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W I A D O M O Ś C I  K R A J O W E

Fot. 1. Gliwickie Spotkania N aukow e 2011 -  uczest­
nicy na  sali obrad.

W dniach 18-19 listopada 2011 r. 
odbyła się po raz piętnasty doroczna 
m iędzynarodow a konferencja Gliwic­
kie Spotkania Naukowe 2011 (Fot.
1-3). Cykliczne spotkania stanowią 
platformę w ym iany informacji m ię­
dzy polskimi naukowcami, przede 
wszystkim  naukowcam i regionu ślą­
skiego, i pracownikam i naukowym i z 
wiodących ośrodków na całym świe­
cie. Obecna edycja Spotkań zorgani­
zow ana została przez Centrum  Onko- 
logii-Instytut im. Marii Skłodowskiej- 
-Curie Oddział w  Gliwicach, Woje­
w ództw o Śląskie, Stowarzyszenie na 
Rzecz W spierania Badań nad Rakiem 
i Politechnikę Śląską. W konferencji 
uczestniczyło 199 osób, w  tym 16 z 
zagranicy (Francja, Fliszpania, N iem ­
cy, Ukraina, Czechy, Anglia, Szwecja, 
Kanada i USA). Oprócz pracowników 
naukowych w  konferencji od kilku lat 
uczestniczą studenci starszych lat stu ­
diów, dla których opłata konferencyj­
na została obniżona do symbolicznej 
ceny biletu do kina. Studenci słuchali 
w ykładów  i dyskutowali z naukow ­
cami prezentującymi plakaty, a także 
w wielu przypadkach byli czynnymi 
uczestnikami, jako w spółautorzy pla­
katów prezentujący wyniki swoich 
badań prow adzonych w ramach prac

Fot. 2. Od lewej prof. prof. M ieczysław Chorąży, 
Czesław  R adzikow ski i Jan Filipski.

inżynierskich i dyplomowych. Wy­
daje się, że włączenie studentów do 
poważnej międzynarodowej konfe­
rencji zachęca ich do zainteresowania 
się nauką. Sprawozdanie z Konferen­
cji autorstw a uczestniczki, studentki 
kierunku Biotechnologia Politechniki 
Śląskiej, m ożna przeczytać w czaso­
piśmie „Dolina Biotechnologiczna" 
(h ttp :/ /  dolinabiotechnologiczna.pl /  
diagnostyka /  xv-gli wickie-spotkania- 
-n a u k o w e - ju z -z a -n a m i/) .  S tudenci 
Politechniki Śląskiej od kilku lat 
uczestniczą także w  pracach organi­
zacyjnych przed i po konferencji.

Tematyka konferencji od począt-

Fot. 3. Prof. Joanna Rzeszowska-W olny.

ku związana jest z komórkowymi 
mechanizmami regulacyjnymi, które 
rządzą ekspresją genów w przebiegu 
praw idłow ych i patologicznych pro­
cesów na poziomie komórki i orga­
nizmu. W tegorocznych Spotkaniach 
tem atyka poszczególnych sesji i do­
niesień plakatowych koncentrowała 
się wokół mutagenezy i kanceroge- 
nezy, m echanizmów przerzutowania, 
mechanizmów regulacji genów przez 
mikroRNA i odpowiedzi komórko­
wej na promieniowanie jonizujące. 
Trzy główne sesje: „Mechanisms
of metastasis", „Regulation of gene 
expression at the transcript level" i

"Genes and response to radiation" 
prow adzone były przez prof. Macie­
ja Ugorskiego z Instytutu Im m uno­
logii i Terapii Doświadczalnej PAN 
we Wrocławiu, dr Martin Simarda z 
Universytetu Laval w  Quebec w Ka­
nadzie oraz przez prof. Carmel Mo- 
thersill z Uniwersytetu McMaster w 
Hamilton w  Kanadzie.

Sesja pierwsza, zatytułowana „Me­
chanisms of metastasis", obejmowała 
6 wykładów, z których pięć zostało 
wygłoszonych przez gości zagranicz­
nych. Jako pierwsza wystąpiła Clau- 
dine Kieda (Centre for Molecular 
Biophysics, UPR 4301 CNRS, Orlean, 
Francja), której wykład poświęcony 
był terapii polegającej na norm aliza­
cji nowotworowych naczyń krw io­
nośnych, co w  konsekwencji m a za­
pobiegać tworzeniu się przerzutów. 
Kolejne wystąpienie Angels Sierra 
(Bellvitge Biomedical Research Insti­
tute — IDIBELL, Barcelona, H iszpa­
nia) dotyczyło biomarkerów w raku 
gruczołu piersiowego pozwalających 
na w ytypowanie tych nowotworów, 
które dają przerzuty do mózgu. Wy­
kład trzeci, wygłoszony przez Inge 
Tinhofer (Fot. 4) (Departament of 
Radiooncology, Carte cam pus Mitle, 
Berlin, Niemcy), poświęcony był z

Fot. 4. Prof. Czesław Radzikowski i p ro f Ingeborg 
Tinhofer.

kolei roli krążących komórek now o­
tworowych w raku głowy i szyi. N a­
stępnie Ludmila Drobot (Palladin In­
stitute of Biochemistry, National Aca­
demy of Sciences of Ukraine, Kijów, 
Ukraina) omówiła rolę kompleksu 
białkowego Ruk/CIN85 w progresji 
raka gruczołu piersiowego, a kolejny 
wykładowca, Marek Los (Integrati­
ve Regenerative Medicine Centem, 
Linköping Univiversity, Linköping,
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Szwecja) poświęcił swoje wystąpienia 
antybiotykowi salinomycynie, która 
preferencyjnie niszczy nowotworowe 
komórki macierzyste. Sesję zakończył 
referat Macieja Ugorskiego (Institu­
te of Immunology and Experimen­
tal Therapy PAN, Wrocław, Polska), 
który omówił rolę enzym u UGT8 i 
galaktozyloceramidu w rozwoju raka 
gruczołu piersiowego.

Sesja druga koncentrowała się na 
problemach regulacji ekspresji genów 
poprzez mechanizmy angażujące mi- 
kroRNA. Dr Martin Simard, który tę 
sesję prowadził i organizował, pracu­
je obecnie jako kierownik grupy na 
Uniwersytecie Laval, ale w yw odzi się 
z grupy badawczej laureata nagrody 
Nobla dr Craiga Mello i jest jednym  z 
najlepszych specjalistów w tej dziedzi­
nie na świecie. W sesji w ykłady w y­
głosili naukowcy z Kanady, Niemiec, 
Republiki Czeskiej, Wielkiej Brytanii, 
Stanów Zjednoczonych i Polski. Te­
matyka mikroRNA stała się najważ­
niejszą dziedziną badań nad mecha­
nizmami ekspresji genów w ostatnim 
dziesięcioleciu. Małe niekodujące 
cząsteczki RNA sterują poziomami 
transkryptów i białek we wszystkich 
komórkach eukariotycznych i często 
decydują o przebiegu procesów pato­
logicznych, dlatego stały się ważnym  
obiektem w poszukiwaniach nowych 
celów dla terapii przeciwnowotworo- 
wej, a także w leczeniu innych chorób.

W sesji „Genes and response to ra­
diation" dyskutowane były problemy 
komunikacji międzykomórkowej i jej 
w pływ u na losy populacji komórek 
prawidłowych i nowotworowych 
poddanych działaniu prom ieniowa­
nia jonizującego. Bardzo interesujące 
doniesienia z tej dziedziny wskazują 
na możliwe obniżanie efektu radio­
terapii przez sąsiadujące z now o­
tworem  komórki prawidłowe. Od 
kilkunastu lat wiadomo, że komórki 
sąsiadujące z komórkami ekspono­
wanymi na promieniowanie odbie­
rają sygnały, które powodują w nich 
uruchamianie procesów produkcji 
wolnych rodników i pojawianie się 
uszkodzeń podobnych do tych, jakie 
występują w komórkach bezpośred­
nio napromienianych. W ykład na ten 
temat miała prof. Carmel Mothersill 
jeden z radiobiologów najczęściej p u ­
blikujących i specjalizujących się w 
badaniach efektu „bystander". W w y­
stąpieniu prof. Marii Wideł (Fot. 5)

przedstawione zostały wyniki badań 
nad odw rotnym  efektem. Prof. Wideł 
wykazała, że niektóre komórki nie 
napromienione pod w pływem  takich 
sygnałów wysyłają sygnały wtórne,

Fot. 5. Prof. M aria W ideł i prof. A ndrzej Świerniak.

które obniżają efekt terapeutyczny 
w komórkach poddanych działaniu 
promieni jonizujących. W sesji poja­
wiła się również tematyka dotycząca 
zmian w transkryptomie i proteomie 
wywołanych promieniowaniem jo­
nizującym oraz różne podejścia do 
modelowania matematycznego pro ­
cesów związanych z oddziaływ a­
niem między komórkami. Podczas 
konferencji zorganizowano zebranie 
polskich członków Europejskiego 
Stowarzyszenia Badań nad Rakiem 
(European Association for Cancer 
Research, EACR). Natomiast nową 
inicjatywą był udział w tegorocz­
nych Spotkaniach niewielkiej grupy 
młodzieży ze szkół średnich, która 
słuchała wykładów dwóch sesji kon­
ferencyjnych; znalazło to pozytywny 
oddźwięk wśród młodzieży.

Sesja plakatowa była prezenta­
cją 92 doniesień z różnych, głównie 
polskich ośrodków, choć były tak­
że doniesienia z Niemiec i Ukrainy. 
W ramach sesji plakatowej odbył się 
konkurs na najciekawsze doniesie­
nia i ich prezentację ustną w  drugim  
dniu konferencji. Plakaty oceniane 
były przez dwie komisje: jedną pro­
fesjonalną pod kierunkiem prof. Jana 
Filipskiego i drugą studencką złożoną 
ze studentów ostatnich lat kierunku 
Biotechnologia Politechniki Śląskiej. 
W przeprow adzonym  konkursie naj­
lepsze plakaty nagrodzono dyplom a­
mi. Najwyższe dziesięć miejsc uzy ­
skali: Małgorzata Sekuła, Katarzyna 
Miękus, Marcin Majka (Kraków) za 
pracę „SDF-1/ITAC -  CXCR7 axis 
in biology of cervical carcinoma"; 
Katarzyna Lubecka-Pietruszewska, 
Agnieszka Kaufman-Szymczyk, Ka-

tarzyna Majda, Barbara Cebula, Piotr 
Smolewski, Krystyna Fabianowska- 
-Majewska (Łódź) za prezentację 
„Clofarabine regulates transcriptio­
nal activity of selected tum our sup ­
pressor genes in breast cancer lines"; 
Tomasz Owczarek, Jarosław Suchań- 
ski, Ewa Stańczyk, Maciej Ugorski 
(Wrocław) za doniesienie „Ceramide 
galactosyltransferase (UGT8) expres­
sion facilitates breast cancer m etasta­
sis through proapoptotic ceramide 
glycosylation"; A rtur Bal (Gliwice) 
za pracę "Segmentation of aggregate 
objects on the example of comet assay 
images"; A rtur Zajkowicz, Małgo­
rzata Krześniak, Iwona Matuszczyk, 
Marek Rusin (Gliwice) za prezentację 
"NUTLIN-3a -  the MDM2 antagonist 
and p53 activator helps to save the re­
plicative potential of cancer cells tre­
ated w ith the getotoxic dose of rese- 
rvatrol"; Tomasz Kujawa, Katarzyna 
Kujawa, Monika Kowal, Ewa Zemba- 
la-Nożyńska, Katarzyna Lisowska 
(Gliwice) za pracę „Periostin (POSTN) 
may potentially serve as prognostic 
marker for serious ovarian cancer"; 
G. Pasichnyk, N. Byts, A. Fedoseenko,
A.Basaliy, A. Samoylenko, L. Drobot 
(Kijów) za prezentację „The regulato­
ry role of adapter protein RUK CIN85 
in the developm ent and maintenance 
of cancer initiating cell phenotype"; 
Lidia Brodziak-Jarosz, Clarissa Ger- 
hauser, Tobias Dick (Heidelberg) za 
pracę „Xanthohumol -  cancer che- 
moprevention through redox m odu ­
lation?"; R. Komor, W. Kowalczyk, 
R. Musioł, G. Pastuch, J. Polański, M. 
Serda, W. Szeja (Gliwice) za doniesie­
nie "Synthesis and potential spectrum  
of biological activities of sugar deri­
vatives of quinoline and isoquinoli­
ne"; Ewa Błaszczyk, Izabela Fulara, 
Danuta Ligocka, Sławomir Brzeziń­
ski, Ryszard Wiaderkiewicz, D anu­
ta Mielżyńska-Svach (Katowice) za 
pracę „Non -  invasive biomarkers in 
monitoring children's environmem- 
tal exposure to PAHs". Wyróżniono 
następujące plakaty: I. Roman Jaksik, 
Joanna Rzeszowska-Wolny (Gliwice) 
„The journey tow ards under stand ­
ing the compositional properties of 
vertebrate genomes"; II. M. Szczygieł,
B. Boroń, A. Susz, Z. Matuszak, K. 
Urbańska, L. Fiedor (Kraków) "Trans- 
dermal fluorescence m easurem ent for 
in vivo monitoring of photosensitizer 
level"; III. Ewa Błaszczyk, Izabela
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Fulara, Danuta Ligocka, Sławomir 
Brzeziński, Ryszard Wiaderkiewicz, 
Danuta Mielżyńska-Svach (Katowice) 
„Non-invasive biomarkers in m oni­
toring children's environmental expo­
sure to PAHs". Konferencja połączona 
była z prezentacją wyrobów firm pro­
dukujących odczynniki i sprzęt labo­
ratoryjny oraz ze sprzedażą polskiej i 
zagranicznej literatury naukowej (wg 
relacji prof. Joanny Rzeszowskiej- 
Wolny i prof. Macieja Ugorskiego)

Z inicjatywy i determinacji prof. 
Mieczysława Chorążego, czynnego 
członka PAU oraz Polskiego Towa­
rzystwa Biochemicznego, Polska Aka­
demia Umiejętności oraz Miasto Gli­
wice zorganizowały jesienią ub. roku 
Wszechnicę Naukowo-Kulturalną w  
Gliwicach. Projekt jest realizowany 
w raz ze Śląskim Kuratorem Oświaty 
i jego Delegaturą w  Gliwicach obej­
mującą swoim zasięgiem Gliwice, 
Zabrze, Rudę Śląską oraz powiat gli­
wicki. W ykłady finansowane są przez 
Miasto Gliwice w ramach wspierania 
realizacji zadania publicznego. W ra ­
mach Wszechnicy Naukowo-Kultu- 
ralnej odbyły się już i przewiduje się 
kolejne wykłady z cyklu wykładów z 
zakresu najnowszych osiągnięć nauki 
i problemów kultury. Na spotkania 
z wybitnymi osobowościami Nauki 
polskiej organizatorzy zapraszają 
młodzież szkół średnich oraz mło­
dzież akademicką i wszystkich zain­
teresowanych. Dzięki przyjaznym ge­
stom Kurii Diecezjalnej w Gliwicach 
spotkania odbywały się w sali Cen­
trum  Edukacyjnego Jana Pawła II w 
Gliwicach, miejscu umożliwiającym 
uczestnictwo dużej liczbie słuchaczy. 
Wykład inauguracyjny w październi­
ku 2011 r. poprowadził prof. Janusz 
Sylwester z Zakładu Fizyki Słońca 
Centrum  Badań Kosmicznych PAN 
we Wrocławiu. Temat wykładu Uczo­
ny zawarł w  tytule: „Słońce coraz 
badam y lecz nie do końca rozum ie­
my". Kolejne, comiesięczne wykłady 
poprowadzili: prof. Piotr Skubała z 
Katedry Ekologii W ydziału Biologii 
i Ochrony Środowiska Uniwersytetu 
Śląskiego w  Katowicach, p.t. „Czy do­
bre czasy się skończyły" oraz prof. Je­
rzy Janik z Instytutu Fizyki Jądrowej 
im. Henryka Niewodniczańskiego 
PAN w Krakowie, p.t. „Fizycy a pro­
blem Boga. Pokora fizyka".

W VII edycji konkursu „Populary­
zator Nauki 2011" organizowanego

przez serwis internetowy Nauka w 
Polsce PAP we współpracy z Mini­
sterstwem Nauki i Szkolnictwa W yż­
szego nagrody 1 lutego b.r. wręczali 
prezes PAP red. Jerzy Paciorkowski, 
przewodniczący konkursowego jury 
prezes Polskiej Akademii N auk prof. 
Michał Kleiber oraz podsekretarz 
stanu w Ministerstwie Nauki i Szkol­
nictwa W yższego prof. Witold Jurek. 
Podczas finału konkursu prof. Łukasz 
Turski z Centrum  Fizyki Teoretycznej 
Polskiej Akademii N auk odebrał Na­
grodę Specjalną za całokształt dzia­
łalności popularyzatorskiej. Laureat 
wymyślił Piknik N aukow y w W arsza­
wie. Był jednym  z pomysłodawców 
Centrum  Nauki Kopernik. Ponadto 
nieustająco popularyzuje fizykę i wie­
dzę o zjawiskach fizycznych, które 
m ożna odnaleźć w  codziennym życiu. 
Jest pionierem ruchu popularyzator­
skiego w  Polsce, udało m u się zreali­
zować wielkie wyzwanie: w yprow a­
dzić naukę z zamkniętych laborato­
riów i sal wykładowych „do ludzi" i 
pokazać ją w atrakcyjny i przystępny 
sposób.

W kategorii Naukowiec/Insty­
tucja naukowa laureatami zostali 
prof. Stanisław Czachorowski (Fot. 
6) z Uniwersytetu W armińsko-Ma­
zurskiego, który popularyzuje biolo­
gię, Agata Jurkowska doktorantka 
na W ydziale Biologii i N auk o Ziemi 
Uniwersytetu Jagiellońskiego, organi­
zująca m. in. warsztaty przyrodnicze i 
geologiczne dla dzieci i młodzieży w 
kinach i w  centrach handlowych, oraz

Fot. 6. Prof. Stanisław  Czachorowski.

dr Tomasz Samoj lik (Fot. 7) pracow­
nik naukow y Zakładu Badania Ssa­
ków PAN w Białowieży, twórca bo­
gato ilustrowanych przyrodniczych 
książek dla dzieci i komiksów popu ­
larnonaukowych, na co dzień bada­
jący tajemnice Puszczy Białowieskiej. 
Prof. Czachorowski popularyzuje 
biologię, głównie entomologię i eko-

Fot. 7. Dr Tom asz Samojlik (fot. P. Kieraciński).

logię, a także po części filozofię przy­
rody. Naukowo specjalizuje się w nie­
wielkich owadach, chruścikach. Jest 
jednym  z inicjatorów Olsztyńskich 
Dni Nauki i Sztuki, twórcą kawiarni 
naukowej, blogerem i autorem  wielu 
kampanii społecznych. Mgr Agata 
Jurkowska jest koordynatorką Insty­
tu tu  N auk Geologicznych UJ pod ­
czas Festiwalu Nauki w  Krakowie. 
Warsztaty, które współorganizowała 
razem z kolejnymi grupam i studen­
tów, pasjonatów, dotyczyły geologii, 
mineralogii, speleologii, ornitologii, 
botaniki, entomologii, paleontologii i 
neurobiologii. Jurkowska prowadziła 
akcję zaopatrywania szkół w  geolo­
giczne kolekcje dydaktyczne. Działa 
w Krakowskim Towarzystwie Przyja­
ciół N auk i Sztuk.

W kategorii, Dziennikarz/Redak­
cja/Instytucja Nienaukowa, na liście 
nagrodzonych znaleźli się: dzienni­
karz Marek Nowicki, który w „Fak­
tach" TVN przybliża w idzom  m. 
in. przełomowe operacje oraz nowe 
narzędzia stosowane w medycynie; 
Fundacja NANONET, której jednym 
z celów jest informowanie o korzy­
ściach i zagrożeniach płynących z na- 
notechnologii, oraz Stowarzyszenie 
Delta, właściciel trzech placówek o 
nazwie JuraPark, popularyzujących 
wiedzę o dinozaurach i czasach, w 
których one żyły.

Nagrody w konkursie Populary­
zator Nauki przyznano również w  
konkursowej kategorii Prezentacja
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popularnonaukowa. Laureatami zo­
stali: Marek Gołka, nauczyciel fizyki 
i techniki z Gimnazjum nr 5 im. Jacka 
Malczewskiego w  Radomiu (za po ­
kazy w  dziedzinie fizyki), dr Marek 
Jurgowiak z Collegium Medicum 
U niwersytetu Mikołaja Kopernika 
w  Toruniu (za wykład „Granice d łu ­
gowieczności") oraz Ewa Sumelka z 
U niw ersytetu Medycznego im. Karo­
la Marcinkowskiego w Poznaniu za 
„Biol Top Models, czyli komórka w 
szpilkach na wybiegu" (wykład połą­
czony z pokazem  kostiumów i tańca).

W yróżnienie dla rzeczników, 
przyznane przez serwis Polskiej 
Agencji Prasowej Nauka w Polsce, 
otrzym ał rzecznik Akademii Górni­
czo-Hutniczej im. Stanisława Staszica 
w  Krakowie Bartosz Dembiński. Ce­
lem konkursu jest prom owanie ludzi 
nauki, zespołów naukowych, dzien­
nikarzy i redakcji, wyróżniających się 
w  popularyzacji nauki polskiej wśród 
m łodzieży i dorosłych. Pierwsza edy­
cja K onkursu odbyła się w  2005 roku. 
Sylwetki uczestników konkursu w 
edycji roku 2011 były prezentowane 
na łamach serwisu Nauka w Polsce 
(w w w .naukaw polsce.pap.pl).

Fundacja na rzecz Nauki Polskiej 
udziela wsparcia naukowcom prow a­
dzącym badania o istotnym znaczeniu 
dla nauki w  Polsce, którzy nie mogą 
uzyskać dofinansowania z innych 
źródeł. N ow y program proponow a­
ny badaczom  nosi nazwę Exterius/ 
Poza szlakiem. Poprzez ten program 
Fundacja chce elastycznie i szybko re­
agować, w  miarę swoich możliwości 
finansowych, na różnorodne potrze­
by nauki, wykraczające poza zakres 
jej aktualnych programów. Fundacja 
nie określiła listy działań obejmowa­
nych program em , a wnioski rozpa­
truje indywidualnie. Oceniane są: za­
sadność wniosku, jego walory nauko­
we, społeczne lub techniczne, a nade 
w szystko znaczenie danej inicjatywy 
dla środowiska naukowego. Funda­
cja rozpatruje wnioski instytucji na­
ukow ych i organizacji wspierających 
rozwój nauki w  Polsce oraz wnioski 
autorów  indyw idualnych i zespołów 
naukowych. Konkurs odbywa się w 
trybie ciągłym.

Profesor Ryszard Horodecki, fi­
zyk, laureat Nagrody FNP w obszarze 
nauk  ścisłych z 2008 r. otrzymał pre­
stiżowy Advanced Grant przyznaw a­
ny dośw iadczonym  badaczom przez

European Research Council (ERC) w 
programie „Ideas". Prof. Horodecki 
otrzymał blisko 2 min euro na reali­
zację projektu „Kwantowe zasoby: 
koncepcje i zastosowania". Będzie 
go realizował do końca 2016 r. na 
Uniwersytecie Gdańskim, we w spół­
pracy z innymi ośrodkami polskimi 
i zagranicznymi t.j. z Centrum  Fizy­
ki Teoretycznej PAN, Politechniką 
Gdańską, Uniwersytetem im. A dam a 
Mickiewicza, Uniwersytetem Ludw i­
ga Maximiliana w M onachium oraz 
Uniwersytetem w  Sztokholmie. Prof. 
Horodecki jest trzecim polskim laure­
atem ERC Advanced Grant. Pozostali 
dwaj, prof. Tomasz Dietl (fizyk, grant 
w  2008 r.) i prof. Andrzej Udalski 
(astronom, grant w  2009 r.) są także 
laureatami Nagrody FNP. Advanced 
Grant jest przyznaw any przez ERC 
uczonemu bez względu na upraw ia­
ną dziedzinę naukową, narodowość 
naukowca i jego wiek.

Prof. Michael Giersig (Fot. 8), spe­
cjalista w dziedzinie fizyki cząstek 
elementarnych i nanotechnologii z 
Wolnego Uniwersytetu w  Berlinie, 
jest tegorocznym laureatem Polskie­
go Honorowego Stypendium im. 
Aleksandra von Humboldta. W yróż­
nienie przyznaje Fundacja na rzecz 
Nauki Polskiej wybitnym  niemieckim 
uczonym. Polskie H onorowe Stypen­
dium  im. A. von H um boldta honoruje 
osiągnięcia naukow e laureatów oraz 
stymuluje długookresową w spółpra­
cę pomiędzy polskimi i niemieckimi 
badaczami. Jest odpowiednikiem  
„Humboldt-Forschungspreis", pre­
stiżowego wyróżnienia dla uczonych 
zagranicznych znanej niemieckiej 
Fundacji Aleksandra von H um bold­
ta. Prof. Michael Giersig otrzymał 
stypendium  na sześciomiesięczny 
pobyt w  Poznaniu. Swoje badania 
będzie prowadził na Uniwersyte­
cie im. Adama Mickiewicza (UAM)

oraz w Wielkopolskim Centrum Za­
awansowanych Technologii. Laureat 
przyjeżdża do Polski na zaproszenie 
profesora Bogdana Marcińca z UAM. 
Uczony urodził się w Wielkopolsce 
i studiował na UAM. Swą karierę 
naukow ą kontynuował w niemiec­
kich instytucjach naukowych m.in.: 
Instytucie Maxa-Plancka w Berlinie, 
Uniwersytecie Poczdamskim. Prof. 
Giersig zajmuje się nanometrowymi 
półprzewodnikowym i, metaliczny­
mi cząsteczkami magnetycznymi. 
Tworzy również specjalne nano- 
struktury oparte na pojedynczych 
nanocząstkach. Jest autorem ponad 
200 publikacji naukowych dotyczą­
cych chemii, inżynierii materiałowej, 
fizyki, biochemii, medycyny oraz 
nanotechnologii. Profesor jest laure­
atem nagrody naukowej Inovation 
competition in Medical Technology 
BMBF, zdobywcą m edalu I stopnia za 
wybitne zasługi dla rozwoju W ydzia­
łu Inżynierii Fizycznej Politechniki 
Czeskiej w  Pradze. Otrzymał również 
stypendium  Fulbrighta na badania w  
Boston College oraz H arvard Medical 
School. S typendium  im. Aleksandra 
von H um boldta przyznawane jest na 
podstawie porozum ienia z 1995 r. po­
między FNP a Fundacją Humboldta. 
Dzięki tej um owie FNP dołączyła do 
podobnych organizacji z 19 krajów, 
które z Fundacją Hum boldta podpi­
sały analogiczne partnerskie porozu­
mienia o wzajemnym przyznaw aniu 
tych wyróżnień najwybitniejszym 
uczonym. Patron stypendium  Alek­
sander von H um boldt (1769-1859) był 
niemieckim przyrodnikiem, podróż­
nikiem i geografem. W spółpracował 
z wieloma Polakami, był honorowym  
członkiem Towarzystwa Przyjaciół 
N auk w W arszawie i pierwszym pro ­
pagatorem  poezji Adam a Mickiewi­
cza w Niemczech.

Dr Marcin Nowotny (Fot. 9) z Mię­
dzynarodow ego Instytutu Biologii 
Molekularnej i Komórkowej w  W ar­
szawie (IIMCB) otrzymał prestiżową 
nagrodę International Early Career 
Award (IECS) amerykańskiego Insty­
tu tu  Medycznego H ow arda H ughesa 
(HHMI) jest jednym  z 28 tegorocz­
nych laureatów tej nagrody. Nagroda 
wspierająca naukowców na wcze­
snym etapie kariery naukowej jest 
pięcioletnim grantem, w ramach któ­
rego naukowiec może zakupić sprzęt 
i materiały oraz zatrudnić wykonaw-Fot. 8. Prof. Michael Giersig.

4 ww w .postepybiochem ii.plhttp://rcin.org.pl

http://www.naukawpolsce.pap.pl
http://www.postepybiochemii.pl


Fot. 9. D r M arcin Now otny.

ców projektu. Dr Nowotny jest kie­
row nikiem  Laboratorium Struktury 
Białka w  M iędzynarodow ym  Instytu­
cie Biologii Molekularnej i Komórko­
wej w  Warszawie. Celem jego badań 
jest określenie mechanizmu działania 
deadenylaz, zaangażowanych w pro ­
ces usuw ania cząsteczek RNA z ko­
mórki. W arunkiem  przystąpienia do 
konkursu było prowadzenie własnej 
pracowni w  naukach biomedycznych 
przez nie więcej niż 7 lat, odbycie stu ­
diów doktoranckich lub stażu podok- 
torskiego w  jednym  z ośrodków w 
Stanach Zjednoczonych oraz publika­
cje w światowej klasy czasopismach 
naukowych, a najważniejszym kry­
terium  w yboru była jakość naukow a 
kandydatów ; rozważano dotychcza­
sowe osiągnięcia, potencjał naukowy, 
a także jasność przedstawienia pro ­
jektu naukow ego oraz możliwość na ­
wiązania kontaktów i trwałej współ­
pracy z naukowcam i amerykańskimi. 
Laureaci IECS będą zapraszani na or­
ganizowane przez Instytut spotkania 
i konferencje, na których będą mogli 
prezentować wyniki swoich prac. N a­
groda IECS to najnowsza edycja gran­
tów m iędzynarodow ych udzielanych 
przez Instytut H ow arda Houghesa 
od 1991 r. Do tej pory HHMI w ydał 
na ten cel ponad 145 min dolarów. 
HHMI to amerykański naukow y in­
stytut medyczny o charakterze non- 
-profit, znajdujący się w  Chevy Cha­
se, w  stanie Maryland. Instytut zało­
żony został w  1953 r. przez H ow arda 
Hughesa. Jest jedną z największych 
pryw atnych organizacji finansują­
cych oraz prowadzących biologiczne 
i m edyczne badania naukowe w USA 
i na świecie. Z HHMI związanych jest 
13 laureatów N agrody Nobla i 147 
członków Amerykańskiej Akademii 
Nauk. Więcej informacji o dr Marcinie 
N ow otnym  m ożna znaleźć na stronie 
h t t p : / / w w w .h h m i .o r g / r e s e a r c h /  
iecs /nowotny_bio.html, a o samej na ­

grodzie IECS na strome h ttp :/ /w w w . 
h h m i.o rg /n e w s / iecs20120124.html.

Wybitne kobiety polskiej nauki 
(Fot. 10) otrzymały w styczniu b.r. 
odznaczenia państwowe z rąk pre­
zydenta Bronisława Komorowskie­
go. Nagrodzono je za osiągnięcia i 
zasługi w pracy naukowo-badawczej, 
dydaktycznej i społecznej, populary­
zowanie nauki w Polsce i na świecie. 
Krzyżem Oficerskim Orderu O dro­
dzenia Polski odznaczone zostały 
Panie profesor: Mirosława Marody, 
Maria Nowakowska, Jadwiga Puzyni- 
na, Elżbieta Frąckowiak, Ewa Kamler, 
Teresa Michałowska, Irena Szumiel. 
Krzyżem Kawalerskim Orderu O d­
rodzenia Polski wyróżnione zostały 
Panie profesor: Ewa Bartnik, Alina 
Nowicka-Jeż, Renata Bilewicz, Barba­
ra Bilińska, Ewa Damek, Małgorzata

nictwa Wyższego są przyznaw ane 
co roku w trzech kategoriach: badań 
podstawowych, badań na rzecz roz­
woju gospodarki i badań na rzecz roz­
woju społeczeństwa. W tym  roku w 
dziedzinie badań podstaw ow ych na­
grodę otrzymał prof. A rkadiusz Wójs 
(Fot. 11) z Instytutu Fizyki Politech­
niki Wrocławskiej. Jego prace mogą 
przybliżyć uczonych do w ybudow a­
nia kom putera kwantowego. Prof. 
Wójs jest specjalistą w dziedzinie fizy­
ki materii skondensowanej, a szcze­
gólnie niskowymiarowych układów  
elektronowych. Do jego szczególnych 
osiągnięć należą trzy prace przedsta ­
wione w  2010 roku w prestiżow ym  
czasopiśmie fizycznym „Physical Re­
view Letters". Właśnie one stanowiły 
przełom w badaniach nad fizyczną 
realizacją „egzotycznych statystyk 
kwantowych", ważnych w  kontekście 
realizacji kom putera kwantowego.

Prof. Andrzej Kowalczyk z Insty­
tu tu  Fizyki Uniwersytetu Mikołaja 
Kopernika otrzymał nagrodę w  kate­
gorii badań na rzecz rozwoju gospo­
darki. Naukowiec prow adzi badania 
z zakresu optyki stosowanej, a jego 
wielkim osiągnięciem jest opracowa-

Fot. 10. O dznaczenia dla kobiet nauki polskiej.

Fuszara, Małgorzata Kujawińska, 
Ewa Łojkowska, Dorota Rosińska, Te­
resa Rząca-Urban, Barbara Żupańska, 
Małgorzata Witko. Krzyż Komandor­
ski O rderu Odrodzenia Polski otrzy­
mała prof. H anna Świda-Ziemba, a 
prof. Janina Jóźwiak Krzyż Koman­
dorski z Gwiazdą O rderu Odrodzenia 
Polski. Złoty Krzyż Zasługi otrzym a­
ły: dr hab. Joanna Cichy, prof. Maria 
Jarymowicz, dr hab. Barbara Klajnert, 
dr hab. H anna Kocka-Krenz, prof. Jo­
lanta Zakrzewska-Czerwińska. Pre­
zydent gratulował uhonorowanym  
uczonym, mówiąc, że reprezentują 
one najwyższy poziom polskiej nauki, 
aspiracji i ambicji kobiet. Podobnie do 
Marii Skłodowskiej-Curie mają też 
umiejętność działania w  niełatwych 
warunkach.

Profesorowie Arkadiusz Wójs, 
Andrzej Kowalczyk i Andrzej Ka- 
dłuczka odebrali 16 grudnia 2011 
r. w  Warszawie nagrody Ministra 
Nauki i Szkolnictwa Wyższego za 
najwybitniejsze osiągnięcia nauko­
we. N agrody Ministra Nauki i Szkol-

Fot. 11. Prof. A rkadiusz Wójs.

nie m etody i wdrożenie w praktyce 
spektralnego tomografu optycznego. 
Metoda ta jest stukrotnie szybsza i le­
piej wykorzystuje światło niż m etody 
stosowane do tej pory. Ze w zględu na 
tę właściwość tomograficzne badania 
okulistyczne stały się bardziej przyja­
zne dla pacjenta.
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W kategorii badań na rzecz roz­
woju społeczeństwa nagrodę odebrał 
prof. Andrzej Kadłuczka z Instytutu 
Historii Architektury i Konserwacji 
Zabytków  Politechniki Krakowskiej. 
Laureat od 35 lat prow adzi badania 
nad integracją zabytkowej architek­
tury z potrzebami współczesnego 
społeczeństwa. Do jego najważniej­
szych osiągnięć należy zrealizowanie 
unikalnego w  skali międzynarodowej 
Podziem nego M uzeum  Rynku Głów­
nego w  Krakowie.

N agrody Ministra za całokształt 
dorobku otrzymało dziesięcioro na­
uczycieli akademickich: prof. Andrzej 
Antoszewski z Uniwersytetu Wro­
cławskiego; prof. Stanisław Białousz 
z Politechniki Warszawskiej; prof. 
Maria Dzielska z Uniwersytetu Jagiel­
lońskiego; prof. Kazimierz Goebel z 
U niw ersytetu Marii Curie-Skłodow- 
skiej; prof. Andrzej Jakubowski z 
Politechniki Warszawskiej; prof. An­
drzej Korzeniowski z Uniwersytetu 
Ekonomicznego w Poznaniu; prof. 
Jan Łoboda z Uniwersytetu Wro­
cławskiego; prof. Rudolf Michałek z 
U niw ersytetu Rolniczego im. H. Koł­
łątaja; prof. Andrzej Skręt z Uniwer­
sytetu Rzeszowskiego i prof. Aniela 
Styś z Uniwersytetu Ekonomicznego 
we Wrocławiu. N agrody Ministra są 
przyznaw ane od 2006 r.; do tej pory 
uzyskało je 15 wybitnych uczonych. 
W tym  roku do konkursu wpłynęło 61 
zgłoszeń. W śród kandydatur znalazło 
się 18 kobiet; najwięcej zgłoszeń, bo 
21, w płynęło z warszawskich instytu­
cji naukowych.

Sześciu naukowców nagrodziło 
Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa 
W yższego w ramach programu „Ide- 
as Plus". W programie ustanowionym  
przez ministerstwo nauki w  listopa­
dzie 2010 r. dofinansowanie na reali­
zację całości lub części swoich badań 
naukow ych otrzymują uczeni, któ­
rzy zgłosili je wcześniej do konkursu 
IDEAS Europejskiej Rady Badań N a­
ukowych. Najwyższe dofinansowa­
nie uzyskał dr Szymon Świeżewski 
(Fot. 12) z Instytutu Biochemii i Bio­
fizyki PAN w Warszawie, praca pt. 
„M olekularne podstaw y porastania 
Arabidopsis thaliana", prof. Ryszard 
H orodecki z Wydziału Matematyki, 
Fizyki i Informatyki Uniwersytetu 
Gdańskiego, praca pt. „Wydajność 
kwantowo-mechanicznych zasobów" 
i dr hab. Szczepan Zapotoczny z Wy­

działu Chemii Uniwersytetu Jagiel­
lońskiego, praca pt. „Nanostruktural- 
ne układy polimerowe do konwersji 
energii słonecznej".

Dr hab. Grzegorz Piestrzyński z 
W ydziału Fizyki Uniwersytetu W ar­
szawskiego otrzymał dofinansowanie 
na zrealizowanie badań w ramach 
pracy „Dokładna kalibracja kosmicz­
nej skali odległości oraz precyzyjne 
wyznaczanie param etrów  fizycznych 
gwiazd" oraz prof. Piotr Bogusław 
M ucha z Instytutu Matematyczne-

Fot. 12. Dr Szym on Świeżewski.

go PAN w Warszawie, autor pracy 
„Układy fizyczne oczyma m atem a­
tyki". Wśród szóstki nagrodzonych 
znalazła się również dr hab. Grażyna 
Jasieńska z Collegium Medicum UJ 
prowadząca badania w  ramach pro ­
jektu: „Płodność a starzenie się i d łu ­
gość życia kobiet".

W edług założeń MNiSW program  
Ideas Plus ma m.in. przeciwdziałać 
tendencji spadku zainteresowania 
polskich naukowców udziałem  w 
konkursach organizowanych przez 
m iędzynarodowe instytucje oraz ma 
również zwiększyć dynamikę i kre­
atywność badań prow adzonych w  
jednostkach naukowych, wykraczają­
cych poza granice dzisiejszej wiedzy. 
Europejska Rada Badań N aukowych 
finansuje prowadzenie pionierskich 
badań o wysokim stopniu ryzyka, na 
granicy obecnej wiedzy. Preferowane 
są badania interdyscyplinarne, mogą­
ce doprowadzić do nowych, funda­

mentalnych odkryć. Program  IDEAS 
ma pomóc naukowcom  w urzeczy­
wistnianiu i w drażaniu  najbardziej 
nowatorskich pomysłów z różnych 
dziedzin wiedzy.

Autor 130 patentów, dr hab. Sta­
nisław Szczepaniak został uhonoro­
wany W ielkim Krzyżem Oficerskim 
Orderu Wynalazczości, nadanym  
przez Najwyższą Komisję Odzna­
czeń Królestwa Belgii. Wyróżnienie 
zostało wręczone podczas specjal­
nego posiedzenia Senatu i Konwen­
tu Politechniki Świętokrzyskiej oraz 
Rady Miasta Kielce. Odznaczenie jest 
przyznaw ane wynalazcom i racjo­
nalizatorom, posiadaczom licznych 
patentów. Do tej pory jedynie 4 Po­
laków zostało odznaczonych Wiel­
kim Krzyżem. Stanisław Szczepaniak 
opatentował 130 wynalazków i racjo­
nalizatorskich rozwiązań. Jest preze­
sem innowacyjno-wdrożeniowej fir­
my Inwex, zajmującej się produkcją i 
sprzedażą ekologicznych rozwiązań 
m.in. dla przemysłu metalowego, 
hutniczego, górniczego, m otoryza­
cyjnego, budowlanego i rolniczego. 
Produkty Szczepaniaka prezentow a­
ne podczas krajowych i światowych 
targów wynalazków były wielokrot­
nie nagrodzone złotymi medalami. 
Tylko w roku 2011 Urząd Patentowy 
Rzeczypospolitej Polskiej udzielił 13 
patentów na rozwiązania Stanisława 
Szczepaniaka.

Nagrodę im. Jana Uphagena, w y­
różnienie dla młodych naukowców  
z uczelni Trójmiasta, otrzymały dr 
Sylwia Freza i dr Magdalena Giers 
z Uniwersytetu Gdańskiego. Dr 
Sylwia Freza, adiunkt na W ydziale 
Chemii UG, została doceniona za ba­
dania nad strukturą elektronową nie­
typowych anionów molekularnych 
oraz innych zagadnień związanych z 
projektowaniem i przew idyw aniem  
stabilności cząsteczek chemicznych. 
Badaczka uczestniczy w projektach 
europejskich (MULTIPOL 2009-2011, 
PARYLENS 2011-2013 dotyczącym 
modelowania kinetyki reakcji poli­
meryzacji i kopolimeryzacj i parylenu) 
oraz zakwalifikowanym do finanso­
wania polsko-szwajcarskim projekcie 
badawczym  ENERLIQ-2011-2014 do­
tyczącym konwersji energii w  oparciu 
o ciecze jonowe i nowatorską techno­
logię SOLID.

Dr Magdalena Giers otrzymała 
nagrodę w kategorii nauk hum ani­
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stycznych za prace dotyczące funkcjo­
nowania i rozwoju dzieci z zespołem 
Wiliamsa. Praca doktorska Laureatki 
„Funkcjonowanie poznawcze i spo- 
łeczno-emocjonalne osób z zespołem 
Williamsa" stanowi ważne źródło 
wiedzy o rozwoju dzieci z tym  rzad ­
kim schorzeniem genetycznym. Pra­
ca ta, wraz z projektem badawczym, 
była przygotowywana w Instytucie 
Psychologii Uniwersytetu Gdańskie­
go we współpracy z Gdańskim Uni­
wersytetem Medycznym, z zespołem 
lekarzy genetyków.

Nagroda im. Jana Uphagena to pre­
stiżowe wyróżnienie, które otrzymują 
najlepsi młodzi naukowcy z uczelni 
Trójmiasta. Co roku przyznaw ane są 
nagrody w dwóch kategoriach: jedna 
w kategorii nauk humanistycznych, 
a druga w kategorii nauk ścisłych i 
przyrodniczych. Laureatów wyła­
nia kapituła, w  której skład wchodzą 
przedstawiciele uczelni Trójmiasta, 
PAN oraz reprezentant Urzędu Pre­
zydenta Miasta. Nagrody im. Jana 
Uphagena przyznawane są od 2003 
roku. Do 2006 roku nagroda nosiła na­
zwę „Młody Heweliusz". Szczegóły 
na stronie: h t tp : / /w w w .u g .e d u .p l/ .

Michał Mikulski (Fot. 13) dokto­
rant Politechniki Śląskiej zwyciężył 
w  II edycji konkursu Akademicki 
Mistrz Innowacyjności. Jego praca 
pt. „Prototyp biomedycznego ram ie­
nia robotycznego sterowanego elek- 
tromiogramem" uznana została za 
najciekawszą spośród 36 projektów 
zgłoszonych do konkursu. Laure­
ata konkursu Michała Mikulskiego 
z Zakładu Sterowania i Robotyki, 
Instytutu Automatyki W ydziału A u­
tomatyki, Elektroniki i Informatyki 
Politechniki Śląskiej nagrodzono za 
prototyp robota noszonego, który z 
sukcesem może służyć do rehabilitacji 
ruchowej osób z amputacjami wyso­
kimi, zanikiem mięśni lub chorobami 
pokrewnymi. Obecnie na Politechnice 
Śląskiej laureat konkursu pracuje nad 
egzoszkieletem kończyn dolnych, 
czyli nietypowym robotem noszonym 
na nogach ułatwiającym poruszanie 
się osobom niepełnosprawnym, bez 
obciążania kręgosłupa, i co istotne 
z możliwością sterowania robotem 
przez użytkownika lub lekarza. Z 
konstrukcji mogą korzystać również 
osoby sprawne, bowiem egzoszkielet 
wzmacnia kończyny, które utraciły 
całą lub część swojej funkcjonalności.

Fot. 13. M gr M ichał M ikulski.

Konkurs Akademicki Mistrz Inno­
wacyjności jest adresowany do ab­
solwentów szkół wyższych, których 
prace magisterskie dotyczą zagad­
nień: ekoinnowacji, innowacji w  sek­
torze usług, popytowego podejścia 
do tworzenia innowacji lub nowego 
podejścia do zamówień publicznych. 
Akademickim Mistrzem Innowacyj­
ności może zostać autor pracy, któ­
ra uzyskała ocenę m inim um  dobrą 
i obroniona została w  terminie prze­
widzianym w regulaminie konkursu. 
Prace podlegają niezależnej ocenie 
dwóch członków kapituły. Kryteria 
uwzględniają powiązanie zakresu 
pracy z tematyką konkursu, innowa­
cyjność i oryginalność przedm iotu 
pracy, a także praktyczne możliwości 
w drożenia przedstawionego w pracy 
rozwiązania.

Profesorowie Mirosław Szreder 
i Andrzej Szutowicz zostali laure­
atami Nagrody Naukowej Miasta 
Gdańska im. Jana Heweliusza za 
rok 2011; nagrody, Pomorskie No­
ble, wręczono w końcu stycznia b.r. 
w  Ratuszu Staromiejskim w G dań­
sku. Są one przyznaw ane od 1987 
roku reprezentantom  gdańskiego 
środowiska naukowego za wybitne 
osiągnięcia naukowe o charakterze 
poznawczym. Prof. Mirosław Szreder 
z Katedry Statystyki W ydziału Za­
rządzania Uniwersytetu Gdańskiego 
otrzymał nagrodę w kategorii nauk 
humanistycznych. Uczony jest w y­
bitnym ekonomistą specjalizującym

się w rozwoju i nowych zastosowa­
niach nauk ilościowych. Kierował 
m iędzynarodowym i projektami ba­
dawczymi z zakresu analiz sektora 
małych i średnich przedsiębiorstw  
oraz rynków pracy w okresie trans­
formacji. Laureat jest dośw iadczonym  
dydaktykiem, pracował jako w ykła­
dowca (ang. visiting lecturer) staty ­
styki i ekonometrii w uniwersytetach 
brytyjskich, University of Leicester i 
University of Edinburgh. Prof. Szre­
der pełni także ważne funkcje w  pol­
skim środowisku naukowym ; jest 
m.in. sekretarzem naukow ym  Komi­
tetu Statystyki i Ekonometrii PAN, 
redaktorem naczelnym kwartalnika 
naukowego „Przegląd Statystyczny". 
W 2009 r. został odznaczony Krzy­
żem Kawalerskim O rderu O drodze ­
nia Polski przez Prezydenta Rzeczy­
pospolitej Polskiej. W kategorii nauk 
ścisłych i przyrodniczych N agrodę 
Naukową Miasta Gdańska otrzym ał 
prof. Andrzej Szutowicz, specjalista w 
dziedzinie diagnostyki laboratoryjnej 
Katedry Biochemii Klinicznej G dań ­
skiego Uniwersytetu Medycznego. 
W 2011 roku otrzymał także N agro­
dę im. Tadeusza Browicza Polskiej 
Akademii Umiejętności za w ybitne 
osiągnięcia w dziedzinie medycyny. 
Jest członkiem honorowym  Polskiego 
Towarzystwa Diagnostyki Laborato- 
ryjnej.

Filtr akustyczny do tłumienia  
hałasu, w ykonany przez Wojciecha 
Łapkę z Politechniki Poznańskiej 
zdobył tytuł „Wynalazku roku" w
konkursie organizowanym  przez 
Miasto Poznań. Konkurs przezna­
czony był dla młodych wynalazców, 
naukowców i studentów. Do finału 
zakwalifikowano sześć projektów. 
Zwycięski projekt opiera się na kon­
cepcji tzw. śruby Archimedesa. N a­
grodzony w konkursie projekt to 
filtr, który można umieścić w  insta­
lacjach kominowych, wentylacyjnych 
i klimatyzacyjnych. Rozwiązanie to, 
umieszczane w ewnątrz instalacji, re­
dukuje hałas wywoływany przez te 
urządzenia. Koncepcja jest prosta i 
tania w zastosowaniu. Wynalazca już 
zgłosił wniosek o uzyskanie patentu 
na swój projekt. Laureat otrzym ał na ­
grodę pieniężną. Organizatorem kon­
kursu „Wynalazek roku" jest Miasto 
Poznań. Projekt jest elementem pro ­
gram u edukacyjnego „Poznań know 
how workshops" i ma na celu wyróż-
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nianie i promocję zdolnych twórców, 
ich unikatowych pomysłów i ambit­
nych przedsięwzięć biznesowych.

Srebrne medale na Światowej 
Olimpiadzie Fizycznej (WoPhO) dla 
Wojciecha Tarnowskiego i Adama 
W yrzykowskiego, studentów  pierw ­
szego roku studiów matematyczno- 
-przyrodniczych Uniwersytetu Jagiel­
lońskiego. Olimpiada odbyła się na 
przełomie grudnia i stycznia w  Ma- 
taram  na indonezyjskiej wyspie Lom- 
bok. W fizycznych zmaganiach udział 
wzięło 109 uczestników z 15 krajów. 
Oprócz dw óch reprezentantów Polski 
w  Olimpiadzie uczestniczyli studenci 
pochodzący z Chin, Turcji, Kazach­
stanu, Słowacji, Estonii, Hong Kongu, 
Singapuru, Węgier, Rosji, Bułgarii, 
Białorusi, Niemiec, Brazylii i Indo­
nezji. Jury złożone z przedstawicieli 
środowisk naukowych różnych kra­
jów wyłoniło 11 zdobywców złotego 
medalu, w śród których znaleźli się 
olimpijczycy z Chin, Estonii, Niemiec, 
Węgier, Rosji, Indonezji, Singapuru i 
Słowacji.

Srebrny medal otrzymało 12 
uczestników pochodzących z Sin­
gapuru, Indonezji, Polski, Bułgarii, 
Kazachstanu, Białorusi, Bułgarii i 
Niemiec. Przyznano również 11 brą­
zowych medali, z czego 7 olimpijczy­
kom z Indonezji, a pozostałe uczniom 
z Rosji, Węgier, Hong Kongu i Turcji. 
Olimpiada miała wyłonić najlepszego 
z najlepszych, dlatego do udziału w 
niej zaproszono złotych i srebrnych 
medalistów M iędzynarodowej Olim­
piady Fizycznej (IPhO) i Azjatyckiej 
O lim piady Fizycznej (APhO). Wzięli 
w  niej również udział zawodnicy w y­
łonieni z tzw. Selection Round, które 
polegało na rozwiązaniu 10 zadań 
wymagających niestandardowych 
rozwiązań, długich rachunków lub 
obliczeń numerycznych. Wojciech 
Tarnowski został zaproszony do 
wzięcia udziału w Olimpiadzie jako 
medalista IPhO, natomiast Adam  Wy­
rzykowski uzyskał najlepszy wynik w 
Selection Round.

W Instytucie Biologii Doświad­
czalnej PAN im. Mercelego Nenckie­
go uruchom iona została środowisko­
w a Pracownia Obrazowania Mózgu 
w  ramach Centrum  Neurobiologii. 
Kierownikiem Pracowni, wybranym  
w wyniku konkursu, został dr Stefan 
Gaździński. Jest On absolwentem 
kierunku fizyki medycznej Uniwer­

sytetu Jagiellońskiego. Studiował 
również na Wydziale Psychologii UJ. 
Jego rozpraw a doktorska dotyczy­
ła badania dynamiki molekularnej 
w ody za pomocą metod rezonansu 
magnetycznego. Dr Gaździński odbył 
staż podoktorski na Wydziale Radio­
logii Uniwersytetu Kalifornijskiego 
w  San Francisko, USA. Następnie 
pracował w  Center for Imaging of 
Neurodegenerative Diseases w  San 
Francisko, USA oraz na Wydziale Fi­
zyki Uniwersytetu Jagiellońskiego. W 
ostatnim dziesięcioleciu zajmował się 
obrazowaniem magnetycznego rezo­
nansu w chorobach neurodegenera- 
cyjnych. W nowopowstałej pracowni 
będą prowadzone badania z użyciem 
technik badawczych rezonansu m a­
gnetycznego, w  tym: funkcjonalnego 
obrazowania mózgu, spektroskopii, 
rejestrowania przepływ u krwi w m ó­
zgu oraz tensora dyfuzji. Techniki te 
pozwalają na prowadzenie badań w 
bardzo szerokim zakresie tematycz­
nym, od psychologii poznawczej, po­
przez choroby neurodegeneracyjne, 
po badania działania leków.

W 2007 r. powstała grupa będąca 
zalążkiem konsorcjum Centrum Ba­
dań Przedklinicznych i Technologii 
CePT, które dziś tworzą: W arszawski 
Uniwersytet Medyczny (WUM), Uni­
wersytet Warszawski, Politechnika 
W arszawska oraz siedem instytutów 
PAN: Instytut Biologii Doświadczal­
nej im. M. Nenckiego, Instytut Bio­
chemii i Biofizyki, Instytut Medycyny 
Doświadczalnej i Klinicznej im. M. 
Mossakowskiego, M iędzynarodo­
wy Instytut Biologii Molekularnej 
i Komórkowej, Instytut Podstawo­
wych Problemów Techniki, Instytut 
Wysokich Ciśnień, Instytut Biocy­
bernetyki i Inżynierii Biomedycznej. 
Koordynacją prac zajął się WUM, 
bezpośredni beneficjent unijnej do­
tacji. To największe przedsięwzięcie 
biomedyczne i biotechnologiczne w 
Europie Środkowo-Wschodniej było 
możliwe dzięki ustaleniu program ów 
operacyjnych, w  tym przypadku Pro­
gramu Operacyjnego Innowacyjna 
Gospodarka. Koszty kwalifikowane 
w wysokości 85% pokrywane są ze 
środków Europejskiego Funduszu 
Rozwoju Regionalnego, natomiast 
15% stanowi wkład krajowy, który 
będzie zapewniony ze środków bu­
dżetu państwa. W pierwszym etapie 
naukowcy wystąpili do Ministerstwa

Nauki i Szkolnictwa Wyższego, które 
pomogło projektowi CePT znaleźć się 
na liście priorytetowych programów 
inwestycyjnych w obszarze nauki. 
Potem wspólnie z ministerstwem za­
częli projekt przygotowywać. Przez 
półtora roku trwały prace koncepcyj­
ne, potem zostało przeprowadzone 
studium  wykonalności.

Największa inwestycja jest realizo­
w ana przez W arszawski Uniwersytet 
Medyczny. Od podstaw  budow ane 
jest tu Centrum  Badań Przedklinicz­
nych, oddzielny budynek z w yposa­
żeniem technicznym i bardzo cenną 
aparaturą badawczą. Druga inwe­
stycja jest realizowana w Instytucie 
Nenckiego PAN, a kolejne w Instytu­
cie Wysokich Ciśnień i w Instytucie 
Medycyny Doświadczalnej i Klinicz­
nej PAN. Określono 124 szczegółowe 
projekty planowane do realizacji we 
współpracy pom iędzy partneram i 
w różnych obszarach medycznych. 
Na kampusie Ochota powstał klaster 
biotechnologiczno-medyczny BTM 
Mazowsze, czyli konsorcjum roz­
maitych organizacji, są partnerzy z 
CePT, przedstawiciele prywatnych 
inwestorów, małe i średnie przedsię­
biorstwa, które działają w  przemyśle 
farmaceutycznym w Polsce. Do tego 
klastra zapraszane będą także duże 
firmy farmaceutyczne. Atutem  pro ­
jektu CePT jest połączenie potencjału 
wybitnych naukowców z możliwo­
ściami sieci laboratoriów w yposa­
żonych w specjalistyczną aparaturę 
najwyższej klasy, uwzględniającej za­
równo laboratoria fizykochemiczne, 
biomolekularne i biotechnologiczne, 
laboratoria inżynierii biomedycznej i 
technologii biomateriałów, jednostki 
prowadzące badania przedklinicz- 
ne na zwierzęcych modelach chorób 
cywilizacyjnych, jak i specjalistyczną 
bazę do badań klinicznych.

W ramach prowadzonego przez 
Zakład Genetyki i Patomorfologii 
PUM międzynarodowego projek­
tu Eco4Life cyklicznie odbywają 
się bezpłatne warsztaty kierowane 
do naukowców, przedsiębiorców i 
administracji. W styczniu b.r. w  Za­
kładzie Genetyki i Patomorfologii 
odbyło się spotkanie poświęcone te­
matyce ochrony patentowej pt. „Prak­
tyczne aspekty ochrony patentowej 
dla wynalazków uzyskiwanych w  
wyniku prowadzonych prac badaw­
czych". W arsztaty prowadził Rafał

8 ww w.postepybiochem ii.plhttp://rcin.org.pl

http://www.postepybiochemii.pl


Witek z Kancelarii Patentowej WTS 
z Wrocławia, od 2004 r. w pisany na 
listę europejskich rzeczników paten­
towych, specjalizujący się w  ochronie 
i komercjalizacji w ynalazków z dzie­
dziny biotechnologii i farmacji; jeden 
z niewielu rzeczników patentowych 
w  Polsce mający w swoim dorobku 
przeprow adzone z sukcesem postę­
pow ania przed urzędem  europejskim 
i amerykańskim.

Naukowcy z Zakładu Genetyki i 
Patomorfologii PUM (pod kierownic­
twem  prof. Jana Lubińskiego) są auto­
rami unikatowego zestawu patentów, 
obejmujących testy DNA i preparaty 
chemoprewencyjne. Zestaw ten two­
rzy 15 przyznanych patentów  (w tym 
8 patentów  zagranicznych oraz 7 pol­
skich) oraz 17 zgłoszeń patentowych 
(12 zagranicznych, 5 polskich). 3 przy­
znane patenty zagraniczne dotyczą 
USA.

Ochrona własności intelektualnej 
za granicą jest zwykle kosztowna. 
Również w przypadku zespołu na­
ukowców z Zakładu Genetyki i Pa­
tomorfologii PUM, w ładze uczelni 
stwierdziły, że jest to zbyt ryzykow ­
ne, a więc zaproponow ano pow o­
łanie własnej spółki, która otrzyma 
licencję wyłączną na komercjalizację 
w świecie wyników badań. Uczelnia 
zagwarantowała sobie 20% zysku od 
przychodów. W ten sposób w 2005 r. 
powstała spółka spin-off przy PUM, 
Read-Gene SA. Naukowcy z Zakładu 
Genetyki i Patomorfologii PUM od 
wielu lat współpracują z Kancelarią 
Patentową WTS z Wrocławia, która 
od początku miała duże ambicje i ra­
zem z zespołem PUM uczyła się, jak 
uzyskać patent m iędzynarodowy. 
W edług prof. Lubińskiego patentow a­

nie to zabezpieczenie własności inte­
lektualnej i jednoznaczne udokum en­
towanie pierwszeństwa: zabezpiecza, 
że nikt nam  nie zabroni korzystania z 
uzyskiwanych wyników w dalszych 
pracach. We współczesnym świecie 
patentowanie jest fundam entalne na 
drodze prowadzącej do komercja­
lizacji odkryć lub wyników badań. 
Informacje na temat planowanych w 
najbliższym czasie warsztatów moż­
na uzyskać na stronie internetowej 
projektu: www.eco41ife.info.

Niedobór dopaminy jest oznaką 
ciężkich chorób układu nerwowego. 
Badania stężenia dopaminy, które w 
płynach fizjologicznych są zazwyczaj 
bardzo małe, są drogie i wymagają 
specjalistycznej aparatury, niedostęp­
nej w  gabinetach lekarskich. Dzięki 
wynalazkowi z Instytutu Chemii 
Fizycznej PAN (IChF PAN) w W ar­
szawie sytuacja ta może się zmienić. 
W Instytucie Chemii Fizycznej Pol­
skiej Akademii N auk w Warszawie 
skonstruowano elektrody pokryte 
nanocząstkami węgla osadzonymi na 
drobinach polikrzemianowych. Elek­
trody z powodzeniem  wykorzystano 
do badania stężeń dopam iny w roz­
tworach w  obecności kwasów moczo­
wego i askorbinowego oraz paraceta- 
molu, a są to substancje utrudniające 
analizę. Opracowana metoda detekcji 
dopam iny otwiera drogę do tanich i 
szybkich testów medycznych, np. w 
diagnostyce choroby Parkinsona. Za­
tem m etoda miałaby istotne znacze­
nie medyczne. Na razie metoda ma 
naturalny próg detekcji; pozwala na 
ustalenie, że dopam iny w organizmie 
jest za mało, lecz nie m ożna określić w 
jakim stopniu za mało. Twórcy elek­

trod mają nadzieję na dalsze zwięk­
szenie czułości metody.

Nowe elektrody, pokryte nano­
cząstkami węgla osadzonymi na dro ­
binach polikrzemianowych, pozw ala­
ją łatwo i tanio wykrywać dopam inę 
w roztworach. Elektrody opracow a­
ne w  Instytucie Chemii Fizycznej 
PAN składają się z naprzem iennych 
w arstw  drobin polikrzemianowych 
i nanocząstek węgla. Polikrzemia- 
nowe drobiny mają rozmiary od 100 
do 300 nanom etrów (miliardowych 
części metra). Jako nie przewodzące, 
pełnią jedynie rolę szkieletu rozbu­
dowującego powierzchnię elektro­
dy. Polikrzemiany są gęsto pokryte 
nanocząstkami węgla (w rozmiarach 
od 8 do 18 nm), które tworzą właści­
wą, przewodzącą prąd powierzchnię 
roboczą. W ytwarzanie elektrod z no­
wymi pokryciami jest tanie. Elektrody 
pokryte nanocząstkami węglowymi 
osadzonymi na polikrzemianach po­
wstały w  ramach grantu „Kwantowe 
nanostruktury półprzew odnikow e do 
zastosowań w biologii i medycynie". 
Grant, wartości ponad 73 m in złotych, 
jest finansowany w 85% z Europej­
skiego Funduszu Rozwoju Regional­
nego w ramach Programu Operacyj­
nego Innowacyjna G ospodarka 2007- 
2013. Głównymi uczestnikami grantu 
są Instytut Fizyki PAN (koordynator), 
Instytut Chemii Fizycznej PAN i In­
stytut Wysokich Ciśnień PAN. W yni­
ki badań, poprzedzone zgłoszeniem 
patentowym, opublikowano w cza­
sopiśmie „Biosensors and Bioelectro- 
nics".

pod redakcją 
Teresy W esołowskiej

K W E S T I A  R E G U L A C J I  C Y K L U  K R E B S A  
W A S P E K C I E  D Y D A K T Y C Z N Y M

Szanowny Panie Redaktorze,

Zdaję sobie sprawę z tego, że cza­
sopismo „Postępy Biochemii" jest 
przeznaczone przede wszystkim żeby 
publikować artykuły przeglądowe 
o najnowszych osiągnięciach w tej 
dziedzinie. Tym nie mniej odw aży­
łem się zwrócić do Pana z prośbą o 
opublikowanie tego listu z kilkoma 
uw agam i krytycznymi dotyczącymi 
przedstawiania w  podręcznikach bio­

chemii kluczowego zagadnienia, re­
gulacji cyklu Krebsa, które bazuje na 
dość dawno uzyskanych danych. W 
gruncie rzeczy niełatwo znaleźć inną 
możliwość upublicznienia takiego ro­
dzaju spostrzeżeń o zabarwieniu dy ­
daktycznym, niż na łamach Postępów 
Biochemii.

Obecnie biochemia zajmuje ważne 
miejsce w programie szeregu kierun­
ków studiów. Opanowanie podstaw

tego złożonego przedm iotu przez 
studentów  odbywa się w znacznej 
mierze za pomocą podręczników 
biochemii, których dzisiaj na rynku 
wydaw niczym  nie brakuje. Mają one 
zazwyczaj świetną szatę graficzną 
oraz zawierają dużo informacji w ery­
fikowanej i uzupełnianej w kolejnych 
wydaniach. Można domniemywać, że 
narastająca lawina wiedzy z zakresu 
genomiki, proteomiki, metabolomiki
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i innych rozdziałów dziedziny stano­
wi niełatwe wyzwanie dla autorów  
podręczników. Jednak doświadcze­
ni autorzy przy dobrym  dostępie do 
baz informacji z reguły świetnie sobie 
radzą z jej nadmiarem. Ułatwieniem 
jest też zapewne to, że niektóre rdze ­
niowe zagadnienia biochemii, m iano­
wicie szlaki metaboliczne, stanowią 
sobą dość ustabilizowaną od wielu lat 
wiedzę.

Nie ma potrzeby podkreślać, jak 
wyjątkowo ważną rolę wśród szla­
ków metabolicznych odgrywa cykl 
Krebsa, będący faktycznie ich inte­
gratorem. Ta kluczowa pozycja cyklu 
Krebsa wym aga oczywiście doskona­
łej jego regulacji. Jasne jest, że tylko 
wyselekcjonowane w  toku ewolucji 
nieliczne enzymy tego cyklu potra ­
fią pełnić oprócz katalitycznej też 
rolę regulacyjną. Które więc ogniwa 
enzymatyczne cyklu Krebsa są jego 
punktam i kontrolnymi? W jaki spo­
sób jest regulowana aktywność tych 
enzymów?

Student, a naw et początkujący 
nauczyciel akademicki, poszukując 
jednoznacznej odpowiedzi na te w 
zasadzie elementarne pytania, po zaj­
rzeniu do podręczników biochemii 
może zostać nieco zdezorientowany. 
Jeden z enzymów, mianowicie dehy­
drogenaza izocytrynianowa (IDH) 
zależna od NAD, od lat 60. ubiegłego 
stulecia na podstawie badań Chen i 
Plaut [1] i innych słusznie jest uzna ­
wany za allosteryczny oraz ważny 
punkt kontrolny cyklu Krebsa. Infor­
macje o głównych efektorach IDH są 
w  podręcznikach [2-6] zazwyczaj bez­
błędne (aktywatory: ADP i Ca, inhi­
bitory: ATP i NADH). Funkcjonujący 
obok IDH wieloenzymowy kompleks 
dehydrogenazy 2-oksoglutaranowej 
(OGDHC) również eksploatuje m e­
chanizm regulacji allosterycznej, bę­
dąc bardzo istotnym czynnikiem kon­
troli cyklu Krebsa. Jednak jakoś tak 
się złożyło, że informacje o efektorach 
OGDHC w podręcznikach biochemii 
są niepełne i niedokładne [2-6], Być 
może dlatego, że zasadnicze dane o 
regulacji OGDHC uzyskano dopiero 
na przełomie lat 80-90., gdy zaczęła 
narastać lawina prac z zakresu geno- 
miki i proteomiki, odwracając nieco 
uwagę od klasycznej enzymologii. W 
każdym  bądź razie w  kwestii regula­
cji OGDHC w podręcznikach najczę­
ściej się pisze, że hamują go jedynie

produkty reakcji, sukcynylo-CoA i 
NADH [2,3,6], Natomiast notorycz­
nie pomijana jest pierwszoplanowa 
rola nukleotydów adenylanowych 
oraz jonów Ca2+. Opublikowany w  
2011 r. w  Postępach Biochemii artykuł 
przeglądowy na ten temat prezentuje 
zweryfikowaną przez wielu badaczy 
wiedzę o regulacji OGDHC [7], Jest 
w  nim trochę szczegółów ciekawych 
dla enzymologów. Ale w kontekście 
dydaktycznym  dobrze by się stało, 
gdyby do podręczników biochemii 
oraz świadomości nauczycieli trafiła 
najbardziej podstaw ow a informa­
cja o kontroli aktywności OGDHC 
człowieka i zwierząt. Mianowicie, że 
ADP i Pi są silnymi aktywatorami 
allosterycznymi OGDHC, wielokrot­
nie zwiększającymi jego powinowac­
two do substratu. Podobne działanie 
wykazują jony Ca2+ w  małych stęże­
niach. Ponadto inhibitorami są suk- 
cynylo-CoA oraz NADH, ale o tych 
produktach hamujących OGDHC na 
zasadzie ujemnego sprzężenia zw rot­
nego, wzmianki w  podręcznikach 
zawsze są obecne [2-6]. Podobnie do 
regulacji IDH aktywność OGDHC 
jest bardzo skutecznie kontrolowa­
na w pierwszej kolejności przez sto­
pień ufosforylowania nukleotydów 
adenylanowych, czyli tzw. potencjał 
fosforylacyjny: [ATP] /  [ADP] [PJ. 
Tak więc, OGDHC powinien być 
traktowany jako jedno z kluczowych 
ogniw wpływ u na bioenergetykę po ­
przez funkcjonowanie cyklu Krebsa. 
Nieco zaskakuje fakt, że dw a główne 
punkty kontrolne (IDH i OGDHC) w 
10-etapowym cyklu Krebsa są ulo­
kowane obok siebie i regulowane w 
podobny sposób. W tym tandemie 
enzymem limitującym przebieg cyklu 
Krebsa jest raczej OGDHC. Świadczą 
o tym wyniki badań Cooney et al. [8] 
oraz to, że stężenie 2-oksoglutaranu 
w tkankach zwierząt jest znacznie 
większe niż izocytrynianu [9], czyli 
przepływ tych substratów jest ograni­
czony aktywnością OGDHC.

W kwestii regulacyjnych możli­
wości innych enzymów cyklu Krebsa 
można powiedzieć, że są one nieduże. 
W przypadku organizmów wyższych 
dla żadnego innego enzym u cyklu 
Krebsa, oprócz IDH i OGDHC, nie 
ma przekonujących dow odów  reali­
zacji mechanizmu allosterycznego. 
Owszem, produkty reakcji szeregu 
enzymów cyklu mogą w  jakiejś mie­

rze hamować ich aktywność, ale jest 
to inhibicja na poziomie centrów ak­
tywnych, czyli izosteryczna, która ma 
ograniczoną efektywność. W więk­
szości podręczników [2-6] został w y­
mieniony jako allosteryczny i ważny 
w kontroli cyklu Krebsa enzym - syn- 
taza cytrynianowa. Rzeczywiście, u 
niektórych mikroorganizmów, mia­
nowicie E. coli, tak jest [10]. Natomiast 
w przypadku zwierząt nie ma pod ­
staw zaliczać syntazy cytrynianowej 
do grona enzymów allosterycznych 
oraz ważnych czynników regula­
cyjnych cyklu Krebsa. Już we wcze­
snych badaniach w  latach 60. zostało 
stwierdzone, że wszystkie nukleoty- 
dy adenylanowe (ATP, ADP, AMP) 
wykazują jednokierunkowe działa­
nie -  hamujące, które realizuje się na 
poziomie centrów aktywnych i jest 
dość słabe [11]. Chociaż ATP jest nie­
co efektywniejszym inhibitorem niż 
ADP i AMP, ale wysoka wartość Ki 
przeszkadza uznać go za istotny re­
gulator. Podobnie jest z cytrynianem, 
NADH oraz sukcynylo-CoA [12], któ­
re zaś w  przypadku syntazy cytrynia­
nowej mikroorganizmów są skutecz­
nymi regulatorami allosterycznymi 
[10]. Należy zaznaczyć, że w ostatnim 
polskim w ydaniu popularnego ame­
rykańskiego podręcznika biochemii 
rola syntazy cytrynianowej w  regula­
cji cyklu Krebsa została przedstawio­
na właściwie: istotna u m ikroorga­
nizmów, lecz mało istotna u ssaków 
[13]. W innych podręcznikach nie jest 
to niestety rozróżniane.

Jak wiadomo, z funkcjonowaniem 
cyklu Krebsa ściśle jest powiązana 
oksydacyjna dekarboksylacja piro- 
gronianu, dostarczająca acetylo-CoA. 
Katalizuje ten proces wieloenzymowy 
kompleks dehydrogenazy pirogro- 
nianowej. Warto podkreślić, że jego 
wielostronna kontrola jest opisana w 
podręcznikach szczegółowo i całkiem 
poprawnie. Zresztą, na temat regula­
cji dehydrogenazy pirogronianowej 
można znaleźć też artykuły przeglą­
dowe w polskich periodykach [14, 
15].

Chciałoby się mieć nadzieję, że 
moje spostrzeżenia zostaną zauw ażo­
ne przez autorów podręczników oraz 
nauczycieli akademickich i przyczy­
nią się do bardziej dokładnego przed ­
stawiania i wykładania podstaw  re­
gulacji cyklu Krebsa. Kilka łat tem u 
podjąłem też próbę zwrócenia uwa-

10 w  w w .postepybiochem ii. płhttp://rcin.org.pl



gi za granicą na niedocenianą rolę 
OGDHC, publikując artykuł pod dość 
w ym ow nym  tytułem „Often ignored 
facts about the control of the 2-oxo- 
glutarate dehydrogenase complex" 
[16]. Czas pokaże, czy te dwie skrom ­
ne publikacje są w stanie cokolwiek 
zmienić w  tej kwestii.

Z poważaniem,

Sławomir Strumiło, prof.
Zakład Cytobiochemii 

Instytut Biologii Uniwersytetu w  
Białymstoku, 

ul. Świerkowa 20 B, 15-950 Białystok 
e-mail: sstrum@uwb.edu.pl

Białystok, 16 czerwca 2011 roku
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P.S.

Uwypuklająca problem ciekawost­
ka... Ukazało się 4. wydanie „Bioche­
mistry" (2011) autorstwa D. Voet'a, 
redaktora czasopisma BAMBED, któ­
ry w  2005 r. recenzował mój artykuł o 
OGDHC, zgadzając się z jego treścią. 
Tym nie mniej, w w /w  podręczniku 
(s. 816) nadal brak informacji o naj­
ważniejszych efektorach OGDHC.

N I E  B A Ć  S I Ę  R Y N K U  B I O C H E M I K A L 11 
W K O Ń C U  T R O C H Ę  S I Ę  N A  T Y M  Z N A M Y  

K O L E K C J A  P O L I P R E N O L I  W I N S T Y T U C I E  
B I O C H E M I I  I B I O F I Z Y K I  P A N  P O  P O N A D

3 0  L A T A C H

Szanowny Panie Redaktorze

W latach 70. ubiegłego wieku po­
wstało kilka naszych publikacji, w 
których nieodzowne dla publiko­
w ania nowe spojrzenie na problem 
funkcji biologicznej lipidów uzyska­
no dzięki opracowaniu nowych m e­
tod i materiałów. Dzięki wykorzysta­
niu tych elementów znacząca kwota 
w pływ a na nasze subkonto w IBB 
każdego roku od odbiorców naszych 
unikalnych biochemikalii. Posiadane 
preparaty wywodzące się z naszych 
własnych prac w arunkują postęp 
badań innych zbliżonych grup tem a­
tycznych i w  ten sposób wytwarzają 
własną, niepodważalną dobrą pozy­
cję także poprzez współautorstwo 
publikacji zespołów korzystających z 
naszych metod i materiałów nie tylko 
poprzez cytowania naszych prac.

Kilka lat temu w amerykańskim pe­
riodyku Journal of Biological Chemi­
stry ukazała się publikacja (Bentinger 
et al. 283,14645, 2008), której współ­
autoram i są pracownicy Instytutu 
Biochemii i Biofizyki PAN w W arsza­
wie. Dzielimy w raz z zespołem sztok­
holmskim w spółautorstwo tej pra­
cy, która zawiera dobrą wiadomość 
- możliwość korzystnego wzmagania 
wytw arzania bardzo potrzebnego or­
ganizmowi człowieka koenzymu Q 
przy jednoczesnym zmniejszeniu po ­
w stawania cholesterolu.. Trzeba pod ­
kreślić, że dzielimy z grupą szwedzką 
zainteresowanie lipidami izopreno- 
idowymi, o których mowa w tytule 
publikacji. Po naszej stronie zaintere­
sowanie tą grupą związków trwa już 
ponad 40 lat. Od około 30-u lat tow a­
rzyszy nam  bliska współpraca z gru ­
pą profesora Dallnera z Karolińska i

Uniwersytetu w Sztokholmie. Szwe­
dzi są ukierunkowani na biologię 
medyczną. Po naszej stronie też jedna 
osoba z zespołu ma dyplom  lekarza. 
To „skrzywienie" lekarskie wcale nie 
prow adziło do jednostronnego ukie­
runkow ania w  naszych działaniach w 
nauce. Przeciwnie, medycyna zawsze 
stosowała szerokość obserwacji aż 
do pogranicza ze sztuką. No i jeste­
śmy głęboko zakorzenieni w biologii 
porównawczej, która każe wybiegać 
poza organizmy modelowe i każe pa ­
miętać, że różnorodność jest jedną z 
podstaw ow ych cech świata żywego. 
Tu jest miejsce by przypomnieć także 
o prom ow aniu biochemii porów naw ­
czej przez Józefa Hellera, twórcę na­
szego Instytutu, też lekarza, zajmują­
cego się biochemią owadów, co dało 
w IBB PAN początek oryginalnym 
badaniom  nad biosyntezą białka, nad
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składowymi kwasów nukleinowych, 
nad ubichinonem i rolą fosforanów. 
To było pod koniec lat 1950-ych. Nie 
stosowano wówczas oceny num e­
rycznej; trzeba było oceniać wartość 
naukową bez niej. Ale czy to ozna­
czało, że subiektywnie, że błędnie? 
Atrakcyjność tytułu tej naszej publi­
kacji i jej zawartość są tym, co obec­
nie nadaje jej stosunkowo wysoką 
ocenę, nie tylko w systemie punkto ­
wania opartym  o wartość IF. A potem 
może dojdzie i dobra wartość SCI. 
Ale znam publikacje, o których się już 
nie pamięta mimo dobrych punkto ­
wych legitymacji. Spróbujmy patrzeć 
na tę publikację bez liczb, spróbujmy 
widzieć bez pomocy liczb znaczenie 
tej publikacji dla poznania nowych 
elementów determinujących patofi­
zjologię człowieka oraz zobaczyć ją 
w procesie powstawania. Spróbujmy 
zobaczyć jak kształtowała się tem aty­
ka tych badań, bo zwykle żadna p u ­
blikacja nie powstaje na pustyni.

Gdy przed 40-u laty rozpoczyna­
liśmy w IBB PAN w Pracowni Fosfo­
lipidów nasze badania nad wymie-

nionym i w  tytule 
izoprenoidami, do 
cholesterolu, ubichi- 
nonu i tokotrienoli 
było nam  daleko. W 
drugiej połowie lat 
1950-ych poszuki­
waliśmy punktu  za­
czepienia dla badań 
nad biologiczną rolą 
lipidów. Tradycyjne 
tematyki dotyczące 
lipidów pow sta­
jących z jednostek 
dw uw ęglow ych nie 
spełniały oczeki­
wań. Z jednej strony 
założenia prof. Hel­
lera przew idyw ały 
dla nowopowstają­
cej placówki tem a­
tykę lipidową, a z 
drugiej natrafiały na 
grunt dziewiczy, nie 
obciążony znajomo­
ścią ówczesnej „lipi- 
dologii".

Gdy w tygodni­
ku Science ukazała 
się praca Robbinsa 
o lipidowych koen­

zymach zbudow anych z oligomerów 
izoprenowych stanowiło to ocze­
kiwane novum i w ażną niszę, którą 
zdecydowaliśmy wykorzystać. Taka 
nisza oznacza w praktyce brak w ka­
talogach specjalnych biochemikalii i 
specjalnych podejść metodycznych 
oraz brak pełniejszego rozpoznania 
nowego obszaru badań ale za to stw a­
rza możliwość samodzielnego opano­
wania tego nowego, nieznanego ob­
szaru. Trzeba wówczas stwarzać wła­
sne podejścia metodyczne i zaplecze 
materiałowe. Tak było w przypadku 
robbinsowskich linijnych polimerów 
jednostek pięcioweglowych o masie 
około 1000 daltonów. Rozwijane na 
potrzeby badań nad tradycyjnymi 
lipidami (kwasy tłuszczowe) meto­
dy chromatografii gazowej nie obej­
m owały tego zakresu mas molekuł, 
a technika spektrometrii mas (np. w 
przyrządach LKB z lat 1960-ych) z 
trudem  pozwalała widzieć masy po­
wyżej 500 daltonów. Niezbędna dla 
poruszania się w  now ym  obszarze 
badań wysokosprawna chrom atogra­
fia cieczowa notowała dopiero swe 
początki, a kowalencyjnie związane

fazy do takiej chromatografii, a także 
do chromatografii cienkowarstwowej, 
nie były powszechnie znane. Gdy za­
mierzaliśmy badać rolę lipidowych 
koenzymów izoprenoidowych, po­
trzebny do tego celu undekaprenol 
był izolowany z liści fikusa rosnące­
go w Banku Rotunda w Warszawie 
(pp A i W. Jankowscy). Już wówczas 
widać było, że nie każdy egzemplarz 
Ficus etastica jest źródłem undekapre- 
nolu (liście młodych pędów  z Ogro­
du Łazienkowskiego nie nadawały 
się do preparatyki). Nie w ypadało 
nam  prosić Autora publikacji z An­
glii o kilka miligramów standardu 
do naszych prac nad w pływ em  faga 
lizogennego na biosyntezę O-antyge- 
nu u Shigella flexnerii, której hodowle 
prowadziła nam  z wielkim oddaniem  
niezapomniana dr Ewa Janczura a 
patronował mój kierownik -  profesor 
Tadeusz Korzybski (też lekarz). Izo­
lacje i identyfikacje potrzebnego nam  
undekaprenolu przeprowadziliśm y 
z nowo przyjętym m gr Wiesławem 
Jankowskim i zaprzyjaźnionymi L.D. 
Bergelsonem i W.A. W awerem z m o­
skiewskiego Instytutu Związków N a­
turalnych.

Bogatsi o to doświadczenie po­
zyskiwaliśmy potem szereg innych 
poliprenoli z liści wielu gatunków  
roślin pochodzących z krajowych ar- 
boretów, a także z dalekich, egzotycz­
nych fitoregionów Azjii i Ameryki 
Południowej. Powstała w  ten sposób 
na podstawie badań kilku tysięcy 
gatunków niepisana, oryginalna che- 
motaksonomia roślin oparta o naszą 
„prenologię". Po naszych pierwszych 
publikacjach o roli koenzymów lipi­
dowych (dolicholi i poliprenoli) do­
szło do zainicjowania komercjalizacji 
naszych lipidów izoprenoidowych. 
Najpierw dr W. Jankowski zapako­
wał kilkadziesiąt 5-o miligramowych 
porcji jako próbki bezpłatne naszego 
unikalnego preparatu dolicholu-11, 
które pani Maria Knapik z Przedsię­
biorstwa Odczynników Chemicznych 
Gliwice rozesłała do w skazanych 
przez nas potencjalnych odbiorców. 
Odzew był znaczny; POCh określio 
naszą akcję i jej wyniki jako w zor­
cowe. Potem ponad 20 naszych pre ­
paratów umieszczono w  katalogach 
Calbiochem i Sigma, a od połow y lat 
1980-ych produkcją undekaprenylo- 
fosforanu zainteresowano Dom Han-
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dlowy Nauki PAN, który zatrudnił 
w celu prow adzenia produkcji i m ar­
ketingu pracownika (absolwentkę 
W ydziału Chemii UW, która obecnie 
jest kierownikiem Zakładu Bioche­
mii Lipidów w IBB PAN). Nie znam 
dokładnie dochodów jakie z naszej 
działalności uzyskiwał IBB i DHN. W 
tym czasie były próby bardziej racjo­
nalnego uzasadniania ceny naszych 
preparatów  dla pani Ewy Kańskiej 
-  księgowej w IBB PAN. Okazało się 
to niemożliwe; kapitał materiałowy 
owszem, dał się ustalić, ale wartość 
inwencji i nasze działania oszczęd­
nościowe były nie do sprecyzowania. 
Zostaliśmy do chwili obecnej przy 
cenach „wziętych z sufitu" zasugero­
w anych przez od lat pracującą z nami 
panią Józefinę Hertel: zawsze pow y­
żej 300 USD za 5 miligramów.

Od początku naszej naukowo-ko- 
mercyjnej działalności towarzyszyła 
nam  nazw a „Kolekcja poliprenoli". 
Już w latach 80. ubiegłego stulecia 
użyliśm y jej w pierwszym  naszym  
katalogu w ydanym  w 400 egzem pla­
rzach. Po 10-u latach następny nasz 
katalog obejmujący ponad sto pozycji 
dolicholi, poliprenoli i ich pochod­
nych miał 1500 egzemplarzy. Tak to 
dokumentowaliśmy, nie tylko w p u ­
blikacjach naukowych, poszerzanie 
naszej wiedzy o poliprenolach, ale 
stawaliśmy się także ośrodkiem refe­
rencyjnym dla tej grupy związków. 
Na okładkach widniały albo Sorbus 
suecica albo Potentilla aurea, nasze 
najciekawsze gatunki roślin bogate w 
poliprenole o szczególnie długim  łań­
cuchu. Ponieważ w tamtych czasach 
zaistniały nasze urzędow e kontakty z 
W ydziałem N auk Biologicznych PAN 
sympatyczne panie urzędniczki eks­
pediujące pocztę z Prezydium  A kade­
mii rozsyłały nasze katalogi po kilka 
sztuk dziennie przez cały rok i nasz 
Instytut zaoszczędził w  ten sposób 
kilka tysięcy złotych. Tę życzliwość 
z ich strony przyjmowaliśmy jako 
praw dziw ą aprobatę społeczną.

Przy innych okazjach słyszało się, 
uczestnicząc w różnych gremiach, że 
w w ypadku gdy placówka naukowa 
uzyskuje korzyści finansowe z ko­
mercjalizacji swych badań powinno 
się obniżyć jej finansowanie o kwotę 
uzyskiwaną na przykład ze sprze­
daży opracowanych preparatów. Na

szczęście dyrektor naszego Instytutu 
prof. W. Zagórski nie był tego zdania 
i za zachętą z jego strony oraz apro­
batą naszej współpracy z szwedzką 
firmą Larodan mogliśmy podtrzym y­
wać działalność naszej „Kolekcji" w 
IBB PAN. Ta działalność mogła da­
wać bezpośrednie finansowe korzyści 
Instytutowi oraz możliwość współ­
pracy z znaczącymi zagranicznymi 
partneram i zainteresowanymi prepa­
ratami „Kolekcji Poliprenoli" jak to 
miało miejsce w  w ypadku publika­
cji o epoksydach poliizoprenoidów. 
„Kolekcja" nie dala nam  znaczącej 
satysfakcji i korzyści z patentow ania 
dw u własnych wyników badań. Poza 
jednym  przypadkiem  przy naszych 
zgłoszeniach patentowych nie ze­
tknęliśmy się niestety z radą i pomocą 
kompetentnego fachowca. Osoby i or­
ganizacje przewidziane do pełnienia 
w  Polsce takiej funkcji nie umieją tej 
luki wypełniać. Są to sprawy, których 
musieliśmy nauczyć się sami. Ale i 
bez tego możemy mieć satysfakcję z 
próby samodzielnego opanow ania 
niszy w nauce i wypełnienia treścią 
popularnych haseł „innowacja" czy 
„inicjatywa".

Wchodzenie na 
mniej restrykcyjny 
rynek biochemika- 
lii ograniczany za­
strzeżeniem „tylko 
do użytku laborato­
ryjnego" okazało się 
stosunkowo łatwe i 
zachęcające. Warto 
przypomnieć mało 
znany fakt, że uni­
wersytecka lwowska 
pracownia Profesora 
Parnasa nie kryła swej 
działalności m arketin­
gowej w  zakresie nu- 
kleotydów adenino- 
wych w  latach 1930- 
ych rozwijanej dzięki 
priorytetowi jaki 
Parnas z Korzybskim 
zdobyli w  badaniach 
nad tymi związkami i 
glikolizą.

Co dalej? Oczy­
wiście działalność 
podobna do prow a­
dzonej w  naszej „Ko­
lekcji Poliprenoli" nie

będzie mogła zastąpić bardziej am ­
bitnych zamierzeń, wchodzenia na 
w ażne rynki gospodarcze, w  tym  far- 
makomedycyny, ani zastąpić w  nauce 
poważnych badań podstawowych. 
Ostatnie lata przyniosły w  naszym 
Zakładzie Biochemii Lipidów, kiero­
w anym  przez prof. Ewę Świeżewską 
nowe możliwości kierunkowania 
inicjatywy „Kolekcji" dzięki now ym  
tematykom izoprenoidowym, roz­
wijanym w Zakładzie, biologii mole­
kularnej, poznawaniu alternatywe- 
go szlaku biosyntezy izoprenoidów 
oraz badań nad nienaturalnymi, ka­
tionowymi izoprenoidami Te nowe 
obszary też zawierają nisze (bo nisze 
są wszędzie) i stara nazwa „Kolekcji 
Poliprenoli", jej doświadczenia i or­
ganizacja mogą okazać się użyteczne 
i zachęcające.

Z wyrazami szacunku

Profesor Tadeusz Chojnacki 

Instytut Biochemii i Biofizyki 
PAN w Warszawie

e-mail: tc@ibb.waw.pl lub tjch@gazeta.pl 

Warszawa, 5 października 2011 roku
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Wykaz skrótów: CDP-ME — 4-difosfocyty- 
dylo-2-metylerytritol; CDP-MEP — 2-fosfo- 
ran 4-difosfocytydylo-2-m etylerytritolu; CPP 
(ang. ent-copalyl pyrophosphate) — pirofosforan 
ent-kopalilu; DMAPP (ang. dimethylallyl dipho­
sphate) — pirofosforan dimetyloallilu; DXP 
(ang. l-deoxyxylulose 5-phosphate) — 5-fosforan 
1-deoksyksylulozy; FPP (ang. fam esyl pyropho­
sphate) — pirofosforan farnezylu; GA (ang. gib- 
berellins) — gibereliny; GA20ox (ang. gibberellin 
20-oxidases) — 20-oksydazy giberelinowe; GA- 
3ox (ang. gibberellin 3-oxidases) — 3-oksydazy 
giberelinowe; GA2ox (ang. gibberellin 2-oxida- 
ses) — 2-oksydazy giberelinowe; GGPP (ang. 
genanylgeranyl pyrophosphate) — pirofosforan 
geranylogeranylu; G3P (ang. gly cer aldehyde 
3-phosphate) — a ldehyd 3-fosfoglicerynowy; 
GPP (ang. geranyl pyrophosphate) — pirofosfo­
ran  geranylu; HMBPP (ang. hydroxymethylbute- 
nyl 4-diphosphate) — 4-pirofosforan hydroksy- 
m etylbutenylu; IPP (ang. isopenthenyl pyropho­
sphate) — pirofosforan izopentenylu; ME-cPP 
(ang. ME 2,4-cyclodiphosphate) — 2,4-cyklodi- 
fosforan m etylerytritolu; MEP (ang. 2-methy- 
lerythritol 4-phosphate) — 4-fosforan 2-metyle- 
rytritolu; MVA (ang. mevalonic acid) — kwas 
m ew alonowy

Podziękowanie: Praca pow stała w  trakcie 
realizacji projektów  badaw czych MNiSW 
NN303811240 i NN303333436.

STRESZCZENIE

G ib ere liny  (GA), jako  jedne z podstaw ow ych fitohorm onów , kon tro lu ją  tak w ażne pro ­
cesy w zrostu  i rozw oju  roślin  jak  k iełkow anie  nasion, w yd łużan ie  łodyg i indukcję 

kw itn ien ia. Pom im o ziden tyfikow ania  ponad stu  trzydziestu  różnych GA, zaledw ie k ilka  
w ykazuje  aktyw ność biologiczną, natom iast pozostałe są ich p rekursoram i lub produktam i 
katabo lizm u. W  ciągu osta tn ich  k ilk u n astu  lat, dzięki użyciu biochem icznych i genetycznych 
techn ik  badaw czych poznano  w iększość genów  kodujących b iałka  zw iązane z b iosyntezą i 
dezaktyw acją GA, co pozw oliło  na lepsze z rozum ienie  funkcjonow ania  tych horm onów  u 
roślin . W iększość enzym ów  zaangażow anych w  m etabolizm  GA w ykazuje  w ielofunkcyj- 
ność, dlatego m niejsza  ich liczba, n iż zakładano  na początku, po trzebna jest do tw orzenia 
takich  s tru k tu r GA, k tóre b iorą czynny udzia ł w  kontro li w ielu  procesów  fizjologicznych. 
G łów nym  celem  n in ie jszej pracy jest podsum ow anie  obecnego stanu  w iedzy na tem at b io ­
syntezy i dezaktyw acji GA, w  tym  p rzedstaw ien ie  szczegółowej charakterystyki genów i 
enzym ów  zaangażow anych w  te procesy.

WPROWADZENIE

Spośród siedmiu klas fitohormonów, GA zajmują kluczową pozycję w regu­
lacji w zrostu i rozwoju roślin. W cyklu życiowym każdej rośliny cały ciąg pro ­
cesów, poczynając od kiełkowania nasion i w zrostu w ydłużeniowego hypoko- 
tyli oraz międzywęźli, poprzez rozrost liści i indukcję kwitnienia, a kończąc na 
rozwoju kwiatów  i dojrzewaniu owoców, regulowany jest przez GA. Zgodnie 
z definicją horm onu, cząsteczki GA są naturalnym i substancjami organiczny­
mi charakteryzującymi się aktywnością w  bardzo małych stężeniach rzędu 10'6 
m ol/l, powszechnością występowania oraz zdolnością do przemieszczania w 
roślinie [1-3]. Początki badań nad strukturą, biosyntezą i dezaktywacją GA oraz 
odbiorem i przekazyw aniem  sygnału giberelinowego miały miejsce już w  po ­
łowie ubiegłego stulecia, jednak dopiero znaczny rozwój technik stosowanych 
w biochemii, genetyce i biologii molekularnej, przyczynił się do wnikliwego 
opisu funkcjonowania tych fitohormonów. Punktem wyjścia do podjęcia badań 
na poziomie m olekularnym  było poznanie poszczególnych genów i kodow a­
nych przez nie enzym ów zaangażowanych w szlaki biosyntezy i dezaktywacji 
GA zarówno u roślin, grzybów, jak i bakterii. W ostatnich latach w piśmiennic­
twie św iatow ym  opublikowano kilka prac przeglądowych podsumowujących 
osiągnięcia w  tej dziedzinie [4-9]. Do chwili obecnej zagadnienia te nie zostały 
jednak szczegółowo omówione w polskich czasopismach naukowych, dlatego 
w  niniejszej pracy opisano metabolizm GA u roślin zarówno na poziomie bio­
chemicznym, jak i molekularnym, kładąc szczególny nacisk na charakterystykę 
poszczególnych genów i enzymów.

STRUKTURA GA

Wszystkie GA oznaczone są num eram i („giberelina A numer"), które zostały 
im nadane w porządku chronologicznym w zależności od czasu identyfikacji 
(h ttp ://w w w .p lan t-horm ones.in fo / gibberellin_nomenclature.htm). W chwili 
obecnej znanych jest 136 w pełni scharakteryzowanych cząsteczek (GAa-GA136). 
128 z nich zostało zidentyfikowanych u różnych gatunków roślin naczynio­
wych, natom iast pozostałych osiem u bakterii i grzybów (h ttp ://w w w .p lan t-  
-horm ones.info/ galinfo.htm).

GA to tetracykliczne, diterpeno- 
idowe kwasy karboksylowe, których 
struktura bazuje na szkielecie węglo­
wym  ent-giberelanu. Wyróżniamy 
GA o rdzeniu zbudow anym  z dzie­
więtnastu (C19-GA) i dw udziestu (C,0 
-GA) atomów węgla (Ryc. 1). C20-GA 
posiadają przy czwartym  atomie wę-

Ryc. 1. Struktura giberelin o szkielecie 20- (GA12) i 
19-węglowym  (GA9 i GA10J). Przy GAn cyfram i od 1 do 
20 oznaczono poszczególne atom y węgla, natom iast li­
teram i od A do D oznaczono poszczególne pierścienie 
w  cząsteczce GA. Szczegóły w tekście.
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Rycina 2. W zory s truk turalne bioaktyw nych GA. Szczegóły w  tekście.

gla grupę karboksylową, natomiast w  przypadku Cig-GA 
pom iędzy czw artym  i dziesiątym atomem węgla zawsze 
powstaje wiązanie laktonowe, a czasami pom iędzy dzie­
wiątym i piętnastym  atomem węgla tworzy się również do­
datkowy pierścień cyklopropanowy. Zarówno pozycja, jak i 
stereochemia wszystkich wymienionych podstaw ników  jest 
niezwykle istotna ponieważ w pływ a na aktywność biolo­
giczną poszczególnych cząsteczek horm onu [10].

Pomimo dużej liczby cząsteczek GA, tylko kilka, GA4, 
GA3, GA4 i GA?, wykazuje aktywność biologiczną i bierze 
czynny udział w  regulacji procesów fizjologicznych (Ryc. 
2). Pozostałe występują w tkankach jako ich prekursory lub 
dezaktyw ow ane metabolity. Aktywne cząsteczki C,t)-GA 
charakteryzują się tym, że posiadają grupę 3p-hydroksylową 
przy trzecim atomie węgla, grupę karboksylową przy szó­
stym atomie węgla oraz wspom niany wcześniej lakton 
pom iędzy czw artym  i dziesiątym atomem węgla. Grupa 
3(3-hydroksylowa może być w niektórych przypadkach 
przesunięta pom iędzy drugi i trzeci atom węgla tworząc 
podwójne wiązanie, tak jak ma to miejsce w  cząsteczkach 
GAj. i GA6. W związku z tym wymienione GA mogą rów ­
nież funkcjonować jako bioaktywne cząsteczki [7,10].

Do niedaw na przyjmowano, że dominującą gibereliną u 
roślin jest GAr  Zostało to potwierdzone m. in. u kukurydzy 
(Zea mays), grochu (Pisum sativum) i u 84 innych gatunków.

Rycina 3. Szlaki syntezy izoprenoidów  i ich rozm ieszczenie w  kom órce roślinnej. 
GA — gibereliny, BR — brasinosteroidy, ABA — kw as abscysynowy. Szczegóły, 
w  tym  pozostałe nazw y zw iązków , w  tekście. N a podstaw ie  [15], zm odyfikow a-

Rycina 4. Pierw szy etap  biosyntezy GA w  plastydach prow adzący do pow stania 
enf-kaurenu. Szczegóły w tekście. Pełne nazw y enzym ów  przedstaw iono w  tabeli 
1. N a podstaw ie  [10], zm odyfikowane.

Obecnie wiadomo, że u modelowej rośliny dnia długiego, 
rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana), oraz wielu roślin z ro­
dziny dyniowatych (Cucurbitaceae) istotną rolę odgrywa 
również GA4. Różnica w  budow ie pomiędzy tymi dwiema 
GA polega na obecności (GAJ lub braku (GAJ grupy hy­
droksylowej przy trzynastym atomie węgla dołączanej przy 
udziale domniemanej 13-oksydazy giberelinowej (GA13ox), 
której identyfikacja umożliwiłaby wyjaśnienie potencjalnej 
różnicy w ich funkcjonowaniu [10]. Zidentyfikowanie u 
ryżu rozpuszczalnego receptora giberelin GID1 (ang. gibbe- 
rellin insensitive dwarf 1) [11] oraz jego homologów u rzod­
kiewnika [12] uzmysłowiło wielu badaczom, że różnice w y­
stępujące pomiędzy w /w  aktywnymi GA mogą wynikać z 
ich odmiennego powinowactwa do receptora, jak i zdolno­
ści do tworzenia kompleksu pomiędzy GA, GID1 i białkami 
DELLA, będącymi głównymi represorami w szlaku przeka­
zywania sygnału giberelinowego [10,13]. Inna bioaktywna 
gibereliną A3, zwana kwasem giberelowym, została ziden­
tyfikowana u 45 gatunków roślin, ale uważana jest za głów­
ną GA występującą u grzybów (m. in. u Gibberella fujikuroi), 
skąd jest zresztą pozyskiwana w celach komercyjnych [6],

BIOSYNTEZA GA U ROŚLIN

Ze względu na wewnątrzkom órkowe rozmieszczenie 
enzymów katalizujących kolejne reakcje, szlak biosyntezy 
GA możemy podzielić na 3 etapy: biosynteza ent-kaurenu 
w plastydach (Ryc. 4), powstanie aldehydu GAr  w  siateczce 
śródplazmatycznej (ER) (Ryc. 5) oraz synteza Cig-GA i C20 
-GA w cytosolu (Ryc. 6) [14], które szczegółowo opisano 
dalej.

Przez długi czas uważano, że pirofosforan izopenteny- 
lu (IPP, ang. isopenthenyl pyrophosphate), jeden ze związków
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Rycina 5. Drugi etap biosyntezy GA w  ER prow adzący do  pow stania  a ldehydu 
GA]2. Szczegóły w  tekście. Pełne nazw y enzym ów  przedstaw iono w  tabeli 1. Na 
podstaw ie  [10], zm odyfikowane.

występujących na wczesnych etapach biosyntezy GA, może 
powstawać wyłącznie w szlaku kwasu mewalonowego 
(MVA, ang. mevalonic acid). Z czasem okazało się jednak, że 
istnieje inna droga prowadząca do powstania aktywnych 
cząsteczek horm onu (Ryc. 3). Alternatywny szlak posiada 
kilka określeń: szlak niemewalonianowy (ang. non-mevalo- 
nate pathway), szlak Rohmera (od nazwiska jednego z od ­
krywców), szlak fosforanu deoksyksylulozy (szlak DXP, 
ang. deoxyxylulose phosphate pathway), czy szlak fosforanu 
metylerytritolu (szlak MEP, ang. methylerythritol phosphate 
patway), jednak ostatnie sformułowanie używ ane jest naj­
częściej [15]. Podczas gdy większość organizmów posia­
da albo szlak MVA (grzyby i zwierzęta), albo szlak MEP 
(większość bakterii właściwych i glonów), to rośliny i ich 
bezpośredni przodkowie Charophyceae (ramieniowe, glony 
należące do grom ady zielenic), posiadają obydwa. Szlaki, o 
których mowa występują w  różnych przedziałach kom ór­
kowych, przez co powstający IPP ma różne przeznaczenie. 
U roślin szlak MVA jest zlokalizowany w cytoplazmie, a po­
wstający IPP jest przekształcany w seskwiterpeny (C,.) lub 
triterpeny (C3Q/ np. sterole). Z kolei szlak MEP jest zlokalizo­
wany w plastydach, a powstający IPP przekształca się na-

GA,s R=H I GA44 R=OH GA2S R=H / GA,7 R=OH

Rycina 6. Trzeci etap  biosyntezy GA w  cytosolu prow adzący do pow stania 
aktyw nych cząsteczek horm onu. Szczegóły w  tekście. Pełne nazw y enzym ów  
przedstaw iono w  tabeli 1. N a podstaw ie [10], zm odyfikow ane.
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stępnie w monoterpeny (C10), diterpeny (C,(), np. gibereliny, 
fitol) lub tetraterpeny (C ^  np. karotenoidy). IPP może być 
również transportow any do mitochondriów gdzie w w yni­
ku dalszych jego przem ian powstają ubichinony [10]. Mimo 
istnienia ważkich dow odów  potwierdzających fakt, że GA 
powstają z IPP wytworzonego w szlaku MEP [16,17], to jed­
nak nie odrzuca się współdziałania zarów no szlaku MVA, 
jak i MEP [18]. Z kolei u grzybów w iadom ym  jest, że tylko 
szlak MVA prow adzi do powstania wszystkich terpenów, 
włącznie z GA [9].

Szlak MEP rozpoczyna się od połączenia jednostki dwu- 
węglowej (CHjCO-), powstającej w w yniku dekarboksylacji 
pirogronianu, z jednostką trzywęglową, aldehydem 3-fos- 
foglicerynowym (G3P, ang. glyceraldehyde 3-phosphate), da ­
jąc pięciowęglowy związek 5-fosforan 1-deoksyksylulozy 
(DXP, ang. l-deoxyxylulose 5-phosphate) (Ryc. 4). DXP ulega 
redukcji i wewnętrznej rearanżacji w wyniku czego pow sta­
je rozgałęziony 4-fosforan 2-metylerytritolu (MEP, ang. 
2-methylerythritol 4-phosphate), od którego bierze się nazw a 
całego szlaku. W trzech kolejnych etapach, przez 4-difosfo- 
cytydylo-2-metylerytritol (CDP-ME) i 2-fosforan 4-difosfo- 
cytydylo-2-metylerytritolu (CDP-MEP), MEP przekształca­
ny jest w 2,4-cyklodifosforan metylerytritolu (ME-cPP, ang. 
ME 2,4-cyclodiphosphate). Pierścień występujący w ME-cPP 
ulega otwarciu w wyniku czego powstaje 4-pirofosforan hy- 
droksym etylbutenylu (HMBPP, ang. hydroxymethylbutenyl
4-diphosphate). Ostatecznie, HMBPP może być przekształco­
ny w pirofosforan izopentenylu (IPP) lub jego izomer, pi- 
rofosforan dimetyloallilu (DMAPP, ang. dimethylallyl dipho­
sphate). Te dw a ostatnie związki mogą kondensować ze sobą, 
tworząc szereg połączeń o różnej liczbie jednostek pięciowę- 
glowych. W wyniku połączenia jednej cząsteczki DMAPP z 
jedną cząsteczką IPP powstaje pirofosforan geranylu (GPP, 
ang. geranyl pyrophosphate, C10), po przyłączeniu kolejnej 
cząsteczki IPP, pirofosforan farnezylu (FPP, ang. farnesyl py­
rophosphate, C15), a po przyłączeniu następnej cząsteczki IPP, 
pirofosforan geranylogeranylu (GGPP, ang. genanylgeranyl 
pyrophosphate, C20). GGPP zawiera więc cztery reszty izo- 
prenow e i ulegając kolejnym reakcjom cyklizacji, poprzez 
pirofosforan ent-kopalilu (CPP, ang. ent-copalyl pyrophospha­
te), powstaje ent-kauren. Szereg przem ian oksydacyjnych 
en f-kaurenu (en i-kauren/ en f-kaurenol/ en f-kaurenal/  kwas 
enf-kaurenow y/kw as e«f-7a-hydroksykaurenowy) zakoń­
czonych kontrakcją, czyli zmniejszeniem liczby członów 
jednego z pierścieni kwasu enf-7a-hydroksykaurenowego, 
prow adzi do powstania aldehydu GA^ (Ryc. 5). Utlenienie 
grupy aldehydowej do karboksylowej powoduje powstanie 
pierwszej gibereliny A12. Z kolei hydroksylacja GA12 przy 
trzynastym  atomie węgla prow adzi do powstania GA53. 
GA12 i GA-3 są bezpośrednimi prekursoram i odpowiednio 
szlaku 13-niehydroksylowanego i 13-hydroksylowanego. 
Dalsze reakcje utleniania oraz dehydratacji z utworzeniem 
dodatkowego pierścienia laktonowego prow adzą do po­
wstania wszystkich cząsteczek rodziny GA (Ryc. 6) [10]. 
Ostatni, trzeci etap szlaku metabolizmu GA w cytoplazmie 
został szczegółowo opisany w  kolejnych rozdziałach.

GENY I ENZYMY BIOSYNTEZY GA

Do chwili obecnej poznano większość genów i kodo­
wanych przez nie białek zaangażowanych w syntezę GA
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Tabela 1. Skróty i pełne nazw y enzym ów  zw iązanych z biosyntezą GA.

CL-Af Pełna nazwa enzymu
5KiOl

polska angielska

DXS syntaza 5-fosf oranu 1-deoksyksylulozy 1-deoxyxylulose 5-phosphate synthase

DXR reduktoizom eraza 5-fosforanu 1-deoksyksylulozy 1-deoxyxylulose 5-phosphate reductoisom erase

CMS syntaza 4-difosfocytydylo-m etylerytritolu 4-diphosphocytidyl-m ethylerythritol synthase

CMK kinaza 4-difosfocytydylo-m etylerytritolu 4-diphosphocytidyl-m ethylerythritol kinase

MCS syntaza 2,4-cyklopirofosforanu m etylerytritolu m ethylerythritol 2,4-cyclodiphosphate synthase

HDS syntaza 4-pirofosforanu hydroksym etylbutenylu hydroxym ethylbutenyl 4-diphosphate synthase

ID S/D D S syntaza pirofosf oranu  izopentenylu/dim etyłoallilu isopentenyl/d im ethylally l diphosphate synthase

GPS syntaza pirofosforanu geranylu geranyl d iphosphate synthase

FPS syntaza pirofosforanu farnezylu farnesyl diphosphate synthase

GGPS syntaza pirofosforanu geranyłogeranylu geranylgeranyl d iphosphate synthase

CPS syntaza pirofosforanu ent-kopalilu enf-copalyl diphosphate synthase

KS syntaza enf-kaurenu enf-kaurene synthase

EKO 19-oksydaza enf-kaurenu enf-kaurene 19-oxidase

KAO oksydaza kw asu ent-kaurenow ego enf-kaurenoic acid oxidase

GA13ox (?) 13-oksydaza giberelinowa gibberellin 13-oxidase

GA20ox 20-oksydaza giberelinow a gibberellin 20-oxidase

GA3ox 3-oksydaza giberelinowa gibberellin 3-oxidase

u różnych gatunków  roślin. Znaczna część enzymów w y­
kazuje wielofunkcyjność, dlatego mniejsza ich liczba, niż 
zakładano na początku, potrzebna jest do tworzenia takich 
struktur GA, które biorą czynny udział w  kontroli wielu 
procesów fizjologicznych. Ze względu na skomplikowane 
nazewnictwo enzymów, szczególnie tych biorących udział 
na wczesnych etapach syntezy GA, ich skróty i pełne nazwy 
przedstaw iono w  tabeli 1, a katalizowane przez nie reakcje 
na rycinie 4, 5 i 6.

SZLAK FOSFORANU METYLERYTRITOLU (SZLAK MEP)

Wszystkie geny oraz kodowane przez nie enzymy szla­
ku MEP po raz pierwszy zidentyfikowano u bakterii Esche­
richia coli [15]. W chwili obecnej ich ortologi w przypadku 
genów i homologi w  przypadku białek znane są również u 
wielu organizm ów  eukariotycznych [19], w  tym  głównie u 
rzodkiewnika (baza danych AIR, ang. Arabidopsis Informa­
tion Resources; h ttp ://w w w .A rab idopsis .o rg). Roślinne en­
zymy, o których mowa, kodowane są przez geny jądrowe i 
posiadają N-końcową, kierującą je do plastydów sekwencję, 
która wskazuje na docelowe miejsce ich funkcjonowania. 
Pod w zględem  struktury są bardzo zbliżone do enzymów 
prokariotycznych, za wyjątkiem enzym u HDS (GCPE), któ­
ry zawiera dużą domenę o nieznanej funkcji, specyficzną 
tylko dla roślin [20].

Szlak MEP prow adzi do wytworzenia IPP, a enzymem, 
który limituje powstanie tego związku jest syntaza DXP 
(DXS), kodow ana u rzodkiewnika przez gen CLA1 (ang. 
chloroplasts altered 1). M utanty clal charakteryzują się feno­
typem  albinotycznym, co spow odow ane jest bardzo niską 
zawartością cząsteczek chlorofilu i karotenoidów. Pomimo 
wymienionych objawów siewki rzodkiewnika z mutacją 
clal przeżywają ponieważ w  ich genomie zidentyfikowano 
dodatkow o dw a inne homologi CLA1 — DXS2 i DXS3, któ­
rych białkowe produkty w  pew nym  stopniu rekompensują

utracony gen. Rośliny z częściowym albinizmem mają cie­
kawie urozmaicony wygląd i często są upraw iane jako ro­
śliny ozdobne. Inne enzymy szlaku MEP, np. DXR, CMS czy 
HDS kodowane są u rzodkiewnika przez pojedyncze geny, 
stąd m utanty dxr, cms i hds są w  zupełności albinotyczne i 
nie mają szans przeżycia. Działanie enzym u DXR jest całko­
wicie ham owane przez pochodzącą z bakterii Streptomyces 
fosmidomycynę, przez co antybiotyk ten działa jak herbi­
cyd [15,21].

Enzymy DXS i DXR zostały zidentyfikowane u wielu ga­
tunków roślin, odpowiednio u 16 i 20, podczas gdy pozosta­
łe enzymy szlaku MEP zaledwie u kilku gatunków. Pełne 
sekwencje reszt aminokwasowych enzymów HDS i HDR 
znane są jedynie u dwóch gatunków roślin, odpowiednio 
u tytoniu (Nicotiana benthamiana) i ryżu (Oryza sativa Japo­
nka) oraz u tytoniu i rzodkiewnika. W przypadku białka 
CMS pełna sekwencja znana jest u rzodkiewnika, miłorzą- 
bu (Ginkgo biloba) i ryżu (O. sativa Japónica i Indica), w przy­
padku CMK u rzodkiewnika, pom idora (Lycopersicon escu- 
lentum), mięty (Mentha x piperita) i ryżu (O. sativa Japónica), 
natomiast w  przypadku MCS u rzodkiewnika, miłorząbu, 
ryżu (O. sativa Japónica i Indica) oraz cisu (Taxus x media) [19].

SZLAK GGPP

Kolejne enzymy uczestniczące na etapie przekształcania 
IPP w GGPP, syntaza GPP (GPS), syntaza FPP (FPS) i syn­
taza GGPP (GGPS), zostały scharakteryzowane u bakterii, 
drożdży, owadów, ssaków i roślin. U rzodkiewnika ziden­
tyfikowano pięć aktywnych izoenzymów GGPS (GGPS1-4, 
GGPS6) kodowanych przez małą rodzinę jądrowych ge­
nów. Istnieje także dodatkowy enzym GGR, który począt­
kowo zaliczano do syntaz GGPP, jednak wnikliwa analiza 
zachowanych w ewolucji dom en ujawniła znaczące różnice, 
które nie pozwoliły przypisać GGR do tej rodziny białek. Z 
uwagi na fakt, iż IPP może być syntetyzowany w różnych
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przedziałach komórkowych, wymienione enzymy zlokali­
zowano m. in. w  chloroplastach (GGPS1, GGPS3) gdzie w y­
stępują najliczniej, w  wakuoli (GGPS2) i ER (GGPS4) oraz 
w mitochondriach (GGPS6). Należy zaznaczyć, że reakcje 
zachodzące na wczesnych etapach metabolizmu GA prze­
prowadzają jedynie te enzymy, które posiadają sekwencję 
kierującą je do plastydów. W odróżnieniu od GGPS, synta- 
zy FPP najliczniej występują w  ER i cytosolu. U rzodkiew- 
nika potwierdzono obecność dwóch aktywnych izoform 
syntaz FPP - FPS1 i FPS2, które wykazują względem  siebie 
bardzo wysokie podobieństwo sekwencji aminokwaso- 
wych (90,6%). Z kolei syntazy GPP występują najliczniej w 
cytosolu lub plastydach. Przyjmuje się, że istnieją dwie izo- 
formy GPS, które posiadają lub nie sygnał lokalizacji plasty- 
dowej (PLS, ang. plastid localization signal), a związane jest to 
ze sposobem syntezy tych białek na rybosomach. W przy­
padku translacji od pierwszej reszty metioniny powstaje 
izoforma zawierająca PLS, natomiast rozpoczęcie translacji 
od drugiej reszty metioniny powoduje powstanie izoformy 
transportowanej do cytosolu. Porównanie trzech rodzajów 
opisanych powyżej syntaz rzodkiewnika przy użyciu pro ­
gramu BlastP wykazało stosunkowo niskie podobieństwo 
ich sekwencji aminokwasowych. Syntazy GPP wykazują 
zaledwie 24,4% identyczności sekwencji aminokwasowych 
w stosunku do syntaz FPP i 28,7% w  stosunku do syntaz 
GGPP [10].

SZLAK BIOSYNTEZY ENT-KAURENU

Cyklizacja liniowego GGPP będącego wspólnym  pre­
kursorem wszystkich diterpenoidów do tetracyklicznego 
w ęglowodoru enf-kaurenu zachodzi z udziałem  dwóch en­
zymów CPS i KS należących do klasy syntaz terpenowych 
(TPS, ang. terpene synthases). U rzodkiewnika enzym AtCPSl 
kodowany jest przez pojedynczy gen GAI. M utant gal w y­
kazuje silnie karłowaty fenotyp jednak zawiera śladowe ilo­
ści GA, co sugeruje, że w  genomie tej rośliny może istnieć 
dodatkowy, niezidentyfikowany do tej pory homolog tego 
genu [10]. Z kolei w  genomie ryżu zidentyfikowano trzy 
geny CPS - OsCPSl, OsCPS2 (OsCyc2) i OsCPS4 (OsCycl) 
oraz 1 pseudogen - OsCPS3. Spośród wszystkich enzymów 
kodowanych przez w /w  geny tylko OsCPSl uczestniczy w 
szlaku biosyntezy GA, natomiast OsCPS2 i OsCPS4 zaan­
gażowane są w  szlak biosyntezy fitoaleksyn, niskocząstecz- 
kowych związków, syntetyzowanych i akum ulowanych 
w roślinach narażonych na atak patogena [22], Analiza se­
kwencji reszt aminokwasowych białka AtCPSl wykazała 
najwyższe, 41% podobieństwo do białka OsCPSl i niższe w 
stosunku do OsCPS2 i OsCPS4 (35%-37%) [10].

U rzodkiewnika zarówno AtCPSl, jak i AtKSl posiadają 
N-końcową sekwencję aminokwasową kierującą je do stro­
my plastydów. Enzym AtKSl kodowany jest przez poje­
dynczy gen GA2, którego utrata całkowicie hamuje syntezę 
GA [23]. U ryżu zidentyfikowano 9 homologów genów KS 
(OsKSl-9) w tym  1 pseudogen (OsKS9), z czego w szlak bio­
syntezy GA zaangażowany jest praw dopodobnie tylko je­
den, OsKSl. Białko OsKSl wykazuje 43% identyczności se­
kwencji aminokwasowych w stosunku do AtKSl, natomiast 
pozostałe białka ryżu w przedziale 37-41% [24]. U innych 
gatunków roślin, m. in. u stewii (Stevia rebaudiana) zidenty­
fikowano dwa geny KS [10], natomiast u grzybów, m. in. G.
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fujikuroi i Phaeosphaeria stwierdzono obecność enzymu, któ­
ry wykazuje aktywność zarówno CPS, jak i KS [4],

SZLAK BIOSYNTEZY GA12

Utlenianie ent-kaurenu do GA12 katalizowane jest przez 
zlokalizowane na terenie ER enzymy należące do klasy mo- 
nooksygenaz cytochromu P450 (P450, ang. cytochrome P450 
monooxygenases). Za przeprowadzenie pierwszych trzech 
reakcji od ent-kaurenu do kwasu ent-kaurenowego odpo­
wiedzialny jest enzym EKO (CYP701A wg nom enklatury 
P450, h t tp : / /  drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html) 
[25,26], a następne trzy reakcje od kwasu ent-kaurenowego 
do GA12 zachodzą z udziałem enzym u KAO (CYP88A). U 
rzodkiewnika zidentyfikowano jeden gen EKO (GA3) ko­
dujący białko AtKOl oraz dwa geny KAO  kodujące białka 
AtKAOl i AtKA02. Wyniki doświadczeń z użyciem biał­
ka zielonej fluorescencji (GFP, ang. green fluorescent protein) 
wykazały, że białko KAO zlokalizowane jest na terenie ER, 
natom iast białko EKO występuje po zewnętrznej stronie 
błony plastydu. Potwierdza to fakt, że ostatnio wym ienio­
ny enzym bierze udział w  pierwotnym  przekształcaniu ent- 
-kaurenu przemieszczającego się z plastydów do ER [23]. 
Homologi enzymów EKO (OsKOl-5) i KAO (OsKAO) 
zidentyfikowano również w genomie ryżu. Porównując 
sekwencję aminokwasową białka AtKOl wykazano naj­
wyższe podobieństwo względem 0 sK 0 1 -0 sK 0 3  (-53%), a 
niższe w stosunku do O sK 04 (47%) i O sK 05 (46%). Z kolei 
białko OsKAO wykazuje około 51% podobieństwo do bia­
łek AtKAOl i AtKA02. Analiza filogenetyczna wykazała, 
że białka KAO występujące u roślin jednoliściennych w y ­
kazują wyższe podobieństwo (76-77%) względem samych 
siebie niż względem tych samych białek występujących u 
roślin dwuliściennych (51-54%) [24].

Homologi w /w  enzymów zidentyfikowano również u 
grzybów (np. u G. fujikuroi), ale wykazują one bardzo małe 
podobieństwo (-10%) sekwencji aminokwasowych w po­
rów naniu do enzymów roślinnych i praw dopodobnie nie 
są z nimi powiązane ewolucyjnie. Pochodzący z grzybów 
enzym EKO (CYP503) katalizuje taką samą reakcje jak jego 
roślinny homolog, natomiast enzym KAO (CYP68A) w śród 
wielu rodzajów aktywności posiada również aktywność 
3p-hydroksylazy, w  wyniku czego przekształca kwas ent- 
-kaurenowy w  GA14 (3p-hydroksy-GA12) [6],

SZLAK BIOSYNTEZY C19-GA

Reakcje zachodzące na późnych etapach biosyntezy GA 
katalizowane są przez rozpuszczalne dioksygenazy zależne 
od kwasu 2-oksoglutarowego (20DD, ang. 2-oxoglutarate- 
-dependent dioxygenases). W śród nich wyróżniam y 20-oksy- 
dazy giberelinowe (GA20ox) oraz 3-oksydazy giberelinowe 
(GA3ox). Wymienione enzymy kodowane są przez duże 
rodziny genów wykazujących zróżnicowaną czasowo i 
przestrzennie aktywność transkrypcyjną. U rzodkiewnika 
zidentyfikowano pięć genów GA20ox (AtGA20oxl-5) i czte­
ry geny GA3ox (AtGA3oxl-4), natomiast u ryżu cztery geny 
GA20ox (OsGA20oxl-4) oraz dwa geny GA3ox (OsGA3oxl/2) 
[10]. Białka kodowane przez wymienione geny odszuka­
no w bazie danych NCBI, a następnie ich sekwencje ami- 
nokwasowe porównano przy użyciu program u ClustalW.
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Otrzymane wyniki przedstawiono w formie dendrogra- 
mów (Ryc. 7). Z analiz filogenetycznych wynika, że u rzod- 
kiewnika m ożna wyróżnić trzy klasy zarówno GA20ox, jak i 
GA3ox, natomiast u ryżu trzy klasy GA20ox i jedną GA3ox. 
Pozostałe informacje dotyczące zarówno genów, jak i białek 
u tych dwóch gatunków roślin przedstawiono w tabeli 2.

W związku z tym, że utrata jednego genu może być re­
kom pensowana w  określonym stopniu przez białkowe pro­
dukty innych genów z tej samej rodziny, roślinne mutanty 
charakteryzują się fenotypami półkarłowatymi. Każdy z ge­
nów kodujących dioksygenazy może być regulowany przez

Tabela 2. C harakterystyka kluczowych genów  i kodow anych p rzez nie białek zw iązanych z biosyntezą GA u rzodkiew nika i ryżu. Sekwencje nukleotydow e genów  rzod- 
kiew nika zostały zidentyfikow ane w  trakcie projektu AGI (ang. Arabidopsis Genome Initiative), natom iast sekwencje nukleotydow e genów  ryżu zostały zidentyfikow ane w 
trakcie projektu RAP (ang. Rice Annotation Project, h ttp ://ra p d b .la b .n ig .a c .jp /). D om eny poszczególnych białek w yznaczono przy  użyciu program u BlastP; G — gatunek, 
N  — nazw a, aa — reszty am inokwasowe.

G N Gen AGI /  RAP Dom eny białkowe (położenie, aa) aa

AtGA20oxl
[GA5]

At4g25420

- dom ena PLN03176 charakterystyczna dla nadrodziny 3-hydroksylaz flaw onowych (31-139)
- dom ena 20G-FeII_Oxy charakterystyczna dla nadrodziny oksygenaz zależnych 
od dw uw artościow ego żelaza i kw asu 2-oksoglutarowego (223-322)
- m ultidom ena PLN02276 charakterystyczna dla 20-oksydaz giberelinowych (24-373)

377

1
o
c

"ajc
OJ X

AtGA20ox2 At5g51810

- dom ena PLN03176 (46-137)
- dom ena 20G-Fell_Oxy (221-319)
- m ultidom ena PLN02276 (23-377)

378

£  o

03 (J 
-d

AtGA20ox3 At5g07200

- dom ena PLN03176 (41-137)
- dom ena 20G-FeII_Oxy (222-321)
- m ultidom ena PLN02276 (17-380)

380

<3
c
•S

C/l
O
ótN AtGA20ox4 Atlg60980

- dom ena PLN03176 (40-136)
- dom ena 20G-FeII_Oxy (223-322)
- m ultidom ena PLN02276 (16-376)

376

AtGA20ox5 Atlg44090

- dom ena PLN03176 (34-128)
- dom ena 20G-FeII_Oxy (229-324)
- m ultidom ena PLN02276 (24-383)

385

iS
5
<,

£O

AtGA3oxl
[GA4]

A tlgl5550

- dom ena PLN03176 charakterystyczna dla nadrodziny 3-hydroksylaz flawonowych (69-127)
- dom ena 20G-FeII_Oxy charakterystyczna dla nadrodziny oksygenaz 
zależnych od dw uw artościow ego żelaza i kw asu 2-oksoglutarowego (107-340)
- m ultidom ena PLN02254 charakterystyczna dla 3p-dioksygenaz GA (24-383)

358

N
"3j-

1
5b

AtGA3ox2 Atlg80340

- dom ena PLN03176 (50-120)
- dom ena 20G-FeII_Oxy (149-333)
- m ultidom ena PLN02254 (1-347)

347

n'<8
"0
ul
¿i
O

AtGA3ox3 At4g21690

- dom ena PLN03176 (27-102)
- dom ena 20G -FeII_0xy (97-335)
- m ultidom ena PLN02254 (1-349)

349

có

AtGA3ox4 Atlg80330

- dom ena PLN03176 (13-104)
- dom ena 20G -FeII_0xy (149-338)
- m ultidom ena PLN02254 (1-354)

355

OJ
s
o
c

uU
OJ

. f i

OsGA20oxl 0s03g0856700

- dom ena PLN03176 charakterystyczna dla nadrodziny 3-hydroksylaz flaw onowych (18-120)
- dom ena 20G-FeII_Oxy charakterystyczna dla nadrodziny oksygenaz zależnych 
od dw uw artościow ego żelaza i kw asu 2-oksoglutarowego (210-309)
- m ultidom ena PLN02276 charakterystyczna dla 20-oksydaz giberelinowych (13-367)

372

OsGA20ox2
[SD1]

0s01g0883800
- dom ena 20G -FeII_0xy (225-324)
- m ultidom ena PLN02276 (33-372)

389

<3
•S
<3

'Sb

N(0
T3
>>(fi

OsGA20ox3 0s07g0169700

- dom ena PLN03176 (11-115)
- dom ena 20G -FeII_0xy (200-304)
- m ultidom ena PLN02276 (1-362)

367

i
I *
o

O

O
(N

OsGA20ox4 0s05g0421900

- dom ena ATT_I charakterystyczna dla nadrodziny am inotransferaz 
asparagin ianu typu I zależnych od fosforanu p irydoksalu (152-222)
- dom ena 20G -FeII_0xy (1-32)
- m ultidom ena PLN02276 (1-82)

331

X
O

OsGA3oxl 0s05g0178100
-  dom ena 20G -FeII_0xy (159-358)
-  m ultidom ena PLN02254 (32-380)

384

c o
<

U OsGA3ox2
[D18]

OsOlgOl77400

-  dom ena PLN03176 (63-111)
-  dom ena 20G -FeII_0xy (206-300)
-  m ultidom ena PLN02254 (4-348)

370
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Rycina 7. D endrogram y uzyskane po porów naniu  sekwencji reszt am inokw aso- 
wych białek z rodziny  dioksygenaz zależnych od kw asu 2-oksoglutarowego u 
rzodkiew nika i ryżu  przy użyciu p rogram u ClustalW .
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inne czynniki w ewnętrzne (m. in. hormony) i środowisko­
we (m. in. światło, tem peratura, stres), jak i być zaangażo­
w any w  odm ienne procesy fizjologiczne [9,27].

W w yniku kolejnych reakcji utleniania, GA20ox prze­
kształcają GA12 (R=H) i GA53 (R=OH) do cząsteczek z gru ­
pą hydroksylow ą (odpowiednio GA15 i GA^), aldehydową 
(GA24 i GA19), a następnie do C19-GA z 4,10-laktonem (GA9 i 
GA20) (Ryc. 6). Istotne jest, aby cząsteczki pośrednie tj. GA1S 
i G A ^ zawierały wolną grupę hydroksylową (formy otw ar­
tych laktonów) ponieważ tylko wtedy mogą wejść w  dalszy 
cykl przemian. W przeciwnym układzie, czyli tam gdzie do ­
chodzi do wytworzenia 6-laktonu, GA20ox nie mogą dalej 
katalizować reakcji utleniania. W organach wegetatywnych 
poza nasionami stwierdzono obecność enzym u zdolnego 
do przekształcenia 5-laktonu w  grupę aldehydową [28]. W 
zw iązku z tym w sytuacji, gdy GA20ox wykazywałyby ni­
ską aktywność biologiczną, mógłby to być istotny mecha­
nizm  regulacji zawartości C19-GA w tkankach roślinnych. 
Istnieje również możliwość przekształcania grupy aldehy­
dowej w  grupę karboksylową w  GA24 i GA19, a produktam i 
tych reakcji są odpowiednio GA25 i GA17. Gen kodujący en­
zym  GA20ox, który katalizuje opisaną powyżej reakcję po 
raz pierwszy zidentyfikowano w bielmie i dojrzewających 
zarodkach dyni (Cucurbita maxima), natomiast nie w ykry­
to go u żadnego innego gatunku roślin. Do chwili obecnej 
nie został wyjaśniony jednak chemiczny mechanizm utraty 
C-20 w  GA25 i GA17. Dane te mogą stanowić istotny dowód 
na to, że lakton występujący w GA9 i GA20 utworzony zosta­
je w  w yniku przekształcenia grupy karboksylowej konkret­
nie przy 19 atomie węgla [10].

Za bezpośrednie wytworzenie biologicznie aktywnych 
GA odpow iadają enzymy określane jako GA3ox. Wystę­
pująca u rzodkiewnika i wykazująca wysoką specyficz­
ność tkankową, główna oksydaza, GA3oxl odpowiada 
za w ytw orzenie GA4 (R=H) lub GA1 (R=OH) w wyniku 
3p-hydroksylacji odpowiednio GA9 lub GA20. Ponadto u in­
nych gatunków  roślin stwierdzono również występowanie 
GA3ox, które zdolne są do utleniania drugiego i trzeciego 
atom u węgla w w yniku czego powstaje pomiędzy nimi po­
dwójne wiązanie. Tego typu wiązania występują w  2,3-di- 
dehydro-G A 9 (R=H) i 2,3-didehydro-GA5 (R=OH). Kolejne 
oksydacje ostatnio wymienionych GA, początkowo przy 
C -l, a następnie przy C-3, prow adzą do powstania odpo­
w iednio GA7 i GAj. Podczas gdy większość GA3ox w yka­
zuje wysoką specyficzność w  stosunku do C]9-GA, to u nie­
których gatunków  roślin, np. u dyni, stwierdzono występo­
wanie enzymów, które utleniają C2(-GA [8,29],

DEZAKTYWACJA GA

Przekształcanie fizjologicznie czynnych cząsteczek GA 
w  formy nieaktywne jest istotnym procesem pozwalającym 
regulować zawartość horm onu w tkankach roślinnych. Wy­
różniam y trzy główne drogi dezaktywacji GA: hydroksyla- 
cję, epoksydację i metylację (Ryc. 8).

Najlepiej scharakteryzowanym szlakiem tworzenia kata- 
bolitów jest utlenianie (2p~hydroksylacja) drugiego atomu 
węgla w  cząsteczkach GA, katalizowane przez 2-oksydazy 
giberelinowe (GA2ox) (Ryc. 81 i II). Taki mechanizm dezak-

20
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Rycina 8. Sposoby dezaktywacji GA. (I) i (II) 2p-hydroksylacja. Jako GA2ox ozna­
czono oksydazy klasy I i II, natom iast jako GA2ox* oznaczono oksydazy klasy 
III; (III) epoksydacja; (IV) metylacja. Szczegóły w  tekście. Pełne nazw y enzym ów  
przedstaw iono w  tabeli 3. N a podstaw ie [9,10], zm odyfikowane.

tywacji funkcjonuje w  przypadku bioaktywnych GA1 i GA4 
oraz ich bezpośrednich prekursorów GA9 i GA20, natomiast 
nie funkcjonuje w  przypadku GA3, GA7, GA5 i GA6, czego 
pow odem  jest obecność w cząsteczkach podwójnych wią­
zań pom iędzy pierwszym  i drugim  (GA3 i GA7) lub drugim  
i trzecim (GA. i GA6) atomem węgla. W związku z pow yż­
szym ostatnie z wymienionych GA wykazują przez dłuższy 
czas aktywność biologiczną niż na przykład GA1 i GA4 [10], 
Z opisanych pow odów  wynikają także ich odm ienne zaan­
gażowania w  poszczególne procesy fizjologiczne. U życicy 
(Lolium temulentum) GA. i GA6 wykazują większą bioaktyw- 
ność w procesie kwitnienia, podczas gdy GA1 i GA4 w pro­
cesie wydłużania pędu [30]. Wyniki początkowych badań 
doprowadziły do identyfikacji GA2ox, które jako substrat 
wykorzystują C19-GA (Ryc. 811) [31], natomiast w 2003 roku 
odkryto dodatkowo GA2ox, które przekształcają w kata- 
bolity C2()-GA (Ryc. 81) [32], Do chwili obecnej nie poznano 
jednak znaczenia dezaktywacji jeszcze nie funkcjonalnych 
cząsteczek hormonu.

Wyniki badań na recesywnym mutancie eui (ang. elonga­
ted uppermost internode) u ryżu doprow adziły do odkrycia 
alternatywnego sposobu dezaktywacji GA (Ryc. 8III). Oka­
zało się, że enzym EUI, odpowiedzialny za epoksydację po ­
dwójnego wiązania przy 16 i 17 atomie węgla w cząstecz­
kach GA nieprzekształconych przez enzym GA13ox (np. 
GA4, GA9 i GA12), przyspiesza tworzenie katabolitów. Re­
akcja na poziomie biochemicznym została przedstaw iona w 
następujący sposób: GA4 przy udziale enzym u EUI zostaje 
przekształcona w 16a,17-epoksy-GA4, a następnie w  obec­
ności cząsteczek wody w 16-17-dihydro-16a,17-dihydroksy- 
GA4. Taki mechanizm unieczynnienia cząsteczek GA może
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Tabela 3. Enzym y uczestniczące w  procesach dezaktywacji GA.

Pełna nazwa enzymu
Skrót

polska angielska

GA2ox
2-oksydaza
giberelinow a

gibberellin 2-oxidase

GA16,17ox /  EUI
16,17-oksydaza
giberelinow a

gibberellin 16,17-oxidase /  
elongated upperm ost 
internode

GAMT
m etylotransferaza
giberelinow a

gibberellin
m ethyltransferases

być powszechny dla różnych roślin ze względu na swoją 
prostotę oraz tłumaczy zagadkowo wysokie stężenie ostat­
nio wymienionego związku u wielu gatunków  roślin [33].

Innymi enzymami występującymi u rzodkiewnika, któ­
rych funkcjonowanie może być ściśle związane z tworze­
niem katabolitów GA, są metylotransferazy giberelinowe 
GAMT1 i GAMT2 (ang. gibberellin methyltransferases 1/2), 
które wykorzystując S-adenozyno-L-metioninę (SAM, ang.
S-adenosine-L-methionine) jako donor grupy metylowej, kata­
lizują reakcje metylacji grupy karboksylowej zlokalizowa­
nej przy szóstym atomie węgla (C-6) tworząc w  ten sposób 
estry metylowe GA (MeGA, ang. metyl esters of gibberellin) 
(Ryc. 81V) [34], Mimo faktu, iż reakcje metylacji powszech­
nie występują u eukariontów, ten sposób obniżania stężenia 
aktywnych GA nie został uznany za powszechny i wym aga 
dalszych dodatkowych badań.

GENY I ENZYMY KATABOLIZMU GA

Odkrycia ostatnich lat dotyczące nowych sposobów 
zmniejszania zawartości cząsteczek horm onu w tkankach 
roślinnych ujawniły złożoność omawianych procesów. W 
chwili obecnej znane są trzy podstaw ow e grupy enzymów 
przeprowadzających reakcje metabolicznej dezaktywacji 
GA. Pełne nazw y tych enzym ów i ich skróty załączono w 
tabeli 3.

Tak jak GA20ox i GA3ox, GA2ox zaliczane są do rodzi­
ny dioksygenaz zależnych od kwasu 2-oksoglutarowego 
(20DD). Wszystkie GA2ox, jak również metylotransferazy i 
epoksydazy występujące u rzodkiewnika i / lu b  ryżu odszu­
kano w bazie danych NCBI, a następnie ich sekwencje ami- 
nokwasowe porów nano w  programie ClustalW. O trzym a­
ne wyniki przedstawiono w formie dendrogram ów  (Ryc. 9). 
Pozostałe informacje dotyczące zarówno genów, jak i białek 
u tych dwóch gatunków roślin przedstawiono w tabeli 4.

Arabldopsls thallana ^  ^

Rycina 9. D endrogram y uzyskane po porów naniu  sekwencji am inokw asow ych 
białek z rodziny d ioksygenaz zależnych od kw asu 2-oksoglutarow ego (20DD), 
m etylotransferaz giberelinow ych (GAMT) oraz m onooksygenaz cytochrom u 
P450 (P450) u rzodkiew nika i ryżu  przy  użyciu program u ClustalW .

Bazując na pokrewieństwie filogenetycznym, GA2ox 
podzielono na trzy klasy. Do klasy pierwszej i drugiej za­
kwalifikowano oksydazy, które odpowiedzialne są za 
2|3-hydroksylację cząsteczek hormonu, lub jak stw ierdzono 
w  przypadku liścieni i rozwijających się nasion grochu, za 
tworzenie grupy ketonowej przy drugim  atomie węgla w 
cząsteczkach GA. Należy zaznaczyć, że tworzenie grupy 
ketonowej ma miejsce tylko i wyłącznie wtedy, gdy stęże­
nie enzymu jest bardzo wysokie. Niemniej jednak analiza 
funkcyjna wykazała, że wszystkie GA2ox klasy pierwszej 
i drugiej wykazują powinowactwo do C19-GA (GA4, GA4, 
GAg, GA20) i przyjęło się określać je jako Cig-GA2ox [10]. U 
rzodkiewnika omawiane dwie klasy enzymów kodow ane 
są przez sześć genów (AtGA2oxl-AtGA2ox6) chociaż jeden 
z nich (AtGA2ox5) zawiera dużą wstawkę DNA i p raw do ­
podobnie nie ulega ekspresji [35]. Z kolei w  genomie ryżu 
zidentyfikowano cztery geny OsGA2oxl-OsGA2ox4 kod u ­
jące białka o tych samych nazwach [24]. Do trzeciej klasy 
zaliczono te GA2ox, które jako substrat wykorzystują C20_ 
-GA (GA12, GA53) i określa się je jako C20-GA2ox. U rzod ­
kiewnika kodowane są one przez dw a geny AtGA2ox7  oraz 
AtGA2ox8. Białka GA2ox7 i GA2ox8 wykazują niski procent 
podobieństwa (zaledwie 16-23%) w porów naniu do po ­
zostałych GA2ox [32], U ryżu GA2ox zaliczane do trzeciej 
klasy kodowane są również przez dw a geny OsGA2ox5 i 
OsGA2ox6 [9],

Zbudow any z 577 reszt aminokwasowych enzym  EUI, 
określany również jako CYP714D1, zaliczany jest do klasy 
monooksygenaz cytochromu P450. Wyniki pierwotnych 
badań komórek epidermy cebuli z użyciem GFP pokazały, 
że białka EUI zlokalizowane są w  cytoplazmie, a kolejne 
analizy potwierdziły również ich obecność na pow ierzch­
ni błon ER. Transgeniczne siewki ryżu z nadekspresją genu 
EUI charakteryzują się skrajną karłowatością i nie są zdolne 
do wytwarzania nasion. Aplikacja roztworu GA1 prom uje 
szybki wzrost niskich roślin, natomiast podanie GA4 i GAg 
nie wpływa na ten proces. Jest to spowodowane tym, że 
ostatnio wymienione GA należą do szlaku 13-hydroksy- 
lowanego, a takie cząsteczki horm onu są w ykorzystyw a­
ne jako substraty w  reakcjach katalizowanych przez EUI. 
Z kolei brak aktywnego enzym u EUI w komórkach ryżu 
skutkuje akumulacją aktywnych biologicznie GA na bardzo 
wysokim poziomie. Oba przedstawione powyżej przykłady 
potwierdzają dezaktywującą funkcję enzymu EUI [33,36].

Zidentyfikowane po raz pierwszy u rzodkiewnika enzy­
my GAMT1 i GAMT2 charakteryzują się zmienną aktyw ­
nością biologiczną w odniesieniu do różnych GA (Tab. 5). 
Wykazano, że GAMT1 z najwyższą efektywnością metyluje 
GAg i GA2[)/ natomiast GAMT2 giberelinę A4. Ponadto en­
zym GAMT1 może dezaktywować GA, które nie zawierają 
y-laktonu (GAigi GA4J , natomiast GAMT2 nie wykazuje ta­
kich zdolności. Białko GAMT1 o m. cz. 41,5 kD zbudow ane 
jest z 376 reszt aminokwasowych, natomiast GAMT2 o m. 
cz. 43,3 kD składa się z 387 reszt aminokwasowych. Białka 
te wykazują 58% identyczności [34], a wśród innych białek 
rzodkiewnika najbardziej podobne, zarówno do GAMT1 i 
GAMT2, jest białko IAMT1 (34%), które metylując auksyny 
w ytw arza ich estry (MelAA, ang. metyl indole-3-acetic cicid) 
[37]. W celu sprawdzenia dezaktywującej funkcji om aw ia­
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Tabela 4. Charakterystyka kluczowych genów  i kodow anych p rzez nie białek zw iązanych z dezaktywacją GA u rzodkiew nika i ryżu. Sekwencje nukleoty dowe genów 
rzodkiew nika zostały zidentyfikow ane w  trakcie projektu AGI, natom iast sekwencje nukleotydow e genów ryżu  zostały zidentyfikow ane w  trakcie projektu RAP. Domeny 
poszczególnych białek w yznaczono p rzy  użyciu program u BlastP; G — gatunek, N — nazw a, KL — klasa, aa — reszty am inokwasowe.

G N KL Gen A G I/R A P Dom eny białkowe (położenie, aa) aa

I

AtGA2oxl Atlg78440

- dom ena PLN03176 charakterystyczna dla nadrodziny 3- 
hydroksylaz flaw onowych (18-72)
- dom ena 20G -FeII_0xy charakterystyczna dla nadrodziny 
oksygenaz zależnych od dw uw artościow ego żelaza i kw asu 2- 
oksoglutarow ego (166-273)
- m ultidom ena PLN02156 charakterystyczna dla 2(3-dioksygenaz 
giberelinow ych (17-329)

329

AtGA2ox2 Atlg30040

- dom ena PLN03176 (28-87)
- dom ena 20G -FeII_0xy (180-283)
- m ultidom ena PLN02156 (1-340)

341

OJ
£o

"oj

AtGA2ox3 At2g34555

- dom ena PLN03176 (27-76)
- dom ena 20G -FeII_0xy (176-278)
- m ultidom ena PLN02156 (1-335)

335

<3
g
• S 
1

yd
az

y 
g

ib
er

 
G

A
20

ox

AtGA2ox4 Atlg47990

- dom ena PLN03176 (14-71)
- dom ena 20G -FeII_0xy (157-269)
- dom ena PcbC charakterystyczna dla syntaz izopenicylinowych i 
pokrew nych dioksygenaz (13-309)

321

¿6
5

<

O
cŃ

II

AtGA2ox6 Atlg02400

- dom ena PLN03176 (20-83)
- dom ena 20G-FeII_Oxy (176-280)
- m ultidom ena PLN02750 charakterystyczna dla oksydoreduktaz 
i oksygenaz 20G-FeII (15-311)

329

AtGA2ox7 Atlg50960

- dom ena PLN03176 (39-116)
- dom ena 20G-FeII_Oxy (196-291)
- m ultidom ena PLN02365 charakterystyczna dla dioksygenaz 
zależnych od kw asy 2-oksoglutarowego (40-315)

336

III

AtGA2ox8 At4g21200

- dom ena PLN03176 (41-105)
- dom ena 20G-FeII_Oxy (191-290)
- m ultidom ena PLN02403 charakterystyczna dla oksydaz 
am inocyklopropanokarboksylow ych (40-333)

338

H GAMT1 At4g26420 - dom ena charakterystyczna dla m etylotransferaz (43-375) 376

<
U GAMT2 At5g56300 - dom ena charakterystyczna dla m etylotransferaz (51-386) 387

I

OsGA2ox3 0s01g0757200

- dom ena 20G-FeII_Oxy charakterystyczna dla nadrodziny 
oksygenaz zależnych od dw uw artościow ego żelaza i kw asu 2- 
oksoglutarow ego (174-278)
- m ultidom ena PLN02156 charakterystyczna dla 2(3-dioksygenaz 
giberelinow ych (1-327)

327

01
£
o
c

OsGA2ox4 0s05g0514600
- dom ena 20G-FeII_Oxy (116-177)
- m ultidom ena PLN02156 (1-112,124-235)

242

oUl0)
XI
'Sb
N

T3

OsGA2oxl 0s05g0158600
- dom ena 20G-FeII_Oxy (237-321)
- m ultidom ena PLN02156 (61-368) 382

<3
•5
«w

II
OsGA2ox2 0s01g0332300

- dom ena 20G-FeII_Oxy (187-306)
- m ultidom ena PLN02156 (37-352)

370

N

O

C/3
¿4
o
CN

III

OsGA2ox5 0s07g0103500

- dom ena PLN03176 (41-102)
- dom ena 20G -FeII_0xy (193-290)
- m ultidom ena PLN02984 charakterystyczna dla oksydoreduktaz 
i rodziny oksygenaz 20G-Fe(II) (7-339)

341

OsGA2ox6 0s04g0522500

- dom ena PLN03176 (49-121)
- dom ena 20G-FeII_Oxy (213-308)
- m ultidom ena PLN02984(29-351)

358

O
w EUI /  

CYP714D1
0s05g0482400

- dom ena p450 charakterystyczna dla nadrodziny m onoksygenaz 
cytochrom u p450 (110-532)
- m ultidom ena PLN02290 charakterystyczna dla trans- 
hydroksylaz cytokininowych (27-554)

577

nych białek u rzodkiewnika posłużono się zarówno m utan ­
tami, jak i roślinami, które wykazywały nadekspresję ge­
nów GAMT1 i GAMT2 pod silnym promotorem. W porów ­
naniu do roślin typu dzikiego, 4-tygodniowe transgeniczne 
rośliny ze zwiększoną ilością transkryptów genu GAMT1

charakteryzowały się wyraźnie niższymi, ciemnozielony­
mi rozetami liściowymi. Włącznie do 3 miesiąca rosły one 
bardzo wolno i rozwijały się w  karłowato-krzaczaste rośli­
ny. W tym  czasie niektóre z nich w ogóle nie wytworzyły 
kwiatów, chociaż rośliny typu dzikiego zaczynają kwitnąć
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Tabela 5. Aktywność biologiczna enzym ów  GAMT1 i GAMT2 u  rzodkiew nika 
w zględem  w ybranych cząsteczek GA. Kolorem czerw onym  zaznaczono GA po­
siadające przy  trzynastym  atom ie węgla g rupę hydroksylow ą, natom iast niebie­
skim  GA nie posiadające g rupy  OH. Szczegóły w  tekście. N a podstaw ie  [34],

Względna aktywność (%)
O U U S U d l

GAMT1 GAMT2

GA, 25 30

g a 3 80 45

GA, 69 100

g a 9 100 60

g a 12 9 0

g a 19 19 0

GA,0 95 15

46 80

GA* 32 16

już od 6 tygodnia, a tam  gdzie powstały kwiaty, były one 
małe i często sterylne. Potraktowanie roślin roztworem  
GA4 przywracało po pew nym  czasie pokrój rośliny typu 
dzikiego, natomiast aplikacja roztw oru Me-GA4 nie dawała 
takich efektów. Podobne rezultaty otrzymano w  przypad ­
ku tytoniu (Nicotiana tabacum) i petuni (Petunia hybrida). Z 
kolei transgeniczne siewki rzodkiewnika z nadekspresją 
genu GAMT2 wzrastające na pożywce MS (ang. Murashige 
and Skoog) nie w ykazywały karłowatego fenotypu we wcze­
snych etapach rozwoju i nie różniły się od roślin typu dzi­
kiego. W momencie przeniesienia 3-tygodniowych roślin 
do ziemi, rośliny transgeniczne zaczęły wykazywać inny 
wzorzec rozwoju, który charakteryzował się spowolnionym 
wzrostem, większą liczbą odgałęzień, co dawało pokrój 
krzaczastej rośliny półkarłowatej. Niektóre z nich w ykazy­
wały obniżoną płodność, jednak zdecydowana większość 
posiadała normalnie wykształcone nasiona. Różnica pomię­
dzy fenotypami roślin z linii z nadekspresją genu GAMT1 i 
GAMT2 nie zacierała się również podczas upraw y roślin w 
różnych warunkach świetlnych. Z kolei podwójne m utanty 
gamtl gamt2 wykazywały ponad przeciętnie wysoką zaw ar­
tość aktywnych GA i były bardziej odporne na działanie in­
hibitorów biosyntezy horm onu w porów naniu z roślinami 
typu dzikiego [34],

W celu określenia roli enzym ów GAMT1 i GAMT2 usta­
lono profil ekspresji genów, które je kodują. W ykrywalny 
poziom aktywności transkrypcyjnej obu genów zaobserwo­
wano w kiełkujących i dojrzewających nasionach, natomiast 
szczególnie wysoki w  końcowej fazie rozwoju łuszczynek 
rzodkiewnika. Z tym rozkładem  transkryptów  w /w  genów 
pokryw a się również obecność kodowanych przez nie bia­
łek, co potwierdzono przy użyciu przeciwciał poliklonal- 
nych [9,34].

PODSUMOWANIE

Gibereliny stanowią bardzo liczną i wciąż powiększają­
cą się grupę związków horm onalnych o skomplikowanej 
strukturze chemicznej. Synteza GA zachodzi w  dojrzewa­
jących nasionach i owocach, w  pręcikach kwiatów, w mło­
dych liściach, wierzchołkach wzrostu pędów  i w korzeniach 
[38-40]. Pierwsze etapy biosyntezy są wspólne dla wszyst­
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kich terpenoidów. Dalsze reakcje utleniania grupy alde­
hydowej do karboksylowej, oksydacyjnej dekarboksylacji, 
hydroksylacji pierścienia, odwodorowania z utworzeniem 
podwójnego wiązania oraz dehydratacji z utworzeniem do­
datkowego pierścienia laktonowego prow adzą do pow sta­
nia wszystkich członków rodziny GA. Gibereliny o najwyż­
szym stopniu utlenienia mają nieznaczną aktywność biolo­
giczną, a końcowe produkty oksydacyjnych przekształceń 
utlenionych GA są jej całkowicie pozbawione i uważa się 
je za produkty metabolicznej dezaktywacji tych hormonów

[3].

Wyniki badań na poziomie molekularnym doprow adzi­
ły do identyfikacji większości genów związanych ze szla­
kiem biosyntezy i degradacji GA u bakterii, organizmów 
plechowych oraz roślin nasiennych. W chwili obecnej jed­
nym z w yzw ań jest potwierdzenie obecności domniemanej 
GA13ox, która przekształca GA12 w  jej analog GAS3 poprzez 
dołączenie grupy wodorotlenowej do trzynastego atomu 
węgla w cząsteczce GA. Opisana reakcja jest kluczowym 
momentem, od którego powstają dw a niezależne szlaki 
metaboliczne, odpow iednio 13-niehydroksylowany i 13-hy- 
droksylowany. Zastanawiająca jest również obecność tyl­
ko w  organach wegetatywnych enzym u odkrytego przez 
W ard 'a i współpracowników w 1997 roku zdolnego do 
przekształcania 5-laktonu giberelin A /A ^  w grupę alde­
hydow ą giberelin A24/ A 19 [28], Konieczne są dalsze bada­
nia w  celu dokładnego określenia znaczenia tego procesu. 
W edług danych literaturowych istnieje również możliwość 
przekształcania grupy aldehydowej GA24/G A 19 w grupę 
karboksylową, a produktam i tych reakcji są odpowiednio 
GA25 i GA17. C o  ciekawe, gen kodujący enzym GA20ox, któ­
ry przeprow adza opisaną reakcję, zidentyfikowano u dyni, 
ale nie odkryto u żadnego innego gatunku roślin. Tak więc 
mimo wielu lat badań nad szlakiem biosyntezy GA istnieją 
jeszcze zagadnienia niewyjaśnione.

Zdecydowana większość poznanych genów związa­
nych z biosyntezą GA należy do dużych rodzin, których 
synteza regulowana jest przez różne czynniki wewnętrzne 
(m. in. hormony) i zewnętrze (m. in. światło, temperatura, 
stres) [41]. Taka sytuacja umożliwia czasowo-przestrzenne 
zróżnicowanie zawartości kodowanych przez nie białek w 
poszczególnych organach i tkankach na różnych etapach 
rozwoju rośliny. Ponadto wiele z enzymów, należących 
głównie do trzech klas: syntaz terpenowych, monooksyge- 
naz cytochromu P450 oraz oksygenaz zależnych od kwasu 
2-oksoglutarowego, może pełnić różnorodne funkcje.

Zawartość biologicznie aktywnych GA zależy zarówno 
od tempa biosyntezy, jak i od przekształcania ich w formy 
nieaktywne. Odkrycie dwóch nowych sposobów regulacji 
zawartości GA w tkankach roślinnych, epoksydacji u ryżu 
i metylacji u rzodkiewnika, zrodziło wiele pytań, w tym o 
powszechność w ystępowania tych reakcji. Interesujące jest 
również odkrycie Schomburg'a i współpracowników w 
2003 roku dotyczące identyfikacji trzeciej, zupełnie nowej 
klasy GA2ox, które jako substrat wykorzystują C20-GA [32], 
Sens i cel unieczynnienia jeszcze nie funkcjonalnych cząste­
czek horm onu nie jest znany, natomiast odkrycie to z pew ­
nością zmienia sposób postrzegania mechanizmów dezak­
tywacji GA i podkreśla złożoność tych procesów.
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Mimo znacznego postępu wiedzy odnośnie metabolizmu 
GA, zrozum ienie mechanizmów funkcjonowania horm onu 
u organizm ów  eukariotycznych wym aga także znajomości 
sposobów regulacji metabolizmu GA, jak i sposobu odbiera­
nia i przekazywania sygnału giberelinowego [42],
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ABSTRACT
G ib b erellin s (GA), as one of the m ost im portan t phytohorm ones, control d iffe ren t aspect of p lan t grow th and  developm ent such as seed  
germ ination , stem  elongation  and  floral induction . A lthough iden tified  m ore th an  a h u n d red  and  th irty  GA, only a sm all n um ber of th em  are 
b iological active. M any non-bioactive GA are p resen t in  p lan t tissues as precursors or deactivated m etabolites. Biochem ical and  genetic ap ­
proaches have led  to the recognition  m ost of the genes th at encode G A  b iosyn thesis and  deactivation enzym es, and  conducted  investiga tion  
has h e lp ed  us to better und erstan d  GA functions in  plants. M any enzym es involved  in  GA m etabolism  are m ultifunctional and  therefore  
few er enzym es than  m ight be expected are req u ired  to created the various g ibbere llin s  structures. In  th is review , we sum m arized  cu rren t 
know ledge on the GA b iosynthesis and  deactivation  pathw ays in  p lan ts and  show ed precise characteristic of genes and encoding p ro te in  
w hich  are involved in  g ibbere llin s m etabolism .

00195»

POLISH-GERMAN BIOCHEMICAL SOCIETIES JOINT MEETING
BIOCHEMISTRY FOR HEALTH AND ENVIRONMENT

POZNAŃ, POLAND, 11-14 SEPTEMBER 2012

http://rcin.org.pl

mailto:kasia_swiniarska@o2.pl


Biosynteza jasmonianów u roślin — najnowsze odkrycia

Emilia Wilmowicz 

Kamil Frankowski 

Magdalena Sidłowska 

Agata Kućko 

Jacek Kęsy 

Adam Gąsiorowski 

Paulina Glazińska 

Jan Kopcewicz

Katedra Fizjologii Roślin i Biotechnologii, Uni­
w ersytet Mikołaja Kopernika, Toruń

^K atedra  Fizjologii Roślin i Biotechnologii, 
U niw ersytet Mikołaja Kopernika, ul. G agarina 
9, 87-100 Toruń; tel.: (56) 611 44 46, faks: (56) 
611 47 72, e-mail: emwil@ umk.pl

A rtykuł otrzym ano 15 w rześnia 2011 r.
Artykuł zaakceptowano 31 października 2011 r.

Słowa kluczowe: jasm oniany, biosynteza, mi- 
kro-RNA

W ykaz skrótów : AOC — cyklaza tlenku alle- 
nowego; AOS — syntaza tlenku allenowego; 
JA — kw as jasmonowy; JA-Ile — koniugat 
kw asu jasm onow ego z am inokw asem  izoleu- 
cyną; LOX — lipoksygenaza; MeJA — ester 
m etylowy kw asu jasm onowego; miRNA — 
m ałe regulatorow e RNA; OPR3 — reduktaza 
kw asu 12-oksofitodienowego

Podziękow ania: Praca finansow ana z Progra­
m u W ieloletniego MRiRW nr 149/2011 i gran ­
tu MNiSW nr N303321637.

26

STRESZCZENIE

Jasm oniany  są horm onam i roślinnym i zaangażow anym i w  kontro lę  w ie lu  procesów  wzro­
stu  i rozw oju. Uczestniczą rów nież w  reakcjach obronnych  roślin . D okonany na przeło­
m ie k ilk u  ostatn ich  lat postęp  w  badaniach  nad biosyntezą oraz p rzekazyw aniem  sygnału 

jasm onianow ego przyczynił się do zrozum ienia  m echanizm ów  regulujących zaw artość tych 
horm onów  w  kom órce. U trzym anie odpow iedniego poziom u jasm onianów , w arunkującego 
w łaściw ą reakcję rośliny  na zm ieniające się w arunki, m ożliw e jest dzięki dużej liczbie ge­
nów  kodujących enzym y uczestniczące w  biosyntezie tych horm onów  i w ielopoziom ow ej 
kon tro li ich syntezy.

WPROWADZENIE

Jasmoniany są hormonami roślinnymi biorącymi udział w  regulacji wielu 
procesów fizjologicznych, m. in. kiełkowania nasion, w zrostu korzenia, two­
rzenia organów zapasowych, kwitnienia, dojrzewania owoców oraz starzenia 
się liści [1]. Wpływają one także na ekspresję genów uczestniczących w  reak­
cjach obronnych roślin, wywołanych biotycznymi i abiotycznymi czynnikami 
stresowymi. Zawartość tych fitohormonów w tkankach mieści się w  granicach 
od 10 ng do nawet 3 pg na gram świeżej masy rośliny. Ich synteza jest zwy­
kle bezpośrednio stym ulowana niekorzystnymi czynnikami zewnętrznymi, np. 
uszkodzeniem  mechanicznym, patogenami czy stresem osmotycznym. Proces 
biosyntezy jasmonianów najlepiej poznano w szlaku przekazywania sygnału 
zranienia, w  dużej mierze dzięki m utantom  oraz roślinom transgenicznym [1-4]. 
W pływ na poziom jasmonianów mają także inne fitohormony, m. in. auksyny, 
etylen i salicylany [5-7], Odkrycie receptora jasmonianów, białka COI1, spraw i­
ło, że większość badań prowadzonych na przestrzeni kilku ostatnich lat dotyczy 
poznania molekularnych mechanizmów funkcjonowania tych fitohormonów. 
Szczegółowe omówienie tego zagadnienia zostało przedstawione przez Fran­
kowskiego i in. [8]. Niniejsza praca stanowi podsum ow anie aktualnych danych 
dotyczących regulacji biosyntezy jasmonianów, ze szczególnym uwzględnie­
niem badań prowadzonych na Arabidopsis thaliana i Lycoperiscon esculentum.

BIOSYNTEZA JASMONIANÓW

Jasmoniany są pochodnymi wielonienasyconych kwasów tłuszczowych. Pre­
kursorem  jasmonianów jest kwas a-linolenowy (18:3) (LA), uwalniany z błon 
chloroplastowych przez lipazy (DAD1, DGL, PLA2) [9]. Wyniki badań prow a­
dzonych u rzodkiewnika pospolitego i pom idora wykazały, iż może on również 
powstać z kwasu 7Z, 10Z, 13Z-heksadekatrienowego (16:3) [10]. W następnym 
etapie obydwa związki prekursorowe ulegają dioksygenacji odpowiednio do 
kwasu 13(S)-hydroperoksy-9,12,15-oktadekatrienowego (13-HPOT) i kwasu 
ll(S)-hydroperoksy-heksadekatrienowego (11-HPHT) przy udziale 13-lipok- 
sygenazy (13-LOX), enzymu kluczowego dla regulacji biosyntezy jasmonianów 
(Ryc. 1). Z 13-HPOT w obecności syntazy tlenku allenowego (AOS) powstaje 
niestabilny kwas 12,13(S)-epoksy-oktadekatrienowy (12,13(S)-EOT), który w 
środowisku w odnym  spontanicznie hydrolizuje do a- i y-ketoli. Natomiast, w 
reakcji enzymatycznej, katalizowanej przez cyklazę tlenku allenowego (AOC) 
12,13(S)-EOT ulega cyklizacji do kwasu 12-oksofitodienowego (12-oxo-PDA, 
OPDA) [4], Na tym etapie biosyntezy tworzony jest wyłącznie enancjomer cis- 
-(9S,13S)-OPDA. Jednocześnie 11-HPHT może być przekształcony przez AOS 
do kw asu (llS)-10,ll-epoksy-oktadekatrienowego (10,11-EHT), z którego w 
obecności AOC powstaje dinor-okso-fitodienowy (7S,llS)-dnOPDA.

Powstanie OPDA i dnOPDA jest ostatnim etapem  biosyntezy jasmonianów 
zachodzącym w chloroplastach. Jednakże, dokładny mechanizm uwalniania 
obydw u związków z plastydów nie został do tej pory poznany. Nie zidentyfiko­
w ano również specyficznego transportera pośredniczącego w  ich przemieszcza-
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Rycina 1. Szlak biosyntezy jasm onianów. Szczegółowy opis w tekście (wg [8] 
zm odyfikow ane).

niu do peroksysomów. W przypadku OPDA znaczącą rolę 
w tym procesie przypisuje się COMATOSE (CTS), określa­
nem u również jako PXA1 lub PED3 [11], CTS zawiera ka­
setę ABC (ang. ATP-binding cassette) i katalizuje zależne od 
ATP pobieranie substratów oraz ich p-oksydację w perok- 
sysomach [12]. Natomiast, w niezależnym od CTS imporcie 
dnOPDA do peroksysomów, istotną rolę odgryw a p raw ­
dopodobnie różnica pH  pomiędzy peroksysomami a cyto- 
plazmą, co umożliwia bierny transport tego związku i jego 
zatrzym anie w  peroksysomach (tzw. „pułapka anionów").

W kolejnym etapie dochodzi do redukcji podwójnego 
wiązania w pierścieniu cyklopentenowym (9S,13S)-OPDA 
oraz (7S,llS)-dnOPDA przy udziale reduktazy OPDA 
(OPR3), i powstania odpowiednio kwasu 3-okso-2-(2'(Z)- 
-pentenyl)-cyklopentano-l-oktanowego (OPC-8:0) i kwasu 
heksanowego (OPC-6:0) [13], Następnie, ligaza OPC-8:CoA 
1 (OPCL1) katalizuje przyłączenie Co A do reszty acetylowej 
OPC-8:0 i praw dopodobnie OPC-6:0.

Końcowy produkt w postaci izomeru kwasu (+)-7-izo- 
-jasmonowego powstaje wskutek dw u- (dla OPC-6:0) lub 
trójetapowej (dla OPC-8:0) p-oksydacji, katalizowanej przez 
oksydazę acetylo-Co-A (ACX, ang. acyl-CoA oxidase), wielo- 
funkcjonalne białka (MFP, ang. enoyl-CoA hydratase and b- 
-hydroxy-acyl-CoA dehydrogenase activities) oraz tiolazę 3-ke- 
toacylo-CoA (KAT) [4]. Po przetransportow aniu do cytopla- 
zmy może ulec on dalszym przem ianom  metabolicznym,

jak np. tworzyć fizjologicznie aktywne lub nieaktywne po­
chodne z aminokwasami, cukrami, a w reakcji katalizowa­
nej przez metylotransferazę zostać przekształcony w ester 
metylowy kwasu (+)-7-izo-jasmonowego [14],

CHARAKTERYSTYKA I REGULACJA 
AKTYWNOŚCI ENZYMÓW ZAANGAŻOWANYCH 
W BIOSYNTEZĘ JASMONIANÓW

LIPAZY

Ze względu na występowanie w  lipazach charaktery­
stycznych zachowanych w ewolucji sekwencji reszt amino- 
kwasowych dzielimy je na dwie rodziny. Pierwsza z nich, 
nazywana zwykle „klasyczną", posiada unikalną sekwencję 
GxSxG, natomiast druga sekwencję GDSL. Centrum kata­
lityczne lipaz rodziny pierwszej stanowi triada reszt ami- 
nokwasowych (Ser-His-Asp/Glu), podczas gdy w centrum 
aktywnym  enzymów z rodziny GDSL obecna jest sekwen­
cja SDH.

Na podstawie analiz filogenetycznych, lipazy roślinne 
podzielono na 4 grupy (Ryc. 2). Białka grup I-III zawierają 
motyw GDSL charakterystyczny dla rodziny GDSL, nato­
miast białka grupy IV przypisano do lipaz rodziny GxSxG. 
Ekspresja genów kodujących białka grupy I zachodzi głów­
nie w węzłach i korzeniach. Natomiast, białka grupy II 
obecne są w różnych tkankach i organach. Geny kodujące 
białka grupy III (głównie białka EXL) ulegają ekspresji w 
otoczce pyłku.

Dotychczas „klasyczne" lipazy sklonowano u papai, 
bobu, ryżu, pom idora i rącznika pospolitego. Mniej poznane 
są lipazy należące do rodziny GDSL. Niektóre z nich wyizo­
lowano i scharakteryzowano jedynie u nielicznych gatun­
ków roślin, jak np. rzodkiewnika pospolitego i słonecznika. 
Badania prow adzone na rzepaku wskazują, że u tego gatun­
ku mogą występować lipazy zarówno z motywem GDSL, 
jak i GxSxG [15]. Poziom ekspresji genów kodujących lipa­
zy jest różny w różnych organach i może być regulowany 
zarówno przez czynniki wewnętrzne, jak i zewnętrzne. U 
rącznika pospolitego, lipaza RcOBLl (RcLIPl) występuje w 
ciałach oleistych endosperm u, a gen kodujący to białko ule­
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Rycina 2. Analiza filogenetyczna roślinnych lipoksygenaz (wg [24] zm odyfiko­
wane).
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ga ekspresji jedynie w dojrzałych nasionach bezpośrednio 
przed kiełkowaniem. Z kolei, u goździka obecność trans- 
kryptu genu DcLIP stwierdzono w  liściach, podczas gdy u 
pom idora LeLIPl ulega ekspresji w  kiełkujących nasionach, 
a poziom jego transkryptu jest zaledwie wykrywalny w li­
ściach.

Wyniki badań przeprow adzonych na męskosterylnym 
mutancie A. thaliana dadl (ang. defective in anther dehiscien- 
cel) wykazały, że białko DAD1 jest fosfolipazą A l, a eks­
presja DAD1 zachodzi w komórkach epiderm y liścia. Białko 
DAD1 uczestniczy w biosyntezie jasmonianów, która ma 
miejsce w późniejszych etapach odpowiedzi obronnej roślin 
na zranienie [9]. Sekwencje reszt aminokwasowych DAD1 
z A. thaliana oraz niektórych lipaz grzybowych charaktery­
zują się znacznym podobieństwem, szczególnie w  obrębie 
centrum katalitycznego. W genomie A. thaliana znajduje 
się 12 genów kodujących białka o sekwencjach homolo­
gicznych z DAD1. Ze względu na podobieństwo ich części 
N-końcowych oraz regionów katalitycznych wyróżniono 
3 klasy białek DAD-like. N-koniec w białkach klasy I od ­
powiada za ich transport do chloroplastu, natomiast białka 
klasy II i III są transportowane odpowiednio do cytosolu 
i mitochondriów. Z kolei, białko DONGLE (DGL), homo- 
log DAD1, jest zaangażowane w biosyntezę jasmonianów 
w pierwszej godzinie po zranieniu [9,16]. W indukowanej 
urazem  mechanicznym biosyntezie jasmonianów uczest­
niczy również fosfolipaza D (PLD, ang. phospholipase D) 
i fosfolipaza A (PLA) PLA-Iyl [9], W hydrolizie lipidów i 
uwalnianiu kwasu a-linolenowego u A. thaliana uczestniczą 
cztery formy PLD. W odpowiedzi na zadziałanie czynnika 
stresowego następuje synteza PLDa, (3, yl oraz PLDy2. Li­
pazę uczestniczącą w wywołanej zranieniem biosyntezie 
jasmonianów zidentyfikowano również w plastydach Nico- 
tiana attenuata, GLA1 [17].

LIPOKSYGENAZY

Lipoksygenazy roślinne są kodowane przez geny należą­
ce do dwóch rodzin: Loxl i Lox2. W skład pierwszej z nich 
wchodzi większość dotychczas poznanych genów, kodu­
jących białka o wysokim stopniu podobieństwa sekwencji 
reszt aminokwasowych (ok. 75%). Dodatkowo, peptydy te 
nie zawierają sekwencji sygnałowej kierującej je do chloro­
plastów. Natomiast, rodzinę Lox2 tworzą geny kodujące en­
zymy o niskim stopniu homologii (ok. 35%), które posiadają 
wspom nianą sekwencję lokalizacji komórkowej.

Ekspresja genów kodujących poszczególne izoformy 
lipoksygenaz jest specyficzna w stosnku do określonych 
organów rośliny. U A. thaliana wykazano, że ekspresja 
AtLOX-2 zachodzi w liściach i kwiatach. Podwyższony po­
ziom transkryptu tego genu obserwowano po aplikacji es­
tru metylowego kwasu jasmonowego oraz lotnych substan­
cji organicznych wytwarzanych w odpowiedzi rośliny na 
stres [18]. Co ciekawe, wraz z postępującym procesem sta­
rzenia poziom ekspresji AtLOX-2 ulegał obniżeniu. Aktyw­
ność transkrypcyjną genu AtLOX-3 stwierdzono w korze­
niach. Natomiast, zarówno AtLOX-3, jak i AtLOX-4 ulegają 
ekspresji w rozwijających się liściach, a poziom ich mRNA 
wzrasta pod wpływem  egzogennych jasmonianów [19].

U kukurydzy zidentyfikowano dwa geny 13-LOX 
(ZmLOX10 i Zm L O X ll), kodujące białka zlokalizowane w 
chloroplastach [20]. Jak wykazano, ZmLOX10 ulega ekspre­
sji w liściach, a Z m L O X ll w żeńskich kwiatach. Akumulacja 
mRNA ZmLOX10 jest stymulowana przez kwas jasmono- 
wy, kwas salicylowy, kwas abscysynowy, chłód oraz zra­
nienie, podczas gdy poziom ekspresji Z m L O X ll  rośnie pod 
w pływ em  AB A [20].

Lipoksygenazy (LOX) są niehemowymi dioksygenaza- 
mi wielonienasyconych kwasów tłuszczowych zawierają­
cych układ wiązań (IZ, 4Z) pentadienowych [21]. Pierwszą 
roślinną lipoksygenazę zidentyfikowano u soi i nazwano 
LOXl. W budow ie tego białka wyróżniono dwie domeny. 
Domena I zlokalizowana na N-końcu składa się z 8 anty- 
równoległych struktur p i pełni funkcje regulacyjne przy 
wiązaniu, transporcie i uwalnianiu substratów oraz pro ­
duktów. Natomiast, domena II utworzona w większości z a  
helis obejmuje centrum  katalityczne, jak również dwie cha­
rakterystyczne kieszenie biorące udział w przemieszczaniu 
cząsteczki tlenu oraz wiązaniu substratu.

Poszczególne izoformy LOX różnią się specyficznością 
substratową i optim um  pH. Lipoksygenazy typu pierwsze­
go (l-LOX) są aktywne w  środowisku zasadowym, podczas 
gdy optim um  pH  dla aktywności izoform typu drugiego 
(2-LOX) wynosi ok. 7. Sekwencje reszt aminokwasowych 
poszczególnych izoform lipoksygenaz (za wyjątkiem N- 
-końców) charakteryzują się wysokim stopniem podobień­
stwa. Roślinne LOX są monomerycznymi białkami o m a­
sach cząsteczkowych 95 — 100 kDa. W części N-końcowej 
białka, o masie 25 — 30 kDa, występuje struktura p-beczułki 
przypominająca budow ą domenę C2 innych białek [22], 
Centrum  katalityczne LOX zawiera związany niehemowo 
atom żelaza. W wiązaniu metalu biorą udział trzy zachow a­
ne w ewolucji reszty His (499, 504, 690), zlokalizowana na 
karboksylowym końcu reszta Ile oraz atom tlenu cząsteczki 
wody. Szóstym potencjalnym ligandem biorącym udział w 
wiązaniu metalu jest atom tlenu pochodzący z Asp.

Ze względu na miejsce przyłączania cząsteczki tlenu do 
substratu lipoksygenazy podzielono na dwie grupy. Pierw ­
sza grupa, aktyw na w cytosolu (9-LOX), katalizuje reakcje 
powstawania 9(S)-wodoronadtlenków kwasów tłuszczo­
wych, podczas gdy grupa druga, aktywna w plastydach 
(13-LOX), bierze udział w tworzeniu 13(S)-wodoronadtlen- 
ków kwasów tłuszczowych [23]. U soi i ziemniaka zidenty ­
fikowano także LOX, które wykazują podwójną aktywność, 
katalizują powstanie zarówno 9- jak i 13-wodoronadtlen- 
ków kwasów tłuszczowych. W biosyntezie kwasu jasm o­
nowego kluczową rolę pełni 13-LOX, która dla aktywności 
katalitycznej wym aga obecności dwuwartościowych katio­
nów (głównie Ca2+), dzięki czemu wiąże się z błoną chlo­
roplastów [21]. U A. thaliana istnieją cztery formy 13-LOX: 
At-LOX 2, 3, 4 oraz 6 [24]. Wykazano, że zlokalizowana w 
błonach tylakoidów AtLOX2 odpowiada za wytw arzanie 
około 75% kwasu jasmonowego w uszkodzonych liściach. 
Co ciekawe, enzym ten odgrywa też kluczową rolę w  po­
wstaw aniu nowego typu oksylipin (ang. arabidopside) ziden­
tyfikowanych u A. thaliana, tworzonych przez rośliny w  od ­
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powiedzi na czynniki stresowe i zaangażowanych w reakcje 
obronne [25],

SYNTAZY TLENKÓW ALLENOWYCH

Pierwszą syntazę tlenku allenowego zaangażowaną w 
biosyntezę jasmonianów sklonowano z nasion lnu. Geny 
AOS  zidentyfikowano również u gwajuli srebrzystej, rzod­
kiewnika pospolitego, pom idora i jęczmienia. Ekspresja 
AOS  jest zróżnicowana organowo, wysoka w kwiatach po­
midora, mniejsza w łodygach i korzeniach, natomiast nie 
zachodzi w  owocach i liściach. Badania prowadzone na A. 
thaliana wskazują również na istnienie zależności pomię­
dzy poziomem ekspresji AOS, a stadium  rozwojowym po­
szczególnych tkanek. Gen ten ulega ekspresji we wczesnych 
etapach rozwoju słupka oraz jest zaangażowany w dojrze­
wanie ziaren pyłku. Wykazano, że podczas morfogenezy 
kwiatów ekspresja AOS  jest skorelowana z poziomem en­
dogennych jasmonianów oraz zapotrzebowaniem  na te hor­
mony w kształtujących się pylnikach. U A. thaliana zranienie 
stymuluje ekspresję AOS  zarówno w miejscu zadziałania 
czynnika stresowego, jak i systemicznie. Natomiast, poda­
nie egzogennego OPDA lub JA podnosi poziom transkryp- 
tu AOS tylko lokalnie. M utanty AOS  są męsko-sterylne, nie 
akumulują kwasu jasmonowego bezpośrednio po zranieniu 
oraz charakteryzują się obniżoną ekspresją genów, których 
aktywność jest indukow ana przez JA.

AOS należą do podrodziny cytochromów P-450 (Cyt- 
450) nazywanej CYP74. W odróżnieniu od Cyt-450, enzymy 
z podrodziny CYP74 nie wymagają kofaktorów w postaci 
tlenu cząsteczkowego i NAD(P)H, a jako źródło równowagi 
redukcyjnej i zarazem donorów tlenu wykorzystują w o­
dorotlenki kwasów tłuszczowych. AOS wykazują różną 
specyficzność względem 9(S)- oraz 13(S)-wodoronadtlen- 
ków kwasów tłuszczowych [26]. Podczas, gdy większość 
cytochromów P-450 działa jako monooksygenazy, enzymy 
z podrodziny CYP74 przekształcają wodoronadtlenki kw a­
sów tłuszczowych w różniące się strukturalnie produkty; 
13-AOS katalizują powstanie kwasu 12,13(S)-epoksy-okta- 
dekatrienowego (12,13(S)-EOT) i kwasu (llS)-10,ll-epok- 
sy-oktadekatrienowego (10,11-EHT), syntazy eteru dwu- 
winylu (DES) przekształcają w odoronadtlenki kwasów 
tłuszczowych do eterów dw uwinylowych, a liazy wodo- 
ronadtlenkowe (HPL) produkują nietrwałe hemiacetale, 
które są następnie rozkładane do aldehydów  i co-kwasów 
tłuszczowych [27], Wyniki prow adzonych badań wskazują, 
że punktow a mutacja może zmienić AOS w liazę wodoro- 
nadtlenkową [28].
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Rycina 3. Schemat przebiegu reakcji katalizowanej przez syntazę tlenku alleno­
wego. Szczegółowy opis w tekście (wg [7] zm odyfikowane).

13-AOS są syntetyzowane w cytosolu [4], a następnie 
transportowane do plastydów. Wyjątek stanowi AOS gwa­
juli srebrzystej, która na N-końcu nie zawiera 58-amino- 
kwasowej sekwencji tranzytowej, charakterystycznej dla 
13-AOS kierowanych do chloroplastów. AOS łączą się z 
plastydami za pomocą dużych niepolarnych fragmentów 
znajdujących się na powierzchni enzymu [29].

AOS z lnu jest monomerem o masie 58,2 kDa [28], C-ko- 
niec białka jest homologiczny do większości cytochromów 
P-450, zawierających hem wiążący cysteinę. Syntazy tlen­
ków allenowych gwajuli oraz rzodkiewnika są strukturalnie 
podobne do klasycznych cytochromów P-450, grupa henro­
wa znajduje się między dw om a a-helisami, helisą I i helisą 
L o strukturze zachowanej w ewolucji. Ligandem związa­
nego hemowo żelaza jest zlokalizowana w pętli pomiędzy 
helisami K' oraz L reszta cysteiny. W pętli tej znajduje się 
również sekwencja, składająca się z dziewięciu reszt amino- 
kwasowych, charakterystyczna dla enzymów CYP74, któ­
ra sprawia, że wiązanie żelazo-siarka jest znacznie dłuższe 
u CYP74, niż u pozostałych cytochromów P-450. W pływa 
to na właściwości redukcyjne związanego hemowo żelaza 
oraz specyficzność przeprowadzanej reakcji i powstającego 
produktu [28]. Enzymy z podrodziny CYP74 nie posiadają 
w  helisie I zachowanego w ewolucji m otywu (A/G)GxxT) 
odpowiadającego za wiązanie tlenu. W helisie I klasycz­
nych cytochromów P-450 znajduje się umieszczona nad 
związanym hemowo żelazem reszta glicyny. Tymczasem w 
AOS gwajuli srebrzystej (N276) i rzodkiewnika (N321), po­
dobnie jak w innych enzymach z podrodziny CYP74, miej­
sce to zajmuje reszta asparaginy (Asn321) (Ryc. 3). Grupa 
karboksyamidowa łańcucha bocznego Asn321 jest istotna z 
katalitycznego powodu, ponieważ wspomaga homolitycz- 
ny rozpad wiązania między dw om a atomami tlenu w nad ­
tlenkowych substratach. Rodnik alkoksylowy (RO ) dołącza 
do substratu między C l i  a C12 tworząc epitlenek pomiędzy 
węglem C12 a C13, C11 pozostaje z niesparowanym  elektro­
nem (C‘). Stabilność rodnika oraz karbokationu przy węglu 
C11 jest ważna dla funkcji katalitycznych AOS. Lee i in. [28] 
stawiają hipotezę, że pierścień aromatyczny fenyloalaniny 
w pozycji 137 (Phel37) może być istotny dla stabilności rod ­
nika i dlatego odgrywa kluczową rolę dla specyficzności 
powstającego produktu  w reakcjach katalizowanych przez 
CYP74. Reszta fenyloalaniny 137 występuje w sekwencjach 
wszystkich znanych AOS.

CYKLAZY TLENKÓW ALLENOWYCH

Gen kodujący cyklazę tlenku allenowego został po raz 
pierwszy wyizolowany z nasion kukurydzy, a kilka lat póź­
niej AOC  sklonowano u pomidora, rzodkiewnika pospoli­
tego i jęczmienia. U pom idora i jęczmienia cyklaza tlenku 
allenowego kodowana jest przez pojedynczy gen, natomiast 
u rzodkiewnika pospolitego przez małą czteroelementową 
rodzinę (AOC1-4). Ekspresja AOC  w wegetatywnych tkan­
kach pomidora zachodzi w  wiązkach naczyniowych i jest 
stym ulowana kwasem jasmonowym oraz systeminą (zbu­
dowany z 18 reszt aminokwasowych peptyd, uwalniany z 
prosysteminy, uczestniczy w reakcjach obronnych roślin na 
stres) [30]. Dużą ilość AOC, której towarzyszy wysoki po­
ziom endogennego JA i OPDA stwierdzono w poszczegól­
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nych częściach kwiatu pomidora. U A. thaliana ekspresja ge­
nów AOC1-AOC4 jest indukow ana zranieniem, a transkryp- 
ty badanych genów są obecne zarówno w  bezpośrednim  
miejscu mechanicznego uszkodzenia, jak i innych częściach 
rośliny. Najwyższy poziom ekspresji wykazuje AOC2.

AOC należą do rodziny lipokalin. Enzymy te są synte­
tyzowane w cytosolu, a następnie dzięki zlokalizowanemu 
na N-końcu peptydow i sygnałowemu kierowane są do pla- 
stydów [31]. Biorąc pod uwagę fakt, że w  wodnych roztw o­
rach cyklizacja tlenków allenowych następuje spontanicz­
nie, AOC nie pełni funkcji katalizatora obniżającego energię 
aktywacji tej reakcji, a raczej przypom ina działaniem białka 
opiekuńcze. Wyniki przeprow adzonych badań wskazują, 
że to raczej czynniki białkowe narzucają ograniczenia do­
tyczące stereoizomeryczności substratów, a zachodząca 
pod w pływem  AOC cyklizacja przeciwdziała spontanicznej 
reakcji [31]. Wiązanie substratu nie wym aga indukcji [32], 
proces ten podobnie jak prawidłowe ułożenie przestrzenne 
substratu (12,13(S)-EOT) ułatwiają hydrofobowe czynniki 
białkowe oraz nieliczne reakcje jonowe, obejmujące silnie 
związane cząsteczki wody i reszty glutaminy 23 (Glu23), 
która jest kluczowa dla aktywności AOC2 u A. thaliana [26]. 
Po przyłączeniu do AOC, tlen epoksydowy niestabilnego 
kwasu 12,13-EOT zostaje koordynacyjnie związany z czą­
steczką wody. Delokalizacja podwójnego wiązania znajdu­
jącego się między C15 a C16 przy udziale reszty Glu23 po­
maga w otwieraniu epitlenku, a powstający anion tlenkowy 
jest stabilizowany przez wiązanie cząsteczki wody. Istotna 
dla stereospecyficzności reakcji cyklizacji, ostatniego etapu 
powstawania (9S,13S)-OPDA, jest izomeryzacja trans —cis 
wokół wiązania między C l i  a CIO w ym uszona przez hy­
drofobową część kieszeni wiążącej [26].

REDUKTAZA KWASU 12-OKSOFITODIENOWEGO

Reduktaza kwasu 12-oksofitodienowego (OPR3) należy 
do niewielkiej rodziny enzymów, które są zależne od mono- 
nukleotydu flawinowego (FMN) i katalizują, zachodzącą w 
peroksysomach, redukcję podwójnego wiązania znajdują­
cego się między CIO a C l i  w  (9S,13S)-OPDA oraz (7S,11S)- 
-dnOPDA [11,33]. Pierwszą OPR oczyszczono z zawiesiny 
kultur komórkowych Corydalis semperuirens. Kolejne ziden­
tyfikowano u A. thaliana, L. esculentum oraz Oryza sativa.

Spośród trzech izoform OPR występujących u A. thaliana 
(OPR1-3), OPR3 wydaje się odgrywać kluczową rolę w re­
dukcji (9S, 13S)-OPDA. Jak wykazano, m utanty A. thaliana 
z niefunkcjonalnym genem AtOPR3 są męsko-sterylne, co 
sugeruje, że aktywne białka OPR1 oraz OPR2 nie są w sta­
nie zastąpić OPR3. Mimo, że OPR1 i OPR2 nie wpływają 
bezpośrednio na biosyntezę kwasu jasmonowego, to jednak 
usuwają (9R, 13R)-OPDA, który jest p roduktem  spontanicz­
nej cyklizacji kwasu 12,13-epoksytrienowego (prekursora 
OPDA), przez co zwiększają wydajność biosyntezy OPDA.

OPR3 z L. esculentum jest m onomerycznym białkiem o 
masie cząsteczkowej 44,6 kDa. Enzym ten ma strukturę a /p -  
beczułki, w której 8 równoległych II rzędowych struktur p 
jest otoczonych przez 8 a-helis (P /a )g [33]. Taka budow a 
jest również charakterystyczna dla białka OPR1 oraz innych 
enzymów należących do rodziny flawoprotein OYE (Old
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Rycina 4. Regulacja biosyntezy jasm onianów  (wg [11 ]).

Yellow Enzyme). Niekowalencyjnie związany z enzymem 
FMN jest stabilizowany przez wiązania w odorow e i od­
działywania hydrofobowe. Helisa aA  jest zlokalizowana w 
pętli L4 blisko centrum  aktywnego enzymu i uczestniczy w 
polaryzacji grup karbonylowych substratu. Natomiast, dla 
regulacji aktywności enzymatycznej OPR3 istotna wydaje 
się być pętla L6. Ma ona kształt umożliwiający oddziaływ a­
nie z drugim  protomerem, co blokuje wiązanie substratu.

Analiza krystalograficzna OPR u L. esculentum umożli­
wiła wyjaśnienie mechanizmu redukcji substratu, którego 
istotnym elementem jest NAD(P)H [33-35], W pierwszej ko­
lejności tlen pochodzący z grupy karbonylowej w  pierście­
niu cyklopentenowym łączy się wiązaniami wodorowym i 
z dwiem a resztami His (Hisl87 i H isl90 OPR1 u pomidora, 
H isl86 i H isl89 OPR1 u A. thaliana), co prowadzi do pola­
ryzacji podwójnego wiązania a / p  i aktywacji substratu. C[( 
jest akceptorem w odoru pochodzącego ze zredukowanego 
FMN, natomiast Ca ulega protonacji przy udziale reszty Tyr 
(Tyrl92 u pomidora i Tyrl91 u A. thaliana). Po redukcji pier­
ścienia cyklopentenowego do cyklopentanowego, NAD(P) 
H redukuje FMN, który może być wykorzystany w kolej­
nym  cyklu reakcji.

REGULACJA BIOSYNTEZY JASMONIANÓW

Zmiany poziomu endogennych jasmonianów wywołane 
działaniem czynników wewnętrznych, jak i środowisko­
wych, wynikają ze złożonej regulacji na poziomie ekspresji 
genów kodujących enzymy ich biosyntezy oraz regulacji 
potranslacyjnej. Wyniki badań prowadzonych na A. thaliana 
wskazują na istnieje przynajmniej trzech mechanizmów re­
gulujących biosyntezę tych hormonów.

Pierwszy z mechanizmów związany jest z dostępnością 
substratów [14]. Transgeniczne rośliny A. thaliana z konsty­
tutyw ną nadekspresją A OS nie wykazują podwyższonego 
poziomu kwasu jasmonowego, ale zawierają go więcej niż 
rośliny typu dzikiego narażone na stres mechaniczny. Co 
więcej, w pełni rozwinięte liście A. thaliana mimo znacznej 
zawartości LOX, AOS, AOC charakteryzują się również sto­
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sunkowo niskim poziomem OPDA i kw asu jasmonowego. 
Przejściowy w zrost poziomu jasmonianów następuje dopie­
ro w  odpow iedzi na zadziałanie bodźców zewnętrznych, 
np. zranienie, i m a miejsce jeszcze przed akumulacją trans- 
kryptów  genów zaangażowanych w  ich biosyntezę. Mecha­
nizm regulacyjny związany z dostępnością substratów nie 
funkcjonuje jednak we wszystkich organach, np. rozwijają­
cych się kwiatach pomidora. Nadekspresja AOC  w  tej czę­
ści rośliny prow adzi zazwyczaj do wzmożonej biosyntezy 
jasmonianów.

Kolejnym mechanizmem regulującym poziom jasmo­
nianów jest pozytyw ne sprzężenie zwrotne funkcjonujące 
w szlaku przekazyw ania sygnału tych horm onów  (Ryc. 4) 
[8]. M echanizm ten odgrywa istotną rolę w  tkankach znaj­
dujących się w  bezpośrednim  sąsiedztwie zadziałania czyn­
nika stresowego, gdzie dochodzi do gwałtownego wzrostu 
zawartości kw asu jasmonowego [25]. Podniesienie pozio­
m u jasm onianów aktywuje kompleks ligazy ubikwityny 
SCFcon, która wyznacza białka JAZ (represory transkrypcji) 
do degradacji w  proteasomie 26S i prow adzi do uwolnienia 
z heterodim eru JAZ-MYC2 czynników transkrypcyjnych 
MYC2, które z kolei zwiększają aktywność transkrypcyjną 
genów kodujących enzymy zaangażowane w biosyntezę 
kw asu jasmonowego [19] (Ryc. 5).

U A. thaliana regulacja biosyntezy kwasu jasmonowego 
zachodzi także zgodnie z mechanizmem ujemnego sprzęże­
nia zwrotnego. Przy niskim poziomie kwasu jasmonowego, 
czynnik transkrypcyjny AtMYC2 aktywuje ekspresję genu 
JAZ3 [36], którego produkt (JAZ3) wskutek oddziaływania z 
AtMYC2 ham uje zwrotnie aktywność transkrypcyjną JAZ3. 
Istnienie takiego mechanizmu pozwala na utrzym anie w ła­
ściwego poziom u hormonu, który umożliwia wywołanie 
odpowiedniej reakcji fizjologicznej. Badania ostatnich łat 
wykazały, że kwas jasmonowy wzm aga produkcję więk­
szości represorowych białek JAZ, co może wskazywać na 
udział innych niż MYC2 czynników transkrypcyjnych lub 
dowodzić istnienia innego mechanizmu regulacyjnego [8],

Znaczącym w regulacji biosyntezy kwasu jasmonowego 
jest zapewnienie odpowiedniego poziom u zarówno białka 
transportującego OPDA do peroksysomów (COMATOSE), 
jak i funkcjonalnego enzym u przekształcającego ten substrat 
w kwas jasm onow y (OPR3). Wykazano, że aktywne białko 
OPR3 funkcjonuje w postaci monomeru, a utworzenie ho-
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Rycina 5. M odel regulacji ekspresji genów  indukow anych przez jasm oniany 
(wg [1] zm odyfikow ane).

m odim eru prow adzi do zahamowania aktywności tego en­
zymu. U L. esculentum kluczową rolę w  regulacji aktywno­
ści OPR3 odgrywa zlokalizowana w pętli L6 reszta Glu291, 
która bezpośrednio blokuje centrum  aktywne. U mutantów, 
u których resztę Glu291 zastąpiono resztą Lys, OPR3 nie 
jest zdolna do homodimeryzacji. Regulacja aktywności OPR 
przez homodimeryzację jest charakterystyczna wyłącznie 
dla izoformy OPR3 [33]. Stwierdzono również, że w w arun ­
kach in vitro do stabilizacji procesu dimeryzacji niezbędne 
są jony siarczanowe, które ulokowane w pobliżu reszty 
Tyr364, imitują fosforylację tego am inokwasu zachodzącą 
w  w arunkach in vivo. Zatem, możliwe jest, że w  warunkach 
in vivo procesy fosforylacji i defosforylacji reszty Tyr364 sta­
nowią istotny element stabilizujący dimeryzację białka, a 
przez to regulujący jego aktywność [4,33].

Istotna w regulacji poziomu jasmonianów jest także zróż­
nicowana czasowo i przestrzennie ekspresja genów kodu­
jących poszczególne enzymy zaangażowane w  biosyntezę 
tych hormonów. W korzeniach siewek A. thaliana ekspresja 
poszczególnych AOC1-4 zachodzi tylko w ściśle określo­
nych stadiach rozwojowych [14]. Do podobnych wniosków 
doszli również autorzy prac, w których badano ekspresję 
AOS  w różnych organach roślin A. thaliana i N. tabacum.

Biosynteza jasmonianów jest także zależna od wpływ u 
innych hormonów, m. in. auksyn. Na podstawie badań 
prowadzonych u A. thaliana stwierdzono, że egzogenny 
IAA obniża poziom transkryptów  genów LOX, AOS, AOC  i 
OPR3 [6], W proces ten zaangażowane są również cząstecz­
ki miRNA - głównie miR167 i miR319. Elementami docelo­
wym i dla miR167 są transkrypty genów ARF6 i ARF8, któ­
rych produkty regulują m. in. wydłużanie łodygi kwiatowej 
i nitki pręcikowej, pękanie pylników, dojrzewanie słupków 
oraz otwieranie pąków kwiatowych [37], Jak wykazano u A. 
thaliana, nadekspresja miR167 powoduje degradację trans­
kryptów ARF6 i ARF8, co prow adzi do zatrzymania rozwo­
ju kwiatu. Niektóre cechy takiego fenotypu są konsekwen­
cją obniżonej produkcji kwasu jasmonowego. W kwiatach 
podwójnych m utantów  arf6arf8 poziom kwasu jasmonowe­
go znajduje się poniżej progu detekcji, co wskazuje, że ARF6 
i 8 są zaangażowane w proces syntezy tego hormonu. Na 
podstawie analizy promotorów genów LOX2, AOS  i OPR3 
stwierdzono w nich obecność m otywu AuxRE (ang. AUXIN 
RESPONSIVE ELEMENT) o sekwencji TGTCTC wiążące­
go czynniki transkrypcyjne ARF. Dodatkowo, w  regulację 
ekspresji genu LOX2 jest zaangażowany miR319, który kon­
troluje poziom transkryptu TCP4 [38], Produkt tego genu, 
białko TCP4, oddziałuje z odcinkiem prom otorowym  LOX2 
(GGACCA), jednak dokładny mechanizm tej regulacji nie 
został do końca poznany.

W regulację biosyntezy kwasu jasmonowego wpisują się 
również oddziaływania innych fitohormonów, jak etylen 
czy kwas salicylowy. Szczegółowe mechanizmy tych od ­
działywań zostały opisane zarówno w polskich [39], jak i 
zagranicznych pracach przeglądowych [40],

PODSUMOWANIE

Jasmoniany, jako pochodne lipidowe, nie mają skompli­
kowanej budow y chemicznej, jednakże szlak ich biosynte­
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zy, obejmujący trzy przedziały komórkowe, jest złożony. 
Pierwszy etap powstawania jasmonianów zachodzi w  chlo­
roplastach, gdzie dzięki aktywności 13-LOX, AOS i AOC 
dochodzi do oksydacji kwasu 18:3 lub 16:3 i powstania od ­
powiednio OPDA lub dnOPDA. Obydwa związki będące 
bezpośrednim i prekursorami kwasu jasmonowego zosta­
ją przetransportow ane do peroksysomów i przy udziale 
OPR3, ACX, MFP oraz KAT zostają najpierw zredukowane, 
a następnie podlegają (3-oksydacji zakończonej powstaniem 
kw asu (+)-7-/zo-jasmonowego. Ekspresja poszczególnych 
genów kodujących enzymy zaangażowane w biosyntezę 
jasm onianów jest organowo specyficzna, a ich produkty 
cechują się zróżnicowanymi właściwościami biochemicz­
nymi, np. OPR3 mogąc tworzyć hom odim er prow adzi do 
zaham ow ania swojej aktywności. Istotne znaczenie dla sta­
bilności enzym ów biorących udział w  biosyntezie jasmonia­
nów  mają również procesy fosforylacji i defosforylacji bia­
łek. Dodatkowo w regulację biosyntezy jasmonianów w pi­
suje się funkcjonujący w szlaku przekazywania sygnału me­
chanizm pozytywnego sprzężenia zwrotnego. Tak złożony 
m echanizm  regulacyjny wynika z udziału jasmonianów w 
kontroli wielu różnorodnych procesów fizjologicznych.
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ABSTRACT
Jasmonates are plant hormones involved in many growth and development processes. They also participate in plant defense responses. Cur­
rent progress in the study on biosynthesis and signaling of jasmonates has contributed to the understanding of the mechanisms regulating 
concentration of these hormones in the cell. Sustaining a proper level of jasmonates allow the plant to respond appropriately to changing 
conditions. It is possible due to the large number of enzymes and genes involved in biosynthesis of these hormones as well as multilevel 
control of their expression.
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azotu; RFT -  reaktyw ne formy tlenu; SOD -  
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dawczych M inisterstw a N auki i Szkolnictwa 
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STRESZCZENIE

R eaktyw ne form y tlen u  (RFT) pojaw iają  się w  kom órkach organizm ów  roślinnych, w  
praw ie w szystk ich  organellach  kom órkow ych jako cząsteczki sygnałow e, oraz w  odpo ­

w iedzi na dzia łan ie  różnego rodzaju  stresów . R ośliny w ykorzystu ją  RFT jako w tórne p rze ­
k aźn ik i inform acji w  regulacji w ielu  procesów  fizjologicznych, tak ich  jak  np. dojrzew anie 
owoców, starzenie liści czy k ie łkow an ie  nasion . Analiza efektów  pojaw ienia  się stresu  oksy ­
dacyjnego coraz częściej obejm uje  m odyfikacje struk tu ralne  b iałek  w yw ołane przez RFT. 
N ależy do n ich m .in. m odyfikacja reszt am inokw asow ych przez tw orzenie g rup karbony- 
lowych. P row adzi ona do zm iany aktyw ności b iałka lub  pełn i rolę znacznika kierującego 
b iałko  na drogę proteolizy. C elem  n in iejszej pracy jest p rzedstaw ien ie  najnow szych danych 
dotyczących karbonylacji b iałek  w  organizm ach roślinnych. D yskutu jem y także w spółdzia ­
łanie  RFT i reak tyw nych  form  azotu (RFA) w  procesie u tlen ian ia  b iałek  w  kom órkach ro ­
ślinnych.

WPROWADZENIE - REAKTYWNE FORMY TLENU, ROLA FIZJOLOGICZNA 
I REGULACJA ICH STĘŻENIA W KOMÓRKACH ROŚLINNYCH

Do reaktywnych form tlenu (RFT) zalicza się wzbudzone cząsteczki tlenu: (i) 
tlen singletowy (J0 2), który ma dw a sparowane elektrony na jednym  orbitalu lub 
po elektronie na każdym  z dwóch orbitali, (ii) nadtlenek w odoru (H20 2), będą­
cy produktem  dysmutacji spontanicznej anionorodnika ponadtlenkowego ( 0 2 ) 
w  w arunkach kwaśnego pH  lub dysmutacji tej cząsteczki katalizowanej przez 
dysm utazę ponadtlenkow ą (SOD) oraz (iii) wolne rodniki tlenowe. Do wolnych 
rodników tlenowych zaliczane są między innymi: w spom niany wcześniej 0 2‘, 
powstający wskutek jednoelektronowej redukcji 0 2 lub w w yniku reakcji kata­
lizowanej przez oksydazę NADPH [1] oraz rodnik hydroksylowy (OH) będący 
produktem  reakcji 0 2' z H 2O0 (reakcja Haber-Weiss, która w  warunkach fizjo­
logicznych zachodzi bardzo wolno) lub reakcji Fentona, w  której uczestniczą 
niezwiązane przez białko jony metali. Wśród wolnych rodników wyróżniamy 
ponadto rodniki organiczne np.: alkoksylowe (ROJ, nadtlenkowe (ROO), acy- 
loksylowe (RCOO) powstające w reakcjach wolnych rodników tlenowych ze 
związkami organicznymi obecnymi w komórce.

RFT są wytw arzane na terenie komórki roślinnej w cytoplazmie, chloropla­
stach, mitochondriach, peroksysomach i ścianie komórkowej. Jednym z głów­
nych źródeł RFT są łańcuchy transportu elektronów. Podczas transportu elek­
tronów w mitochondrialnym łańcuchu transportu elektronów, RFT w postaci 
0 2' mogą być w ytw arzane w (i) kompleksie I i uwalniane do matriks, (ii) kom ­
pleksie III, z którego są uwalniane do matriks oraz przestrzeni międzybłonowej 
[2-4]. Produkcja RFT może również następować w trakcie transportu zwrotnego 
elektronów z kompleksu II na kompleks I [2], Powstający wówczas O ,' może 
być transportow any przez błonę mitochondrialną poprzez zależne od napięcia 
kanały anionowe (VDAC, ang. voltage-dependent anion chanel) lub ulega enzym a­
tycznemu przekształceniu do H 20 2 (przy udziale SOD, peroksydazy askorbi- 
nianowej (APX), peroksyredoksyny). H 20 2 jest następnie transportowany przez 
akwaporyny do cytoplazmy [3],

W chloroplastach, RFT są generowane podczas transportu elektronów z fo- 
toukładu I na O, oraz w  wyniku transportu elektronów z ferredoksyny na O,, 
w  reakcji Mehlera [4,5]. W fotoukładzie II, w warunkach nadmiernej redukcji 
fotosyntetycznych przenośników, po w zbudzeniu stanu trypletowego chlorofi­
lu generowany jest 1Oz [4-6], W chloroplastach, podobnie jak w mitochondriach 
O," ulega przekształceniu do H 20^ przy udziale SOD, a następnie detoksykacji 
do H 20  w  obecności askorbinianu [5]. W roślinach C3, gdy spada dostępność 
dwutlenku węgla (C 0 2), karboksylaza/oksygenaza rybulozol,5-bisfosforanu 
(Rubisco) katalizuje reakcję oksygenacji rybulozol,5-bisfosforanu, w następ ­
stwie czego urucham iane jest fotooddychanie. Współdziałanie chloroplastów i 
peroksysomów w tym cyklu metabolicznym prowadzi do powstawania H 20 2 w
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peroksysomach dzięki aktywności oksydazy glikolanowej 
[5,7]. Peroksysomy roślinne są zatem głównymi organella­
mi odpowiedzialnymi za w ew nątrzkom órkow ą produkcję 
H 2Oz. W starzejących się liściach peroksysomy przekształ­
cają się w  glioksysomy. Wykazano, że w  organellach tych 
dochodzi do wzrostu aktywności oksydazy ksantynowej 
i oksydazy moczanowej. Produktem  aktywności oksyda­
zy ksantynowej jest O,-', natomiast produktem  aktywności 
oksydazy moczanowej jest H 20 2. W starzejących się liściach 
indukow ane są też inne procesy prowadzące do w zrostu 
stężenia RFT. W błonie peroksysomów występuje krótki 
łańcuch transportu elektronów złożony z flawoproteiny, 
reduktazy NADPH oraz cytochromu, który odpow iada za 
wytw arzanie O ,' [7], Znaczne ilości RFT powstają w  perok­
sysomach także w  procesie p-oksydacji kwasów tłuszczo­
wych, w  enzymatycznej reakcji z udziałem  oksydaz flawi- 
nowych oraz w procesie dysproporcjonowania O, [7,8].

Obecna w błonie cytoplazmatycznej oksydaza NADPH 
również uczestniczy w redukcji 0 2 do 0 2', który zostaje 
przekształcony do OH przez peroksydazy ściany kom órko­
wej [1,9]. Powstający OH uczestniczy np. w  rozluźnianiu 
ściany komórkowej w  wyniku, czego możliwe jest w ydłu ­
żanie komórek [9], Praw dopodobnie „cięcie" łańcuchów 
polisacharydowych tworzących ścianę komórkową nastę­
puje w pobliżu miejsca syntezy RFT [10]. Takie rozluźnienie 
struktury ściany komórkowej obserwuje się np. w  trakcie 
w ydłużania osi zarodkowej w  czasie kiełkowania nasion 
[10 ,11],

W w arunkach zbyt wysokiego stężenia RFT, komórka 
znajduje się w stanie stresu oksydacyjnego. W celu przeciw­
działania niekontrolowanemu wzrostowi stężenia RFT, w 
komórce aktywowany jest system antyoksydacyjny. Głów­
nymi elementami enzymatycznego systemu antyoksydacyj- 
nego są: SOD usuwająca 0 2', katalaza (CAT) i peroksydazy 
(Prx) przekształcające H 20 2 do H 20  i 0 2 [6]. Oprócz wyżej 
wymienionych enzymów istotne znaczenie mają również: 
reduktaza glutationowa (GR), reduktaza m onodehydro- 
askorbinianowa (MDAR), reduktaza dehydroaskorbiniano- 
wa (DHAR), peroksydaza askorbinianowa (APX), redukta­
za tioredoksyny (TrxR). Natomiast do niskocząsteczkowych 
nieenzymatycznych antyoksydantów zaliczamy: glutation 
(GSH), askorbinian (AsA) (przeciwutleniacze hydrofilowe), 
melatoninę (przeciwutleniacz o właściwościach hydrofil- 
nych i hydrofobowych), tokoferole, karotenoidy (przeciwu­
tleniacze hydrofobowe), tioredoksyny [12,13],

Działanie RFT nie ogranicza się tylko do odpowiedzi ko­
mórki na stres biotyczny lub abiotyczny [14,15]. Uczestni­
czą one w przekazywaniu sygnałów [16] oraz biorą udział 
w regulacji przebiegu szeregu procesów fizjologicznych, 
takich jak: ustępowanie spoczynku [17] oraz kiełkowanie 
nasion [18,19], starzenie liści [20,21], starzenie owoców [22], 
w ydłużanie komórek [10,11,18], rozwój włośników [9] oraz 
ruchy aparatów szparkowych [23], Z badań przeprow adzo­
nych na nasionach różnych roślin wynika, że odpowiednie 
stężenie RFT jest potrzebne zarówno do ustąpienia spo­
czynku jak i kiełkowania [18,24,25], Znaczenie RFT w biolo­
gii nasion zostało szczegółowo opisane w pracach przeglą­
dowych w języku polskim [25,26],

Reaktywne cząsteczki, będące ubocznym produktem  
metabolizmu tlenowego reagują ze znajdującymi się w  ko­
mórce: białkami, lipidami, cukrami oraz kwasami nukleino­
wymi. W dalszej części pracy skupiono się przede wszyst­
kim na reakcjach RFT z białkami.

Zmiany struktury białek, będące wynikiem oddziaływań 
z RFT, w  znaczny sposób wpływają na metabolizm kom ór­
ki. Modyfikacje białek wywołane przez RFT polegają na ich 
utlenieniu, w  tym między innymi karbonylacji, przez u tw o­
rzenie grupy karbonylowej w  niektórych resztach amino- 
kwasowych [27-30]. W ostatnich latach coraz większą uw a­
gę poświęca się identyfikacji białek ulegających karbonylacji 
w  tkankach roślinnych i znaczeniu tego procesu w fizjologii 
roślin. Do takich modyfikacji dochodzi podczas niekorzyst­
nych w arunków  środowiska spowodowanych obecnością 
metali ciężkich np. kadm u [31-33], rtęci [33,34], ołowiu, alu­
minium, cynku, miedzi, kobaltu, niklu, chromu [33], a także 
w atmosferze o podw yższonym  stężeniu CO, [35], w  stresie 
chłodu [36-38], suszy [39], zasolenia [40] lub po zastosowa­
niu herbicydów [37]. Z drugiej strony coraz więcej danych, 
wskazuje, że karbonylacja białek zachodzi również w  trak­
cie niezakłóconego rozwoju roślin [28], w czasie starzenia 
[41,42] oraz podczas ustępowania spoczynku jak również w 
procesie kiełkowania nasion [17,28]. Powszechność w ystę­
powania karbonylowanych białek powoduje, że proponuje 
się uznanie ich za jeden z markerów stresu oksydacyjnego 
[29,30]. Juszczuk i w spółautorzy [43] podkreślają, że wyso­
kie stężenie karbonylowanych białek może sygnalizować 
wysoki poziom RFT w komórce, którem u nie jest w  stanie 
przeciwdziałać system antyoksydacyjny. Zaletą karbony­
lowanych białek stosowanych jako znacznik stresu oksy­
dacyjnego jest ich względnie duża stabilność oraz łatwe i 
niedrogie metody detekcji [30].

Niniejsza praca stanowi próbę podsum ow ania istnie­
jących dotychczas informacji dotyczących roli karbonylo­
wanych białek w organizmach roślinnych. Zagadnienie 
to, dopiero od kilku lat stanowi przedm iot zainteresowa­
nia biochemików i fizjologów roślin, dlatego w niektórych 
przypadkach, posłużono się odniesieniami do prac w yko­
nanych na innych organizmach (bakterie, grzyby, tkanki 
zwierzęce).

MODYFIKACJE BIAŁEK WYWOŁANE PRZEZ RFT

Pod w pływ em  RFT białka ulegają utlenieniu. Działanie 
RFT na grupy sulfhydrylowe białek prowadzi do pow sta­
nia mostków disiarczkowych (RS=SR) lub grup sulfeniano- 
wych (R-SOH), sulfinianowych (R-SCXH), sulfonianowych 
(R-S03H). Utlenienie może być odwracalne, gdy powstają 
RS=SR, R-SOH lub nieodwracalne, gdy tworzą się: R-SO,H, 
R-S03H [4,6,44,45]. Wynikiem tych modyfikacji może być 
uzyskanie bądź u trata funkcji białka [45,46]. Oksydacyjnym 
modyfikacjom mogą ulegać wszystkie białkowe i niebiałko- 
we grupy tiolowe [45], W przypadku białek niezależne od 
stanu redoks komórki najbardziej podatne na modyfikacje 
są grupy tiolowe mające istotne znaczenie dla aktywności 
białka [45].
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Oddziaływanie RFT na cząsteczkę białka nie zawsze koń­
czy się utlenieniem reszt siarkowych cysteiny, może też pro ­
wadzić do karbonylacji. Karbonylacja polega na utworzeniu 
grupy karbonylowej (ketonowej lub aldehydowej) w  resz­
tach takich am inokwasów jak: lizyna, prolina, treonina, czy 
arginina [30]. W w yniku tej reakcji z reszty proliny powstaje
2- pirolidon, z reszty argininy semialdehyd glutaminowy, 
z reszty lizyny semialdehyd aminoadypinowy, natomiast 
z reszty treoniny kwas 2-amino-3-ketomasłowy [30], Skut­
kiem takiej modyfikacji jest zmiana konformacji białka, co 
z kolei w pływ a na jego funkcję. Niektórzy badacze rozróż­
niają karbonylację bezpośrednią (ang. primary protein carbo- 
nylation) oraz karbonylację pośrednią (ang. secondary protein 
carbonylation) [30,47,48], O karbonylacji bezpośredniej mówi 
się w przypadku bezpośredniego, katalizowanego przez 
jony metali ataku oksydacyjnego (MCO, ang. metal cataly­
zed oxidative attack) na wyżej wymienione reszty aminokwa- 
sowe [21]. Natomiast modyfikacje pośrednie polegają na 
oddziaływaniu reaktywnych pochodnych karbonylowych 
(RCS, ang. reactive carbonyl species) na reszty cysteinowe, 
histydynowe oraz lizynowe. Do RCS zaliczamy produkty 
peroksydacji lipidów: 4-hydroksy-trans-nonenal (HNE), al­
dehyd akrylowy (akroleina, ACR), glioksal (GO), dialdehyd 
malonowy (MDA) i metyloglioksal (MGO) [30,47,49,50], 
Powstające w  wyniku utlenienia lipidów związki mogą re­
agować z grupą aminową reszty lizyny, grupą imidazolową 
reszty histydyny lub z grupą sulfhydrylową reszty cysteiny. 
Do RCS zalicza się również związki powstające w  reakcji 
RFT z cukram i redukującymi lub produktam i ich utlenienia 
(ketoaminami, ketoaldehydarni). W tym przypadku RCS są 
przyłączane do grupy aminowej reszty lizyny [30,47,49,50], 
a następstw em  reakcji jest powstanie końcowych p roduk­
tów glikacji (AGE, ang. advanced glycation end products) [50], 
Wydaje się jednak, że podział na karbonylację bezpośred­
nią i pośrednią nie ma większego znaczenia fizjologiczne­
go, ponieważ do tej pory nie stwierdzono różnic między 
białkami zawierającymi grupy karbonylowe będącymi 
wynikiem bezpośredniego oddziaływania z RFT, a białka­
mi karbonylowanymi w reakcji z RCS [30], Natomiast na ­
leży zwrócić uwagę, że liczebność karbonylowanych białek 
może w znacznym stopniu ulec zmniejszeniu przez podanie 
związków usuwających RCS. Wykazano, że np. proantocy- 
janidyna B2, obecna w korze cynamonowca (Cinnamomum) 
hamuje tworzenie końcowych produktów  glikacji [51].

Uważa się, że zakres zmian oksydacyjnych, którym pod ­
lega dane białko zależy od wielu czynników, do których za­
licza się między innymi: stężenie i lokalizację samego białka 
oraz utleniacza, szybkość reakcji białka z utleniaczem oraz 
miejsce powstawania utleniacza i funkcjonowanie systemu 
anty oksydacyjnego [27], Regulacja stężenia RFT jest bar­
dzo w ażna szczególnie wtedy, gdy organizm znajduje się 
w  w arunkach stresu. Wykazano, że tiamina gromadzona 
w siewkach rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana), poddane­
go działaniu stresu: solnego, cieplnego, osmotycznego lub 
oksydacyjnego, może ograniczać akumulację RFT (głównie 
H 20 2) oraz karbonylowanych białek [52], Stężenie H 2Ck w 
siewkach traktowanych parakw atem  i tiaminą było niższe 
niż w  siewkach rosnących na pożywce zawierającej tylko 
parakwat. Znaczne obniżenie ilości grup karbonylowanych

białek oznaczono w siewkach rzodkiewnika rosnących na 
pożywce z parakw atem  po podaniu  tiaminy [52],

Sugeruje się, że chociaż karbonylacji podlegają wszystkie 
białka, to niektóre wydają się być bardziej podatne na tę mo­
dyfikację i w  zależności od rodzaju utleniacza następuje ona 
w określonym miejscu cząsteczki [47], Ilość powstających 
grup karbonylowych może być uw arunkow ana strukturą 
przestrzenną białka. Przykładem jest krucyferyna (białko 
zapasowe nasion rzodkiewnika), której podjednostka a  jest 
łatwiej i szybciej karbonylowana w  porównaniu, z podjed- 
nostką (3 mniej eksponowaną na zew nątrz struktury białka 
[53]. Podobnie wykazano, że aktywność dehydrogenazy 
aldehydu-3-fosfoglicerynowego (GAPDFF) jest ham ow ana 
pod w pływ em  HNE [54], Zmiana aktywności tego enzym u 
następuje na skutek modyfikacji reszt histydyny-164 oraz 
cysteiny-281 znajdujących się na powierzchni białka, a nie 
jak wcześniej sądzono, reszty cysteiny zlokalizowanej w 
miejscu katalitycznym [54], Wskazuje to, że reszty cysteilo- 
we, histydylowe oraz lizylowe znajdujące się na powierzch­
ni białka są łatwiej modyfikowane. Z kolei wyniki badań 
Wong i współpracowników [48] uzyskane na materiale 
zwierzęcym sugerują, że proces karbonylacji konkretnych 
białek może być determ inowany rodzajem RFT.

DEGRADACJA BIAŁEK ZMODYFIKOWANYCH 
ZA POŚREDNICTWEM RFT

Białka uważa się za cząsteczki najczęściej modyfikowane 
przez RFT [27]. Gębicki i Bartosz [55] sugerują, że lipidy i 
kwasy nukleinowe są w tórnym i obiektami ataku RFT. Poza 
tym białka mogą ulegać uszkodzeniu naw et wtedy, gdy 
głównym celem ataku RFT są lipidy błonowe lub kwasy 
nukleinowe. Białka modyfikowane w wyniku karbonylacji 
ulegają degradacji na drodze proteolizy [56] lub autofagii 
[57], chociaż znane są też przykłady takich białek, które po 
karbonylacji nie są degradow ane [48], Do tej pory nie w ia­
domo, dlaczego białka po karbonylacji są bardziej podat­
ne na atak proteolityczny. Można przypuszczać, że grupy 
karbonylowe stanowią pewnego rodzaju znacznik, dzięki 
któremu białka naznaczone są do degradacji [6,43,58], De­
gradacja karbonylowanych białek odbywa się głównie przy 
udziale proteasomów 26S [59], W zmożoną degradację zm o­
dyfikowanych białek obserwuje się w  roślinach poddanych 
różnym  warunkom  stresowym. W liściach grochu (Pisum 
sativum), po podaniu jonów kadm u (50 pM  CdCIJ, zauw a­
żono nie tylko akumulację karbonylowanych białek, ale tak­
że wzrost aktywności endoproteaz [31]. Przypuszcza się, że 
fizjologiczny sens wzmożonej karbonylacji białek i tow arzy­
szący jej wzrost aktywności proteolitycznej może być zw ią­
zany z zabezpieczeniem dostarczania am inokwasów nie­
zbędnych do syntezy białek de novo [21]. Wówczas, spraw ­
ny system degradacji zmodyfikowanych białek mógłby być 
w ażnym  mechanizmem zwiększającym tolerancję roślin na 
stres. W takim układzie proteoliza karbonylowanych bia­
łek np. w  liściach słonecznika (Helianthus annuus), w  stresie 
związanym  z obecnością kadm u (100-300 pM), mogłaby do ­
starczać aminokwasów do syntezy białek wiążących metale 
ciężkie [32], Warto także zwrócić uw agę na fakt, że w mito- 
chondriach, chloroplastach lub peroksysomach, w których 
produkcja RFT i karbonylowanych białek jest intensywna,
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Rycina 1. H ipotetyczny m odel obrazujący dw ie strategie działania RFT. RFT 
m ogą uczestniczyć w  przekazyw aniu sygnału, a ich stężenie jest kontrolowane 
p rzez spraw nie  działający system  modyfikujący stężenie RFT. M etabolizm ko­
m órki m oże być regulow any dzięki karbonylacji pew nych białek, które następnie 
są degradow ane (a). W w arunkach zbyt wysokiego stężenia RFT może dochodzić 
do masowej karbonylacji białek, a proces ten w ym yka się spod kontroli syste­
m u modyfikującego stężenie RFT. W ówczas, m odyfikow ane białka w większości 
tw orzą w  kom órce agregaty (b).

obecne są nie tylko enzymy systemu antyoksydacyjnego, 
ale również aktywne proteazy [43,58],

Jak już wspomniano, nie wszystkie białka po karbony­
lacji są degradowane, część z nich może tworzyć agregaty, 
które akum ulują się w  komórce (Ryc. Ib). Zahamowanie 
proteolizy może być efektem powstania grup zmodyfiko­
wanych białek, niewrażliwych na degradację i skutecznie 
blokujących proteasom [21]. N agrom adzenie takich agre­
gatów białkowych może w rezultacie prowadzić do śmier­
ci komórki (Ryc. Ib). Stwierdzono, że wzrost karbonylacji 
białek w  czasie starzenia może być związany właśnie z 
grom adzeniem  się w  komórce agregatów białkowych, a nie 
ze spadkiem  aktywności enzymów systemu antyoksyda­
cyjnego [21,60]. Taką sytuację obserwowano w komórkach 
pałeczki okrężnicy (Escherichia coli) [61]. Podczas detekcji 
karbonylowanych białek nie wykazano zmian ich mas m o­
lekularnych, co dowodzi pośrednio, że białka te nie były 
degradowane. Ponadto zmiana w arunków  kultury bakterii 
z tlenowych na beztlenowe, w celu zaham owania karbony­
lacji, nie spowodowała zmniejszenia zawartości zmodyfiko­
wanych białek [61]

Zarówno u roślin jak i u zwierząt obserwuje się znacz­
nie niższą zawartość karbonylowanych białek w fazie ge- 
neratywnej mimo tego, że w  ontogenezie tych organizmów 
następuje przejściowe nagrom adzanie zmodyfikowanych 
białek [41]. Nie można wykluczyć, że zjawisko to może 
mieć związek albo ze wzrostem aktywności mechanizmów 
odpowiedzialnych za degradację białek o zmienionej struk­
turze, lub ze wzrostem aktywności sytemu antyoksydacyj­
nego usuwającego RFT. Na tym tle interesujące są wyniki 
doświadczeń, w  których zbadano zmiany zawartości kar­
bonylowanych białek w  liściach rzodkiewnika w  jego cyklu 
życiowym [41]. Okazało się, że w  fazie wegetatywnej do­
chodzi do stopniowego gromadzenia się karbonylowanych 
białek, po czym, tuż przed rozpoczęciem kwitnienia (około 
20 dnia kultury) ich zawartość spada. W trakcie kwitnie­

nia rzodkiewnika zawartość karbonylowanych białek w 
liściach nie ulegała zmianie i była podobna do zawartości 
zmodyfikowanych białek, jaką obserwowano w pierwszych 
dniach fazy wegetatywnej [41], Z doświadczeń przepro ­
wadzonych na drożdżach (Saccharomyces cerevisiae) w yni­
ka, że komórki potomne zawierają niewiele karbonylowa­
nych białek w  porów naniu z komórkami macierzystymi, u 
których wraz ze wzrostem liczby podziałów wzrasta ilość 
zmodyfikowanych białek [62]. Białka te pozostają na terenie 
komórki macierzystej i nie są kierowane do komórki potom ­
nej. Należy tu jednak zwrócić uwagę na fakt, że komórki 
drożdży ulegają wielokrotnym podziałom, po których stają 
się fenotypowo starsze (akumulują się w nich niefunkcjo­
nalne mitochondria i pozachromosomowy kolisty rDNA). 
Komórki te jednak zachowują zdolność do podziałów. Na 
razie nie wyjaśniono, w  jaki sposób w komórkach drożdży 
nie dochodzi do przekazania zmodyfikowanych białek do 
komórek potomnych [62].

ZNACZENIE FIZJOLOGICZNE KARBONYLACJI BIAŁEK

Karbonylacja, poprzez w pływ  na aktywność specyficz­
nych białek, może regulować reakcję fizjologiczną organi­
zm u na w arunki środowiska [32,33]. W siewkach ogórka 
{Cucumis sativus) rosnących na podłożu z 250 i 500 pM oło­
wiem zaobserwowano wysoki poziom karbonylowanych 
białek [34], Siewki te jednocześnie charakteryzowały się 
niską aktywnością CAT i APX. Natomiast w  siewkach roz­
wijających się na podłożu zawierającym ołów w niższych 
stężeniach (0,5; 50 pM) lub na podłożu bez metalu ciężkiego 
obserwowano wyższą aktywność enzymów systemu an­
tyoksydacyjnego oraz mniejszą zawartość grup karbony- 
lowych w białkach. Biorąc to pod uwagę, nie m ożna w y­
kluczyć, że wzrost stężenia RFT w warunkach stresowych 
może być skutkiem niskiej aktywności niektórych enzymów 
systemu antyoksydacyjnego, wynikającej np. z ich karbony­
lacji [6]. I tak, zwiększoną karbonylację SOD, CAT oraz GR 
zaobserwowano w ekstraktach z liści grochu rosnącego w 
obecności 50 pM kadm u [31], Podobnie, w  peroksysomach 
izolowanych z bielma nasion fasoli (Phaseolus vulgaris) trak­
towanych OH obserwowano karbonylację CAT, skorelowa­
ną jednocześnie z obniżeniem aktywności tego enzym u [63].

Z drugiej strony, wzrost ilości grup karbonylowych bia­
łek w ekstraktach z komórek E. coli traktowanych strep­
tomycyną (0,01-1 pg m l1) nie powodował zaham owania 
aktywności enzymów systemu antyoksydacyjnego: SOD, 
CAT oraz wzrostu stężenia 0 2" [64], Podobną karbonylację 
białek obserwowano u E. coli po podaniu streptomycyny w 
wyższym  stężeniu (10 pg m l 1) [61], Można więc przypusz­
czać, że zawartość zmodyfikowanych białek pojawiających 
się u E. coli nie jest bezpośrednim  rezultatem stresu oksy­
dacyjnego, wyrażającego się zwiększonym stężeniem RFT, 
tym bardziej, że karbonylacja może być spow odow ana tak­
że działaniem produktów  utleniania lipidów. Karbonylacja 
białek nie byłaby zatem limitowana tylko produkcją RFT. 
Autorzy wskazują, że w  tym przypadku nasilenie karbony­
lacji zależy praw dopodobnie od dostępności substratu pod­
legającego utlenianiu, czyli np. od ilości nieprawidłowych 
białek w  komórkach. Z kolei znakowanie nieprawidłowych 
białek poprzez tworzenie grup karbonylowych może spra­
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wiać, że białka takie nie podlegają mechanizmom naprawy, 
a są w  pierwszej kolejności degradow ane [63],

Ciekawe doświadczenie obrazujące jak karbonylacja 
określonego białka może wpływać na metabolizm ko­
mórki przedstawili Iwai i w spółautorzy [65], Białko IRP 2 
(ang. iron regulatory protein 2), inkubowane w  roztworze 
FeCl3 o różnych stężeniach (5-50 pM) ulegało karbonylacji, 
a następnie ubikwityłacji przed ostateczną degradacją w 
proteasomach [65]. W obecności donora żelaza (cytrynian 
amonowo-żelazowy) oznaczono karbonylację białka IRP. 
Stosując przeciwciała przeciwko ubikwitynie oraz inhibitor 
hamujący działanie proteasomów (MG-132), obserwowano 
nagrom adzanie się koniugatów ubikwityny i karbonylowa- 
nych białek IRP w im m unoprecypitatach komórek tętnicy 
płucnej bydła. W w arunkach obniżonego stężenia jonów 
żelaza, kiedy komórki inkubowano ze specyficznym chela- 
torem tych jonów (deferoksamina) oraz zaham ow ania ak­
tywności proteasomów przez podanie inhibitora (MG-132), 
nie stwierdzono obecności kompleksów ubikwityny zna­
kującej karbonylowane białko IRP [65]. Na podstawie tych 
doświadczeń zaproponow ano sekwencje zdarzeń, w  której 
(i) IRP 2 wiąże jony żelaza, ulegając karbonylacji w  obecno­
ści tlenu, (ii) karbonylowane IPR2 jest poddaw ane zależnej 
od ubikwityny degradacji w  proteasomach. Przy niedobo­
rze żelaza IRP 2 pozostaje aktywnym, niezmodyfikowanym 
białkiem [65].

Biorąc pod uwagę fakt, że reakcje na stres dotyczą kon­
kretnego przedziału komórki, coraz ciekawsze stają się 
dane dotyczące subkomórkowej lokalizacji białek z grupa­
mi karbonylowymi. Tak zmodyfikowane białka zlokalizo­
wano w: peroksysomach [31], mitochondriach i chloropla­
stach [31,43,66,67]. Okazuje się, że w liściach pszenicy (Tri- 
ticum aestivum) poddanych działaniu stresu suszy najwięcej 
karbonylowanych białek obserwowano w mitochondriach 
[39], które w  niefotosyntetyżujących tkankach są jednym z 
głównych źródeł RFT. Juszczuk i współautorzy [43] sądzą 
jednak, że większa ilość białek może ulegać karbonylacji w 
chloroplastach. Ci sami autorzy zwracają uwagę, że prote- 
azy obecne w chloroplastach mogą efektywniej degradować 
zmodyfikowane białka niż proteazy w mitochondriach.

Istnieją przesłanki, że podczas kolejnych etapów w on- 
togenezie roślin dochodzi do karbonylacji konkretnych 
białek. Zwiększona karbonylacja białek występuje podczas 
przechodzenia ze stanu spoczynku i w  trakcie kiełkowa­
nia zarodków słonecznika [17] i jabłoni (Malus domestica) 
(dane własne niepublikowane). Zaobserwowano zmiany 
karbonylacji określonych białek w nasionach słonecznika 
w  trakcie dojrzewania posprzętnego [17], Zmniejszała się 
np. ilość karbonylowanych podjednostek a  proteasomów 
26S. Aktywne proteasomy, w których podjednostka a  nie 
uległa kerbonylacji w  trakcie kiełkowania, są odpowiedzial­
ne za degradację białek, a powstające peptydy mogą być 
wykorzystane do syntezy nowych białek. Z kolei czynnik 
elongacyjny translacji EF-2, był karbonylowany w więk­
szym stopniu. Oksydacyjna modyfikacja cząsteczki czyn­
nika EF-2 być może hamuje biosyntezę białek w trakcie 
przechowywania nasion [17], Białka szoku cieplnego (HSP) 
wydają się być jednym  z głównych celów ataku RFT, cho­
ciaż podczas dojrzewania posprzętnego nasion słonecznika
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poziom karbonylacji tych białek nie ulegał zmianie. Nato­
miast w starzejących się tkankach karbonylacja HSP może 
powodować zwiększenie uszkodzeń wywołanych przez 
stres oksydacyjny. W edług innych badaczy HSP są częściej 
karbonylowane w mitochondriach starzejących się owoców 
brzoskwini (Prunus persica) (przechowywanych w tempera­
turze pokojowej przez 12 dni) oraz mitochondriach owoców 
traktowanych przez 20 min 100 mM H 2Ov niż w mitochon­
driach izolowanych ze świeżo zerwanych owoców [22], W 
mitochondriach starzejących się owoców brzoskwini kar­
bonylacji ulegały również enzymy cyklu Krebsa, glikolizy 
oraz MnSOD. Modyfikacja MnSOD wywoływała obniżenie 
aktywności SOD oraz zwiększoną akumulację O ,'. Auto­
rzy sugerują, że w  starzejących się tkankach karbonylacja 
MnSOD powoduje nagrom adzanie RFT, co znacznie zwięk­
sza stres oksydacyjny [22],

Jak już wspominano, następstwem karbonylacji białek 
może być utrata ich funkcji, co może wywoływać zmiany 
w metabolizmie komórki. Proponuje się naw et uznanie 
stopnia karbonylacji białek za jeden z markerów jakości 
nasion. W suchych, dojrzałych nasionach rzodkiewnika 
karbonylacji ulegają w większości białka zapasowe, co uła­
twia ich mobilizację w czasie kiełkowania [28], Natomiast 
w kiełkujących nasionach głównie modyfikowane są biał­
ka cyklu Krebsa, szlaku glikolitycznego, glukoneogenezy, 
biosyntezy tłuszczy, metabolizmu aminokwasów, a także 
czynniki translacyjne i białka zaangażowane w odpow iedź 
rośliny na warunki stresowe [17,28], Job i współautorzy [28] 
sugerują, że jest to jeden z mechanizmów kontroli szlaków 
metabolicznych. Modyfikacja np. enzymów glikolizy, może 
powodować wzrost przepływu ekwiwalentów glukozy 
przez szlak pentozofosforanowy, a powstająca siła reduk ­
cyjna w postaci NADPH może być wykorzystana przez 
system antyoksydacyjny [28] do zapobiegania wzrostowi 
stężenia RFT [17]. Z doświadczeń przeprow adzonych na 
nasionach rzodkiewnika wynika, że obecna w błonie oksy­
daza NADPH jest jednym z głównych źródeł RFT w czasie 
dojrzewania posprzętnego nasion [11], Zaobserwowano, 
że m utanty AtrbohB nie wykazujące aktywności oksydazy 
NADPH, charakteryzowały się znacznie mniejszą karbony- 
lacją białek i jednocześnie opóźnionym dojrzewaniem po- 
sprzętnym.

Karbonylacja białek może mieć również znaczenie jako 
jedna z dróg transdukcji sygnału. Indukow aną karbonylacją 
aktywację ekspresji genów wykazano u bakterii na przykła­
dzie czynnika transkrypcyjnego PerR [68]. Geny (między 
innymi geny kodujące białko CAT) podlegające regulacji 
przez PerR są indukowane H 20 2 w stężeniu poniżej 10 pM. 
Prawdopodobnie w  przypadku czynnika transkrypcyjnego 
PerR w reakcji MCO dochodzi do utleniania histydyny i tak 
zmodyfikowane białko PerR ulega degradacji, co z kolei 
powoduje zahamowanie aktywności odpowiednich genów 
[68].

Karbonylacja białek może także dotyczyć przekazywania 
sygnału ze środowiska zewnętrznego do wnętrza komórki. 
Stwierdzono, że po przyłączeniu się ligandu (endoteliny, 
ET), wydzielanej przez komórki śródbłonka naczyń krw io­
nośnych do receptora obecnego w tętnicy płucnej cieląt, 
dochodziło do zwiększonej karbonylacji białek [69], Po 10-
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cio m inutow ym  traktowaniu ET (30 nM) komórek izolowa­
nych z tętnicy płucnej cieląt zaobserwowano karbonylację 
białek HSP, peroksyredoksyny, aneksyny, dehydrogenazy 
fosfoglicerynianu. Równolegle już po 5-cio m inutow ym  
traktowaniu komórek tętnicy ET obserwowano wzrost za­
wartości TLCk. Zmodyfikowane białka podlegały degra­
dacji w proteasomach lub procesowi „dekarbonylacji". Jak 
dotąd nie ma jednak jednoznacznych odpowiedzi na pyta­
nie o odwracalność procesu karbonylacji. Po traktowaniu 
komórek tętnicy płucnej ET przy równoczesnym podaniu 
2% p-merkaptoetanolu (jako związku redukującego), nie 
obserwowano zmian liczby grup karbonylowych w biał­
kach. Może to potwierdzać tezę, w edług której „dekarbo- 
nylacja" zachodzi w  w yniku reakcji redukcji. Wong i w spół­
pracownicy [69] jako pierwsi opisali, na przykładzie tkanek 
zwierzęcych, możliwość w ystępowania „dekarbonylacji". 
Na uwagę zasługuje fakt, że po traktowaniu komórek ET 
wzrastał poziom tioredoksyny. Autorzy sugerują, że nie 
ulegała ona karbonylacji, ale po reakcji z grupą karbonylo- 
w ą białka, była redukow ana przez reduktazę tioredoksyny. 
Jednym z dow odów  potwierdzającym słuszność tej hipote­
zy jest wzrost karbonylacji białek następujący po podaniu 
inhibitora reduktazy tioredoksyny [69], Autorzy wskazują, 
że mechanizm dekarbonylacji może być związany z reduk­
cją grup karbonylowych w obecności związków zawierają­
cych grupy tiolowe (-SH) [48], przy czym praw dopodobnie 
chodziłoby w tym przypadku o urucham ianie procesów en­
zymatycznych prowadzących do redukcji grup karbonylo­
wych, a nie o oddziaływania bezpośrednie. Alternatywnym 
postulowanym  mechanizmem „dekarbonylacji" może być 
dalsze przekształcanie grup karbonylowych w inne grupy 
funkcyjne [48], co mogłoby być wyjaśnieniem zmian ilo­
ściowych białek karbonylowanych (szczególnie spadku ich 
zawartości) przy jednoczesnym braku zmian aktywności 
proteolitycznej.

Opisana powyżej reakcja dekarbonylacji w  obecności 
trioredoksyny byłaby w pew nym  sensie podobna do reak­
cji denitrozylacji białek (usuwania modyfikacji białek w y­
wołanej przez reaktywne formy azotu), zachodzącej przy 
udziale glutationu w reakcji katalizowanej tym razem przez 
reduktazę S-nitrozoglutationu (GSNOR). S-nitrozylacja, 
tak jak karbonylacja jest modyfikacją potranslacyjną, pole­
gającą na podstawieniu NO do reszty cysteiny w wyniku 
czego powstają S-nitrozotiole [70,71]. Denitrozylacja białka 
zachodząca przy udziale glutationu (transnitrozylacja glu­
tationu) prowadzi do powstania nitrozoglutationu (GSNO). 
Może on ulec przekształceniu w formę utlenioną glutatio­
nu (GSSG), dzięki aktywności GSNOR [7,72,73], W proce­
sie denitrozylacji białek, podobnie jak w dekarbonylacji, 
może uczestniczyć tioredoksyna [74], Proponowany jest 
mechanizm polegający na (i) tworzeniu przez tioredoksynę 
kompleksu z białkiem za pomocą powstałego między nimi 
mostka disiarczkowego lub (ii) tioredoksyna nie tworzy 
kompleksu z białkiem, ale ulega S-nitrozylacji. S-nitrozylo- 
w ana tioredoksyna byłaby przekształcana do tioredoksyny 
za pomocą reakcji katalizowanej przez reduktazę tioredok­
syny [74],

Interesującą hipotezę dotyczącą funkcji fizjologicznej 
karbonylacji białek przedstawili Sweetlove i Molier [75]. 
Sugerują oni, że peptydy powstające po degradacji proteoli­
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tycznej karbonylowanych białek mogą uczestniczyć w prze­
kazywaniu sygnału w czasie stresu oksydacyjnego [58,75]. 
Badacze ci postulują, że sygnał RFT jest sygnałem ogólnym, 
ponieważ nawet pomimo zdefiniowania komórkowego 
miejsca produkcji RFT nie zawsze dochodzi do zmiany 
ekspresji genów specyficznych dla tego organellum. Przy 
takim założeniu, peptydy powstające z karbonylowanych 
białek w określonym przedziale komórki (mitochondria, 
chloroplasty, peroksysomy), zawierające utlenione amino­
kwasy, mogłyby uczestniczyć w aktywowaniu genów spe­
cyficznych dla danego przedziału komórkowego [58,75]. 
Takie sygnałowe peptydy mogłyby funkcjonować, jako dru- 
gorzędowe przekaźniki informacji RFT kierowane do jądra 
komórki (Ryc. la).

REGULACJA PROCESÓW KARBONYLACJI 
I UTLENIENIA BIAŁEK PRZEZ 
REAKTYWNE FORMY AZOTU

Do reaktywnych cząsteczek występujących w komór­
kach zaliczamy oprócz RFT również reaktywne formy azotu 
(RFA) np.: tlenek azotu NO, ditlenek azotu N 0 2oraz nad- 
tlenoazotyn ONOO [12]. Te cząsteczki modyfikują białka 
na zasadzie S-nitrozylacji (o czym wspom inano wcześniej) 
lub nitracji, polegającej na przyłączeniu NO do pierścienia 
aromatycznego reszty tyrozyny. Modyfikacje białek w yw o­
łane przez NO zostały szczegółowo opisane w pracy prze­
glądowej w 56 tomie Postępów Biochemii [70]. RFA również 
mogą pośrednio uczestniczyć w modyfikacji białek przez 
utlenianie [4,27,45] lub mogą wpływać na zawartość karbo­
nylowanych białek [76]. Dla przykładu, po krótkotrwałym 
traktowaniu ONOO' zawiesiny chloroplastów izolowanych 
z liści soi (Glycine max), w zrasta zawartość karbonylowa­
nych białek chloroplastowych [76]. Natomiast krótkotrwałe 
traktowanie chloroplastów GSNO nie powoduje wzrostu 
zawartości karbonylowanych białek, a nawet prowadzi do 
obniżenia ich stężenia.

Nie można wykluczyć, że RFA mogą uniemożliwiać 
karbonylację niektórych białek. NO, reagując bezpośrednio 
z RFT, może wpływać na modyfikacje struktur komórko­
wych. Powstający w  takich reakcjach np. ONOO' rozpada 
się do N O / i O^ lub uczestniczy w utlenianiu reszt amino­
kwasowych cysteiny, metioniny, tryptofanu [71]. Pojawia 
się coraz więcej przesłanek świadczących o współdziałaniu 
RFT i RFA w modyfikacji struktury i funkcji białek.

Doświadczenia przeprow adzone na pomarańczy gorz­
kiej (Citrus aurantium) traktowanej przez 48 h 100 pM ni- 
troprusydkiem  sodu (SNP) podczas wzrostu w warunkach 
stresu solnego wykazały, że zawartość karbonylowanych 
białek w liściach roślin kontrolnych (nie poddanych stre­
sowi) i poddanych stresowi zasolenia była podobna [40], 
Autorzy sądzą, że modyfikacja białek wywołana przez 
NO, czyli S-nitrozylacja może ograniczać karbonylację bia­
łek [40], S-nitrozylacja reszt cysteinowych prowadząca do 
zmian w strukturze przestrzennej białka, może zabezpie­
czać białko przed karbonylacją [40]. Ta obniżona podatność 
białka na karbonylację mogłaby być związana z ogranicze­
niem dostępu RFT do odpowiednich reszt aminokwaso­
wych takich jak: arginina, lizyna, prolina, czy treonina. Hi­
poteza ta, jest tym ciekawsza, że okazało się, iż białka, które
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Tabela 1. W ykaz przykładow ych białek podlegających modyfikacji za pośrednic­
tw em  RFT i / lu b  RFA

są karbonylowane mogą również podlegać S-nitrozylacji 
lub nitracji (Tab. 1). Można przypuszczać, że S-nitrozylacja 
jako modyfikacja odwracalna, mogłaby tymczasowo zmie­
niać funkcję białka (aktywować lub dezaktywować enzym) 
w zależności od panujących w komórce w arunków. Sun i 
współpracownicy już w  2006 roku [77] sugerowali, że mo­
dyfikacje wywołane przez RFA mogą chronić białka przed 
dalszym utlenieniem.

Modyfikacje białek w ywołane przez RFA mogą również, 
podobnie jak karbonylacja, istotnie wpływać na ich funkcje 
oraz na poziom powstających w  komórce RFT. Przykładem 
antyoksydacyjnej funkcji NO może być S-nitrozylacja tio- 
redoksyny w komórkach śródbłonkowych układu żylnego 
człowieka, powodująca aktywację tego białka co prowadzi 
do ograniczenia wewnątrzkom órkowego stężenia RFT [78]. 
Okazuje się, że aktywność enzymów biorących udział w 
kontrolowaniu stężenia RFT, a zawierających aktywną resz­
tę cysteiny (ang. active Cys), takich jak CAT, GR, GPX, może 
być regulowana przez S-nitrozylację [77]. NO może również
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uczestniczyć bezpośrednio w ham owaniu powstawania 
OH, przez wiązanie wolnych jonów Fe+2 [79] lub pośrednio 
w wyniku przekształcania akonitazy obecnej w  cytosolu w 
IRP (ang. iron regulatory protein) [80], W ten sposób nie po­
wstaje niebezpieczny OH, odpowiadający między innymi 
za tworzenie grup karbonylowych w  białkach.

PODSUMOWANIE

RFT w zależności od różnych czynników, w  tym  także 
stresów środowiskowych, mogą pełnić różne funkcje w 
komórkach roślinnych: cytotoksyczne lu b /i  informacyjne 
(Rye. 1). W trakcie niezakłóconego rozwoju organizm u ro­
ślinnego RFT są stale produkow ane w takich organellach 
komórkowych jak: mitochondria, chloroplasty, peroksy- 
somy, ściana komórkowa, a także w obrębie cytoplazmy. 
Spełniają wówczas funkcję sygnałową i razem z RFA mogą 
regulować metabolizm komórki oraz znakować np. n iepra­
widłowe białka powstające w  trakcie błędnej transkrypcji 
lub translacji [64] (Ryc. la). Można przypuszczać, że mają­
ca wówczas miejsce, modyfikacja białek jest specyficzna i 
stanowi swoisty element szlaku sygnalizacyjnego, a także 
uczestniczy w ochronie komórki przed nieprawidłowym i 
białkami. W warunkach, kiedy komórkowy system anty- 
oksydacyjny, działający jako system modyfikujący stężenie 
RFT, nie jest w  stanie dostatecznie kontrolować stężenia 
RFT/RFA możemy mówić o indukcji stresu oksydacyjne­
go i stresu nitrozacyjnego, które towarzyszą wielu stresom 
abiotycznym i biotycznym. Prawdopodobnie wówczas z 
pow odu wysokiego stężenia RFT dochodzi do przypadko­
wej modyfikacji niespecyficznych białek za pośrednictwem  
RFT. Modyfikacje te mogą prowadzić do utraty funkcji 
przez niektóre enzymy, w tym także kluczowe enzymy 
systemu antyoksydacyjnego, przez co komórka nie jest w 
stanie dłużej przeciwdziałać wzrastającemu stężeniu RFT, a 
to prowadzi do jej śmierci (Ryc. Ib). Karbonylacja białek bę­
dąca jedną z potranslacyjnych modyfikacji białek może być 
z jednej strony uznaw ana za marker stresu oksydacyjnego, 
ale jednocześnie prawdopodobnie stanowi istotny element 
w  sygnalizacji wewnątrzkomórkowej, podobnie jak m ody­
fikacje białek wywoływane przez NO [70]. Jak przedstaw io­
no na rycinie la , peptydy powstające w konkretnych orga­
nellach komórkowych po proteolitycznej degradacji karbo- 
nylowanych białek, mogłyby modyfikować transkrypcję 
genów specyficznych dla danego przedziału kom órkowe­
go. Takie sygnałowe peptydy mogłyby funkcjonować, jako 
drugorzędowe, przekaźniki informacji RFT kierowane do 
jądra komórki.
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karbonylacja
nitracja
S-nitrozylacja

[84]
[85] 
[83]

Enolaza
drożdże
ssaki

karbonylacja
nitracja

[86]
[87]

akonitaza

drożdże
ssaki,
ryż
rzodkiew nik

karbonylacja
nitracja
karbonylacja
S-nitrozylacja

[88]
[85]
[66]
[83]

dehydrogenaza
a-ketoglutaranu

bakterie
ssaki

karbonylacja
nitracja

[88]
[89]

syntaza ATP

drożdże
ssaki
ryż
rzodkiew nik

karbonylacja
nitracja
karbonylacja
S-nitrozylacja

[90]
[85]
[66]
[83]

SOD dysm utaza 
ponadtlenkow a

ssaki
ryż
rzodkiew nik

nitracja
karbonylacja
S-nitrozylacja

[91]
[66]
[83]

CAT katalaza
drożdże
ssaki
ryż

karbonylacja
nitracja
karbonylacja

[81]
[91]
[66]

GPX peroksydaza 
glutationow a

ssaki
rzodkiew nik

karbonylacja
S-nitrozylacja

[92]
[83]

HSP 60
drożdże
ssaki
ryż

karbonylacja
nitracja
karbonylacja

[88]
[93]
[66]

Aktyna
ssaki
drożdże
rzodkiew nik

karbonylacja
nitracja
S-nitrozylacja

[94]
[91]

[83]

Tubulina
ssaki
ssaki
rzodkiew nik

karbonylacja
nitracja
S-nitrozylacja

[95]
[96] 
[83]

Rubisco
ryż
rzodkiew nik

karbonylacja
S-nitrozylacja

[66]
[83]

http://rcin.org.pl

http://www.postepybiochemii.pl


m ayor reactive oxygen species involve in photooxidative damage in 
plant. Plant Physiol 148: 960-968

6. Möller IM, Jensen PE, Hansson A (2007) Oxidative modifications to 
cellular components in plants. A nn Rev Plant Biol 58:459-481

7. del Rio AL, Sandalio ML, Corpas FJ, Palma MJ, Barroso BJ (2006) Re­
active oxygen species and reactive nitrogen species in peroxisomes. 
Production, Scaveging, and role in cell signaling. Plant Physiol 141: 
330-335

8. del Rio AL, Corpas FJ, Sandalio ML, Palma MJ, Gómez M, Barroso BJ 
(2002) Reactive oxygen species antioxidant systems and nitric oxide in 
peroxisomes. J Exp Bot 53:1255-2002

9. Carol RJ, Dolan L (2006) The role of reactive oxygen species in cell 
growth: lessons from root hairs. J Exp Bot 57:1829-1834

10. Miiller K, Linkies A, Vreeburg RAM, Fry SC, Krieger-Liszkay A, Leu- 
bner-M etzger G (2009) In vivo cell wall loosening by hydroxyl radicals 
during cress seed germination and elongation growth. Plant Physiol 
150:1855-1865

11. M üller K, Carstens AC, Linjies AL, Torres MA, Leubner-Metzger G
(2009) The NADPH- oxidase AtrbohB plays a role in Arabidopsis seed 
after-ripening. Plant Physiol 184: 855-897

12. Bartosz G (2006) Druga twarz tlenu, W ydawnictwo N aukowe PWN, 
W arszawa

13. Posmyk MM, Janas KM (2009) Melatonin in plants. Acta Physiol Plant 
31:1-11

14. Małecka A, Tomaszewska B (2005) Reaktywne formy tlenu w  kom ór­
kach roślinnych i enzymatyczne systemy obronne. Post Biol Kom 32: 
311-325

15. Rucińska-Sobkowiak R (2010) Stres oksydacyjny wywołany działa­
niem metali ciężkich na rośliny. Post Biochem 56:191-200

16. Sen CK (2000) Cellular thiols and redox- regulated signal transduction. 
Curr Top Cell Regul 36:1-30

17. Oracz K, El-Maarouf Bouteau H, Farrant JM, Cooper K, Belghazi M, 
Job C, Job D, Corbineau F, Bailly Ch (2007) ROS production and pro­
tein oxidation as a novel m echanism for seed dorm ancy allevation. 
Plant J 50:452-465

18. Schöpfer P, Piachy C, Frahry G (2001) Release of reactive oxygen inter­
m ediates (superoxide radicals, hydrogen peroxide, and hydroxyl radi­
cals) and peroxidases in germinating radish seeds controlled by light, 
gibberellin, and abscisic acid. Plant Physiol 125:1591-1602

19. Gniazdowska A, Krasuska U, Czajkowska K, Bogatek R (2010) Nitric 
oxide, hydrogen cyanide and ethylene are required in the control of 
germination and undisturbed developm ent of young apple seedlings. 
Plant Growth Regul 61: 75- 84

20. Lehner A, M am adou N, Poels P, Come D, Bailly C, Corbineau F (2007) 
Changes in soluble carbohydrates, lipid peroxidation and antioxidant 
enzym e activities in the embryo during ageing in w heat grins. J Cereal 
Sei 47: 555-565

21. N yström  T (2005) Role of oxidative carbonylation in protein quality 
control and senescence. EMBO J 24:1311-1317

22. Qin G, Meng X, W ang Q, Tian S (2009) Oxidative dam age of m ito­
chondrial proteins contributes to fruit senescence: a redox proteomics 
analysis. J Proteome Res 8: 2449-2462

23. Srivastava N, Gonugunta VK, Puli MR, Raghnvendra AS (2009) Ni­
tric oxide production occurs downstream  of reactive oxgen species in 
guard cells during stomatal closure induced by chistosan in abaxial 
epiderm ins of Pisum sativum. Planta 229: 757-765

24. Bailly C, El-Maarouf- Bouteau H, Corbineau F (2008) From intracel­
lular signaling networks to cell death: the dual role of reactive oxygen 
species in seed physiology. CR Biol 331: 806-814

25. Wojtyła Ł, Gamczarska M, Ratajczak L (2006) Rola reaktywnych form 
tlenu w  procesie rozwoju i kiełkowania nasion. Post Biol Kom 3: 543- 
553

26. Krasuska U, Gniazdowska A, Bogatek R (2011) Rola ROS w fizjologii 
nasion. Kosmos 60:113-128

27. Davies MJ (2005) The oxidative environm ent and protein damage. Bio­
chem Biophys Acta 1703: 93-109

28. Job C, Rajjou L, Lovigny Y, Belghazi M, Job D (2005) Patterns of protein 
oxidation in Arabidopsis seeds and during germination. Plant Physiol 
138: 790-802

29. Dalle-Donne I, Rossi R, Giustarini D, Milzani A, Colombo R (2003) 
Protein carbonyl groups as biomarkers of oxidative stress. Clin Chim 
Acta 329: 23-38

30. Dalle-Donne I, Giustarini D, Colombo R, Rossi R, Milzani A (2003) 
Protein carbonylation in hum an diseases. Trends Mol Med 9:169-176

31. Romero-Puertas MC, Palma MJ, Gömez M, del Rio LA, Sandalio LM
(2002) Cadm ium  causes the oxidative modificaton of proteins in pea 
plants. Plant Cell Environ 25: 677-686

32. Pena BL, Pasquinia AL, Tomaro ML, Gallego MS (2006) Proteolytic 
system in sunflower (Helianthus annus L.) leaves under cadm ium  
stress. Plant Sei 171: 531-537

33. Pena BL, Tomaroet ML, Gallego MS (2006) Effect of different metals 
on protease activity in sunflower cotyledons. Electronic J Biotech 9: 
258-262

34. Cargnelutti D, Tabaldi LA, Spanevello MR, Jucoski OG, Battisti V, 
Redni M, Linares JOG, Dressier LV, Flores MME, Nicoloso TF, Mor- 
scch MV, Schetiner ChRM (2006) Mercury toxicity induces oxidative 
stress in growing cucumber seedlings. Chemosphere 65: 999-1006

35. Qiu Q, Huber JL, Booker FL, Jain V, Leakey ADB, Fiscus EL, Yau PM, 
Ort DR, Huber SC (2008) Increased protein carbonylation in leaves of 
Arabidopsis and soybean in response to elevated C 0 2. Photosynt Res 
97:155-166

36. Prasad TK (1996) Mechanisms of chilling-induced oxidative stress in­
jury and tolerance: changes in antioxidant system, oxidation of prote­
ins and lipids and protease activities. Plant J 10:1017-1026

37. Kingston- Smith AH, Foyer CH (2000) Bundle sheath proteins are 
more sensitive to oxidative damage than of the mesophyll in maize 
leaves exposed to paraquat or low temperatures. J Exp Bot 51:123-130

38. Tambussi EA, Bartoli CG, Guiamet JJ, Beltrano J, Araus JL (2004) Oxi­
dative stress and photodam age at low tem peratures in soybean (Glyci­
ne max L.Merr.) leaves. Plant Sei 167:19-26

39. Bartoli CG, Gömez F, Martinem DE, Guiamet JJ (2004) Mitochondria 
are the main target for oxidative damage in leaves of w heat (Triticum 
aestivum L.). J Exp Bot 5:1663-1669

40. Tanou G, Job C, Rajjou L, Arc E, Belghazi M, Diamantidis G, Molas- 
siotis A, Job D (2009) Proteomics reveals the overalpping roles of hy­
drogen peroxide and nitric oxide in the acclimation of citrus plants to 
salinity. Plant J 60: 795-804

41. Johansson E, Olsson O, Nyström  T (2004) Progression and specificity 
of oxidation in the life cycle of Arabidopsis thaliana. J Biol Chem 279: 
22204-22208

42. Rajjou L, Lovigny Y, Groot PCS, Belghazi M, Job C, Job D (2008) Prote­
ome- w ide characterization of seed aging in Arabidopsis: a comparison 
between artificial and natural aging protocols. Plant Physiol 148: 620- 
641

43. Juszczuk IM, Tybura A, Rychter AM (2008) Protein oxidation in the le­
aves and roots of cucumber plants (Cucumis sativus L.) m utant MSC16 
and wild type. J Plant Physiol 165: 355-356

44. W u W, Zhang C, Kong X, Hua Y (2009) Oxidative modyfication of soy 
protein by peroxyl radicals. Food Chem 116: 293-301

45. Eaton P (2006) Protein thiol oxidation in health and disease: Techni­
ques for m easuring disulfides and related modifications in complex 
protein mictures. Free Rad Biol Med 40:1889-1899

46. Dalle-Donne I, Carini M, Orioli M, Vistoli G, Regazzoni L, Colombo G, 
Rossi R, Milzani A, Aldini G (2009) Protein carbonylation: 2,4-dinitro- 
phenylhydrazine reacts w ith bouth aldehydes/ ketones and sulfenic 
acids. Free Rad Biol Med 46:1411-1419

47. M adian AG, Regnier FE (2010) Proteomic identification of car bony la- 
ted proteins and their oxidation sites. J Proteome Res 9:3766-3780

48. W ong CM, Marcocci L, Liu L, Suzuki YJ (2010) Cell signaling by pro­
tein carbonylation and decarbonylation. Antioxid Redox Signal 12: 
393-404

49. Aldini G, Dalle-Donne I, Colombo R, Facino MR, Milzani A, Carini 
M (2006) Lipoxidation-derived reactive carbonyl species as potential

Postępy Biochemii 58 (1) 2012 41http://rcin.org.pl



drug targets in preventing protein carbonylation and related cellular 
dysfunction. Chem Med Chem 1:1045-1058

50. Portero-Otin M, Bellmunt MJ, Requena R, Pam plona R (2003) Protein 
modification by advanced Maillard adducts can be m odulated by di­
etary polyunsaturated fatty acids. Biochem Soc Trans 31:1403-1405

51. Peng X, Cheng K, Ma J, Chen B, Ho C, Lo C, Chen F, W ang M (2008) 
Cinnamon bark proanthocyanidins as reactive carbonyl scavengers 
to prevent the formation of advanced glycation endproducts. J Argri 
Food Chem 56:1970-1911

52. Tunc-Ozdemir M, Miller G, Song L, Kim J, Sodek A, Koussevitzky S, 
Misra AN, Mittler R, Dhintani D (2009) Thiamin confers enhanced tol­
erance to oxidative stress in Arabidopsis. Plant Physiol 151: 421-432

53. Rajjou L, Belghazi M, H uguet R, Robin C, M oreau A, Job C, Job D
(2006) Proteomic investigation of the effect of salicylic acid on Arabi­
dopsis seed germination and establishment of early defense mecha­
nisms. Plant Physiol 141: 910-923

54. Ishii T, Tatsuda E, Kum azawa S, Nakayam a T, Uchida K (2003) Mo­
lecular basis of enzyme inactivation by an endogenous electrophile
4-hydroxy-2-nonenal: identification of modification sites in glyceral- 
dehyde-3-phosphate dehydrogenase. Biochemistry 42: 3474-3480

55. Gębicki JM, Bartosz G (2010) Rola białek jako przekaźników uszko­
dzeń indukowanych przez reaktywne formy tlenu in vivo. Post Bio­
chem 56:115-123

56. Dean RT, Fu S, Stocker R, Davies M (1997) Biochemistry and pathol­
ogy of radical- mediated protein oxidation. Biochem J 324:1-18

57. Xiong Y, Contento AL, Nguyen PQ, Bassham DC (2007) Degradation 
of oxidized proteins by authophagy during oxidative stress in Arabi­
dopsis. Plant Physiol 143: 291-299.

58. Molier IM, Sweetlove LJ (2010) ROS signalling- specificity is required. 
Trends Plant Sci 15: 370-374

59. Vanita J, W erner K, Huber SC (2008) Cytokinin inhibits the protea- 
some- m ediated degradation of carbonylated proteins in Arabidopsis 
leaves. Plant Cell Physiol 49: 843-852

60. Prochâzkovâ D, Wilhelmovâ N (2009) Leaf senescence and antioxi­
dants. Biol Plant 51:401-406

61. M aisonneuve E, Fraysse L, Lignon S, Tarpon L, Dukan S (2008) Car­
bonylated proteins are detectable only in a degradation- resistant ag­
gregate state in Escherichia coli. J Bacteriol 190: 6609-6614

62. Aguilaniu H, Gustafsson L, Rigoulet M, Nystrôm  T (2003) Asymetrie 
inheritance of oxidatively dam aged proteins during cytokinesis. Sci­
ence 299:1751-1753

63. N guyen AT, Donaldson RP (2005) Metal-catalized oxidation induces 
carbonylation of peroxisomal proteins and loss of enzymatic activities. 
Arch Biochem Biophys 439: 25- 31

64. Dukan S, Farwell A, Ballestros M, Taddei F, Radman M, Nystrôm  T
(2000) Protein oxidation in response to increased transcriptional or 
translational errors. Proc Natal Acad Sci USA 97: 5746-5749

65. Iwai K, Drake SK, W ehr NB, Weissman AM, LaVaute T, Minato N, 
Klausner RD, Levine RL, Rouault TA (1998) Iron-dependent oxidation, 
ubiquitination, and degradation of iron regulatory protein 2: implica­
tions for degradation of oxidized proteins. Proc Nat Acad Sci USA 95: 
4924-4928

66. Kirstensen BK, Askerlund P, Bykova NV, Egsgaard H, Molier IM 
(2004) Identification of oxidized proteins in the matrix of rice leaf mito­
chondria by immunoprécipitation and two-dimenshional liquid chro- 
m atography-tandem  mass spectrometer. Phytochem 65:1839-1851

67. Morgan JM, Lehmann M, Schwarzlander M, Baxter CJ, Sienkiewicz- 
Porzucek A, Williams TCR, Schauer N, Ferme AR, Fricker MD, Rat- 
cliffe RG, Seetlove LJ, Finkemeier (2008) Decrease in manganese super­
oxide dismutase leads to reduced root growth and affects tricarboxylic 
acid cycle flux and m itochondrial redox homeostasis. Plant Physiol. 
147:101-114

68. Lee JW, Helmann JD (2006) The PerR transcription factor senses H 202 
by metal-catalysed histidine oxidation. N ature 440:363-367

69. W ong ChM, Cheema AK, Zhang L, Suzuki YJ (2008) Protein carbon­
ylation as a novel mechanism in redox signaling. Circ Res 102: 310-318

70. Szuba A, Wojtaszek P (2010) Modyfikacje strukturalne białek wywoła­
ne przez tlenek azotu. Post Biochem 56:107-114

71. Gębicka L, Didik J (2010) Nadtlenoazotyn jako czynnik wywołujący 
stres oksydacyjny. Post Biochem 56:103-106

72. Barroso JB, Corpas FJ, Carreras A, Rodriguez- Serrano M, Esteban FJ, 
Fernandez- Ocana A, Chaki M, Romero-Puertas MC, Valderrama R, 
Sandalio LM, del Rio LM (2006) Localization of S-nitrosoglutathione 
and expression of S- nitrosoglutathione reductase in pea plants under 
cadium  stress. J Exp Bot 57:1785-1793

73. Sakamoto A, Ueda M, Morikawa H (2002) Arabidopsis glutathione- 
dependent form aldehyde dehydrogenase is an S-nitrosoglutathione 
reductase. FEBS Lett 515: 20-24

74. Benhar M, Forrester MT, Stamler JS (2009) Protein denitrosylation: en­
zymatic mechanisms and cellular functions. Nature 10: 721-732

75. Sweetlove L, Molier IM (2009) Oxidation of proteins in plants - mecha­
nisms and consequences. Adv Bot Res 52:1-23

76.Jasid S, Simontacchi M, Bartoli CG, Puntarulo S (2006) Chloroplasts 
as a nitric oxide cellular source. Effect of reactive nitrogen species on 
chloroplastic lipids and proteins. Plant Physiol. 142:1246-1255

77. Sun J, Steenbergen C, M urphy E (2006) S-nitrosylation: NO-related 
redox signaling to protect against oxidative stress. Antioxid Redox 
Signal 8:1693-1705

78. Haendleler J, Hoffmann J, Zeiher AM, Dimmeler S (2004) Antioxidant 
effects of Statins via S-nitrosylation and activation of thioredoxin in 
endothelial cells: a novel vasculoprotective function of statins. J Am 
Heart Assoc 110: 856-861

79. Lu C, Koppenol W H (2005) Inhibition of the Fenton reaction by nitro­
gen monoxide. J Biol Chem 10: 732-738

80. Navarre DA, W endehenne D, D um er J, Noad R, Klessig DF (2000) Ni­
tric oxide m odulates the activity of tobacco aconitase. Plant Physiol 
122: 573-582

81. Reverter-Branch G, Cabiscol E, Tamar it J, Ros J (2004) Oxidative dam ­
age to specific proteins in replicative and chronological-aged Saccharo- 
myces cerevisiae: common targets and prevention by caloric restriction. 
J Biol Chem 279:31983-31989

82. Koeck T, Fu X, Hazen SL, Crabb JW, Stuehr DJ, Aulak KS (2004) Rapid 
and selective oxygen- regulated protein tyrosine denitration and nitra­
tion in mitochondria. J Biol Chem 279: 27257-27262

83. Linderm ayr C, Saalbach G, D um er J (2005) Proteomic identification of
S-nitrosylated proteins in Arabidopsis. Plant Physiol 137: 921-930

84. Costa VM, Amorim M A, Quintanilha A, Moradas-Ferreira P (2002) 
H ydrogen peroxide- induced carbonylation of key metabolic enzymes 
in Saccharomyces cerevisiae: the involvement of the oxidative stress re­
sponse regulators Y apl and Skn7. Free Radie Biol Med 33:1507-1515

85. Kański J, Behring A, Pelting J, Schoneich C (2005) Proteomic 
identification of 3-nitrotyrosine-containing rat cardiac proteins: effects 
of biological aging. Am J Physiol Heart Physiol 288: 371-381

86. England K, O'Driscoll C, Cotter TG (2004) Carbonylation of glycolytic 
proteins is a key response to drug-induced oxidative stress and apop- 
tosis. Cell Death Differ 11: 252-260

87. Shin EJ, Jhoo JH, Kim WK, Jhoo WK, Lee C, Jung BD, Kim HC (2004) 
Protection against kainate neurotoxicity by pyrrolidine dithiocarba- 
mate. Clin Exp Pharmacol Physiol 31: 320-326

88. Cabiscol E, Piulats E, Echave P, Herrero E, Ros J (2000) Oxidative stress 
prom ote specific protein damage in Saccharomyces cerevisiae. J Biol 
Chem 275: 27393-27398

89. Park LC, Zhang H, Sheu KF, Calingasan NY, Kristal BS, Lindsay JG, 
Gibson GE (1999) Metabolic impairment induces oxidative stress, 
compromises in flammatory responses, and inactivates a key m ito­
chondrial enzyme in microglia. J Neurochem 72:1948-1958

90. O'Brien KM, Dirmeier R, Engle M, Poyton RO (2004) Mitochondrial 
protein oxidation in yeast m utants lacking manganese- (MnSOD) or 
copper- and zinc- containing superoxide dism utase (CuZrtSOD): evi­
dence that MnSOD and CuZnSOD have both unique and overlapping 
functions in protecting mitochondrial proteins from oxidative dam ­
age. J Biol Chem 279: 51817-51827

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

http://www.postepybiochemii.pl


91. Aulak KS, Miyagi M, Yan L, West KA, Massillon D, Crabb JW, Stuehr 
DJ (2001) Proteomic m ethod identifies proteins nitrated in vivo during 
flammatory challenge. Proc Natl Acad Sci USA 98:12056-12061

92. Kinter M, Roberts RJ (1996) Glutathione consum ption and glutathione 
peroxidase inactivation in fibroblast cell lines by 4-hydroxy-2-nonenal. 
Free Radie Biol Med 21: 457-462

93. Khor HK, Fischer MT, Schoneich C (2004) Potential role of methio­
nine sulfoxide in the inactivation of the chaperone GroEL by hypo- 
chlorous acid (HOC1) and peroxynitrite (ONOO-). ] Biol Chem 279: 
19486-19493

94. Dalle-Donne I, Rossi R, Giustarini D, Gagliano N, Lusini L, Milzani A, 
Di Simp-licio P, Colombo R (2001) Actin carbonylation: from a simple 
marker of protein oxidation to relevant signs of severe functional im­
pairment. Free Radie Biol Med 31:1075-1083

95. Aksenov MY, Aksenova MV, Butterfield DA, Geddes JW, Markesbery 
WR (2001) Protein oxidation in the brainin Alzheimer's disease. Neu­
roscience 103: 373-383

96. Landino LM, Hasan R, Me Gaw A, Cooley S, Smith AW, Masselam K, 
Kim G (2002) Peroxynitrite oxidation of tubulin sulfhydryls inhibits 
microtubule polymerization. Arch Biochem Biophys 398: 213-220

Protein carbonylation and its role in physiological processes in plants 

Karolina Dębska, Renata Bogatek, Agnieszka Gniazdowska

D epartm ent of Plant Physiology, W arsaw  U niversity of Plant Sciences-SGGW, 159 N ow oursynow ska St., 02-776 W arsaw, Poland 

e-mail: agnieszka_gniazdowska@ sggw.pl 

Key words: protein carbonylation, RNS, ROS, seed germ ination 

ABSTRACT
Plant cells produce reactive oxygen species (ROS) continuously as a byproducts of oxygen metabolism and reaction to various environmental 
stresses. ROS are considered as chemicals inducing damage of cellular components (DNA, lipids and proteins), but also might act as signaling 
agents. Protein oxidation is one of covalent modification of protein induced by ROS or other products of oxidative stress. Carbonylation of 
particular amino acid residues (arginine, lysine, treonine or proline) is one of the most commonly occurring oxidative modification of proteins. 
This modification might lead to alteration in protein activity, its proteolytic breakdown or, in the opposite, aggregate formation. Carbonylated 
proteins have been identified in many plant species at different stage of growth and development. The analysis of subcellular localization of 
carbonylated proteins arised the hypothesis on their signaling function. We summarize the current knowledge on the detection of carbonyl­
ation protein in plants taking to the account the conditions which may influence their production or removal. We present also their putative 
role in plant physiology and discuss interaction between ROS and RNS in regulation of protein carbonylation.
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STRESZCZENIE

Fotosynteza C4 jest serią zmian anatomicznych i biochemicznych zwiększających stężenie 
C 0 2 w miejscu działania Rubisco, w  celu ograniczenia/wyeliminowania procesu foto- 

oddychania. Prowadzi to do wzrostu wydajności fotosyntetycznej i przyrostu biomasy. Jest 
przystosowaniem do wysokich natężeń światła, podwyższonej temperatury i suszy. U ro­
ślin C4 występują zwykle dwa typy komórek otaczających radialnie wiązkę przewodzącą 
i uczestniczących w fotosyntezie, komórki mezofilu i komórki pochew okołowiązkowych. 
Procesy asymilacji i redukcji C 0 2 rozdzielone są przestrzennie i katalizowane są przez dwa 
różne enzymy. Jedynie w  chloroplastach komórek pochew okołowiązkowych zachodzi cykl 
Calvina i występuje Rubisco, natomiast pierwotne wiązanie C 0 2 odbywa się w  komórkach 
mezofilu przy udziale karboksylazy fosfoenolopirogronianowej, a w  chloroplastach zacho­
dzą tylko reakcje świetlne fotosyntezy. Różnice te prowadzą również do zmian potencjału 
redoks w obu typach komórek. Rośliny C4 zostały podzielone na trzy podtypy ze względu na 
mechanizm dekarboksylacji C4 kwasów. Rośliny o typie „C4-like" stanowić będą podstawę 
w yżywienia ludzi oraz zwierząt w  najbliższych dziesięcioleciach.

WPROWADZENIE - EWOLUCJA ROŚLIN C4

Fotosynteza typu C4 występuje u ponad 7500 gatunków roślin. Ewolucja ro­
ślin C3 do C4 zachodziła niezależnie ponad 50 razy w co najmniej 19 rodzinach 
roślin, zarówno jednoliściennych, jak i dwuliściennych i około 75% przedstaw i­
cieli typu C4 znajduje się w  czterech rodzinach Chenopodiaceae, Amaranthaceae, 
Euphorbiaceae i Asteraceae [1]. Ewolucja C4 jest znakomitym przykładem  zmian 
konwergencyjnych w odpowiedzi na zmiany środowiska. Jest adaptacją roślin 
pozwalającą na wysoką produktyw ność w w arunkach podwyższonej tem pera­
tury i obniżonego stężenia CO,,. Fotosyntetyczna produktywność roślin C4 jest 
1,5-2 razy wyższa niż u roślin C3, dlatego też prowadzone są intensywne badania 
nad wykorzystaniem roślin C4 jako źródła energii oraz w  inżynierii genetycznej 
do uzyskania ryżu „C4 -like" w ażnego w produkcji żywności [2,3], Zmieniające 
się w arunki środowiskowe były głównym  motorem w procesie ewolucji prow a­
dzącej do różnych podtypów  fotosyntezy C4. Poznanie mechanizmów fotosyn­
tezy C4 jest w yzwaniem  dla inżynierii genetycznej w celu projektowania roślin 
„C4-like" o zwiększonej wydajności fotosyntetycznej w różnych strefach klima­
tycznych. Badania przeprow adzone na roślinach ryżu wykazały, że wzrost syn­
tezy białek kluczowych enzym ów fotosyntetycznych miał nieznaczny w pływ  na 
natężenie fotosyntezy, a jednocześnie obserwowano karłowacenie otrzymanych 
roślin [3]. Jak dotąd nie powiodły się badania nad uzyskaniem z roślin C3 roślin 
„C4-like".

Rośliny C4 występują w  strefie tropikalnej, subtropikalnej oraz strefach o 
podwyższonej tem peraturze (np. Australia, Afryka wschodnia, Ameryka Pół­
nocna (Meksyk), Ameryka Południowa, Azja Centralna). Większość roślin C4 
należy do traw  (około 4500 gatunków), u których fotosynteza C4 po raz p ierw ­
szy pojawiła się około 35-24 min łat temu, najmłodsze pochodzą sprzed 7-5 min 
lat. Największa liczba gatunków C4 występuje w podrodzinie Chloridoideae i 
Panicoideae. Hamowanie natężenia fotosyntezy pod w pływem  suszy, podw yż­
szonej tem peratury i zasolenia zwiększa się u roślin w  atmosferze o obniżonym 
stężeniu CO, ograniczając ich wzrost i reprodukcję [1]. Ponieważ rośliny C4 w y­
stępują głównie w regionach gorących, suchych i/ lu b  słonych, przyjmuje się, że 
szlak C4 wykształcił się jako odpow iedź na obniżenie stężenia CO, w atmosferze 
do poziomu niższego niż występujący obecnie. Wśród roślin C4 występują też 
gatunki przystosowane do życia w obniżonej temperaturze, spotykane są one 
zarówno w  tundrze, jak i lasach borealnych. Chociaż gatunki te są przystosow a­
ne do obniżonej temperatury, wymagają jednak podczas dnia wyższych tem pe­
ratur, co bezpośrednio wynika z właściwości katalitycznych enzym u Rubisco. 
Fotosynteza C4 występuje również u glonów [4].
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Fotosynteza C4

Optymalizacja
procesów

Integracja procesów

Wzrost aktywności 
 PEPC_____

Dekarboksylacja glicyny w komórkach 
pochew okołowiązkowych

Wżrost liczby chloroplastów w komórkach 
otaczających wiązkę przewodzącą

Zmiany anatomiczne (wzrost gęstości wiązek)

Zmiany genetyczne (np. duplikacja genów)

Fotosynteza C3

Rycina 1. M odel przedstaw iający głów ne etapy ewolucji roślin C4.

Zmiany ewolucyjne roślin C4 dotyczą zarówno anato­
micznych, jak i biochemicznych modyfikacji, nie jest nato­
miast jasne, które z nich pojawiły się jako pierwsze. Istnieje 
wiele gatunków  roślin wykazujących właściwości pośred­
nie między roślinami C3 i C4, określa się je jako rośliny 
przejściowe typu C3-C4 [5], Metabolizm C4 jest komplekso­
wą adaptacją drogi C3 prowadzącą do ograniczenia procesu 
fotooddychania. Dokonało się to poprzez zwiększenie stę­
żenia CO, w miejscu działania Rubisco, przy udziale pom ­
py biochemicznej C 0 2. Również ewolucja C4-specyficznej 
karboksylazy fosfoenolopirogronianowej (PEPC) zachodzi­
ła niezależnie co najmniej 8 razy z tego samego C3-PEPC 
enzymu. Obserwowane różnice pomiędzy C3 PEPC i C4 
PEPC dotyczą zmian w obrębie 21 reszt aminokwasowych 
[6], Drogi ewolucji roślin C4 m ożna podzielić na kilka eta­
pów (Ryc. 1).

Do najważniejszych należą zmiany genetyczne prow a­
dzące do powstania wielu kopii genów i następnie ich mo­
dyfikacji, z jednoczesnym zachowaniem pierwotnej funkcji 
oraz zmiany anatomiczne, polegające na zwiększeniu za­
równo liczby, jak i gęstości wiązek przewodzących, ważne 
w warunkach o ograniczonej dostępności w ody i mających 
również znaczenie mechaniczne. Spowodowało to w  kon­
sekwencji zwiększenie liczby komórek otaczających wiązkę 
i wzrost liczby chloroplastów, peroksysomów i mitochon- 
driów w tych komórkach. Zmiany w ekspresji genów ko­
dujących podjednostki dekarboksylazy glicyny, kluczowe­
go enzym u fotooddechowego i obecność ich w komórkach 
otaczających wiązkę przewodzącą miały istotny w pływ  na 
zwiększenie stężenia CCL w tych komórkach. Decydują­
ce znaczenie dla powstania metabolizmu C4 miało jednak 
zwiększenie zawartości PEPC i anhydrazy węglanowej w 
cytoplazmie komórek mezofilowych (M) oraz oddzielenie 
przestrzenne dwóch reakcji karboksylacji, z enzymem Rubi­
sco występującym tylko w chloroplastach komórek pochew 
okołowiązkowych (BS). Różne zapotrzebowanie energe­
tyczne i na czynniki redukcyjne komórek M i BS um ożliw i­
ło optymalizację i integrację różnych dróg metabolicznych

Postępy Biochemii 58 (1) 2012

w komórkach. Sugeruje się, że regulacja ekspresji genów 
odpowiedzialnych za rozwój i różnicowanie dwóch typów 
komórek u roślin C4 nie jest znacząco różna od działającej u 
roślin C3. Procesy rozwojowe i metaboliczne roślin C3 sta­
nowiły platformę dla pojawienia się zmian anatomicznych 
i metabolicznych charakterystycznych dla roślin C4. Brak 
jest jednak informacji o czynnikach regulacyjnych odpo­
wiedzialnych za ekspresję genów w obu typach komórek. 
Wykrycie różnej ekspresji genów czynników transkrypcyj­
nych GOLDEN2-LIKE (GLK) w  M i BS może stanowić istot­
ny krok w badaniach regulacji funkcji genów w obu typach 
kom órek [7].

METABOLIZM C4

Fotosynteza C4 to cykl reakcji enzymatycznych zacho­
dzących w  komórkach mezofilu i pochew okołowiązko­
wych takich roślin, jak np. kukurydza, sorgo, trzcina cukro­
wa i innych traw strefy podzwrotnikowej, pozwalający na 
wiązanie C 0 2 i przekształcenie go do cukrów. Rośliny o tym 
typie fotosyntezy charakteryzuje najczęściej radialna budo­
w a anatomiczna, gdzie wiązka przewodząca otoczona jest 
komórkami tzw. pochwy okołowiązkowej, które następnie 
otoczone są komórkami mezofilowymi (budowa Kranz). 
Komórki pochwy okołowiązkowej mają u wielu gatunków 
grube ściany zewnętrzne, przesycone suberyną u trudnia ­
jącą dyfuzję C 0 2. Kontakt między komórkami zapewniają 
plazmodesmy. W fotosyntezie typu C4, procesy asymilacji 
i redukcji C 0 2 rozdzielone są przestrzennie i katalizowane 
przez dw a różne enzymy: PEPC oraz Rubisco. Asymilacja 
dw utlenku węgla zachodzi w cytoplazmie komórek mezo­
filu, gdzie CO, przekształcany jest początkowo przez anhy- 
drazę węglanową do jonu H C 0 3", który następnie jest przy­
łączany do fosfoenolopirogronianu (PEP) z wytworzeniem 
szczawiooctanu (OAA). Ten etap jest wspólny dla wszyst­
kich typów fotosyntezy C4. Następne etapy metabolizmu 
szczawiooctanu różnią się u poszczególnych podtypów  
roślin C4. OAA przekształcany jest do jabłczanu lub aspara- 
ginianu i kwasy te transportowane są do komórek pochew 
okołowiązkowych, w których następuje ich dekarboksyla­
cja.

Proces dekarboksylacji może być katalizowany przez 
trzy rodzaje enzymów: enzym jabłczanowy zależny od 
NADP, enzym jabłczanowy zależny od NAD oraz przez 
karboksykinazę PEP. Uwolniony w procesie dekarboksy­
lacji, CO, ulega asymilacji przez enzym Rubisco (którego 
w ystępowanie ogranicza się tylko do chloroplastów komó­
rek BS) i zachodzi redukcja CO, w  cyklu Calvina-Bensona. 
Powstające w procesie dekarboksylacji związki, powracają 
do komórek mezofilu, gdzie regenerowany jest fosfoenolo- 
pirogronian (PEP), pierwszy akceptor CO,. Reakcja fosfo­
rylacji pirogronianu do PEP jest katalizowana przez enzym 
dikinazę fosfopirogronianu (PPDK), zlokalizowaną w chlo­
roplastach komórek mezofilu i w ten sposób dochodzi do 
zamknięcia cyklu [8]. Takie przestrzenne rozdzielenie pro ­
cesów asymilacji i redukcji CO, pozwala nawet na ponad 
dziesięciokrotne (w porów naniu ze stężeniem CO, w po­
wietrzu) zwiększenie stężenia dw utlenku węgla w komór­
kach BS [9], Utrzymanie wysokiego stężenia CO, w kom ór­
kach BS wiąże się po części również z brakiem lub niewielką 
zawartością enzym u anhydrazy węglanowej. Zapobiega to
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szybkiemu przekształcaniu dwutlenku węgla w  anion wę­
glanowy, który nie jest substratem dla Rubisco [10].

Procesy syntezy sacharozy i skrobi są również rozdzie­
lone między dw a typy komórek. Sacharoza syntetyzowana 
jest głównie w  komórkach mezofilu, natomiast skrobia w 
komórkach pochew okołowiązkowych, ale enzymy odpo­
wiedzialne za przeprow adzenie tych reakcji zostały znale­
zione w obu typach komórek [11].

BUDOWA LIŚCI ROŚLIN C4

Przestrzenne rozdzielenie procesów asymilacji i redukcji 
C 0 2 pociąga za sobą szereg przystosowań w anatomii i ul- 
trastrukturze liścia [8]. W yróżniono różne typy budow y li­
ści roślin C4. W najczęściej spotykanym typie, odznaczające 
się grubymi ścianami komórki pochew okołowiązkowych, 
ściśle otaczają pojedynczą wiązkę przewodzącą, natomiast 
komórki mezofilu, o znacznie cieńszych ścianach, zlokali­
zowane są między epiderm ą liścia a komórkami BS [12]. 
Natomiast u niektórych roślin C4 z rodzaju Cleome, a także 
u przedstawicieli z rodziny astrowatych (Asteraceae) oraz 
komosowatych (Chenopodiaceae), kilka wiązek przew odzą­
cych otoczonych jest przez jeden pierścień komórek pochew 
okołowiązkowych, a te z kolei otacza pojedynczy pierścień 
komórek mezofilu [13,14]. Ponadto komórki mezofilu z ko­
mórkami pochew okołowiązkowych łączy gęsta sieć pla- 
smodesm, przez które zachodzi intensywny transport meta­
bolitów [8]. W liściach roślin C4 występuje znacznie więcej 
wiązek przewodzących, w porów naniu z liśćmi roślin C3 
[15]. U roślin dwuliściennych z rodzaju Flaveria nie dotyczy 
to zagęszczenia wiązek głównych, lecz tych o wyższej rzę- 
dowości (od czwartorzędowych w górę) [16]. Zwiększenie 
gęstości wiązek przewodzących poprawia zaopatrzenie li­
ści w wodę, co jest ważne w gorących i suchych warunkach. 
Ma też w pływ na właściwości mechaniczne liścia, co nie jest 
bez znaczenia w  siedliskach wietrznych [1]. Stwierdzono 
także, że u roślin C4 stosunek ilości komórek M do BS jest 
niższy w porównaniu z C3 i u niektórych przedstawicieli 
może on wynosić nawet 1:1 [15,16]. Zwykle w fotosyntezie 
typu C4 reakcje karboksylacji rozdzielone są przestrzennie 
między dw a typy komórek, jednakże u niektórych gatun­
ków cały proces może odbywać się w obrębie jednej ko­
mórki. Dotyczy to zarówno gatunków wodnych, takich jak 
Hydrilla oertillata i Egeria densa [18], jak i lądowych: Bienertia 
cycloptera i Borszczowia aralocaspica [19].

U Suaeda aralocaspica (wcześniej Borszczowia aralocaspica), 
dwa typy chloroplastów przeprowadzających różne reak­
cje fotosyntetyczne, rozmieszczone są w innych częściach 
komórki miękiszu, jeden przy ścianie graniczącej z wiązką 
przewodzącą, a drugi po przeciwnej stronie komórki [19]. 
Natomiast u Bienertia cycloptera i Bienertia sinuspersici, asy­
milacja CO, z udziałem karboksylazy PEP zachodzi w  pery- 
ferycznej części komórek miękiszu, gdzie zlokalizowane są 
również chloroplasty posiadające enzym dikinazę pirogro- 
nian:Pi zaangażowaną w regenerację PEP. Natomiast proce­
sy dekarboksylacji i redukcji dwutlenku węgla (charaktery­
styczne dla komórek BS) zachodzą w centralnym przedziale 
komórki, odznaczającym się dużym  skupiskiem chloropla­
stów, m itochondriów i peroksysomów, tworzących kolistą

strukturę. Oba te przedziały oddzielone są od siebie dużą 
wakuolą [20],

WŁAŚCIWOŚCI ENZYMÓW C4

Enzymy charakterystyczne dla fotosyntezy typu C4: 
karboksylaza fosfoenolopirogronianowa (PEPC), dikinaza, 
enzymy przeprowadzające proces dekarboksylacji kwasów 
w komórkach pochew okołowiązkowych, aminotransfera- 
zy, obecne są również w komórkach roślin C3, jednakże ich 
aktywność u roślin C4 jest od kilkunastu do kilkudziesięciu 
razy wyższa w porównaniu z roślinami C3 [8]. W przypad ­
ku karboksylazy PEP, sekwencja reszt aminokwasowych 
enzymu występującego u przedstawicieli C3 i C4 rodzaju 
Flaoeria, jest homologiczna w 96%, enzymy te różnią się 
jednak właściwościami kinetycznymi [21] oraz sposobem 
regulacji [22]. Fakt, że różne reakcje fotosyntezy, zachodzą 
w mezofilu i komórkach pochew okołowiązkowych roślin 
C4, wiąże się z inną ekspresją genów w tych komórkach. 
Wydaje się, że regulacja ekspresji genów specyficznych dla 
komórek mezofilu odbywa się głównie na poziomie trans­
krypcji [23], podczas gdy dla komórek BS może odbywać 
się zarówno na poziomie transkrypcji, jak i na poziomie 
potranskrypcyjnym (np. ekspresja genów kodujących Ru­
bisco) [24].

PODTYPY METABOLICZNE ROŚLIN C4

W zależności od enzymu przeprowadzającego proces 
dekarboksylacji, miejsca dekarboksylacji w komórkach 
pochew okołowiązkowych, a także od rodzaju transporto­
wanego kwasu karboksylowego, w fotosyntezie typu C4 
wyróżniono trzy podtypy metaboliczne: NADP-ME, NAD- 
-ME i PEP-CK [25], Oprócz różnic w reakcjach fazy ciemnej 
fotosyntezy, rośliny należące do poszczególnych podtypów  
charakteryzują się swoistymi cechami anatomicznymi i 
ultrastrukturalnymi. Cechy charakterystyczne poszcze­
gólnych podtypów  reprezentujących fotosyntezę typu C4 
przedstawione zostały w tabeli 1.

U podtypu NADP-ME (Ryc. 2), którego przedstawiciela­
mi są m. in.: kukurydza, trzcina cukrowa, sorgo, powstały 
w reakcji karboksylacji fosfoenolopirogronianu szczawiooc- 
tan, redukow any jest do jabłczanu. Reakcja ta zachodzi w 
chloroplastach komórek mezofilu i katalizowana jest przez

Rycina 2. Rozmieszczenie chloroplastów  w kom órkach mezofilowych (M) i po­
chew  okołow iązkowych (BS) kukurydzy  (podtyp NADP-ME) (zdjęcie A. Dro- 
żak).
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Tabela 1. Cechy charakterystyczne dla w yróżnienia pod typów  
w ane na podstaw ie literatury.

roślin C4 opraco-

Cecha
NADP-ME NAD-ME PEPCK

podtyp podtyp podtyp

M BS M BS M BS

Rubisco (plastyd) + + +

PEPC (cytosol) + + +

Pobieranie CO, + + +

NADP- ME
(plastyd)

NAD- ME
(m itochondrium )

PEPCK (cytosol) - - + +

Transport
jabłczanu
(plazm odesmy)

+ - +

Transport
pirogronianu
(plazm odesmy)

+ +

Transport
asparaginianu
(plazm odesmy)

+ +

Transport alaniny 
(plazm odesmy) - + +

M, mezofil; BS, kom órki pochew  okołowiązkowych; +, obecny; -, brak

enzym  dehydrogenazę jabłczanową, zależną od NADPH. 
Następnie jabłczan transportowany jest do chloroplastów 
komórek pochew okołowiązkowych, gdzie następuje jego 
dekarboksylacja, katalizowana przez enzym  jabłczanowy 
zależny od NADP. W wyniku tej reakcji powstaje C 0 2, który 
jest włączany do cyklu Calvina-Bensona oraz pirogronian, 
który transportowany jest do chloroplastów komórek me- 
zofilowych. Tam dikinaza fosfopirogronianowa, zużywając 
ATP, przekształca pirogronian do fosfoenolopirogronianu. 
W ten sposób cykl ulega zamknięciu [8].

Charakterystyczną cechą roślin o podtypie fotosyntezy 
NADP-ME jest obecność warstw y suberyny w  ścianie ko­
mórek pochew okołowiązkowych, sąsiadujących z kom ór­
kami mezofilu [26], odśrodkowe ułożenie chloroplastów 
w komórkach BS (Ryc. 2), a także zróżnicowanie struktury 
chloroplastów. Chloroplasty w mezofilu mają budow ę gra- 
nową i są mniejsze od chloroplastów komórek pochew oko­
łowiązkowych, które są bezgranowe lub posiadają szcząt­
kowe grana (Ryc. 3) [27,28].

Chloroplasty dwóch typów komórek różnią się także 
udziałem  poszczególnych fotosystemów w błonach tylako- 
idowych. Dominującym fotoukładem w chloroplastach BS 
jest fotoukład I (PSI). Początkowo uważano, że chloroplasty 
te nie posiadają fotoukładu II (PSU) [29,30], Potem stwier­
dzono, że jest on obecny, ale jest go znacznie mniej niż w 
chloroplastach granowych i jest nieaktywny, ze w zględu na 
brak białka OEC33 z kompleksu utleniającego wodę oraz, że 
budow ą PSU odpow iada kompleksowi z błon stromowych 
chloroplastów roślin C3 (występuje w postaci monomeru) 
[31]. W ykazano jednak, że PSU w chloroplastach z komórek 
pochew okołowiązkowych posiada wszystkie podjednostki 
kompleksu utleniającego w odę i jest w stanie transportować
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elektrony z H 20  [32], Mimo że chloroplasty BS nie posiadają 
gran, obecne są tam  białka kompleksów antenowych LHCII 
[33]. W przypadku Lhcbl i Lhcb2 stosunek ich zawartości 
w  porównaniu z zawartością białek rdzeniowych PSU jest 
znacznie wyższy niż w  chloroplastach mezofilowych [34]. 
Ponadto PSU w chloroplastach BS występuje w formie di- 
meru, a nawet w raz z kompleksem antenowym LHCII, 
może tworzyć superkom pleksy i swoją strukturą nie przy­
pomina PSU zlokalizowanego w lamellach stromy roślin C3 
[35]. Rola PSU w chloroplastach pochew okołowiązkowych 
nie jest jeszcze dokładnie poznana, ale można przypusz­
czać, że chroni PSI przed fotooksydacją.

Struktura chloroplastów komórek pochew okołowiązko­
wych, a także znacznie większy udział PSI niż PSU, św iad­
czą o tym, że w chloroplastach BS zachodzi głównie cyklicz­
ny transport elektronów, a produktem  fazy jasnej jest ATP. 
Potwierdza to także obecność dwóch izoform ferredoksyny, 
różniących się powinowactwem  do reduktazy ferredoksy- 
na: NADP+ [36], których synteza jest tkankowo specyficzna. 
Ponadto ferredoksyna II (specyficzna dla chloroplastów BS) 
wydaje się mieć większą zdolność do transportu elektronów 
na kompleksy biorące udział w  transporcie cyklicznym [37], 
Zaobserwowano również większą ekspresję genów kodują­
cych kompleks dehydrogenazy (NDH) [38] oraz zwiększo­
ną zawartość białka w komórkach BS w porównaniu z M. 
Ostatnie badania prow adzone na roślinach z rodzaju Flave- 
ńa przeprowadzających fotosyntezę typu: C4, C3-C4 oraz 
C3 wykazały zwiększoną zawartość kompleksu NDH oraz 
białka PGR5 w roślinach C4, w porów naniu z pozostałymi 
typami oraz ich specyficzną lokalizację w komórkach BS

Rycina 3. U ltrastruktura  chloroplastów  kom órek pochew  okołow iązkowych (BS) 
i mezofilu (M) kukurydzy  (zdjęcie A. Drożak).
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[39], Udział białka PRG5 w cyklicznym transporcie elektro­
nów również potwierdzono u Arabidopsis thaliana [40].

U podtypu  NADP-ME głównym produktem  fazy jasnej 
fotosyntezy w chloroplastach BS jest ATP, NADPH potrzeb­
ne do redukcji 3-fosfoglicerynianu (3-PGA) w cyklu Calvi- 
na-Bensona, pochodzi z reakcji dekarboksylacji jabłczanu 
przeprowadzanej przez enzym jabłczanowy zależny od 
NADP+ (Ryc. 4). Połowa powstającego 3-PGA transporto­
w ana jest do chloroplastów mezofilowych, gdzie zachodzi 
jego redukcja do aldehydu 3-fosfoglicerynowego (G3P), któ­
ry następnie może być transportow any do chloroplastów BS 
i włączany na dalszym etapie do cyklu Calvina-Bensona [8].

U roślin C4 reprezentujących podtyp NAD-ME (Ryc. 5), 
którego przedstawicielem jest np. proso zwyczajne, po­
wstający w cytoplazmie szczawiooctan przekształcany jest 
przez enzym  aminotransferazę asparaginianową (AspAT) 
do asparaginianu i w tej postaci transportow any do mi- 
tochondriów komórek pochew okołowiązkowych. Tam 
następuje jego deaminacja i ponow ne przekształcenie w 
szczawiooctan, który redukow any jest do jabłczanu przez 
enzym dehydrogenazę jabłczanową, zużywającą NADH. 
W mitochondriach zachodzi również dekarboksylacja jabł­
czanu, katalizowana przez enzym jabłczanowy zależny od 
NAD. Produktam i tej reakcji są: C 0 2, który jest włączany w

chloroplastach do cyklu Calvina-Bensona oraz pirogronian, 
który w cytoplazmie przekształcany jest przez am inotrans­
ferazę alaninową (A1AT) do alaniny i następnie transporto­
wany do komórek mezofilu. W cytoplazmie komórek me- 
zofilu zachodzi odtworzenie pirogronianu, a jego fosfory­
lacja i przekształcenie do fosfoenolopirogronianu zachodzi 
w chloroplastach i jest katalizowana przez enzym dikinazę 
fosfopirogronianu [8].

Pod względem budowy anatomicznej, przedstawiciele 
podtypu NAD-ME wyróżniają się dośrodkowym  um iesz­
czeniem chloroplastów i mitochondriów w komórkach po ­
chew okołowiązkowych [27], znacznie większym udziałem  
tych organelli (szczególnie mitochondriów) w komórkach 
BS [28] oraz brakiem warstwy suberyny w ścianach kom ór­
kowych [26] (Ryc. 6).

Takie ułożenie chloroplastów i mitochondriów zapobie­
ga dyfuzji C 0 2 z komórek BS przy braku dodatkowej barie­
ry, jaką stanowi warstwa suberynowa. Charakterystyczną 
cechą podtypu są też większe rozmiary chloroplastów i pe­
roksysomów zlokalizowanych w komórkach BS w porów ­
naniu z mezofilowymi, natomiast wielkość mitochondriów 
nie różni się w  obu typach komórek [28]. Chloroplasty M i 
BS mają strukturę granową [27], zdolne są do w ytwarzania 
ATP i NADPH w fazie jasnej fotosyntezy [8], ale różnią się
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ultrastrukturą i udziałem  PSU. Chloroplasty komórek po­
chew okołowiązkowych u roślin należących do podtypu 
NAD-ME charakteryzuje większy udział błon ścieśnionych 
do nieścieśnionych [41] oraz większa zawartość fotoukładu 
II [42,43] w  porów naniu z chloroplastami mezofilowymi. 
Podobne strukturalne zróżnicowanie chloroplastów w ystę­
puje u  Binertia cycloptera, rośliny należącej do podtypu NAD- 
-ME [44], u której proces fotosyntezy zachodzi w  obrębie 
jednej komórki. Chloroplasty znajdujące się w  centralnym 
przedziale komórki (funkcjonalnie odpowiadające chloro­
plastom z komórek BS) mają 1,5-raza większy indeks grano- 
wy i większy rozmiar gran w porów naniu z chloroplastami 
zlokalizowanymi w  części peryferycznej (odpowiadającymi 
chloroplastom z komórek mezofilu) [45]. W przeciwień­
stwie do roślin z podtypu NADP-ME, u tego podtypu pro ­
ponuje się większy udział cyklicznego, zależnego od NDH, 
transportu elektronów w chloroplastach mezofilowych w 
porów naniu z chloroplastami komórek pochew okołowiąz­
kowych. Znajduje to odzwierciedlenie w znacznej różnicy 
w  zawartości białka NDH między komórkami M i BS [46], 
Może mieć to również związek z większym zapotrzebowa­
niem komórek mezofilu na ATP powstające w  fazie jasnej 
fotosyntezy [8].

W przeciwieństwie do wcześniej opisanych podtypów, 
których przedstawiciele należą zarówno do roślin jedno-, 
jak i dwuliściennych, podtyp PEPCK spotykany jest w y­
łącznie u roślin jednoliściennych [47], Charakteryzuje się on 
bardziej złożonym przebiegiem fazy ciemnej fotosyntezy 
(Ryc. 7). Z komórek mezofilu do komórek pochew około­
wiązkowych mogą być transportow ane zarówno jabłczan, 
jak i asparaginian, a reakcja dekarboksylacji może zachodzić 
przy udziale dwóch enzymów. W pierwszym  przypadku, 
powstający, w  wyniku karboksylacji fosfoenolopirogronia- 
nu (PEP) szczawiooctan, może być przekształcany (tak jak 
u podtypu  NAD-ME) w asparaginian, który jest następnie 
transportow any do cytoplazmy komórek pochew około­
wiązkowych. Asparaginian ulega tam deaminacji do szcza- 
wiooctanu, substratu dla karboksykinazy PEP (PEP-CK). 
Enzym ten, zużywając cząsteczkę ATP, przekształca OAA 
do fosfoenolopirogronianu i CO, [48]. Następnie PEP wraca 
do komórek mezofilu, gdzie może być ponownie karboksy-

lowany, a CO, włączany jest do cyklu Calvina-Bensona w 
chloroplastach BS.

Drugim z możliwych sposobów przebiegu fazy ciemnej, 
jest redukcja szczawiooctanu do jabłczanu. Reakcja ta, po­
dobnie jaku u podtypu NADP-ME zachodzi w chloropla­
stach mezofilu i katalizowana jest przez dehydrogenazę 
jabłczanową, zależną od NADP. Jabłczan transportowany 
jest do mitochondriów komórek BS i tam zachodzi jego 
dekarboksylacja przy pomocy enzymu jabłczanowego za­
leżnego od NAD. Uwolniony CO, włączany jest do cyklu 
Calvina-Bensona, a powstający NADH może służyć jako 
substrat dla łańcucha oddechowego. Produktem  tej reakcji 
jest również pirogronian, przekształcany w cytoplazmie do 
alaniny. Alanina transportowana jest do komórek mezofi­
lowych, tam ulega deaminacji, a odtworzony pirogronian 
służy jako substrat dla dikinazy fosfopirogronianu i prze­
kształcany jest w PEP [8]. Szacuje się, że oba te sposoby de­
karboksylacji dostarczają w rów nym  stopniu CO, do cyklu 
Calvina-Bensona. ATP, zużyw any przez karboksykinazę 
PEP może pochodzić z utlenienia NADH, wytwarzanego w 
mitochondriach w reakcji dekarboksylacji jabłczanu przez 
enzym jabłczanowy zależny od NAD [49].

U roślin wykazujących ten podtyp fotosyntezy, zaobser­
wowano obecność w arstw y suberyny w  tej części ściany
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Rycina 6. Rozmieszczenie chloroplastów  w  kom órkach mezofilowych (M) i po ­
chew  okołow iązkowych (BS) prosa zwyczajnego (podtyp NAD-ME) (zdjęcie A. 
Drożak).
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komórek pochew okołowiązkowych, która graniczy z me- 
zofilem [26], Chloroplasty i m itochondria występują liczniej 
w komórkach BS w porów naniu z komórkami M i dodat­
kowo mają większe rozmiary [28], Organelle w komórkach 
pochew okołowiązkowych mogą być ułożone odśrodkowo 
lub rozmieszczone równomiernie w  całej komórce [28,47]. 
Chloroplasty w obu typach komórek mają strukturę grano- 
wą, ale różnią się wielkością gran, w  komórkach mezofilu 
grana mają układ centryfugalny i zawierają więcej błon tyla- 
koidowych przypadających na granum  [47] (Ryc. 8)

U wszystkich badanych podtypów  zaobserwowano 
większy udział organelli w  komórkach pochew okołowiąz­
kowych w porów naniu z mezofilem, jednakże w odniesie­
niu do całego liścia, udział chloroplastów BS w ogólnej puli 
wynosi od 30 do 46% u wszystkich podtypów . Natomiast 
mitochondria, występujące w komórkach pochew około­
wiązkowych stanowią od 30 do 85% całkowitej zawartości 
w  liściu. Najmniej m itochondriów zaobserwowano u p rzed ­
stawicieli podtypu NADP-ME, natomiast najwięcej u  roślin 
z podtypu PEPCK [28], Liczba m itochondriów w kom ór­
kach jest ściśle skorelowana z różnym  zapotrzebowaniem  
energetycznym roślin reprezentujących podtypy  C4.

Opisany powyżej mechanizm koncentracji C 0 2 rozw i­
nięty przez rośliny C4 w komórkach pochew okołowiąz­
kowych, jak również inne przystosowania takie jak obec­
ność warstwy suberynowej w  ścianie komórkowej, miejsce 
zachodzenia procesu dekarboksylacji i jego odległość od 
w arstw y mezofilu, jak też rozmieszczenie chloroplastów 
i m itochondriów w komórce, mają również na celu zapo­
bieganie „ucieczce" dw utlenku węgla z komórki [50]. Po­
wstanie przystosowań zwiększających stężenie C 0 2w ko­
mórkach pochwy okołowiązkowej u roślin C4 praktycznie 
wyeliminowało aktywność oksygenazową Rubisco i proces 
fotooddychania. W arunkuje to szybszy w zrost roślin i w ięk­
sze przyrosty biomasy. W ykorzystanie istniejących szlaków 
metabolicznych wymagało zmian właściwości kinetycz­
nych enzymów i ich regulacji oraz w ytworzenia specyficz­
ności tkankowej. Fotosynteza C4 uzupełnia zatem  m etabo­
lizm C3.

FOTOSYNTEZA C4 A STRES ŚRODOWISKOWY

ZMIANY LOKALIZACJI CHLOROPLASTÓW 
W OBRĘBIE KOMÓRKI W WARUNKACH 
DZIAŁANIA STRESU ŚRODOWISKOWEGO

Zmieniające się w arunki świetlne podczas w zrostu roślin 
indukują procesy aklimatyzacyjne zachodzące w komórce. 
Powszechnie znany jest fakt, że chloroplasty mogą zmieniać 
swoją w ewnątrzkom órkową lokalizację w celu optym aliza­
cji aktywności fotosyntetycznej oraz zmniejszenia uszko­
dzeń aparatu fotosyntetycznego w  odpow iedzi na działanie 
światła [51]. W ciemności chloroplasty są rozmieszczone 
zwykle pod wszystkimi ścianami komórki. W świetle o 
niskim i wysokim natężeniu grom adzą się odpowiednio, 
przy ścianach prostopadłych lub równoległych do kierunku 
jego padania [52], Te formy odpowiedzi chloroplastów na 
natężenia światła mogą być modyfikowane również przez 
inne czynniki środowiskowe [53,54]. Niewiele uwagi po­
święcono ruchowi chloroplastów w komórkach roślin typu 
C4. Obserwacje zmian w  wewnątrzkomórkowej lokalizacji

chloroplastów u tych roślin w  odpowiedzi na stresy środo­
wiskowe, inne niż światło, zapoczątkowane zostały przez 
Lal i Edwards [55]. Wykazano wówczas, że chloroplasty 
komórek mezofilowych kukurydzy poddane działaniu su ­
szy lokalizują się w zdłuż ścian komórkowych, natomiast 
chloroplasty komórek pochew okołowiązkowych traciły 
swą odśrodkową pozycję. Efekt ten nie był tak wyraźny u 
Amaranthus cruentus przedstawiciela podtypu NAD-ME. 
Wykazano również, że chloroplasty mezofilu w liściach eks­
ponowanych na wysokie natężenia światła, zarówno u pod ­
typu NADP-ME, jak i NAD-ME skupiały się, podczas gdy 
chloroplasty komórek pochew okołowiązkowych nie zmie­
niały położenia. Opisane zmiany rozmieszczenia chloropla­
stów mezofilowych miały miejsce również w warunkach 
zasolenia oraz suszy. Obserwacje wewnątrzkomórkowego 
rozmieszczenia chloroplastów w warunkach działania stre­
su środowiskowego wskazują na to, że położenie chloro­
plastów w obu typach komórek podlega innej kontroli, a 
skupianie się chloroplastów w komórkach mezofilowych 
jest m echanizmem adaptacyjnym w w arunkach stresowych 
[51].

TOLERANCJA NA CHŁÓD ROŚLIN C4

Produktywność wielu gatunków roślin reprezentujących 
fotosyntezę typu C4, włączając gatunki zbóż takich jak ku ­
kurydza, sorgo czy trzcina cukrowa jest limitowana przez 
niską wydajność fotosyntetyczną w obniżonych tem peratu­
rach. Do wyjątków należy m.in. Miscanthus x giganteus, wie­
loletnia trawa, która nie tylko jest w  stanie przetrwać w ni­
skich temperaturach, ale jest wysoce produktyw na w chłod­
nym klimacie [56], W Wielkiej Brytanii jej produkcja wynosi 
ponad 30 ton suchej m asy /h a /ro k . Natomiast u kukurydzy 
rosnącej w  14°C maksymalne natężenie fotosyntezy jest ob­
niżone o 90% w porów naniu ze wzrostem w tem peraturze 
25°C. Temperatura 14°C podczas wzrostu nie zmniejsza 
wydajności fotosyntezy u Miscanthus x giganteus a niewiel­
kie obniżenie natężenia procesu obserwuje się w tem pera­
turze 10°C [57]. Molekularny mechanizm, dzięki któremu 
gatunki C4 tolerujące chłód utrzymują wysoką wydajność 
fotosyntezy pozostaje nieznany. Wykazano natomiast, że 
u gatunków roślin C4 nietolerujących chłodu (temperatura 
poniżej 15°C) poza obniżeniem asymilacji C 0 2 dochodzi do 
fotoinhibicji aparatu fotosyntetycznego [56]. U gatunku M i­
scanthus x giganteus nie stwierdza się takich uszkodzeń, jest 
wysoki poziom asymilacji C 0 2 i obserwuje się zwiększenie 
niefotochemicznego wygaszania nadmiaru energii, które 
bezpośrednio związane jest ze zwiększeniem udziału cyklu

Rycina 8. Rozm ieszczenie chloroplastów  w komórkach m ezofilowych (M) i po­
chew okołow iązkowych (BS) prosa olbrzymiego (podtyp PEP-CK) (zdjęcie A. 
Drożak).
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ksantofilowego oraz wyższą zawartością antyoksydantów 
[57], Indukowane chłodem obniżenie natężenia fotosyntezy 
u roślin C4 jest skorelowane ze zmniejszeniem: wydajności 
karboksylacji PEP, regeneracji PEP, aktywności Rubisco 
bądź ham owania w  różnym  stopniu wyżej wymienionych 
procesów [56], Nie obserwowano jednak zwiększenia za­
wartości Rubisco u roślin C4 w odpowiedzi na działanie 
niskiej temperatury. Ponadto, wcześniejsze analizy Miscan- 
thus x giganteus potwierdziły, że zawartości tego białka po­
zostawała na stałym poziomie przy zmianie tem peratury 
(z 14 na 25°C) podczas w zrostu roślin. Jednocześnie stwier­
dzono wyraźne zwiększenie zawartości PPDK [58]. W jaki 
sposób zatem utrzym ana jest m aksymalna wydajność foto­
syntezy u gatunków C4 tolerujących/preferujących wzrost 
przy obniżonej temperaturze? Wykazano, że enzym  Rubi­
sco u roślin C3 pochodzących z chłodnych środowisk w po­
rów naniu z roślinami środowisk ciepłych charakteryzował 
się w yższą wartością stałej karboksylacji. Stwierdzono rów ­
nież, wyższą wartość tej stałej dla roślin szpinaku rosnących 
w niskiej tem peraturze [59], Porównując Rubisco z dwóch 
gatunków: kukurydzy i z roślin Miscanthus wykazano 91% 
oraz 89% homologii, odpowiednio w sekwencji cDNA i 
białka. Sekwencje odpowiadające za stabilność termiczną 
enzymu, tworzeniu holoenzymu są zachowane w ewolucji. 
O dpow iedź roślin, zarówno C3 jak i C4 na zmiany tem pera­
tury zależy od natężenia światła i stężenia CO,. U roślin C4 
wzrost tem peratury powoduje zwiększenie pobierania CO, 
wraz z natężeniem światła.

FOTOSYNTEZA C4 A STRES WODNY

Stres w odny jest jednym  z czynników, który w najwięk­
szym stopniu ogranicza produktywność roślin, a spow o­
dowany jest brakiem dostępnej w ody w  środowisku gle­
bowym  oraz w  atmosferze. Głównymi sym ptom am i zw ią­
zanymi z działaniem stresu wodnego na rośliny typu C4 
są zmniejszenie aktywności enzymów cyklu Calvina oraz 
obniżenie zawartości ATP [60], W odpowiedzi na suszę do­
chodzi do syntezy białek np. enzymów anty oksydacyjnych, 
białek odpowiedzialnych za przekazywanie sygnału oraz 
białek opiekuńczych [61]. Większość roślin C4 jest lepiej za­
adaptow ana do stresu związanego z suszą niż przedstaw i­
ciele roślin C3. Zrozumienie mechanizmów różnicowania i 
rozdziału funkcji pom iędzy komórki mezofilowe i pochew 
okołowiązkowych jest kluczowa u roślin C4 w  wykorzysta­
niu potencjału fotosyntetycznego tych roślin w w arunkach 
niekorzystnych.

FOTOSYNTEZA C4 A NATĘŻENIE ŚWIATŁA

Światło jest głównym czynnikiem odpowiedzialnym  za 
budow ę anatomiczną liścia. W pływa ono na ilość, wielkość 
i ułożenie chloroplastów w komórce oraz ich ultrastruktu- 
rę [62]. W iadomo również, że natężenie światła warunkuje 
zawartość kompleksów w tylakoidach jak też reguluje wiel­
kość i skład kompleksów antenowych [63].

Wcześniej uważano, że natężenie światła nie ma w pły ­
w u na ultrastrukturę chloroplastów roślin C4, szczególnie 
u podtypu NADP-ME [27], Badania ostatnich lat wykazały, 
że rośliny C4 prezentują różne strategie pozwalające na jak 
najlepsze wykorzystanie światła. Dla kukurydzy (podtyp

NADP-ME) związane jest to ze zmianami wielkości anten 
LHCII bez wpływ u na ultrastrukturę chloroplastów, nato­
miast u podtypu NAD-ME i PEP-CK ze zmianami liczby i 
wielkości gran bez zmian w  obrębie białek antenowych [64]. 
Zwiększanie liczby gran także wpływa na efektywność w y­
chwytywania światła, gdyż przekazywanie energii w zbu­
dzenia może zachodzić nie tylko między kompleksami zlo­
kalizowanymi w obrębie jednej błony, ale także pomiędzy 
kompleksami sąsiadujących ze sobą ścieśnionych błon [65]. 
Zróżnicowana struktura granowa pozwala też na u trzym a­
nie równowagi między cyklicznym i niecyklicznym trans­
portem  elektronów [66]. Może to zatem tłumaczyć zmiany 
w strukturze chloroplastów roślin C4 w celu jak najlepsze­
go wykorzystania światła. Chociaż rośliny C4 dostosowały 
się do w zrostu w  w arunkach silnego oświetlenia i wysokiej 
tem peratury [8], to stwierdzono, że podobnie jak u roślin C3 
ich aparat fotosyntetyczny również ulega fotoinhibicji.

U roślin C4 ścisłe współdziałanie chloroplastów z dwóch 
rodzajów komórek, pozwala na wyeliminowanie procesu 
fotooddychania w  w arunkach silnego oświetlenia i wyso­
kiej temperatury. Rośliny te nie potrafią jednak tak dobrze 
jak rośliny C3, przystosować się do wzrostu w środowi­
skach zacienionych oraz do efektownego wykorzystywania 
krótkich błysków światła o wysokim natężeniu. Rośliny C4 
należące do trzech podtypów  metabolicznych, wytworzyły 
odmienne strategie zapewniające przystosowanie do róż­
nych w arunków  świetlnych środowiska. Dotyczy to dosto­
sowania przez zmianę wielkości kompleksów antenowych 
lub zmiany struktury chloroplastu. Wydaje się, że różnice w 
intensywności reakcji świetlnych fotosyntezy przebiegają­
cych w zróżnicowanych strukturalnie i funkcjonalnie chlo­
roplastach komórek mezofilowych i pochew okołowiązko­
wych roślin C4 są w ażnym  strategicznym mechanizmem 
umożliwiającym roślinom C4 lepsze przystosowanie się do 
wysokich natężeń światła podczas wzrostu z jednoczesnym 
obniżeniem strat energii niewykorzystywanej w  fotosynte­
zie. Charakter polifiletyczny ewolucji roślin C4 sugeruje, że 
modyfikacje anatomiczne i biochemiczne, które pojawiły 
się u wielu gatunków roślin wymagały stosunkowo nie­
wielkich zmian głównie w ekspresji genów warunkujących 
dostosowanie aparatu fotosyntetycznego. Zatem uzyskanie 
roślin C3 o funkcji typu „C4-like" jest teoretycznie możliwe.
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ABSTRACT

C4 photosynthesis includes several anatomical and biochemical modifications that allow plants to concentrate C 0 2 at the site of Rubisco. The 
photorespiratory pathway is repressed in C4 plants, since the rates of photosynthesis and biomass production are increased. This is an adap­
tation to high light intensities, high temperatures and dryness. C4 plants contain two distinct types of photosynthetic cells, m esophyll and 
bundle sheath. The processes of assimilation and reduction of CO, are separated spatiality and catayzed by two different enzymes. O nly the 
bundle sheath chloroplasts perform the reactions of the Calvin-Benson cycle with the help of the Rubisco enzyme present exclusively in this 
cell type. The primary CO,fixation occurs in mesophyll cells through the action of the phosphoenolpyruvate carboxylase. The light-dependent 
reactions of the photosynthesis occur exclusively in the latter cell type. These differences in photochemistry lead to distinct redox profiles in 
both types of cells. C4 plants are divided into three biochemical subtypes on the basis of differences in the mechanisms of decarboxylation of 
the C4 acids. C4 plants will provide the main source of food for humans and animals in the nearest decade.
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Słowa kluczow e: kanały chlorkowe, azotany, 
tonoplast

W ykaz skrótów: CBS (ang. cystathionine
$-synthetase ) — syntetaza (3-cystationinowa; 
C1C (ang. chloride chanel) — kanały chlorkowe; 
TGN (ang. trans-Golgi network) — sieć trans 
aparatu  Golgiego

Podziękow anie: A rtykuł finansow any z gran­
tu  MNiSzW nr N N303 818740.

STRESZCZENIE

W  kom órkach roślin , podobn ie  jak  w  kom órkach zw ierząt, kanały /transportery  an iono ­
w e odgryw ają znaczącą rolę w  kontro low aniu  m etabolizm u, u trzym an iu  gradientu  

elektrochem icznego protonów  w  poprzek  błony oraz ścieżkach przekazyw ania sygnałów  w 
odpow iedzi na stresy biotyczne i abiotyczne. Jedną z w ażniejszych klas b iałek  transportu ­
jących an iony  jest rodzina kanałów  chlorkow ych C1C, k tórą tw orzą dw ie podklasy: kanały 
Cl" oraz an typortery  2C1/H+. B iałka te w ystępu ją  niem al we w szystk ich  organizm ach, zarów ­
no prokariotycznych, jak  i eukariotycznych. W szyscy przedstaw iciele tej rodziny  są hom odi- 
m eram i, w  których każdy m onom er tw orzy in dyw idualną  drogę przen ikan ia  jonów  Cl oraz 
zaw iera kluczow e reszty am inokw asow e um ożliw iające w iązanie jonów  i determ inujące  se­
lektyw ność anionow ą. W iększość C1C posiada także d ługie  cytosolow e fragm enty  łańcucha 
z w o lną  g rupą karboksy low ą zaw ierające dw ie dom eny syntetazy p-cystationinow ej (CBS), 
które są kluczow e dla regulacji aktyw ności tych białek . Poniższa praca jest p odsum ow aniem  
dostępnej w iedzy na tem at tej dużej i w ażnej rodziny  białek , ze szczególnym  u w zg lędn ie ­
n iem  roślinnych  kanałów  chlorkow ych C1C oraz pełn ionych przez nie funkcji.

WPROWADZENIE

W śród różnych systemów transportu zaangażowanych w podstaw ow e funk­
cje komórkowe kanały anionowe stanowią bardzo dużą klasę białek uczestni­
czących w  wielu procesach fizjologicznych. W komórkach roślin wyższych są 
odpowiedzialne za zachowanie turgoru [1,2], ruchy aparatów szparkowych [3- 
5], transport składników pokarmowych [1,6] oraz za procesy związane z odpor­
nością roślin na metale ciężkie [7], Ważną grupą białek transportujących aniony 
jest rodzina kanałów chlorkowych C1C (ang. chloride channel), zidentyfikowana 
w niemal wszystkich typach komórek eukariotycznych oraz w wielu organi­
zmach prokariotycznych. Pierwszy przedstawiciel rodziny C1C, C1C-0, został 
wyizolowany z organu elektrycznego ryby Torpedo marmorata [8,9], U Escherichia 
coli ClC-ecl promuje wyrzucanie protonów w warunkach niskiego pH  środowi­
ska [10], W błonach aparatu Golgiego komórek Saccharomyces cerevisiae obecny 
jest pojedynczy kanał chlorkowy C1C kodowany przez gen GEF1 [11], który od ­
grywa kluczową rolę w  stabilizacji potencjału błonowego i balansowaniu do­
datnich ładunków  wynikających z pom powania protonów i transportu jonów 
miedzi [12].

W komórkach ssaków zidentyfikowano 9 genów C/C kodujących białka o róż­
nym rozmieszczeniu w tkankach i komórkach. Badania nad chorobami człowie­
ka o podłożu genetycznym wykazały udział tej rodziny w stabilizacji potencjału 
błonowego, kontroli pobudliwości, zakwaszaniu pęcherzyków synaptycznych 
oraz w  regulacji egzocytozy pęcherzyków sekrecyjnych [13].

Pierwszymi zidentyfikowanymi u roślin genami kodującymi białka należące 
do tej rodziny były ClC-Ntl z Nicotiana tabacco [14] oraz cztery geny w  kom ór­
kach Arabidopsis thaliana [15]. Obecnie w  genomie Arabidopsis znanych jest 7 ho- 
mologów C1C [16]. Uniwersalną właściwością rodziny C1C wszystkich eukario­
tycznych organizmów jest przynależność do niej białek o charakterze kanałów 
anionowych, jak i białek o charakterze wtórnych transporterów. Niektóre C1C 
mogą zmieniać swoje właściwości i w  zależności od w arunków  środowisko­
wych funkcjonować jako kanały, bądź jako transportery aktywne [17], Ponad­
to przedstawiciele tej rodziny należący do podklasy antyporterów roślinnych 
charakteryzują się wysoką specyficznością anionową. Antyportery występujące 
w komórkach człowieka, a także bakteryjne białko ClC-ecl, wykazują znacznie 
słabszą selektywność anionową. Mogą one funkcjonować jako antyportery Cl"/ 
H +, ale również transportować azotany, przy czym transport azotanów nie jest 
sprzężony z transportem  protonów. Najprawdopodobniej wiąże się to z nie­
wielką zawartością azotanów w komórkach zwierzęcych, przez co rozróżnie­
nie między tymi anionami nie jest konieczne. Transport azotanów sprzężony z 
transportem  protonów jest charakterystyczny jedynie dla roślinnych białek C1C
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(AtCICa). Transportery roślinne wykazują ponadto wyższą 
selektywność wobec azotanów niż anionów chlorkowych. 
Komórki roślin m uszą transportować obydw a aniony, a 
rozróżnienie między nimi jest kluczowe dla fizjologii ko­
mórki [18].

Dotychczas udało się poznać budow ę oraz molekularne 
podstaw y transportu anionów a także selektywności anio­
nowej tej grupy białek u Escherichia coli oraz Salmonella typhi- 
murium [19], a ostatnio również u krasnorostu Cyanidioschy- 
zon merolae [20]. Wysoki stopień zachowania struktury w 
ewolucji, obserwowany w rodzinie C1C, pozwala z dużym  
prawdopodobieństw em  określić mechanizm transportu w 
homologach występujących u innych organizmów, w  tym 
także u roślin. Ponieważ w ostatnich latach stale wzrasta 
zainteresowanie tą rodziną białek, poniższa praca dokonuje 
zestawienia dotychczasowej wiedzy na ich temat, ze szcze­
gólnym uwzględnieniem roślinnych kanałów chlorkowych 
C1C.

STRUKTURA REGIONU TRANSBŁONOWEGO ORAZ 
MOLEKULARNE PODSTAWY WIĄZANIA JONÓW Cl

Poznanie struktury białka transporterowego umożliwia 
wgląd w mechanizmy jego funkcjonowania, dlatego też 
krystalizacja białek ClC-ecl z Escherichia coli oraz StCIC z 
Salmonella typhimurium stała się krokiem milowym w ba­
daniach nad rodziną kanałów chlorkowych [19]. ClC-ecl 
jest hom odim erem  zbudow anym  z dwóch identycznych 
podjednostek, z których każda posiada 18 a-helis o różnej 
długości oraz krótkie, eksponowane po cytoplazmatycznej 
stronie błony, rejony N- i C-końcowe. Podjednostki w yka­
zują antyrównoległą architekturę: każda zawiera dwie od ­
powiadające sobie strukturalnie połówki przecinające błonę 
w przeciwległej orientacji [17].

Każda podjednostka zawiera trzy miejsca wiązania anio­
nów: wewnętrzne, centralne i zewnętrzne (Ryc. 1). Miejsce 
wew nętrzne i zewnętrzne kontaktują się bezpośrednio z 
roztworami wewnątrz- i zewnątrzkomórkowym, podczas 
gdy miejsce centralne zlokalizowane w środku warstwy 
lipidowej błony jest izolowane od hydrofilowego środowi­
ska. Miejsce to określane jako centralne miejsce wiążące Scen 
(ang. central binding site) stanowią zachowane w ewolucji 
reszty tyrozyny w pozycji 445 (Y445; numeracja dla AtCICa) 
i seryny w pozycji 107 m otywu GSGIP. W ewnętrzne miejsce 
wiążące S.nt (ang. internal binding site) tworzą atomy azotu 
grupy amidowej reszt glicyny (G149), izoleucyny (1356) i 
fenyloalaniny (F357) w  mniejszym stopniu zachowanego 
w ewolucji fragmentu łańcucha głównego. Zewnętrzne 
miejsce wiążące (Sext, ang. external binding site) obejmuje 
natomiast reszty am inokwasów zachowanych w ewolucji 
m otywów GK/REGP oraz GXFXP. Szczególną funkcję w 
tym miejscu pełni reszta glutam inianu w pozycji 148 (E148; 
Glu J .  Te trzy miejsca wiążące tworzą wspólnie drogę, 
w zdłuż której jony Cl" przemieszczają się zgodnie ze swoim 
gradientem  elektrochemicznym [21].

Jon Cl" w  miejscu Sfen jest częściowo lub całkowicie od ­
w odniony i związany koordynacyjnie z atomami tlenu 
grupy hydroksylowej reszt seryny w pozycji 107 (S107) i 
tyrozyny w pozycji 445 (Y445), znanych również jako Ser

i Tyrcen, przez atomy azotu grup am idowych reszt glicyny 
w pozycji 149 (G149), izoleucyny w  pozycji 356 (1356), feny­
loalaniny w  pozycji 357 (F357) oraz reszty glutaminianu w

Rycina 1. Budow a i m echanizm  transportu  Cl' p rzez kanałowe białko C1C. A) 
Struktura podjednostki białka C1C ukazująca antyrów noległą architekturę. Na 
czerw ono zaznaczono regiony tw orzące filtr selektywności. N a podstaw ie [19]; 
zm ienione. B) Schem at p rzedstaw ia w szystkie najważniejsze m otyw y oraz reszty 
am inokw asow e biorące udział w transporcie anionu Cl' p rzez białko C1C. Szcze­
gółowy opis w tekście. N a podstaw ie  [22]; zmienione.
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pozycji 148 (E148, GlutJ  [19,22], Znajdująca się w  miejscu 
S białek C1C ujemnie naładow ana reszta Glu praw dopo-

ex j  ex t  r

dobnie konkuruje z jonem Cl' o miejsce wiązania. Dlatego 
anion C1‘ może być przekazany w  miejsce Sex jedynie w tedy, 
gdy Gluex jest konstytucyjnie uprotonow ana albo usunięta 
poprzez mutację [22,23]. Wszystkie trzy miejsca wiążą jony 
raczej słabo, z milimolarnym powinowactwem  [23,24]. Ba­
dania wykazały, że wiązanie CE jest najsilniejsze w  miejscu 
Scen, Kd -0,7-3 mM, pośrednie w  Sex (Kd -0,9-3,9 mM) i naj­
słabsze w S.n (z powinowactwem  >20 mM). Ostatnio pozna­
no także strukturę krystaliczną eukariotycznego białka C1C, 
CmCIC z Cyanidioschyzon merolae. Budowa rejonu transpor­
tującego jest niezwykle podobna do odkrytego u CIC-ecl. 
Udało się jednak zaobserwować nowy stan konformacyjny 
białka, nieznany do tej pory, w  którym bramkująca reszta 
glutaminianu zajmuje centralną pozycję w  miejscu w iążą­
cym Scen. Ponadto reszta glutaminianu wiążąca jony H + u 
CIC-ecl została zastąpiona w przypadku białka CmCIC 
resztą treoniny [20],

DROGA TRANSPORTU JONÓW CE

Struktura krystaliczna CIC-ecl wykazała obecność łu ­
kowatego kanału, którym jony CE przekraczają błonę [22] 
(Ryc. 1). Dwa odmienne strukturalnie elementy regulują 
przestrzennie dostęp jonów do w nętrza białka. Pierwszy 
z nich to łańcuch boczny reszty Glu ex (E148) bramkujący 
dostęp jonów z zewnątrzkomórkowego roztworu. Mutacje 
Gluex prow adzą do powstania stale otwartych kanałów C1C
[22] i transporterów, które nie sprzęgają transportu anionów 
z transportem  protonów. Potwierdza to rolę reszty glutam i­
nianu w pozycji 148 jako zewnątrzkomórkowej bramki [22],

N atura wewnątrzkomórkowej bramki jest mniej jasna. 
Najprawdopodobniej tworzą ją reszty Tyrcen i Ser vn, bowiem 
mutacje, w których Tyrcenjest podstawiana przez alaninę 
lub serynę, powodują otwarcie drogi od strony w ew nątrz ­
komórkowej i indukują transport CE [25], W w ypadku tej 
mutacji obserwowane jest także rozprzężenie transportu  
anionów z transportem H + [25].

Poznanie struktury krystalicznej kolejnego białka na ­
leżącego do rodziny C1C, CmCIC, pozwoliło stworzyć hi­
potetyczny cykl zmian konformacyjnych obrazujący dro ­
gę transportu jonów chlorkowych. Najpierw dochodzi do 
protonacji grupy karboksylowej reszty glutam inianu w 
miejscu Sex. Umożliwia to zmianę pozycji grupy karboksy­
lowej Glu ix, otwarcie kanału i wiązanie dwóch anionów CE 
w miejscu Sex. Związanie anionów powoduje jednoczesną 
dysocjację protonu i powrót grupy karboksylowej Glu x do 
pozycji wyjściowej. Skutkiem takiej zmiany konformacyjnej 
jest uwolnienie anionów chlorkowych z miejsca S x i zw iąza­
nie w  miejscu Scen. W rezultacie następuje przemieszczenie 
dwóch jonów chlorkowych przez błonę i uwolnienie anio­
nów do wnętrza komórki. Jednocześnie reszta glutam inia­
nu zlokalizowana w S x ponownie znajduje się w  pozycji 
umożliwiającej przyjęcie H +. Każda przemiana w tym  cyklu 
jest odwracalna [20].

DROGA TRANSPORTU JONÓW H+

W przeciwieństwie do transportu CE, droga transportu 
H + przez C1C jest słabiej poznana. Badania wykazały, że 
dwie reszty glutaminianu, w  pozycji 148 i 203 (Gluex i G lujn; 
numeracja dla E.coli) z CIC-ecl mogą być zewnątrz- i w e­
wnątrzkom órkowym i akceptorami H + [26]. Ich rola zosta­
ła potwierdzona także w  innych transporterach C1C [27], 
Reszta glutaminianu w pozycji 203 zlokalizowana po cy- 
toplazmatycznej stronie błony najprawdopodobniej wiąże 
protony i przekazuje na bramkującą resztę glutam inianu 
w pozycji 148 (E148), co skutkuje powiązaniem transportu  
anionowego z protonow ym  [28-30], Gdy Glu,x i G lujn po­
przez mutacje punktow e zostaną zastąpione resztami ami- 
nokwasowym i nieulegającymi protonacji, antyportery C1C 
tracą zdolność transportu H +, podczas gdy transport CE jest 
zachowany. Zamiana innych reszt glutaminianowych lub 
asparaginianowych w białku ma niewielki w pływ  na w ła­
ściwości kinetyczne i sprzężenie pomiędzy transportem  jo­
nów chlorkowych i protonów, przynajmniej w przypadku 
CIC-ecl. Powyższe fakty sugerują, że tylko reszty Glu x i 
G lujn w  obrębie proteiny C1C są bezpośrednio zaangażow a­
ne w transport H +.

Miejsca wejścia i wyjścia H + w  transporterach C1C roz­
dziela łańcuch o długości -14A  zbudow any głównie z reszt 
am inokwasów hydrofobowych. Nie jest jednak jasne, w 
jaki sposób protony przekraczają tę warstwę. Obecnie su ­
geruje się, że wew nątrz hydrofobowego rdzenia CIC-ecl, 
dzięki wiązaniom w odorow ym , formowany jest łańcuch 
cząsteczek wody, który przejściowo łączy Glu.n oraz Gluex, 
pozwalając na przepływ H + [31]. Najnowsze badania nad 
CIC-ecl pozwoliły na stworzenie hipotetycznego m ode­
lu tłumaczącego, w jaki sposób transport dwóch jonów 
CE może być sprzężony z transportem  H +. Odkryto, że jon 
CE związany w miejscu Scen, za pośrednictwem czterech czą­
steczek wody, łączy się z E148, hipotetyczną stroną wyjścia 
protonu. Zakładając przejściowe tworzenie chlorowodorku 
w  Scen CIC-ecl, łańcuch cząsteczek w ody mógłby tworzyć 
transbłonową drogę transportu protonu zaczynając od E203 
na E148 kończąc [32].

STRUKTURA I FUNKCJA DOMEN 
CYTOPLAZMATYCZNYCH

Wszystkie eukariotyczne białka C1C oraz -50% białek 
prokariotycznych posiada duże cytoplazmatyczne domeny 
z wolną grupą karboksylową i aminową, które odgrywają 
kluczową rolę w regulacji aktywności tych białek. Mutacje 
w dom enach cytoplazmatycznych C1C komórek człowieka 
prow adzą do poważnych chorób genetycznych, takich jak 
choroba Thomsona czy zespół Barrtera. Domena C-końco- 
wa odgryw a kluczową rolę w  regulowaniu aktywności ka­
nałów i antyporterów C1C, a przynajmniej w  jednym  przy­
padku otwarcie kanału jest związane ze zmianami konfor- 
macyjnymi w tej domenie [33].

Chociaż poziom zachowania w  ewolucji sekwencji re­
jonu cytoplazmatycznego nie jest wysoki, wszystkie biał­
ka C1C zawierają w  jej obrębie dwie domeny syntetazy 
P-cystationinowej (CBS). Domeny zbudow ane z -50  reszt 
aminokwasowych rozdzielone są fragmentami łańcucha
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o różnej długości i różnym  stopniu hydrofobowości [34], 
Struktura krystaliczna cytoplazmatycznej domeny kana­
łu CIC-Ka wykazała, że domeny CBS składają się z dwóch 
uporządkow anych w zdłuż dwukrotnej osi symetrii subdo- 
m en (CBS1 i CBS2). Dwie subdom eny CBS2 tworzą dużą 
powierzchnię oddziaływania (>2000A2), natomiast wąski 
kanał wyścielony jest cząsteczkami w ody [35], Domeny CBS 
są podobnie skonstruowane w przypadku kanału C1C-0 i 
transportera C1C-5, co sugeruje zachowany w  ewolucji cha­
rakter cytoplazmatycznych dom en białek C1C.

WIĄZANIE NUKLEOTYDÓW

Ostatnie badania wykazały, że nukleotydy adenozy­
ny, takie jak ATP, mogą wiązać się z cytoplazmatycznymi 
dom enam i niektórych białek C1C, modulując transport jo­
nów. W ewnątrzkom órkowe ATP w różny sposób wpływ a 
na aktywność białek C1C: hamuje aktywność kanału C1C-1 
oraz transportera AtCICa, natomiast aktywuje transporter 
C1C-5. Najlepiej mechanizm modulacji transportera C1C 
przez ATP wyjaśniają badania przeprow adzone na białku 
AtCICa. Wysokie stężenie w ew nątrzkom órkowego ATP 
redukuje dw ukrotnie aktywność transportową AtCICa. W 
przeciwieństwie do C1C-1 i C1C-5, AtCICa rozróżnia nukle­
otydy adenozyny: wiązanie ATP hamuje transport, ADP 
wydaje się nie mieć wpływu, natomiast AMP w spółzaw od­
niczy z ATP o miejsce wiązania i zmniejsza jego hamujący 
efekt, ale sam nie wpływ a na aktywność transportera [36].

MOLEKULARNE PODSTAWY 
SELEKTYWNOŚCI ANIONOWEJ

Większość kanałów i anty porterów z rodziny C1C w y­
kazuje podobną sekwencję selektywności wobec anionów: 
SCN->Cl->Br>N03->r [26,29], Selektywność białek C1C 
wydaje się być wyznaczona przez pojedyncze miejsce Scen, 
podczas gdy miejsce Sex jest nieselektywne, a S wykazuje

niewielką preferencję wobec SCN' [23]. Badania wykazały, 
że selektywność C1C zależy głównie od reszty Ser U m u­
tanta C1C-0 S123T (mutacja w  obrębie nukleotydów kodu­
jących resztę seryny w  miejscu Scen) obserwowano wzrost 
przepuszczalności dla I oraz B r [37], Potwierdzeniem kry­
tycznej roli Ser w  determ inowaniu selektywności stało się 
odkrycie, że w  antyporterze N O y/T P z  Arabidopsis thaliana 
(AtCICa) reszta seryny jest podstawiona przez resztę pro- 
liny [1], Kilka zespołów badawczych zauważyło, że trans­
portery C1C-5, ClC-ecl oraz kanał C1C-0, w  których Sercen 
została zamieniona na resztę proliny, wykazywały prefe­
rencję wobec anionów azotanowych. [24,38,39], Natomiast 
m utanta  AtCICa z resztą seryny podstawioną w miejscu 
reszty proliny charakteryzowała aktywność antyportera 
Cl / H + [39], Najnowsze badania nad AtCICa potwierdziły 
zaangażow anie reszty proliny w pozycji 160 w transport 
azotanów. W ykazano ponadto, że zmiany w transporcie 
azotanów  u m utanta P160S AtCICa wynikają jedynie ze 
zm ian selektywności anionowej białka [18]. Powyższe w y­
niki dow odzą, że selektywność anionowa w rodzinie bia­
łek C1C jest regulowana przez pojedynczą zamianę reszty 
aminokwasowej w  miejscu Scen: reszta proliny odpowiada 
za specyficzność wobec azotanów, podczas gdy reszta se­
ryny determinuje selektywność chlorkową. Mechanizm se­
lektywności bazujący na bezpośrednich oddziaływaniach 
pom iędzy substratem  a pojedynczym łańcuchem bocznym 
C1C jest zupełnie odmienny i bardziej elastyczny niż w 
przypadku  innych systemów transportu. Kanały K+, N a+ i 
Ca2+ posiadają podobną strukturę poru, ale selekcja jonów 
zachodzi na drodze różnych mechanizmów [21].

FIZJOLOGICZNE FUNKCJE ROŚLINNYCH C1C

Obecnie w  genomie rzodkiewnika znanych jest 7 genów 
kodujących C1C, które m ożna podzielić na dwie klasy. Do 
pierwszej z nich należą białka AtCICa-d i g, tworzące odręb­
ną gałąź drzew a filogenetycznego wszystkich poznanych
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am inokw asow ych (pochodzących ze strony GenBank database, w w w .ncb i.n lm .n ih .gov /G enbank /). Drzewo w ygenerow ano za pom ocą p rogram u MEGA5.0. N a rycinie 
w skazano także p raw dopodobne lokalizacje subkom órkow e oraz funkcje przedstawicieli rodz iny  w ystępujących w  kom órkach Arabidopsis thaliana.
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dotychczas C1C. Do drugiej klasy należą tylko dw a białka 
AtCICe i f zlokalizowane, odpowiednio, w  chloroplastach 
i mitochondriach. Wykazują one homologię z białkami C1C 
występującymi w komórkach organizmów zaliczanych do 
innych królestw, szczególnie z białkami cyjanobakterii. 
Analiza pokrewieństwa roślinnych białek C1C pokazuje, że 
tworzą one 5 odrębnych podklas (Ryc. 2).

Pierwszą podklasę tworzą białka zawierające motyw 
GKEGP, GXFXP, resztę proliny w  motywie GPGIPE oraz 
resztę glutam inianu w pozycji 270 (Ryc. 2). Należą tutaj mię­
dzy innymi białka AtCICa oraz AtCICb. Najlepiej scharak­
teryzowanym  przedstawicielem tej podklasy jest AtCICa. 
Eksperymenty z użyciem fuzji tego białka z białkiem zie­
lonej fluorescencji GFP wykazały jego tonoplastową loka­
lizację, potw ierdzoną także w doświadczeniach z użyciem 
specyficznych przeciwciał anty-AtCICa [1,16]. Badania 
techniką patch-clamp dowiodły, że AtCICa funkcjonuje 
jako antyporter 2 N 0 3"/H + i jest odpowiedzialny za m aga­
zynowanie azotanów w wakuoli [1] (Ryc. 2). Ekspresja genu 
AtCICa zachodzi zarówno w korzeniu, jak i pędzie i jest 
stym ulowana azotanami. Badania wykazały, że m utant clca 
jest zdolny do akumulacji jedynie połowy ilości azotanów 
gromadzonej w  roślinach typu dzikiego [40,41], Badania te 
sugerują, że w  komórkach Arabidopsis obecne są także inne 
geny odpowiedzialne za załadunek azotanów do wakuoli.

Również w tonoplaście zlokalizowane jest białko AtCICb. 
Ekspresja genu AtCICb także jest stym ulowana azotanami, 
ale w  przeciwieństwie do AtCICa jest silniejsza w  korzeniu, 
natomiast znikoma w liściach i tkankach kwiatostanu [16]. 
Ostatnie badania potwierdziły jego aktywność antyporte- 
row ą [42] (Ryc. 2). N adal nie jest jednak jasne, czy AtCICb 
bierze udział w  załadunku czy rozładunku azotanów z w a­
kuoli.

Druga podklasa, do której należy m.in. białko AtCICe, 
charakteryzuje się obecnością m otywów GSGIPE i GKEGP 
oraz obecnością E270. Stąd też są one praw dopodobnie w y­
miennikami H +/C1". Potwierdzona została tonoplastowa 
lokalizacja białka [16] (Ryc. 2). AtCICe przywraca norm al­
ny wzrost drożdżow em u m utantow i gefl. U m utanta clcc-1 
zaobserwowano zmienioną zawartość nie tylko azotanów, 
ale także chlorków, jabłczanów i cytrynianów, sugerując 
szerszą specyficzność anionową niż w  przypadku AtCICa 
[43]. Transkrypcja AtCICe jest ham owana przez azotany, 
ale efekt ten może zostać odwrócony przez dodanie anio­
nów Cl" [43], Istnieją silne dow ody na zaangażowanie białka 
AtCICe w  regulację ruchów aparatów szparkowych. AtCICe 
ulega silnej ekspresji w komórkach szparkowych oraz w 
pyłku, natomiast słabiej w  korzeniu [16,44]. Cztery m u­
tanty T-DNA w genie AtCICe wykazały zaburzenia w  in­
dukow anym  światłem otwieraniu aparatów  szparkowych 
oraz w  indukow anym  ABA zam ykaniu szparek. Zmiany te 
korelowały ze zmianami stężenia jonów Cl w komórkach 
szparkowych. Ponadto m utanty clcc wykazywały wrażli­
wość na stres solny, co objawiało się zaham owaniem  w zro­
stu. Redukcja w zrostu pędu m utantów  w odpowiedzi na 
zasolenie miała charakter szybkiej odpowiedzi związanej ze 
wzrostem  zewnętrznego ciśnienia osmotycznego oraz wol­
niejszej odpowiedzi późnej, związanej z akumulacją tok­

sycznych jonów [45]. Wydaje się, że AtCICe bierze udział w 
drugiej fazie odpowiedzi na zasolenie [44].

Kolejną podklasę białek C1C (podklasa III) stanowią 
białka zawierające motywy GSGIPE, GKEGP, reszta gluta­
minianu w pozycji 270 oraz reszta glutaminy w motywie 
GQFXP. Należy tutaj, zlokalizowany w sieci trans aparatu 
Golgiego (TGN), AtCICd (Ryc. 2). Podobnie jak AtCICe, 
AtCICd może komplementować m utanta drożdżowego 
gefl. Synteza AtCICd jest słaba we wszystkich organach, 
nieco silniejsza w hydatodach oraz kwiatach (szczególnie 
pylnikach i pyłku). Jest rozwojowo regulowana i relatywnie 
silniejsza w korzeniach młodych siewek. M utanty clcd nie 
wykazują zmian w akumulacji jonów NOy czy Cl" w  porów ­
naniu z roślinami typu dzikiego, co sugeruje, że CICd nie 
uczestniczy w transporcie jonów i utrzym aniu homeosta­
zy anionowej [46], Liczne badania wskazują na udział en- 
dosomalnych kanałów CICd w zakwaszaniu przedziałów 
w ew nątrzkom órkowych [47], Z badań nad izolowanymi 
zwierzęcymi endosomami wiadomo, że zakwaszanie jest 
bardziej efektywne w obecności zewnątrzpęcherzykowych 
chlorków [48]. Badania in situ nad pęcherzykami sieci trans 
aparatu Golgiego wskazują na zależność stopnia zakwasze­
nia od poziomu chlorków w cytosolu [49]. Ponadto AtCICd 
w raz z AtCICa są zaangażowane w mechanizmy odporno­
ści na metale ciężkie, w  szczególności kadm. Badania w y­
kazały, że funkcjonalnie działające AtCICa oraz AtCICd 
zwiększają akumulację metali ciężkich w wakuoli i / lu b  w 
kwaśnych pęcherzykach, i w ten sposób biorą udział w de­
toksykacji cytoplazmy. Odporność roślin na toksyczne dzia­
łanie jonów Cd2+ jest dużo niższa w przypadku podwójnych 
m utantów  atclcad. Ponadto zaobserwowano, że obecność w 
pożywce jonów w apnia przywraca normalny wzrost i roz­
wój korzeni u roślin traktowanych kadm em  jedynie w przy­
padku roślin z prawidłowo działającymi białkami AtCICa 
oraz AtCICd [7].

Czwartą podklasę tworzą białka, które nie posiada­
ją w  swojej strukturze motywu GS/PGIPE, a w  motywie 
GKEGP reszta lizyny zastąpiona jest przez resztę proliny, 
stąd: GPEGP. W tej grupie nieobecna jest także reszta glu­
taminianu w  pozycji 270 (E270). Należą tu białka AtCICe 
i AtCICf (Ryc. 2). Badania wykazały, że AtCICe związany 
jest z błonami tylakoidów, co pośrednio potwierdza silna 
ekspresja w  tkankach zielonych w porównaniu z korze­
niem [50], Subkomórkowa lokalizacja AtCICe sugeruje bar­
dzo specyficzną funkcję i rzeczywiście m utanty knock-out 
AtCICe wykazują zmienioną aktywność fotosyntetyczną. 
Ponadto obserwuje się wyraźny spadek akumulacji azota­
nów przy jednocześnie wysokiej akumulacji azotynów [41]. 
Sekwencja aminokwasowa zawiera w miejscu reszty proli­
ny w pozycji 160, resztę seryny, co wskazuje na zdolność 
do transportu jonów Cl [41]. Obecnie jednak przypisuje się 
białkom AtCICe raczej udział w translokacji azotynów ze 
stromy do wnętrza tylakoidów [51]. Drugie białko podklasy 
czwartej, AtCICf, podobnie jak CICd, zaliczane do podklasy 
trzeciej, związane jest z błonami aparatu Golgiego [50], Gen 
kodujący białko AtCICf, w prow adzony do komórek droż­
dży komplementuje m utanta gefl, co sugeruje jego udział 
w zakwaszaniu pęcherzyków cis aparatu Golgiego [50,16].
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AtCICg jest członkiem kolejnej podklasy (V), która zosta­
ła w ytypow ana na podstawie obecności m otywów GSGIPE 
i GKAGP oraz E270 (Ryc. 2). Podklasa ta praw dopodobnie 
grupuje białka funkcjonujące jako praw dziw e kanały anio­
nowe. Podobnie jak AtCICa-c białko AtCICg zlokalizowane 
jest w tonoplaście komórek roślinnych [16]. Na razie jego 
funkcja nie jest znana.

PODSUMOWANIE

Od momentu sklonowania pierwszego przedstawicie­
la kanałów chlorkowych C1C zainteresowanie tą rodziną 
białek stale wzrasta. Przyczyn popularności tej grupy ka­
nałów anionowych jest wiele. Przede wszystkim członków 
tej rodziny odnaleźć m ożna w komórkach wszystkich eu- 
kariotów oraz wielu prokariotów, zarówno w błonach ze­
wnętrznych, jak i w  wewnętrznych. Ponadto pełnią wiele 
kluczowych dla organizm u funkcji, o czym świadczy stale 
powiększająca się lista chorób genetycznych spow odow a­
nych mutacjami w genach kodujących kanały C1C komó­
rek człowieka. Ostatnia dekada przyniosła ze sobą cztery 
ważne odkrycia dotyczące rodziny białek C1C. Po pierwsze 
poznanie struktury krystalicznej ClC-ecl ujawniło złożoną 
budow ę regionu transbłonowego tego białka. Krystalizacja 
pierwszego eukariotycznego przedstawiciela, CmCIC, po­
twierdziła wysoką homologię w obrębie tej grupy. Obec­
nie znane są cztery struktury krystaliczne białek C1C, które 
umożliwiły stworzenie hipotetycznego m odelu wyjaśniają­
cego transport anionów sprzężony z transportem  protonów. 
Po drugie wykazano, że w obrębie tej rodziny występują 
nie tylko białka o charakterze kanałowym, ale także o cha­
rakterze antyporterów anionowo-protonowych. Co więcej, 
niektóre z tych białek mogą pełnić obie funkcje. Po trzecie, 
niedawno opisano modulujący wpływ nukleotydów adeni- 
nowych na funkcjonowanie C1C. Po czwarte, wykazano, że 
selektywność anionowa determ inowana jest przez pojedyn­
czą resztę aminokwasową.

Odkrycia te wyznaczyły nowe kierunki badań. Obecnie 
konieczne wydaje się zbadanie struktury praw dziw ych ka­
nałów chlorkowych, a przez to poznanie różnic pomiędzy 
kanałami i transporterami rodziny C1C. Ostatecznie pełnego 
wyjaśnienia wymagają także zmiany konformacyjne białka 
podczas transportu anionu oraz znalezienie odpowiedzi 
na pytania dotyczące komunikacji i oddziaływania ze sobą 
dom en cytoplazmatycznych i transbłonowych. Nadal nie­
kompletna jest również nasza wiedza na temat funkcji nie­
których z nich w komórkach roślinnych.
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ABSTRACT
The chloride channel superfamily (C1C) is the large group of anion transporters expressed in nearly every cell of eukaryotic as well as prokary­
otic organisms. Functionally, C1C proteins can be divided into two classes: anion channels and secondary-active anion/proton transporters. 
Proteins from both classes are two-pore homodimers with monomers forming an individual anion-permeation pathway and key residues 
for ion binding and selectivity. Most CIC's have also large C-termini cytosolic domains containing two cystathionine p- synthetase domains 
(CBS) that are crucial for regulation of their activity. In plant cell, C1C proteins are present in membranes of various organelles including  
vacuole, Golgi and chloroplast. Although most of them is involve in Cl' transport, recent studies on A rab idopsis  thaliana  have revealed that at 
least tonoplast AtCICa can act as a N 0 3'/H+ exchanger, suggesting the role of proteins from C1C family also in nitrate transport. Here w e  sum­
marize recent advances in the molecular characterization of this family and its role in plants, especially in N 0 3' distribution within the cell.

60 w w w .postepybiochem ii.plhttp://rcin.org.pl

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


Udział białek NRT1 w  transporcie azotanów u roślin

STRESZCZENIE

W  natlen ionych  glebach azotany są głów nym  źródłem  azotu d la roślin . W  w arunkach 
zm iennego poziom u jonów  azotanow ych w  g lebie w zrost i rozwój roślin , w tym  w ielu  

gatunków  pow szechnie upraw ianych , zależy od efektyw ności pob ieran ia, akum ulacji oraz 
rozm ieszczenia azotanów  w obręb ie  różnych kom órek i tkanek . Procesy te angażują m .in. 
specyficzne b iałka b łonow e w ykazujące zróżnicow ane pow inow actw o do azotanów . U ro­
ślin  wyższych (m.in. u  Arabidopsis tlialiana) z identyfikow ano do tej pory  trzy typy transporte ­
rów  jonów  N 0 3', k tóre w aru n k u ją  u trzym anie  stałego stężenia azotanów  w  cytoplazm ie. Są 
to b iałka  należące do rodz in  NRT1, NRT2 i C1C. In tensyw ne badan ia  prow adzone w ostat­
n ich  dziesięciu latach pozw oliły  określić rolę n iektórych b iałek  z tych rodzin  w  pobieran iu  
azotanów  z roztw orów  glebow ych, w  transporcie jonów  do kom órki i do różnych organel­
li kom órkow ych, a także w  w y dzielan iu  azotanów  do ściany kom órkow ej oraz dalekiego 
transportu  jonów  m iędzy różnym i tk ankam i i organam i roślinnym i. W  n in ie jszym  artykule 
przeglądow ym  zaprezen tow ano  najnow sze inform acje o b iałkach NRT1, a w  szczególności 
dotyczące ich fizjologicznego znaczenia w  p raw id łow ym  w zroście i rozw oju  roślin.

WPROWADZENIE

Azot należy do grupy makroelementów niezbędnych dla prawidłowego 
w zrostu i rozwoju wszystkich roślin. Wchodzi w skład biomolekuł o kluczo­
w ym  znaczeniu dla metabolizmu komórkowego, takich jak aminokwasy będące 
składnikiem peptydów  i białek czy zasad pirym idynowych i purynowych bu ­
dujących nukleotydy kwasów nukleinowych. Azot jako składnik tych i wielu in­
nych związków uczestniczy w większości reakcji biochemicznych zachodzących 
w organizmach żywych, dlatego nawet krótkotrwały niedobór tego pierwiastka 
może znacznie ograniczać wzrost i plonowanie roślin. Azot może być dostępny 
dla roślin w postaci różnych związków w  zależności od typu podłoża, pH, natle­
nienia gleby czy obecności i rodzaju mikroorganizmów glebowych.

Do organicznych form azotu w ykorzystywanych przez rośliny należą mocz­
nik i aminokwasy, do nieorganicznych - azotany i amoniak. Obecny w glebie 
azot organiczny jest w niewielkim stopniu dostępny dla roślin, które głównie 
przyswajają ten pierwiastek w postaci azotanów i amoniaku. Stężenie jonów 
amonowych w roztworach glebowych jest długotrwale ustabilizowane, ponie­
waż są one w iązane w kompleksach sorpcyjnych gleby (za sprawą ładunku 
dodatniego). Kationy amonowe, łatwo asy miłowane przez rośliny, w wyso­
kich stężeniach są toksyczne dla komórki roślinnej dlatego dla większości ro­
ślin, szczególnie gatunków  upraw nych strefy umiarkowanej, głównym źródłem 
azotu są azotany. Jony azotanowe (NO?) ze względu na swój ujemny ładunek 
nie są wiązane przez kompleksy sorpcyjne gleby, dlatego pozostają dostępne 
w roztworach glebowych dla roślin. Jednakże stężenie azotanów w roztworach 
glebowych często się zmienia nie tylko z pow odu intensywnego pobierania tych 
jonów przez rośliny, ale także na skutek w ypłukiwania przez intensywne opa­
dy deszczu czy aktywności glebowych mikroorganizmów denitryfikujących [1]. 
Okresowo poziom azotanów w glebie może się znacznie zmieniać (nawet trzy-, 
czterokrotnie), zatem rośliny musiały rozwinąć skuteczne mechanizmy adapta­
cyjne umożliwiające szybką odpow iedź i efektywne dostosowanie do zmienne­
go poziomu azotanów w glebie. W warunkach wysokiego stężenia azotanów w 
roztworze glebowym, rośliny pobierają jony NOy, korzystając z systemu trans­
portowego LATS (ang. Low Affinity Transport System) o niskim powinowactwie 
(powyżej 1 mM) do azotanów, natomiast przy niskich stężeniach egzogennych 
azotanów uruchamiają system pobierania typu HATS (ang. High Affinity Trans­
port System) o wysokim powinowactwie do tych anionów (poniżej 1 mM) [2]. 
Dzięki temu, niezależnie od zewnętrznego stężenia azotanów, rośliny w sposób 
ciągły zaopatrują swoje tkanki w  azot.

Procesy pobierania i translokacji jonów azotanowych w komórkach roślin­
nych polegają na aktywnym  transporcie azotanów przez błonę plazmatyczną i
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tonoplast, przy udziale szeregu specyficznych białek błono­
wych pełniących funkcję transporterów azotanowych. Do­
tychczasowe badania pokazały, że w  skład obydw u syste­
mów transporterowych typu HATS i LATS wchodzą białka 
konstytutywne (cHATS i cLATS), których synteza odbywa 
się niezależnie od obecności azotanów w środowisku, lub 
białka, których synteza jest indukow ana (iHATS i iLATS) 
tylko w obecności NOy w roztworze glebowym [2]. Ostatnie 
badania koncentrują się nad określeniem tożsamości białek 
uczestniczących w pobieraniu azotanów z podłoża, trans­
portu anionów do różnych komórek i tkanek oraz akum ula­
cji i remobilizacji NOy z wakuoli. U roślin wyższych ziden­
tyfikowano do tej pory trzy typy transporterów  wykazują­
cych specyficzne powinowactwo do N O /, które warunkują 
utrzym anie stałego stężenia jonów w cytoplazmie [2-5]. Są to 
białka należące do rodzin NRT1 i NRT2 (ang. Nitrate Trans­
porter) uczestniczące w selektywnym transporcie azotanów, 
a także kanały chlorkowe C1C (ang. Chloride Chanels) o szer­
szym powinowactwie do anionów. W przeciwieństwie do 
transporterów NRT kanały chlorkowe zbadano i szeroko 
opisano u zwierząt i ludzi ze względu na kluczowy udział 
tych białek w utrzym aniu biologicznych właściwości błon 
komórkowych (potencjału błonowego i objętości komórek). 
Białka NRT1 i NRT2 występują tylko u roślin i niektórych 
grzybów, które asymilują azotany, wykorzystując je do syn­
tezy aminokwasów i innych związków azotowych. Spośród 
trzech klas białek transportujących azotany, NRT1, NRT2 i 
CLC, fizjologiczna rola rodziny transporterów  NRT1 zosta­
ła jak dotąd stosunkowo najsłabiej poznana. Badania kilku 
ostatnich lat znacznie przybliżyły molekularną naturę oraz 
kinetykę transportu azotanów przez białka NRT1, a także 
określiły subkomórkową i tkankową lokalizację niektórych 
transporterów, dzięki czemu możemy ostrożnie wniosko­
wać o potencjalnym znaczeniu rodziny NRT1 w rozwoju i 
funkcjonowaniu roślin. Prezentowana praca podsum owuje 
dotychczasowy stan wiedzy na temat transporterów NRT1, 
przedstawiając najnowsze wyniki badań otrzym ane w toku 
doświadczeń prowadzonych przede wszystkim na modelo­
wej roślinie Arabidopsis thaliana.

BUDOWA I FUNKCJA TRANSPORTERÓW NRT1 (PTR)

Transportery NRT1 należą do dużej rodziny białek bło­
nowych PTR obejmującej też transportery specyficzne wo­
bec aminokwasów oraz di- i tripeptydów. Białka PTR zi­
dentyfikowano u tak różnych filogenetycznie organizmów 
jak bakterie, archebakterie, rośliny, zwierzęta i ludzie. 
Niemniej jednak u roślin rodzina genów kodujących trans­
portery PTR jest dużo liczniejsza niż u pozostałych organi­
zmów. U dwóch modelowych roślin: jednoliściennej Oryza 
sativa i dwuliściennej Arabidopsis thaliana zidentyfikowano 
odpowiednio 80 i 53 geny PTR, czyli znacznie więcej niż 
u człowieka (6), nicienia Cenorhabditis elegans (4), muszki 
owocowej (3) i drożdży (2) [2], Liczebność i różnorodność 
roślinnych białek PTR sugeruje, że pełnią one szczególnie 
istotne funkcje we wzroście, rozwoju i metabolizmie orga­
nizmów roślinnych. Analizy sekwencji aminokwasowych 
transporterów sugerują, że białka posiadają od 12 do 13 
alfa helis tworzących domeny transbłonowe i są zbudow a­
ne z 450-600 reszt aminokwasowych u bakterii i z 600-750 
rerszt aminokwasowych u organizmów eukariotycznych. 
Ponadto, między 6 i 7 domeną transbłonową białek wystę­
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puje pętla hydrofilowa, której funkcja do tej pory pozostaje 
niejasna [2]. Coraz liczniejsze badania wskazują, że białka 
PTR funkcjonują w błonie jako symportery, przy czym sto­
sunek jonów wodorowych do przenoszonych substratów 
jest bardzo zmienny i zależy przede wszystkim  od ładun ­
ku tych ostatnich [6]. Wszystkie białka PTR zaliczono do 
jednej rodziny na podstawie kilku zachowanych w toku 
ewolucji motywów w obrębie sekwencji aminokwasowych. 
Wśród tych motywów szczególnie istotny jest tzw. motyw 
sygnaturowy, unikatowa sekwencja am inokw asow a FING 
(FYXXINXGSL), którą do tej pory znaleziono jedynie w 
rodzinie białek PTR. Pozostałe zachowane w ewolucji rejo­
ny transporterów PTR (np. YKEVNKGSLS) nie są już tak 
unikatowe i charakterystyczne tylko dla tej rodziny białek, 
ponieważ wykazują ponad 60% homologii do motywów 
aminokwasowych występujących w  ponad 50 białkach na­
leżących do innych rodzin.

Badania prokariotycznych i zwierzęcych białek PTR 
wskazywały, że transportery należące do tej rodziny w y­
korzystują gradient elektrochemiczny protonów  głównie 
do transportu di- i tripeptydów przez błony komórkowe 
[6], stąd też rodzinę tych białek określono dw om a skróta­
mi: PTR (transportery peptydowe, ang. Peptide Transporter) 
lub POT (transportery oligopeptydów zależne od gradien­
tu protonów, ang. Proton-coupled Oligopeptide Transporters). 
Następnie okazało się, że białka tej rodziny wykazują bar­
dziej zróżnicowaną specyficzność substratową i niektóre z 
nich zamiast krótkich peptydów  transportują am inokw a­
sy lub azotany. Transportery peptydów  i am inokwasów 
A. thaliana scharakteryzowano funkcjonalnie w niewielkim 
stopniu [2]. Heterologiczna ekspresja A tP TR l w kom ór­
kach drożdży i oocytach Xenopus laeińs sugeruje, że biał­
ko kodowane przez gen uczestniczy w transporcie di- i 
tripeptydów, ale nie przenosi przez błony am inokwasów 
czy większych peptydów  [7], W wyniku syntezy fuzyjnego 
białka AtPDRl-GFP w protoplastach izolowanych z tyto­
niu Nicotiana tabacum zaobserwowano, że transporter zlo­
kalizowany jest w błonie plazmatycznej [7], Z kolei analizy 
aktywności promotora AtPDRl z w ykorzystaniem  genu 
reporterowego p-glukuronidazy (GUS) wykazały, że gen 
A. thaliana ulega ekspresji przede wszystkim w naczyniach, 
co pozwala przypuszczać, że białko PDR1 pełni szczególną 
rolę w dalekim transporcie krótkich peptydów  [7], Specy­
ficzność substratową kolejnego transportera PTR A. thalia­
na, AtPTR2, także określono wykorzystując oocyty Xenopus 
laevis i technikę patch-clamp wykazując, że białko uczestni­
czy w translokacji di- i tri-peptydów, ale nie transportuje 
azotanów [6]. Co ciekawe, w układach heterologicznych 
białko AtPDR2 transportowało peptydy w  bardzo szerokim 
zakresie stężeń: od 30 pM do 3 mM [6]. Podobnie jak białka 
PTR1 i PTR2 także transporter AtPTR3 uczestniczy w trans­
porcie dipeptydów  do komórki, co wykazano w  badaniach 
z użyciem odpowiednich m utantów drożdżow ych [8]. Za­
obserwowano również, że ekspresja genu AtPTR3 jest indu ­
kowana w wyniku mechanicznego uszkodzeniam i tkanki 
roślinnej, ataku patogenów, w w arunkach stresu solnego 
oraz pod wpływem  aminokwasów, kw asu salicylowego, 
kwasu jasmonowego i AB A (ang. abscisic acid) [8,9]. Wydaje 
się zatem, że AtPDR3 uczestniczy w odpow iedzi roślin na 
stresy biotyczne i abiotyczne.
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Oprócz transporterów peptydow ych A. thaliana, dość do ­
brze scharakteryzowano dipeptydow y transporter HvPTRl 
syntetyzowany w kiełkujących ziarnach jęczmienia [10,11]. 
Ekspresja genu kodującego białko HvPTRl jest wysoce spe­
cyficzna i zachodzi głównie w  epiderm alnych komórkach 
kiełkującego zarodka [10]. Praw dopodobnie HvPTRl od ­
powiada za wychwytywanie małych peptydów  powstają­
cych w w yniku hydrolizy białek zapasowych bielma i ich 
transport do rozwijającego się zarodka [10]. W odpowiedzi 
na wzrost poziomu aminokwasów, w  późniejszych etapach 
rozwoju zarodka aktywność transportera dipeptydowego 
jest ham ow ana na drodze modyfikacji potranslacyjnych 
[12]. Przypuszcza się, że białko HvPTRl może stanowić 
kluczowy element systemu regulującego poziom azotu or­
ganicznego w bielmie podczas kiełkowania nasion [2].

W śród 53 białek PTR u A. thaliana do tej pory wyróżniono 
9 białek, które praw dopodobnie transportują tylko azotany, 
natomiast nie uczestniczą w translokacji peptydów  czy ami­
nokwasów. Dla odróżnienia od pozostałych białek PTR gru ­
pę transporterów  azotanowych nazwano NRT1. Przewidy­
w aną topologię błonową białek NRT1 A. thaliana przedsta­
wiono na rycinie 1. W zasadzie odpow iada ona schematowi 
typowego białka PTR: w obrębie sekwencji aminokwasowej 
transporterów  występuje duża pętla cytoplazmatyczna 
dzieląca łańcuch na dwie części, z których każda składa

się z 5-6 hydrofobowych dom en transbłonowych (Ryc. 1). 
Dzięki intensywnym badaniom  prow adzonym  w ostatnim 
dziesięcioleciu transportery azotanowe NRT1 A. thaliana to 
najlepiej do tej pory scharakteryzowane białka z rodziny 
PTR. Poniżej przedstawiono krótką charakterystykę po ­
szczególnych białek NRT1 rzodkiewnika.

ROŚLINNE TRANSPORTERY NRT1

TRANSPORTER NRT1.1 (Atlgl2110)

Białko NRT1.1 to najlepiej poznany transporter azotano­
wy z rodziny NRT1. Gen kodujący to białko ulega najsilniej­
szej ekspresji w  m łodych częściach korzenia (szczególnie w 
czapeczce), w  rozwijających się korzeniach bocznych oraz 
w tkankach przewodzących walca osiowego korzenia [13]. 
Liczne badania wykazały, że NRT1.1 uczestniczy w pobie­
raniu azotanów z roztworów glebowych i ich transporcie 
do innych części organizm u roślinnego. Jednak w przeci­
wieństwie do pozostałych białek z obydw u rodzin trans­
porterów azotanowych (NRT1 i NRT2), NRT1.1 wykazuje 
zróżnicowane powinowactwo do azotanów z zależności 
od ich egzogennego stężenia. Mianowicie, przy wysokich 
stężeniach azotanów w środowisku białko wykazuje niskie 
powinowactwo (Km ~ 4 mM) do tych jonów, natomiast przy 
niskich stężeniach egzogennych N O /, NRT1.1 cechuje w y­
sokie powinowactwo (Km ~ 50 pM) do azotanów [13]. Dzięki

Rycina 1. Topologia transblonow a transporterów  NRT1 wykazujących pow inow actw o do transportu  azotanów. Przew idyw ane s truktury  drugorzędow e białek w ygene­
row ano z użyciem  sekwencji am inokw asow ych transporterów  dostępnych w bazie A ram em non (h t tp : / /aram em non .bo tan ik .un i-koe ln .de/index .ep) oraz pow szechnie 
dostępnych narzędzi bioinformatycznych: TM HMM  2.0 Server (h t tp : / /w w w .c b s .d tu .d k /serv ices /TM HMM ) i TMRPres2D [28].
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tem u białko może funkcjonować jako transporter o niskim 
lub wysokim powinowactwie do azotanów, stanowiąc od ­
powiednio element jednego z dwóch systemów pobiera­
nia azotanów z roztw oru glebowego: systemu LATS lub 
systemu HATS [13]. Transporter NRT1.1 może więc pełnić 
istotną funkcję w  adaptacji roślin do środowiska o bardzo 
zm iennym  poziomie azotanów w podłożu. Zmiana pow i­
nowactwa NRT1.1 następuje w  w yniku modyfikacji potran- 
slacyjnej białka: fosforylacji lub defosforylacji treoniny w 
pozycji 101 [2]. Wykazano, że A tN R Tl.l z ufosforylowaną 
ThrlOl działa jako transporter azotanów wysokiego pow i­
nowactwa, podczas gdy defosforylacja reszty treoninowej 
zmienia powinowactwo transportera na niskie [14]. Fosfo­
rylacja białka NRT1.1, następująca w  w arunkach niskiego 
stężenia azotanów w podłożu, jest katalizowana przez kina- 
zę CIPK8, aktywowaną przez wiążącą w apń kalcyneurynę 
typu B (CBL) [13]. Mechanizm potranslacyjnej modyfikacji 
aktywności NRT1.1 przedstawiono na rycinie 2A.

NRT1.1 może współdziałać z transporteram i z rodzi­
ny NRT2: NTR2.1 i NRT2.2 w ram ach systemu pobierania 
azotanów typu HATS [2] lub z innym  białkiem z rodziny 
NRT1, NRT1.2, uczestnicząc w systemie pobierania N 0 3" 
typu LATS [15]. Przypuszcza się, że NRT1.1 pełni także rolę 
receptora odbierającego informację o poziomie azotanów w 
środowisku zew nętrznym  [2], Jako sensor egzogennego stę­
żenia azotanów NRT1.1 reguluje syntezę i aktywność białka 
NRT2.1, które jest głównym transporterem  zaopatrującym

Niski poziom N03- 
<1 mM

odpowiedź na azotany 

komórka roślinna

Wysoki poziom N03- 
>1 mM

niskie
powinowactwo

¡CHL1

cytoplazma

odpowiedź na azotany 
komorka roślinna

Korzeń roślinny 

metabolity zawierające azot

Rycina 2. Funkcja NRT1.1 w  korzeniach roślin (wg [13], zm odyfikowany). W w a­
runkach niskiego stężenia azotanów  w  glebie NRT1.1 stym uluje aktywację kom ­
pleksu kinazy białkowej CIPK23 oddziałującej z kalcyneuryną typu B (CBL9), co 
prow adzi do fosforylacji reszty treoniny 101 (ThrlOl) w białku NRT1.1. Ufosfory- 
low ane białko NRT1.1 w ykazuje w ysokie pow inow actw o do azotanów  i pobiera 
do kom órki naw et najmniejsze ilości azotanów  obecne w  środow isku (<1 mM), 
zapewniając ciągłe zaopatrzenie roślin w  N 0 3\  W obecności w yższych stężeń 
azotanów  (> 1 mM) fosforylacja NRT1.1 nie zachodzi i białko pozostaje w  błonie 
jako transporter azotanów  o niskim  pow inow actw ie, indukując aktywację pierw- 
szorzędowej odpow iedzi roślin na azotany (stymulacja ekspresji genów  pobie­
rania i asymilacji azotanów). W przekazyw aniu  sygnału zależnego od nieufos- 
forylowanego białka NRT1.1 uczestniczy kinaza białkow a CIPK8 aktyw ow ana 
przez nieznaną kalcyneurynę typu  B. CIPK8 fosforyluje NRT1.1 w miejscu innym  
niż ThrlOl. W korzeniach roślin, NRT1.1 odbiera sygnał o zew nętrznym  stęże­
niu  azotanów  a także transportuje azotany do kom órek korzeni, uczestnicząc w 
regulacji aktywności transportera  NRT2.1 za pośrednictw em  nieznanych cząste­
czek sygnałowych. Ekspresja genu NRT2.1 jest regulow ana na d rodze  zależnej 
od NRT1.1 a także ham ow ana na drodze sprzężenia zw rotnego przez p rodukty  
asymilacji azotanów , np. aminokwasy.

rośliny w azotany w warunkach niskiego stężenia tych jo­
nów w glebie (Ryc. 2B).

N iespodziewanym  odkryciem ostatniego roku były w y­
niki badań, sugerujące udział NRT1.1 w transporcie auksyn. 
Wydaje się, że w  warunkach niskiego stężenia azotanów w 
roztworze glebowym, NRT1.1 uczestniczy w translokacji 
auksyn do komórek epidermy korzeni bocznych A. thalia­
na, indukując bazypetalny transport horm onów w  kierun­
ku podstaw y korzeni bocznych i zaham owanie ich wzrostu 
[16]. Z kolei wzrost stężenia azotanów w podłożu praw do­
podobnie powoduje zahamowanie transportu auksyn przez 
NRT1.1 i, co za tym idzie, akumulację tych horm onów  w 
merystemach wierzchołkowych korzeni bocznych i stym u­
lację w zrostu tych organów [16]. Zatem NRT1.1 może w pły ­
wać na rozwój i architekturę korzeni bocznych poprzez 
regulację gradientu auksyn w tych organach. Jako receptor 
odbierający informację o stężeniu azotanów w środowisku 
zewnętrznym  NRT1.1 już wcześniej postrzegany był jako 
element inicjujący rozmaite reakcje komórki roślinnej. Ba­
dania sugerują, że to właśnie z udziałem  NRT1.1 azotany 
indukują ekspresję genów zaangażowanych w  asymilację 
i pobieranie azotanów, wpływają na architekturę korzeni 
bocznych, a także na kiełkowanie nasion [16]. Reasumując, 
białko NRT1.1 pełni bardzo istotne funkcje w komórkach 
roślinnych jako: (i) receptor stężenia azotanów w  roztwo­
rach glebowych, regulujący procesy pobierania, transportu 
i asymilacji NOy w  roślinach; (ii) transporter azotanów do 
komórki roślinnej w warunkach zarówno wysokich, jak i 
niskich stężeń jonów azotanowych w  roztworze glebowym; 
(iii) regulator transportu i akumulacji auksyn w  korzeniach 
roślin, a co za tym idzie wzrostu korzeni bocznych.

TRANSPORTER NRT1.2 (Atlg69850)

W porów naniu z NRT1.1, pozostałe transportery NRT1 
scharakteryzowano w dużo mniejszym stopniu. Wiadomo 
już, że białko AtNRT1.2 funkcjonuje jako konstytutywny 
transporter systemu pobierania azotanów typu LATS [17]. 
W prowadzenie RNA komplementarnego do genu kodują­
cego NRT1.2 (cRNA) do oocytów Xenopus laevis pozwoliło 
określić kinetykę i specyficzność transportera A. thaliana: 
białko syntetyzowane w oocytach cechowało się wysoką 
specyficznością i niskim powinowactwem  do azotanów 
(Km= 6mM) [17], Dotychczasowe analizy ekspresji genu u 
rzodkiewnika sugerują, że białko NRT1.2 jest syntetyzowa­
ne przede wszystkim w korzeniach, a dokładnie we wło­
śnikach korzeniowych i w komórkach ryzoderm y [17,18]. 
Wydaje się zatem, że białko może być bezpośrednio zaan­
gażowane w pobieranie azotanów z podłoża [17]. Stosun­
kowo niewielką ilość transkryptu genu zlokalizowano także 
w pędach (około 10% transkryptu obserwowanego w  korze­
niach) [19], co mogłoby wskazywać na udział NRT1.2 w da­
lekim transporcie azotanów z korzeni do pędów. W ykazano 
także, że stężenie azotanów w środowisku nie w pływ a na 
ekspresję genu AtNRT1.2 w  korzeniach i w  pędach [17,18], 
dlatego białko NRT1.2 klasyfikuje się jako transporter o ni­
skim powinowactwie do azotanów, będący kom ponentem  
systemu cLATS (konstytutywnego systemu niskiego pow i­
nowactwa).
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TRANSPORTER NRT1.3 (At3g21670)

Białko NRT1.3 to najsłabiej poznany transporter z ro­
dziny NRT1. Jego funkcja właściwie do tej pory pozostaje 
niewyjaśniona. Analiza ekspresji genu w w arunkach zróż­
nicowanego żywienia azotanowego sugeruje, że praw do­
podobnie tak jak NRT1.2, NRT1.3 jest kom ponentem  syste­
mu transportowego o niskim powinowactwie do azotanów 
(LATS) [18,19]. Gen AtNRT1.3 ulega ekspresji zarówno w 
korzeniach, jak i w  pędach rzodkiewnika [19]. Jednak w 
odpow iedzi na zmiany stężenia azotanów zmiany pozio­
mu transkryptu w  obydw u organach przebiegają zupełnie 
inaczej. W pędach ekspresja NRT1.3 jest wyraźnie stym u­
lowana w ciągu 12-72 godzin wzrostu roślin na pożyw ­
kach wzbogaconych w azotany; w  tych samych w arunkach 
upraw y poziom transkryptu NRT1.3 w  korzeniach znacz­
nie spada już po 3 godzinach traktowania roślin azotanami
[19]. Takie w yniki sugerują, że funkcja fizjologiczna NRT1.3 
może być zupełnie inna w korzeniach niż w liściach A. tha- 
liana. W przeciwieństwie do pozostałych białek NRT1, nie 
analizowano dotąd funkcjonalnie białka NRT1.3 w oocy- 
tach Xenopus laevis czy drożdżach. Nie wiemy zatem, czy 
NRT1.3 to typowy transporter azotanowy, czy też jest to 
białko zbliżone funkcją do pozostałych białek PTR zdolnych 
do transportu krótkich peptydów.

TRANSPORTER NRT1.4 (At2g26690)

Kinetykę transportu z udziałem  białka NRT1.4 określono 
w komórkach oocytów Xenopus laevis [20], Transporter Ara­
bidopsis funkcjonował w oocytach jako importer azotanów 
wykazując niskie powinowactwo do tych anionów (Km ~ 2,5 
mM) [20], stąd m ożna przypuszczać, że jest to kolejny kom ­
ponent systemu transportu azotanów typu LATS u roślin. 
W przeciwieństwie do pozostałych genów NRT1, gen kodu ­
jący transporter NRT1.4 ulega ekspresji przede wszystkim 
w ogonkach liściowych [20]. To właśnie z tą specyficzną 
lokalizacją białka wiąże się jego funkcja polegająca praw do­
podobnie na akumulacji azotanów w ogonkach liściowych
[20]. Przypuszcza się, że ogonek liściowy stanowi magazyn 
azotanów w organizmie roślinnym, ponieważ poziom azo­
tanów w tym organie jest bardzo wysoki przy równoczesnej 
stosunkowo niskiej aktywności reduktazy azotanowej [20]. 
Badania prow adzone na ogonkach liściowych Arabidopsis 
sugerują, że organy te aktywnie uczestniczą w regulacji i 
u trzym aniu równowagi w stężeniu azotanów pom iędzy pę­
dem i liściem [20]. Zakłada się, że to właśnie białko NRT1.4 
spełnia kluczową funkcję w  tym  procesie [20].

TRANSPORTER NRT1.5 (Atlg32450)

Kolejne białko NRT1 Arabidopsis, AtNRT1.5, jest zlokali­
zowane w błonie plazmatycznej, gdzie odpow iada za d w u ­
kierunkowy transport azotanów przez błonę komórkową
[21]. Stosując metodę hybrydyzacji in situ, wykazano, że 
AtNRT1.5 ulega ekspresji głównie w komórkach perycy- 
klu korzenia przylegających bezpośrednio do ksylemu [21]. 
Stąd zakłada się, że transporter uczestniczy przede wszyst­
kim w  załadunku azotanów do ksylemu korzenia, um oż­
liwiając daleki transport tych anionów do części nadziem ­
nych rośliny [21]. Potwierdzeniem tej hipotezy jest fenotyp 
m utantów  Arabidopsis z funkcjonalną delecją białka NRT1.5:

zm utowane rośliny wykazują znacznie ograniczony trans­
port azotanów z korzeni do liści w  porównaniu z roślinami 
niezmodyfikowanymi [21]. W badaniu z wykorzystaniem 
oocytów Xenopus laevis wykazano, że kierunek transportu 
jonów azotanowych przez NRT1.5 zależy od gradientu pH 
i potwierdzono, że transporter funkcjonuje jako symporter 
N 0 3 / H + o  niskim powinowactwie (Km ~5-6mM) do azota­
nów  [21]. Wydaje się zatem, że białko może odpowiadać za 
transport azotanów w dwóch kierunkach: do naczyń (zała­
dunek ksylemu) i z naczyń (rozładunek ksylemu). Podobnej 
regulacji podlega transporter sacharozy SUT1, który odpo­
wiada za im port sacharozy do floemu w dojrzałych liściach 
i eksport sacharozy z floemu w tkankach docelowych [22].

Badania ekspresji genu AtNRT1.5  pokazały, że poziom 
transkryptu jest regulowany przez azotany, cykl około- 
dobowy, pH  oraz dostępność potasu [21]. Podobnie jak 
NRT1.1, transporter NRT1.5 można określić jako „induko­
wany przez azotany", ponieważ ekspresja genu kodujące­
go to białko jest indukow ana obecnością jonów N O ' [21]. 
Najwyższy poziom  ekspresji genu AtNRT1.5  zaobserwowa­
no u roślin upraw ianych na podłożu o pH 5,5 [21]. Zmia­
na pH  pożywki na 7,4 powodowała znaczne zaham owanie 
transkrypcji genu. Niedobór potasu, a także obecność sodu 
w  środowisku zew nętrznym  również prowadziły do obni­
żenia ekspresji NRT1.5 [21]. Sugeruje się zatem, że daleki 
transport azotanów z korzeni do pędów  podlega regulacji 
przez m.in. poziom  potasu w komórkach. Ponadto zaobser­
wowano, że poziom  mRNA NRT1.5 jest regulowany przez 
cykl okołodobowy: obniża się stopniowo w ciągu dnia, 
natomiast wzrasta w  ciągu nocy, osiągając m aksim um  tuż 
przed zakończeniem okresu ciemności [21]. Można zatem 
przypuszczać, że białko jest szczególnie aktywne w ciągu 
dnia, gdy najbardziej intensywne są procesy transpiracji i 
fotosyntezy.

TRANSPORTER NRT1.6 (Atlg27080)

Funkcjonalne analizy białka AtNRTl.6 w oocytach Xeno- 
pus laevis wykazały, że jest to specyficzny transporter azota­
nowy o niskim powinowactwie do jonów NOy (Km ~ 6 mM)
[23]. Szczególnie wysoki poziom ekspresji genu NRT1.6 ma 
miejsce w  kwiatach bezpośrednio po zapyleniu, co sugeru­
je, że białko jest zaangażowane w dostarczanie azotanów 
do rozwijającego się zarodka [23]. Ekspresja genu reporte- 
rowego kodującego (3-glukuronidazę (GUS) pod prom oto­
rem  genu A tN R Tl.6  wykazała największą aktywność trans- 
krypcyjną prom otora w tkance przewodzącej wieszadełka 
i łuszczyny nasion [23]. Z kolei u m utantów  A. thaliana po­
zbawionych transportera (atnrtl.6) obserwowano zaburze­
nia podziałów komórkowych w obrębie wieszadełka, utratę 
turgoru w komórkach tej struktury, a także obniżoną aku­
mulację azotanów w nasionach i obumieranie nasion [23]. 
Wydaje się zatem, że NRT1.6 pełni bardzo ważną funkcję w 
rozwoju zarodków  w nasionach.

TRANSPORTER NRT1.7 (Atlg69870)

Analizy funkcjonalne AtNRT1.7 w oocytach Xenopus la- 
evis sugerują, że w  komórkach A. thaliana białko funkcjonuje 
jako specyficzny transporter azotanowy wykazujący nieco 
wyższe powinowactwo do NOy (Km ~ 2,8 mM) w  porów ­
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naniu do NRT1.1-1.2 i NRT1.4-1.6, ale nadal klasyfikowa­
ny jako kom ponent systemu LATS [24]. Analiza ekspresji 
genu AtNRT1.7  i rozmieszczenia białka kodowanego przez 
ten gen z użyciem specyficznych przeciwciał wykazała, 
że NRT1.7 występuje przede wszystkim w liściach, i że 
zawartość białka znacznie wzrasta (nawet 25-krotnie) w 
trakcie starzenia się tych organów [24]. W porów naniu do 
liści, poziom transkryptu NRT1.7 w  korzeniach był znacz­
nie niższy [24], Badanie z użyciem genu reporterowego 
P-glukuronidazy wykazało także, że aktywność transkryp- 
cyjna prom otora genu AtNRT1.7  była zdecydowanie naj­
większa w dystalnych partiach liści, co może sugerować, że 
transporter odpow iada za wycofywanie azotanów ze star­
szych do młodszych części tych organów [24]. Co więcej, ob­
serwacje m utantów  pozbawionych niezdolnych do syntezy 
AtNRT1.7 sugerują, że białko odpow iada także za kierun­
kowy transport jonów N O /z e  starszych do młodszych liści: 
w  porów naniu z roślinami niezmodyfikowanymi, rośliny 
atnrtl.7  akum ulowały więcej azotanów w starszych niż w 
młodszych liściach [24], Ponadto, w soku floemowym wią­
zek przewodzących liści m utantów  stw ierdzono znacznie 
obniżony poziom jonów N O / [24]. Zatem u roślin pozba­
wionych transportera NRT1.7, procesy wycofywania azota­
nów z organów bogatych w te jony do organów  o dużym  
zapotrzebowaniu na azotany były wyraźnie zredukow ane
[24], Prawdopodobnie białko uczestniczy w  załadunku azo­
tanów do floemu wiązek przewodzących starszych, boga­
tych w azotany liści w  celu dalszego transportu  tych jonów 
do młodszych liści lub do innych organów akceptorowych.

TRANSPORTER NRT1.8 (At4g21680)

Badanie aktywności białka AtNRT1.8 w oocytach Xeno- 
pus laevis wykazało, że transporter odpow iada za pobiera­
nie azotanów do komórki i, w  porów naniu do pozostałych 
białek NRT1, wykazuje dużo niższe (Km ~ 12 mM) pow ino­
wactwo do jonów N O / [25]. Zarówno m etoda hybrydyzacji 
in situ jak i analiza aktywności promotora genu AtNRT1.8  
z użyciem genu reporterowego p-glukuronidazy wykazały, 
że poziom transkrypcji genu rzodkiewnika jest najwyższy 
w komórkach miękiszu ksylemu, przylegających bezpo­
średnio do naczyń [25]. Udział białka w  transporcie azota­
nów do komórki roślinnej potwierdzono w badaniach na 
protoplastach A. thaliana syntetyzujących fuzyjne białko 
AtNRT1.8-GFP, które pokazały, że transporter kierowany 
jest do błony plazmatycznej [25], W porów naniu z rośli­
nami niezmodyfikowanymi, m utanty Arabidopsis pozba­
wione transportera (atnrtl.8) akum ulowały znaczne ilości 
azotanów w ksylemie [25]. Wydaje się zatem, że to białko 
błony plazmatycznej uczestniczy w rozładunku ksylemu, 
transportując jony N O / z naczyń do przylegających ko­
mórek miękiszu ksylemowego [25]. Pod względem  budo­
wy, AtNRT1.8 wykazuje 64% homologii do transportera 
AtNRT1.5, który uczestniczy w transporcie azotanów do 
ksylemu. Podobieństwo strukturalne obydw u białek p raw ­
dopodobnie przekłada się na podobne własności funkcjo­
nalne transporterów: obydwa białka odpowiadają za daleki 
transport (załadunek albo rozładunek) azotanów [26]. Co 
ciekawe, ekspresja genu NRT1.8 jest stym ulow ana przez 
azotany, a także przez kadm  [25], Równocześnie m utanty 
atnrtl.8 wykazują zwiększoną wrażliwość na kadm  w obec­
ności 25-50 mM azotanów w środowisku zew nętrznym  [25].

Zatem można przypuszczać, że białko NRT1.8 jest w jakiś 
sposób zaangażowane także w tolerancję roślin na obecność 
kadm u w  środowisku. Zaobserwowano, że w  obecności 
kadm u rośliny magazynują więcej azotanów w korzeniach 
niż w pędach. Zwiększona akumulacja jonów w  korzeniach 
praw dopodobnie sprzyja utrzym aniu wysokiej aktywności 
reduktazy azotanowej i azotynowej (wrażliwych na kadm  
kluczowych enzymów szlaku asymilacji azotanów) i um oż­
liwia prawidłowy wzrost oraz rozwój systemu korzeniowe­
go w warunkach stresu [25,26]. Ponadto, związki syntety­
zowane z azotanów w korzeniach (aminokwasy, peptydy, 
GSH, fitochelatyny) mogą uczestniczyć w  wiązaniu i depo­
nowaniu kadm u i tym samym chronić organy nadziemne 
(w tym fotosyntetyzujące liście) przed destrukcyjnym w pły­
wem  tego metalu [25,26], W związku z tym wydaje się, że 
regulowany przez NRT1.8 poziom azotanów w  korzeniach 
może mieć istotne znaczenie dla odporności roślin w środo­
wisku zanieczyszczonym kadmem.

TRANSPORTER NRT1.9 (Atlgl8880)

Najnowsze badania nad funkcją transporterów NRT1 
u roślin dotyczą białka NRT1.9. W iadomo już, że produkt 
genu AtNRT1.9  jest także elementem systemu niskiego po­
winowactwa do azotanów (LATS), którego synteza jest sty­
mulowana podczas dłuższej ekspozycji roślin na azotany 
[27], Funkcjonalna charakterystyka AtNRT1.9 w oocytach 
Xenopus laevis potwierdziła, że jest to białko transportujące 
tylko azotany [27], Analizy z użyciem białka zielonej fluore- 
scencji (GFP) i (3-glukoronidazy wykazały, że transporter 
występuje w  błonie plazmatycznej komórek towarzyszą­
cych floemu korzeni [27], M utanty Arabidopsis pozbawione 
białka (atnrtl.9) wykazywały znacznie obniżony poziom 
azotanów we floemie korzeniowym oraz zredukowany 
transport azotanów z części nadziemnych do korzeni, co 
sugeruje, że AtNRT1.9 uczestniczy w załadunku azotanów 
do floemu wiązek przewodzących korzeni i stymuluje ba- 
zypetalny transport tych jonów [27]. W obecności wysokich 
stężeń azotanów u tych samych m utantów  obserwowano z 
kolei wzmożony ksylemowy transport azotanów z korze­
ni do pędów  i stymulację w zrostu roślin, co wskazuje na 
wzajemną korelację ksylemowego i floemowego transportu 
azotanów [27], Ksylem przewodzi ogromną większość azo­
tanów między korzeniem i pędem, ale nie podlega wątpli­
wości, że procesy transportu jonów azotanowych floemem 
są także istotne w regulacji translokacji azotanów pomiędzy 
części nadziem ne i podziemne roślin [27],

PODSUMOWANIE

Intensywne w ostatnich latach badania nad roślinnymi 
transporterami NRT1 doprowadziły do częściowego wyja­
śnienia molekularnych podstaw  procesów istotnych z punk ­
tu widzenia wzrostu i rozwoju roślin: pobierania azotanów 
z roztworu glebowego, translokacji tych jonów w obrębie 
różnych komórek, tkanek i organów czy też akumulacji albo 
wycofywania azotanów z organów donorowych (starszych 
albo bogatych w azotany liści, ogonków, liścieni) do akcep­
torowych (młodszych, rozwijających się tkanek). Wśród 
licznych białek zaangażowanych w fizjologiczną adaptację 
roślin do zmiennej dostępności azotanów w środowisku, 
transportery NRT1 wydają się zajmować szczególną po-
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Rycina 3. Lokalizacja i fizjologiczna funkcja transporterów  azotanów  NRT1 u  Ara­
bidopsis thaliana. Dokładniejszy opis funkcji poszczególnych białek znajduje się w 
tekście. Rysunek przedstawiający pokrój rośliny zaczerpnięto ze strony h t tp : / /  
w w w .ens-lyon .fr/R D P /S iC E /eng lish /thaliana-uk .h tm l i zm odyfikowano.

zycję ze względu na swoją lokalizację i funkcję. Znacze­
nie fizjologiczne, a także funkcjonalne powiązanie białek 
NRT1 u Arabidopsis przedstawiono na rycinie 3. NRT1.1 i 
NRT1.2 razem z dw om a białkami z rodziny NRT2 (NRT2.1 
i NRT2.2) odpowiadają za pobieranie azotanów przez wło- 
śniki korzeniowe. Filogenetycznie blisko spokrewnione 
białka NRT1.5 i NRT1.8 odpowiadają za im port azotanów 
do naczyń (załadunek) i eksport azotanów z ksylemu do 
tkanek docelowych (rozładunek). Natomiast białko NRT1.9 
uczestniczy w transporcie jonów azotanowych do floemu, 
regulując jednocześnie transport N O / naczyniami. NRT1.4 
odgrywa istotną rolę w akumulacji azotanów w ogonkach 
liściowych, a NRT1.7 uczestniczy w remoblizacji azotanów 
i ich transporcie ze starych do młodych rozwijających się 
organów (np. ze starszych do młodszych liści). Wyjątkowa 
funkcja NRT1.6 polega na dostarczaniu azotanów do roz­
wijających się zarodków w nasionach. W śród wszystkich 
białek NRT1 szczególnie wyróżnia się NRT1.1, który od ­
powiada nie tylko za transport azotanów w roślinach, ale 
również za percepcję informacji o stężeniu azotanów w śro­
dowisku zewnętrznym  oraz praw dopodobnie za regulację 
transportu auksyn w  komórkach korzeni bocznych. Mecha­
nizm percepcji stężenia jonów azotanowych przez NRT1.1 i 
zmiany funkcji tego białka z receptorowej na transportową 
nie został jeszcze wyjaśniony.
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ABSTRACT
N itrate  is the m ain  source of inorganic n itrogen  for p lan ts grow n in  aerobic soil conditions. The grow th and developm ent of m any species, 
in c lud ing  cu ltivated  crops is strictly d ep en d en t on the effective processes of n itra te  uptake, its accum ulation  and  rem obilization  w ith in  the 
p lan t tissues un d er freq u en t fluctuations of N O s level in  soil. T he p ro teins engaged in  n itra te  translocation  across cellu lar m em branes are the 
key players govern ing  n itra te  d is trib u tio n  w ith in  the  p lan t body. Two fam ilies of p ro ton-coupled sym porters, NRT1 and  NRT2, and  one type 
of pro ton-coupled  antiporters, CIC, have been  show n to be involved in n itra te  transport in  h igher plants. The recent progress in  research on 
NRT1 p ro teins has shed the ligh t on the localization  and  physiological function  of those n itra te  transporters in  the N 0 3 uptake, NO  'cell-to- 
cell and  tissue-to-tissue d istribu tion , n itra tes accum ulation  and  efflux w ith in  the m odel p lan t Arabidopsis thaliana. T his review  focuses on the 
recent f indings of the new  m olecular m echanism s contro lling  N 0 3 transport and signa ling  w hich  em ploy n ine  NRT1 proteins of A. thaliana, 
w ith  the em phasis on the physio logical function  and  relevance of these p ro teins for the p roper p lan t grow th and developm ent.
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Rola czynników transkrypcyjnych z rodziny LSF/Grainyhead 
w  powstawaniu i funkcjonowaniu pow łok ciała zwierząt

STRESZCZENIE

Czynniki transkrypcyjne z rodziny LSF/Grainyhead to białka, których struktura i funkcje 
zostały zachowane w toku ewolucji organizmów eukariotycznych, od prymitywnych or­

ganizm ów jednokomórkowych po organizmy złożone. W organizmach wielokomórkowych  
czynniki te wykazują specyficzność tkankową i są aktywne przede wszystkim  w nabłonku 
okrywającym. Funkcje czynników GRHL są związane z regulacją ekspresji genów istotnych 
dla prawidłowego różnicowania i funkcjonowania nabłonków, zaś profile ich ekspresji są 
zmienne, zwłaszcza podczas rozwoju embrionalnego. Białka te są istotne dla prawidłowe­
go rozwoju i funkcjonowania organizmu. Obecnie badania nad rolą czynników transkryp­
cyjnych GRHL prowadzone są zarówno na poziomie komórki jak i organizmu złożonego. 
Obniżenie ekspresji genów Grhl u zwierząt doświadczalnych prowadzi do w ielu schorzeń, 
m.in. do zaburzeń w szlakach przekazywania sygnałów ważnych dla prawidłowego prze­
biegu takich procesów, jak gojenie się ran czy zamykanie cewy nerwowej. Zmiany poziomu  
ekspresji genów GRHL  mają również znaczenie dla procesu nowotworzenia. Czynniki trans­
krypcyjne GRHL funkcjonują bowiem  w  szlakach przekazywania sygnałów regulujących 
proces proliferacji komórek i apoptozę.

WPROWADZENIE

Ścisła regulacja ekspresji genów pozwala na generowanie w komórce cha­
rakterystycznego zestawu transkryptów, transkryptom u, na matrycy którego 
powstaje specyficzny zestaw białek decydujących o biochemicznym charakterze 
komórek danego typu, proteom. W zależności od potrzeb, transkryptom  oraz 
proteom ulegają ciągłym, kontrolowanym  zmianom. Na poziomie organizmu 
zjawisko to jest obserwowane w komórkach danego typu m.in. podczas takich 
procesów, jak: rozwój embrionalny, różnicowanie komórek i powstawanie tka­
nek czy odpowiedź na sygnały zewnątrzkom órkowe (np. na stres). Kluczowym 
etapem  regulującym proces transkrypcji danego genu jest powstanie charakte­
rystycznego kompleksu inicjacyjnego. Kompleks ten tworzy się w  wyniku od ­
działywania między specyficznymi sekwencjami DNA, położonymi w pobliżu 
genu, a swoistymi białkami, tj. zależnej od DNA polimerazy RNA oraz specy­
ficznymi czynnikami transkrypcyjnymi, które mogą inicjować lub hamować 
proces transkrypcji [1,2]. Kompozycja kompleksu inicjacyjnego zależy nie tylko 
od genu, którego ekspresja jest kontrolowana, ale także od etapu rozwoju czy 
rodzaju tkanki, dlatego bardzo często mówi się o czynnikach transkrypcyjnych 
tkankowo-specyficznych czy specyficznych dla danego procesu biologicznego 
lub etapu rozwoju.

Czynniki transkrypcyjne z rodziny LSF/Grainyhead powszechnie występują 
w organizmach należących do królestwa zwierząt Metazoa [3], Te tkankowo-spe- 
cyficzne białka są regulatorami takich procesów, jak: morfogeneza i histogeneza 
powłok ciała, zamykanie nabłonkowych struktur pochodzenia ektodermalnego, 
utrzym yw anie funkcji i struktury nabłonka okrywającego oraz gojenie się ran. 
Funkcje te zapewniają utrzymanie integralności powłoki ciała oraz homeosta­
zę całego organizmu i są zachowywane podczas ewolucji. Warto podkreślić, że 
ewolucyjne pojawienie się tych czynników poprzedziło (i być może spowodo­
wało) wykształcenie się ektodermalnej tkanki nabłonkowej.

CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE Z RODZINY LSF/GRAINYHEAD

Rodzina czynników transkrypcyjnych LSF/Grainyhead składa się z dwóch 
podrodzin: LSF (ang. Late SV40 Factor, nazywanej również TFCP2) i GRH (ang. 
Grainyhead) (Ryc. 1). Białka należące do obu podrodzin wykryto u jednoko­
mórkowego eukariotycznego organizmu ameboidalnego (należącego do stare­
go ewolucyjnie rodzaju) Capsaspora owczarzaki [4], jak i u wielokomórkowców 
Metazoa (np. Homo sapiens, Xenopus laevis, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis 
elegans) [3].
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Wykaz skrótów: BMP (ang. bone morphogenetic 
protein) — białko morfogenetyczne kości; DDC 
(ang. DOPA-decarboxylase, aromatic L-amino 
acid decarboxylase) — dekarboksylaza arom a­
tycznych L-aminokwasów, dekarboksylaza 
L-DOPA; EGF (ang. epidermal groioth factor) — 
naskórkowy czynnik wzrostu; EOB (ang. eyes 
open at birth) — syndrom  otwartych oczu przy 
porodzie; ERK (ang. extracellular-signal-regulated 
kinase) — kinaza MAP regulowana sygnałami 
zew nątrzkom órkowym i; FGF (ang. fibroblast 
growth factor) — czynniki w zrostu fibroblastów; 
GEF (ang. guanine nucleotide exchange factor) — 
czynnik wym iany nukleotydu guaniny; PLE 
(ang. tyrosine hydroxylase, tyrosine 3-monooxyge­
nase) — hydroksylaza tyrozynowa, 3-monook- 
sygenaza tyrozyny; PTEN (ang. phosphatase and 
tensin homolog) — hom olog fosfatazy i tensyny; 
TGF (ang. transforming growth factor ) — trans­
formujący czynnik w zrostu
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Rycina 1. Filogeneza białek z rodziny LSF/G rainyhead. LSF — Late SV40 Factor; GRH — Grainyhead; A m q — Amphimedon 
queenslandic; A sn — Aspergillus Niger; Brf — Branchiostoma floridae; Cap — Capitella species; Cii — Ciona intestinalis; Dap — Da­
phnia pulex; Dme — Drosophila melanogaster; Hos — Homo sapiens; Log — Lottia gigantean; Myf — Mycosphaerella fijiensis; Myg 
— Mycosphaerella graminicola; Mob — Monosiga brevicollis; N ev — Nematostella vectensis; Phb — Phycomyces blakesleeanus; Tra — 
Trichoplax adhaerens; Trv — Trichoderma virens; Vam — Vallicula multiformi. Opracowano na podstaw ie  [3] i w ykorzystano za 
zgodą autorów  i w ydaw cy, zmodyfikowane.

Ewolucyjne rozejście się podrodzin GRH i LSF/CP2 na­
stąpiło jeszcze przed rozdzieleniem się linii ewolucyjnych 
prowadzących do dzisiejszych Metazoa i Capsaspora owcza- 
rzaki, czyli około 1,6 mld lat temu. W gałęzi wiodącej do 
współcześnie żyjących wiciowców i grzybów doszło praw ­
dopodobnie do utraty genów z podrodziny Grainyhead, 
gdyż znaleziono u nich wyłącznie białka z podrodziny LSF/  
TFCP2 [3], Pierwsze geny LSF i Grh powstały praw dopo­
dobnie w wyniku duplikacji genu protoplasty lub w następ­
stwie powielenia całego genomu (WGD, ang. whole genome 
duplication). Początkowo te bliźniacze geny i kodowane 
przez nie czynniki transkrypcyjne mogły spełniać podobne 
funkcje, po czym uległy subfunkcjonalizacji (rozdział funk­
cji) lub neofunkcjonalizacji (pozyskanie nowych funkcji) 
[5,6]. WGD, powiązane ze zjawiskiem silnej selekcji i utraty 
genów, odegrało bardzo ważną rolę w  rozwoju morfolo­
gicznej złożoności oraz specjacji tkankowców. Szczególną 
grupą genów, które ulegały specyficznemu zachowaniu po 
WGD, są geny regulatorowe, w  tym geny kodujące czynniki 
transkrypcyjne. Liczba kopii takich genów jest istotna dla 
prawidłowego funkcjonowania komórek eukariotycznych i 
organizmów wielokomórkowych [7,8].

Historycznie pierwszym zidentyfikowanym członkiem 
podrodziny Grainyhead był występujący u muszki owoco­
wej (Drosophda melanogaster) czynnik transkrypcyjny GRH 
(Grainyhead) [9-13], U ssaków zidentyfikowano do tej 
pory trzy ortologiczne do niego białka oraz trzy należące 
do podrodziny LSF/TFCP2 (Tab. 1). Te ostatnie są aktywne

we wszystkich typach tkanek 
i kontrolują ekspresję genów 
niezbędnych dla praw idłow e­
go przebiegu podstaw ow ych 
procesów kom órkowych (cykl 
komórkowy i funkcje prze­
życiowe), procesów rozwo­
jowych oraz procesów odpo­
wiedzialnych za praw idłow e 
funkcjonowanie wątroby, 
układu immunologicznego 
i nerwowego, rozwój oczu, 
erytropoezę (ekspresja genów 
globin), biosyntezę steroidów 
i wiele innych [14-18]. Z kolei 
białka z podrodziny Grainy­
head wykazują ściśle regulo­
wany, tkankowo-specyficzny 
profil ekspresji. Są one aktyw ­
ne głównie w tkance nabłon­
kowej wielu organów i odgry­
wają istotną rolę w  procesie 
morfogenezy nabłonków, jak i 
w utrzym aniu ich integralno­
ści i zachowaniu prawidłowej 
struktury [19],

Wszystkie białka z rodziny 
LSF/Grainyhead mają podob­
ną strukturę dom enow ą (Ryc. 
2) [25], W ich budow ie m oż­
na wyróżnić trzy charakte­
rystyczne części: N-końcową 

domenę transaktywacyjną (TAD), C-końcową dom enę oli- 
gomeryzacyjną (OD) i znajdującą się między nimi unikalną 
domenę wiążącą DNA (DBD). Sekwencja białkowa dom e­
ny DBD w czynnikach transkrypcyjnych z rodziny LSF/ 
Grainyhead nie wykazuje podobieństwa do wcześniej zi-

Tabela 1. Hom ologi białek z rodziny L S F/G rainyhead u  ssaków. N a podstawie: 
w w w .genenam es.o rg ,www.informatics.jax.org

sym bol synonim y

podrodzina LSF/TFCP2

Tcfcp2
CP2, CP-2, LSF, LBP-lc, 

LBP-ld, LBP1, LSF, UBP-1

*3 U bpl LBP-la, LBP-lb, NF2d9

g
Tcfcp211 LBP-9, CRTR-1, Cp211

podrodzina GRFI

i G rhll LBP-32, p ó l MGR, p70 MGR, Tcfcp212

Grhl2 BOM, Tcfcp213, FLJ13782

Grhl3 ct, Som, G etl, nmf231

podrodzina LSF/TFCP2

TFCP2 CP2, LBP-1C, LSF, TFCP2C
Ul
s
•Si

UBP1 LBP-la
’S.
Si

TFCP2L1 LBP-9, CRTR-1

o
g podrodzina GRFI
S
Et! GRHL1 LBP-32, MGR

GRHL2 BOM, FLJ13782

GRHL3 SOM
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nych, co pozwala na zachowanie homeostazy organizmu 
[33,34]. Do w ytworzenia ochronnej i nieprzepuszczalnej po­
włoki, zarówno u bezkręgowców, jak i u kręgowców, nie­
zbędne są czynniki transkrypcyjne z podrodziny GRH [35],

FUNKCJE BIAŁEK Z PODRODZINY 
GRAINYHEAD U BEZKRĘGOWCÓW

Funkcje białka GRH zostały najdokładniej zbadane u 
muszki owocowej (Drosophila melanogaster). GRH regulu­
je wiele procesów rozwojowych związanych z tkankami 
nabłonkowymi pochodzenia ektodermalnego, m.in. for­
m owanie kutikuli, wydłużanie tchawek czy zamknięcie 
grzbietowe ciała embrionu [10,21]. W wyniku różnicowego 
składania pre-mRNA powstają transkrypty kodujące różne 
izoformy, między innymi GRH-N syntetyzowany w ośrod­
kow ym  układzie nerw ow ym  oraz GRH-O syntetyzowany 
w  epidermie, nabłonku przedniej i tylnej części jelita pier­
wotnego oraz w  nabłonku tworzącym system tchawek [9],

Powłoka ciała ow adów  (pancerz) składa się z komórek 
nabłonkowych leżących na błonie podstawowej (membra­
na basalis) oraz jego tworu, oskórka (cuticula) złożonego z 
oskórka powierzchniowego (epicuticula), zewnętrznego 
(exocuticula) i wewnętrznego (endocuticula) [36], Oskórek 
zawiera chitynę, lipidy i usieciowane białka, które razem 
tworzą warstwę twardej, nieprzepuszczalnej macierzy ze- 
wnątrzkomórkowej, pełniącej funkcję szkieletową i ochron­
ną. Oskórek pokrywa całe ciało, wyściela także fragmenty 
jelita, tchawki i część układu rozrodczego [36], Enzymami 
niezbędnymi do twardnienia kutikuli są dekarboksylaza L- 
-DOPA i hydroksylaza tyrozynowa, kodowane odpow ied­
nio przez geny Ddc i ple. Oba białka katalizują kolejne re­
akcje przekształcenia tyrozyny w chinony, które następnie 
łączą się kowalencyjnie z bocznymi resztami aminowymi 
histydyn, co prow adzi do kowalencyjnego wiązania białek 
i twardnienia kutikuli [36], Poziom ekspresji jednego z tych 
genów, tj. Ddc, jest bezpośrednio regulowany przez czyn­
nik transkrypcyjny GRH [37], Ponadto przypuszcza się, że 
GRH reguluje ekspresję genu syntazy chityny DmCHSl, 
gdyż w pierwszym  intronie tego genu, odpowiedzialnym  
za regulację procesu w ytwarzania chityny podczas rozwo­
ju, zlokalizowano sześć sekwencji DNA, do których może 
wiązać się ten czynnik transkrypcyjny [38]. W iadomo na­
tomiast, że GRH bezpośrednio reguluje ekspresję genów: 
fasciclin 3 (Fas3) oraz coracle (Cora), kodujących białka, które 
są kom ponentam i połączeń ścisłych w epidermie, odpow ia­
dających za szczelność powłoki okrywającej ciało muszki 
owocowej [39].

Inaktywacja obu alleli genu grh jest letalna dla Droso­
phila melanogaster na etapie embriogenezy, muszki o geno­
typie grh'1' nie przeżywają wykluwania się z jaj. Embrio­
ny są nieprawidłowo ukształtowane, mimo prawidłowej 
segmentacji, a ich kutikula jest cienka, nabrzmiała i łatwo 
ulega uszkodzeniu (tzw. fenotyp „blimp") [37]. Charakte­
rystycznym zaburzeniem  rozwojowym larw jest granularna 
i nieciągła struktura puszki głowowej (stąd nazw a genu: 
grainyhead) oraz słabo rozwinięty aparat gębowy (Ryc. 3). 
Ponadto, stwierdzono przerost drzew a tchawkowego (bę­
dącego tworem epidermy) pod względem długości i ilości 
odnóg oraz zaobserwowano, że rurki tchawkowe są pofał-
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dentyfikowanych dom en typowych dla innych czynników 
transkrypcyjnych. Natomiast jej trójwymiarowa struktura 
jest zbliżona do struktury dom eny wiążącej DNA białek z 
rodziny p53, co sugeruje, że obie grupy tych regulatorów 
miały wspólnego przodka. Białka z podrodziny LSF/TFCP2 
posiadają dodatkowo domenę SAM (motyw alfa), uczestni­
czącą w oddziaływaniach między białkami [20].

Wykazano, że pomiędzy białkami z podrodzin LSF/ 
TFCP2 i GRH istnieją zasadnicze różnice w  sposobie oli­
gomery zacj i i w  sekwencji DNA, do której się wiążą [21- 
23]: czynniki z podrodziny GRH wiążą się do pojedynczej 
sekwencji DNA jako homo- lub heterodimery, natomiast 
czynniki z podrodziny LSF/TFCP2 wiążą się do dwóch bez­
pośrednio powtórzonych sekwencji DNA jako homo- lub 
heterotetramery. Co ciekawe, mimo bliskiego pokrewień­
stwa, białka należące do podrodziny GRH nie są zdolne do 
tworzenia kompleksów z białkami należącymi do podro ­
dziny LSF/TFCP2 [24-26]. Za specyficzność regulacji eks­
presji genów przez czynniki transkrypcyjne z podrodziny 
GRH odpowiadają: (1) zależne od tkanki i etapu rozwoju 
profile ekspresji tych czynników, (2) ich współdziałanie z 
innymi czynnikami ulegającymi selektywnej ekspresji w 
tkance danego typu, (3) zmiany w strukturze chromatyny w 
obszarach regulowanych genów, (4) specyficzność sekwen­
cji DNA, do której czynniki te się wiążą (sekwencja konsen- 
susowa DNA, do której wiążą się czynniki transkrypcyjne z 
podrodziny GRH, to 5'-AACCGGTT-3' [12,23,27-29]) oraz 
(5) powstawanie w  w yniku różnicowego składania mRNA 
specyficznych, zróżnicowanych pod względem  aktywności 
izoform [24,26,30-32]. Dla przykładu, w  przypadku ortolo- 
gów białek człowieka z podrodziny GRH: GRHL1 wystę­
puje w 2 izoformach [25], zaś białko GRHL3 w 3 izoformach 
[32]; u muszki owocowej GRH ma przynajmniej 4 izoformy 
[27].

ROLA CZYNNIKÓW Z PODRODZINY GRAINYHEAD 
W POWSTAWANIU POWŁOK CIAŁA ZWIERZĄT

Od momentu, gdy na Ziemi pojawiły się zwierzęta wie­
lokomórkowe, najbardziej zewnętrzna w arstw a komórek 
pełniła funkcję granicy pomiędzy środowiskiem w ew nętrz­
nym organizm u a otoczeniem. Niezależnie od architektury 
i składu molekularnego powłoki ciała (jednowarstwowy 
naskórek u prostych organizmów wielokomórkowych, 
pancerz chitynowy u owadów, kolagenowy oskórek u pier­
ścienic, wielowarstwowy naskórek kręgowców), pełni ona 
funkcję ochronną przed infekcją patogenów. Dzięki swojej 
strukturze zapobiega również nadmiernej utracie wody z 
organizmu, zabezpiecza przed uszkodzeniami mechanicz­
nymi i szkodliwym działaniem czynników fizykochemicz­
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Rycina 2. Schemat s truktury  genów  z rodziny LSF/G rainyhead. TAD — dom ena 
transaktywacyjna; DBD — dom ena w iążąca DNA; OD — dom ena oligomeryza- 
cyjna; SAM — m otyw  alfa. O pracowano na podstaw ie  [20,24],
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Drosophila melanogaster Caenorhabditis elegans

Rycina 3. Fenotyp larw  Drosophila melanogaster oraz Caenorhabditis elegans w y­
jętych z otoczki witelinowej. D rosophila m elanogaster: obraz z m ikroskopu 
kontrastow o-fazow ego larw  z nieaktyw nym  białkiem  GRH (grh'/_) oraz typu 
dzikiego (wt). (A) boczny w idok na ciała larw, kutikula w  em brionach m utan ­
tów  (grh'7') jest pękata i rozdęta w  porów naniu  do larw  typu  dzikiego (wt) (B) 
puszka głowowa: szkielet g łowy larw  grh '' m a nietypow ą, granularną strukturę; 
przedn ią  część głowy w skazują groty strzałek; mniejsze strzałki w skazują haki 
gębowe, które u  larw  g r h 7~ są mniejsze niż  u  larw  wt. (C) ząbki znajdujące się na 
pow ierzchni ciała larw y grh są mniejsze i n ieuporządkow ane. Caenorhabditis 
elegans: trójwym iarow y obraz uzyskany za pom ocą m ikroskopu z  kontrastem  
interferencyjnym N om arskiego. W t — larw a nicienia typu  dzikiego, g rh  — larwy 
nicieni z w yciszonym  za pom ocą RNAi genem  Ce-grh-1; u m utan tów  g rh  otoczka 
nabłonkow a jest n iepraw idłow o pofałdow ana (biała strzałka), a z w nętrza  ciała 
wystają skupiska kom órek (czarna strzałka). O pracow ano na podstaw ie  [11, 25] i 
w ykorzystano za zgodą autorów  i w ydaw cy, zmodyfikowane.

dowane. Fenotyp ten jest związany z zaburzeniem prawi­
dłowego formowania się szczytowej powierzchni komórek 
podczas w zrostu tchawek, regulowanego przez szlak prze­
kazywania sygnału zapoczątkowany przez receptor Breath- 
less aktywowany przez Branchless (białko z rodziny FGF). 
Czynnik transkrypcyjny GRH pełni funkcję negatywnego 
regulatora przekazywania sygnału w  tym szlaku, w  spo­
sób zależny od kinazy ERK, prow adząc do kontrolowanego 
zaham owania w zrostu tchawek [40,41]. Stąd, u m utantów  
muszki pozbawionych białka GRH wzrost tchawek wydaje 
się nadm ierny i niekontrolowany.

Zaburzenia w  rozwoju nabłonka okrywającego zaobser­
w owano również u nicieni Caenorhabditis elegans pozbawio­
nych funkcjonalnego białka Ce-GRH-1, będącego ortolo- 
giem GRH. Wyciszenie genu kodującego to białko za po­
mocą RNAi prowadzi do letalnego fenotypu, podobnie jak 
u muszki owocowej, nieprawidłowo uform owany oskórek 
uniemożliwia poruszanie się i wykluwanie. U ok. 8% em­
brionów nicieni z wyciszonym genem Ce-grh-1 zaobserwo­
w ano w nabłonku okrywającym pęknięcia oraz wystające z 
nich skupiska komórek (Ryc. 3) [23].
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FUNKCJE BIAŁEK GRHL U KRĘGOWCÓW

U ssaków najbardziej zewnętrzną powłokę okrywającą 
ciało organizm u stanowi wielowarstwowy naskórek i jego 
twory (m.in. włosy, paznokcie oraz gruczoły: łojowe i poto­
we). W ywodzi się on z ektodermy, zewnętrznego listka za­
rodkowego, powstającego na etapie gastrulacji. W rozwoju 
płodow ym  myszy bariera epidermalna pojawia się ok. 16,5 
dnia rozwoju embrionalnego (E) w  części grzbietowej i fa­
lowo rozbudowuje się w  kierunku brzusznym, aż do dnia 
E18,5 [42],

Z procesem morfogenezy nabłonka okrywającego oraz z 
utrzym aniem  prawidłowej struktury i funkcji bariery epi- 
dermalnej związane są ssacze czynniki transkrypcyjne z 
podrodziny GRHL (ang. Grainyhead-like), tj. GRHL1, GRHL2 
i GRHL3. Ich ekspresja u myszy pojawia się w  ektodermie 
w dniach E8,5-E10,5 i utrzymuje się przez całe życie zwie­
rzęcia [43]. Powstawanie bariery skórnej to proces bardzo 
złożony, o czym świadczą defekty u m utantów  zwierząt 
doświadczalnych. Mutacje u  tych organizm ów występują 
m.in. w  genach kodujących białka odpowiedzialne za struk­
turę nabłonka (enzymy uczestniczące w biosyntezie lipi­
dów oraz kowalencyjnym wiązaniu białek i lipidów, białka 
wchodzące w skład kompleksów połączeń m iędzykom ór­
kowych) oraz czynniki transkrypcyjne charakterystyczne 
dla tej tkanki [44-46]. U myszy z mutacjami w genach Grhl 
również dochodzi do zaburzeń w pow staw aniu bariery 
skórnej. Funkcja GRHL3 w tym procesie (ale również w 
procesie gojenia się ran, patrz dalej) jest związana z bezpo­
średnią kontrolą ekspresji genu transglutam inazy I (Tgm l) 
[19,47], Enzym ten katalizuje reakcję kowalencyjnego w ią­
zania białek w  macierzy zewnątrzkomórkowej zrogowa- 
ciałej warstw y naskórka, analogicznie jak DDC katalizuje 
sieciowanie białek w kutikuli u muszki owocowej. U m y­
szy pozbawionych funkcjonalnego genu Grhl3 (Grhl3'f') po­
ziom transglutaminazy I, jak również białek wchodzących 
w skład połączeń międzykomórkowych, okludyny i klau- 
dyny, jest obniżony [19,47]. W tworzącym się u  m utantów  
G r h l 3 naskórku zaobserwowano morfologiczne zmiany, 
tj. nadm ierną proliferację keratynocytów oraz zaburzenia 
procesu ich różnicowania w korneocyty. W warstwie zrogo- 
waciałej nie dochodzi do utworzenia szczelnej, hydrofobo­
wej bariery, noworodki rodzą się, lecz umierają z pow odu 
odwodnienia od razu po urodzeniu [19]. Co ciekawe, czyn­
nik transkrypcyjny GRHL3 pełni istotną funkcję w  pow sta­
waniu i utrzym aniu funkcjonalności innego nabłonka tj., 
ulega on ekspresji na wysokim poziomie w różnicujących 
się komórkach baldaszkowatych nabłonka wyściełającego 
światło pęcherza moczowego, gdzie bezpośrednio reguluje 
poziom syntezy uroplakiny II [30].

Z prawidłowym  funkcjonowaniem bariery skórnej zwią­
zany jest również czynnik transkrypcyjny GRHL1. Mutacja 
G r h l l nie jest letalna dla myszy, ale powoduje rogowace­
nie podeszwy łapek (PPK, palm oplantar keratoderma) oraz 
szybką utratę włosów, spowodowaną słabym zakotwicze­
niem trzonów włosów w cebulkach. Cechy te związane 
są z zaburzeniem ekspresji genu desmogleiny 1 (D sgl), 
bezpośrednio regulowanego przez czynnik transkrypcyj­
ny GRHL1 [48]. Desmogleina 1 jest kom ponentem  desmo- 
somów i u myszy Grhll'1' jej poziom jest obniżony o około
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70%. Z tego pow odu desmosomy są krótsze, a ich struktura 
zaburzona, co prow adzi do pow staw ania opisanego pow y­
żej fenotypu [48],

U embrionów myszy Gr/i/ż'7' dochodzi natomiast do wie­
lu defektów związanych z niepraw idłow ym  łączeniem się 
tkanek, m.in. w ady cewy nerwowej (WCN) w obrębie czasz­
ki (bezczaszkowie i rozszczep twarzy), defekty zamknięcia 
powłok brzusznych oraz rozszczep nerwu wzrokowego. 
Ponadto, wykazują one w ady serca i płuc, syndaktylię oraz 
m olekularne zmiany w naskórku i mieszkach włosowych 
[49]. Do ich śmierci dochodzi około dnia E l 1,5 [50]. Badania 
in vivo, jak i in vitro, pozwoliły wykazać, że czynnik trans- 
krypcyjny GRHL2 (oraz praw dopodobnie GRHL3) reguluje 
ekspresję genów kodujących białka wchodzące w skład po­
łączeń międzykomórkowych, tj. E-kadheryny oraz klaudy- 
ny 4 [51]. Z kolei, u myszy Axd  ze zwiększonym poziomem 
ekspresji Grhl2 występuje, oprócz wad cewy nerwowej, syn­
drom  otwartej powieki [52],

U płazów zaburzenia w  ekspresji ortologów GRH pro­
w adzą, podobnie jak w przypadku muszki owocowej i 
myszy, do zaburzeń w rozwoju powłoki ciała. Kluczowym 
szlakiem przekazywania sygnałów w rozwoju epiderm y u 
płazów jest szlak związany z BMP4 (białkiem należącym do 
rodziny TGF[3). Badania pokazały, że w skórze żaby szlak 
ten reguluje również ekspresję genów XGrhll oraz XGrhl3. 
Czynniki transkrypcyjne XGRF1L1 oraz XGRHL3 regulują 
następnie ekspresję genu keratyny 8 (XK81A1) [53,54], Z ko­
lei w  m odelu rybim (Danio rerio) gen grhll ulega ekspresji w 
peryderm ie oraz w komórkach progenitorowych jonocytów 
epidermalnych. Kodowany przez niego czynnik transkryp- 
cyjny pełni funkcję represora własnej transkrypcji podczas 
różnicowania jonocytów. W przeciwieństwie do innych krę­
gowców, nie jest on niezbędny dla prawidłowego rozwoju 
powłoki ciała ryb [55],

UDZIAŁ CZYNNIKÓW TRANSKRYPCYJNYCH 
GRH W PROCESIE GOJENIA SIĘ RAN

Czynniki transkrypcyjne z podrodziny Grainyhead, poza 
udziałem  w procesie rozwoju powłok nabłonkowych krę­
gowców i bezkręgowców, odgrywają ważną rolę w procesie 
gojenia się ran. Utrzymanie ciągłości powłoki okrywającej, 
stanowiącej barierę między środowiskiem w ew nętrznym  
a otoczeniem, jest kluczowe dla zachowania homeostazy i 
prawidłowego funkcjonowania organizmów. Mechanizmy 
gojenia się ran są ewolucyjnie stare, stąd istnieje wiele po­
dobieństw w tych procesach u tak odległych ewolucyjnie i 
morfologicznie organizmów jak ssaki i owady. Po pierwsze, 
powstaje czop sklejającego brzegi rany, który zapobiega 
w ypływowi płynów ustrojowych oraz uniemożliwia w ni­
kanie do wnętrza ciała obcych organizmów, bakterii, w iru ­
sów i pasożytów. Po drugie, napływające do rany komórki 
układu odpornościowego oczyszczają ranę z patogenów i 
uszkodzonych tkanek. Po trzecie, podczas gojenia się ran 
dochodzi do lokalnej reorganizacji architektury uszkodzo­
nej tkanki w  celu odtworzenia jej prawidłowej struktury.

Nieco inaczej przebiega proces gojenia się ran u ssaków 
w okresie płodowym. W środowisku aseptycznym, jakie 
panuje podczas rozwoju embrionalnego ssaków w  owodni,

Rycina 4. Drogi przekazyw ania sygnałów  w  procesie gojenia się ran u  m uszki 
owocowej. W yjaśnienia w  tekście. O pracow ano na podstaw ie informacji zaw ar­
tych w  [58,59].

tworzenie czopu i aktywacja komórek układu odpornościo­
wego nie występują. Pod błoną komórkową, w części szczy­
towej komórek znajdujących się na brzegu rany, tworzy się 
aktyno-miozynowy pierścień, który zacieśniając się pow o­
duje wspólną migrację komórek nabłonka z brzegów rany 
do jej środka.

FUNKCJE CZYNNIKA GRH W PROCESIE 
GOJENIA SIĘ RAN U MUSZKI OWOCOWEJ

W procesie gojenia się ran u muszki owocowej Drosophi­
la melanogaster w  komórkach nabłonka wokół rany tworzy 
się pierścień aktyno-miozynowy (podobnie jak u ssaków w 
okresie płodowym). Za jego powstanie odpowiedzialne są 
sygnały w szlaku kinazy MAP [56], Szlak ten jest aktywo­
w any po uszkodzeniu oskórka przez sygnały pobudzające 
receptor wykazujący aktywność kinazy tyrozynowej z ro­
dziny Ret, kodow any przez gen stit (stitcher). Dodatkowo 
zaobserwowano aktywację kinazy ERK, która m.in. prow a­
dzi do fosforylacji reszty Ser91 w białku GRH [57]. Fosfory­
lacja ta jest specyficzna tylko dla procesu gojenia się ran, nie 
ma natomiast znaczenia dla rozwoju embrionalnego (Ryc. 
4). Dopiero tak zmodyfikowane biało GRH bezpośrednio 
(i we współpracy z innym czynnikiem, tj. AP-1) aktywuje 
ekspresję Ddc i ple, genów kodujących enzymy konieczne do 
odbudow y architektury naskórka owada [38,58], oraz genu 
stit, tworząc sprzężenie zwrotne w regulacji procesu gojenia 
się ran [57], U m utantów  muszki owocowej grh1' proces go­
jenia się ran jest zaburzony, gdyż nie dochodzi do zależnego 
od zranienia w zrostu ekspresji genów Ddc i ple [59], Zabu­
rzone jest także powstawanie włóknistego czopu tw orzą­
cego się chwilę po zranieniu [58], Dla procesu odbudow y
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architektury powłoki ciała u muszki owocowej istotne są 
również białka wchodzące w skład połączeń ścisłych mię­
dzy komórkami nabłonka, Fasciclin 3 oraz Coracle. Ekspre­
sja genów kodujących te białka jest regulowana przez GRFł 
[39]. Czynnik ten uczestniczy także w szlaku przekazywa­
nia sygnału PCP (ang. planar celi polarity) poprzez regula­
cję ekspresji genu flamingo/starry night (Stan) [60]. Sygnały 
szlaku PCP są odpowiedzialne za prawidłową polaryzację i 
migrację komórek, w tym architekturę nabłonka produkują­
cego chitynę oraz jego tworów. Sygnały PCP regulują m.in. 
biegunowość segmentów ciała owada, proces segmentacji 
w  embriogenezie, a także proces powstawania odnóży w 
trakcie przepoczwarzenia [61,62],

Rycina 5. Gojenie się ran u myszy. (A) Schemat funkcjonowania czynnika trans- 
krypcyjnego GRHL3 w  szlaku przekazyw ania sygnału PCP. GRHL3 reguluje 
ekspresję genu aktyw atora małej GTPazy RhoA (RhoGEF19). (B) Obraz w mikro­
skopie elektronow ym  gojących się ran  m yszy Grhl3 / ' w  porów naniu  do myszy 
typu  dzikiego (Grhl3*/*) w  dniach E12,5 oraz E16,5 (e — epiderm a; OW  — ang. 
open wound, o tw arta  rana; CW — ang. closed wound, zagojona rana). O pracowa­
no na podstaw ie informacji zaw artych w  [19,70]; zdjęcie zam ieszczone za zgodą 
autorów  i wydawcy.

FUNKCJE CZYNNIKÓW GRHL W PROCESIE GOJENIA 
SIĘ RAN U KRĘGOWCÓW NA PRZYKŁADZIE SSAKÓW

Spośród ssaczych czynników z podrodziny Grainyhead, 
ulegających ekspresji w naskórku, z procesem gojenia się 
ran związany jest GRHL3 [19]. Gojenie się ran  u myszy po­
zbawionych genu Grhll (Grhll'/_) nie jest zaburzone [48], Z 
kolei myszy Grhll'1' umierają w  dniu E l i ,5 po zapłodnieniu 
i nie dożywają etapu rozwoju naskórka [42,50],

Badania nad procesem gojenia się ran wykazały, że ist­
nieje analogia między udziałem białek z podrodziny Gra­
inyhead w  procesie gojenia się ran u myszy i u muszki owo­
cowej. Po pierwsze, zaobserwowano w  kom órkach na brze­
gach rany zależny od GRHL3 wzrost ekspresji genu kodują­
cego enzym sieciujący białka w  naskórku ('Tgml). Obecność 
tego enzym u (podobnie jak obecność enzym ów  DDC i PLE 
u muszki) jest niezbędna do odtworzenia struktury  bariery 
skórnej po zasklepieniu się rany, a jego brak, jak również 
brak czynnika GRHL3, powoduje, że rany nie goją się (Ryc. 
5B) [19]. Po drugie, GRHL3 wydaje się funkcjonować w szla­
ku, w  którym TGFa prowadzi do aktywacji kinazy MAP i 
w  następstwie do pobudzenia keratynocytów, tj. zmiany ich 
kształtu, wytworzenia filopodiów i utw orzenia pierścienia 
aktyno-miozynowego w linii brzegowej migrujących komó­
rek [63]. Możliwe, że GRF1L3 jest pośrednio związany z fos- 
forylacją kinazy ERK1/2 [64] lub jest białkiem ulegającym 
fosforylacji przez tę kinazę [63], podobnie jak ma to miejsce 
w przypadku gojenia się ran u muszki owocowej [56],

U myszy pozbawionych genu Grhl3 (Grhl3_/') zaobser­
wowano zaburzenia w przebiegu wielu procesów embrio­
nalnych wymagających skoordynowanego ruchu  komórek, 
występuje również nieprawidłowe zam ykanie cewy nerw o­
wej [65,66] czy syndrom otwartej powieki EOB (ang. Eyes 
Open at Birth), na który ma wpływ tło genetyczne i / lu b  rów ­
noczesna delecja LM04, białkowego partnera dla GRHL3 
[47,64], Fenotyp ten spow odow any jest praw dopodobnie 
zaburzeniem regulacji ścieżki sygnałowej TG Fa/EG FR / 
ERK (podobnie jak w przypadku procesu gojenia się ran) i 
procesu polimeryzacji aktyny oraz form owania filopodiów 
w keratynocytach linii brzegowej rozwijającej się powieki 
[67-69], Po trzecie, wykazano funkcję czynnika GRHL3 w 
szlaku przekazywania sygnału PCP [70]. Szlak PCP u ssa­
ków, podobnie jak u owadów, reguluje wiele komórkowych 
i rozwojowych procesów, które wymagają polaryzacji ko­
mórek w płaszczyźnie oraz skoordynowanego i ukierun­
kowanego ruchu [70]. GRHL3 aktywuje w keratynocytach 
syntezę RhoGEF19, regulatora jednego z białek szlaku PCP, 
RhoA (Ryc. 5A). Ta mała GTPaza jest niezbędna do reorga­
nizacji cytoszkieletu aktynowego podczas migracji komó­
rek nabłonkowych. Brak GRHL3 lub RhoGEF19 powoduje 
nieprawidłową polimeryzację aktyny oraz zaburzenia w 
polaryzacji komórek [71]. Ponadto wykazano, że w  procesie 
gojenia się ran u myszy gen Grhl3 genetycznie oddziałuje z 
inny genem szlaku PCP, Vangl2 (homolog genu Vang/Stbm 
u muszki owocowej) [70],

GENY Z PODRODZINY GRAINYHEAD A NOWOTWORY

Gen GRHL3 jest zlokalizowany u człowieka na chromo­
somie lp36.11 (www.ensembl.org). Delecja obszaru lp36
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prow adzi do specyficznego syndrom u charakteryzującego 
się niedorozwojem umysłowym, bez w ystępowania w ad 
cewy nerwowej [72], Proksymalna delecja obszaru lp36 jest 
zjawiskiem bardzo rzadkim, a pacjenci pozbawieni obu al- 
leli genu GRHL3 nie zostali jak dotąd zidentyfikowani, za­
tem skutki zredukowanej ekspresji tego genu u ludzi nie są 
znane [73]. W iadomo jednak, że w  genom owym  regionie 
lp36 często zachodzą rearanżacje specyficzne dla now otw o­
rów, co wskazuje na obecność genów w tym regionie, które 
są ważne dla rozwoju i progresji nowotworów. N owotwory 
charakteryzujące się wysokim stopniem  utraty ramienia lp  
u heterozygot, to m.in. glejak (oligodendroglioma), now otw ór 
pęcherzyka żółciowego, nerwiak (neuroblastoma) i struniak 
(ichordoma) [74,75]. Badania na komórkach raka kolczystoko- 
mórkowego u myszy i ludzi pokazały, że GRHL3 funkcjo­
nuje jako supresor nowotworzenia poprzez bezpośrednią 
regulację ekspresji genu kodującego białko PTEN [76].

Czynnik transkrypcyjny GRHL3 może mieć związek z 
procesami naciekania i przerzutow ania now otw orów  zależ­
nymi od prozapalnego czynnika TNFa. Cytokina ta, w zm a­
gając ekspresję Grhl3, prow adzi do silnej stymulacji migracji 
komórek śródbłonka in vitro [77]. Proces angiogenezy w a­
runkuje progresję i agresywność now otw orów  in vivo [78],

GRHL2 wykazuje aktywność onkogenną, gdyż pozy­
tywnie reguluje proliferację niektórych komórek now otw o­
rowych i hamuje apoptozę. Gen GRHL2 zlokalizowano w 
okolicach regionu 8q22, wysoce amplifikowanego w wielu 
nowotworach człowieka. Badania wykazały, że czynnik 
transkrypcyjny GRHL2 może funkcjonować jako represor 
apoptozy zależnej od sygnałów zew nątrzkom órkowych 
poprzez ham ow anie ekspresji genów kodujących receptory 
śmierci (FAS, DR5) [79], Apoptoza jest zaprogram ow anym  
mechanizmem komórkowym, który pozwala organizmom 
w ielokom órkowym  na utrzym anie integralnej struktury 
tkanek oraz ich funkcji poprzez eliminowanie komórek 
uszkodzonych lub zbędnych. Przypuszcza się, że kom ór­
ki now otw orow e tracą zdolność do apoptozy zależnej od 
FASL w  w yniku nadekspresji m.in. genu GRHL2, która pro ­
w adzi do obniżenia poziomu receptorów śmierci. Badania 
wykazały również, że w komórkach raka wątroby HCC (he­
patocellular carcinoma) podw yższony poziom ekspresji genu 
GRHL2 przyczynia się do wczesnego naw rotu raka (remisja 
1-3 lata po leczeniu). Podwyższenie poziomu jest na tyle 
duże i powtarzalne, że białko GRHL2 stało się kandydatem  
na m arker choroby nowotworowej wątroby. Wyciszenie 
ekspresji genu GRHL2 prowadzi do zaham owania w zro­
stu komórek HCC, co sugeruje, że czynnik transkrypcyjny 
GRHL2 ma znaczenie w procesie proliferacji komórek [80]. 
Czynnik ten jest również związany z procesem unieśmier­
telniania keratynocytów podczas transformacji now otw o­
rowej, prowadzącej do powstania raka kolczystokomórko- 
wego jamy ustnej (OSCC, ang. oral squamous cell carcinoma). 
W now otw orach tego typu zaobserwowano podwyższony 
poziom syntezy białkowej podjednostki telomerazy, hTERT 
[31]. Badania prow adzone na linii norm alnych keratynocy­
tów człowieka (NHK) pokazały, że GRHL2 hamuje metyla- 
cję w ysepek CpG m.in. w  promotorze genu hTERT, przez 
co pozytywnie reguluje jego transkrypcję. Podwyższenie 
ekspresji GRHL2 w keratynocytach prow adzi do podw yż­
szonego poziom u telomerazy i przez to do nadmiernej pro ­

liferacji tych komórek oraz zaham owania ich różnicowania 
[81]. Niekontrolowana proliferacja i zahamowane różnico­
wanie komórek jest jedną z oznak nowotworzenia [82], Co 
ciekawe, nadm ierną proliferację oraz zaburzony proces róż­
nicowania keratynocytów zaobserwowano również u m y­
szy Grhl3v~ [19].

Przypuszcza się również, że GRHL2 jest genem supreso- 
rowym, bowiem mutacje inaktywujące w tym genie mają 
związek z migracją komórek nowotworowych poprzez ob­
niżenie poziom u syntezy E-kadheryny. E-kadheryna jest 
jednym  z białek tworzących połączenia przylegające (ang. 
adherens junctions) między komórkami. Białko to jest kluczo­
w ym  supresorem  ruchów komórek, w  tym również nacie­
kania i przerzutow ania nowotworów, gdyż utrudnia odry­
wanie się komórek nowotworowych i ich migrację [83,84]. 
Obecnie wiadomo, że czynnik transkrypcyjny GRHL2 bez­
pośrednio reguluje poziom syntezy E-kadheryny u myszy 
[51], nie zostało to zbadane u ludzi.

GENY Z PODRODZINY GRAINYHEAD 
A CHOROBY CZŁOWIEKA

Zaburzenie aktywności czynników transkrypcyjnych, 
będących regulatorami ekspresji genów na różnych eta­
pach rozwoju, może prowadzić do zaburzenia homeostazy 
organizm u i do stanu chorobowego, czy nawet śmierci. W 
przypadku czynników tkankowo-specyficznych zaburze­
nia te mogą dotyczyć jednej tkanki lub organu, a powikła­
nia mogą wpływać na funkcjonowanie całego organizmu. 
Wyniki wielu badań wykazały, że zaburzenia w  syntezy czy 
funkcjonowaniu białek z podrodziny Grainyhead mogą być 
powiązane z wieloma chorobami. U ludzi mutacje w  genie 
GRHL2 są związane z uszkodzeniami słuchu. Zmiana ram ­
ki odczytu prowadząca do pojawienia się przedwczesnego 
kodonu „stop" jest odpowiedzialna za autosomalną dom i­
nującą formę progresywnej utraty słuchu [85]. Niezależne 
badania asocjacyjne u pacjentów z utratą słuchu zależną od 
wieku również wskazują na związek z GRHL2 [86]. Biorąc 
pod uwagę, że Grhl2 i Grhl3 są związane z WCN u myszy, 
interesujące byłoby zbadanie ich znaczenia dla WCN u lu­
dzi, gdyż relatywnie mało w iadom o o genetycznych czyn­
nikach ryzyka występowania w ad cewy nerwowej.

PODSUMOWANIE

Czynniki transkrypcyjne z rodziny Grainyhead są starą 
ewolucyjnie grupą regulatorów transkrypcji, które pojawiły 
się już u jednokomórkowych organizmów eukariotycznych. 
Praw dopodobnie miały one duży wpływ na powstanie i 
wyspecjalizowanie się nabłonka okrywającego u wieloko­
mórkowców. Poprzez regulację transkrypcji odpowiednich 
genów czynniki GRHL wpływają na prawidłowe pow sta­
wanie ektoderm y podczas embriogenezy oraz w yw odzą­
cych się z niej struktur, takich jak kutikula i tchawki u m usz­
ki owocowej czy naskórek, cewa nerwowa, płuca i mieszki 
włosowe u myszy. Zaburzenia w  ekspresji genów Grhl lub 
w  aktywności kodowanych przez nie czynników prowadzą, 
zarówno u zwierząt laboratoryjnych, jak i u ludzi, do po­
ważnych chorób — występują problemy z gojeniem się ran, 
w ady cewy nerwowej czy rogowacenie podeszwy dłoni i
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stóp. Istnieją również dow ody na związek zaburzenia po­
ziomu ekspresji genów GRHL z procesem nowotworzenia.

Geny z rodziny Grainyhead zostały zidentyfikowane sto­
sunkowo niedaw no więc prace badawcze nad udziału czyn­
ników GRHL w różnych szlakach sygnałowych oraz nad ich 
znaczeniem dla prawidłowego funkcjonowania organizmu 
są obecnie na etapie realizacji. Mają one charakter zarów­
no poznawczy, jak i praktyczny, bowiem opracowanie w 
przyszłości skutecznej farmakoterapii chorób związanych z 
zaburzeniami funkcjonowania białek z rodziny Grainyhe­
ad może się opierać na zdobyciu w iedzy dotyczącej udziału 
tych białek w  szlakach przekazywania sygnału w komórce.
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The role of LSF/Grainyhead transcription factors in development 
and function of epidermal barrier in animals
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ABSTRACT
The LSF/Grainyhead family of transcription factors consists of proteins whose structure and functions have been preserved in the course 
of eukaryotic evolution - from primitive unicellular life forms to complex multicellular organisms. In the latter, these factors display tissue 
specificity and are active mainly in the covering epithelium. The roles of GRH factors are associated with regulation of expression of genes es­
sential for correct differentiation and functioning of the epithelia of ectodermal origin. The Grh gene expression profiles are diverse and vari­
able, especially during embryonic development. Research on the role of GRHL transcription factors is carried out on cellular and organismal 
level. In experimental animals, aberrant Grh gene expression leads to many diseases, including failure of epidermal wound healing and neural 
tube defects. Changes of these genes' expression levels are also linked to carcinogenesis. GRHL transcription factors participate in signaling 
pathways involved in cellular proliferation and apoptosis.
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Szlaki kinaz białkowych MAP - ewolucja i rola w  przebiegu  
wybranych chorób neurozwyrodnieniowych

STRESZCZENIE

L ite ra tu ra  naukow a obfituje w  don iesien ia  dotyczące u d z ia łu  k inaz b iałkow ych MAP w 
w ielu  aspek tach  fizjologii poszczególnych organizm ów . N iew iele jest natom iast prac, 

pośw ięconych ew olucji tych szlaków . W  n in ie jszym  artyku le  dokonano  p rzeg lądu  lite ra tu ­
ry naukow ej, opisującej jak  w  toku  ew olucji zm ien iały  się szlaki przekazyw ania  sygnałów  
kom órkow ych. Dlaczego fosforylacja reszt serynow ych, treoninow ych i tyrozynow ych w 
b iałkach  oraz kaskadow y system  odw racalnej fosforylacji b ia łek  okazały się dla Eukary- 
ota bardziej korzystne n iż  dw u sk ład n ik o w y  system  regulacyjny, oparty na fosforylacji reszt 
h istydyny  i kw asu  asparaginow ego, jak i dom inuje  u  bakterii?  Jak w ed ług  danych lite ra tu ­
row ych pow stały  i ew oluow ały szlaki k inaz  b iałkow ych MAP? W  końcu, jak  w ażną rolę 
enzym y te odgryw ają w  p raw id łow ym  funkcjonow an iu  naszego organizm u? Zaburzenia 
w  aktyw ności szlaków  k inaz b iałkow ych M AP prow adzą do n iekontro low anej proliferacji 
kom órek  i rozw oju  m. in. chorób now otw orow ych. W  zw iązku  ze w zrostem  średniej d ługo ­
ści życia lu d z i coraz częściej spotykam y się rów nież z chorobam i neurozw yrodnieniow ym i, 
k tóre p row adzą  do dem encji lub  paraliżu . W  nin ie jszej pracy opisano obecny stan  w iedzy o 
zaburzen iach  tych szlaków  w trzech chorobach: A lzheim era, Park insona oraz w  stw ardnie ­
n iu  zan ikow ym  bocznym  (ALS).

WPROWADZENIE

FOSFORYLACJA BIAŁEK JAKO MECHANIZM PRZEKAZYWANIA 
SYGNAŁÓW KOMÓRKOWYCH U BAKTERII I EUCARYOTA

Każdy żywy organizm posiada system przekazywania sygnałów, umożliwia­
jący właściwą reakcję na zmieniające się w arunki otoczenia. Rodzaj tego systemu 
jest zdeterm inow any przez takie czynniki jak: budow a komórek, metabolizm 
oraz środowisko życia. Komórki bakteryjne nie mają przedziałów komórko­
wych, a ich materiał genetyczny znajduje się w cytoplazmie. Z kolei komórki eu­
kariotyczne, mające wiele przedziałów, takich jak: jądro komórkowe, siateczka 
śródplazmatyczna, mitochondria, aparat Golgiego, potrzebują rozbudowanego 
systemu przekazywania sygnałów, który zapewni im należytą koordynację me­
tabolizmu w całej komórce. Jak w iadomo, w komórkach bakteryjnych dominują 
tzw. dw uskładnikow e systemy regulacyjne (TCS, ang. two-component systems). 
W skład takiego systemu wchodzi kinaza histydylowa, która jest enzymem wie­
lofunkcyjnym. Posiada bowiem domenę receptorową, odbierającą dany sygnał 
oraz wykazuje aktywność kinazy i fosfatazy [1]. Po zadziałaniu odpow iednie­
go bodźca ulega ona autofosforylacji w reszcie histydylowej, korzystając z ATP 
jako donora reszty fosforanowej. Następnie ten sam fosforan jest przenoszony 
na drugi składnik systemu, resztę kwasu asparaginowego w tzw. białku regula­
torowym. Regulator odpowiedzi może bezpośrednio wpływać na ekspresję od­
powiednich genów. W odróżnieniu od bakterii, u organizmów eukariotycznych 
dominują tzw. wieloskładnikowe systemy regulacyjne (MCS, ang. multi-compo- 
nent systems). Są one oparte na fosforylacji białek w resztach serynowych (S), 
treoninowych (T) i tyrozynowych (Y) (system kinaz STY, STYK). Doskonałym 
przykładem  są tu szlaki kinaz białkowych MAP. W ich skład wchodzą m.in. trzy 
enzymy, kolejno aktywowane przez fosforylację. Białka MAPKKK, usytuowane 
„najwyżej", po odebraniu sygnału fosforylują reszty serynowe w kinazach kinaz 
MAP (MAPKK). Te z kolei katalizują fosforylację reszt treoniny i tyrozyny w 
ściśle zachowanych domenach aktywacyjnych kinaz MAP (MAPK), które mogą 
regulować aktywność wielu czynników transkrypcyjnych [2].

Różnica w obu typach przekazywania sygnałów jest istotna. W systemie 
dwuskładnikow ym , kinazy histydylowe przenoszą „własną" resztę fosfora­
now ą (z reszty histydyny) na białko akceptorowe (regulatorowe). W systemie 
STYK, fosforylacja jednego enzym u powoduje zmianę jego aktywności. Nie 
„oddaje" on własnej reszty fosforanowej, ale korzystając z ATP jako donora, 
może katalizować fosforylację kolejnego białka. Warto zaznaczyć, że ten typ fos­
forylacji jest szybszy, chociaż bardziej energochłonny. Nie jest to przeszkodą, 
jako że ze względu na obecność mitochondriów, komórki eukariotyczne mają 
wystarczającą ilość ATP. Porównanie obydw u typów systemów ilustruje rycina
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1. Intrygującym wydaje się więc być pytanie, dlaczego ko­
mórki eukariotyczne rozwinęły wieloskładnikowy system 
regulacyjny, oparty na kinazach serynowych, treoninowych 
i tyrozynowych tak, że stał się on dominujący? Okazuje się, 
że z fizykochemicznego punktu  w idzenia jest on dla kom ó­
rek eukariotycznych korzystniejszy [3]. Po pierwsze, obec­
ność jądra komórkowego wymusiła konieczność regulacji 
im portu białek do tego organellum. Tylko niewielka liczba

A. Dwuskładnikowy system regulacyjny
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Rycina 1 Porównanie dw u- (A) i w ieloskładnikow ego (B) system u regulatorow e­
go. (A) Kinaza histydylow a (KH) po odebraniu danego sygnału ulega autofos- 
forylacji w  reszcie histydylowej -  H  (a). N astępnie fosforan jest przenoszony na 
resztę kw asu asparaginow ego -  D, w  tzw. regulatorze odpow iedzi -  RO (b), który 
może pełnić rolę czynnika transkrypcyjnego. (B) W systemie w ieloskładnikow ym  
(np. szlaki kinaz MAP) sygnały odbierane z receptorów  pow odują aktywację (np. 
za pośrednictw em  białek Ras) kaskady enzym ów  (MAPKKK, MAPKK i MAPK). 
A ktyw ow any w  w yniku fosforylacji enzym , katalizuje modyfikację kolejnego, 
korzystając z ATP jako źródła reszty fosforanowej. Białka znajdujące się na  dole 
szlaku m ogą ulegać translokacji do jądra kom órkowego, gdzie modyfikują czyn­
niki transkrypcyjne, które regulują ekspresję odpow iednich  genów. Różnice po­
m iędzy tym i system am i regulatorow ym i opisane są w  tekście. Na podstaw ie  [3], 
zm odyfikow ano i uzupełniono.

białek ma „prawo wstępu" do jądra i to w  określonych w a­
runkach. Wieloskładnikowy system regulacyjny umożliwia 
konwergencję kilku impulsów w jednym  miejscu, przy za­
chowaniu specyficzności odpowiedzi na dany bodziec (Ryc. 
1). Na przykład kinaza ERK jest aktyw ow ana w cytopla­
zmie w  odpowiedzi na różne sygnały. Reguluje ona ekspre­
sję genów, których produkty białkowe biorą udział w  takich 
procesach jak różnicowanie i proliferacja. Reakcja komórki 
zależy od czasu aktywacji ERK. Krótki czas aktywacji tego 
enzym u skutkuje proliferacją komórek, podczas gdy długo­
trwała aktywacja prowadzi do zatrzymania wzrostu i róż­
nicowania [4], MCS umożliwia sprawną, wydajną regulację 
czasu trwania sygnału w danym  punkcie. Po drugie kaska­
dowy system jest szybszy, umożliwia amplifikację sygnału, 
„ignorowanie" nieistotnych lub zbyt słabych im pulsów oraz 
możliwość dodatkowej stymulacji poszczególnych kom po­
nentów szlaków pochodzącą od innych sygnałów [3],

BAKTERYJNE KINAZY „TYPU EUKARIOTYCZNEGO"

Eukariotyczne kinazy białkowe zawierają ściśle zachowa­
ną, obejmującą około 300 reszt am inokwasowych sekwen­
cję, tworzącą ich centra katalityczne. W obrębie tego katali­
tycznego rdzenia Steven Hanks wyodrębnił 12 subdom en o 
najwyższym stopniu homologii, dlatego w  piśmiennictwie 
naukow ym  przyjęło się określenie „kinazy białkowe typu 
Hanksa" [5], To właśnie sekwencja reszt aminokwasowych 
w obrębie katalitycznego rdzenia stanowi punkt odniesie­
nia w poszukiwaniu nowych członków rodziny kinaz MAP.

Przez wiele lat uważano, że obecność kinaz serynowo- 
-treoninowych typu Hanksa cechuje tylko organizmy eu­
kariotyczne, natomiast fosforylacja w  komórkach prokario­
tycznych oparta jest jedynie na opisanym powyżej modelu 
dwuskładnikowego systemu regulacyjnego. Jak wcześniej 
w spom niano dominuje on w tych komórkach, okazuje się 
jednak, że nie jest jedyny. Początkowo badania biochemicz­
ne prow adzone na modelach bakteryjnych wskazywały na 
obecność kinaz serynowo-treoninowych oraz tyrozyno­
wych w komórkach Escherichia coli [6,7]. Kamieniem milo­
w ym  w odkryciu białek zbliżonych do kinaz typu Hanksa 
w komórkach bakteryjnych było sklonowanie w 1991 roku 
genu pknl, kodującego kinazę serynowo-treoninową „typu 
eukariotycznego" z glebowej bakterii gram-ujemnej Myxo- 
coccus xanthus [8]. Okazało się, że ekspresja tego genu jest 
regulowana w zależności od stopnia zróżnicowania komó­
rek. Usunięcie genu powodowało przedwczesne różnico­
wanie oraz produkcję spor. W wyniku dalszych badań, u 
w /w  bakterii, zidentyfikowano więcej genów kodujących 
kinazy zbliżone do eukariotycznych. Należą do nich pknl, 
pkn5, pknó, pkn9. Co ważne, wykazano regulacyjną rolę ki­
nazy Pkn9 w syntezie pięciu białek błonowych (nazwanych 
białkami KREP9). Fakt, że kinaza Pkn9 jest białkiem błono­
wym, sugeruje jej rolę jako receptora odbierającego sygnały 
zewnątrzkom órkowe w celu regulacji ekspresji odpow ied­
nich genów [9]. Ponadto kinazy „typu eukariotycznego" 
znaleziono u Anahaena sp. Yershinia pseudotuberculosis, Yer- 
shinia pestis i Streptomyces coelicolor [10].

Interesujący przykład bakteryjnej kinazy białkowej, za­
wierającej w swojej cząsteczce domenę kinazy histydylo­
wej oraz serynowo-treoninowej „typu eukariotycznego" 
znaleziono u cyjanobakterii Anabaena sp. PCC7120. Anaba- 
ena może wykorzystywać jako źródło azotu NOy lub N H /.
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Przy niedoborze tych źródeł niektóre komórki wchodzące 
w skład filamentów różnicują się w  heterocysty, w yspe­
cjalizowane w wiązaniu azotu atmosferycznego. W proce­
sach metabolicznych zachodzących w  heterocystach bierze 
udział kinaza HstK. Posiada ona N-końcową domenę kina­
zy serynowo-treoninowej oraz C-końcową domenę kinazy 
histydylowej. Ta niezwykła aranżacja dwóch funkcjonal­
nych dom en katalitycznych w jednej cząsteczce dowodzi 
udziału kinaz białkowych zbliżonych do typu Hanksa oraz 
kinaz histydylowych w  regulacji tych samych procesów 
metabolicznych cyjanobakterii. Ponadto okazało się, że „eu­
kariotyczna" dom ena katalityczna bakteryjnej kinazy HstK 
(podobnie jak w przypadku PknB, o czym będzie m owa po­
niżej) może funkcjonalnie zastępować domenę katalityczną 
drożdżowej kinazy MAP, H og l [11].

Co ciekawe, odkrycia ostatnich lat wskazują na obecność 
kinaz, przypominających kinazy MAP u bakterii! U gron- 
kowca złocistego (Staphylococcus aureus) znaleziono seryno- 
wo-treoninową kinazę PknB, która jest wydzielana na ze­
w nątrz komórek, do organizmu gospodarza, co powoduje 
fosforylację białek człowieka, zaburzając tym samym prze­
kazywanie sygnałów komórkowych. Umożliwia to prze­
bieg patogenezy. Dokładna analiza miejsc fosforylowanych 
przez PknB wskazuje, że akceptor reszty fosforanowej znaj­
duje się zawsze w pobliżu proliny. Obecność reszty prób­
ny w motywie rozpoznaw anym  przez enzym jako miejsce 
fosforylacji upodabnia go do grupy kinaz CMGC, do której 
należą kinazy MAP. Podobnie jak kinazy MAP człowieka, 
PknB ma zdolność fosforylacji czynnika transkrypcyjnego 
ATF-2 in vitro. PknB odgryw a istotną rolę w  regulacji m eta­
bolizmu S. aureus, w tym  metabolizmu ściany komórkowej i 
jest uznaw ana za pierwszy prokariotyczny enzym  podobny 
do kinaz białkowych MAP [12].

EWOLUCJA SZLAKÓW KINAZ BIAŁKOWYCH MAP

Powstanie komórki eukariotycznej datuje się na oko­
ło 2.5 biliona lat temu. Istnieje kilka hipotez, próbujących 
opisać to zjawisko [13]. W ażnym etapem było wykształce­
nie mitochondrium. W edług jednej z teorii, organellum to 
powstało w wyniku endocytozy a-proteobakterii przez ar- 
chebakterię (Archeona). Endocytoza ta okazała się korzyst­
na dla obu typów komórek. Większość genów powstałego 
endosym bionta została skopiowana, a następnie przenie­
siona do genomu gospodarza, uzależniając go całkowicie 
od Archebakterii. Z czasem endosymbiont przekształcił 
się w  mitochondrium. Materiał genetyczny gospodarza 
został otoczony błoną jądrową, co między innymi zabez­
pieczało jego DNA przed „bom bardowaniem " ruchomymi 
elementami genetycznymi. Wykształciły się również inne 
organella komórkowe, m.in. siateczka śródplazmatyczna 
oraz aparat Golgiego. Więcej informacji dotyczących teorii 
powstawania komórek eukariotycznych znajdzie czytelnik 
w następujących pracach [14-17], Tak więc w wyniku ewo­
lucji z prostych komórek prokariotycznych powstała duża 
komórka eukariotyczna, zawierająca liczne przedziały ko­
mórkowe i posiadająca zdolność syntetyzowania dużej ilo­
ści ATP. Zrodziło to zapotrzebowanie na taki system prze­
kazywania sygnałów komórkowych, który zintegrowałby 
przepływ informacji w obrębie całej komórki. Biorąc pod 
uw agę korzyści wypływające z kaskadowego przekazyw a­
nia sygnałów w komórkach eukariotycznych oraz fakt, że
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bakterie posiadały w  swoich genomach sekwencje kodujące 
proste formy kinaz zbliżonych do typu Hanksa, wysunię­
to przypuszczenia, że z czasem zaczęły one ewoluować i 
rozwijać się, dając początek eukariotycznej rodzinie kinaz 
białkowych MAP. Jednocześnie na znaczeniu zaczęły nieco 
tracić kinazy histydylowe.

Ewolucja szlaków przekazywania sygnałów komórko­
wych jest długotrwałym  i skomplikowanym procesem. To­
warzyszy ona specjacji, czyli powstawaniu nowych gatun­
ków. Składają się na nią duplikacje jednych genów oraz de- 
lecje tych, których produkty białkowe stają się coraz mniej 
potrzebne w zmieniających się organizmach. W ewolucji ist­
nieje tendencja do duplikacji całych zespołów genów, któ­
rych produkty białkowe oddziałują ze sobą, co umożliwia 
wykształcanie się nowych kaskad enzymatycznych. Geny 
występujące u różnych gatunków, rozdzielone w wyniku 
specjacji, powstałe w  w yniku duplikacji wspólnego genu, 
przodka, nazyw am y genami ortologicznymi. Natomiast 
geny występujące u danego gatunku, powstałe w  wyniku 
duplikacji jednego genu nazyw am y paralogami. Jeśli dupli­
kacja genu miała miejsce przed specjacją, geny paralogiczne 
można wówczas znaleźć u osobników różnych gatunków.

Rodzina kinaz białkowych MAP, należy do grupy euka­
riotycznych kinaz CMGC [5], G rupa ta składa się z 4 rodzin 
o dużym  stopniu podobieństwa: kinazy zależne od cyklin 
(ang. Cyclin-dependent kinases), kinazy MAP (ang. MAP-ki­
nases), kinazy syntazy glikogenu 3 (ang. Glycogen synthase 
kinases 3) oraz kinazy podobne do zależnych od cyklin- Clk 
(ang. Cdc-like kinases). Cechą wyróżniającą kinazy MAP jest 
obecność w  domenie katalitycznej charakterystycznego 
m otyw u [LIVM] [TS]XX[LIVM]XT[RK] [WY]YRXPX[LIVM] 
[LIVM] (dopuszczona jest zmienność w jednej pozycji, w se­
kwencjach ujętych w nawias) [18]. Kinazy MAP rozpoznają 
motyw TiX[S/T] P (gdzie T1 oznacza prolinę lub aminokwas 
alifatyczny, X -  dowolny aminokwas) jako miejsce fosfory­
lacji w  łańcuchu polipeptydowym. W pozycji +1 miejsca 
fosforylacji zawsze znajduje się prolina dlatego kinazy MAP 
określa się jako „prolinolubne" [19].

Na podstawie analizy filogenetycznej kinazy MAP z 
różnych organizmów (pierwotniaki, śluzówce, drożdże, ro­
śliny, bezkręgowce, kręgowce) można podzielić na 3 duże 
podgrupy: ERK (ang. extracellular signal- regulated kinases), 
SAPK (ang. stress-activated protein kinases) oraz MAPK3 
(Tab. 1). Większość kinaz MAP charakteryzuje się zachowa­
nym w ewolucji motywem TXY (fosforylowana reszta tre- 
oniny oraz tyrozyny, przedzielona innym aminokwasem) 
w pętli aktywacyjnej. Fosforylacja reszt treoniny i tyrozyny 
w ewnątrz tego motywu powoduje aktywację enzymatycz­
ną kinazy. Wszystkie podrodziny podgrupy ERK posiadają 
m otyw TEY (kwas glutaminowy pomiędzy treoniną a tyro­
zyną). Wyjątek stanowi drożdżow a kinaza Sm klp, najbar­
dziej ewolucyjnie odległa od pozostałych. W podrodzinie 
SAPK występuje m otyw TPY (grupa SAPKI, czyli kinazy 
JNK) oraz TGY (grupa SAPK2, czyli p38 oraz Hoglp). Wiele 
kinaz, spośród grupy MAPK3 posiada motyw TEY, część 
kinaz MAP u pierwotniaków, motyw TDY. Niektóre podro­
dziny MAPK3, w pętli aktywacyjnej są fosforylowane tylko 
w  jednej pozycji, w motywie SEG lub THE [18,20].

Jak wcześniej wspomniano, kinazy podgrupy ERK oraz 
liczni przedstawiciele podgrupy MAPK3, w  pętli aktywa-
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K inazy M AP

SAPK ERK MAPK3

SAPKI (zwierzęta) 
T-P-Y

PERK (rośliny) 
T-E-Y

MAPK3 (zwierzęta) 
S-E-G

SAPK2 (zwierzęta) 
T-G-Y

ERKI (zwierzęta) 
T-E-Y

Inne MAPK 
T-E-Y (pierwotniaki)

YSAPK (d rożdże/ 
grzyby) 
T-G-Y

ERK5 (zwierzęta) 
T-E-Y

T-D-Y (pierwotniaki) 
T-H-E (C. elegans)

YERK1 (d rożdże/ 
grzyby) 
T-E-Y

YERK1 (d rożdże/ 
grzyby) 
T-E-Y

SMK1 (S. cerevisiae) 
T-N-Y

Saccharomyces cerevisiae

cyjnej posiadają m otyw TEY. Wszystkie znane kinazy MAP 
pierwotniaków należą do podgrupy MAPK3. Na podstawie 
analizy filogenetycznej przypuszcza się, że kinazy ERK oraz 
MAPK3 w yw odzą się od wspólnego genu-przodka, zawie­
rającego m otyw TEY, który powstał jeszcze przed wyod­
rębnieniem linii pierwotniaków i śluzowców od linii, która
później dała początek zwierzętom _____________________
i grzybom. Wynika z tego, że ki­
nazy MAP miałyby już około 1-1,5 
biliona lat i pojawiły się stosunko­
wo szybko po powstaniu komórek 
eukariotycznych. Jako najstarsze 
filogenetycznie, kinazy MAP za­
wierające m otyw TEY, znajdują się 
u wszystkich Eukaryota. Z kolei 
kinazy SAPK znajdują się jedynie u 
zwierząt i grzybów, brak ich u ro­
ślin. Ta podgrupa kinaz MAP w y­
daje się być najmłodsza filogene­
tycznie i powstała w  wyniku dupli­
kacji i zmian w genach kodujących 
kinazy ERK, w linii prowadzącej do Homo sapiens 
wyodrębnienia się tkankowców i 
grzybów już po oddzieleniu się linii 
roślin. Co ciekawe liczba członków 
podgrupy SAPK wzrasta u coraz 
to wyższych ewolucyjnie organi­
zmów, o czym będzie mowa poni­
żej [18,20,21],

feromony

Ste11

Ste7

Fus3
T-E-Y

koniugacja

niedobór
azotu

Ste11

Ste7

Kss1
T-E-Y

U prostych organizmów eukariotycznych, jakimi są 
drożdże pączkujące Saccharomyces cerevisiae, kinazy ERK 
ewoluowały dalej, wyodrębniając kinazy Ksslp, Fus3p (na­
leżące do podrodziny YERK1, patrz Tab.l) oraz bardziej 
filogenetycznie odległą M pk lp  (Slt2p), zawierające motyw 
TEY (podrodzina YERK2) (Ryc. 2) Geny prow adzące do po ­
wstania kinaz K sslp  i Fus3p zostały zduplikow ane w linii 
prowadzącej do powstania grzybów (ale jeszcze przed spe- 
cjacją grzybów) po oddzieleniu jej od linii prowadzącej do 
powstania zwierząt. Dlatego u ssaków nie m a odpow ied­
nika kinaz K sslp  i Fus3p (ich funkcja jest ściśle związana z 
fizjologią grzybów tj. z regulacją w zrostu  filamentacyjnego 
i koniugacją), niemniej jednak kinazy te oraz kinazy ERK 
człowieka pochodzą od wspólnego genu-przodka [21].

Stosunkowo mało poznane jest pochodzenie drożdżo- 
wych kinaz M pk lp  (Slt2p) oraz Sm klp. Jak wcześniej wspo­
mniano, M pklp , mimo że zawiera m otyw  TEY wydaje się 
być ewolucyjnie odległa od K sslp  czy Fus3p. Istnieją przy­
puszczenia, że Sm klp  powstała w  w yniku duplikacji genu 
kodującego kinazę Slt2p w linii grzybów, ale nie ma na to 
przekonujących dowodów. Ssaczy ortolog tej kinazy praw ­
dopodobne uległ delecji. U ludzi w  w yniku duplikacji ERK 
powstały kinazy ERKI i ERK2 (obie należące do podgrupy 
zwierzęcych kinaz ERKI, patrz Tab. 1 oraz Ryc. 2). Ludz­
ka kinaza ERK5 nie ma odpowiednika u drożdży, co może 
świadczyć o delecji ortologa tego genu. Pochodzenie ludz­
kich kinaz ERK3, ERK4 i ERK7 nie jest znane. Sekwencje ge­
nów kodujących te kinazy nie tworzą filogenetycznej grupy 
z jakimikolwiek kinazami MAP drożdżow ym i czy zwierzę-

stres osmotyczny 

Ste11 Ssk2/22

wzrost inwazyjny/ 
pseudostrzępkowy

Pbs2

Hog1
T-G-Y

synteza
glicerolu

uszkodzenie ściany 
komórkowej

Bck1

Mkk1/2

Mpk1
T-E-Y

metabolizm 
ściany komórkowej

głód

Smk1
T-N-Y

sygnał

MAPKKK

MAPKK

MAPK

sporulacja odpowiedź

klasyczne kinazy MAP

czynniki wzrostu, 
mitogeny

stres, 
cytokiny zapalne

czynniki wzrostu, 
stres

“nietypowe” kinazy MAP

stres oksydacyjny, 
? cytokiny mitogeny

Rycina 2. Szlaki kinaz białkowych M AP u d roż­
dży Saccharomyces cerevisiae i człowieka (Homo 
sapiens). Analizując ewolucję tych szlaków na 
poziom e MAPK, MAPKK i MAPKKK m ożna 
stwierdzić, że w  toku ewolucji cały drożdżow y 
szlak HOG uległ duplikacji, dając początek szla­
kom  aktyw ow anym  stresem  tj. p38 i JNK. Po­
w iązania filogenetyczne pom iędzy poszczegól­
nym i składnikam i szlaków opisane są w tekście.

Raf-1
c-Mos

TAK1.ASK1, MEKK1-4, MLKs, 
MEKK1-4 ASK1/2, MLKs, 

TA 01 /2 ’ LZK, TAK1, TPL2, 
DLK, MLTK

MEKK2/3,
TPL2 ? TA K 1, ? ?

MEK1/2 MKK3/4/6 MKK4/7 MEK5 ERK3K? HIPK2? ?

ERK1/2 p38 JNK ERK5 ERK3/4 NLK ERK7
T-E-Y T-G-Y T-P-Y T-E-Y S-E-G T-Q-E T-EY

proliferacja adaptacja, stan zapalny, proliferacja, różnicowanie? ? zahamowanie

różnicowanie apoptoza adaptacja inne ? proliferacji?
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Tabela 1. Klasyfikacja kinaz MAP, sporządzona na podstaw ie  analizy filogene­
tycznej dokonanej przez D ietm ara K ultz i w sp. [18,20] z zaznaczeniem  m otyw ów  
w  pętli aktywacyjnej. W większości kinaz M AP są to miejsca podw ójnie fosfo- 
rylow ane w resztach treoniow ych i tyrozynow ych (m otyw TXY), oddzielonych 
charakterystycznym  dla danej podrodziny  am inokw asem  tj. glicyną, proliną lub 
kw asem  asparaginow ym . W yjątek stanow ią m otyw y TNY i TDY. N iektóre kina­
zy M AP podgrupy  MAPK3 posiadają m otyw y z jednym  miejscem fosforylacji, 
np. SEG czy THE. Jednoliterowe oznaczenia am inokw asów  wg. form atu FASTA.
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cymi. W piśmiennictwie naukow ym  określane są one jako 
„nietypowe kinazy MAP" [22] (Ryc. 2).

Warto wspomnieć, że roślinne kinazy MAP, ze względu 
na brak kinaz aktywowanych stresem (SAPK), nabyły z cza­
sem zdolność przekazywania sygnałów w odpowiedzi na 
zmieniające się warunki abiotyczne środowiska zew nętrz­
nego. W ten sposób spełniają u  roślin te funkcje, które u 
zwierząt pełnią kinazy SAPK.

Jak wcześniej zaznaczono, kinazy podgrupy SAPK są fi­
logenetycznie młodsze od kinaz ERK. U drożdży pączkują­
cych S. cerevisiae jest tylko jedna kinaza SAPK, a mianowicie 
kinaza H oglp . Zawiera ona m otyw TGY w pętli aktywacyj­
nej i wchodzi w  skład szlaku HOG aktywowanego w  stresie 
osmotycznym (Ryc. 2). Porównując odpow iedź drożdży S. 
cerevisiae i bakterii E. coli na stres osmotyczny, można zaob­
serwować zależność między budow ą komórki, a pojawie­
niem się kaskadowego typu przekazywania sygnałów ko­
mórkowych. U obu organizmów w detekcji ciśnienia osmo- 
tycznego bierze udział dw uskładnikow y system regulacyj­
ny (Ryc. 3), tj. kinaza histydylowa, EnvZ u E. coli oraz S lnlp  
u S. cerevisiae oraz regulatory odpowiedzi, odpowiednio 
OmpR i Ssklp. W przypadku bakterii regulator odpowiedzi 
bezpośrednio w pływ a na ekspresję genów kodujących po- 
ryny (OmpF i OmpC). W przypadku drożdży białko Ssklp 
reguluje aktywność szlaku kinaz białkowych MAP (szlaku 
HOG), którego aktywna kinaza H og lp , po przemieszczeniu 
do jądra komórkowego, reguluje aktywność odpowiednich 
czynników transkrypcyjnych. Można więc zaobserwować 
„wstawienie" szlaków kinaz MAP między dw uskładniko­
wy system przekazywania sygnałów a czynniki transkryp­
cyjne. Jest to przykład ilustrujący, jak budow a komórki de­
terminuje sposób przekazywania sygnałów komórkowych,
0 czym w spom niano w pierwszej części niniejszego artyku­
łu.

Z czasem kinazy SAPK, reprezentowane przez jedną ki- 
nazę H o g lp  u S. cereoisiae, uległy dywersyfikacji. U gąbek 
(Porifera) obserwuje się rozdział tych enzymów na SAPKI 
(JNK) oraz SAPK2 (p38). Wykształcenie się tych prostych 
form organizm ów wielokomórkowych datuje się na około 
600 milionów lat temu. Kinazy p38 oraz JNK gąbek w pę­
tli aktywacyjnej zawierają odpow iednio motywy TGY oraz 
TPY, charakterystyczne dla kinaz SAPK Metazoa. W yka­
zano, że obydw a enzymy mogą komplementować kinazę 
H o g lp  w odpow iedzi drożdży S. cerevisiae na stres osmo­
tyczny [23], Genom prostego organizm u bezkręgowego, 
nicienia C. elegans posiada po jednym  genie kodującym ki­
nazy SAPKI, SAPK2 oraz SAPK3. Ze wzrostem  złożoności 
organizm ów eukariotycznych obserwuje się coraz większą 
dywersyfikację kinaz SAPK. Genom człowieka zawiera 
co najmniej 3 geny kodujące kinazy SAPKI (JNK1, JNK2, 
JNK3) oraz cztery, kodujące kinazy SAPK2 (p38a, p38p, 
p38y i p385). Ponadto w wyniku alternatywnego składa­
nia transkryptów  powstają dodatkow e formy kinaz SAPK. 
Dywersyfikacja kinaz SAPK u wyższych organizmów eu­
kariotycznych, wiąże się m.in. z rozwojem układu im m u­
nologicznego, w  tym z wykształceniem odporności naby­
tej. Kinazy tej podgrupy są silnie aktywowane cytokinami
1 odgrywają niezwykle istotną rolę w  regulacji odpowiedzi 
immunologicznej związanej z limfocytami T oraz pow sta­
w aniem  stanów  zapalnych. Ponadto, są one, podobnie jak

u innych organizmów eukariotycznych, aktywowane w 
stresie osmotycznym. Wykazano, że kinazy SAPKI i SAPK2 
człowieka komplementują funkcjonalnie kinazę H og lp  z 
drożdży [24,25]. Większą homologię sekwencji obserwuje 
się wśród izoform p38 (SAPK2) w porównaniu z kinazami 
JNK (SAPKI). Te drugie ulegały bowiem znacznie szyb­
szym zmianom w toku ewolucji. To przyspieszenie zmian 
ewolucyjnych kinaz JNK obserwuje się w linii zwierząt po 
oddzieleniu od linii drożdży, ale jeszcze przed wyodrębnie­
niem się bezkręgowców. Najnowsze informacje dotyczące 
kinaz MAP u ludzi znajdzie czytelnik w  pracy przeglądo­
wej [26].

U człowieka wyróżnia się klasyczne oraz tzw. „nietypo­
we" kinazy MAP. Aktywowane są one różnymi czynnikami 
i biorą udział w regulacji wielu aspektów naszej fizjologii. 
Obrazuje je dolna część ryciny 2. Analiza filogenetyczna ki­
naz MAP wykazuje wysokie pokrewieństwo ludzkich kinaz 
p38 z drożdżową kinazą H oglp . Na poziomie analizy se­
kwencji genów kodujących kinazy MAPKK wykazano w y­
raźne pokrewieństwo drożdżowej kinazy Pbs2p (składnik 
szlaku HOG) ze ssaczymi kinazami MKK4, MKK7, MKK3 
i MKK6. Wynika z tego, że gen PBS2 uległ w toku ewolu­
cji duplikacjom wyłaniając geny kodujące w /w  enzymy i 
jest ich ortologicznym protoplastą. Pochodzenie pozosta­
łych genów kodujących ludzkie kinazy MAPKK tj. MEK1, 
MEK2, MEK5 nie jest jasne. Analiza ich sekwencji nie wy­
kazuje istotnego podobieństwa do znanych, drożdżowych 
kinaz MAPKK. Z drugiej strony, jak do tej pory nie udało się 
zidentyfikować ludzkiego ortologa genów drożdżowych ki­
naz MAP: M kklp  i Mkk2p; być może w toku ewolucji uległ 
on delecji [18,20,21]. Na podstawie analizy filogenetycznej 
wnioskuje się, że spośród kinaz fosforylujących kinazy

Rycina 3. Szlaki przekazyw ania sygnałów w  odpow iedzi na stres osm otyczny u 
E. coli i S. cerevisiae. U obu organizm ów  w  odbiorze i przekazaniu sygnału bierze 
udzia ł dw uskładnikow y system  regulacyjny tj. kinaza histydylow a (KH): od ­
pow iednio EnvZ i Sini oraz regulator odpow iedzi (RO): odpow iednio Om pR i 
Ssklp . W przypadku  bakterii RO jest jednocześnie czynnikiem  transkrypcyjnym  
regulującym  ekspresję genów poryn: OmpF, O m pC  w zależności od ciśnienia 
osm otycznego środowiska. U drożdży RO aktywuje szlak kinaz MAP-HOG. 
A ktyw na kinaza M AP ulega translokacji do jądra  komórkowego, gdzie reguluje 
ekspresję genów m.in. dehydrogenazy glicerolo-3 fosforanu (GPD1), fosfatazy 
trehalozo-6-fosforanu (TPS2), białek aktyw ow anych stresem (HSP12, DDR2). Na 
podstaw ie  [20], zmodyfikowano.

Postępy Biochemii 58 (1) 2012 83http://rcin.org.pl



MAPKK (MAPKKK) ortologami są ludzka kinaza MEKK4, 
i kinazy Ssk2/22p (również szlaku HOG) drożdży S. cereui- 
siae. Istnieje także przypuszczenie o homologii ludzkich ki­
naz MEKKI, MEKK2, MEKK3 z drożdżow ą S te llp , jednak 
analiza drzewa filogenetycznego dokonana przez Caffrey i 
wsp. [21] nie daje podstaw  do jednoznacznego stw ierdze­
nia, że są one ortologami. Ponadto nie znaleziono homologa 
kinazy Askl. Może to oznaczać, że uległ on delecji, lub dale­
ko idącym zmianom ewolucyjnym. Podobnie pochodzenie 
pozostałych ssaczych kinaz MAPKKK nie jest znane. Ana­
liza ich sekwencji nie upow ażnia do jakichkolwiek jedno­
znacznych stwierdzeń. U drożdży nie zidentyfikowano ki­
naz Raf, obecnych u zwierząt i roślin. Sugeruje to, że w  toku 
ewolucji, po rozdzieleniu zwierząt, roślin i grzybów, w  tej 
ostatniej linii miała miejsce delecja genu RAF.

Podsumowując: wyniki badań filogenetycznych szla­
ków kinaz białkowych MAP na poziomie MAPK, MAPKK 
i MAPKKK, wskazują na to, że w  toku ewolucji drożdżowy 
szlak HOG uległ duplikacji i dał początek szlakom kinaz 
MAP aktywowanych stresem bardziej złożonych organi­
zm ów eukariotycznych. W edług Pertseva i Shpakov, ewo­
lucja eukariotycznych szlaków przekazywania sygnałów 
komórkowych dokonała się najprawdopodobniej poprzez 
modyfikację dwuskładnikowego systemu regulacyjnego 
oraz wykształcenie z prokariotycznych prekursorów  kinaz 
serynowo-treoninowych eukariotycznej rodziny kinaz biał­
kowych. W toku dalszej ewolucji, kiedy powstawały orga­
nizmy wielokomórkowe, kinazy MAP zaczęły odgrywać 
rolę w  przekazywaniu sygnałów komórkowych pochodzą­
cych nie tylko ze środowiska zewnętrznego organizmu, ale 
również w komunikacji między poszczególnymi komórka­
mi tego samego organizmu. Wiązało się to z rozwojem m.in. 
układu immunologicznego, nerwowego oraz dokrewnego 
[27].

SZLAKI KINAZ MAP W PRZEBIEGU CHORÓB 
NEUROZWYRODNIENIOWYCH

Jak napisano wyżej u ludzi istnieją szlaki kinaz białko­
wych MAP, regulujące wiele aspektów naszej fizjologii (Ryc. 
2). W uproszczeniu szlak ERK bierze udział w przekazyw a­
niu sygnałów komórkowych aktywowanych czynnikami 
w zrostu i mitogenami, zaś szlaki JNK i p38 są aktywowane 
stresem biotycznym lub abiotycznym [26]. Zadaniem  tych 
drugich jest przywrócenie homeostazy komórkowej lub, 
jeżeli jest to niemożliwe, indukcja apoptozy. Prawidłowe 
funkcjonowanie szlaków jest więc w arunkiem  właściwego 
rozwoju i funkcjonowania organizm u człowieka, zaś skutki 
zaburzeń dróg przekazywania sygnałów w komórce mogą 
być dramatyczne. W ostatnich kilku latach pojawiły się do­
niesienia o zaburzeniach w praw idłow ym  funkcjonowaniu 
szlaków kinaz MAP w chorobach neurodegeneracyjnych, 
co będzie tematem dalszej części niniejszego opracowania. 
Przyczyny oraz molekularne mechanizmy przebiegu tych 
chorób nie są szczegółowo poznane, dlatego ich leczenie 
ciągle nie jest skuteczne. Być może badania nad przekazy­
waniem sygnałów kom órkowych przyczynią się do odkry­
cia sposobu ich skutecznej terapii.

CHOROBA ALZHEIMERA

Choroba Alzheimera jest to choroba neurodegeneracyjna, 
charakteryzująca się niepraw idłow ym  funkcjonowaniem
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ośrodkowego układu nerwowego, w  tym zakłóceniami w 
tej części mózgu, która jest odpowiedzialna za czynności 
poznawcze oraz pamięć. Rozwój choroby prowadzi do de- 
mencji (otępienia). Nazwa schorzenia pochodzi od nazwiska 
niemieckiego psychiatry Aloiza Alzheimera, który w  latach 
1901-1906 monitorował przebieg rozwoju otępienia u swojej 
pacjentki Augusty D, a poczynione obserwacje przedstawił 
na forum medycznym. Zapadalność na chorobę Alzheimera 
wzrasta z wiekiem. Szacuje się, że dotyka ona około 8-12% 
ludzi po 65 roku życia oraz 40-50% po 85 roku życia [28-30], 
W mózgu osób chorych obserwuje się tzw. blaszki starcze 
oraz splątki białkowe. Głównym składnikiem blaszek star­
czych jest amyloid A[342. Powstaje on z transbłonowego 
białka prekursorowego APP (ang. amyloid prekursor protein), 
będącego glikoproteiną o dotychczas nieznanej funkcji. APP 
jest intensywnie syntetyzowane w synapsach nerwowych. 
Większość białka APP ulega proteolitycznemu cięciu przez 
a-sekretazę, a następnie y-sekretazę, prowadząc do pow sta­
nia nieamyloidogennych peptydów. Alternatywnie, białko 
APP może być trawione przez (3-sekretazę i y-sekretazę, 
powodując powstanie amyloidogennego fragmentu A(342 
oraz fragmentu C-końcowego białka APP, AICD (Ryc.4A). 
Mogą także powstawać peptydy nieznacznie różniące się 
długością: A|340, A(342, Ap36. Większość A(340 i Ap42 jest 
wydzielana na zewnątrz komórek, zaś w ew nątrzkom órko­
we A[342 powodują mitochondrialny stres oksydacyjny. W 
regulacji ekspresji genów kodujących sekretazy biorą udział 
szlaki kinaz białkowych MAP [31-34], Szlak kinazy ERK 
stymuluje ekspresję genu a-sekretazy, promując w ytw arza­
nie niefibrynogennych peptydów, zaś aktywacja szlaków 
stresu tj. p38 i JNK stymuluje ekspresję genu [3-sekretazy, 
odpowiedzialnej za powstawanie neurotoksycznego amy- 
loidu A(342.

Peptydy Ap mogą występować w formie rozpuszczal­
nych mono- lub oligomerów, jak również włókien składają­
cych się z dużych agregatów białkowych, które precypitują 
tworząc w spom niane blaszki starcze. Najbardziej fibryno- 
genny a zarazem neurotoksyczny jest peptyd Ap42. Wy­
kazano jednak, że również rozpuszczalne formy amyloidu 
Ap42 mogą prowadzić do zaburzeń w przekaźnictwie neu- 
ronalnym. Mianowicie peptyd ten może wiązać się do recep­
tora RAGE (ang. receptor for advanced glycation end produkt) 
[35], Należy on do rodziny immunoglobulin i jest zdolny do 
wiązania różnych ligandów, regulując m.in. migrację i róż­
nicowanie komórek nerwowych w czasie ontogenezy czy 
procesy powstawania stanów zapalnych [36,37]. W ewnątrz­
komórkowa domena receptora RAGE bierze udział w ak­
tywowaniu szlaków przekazywania sygnałów, w  tym szla­
ków kinaz białkowych MAP [38,39]. W tym miejscu warto 
wspomnieć, że w komórkach człowieka szlaki MAP: ERK, 
p38 oraz JNK odgrywają istotną rolę w  regulacji tzw. pla­
styczności synaptycznej, czyli zdolności układu nerwowego 
do zmiany napięcia synaptycznego. Na plastyczność składa 
się m.in. długotrwałe wzmocnienie synaptyczne (LTP, ang. 
long-term potentiation), polegające na wzmocnieniu kom uni­
kacji między dw om a neuronami pre- i postsynaptycznym. 
Może ono polegać na zwiększeniu wrażliwości neuronu 
postsynaptycznego na neuroprzekaźniki, wysyłane przez 
komórkę presynaptyczną. Zwiększona wrażliwość może 
być skutkiem podwyższonej aktywności lub liczby recepto­
rów na powierzchni neuronu postsynaptycznego. Procesem
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Rycina 4. Szlaki kinaz białkowych MAP w  przebiegu choroby Alzheimera. (A) Fibrynogenny amyloid Ap42, głów ny składnik 
blaszek starczych, powstaje w w yniku protelitycznego cięcia białka prekursorow ego APP przez  (3- i y-sekretazy. Ekspresja genu 
P-sekretazy jest regulow ana przez szlaki kinaz b iałkow ych MAP: pozytyw nie-przez szlak JNK i p38, zaś negatyw nie przez szlak 
ERK. (B) Ap42 w iąże się do  receptora RAGE, który aktywuje szlaki kinaz białkowych M AP w  kom órkach nerw ow ych. Szlaki te 
biorą udział w regulacji plastyczności synaptycznej, która jest podstaw ą uczenia się i pamięci. Zaburzenia praw idłow ej regulacji 
szlaków kinaz białkowych M AP pow odują  zaburzenia p rzekazyw ania sygnałów. D latego jednym i z pierw szych objawów cho­
roby A lzheim era są zaburzenia czynności poznaw czych i pamięci krótkoterm inowej. (C) Am yloid Ap42 pow oduje  aktywację 
szlaku p38 w  kom órkach mikrogleju, które w  odpow iedzi wydzielają czynnik m artw icy now otw oru  TN Fa oraz interleukinę 1. 
Powoduje to  aktywację szlaku p38 w  astrocytach. Komórki te w ydzielają tlenek azotu (NO) oraz interleukinę ip .  Cytokiny proza- 
palne aktyw ują szlaki kinaz MAP w kom órkach nerw ow ych, co przyczynia się do indukcji apoptozy. (D) Dimeryzacja białka APP 
stabilizowana m.in. przez jego fosforylację katalizowaną przez kinazy JNK pow oduje aktywację szlaku p38. A ktyw na kinaza p38 
fosforyluje białko Tau, przyczyniając się do pow staw ania  splątków  neurofibrylarnych. N a podstaw ie  [42,43], zm odyfikow ano.

przeciwstawnym  jest długotrwałe osłabienie synaptyczne 
(ang. long-term depression). Plastyczność synaptyczna jest 
podstaw ą procesów uczenia się i pamięci [40,41]. Związanie 
Ap42 do receptora RAGE prow adzi do zaburzeń praw idło­
wego funkcjonowania szlaków kinaz białkowych MAP w 
neuronach i, konsekwentnie, do zaburzeń w plastyczności 
synaptycznej. Dlatego właśnie zaburzenia czynności po­
znawczych i pamięci krótkoterminowej są pierwszymi ob­
jawami choroby Alzheimera (Ryc. 4B) [42].

W chorobach neurozwyrodnieniowych, w tym  w choro­
bie Alzheimera, obserwuje się przewlekły stan zapalny m ó­
zgu. Wiąże się to z aktywacją przez A(342 komórek mikro­
gleju. W skutek aktywacji szlaku kinaz MAP, p38, komórki 
te wydzielają czynnik martwicy now otw oru TNF oraz in­
terleukinę 1. Cytokiny te aktywują następnie szlak p38 w
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astrocytach, które wydzie­
lają tlenek azotu oraz inter­
leukinę 1, przyczyniając się 
do rozwoju stanu zapalnego 
w mózgu. Cytokiny proza- 
palne działają na komórki 
nerwowe w mózgu, w któ­
rych stymulują szlaki p38 
oraz JNK. Ich aktywacja 
powoduje hiperfosforylację 
białka Tau. (Ryc. 4C) [42-44], 
Jest to białko występujące 
w komórkach nerwowych, 
związane z mikrotubulami 
i odpowiadające za ich sta­
bilizację. Jego nadm ierną 
fosforylację, katalizowaną 
m.in. przez kinazę syntazy 
glikogenu (GSK-3P) obser­
wuje się w chorobach neuro­
zwyrodnieniowych. Hiper- 
fosforylacja białka Tau, w 
której biorą również udział 
kinazy ERK, JNK i p38 przy­
czynia się do powstawania 
w spom nianych wcześniej 
splątków białkowych (neu­
rofibrylarnych) w ewnątrz 
neuronów. Ich liczba jest 
związana ze stopniem na­
silenia choroby Alzheimera 
[Ryc. 4D) [45,46],

CHOROBA PARKINSONA

Choroba Parkinsona, 
zwana dawniej drżączką 
poraźną, dotyka 1% ludzi 
w wieku 40-60 lat. Jest to 
powoli postępująca, zw y­
rodnieniowa choroba ośrod­
kowego układu nerw ow e­
go. Jej nazwa pochodzi od 
nazwiska londyńskiego le­
karza, Jamesa Parkinsona, 
który jako pierwszy w 1817 
roku opisał jej przebieg. W 
patogenezie tego schorzenia 

dochodzi do zm ian zwyrodnieniowych neuronów dopami- 
nergicznych w istocie czarnej mózgu. Jak nazwa w skazu­
je, wytwarzają one neuroprzekaźnik, dopaminę, która jest 
odpowiedzialna za przekazywanie impulsu do mięśni, ko­
ordynację oraz napięcie mięśni. Dzięki temu ruchy zależ­
ne od naszej woli są płynne. Kiedy komórki, produkujące 
dopam inę ulegają zniszczeniu, wówczas tracimy kontrolę 
nad ruchami. W początkowym etapie chorych cechuje spo­
wolnienie oraz niezgrabność ruchowa. Po pew nym  czasie 
dochodzą zaburzenia równowagi, wreszcie trudności z 
wykonywaniem  naw et prostych czynności. Przyczyną u tra­
ty neuronów dopaminergicznych jest kumulacja tzw. ciał 
Lewiego, zawierających zmienione formy białka zwanego 
a-synukleiną [47].
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W w arunkach fizjologicznych a-synukleina uczestni­
czy w szeroko pojętym metabolizmie dopaminy, reguluje 
bowiem jej biosyntezę, magazynowanie, uwalnianie z pę­
cherzyków synaptycznych oraz wychwytywanie zwrotne 
z przestrzeni synaptycznej. Utrata fizjologicznej funkcji 
a-synukleiny może zachodzić wskutek mutacji w  genie ko­
dującym to białko. Ma to często miejsce właśnie w  chorobie 
Parkinsona [48]. W wyniku powstania nieprawidłowych 
form tego białka dochodzi do jego oligomeryzacji i agrega­
cji. Odkładanie się a-synukleiny w ciałach Lewiego pow o­
duje apoptozę komórek nerwowych. Zachodzi ona na sku­
tek stresu oksydacyjnego, stanu zapalnego oraz zaburzeń 
prawidłowego funkcjonowania szlaków kinaz białkowych 
MAP [49-51], Agregaty a-synukleiny powodują aktywację 
szlaków p38, ERK oraz JNK w komórkach mikrogleju [52], 
Produkują one wówczas cytokiny, takie jak: IL-ip, TNFa, 
oraz IL-6, które działając na sąsiadujące neurony dopami- 
nergiczne wywołują ostry stan zapalny. W astrocytach z 
kolei agregaty a-synukleiny indukują ekspresję genów ko­
dujących IL-6 oraz ICAM-1, co wywołuje ostry stan zapalny 
mózgu. Wszystko to sprzyja wywołaniu apoptozy komó­
rek nerwowych (Ryc. 5A). Ponadto agregaty a-synukleiny 
nagrom adzone w cytoplazmie powodują wytwarzanie 
wolnych rodników przez mitochondria neuronów  oraz 
uwolnienie cytochromu c. Aktywuje to szlak wew nętrzny 
apoptozy. Poza tym aktywna kinaza p38 powoduje fosfo- 
rylację białka p53, które z kolei indukuje ekspresję genów 
proapoptotycznego białka Bax, co sprzyja permeabilizacji
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Rycina 5. Szlaki kinaz białkowych MAP w  przebiegu choroby Parkinsona. (A) 
Agregaty a-synukleiny pow odują aktywację szlaków  kinaz białkowych MAP w 
kom órkach mikrogleju i w  astrocytach. W ydzielają one w ów czas cytokiny pro- 
zapalne (IL-ip, TN F-a i IL-6, ICAM-1), oddziałujące na  kom órki sąsiadujących 
neuronów  dopam inergicznych. Przedłużający się s tan  zapalny  indukuje ich 
apoptozę. (B) A gregaty a-synukleiny w kom órkach nerw ow ych  pow odują stres 
oksydacyjny. Skutkiem  tego jest uwolnienie cytochrom u c i indukcja apoptozy. 
Ponadto, aktyw na kinaza p38 katalizuje fosforylację białka p53, k tóre z kolei jest 
czynnikiem  transkrypcyjnym , indukującym  syntezę proapoptotycznego białka 
Bax. N a podstaw ie [43], zm odyfikowano.

zewnętrznej błony mitochondrialnej [53,54] prowadząc w 
efekcie do apoptozy (Ryc.5B).

W chorobie Parkinsona często obserwuje się mutacje w 
genie, kodującym białko parkinę oraz DJ-1. Jak się okazu­
je ma to również związek z aktywacją szlaków kinaz biał­
kowych MAP. Parkina jest to ligaza ubikwitylowa E3, do 
substratów której należą m.in. a-synukleina. Mutacje par- 
kiny powodują spadek jej aktywności, co jest związane z 
wystąpieniem rodzinnej, młodzieńczej postaci choroby 
Parkinsona. Trudno jest określić, czy w adliw a degradacja 
białek w systemie zależnym od ubikw ityny spow odow ana 
mutacjami w genie parkiny jest przyczyną czy skutkiem 
choroby Parkinsona. Ogólnie, m ożna powiedzieć, że neu- 
roprotekcyjna rola parkiny polega na udziale w  degra­
dacji białek toksycznych dla neuronów  oraz w  usuwaniu 
uszkodzonych mitochondriów przez autofagię. Parkina 
ma działanie antyapoptotyczne dla komórek nerwowych, 
dzięki ham owaniu szlaku kinaz MAP-JNK. Mutacje w ge­
nie kodującym to białko powodują zaburzenia tej funkcji 
i aktywację kinazy JNK, co przyczynia się do wywołania 
apoptozy neuronów  dopaminergicznych [55,56]. DJ-1 jest 
to neuroprotekcyjne białko o aktywności peroksydazy oraz 
koaktywatora transkrypcyjnego. Przypuszcza się, że chroni 
ono mitochondria przed stresem oksydacyjnym, bowiem 
wyłączenie genu kodującego DJ-1 powoduje produkcję 
dziesięciokrotnie większej ilości tlenku azotu w astrocytach 
w odpowiedzi na LPS. Ekspresja genu syntazy tlenku azotu 
jest stym ulowana przez szlak p38 w odpow iedzi na LPS, a 
DJ-1 hamuje aktywność tego szlaku. Podobnie jak parkina, 
DJ-1 hamuje aktywność szlaku JNK. Białko to oddziałuje 
bezpośrednio z kinazą MEKKI. Zm utow ane formy obu bia­
łek tj. parkiny i DJ-1 powodują aktywację szlaku JNK i mają 
działanie proapoptotyczne [43,57,58]

Poza mutacjami w genach kodujących w /w  białka, w 
chorobie Parkinsona obserwuje się rów nież mutacje w  ge­
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nach kodujących białka: LRRK2 oraz PINK-1. LRRK2 jest 
dużym  białkiem, około 280kDa, które in vitro posiada ak­
tywność kinazy MAPKKK w stosunku do kinaz M KK3/6 i 
MKK4/7. Pink-1 z kolei jest to białko o aktywności m.in. ki­
nazy serynowo-treoninowej. Pełni funkcję ochronną wobec 
białek w czasie stresu oksydacyjnego [43],

STWARDNIENIE ZANIKOWE BOCZNE

Stwardnienie zanikowe boczne (ALS, ang. amylotrophic 
lateral sclerosis), nazywane jest także chorobą Leu Gehrin- 
ga. Był to znany amerykański bejsbolista, który zmarł na tę 
chorobę w 1941 roku, w wieku 37 lat. Jest to postępująca 
choroba prow adząca m.in. do zaniku neuronów  ruchowych 
(motorycznych). Uszkodzeniu ulega również kora mózgo­
wa, pień m ózgu i rogi przednie rdzenia kręgowego. W cią­
gu kilku lat postępujące ALS prow adzi do śmierci wskutek 
niewydolności układu oddechowego. Choroba pojawia się 
średnio około 50 roku życia u 1-2 osób na 100 000 rocznie. 
Większość przypadków  ALS określa się jako sporadyczne 
( SALS, ang. sporadic ALS), zaś część, tj. około 10% jako ro­
dzinne (FALS, ang. familial ALS) [59,60], Około 20% chorych 
na FALS posiada mutacje w  genie kodującym dysm utazę 
ponadtlenkow ą (SOD1). Jest to enzym, katalizujący reak­
cję: 2 0 /  +2H+ —> H 20 2 + 0 2 Istnieje ścisła zależność między 
istnieniem zm utow anych form dysm utazy a aktywacją 
szlaków kinaz białkowych MAP prowadzącą do apoptozy 
neuronów  motorycznych. Wykazano, że nieprawidłowe 
formy SOD1 pow odują powstanie w arunków  stresowych 
w siateczce śródplazmatycznej i aktywację odpowiedzi na 
nadm iar niesfałdowanych białek (UPR, ang. unfolded protein 
response). Powoduje to aktywację szlaków kinaz p38 i JNK, 
które z kolei powodują indukcję apoptozy [61]. Jak to się 
dzieje? Jak w iadom o, siateczka śródplazm atyczna jest miej­
scem gdzie trafiają nowosyntetyzowane białka przezna­
czone do sekrecji lub wbudow ania w  błony komórkowe. 
W jej świetle znajdują się białka opiekuńcze, takie jak BiP/ 
GRP78, GRP94, które nadają białkom właściwą konforma­
cję. Niesfałdowane lub nieprawidłowo zwinięte białka są 
z pow rotem  kierowane do cytoplazmy (retrotranslokacja), 
gdzie po ubikwitylacji ulegają degradacji w  proteasomie 
(ERAD, ang. ER-associated degradation). Jeśli ilość niepra­
w idłow o sfałdowanych białek przewyższa zdolności kon­
trolne siateczki śródplazmatycznej, m ówim y o warunkach 
stresowych. Nagrom adzone w siateczce śródplazmatycznej 
niepraw idłow o zwinięte białka powodują oddysocjowanie 
od wewnętrznej powierzchni błony, białka GRP78, a tym 
sam ym  od znajdujących się w niej białek ATF6, PERK oraz 
IRE1, powodując ich aktywację. Białko ATF6 jako czynnik 
transkrypcyjny powoduje zwiększoną ekspresję genów nie­
których białek opiekuńczych, np. GRP78. PERK z kolei jest 
kinazą serynowo-treoninową, która fosforyluje podjednost- 
kę a  czynnika inicjacji translacji eIF2, co skutkuje zaham o­
waniem  syntezy większości białek. W wyniku aktywności 
ATR1 i PERK ma więc miejsce zmniejszenie zawartości nie­
praw idłow o zwiniętych białek w świetle siateczki śródpla­
zmatycznej. Aktywacja IRE-1 ma także w pływ  na zaham o­
wanie translacji białek. Ponadto IRE1 powoduje aktywację 
szlaku: TRAF2-ASK1-MKK4/  7-JNK, a więc szlaku kinaz 
białkowych MAP, który indukuje apoptozę [62-64], Tak 
więc aktywacja UPR prowadzi do redukcji stresu w RE, co 
sprzyja przeżyciu. Jednak przedłużający się stres może pro­
wadzić do apoptozy, poprzez indukcję CHOP, aktywację
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kaspazy 12, czy w  końcu indukcję wspomnianego szlaku 
kinaz białkowych MAP, JNK.

Wykazano, że zm utow ane formy dysm utazy ponad- 
tlenkowej (SOD1*) oddziałują z kompleksem białek od­
powiedzialnych za retranslokację niesfałdowanych białek 
przez błonę siateczki śródplazmatycznej do cytoplazmy w 
celu ich degradacji, a dokładnie z jednym  ze składników 
tego kompleksu, białkiem derlin-1. Przyłączenie SOD1* do 
białka derlin, powoduje zahamowanie retrotranslokacji źle 
sfałdowanych białek, co skutkuje ich kumulacją w  świetle 
siateczki śródplazmatycznej. Wywołuje to stres w siateczce 
śródplazmatycznej [65]. Przedłużający się stres powoduje 
indukcję apoptozy poprzez aktywację szlaku kinaz MAP: 
ASK1-MKK4/7-JNK. Opisane zjawisko ilustruje rycina 6.

W 2008 roku H arraz i wsp. [66] wykazali, że zarówno 
prawidłowe, jak i zm utowane formy dysm utazy ponad- 
tlenkowej oddziałują z białkiem Racl, należącym do GTPaz 
typu Rho. Białko to jest aktywatorem oksydazy NADPH 
(Nox), w  w arunkach redukujących. To transbłonowe białko 
katalizuje produkcję anionu ponadtlenkowego w komór­
kach immunologicznych takich jak komórki mikrogleju, 
który jest toksyczny dla patogennych mikroorganizmów. 
Zm utowane formy SOD1, mają jednak większe powino­
wactwo do białka Racl, powodując stałą aktywację białka 
Nox, nawet w w arunkach utleniających. Wywołuje to około 
dziesięciokrotne zwiększenie produkcji anionu ponadtlen­
kowego, który wydzielany jest poza komórkę. Ma on dzia­
łanie toksyczne dla sąsiadujących komórek. Czy oddziały­
wanie SOD1 z białkiem Racl, odgrywającym, jak wiadomo, 
istotną rolę w  przekazywaniu sygnałów komórkowych, ma 
w pływ na szlaki kinaz MAP, pozostaje do wyjaśnienia. Jest 
to praw dopodobne, wykazano bowiem ścisłą korelację po­
między obecnością zm utowanych form SOD1, a aktywno­
ścią szlaku p38 oraz JNK w neuronach motorycznych i ko­
mórkach mikrogleju. Wykazano, że kinazy te powodują nie­
prawidłową fosforylację neurofilamentów, co prowadzi do 
ich agregacji i zaburzenia funkcji cytoszkieletu neuronów 
motorycznych rdzenia kręgowego, przyczyniając się do ich 
degradacji [67,68]. Ponadto aktywna forma kinazy p38, po­
woduje aktywację proapoptotycznego szlaku związanego 
z receptorem Fas w neuronach motorycznych. Ta kinaza 
MAP aktywuje czynnik transkrypcyjny genu syntazy tlen­
ku azotu, który z kolei indukuje syntezę ligandu receptora 
Fas (FasL). Przyłączenie FasL do Fas prowadzi do pow sta­
nia kompleksu Disc (ang. Death-inducing signaling complex), 
indukując apoptozę (Ryc. 7) [43,69,70],

PODSUMOWANIE

Przekazywanie sygnałów jest niezbędnym  elementem 
utrzym ania homeostazy organizmów w zmieniających się 
warunkach środowiska. Rodzaj i mechanizm tego procesu 
zależy od stopnia złożoności danego organizmu. Jednym 
z istotnych elementów regulującym aktywność białek jest 
ich odwracalna fosforylacja katalizowana przez kinazy 
białkowe. U bakterii dominują dwuskładnikowe systemy 
regulacyjne związane z fosforylacją reszt histydyny i kw a­
su asparaginowego, choć posiadają one również enzymy 
modyfikujące łańcuchy białkowe w resztach serynowych, 
treoninowych, a nawet tyrozynowych. Komórki eukario­
tyczne wykształciły niezwykle bogatą rodzinę kinaz sery- 
nowo-treoninowych oraz tyrozynowych, które są w stanie
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Rycina 6. Zm utow ane formy SOD1 indukują stres siateczki śródplazm atrycznej. 
Przyłączają się do białka derlin-1, składnika kom pleksu, przez który transpor­
tow ane są n iepraw idłow e białka przeznaczone do degradacji. N agrom adzenie 
n iepraw idłow o sfałdow anych białek pow oduje tzw. stres siateczki śródplazm a- 
tycznej i indukuje m echanizm y odpow iedzi. Jednym  z m echanizm ów  aktyw o­
w anych w  odpow iedzi na przedłużający się stres siateczki śródplazm atycznej 
jest aktywacja szlaku kinaz białkowych MAP, JNK. W w yniku tego indukow ana 
jest apoptoza. Więcej szczegółów znajduje się w  tekście. N a podstaw ie  [61,64], 
zm odyfikowane.

sprostać ich zapotrzebowaniu na komunikację, nie tylko 
ze środowiskiem zewnętrznym, ale z innymi komórkami 
tego samego organizmu. Dlatego w raz ze w zrostem  stopnia 
złożoności danego organizm u eukariotycznego obserwuje 
się coraz większą liczbę genów kodujących białka szlaków 
sygnałowych. O istotnej roli, jaką te szlaki sygnałowe od­
grywają u ludzi, świadczy liczba i powaga chorób związa­
nych z nieprawidłowym  funkcjonowaniem szlaków kinaz 
MAP. Niekontrolowana proliferacja komórek prow adzi do 
nowotworzenia, zaś dysfunkcje szlaków odpowiedzialnych 
za reakcje na warunki stresowe — do powstania toksycz­
nych w arunków  indukujących apoptozę. W przypadku ob­
umierania komórek nerwowych mamy do czynienia z tzw. 
chorobami neurozwyrodnieniowym i jak ALS, choroba Al­
zheimera czy Parkinsona. Wszystkie wymienione choroby 
charakteryzuje obecność białek o niewłaściwej konformacji 
oraz stan zapalny mózgu [71]. Stan ten wyraża się aktywa­
cją komórek mikrogleju, syntezą mediatorów stanu zapal­
nego i tworzeniem wolnych rodników, szkodliwych dla 
komórek nerwowych. Stan zapalny to odpow iedź organi­
zm u na uszkodzenie lub infekcję, mająca na celu ochronę 
tkanki lub narządu. Przedłużający się stan zapalny mózgu

Rycina 7. (A) Szlaki kinaz białkowych M AP w  przebiegu ALS. Aktywacja kina­
zy p38 i JNK pow oduje fosforylację neurofilam entów, które tworząc agregaty, 
pow odują dysfunkcję cytoszkieletu, zmniejszając szansę kom órki na przeżycie. 
(B) Kinaza MAP, p38 aktywuje ekspresję genu syntazy tlenku azotu, k tóry z kolei 
indukuje syntezę białka FasL. Związanie tego białka do receptora indukuje apop ­
tozę. N a podstaw ie [43].

może jednak być szkodliwy i prowadzić do neurodegenera- 
cji. Być może zastosowanie kliniczne inhibitorów szlaków 
przekazywania sygnałów komórkowych, w  tym szlaków 
kinaz białkowych MAP dałoby nadzieję na zahamowanie 
stanu zapalnego mózgu. Chroniłoby to przed postępującą 
neurodegeneracją. Jednak z uwagi na udział szlaków kinaz 
białkowych MAP w regulacji wielu procesów w różnych 
narządach nie jest to proste. Inhibitory te powinny bowiem 
hamować izoformy kinaz, specyficzne dla danego organu, 
nie zakłócając innych procesów niezbędnych dla praw i­
dłowego funkcjonowania organizmu. Jak choćby można 
przywołać próby zastosowania inhibitorów szlaku JNK np. 
związek o nazwie CEP-1347. Jest to inhibitor kompetycyjny 
kinaz MLK (kinazy MAPKKK w szlaku JNK), tj. współza­
wodniczy z ATP o miejsce wiązania do MLK. Wykazano, że 
u myszy i małp, związek ten ma działanie neuroprotekcyj- 
ne. Obecnie trwają badania kliniczne III fazy nad zastoso­
waniem tego związku w terapii choroby Alzheimera i Par­
kinsona [73]. Kolejny związek hamujący aktywność szlaku 
JNK to SP600125, mający także działanie neuroprotekcyjne, 
co wykazano na modelach zwierzęcych. Prowadzone są 
również próby z zastosowaniem inhibitorów peptydowych, 
zawierających motywy JBD (ang. [NK-binding domains). Mo­
tywy te zawierają białka, które wiążą się do kinazy JNK np. 
c-Jun czy JIP-1. Istota działania tych inhibitorów polega na 
blokowaniu dostępu substratów do kinazy JNK, co unie­
możliwia ich fosforylację Więcej informacji na temat pierw ­
szych prób zastosowania inhibitorów znajdzie czytelnik w 
pracach [72-74],
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MAP kinase pathways - their evolution and role in some neurodegenerative diseases 
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ABSTRACT
The scientific literature is rich in reports concerning the participation of MAP kinases in various aspects of the physiology of different orga­
nisms. There are, however few  papers devoted to the evolution of these pathways. This paper offers a survey of the scientific literature descri­
bing how MAP kinase pathways have evolved. Why is the cascade of protein phosphorylation on serine, threonine and tyrosine residues more 
advantageous in Eucaryota than the two-component regulatory system, based on the phosphorylation of histidine and aspartic acid, which  
predominates in bacteria? How were these pathways formed and evolved? Finally, how important role do they play in the physiology of hu­
man organism? Disturbances in the proper functioning of the MAP kinase pathways lead to uncontrolled cell proliferation and the emergence  
of various diseases including cancer. Because the average life span has lenghtened we hear more and more often about neurodegenerative di­
seases that lead to dementia or paralysis. Disturbances in the proper functioning of the MAP kinase pathways in neurodegenerative diseases  
have also been reported recently. Therefore, in this paper I present the current state of research on the dysfunction of these pathways in  three 
diseases: Alzheimer's, Parkinson's and amyotrophic lateral sclerosis (ALS).

90 w w w .postepybiochem ii.plhttp://rcin.org.pl

mailto:wojda@hektor.umcs.lublin.pl
http://www.postepybiochemii.pl


Bazy danych mikroRNA

STRESZCZENIE

Cząsteczki m ikroRN A  (miRNA) są m ałym i cząsteczkam i RNA, pełn iącym i kluczow e 
funkcje  w  regulacji w ielu  procesów  kom órkow ych. W iąże się z n im i nadzie je  na roz­

w iązanie szeregu problem ów  w spółczesnej m edycyny, b io technolog ii i innych n auk  b iolo­
gicznych. Liczba projektów  badaw czych na ich tem at, jak  rów nież  publikacji, n ieustann ie  
rośnie, czem u tow arzyszy przyrost danych oraz liczby baz danych. A ktualn ie  istn ie je  51 baz 
danych m iRNA, a ich liczba dynam iczn ie  w zrasta, przez co coraz trudn ie j jest się po nich 
poruszać. D odatkow o, niem ałym  prob lem em  stały się tak ie  zjaw iska, jak  niew ystarczająca 
dokum entacja  lub  n iska jakość danych czy in terfe jsu  graficznego. N adzieją na rozw iązanie 
tych problem ów  jest stale podnoszący się standard  baz danych, tendencja  do tw orzenia z in ­
tegrow anych system ów  bazodanow ych, udostępn iających  dane zaw arte w  k ilk u  tem atycz­
nych bazach danych w jednolitym  form acie oraz system ów  do autom atycznego pozyskiw a­
nia  inform acji.

WPROWADZENIE

Cząsteczki miRNA są małymi, niekodującymi cząsteczkami RNA, pełniącymi 
liczne regulatorowe funkcje w  komórkach zwierząt i roślin. miRNA regulują 
między innymi odpowiedź na stres środowiskowy [1], szlaki przekazywania 
sygnałów [2] czy procesy rozwojowe [3]. Liczne miRNA powiązano z chorobami 
u człowieka, takimi jak na przykład białaczka [4], rak trzustki [5] czy choroba 
Alzheimera [6]. Z tych pow odów  identyfikacja miRNA i poznawanie ich funkcji 
stało się niezwykle w ażnym  zagadnieniem  nie tylko w biologii molekularnej, ale 
również w  naukach medycznych i rolniczych.

Powstawanie dojrzałych cząsteczek miRNA przebiega w kilku etapach [7], 
Najpierw gen miRNA ulega transkrypcji z udziałem polimerazy RNA II lub III. 
Powstały transkrypt, zwany pri-miRNA, podlega dalszej obróbce - cięciom ka­
talitycznym, prowadzącym do otrzymania tzw. cząsteczki pre-miRNA, zwykle 
o długości 50-100 nukleotydów. Cząsteczka ta posiada charakterystyczną struk­
turę drugorzędow ą typu spinki do włosów (ang. hairpin loop, stem-loop), w której 
m ożna wyróżnić część osiową (trzonek, ang. stem), zawierającą kom plem entar­
ne do siebie fragmenty sekwencji oraz pętlę z niesparowanym i nukleotydami. 
Dojrzałe miRNA jest wycinane z części osiowej pre-miRNA, po czym w budow a­
ne zostaje w kompleks wyciszający RISC (ang. RNA-Induced Silencing Complex), 
gdzie uczestniczy w procesach regulowania ekspresji genów na zasadzie cięcia 
docelowego mRNA bądź ham ow ania jego translacji.

W ciągu ostatniej dekady opracowano szereg algorytmów i program ów  kom­
puterow ych służących do identyfikacji i analizy funkcjonalnej miRNA in silico 
(metodami bioinformatycznymi). Jednocześnie pojawiły się innowacyjne techni­
ki laboratoryjne, służące do odkrywania nowych miRNA, analizy ich poziomu 
ekspresji czy funkcji molekularnych. Skutkiem zwiększonego zainteresowania 
tem atyką miRNA jest szybko narastająca ilość danych na ich temat. Znajduje to 
odzwierciedlenie w  liczbie artykułów o miRNA, których w samym 2010 roku 
opublikowano 4012, wobec jedynie 5 w  roku 2001 (Ryc. 1).

Głównym  pow odem  tak dynamicznego przyrostu danych są analizy skon­
centrowane na poszukiwaniach nowych miRNA, w oparciu o dane pochodzące 
z sekwencjonowania małych cząsteczek RNA technikami nowej generacji (NGS, 
ang. Next Generation Sequencing) oraz analizy in silico na poziomie genomów i 
transkryptomów. Znaczna ilość danych generowana jest również w trakcie kom­
puterow ych poszukiwań potencjalnych docelowych mRNA dla miRNA. Nie 
ulega zatem wątpliwości, że istnieje obecnie ogromne zapotrzebowanie na repo­
zytoria, które pozwalałyby na przeglądanie, filtrowanie i analizę danych. W od­
powiedzi na tę potrzebę powstało już 51 internetowych baz danych związanych 
z miRNA (PubMed, grudzień 2011), a ich liczba narasta coraz szybciej (Ryc. 2).
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R ycina 1. W zrost liczby publikacji na tem at miRNA. Stan na grudzień  2011 r.

Niestety, przyrost liczby baz danych, choć ogólnie jest po ­
zytyw nym  zjawiskiem, stwarza niemały kłopot użytkow ni­
kowi, chcącemu otrzymać potrzebne informacje. Wielokrot­
nie, aby uzyskać dostęp do istniejących danych na temat in­
teresującej nas cząsteczki miRNA, trzeba przeszukać kilka a 
naw et kilkanaście baz danych. Brakuje także repozytorium  
baz danych miRNA, dzięki któremu użytkownik mógłby 
poznać wszystkie dostępne źródła oraz dowiedzieć się ja­
kiego rodzaju dane są zdeponow ane w konkretnej bazie. 
Niniejsze opracowanie, będące przeglądem istniejących, 
opublikowanych baz danych miRNA, wychodzi naprzeciw 
potrzebom  użytkowników.

ŹRÓDŁA INFORMACJI W BAZACH DANYCH miRNA

Ilość, jakość oraz charakter informacji gromadzonych w 
bazach danych miRNA ściśle zależy od metody, która po­
służyła do ich otrzymania. Najogólniej, metody te można 
podzielić na in silico oraz eksperymentalne. Te pierwsze 
zwykle charakteryzują się wysoką czułością oraz niską 
specyficznością. Z tego pow odu nieustannie rozwijane są 
now e algorytmy pozwalające na obniżanie odsetka błęd­
nych danych. Metody eksperymentalne z kolei, choć zw y­
kle pozwalają na uzyskanie danych o dużo wyższej jakości, 
cechują się wysoką czaso- i pracochłonnością oraz wiążą się 
z wyższym i kosztami niż analizy bioinformatyczne. Dlate­
go jedynie znikoma część informacji zdeponowanych w ba­
zach danych posiada potwierdzenie eksperymentalne.

IDENTYFIKACJA miRNA

W przypadku metod in silico służących do identyfikacji 
miRNA, możemy wyróżnić dwie główne grupy. Pierw­
sza skupia m etody oparte na zachowaniu sekwencji i / lu b  
struktury  drugorzędowej miRNA, pozwalające na iden­
tyfikację ortologów i paralogów znanych już miRNA; nie 
znajdują one jednak zastosowania w przypadku poszuki­
wania miRNA należących do nowych rodzin. Druga grupa 
to algorytmy oparte na metodach nauczania m aszynowe­
go, takich jak ukryte modele M arkowa (HMM, ang. Hidden 
Markov Models), maszyna wektorów podpierających (SVM, 
ang. Supported Vector Machine) czy sieci neuronowe [8,9]. Ich 
zaletą jest zdolność do odkrywania nowych rodzin miRNA, 
jednakże muszą zostać odpowiednio w ytrenowane na w y­
sokiej jakości podzbiorze znanych miRNA -  zarówno pro­

ces trenowania, jak i przygotowanie odpowiedniego zbioru 
jest sporym  w yzw aniem  dla bioinformatyków.

M etody bioinformatyczne, zwłaszcza w przypadku ana­
liz przeprow adzanych na poziomie genomów, zwykle pro ­
w adzą do otrzymania znacznego odsetka fałszywie pozy­
tywnych wyników. W ostatnich latach sposobem na zmniej­
szenie tego problemu stało się wsparcie wyników w ygene­
rowanych poprzez analizę sekwencji genomowych danymi 
pochodzącymi z eksperym entów NGS, które dostarczają 
informacji na temat ekspresji - a więc istnienia - dojrzałego 
miRNA. Tak działają m.in. miRDeep [10] oraz miRanalyzer 
[11]. Istnieją również algorytmy, które poszukują miRNA 
w znacznikach sekwencji ulegających ekspresji (EST, ang. 
Expressed Sequence Tags) [12,13], bądź też wyłącznie w opar­
ciu o dane z eksperym entów NGS [14]. W tym drugim  przy­
padku zazwyczaj odkryw a się jedynie dojrzałe miRNA, 
jako że długość zsekwencjonowanych cząsteczek RNA jest 
mniejsza niż długość prekursorów  miRNA.

Badania eksperymentalne, które coraz częściej są niero­
zerwalnie powiązane z analizami in silico, koncentrują się 
na dostarczeniu dow odu eksperymentalnego na istnienie 
miRNA, jak również służą do weryfikacji przewidzianych 
kom puterowo funkcji miRNA. Eksperymentalne m etody 
służące do wykazania obecności miRNA i poznania po ­
ziomu ich ekspresji m uszą pokonać kilka trudności, takich 
jak mały rozmiar dojrzałych miRNA, brak ogonów poli(A) 
i znaczne podobieństwo sekwencji (a nawet identyczność) 
pomiędzy różnym i przedstawicielami tej samej rodziny 
miRNA. W ykorzystywane tutaj metody to qPCR (ang. quan­
titative Polymerase Chain Reaction), sekwencjonowanie, N or­
thern biot oraz mikromacierze. Zostały one wykorzystane z 
powodzeniem w wielu badaniach, niemniej jednak posia­
dają liczne techniczne ograniczenia. Na przykład niektóre 
z metod wymagają dużych ilości początkowego materiału 
(np. > 10 ąg całkowitego RNA), podczas gdy inne - w zbo­
gacenia RNA we frakcję małych RNA [15], Poza tym  niektó­
rych metod nie można stosować w eksperymentach wiel- 
koskalowych, jak N orthern biot, który jest czasochłonny i 
dodatkow o charakteryzuje się stosunkowo niską czułością.

Rycina 2. W zrost liczby baz danych m iRNA od 2004 r. Stan n a grudzień  2011 r.
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POZNAWANIE FUNKCJI miRNA

Poznanie docelowych mRNA dla miRNA ma kluczowe 
znaczenie podczas rozszyfrowywania ich funkcji regulato­
rowych. Stosowane tutaj m etody bioinformatyczne można 
podzielić na dwie kategorie. Programy i metody należące 
do pierwszej z nich sprawdzają komplementarność pozy­
cji 2-8 dojrzałego miRNA (tzw. regionu seed) z sekwencją 
3'UTR regulowanego mRNA, energię swobodną zwijania 
się kompleksu RNA-RNA oraz stopień zachowania między 
gatunkam i sekwencji dojrzałego miRNA i jego miejsca w ią­
zania na mRNA. W oparciu o te kryteria działają DIANA- 
-microT [16], RNAhybrid [17] czy microlnspector [18].

Druga kategoria metod oparta jest na nauczaniu m a­
szynowym. Sztandarowym  przykładem  jest tutaj program  
PicTar [19], który skanuje przyrównane do siebie sekwencje 
3'UTR w poszukiwaniu zachowanych w ewolucji fragm en­
tów, kom plem entarnych do regionu seed miRNA, a następ­
nie filtruje dupleksy mRNA-3'UTR na podstawie ich sta­
bilności termodynamicznej. Ostatecznie, każdy kandydat 
otrzymuje punktację wyliczaną z wykorzystaniem ukrytych 
modeli M arkowa (HMM).

Docelowe mRNA dla miRNA, które zostały przewidzia­
ne bioinformatycznie, powinny zostać potwierdzone m e­
todami laboratoryjnymi. Najlepiej, jeśli uda się wykazać, 
że para miRNA-mRNA spełnia wszystkie cztery poniższe 
kryteria [20],

a) Fizyczne oddziaływanie między miRNA a mRNA. 
Podejście eksperymentalne polega tutaj najczęściej na wklo- 
now aniu całej sekwencji 3'UTR potencjalnego genu docelo­
wego do plazm idu z otwartą ramką odczytu dla lucyferazy 
lub GFP (białko zielonej fluorescencji, ang. Green Fluorescent 
Protein). Plazmid i miRNA są transfekowane do komórek 
gospodarza, a następnie mierzy się aktywność lucyferazy 
bądź luminescencję.

b) Koekspresja in vivo mRNA i miRNA.
Koekspresję można sprawdzać szeregiem metod służących 
do badania poziomu ekspresji mRNA, jak Northern biot czy 
qPCR. Z kolei by wykazać koekspresję tkankowospecyficz- 
ną lub nawet na poziomie pojedynczej komórki, stosuje się 
hybrydyzację in situ, wykorzystując m.in. znakowane di- 
goksygeniną (DIG) antysensowne miRNA.

c) W pływ miRNA na ilość produktu  genu, będącego pod 
jego kontrolą.
Jeśli mRNA jest pod kontrolą określonego miRNA, ilość 
powstającego z niego białka powinna maleć w obecno­
ści miRNA. By to sprawdzić, komórki transfekuje się pla­
zmidem zawierającym sekwencję, która udaje docelowe 
mRNA, 'podkradając' miRNA. Skutkiem tego, poziom 
praw dziw ego docelowego mRNA oraz odpowiedniego 
białka powinien być wyższy niż w przypadku próby kon­
trolnej bez plazmidu. Ilość białka spraw dza się metodą We­
stern biot. Alternatywnie, do wykazania różnic w ekspresji 
białka m ożna wykorzystać test immunoenzymatyczny ELI­
SA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).
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d) Regulacja mRNA poprzez miRNA wiąże się z m odyfi­
kacją odpowiedniej funkcji biologicznej.
W zależności od regulowanego mRNA, często możliwe jest 
zaobserwowanie odpowiednich zmian fenotypowych. By je 
dostrzec, stosuje się tutaj szeroki wachlarz technik biologii 
molekularnej, jako że zmiany mogą dotyczyć na przykład 
szlaków przekazywania sygnałów, podziałów komórek, ich 
różnicowania, programowanej śmierci czy migracji kom ó­
rek.

BAZY DANYCH miRNA

Dzięki analizom bioinformatycznym i m olekularnym  po ­
siadamy coraz więcej informacji o miRNA i ich roli w  szla­
kach metabolicznych i regulatorowych. Towarzyszy tem u 
zapotrzebowanie na klasyfikowanie danych i stworzenie 
szybkich systemów służących do ich przechowywania i 
przeszukiwania. W rezultacie powstały liczne interneto­
we bazy danych miRNA, które kolekcjonują sekwencje 
miRNA, a także różnego rodzaju dane dotyczące ich bio­
logii, włączając regulowane przez nie geny czy profile eks­
presji w  różnych tkankach. Poniżej omówionych zo­
stało kilka baz danych miRNA, reprezentujących różne kie­
runki badań nad miRNA. Dodatkowo przedstawiono bazę 
miRNEST, która jest próbą integracji danych zawartych w 
różnych bazach danych w ramach jednolitego systemu ba­
zodanowego. Krótka charakterystyka 51 opublikowanych 
do tej pory baz danych miRNA znajduje się w Tabeli 1.

miRBase
Baza miRBase jest referencyjnym repozytorium  sekwencji 
miRNA [21]. W wersji 17 obejmuje 16 772 sekwencje p reku r­
sorów miRNA (pre-miRNA) i 19 724 sekwencje dojrzałych 
miRNA ze 153 gatunków. Główne zadania spełniane przez 
tę bazę danych to utrzym ywanie konsekwentnego system u 
nazewnictwa nowych miRNA oraz pełnienie funkcji cen­
tralnego repozytorium  opublikowanych sekwencji miRNA.

Każdy wpis w  bazie, oprócz nazwy i sekwencji dojrza­
łego miRNA i pre-miRNA, zawiera num er dostępu, które­
go format jest stały i nie ulega zmianie pomiędzy wersjami 
bazy danych. W przypadku, gdy znane są sekwencje geno- 
mowe gatunku, udostępniane są współrzędne genom owe 
pre-miRNA. miRNA są dzielone na rodziny, w których ob­
rębie znajdują się homologiczne geny miRNA. Użytkownik 
korzystający z miRBase może uzyskać dostęp do danych, 
poprzez i) przeglądanie wszystkich dostępnych w pisów  
w bazie, ii) przeszukiwanie na podstawie podobieństwa 
do zadanej sekwencji, iii) podanie przedziałów w spółrzęd ­
nych genomowych, iv) wyszukiwanie z użyciem słów k lu ­
czowych, v) masowe ściągnięcie wszystkich dostępnych 
danych. miRBase znajduje się pod adresem h t tp : / /w w w . 
mirbase.org/.

miRNEST
miRNEST [12] kolekcjonuje zwierzęce, roślinne i w iruso ­
we miRNA. Centralną część tej bazy danych stanowią 10 
004 miRNA ze 199 gatunków roślin oraz 221 gatunków  
zwierząt, zidentyfikowane metodą bioinformatyczną. Po­
szukiwanie nowych miRNA zostało przeprow adzone z 
wykorzystaniem sekwencji EST w oparciu o zachowanie
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sekwencji dojrzałego miRNA (identyfikacja homologów 
znanych już miRNA). W przypadku 29 gatunków  do pre- 
-miRNA zm apowano odczyty pochodzące ze 192 bibliotek 
małych RNA pobranych z bazy GEO (ang. Gene Expression 
Omnibus) [22], Dodatkowo, miRNEST został wyposażony 
w dane pochodzące z 13 zewnętrznych baz danych miR­
NA oraz dw u publikacji. Dane te dotyczą sekwencji miR­
NA (miRBase [21], microPC [13], PMRD [23]), ich ekspresji 
(phenomiR [24], dbDEMC [25]), polimorfizmów (Patrocles 
[26]), docelowych mRNA i funkcji miRNA (miRDB [27], 
miRTarBase [28], miRecords [29], PMRD [23], ASRP [30]), 
regulacji miRNA i ich prom otorów (dPORE-miRNA [31], 
PMRD [23]), genomiki (CoGemiR [32]) oraz imprintingu 
(ncRNAimprint [33]). Wszystko to sprawia, że miRNEST 
jest obecnie największym repozytorium  miRNA, obejmują­
cym 544 gatunki, gromadzącym dane pochodzące z wielu 
źródeł i udostępniającym je w  jednolitym formacie. Istnieje 
tutaj możliwość przeszukiwania i przeglądania danych, a 
także w ykonywania podstawowych analiz, takich jak prze­
szukiwanie program em  BLASTN [34] czy też przyrównanie 
wielu sekwencji program em  ClustalW [35]. Baza jest do­
stępna pod adresem h t tp : / / m irnest.am u.edu.pl.

miRecords
Baza miRecords [29] jest zintegrowanym  repozytorium 
informacji o interakcjach miRNA -  gen docelowy u zwie­
rząt. Dostępna pod adresem  http ://m irecords.b io lead.org  
baza podzielona jest na dwie części, jedna jest poświęcona 
miejscom docelowym miRNA, które zostały potw ierdzo­
ne eksperymentalnie, a druga -  miejscom przewidzianym  
in silico. W części poświęconej potw ierdzonym  miejscom 
docelowym zdeponow ane są informacje dotyczące 2 286 
interakcji pomiędzy 548 miRNA a 1 579 genami docelo­
wymi w 9 gatunkach zwierząt. Dane te pozyskano z lite­
ratury. Szczególny nacisk kładziony jest na systematyczną 
i dobrze zorganizowaną dokumentację eksperymentalnych 
dow odów  na istnienie interakcji pom iędzy miRNA a da­
nym genem. Druga część bazy miRecords poświęcona jest 
miejscom docelowym przewidzianym  za pomocą aż 11 róż­
nych program ów bioinformatycznych (Tab. 1, pozycja 16). 
Dostęp do informacji o potwierdzonych i przewidzianych 
miejscach docelowych możliwy jest poprzez wyszukiwarki 
umieszczone na głównej stronie bazy. Interakcji miRNA- 
-gen można szukać poprzez w prow adzenie nazw y gatun­
ku, nazwy miRNA oraz opcjonalnie nazw y bądź num eru 
dostępu genu docelowego. Na stronie wyników w yszu­
kiwania w  każdym  wierszu zawarta jest nazw a miRNA, 
nazw a i num er identyfikacyjny docelowego genu w bazie 
RefSeq [36], odnośnik do szczegółowych danych na temat 
interakcji miRNA z genem docelowym oraz informacje na 
temat interakcji miRNA-gen w ygenerowane przez każdy z 
11 programów. Główna strona bazy miRecords umożliwia 
dostęp do dokumentacji projektu, jak również pozwala ścią­
gnąć zawartość bazy w postaci arkusza program u Excel.

miR2Disease
Baza miR2Disease [37] jest repozytorium  informacji na te­
mat regulowania genów przez miRNA w różnych choro­
bach u człowieka. W tej adnotowanej przez kuratorów  ba­
zie znajdują się 3 273 powiązania pom iędzy 349 sekwencja­
mi miRNA a 163 chorobami, w prow adzone na podstawie 
przeanalizowania ponad 100 artykułów z serwisu PubMed.
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Każdy wpis zawiera szczegółowe informacje o związku 
miRNA-choroba, takie jak num er identyfikacyjny miRNA 
(ID), nazwa choroby, krótki opis występującego związku, 
wzór ekspresji miRNA i sposób w jaki analizowano eks­
presję miRNA, eksperymentalnie potw ierdzone docelowe 
mRNA dla miRNA oraz odnośniki do literatury. Wszyst­
kie wpisy odnośnie terminologii chorób zostały zorgani­
zowane według kontrolowanego słownictwa medycznego 
wykorzystującego Jednolity System Języka Medycznego 
(UMLS, ang. Unified Medical Language System) [38], O prócz  
łatwego w obsłudze systemu wyszukiw ania za pomocą 
miRNA ID, nazwy choroby lub genów będących celem dla 
miRNA, prezentowane są użytkownikowi odnośniki do in­
nych baz danych miRNA, zawierających dalsze informacje 
o wyszukiwanej frazie lub miRNA ID. Dodatkow ą zaletą 
systemu zaimplementowanego w  miR2Disease jest funkcja 
przeszukiwania rozmytego (ang. fu zzy  search), pozwalająca 
w połączeniu z kontrolowanym słownictwem medycznym 
na znalezienie w  bazie informacji o zw iązku miRNA-cho­
roba nawet w  przypadku, gdy użytkownik nie zna dokład­
nej nazwy choroby zapisanej w bazie danych. Użytkownik 
ma ponadto możliwość przesłania własnych informacji o 
powiązaniach miRNA-choroba, które po analizie przez ku ­
ratorów bazy mogą zostać dodane do miR2Disease. Baza 
miR2Disease jest dostępna pod adresem h ttp ://w w w .m ir-  
2disease.org/.

PhenomiR
Baza PhenomiR (h ttp ://m ips.helm holtz-m uenchen .de/ 
phenomir) jest źródłem informacji o ekspresji miRNA w 
chorobach i procesach biologicznych [24]. Zaw arte w  bazie 
dane pochodzą z 296 artykułów opisujących 542 przypad ­
ki deregulacji miRNA. Każdy przypadek zapisywany jest 
w  bazie danych z takimi informacjami na tem at miRNA i 
w arunków  eksperymentu, jak charakter zm iany ekspre­
sji miRNA (wzrost lub spadek), m etoda eksperymentalna 
(mikromacierze, RT-PCR, Northern biot), wskaźnik zmiany 
poziomu ekspresji miRNA czy pochodzenie próbki biolo­
gicznej. Każdemu wpisowi przyporządkow any jest num er 
PubM ed ID oraz odnośnik do odpowiedniej publikacji w 
serwisie PubMed. Do adnotacji miRNA wykorzystane zo­
stały dane z miRBase [21]. Adnotację chorób przeprow a­
dzono w oparciu o OMIM Morbid M ap (ang. Online Men- 
delian Inheritance in Man Morbid Map) [39], alfabetyczny spis 
chorób opisanych w  OMIM. Przewagą OMIM M orbid Map 
nad takimi słownikami chorób, jak DO (ang. Disease Ontol- 
ogy) lub MeSH (ang. Medical Subject Heading) jest zawarcie 
dodatkowych informacji dotyczących choroby, wliczając 
cechy kliniczne, genetykę populacji i pow iązane z nią geny. 
Adnotację procesów biologicznych przeprow adzono zgod­
nie z terminami zawartymi w Gene Ontology [40], nato­
miast w przypadku linii komórkowych i tkanek -  w ykorzy­
stując BTO (ang. Brenda Tissue Ontology) [41].

INNE BAZY DANYCH miRNA

W Tabeli 1 wyszczególnionych zostało 51 baz danych 
poświęconych miRNA. Oprócz nich istnieją bazy danych o 
szerszym zakresie gromadzonych danych, które grom adzą 
dane na temat miRNA, jednak nie jest to podstaw ow e zada­
nie, jakie spełniają. Należy tutaj wspomnieć przede wszyst­
kim przeglądarki genomowe (UCSC Genome Browser [42],
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Tabela 1. Istniejące bazy danych miRNA.

Nr
Nazwa bazy 

danych
Gatunki (liczba ) Rodzaj danych Metody i źródła danych PMID*

1 miRBase
zwierzęta, rośliny, 
w irusy (153)

opublikow ane m iRNA, referencyjne 
źródło adnotacji m iRNA

literatura, dane od użytkow ników , 
program  RNAfold

20205188

2 PMRD rośliny (123)
przew idziane in silico miRNA, ich 
ekspresja i mRNA docelowe

literatura, eksperym enty 
m ikrom acierzowe

19808935

3 microPC rośliny (125) przew idziane in silico miRNA
algorytm  do identyfikacji 
m iRNA w  sekwencjach EST

19660144

4 miROrtho zw ierzęta (46) przew idziane in silico miRNA
program y: R-COFFEE, 
RNAplfold, RNAalifold

18927110

5 Vir-Mir db w irusy  (1491) przew idziane in silico miRNA
program  Srnaloop, 
baza danych NCBI

17702763

6 miRNAMap zw ierzęta (13)
potw ierdzone eksperym entalnie 
miRNA i ich m RNA docelowe

program y: m iRanda, RNAhybrid, 
TargetScan, eksperym enty qPCR

16381831

7 GrapeMiRNA winorośl przew idziane in silico miRNA program  FindMiRNA 19563653

8 miRNEST
zwierzęta, rośliny, 
grzyby (544)

miRNA przew idziane in silico i / lu b  
potw ierdzone eksperym entalnie, 
mRNA docelowe, polim orfizm  
i regulacja ekspresji m iRNA

literatura, algorytm  do 
identyfikacji miRNA w 
sekwencjach EST, 13 baz danych 
m iRNA (patrz: podrozdział 
miRNEST), GEO, NCBI

22135287

9
miRWalk
(dawniej:
Argonautę)

człowiek, 
mysz, szczur

przew idziane oraz potw ierdzone 
mRNA docelowe

bazy danych: GenBank, Ensembl, 
miRBase, program y: DIANA- 
microT, miRanda, miRDB, PicTar, 
PITA, RNA22, TargetScan/ 
TargetScanS, miRW alk

21605702

10 HOCTAR człowiek mRNA docelowe
programy: miRanda, 
TargetScan, PicTar.

21435384

11 RepTar człowiek, m ysz
przew idziane in silico 
mRNA docelowe

now y algorytm  oparty 
na założeniu, że miRNA 
może posiadać więcej niż 
jedno miejsce w iązania do 
pojedynczej sekwencji UTR

21149264

12 miRTarBase
zwierzęta, rośliny, 
w irusy  (14)

mRNA docelowe literatura 21071411

13 miRGator człowiek, mysz
mRNA docelowe m iRNA 
i ich ekspresja, pow iązania 
miRNA z chorobam i

bazy danych: PhenomiR, 
GEO, ArrayExpress, 
program y: targetScan, PITA, 
m iRanda, miRbridge

21062822

14 starBase

człowiek, mysz, C. 
elegans, rzodkiewnik 
pospolity, ryż, 
winorośl

mRNA docelowe
eksperym enty CLIP-Seq 
i Degradom e-Seq

21037263

15 miRSel
człowiek, 
mysz, szczur

mRNA docelowe
bazy danych: HGNC, MGD, 
Entrez Gene, Swiss-Prot Protein 
Database, miRGen, miRBase

20233441

16 miRecords zw ierzęta (9) mRNA docelowe

literatura, program y: 
DIANAmicroT, M icrolnspector, 
m iRanda, miTarget, MirTarget2, 
Nbm irTar, PicTar, PITA,
RN A 22, RN A Hybrid, 
TargetScan/T  argetScanS

18996891

17 TarBase zw ierzęta (6)
mRNA docelowe (tylko 
eksperym entalne)

literatura 18957447

18 miRDB
człowiek, mysz, 
szczur, pies, kura

mRNA docelowe oraz adnotacja 
funkcjonalna m iRNA

baza danych miRBase, 
now y algorytm  do szukania 
m RNA docelowych

18426918

19 MicroRNA.org
człowiek, mysz, 
szczur, m uszka 
owocowa, C. elegans

mRNA docelowe i ekspresja miRNA
literatura, program  miRanda, 
bazy danych: miRBase, UCSC

18158296

20 MiRonTop
człowiek, 
mysz, szczur

mRNA docelowe
bazy danych: miRBase, NCBI, 
program y: Targetscan, MicroCosm 
Targets, M iranda, PicTar

20959382
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21 CIRCUITSdb człowiek, m ysz
regulacja ekspresji miRNA przez 
czynniki transkrypcyjne

literatura, bazy danych: TransmiR, 
Tar Base, Myc Target Gene

20731828

22 mESAdb
człowiek, mysz, 
danio pręgowany

ekspresja miRNA i ich 
mRNA docelowych

bazy danych: Ensembl, miRBase, 
microCosm, HUGE, KEGG, GO

21177657

23 miRNeye m ysz ekspresja miRNA w  oku m yszy

eksperyment: hybrydyzacja 
RNA in situ z w ykorzystaniem  
m odyfikow anych 
nukleotydów  LNA

21171988

24 dbDEMC człowiek
ekspresja miRNA w  tkankach 
now otw orow ych

literatura 21143814

25 miReg człowiek regulacja ekspresji genów miRNA literatura 20693604

26 PuTmiR człowiek
regulacja ekspresji genów miRNA 
przez czynniki transkrypcyjne

bazy danych: miRBase, UCSC 20398296

27 S-MED człowiek ekspresja miRNA w  sarkom ie
eksperym enty z w ykorzystaniem  
system u BeadArrays

20212452

JSu>,

28 PhenomiR człowiek
ekspresja miRNA w  chorobach i 
różnych procesach biologicznych

literatura, bazy danych: OMIM 
Morbid Map, Gene Ontology, 
BRENDA Tissue Ontology

20089154

o
"a;u
O

T 3

C

29 miRGen zw ierzęta (11)
regulacja ekspresji miRNA, 
polim orfizm , mRNA docelowe

literatura, program  m athTM  
tool (szukanie TFBS), bazy 
danych: m am m alian m iRNA 
expression atlas, UCSC, dbSNP

19850714

ź
a
£ 30 TransmiR zwierzęta

regulacja ekspresji m iRNA przez 
czynniki transkrypcyjne

literatura, baza danych 
UCbase & miRfunc

19786497

<<
Z
Ci

31 miR2Disease człowiek ekspresja miRNA w  chorobach literatura, baza danych Tar Base 18927107

s
•Ł'in'u

32 GenomeTraFaC człowiek, mysz
regulacja ekspresji m iRNA przez 
czynniki transkrypcyjne

bazy danych: Homologene, 
NCBI, MGI, miRBase

17178752

M
a<S1

¿6
W 33 miSolRNA

pom idor,
rzodkiew nik
pospolity

ekspresja miRNA oraz ich funkcje 
w  szlakach metabolicznych

literatura 21059227

34

MirZ (dawniej:
mammalian
miRNA
expression atlas)

człowiek, 
mysz, szczur

ekspresja miRNA
eksperymenty sekwencjonowania 
w  technologii NGS

17604727

35 mirEX
rzodkiewnik
pospolity

ekspresja miRNA eksperym enty real-tim e PCR 22013167

36 mimiRNA człowiek ekspresja miRNA

literatura, programy: TargetScan, 
RNA22, PicTar, algorytm  
ExParser, bazy danych: H ypertext 
cell line database, m am m alian 
miRNA expression atlas, GEO

19933167

37 mirConnX człowiek, mysz regulacja ekspresji miRNA

bazy danych: TarBase, miRBase, 
DBTSS, UCSC, The Eukaryotic 
Prom oter Database, program y: 
CoreBoost_HM, PITA, miRANDA, 
TargetScan, RNA hybrid, Pictar

21558324

38 miRvar człowiek
polim orfizm  i jego funkcjonalne 
konsekwencje

literatura, bazy danych: SNPdb, 
UCSC Genome Browser, miRBase, 
programy: PHDcleav, RISCbinder

21618345

39 Patrocles zw ierzęta (7)
polim orfizm  miRNA i 
mRNA docelowych

literatura, bazy danych: miRBase, 
Ensembl, program  RNAfold

19906729

£

1 40 PolymiRTS człowiek, m ysz polim orfizm  w  mRNA docelowych bazy danych: dbSNP, miRBase 17099235
o
£
o

C h 41 dPORE-miRNA człowiek
polim orfizm  i regulacja 
ekspresji miRNA

bazy danych: UCSC, PhenomiR, 
Tarbase, KEGG, program  
BIOBASE MATCH

21326606

42 dbSMR człowiek polim orfizm  miRNA
bazy danych: miRBase, 
Ensembl, program y: m iRanda, 
RNAHybrid, TargetScan

19371411
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43
UCbase & 
m iR func

człowiek, 
mysz, szczur

funkcje miRNA; konserwacja 
sekwencji m iRNA

bazy danych: miRBase, 
UCSC, NCBI

18945703

44 m iR N A path
człowiek, mysz, 
szczur, kura

udział m iRNA w  ścieżkach 
m etabolicznych

bazy danych: miRBase, 
miRGen, miRGen, KEGG

18058708

F
u

n
k

cj
e

45 miRo człowiek pow iązania m iRNA-fenotyp

bazy danych: miRBase, 
m am m alian miRNA expression 
atlas, miRecords, NCBI, GO, 
Genetic Association Database, 
program y: TargetScan,
PicTar, m iRanda

20157481

46 m iR E nvironm ent
zwierzęta, 
rośliny (17)

pow iązania m iRNA-fenotyp literatura 21984757

47 miTALOS człowiek, m ysz
udział m iRNA w  szlakach 
sygnalizacyjnych

program y: TargetScan, 
TargetScan, PicTar, Pita, RNA22, 
bazy danych: KEGG, NCBI

21441347

48 Intm iR człowiek, mysz
intronow e miRNA, ich mRNA 
docelowe i deregulacja w  chorobach

brak danych 21423893

(U
C

49 CoGem iR zw ierzęta (36)
genomika i konserwacja 
sekwencji m iRNA

bazy danych: miRBase, 
Ensembl, SymAtlas, CoGemiR, 
program  m iRNAm iner

18837977

C

50 Antagom irBase człowiek
antagom iry (cząsteczki służące do 
wyciszania ekspresji genów miRNA)

program y: Sfold, mfold 21904438

51 HNOCDB człowiek
miRNA pow iązane z 
now otw oram i głowy i szyi 
oraz now otw orem  szczęki

literatura 22024348

Bazy danych podzielono na pięć kategorii, w zależności od charakteru przechow yw anych w nich danych. D odatkow o wyszczególniono kategorię Inne dla baz IntmiR, 
CoGemiR, AntagomirBase i HNOCDB ze w zględu na unikalny charakter danych. *PMID -  PubM ed ID, identyfikator publikacji w  serwisie PubM ed.

Map Viewer [43] i Ensembl [44]), które pozwalają śledzić 
otoczenie genowe pre-miRNA, choć prawie zawsze infor­
macja na temat budow y genu miRNA nie jest dostępna. 
W bazie danych RFAM [45], która gromadzi dopasowania 
wielu sekwencji różnych klas RNA, znajdują się zwierzęce, 
roślinne i w irusowe sekwencje pre-miRNA podzielone na 
452 rodziny na podstawie podobieństwa sekwencji, deep- 
Base [46] jest kolekcją małych regulatorowych RNA i gro­
madzi sekwencje miRNA należące do 7 gatunków. W bazie 
ASRP (ang. Arabidopsis thaliana Smali RNA Project) można 
znaleźć krótkie sekwencje RNA z eksperymentów NGS 
zm apow ane do pre-miRNA u Arabidopsis thaliana [30], zaś 
CSRDB (ang. Cereal Small RNA Database) kolekcjonuje małe 
niekodujące RNA, również z eksperym entów NGS, ale zi­
dentyfikowane u ryżu i kukurydzy [47], Dodatkowo, in­
formacji o miRNA można szukać w bazach ENCODE [48], 
RNAdb [49] i ncRNAdb [50], kolekcjonujących niekodujące 
RNA oraz ncRNAimprint [51], bazie zawierającej RNA bę­
dące przedm iotem  imprintingu.

ZAUTOMATYZOWANE PRZESZUKIWANIE 
I POBIERANIE DANYCH

Głównym problemem podczas korzystania z wielu baz 
danych jako źródła informacji o miRNA, jest brak jednoli­
tego interfejsu wyszukiwania i pobierania potrzebnych in­
formacji. Poszczególne serwery bazodanowe przechowują 
dane w charakterystyczny dla siebie sposób, co prow adzi 
do dużego zróżnicowania formatów plików i danych. O d­
powiedzią na taki stan rzeczy jest miRMaid [52], Jest to 
system ułatwiający wyszukiwanie i ściąganie potrzebnych 
informacji z różnych serwerów bazodanowych, zaprojekto­
w any do współpracy z bazą miRBase, ale w  przyszłości pla­
nowane jest rozszerzenie jego funkcjonalności na inne bazy
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danych miRNA. miRMaid pozwala na dostęp do danych 
poprzez interfejs oparty na języku Ruby oraz poprzez sieć 
WWW, korzystając z interfejsu REST (ang. Representational 
State Transfer). Po zainstalowaniu na serwerze, miRMaid 
może automatycznie pobierać dane z obecnej wersji bazy 
miRBase, a następnie tworzyć lokalna bazę danych na kom ­
puterze użytkownika.

PODSUMOWANIE

Istnieje kilka czynników decydujących o użyteczno­
ści bazy danych dla społeczności naukowej. Są to przede 
wszystkim: jakość danych, ich ilość, oryginalność, jak rów ­
nież jakość interfejsu. Jakość danych mocno zależy od me­
tody, która posłużyła do ich otrzymania. Jednakże dużą 
niedogodnością jest to, że nierzadko brak wymiernej, licz­
bowej informacji na temat jakości danych, jak np. wartości 
praw dopodobieństw a czy P-value, a jeśli jest, to w jednost­
kach, które nie pozwalają na porów nania z podobnymi ba­
zami danych. Poza tym, należy się liczyć z faktem, że bazy 
danych posiadają pewną ilość przykładów  fałszywie pozy­
tywnych oraz innego rodzaju błędów, zwłaszcza jeśli nie są 
spraw dzane przez kuratorów i nie są aktualizowane. Jeśli 
chodzi o rozm iar bazy danych, to istnieje obecnie tendencja 
do tworzenia dość dużych i wszechstronnych baz danych, 
jako że te o wąskiej tematyce, skoncentrowane na przykład 
na jednym gatunku i jednej tkance, jak np. miRNeye [53], 
są skierowane jedynie do wąskiego grona specjalistów, 
przez co ich użyteczność jest mocno ograniczona. W przy­
padku udostępniania przez bazę danych/serw is danych z 
zewnętrznych źródeł danych, pow inny być one jasno wska­
zane. Ostatnim  kryterium  mówiącym o użyteczności bazy 
danych jest jakość interfejsu. Zdarza się, że baza gromadzi 
niezwykle ciekawe, oryginalne dane, jednakże posiada nie-
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intuicyjny interfejs graficzny lub pojawiają się liczne błędy 
ze strony serwera czy przeglądarki internetowej. Stworze­
nie bazy danych, która posiadałaby wysokiej jakości, ory­
ginalne dane dostępne poprzez prosty w obsłudze i nowo­
czesny interfejs graficzny jest trudnym  zadaniem, z którym 
niektórzy twórcy baz danych miRNA sobie nie poradzili.

W chwili obecnej istnieje 51 baz danych miRNA i coraz 
szybciej powstają nowe. Są to głównie bazy danych sekwen­
cji miRNA, ich mRNA docelowych, funkcji oraz poziomu 
ekspresji. Choć ciągle istnieją kierunki badań nad miRNA, 
które nie doczekały się bazy danych, np. budow a genów 
miRNA, w ażna z punktu  widzenia badań nad regulacją eks­
presji miRNA oraz ich ewolucją, to liczba baz danych oraz 
ich niekonsekwentna struktura i niepełna dokumentacja 
sprawiają, że poruszanie się w  tej materii wiąże się z coraz 
większymi trudnościami. Praw dopodobnym  kierunkiem, 
w jakim może podążać tworzenie nowych baz danych, są 
zintegrowane systemy kolekcjonujące dane dostępne do­
tychczas w  różnych repozytoriach i udostępniające je w 
zestandaryzowanym  formacie poprzez jednolity interfejs 
graficzny.
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ABSTRACT
microRNAs (miRNAs) are small RNAs that play key roles in regulation of cellular processes and therefore could largely contribute to solving  
many problems in medicine, biotechnology, and other biological sciences. As a result, the numbers of research projects and publications on 
m iRNAs are constantly growing, which is accompanied by increasing amounts of new data and databases need to be created for data stor­
age. There are 51 dedicated miRNA databases at the moment, what make it quite difficult for the users to find relevant data. Moreover, such 
problems as insufficient documentation, low quality of data or flaws in the graphical interface make the things even worse. However, there 
are positive signs, including standardization of database interfaces, a tendency to create integrated systems that collect data from a number of 
databases and present it in a uniform format, and emergence of systems for automated data search and download.
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Wykaz skrótów: ID — inherentnie n ieupo­
rządkow any; IDP — białko inherentnie nie­
uporządkow ane; IDR — region inherentnie 
nieuporządkow any; MG — stopiona globula 
(ang. molten globule); PMG — stopiona globula 
typu  PMG (ang. pre-molten globule); PTM — po- 
translacyjna modyfikacja

Podziękowanie: Praca finansow ana z dotacji 
M inisterstw a N auki i Szkolnictwa W yższego 
na działalność statutow ą W ydziału Chemicz­
nego Politechniki Wrocławskiej.

STRESZCZENIE

B iałka inherentnie nieuporządkowane (IDPs) to stosunkowo niedawno odkryta i stale ro­
snąca grupa białek. W przeciwieństwie do białek globularnych, w  warunkach uznanych 

za natywne, funkcjonalne IDPs pozbawione są stabilnej struktury trzeciorzędowej, charak­
teryzuje je natomiast nadzwyczajna plastyczność i dynamika konformacji. Dzięki swym nie­
zwykłym  właściwościom IDPs, mogą łatwo przyjmować odmienne stany konformacyjne w  
odpowiedzi na zmianę warunków środowiska, czy na skutek oddziaływania z rozmaitymi 
partnerami. Dodatkowo, duża labilność i ekspozycja łańcucha polipeptydowego IDPs spra­
wia, że białka te stanowią cel licznych modyfikacji potranslacyjnych, co dodatkowo zwięk­
sza repertuar możliwych do przyjęciach konformacji i umożliwia szybką regulację aktyw­
ności IDPs. Z tego powodu IDPs zaangażowane są w  rozmaite szlaki regulacyjne i procesy, 
podczas których dochodzi do składania supramolekularnych kom pleksów. Odkrycie IDPs 
ujawnia nieznane oblicze białek i stanowi nowe wyzwanie dla współczesnej biochemii.

WPROWADZENIE

Przez dziesiątki lat, analizy oddziaływań enzymów z substratami zakłada­
ły, iż białka te posiadają jednoznacznie zdefiniowaną i w  dużej mierze stabil­
ną trzeciorzędową strukturę, warunkującą specyficzną funkcję. Dwa modele, 
tłumaczące na tej podstawie, oddziaływanie enzymu z substratem, jeden w pro­
w adzony w 1894 r. przez Emila Fischera, „model zamka i klucza" [1] oraz drugi 
„model wymuszonego dopasowania" zaproponowany przez Daniela Koshlan- 
da w  1958 r. [2], zdom inowały na długi czas rozumienie zależności pomiędzy 
strukturą a funkcją, nie tylko enzymów, ale także innych białek. Także badania 
Christiana Anfinsena1 nad renaturacją rybonukleazy utwierdziły w przekona­
niu, że w  warunkach fizjologicznych dane białko przyjmuje tylko jedną struk­
turę, natywną, odpowiadającą m inim um  energetycznemu dla danej sekwencji 
reszt aminokwasowowych [3], I tak przez wiele lat badania skupiały się na po­
znawaniu struktur i funkcji kolejnych białek zgodnie z paradygm atem : sekwen­
cja —> stabilna struktura trzeciorzędowa —* określona funkcja. Dziś wiadomo, 
że paradygm at ten nie może być uogólniany na wszystkie białka, a w  braku 
strukturalnego uporządkowania upatruje się daleko idących korzyści. Białka o 
inherentnie2 nieuporządkowanej strukturze (IDPs3, ang. intrinsically disordered 
yroteins) to białka, które w warunkach uznawanych za fizjologiczne, nie posiada­
ją stabilnej struktury drugo- i trzeciorzędowej, a mimo to pełnią istotne funkcje 
biologiczne [4-10]. IDPs swoje funkcje pełnią albo bezpośrednio w  stanie nie­
uporządkow anym , albo po przejściu ze stanu nieuporządkowanego do stanu 
uporządkow anego/sfałdow anego [11], Brak stabilnej, ściśle określonej struktu ­
ry trzeciorzędowej stwierdzono do tej pory głównie w białkach zaangażowa­
nych w mechanizmy regulacyjne oraz szlaki przekazywania sygnałów [6,12,13], 
Obszerną bazę IDPs, o potwierdzonych doświadczalnie, charakterystycznych 
dla tej grupy białek, właściwościach, wraz ze zwięzłym opisem funkcji, można 
znaleźć na serwerze DisProt (h ttp :/ /w w w .d isp ro t.o rg /).

Już w  latach 60. i 70. XX wieku, zauważono odstępstwa od wcześniej obo­
wiązującego paradygm atu strukturalno-funkcjonalnego. Jednak początkowo 
informacje dotyczące IDPs były rozproszone, a badacze, którzy napotykali na 
nie pasujące do paradygm atu właściwości b iałek/dom en, albo obserwacje te 
traktowali jako artefakty i ignorowali, albo różnie je tłumaczyli i różnie nazy-

1 N agroda Nobla w  roku 1972, w  dziedzinie chemii, za badania n ad  pow iązaniem  sekwencji am inokwasowej
1 biologicznie aktywnej konformacji białka.
2 Pojęcie inherentny oznacza: tkwiący w  czym ś w  istocie, strukturze, zasadniczym  charakterze czegoś, w 
na turze  czegoś; nieodłączny, n ieodzow ny (za Słownikiem Języka Polskiego PW N, 2007 r.). Określenie to 
wydaje się najtrafniej oddaw ać znaczenie angielskiego słowa intrinsic (nieodłączny). Brak stabilnej struktury  
d rugo- i trzeciorzędowej, określany jako n ieuporządkow anie (disorder), jest nieodłączną w łaściwością białek 
zaliczanych do IDPs i tkwi w ich naturze, tj. w sekwencji reszt am inokw asow ych łańcucha polipeptydow ego.
3 W niniejszym artykule stosow any będzie skrót literowy IDP, który odnosić się będzie do pojedynczego 
białka inherentnie n ieuporządkow anego oraz skrót IDPs, oznaczający, zgodnie z literaturą anglojęzyczną, 
w iększą ich grupę. Ta sama zasada będzie obowiązywać także dla innych skrótów.
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wali, co nie pozwalało dostrzec skali zjawiska [9], Sytuacja 
zmieniła się dopiero pod koniec lat 90., kiedy cztery grupy 
badawcze, niezależnie od siebie, postanowiły przyjrzeć się 
bliżej tej niezwykłej grupie białek [6,8,14,15]. Obecnie w ia­
domo, że zjawisko strukturalnego nieuporządkow ania jest 
bardzo powszechne. Jak wynika z analiz bioinformatycz- 
nych, 25-30% eukariotycznych białek jest w  dużej mierze 
nieuporządkowanych [15], więcej niż połowa posiada dłu ­
gie nieuporządkow ane regiony [16,17], a ponad 70% białek 
zaangażowanych w kaskady przekazywania sygnału, w y­
posażonych jest w  długie nieuporządkow ane regiony [12], 
Dodatkowo z przeprow adzonych analiz wynika, że białka 
Eukaryota wykazują większy stopień nieuporządkow ania w 
postaci długich regionów pozbawionych struktury (52-67%) 
niż Prokaryota (16-45%) czy Archea (26-51%) [16,17]. Praw ­
dopodobnie wzrost nieuporządkow ania w  królestwie Euka­
ryota ma związek ze wzrostem  złożoności szlaków sygna­
łowych w wielokomórkowych organizmach [8,16,17]. Nie 
dziwi zatem, że zainteresowanie IDPs jest coraz większe i, 
że w  ciągu ostatniej dekady odnotowano praw dziw ą eks­
plozję liczby publikacji poświęconych tej grupie białek [9].

W piśmiennictwie spotkać można kilka terminów, przy 
pomocy których próbowano oddać naturę nieuporządko­
wanych białek/regionów: rheomorphic [18], intrinsically di­
sordered [8], natively denatured [19], natively unfolded [14,20], 
intrinsically unstructured [6,14], mostly unstructured [21] nati­
vely disordered [22]. Każdy z wymienionych terminów posia­
da jakieś ograniczenia, jednak, by uniknąć znaczeniowego 
chaosu, zaproponow ano określenie inherentnie nieuporząd­
kowany (ID, ang. intrinsically disordered) [9]. Zasugerowano 
także w prow adzenie pojęć: unfoldome i unfoldomic. Określe­
nie unfoldome oznaczałoby zbiór obejmujący IDPs, ale także 
regiony ID, obecne w obrębie białek globułarnych (IDRs, 
ang. intrinsically disordered regions), tymczasem określenie 
unfoldomic, oznaczałoby dziedzinę zajmującą się unfoldome- 
'em, a więc nie tylko identyfikacją nowych IDPs/IDRs, ale 
także badaniem ich funkcji, struktury, ewolucji oraz oddzia­
ływań w jakie są zaangażowane [23].

STAN INHERENTNIE NIEUPORZĄDKOWANY 
-  WŁAŚCIWOŚCI IDPs/IDRs

Stan ID, to stan, w  którym białko, w roztworze, w  w a­
runkach uznaw anych za natywne, występuje w postaci 
zespołu różnych konformerów. Ma to związek ze zja­
wiskiem fluktuacji atomów łańcucha polipeptydowego. 
W przypadku białek globułarnych, posiadających upo ­
rządkowaną strukturę, kąty Ram achandrana (cp i ip) oraz 
pozycje atom ów łańcucha głównego wykazują niewielkie 
odchylenia względem  ich lokalnego otoczenia. Nieznaczne 
fluktuacje atom ów są spow odow ane przypadkow ym i 
ruchami termicznymi oraz niewielkimi, kooperatywnymi 
zmianami lokalnej konformacji i w dużej mierze zależą od 
stopnia upakow ania sąsiadujących reszt aminokwasowych. 
A ponieważ struktura białek globułarnych wykazuje silne 
upakowanie, odchylenia te są stosunkowo niewielkie i 
m ożna określić uśrednione pozycje, w których atomy 
znajdują się przez większość czasu [24], W przypadku ID Ps/ 
IDRs, pozycje atomów łańcucha głównego oraz wartości 
kątów cp i ip wykazują znacznie większe fluktuacje, co ma 
związek z bardzo małym stopniem upakow ania cząsteczki.

Takie rozumienie braku uporządkow ania struktury białka 
nie wyklucza jednak możliwości przejściowego występo­
wania struktur drugorzędowych, które fluktuują z powodu 
braku stabilizujących oddziaływań dalekiego zasięgu [24], 
Innymi słowy, w przeciwieństwie do ustrukturyzowanych 
i uporządkow anych białek globułarnych, których struktura 
trzeciorzędowa jest względnie stabilna, a wartości kątów 
Ramachandrana nieznacznie tylko fluktuują, w  przypadku 
IDPs/IDRs mamy do czynienia z dynamicznym zbiorem 
konformerów, w którym wartości kątów Ramachandrana 
zmieniają się drastycznie, tak, że trudno jest wyróżnić stan 
równowagi, w  którym konformery podlegają niekoopera- 
tyw nym  przekształceniom strukturalnym  [9]. Stąd uważa 
się, że w takim zbiorze istnieje pewien statystyczny roz­
kład możliwych konformacji, a obserwowana, w ypadkowa 
struktura odzwierciedla ten rozkład [11].

Intensywne badania prow adzone w ostatniej dekadzie na 
IDPs, sugerują znaczną różnorodność konformacyjną białek 
zaliczanych do tej grupy. Różnorodność ta przyczyniła się 
do wyróżnienia dwóch klas IDPs: białek o charakterystyce 
podobnej do stanu zdenaturowanego białek globułarnych 
(U-podobne; ang. unstructured-like), o konformacji kłębka 
statystycznego oraz białek o charakterystyce podobnej do 
stanu stopionej globuli (MG-podobne; ang. molten globule- 
-like) (Ryc. 1) [25]. Jakiś czas później zaproponowano też 
istnienie dodatkowego stanu: o charakterystyce podob­
nej do stanu stopionej globuli typu PMG (PMG-podobne; 
ang. premolten globule-like), będącego stanem przejściowym 
pomiędzy stopioną globulą a kłębkiem statystycznym (Ryc. 
1) [5]. Zaproponowane nazw y stanów, w jakich mogą w y­
stępować IDPs/IDRs, wywiedziono z badań nad fałdowa­
niem i denaturacją białek globułarnych [26-28]. Jednak w 
przypadku białek globułarnych, stany te są z reguły nie­
funkcjonalne, tymczasem IDPs/IDRs mogą pełnić swoje 
funkcje w  każdym  z wymienionych stanów [29], IDPs/IDRs 
w stanie M G-podobnym, cechuje brak sztywnej struktury 
trzeciorzędowej i słabe upakowanie, możliwa jest jednak 
spora zawartość struktur drugiego rzędu. Białka w tym sta­
nie wykazują większą podatność na trawienie proteazami 
niż białka globularne [5]. Struktury PMG-podobne mają 
jeszcze mniejszy stopień upakowania i niższą zawartość 
drugorzędow ych struktur w  porów naniu do struktur MG- 
-podobnych. Konformacja U-podobna wykazuje cechy wła­
ściwe dla stanu rozfałdowanego, a więc dużą elastyczność, 
brak lub niewielką zawartość struktur drugorzędowych

Rycina 1. Konformacje przyjm ow ane przez IDPs. N a schemacie przedstaw iono 
dw ie główne konformacje przyjm ow ane przez IDPs: konformację typu  extended 
oraz typu  collapsed. W obrębie IDPs typu  extended w yróżnia się dw ie odm ienne 
konformacje: o charakterystyce podobnej do stanu zdenaturow anego białek glo- 
bularnych, kłębka statystycznego (U-podobne) oraz o charakterystyce podobnej 
do stanu  stopionej globuli typu  PMG (PMG-podobne). Białka o charakterystyce 
podobnej do stanu stopionej globuli (M G-podobne), zalicza się do IDPs typu col­
lapsed. N a podstaw ie  [28], zm odyfikowano.
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Rycina 2. W pływ stanu ID na objętość hydrodynam iczną. Schemat przedstaw ia 
w pływ  stanu ID na objętość hydrodynam iczną białek. Poniżej przykładow ych 
cząsteczek w  danym  stanie konform acyjnym  przedstaw iono sferyczne modele, 
odpowiadające ich hydrodynam icznym  objętościom; od lewej: globularny (O), 
stopionej globuli typu  MG (MG), stopionej globuli typu  PMG (PMG), kłębka sta­
tystycznego (Coil). N a podstaw ie [8], zm odyfikow ano.

oraz bardzo słabe upakow anie [5,30]. Często także można 
spotkać inny podział IDPs, na dwie klasy. Pierwsza to tzw. 
collapsed disorder IDPs, do której zalicza się białka typu MG- 
-podobnego, druga to tzw. extended disorder IDPs, do której 
zalicza się białka o strukturze PMG-podobnej i U-podobnej 
[8,22,31] (Rye. 1). Ze względu na różnice w  zawartości struk ­
tur i upakowaniu, białka występujące w konkretnym  stanie 
konformacyjnym wykazują odm ienną objętość hydrodyna­
miczną. I tak białka w  stanie MG podobnym , PMG-podob- 
nym  oraz U-podobnym wykazują 1,5; 3 i 12 razy zawyżoną 
objętość hydrodynam iczną cząsteczki, w  porów naniu do 
białka globularnego o takiej samej masie cząsteczkowej [9] 
(Ryc. 2).

Liczba możliwych konformacji, stopień upakowania, jak 
również długość fragmentu, który ulega fluktuacjom, zde­
term inowana jest przez strukturę pierw szorzędow ą biał­
ka. Analiza porównawcza struktur pierwszorzędowych 
wszystkich poznanych do tej pory IDPs/IDRs, pozwoliła 
określić ich cechy wspólne. Okazuje się, że posiadają one 
odmienny skład am inokwasowy niż ten obserwowany w 
przypadku białek globularnych, a mianowicie: wyraźnie za­
wyżoną zawartość reszt promujących nieuporządkow anie 
(ang. disorder-promoting residues): A, R, G, Q, S, E, K, P i jed­
nocześnie znaczący niedomiar reszt promujących strukturę 
uporządkow aną (ang. order-promoting residues): W, Y, F, I, L, 
V, C, N [8,32-35] (Ryc. 3). Spora zawartość kwaśnych i zasa­
dowych reszt w sekwencjach ID, wprowadzająca wiele nie- 
skompensowanych ładunków, w połączeniu z małą zaw ar­
tością reszt hydrofobowych, wyraźnie odróżnia te białka od 
białek globularnych i wydaje się być istotnym w arunkiem  
dla braku ściśle upakowanej struktury [15],

PRZEWIDYWANIE STANU ID -  ANALIZY 
BIOINFORMATYCZNE

Zaobserwowanie kombinacji małej średniej hydrofobo- 
wości i względnie dużego, w ypadkow ego ładunku, zaow o­
cowało opracowaniem metody definiującej wartości gra­
niczne, pozwalającej na rozróżnienie IDPs/IDRs od białek 
globularnych, na podstawie zestawienia ze sobą ładunku 
wypadkowego cząsteczki białka i jej hydropatii — wykres 
CH (ang. charge-hydropathy plot) [15]. W oparciu o specyficz­
ny skład aminokwasowy, wskaźnik hydropatii i ładunku,

tendencję do przyjmowania struktur a  lub (3, a także inne 
właściwości analizowanych sekwencji białek globularnych 
i IDPs/IDRs, powstało wiele algorytmów, które analizują 
sekwencje aminokwasowe i przewidują w  nich obecność 
IDRs. Jeśli w pierwszorzędowej strukturze białek globu­
larnych ukryta jest informacja o strukturze trzeciorzędowej 
i sposobie jej osiągnięcia, to powinna tam znaleźć się tak­
że informacja o braku uporządkow ania dla IDPs [9,29,39]. 
Pierwszym, opracowanym w 1997 r., program em  do prze­
w idywania IDPs/IDRs, był PONDR® [40], O d tamtego cza­
su powstało ponad 50 innych, a większość z nich dostępna 
jest w  bazie DisProt [36], Programy przewidujące obecność 
IDRs działają przeważnie na zasadzie sieci neuronowych, 
trenowanych na sekwencjach aminokwasowych białek, któ­
rych przynależność do IDPs potwierdzono doświadczalnie. 
Algorytmy te analizują nie tylko strukturę pierw szorzędo­
wą, ale również skład aminokwasowy, gdyż zauważono, 
że fragmenty przyjmujące rozciągniętą, n ieuporządkow aną 
konformację cechuje zazwyczaj mała złożoność sekwencji 
[34], Z ostatnich doniesień wynika również, że IDPs często 
zawierają powtórzone ciągi kilku reszt aminokwasowych, 
stąd sugeruje się nawet, że białka te ewoluowały poprzez 
rozprzestrzenianie się określonego, dla danego białka, m o­
tyw u [41], Zorganizowane w ten sposób elastyczne i niesfał- 
dowane regiony odseparowują niezależnie sfałdowane do­
meny w obrębie cząsteczki białkowej, stanowiąc tzw. łącz­
niki. Łączniki różnią się znacznie długością i składem reszt 
aminokwasowych, ale w większości bogate są w  polarne, 
nienaładowane reszty S, T, Q, N, poprzedzielane resztami 
A, G, P [7], Z przeprowadzonych analiz bioinformatycznych 
wynika również, iż IDRs ewoluowały znacznie szybciej niż 
regiony globularne, jednak poziom tej szybkości zależał od 
funkcji danego regionu. I tak, jeśli porów nano fragmenty 
angażowane w oddziaływania białko-białko, białko-DNA, 
białko-RNA, czy fragmenty będące elastycznymi łącznika­
mi, najwolniej ewoluowały regiony zaangażow ane w  od­
działywania białko-DNA[42].

Zauważono także możliwość wyciągania dodatkowych 
wniosków z analiz otrzymanych przy pomocy różnych

Rycina 3. Skład am inokw asow y IDPs/IDRs. Analiza w ykonana za pom ocą p ro ­
gram u Com position Profiler, dostępnego na stronie h ttp :/ / w w w .cprofiler.org 
[33]. Porównanie składu am inokw asow ego białek o struk tu rze  n ieuporządkow a­
nej z bazy DisProt 3.4 [36] (słupki czarne) i białek o struk tu rze  uporządkow anej 
z bazy PDB S25 [37] (słupki zakreskowane) ze sk ładem  am inokw asow ym  białek 
z bazy SwissProt 51 [38]. W artości ujemne oznaczają niższą niż w bazie Swis- 
sProt 51 zawartość danego am inokw asu, a w artości dodatn ie  wyższą.
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algorytmów. Dla przykładu białka przew idyw ane jako 
ID jednocześnie przy pomocy wykresu CH i algorytmu 
PONDR, są najprawdopodobniej typu extended (Ryc. 1), jeśli 
natomiast algorytm PONDR zakwalifikuje białko jako ID, 
podczas gdy wykres CH uzna je za globularne, w  takim 
przypadku m am y najprawdopodobniej do czynienia z biał­
kiem typu collapsed [16] (Ryc. 1). Jednak w  celu identyfikacji 
IDPs/IDRs nie można ograniczyć się tylko i wyłącznie do 
zastosowania narzędzi bioinformatycznych. Analiza kom ­
puterow a może być stosowana jako narzędzie w spółtow a­
rzyszące i pozwalające na planowanie doświadczeń.

IDENTYFIKACJA STANU ID -  METODY 
EKSPERYMENTALNE

Do badań doświadczalnych, pomocnych w identyfikacji 
stanu ID, zalicza się między innymi: analizę rentgenogra- 
ficzną białek w  krysztale [8,43-45], heterojądrową, wielowy­
miarową spektroskopię jądrowego rezonansu magnetycz­
nego (NMR) [14,46-49], spektroskopię dichroizmu kołowe­
go (CD) w dalekim i bliskim ultrafiolecie [6,9,47-49], spek­
troskopię fourierowską w podczerwieni (FTIR), różnicową 
mikrokalorymetrię skaningową (DSC) [50], niskokątowe 
rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego (SAXS) 
[51], metody wykorzystujące techniki fluorescencyjne i 
wiele innych [9], Wymienione powyżej metody stosuje się 
zwykle do charakteryzowania białek globularnych, a obec­
ność stanu ID stw ierdza się na podstawie braku sygnałów 
typowych dla białek globularnych. Dla przykładu, analiza 
rentgenograficzna białek w krysztale, pozwala stwierdzić 
stan ID, gdy nie jest możliwe ustalenie w spółrzędnych ato­
mów badanego fragmentu [8]. NMR pozwala na bezpo­
średnią obserwację heterogenności konformacyjnej, nawet 
w przypadku białek całkowicie pozbawionych struktury 
trzeciorzędowej [52], a spektroskopia CD w dalekim ultra­
fiolecie pozwala określić zawartość lub brak struktur dru- 
gorzędowych [6]. Dzięki analizie sedymentacyjnej, metodą 
ultrawirowania analitycznego, m ożna oszacować kształt i 
uśrednione wym iary badanej cząstki, które dla IDPs często 
odpowiadają wym iarom  białka globularnego, o takiej samej 
masie, ale badanego w w arunkach denaturujących [6]. W id­
ma absorpcyjne i fluorescencyjne umożliwiają stwierdzenie 
istnienia lub braku zdefiniowanej struktury trzeciorzędowej 
poprzez obserwację otoczenia aromatycznych chromofo- 
rów w  białkach [53], W sposób pośredni, o braku struktury 
dow odzi również o wiele większa wrażliwość IDPs na pro- 
teolizę, głównie ze względu na silną ekspozycję łańcucha 
polipeptydow ego [5], Zawyżona, o 20-80%, wartość pozor­
nej masy cząsteczkowej, szacowana na podstawie ruchli­
wości elektroforetycznej, podczas elektroforezy w w arun ­

Rycina 4. Przykład indukow anego dopasow ania. IDR białka Bad (czarna w stąż ­
ka) oddziałujący z  czynnikiem  anty-apopto tycznym  Bcl-xL (szara cząsteczka 
globularna). Po zw iązan iu  do czynnika Bcl-xL n ieuporządkow any fragm ent Bad 
przybiera  postać helisy a. N a podstaw ie [65], zm odyfikowano.
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kach denaturujących w obecności SDS, spowodowana dużo 
słabszym wiązaniem  SDS przez IDPs, to także przesłanka 
sugerująca stan ID [5,6,54], Nietypowy skład aminokwaso- 
wy i wszystkie konsekwencje z nim związane, sprawiają, że 
IDPs/IDRs reagują w charakterystyczny sposób na zm ia­
ny środowiska [29]. IDPs charakteryzuje m.in. (i) słabe na­
chylenie krzywej denaturacyjnej lub nawet całkowity brak 
sigmoidalnego przejścia, podczas eksperymentów rozfał- 
dowywania łańcucha polipeptydowego pod wpływem  de- 
naturanta (chlorowodorku guanidyny, mocznika); (ii) brak 
specyficznego szczytu absorpcji ciepła na krzywej topnie­
nia, charakterystycznego dla białek globularnych, podczas 
eksperym entów DSC; (iii) możliwość wzrostu ustruktu- 
ryzowania w  odpowiedzi na ciepło, tzw. odwrotna odpo­
wiedź na ogrzewanie (ang. „turned out" response to heat) lub 
drastyczne zmiany pH; (iv) możliwość wzrostu ustruktu- 
ryzowania w  obecności jonów zapewniających neutraliza­
cję nieskompensowanego ładunku, osmolitów, związków 
naśladujących w arunki/sąsiedztw o błon biologicznych, tj. 
fosfolipidów, SDS, 2,2,2-trifluoroetanolu, czy etanolu; (v) 
strukturyzowanie pod wpływem  makromolekularnego tło­
ku (ang. macromolecular crowding) lub w obecności partnera
[29]. Co ciekawe, zastosowanie wielu z wymienionych po­
wyżej czynników, wywołujących wzrost ustrukturyzowa- 
nia i stabilizujących IDPs/IDRs, w przypadku typowych 
białek globularnych spowodowałoby ich denaturację [29],

FUNKCJONALNOŚĆ STANU ID

Mimo niestabilnej konformacji, IDPs/IDRs pełnią ściśle 
określone funkcje w  komórce [4,12,13], Jedna z zapropono­
wanych klasyfikacji tej grupy białek, wyróżnia pięć podsta­
wowych klas IDPs, uwzględniając rodzaj pełnionej przez 
nie funkcji. I tak pierwszą grupę stanowią tzw. łańcuchy 
entropowe (ang. entropie chains), których mechanizm dzia­
łania wynika bezpośrednio ze stanu ID, tworzą one przede 
wszystkim elastyczne łączniki pomiędzy domenami białka. 
Drugą grupę stanowią białka efektorowe (ang. effectors), 
wywierające w pływ na działanie innych białek. Kolejne 
grupy to tzw.: białka wychwytujące (ang. scavengers), któ­
re przechowują i neutralizują małocząsteczkowe ligandy, 
białka składające (ang. assemblers), które składają, stabilizu­
ją i regulują wielopodjednostkowe kompleksy (rybosomy, 
cytoszkielet, chromatynę, macierz zewnątrzkomórkową), 
a także białka eksponujące fragmenty sekwencji (ang. di­
splay sites), ułatwiające w ten sposób między cząsteczko we 
rozpoznanie miejsc ulegających potranslacyjnym modyfi­
kacjom (PTMs), fosforylacji, proteolizie [6,11]. Większość 
spośród wyżej wymienionych funkcji, realizowana jest 
poprzez tzw. molekularne rozpoznanie, a procesowi temu 
towarzyszy przejście konformacyjne IDPs/IDRs w kierun­
ku bardziej uporządkowanej struktury, pod wpływem  od ­
działywań z partnerem, określane mianem indukowanego 
dopasowania [49,55] (Ryc. 4).

Świetnym przykładem molekularnego rozpoznania, 
ale także różnorodności wiązanych partnerów przez ten 
sam IDR, jest polimorfizm strukturalny miejsc wiążących, 
obecnych w białku p53 (Ryc. 5). Białko p53 posiada cztery 
domeny: nieuporządkowaną, transaktywacyjną domenę N- 
-końcową, centralną, globularną domenę wiążącą DNA oraz 
nieuporządkow aną C-końcową domenę, odpowiedzialną
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za tetrameryzację, zakończoną dom eną regulatorową. IDRs 
p53 mogą przybierać, w  zależności od białka partnerują­
cego, postać helis a, struktur p lub kłębka statystycznego 
(Ryc. 5). Uderzające jest bogactwo kompleksów, które do 
oddziaływ ań angażują IDRs p53. Co ciekawe, często tylko 
krótki fragment IDR p53 podlega przejściu konformacyj- 
nemu w bardziej uporządkow aną formę, pod wpływem 
wiązania partnera. Te same krótkie IDRs angażowane są w 
oddziaływania z różnymi partnerami, a oddziaływania te 
wymuszają przyjmowanie odmiennej struktury, jak to ma 
miejsce, na przykład, w przypadku C-końca p53, wiązanego 
przez czterech różnych partnerów  (Ryc. 5). Okazuje się, że 
niektóre z tych oddziaływ ań można skorelować z wynikiem 
przewidywania nieuporządkow ania wykonanego dla biał­
ka p53 przy pomocy program u PONDR (Ryc. 5). Zasuge­
rowano, że wyraźne obniżenie wartości param etru skorelo­
wanego z nieuporządkowaniem , może sugerować istnienie 
tzw. elementów molekularnego rozpoznania (MoREs, ang. 
molecular recognition elements lub MoRFs, ang. molecular re- 
cognition features), a więc IDRs, które pod w pływ em  kon­
taktu z partnerem  podlegają przejściu nieuporządkowany 
do uporządkow anego (ang. disorder-to-order transition). W 
zależności od rodzaju struktury, jaką przyjmują MoRFs w 
kompleksie z partnerem, ele­
menty te podzielono na trzy 
grupy: a-MoRFs, które tworzą 
helisy a, p-MoRFs, które tw o­
rzą struktury (3 oraz i-MoRFs, 
tworzące struktury bez regular­
nego układu w iązań w odoro­
wych [56]. Na podstawie wielu 
przeprow adzonych tego typu 
analiz, sugeruje się istnienie 
w  analizowanym polipepty- 
dzie a-MoRFs i p-MoRFs, jeśli 
możliwe jest zaobserwowanie 
wyraźnych zmian na wykresie 
PONDR, wskazujących na ist­
nienie struktury uporządkow a­
nej. i-MoRFs trudniej przewi­
dzieć, gdyż w takim przypadku 
wykres PONDR przebiega bez 
wyraźnych zmian [57]. Obec­
nie dostępne są nawet algoryt­
my do przewidywania MoRFs:
MoRF [58] oraz ANCHORs 
[59]. Tymczasem badania po­
wierzchni oddziaływ ań białko- 
-białko, polegające na analizie 
sekwencji, za pośrednictwem 
których odbywa się molekular­
ne rozpoznanie i oddziaływ a­
nie z partnerem, zasugerowały 
istnienie tzw. krótkich linio­
wych m otywów (SLiMs, ang. 
short Unear motifs [60,61] lub 
ELMs, ang. eukaryotic linear mo­
tifs [62,63]) zaangażowanych w 
inicjowanie powierzchni kon­
taktu białko-białko. Najnowsze 
badania wykazały, iż SLiMs/

ELMs są przeważnie pozbawione struktury i w dużej 
mierze nakładają się z MoRFs [64].

W 2000 r. analizy IDPs z użyciem NMR zasugerowały 
istnienie wstępnie uformowanych, specyficznych elemen­
tów strukturalnych, określanych mianem pre-existing, pre- 
-organized, structural pre-ordering [21,65-67], Także następne 
doniesienia mówiły o lokalnych, ograniczonych obszarach, 
posiadających struktury wyższego rzędu (głównie helisy 
a), w obrębie regionów uznanych za IDRs [68]. Zasugero­
wano więc, że obecność tych krótkich ustrukturyzowanych 
regionów może mieć kluczowe znaczenie podczas oddzia­
ływań z docelowym partnerem i że mogłyby one stanowić 
centra inicjacji fałdowania. Istnieją jednak dowody, iż w 
wielu przypadkach IDPs są całkowicie nieuporządkowane, 
co dla przykładu pokazała analiza struktury 4EBP1, w yko­
nana za pomocą NMR. Dopiero związanie z partnerem, w 
tym przypadku z czynnikiem eIF4E, powoduje u tw orze­
nie krótkich, uporządkowanych fragmentów, tu helisy a, 
co ciekawe, w obrębie sekwencji, dla której obserwowano 
wyraźne obniżenie wartości param etru skorelowanego ze 
stanem ID, podczas przewidywania nieuporządkowania 
4EBP1 program em  PONDR [69].

Rycina 5. O ddziaływ anie z różnymi partneram i na przykładzie białka p53. Oddziaływanie IDPs/IDRs typu  „jeden z w ie­
loma", na przykładzie p53. W centralnej części schematu um ieszczono wykres ilustrujący przew idyw anie stopnia n ieupo ­
rządkow ania dla białka p53, przy użyciu algorytm u PONDR (wartości na osi y > 0,5 — region nieuporządkow any; wartości 
< 0,5 — uporządkow any). W okół wykresu, przykłady struktur, potw ierdzonych doświadczalnie, p rzyjm ow anych p rzez różne 
regiony p53, pod w pływ em  oddziaływania z 14 różnym i partneram i. Poszczególnym regionom p53 przypisano konkretny 
kolor, co zaznaczono na wykresie PONDR w postaci kolorowych pasów. Koloru przypisanego do konkretnego regionu p53 
użyto następnie do zaznaczenia fragm entu białka p53 w  odpowiedniej strukturze. Dodatkowo, strzałkami w skazano o dw oła­
nie danego regionu p53 do konkretnej struktury. Poczynając od lewej, górnej struktury, w  kierunku zgodnym  z ruchem  w ska­
zów ek zegara, p53 w  kompleksie z: DNA (pdb 1TSR), 53BP1 (pdb 1GZH), tGcn5 (pdb 1Q2D), p53 -  dom ena tetram eryzacyjna 
(pdb3SAK), SET9 (pdb 1XQH), cyklin A (pdb 1H26), sirtuina (pdb 1MA3), CBP (pdb 1JSP), slOOpp (pdb 1DT7), SV40 f  Ag (pdb 
2H1L), 53BP2 (pdb 1YCS), Tfbl-PH (pdb 2GS0), MDM2 (pdb 1YCR), Rpa70 (pdb 2B3G). Na podstawie [8], zmodyfikowano.
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Zgodnie z zaproponow anym  niedaw no modelem ist­
nienia i fałdowania IDPs/IDRs [39], IDPs nie mogą sponta­
nicznie fałdować do postaci zwartej cząsteczki, tak jak ma to 
miejsce w  przypadku białek globularnych. Niektóre z nich 
jednak podlegają całkowitemu przekształceniu w uporząd ­
kowaną strukturę podczas oddziaływania z partnerem, je­
śli entalpia swobodna kompleksu jest mniejsza niż entalpia 
swobodna IDP i jego partnera, zanim  zaczną oddziaływać. 
Fałdowanie nieuporządkowanego regionu jest kosztowne 
entropowo, zatem konieczne jest utworzenie większej po­
wierzchni kontaktu obu partnerów  białkowych, aby zapew ­
nić entalpową kompensację [5,15,29-31], Częściej jednak 
tylko fragment IDP, element specyficznie rozpoznaw any 
przez partnera, podlega procesowi sprzężonego fałdowania 
i wiązania [14,49,56,58,68,70]. Znane są dw a modele opisu­
jące proces sprzężonego fałdowania i wiązania. W pierw ­
szym, partner wybiera z dostępnego zbioru konformerów 
IDP, specyficzną konformację, która najbardziej odpow iada 
tej ostatecznej, przybieranej przez IDP po związaniu z tym 
partnerem, model wybieranej konformacji (ang. conformatio- 
nal selection model). W drugim  modelu, indukowanego fał­
dowania (ang. induced folding model), IDP, w stanie całkowi­
cie pozbawionym struktury, wiąże się z partnerem  i dopie­
ro pod w pływ em  asocjacji dochodzi do fałdowania [71]. W 
przypadku modelu wybieranej konformacji, duże znacze­
nie odgrywają wstępnie uform owane elementy struktural­
ne [68], podczas gdy w modelu indukowanego fałdowania 
istotną rolę odgrywają MoRFs [56,58,70].

Główną korzyścią, jaka płynie z przyjmowania przez 
IDPs zdefiniowanej konformacji podczas oddziaływania z 
partnerem  jest „rozprzężenie" specyficzności oddziaływ a­
nia i jego siły, co wynika ze zmniejszenia entropii konforma- 
cyjnej układu. Dzięki temu możliwe są wysoce specyficz­
ne, a jednocześnie szybkie i odwracalne oddziaływania [6], 
Duża specyficzność, połączona z małym powinowactwem  
podczas oddziaływania z wieloma partnerami, wydaje się 
być nieodłącznym elementem w czasie molekularnego roz­
poznawania, odbierania i przekazywania sygnałów oraz 
kontroli i regulacji szlaków sygnałowych. Możliwość przyj­
mowania wielu konformacji, ułatwiająca IPDs/IDRs do ­
pasowanie do wielu różnych struktur (białek, DNA, RNA, 
itd.), a także zapewniająca dużą specyficzność podczas od ­
działywania z każdą z nich, określana jest często mianem 
swobody wiązania (ang. binding promiscuity) [6,72] lub sy­
gnalizacją typu jeden-do-wielu (ang. one-to-many signalling) 
[8], Dzięki temu, IDPs, oddziałujące i odbierające sygnały 
od rozmaitych partnerów  mogą sprzęgać ze sobą różne 
szlaki przekazywania sygnałów, czego świetnym przykła­
dem jest, przytaczane wcześniej, białko p53. IDPs mogą 
także pełnić rolę tzw. białek węzłowych (ang. hub proteins) 
[73-75]. Są to białka zlokalizowane w węzłach złożonych 
sieci przekazywania sygnałów, odbierające i przekazujące 
sygnał, od i do rozmaitych partnerów. Białka te mogą być 
całkowicie nieuporządkowane, lub też zawierać IDRs, w te­
dy obszary oddziaływania w większości znajdują się w ła­
śnie w  obrębie IDRs. Co ciekawe, zidentyfikowano również 
dwa wysoce uporządkow ane białka węzłowe, 14-3-3 oraz 
kalmodulinę, w takim przypadku to partnerzy tych białek 
przynależą do IDPs [76], Zaproponow ano więc istnienie 
dwóch mechanizmów, za pośrednictwem których stan ID
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jest tak powszechnie używany podczas oddziaływania bia­
łek uczestniczących w złożonych szlakach sygnałowych. 
Pierwszy to sygnalizacja typu jeden-do-wielu, gdy jeden 
IDR może wiązać wielu różnych partnerów  oraz sygnaliza­
cję typu wielu-do-jednego (ang. many-to-one signalling), kie­
dy wiele różnych IDRs wiąże jedno miejsce danego białka 
uporządkow anego [77]. Dodatkowo w obrębie białek wę­
złowych wyróżniono podrodzinę białek określanych mia­
nem białek rusztowania (ang. scaffold proteins). Białka te po­
siadają znacznie mniejszą liczbę partnerów, z którymi mogą 
oddziaływać, jednak zlokalizowane są często w  centralnych 
punktach wielopodjednostkowych kompleksów, gdzie od­
działują z większością swoich partnerów jednocześnie [75]. 
Białka rusztowania wyposażone są w kilka dom en umożli­
wiających równoczesne zaangażowanie ich różnych obsza­
rów w oddziaływania z rozmaitymi partnerami [78], Mogą 
zatem, poprzez jednoczesne oddziaływanie z wieloma part­
nerami, zaangażowanym i w poszczególne szlaki, wpływać 
na specyficzność i szybkość procesów sygnalizacyjnych, a 
więc modyfikować ścieżki dalszych oddziaływań [79], Nie­
które z białek rusztowania stanowią centralny punkt dla 
czasowej i przestrzennej koordynacji enzymatycznej aktyw­
ności kinaz i fosfataz [79]. Białko BRCA1 (ang. breast cancer 
type 1 susceptibility protein), MAP2 (ang. microtubule-associa- 
ted protein 2) czy tytyna, to tylko niektóre spośród tej grupy 
białek. Zlokalizowane w ich obrębie plastyczne IDRs w y­
dają się mieć kluczowe znaczenie podczas pełnienia przez 
te białka funkcji rusztowania dla tworzonych, wielopodjed­
nostkowych kompleksów białkowych [78].

KONTROLA STANU ID

Choć wydaje się, że IDPs/IDRs, przez swoją labilność 
i plastyczność, a co za tym idzie różnorodność konforma- 
cyjną, umożliwiającą oddziaływania z różnymi partnera­
mi, wprowadzają chaos do świata białek i sieci sygnaliza­
cyjnych, to jednak okazuje się, że chaos ten jest pod ścisłą 
kontrolą [80]. Pomimo porównywalnej szybkości syntezy 
mRNA kodujących IDPs i białka globularne, liczba trans- 
kryptów  kodujących IDPs jest znacznie mniejsza, ze wzglę­
du  na ich szybszą degradację [81]. Także stężenie IDPs w 
komórce, jest znacznie mniejsze w porównaniu do poziomu 
białek globularnych. Ma to zapewne związek z wolniejszą 
syntezą łańcuchów ID, a także krótszym czasem ich półtr- 
wania. Duży w pływ  na regulację czasu półtrwania łańcu­
chów ID mają PTMs, jak dla przykładu fosforylacja [82], 
Okazuje się, że IDPs są substratami dla kinaz dw a razy 
częściej niż ma to miejsce w przypadku białek globularnych, 
a większość kinaz zaangażowanych w regulowanie funkcji 
IDPs, to kinazy związane z regulacją cyklu komórkowego 
lub aktywowane pod w pływ em  konkretnych czynników 
stymulujących, np. stresu [82], Stąd rola PTMs może nie 
ograniczać się tylko i wyłącznie do „dostrajania" funkcji 
IDPs/IDRs, ale także w istotny sposób może wpływać na 
ich dostępność w komórce. Jedne modyfikacje mogą kiero­
wać białko do szybkiej degradacji, inne zaś mogą zapewniać 
jego obecność i funkcjonalność przez długi czas [81]. Oprócz 
tego natura wyposażyła komórki także w inne mechanizmy 
ochronne, zależne od chaperonów czy proteasomu, tak by 
mogły one zapobiegać „niebezpiecznym" oddziaływaniom, 
nie tylko niezwykle reaktywnych, z racji swojej plastycz­
ności, IDPs/IDRs, ale i białek globularnych [81]. Dzięki tej
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ścisłej kontroli, IDP dostępne jest tylko w określonym czasie 
i odpow iednim  stężeniu, a kiedy przestaje być ono potrzeb­
ne, zostaje szybko i wydajnie usunięte [81].

ZABURZENIA ZWIĄZANE ZE STANEM ID -  POJĘCIE D2

Częstość występowania IDPs/IDRs w niektórych pro­
cesach biologicznych jest wyraźnie większa niż w  pozo­
stałych. Korelacja ta najsilniej zaznacza się w  procesach: 
(i) regulacji transkrypcji; (ii) transmisji sygnału i regulacji 
cyklu komórkowego; (iii) biogenezy i funkcjonowania or­
ganelli zawierających kwasy nukleinowe; (iv) procesowa­
nia mRNA; (v) organizacji i biogenezy cytoszkieletu [42], 
Zapewne właśnie z tego pow odu zaobserwowano również 
wyraźny związek IDPs/IDRs z występowaniem  pewnych 
stanów patologicznych (Ryc. 6, Tab. 1). Początkowo, z uw a­
gi na stan ID, przyczyn obserwowanej zależności upatry ­
wano w  procesach nieprawidłowego fałdowania [83-87], 
Jeśli jednak przyjąć, że w ybór pomiędzy możliwymi kon­
formacjami zależy od w arunków  panujących w komórce, to 
u podstaw  wielu tzw. chorób konformacyjnych zapew ne nie 
leży sam proces nieprawidłowego fałdowania, ale także nie­
popraw na identyfikacja (ang. misidentification), n iepopraw ­
na regulacja (ang. misregulatioń) czy też niepopraw ne prze­
kazywanie sygnału (ang. missignaling). Zatem mutacje, czy 
drastyczne zmiany w środowisku komórki, mogą sprawić, 
że białko przestanie praw idłow o funkcjonować, co w przy­
padku IDPs oznacza m.in. ograniczenie zdolności do praw i­
dłowego rozpoznawania odpowiednich partnerów, a to w 
konsekwencji może prowadzić m.in. do tworzenia niefunk­
cjonalnych agregatów. N ieprawidłowe rozpoznaw anie czy 
przekazywanie sygnału to także nieprawidłowa aktywacja 
kaskad transmisji sygnału i innych białek zaangażowanych 
w sieć połączeń.

W związku z wyraźną korelacją w ystępowania ID Ps/ 
IDRs w określonych procesach biologicznych [42], a przez

długość IDR [aminokwasy]

Rycina 6. IDRs w  obrębie białek zw iązanych z określonym i stanam i chorobo­
wymi. Procentow y udział białek w iązanych z w yszczególnionym i stanam i cho­
robowym i, zawierających n ieuporządkow ane ciągi reszt am inokw asow ych o 
długości od > 30 do >100 reszt. Dla porów nania  przeanalizow ano także udział 
białek bogatych w  IDRs w  obrębie bazy białek globularnych (PDB S25) i białek 
zaangażow anych w  szlaki p rzekazyw ania sygnału. Przeanalizow ane zestaw y 
białek zawierały: 1786, 487, 689 i 285 cząsteczek zaangażow anych w  choroby no­
wotw orow e, uk ładu  sercowo-naczyniowego (CVD, ang. cardiovascular disease), 
neurodegeneracyjne i cukrzyce. N a podstaw ie [83], zm odyfikowano.
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Tabela 1. W ybrane stany chorobowe i zw iązane z nimi ID Ps/ID R s [42].

Choroba Zaangażowane białko/region białka

Choroba Alzheim era Peptyd A p (IDP)

Choroba Alzheim era Białko Tau (IDP)

Choroba Parkinsona a-synukleina (IDP)

Pląsawica H untingtona H untingtyna (IDR, poliQ)

Gąbczaste zw yrodnienie 
m ózgu

Białko prionowe (IDR)

Ataksja rdzeniow o- 
m óżdżkow a

Ataksyna (IDR, poliQ)

Choroba Kennedy'ego Receptor androgenow y (IDR, poliQ)

Syndrom  W orster-Drought ABri (IDP)

Am yloidoza ApoAI koniec N apolipoproteiny A l (IDR)

Cukrzyca typu  II Am ylina (IAPP) (IDP)

Rak rdzeniasty tarczycy Kalcytonina (IDP)

Am yloidoza przedsionkow a
Przedsionkow y peptyd 
natriuretyczny (IDP)

Procesy now otw orzenia p53 (IDR)

W tabeli zebrano przykłady chorób, w  patogenezie których biorą udzia ł IDPs lub 
IDRs przytoczonych białek. Jeśli dany stan chorobowy ma zw iązek  z ekspansją 
wielokrotnie pow tórzonych reszt glutam inowych, fakt ten zaznaczono w  naw ia­
sie jako poliQ.

to z ich niewątpliwym udziałem w rozwoju określonych 
patologii, zaproponow ano pojęcie D2 (ang. D2 concept), czyli 
ideę nieuporządkowania w zaburzeniach (ang. disorder in 
disorders). Zdaniem twórców tego pojęcia, IDPs/IDRs mogą 
stanowić atrakcyjny cel dla projektowanych leków. Leki te 
byłyby kierowane w obszar oddziaływania białko-białko i 
uniemożliwiałyby np. nieprawidłowe oddziaływania ID P/ 
IDR z partnerem /-am i lub zapewniałyby praw idłow e roz­
poznawanie i popraw ną regulację szlaków przekazywania 
sygnałów kontrolowanych przez ID P/ IDR [88,89].

STAN ID -  PODSUMOWANIE

Labilność i brak, w nieobecności partnera, stabilnej, ści­
śle określonej konformacji, pozwala IDPs/IDRs pełnić rolę 
niezwykle czułych elementów w procesach m olekularnego 
rozpoznawania, podczas których rejestrowanie, przetw a­
rzanie i przekazywanie sygnału wymaga precyzyjnych 
zmian konformacyjnych [6]. Daje to, w pewien sposób, 
przewagę IDPs nad białkami całkowicie sfałdowanymi, 
gdyż dzięki swojej plastyczności IDPs predysponow ane są 
do łatwiejszego odbierania i przekazywania sygnału, a dzię­
ki możliwości przyjmowania wielu różnorodnych struktur, 
zdolne są do oddziaływ ań z wieloma różnymi partnerami. 
Rozprzężenie specyficzności i siły wiązania jest kluczowe 
w czasie molekularnej identyfikacji. Gwarantuje ono dużą 
specyficzność reakcji, połączoną z małym powinowactwem, 
a to właśnie zapewnia szybkość i odwracalność procesów, 
dając jednocześnie możliwość oddziaływania z wieloma 
różnymi partnerami zdolność do oddziaływań: jeden-do-
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-wielu i wielu-do-jednego, za każdym  razem z dużą specy­
ficznością. Umożliwia także tworzenie rozległej powierzch­
ni kontaktu, powierzchnia ta rośnie w  miarę postępującego 
fałdowania, w wyniku kontaktów z partnerem  [7,13,90]. 
IDPs/IDRs fałdują do specyficznej konformacji, wymaganej 
podczas oddziaływań z ustrukturyzow anym  partnerem, w 
oparciu o wzór fałdowania dostarczany przez tego partne­
ra. Szybkość wiązania gw arantow ana jest przez zwiększe­
nie zasięgu „skanowania" przestrzeni reakcji w poszukiw a­
niu powierzchni oddziaływań. Stan ID pozwala na obejście 
sterycznych restrykcji, gwarantując powstanie większej 
powierzchni kontaktów w oddziaływaniach kompleksów, 
białko-białko, białko-ligand, od tej jaka tworzy się pod ­
czas oddziaływań białek o sztywnej strukturze. Elementy 
wstępnie uform owane oraz MoRFs, są najprawdopodobniej 
kluczowe dla przejścia nieuporządkow any do uporządko­
wanego. Przy czym, regiony zawierające większy udział 
fragmentów wstępnie uformowanych, dostarczają więcej 
entalpii swobodnej do wiązania podczas oddziaływania 
z partnerem, niż regiony pozbawione takich fragmentów. 
Najprawdopodobniej na dalszych etapach oddziaływania 
białek, dochodzi do stopniowego w zrostu siły oddziaływ ań 
między partnerami, także na skutek rosnącej powierzchni 
kontaktu. Brak strukturalnego uporządkow ania umożliwia 
także tworzenie słabo zasocjowanych, wielopodjednostko- 
wych kompleksów białkowych, które mogą podlegać ta­
kim przekształceniom konformacyjnym, na jakie akurat w 
danym  momencie jest zapotrzebowanie [13,90]. Co więcej, 
miejsca PTMs: fosforylacji, metylacji, ubikwitylacji, sumo- 
ilacji, zlokalizowane są często właśnie w  IDRs, co znacznie 
ułatwia dostęp enzym om  modyfikującym do docelowych 
reszt łańcucha polipeptydowego, a co za tym  idzie przy­
spiesza „dostrajanie" funkcji białka w zależności od potrzeb 
[13,90]. Plastyczność łańcuchów IDPs pozwala maskować 
lub odsłaniać miejsca oddziaływ ań/m odyfikacji/proteoli- 
zy. Stan ID umożliwia więc wydajną regulację aktywności 
IDPs poprzez PTMs, ale także przez degradację łańcucha 
polipeptydowego.

Powyżej przedstawiono najważniejsze z korzyści płyną­
cych ze stanu ID i przejścia n ieuporządkow any do uporząd ­
kowanego [8,14,34,77,78]. Wszystkie z zalet, wynikające ze 
stanu ID wydają się być kluczowe dla regulacji i kontroli 
wielu istotnych procesów zachodzących w  komórkach 
żywego organizmu. Duży, choć najpewniej nie nieskoń­
czony potencjał konformacyjny jaki posiadają IDPs/IDRs, 
m a praw dopodobnie ogromne znaczenie podczas wielu 
skomplikowanych procesów jakim jest choćby kontrola i 
regulacja transkrypcji czy kaskady sygnałowe. Zapewne 
stan ID jest kluczowy podczas dostrajania powierzchni od ­
działywań pom iędzy parteram i i tworzenia swoistego ro­
dzaju platformy do rozmaitych oddziaływań, w  zależności 
od zapotrzebowania na formowane kompleksy. Poznanie 
reguł rządzących stanem ID i jego konsekwencji, może oka­
zać się istotne dla pełnego zrozumienia skomplikowanych 
mechanizmów działania poszczególnych elementów pro- 
teomów, składania wielopodjednostkowych kompleksów, 
ich regulacji na poszczególnych poziomach. Każda z hipo­
tez w ysnuw anych na temat IDPs/IDRs jest mniej lub bar­
dziej praw dopodobna, dlatego też identyfikacja kolejnych 
przykładów białek/regionów  z tej grupy ma duże znacze­
nie, gdyż oprócz nowych informacji na temat samego spo­
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sobu ich działania, regulacji czy struktury, umożliwi także 
ulepszenie algorytmów komputerowych, dzięki czemu od ­
najdywane podczas analiz bioinformatycznych przykłady 
kolejnych przedstawicieli IDPs będą bardziej wiarygodne i 
poprawne.
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ABSTRACT
Intrinsically disordered proteins (IDPs) belong to the newly discovered and still growing group of proteins. In contrast to globular proteins 
IDPs fail to fold into a well-defined tertiary structure under physiological conditions and they are characterized by extraordinary structural 
flexibility and plasticity. These features enable IDPs to adopt different conformations in response to different stimuli or different partners. 
Additionally, a pliable polypeptide chain, much more accessible in IDPs, causes that IDPs can undergo extensive posttranslational modifica­
tions which might lead to further modulation of IDPs conformation enabling rapid regulation of IDPs activity. In this way IDPs are involved  
in regulation of various regulatory pathways and promoting the assembly of supramolecular complexes. IDPs discovery reveals a new face of 
proteins and constitutes a new challenge for modern biochemistry.

Postępy Biochemii 58 (1) 2012 109http://rcin.org.pl

mailto:andrzej.ozyhar@pwr.wroc.pl


Wybrane aspekty am yloidogenezy

Dariusz Stępkowski

Zakład Biochemii, Instytut Biologii D ośw iad­
czalnej im. Marcelego Nenckiego PAN

Zakład Biochemii, Instytut Biologii D ośw iad­
czalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 
02-093 W arszawa; e-mail: d.stepkowski@ nenc- 
ki.gov.pl

Artykuł otrzym ano 9 listopada 2011 r.
A rtykuł zaakceptow ano 22 grudnia 2011 r.

Słowa kluczow e: am yloidogeneza, w łókna 
am yloidowe, struk tura  fibryli am yloidowych

STRESZCZENIE

N iepożądana agregacja b iałek  do w łók ien  am yloidow ych w ynikająca z w adliw ego fa łdo­
w ania białka jest zw iązana z etiologią w ielu  chorób człow ieka i zw ierząt. M echanizm  

tego procesu jest in tensyw nie  badany. Uważa się, że w łókna am yloidow e są najbezpiecz­
n iejszą  form ą odkładan ia  źle sfałdow anego białka, a form y najbardziej toksyczne dla kom ó­
rek  w ystępują  na w cześniejszych etapach agregacji. Z tego w zględu  w  n in ie jszym  artykule 
p rzedstaw iono najw ażniejsze osiągnięcia nau k i w  tej dziedzin ie  om aw iając poszczególne 
e tapy  reakcji am yloidogenezy. O m ów iono stan m onom eryczny, etap  oligom eryzacji aż do 
poglądow ego om ów ienia struk tu ry  dojrzałych w łókien  z uw zg lędn ien iem  przyczyn p o li­
m orfizm u struk turalnego  tych obiektów .

WPROWADZENIE

Amyloidogeneza jest rodzajem uporządkowanej agregacji peptydów  i białek 
do włókien amyloidowych. Związana jest z wadliwym  fałdowaniem struktu­
ry polipeptydów i białek. Występuje zarówno w organizmach żywych jak i w  
w arunkach laboratoryjnych. Z amyloidogenezą określonych polipeptydów czy 
białek jest związanych ponad 40 chorób występujących u człowieka [1], a niektó­
re mają swoje odpowiedniki u zwierząt. Najbardziej rozpowszechnioną chorobą 
związaną z niepożądaną agregacją polipeptydu jest choroba Alzheimera (około 
27 milionów chorych na świecie [2]). Amyloidozy, choroby związane z pow sta­
waniem  włókien amyloidowych stanowią zatem znaczny problem zdrowotny i 
społeczny. Mimo wieloletnich usilnych badań molekularny m echanizm pow sta­
wania włókien amyloidowych nie został do końca poznany. Niniejszy artykuł 
ma za zadanie przybliżyć czytelnikowi aktualny stan badań nad wybranymi 
aspektami tej tematyki.

REAKCJA AMYLOIDOGENEZY

Reakcję amyloidogenezy można skrótowo opisać jako ciąg zdarzeń według 
następującego schematu.: monomer* -  oligomer- protofibryla- fibry la (*w przy­
padku większych monomerów do zajścia oligomeryzacji potrzebne jest czę­
ściowe rozfałdowanie struktury). Do pewnego stopnia reakcja amyloidogenezy 
jest podobna do znanej z chemii polimerów reakcji nukleacji, polimeryzacji z 
charakterystyczną fazą opóźnienia (ang. lag phase) opisywaną przez krzywą sig- 
moidalną. Etap oligomeryzacji jest zatem odpowiednikiem nukleacji, po którym 
następuje faza wydłużania. Uważa się, że etap powstawania oligomerów może 
być powiązany z ich konformacyjną restrukturyzacją do oligomerów kom pe­
tentnych do tworzenia fibryli [3] jak również, że niektóre rodzaje oligomerów 
mogą być poza ścieżką zmian konformacyjnych prowadzących do powstania 
fibryli. Nie jest też jasne czy fibryle powstają z bocznej asocjacji protofilamentów 
czy też rosną tworząc zasocjowane in statu nascendi protofilamenty [11],

MONOMERY

Reakcji amyloidogenezy ulegają bardzo różnorodne peptydy i białka. Ze 
w zględu na wielkość monomeru można je podzielić na peptydy (począwszy 
od sekwencji o długości kilku reszt aminokwasowych), polipeptydy i białka. 
Wydaje się, że większe białka mają mniejszą tendencję do agregacji do włókien 
amyloidowych tworząc chętniej agregaty nieuporządkowane [4], Ze względu 
na ustrukturyzowanie monomery można podzielić na nieustrukturyzowane, 
a-helikalne, mieszane zawierające a-heliksy i pasma p-struktury oraz zawie­
rające w przewadze p-struktury. Sekwencje aminokwasowe białek ulegających 
amyloidogenezie różnią się bardzo i raczej istotne dla transformacji do włókien 
amyloidowych są krótkie odcinki sekwencji o resztach aminokwasowych o okre­
ślonych właściwościach [5-7]. Uważa się nawet, że nieomal każde białko można 
zmusić do takiej agregacji stosując określone sposoby częściowego rozfałdowa- 
nia struktury [8], To, że tylko nieliczne z białek ulegają tej transformacji in vivo 
należy przypisać dużej stabilności struktur natywnych [8], Jak już wspomniano
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m onom ery mają bardzo różną zawartość struktur drugo- 
rzędowych, począwszy od struktury kłębka n ieuporząd­
kowanego do dużej zawartości a-heliksów lub (3-struktury. 
Przejście do etapu oligomerów wym aga zatem różnej d ro ­
gi transformacji do formy o dużej zawartości (3-struktury 
(poprzecznie ułożone w stosunku do osi włókna pasma 
P-struktury-są charakterystyczne dla włókien amyloido- 
wych) w  zależności od struktury początkowej.

OLIGOMERY

Oligomery są stosunkowo najtrudniejszym do badania 
etapem  reakcji amyloidogenezy ze w zględu na ich znacz­
ną niestabilność i różnorodność strukturalną. Wydaje się 
też, że nie wszystkie oligomery są na ścieżce prowadzącej 
do pow stania włókien amyloidowych. Takim przykładem  
mogą być globulomery p-amyloidu, sferyczne agregaty tego 
peptydu  [9,10], Z występowaniem  oligomerów wiąże się też 
problem cytotoksyczności tych agregatów. W przypadku 
P-amyloidu uw aża się, że dojrzałe włókna są znacznie mniej 
neurotoksyczne niż oligomery (11). Część badaczy uważa, 
że dojrzałe włókna są sposobem usunięcia bardziej cytotok- 
sycznych form i rodzajem m agazynu niepotrzebnego białka 
,a naw et formą zmiatacza form toksycznych [12]. W ystępo­
wanie różnych oligomerów rodzi pytanie czy wszystkie są 
jednakowo toksyczne. Stwierdzona dla p-amyloidu więk­
sza cytotoksyczność form oligomerycznych może być p raw ­
dziwa dla większości białek amyloidogennych. Na ścieżce 
transformacji do włókien amyloidowych praw dopodobnie 
dla większości rodzajów monom erów koniecznym etapem 
przejściowym jest helikalny stan pośredni. Istnienie takiego

stanu przejściowego dla wielu peptydów  i polipeptydów 
a naw et dla niektórych białek jest dobrze udow odnione 
[11,13-16], Ciekawym spostrzeżeniem jest fakt, że zbliżenie 
do siebie helikalnych peptydów, umocowanych jako rów no­
legła wiązka na szkielecie cząsteczki makrocyklu, zwiększa 
znakomicie efektywność transformacji do p-struktury [17]. 
N aturalnym  wnioskiem z tych badań jest stwierdzenie, że 
dla zajścia transformacji do bogatej w  p-strukturę formy fi- 
bryli potrzebne jest oddziaływanie między helisami. Zatem 
dla małych i średnich m onomerów praw dopodobnym  szla­
kiem transformacji do włókien amyloidowych jest przejście 
przez stan helikalny. Powstawaniu takiego stanu sprzyjać 
mogą warunki środowiska np. oddziaływanie z błoną li­
pidową. Postuluje się np. dla p-amyloidu, że przyjmuje on 
konformację helikalną w  kontakcie z lipidami tworzącymi 
dw uw arstw ę [18]. Dla szeregu peptydów  stwierdzono, że 
dodanie do środowiska trifluoroetanolu (TFE), czynnika he- 
liksotwórczego [19], przyspiesza transformację do włókien 
amyloidowych [20,21]. Obszerne omówienie koncepcji heli­
kalnych stanów pośrednich jest zawarte w artykule Abedini 
i Raleigh [22], Dla większych białek postuluje się jako w aru ­
nek konieczny dla zajścia amyloidogenezy częściowe rozfał- 
dowanie natywnej struktury sprzyjającej transformacji [8], 
Z topologicznego punktu  widzenia można rozważyć istnie­
nie dwóch wariantów reakcji amyloidogenezy dla tych bia­
łek. Wyjście od struktury helikalnej i wyjście od p-struktury. 
W pierwszym przypadku musi nastąpić rozkręcenie helisy, 
związane z rotacją dużych fragmentów białka (P-struktura 
jest strukturą rozciągniętego głównego łańcucha polipepty- 
dowego o kształcie piły zębatej, z którego, z atom u węgla 
C-alfa, wystają na obie strony łańcuchy boczne). W drugim  
przypadku możliwe jest po w stępnym  niewielkim rozfał- 
dowaniu, że istniejące pasma p-struktury zaczną ze sobą 
oddziaływać między monomerami i w  ten sposób dokona 
się transformacja do włókna bez rotacji dużych fragm en­
tów białka. Alternatywnie można postulować, że częściowe 
rozfałdowanie doprow adzi do powstania helikalnych frag­
mentów, a z kolei oddziaływanie tych fragmentów według 
w ariantu pierwszego doprow adzi do agregacji do włókna 
amyloidowego. Mając na uw adze wyniki doświadczeń dla 
P-mikroglobuliny, białka p-strukturalnego wydaje się, że w 
tym przypadku etap helikalny jest omijany [23-25].

WŁÓKNA AMYLOIDOWE

Włókna amyloidowe są strukturam i prostymi i nierozga- 
łęzionymi. Przykładowy obraz takich włókien w  m ikrosko­
pii sił atomowych jest przedstawiony na rycinie 1. Często 
morfologia tych włókien jest helikalna co wynika z wzajem­
nego okręcania się protofibryli względem siebie. Cechą cha­
rakterystyczną tych włókien jest występowanie poprzecz­
nie ułożonych pasm p-struktury. Współczesne techniki 
NMR ciała stałego, dyfrakcji promieni X i różnych rodzajów 
mikroskopii a także, w przypadku małych peptydów  am y­
loidogennych, krystalizacji, pozwoliły na częściowe scha­
rakteryzowanie struktury protofilamentów niektórych po­
lipeptydów. Stopień komplikacji struktury protofilamentu 
jest przedstawiony na rycinie 2, obrazującej schematycznie 
ułożenie pasm p-struktury w zorowane na strukturze pro ­
tofilamentu p-amyloidu zaproponowanej przez zespół Ro­
berta Tycko [26]. Rycina 3 pokazuje praw dopodobny układ 
ułożenia protofilamentów w hipotetycznej fibryli w edług

Rycina 1. O brazy włókien p-am yloidu 1-40 o trzym ane techniką m ikroskopii 
sił atom ow ych. U dostępnione dzięki uprzejmości Andrzeja Szczepankiewicza i 
Danka Elbauma.
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Rycina 2. Schemat ułożenia pasm  p-struktury  protofilam entu w zorow any na m o­
delu struk tu ry  protofilam entu p-am yloidu 1-40; opracow ano na podstaw ie [25],

autora niniejszego artykułu. Ryciny 2 i 3 są poglądowe i 
warto wspomnieć, że jest to jedna z możliwości oraz, że pro­
ponow ane dla innych białek modele strukturalne włókien 
amyloidowych oparte mogą być na innej zasadzie organi­
zacji przestrzennej [27], Włókna p-amyloidu charakteryzują 
się różną morfologią zależną od środowiska w jakim po­
wstają. Ostatnio opublikowano artykuł pokazujący możli­
wą przyczynę polimorfizmu włókien p-amyloidu [28]. Opi­
sano w nim występowanie tak zwanego suwaka steryczne- 
go (ang. steric zipper) w  11 rodzajach kryształów krótkich 
peptydów  p-amyloidu zawierających odcinki amyloidogen- 
ne. Autorzy postulują, że polimorfizm włókien p-amyloidu 
może wynikać z tworzenia suwaka sterycznego przez różne 
fragmenty sekwencji p-amyloidu [28].W spółczesna wiedza 
na temat struktury włókien p-amyloidu jest przedstawiona 
szczegółowo w artykule Fandrich i wsp. [29], Polimorfizm

Rycina 3. Przykładow y sposób ułożenia protofilam entów  w  fibryli proponow any 
przez autora. D w a protofilam enty są u łożone rów nolegle do siebie. Powierzchnie 
kontaktu m iędzy nim i m ogą tworzyć suw ak steryczny.
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Oś fibryli

Rycina 4. Idea topologii ułożenia pasm  P-struktury rów noległej i w  rejestrze. Tra­
fianie identycznych reszt am inokw asow ych na siebie w zd łu ż  osi fibryli pokazano 
na przykładzie reszt fenyloalanin 19 i 20 p-am yloidu. R ysunek jest w yidealizo­
w anym  przedstaw ieniem  ułożenia łańcuchów bocznych. W  rzeczywistości łań­
cuchy te mają pew ną sw obodę konformacyjną pow odującą zapew ne odstępstw a 
w  regularności ich ułożenia. Jednakże regularność m oże rów nież w iązać się z 
zyskiem  energetycznym  i przedstaw iony obraz m oże nie odbiegać wiele od  rze­
czywistego ułożenia łańcuchów  bocznych zw łaszcza arom atycznych.

strukturalny włókien amyloidowych jest praw dopodobnie 
cechą wspólną wszystkich rodzajów włókien amyloido­
wych [28], Cechą charakterystyczną m odelu protofilamen­
tu P-amyloidu według Petkova i wsp. [26] jest topologia 
ułożenia łańcuchów polipeptydowych tworzących pasma 
P-struktury. Tak zwana równoległa i w  rejestrze (ang. pa- 
rallel and in register). Oznacza ona, że kierunek łańcucha po- 
lipeptydowego od końca aminowego do karboksylowego 
jest dla równoległych w strukturze poprzecznej łańcuchów 
ten sam oraz, że są one ustawione tak, że reszty o tej samej 
numeracji w sekwencji trafiają na siebie w zdłuż osi proto­
filamentu (Ryc. 4). Taka topologia jest preferowana przez 
większe polipeptydy gdyż zapewnia większą liczbę oddzia­
ływań hydrofobowych wzdłuż osi protofilam entu [31]. Zja­
wisko to ilustruje rycina 5 przedstawiająca oddziaływania 
między pasmami struktury poprzecznej i w ew nątrz  jednej 
warstwy poprzecznej protofilamentu. Występują zatem 
dw a rodzaje oddziaływań: równoległe w zględem  osi w łók­
na i poprzeczne. W zdłuż osi włókna występują oddziaływ a­
nia łańcuchów bocznych oraz bardzo w ażne ze w zględu na 
stabilizację włókna wiązania w odorow e m iędzy poprzecz­
nymi głównymi łańcuchami polipeptydowym i. O ddziały­
wania poprzeczne do osi włókna w ystępują między w ar­
stwami (3-kartek i prawdopodobnie niektóre z nich tworzą 
suwak steryczny (Ryc. 6). Takie oddziaływ ania pierwotnie 
stwierdzono w kryształach peptydu pochodzącego z białka 
Sup35 prionu drożdży. Takie ugrupow anie przestrzenne 
nazwano "(3-spine" postulując, że jest głów nym  kręgosłu­
pem  powstającego włókna amyloidowego [32]. Rozważania 
ułożenia przestrzennego oddziaływań we włóknie prow a­
dzą jednak do wniosku, że ilość oddziaływ ań w zdłuż osi 
włókna (wiązania wodorowe i oddziaływ ania hydrofobo­
we łańcuchów bocznych) jest znacząco większa niż oddzia­
ływań poprzecznych łańcuchów bocznych (suwak sterycz­
ny). Zakładając, że nie ma dramatycznych różnic między 
efektami energetycznymi zapinania suw aka sterycznego 
i wiązań w odorowych oraz oddziaływ ań hydrofobowych 
w zdłuż osi włókna większa ilość tych dwóch ostatnich od­
działywań wskazywałaby na ich większą rolę w  stabilizacji 
włókna. Z drugiej strony suwak steryczny stw ierdzono w 
kryształach peptydów, co uzasadnia pytanie na ile strukturę 
krystaliczną m ożna przenosić na warunki, w których krysz­
tały nie powstają. Badania przy użyciu spektroskopii NMR 
(ang. nuclear magnetic resonance) nad włóknam i amyloido- 
wymi peptydu z Sup35 wskazują na większą różnorodność
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Vertical hydrophobic interaction 

Horizontal hydrophobic interaction

Hydrogen bonds

Rycina 5. W ystępow anie oddziaływ ań podłużnych i poprzecznych w  stosunku 
do osi fibryli. Zaznaczono oddziaływ ania  hydrofobow e oraz w odorow e. Po­
kazano przekrój przez protofilam ent zawierający dw ie w arstw y m onom erów. 
O ddziaływ ania poprzeczne m ożna podzielić na p ionow e (w układzie rysunku) 
oraz boczne asocjacje łańcuchów bocznych (oddziaływ ania poziom e w układzie 
rysunku, nie są uwidocznione). Zaproponow any schem at pokazuje raczej ideę 
ukierunkow ania  kontaktów  m iędzy łańcucham i bocznym i kolejnych w arstw  pro- 
tofilam entu niż rzeczywisty obraz oddziaływ ań. Takie podejście pozw ala  osza­
cować liczbę oddziaływ ań podłużnych i poprzecznych i ich relatyw ny w kład w 
stabilizację włókna.

strukturalną obecną w  tych włóknach niż w  kryształach 
nie wykluczając jednak w ystępowania suwaka sterycznego
[30]. Stwierdzenie, które z oddziaływań: podłużne czy po ­
przeczne są najistotniejsze dla stabilizacji struktury włókna 
będzie miało znaczenie dla rozpoznania ciągu zdarzeń pro ­
wadzących do powstania włókna amyloidowego.

REGIONY AMYLOIDOGENNE

W sekwencjach aminokwasowych białek występują rejo­
ny kilku przylegających do siebie reszt, które mają poten­
cjał amyloidogenny [5-7], Wydaje się, że mogą to być dwa 
rodzaje odcinków sekwencji. Obszar przylegających reszt 
hydrofobowych [33,34] lub reszt asparaginy i glutaminy jak 
w białkach prionów drożdży lub w białkach o pow tarza­
jących się sekwencjach glutaminowo-asparaginowych (ang. 
glutamine, asparagine repeats). Senguen i wsp. [33,34] poka­
zali zależność efektywności transformacji do (3-struktury, 
od hydrofobowości kluczowych reszt aminokwasowych 
analogów fragmentu (3-amyloidu 16-22. Oprócz hydrofobo­
wości również wielkość przestrzenna reszt miała znaczenie 
dla efektywności transformacji. Na podstawie tych badań 
m ożna w ysnuć wniosek, że im bardziej hydrofobowy odci­
nek amyloidogenny sekwencji tym będzie bardziej sprzyjał 
transformacji do p-struktury. Inna sytuacja jest w przypad ­
ku pow tórzeń sekwencji glutaminowo-asparaginowych o 
wysokiej zdolności do tworzenia suwaka sterycznego [32] 
gdzie najprawdopodobniej oddziaływania van der Waalsa 
między upakow anym i gęsto łańcuchami bocznymi uczest­
niczących w  suwaku sterycznym reszt aminokwasowych 
z przylegających p-kartek decydują o trwałości takiego 
ugrupow ania przestrzennego (Ryc. 6). Opracowanych jest
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Rycina 6. Schematyczne przedstaw ienie wzajem nego oddziaływ ania łańcuchów 
bocznych dw óch przylegających w arstw  p-kartki w  ram ach suw aka sterycznego. 
Jest to przykład  oddziaływ ań poprzecznych.

szereg metod teoretycznych przewidywania odcinków 
amyloidogennych opartych o różne zasady (statystyczne i 
fizykochemiczne bądź ich połączenie) [35]. Znaczenie tych 
metod jest potencjalnie bardzo duże gdyż znajomość od­
cinka amyloidogennego może pomóc w opracowaniu leku 
skierowanego na tę sekwencję, hamującego transformację 
do p-struktury. W przypadku amyliny (IAPP) małego po- 
lipeptydu (hormonu) znajomość amyloidogennych reszt 
aminokwasowych doprowadziła do opracowania synte­
tycznej amyliny, która została zarejestrowana do leczenia 
ludzi w p rzypadku cukrzycy typu pierwszego i drugiego, w 
której amylina tworzy włókna amyloidowe. W syntetycznej 
amylinie zastąpiono reszty hydrofobowe F25, L28,129 przez 
reszty proliny, znany łamacz p-struktury, przez co zmienio­
no jej właściwości w kierunku braku tendencji do agregacji. 
Dalszy rozwój metod teoretycznego wyszukiwania odcin­
ków amyloidogennych sekwencji aminokwasowych białek 
i peptydów  będzie sprzyjał opracowaniu metod zapobiega­
nia ich amyloidogenezie.

PODSUMOWANIE

Ostatnie lata przyniosły znaczny postęp w badaniach nad 
amyloidogenezą. Tworzące się w reakcji amyloidogenezy 
oligomery uważane są za formy szczególnie cytotoksyczne 
podczas gdy dojrzałe włókna w złogach amyloidowych są 
zapew ne mniej szkodliwe i praw dopodobnie mogą spełniać 
rolę zmiataczy szkodliwych form oligomerycznych. Jeżeli 
chodzi o formowanie się oligomerów to wydaje się, że od­
działywania hydrofobowe mają znaczną rolę. Polimorfizm 
dojrzałych włókien może wynikać z zapoczątkowania oli- 
gomeryzacji przez inny odcinek amyloidogenny. Dla wielu 
polipeptydów  pierwszym etapem tworzenia oligomerów 
jest wyjściowy lub przejściowy stan helikalny. Rozwój teo­
retycznych metod przewidywania odcinków amyloidogen­
nych może ułatwić projektowanie związków chemicznych 
(np. peptydów) do ich blokowanie w celu zapobieżenia 
agregacji.
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Selected aspects of am yloidogenesis 
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ABSTRACT

U nw anted  aggregation of p ro te ins into am yloid  fibrils caused by  p ro te in  m isfo ld ing  is connected w ith  m any  h u m an  and  anim al diseases. 
M echanism  of th is process is in tensively  stud ied . In  the  p resen t p aper m ain  achievem ents in  th is  field  are described. Som e researchers pos­
tu la te  th a t fibrils are the less h arm fu l species and  the  m ost toxic species are the earlier aggregates on the  p a th  to  m ature fibrils..Therefore, 
m onom eric, oligom eric and  finally  m ature fibrils stages of the  reaction of am yloidogenesis are review ed w ith  a tten tion  payed to the  p rob lem  
of structural po lym orph ism  of fibrils.

114 www.postepybiochemii.plhttp://rcin.org.pl

mailto:d.stepkowski@nencki.gov.pl
http://www.postepybiochemii.pl


Thermo
S C I E N T I F I C

Dodaj trochę koloru do swojego Real-Time PCR

D y  N  A m o ™  S N P
Genotyping Master Mix

Nowy zestaw do genotypowania polimorfizmów pojedynczych nukleotydów

Niezwykle szybki protokół - unikalny, zoptymali­
zowany skład buforu reakcyjnego umożliwia 
uzyskanie wyników w czasie 50 minut.

Wysoka wydajność i czułość detekcji oraz powta­
rzalność reakcji SNP.

Niewielka ilość materiału potrzebna do reakcji - 
dokładne wyniki genotypowania już z 0,5 ng DNA.

Innowacyjny dwukolorowy system zapewnia 
poprawne pipetowanie (w szczególności na 
białych płytkach).

Uniwersalny - kompatybilny z większością 
powszechnie stosowanych instrumentów do 
reakcji PCR w czasie rzeczywistym, także z Thermo 
Scientific PikoReal® Real-Time PCR System.

Mix reakcyjny stabilny przez 3 dni w 4°C - idealny 
do badań genotypowania w laboratoriach na 
szeroką skalę.

Zwiększona dokładność dyskryminacji w porów­
naniu do niezoptymalizowanych zestawów opar­
tych o sondy molekularne TagMan®.

Dostępne bezpłatne próbki DyNAmo™ SNP 
Genotyping Master Mix.

F-480S

F-480L

F-480XL

DyNAmo™ SNP Genotyping Master Mix 200 reakcji (25 pl każda)

1000 reakcji (25 pl każda)

4000 reakcji (25 pl każda)

Numer Produkt Opakowanie
katalogowy

Jedyny autoryzowany dystrybutor

abo Grażyna Tarnowska Boreysza, 80-255 Gdańsk, ul. Podleśna 6A, 

Adres biura: ul. Wichrowe Wzgórze 123,80-293 Gdańsk 

Tel.: 58 341 21 43, Fax: 58 520 33 80, 

abo@abo.com.pl, www.abo.com.pl

Informacje do zamówienia

http://rcin.org.pl

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


Muse™ cell analyzer. 
Simply see more.

Achieve smarter cell analysis with your own Muse™.

Be inspired by innovation at your side. The Muse™ Cell 

Analyzer delivers accurate assessments of cell viability, 

apoptosis and cell cycle in just minutes, 

revolutionizing the way you analyze cells. With the 

Muse™ Cell Analyzer's miniaturized optics, sleek, 

touchscreen operation and simple sample prep, you 

can make faster, more accurate decisions about your 

experiments, for more productive research.

Muse™ advantages:

• Simple, effortless operation

• Accurate and reliable results

• Intuitive software and touchscreen user interface

• Rapid setup and analysis

• Optimized assays

• Compact and affordable

www.millipore.com/muse

i

Merck Millipore is a division of ¡MERCK
i

Merck Sp. z o.o., 

Aleje Jerozolimskie 178, 0 2 -4 8 6  W arszawa  

tel.: 022 53 59 770; fax: 022  53 59 94 5  

dzial.handlowy@ m erckgroup.com

M
E

R
C

K
 

M
IL

L
IP

O
R

E

http://rcin.org.pl

http://www.millipore.com/muse
mailto:dzial.handlowy@merckgroup.com

	SPIS TREŚCI



