jest jasna. Wigkszo$¢
kodowanych przez nie biatek jest zasadowa, o charakterze
hydrofobowym, co sugeruje, ze moga petnié¢ role podczas
wigzania RNA (przypominaja histony) [3]. Mozliwe s3g tez
inne funkcje, np. w satRNA Y wirusa mozaiki ogorka (Cu-
cumber mosaic virus, CMV) wywotujacego z6ttg mozaike na
tytoniu znaleziono motyw komplementarny do sekwencji
tRNAGQu Czasteczka ta jest kofaktorem w pierwszym etapie
syntezy chlorofilu. Mozliwe jest wiec, ze chloroza ta wynika
z dziatania sekwencji satRNA Y jako antysensu, ktéry blo-

-H
=0
+H

Rycina 1. Przyktady drugorzedowych struktur satelitarnych czasteczek RNA. A:
liniowa czasteczka satRNA B2 CMV; domena C odpowiada za indukcje chlorozy
w tytoniu i pomidorze, region N indukuje nekroze w komérkach pomidora; B:
liniowy satRNA TCV; C: kolista replikacyjna forma posrednia liniowego satelity
TRSV; H oznacza lokalizacje rybozymu typu ,,gtowa miotka"”; D: kolisty satRNA
LTSV, H+ i H- okres$laja miejsca autokatalityczne, strzatka wskazuje pierwszy ry-
bonukleotyd (wg [3], zmodyfikowane).
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kujac kofaktor uniemozliwia jego dziatanie. Wéréd wielu hi-
potez jest rowniez taka, wg ktdrej peptyd kodowany przez
satRNA moze modulowac replikaze, preferencyjnie prowa-
dzgc synteze satRNA [1], Zwarta struktura drugorzedowa
satelitarnych RNA powstajgca wskutek wysokiego stopnia
parowania zasad (okoto 49-73%) wptywa na ich stabilno$é
zaréwno w warunkach in vivo, jak i in vitro [1],

Satelitarne czasteczki RNA sg zwykle replikowane w
sposéb identyczny jak wirusy ssRNA o dodatniej polarno-
sci. Nieliczne, gtéwnie mate i cyrkularne, podlegaja temu
procesowi wg mechanizmu toczacego sie kota. Proces repli-
kacji satRNA odbywa sie z udziatem wirusowego komplek-
su replikacyjnego. Powielone czasteczki satelitarne sg na-
stepnie pakowane do wiriondw dzieki wirusowemu biatku
ptaszcza. Czesto wiele kopii pakowanych jest do jednej czg-
steczki, np. w TRSV okoto 12-25 satRNA znajduje sie w jed-
nym wirionie. Z kolei w CMV satelitarny RNA pakowany
jest wraz z ni¢mi genomowymi RNA 1i2, badz tez w réznej
liczbie kopii do czasteczek nie posiadajgcych zadnych nici
genomowych [1], Pochodzenie tych subwirusowych czaste-
czek nie jest jednoznacznie okreslone. Wydaje sie, ze poja-
wienie sie satRNA nastgpito wielokrotnie w czasie ewolucji.
Wedtug hipotez wyjasniajagcych pochodzenie satelitarnych
czasteczek, istniejg trzy mozliwe sposoby ich powstawania:
1) od wirusow — wskazuje na to sposéb replikacji niekto-
rych z nich, identyczny z replikacjg wirusa typu ss(+)RNA,
a takze niekiedy wystepujgca przy koncach czasteczek
szczatkowa homologia z sekwencjami wirusowymi; 2) od
wiroidow, ktorych wiasciwosci niektére z nich zachowaty;
3) na skutek rekombinacji pomiedzy koncowymi sekwen-
cjami wirusa pomocniczego z sekwencjami gospodarza ro-
Slinnego. Brak w trakcie ewolucji presji selekcyjnej w sto-
sunku do sekwencji gospodarza mogtby doprowadzi¢ do
dywergencji, tak ze pochodzenie od gospodarza przestato
by¢ widoczne [1]. Istnieje réwniez hipoteza, ze satelitarne
RNA pojawiajg sie spontanicznie w zainfekowanych wiru-
sem tkankach roslinnych [3],

Zsekwencjonowanie wielu satRNA réznych wirusow
wykazato nie tylko homologie sekwencji wewnatrz okreslo-
nych rodzin, ale przede wszystkim podobienstwo do innych
patogennych czasteczek, np. wiroidéw, a nawet intronéw
wystepujacych w eukariotycznym, jadrowym rRNA oraz w
genomie mitochondrialnym [1,5]. Przyktadem sg tu sekwen-
cje satelitarne wirusdw mozaiki ogorka (Cucumber mosaic vi-
rus, CMV) oraz kartowatosci orzecha ziemnego (Peanut stunt
virus, PSV), bedacych przedstawicielami kukumowirusow.
W PSV znajdujg sie sekwencje homologiczne do introndw
wystepujagcych w mitochondrialnym genie cytochromu b
cob u drozdzy oraz do jadrowego intronu rRNA u Tetrahy-
mena. Poza tym satRNA tych wiruséw sg komplementarne
wzgledem siebie i swoich wirus6w pomocniczych w obre-
bie koncow 5' i 3. Obydwa posiadajg strukture kap (5') oraz
grupe hydroksylowa (3'), a ich formy dwuniciowe majg nie-
sparowang guanozyne na koncu 3' nici o ujemnej polarnosci
[1,5]. Badania sekwencji satelitarnych RNA dowiodty istnie-
nia wielu typow tych czasteczek zwigzanych z tym samym
wirusem wspomagajgcym, co jest wynikiem licznych spon-
tanicznych mutacji. Niewielkie zmiany ich sekwencji nu-
kleotydowej majg wptyw na strukture przestrzenng, moga
réwniez determinowac rézne kierunki odpowiedzi rosliny
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na infekcje [1]. Istnieja jednak pewne wyjatki —u wiruséw
LTSV i TRSV zmiany sekwencji satRNA nie majg wptywu
ani na biologie, ani na strukture tych czasteczek [3],

Na uwage zastugujg takze wystepujace w niektérych wi-
ruséw czasteczki RNA tylko strukturalnie przypominajace
satelity — tzw. RNA satelitarno-podobne (ang. satellite-like
RNAs). W przeciwieristwie jednak do satelitarnych RNA,
ktérych brak nie pocigga za sobg istotnych konsekwen-
cji dla naturalnego cyklu zyciowego wirusa, nieobecno$¢
czgsteczek satelitarno-podobnych ostabia znacznie jego
aktywnos$¢ biologiczng i ma zdecydowany wptyw na roz-
wo0j choroby iekspresje symptomow przez tego wirusa wy-
wotywanych. Wydaje sie, iz obecno$¢ ,satelitopodobnych™
elementdw, obok nici genomowych wirusa pomocniczego,
pojawita sie na drodze jego adaptacji do efektywniejszej in-
fekcji. Przyktadem jest wirus nekrotycznego z6tkniecia ner-
wow buraka (ang. Beet necrotic yellow vein virus, BNYVV),
ktérego genom stanowig nici 1 i 2. Natomiast nici 3, 4, 5 to
czasteczki RNA satelitarno-podobne. Kazda z nich posia-
da otwartg ramke odczytu i odgrywa role w patogenezie
wirusa. RNA 3 wptywa na intensywnos$¢ choroby, RNA 4
zwieksza wydajnos$¢ transmisji przez wektory grzybowe,
za$ RNA 5 wptywa zaréwno na rozwd6j symptomow jak i
transmisje wirusa [1,3].

ROZNORODNOSC SEKWENCJI SATELITARNEGO
RNA A WPLYW NA SYMPTOMY CHOROBOWE;
INTERAKCJE SATELITA - WIRUS-ROSLINA

Najwiekszg r6znorodnosciag sekwencji cechujg sie satRNA
wirusé6w CMYV oraz PSV, nalezace do Cucumovirus. Genom
tych wirusow stanowig trzy nici ss(+)RNA: RNA 1i 2 ko-
dujace sktadniki kompleksu replikacyjnego oraz RNA 3 ko-
dujacy biatko ptaszcza i biatko odpowiadajgce za transport.
Podczas transkrypcji powstajg dwie nici subgenomowe:
RNA 4 powstajacy na matrycy RNA 3, na ktérym dochodzi
do ekspresji biatka ptaszcza i RNA 4a powstajagcy na ma-
trycy RNA 2 — kodujacy biatko 2b (obecne u wszystkich
kukumowiruséw, funkcjonujace jako supresor procesu wy-
ciszania genow u roslin). W niektorych izolatach wystepuje
tez pigta ni¢ bedaca satRNA [6-8], Najlepiej scharakteryzo-
wane czgsteczki satelitarne tych wiruséw to tzw. CARNA
5 (ang. CMV-Associated RNA 5) oraz PARNA 5 (ang. PSV-
Associated RNA 5), nasilajgce zmiany nekrotyczne w zainfe-
kowanych tkankach pomidora [1]. W$r6d 28 izolatow CMV
znaleziono kilkanascie wariantéw sekwencji satelitarnych
RNA. Niektore zmiany w sekwencji RNA tych czasteczek
maja wptyw na regulacje infekcyjnoSci wirusa oraz proces
replikacji [3], Przeksztatcenia te nie sg przypadkowe, lecz
zachodzg w scisle okreslonym rejonie. Jesli w obrebie dane-
go fragmentu, odpowiadajgcego za pojawianie sie ostrych
objawéw chorobowych zajdzie zmiana kilku nukleotydow,
to moze to wptyngé na rodzaj odpowiedzi, indukowanej
przez gospodarza ro$linnego wskutek zaistniatej infekciji.
W wirusie PSV znaleziono satRNA-G, hamujacy sympto-
my chorobowe w tytoniu zainfekowanym PSV oraz satR-
NA-V, ktéry nie ma wptywu na rozwdj choroby. Réznica
w sekwencji pomiedzy tymi czasteczkami wynosi zaledwie
6 nukleotydéw (5 substytucji oraz 1 delecja) [9], Podobnie
czgsteczka WLI-satRNA wirusa CMV, hamujgca objawy
choroby, r6zni sie pozycja 3 nukleotydéw w obrebie konser-
watywnego rejonu 3' od satRNA CMYV nasilajgcych sympto-
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my nekrozy [1], Jednakze ze wzgledu na matg wcigz wiedze
o charakterze oddziatywan roslina-wirus —satelita, wptyw
drobnych zmian w sekwencji satRNA na rozw6j sympto-
mow jest trudny do przewidzenia i wymaga kazdorazowo
doswiadczalnej weryfikacji.

Przypuszcza sig, ze pewng role, w obserwowanym me-
chanizmie ostabiania intensywnos$ci symptomoéw letalnych,
w przypadku niektérych satRNA towarzyszacych CMV,
odgrywa forma dwuniciowa tych satelitarnych RNA. Do-
Swiadczalnie wykazano, ze inokulacja rosliny szczepem
CMV z satRNA o wiasciwosciach redukujgcych symptomy
chorobowe powoduje nagromadzenie w tkankach roslin-
nych jego kopii zaréwno jedno- jak i dwuniciowych, aczkol-
wiek w pdzniejszych etapach infekcji zauwazono, ze liczba
czasteczek dwuniciowych znacznie przewyzsza ilos¢ kopii
jednoniciowych. Natomiast replikacja genomowych nici wi-
rusa pomocniczego jest utrzymywana na minimalnym po-
ziomie, co w efekcie hamuje zakazenie [10].

Rozwdéj choroby wirusowej roslin oraz specyficznos$é
replikacji zalezg od wirusa pomocniczego, satRNA i sa-
mej rosliny, a takze od interakcji pomiedzy tymi trzema
elementami. Replikacja satRNA mozliwa jest dzieki wiru-
sowemu kompleksowi replikacyjnemu oraz czynnikom do-
starczanym przez ro$line. Istniejg szczepy wiruséw, ktore
selektywnie replikuja konkretne satelity. Pokrewne wirusy
nie zawsze namnazajg identyczne czasteczki satelitarnego
RNA. Wiegkszo$¢ satRNA CMV jest skutecznie powielana
dzieki wirusowi aspermii pomidora (Tomato aspermy vi-
rus, TAV), nalezagcemu do tego samego rodzaju (Cucumovi-
rus), ale np. replikacja PARNA 5 nie jest wspierana przez
CMV podobnie PSV nie wspomaga amplifikacji CARNA 5.
WsSréd tombuswiruséw bariery te sg mniej restrykcyjne, np.
TBRV wspomaga replikacje satelitarnego RNA izolowane-
go z innych gatunkéw wiruséw, nalezgcych do tego samego
rodzaju.

Pewien, nie do konca wyjasniony wptyw na efektywnos$¢
replikacji czasteczek satelitarnych oraz na kierunki infekcji
posiada roélina. Prawdopodobnie jest to zwigzane z rézng
ekspresja biatek odpowiedzialnych za wywotywanie reakcji
nadwrazliwos$ci (HR) w ro$linie oraz mechanizmami wyci-
szania genow, jakimi dysponuje gospodarz roslinny. Na-
silanie intensywnosci infekcji w obecnosci satRNA wirusa
mozaiki ogorka CMV, spowodowane jest indukcjg apopto-
zy w komorce roélinnej przez ujemng ni¢ czasteczki sateli-
tarnej [11].

Spokrewnione satRNA mogga replikowaé sie w tej sa-
mej ro$linie z rézng efektywnos$cig. Mate satelity nepo-
wirusow np. wirusa mozaiki gesiowki (ang. Arabis mo-
saic virus, ArMV) skutecznie replikuja sie w Chenopodium
quinoa, z kolei wieksze np. TBRV replikujg sie w tym
samym gospodarzu z mata wydajnoscig. Znacznie lep-
szymi gospodarzami sg dla nich Nicotiana clevelandii, Pe-
tunia hybrida, Nicotiana benthamiana. Podobne obserwacje
dotyczg satelitarnych RNA wirusa zottej pstrosci cykorii
(ang. Chicory yellow mottle virus, CYMV) oraz CMV, ktore
znacznie wydajniej replikujg sie w kabaczku (Cucurbita
pepo) niz w tytoniu [3].
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Satelitarne czgsteczki RNA zasocjowane z tymi samymi
szczepami wiruséw pomocniczych mogg réwniez wywo-
tywac rozne reakcje u réznych gospodarzy roslinnych. Na
przykiad satRNA B* CMV moze powodowac chloroze w
tkankach tytoniu i pomidora, natomiast oznaki nekrozy
tylko w komoérkach pomidora2 Warto podkresli¢, ze jest
to przypadek satelitarnego RNA, nasilajgcy objawy cho-
robowe. Ze wzgledu na zdolno$ci modulowania sympto-
mow infekcji, wywotywanych przez wirusy pomocnicze,
satelitarne RNA potencjalnie mogg mie¢ znaczenie w
kontroli rozwoju choréb wirusowych, szczegdlnie wsrod
ro$lin uprawnych. Proponuje sie rézne metody zapobiega-
nia rozwojowi patogenezy z udziatem tychze czasteczek.
W Chinach profilaktycznie inokuluje sie sadzonki roslin
tagodnym szczepem wirusa posiadajagcym satelitarny
RNA. W ten sposéb uzyskuje sie rosline odporng na in-
fekcje bardziej zjadliwym szczepem wirusa. Mamy tu do
czynienia ze zjawiskiem odpornosci krzyzowej, w ktérym
zainfekowanie gospodarza ro$linnego wirusem nadaje mu
odporno$é na ponowng infekcje innym szczepem wirusa,
tego samego gatunku [1], Inng strategig jest otrzymywanie
ro$lin transgenicznych, ktdrych genom zawiera wirusowy
satelitarny RNA zdolny do tagodzenia symptomo6w choro-
by [10,12]. Prowadzone sg liczne badania nad mozliwos-
ciami zastosowania satelitarnego RNA jako uzytecznego
narzedzia kontrolujgcego zmiany chorobowe roslin infe-
kowanych wirusami.

PROCESY AUTOKATALITYCZNE

Wsréd satRNA istniejg takie, ktore tworzg podczas re-
plikacji konkatamery. Struktury te muszg nastepnie prze-
ksztatci¢ sie do wystepujgcych naturalnie liniowych, badz
kolistych monomerdw. Jest to mozliwe dzieki jeszcze jed-
nej charakterystycznej wiasciwosci niektérych satRNA —
zdolno$ci do proceséw autokatalitycznych. Znane sa trzy
podstawowe typy satelitarnych RNA, wykazujgcych takie
wiasciwosci: (1) liniowe satelity nepowiruséw formujace
multimeryczne, koliste formy posrednie, (2) koliste satRNA
sobemowiruséw tworzgce multimeryczne formy posrednie
oraz (3) liniowe satelity kukumowiruséw réowniez tworzace
multimeryczne formy posrednie [3]. Mozliwo$¢ autokata-
litycznego rozcinania konkatamerdw jest determinowana
przez obecno$¢ w czasteczkach satRNA sekwencji dla ry-
bozymoéw.

Rybozymy te moga tworzyé domeny Kkatalityczne o
ksztatcie ,,spinki do witoséw" (ang. hairspin) lub wystepuja
w postaci tzw. ,,gtowy miotka" (ang. hammerhead). U nepo-
wiruséw sekwencje odpowiadajgce za procesy autokatali-
tyczne znajdujg sie na nici + (,,gtowa miotka") i —(,,spinka
do witos6w"), natomiast u sohemowiruséw na obu niciach
zlokalizowane sg rybozymy typu ,,gtowa miotka”. Reakcje
autokatalitycznego wycinania obserwowane sg réwniez w
satRNA u kukumowiruséw. W poréwnaniu z poprzedni-
kami majg one dodatkowg zdolnos$¢ do autoligacji, jednak
obie aktywnosci dotycza jedynie form dwuniciowych sate-
litarnego RNA [3],

Zraka odpowiedzZ jest najprawdopodobniej wywotana interakcjg okres$lonej cza-
steczki satRNA CMV z czynnikiem stanowigcym ni¢ genomowa RNA 2 wirusa

CMV, a tym samym z kodowanym przez te ni¢ biatkiem 2a, bedacym sktadni-
kiem kompleksu replikacyjnego. Interakcja ta jest dodatkowo zalezna od roéliny.
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DEFEKTYWNY RNA

POCHODZENIE CZASTECZEK DEFEKTYWNYCH

Cechg charakterystyczna wszystkich defektywnych ele-
mentéw jest homologia ich sekwencji z genomem wirusa
wspomagajgcego. Czasteczki defektywnego RNA (D RNA)
posiadajg delecje wewngatrz zachowanych kodujacych frag-
mentéw genomu macierzystego. W obrebie tych sekwencji
znajdujg sie jednak pewne sygnaly do replikacji, proce-
su pakowania wirionu i akumulacji, rozpoznawane przez
kompleksy enzymatyczne dostarczane dzieki wirusowi po-
mocniczemu. Defektywne RNA, ktore zaktdcajg replikacje
wirusa wspomagajacego okre$lane sg mianem defektyw-
nych interferujgcych RNA (DI RNA). Czasteczki te, by méc
sie efektywnie namnazaé, wspotzawodniczg z wirusem
pomocniczym o kompleks replikacyjny. Taka ingerencja
w proces replikacji wirusa przejawia sie obnizaniem, badz
zwiekszaniem poziomu akumulacji potomnych wirionéw,
a tym samym zmiang intensywnos$ci symptomoéw chorobo-
wych, ktére on wywotuje. DI RNA zidentyfikowane zostaty
w wielu wirusach roslinnych, ktoére posiadajg zar6wno po-
dzielony, jak i jednocze$ciowy genom RNA. Pierwszg taka
czasteczke wykryto w tkankach pomidora zainfekowanych
wirusem krzaczastej kartowatosci pomidora (ang. Tomato
bushy stunt virus, TBSV), nalezagcym do tombuswirusdw. Jest
to najlepiej scharakteryzowany DI RNA wsérod wiruséw o
niepodzielonym genomie. Z kolei czasteczka reprezentujaca
rodziny wirus6w o genomie segmentowanym jest DI RNA
wirusa pstrosci bobiku (ang. Broad bean mottle virus, BBMV)
nalezacego do bromowiruséw. W przeciwienistwie do DI
RNA, czasteczka D RNA nie oddziatuje na proces replikacji
wirusa pomocniczego ijest neutralna dla patogenezy [7],

Istnieja dwie teorie tlumaczace powstanie czasteczek
defektywnego RNA. Wedtug pierwszej, DI RNA powstat
wskutek ,,przeskakiwania” replikazy wirusowej, podczas
syntezy w inne miejsce na tej samej nici lub na inng matryce
(w przypadku genomow podzielonych), co w efekcie pro-
wadzito do powstania potomnej nici nie w petni komple-
mentarnej do matrycy. Podczas replikacji na nici matryco-
wej moga takze powstawac struktury drugorzedowe, ktore
sag omijane przez polimeraze. Wskutek tego ni¢ potomna
bedzie posiadata delecje danego obszaru genomu (Ryc. 2)
[4], Druga koncepcja zaktada, ze czasteczki te sg wynikiem
replikacji zrekombinowanych nici RNA. Rekombinacje za-
chodzg najczesciej w tak zwanych "goracych miejscach"
(ang. 'hot spots'), w poblizu ktérych wystepuja regiony
wykazujgce duze podobienstwo sekwencji, bogate w pary
AU lub zdolne do formowania duplekséw RNA [13,14]. W
Swietle powyzszych teorii defektywne interferujgce RNA
mozna podzieli¢ na dwa podstawowe typy. Pierwszy to
DI RNA, stanowigcy mozaike fragmentdéw genomu wirusa
pomocniczego, np. u TBSV, wirusa pierScieniowej plami-
stosci storczyka (Cymbidium ringspot virus, CyRSV), wirusa
kedzierzowatosci rzepy (Turnip crinkle virus, TCV), wirusa
nekrozy ogdrka (Cucumber necrosis virus, CNV), drugi to
czasteczki powstate na drodze pojedynczej wewnetrznej de-
lecji w niciach genomowych (np. u CMV, BBMV). Do dru-
giej grupy zalicza sie rdwniez defektywny RNA (D RNA),
ktory jest zwigzany z wirusami zotej mozaiki koniczyny
(Clover yellow mosaic virus, CLYMV) i mozaiki stoktosy (Bro-
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Rycina 2. Modele powstawania czasteczki DI RNA. U goéry replikaza (oznaczona
kolorem czerwonym) przeskakuje z jednego miejsca do drugiego, co wynika z
homologii sekwencji. Ponizej delecja spowodowana komplementarno$cig sek-
wencji w obrebie matrycy, ktéra powoduje tworzenie sie struktury driigorzedo-
wej, pomijanej przez polimeraze podczas replikacji; strzatki wskazuja kierunek
poruszania si¢ polimerazy na matrycy (wg [4], zmodyfikowane).

me mosaic virus, BMVJ [7,13,15], Przyktadowo, defektywny
RNA, zwigzany z CMV powstat na nici genomowej RNA
3 poprzez delecje w czesci kodujacej biatko 3a (odpowiada
za transport z komarki do komorki), z kolei matryca dla DI
RNA wirusa BBMV jest RNA 2, w ktérym zaszta zmiana w
obrebie sekwencji biatka 2a (sktadnika kompleksu replika-
cyjnego). Mimo, ze delecja nie przesuwa ramki odczytu tuz
za usunietym fragmentem, defektywny RNA nie stanowi
matrycy dla funkcjonalnych biatek aktywnych w procesach
namnazania, transporcie czy pakowaniu. Powstawanie D,
DI RNA, jak i wirusow defektywnych stanowi podstawe
szybkiego tempa ewolucji, bedacego skutkiem adaptacji do
nowych warunkéw srodowiska.

STRUKTURA PIERWSZORZEDOWA
DEFEKTYWNYCH RNA

Defektywne czasteczki RNA sg stosunkowo niewielkie,
dtugos¢ sekwencji wynosi od 400 do 800 nukleotydow. W
zaleznosci od sposobu powstawania, mamy DI RNA skia-
dajace sie w wiekszosci z przylegajacych do siebie fragmen-
tébw genomu wirusa wspomagajacego, badz stanowiacych
jego nieuporzadkowang mozaike. Wspdlng cechg natural-
nie pojawiajacych sie czasteczek DI RNA jest zachowanie
konserwatywnych sekwencji terminalnych 5' i 3' genomu
wirusa pomocniczego, jak i zachowanie za miejscem delecji
otwartych ramek odczytu. Przyktadowo u tombuswiruséw
mate DI RNA maja dtugos$¢ okoto 400-600 nt, co stanowi
10-20% ich genomu [4], Zbudowane sg z kilku konserwo-
wanych, nie przylegajacych do siebie segmentow nici ge-
nomowej. Wsrod tych czasteczek wystepuje r6znorodnosé
wielkos$ci sekwencji spowodowana drobnymi delecjami we-
wnatrz obszarow konserwowanych. Generalnie méwi sie o
dwoéch klasach DI RNA naturalnie wystepujacych w koin-
fekcji z tombuswirusami: matych, stanowigcych wiekszo$¢
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i bedacych czasteczkami modelowymi defektywnych RNA
oraz duzych, ktére najprawdopodobniej sg formami posred-
nimi w powstawaniu tych mniejszych. Typowa czgsteczka
zbudowana jest z czterech fragmentéw homologicznych z
genomem macierzystym: lilV odpowiednio wystepujacych
na koncach 5' i 3" oraz Il i Ill zlokalizowanych wewnatrz
nici genomowych. Rejony | i Il posiadajg odpowiednio ko-
don start i stop dla biatek wchodzacych w sktad kompleksu
replikacyjnego (33 kDa, 92 kDa), natomiast rejony Il i IV
pochodzg z korica 3' i nie posiadajg sekwencji kodujacych
(Ryc. 3). Czesto w obszarach konserwowanych (np. IV) wy-
stepujg komplementarne rejony, co prowadzi do tworzenia
na ich obszarze struktur drugorzedowych [4,12,16,17],

INTERFERENCJA Z WIRUSEM
WSPOMAGAJACYM, AKUMULACJA DI RNA,
WPLYW NA SYMPTOMY CHOROBOWE

Czasteczki defektywnego interferujgcego RNA podob-
nie jak satelitarny RNA, wymagaja obecnosci wirusowego
kompleksu replikacyjnego. Gtéwnym efektem obecnosci
DI RNA jest interferencja z replikacjg wirusa. Dzieki obec-
nosSci na nici DI RNA konserwowanych rejondéw kofrico-
wych, wirusowa polimeraza odnajduje swoje promotory, co
umozliwia amplifikacje defektywnych czasteczek. Badania
prowadzone w warunkach ograniczonej ilosci wirusowej
polimerazy dowiodty, ze czgsteczki DI RNA wspdtzawod-
niczg z genomem wirusa o kompleks replikacyjny [4]. Od-
dziatywania czasteczek defektywnego interferujagcego RNA
i wirusa nie jest do korica zbadane. Interferencje z wirusem
pomocniczym mozna obserwowac na poziomie molekular-
nym — DI RNA ma wptyw na stezenie i poziom akumu-
lacji wirusowego RNA oraz makroskopowo — wptyw na
objawy chorobowe [4], Akumulacja DI RNA hamuje repli-
kacje genomu wirusowego, obniza ilosci mRNA dla biatek,
ktére wywotujg symptomy choroby (np. u tombuswiruséw

ORF5
5' —_JNORF1 ORF2 ORF 3B ORF 4} 3
33 kDa
92 kDa
4 kDa
19 kDa
VIV
22 kDa
VTV
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Rycina 3. Schemat genomu tombuswiruséw oraz naturalnie wystepujacej cza-
steczki DI RNA. W DI RNA kolorem niebieskim oznaczono rejony pochodzgce z
genomu wirusa: biatka 33 kDa i 92 kDa zaangazowane sg w replikacje, 41 kDa to
biatko ptaszcza, 22 kDa biatko posredniczace w transporcie z komérki do komér-
ki i biatko 19 kDa réwniez utatwiajgce rozprzestrzenianie w tkankach gospodarza
rodlinnego. A) klasa wigkszych czasteczek DI RNA zawierajgca trzy segmenty
homologiczne z genomem tombuswiruséw I, II, 111/IV, B) klasa mniejszych cza-
steczek (modelowa czasteczka DI RNA), sktadajacych sie z czterech segmentéw
I, 11, 11, 1V; czasteczka jest mniejsza, poniewaz nastapita delecja odcinka homolo-
gicznego z genomem pomiedzy regionami Il i IV (wg [4], zmodyfikowane).
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biatka 19 i 22 kDa), a tym samym powoduje spadek tempa
ich ekspresji [4], Czasteczki defektywne zwykle ostabiajg
wirozy, np. DI RNA wirusa BBMV niweluje ostre objawy
towarzyszace infekcji wirusowej u wszystkich gatunkdéw
roslin bobowych, za wyjatkiem grochu, u ktérego obserwu-
je sie nasilenie choroby [6]. Naturalnie zwigzana z wirusem
TCV czasteczka DI RNA G réwniez powoduje nasilenie
rozwoju infekcji. DI RNA G jest mozaikowg czasteczka nie
przypominajacg genomu macierzystego. Sposréd sekwen-
cji gospodarza zachowaty sie w niej tylko rejony koncowe
oraz krotkie powtorzone sekwencje, znajdujace sie blisko
nich. Rosliny zainokulowane DI RNA G oraz dzikim szcze-
pem TCV wykazujg nasilone symptomy choroby. Na po-
wierzchni zainfekowanych lisci pojawiajg sie ciemnozielone
zabarwienia, za$ na starszych lisciach dodatkowo objawy
chlorozy, a takze kartowatos$¢ i skrecanie lisci [18], Nasile-
nie patogenezy zalezy prawdopodobnie od biatka ptaszcza
(ang. coat protein, CP) wirusa TCV. Wedtug tej hipotezy cza-
steczka DI RNA G posiada na koncu 3' domene wigzaca,
komplementarna zaréwno do sekwencji CP TCV, jak i ro-
Slinnego czynnika X, ktéry za posrednictwem wigzek prze-
wodzacych uczestniczy w transporcie wirusa w organizmie
rosliny. Biatko ptaszcza oraz czynnik X konkurujg o miejsce
wigzgce, gdyz zwigzanie czynnika X powoduje zahamo-
wanie transportu wirusa, a tym samym rozwoju choroby.
Natomiast zwigzanie CP wirusa TCV do DI RNA G nie
ogranicza naturalnych funkcji czynnika X, prowadzac do
rozprzestrzeniania czastek potomnych wirusa w tkankach
gospodarza (Ryc. 4) [19],

Warunkami efektywnej akumulacji DI RNA sg nie tylko
obecno$¢ wirusa pomocniczego oraz rejondw promotoro-
wych dla kompleksu replikazy, ale réwniez zachowanie
sekwencji kodujacych (otwartych ramek odczytu) [4,7,20],
Ponadto zaobserwowano, ze dtugo$¢ czasteczek defektyw-
nych, jak i rodzaj gospodarza ro$linnego maja znaczenie w
procesie ich akumulacji. Defektywne RNA wykazujg specy-
ficznos¢ do gospodarza, a takze do okreslonej tkanki roslin-
nej [7], Czasteczka D RNA u CMV efektywnie replikuje sie
w zainfekowanych tkankach tytoniu i rozprzestrzenia sie
w catej roslinie, natomiast w pomidorze namnaza sig, ale
nie ma mozliwosci rozprzestrzenienia sie w jego tkankach
[7], Obserwacje prowadzone na wielu innych roslinach do-
prowadzity naukowcdw do wniosku, ze wirusowe biatko
umozliwiajace transport nie wystarcza, by efektywnie roz-
prowadzac czasteczki defektywnego RNA w komdrkach
gospodarzy ro$linnych i bardziej istotna jest tu specyficz-
no$¢ tkankowa roslin [7],

Ciekawostkg jest wystepowanie DI w wirionach wi-
rusOw satelitarnych, pokazujgce, ze regulacja przebiegu
infekcji moze by¢ jeszcze bardziej skomplikowana i wie-
lopoziomowa. Przyktadem jest satelitarny wirus mozaiki
prosa, SPMV namnazajacy sie w obecno$ci wirusa PMV
(ang. Panicum mosiac virus). Wirus PMV jest jednoczesnie
zasocjowany z satRNA oraz wyzej wymienionym wirusem
satelitarnym, u ktérego w trakcie infekcji dochodzi do syn-
tezy DI RNA. Specyficzna interakcja miedzy komponen-
tami tego uktadu wptywa na kierunki rozwoju choroby
wirusowej. Wirus satelitarny SPMV zwieksza akumulacje
i rozprzestrzenianie wirusa PMV prowadzac do zaostrza-
nia objawow chlorozy i kartowato$ci. Wykazuje réwniez
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Rycina 4. Wptyw biatka ptaszcza wirusa TCV na modulowanie infekcji za po$rednictwem czasteczek subwiruso-
wych zasocjowanych z wirusem TCV. A) wysoki poziom CP wirusa TCV powoduje preferencyjne przytaczanie go
do domeny na koncu 3' subwirusowych czasteczek, co prowadzi do zaostrzenia infekcji; B) obnizona ekspresja biatka
CP powoduje zwiazanie do satRNA C czynnika X, wsp6tuczestniczacego w transporcie wirusa w roslinie, co zaktoca
jego funkcje i hamuje wiroze. CP wiaze si¢ natomiast do DI RNA. Nie ma to jednak wptywu na zakazenie (mecha-
nizm ten jest niewyjasniony). C) ekspresja biatka CP wirusa CCFV zamiast CP wirusa TCV ogranicza chorobg, CP
obcego wirusa nie rozpoznaje domeny wiazacej czasteczek subwirusowych (wg [19], zmodyfikowane).

pewne preferencje do optaszczania czasteczek satRNA,
ktére nie maja wptywu na jego akumulacje, pozostajac
niezalezne od jego replikacji, jak i transportu. Z kolei cza-
steczki DI RNA wirusa SPMV, powstajgce de novo wskutek
delecji biatka ptaszcza, determinujgcego nasilenie infekcji,
zaktdcajg namnazanie ,,macierzystego" wirusa SPMV, co
w efekcie tagodzi patogeneze. Wynika z tego fakt, ze naj-
bardziej istotna w tym uktadzie jest kompetycja miedzy
wirusem satelitarnym a jego DI RNA o czynniki utatwiaja-
ce replikacje oraz rozprzestrzenianie w komorkach gospo-
darza [2,21].

CHIMERYCZNY RNA

POCHODZENIE | KORELACIJE Z
WIRUSEM WSPOMAGAJACYM

Ostatnim z omawianych subwirusowych elementéw
jest chimeryczny RNA, powstajagcy w procesie rekom-
binacji. Czgsteczka taka jest konstruktem zawierajacym
sekwencje pochodzgce z genomu wirusa pomocniczego
oraz innych zrédet, np. satelitarnego RNA. Mimo prowa-
dzonych badan istnieje niewiele informacji na temat tych
czasteczek oraz ich przyktadéw. Jedng z przyczyn jest
prawdopodobnie szybkie tempo rekombinacji w $wiecie
wirusow.
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Wskutek licznych rearanzacji sek-
wencji powstajg réwniez wirusy,
ktore charakteryzujg sie chimerycz-
nym genomem. Nastepstwem tych
procesOw sg zmiany symptomow
chorobowych, w stosunku do wy-
wotywanych przez dzikie typy wi-
ruséw. Przyktadem jest chimeryczny
genom RNA wirusa mozaiki wspie-
gi (Cowpea mosaic virus, CPMV), u
ktérej objawy infekcji zalezg od ro-
dzaju zawartego w genomie wirusa
obcego insertu, wielkosci biatka ko-
dowanego przez te sekwencje oraz
jego punktu izoelektrycznego [22],
Podobne obserwacje dotyczg wirusa
z6ttej mozaiki rzepy (ang. Turnip yel-
low mosaic virus, TYMV) [23].

nasilenie infekcji

ograniczenie
rozprzestrzeniania wirusa

brak wptywu na symptomy

Jednym z najlepiej poznanych
przyktadéw subwirusowych chime-
rycznych czasteczek jest satelitarny
RNA C, zwigzany z wirusem Kke-
dzierzowatos$ci rzepy, nalezagcym do
karmowiruséw. Czasteczka satRNA
C powstata wskutek rekombinacji
pomiedzy satelitarnym RNA D, na-
turalnie zasocjowanym z wirusem
TCV, adwoma segmentami genomu
tego wirusa, lezacymi przy jego kon-
cu 3. Sekwencja tego chimeryczne-
go RNA sktada sie z 356 par zasad
(Ryc. 5). Wskutek dalszego réznico-
wania na drodze ewolucji czasteczki
satRNA C zmniejszyty homologie
sekwencji zarowno z satRNA D jak i
z genomem TCV [24], Badania dowiodty, ze w tkankach za-
inokulowanych satRNA C (posiadajgcym delecje w rejonie
5", satRNA D oraz wirusem TCV zakumulowane sg rekom-
binanty satRNA C/satRNA D. Utracony fragment w chi-
merze satRNA C zostat odtworzony dzieki homologicznej
sekwencji pochodzacej z satRNA D. Nowe rekombinanty
zbudowane sg z prawie catej dtugosci czasteczki satRNA D,
potagczonej z nicig satRNA C w jednym z pieciu mozliwych,
konserwowanych miejsc [24,25].

ograniczenie
rozprzestrzeniania wirusa

Czasteczki chimerycznego satRNA C, podobnie jak
inne subwirusowe elementy wymagajag do procesu re-
plikacji wirusa pomocniczego, a takze moga modulowac
symptomy chorobowe w zainfekowanych roélinach, w
ktérych TCV wywotuje patogeneze. Przypuszcza sie, iz
istotnym czynnikiem determinujgcym rozwdj infekcji
jest biatko ptaszcza (CP) wirusa TCV. Istnieje kilka teo-
rii wyjasniajacych wptyw CP na intensywno$¢ choroby.
W pierwszym etapie, satRNA C zasocjowany z wirusem
kedzierzowatosci rzepy zaktoca replikacje, a przez to for-
mowanie potomnych wirionéw wirusa pomocniczego.
Prowadzi to do nagromadzenia duzej ilosci wolnego biat-
ka ptaszcza, ktore jest wirusowym supresorem potran-
skrypcyjnego wyciszania genéw (ang. post-transcriptional
gene silencing, PTGS), bedgcego mechanizmem antywiru-
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Rycina 5. Organizacja genomu TCV; a) pojedyncza ni¢ genomowego RNA koduje
5 otwartych ramek odczytu. Poczawszy od korica 5' karmowirusy koduja biatka:
p28, p88 - hiorace udziat w replikacji; p88 ulega translacji z tej samej ramki od-
czytu co biatko p28, lecz wskutek supresji kodonu stop produkt ekspresji ulega
wydtuzeniu; p8 i p9 —uczestnicza w transporcie wirusa w roslinie, ulegaja eks-
presji z subgenomowego RNA (1,7 kb) oraz p38 — biatko ptaszcza, powstajgce
na matrycy subgenomowego RNA (1,45 kb); b) poréwnanie podobieristwa sek-
wencji migdzy genomem TCV a elementami subwirusowymi —satRNA D oraz
chimerycznym satRNA C (wg [24], zmodyfikowane).

sowej obrony ros$lin [11]. W kolejnym etapie wzrost in-
tensywnosci infekcji mozna réwniez ttumaczy¢ faktem,
ze nagromadzone biatko ptaszcza wirusa TCV obniza
stabilno$¢ satRNA C, ograniczajgc jednocze$nie jego re-
plikacje na rzecz zwiekszonej akumulacji i replikacji wi-
rusa pomocniczego. W efekcie dochodzi do ostrzejszego
przebiegu choroby. Infekcja rosliny samym wirusem TCV
wywotuje objawy, takie jak kartowato$¢ oraz skrecanie
lisci, natomiast w koinfekcji z satRNA C pojawiajg sie
dodatkowo nekrotyczne zmiany tkanek prowadzace w
efekcie do $mierci rosliny.

Chimeryczny RNA moze réwniez dziata¢ w przeciw-
nym kierunku, niwelujgc objawy chorobowe, aczkolwiek
mechanizmy odpowiadajgce za taka aktywnos$¢ nie sg do
konca poznane. Istotg regulacji infekcji jest wigzanie biatka
ptaszcza wirusa TCV do sekwencji satRNA C. Analogicz-
nie jak w przypadku czasteczki DI RNA G wirusa TCV,
satRNA C posiada na koncu 3' domene wiazacg biatko CP
wirusa pomocniczego TCV. Czynnik X konkuruje z CP o
miejsce wigzace w satRNA C. Podczas ograniczonej synte-
zy lub nieobecnos$ci CP wirusa TCV roslinny czynnik trans-
portujgcy wiaze sie do subwirusowego RNA uniemozli-
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wiajac rozprzestrzenianie potomnych czgsteczek wirusa w
roslinie, hamujac tym samym patogeneze. Z kolei zwigza-
nie biatka ptaszcza TCV indukuje infekcje (Ryc. 4). Przy-
ktadowo, inokulacja rosliny satRNA C wraz ze szczepem
TCV posiadajagcym delecje w obrebie biatka ptaszcza, lub
z wirusem TCV, posiadajgcym w sekwencji genomu biat-
ko ptaszcza wirusa chlorotycznej centkowatosci rzezuchy
(ang. Cardamine chloroticfleck virus, CCFV), tagodzi objawy
choroby, co wynika nie tylko z podwyzszonej akumulacji
czasteczek satRNA C ijednoczesnego obnizania poziomu
nagromadzenia nici genomowych wirusa pomocniczego,
ale przede wszystkim zwigzane jest z hamowaniem trans-
portu wirusa w ro$linie (Ryc. 6a, 6b). Wskutek zredukowa-
nej ekspresji CP czynnik X ma wieksze powinowactwo do
satRNA C, natomiast biatko ptaszcza wirusa CCFV, wy-
kazujac niewielkie podobieristwo do sekwencji z CP TCV
nie rozpoznaje domeny wigzacej satRNA C, co w efekcie
ogranicza wiroze [1,19,25,26].

PODSUMOWANIE

Wystepowanie subwirusowych czasteczek RNA u wi-
ruséw roslinnych jest do$¢ czestym zjawiskiem. Wptywa-
jg one modulujgco na itak juz ztozone interakcje wirusa z
jego gospodarzem podczas infekcji. Czasteczki te zwykto
sie niekiedy nazywaé ,pasozytujacymi”, gdyz dla swo-
jej amplifikacji i aktywnos$ci wykorzystujg mechanizmy
wirusa pomocniczego. Jednakze okre$lenie to nie jest do
konca adekwatne. Byé moze to wtasnie czasteczki sub-
wirusowe lub przynajmniej niektore z nich, ostabiajac
symptomy infekcji, zapewnity wirusom pomocniczym
przetrwanie irozprzestrzenianie w tkankach gospodarza,
a tym samym ich sukces ewolucyjny.

Istnieje wiele hipotez wyjasniajacych mechanizmy ha-
mowania, badz nasilania zakazenia z udziatem czgsteczek
subwirusowych. Najczestszymi sposobami ostabiania ob-
jawow chorobowych sg zaktdcanie replikacji oraz zmiany
poziomu akumulacji wirusa. Niektdre satelitarne, defek-
tywne interferujgce oraz chimeryczne RNA moga réwniez
kodowa¢ domeny wptywajace na procesy zachodzace w
roslinie. Drobne mutacje w ich sekwencji moga wptynaé
na kierunek odpowiedzi gospodarza roslinnego. Produkty
ekspresji wirusowych gendw, za posrednictwem subwiru-
sowych elementéow réwniez moga indukowac, badz osta-
bia¢ odporno$¢ roslin na wiroze.

Wystepowanie subwirusowych czasteczek w wirusach
moze miec takze aspekt praktyczny dla upraw. Ze wzgle-
du na posiadane wtaSciwosci mozna je wykorzystywacé w
kontrolowaniu przebiegu choréb wirusowych. Zgroma-
dzenie wystarczajgcej wiedzy na temat struktury, funkcji
tych czasteczek, a takze wykazanie ich korelacji z czynni-
kami roslinnymi biorgcymi udziat w zapobieganiu infekcji
jest szansg na stworzenie skutecznego $rodka antywiru-
sowego. By¢ moze subwirusowe elementy RNA stang sie
stabilnymi narzedziami umozliwiajacymi zapobieganie
chorobom wirusowym, badZ ich ograniczanie, co jest ce-
lem badah naukowych. Ten niekonwencjonalny sposoéb
ograniczania wiroz ma istotne znaczenie przy braku moz-
liwosci bezposredniego zwalczania wirusow.
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Subviral molecules of RNA associated with plant ss(+)RNA viruses
Marta Pelczykl Aleksandra Obrfpalska-St*plowskal , Henryk Pospieszny2

‘Interdepartmental Laboratory of Molecular Biology, Institute of Plant Protection,
20 Miczurina St., 60-318 Poznan, Poland
-Department of Virology and Bacteriology, Institute of Plant Protection, 20 Miczurina St.,
60-318 Poznan, Poland
e-mail: ao.steplowska@ ior.poznan.pl

Key words: satellite RNA (satRNA), defective RNA (D RNA), defective interfering RNA (DI RNA), chimeric RNA

ABSTRACT

Plant ss(+)RNA viruses besides their genome RNAs often are associated with additional subviral RNA molecules which occur naturally or
are generated de novo during infection. There are such molecules like: satellite, defective, defective interfering and chimeric RNAs. Subviral
RNAs can not replicate and encapsidate by oneself. Helper viruses supply the protein complexes that are necessary to these processes. The
subviral molecules are characterized by small size. Recombination, deletion and accumulation of mutation are the main ways of arising subvi-
ral elements, although the origin of satRNAs is unknown. The unique feature of subviral RNAs is their ability to modify of infection progress
caused by helper virus. They can attenuate or enhance the intensity of disease symptoms. The overall influence on disease development
depends on three-component complex consisting of: plant host-virus' strain—subviral RNA. This article is a synthetic review of information
concerning subviral RNA molecules of plant viruses, their structure, functions and origin.
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WSKAZOWKI

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

Autorzy odpowiadajg za prawidtowos¢ i Scistos¢ podawanych infor-
macji oraz poprawno$¢ cytowanego pismiennictwa. Ujecie prac winno
by¢ syntetyczne, a przedstawione zagadnienia zilustrowane za pomocg
tabel i rycin (wykresy, schematy, reakcje, wzory chemiczne, fotogra-
fie), w uzasadnionych przypadkach kolorowych. W przypadku, gdy
Autorzy zamierzaja wigczy¢ do swego artykutu ilustracje publikowane
przez autoréw cytowanych prac oryginalnych, do czego Redakcja za-
checa, nalezy uzyskac i przekaza¢ nam zgode na przedruk, zaréwno od
autorow, jak i z wydawnictwa. Niemniej konstruowanie oryginalnych
rycin i zbiorczych tabel na podstawie danych z pi$miennictwa 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 ciaggu 6 tygodni od
momentu otrzymania artykutu. W przypadku, kiedy praca wymaga
poprawek odautorskich, Autorzy otrzymuja droga elektroniczng opi-
nie recenzentéw i proszeni sa 0 przygotowanie poprawionej wersji
manuskryptu i odestanie go do Redakcji w ciggu 8 tygodni. Ostatecz-
ng decyzje o przyjeciu pracy podejmuje Redaktor Naczelny w ciagu 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 przystgpieniem do napisania artykutu Autorzy sg prosze-
ni o zapoznanie si¢ z najnowszym numerem ,Postepéw Biochemii",
aby przygotowac prace pod wzgledem edytorskim, jezykowym oraz
jakosci materiatu ilustracyjnego, ktére beda odpowiadaty aktualnym
wymogom Redakcji. Artykuty powinny by¢ pisane jezykiem nauko-
wym, lecz zrozumiatym dla niespecjalistow. Poprawnos¢ logiczna i
stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznaczno$¢ i czytelno$é. Auto-
rzy winni unika¢ sktadni obcojezycznej, gwary laboratoryjnej, a takze
ogranicza¢ stosowanie skrotéw nawet, jesli bywajg uzywane w pra-
cach specjalistycznych. Kazda z prac nadestanych do Redakcji podlega
ocenie specjalistdw i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja zastrzega
sobie prawo dokonania skrécenia tekstu i wprowadzenia koniecznych
zmian, rowniez w materiale ilustracyjnym.

PRZYGOTOWANIE MANUSKRYPTU:

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

ORGANIZACJA MANUSKRYPTU:

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

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

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

PiSmiennictwo: Nalezy unika¢ nadmiernej liczby cytowan orygi-
nalnych prac, odsytajac czytelnikéw w miare mozliwosci do artykutéw
przegladowych. Redakcja zaleca zacytowanie co najwyzej 70 publika-
cji, w wiekszosci pochodzacych z ostatnich 10 lat. Wykaz pismienni-
ctwa obejmuje prace w kolejnosci ich cytowania. W tekscie, zaznacza
sie je liczbami porzadkowymi 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 réznych redaktoréw (5) wskazuja
ponizej podane przyktady:

1. Jiang QX, Wang DN, MacKinnon R (2004) Electron microscopic analysis of KvAP
voltage-dependent K+channels 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 Nau-
kowe 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 funkg'a korica 5'
(KAPU) mRNA i UsnRNA, W: Koroniak H, Barciszewski J (red) Na pograniczu
chemii i biologii, t IV. Wydawnictwo Naukowe Uniwersytetu im. Adama Mick-
iewicza w Poznaniu, Poznan, str. 143-179

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

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

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

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

Stawomir Pikuta

redaktor naczelny

kwartalnika ,,Postepy Biochemii'
Instytut Biologii Doswiadczalnej
im. Marcelego Nenckiego PAN
ul. Pasteura 3

02-093 Warszawa

www.postepybiochemii.pl
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