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ARTYKULY

Geny intronowe

Intronic genes

MARCIN SCHMIDT*

Spis tresci:

l.  Wstep
Il. Organizacja genomowa uktadu ,,genu w genie”
11-1. Charakterystyka poznanych struktur genoino-
wych
I1-1.1. Geny Gart/LCP
11-1.2.  Geny I(2)not/I(2)tid, 1(2)rot
11-1.3.  Geny dunce/Pig, Sgs, indnc
11-1.4. Geny Rh4/sina
11-1.5. Geny NF1/EYI2A, EYI2B, OMGP, WAK3
11-1.6. Geny GnRH/SH; CE YIII/F8A, F8B oraz
ear-l/ear-7
I11. Transkrypcja ,,genu w genie”
I11-I. Interakcje typu cis
I11-2. Regulacja transkrypcji genéw intronowych po-
przez antysensowne oligonukleotydy
IV. Ewolucyjne przestanki mogace potwierdza¢ powigzanie
pomiedzy genem gospodarzem a intronowym genem
V. Pochodzenie ,,zagniezdzonych” genéw
VI. Uwagi koncowe.

Wykaz stosowanych skrotéw: pz — par zasad, kpz — tysiecy
par zasad, nt — nukleolydéw, knl — tysiecy nukleotydéw, AIRS
— syntetaza rybonuklcotydu aminoimidazolowego (EC
6.3.3.1), GARS — syntetaza rybonuklcotydu glicynamidowego
(EC 6.3.4.13), GART — transferaza rybonuklcotydu glicynami-
dowego (EC 2.1.2.2)

. Wstep

W roku 1909 Johannsen wprowadzit termin
»gen” w miejsce Mendlowskicgo ,czynnika dzie-
dzicznos$ci”. Byto to jednak abstrakcyjne pojecie,
gdyz nie przypisywano wtedy genowi okreslonej
struktury. Dopiero cztery lata p6zniej Sturtevant

*Mgr; Zaktad Wirusologii Molekularnej, Uniwersytet im. Ada-
ma Mickiewicza, ul. Miedzychodzka 5, 60-371 Poznan,
mschmidt@amu.edu.pl
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VI. Final remarks

na podstawie badan nad Drosophila melanogaster
stworzyt definicjg genu, ktdéra nieustannie podlega
weryfikacji. Odkrycie intronéw byto niewatpliwie
jednym z wazniejszych wydarzen w dziejach ewolu-
cji pojecia genu. Ostatnie badania ujawnity kolejne
fakty naruszajgce klasyczny model liniowej organi-
zacji genéw. Zidentyfikowano uktadu genow, w kto-
rymjeden (lub wiecej gendéw) znajduje sie w intronie
innego genu tzw. genu gospodarza. W wiekszosci
poznanych przypadkow geny te zlokalizowane sg na
obu niciach DNA i transkrybowane w odwrotnym
kierunku, a w skrajnych przypadkach ich sekwencje
kodujgce naktadajg sie.

Artykut ten stanowi prébe analizy uktadu genu w
genie pod wzgledem komplikacji jakie taka aran-
zacja moze wnosi¢ do regulacji aktywnosci tych ge-
now, a takze przedstawia niektdre hipotezy do-
tyczace genezy tego uktadu.
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LCP

Rys. 1. Genomowa organizacja locus Gart/LCP u Drosophila melanogaster. Czarne pola oznaczaja eksony (1 do 7 kolejne cksony genu Gart), a szare

— poznane regiony regulatorowe (P — promotor, A — sygnal poliadenylacji); [zmienione wg 8].

Il. Organizacja genomowa uktadu ,,genu w
genie”

Wiekszo$¢ gendw jadrowych, jak i organellowych
zawiera sekwencje intronowe. Na podstawie analizy
mechanizmoéw sktadania RNA (z ang. splicing) wy-
rézniono kilka grup intronéw oraz stworzono teorie
ich filogenezy. Zaktada ona odrebnos$¢ pochodzenia
intronéw w genach jadrowych iorganellowych euka-
riota [1], Otwarte ramki odczytu wystepujgce w nie-
ktorych intronach klasy 1i Il genéw organelli komar-
kowych kodujg biatka bioragce udziat m.in. w proce-
sach insercji intronéw [2-6], W tych przypadkach
regutg zdaje sie by¢, iz owa intronowa otwarta ramka
odczytu jest zawsze na tej samej nici DNA, co jej
gen-gospodarz, ijest kotranskrybowana. Natomiast
geny obecne w intronach genomu jagdrowego zlokali-
zowane sg na nici DNA kodujacej gen-gospodarz,
jak i komplementarnej, i mogg by¢ transkrybowane
niezaleznie. Lokalizacja gendw intronowych oraz

1(2)dtl

sposob ich transkrypcji wskazuje na ich prawdopo-
dobng role w regulacji ekspresji genu gospodarza.

I1-1. Charakterystyka poznanych struktur genomo-
wych

Il-1.1. Geny Gart/LCP

Geny GartiLCP (PCP; z ang. larval/pupal cuticle
protein) majg podobng organizacje i strukture w ge-
nomach Drosophila melanogaster i Drosophila
pseudoobscura. W intronie genu Gart (pomiedzy
eksonami 1 i 2) na nici przeciwnej znajduje sie gen
LCP zawierajacy takze intron (patrz rys. 1). Produk-
tami transkrypcji genu Gart sg dwa rodzaje czaste-
czek mRNA (4,7 i 1,7 knt u Drosophila melanoga-
ster oraz 4,7 i 2,3 knt Drosophila pseudoobscura),
ktore sg matrycami w syntezie dwdch polipeptydéw.
Jeden z nich wykazuje trzy aktywnosci enzymatycz-
ne szlaku syntezy puryn de novo (GARS, AIRS,

5I

Rys. 2. Genomowa organizacja genow I(2)not, I(2)tid, I(2)rot i I(2)dtl u Drosophila melanogaster. Czarne pola oznaczaja eksony, szare regiony regula-
torowe (P — promotor, A — sygnat poliadenylacji); [zmienione wedtug 10-11],
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GART), drugi - krotszy - ma jedynie aktywnosé
GARS. Gen TCP ulega transkrypcji w odwrotnym,
wzglagdem Gart kierunku i koduje biatko larwalnej
kutikuli [7-8],

11-1.2. Geny 1(2)not/ I(2)tid, 1(2)rot

Ztozony uktad gendw: lethal(2)tumorous imagi-
nai dises (I(2)tid), lethal(2)neighbour of tid
(I(2)not), lethal(2)relative of tid (I(2)rot), let-
hal(2)denticleless (I(2)dtl) zostat zlokalizowany w
regionie prazka 59F4 drugiego chromosomu Dro-
sophila melanogaster. Gen I(2)not obejmuje okoto
6,1 kpz genomowego DNA, ajego region kodujacy
(1530 pz) jest podzielony intronem o dtugosci 2645
pz na dwa eksony. Produkt genu (biatko Not56) jest
prawdopodobnie supresorem transformacji nowo-
tworowej. W intronie tego genu wystepuje gen
I(2)rot (patrz rys. 2) [9]. Natomiast na przeciwnej
nici w tym regionie wykryto dwa kolejne geny 1(2)tid
i1(2)dtl. Gen I(2)tid ulokowany jest w regionie intro-
nu genu I(2)not iw duzej cze$ci pokrywa sie z genem
1(2)rot (patrz rys. 2). W zalezno$ci od stadium roz-
wojowego owada jest on transkrybowany do mRNA
o wielko$ci 0,82 knt (specyficznego dla stadium
larwalnego) i 1,4 knt (specyficznego dla formy do-
rostej). Biatkowy produkt genu I(2)tid (Tid56; 56
kDa) jest supresorem transformacji nowotworowej.
N-koncowy rejon tego biatka wykazuje znaczng ho-
mologie do biatka opiekunczego (z ang. chaperone)
DnalJzEscherichia coli [71]. Powyzej jest zlokalizo-
wany gen 1(2)dtl genu majacy dwa eksony [10].

Ekspresja opisanych genéw moze by¢ wzajemnie
regulowana, poniewaz ich regiony regulatorowe
naktadajg sie. Region promotorowy genu 1(2)tid inie
podlegajacy translacji 3’-rcgion genu I(2)rot oraz re-
gion promotorowy genu I(2)rot i nic podlegajacy
translacji 3’-region genu I(2)tid majg wspoélne se-
kwencje. Ponadto region promotorowy genu I(2)rot
naktada sie na ckson 1genu I(2)not, natomiast geny
I(2)not i I(2)rot majg prawdopodobnie wspolny pro-
motor [11],

Geny I(2)not i 1(2)tid w genomie Drosophila viri-
lis sg tak samo zlokalizowane jak w genomie Dro-
sophila melanogaster [12-13].

11-1.3. Geny dunce/ Pig, Sgs, Indnc

Jednym z gendéw odpowiedzialnych m.in. za pro-
cesy uczenia sie i pamieci [14-17] Drosophila mela-
nogaster jest gen dunce (dne) kodujacy fosfodieste-
raze cCAMP. Gen ten sktada sie z nie mniej niz 17 eks-
onoéw obejmujacych co najmniej pie¢ prazkow poli-
tenicznych na chromosomie (3C11-3D4; ponad 148
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kpz) [15, 17]. Skomplikowana i nietypowa organiza-
cja genu dunce odpowiedzialna jest za powstawanie
szeregu (8-10) transkryptow (od 4,2 do 9,6 knt). Ich
wspblng cechajest obecno$¢ w czasteczce sekwencji
odpowiadajacych eksonom 3i5-13 [15]. Heterogcn-
no$¢ RNA jest wynikiem jego alternatywnego skta-
dania oraz wystepowania w obszarze tego genu mini-
mum trzech miejsc inicjacji transkrypcji i co naj-
mniej szesciu miejsc sygnalizujgcych poliadenylacje
[15, 17]. Rodzaj powstajgcego transkryptu zalezny
jest od stadium rozwojowego Drosophila [18]. W in-
tronach genu dunce stwierdzono obecno$¢ przynaj-
mniej sze$ciu gendw (patrz tabela 1): Sgs-4 (z ang.
salivary gland secreted protein gene-4), Pig-1 (z

Tabela 1.

Lokalizacja poznanych genéw intronowych genu dunce, oraz kierunek
ich transkrypcji [15, 17].

Lokalizacja wzgle- Ni¢ DNA (wzgle-
dem kodujacej

Geny zlokalizowa-

ne w intronach dem genu dunce

genu dunce (5’ekson/3’ekson ) genu dunce)

Pig-2 0.9/1.0 9

Pig-3 0.9/1.0 9

Sgs-4 0.9/1.0 9

Pig-i 2.0/2.3 komplementarna
Sgs-4 2.0/2.3 kodujaca
Indnc 2.8/3.0 kodujaca
geny sam 2.8/-/113 9

ang. preintermolt gene-1), Indnc, kolejny gen z ro-
dziny Sgs i przynajmniej jeszcze dwa geny Pig [15,
17]. Podejrzewa sie, ze locus dunce kryje w sobie
jeszcze inne geny, m.in. nalezace do grupy komple-
mentacji zwanej sam (z ang. sperm-amolite) [14-15],

I1-1.4. Geny Rh4 /sina

U Drosophila melanogaster w regionie intronu (9
kpz) genu Rh4 na komplementarnej nici DNA zloka-
lizowano gen sina (seven in absentia), ktéry takze
zawiera intron [19]. Produktem genu sina jest praw-
dopodobnie czynnik transkrypcyjny bioracy udziat
w regulacji ekspresji genow odpowiedzialnych za
wewngtrzkomoérkowy szlak sygnalizacji réznicowa-
nia [20],

11-1.5. Geny NF1/EVI2A, EVI2B, OMGP, PAK3
Gen NFI (z ang. Neurofibromatosis type 1) obej-

muje okoto 350 kpz [21-23]
cztowieka i sktada sie z 59 cksonéw [22-24], W in-

chromosomu 17q

POSTEPY BIOCHEMII 45(3), 1999



27b —
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IR = B o ——
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Rys. 3. Genomowa organizacja fragmentéw genu NF1 (cksony 27b, 28, 38,

4MAJ); zmienione wg 22-23.

tronie 27b (okoto 50 kpz) ulokowane sg trzy prze-
ciwnie zorientowane geny majgce intron (patrz
rys. 3): EVI2A (EVI2; z ang. ecotropic viral integra-
don site), EVI2B (RC1) [26] i OMGP (z ang. oligo-
clendrocyte-myelin glycoprotein) [21-22, 24-25], aw
intronie 39 znajduje sie pseudogen kinazy adcnyla-
nowcj 3 — A’AKS (1,7 kpz) o tej samej orientacji co
gen NF1 [22, 26-27],

11-1.6. Geny GnRH/SH;
ear-l/ear-7

CF VIII/F8A, F8B oraz

Znane sg takze inne przyktady aranzacji gendw, o
charakterze ,genu w genie” wystepujace w geno-
mach ssakéw. Jednym z nich jest gen GnRH (z ang.
gonadotropin-releasing honnone) wystepujacy w
genomie szczura w pojedynczej kopii. Sktada sie on
z czterech eksonéw. Pomiedzy eksonami 1i 2, na
komplementarnej nici DNA znajduje sie gen SH o
nieznanej funkcji. Analiza transkryptéow obu gendw
wykazata, ze ich cksony cze$ciowo naktadaja sie na
siebie, a ich ekspresja ma charakter tkankowo-spccy-
ficzny. GnRH ulega ekspresji w centralnym uktadzie
nerwowym, podczas gdy transkrypty genu SH obec-
ne sag w tkankach serca [28],

W genomie ludzkim na chromosomie Xq28, odna-
lezione zostaty dwa geny ESA iESB zlokalizowane w
regionie intronu 22 genu VIII czynnika koagulacji —
CE VIII (z ang. coagulation factor VIII). Geny te
znajdujg sie na nici komplementarnej wzgledem nici
DNA kodujacej CE VIII [29-30]. Na chromosomie
17921, na przeciwnych niciach DNA zlokalizowane
sg dwa geny bedgce homologami genu erbA (ear-1 i
ear-7). Sekwencje kodujace tych genéw czes$ciowo
naktadajg sie na siebie [31].

POSTEPY BIOCHEMII 45(3), 1999
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39, 40, 41) cztowieka z genami intronowymi (OMGP; EYI2B, EVI2A,

IIl. Transkrypcja ,,genu w genie”

Sprzezenie gen6w na chromosomie sugeruje ich
funkcjonalne powigzanie lub/i wspdélne pochodzenie
ewolucyjne [32], Zachowawcze i strukturalnie bli-
skie sgsiedztwo gendéw oznacza, ze mogty one po-

powigzane funkcjonalnie nic wykazujac jednak ho-
mologii sekwencji ani homologii struktury biatka
[38-41], Po duplikacji genu lub/i przypadkowym
zgrupowaniu niezaleznych funkcjonalnie genow,
mogty one pozostaé w takim uktadzie ze wzgledu na
wigzace je interakcje typu cis (z ang. cis-interac-
tions) w obrebie danego regionu chromosomu lub
gdy regulacja ich ekspresji podlega kontroli jednego
czynnika (tak jak zachodzi to w przypadku genow
globin [42]). Relacje pomiedzy uktadem gendéw a ich
ekspresjg mozna takze zaobserwowaé w przypadku
genow dcsmoglcin [43] i homcotycznych [36-37],
Geny homcotycznc sg znakomitg ilustracjg uktadu
sprzezen gendéw w kompleksy, ktore dzieki funkcjo-
nalnemu uzaleznieniu zostaty utrzymane w toku
ewolucji. Wskazuje na to wysoka homologia se-
kwencji oraz zachowanie ich genomowej organizacji
od czasu rozejscia sie drég ewolucyjnych stawono-
gow i kregowcow [36-37, 44-45].
Zastanawiajace jest, czy uktad ,,genu w genie” jest
tylko jednym z rownoznacznych, alternatywnych ty-
pow organizacji genéw, czy ma dodatkowo jakie$
znaczenie funkcjonalne. Od fizycznej organizacji
gendw moze zaleze¢ zar6wno pozytywna jak inega-
tywna regulacja ich ekspresji. We wzajemnej regula-
cji aktywnos$ci genéw zlokalizowanych blisko siebie
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moga bra¢ udziat interakcje typu cis jak réwniez od-
dziatywania na zasadzie antysensu.

I11-1. Interakcje typu cis

Do elementéw regulatorowych oddziatywujacych
na drodze interakcji typu cis zaliczamy: kasetg
TATA, kodon inicjujacy, powtdrzenia CG (z ang.
CpG islands), elementy proksymalne wzgledem pro-
motora, oraz elementy wzmacniajace (z ang. enhan-
ccr) lub ostabiajgce (z ang. silencer) sitg promotora
[46 ] Ze wzgladu na wzgledng blisko$§¢ genéw pozo-
stajacych w opisywanym uktadzie nalezy rozwazy¢
mozliwo$¢ korzystania przez nie ze wspdélnych re-
gionoéw regulatorowych [47].

Powyzszg tezg potwierdza¢ moga badania nad re-
trotranspozonami, tym bardziej, ze niektore z intro-
nowych genow wykazujg cechy transpozondw
[14-16, 27], Przeprowadzone badania dowiodty, ze
mscrcja retrotranspozonu moze prowadzi¢ do zmia-
ny aktywnos$ci genu poprzez dodanie lub przerwanie
specyficznych elementow regulatorowych w geno-
mie [48],

Analizujac profile aktywnos$ci gendéw sina i Rh4
mozemy przypuszczaé, ze za ich ekspresjg odpowie-
dzialny jest wspd6lny dla obu genéw element regula-
torowy, z ktérym wigzg sie rozne specyficzne tkan-
kowo czynniki transkrypcyjnc syntetyzowane w ko-
morce w zaleznos$ci od stadium rozwojowego owada.
Gen sina jest wspétodpowiedzialny za prawidtowy
rozwé6j komérek fotoreccptorowych R7 omatoidiow
Drosophila niclanogaster, natomiast gen Rh4 koduje
opsyne specyficzng dla tych komoérek. Aktywnos$¢
genu sina jest potrzebna w momencie réznicowania
prekursorowej komorki fotorcccptorowej w typ R7.
Produkt tego genu jest odpowiedzialny za przetwa-
rzanie sygnatow pozycyjnych prawdopodobnie na
zasadzie czynnika regulujgcego ekspresjg innych ge-
ndéw. Produktem genu sina jest biatko jadrowe
[19-20], ktérego brak w prekursorowej komoérce fo-
torcccptorowej powoduje, ze przeksztatca sie ona w
komérka soczewkowg (z ang. cone celi) zamiast w
R7 [19]. Osobliwos$cig tego uktadu jest fakt, iz eks-
presja obu gen6éw zachodzi w komdrkach tego same-
go typu. Fizyczne zgrupowanie tych genéw w odnie-
sieniu do ich funkcjonalnego powigzania jest intry-
gujace, aczkolwiek znaczenie tego uktadu jest nieja-
sne. Podczas gdy aktywno$¢ genu sina determinuje
los komérek R7, gen Rh4 ulega ekspresji wytgcznic
w tych komdérkach. Do transkrypcji genu Rli4 docho-
dzi tylko w komoérkach R7 w pdznym stadium ich
réoznicowania [49], natomiast ekspresja genu sina za-
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chodzi wczes$niej i w wiekszej liczbie typéw komo-
rek [19, 50],

Regiony regulatorowe otaczajace gen LCP, a znaj-
dujace sie wewnatrz intronu genu Gart, prawdopo-
dobnie majg takze wptyw na aktywnos$¢ genu ,go-
spodarza” na zasadzie oddziatywan typu cis [8], Zna-
ne sg przypadki wystepowania w intronach sekwen-
cji wzmacniajacych transkrypcja [51-53]. Cze$¢ z
nich moze odpowiada¢ tkankowo-spccyficznym ele-
mentom regulujacym poziom ekspresji w innych po-
znanych genach Drosophila [54-58], W przeciwien-
stwie do genu LCP, gen Garl wykazuje konstytu-
tywna ekspresja niezaleznie od stanu rozwojowego
Drosophila. Ponadto stwierdzono, ze ekspresja in-
tronowego genu LCP jest nic tylko specyficzna dla
stadium rozwojowego, ale rowniez specyficzna tkan-
kowo. Aktywacji ekspresji genu LCP towarzyszy
wzrost stezenia mRNA bedgcego transkryptem genu
kodujgcego enzymy syntezy puryn. Jego poziom
szczeg6lnie wzrasta podczas trzeciego stadium
larwalnego i formowania poczwarki [7-8], Moze to
Swiadczy¢ o obecnosci wspdélnej sekwencji wzmac-
niajacej (z ang. bidirectionally active enhance)-) tran-
skrypcja obu gendéw [8, 59],

Intronowc geny i/lub ich elementy regulatorowe
moga takze by¢ odpowiedzialne za podtrzymywanie
transkrypcji genu, w ktérego intronic sg ulokowane
[22, 51-53], Bardzo prawdopodobnym zdaje sie to
by¢ w przypadku genu dunce. Nalezy on do grupy
najwiekszych genéw [60] — jego cksony roztozone
sg na obszarze ponad 148 kpz [17], Nic wiadomo jaki
wptyw ma rozmiar genu na jego ekspresjg. Mato
prawdopodobnym wydaje sie jednak, ze polimeraza
RN A jest w stanic syntetyzowaé tak dtugi pierwotny
transkrypt [15].

Geny Sgs-4 i Pig-J sa transkrybowane w tym sa-
mym czasie. Ich bliskie potozenie nasuwa przypusz-
czenie, ze podlegajg temu samemu regionowi regula-
torowemu. Po obu stronach genu Sgs-4 — zlokalizo-
wane sg sekwencje odpowiedzialne za wysoki po-
ziom ekspresji oraz jej ograniczenie do niektérych
tkanek idanego stadium rozwojowego (z ang. spatial
and temporal specificity) [14],

Mutacje wystepujace w obszarze genu NFI uwaza
sie za przyczyng wystepowania jednostki chorobo-
wej zwanej ncrwiakowldkniakowatos$cig (z ang. neu-
rofibromatosis; choroba Rccklinghauscna). Charak-
teryzuje sie ona m.in. obnizong zdolnoscig uczenia
sig, nadcis$nieniem ncrkopochodnym (z ang. renal
hypertension) i podatno$cig na nowotworzcnic (z
ang. malignancies) [61-62], Niektore z tych obja-
wow moga by¢ posrednim dowodem na powigzanie
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ekspresji genu NF1 z aktywnoscigjego genow intro-
nowych. Gen NFI koduje cytoplazmatycznc biatko
nalezace do rodziny biatek GAP (z ang. GTPase ac-
tivating protein). Bierze ono, prawdopodobnie,
udziat w kontroli wzrostu komorki poprzez interak-
cje z biatkami typu Ras [21] — co wyja$nia¢ moze
czestsze transformacje nowotworowe w przypadku
mutacji tego genu. Inne objawy chorobowe mozna
korelowa¢ z wystgpieniem dclccji w regionie genu
NFI powodujacej inaktywacje (fub usuniecie) jedne-
go lub wiecej gendow zlokalizowanych w intronach.
Szczegdlnie intrygujaca jest potencjalna mozliwosé
przypisania trudno$ci w uczeniu sie zmianom w re-
gulacji ekspresji genu OMGP. Gen ten bierze udziat
w réznicowaniu komoérek podczas rozwoju mézgu.
Natomiast zmiany w ekspresji EVI2A lub EVI2B
moga okaza¢ sie odpowiedzialne za wystepowanie
przewlektej biataczki szpikowej typu dzieciecego (z
ang. juvenile chronic myelogenous leukemia). Bada-
nia nad ekspresja tych genow wykazaty ich tkankowg
specyficzno$é. Zaobserwowano obecnos$¢ transkryp-
tow: NFI w moézgu i krwi obwodowej, OMGP tylko
w oligodendrocytach centralnego uktadu nerwowe-
go, EVI2A w mézgu, krwi obwodowej i szpiku kost-
nym, a EVI2B we krwi obwodowej iszpiku kostnym
(ale nie w mézgu) [21, 24-25, 63], Istnieje takze mo-
zliwos¢, ze brak aktywnosci genu NFI (np. w wyniku
cze$ciowej dclccji) prowadzi do nadekspresji intro-
nowych gendw genu NF I, odpowiedzialnych w ten
spos6b za niektére objawy chorobowe nerwia-
kowtokniakowatosci [64], Jednak prawdopodobna
obecno$¢ cnhanccra (podobnego do cnhanccra genu
kodujacego tancuch k immunoglobulin) w genie

milionow lat temu

60 30

(b)

/a \

©

OMGP wskazywa¢ moze na jego udziat w regulacji
aktywnosci NFI, a nie odwrotnie [25],

Do potencjalnych mechanizméw mogacych braé
udziat w regulacji aktywnos$ci uktadu ,,genu w genie”
nalezy blokada aktywnos$ci promotora (z ang. promo-
ter occlusion) [47],

I11-2. Regulacja transkrypcji genoéw intronowych
poprzez antysensowne oligonukleotydy

Transkrypty genéw pozostajacych w tak bliskim
usytuowaniu mogg wptywac na ekspresje sasiednich
gendw na zasadzie oddziatywan antysensu — jak ma
to miejsce u Prokaryota [65]. Podczas réwnolegtej
transkrypcji gendw lezagcych na przeciwnych niciach
tego samego loci moze dochodzi¢ do formowania sie
dwuniciowych RNA, ktére nastepnie podlegatyby
degradacji [47, 64, 66]. Bardzo prawdopodobna jest
regulacja ekspresji genu I(2)ticl przez gen I(2)rot na
zasadzie antysensownego RNA. Potwierdzity to
wstepne badania wykazujace, ze transkrypt I(2)rot
nic podlega translacji [11], Natomiast badania na li-
niach komdrkowych nad aktywnos$cig genéw Gart i
LCP zdaja sie nie potwierdzac istnienia takiego typu
regulacji w ich przypadku [7],

IV. Ewolucyjne przestanki potwierdzajgce
powigzanie pomiedzy genem gospoda-
rzem a jego genem intronowym

Jednym z dowodoéw mogacych potwierdzi¢ funk-
cjonalne znaczenie uktadu ,,genu w genie” bytoby
ewolucyjne utrwalenie ich fizycznej organizacji.

0
Drosophila
virilis
Drosophila

melanogaster

Drosophila
pseudoobscura

Rys. 4. Upi'oszxzonc drzewo ewolucyjne wybranych gatunkéw 7 rodzaju Drosophila (a), obrazujace rozejscie sii* drég ewolucyjnych tworzacych pod-
rodzajc Drosophila (b) i Sophopliora (c) w czasie [uproszczone wg 67],
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Drosophila melanogaster i Drosophila virilis wye-
woluowaty od wspdlnego przodka okoto 60 do 80
milionow lat temu (patrz rys. 4). Jest to czas przyjety
za wystarczajacy aby upewnié¢ sie czy dany uktad ge-
now byt ewolucyjnie faworyzowany [67-68], Prze-
prowadzone badania wykazaty, ze pomimo duzego
ewolucyjnego utrwalenia sekwencji gendw sina i
Rh4 u tych dwéch gatunkéw ich chromosomowy
uktad jest inny. Geny sina i Rh4 u Drosophila virilis
nic tworzg uktadu ,,genu w genie” isg one zlokalizo-
wane w innych miejscach chromosomu [68], Zdaje
sie to zaprzecza tezie, ze ich aranzacja mogtaby
mie¢ znaczenie funkcjonalne (np. regulatorowe).
Chociaz przyktad lokalizacji genéw Gart!LCP oraz
I(2)not/I(2)tid zdaje sie teze te potwierdzac. Linie
rozwojowe Drosophila melanogaster i Drosophila
pseudoobscura rozeszty sie co najmniej 40-50 milio-
now lat temu. Pomimo ewolucji, ktéra od czasu ich
wspoOlnego przodka dokonata zmian w ich genomie,
uktad genow Gart/LCP pozostat utrzymany. U Dro-
sophila melanogaster kazdy kodujacy region posia-
da homologiczny odpowiednik u Drosophila pseu-
doobscura, zaréwno w genie syntezy puryn jak isyn-
tezy biatka kutikuli. Duzg zachowawczo$¢ sekwen-
cji zaobserwowano takze pomiedzy niekodujacymi
regionami tego locus. Przejawia sie ona w postaci
szeregu segmentéw (11-119 pz) o homologii do-
chodzacej do 100% -wiekszej niz ta dotyczgca regio-
now kodujacych. Wszystkie segmenty utozone sg
doktadnie w tej samej kolejnosci u obu gatunkéw,
aczkolwiek poprzedzielane sg odcinkami o roznej
dtugosci i sekwencji. Niekodujacc segmenty moga
bra¢ udzial w regulacji obu gen6w na zasadzie cis-
oddziatywan, a cze$¢ z nich jest na pewno regionami
regulatorowymi genu LCP [8], Mocniejszym argu-
mentem (ze wzgledu na przestrzen czasowg dzielgca
D. melanogaster i D. virilis od ich wspdlnego przod-
ka) opowiadajgcym sie za ewolucyjnym utrwaleniem
struktury genu w genie wyniktego z ich funkcjonal-
nego powigzania [70] jest genomowa organizacja
I(2)not/I(2)tid. Zaréwno u Drosophila melanogaster
jak i Drosophila virilis geny tc zachowaty niezmie-
niony uktad, pomimo zmian w sekwencjach ko-
dujacych i faktu posiadania przez I(2)not Drosophila
virilis ,dodatkowego” (wzgledem Drosophila mela-
nogaster) krdtkiego intronu rozdzielajagcego sekwen-
cje homologiczng do eksonu 1 I(2)not Drosophila
melanogaster [12-13, 69],

V. Pochodzenie ,,zagniezdzonych” genéw

Pochodzenie ,zagniezdzonych” gendéw mozna
ttumaczy¢ trzema hipotezami:
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a) insercja samego genu do intronu genu gospoda-
rza,

b) insercja genu wraz z otaczajacymi go sekwen-
cjami niekodujagcymi — co nalezatoby rozumiec jako
insercjc ,intronu”, ktéry posiadat juz pierwotnie gen
— do genu gospodarza,

c) rozrost genu pociggajacy za sobg pochtanianie
innych gendw.

Pierwsza hipoteza zdaje sie by¢ bardzo prawdopo-
dobng bioragc pod uwage proces retrotranspozycji,
lecz odnosi¢ sie ona moze jedynie do intronowych
genow o strukturze jcdnocksonowcj. Ostatnia nato-
miast dotyczy¢ mogtaby rozlegtych genow o Kkilku
alternatywnych miejscach inicjacji lub/i terminacji
transkrypcji, tak jak np. dunce i NFL

Rdéznice w rozmieszczeniu genéw sina i Rh4 w
chromosomach Drosophila melanogaster i Dro-
sophila virilis wskazujg, ze po rozejsciu sie ich drég
ewolucyjnych jeden z tych gendw ulegt translokacji
do innego regionu chromosomu. Gdyby jeden z ge-
now ulegt translokacji, a drugi pozostat w swej pier-
wotnej pozycji, wtedy uktad gendéw otaczajgcych
przeniesiony gen powinien by¢ inny u obu gatunkow.
Natomiast otoczenie stabilnego genu prawdopodob-
nie bytoby ewolucyjnie zachowane. Na podstawie
tego zatozenia wykazano, iz — najprawdopodobniej
to wtasnie — gen Rli4 zmienit swojg lokalizacje na
chromosomie w jednej z tych dwu linii ewolucyj-
nych, a sina pozostat w swojej pierwotnej lokaliza-
cji. Gen Rh4 mdgt zostac¢ przeniesiony zardwno z re-
gionu Rh4/sina w linii ewolucyjnej Drosophila viri-
lis, lub do regionu sina w linii Drosophila melanoga-
ster. Uktad genow otaczajgcych region Rh4/sina u
Drosophila melanogaster jest wysoce zblizony do
otoczenia genu sina u Drosophila virilis, natomiast
nie znaleziono podobieAstwa do rejonu genu Rh4
Drosophila virilis [68], Takie przeniesienie genu do
innego miejsca na chromosomie nic mogto naruszaé
funkcjonowania innych gendw. Jednym z mechani-
zmow translokacji biorgcych udziat w takim przenie-
sieniu mogta by¢ retrotranspozycja — integracja do
chromosomu odcinka DNA bedacego kopig tran-
skryptu (mRNA). W takich przypadkach geny po-
chodzenia retrotranspozonowego, z reguty, pozba-
wione sg intronéw (wystepujacych w genach prekur-
sorowych), czesto posiadajg 3' region o charakterze
poliadenylowanego korca i rejon integracji oskrzy-
dlony sekwencjami powtérzonymi [68, 72-73], Te
trzy cechy spetnia gen Rh4 u Drosophila virilis: (i)
nic posiada intronu (w odréznieniu od Rh4 Drosophi-
la melanogaster), (ii) wystepuje ciagg 18 dezoksyadc-
nozyn na 3’ koncu tego genu, za ktérym (iii) wyste-
puje sekwencja CAAAT poprzedzajgca dwukrotnie
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5’region tego genu. Ta piecionuklcotydowa sekwen-
cja moze reprezentowa¢ powtdrzenie tworzace sie
podczas transpozycji. Z tych danych wynika, ze pier-
wotnym uktadem byta formacja Rh4/sina wyste-
pujaca u Drosophila melanogaster, a transpozycja
zaszta w linii ewolucyjnej prowadzacej do Drosophi-
la virilis. Zaktadajgc, ze w linii ewolucyjnej Dro-
sophila virilis doszto do transpozycji wydarzenie to
musiato nastapi¢ na tyle wczes$nie, aby sekwencja
oryginalnego Rh4 mogta sie zmieni¢ w stopniu unie-
mozliwiajgcym jej terazniejsze wykrycie [68], Inny-
mi zagniezdzonymi genami pozbawionymi intro-
néw, eo wskazywa¢ mogtoby na ich pochodzenie po-
przez retrotranspozycje, sg oba Sgs, Pig-1 i Indnc
ulokowane w locus genu dunce [14-16] oraz A2AK3 z
intronu NFJ [27], Wspomniane powyZej geny Sgs s3
jedynymi nic posiadajgcymi intronéw przedstawi-
cielami swojej rodziny [14], Opierajac sie na zatoze-
niu, ze genomowa struktura genéw kinazy adenyla-
nowej (AK) u ssakow jest bardzo konserwatywna
[74], nalezy przypuszczaé, ze funkcjonalny gen AK3
u cztowieka sktadatby sie z co najmniej pieciu ekso-
now obejmujacych ponad 30 kpz [27],

Rozpatruje sie takze inng mozliwag droge wejscia
gendéw Sgs i Pig w obszar dunce — na zasadzie
~pochtoniecia” ich przez gen dunce w trakcie jego
ewolucyjnego rozwoju. Powigza¢ ztym moznajedng
z bardziej atrakcyjnych hipotez wyjasniajagcych po-
wstawanie wielu typow transkryptéw tego genu,
bedacych wynikiem bardzo skomplikowanej i roz-
legtej jego struktury, jako rzekome reprezentowanie
przez nic tkankowo-specyficznych izoform fosfodie-
sterazy cAMP. Gen dunce rozrastajac sie wcielatby w
swoj locus sgsiadujgce geny zyskujac przez to kolej-
ne promotory [15],

Jakkolwiek retrotranspozycja jest bardzo prawdo-
podobng drogg prowadzacg do powstania ,,zagniez-
dzonych” gendow, nie ttumaczy ona pochodzenia ge-
now zawierajgcych intron w intronic genu gospoda-
rza. Mozna jedynie domniemywac udziatu duplikacji
i inscrcji w tym procesie. Inscrcyjny model przenie-
sienia genu intronowego wraz z otaczajacymi go se-
kwencjami nickodujgcymi do genu gospodarza zdaje
sie by¢ potwierdzony przez badania nad organizacjg
locus Gart wsrod przedstawicieli z rzedu Diptera.
Locus ten u Chironomus tentans (ktérego wspdlny z
Drosophila melanogaster przodek istnial 135-65 mi-
lionéw lat temu) wykazuje znaczne podobienistwo w
strukturze i organizacji do opisanego u Drosophila
melanogaster [75].

Jak dotad nic opisano organizacji, w ktérej dwa
geny — oba posiadajace introny — wzajemnie za-
wieratyby w nich swoje kolejne cksony. Taka konfi-

POSTEPY BIOCHEMII 45(3), 1999

guracja bytaby prawdopodobna gdyby mechani-
zmem powstawania opisywanej struktury bytoby ta-
sowanie eksondéw. Wszystkie przytoczone powyzej
przyktady opisujg geny intronowe, ktére w catosci
znajduja sie w intronic genu gospodarza — co jedno-
znacznie przemawia za teorig insercyjng.

V1. Uwagi kornicowe

Pomimo, ze funkcjonalne powigzanie gendéw po-
zostajacych w opisanej powyzej zaleznos$ci struktu-
ralnej nic zostato jeszcze jednoznacznie udokumen-
towane nalezy zatozy¢, ze jest ono bardzo prawdopo-
dobne. Istnienie takich uktadéw Swiadczy o wyso-
kiej ztozonos$ci struktur genomu oraz elastycznosci
mechanizmoéw ekspresji.

Kolejnym interesujagcym elementem struktural-
nym zaangazowanym w organizacje informacji ge-
netycznej sg twintrony — introny zlokalizowane
wewngtrz introndéw. Zostaty one pierwotnie odkryte
w genomie chroloplastowym Euglena gracilis [76],
Zarowno intronowe geny jak i twintrony zostaty sto-
sunkowo niedawno odkryte. Nic poznano jeszcze ich
prawdziwej roli w mechanizmach regulacji ekspre-
sji, ktéra zachodzi¢ moze zar6wno na poziomie tran-
skrypcji jak i obrébki RNA.
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I. Wstep

Apoptoza w duzej mierze odpowiada za tkankowg
inarzagdowa homeostazg organizmoéow. Wiele stanéw
patologicznych, przede wszystkim liczne choroby
ncurodcgencracyjne, wynika, jak sie sadzi, ze zbyt
intensywnej apoptozy komodrek. Z upoS$ledzeniem
za$ apoptozy wigze sie przede wszystkim rozwdj
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wiciu nowotworow i ich opornos¢ na chemioterapiag
oraz oporno$¢ komoérek na infekcje wirusowe, a ta-
kze liczne zaburzenia autoimmunologiczne [1-4].
Cecha charakterystyczng komorek ulegajgcych
apoptozie, niezaleznie od rodzaju wywotujgcego ten
proces czynnika, jest uruchomienie w nich ewolucyj-
nie utrwalonej kaskady proces6w proteolitycznych i
nukleolitycznych. Gtéwnymi elektorami tych proce-
sOw sg proteazy cysteinowe, tzw. kaspazy, [5-10]
oraz kilka endonukleaz, z ktérych najwieksze zainte-
resowanie wzbudza zidentyfikowana w 1998 r endo-
nukleaza CAD {caspase-activated- deoxyribonucle-
ase) [11, 12]. W efekcie dziatania wymienionych en-
zymdéw w komorce ulega degradacji wiele cytopla-
zmatycznych ijagdrowych biatek oraz DNA, nastepu-
je destrukcja elementéw strukturalnych, tworzenie
tzw. ciatek apoptotycznych idezintegracja komorki.
Przebieg apoptozy kontroluja liczne biatka, ktére
promujg lub przeciwdziatajg $mierci apoptotycznej.
Najwcze$niej poznanymi regulatorami apoptozy sg
btonowe biatka z rodziny Bcl-2 [12-18], Sg nimi za-
réowno biatka hamujgce apoptoza (np. Bcl-2, BcelxL,
Bcl-w, Mcl-1, Brag, Bfl-1) jak i promujace jej prze-
bieg (np. Bax, Bad, Bak, Bik). W czasteczce biatka
Bcl-2 i jego homologéw nie wystepujg elementy
strukturalne, ktére mogtyby sugerowac jakie sg bio-
chemiczne mechanizmy ich dziatania. Sadzi sie nato-
miast, ze lokalizacja wewngtrzkomdrkowa biatka
Bcl-2 ijego homologéw determinuje ich dziatanie.
Wystepowanie Bcl-2 i prawic wszystkich jego homo-
logéw (z wyjatkiem BAD) w powigzaniu z btonami
— zewnetrzng btong mitochondrialng, btongjadrows
i siateczkg $rodplazmatyczng sugeruje udziat tych
biatek w funkcjonowaniu mitochondriow, przeciw-
dziataniu stresowi oksydacyjnemu oraz regulacji
wewnatrzkomoérkowego poziomu jon6w wapnia
[19-21], Szereg danych wskazuje takze na istotny

udziat biatek z rodziny Bcl-2 w regulacji aktywnosci
kaspaz [22, 23], zwtaszcza w aktywacji prokaspazy 9
[24-30],

Na poczatku lat 90-tych zidentyfikowano szereg
innych biatek niz nalezace do rodziny Bcl-2, ktére
przejawiajg zdolno$¢ do hamowania poptozy i okre-
§lono je jako biatka IAP (inhibitory apoptosis prole-
ins). Po raz pierwszy wykryto je w wirusach owa-
dzich, tzw. bakulowirusach wywotujgcych poliedro-
ze jadrowa [31-34], w ktérych wykazano juz wcze-
$niej obecnos$¢ antyapoptotyczncgo biatka p35. Na-
stepnie biatka IAP znaleziono w komérkach owadéw
[np. 35, 36], gryzoni [37], ptakow [38], ssakdéw
[39-42], a takze w 1998 roku w komérkach drozdzy
[43], Powszechno$¢ wystepowania tych antyapopto-
tycznych biatek, regulowana ekspresja, przynaj-
mniej niektérych z nich, podczas rozwoju i réznico-
wania organizméw [44], a takze obecno$¢ pewnych z
nich w komdérkach wielu nowotwordéw [45] sprawia,
ze sgone przedmiotem bardzo intensywnych badan.

Il. Og6lna charakterystyka biatek 1AP

Biatka IAP sa polipeptydami o rdznej dtugosci
(~ od 150 do 1500 AA), w ktdrych wykazano miedzy
innymi obecno$¢ dwu charakterystycznych domen:
w N-koncu domeny BIR (baculovirus I.AP-like repe-
ats) oraz przy C-koncu domeny RING [46] (Ryc. 1).
Domena BIR to okoto 65 aminokwasow, wsrdd Kto-
rych wystepujg sekwencje CysX2Cys i CysXOHis, co
wskazuje, ze biatka te moga wigza¢ jony Zn. Po-
szczegOlne biatka IAP charakteryzujg sie obecnos$cia
najczesciej kilku utozonych tandemowo domen BIR
(Tabela 1), znane sgjednak biatka tylko z jedng do-
meng BIR, ito zardwno biatka wirusdw, nicieni czy
tez komérek ludzkich. Biatek z domeng BIR nie wy-
kryto, jak dotad, w ros$linach i bakteriach [47]. Sugc-

BIR BIR BIR

RING

CysX;CysX (1128 CysX HisX3CysX,CysXs.17)CysX,Cys

ArgX,ProX12.14GlyX.GlyX,AspX;Cys X, Cys X TrpXoHisX¢Cys

Ryc. 1 Schemat budowy biatek IAP, na przyktadzie ludzkiego biatka X-1AP [wg. 46]. Wyttuszczono sekwencje aminokwasowe biorgce udziat w

wigzaniu jonéw Zn.
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ruje sie ostatnio, by biatkom IAP nada¢ nazwe biatek
BIR, wtasnie ze wzgledu na powszechno$¢ wystepo-
wania w ich czgsteczkach tej sekwencji aminokwa-
sowej [43], Nic wszystkie domeny BIR sg “rowno-
cenne”. Wprawdzie wiekszo$¢ biatek zawierajgcych
te domeny hamuje apoptoze, jednak znane sg pewne
biatka wirusowe, jak np AcNPV-1AP [48] nie przeja-
wiajagce tej wtasciwosci. Poprzez domeny BIR biatka
IAP wigza sie z r6znymi biatkami promujgcymi apo-
ptoze (patrz rozdz. III).

Ostatnio ukazata sie praca donoszaca 0 wystepo-
waniu domeny BIR, rowniez w czgsteczce enzymu z
roznych tkanek gryzoni, ktory uczestniczy w wigza-
niu ubikwityny z biatkami majacymi ulec degradacji
proteolitycznej w proteasomie tzw. ubicjuitin —
conjugating enzyme [49]. Enzym ten, wystepujacy w
aparacie Golgiego i nazwany BRUCE (BIR repeat
contciining ubicjaitin epnjngating enzyme) stanowi
pierwszy przyktad biatka IAP o znanej aktywnosci
enzymatycznej. Jak dotad nic nic wiadomo o biatko-
wych substratach BRUCE. Wysuwa sie przypuszcze-
nie, ze moze on uczestniczy¢ w nieznanych jeszcze
powigzaniach szlakow antyapoptotycznych ze szla-
kiem zaleznej od proteasomu proteolizy biatek. Mo-
zna spekulowaé¢, czy aktywno$¢ enzymu BRUCE
moze regulowaé biatka wigzace sie z domeng BIR,
albo tez czy BRUCE moze skierowywac kaspazy na

Tabela 1.

Przyktady biatek IAP (dane i nomenklatura wg 43, 47)

Organizm Biatko IAP

cV-1AP
OpNV-I1AP
GPGV-IAP
ACNPV-1AP
BmMNPV-IAP

Baku lowirusy

Saccharomyces pombe Sp-BIRI

Sacchciromyces cerevisiae  Sc-BIR2

Cc-BIR2

Caenorhabditis elegans
Ce-BIRI

D-1AP1

Drosophila melanogaster
D-1AP2

Mus musculus mMIHA

X-1AP
ClAP-I/MIHB*
clAP-2/MIHC*
NAIP

Homo sapiens

surwiwina

*w biatkach clAP-1 iclAP-2 wystepuje rowniez domena CARD
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Liczba domen BIR

1
2
2
2
2

W oW W W

droge degradacji. Proteolityczna inaktywacja kaspaz
mogtaby w efekcie nieodwracalnie wytgczaé specy-
ficzne szlaki prowadzgce do $mierci komdrek.

Druga typowag domeng w biatkach 1AP jest dome-
na RING o strukturze palca cynkowego wystepujaca
w C-koncu czasteczki (Ryc. 1) [34, 46], Nalezy za-
znaczy¢, ze domene RING znaleziono w kilkudzie-
sieciu biatkach, ktoére wystepujac w cytoplazmic lub
jadrze komdérkowym uczestniczg miedzy innymi w
regulacji transkrypcji, w naprawie i rekombinacji
DNA, oraz w procesach apoptozy i réznicowania
[50, 51], Domena RING wystepuje w wiekszos$ci po-
znanych dotychczas biatek 1AP (Tabela 1). Wydaje
sie, ze jej obecnos$¢ nie jest konieczna, aby biatko
IAP mogto hamowaé apoptoze. Co wiecej, usuniecie
tego fragmentu czasteczki z biatka D-1AP-1 muszki
owocowej zwieksza nawet jego antyapoptotyczne
witasciwosci. Domena RING nic wystepuje tez w
ludzkich biatkach NAIP i surwiwinie, ktére sa bar-
dzo aktywnymi inhibitorami apoptozy komodrek ner-
wowych [NAIP;40] oraz licznych komoérek nowo-
tworowych [44, 45],

Domeny BIR i RING rozdzielone sg tzw. tgczni-
kiem o roznej diugosci, krotszym w wirusowych
biatkach IAP, dtuzszym za$ w biatkach z komérek
ssakow. Jego funkcja nie jest jeszcze znana, podob-
nie jak funkcja domeny CARD obecnej w ludzkich

Obecnos$¢ domeny RING Hamowanie apoptozy

+ +
+ +
+ +
+
+
>
>
0
7
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
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biatkach clAP-1 i clAP-2. Dotychczas wiadomo
byto, ze domena CARD (caspase recruitment doma-
in) stanowi ten fragment czgsteczki tzw. biatek adap-
torowych typu CRADD i Apaf-1, poprzez ktory
wigzg sie one z prodomenami kaspaz 8 i 2 [52],
Biatka clAP-1 clAP-2 wigzg siejednak z aktywnymi
kaspazami poprzez domene BIR a nic CARD [53],

I1l. Mechanizmy dziatania biatek 1AP

W jaki sposob biatka IAP hamujg apoptoze jesz-
cze nie wyjasniono. Fakt blokowania przez nie apop-
tozy — wywotywanej przez tak r6zne induktory jak
czynnik martwicy nowotworéw (TNF-a), ligand re-
ceptora FAS (FAS-L), niektdre chcmiotcrapcutyki
(np. cisplatyna, etopozyd, aktynomycyna D), kaspa-
zy [36, 37, 54, 55], a takze biatkowe induktory apop-
tozy typu Rcaper, Grim, Hid i Doom z tkanek owa-
déw (patrz rozdz. 111.2) — sugeruje, ze miejscem
dziatania biatek 1AP muszg by¢ kluczowe etapy tego
procesu. Szereg nowych danych wskazuje, ze u pod-
staw dziatania biatek 1AP lezy zakidcenie przez nic
przekazywania sygnatu do apoptozy lub przezycia
komorek, w wyniku tworzenia heterokomplekséw z
biatkami uczestniczagcymi w tych procesach, a takze
bezposrednie ich oddziatywanie z efektorowymi ka-
spazami.

I11-1. Interakcja biatek 1AP z czynnikami TRAF

I11-1.1. Charakterystyka czynnikdw TRAF i ich funkcji
w komoérce

Czynniki TRAF( TNF-receptor-associated fac-
tors) stanowig liczng grupe cytoplazmatycznych
biatek, ktére posrednicza w przekazywaniu sy-
gnatéw powstajacych po aktywacji przez cytokiny
wielu btonowych receptoréw z nadrodziny TNF-R
[10, 56-58], Sygnaty te prowadzg do plcjotropowcj
odpowiedzi komorek, w tym miedzy innymi do apo-
ptozy czy tez stymulacji proceséw zapalnych, atakze
do promowania przezycia komoérek mimo obecnosci
czynnikéw uszkadzajgcych.

W 1994 roku doniesiono po raz pierwszy o obec-
nosci czynnikéw TRAF-1 i TRAF-2 w kompleksie z
podbtonowym fragmentem receptora TNF-R2, kto-
rego rola w przekazywaniu sygnatu wywotywanego
przez TNF-a polega nie na promocji apoptozy, lecz
na ich udziale w promowaniu przezycia komorek
[59], W nastepnych latach okazato sie, ze biatka
TRAF-1 i TRAF-2, jak rowniez inne biatka TRAF
(TRAF 1-6) wigzg sie tez z receptorem TNF-R 1
uczestniczacym w generowaniu sygnatdéw ido apop-
tozy ido przezycia komérek [60-62], a takze, miedzy
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innymi, z receptorami CD30 [63, 64] i CD40 [65]
czynnymi w aktywacji limfocytow T i B. Wigzanie
czynnikéw TRAF z cytoplazmatycznymi, podbtono-
wymi fragmentami receptoro6w moze nastepowac
bezposrednio, co stwierdzono w przypadku wigzania
z receptorem TNF-R2 [59], CD30 [64] i CD40 [65]
lub tez za posrednictwem biatka adaptorowego
TRADD. Biatko to zawiera tzw. domene $mierci i
jest istotnym sktadnikiem kompleksu inicjujgcego
apoptoze komorek po aktywacji przez TNF-a recep-
tora TNF-R1 [61, 62] (Ryc. 2A). W powigzaniach
TRAF z receptorami btonowymi uczestniczy C-ko-
ncowy fragment jego czasteczki (tzw. domena
TRAF, 230 AA), bioracy takze udziat w interakcjach
prowadzacych do powstania homodimerdw i hetero-
dimerow czynnika TRAF [66].

Podstawowg funkcjg czynnika TRAF-2 w komor-
kach wydaje sie by¢, przynajmniej dotychczas, jego
udziat w czynnika transkrypcyjnego
NFkB [67, 68], Jego aktywacja pojawia sie jako jed-
na z odpowiedzi komoérek na dziatanie TNF-a [60,
62] (Ryc. 2B), czy tez np. specyficznych ligandow
wigzacych sie z wystepujacymi w btonach recepto-
rem D30 [63], receptorem CD40 [60] oraz recepto-
rem cytokiny TRANCE [69], TRAF-2 posSredniczy w
przekazywaniu sygnatu z podbtonowego kompleksu

aktywacji

ztozonego poza nim z czesci cytoplazmatyczncj re-
ceptora TNF-R 1, biatka TRADD, kinazy biatkowej
RIP do kilku kinaz biatkowych (NIK, IKKa, 1KK[3).
Kinazy te fosforylujg inhibitor IkB znajdujacy sie w
kompleksie z czynnikiem transkrypcyjnym NFkB,
ktéry nastepnie ulega ubikwitynacji i degradacji w
proteasomic, a aktywny NFkB przemieszcza sie z cy-
toplazmy do jagdra komo6rkowego ireguluje ekspresje
wielu gendw promujacych przezycie komoérek [68,
70] (Ryc. 2B).

Drugg istotng funkcjg czynnikdw TRAF jest tez
niewatpliwie ich wptyw na aktywacje kinaz
JNK/SAPK [70-73] i/lub kinazy p38 MAPK [74],
ktére biorg udziat réwniez w aktywacji innych, niz
NFkB, czynnikéw transkrypcyjnych (np. ATF-2,
c-Jun, AP-1, p300/CBP2). Do takich oddziatywan
czynnikow TRAF niezbedny jest N-kohAcowy frag-
ment ich czasteczki, zawierajacy kilka sekwencji
aminokwasowych typu palca cynkowego [71, 72,
76], Kluczowe znaczenie TRAF-2 w aktywacji czyn-
nika transkrypcyjnego NFkB i szlaku kinaz potwier-
dzajg obserwacje myszy transgenicznych pozbawio-
nych genu kodujgcego TRAF-2. Myszy te charakte-
ryzuje miedzy innymi podwyzszona $miertelno$é we
wczesnych etapach rozwoju, atrofia grasicy i $le-
dziony, zwiekszona wrazliwos$¢ ich komoérek na apo-
ptotycznc dziatanie TNF-a [75],
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Ryc. 2. Proapoptotyczna i antyapoptotyczna odpowiedZz komoérek na dziatanie TNF-a. Kluczowa rola ré6znych komplekséw biatka adaptorowego
TRADD w promocji apoptozy (A) lub przezycia komérek (B). Objasnienia symboli w spisie skrotéw. Zakreskowany obszar w czasteczce pro-

kaspazy Soznacza fragment usuwany podczas aktywacji.

Poziom czynnikéw TRAF w komdrce regulowany
jest poprzez transkrypcja (patrz 111-1.2), proteoli-
tyczny rozktad przeprowadzany prawdopodobnie
przez kalpainy i by¢ moze inne proteazy [64], a takze
dzieki komplcksowaniu z endogennymi inhibitorami
typu 1-TRAF [76], Sugeruje sie, ze inhibitor ten zdol-
ny jest do utrzymywania TRAF-2 w postaci nieak-
tywnej i blokowania dzieki temu drég sygnatowych,
w ktérych uczestniczy. Nasuwa sie pytanie, czy w ten
sam sposOb dziatajg komplcksujgcc z czynnikiem
TRAF-2 biatka IAP.

I11-1.2. Wspétdziatanie biatek I1AP iczynnikéw TRAF w
przekazywaniu sygnatéw

Dwa biatka IAP wyizolowane z komorek ssakéw,
clAP-1 iclAP-2, zdolne sag do hamowania apoptozy
indukowanej przez TNF-a. Mogg one bowiem wy-
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stepowaé w podbtonowych kompleksach z recepto-
rem TNF-R1 [37, 41, 42, 62] i receptorem TNF-R2
[42, 76], W niektorych komérkach wykrywa sie ta-
kze cytoplazmatycznc kompleksy biatek AP z czyn-
nikami TRAFI i TRAF2 [42], Obserwacje te zasuge-
rowaty udziat biatek IAP w procesach, w ktérych
uczestniczg czynniki TRAF.

Ostatnie lata przyniosty, przynajmniej czeSciowe,
zrozumienie wspoétdziatania biatek clAP-1 i clAP-2
w regulacji szlakéw indukowanych przez TNF-a i
prowadzacych do aktywacji czynnika transkrypcyj-
nego NFkB jak i apoptozy. W badaniach udziatu
clAP-2 w ochronie komoérek limfocytarnych Jurkat
przed dziataniem TNF-a wykazano bowiem, ze
clAP-2 hamuje apoptoze tylko wowczas, gdy w ko-
morkach wystepuje aktywny NFkB. Co wiecej wy-
kazano, ze w wyniku nadekspresji clAP-2 dochodzi
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w komérkach do aktywacji NFkB, prawdopodobnie
wskutek zwiekszenia proteolitycznej degradacji jego
inhibitora [77], Zmutowana, niezawicrajgca domeny
RING, forma clAP-2, w przeciwienstwie do formy
prawidtowej, hamuje aktywacje NFkB przez TNF-a,
w ktorej jak juz dyskutowano (r.111-1.1) poSredniczg
czynniki TRAF. Mechanizm tego dziatania, by¢
moze polegajacy na tworzeniu niefunkcjonalnych
komplekséw czynnikow TRAF ze zmutowanym
biatkiem clAP, pozostaje do wyjasnienia [77],
Czynnik transkrypcyjny NFkB, “podejrzewany”
od dawna o regulacje ekspresji genow, ktorych
biatkowe produkty sprzyjajg proliferacji i przezywa-
niu komérek, stymuluje, jak wykazano ostatnio, eks-
presje zarowno genow kodujgcych czynniki TRAF-1
i TRAF-2 [78], jak ibiatka clAP-1 iclAP-2 [77, 78],
w ludzkich limfocytach linii Jurkat oraz w komadr-
kach fibrosarkomy. Jego wirusowy homolog, czyn-
nik v-Rel, stymuluje za$ synteze IAP-1 w komdrkach
ptakow [38], Jednoczesne podwyzszenie wewngtrz-
komdrkowego poziomu biatek clAP 1/2 iczynnikéw
TRAF 1/2 jest niezbedne do wywotania antyapopto-
tycznego dziatania NFkB. Przejawia sie ono w trak-
towanych TNF-a komdrkach fibrosarkomy jako ha-
mowanie uwalniania z mitochondriéw cytochromu
c\ hamowanie aktywnos$ci kaspaz, a takze hamowa-
nie procesow prowadzacych do aktywacji kaspazy 8
[78]. Przypuszcza sie, ze efekty tc moga by¢ spowo-
dowane dotgczeniem biatek clAP do kompleksu ini-
cjujgcego apoptoze. Biatka clAP wigzg sie z cytopla-
zmatycznym fragmentem TNF-R1 za posrednic-
twem biatka adaptorowego TRADD oraz czynnika
TRAF-2 [61], Jest prawdopodobne, ze wywotujg w
ten sposéb zmiane jego konformacji, a dzieki temu
zaktécajg przekazanie sygnatu do aktywacji kaspaz.
Biatka clAP wigzg sie tez zreceptorem TNF-R2 przy
udziale tylko czynnikow TRAF-1 i TRAF-2 [61],
Nic wiadomo jeszcze jak w tym przypadku zwigza-
nie biatek IAP moduluje aktywnos$¢ tego receptora.

I11-2. Interakcja biatek AP zinduktorami apoptozy

z tkanek owadéw

111-2.1. Charakterystyka i przypuszczalne mechanizmy
dziatania owadzich induktoréw apoptozy

Biatka Rcaper [79], Grim [80], Hid [81] i Doom
[82] indukujg apoptoze w tkankach owad6w podczas
embriogenezy. Zdolne sg takze do wywotywania
tego procesu w komoérkach ssakéw po ich transfekcji
kodujacymi te induktory genami [83-85], Powyzsze
biatka sg r6znej wielkosci (Rcapcr 65 AA; HID 410
AA; Grim 138 AA; Doom 514 AA) inie wykazuja
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zasadniczo podobieristwa strukturalnego. Wyjatek
stanowi 14 AA fragment przy N-koncu w czastecz-
kach Rcapcr, Grim i Hid [80] o podobnej sekwencji
aminokwasowej i biorgcy udziat, jak udowodniono
ostatnio [84], w wigzaniu inhibitorowych biatek
IAP. Podobna sekwencja AA nie wystepuje w indulc-
torze Doom, a w jego interakcji z biatkami IAP
uczestniczy 111 AA domena w C-koncu czasteczki,
tzw. domena DSD [82], Owadzie induktory apopto-
zy sa biatkami cytoplazmatycznymi, niemniej jed-
nak biatko HID moze wystepowa¢ w powigzaniu z
btonami mitochondrialnymi [85]. Jak dotad nie zna-
leziono w komérkach ssakéw bhiatek homologicz-
nych z biatkami Rcapcr, Grim i Hid. Poczatkowo
uwazano, ze mozna sie dopatrze¢ pewnej homologii
strukturalnej biatka Reapcr z tymi biatkami z komé-
rek ssakow (np typu TRADD czy FADD), w ktérych
wystepuje tzw. domena $mierci [87], Ostatnie bada-
nia przemawiajgjednak za tym, ze nie mozna méwi¢
o wystepowaniu DD w owadzich induktorach apop-
tozy [87, 88],

Sadzi sie, ze w tkankach owadéw induktory Re-
aper, Grim, Hid i Doom uczestnicza w rownolegtych
szlakach prowadzacych do apoptozy, poniewaz kaz-
de z tych biatek moze niezaleznie wywota¢ $mieré
komérek w nieobecnosci pozostatych. Niekiedy
moga one rowniez dziata¢ synergistycznie, jak np.
Rcapcr i Hid podczas apoptozy zachodzacej w ko-
morkach uktadu nerwowego Drosophila [89]. Me-
chanizmy dziatania owadzich induktoréw apoptozy
nie sg jeszcze wystarczajaco wyjasnione. Jednakze
fakt, ze wirusowe biatko p35, inhibitor kaspaz [90],
oraz syntetyczne inhibitory kaspaz hamujg efektyw-
nie apoptoze wywotang powyzszymi induktorami
przemawia za tym, ze ich dziatanie zwigzane jest z
uruchomieniem w komorkach kaskady kaspaz [84,
91-93], Przypuszczenie to potwierdza aktywacja
prokaspazy drlCE (jednej z trzech kaspaz wyste-
pujacych w komdérkach Drosophila) pojawiajaca sie
w wyniku nadekspresji biatka Rcapcr w owadzich
komoérkach S2 [94],

Nadcksprcsja Rcapcr lub Grim w komérkach ssa-
kow (ludzkie komorki raka piersi) prowadzi do akty-
wacji kaspazy 7, induktory tc nic aktywuja jednak
kaspaz “uruchamianych” poprzez btonowe receptory
[84], Pierwszym etapem dziatania w komorkach in-
duktora Rcapcr jest uwalnianie z mitochondriéow cy-
tochromu c przy udziale wykrytego ostatnio biatka
regulatorowego tzw. Scythe [95], Brak biatka Scythc
w ekstraktach komérkowych uniemozliwia rozpo-
czecia apoptozy indukowanej przez biatko Rcapcr.
Wysunieto ostatnio przypuszczenie, ze Reapcr, Grim
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i Hid moga takze trwale inaktywowac¢ zalezne od po-
tencjatu kanaty potasowe [96], W efekcie nastepo-
wataby depolaryzacja bton i wzrost poziomu jondéw
Ca w cytosolu, co prowadzitoby do aktywacji ka-
spaz. Satez doniesienia o indukcji przez Rcaper syn-
tezy ccramidu [91, 97] posredniczgacego w przekazy-
waniu sygnatu do apoptozy.

11i-2.2. Rola biatek IAP w modulacji dziatania owadzich
induktoréw apoptozy

Biatka IAP, podobnie jak biatko p35 isyntetyczne
inhibitory kaspaz, hamujg apoptoze wywotang in-
duktorami Reaper, Grim, Hid i Doom. Tworza one
kompleksy z tymi induktorami, przy czym w ich two-
rzeniu bierze udziat wytgcznic domena BIR 2 inhibi-
tora (np. Op-1AP; D-1AP; X-1AP) [98] i N-koncowy
fragment czasteczki Rcaper, Grim lub Hid [84, 99]
lub domena DSD induktora Doom [82], Nalezy pod-
kresli¢, ze domena B1R-2 z ssaczych clAP-1 iclAP-2
(odpowiednio AA 207-222 i 192-207) jest w znacz-
nym stopniu homologiczna z N-konccm biatek Re-
aper i Grim [84], W wyniku dotgczenia IAP do in-
duktoréw zmienia sie ich wewngatrzkomoérkowe roz-
mieszczenie i kompleksy Hid, Rcaper i Grim z IAP
przemieszczajg sie w poblize jadra komdrkowego
[92, 99], moga tez wystepowa¢ w jadrze komadrko-
wym (kompleks Doom/IAP) [82], Czy ta zmiana
wewngatrzkomoérkowego rozmieszczenia induktorow
zachodzaca pod wptywem IAP moze mie¢ zwigzek z
zahamowaniem w tych warunkach aktywacji kaspaz
i apoptozy pozostaje do wyjasnienia. Niewatpliwe
jest jednak, ze skompleksowanie biatek I1AP z owa-
dzimi induktorami apoptozy powoduje, ze nic sg one
juz zdolne do wywotywania aktywacji kaspaz,
zwtaszcza kaspazy 7 [84],

111-3. Biatka IAP jako inhibitory kaspaz

Przedstawione w poprzednich rozdziatach infor-
macje wyraznie wskazuja, ze biatka IAP moga by¢
negatywnymi regulatorami apoptozy dzieki modulo-
waniu dziatania kaspaz — gtéwnych proteolitycz-
nych egzekutoréw apoptozy. Modulacja ta polega,
jak sie okazato, na bezposrednim hamowaniu aktyw-
nosci funkcjonalnych kaspaz, badz tez na blokowa-
niu przeprowadzania nieaktywnych enzymatycznie
prokaspaz w formy aktywne. Szczegdtowe badania
czterech biatek AP komorek ludzkich wykazaty, ze
tylko trzy z nich, c-1AP-1, c-1AP-2 i X-1AP (lecz nic
NAIP) hamujg w znacznym stopniu aktywnos$¢ nie-
ktérych kaspaz — kaspazy 3 ikaspazy 7, nie wywie-
rajg natomiast takiego dziatania na kaspazy 8, 1, 6 i
10 [53, 100, 102], Hamowanie aktywnos$ci kaspaz
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przez biatka IAP jest hamowaniem kompctycyjnym,
a oznaczone wartosci statej hamowania Ki sg znacz-
nie ponizej 0.1 pM. Najsilniejszym inhibitorem oka-
zato sie by¢ biatko X-1AP (Ki ~ 0.2-0.7 nM) [101],
ktore dziata kilkusetkrotnie efektywniej niz znany
wirusowy inhibitor kaspaz, CrmA (K\ ~ 500 nM)
[[102], Tylko biatka zawierajgce domene BIR-2
zdolne sa do hamowania aktywnos$ci kaspaz 3i7 [53,
103], mutanty posiadajgce tylko domeny BIR-1 i
B1R-3 nic przejawiaty tej witasciwos$ci. Jest intere-
sujace, ze surwiwina, biatko AP tylko z jedng do-
meng BIR, rowniez wigze sie i hamuje aktywnos$¢ ka-
spazy 3 i 7 [104], Nalezy zaznaczyé, ze wtasnie po-
przez domene BIR-2 biatka |AP wigzg sie bezposred-
nio z aktywnymi kaspazami 3i7, lecz nie z ich nieak-
tywnymi zymogenami [53]. Nic sg one jednak sub-
stratami kaspaz, z ktorymi sie tgczg. Mechanizm ich
dziatania rézni sie pod tym wzgledem od dziatania
biatka p35, klasycznego inhibitora kaspaz, ale o
matej stosunkowo specyficzno$ci. Inhibitor ten jest
przez kaspaze rozszczepiany na dwa fragmenty, kto-
re nastepnie pozostajg zwigzane z nig i w ten sposéb
zarowno enzym jak i inhibitor ulegajg inaktywacji

[90, 105],
Biatka clAP-1, clAP-2 i X-1AP hamujg réwniez
aktywacje niektérych prokaspaz, zwtaszcza

lezagcych w szlaku apoptotycznym stymulowanym
przez cytochrom c [53, 101]. Konrpleksuja one z pro-
kaspaza 9 i by¢ moze uniemozliwiajg w ten sposéb
jej potaczenie z biatkiem Apaf-1 icytochromcm c, a
w rezultacie jej proteolityczng aktywacje. Poniewaz
tylko aktywna kaspaza 9 przeprowadza proteolize
zymogenow kaspaz 3, 7 i posrednio kaspazy 6 [106]
(Ryc. 3), w obecnos$ci biatek 1AP nic dochodzi do ak-
tywacji tych proteaz. Zdolno$¢ do hamowania ak-
tywnosci okreslonych kaspaz jak tez blokowania ich
aktywacji cechuje tez niektére owadzie [107, 108] i
wirusowe biatka AP [109],

IV. Uwagi koncowe

Mechanizmy dziatania biatek IAP polegaja, jak
sie tojuz wydaje udowodnione, przede wszystkim na
ich bezposrednich oddziatywaniach badZ z nieprze-
jawiajgcymi aktywnosci enzymatycznej biatkami re-
gulatorowymi (biatka TRAF, owadzie regulatory
apoptozy), badz tez na interakcjach z kaspazami lub
ich nieaktywnymi zymogenami. Efektami tych od-
dziatywan sa zmiany konformacyjne powstatych
kompleksow biatkowych prowadzace do zmian ich
zdolnos$ci sygnalizacyjnych lub hamowania aktyw-
nos$ci enzymatycznej.
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Rvc. 3. Przypuszczalna kolejno$¢ aktywacji kaspaz po uwolnieniu z mitochondriéw cytochromu c¢ [wg. 106, zmodyf.]. Zakreskowany obszar w

czasteczce prokaspazy 9 oznacza fragment usuwany podczas aktywacji.

Wewnatrzkomérkowy poziom biatek TAP (i in-
biatek antyapoptotycznych)
moze decydowac wiec o zyciu lub Smierci komérek.
Ich nadmierna ekspresja moze nieprawidtowo
przedtuza¢ zycie komorek, przyczynia¢ sie do do
utrwalania w nich szkodliwych mutacji i rozwoju no-

nych endogennych

wotworéw, a takze prowadzi¢ do opornos$ci na che-
mioterapie. Brak ekspresji biatek TAP moze za$
wywotywaé liczne choroby dcgencracyjnc.Wystepo-
wanie wiekszos$ci biatek AP nic przejawia zréznico-
wania tkankowego, niewiele tez wiadomo o regulacji
ich ekspresji. Wyjatek stanowiag dwa biatka 1AP —
biatko NAIP oraz wykryta w 1997 roku surwiwina.
Biatko NAIP (neuronal apoptosis inhibitory protein)
wystepuje w neuronach [39, 40], a jego brak lub
obecnos¢ zmutowanej formy odpowiedzialne sg w
znacznym stopniu za wystgpienie choroby neurodc-
generacyjnej miesni, tzw. zaniku rdzeniowego mie-
$ni (spinat muscular atrophy). Obecno$¢ surwiwiny
charakteryzuje tylko tkanki ptodowe oraz komdrki
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wiekszos$ci ludzkich nowotwordw, w tym nowotwo-
row ptuc, pecherza, trzustki, zotagdka, prostaty, pier-
si, niektére chtoniaki, a takze liczne stransformowa-
ne in vitro komorki [44, 45, 110, 111]. W przypad-
kach raka zotgdka [110] oraz raka jelita grubego
[112] wysokiemu poziomowi surwiwiny towarzyszy
takze wzrost poziomu biatek Bcl-2 ip53, anowotwo-
ry te charakteryzuje niski indeks apoptotyczny i na
0go6t zte prognozowanie. Czy obecno$é surwiwiny w
nowotworach bedzie mie¢ istotne znaczenie diagno-
styczne pokazg dalsze badania.

Artykut otrzymano 24 maja 1999 r.
Zaakceptowano do druku 8 lipca 1999 i
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Czy aneksyna VI, biatko wigzgce wapn 1 fosfolipidy, jest

biatkiem G?

Is annexin VI,
protein, a G protein?

calcium-

and phospholipid-binding

MALGORZATA DANIELUKZL JOANNA BANDOROWICZ-PIKULAZ

Spis tresci:

l.  Wstep

I1. Oddziatywanie aneksyny VI z nukleotydaini in vitro
I1l. Wptyw GTP na biologiczng aktywnos$¢ aneksyny VI
IV. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrétéw: ADP — adenozynodifosforan;
AnxV1l — aneksyna VI; ATP — adenozynotrifosforan; cAMP
— cykliczny 3’,5’-adenozynomonofosforan; GAP — biatka sty-
mulujace aktywno$¢ GTPaz; GDP — guanozynodifosforan;
GEF — biatka stymulujace dysocjacje GDP od biatek G; GTP
— guanozynotrifosforan.

l. Wstep

Guanozynotrifosforan (GTP) wptywa na rézno-
rodne procesy zachodzace w komdrce za posrednic-
twem biatek wigzgcych GTP (biatek G) [1-4], Biatka
G sg zaangazowane miedzy innymi w proliferacje
komorek, przekazywanie sygnatéw oraz synteze
biatek i ich kierowanie do wtasciwych organelli w
komorce [5], Jednym z wazniejszych proceséw kon-
trolowanych przez biatka G jest transport pecherzy-
kowy [6-8]. Wyniki najnowszych badan wskazuja, ze
niektore aneksyny, biatka wigzgce wapn i fosfolipi-
dy, wraz z GTP sg elementami systemu kontro-
lujgcego transport pecherzykowy, zaréwno w komor-
kach zwierzecych [9], jak i roslinnych [10, 11], Na
korzys$¢ tej koncepcji przemawiajg obserwacje, ze
aneksyny moga wigzaé GTP in vitro. W wyniku
zwigzania nuklcotydu zmienia sie charakter od-
dziatywan tych biatek z btonami [12, 13],
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W niniejszym artykule przeglagdowym przedsta-
wimy dane $wiadczace, ze aneksyna VI, biatko o naj-
wiekszej masie czasteczkowej (68 kDa) wsrod anek-
syn, oddziatuje z GTP, i ze oddziatywanie to moze
mie¢ znaczenie funkcjonalne.

Il. Oddziatywanie aneksyny VI z nukleotyda-
mi in vitro

Aneksyna VI jestjedng z 10 r6znych ancksyn wy-
stepujacych w komorkach ssakéw. Budowa moleku-
larna aneksyny VI predystynuje to biatko do wigza-
nia wielu ligandéw, zaréwno biatek, fosfolipidéw i
innych makroczagsteczek, jak i zwigzkéw ni-
skoczastcczkowych, na przyktad jonéw i nukleoty-
déw. Rejon rdzeniowy aneksyny VI tworzy osiem
powtarzajacych sie domen, skitadajagcych sie z 72
reszt aminokwasowych, zawierajacych sekwencje
odpowiedzialne za wigzanie aneksyny VI z fosfolipi-
dami i Ca2+ [14, 15] (Rye. 1). Wigzanie aneksyny VI
z btonami zalezy od stezenia jonow wapnia i wyka-
zuje specyficzno$¢ w stosunku do fosfatydyloscryny,
a takze kwasu fosfatydowego i fosfatydyloinozytolu
[16, 17]. Aneksyna oddziatuje rowniez z biatkami
cytoszkicletu komoérkowego, a po zwigzaniu z btona-
mi jest zdolna do tworzenia kanatow jonowych trans-
portujgcych Ca2+ [16, 17], Opisane wiasciwosci
aneksyny VI sktaniajg wielu badaczy do przypisywa
nia temu biatku zdolnosci do agregacji i fuzji bton
oraz udziatu w transporcie pecherzykowym w trak-
cie egzo- icndocytozy [18, 19], Istnieje rdwniez wic-
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Ryc. 1. Schemat przedstawiajacy domenowg budowe aneksyny VI. Na rysunku puste prostokaty (domeny oznaczone cyframi rzymskimi I-VIII) przed-
stawiaja miejsca wigzace jony wapnia i czasteczki fosfolipidow. Miejsce wiagzace F-aktyne w domenie IV (Thr-Lcu-lle-Arg-llc-Met-Val-
Ser-Arg) zaznaczono gwiazdka. Kotka odpowiadajg potozeniu reszt tryptofanu: Trpl92 i Trp343. Strzatkami zaznaczono miejsca trawienia
aneksyny VI przez proteaze V8 ze Stciphylococcus aureus. Trzy fragmenty proteolityczne (o m. cz. 33,2 kDa, 18,8 kDa i 14.3 kDa), powstajace
w wyniku trawienia aneksyny VI, wigzg ATP i GTP (wyniki wtasne). Na tej podstawie przypuszcza sie, ze domena wigzaca ATP/GTP wystepu-
je w C-konncowym rejonie czasteczki aneksyny VI (potozenie domeny zaznaczono czarnymi prostokatami). Fakt, ze niektore reszty aminokwa-
sowe oddziatujace z nukleotydem zlokalizowane sag w domenie V, a inne w domenie VIII wynika z przestrzennej budowy aneksyny VI, ponie-
waz na podstawie analizy krystalograficznej stwierdzono, ze domeny V i VIII w czasteczce aneksyny VI oddziatuja Scisle ze sobg [14, 15].

Ic danych doswiadczalnych, ze aneksyna VI bierze
udzial w homeostazie jonéw wapnia w komorce [20].
Udziat aneksyny VI w homeostazie jon6w wapnia
jest szczego6lnie dobrze udokumentowany wynikami
badan na myszach transgenicznych. W trakcie tych
ze 10-krotnic zwiekszony po-
w kardiomiocytach

badan stwierdzono,
ziom aneksyny VI zaburza
wewnatrzkomdrkowg homeostaze jon6w wapnia i
cykl skurczowo-rozkurczowy mie$nia sercowego
[21], Mechanizm dziatania aneksyny VI polega w
tym przypadku na oddziatywaniu z biatkami trans-
portujacymi Ca2+: kanatem uwalniajgcym Ca2r (re-
ceptor rianodyny) z sarkoplazmatycznego retikulum
iwymieniaczem Na~/Ca2+ zlokalizowanym w btonic
plazmatyczncj [21].

W 1997 r. stwierdzono, ze aneksyna VI wigze in
vitro nukleotydy (ATP, GTP) z podobnym powino-
wactwem, jak inne biatka wigzace ATP/GTP (Kd < 1
pM) [22, 23], Aneksyna VI oddziatuje rowniez z
funkcjonalnym analogiem nukleotydow, antagonistg
receptorow purynergicznych — Cibacronem blue
F3GA, nalezacym do grupy barwnikéw triazyno-
wych [24], W przypadku ATP zaobserwowano, ze
wigzanie nukleotydu z aneksyng VI wywotuje zmia-
ny konformacyjne w jej czasteczce, ktérym towa-
rzysz spadek poziomu a-helisy oraz spadek powino-
wactwa aneksyny w stosunku do jonéw wapnia [23,
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25, 26], Na tej podstawie wysunieto przypuszczenie,
ze te wtasnie zmiany konformacji aneksyny VI po
zwigzaniu ATP sg odpowiedzialne za spadek jej po-
winowactwa w stosunku do jonow wapnia, ponie-
waz, jak wiadomo, miejsca wigzace Ca2Fw czastecz-
ce aneksyny majg strukture a-helikalng [14, 15]. W
konsekwencji opisane zmiany konformacyjne
wptywajg na wigzanie aneksyny VI z F-aktyng i z
czasteczkami fosfolipidow oraz zmieniajg zdolnos¢
biatka do agregacji pecherzkéw btonowych [12, 13],

Aneksyna VI nic jest jedynym przedstawicielem
rodziny ancksyn, w przypadku ktérego stwierdzono
zdolnos$¢ wigzania nukleotydow. Wtasciwos¢ ta cha-
rakteryzuje ancksyne | wiazacg ATP i cAMP [27,
28], ancksyne IV wigzacg ATP [29] oraz ancksyne
VIl wigzacg GTP i GDP [9, 30], Na uwage zastuguje
fakt, ze w ancksynach nic wystepuja sekwencje ami-
nokwasowe, ktére w innych biatkach sg odpowie-
dzialne za wigzanie nukleotydow. Do najczesniej
spotykanych i najwcze$niej odkrytych sekwencji
wigzacych nukleotydy nalezy ,,motyw Walkera A i
B” w biatkach wigzgcych ATP/GTP, takich jak ATP-
azy transportujace jony i biatkowe kinazy [31-33],
~Motyw Walkera” nic wystepuje w czgsteczce anek-
syny VI, co mozna zinterpretowa¢ w ten sposob, ze w
czasteczce aneksyny VI domena wigzaca ATP/GTP
(Ryc.

1) ma odmiennng strukture niz w innych

POSTEPY BIOCHEMII 45(3), 1999



GDP

GTP

Ca*

GDP— AnxVI Ca”

cCa” P

biatkach [34], a wymienione nukleotydy petnig w
stosunku do aneksyny VI funkcje fizjologicznych li-
gandow [12, 13, 35],

I1l. Wptyw GTP na biologiczng aktywnos$¢
aneksyny VI

Odpowiednie stezenie réznych nukleotydéw w
komorce warunkuje jej przezycie. Niektore z nukle-
otydéw i ich pochodnych, takie jak GTP, cAMP i
ADP-ryboza, odgrywajg role przekaznikéw informa-
cji. Inne, takie jak ATP iw mniejszym stopniu ADP,
sg zrodtem energii dla réznych reakcji [36], Poziom
ATP w cytoplazmic jest podstawowym wyznaczni-
kiem stanu metabolicznego komdérki, ale nic jest to
przeciez jedyna funkcja petniona przez ten nuklco-
tyd [35, 37], Poziom ATP kontroluje na przyktad od-
dychanie komérkowe (ATP jest allosterycznym inhi-
bitorem oksydazy cytochromu c) [38], a takze proces
programowanej $mierci komérki — apoptozy [39],
W komorkach bowiem wystepujg rézne biatka efek-
torowc ito wigzace ATP z réznym powinowactwem.
Wsréd biatek cfcktorowych sg takze aneksyny.
Szczeg6lnie rola aneksyn w procesach egzo- i endo-
cytozy oraz ich wewngtrzkomoérkowa lokalizacja (na
przyktad aneksyny wigzg sie z btonami mitochon-
driow i btonami organelli komoérkowych biorgcych
udziat w transporcie pecherzykowym) przemawiajga
na korzys¢ hipotezy, ze ATP i GTP regulujg aktyw-
nos$¢ niektérych izoform aneksyn [12, 13, 35],

Dotychczasowe badania na temat oddziatywan
aneksyn z nuklcotydami in vivo napotykajgjednak na
powazne trudnos$ci interpretacyjne. Jedng z nich jest
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AnxVI

—GTP

Ryc. 2. Aneksyna VI jako
biatko wigzace GTP.
Biatko oscyluje pomie-
dzy dwiema formami:
aktywna, kiedy biatko
zwigze sie z GTP, inie-
aktywna, zwiazang z
GDP. Hipoteza zaktada,
ze aneksyna VI jest
GTPazg. AnxVIl —
aneksyna VI, Inne wy-
jasnienia w tekscie.
mechanizm regulacji aktywnos$ci biatek przez zmia-
ny wewngtrzkomdrkowego stezenia nukleotydow.
Na przyktad stezenie ATP w komorce nie moze pod-
lega¢ duzym zmianom, podobnym do tych, ktére ob-
serwuje sie w przypadku innych regulatoréw proce-
sow komorkowych, takich jak jony wapnia. Do
znacznych zmian stezenia ATP dochodzi tylko w sta-
nach ekstremalnych, na przyktad w cytoplazmic ko-
moérek poddanych stresowi oksydacyjnemu [35], W
zwigzku z powyzszym rodzi sie watpliwos$¢, ze moze
to nic ATP jest fizjologicznym ligandem aneksyny
VI, a GTP? Srednie stezenie GTP w komérkach ssa-
kow (468 + 224 pM) jest prawic 10-krotnic nizsze od
stezenia ATP (3152 + 1698 pM) [36], Fakt ten sSwiad-
czy, ze to GTP moze byé czasteczka sygnatowag w ko-
moérce, a nie ATP. Jesli tak, to mozna zatozy¢, ze
aneksyna VI bierze udziat w procesach komdrko-
wych kontrolowanych przez GTP w dwojaki sposoéb:
albo wigze sie z GTP, albo aktywuje biatka regu-
lujagce aktywno$c¢ biatek G, takie jak biatka GAP
(ang. GTPase activating proteins) lub biatka GEF
(ang. guanine-nucleotide exchange factors).
Pierwsza hipoteza zaktada, ze aneksyna VI wigze
sie z GTP (Ryc. 2). Po zwigzaniu nuklcotydu w obec-
nosci jonow wapnia, aneksyna VI, jako GTPaza, ka-
talizuje reakcje hydrolizy GTP do GDP. Reakcji hy-
drolizy GTP towarzyszy zmiana powinowactwa
biatka w stosunku do Ca2+. W formie zwigzanej z
GDP aneksyna VI jest nieaktywna. W wyniku wzro-
stu wewngatrzkomorkowego stezenia Ca2~, GDP od-
dysocjowujc od aneksyny VI, ktora jest zdolna do
ponownego przytgczenia GTP. Istniejg dane do-
Swiadczalne, ze inna aneksyna wystepujgca w ko-

179



biatko G
forma
nieaktywna

GDP

morkach ssakéw, aneksyna VII, odgrywajgca role w
fuzji bton, jest GTPaza, ktérej aktywnos¢ jest regulo-
wana in vivo przez jony wapnia [9], Podobne obser-
wacje poczyniono w przypadku aneksyn z komorek
roslinnych [10, 11], Wykazano rédwniez, ze wigzanie
GTP wptywa na aktywnos$¢ aneksyny V jako kanatu
wapniowego, odgrywajacego role w procesach mine-
ralizacji tkanki tgcznej [40],

Druga hipoteza sugeruje, ze aneksyna VI dziata
jako aktywator innych biatek G, nie bedgc sama
GTPaza (Ryc. 3). Jak wiadomo, biatka G charaktery-
zujg sie tym, ze w wyniku zwigzania GTP ulegajg ak-
tywacji. Sg wtedy zdolne do hydrolizy GTP do GDP,
z uwolnieniem reszty fosforanowej (Pi). W formie
zwigzanej z GDP biatka G stajg sie nieaktywne. Re-
akcja hydrolizy GTP katalizowana przez biatka G
jest stymulowana przez biatka GAP [41, 42], Proces
dysocjacji GDP od biatka G i ponownego przytgcze-
nia przez biatko G GTP jest procesem powolnym.
Proces ten jest aktywowany przez biatka GEF [5], Na
podstawie dostepnych danych literaturowych mozna
wysungé przypuszczenie, ze aneksyna VI wptywa
albo bezposrednio na biatka G, petnigc funkcje
biatka stymulujgcego dysocjacje GDP od biatka G
(GEF), albo posrednio, wigzac sie z biatkiem GAP.
Potwierdzeniem tej ostatniej mozliwos$ci jest obser-
wacja, ze aneksyna VI wigze sie z biatkiem pl20GAP
aktywatorem GTPazy p21lras [43], Ponadto wykaza-
no, ze aneksyna VI wigze sie z dynaming, GTPazg
odgrywajacg role w endocytozic [44], co przemawia
na korzy$¢ interpretacji, ze to aneksyna VI jest jed-
nym z biatek GAP. Powyzsza interpretacja nie wy-
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GTP

AnxVli/Ca*"

biatko G
forma
aktywna

Ryc. 3. Udziat aneksyny VI w
regulacji  aktywnosci
biatek wiagzacych GTP
(biatek G). Hipoteza
zaktada, ze aneksyna
VI odgrywa role biatka
GEF, aktywujacego
dysocjacje GDP od
biatka G (1), lub modu-
luje aktywnos$¢ biatka
GAP, aktywatora
GTPazy (2). AnxVI -
aneksyna VI. Inne wy-
jasnienia w tekscie.

klucza mozliwosci, ze w kazdym z wymienionych

przypadkow wigzanie GTP z aneksyng VI odgrywa
role dodatkowego

czynnika regulujacego od-

dziatywanie aneksyny VI z biatkami GEF i GAP.
IV. Uwagi konicowe

Podstawowa kwestig, jakg powinno sie roztrzy-
gng¢ w przysztych badaniach, jest odpowiedz na py-
tanie, czy aneksyna VI wigze GTP. Wstepne wyniki
badan przeprowadzonych w naszej pracowni, z za-
stosowaniem fluorescencyjnej pochodnej GTP, trini-
trofcnylo-GTP, oraz GTP-agarozy, $wiadczg, ze
aneksyna VI wigze GTP in vitro. Ponadto, juz wcze-
$niej zauwazono, ze GTP w stezeniach mikromolar-
nych wygasza fluorcscencje wewnetrzng aneksyny
VI, w zaleznosci od stanu konformacyjnego biatka
[23], co przez innych badaczy jest traktowane jako
kryterium wigzania przez biatko tego nuklcotydu
[45], Nalezy przypuszczaé, ze w przysztosci badania
oddziatywan aneksyny VI z GTP zaowocujg opisem
procesow, w ktorych oddziatywania te odgrywaja fi-
zjologiczng role.
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Czy mutacja genu AMPDI,

kodujacego izoenzym

miesniowy deaminazy AMP u cztowieka, moze bycC
markerem prognostycznym pierwotnej kardiomiopatii

rozstrzeniowej?

Can mutation of AMPD1 gene encoding human AMP
deaminase muscle isozyme be a prognostic marker of
primary dilated cardiomyopathy?

KRYSTIAN KALETHAL ZYGMUNT CHODOROWSKI2 GABRIELA

NAGEL-STARCZYNOWSKAS3,
St OMINSKAS

Wykaz stosowanych skrétéw: AMPD 1— gen kodujacy izoen-
zym miegsniowy deaminazy AMP u cztowieka

Kardiomiopatia rozstrzcniowa (zastoinowa) jest
chorobg miesnia sercowego, ktdérg charakteryzuje
0og6lne powiekszenie masy serca, rozstrzen (powiek-
szenie objetosci) jego jam oraz przerost i uposledze-
nie kurczliwos$ci mies$nia sercowego [1], Choroba
dotyczy zazwyczaj obydwu komor, jednak najcze-
§ciej rozpoczyna sie pod postacig niewydolnosci lc-
wokomorowej [1],

W obrazie klinicznym kardiomiopatia rozstrzc-
niowa przejawia sie poczatkowo objawami niewy-
dolnosci lewej komory serca, z ograniczeniem jej
frakcji wyrzutowej izastojem krwi w krazeniu ptuc-
nym, do ktérych dotgczajg stopniowo objawy niewy-
dolnosci prawej komory serca izastoj krwi w kraze-
niu ogdlnym [1],

Uwzgledniajac etiologie i patogeneze choroby
mozna wyrozni¢ kardiomiopatie rozstrzeniowg pier-
wotng i wtorng [1], Rozpoznanie kardiomiopatii
pierwotnej (idiopatycznej lub rodzinnej) ustala sie
poprzez wykluczenie wtérnych przyczyn choroby,

Prof. dr hab., :Prof. dr hab., 3Dr, 4Mgr, OMgr;
' 4 5Katedra i Zaktad Biochemii A.M. w Gdansku,
ul. Debinki 1, 80-211 Gdansk
"1 Klinika Choréb Wewnetrznych i Zatru¢ A.M. w Gdansku,
ul. Debinki 7, 80-211 Gdansk
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takich jak :wady zastawkowe serca, choroba niedo-
krwienna serca, wirusowe zapalenie migeénia serco-
wego, uktadowe nadci$nienie tetnicze, kolagcnozy,
endokrynopatie, a takze alkoholizm [1],

Wystepowanie pierwotnej kardiomiopatii roz-
strzeniowej, u podtoza ktérej lezg czynniki genetycz-
ne, whrew uprzednim szacunkom [2,3] nie jest wcale
rzadkie i obecnie ocenia sie je na blisko 20% przy-
padkéw [4], Defekty genetyczne znajdowane u 0séb
cierpigcych na te posta¢ choroby dotyczg dwu rodza-
jow genow [5,6], Jeden rodzaj to geny kodujace
biatka strukturalne komadrki miesniowej serca (kar-
diomiocyta), jak np. aktyna, dystrofina, czy tez
biatka LIM (Lin-11, Isl-1 i Mcc-3). Biatka te odpo-
wiadajg za organizacje strukturalng i prawidtowe
funkcjonowanie aparatu kurczliwego komérki mie-
$niowej. Drugi rodzaj gendw to geny kodujace tzw.
czynniki transkrypcyjne, kontrolujgce ekspresje in-
nych genow kardiomiocyta. Przyktadem takiego
czynnika transkrypcyjnego jest biatko CREB (Cyclic
AMP Response — Element Binding Protein), regu-
lujgce ekspresje gendw komorki miesnia sercowego
w zaleznosci od aktualnego, wewngtrzkomérkowego
stezenia cyklicznego AMP.

Przebieg choroby jest bardzo zr6znicowany. Nie-
ktérzy pacjenci przez dtugi czas nie wykazujg powa-
zniejszych objawéw chorobowych — u innych nato-
miast, objawy te pojawiaja sie wcze$nie i szybko
prowadzg do obukomorowej niewydolno$ci serca.
Jaka jest przyczyna tak znacznej zmiennosci osobni-
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czcj w chronologii i natezeniu obserwowanych
zmian chorobowych ? Préba odpowiedzi na to bar-
dzo istotne z punktu widzenia klinicznego i spotecz-
nego pytanie stata sie podstawag wysuniecia przez
Holmesa i wsp. [7] ciekawej hipotezy, ktora
wigze to zagadnienie z wystepowaniem defektu en-
zymatycznego miesni szkieletowych (enzymopatia)
— niedoborem miesniowej dcaminazy AMP [8],
Analizujac profil genetyczny chorych z pierwotng
kardiomiopatigrozstrzeniowgpod kagtem wspomnia-
chorych

obcigzonych tym defektem objawy niewydolnos$ci

nej enzymopatii zauwazono, ze U
serca byty mniej nasilone, a postep choroby wolniej-
szy [7], Objawy ciezkiej niewydolnosci sercowej,
kwalifikujagce chorego do zabiegu transplantacji ser-
ca, pojawiaty sie u oséb z niedoborem miesniowej
dcaminazy AMP blisko osiem lat p6zniej [7], anizeli
u chorych wykazujgcych prawidtowg aktywnos$¢ en-
zymu.

Niedobdr miesniowej dcaminazy AMP (Myoade-
nylcite Deciminase Dejiciency) jest jedng z najcze-
Sciej spotykanych enzymopatii [8, 9], Defekt dzie-
dziczony jest w sposob autosomalny, rcccsywny i w
postaci hctcrozygotycznej, klinicznie bezobjawo-
wej, znajdowany jest u okoto 20% osobnikéw rasy
kaukaskiej i afrykanskiej. W tej postaci enzymopatii
aktywno$¢ dcaminazy AMP w mieé$niu szkieleto-
wym nic przekracza 40% wartosci prawidtowej. Po-
sta¢ homozygotyczng enzymopatii, zazwyczaj obja-
wowg, w ktérej aktywnos$é dcaminazy AMP w mie-
$niu szkieletowym nic przewyzsza 5% wartosci pra-
widtowej, spotyka sie u 2-3 % osobnikdw wymienio-
nej populacji [9],

Jeszcze do niedawna za istotng przyczyne defektu
enzymatycznego uwazano nonsensowng mutacje
punktowg C34-T (Gin 12 -a Stop), zachodzgcg w ob-
rebie eksonu drugiego, genu kodujgcego izoforme
mie$niowg dcaminazy AMP [10, 11]. Jej nastep-
stwem, obserwowanym u homozygot, jest przed-
wczesne zatrzymanie biosyntezy enzymu na etapie
nieaktywnego peptydu szczgtkowego. Zupetnie nie-
dawno, dzieki badaniom Grossa iwspotpracowni-
kow [12], u pacjenta wykazujacego niemal catkowity
brak aktywnosci miesniowej dcaminazy AMP oraz
objawy kliniczne ze strony uktadu mie$niowego, zi-
dentyfikowano dodatkowg mutacje punktowa genu
AMPD1, w obszarze jego eksonu pigtego. Mutacja
ta: G468-T (GInl56 —» His), rzecz istotna, dotyczyta
osobnika bedacego jednoczes$nie heterozygota, ze
wzgledu na mutacje nonsensowng C34-T. Opisany
przypadek wskazuje na bardziej heterogenne, anizeli
poczatkowo sgdzono [10, 11], podtoze defektu enzy-
matycznego.
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Cechg charakterystyczng enzymopatii jest duza
réznorodnos¢ jej obrazu klinicznego, w tym rowniez
wystepowanie przebiegu bezobjawowego. Przyczy-
na takiego stanu rzeczy nic jest do konca jasna. Wy-
stepowanie zjawiska alternatywnego sktadania tran-
skryptéw (alternative splicing), obejmujacego ob-
szar zmutowanego eksonu drugiego, albo tez wy-
ksztatcenie sie nieznanych jeszcze metabolicznych
mechanizméw kompensacyjnych, to dwa mozliwe
tlumaczenia powyzszego zjawiska [10, 11],

WsSrod objawow klinicznych niedoboru miesnio-
wej dcaminazy AMP na pierwszy plan wysuwa sie
tatwa meczliwo$¢ wysitkowa oraz powysitkowe bdle
i skurcze miesniowe [9], Charakterystycznym,
tatwym do oznaczenia parametrem defektu jest tzw.
ujemny test wysitkowy. Jego istota polega na braku
powysitkowego wzrostu stezenia amoniaku we krwi
zylnej — bezposredniego nastepstwa uaktywnienia
sie gatezi deaminujacej cyklu nukleotydéw puryno-
wych [9],

Nastepstwa metaboliczne niedoboru miesniowej
dcaminazy AMP sg réznorakie. Osobnikéw z niedo-
borem tego enzymu charakteryzuje znacznie wyzszy
(prawic pieciokrotnie), powysitkowy spadek zawar-
tosci miesniowej fosfokreatyny. Spadkowi temu nie
towarzyszy, jak ma to miejsce w warunkach pra-
widtowych, wzrost tkankowego stezenia kwasu ino-
zynowego (IMP). Zamiast tego obserwuje sie wzrost
stezenia tatwo dyfundujgcych przez bione komor-
kowa produktéw degradacji puryn, takich jak inozy-
na, hipoksantyna oraz adenozyna [7], Ta ostatnia jest
metabolitem kardioprotckcyjnym, stosowanym od
niedawna réwniez w terapii kardiologicznej. Adeno-
zynie przypisuje sie wiele korzystnych dla metaboli-
zmu serca oddziatywan bezposrednich i posrednich.
Do oddziatywan bezposrednich zaliczamy zaréwno
te zwigzane z poprawg ogolnego ukrwienia serca w
mechanizmie autoregulacji przeptywu wiencowego,
jak ite zwigzane z jej udziatem w mechanizmie nie-
dokrwiennego ,hartowania” (preconditioning), ha-
mowaniem produkcji prozapalnej cytokiny (TNFa),
albo tez ,wygaszaniem” komorowych ognisk aryt-
micznych. Oddziatywania posrednie realizowane sg
natomiast poprzez receptory adenozynowe igeneral-
nie prowadzg do wyzwolenia efektow antyadrener-
gicznych z ostabieniem katecholaminowej stymula-
cji osSrodkow pobudzania serca [7],

Na ile wysunieta przez Holmcs’a i wspotautorow
[7] hipoteza jest prawdziwa, tego obecnie nic sposob
rozstrzygnaé. Bardziej szczeg6towe badania prze-
prowadzone na liczniejszej grupie pacjentéw, w tym
badania retrospektywne chorych na kardiomiopatie
rozstrzeniowg, jak i badania prospektywne pacjen-
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Rola lekkich tancuchow miozyny w regulacji skurczu

miesnia sercowego

The role of the myosin light chains in the regulation of

cardiac muscle contraction

ANNA MOCZARSKA*

Spis tresci:

l.  Wstep

Il. Fosforylacja lekkich tancuch6éw regulujacych miozyny
w niedokrwionym mieé$niu sercowym

I11. Fosforylacja lekkich tancuchéw regulujacych miozyny i
stymulacja inotropowa serca

IV. Cukrzyca i fosforylacja lekkich
gulujagcych miozyny mie$nia sercowego

V. Rola lekkiego tancucha istotnego miozyny w regulowa-
niu kurczliwos$ci migénia sercowego

VI. Podsumowanie

tancuchéw re-

Wykaz stosowanych skrotéw: RLC — lekki tancuch regu-
lujagcy miozyny, ELC — lekki tancuch istotny miozyny, HC —
ciezki tancuch miozyny, S-1 — subfragmcnt-1miozyny, MLCK

— kinaza lekkich tancuchéw miozyny.
I. Wstep

Prowadzone w ostatnich latach intensywne bada-
nia struktury gtowki miozyny przyczynity sie do
wzrostu zainteresowania jej lekkimi tancuchami —
regulujagcym (RLC) i istotnym (ELC). Szczegdlnie
ciekawa iwcigz jeszcze niedostatecznie poznana jest
rola obu lekkich tancuchéw we wzajemnych od-
dziatywaniach miozyny iaktyny. Jej wyjasnienie po-
trzebne jest nie tylko dla petniejszego zrozumienia
mechanizmu skurczu miesnia, ale takze dla poznania
proceséw, wptywajacych na kurczliwo$sé miesnia w
roznych stanach patologicznych. Liczne obserwacje
wskazujg, ze w uszkodzonym mie$niu sercowym
jego funkcja skurczowa jest czesto utrzymana na
tyle, aby ten niezbedny dla zycia organ, pomimo wie-

*Dr, Instytut Biologii Dos$wiadczalnej im M. Nenckiego,
Zaktad Biochemii Miesni, Pracownia Molekularnych Podstaw
Skurczu Miegsnia, ul Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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lu zmian fizjologicznych (zaburzenie metabolizmu,
uszkodzenie struktury komdérek), maégt nadal cho¢ w
ograniczonym stopniu petni¢ swojg funkcje. Pozna-
nie tego zjawiska i zbadanie potencjalnych mechani-
zmoOw ,naprawczych” moze by¢ pomocne w opraco-
waniu metod terapeutycznych, majacych na celu
ograniczenie dalszego rozwoju istniejgcych juz za-
burzen prawidtowej czynno$ci miednia sercowego.
Zaproponowany przez Raymcnta iwsp. [1,2]
model krystalicznej struktury gtowki miozyny mie-
$nia szkieletowego kurczecia, zaktada obecnos$¢ w
niej dwu domen — motoryczncj iregulatorowej. Do-
mena motoryczna zawiera miejsce wigzania i hydro-
lizy ATP oraz miejsce wigzania aktyny z ktérg od-
dziatuje w procesie skurczu. W domenie regulatoro-
wej znajduja sie lekkie taricuchy miozyny - regu-
lujgcy (RLC) iistotny (ELC). Funkcja domeny regu-
latorowej w mieéniu szkieletowym i sercowym nic
jest tak dobrze poznana jak przypadku mies$nia gtad-
kiego czy miozyny mieczakéw. Fosforylacja reszty
serynowej (Ser-19) znajdujacej sie w koncu-N lek-
kiego tafncucha regulujgcego odgrywa kluczowa role
w inicjacji skurczu w mies$niu gtadkim. W miozynie
mieczakéw, aktywnos$é skurczowa wyzwalana jest
przez wigzanie Ca2* z miejscem znajdujgcym sie w
koncu-N lekkiego tancucha istotnego, ktory stabili-
zowany jest przez interakcje z lekkim tancuchem re-

185



gulujgcym itancuchem ciezkim (HC) miozyny [3-5],
Rola lekkich tancuchow miozyny w miesniu szkiele-
towym i sercowym nic jest tak jednoznaczna. Bada-
nia wykazaty, ze usuniecie ELC i RLC z subfragmen-
tu-1 (SI) gtowki miozynowej nie wptywa w sposob
istotny na zdolnos$¢ hydrolizy ATP przez gtéwke, co
moze sugerowac, ze tancuchy te nie sg niezbedne dla
aktywnos$ci enzymatycznej [6, 7], Zaktada sie jed-
nak, ze mogga one stabilizowaé strukture ciezkiego
taricucha miozyny, ktdry jest gtdéwnym wyznaczni-
kiem aktywnos$ci skurczowej, przez co wptywajg na
parametry skurczu, ,dostrajajac” motor miozynowy
i zapewniajac wtasciwg przemianeg energii chemicz-
nej w mechaniczng [8],

Il. Fosforylacja lekkich tahcuchéw regu-
lujacych miozyny w niedokrwionym mie-
$niu sercowym

Lekkie tancuchy miozyny zaliczane sg do rodziny
biatek wigzacych wapn, posiadajacych charaktery-
styczne motywy ,EF-hand” [9, 10], Kazdy motyw
utworzony jest przez dwie helisy itagczacaje petle za-
wierajgcg miejsce wigzania Ca2*. tancuchy istotne
miozyny miesni kregowcéw w toku ewolucji catko-
wicie utracity zdolnos$¢ przytgczania Ca2™, natomiast
tancuchy regulujagce zachowujgc pierwszy motyw
»EF-hand”, utrzymaty mozliwos¢ wigzania jonow
wapnia lub magnezu [11, 12], RLC sg takze specy-
ficznie fosforylowane przez kinaze lekkich tancu-
chéw miozyny (MLCK). Jej aktywacja odbywa sie
przez odwracalne wigzanie wapnia i kalmoduliny
przy stezeniach Ca2+ podobnych do tych jakie nie-
zbedne sg dla aktywacji miofibrylarnej ATPazy [13,
14], tancuchy regulujgce miozyny, uzyskanej z ko-
mory serca cztowieka, zawierajg potozone blisko ko-
nca-N (LAPKKAKKRAGGANSNVF17) jedno miej-
sce fosforylacji Ser-14, natomiast RLC miozyny
przedsionkow ludzkiego serca mogg by¢ fosforylo-
wane w dwu miejscach. Jakie to ma znaczenie dla
kurczliwo$ci mie$nia sercowego doktadnie nic wia-
domo [11, 15], Dcfosforylacja odbywa sie przy
udziale fosfatazy lekkich tancuchéw [16],

Fosforylacja, a takze zdolnos$¢é tancucha regu-
lujgcego do wigzania kationé6w dwuwartosciowych
(Ca2*, Mg2+) powodujg, ze moze on przyjac rézna
konformacje, co prawdopodobnie wptywa na konfor-
macje domeny regulatorowej. Takie zmiany moga
mie¢ wptyw na strukturalng organizacje catej gtowki

miozyny iprzez to na wzajemne oddziatywania mio-
zyny z aktyng w procesie skurczu [17, 18],

Udziat fosforylacji w kurczliwosci zdrowego i
chorego serca nie jest dostatecznie poznany. Wyniki
badan wskazujg, ze fosforylacja RLC przez kinaze
lekkich tancuchéw miozyny odgrywa modulujacyg
role w procesie generowania sity podczas skurczu w
miesniu prazkowanym kregowcdw [19], Wzrost po-
ziomu fosforylacji przyczynia sie do zwigkszenia
wrazliwoséci na Ca2+ aparatu kurczliwego miesénia
sercowego, co prowadzi do wzrostu produkcji sity
przy niskich stezeniach jonow wapnia [19, 20].

Eksperymenty przeprowadzone na wtéknach wy-
izolowanych z mig$niapsoas (miesien ledzwiowo-u-
dowy) krélika pokazaty, ze szybko$¢ narastania sity
podczas skurczu izometrycznego zwigzana jest ze
wzrostem poziomu fosforylacji RLC [21, 22]. Taki
sam wptyw fosforylacji na rozwdj sity zauwazono w
pozbawionych sercowych beleczkach
(podtuzne pasma miesniowe wypuklajgce sie ze
§cian komor serca do ich sSwiatta) [20], W sercu
szczura poddanego zwiekszonemu wysitkowi fi-
zycznemu obserwowano korelacje pomiedzy fosfo-
rylacjg tancuchdéw regulujacych i szybkoscig rozwo-
ju napiecia w lewej komorze serca [23], Podobng za-
lezno$¢ pomiedzy aktywnym napieciem ipoziomem

btony

fosforylacji RLC zauwazono w sercach szczurdw,
ktére przez dtuzszy okres czasu perfundowane byty
roztworem zawierajagcym substancje o dziataniu ino-
tropowo dodatnim1 [24],

Badania krotko niedokrwionego miesnia sercowe-
go, w ktéorym nic dochodzi do trwatego uszkodzenia
miocytdw nasunety przypuszczenie, ze obserwowa-
ne tu uposledzenie funkcji skurczowej serca
wywotane jest zmiang poziomu fosforylacji biatek
bezposrednio skurcz. En -
gland iKrause [25] wykazali jednak, ze stopien
fosforylacji biatek kurczliwych nie jest zmieniony w
izolowanych sercach szczura, ktére poddano niedo-

krwieniu lub tylko niedotlenieniu. Podobne wyniki

zaangazowanych w

uzyskalismy w naszym laboratorium analizujac po-
ziom fosforylacji RLC oraz biatek regulujgcych
zwiga nych z filamentem aktynowym w czasie 20
min. ischcmii ireperfuzji serca krdlika [26], Niekto-
rzy badacze zaktadaja, ze szybko$¢ procesdéw fosfo-
rylacji i dcfosforylacji tancuchéw regulujagcych mio-
zyny serca jest bardzo niska ze wzgledu na mate ilo-
Sci kinazy lekkich tancuchéw i fosfatazy w miesniu
sercowym [27]. Nalezy tez zaznaczyé¢, ze poja-

1 Czynniki inotropowe (dodatnie lub ujemne) — zwigzki chemiczne zmieniajace kurczliwo$¢ mieénia sercowego
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wiajgcc sie w literaturze opinie na temat fosforylacji
biatek aparatu kurczliwego mie$nia sercowego, nie
zawsze odzwierciedlajg ich faktyczny stan w danych
warunkach patofizjologicznych, co moze wynika¢ z
trudnosci w utrwaleniu rzeczywistego poziomu fos-
forylacji badanych preparatow, a takze / lub ze stoso-
wanych metod pomiaru.

Zaburzenie funkcji miesnia sercowego po jego
niedokrwieniu jest zjawiskiem szeroko opisanym w
literaturze zaréwno przez klinicystow jak i bioche-
mikow. Badania ostatnich lat przyniosty tez wiele in-
formacji na temat udziatu i znaczenia fosforylacji
tancuchow regulujgcych w procesie skurczu, jednak
tylko znikomy procent wérdd nich stanowiag dane do-
tyczace tego zjawiska w réznych stanach patologicz-
nych miesnia sercowego, przebiegajacych zc zmiang
jego kurczliwosci.

Morano [28] badajac serca szczuréw z samoist-
nym nadci$nieniem zaobserwowat spadek poziomu
fosforylacji RLC w lewej komorze serca w poréwna-
niu zc zwierzetami kontrolnymi. Podobne zjawisko
przypadku
wywotanego zawatu w sercu szczura, gdy po pod-

obserwowano w eksperymentalnie

wigzaniu lewej tetnicy wiericowej fosforylacja
tancuchoéw regulujacych w nieobjetym przez zawat
obszarze lewej komory serca spadta, natomiast po-
ziom MLCK byt podwyzszony [29], W prawej ko-
morze, ktéra w trakcie rozwoju lewokomorowego
uszkodzenia w opisanym modelu doSwiadczalnym
ulega hypertrofii [30, 3 1], poziomy fosforylacji RLC
oraz kinazy lekkich tancuchéw bytly podwyzszone.
Poniewaz stopieh fosforylacji RLC zalezny jest od
ilosci obecnej w tkance kinazy, to jak sugerujg auto-
rzy, obserwowany w lewej komorze serca wzrost za-
warto$ci MLCK jest procesem kompensujacym ob-
nizong fosforylacje taficuchow regulujagcych [29], Z
licznych badan wynika, zejedng z konsekwencji nie-
dokrwienia serca jest zaburzenie homeostazy szere-
gu procesé6w komorkowych, co moze pociagnaé za
sobg zmiany jego metabolizmu, atakze zatamanie sie
funkcji skurczowej serca. Regulacja homeostazy
zwigzana jest miedzy innymi z fosforylacjg zaanga-
zowanych w te procesy biatek [32, 33], Mozna by za-
tem przypuszczac, ze upo$ledzenie funkcji skurczo-
wej lewej komory serca jest wynikiem zatamania sie
procesow fosforylacji takze tancuchdéw regulujacych
miozyny. Zjawisko to pojawia sie jednak dopiero w
osiem tygodni po zaindukowaniu zawatu, natomiast
wczesniej nie wystepuje. Brak czasowej korelacji
pomiedzy upo$ledzeniem funkcji skurczowej a
zatamaniem sie poziomu fosforylacji nasuwa watpli-

wosci czy rzeczywiscie w powstawaniu funkcjonal-
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nych zmian w lewej komorze serca fosforylacja RLC
odgrywa decydujgcg role [29]?

I1l. Fosforylacja lekkich tahcuchéw regu-
lujacych miozyny i stymulacja inotropo-
wa miesnia sercowego

Niektérzy badacze tgczac zmiane fosforylacji z
upos$ledzeniem funkcji skurczowej serca, zapropo-
nowali, ze inotropowa regulacja jego kurczliwosci
odbywa sie wtasnie poprzez fosforylacje tancuchdéw
regulujgcych [24], Inni byli jednak bardziej pow-
$ciggliwi z wysnuwaniem podobnych wnioskéw, po-
niewaz nic potrafili wykry¢ takiej zaleznos$ci. Typo-
wym tego przyktadem sgbad ia wptywu stymulacji
P-adrenergicznej, ktéra wedtug jednych badaczy po-
woduje wzrost poziomu fosforylacji RLC natomiast
inne wyniki wskazuja, ze podanie adrenaliny lub
wzrost stezenia jon6w wapnia nic wywotujg takich
zmian [34, 35]. Informacje na temat fosforylacji
tancuchdw regulujacych oraz wptywu stymulacji
inotropowej sa wazne, poniewaz biatka kurczliwe
wpiywajg na funkcjonalng aktywno$¢ serca, ich fos-
forylacja prawdopodobnie moduluje produkcje sity,
a degradacja tych biatek stanowi wymierny wska-
znik uszkodzenia mie$nia sercowego.

Akiyama iwsp. [36], postugujgc sie modelem
eksperymentalnie wywotanego zawatu w sercu kréli-
ka, przeprowadzili badania poziomu fosforylacji
RLC w obszarze bezposrednio objetym niedokrwie-
zstepujacej tetnicy
wiencowej spowodowato, ze zawat w postaci wi-

niem. Podwigzanie przedniej

docznej nekrozy i zbliznowacen, pojawit sie w
przedniej $cianie lewej komory serca. Sciana tylna
wolna byta od zawatu.

Przyczyng zawatu miednia sercowego jest ostre i
dtugo trwajgce niedokrwienie pewnego obszaru ko-
mory serca, czego wynikiem jest zaburzenie funkcji
skurczowej pojawiajgce sie w ciggu kilku minut od
zaistnienia niedokrwienia. Ischemia nic powoduje
jednak nagtej icatkowitej destrukcji wszystkich kar-
diomiocytow. Pewna pula aktywnych miocytow jest
stale obecna w tkance objetej zawatem. Biochemicz-
na analiza miozyny uzyskanej z lewej komory serca
pokazata stopniowy spadek wzglednej ilosci taricu-
chow regulujgcych w obu badanych obszarach, przy
czym w obszarze niedokrwionym, jak nalezato ocze-
kiwa¢, byt on znacznie wiekszy. Jednoczes$nie ujaw-
nita wyrazng redukcje fosforylacji RLC ito zaréwno
w rejonie zawatu (przednia $ciana), jak i w obszarze
wolnym od zawatu (Sciana tylna) [36], Po zawale
mies$nia sercowego dochodzi do przebudowy komo-
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ry, co odmienia jej architekture. Skutkiem tego jest
znaczne zmniejszenie sie grubosci i wydtuzenie oraz
zwiotczenie obszaru, ktory ulegt zawatowi. Pod-
stawg takich morfologicznych zmian jest redukcja
iloSci miocytéw w rejonie serca objetym zawatem
oraz mozliwo$¢ zmian ksztattu komérek i odlegtosci
pomiedzy nimi [37], Wydaje sie, ze redukcja iloSci
nieuszkodzonych kardiomiocytow musi by¢
potaczona ze zmianami fosforylacji RLC, co zna-
lazto potwierdzenie w eksperymentach Akiyamy
i wsp. Jednak badanie tego zjawiska po.stymulacji
inotropowej chorego serca pozostawito takze pewne
watpliwosci. Podanie izoproterenolu (substancja o
dziataniu inotropowo dodatnim) zgodnie z oczeki-
waniami znacznie podniosto szybko$¢ pracy serca
oraz poziom fosforylacji tancuchdéw regulujacych i
ten ostatni efekt istotny byt gtdwnie w obszarze nie-
objetym przez zawat chociaz niewielki wzrost obser-
wowano tez w przedniej S$cianie lewej komory.
Usprawnienie funkcji serca oraz wzrost fosforylacji
RLC pojawity sie jednak dopiero w siedem dni po
wywotaniu niedokrwienia u zwierzat badanych, na-
tomiast u zwierzat pozornie operowanych (sham
operated) zjawisko to w ogoéle nie wystgpito [36],
Interesujgcych wynikéw dostarczyty ostatnie ba-
dania endoteliny - potencjalnego czynnika o
dziataniu inotropowo dodatnim, wystepujacego m.
in. w zdrowej tkance serca oraz we krwi, ktore poka-
zaly, ze w sercu szczura endotelina podnosi site skur-
czu bez wzrostu poziomu wapnia. Okazato sie tez, ze
peptyd ten powoduje wzrost fosforylacji RLC [38],
Jest mato prawdopodobne, aby w indukowanej endo-
teling fosforylacji tancuchéw regulujgcych posredni-
czyta specyficzna kinaza lekkich tancuchéw miozy-
ny (MLCK) zalezna od kalmoduliny ijonéw wapnia,
poniewaz jej aktywnos¢ w sercu jest niska [27], Ve -
nenia i wsp. [39] pokazali, ze biatkowa kinaza C
zdolna jest fosforylowaé taricuchy regulujgce miozy-
ny miesnia sercowego podobnie jak MLCK. Ponadto
okazato sie, ze dominujgcg w sercu formg biatkowej
kinazy C jest izoenzym PKC-e, ktory ulega aktywa-
cji przez endoteline iadrenaline ijego aktywnos$¢ nic
zalezy od obecnos$ci kationéw dwuwarto$ciowych
[40], Endotelina moze zatem peini¢ wazng funkcje

regulujacg kurczliwo$¢ miesnia sercowego [38].

IV. Cukrzyca i fosforylacja lekkich tancu-
chow regulujgcych miozyny miesnia ser-
cowego

Przewlekta cukrzyca u zwierzat iu ludzi prowadzi
do zmiany funkcji serca, czego skutkiem jest zatama-
nie sie produkcji sity podczas skurczu, i zaburzenie
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jego funkcji ttoczacej [41]. Badania miozyny wyizo-
lowanej z takich serc, oprécz zmian w prawidtowym
wzorze jej izoform, wykazaty tez spadek poziomu
fosforylacji lekkich tancuchdéw regulujacych, oraz
zaburzong aktywnos¢ ATPazy
[42-44], Podobng redukcje aktywnos$ci miofibrylar-
nej ATPazy obserwowano w sercach, ktérych funk-
cja skurczowa zostata zmieniona na skutek niewy-
dolnosci zastawki dwudzielnej, choroby wiefAcowej
czy kardiomiopatii rozstrzeniowej [45-47], W tym
ostatnim przypadku tancuchy regulujgce w konco-
wych stadiach choroby byty catkowicie zdefosfory-

miofibrylarnej

lowane [48], Poniewaz jak mozna przypuszczaé fos-
forylacja tafncuchdéw regulujgcych miozyny niezbed-
na jest dla prawidtowej aktywnosci skurczowej mie-
$nia, to zmiany jej poziomu mogg mie¢ pewien
wptyw na aktywno$¢ miofibrylarnej ATPazy iprzez
to przyczyni¢ sie do zmienionej mechaniki miednia
sercowego. Badania Liu i wsp. [49] wykazaty ob-
nizenie zawarto$ci zaréwno kinazy lekkich tancu-
chow jak i RLC w tkance serc cukrzykdéw. Poniewaz
stopien fosforylacji tancuchéw regulujagcych zalezny
jest od stezenia obu tych biatek, to spadek ich zawar-
tosci moze ttumaczy¢ obserwowany w homogena-
tach badanych serc obnizony poziom fosforylacji
RLC. Analiza homogenatéw serc szczuréw z kardio-
miopatig cukrzycowa dostarczytajeszcze innych cie-
kawych wynikow, wskazujgcych na udziat fosforyla-
cji tancuchdéw regulujagcych w dysfunkcji serca
potaczonej ze spadkiem aktywnos$ci miofibrylarnej
ATPazy. Okazato sie bowiem, ze podawanie chorym
zwierzetom insuliny odwraca obnizong aktywnos¢
miofibrylarnej ATPazy, zmienia poziom fosforylacji
RLC oraz przywraca wtasciwy poziom kinazy lek-
kich tancuchdw. Poprawia sie tez zmieniona wcze-
$niej kurczliwo$¢ serca [42-44], Interesujgce sg tak-
ze wyniki dotyczgce zmian poziomu glukozy oraz
poziomdw insuliny we krwi zwierzat z cukrzyca,
ktére leczono lub nie leczono insuling, a ktére wska-
zuja, ze obserwowany w cukrzycy spadek fosforyla-
cji lekkich tancuchow regulujgcych moze by¢ konse-
kwencjg stresu metabolicznego. Jednak doktadny
sygnat
biatkach majacych wptyw na fosforylacje RLC pozo-

metaboliczny prowadzacy do zmian w
staje obecnie nieznany [49].

Badania dotyczace zmian poziomoéw fosforylacji
tancuchdéw regulujagcych miozyny w sercu, ktérego
funkcja skurczowa ulegta wyraznemu uszkodzeniu
nasuwajg niejednoznaczne wnioski. O ile bowiem in-
dukowany w sercach szczuréw zawat powoduje ob-
nizenie sie poziomu fosforylacji RLC, i to zaréwno
w miejscu bezposrednio objetym zawatem jak i w
prawidtowo ukrwionych obszarach lewej komory
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serca, to w przypadku krotko trwajacego niedokrwie-
nia, ktére pomimo braku rozlegtych zmian martwi-
czych jest przyczyng upoS$ledzenia kurczliwos$ci ser-
ca, istotnych zaburzen pozioméw fosforylacji tancu-
chéw regulujacych nie zaobserwowano. Podobne
konkluzje nasuwajg badania innych chordb serca
przebiegajacych z uposledzeniem jego kurczliwosci,
chociaz w wielu z nich zaobserwowano tez znaczne
zmiany we wzorze izoform lekkich tancuchéw mio-
zyny, co wskazywatoby na uruchomienie przez cho-
re serce mechanizmu adaptacyjnego stuzacego
usprawnieniu jego funkcji skurczowej i przystoso-
waniu do nowych patofizjologicznych wymagan
(problem ten szerzej opisywatam w poprzednim arty-
kule [50]). Wyjasnienie mechanizmu ktory kontrolu-
je ireguluje procesy skurczu niezbedne jest dla lep-
szego zrozumienia zmian obserwowanych w roz-

nych chorobach serca.

V. Rola lekkiego tancucha istotnego miozyny
w regulowaniu kurczliwos$ci mies$nia ser-
cowego

Z dotychczasowych badan wynika, ze domena re-

gulatorowa gtéwki miozynowej moze odgrywac
istotng role w modulowaniu jej oddziatywania z ak-
tyng, a zatem w regulowaniu kurczliwo$ci miesnia
sercowego. Uzyskane wyniki pokazaty, ze podczas
skurczu mies$nia aktyna oddziatuje z domeng moto-
ryczng gtowki miozynowej oraz z domeng regulato-
rowg [51], Oddziatywanie z tg ostatnig odbywa sie
poprzez konicc-N lekkiego tancucha istotnego
(ELC), ktéry wigze sie z koncecm-C aktyny. Hipoteze
te potwierdzity liczne wczes$niejsze eksperymenty
[52, 53], Pojawia sie jednak pytanie: jakg role w tym
oddziatywaniu peini zwigzany z domeng regulato-
rowag gtowki miozyny tancuch regulujacy ?
Prowadzone w naszym laboratorium badania mio-
zyny uzyskanej z krétko niedokrwionego miesnia
sercowego nasunety przypuszczenie, ze obserwowa-
ny w niedokrwionym miesniu wzrost stezenia jonéw
wapnia w komérce stwarza mozliwo$¢ wymiany
zwigzanego z tancuchem regulujgcym jonu magnezu
na wapn. Wykorzystujac fakt, ze w koicu-N lekkiego
tancucha istotnego znajduje sie miejsce wrazliwe na
obecnos$¢ papainy, oraz, ze dostepnos$¢ tego miejsca
zmienia sie w zaleznos$ci od rodzaju kationu wysy-
cajacego lekki tancuch regulujgcy miozyny, zbada-
liSmy wptyw takiej wymiany na mozliwo$¢é ekspozy-
cji ELC do trawienia papaing. Okazato sie, ze wysy-
cenie ‘tancucha regulujgcego wapniem powoduje
wzrost trawienia lekkiego tafcucha istotnego papa-

ing w przeciwienstwie do miozyny w ktorej tancuch
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regulujacy wysycony jest magnezem. Wymiana ka-
tiondw dwuwarto$ciowych zwigzanych z tancuchem
regulujgcym prawdopodobnie pocigga za sobg zmia-
ne strukturalnej organizacji gtéwki miozyny, co
przejawia sie zmiang utozenia konca-N lekkiego
tancucha istotnego podczas oddziatywania gtowki
miozynowej z filamentem aktynowym i ATP w pro-
cesie skurczu [54], Przeprowadzone przez Mo ra-
no i wsp. [55] badania wyizolowanych z komory
ludzkiego serca wtokien miesniowych zdaja sie z ko-
lei wskazywac¢ na role jakg petni koniec-N tancucha
istotnego w oddziatywaniu z koricem C-aktyny. W
obecno$ci syntetycznego peptydu, odpowiednika
N-koncowego fragmentu lekkiego tancucha istotne-
go miozyny serca (5SKPEPKKDDAK14), przy sub-
maksymalnych imaksymalnych stezeniach Ca2N za-
obserwowano wzrost generowanej przez widkna
sity. Zaproponowano zatem, ze oddziatywanie ko-
fica-N tancucha istotnego z aktyng moze regulowac
Do podobnych
wnioskow sktaniajg wyniki uzyskane przez inng gru-
pe badaczy. Obecno$¢ syntetycznego peptydu w
miofibrylach wyizolowanych z serca szczura, przy
stezeniach Ca2*,
wzrost aktywnosci miofibrylarnej Mg2+ATPazy po-

kurczliwo$é mieé$nia sercowego.

submaksymalnych indukowata
wyzej wartosci osigganych przy maksymalnej akty-
wacji jonami wapnia. Efekt ten zalezny byt od obec-
kompleksu biatek regulujgcych
zwigzanych z cienkim filamentem. Ekstrakcja tropo-

nosci petnego

niny 1i C z miofibryli powodowata, ze peptyd tracit
zdolno$¢ stymulowania szybko$ci ATPazy, nato-
miast ponowna rckonstytucja wyekstrahowanych
biatek odbudowywata ten efekt. Badacze wysuneli
zatem hipoteze, ze peptyd bezposrednio aktywuje
cienki filament przez oddziatywanie z aktyng [56],
Mozna wiec sadzi¢, ze koniec-N lekkiego tancucha
istotnego, ktdérego odpowiednik — syntetyczny pep-
tyd zastosowano w powyzszych doswiadczeniach
oddziatuje z filamentem aktynowym przytaczajac sie
i odtgczajac od monomerdéw aktyny, co w cyklu
hydrolizy ATP
prawdopodobnie zwigzane jest z przejsciem ze

mostkow poprzecznych podczas

stabego do silnego stanu wigzania aktyny z miozyng.

Cykliczne oddziatywanie gtowek miozynowych
(tzw. mostki poprzeczne) z filamentami aktynowymi
jest podstawg molekularnego mechanizmu skurczu
zarowno w mieéniu pragzkowanym jak i gtadkim. Te
wzajemne aktomiozynowc oddziatywania regulowa-
ne sg przytagczaniem ATP ijego hydrolizg do ADP i
fosforanu nieorganicznego (Pi) przez aktomiozy-
nowg ATPaze. Towarzyszg temu zmiany powino-
wactwa miozyny do aktyny, co przejawia sie cyklicz-
nym przejsciem od stabego do silnego stanu wigza-
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nia mostka z filamentem aktynowym, oraz zmianami
konformacyjnymi zachodzacymi w biatkach bezpo-
Srednio zaangazowanych w skurcz. Dla ruchu fila-
mentow lub generowania sity potrzebne jest silne
potgczenie mostka z filamentem aktynowym, co ma
miejsce podczas uwalniania produktéow hydrolizy.
Przymocowanie mostkoéw poprzecznych przed
odtgczeniem fosforanu jest stabe. Uwolnieniu Pi to-
warzyszy wzmocnienie wigzania miozyny z aktyna.
Do wymiany zwigzanego z kompleksem aktomiozy-
ny ADP na ATP dochodzi w kolejnych ctapch cyklu.
Proces ten ostabia wigzanie sie gtowki miozynowej
do aktyny idysocjuje jej potgczenie z aktyng, a zatem
caty cykl ponownie sie rozpoczyna. Z badan przepro-
wadzonych na mie$niu szkieletowym wynika, ze
produkty hydrolizy ATP moga przesuwaé¢ rownowa-
ge reakcji w cyklu mostkéw poprzecznych. Hoar i
wsp. [57] zasugerowali, ze wzrost stezenia produk-
tow hydrolizy moze przesuwac reakcje w kierunku
stabego wigzania (nadmiar Pi) lub wydtuzy¢ etap sil-
nego wigzania (nadmiar ADP). Wysokie stezenie
fosforanu nieorganicznego jak pokazaty wyniki ba-
dan obniza generowanie napigcia oraz aktywnos¢ ak-
tomiozynowej ATPazy. Zaktada sie zatem, ze fosfo-
ran oddziatuje na cykl mostkow poprzecznych przez
wprowadzenie ich w stan stabego wigzania. Z kolei
badania z nadmiarem ADP pokazaty, ze podnosi on
maksymalng site skurczu wiékien wyizolowanych z
miesnia ledzwiowo-udowego krélika i obniza mak-
symalng szybkos$é ich skracania [57]. Hamujacy
wptyw ADP wykazaty tez testy ruchliwosci (in vitro)
miozyny uzyskanej z zotadkow kurzych [58], Suge-
ruje sie, ze ADP moze wspétzawodniczy¢ z ATP o
miejsce jego wigzania i hamowaé¢ koncowe etapy hy-
drolizy ATP, przyczyniajagc sie w ten sposob do
wzrostu rozwoju napiecia we widknie [59].

Kinetyczna analiza szybkos$ci uwalniania ADP
wykazata, ze jest ona znacznie wolniejsza w mies$niu
sercowym niz w szkieletowym [60], Badania, ktd-
rych celem byto okreslenie wielko$ci hamowania
przez ADP aktywowanej aktyng ATPazy miozyno-
wej w réznych tkankach miesniowych pokazaty, ze w
przypadku subfragmentu-1 (SI) miozyny miegs$nia
gtadkiego 50% hamowanie aktywnos$ci ATPazy ak-
tywowanej sie przy proporcji
ADP:ATP= 3:1, dla SI miozyny mie$nia sercowego
ten stosunek wynosi 6:1, adla S1z mies$nia szkieleto-
wego az 40-50:1 [59].

Przyjmuje sie, ze w mie$niu szkieletowm stezenie

aktyna pojawia

ADP nic moze wzrosnaé na tyle aby zahamowa¢
ATPaze in vivo prawdopodobnie ze wzgledu na obec-
nos$¢ licznych enzyméw biorgcych udziat w prze-
ksztatcaniu ADP w ATP [61], W mie$niu gtadkim
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ADP wyraznie podwyzsza rozwdéj napiecia i opdznia
odtgczanie sie mostkéw poprzecznych [62], Podobne
zjawisko obserwuje sie w mie$niu sercowym.

Przeprowadzone w naszym laboratorium badania
miofibryli uzyskanych z serca krolika pokazaty, ze
ADP w spos6b istotny obniza hydrolize ATP. Zaob-
serwowalismy tez, ze obecno$é syntetycznego pep-
tydu odpowiednika konca-N lekkiego tancucha istot-
nego miozyny serca odwraca ten efekt. Zjawisko to
zalezne jest od stezenia jonOw wapnia ipojawia sie
przy wysokim jego poziomic. Uzyskane wyniki po-
kazaty zatem nieznany dotagd wptyw syntetycznego
peptydu na hamujgce dziatanie podwyzszonego po-
ziomu ADP [63], Opierajac sie na modelu cyklu
mostkOw poprzecznych zaproponowanym przez
Eisenberga i Greene [64] (Ryc.l) efekt ten
mozna wyttumaczy¢ nastepujgco: zwigzanie sie syn-
tetycznego peptydu z kompleksem aktomiozyno-
wym prowadzi do wzrostu napiecia, a zatem zgodnie
z modelem do utrzymywania sie tzw. konformacji
napietej 45° (umownie okre$lany kat pomiedzy osia
gtowki miozynowej a osig filamentu aktynowego).
Nalezy przypuszczaé, ze przejscie z tej konformacji
do konformacji nienapietej 45° zwigzane jest praw-
dopodobnie z odtgczeniem sie konca-N lekkiego
tancucha istotnego od aktyny. Poniewaz jednak za-
stosowany w doswiadczeniach syntetyczny peptyd
odpowiednik korica-N lekkiego taricucha istotnego
pozostaje zwigzany z aktyng, uniemozliwiajgc przez
to przytgczanie sie lub odigczanie konca natywnego
tancucha istotnego od aktyny, to napiecie nic jest
uwalniane (brak przejscia do konformacji nicnapie-
tej 45°) inic towarzyszy temu jak zaznaczono na mo-
delu ruch filamentéw. Podobna sytuacja ma miejsce
w skurczu izomctrycznym gdy mostek nic odigcza
sie od aktyny. Eiscnbcrg i Greene [64]
zaktadaja, ze w takim przypadku uwolnienie ADP z
konformacji napietej 45° kompleksu aktomiozyno-
wego zachodzi bardzo wolno i bezposrednio w tej
konformacji ADP wymieniany jest na ATP, po czym
nastepuje powrot do stanu aktomiozyna-ATP i cykl
rozpoczyna si¢ na nowo.

Konformacja napieta 45° kompleksu aktomiozy-
nowego z ADP jest stanem wysokoenergetycznym i
ADP wystepujacy w srodowisku nawet w nadmiarze,
praktycznie nic wymienia sie ze zwigzanym nuklc-
otydem. Zatem wzrost stezenia ADP na tym etapie
nic moze mie¢ wptywu na aktywno$¢ ATPazy, co wy-
jasniatoby obserwowany w naszych eksperymentach
efekt syntetycznego peptydu znoszgcego hamujgce
dziatanie ADP. Jednak nukleotyd ten wigze sie z
kompleksem aktomiozynowym znajdujagcym sie w
statej nienapietej konformacji 45° o niskiej energii.
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Ryc. 1. Zmodyfikowany schemat Eisenberga iGrccnc [64] przedstawiajacy cykl mostkéw poprzecznych. Miejsca prawdopodobnego wptywu
nadmiaru ADP oraz syntetycznego peptydu — odpowiednika kofnca-N lekkiego tancucha istotnego miozyny, zaznaczono strzatkami.

Na tym etapie ADP, ktorego poziom w $rodowisku
jest podwyzszony moze wspo6tzawodniczy¢ z ATP o
miejsce jego wigzania. Zwigzanie ADP przyczyni sie
do wzrostu napiecia poniewaz reakcja przesunie sie
w kierunku konformacji napietej.

Zrozumienie tego zjawiska jest niezwykle wazne
dla poznania przyczyn oraz mechanizmu zmian
kurczliwosci serca obserwowanych w réznych jego
stanach patologicznych. Badania niedotlcnioncgo
serca pokazaty np., ze ostremu zatamaniu sie jego
funkcji skurczowej towarzyszy okoto 50% wzrost
poziomu ADP [65J] W $wietle przedstawionych wy-
zej wynikow nalezy sadzi¢, ze hamowanie przez
ADP moze mie¢ zwigzek z upos$ledzeniem cyklu
skurczowo-rozkurczowcgo (wydtuzenie czasu trwa-
nia skurczu i krétki niepetny rozkurcz), obserwowa-
nym w dtugo trwajgcym niedokrwieniu serca oraz w
tzw. sercu “ogtuszonym?” [66], Wynika to prawdopo-
dobnie zwptywu jaki ADP wywiera na ostatnie etapy
hydrolizy ATP, powodujgc przedtuzenie stanow sil-
nego wigzania gtowek miozyny z filamentem akty-
nowym. Wyniki te sugeruja, ze ADP moze by¢ fizjo-
logicznie waznym modulatorem aktywnos$ci ATPa-
zowej w tkance mig$nia sercowego.

VI. Podsumowanie

Wszystkie przedstawione tu wyniki badan pod-
trzymuja hipoteze, ze domena regulatorowa gtéwki
miozyny uczestniczy w regulacji skurczu miesnia
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sercowego na drodze oddziatywania konca-N tancu-
cha istotnego miozyny z aktyng w cyklu mostkéw
poprzecznych. W procesie tym wazng modulujgca
role odgrywa fosforylacja taficuchdw regulujgcych
oraz wymiana zwigzanych z tymi tafncuchami katio-
now dwuwarto$ciowych. Wiadomo, ze fosforylacja i
defosforylacja biatek kardiomiocytow stanowig wa-
zny mechanizm regulujgcy funkcje skurczowg serca
oraz jego metabolizm. Procesy te wyzwalajg pewne
zmiany konformacyjne biatek przez co zmienia sie
ich struktura i wtasciwosci biologiczne. Do podob-
nych zmian moze prowadzi¢ wymiana zwigzanych z
tancuchem regulujgcym jondéw magnezu na wapn,
ktérajak nalezy przypuszcza¢ ma duze znaczenie dla
procesu oddziatywania miozyny z aktyng. Zaktada
sie bowiem, ze dla wytworzenia konformacji napie-
aktomiozyna-ADP
lujacy powinien by¢ wysycony jonami wapnia. Po-

tej kompleksu tancuch regu-
twierdzajg to wyniki przeprowadzonych przez nas
badan w ktorych wptyw peptydu na hamujace
dziatanie nadmiaru ADP obserwowany byt tylko w
CaZ2o

zatozy¢, ze zar6wno fosforylacja RLC jak i wymiana

obecnosci wysokich stezen Mozna zatem
jonéw magnezu na wapn spowoduja, ze ufozenie
tancucha regulujagcego w domenie regulatorowej
gtéwki miozynowej bedzie zmienione. To z kolei
moze pociggna¢ za soba zmiane utozenia konca-N
lekkiego tancucha istotnego, uniemozliwiajac lub
pozwalajac na jego oddziatywanie z aktyng. Takie

cykliczne oddziatywania konca lekkiego tancucha
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istotnego z cienkim filamentem mogg prawdopodob-

nie regulowaé¢ lub modulowa¢ generowanie sity w

mie$niu sercowym.
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Endoteliny — w dekade po ich odkryciu

Endothelins — one decade after discovery

KRYSTIAN KALETHAl ZYGMUNT CHODOROWSKIZ PAWEL
DUTKA3 GABRIELA NAGEL-STARCZYNOWSKA4

Spis tresci:

l.  Wprowadzenie
Il.  Struktura i biochemia endotelin
I1-1. Struktura
11-2. Biosynteza i degradacja
11-3. Enzym konwertujacy endoteliny
11-4. Receptory endotelinowe
11-5. Wewnatrzkomoérkowy uktad efektorowy
I11. Fizjologia endotelin
IV. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétéw: ANP-przcdsionkowy pcptyd
(czynnik) natriuretyczny (atrial natriuretic peptide), ECE-en-
zym konwertujacy endoteliny (endothelin converting enzyme),
ETs(l-21)-endoteliny 21 aminokwasowe, ETs(I-3 1)-endoteliny
3laminokwasowe, EDRF-$r6dbtonkowy czynnik rozkurczowy
(endothelial derived relaxing factor), TGE(3 — transformujacy
czynnik wzrostowy f) {transforming growth factor ()

I. Wprowadzenie

Mineto dziesie¢ lat, od czasu kiedy na tamach Na-
ture [1] ukazat sie artykut Yanagisawy iwsp. z
o$rodka badawczego w Tsukuba, opisujagcy sekwen-
cje aminokwasowg silnie obkurczajgcego miesnie
gtadkie naczyn krwionos$nych tzw. $srédbtonkowego
czynnika naczynio-skurczowcgo (endothelium de-
rived constrictingfactor— EDCF) [2], Czynnikiem
tym okazat sie 21 aminokwasowy pcptyd, nazwany
przez odkrywcdéw endoteling. Niedtugo potem [3, 4]
u ssakow (szczura, wieprza), w tym takze cztowieka,
znaleziono homologiczne sekwencje nuklcotydowc
kodujace dwie dodatkowe izoformy odkrytego pep-
tydu, nazwane endoteling 2 i 3.

Odkrycia tc wywotaty ogromne zainteresowanie
fizjologéw i fizjopatologéw oczekujacych, ze przy-

'Prof. dr hab., 'Prof. dr bab., 'Lek. med., 4Dr nauk przyrodni-
czych,

1’ 4Katedra i Zaktad Biochemii A.M. w Gdansku, ul. Debniki 1,
80-211 Gdansk,
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czynig sie one do wyjasnienia patomechanizmu pier-
wotnego, a takze wtornych postaci nadci$nienia tet-
niczego. Od tego czasu problematyka endotelin stata
sie jednym z wiodgcych tematow badawczych na
catym Swiecie. Ich owocem jest wielka liczba opubli-
kowanych prac doswiadczalnych, obejmujacych réz-
norakie aspekty fizjologicznej i fizjopatologicznej
roli endotelin. Celem niniejszego artykutu jest zbior-
cze przedstawienie poglagdéw na temat fizjologicznej
roli endotelin, prezentowanych obecnie, w dziesie¢
lat po ich odkryciu.

Il. Struktura i biochemia endotelin

I1-1. Struktura endotelin

Endoteliny [ETs(1-21)] stanowig rodzine trzech
21 aminokwasowych peptydéw wykazujgcych cha-
rakterystyczne podobienstwa strukturalne. Kazdy z
nich posiada po dwa wewnetrzne wigzania dwu-
siarczkowc [cystyna'-cystynals (C1-C15) i cysty-
nalJ-cystynall(C3-C")j, aminokwasy polarne w po-
zycji 8-10 oraz hydrofobowy C-koniec. Endotelina-2
[ET-2(1-21)] i cndotelina-3 [ET-3(1-21)] rdznig sie
od endoteliny-1 [ET-1(1-21)] odmiennym sktadem
aminokwasowym (Ryc. 1). Strukture podobng do en-
dotelin [ETs( 1-21)] posiada réwniez grupa peptydow
wyizolowanych z jadu afrykanskiego weza Atracta-
spis engaddensis zwanych sarafotoksynami [5, 6],

Aktywnos$¢ biologiczna endotelin, jak wszystkich
biatek, wynika z ich stuktury. Dla zachowania ak-
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tywnosci biologicznej endotelin istotne okazaty sie
zarowno wewnetrzne wigzania dwusiarczkowe jak i
obecnos$¢ karboksykoricowego tryptofanu [7],

I1-2. Biosynteza i degradacja endotelin

U cztowieka i u innych ssakow (szczur, wieprz,
pies), endoteliny sg produktami ekspresji trzech nie-
zaleznych gendw, zlokalizowanych w trzech r6znych
chromosomach [3]. cndoteli-
na-1(1-21), wytwarzana przez komérki $rddbtonka

naczyniowego, jest izoforma o najlepiej poznanych

Sposréd  nich

witasciwosciach biologicznych.

Gen kodujagcy ludzka endoteling-1 zlokalizowany
jest w chromosomie 6 [3, 4], Liczy on ponad 6800
par zasad i w swym rejonie promotorowym zawiera
sekwencje regulacyjne, odpowiadajace ( miedzy in-
nymi ) na pobudzenie przez estry forbolowe oraz tzw.
czynnik jadrowy 1. Za posrednictwem tego ostatnie-
go, czynnik wzrostowy [1 (TGF-P) stymuluje trans-
krypcje genu kodujgcego ET-1(1-21) [4].

RNA informacyjny (mMRNA) ludzkiego genu ET-1
liczy ponad 2000 nukleotydow. Za jego stabilno$é
odpowiada specyficzna, nie ulegajgca translacji se-
kwencja nukleotydowa korica 3’, bogata w kwas adc-
nylowy iurydylowy. U cztowieka geny endotelin, w
obszarze kodujacym biologicznie aktywny produkt
ostateczny, wykazujg wysoka homologie nukleoty-
dowa [4],

Pierwotnymi produktami biatkowymi ekspresji

genow kodujgcych endoteliny, sg liczace nieco po-
aminokwasow (212

nad 200 aminokwaséw u

cztowieka), preproendoteliny (Ryc. 2). Biatka tc nie
wykazuja znaczgcej funkcji biologicznej i podlegaja
dalszej, dwuetapowej obrébce posttranslacyjnej
[5-9], W pierwszym etapie tej obréobki, w wyniku
dziatania specyficznej ,,dwuzasadowej” endopepty-
dazy, rozbijajacej wigzania lizyna5l-arginina52 oraz
arginina92-arginina92, biatka tc ulegaj gprzeksztatce-
niu na mniejsze, okoto 40 aminokwasowe (38, 37 i41
aminokwasowc, odpowiednio w przypadku ludzkiej
ET-1, ET-2 i ET-3) peptydy wtdrne, zwane proendo-
telinami, lub ,wielkimi endotelinami” (,,big endo-
thelins”). W drugim etapie obrobki posttranslacyj-
ncj, w wyniku dziatania specyficznej endopeptydazy
obojetnej (enzymu konwertujgcego endoteliny —
ECE), rozbijajacej wiazanie peptydowe tryptofan2l-
walina22 (W21-V22) — w przypadku ET-1 i ET-2,
lub tryptofan2l- izoleucyna22 (W21-122) — w przy-
padku ET-3, proendoteliny
(Ryc. 1) w biologicznie aktywne formy dojrzate —
endoteliny [ETs (1-21)]. Réwnoczes$nie w trakcie
tego procesu odszczepiony zostaje nieaktywny frag-

przeksztatcane sg

ment C koncowy [6],

Niedawno opublikowano artykut [11] wskazujacy
na to, ze enzym konwertujgcy endoteliny (ECE) nie
jest jedynym, ktoéry specyficznie trawi ludzkie pro-
endoteliny. Okazato sie bowiem, ze peptydy tc moga
by¢ trawione réwniez przez trypsynopodobngprotci-
naze serynowg komorek tucznych tkanki tgcznej
oskrzeli i naczyn krwionosnych — chymaze
(EC 3.4.21.39). Enzym ten hydrolizuje specyficznie
wigzanie peptydowe tyrozyna2l-glicyna22

(Y21-G22) (Ryc. 1), wytwarzajac w ten sposéb nowa

Ryc. 1 Struktura pierwszorzedowa ludzkich proendotelin. Kétka zacienione ilustrujg aminokwasy inne od znajdowanych we wzorcowej proendoteli-
nie-1. Enzym konwertujacy (ECE) oraz chymaza trawig specyficznie mato aktywne proendoteliny, tworzac odpowiednio rodzing 21 amino-
kwasowych i 31 aminokwasowych, biologicznie aktywnych endotelin ,,dojrzatych”.
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generacje endotelin 31 aminokwasowych. Endoteli-
ny te — [ETs(1-31)], oddziatywujg na tkanke mie-
$niowg gtadka rownie silnie obkurczajgco jak endo-
teliny 21 am okwasowc, lecz oddziatywanie to do-
tyczy w gtownej mierze miesniowki oskrzeli [12],
Nalezy przy tym wyraZznie zaznaczy¢, ze efekty bio-
logiczne wywierane przez ETs (1-31) nic wynikajg z
ich wtdérnej obrobki proteolitycznej przez enzym
konwertujacy endoteliny (ECE), chymotrypsyno-po-
dobne proteazy lub tez inne, wrazliwe na hamujace
dziatanie fosforamidonu mctaloendopcptydazy.
Wsréd endotelin 31 aminokwasowych najsilniej ob-
kurcza oskrzela (dziatanie bronchospastycznc) endo-
ET-2(1-31).
przez ten peptyd jest pordwnywalny z dziataniem en-
doteliny ET-1(1-21), lecz silniejszy od efektu wy-

wieranego przez ET-2(1-21). Z doSwiadczen porow-

telina Efekt skurczowy wywierany

nawczych przeprowadzonych na wyizolowanych
fragmentach tetnic wiencowych wieprza wynika, ze
ET-1(1-31) w porownaniu z ET-1(1-21), obkurcza
naczynia (dziatanie wazospastycznc) nieco stabiej i
wolniej. Efekt ten nie jest uwarunkowany zachowa-
niem ciggtosci srodbtonka naczyniowego. Endoteli-
ny (1-3 1) znajdowane sg nic tylko w ptucach —-duze
ich ilosci znaleziono rowniez w ludzkim sercu [11,
12],

W komoérkach $srédbtonka naczyniowego nic zna-
leziono wiekszych ilosci ziarnistosci, ktére mogtyby
Swiadczy¢ o wewnatrzkomdrkowym magazynowa-
niu endotelin. Synteza endotelin ,wielkich“ (procn-
dotclin) wydaje sie by¢ zatem regulowana gtéwnie
na poziomic transkrypcji [13]. W regulacji tej biorg
udziat takie bodzce stymulujgce jak: hormony (an-
giotensyna Il, katecholaminy, wazopresyna), specy-
ficzne peptydy (neuropeptyd Y, cytokiny, TGFP), cy-
klosporyna, trombina, a takze czynniki mechaniczne
(rozcigganie naczyn) oraz niedokrwienie, ktéremu
towarzyszy hipoksja lub anoksja. BodZcami ha-
mujagcymi transkrypcje endotelin jest czynnik roz-
kurczowy naczyn — EDRF (tlenek azotu), prostacy-
klina, przedsionkowy peptyd (czynnik) natriuretycz-
ny (ANP), atakze heparyna (Ryc. 2). mRNA dla pre-
proET-1 znajdowany jest gtdwnie w komodrkach
srodbtonka naczyn, dla prcproET-2 ipreproET-3 na-
tomiast, w mie$niu sercowym, jelitach, ptucach iner-
kach [6],

Wytworzona przez komorki srodbtonka naczynio-
wego ET-1(1-21) jest uwalniana do krwiobiegu i
przestrzeni okotokomérkowej $cian naczyn. Angio-
tensyna Il, wazopresyna oraz trombina stymulujg sc-
krccje zsyntetyzowanej endoteliny. Tlenek azotu,
prostacyklina oraz peptyd natriurctyczny sckrccje te
hamujg [5, 13, 14],
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Okres pottrwania ET-1(1-21) jest bardzo krotki i
liczony jest w minutach [15], Gtéwnymi narzgdami
metabolizujgcymi endoteliny sa nerki i ptuca. W
ptucach eliminacja ET-1(1-21) dokonuje sie na dro-
dze wigzania receptorowego i nastepujgcej po tym
internalizacji [15], W kiebuszkach nerkowych, ze
wzgledu na swg niewielka mase czgsteczkowg (ok.
2.5 kDa) ET-1(1-21) ulega przesaczeniu, a nastepnie
(w obrebie kanalikéw proksymalnych) degradacji.

Degradacja endotcliny-1(I-21) przebiega dwueta-
powo z udziatem wrazliwej na fosforamidon endo-
peptydazy
czasteczce ET-1(1-21) rozbiciu ulega wigzanie pep-

obojetnej. W etapie pierwszym, w
tydowe seryna5-leucyna6 (S5-L6). W wyniku takiej
hydrolizy powstajg dwa pochodne fragmenty pepty-
dowc, z ktérych wiekszy wykazuje pewng aktywnos$é
biologiczng. W etapie nastepnym, rozbiciu ulega
wigzanie peptydowe pomiedzy kwasem asparagino-
wyml8a izolcucynagl9 (D 18- 119). W odré6znieniu od
ET-1(1-21), ET-2(1-21) i ET-3(1-21) ulegaja jedy-
nie protcolizic jednoetapowej [6],

Sarafotoksyny sg znacznie bardziej odporne na
proteolize, co ttumaczy po czesci ich silne dziatanie
toksyczne [6],

11-3. Enzym konwertujgcy endoteliny

Enzym konwertujgcy endoteliny (ECE) wykazuje
okoto 10 krotnic wyzszg aktywnos$¢ w stosunku do
proET-1(1-21), anizeli w stosunku do proET-3( 1-21)
[16], Enzym ten zostat wyizolowany i dobrze scha-
rakteryzowany. Wystepuje on w postaci dwu, kodo-
wanych przez r6zne geny izoenzymow: ECE-1 i
ECE-2 [17], lzoenzymy te sg obojetnymi mctaloen-
doproteazami, wrazliwymi na dziatanie fosforami-
donu izwigzkdw chelatujacych (EDTA, 1,10-fenan-
trolina), lecz niewrazliwymi na dziatanie typowych
inhibitorow obojetnych metaloproteaz, takich jak
kaptokryl czy kclatorfan. l1zocnzym ECE-1 wystepu-
je w formie dwu alternatywnie sktadanych odmian,
wykazujgcych jednakowe wtasciwosci, lecz nieco
odmienng lokalizacje tkankowg i subkomdrkowg
[17-19], Odmiana ECE-1 a, znajdowana jest w apara-
cie Golgiego komdrek ,wytwarzajgcych”, tj. komo-
rek $rédbtonkowych naczyn, gdzie odpowiedzialna
jest prawdopodobnie za wewnatrzkomérkowe ,,doj-
rzewanie” ET-1(1-21). Po przetransportowaniu do
lizosoméw, ECE-la ulega szybkiej degradacji. Od-
miana ECE-ip znajdowana jest natomiast w komor-
kach ,efektorowych”, tj. komdrkach miesni gtadkich
naczyn, gdzie powigzana z btong cytoplazmatyczng
komérki uczestniczy w wytwarzaniu ET-1(1-21)
[14], 1zocnzym ECE-1 wykazuje wyraznie wiekszg
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specyficzno$¢ substratowg do proET-I(1-21), aniz-
eli do pozostatych proendotelin. lzoenzym ECE-2
jest strukturalnie podobny do ECE-1 i tak jak on ha-
mowany jest przez fosforamidon. W przeciwien-
stwie do ECE-1, ECE-2 wykazuje wiekszg specy-
ficzno$¢ substratowg w stosunku do proET-2 i pro-
ET-3, anizeli do proET-1. ECE-2 jest rdwniez
powigzany z btong cytoplazmatyczng komérki, lecz
swg optymalng aktywno$¢ wykazuje w Srodowisku
lekko kwasnym (pH 5.5) [17, 18].

W roku 1997 wykazano dodatkowg aktywnos$¢
peptydazowg enzymu konwertujgcego. Drugim po
proendotclinach, specyficznym substratem dla enzy-
mu konwertujgcego okazata sie nieoczekiwanie bra-
dykinina [20], Hydroliza bradykininy katalizowana
przez ECE zachodzi pomiedzy proling7 i fenyloala-
ninag8 . Prowadzi ona do rozbicia wyjSciowego nona-

Ksenobiotyki
A23187

Cyklosporyna

Peptydy
Cytokiny

IL-1

TGFb
Endotoksyna

Hormony
Insulina
Angiotensyna I
Wazopresyna
Adrenalina

Kortyzol

peptydu na fragmenty siedmio- i dwuaminokwasowc
ihamowana jest przez fosforamidon oraz EDTA. No-
woodkryta zdolno$sé ECE do rozktadania bradykini-
ny moze mie¢ dodatkowe znaczenie fizjologiczne.
Bradykina, produkt rozktadu kininogenu, stymulujac
synteze wazodylatacyjnych prostaglandyn (PGE2)
jest rownoczes$nie substratem dla enzymu konwer-
tujgcego angiotensyne (ACE), rozktadajgcego silnie
naczynioskurczowg angiotensyne Il. Przy$pieszenie
rozktadu bradykininy prowadzi w konsekwencji do
wzrostu oporéw naczyn obwodowych i og6lnego
podwyzszenia ci$nienia w uktadzie krazenia.

I1-4. Receptory endotelinowe

Metodami biologii molekularnej wyrézniono do
tej pory dwa typy rcceptow endotelinowych: ETa

Bodzce fizyko-chemiczne
Hipoksja

Osmolamos$¢

Naprezenie $cinajace-niskie
(Shear stress)

Sktadniki krwi
Trombina
Glukoza
Utlenione LDL

Hamowanie

Prostacyklina

Tlenek azotu

ANP, BNP, CNP

Heparyna

Naprezenia $cinajace-wysokie
(Shear stress)

Promotor genu et-1

\/

Prepro ef-1 mRNA

PreproET-1 (212 a.a.)
Endopeptydaza *
dwuzasadowa
= Big ET-1 (38 a.a.)
konwe %@E *
endotellny

ET-1(21a.a.)

Komérka
$rédblonka

Cytoplazma

v

ET-1 (1-21)

Ryc. 2. Czynniki regulujace biosynteze ET-1(1-21). Oznaczenia: interleukina-1(IL-1), transformujacy czynnik wzrostowy beta (TGF[3), przedsionko-
wy peptyd natriuretyczny (ANP), mézgowy peptyd natriuretyczny (BNP), peptydy natriuretyczne typu C (CNP), lipoproteiny o niskiej gesto-

$ci (LDL), aminokwasy (a.a.), wg. [32], zmodyfikowane.
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[21] 1 ETB [22], U cztowieka geny kodujace te recep-
tory zlokalizowane sg w obrebie chromosomu 13

(gen dla receptora ETa) i 4 (gen dla receptora ETb).

Wykazujg one okoto 60% homologii, a zasadnicze

roznice w sekwencji aminokwasowcj dotyczg czesci

N-koncowej receptora. Obydwa receptory sprzezone

sg z uktadem biatek G isktadajg sie z siedmiu przcz-

btonowych domen, pozakomoérkowego konca -N,
oraz wewngatrzkomérkowego (cytoplazmatyczncgo)
konca -C [6, 8, 21, 22], Biatko receptora ETa liczy
427 aminokwasdw i posiada mase czasteczkowa
okoto 48.5 kDa. Receptor ten wigze specyficznie cn-
dotcliny ET-1(1-21) z powinowactwem: ET-1>
ET-2>ET-3. Selektywnym antagonistg i blokcrem
receptora ETajest zwigzek o nazwie BQ-123. Biatko
receptora ETb posiada
mase czasteczkowa okoto 46.9 kDa i wykazuje jed-
nakowe powinowactwo do wszystkich endotelin
(ET-I=ET-2=ET-3). Antagonistg i blokcrem recep-
tora ETbjest zwigzek o nazwie BQ-788. Obydwa re-
ceptory w swych regionach N-koricowych posiadajg

liczy 415 aminokwasow,

miejsca potencjalnej N-glikozylacji, zas w regionach
C-koncowych miejsca potencjalnej fosforylacji przy
udziale kinaz serynowo-trconinowych [6, 23, 24],
mRNA kodujacy biatko obydwu receptoréw znajdo-
wany jest w roznych tkankach szczura i cztowieka,
takich jak serce, ptuca, nerki, nadnercza i mézg. W
komérkach $rédbtonka naczyniowego zachodzi je-
dynie ekspresja genu kodujacego receptor ETb. W
komérkach mieé$ni gtadkich naczyn krwiono$nych
ma miejsce koekspresja gendw kodujgcych obydwa
receptory (Ryc. 3). Selektywny dla ET-1(1-21) re-
ceptor ETa znajdowany jest w btonic cytoplazma-
tycznej komoérek miesni gtadkich i tu odpowiedzial-
ny jest za wywotanie skurczu naczyn. Niesclcktywny
dla ET-1(1-21) receptor ETb wystepuje przypusz-
czalnie w dwoéch odmianach. Gtéwnym miejscem
ekspresji jednej z jego odmian (receptor ETbi) jest
btona cytoplazmatyczna komoérek srédbtonkowych.
Ekspresja drugiej odmiany receptora (ETB2) jest
mniej intensywna i dotyczy bitony cytoplazmatycz-
ncj komdrek miesni gtadkich naczyn.

Aktywacja receptoréow ETbi komorek $rédbtonka
naczyniowego uwalnia z nich substancje rozkur-
czajagce tkanke miesniowag gtadka naczyn (tlenek
azotu, prostacykline PGI2) i prowadzi w efekcie do
rozkurczu naczyn [10, 23], W przeciwiefstwie do
tego aktywacja receptorow ETa komérek miesni
gtadkich wywotuje silny idtugotrwaty skurcz naczy-
niowy (Ryc. 3). Za wywotanie efektu wazokonstryk-
cyjncgo odpowiada¢ mogg w pewnych warunkach
komérek

23-25],

rowniez zlokalizowane na powierzchni

mie$ni gtadkich receptory ETB2 [10,
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Wywotane w ten sposdb efekty sgjednak zmienne i
zalezg od rodzaju i wielkos$ci naczyn.

Liczba receptoréw endotelinowych nie jest stata.
Zwieksza sie ona w wyniku niedokrwienia oraz pod
wptywem cyklosporyny, zmniejsza natomiast pod
wptywem angiotensyny Il, estrow forbolowych, a
takze pod wptywem samej endotcliny-1 [24],

Wstepne rezultaty badan izotopowych wskazuja
na to, ze ET-1(1-31) i ET-1(1-21) nie wspdtzawod-
niczg ze sobg w wigzaniu sie z opisanymi powyzej re-
ceptorami endotelinowymi [11, 12]. W efektach fi-
[ETs( 1-31)] posrednicza
prawdopodobnie inne, by¢ moze podobne do ETa re-
ceptory [12, 26],

zjologicznych endotelin

11-5. Wewnatrzkomorkowy uktad efektorowy

Wazospastycznc dziatanie ET-1(1-21) powigzane
jest ze zwiekszonym dokomdrkowym naptywem jo-
néw wapnia. Leki blokujgce wolne kanaty wapnio-
we, jak np. nifedypina, cze$ciowo zapobiegajg skur-
czowi naczyn wywotanemu przez endoteliny [5, 6],

Wywierane przez endoteliny efekty fizjologiczne
zwigzane sg ze wzrostem wewnatrzkomorkowego
stezenia wapnia i dokonuja sie przy udziale réznych
systemow przekaznikowych [9, 10, 27], W pierw-
szym etapie czgsteczka ET-1(1-21) wigze sie z re-
ceptorami btonowymi ETa (komdrek miedni gtad-
kich), lub ETb (komérek $rédbtonkowych) i za po-
Srednictwem kompleksu biatek G (Gs — w przypad-
ku komoérek miesni gtadkich lub GI — w przypadku
komérek S$rodbtonkowych) uaktywnia fosfolipazy
btonowe C i D. Zaktywowanc enzymy hydrolizujg
wchodzgce w sktad btony komoérkowej fosfatydylo-
inozytolo-4,5-bisfosforan (PIP2) i fosfatydylocholi-
ne (PC), uwalniajac z nich zwigzki sygnatowe takie
jak: inozytolo-1,4,5-trojfosforan (1P3), diacyloglice-
rol (DAG) oraz kwas fosfatydowy (PA). Powstate w
ten sposdb zwigzki, poprzez zwigzanie sie z recepto-
rami sarkoplazmatycznych kanatéw wapniowych i
uwalnianie nagromadzonego tam wapnia (IP3), albo
tez poprzez aktywacje kinazy biatkowej C (DAG i
PA), przygotowujg aparat kurczliwy komdrki do
skurczu (Ryc. 4).

Zachodzaca
wapniowych btony cytoplazmatyczncj (ROC — Re-
ceptor Operated Channels), wywotujgc dokomérko-
wy naptyw wapnia pozakomorkowego, podnosi do-

niezaleznie fosforylacja kanatéw

datkowo stezenia wapnia w cytoplazmic i wzmacnia
przez to fizjologiczng odpowiedZz komérki [27, 28],
Wydaje sie,

ze w podobny spos6b przebiega

wewngtrzkomdérkowa  sygnalizacja bronchospa-

styczncgo oddziatywania endotelin (1-31) [26],
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Ryc. 3. Hipotetyczny model funkcjonowania receptoréw endotelinowych w tozysku naczyniowym oraz kiebuszkach i kanalikach nerkowych.
Przytaczenie sie¢ ET-1(1-21) do receptorow ETA(i prawdopodobnie réwniez do receptorow ETB)) zlokalizowanych w btonie cytoplazmatycz-
nej komérek miesni gtadkich wywotuje skurcz naczyn. Zwiazanie sig ET-1 (1-21) z receptorami ETm zlokalizowanymi w btonie cytoplazma-
tycznej komérek srédbtonkowych, powoduje uwolnienie z tych komoérek substancji z grupy EDRF iw efekcie rozkurcz naczyn. Zwigzanie sie
ET-1(1-21) z receptorami ETAi ETBkomo6rek mezangium kigbuszkéw nerkowych powoduje jego skurcz irozrost. Przytaczenie sie ET-1(1-21)
do receptorow ETBkomoérek nabtonkowych kanalikéw nerkowych wywotuje efekt sodo- i moczopedny. ET-1(1-21) posiadajednakowe powi-
nowactwo do receptoréw ETAi ETB; ET-3(1-21) wiaze sie preferencyjnie z receptorami ETB, wg. [23], zmodyfikowane.

I1l. Fizjologia endotelin

Gtéwnym obszarem wazospastyczncgo od-
dziatywania endotelin ETs( 1-21) jest tetnicze, oraz w
mniejszym stopniu, zylne, tozysko naczyniowe.
Podanie dozylne zwierzeciu ET-1(1-21) w dawce
jednorazowej, powoduje wyrazny (okoto 10-krotnie
silniejszy od angiotensyny Il) i dtugotrwaty skurcz
naczyn systemowych. Skurcz ten osigga swe maksi-
mum po uptywie 15- 45 minut od podania peptydu i
poprzedzony jest zawsze wstepng fazg rozkurczows.
Poczatkowemu spadkowi ci$nienia tetniczego towa-
rzyszy wzrost czestosci rytmu serca oraz wzrost jego
[29-31], W okresie wzrostu
ci$nienia tetniczego czesto$¢ rytmu oraz objetos¢
wyrzutowa serca ulegajg obnizeniu [31].

W surowicy krwi ludzi zdrowych stezenie biolo-

gicznie aktywnej ET-1(1-21) jest niskie izawiera sie

objetoSci wyrzutowej

w przedziale 0.3-3.0 pM [32], Nic osigga ono zatem
wartosci progowej rownej kilkudziesieciu pikomo-
lom, koniecznej dla wywotania uktadowego (tj. cn-
dokrynnego) efektu wazospastyczncgo [29-31], W
przestrzeniach Srodbtonkiem a

pomiedzy mie-

$niowka naczyniowa, stezenie endotcliny-I1(1-21)
jest jednak z reguty znacznie wyzsze, co umozliwia

wywotywanie przez nig efektdw (skurczéw naczy-
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niowych) lokalnych [31, 32]. W warunkach zdrowia
endotelina-1(1-21), ze wzgledu na zakres swego od-
dziatywania, przypomina zatem substancje o od-
dziatywaniu auto- i (lub) parakrynnym, anizeli endo-
krynnym [23, 24, 31-33].

Mechanizmy regulujgce tkankowe stezenie endo-
telin sg prawdopodobnie réznorodne, cho¢ nic do ko-
nca poznane (Ryc. 2). Krétki czas pottrwania mRNA
oraz pottrwania dojrzatej, biologicznie aktywnej en-
doteliny ET-1 (1-21) [29] wskazujg na to, ze regula-
cja tajest precyzyjna i ciagta. Usuwanie ET-1(1-21)
z krwiobiegu zachodzi gtéwnie w nerkach i ptucach
[9, 32], co jest wynikiem najwiekszej w tych tkan-
kach aktywnos$ci endopeptydaz degradujacych [24,
32, 33],

Sita efektu naczynioskurczowcgo wywieranego
przez ET-1(1-21) jest zmienna iw znacznym stopniu
zalezy od ilosci uwalnianych przez $rodbtonek na-
czyniowy substancji rozkurczajgcych z grupy EDRF,
takich jak tlenek azotu i prostacyklina.

Endotelina jest silnym stymulatorem wydzielania
tych substancji i wesp6t z nimi (Ryc. 3) moduluje na-
piecie $cian naczyn krwiono$nych [14, 27, 32-34],

W nerkach synteza ET-1(1-21) dokonuje sie w
$rédbtonku naczyn nerkowych (doprowadzajacych,
odprowadzajgcych i prostych), naczyn kiebuszkdédw

POSTEPY BIOCHEMII 45(3), 1999



Agonista (ET-t)

2+
Ca kanat

J”V — |
‘ 1 Receptor (ETN) |

DAG
Kinaza biatkowa C

ca?') <
ﬁlv

Ca2+-CaM
1r w
MLCK >
(nieaktywna) ~
MLC-U

Kaldesmon \
/

mNM'Kalpon ina

+» nne

IPg

MLCK
(aktywna)

¥V

MLC-P

Fosfataza

Interakcja Miozyna-Aktyna

Skurcz miesénia

Ryc. 4. Model skurczu mies$nia gtadkiego, indukowanego dziataniem ET-1(1-21). Oznaczenia: kalmodulina (CaM), diacyloglicerol (DAG), inozytolo-
1,4, 5-1r6j fosforan (IP.p, kinaza lekkiego tancucha miozyny (MLCK), lekki tancuch miozyny (MLC): nieufosforylowany (MLC-U) iufosfory-
lowany (MLC-P.), fosfatydylocholina (PC), fosfatydyloinozytolo-4, 5-difosforan (PIP:), fosfolipaza C (PLC), fosfolipaza D (PLD), retikulum
sarkoplazmatyczne (SR), btona ptazmatyczna (PM), wg. [27], zmodyfikowane.

nerkowych oraz w nabtonku kanalikéw zbiorczych.
W tych ostatnich jest ona niezalezna od hormondéw
regulujagcych wchtanianie zwrotne, takich jak wazo-
presyna, peptyd natriuretyczny
(ANP) czy bradykinina. U ludzi zdrowych endoteli-
ny wydalane sg z moczem w ilosci 20-90 ng dziennic
[30, 31].
Podana do

przedsionkowy

tetnicy HT-1(1-21) od-
dziatuje na narzad gtéwnie poprzez receptory ETb (u
szczura) lub ETa (u cztowieka) [24, 25], Za ich po-
Srednictwem,

nerkowej

w  wyniku obkurczenia doprowa-
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dzajgcych i odprowadzajgcych tetniczek kiebuszko-
do
przeptywu krwi przez nerki iw efekcie spadku filtra-

wych, dochodzi znaczacego zmniejszenia
cji ktebuszkowej nerek. Drugim, poza naczyniami,
miejscem dziatania ET-1(1-21) w nerkach sa kanali-
ki nerkowe. Oddziatujac na licznie obecne w kom@r-
kach nabtonka kanalikéw nerkowych receptory, en-
dotclina-1(1-21) zwieksza nerkowa utrate sodu i
[23, 25]
wskazujg na to, ze oddziatywanie powyzsze dokonu-

je sie na drodze nastepujacych mechanizmoéw (Ryc.

wody. Zebrane dowody doswiadczalne
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Ryc. 5. Wptyw ET-I (1-21)na reabsorbcje sodu iwody u zwierzat: normotensyjnych (a) ihipertensyjnych (b). Wytwarzana przez nabtonek kanalikéow
nerkowych ET-I (1-21), dziatajac na nabtonkowe receptory ETU w wamnkach fizjologicznych (a) hamuje reabsorbcje sodu (obnizajac aktyw-
no$¢ ATP-azy sodowo-potasowej) iwody (obnizajac wydzielanie hormonu antydiuretyczncgo — ADH). Efektem takiego dziataniajest wyda-
lanie sodu i wody przez nerki. W warunkach patologicznych (nadcisnienie tetnicze) (D), wskutek niedostatecznej biosyntezy ET-1(1-21), re-
tencja sodu i wody w nerkach ulega zwigkszeniu, wg. [32], zmodyfikowane.

5): 1) zmniejszenia reabsorbeji wody, jako wynik za-
hamowania aktywno$ci ATP-azy sodowo-potasowej
w komorkach nabtonka kanalikéw nerkowych (bliz-
szych i zbiorczych), 2) zmniejszenia reabsorbeji
wody poprzez hamowanie wptywu hormonu anty-
diuretycznego (ADH) na przepuszczalno$¢ osmo-
tyczng, 3) zmiany ilosci wytwarzanej endoteliny i
liczby jej tkankowych receptoréw (ilo$¢ wytwarza-
nej endoteliny-1, a takze liczba jej kanalikowych i
ktebuszkowych receptorow zmniejsza sie wraz ze
spadkiem objetosci

wym).

ptynéw w uktadzie naczynio-

Niedotlenienie pecherzykéw ptucnych, w szcze-
golnosci trwajace diuzej, powoduje uszkodzenie ko-
mdrek srodbtonkowych naczyn [35], co zaburza deli-
katng rdwnowage wytwarzanych przez nie substan-
cji skurczowych i rozkurczowych na korzys$é tych
pierwszych. W rezultacie dochodzi do wzrostu steze-
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nia ET-1(1-21) w krwiobiegu matym iw konsekwen-
cji, do postepujgcego zwezenia tozyska naczyniowe-
go. Tak interpretuje sie obecnie udziat endotelin w
patogenezie nadcisnienia
[33-37],

samoistnego ptucnego

IV. Podsumowanie

Zaobserwowane fakty wskazujg wyraznie na
istotng role, jakg w utrzymaniu prawidtowego, fizjo-
logicznego napiecia tkanki mie$niowej gtadkiej na-
czyn ioskrzeli spetniajg endoteliny. Razem z innymi
wydzielanymi przez $rodbtonek naczyniowy sub-
stancjami o dziataniu auto- i parakrynnym (tlenek
azotu, prostacyklina), stanowig one wazny element
lokalnej gry hormonalno-nerwowej, wyznaczajacej
wypadkowe, uktadowe cisnienie tetnicze. Wszelkie
uszkodzenia $rddbtonka naczyniowego, obnizajac
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ilos¢ produkowanych tam substancji rozkurczo-

wych, uwrazliwiajg tkankag mie$niowa gtadkag na-
czyn na obkurczajgce dziatanie kragzacych w krwio-
biegu endotelin. Dziatanie takie, w dtuzszej perspek-
tywie czasowej prowadzi¢ moze do wystgpienia
utrwalonego, niewrazliwego na dziatanie $rodkdéw

rozkurczowych, uktadowego nadci$nienia tetnicze-
go.
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RoOzne efekty dziatania kinazy biatkowej A

Various effects of protein kinase A action

ANNA OSTROWSKA*

Spis tresci

l.  Wstep

1. Efekty dziatania kinazy biatkowej A
I1-1 Aktywowanie genéw przez kinaze biatkowa A.
11-2. Wptyw kinazy biatkowej A na metabolizm podsta-

wowy komoérki

11-3. Rola kinazy biatkowej A w cyklu komérkowym

I1l. 1zoenzymy kinazy biatkowej A

IV. Struktura enzymu

V. Aktywowanie kinazy biatkowej A iczynniki wptywajace
na jej aktywnosé

VI. Biosynteza kinazy biatkowej A

VIl. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétow: AKAP — biatko zakotwi-
czajace kinaze biatkowa A {protein kinase A anchoringprotein),
AP-i — biatko regulacyjne 1 (activator protein 1), AP-2 —
biatko regulacyjne 2 (activator protein 2), ATP — adenozyno-
trisfosforan, C — podjednostka katalityczna kinazy biatkowej
A, cAMP — 3’,5’-cykliczny monofosforan adenozyny, edk —
kinaza biatkowa zalezna od cyklin, cDNA — komplementarny
DNA, CRE — sekwencja DNA odpowiadajgca (aktywowana)
na CAMP (cAMP response element), CREB — biatko wigzace
CRE (CRE binding protein), CBP — biatko wiagzace CREB,
Ht31— biatko z tarczycy o ciezarze czasteczkowym 31 000 za-
kotwiczajace kinaze biatkowg A (human thyroid anchor prote-
in), kinazy MAP (mitogen activated protein kinase) — kinazy
aktywowane na skutek stymulacji receptoréw czynnikéw wzro-
stu, uczestniczace w kaskadzie fosforylacji, ktéra prowadzi do
ekspresji biatek wptywajacych na podziaty i réznicowanie sie
komérek, zwane inaczej kinazami ERK (extracellular signal re-
gulatedprotein kinase), MAP-2 — biatko 2 zwigzane z mikrotu-
bulami (microtubule associatedprotein 2) p75 ipl 50 — biatka z
moézgu wotowego o ciezarze czasteczkowym 75 000 iz mdzgu
szczura 0 ciezarze czasteczkowym 150 000 wigzgce kinaze
biatkowg , R — podjednostka regulacyjna kinazy biatkowej A

I. Wstep

Do odkrycia kinazy biatkowej A, zwanej tez Ki-
naza biatkowa zalezng od cAMP (fosfotransfera-
za-ATP-bialko EC 2.7.1.37) doprowadzity badania
wptywu fosforylacji na metabolizm glikogenu. Nad

*Dr, Pracownia Biochemii Ekologii, Instytut Ekologii, PAN, ul.
Konopnickiej 1, Dziekanow Le$ny

202

Contents

. Introduction
I1. The effects of protein kinase A action
I1-1. The gene activation by protein kinase A
11-2. The influence of protein kinase on basal cellular
metabolism
11-3. The role of protein kinase A in the cell cycle regula-
tion
I11. Protein kinase A isoenzymes
IV. The structure of the enzyme
V. The activation of protein kinase A and the factors influ-
encing its activity
V1. Biosynthesis of the protein kinase A
VI1l.Conclusions

zagadnieniem tym pracowali w latach piecdzie-
sigtych dwaj uczeni amerykanscy, Edwin Krebs i
Edmond Fischer, laureaci nagrody Nobla z roku
1992. Szerzej na temat historii odkrycia kinazy
biatkowej A iznaczenia fosforylacji biatek pisze Te-
resa Jakubowicz i Eugeniusz Gagsior w “Po-
stepach Biochemii” sprzed kilku lat [1]. Niniejszy ar-
tykut dotyczy kinazy biatkowej A ijej funkcji w ko-
morkach kregowcow.

Il. Efekty dziatania kinazy biatkowej A w ko-
maorce

Kinaza biatkowa A wptywa na metabolizm ko-
morkowy poprzez fosforylacje biatek, ktoére pro-
wadza do zmian ich wiasciwosci. Fosforylacja biatek
znajdujacych sie w jadrach komoérkowych prowadzi
do zmian aktywnos$ci gendéw, fosforylacja biatek cy-
toplazmatycznych wptywa na podstawowy metabo-
lizm komérkowy iruch biatek w cytoplazmie, fosfo-
rylacja biatek membranowych zmienia przepusz-
czalno$¢ bton komérkowych dla jondw.

I1-1. Aktywowanie gendéw przez kinaze biatkowag A

Kinaza biatkowa A aktywuje wiele genéw po-
przez fosforylacje biatek obecnych wjadrach komér-
kowych, ktére oddziatujg z promotorowymi regiona-
mi genéw. Sekwencje takiego regionu nazwano CRE
(cAMP response element). Scharakteryzowano dwa
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typy biatek oddziatujgcych z sekwencjg odpowia-
dajacg na CAMP: biatko wigzace sekwencje aktywo-
wane przez cCAMP (CRE binding protein) i AP-2 (ac-
tivator protein 2). CREB jest biatkiem o ciezarze
czasteczkowym 45 kDa. Jest aktywowane przez fos-
forylacje seryny 133 przez kinaze biatkowg A. Ty-
powag sekwencja regulacyjnag genu, z ktoérg od-
dziatuje CREB jest TGACGTCA. Ufosforylowana
forma CREB dimeryzujc poprzez strukture zamka le-
ucynowego (leucine zipper) z drugg czgsteczka
CREB lub z innym czynnikiem transkrypcji [2, 3].
Fosforylacja i CREB
zwigzanie duzego biatka, o ciezarze czgsteczkowym
265 kDa, CBP (CREB bhinding protein). Analogiem
CBP jest biatko p300, ktére wigze sie z biatkiem on-

dimeryzacja umozliwia

kogennym EI A adenowiruséw [4-6], Zwiagzanie
CBP powoduje przytgczenie podstawowych czynni-
kow transkrypcji TFIIB, TFHD i biatka wigzacego
sekwencje TATA — TBP (TATA bindingprotein) do
promotora genu [7-13], Biatko CBP wigze acctylaze
histonu i samo wykazuje aktywnos$¢ acctylazy histo-
nu oraz helikazy [14-16], Kompleks ten taczy sie z
pozostatymi podstawowymi czynnikami transkryp-
cji irazem z polimerazg Il RNA przytagcza sie do pro-
motora genu aktywujac jego transkrypcje [9, 10, 13,
16, 17], Schemat aktywowania genu przez kinaze
biatkowag A i CREB jest przedstawiony na rycinie 1
Biatko AP-2, o ciezarze czgsteczkowym 52 kDa
jest aktywne w postaci dimeru. Rozpoznaje sekwen-
cje promotorowego regionu genu bogate w guanine i
cytozyne (5’-GCCNNNGGC-3’). Biatko aktywuje
promotor genu wspdtdziatajagc z innymi czynnikami
transkrypcji. Jest aktywowane przez
biatkowg A i C i kwas retinowy [20, 21], Badajac

kinaze

ekspresje podjednostki [3gonadotropiny tozyskowej
stwierdzono, ze do aktywowania tego genu potrzeb-
najest aminowa cze$é biatka AP-2, charakteryzujaca
sie duzg zawartoscia proliny i aminokwaséw o cha-
rakterze kwasnym [21],

Kinaza biatkowa A aktywuje miedzy innymi geny
hormonow peptydowych: somatostatyny, gonadotro-
pin, hormonu wazoaktywnego, proopiomclanokorty-
ny, proenkefalin, prolaktyny, hormonu wzrostu, wa-
zopresyny i insuliny [22-30], a takze geny recepto-
row adrenergicznych [31, 32], ferrytyny [33], enzy-
mow syntetyzujacych katccholaminy: hydroksylazy
tyrozyny i (3-hydroksylazy dopaminy [34, 35], Kina-
za biatkowa A aktywuje geny c-jun i c-fos [7, 36].
Uczestniczy w procesie melanogenezy (synteza pig-
mentu melaniny) poprzez aktywacje ekspresji tyro-
zynazy i dwu innych biatek enzymatycznych towa-
rzyszacych tyrozynazie [37] i w odpowiedzi immu-
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nologicznej poprzez aktywacje genu intcrleukiny 2
[38],

11-2. Wplyw kinazy biatkowej A na metabolizm pod-
stawowy komorki

Fosforylacja enzymdw kluczowych drég metabo-
licznych przez kinaze biatkowa A wptywa na podsta-
wowy metabolizm komdérkowy prowadzac do przy-
spieszenia proceséw katabolicznych. Fosforylacja
fosforylazy glikogenu powoduje jej aktywacje, nato-
miast fosforylacja syntazy glikogenu obniza aktyw-
no$¢ tej syntazy. Fosforylacja karboksylazy acetylo-
koenzymu A i reduktazy 3-hydroksy-3-metylgluta-
rylokocnzymu A obniza synteze kwasow ttuszczo-
wych i cholesterolu [1, 39, 40]. Kinaza biatkowa A
nic fosforyluje bezpos$rednio tych enzymdéw, ale ha-
muje aktywnos$¢é fosfataz fosfoproteinowych [39],
Aktywnos$¢ kalpain, proteaz dziatajgcych w pH obo-
jetnym i w obecnos$ci jono6w wapnia jest hamowana
przez kalpastatyny. Kalpastatyny sg biatkami o cie-
zarze czasteczkowym 17 — 172 kDa. Istnieje tylko
jeden gen kalpastatyny. Réznice miedzy kalpastaty-
narni wynikajg z réznego sktadania transkryptu
RN A, istnienia kilku miejsc poczgtku translacji i mo-
dyfikacjom proteolitycznym. W czgsteczce kalpasta-
tyny sa cztery domeny wigzace kalpaine. Jedna
czasteczka kalpastatyny moze hamowaé aktywnos$¢
czterech czgsteczek kalpainy. Fosforylacja kalpasta-
tyny przez kinaze biatkowg A wptywa na specyficz-
no$¢ hamowania kalpain. W promotorowej czeSci
genu kalpastatyny znajdujg sie sekwencje, ktére sg
aktywowane przez biatko fosforylowane przez kina-
ze biatkowa A [41, 42],

I1-3. Rota kinazy biatkowej A w cyklu komoérkowym

Kinaza biatkowa A uczestniczy w regulowaniu
cyklu komérkowego poprzez aktywowanie genu cy-
kliny A. Cyklina A oddziatuje z kinazami zaleznymi
od cyklin (edks). Aktywuje cdkl w fazie G2 icdk2 w
fazie S [43-45]. Kinaza biatkowa A moze uczestni-
czy¢ w kaskadzie reakcji fosforylacji kinaz aktywo-
wanych mitogenami (mitogen activated protein kina-
se; MAP kinase), zwanych tez kinazami regulowany-
mi przez sygnat zewnetrzny (extracellular signal re-
gulated protein kinase, ERK). Fosforylacja kinazy
tyrozynowej obniza aktywnos$¢ kinaz MAP. Fosfory-
lacja niskoczasteczkowej GTPazy ras powoduje, ze
nic aktywuje ona kinazy Raf-1, co w konsekwencji
obniza aktywnos$¢ kinaz MAP [46-49] . Fosforylacja
onkogennego biatka Op 18, destabilizujgcego mikro-
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Ryc. 1 Aktywowanie ekspresji genu przez kinaze biatkowg A. Schemat wykonano na podstawie pis$miennictwa przedstawionego w 2, 3; 7-19.

tubule przez kinaze biatkowg A obniza jego aktyw-
nosé¢ [50],
biatek p27 ip21, inhibitoréw kinaz zaleznych od cy-

Kinaza biatkowa A indukuje synteze

klin, ktére hamujg rozw6j komdrek nowotworowych
[61] i aktywowanie promotora wirusa pMVM [52],

11-4. Wptyw kinazy biatkowej A na sekrecje hormo-
now

Mechanizm hormondéw

przez kinaze hiatkowa A nie jest doktadnie poznany.

aktywowania sekrecji
Podanie analogoéw cAMP do hodowli komérek przy-
sadki mozgowej powoduje zwiekszenie uwalniania
hormonu lutcinizujacego i hormonu wzrostu [23,
53-55], co wskazuje, ze kinaza biatkowa A uczestni-
czy w tym procesie. Biatko MAP-2 oraz biatka bton
komorkowych sa substratem dla kinazy biatkowej A
[56-61]. Fosforylacja tych biatek moze by¢ zwigzana

z procesem sekrecji hormonow.
I1l. 1zoenzymy Kkinazy biatkowej A

Wyrézniamy dwa typy kinazy biatkowej A — i

Il. Ta klasyfikacja zostata wprowadzona na podsta-
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wie clucji enzymu réznymi stezeniami chlorku sodu
z DEAE celulozy. Kinaza biatkowa A ljest eluowana
przy stezeniu chlorku sodu 0, 05 — 0,10 M; kinaza
biatkowa A Il — 0, 15— 0, 25 M. Tc dwa izoenzymy
kinazy biatkowej A rdznig sie szybkoscig dysocjacji
na podjednostki regulacyjna (R) i katalityczng (C) i
asocjacji pod wptywem sity jonowej oraz powino-
wactwem do MgATP, ktdre jest wysokie dla | typu
kinazy biatkowej A i niskie dla Il typu enzymu. Po-
nadto, podjednostki R r6znig sie sktadem aminokwa-
sowym, ciezarem czgsteczkowym — Rl — 49 kDa;
RIl — 51-58 kDa i zdolno$cig wewnatrzczastcczko-
wej fosforylacji, ktérej ulega tylko podjednostka RII
[62-67],

Dalszg heterogenno$¢ kinazy biatkowej A stwier-
dzono w badaniach, w ktérych uzyto cDNA podjed-
nostek kinazy biatkowej A z r6znych komédrek. Cha-
rakterystyka tych podjednostek jest przedstawiona w
Tabeli I. W komoérkach ssakoéw stwierdzono obec-
nos$¢ czterech podjednostek regulacyjnych: podjed-
nostki regulacyjnej Ria, podjednostki regulacyjnej
RIB, podjednostki regulacyjnej Rlla i podjednostki
regulacyjnej RUR oraz trzech izoform podjednostki
katalitycznej C: Ca CRB i Cy. Ponadto, z mdézgu my-
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szy wyizolowano i sklonowano trzy subizoformy
podjednostki CR: CRI, CRB2 i CR3 [68].
Ria, Rlla i Ca sg syntetyzowane we wszystkich ba-

Izoformy

danych tkankach natomiast ekspresja RIB, RUR, CR
i Cyjest ograniczona do tkanek spetniajgcych specy-
ficzne funkcje.

IV. Struktura enzymu

Kinaza biatkowa A jest tetramerycznym holoen-
zymcem sktadajgcym sie z dwu podjednostek regula-
cyjnych (R) i dwu katalitycznych (C) [63, 65], Sche-
mat struktury kinazy biatkowej A jest przedstawiony

Tabela |1

Podjednostki kinazy biatkowej A

Podjednostki

Wystepowanie
kinazy biatkowej A ystepowan!

Ria w wiekszosci tkanek

RIR moézg, przysadka mézgowa

Rlla w wiekszosci tkanek

RUGR moézg, tkanki: wydzielnicza, ttuszczowa,
krwiotwércza

Ca w wiekszosci tkanek

CcRB moézg, przysadka mézgowa

CRI mysz, caly moézg, cze$¢ przednia

Cch: mysz, mo6zg, cze$¢ przednia brzusz-
no-przysrodkowa (system limbiczny)

CR, mysz, hipokamp mézgu

na rycinie 2. Kazdy ze znanych czterech izomeréw
podjednostki R zbudowany jest wedtug tego samego
schematu. Pierwsze czterdziesci N-koncowych ami-
nokwasow, w wiekszosci hydrofilowych uczestniczy
w tworzeniu dimeru (Ryc. 2 D). Nastepnie znajduje
sie miejsce zwane antygenowym, ktére jest rozpo-
znawane przez przeciwciata, potem region rozpozna-
wany przez podjednostke katalityczng C, zwany re-
gionem pseudosubstratowym lub miejscem zawiasu
{,,hinge”region, Ryc. 2 H) idrugie miejsce antygeno-
we. Karboksylowy koniec podjednostki regulacyjnej
zawiera dwa miejsca wigzagce cAMP: A i B usytu-
owane jedno po drugim. Miejsce A znajduje sie
wewnatrz czgsteczki podjednostki R, amiejsce Bjest
na jej karboksylowym konhcu [63, 65],

Przestrzenna struktura miejsc wigzacych cAMP
zostata wydedukowana na podstawie badan struktu-
ry biatka aktywowanego przez cAMP z Escherichia
CAP lub

coli (catabolite gene activator protein,
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CAMP receptor protein, CRP). Biatko to wigze sie z
promotorem genu lac w obecno$ci cAMP aktywujac
jego
biatku aktywujgcym gen lac jest struktura o ksztatcie

transkrypcje. Miejscem wigzagcym cAMP w
beczki ztozona z 8 nici typu (3i otoczona przez trzy
helisy a. Cykliczny AMP jest wigzany wewnatrz tej
struktury na skutek oddzialywan miedzy argining i
kwasem glutaminowym zlokalizowanych na niciach
»beczki”, tyrozyng najednej z helis a, a egzocyklicz-
nym tlenem fosforanu i grupg 2-hydroksylowa rybo-
zy ipierScieniem adenozyny cAMP [63, 65], W pod-
jednostce R kinazy biatkowej A istnieja dwa miejsca
wigzagce cAMP. Badania struktury krystalograficz-

czast. Aktywowanie lzolacja genu . .
PiSmiennictwo
Da przez cAMP rok
+ 1983 [63, 98, 102]
1988 [63, 102]
+ 1987 [63, 98, 99, 102]
[63, 98, 99,
, 54 + 1988
101-104]
+ 1986 [63, 98, 102]
1986 [63, 68, 102]
1997 [68]
1997 [68]
1997 [68]

nej podjednostki Ria, jej fragmentow i zmutowa-
nych fragmentéw wykazaty, ze miejsce A jest
ostoniete przez nici i helisy, podobnie jak miejsce
wigzace CAMP w CAP. Miejsce B, ktére znajduje sie
na koncu karboksylowym podjednostki R jest mniej
ostoniete przez nici B niz w biatku CRP z Escheri-
[67], A
wigzacego CAMP w podjednostce Ria jest przedsta-

chia coli Schemat struktury miejsca
wiony na rycinie 3.

Badania krystalograficzne katalitycznej podjed-
nostki C wykazaty, ze jest ona lekko wydituzong
czasteczka sktadajgcag sie z dwu czesci, mniejszej i
wiekszej, (lobe), oddzielonych
zaglebieniem. Mniejszy ptat, znajduje sie w N-ko-

ncowej czes$ci podjednostki C miedzy 15 a 127 ami-

zwanych ptatami

nokwasem. Wigzany jest tu MgATP. Ptat mniejszy
sktada sie z ptaszczyzny zawierajgcej 5 antyréwno-
R
wigczonego miedzy 3 i 4 ni¢ B. Aminowy koniec

legtych nici i jednego elementu helikalnego
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Ryc. 2. Schemat struktury kinazy

biatkowej A. Rycina zostata

podjednostki C zaczyna si¢ amfipatyczng helisg a,
ktora lezy na powierzchni wiekszego ptatu i nie jest
krystalograficznej.
Aminoterminalna glicyna jest czesto mirystoilowa-
na, co stabilizuje podjednostke C [65],

Ptat wiekszy wigze substrat i katalizuje reakcje

identyfikowana w strukturze

przeniesienia fosforanu. Ta cze$¢ podjednostki C
znajduje sie miedzy aminokwasami 127 i 280.
Sktada sie z 7 a-helis ijednej ptaszczyzny [Bzawie-
rajacej cztery antyréwnolcgte nici. Ptaszczyzna lezy
na powierzchni zagtebienia pomiedzy ptatami. Sie-
demdziesigt C-koncowych aminokwasow (281-350)
rozcigga sie ponad obydwoma cze$ciami podjednost-
ki katalitycznej. Ta cze$¢ podjednostki C rozpoznaje
i wigze substrat, uczestniczy w wigzaniu ATP i kata-
lizuje przeniesienie fosforanu. Podjednostka C za-
wiera kilka miejsc ulegajgcych fosforylacji Ser 19,
Ser 139, Thr 197, Ser 338. Oddziatywanie pomiedzy
podjednostkami R i C odbywa sie poprzez amino-
kwasy miejsca pseudosubstratowego i miejsca A,
wigzgcego cAMP w podjednostce regulacyjnej, a His
87 znajdujacg sie w ptacie mniejszym podjednostki
katalitycznej C, Trp 196, Tyr 198 i Lys 213 znaj-
dujgca sie w ptacie wiekszym [70-74],

V. Aktywowanie kinazy biatkowej A i charak-
terystyka czynnikéw wptywajacych na jej
aktywnos¢

Aktywatorem kinazy biatkowej A jest cAMP, syn-
tetyzowany przez cyklaze adenalowg. Hormonalna
stymulacja receptor6w membranowych, powigza-
nych z podjednostkg a lub [3y biatka G prowadzi do

aktywacji cyklazy adcnalowcj i do syntezy cAMP
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wykonana na podstawie pozy-
cji piSmiennictwa: 63-65, 67.
R — podjednostka regulacyj-
na; C — podjednostka katali-
tyczna; D — dimeryzujaca
cze$¢ podjednostki regulacyj-
nej; H — pseudosub stratowy
region ,zawiasu”; A i B
miejsca wigzagce CAMR

[75-76], Cykliczny AMP wigze sie z podjednostka
regulacyjng w miejscach A i B znajdujacych sie na
jej karboksylowym koncu. Badania Kkinetyczne
wigzania cAMP z podjednostka regulacyjna, zmuto-
wang w miejscu A lub B wykazaty, ze cykliczny nu-
klcotyd jest wigzany najpierw w miejscu B, co powo-
duje takie zmiany konformacyjne w czasteczce pod-
jednostki regulacyjnej, ktdre umozliwiajg zwigzanie
nastepnej czasteczki cAMP w miejscu A. Zwigzanie
dwu czgsteczek cAMP z podjednostkyg regulacyjng
prowadzi do dysocjacji holoenzymu kinazy biatko-
wej A na podjednostki, odstoniecie aktywnego cen-
trum w podjednostce katalitycznej C i przeniesienie
fosforanu na substrat biatkowy [63, 65],
Aktywnos$é kinazy biatkowej A wykryto w specy-
ficznych przedziatach komérkowych. Rozmieszcze-
nie izoenzymoéw kinazy biatkowej A w komérce za-
lezy od typu podjednostki regulacyjnej [78-84], Pod-
jednostka regulacyjna Rl wystepuje w cytosolu ko-
maérkowym i nic jest powigzana ze strukturami ko-
moérkowymi. Podjednostka regulacyjna RH jest za-
kotwiczona w btonach plazmatycznych, zewnetrz-
nych btonach komérkowych, retikulum endoplazma-
tycznym i w aparacie Golgiego. Podjednostka RH
zostata znaleziona w jadrach komoérkowych, w ko-
mérkach GH4C 1przysadki mézgowej szczura i w fi-
szczura [81], W
z nabtonka

broblastach komérkach po-
ulegajacych po-
dziatom mitotycznym podjednostke RIl znaleziono

w ccntrosomach i

chodzacych nerek,
na biegunach wrzecion po-
dziatowych w metafazic [78], Fakt istnienia kinaz
biatkowych regulujgcych funkcje centrosomu jest
znany [85],
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Ryc. 3. Schemat miejsca A wigzacego cCAMP w podjednostce R la. Arg 209 moze tworzy¢ mostki wodorowe z Asp 170 iz rdzeniem karbonylowym
Asn 171 oraz 7.niecyklicznym tlenem fosforanu cAMP. Glu 200 i Gly 199 tworza mostki wodorowe z grupg 3’-hydroksylowa rybozy piers-
cienia adenozyny. Odlegto$ci pomiedzy Glu 200 a Trp 260 i Arg 241 wskazuja, ze miedzy tymi aminokwasami moga powstawa¢ mostki wo-
dorowe. Arg 241 moze tez oddziatywaé z Asp 267, lezaca w miejscu B wigzacym cAMP [67, 69, 73],

Podjednostka RIl wigze sie ze strukturami subko-
biatko
MAP-2 (microtubule associcited protein 2) i biatka
AKAP (cAMP-dependent protein kinase cinchoring
protein). Biatko MAP-2 (270-300 kDa) wystepuje w
postaci wtokien tworzacych miedzy sobg potaczenia
Jest sub-

morkowymi przez wigzgce mikrotubule,

itgczacych sie ze sobg iz mikrotububulami.
stratem kinazy biatkowej A [57, 86],
Biatka AKAP wyizolowano najpierw z mézgéw
wotowych (p75) i szczurzych (p 150), a nastepnie z
innych tkanek iz innych gatunkéw zwierzat [58, 79,
87, 88], Biatka AKAP wyizolowane z watroby roz-
dzielono elektroforetycznic. Zidentyfikowano elek-
troforetycznic ponad 40 biatek wigzacych podjed-
nostke RIl o cigzarach czgsteczkowych od 25 do 300

kDa [58], Sklonowano i scharakteryzowano Kkilka
biatek AKAP [59, 89], miedzy innymi biatko
wigzace sie z podjednostkg regulacyjng kinazy

biatkowej A wjgdrach komoérkowych przysadki mo-
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zgowej szczura, AKAP-95 [81], W strukturze biatka
AKAP-95 znajduje sie motyw palcow cynkowych,
ktére moga wigza¢ kwas dezoksyrybonukleinowy.
Autorzy pracy sugeruja, ze AKAP-95 moze uczestni-
czy¢ w wigzaniu czynnikéw transkrypcji do regio-
now promotorowych genéw poprzez wptyw na fos-
forylacjc chromatyny jadrowej,
skrypcji i enzymow aparatu transkrypcyjnego.

czynnikéw tran-

Aminowy koniec dimeru podjednostki regulacyj-
RII
Biatka zakotwiczajgce podjednostke RII

nej wigze sie z biatkami zakotwiczajacymi.
nic maja
kt6-

ra wigze podjednostke. Badania przeprowadzone z

podobnej struktury pierwszorzedowej w czesci,

zastosowaniem dichroizmu kotowego wigzania pod-
jednostki RII przez biatka AKAP wykazaty, ze w
RI1I
duze hydrofobowe powierzchnie, ktoére oddziatuja z

wigzaniu podjednostki odgrywajg istotng role

N-korficowa czescig dimeru (Ryc. 1 D) podjednostki
RII [90, 91],

207



Aktywnos$¢ kinazy biatkowej A zalezy od propor-
cji podjednostek R i C. Do zaktywowania kinazy
biatkowej A potrzebne jest wiecej cAMP niz wyni-
katoby to z jej budowy. Nadmiar podjednostki C
kompensowany jest przez podjednostke R. W ko-
morkach S49, ktére syntetyzuja wiecej podjednostki
C, wzrasta zawarto$¢ podjednostki Ria, tak, ze za-
warto$¢ podjednostek R przekracza zawartos$¢ pod-
jednostek C. Ta kompensacja nastepuje na skutek
zwiekszenia stabilnosci mMRNA i tempa translacji, a
takze stabilizacji biatka podjednostki Ria [63, 92],

Hormony wptywaja na aktywno$¢ kinazy biatko-
wej A. Steroidy modyfikujg aktywno$¢ enzymu. W
przedniej czesci przysadki mdzgowej szczura aktyw-
nos$¢ kinazy biatkowej A zmienia sie w cyklu cstral-
nym pod wptywem estradiolu i progesteronu [93],
Hormony moga stymulowa¢ synteze podjednostek
kinazy biatkowej A, co wptywa na proporcje i kom-
binacje dwukrotny
wzrost zawarto$ci podjednostki RIl w jajniku $wini

podjednostek. Stwierdzono
podczas rozwoju pecherzykéw owulacyjnych, w tym
samym czasie nic zmieniat si¢ poziom podjednostki
Ria [94], W jajniku szczura poziom podjednostki
RUR wzrastat okoto dziesieciokrotnie podczas doj-
rzewania pecherzykéw owulacyjnych i obnizat sie
po luteinizacji [95, 96]. Stymulacja gruczotu przytar-
czyc izoproterenolem powodowata wzrost zawarto-
§ci podjednostek RI i C w jadrach komérkowych
[97], W komoérkach Sertoliego stymulacja cAMP po-
wodowata 30- do 50-krotny wzrost mRNA podjed-
nostki RUR. Zawarto$¢ biatka podjednostki RUR
wzrastata w mniejszym stopniu niz zawarto$¢
MRNA. Wzrost poziomu mRNA innych podjedno-
stek kinazy biatkowej A byt mniejszy niz mRNA
podjednostki RUR. Zawarto$¢ biatka podjednostki
Rlla zmniejszata sie, a RI nie zmieniata sie [98],
Ekspresja biatka podjednostki RUR jest stymulo-
wana przez cAMP. Zwiekszona indukcja podjednost-
ki RUR nie wydaje sie wptywac¢ na ostabienie sy-
gnatu cAMP poprzez podwyzszenie poziomu biatek
wigzacych cykliczny nuklcotyd. Wzrost poziomu
biatka podjednostki Ria, ktdrego jest najwiecej
(75% podjednostek R kinazy biatkowej A) i ktorego
poziom nie zmienia sie w stymulowanych komoér-
kach, bardziej efektywnie zmniejszatby sygnat prze-
kazywany przez cAMP. Podjednostka RUR zastepuje
kompetytywnie podjednostke Ria w holoenzymie
kinazy biatkowej A [99], co sugeruje jej wyjatkowa
role w przekazywaniu sygnatu do komorki przez
CAMP. Badania na transformowanych fibroblastach,
syntetyzujgcych podjednostke RII R wskazujg, ze
podjednostka ta moze spetniaé funkcje czynnika
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transkrypcji wigzgcego i aktywujacego promotoro-
we regulacyjne sekwencje CRE [100],

VI. Biosynteza kinazy biatkowej A

Podjednostki kinazy biatkowej A Ria, RIB, Rila,
RUR, Ca i CR sg syntetyzowane z oddzielnych ge-
néw. Warianty podjednostki CR — CR 1, CR2 i CR3
sg syntetyzowane z tego samego genu przez rozne
sktadanie transkryptu RNA. Geny podjednostek ki-
nazy biatkowej A wykazujg podobng strukture. Re-
giony regulacyjne tych gendw zawierajg liczne se-
kwencje GC, nie posiadajg sekwencji TATA i posia-
dajg kilka miejsc startu transkrypcji. Wiekszos$¢ tych
genow jest aktywowana przez cAMP [63, 98, 101,
102], W badaniach przeprowadzonych na komér-
kach przysadki mézgowej stwierdzono, ze cAMP ak-
tywuje ekspresje dwu podjednostek kinazy biatko-
wej A: RUR i Ca. Badania te wskazujg, ze ekspresja
podjednostki RUR jest stymulowana przez fosforyla-
cje juz istniejacych biatek, a podjednostki Ca po-
przez de novo synteze biatek aktywujacych promotor
Ca [102],

W ostatnich tatach zostat scharakteryzowany re-
gion promotorowy genu podjednostki RUR. Gen tej
podjednostki zostat wyizolowany z genomowego
banku myszy [103] i watroby szczura [104] i
zsckwcecncjonowany. Rdzen promotorowego regionu
genu jest zlokalizowany wewngatrz pierwszych 400
nuklcotydéw powyzej kodonu inicjujagcego ATG. Za-
wiera on kilka miejsc startu transkrypcji, sekwencje
bogate w GC iregion wigzacy specyficzne dla tkanki
kompleksy biatek jadrowych. Fragment promotora
CAMP
wigzagcg biatko regulacyjne AP-2. W regionie pro-

aktywowany przez zawiera sekwencje
motorowym genu podjednostki RUR myszy, w od-
legtosci ponad 1000 nuklcotyddéw od miejsca startu
transkrypcji sekwencje, ktora
wigze biatko regulacyjne AP-1. Ten region moze by¢

aktywowany posrednio przez cAMP. Sekwencje bo-

zidentyfikowano

gate w GC uczestniczg w wyborze miejsca startu
transkrypcji. Promotor genu RUR oddziatuje z licz-
nymi biatkami regulujacymi jego ekspresje [103,
104],

VIIl. Podsumowanie

Kinaza biatkowa A uczestniczy w wielu réznorod-
nych procesach biochemicznych zachodzacych w or-
ganizmach zywych. Fosforylacja biatek obecnych w
jadrach komorkowych zmienia aktywno$¢ aparatu
transkrypcyjnego, ekspresje czynnikow transkrypcji
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i gendw biatek enzymatycznych i strukturalnych, co
wptywa na wzrost i rozwdj komdrek. Poprzez regu-
lowanie genu cykliny A, biatek wptywajacych na ak-
tywnos$¢é kinaz zaleznych od cyklin oraz oddziatywa-
nie ze szlakami kinaz MAP uczestniczy w procesach
podziatu i réznicowania si¢ komodrek. Wptywa na
synteze biatek enzymatycznych i ich aktywnos¢,
przez co uczestniczy w metabolizmie podstawowym
swoich
podjednostek wptywa na wtasng aktywno$¢. Uczest-

komorki. Poprzez aktywowanie ekspresji
niczy w syntezie hormondéw. Kinaza biatkowa A
moze spetnia¢ te wszystkie funkcje dzieki kompart-
mcntacji izoform holoenzymu w komdrce. Znacze-
nie izoform nie jest jasne. Nie jest wyjasniona rola
podjednostek RUR i CB, ktore sg syntetyzowane w
specyficznych tkankach, w odpowiedzi na hormo-
nalng stymulacje komoérki. Moga istnie¢ réznice w
specyficznosciach substratowych pomiedzy podjed-
nostkami C. Mozna przypuszczac, ze izoformy sg w
rozny sposob aktywowane przez cAMP, w zalezno-
$ci od oddziatywan podjednostek miedzy sobg i do-
stepnos$ci miejsc wigzacych cykliczny nukleotyd z
podjednostkg R. Kinaza biatkowa A rozmieszczona
jest w réznych miejscach w komorce poprzez pod-
jednostke regulacyjna, ktora jg zakotwicza w struk-
turach komoérkowych. Rozmieszczenie w komorce
decyduje o dostepie do substratu i cAMP. Aktywo-
wanie odpowiedniego izoenzymu kinazy biatkowej
A, znajdujacego sie w tym samym przedziale komdr-
kowym, w ktérym jest cAMP dostarczony na skutek
stymulacji receptora i dostep do wtasciwego substra-
tu stanowig o ré6znorodnos$ci efektéw dziatania kina-
zy biatkowej A.
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Synapsyny — wewnagtrzkomorkowe receptory ATP w
procesach wydzielania przekaznikow nerwowych

Synapsins  as
neurotransmitter release

intracellular

receptors for ATP in
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lacji i kalmoduline

11-3. Wptyw jonéw wapnia na oddziatywanie synapsyn z
ATP

Oddziatywanie synapsyn z innymi biatkami wigzgcymi

ATP

IV. Uwagi koncowe

I. Wstep

Wyniki
transgenicznych wskazuja, ze w procesie wydziela-

badan prowadzonych na zwierzetach

nia przekaznikéw nerwowych wazne funkcje petnig
roznego rodzaju biatka regulacyjne, w tym biatka
wigzace nukleotydy, do ktérych nalezg m. in. synap-
syny. Niniejszy artykut omawia wtasciwos$ci bioche-
miczne synapsyn oraz przedstawia hipoteze, ze ATP
mogtoby uczestniczy¢ w regulacji wydzielania prze-
kaznikbw nerwowych, wigzac sie z synapsynami,
biatkami optaszczajgcymi pecherzyki synaptyczne.

Komdrki nerwowe kontaktujg sie zc sobg, m.in.
wydzielajgc do Srodowiska przekazniki nerwowe.
Zwiazana z tym odpowiedz komdrek stanowi podsta-
we tak waznych procesow, jak zapamietywanie i
uczenie sie [1, 2]. Wydzielanie przekaznikéw nerwo-
wych zachodzi w wyspecjalizowanych strukturach,
synapsach nerwowych, zlokalizowanych w zakon-
czeniach nerwowych (jeden z typdw synaps wyste-

'Mgr, ~Doc. dr bab.. Zaktad Biochemii Komoérki, Instytut Biolo-
gii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3,
02-093 Warszawa
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pujacych w komoérkach nerwowych, tzw. synapse
chemiczng, pokazano na rycinie 1). W wyniku pobu-
dzenia komorki nerwowej fala potencjatu czynno-
S§ciowego dociera do btony zakonczenia nerwowego,
co powoduje otwarcie specyficznych dlajonéw wap-
nia kanatéw zaleznych od potencjatu btonowego i
wzrost stezenia Ca2™ w cytosolu. Wzrost ten
wywotuje fuzje pewnej liczby pecherzykéw synap-
tycznych, zawierajacych przekazniki nerwowe, z
btong zakonczenia nerwowego (w tzw. aktywnym re-
jonie btony) iuwolnienie ich zawartosci do szczeliny
synaptycznej. Wyrzut przekaznikéw nerwowych po-
przedzony jest nastepujacymi procesami: biogeneza
pecherzykéw, gromadzeniem sie w ich wnetrzu prze-
kaznikow nerwowych, transportem pecherzykéw do
zakonczenia nerwowego, zakotwiczeniem pecherzy-
kow na btonic prcsynaptyczncj i fuzjg pecherzykow
z ta btong [3, 4], Pecherzyki synaptyczne, po uwol-
nieniu przekaznikéw nerwowych, moga ulegaé recy-
klizacji na drodze cndocytozy, w ktérej zaangazowa-
ne sg klatryna i filamenty aktynowe. Zaréwno w ko-
morkach nerwowych, jak i w komdrkach sekrccyj-
nych, proces odzyskiwania pecherzykéw po cgzocy-
tozie jest bardzo szybki [5],
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pecherzyk synaptyczny

btona presynaptyczna

/

szczelina synaptyczna

,\/1

receptory

przekaznikbw nerwowych

btona
postsynaptyczna

Ryc. I. Schemat przedstawiajacy synapsa chemiczna. Na rycinie pokazano zalezno$¢ pomiedzy egzocytozg i endocytoza w procesie wydzielania prze-
kaznikéw nerwowych. Etap 1— zakotwiczenie pecherzyka btonowego w rejonie aktywnym btony plazmatycznej; etap 2 — aktywacja peche-
rzyka; etap 3— fuzja pecherzyka z btong plazmatyczna i uwolnienie przekaznika nerwowego do szczeliny postsynaptycznej; etap 4 — odzysk
pecherzyka na drodze endocytozy. Ze wzgladu na skale rysunku, nie zaznaczono na nim synapsyn zwigzanych z pecherzykami synaptyczny-

mi.
Il. Synapsyny jako biatka wigzace ATP

Synapsynyl nalezg do rosngcej w liczbg grupy
biatek wigzacych nuklcotydy adeninowe [1, 6-9], W
ostatnich latach stwierdzono, ze synapsyny wyka-
zuja wysokie powinowactwo do ATP, a niskie do
ADP [10-12], jakkolwiek w ich czgsteczkach nie wy-
stepujg sekwencje aminokwasowe charakterystycz-
ne dla biatek wigzacych ATP, np. motyw Walkera A i
B [13-15], Powinowactwo synapsyn do nuklcotydow
jest modulowane przez jony wapnia. Synapsyny na-
lezg zatem do rosnacej w liczbe grupy biatek, dla kté-
rych ATP, oprécz klasycznej funkcji jakg petni w ko-
moérce, czyli nosnika energii w procesach metabo-
licznych itransporcie, moze odgrywac rowniez role
swoistego przekaznika informacji [16, 17] lub fizjo-
logicznego ligandu wptywajgcego na funkcje biatek.
ATP uwalniany jest z zakofAczen komérek nerwo-
wych, ajego stezenie na zewngtrz komorki jest regu-
lowane przez ekto-ATPazy [18, 19], Zewnatrzko-
morkowy ATP dziata na purynorcceptory (P2X i
P2Y) zlokalizowane w btonie plazmatycznej, odgry-
wajace role w przekazywaniu sygnatow w uktadzie
nerwowym; w wyniku pobudzenia tych receptorow

nastepujg zmiany wewngtrzkomorkowego stezenia
jondw wapnia [17]. ATP wigze sie w komorce z r6z-
nymi biatkami enzymatycznymi, regulacyjnymi i
strukturalnymi, takimi m.in. jak kanaty potasowe za-
lezne od ATP, kanaty uwalniajgce jony wapnia z cy-
stern sarkoplazmatycznego retikulum, niektére
aneksyny i synapsyny [17-20],

Synapsyny stanowig 7-9% wszystkich biatek pe-
cherzykéw synaptycznych. Wzmozona ekspresja
synapsyn zachodzi w czasie synaptogenczy
[21-23], W dojrzatej komo6rce nerwowej synapsyny
wystepuja przede wszystkim w zakonczeniach ner-
wowych [24],

Mimo nagromadzenia duzej liczby danych do-
Swiadczalnych, fizjologiczna funkcja synapsyn po-
zostaje nadal niezdefiniowana. Funkcje te trudno
wydedukowac ze struktury pierwszorzedowej synap-
syn, gdyz struktura ta nic odpowiada strukturze
biatek o poznanych juz funkcjach. Synapsyny wyka-
zuja zdolnos¢ wigzania sie z r6znorodnymi struktu-
rami wewnatrzkomdérkowymi, takimi jak filamenty
aktynowe, mikrotubule, ncurofilamenty, a takze z
biatkami: spektryna, kalmoduling, ancksynag VI,

biatkami MARKS i Grb2 [10, 25], Wykazano row-

1 Synapsynom pos$wiecono artykut przegladowy opublikowany w Postepach Biochemii, Hrabec Z, Lachowicz L (1991) Sy-
napsyny — endogenne substraty kinaz biatkowych, Post. Biochem. 37, 133-138.
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nicz, ze obecno$¢ synapsyn jest nieodzowna dla za-
chowania integralnosci pecherzykéw synaptycznych
|26-28],

W uktadzie nerwowym ulegajg ekspresji przede
wszystkim cztery homologiczne biatka: la, Ib, okre-
$lane jako synapsyny | (odpowiednio 704-706 i
668-670 reszt aminokwasowych), oraz Ila i llb,
okreslane jako synapsyny Il (odpowiednio 584 i479
reszt aminokwasowych). lzoformy te powstajg
dzieki zjawisku rdznicowego ciecia i sktadania
mRNA [29, 30], Niedawno sklonowano ischarakte-
ryzowano nowg synapsyne, tzw. synapsyne Il ijej
izoforme Ilia (581 reszt aminokwasowych) [31],
Geny kodujgce poszczeg6lne synapsyny zlokalizo-
wano na chromosomach 10 [32], 3 [33, 34] i22 [31],

Wszystkie synapsyny maja budowe domenowas.
W N-konncowym rejonie ich czasteczek wystepuje
krotka domena A, domena B bogata w reszty alaniny
i seryny (odznacza sie duzym podobieAstwem po-
miedzy synapsynami | i Il) oraz domena C (78%
wzajemnej identycznos$ci) [29], Domena C, bogata w
reszty aminokwasowe o charakterze hydrofobowym,
wykazuje wysoki stopied podobieAstwa pomiedzy
synapsynami pochodzacymi z réznych gatunkdéw
kregowcow ibezkregowcow, co moze Swiadczy¢, ze
jest to podstawowa domena funkcjonalna tych biatek
[11], C-koncowy rejon czagsteczek synapsyn jest bar-
dziej zréznicowany, a wzajemne podobieristwa mie-
dzygatunkowe sg duzo mniejsze [11]. Na przyktad,
domena D wystepuje jedynie w synapsynach 1ijest
bogata w reszty aminokwaséw zasadowych. Struktu-
ra synapsyny lliajest niemal identyczna ze strukturg

synapsyna la

A B

pi
synapsyna lb

A B

pi
synapsyna lla

A B

pi
synapsyna llb

A B

pi
synapsyna lila

A B

synapsyn | ill, jakkolwiek, biatko to zawiera dodat-
kowg domene J, zlokalizowang pomiedzy domenami
C i E (Ryc. 2).

Podobienstwa miedzy synapsynami w organizacji
domen, poziomic ekspresji tych biatek w réznych ty-
pach komoérek nerwowych i ich wewngtrzkomorko-
wej lokalizacji sugeruja, ze synapsyny biorgudziat w
regulacji transportu i uwalniania przekaznikéw ner-
wowych [10]; w procesach tych istotng role odgry-
wajg oddziatywania synapsyn z btong pecherzykéw
synaptycznych, ktére sg regulowane przez procesy
fosforylacji, jony wapnia i prawdopodobnie przez
ATP.

I1-1. Oddziatywanie synapsyn z btong pecherzykow
synaptycznych

W komérce nerwowej synapsyny sg zasocjowane
z btong pecherzykéw synaptycznych [35], Synapsy-
ny la i Ib, w formie zdefosforylowancj, wigzg sie in
vitro z pecherzykami synaptycznymi z wysokim po-
winowactwem (Kj 10 nM w 40 mM NacCl) iduzgwy-
dajnosciag, co pozostaje w zgodzie z iloScig endogen-
nych synapsyn ulegajacych wspotoczyszczeniu z pe-
cherzykami synaptycznymi [36], W wyniku fosfory-
lacji np. synapsyny | w miejscach P2 i P3 przez kina-
ze biatkowa Il zalezng od kalmoduliny (CaMPKII),
nastepuje kilkukrotny spadek powinowactwa biatka
do pecherzykéw synaptycznych [36, 37].

Wigzanie wszystkich rodzajéw synapsyn z btong
pecherzykéw synaptycznych jest wypadkowgag od-
dziatywan tych biatek z fosfolipidami i z biatkami

P4 P2 P3
D
P4 P2 P3
G H E

Ryc. 2. Domenowa budowa synapsyn. Literami A-J oznaczono domeny w czgsteczkach biatek, za§ symbole P 1-P4 oznaczajg miejsca fosforylacji. Inne

wyjasnienia w tekscie.
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btonowymi [37]. Zaobserwowano bowiem, ze wigza-
nie synapsyn z liposomami o okreslonym sktadzie li-
pidowym nie zmienia sie pod wptywem fosforylacji.
Wigzanie to jest specyficzne w stosunku do kwa-
$nych fosfolipidow: fosfatydyloseryny ifosfatydylo-
inozytolu. W wiagzaniu bierze udziat N-koncowa
cze$¢ bhiatka. C-koniec czasteczki, nie jest w stanie
wigza¢ fosfolipidow, co sugeruje, ze odziatywania
elektrostatyczne pomiedzy dodatnio natadowanymi
resztami aminokwaséw w tym rejonie czgsteczki i
ujemnie natadowanymi czgsteczkami kwasnych fos-
folipidéw, nie sa w tym przypadku wystarczajace
[37, 38], Za to w oddziatywaniach synapsyn z
biatkami btonowymi bierze udziat przede wszystkim
C-koncowy rejon czasteczki. Zaobserwowano, ze
oddziatywania biatko-biatko sg w znacznym stopniu
zahamowane w wyniku fosforylacji miejsc Pl i P3 w
czgsteczkach synapsyn | [37, 38]. Wynika z tego, ze
procesy fosforylacji synapsyn odgrywajg wazng role
w regulacji ich aktywnos$ci biologicznej.

11-2. Regulacja funkcji synapsyn przez procesy fos-
forylacji i kalmoduline

Zauwazono, ze w wyniku fizjologicznej lub far-
makologicznej stymulacji komaérki nerwowej, uwal-
nianie przekaznikéw nerwowych zalezne od jonow
wapnia zachodzi réwnolegle z regulowang przez
jony wapnia fosforylacjg synapsyn [1, 39]. Synapsy-
ny ulegajg kilku cyklom fosforylacji i dcfosforylacji
w obrebie zakonczen nerwowych, ktére sg skorelo-
wane z cyklami polaryzacji i depolaryzacji btony
presynaptyczncj [1]. Stwierdzono, ze biatka te sg
substratami kinazy biatkowej A (PKA) i kinazy
biatkowej Izaleznej od kalmoduliny (CaMPKI), kt6-
re fosforylujg reszte seryny w N-korficowym rejonie
czasteczek synapsyn (miejsce Pl). Dodatkowo, sy-
napsyny | sg substratami kinazy CaMPKII, ktéra fos-
forylujc dwie reszty seryny w C-koncowym rejonie
czasteczki (miejsca P2 i P3) [40] oraz kinazy biatko-
wej MAP (MAPK), fosforylujacej dwie reszty sery-
ny w rejonie N-koncowym biatka (miejsca P4 i P5) i
jedng reszte seryny w rejonie C-kofAcowym (miejsce
P6) [41], Miejsca fosforylacji dla kinazy CaMPKII
zlokalizowane sg rowniez w domenie J synapsyny
Ilia [31],

Podatno$¢ synapsyn
przypuszczaé, ze biatka te biorg udziat nic tylko w

na fosforylacje pozwala

formowaniu i stabilizacji pecherzykdw synaptycz-
nych, ale takze w stabilizacji synaps oraz w procesie
cgzocytozy. Egzocytoza jest bowiem regulowana
przez jony w pnia, ATP i procesy fosforylacji.

Wazng czgsteczkg efektorowg dla CaZ W egzo-
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cytozic kalmodulina. Regulacyjne
dziatanie kalmoduliny polega na wigzaniu sie tego

biatka z innymi, takimi jak kinazy biatkowe, fosfata-

jest  m.in.

zy, biatka cytoszkieletu i biatka zasocjowanc z pe-
cherzykami synaptycznymi oraz z btong plazma-
tyczng. Gtownym substratem kinaz biatkowych zale-
znych od Ca2+i kalmoduliny sg synapsyny I. Kinazy
biatkowe ulegajg aktywacji w wyniku depolaryzacji
btony zakonczen nerwowych. Fosforylujgc rézne
biatka, wptywaja w ten sposdb na rodzaj potaczen
pomiedzy pecherzykami synaptycznymi a cytoszkie-
letcm [42-44], Na inny mechanizm regulacji egzocy-
tozy przez kalmoduline wskazujg wyniki badan, w
ktérych zaobserwowano bezposrednie wigzanie kal-
moduliny z synapsynami |. Wigzanie to zachodzi w
obrebie N-konca czagsteczek synapsyn I, gdzie znale-
ziono dwa miejsca wigzace kalmoduling o réznym
powinowactwie do tego biatka [45, 46]. Miejsce
wigzania kalmoduliny zlokalizowano réwniez w
czasteczkach synapsyn Il [46], MozZzna na tej podsta-
wie wysung¢ przypuszczenie, ze oddziatywania Ical-
modulina-synapsyny odgrywajg role w regulacji ak-
tywnos$ci biologicznej synapsyn. Jeszcze inny me-
chanizm regulacji aktywnosci tych biatek moze wy-
nika¢ ze zdolnosci synapsyn do wigzania z ATP.

11-3. Wptyw jondéw wapnia na oddziatywanie synap-
syn z ATP

Analiza trzecio- i czwartorzedowej struktury do-
meny C synapsyn (na podstawie struktury krystalicz-
nej [40]) dowodzi, ze biatka te sg blisko spokrewnio-
ne z r6znymi biatkami zaleznymi od ATP. Domena C
synapsyn przypomina odpowiednie rejony w czas-
teczkach niektérych enzyméw wykorzystujacych
ATP, m.in. syntetazy glutationowcj, ligazy D-alani-
na:D-alanina, karboksylazy biotynowej (fancuch a)
oraz syntetazy sukcynylo-CoA (tahcuch [3) [47]. Wy-
mienione biatka wigzg ATP i katalizuja reakcje prze-
noszenia reszty fosforanowej z ATP na specyficzny
substrat. Wiciu badaczy przypuszcza, ze synapsyny
sgzdolnc do katalizowania podobnej reakcji [10-12],

Domena C w czgsteczkach synapsyn | ill stanowi
miejsce wigzania ATP z wysokim powinowactwem
(Kd 0.11-0.14 mM) [12, 12], Synapsyny ro0znig sie
jednak miedzy sobg regulacja wigzania ATP przez
Ca?‘+. Wiagzanie ATP z synapsynami | jest stymulo-
wane przez wzrost stezenia jonow wapnia (K[n
5-7 M), podczas gdy nic obserwowano takiej zale-
znosci w przypadku wigzania ATP z synapsynami Il
[11, 12], W przypadku synapsyny llia wykazano, ze
wigzanie ATP, w przeciwienstwie do synapsyn I, ule-
ga zahamowaniu przez jony wapnia [10, 11]. W
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wigzaniu ATP do synapsyn | bierze udziat m.in. resz-
ta glutaminy (Glu373), ktéra w synapsynach 1l jest
zastgpiona przez reszte lizyny (Lys374). Wydaje sig
zatem, ze pojedyncza mutacja Glu373—Lys374, jest
odpowiedzialna za utrate zalezno$ci wigzania ATP
od wapnia przez synapsyny Il [11, 12]. Synapsyna
Ula, podobnie jak inne synapsyny, charakteryzuje
sie wysokim powinowactwem do ATP, a prawic stu-
krotnic nizszym w stosunku do ADP [10, 11], Zatem
ADP, ktére mogtoby sie wytworzyé z ATP w cyklu
katalitycznym synapsyn, moze by¢ tatwo wypierane
z czasteczki biatka przez nowoprzylaczong czastecz-
ke nukleotydu, co przemawia za koncepcjg, ze sy-
napsyny sg enzymami wykorzystujgcymi ATP.
Réznice w regulacji aktywnos$ci synapsyn i wra-
zliwosci tych biatek na jony wapnia mogag $wiad-
czyé, ze synapsyny, mimo duzych podobiefAstw bu-
dowy, nabyty w trakcie ewolucji zdolnaléF' do rézne-
go reagowania na zmiany stezenia Ca“ w komdr-
kach nerwowych [10].
1.

Oddziatywanie synapsyn z innymi biatkami

wigzacymi ATP

Inne mechanizmy regulacji aktywnos$ci synapsyn
wynikaja ich do
biatkami wigzagcymi ATP. Zdefosforylowana forma

z zdolnosci oddziatywania z

synapsyn |l wykazuje wysokie powinowactwo w sto-
sunku do aktyny, wptywajac na polimeryzacje mono-

meréw aktynowych, tworzenie filamentéw i ich
taczenie w wigzki [48, 49], W wyniku fosforylacji
miejsc P2 i P3 w czasteczkach synapsyn | przez
CaMPKII lub miejsc Pl i P4 przez PKA i MAPK
zdolnos$¢ ta zanika [50]. Efektem fosforylacji synap-
syn | jest oddysocjowanic pecherzykéw synaptycz-
nych od utrzymujacego je cytoszkicletu [51, 52], co
Swiadczy, ze biatka te mogg by¢ odpowiedzialne za
regulacje ilosci pecherzykéw synaptycznych pozo-
stajagcych w puli rezerwowej itych ktore sg przygoto-
wane do uwolnienia swojej zawartosci do szczeliny
synaptycznej w trakcie cgzocytozy [53] (Ryc. 3). Z
zastosowaniem mikroskopii elektronowej wykaza-
no, ze synapsyny | moga in vitro oddziatywac¢ row-
niez z mikrotubulami, a miejsca wigzania tych struk-
tur w czasteczce biatka zlokalizowano zaréwno w
N-, jak i C-koncowym rejonie synapsyn | [54],

W przypadku synapsyn Il ilos¢ informacji na te-
mat aktywnos$ci biologicznej tych biatek jest mniej-
sza, niz w przypadku synapsyn I. Wigze sie to z trud-
nosciami podczas izolowania tych biatek z tkanki
nerwowej, a nastepnie ich oczyszczania. Trudnosci
tc wynikajg z hydrofobowos$ci synapsyn iich podat-
na proteolize.
przez nadekspresje synapsyny Ha w komérkach eu-

nosci Problem ten zostat ominiety

kariotycznych, transfckowanych genem kodujgcym
synapsyne lIla [55], W wyniku tego zabiegu stwier-
dzono, ze synapsyna Ha silnie wigze sie z pecherzy-
kami synaptycznymi [55] i filamentami aktynowymi

ATP

F-aktyna-S-(v)
/(p'ollmeryzaqa

U\

G-aktyna F- aktyna

N A

recyrkulacja

P~s—(V)
\

CaMPK I

ADP
rezerwowa
pula pecherzykdéw

pula pecherzykéw
gotowych do
egzocytozy

fuzja bton

i uwolnienie przekaznika nerwowego

do szczeliny synaptycznej

Ryc. 3. Schemat obrazujacy udziat synapsyn w ksztattowaniu rezerwowej puli pecherzykéw synaptycznych i w regulacji procesu wymiany pecherzy-
kéw pomiedzy rezerwowg pulg pecherzykéw a pulg gotowa do egzocytozy. Fosforylacja synapsyny (S-P) przez kinazeg CaMPKII wywotuje
dysocjacje kompleksu tego biatka (S) z F-aktyng oraz btong pecherzyka synaptycznego (V), i dezintegracje cytoszkicletu. Pecherzyki pozba-
wione cytoszkicletu przechodza z puli rezerwowej do puli pecherzykéw przygotowanych do egzocytozy. Defosforylacja synapsyny przez fos-
fataze wywotuje odwrotny efekt. Powinowactwo synapsyny w stosunku do G-aktyny wzrasta, synapsyna wigze sie z aktyng, stymulujac poli-

meryzacje monomerdw aktynowych (F-aktyna) i powstawanie wigzek filamentéw aktynowych. Inne wyjasnienia w tekscie pracy.
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[56], W formie zdefosforylowanej synapsyna lla sty-
muluje polimeryzacje G-aktyny [43], Fosforylacja
synapsyny lla przez PKA wywotuje zahamowanie
oddziatywan tego biatka z aktyng [43],

Inng rodzing biatek, ktore sg zdolne do wigzania z
synapsynami | w spos6b zalezny od stezenia jonow
wapnia, sg aneksyny. Aneksyny charakteryzujg sie
podobnym schematem budowy. Rdzer tych biatek
(cze$¢ C-koncowa), o zachowanej w ewolucji se-
kwencji aminokwasowej, tworzg powtarzajgce sie
domeny zbudowane z 72 reszt aminokwasowych, w
obrebie ktérych znajdujg sie 17-aminokwasowe se-
kwencje odpowiedzialne za wigzanie aneksyn z fos-
folipidami i Ca“ .Domena N-koricowa petni funkcje
regulatorowg [57j. W moézgu ssakow zidentyfikowa-
no trzy aneksyny: p68, p34 i p32 [58, 59], Jedna z
nich, aneksyna VI (p68), stanowi 0,3% wszystkich
biatek wystepujacych w moézgu i zlokalizowana jest
na cytoplazmatycznej powierzchni btony plazma-
tycznej komdrek nerwowych [58], Ostatnio wykaza-
no, ze zalezne odjon6w wapnia oddziatywanie anek-
syny VI z F-aktyng [60] iz btonami [61] jest in vitro
modulowane przez ATP w stezeniach fizjologicz-
nych. Obserwacja ta sugeruje, ze ATP moze mie¢
szczegblne znaczenie w regulacji funkcji aneksyny
VI in vivo [17-19], Aneksyna VI wigze sie z N-kon-
cowym rejonem czgsteczki synapsyny | [62], Wigza-
nie aneksyny VI z synapsyng ulega zahamowaniu w
wyniku  fosforylacji  synapsyny przez Kkinaze
biatkowg zalezng od cAMP iprzez kinaze CaMPKII
[62].

Znaczenie oddziatywan aneksyny VI i synapsyn
jest niejasne. Poniewaz synapsyny | odznaczajg sie
zdolnos$cig wigzania ze spektryng [63, 64], mikrotu-
bulami [64, 65] i ncurofilamcntami [66], wysunieto
przypuszczenie, ze aneksyna VI odgrywa role w od-
dziatywaniach synapsyn z wymienionymi biatkami i
strukturami komérkowymi w zakornczeniach nerwo-
wych. Inng mozliwos$cig jest modulacja przez anck-
syne VI aktywnosci zlokalizowanej w cytosolu sy-
napsyny | jako kinazy diacylogliccrolowcj [67].

IV. Uwagi kohcowe

Obecnie prowadzone badania nad strukturg i
wiasciwosciami biochemicznymi synapsyn maja na
celu wyjasnienie molekularnego mechanizmu ich ak-
tywnos$ci biologicznej. Jcnym z kierunkdw rozwija-
nych obecnie na reprezentuja badania
witasciwosci domeny C2 w czasteczce synapsyn.
Stwierdzono np., ze domena C2 odpowiada za two-

Swiecie

rzenie homo- i heterodimer6w synapsyn w komérce
nerwowej [68], W celu poznania funkcji, jakie petnig
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te biatka, wyhodowano réwniez myszy “knock-out”,
u ktérych brak jest syntezy albo synapsyn I, albo sy-
napsyn Il, albo obu rodzajow biatek jednoczes$nie
[28], Tak otrzymane zwierzeta sg ptodne i zdolne do
zycia, ale stwierdza sie u nich wystepowanie atakéw
epilepsji. Mo6zgi tych zwierzat odznaczajg sie nor-
malnym ksztattem, rozmiarem i strukturg. Jednak na
poziomie molekularnym zaobserwowano znaczny
spadek biatek w pecherzykach synaptycznych i 50%
spadek liczby tych pecherzykdéw [28].

W podsumowaniu nalezy wyrazi¢ przekonanie, ze
w przyszto$ci badania synapsyn doprowadzg do wy-
jasnienia fizjologicznej roli tych biatek w uktadzie
nerwowym. Dotychczas zgromadzone dane do-
Swiadczalne pozwalajg na stwierdzenie, ze synapsy-
ny sg biatkami receptorowymi dla ATP w komérkach
nerwowych, w rézny sposéb regulowanymi przez
zmiany wewnatrzkomérkowego stezenia jondéw
wapnia, odgrywajacymi role w procesie wydzielania
przekaznikow nerwowych. Wyja$nienia wymaga
problem, czy synapsyny s3a enzymami biorgcymi
udziat w przenoszeniu reszty fosforanowej na okre-
$lone substraty oraz identyfikacja tych substratow.
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Zaburzenia budowy i funkcji receptora leptyny — jedna

Z przyczyn otytosci ?

Disorders of the leptin receptor structure and function —

one of the causes of obesity ?

ARETA PANKIEWICZZ JULIAN SWIERCZYNSKT

Spis tresci:

l.  Wstep

I1. Budowa receptora leptyny

Ill. Lokalizacja narzadowa

IV. Sygnalizacja z udziatem receptora leptyny (Ob-R)/kinaz
tyrozynowych Janusa (JAK)/czynnikéw transkrypcyj-
nych aktywowanych przez kinazy tyrozynowe Janusa
(STAT)

V. Receptor leptyny a otytos$é

Wykaz stosowanych skrétdw: Ob-R — receptor leptyny; JAK
— kinaza tyrozynowa Janusa (ang. Janusprotein kinase); STAT
— czynniki transkrypcyjnc aktywowane w wyniku fosforylacji
przez kinazy JAK (ang. signal transducer and activator of
transcription); CHO — komorki jajnika chomika chinskiego
(ang. Chinese hamster ovary); IL-6 — intcrlcukina-6;G-CSF —
czynnik stymulujacy kolonie granulocytéw (ang. granulocyte
colony stimulating factor); EPO-R - receptor erytropoelyny
(ang. erythropoietin receptor); GH-R - receptor hormonu wzro-
stu (ang. growth hormone receptor); CK - receptor cytokin
(ang. Q’tokine receptor); F3 - fibronektyna typu 3 (ang. fibro-
nectin type 3); cDNA — komplementarny DNA; SGLT1 -
zalezny od jonéw sodowych transporter glukozy 1 (ang. sodium

glucose transporter 1).

I. Wstep

Otytos¢ jest wynikiem braku rownowagi pomieg-
dzy iloScig energii pobieranej przez organizm, a ilo-
$cig energii przez niego wydatkowanej. Przy dfugo-
trwatym dodatnim bilansie energetycznym nadmiar
pobranej energii jest gromadzony w postaci ttuszczu.
Stan ten warunkowany jest przez wiele czynnikdw,
jednak jego przyczyng jest najczesciej niewtasciwa
dicta i brak ruchu. Otyto$¢ ma takze podtoze gene-
tyczne.

‘Mgr, 2Prof. dr hab., Katedra i Zaktad Biochemii, Akademia
Medyczna w Gdansku, ul. Dgbinki 1, 80-211 Gdansk
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Contents:

I.  Introduction

Il. Structure of the leptin receptor

I11. Organ localization

IV. Mechanism of leptin receptor function — signalization
through leptin receptor (Ob-R) / Janus tyrosine kinase
(JAK) / signal transducer and activator of transcription
(STAT) participation

V. Leptin receptor and obesity

Rewolucjg w badaniach nad otytoscia byto odkry-
cie leptyny. Hormon ten odgrywa istotng role w kon-
trolowaniu zapaséw ttuszczu w organizmie, regula-
cji apetytu i wydatkowania energii [1, 2]. Leptyna
jest biatkiem o masie czgsteczkowej okoto 16 kDa,
kodowanym przez gen ob [3], Wydzielana przez
tkanke ttuszczowg do krwi jest transportowana do
mozgu. Tam, dziatajgc na podwzgorze, powoduje za-
hamowanie syntezy i sckrecji neuropeptydu Y co
obniza taknienie [4-7] i moze doprowadzi¢ do spad-
ku masy ciata. Mutacja w genie ob jest przyczynga
niedoboru leptyny, nadprodukcji neuropeptydu Y,
zwiekszenia taknienia, wzmozonego spozycia po-
karmu, a w konsekwencji wzrostu masy ciata. Poda-
nie leptyny otytym myszom ob/ob odwraca te efekty
[5, 6, 8]. Jednak nic we wszystkich przypadkach
otytosSci u myszy takie postepowanie jest skuteczne.
Podobnie jest u szczurow fa/fa i u niektérych ludzi.
Podanie im leptyny nic przynosi pozadanych skut-
kow [5, 9, 10]. Powodem tego mogg by¢ zaburzenia
w budowie i dziataniu receptora leptyny.

Il. Budowa receptora leptyny

W 1995 r. Tartag lia iwsp. [11] stosujgc biatko
fuzyjne, bedace potgczeniem leptyny i alkalicznej
fosfatazy, odkryli w splocie naczyniowkowym my-
szy ,miejsca” wigzgce lcptyne. Po skonstruowaniu
biblioteki cDNA z tego narzadu zidentyfikowali oni
receptor leptyny, Ob-R (LR).

POSTEPY BIOCHEMII 45(3), 1999
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Ob-R jest jednym z receptoréow rodziny cytokin
klasy | [11, 12]. Kodowany jest przez gen db, u my-
szy zlokalizowany w chromosomie 4, a u ludzi w
chromosomie 1[11, 13]. U szczur6w gen ten, zwany
genem fa, potozony jest w chromosomie 5 [9, 14].
Strukturalnie receptor leptyny podobny jest miedzy
innnymi do podjednostki gpl30 receptora IL-6, oraz
receptoré6w G-CSF, GH-R i EPO-R [11, 15, 16]. Do
tej pory zidentyfikowano kilka izoform Ob-R, ktore
powstajg w wyniku alternatywnego sktadania tran-
skryptu. Jedna z nich, oznaczana jako forma Ob-RL
(czasem jako Ob-Ro lub LR-LF, leplin receplor-long
form), zawiera cytoplazmatyczny fragment zbudo-
wany z 303 aminokwasow. W przypadku pozo-
statych izoform, zwanych Ob-RS] 2 3 (inaczej
0b'RA, C, D lub LR-IF, leptin receptor-intermediate
form), fragment ten jest zbudowany z 34 aminokwa-
sow. Wystepuje on w receptorach leptyny Ob-RL i
Ob-RS| 93ajego struktura I-rzedowajest identyczna
(Ryc. 1). Ob-RL i Ob-Rs majg réwniez identyczny

POSTEPY BIOCHEMII 45(3), 1999

Ryc. 1. Schemat budowy receptora leptyny.

zewnatrzkomoérkowy fragment zbudowany z 816
aminokwas6w, w ktérym znajduje sie miejsce
wigzgce leptyne (Ryc. 1). Podobnie jak iw innych re-
ceptorach cytokin klasy | za wigzanie leptyny odpo-
wiedzialne sg dwie, nastepujgce po sobie sekwencje
aminokwasowc okres$lone jako CK i F3 [17]. Dome-
ny te zawierajg odpowiednio: cztery reszty cysterno-
we oraz motyw aminokwasowy WSXWS. Cechg
charakterystyczng receptora leptyny jest obecnos$é
dwoch uktadéw domen CK-F3, przy czym za wigza-
nie liganda odpowiada ten znajdujgcy sie blizej
btony plazmatycznej. Pozostate receptory nalezace
do tej klasy zawieraja po jednej sekwencji CK-F3
[17]. Wszystkie izoformy receptora leptyny zawie-
rajg jedng sekwencje transbtonowa. Wyjatkiem jest
tzw. forma rozpuszczalna receptora (Ob-RE Ilub
LR-SF, leptin receptor-shortform). Tylko Ob-RLma
wszystkie elementy niezbedne do przekazywania sy-
gnatu do wnetrza komoérki [11, 12, 18], Funkcja po-
zostatych izoform nie jest dotad poznana. Wystepo-
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wanie tak wiciu form receptora moze sugerowac iz
spetniajg one wiele réznych funkcji fizjologicznych.

Przedstawione powyzej dane dotyczg receptoréow
leptyny u myszy. Stwierdzono jednak wysoki stopien
homologii miedzygatunkowej receptorow leptyny.
Wynosi on przyktadowo 71% dla domen cytopla-
zmatycznych i 78% dla domen zewngtrzkomorko-
wych receptorow Ob-RLcztowieka i myszy [11, 19],

I1l. Lokalizacja narzadowa receptorow lepty-
ny

Obecnos¢ mRNA receptora leptyny wykryto w
wielu narzgdach [11, 12, 20-24] (Tabela 1). Najwyz-
szy stosunek ilosci mMRNA OB-RL/ mRNA Ob-Rsl
wystepuje w podwzgdrzu, jednak najwieksza ilos¢
bezwzgledna mRNA Ob-RL znajduje sie w ptucach
[22], Leptyna wywotuje r6zng odpowiedz fizjolo-
giczng w komérkach tkanki ttuszczowej (zaréwno
brunatnej jak i z6ttej) [25, 26] oraz takich narzaddéw
jak trzustka [27 — 31], uktad krwiotwdrczy [32],
watroba [33], jelito [24], W Z6ttej tkance ttuszczowej
(zwanej takze biatg tkankg ttuszczowg, WAT od ang.
white adipose tissue) leptyna stymuluje hamowang
przez insuline lipolize, hamuje lipogeneze poprzez
wptyw na ekspresje genu karboksylazy acetylo-CoA,
hamuje kinaze biatkowg A oraz transport glukozy
[25, 26, 34], W komorkach tkanki
ttuszczowej zwieksza stymulowane insuling zuzycie

brunatnej

glukozy oraz ekspresje genéw kodujgcych enzym
jabtezanowy i lipaze lipoprotcinowg [26]. Wptywa
na proliferacje komdrek P wysp Langcrhansa trzust-
ki i hamuje wydzielanie przez nie insuliny [27 —
31], W nadnerczach hamuje wydzielanie kortyzolu i
aldostcronu [35, 36], W watrobie oraz uktadzie
krwiotworczym efekty dziatania leptyny przypomi-

Tabela 1

I1zofonny receptora leptyny i ich lokalizacja narzagdowa

Izoforma Nazewnictwo

OB-RI;
dtuga OB-Rb;
LR-LF

OB-Rsi.: iub3
krétka OB-Ra c U, L)
LR-IF

OB-R|;

rozpuszczalna
LR-SF
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najg te wywotywane przez IL-6. Sg to odpowiednio:
w watrobie indukcja ekspresji biatek ostrej fazy, aw
uktadzie krwiotworczym proliferacja ir6znicowanie
komoérek [32], W dojrzatych makrofagach stymuluje
produkcje cytokin oraz nasila fagocytoze [33], Za
posrednictwem receptora na powierzchni komérek
srodbtonka naczyn krwionos$nych leptyna stymuluje
angiogencze [37], Powoduje takze zahamowanie
ekspresji genu apolipoproteiny AIV w komérkach
nabtonka jelita [38], W izolowanych fragmentach je-
lita po podaniu leptyny do $rodowiska inkubacyjnc-
go nastepuje zahamowanie transportu weglowoda-
now (galaktozy) do wnetrza enterocytéw. Leptyna
stymuluje w makrofagach produkcje cytokin, ktore
prawdopodobnie posredniczg w zahamowaniu ak-
tywnosci transportera SGLT1 odpowiedzialnego za
pobieranie weglowodanéw przez cnterocyty [24],
Leptyna wptywa wiec na metabolizm energetyczny
nie tylko za posrednictwem uktadu nerwowego ale
takze dziatajac bezposrednio na wiele narzadow i
tkanek. Nic wiadomo jednak doktadnie, ktory z re-
ceptordw leptyny bierze udziat w wyzej opisanych
procesach, ani jaki jest zwigzek tych oddziatywan z
utrzymywaniem réwnowagi energetycznej organi-
zmu.

Najmniej informacji ukazato sie na temat rozpusz-
czalnej formy receptora leptyny. Wiadomo, ze jest to
glikoprotcina zbudowana z 805 aminokwasdéw.
Strukturalnie odpowiada domenie zewngtrzkomor-
kowej form Ob-RL i Ob-Rs receptora leptyny [12,
21], Prawdopodobnie powstaje jako produkt transla-
cji odpowiedniego mRNA, a nic proteolizy innych
form Ob-R [22], Najwieksze ilosci tego receptora
wystepujg w osoczu, a syntetyzowany jest on w wie-
lu narzadach. Przypuszcza sie, ze rozpuszczalna for-
ma receptora leptyny odpowiada za transport leptyny

Lokalizacja narzadowa

Podwzgdrze, splot naczynidwkowy, wezty
chtonne, ptuca, tkanka ttuszczowa, nerki,
watroba, tozysko, nadnercza

Podwzgdrze, splot naczynidwkowy, wezty
chtonne, ptuca, tkanka ttuszczowa, nerki,
watroba, tozysko, nadnercza, $ledziona, jeli-
to, trzustka, kora mézgowa, jelito, serce, ko-
morki uktadu krwiotworczego, komorki
Srodbtonka naczyn krwiono$nych

Osocze

POSTEPY BIOCHEMII 45(3), 1999



we krwi [12, 22, 39], Syntetyzowana przez komorki
ttuszczowe leptyna jest uwalniana do krwi, gdzie
wigze sie ze specyficznymi biatkami. Proponuje sie,
ze biatka te to wtasnie rozpuszczalne formy recepto-
ra leptyny, a zwigzanie leptyny powoduje zahamo-
wanie jej biologicznej aktywnosci. [39, 40], U oséb
otytych obserwuje sie wzmozone wydzielanie lepty-
ny do krwi. Jest jej wowczas zbyt duzo by cata pula
mogta zosta¢ zwigzana z biatkami, wiec nadmiar po-
formie (aktywnej). U oso6b
szczuptych stezenie leptyny we Kkrwi jest niskie. W

zostaje w wolnej
takiej sytuacji praktycznie cata pula hormonu wyste-
puje we krwi w postaci zwigzanej, a wiec nieaktyw-
nej. Nieaktywna leptyna nie moze hamowaé¢ produk-
cji ncuropeptydu Y przez neurony podwzgorza [39].

Wraz z krwig hormon transportowany jest do
mozgu. Tu, aby mogt zwigzaé sie z receptorami w
podwzgdrzu, musi przedosta¢ sie przez bariere
krew-mézg. Poniewaz w mézgu nic wykryto mRNA
leptyny, prawdopodobnie cata jej pula pochodzi z
poza centralnego uktadu nerwowego [41). Rozwaza
sie dwie mozliwosci transportu leptyny do ptynu mo-
zgowo-rdzeniowego. Jedna z nich to transport za po-
moca receptorow zlokalizowanych w splocie naczy-
niowkowym i oponach miekkich. Sa to receptory
typu Ob-Rsl [11, 12], Druga to transport z krwi do
mozgu poprzez S$rodbtonek naczyn wlosowatych,
prawdopodobnie réwniez za posrednictwem recepto-
ra leptyny [42], Po przedostaniu sie przez bariere
krew-mdzg leptyna moze dziata¢ bezpos$rednio na
neurony podwzgo6rza. Obecno$¢ mRNA receptoréw
leptyny, gtdwnie Ob-Rj stwierdzono we wszystkich
rejonach podwzgdrza odpowiedzialnych za utrzymy-
wanie homeostazy energetycznej. Dotyczy to
zwtaszcza jadra tukowatego, ktdrego neurony produ-
kuja neuropeptyd Y [43],

IV. Mechanizm dzialania receptora leptyny
— sygnalizacja z udziatlem receptora lep-
tyny (Ob-F~ )/kinaz tyrozynowych Janusa
(JAK)/czynhikdw transkrypcyjnyeh ak-
tywowanych przez kinazy tyrozynowc Ja-
nusa (STAT)

Ze wzgledu na zdolno$¢ przekazywania sygnatéw
do wnetrza komérek najwiecej uwagi poswieca sie
receptorowi Ob-RL. Podobnie jak wiele innych re-
ceptoréw cytokin klasy I, nic wykazuje on wtasnej
wewnetrznej aktywnos$ci kinazy tyrozynowej. Pew-
ne fragmenty czgsteczki receptora wykazujg jednak
zdolno$¢ wigzania kinaz JAK. Fragmenty te okres$la-
ne sg jako boxl i box2 (Ryc. 1) [44], box] znajduje
sie 'w domenie wewngtrzkomorkowej, w czesci

POSTEPY BIOCHEMII 45(3), 1999

blisko
zwigzku z tym obecny jest formach Ob-RL i

potozonej btony cytoplazmatycznej w
Ob-RS] 2 3*box2 potozony jest blizej korica C iobec-
ny jest tylko w receptorze Ob-RL.

Proponuje sie nastepujacy przebieg procesu sy-
gnalizacji wewnatrzkomdrkowej z udziatem Ob-R/
JAK/STAT, ktory schematycznie przedstawiono na
rycinie 2. Zwigzaniu leptyny przez receptor towarzy-
szy multimcryzacja (prawdopodobnie homodimery-
zacja) jego czasteczek [45] (Ryc. 2a, 2b), przytacze-
nie czasteczek kinaz JAK oraz ich aktywacja (Ryc.
2b). Zaktywowane kinazy fosforylujag nastepnie
reszty tyrozynowc znajdujace sie w obrebie sekwen-
cji box3 w czasteczkach receptora [46]. Stwarza to
mozliwos$¢ dotgczenia do tych sekwencji aktywato-
row transkrypcji, z rodziny biatek STAT (Ryc.2c).
Biatka te rowniez ulegajg fosforylacji przez kinazy
JAK, a nastepnie tak zaktywowane, w formie horno-
dimerow przemieszczajg sie do jadra komdrkowego
tam regulujgc proces transkrypcji (Ryc. 2d). Dotyczy
to czynnikéw STAT 1, 3, 5, 6 [15, 44, 46, 47]. Przed-
stawiony powyzej mechanizm dziatania nie jest je-
dynym proponowanym przez badaczy. Wedtug jed-
nej z hipotez zwigzanie leptyny przez receptor nie
powoduje jego oligomcryzacji azmiane konformacji
juz istniejgcego multimeru [17]. Udziat w sygnaliza-
cji komorkowej przypisuje sie gtdwnie receptorowi
Ob-Rj . Publikowane sa tez dane $wiadczace o mo-
zliwosci aktywowania JAK takze przez inne niz
Ob-Rj formy receptora [48, 49],

V. Receptor leptyny a otytos¢

Dowiedziony zostat zwigzek mutacji w ko-
dujgcym leptyne genie ob u myszy [3], a ostatnio
takze i u ludzi [50] z wystepowaniem otytosci. Nic
wszystkie przypadki otytosci moznajednak wyjasnié
uszkodzeniem tego genu, co wiecej wykazano istnie-
nie innych gendw odpowiedzialnych za regulacje
masy ciata [1,2]. Jednym z nich jest gen kodujacy re-
ceptor leptyny [11]. Odkryto wystepowanie wielu
mutacji w tym genie, ale ich zwigzek z rozwojem
otytosci nic jest do konca jasny. Najlepiej poznang
mutacjg genu receptora leptyny jest mutacja db u my-
szy. U myszy db/db w cksonic kodujacym fragment
C-tcrminalny czgsteczki receptora Ob-RL wystepuje
transwersja G—T. Prowadzi to do powstania nowego
miejsca sktadania cksonéw w transkrypcie, ajedno-
cze$nie do powstania nowego kodonu zatrzy-
mujacego translacje. Skutkiem tego jest przedwcze-
sne zakonczenie syntezy biatka, a tym samym po-
wstanie krotszego produktu (Ryc. 3). Taki receptor

zawiera domene cytoplazmatyczng zbudowang z 34
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Ryc. 3. Sktadanie eksonéw oraz powstawanie réznych produktéw biatkowych u myszy typu dzikiego i mutantéw db/db.

aminokwasow, jest wiec taki sam jak receptor typu
Ob-RS) itak jak on nic wykazuje zdolnosci aktywa-
cji czynnikéw transkrypcyjnych STAT. Fragmenty
odpowiedzialne za wigzanie leptyny pozostaja nie-
zmienione [12, 18].

U szczuréw gen kodujacy receptor leptyny ozna-
czono jakojci [9, 51]. W genieJa odkryto transwersje
AC prowadzacg do zmiany aminokwasu w sekwencji
biatka — GIn269Pro [52], Mutacja ta moze wystepo-
waé we wszystkich izoformach receptora leptyny u
szczurowjal/ja ipowodowac zmiane struktury drugo-
rzedowej biatka. Nie zaobserwowano przy tym jed-
nak ani istotnych zaburzern ekspresji genu, ani tez
zmiany powinowactwa receptora do leptyny [52],
Sprawdzono takze czy mutacja ja wptywa na ilosé
czasteczek receptora leptyny w btonic komdérkowej.
Wprowadzenie genuJa do komérek COSI spowodo-
wato zmniejszenie ilosci czgsteczek receptora na po-
wierzchni tych komdérek [53], Jednak nic to prawdo-
podobnie jest przyczyng nieprawidtowego dziatania
receptora. W komoérkach CHO ze zmutowanym ge-
nem ja, pomimo nadprodukcji receptora leptyny,
wystepuja zaburzenia przekazywania sygnatu. W
zwigzku z tym, ze transwersja AC zlokalizowana jest
we fragmencie genu kodujacym domene C-tcrmi-
nalng mozna przypuszczac, iz zaburza ona tworzenie
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multimerow receptora, niezbednych do prawidtowe-
go jego dziatania [54],

Wyniki badan genu kodujgcego receptor leptyny u
ludzi nic pozwalajg wyciggng¢ jednoznacznych
wnioskoéw dotyczacych zalezno$Sci pomiedzy zmia-
nami w sekwencji nuklcotydowcj genu, a wystepo-
waniem otytosci. U osob otytych mozna zaobserwo-
wac nizsze stezenie leptyny w ptynie mézgowo-rdze-
niowym niz w surowicy krwi [55], Swiadczyé to
moze o zaburzeniach transportu leptyny przez barie-
re krew-mdzg.

W trakcie badan struktury genu receptora leptyny
odkryto kilka wariantéw sekwencji nuklcotydowcj
eksonow i intronéw. Niektore z nich prowadzg do
zmian aminokwasow w leptynie. W zadnym wypad-
ku nic wykazano jednak wptywu na jej dziatanie
[66-58], Nie znaleziono mutacji nonsensownych,
przesuniecia ramy odczytu, dclccji czy tez insercji.
Nic potwierdzono rowniez wptywu zadnej z wyste-
pujacych mutacji punktowych na powstanie nowego
miejsca sktadania eksondw, tak jak ma to miejsce u
myszy db/db. Odkryte warianty allcliczne wystepuja
z niemal rowng czestoScia u o0séb otytych i
szczuptych [57], Powyzsze dane sugeruja, ze otytosé
u ludzi jest w niewielkim stopniu zwigzana z muta-
cjami w genie kodujgcym receptor leptyny.
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Krajowa Nagroda Naukowa z Zakresu Genetyki
Roslin im. Stefana Barbackiego 1999

Rada Naukowa Instytutu Genetyki Roslin PAN w Poznaniu ustanowita Krajowa Nagrode Na-
ukowg z Zakresu Genetyki Roslin im. Stefana Barbackiego.

Idea nagrody jest wyréznianie mtodych naukowcoéw zajmujacych sie genetyka roslin i promowanie
osiggnie¢ bedacych rezultatem badan prowadzonych w warunkach krajowych laboratoriow.

Nagroda przyznawana jest od 1994 roku corocznie, przez Kapitute Nagrody, za oryginalne prace
badawcze udokumentowane publikacjg w krajowym lub zagranicznym czasopismie w okresie ostat-
nich trzech lat, dotychczas nienagradzane.

W roku 1999 Kapituta przyznata:

nagrode | stopnia - dr JAROSLAWOWI BURCZYKOWI (WSF™ Bydgoszcz) za ,Osiggniecia w za-
kresie genetyki populacyjnej drzew iglastych”

nagrode Il stopnia - mgr PAWLOWI FIEDOROWOWI (UAM Poznan) za ,Oryginalny wkiad do
taksonomii molekularnej watrobowcow"

Sponsorami funduszu nagrod byli: Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin - Radzikéw, Hodowla

Roslin ,Danko“ - Choryn, Hodowla i Nasiennictwo Ogrodnicze ,Polan“ Sp. z 0.0. - Krakéw oraz Ho-
dowla Roslin Szelejewo Sp. z o.0.
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