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ARTYKULY

MikroRNA — nowi cztonkowie rodziny niekodujacych

RNA

MicroRNAs — new members of non-coding RNA family

JACEK KROL', DANUTA KACZYNSKA2

WEODZIMIERZ J. KRZYZOSIAK3

Spis tresci:

I. Wprowadzenie
1. Odkrycie i analiza mikroRNA
11-1. stRNA — pierwsze mikroRNA
11-2. Identyfikacja populacji mikroRNA u zwierzat
11-2-1. Metody bioinformatyczne
11-2-2. Metody genetyczne
11-2-3. Metody biochemiczne
11-3. mikroRNA roslin
I11. Charakterystyka mikroRNA
I11-1. Nazewnictwo miRNA
111-2. Prekursor mikroRN A
111-3. Geny mikroRNA
IV. Biochemia biogenezy i funkcji mikroRN A
IV-1. Rybonukleazy Dicer i DCLI
IV-2. HEM
1Vv-3. Biatka PPD
1V-4. Gemin3/Gemin4
1V-5. FMR1 i VIG1
V. Mechanizm dziatania i biologiczna funkcja
mikroRNA
VI. MikroRNA czy siRNA?
VI1l.Perspektywy technologii mikroRNA

Wykaz stosowanych skrétéw: CAF — (ang. CARPEL
FACTOR)") czynnik wigzania chromatyny; DCL-1
homolog rybonukleazy Dicer; dsSRNA
RNA) dwuniciowy RNA; HENI ro$linne biatko regulatoro-
we; mMiRNA mikroRNA; mikro RNP — kompleks
rybonukleoproteinowy zawierajacy mikroRNA; ncRNA

(ang. non-coding RNA) niekodujace biatek RNA; PPD (ang.
PIWI/PAZ domain protein) podjednostka biatkowa zawierajaca
motywy  strukturalne P1W1 i PAZ;
pre-miRNA - prekursor mikroRNA; pri-miRNA — pierwotny
transkrypt mikroRNA; RISC

- ro$linny
(ang. double stranded

charakterystyczne

kompleks blokujacy induko-
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wany przez RNA; sRNA — (ang. small RNA) maty RNA;
siRNA — (ang. small interfering RNA) interferujgey RNA;
stRNA —(ang. small temporal RNA) maly przejSciowy RNA;
SNP polimorfizm pojedynczych nukleotydéw; VIG-— (ang.
Vasa intronic gene) czynnik stabilizujagcy RNA

I. Wprowadzenie

U wielu eukariontéw, w tym réwniez w transkryp-
tomie cztowieka, zidentyfikowano liczne RNA, kto-
re nie sg matrycg do syntezy biatek, lecz funkcjonuja
jako niekodujagce RNA (ncRNA) regulujgce r6zne
procesy komérkowe. Kodowane przez genom nieko-
dujagce RNA sg wysoce heterogenne zaréwno pod
wzgledem funkcji jak i struktury.
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Wyréznia sie konstytutywne RNA, ulegajace w
komorce ekspresji na statym poziomie i niezbedne
do jej prawidtowego funkcjonowania, oraz regulato-
rowe RNA, syntetyzowane w okre$lonej fazie cyklu
czy stadium rozwoju komorki i zdolne do kontrolo-
wania ekspresji innych genéw na poziomie tran-
skrypcji czy translacji [1]. Dodatkowo, ze wzgledu
na dtugos¢ oligomeru we frakcji regulatorowych
ncRNA mozna wyroznié: (i) podklase matych 21-25
nukleotydowych mikroRNA (miRNA) dziatajacych
jako regulatory procesu rozwoju u nicieni, owadow i
ssakow; (ii) grupe matych RNA (sRNA) dtugosci
~ 100 — 200 nt scharakteryzowanych jako regulatory
translacji w komorkach bakterii oraz grupe RNA
> 10000nt zaangazowang w blokowanie ekspresji ge-
now u wyzszych eukariontéw [2],

Klasa mikroRNA jest liczng i szeroko roz-
gateziong filogenetycznie grupg zidentyfikowang za-
rowno w transkryptomach roslin, jak izwierzat. Nie-
ktore mikroRNA wykazujg zachowawczos¢ ewolu-
cyjnag u organizmoéw znacznie oddalonych filogene-
tycznie. Pojedynczy organizm moze zawieraé setki
roznych czgsteczek miRNA, generowanych w catym
organizmie lub ulegajacych ekspresji w sposob swo-

Tabela 1.
Charakterystyka poréwnawcza mikroRNA i duplekséow siRNA

mikroRNA

isty dla danego stadium cyklu komérkowego, typu
komorki czy rodzaju tkanki. Naturalnie wystepujace
mikroRNA sgoligomerami dtugo$ci 19-25 nukleoty-
doéw, powstajacymi z tworzacego nieregularng struk-
ture typu spinka do wtoséw prekursora pre-miRNA
kodowanego przez genom. Wszystkie wydaja sie by¢
zaangazowane w potranskrypcyjna regulacje ekspre-
sji swoistych docelowych mRNA. Wiekszos$¢ da-
nych dotyczacych mechanizmu dziatania miRNA
pochodzi z badan matych przejsciowych RNA, regu-
lujgcych fazy rozwoju nicienia Caenorhabditis ele-
gans. Analizy biatek uczestniczgcych w generowa-
niu dojrzatych i funkcjonalnych miRNA wykazaty
zaangazowanie mikroRNA w procesach koniecz-
nych dla prawidtowego rozwoju ro$lin i zwierzat.
Ré6znorodno$é sktadu nukleotydowego i dtugosci se-
kwencji Swiadcza o szybko postepujacej ewolucji
mikroRNA. Ich wystepowanie zaré6wno w komor-
kach ros$linnych, jak i zwierzecych sugeruje, ze
pierwsze miRNA pojawity sie w chwili wyksztatce-
nia sie ztozonego zycia wielokomoérkowego.
MikroRNA sg podobne do matych interferencyj-
nych RNA (siRNA) indukujacych blokowanie eks-
presji gendw na drodze interferencji RNA (RNAI).

SiRNA

a. potranskrypcyjne regulatory ekspresji

b. oligomery o podobnej dtugos$ci 21-25nt generowane przez nukleaze

Podobienstwa .
Dicer

c. tworza-500 kDa kompleks rybonukleoproteinowy z biatkami z rodziny

PPD

o

a. powstajg z prekursora RNA

o dtugosci ~70nt posiadajacego

strukture typu hairpin

z niesparowaniami w trzonie

. funkcjonalno$¢ obu ncRNA u nizszych organizméw zalezy od ATP

a. powstajg z dsSRNA réznej dtugosci
jedynie w regionach catkowicie
dwuniciowych

b. aktywng formajest dupleks

b. aktywng formajestjednoniciowy c. dziataja na dowolne miejsce w

oligomer

c. dziatajg na regiony 3'UTR mRNA

Roéznice

d. komplementamos$¢ hybrydy
mikroRNA/mRNA nie jest catkowita
e. powoduja gtéwnie zablokowanie

translacji lub rzadko degradacje

mMRNA

f. kodowane sg endogennie przez geny

mir
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mRNA wykazujgce komplemen-
tamo$¢ z antysensowa nicig dupleksu

d. hybrydyzujg z docelowym mRNA na
zasadzie catkowitej

komplementarnosci

[

. wywotujg degradacje mRNA

=

. majg pochodzenie endo i\lub

egzogenne
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SiRNA sg 2 1-25nt dupleksami RN A powstajacymi w
wyniku trawienia dwuniciowego RNA (dsRNA)
przy udziale wielodomenowej rybonukleazy Dicer
[3, 4]. Dojrzate siRNA tworzg kompleks rybonukle-
oproteinowy z wielkoczgsteczkowym kompleksem
RISC (ang. RNA-InducedSilencing Complex) zdolny
do rozpoznania i degradacji mRNA o sekwencji
komplementarnej z antysensowa nicia dupleksu [5,
6]. Proces blokowania ekspresji genow indukowany
siRNA zaobserwowano u zwierzat, roslin i niektd-
rych gatunkdw grzybow. Jest on prawdopodobnie
zaangazowany w ochrone genomu przed wirusami,
transpozonami czy ekspansja sekwencji powta-
rzajacych sie lub innych aberacyjnych endo- czy eg-
zogennych dsRNA mogacych zaktocic stabilnosé ge-
netyczng komorki. Pod wzgledem struktury i funkcji
miRNA i siRNA ro6znig si¢ miedzy sobg w wielu
aspektach, jednak obie czasteczki powstajg z uzy-
ciem tych samych mechanizméw enzymatycznych
(Tabela 1).

Il. Odkrycie i analiza mikroRNA

Obecnie znanych jest okoto 300 mikroRNA ziden-
tyfikowanych w komérkach roslin i zwierzat. Pierw-
szymi reprezentantami grupy i zarazem najlepiej
obecnie scharakteryzowanymi miRNA sg lin-4 ilet-7
zaangazowane w rozwd@j osobniczy nicienia C.ele-
gans [7],

I1-1. stRNA — pierwsze mikroRNA

Pierwsze odkryte mikroRNA - lin-4 i let-7, wyod-
rebnione z grupy niekodujgcych RNA i nazwane, ze
wzgledu na ich przejsciowg aktywnos$¢ ekspresyjng,
matymi przejsciowymi RNA — stRNA (ang. smali
temporal flIAAi-stRNA), kontrolujg postembrionalny
rozwo0j nicienia poprzez regulacje ekspresji biatek,
powstajgcych z transkryptéw zawierajagcych w regio-
nach 3’'UTR miejsca komplementarne do stRNA [8,
9].

Sklonowanie genow lin-4 [8] i let-7 [10, 18] wy-
kazato nietypowos$¢ obu sekwencji. Geny stRNA sg
niewielkich rozmiaréw, kodujg ~70nt prekursorowe
czasteczki dsRNA (pre-stRNA), z ktoérych genero-
wane sg dojrzate ~20nt stRNA i pomimo wysokiej
heterotkankowej aktywno$ci  ekspresyjnej nie
stwierdza sie ich produktu biatkowego. Gen Kko-
dujacy lin-4 zostat odkryty poprzez analize opartg na
losowym i systematycznym wyszukiwaniu mutanta
wykazujgcego zmieniony wzoOr podziatow iréznico-
wania komorkowego [11]. Genom nicienia pofrag-
mentowany na odcinki DNA dtugosci -700 pz zostat
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sklonowany w poszukiwaniu sekwencji umozli-
wiajgcej zniesienie fenotypu lin-4 . Odnaleziony
gen nie zawierat otwartej ramki odczytu homolo-
gicznej do znanych sekwencji ORF zachowanych
ewolucyjnie u czterech gatunkéw Caenorhabditis i
nie kodowat biatka. Analiza typu Northern biot wy-
kazata istnienie dwoch matych RNA komplementar-
nych do jednej nici genu: dominujgcego ilosciowo
21-22nt RNA (lin-4S) oraz mniej licznego 61nt RNA
(lin-4L). Badanie odporno$ci na dziatanie nukleaz
pozwolito na precyzyjne zmapowanie koncéw obu
RNA i wykazanie, ze mniejszy lin-4S jest konstytu-
tywng cze$cig korica 5’ lin-4L, stanowigcego poten-
cjalng czasteczke prekursorowg dla lin-4S [8].

Badania te dostarczyty danych o funkcji genu
lin-4 w rozwoju nicienia. 22nt lin-4 powstajacy z
61 nt prekursora jest aktywatorem przejscia | wcze-
snego stadium do Il wczesnego stadium larwalnego.
stRNA lin-4 jest komplementarny do krotkich se-
kwencji regionu 3’'UTR mRNA lin-14 i lin-28. Tran-
skrypt lin-14 zawiera siedem miejsc czeSciowo kom-
plementarnych do RNA lin-4 stanowigcych miejsca
docelowe dla stRNA [7]. Mutacje punktowe we
wszystkich siedmiu miejscach znoszg regulacje roz-
woju zalezng od lin-4 [12]. Z kolei w sekwencji
3’UTR 1in-28 znajduje sie pojedynczy 15nt region
czesciowo komplementarny do lin-4 [13]. Delecja
tego miejsca powoduje nieprawidtowa ekspresje
lin-28 wynikajaca z btednego funkcjonowania blo-
kowania ekspresji genu zaleznego od stRNA.

We wczesnym | stadium larwalnym synteza hete-
rochronicznych biatek Lin-14 i Lin-28 jest hamowa-
na w wyniku aktywacji ekspresji lin-4, co jest sy-
gnatem progresji kolejnej fazy organogenezy nicie-
nia [14], Mutanty lin-4 wykazujg zmieniong syn-
chronizacje rozwoju postembrionalnego z zaburzong
kolejnosciag etapow larwalnych i linien. Nicienie po-
zbawione genu lin-4 wielokrotnie inicjujg wczesne
stadium larwalne i nie przechodzg do pézniejszych
etapow rozwoju [15-17],

Gen let-7 zostal zidentyfikowany podobnie do
lin-4 poprzez analize mutantéw C. elegans wyka-
zujgcych defekty rozwojowe [18], Podobnie jak
lin-4, let-7 ulega ekspresji zaleznie od fazy rozwoju
organizmu, osiggajac najwyzszy poziom aktywnosci
ekspresyjnej podczas ostatniego stadium larwalne-
go, utrzymujgcego sie do dorostego stadium nicie-
nia. stRNA let-7 kontroluje przejscie pomiedzy wy-
mienionymi stadiami rozwojowymi. 21nt let-7 jest
analogicznym do lin-4 potranskrypcyjnym antysen-
sowym represorem translacji, prawdopodobnie ak-
tywnym w stosunku do biatek Lin-41oraz Lin-42 za-
angazowanych w heterochroniczny szlak rozwoju C.

POSTEPY BIOCHEMII 49(4), 2003
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Ryc. 1. Sekwencja stRNA i hybrydéw stRNA/mMRNA. A. Przewidziana komputerowo drugorzedowa struktura prekursora pre-let-7 Caenorhabditis
elegans, Drosophila melanogaster i Homo sapiens. Region odpowiadajacy dojrzatemu let-7 zaznaczono prostokatem. B. Dwa miejsca wigza-
nia let-7 w regionie 3’'UTRmMRN A lin-41 wykazujaréznice w strukturze tworzonego dupleksu hybrydyzacyjnego. Podobne wtasciwos$ci moga

wykazywac interakcje pomiedzy lin-4 ajego docelowym mRNA.

elegans. Dwa czesciowo komplementarne miejsca w
regionie 3’UTR transkryptu lin-41 stanowig miejsca
oddziatywania z let-7 [19]. Docelowym mRNA dla
let-7 moze tez by¢ lin-14 zawierajagcy w regionie
3’UTR obszary komplementarne do obu stRNA.
stRNA
pod wzgledem dtugosci i sktadu zasad we wszyst-

let-7 jest zachowawczy filogenetycznie

kich organizmach o bilateralnej symetrii ciata (Ryc.
1A) [20]. Sekwencje identyczng z 21 nt oligomerem
let-7 odnaleziono w genomach owada (Drosophila
melanogaster) i cztowieka. U obu gatunkéw zidenty-
fikowano RNA o dtugosci 21-22nt wykorzystujac
hybrydyzacje Northern biot, co dowodzi aktywnej
ekspresji genu let-7 w komorkach obu organizmow.

POSTEPY BIOCHEMII 49(4), 2003

Transkryptow let-7 nie wykryto jedynie u parzy-
i gabek [21]. Ortologi docelowej se-
kwencji mRNA dla let-7 odnaleziono ulicznych wie-

lokomorkowcéw tgcznie z cztowiekiem [20].

detkowcow

Poczatkowe analizy transkryptomdéw wielu orga-
nizméw, prowadzone metodg Northern biot, nie wy-
prekursora let-7. W
przypadku Caenorhabditis elegans, Drosophila me-
lanogaster i Homo sapiens sekwencja genomowa
let-7 wraz z regionami otaczajagcymi miRNA, poten-
cjalnie umozliwiata transkrypcje dtuzszego RNA o
drugorzedowej strukturze nieregularnej spinki do
witosoéw, podobnej do lin-4L. Prekursor pre-let-7, po-
siadajgcy swoistg gatunkowo dtugo$¢ ~70nt, zostat

kazaty obecnosci sekwencji
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wykryty dopiero po inaktywacji rybonukleazy Dicer
odpowiedzialnej za generowanie dojrzatych rni-
kroRNA poprzez trawienie czasteczek prekursora
[22-24],

Pod wzgledem funkcji, stRNA lin-4 i let-7 sg naj-
lepiej scharakteryzowanymi mikroRNA lecz mecha-
nizm ich dziataniajako regulatoréw ekspresji gendw
okres$lony zostat najdoktadniej jedynie w przypadku
C.elegans. Liczne ortologi stRNA wykryte u innych
organizmow wykazujg przejsciowg aktywnos$¢ regu-
lacyjngpodobnado modelu typowego dla let-7; sgdzi
sie zatem, ze rowniez funkcjonujg w potranskrypcyj-
nej regulacji genéw rozwojowych [21]. Stwierdzo-
no, ze transkrypty let-7 pojawiajg sie u D. melanoga-
ster zaleznie od stadium rozwoju owada, a u cztowie-
ka ich ekspresja jest specyficzna tkankowo. W ko-
moérkach Drosophila ekspresja let-7 osigga najwyz-
szy poziom w p6znej fazie rozwoju, co w odniesieniu
do C. elegans, sugeruje zachowane ewolucyjnie zna-
czenie stRNA W regulacji rozwoju.

Obserwacje specyficznych cech stRNA stanowity
punkt zwrotny w zainteresowaniu mikroRNA i przy-

Tabela 2.

Kryteria identyfikacji miRNA (wg. 81, zmienione)

czynity sie do systematycznych i petniejszych prze-
szukiwan sekwencji genomowych w celu identyfika-
cji matych, aktywnych transkryptéw wykazujacych
niezwykte cechy regulatoréw ekspresji.

I1-2. Identyfikacja populacji mikroRNA uzwierzat

Dane z prowadzonych na szeroka skale ekspery-
mentow sekwencjonowania genomoOw dostarczyty
informacji o obecnosci licznych region6w nie ko-
dujacych biatek, a wykazujacych aktywnos$¢ tran-
skrypcyjng w genomowym DNA eukariontéw. Czes$¢
tych loci stanowi frakcja genéw kodujacych funkcjo-
nalne i zdefiniowane ncRNA. Systematyczne bada-
nia genomu w poszukiwaniu gendéw ncRNA z wyko-
rzystaniem technik bioinformatycznych, bioche-
micznych czy genetycznych, przyczynity sie do
identyfikacji kolejnych aktywnych mikroRNA, ana-
logicznych funkcjonalnie do lin-4 i let-7 C. elegans
(Tabela 2). Stosujac klonowanie bibliotek cDNA, hy-
brydyzacje typu Northern czy analize bioinforma-
tyczna zidentyfikowano dziesiatki nowych mikro-

detekcja przez hybrydyzacje typu Northern réznych transkryptéw

~22nt jako wyselekcjonowanych pod wzgledem dtugosci frakcji

RNA

Kryterium ekspresji

identyfikacja sekwencji ~22nt z bibliotek cDNA

wygenerowanych z wyselekcjonowanego pod wzgledem

dtugosci RNA; takie sekwencje powinny odpowiada¢ sekwencji

genomowej organizmu, z ktérego pochodza klony

przewidywanie drugorzedowych struktur prekursoréow pre-
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Kryterium biogenezy

miRNA zawierajgcych sekwencje ~22nt miRNA w uktadzie 3°
lub 5' dwuniciowego trzonu struktury RNA typu hairpin;
drugorzedowa struktura przyjmowana przez sekwencje prekursora
miRNA powinna tworzy¢ strukture o najnizszej energii
swobodnej jakg przewiduje program MFOLD [Mathews iin. 1999
J. Mol. Biol. 288:911-94011lub inne konwencjonalne programy
przewidywania struktur RNA; struktura pre-miRNA nie powinna
zawiera¢ duzych wewnetrznych petli, a w szczegélnosci duzych
asymetrycznych wybrzuszen; u zwierzat struktury prekursoréw sa
zwykle 60-80nt, podczas gdy u roslin ich dtugos$¢ jest bardziej
zmienna i moze sigga¢ kilkuset nukleotydow

filogenetyczna zachowawczo$¢ -22nt sekwencji miRNA i
drugorzedowych struktur pre-miRNA

wykrywanie akumulacji prekursoréw miRNA w komérkach

organizmoéw pozbawionych funkcjonalnej rybonukleazy Dicer
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RNA stanowigcych czesci sktadowe transkrypto-
rnow C. elegans, D. melanogaster, Mus musculus czy
Homo sapiens [16, 25-28],

Dtugos$é dojrzatych mikroRNA u zwierzat jest
swoista gatunkowo i wynosi 21-25nt. Istnieje nie-
wielka grupa miRNA o innej dtugosci. Niektdre mi-
kroRNA sg kodowane przez kilka genomowych loci,
jednak brak jest danych dotyczacych istnienia me-
chanizmu regulujgcego lub koordynujacego ich eks-
presje na poziomie komérkowym. Sekwencje niekto-
rych miRNA pochodzacych z tego samego organi-
zmu sg bardzo podobne do siebie, rézniac siejednym
lub kilkoma nukleotydami. Nie wiadomo jednak czy
istnieja miedzy nimi réwniez podobienstwa funkcji.

11-2-1. Metody bioinformatyczne

Metody komputerowej identyfikacji regionéw ge-
nomu kodujgcych biatka sg nieefektywne w przypad-
ku poszukiwania sekwencji genéw miRNA, gdyz
stosujac kryteria wykorzystywane dla genéw biatko-
wych mozliwe jest przeoczenie gendw miRNA. Po-
nadto, mikroRNA mogga nie wystepowaé¢ w konwen-
cjonalnych bibliotekach cDNA generowanych z po-
liadenylowanego mRNA. Wykorzystujgc swoiste ce-
chy transkryptéw stRNA let-7 i lin-4 opracowano
metodologie bioinformatycznag, umozliwiajacg wy-
szukiwanie regionéw genomu, mogacych stanowi¢
potencjalng matryce do syntezy transkryptu ~65nt,
tworzacego drugorzedowg strukture typu spinki do
wiosow. Drugim kryterium kwalifikujgcym dang se-
kwencje jako potencjalny region kodujgcy mikro-
RNA jest analiza poré6wnawcza sekwencji DNA po-
miedzy ortologami miRNA réznych gatunkéw. Ban-
ki gendéw, zawierajgce catkowicie lub czeSciowo
kompletng sekwencje genomowag réznych gatunkéw,
przeszukiwane sa pod katem obecnosci sekwencji
miRNA wyizolowanych i dobrze scharakteryzowa-
nych u jednego gatunku. Przyktadowo, sekwencje
miR-34, miR-60. miR-72, miR-79 i miR-84 odkryte
u C. elegans odnaleziono w genomie D. melanoga-
ster. Z kolei sekwencje kodujgcg miR-39 zidentyfi-
kowano na podstawie zachowaw czosci ewolucyjnej,
gdyz stanowita sktadnik grupy loci miRNA u C. ele-
gans i C. briggsae [18],

W badaniach miRNA C. elegans prognozowanie
sekwencji ncRNA wykonano z uzyciem programu
MFOLD, umozliwiajgcego przewidywanie drugo-
rzedowych struktur helis, petli i wybrzuszen formo-
wanych przez badany transkrypt [29], Wybrana se-
kwencja stanowita potencjalny bezpos$redni prekur-
sor mikroRNA. Wyselekcjonowano 40 sekwencji
tworzacych in silico struktury typu hairpin RNA od-
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powiadajace wielko$cig i strukturg drugorzedowsg
prekursorom pre-let-7 i pre-lin-4. Z frakcji ~22nt
RNA wyizolowanych z cRNA, przygotowano biblio-
teki cDNA. Ponad 5000 niezaleznych insertow' re-
prezentujgcych 3600 réznych sekwencji poddano
procedurze sekwencjonowania. Kazda z sekwencji
cDNA pordéwnano w bazie BLAST do 800000 frag-
mentow genomu C.briggsae oraz do znanych se-
kwencji genomowych innych gatunkéw. Pojedyncze
kopie sekwencji cDNA, odpowiadajgce nieznanym
wczesdniej transkryptom zidentyfikowanym w geno-
mie C.briggsae, poddano modelowaniu komputero-
wemu w programie mFold w celu ustalenia struktur
drugorzedowych. Blisko 40 nowych sekwencji
cDNA kodowato transkrypty tworzgce drugorzedo-
we struktury typu hairpin, z czego 13 uzyto do hy-
brydyzacji typu Northern. We wszystkich przypad-
kach stwierdzono obecno$¢ matych transkryptéw o
dtugosci ~22nt [25],

Powstat rowniez program komputerowy MiRscan
umozliwnajacy monitorowanie sekwencji genomu w
poszukiwaniu genéw' miRNA. MiRscan na podsta-
wie dopasowania do ustalonych kilkuetapowych
okien standardow wstepnie kwalifikuje konserwa-
tywnag sekwencje nukleotydowa, przyjmujaca cha-
rakterystyczng strukture drugorzedows, jako poten-
cjalng sekwencje prekursora pre-miRNA [30].

11-2-2. Metody genetyczne

Metodologia klonowania fragmentéw cDNA od-
powiadajgcych matym 22nt transkryptom RNA zo-
stata opracowana w badaniach procesu interferencji
RNA [6] i zaadaptowana do poszukiwania mikro-
RNA. Frakcje krotkich RNA generowane w reakcji
odwrotnej transkrypcji z cDNA izolowanego z
catych organizmoéw (C. elegans, D. melanogaster),
kultur komérkowych czy tkanek ssakéw poddawano
selekcji pod wzgledem diugosci poprzez rozdziat
elektroforetyczny. Czasteczki ~20nt wprowadzano
w wektory zawierajgce adaptory koncow 5’ i 3’ dla
matych transkryptéw generowanych w komorce przy
udziale RNazy klasy Ill. Dzieki takiej selekcji pozy-
tywnie klony zawieraty jedynie sekwencje RNA po-
wstate w wyniku dziatania nukleazy takiej jak Dicer i
stanowigce potencjalne mikroRNA. Po odwrotnej
transkrypcji i amplifikacji metodg PGR, plazmidy
skonstruowanych  potencjalnych bibliotek  mi-
kro-cDNA klonowano w uktadach prokariotycznych
i poddawano sekwencjonowaniu. Sekwencje inser-
tow poréwnywano ze znanymi sekwencjami RNA
transkryptomu D. melanogaster.

219



Metoda pozwolita na zidentyfikowanie matych
20-23nt transkryptow ulegajgcych ekspresji we
wczesnych embrionach owaddw. Analogiczna meto-
de poszukiwania mikroRNA zastosowano w komor-
kach HelLa, co umozliwito zidentyfikowanie ludz-
kich miRNA. Geny kodujagce klonowane transkrypty
znajdowaty sie w obszarach eksonowych lub pomieg-
dzy sekwencjami genow kodujacych biatka [31]. Dla
wiekszosci nowych RNA zidentyfikowano sekwen-
cje dtuzszych prekursoréw przyjmujacych in silico
drugorzedowe struktury RNA typu hairpin podobne
do prekursoréw pre-lin-4 i pre-let-7 [16, 25, 26],

11-2-3. Metody biochemiczne

W identyfikacji mikroRNA wykorzystano réw-
niez badania biochemiczne ukierunkowane na anali-
ze mechanizmu powstawania i dziatania miRNA.
Liczne ludzkie mikroRNA wyizolowano i sklonowa-
no na podstawie ich wigzania sie z kompleksem wie-
lobiatkowym zaangazowanym w szlak generowania
miRNA [27], W badaniach tego typu zastosowano
immunoprecypitacje z przeciwciatami przeciwko
biatkom Gemin3, Gemin4 oraz IF2C.

W wiekszos$ci eksperymentdw poprzez hybrydy-
zacje typu Northern potwierdzono, ze sklonowane
geny ulegaja ekspresji jako mate transkrypty. Anali-
za ta dostarczyta informacji na temat przestrzennego
iczasowego profilu ekspresji prekursora idojrzatego
miRNA.

Pomimo sukcesow w identyfikacji nowych mi-
RNA, nalezy mie¢ na uwadze, ze jedynie niewielki
procent tych ncRNA zostal wykryty. Chromosomy
eukariontow zawierajg liczne regiony nie kodujace
biatek, a ulegajace aktywnej transkrypcji. Nie wia-
domo jednak, jak wiele z nich koduje zdefiniowane i
funkcjonalne miRNA [32], Liczbe miRNA u C. ele-
gans szacuje sie na setki do tysiecy roznych czaste-
czek w komérce. W przypadku wyzszych eukarion-
tow liczba ta moze by¢ znacznie wyzsza [33].

Rozwiniecie metodologii poszukiwania genow
mikroRNA stanowi z pewnos$cig krok naprzéd do
zdefiniowania RNomu miRNA. Odnotowuje siejed-
nak pewne ograniczenia w istniejagcych podejs$ciach
definiowania miRNA. Wiekszo$¢ metod bioinforma-
tycznych skupia sie na przeszukiwaniu miedzygeno-
wych regionéw genomu. Niektdre ncRNA powstaja
jednak z dtuzszych transkryptow kodujacych biatka
lub rRNA [34], Istnieje zatem mozliwo$¢ niewykry-
cia miRNA wystepujgcego w jednym transkrypcie z
innym RNA zwtaszcza, ze jest mato prawdopodobne,
by miRNA ulegat ekspresji z przeciwnej nici genow
kodujacych biatka. Z kolei metody badania ekspresji
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moga pomingé ncRNA syntetyzowane w $cisle zde-
finiowanych warunkach, w odpowiedzi na specy-
ficzne sygnaly srodowiska, podczas swoistych sta-
diow rozwoju czy w okreslonym typie komorek.
miRNA
cDNA jest rowniez mozliwo$¢ generowania biblio-

Putapkg towienia poprzez Kklonowanie
tek klondw z fragmentow innych niekodujgcych
RNA (np. rRNA, tRNA czy snRNA) jak rowniez
MRNA o podobnych wyselekcjonowanych diugo-

$ciach.
11-3. mikroRNA roélin

W komoérkach Arabidopsis thalina metodg klono-
wania zidentyfikowano i wyizolowano ponad 100
mikroRNA [35-37], Homologi niektérych z nich od-
naleziono w ryzu, tytoniu i kukurydzy. Roslinne mi-
kroRNA wykazujg wiele cech charakterystycznych
dla zwierzecych miRNA. Generowane sg z czes$cio-
wo helikalnego prekursora przy udziale rybonukle-
azy typu Dicer nazwanej DCLI lub CAF iwykazuja
ekspresje specyficzna tkankowo. Czasteczki ros$lin-
nych pre-mikroRNA sg trzykrotnie dtuzsze i wyka-
zujg bardziej stabilng drugorzedowa strukture w po-
rownaniu z prekursorami zwierzecych mikroRNA
[35, 36, 38, 39], Nie stwierdzono zachowanych ewo-
lucyjnie identycznych mikroRNA w komérkach ro-
§lin i zwierzat.

I1l. Charakterystyka mikroRNA
I11-1. Nazewnictwo miRNA
MikroRNA nazywa sie uzywajgc prefiksu ,,miR” i

unikatowego identyfikacji (np. miR-1,
miR-2,... miR-89, itd.). Nazwy genéw kodujacych

numeru

mikroRNA zawierajg takie same trzy litery prefiksu i
numer pisane kursywa zgodnie z przyjetymi zasada-
mi dla poszczeg6lnych gatunkéw (np. mir-1 u C. ele-
gans i D. melanogaster, MIR 156 u A. thaliana i
ryzu). Numer identyfikacji jest wyznaczony zgodnie
z kolejnoscig wystepowania w sekwencji genu. Iden-
tyczne miRNA réznych gatunkéw oznaczone sg ta-
kim samym numerem. Je$li w danym organizmie
stwierdza sie identyczne miRNA generowane z réz-
nych prekursoréw do ich nazwy dodawany jest drugi
numer porzgdkowy (np. miR-6-1 i miR-6-2). Podob-
ne miRNA, rdznigce sie miedzy sobg sekwencja Kil-
ku nukleotyddw, réwniez opisywane sgtakim samym
numerem identyfikacji uzupetnionym o dodatkowe
litery porzagdkowe (np. miR-19a i miR-19b cztowie-
ka, miR-13a imiR-13b owadow czy let-7e i let-7f ni-
cienia).
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Poszukiwania nowych miRNA prowadzone sg na
duzg skale. Konieczne jest zatem $ledzenie postepu
w nazewnictwie miRNA w celu unikniecia powtarza-
nia tych samych nazw okreslajagcych rézne mikro-
RN A. Baza danych dostepna online (http://www.san-
ger.ac.uk/software/Rfam/mirna) dostarcza informa-
cji o czasteczkach ncRNA [40], Baza europejskiego
konsorcjum EURIT zawiera aktualne dane o miRNA
opisanych w publikacjach lub w manuskryptach
przyjetych do druku (http://www.eurit-network.org).

111-2. Prekursor mikroRNA

Wiekszos¢ znanych mikroRNA generowanych
jest w spos6b asymetryczny z pre-mikroRNA, ktore-
go region helikalny zawiera niesparowania w postaci
wybrzuszen i petli wewnetrznych. Czasteczka pre-
kursora powstaje z dituzszego transkryptu (pri-mi-
RNA) wytwarzanego w jadrze komorkowym jako
pierwotny transkrypt genéw mir i stanowigcego
czasteczke macierzystg prekursora [41].

Filogenetyczne dowody pochodzace z badan po-
rownawczych homologicznych genéw mir potwier-
dzajg duze znaczenie struktury prekursora dla
witasciwej syntezy dojrzatych mikroRNA. W przy-
padku wystepowania kilkunukleotydow'ych réznic
pomiedzy homologicznymi mikroRNA C. elegans i
Caenorhabditis briggsae czesto obserwuje sie kom-
pensacyjne zmiany w antyréwnolegtych niciach
struktury trzonu prekursora mikroRNA, pozwalajace
na zachowanie charakterystycznej struktury drugo-
rzedowej [25]. Podobnie pre-miRNA A. thaliana
oraz sekwencje genomowi ryzu wykazuja znaczaca
zachowawczo$¢ w drugorzedowej strukturze prekur-
sora niezaleznie od sekwencji [36]. W przypadku
ludzkich miR-30 oraz miR-21sparowane nukleotydy
u podstawry trzonu prekursora wydajg sie mie¢ kry-
tyczne znaczenie dla prawidtowego dojrzewania mi-
kroRNA  [42], Wprowadzenie do
pre-miR-21 lub pre-miR-30 mutacji punktowych,
ktére likwiduja sparowania w trzonie prekursora,
praktycznie eliminuje powstawanie dojrzatych mi-
RNA. Ponadto, substytucje zaprojektowane w celu

sekwencji

zaburzenia struktury w centrum helisy trzonu hamujg
zdolno$¢ miR-21 to blokowania ekspresji genow'
[42],

Funkcjonalne miRNA moga powstawaé zar6wno
ze strony 3’jak i 5”trzonu prekursora. Czesto$¢ wy-
stepowania miRNA pojednej ze stron zaburzonej he-
lisy pre-miRNA jest rézna. Szacuje sie ze 25 % mi-
RNA generowanych jest ze strony 5’ prekursora (w
tym lin-4 i let-7) a pozostata cze$¢ z 3’ strony [25],
Stabilny produkt dziatania rybonukleazy Dicer moze
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pochodzi¢ z ktéregokolwiek z dwdch ramion prekur-
sora, aczkolwiek nie jest znany mechanizm determi-
nujacy strone donorowg. Przypuszcza sie, ze w pro-
cesie tym uczestniczy rodzina biatek
ARGONAUTE, zdolnych do rozpoznania ramienia
prekursora zawierajgcego sekwencje funkcjonalne-
go mikroRNA i przekazania informacji rybonuklea-
zie Dicer [26, 43]. Niektére czasteczki prekursoréow
zawierajg funkcjonalne miRNA generowane z obu
stron trzonu. Tak jest w przypadku miR-56 i
miR-56* (* -mikroRNA wystepujacy w mniejszej
iloSci w transkryptomie) oraz miR-17 imiR-91wyci-
nanych z pre-miRNA w procesie przypominajgcym
synteze siRNA indukowang rybonukleaza Dicer [25,
27, 36], Mechanizm wycinania miRNA wydaje sie
zatem by¢ bardzo ztozony.

I11-3. Geny mikroRNA

Rozmieszczenie gendw mir w genomie nie jest
Moga byé one
wewnatrz eksonéw, intronéw lub miedzy genami ko-
dujacymi biatka [31]. Wiekszo$¢ poznanych dotad

przypadkowa. zlokalizowane

gendéw mir lezy w rejonach miedzygenowych i jest
oddalona od znanych loci o co najmniej 1000pz. Ich
ekspresja zachodzi z niezaleznych jednostek tran-
skrypcyjnych, wczes$niej niezidentyfikowanych za
wzgledu na brak otwartych ramek odczytu. Geny
miRNA zajmujace potozenie blisko regionéw ko-
dujgcych (np. mir-65) czy wewnatrz intronéw (np.
ekspresji  dzieki
wtasnym sekwencjom promotorowym [25, 31]. U C.
elegans w regionie przed sekwencjg kodujacg let-7
stwierdzono wystepowanie regulatorowego elemen-

mir-70) ulegajg autonomicznej

tu TRE (ang. temporal regulatory element) o dtugo-
§ci 116 pz, koniecznego iwystarczajgcego do kontro-
lowania ekspresji sStRNA w fazie E3/L4 rozwoju ni-
cienia [44], Region TRE zawiera 22pz fragment od-
wréconych powtérzen (IR) zachowany ewolucyjnie
u C. briggsae i stanowigcy miejsce wigzania
dziatajgcego w ukladzie trans czynnika TREB
bedacego potencjalnym aktywatorem transkrypcji
let-7 [44],

Czesto geny miRNA tworzg zgrupowania czy ze-
spoty genowe. Przyktadem jest zespot 7 paralogdw
miRNA w genomie C. elegans zawierajagcy geny
mir-35 - 41, zlokalizowany w chromosomie 2. Ho-
mologiczne zgrupowanie u C. briggsae zawiera 8 pa-
ralogéw. Niektére zmiRNA w zgrupowaniu u C. ele-
gans sg bardziej podobne do siebie nawzajem, niz do
swoich odpowiednikdw' w zgrupowaniu C. briggsae
i odwrotnie. Bliskie sgsiedztwa genéw miRNA
wewnatrz zespotu mir-35 — 41 sugeruje, ze ulegajg
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one transkrypcji jako policistronowy prekursorowy
transkrypt RNA, co potwierdza skoordynowana eks-
presja tych genéw kontrolowana przez wspélne ele-
menty regulatorowe. Podobna do operonu organiza-
cja i charakterystyczna ekspresja pozwala wysnu¢
hipotezy odnos$nie potencjalnych funkcji zgrupowa-
nych genow mikroRNA [25]. Jedna z nich dotyczy
skoordynowanej kontroli zespotu niezaleznych do-
celowych mRNA, gdzie kazdy miRNA kodowany z
danej grupy genow mogtby celowa¢ w odmienny
MRNA dla zahamowania translacji jakiej$ rodziny
transkryptéw. W innym przypadku zmasowanego
ataku na wspdlny cel, caty zespét mikroRNA maogiby
koncentrowac sie natym samym mRNA, takjak lin-4
i let-7, potencjalnie aktywne wobec 3’ UTR docelo-
wego lin-14 [25, 31].

Podobne zgrupowania genomowe zidentyfikowa-
no u D. melanogaster (np. zespét genéw mir-3 -
mir-6) oraz w ludzkich komérkach HelLa (np. zespot
genoéw mir-17 - mir-20 z chromosomu 13) [26],

Niektére mikroRNA kodowane sg w kilku rdz-
nych loci genomowych. U roélin wiele miRNA, zi-
dentyfikowanych na podstawie metody klonowania,
ma wiele genomowych miejsc matrycowych [35].
Sekwencje ludzkiego genu let-7a odnaleziono w
czterech chromosomowych loci. W dwéch z tych loci
wystepujg zduplikowane sekwencje kodujgce
czasteczki prekursorowe o identycznych strukturach
drugorzedowych [26].

IV. Biochemia biogenezy i funkcji mikroRNA

W jadrze komorkowym z pierwotnego pri-miRNA
transkrybowanego jako mono- lub policistronowy
RNA generowany jest, przy udziale rybonukleazy
Drosha [82], ~60-70nt prekursor pre-microRNA o
strukturze spinki do wtoséw. Swoista struktura pre-
kursora miRNA jest rozpoznawana przez biatko
transportujace, ktére eksportuje pre-miRNA na teren
cytoplazmy. Fakt przyjmowania przez pre-mikro-
RNA struktury zaburzonej helisy o dtugosci (-70 nt)
przypomina inng grupe niekodujacych RNA, a mia-
nowicie tRNA czy UsnRNA. pre-mikroRNA moze
by¢ zatem potencjalnym substratem dla jadrowych
czynnikéw eksportu Eksportyny-t czy Eksporty-
ny-1/CRMI [45], Czynniki transportujgce czastecz-
ki tRNA czy EIsnRNA z jadra do cytoplazmy moga
potencjalnie rozpoznawac¢ transkrypty pre-mikro-
RNA o podobnej dtugosci [46].

Kolejny etap biogenezy zachodzi na terenie cyto-
plazmy. gdzie pre-miRNA hydrolizowany jest przez
rybonukleaze Dicer i prawdopodobnie przez inne ry-
bonukleazy do formy dojrzatego ~22nt mikroRNA
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[41]. Funkcjonalne ludzkie mikroRNA wigzg sie w
-550 kDa (15S) kompleksy rybonukleoproteinowe z
biatkami Gemin3, Gemin4 ielF2C2 [27]. Ludzki ho-
molog let-7 zwigzany w mikroRNP indukuje bloko-
wanie ekspresji komplementarnego docelowego
MRNA [47]. Kompleks miRNP jest odpowiednikiem
kompleksu RISC, zaangazowanego w proces interfe-
rencji RNA i umozliwia translacyjng kontrole
mRNA.

Mechanizm biogenezy miRNA u ro$lin rozni sie
od opisanego wcze$niej procesu generowania zwie-
rzecych mikroRNA. Pomimo, ze biatka DCLI i CAF,
homologi Dicer, uczestniczg w generowaniu miRNA
u A. thaliana [48], czasteczki pre-miRNA stanowig
znikoma, trudng do wyizolowania frakcje w komor-
kach rzodkiewnika, podczas gdy dojrzate mikroRNA
obserwowane sg z tatwoscig [35, 36], Ponadto u wie-
lokomoérkowcow obnizenie aktywnosci rybonukle-
azy Dicer powoduje wzrost liczebnosci pre-miRNA
w komorce, podczas gdy mutanty CAF posiadaja
obnizony poziom mikroRNA bez towarzyszgcej aku-
mulacji czasteczek prekursora [36]. Majac na uwa-
dze przynalezno$¢ CAF i DCLI do grupy biatek
jadrowych sugeruje sie, ze niektore roslinne miRNA
moga byé generowane w jadrze komdrkowym w
trakcie lub zaraz po transkrypcji
pri-miRNA [49], Dojrzate mikroRNA moga nastep-
nie ulegaé transportowi do cytosolu jako czesci

pierwotnego

sktadowe kompleksow miRNA.

Analizy genetyczne i biochemiczne pozwolity na
blizsze okre$lenie niektérych
udziat w biogenezie miRNA. Niektdére z tych czynni-

kow zostaty wczesSniej scharakteryzowane jako regu-

biatek biorgcych

latory metabolizmu i translacji RNA. Fakt zaanga-
zowania tych biatek rowmiez w geneze i aktywnos¢
siRNA w procesie RNAi wskazuje na powigzania
obu proceséw'.

1V-1. Rybonukleazy Dicer i DCLI

Rybonukleaza Dicer hydrolizuje dsSRNA na mate
dupleksy siRNA w procesie RNAi oraz generuje doj-
rzate mikroRNA z prekursora pre-miRNA u D. mela-
nogaster, C. elegans i ssakéw [16, 22. 50-52], Homo-
logiczne biatko DCLI (ang. Dicer-Like 1) wymagane
jest do wytwmrzenia miRNA u A. thaliana [53, 54],

Struktura i sktad domen wszystkich ortologow
biatek Dicer iDCL 1wskazujg na silng konserwatyw-
nos¢ filogenetyczng obu nukleaz. Biatka zawierajg
N-koricow'a domene helikazowa typu DExH/DEAH
box z siedmioma motywami charakterystycznymi
dla superrodziny helikaz Il [55, 56], Mutageneza ce-
low'ana w poszczegdlne motywy wykazata ich zaan-
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gazowanie w wigzanie ATP (motyw 1), hydrolize
(motywy Il i VI) oraz rozplatanie RNA (motyw I11)
[57]. Na koncu karboksylowym nukleazy zawierajg
dwie domeny pochodne RNazy Il oraz motyw
wigzania sie z dwuniciowym RNA (dsRBM) [55],
Sekwencja kodujaca katalityczng domene RNazowg
obecna jest w sekwencji cDNA w dwéch powtorze-
niach. Pierwszg kopie stwierdzono u szesciu ortolo-
gow - udrozdzy, rzodkiewnika, nicienia, owada, my-
szy icztowieka, brak jej natomiast w RNazie Il bak-
terii E. coli. Druga sekwencja oraz motyw dsRBM,
stanowigce rdzen struktury polipeptydu, wystepujg
konserwatywnie we wszystkich organizmach. Obec-
no$¢ dwéch katalitycznych podjednostek rybonukle-
azowych sugeruje, ze nukleazy funkcjonuja jako di-
mer, a skoordynowane dziatanie czterech perfekcyj-
nie zlokalizowanych domen umozliwia generowanie
produktu o zdefiniowanej dtugosci. W Dicer oraz
DCLI scharakteryzowano roéwniez domene PAZ
(ang. Pinwheel-Argonaute-Zwille), charaktery-
styczng dla rodziny biatek ARGONAUTE [58]. Do-
mena ta jest ~ 110 aminokwasowym regionem o
stabo poznanej funkcji, wykazuje jednak wysoka
konserwatywno$¢ we wszystkich ortologach (z
wyjatkiem Rnazy Il S. pombe) [59], Motyw PAZ
jest potencjalnym miejscem oddziatywan typu
biatko-biatko pomiedzy rybonukleazg a innymi pep-
tydami z rodziny ARGONAUTE, kierujgcymi dal-
szymi etapami mechanizmu dziatania mikroRNA lub
RNAIi [58, 60, 61].

Nukleaza Dicer hydrolizuje dsRNA na dupleksy
siRNA dtugosci ~22nt zawierajace na koncach 3’ po
dwa niesparowane nukleotydy. Zgodnie z wtasciwo-
Sciami nukleaz klasy Ill generowane z pre-miRNA
15-30nt oligomery mikroRNA, podobnie jak siRNA,
zaopatrzone sg na koncu 3w grupe hydroksylowa a
na koncu 5w monofosforan i wystepuja jedynie w
formie jednoniciowej [3, 22. 58], Rdznice w struktu-
rze produktu wynikajg najprawdopodobniej z natury
komplekséw biatkowych zaangazowanych w geneze
obu rodzajéow ncRNA lub ze swoistej struktury
czasteczki dwuniciowego RNA, z ktérego sg uwal-
niane.

1V-2. HENI

Biatko HENI petni role regulatorowg w rozwoju
A. thaliana [62], Mutanty pozbawione funkcjonalne-
go genu HENI fenotypowo odpowiadajg orga-
nizmom z wadliwym genem kodujacym C.4F. Homo-
logi HENI kodowane sg przez genomy niektdrych
zwierzat i grzybdw lecz ich funkcja jest nieznana.
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Roslinny czynnik HENI bierze udziat w tworzeniu i
stabilizacji dojrzatych mikroRNA [37].

1V-3. Biatka PPD

Biatka z domeng PIWI/PAZ (ang. PIWI/PAZ do-
main protein PPD), rdéwniez nazywane rodzing
ARGONAUTE, uczestniczg w generowaniu i funk-
cjonowaniu mikroRNA. Wielokomérkowe organi-
zmy roslinne izwierzece oraz drozdze Schizosaccha-
romyces pombe kodujg od kilku do kilkudziesieciu
réznych biatek PPD. Biatka z rodziny
ARGONAUTE zawierajg dwde konserwatywne do-
meny: -300 aminokwasowy motyw PIWI-60.y znaj-
dujacy sie blizej korica C regionu ORF oraz central-
nie zlokalizowang domene PAZ [59].

W  komdrkach C. elegans biatka PPD
ALG-I/ALG-2 uczestniczag w tworzeniu i utrzyma-
niu populacji dojrzatych form lin-4 i let-7, jednocze-
$nie nie biorgc udziatu w procesie RNAi [22], Mu-
tanty pozbawione funkcjonalnych gendéw alg wyka-
zuja zmiany embrionalne nie wywotane bitedami w
metabolizmie lin-4 i let-7, co sugeruje zaangazowa-
nie ALG-1 i ALG-2 w geneze rowniez innych mi-
kroRNA istotnych dla rozwoju organizmu.

W komorkach
biatka z grupy PPD zaangazowane w regulacje ak-
tywnosci mikroRNA. Ludzki czynnik inicjujacy
elF2C2 (95 kD) jest sktadnikiem kompleksu miRNP
kierujgcego rozpoznaniem i blokowaniem ekspresji
transkryptéw komplementarnych do mikroRNA
[27]. Biatko elF2C2 dziata jako stabilizator doj-
rzatych miRNA chronigc je przed atakiem nukleoli-
tycznym. U D. melanogaster biatkiem wigzacym
miRNA jest ARGONAUTE1, komponent komplek-
su RISC dziatajacego w procesie RNAI, co sugeruje
ze oba mechanizmy regulacji ekspresji genéw moga

ssakow zidentyfikowano inne

posiada¢ wspdlne maszynerie enzymatyczne [63].
Prawdopodobnie r6zne biatka PPD wymagane sg
do produkcji, stabilizacji czy funkcjonowania réz-
nych podklas mikroRNA. Czynnikiem determi-
nujgcym powigzania mikroRNA-biatko mogg by¢:
swoista sekwencja miRNA, struktura prekursora lub
wewnatrzkomdrkowa lokalizacja docelowego tran-
skryptu. Ludzkie biatko elF2C 1 (w 85% identyczne z
elF2C2), obecne na terenie struktur Golgiego i ER,
moze odgrywaé role w zaleznej od miRNA transla-
cyjnej regulacji wydzielanych biatek [64, 65].

1Y-4. Gemin3/Gemin4

W komorkach ludzkich kompleksy rybonukleo-
proteinowe miRNP zawierajgce czasteczki doj-
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rzatych mikroRNA tworzone sg, oprécz czynnika
elF2C2, z biatek Gemin [27], Gemin3 jest helikaza
RNA z motywem DEAD-d6ar potencjalnie rozpla-
tajgca RNA oraz/lub rekonstruujgcg kompleks RNP
podczas dojrzewania miRNA czy rozpoznawania i
wigzania docelowego mMRNA. Funkcja Gemin4 jest
nieznana.

Biatka Gemin3, Gemin4 i elF2C2 moga stanowic¢
komponenty wszystkich miRNP, lecz niewykluczo-
ne jest zaangazowanie innych czynnikow biatko-
wych w budowe funkcjonalnych komplekséw mi-
kroRNA-biatka. Gemin3 posiada zdolno$¢ wigzania
sie zroznymi biatkami ARGONAUTE. Stwierdzono
réowniez, ze rézne biatka z rodziny ARGONAUTE
tworza zespoty proteinowe z réznymi helikazami.

Gemin3 oraz Gemin4 zostaty ponadto zidentyfi-
kowane w kompleksach biatek SMN (ang. Survival
ofMotor Neurons), wykazujacych obnizony poziom
w atrofiach mesniowo-rdzeniowych. Fakt ten po-
zwala na postawienie hipotezy, ze kompleks SMP,
kluczowy czynnik biogenezy i funkcjonalnosci roz-
nych RNP w komérce, moze byé posrednio zaanga-
zowany w szlak dziatania miRNP [27],

IV-5. FMR1 i VIG1

W komorkach D. melanogaster zaobserwowano
wigzanie sie biatek dFMRI i VIG1 z miRNA [63].
Biatko VIG kodowane jest wewnatrz intronu genu
Vasa i zawiera domene RGG-box wigzania z RNA.
VIG jest ewolucyjnie konserwatywnym biatkiem,
ktérego homologi odnaleziono u C. elegans, A. tha-
liana, S. pombe i ssakdw. Niewiele wiadomo odno-
$nie funkcji tej rodziny biatek. Jednakze ludzki ho-
molog VIG, biatko PAI-RBP-1, zostat zidentyfiko-
wany jako czynnik regulujacy stabilnos¢ i majacy
powinowactwo do bogatych w AT elementéw regio-
nu 3’UTR RNA inhibitora aktywnos$ci plazminogenu
(PAI) [66],

Rodzina biatek FMRP (ang. Fragile X mental ra-
diation protein) zawiera dwie kopie domeny KFi
(ang. hnRNP K homology) i motyw RGG-box.
Wszystkie te podjednostki umozliwiajg wigzanie sie
z RNA [67, 68], FMRP sa regulatorami translacji.
Pojawity sie spekulacje na temat ich zaangazowania
w regulacje ekspresji genow indukowang mikroRNA
lub siRNA [63].

V. Mechanizm dziatania i biologiczna funkcja
mikroRNA

Kompleks miRNP zawierajgcy funkcjonalny mi-
kroRNA rozpoznaje docelowy mRNA iwigzac sie w
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regionie 3’UTR hamuje translacje najprawdopodob-
niej zaraz po inicjacji syntezy biatka (Ryc. 2) [8, 69],
Aktywno$¢ mikroRNA nie wymaga catkowitej kom-
plementarno$ci pomiedzy sekwencja miRNA a
mMRNA. Wchodzace w interakcje fragmenty RNA
tworzg zaledwie 6-10nt nieprzerwane dupleksy i nie
wiadomo, czym determinowany jest taki sposéb hy-
brydyzacji. Miejsce docelowe dla lin-4 jest komple-
mentarne do stRNA w 50-75%. Koniec 3’ tego regio-
nujest zwykle tworzony z par Watsona-Cricka, nato-
miast dla konnca 5’ charakterystyczne sg wypetlenia i
wybrzuszenia (ryc. I1B). Biorgc pod uwage istnienie
w mMRNA czesto kilku miejsc oddziatywania z mi-
RNA mozna domniemywac, ze niecatkowita hybry-
dyzacja umozliwia ominiecie niekomplementarnych
par wynikajgcych z ewentualnych pojedynczych mu-
tacji czy miejsc SNP i dopasowanie sie sekwencji
mikroRNA/transkrypt mRNA w procencie wystar-
czajagcym do zahamowania ekspresji. Ponadto, po-
wstajgce w miejscu wigzania wybrzuszenia moga
by¢ rozpoznawane przez dodatkowe czynniki
biatkowe, niezidentyfikowane do tej pory, a zaanga-
zowane w mechanizm hamowania translacji i
dziatajgce w oparciu o charakterystyczne motywy
strukturalne RNA.

Oproécz drugorzedowej struktury, sekwencja nu-
kleotydowa moze determinowaé miejsce wigzania
sie i dziatania miRNA. Swoiste elementy sekwencji
regiondw 3°UTR tj. motywy K-box (CUGUGAUA)
oraz Brd-hojc (AGCUUUUA) sg istotne w potran-
skrypcyjnym blokowaniu ekspresji genéw waznych
dla prawidtowego rozwoju D. melanogaster [70].
Miejsca te. zachowane ewolucyjnie rowniez w
3’'UTR mRNA innych organizméw, stanowig poten-
cjalne sekwencje docelowe dla niektérych miRNA
[17]. Stwierdzono komplementarno$é koncow 5°kil-
kunastu miRNA z motywem K-6o.r. miR-4 oraz
miR-11 tworzg 8nt dupleks, przypominajacy struktu-
ralnie sparowanie lin-4/mRNA, z K-box i Brd-box
regionu 3’UTR regulatora rozwoju u D.melanoga-
ster [17].

mikroRNA jako sktadowe transkryptomu wyka-
zujg zmienny wzo6r ekspresji, od jednorodnego w
trakcje rozwoju, po wzglednie swoisty, charaktery-
styczny dla danego stadium czy rodzaju tkanki. Taki
profil ekspresji sugeruje zaangazowanie mikroRNA
w rézne procesy komoérkowe, wtgczajac wspomniang
regulacje rozwoju, przestrzenne roéznicowanie ko-
morek czy fizjologie komdrkowa i ustrojowg. Najle-
piej scharakteryzowane pod wzgledem funkcji biolo-
gicznej sg opisane wczesniej stRNA lin-4 i let-7. In-
tensywne badania dostarczajg nowych danych na te-
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mat znaczenia innych przedstawicieli klasy miRNA
dla prawidtowego funkcjonowania komdérki.
miR-14, ulegajacy ekspresji podczas embriogene-
zy i w dorostym stadium D. melanogaster, hamuje
aktywatory apoptozy [71, 72], Zablokowanie pro-
dukcji funkcjonalnego miRNA powoduje obnizenie
przezywalno$ci mutantow oraz podniesienie wrazli-
wosci na stres. Zidentyfikowanie mikroRNA zaanga-
zowanego w proces regulacji apoptozy nasuwa pyta-
nie o istnienie potencjalnych mikro-regulatoréw on-
kogenezy. Nie wykazano bezposredniego zwigzku
rozwoju nowotworu z zablokowaniem apoptozy po-
przez mikroRNA. Wsrod
wujgcych

grupy gendéw
poprzez
programowanej S$mierci komoérki nie znajduja sie

akty-

nowotworzenie zahamowanie

geny mir. Nie mozna jednak wykluczy¢ takiej kore-

jednostka
monocistronowa

jednostka

wstepna obrobka

policistronowa

i1 ik

lacji, ktéra bytaby istotnym aspektem w zrozumieniu
procesu regulacji przezywalnosci chorych komdrek.

Chroniczna leukemia leukocytalna (CLL, ang.
chronic lymphocytic leukemia) jest najczestszg
forma biataczki na Swiecie [73]. Zwigzana z chorobg
delecja locus 13q 14 wystepuje w ponad potowie
przypadkéw i stanowi najczestszg forme aberacji
chromosomowych charakterystycznych dla CLL.
Region 13q 14 zawiera pie¢ gendéw kodujacych ncR-
NA, w tym geny miRI5 oraz rniR16. Postuluje sie, ze
miR 15-16 tracone w wyniku delecji w 65% przypad-
kow CLL sg odpowiedzialne za prawidtowy rozwdj i
funkcjonowanie leukocytéw [74],

Innym przyktadem regulatora rozwoju komdrek
jest miR-23 biorgcy udziat w réznicowaniu sie neu-
ronéw z komoérek NT2 pod wptywem kwasu retiono-
wego [75]. Ludzki gen Hesl jest regulatorem rozwo-
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Ryc. 2. Model biogenezy i przypuszczalnej funkcji mikroRNA. Geny mikroRNA przepisywane sg jako pierwotny transkrypt (pri-miRNA)
przeksztatcany nastepnie w ~70nt prekursor pre-mikroRNA. Czasteczka prekursora, po transporcie do cytoplazmy hydrolizowana jest przez
rybonukleaze Dicer do formy dojrzatych mikroRNA wigzanych w kompleksy miRNP, ktére hamuja translacje lub degraduja docelowe
mRNA. MikroRNA wigzace sie z mMRNA w spos6éb catkowicie komplementarny indukuja degradacje docelowego transkryptu. Mechanizm
biogenezy takich mikroRNA, podobnych do duplekséw siRNA, jest obecnie stabo poznany.
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ju komdrkowego, ulegajacym ekspresji w neuronal-
nych komdérkach macierzystych i kodujacym repre-
sor transkrypcji hamujacy rozwdj neurondéw. Hesl
jest celem dla miR-23, kodowanego w réznicujacych
sie i rozwijajacych
miR-23 jako regulatora Hesl wykazuje konserwa-

neuronach. Funkcjonalnos$¢
tywnos$¢ filogenetyczng u cztowieka i myszy [75],
dupleksu MRNA/mikroRNA nie
zaktdca stabilno$ci mRNA, poziomu poliadenylacji i

Utworzenie

zasocjowania w polisomy. Znaczna cze$¢ frakcji
biatek zwiazanych w kompleksach miRNP wytraca
sie w okreslonych warunkach wraz z rybosomami
[27], Nie wiadomo, czy wspéistragcanie oznacza
funkcjonalne zwigzanie sie czynnikéw z rybosoma-
mi, cho¢ w przypadku lin-4 stwierdzono bezposredni
zwigzek stRNA z polisomalnym mRNA lin-14 [76].
Przypuszcza sie zatem, ze oprécz ttumienia transla-
cji, mMiRNA moga regulowaé stabilno$¢ i lokalizacje
mRNA w komérce [31].

mikroRNA zdolne sg do regulacji wzajemnej eks-
presji. Sekwencje genu mir-5, zawierajagcg motyw
K-box, zlokalizowano obok loeus genu kodujgcego
miR-6-1,2,3 posiadajgcego region komplementarny
do K-box w 20-21 ciagu nukleotydowym. miR-5
moze zatem oddziatywac lub konkurowac¢ ze zdolno-
§cig oddziatywania miR-6-1,2,3 z regionami 3’UTR
zawierajagcymi K-box [17].

mikroRNA zaangazowane sg takze w mechanizm
wiasnej biogenezy. Transkrypt genu kodujacego
biatko DCLI u A. thaliana utrzymywany jest w ko-
morce na statym poziomie dzieki potranskrypcyjne-
mu negatywnemu sprzezeniu zwrotnemu. Sekwencja
MmMRNA dcli zawiera region komplementarny do
miR-162. Funkcjonalna rybonukleaza DCLI katali-
zuje generowanie populacji mikroRNA w komérce, z
ktorych jeden (miR-162) czesciowo hamuje ekspre-
sje DCL lzapewniajgc utrzymywanie ilosci biatka na
funkcjonalnie niskim poziomie [54].

VI. MikroRNA czy siRNA?

Niektore roslinne mikroRNA wykazujg catkowitg
lub prawie catkowita komplementarno$¢ z docelo-
wym mRNA. miR-171 (miRNA39), nalezacy do gru-
py mikroRNA hybrydyzujagcych do mRNA w sposéb
catkowicie komplementarny, reguluje ekspresje
transkryptdw z rodziny SCL. Biatka SCL sg czynni-
kami transkrypcji kontrolujgcymi hormonalne szlaki
sygnatowe oraz zaangazowanymi w rozwGj meryste-
mu korzenia ipodziaty komorek. miR-171 ma mozli-
wos$¢ funkcjonowania jako siRNA hamujacy ekspre-
sje poprzez degradacje komplementarnego tran-

skryptu. Jednocze$nie, miR171 niejest czeScig wiegk-
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szej populacji siRNA skierowanej przeciwko szer-
szym fragmentom mRNA SCL, gdyz nie stwierdzono
w A. thaliana innych matych RNA homologicznych
do regionu 3’ docelowego genu [38, 39].

Opisany wcze$niej miR-162 takze dziata zgodnie
z mechanizmem charakterystycznym dla RNAI.
miR-162 inicjuje degradacje czesSciowo dojrzatego
pre-mRNA dcli na terenie jagdra komdrkowego. Ten
mechanizm nieco odbiega od przyjetego modelu
dziatania wiekszosci miRNA (Ryc. 2). Coraz wiecej
danych wskazuje jednak na mozliwos$¢ takiego spo-
sobu funkcjonowania mikroRNA.

W genomie myszy zmapowano tkankowospecy-
ficzne geny mikroRNA, tj. mir-127 oraz mir-136 na
chromosomie 12, ktérych homologi wystepujg u
cztowieka w loeus 14932. Oba geny zlokalizowane
sg w poblizu wyspy CpG mysiego genu Rtll (ang. re-
trotransposon-like), ulegajagcego ekspresji wytacz-
nie z allelu ojcowskiego. Geny mir-127 i mir-136
przepisywane sg w antysensowej orientacji w stosun-
ku do Rtll, a ich ekspresja zachodzi jedynie z chro-
mosomu matczynego. Sekwencje miR-127 oraz
miR-136 sg catkowicie komplementarne do frag-
mentu ORF Rtll, co sugeruje, ze podobnie jak nie-
ktére roSlinne miRNA funkcjonujg one jako siRNA
wyciszajac ekspresje/?/// [77], Wzajemne pietnowa-
nie genéw kodujacych biatka i genéw ncRNA, zgru-
powanych w tym samym regionie sugeruje, ze regu-
latorowa rola niekodujgcych RNA moze dotyczy¢
autosomalnej kontroli epigenetycznej [78],

VII. Perspektywy technologii mikroRNA

Zjawisko interferencji RNA z powodzeniem sto-
sowane jest obecnie w genomice funkcjonalnej i te-
rapii genowej. Witasciwo$ci matych siRNA genero-
wanych z wektorow wykorzystano do scharakteryzo-
wania profili ekspresji wielu gendw oraz do degrada-
cji wirusowego materiatu genetycznego. Funkcjo-
nalnos¢ mikroRNA stanowi réwniez obiecujgce na-
rzedzie inzynierii genetycznej. Pierwsze syntetyczne
czasteczki mikroRNA stworzone w wyniku wklono-
wania pozadanej sekwencji w strukture prekursora
pre-miR-30, z zachowaniem jego swoistej struktury
drugorzedowej, funkcjonujag jak naturalne miRNA
blokujagc ekspresje transkryptu komplementarnego
do zaprojektowanego insertu [79, 80], Dzieki zdol-
nosci do ttumienia ekspresji, a nie catkowitej degra-
dacji docelowego transkryptu, technologia mikro-
RNA moze okaza¢ sie niezastgpiona podczas badan
funkcji genow tkankowo specyficznych lub aktyw-
nych w okreslonej fazie cyklu komorkowego czy sta-
dium rozwoju.
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Biatka detektorowe rozpoznajace pekniecia nici DNA
i ich udziat w mechanizmach komorkowej odpowiedzi na

stres

Detectors of DNA strand breaks and their role in the

cellular response to stress

JOANNA LtANUSZEWSKAL PIOTR WIDLAK?2

Spis tresci:

l.  Wstep
1. Biatka rozpoznajace pekniecia DNA iich udziat w na-
prawie DNA
14-1. Biatka zwigzane z mechanizmem NHEJ
11-2. Biatka zwigzane z mechanizmem HR
11-3. Biatka zwigzane z mechanizmem BER
I11. Mechanizmy regulujgce przebieg cyklu komérkowego
indukowane peknieciami nici DNA
111-1. Detektory DSB
111-2. Udziat biatka ATM w regulacji cyklu komérko-
wego
IV. Apoptoza indukowana przez uszkodzenia DNA
V. Telomery a biatka rozpoznajace pekniecia DNA
VI. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skréotéw : BER — naprawa przez wycie-
cie zasady; CDK kinaza zalezna od cykliny; DNA-PK — Ki-
naza biatkowa zalezna od DNA; DSB — dwuniciowe pekniecie
DNA; HR
NHEJ taczenie niehomologicznych koncéw DNA

naprawa przez rekombinacje homologiczng;

I. Wstep

Nosnikami informacji genetycznej w komorce eu-
kariotycznej sg chromosomy — liniowe czgsteczki
DNA zwigzane z rozlicznymi biatkami chromatyny.
Z koncami chromosomow oddziatujg wyspecjalizo-
wane biatka tworzac struktury zwane telomerami.
Utrzymanie prawidtowej struktury telomerdédw jest
jednym z czynnikéw decydujgcych o prawidtowym
przebiegu cyklu zyciowego komérki [1], Odwracal-
ne przerwy w liniowej strukturze chromosoméw ge-
nerowane enzymatycznie w trakcie cyklu komérko-
wego sg niezhedne do prawidtowego przebiegu repli-

1Mgr,2drhab., Zaktad Radiobiologii Doswiadczalnej i Klinicz-
nej. Centrum Onkologii, Oddziat w Gliwicach, Wybrzeze Armii
Krajowej 15. 44-100 Gliwice, e-mail: widlak@io.gliwice.pl
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kacji i rekombinacji DNA [2, 3]. Ponadto, fragmen-
tacja chromosomoéw katalizowana przez nukleazy
jest zjawiskiem typowym dla kohAcowych etapéw
apoptozy [4], W trakcie zycia komorki pekniecia nici
DNA (i w rezultacie przerwanie liniowej ciggtosci
chromosomow) sg rowniez rezultatem procesow
“nieplanowanych”, indukowanych przez czynniki
uszkadzajagce DNA. Do czynnikéw uszkadzajgcych
DNA, tak zwanych czynnikdw genotoksycznych, na-
lezg niektdre rodzaje promieniowania elektromagne-
tycznego i r6znorodne substancje chemiczne po-
chodzace ze srodowiska lub bedace produktami me-
tabolizmu komérki. Czynniki te indukujg modyfika-
cje lub utrate zasad i pekniecia nici DNA. Pekniecia
nici DNA powstajg w wyniku: (i) bezpos$redniego
dziatania czynnikéw genotoksycznych (promienio-
waniajonizujgcego czy reaktywnych form tlenu), (ii)
jako etapy posrednie naprawy zmodyfikowanych za-
sad lub (iii) jako efekt zablokowania replikacji
DNA. Jesli
umiejscowione sg w obu niciach w niewielkiej od-

uszkodzonego pekniecia nici DNA

legtosci od siebie, méwimy o dwuniciowych peknie-
ciach DNA, tzw. DSB (ang. double-strand breaks).
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Uszkodzenia takie indukujg rearanzacje struktury
gendw iutrate materiatu genetycznego, wskutek cze-
go sg silnie toksyczne dla komoérek. Szacuje sie, ze
obecno$¢ w genomie nawet jednego uszkodzenia
typu DSB wystarcza do zablokowania cyklu komaor-
kowego, a brak jego naprawy moze by¢ letalny [5],

Podstawowa reakcja komérki na uszkodzenia
DNA polega na uruchomieniu proceséw jego napra-
wy. Uszkodzenia typu DSB naprawiane saw dwojaki
sposob: (i) za pomoca rekombinacji homologicznej,
HR (ang. homologous
(ii) taczenia koncow niehomologicznych, NHEJ
(ang. non-homologous end-j_oining). Oba typy napra-
wy odtwarzajg liniowa ciggto$¢ chromosomoéw, ale

recombination) i/lub

tylko naprawa typu HR zapewnia catkowite odtwo-
rzenie informacji zawartej w uszkodzonym fragmen-
cie (mechanizm wolny od btedéw). Wzajemna regu-
lacja dziatania obu systeméw naprawczych nie zo-
stata doktadnie poznana. Jednak wiele danych wska-
zuje, ze, podczas gdy u nizszych Eukaryota (dro-
zdze) przewaza system HR, u wyzszych (kregowce)
udziat kazdego z tych systeméw zalezy od fazy cyklu
komérkowego: NHEJ przewaza w fazie G1/GO i
wczesnej fazie S, natomiast znaczenie HR wzrasta w
p6znej fazie S iw G2 [6]. Jednocze$nie z rozpocze-
ciem naprawy, w komodrkach zostajg uruchomione
mechanizmy prowadzace do zablokowania cyklu ko-
morkowego (system punktéw kontrolnych, ang.
checkpoints), co umozliwia naprawe uszkodzen za-
nim nastgpi replikacja i podziat chromosoméw. Me-
chanizmy naprawy DNA iregulacji cyklu komoérko-
wego zwiekszajg prawdopodobieAstwo przezycia
komdérek przy minimalizacji ryzyka powielenia
uszkodzonego materiatu genetycznego. W pewnych
sytuacjach (bardzo wysoki poziom uszkodzen, nie-
sprawne mechanizmy naprawy) komdrki nie sg w
stanie naprawi¢ powstatych uszkodzen DNA. Zwy-
kle takie komérki sg usuwane z organizmu na drodze
apoptozy. Klonalna ekspansja komdrek majacych
defekty w mechanizmach naprawy DNA i opornych
na apoptoze jest czesto podtozem procesu nowotwo-
rowego. Tak wiec o wrazliwosci komérek na uszko-
dzenia DNA decyduje wiele powigzanych ze sobg
czynnikow: podatno$¢ na powstawanie uszkodzenia,
wydajnos$¢ i doktadno$é proceséw naprawy, spos6b
regulacji cyklu komérkowego i inne mechanizmy
spowodowane uszkodzeniami DNA.

We wszystkich procesach zapoczatkowanych
uszkodzeniami DNA zaangazowane sg trzy klasy
biatek. “Efektorami” (lub
biatka swoiste dla r6znych typédw odpowiedzi: enzy-

“wykonawcami”) sg

my naprawcze, inhibitory iaktywatory kinaz biatko-
wych zaleznych od cyklin, czy proteazy i nukleazy
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apoptotyczne. Biatka efektorowe znajdujg sie pod
kontrolg biatek regulatorowych, czesto uruchamia-
nych przez r6zne rodzaje stresu i uruchamiajacych
réozne rodzaje odpowiedzi. Biatka takie nazywa sie
czasem “integratorami”, a ich najlepiej znanym
przyktadem jest czynnik transkrypcyjny p53. Rozpo-
znanie uszkodzenia i aktywacja biatek regulatoro-
wych sg zalezne od trzeciej klasy biatek: “detekto-
row” (lub “sensordw™) [7], Ostatnie lata przyniosty
wrecz lawinowy przyrost wiedzy na temat moleku-
larnych mechanizméw komérkowej odpowiedzi na
stres, informacje o najnowszych osiggnieciach tego
obszaru biologii komo6rki mozna znalez¢ w wielu
pracach przegladowych [8-12], rowniez publikowa-
nych wjezyku polskim [13]. Przedmiotem niniejszej
pracy sg biatka detektorowe rozpoznajgce uszkodze-
nia typu DSB iich udziat w mechanizmach komérko-
wej odpowiedzi na uszkodzenia materiatu genetycz-
nego.

I1. Biatka rozpoznajace pekniecia DNA i ich
udziat w naprawie DNA

I1-1. Biatka zwigzane z mechanizmem NHEJ

taczenie niehomologicznych kohncéw DNA
(NHEJ) wymaga obecnos$ci kilku swoistych biatek
jadrowych: kinazy biatkowej zaleznej od DNA

(DNA-PK), biatka Artemis, biatka XRCC4 i ligazy
IV DNA. Biatka te biorg udziat zar6wno w naprawie
DSB, jak irekombinacji V(D)J w trakcie dojrzewa-
nia limfocytéow [2], Biatko DNA-PK sktada sie z
dwéch podjednostek: Ku70/Ku86
wigzgcego korice DNA oraz podjednostki katalitycz-

heterodimeru

nej DNA-PKcs o aktywnos$ci kinazy biatkowej. De-
cydujace znaczenie dla rozpoznawania peknie¢ DNA
ma w procesie NHEJ biatko Ku, bedace gtéwnym
biatkiem komdrkowym majgcym zdolno$¢ do nieza-
leznego od sekwencji nukleotydéw wigzania z wol-
nymi koricami DNA [14], Biatko Ku rozpoznaje pek-
niecia DNA iwigze sie z nimi, a oprécz tego posiada
zdolno$¢ translokacji wzdtuz helisy DNA, co powo-
duje, ze fragmenty DNA moga by¢ zwigzane z kilko-
ma czasteczkami tego biatka [15], Do wiasciwego
dziatania biatka Ku niezbedna jest dimeryzacja pod-
jednostek Ku70 i Ku86. W wigzaniu DNA biorg
udziat fragmenty N-korncowe Ku70 i Ku86, fragment
centralny Ku86 oraz C-koncowy fragment Ku70
[16], Znana jest struktura krystaliczna heterodimeru
Ku, zaréwno samego biatka, jak ijego kompleksu z
DNA. Heterodimer Ku70/Ku86 tworzy symetryczna
strukture otaczajacg dwa skrety helisy DNA ijedno-
cze$nie umozliwiajgca dostep innych biatek do DNA
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[17]. Usuniecie (ang. knock-out) genéw kodujacych
podjednostki biatka Ku nie powoduje $mierci organi-
zmoéw, ale znacznie uposledza odporno$¢ na promie-
niowanie jonizujgce [18], oraz wptywa na wiele pro-
cesdw zwigzanych z obrdbkag koricow DNA.
DNA-PKcsn podjednostka katalityczna biatka
DNA-PK, jest kinazg
biatkowag nalezgcg do rodziny biatek spokrewnio-
nych z kinazg 3-fosfoinozytolu [19]. W niskim steze-
niu soli biatko to ma zdolno$¢ stabego wigzania z
krotkimi fragmentami DNA [20], Stwierdzono row-

serynowo-treoninowg

niez, ze DNA-PKCS moze stanowi¢ pomost tgczacy
dwa kornce czagsteczek DNA [21], Tworzenie kom-
pleksu z biatkiem Ku znacznie zwieksza zdolnosé
wigzania biatka DNA-PKCsz DNA i przyjmuje sie,
ze taki kompleks po zwigzaniu z wolnymi koncami
DNA jest aktywng formg kinazy w warunkach in vivo
[20]. Do potencjalnych substratéw DNA-PK nalezy
wiele biatek jadrowych, niejest jednak jasne, ktore z
nich sg rzeczywistymi substratami w warunkach in
vivo. Przyjmuje sie, ze znaczenie fizjologiczne ma
fosforylacja biatek biorgcych udziat w mechanizmie
NHEJ: XRCC4, Ku70, Ku86 i samej DNA-PKCS
[22], Uwaza sie, ze po zwigzaniu z peknieciem DNA
biatko DNA-PK petni funkcje strukturalng, utrzy-
mujac razem oba konce pekniecia i tworzac platfor-
me dla innych biatek naprawczych (np. ligazy DNA),
oraz ze reguluje aktywno$¢ tych biatek przez ich fos-
forylacje [21], Nie jest jasne, czy DNA-PK bierze
udziat w innych mechanizmach odpowiedzi komorki
na promieniowanie. Wiele danych wskazuje, ze cho-
ciaz w warunkach in vitro kinaza ta moze fosforylo-
waé biatko p53, to w napromieniowanej komorce
fosforylacja p53 jest niezalezna od DNA-PK [23].
Komérki majgce zmutowany gen kodujacy podjed-
nostke DNA-PKCs (podobnie jak komorki z mutacja-
mi w genach kodujgcych Ku) wykazujg podwyz-
szong radiowrazliwos$¢ i niesprawny mechanizm re-
kombinacji V(D)J, czego wynikiem jest ciezkie upo-
$ledzenie systemu immunologicznego (zespét SCID,
ang. severe combined Immunodeficiency) [24],
Ligaza IV DNA jest jedyna ligazag katalizujaca
taczenie koncéw DNA w trakcie NHEJ [25], Czynni-
kiem niezbednym do jej aktywacji jest biatko
XRCC4, z ktéorym ligaza 1V tworzy kompleks [26],
Biatko XRCC4 wykazuje podwyzszone powinowac-
two do wolnych koncow DNA, moze wiec by¢ dodat-
kowym czynnikiem rozpoznajagcym DSB [27]. Inak-
tywacja zaréwno ligazy IV jak i biatka XRCC4 pro-
wadzi do $mierci zarodk6w w pdznym stadium zycia
ptodowego, ktorej przyczyng sg zaburzenia w dojrze-
waniu uktadu opornosciowego i neurogenezie [28],
Promieniowanie jonizujgce indukuje w komorkach
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fosforylacje biatka XRCC4 katalizowang przez
DNA-PK, co wptywa na wigzanie tego biatka do
DNA [29], Mutacje genu kodujgcego biatko Artemis,
ktdére bierze udziat w obrdbce petli DNA generowa-
nych przez rekombinaze Ragl/Rag2 w trakcie re-
kombinacji V(D)J, réwniez zwiekszaja wrazliwos¢
komorek na czynniki indukujgce pekniecia DNA
[30].

I1-2. Biatka zwigzane z mechanizmem HR

W mechanizmie rekombinacji homologicznej
(HR) zaangazowana jest duza grupa swoistych enzy-
mow i biatek strukturalnych. W drozdzach Saccharo-
myces cerevisiae, gdzie mechanizm HR poznany jest
najlepiej, sa to biatka tworzace grupe epistatyczng
RAD52: RAD50, RAD51, RAD52, RAD54, RADS55,
RAD57, MRE11 i XRS2. W komoérkach ludzkich
obecne sg biatka homologiczne (a co najmniej odpo-
wiedniki funkcjonalne) do wszystkich tych biatek
[31]. Biatko Rad52 jest biatkiem wigzacym konce
DNA iprzyjmuje sie, ze petni ono funkcje detektora
DSB swoistego dla mechanizmu HR [32], Ponadto,
Rad52 stymuluje wymiane nici DNA utatwiajgc aso-
cjacje Rad51 z ssDNA itworzenie filamentu nukle-
oproteinowego. Promieniowanie jonizujgce powo-
duje akumulacje biatek biorgcych udziat w rekombi-
nacji homologicznej (Rad51, Rad52 i Rad54) w
ogniskach (Joci) zlokalizowanych w miejscach
uszkodzenia, ale tworzgce sie struktury nie sg sta-
tyczne; stabilnie zwigzany Rad51 jest miejscem od-
wracalnego przytaczania Rad52 i Rad54 [33]. W ko-
moérkach ssakéw i ptakéw (W odr6znieniu od dro-
zdzy) usuniecie genu Rad52 nie pow'oduje nadwra-
zliwosci na czynniki indukujgce DSB, chociaz istot-
nie wptywa na rekombinacje homologiczng [34],
Uwaza sie, ze wzajemny iloSciowy stosunek biatek
Rad52 i Ku oraz ich wsp6tzawodniczenie w wigzaniu
DSB wyznacza przebieg naprawy tych uszkodzen
poprzez kierowanie ich badz na droge HR badz
NHEJ [35].

Poza biatkami swoistymi dla kazdego z typéw na-
prawy peknie¢ DNA w komérkach obecna jest grupa
biatek biorgcych udziat zarowno w HR, jak i NHEJ.
W komorkach kregowcéw do grupy tej nalezg trzy
biatka tworzgce kompleks: Rad50, Mrell i Nbsl.
Biatko Nbsl, nazywane takze p95 lub nibrynga, jest
funkcjonalnym analogiem biatka Xrs2 drozdzy [36].
Mrel 1jest nukleazg wykazujgcg w warunkach in vi-
tro aktywno$¢ 3’—5’ egzonukleazy [37], Co cieka-
we, w warunkach in vivo kompleks zawierajacy
biatko Mrel 1 dziata jako 5°’—3’ egzonukleaza [38],
Usuniecie genu MRE11 powoduje silne ostabienie
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wydajnosci obu mechanizméw naprawy DSB. Jed-
nak mutacje punktowe, hamujace aktywno$¢ nukle-
azowa Mre 11, nie wptywajg najego aktywnos$¢ repa-
racyjng [39]. Uwaza sie wiec, ze chociaz aktywnos$¢
nukleolityczna Mrel 1 moze mie¢ pewne znaczenie
w obrébce koncow DSB, to dla naprawy DNA wa-
zniejsze moga by¢ inne wtasciwosci kompleksu za-
wierajgcego Mrel 1 (na przyktad zdolno$¢ wyszuki-
wania mikrohomologii pomiedzy koncami DNA)
[10]. Aktywnos¢ biatka Mrel 1 zalezy od obecnosci
kazdego z trzech sktadnikdw kompleksu. Biatko
Nbsl wigze sie z Mrel 1, stabilizuje kompleks i sty-
muluje jego aktywnos$¢ nukleolityczng [40], Wigza-
nie kompleksu z konicami DNA odbywa sie poprzez
nukleaze Mrel 1 oraz domene Rad50 wigzagcg DNA
[41]. Kompleksy Rad50/Mrel 1/Nbsl nagromadzajg
sie wkrétce po napromieniowaniu komdrek w ogni-
skach zlokalizowanych w miejscach DSB. Chociaz
biatko Nbsl nie wigze sie z DNA, jego domena FHA
jest odpowiedzialna za tworzenie kompleksow
Rad50/'Mrel 1/Nbsl w miejscach uszkodzenia DNA
[42], natomiast domena C-kohcowa jest odpowie-
dzialna za jadrowg lokalizacje kompleksu [43].

Silne wigzanie z chromatyng kompleksow zawie-
rajgcych Mrel 1 obserwuje sie juz po kilku minutach
od napromieniowania komoérek [44], Istotng role
kompleksu Rad50/Mrel 1/Nbsl podkresla fakt, ze
catkowite usuniecie genéw kodujgcych ktdrekol-
wiek z tych biatek powoduje $mier¢ zarodkow myszy
[10]. Stwierdzono, ze mutacje gendw kodujacych
Nbsl i Mrell obecne sg w dziedzicznych schorze-
niach przypominajgcych zesp6t AT (omdwiony po-
nizej). W przypadku defektow Nbsl jest to zespot
tamliwych chromosoméw' Nijmegen (ang. Nijmegen
breakage syndrome) [43], a w wypadku defektow
Mrel 1 - zespét AT-LD (ang. Ataxia-telangiecta-
sia-ljke disorder) [45], Jedng z charakterystycznych
cech komoérek AT sg zaburzenia w szlakach przeka-
zywania sygnatu indukowanego przez uszkodzenia
DNA. Wskazuje to, ze kompleks Rad50/Mrel 1/Nbsl
zaangazowany jest rowniez w kontrole cyklu komor-
kowego. Ponadto kompleks ten bierze udziat w regu-
lacji przebiegu rekombinacji mejotycznej i w utrzy-
maniu struktury telomeréw [37],

11-3. Biatka zwigzane z mechanizmem BER (ang.
base excision repair)

Biatkiem majgcym silne powinowactwo do pek-
nie¢ DNA, zaréwno jedno, jak i dwuniciowych, jest
polimeraza poli(ADP-rybozy), PARP-1. Enzym ten
katalizuje synteze dtugich rozgatezionych tancu-
chow poli ADP-rybozy (wykorzystujac NAD+jako
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substrat) przytagczanych do reszt glutamylowych,
asparaginowych i lizynowych biatek akceptoro-
wych. Do biatek modyfikowanych przez PARP-1na-
lezg histony, DNA-PK czy p53, jednak podstawo-
wym akceptorem tafAcuchéw poli ADP-rybozy jest
samo biatko PARP-1.Wiazanie do koricow DNA jest
niezbedne do aktywacji enzymu. Synteza ujemnie
natadowanych taAcuchéw poli ADP-rybozy powo-
duje oddysocjowanie biatka od DNA, polimer jest
nastepnie degradowany przez glikohydrolaze
poli(ADP-rybozy), co umozliwia rozpoczecie catego
cyklu od poczatku [46]. Przyjmuje sie, ze PARP-1
zwigzany jest z mechanizmami naprawy zmodyfiko-
wanych zasad w procesie BER. PARP-1tworzy kom-
pleksy z biatkami zaangazowanymi w ten proces
(XRCC1, polimeraza DNA i ligaza 111), wigze sie
rowniez z nacigciami nici DNA generowanymi w
trakcie naprawy [47], Jednak mechanizm udziatu
biatka PARP-1 w procesie BER kryje wiele niejasno-
§ci. Chociaz komérki pozbawione genu PARP-1 cha-
rakteryzuja sie zwiekszong wrazliwos$cig na czynniki
alkilujgce DNA i wysokg niestabilno$cig chromoso-
moéw, to szybko$¢ naprawy DNA wydaje sie nie-
zmieniona [48]. Dane z eksperymentdw in vitro wy-
kazuja, ze PARP-1 wigze sie z nacieciami nici DNA
bedagcymi produktami posrednimi BER i blokuje
transkrypcje z uszkodzonej nici DNA umozliwiajac
przytaczenie enzymow naprawczych w miejscu
uszkodzenia [49],

Aktywnosé¢ PARP-1 jest
DNA-PK, by¢ moze wskutek wspdtzawodniczenia

hamowana przez

miedzy PARP-1 i Ku o dostep do wolnych koAcow
DNA. Wiadomo réwniez, ze oba biatka moga two-
rzy¢ kompleksy [50]. Zdolno$¢ szybkiego wigzania
do peknie¢ DNA ibrak bezposredniego udziatu w ich
naprawie sktania do uznania PARP-1 za biatko, ktére
ochrania koince DNA przed degradacjg nukleoli-
rekombinacjg [51]. Przez
poli-ADP-rybozy PARP-1 wigze sie z szeregiem
biatek jadrowych, m.in. histonéw, XPA, DNA-PK
czy p53, co moze mieé¢ znaczenie funkcjonalne. Wia-

tyczng i tancuchy

domo na przyktad, ze oddziatywania z PARP-1 stabi-
lizujg biatko p53 [52], Ponadto PARP-1modyfikuje i
wigze sie z innymi czynnikami transkrypcyjnymi
(np. Oct-1, B-Myb czy AP-2). Sugeruje to dodat-
kowag funkcje tego biatka jako czynnika spowal-
niajacego transkrypcje genéw' zawierajgcych uszko-
dzenia [47], Postuluje sie, ze podobnag funkcje
mogtoby petni¢ rowniez biatko Ku. W komérkach
drozdzy biatko to tworzy kompleksy z biatkami Sir,
odpowiadajgcymi za formowanie nieaktywnej hete-
rochromatyny [53]. Ostatnio zaproponowano dodat-
kowg funkcje biatka PARP-1 jako czynnika akty-
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wujgcego proteosomowgq degradacje biatek uszko-
dzonych przez reaktywne formy tlenu [54],

I1l. Mechanizmy regulujace przebieg cyklu
komérkowego indukowane peknieciami
nici DNA

I11-1. Detektory DSB

W chwili obecnej nie jest do konca jasne, ktére z
biatek uczestniczacych w regulacji cyklu komoérko-
wego sg biatkami sensorowymi. Dane genetyczne i
biochemiczne wskazujg, ze przynajmniej w przypad-
ku uszkodzen typu DSB funkcje detektora uszkodzen
peini biatko ATM, a prawdopodobnie réwniez kom-
pleks Rad50/Mrel 1/Nbsl.

ATM jest biatkiem zmutowanym w dziedzicznej
recesywnej chorobie ataxia-telangiectasia (ang. AT
mutated). Zesp6t AT charakteryzuje sie szeregiem
swoistych cech klinicznych. Sag to miedzy innymi:
postepujaca degeneracja kory mézdzku prowadzaca
do zaburzer ruchowych [ataxia), dylatacja naczyn
krwionosnych (telangiectasia), op6znienia wzrostu,
przedwczesne starzenie sie i silne predyspozycje do
nowotworow krwi. Komérki pacjentéw z zespotem
AT wykazuja nadwrazliwo$¢ na promieniowanie jo-
nizujace, tamliwos¢ chromosomoéw i zaburzenia me-
chanizméw regulujgcych cykl komdérkowy i apopto-
ze [55]. Podobny fenotyp zwigzany jest z mutacjami
Nbsl i Mrel 1. Biatko ATM, podobnie jak DNA-PK,
nalezy do rodziny serynowo-treoninowych Kkinaz
biatkowych spokrewnionych z kinazg 3-fosfoinozy-
tolu. W reakcji in vitro ATM fosforyluje reszty sery-
nowe itreoninowe poprzedzajace reszty glutamino-
we w wielu biatkach [56]. Uwaza sie, ze fizjologicz-
nymi substratami ATM sg biatka zwigzane z mecha-
nizmami przekazywania sygnatu i naprawy DNA,
miedzy innymi p53, c-Abl, BRCA1, Nbsl, Mdm2,
Chk2, hRadl7 [8], FANCD2 [57] i histon H2A.X
[58], Biatko ATM wiaze sie silnie z chromatyng ko-
morek traktowanych promieniowaniem jonizujgcym
(lecz nie promieniowaniem UV) juz w 30 sekund po
napromieniowaniu, ajego aktywno$¢ enzymatyczna
wzrasta kilkakrotnie [59]. W tym samym czasie, w
miejscach uszkodzenia obserwuje sie katalizowang
przez ATM fosforylacje histonu Fi2A.X, a nastepnie
dzieki wzajemnym oddziatywaniom Nbsl z ufosfo-
rylow'anym histonem, nagromadzanie kompleksu
Rad50/Mrel 1/Nbsl [60]. Sg to pierwsze zmiany ob-
serwowane w jadrze napromieniowanej komorki.
Mechanizm wigzania biatka ATM z DNA nie jest ja-
sny. Czes$é badaczy sugeruje, ze do wdazania ATM z
DNA niezbedne sg dodatkowe biatka pomocnicze,
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takie jak Ku w wypadku DNA-PK. Mozliwe jest, ze
ATM wigze sie z koncami DNA “przycietymi” przez
kompleks Rad50/Mrel 1/Nbsl [10], Stwierdzono
rowniez, ze samo ATM wykazuje powinowactwo do
dwuniciowego DNA uszkodzonego przez promie-
niowanie jonizujgce [61]. Wskazuje to, ze ATM
moze wigza¢ sie¢ z DNA bez udziatu dodatkowych
biatek pomocniczych. W chwili obecnej istnieja
sprzeczne dane czy (i wjakim stopniu) wigzanie Kki-
nazy ATM z DNA stymuluje jej aktywnos$¢ [7].
Ostatnio przedstawiono dowody wskazujace, ze in-
dukowane promieniowaniem zmiany struktury chro-
matyny inicjujg autofosforylacje i rozpad nieaktyw-
nych dimeréw do aktywnych
ATM [62].

Biatkiem o duzym podobienstwie strukturalnym i
funkcjonalnym do ATM jest ATR. Wigzanie z chro-
matyng i aktywacja ATR obserwowane sg w komor-

monomeréw

kach napromieniowanych UV lub czynnikami blo-
kujacymi replikacje [12], ATR funkcjonuje w kom-
pleksie z biatkiem ATRIP (biatka homologiczne w
drozdzach to Rad26 u S. pombe i Lcdl/Ddc2 u S. ce-
revisiae) [63], Dane genetyczne wskazujg, ze dwa
inne kompleksy biatkowe wspomagajg funkcje ATR.
Jest to kompleks hRadl/hRad9/hHusl, przypomi-
najgcy strukturg biatko PCNA i kompleks sktadajgcy
sie z biatka hRadl 7 iczynnika replikacyjnego RFC3.
Moze to sugerowac, ze ATR rozpoznaje zaburzenia
replikacji zwigzane z obecno$cig uszkodzen DNA
(np. widetki replikacyjne zablokowane w miejscu za-
wierajacym UV-fotoprodukty) [8]. Te same biatka
moga by¢ Fizjologicznymi substratami ATM i ATR, a
funkcje obu kinaz cze$ciowo sie naktadajg i uzu-
petniajg. To prawdopodobnie jest przyczyng faktu,
ze mutacje ATM nie sg letalne. Usuniecie genu ATR
powoduje $mier¢ na wczesnych etapach rozwoju za-
rodkowego, jest tojednak prawdopodobnie zwigzane
ze swoistym udziatem tego biatka w regulacji repli-
kacji [64], Stwierdzono, ze biatka ATM i ATR wyste-
puja w olbrzymich kompleksach nazywanych BASC
(ang. BRCA-gssociated surveillance complex). Poza
ATM (czy ATR) w kompleksie tym wystepujg inne
biatka zwigzane z r6znymi mechanizmami naprawy
DNA: BRCA1 Rad50, Mrel 1, Nbsl,MLH1, MSH2,
MSHG6 i BLM [65], Wielu badaczy sugeruje, ze kom-
pleks ten mégtby petni¢ funkcje uniwersalnego de-
tektora uszkodzen DNA, jednak rzeczywisty mecha-
nizm jego funkcjonowania pozostaje niejasny. Ostat-
nio stwierdzono, ze tzw. ciala jadrowe PML (ang.
PML Nuclear Bodies) - inne wielosktadnikowe kom-
pleksy zaangazowane w komdrkowg odpowiedz na
stres — rdwniez gromadzg sie W miejscach zawie-
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rajgcych ufosforylowany histon H2A.X i kompleksy
Rad50/Mrel 1/Nbsl [66],

111-2. Udziat biatka ATM w regulacji cyklu komér-
kowego

Zwigkszona radiowrazliwo$¢ komorek z mutacja-
mi ATM nie wynika z defektéw w naprawie DSB, a
jej przyczyna sa zaburzenia mechanizméw kontro-
lujagcych  przebieg cyklu komérkowego (ang.
checkpoints). Ponizej przedstawionych jest kilka
mechanizmow regulacji cyklu komérkowego, w kté-
rych bierze udziatl biatko ATM.

Historycznie pierwszy z wyjasnionych mechani-
zmow checkpoint odpowiada za stabilng blokade cy-
klu komérkowego w fazie GI. Mechanizm ten zale-
zny jest od biatka p53, czynnika transkrypcyjnego
regulujacego aktywnos$¢ wielu genéw kodujagcych
biatka biorace udziat w naprawie DNA, regulacji cy-
klu komorkowego iapoptozie [67]. Jednym z genow
aktywowanych przez p53 jest WAF1/CFP1 kodujacy
biatko p21, bedace inhibitorem kinaz biatkowych za-
leznych od cyklin (CDK, ang. cycline-dependent
kinase). Dla regulacji cyklu komérkowego najistot-
niejsze jest wigzanie biatka p21 do komplekséw cy-
klina/CDK, swoistych dla fazy Gl (cycD/CDK4 i
cycD/CDK®6). Zwigzanie inhibitora blokuje aktyw-
nos$¢ kinazy i uniemozliwia fosforylacje swoistych
substratéw, miedzy innymi biatka pRb [68]. Za akty-
wacje biatka p53 odpowiedzialny jest szereg modyfi-
kacji post-translacyjnych, miedzy innymi fosforyla-
cje iacetylacje. Fosforylacja reszt serynowych znaj-
dujacych sie w czesSci N-koncowej (Ser-15i-20) sta-
bilizuje biatko p53 (zapobiegajgc wigzaniu biatka
MDM?2) i stymuluje acetylacje czesci C-koncowej
(Lys-382) przez acetylotransferaze p300/CBP, co
zwieksza jego aktywnos$é jako czynnika transkryp-
cyjnego [69, 70]. Kinazg fosforylujaca reszte Ser-15
jest ATM (a takze ATR i DNA-PK) [71], natomiast
Ser-20 fosforylowana jest przez Chk2, kinaze fosfo-
rylowang (Thr-68) i aktywowang przez ATM [69].
Aktywacja obu kinaz ma miejsce w komorkach trak-
towanych promieniowaniem jonizujgcym, natomiast
promieniowanie UV indukuje aktywacje ATR i
Chkl, kinazy o funkcji podobnej do Chk2 [7]. Ponad-
to ATM ma wptyw na stabilizacje biatka p53 poprzez
modyfikacje funkcji biatka MDM2, czynnika katali-
zujacego ubikwitynacje p53 (i w rezultacie jego de-
gradacje w proteasomach). ATM fosforyluje biatko
MDM?2 (Ser-395), co ostabia jego oddziatywania z
p53 [72], Dodatkowo, ATM poprzez fosforylacje se-
ryny w pozycji 3 1stabilizuje czynnik transkrypcyjny
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E2F1, ktéry aktywuje biatko p 19ARM blokujace
MDM2 [73],

Poza stabilng blokadg cyklu komérkowego w fa-
zie GI ATM bierze udziat w przejsciowej (niezale-
znej od transkrypcji ibiatka p53) blokadzie cyklu ko-
morkowego w fazie przejscia G /S i G2/M. Przejscia
te kontrolowane sg za pomocg regulacji aktywnosci
odpowiednich kinaz CDK (kompleks cycE/CDK2 w
fazie GI/S i kompleks cycB/CDC2 w fazie G2/M).
Fosforylacja dwu reszt aminokwasowych (Thr-14 i
Tyr-15) jest czynnikiem inaktywujgcym te kinazy, a
ich defosforylacja przez odpowiednie fosfatazy
biatkowe jest niezbedna do aktywacji. Te defosfory-
lacje katalizujg dwa biatka: Cdc25A (w fazie GI/S) i
Cdc25C (w fazie G2/M) [13], W komorkach trakto-
wanych promieniowaniem jonizujgcym obie fosfata-
zy sg inaktywowane w wyniku fosforylacji katalizo-
wanej przez Chk2, ktéra z kolei jest aktywowana
przez ATM [74], Wydaje sie, ze w komorkach trakto-
wanych promieniowaniem UV za regulacje aktyw-
nosci tych fosfataz odpowiedzialne sg biatka ATR i
Chkl [7], Fosforylacja Cdc25A (Ser-123) umozliwia
jego ubikwitynacje i w rezultacie degradacje w pro-
teasomach [9]. Fosforylacja Cdc25C (Ser-216) po-
woduje jego wigzanie z biatkiem 14-3-3 itransloka-
cje do cytoplazmy [75]. W zaleznej od ATM bloka-
dzie cyklu komoérkowego w fazie S zaangazowane
jest biatko Nbsl [76]. innym biatkiem zaangazowa-
nym w regulacje tego mechanizmu jest czynnik tran-
skrypcyjny BRCA1 aktywowany przez ATM [77].
Ponadto W przekazywanie sygnatu zaangazowane
jest biatko 53BP1, oddziatujace z histonem H2A.X i
fosforylowane przez ATM [78],

Oprécz udziatu w regulacji cyklu komdérkowego,
ATM uczestniczy w regulacji apoptozy indukowanej
uszkodzeniami DNA (co bedzie omoéwione w dalszej
cze$ci pracy), oraz ma pewien wptyw' na mechani-
zmy naprawy DNA. ATM fosforyluje i aktywuje Ki-
naze biatkowg c-Abl [79], ktéra z kolei fosforyluje
biatko Rad51 utatwiajac tworzenie jego kompleksu z
Rad52 [80], Jednym z wczesnych efektéw dziatania
ATM jest fosforylacja histonu H2A.X [58], Postuluje
sie, ze zmiany struktury chromatyny indukowane
fosforylacjatego wariantu histonu mogtyby utatwiac
biatkom naprawczym dostep do uszkodzenia i sty-
mulowaé¢ naprawe [81].

IV. Apoptoza indukowana przez uszkodzenia
DNA

Apoptoza jest aktywnym procesem autodestruk-
cyjnym, umozliwiajgcym usuniecie z organizmu nie-
potrzebnych lub uszkodzonych komérek. Mecha-
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nizm apoptozy wykorzystywany jest réwniez do eli-
minacji komdrek kumulujgcych nienaprawione
uszkodzenia DNA [4]. KofAicowe etapy apoptozy in-
dukowanej przez uszkodzenia DNA zalezne sg od
kaspazy-3 i biatek przez nig regulowanych. Kaspa-
za-3 aktywowanajest przez kompleks zwany apopto-
somem, w sktad ktérego wchodzg: biatko Apaf-1, ka-
spaza-9 icytochrom c. Aktywnos$¢ apoptosomu zale-
zy od uwalniania z mitochondriéw cytochromu ¢,
ktéry to proces znajduje sie pod kontrolg pro- i an-
ty-apoptotycznych biatek z rodziny Bcl-2 [82],
Stwierdzono, ze deamidacja biatka Bcl-XLjest wa-
znym czynnikiem uruchamiajgcym apoptoze w ko-
morkach z uszkodzonym DNA [83], Jednak mecha-
nizmy, dzieki ktérym w odpowiedzi na uszkodzenia
DNA dochodzi do uwolnienia z mitochondriéw cyto-
chromu c i innych biatek apoptotycznych sg w dal-
szym ciggu stabo zrozumiate. W wielu typach komo-
rek uruchomienie apoptozy w odpowiedzi na uszko-
dzenia DNA zalezne jest od biatka p53. Biatko p53
aktywuje wiele genéw kodujgcych biatka pro-apop-
totyczne, miedzy innymi biatka z rodziny Bcl-2:
Bax, Noxa i Puma [84], Zaktada sie, ze podobnie jak
w wypadku blokady cyklu komdérkowego indukowa-
nego przez uszkodzenia DNA, rdwniez w trakcie
apoptozy aktywacja istabilizacja p53 zalezna jest od
kinaz ATM/ATR (bezposrednio i za posrednictwem
Chk2/Chkl) [85], Wydaje sie rowniez, ze chociaz
DNA-PK nie bierze udziatu w regulacji cyklu ko-
moérkowego, to fosforylacja p53 przez te kinaze
moze mie¢ znaczenie dla indukcji apoptozy [86], In-
dukowana przez uszkodzenia DNA aktywacja biatka
p53 inicjuje dwa przeciwstawne procesy: blokade
cyklu komérkowego, ktéra utatwia naprawe uszko-
dzen iprzezycie komorki, oraz uSmiercanie komorek
na drodze apoptozy. Wydaje sie, ze sposéb odpowie-
dzi na uszkodzenia DNA zalezy od typu komorek,
oraz rodzaju i ilosci uszkodzen. Opisano ciekawy
mechanizm pozwalajgcy na zréznicowanie odpowie-
dzi zaleznej od p53, apolegajacy na kolejnej modyfi-
kacji r6znych domen tego biatka. Napromieniowanie
komérek indukuje fosforylacje seryn w pozycjach 15
i 20, co umozliwia wigzanie p53 z promotorami ge-
now niezbednych do blokady cyklu komoérkowego
(np. WAF1/CIP1), i aktywuje gen kodujacy biatko
p53DINPI. Biatko to jest koaktywatorem kinazy
biatkowej fosforylujgcej reszte Ser-46 biatka p53.
Taka modyfikacja p53 umozliwia jego wigzanie z
promotorem genu kodujgcego biatko p53A!P. zaan-
gazowane w uwalnianie cytochromu ¢ z mitochon-
driow i indukcje apoptozy [87], Hipotetycznie Ki-
nazg fosforylujgcg Ser-46 biatka p53 mogtaby byé
kinaza biatkowa p38MAPK indukowana przez stres
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(np. promieniowanie UV) [88], Tak wiec pro-apop-
totyczna aktywnos$¢ p53 zalezna bytaby od kilku
czynnikéw uruchamianych w sposéb zalezny od po-
ziomu uszkodzen DNA.

W pewnych typach komérek apoptoza indukowa-
na przez czynniki uszkadzajace DNA niejest zalezna
od biatka p53. W komdrkach takich dla indukcji apo-
ptozy niezbedna jest aktywnos$¢ biatka ATM [89]. W
apoptozie zaleznej od ATM, a niezaleznej od p53,
bierze udziat biatko p73, czynnik transkrypcyjny z
rodziny p53 [90], Znane sg dwa mechanizmy akty-
wacji p73 przez ATM: w napromieniowanych ko-
morkach ATM fosforyluje istabilizuje czynnik tran-
skrypcyjny E2F1, ktéry aktywuje gen p73 [91], a do-
datkowo, kinaza c-Abl aktywowana przez ATM
wigze sie z p73 iaktywuje go przez fosforylacje [90],
Ponadto, c-Abl warunkuje aktywacje p73 przez ace-
tylotransferaze p300 [92],

Do biatek bedgcych substratami kaspaz (gtownie
kaspazy-3) nalezg biatka detektorowe rozpoznajace
pekniecia nici DNA: DNA-PKcs, ATM, PARP-1
oraz Rad51. Inaktywacja tych biatek ma prawdopo-
dobnie na celu uniemozliwienie naprawy DNA, pro-
cesu zbednego w umierajgcych komdrkach, a konku-
rujgcego z procesami apoptotycznymi o dostep do
zrodet energii [93], Stwierdzono, ze generowane
przez kaspaze-3 N-koncowe fragmenty PARP-1 sil-
nie wigzg sie z peknieciami DNA uniemozliwiajac
wigzanie
czasteczek tego biatka [94], Dodatkowo, aktywnos¢
jednej z nukleaz potencjalnie biorgcych udziat w
apoptotycznej fragmentacji DNA, biatka DNAS1L3,
regulowana jest przez poliADP-rybozylacje. Brak

kompletnych, aktywnych katalitycznie

PARP-1 pozwala na usunigcie polimerow ADP-ry-
bozy i aktywacje nukleazy [52],

V. Telomery a biatka rozpoznajgce pekniecia
DNA

Telomery sg strukturami odpowiedzialnymi za
utrzymanie odpowiedniej dtugosci koncéw chromo-
somoOw i zapobiegajgcymi ich tgczeniu sie ze soba.
Uwaza sie, ze fuzje chromosoméw moga wynikac z
zaburzen w strukturze telomeréw powodujgcych ich
nieprawidtowe rozpoznawanie jako pekniecia DNA
majace podlega¢ naprawie. W rzeczywistos$ci fuzje
chromosoméw zawierajacych telomery o niepra-
widtowej strukturze katalizowane sg przez ligaze IV
DNA, biatko zaangazowane w mechanizm NHEJ
[95], Telomery zawierajg wiele biatek swoistych dla
tej struktury, oraz szereg biatek zaangazowanych w
naprawe DNA. Jednym z takich biatek jest heterodi-
mer Ku70/Ku86, zwigzany z telomerami zar6wno w
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komaérkach ssakow, jak iw komdrkach drozdzy [96],
Co ciekawe, w komorkach drozdzy biatko Ku zloka-
lizowane jest niemal wytgcznie w telomerach (razem
z biatkami Sir), a w napromieniowanych komodrkach
ulega przemieszczeniu z telomerdw do miejsc zawie-
rajgcych pekniecia DNA [97]. Brak biatka Ku86 po-
woduje wystgpienie licznych fuzji chromosomoéw
[98]. Biatko Ku nie wigze sie z telomerowym DNA
bezposrednio (tak jak w przypadku DSB) lecz za po-
Srednictwem innych biatek swoistych dla telome-
row, na przyktad biatka TRF1 (ang. telomere repeat
binding factor) [99]. Szereg danych wskazuje, ze ki-
nazy DNA-PKcs [100] i ATM [101] tez zaangazowa-
ne sa w utrzymanie struktury telomeréw. W mecha-
nizmy regulujgce strukture telomeréw zaangazowa-
ne sag rowniez kompleksy zawierajagce Mrel 1. W ko-
moérkach ssakéw kompleksy Rad50/Mrel 1/Nbsl od-
dziatujg z telomerami, prawdopodobnie biorgc
udziat w przytaczaniu telomerazy [102], W komor-
kach drozdzy brak ktéregokolwiek z biatek komplek-
su Rad50/Mrel 1/Xrs2 powoduje skracanie telome-
row lub zahamowanie podziatdw komorkowych (tak
jak w komérkach pozbawionych telomerazy) [37],
Rola biatek rozpoznajgcych pekniecia DNA w regu-
lacji struktury telomeréw nie zostata doktadnie po-
znana. Wydaje sie jednak, ze jest ona niezalezna od
ich funkcji jako detektorow DSB.

N

V1. Uwagi koncowe

Biatka oddziatujgce z koncami DNA nie sg grupa
jednorodna, ale petnig zréznicowane funkcje w me-
tabolizmie DNA. Do biatek tych nalezg biatka na-
prawcze, biatka zwigzane z regulacjg cyklu komor-
kowego oraz r6znorodne biatka enzymatyczne (np.
ligazy czy nukleazy). Wyodrebniong funkcjonalnie
grupe biatek stanowig detektory peknig¢ DNA
bedace pierwszym elementem szlakéw sygnatowych
uruchamianych w komdrce przez uszkodzenia DNA.
Poznano juz strukture i mechanizm dziatania wielu z
nich, a pozostate sg obiektem intensywnych badan.
Jednym z waznych czynnikéw indukujgcych peknie-
cia DNA jest promieniowanie jonizujgce, stosowane
w szczegOlnie wysokich dawkach do celow terapeu-
tycznych, gtéwnie w terapii przeciwnowotworowej.
Obecnie przeszto 50% pacjentow z chorobami nowo-
tworowymi leczonych jest promieniowaniem joni-
zujacym, rowniez w procedurach skojarzonych z
chemioterapig (innym
uszkodzenia DNA). Jest to stosunkowo bardzo sku-

czynnikiem indukujgacym
teczna metoda terapeutyczna, potgczona jednak z
pewnym ryzykiem wystgpienia powiktan i nie-
pozadanych skutkéw ubocznych. Indukcja DSB wy-
daje sie najwazniejszg przyczyng toksycznego
dziatania promieniowania i ma decydujace znacze-
nie dla efektywnosci terapii (poprzez uszkadzanie
komorek nowotworowych), jak idla skutkéw ubocz-
nych (poprzez uszkadzanie komérek prawidtowych).

Doktadne poznanie mechanizméw komoérkowej od-

" ¥ N\

Ku8é \ N4
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apoptoza
R

NHEJ !

(st

naprawa DNA

h reguiacja

v

regulacja cyklu komorkowego
(checkpoints)

struktury
telomeréw

Ryc. 1 Biatka detektorowe rozpoznajace pekniecia nici DNA (a takze zaburzenia widetek replikacyjnych - ATR i Rad9/Radl/Husl) oraz procesy ko-

morkowe, w ktérych uczestnicza. Udokumentowane zwigzki funkcjonalne miedzy poszczeg6lnymi biatkami detektorowymi oznaczono

strzatkami o dwu ostrzach.
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powiedzi na promieniowanie jonizujgce, w Ktdérych
role nie do przecenienia odgrywajg detektory pek-
niec DNA, bedzie miato olbrzymie znaczenie kli-

niczne w terapii przeciwnowotworowej

i ochronie

zdrowych tkanek przed promieniowaniem.
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I. Wstep

Poli(ADP-rybozylacja) jest potranslacyjng mo-
dyfikacja biatek zachodzgcag w jadrze komdrkowym.
Proces ten jest jedng z pierwszych odpowiedzi ko-
morki na uszkodzenie DNA. Poli(ADP-rybozylacja)
jest katalizowana przez enzymy z rodziny polimeraz
poli(ADP-rybozy) z ktérych najlepiej poznana jest
polimeraza poli(ADP-rybozy)-l oznaczana symbo-
lem PARP1 (EC 2.4.2.30). Enzym ten wystepuje u
wszystkich Eukaryota z wyjatkiem drozdzy. PARP1
wigze sie z uszkodzong nicig DNA i syntetyzuje
tancuchy poli(ADP-rybozy) przytaczone kowalen-
cyjnie do réznych biatek jadrowych, w tym rédwniez
do PARP1. Donorem reszt ADP-rybozy w tej reakcji
jest komdrkowy NAD+ Okres pottrwania poli(AD-
P-rybozy) jest bardzo krotki ijuz po okoto minucie
od momentu syntezy tancuchy poli( ADP-rybozy) sg
enzymatycznie degradowane przez glikohydrolaze
poli(ADP-rybozy) oznaczang symbolem PARG (EC
3.2.1.143). Poli(ADP-rybozylacja) odgrywa istotng
role w najwazniejszych procesach zachodzgcych w
jadrze komodrkowym.
gajacych
Poli(ADP-rybozylacja) histonéw powoduje zmiany

Wazng grupg biatek ule-
poli(ADP-rybozylacji) Sg histony.
w strukturze chromatyny, co w istotny sposéb
wptywa na procesy replikacji i naprawy DNA oraz
transkrypcji. Zahamowanie aktywnos$ci PARP powo-
duje zahamowanie procesow naprawy DNA i utrate
stabilnosci genomowej. W tym artykule zostanie
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przedstawiona rola poli(ADP-rybozylacji) w napra-
wie DNA iutrzymaniu stabilnosci genomu w komor-
ce. Ponadto zostang omowione inne, znane enzymy z
rodziny polimeraz poli(ADP-rybozy).

Il. Budowa i rodzaje polimeraz poli(ADP-
rybozy) (PARPS)

Pod koniec lat osiemdziesigtych odkryty zostat
poli(ADP-rybozy)-I
(PARP1) [1], W ostatnich latach wykazano réwniez

gen kodujacy polimeraze
istnienie innych genéw kodujgcych polimerazy
poli(ADP-rybozy) (PARPs). Homologia w obrebie
grupy polimeraz poli(ADP-rybozy) ogranicza sie do
C-koncowej czesci PARP [1], Najlepiej poznana jest
budowa PARP1
ADPRT. Biatko to ma mase czgsteczkowg 113 kDa i

kodowanej u ludzi przez gen

sktada sie z 3 domen: wigzacej DNA, automodyfika-
cyjnej i katalitycznej (nazywanej réwniez domeng
wigzgcg NAD+) [2], Najbardziej konserwowang w
ewolucji jest domena katalityczna, zlokalizowana w
C-koncowej czesci biatka [2] (Ryc. 1).

DOMENA
WIAZACA DNA

374

N FL F2  HTH HTH

DOMENA
AUTOMO-
DYFIKACYJNA

LZ BRCT

znajg uszkodzeniajednej lub obu nici DNA [5]. Wy-
kazano, ze za wigzanie PARPI do DNA w najwiek-
szym stopniu odpowiedzialne sg motywy heli-
sa-skret-helisa znajdujgce sie w C-koricowej czesci
domeny wigzagcej DNA [6]. PARP1 wigze sie jako
homodimer w miejscu przerwaniajednej lub obydwu
nici DNA [7],

Domena automodyfikacyjna znajduje sie w $rod-
kowej cze$ci enzymu, u ludzi pomiedzy aminokwa-
sami 374 1525 [3], Wjej sktad wchodzi miedzy inny-
mi 15 reszt kwasu glutaminowego (co stanowi ok.
10% aminokwasow w tej domenie), ktore ulegaja
poli(ADP-rybozylacji) [4], Domena ta zawiera w
N-koricowej czesci suwak leucynowy (LZ — Ryc.
1), ktéry warunkuje homodimeryzacje PARPI a tak-
ze interakcje z innymi biatkami [8]. Homodimeryza-
cja warunkuje aktywnosé PARPI [9], W obszarze od
384 do 479 aminokwasu u ludzi znajduje sie domena
BRCT (ang. C-terminal domciin ofbreastcancerpro-
tein BRCA1l) (BRCT — Ryc. t) [10]. Domeny takie
spotyka sie w roznych biatkach regulujgcych cykl
komoérkowy i naprawe DNA [10], Jej obecnos$¢ w

DOMENA
KATALITYCZNA
(WIAZACA NAD%)
526 1014

MIN. DOM. KAT.

Ryc I. Budowa PARP. Objasnienia: FI,F2 - palce cynkowe; FITH - helisa-skret-helisa; LZ - suwak leucynowy; MIN. DOM. KAT - minimalna dome-

na katalityczna; BRCT (c-terminal domain ofbreast cancer protein BRCA1)- C-kofncowa domena biatka BRCAI.

Domena wigzagca DNA znajduje sie w N-konco-
wej czesci biatka. U ludzi zbudowana jest z 373 ami-
nokwaséw i ma mase czgsteczkowg 42 kDa. Zawiera
dwa palce cynkowe (FI,F2 — Ryc. I)idwa motywy
helisa-skret-helisa (HTH — Ryc. 1) [3,4], Palce cyn-
kowe PARPI majg nietypowa strukture. Sekwencje
Cys-Cys-His-Cys wigzace cynk sktadajg sie z 28-30
aminokwaséw, podczas gdy u wiekszosci biatek
zawierajacych palce cynkowe zbudowane sg one z
12-13 reszt aminokwasow”ych. Sekwencje te rozpo-
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PARP1 umozliwna interakcje z innymi biatkami
zawierajagcymi domene BRCT i tworzenie z nimi
kompleksow odpowiedzialnych miedzy innymi za
naprawe DNA [11],

Domena katalityczna nazywana domeng wigzacga
NAD+ znajduje sie w C-koncowej czesci PARPI. U
ludzi ma mase czgsteczkowg 55 kDa izajmuje obszar
od 526 do 1014 aminokwasu [3]. Katalizuje inicjacje
poii(ADP-rybozylacji) substratu, wydituzanie poli-
meru i tworzenie rozgatezien poli(ADP-rybozy)
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(pADPr) (Ryc. 2) [12,13], AktywnoS$ci te znajdujg
sie w obrebie 40 kDa fragmentu zlokalizowanego w
C-konAcu biatka. Fragment ten nazywa sie minimalng
domeng katalityczng (MIN. DOM. KAT. — Ryc. 1)
[14], Jest on okre$lany rowniez jako domena homo-
logii PARP, gdyz wykazuje duzy stopien homologii
uwszystkich enzyméw z rodziny PARP [1], Centrum

ol
Q.IQJQJ

BIALKO
AKCEPTOROWE
o
O
(@) O 7 nikotynamic
1 INICJACJA LRI

&

2 WYDLUZANIE

3 ROZGALEZIANIE

P

Ryc. 2. Synteza polimeréw ADP-rybozy.

katalityczne tej domeny zawiera strukture [3-a-
petla-P-a, ktéra jest odpowiedzialna za wigzanie
NADf [15], Jednostki ADP-rybozy (ADPr) po-
chodzg z hydrolizy NAD+, podczas ktorej powstaje
rowniez nikotynamid [16] zgodnie z rownaniem re-
akcji:

biatko-(ADPr)n+ NAD+ + FEO -a
biatko-(ADPr)ntl + nikotynamid

Powstajacy w tej reakcji nikotynamid moze by¢
zuzywany do resyntezy NAD+Ilub przeksztatcany w
N-metylo-2-pirydono-5-karboksyamid, ktéry jest
wydalany z moczem [17], W komdrkach, w ktdrych
nie dochodzi do uszkodzenia DNA, ilo$¢ poii-
(ADP-rybozy) jest niewielka. Wiekszo$¢ jednostek
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ADP-rybozy zwigzanych z biatkami akceptorowymi
wystepuje wowczas w formie mono-ADPr (pojedyn-
czych jednostek ADPr zwigzanych z biatkiem) lub
oligo-ADPr (tancuchow o diugosci do 11 jednostek)
[18,19], Aktywno$¢ PARP1 i stezenie poli(ADP-ry-
bozy) w komdrce moze szybko wzrosngé nawet do
500 razy w przypadku uszkodzenia DNA [20,21],
Powoduje tojednoczes$nie spadek stezenia komaérko-
wego NAD+ [22], PARP1 jest in vivo gtdwnym ak-
ceptorem poli(ADP-rybozy)
poli(ADP-rybozylacjg) PARP1 modyfikuje inne
biatka. Wigkszo$¢ substratbw PARP1 stanowig
biatka jadrowe odpowiedzialne za metabolizm kwa-
sow nukleinowych istabilno$¢ struktury chromatyny
[12]. Nawet niewielki stopien poli(ADP-rybozyla-

[23]. Poza wtasng

cji) zmienia w znaczacy sposéb wtasciwosci modyfi-
kowanych biatek ze wzgledu na ujemny tadunek po-
limeru [24]. Substraty poli(ADP-rybozylacji) klasy-
fikuje sie wedtug ich funkcji. Wyrdznia sie grupy
biatek odpowiedzialne za utrzymywanie struktury
chromatyny, synteze DNA, naprawe DNA, tran-
skrypcje oraz cykl komérkowy (Tabela 1). Poli-
(ADP-rybozylacja) enzymow zazwyczaj powoduje
zahamowanie ich aktywnosci katalitycznej [24], Po-
nadto przytgczenie ujemnie natadowanych reszt
poli(ADP-rybozy) upos$ledza lub znosi zdolnosé
biatek do wigzania DNA [25].

O budowie i funkcji innych enzyméw z rodziny
PARP wiadomo niewiele. Najnowsze informacje zo-
staty przedstawione w Tabeli 2.

I1l. Struktura chemiczna poli(ADP-rybozy)

Poli(ADP-ryboza) jest homopolimerem zbudo-
wanym zjednostek ADP-rybozy potgczonych wigza-
niami glikozydowymi [26,27], Polimery ADP-rybo-
zy sg przytaczane wigzaniem estrowym do y-karbo-
ksylowych grup reszt kwasu glutaminowego réznych
biatek [28], Rzadziej modyfikowane sg grupy kar-
boksylowe kwasu asparaginowego [28]. Jednostki
polimeru potaczone sg miedzy sobg wigzaniami gli-
kozydowymi ~,->2, pomiedzy rybozami (Ryc. 3).
Wielkosé polimeru bywa rézna i moze osigga¢ 200
jednostek ADP-rybozy. Polimery dtuzsze niz 80 jed-
nostek ADPr posiadajg rozgatezienia utworzone
przez wigzania glikozydowe 1 »2” pomiedzy ry-
bozami [29] (Ryc. 3). Rozgatezienia w polimerze
wystepuja nieregularnie, $rednio co 20-50 jednostek
ADP-rybozy [28]. Dtugie tancuchy poli(ADP-rybo-
zy) maja helikoidalng strukture drugorzedowag [30].

241



Tabela 1.

Biatka ulegajace poli(ADP-rybozylacji) i znaczenie tego procesu dla funkcji komérki.

FUNKCJA

Modulacja struktury

chromatyny

Synteza DNA

Naprawa DNA

Transkrypcja

Cykl komérkowy

AKCEPTOR PISMIENNICTWO
Histony : H1,H2A,H2B,H3,H4 [85,86]
Biatka HMG [70]
PARP [23]
Topoizomerazy 1,11 [87,88]
HSSB [89]
Ligazy DNA [90]
Polimerazy DNA a,p [90]
Topoizomeraza 11 [89]
PARP [23]
Ligazy DNA [90]
Polimerazy DNA a,(3 [90]
XRCC1 [63]
Histony [85,86]
Histony [91]
Polimerazy RNA [92]
hnRNP [931
Topoizomerazy 1,11 [87,94]
Biatka HM G [70,95]
TFII-F [96]
p53 [97]
Fos [98]
PCNA [99]

HMG (ang. high mobility group protein) - biatka HMG; HSSB (ang. human single-stranded bindingprotein) - ludzkie biatko wiazace pojedyncza ni¢
DNA; hnRNP (ang. heterogeneous nuclear ribonucleoprotein) heterogenna rybonukleoproteinajadrowa.; PCNA(ang. proliferating cell nuclear anti-
gen) antygen jadrowy réznicujacych sie komorek; TFII-F (ang. transcriptionfactor 11-F) czynnik transkrypcyjny 11-F; XRCC1 (ang.X-ray repair
cross-complementing group 1.) — biatko naprawiajace uszkodzenia DNA spowodowane promieniowaniem X.

IV. Glikohydrolaza poli(ADP-rybozy)
(PARG)

Glikohydrolaza pADPr (PARG) jest enzymem
odpowiedzialnym za katabolizm pADPr [31]. Zawie-
ra aktywnosci endoglikozydazy odpowiedzialnej za
usuwanie rozgatezien polimeru i egzoglikozydazy
odpowiedzialnej za usuwanie po jednej reszcie
ADP-rybozy od konca polimeru [32] (Ryc. 4). U lu-
dzi ma mase czagsteczkowg 111 kDa [33]. Zawiera
N-konncowg domene regulatorowg, centralng domene
lokalizacji jadrowej i C-koncowg domene katali-
tyczng [33] (Ryc. 5). Gdy w komdrce nie dochodzi do
uszkodzenia DNA, PARG zlokalizowana jest w cyto-
solu w okolicy jagdra komorkowego [34], W wyniku
uszkodzenia DNA PARG przemieszcza sie do jadra
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komérkowego i degraduje powstate w wyniku
dziatania PARP polimery ADP-rybozy. Okres
pottrwania pADPr in vivo wynosi w takiej sytuacji
ponizej Imin [35], W komdrkach nie traktowanych
czynnikami uszkadzajagcymi DNA, poli(ADP-rybo-
za) wystepuje gtdwnie w formie mono- lub oli-
go-ADPr ijej okres pottrwania wynosi okoto 7 go-
dzin [20], Do aktywacji PARG in vivo potrzebne jest
5 pM stezenie pADPr [20]. In vitro dtugie polimery
ADPr sgdegradowane szybciej od krotkich, co wyni-
ka ze wspoétdziatania aktywnosci endo- i egzogliko-
zydazy PARG [32,36]. Aktywnos$¢ endoglikozydazy
pozwala réwniez na powstawanie wolnych polime-
row ADPr, ktére mogg oddziatywac¢ na nukleosomy
[37], PARG zapobiega tez tworzeniu bardzo dtugich
tancuchow poii(ADP-rybozy) przytagczonych do
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jednostka podstawowa

biatko
akceptorowe

ROZGALEZIENIE ->

A -ADENINA

Ryc. 3. Struktura chemiczna poli(ADP-rybozy).

biatek akceptorowych [24], Ostatnia jednostka ADPr
z czasteczki biatka jest uwalniana w reakcji katalizo-
wanej przez liaze ADPr-biatko (Ryc. 4) [38]. Uwol-
nione z polimer6w jednostki ADP-rybozy sg degra-
dowane przez pirofosfatazy ADPr do AMP i rybo-
zo-5-fosforanu [39],

V. Znaczenie poli(ADP-rybozylacji) w napra
wie DNA iutrzymaniu integralnosci geno-
mu

Wzrost stezenia poli(ADP-rybozylowanych)
biatek w komoérce jest skutkiem uszkodzenia DNA
[40] i jest SciSle zwigzany z obnizeniem stezenia
NAD+ w komérce [41], Zwigzek pomiedzy
dziataniem PARP z naprawg DNA wykazano sto-
sujac inhibitory tego enzymu. Wigzg sie one w miej-
scu katalitycznym PARP, hamujac kompetycyjnie
aktywnos$¢ enzymu [42], Przykiadem kompetycyj-
nych inhibitorow PARP sg benzamidy oraz benzami-
dazole [42,43], Zastosowanie inhibitorébw PARP
zmniejsza efektywno$¢ proceséw naprawy DNA w
komorce, aw konsekwencji zwieksza okres pottrwa-
nia uszkodzen DNA [44.45]. Powoduje to utrate sta-
bilnosci genomowej i nagromadzenie uszkodzonych
komérek na przejsciu faz G2i M cyklu komo6rkowego
[46], Stan taki charakteryzuje sie ponadto zwiek-
szong czesto$cig zamian siostrzanych chromatyd
[47], rekombinacji homologicznych [48] iutratg cze-
$ci powielanych genow' [49], Nasila si¢ proces apop-
tozy. natomiast zmniejsza sie czesto$¢ martwicy ko-
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mdrek, co prawdopodobnie zwigzane jest z ograni-
czeniem zuzycia NAD+przez PARP [50,51]. W ko-
moérkach pozbawionych genu PARP zaobserwowano
skrocenie telomeréw izwiekszenie ilosci mikrojader
- fragmentow chromatyd, ktore nie ulegty wiagczeniu
do jader komdrek potomnych i ktérych obecnosé
Swiadczy o niestabilnos$ci genomu [52,53]. W popu-
lacji komérek z usunieciem (ang. knockout) genu ko-
dujagcego PARP obserwuje sie komorki tetraploidal-

o B

PARG

1 CIECIE
(AKTYWNOSC
ENDOGLIKOZYDAZY)

2. CIECIE
(AKTYWNOSC
EGZOGLIKOZYDAZY)

)]

PARG

3. ODCIECIE OSTATNIEJ
RESZTY ADPr OD
BIALKA I

LIAZA ADPr PROTEINOWA

Ryc. 4. Rozpad polimeréw ADP-rybozy.
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Ryc. 5. Budowa PARG

ne i aneuploidalne, co $Swiadczy o zaburzeniach po-
dziatow komoérkowych [54], Zahamowanie naprawy
DNA zaobserwowano réwniez w doswiadczeniach z
uzyciem specyficznego antysensownego RNA do
mMRNA genu ADPRT [55],

Molekularny mechanizm udziatu PARP w napra-
wie DNA nie zostat dotychczas wyjasniony. Zapro-
ponowano cztery rézne modele ttumaczace role
poli(ADP-rybozylacji) w naprawie DNA i utrzymy-
waniu stabilnosci genomowej, ktére zostang omo-
wione ponizej:

1. Model sygnalizacyjny (ang. the signalling mo-
del). Model ten zaktada, ze poli(ADP-rybozylacja)
sygnalizuje pojawienie sie uszkodzen DNA efekto-
rom zaangazowanym w komodrkowa odpowiedZ na
uszkodzenie DNA. Automodyfikacja PARP i mody-
fikacja histonéw ma by¢ sygnatem uruchamiajacym
mechanizmy naprawy DNA [24], W wielu biatkach
odpowiedzialnych za naprawe DNA i stabilno$¢ ge-
nomu stwierdzono obecno$¢ dwudziestoaminokwa-
wigzacej niekowalencyjnie
poli(ADP-ryboze) [56]. Fragment ten moze petnié

sowej sekwencji

role ,,czujnika” informujgcego o uszkodzeniu DNA.
Przyktadem takiego modelu jest wptyw poli(AD-
P-rybozylacji) na dziatanie biatka supresorowego
p53. W przypadku uszkodzenia DNA nastepuje
wzrost aktywnosci biatka p53, ktore zatrzymuje cykl
komérkowy na przejsciu faz G1 i S cyklu komoérko-
wego [57], co zapewnia czas potrzebny do naprawy
DNA. Inhibicja PARP blokuje wykrywanie uszko-
dzern DNA iwzrost aktywnos$ci p53 [58]. Przejscie do
fazy S komdrki z uszkodzonym DNA powoduje dal-
sze uszkodzenia, co skutkuje duzym nagromadze-
niem komorek z uszkodzonym DNA na przejsciu faz
G2 i M cyklu komérkowego [24], Aktywacja p53
przez PARP nie moze by¢ jednak jedynym mechani-
zmem ttumaczacym role PARP w naprawie DNA.
Wykazano bowiem, ze myszy pozbawione genu ko-
dujacego PARP nie zapadaja na nowotwory tak cze-
sto jak zwierzeta pozbawione p53 [24,59],

2. Model rekrutacyjny (ang. the recruiting model).
Model ten zaktada, ze PARP rozpoznaje uszkodzenia
DNA, modyfikuje biatka zwigzane z chromatyng w
miejscu uszkodzenia i przycigga w miejsce uszko-
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dzenia skitadniki systemu naprawy DNA wyci-
najgcego zasady azotowe (BER, ang. base excision
repair) [24], Na powigzanie dziatania PARP z syste-
mem naprawy BER wskazuje fakt, ze poli(ADP-ry-
bozylacje) in vivo stymulujg uszkodzenia typu utraty
zasady azotowej, lub pekniecia pojedynczej nici
DNA, Kktdére sg naprawiane przez system BER
[60-62]. PARP jest sktadnikiem biatkowego kom-
pleksu BER, w sktad ktérego wchodzg ponadto liga-
za DNA lii, polimeraza DNA oraz biatko XRCC1
(ang. X-ray repair cross-complementing group 1)
[63]. Zahamowanie aktywno$ci PARP powoduje in-
hibicje systemu BER oraz zwigekszenie okresu
pottrwania uszkodzen DNA naprawianych przez ten
system [64,65]. Stwierdzono tez zahamowanie syste-
mu BER w komorkach pozbawionych genu ko-
dujgcego PARP [65]. Wykazano, ze PARP1 stymu-
luje polimeraze DNA @iendonukleaze Fen 1w syste-
mie BER dtugiej tatki (LP-BER) [65]. Biatko
XRCC1 spetnia role molekularnego rusztowania dla
kompleksu BER i oddziatuje ze wszystkimi jego
sktadnikami [11,63,66]. Biatko XRCC1jest modyfi-
kowane przez PARP, co zmienia jego powinowac-
two do sktadnikéw kompleksu. Wydaje sie, ze w ten
spos6b PARP moze wptywac na tworzenie i aktyw-
nos¢ kompleksu BER [24], W warunkach niskiego
stezenia ATP w komdrce, ADP-ryboza powstata w
wyniku degradacji polimeru moze w reakcji z piro-
fosforanem powstatym przy wbudowywaniu bra-
kujagcego nukleotydu dostarcza¢ ATP dla ligazy
DNA systemu BER [67] zgodnie z reakcjg:

PP + ADPr —» ATP + P-ryboza

3. Model naprawy zalezny od struktury chromaty-

ny (ang. the chromatin-dependent repair model). Na
naprawe DNA duzy wptyw ma obecnos$¢ histonow w
miejscu uszkodzenia [24], Stwierdzono, ze w przy-
padku uszkodzenia DNA histony przylegajgce do
uszkodzonego miejsca ulegajg odwracalnej poii-
(ADP-rybozylacji) przez PARP [68], Na skutek
zmiany tadunku histonéw w wyniku poli( ADP-rybo-
zylacji) dochodzi do miejscowej dekondensacji
chromatyny. Wydaje sie, ze jest to niezbedny waru-
nek aby duze, biatkowe kompleksy naprawcze mogty
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dotrze¢ do miejsca uszkodzenia DNA w obrebie sil-
nie skondensowanej chromatyny [24], Najczesciej
modyfikowanymi histonami in vivo sg HI i H2B
[69]. Stwierdzono rowniez modyfikacje przez PARP
zwigzanych z chromatyng biatek HMG 1,2, 14 i 17
[70], Mechanizm modyfikacji struktury chromatyny
podczas naprawy DNA przedstawia sie nastepujgco:
PARP wigze sie z uszkodzonym miejscem DNA i
ulega aktywacji, a w konsekwencji autopoli(AD-
P-rybozylacji). W nastepstwie wzrostu stezenia
poli(ADP-rybozy) w jadrze komoérkowym PARG
przemieszcza sie do jadra, w okolice uszkodzenia
DNA iskraca polimery zwigzane z PARP. Powoduje
to zmiane preferencji substratowych dla ADP-rybo-
zylacji i modyfikowane sg histony. To sprawia, ze
chromatyna jest utrzymywana w rozluznionej struk-
turze. Nastepnie uszkodzenie DNA jest naprawiane
przez odpowiednie enzymy, po czym na skutek duze-
go naptywu PARG do jagdra komoérkowego polimery

ADP-rybozy ulegajg degradacji. W konsekwencji
DNA wraca do skondensowanej struktury [24,71].
4, Model antyrekombinacyjny (ang. the antire-

combination model). Model ten w przeciwienstwie
do wczedniejszych zaktada, ze PARP hamuje napra-
we DNA, autrzymuje stabilno$¢ genomu poprzez za-
pobieganie rekombinacjom homologicznym. PARP
wigze sie z uszkodzonym miejscem DNA iprzez mo-
dyfikacje biatek zwigzanych z chromatyng zapobie-
ga rekombinacji homologicznej [64], Stwierdzono
tez obecno$¢ PARP w multiproteinowym kompleksie
rekombinacyjnym [72], Wykazano réwniez, ze za-
stosowanie inhibitoréw PARP powoduje wzrost cze-
stosci rekombinacji homologicznych [48].

Na podstawie trzech pierwszych przedstawio-
nych modeli mozna zaproponowaé¢ ogélny uprosz-
czony model dziatania PARP w naprawie DNA. W
przypadku uszkodzenia DNA, dwie czgsteczki PARP
przytaczajg sie do miejsca przerwania nici tworzac

USZKODZENIE DNA

A\ VA VAWV VA V4

AUTOMODYFIKACJA
(POLI-ADP-RYBOZYLACIJA)
PARP | MODYFIKACJA
HISTONOW

PARP

DEGRADACJA POLIMERU

PRZEZ PARG

DEGRADACJA | PARG
POLIMERL 5
PRZEZPARG © J'o
0%°
o. o
°

©  ODDYSOCIOWANIE

PRZYELACZENIE
I DIMERYZACIJA
PARP

ROZLUZNIENIE
STRUKTURY DNA

PRZYLACZENIE
ENZYMOW
NAPRAWIAJACYCH DN
(KOMPLEKS BER)

ODDYSOCJOWANII
ENZYMOW

NAPRAWIAJACYCH DN
(KOMPLEKS BER)

NI/NININININS

NAPRAWIONY DNA

Ryc 6. 0Ogdlny mechanizm dziatania PARP w naprawie DNA. Objasnienia: BER (ang. base excision repair) - system naprawy DNA przez wycinanie

zasad; H - histony.
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Tabela 2.
Polimerazy poli(ADP-rybozy)

GEN ) )

BIALKO BUDOWA, WELASCIWOSCI FUNKCJE
LUDZKI *

ADPRT PARPI Odkryta jako pierwsza, i najlepiej poznana polimeraza
poliADPr. Odpowiada za wiekszo$¢ proceséw poli(ADP-
rybozylacji) w komoérce.

ADPRTL2 PARP2 Budowa C-koricowej czeSci podobna do PARP-1 i
prawdopodobnie zblizona funkcja. Przypuszczalnie inna
specyficznos$¢ substratowa ze wzgledu na odmienng domene
wigzgcg DNA [77,100].

ADPRTL3 PARP3 Ostatnio poznana PARP. Jej domena N-koncowa sktada sie
tylko z 44 aminokwasow. Reszta to domena homologii
PARP [101].

ADPRTL1 VPARP Wchodzi w sktad nukleoproteinowego kompleksu o

(Vault PARP) beczutkowatej strukturze (ang. vault complex) i masie
czasteczkowej az 13 Mda [102]. Kompleks ten jest
zlokalizowany na cytoplazmatycznej powierzchni poréw w
btonie jadrowej, dlatego uwaza sie, ze moze odgrywac role
w transporcie przez pory w bionie jadrowej [103]. Biatka
wchodzgce w sktad tego kompleksu ulegaja ADP-
rybozylacji, co moze wywotywac jego zmiany strukturalne,
powodujgce zamykanie lub otwieranie poréw w btonie
jadrowej [104].

TNKS TANKYRAZA Bierze udziat w replikacji telomerow [80], Telomeraza -
enzym odpowiedzialny za utrzymanie dtugosci telomerow
jest negatywnie regulowana przez TRF1, ktory jest
akceptorem poli(ADP-rybozy) [80,105], Zalezna od
tankyrazy poli(ADP-rybozylacja) TRF1 zmniejsza
powinowactwo tego czynnika do telomeréw i w zwigzku z
tym ogranicza jego hamujacy wpltyw na dziatanie
telomerazy [80]. Wydaje sie, ze tankyraza odgrywa istotng

role w kontroli dtugos$ci telomerdw

*-wg klasyfikacji zatwierdzonej przez komitet nomenklatury HUGO (Human Genome Project), TRF1 (ang. telomere-repeat binding factor-1) czyn-
nik wigzacy telomery

homodimer obejmujgcy obszar 7 nukleotydéw z kaz- zylacje), co sprawia, Ze jej tadunek staje sie coraz
dej strony od miejsca uszkodzenia (Ryc. 6). PARP bardziej ujemny. Poli(ADP-rybozylacji) ulegaja
ulega aktywacji i katalizuje wtasng poli(ADP-rybo- rowniez histony, co powoduje rozluZznienie chroma-
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tyny w miejscu uszkodzenia [24], Ostatecznie obni-
zenie tadunku PARP powoduje jej oddysocjowanie
od DNA [73,74], Ponadto automodyfikacja PARP
hamuje jej aktywno$¢ [24], Po odtaczeniu PARP jej
miejsce na DNA zajmujg enzymy naprawcze syste-
mu BER. Po oddysocjowaniu PARP od DNA gliko-
hydrolaza pADPr (PARG) hydrolizuje polimery
ADPr obecne na PARP iprzywraca temu biatku zdol-
nos$¢ do ponownego wigzania DNA iaktywacji [75],
PARG hydrolizuje réwniez polimery zwigzane z hi-
stonami i DNA wraca do skondensowanej struktury
[24,71],

Przedstawione dane wskazujg, ze poli(ADP-ry-
bozylacja) jest istotnym czynnikiem odpowiedzial-
nym za naprawe DNA istabilno$¢ genomu. Odmien-
ne wnioski wynikajg z badan z uzyciem myszy z usu-
nieciem (ang. knockout) genu kodujgcego PARP.
Myszy takie rozwijaty sie normalnie i byty ptodne,
co hioragc pod uwage czesto$¢ uszkodzen DNA w
tkankach embrionalnych podczas replikacji stanowi
przestanke, ze PARP nie jest czynnikiem niezbed-
nym do naprawy DNA [76]. R6éwniez badania na fi-
broblastach z usunieciem (ang. knockout) genu ko-
dujacego PARP wykazaty brak zaburzen procesow
naprawy, zarobwno BER i NER (ang. nucleotide exci-
sion repair) [76], Rozbieznos$ci te mozna ttumaczy¢
faktem ze myszy i komoérki z wytgczonym genem ko-
dujacym PARP1 majg mozliwos$¢ poli(ADP-rybozy-
lacji) biatek przy udziale PARP2, ktora, jak ostatnio
wykazano, rowniez wchodzi w skiad kompleksu
BER [59,77,78],

Uwaza sie tez, ze PARP oprocz roli w naprawie
DNA réwnoczes$nie zapobiega transkrypcji uszko-
dzonych genéw. Wyciszanie transkrypcji polega na
poli(ADP-rybozylacji) czynnikéw transkrypcyj-
nych, co zapobiega inicjacji transkrypcji uszkodzo-
nych gendéw [79],

Obok PARP 1role w utrzymaniu stabilnosci geno-
mu odgrywa tez inny enzym z rodziny PARP — Tan-
kyraza, ktéra poli(ADP-rybozyluje) czynniki TRF1
odpowiedzialne za hamowanie telomerazy. Enzym
ten odgrywa wiec istotng role w kontroli dtugosci te-
lomerow [80] (Tabela 2).

Stwierdzono, ze aktywno$¢ PARP w rdznych
tkankach oniza sie wraz z wiekiem [81], Wykazano
tez pozytywna korelacje pomiedzy aktywnoscig
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PARP i dtugoscig zycia uréznych gatunkéw ssakéw
[81], Ekspresja genu ADPRT zachodzi na nizszym
poziomie u ludzi starszych i chorych na progerie w
poréwnaniu z ludzmi mtodymi [82], Przypuszcza sie
wiec, ze aktywno$¢ PARP moze mieé¢ wpilyw na
dtugoterminowag stabilno$¢ genomu a w konsekwen-
cji na dtugowiecznos¢.

V1. Uwagi kohcowe

W ciaggu 40 lat od odkrycia poli(ADP-rybozy) uzy-
skano duzo informacji na temat znaczenia syntezy
tego polimeru dla funkcji komdrki. Pewne jest, ze
poli(ADP-rybozylacja) odgrywa znaczaca role w
procesie naprawy DNA i utrzymaniu stabilnosci ge-
nomu, jednak nie wyjasniono ostatecznie, jaki jest
molekularny mechanizm dziatania PARP w tych pro-
cesach. Badania prowadzone na Drosophila wyka-
zaty istotng role poli(ADP-rybozylacji) w utrzyma-
niu stabilnosci chromatyny w rozwoju embrional-
nym [83]. Poli(ADP-rybozylacja) chroni komorke
przed utratg stabilno$ci genomowej, przez indukcje
procesO6w naprawczych, a z drugiej strony doprowa-
dza do $mierci komorki. Wynika to z obnizenia steze-
nia NAD+ zuzywanego do syntezy polimeru w przy-
padku rozlegtych uszkodzen DNA [60]. Powoduje to
obnizenie stezenia ATP w komorce, co moze prowa-
dzi¢ do jej Smierci [59,60]. W zaleznosci od rozmia-
row uszkodzenia DNA wieksze znaczenie zyskuje
mechanizm dziatania PARP poprzez modyfikacje
biatek prowadzacag do indukcji systemoéw naprawy
lub przez obnizanie stezenia NAD+ i ATP pro-
wadzgce do Smierci komdrki [59], Poniewaz nad-
mierna aktywacja PARP prowadzi do $mierci komo-
rek i uszkodzenia narzadéw, w pewnych sytuacjach
korzystne moze by¢ zablokowanie aktywnosci tego
enzymu [84], Dlatego prowadzone s badania nad
zastosowaniem inhibitorow PARP w terapii [84],
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Uszkodzenie komérki — rola mitochondriow

Damage of celi — role of mitochondria

ANNA tUKASZEWICZ-HUSSAIN*

Spis tresci:
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Il. Uszkodzenie komérki w wyniku niedotlenienia
I11. Uszkodzenie komoérki w wyniku peroksydacji lipidow
IV. Rola mitochondriéw w uszkodzeniu komaérki
1V-1. Rola akonitazy w uszkodzeniu mitochondriéow

Wykaz stosowanych skrétéw: AIF — czynnik indukujacy apo-
ptoze; GPx - peroksydaza glutationowa (MGPx — mitochon-
drialna); cGMP — guazynomonofosforan; GSH — glutation
zredukowany; GSSG — glutation utleniony; HIF-1 — czynnik
indukujgcy hipoksje; ICDH — dehydrogenaza izocytryniano-
wa; LTB4
ponadtlenkowa; NADH — zredukowana forma dinukleotydu
nikotynamidoadeninowego; PAF — czynnik aktywujacy ptytki;
ROS - reaktywne formy tlenu; SOD
kowa

leukotrieny B4; MnSOD — manganowa dysmutaza

dysmutaza ponadtlen-

I. Wstep

Komorki uszkodzone w wyniku zadziatania bodz-
cow chemicznych lub fizycznych sg eliminowane w
dwojaki spos6b. Eliminacja zachodzi albo w wyniku
apoptozy, albo w wyniku martwicy [1-3]. Proces
apoptozy (programowana $mieré komorki) jest nie-
zbedny do zachowania homeostazy liczby i struktury
komorek osobnikéw dorostych. Apoptoza jest zatem
fizjologiczng drogg eliminacji komdrek, ktorej towa-
rzyszy kondensacja chromatyny i fragmentacja jader
komoérkowych [4], W procesie tym dochodzi takze
do zmiany potencjatu miedzybtonowego mitochon-
driéw i uwolnienia z mitochondridéw do cytoplazmy
czynnikéw indukujgcych apoptoze (AIF, ang. apop-
tosis inducing factor). Pojawiajg sie rowniez ciatka
apoptotyczne [5]. Proces martwiczy natomiast doty-
czy ostrego, nieskompensowanego iniesterowanego
obumierania komérek, ktéremu towarzyszg procesy
zapalne [1, 6],

Martwice cechuje narastajacy obrzek mitochon-
driéw oraz siateczki $rédplazmatycznej. Szybko tez

*Dr n. med., Zaktad Toksykologii, Akademia Medyczna w
Biatymstoku, 15-222 Biatystok, ul. Mickiewicza 2c, blok D;
e-mail: anhussa@wp.pl
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dochodzi do wzrostu objetosci komdrek z przerwa-
niem btony plazmatycznej i uwolnieniem sktadni-
kow wewnatrzkomorkowych. W wyniku uszkodze-
nia btony komdrkowej z przestrzeni pozakomdrko-
wej do wnetrza komaérki naptywajgjony sodu iwap-
nia, ktére sa gwattownie wychwytywane przez mito-
chondria, co prowadzi do zahamowania procesu fos-
forylacji oksydacyjnej [1, 2, 7, 8]. Jony te aktywuja
tez endogenne fosfolipazy i proteazy [6, 8-10]. P6z-
nym objawem zaawansowanej martwicy jest uszko-
dzenie jadra komaérkowego, w ktéorym chromatyna
zbija sie w mate agregaty [2],

Do najcze$ciej wymienianych przyczyn uszko-
dzenia komorki naleza: zaktécenie oksydacyjnej fos-
forylacji, destabilizacja homeostazy wodno-elektro-
litowej, naruszenie struktury bton komoérkowych, za-
burzenia procesu syntezy biatek strukturalnych ien-
zymatycznych, jak tez naruszenie proces6w repara-
cyjnych [1], Najbardziej spektakularnym przyk-
tadem uszkodzenia komérki jest jej ostre niedotle-
nienie. Zaburzenie struktury ifunkcji komoérek doko-
nuje sie takze na drodze peroksydacji lipidow btono-
wych wywotanej przez rézne czynniki chemiczne i
fizyczne [11-13], Wymienione powyzej pierwotne
przyczyny uszkodzenia komdrki mogace prowadzié
do jej martwicy sg niezalezne od czynnika uszka-
dzajacego.

Il. Uszkodzenie komaérki w wyniku niedotle-
nienia

Ostre niedotlenienie prowadzi do rozprzegniecia
procesu fosforylacji oksydacyjnej w mitochon-
driach. W wyniku zaburzenia proceséw oksydacyj-
nych w komdrce dochodzi do wzrostu poziomu
NADH [14], Kumulacja NADH powoduje przewage
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procesdw redukcyjnych, a w efekcie wzrost stezenia
mleczandw, obnizenie stopnia przemiany pirogro-
nianoéw do acetylo-CoA izahamowanie cyklu kwasu
cytrynowego. W komdrce dochodzi wtedy do spadku
stezenia ATP, a wzrostu stezenia ADP, AMP i nie-
organicznych fosforanéw [1, 9, 14], W odpowiedzi
na spadek stezenia ATP komoérka uruchamia alterna-
tywme Zrédta wytwarzania energii - glikolize beztle-
nowgq [15], Uruchomienie tego procesu zapewnia ko-
morce energie potrzebng do podtrzymania pompy so-
dowo-potasowej oraz wapniowej, jednakze powodu-
je takze wzrost stezenia mleczanéw w komorce, a co
zatym idzie zakwaszenie $rodowiska komorki [6, 9],

Podczas niedotlenienia wewngtrz izolowanych
komérek pH obniza sie do wartosci 6,3; mitochon-
dria ulegajg depolaryzacji, a poziom ATP moze ob-
nizy¢ sie do 1% wartosci podstawowej, jednakze nie
dochodzi do zmiany przepuszczalnosci mitochon-
driow, a zywotno$¢ komorek jest wyzsza niz 90%
[16], Natomiast przywrdcenie normalnych warun-
kow tlenowych ipowrdt pH do wartosci 7,2 powodu-
je zmiany przepuszczalnoséci mitochondriéw. Spadek
pH w trakcie niedotlenienia chroni zatem komoérki
przed $miercig [17-20],

Wzrost przepuszczalno$ci mitochondriéw powo-
dowany jest otworzeniem poréw w ich btonie wew-
netrznej, co prowadzi do wzrostu przepuszczalnosci
btony i umozliwia przechodzenie przez nig jonéw, a
nawet niskoczgsteczkowych biatek [3, 16, 21], W
wyniku tego dochodzi do depolaryzacji mitochon-
driow. ich obrzmienia irozprzezenia procesu oksy-
dacyjnej fosforylacji [16, 21],

Nieznaczny nawet spadek pH przyspiesza uwal-
nianie zwigzanych z biatkami jonow metali przejs-
ciowych, takich jak Fe2+i Cu2+ co moze dodatkowo
zaktoci¢ wytwarzanie ATP w komorce na korzys$é ge-
neracji anionorodnika ponadtlenkowego [22-25],

Wczesng konsekwencjag niedotlenienia komorki
jest takze obnizenie zawarto$ci glikogenu w komar-
ce w wyniku aktywacji fosfofruktokinazy. Przenika-
nie mleczan6w oraz jonéw sodu, potasu i wapnia do
siateczki $Srdodplazmatycznej powoduje jej obrzmie-
nie iutrate rybosomow, aw wyniku tego procesu, jak
réwniez wskutek kondensacji chromatyny brzeznej,
nastepuje zahamowanie syntezy biatek.

W komorce, w wyniku obnizenia poziomu ATP i
glikogenu, dochodzi do zaburzenia podstawowych
jej funkcji, a przede wszystkim zatrzymania pompy
Na+K+i Ca“+ w efekcie czego do wnetrza komérki
naptywajgjony Na+iCa2+ado przestrzeni zewnatrz-
komdrkowej jony K+i Mg2+ Zaburzenie stezeniajo-
néw w otoczeniu komérki i wjej wnetrzu powoduje.
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ze do komorki zaczyna przeptywaé woda, co prowa-
dzi do obrzmienia [6, 7, 9, 10],

Niedobdr tlenu powoduje zmniejszenie syntezy
fosfolipidow btonowych, a wskutek tego dochodzi
do zaburzenia funkcji bton plazmatycznych, ktore
tracg swojg integralnos¢ i enzymy komorkowe wy-
dostajg sie nazewnatrz [1]. W surowicy krwi obser-
wuje sie wtedy wzrost aktywnosci enzyméw o lokali-
zacji cytoplazmatycznej, jak i subkomaérkowej.

I1l. Uszkodzenie komdrki wskutek peroksy-
dacji lipidow btonowych

Btony komorkowe zawierajg wielonienasycone
kwasy ttuszczowe podatne na dziatanie wolnych rod-
nikéw tlenowych, ktoére zapoczatkowujg proces pe-
roksydacji lipidow btonowych [26, 27, 28].

Peroksydacje lipidow btonowych powodujg nie
tylko substancje chemiczne czy tez ekspozycja na
promieniowanie jonizujace, ale takze réznego rodza-
ju procesy zachodzgce w organizmie. Sg to miedzy
innymi stany zapalne o réznym podtozu, starzenie
sie organizmu, czy tez procesy niedokrwienia-reper-
fuzji w watrobie, sercu, nerkach, jelicie, mézgu
[11-13], Niedokrwienie - przerwanie doptywu krwi
do narzadu lub jego czes$ci - pojawia sie np. w czasie
zabiegow chirurgicznych takich jak transplantacje
lub choréb, np. zawatu serca i moze prowadzi¢ nawet
do martwicy. Paradoksalnie ponowny naptyw krwi,
czyli reperfuzja, niesie za sobg niebezpieczenstwo
dalszych uszkodzen tkankowych [11, 13]. Uszkodze-
nia tkankowe powstajgce w czasie procesu niedo-
krwienia-reperfuzji generowane sg przez nadtlenki,
ktore oddziatujg z komérkami nabtonkowymi. W
wyniku tego produkowane sg mediatory zapalenia,
takie jak PAF (czynnik aktywmjacy ptytki) - syntety-
zowany z fosfolipidow btonowych przez fosfolipaze
A2i LTB4 (leukotrieny B4) [13, 29-31],

Zwiekszone tworzenie sie reaktywnych form tle-
nu i indukowang przez nie dysfunkcje komorek ob-
serwowano w wielu chorobach, np. w arytmii, nad-
cisnieniu, uszkodzeniu miesni szkieletowych, uszko-
dzeniu neuronéw w chorobie Parkinsona, cukrzycy,
chorobie Alzheimera [32-35],

Szlaki metaboliczne, w wyniku ktérych powstaja
reaktywme formy tlenu (ROS), to: 1) uktad ksantyna
(X)/oksydaza ksantynowa (XO), 2) uktad cyklooksy-
genaz szlaku metabolicznego kwasu arachidonowe-
go, 3) ukiad transportu elektronéw w mitochon-
driach, 4) uktad aktywowanych neutrofili, 5) uktad
biatek amyloidu P [35], Szlaki metaboliczne pro-
wadzgce do tworzenia reaktywnych form tlenu sg do-
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brze poznane, jednakze nie do korica wyjasnione jest,
jaki udziat majg poszczegdlne zrodta ich tworzenia.

W fazie poczatkowej tego typu uszkodzenia ko-
morek dochodzi zwykle do wigzania ksenobiotyku
przez btony komérkowe oraz btony siateczki $rod-
plazmatycznej. Przy udziale monooksygenaz zale-
znych od cytochromu P450 wytwarzane sg wolne
rodniki, ktére uruchamiajg peroksydacje lipidéw
wszystkich bton, w tym bion mitochondrialnych.
Uktad monooksygenaz odpowiedzialny jest miedzy
innymi za utlenianie ksenobiotykéw i wymaga do
swojego dziatania donora elektronéw. Moze nim by¢
NADPH lub NADPH+H+ a w rezultacie powstaje
pewna ilo$¢ reaktywnych form tlenu [5, 36, 37],

W uszkodzonych mitochondriach dochodzi do ob-
nizenia stezenia ATP wskutek zmniejszenia nasilenia
procesu fosforylacji oksydacyjnej [1, 6]. Uszkodzo-
ne mitochondria majg takze zmniejszong zdolnos¢
redukcji utlenionego NADP. Prowadzi to do upoSle-
dzenia uktadu antyoksydacyjnego zwigzanego z pe-
roksydazg glutationowg i powoduje kumulacje utle-
nionej formy glutationu [38, 39],

Jak stwierdzono, okoto 2% tlenu zuzytkowanego
przez mitochondrialny tahncuch oddechowy w wyni-
kujednoelektronowej redukcji ulega przeksztatceniu
do anionorodnika ponadtlenkowego [3, 40]. W wy-
twarzanie reaktywnych form tlenu przez mitochon-
dria zaangazowane sg nastepujgce enzymy: burszty-
nylo-koenzym Q, koenzym Q H2-reduktaza cyto-
chromu C i NADH-koenzym Q. W prawidtowych
warunkach powstajgce rodniki tlenowe sg neutrali-
zowane przez reduktaze NADP-koenzym Q, a takze
przez autooksydacje koenzymu Q [3, 41], W wiek-
szosci przypadkéw anionorodnik ponadtlenkowy
jest generowany na poziomie koenzymu Q, chociaz
nalezy zauwazyé¢, ze dehydrogenaza NADH petni tu
takze bardzo wazng role [3].

Wolne rodniki moga by¢ wytwarzane nie tylko w
mitochondriach. Siateczka $rédplazmatyczna hepa-
tocytow zawiera uktad desaturazy, ktéry wprowadza
wigzania podwojne do tancuchow kwasow ttuszczo-
wych. Ten uktad odpowiedzialny jest takze za trans-
port elektronéw przekazywanych z NADPH przez
uktad flawinowy na cytochrom b5, ktory z kolei prze-
kazuje elektrony desaturazie. Formy zredukowane
zarowno flawoenzymu, jak i cytochromu b5 moga
reagowac z tlenem iw ten spos6b wytwarzaé¢ aniono-
rodnik ponadtlenkowy [42],

Najlepiej poznane zostaty interakcje pomiedzy
wolnymi rodnikami a lipidami zawartymi w btonach
komoérkowych i subkomérkowych. Btony komérko-
we i subkomdrkowe zbudowane sg z wielonienasy-
conych kwasdw ttuszczowych, w ktorych wystepuja
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sprzezone wigzania podwdjne, co sprawia, ze s3
szczegblnie wrazliwe na procesy peroksydacji lipi-
dow [27, 43]. Pierwszym etapem peroksydacji lipi-
dow jest oderwanie przez wolny rodnik atomu wodo-
ru od alkilowej grupy a-metylenowej bedacej w bez-
posSrednim sasiedztwie jednego badz dwu wigzan po-
dwoéjnych miedzy atomami wegla [3, 28, 29]. W pro-
cesie tym dochodzi do powstania rodnika lipidowe-
go. W obecnosci tlenu rodnik lipidowy prze-
ksztatcany jest do lipidowego rodnika ponadtlenko-
wego, ktéry moze reagowaé z nastepnymi grupami
a-metylenowymi. Pierwsze produkty rozpadu lipi-
dow cechujg sie duzg labilnoscig i mogg tatwo rozpa-
da¢ sie do kolejnych produktow. Proces ten stymulo-
wany jest przez obecno$¢ wolnych jonéw metali
przejsciowych, ktore poprzez reakcje Fentona nasi-
lajg rozpad hydroksynadtlenkéw do odpowiednich
rodnikéw peroksylowych i alkoksytowych, jak tez
powodujg zwiekszenie wytwarzania wolnych rodni-
kow [3, 28, 29],

Wolne rodniki tlenowe moga reagowac takze z
biatkami, powodujgc ich oksydacje. Na dziatanie
wolnych rodnikow szczegdlnie wrazliwe sg niektore
aminokwasy, takie jak cysteina, metionina, tyrozyna,
histydyna. W wyniku reakcji wolnych rodnikéw z
aminokwasami powstajg karbonylowe pochodne
aminokwas6w oraz bityrozyna [17, 43]. W wyniku
tego procesu dochodzi do zaktocenia funkcjonowa-
nia wielu biatek poprzez zaburzenie proceséw ich
fosforylacji i defosforylacji, a takze zwiekszenie ich
wrazliwos$ci na proteolize [17, 44],

Wolne rodniki tlenowe biorg tez udziat w proce-
sach oksydacji kwaséw deoksyrybonukleinowych i
rybonukleinowych. Szczeg6lnie niebezpieczne jest
oksydacyjne wuszkodzenie DNA, poniewaz moze
mie¢ charakter mutagenny [45-48]. Uszkodzenie
DNA w wyniku stresu oksydacyjnego uwazane jest
za przyczyne wielu stanow patologicznych, miedzy
innymi choréb nowotworowych, miazdzycy, jak i
procesOw starzenia sie organizmow.

Oksydacyjne uszkodzenie kwaséw rybonukleino-
wych jest, jak sie¢ uwaza, mniej niebezpieczne, po-
niewaz kwasy te maja krétki potokres trwania i pod-
legajg ciggtej resyntezie [45],

Wolne rodniki petnig w organizmie takze pozy-
teczng funkcje, gtownie regulatorowa. Sadzi sie, ze
wolne rodniki tlenowe sg niezbedne w tak podstawo-
wych procesach zyciowych jak podziat komédrek
[49], Takze w procesie réznicowania i dojrzewania
komérek biorg udziat reaktywne formy tlenu [50],
Wykazano réwniez, ze dziatanie tzw'. wnérnego prze-
kaznika, jakim jest cykliczne GMP. regulowane jest
przez anionorodnik ponadtlenkowy, nadtlenek wo-
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doru irodnik hydroksylowy [51]. Obecno$¢ aniono-
rodnika ponadtlenkowego warunkuje prawidtowg
agregacje krwinek ptytkowych oraz synteze zale-
znych od witaminy K czynnikéw krzepniecia krwi
[52. 53],

IV. Rola mitochondriow w uszkodzeniu ko-
morki

W badaniach nad uszkodzeniem komorki szcze-
mitochondriom.
Uszkodzenie mitochondriéw moze wynika¢ z dwéch

g6lna uwaga posSwiecona jest
patofizjologicznych przyczyn: ostabienia proceséw
fosforylacji oksydacyjnej, co prowadzi do obnizenia
wytwarzania energii (ATP) w mitochondriach i tok-
sycznosci reaktywnych form tlenu [3, 54, 55]. W nor-
malnie funkcjonujagcym tafncuchu oddechowym wu
ssakow, elektrony sg przenoszone z NADH na utle-
niong forme koenzymu Q. Forma zredukowana ko-
enzymu Q przenosi elektrony na oksydaze cytochro-
mu C, przechodzac z powrotem w forme utleniong
[3], Hamujgc mitochondrialny transport elektrondw
in vitro poprzez uzycie antymycyny A, inhibitora IlI
kompleksu enzymatycznego, wykazano wzrost pro-
dukcji w mitochondriach anionorodnika ponadtleno-
wego i nadtlenku wodoru. Wzrost ten sugeruje, ze
zablokowanie tancucha oddechowego powoduje ku-
mulacje elektronéw na poczatkowym etapie, a kon-
kretnie w | kompleksie enzymatycznym (reduktaza
NADH-koenzym Q) mitochondrialnego tancucha
transportu elektronéw i koenzymie Q, skad sg one
przenoszone bezpos$rednio na tlen molekularny, po-
wodujac w efekcie powstanie anionorodnika tleno-
wego [54], Mitochondrialny anionorodnik ponad-
tlenkowy jest usuwany przez MnSOD. powstaje
1120 2 konwertowany nastepnie do H20 przez izofor-
me 1peroksydazy glutationowej (GPx 1).

Obecnie przypuszcza sie, ze toksycznos$¢ rodnika
ponadtlenkowego zwigzana jest przede wszystkim z
tym, ze rodnik ten utlenia eksponowane na niego kla-
stry [4Fe-4S] w podatnych na to enzymach. W wyni-
ku tego dochodzi do uwolnienia zelaza i inaktywacji
enzymu. Wolne zelazo katalizuje reakcje utleniania
w komorkach poprzez reakcje Fentona, prowadzac
do powstawania rodnika hydroksylowego [56],
Anion ponadtlenkowy jest bardziej wybidérczy w
swoich chemicznych reakcjach w poréwnaniu z in-
nymi reaktywnymi formami tlenu np. rodnikiem hy-
droksylowym [56], Enzymy zawierajgce klastry
[4Ee-4S], chronione sga przed inaktywacjg przez
dysmutaze ponadtlenkow g (SOD), ktdéra zapobiega
réownoczes$nie powstawaniu nadmiaru wolnego zela-
za w komorce [56],
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Do enzymow, ktére zawierajg wrazliwe na rodnik
ponadtlenkowy klastry [4Fe-4S] naleza: mitochon-
drialna akonitaza, homoakonitaza biorgca udziat w
biosyntezie lizyny oraz. izopropy-
lo-jablczanowa (w szlaku biosyntezy leucyny) [56],

Produkcja ROS w mitochondriach jest Scisle regu-
lowana przez mitochondrialne enzymy antyoksyda-
cyjne. wtaczajac w to MnSOD, peroksydaze glutatio-
nowg wodoronadtlenkéw lipidéow' i klasyczna perok-
sydaze glutationowg (cGPx) [57], GPx jest w zasa-
dzie jedynym enzymem usuwajgcym nadtlenek wo-
doru tw'orzony w mitochondriach [5, 57, 58], Katala-
za metabolizujaca H20 2 jest bowiem nieobecna w
mitochondriach wiekszo$ci komérek zwierzecych,

izomeraza

stad wynika kluczowa rola, jaka w usuwaniu tego
rodnika peini wiasnie peroksydaza glutationowa.
Dlatego tez glutation zredukowany (GSFF), antyok-
sydant i zmiatacz rodnikéw, ale takze kofaktor po-
trzebny do dziatania mGPx. jest tak niezbedny do
obrony mitochondriéw przed nadtlenkiem wodoru
[57, 59], GSH jest, jak wiadomo, syntetyzowany w
cytosolu, skad jest transportowany do mitochon-
driow. Natomiast GSSG (utleniony glutation), z kt6-
rego regenerowany jest GSH, nie moze by¢ transpor-
towany z mitochondridw do cytosolu. Wzrasta zatem
rola mitochondrialnego NADPH, ktéry jest wyko-
rzystywany w reakcjach redukcji GSSG do GSH
przez mitochondrialng reduktaze glutationowg. De-
hydrogenaza glukozo-6-fosforanowa, kluczowy en-
zym cyklu pentozowego, zapewniajgcy odpowiedni
poziom NADPH. jest nieobecna w mitochondriach
[59-63], Jej funkcje musi zatem przejaé inny enzym.
Uw;aza sie, ze enzymem tym jest dehydrogenaza izo-
cytrynianowa. U ssakOw istniejg trzy izoenzymy de-
hydrogenazy izoeytrynianowej (ICDH): mitochon-
drialna  NAD”-zalezna ICDH, mitochondrialna
NADP+zalezna ICDH icytozolowa NADP+zalezna
ICDIE Badania Jo i wsp. [59] wykazaty, Zze induko-
wana przez ROS NADP+-zalezna ICDH jest gtow'-
nym enzymem odpow iedzialnym za wytwarzane mi-
tochondrialnego NADPH, prowadzac do wzrostu
stezenia GSFE potrzebnego do obrony przed rodnika-
mi.

Mitochondria bedac jednym z gtéwnych zrédet re-
aktywnych form tlenu sa rbwnoczes$nie bardzo wra-
zliwe na uszkodzenia oksydacyjne [59], ROS moga
bezpodrednio uszkadza¢ enzymy mitochondrialne,
jak tez powodowa¢ mutacje wW mitochondrialnym
DNA. Jednoczes$nie, ROS moga zmienia¢ potencjat
miedzybtonowy mitochondridw, ktory jest wskazni-
kiem integralnosci bton mitochondrialnych [3, 59],
Mitochondrialne reaktywne formy tlenu w warun-
kach niedotlenienia aktywujg transkrypcje gendw
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kodujacych enzymy glikolityczne, jak rowniez czyn-
nik indukujacy hipoksje (HIF-1), co sugeruje, ze mi-
tochondrialne ROS posredniczg w “porozumiewaniu
sie” pomiedzy jadrem i mitochondriami [5, 59].

IV-1.Rola akonitazy w uszkodzeniu mitochondriéw

Jak juz wspominano, ostatnio podkresla sie role
enzymow zawierajgcych klaster zelazowo-siarkowy
w oksydacyjnym uszkodzeniu mitochondriow.
Szczegdlna uwaga poswiecona jest akonitazie.

Akonitaza jest zelazowo-siarkowym enzymem
wystepujgcym w mitochondriach i cytoplazmie. Mi-
tochondrialna  akonitaza (hydrataza cytrynia-
nowo-izocytrynianowra EC 4.2.1.3) jest enzymem
cyklu kwasu cytrynowego [63-65]. Akonitaza nalezy
do klasy enzyméw zwanych hydratazami. Katalizuje
reakcje izomeryzacji cytrynianu do izocytrynianu, a
produktem posrednim jest cis-akonitynian. Enzym
ten zawiera klaster [4Fe-4S], ktéry wchodzi w reak-
cje z grupami hydroksylowymi lub karboksylowymi
jako substratami [66]. W klastrze [4Fe-4S] trzy ato-
my zelaza zwigzane sg bezpos$rednio z cysteinylowg i
nieorganiczng siarka, szkieletem enzymu, czwarty
za$ jest atomem labilnym, unikalnym w tym sensie,
ze nie jest zwigzany z cysteing, a raczej z grupg hy-
droksylowg substratu lub wody [65]. Wigzanie zela-
zo-siarka stanowi wolne miejsce koordynacyjne,
ktére peini role centrum aktywnego akonitazy [67],

W warunkach zwiekszonej produkcji anionorod-
nika ponadtlenkowego aktywnos$¢ akonitazy jest ha-
mowana, co stwierdzono zaréwno w komdrkach bak-
terii, jak i w komdrkach ssakéw [66, 68. 69], Ostat-
nio przewaza poglad, ze reakcja pomiedzy mitochon-
drialng akonitazg a anionem ponadtlenkowym petni
kluczowg role w procesie oksydacyjnego uszkodze-
nia mitochondriéw [70], Natomiast wzrost aktywno-
Mn-SOD

przed inaktywacjg [67, 71],

§ci mitochondrialnej chroni akonitaze

Aktywna akonitaza mitochondrialna zawiera kla-
ster [4Fe-4S]':+, ktdry jest atakowany i utleniany
przez endogenny anionorodnik ponadtlenkowy i
przechodzi w stabilng forme nieaktywng zawnerajaca
klaster [3Fe-4S]1+ Sadzi sie, ze w procesie inakty-
wacji akonitazy dochodzi do uwolnienia atomu zZela-
za na +2 stopniu utlenienia, utlenienia klastru
wchodzgcego w skiad centrum aktywnego, a takze
tworzenia nadtlenku wodoru. Uwolniony jon Fe2+
reaguje z FECK, w reakcji Fentona, co prowadzi do
jego utlenienia oraz wytworzenia sie rodnika hy-
droksylowego [65, 71],

Utlenienie mitochondrialnej akonitazy moze za-
chodzi¢ takze przy udziale nadtlenku wodoru. W
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procesie tym generowane sg takze rodniki hydroksy-
lowe, jednakze szybko$¢ tych reakcji jest duzo
mniejsza w poréwnaniu z procesem powodowanym
rodnikiem ponadtlenkowym [65. 71-73]. W prowa-
dzonych in vitro badaniach zakonczen nerwéw ako-
nitaza ulega catkowitemu zahamowaniu przy steze-
niu FECK wynoszgacym 50 pmoli [73]. Réwniez bada-
nia Nulton-Persson i Szweda [72] prowa-
dzone na izolowanych mitochondriach serca wyka-
zaty hamowanie aktywno$ci akonitazy pod
wptywem nadtlenku wodoru. Zdolno$¢ usuwania
nadtlenku wodoru przez homogenaty i mitochondria
watroby, serca i mie$ni szkieletowych jest miarg ich
zdolnosci antyoksydacyjnej. Najwiekszg majg ho-
mogenaty watroby, a w dalszej kolejnosci homoge-
naty serca i miesni [74],

Reaktywacja akonitazy jest zalezna od zelaza.
Wykazano, ze anionorodnik ponadtlenkowy izelazo
majg przeciwstawny wptyw na aktywnos$¢ tego enzy-
mu [68, 75]. Reaktywacja enzymu in vivo zachodzi
prawdopodobnie przez redukcje utlenionego klastru
[3Fe-4S]1+do formy [3Fe-4S]° inastepnie wtgczeniu
jonu zelazawego [75-77], Reaktywacja enzymu po
utlenieniu przez anionorodnik ponadtlenkowy jest
catkowita, natomiast w przypadku utlenienia przez
nadtlenek wodoru tylko czesciowa, poniewaz nadtle-
nek wodoru powoduje uszkodzenie struktury biatko-
wej enzymu [65].

W normalnym stanie redoks inaktywacja akonita-
zy przez anionorodnik ponadtlenkowy jest procesem
odwracalnym. Jednakze procesy, ktére prowadzg do
znacznego wzrostu wytwarzania tych anionorodni-
kéw, jak to ma miejsce na przyktad w procesie starze-
nia, przyczyniajg sie do odpowiednio zwiekszonej
produkcji nadtlenku wodoru irodnikow hydroksylo-
wych [65. 75, 78], Te ostatnie moga powodowac nie-
odwracalng inaktyw'acje akonitazy [75],

Przypuszcza sie, ze reakcja miedzy anionem po-
nadtlenkowym i mitochondrialna akonitazg zwiek-
szajac oksydacyjne uszkodzenie mitochondridow lezy
takze u podstaw- patofizjologii niektérych prze-
wlektych chorob sercowo-naczyniowych [65], Rola
akonitazy zostata chyba najlepiej poznana w proce-
sach starzenia sie. Obecnie przypuszcza sig, ze zmia-
ny wystepujgce wraz z wiekiem sg konsekwencjg na-
gromadzania sie oksydacyjnych uszkodzen czaste-
czek biatek [70, 71, 75]. Oksydacyjnie zmodyfiko-
wane biatka tracgc strukturalng integralno$¢ i zdol-
nosci katalityczne przestaja petnié¢ swoje funkcje.
Uszkodzenie oksydacyjne biatek wydaje sie zatem
mie¢ kluczowe znaczenie w procesie starzenia sie.
Podczas procesu starzenia sie akonitaza w mitochon-
driach jest oksydacyjnie modyfikowana i inaktywo-
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wana. W warunkach dos$wiadczalnych inaktywacja
akonitazy przez fluorooctan prowadzi do skrdcenia
czasu zycia, co zdaniem autorow Swiadczy o zale-
znosci pomiedzy aktywno$cig tego enzymu a ditugo-
$cig zycia zwierzat doswiadczalnych [75],
Akonitaza jest enzymem, 0 czym juz wspomnia-
no, katalizujacym izomeryzacje cytrynianu do izocy-
trynianu, reakcje podstawowg dla metabolicznych
funkcji komérki [65, 75], U muchy enzym ten stano-
wi 15% biatek macierzy mitochondrium. Obserwo-
waneprzezYan iwsp.[75] obnizenie 0 62% aktyw-
nosci akonitazy mitochochondrialnej u muchy w wy-
niku procesu starzenia sie wywierato niekorzystny
wptyw na proces fosforylacji oksydacyjnej.
Inaktywacja akonitazy moze prowadzi¢ do bloko-
wania przeptywni elektronéw do tlenu, a przez to po-
wodowa¢ kumulacje zredukowanych metabolitéw.
Warunki
mogg prowadzi¢ do nasilenia produkcji reaktywnych

takie, nazywane “stresem redukcyjnym?”,

form tlenu poprzez autoutlenienie zredukowanych
metabolitow, co w konsekwencji prowadzi do oksy-
dacyjnego uszkodzenia czasteczek. Tak wiec, oksy-
dacyjna inaktywacja akonitazy zapoczatkowuje ka-
skade reakcji
uszkodzenia komorek [65, 75], To zjawisko moze

prowadzacych do oksydacyjnego

by¢ przyczyna gwattownego wzrostu stezenia utle-
nionych biatek w procesie starzenia sie, co zostato
udokumentowane u ludzi, gryzoni i owaddéw [75, 77,
78],

Wydaje sie zatem, ze niezaleznie od mechani-

zmoOw dziatania, kluczowag role w zaburzeniu funkcji
komorki odgrywa uszkodzenie mitochondriow.
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Struktura i funkcja biatkowych domen PDZ

Structure and function of the PDZ domains

MICHAL MILEWSKI*
Spis tresci:

l. Wstep

1. Struktura domeny PDZ

I1l. Rozpoznawanie C-kohcowych motywdéw aminokwaso-
wych

IV. Funkcja domen PDZ
IV-1. Tworzenie wielobiatkowych komplekséw funkcjo-

nalnych

1V-2. Lokalizacja biatek
IV-3. Rozw6j organizmu i polaryzacja komoérkowa
1V-4. Selektywna proteoliza

V. Domeny PDZ achoroby cztowieka

V1. Wystepowanie domen PDZ

VIl. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrotow: CAL (ang.
CFTR-assoeiated ligand) biatko zwigzane z CFTR;
CAP70 - (ang. CFTR-gssociated protein 70 kDa)
biatko o masie czgsteczkowej 70 kDa, zwigzane z
biatkiem CFTR; CFTR - (ang. cystic fibrosis trans-
membrane conductance regulator) biatko regulujgce
transhtonowe przewodnictwo chlorkéw, zw igzane z pa-
togeneza mukowiscydozy; DHR - (ang. Discs-large
homology region) region homologiczny do fragmentu
biatka Dig; Dig - (ang. Discs-l_arge) biatko, ktdrego
mutacje prowadzg do nowotworowego przerostu dysku
imaginalnego u muszki owocowej; Dsh - (ang.
dishevelled) biatko, ktérego mutacje prowadzg do za-
burzenia polaryzacji wioskéw na powierzchni ciata
muszki owocowej; E3KARP - (ang. NHE3 kinase A
regulatory protein) biatko regulujgce NHE3 przy
udziale kinazy biatkowej A; ERM - (ang. ezrin-rad-
ixin-moesin protein family) rodzina biatek obejmujaca
miedzy innymi ezryne, radyksyne i moezyne ; FERM -
(ang. four-point-one, ezrin, radixin, moesin domain)
domena charakterystyczna dla biatek z nadrodziny 4.1,
obejmujacej miedzy innymi biatka ERM ; GLUT1

(ang. glucose transporter F) transporter glukozy 1
GLUT 1CBP - (ang. GLUTI C-terminal binding prote-
in) biatko wigzace C-koniec biatka GLUTI; GRIP -
(ang. glutamate receptor interacting protein) biatko od-
dziatujgce z receptorem kwasu glutaminowego; htrA -
(ang. high temperature requirement A) biatko zwigzane
z opornos$cig na wysokg temperature; InaD - (ang. ina-
ctivation no afterpotential D protein) biatko wymagane

*Dr, Zaktad Genetyki Medycznej, Instytut Matki i Dziecka,
01-211 Warszawa, ul. Kasprzaka 17A,
email: milew skiu/ innd.med.pl
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dla prawidtowego funkcjonowania systemu foto-
transdukcyjnego; Kir2.3 - (ang. Ky inward rectifier
2.3) kanat potasowy, wykazujagcy dowewnetrzng
rektyfikacje; LIM - (ang. Linii, [sil, Mec 13 domain)
domena wystepujgca miedzy innymi w biatkach Lin 11,
Tsll, oraz Mec 13; UMK 1--(ang. LIM kinase f) kinaza
zawierajaca domene LIM; LIN - (ang. abnormal cell
Ifneage) biatko, ktérego mutacje prowadza do
otrzymania linii komérkowej o nieprawidtowym feno-
typie; MAGUK - (ang. membrane-associated gnanyla-
te kinase) rodzina kinaz guanylowych zwigzanych z
btong komérkowa; N - (ang. notch) biatko, ktérego mu-
tacje prowadzg do zaburzenia rozwoju skrzydet (poja-
wienia sie karbéw na krawedziach skrzydet) u muszki
owocowej; NFIE3 -- (ang. N a'/lf exchanger 3) wy-
miennik sodowo-protonowy 3; NEfERF - (ang. NHE3
regulatoryfactor) czynnik regulujacy NI1F3: NINAC -
(ang. neither inactivation nor ajterpotential O niekon-
wencjonalna miozyna, ktérej mutacje prowadzg do za-
burzenia systemu fototransdukcyjnego; nNOS - (ang.
neuronal nitric oxide symthase) neuronowa syntaza
tlenku azotu; NRDB - (ang. non-redundant data base)
nienadmiarowa baza danych ; PAR3 - (ang. partitio-
ning defective i) biatko, ktérego mutacje prowadzg do
zaburzenia procesu asymetrycznego podziatu komé-
rek; PDZ - (ang. PSD95, Dig, ZOIl domain) domena
wystepujaca m.in. u biatek PSD95. Dig oraz ZO; PIT -
(ang. pleckstrin homology domain) domena o sekwen-
cji homologicznej do fragmentu plekstryny; PICK1

(ang. protein interacting with C kinase /) biatko od-
dziatujace z kinazg biatkowg C; PIP, - (ang. phosphati-
dyUnositol  4,5-bisphosphate)  fosfatydyloinozyto-
lo-4,5-bisfosforan; PKC (ang. protein kinase C) kina-
za biatkowa C;_PLC - (ang. phospholjpase C) fosfoli-
paza C; PSD95 -- (ang. post-synaptie density'protein 95
kDa) biatko o masie czasteczkowej 95 kDa, wyste-
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pujace w zageszczeniu postsynaptycznym; PTPL1 -
(ang. protein tyrosine phosphatase-like P) biatko po-
dobne do fosfatazy tyrozynowej; PTS1 - (ang. peroxi-
mal targeting sequence ]) peroksysomalna sekwencja
lokalizacyjna; RiL -- (ang. reversion-induced LIM pro-
tein) biatko z domeng LIM, ktérego ekspresja ulga in-
dukcji w wyniku fenotypowej rewersji komérek strans-
formowanych onkogenem; SAP97 - (ang. synap-
se-associated protein 97_kDa) biatko o masie czgstecz-
kowej 97 kDa, wystepujace w synapsach; SH2 - (ang.
Src homology 2 domain) homologiczna do regionu
biatka Src domena 2; SH3 - (ang. Src homology' 3 do-
main) homologiczna do regionu biatka Src domena 3;
SNTA1 - (ang. syntrophin, alpha P) alfa-syntrofina 1,
TAZ - (ang. transcriptional co-activator with PDZ-hi-
nding motif) koaktywator transkrypcyjny z motywem
wigzanym przez domene PDZ; Tiam 1 -(ang. T-lymph-
oma invasion and metastasis protein ]) biatko
zwiazane z inwazjg i przerzutami chioniaka T-komor-
kowego; TPR - (ang. tetratrico peptide repeat) domena
biatkowa zawierajgca powtorzenia 34-aminokwasowej
sekwencji; TRP - (ang. transient receptor potential)
kanat wapniowy biorgcy udziat w regulacji okresowych
zmian potencjatu btonowego; TRPL - (ang. TRP-like)
biatko podobne do TRP; Wg - (ang. wingless) biatko,
ktérego mutacje prowadzg do utraty skrzydet u muszki
owocowej; ZOIl - (ang. zonula occludens P) biatko ob-
wodki zamykajacej.

l. Wstep

Na poczatku ubiegtego dziesieciolecia zauwa-
zono obecno$é homologicznych sekwencji amino-
kwasowych powtarzajagcych sie kilkukrotnie w sy-
naptycznym biatku PSD95 (ang. post-synaptic densi-
ty protein 9 _ kDa), w supresorze nowotworowym
Dig (ang. Discs-large) muszki owocowej Drosophi-
la melanogaster, oraz w biatku ZOIl (ang. zonula
occludens 1), wystepujacym w obwodce zamy-
kajacej komoérek nabtonkowych [1, 2], Od pierw-
szych liter nazw tych trzech biatek wywodzi sie
obecna nazwa odkrytej w ten spos6b domeny PDZ,
cho¢ poczatkowo na jej okre$lenie uzywano tez wy-
skrotow - DHR (ang.
Discs-large homology region), lub tez GLGF (od

miennie dwo6ch innych

charakterystycznego motywu aminokwasowego
Gly-Leu-Gly-Phe, wystepujgcego w tej domenie).
Zaréwno powszechno$¢ wystepowania domen
PDZ, jak i ich intrygujaca zdolno$¢ do swoistego
wigzania C-koncowych aminokwaso-
wych, sprawiajg, ze domeny te stajg sie coraz cze-
Sciej obiektem zainteresowania badaczy reprezen-

motywow

tujacych rozne dziedziny nauk biologicznych. Wysu-
wane sg liczne hipotezy dotyczace wyjatkowej roli
domen PDZ w funkcjonowaniu rédznego typu komé-
rek, zwtaszcza tych o wysoce wyspecjalizowanej
funkcji, jak np. komoérki nerwowe lub nabtonkowe.
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W prezentowanym opracowaniu, oprécz podsumo-
wania obecnego stanu wiedzy na temat struktury i
funkcji tych domen przedstawiono takze wybrane
przyktady proceséw komoérkowych przebiegajacych
z ich udziatem.

Il. Struktura domeny PDZ

Stosujac krystalografie rentgenowska udato sie
ustali¢ strukture przestrzenng domeny PDZ biatka
PSD95 [3], a nastepnie Kkilkunastu innych domen
PDZ. Na tej podstawie mozna wnioskowaé o 0gol-
nym planie ich budowy. Sekwencja domeny PDZ.
liczaca okoto 80-100 aminokwasdw' obejmuje zwy-
kle sze$¢ wtokien j3(f3A-[3F) oraz dwie helisy a (aA i
aB) (Ryc. 1). W obrebie domeny wyr6zni¢ mozna
kilka krotkich konserwowanych ewolucyjnie moty-
wow aminokwasowych, sposréd ktérych szczeg6lng
uwage badaczy przykut wspomniany wcze$niej mo-
tyw' GLGF. Motyw ten potozony jest w N-koricowej
czesci jednej ze struktur @ ([3B) i poczatkowo uzna-
wany byt za charakterystyczny znak rozpoznawczy
domen PDZ. Pordwnujgc sekwencje réznych domen
PDZ mozna jednak dojsé¢ do wniosku, ze niewiele
jest aminokwasow, ktérych obecnos¢ jest niezbedna
dla zachowania struktury i funkcji tej domeny.
Oproécz glicyny w trzeciej pozycji motywu GLGF, do
najczesciej zachowywanych ewolucyjnie amino-
kwasow™ nalezg asparagina usytuowana pomiedzy
strukturami [3D i [3E, histydyna w N-kohcowej czeSci
helisy aB, glicyna i kwas asparaginowy poprze-
dzajace strukture [3D, oraz alanina w obrebie stosun-
kowo krétkiej helisy aA.

Najistotniejszym elementem strukturalnym do-
meny PDZ jest szczelina tworzona przez struktury
aB i [3B, ktora na jednym swym koncu ograniczona
jest motywem GLGF, lezacym na petli taczacej [BA i
[313. Powstaje w ten sposdb kieszen, ktora bierze bez-
posrednio udziat w swoistym oddziatywaniu domeny
PDZ z karboksylowym kofncem wigzanego peptydu.
Peptyd ten wpasowuje sie antyrownolegle w prze-
strzeh pomiedzy aB i[3B. uzupetniajac niejako struk-
ture samej domeny (Ryc. 2).
kluczowag role w tym wigzaniu odgrywa motyw

Przyjmuje sie, ze

GLGF, oddziatujacy z ostatnim, C-koncowym ami-
nokwasem wigzanej sekwencji.

Cho¢ poczatkowm podejrzewano, ze interakcje
domeny PDZ sg ze sw'ej natury ograniczone do od-
dziatywania jedynie z C-koncowymi motywami ami-
nokwasowymi, to okazato sie jednak, ze takze pewne
wewnatrzbialkowe sekwencje moga by¢ wiazane
przez przynajmniej niektdre domeny PDZ. Takie we--
wnetrzne sekwencje aminokwasowe przyjmuja kon-
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Ryc. F Pordwnanie sekwencji aminokwasowych domen PDZ wybranych biatek cztowieka. Sekwencje tworzgce struktury helikalne oznaczono
barwa czerwong, a sekwencje odpowiadajace strukturom p przypisano barwa z6tta. Aminokwasy odpowiadajace motywowi GLGF,
tworzacemu cze$¢ struktury [3B, przedstawiono wyttuszczonym drukiem.

Ryc. 2. Przestrzenna struktura kompleksu tworzonego przez domene PDZ i C-koncowy peptyd liganda. (A) Zielona strzatka przedstawia potozenie
C-koncowego peptydu, umieszczonego w obrebie kieszeni tworzonej przez helise aB oraz wstege pB domeny PDZ biatka NHERF. (B) Sche-
mat przedstawia wzajemne potozenie liganda (po lewej stronie), oraz wigzacej jego karboksylowy koniec domeny PDZ biatka LIN2 (po pra-

wej stronie) [69],

formacje spinki (3 ktéra nasladujac strukture karbok-
sylowego konca peptydu jest w stanie wpasowac sie
w kieszen wigzacg, tworzong przez domene PDZ [4],
Co ciekawe, sekwencje przyjmujgce tego typu kon-
formacje obecne sg czasem tuz za N-kohAcowg cze-
$§cigdomeny PDZ, jak to ma np. miejsce w przypadku
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neuronowej syntazy tlenku azotu (nNOS - ang. neu-
rona! nitric oxide synthase), co sprawia, ze domena
PDZ tego biatka moze by¢ swoistym ligandem dla
domeny PDZ innego biatka, w tym przypadku syn-
trofiny (Ryc. 3) [5], Inne domeny PDZ mogga réwniez
tworzy¢ homo- lub heterodimery, cho¢ strukturalne
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Ryc. 3. Przestrzenna struktura kompleksu tworzonego przez domene PDZ i wewnetrzng sekwencje aminokwasowg biatka nNOS. (A) Struktura spinki
(8 (w ramce), sasiadujaca z domeng PDZ biatka nNOS. (B) Kompleks tworzony przez domene PDZ syntrofiny (barwa niebieska) ze struktura

spinki p towarzyszacej domenie PDZ biatka nNOS (barwa zielona).

podstawy tych oddziatywan sg odmienne. W niekto-
rych przypadkach nie obserwuje sie np. kompetycji
miedzy procesem dimeryzacji a wigzaniem liganda

[6].

I1l. Rozpoznawanie C-korfcowych motywow
aminokwasowych

Rozpoznawanie swoistych C-koncowych moty-
woéw aminokwasowych przez poszczegdlne domeny
PDZ odgrywa kluczowg role w funkcjonowaniu za-
wierajagcych te domeny biatek. Do$¢ wcze$nie za-
uwazono, ze domeny PDZ wykazujg pewne
preferencje odnos$nie wigzania okre$Slonych moty-
wow aminokwasowych in vitro [7], cho¢ okreSlenie
poziomu swoistosci tego rodzaju interakcji za-
chodzacych in vivo w komorce jest niestety znacznie
trudniejsze. Poszczegdlne domeny moga rozni¢ sie
do$¢ znacznie pod wzgledem zakresu réznorodnosci
rozpoznawanych ligandéow. Rdznice dotycza takze
sity wigzania C-koricowych motywo6w przez po-
szczeg6lne domeny PDZ, dla ktédrych obserwuje sie
szeroki zakres warto$ci statych dysocjacji (K¢S), sie-
gajacy od 10'xdo 10'6 M.

O swoistos$ci wigzania karboksylowego konca
peptydu decydujg w gtéwnej mierze oddziatywania z
aminokwasami umieszczonymi odpowiednio w po-
zycji 0 i -2 C-koncowej sekwencji. Wynika to w
pewnym sensie ze struktury catego kompleksu, jako
ze w sekwencji wigzanego peptydu, uzupetniajacej
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strukture harmonijki Bw domenie PDZ, reszty ami-
nokwasowe w pozycji0i-2 zwrocone sagw kierunku
kieszeni wigzacej tworzonej przez domene PDZ,
podczas gdy reszty w pozycjach -1 i-3 przyjmuja
przeciwng orientacje. Istniejg ponadto przestanki su-
gerujace, ze takze aminokwasy na dalszych pozy-
cjach moga przyczynia¢ sie do specyficznosci od-
dziatywan z domenami PDZ, aczkolwiek nie dyspo-
nujemy dotad
$niajgcym tego typu oddziatywania.

Ostatni aminokwas (pozycja 0) C-koncowego mo-
tywu wigzanego przez domene PDZ posiada zawsze

modelem strukturalnym, wyja-

tancuch boczny o witasciwosciach hydrofobowych.
Najczesciej jest to walina, leucyna lub izoleucyna,
rzadziej fenyloalanina lub alanina. Swoisto$¢ wigza-
nia poszczegdlnych aminokwaséw hydrofobowych
w tej pozycji wykazuje dos¢ duzg zmienno$¢.
Przyktadowo, niektére domeny PDZ biatek Dig i
PSD95 wigza preferencyjnie C-koricowg walineg,
cho¢ z niewiele mniejszym powinowactwem moga
tez wigzac¢ leucyne lub izoleucyne [7], Tymczasem
domena PDZ-1 biatka NHERF (ang. NHE3 (Na /H +
exchanger 3) regulatory factor), preferujgca zdecy-
dowanie C-koncowg leucyne, nie toleruje waliny w
tej pozycji, cho¢ wigze takze peptydy zakornczone
izoleucyng lub fenyloalaning [8], Strukturalne pod-
stawy tych réznic nie sgjeszcze doktadnie poznane.
W zalezno$ci od reszty aminokwasowej usytu-
owanej w pozycji -2 wigzanego motywu, domeny
PDZ dzieli sie zazwyczaj na trzy klasy (Tabela 1).
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Tabela 1

Klasyfikacja domen PDZ w oparciu o rozpoznawane C-kofAcowe sekwencje.

Motyw Przyktadowa . .
. i Ligand (biatko) Domena PDZ Ref.

aminokwasowy sekwencja

Klasa |

-X-S/T-X-T»
-D-T-R-L> CFTR NHERF (PDZ-1) [8]
-T-T-R-V> neuroligina PSD95 (PDZ-3) [63]
-E-S-L-V> napiecio-zalezny kanat sodowy syntrofina [64]

Klasa 1

-X-0-X-cD>
-E-Y-F-I> glikoforyna C P55 [65]
-E-F-Y-A> syndekan syntenina [66]
-S-V-E-V> efryna B2 GRIP (PDZ-6) [67]

Klasa Il

-X-D/E-X-0»
-V-D-S-V> receptor melatoniny nNOS [68]

* X oznacza dowolny aminokwas, a O aminokwas hydrofobowy.

Przyjmuje sie powszechnie, ze za specyficznosé
wigzania aminokwasu w tej pozycji odpowiedzialny
jest oddziatujacy z nim pierwszy aminokwas helisy
cxB (pozycja aBl) w domenie PDZ. W przypadku
domen PDZ nalezgcych do klasy i, histydyna w po-
zycji cxBl zapewnia silne wigzanie wodorowe z
grupag hydroksylowa seryny lub treoniny w pozycji

2 C-koncowego peptydu. Z kolei domeny klasy II,
zawierajgce na ogét hydrofobowy aminokwas w po-
zycji aBIl (zwykle waline lub leucyne), wigzg C-ko-
ncowe motywy zawierajgce w pozycji -2 rowniez
aminokwas o wtasciwosciach hydrofobowych (naj-
czedciej tyrozyne lub fenyloalaning). Najp6Zniej wy-
odrebniona klasa Il obejmuje domeny wigzace mo-
tywy zawierajace w pozycji -2 ujemnie natadowang
reszte aminokwasowg (asparaginian lub glutami-
nian). Wigzanie w'odorowe z boczng grupg karboksy-
lowg takiego aminokwasu zapewniane jest najcze-
§ciej przez grupe hydroksylowg tyrozyny znaj-
dujacej sie w pozycji aBl domeny PDZ. Co ciekawe,
w niektérych domenach PDZ. zaliczanych na og6t do
klasy 11, mamy do czynienia z odwrdceniem charak-
terystycznych dla klasy Ill pozycji oddziatujagcych ze
sobg aminokwasow. Przyktadowo, domena PDZ
biatka Tiaml (ang. T-lymphoma invasion and meta-
stasis protein ) zawiera asparaginian w pozycji aB 1
i wigze preferencyjnie peptydy posiadajgce tyrozyne
w pozycji -2 [7], Warto takze zauwazy¢, ze niektére
domeny PDZ wymykaja sie omawianej tu ogdlnej
klasyfikacji. Przyktadem moze by¢ domena PDZ
biatka PICK 1(ang. protein interacting with C kinase
1), ktéra zawiera lizyne w pozycji aBl, a zdolna jest
do wiazania peptydéw specyficznych zaréwno dla I,
jak i 1 klasy [9. 10],
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Wazng role w funkcjonowaniu domen PDZ odgry-
wa regulacja ich oddziatywania z docelowymi se-
kwencjami aminokwasowymi. Wiadomo, ze funkcje
regulacyjne moze w niektérych przypadkach petnié
fosforylacja reszt aminokwasowych w obrebie moty-
wu wigzanego przez domene PDZ. Przykitadowo,
fosforylacja seryny w pozycji -2 karboksylowego
konca receptora adrenergicznego (L lub kanatu pota-
sowego Kir2.3 (ang. KJ [nward rectifier 2.3) zapo-
biega wigzaniu sie tych biatek zdomenami PDZ, na-
lezagcymi odpowiednio do biatlek PSD95 oraz
NHERF [11, 12], Wydaje sie bardzo prawdopo-
dobne. ze réwniez inne czynniki, wptywajace na
przestrzenng organizacje poszczegdlnych elemen-
téow' strukturalnych wigzanych peptydéow, moga regu-
lowac przebieg procesu oddziatyw ania domen PDZ z
ligandami.

IV. Funkcja domen PDZ

Funkcja domeny PDZ sprowadza sie w zasadzie
do zapewnienia specyficznego wigzania pomiedzy
biatkiem posiadajagcym domene PDZ a karboksylo-
wym koricem innego bhiatka, choé nalezy réwniez pa-
mieta¢ o dodatkowej zdolno$ci domeny PDZ do
wigzania niektdrych wewnatrzbiatkowych sekwen-
cji aminokwasowych, oraz do oddziatywania z inny-
mi domenami PDZ. Domena PDZ nalezy wiec do
dos¢ licznej grupy domen, ktérych gtownym zada-
niem jest doprowadzenie do potgczenia sie okreslo-
nych biatek. Podobng funkcje petnig miedzy innymi
domeny PTB (ang. phosphotwrosine-binding), SH2
(ang. Src homology 2), SH3 (ang. Src homology 3),
oraz domena LIM (Linl 1, [sit, Mec 13), cho¢ w ich
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przypadku wigzana sekwencja nie obejmuje C-ko-
ncowego aminokwasu liganda. Warto przy tym
zwroci¢ uwage na fakt, ze oddziatywanie domen
PDZ z karboksylowymi kofAcami innych biatek moze
mie¢ nie tylko statyczny, ale idynamiczny charakter,
co znacznie zwieksza potencjalne mozliwosci
udziatu biatek zawierajgcych te domeny w rozma-
itych procesach komdérkowych. Najlepszym dowo-
dem na to, ze funkcja domen PDZ nie musi ograni-
czac siejedynie do zapewnienia stabilnego wigzania
pomiedzy poszczegdlnymi peptydami, jest udziat
niektérych tych domen w modulowaniu aktywno$ci
réznych biatek, jak to ma chociazby miejsce w przy-
padku wzmacniania aktywnos$ci kanatu chlorkowego
CFTR (ang. cy>stic fibrosis transmembrane con-

ductance regulator) poprzez oligomeryzacje za-

GRIP
InaD
CAP70

PSD95
Dig
Z01

NHERF
LIN1O

Fninma

htrA

Iol.llo

chodzacg przy udziale domen PDZ biatka CAP70
(ang. CFTR-associated protein 70 kDa) [13], lub tez
w przypadku regulowania aktywnos$ci czynnika tran-
skrypcyjnego TAZ (ang. transcriptional co-gctiva-
tor with PDZ-binding motif) poprzez interakcje za-
chodzace z udziatem jego C-korcowego motywu
wigzacego domene PDZ [14].

Cho¢ spotyka sie biatka zbudowane wytgcznie z
kilku domen PDZ, to jednak w zdecydowanej wiek-
szosci zawierajgcych te domene biatek jest ona zale-
dwie jednym z wielu réznych elementéow struktural-
nych (Ryc. 4). W zaleznos$ci od obecno$ci do-
datkowych elementéow strukturalno-funkcjonalnych
podzieli¢ mozna biatka zawierajgce domeny PDZ na
szereg grup, z ktérych jedynie nieliczne doczekaty
sie szerszego opracowania. Przyktadem moze by¢ tu-

tégsw gq

domena PDZ
domena SH3

domena kinazy guanylowej
domena wigzgca ERM
domena PTB

domena LIM

domena proteazy serynowej

Ryc. 4. Przyktady zréznicowania strukturalnego biatek zawierajacych domeny PDZ.
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taj jedna z najwczes$niej zidentyfikowanych i
najintensywniej badanych grup biatek zawierajacych
domeny PDZ, zbiorczym

MAGUK (ang. membrane-gssociatedguanylate kin-

okres$lana terminem
ase) [15], do ktorej nalezg miedzy innymi PSD95,
Dlg, ZO 1i SAP97 (ang. synapse-associatedprotein
97 kDa). Biatka te odgrywajg wazng role w funkcjo-
nowaniu synaps oraz w tworzeniu wyspecjalizowa-
nych struktur btonowych w miejscach tzw. potgczen
zamykajacych w komérkach nabtonkowych [16-18],
Opr6cz domen PDZ zawieraja one zawsze WSpoO-
mniang wyzej domene SH3 oraz domene Kkinazy
guanylowej.

IV-1. Tworzenie

wielobiatkowych kompleksow

funkcjonalnych

Biatka zawierajgce liczne domeny PDZ stanowig
czesto rodzaj rusztowania, na ktérym wspiera sie
konstrukcja wielobiatkowych komplekséw funkcjo-
nalnych. Jedli poszczeg6lne domeny PDZ takiego
biatka rdéznig sie swoisto$cig wobec wigzanych
C-koncowych sekwencji aminokwasowych, umozli-
wia to jednoczesne wigzanie réznych biatek, ktore
biorg udzial w nastepujacych po sobie etapach tego
samego procesu. Ma to szczeg6lne znaczenie w przy-
padku funkcjonowania komdrkowych szlakéw sy-
gnatowych, gdzie zapewnienie poszczegdélnym ele-
mentom szlaku bezpos$redniego sgsiedztwa jest cze-
sto niezbednym warunkiem sprawnego przekazywa-
nia sygnatu.

Przyktadem kompleksu biatkowego tworzonego
przy udziale domen PDZ moze by¢ organizacja ka-
skady sygnatowej zwigzanej z procesem przetwarza-
nia sygnatu Swietlnego w oku muszki owocowej

[19]. Szkielet catego fototransduk-

rodopsyna

kompleksu

cyjnego zlokalizowanego w bionie rabdomerowej
komorki fotoreceptorowej stanowi w tym przypadku
biatko InaD (ang. inactivation no afterpotential D),
zawierajgce pie¢ roznych domen PDZ (Ryc. 5). Dzie-
ki oddziatywaniu tych domen z innymi biatkami two-
rzy sie kompleks podbtonowy zawierajgcy miedzy
innymi trzy kluczowe sktadniki kaskady sygnatowej,
a mianowicie fosfolipaze C (PLC - ang. pho-
spholjpase C), kanat kationowy TRP (ang. transient
receptor potential) oraz specyficzng dla oka kinaze
biatkowg C (PKC - ang. protein kinase C). Te trzy
biatka S8 statymi sktadnikami kompleksu
fototransdukcyjnego tworzonego przez biatko InaD,
podczas gdy pozostate elementy kompleksu, takie
jak rodopsyna, kanat
TRP-like), kalmodulina, niekonwencjonalna miozy-
na Il (NINAC - ang. neither inactivation nor after-
potential C), oraz biatko Gaq, oddziatujg w bardziej
dynamiczny sposéb z InaD, przy czym interakcje z
domenami PDZ moga mie¢ tu czasami charakter po-

Sredni. W oddziatywania te moga by¢ takze zaanga-

kationowy TRPL (ang.

zowane inne sekwencje biatka InaD, potozone po-
miedzy domenami PDZ, jak to ma np. miejsce w
przypadku interakcji miedzy InaD i kalmoduling.
Dodatkowym elementem, rozbudowujgcym archi-
sg od-
dzialywania pomiedzy poszczeg6lnymi domenami

tekture catego omawianego kompleksu,
PDZ biatka InaD, umozliwiajgce tworzenie multime-
row.

Przyktady innych biatek, bioracych udziat w or-
ganizowaniu ztozonych kompleksow przy udziale
domen PDZ, obejmujg miedzy innymi PSD95 i GRIP
(ang. glutamate receptor interacting protein), biatka
wchodzagce w sktad kompleksdw posredniczgcych w
przekazywaniu sygnatéw nerwowych przez btone
synaptyczng [20], oraz biatko NHERF, stanowigce

kalmodulina

Ryc. 5. Schemat przedstawiajacy udziat domen PDZ w strukturze kompleksu fototransdukcyjnego tworzonego przez biatko InaD (objasnienia w teks-

cie).
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kluczowy element kompleksu organizujgcego rézne
receptory i kanaty jonowe w btonie wierzchotkowej
komérek nabtonkowych [21, 22],

1V-2. Lokalizacja biatek

Oddziatywania z udziatem domen PDZ sg odpo-
wiedzialne za prawidtowg subkomoérkowa lokaliza-
cje wielu biatek. Przyktadowo, wspomniany powy-
zej kanat jonowy TRP wykazuje zaburzong lokaliza-
cje w komorce fotoreceptorowej po wprowadzeniu
odpowiedniej mutacji do sekwencji domeny PDZ
biatka InaD, oddziatujgcej z tym witasnie kanatem
[23], Inny przyktad stanowi¢ moze neuronowa synta-
za tlenku azotu (nNOS), cytoplazmatyczne biatko
domene PDZ,
warunkuje prawidtowg lokalizacje nNOS w poblizu

posiadajace ktorej obecnos¢
btony cytoplazmatyczne] [24], Za lokalizacje te od-
powiedzialne jest wspomniane wcze$niej wigzanie
zachodzgce pomiedzy domeng PDZ biatka nNOS a
podobng domeng PDZ innego biatka syntrofiny [25,
26]. Syntrofina jest z kolei elementem kompleksu
biatkowego dystrofiny, zwigzanego $cisle z btong
cytoplazmatyczng komorek mie$niowych [27].

Najwiecej znanych przypadkow lokalizacji sub-
komérkow'ej, zaleznej od oddziatywania z domena-
mi PDZ, dotyczy integralnych biatek btonowych,
gtownie kanatéw jonowych oraz receptoréow btono-
wych [28, 29], Przykiadowo, C-koricowy motyw
D-T-R-L> biatka CFTR jest niezbedny dla zapewnie-
nia prawidtowej lokalizacji tego kanatu chlorkowego
w wierzchotkowej btonie komdrek nabtonkowych
[30-32], Cho¢ znane sg az cztery biatka, CAP70 [13],
NHERF [8, 33, 34], E3BKARP (ang. NHEfkinase A
regulatory protein) [35], oraz CAL (ang.
CFTR-gssociated Ugand) [36], ktérych domeny PDZ
moga oddziatywac z karboksylowym koricem CFTR.
to brak jest jednak dotychczas dowoddw na decy-
dujaca role ktérego$ z nich w determinowaniu pra-
widtowej lokalizacji CFTR. Na podstawde dotych-
czasowych badan wydaje sie dos¢ prawdopodobne,
ze kazde z tych biatek odpow iada za inny etap proce-
su lokalizowania CFTR w btonie wierzchotkowej
komoérek nabtonkowych. Tak wiec np. biatko CAE
uczestniczy¢ moze w procesie transportu CFTR z
aparatu Golgiego do btony komoérkowej [36], pod-
czas gdy NHERF odpowdada prawdopodobnie za
przebieg odzyskiwania (recyklingu) CFTR z endoso-
mow po procesie endocytozy [37].

Niektorzy badacze zwracajg uwage na zdolnosé
wielu biatek zawierajagcych domeny PDZ do wigza-
nia sie z elementami cytoszkieletu komoérkowego, a
zwtaszcza z

mikrofilamentami aktynowymi.
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tworzagcymi specyficzne struktury podbtonowe w
typach komoérek, m.in. w komorkach
nabtonkowych. Niektore z tych biatek, jak chociazby

roznych

ZOl lub afadyna, wykazujg zdolnos¢ do bezposred-
niego wigzania sie z mikrofilamentami aktynowymi
[38, 39]. Z kolei wspomniane juz powyzej NHERF i
E3KARP, a takze ludzki
(hDEG), wiagzg sie z cytoszkieletem aktynowym w

homolog biatka Dig

sposob posredni dzieki oddziatywaniu z N-koricowg
domeng FERM (ang.four-point-one, ezrin, radixin,
moesin), wystepujaca u biatek z rodziny ERM (ang.
ezrin-radixin-moesin) oraz u innych biatek z nadro-
dziny biatek 4.1 wigzgcych aktyne (ang. band 4./ ac-
tin-bindingproteins) [40-42], W wiekszo$ci wymie-
nionych przypadkéw, mozliwo$¢ oddziatywania z
cytoszkieletem odgrywa istotng role w funkcjonowa-
niu biatek zawierajagcych domeny PDZ oraz ich li-
gandow. Dlatego sugeruje sie, ze biatka zawierajace
te domeny stanowig istotny element strukturalnej i
funkcjonalnej tgcznosci pomiedzy biatkami btono-
wymi i wewnatrzkomérkowymi strukturami cytosz-
kieletowymi, przyczyniajac sie w ten sposéb zardw-
no do lokalizacji biatek w btonie
komérkowej, jak i do zachowania

regulowania
ptynnosci
przeptywu sygnatéw' miedzy btong cytoplazma-
tyczng a wnetrzem komdarki.

Niektore domeny PDZ wydajg sie ponadto braé
udziat w bezpo$rednim oddziatywaniu z lipidowymi
sktadnikami btony cytoplazmatycznej, takimi jak np.
(PIP2) [43].
Sugeruje to mozliwo$¢ regulowania btonowej lo-

fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan

kalizacji biatek zawierajagcych domeny PDZ poprzez
zmiany w miejscowym stezeniu fosfatydyloinozyto-
lu W obrebie btony komérkowej.

1V-3. Rozwdéj organizmu i polaryzacja komoérkowa

Przyktadem zaangazowania domen PDZ w proce-
sy rozwojowe moze byé funkcja biatka Dsh (ang.
dishevelled), wystepujgcego u muszki owocowej.
Biatko to posredniczy w krytycznym dla rozwoju
tego organizmu oddziatywaniu pomiedzy biatkami
Wg (ang. wingless) oraz N (ang. notek) [44], Istotny
jest przy tym fakt, ze w tej niezmiernie waznej ak-
tywnosci biatka Dsh kluczowg role odgrywa wtasnie
jego domena PDZ [45]. Spos$rdd wielu procesow roz-
wojowych. przebiegajagcych z udziatem domen PDZ.
na szczego6lne wyrdznienie zastuguje proces polary-
zacji komdrek w niektorych tkankach. Przyktadowo,
biatko PAR3 (ang. partitioning defective 3), zawie-
rajace trzy domeny PDZ. jest wymagane do zajscia
polaryzacji w komérkach zarodkowych C. elegans.
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ktéry to proces ma fundamentalne znaczenie dla dal-
szego prawidtowego rozwoju zarodka nicienia [46].

Proces polaryzacji komdrki polega na zaburzeniu
strukturalnej symetrii komdrkowej, czemu towarzy-
szy wyodrebnienie sie odmiennych funkcjonalnie
biegundéw komérki. Z najbardziej widoczng polary-
zacjg mamy do czynienia w komdrkach nerwowych,
gdzie wystepujg wyrazne strukturalne i funkcjonalne
réznice pomiedzy aksonami i dendrytami, a takze w
komoérkach nabtonkowych, w ktérych widoczne jest
wyodrebnienie powierzchni wierzchotkowej oraz
podstawno-bocznej. Wydaje sie, ze niektére
mechanizmy utrzymywania polaryzacji w obu tych
typach komérek sa bardzo podobne, przy czym
wierzchotkowa btona komoérek nabtonkowych odpo-
wiada z reguty presynaptycznej (aksonowej) lokali-
zacji w neuronach, a z kolei btona podstawno-boczna
odpowiada postsynaptycznej (dendrytowej) lokali-
zacji w komoérkach nerwowych. Potwierdzeniem tej
reguty moze by¢é chociazby fakt, ze istotng role w
utrzymywaniu spolaryzowanej lokalizacji niekto-
rych biatek w komdrkach nerwowych i nabtonko-
wych odgrywa ten sam konserw'owany ewolucyjnie
kompleks trzech kluczowych biatek posiadajacych
domeny PDZ [47], Biatka te, noszace nazwy L1N2
(ang. abnormal cell lineage 2), LIN7 i UN 10, odpo-
wiedzialne sg za podstawno-boczng lokalizacje nie-
ktérych biatek btonowych w komoérkach nabtonko-
wych [48], oraz za postsynaptyczng lokalizacje
biatek w dendrytach neurondw [49, 50], W obu przy-
padkach gtéwng role odgrywajg oddziatywania
pomiedzy karboksylowymi koncami biatek btono-
wych a odpowiednimi domenami PDZ kompleksu
LIN2/LIN7 LIN 10. Znane sg tez inne biatka, ktorych
domeny PDZ posredniczg w spolaryzowanej dystry-
bucji biatek w komadrce, jak chociazby omawiane po-
wyzej biatka uczestniczace wW zapewnianiu swoistej
wierzchotkowej lokalizacji
CFTR.

kanatu chlorkowego

IV-4. Selektywna proteoliza

Znaczna czes¢ sposrod kilkuset prokariotycznych
biatek zawierajgcych tzw. domeny PDZ-podobne
stanowig biatka posiadajgce aktywnos$¢ peptydazy
[5 1]. Przyktadem moze by¢ periplazmatyczne biatko
htrA (ang. high temperature requirement A) bakterii
Escherichia coli. posiadajace oprocz domeny
PDZ-podobnej takze domene proteazy serynowej
(patrz Ryc. 5). Przypuszcza sie, ze potgczenie aktyw-
nosci proteolitycznej ze zdolnos$cig do rozpoznawa-
nia swoistych C-kohncowych sekwencji aminokwaso-

wych ma szczeg6lne znaczenie w procesie selektyw-
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nej degradacji biatek [52], W przypadku bakterii
Escherichia coli, domeny PDZ-podobne miatyby
rozpoznawac biatka stanowigce substrat dla prote-
azy, przy czym substratami tymi bytyby gtéwnie
biatka o wadliwej strukturze, do ktorych dotgczony
zostat wcze$niej 1l-aminokwasowy karboksylowy
koniec, stanowiagcy sygnat dla degradacji [53]. Po-
niewaz omawiane tu proteazy wykazuja rézna lokali-
zacjg w komorce bakterii, selektywna degradacja
wadliwych biatek zachodzi¢ moze zaréwno w peri-
plazmie, jak i w bionie komérkowej lub cyto-
plazmie.

V. Domeny PDZ a choroby cztowieka

Wydaje sie oczywiste, ze skoro niektére biatka za-
wierajgce domeny PDZ petnig wazng funkcje w roz-
woju komorki i catego organizmu, to mutacje zabu-
rzajagce funkcjonowanie tych biatek powinny prowa-
dzi¢ do wystgpienia choréob o bardzo wyraznym fe-
notypie. przynajmniej w tych wypadkach, gdy muta-
cje te nie sg letalne dla zarodka. Tak wiec delecja
ludzkiego genu kodujacego biatko homologiczne do
wspomnianego powyzej biatka Dsh muszki owoco-
wej. prowadzi do wystgpienia powaznych zaburzen
rozwojowych, okreslanych nazwg zespotu DiGeor-
ge’a [54], Takze inny zesp6t ciezkich wad rozwojo-
wych o podiozu genetycznym, noszacy nazwe ze-
spotu Williamsa, powodowany jest przez delecje
genu kodujgcego biatko zawierajgce domene PDZ, a
mianowicie kinaze LIMK1 (ang. LIM kinase j) [55,
56].

Stosunkowa tagodne objawy kliniczne towa-
rzyszg natomiast zaburzeniu opisywanych powyzej
interakcji pomiedzy karboksylowym koncem biatka
CFTR adomenami PDZ kilku innych biatek. W prze-
ciwienstwie do wiekszo$ci z okoto 1000 znanych
mutacji w genie CETR, zidentyfikowana Kkilka Ilat
temu mutacja S1455X, rowmoznaczna z delecjg 26
C-koncowych aminokwaséw kodowanego przez ten
gen biatka, nie prowadzi do wystgpienia mukowiscy-
dozy, jednej z najczestszych choréb o autosomalnym
recesywnym trybie dziedziczenia w naszej populacji
[57], Sposrdd typowych objaw'éw tej choroby, obej-
mujacych m.in. nawracajgce ciezkie infekcje ptuc
oraz niewydolnos$¢ trzustkowa, mutacji S1455X (gdy
wystepuje w parze z inng, tzw. ,silng” mutacjg)
towarzyszy jedynie podwyzszony poziom chlorkéw
w pocie. Jak wykazaty badania in vitro, mutacja ta
nie zaburza samej funkcji kanatu chlorkowego, aje-
dynie prowadzi do cze$ciowego zaburzenia subko-
morkowej lokalizacji biatka CFTR w niektorych
tkankach nabtonkowych, co wydaje sie ttumaczy¢
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tagodnos$¢ obserwowanego fenotypu klinicznego
[30, 57],

Dalsze badania przyniosa zapewne znacznie wie-
cej informacji na temat genetycznych choréb
cztowieka zwigzanych z biatkami zawierajacymi do-
meny PDZ. Wydaje sie to szczegdlnie prawdopodob-
ne w przypadku choréb onkologicznych, jako ze
niektdre z omawianych tu biatlek wydajg sie miec
wiasciwosci supresoréw nowotworowych. Mutacje
we wspomnianym wczes$niej biatku Dig prowadzg do
nowotworowej proliferacji komdrek nabtonkowych
muszki owocowej [58]. Z kolei niektérym delecjom
biatka Tiaml (ang. T-lymphomci invasion and meta-
stasis protein /), obejmujgcym m.in. jego domene
PDZ, towarzyszy drastyczne podwyzszenie ryzyka
pojawienia sie nowotworéw u myszy [59].

VI. Wystepowanie domen PDZ

Od czasu opisania pierwszych domen PDZ, liczba
znanych biatek zawierajgcych tego typu moduty
strukturalne systematycznie ro$nie i obecnie znamy
ich juz ponad tysigc (wliczajgc w to homologi po-
szczeg6lnych biatek wystepujace w rdznych
gatunkach). Wedtug szacunkéw opartych na analizie
baz danych typu NRDB (ang. non-redundant data
base) genom cztowieka zawiera 3 12 réznych genow
kodujgcych biatka posiadajgce przynajmniej jedng
domene PDZ. W catkowicie zsekwencjonowanym
genomie muszki owocowej D. melanogaster genow
takich jest 121, u nicienia Caenorhabditis elegans
87, natomiast w przypadku drozdzy Saccharomyces
cerevisiae wystepujgjedynie trzy takie geny. Stosun-
znamy roslinnych biatek
posiadajgcych domeny PDZ, przy czym z ogdlnej
liczby 32 zidentyfikowanych dotychczas roslinnych

kowo niewiele

genéw kodujacych tego typu biatka, az 22 przypada
na zsekwencjonowany niedawno genom rzodkiewni-
ka pospolitego Arabidopsis thaliana.

Przewazajgca wiekszo$¢ znanych nam domen
PDZ wystepuje w organizmach eukariotycznych, w
tym gtdwnie u zwierzat. Znanych jest tez jednak
okoto 300 biatek bakteryjnych, zawierajgcych wspo-
mniane wcze$niej domeny, okreslane jako PDZ-po-
dobne. Wedtug jednej z hipotez, duzg role w rozpo-
wszechnianiu sie domen PDZ odgrywaé¢ mégt w tym
wypadku transfer horyzontalny zachodzacy pomie-
dzy genomami organizmoéw eukariotycznych i pro-
kariotycznych [51].
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VII. Uwagi kohcowe

Domena PDZ nie jest jedyng domeng biatkowa
zdolng do swoistego oddziatywania z karboksylowy-
mi koncami innych biatek [60], To co odr6zniajajed-
nak od pozostatych tego typu domen, takich jak cho-
ciazby domeny TPR (ang. tetratricopeptide repeat).
rozpoznajgce C-koncowy peroksysomalny sygnat
lokalizacyjny PTS1 (ang. peroxisomal targeting
sequence _/), to wielka r6znorodno$¢ motywow ami-
nokwasowych rozpoznawanych przez poszczegoélne
domeny PDZ. R6znorodno$¢ ta, w potgczeniu z po-
wszechnym wystepowaniem domen PDZ, stwarza
ogromne mozliwos$ci odno$nie wykorzystywania
C-koncowych motywdéw jako swego rodzaju identy-
fikatordw poszczegdlnych biatek, pozwalajgcych na
swoiste regulowanie ich lokalizacji oraz modulowa-
nie ich funkcji. Moze byé to oczywiscie wykorzysta-
ne w praktyce do projektowania odpowiednich mo-
dyfikacji strukturalnych (w obrebie samych domen
PDZ, jak i rozpoznawanych przez nie motywow),
prowadzgcych do pozgdanych zmian w lokalizacji i
funkcji wybranych biatek. Pierwsze tego typu do-
Swiadczenia zakonczyty sie juz sukcesem [61, 62],
co daje nadzieje na szersze wykorzystanie omawia-
nej strategii w przysztosci.
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Transport krotkotancuchowych kwaséw monokarboksy-
lowych przez btone plazmatyczng

Transport of short-chain monocarboxylic acids through

plasma membrane

MAGDALENA MAC*
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Wykaz stosowanych skrétéw: CHO (ang. Chinese hamster
ovary cells) komérki jajnika chomika chifskiego; CIN — a-cy-
jano-4-hydroksycynamonian; DEPC dietylopiroweglan;
DIDS 4, 4°-diizotiocyjano-2,2’-stilbeno-disulfonian; GLUT

(ang. glucose transporter) transporter glukozy; KIC — kwas
a-ketoizokapronowy; KIV — kwas a-ketoizowalerianowy;
KMV — kwas a-keto-(3-metylowalerianowy; MCT — (ang.
monocarhoxylate transporter) transporter kwaséw monokar-
boksylowych; MSUD
roba syropu klonow'cgo; PCMB

(ang. maple syrup urine disease) cho-
p-chlororteciobenzoesan

I. Wstep

Sprawne i prawidtowe funkcjonowanie organi-
zmu jest mozliwe dzieki systemom transportujgcym,
znajdujgcym sie w btonach komérkowych, ktdre po-
zwalaja wymienia¢ substancje pomiedzy komoérka-
mi, a takze pomiedzy ich organellami. Transport ni-
skoczagsteczkowych zwiazkéw przez btony komor-
kowe moze odbywac sie na zasadzie dyfuzji lub przy
udziale biatek, ktére w btonie komérkowej tworzg
kanaty, nosniki i pompy. Jesli do przebiegu procesu
transportu wymagane jest dostarczenie energii, to
najczesciej pochodzi ona albo z hydrolizy ATP albo z
gradientu stezeniajondéw w poprzek btony. Transpor-
tery charakteryzujg sie duzg r6znorodnoscig. Klasy-
fikujemy je w zalezno$ci od: rodzaju substancji

*Dr, Pracownia Proceséw Transportu w Btonach Biologicz-
nych. Zaktad Neurobiologii Molekularnej i Komdérkowej. Insty-
tut Biologii DoSwiadczalnej im M. Nenckiego PAN, ul. Pasteu-
ra 3, 02-093 Warszawa, e-mail magdabAnencki.gov.pl
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przez nie przenoszonych, lokalizacji w btonach ko-
moérkowych oraz specyficznosci tkankowej. Biatka
transportowe mozna klasyfikowa¢ w rodziny inadro-
dziny biatek na podstawie ich podobnego mechani-
zmu dziatania, petnienia podobnych funkcji, specy-
ficznosci substratowej, lokalizacji tkankowej i ko-
morkowej czy zapisu genetycznego. Przyktadem ro-
dzin transporter6w moga by¢: rodzina transporterow
glukozy Cilutl - Glut7 [1-3], rodzina zaleznych od
sodu transporterdw neurotransmiteréw [4], czy ro-
dzina transporteréw kwaséw monokarboksylowych
MCT1 - MCT9 , omawiana w tym opracowaniu. W
pracy zostang opisane mechanizmy przenoszenia
kwaso6w monokarboksylowych przez btone plazma-
tyczng, oddzielajgcg wnetrze komérki od jej otocze-
nia.

Transport krotkotancuchowych kwaséw mono-
karboksylowych przez btony plazmatyczne komorek
ssakObw ma fundamentalne znaczenie dla pra-
widtowego przebiegu reakcji metabolicznych za-
chodzacych w organizmach. W latach osiemdzie-
sigtych prowadzono liczne badania dotyczgce me-
chanizmow przenoszenia kwaséw monokarboksylo-
wych, szczegélnie kwasu mlekowego, przez btony
plazmatyczne. gtownie erytrocytow i komorek no-
wotworowych. Stwierdzono wéwczas, ze kw asy mo-
nokarboksylowe moga by¢ transportowane do wne-
trza komorek poprzez (i) dyfuzje niezdysocjowane-
go kwasu, ktdra stanowi mniej niz 5% catego procesu
akumulacji [6, 7] oraz (ii) transport nos$nikowy, w
ktérym uczestniczy biatko btony plazmatycznej [8].
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W zaleznos$ci od mechanizmu dziatania transportera,
w transporcie nos$nikowym anion kwasu monokar-
boksylowego moze byé przenoszony wraz z Kkatio-
nem sodu lub protonem [9], albo na wymiane z in-
nym anionem nieorganicznym [10, 11], Obecnie pro-
wadzone badania koncentrujg sie na poznaniu me-
chanizmu transportu kwaséw' monokarboksylowych
przez btone plazmatyczng, ktory wystepuje najpow-
szechniej, czyli na przenoszeniu anionu kwasu mo-
nokarboksylowego jednocze$nie z protonem, oraz
rzadziej, z kationem sodu. Nos$nik biorgcy udziat w
tym procesie wystepuje w kilku postaciach izofor-
micznych. ROznig sie one miedzy sobg specyficzno-
$cig substratowa, wrazliwos$cig na inhibitory oraz
wystepowaniem w btonach komérek w zalezno$ci od
petnionych przez nie funkcji. Obecnie uwaza sie, ze
kwasy monokarboksylowe s3g przenoszone przez
btony plazmatyczne gtéwnie w symporcie z proto-
nem (MCT) [5], Proces ten czerpie energie z gradien-
tu stezen anionu kwasu monokarboksylow'ego i pro-
tonu, ktéry istnieje po obu stronach btony plazma-
tycznej. Dotychczas poznano dziewie¢ biatek na-
lezagcych do tej rodziny.

Il. Kréotkotancuchowe kwasy monokarboksy-
lowe

Kwasy monokarboksylowe o krétkich tancuchach
powstajg w organizmie w szeregu szlakéw metabo-
licznych. Charakteryzujg sie duzg réznorodnoscia -
przyktady przedstawiono na Rycinie 1 Zwiazki te
biorg udziat w przemianach metabolicznych amino-
kwasow', cukréow', kwasdéw ttuszczowych i lipidow.
Na przyktad kwas pirogronowy, ktéry jest konco-
wym produktem glikolizy, w warunkach niedotlenie-
nia i niedokrwienia moze przeksztatca¢ sie w kwas
mlekowy, ktory odgrywa jedng z wazniejszych rol w
metabolizmie komdérkowym. Transport kw'asu mle-
kowego jest jednym z najlepiej poznanych inajpow-
szechniej badanych proceséw' transportu kw'asow
monokarboksylowych. Ze wzgledu na swojg prosta
budowe i liczne funkcje petnione w organizmie,
kwas mlekowy jest jako substrat modelowy wyko-
rzystywany do badan transportu przez btony komér-
kowa [9. 12-15], Dla niektorych tkanek, takich jak:
biate miesnie szkieletowe, erytrocyty, komoérki no-
wotworowe, mleczan jest koricowym produktem
procesu glikolizy. Kwas mlekowy musi zosta¢ uwol-
niony z komorki, aby glikoliza mogta nadal zacho-
dzi¢. Gdy produkcja kwasu mlekowego przewyzsza
jego uwalnianie, jego wewnatrzkomdérkowe stezenie
wzrasta i obniza sie wewnatrzkomoérkowa pH, co w
konsekwencji prowadzi do zahamowania aktywno-
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H

H,C* CH—CHr-COOH KWAS HYDROKSYMASLOWY
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I 3
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CH o}
- 3

. n
H,C-CH-CH-C-COOH KWAS KETOIZOKAPRONOWY

NI
H,C-CHg C, CH;—COOH KWAS MEWALONOWY
OH
[ —n

|
C V-CHr C-COOH KWAS FENYLOPIROGRONOWY

Ryc. 1. Przykitady krétkotanicuchowych kwaséw monokarboksylo-
wych wystepujacych powszechnie w komorce.

§ci enzymow procesu glikolizy i niemoznos$ci uzy-
skania energii tg droga. W niektdérych tkankach np. w
mdzgu, sercu, czerwonych mieéniach szkieletowwch
mleczan jest wykorzystywany jako substrat energe-
tyczny. W takich tkankach mleczan musi by¢ dostar-
czony do wnetrza komérek [9, 16].

Inny kwas monokarboksylowy, jakim jest kwas
P-hydroksymastowy, jest metabolitem posrednim
przemian kw'aséw ttuszczowych. Kwas mewalono-
wy petni istotne funkcje w biosyntezie zwigzkéw ste-
rydowych icholesterolu. Kwasy monokarboksylowe
o rozgatezionych tancuchach takie jak K1V, KIC, czy
KMV, sg produktami pierwszego etapu katabolizmu
aminokwaséw o rozgatezionych tancuchach, odpo-
wiednio: waliny, leucyny i izoleucyny. Zaburzenia
metabolizmu kwasdw monokarboksylowych sg
przyczyng wystepowania wielu chordéb metabolicz-
nych. Jako przyktad mozna wymieni¢ neurotoksycz-
ne dziatanie wysokich stezehn ketokwasow o roz-
gatezionych tancuchach, np. w chorobie syropu klo-
nowego - MSUD [17-19], Choroba ta polega na bra-
ku lub uszkodzeniu enzymu katalizujgcego oksyda-
cyjng dekarboksylacje a-ketokwaséw o rozgatezio-
nych tancuchach weglowych. Uszkodzenie to prowa-
dzi do

nadmiernego nagromadzenia sie tych
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zwigzkow w organizmie, zwtaszcza KIC i leucyny,
czego konsekwencjgjest niedorozw6j umystowy i fi-
zyczny [20, 21]. Z drugiej strony kwasy te moga
miec¢ znaczenie terapeutyczne. Stwierdzono, ze keto-
kwasy likwidujg nadmiar glutaminy w warunkach
hyperamonemii zwigzanych z encefalopatig watro-
bowg lub w defektach cyklu mocznikowego [22-25].
Jest to zwigzane z uczestnictwem tych kwaséw w cy-
klu
astrocytami i neuronami w mézgu, gdzie wpitywaja

leucyna - glutaminian zachodzgcym miedzy

one na poziom syntezy glutaminy iglutaminianu [22,
26-28],
chodzacy przez bariere krew -

Leucyna, jako aminokwas tatwo prze-

mdzg, utworzong
przez komorki srodbtonka naczyn wtosowatych, jest
donorem grup aminowych do produkcji glutaminia-
nu [29], W astrocytach leucyna ulega transaminacji
przekazujgc grupe aminowg na a-ketoglutaran. Pro-
wadzi to do powstania glutaminianu, ktéry jest na-
stepnie przeksztatcany w glutamine, dzieki aktywno-
§ci  syntazy wyste-
pujacego wytgcznie w astrocytach [30], Szkielet we-

glutaminianowej, enzymu
glowy leucyny pozostaje natomiast w KIC, ktdry
wraz z glutaming jest uwalniany przez astrocyty.
Oba zwiazki sa nastepnie pobierane przez neurony,
gdzie z glutaminy powstaje glutaminian. KIC ulega
natomiast retransaminacji do leucyny przy wykorzy-
staniu grup aminowych pochodzgcych z glutaminia-
nu [31]. W ten sposdb nie dochodzi do nagromadze-
nia w neuronie glutaminianu. Jego nadmiar jest cyto-
toksyczny [32], Nowo powstata leucyna jest uwal-
niana przez, neurony i moze ponownie zosta¢ pobra-
na przez astrocyty w celu wyprodukowania glutami-
nianu. Zatem terapeutyczna skuteczno$¢ tych
zwigzkow jest warunkowana ich wydajnym trans-

portem przez btony plazmatyczne.

I1l. Rodzina nos$nikéw kwaséw monokarbok
sylowych (MCT)

Intensywne badania nad charakterystyka funkcjo-
nalng biatek transportujgcych kw'asy monokarboksy-
lowe do wnetrza i na zewnatrz komorki przez btony
komérkowe ssakéw, doprowadzity do wyodrebnie-
nia rodziny nos$nikéw' dla kwasé6w monokarboksylo-
wych - MCT [9, 33], Rozpoczeto identyfikacje po-
szczegOlnych biatek transportowych nalezacych do
tej rodziny.

Ii-1. MCT1

Sekwencje pierwszego no$nika ustalono dzigki
metodzie klonowania w materiale pochodzacym z
komorek jajnika chomika chinskiego - CHO. Ziden-
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tyfikowane biatko nazwano izoformg MCT1 [34].
Stwierdzono, metodg rozdziatu elektroforetycznego
oznakowanego biatka na Zzelu agarozowym, ze
MCT1 jest biatkiem o masie 45 kDa [35], Ustalono
obecno$é nosnika MCT1 w komorkach ludzkich,
szczurzych i mysich, wykazujac okoto 95% iden-
tycznosci tego biatka w stosunku do pierwotnie po-
znanego MCT1 w komérkach CHO [36-38].
Wiasciwosci kinetyczne transportera MCT1 najle-
piej scharakteryzowano w erytrocytach i komdrkach
nowotworu wysiekowego Ehrlicha [9, 39], Uzyskane
biatka
MCT1 w oocytach Xenopus [40]. Stwierdzono, ze

dane potwierdzono w warunkach ekspresji

proton jest pierwszym jonem wiazacym sie do trans-
portera. Po zwigzaniu do transportera kolejnego jonu
- anionu kw'asu monokarboksylowego nastepuje
przeniesienie obydwu jonéw przez btone plazma-
tyczng iich uwolnienie po jej drugiej stronie. Proces
ten jest catkowicie odwracalny i rownowaga zostaje

osiggnieta, gdy:

[anion monokarboks.]wewnatrz/[anion monokar-

bOkS.]Ze'\N'BIrZZ [H ]ZeV\thrZ/[H ]wewnqtrz

Etapem limitujacym transportjest powro6t nosnika
do konformacji umozliwiajgcej ponowne zwigzanie
substratu. Krotkotancuchowe kwasy monokarboksy-
lowe sg dobrymi substratami nosnika MCT1 [8, 9].
Przyktadowe wartosci Km w komérkach nowotworu
wysiekowego Ehrlicha dla mleczanu w'ynosza: 4,5
mM, pirogronianu — 0,72 mM, [Uhydroksymaslanu
— 12,5 mM [39], Specyficzno$¢ substratowa nosni-
ka obniza sie wraz ze wzrostem dtugosci tancucha
kwasu monokarboksylowego, jego rozgatezien ipie-
récieni aromatycznych. Podstawienia tancucha przy
weglu C2 sg preferowane nad C3. Aktywnos$¢ nosni-
ka MCT1 jest hamowana przez szereg zwigzkow:
aromatyczne kwasy monokarboksylowe takie jak
C1N i fenylopirogronian, inhibitory transportu anio-
now — stylbenodisulfoniany np. DIDS, kwas triflu-
orotoluidynonikotynowy,
[41], kwercetyna [35], organiczne zwiazki rteci -
mersalyl i PCMB [8]. Jednak Zzadnego z wymienio-

flawonoidy — floretyna

nych wyzej zwigzkéw nie mozna traktowac jako spe-
cyficznego inhibitora transportu kwaséw monokar-
boksylowych przez nosnik MCT1 [5], MCT1 jest
izoformga najbardziej rozpowszechniong i obecng we
wszystkich tkankach, czesto ze specyficzng lokaliza-
cja w kazdej z nich (patrz Tabela 1) [42],
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Tabela 1

Lokalizacja tkankowa no$nikéw MCT. W nawiasach podano nomenklatura no$nikéw MCT z przed 1999 roku [5]

lzoforma MCT

e serce [34, 62, 99-101]
miesnie szkieletowe [43, 49, 55, 62, 102-105]

MCT 1 .

Lokalizacja tkankowa

* mozg: astroglej, ependymocyty, mikronaczynia, komorki
endotelialne [44, 46, 64, 74-76]

» komoérki astrogleju hodowane in vitro [60, 106]

» blona apikalna nabtonka barwnikowego siatkéwki kurczat i szczura

[107]

e ucho wewnetrzne [108, 109]

e erytrocyty [34]

» nerka: btona basotateralna komoérek epitelialnych kanalikéw

proksymalnych [43]

» zoladek: btona basotateralna komdrek epitelialnych [43]
» okreznica ijelito $lepe [43, 110]
* jadra: gtowka plemnika [43]

* tozysko [33]

e mobzg: astrocyty [44, 76]

MCT2 .

moézdzek: komérki Purkinjego [111]

e ucho wewnetrzne [108, 109]
* mikronaczynia siatkéwki, komorki Mullera [112]
e nerka: btony komérek kanalikéw zbiorczych [43]

» hepatocyty [43]

e komorki $cienne gruczotu wiasciwego zotadka [43]
e jadra: ogon plemnika [43, 45]

btona basotateralna nabtonka barwnikowego siatkowki kurczat i

e miesnie szkieletowe [49, 55, 58, 62, 103]

MCT3 .
(REMP) szczura[50-52]
MCT4 « serce [33]
(MCT3) . tozysko [33]
MCT5 * tozysko [33]
(MCT4)
MCT6 e nerka [33]
(MCT5) « tozysko [33]
MCT7 . mézg [33]
(MCTS6) « lozysko [33]
*  mobzg [33]
MCT8 «  lozysko [33]
(XPCT) + watroba [33]

» serce [33]

11-2. MCT2

Dalsze badania doprowadzity do uzyskania se-
kwencji i funkcjonalnej ekspresji drugiej izoformy
nalezacej do rodziny MCT - MCT2, ktéra wykazuje
60% identycznosci z izoformg MCT1 [41]. Jak dotad
obecno$¢ MCT2 potwierdzono w tkankach mysich,
szczurzych i ludzkich [44-47], Ostatnie badania po-
zwolity na bardziej szczeg6towe scharakteryzowa-
nie tej izoformy dzieki uzyskaniu ekspresji tego
biatka w oocytach Xenopus laevis [47-48], W porow-
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naniu jednak z biatkiem MCT1 znacznie mniej wia-
domo na jego temat. Okre$lono specyficzno$¢ sub-
stratowg tego biatka i stwierdzono, ze MCT2 odpo-
wiada za transport kwasu pirogronowego, a nie kwa-
su mlekowego do szczurzych komoérek miesnia ser-
cowego i miesni szkieletowych [49]. Podobne wyni-
ki uzyskano po przeprowadzeniu ekspresji ludzkiego
biatka MCT2 w oocytach Xenopus. Stwierdzono, iz
nosnik ten ma wysokie powinowactwo do pirogro-
nianu (Km 25 pM) [47], Te obserwacje zostaty po-
twierdzone dla szczurzego MCT2. ekspresje ktérego
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przeprowadzono takze w oocytach Xenopus [48].
Biatko MCT2 wykazuje dziesie¢ razy wieksze powi-
nowactwo do poszczegdlnych substratéw takich jak
mleczan, pirogronian, niz biatka MCT1 i MCT4, ico
ciekawe, wystepuje w komaérkach, w ktérych zacho-
dzi potrzeba szybkiego pobrania substratu do komor-
ki i szybkiego obnizenia jego zewngtrzkomdrkowe-
go stezenia . W przeciwienstwie do MCT1, MCT2
nie jest wrazliwe na zwigzek reagujacy z grupami SH
— PCMB [43, 48]. Izoforma MCT2 jest mniej rozpo-
wszechnionym biatkiem niz izoforma MCTL1 Czesto
natomiast towarzyszy wystepowaniu MCT1 w takich
narzadach jak watroba, nerki, jadra i mézg, lecz jej
doktadna lokalizacja jest r6zna od lokalizacji MCT1
w danej tkance. Przyktadowo w nerce, MCT1 jest
obecny w btonie bazolateralnej komérek epitelial-
nych kanalikdw proksymalnych, podczas gdy MCT2
w tej samej nerce jest obecny w btonach komérek ka-
nalikéw zbiorczych [43]. MCT2 jest izoforma, ktéra
w swojej lokalizacji tkankowej wykazuje dos$¢ duze
rozhieznosci gatunkowe. Na przyktad stwierdzono
obecno$¢ MCT2 w izolowanych btonach komorko-
wych pochodzacych z mézgu szczura, ale wykazano
jego brak w btonach komoérkowych, pochodzacych z
moézgu chomika [45].

111-3. MCT3

Kolejng zsekwencjonowang izoformg transporte-
ra MCT byto biatko zidentyfikowane w nabtonku
barwnikowym siatkéwki kurczat, o wielko$ci 55 kDa
[50]. Biatko poczatkowo nazwane biatkiem ‘REMP’
(ang. Retinal Epithelicil Membrano Protein) po po-
twierdzeniu przynaleznosci do rodziny nos$nikow
MCT przemianowane zostato na MCT3. Stwierdzo-
no, ze biatko to wykazuje 43% identycznos$ci z izo-
forma MCT1 i45% z izoformg MCT2 [50], MCT3
znaleziono jedynie w blonach bazolateralnych
nabtonka barwnikowego siatkéwki, ktéry tworzy ba-
riere krew-siatkéwka [51, 52], MCT3 reguluje po-
ziom mleczanu w nerwowej czesci siatkowki. Jest
biatkiem odpowiedzialnym za wyptyw mleczanu z
nabtonka barwnikowego siatkowki do naczyniowki
oka, reguluje przy tym rowniez pH i osmolarno$¢ w
subsiatkéwkowej przestrzeni [53]. Dzieki ekspresji
biatka MCT3 w drozdzach poznano jego wtasciwo-
§ci kinetyczne. Jest to transport zalezny od pH, war-
to§¢ Km dla mleczanu w pH 7,2 wynosi 5,8 rnM.
MCT3 jest
4-hydroksycynamonian, floretyne, PCMB. Trans-

niewrazliwe na a-cyjano-

port mleczanu przez biatko jest blokowany przez
DEPC, ktoéry reagujac z histydyna, prawdopodobnie
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znajdujacg sie w miejscu wigzacym substrat, unie-
mozliwia zwigzanie substratu do nos$nika [54],

111-4. MCT4

izoforma MCT4 jest szeroko rozpowszechniona
w ludzkich iszczurzych komoérkach miesni szkiele-
towych, w ludzkim sercu, w krwinkach biatych oraz
w wielu ssaczych liniach komdrkowych [33, 55].
Biatko to zostato sklonowane w tym samym czasie,
co poprzednia izoforma (MCT3) ipoczatkowo row-
niez nazwano je biatkiem MCT3 charakterystycz-
nym dla mie$ni. Wedtug nowej, obecnej nomenklatu-
ry nadano mu nazwe MCT4. Dane kinetyczne, otrzy-
mane w eksperymentach przeprowadzanych w pe-
cherzykach sarkolemy [56], a takze na liniach komé-
rek nabtonkowych pochodzacych z nerki matpy
(COS) oraz wotu (NBL1) [55], wykazaty podobne
wartosci Km dla transportu mleczanu jak wartosci
otrzymane w przypadku transportu przez nosnik
MCT1. Wartosci te nie zostaty potwierdzone przez
dane otrzymane w warunkach ekspresji biatka MCT4
w oocytach Xenopus, gdzie Km dla mleczanu wynosi
34 mM [57]. Warto$¢ ta znacznie przewyzsza warto-
§ci Km uzyskane dla wcze$niej poznanych biatek:
MCT1 (3,5 mM [40]) oraz MCT2 (0,5 mM [48]). Za-
tem charakterystyczng cechg transportera MCT4 wy-
daje sie by¢ jego bardzo niskie powinowactwo do
substratu w poréwnaniu z no$nikami MCT1 iMCT2.
Stwierdzono zahamowanie transportu przy udziale
nosnika MCT4 przez. CHC, DIDS, PCMB i floretyne
[57], Znaczgce iloSci mRNA kodujacego biatko
MCT4 znaleziono, poza mie$niami [55, 58J. w
jadrach, jelicie cienkim, S$liniankach przyusznych,
ptucach i mézgu [55], Biatko to wystepuje zatem w
tkankach, ktérych komorki uzyskuja energie prze-
prowadzajac reakcje glikolizy, ktérej koricowym
produktem jest mleczan. Sugeruje sie, ze MCT4 jest
odpowiedzialne za transportowanie mleczanu z wne-
trza na zewnatrz komorki [49, 55, 57],

I11-S. MCT5-MCT9

Na podstawie poszukiwania w bazach danych ho-
mologicznych sekwencji do izoform
(MCT1 — MCT4) wyodrebniono kolejne izoformy.
nazwano je odpowiednio MCT5 — MCT9 [5,33].

Nie ma jeszcze doktadnych danych dotyczacych

znanych

funkcjonalnej ekspresji icharakterystyki tych biatek,
ale zbadano metoda Northern-blot ich tkankowa dys-
trybucje w organizmie cztowieka [33], Znaleziono
MRNA dla biatka MCT8 (XPCT) w ludzkiej watro-
bie iw sercu [33], Homolog tego biatka zidentyfiko-
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wano w mysiej nerce i watrobie [59]. Wiadomosci
dotyczace lokalizacji tkankowej nosnikéw MCT
przedstawiono w Tabeli 1 Sekwencje kodujgce
biatka MCT zidentyfikowano réowniez w genomach
innych organizméw poza ssakami. Sze$¢ biatek
mogacych naleze¢ do rodziny MCT znaleziono u Ca-
enorhabditis elegans, cztery u Saccharomyces ce-

revisiae oraz siedem u Drosophila melanogaster [5],

IV. Fizjologiczna funkcja réznych biatek MCT

Istnienie réznych izoform biatek MCT musi miec
znaczenie fizjologiczne zwigzane albo z ich wyjatko-
wymi wiasciwosciami albo z ich regulacjg. MCT1
jest biatkiem przystosowanym do zaopatrywania ko-
morki w substraty energetyczne takie jak: zwigzki
ketonowe i mleczan, oraz w warunkach niedotlenie-
nia do uwalniania mleczanu z komdrek [39, 40, 60]
Szczegdlnie wysokie powinowactwo no$nika MCT1
do mleczanu stwierdzono w; miocytach [61, 62] oraz
w neuronach [63], Podstawowa fizjologiczng funk-
cjg no$nika MCT2 jest, tak jak w przypadku MCT1,
zaopatrywanie komorek w mleczan izwigzki ketono-
we wykorzystywane w metabolizmie energetycz-
nym. W przeciwienstwie do MCT1 biatko to jest
obecne w komodrkach, ktdre rzadko uwalniajg mle-
czan do Srodowiska zewnetrznego, oraz w komaor-
kach, gdzie zachodzi potrzeba szybkiego obnizenia
zewnatrzkomorkowego stezenia substratu [5]. Zna-
leziono ekspresje biatka MCT2 w neuronach w mé-
zgu dorostych osobnikéw, wykorzystujgcych mle-
czan dostarczony im przez komorki astrogleju [44,
46, 64], Jak dotad jedynym biatkiem nalezagcym do
rodziny MCT, ktorego dystrybucja tkankowa jest
$cisle ograniczona, jest biatko MCT3. Wystepnie
ono wytacznie w nabtonku barwnikowym siatkéwki,
gdzie peini funkcje utrzymania odpowiedniego po-
ziomu mleczanu w siatkéwce [65], Biatko MCT4 jest
no$nikiem o niskim powinowactwie, preferencyjnie
uwalniajacym mleczan z komoérek, ktore przeprowa-
dzaja glikolize, gdzie mleczan jest jej koncowym
produktem [57],
statych izoform do tej pory nie zostato poznane.
Pewng wskazowka o roli petnionej przez konkretne

Fizjologiczne znaczenie pozo-

biatka MCT jest ich dystrybucja tkankowa. Ponizej
zostang omdwione przyktady fizjologicznej roli
petnionej przez biatka MCT w mieéniach szkieleto-
wych i w, mézgu.

IV-1. Mie$nie szkieletowe

Miesnie szkieletowe sg gtownym producentem
kwasu mlekowego w organizmie, szczeg6lnie biate
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miesnie szkieletowe, ktorych komorki zawierajg
mato mitochondriow. Proces glikolizy konczy sie w
tych komoérkach na powstaniu kw'asu mlekowego,
ktéry musi zosta¢ usuniety z komorki. Z drugiej stro-
ny miesnie czerwone, o wysokiej aktywnosci oksy-
dacyjnej, posiadajgce duzo mitochondriéw wykorzy-
stujg kwas mlekowy jako substrat energetyczny iwy-
magajg dostarczenia go do wnetrza komdrki. Kw-as
mlekowy jest zatem w komdrkach mie$niowych
istotnym metabolitem posSrednim, ktéry wymaga
szybkiego transportu przez sarkoleme w obu kierun-
kach w zaleznos$ci od typu wtokien miesniowych iod
ich obcigzenia wykonywang pracg [42, 66, 67]. W
miesniach wykazano ekspresje gtownie biatek
MCT1 i MCT4, oraz niewielkie ilosci MCT2 [34, 43,
55, 68], Ekspresja biatka MCT1 w komdrce miesnio-
wej koreluje z jej zawartoscig mitochondriéw'. Mie-
$nie. takie, jak np. miesien ptaszczkow aty (tac. so-
leus), zawierajgce gtéwnie wolno kurczace sie
widkna utleniajagce, wykazujg wysoka ekspresje
biatka MCT1, podczas gdy miesnie, takie jak np.
miesien brzuchaty tydki (fac. gastrocnemius), czy
miesien piszczelowy (tac. tibialis interior) zawie-
rajgce widkna szybko kurczgce sie, nie wykazuja
ekspresji biatka MCT1 [42, 55, 68]. Przytoczone
przyktady sugeruja, ze ekspresja biatka MCT1 we
witoknach miesniowych odzwierciedla zapotrzebo-
wanie tych komérek na kwas mlekow”y. ktéry musi
zostaé¢ dostarczony do wnetrza komorek w celu uzy-
cia go jako substratu energetycznego. Biatko MCT4
znaleziono we wszystkich szczurzych mieéniach
szkieletowych, lecz z minimalng obecnos$cig tego
biatka utleniajace
witdkna wolno kurczace sie takie jak w mie$niu

w mie$niach zawierajacych
ptaszczkowatym (tac. soleus) [55]. Wydaje sie, ze
izoforma MCT4 jest odpowiedzialna za wyptyw
mleczanu z komorek, ktéry powstaje w procesie gli-
kolizy. Biate krwinki, w ktérych proces glikolizy ko-
nczy sie powstaniem mleczanu, wykazuja ekspresje
MCT4 jako jedynego biatka z rodziny biatek MCT
[55]. Transportery MCT jako wspdttransportery
przenoszace anion kwasu monokarboksylowego
wraz z protonem uczestniczg w regulacji pFE Najle-
piej poznano i opisano ten proces w mie$niach.
Utrzymanie w komérce odpowiedniego pH zachodzi
dzieki utrzymaniu réwnowagi miedzy akumulacja
protonéw wewnatrz komorki, a ich usuwaniem przez
transportery zlokalizowane w bionie plazmatycznej
[69]. Stwierdzono, w badaniach na szczurach, ze
wspottransporter mleczan/proton ma wyzszg zdol-
no$¢ uwalniania protonéw na zewnatrz komorki niz
wymiennik Na+- Fl+ lub systemy transportowe zale-
zne od dwuweglanéw [70], Zatem wspoéttransporter
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mleczan/proton moze funkcjonowac jako system re-
gulujacy pH w komdrkach. Nalezy jednak zazna-
czy¢, ze aktywnos$¢ tego nosnika zalezy gtéwnie od
gradientu mleczanu po obu stronach btony, a tylko
nieznacznie od zmian wewngatrzkomorkowego pH.
Jest to podstawowa cecha odrdzniajgca ten system
regulacji pH od klasycznego mechanizmu, jakim jest
wymiennik Na+- H+ ktdrego dziatanie jest silnie ak-
tywowane, gdy wewngtrzkomérkowe pH spada.
Wiadomo jednak, ze podczas intensywnego wysitku,
no$nik mleczan/proton jest gtéwnym transporterem
uwalniajgcym protony na zewngtrz komérki mie-
s$niowej. Stwierdzono, ze protony uwolnione przez
ten nos$nik stanowig 2/3 wszystkich uwolnionych z
komorki protonéw [71],

1IV-2. Mézg

Glukoza jest gtdw nym substratem energetycznym
moézgu dorostych osobnikédw, a istniejgca bariera
krew - moézg jest stosunkowo mato przepuszczalna
dla mleczanu i ciat ketonowych [72], W pewnych
jednak warunkach takich jak gtéd, czy cukrzyca
przepuszczalno$¢ bariery krew - moézg wzrasta i
kwasy monokarboksylowe moga by¢é substratem
energetycznym mozgu [73]. Kwasy monokarboksy-
lowe sg znaczgcym substratem energetycznym ma-
zgu noworodkoéw iorganizméw miodych [74, 75], W
komérkach endotelialnych, tworzacych bariere krew
- mézg, znaleziono bardzo niewiele biatka MCT2,
natomiast wykazano duzy poziom ekspresji biatka
M CT1, ktérego detekcja jest wieksza w moézgach no-
worodkow [44, 75, 76]. Wydaje sie, wiec, ze MCT1
jest biatkiem odpowiedzialnym za transport mlecza-
nu iciat ketonowych przez bariere krew - mézg. Eks-
presja tego biatka moze zmieniaé sie w rozwoju
osobniczym (takze badania witasne) ijej zmiany, na
przyktad w komdrkach nerwowych, mozna regulo-
waC dietg osobnikow [78]. W normalnych warun-
kach u dorostych organizméw poziom kwaséw mo-
nokarboksylowych we krwi jest niski, glukoza jest
zatem gtdwnym substratem energetycznym mdzgu.
Inaczej jest w okresie ssania, gdy miode odzywiaja
sie wysokottuszczowg dieta (mleko matki). W takich
warunkach poziom kwaséw monokarboksylowych
we krwi jest wysoki. Kwasy monokarboksylowe sg
wowczas gtéwnym substratem energetycznym moé-
zgu (ponad 50% [79]). Le ino iwsp. wykazali, zeu
dorostych szczurdw poddanych diecie ketogennej
(91 % ttuszczow i 9% biatka) przez okres 6 tygodni w
poréwnaniu do szczurow karmionych dietg standar-
dowg. wzrasta poziom biatka MCT1 oraz biatka
GLUT1 (transporter glukozy) w komérkach endote-
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lialnych mézgu oraz w neuropilach. Istniejg rozhie-
zne dane dotyczace obecnosci izoform MCT w mo6-
zgu. MCT 1jest izoformg obecng w komdrkach astro-
gleju , potwierdzono to takze w komdérkach astrogle-
jowych hodowanych in vitro . Rowniez w neuronach
stwierdzono obecnos¢ MCTL1. lecz jego ekspresja
jest nizsza niz w astrogleju [45, 46, 64], Gerhart i
wsp. [76] nie stwierdzili obecnosci izoformy MCT2
W neuronach [75]. Z kolei inni badacze potwierdzili
obecno$¢ w neuronach obu izoform MCT1 i MCT2
[46], Jeszcze inni wykazali ekspresje biatka MCT2 w
neuronach [60, 81], W przypadku dorostego médzgu
gtownie w neuropilach [82], Na podstawde metody
Nothern-blot stwierdzono, ze w mézgu nie ma lub
jest bardzo mato biatek MCT4. MCT5 i MCT6, nato-
miast zaobserwowano wysoki poziom ekspresji
biatek MCT7 i MCT8 [33], Ostatnio stwierdzono, ze
w wielu stanach patologicznych uktadu nerwowego
wystepujg zaburzenia ekspresji MCT1 [83], Biatko
to moze ulega¢ wzmozonej ekspresji w odpowiedzi
na w'ysoki wewngtrzkomoérkowy i zewngtrzkomor-
kowy poziom mleczanu. Komoérki nowotworowe
charakteryzuje stan niedotlenienia, niskie wewngtrz-
komoérkowe pH oraz uzyskiwanie energii na drodze
glikolizy, ktérej kohncowym produktem jest kwas
mlekowy. Efektem tego jest powstanie wysokiego
stezenia wewnatrzkomdrkowego mleczanu, co jest
skorelowane ze wzrostem ekspresji nosnika MCT1.
Z drugiej strony wiele komoérek nowotworowych ko-
rzysta z mleczanu jako gtéw nego substratu energe-
tycznego, ktory jest dostarczany do wnetrza komérki
przez nos$nik MCT1. Zablokowanie nos$nika, czyli
zablokowanie drogi, ktorg jest dostarczany do ko-
morki gtéwny substrat energetyczny, mogtoby przy-
czyni¢ sie do $mierci komorki nowotworowej [83].

Y7 Struktura biatek MCT

Na podstawie badan dotyczacych struktury biatka
MCT1 stworzono jego model topologiczny, ktory
jest charakterystyczny dla biatek nalezgcych do ro-
dziny no$nikéw MCT (Rycina 2) [33, 45, 50, 84, 85].
Biatko modelowe posiada 12 transhtonowych domen
z C- i N-konncami lezacymi po stronie cytoplazma-
tycznej blony plazmatycznej komdrki, oraz z duzg
wewnatrzkomdrkowa petlg znajdujgcg sie pomiedzy
6 a 7domeng transbtonowg. W obrebie rodziny MCT
odcinki transbtonowe (hydrofobowe) sg najsilniej
konserwowane, natomiast najstabiej - odcinki po-
miedzy domenami zakotwiczonymi w btonie (hydro-
filowe), szczegOlnie: N-koniec poprzedzajacy 1do-
mene, odcinek petli pomiedzy 6 i 7 domeng oraz
C-koniec konczacy 12 domene. Przypuszcza sie. iz

POSTEPY BIOCHEMII 49(4), 2003



TS
(L)

2‘ ’ ¥\
72\
Q/ N-koniec \\T%\
] ]gl
H /5]
) P
%_Iq/G 374

S TRONA

Ryc. 2. Model topologiczny biatka MCT1 (na podstawie [85]).

odcinki niekonserwowane, czyli zmienne, sa odpo-
wiedzialne za specyficzno$¢ substratowg poszcze-
g6lnych izoform MCT oraz za regulacje procesu
transportu [42], Stwierdzono, ze potowa czasteczki
MCT od N-konca (domeny 1-6) jest silniej konser-
wowana niz druga potowa od C-konca (domeny 7 -
12). Jest to cecha charakterystyczna dla wiekszosci
rodzin transporterow [86]. Dodatkowo obie czesci
czasteczki biatka odpowiadajg za rézne funkcje
petnione przez nosnik. Domeny potozone blizej C-
konca determinujg specyficzno$¢ substratowg trans-
portera, natomiast domeny N-koAca warunkujg za-
kotwiczenie biatka w btonie komérkowej, utrzyma-
nie catej struktury biatka oraz odpowiadajg za
przytaczenie odpowiedniego kationu w celu przenie-
sienia anionu kwasu monokarboksylowego przez
btone komdrkowa [42], Wykazano, ze 8 i 10 domena
transbtonowa transportera zawiera miejsca krytycz-
ne dla rozpoznania substratu [87], Miejscowo specy-
ficzne mutacje w obrebie tych domen zmieniaja
wiasciwosci transportera pod wzgledem specyfiki
substratowej, np. spontaniczna mutacja fenyloalani-
ny w cysteine w pozycji 360 MCT1 w dziesigtej do-
menie

transbtonowej powoduje

przez no$nik mewalonianu [88],

transportowanie
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VI. Regulacja ekspresji biatek MCT
Stosunkowo niewiele wiadomo na temat regulacji
ekspresji biatek MCT w rdznych tkankach. Najwie-
MCT w
Dane $wiadczace o wzroScie poziomu

cej informacji dotyczy regulacji ekspresji
mieéniach.
MRNA podczas znacznego wzrostu ekspresji biatka
MCT1 w mézgu noworodkow sugerujg regulacje na
Ostatnio opublikowano po
raz pierwszy analize promotora genu kodujacego
biatko MCT1
wigzania sie roznych czynnikdw transkrypcyjnych
[89]. Z drugiej strony uwaza sie, ze regulacja ekspre-

poziomie transkrypcji.

i wskazano miejsca potencjalnego

sji biatka MCT odbywa sie na poziomie translacji. W
procesie tym moze mie¢ znaczenie fakt. ze w przy-
padku biatka MCT1 region mRNA nieulegajacy
translacji od strony 3’(3’UTR) jest bardzo dtugi (1,6
kb). Wiadomo, ze ten region odgrywa role w regula-
cji procesu translacji, albo poprzez zapetlanie sie i
oddziatywanie z regionem nieulegajgcym translacji
od strony 5’ (5’ UTR). albo przez potgczenie z czyn-
nikami regulujgcymi, ktére uniemozliwiajg zajscie
procesu translacji [90], Istnieje rowniez mozliwos¢,
ze pewna pula MCT1 mRNA jest przechowywana w
rybonukleoproteinach ijesli jest wymagane zwiek-
szenie podazy biatka MCT1,
matrycy mRNA przeprowadzany jest proces transla-
cji.

na przechowywanej

Sygnatami, ktére mogtyby warunkowaé¢ rozpo-
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czecie procesu translacji moze by¢ przyktadowo
zwiekszone stezenie mleczanu w komdrce lub stan
niedotlenienia [5]. Aktywnos$¢ biatek MCT moze by¢
regulowana poprzez oddziatywanie z biatkami po-
mocniczymi. Wiadomo, Zze biatko MCT1 od-
dziatywuje specyficznie z glikoproteing o masie
czgsteczkowej 70 kDa (GP70) [91]. Glikoproteing ta
jest biatkiem btonowym, nalezagcym do nadrodziny
immunoglobulin, wystepujacym w tkankach ptodo-
wych [92, 93]. W wiekszosci tkanek dorostych orga-
nizméw ekspresja tego biatka jest staba, lecz wykry-
to w nich blisko spokrewnione biatko oddziatujgce z
MCT1 i MCT4 [94, 95], znane pod nazwg OX-47,
CD147, basigin, CE9, neruothelin, M6 lub
EMMPRIN [96-98]. Regulacja aktywnos$ci biatek
MCT w wyniku interakcji z tymi biatkami moze po-
lega¢ albo na bezpos$rednim oddziatywaniu na ak-
tywnos$¢ katalityczng transportera, albo na regulacji
translokacji biatka MCT do btony plazmatycznej.

VIl. Podsumowanie

Rodzina no$nikéw kwaséw monokarboksylo-
wych (MCT) jest kolejnym przyktadem rodziny
biatek, ktérych funkcjgjest przenoszenie podobnych
zwigzkdéw niskoczgsteczkowych przez btony pla-
zmatyczne. Biatka MCT uczestniczg w regulacji me-
tabolizmu energetycznego komorki, utrzymujg ho-
meostaze i kontrolujg pH. Ich ekspresja moze zmie-
nia¢ sie w trakcie rozwoju organizmow, w procesach
nowotworzenia i w chorobach metabolicznych. Dla-
tego prowadzone sg dalsze badania, przede wszyst-
kim nad regulacja ekspresji genéw oraz dystrybucja
tkankowg tych biatek w celu ewentualnego wykorzy-
stania ich do celéw terapeutycznych.
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Bakteryjne systemy transportu cukrow

Bacterial systems of sugar transport
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I11-1. Poryny
111-2. Aktywne transportery wtérne
111.2-1. Gtéwna nadrodzina transporteréw wtor-
nych MFS
111-3. System fosfotransferazy (PTS)
I11-4. Aktywne transportery pierwotne
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1V.2-2. Transportery specyficzne dla polisachary-
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1V.2-3. Pomocnicze biatka btony
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1V.2-4. Btonowo-peryplazmatyczne biatka pomoc-
nicze (MPAPCP)
V. Podsumowanie

zewnetrznej

Wykaz stosowanych skrétéw: aa - aminokwas(y); ABC (ang.
ATP-binding cassette) - kasela wigzagca ATP; CM (ang. cytopla-
smic membrane) - btona cytoplazmatyczna; EPS — egzopolisa-
charyd; KPS polisacharyd kapsularny; LOS lipooligosa-
charyd; LPS - -lipopolisachryd; MFS (ang. majorfacilitator su-
perfamily) gtéwna nadrodzina transporteréw wtérnych: M PA
(ang. membrane-periplasmic auxiliary) - btonowo-peryplazma-
tyczne biatka pomocnicze; OM (ang. outer membrane) - btona
zewnetrzna; OMA (ang. outer membrane auxiliary) - pomocni-
cze biatka btony zewnetrznej; P, - pirofosforan; PCP (ang. poly-
saccharide co-polymerase(s)) kopolimerazy polisachary-
dow; PEP —fosFoenolopirogronian; pmf (ang. proton motive
force) - sita protonomotoryczna; PST (ang. polysacchari-
de-specific transporter) - transporter specyficzny dla polisacha-
rydéw; PTS (ang. phosphotransferase system) - system fosfo-
transferazy; RND (ang. heavy metal resistance nodulation, cel!
division) rodzina biatek odpowiedzialnych za oporno$¢ na
metale ciezkie, indukowanie brodawek na ro$linach i podziaty
komérkowe: smf (ang. sodium motive force) sita sodowomo-

toryczna; TC (ang. transporter classification) - system klasyCi-
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kacji transporteréw; TCA kwasy tejchojowe; IMS (ang.

transmembrane segment) segment transbtonowy; TRAP-T

(ang. tripartite ATP-independent periplasmic transporter)
trojsktadnikowy transporter peryplazmatyczny niezalezny od
ATP.

I. Wprowadzenie

Weglowodany stanowig przewazajacag cze$¢ ma-
terii organicznej na Ziemi ipetnig r6znorodne funk-
cje we wszystkich organizmach. Cukrowce sg sub-
stratami energetycznymi, materiatami zapasowymi i
strukturalnymi oraz odgrywaja kluczowa role w pro-
cesach rozpoznania komdérkowego.

Przedstawione opracow anie jest podsumowaniem
wiedzy dotyczgcej biatek bakteryjnych bioracych
udziat w transporcie cukréw prostych, ich pochod-
nych oraz polisacharydéw.
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Il. Typy zidentyfikowanych systemow trans-
portu

W przenoszeniu substancji przez ostony komor-
kowe posredniczg integralne biatka btonowe. Zwy-
kle funkcjonuja one w potgczeniu z biatkami (dome-
nami) receptorowymi oraz biatkami (domenami) cy-
toplazmatycznymi odpowiedzialnymi za dostarcza-
nie energii do transportu ipetnigcymi funkcje regula-
cyjne [1-3], Kazdy taki
biatkowych) stanowi system transportu, okreslany
rowniez jako transporter, porter, permeaza lub sys-

kompleks biatek (domen

tem permeazy [4], W komorkach bakteryjnych bli-

sko 10% gend6w koduje biatka transportujace [5],
Na podstawie

wykorzystywanego

cech strukturalnych i rodzaju

zrodta energii wyrdznia sie
cztery zasadnicze grupy transporteré6w — wszystkie
u bakterii [6],
tworzg biatka posredniczace w dyfuzji utatwionej
(Ryc. la) [4], Przyktadem moze by¢ biatko GIpF E.

coli  funkcjonujagce W

zidentyfikowano Pierwszag grupe

przenoszeniu glicerolu
(rodzina btonowych kanatéw MIP; ang. major intrin-
sic proteins). Do grupy tej nalezg réwniez poryny

zewnetrznych bton bakterii gramujemnych [4],

BP
t f -

PERYPLAZMA

BLONA
CYTOPLAZMATYCZNA

CYTOPLAZMA
v VA

(b)

Ryc. 1.

' H ' ADP + Pi

grupy mozna zaliczy¢ rowniez trdjsktadnikowy
transporter aktywny niezalezny od ATP, czyli sys-
tem TRAP-T. W systemie tym btonowa permeaza
uzalezniona od pmf lub smf wspo6tdziata z perypla-
zmatycznym biatkiem wigzgcym substrat [5, 10]
(Ryc. Ic). co upodabnia ten typ transportu do bakte-
ryjnych importeréw funkcjonujgcych z udziatem
biatek nadrodziny ABC
wigzacg ATP) [2].
Ostatnig grupe transporterdow

(zawierajagcych domene
stanowi system
translokacji grupowej, ktérego najlepiej poznanym
przyktadem jest bakteryjny system fosfotransferazy
(PTS) (Ryc. le), omowiony w dalszej cze$ci artykutu
(podrozdziat 111-3) [1, 11].

Najnowszy

system klasyfikacji transporterow,

czyli system TC. zaproponowany przez Saiera w
analogii do systemu EC klasyfikacji enzymow, opar-
ty jest na zaleznos$ciach funkcjonalno-filogenetycz-
nych [4, 12], Wyréznia sie w nim cztery gtdwne Kkla-
sy biatek transportujgcych (numer klasy jest réwno-
czed$nie pierwszym numerem kodu TC przypisanego
kazdemu uwzglednionemu w tym systemie biatku).

Sa to: 1) kanaty ipory (m.in. poryny bakterii gramu-

e
Q& *:2‘, [
/ Y Nl ia
v ATP

HPr ;
E
PEP

© (d) ©

lypy systemow transportu funkcjonujacych u bakterii: a) kanat uczestniczacy w dyfuzji utatwionej; b) aktywny transporter

wtérny (tu: symporler); c) transporter typu TRAP; BP. biatko wigzace substrat; d) transporter aktywny pierwotny (tu: system importu

oparty o permeaze typu ABC); e) bakteryjny system fosfotransferazy; HA. IIB, 1IC. IdPr, El

cji grupowej; PEP  fosfoenolopirogronian.

Druga grupa to biatka uczestniczagce w aktywnym
transporcie. Translokacja substratu (import lub eks-
port) wymaga naktadu energii, ktérej zrdédiem jest
zazwyczaj ATP (Ryc. Id) [2. 7, 8],

Grupa trzecia to biatka zaangazowane w aktywny
transport wtérny, w ktéorym przemieszczanie okre-
dzieki gra-
lub N'a+
(sita protonomotoryczna - pmf lub sodowomotorycz-
Ib) [9], Do tej

S§lonego substratu zazwyczaj zachodzi
dientowi elektrochemicznemu jonéw iT
na smf) lub innego zwigzku (Ryc.
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komponenty biatkowe systemu transloka-

jemnych, podrozdziat 111-1); 2) transportery zalezne
od potencjatu elektrochemicznego (m.in. nadrodzina
biatek MES, podrozdziat 111.2-1); 3) biatka posred-
niczgce w aktywnym transporcie pierwotnym (m.in.
nadrodzina  transporterobw  ABC.
111.4-1); 4) system translokacji grupowej (bakteryjny
system PTS, podrozdziat 111-3).

System TC wyro6znia dodatkow o grupe biatek po-

podrozdziat

mocniczych (TC #8), ktore utatwiajg transport przez
btony biologiczne, nie uczestniczac bezposrednio w
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samym procesie przenoszenia. Biatka, dla ktorych
brak $cistych danych dotyczacych sposobu dostar-
czania energii do przenoszenia czasteczek zgrupo-
wano w klasie TC # 9 [4, 12].

I1l. Rodziny transporteréw uczestniczacych
W przenoszeniu mono- i oligosacharydow
oraz ich pochodnych

I1-1. Poryny

Poryny stanowig odrebnagpodklase w klasie biatek
tworzacych kanaty btonowe (TC # 1.B) [12, 13]. Sa
to zwykle homotrimery $cisle zasocjowanych ze
sobg podjednostek. Kazda z nich zbudowana jest z
250-450
p-barytki, uformowang z 16 (poryny ogoélnej dyfu-
zji), 18 (poryny specyficzne) lub 22 (kanaty bramko-
wane ligandem) antyréwnolegtych nici typu P [14,
15].

Poryny ogdlnej dyfuzji tworzg w btonie zewnetrz-

aminokwaséw  tworzacych  strukture

nej otwarte, wypetnione wodg kanaty. Ich selektyw-
nos¢ w stosunku do substratéw jest modulowana

Tabela 1.

przez aminokwasy obdarzone tadunkiem, zlokalizo-
wane we wnetrzu poryny [15], Biatka te umozliwiajg
wnikanie do peryplazmy czasteczek nie wiekszych
niz 600 Da [16].
Poryny specyficzne uczestniczg w dyfuzji
utatwionej cukréow (np. rodzina poryn cukrow SP;
TC# 1.B.3) (Tab. 1). W przeciwienstwie do poryn
og6lnej dyfuzji, ktére nie wigza przenoszonych
czasteczek, poryny specyficzne $cisle wiagzg amfifi-
lowe czasteczki przenoszonych cukrow' i utatwiaja
ich dyfuzje dzieki lokalnemu zwiekszeniu stezenia
substratu. Wraz ze wzrostem dtugosci tancuchéw cu-
krowych sita wiazania substratu rosnie, powodujac
jednoczes$nie zmniejszenie szybkosci jego przeno-
szenia [17, 18]. Wykazano, ze za wigzanie cukréow
odpowiada zgrupowanie aminokwas6w aromatycz-
nych oddziatujgce za pomocg wigzan van der Waalsa
z hydrofobowg powierzchnig pierscienia cukrowego
oraz zgrupowanie reszt aminokwaséw polarnych,
tworzacych wdazania wodorowe z grupami hydrok-
sylowymi cukrow. Tworzenie izrywanie tych wigzan
jest czynnikiem warunkujgcym przemieszczanie
substratu w kanale [19-22], W przeniesienie cukru z

Poryny bakterii gramujemnych zaangazowane w transport mono- ioligosacharydéw, ich pochodnych (a) oraz eksport polisacharydéw (b) (na podsta-

wie [4, 12, 24,27])

Typy transportowanych

TC # Nazwa rodziny

Przyktad

substratéw cukrowych

(a)

maltooligosacharydy; rafinoza;

1 B3 SP
(ang. sugar porin)

Tsx
(ang. nucleoside-specific

sacharoza; R-glikozydy

LamB (MalL)
Escherichia coli

Tsx

1.B.10 rybo- i dcoksyrybonukleozyd o .
channel-forming outer y yry yay Escherichia coli
membrane porin)

RafY . . . RalA

I.B.15 ) ) rafinoza i inne oligosacharydy o )
(ang. raffinose porin) Escherichia coli
OprB OprB

I.B.19 (ang. glucose-selective monosacharydy Pseudomonas
porin) aeruginosa
OMF NodT2

1.B.17 (ang. outer membrane lipooligosacharydy (LOS) Rhizobium
factor) leguminosarum
KdgM . .

9 ) oligogalakturonidy (produkty KdgM

1.B.35 (ang. o/igogalacturonate- L .

. . rozktadu pektyn) Envinia chrysanthemi
specifie porin)
(b)
AEP AlgE

1.B.13 (ang. alginate export alginian (polimannouronian) Pseudomonas
porin) aeruginosa
OMA .

egzopolisacharydy (EPS), ExoF
1.B.18 (ang. outer membrane

auxiliary)
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polisacharydy kapsulame (KPS)

Sinorhizohium meliloti
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peryplazmy do cytoplazmy moga by¢ zaangazowane
kompleksy transporterow typu ABC [23], np. kom-
pleks MalEFGK dla maltozy (TC # 3.A.1.1.1) [4,
24],

111-2. Aktywne transportery wtdrne

Biatka tej grupy (TC U2) (Tab. 2) katalizujg uni-
port (przemieszczanie czasteczek okreslonego typu
bez rdwnoczesnego przemieszczania innych czaste-
czek), symport (akumulowanie substancji wbrew
gradientowi jej stezenia z rGwnoczesnym przenosze-
niem - kotransportem - kationu) lub antyport (eks-
port substratu napedzany réwnoczesnym naptywa-
niem do komorki innego zwigzku lub FT). Wiele
transporterow nalezgcych do tej klasy moze uczest-

Tabela 2.

niczy¢ w wiecej niz jednym procesie przenoszenia
(np. uniporcie i symporcie). U bakterii dominuje
symport sprzezony z Fl+ [25, 26],

111.2-1. Gt6wna nadrodzina transporteréw wtérnych
MFS

Nadrodzina MFS (TC # 2.A.1) jest bardzo zr6zni-
cowana i obejmuje grupe kilkudziesieciu rodzin
biatek [27-29], Przynalezno$¢ do tej nadrodziny wy-
nika z obecno$ci charakterystycznych motywéw'
aminokwasowych zlokalizowanych w rdznych cze-
$ciach biatka oraz specyficznego utozenia w btonie
cytoplazmatycznej. Cztonkowie rodziny MFS to w
wiekszosci biatka o 12 segmentach transbtonowych
(TMS) (wyjatkowo obecne sg dodatkowe dwa TMS)
[4], Uwaza sie, ze topologia tych biatek jest efektem

Rodziny aktywnych transporteréw wtérnych specyficznych dla cukréw prostych i ich pochodnych oraz oligosacharydéw [24]

. Wyste-
TC # Nazwa rodziny transportowanych i Przyktady
, powanie
substratow
m.in. poliole, leki,
neuroprzekazniki,
MFS inok tyd lakt
aminokwasy, pe , ermeaza laktoz
2.A.1 (ang. major facilitator y. peptydy B, A, E P .y
i nukleozydy, cukry, (LacY) E. coli
superfamily) i .
organiczne i
nieorganiczne aniony
GPH libi lakt libi
melibioza, laktoza, ermeaza melibioz
2.A.2 (ang. glycoside-pentoside- i P . y
i i sacharoza, rafinoza, B, A, E (MelB) E. coli
hexuronide: cation ]
glukuronidy, pentozydy
symporter)
RND
2 ALG (ang. heavy metal in i li h d B A E biatka NoIGHI
o resistance/nodulation/ m.1n. lipootigosacharydy Y S. meliloti
cell division)
Gnt permeaza kwasu
2.A.8 (ang. gluconate : H' kw as glukonowy B glukonowego (GntP)
symporter) Bacillus subtilis
RhaT ‘ ¢
ransporter ramnoz
2.A.9 (ang. L-rhamnose L-ramnoza, D-glukoza B P i y
(RhaT) E. coli
transportet)
KDGT transzpirtter:wasu
-keto-3-
(ang. 2-keto-3- kwas 2-keto-3-
2.A.10 B deoksyglukonowego
deoksygluconate deoksyglukonow-y
(kdgT)
transportet)
E. c.hrvsanthemi
SSS symporter
2.A.21 (ang. solute :sodium m.in. cukry, nukleozydy B, A E pantotenian :Na'
symporter) (PanF) E. coli
CNT t kil d
symporter nukleoz :
2.A.41  (ang. concentrative nukleozydy B, A, E ymp y.
. Ff (NupC) E. coli
nucleoside transporter)
AAA
translokaza ATP/ADP
2.A.12 (ang. ATP : ADP ATP, ADP B, E

antiporter)

Objasnienia: B Bacteria; A Archaea; E - Eukan’ta
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wewnetrznej, tandemowej duplikacji sekwencji ko-
dujagcej biatko o szesciu TMS [28].

Wszystkie biatka MFS charakteryzuje podobny
mechanizm transportu [28. 30], Najwiecej informa-
cji dotyczacych funkcjonowania transporterow wtor-
nych pochodzi z prac nad permeazg laktozy E. coli,
LacY (TC # 2.A.1.5.1), ktéra katalizuje import (3
galaktozydow sprzezony z przenoszeniem protonu
(H+symport) [31]. LacY funkcjonuje jako tzw. prze-
nosnik wahadtowy (ang. oscillating pore). Zwigza-
nie protonu i cukru do miejsc wigzacych po zew-
netrznej stronie btony cytoplazmatycznej sprawia, ze
biatko transportujgce ulega zmianie konformacyjnej.
Prowadzi ona do reorientacji tych miejsc wzgledem
btony iuwolnienia protonu i laktozy w cytoplazmie.
Cykl transportu konczy sie powrotem miejsc
wigzacych do pozycji wyjsciowej [30],

Tabela 3.

Transporter PTS budujg biatka pomocnicze El
(TC # 8.A.7) i HPr (TC # 8.A.8), odpowiedzialne za
dostarczanie energii z fosfoenolopirogronianu oraz 3
lub 4 biatka (domeny), tworzgce kompleks enzymu I
(Eli), czyli wihasciwej permeazy PTS (Ryc. 1e).
Biatka (domeny) I1A i lIB sg wysoce specyficzne dla
przenoszonych cukrow, biatko IIC odpowiada nato-
miast za przemieszczanie cukru przez btone ijego
fosforylacje (fosforan jest przenoszony na cukier z
ufosforylowanego biatka 11B) [1, 32],

System PTS peini kluczowg role regulatorowg w
kontrolowaniu metabolizmu zwigzkéw wegla u bak-
terii; biatka (domeny) przenoszace reszty fosforano-
we w PTS regulujg aktywno$¢ operondw uczest-
niczacych w pobieraniu/katabolizmie zwigzkéw we-
gla [32-34], Wsérdd permeaz PTS wyr6zniono 7 ro-
dzin [4, 24] (Tab. 3).

Rodziny permeaz bakteryjnego systemu fosfotransferazy PTS (na podstawie [4, 27])

TC# Nazwa rodziny
Gic

4.A.1
(ang.glucose-glucosule)
Fm

4.A.2 .
(ang. fructose-mannitof)
Lac
ang. lactose-N,N -

4.A.3 (_ g . .
diacetylchitobiose-fi-
glucoside)
Gut

4.A.4 .
(ang. glucitol)

4.A.5 Gat

o (ang. galactifol)
Man

4.A.6 (ang. mannose-fructose-
sorbose)
L-Asc

4.A.7

(ang. L-ascorbate)

111-3. System fosfotransferazy (PTS)

System fosfotransferazy zalezny od
fosfoenolopirogronianu (TC # 4.A) jest
wykorzystywany wytacznie przez bakterie do
pobierania cukréw i ich pochodnych np. glukozy,
fruktozy, laktozy, mannitolu, N-acetylogluko-
zaminy. Transport, w ktérym posredniczy system
PTS jest powigzany z rdwnoczesng fosforylacja
substratu i zachodzi dzieki sekwencyjnej reakcji
przenoszenia fosforanu z fosfoenolopirogronianu na
cukier [1,4]

1I1C(D)

PEP -» EI - P HPr - P —-HA - P ->1IB- P- ~Cukier - P
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Typy transportowanych
substratow
glukoza, N-acetyloglukozamina,
a- i p-glikozydy

fruktoza, mannitol

laktoza,
N,N’-diacetylochitobioza,
celobioza, disacharyd chitynowy

glucitol
galaktitol

m.in. glukoza, mannoza, fruktoza,
glukozamina,
N-acetyloglukozamina

kwas askorbinowy

111-4. Aktywne transportery pierwotne
111.4-1. Nadrodzina transporteréw ABC

Biatka z kaseta wigzacg ATP (ABC) stanowia
jednag z najliczniejszych i najbardziej zréznicowa-
nych grup biatek spotykanych u Bacteria, Archaca i
Eukaryota [7, 24], Do chwili obecnej w bazie danych
GenBank zdeponowano ponad 5800 sekwencji
biatek (domen) z motywem kasety ABC. nadajacej
tym biatkom potencjalng zdolno$¢ wigzania i hydro-
lizy ATP.

Permeazy typu ABC to wielosktadnikowa trans-
portery zdolne do przenoszenia zaréwno matych
czasteczek, jak i makromolekut. Energia z rozktadu
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ATP wykorzystywana jest w takich procesach jak: 1)
pobieranie substancji, m.in. cukréw, aminokwasdw,
2) wydzielanie na zewngtrz komorki polisachary-
dow, antybiotykéw oraz toksyn, 3) naprawa uszko-
dzen DNA, translacja czy regulacja ekspresji gendw
[35-37],

Typowy transporter ABC ztozony jest z dwu do-
men (biatek) transbtonowych (po szes¢ TMS kazda)
tworzacych szlak przenoszenia substratu przez btone
komorkowga oraz dwu konserwatywnych, ekspono-
wanych do cytoplazmy, domen (biatek) z kasetg
ABC, niezbednych do hydrolizy ATP napedzajacej
transport [38]. Systemy importu angazujg dodatko-
wo biatko wigzace substrat. U bakterii gramujem-
nych jest ono zlokalizowane w peryplazmie, nato-
miast u bakterii gramdodatnich jest to lipoproteina
zakotwiczona w btonie cytoplazmatycznej lub biatko
elektrostatycznie zwigzane ze $ciang komorkowg
[39-41], Geny kodujgce te trzy skiadniki systemu z
reguty tworza operon [7],

Bakteryjne transportery ABC sg z reguty zbudo-
wane z czterech odrebnych tancuchéw polipeptydo-
wych, lecz w niektérych przypadkach jeden polipep-
tyd moze zawiera¢ zaréwno domene transbtonowg
jak imiejsce wigzania nukleotydu [2.42] lub domene
transbtonowg i wigzgcg substrat [43], Transportery
ABC Eukaryota sg najczesciej biatkami wielodome-
nowymi.

Najbardziej konserwatywnym elementem, ktore-
go obecno$¢ wyznacza przynalezno$¢ biatka do
nadrodziny transporteré6w ABC jest tzw. modut ABC
(Ryc. 2) Wyrézni¢ w nim mozna kilka charaktery-
stycznych sekwencji aminokwasowych: motyw Wal-
kera A (petla P). motyw Walkera B [44], reszty gluta-
miny iasparaginy w helikalnej petli Q rozdzielajgcej
motywy A i B oraz reszte histydyny w regionie
.przetacznika” (ang. switch), ktory utatwia zmiany
konformacyjne, jakie wyzwala w biatku hydroliza
ATP [45, 46], W kasecie obecna jest rowniez petla D

[35] i krotki region LSGGQ. nazywany rowniez se-

kwencjag podpisu lub tgcznikiem [38, 45, 47, 48], Ze
wzgledu na te podobienstwa uwaza sie. ze wszystkie

kasety ABC wigzg i hydrolizujg ATP w podobny
sposob [49],

Proces transportu rozpoczyna sie od zwigzania
substratu z okres$long domeng permeazy. Sygnat o
zwigzaniu substratu jest przekazywany do miejsc hy-
drolizy nukleotyddéw i powoduje wzrost ich powino-
wactwa do ATP. Dwie $ciSle ze sobg wspotpracujace
kasety ABC katalizujg hydrolize ATP. Rearanzacje
domen btonowych wywotuja jednokierunkowe prze-
mieszczanie substratu. Gdy substrat przejdzie przez
btone, transporter wraca do stanu wyjsciowego dzie-
ki oddysocjowaniu ADP i P, [49],

Zgodnie z klasyfikacjg zaproponowang przez Sa-
iera [4] do nadrodziny transporterow ABC zalicza sie
obecnie 60 rodzin biatek, w wiekszosci wyste-
pujacych tylko u bakterii [4, 24], Permeazy odpowie-
dzialne za pobieranie substancji sklasyfikowano w
22 rodziny, z czego 3 s3 zaangazowane w import cu-
kréw i ich pochodnych (Tab. 4a).

IV. Transport polisacharydow

Zdolnos¢é do wytwarzania polisacharydow jest
szeroko
Bakterie
ztozonych weglowodanéw. Naleza tu: egzopolisa-

rozpowszechniona ws$rod prokariontow.

syntetyzujg i wydzielajg cala game
charydy (EPS), polisacharydy kapsularne (K.PS), li-
popolisacharydy (LPS). lipooligosacharydy (LOS) i
kwasy tejchojowe (TCA) [50]. Biosynteza zewnatrz-
komdrkowych polisacharyddéw, m. in. EPS odbywa
sie na no$nikach lipidowych zwigzanych z btong we-
wnetrzng, po jej stronie cytoplazmatycznej [51], W
przypadku bakterii gramujemnych zewngtrzkomor-
kowe polisacharydy, aby osiggng¢ swoje docelowe
miejsce, muszg pokonac trzy bariery, tzn. btone cyto-
plazmatyczng, btone zewnetrzng oraz rozdzielajagca
je przestrzen peryplazmatyczng [52], Eksport polisa-
charydéw czestojest sprzezony z ich polimeryzacjg i
transportu
zwigzanych z biatkami zlokalizowanymi w obydwu
btonach.

wymaga  specyficznych systeméw

ABC=180-220 aa

80-110
N Motyw A Domena helikalna
Walkera
valvGpsGsGKstll Q N

90-120 -

> <+ 10>

ISgGQkqgrvaiA illIDEptsalD

Sekwencja
podpisu

Ryc. 2. Schemat organizacji domeny ABC. W sekwencjach motyw6éw A i B Walkera oraz peptydu tacznikowego niezmienne reszty aminokwasowe
zaznaczono duzymi literami, aminokwasy silnie konserwatywne - matymi.
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Tabela 4.

Transportery typu ABC katalizujgce pobieranie cukréw prostych, oligocukréw i polisacharydéw (a) oraz wydzielanie cukréw ztozonych (podgrupa

ABC-2) (b) (na podstawie [4, 24, 27, 50])

TC# Nazwa rodziny transporteréow
(a)
CUT-1
3.A.1.1 (ang. carbohydrate uptake
transporter-1)
CUT-2
3.A.1.2 (ang. carbohydrate uptake
transporter-2)
PepT
3.A.1.5 (ang. peptide/opine/nickel uptake
transporter)
(b)
CPSE
3.A.1.101 (ang. capsular polysaccharide
exporter)
3.A.1.102 LOSE
T (ang. lipooligosaccharide exporter)
3.A.1.103 LPSE
R (ang. lipopolysaccharide exporter)
3.A.1.104 TAE
R (ang. teichoic acid exporter)
3.A.1.106 LipidE
T (ang. putative lipid A exporter)
GlucanE
3.A.1.108 .
(ang. fi-glucan exporter)
DevE
3.A.1.114

(ang. probable glyco/ipid exporter )

Zewnatrzkomaérkowe polisacharydy moga by¢ tez
wykorzystywane przez drobnoustroje jako Zrodto
wegla. Bakterie z reguty degradujg je z wykorzysta-
niem zewngtrzkomoérkowych enzyméw typu glika-
naz i pobierajg niskoczgsteczkowe produkty tego
rozktadu. Wyjatkiem od tej reguty jest system pobie-

rania alginianu przez Sphingomonas sp. [53],

IV-1. System pobierania alginianu u Sphingomonas
sp. szczep Al
Alginian jest liniowym heteropolisacharydem
wydzielanym przez niektére gatunki patogenow', np.
Pseudomonas aeruginosa. Na powierzchni komoérek
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Transportowane
substraty

trehaloza, laktoza,
sacharoza, sorbitol,
maltooligosacharydy
mannitol, maltoza
cyklodekstryny
mclibioza

polisacharydy

L-arabinoza, ksyloza,
glukoza, fukoza,
galaktoza, alloza,
fruktoza, ryboza

m.in. celobioza,
celooligosacharydy

polisacharyd
kapsutarny

(KPS)
lipooligosacharydy
chilynowe

(LOS)
lipopolisacharvd
(LPS)

kwasy tejchojowe
(TCA)

lipid A

(sktadnik LPS)

cykliczne (3-glukany

glikolipidy

Przyktady

MalEFGK E. coli

AlgSMIM2QIQ2
Sphingomonas sp. A1l

RbsABCD E. coli

CbtABCDF
Sulfolobus solfataricus

KpsMT E. coli

NodlJ
Rhizobium galegae

RfbAB
K. pneumoniae

TagGH B. subtilis
MsbA E. coli

NdvA S. meliloti

DevAC
Anabaena sp. szczep
PCC7120

Sphingomonas hodowanych w podtozu z alginianem
tworzy sie zagtebienie i polimer w formie wyso-
koczgsteczkowej jest wprowadzany bezposrednio do
komorki [54],

System transportu alginianu okreslany jako ,su-
per-kanat” funkcjonuje w oparciu o transporter ABC
(rodzina CUT-1; TC # 3.A.1.1.; Tab. 4a) i jest
ztozony z biatek wigzacych alginian zlokalizowa-
nych w peryplazmie (AlgQl. AlgQ2), permeaz
btonowych (AlgMI, AlgM2) oraz biatka z kasetg
ABC (AlgS). Polimer zageszczony w zagtebieniu
jest przechwytywany przez AlgQl i AlgQ2 w pery-
plazmie, a nastepnie przekazywany do transportera
ABC, ktéry wprowadza polimer bezposrednio do cy-
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toplazmy. Po wejsciu do cytoplazmy polisacharyd
jest degradowany z udziatem liaz [53, 54],

1V-2. Systemy eksportu polisacharydéw

Systemy transportu, katalizujgce wydzielanie do
Srodowiska cukréw ztozonych mozna podzieli¢ na
dwie grupy. Pierwszg tworzg transportery, w ktérym
witasciwg permeazg jest biatko typu ABC-2, druga
za$ stanowi grupa transporteréw specyficznych dla
polisacharydéw funkcjonujgcych z udziatem biatek
btonowych z nadrodziny PST [50],

1V.2-1. Permeazy ABC-2

Grupa permeaz ABC-2 obejmuje co najmniej 7 ro-
dzin specyficznych substratowo transporterow wy-
stepujacych u bakterii gramujemnych i gramdodat-
nich (Tab. 4b).

Rodziny transporterdw przedstawione w tabeli 4b
zaangazowane sg zarowno w eksport polisachary-
dow jak i makroczgsteczek zawierajagcych sktadnik
cukrowy, badz ich biosyntetycznych prekursoréw.
Systemy te wykorzystujg integralne biatka btony cy-
toplazmatycznej zawierajgce segmenty transbtono-
we, ktdre w potgczeniu z biatkiem wyposazonym w
domene ABC katalizuja eksport substratu cukrowe-
go [2, 38, 55, 56]. Systemy transportu polisachary-
déw kapsularnych moga wymagaé¢ do swojej aktyw-
noé$ci dodatkowych biatek pomocniczych np. zloka-
lizowanych w btonie zewnetrznej [50, 57].

Tabela 5.

1V.2-2.Transportery specyficzne dla
(PST)

polisacharydéw

Transportery typu PST sklasyfikowano w obrebie
nadrodziny flipaz lekéw, potaczen oligocukro-
wo-ttuszczowych ipolisacharydow (MOP; ang. Mul-
tidrug/oligosaccharidyl-lipid/polysaccharide flip-
pase superfamily\ TC # 2.A.66). Biatka PST wyro6z-
nia charakterystyczna topologia btonowa: wszystkie
posiadaja 12 segmentow transbtonowych (TMS)
oraz konce N- i C- zlokalizowane w cytoplazmie.
Znamienny jest rbwniez brak homologii na poziomie
struktury pierwszorzedowej pomiedzy przedstawi-
cielami tej grupy, jak rowniez innymi biatkami bak-
teryjnymi dostepnymi w bazach danych. Jedynym
obszarem biatek PST, w ktérym wystepuje podobie-
nstwo na poziomie sekwencji aminokwasowej jest
cze$¢ N-koncowa, obejmujgca pierwszy i drugi seg-
ment transbtonowy [50], Biatka PST sg podobne do
wtornych przenos$nikéw funkcjonujgcych na zasa-
dzie antyportu sprzezonego z H+ [24] (Tab. 5).

Transportery PST(l) uczestniczace w eksporcie
EPS lub KPS charakteryzuje obecno$¢ hydrofilowej,
zlokalizowanej w cytoplazmie petli ztozonej z okoto
80 reszt aminokwasowych, ktéra wystepuje pomie-
(TMS6
-TMS7). Transportery te dziatajag wspélnie z pomoc-
niczymi biatkami btony zewnetrznej OMA i btono-

wo-peryplazmatycznymi

dzy 6 a 7 segmentem transbtonowym

biatkami pomocniczymi
typu MPA (zgodnie z nomenklaturg zaproponowang
przez M oron e iwsp. [62] okreslanymi réwniez
jako kopolimerazy polisacharydéw - PCP).

Biatka PST(2), eksportujgce komponenty LPS,

majg krotka (ok. 15 aminokwaséw) petle pomiedzy

Przyktady transporteréw specyficznych dla polisacharydéw (PST) [50, 51, 67, 69, 70, 71

Poc’i)gsr_:pa Biatko (aa) Gatunek bakterii Eksszc;rsttc:’\;vtany
GumlJ (498) Xanthomonas campestris EPS
ExoT (582) Sinorhizobiuni meliloti EPS

PST (1) AmsL (446) Envirua amylovora EPS
CapF (396) Staphylococcus aureus KPS
PssT (484) Rhizobium leguminosarum EPS
RfbE (418) Shigellaflexneri LPS
Rfb X1 (415) Escherichia coli LPS

PST (2) RfbX2 (396) Shigella dysenteriae LPS
RfbX3 (437) Yersinia pseudotuberculosis LPS
TrsA (418) Yersinia enterocolitica LPS

POSTEPY BIOCHEMII 49(4), 2003

285



Tabela 6.

Przyktady pomocniczych biatek btony zewnetrznej OMA [50, 72]

Funkcja Biatko OMA (aa) Bakteria
OtnA (260) Vibrio cholerae
Orf4 (378) Klebsiella pneumoniae
eksport KPS BexD (394) Haemophilus influenzae
CtrA (387) Neisseria meningitidis
VexA (355) Salmonella typhi
GumB (213) Xanthomonas campestris
ExoF (421) Sinorhizobium meliloti
eksport EPS AmsH (377) Erwinia amylovora
EpsA (377) Ralstonia solanacearum
PssN (403) Rhizobium leguminosantm
TMS6 a TMS7 i moga dziata¢ niezaleznie od biatek funkcjonowac¢, podobnie jak flipazy, w specyficznej

pomocniczych OMA i MPA [50, 58], Moga one translokacji tancucha O-swoistego LPS (zwigzanego

Tabela 7.

Przyktady btonowo-peryplazmatycznych biatek pomocniczych MPA/PCP [50, 60, 62, 72]

. Funkcja
Podgrupa . Liczba super- . S
Biatko (aa) . Bakteria w eksporcie i/lub
MPA/PCP helis . .
polimeryzacji
PCPI3 Wzz (325) - Shigellaflexneri antygen
(Wzz) . O-swoisty LPS
Wzz (338) - E. coli K12
Wzc (720) 3 E. coli K12 KPS
AmsA (726) 2 E. amvlowora
MPAL-C ExoP (786 4 s. meliloti
0 . meliloti
(PCP2a) xoP (786)
EPS
EpsB (750) 1 R. solanacearum
PssP(746) 4 R. leguminosantm
EpsA (259) 1 Lactococcus /actis subs.
EpsB* (231) n.b. cremoris FPK
EpsC (230) 1 Streptococcus
MPA1+C EpsD* (249) n.b. thcrmophilus S 116
(PCP2b) CapA (211)
Staphylococcus aureus
CapB* (228) n.b.
KPS
CpsC (231) .
Streptococcus pneumoniae
CpsD* (227) n.b.
CtrB (387) 2 N. meningitidis
MPA2
KpsE (382 3 E. coli KPS
(PCP3) PsE (382)
BexC (377) 4 H. influenzae

Objasnienia:a biatka typu Wzz, ktére nie zostaty zaliczone do grupy MPA przez Paulsena i wsp. [50]; * - biatko z motywem kasety ABC: n.b. - nie ba-
dano
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/ lipidowym no$nikiem) z wewnetrznej do zewnetrz-
nej warstwy btony cytoplazmatycznej [24],

1Y.2-3. Pomocnicze biatka btony zewnetrznej (OMA)

Pomocnicze biatka btony zewnetrznej OMA sta-
nowig unikalny dla bakterii gramujemnych sktadnik
systemow eksportu polisacharydéw. Nalezg do
nadrodziny poryn (TC # 1.B.18) (Tab. Ib). Gen ko-
dujacy biatko typu OMA zwykle zlokalizowany jest
w poblizu genéw' kodujgcych pozostate sktadniki
kompleksu transportera. tw'orzgc operon lub grupe
gendw. W czesci N-koncowej biatek OMA znajduje
sie sekwencja rozpoznawana przez peptydaze sy-
gnalng Il. Zawiera ona niezmienng reszte cyste-
rnowag, ktéra po strawieniu czesSci N-koricowej biatka
moze ulega¢ acylacji kwasem ttuszczowym, co pro-
wadzi do powstania lipoproteiny OMA [50. 59],
Przyktady biatek zaliczanych do OMA przedstawio-
no w Tabeli 6.

1V.2-4. Btlonowo-peryplazmatyczne biatka pomocnicze
MPA

Btonowo-peryplazmatyczne biatka MPA majg
dwa segmenty transbtonowe kotwiczgce je w btonie
cytoplazmatycznej oraz duzg. hydrofilow™®g domene
zlokalizowang w peryplazmie [50, 60]. Biatka te
kontrolujg synteze polisacharydéw iregulujg stopien
ich polimeryzacji [60. 61]. W obrebie domeny pery-
plazmatycznej biatek MPA wystepujg sekwencje
tworzace super-helisy (ang. coiled-coils), ktére
moga by¢ zaangazowane w oddziatywanie z innymi
sktadnikami transportera. Uwaza sie. ze ilo$¢ su-
per-helis jest skorelowana ze stopniem polimeryzacji
ijest specyficzna dla rodzaju polisacharydu, w ktore-
go biosyntezie bierze udziat dane biatko MPA [90],
Przyktady biatek zaliczanych do grupy MPA przed-
stawiono w Tabeli 7.

Tabela 8.

Organizacja wielosktadnikowych systeméw eksportu polisacharydéw' [50]

Biatka, ktére odpowiadajg za regulacje dtugosci
tancucha O-swoistego LPS nalezg do grupy Wzz
(Tab. 7). Tylko nieliczne z nich moga tworzy¢ regio-
ny typu super-helis w domenie peryplazmatycznej
[60].

bHo biatek z podgrupy MPA1 (TC # 8.A.3) nalezg
zaréwno biatka bakterii gramdodatnich jak i gram-
-ujemnych. Do podgrupy MPAL1-C zaliczane sg te
biatka bakterii gramujemnych, ktore biorg udziat w
polimeryzacji i eksporcie EPS i KPS oraz charakte-
ryzujg sie obecnos$ciag duzej, hydrofilowej C-konco-
wej domeny z kasetg ABC. W ich N-koncowej czesci
wykrywa sie liczne super-helisy, co wskazuje, ze
moga one oddziatywac z innymi skitadnikami syste-
mu transportu (np. z biatkiem PST lub OMA) [62],
Ostatnio wykazano, ze biatka nalezace do tej podgru-
py maja aktywno$¢ autofosforylujgcej kinazy tyro-
zynowej. ktéra bierze udziat w biosyntezie egzopoli-
sacharydéw (EPS) [50, 63-66],

Biatka z podgrupy MPA1+C bakterii gramdodat-
nich nie majaC-koncowej domeny z motywem ABC.
Funkcjonalnym analogiem domeny C-koncowej w
tej podgrupie biatek jest odrebne biatko (stad nazwa
MPA 1+C). Biatka z tej podgrupy biorg udziat w bio-
syntezie i eksporcie polisacharyddéw kapsularnych
(KPS) [50, 60],

W podgrupie MPA2 (TC # 8.A.4) znajduja sie
wytacznie biatka bakterii gramujemnych, zaanga-
zowane w biosynteze polisacharydow kapsularnych.
Podobnie jak biatka z grupy MPA1-C tworzg one
struktury typu super-helis, ale nie majg motywu
ABC. Biatka z tej podgrupy wspotdziatajg z permea-
zami z rodziny ABC-2 [50, 60].

Biorgc pod uwage rodzaj transportera oraz biatek
pomocniczych bakteryjne systemy odpowiedzialne
za eksport polisacharydéw sklasyfikowano w sze-
$ciu grupach [50] (Tab. 8).

Grupa Bakteria Substrat Rodza] Biatka pomocnicze
transportera tvpu MPA/PCP tvpu OMA

1 Gram ' KPS, EPS PST(1) MPAI-C/PCP2a OMA

1 Gram KPS PST() MPA 1+C7PCP2b

i Gram * LPS PST (2) -

v Gram ' KPS ABC-2 MPA2/PCP3 OMA

\% Gram TCA, leki ABC-2 -

Vi Gram LPS, LOS ABC-2 -
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Doktadny mechanizm funkcjonowania
systemdw transportu polisacharydéw nie jest znany.
Istnieja jedynie hipotezy dotyczace mozliwych spo-
sobdéw dziatania niektérych ich komponentéw. Za-
proponowany schemat dziatania systemu eksportu
typu | (Tab. 8) ztozonego z biatek PST, OMA i MPA
wskazuje na fizyczng asocjacje jego sktadnikéow zlo-
kalizowanych w obydwu btonach bakterii gramu-
jemnych. Transbtonowe segmenty biatka MPA1-C
asocjujac z transporterem PST umozliwiajg polisa-
charydom pokonanie btony cytoplazmatycznej. Pe-
MPA1-C oddziatuje z
biatkiem OMA, ktére tworzac kanat w btonie zew-

ryplazmatyczna domena

netrznej pozwala transportowanemu substratowi cu-
krowemu pokona¢ drugg bariere w drodze na
zewnatrz komérki [50, 67] (Ryc. 3).

Poryna
OMA

V. Podsumowanie

Do niedawna charakterystyka i klasyfika-
cja biatek uczestniczagcych w procesach transportu
komérkowego byta stosunkowo stabo zaawansowa-
na w poréwnaniu np. z systemem klasyfikacji biatek
enzymatycznych. Postep, jaki w ostatnich latach do-
konat sie w dziedzinie sekwencjonowania genomoéw'
sprawit, ze liczba dostepnych w bazach danych se-
kwencji kodujagcych biatka o potencjalnych funk-
cjach transporteréw znaczgco sie zwiekszyta.

Proby klasyfikowania biatek transporterowych w
oparciu o zalezno$ci funkcjonalno-filogenetyczne
zaowocowaty stworzeniem systemu TC. Wsrdd roz-
poznanych transporteré6w wyr6zni¢ mozna zaréwno
proste systemy jednobiatkowe, jak i systemy wue-

MPA1-C

IPCP2a KaBgia

Transporter
PST

Ryc. 3. Schemat organizacji systemu transportu typu | odpowiedzialnego za eksport egzopolisacharydu u bakterii gramujemnych. OM - btona zew-

netrzna, CM - btona cytoplazmatyczna.

Przedstawiony model swojg budowga przypomina
systemy zaangazowane w transport biatek, pepty-
doéw, jondw metali czy lekow. Podobnie jak opisany
powyzej system eksportu polisacharydéw typu I,
systemy transportu innych makroczasteczek wyko-
rzystujag komponenty biatkowe zlokalizowane w
btonie wewnetrznej (permeazy typu MFS, RND lub
ABC) izewnetrznej (biatka OMF). Szczegdlng role
odgrywaja bhiatka nalezace do rodziny btonowych
biatek fuzyjnych MFP, ktére ,spinajagc” obydwie
btony umozliwiajg transport substratow na zewnatrz
komorki [52, 56, 68].

288

losktadnikowe. Katalizujg one przenoszenie réznych
substancji przez ostony komoérkowe na zasadzie dy-
fuzji utatwionej lub transportu aktywnego, anga-
zujacego jedno lub wi/iecej Zrodet energii, nape-
dzajgcej proces przenoszenia substratu. Rosngca nie-
ustannie ilos¢ informacji o sekwencjach gendow ko-
dujacych potencjalne transportery sprawia, ze li-
czebno$¢ biatek w poszczegblnych rodzinach, jak i
ilos¢ samych rodzin, ulega szybkim zmianom. Przy-
puszczalnie istniejg systemy wykorzystujgce nieopi-
sane dotad mechanizmy transportu. Korzyscig
ptynaca z dostepnosci danych o sekwencjach nukle-
otydowych réznych genomoéw bedzie mozliwos$é
peiniejszego scharakteryzowania szlakéw metabo-
licznych, jakie organizmy wykorzystujg do pobiera-
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nia substratow odzywczych, ich przetwarzania oraz

wydzielania poza komorke zbednych produktéw
przemiany materii.

cji

Usystematyzowanie danych dotyczgcych sekwen-
biatek o potencjalnych funkcjach transporteréw w

potaczeniu z analizg struktur przestrzennych umozli-

wi

zrozumienie problemoéw dotyczacych ewolucji

systemoOw transportu, jak rdwniez mechanizmoéw ich

funkcjonowania.

Praca wykonana ze $rodkéw Komitetu Badan Na-
ukowych w ramach grantu badawczego nr 6P04A
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Dendrymery w zastosowaniach terapeutycznych
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I. Budowa i wtasciwosci dendrymerow

Od czasu zsyntetyzowania pierwszych polime-
row, chemia polimeréw stata sie bardzo szybko roz-
wijajacg sie gatezig wiedzy. Skupiata sie ona na li-
niowych polimerach, ktore znalazty zastosowanie w
wielu dziedzinach zycia. Konwencjonalne, liniowe
polimery zawierajg jedynie sporadyczne rozgatezie-
nia. Tymczasem stosunkowo niedawno dowiedzio-
no, iz wtasciwos$ci polimerow w duzej mierze zalezg
od stopnia ich rozgatezienia.

W potowie lat osiemdziesiatych zespol kierowany
przez Tomali epierwszy uzyskat silnie rozgatezio-
ne polimery nazwane przez nich dendrymerami [1],
Nazwa dendrymer (ang. dendrimer) pochodzi od
greckiego stowa ,dendron” oznaczajgcego drzewo i
dobrze oddaje regularny charakter rozgatezien wy-
stepujgcych w tej makroczasteczce. W tym samym
czasie inna grupa badaczy kierowana przez N e w -
k om e’a zsyntetyzowata podobne zwiazki i nadata
im nazwe arborole (ang. arborols), od tacinskiego
stowa ,,arbor”, rowniez oznaczajagcego drzewo [2],
W poczatkowym okresie, w odniesieniu do nowej
grupy polimerow, stosowano jeszcze inne okres$lenie
— czgsteczki kaskadowe (ang. cascade molecules).
Bardzo szybko jednak nazwa dendrymer stata sie po-
wszechnie stosowana ijest obecnie najlepiej utrwa-
lona.

IDr, 2mgr, Katedra Biofizyki Og6lnej Uniwersytetu tdédzkiego,
ul. S. Banacha 12/16, 90-237 t6dz, tel. (042) 635 41 44, fax
(042) 635 44 74, e-mail: aklajn@:biol.uni.lodz.pl (B. Klajnert),
tomaszp@biol.uni.lodz.pl (f. Przygodzki)
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Wkrétce po pierwszych doniesieniach odnos$nie
dendrymeréw w innych placéwkach badawczych
rozpoczeto prace nad syntezg nowych zwigzkéw. W
latach dziewieédziesigtych lawinowo wzrastata 'licz-
ba artykutow dotyczacych tej tematyki. Pojawiaty
sie doniesienia o coraz to nowych, zsyntetyzowa-
nych typach makromolekut, réznigcych sie miedzy
sobg budowg chemiczng, zachowujacych jednak po-
dobng strukture. W Tabeli 1zestawiono najczes$ciej
spotykane w literaturze rodzaje dendrymerow.
Wszystkie dendrymery posiadajg w swoim centrum
czasteczke rdzeniowg, do ktorej warstwami
przytaczone sg rozgatezione monomery. Im wiecej
jest warstw monomerow tym wyzsza jest tzw. gene-
racja dendrymeru. Konsekwencjg takiej budowy jest

obecnos$¢ wolnych przestrzeni wewngtrz makromo-

GENERACJA 4

CZASTECZKA
RDZENIOWA

MONOMER

GRUPA
POWIERZCHNIOWA

WEWNETRZNA
PRZESTRZEN

Ryc* Schemat budowy dendrymeru.
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Tabela 1.

Budowa réznych typéw dendrymeréw

Dendymer
Poliamidoaminowy
Polipropylenoiminowy
Polieterowy =c=

Karbokrzemowy =Si=

lekuty oraz liczne grupy funkcyjne na powierzchni
(Ryc. 1).

W odréznieniu od polimeréw' liniowych dendry-
mery charakteryzuja sie monodyspersyjnoscig. Ich
rozmiar i masa molowa moga by¢ precyzyjnie kon-
trolowane podczas syntezy. Wraz ze wzrostem gene-
racji dendrymeru zmienia sie jego ksztatt. Dendry-
mery nizszych generacji (pierwszej i drugiej) majga
otwartg strukture i dyskopodobny ksztatt. Wyzsze
generacje przyjmujg strukture kulistg [3]. Przyrosto-
wi czgsteczki dendrymeru towarzyszy wzrost jej
upakowania w obszarze zewnetrznym. To powoduje,
iz dendrymer nie moze rozrasta¢ sie w nieskofczo-
nosé¢. W pewnym momencie, ze w'zgledu na ograni-
czenia przestrzenne, kolejna warstwa monomerow
nie moze sie przytagczy¢. Zjawisko to nosi nazwe
efektu starburst (ang. starburst effect) [4],

Obecno$¢ licznych grup funkcyjnych na po-
wierzchni dendrymerow powoduje, iz sg one lepiej
rozpuszczalne i wykazujg wyzszg reaktywno$¢ niz
ich liniowe analogi [5], Rozpuszczalno$¢ dendryme-
row zalezy od charakteru grup na powierzchni. Den-
drymery zakonczone grupami hydrofilowymi roz-
puszczajg sie w $rodowisku wodnym, a te z grupami
hydrofobowymi w rozpuszczalnikach niepolarnych.

Odpowiednio zsyntetyzowane dendrymery, posia-
dajace hydrofobowe wnetrze i hydrofitowe grupy po-

HYDROFOBOWE WNETRZE

Rdzen
=NCfhCH,6N-

=nchZ2h2ch2ch?2n=

Monomer
-CH2ZCH2CONHCH2CH2N=
-ch2ch2ch2n=
-cbhdoch2ch2ch2-

-CH2CH2CH2Si=

wierzchniowe, zachowujg sie podobnie do micel,
majg bowiem zdolnos$é zwiekszania rozpuszczalno-
§ci sktadnikoéw trudno rozpuszczalnych w; Srodowi-
sku wodnym [6] (Ryc. 2). Przewaga dendrymerow
nad micelami lezy w ich jednoczasteczkowosci (ang.
unimolecular micel/es). Micele, ktére sktadajg sie z
wielu czagsteczek stabilizowanych oddziatywaniami
elektrostatycznymi, ulegajg rozpadowi ponizej ste-
zenia krytycznego. Dendrymery nawet w niskich ste-
zeniach sg zwigzkami trwatymi. Twy m an iwsp.
zmodyfikowali dendrymer poliamidoaminowy uzy-
skujgc. zamiast aminowych grup funkcyjnych, grupy
hydroksylowe. Tak zsyntetyzowany dendrymer wy-
kazywat zdolno$¢ rozpuszczania w wodzie hydrofo-
bowych substancji m.in. tiokonazolu [7, 8],
Specyficzne wtasciwosci dendrymerow wynikaja
z faktu obecnosci w ich wnetrzu wolnych przestrze-
ni. Okazuje sie, ze sg one wystarczajgco obszerne, by
mogty pomiesci¢ sie w nich mniejsze czasteczki.
Pierwszy, ktory zaobserwowat te wihasciwo$¢ den-
drymeréw' byt M e ijer. Zamykat on czasteczki rézu
bengalskiego i kwasu p-nitrobenzoesowego
wewngtrz dendrymerdw polipropylenoiminowych
[9, 10]. Aby zapobiec niekontrolowanemu wyptywo-
wa tych zwigzkéw, aminowe grupy funkcyjne zostaty
zastagpione resztami L-fenyloalaniny, ktore utwo-
rzyty szczelng otoczke tzw. ,pudetko dendrymero-

2

—o0

2\
I

HYDROFILOWE GRUPY

Rvc. 2. Poréwnanie struktury dendrymeru i miceli.
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we” (ang. dendritic box). Hydroliza aminokwasow
powodowata rozpad tej otoczki i uwolnienie czaste-
czek zamknietych wewnatrz dendrymeru (Ryc. 3).
Grupa Meijera wykonata doswiadczenia, w ktérych
udato sie zamkna¢ cztery czasteczki r6zu bengalskie-
go lub dziesie¢ czasteczek kw'asu p-nitrobenzoeso-
wego w jednym dendrymerze.

Ryc. 3. Schemat "pudetka dendrymerowego" Meijera.

Il. Zastosowanie dendrymerdw w medycynie

Specyficzna struktura dendrymeréw znaczaco
wptywa na ich wtasciwosci, a co za tym idzie, mozli-
we zastosowania. Ws$réd mozliwos$ci aplikacyjnych
na szczegdlne zainteresowanie zastuguja te, w kto-
rych dendrymery mozna by wykorzysta¢ w diagno-
styce i terapii.

I1-1. Dendrymery jako czgsteczki transportujgce
leki i czynniki diagnostyczne

Liczna grupa potencjalnych zastosowan dendry-
meréw bazuje na obecnosci wolnych przestrzeni
wewnatrz czasteczki. W przestrzeniach tych moga
by¢ zamykane iprzenoszone leki. Enkapsulacja leku
zapewnia odizolowanie go od $rodowiska zewnetrz-
nego, a tym samym ochrone przed inaktywacjg. Do-
datkowym efektem, jaki sie uzyskuje, jest spowol-
nienie uwalniania sie leku. Wtasciwos$¢ tajest szcze-
golnie istotna w przypadku lekéw przeciwnowotwo-
rowych, pozwala bowiem obnizy¢ ich toksycznos¢.
Zalete te wykorzystano do zamykania wewngatrz den-
drymeréw' poliamidoaminowych adriamycyny i me-
totreksatu [11]. W miejsce kohcowych grup amino-
wych przytgczone zostaty tancuchy polietylenogli-
kolowe. Istniejg przestanki pozwalajgce sadzi¢, iz
zabieg ten moze wydtuzyé czas krazenia dendryme-
row' w krwiobiegu, zapobiec akumulacji w watrobie
oraz zmniejszy¢é oddziatywania pomiedzy biatkami

292

osocza a dendrymerami. Efekt taki obserwuje sie
miedzy innymi przy przytgczeniu tadcuchdw poii-
etylenoglikolowych do liposoméw. Badajac zdol-
no$¢ dendrymerow poliamidoaminowych do przeno-
szenia w swoim wnetrzu cytostatyku 5-Fluorouracy-
lu dowiedziono, Ze otoczenie czgsteczki dendrymeru
taricuchami polietylenoglikolowymi zwieksza po-

jemnos$¢ dendrymeru, op6znia uwalnianie leku iob-
kompleksu [12].
Istotnym aspektem przy przenoszeniu lekéw za-

niza hemotoksycznos$¢ takiego

mknietych wewnatrz dendrymeru jest liczba czgste-
czek, ktore mieszczg sie W wewnetrznych przestrze-
niach makromolekuty. L i uiwsp. tak dobrali mono-
mer (4,4-bis-4’-hydroksyfenytopentanol), aby uzy-
ska¢ odpowiednio duze przestrzenie do przenoszenia
leku przeciwnow'otworowego - indometacyny [13].
Powolne uwalnianie si¢ indometacyny w bezposred-
nim otoczeniu komoérek nowotworowych uzyskano
syntetyzujac dendrymer poliaryloeterowy z resztami
kwasu foliowego, jako grupami funkcyjnymi [14],
Wykorzystano tu fakt, iz reszty kwasu foliowego wy-
kazujg duze powinowactwo do komdrek nowotworo-
wych.

Znaczna grupa mozliwych zastosowan dendryme-
row w medycynie opiera sie na wykorzystaniu duzej
liczebnosci grup funkcyjnych na powierzchni. Den-
drymery modyfikuje sie tak, aby ich zewnetrzna
otoczka byta substancja aktywna. Poprzez fakt. ze
jedna czgsteczka dendrymeru moze na swojej po-
wierzchni przenosi¢ wiele czasteczek leku uzyskuje
sie intensyfikacje efektu terapeutycznego. Zanim
i R oy zsyntetyzowali dendrymer poliamidoamino-
wy otoczony resztami kwasu sialowego [15]. Siato-
dendrymery, hamujac proces hemaglutynacji, zapo-
biegaja przytagczaniu sie wirusa do komoérek, a tym
chroniag przed
Przytaczajagc do powierzchni dendrymeru lek prze-

samym organizm infekcja.
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ciwnowotworowy uzyskuje sie, oprocz mozliwosci
przenoszenia duzej liczby jego czasteczek, zmniej-
szenie jego skutkéw ubocznych poprzez stopniowe
odtgczanie sie leku od powierzchni dendrymeru.
Zhuo iwsp. zsyntetyzowali dendrymer poliamido-
aminowy o cyklicznym rdzeniu i przytgczyli do nie-
go cytostatyk 5-Fluorouracyl [16], Na drodze hydro-
lizy lek powoli odtgczat sie od makromolekuty, a
tym samym zmniejszata sie jego toksycznos¢.
Interesujgcym zastosowaniem dendrymerow jest
uzycie ich jako czasteczek taczacych przeciwciata z
radioaktywnymi znacznikami. Przeciwciata modyfi-
kowane radioizotopem majg potencjalnie duze zasto-
sowanie W tzw. ukierunkowanej terapii oraz diagno-
styce nowotwordw. Niestety, niejednokrotnie
przytaczenie wystarczajacej, z punktu wadzenia
pozadanego efektu, liczby czasteczek radioizotopu
prowadzi do tak znacznej modyfikacji powierzchni
przeciwciata, iz biatko to traci swojg immunoreak-
tywnos$¢ [17], Przytaczenie dendrymeru do po-
wierzchni przeciwciata jest mozliwe przy uzyciu tyl-
ko jednego wigzania chemicznego. Nastepnie w'yko-
rzystujac duza liczebno$¢ grup funkcyjnych dendry-
meru, mozna przytagczy¢ do niego bardzo wiele izo-
topow (Ryc. 4). Zmodyfikowane dendrymery polia-
midoaminowe wykorzystano do przenoszenia izoto-
pu 10B w terapii wychwytu neutrondéw boru stosowa-

nej w leczeniu nowotworéw' mézgu [18],

DENDRYMER POLIAMIDOAMINOWY

RADIOIZOTOP (np.:10B,6Cu, X¥,” In,228i)

Ryc. 4. Dendrymer jako czasteczka taczaca (ang. linker molecule) ra-

dioizotopy z przeciwciatem.

W leczeniu miejscowych standw zapalnych celo-
we jest przezskdrne podawanie niesterydowych le-
kéw przeciwzapalnych. Unika sie wtedy ubocznych
skutkow dziatania leku na przewod pokarmowy, jak
rowniez redukuje sie jego nefrotoksycznos¢.
Czasteczki leku kompleksuje sie z czynnikami umo-
zliwiajagcymi ich transport przez skére. Prowadzono
badania nad uzyciem do tego celu dendrymeréw' po-
liamidoaminowych [19]. Jako leku uzyto indometa-
cyny. Uzyskano duzg efektywnos$¢ transportu indo-
metacyny przez skére, zar6bwno w badaniach in vitro
jak iin vivo. Wykazano, ze ibuprofen (inny niestery-
dowy lek przeciwzapalny) skompleksowany z den-
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drymerami poliamidoaminowymi (generacji trzeciej
i czwartej) znacznie szybciej wnika do komorek niz
jego nieskompleksowany odpowiednik [20], Obli-
czono, ze do 78 czasteczek ibuprofenu moze tworzy¢
kompleks zjedng czagsteczkg dendrymeru poliamido-
aminowego generacji czwartej. Stabilnos¢ tego kom-
pleksu zapew niajg oddziatywania jonowe pomiedzy
aminowymi grupami dendrymeru i karboksylowy
grupg leku.

Podjeto rowniez préby zastosowania dendryme-
row jako nos$nikéw dla kontrastdw w obrazowaniu
rezonansem magnetycznym [21]. W tej diagnostycz-
nej metodzie podane dozylnie czynniki kontrastujgce
gromadzg sie w badanej tkance wzmacniajgc sygnat
rezonansowy. Najcze$ciej stosuje sie kompleksy jo-
now gadolinu z kwasem dietylenotriaminopenta-
octowym. Kilka grup badawczych zsyntetyzowato
dendrymery na powierzchni ktérych chelatowane
byty jony gadolinu [22, 23], Badania wykazaty, iz za-
stosowanie dendrymerow polepszyto jako$¢ kontra-
stowania.

11-2. Rola dendrymerow w terapii genowej

Terapia genowa jest nowym pomystem na lecze-
nie choréb o podtozu genetycznym. Polega¢ ma na
wprowadzeniu do komoérek pacjenta genu odpowia-
dajgcego za synteze biatka, ktérego niedobdr, lub
brak, sg przyczyng choroby. W przeprowadzonych
do tej pory prébach gen przed dostarczeniem do ko-
morki witaczany byt do plazmidu, ktoéry czasem do-
datkowo wyposazano w sekwencje kontrolujgce
ilos¢, okres syntezy, oraz lokalizacje biatka. Wyro6z-
nia sie terapie ex vivo - gdy pobrane z ciata pacjenta
komdrki sg transfekowane, a nastepnie wszczepiane
ponownie, oraz in vivo - gdy czynnik transfekujgcy
podawany jest do organizmu pacjenta.

11-2-1. Najczesciej stosowane wektory

Jednym z podstawowych problemoéw' terapii jest
efektywne wprowadzenie materiatu genetycznego
do komérki. Obecnie znanych jest kilka metod.
Jedng z nich jest zastosowanie wiruséw'. Przebadano
pod tym katem takie ich rodzaje, jak, m.in. retrowi-
rus iadenowirus. Wektory retrowirusowe dajag mozli-
wos$¢ wprowadzenia gendw' do komdérek gospodarza
na state, jako ze wigczajg swoj materiat genetyczny
do materiatu komérki. Taka stata integracja zmniej-
szajednak mozliwosci przerwania terapii w przypad-
ku wystgpienia efektow' ubocznych, ponadto moze
powodowac aktywacje onkogenow lub inaktywacje
genow supresji nowotworowej. Adenowirusy pozba-
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wione sg tych wiasciwosci, ale za to powodujg zwy-
kle odpowiedZz immunologiczng organizmu ito ogra-
nicza ich zastosowanie w przypadku, gdy dostarcza-
nie genu musi by¢ co jaki$ czas powtarzane. W efek-
cie prob zastosowania terapii genowej z wykorzysta-
niem wektoréw wirusowych zanotowano sukcesy,
jak na przyktad wprowadzenie do biatych krwinek
dziewczynki cierpigcej na zespdt niedoboru odpor-
nosci brakujgcego genu deaminazy adenozynowej
[24], Wiazg sie z nig niestety rowniez porazki, jak
Smier¢ we wrze$niu 1999-ego roku chtopca, u ktore-
go za pomocg wektoréw adenowirusowych starano
sie usungC dziedziczny niedob6r karbamoilotransfe-
razy ornitynowej. Nastgpita woéwczas silna reakcja
odpornos$ciowa na adenowirusy [25], W zwigzku z
potencjalnymi, oraz faktycznymi zagrozeniami ze
strony wektoréw wirusowych, szuka sie innych spo-
sobdw dostarczania genéw do komorek.

Nalezg do nich metody oparte na kompleksach li-
posomdw z DNA. Stosuje sie w tym celu liposomy
utworzone z lipidéw kationowych i fosfatydylocho-
liny - w celu zréwnowazenia ujemnych tadunkéw
DNA. Badania dowiodty jednak, ze wyzszg skutecz-
nos$¢ transfekcji osiaga sie wykorzystujgc tzw. lipo-
somy czute na pH (ang. pH-sensitive), czyli takie,
ktére formuje sie z fosfatydyloetanoloaminy [26], Te
liposomy ulegajg fuzji z btong endosomalng tatwiej
niz oparte na fosfatydylocholinie.

Inng ciekawg metodg jest dostarczanie DNA w po-
staci komplekséw z polipeptydami. Najcze$ciej sto-
suje sie polilizyne ze wzgledu na dodatni tadunek
tworzacego jg aminokwasu. Peptydy te sg dodatko-
wo taczone z Ugandami, takimi jak asjaloglikoprote-
iny, transferyna, insulina czy kwas foliowy, ktérych
zadaniem jest rozpoznawanie receptoréw po-
wierzchniowych zaangazowanych w proces endocy-
tozy. Ta ostatnia cecha umozliwia réwniez miejsco-
wo specyficzne dostarczanie genu. W tej metodzie
gtéwnym czynnikiem ograniczajacym transfer genu
do komdrki jest koniecznos$é opuszczenia pecherzy-
ka endocytarnego przez kompleks DNA/peptyd. Jed-
nak duza efektywnos$¢ transfekcji za pomocag wiru-
sow sktonita badaczy do wykorzystania biatek ich
ptaszcza do przyspieszenia tego procesu. | tak np.
dotgczenie do kompleksdw peptydu otrzymanego z
N-terminalnego fragmentu glikoproteiny ptaszcza
wirusa grypy spowodowato silny wzrost wydajnosci
transfekcji in vitro [27],

11-2-2. Dendrymery jako wektory

Ostatnie lata przyniosty wreszcie zainteresowanie
dendrymerami jako nos$nikami dla DNA w procesie

294

transfekcji. Stosowane sg w tym przypadku dendry-
mery o terminalnych grupach aminowych, ktére w
pH fizjologicznym posiadajg tadunek dodatni i dzie-
ki temu tworza kompleksy z ujemnie natadowanymi
resztami fosforanowymi DNA. Kompleksy te sg. po-
dobnie jak inne wcze$niej wspomniane czynniki
transfekcyjne, wprowadzane do komoérki na drodze
endocytozy.

Zesp6t Bielinskiej przeprowadzit badania
nad transfekcja in vitro wykorzystujagc dendrymery
poliamidoaminowe [28], Za ich pomocg udato sie
wprowadzi¢ do komdrek plazmid zawierajgcy gen
lucyferazy i uzyskac trwatg (4-6 miesiecy) jego eks-
presje. Pdzniej blokowano te ekspresje za pomocg
oligonukleotydow antysensownych wprowadzanych
do komorek réwniez przy udziale dendrymerow. Wy-
kazano, ze efektywnos$¢ transfekcji zalezy od genera-
cji dendrymeru (najwyzszg uzyskano dla generacji
7), oraz stosunku liczby grup fosforanowych DNA
do liczby terminalnych grup aminowych dendrymeru
(najwyzsza przy stosunku 1:10). Jednocze$nie cyto-
toksyczno$¢ komplekséw DNA/dendrymer genera-
cji 7. w stezeniach stosowanych do transfekcji oka-
zata sie nizsza od innych wykorzystywanych w tym
celu czynnikdw, tj. DEAE dekstran oraz Lipofecta-
mina (liposomy oparte na lipidach kationowych).
Roéwniez inne badania potwierdzajg wiekszg wydaj-
no$¢ transfekcji, gdy stosuje sie dendrymery wyz-
szych generacji oraz gdy w kompleksie jest nadmiar
grup aminowych [29], Duzg skuteczno$é wykazuja
tez czesciowo zdegradowane (ang. fractured) den-
drymery poliamidoamininowe oraz dendrymery po-
lietylenoiminowe. Degradacje dendrymerow polia-
midoaminowych uzyskuje sie poprzez solwolize
wigzan amidowych. Eksperymenty nad transfekcjg
in vivo pokazaty wiekszg efektywno$¢ wymienio-
nych dwéch grup dendrymeréw w stosunku do lipo-
somow formowanych z lipidéw kationowych [30].
Do tworzenia kompleksdw z DNA wykorzystuje sie
rowniez polilizynowe dendrony (ich budowa przypo-
mina jedng, rozbudowang gatgz dendrymeru) [31].
Kompleksy te charakteryzujg sie duzg stabilnoscig i
odpornoscig na procesy degradacji, co moze
przedtuzy¢ czas trwania DNA w warunkach fizjolo-
gicznych.

Wykazano mozliwo$¢ transfekcji zarowno in vitro
jak iin vivo komdrek skory za pomocg kompleksow
DNA/dendrymer przytgczonych do biodegradowal-
nych membran poli(DL-laktydo-koglikozydowych)
badz opartych na pochodnych celulozy, kolagenu czy
fibronektyny [32],

Duza wydajnos¢ transferu gendw za pomocg wyz-
szych generacji dendrymerow poliamidoaminowych
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zwigzana jest prawdopodobnie m.in. z trwatoscig
kompleksow, jakie tworzg z DNA. Cecha tajest wy-
nikiem ich duzego dodatniego tadunku powierzch-
niowego. sferycznego ksztattu, oraz. Srednicy zbli-
zonej do S$rednicy histonéw [33]. Dane uzyskane za
pomocag skaningowego mikroskopu sit pozwalajg
stwierdzi¢, ze kuliste czasteczki dendrymeru sg oto-
czone przez DNA [34]. Zwraca sie tez uwage na to,
ze powierzchnia btony komérkowej oraz endosomu
posiada ujemny tadunek pochodzacy od niektérych
lipidow', glikolipidéw, czy biatek. Posiadanie przez
kompleksy DNA/dendrymer nadmiarowego tadunku
dodatniego moze wdec utatwiaé ich oddziatywanie z
tymi strukturami [35], Postulowana jest rowniez
zdolno$¢ dendrymerow do buforowania $rodowiska
endosomu, wynikajgca z duzej liczby nieuprotono-
wanych drugo- itrzeciorzedowych grup aminowych
[36], Ich uprotonowanie ma powodowa¢ osmotyczne
zwiekszanie sie objetosci czastek i w konsekwencji
powodowa¢ destabilizacje btony endosomu [37].
Wagner nazywa dendrymery polietylenoiminowe
ze wzgledu na te witasciwos¢ ,,protonowg gabka”.
Jednoczes$nie zbuforowanie kwasnego (pH 5-6) $ro-
dowiska endosomu ma chroni¢ DNA przed degrada-
cja. Zwraca sie réwniez uwage na mozliwos$¢ dopa-
sowania czastki dendrymeru do DNA oraz biatek po-
wierzchniowych komdrki. W przypadku dendryme-
row wyzszych generacji jest to utrudnione ze wzgle-
du na duzga gesto$¢ grup powierzchniowych. Dlatego
wyzszg wydajnos$é transfekeji osiaga sie dla wspo-
mnianych wczesniej czesciowo zdegradowanych
dendrymeréw. Takie czastki, w ktérych 17-33%
gatezi jest ,przycietych”, wykazujg wiekszg giet-
kos¢ w warstwach powierzchniowych i dzieki temu
tatwiej asocjujgz DNA czy biatkami zaangazowany-
mi w proces endocytozy [38].

Pewng przeszkode w transfekeji in vivo stanowic¢
moze oddziatlywanie kompleksow' DNA/dendrymer
z glikozoaminoglikanami, polisacharydami o
ztozonej budowie, wystepujagcymi w substancji mie-
dzykomorkowej. Zwigzki te posiadaja tadunek ujem-
ny pochodzgcy od licznych reszt karboksylowych i
siarczanowych. Badania dowiodty, ze dodanie gliko-
zoaminoglikanéw do uktadu, w ktérym prowadzono
transfekcje in vitro za pomocg liposomdéw kationo-
wych, czeSciowo zdegradowanych dendrymeréw po-
liamidoaminowych oraz dendrymeréw' polietyleno-
iminowych. gwattownie obnizato jej skuteczno$é¢ w
przypadku dwéch ostatnich grup zwigzkéw [39], Au-
torzy badan przypuszczaja, ze jest to wynik utracenia
przez kompleksy DNA/dendrymer wtasciwosci bu-
forujgcych. o ktérych wspomniano wcze$niej, wsku-
tek oddziatywan z glikozyaminoglikanami. Aby po-
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lepszy¢ efektywno$¢ transfekeji zsyntetyzowano
dendrymery poliamidoaminowe z przytgczonymi a.
P iy-cyklodekstrynami [40, 41],

I1l. Toksyczno$¢ dendrymeréw

W obliczu rosngcych mozliwo$ci zastosowania
dendrymerow do celéow biomedycznych kluczowym
problemem staje sie poznanie ich oddziatywania z
uktadami biologicznymi.

Roberts
row poliamidoaminowych zarédwno in vitro jak i in
vivo [42], Badania cytotoksycznosci dendrymeréw
na fibroblastach chomika chiriskiego byty przepro-

i w'sp. badali toksyczno$¢ dendryme-

wadzone dla trzech generacji: trzeciej, piagtej i siod-
mej. Wyniki dowdodty, iz przezywaitnos$¢ komdrek
silnie zalezy od stezenia dendrymer6w. jego genera-
cji oraz czasu ekspozycji. Obserwowano wzrost tok-
sycznos$ci dendrymeréw wraz ze wzrostem genera-
cji, wzrostem stezenia i wydtuzaniem czasu kontaktu
z komérkami.

Badania in vivo byty przeprowadzone na myszach
Swiss-Webster, ktdrym podawano w zastrzykach
dendrymery rozpuszczone w zbuforowanym roztwo-
rze soli fizjologicznej. Stosowano trzy stezenia w
przeliczeniu na mase ich ciata: 510"6 mmol/kg,
5-10'5mmol/kg oraz 5m10 4 mmol/kg. Ogoélna kondy-
cja zwierzat podczas szesciomiesiecznej obserwacji
byta dobra. Nie zaobserwowano istotnych staty-
stycznie zmian w ciezarze zwierzat poddawanych in-
iekcjom w poréwnaniu ze zwierzetami z grupy kon-
trolnej. W pobranych prébkach watroby stwierdzono
jednak wystepowanie licznych wakuoli. Ten sam ze-
spot zbadat stopien akumulacji dendrymerow w roz-
nych organach. Podawane dendrymery znakowane
byty weglem 14C. W przypadku wszystkich bada-
nych generacji zawarto$¢ dendrymerow we krwi po
dwdch godzinach od podania byta bliska zeru. Gene-
racja trzecia wykazywata najwiekszg akumulacje w
nerkach i $ledzionie. Zaréwno generacja pigta jak i
siodma silnie akumulowaty sie w trzustce. Po czte-
rech godzinach od podania dendrymerd6w generacji
si6dmej zaobserwowano ich wysokie stezenie w mo-
czu.

Szersza grupa dendrymerow byta testowana w ba-
daniach Mali ka iwsp. [43], Oprécz cato$ciowych
generacji dendrymerow poliamidoaminowych (GlI,
G2, G3 i G4) badali oni réwniez generacje potéwko-
we zawierajgce na powierzchni grupy karboksylowe
(G1.5, G2.5, G3.5. G5.5, G7.5 i G9.5) oraz dendry-
mery polipropylenoiminowe o grupach aminowych
(G2, G3, G4) i grupach karboksylowych (G1.5,
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G2.5, G3.5) na powierzchni. Nastepnie badali den-
drymery karbokrzemowe z otoczkg polietylenowg
(GI, G2) i dendrymery polieterowe o karboksylo-
wych grupach powierzchniowych (GO, G2). Zywot-
no$¢ komorek linii B16F10, CCRF oraz. HepG2 byta
oceniana na podstawie metody z MTT, a wptyw na
erytrocyty na podstawie pomiaru stopnia hemolizy.
Wyniki ich eksperymentéw potwierdzity, iz dendry-
mery kationowa posiadajgce na powierzchni grupy
aminowe sg cytotoksyczne. Ponadto powodujg one
zmiany morfologiczne erytrocytow, prowadzac do
hemolizy. Niemniej w poréwnaniu z innymi polime-
rami kationowymi dendrymery poliamidoaminow'e
sg znacznie mniej toksyczne. Takie badania poréw-
nawcze byty prowadzone pod katem zastosowania
polimerow kationowych w terapii genowej [44], Au-
torzy sugeruja, ze globularna struktura dendrymeréw
moze by¢ bezposrednig przyczyng ich wiekszej niz
dla innych polimerdw biokompatybilnosci. Z publi-
kacji Malika iwsp. wynika, izanionowe dendry-
mery posiadajgce na powderzchni grupy karboksylo-
we oraz dendrymery z otoczkg polietylenowg nie sg
cytotoksyczne oraz nie majg dziatania hemolityczne-
go w szerokim zakresie stezen [43], Wyniki te zo-
staty potwierdzone przez dalsze badania, z ktorych
wynika, iz otoczenie dendrymerdéw taAcuchami lau-
roilow'ymi réwniez zmniejsza ich toksyczno$¢ [45],

Zespot Malika stosujac dendrymery wyznako-
wane jodem 1251 badat szybko$¢ usuwania ich z
krwiobiegu [43], Generacje cato$ciowe dendryme-
row poliamidoaminowych (G3 i G4) po godzinie od
podania byty obecne we krwn jedynie w 2% wyjs$cio-
wej dawki, tymczasem generacje potowkowe (G2.5,
G3.5 i G5.5) wykazywaty w tym samym czasie od 10
do 20 razy wyzsze stezenie we Kkrwi.

IV. Podsumowanie

Ostatnie lata przyniosty wzmozone zainteresowa-
nie zastosowaniem dendrymeréw w medycynie ze
szczegOlnym naciskiem potozonym na mozliwy do
spetnienia role tych polimerow jako nosnikéw mate-
riatu genetycznego iczasteczek transportujgcych dla
lekdw. Autorzy wielu prac o charakterze przeglado-
wym podkre$lajg duze potencjalne mozliwosci ta-
kich zastosowan dla dendrymerow' [46], Precyzyjna
struktura dendrymeréw oraz ich wymiary czynig z
nich najlepsze jak dotychczas syntetyczne odpo-
wiedniki biatek i wirusdw [47], Dendrymery maja
wiele zalet i sg niezwykle obiecujgcymi substancja-
mi, niemniej jednak daleko jest do tego, by mogty
one spetni¢ wszystkie poktadane w nich nadzieje.
Prawie dwadziescia lat po uzyskaniu pierwszych
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dendrymerow, ich synteza jest wcigz trudna i pra-
cochtonna, wiele jest tez niewiadomych odno$nie ich
toksycznos$ci i wptywu na uktady biologiczne.

Artyk6t otrzymano 20 pazdziernika 2003
Zaakceptowano o druku 21 grudnia 2003
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Roslinne receptorowe kinazy histydynowe i wielostopnio-
wy przeptyw fosforanu do regulatorow odpowiedzi

Plant receptor histidine kinases and multistep phosphate

relay to response regulators

STANISLAW KOWALCZYK1L ANNA HETMANN?2

Spis tresci:

l.  Wstep
Il. Bakteryjne idrozdzowe dwusktadnikowe systemy regu-
lacyjne
11-1. Domeny biatkowe posredniczace w przeptywie fos-
foranu
I11. RoSlinne homologi bakteryjnych kinaz histydynowych
I11-1. Rodzina receptoréw etylenu
I11-1.1. Szlak transdukcji sygnatu ety lenowego
111-2. Kinazy histydynowe z rodziny AHK
111-2.1. Rodzina receptoréw cytokinin
111-2.2. AtHKI - ro$linnym osmosensorem
111-3. Fitochromy - kinazami biatkowymi regulowanymi
przez $wiatto
IV. Biatka tworzace dwusktadnikowe systemy regulacyjne w
Arabidopsis thaliana
1V-1. Biatka AHP
1V-2. Regulatory i pseudoregulatory odpowiedzi
1V-3. Szlaki sygnatowe aktywowane przez receptorowe
kinazy histydynowe
V. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrétéw: APRR - biatko podobne do re-
gulatora odpowiedzi (ang. Arabidopsis Pseudo-Response Regu-
lator): ARR - regulator odpowiedzi A. thaliana (ang. Arabi-
dopsis Response Regulator): CC domena uczestniczagca w od-
dziatywaniach biatko-biatko (ang. coiled coil): CHASE dome-
na wigzaca cytokinine (ang. Cyclases/Histidine kinases Associa-
ted Sensory Extracellular): cki mutant A. thaliana (ang.
cytokinin independent): crel mutant A. thaliana (ang. cytokinin
response!): Ctrl mutant A. thaliana (ang. constitutive triple
response): Eli geny podobne do EIN3 (ang. E7/V-like genes):
ein2 mutant A. thaliana (ang. ethylene insensitive): EREBP

biatko wigzace sie z elementem odpowiedzi etylenowej (ang.
Ethylene Response Element Binding Protein): etrl mutant A.
thaliana (ang. ethylene resistant): etr2 mutant A. thaliana
(ang. ethylene response2): GAF
KH (ang. ¢cG_MP binding phosphodiesterases, adenylate cycla-

domena wystepujgca m.in. w

ses, transcriptionfactor FhlA): HKRD - subdomena w biatku fi-
tochromowym (ang. Histidine Kinase-Related Domain): HPt
domena uczestniczagca w przenoszeniu fosforanu (ang. histidi-

ne-containing ghospho-transfer domain): IP  izopentenylo-a-

'Dr hab.. prof. UMK. ‘mgr, Zaktad Biochemii Instytutu Biologii
Ogo6lnej i Molekularnej UMK, ul. Gagarina 9. 87-100 Torun,
e-mail:aniastef @ chem.uni.torun.pl
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denina; KH
ropen (antagonista etylenu); NDPK2 kinaza nukleozydodifos-
foranowa2 (ang. Nucleoside Diphosphate Kinase2): PIF3 -
biatko oddziatujgce z fitochromem (ang. Phytochrome-[nterac-
ting Factor3): PKS1
(ang. phytochrome Kinase Substratel): PRO
biatku fitochromowym (ang. PAS repeal domain): rani  mu-
tant A. thaliana (ang. responsive-to-antagonistl): RL domena
podobna do odbiornika (ang. receiver-like): RR  regulator od-
powiedzi (ang. response regulator): toe - mutant A. thaliana
(ang. timing of CAB expression): ho/ mutant A. thaliana (ang.

kinaza histydynowa; I-MCP 1-metylocyklop-

biatko fosforylowane przez fitochrom
subdomena w

woden [eg)
l. Wstep

Organizmy jedno- i wielokomdrkowe odbieraja
réznorodne bodzce iodpowiednio reagujg na zmiany
zachodzace w Srodowisku zewnetrznym. Dzieki ba-
daniom z potowy lat 80-tych wiemy, Ze organizmy
prokariotyezne wykorzystujg w tym celu uktady re-
gulacyjne nazywane dwusktadnikowymi systemami
transdukcji sygnatéw. Prototypowy dwusktadniko-
wy system regulacyjny tworzy para biatek, w ktdrej
jedno jest kinazg histydynowag, a drugie regulatorem
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odpowiedzi. Transdukcja sygnatu w takim systemie
polega na przeniesieniu grupy fosforanowej z recep-
tora na regulator odpowiedzi. W niektérych bakte-
ryjnych systemach regulacyjnych pojawiaja sie jed-
nak dodatkowe moduty pomostowe posredniczace w
przeptywne grupy fosforanowej z kinazy histydyno-
wej na regulator odpowiedzi. Modutowa struktura
tancucha transdukcji sygnatu sprzyjata konstruowa-
niu réznorodnych systemow sygnalnych, ktére w
rozwoju ewolucyjnym pojawity sie zar6wno u niz-
szych, jak i wyzszych eukariontéw. Biatka homolo-
giczne z poszczegdlnymi elementami bakteryjnych
dwusktadnikowych systeméw regulacyjnych ziden-
tyfikowano i czesciowo poznano w drozdzach, Neu-
rospora crassa, Dictyostelium discoideum [1,2], ata-
kze w Kkilku ros$linach wyzszych [3,4], Jednak nie
sprawdzity sie pierwotne przypuszczenia 0 po-
wszechnos$ci w'ystepowania dwusktadnikowych sys-
teméw regulacyjnych w organizmach eukariotycz-
nych, jak sie bowiem okazato genomy Drosophila
melanogaster, Caenorhabditis elegans, myszy, a ta-
kze cztowdeka nie zawierajg gendéw kinaz histydyno-
wych.

Niniejsza praca jest probg podsumowania

osiggnie¢ zwigzanych z badaniami roslinnych
dwusktadnikowych systemdw regulacyjnych, ktore
zostaly zapoczatkowane przed 10-ciu laty sklonowa-
niem genu A. thaliana kodujgcego kinaze histydy-

nowa.

Il. Bakteryjne i drozdzowe dwusktadnikowe
systemy regulacyjne

Najprostszy dwusktadnikowy system regulacyjny
tworzy para biatek, z ktérych jedno jest sensorowg
kinazg histydynowa (KH), a drugie regulatorem od-
powiedzi (RR) (ang. response regulator) (Ryc.l A).
Domena N-koncowa KH, zlokalizowana zwykle w
btonie lub potozona po zewnetrznej stronie btony ko-
morkowej. odbiera bodziec chemiczny lub fizyczny.
Percepcji sygnatu przez domene sensorowg towarzy-
szy wzrost badZz zahamowanie aktywnosci katali-
tycznej w wewetrzkomorkowej czesci kinazy okre-
$lanej jako przekaznik (ang. transmitter). Aktywacja
kinazy prowadzi do autofosforylacji pierscienia imi-
dazolowego histydyny i utworzenia wysokoenerge-
tycznego wigzania fosforoamidowego, ktdrego hy-
drolizie towarzyszy zmiana energii swobodnej rzedu
-12 do -14 kcal/mol [5]. Przeptyw informacji w
dwusktadnikowym uktadzie sygnalnym polega na
przeniesieniu grupy fosforanowej z przekaznika na
reszte kwasu asparaginowego potozong w domenie
regulatorowej (odbiorniku) RR i utworzeniu wyso-
koenergetycznego
(Ryc. 1B).

Przyktadem typowego dwusktadnikowego syste-

wigzania acylofosforanowego

mu regulacyjnego u E. coli jest uktad sygnalny, w
ktorym kinaza histydynowa EnvZ petni funkcje
osmosensora, a regulator odpowiedzi OmpR jest
czynnikiem transkrypcyjnym regulujgcym ekspresje
genow OmpF i OmpC (Ryc. 2A) [6], Informacja o
zmianach cisnienia osmotycznego, odbierana przez
domene sensorowg kinazy EnvZ, jest przekazywana
na OmpR, ktory reguluje synteze poryn OmpF i

A
KINAZA ///®\ REGULATOR
HISTY DY MOMWLA B \\ QDPQW,LEDZL
H D
DOMENA DOMENA DOMENA
PRZEKAZNIK REGULATOROWA
SENSOROWA (ODBIORNIKI EFEKTOROWA
B
%
N7 N-H R N N-P -0 o—P—0  ,O N N-H
“‘r:’ B s . o + = - o \/ + \ —
Cu Ce i Caa L'(.
KH KH RR RR KH

Ryc. 1L Schemat dwusktadnikowego systemu transdukcji sygnatu. A transfer grupy fosforanowej z histydyny potozonej w przekazniku KH na reszte
kwasu asparaginowego zlokalizowang w domenie regulatorowej RR; B autofosforylacja pierscienia imidazolowego histydyny i ttansfer fos-
foranu na reszte kwasu asparaginowego.
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Schemat budowy i zasada dziatania bakteryjnego systemu regulacyjnego EnvZ OmpR. A
system regulacyjny EtivZ-OmpR kontroluje syntezg poryn OmpF i OmpC w odpowiedzi na zmiany ci$nie-

schemat budowy kinazy histydynowej EnvZ ire-

nia osmotycznego. Szczegbty opisano w tekscie (na podstawie prac [6,7,10,12], zmodyfikowano).

OmpC budujgcych w zewnetrznej btonie dwa rodza-
je kanatéw wodnych o rdznej $rednicy poréw (Ryc.
2B).
btonie wewnetrznej, wykazuje w warunkach matego

Homodimer kinazy EnvZ, zlokalizowany w
ci$nienia osmotycznego nieznaczng aktywno$¢ kina-
zowg i wysoka aktywnos$¢ fosfatazowag wzgledem
fosfoasparaginianu w OmpR. Rosngcemu cisnieniu
osmotycznemu towarzyszy wzrost aktywnos$ci kina-
zowej, krzyzowa fosforylacja reszt histydynowych
w homodimerze osmosensora itransfer grupy fosfo-
ranowej z EnvZ na OmpR. Fosforylacja OmpR umo-
zliwia jego dimeryzacje oraz wymusza okreslone

300

zmiany konformacyjne w domenie efektorowej, kto-
re modyfikuja powinowactwo RR do sekwencji pro-
motorowych w genach OmpF i OmpC. Promotor
genu OmpF, wykazujacy duze powinowactwo do
(OmpR~P)2, aktywowany jest w warunkach matej
osmolarnosci, podczas gdy ekspresja genu OmpC,
ktéorego promotor ma mate do
(OmpR-PE, jest aktywowana dopiero woéwczas, gdy

powinowactwo

wzroénie stezenie (OmpR-Pf [6,7],

Inne bakteryjne dwusktadnikowe systemy regula-
cyjne zawierajg dodatkowe moduty, ktére posred-
nicza w przeptywie grupy fosforanowej miedzy Kki-
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nazg histydynowg a regulatorem odpowiedzi. Nie-
ktére KH obok domeny przekaznika zawierajg w
czes$ci C-konncowej domene odbiornika wystepujaca
w RR iwtedy noszg one nazwe hybrydowych kinaz
histydynowych [5]. W innych systemach regulacyj-
nych obecny jestjeszcze dodatkowy modut HPt (ang.
histidine-containing phospho-tjansfer domain), kto6-
ry moze byé zlokalizowany w czesci C-koricowej hy-
brydowej kinazy np. w kinazie ArcB u E. coli (Ryc.
3) tub w odrebnym biatku [1].

ArcB @
[_

PRZEKAZNIK

ODBIORNIK

zyniern genetycznej (patrz podrozdziaty [IlI-1. i
nim i

Drozdze paczkujace maja tylko jedng kinaze hi-
stydynowg Sini, jedno biatko (Ypdl) zawierajgce
domene Hpt idwa RR - Sskl i Skn7. Kinaza hybry-
dowa Sini, petnigca w drozdzach funkcje osmosen-
sora, posiada w cze$ci N-koncowej domene senso-
rowg, a w czesci wewngtrzkomorkowej domeny
przekaznika i odbiornika (Ryc.4A). Aktywna w wa-
runkach matej osmolarnosci homodimeryczna kina-

@ ArcA
Al »D

|

HPt REGULATOR ODPOWIEDZI

Ryc. 3. Przeptyw fosforanu w bakteryjnym systemie regulacyjnym ArcB ArcA (wg [10j).

Genom E. coli zawiera 62 geny kodujace rdzne
elementy dwusktadnikowych systemow regulacyj-
nych, a wérod nich 29 genéw kodujgcych KH, w tym
tylko pie¢ kinaz typu hybrydowego. Pojedynczy gen
koduje samodzielne biatko zawierajagce domene HPt.
a 32 geny kodujag RR [8]. Genomy innych bakterii za-
wierajg rozng liczbe genéw dwusktadnikowych sys-
temow regulacyjnych i np. Bacillus subtilis ma ich
70, Streptococcus pneumoniae 27, Helicobacter py-
lori 11, Haemophilus influenze 9, ale np. w komor-
kach Mycoplasma genitalium i Methanococcus
jannaschii w ogéle jest brak kinaz histydynowych
[9,10], W kazdym z poznanych uktaddédw regulacyj-
nych, niezaleznie od stopnia jego komplikacji,
przeptywowi fosforanu z KH na RR towarzyszg
zmiany w ekspresji genow lub inne swoiste reakcje
wewngtrzkomorkowe takie jak np. regulacja ruchu
wici, czy demetylacja chemoreceptorow [U]. Wy-
czerpujagce omowienie kilku najlepiej poznanych
bakteryjnych dwusktadnikowych systemoéw regula-
cyjnych zainteresowany Czytelnik moze znalez¢ w
pracach przegladowych [12,13],

Na poczatku lat 90-tych zidentyfikowano i sklo-
nowano gen kodujacy kinaze histydynowag w komar-
kach drozdzy paczkujacych (Saccharomyces cerevi-
siac), przedstawiciela nizszych eukariontow [14].
Odkrycie to zainicjowato poszukiwania podobnych
systemow regulacyjnych w organizmach wyzszych
eukariontéw i otworzyto atrakcyjne mozliwosci ba-
dania roslinnych elementéw dwusktadnikowych sys-
temdéw regulacyjnych wprowadzanych do odpowied-
nio zmutowanych komérek drozdzy technikami in-
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za Sini aktywuje tafcuch przeptywu grupy fosfora-
nowej z histydyny potozonej w przekazniku na reszte
asparaginianu w domenie odbiornika, a stad ponow-
nie na reszte histydyny w biatku Ypdl [15,16], Ak-
ceptorem fosforanu z Ypdl moze by¢ jeden z regula-
torow odpowiedzi - Sskl lub Skn7 (Ryc. 4B) [17].
Biatko Ssk 1oddziatuje z N-koricowa domeng regula-
torowg kinazy serynowo/treoninowej Ssk2/22 -
pierwszym ogniwem w kaskadzie kinaz MAR
Wigzanie Sskl do Ssk2/22 moze zachodzi¢ jedynie
wowczas, gdy reszta asparaginianu w domenie od-
biornika Sskl jest nieufosforylowana. Efektem ta-
kiego oddziatywania sg zmiany konformacyjne w
Ssk2/22, ktorym towarzyszy aktywacja domeny ki-
nazowej zlokalizowanej w cze$ci C-koncowej poi i-
peptydu ifosforylacja Pbs2 (MAPKK). Tak wiec, au-
tofosforylacja Sin 1w warunkach ,,normalnej” osmo-
larnosci iprzeptyw fosforanu do regulatora odpowie-
dzi Sskl przeciwdziata wigzaniu Ssk Ido Ssk2/22, a
tym samym powoduje hamowanie kaskady kinazy
HOG1[17]. Wzrost osmolarnosci Srodowiska hamu-
je aktywnos$¢ kinazy Sini, co w konsekwencji pro-
wadzi do wzrostu poziomu nieufosforylowanego re-
gulatora odpowiedzi Sskl i aktywacji kinazy HOG.
Zmiany osmolarnos$ci Srodowiska zewnatrzkomor-
kowego indukujg odpowiednie reakcje adaptacyjne
komorki, ktére m. in. polegaja na regulacji biosynte-
zy glicerolu. Kluczowym enzymem odpowiedzial-
nym za synteze glicerolu w drozdzach jest cytozolo-
wa dehydrogenaza 3-fosfoglicerolu kodowana przez
gen GPD1, ktérego ekspresja jest aktywowana przez
kinaze HOG 1[18], Kinaza HOG1 moze by¢ rowniez
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dwusktadnikowy system regulacyjny; B -przeptyw fosforanu w uktadzie SInbY pdbSskl reguluje synteze glicerolu. Szczegéty opisano w te-

k$cie (na podstawie prac [1,10,14,15,16,17,20]).

aktywowana przez receptor SHOI, ktory jest senso-
rem duzej osmolarnosci (Ryc. 4B) [15].

Akceptorem fosforanu z Ypdl moze by¢ takze re-
gulator odpowiedzi Skn7 uczestniczacy w aktywacji
ekspresji gendow odpowiedzialnych za synteze sktad-
nikéw $ciany komérkowej oraz genu cykliny G1
[19,20], Regulator odpowiedzi Skn7 jest takze zan-
gazowany w regulacje ekspresji gendw aktywowa-
nych przez stres w szlaku niezaleznym od kinazy hi-
stydynowej [20],
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11-1. Domeny biatkowe posSredniczace w przeptywie
fosforanu

Analiza poréwnawcza sekwencji aminokwasowej
biatek  tworzacych dwusktadnikowe systemy
transdukcji sygnatow pozwolita wyodrebnié szereg
konserwatywnych  domen uczestniczacych w
przeptywie fosforanu [8-10,21], Typowa transbtono-
wa kinaza histydynowa zawiera w regionie N-konco-
wym zewngtrzkomdérkowag domene sensorowg od-
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dzielong od cytoplazmatycznej czes$ci fragmentem
hydrofobowym. W cze$ci wewnatrzkomoérkowej,
bezposrednio po fragmencie transblonowym,
potozony jest 40 - 180 aminokwasowy ,tgcznik”, w
obrebie ktérego wiele KH zawiera motyw CC (ang.
eoiled coil) poprzedzajacy kasete H [10], Przeka-
znik, potozony w czesci cytoplazmatycznej, zawiera
domene odpowiedzialng za dimeryzacje oraz dome-
ne katalityczng. Fragment zaangazowany w dimery-
zacje tworzg dwie przeci wréwnolegte helisy a. ktére
w homodimerze wbudowanym w btone taczg sie w
~peczek” czterech helis a. Domena katalityczna
przekaznika obejmuje cztery konserwatywne moty-
wy (N, GI, FiG2) uczestniczace w wigzaniu nukle-
otydu. Motyw pigty (kaseta H), zawierajacy reszte
histydyny ulegajacej autofosforylaeji. jest potozony
zwykle w obrebie domeny odpowiedzialnej za dime-
ryzacje. Domena katalityczna KH wykazuje pewne
strukturalne podobienstwo do ATPaz z rodziny GHL
obejmujacej gyraze B. Hsp90 i enzym naprawczy
MutL [9]. Niektére KH oprocz aktywnosci kinazo-
wej posiadajg takze aktywnos$¢ fosfatazowg wzgle-
dem fosfoasparaginianu. Tak wiec, wigzanie ligandu
lub odbior sygnatu przez domene sensorowg po-
szczegOlnych kinaz moze aktywowac¢ badz hamowad
auto fosforylacje reszty histydyny, a takze moze
zmienia¢ aktywno$¢ fosfatazowg wzgledem ufosfo-
rylowanej domeny odbiornika.

Domena HPt u prokariontéw wystepuje stosunko-
wo rzadko, zwykle jako dodatkowy modut w regio-
nie C-koncowym hybrydowej KH np. w kinazie
ArcB (Ryc. 3). Genomy organizméw eukariotycz-
nych zawierajg zwykle po kilka gendw kodujacych
odrebne biatka z domeng HPt utworzong przez okoto
120 reszt aminokwasowych [1,3]. Domena Hpt nie
wykazuje aktywnos$ci kinazowej ani fosfatazowej, a
jej funkcja polega jedynie na przenoszeniu grupy
fosforanowej z asparaginianu potozonego w dome-
nie odbiornika hybrydowej kinazy histydynowej na
reszte asparaginianu w RR. Struktura domeny HPt
jest homologiczna z domeng odpowiedzialng za di-
meryzacje zlokalizowang w przekazniku i podobnie
jak w homodimerze KH tworzy jg ,,peczek” czterech
helis [8,1 ().

Biatka RR w wiekszosci wypadkéw zawieraja
dwie domeny; N-kohcowa domene regulatorowg
(odbiornik) i strukturalnie zréznicowang domene
efektorowa potozong w czesci C-koncowej polipep-
tydu [8.9.22],
przez okoto 125 reszt aminokwasowych, katalizuje

Domena regulatorowa, utworzona

transfer fosforanu z histydyny na reszte asparaginia-
nu potozong we witasnym odbiorniku. Aktywnos¢ au-
tofosforylacyjng RR, niezalezng od aktywnos$ci KH,
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potwierdzono doswiadczalnie wuzywajgc mato-
czasteczkowych donorow fosforanu, takich jak ace-
tylofosforan, karbamoilofosforan czy imidazolofos-
foran [10]. Wiekszo$¢ RR katalizuje réwniez au-
todefosforylacje reszty fosfoasparaginianu. Z funk-
cjg katalityczng domeny regulatorowej zwigzana jest
jej rola regulacyjna w stosunku do domeny efektoro-
wej. Oddziatywanie obu domen odbywa sie za po-
Srednictwem rozlegtych zmian konformacyjnych to-
warzyszacych powstawaniu wysokoenergetycznego
wigzania acylofosforanowego [22,23], Warto w tym
miejscu zwroci¢ uwtage na fakt, iz zmiany aktywno-
§ci biatek towarzyszace powstawaniu wigzan fosfo-
estrowych pozostajg raczej w zwigzku z lokalnymi
zmianami efektu elektrostatycznego. Wykrywanie
ufosforylowanego RR jest bardzo trudne, poniewaz
wigzanie acylofosforanowe jest wyjgtkowo labilne i
to niezaleznie od pH. Dodatkowo, aktywnos$¢ auto-
fosfatazowa wielu regulatoréw odpowiedzi skraca
okres zycia ufosforylowanych RR, ktory w wiekszo-
$ci przypadkow trwa od kilku sekund do kilku minut.

Domena efektorowg wielu bakteryjnych RR za-
wiera sekwencje aminokwasowe tworzace struktury
wigzagce DNA. Sposréd 32 regulatoréw odpowiedzi
kodowanych przez genom E. coli 25 petni funkcje
czynnikoéw transkrypcyjnych. W niektérych RR ak-
tywacja domeny efektorowej polega na znoszeniu jej
hamowania przez domene regulatorowg, w innych
przypadkach fosforylacja domeny regulatorowej in-
dukuje dimeryzacje, oligomeryzacje lub umozliwia
oddziatywanie z innymi biatkami lub DNA. W nie-
licznych RR domena efektorowag wykazuje aktyw-
nos¢ katalityczng np. aktywno$¢ metyloesterazowg
lub fosfodiesterazowg wzgledem cAMP, a pojedyn-
cze RR w ogdle nie zawierajg domeny efektorowej

[MO].

I11. Roslinne homologi bakteryjnych kina/ hi-
stydynowych

Genom A. thaliana zawiera !6 gen6w kodujacych
biatka posiadajgce wszystkie badz tylko niektdre
motywy wystepujace w kinazach histydynowych, a
ponadto 5 gen6w kodujgcych biatka zawierajace do-
mene IIPt i 23 geny regulatorow odpowiedzi. Na
podstawie podobieAstwa sekwencji aminokwasow'ej
roslinne homologi bakteryjnych kinaz histydyno-
wych mozna podzieli¢ na trzy rodziny [3,4,24-28],
Pierwszg rodzine tworzg biatka petnigce funkcje re-
ceptoréw etylenu. Druga rodzina AHK (ang. Arabi-
dopsis histidine kinase) liczy sze$¢ biatek, sposrdd
ktdrych trzy sg receptorami cytokinin, a jedna jest
osmosensorem. Rola pozostatych dwéch KH z tej ro-
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dziny wigzana jest rowniez z percepcja sygnatu cyto-
kininowego, chociaz wyniki dotychczasowych ba-
dan wydajg sie tylko czesciowo potwierdza¢ powy-
zszg sugestie. Homologami KH sa takze biatka fito-
chromowe, kodowane w A. thaliana przez 5 gendw,
ktére stanowig trzecig rodzine KH [29],

111-1. Rodzina receptordw etylenu
Na poczatku 90-tych

scharakteryzowano kilka mutantow
rzodkiewnika m. in. mutanta niewrazliwego na ety-

lat wyselekcjonowano i
etylenowych

len etrl (ang. efhylene resistant) [30]. Sklonowanie
genu ETRI kodujgcego typowg kinaze histydynowg
[31] zapoczatkowato przetom w poznawaniu recep-
torow etylenu i przyczynito sie do szybkiego rozwo-
ju badan zwigzanych z poznawaniem dwusktadniko-
wych systemow regulacyjnych u roslin. Osiagniecia
na tym polu zostatly wyczerpujaco omoéwione w licz-
nych pracach przegladowych opublikowanych w
ostatnich kilku latach [30,32-39, 40, 41].

Gen ETRI koduje kinaze histydynowg typu hy-
brydowego, ktéra w czesci sensorowej ma trzy frag-

btonowg. W czesci wewngtrzkomorkowej ETRI po-
siada wszystkie motywy wystepujgce w przekazni-
ku, a dodatkowo 125-cio aminokwasowy fragment
zawierajacy motywy charakterystyczne dla domeny
regulatorowej (Ryc.5A). W bibliotece genomowej za
pomocg sondy cDNA komplementarnej z ETRI zna-
leziono gen ERS1 (ang. ethylene response sensor)
kodujacy polipeptyd homologiczny z ETRI pozba-
wiony jednak domeny odbiornika [42], Sa ka i i
w'sp. [43] wyselekcjonowali kolejnego mutanta ety-
lenowego etr2 (ang. ethylene response2), u ktérego
zmutowany gen koduje polipeptyd podobny do
ETRI. Z kolei sonda hybrydyzacyjng zawierajaca
fragment ETR2 zidentyfikowano dodatkowe dw'a
geny EIN4 i ERS2 [44], Poréwnujac sekwencje nu-
kleotydowga genéw, liczbe i potozenie intronéw oraz
analizujgc sekwencje aminokwasowg kodowanych
przez nie polipeptydéw mozna w obrebie tych pieciu
biatek wyr6zni¢ dwde podrodziny. ETRI i ERS1
tw'orzg podrodzine typowych kinaz histydynowych,
podczas gdy ETR2. EIN4 i ERS2 stanowig odrebng
podrodzine biatek, ktére w czesci N-koncowej maja
dodatkowy czwarty fragment hydrofobowy, a w do-
menie przekaznika posiadajg sekwencje aminokwa-
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sowg odbiegajacg w mniejszym lub wiekszym stop-
niu od struktury pierwszorzedowej klasycznych KH
(Ryc. 5A). Biatko EIN4 ma konserwatywng reszte
histydyny w motywie H, lecz nie posiada pozo-
statych motywOw uczestniczacych w wigzaniu ATP,
ETR2 ma tylko motyw G2, a ERS2 nie zawiera zad-
nego z pieciu motywoéw wystepujacych w przekazni-
ku [39]. W polipeptydach obu podrodzin oraz ich ho-
mologach z innych ro$lin mozna jeszcze wyodrebnié
okoto 200 aminokwasowi fragment nazywany do-
meng GAF (Ryc. 5A). Akronim okres$lajacy domene
pochodzi od nazwy biatek (ang. cGMP binding pho-
sphodiesterases, adenylate cyclases, transcription
factor FhlA), w ktérych domena GAF zostata wcze-
$niej zidentyfikowana [45], Funkcja domeny GAF w
przypadku receptoréw etylenu wigzana jest z dime-
ryzacjg i tworzeniem w btonie homo-, a by¢ moze
réwniez heterodimerycznych form receptoréw.

Druga rosling, obok A. thaliana, u ktérej przy-
puszczalnie poznano juz wszystkie geny receptoréow'
etylenu jest pomidor [46], Genom pomidora zaw iera
sze$¢ genow kodujacych biatka homologiczne z
F,TR1 lub ETR2 (Rys. 5B). Do podrodziny recepto-
row' homologicznych z ETR1 nalezg kinazy Le-
FTR1, LeETR2 i LeETR3/NR [47-50], podczas gdy
biatka LeETR4, LeETRS5 i LeETRO sg bardziej po-
dobne do ETR2 [46.47,51], Sklonowano takze sze-
reg gendéw homologicznych z ETR1 lub ETR2 z in-
nych roélin kwiatowych m. in. owocéw meczennicy
jadalnej [52], melona [53.54], fasoli [55], ogorka
[56], pelargonii [57]. gozdzika [58], tytoniu [59.60],
rozy [61], owocéw' mango [62], brzoskwdni [63,64],
szczawiu [65],

Badania funkcji receptorowej kinaz FTR 1i ERS1J,
prowadzone poczatkowo w drozdzowym uktadzie
ekspresyjnym, polegaty na wprowadzaniu do dro-
zdzy catych gendéw ETR1 i ERS1 lub réznych frag-
mentow ETRI, a nastepnie analizowaniu wigzania
etylenu przez syntetyzowane polipeptydy [66,67]. W
ten sposob wykazano, ze w wigzaniu etylenu uczest-
niczy N-koncowy fragment polipeptydu F.TR1 (od
pozycji 1 do 165) obejmujgcy wszystkie trzy frag-
menty transbtonowe [66]. Antagonista etylenu
I-MCP (1-metylocyklopropen) w réwnym stopniu
hamuje wigzanie fitohormonu przez ETRI i ERS1
[67], W tych, jak ipdzniejszych badaniach wykazano
dodatkowo, ze w wigzaniu etylenu uczestniczg resz-
ty cysteiny-65 i histydyny-69 wspotdziatajace w
wigzaniu jonu miedzi - kofaktora po$redniczgcego w
wigzaniu fitohormonu [68], Znaczenie reszty cyste-
iny-65 potwierdzono réwniez w badaniach mutanta
niewrazliwego na etylen etrl-1, jednego z czterech
allelicznych mutantéw etrl. u ktérego Cys-65 zo-
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stata zastgpiona przez tyrozyne [31], O kluczowej
roli jonu miedzi w percepcji sygnatu etylenowego
Swiadczg badania mutanta rani (ang. respon-
sive-to-antagonist 1) A. thaliana. ktérego fenotyp
jest podobny do fenotypu ros$lin traktowanych anta-
gonista etylenu (/ra/7,v-cyklookten) [69], Sklonowa-
ny gen RANI koduje biatko transportujgce jony mie-
dzi z cytoplazmy do wnetrza pecherzykdéw post-Gol-
giego, gdzie wedtug autoréw, miedz zostaje whudo-
wana do nowo zsyntetyzowanego polipeptydu (Ryc.
6). Wbudowany do btony aktywmy receptor etylenu
zostaje nastepnie wigczony do plazmolemy [70].
Biatko ETRI wigze takze jony srebra, chociaz kom-
pleks ETR 1-Ag, wigzacy nadal etylen, nie jest w sta-
nie przekazaé¢ informacji do czesci cytoplazmatycz-
nej receptora.

Funkcja receptorowa biatek z podrodziny ETR2
nie byta dotychczas szczeg6towo badana, a liczba
wynikow Swiadczgcych posrednio o funkcjonowaniu
tych biatek w percepcji etylenu tez nie jest wielka.
Na szczeg6lng uwage zastuguje jednak fakt. iz se-
kwencja aminokwasowa domen transbtonowych
tych biatek jest identyczna w 44-54% z sekwencjg
analogicznych fragmentéw ETRI i ERS1 zaanga-
zowanych w wigzanie etylenu. Mutacje w genach
ETR2, EIN4 i ERS2, prowadzace do obnizonej wra-
zliwos$ci na etylen, sg dominujace i podobnie jak w
przypadku etrl iersl polegajg na zamianie w dome-
nie transblonowej jednego z aminokwaséw uczest-
niczacych badz to w wigzaniu fitohormonu, badz w
przekazywaniu informacji do domeny transmitera
(Ryc.5A) [31.42-44,71,72],

Brak niektérych lub nawet wszystkich konserwa-
tywnych motywow w transmiterze biatek z podrodzi-
ny ETR2 zmusza do postawienia pytania o to. czy re-
ceptory etylenu maja w ogdle aktywnos¢ kinaz histy-
dynowych, atakze czy transdukcji sygnatu towarzy-
szy transfer grupy fosforanowej na domene odbiorni-
ka i ewentualnie dalej na kolejne moduty prze-
noszace fosforan. Pozytywna odpowiedZ na pierw-
sze z postawionych pytan uzyskano w do$wiadcze-
niach, w ktérych w komoérkach drozdzy syntetyzo-
wano fragment polipeptydu ETRI (od 164 do 738
pozycji)
Skrdécony polipeptyd ETRI katalizuje reakcje auto-

obejmujacy domene przekaznika [73].

fosforylacji w obecnos$ci jonéw manganu, ale tylko
wowczas, gdy zawiera konserwatywng histydyne i
ma niezmieniong kasete G 1. W kontek$cie wynikow
tych doSwiadczen zasadne staje sie wiec pytanie o to,
czy wigzanie etylenu aktywuje, czy tez hamuje kina-
ze histydynowa. Hua i Meyerowitz starajgc sie
odpowiedzie¢ na to pytanie poddali mutanty etrl,
etr2, ein4 iersl ponownym mutacjom w celu wyse-
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lekcjonowania mutantéw z wytgczong funkcjg do-
meny kinazowej lub domeny odbiornika [71]. Oka-
zato sie, ze wytgczenie funkcji kinazowej w pojedyn-
czym biatku, a nawet catkow ite wyeliminowanie jed-
nego z biatek receptorowych nie zmienia fenotypu
siewek rosngcych w Srodowisku nie zawierajacym
etylenu. Podobne wyniki uzyskano réwniez w bada-
niach prowadzonych na mutancie etr1-7, u ktdérego
syntetyzowany jest tylko fragment polipeptydu
ETR1 zbudowany z pierwszych 73 aminokwasow
[74,75]. Wprowadzenie mutacji eliminujgcej aktyw-
no$¢ pojedynczej kinazy histydynowej prowadzi do
nadwrazliwos$ci na etylen w warunkach, gdy rosliny
rosng w obecnos$ci egzogennego etylenu. Krancowo
odmienne wyniki obserwowano w sytuacji, gdy A.
thaliana transformowano trzema (etrl, etr2, ein4)
lub czterema (etrl, etr2, ein4, ers2) podwdjnie zmu-
towanymi genami [71]. Zmiany fenotypowe obser-
wowane u takich osobnikéw wyraznie Swiadczg o
konstytutywnej odpowiedzi na etylen w $rodowisku
nie zawierajagcym etylenu. Wyniki powyzszych do-
Swiadczen prowadzag do wniosku, ze domena KH jest
aktywna wowczas, gdy w ogdle jest brak etylenu, lub
woéwczas, gdy w wyniku mutacji domena sensorowa
nie moze wigza¢ fitohormonu. Do podobnej konklu-
zji mozna rowniez doj$¢ analizujgc wyniki doswiad-
czen przeprowadzonych na pomidorach [76], Ogra-
niczenie technikami antysensu ekspresji genu Le-
ETR4 prowadzi do zmian, ktére mozna interpreto-
wac jako efekt nadwrazliwos$ci transgenicznego po-
midora na etylen [77], podczas gdy nadekspresja
genu LeETR3/NR obniza wrazliwos$¢ rosliny na fito-
hormon [78], Na podstawie tych obserwacji mozna
wyciggna¢ wniosek, iz zmiana liczby receptorow w
roslinie zmienia jej wrazliwo$¢ na etylen. Wytgcze-
nie w wyniku podwdéjnych mutacji trzech lub czte-
rech receptoréw sprawia, ze znacznie mniej endo-
gennego etylenu jest potrzebne do inaktywacji pozo-
statych niezmutowanych receptoréw. Ponadto wyni-
ki prezentowanych doswiadczen wskazujg na wyra-
zng funkcjonalng redundancje receptoréw etylenu,
ktdre jak sie wydaje, nie r6znig sie powinowactwem
do fitohormonu. Réznice miedzy poszczegblnymi
receptorami dotyczg w zasadzie miejsca i czasu eks-
presji ich genow, ktéra w przypadku ERS1, ERS2 i
ETR2 jest regulowana przez etylen, podczas gdy eks-
presja pozostatych genéw (ETRI, EIN4) nie podlega
takiej regulacji [43,44,45],

I11-1.1. Szlak transdukcji sygnatu etylenowego

Poszukiwania mutantéw etylenowych o zmienio-
nej odpowiedzi na fitohormon doprowadzity m. in.
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do zidentyfikowania mutanta etrl (ang. constitutive
Lripie response), ktérego fenotyp w warunkach braku
etylenu przypomina rosliny linii dzikiej rosnace w
obecnosci etylenu [79], Konstytutywna ,potrdjna
odpowiedz” na etylen mutanta Ctrl w sytuacji, gdy
rosliny nie sg traktowane etylenem sugeruje, ze pro-
dukt tego genu funkcjonuje jako negatywny regula-
tor szlaku sygnatowego. Potwierdzajg to rowniez
zmiany fenotypowe obserwowane u osobnikéw, u
ktérych w wyniku odpowiedniej mutacji doszto do
catkowitego wyeliminowania biatka CTR1 [79],
Sklonowany gen CTRI koduje polipeptyd zawie-
rajagcy 11 charakterystycznych subdomen wyste-
pujacych w serynowo/treoninowych  kinazach
biatkowych. Sekwencja aminokwasowa subdomen
VIB i VIII, a ponadto obecno$é charakterystycznych
regiondw bogatych w seryne w czes$ci N-koAcowej i
krétkich sekwencji -GGX- okreslanych jako powt6-
rzenia PEN wskazujg na przynaleznos¢ CTRI do ro-
dziny kinaz biatkowych Raf. Analiza zmian fenoty-
powych bedacych efektem krzyzowan réznych mu-
tantow etylenowych dowodzi, ze epistaza miedzy
mutacjami etrl aetrl iein4 jest kompletna, co suge-
ruje, ze kinaza CTRI potozona jest w tancuchu sy-
gnatowym ponizej receptorow etylenu (Ryc. 6) [80],
Sugestia powyzsza okazata sie trafna, bowiem po-
twierdzono dosSwiadczalnie, ze CTR 1wigze sie swo-
im N-koncowym regionem regulatorowym z domeng
kinazowg i domeng odbiornika ETR1 i ERS1 [81] i
nieco stabiej z ETR2 [74], Wyniki powyzszych ba-
dan nasuwajg przypuszczenie, ze receptory etylenu,
podobnie jak kinaza Sini udrozdzy (Ryc. 4B), regu-
lujg kaskade kinaz MAP. Dzisiaj juz wiemy, ze ge-
nom A. thaliana zawiera 20 gen6w kodujgcych kina-
zy MAP (MAPK), 10 genow kinazy kinaz MAP
(MAPKK) iliczne geny kodujace kinazy kinaz akty-
wujacych kinazy MAP (M.APKKK) [82], Obecnos¢
tak duzej liczby elementdw tworzgcych kaskady ki-
naz MAP funkcjonujgcych w réznych szlakach sy-
gnatowych niezwykle utrudnia uzyskanie jedno-
znacznych wynikoéw potwierdzajgcych udziat kinazy
MAP w transdukcji sygnatu etylenowego [83,84],
Pomijajac szereg watpliwos$ci zwigzanych z tym za-
gadnieniem, mozna obecnie wysungé przypuszcze-
nie, ze wigzanie etylenu przez domene sensorowag re-
ceptora hamuje aktywno$¢ kinazy histydynowej,
wptywajac w ten sposéb hamujgco na aktywnos$¢ Ki-
nazy CTR, co w koncowym efekcie prowadzi do po-
jawienia sie okres$lonych odpowiedzi na etylen. Z
drugiej jednak strony, poréwnanie fenotypu osobni-
kow zawierajgcych cztery podwdjnie zmutowane re-
ceptory etylenu [71] z fenotypem mutanta pozbawio-
nego genu CTRI [79] sugeruje, ze proponowany
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szlak niejestjedynym mozliwym szlakiem transduk-
cji sygnatu etylenowego (patrz podrozdziat 1V-3.).
Zagadkowym ogniwem tafAcucha transdukcji sy-
gnatu etylenowego jest biatko kodowane przez gen
EIN2 sklonowany u mutanta A. thaliana catkowicie
niewrazliwego na etylen (ein2 - ang. ethylene insen-
sitive) [80,85,86]. Gen EIN2 koduje biatko utworzo-
ne przez 1294 reszty aminokwasowe (141 kDa). kté-
re w czesci N-koncowej (461 aminokwasow) posiada
12 fragmentéw transbtonowych, natomiast w czesci
C-koncowej, obejmujgcej 833 aminokwasy, ma do-
mene CC (ang. coiled-coil) potozong bezposrednio
po 12-tej helisie transbtonowej (Ryc 6). Fragment
C-koncowy polipeptydu FIN2 (od 454 do 1294 ami-
nokwasu) gra istotng role w transdukcji sygnatu, bo-
wiem nadekspresja kodujgcego go fragmentu genu
EIN2 w mutancie ein2-5 prowadzi do wystgpienia
niektérych zmian fenotypowych przypominajacych

SEKRECJA

POST
GOLGI

GOLGI

Ryc. 6.
81,86,87]).
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Biatkowe elementy tancucha transdukcji sygnatu etylenowego.

konstytutywnie odpowiedzi na etylen oraz indukuje
transkrypcje genow regulowanych przez ten fitohor-
mon [86]. Mimo ze biatko FIN2 jest w cze$ci N-ko-
ncowej podobne (21% identycznos$ci) do transporte-
row' jonéw dwuwarto$ciowych (biatka z rodziny
Nramp), to wyniki badan prowadzonych na ooeytach
Kenopus, drozdzach i komérkach owadzich do-
wodzga, ze EIN2 nie transportuje jondw metali [86].
W konteks$cie wynikoéw tych badan niektérzy autorzy
przypuszczajg, ze domena transbtonowa EIN2 petni
funkcje sensora dwuwartosciowego kationu, ktory
interferuje z nieznanym wtornym przekaznikiem
szlaku transdukcji sygnatu etylenowego.

Analiza epistazy miedzy mutantem Ctrl i pozo-
statymi mutantami (ein3, ein5, eind) w ré6znym stop-
niu niewrazliwymi na etylen lokuje produkty tych
gendéw w tancuchu sygnatowym ponizej CTR1, cho-
ciaz w niektdrych przypadkach niekoniecznie poni-
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EIN3 JADRO
= KOMORKOWE

(’\\

—
I ERF1

/
@\

—— GCC ———{ Docclowe ge l_}--

ODPOWIEDZ
ETYLENOWA

( ERF1

lnnc =
¥ EREBP

Szczegdty opisano w tekscie (na podstawie prac [33,35,36,39,69,79,
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zej proponowanej kaskady kinazy MAP [79,80],
Sklonowany gen FJIN3 nalezy do rodziny okres$lanej
akronimem E1L (ang. EIN-like) obejmujacej u A. tha-
liana 6 genéw [32], Biatko EIN3 zbudowane z 628
reszt aminokwasowych (69 kDa) okazato sie czynni-
kiem transkrypcyjnym [87,88]. Geny EI1LI i EIL2
komplementujg mutacje ein3, a nadekspresja EIN3 i
EIL1 u osobnikdw linii dzikiej, a takze u mutanta
ein2, prowadzi do wystapienia konstytutywnych od-
powiedzi na etylen. Efomodimery EIL1, podobnie jak
EIN3, wigza sie do sekwencji promotorowej genu
ERF1 iaktywujgjego transkrypcje w odpowiedzi na
etylen (Ryc. 6) [88], Gen ERF1 (ang. Ethylene
Responsive Factor) nalezy do licznej rodziny gendw
kodujgcych transkrypcyjne nazywane
biatkami wigzacymi sie do elementéw odpowiedzi
etylenowych EREBP (ang. Ethylene Response Ele-
ment Binding Protein) [89-92], Biatka ERF wigzane
sg przez kasete -GCC-, motyw wystepujagcy w pro-

czynniki

motorach gendéw indukowanych przez etylen, w tym
rowniez genéw, ktorych produkty funkcjonujg w re-
akcjach obronnych przeciw patogenom [93,94], a ta-
kze licznej grupie gendw, ktére nie sg regulowane
przez etylen [32,95],

11i-2. Kinazy histydynowe z rodziny AHK
111-2.1. Rodzina receptoréw cytokinin

Naturalne cytokininy stanowig zréznicowang gru-
pe zwigzkéw obejmujacg izoprenoidowe (trans-zea-
tyna, dihydrozeatyna) oraz aromatyczne (benzylo-
adenina) pochodne adeniny. Cytokininy grajg klu-
czowa role w regulacji wzrostu irozwoju roslin, kon-
trolujgc podziaty komdrek, tworzenie merystemu
wierzchotkowego pedu, réznicowanie lisci i korzeni,
rozwoj chloroplastdw, odporno$¢ na stres i starzenie
[96.97], W drugiej potowie 90-tych lat zaznaczyt sie
wyrazny przetom w poznawaniu zaréwno recepto-
row cytokinin. jak tez biatek tworzgcych cytokinino-
we szlaki sygnalne. Podsumowaniu tych badan po-
Swiecono w ostatnich latach szereg prac przeglgdo-
wych [98-103],

W 1996 roku Kakimoto wyselekcjonowat mu-
tanta cytokininowego ckil (ang. cytokinin indepen-
dent) A. thaliana o zmienionej odpowiedzi na
tra/75-zeatyne [104], Sklonowany gen CKIIl koduje
kinaze histydynowa typu hybrydowego, ktéra w cze-
§ci zewnatrzkomdrkowej posiada stosunkowo dtuga
petle (okoto 300 reszt aminokwasowych) ograni-
czong dwoma fragmentami transbtonowymi (Ryc.
7A) [104], Nie powiodty sie. jak na razie, proby eks-
presji catego genu CKH w E. coli, chociaz otrzyma-
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no skrocony polipeptyd odpowiadajgcy domenie re-
gulatorowej. fragment CK11
tworzacy domene odbiornika wykazuje aktywnos$é

Rekombinowany

fosfatazowag wzgledem fosfohistydyny potozonej w
motywie H [105]. W protoplastach z komdrek mezo-
filu A. thaliana transformowanych genem CKII
stwierdzono zwiekszong ekspresje, réwniez w nie-
obecnosci cytokininy, ARR6 - genu swoiscie akty-
wowanego przez cytokinine [106], Aktywacja pro-
motora genu ARRG6, kodujgcego jeden z regulatorow
odpowiedzi A. thaliana, byta zdecydowanie nizsza
wowczas, gdy protoplasty transformowano odpo-
wiednio zmutowanym genem CKI1, tak ze rekombi-
nowany polipeptyd w miejscu konserwatywnej resz-
ty histydyny lub asparaginianu miat wstawione inne
aminokwasy. Wyniki tych doSwiadczen sugerujg, ze
indukcja ekspresji 4/?/?6jest uzalezniona od reakcji
autofosforylacji CKIl oraz transferu grupy fosfora-
nowej na reszte asparaginianu w domenie regulato-
rowej. Receptorowg role CKIl poddajg jednak w
watpliwo$¢ wyniki doSwiadczen, w ktérych wykaza-
btony drozdzy
dzielgcych sie (Shizosaccharomyces pombe) trans-

no, ze izolowane z komoérek
formowanych genem CKII nie wigzg izopenteny-
lo-adeniny (IP) [107],

W ostatnich latach wyselekcjonowano innego mu-
tanta cytokininowego crel (ang. cytokinin response
1)A. thaliana wykazujgcego szereg zmienionych od-
powiedzi na kilka naturalnych isyntetycznych cyto-
kinin [108], Sklonowany gen CREI okazat sie po-
znanym wcze$niej genem WOL zidentyfikowanym u
mutanta (ang. woden [eg) A. thaliana o zmienionej
organizacji tkanki naczyniowej w korzeniu i dolnej
czesci hypokotyla, zahamowanym wzro$cie korze-
nia i zredukowanej [109,110],
Ueguchi iwsp. [111] sklonowali u A. thaliana
trzy inne geny AHK2, AHK3 i AHK4 kodujace kinazy
histydynowe, sposréd ktorych gen AHK4 okazat sie
identyczny z CREI/WOL. Biatko kodowane przez
gen CRE1/WOL/AHK4 ma w cze$ci sensorowej petle

liczbie komorek

utworzong przez 277 reszt aminokwasowych ograni-
czong dwoma fragmentami hydrofobowymi (Ryec.
7TA). W czeSci cytoplazmatycznej, obok domeny
przekaznika itypowej domeny odbiornika, wystepu-
je dodatkowa domena podobna do odbiornika RE
(ang. receiver-[ike), ktéra w miejscu konserwatyw-
nego asparaginianu zawiera reszte kwasu glutamino-
wego. Pozostate dwa geny AHK?2 i AHK3 kodujg po-
lipeptydy podobne w czes$ci C-koncowej do
CRE1/WOL/AHKA4, ale w czesci N-koncowej zawie-
rajg trzy fragmenty hydrofobowe (Ryc. 7A) [111].
Wszystkie trzy kinazy histydynowe (AHK2, AHK3 i
CRE1/WOL/AHK4) w domenie zewngtrzkomdrko-
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schemat budowy kinaz histydynowych typu hybrydowego z ro-

CRE1/WOL/AHK4 z A. thaliana w obecnosci cytokininy. Szczegdty opisano w tek$cie (na podstawie prac [100,104.108,113,114], zmodyfi-

kowano).
wej  potozonej miedzy dwoma fragmentami
transbtonowymi majg konserwatywng sekwencje
okreslang jako domena CHASE (ang. Qycla-

ses!Histidine kinases Associated Sensory Extracellu-
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lar domain) [112], W tym miejscu warto zwrdcic
uwage na fakt, iz mutacja wol polega na zamianie
konserwatywnej reszty treoniny-278 potozonej w
obrebie domeny CHASE na izoleucyne [110].
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Uzyskane w ostatnich latach wyniki wskazujajed-
noznacznie. iz kinaza CRE1/WOL/AHKA4 jest recep-
torem cytokinin. 1no ue iwsp. [108] wprowadzili
gen CRE1/WOL/AHK4 do zmutowanych komdrek
drozdzy sInlA pozbawionych osmosensora Sini.
Mutant sInlA jest letalny w warunkach ,,normalnej”
osmolarnos$ci, poniewaz regulator odpowiedzi Sskl,
pozostajacy w formie nieufosforylowanej, aktywuje
kaskade kinazy HOG1 prowadzgc w ten sposob do
nadmiernej syntezy glicerolu (Ryc. 4B). Komorki z
mutacja sInlA moga jednak przezywaé wodwczas,
gdy maja wprowadzony gen PTP2 (pod promotorem
GALI) kodujagcy fosfataze hydrolizujgca reszte fos-
fotyrozyny w kinazie HOG. Zmienione w ten sposdb
komérki drozdzy nadal nie przezywajg na pozywce z
glukoza, ale moga zy¢ w Srodowisku zawierajgcym
galaktoze, ktora aktywuje ekspresje genu PTP2.
Sama ekspresja genu CREI/WOL/AHK4 w zmutowa-
nych drozdzach sInlA nie wptywa na przezywalnosé
komérek rosngcych na pozywce z glukozg, ale chroni
je przed $miercig w obecnosci trans-zQalyx\y oraz kil-
cytokinin  (Ryc. 7B)
[108.111.113], Letalnosci zmutowanych drozdzy nie

ku innych aktywnych
przeciwdziata ekspresja zmutowanego genu
CREI/WOL/AHK4 kodujgcego polipeptyd z resztg
glutaminy w miejscu konserwatywnej histydyny lub
resztg asparaginy zamiast kwasu asparaginowego w
domenie odbiornika. Ekspresja genu CRE1/WOL/
AHK4 nie przeciwdziata réwniez letalnosci drozdzy
z mutacjg ypdlA pozbawionych biatka prze-
noszacego grupe fosforanowg z KH na RR [108,1 11],
Wyniki przedstawionych tu do$wiadczen dowodza,
ze wigzaniu cytokininy przez CRE1/WOE/AHK4 to-
warzyszy aktywacja kinazy histydynowej, a nie jej
hamowanie, tak jak w przypadku receptoréw etyle-
nu.

Do takiego samego wniosku prowadza réwniez
wyniki dosSwiadczen wykonanych na drozdzach S.
pombc oraz E. coli [114], Komérki S. pombe posia-
dajg trzy Kkinazy histydynowe Phk 1/Phk2/Phk3,
biatko Spyl zawierajgce domene HPt iregulator od-
powiedzi Mcs4 (Ryc. 7B). Uktad regulacyjny akty-
wowany przez kinazy histydynowe kontroluje prze-
jécie z fazy G2 do M, z tego tez powodu komorki
Phkl/Phk2/Phk3A,
wchodzgce zbyt wczed$nie w faze M, sg znaczaco

zmutowanych drozdzy
mniejsze i bardziej owalne. Ekspresja genu CREI

WOL/AHK4 w komdrkach z mutacjg Phkl/Phk2/Ph-
k3A znosi defekt wynikajgcy z mutacji, ale tylko w
obecnosci cytokininy itylko woéwczas, gdy sg aktyw-
ne rowniez biatka Spyl i Mcs4 [114], Jeszcze w in-
nych badaniach podejmowano proby zastgpienia
przez CRE1/WOL/AHK4 nieaktywnej KPI funkcjo-
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nujgcej w bakteryjnym systemie regulacyjnym
[RcsC (KH) — YojN (HPt) -a RcsB (RR)]. System
ten w komdrkach E. coli aktywuje operon cps (ang.
capsular polysaccharide synthesis) kontrolujgcy
synteze zewnatrzkomoérkowego polisacharydu (Ryc.
7B). Synteza polipeptydu CREUVWOL/AHK4 w bak-
teriach z mutacjg RcsCA aktywuje szlak sygnatowy
prowadzacy do operonu cps tylko w obecnosci t-ze-
atyny i benzyloadeniny [107,1 14], Defekt zwigzany
z mutacja niejestjednak znoszony wowczas, gdy gen
CREI/WOL/AHK4 zostat skr6cony w ten sposdb, ze
syntetyzowany w bakteriach polipeptyd nie zawiera
domeny odbiornika.

Receptorowg role kinazy CRE1/WOL/AHK4 po-
twierdza rowniez fakt, iz biatko uzyskane w droz-
dzowym uktadzie ekspresyjnym wigze naturalne i
syntetyczne cytokininy pochodne aminopuryny i di-
fenylomocznika [107]. Komorki drozdzy i E. coli
transformowane genem CRE 1/WOL/AHK4 z muta-
cjawol syntetyzuja polipeptyd, ktéry nie wigze cyto-
kininy, a w bakteriach nie komplementuje mutacji
RcsCA [107], Reszta konserwatywnej treoniny w do-
menie CHASE uczestniczgca w wigzaniu fitohormo-
nu jest obecna réwniez w pozostatych dwéch kina-
zach AHK2 i AHK3 [107], Przypuszczenia wyni-
kajace m. in. z tego faktu zweryfikowali Hwang i
Sheen [106] badajagc wptyw cytokinin na ekspresje
genu ARR6 w protoplastach mezofilu transformowa-
nych genami CRE1/WOL/AHK4, AHK2 lub AHK3.
Okazato sig, ze transkrypcja ARRG6 jest zdecydowa-
nie najintensywniejsza w komdrkach transformowa-
nych genem CREI/WOL/AHK4. aczkolwiek wyra-
zng aktywacje ekspresji ARR6 obserwowano row-
niez w przypadku komorek transformowanych gena-
mi AIIK2 lub AHK3 [106], Yamada iwsp. [107]
wykazali, ze gen AHK3 wprowadzony do komorek E.
coli z mutacjg RcsCA znosi najlepiej defekt wyni-
kajacy z mutacji w obecnos$ci tidiazuronu. cytokini-
ny syntetycznej pochodnej mocznika, aw drugiej ko-
lejnosci w obecnosci t-zeatyny i benzyloadeniny.
Wyniki tych doswiadczen wskazujg wiec na to. ze
wszystkie trzy kinazy AHK sg receptorami cytokinin
i sugerujg, ze réznice miedzy nimi dotyczg swoisto-
Sci i powinowactwa w stosunku do poszczeg6lnych
zwigzkow oraz miejsca ich ekspresji [111].

W ostatnim czasie w barw inku (Catharanthus ro-
seus) sklonowano gen CrCKRI1 kodujgcy hybrydowg
kinaze histydynowa, ktorej sekwencja aminokwaso-
w\a jest w 50-60% identyczna z CRE1/WOL/AHK4
[115].
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Ryc. 8. Schemat budowy polipeptydu AtHKI funkcjonujacego w A. thaliana jako osmosensor (wg [116]).

111-2.2. AtHKI - ro$linnym osmosensorem

Gen AtHKI zidentyfikowano i sklonowano z bi-
blioteki cDNA.4. thaliana uzyskanej na bazie mRNA
zroslin poddanych stresowi odwodnienia [116]. Ko-
dowany poiipeptyd, utworzony z 1207 reszt amino-
kwasowych (135 kDa), zawiera wszystkie domeny
charakterystyczne dla hybrydowych kinaz histydy-
nowych (Ryc. 8). W regionie N-koncowym AtHKI
posiada petle potozong miedzy dwoma fragmentami
hydrofobowymi, ktérej sekwencja aminokwasowa
jest homologiczna z zewngtrzkomdrkowa domeng
drozdzowego osmosensora Sini. Gen AtHKI wpro-
wadzono do wrazliwych na temperature zmutowa-
nych drozdzy sInl-tsA, ktére w temperaturze 37°C sg
letalne, gdyz kinaza HOG w tych warunkach pozo-
staje w stanie ciggtej aktywacji. Ekspresja genu
AtHKI znosi mutacje sInl-tsA, ale tylko wdwczas,
gdy syntetyzowany poiipeptyd posiada w przekazni-
ku konserwatywng histydyne, aw domenie odbiorni-
ka reszte kwasu asparaginowego izawiera caty frag-
ment zewnatrzkomoérkowy potozony w czesci N-ko-
ncowej [116], Aktywna AtHKI znosi tez mutacje
siniA, a w drozdzach z podwdjng mutacjg sinl-
AsholA umozliwia przezywatno$¢ zmutowanych ko-
mdrek w warunkach wysokiej osmolarnosci. W A.

gnatowy, w ktérym pierwszym ogniwem wydaje sie
by¢ biatko AHP2/AtHPI zawierajagce domene HPt
[117]. Biatko AHP2/AtHPI oddziatuje z kinaza
AtHKI tylko wowczas, gdy osmosensor w domenie
odbiornika zawiera reszte kwasu asparaginowego.
Ekspresja genu AtHKI, wyrazna jedynie w korzeniu
A. thaliana, jest aktywowana przez duze zasolenie i
niska temperature, a takze przez szereg innych czyn-
nikow stresowych.

111-3. Fitochromy - kinazami biatkowymi regulowa-
nymi przez $wiatto

Fitochromy sg roslinnymi fotoreceptorami absor-
bujacymi Swiatto czerwone (660 nm) idalekiej czer-
wierni (730 nm) zaangazowanymi w regulacje proce-
sow morfogenezy. Biatka fitochromowe A. thaliana
kodowane przez pie¢ genow (PHYA - PHYE) zawie-
rajg w czesci N-koncowej (74 kDa) domene struktu-
ralng wigzacg chromofor, a w cze$ci C-koncowej (55
kDa) subdomene PRD (ang. PAS Repeat Domain) i
subdomene HKRD (ang. Histidine Kinase-Related
Domain) (Ryc. 9) [29], Subdomena PRD gra wazng
role w oddziatywaniach fitochromu 2z innymi
biatkami szlaku sygnatowego m.in. z biatkami PIF3 i
NDPK2 [118,119], Funkcja subdomeny HKRD nie

thaliana kinaza AtHKI aktywuje ‘tahAcuch sy-
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Rvc. 9. Schemat budowy fotoreceptora Cph 1z Synechocystis sp i fitochromu roélin wyzszych. Na rycinie pokazano potozenie subdomen HKRD oraz

podobienstwo sekwencji aminokwasowej motywéw H, N, GI, F, G2 fitochromu A ow;sa i innych fitochroméw z bakteryjnymi KH (wg

[29.119,122,125], zmodyfikowano).
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jest jasna i budzi ciggle wiele watpliwosci. Wiado-
mo, ze sekwencja aminokwasowa tej subdomeny jest
w 13-17% identyczna z domeng transmitera bakte-
ryjnych kinaz histydynowyeh (Ryc. 9) [29,120], Po-
nadto struktura pierwszorzedowa fitochromu roslin
wyzszych jest podobna do struktury fotoreceptorow
Cphl i RcaE poznanych u cyjanobakterii (Synecho-
cystis sp, Fremyella diplosiphon) [121], Eotorecep-
tor Cphl posiada w czes$ci C-koncowej typowg do-
mene transmitera, ktérej aktywnos$¢ jest regulowana
przez $wiatto (Ryc. 9) [122], Swiatto dalekiej czer-
wieni aktywuje autofosforytacje reszty histydyny w
Cphl i transfer grupy fosforanowej na reszte kwasu
asparaginowego w regulatorze odpowiedzi Rcpl,
podczas gdy Swiatto czerwone znosi ten efekt. Struk-
tura pierwszorzedowa regionu C-koncowego biatek
fitochromowych z ro$lin wyzszych sugeruje, ze do-
mena przekaznika w Cphl ulegta w rozwoju ewolu-
cyjnym duplikacji, dajac subdomeny PRD i HKRD.
Y eh
owsa

iLagarias][123] wykazali, ze fitochrom A
i zielonego glonu jest rzeczywiscie kinazg
biatkowsa, ktora jednak fosforyluje reszty seryny i
treoniny w regulatorze odpowiedzi Rcpl z Synecho-
cystis sp i w biatku PKS1 (ang. Phytochrome Kinase
SubstrateJ) A. thaliana [124], RoSliny transformo-
wane zmutowanym genem phyA kodujgcym polipep-
tyd pozbawiony konserwatywnych aminokwaséw w
motywach H.G1,G2 reagujg na Swiatto podobnie jak
ros$liny zawierajgce aktywny fitochrom A [125]. Ob-

Swiadczen. w ktdrych rosliny transformowano gena-
mi PHYA lub PHYB skréconymi o catg subdomene
HKRD [126,127]. W sytuacji
znacznych wynikéw dotyczacych funkcji subdome-

gdy brakuje jedno-

ny HKRD, powszechnie zaczyna sie przyjmowac
poglad mowiacy, iz fitochrom roslin wyzszych jest
paralogiem kinazy histydynowej, ktdry w toku zmian
ewolucyjnych przyjat funkcje kinazy serynowo/tre-
oninowej [121,128-130],

IV. Biatka tworzgce dwusktadnikowe syste-
my regulacyjne w Arabidopsis thaliana

IV-1. Biatka AHP
Genom A. thaliana zawiera pie¢ gendéw Kko-
dujgcych biatka posiadajgce domene HPt ijeden gen
(AHP6/APHP1), ktorego produkt w miejscu konser-
watywnej histydyny ma reszte asparaginy [3]. Propo-
nowane obecnie nowe akronimy izmieniona nume-
racja tych biatek stajg sie przyczyng nieporozumien i
wprowadzjg zamieszanie w nazewnictwie, dlatego w
zamieszczonym nizej wykazie obok nowych nazw
tych biatek zachowano w nawiasach dotychczas uzy-
wane  skroty:  AHPI/(AtHP3), AHP2/(AtHP 1),
AHP3/(AtHP2), AHP4, AHP5, AHP6/(APHP1).
Klasyczne biatka AHP1-5, zbudowane ze 154-1 57
reszt aminokwasowych, zawierajg konserwatywny
motyw-' XHQXKGSSXS zresztg histydyny ulegajaca

serwacji tych nie potwierdzaja jednak wyniki do- fosforylacji (Ryc.lOA) [3,131,132], Podobienstwo
H
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Ryc. 10. Schemat budowy polipeptydéw z domeng HPt, regulatoréw odpowiedzi typu A i B oraz biatek podobnych do regulatoréw odpowiedzi APRR
Szczeg6ty opisano w teksécie (na podstawie prac [3,24,25,131,136,143,147,154]).
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sekwencji aniinokwasowej niektorych biatek jest
bardzo duze np. AHP2 i AHP3 sg identyczne w 81 %.
Homologia miedzy innymi biatkami jest jednak
mniejsza i poziom identycznosci na og6t nie przekra-
cza 45% [3]. Ekspresja poszczegdlnych gendéw AHP
jest zrdznicowana w zaleznos$ci od tkanki. Obecnos$¢
transkryptu AHPJ byta stwierdzana jedynie w korze-
niu, transkryptow AHP2 i AHP3 we wszystkich doj-
rzatych tkankach, AHP5 w korzeniu i lisciach
[131.132], a ekspresji genu AHP4 nie wykryto w zad-
nej tkance [133]. Rekombinowane biatka AHP1,
AHP2 i AHP3 syntetyzowane w drozdzach moga po-
Sredniczy¢ w przeptywie fosforanu, bowiem w ko-
moérkach drozdzy z mutacjg ypdlA komplementujg
biatko Ypdl [131,132], W protoplastach A. thalina
cytokinina wymusza transport biatek AHP1 i AHP2
do jadra, chociaz podobnej zmiany lokalizacji sub-
komoérkowej nie obserwowano w przypadku AHP5
[3], Poszczeg6lne biatka AHP moga oddziatywacé z
roznymi KH typu hybrydowego (AtHKI.CKII,
CRE1/WOL/AHK4 i ETR1) [1 14,1 17], a ufosforylo-
wane biatka AHP1 i AHP2 sg potencjalnymi donora-
mi grupy fosforanowej, ktéra moze zosta¢ przenie-
siona na regulatory odpowiedzi ARR3 i ARR4 A.
thaliana [132], Podobnie biatko AHP2 moze sie
wigza¢ z kilkoma regulatorami odpowiedzi (ARR1,
ARR2, ARR10), a w przypadku oddziatywan z
biatkiem ARR1 obserwowano defosforylacje AHP2
[134],

1V-2. Regulatory i pseudoregulatory odpowiedzi

Genom A. thaliana zawiera 23 geny kodujace re-
gulatory odpowiedzi, w tym 11 RR okre$lanych jako
ARR typu A (ang. Arabidopsis Response Regulator)
i 12 RR typu B (ARR- B). Ponadto zidentyfikowano
9 genéw APRR | do 9 (ang. A_rabidopsis Pseu-
do-Response Regulator) kodujgcych biatka z niety-
powg domena odbiornika.

Regulatory odpowiedzi typu A (ARR3 do ARR9
oraz ARR 15, ARR 16, ARR 17 i ARR22) zawieraja
jedynie domene odbiornika i krétkie fragmenty N- i
C-koncowe (Ryc. 10B) [135.136], Sekwencja ami-
nokwasowi domeny odbiornika w obrebie ARR-A
jest identyczna w 50-90%. Niektore z tych biatek sg
zlokalizowane w jadrze (ARR5/6/7-A), inne jak np.
ARR4-A w'ystepuje w cytoplazmie ijadrze [3,137],
Transkrypcja genow ARR3-A do ARR9-A, a przy-
puszczalnie rdwniez innych ,4/?/?-typu Ajest aktywo-
wana przez cytokininy [138-144], Ekspresja ARR3-A
do ARR7-A jest aktywowana przez azotany
(139,141 ], aARR4-A i ARR5-A przez czynniki streso-
we takie jak zasolenie, niska temperatura i odwod-
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nienie [145]. Ekspresje ARR4-A aktywuje rowniez
Swiatto czerwone, a produkt tego genu wigze sie z fi-
tochromen B wptywajac na jego stabilnosé [137],
Ekspresja gendw ARR-A niejest hamowana przez cy-
kloheksimid, co Swiadczy o tym, ze biatkowe ele-
menty regulujace ich ekspresje sg obecne w komor-
ce.

Regulatory odpowiedzi typu B oprécz domeny
odbiornika zlokalizowanej w czesci N-konncowej po-
lipeptydu zawierajg tez fragment o réznej dtugosci w
czesSci C-koncow'ej tworzacy domene efektorowg
(Ryc. 10B). W obrebie tej domeny znajduje sie krotki
region utworzony przez aminokwasy kwasne, okoto
80-cio aminokwasowy motyw B przypominajacy do-
mene wigzacg DNA w biatkach c-Myb (domena
ARRM), koncowy region bogaty w glutamine iproli-
ne, a takze jeden lub kilka motywow NLS kie-
rujgcych biatko do jadra [136,146,147]. Obecnos$¢ w
ARR-B motywow charakterystycznych dla biatek re-
gulujacych transkrypcje, jak rowniez swoiste wigza-
nie syntetycznego oligonukleotydu o okreslonej se-
kwencji przez motyw' B biatek ARR1/2-B sugeruja,
ze biatka ARR-B peinig funkcje czynnikéw tran-
skrypcyjnych [147], Sugerowang role potwierdzono
doswiadczalnie w odniesieniu do ARR 1-B i ARR2-B
[147,148], a takze do zlokalizowanych w jadrze
biatek ARR10-B i ARR 11-B [106,149,150], Loh r-
m ann iwsp. wykazali, ze ARR2-B jest pytkowym
czynnikiem transkrypcyjnym regulujacym ekspresje
genow jadrowych kodujacych niektore polipeptydy |
kompleksu tancucha oddechowego [151].

W ostatnim czasie M akino iwsp. [152] sklono-
wali z A. thaliana dwa geny kodujgce biatka APRR 1
i APRR2 homologiczne z ARR-B. Domena odbiorni-
ka w biatkach APRR jest w 30-36% identyczna z
ARR1-B, chociaz w miejscu konserwatywnych mo-
tywow DDK majag motywy N E Kw APRR1 lub mo-
tywy G E Kw APRR2 (Ryc. 10C). Gen APRR/ oka-
zal sie identyczny z genem TOCI (ang. timing oj
CAB expression) sklonowanym wczes$niej u mutanta
tocl, u ktérego defekt w mechanizmie zegara biolo-
gicznego powoduje skrécenie okresu niektorych
zmian wystepujagcych w cyklu okotodobowych
[153]. Ekspresja genu APRRI/TOCI, ktérego pro-
dukt jest zlokalizowany wrjadrze, podlega réw niez
zmianom w eyklu okolodobowym [152,154], Poli-
peptydy APRR I/TOC, APRR3, APRR5, APRR7 i
APRR9 zawierajg w czes$ci C-koncowej motyw C
(lub CCT) zidentyfikowany wcze$niej w czynniku
transkrypcyjnym CO (ang. constant) [152,153], na-
tomiast polipeptydy APRR2 i APRR4 maja motyw B
podobny do ARR-B (Ryc.lOC). Wyniki najnow-
szych badan wykazuja, ze aktywowana przez $wiatto
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ekspresja genu APRR9wymusza transkrypcje innych
genow APRR, tworzac tzw. fale APPR (APRR9">
APRR7-+APRR5-+APRR3-+APRR1/TOC1) [154-
156], Wyniki tych dosSwiadczen sugeruja, ze biatka
APRR sg elementami zegara wewnetrznego lub
wspotdziataja z ukitadem centralnego oscylatora
(Ryc. 11) [157-160],

W ostatnich latach sklonowano geny ZmRRI i
ZmRR2 kukurydzy i SAC29 rzepaku kodujgce biatka
homologiczne z ARR typuA, atakze gen ZmHP2 ko-
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dujgcy w kukurydzy biatko zawierajgce domene Hpt
[161-163],

1V-3. Szlaki sygnatowe aktywowane przez recepto-
rowe kinazy histydynowe

Nieliczne, jak na razie, doniesienia opublikowane
w ostatnim czasie tgczg funkcje biatek AHP i ARR z
transdukcjg sygnatu cytokininowego. Receptory cy-
tokinin (CREUWOL/AHK4, AHK2, AHK3) sa po-
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Ryc. 11. Kinazy histydynowe A. thaliana i schemat wielostopniowego przeptywu fosforanu w systemach regulacyjnych obejmujacych biatka AHP i
regulatory odpowiedzi typu B i typu A. Szczegdty opisano w tekscie (na podstawie prac [3,4,96,98,99]).
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zytywnymi regulatorami szlaku sygnatowego, bo-
wiem, jak to wykazano w komdrkach odpowiednich
mutantow drozdzy i bakterii, wigzaniu fitohormonu
przez domene sensorowg tych biatek towarzyszy au-
tofosforylacja itransfer grupy fosforanowej na regu-
lator odpowiedzi Sskl [107.108,113,114]. Wydaje
sie, ze CRE1 /WOL/AHK4 preferencyjnie fosforylu-
je AHP2 i AHP5, poniewaz tylko te dwa biatka kon-
kurujg z biatkiem YojN, pomostowym elementem
posredniczacym w przeptywie fosforanu w komor-
kach E. coli (Ryc. 7B) [114], W dosSwiadczeniach
prowadzonych na protoplastach wykazano, ze cyto-
biatek
AEIP1/2, ktére po ufosforylowaniu przechodzg z cy-
toplazmy do jagdra [106] (Ryc. 11). Ponadto transge-
niczne linie A. thaliana z nadekspresjg genu AHP2

kininy wptywajag na zmiane lokalizacji

charakteryzujg sie fenotypem roslin nadwrazliwych
na cytokininy [164], Analizujac powyzsze wyniki
mozna zaktada¢, ze w komaérkach roslinnych biatka
AHP posrednicza w przenoszeniu fosforanu z dome-
ny odbiornika hybrydowych KH na obecne w jadrze
regulatory odpowiedzi.

W tym miejscu warto zwréci¢ uwage na fakt, ze
poszczeg6lne biatka AHP oddziatujg nie tylko z re-
ceptorami cytokinin. ale réwiez z osmosensorem
AtlIKI. kinazg CKI1, a przypuszczalnie rowniez z
receptorem etylenu ETRI (Ryc. 11) [114,117], Wy-
daje sie wiec, ze te same biatka AHP posredniczg w
przeptywie fosforanu w roznych szlakach sy-
gnatowych. Przypuszczenie to wynika rowniez z fak-
tu, ze liczba biatek AHP w A. thaliana jest zdecydo-
wanie mniejsza niz liczba wszystkich hybrydowych
KH i RR. ROznice w strukturze pierwszorzedowej
biatek AHP decydujg o tym, ze poszczegoOlne biatka
swoiscie oddziatujag z ré6znymi regulatorami odpo-
wiedzi. Biatko AHP2 wigze sie z kilkoma biatkami
RR (ARR1-B, ARR2-B. ARR10-B), a wiazaniu
ufosforylowanego AHP2 przez ARR1-B towarzyszy
defosforylacja AHP2 [134], Nadekspresja w proto-
plastach genow kodujagcych ARR2-B, ARR10-B i
ARR1-B indukuje ekspresje genu reporterowego
ARRG6 (od 40 do 400 razy) w warunkach braku egzo-
gennej cytokininy [106.148], Nadekspresja genow
ARR1/2-B w kulturze tkankowej i A. thaliana inten-
syfikuje podziaty komorkowe i aktywuje rozwdj
pedu bez udziatlu egzogennej cytokininy [106], W
kontekscie ogdlnych zatozen dotyczacych przekazy-
wania informacji opartego na przeptywne fosforanu,
nieco zaskakujace wydaja sie wyniki doSwiadczen,
ktére poddajg w watpliwo$¢ role konserwatywnej
reszty kwasu asparaginowego w ARR2-B [106], Co
wiecej,

w doSwiadczeniach prowadzonych na

ARR1-B pozbawionym catej domeny odbiornika
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wykazano, ze brak tej domeny w RR wplywa akty-
wujaco na wystgpienie konstytutywnych odpowiedzi
na cytokininy iwprost ekspresji genéw ARR-A w wa-
runkach braku fitohormonu [147,148], Wyniki tych
doswiadczen moga wiec sugerowac, ze sygnat docie-
rajacy do ARR1/2-B znosi hamowanie domeny efek-
torowej przez domene odbiornika, lub usuwa jaki$
nieznany represor (R) zwiazany z domeng odbiorni-
ka (Ryc. 11). Odblokowany ARR-B aktywuje eks-
presje co najmniej niektérych genéw ARR-A, ktora
jest uwazana za pierwotna odpowiedz na cytokinine.
Wyniki doSwiadczern prowadzonych na protopla-
stach sugeruja, ze pewne biatka ARR-A moga hamo-
waé ekspresje innych ARR-A [106], a inne ARR-A
mogg funkcjonowaé jako negatywne regulatory od-
powiedzi na fitohormon konkurujagc z ARR-B o
biatka AHP [96]. Ponadto wydaje sie, ze na poziomie
ARR4-A nastepuje integracja informacji przekazy-
wanych przez szlak cytokininowy iszlak aktywowa-
ny przez Swiatto [137]. Aktywacja ekspresji ARR3-A
do ARR9-A przez azotany jest niewatpliwie nastep-
stwem wzrostu poziomu cytokinin, lecz mechanizm
aktywacji ekspresji innych ARR-A przez stres i glu-
koze nie jest znany [3], Nie jest znana réwniez rola
regulatorow odpowiedzi typu A w indukowaniu
wtornych odpowiedzi na cytokininy [165].

V. Uwagi koncowe

Transdukcja sygnatu w dwusktadnikowych syste-
mach regulacyjnych opiera sie na przeptywie grupy
fosforanowej z histydyny zlokalizowanej w przeka-
zniku kinazy histydynowej na reszte kwasu asparagi-
nowego potozong w regulatorze odpowiedzi. Trans-
fer fosforanu odbywajacy sie zgodnie ze schematem
His->Asp lub His—» Asp” His—»Asp umozliwia li-
niowy przeptyw informacji miedzy kolejnymi
modutami szlaku oddziatujgcymi miedzy sobg w sto-
sunku 1:1. Mechanizm przekazywania informacji
rozni sie tu zasadniczo od typowej kaskady kinaz
biatkowych, w ktdrej jedna kinaza moze fosforylo-
wac wiele docelowych biatek wptywajac w ten spo-
s6b na wzmocnienie sygnatu. Takiej mozliwosci
wzmacniania sygnatu nie ma w dwusktadnikowych
systemach regulacyjnych. Wyniki dotychczasowych
badan zwigzanych z funkcjonowaniem roslinnych
biatek homologicznych z KH pozwalajg wigzaé
transdukcje sygnatu z aktywnos$cig kinazow”g tych
biatek jedynie w przypadku kinaz z rodziny AHK
[106,108,113.114,116], Osiem biatek A. thaliana,
sposrod szesnastu homologdéw bakteryjnych KH, nie
posiada jednego, dwu lub wszystkich konserwatyw-

nych motywow potozonych w przekazniku. Rodzgce
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sie w zwigzku z tym watpliwo$ci nasuwaja przypusz-
czenia, ze oprécz fitochroméw, rowniez inne biatka
o nietypowej budowie przekaznika moga by¢ kinaza-
mi serynowo/treoninowymi. Nie mozna réwniez wy-
kluczy¢ innej mozliwos$ci, a mianowicie takiej, ze
podobnie jak w kinazie histydynowej CheA w E. coli
fosforylacji ulega reszta histydyny potozona
zupetnie w innej czesci polipeptydu [12], Przewa-
zajgce w roslinach kinazy histydynowe typu hybry-
dowego wydtuzajg tancuch przeptywu fosforanu, a
tym samym zwiekszajg liczbe potencjalnych miejsc
regulujacych przeptyw informacji oraz rozszerzaja
mozliwos$ci komunikowania sie miedzy poszczeg6l-
nymi szlakami sygnatowymi. Funkcja wiekszosci
elementéw tworzacych dwusktadnikowe systemy re-
gulacyjne w A. thaliana jest nieznana, a wyniki do-
tychczasowych badan zaledwie zakre$lajg ramy

Wyniki niektérych do-

Swiadczen dowodzg, ze co najmniej niektore elemen-

przysztych poszukiwan.
ty tych systemow' regulacyjnych graja kluczowg role
w sieci sygnalnej taczacej szlaki aktywowane przez

etylen, cytokininy, $Swiatto i stres.
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Sprawozdanie z XXXIX Zjazdu Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, Gdansk, 16 — 20 wrzeSnia 2003 r.

W dniach 16-20 wrze$nia 2003 obradowat w Gdansku XXXIX Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego. Patronat honorowy nad Zjazdem objeli: Laureat Pokojowej Nagrody Nobla, byty Przewodniczacy NSZZ
»Solidarno$¢” iPrezydent RP - Lech Watesa, Marszatek Sejmiku Wojewddztwa Pomorskiego - Jan Koztow-
ski, Prezydent Miasta Gdanska - Pawet Adamowicz, Prezydent Miasta Sopot - Jacek Karnowski, Przewod-
niczacy Kolegium Rektoréw Wybrzeza, Rektor Akademii Medycznej w Gdansku - prof. Wiestaw Makarewicz,
Rektor Uniwersytetu Gdanskiego - prof. Andrzej Ceynowa oraz Rektor Politechniki Gdanskiej - prof. Janusz
Rachon.

W Zjezdzie uczestniczyto blisko 900 oséb z wiodacych osrodkow Polski, Niemiec, Wielkiej Brytanii,
Wtoch, Francji, Hiszpanii, Szwajcarii, Austrii. Holandii, Belgii, Danii, Finlandii, Litwy, Biatorusi, Ukrainy,
Chorwacji, Japonii i USA.

Uroczysta inauguracja Zjazdu odbyta sie w Audytorium Novum Politechniki Gdanskiej. Gosci powitat Prze-
wodniczacy Komitetu Organizacyjnego prof. Michat Wozniak. Przewodniczacy Kolegium Rektoréw Pomorza
Gdanskiego Jego Magnificencja Rektor Akademii Medycznej w Gdarisku prof. Wiestaw Makarewicz w krot-
kim wystapieniu witajagc zebranych podkreslit znaczenie biochemii w rozwoju nowoczesnej biologii.

Patron Honorowy Zjazdu, byty Prezydent RP, Lech Watesa w swoim liscie dedykowanym uczestnikom z sa-
tysfakcja zauwazyt obecno$¢ naukowcdw z krajéw osciennych powstatych po upadku imperium sowieckiego,
jak iefektywne zorganizowanie biochemikéw Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych (FEBS) w
strukture obejmujgcg kraje od Azerbejdzanu az po Maroko, a wiec znacznie przekraczajgcg zasiegiem
wspdtczesng Unie Europejska.

W kolejnym punkcie inauguracji Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego prof. Jolanta Baranska
przedstawita osiggniecia Towarzystwa w uptywajgcym roku oraz wreczyta nastepujgce nagrody:

1 W Konkursie im. Aleksandra Dmochowskiego za prace “Analiza instrumentalna w biochemii. Wy-
brane problemy i metody instrumentalnej biochemii analitycznej”. Autorzy; Andrzej Kozik, Maria Rapata-Ko-
zik, Ibeth Guevara-Lora; Seria Wydawnicza instytutu Biologii Molekularnej Uniwersytetu Jagiellonskiego.
Nagrode Specjalng przyznano prof. Stefanowi Angielskiemu z zespotem za “Biochemie kliniczng”, wydanie w
jezyku ukraifnskim.

2. Im. Jakuba Karola Parnasa za najlepszg prace doSwiadczalna z zakresu biochemii wykonang w pra-
cowali na terenie Polski - panom Krzysztofowi Sobczakowd i Wiodzimierzowi Krzyzosiakowi za “Structural
determinants of BRCAL1 translation regulation” ogtoszong w J Biol Chem 2002, 277: 17349-17358.

3. Im. Bolestawa Skarzynskiego za najlepsza publikacje w 2002 roku w ,,Postepach Biochemii” prof.
Barbarze Grzelakowskiej-Sztabert za artykut p.t. “Proteoliza biatek regulujgcych przebieg cyklu komérkowe-
go. udziat ubikwitynacji" Post Biochem 2002, 48: 34-48.

Nagrode za najlepsza prace z chemii i biochemii kwaséw nukleinowych przyznawang przez Sekcje Kwasoéw
Nukleinowych Zarzadu Gtéwnego P.T. Bioch. i firme Sigma Aldrich otrzymali Michat Minczuk. Aleksandra
Dmochowska, Matgorzata Palczewska i Piotr Stepien za “Overpressed yeast mitochondrial putative RNA heli-
case Mss 1lldpartially restores proper mtRNA metabolism in strain lacking the Suv3 mt RNA helicase”, Yeast
2002,19(15): 1285-1293. Nagrode wreczyt pan dr Maciej Marlewski - przedstawiciel firmy Sigma-Aldrich.

Cze$¢ naukowg Zjazdu zainaugurowat wyktad profesora Masatoshi Hagi wara (Tokyo Japonia) - ,,Manipu-
lation of alternative splicing by novel protein kinase inhibitors”. Wyktad omawiat najnowsze osiggnigecia inzy-
nierii genetycznej w zakresie regulacji ,sktadania” czgsteczek informacyjnego kwasu rybonukleinowego. W
ten sposdb uczczono 50-lecie ustalenia struktury DNA - najwazniejszego odkrycia biologii w XX wieku i
nawigzano rownoczes$nie do przetomowego dla nowego juz stulecia odkrycia nowych nieoczekiwanych funkcji
RNA; odkrycia, ktoremu redakcja Science przyznata miano Przetomu Naukowego roku 2002.

Koncert muzyki kameralnej w wykonaniu Capelli Gedanensis oraz lampka wina z przekagskami ufundowane
przez sponsorow zakonczyty inauguracje Zjazdu.
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Gtéwng idegprzewodnigtegorocznego Zjazdu byta prezentacja najnowszych osiggnie¢ biologii komdérki po-
czynajac od inzynierii genetycznej, chemoprewencji nowotworow, badan nad stresem oksydacyjnym i apop-
tozg, neurochemia, biomedycznymi aspektami metabolizmu lipidéw, puryn i pirymidyn jak i transplantacjg
narzadow. Spore zainteresowanie uczestnikéw wzbudzita sesja poSwiecona biologicznej odpowiedzi komdrek
na stres mechaniczny.

Zjazd wzbudzit zainteresowanie poza granicami kraju. Przybyto 94 zagranicznych uczestnikéw. W historii
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zdecydowano po raz pierwszy o wprowadzeniu jezyka angielskiego
jako jezyka znaczgcej czesci obrad idruku streszczen zjazdowych w formie dodatkowego tomu w fachowym
prestizowym periodyku Acta Biochimica Polonica. Sesje poSwiecone etycznym aspektom badan w naukach
przyrodniczych oraz integracji dydaktyki chemii i biochemii na poziomie uniwersyteckim ilicealnym zorgani-
zowano po raz pierwszy na forum Zjazdu PTBioch i obie wzbudzityszereg zywychstymulujacych dyskusji.
Obrady Zjazdu odbywaty sie w obiektach Akademii Medycznej. Na program Zjazduztozyto sie 17 sesji nauko-
wych poswieconych nastepujagcym zagadnieniom:

1 Biochemia stresu oksydacyjnego

2. Przekazywanie sygnatow komorkowych

3. Od pojedynczego neuronu do mozgu

4. Biochemia cytostatykéw i karcinogenéw

5. Struktura i funkcja DNA

6. Metabolizm puryn i pirymidyn w zdrowiu i chorobie
7. Kinazy i fosfatazy biatkowe

8. Oddychanie komorkowe

9. Biatka szoku termicznego

10. RNA - struktura i funkcje

11. Biochemia transplantacji

12. Swoisto$¢ metaboliczna tkanek i narzadow

13. Metabolizm lipidéow'

14. Biologiczna odpowiedz komérek na stres mechaniczny
15. Dydaktyka chemii i biochemii

16. Etyczne aspekty badan w naukach przyrodniczych - wyzwania XXI wieku
17. Doniesienia rozne

W czasie obrad wygtoszono 119 wyktadéw, 88 komunikatéw ustnych i zaprezentowano 395 plakatow.

Wyktad im. J.K. Parnasa wygtoszony przez prof. Wiodzimierza Krzyzosiaka oraz wyktady otwierajgce sesje
| ,Biochemia stresu oksydacyjnego” zorganizowano w historycznej Sali Biatej Ratusza Gdanskiego przepiek-
nie udekorowanej portretami Kroldw Rzeczypospolitej nawigzujacych do bogatej historii zwigzkéw Gdanska z
Polska.

W trakcie obrad odbyty sie 4 w'ykiadv sponsorowane firm. a takze prezentacje 27 firm z branzy biotechnolo-
gicznej.

W przerwach obrad byta mozliwos$¢ zwiedzania Trdjmiasta. Wszyscy uczestnicy Zjazdu zostali zaproszeni
na spotkanie towarzyskie do patacu w Leznie, gdzie tanczono przy skocznych dzwiekach muzyki irlandzkiej i
podziwiano pokaz ogni sztucznych.

Na spotkaniu koriczagcym Zjazd ogtoszono wyniki konkursdw o nagrody im. Janiny Opiefskiej - Blauth dla
studentéw za szczegdlnie wartosciowe prace badawcze zgtoszone iprzedstawione na dorocznym Zjezdzie PT-
Bioch. oraz o nagrode im. Wtodzimierza Mozotowskiego dla mtodych biochemikéw. Komisjom konkursowym
przewodniczyli prof. Jerzy Klimek oraz prof. Michat Wozniak.

W pierwszym konkursie nagrode otrzymata Pani Magdalena Spiechowicz z instytutu Biologii DosSw iadczal-

nej PAN im. M. Nenckiego za prace pt. “Calcium- regulated interaction of Sgtl with S100A6 (calcyclin) and
other S 100 proteins™.
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W Konkursie im. Wiodzimierza Mozotowskiego przyznano nastepujgce nagrody i wyrdznienia:

Nagroda:

Krzysztof Lemke - Katedra Technologii Lekow i Biochemii, Politechnika Gdanska
~DNA topoisomerase | preferentially cleaves DNA at sites covalently modified by 1-nitroacridines”

Wyréznienia:

Natallia Vydra - Zaktad Biologii Nowotworéw, Centrum Onkologii-Instytut. Oddziat w Gliwicach — , Trans-
criptional active heat shock factor 1 (HSF1 ) leads to seminiferous epithelium degeneration in mice testes”
Robert Herok - Zaktad Radiobiologii Doswiadczalnej i Klinicznej, Centrum Onkologii w Gliwicach — ,loni-
zing radiation-induced changes of gene expression patterns in human melanoma cells”

Iwona Mruk - Katedra Mikrobiologii, Uniwersytet Gdanski — ,,The EcoVIII endonuclease gene expression is
modulated by the low-usage arginine codons”

Katarzyna Gromek - Katedra Mikrobiologii, Uniwersytet Gdanski — ,,Application of DNA sequencing by in-
dexer walking in analysis of plasmids isolated from enteropathogenic strains of Escherichia coli”

Ratal Koziet - Zaktad Biochemii Komérki, Instytut Biologii Doswiadczalnej PAN im. M. Nenckiego — ,,Effect
of ciprofloxacin on mitochondrial energy metabolism, calcium signaling and viability of Jurkat T-cells”

Wedtug zgodnej opinii uczestnikéw poziom naukowy Zjazdu byt wysoki, a obrady przebiegaty w mitej at-
mosferze. Ogromna w tym zastuga Komitetu Naukowego Zjazdu i sympatycznych cztonkéw Gdanskiego Od-
dziatu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

Korniczac to sprawozdanie chciatbym przekaza¢ podziekowania Zarzgdowa Gtéwmemu Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego, Redakcji Acta Biochimica Polonica, Komitetowi Badah Naukowych oraz Polskiej Sieci
Biologii Komdrkowej i Molekularnej UNESCO -PAN za nieoceniong pomoc, wspdétdziatanie i fundusze przy-
znane na organizacje Zjazdu. Dziekuje wszystkim Kolezankom i Kolegom z Katedry Chemii Medycznej, Kate-
dry Biochemii, Biochemii Klinicznej oraz Biochemii Farmaceutycznej za osobiste zaangazowanie, zyczliwo$¢
i odpowiedzialno$¢ jakie wykazali podczas spotkan polskich biochemikéw w Gdansku. Mam $wiadomo$¢, iz
ogromng pomocg W kreowaniu mitej atmosfery Zjazdu byta ogromna praca wykonana przez studentéw - czton-
kéw Studenckiego Towarzystwa Naukowego przy Akademii Medycznej w Gdansku oraz Uniwersytecie Gda-
nskim.

Wszystkim pragne gorgco podziekowad

Michat WozZniak
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Sprawozdanie z kursu FEBS “Rekombinacyjna techno-
logia DNA i ekspresja biatka”

Report on the FEBS Course “Recombinant DNA techno-
logy and protein expression”

GRZEGORZ B. GMYREKJ RAFAL ZIELINSKI2

W dniach 21-27 wrze$nia 2003 roku odbyt sie w Bukareszcie (Rumunia) kurs szkoleniowo -- naukowy ,,Re-
combinant DNA technology and protein expression”. Finansowego wsparcia dla kursu udzielit FEBS, nato-
miast jego lokalna organizacja przypadta Rumunskiemu Towarzystwu Biochemii i Biologii Molekularnej oraz
Instytutowi Biochemii Rumunskiej Akademii Nauk.

Kurs miat charakter miedzynarodowy i mégt w nim uczestniczy¢ kazdy, kto miat status studenta (studia li-
cjencjackie, magisterskie, doktoranckie) lub byt pracownikiem naukowym o profilu dziatalnosci zblizonym do
problematyki prezentowanej podczas kursu. Sredni wiek uczestnikéw nie przekraczat 30 lat. Ostatecznie do
uczestnictwa w szkoleniu zgtosity sie dwadziescia dwie osoby z takich krajow jak; Biatoru$ (1), Grecja (2),
Hiszpania (2), Jugostawia (2), Polska (2), Rumunia (6), Stowacja (1), Stowenia (1), Stany Zjednoczone (1), Ro-
sja (1), Turcja (1), Ukraina (1) i Wielka Brytania (1). Podczas niespetna tygodnia trwania kursu, kazdy z uczest-
nikéw mogt udoskonali¢ i utrwali¢ wiedze z zakresu badania DNA, RNA czy ekspresji biatek na poziomie mo-
lekularnym. Aby to w peini osiggna¢ organizatorzy podzielili szkolenie na dwie czesSci; teoretyczna i prak-
tyczng.

W czes$ci teoretycznej miaty miejsce wyktady zaprezentowane przez wyktadowcow rumunskich i specjalnie
zaproszonych na ten cel gosci zagranicznych. Mimo, ze wiedza zaprezentowana przez pierwszych miata dla
wiekszo$ci uczestnikdéw charakter przypominajgcy, byta Swietnym uzupetnieniem do przeprowadzonej p6zniej
czesci praktycznej. Prof. Octavian Popescu przedstawit zasady elektroforezy kwaséw' nukleinowych oraz se-
kwencjonowania DNA. Dr Stefan Denes szczeg6towo wyjasnit mechanizmy rzadzace w reakcji odwrdconej
transkrypcji (RT) oraz w tancuchowej reakcji polimerazy (PCR). Dr Stefan Szedlacsek zaprezentowat rodzaje i
zastosowanie w'ektorow' do transformacji itransfekcji odpowiednio komérek prokariotycznych ieukariotycz-
nych. Ten sam wyktadowca w swoim nastepnym wyktadzie wyjasnit zastosowanie i dziatanie prokariotycz-
nych ieukariotycznych systemow' ekspresji biatek. Dr lleana Stoica data wyktad o zastosowaniu technik So-
uthern i Northern biot w wykrywaniu docelowych sekwencji zlokalizowanych odpowiednio na DNA czy RNA.
Z kolei Dr Gabriela Negroiu wyjasnita zasady izastosowanie techniki Western biot do wykrywania docelowych
sekwencji w biatkach. Ostatnim w'yktadowcg rumunskim byt Dr Andrei Petrescu, ktory przedstawit podstaw o-
we zasady i wykorzystanie bioinformatyki w analizie sekwencji DNA i biatek.

SzczegO6lnie cennym uzupetnieniem do czesci teoretycznej byty wyktady przedstawione przez gosci zagra-
nicznych.

Pierwszy z nich. Prof. Hans Lenstra (Uniwersytet w Ultrechcie, Holandia) przedstawit wyktad, w ktérym za-
prezentowat mozliwosci uzycia najnowszych technik biologii molekularnej do badania zréznicowania gene-
tycznego wsrod wspoétczesSnie wystepujgcych gatunkéw iras bydlecych. Badania tego typu sg bardzo pomocne
w poznawaniu filogenezy bydta i mogg mieé takze kluczowe znaczenie w planowaniu przysztych krzyzowek
miedzygatunkowych. Prof. Eenstra jest gtdwnym wykonawcg w Europejskim Projekcie Badania Zréznicowa-
nia Genetycznego wsrod gatunkéw i ras bydlecych. W swoim wyktadzie przedstawit on wspdtczesng rekon-
strukcje drzewa filogenetycznego bydta na podstawie analizowania wystepowania pomiedzy nimi hybrydyza-

'Mgr, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN, Laboratorium Immunologii Rozrodu, ul. R. Weigla 12, 53-114 Wroctaw;
e-mail: gregoire@hot.pl, “mgr. Katolicki Uniwersytet Lubelski, Katedra Biologii Molekularnej, Al. Krasnicka 102, 20-718 Lublin;
e-mail: dziel@kul.lublin.pl
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cji miedzygatunkowej. Poniewaz specjacja obecnie wystepujgcych gatunkéw bydlecych jest niekompletna,
uwaza sie, ze hybrydyzacja miedzygatunkowa moze byé powszechnie wystepujgcym zjawiskiem. Wystepowa-
nie hybrydyzacji miedzygatunkowej mozna okresla¢ na poziomie molekularnym przez analize mitochondrial-
nego DNA (mtDNA), polimorfizm markeréw autosomalnych (techniki AFLP i SFLP) oraz poprzez analize
markerow zlokalizowanych na chromosomie Y (geny SRY i TSPY). Znaczna cze$¢ wyktadu Prof. Lenstra za-
wierata akcent ,polski” i byta miedzy innymi poSwiecona wspdtczesnym pogladom na filogeneze Zzubra.
Wstepne porownanie sekwencji zlokalizowanych na chromosomie Y wskazywato, ze zubr (Bison bonasus)
moze by¢ spokrewniony z amerykanskim bizonem (Bison bhison), na co mogtoby wskazywaé podobiefAstwo fe-
notypowe, podobny polimorfizm fragmentow jadrowego DNA czy.... wreszcie potoczna nazwa zubra, okre$la-
nego jako bizon europejski. Niemniej jednak zaobserwowane nieprawidtowos$ci w mitochondrialnym DNA Zu-
bra i bizona, wskazuja, ze mtDNA ma inng filogeneze niz jadrowy DNA ichromosom Y. Uwzgledniajac naj-
nowsze dane, wydaje sie, ze zubr jest w wiekszym stopniu spokrewniony z wotem (Bos taurus) izebu (Bos indi-
ens), co sugerowatoby takze, ze matczyny przodek zubra byt bardziej podobny do wola niz do bizona.
Nastepnym wyktadowcg zagranicznym byt Dr Michael Zw ick (The Scripps Research Institute, La Jolla, Ca-
lifornia, USA), ktéry przedstawit mozliwosci wykorzystania metod prezentacji fagowej (ang. phage display)
do pozyskiwania biatek o okreslonych witasciwosciach. Phage display uwaza sie za jedng z najbardziej obie-
cujagcych technik, zrozwojem ktorej wigze sie duze oczekiwania w opracowywaniu np. nowych metod terapeu-
tycznych. Metoda ta pojawita sie w poczatkach lat 80-tych, jednak jej gwattowny rozwoj nastapit 10 lat pdzZnej.
Obecnie wg bazy Medline liczbe publikacji nawigzujacych do phage display ocenia si¢ na okoto 200 - 350
rocznie. Metoda prezentacji fagowej wykorzystuje fagi jako no$niki biatek fuzyjnych (elementy biblioteki)
zwigzane kowalencyjnie z biatkami kapsydu. Taki uktad, prezentowany na zewnatrz wirionu, umozliwia prze-
szukiwanie biatkowych bibliotek kombinatorycznych. Selekcja biblioteki dokonuje sie przez zwigzanie faga z
czasteczka akceptorowg. W procesie tym niespecyficznie zwigzane fagi sg odptukiwane, z kolei te, ktére majg
biatko bedace specyficznym ligandem dla akceptora poddaje sie dalej namnozeniu w komdérkach bakteryjnych
(E.coli) celem przeprowadzenia kolejnego etapu selekcji. Cykliczne powt6rzenie tego procesu powoduje zwie-
kszenie liczby fagéw specyficznych w stosunku do reszty. Dr Zwick w swoim wyktadzie przedstawit mozliwo-
$ci wykorzystania metody phage display do poszukiwania przeciwciat neutralizujacych dla epitopéw wirusa
HIV-1. Dotychczas neutralizujgce aktywnos$ci w pierwotnych izolatach wirusowych in vitro wykazano inajle-
piej poznano dla trzech przeciwciat: bl 2, 2G12 i 2F5. Ostatnio zostaty takze scharakteryzowane dwa inne prze-
ciwciata: Z13 i 4E10, ktore rozpoznajg C-terminalny region epitopu 2F5. Zastosowanie kombinatorycznej bi-
blioteki przeciwciat wykorzystujgcej metode prezentacji fagowej moze by¢ pomocne w poszukiwaniach naj-
bardziej skutecznej strategii w konstruowaniu przysztych szczepionek dla ludzi HIV-1 pozytywmych. Nalezy
przypuszczac, ze dalsza molekularna charakteryzacja epitopow' dla przeciwciat neutralizujgcych moze by¢ po-
mocna w rozwinieciu przysztych, bardziej immunogennych szczepionek przeciwko wirusowi HIV-1.
Kolejnym wyktadowcag byt Dr Angel Garcia - Alonso (Instytut Glikobiologii, Uniwersytet Oksfordzki.
Wielka Brytania), ktdry przedstawit potencjalne zastosowanie proteomiki w badaniach biomedycznych. Ter-
min proteomika okres$la badania majgce na celu identyfikacje, powstajagcych w danej komérce lub tkance,
biatek, poznanie wystepujacych pomiedzy nimi zaleznosci oraz ustalenie ich tréjwymiarowych struktur. Szcze-
g6lnie to ostatnie moze mie¢ duze znaczenie w odkrywaniu miejsc, ktére moga mie¢ znaczenie w regulacji ak-
tywnos$ci dziatania lekéw. Obecnie do identyfikacji biatek w komérkach lub tkankach stosuje sie dwie metody:
elektroforeze dwukierunkowga (zwang takze dwuwymiarowg) (2-D) lub spektroskopie masowg. Zadna z nich
nie jest doskonata, niemniej jednak ta pierwsza stosowana jest czesciej. Istotg elektroforezy dwukierunkowej
jest rozdziat biatek w dwéch powigzanych ze sobg etapach: wjednym kierunku nastepuje rozktad wg wielkosci,
natomiast w kierunku prostopadtym zgodnie z tadunkiem elektrochemicznym. Dr Garcia - Alonso w swoim
wyktadzie zaprezentowat miedzy innymi zastosowanie proteomiki do identyfikowania biatek biorgcych udziat
w szlaku sygnatowym w trakcie aktywacji ludzkich ptytek krwi. W wyniku tych badan odkryto, ze 50% z nowo
wyizolowanych biatek nie byto wczesniej opisanych oraz, ze ponad 40% z nich zaangazowanych jest w regula-
cje szlaku sygnatowego badz w regulacje cytoszkieletu w ptytkach krwi. W innym przyktadzie pokazano zasto-
sowanie proteomiki do identyfikowania biatek zaangazowanych w procesie zranienia. Kolejny przyktad ukazy-
wat uzycie proteomiki do okre$lenia markera(éw) w marskosci watroby (HCV typu C) przez poréwnanie suro-
wicy osobnikéw zdrowych ichorych. W ostatnim przyktadzie Dr Garcia - Alonso pokazat uzycie elektroforezy

2-D do identyfikacji biatek zaangazowanych w regulacje cyklu komoérkowego w czerniaku ztos$liwym gatki
ocznej.
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Ostatnim wyktadowcg zagranicznym byt Dr George Orphanides (Syngenta Central Toxicology Laboratory,
Wielka Brytania), ktory w swoim wystgpieniu przedstwawit mechanizmy regulacji ekspresji genéw w proce-
sach transkrypcji zaleznej od estrogenu i ich wptyw na wzrost i zréznicowanie komdrek w macicy. Ostatnio
ogtoszone wyniki sekwencjonowania genomu ludzkiego okres$lity liczbe gendéw w przedziale 26 tys. - 31 tys.
Podejrzewa sig, ze 2000 genéw' (okoto 8% z catej puli) moze by¢ czynnie zaaangazow'anych w kodowanie czyn-
nikéw transkrypcyjnych. Wiadomo takze, ze estrogen moze wywiera¢ wptyw na wzrost, rozwdj i zré6znicowa-
nie tkanek poprzez zwigzanie sie ze specyficznym receptorem w cytozolu. Uktad receptor - hormon moze
wigzac sie do odcinka promotorowego genu wrazliwego na estrogen w spos6b bezposredni przez zwigzanie do
specyficznego miejsca na DNA (ang. estrogen respose element-ERE) lub po$rednio przez czynniki transkryp-
cyjne takie jak AP-1. W swoim wyktadzie Dr Orphanides pokazat wyniki niedawmo przeprowadzonego ekspe-
rymentu, w ktérym mierzono cykliczne zmiany w ekspresji panelu gendw w zaleznosci od zastosowanej dawki
estrogenu. Badanie byto przeprowadzone na modelu mysim a zmiany w ekspresji genéw mierzono przy zasto-
sowaniu techniki mikromacierzy cDN A (ang. microarrays). Zastosowanie tej techniki pozwala naréwnoczesne
wychwycenie specyficznego panelu gendw, ktorych ekspresjajest najbardziej powigzana, w tym przypadku, ze
zmianami w poziomie estrogenu. Petne zrozumienie wzajemnych powigzan pomiedzy poziomem estrogenu a
ekspresjg gendw moze byé pomocne w tworzeniu bardziej skutecznych strategii leczenia w chorobach estroge-
no-zaleznych np: w mieé$niaku macicy, endometriozie, chorobach serca czy w schorzeniach endokrynnych.

Podczas gdy pierwsza cze$¢ dnia byta posSwiecona na wyktady, druga wypetniaty zajecia praktyczne. Mode-
lowym biatkiem ¢éwiczeniowym byta ludzka tyrozynaza ulegajaca ekspresji w linii komdrkowej czerniaka
SK-Mel 1. Celem praktycznej cze$ci kursu byto sklonowanie rozpuszczalnej czeSci czasteczki tyrozynazy w
wektorze, ktdrym transfekowano nastepnie komorki linii komérkowej HEK 293T. Ekspresje rozpuszczalnej
formy tyrozynazy potwierdzano metodg Western biot oraz przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego. Plan
¢wiczen przebiegal w trzech, scisle ze sobg powigzanych, blokach i obejmowat miedzy innymi:

- izolacje totalnego RNA z linii komdrkowej ludzkiego czerniaka SK-Mel-1
odwrotng transkrypcje
Southern i Nouthern biot
RT-PCR
oczyszczanie produktu reakcji RT-PCR, a nastepnie trawienie enzymami restrykcyjnymi EcoRII
Xho 1
- ekstrakcja fragmentow DNA z zelu
- przygotowanie wektora
ekstrakcja liniowej formy wektora z zelu
- ligacja fragmentu cDNA z wektorem
transformacja do komaérek E. coli
wyszukiwanie pozytywnie transformowanych klonéw przez PCR
transfekcja do komérek HEK-293T
identyfikacja docelowego biatka przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego itechniki Western biot

Dodatkowo w tej cze$ci kursu miaty miejsce takze praktyczne zajecia z zastosowania bioinformatyki.

Cennym punktem szkolenia byta prezentacja ustna kazdego z uczestnikéw (10 - minutowa prelekcja)
zwigzana z aktualnie wykonywanym projektem badawczym w macierzystej jednostce naukowej.

Pomimo duzego obcigzenia czasowego zwigzanego z realizacjg kursu, organizatorzy zadbali takze o cieka-
wy program kulturalny, ktéry dodatkowo sprzyjat wzajemnej integracji. Kontynuacjg tego ostatniego jest ist-
nienie grupy dyskusyjnej na portalu internetowym yahoo.com, ktora zostata zatozona po zakonczeniu szkole-
nia i aktualnie sprzyja podtrzymywaniu kontaktu oraz wymianie do$wiadczen.

Dla nas uczestnictwo w kursie byto bardzo cennym doswiadczeniem z punktu widzenia zaczerpnietej wie-
dzy teoretycznej oraz praktycznej. Byto takze doskonata okazjg do uporzadkowania tej wiedzy, ktéra nabylis-
my wcze$niej na studiach magisterskich. Chcieliby$my podkresli¢, ze nasze uczestnictwo w szkoleniu byto mo-
zliwe dzieki wsparciu finansowemu, jakiego udzielita nam organizacja FE/BS, oraz pomocy w jego uzyskaniu,
ktére z kolei zawdzieczamy Polskiemu Towarzystwu Biochemicznemu. JesteSmy bardzo wdzieczni za okazang
nam pomoc. Z cata pewnos$cig uczestnictwo w kursie ,,Recombinant DNA technology and protein expression”
okaze sie bardzo pomocne w biezacej pracy badawczej jak i w przysztym planowaniu kariery naukowej.
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Wskazowki
dla Autordow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar-
talnik ,Postepy Biochemii" publikuje prace przegladowe oma-
wiajagce nowe osiggniecia, koncepcje i kierunki badawcze w
dziedzinie biochemii i nauk pokrewnych; publikuje tez noty z hi-
storii biochemii, zasady polskiego stownictwa biochemicznego,
recenzje nadestanych ksigzek oraz sprawozdania ze zjazdéw,
konferencji i szkét, w ktérych biorg udziat cztonkowie Towarzy-
stwa.

Prace przeznaczone do publikacji w ,Postepach Biochemii"
moga mie¢ charakter artykutéw monograficznych (do 20 stron
tekstu liczac piSmiennictwo itabele), minireviews (do 10 stron tek-
stu), oraz krétkich not o najnowszych osiggnieciach i pogladach
(do 5 stron tekstu).

Autorzy artykutu odpowiadajg za prawidtowos$¢ i Scistosé
podawanych informacji oraz poprawnos$¢ cytowanego piSmien-
nictwa. Ujecie prac winno by¢ syntetyczne, a przedstawione za-
gadnienia zilustrowane za pomoca tabel, rycin: wykresy, schema-
ty, reakcje, wzory i fotografie.

Wskazany jest podziat artykutéw monograficznych na roz-
dzialy i podrozdzialy, ktérych rzeczowe tytuty tworzg spis tresci.
Zgodnie z przyjeta konwencjg rozdziaty noszg cyfry rzymskie,
podrozdzialy odpowiednio rzymskie i arabskie, np. 11, 1-2. Po-
prawno$¢ logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jedno-
znacznos$¢ i czytelno$é. Autorzy przeto winni unikac¢ sktadni ob-
cojezycznej, gwary laboratoryjnej, a takze ogranicza¢ stosowa-
nie doraznie tworzonych skrétéw, nawet jesli bywajg uzywane w
pracach specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji
prac podlega ocenie specjalistow i opracowaniu redakcyjnemu.
Redakcja zastrzega sobie mozliwo$¢ skrécenia tekstu i wprowa-
dzenia zmian nie wplywajacych na tres¢ pracy, deklaruje tez go-
towo$¢ konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do redakcji jest rbwnoznaczne z
oswiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie publiko-
wana w innym czasopi$mie, jezeli zostanie ogtoszona w ,Poste-
pach Biochemii". W przypadku, gdy Autor(zy) zamierza(|q)
wiaczy¢ do swego artykutu ilustracje publikowane przez auto-
row prac cytowanych, nalezy uzyska¢ i przekaza¢ nam odpo-
wiednig zgode na przedruk.

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujacych
wskazowek szczegétowych:

TEKST: prosimy o nadsytanie dwéch egzemplarzy wydruku
oraz dyskietki z tekstem zapisanym jako *.doc w formacie IBM
PC. Wydruk powinien by¢ jednostronny z lewym marginesem
okoto 4 cm, z zachowaniem podwdjnego odstepu miedzy wier-
szami, z uzyciem czcionki Arial CE 11 lub 12. W przypadku sto-
sowania w tekscie liter alfabetu greckiego prosimy o wpisanie
otdwkiem na marginesie ich fonetycznego brzmienia.

Strona informacyjna jest nienumerowana, zawiera imiona i
nazwisko (a) Autora (6w), nazwy, adresy, telefony, adresy e-mail
zaktadéw, w ktoérych pracujg Autorzy, adres do korespondencji,

tytut artykutu w jezyku polskim i angielskim oraz - w prawym dol-
nym rogu: liczbe tabel, rycin, wzoréw i fotografii oraz skrécony
tytut pracy, zamieszczany na oktadce czasopisma (do 25 zna-
kow).

Strona 1 (tytulowa) zawiera imiona i nazwiska Autoréw,
tytut pracy w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tresci tez
w obu jezykach, tytut naukowy kazdego z Autoréw iich miejsce
pracy z adresem pocztowym iadresem e-mail oraz wykaz stoso-
wanych skrétéw w porzadku alfabetycznym.

Kolejno numerowane dalsze strony obejmuja tekst pracy, pis-
miennictwo, tabele, podpisy i objasnienia rycin, wzoréw ifotogra-
fii.

PISMIENNICTWO: Wykaz piémiennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w tekScie, zaznacza si¢ je liczbami
porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np. [3, 7, 9-26].
Odnosniki bibliograficzne powinny mie¢ nowa, uproszczona for-
me. Sposéb cytowania czasopism (1), monografii (2), roz-
dziatéw z ksiazek jednotomowych (3), rozdziatoéw z tomoéw serii
opracowanych przez tych samych redaktoréow (4), rozdziatéow z
tomow serii opracowanych przez ré6znych redaktoréw (5) wska-
zuja ponizej podane przyktady.

1 HildebrandtGR, Aronson NN ( 1980) Bio-
chim Biophys Acta 631: 499-502

2. Bostock CJ, Summer AT (1978) The Eucary-
otic Chromosome, Elsevier, North-Hoiland, Amsterdam

3. Norberth T Piscator M (1979) W: Fr i
berg L Nordberg GF Von VB (red) Handbook on the
Toxicology of Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, s.
541-553

4. DelejJ, KestersK (1975) W: Florkin M,
Stotz EH (red) Cmprehensive Biochemistry 129B. Elsevier,
North-Holland, Amsterdam, s. 1-7

5. Franks NBLieb W R(1981)W: Knight C
G (red) Research Monographs in Celiand Tissue Physiology, t. 7.
Elsevier, North-Holland, Amsterdam, s. 243-272

ILUSTRACJE: ryciny powinny by¢ zapisane na dyskietce
jako: *.tif, lub *.cdr, lub *.psd, lub *.eps. Fotografie czarno-biate
(kontrastowe) powinny by¢ wykonane na papierze matowym. Ist-
nieje mozliwo$¢ wykonania reprodukcji barwnych, ale ich koszty
ponosza Autorzy. Na rycinach nie nalezy umieszczaé¢ opiséw
stownych, lecz postugiwac sie skrétami. Osie wykreséw powinny
by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Decyzje o stopniu
zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca. llustracji nie nalezy
wigczaé w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio ponumerowac:
ryciny nosza cyfry arabskiej, wzory za$ rzymskie. Na marginesie
tekstu nalezy zaznaczy¢ otéwkiem preferowane miejsce umiesz-
czenia ryciny czy wzoru. Stowne objasnienia znakéw graficz-
nych mozna umieéci¢ w podpisie pod rycing, rysunkowe za$ je-
dynie na planszy ryciny. Tytuly i objasnienia rycin sporzadza sie
w postaci oddzielnego wykazu. Wydruki ilustracji nalezy na od-
wrocie podpisa¢ imieniem i nazwiskiem pierwszego z Autoréw i
pierwszym stowem tytutu pracy oraz oznaczy¢ ,gora-dot" (otéw-
kiem, na odwrocie). Ze wzgledu na wewnetrzng spoistos¢ arty-
kutu wskazane jest konstruowanie oryginalnych rycin izbiorczych
tabel na podstawie danych z piSmiennictwa.

Wydruk i zatgczniki (w dwu egzemplarzach) oraz dyskietke,
wtasciwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie trans-
portu, prosimy przesta¢ na adres:

Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

ul. Pasteura 3

02-093 Warszawa



KOMUNIKAT ZARZADU GLOWNEGO
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Dotyczacy sktadek cztonkowskich i prenumeraty ,,Postepdéw Biochemii” w roku 2003

Sktadka cztonkowska w 2003 roku wynosi:

dla Cztonkow rzeczywistych 80.- zi.
dla Cztonkéw studentow 40.- zt
w tym roczna prenumerata ,,Postepdw Biochemii”.

Matzenstwa mogg optacaé sktadki w wysokos$ci 80. + 40. = 120 zi.

Cztonkowie, ktorzy optacg sktadke cztonkowskag do 30 czerwca 2003, majg zapewniong bezptatng pre-
numerate kwartalnika Polskiego Towarzystwa Biochemicznego , Postepy Biochemii”. Cztonkowie, kt6-
rzy optaca sktadke po tym terminie, bedg mogli otrzymywac¢ kwartalnik do czasu wyczerpania sie zapa-
sOw magazynowych.

Powyzsze zmiany nie dotyczg Cztonkéw Honorowych Towarzystwa.

Natomiast Cztonkowie-Emeryci - nadat zwolnieni z optacania sktadki cztonkowskiej - ptacg za prenumera-
te ,,Postepow Biochemii” 30.- zh.

Osoby niebedace cztonkami Towarzystwa mogg by¢ prenumeratorami ,,Postepéw Biochemii”. Koszt w 2003
roku — 80 zt.

Biblioteki ptaca za prenumerate ,,Postepdw Biochemii” w roku 2003 120.- zt.

Prosimy o wnoszenie optat bez wezwania na nasze konto w BPH PBK S.A. IIl Oddz. Warszawa nr
11101053-411050000371.

Jolanta Baranska

Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

ZAPROSZENIE

Jezeli chciatabys$/chciatby$ zapisac¢ sie na liste e-mailowg Polskiego Towarzystwa Biochemicznego wyslij
e-mait na adres: infoptbioch@nencki.gov.pl. W polu ,,subject ,, umie$¢ swoje nazwisko iimie (w takiej kolejno-
$ci i bez polskich znakéw diakrytycznych) oraz adres e-mailu. Wysytajgc taki mail zgadzasz sie na to, aby na
Twoj adres e-mailowy przychodzity informacje ZG, listy pojedynczych lub grup cztonkéw do ogétu cztonkow,
informacje z FEBS o zjazdach i kursach oraz materiaty reklamowe. Lista bedzie rozsytaé¢ materiaty kontrolowa-
ne przez moderatora, ktorym bedzie Adam Szewczyk, sekretarz Zarzagdu Gtdwnego Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, tak wiec nie bedzie Ci grozi¢ zalew $mieciowej poczty i zawirusowanych ,attachmentéw”.
Mam nadzieje, ze tg drogg poprawi sie stan poinformowania naszych cztonkéw oréznych wydarzeniach nauko-
wych, stypendiach, kursach i wreszcie o aktywnosci poszczegdlnych oddziatéw naszego Towarzystwa. By¢
moze réwniez ,Listy do biochemikéw” redagowane przez p. Terese Wesotowska beda obok wersji drukowanej
kolportowane przez naszg liste. Zapraszam takze do odwiedzenia strony www naszego Towarzystwa

Adam Szewczyk

Sekretarz Zarzadu Gtéwnego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
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