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ARTYKULY

Mini-tRNA jako narzedzie

identyfikacji elementow

struktury tRNA odpowiedzialnych za aminoacylacje

Mini-tRNA as a tool for identification of tRNA structural
elements responsible for aminoacylation

KAMILLA BAKOWSKA BEATA DUDZINSKA-BAJOREK |,
TOMASZ TWARDOWSKI3

Spis tresci: Contents:

l. Wstep I.  Introduction

Il. Mini-tRNA a inne komponenty uktadu translacyjnego

I11. Elementy tozsamosci czasteczki tRNA a konstruowanie
mini-tRNA

IV. Wybrane przykiady zastosowan mini-tRNA

V. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétéw: AA-tRNA — aminoacy-
lo-tRNA; aaRS — syntetaza aminoacylo-tRNA; D-tRNA — de-
acylowany tRNA; miejsce A — miejsce wigzania aminoacy-
lo-tRNA; miejsce E— miejsce wigzania deacylowanego tRNA;
miejsce P — miejsce wigzania peptydylo-tRNA; P-tRNA —
peptydylo-tRNA; tRNAAA — czasteczka tRNA specyficzna
wzgledem okre$lonego aminokwasu

I. Wstep

W procesie biosyntezy biatka dochodzi do skoor-
dynowanej wspotpracy wielu makroczasteczek:
MmRNA, tRNA, enzyméw aktywujacych, czynnikéw
translacyjnych i rybosomdéw. Czasteczki tRNA sg
elementem tgczacym podstawowgq jednostke skia-
dowg biatka, czyli aminokwas, z informacjg gene-
tyczng zakodowang w mRNA. W strukturze trzecio-

'Mgr, 2mgr, 3prof. dr hab., Instytut Chemii Bioorganicznej PAN,
ul. Noskowskiego 12/14, 61-704 Poznan, tel. (61) 852-85-03,
fax. (61) 852-05-32, e-mail: twardows@ ibch.poznan.pl

II. Mini-tRNA and other components of translational ma-
chinery

I1l. Elements of tRNA identity and construction of mini-
tRNA

IV. Selected examples of application of mini-tRNA

V. Summary

rzedowej tRNA wyr6zniamy dwie gtéwne domeny:
| — domene akceptorowg (nazwang domeng minihe-
lisy, w sktad ktérej wchodzi ramie akceptorowe oraz
petla TAC) oraz Il — domene antykodonowa, zbu-
dowang z ramienia i petli antykodonowej oraz ramie-
nia i petli DHU (Ryc. 1A). Wiele dowod6éw wskazu-
je na to, ze te dwie domeny tRNA powstaty niezale-
znie od siebie w procesie ewolucji [1]. Kazda z do-
men tRNA oddziatuje z innymi czesciami rRNA ry-
bosomu. Ponadto, przynajmniej 10 syntetaz amino-
acylo-tRNA jest zdolnych do aminoacylacji helikal-
nych substratow RNA odpowiadajgcych catej dome-
nie I lub tylko jej fragmentowi. Takie substraty nazy-
wa sie odpowiednio mini- lub mikrohelisami [2-6].
Sg one skutecznym narzedziem pomochym w wielu
aspektach badan dotyczacych proceséw zacho-
dzacych na rybosomie. Badania takie mogg dotyczy¢
przyktadowo interakcji miedzy syntetazami amino-
acylo-tRNA aczasteczkg tRNA (proces aminoacyla-
cji tRNA), poszczegdlnych etapow translacji, korela-
cji struktury ifunkcji rybosomu, atakze roli poszcze-
go6lnych fragmentéw tRNA w biosyntezie biatka. Za-
stosowanie mini-tRNA postuzyto réwniez do zwery-
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fikowania hipotezy o ewolucyjnym pochodzeniu
syntetaz aminoacylo-tRNA. Ciekawym zagadnie-
niemjest réwniez zastosowanie mini-tRNA do badan
oddziatywan tRNA — rRNA w rybosomie. Wyklu-
czajac z czasteczki tRNA pewne fragmenty mozna
uzyska¢ nowe informacje na temat interakcji po-
szczeg6lnych domen tRNA z waznymi funkcjonal-
nie miejscami rRNA biorgcymi udziat w procesie
translacji. Jednakze uzycie mini-tRNA w pracach
eksperymentalnych wymaga prawidtowo zaplano-
wanego modelu minimalnej czasteczki tRNA, tak
aby byta ona aktywna w procesie aminoacylacji. Ko-
nieczne jest zatem przeanalizowanie elementéw
strukturalnych tRNA, ktére sa niezbedne aby
czasteczka ta specyficznie wypetniata swojg funkcje.
Dlatego wazne jest poznanie regut, jakich nalezy
przestrzegac przy konstrukcji mini-tRNA. Do przed-
stawienia tego problemu wybrano kilka przyktaddw
zastosowan mini-tRNA.

Il. Mini-tRNA ainne komponenty ukiadu
translacyjnego

I1-1. Budowa i funkcja czasteczki tRNA

Czasteczki tRNA charakteryzujg sie specyficz-
nym utozeniem nukleotyddw i okreslong strukturg
przestrzenng. Pomimo tego, Ze dana czasteczka
tRNA jest specyficzna wytgcznie dla okreslonego
aminokwasu, struktura wszystkich tRNA jest zbli-
zona. W strukturze drugorzedowej przyjmuje ona
postac ,liscia koniczyny” (Ryc. 1B) aw trzeciorze-
dowej wszystkie czasteczki tRNA przypominajg
ksztattem litere L (Ryc. 1 A). Czasteczki tRNA za-
wierajg wiele nietypowych, modyfikowanych zasad,
zazwyczaj 7-15 na molekute, co stanowi okoto 10 —
20% wszystkich nukleotydéw. Dla przykiadu,
tRNAPez drozdzy zawiera 11 zmodyfikowanych za-
sad, z czego wiekszo$¢ stanowig pochodne metylo-
wane, na przyktad 2-metylo-guanozyna, o 2'-mety-
lo-cytydyna, czy 1-metylo-adenozyna. W$réd niety-
powych zasad tRNApre znajduja sie réwniez: 5,6-di-
hydrourydyna oraz pseudourydyna, ktore sg charak-
terystyczne dla wszystkich czgsteczek tRNA [7].

W strukturze drugorzedowej tRNA mozna wyr6z-
ni¢ pie¢ zasadniczych regionéw, (tworzgcych wspo-
mniane juz wczeéniej dwie gtéwne domeny). Sga to:
1. domena akceptorowa, sktadajgca sie z ramienia i

petli akceptorowej, z charakterystyczna sekwen-

cjg 5’-CCA-3"do ktorej przytgczany zostaje ami-
nokwas;

2.domena antykodonowa (ramie i petla antykodono-
wa);
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Petla TWC —l

Petla DHU
40 A
Pella
antykodonowa 0A

Ryc. 1A. Struktura czasteczki tRNA — uktad przestrzenny i wymiary.

3. domena dihydrourydyny (ramie i petla DHU);

4. domena T~C zbudowana z ramienia oraz petli, w
ktorej wystepuje charakterystyczny uktad zasad:
rybotymidyna, T; pseudourydyna, 4* oraz cyto-
zyna, C;

5. ramie zmienne znajdujace sie pomiedzy domeng
antykodonowg a domeng T~C.

5" ACCA
16C 2
CG .
GC Ramie
GU akceptorowe
AU
UA
7 UA 66
v B 0 AU 6 £CU
r 5 < a
Petla DHU &U GA GUCG GACA Petla TM;C
p gA CAGC «cugugbJUU c
Ramie
27GCG ‘j‘sgl‘k zmienne
CG ;
AU Ramie
GC antykodonowe
a AU 3
c A
u ba S\G
Antykodon

Ryc. 1 B. Struktura drugorzedowa czasteczki tRNA z drozdzy specy-
ficznej wzgladem fenyloalaniny (tRNAph).

I1-2. Syntetazy aminoacylo-tRNA

Zasadniczym etapem w procesie translacji jest se-
lekcja tRNA przez syntetazy aminoacylo-tRNA
(aaRS). Enzymy te determinujg poprawnosé wyboru
aminokwasu w biosyntezie biatka. Ich podstawowg
funkcjajest swoiste rozpoznanie a nastepnie kataliza
dwuetapowej reakcji estryfikacji tRNA. Enzymy te
podzielono na dwie klasy, zgodnie z obecnoscig w
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nich krétkich charakterystycznych sekwencji amino-
kwasowych [s, 9]. Mate aminokwasy sg z reguty roz-
poznawane przez syntetazy klasy IlI, aminokwasy
wieksze oraz bardziej hydrofobowe — przez enzymy
klasy I. Te dwie klasy enzymdw réznig sie struktura
domeny biatkowej. W klasie | aaRS miejsce katali-
tyczne enzymu tworzy pie¢ na przemian utozonych
helis a, tzw. struktura Rossmanna. Charakterystycz-
ne sg dwie ultrakonserwatywne sekwencje:
His-Leu-Gly-His (HIGH) oraz Lys-Met-Ser-Lys-Ser
(KMSKS). Centrum aktywne syntetaz klasy Il two-
rzy siedem antyréwnolegle utozonych struktur
P-daszkowych oraz trzy helisy a. Wystepujag w nim
trzy zdegenerowane motywy sekwencyjne. Rézny
jest rowniez sposdb rozpoznawania tRNA przez obie
grupy syntetaz aminoacylo-tRNA. Enzymy klasy |
taczg sie z tRNA od strony jego matej bruzdy, nato-
miast syntetazy klasy Il (z wyjagtkiem PheRS) wjego
duzej bruzdzie.

11-3. Funkcja rybosoméw

Podstawowg funkcjg rybosoméw wszystkich or-
ganizmow jest biosynteza polipeptydéw. Na ryboso-
mie, w trakcie elongacji taficucha polipeptydowego
maja miejsce trzy zasadnicze procesy:

1 rozpoznanie mMRNA — tRNA poprzez oddziatywa-
nie kodon — antykodon;

2. tworzenie wigzania peptydowego;

3. przesuniecie tRNA i mRNA wzdtuz rybosomu

(translokacja).

Ponad czterdziesci lat temu Watson iCrick
zaproponowali pierwszy mechanizm biosyntezy
peptydu na rybosomie postulujgcy istnienie dwéch
miejsc: A — do ktérego przytacza sie tRNA niosacy
aminokwas (AA-tRNA) oraz P — w ktérym zlokali-
zowany jest peptydylo-tRNA (P-tRNA). Zgodnie z
tym modelem, zwigzanie kolejnego AA-tRNA uwal-
nia deacylowany tRNA, natomiast w rybosomie
znajduje sie P-tRNA. Klasyczny model dwumiejsco-
wy zostat zastgpiony przez model trojmiejscowy
wraz z odkryciem miejsca E (miejsce wyjscia, ang.
exit site) przez Nierhausa i wspotpracownikow
[10]. W 1990 roku N ierhaus opisat model, w ktd-
rym postulowat wiekszg liczbe miejsc aktywnych na
rybosomie i bardziej ztozone mechanizmy translacji.
Jest to allosteryczny model tréjmiejscowy translacji
(ang. allostenc three-site model) [11, 12]. Charakte-
ryzuje sie on obecnoscig na rybosomie zawsze
dwoch czgsteczek tRNA, znajdujacych sie w od-
miennych stanach translokacyjnych. W stanie pre-
translokacyjnym, w miejscu A znajduje sie
AA-tRNA, natomiast w miejscu P znajduje sie

4

P-tRNA. W stanie posttranslokacyjnym obsadzone
sg rowniez dwa miejsca i sg to: miejsce P przez
P-tRNA oraz miejsce E przez deacylowany tRNA
(D-tRNA). Drugg charakterystyczng cechg modelu
tréjmiejscowego jest wzajemne allosteryczne od-
dziatywanie miedzy miejscami A i E. Zgodnie z defi-
nicja allosterii, nastepuje zmiana struktury czastecz-
ki (w tym przypadku fragmentu rybosomu) powo-
dujaca zmiane powinowactwa do ligandu (czyli do
tRNA). W przypadku procesu elongacji efekt alloste-
rii objawia sie tym, ze AA-tRNA zmienia strukture
rybosomu obnizajac powinowactwo deacylowanego
tRNA do miejsca E i odwrotnie, jezeli deacylowany
tRNA zlokalizowany jest w miejscu E, to w miejscu
A wystepuje obnizone powinowactwo do AA-tRNA.
Dzieki dowodom sugerujagcym istnienie dwoch do-
datkowych hybrydowych miejsc wigzania, A/P oraz
P/E [13] oraz wiecej niz jednego miejsca E [14] za-
proponowano istnienie kilku (siedmiu lub wiecej)
miejsc wigzania tRNA na rybosomie [15].

Biosynteza biatka, skomplikowany i wieloetapo-
wy proces, jest koordynowana przez ztozong struktu-
re rybosomu, sktadajgca sie z biatek i kwaséw nukle-
inowych. Oba komponenty sg funkcjonalne i aktyw-
ne w tym procesie.

I11. Elementy tozsamosci czgsteczki tRNA a
konstruowanie mini-tRNA

Zasadniczym etapem biosyntezy biatka jest roz-
poznanie tRNA przez syntetazy aminoacylo-tRNA.
Selekcja odpowiedniego tRNA do acylacji okre$lo-
nym aminokwasem odbywa sie poprzez utworzenie
unikatowego, specyficznego kompleksu [tRNA —
syntetaza AA-tRNA]. Dla okreSlenia swoisto$ci tego
procesu uzywa sie okreslef rozpoznanie i identycz-
nos$¢ (tozsamosc) tRNA [16].

Rozpoznanie odnosi sie do identyfikacji danego
tRNA przez odpowiednig syntetaze dzieki specyficz-
nym elementom strukturalnym tRNA.

Identycznosé (tozsamosé) tRNA jest pojeciem
szerszym, okre$lajacym aktywnos$¢ akceptorowg
tRNA, obejmujagcym pozytywne i negatywne ele-
menty rozpoznania (determinanty, ang. positive ele-
ments ofrecognition) (antydeterminanty, ang. nega-
tive elements ofrecognition) [17]. Obecnos¢ elemen-
téw rozpoznania i identycznos$ci zwigzana jest z fak-
tem, ze do kompleksu rybosomalnego przenoszony
jest kazdy AA-tRNA przez czynnik elongacyjny EF1
(w uktadzie prokariotycznym EF Tu-Ts), a o whudo-
waniu do nowosyntetyzowanego polipeptydu decy-
duje interakcja kodon-antykodon. A zatem amino-
kwas nie jest juz traktowany przez system jako ele-
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ment rozpoznania i poprawnosci procesu translacji.
Dlatego konieczne sg inne elementy warunkujace po-
prawno$¢ odczytu informacji gentycznej.

I11-1. Determinanty czasteczki tRNA

Determinanty (elementy pozytywne rozpozna-
nia), wprowadzone do innej czgsteczki tRNA powo-
dujg zmiane specyficznosci tej molekuty. Po raz
pierwszy opisano je w przypadku tRNAAIaE". coli. W
czgsteczce tRNAAa determinantg jest para zasad
utworzona przez guanozyne w pozycji 3 i urydyne w
pozycji 70 (G3:U70) [2]. Wykazano, ze po zastgpie-
niu naturalnie wystepujacych w tych pozycjach nu-
kleotydow w czasteczkach tRNAphe, tRNAGs oraz
tRNALs na pare G3:U70, obserwowano obecnosc
alaniny w tworzacych sie biatkach [18]. Podobne ba-
dania przeprowadzono tez z udziatem tRNAGs E.
coli. Substytucja antykodonu metioninowego CAU
w czgsteczce tRNAMtE.coli przez antykodon cyste-
rnowy GCA prowadzita do inicjacji translacji przez
zmutowang czasteczke tRNA. Po zsekwencjonowa-
niu uzyskanego bhiatka okazato sie, ze cysteina stano-
wita ponad potowe aminokwaséw na konicu N. Do-
datkowo, zamiana nukleotydu A 73 w inicjatorowym
tRNA~ 1E.colina zasade wystepujacag w tRNACYSE
coli (U73) powodowata whudowywanie w tworzone
biatko cysteiny zamiast formylometioniny w ponad
90% przypadkow [19].

W przypadku, gdy w pozycji odpowiadajgcej de-
terminancie wystapi mutacja, wéwczas nalezy sie
spodziewaé¢ gwatltownego spadku poziomu amino-
acylacji takiej czasteczki tRNA lub nawet jej catko-
witego braku, w zwiagzku z nieobecnoscig odpowied-
nich wigzaA wodorowych [20]. W przypadku
tRNAAE. coli tolerowanajest co prawda zmiana par
G2:C71 na U:A. Mogtoby to sugerowaé, ze para
znajdujgca sie w pozycjach 2 i 71 nie jest determi-
nantg. Jednak w przypadku minihelisy alaninowej
substytucja tej pary zasad jest wystarczajgca aby wy-
eliminowaé aminoacylacje nawet w przypadku obec-
nosci innej determinanty, pary G3:U70. Podobnie w
przypadku tRNAMt E. coli substytucja par G2:C71
oraz C3:G70 eliminuje aminoacylacje [4].

Mozna wysung¢ rowniez nastepujgcy wniosek: im
wiecej w danej czgsteczce tRNA znajduje sie deter-
minant, tym poszczeg6lne determinanty maja mniej-
sze znaczenie. Stuszne bytoby wdéwczas zalozenie,
ze kiedy liczba elementéw krytycznych jest mata,
wolweczas sita dziatania poszczegdlnych determinant
jest wysoka. Jesli silne determinanty sg zlokalizowa-
ne w ramieniu akceptorowym czasteczki tRNA, to
petnej diugosci tRNA mdgtby by¢ z powodzeniem
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zastagpiony przez minihelisy imitujgce ten rejon. W
przypadku tRNA, w ktérym elementy stanowigce o
tozsamosci majag rozng site i sg rozproszone w
czasteczce, niewiele wiadomo o oddziatywaniach
pomiedzy nimi.

Ponadto nalezy wyrézni¢ determinanty gtéwne
(ang. major) i poboczne (ang. minor) [4]. Jednak ta-
kie rozrdznienie nie jest tatwe i czesto bywa subiek-
tywne. Za gtéwne uwaza sie takie elementy, ktérych
nieobecno$¢ prowadzi do znaczacych efektéw, ob-
serwowanych in vitro jako zmniejszenie stopnia ami-
noacylacji oraz in vivo jako supresje. Natomiast de-
terminanty poboczne majg umiarkowany efekt i re-
gulujg specyficzno$¢ aminoacylacji. Te drugie ele-
menty moga dziata¢ poprzez mechanizmy posrednie.

Elementy krytyczne w czasteczce tRNA to w wie-
kszosci przypadkow standardowe nukleotydy [21,
22]. Nukleotydy modyfikowane sg determinantami
aminoacylacji w przypadku tRNA specyficznych
wzgledem lle, Glu i Lys w E. coli oraz lle w droz-
dzach. Te modyfikacje sg zlokalizowane wylgcznie
w petli antykodonowej.

Determinanty aminoacylacji sg odmienne dla
tRNA rozpoznawanych przez syntetazy klasy | i Il
(Tabela 1) [21]. Dla przyktadu, pozycja 37 w petli an-
tykodonowej jest elementem krytycznym wytgcznie
dla tRNA aminoacylowanych przez syntetazy klasy
I. Natomiast zasada znajdujaca sie w pozycji 73 oraz
trzy nukleotydy antykodonu sg elementami krytycz-
nymi i uniwersalnymi dla wszystkich czasteczek
tRNA. Stwierdzono, ze dla niektérych tRNA dodat-
kowe determinanty znajdujg sie rowniez w innych
pozycjach domeny antykodonowej (tRNAMt lub
tRNAME. coli) a dla innych — poza tg domeng, na
przyktad dla tRNAcly E. colijest to para zasad znaj-
dujgcych sie w pozycjach 2 i 71 adla tRNAAaE. coli,
jak juz wzmiankowano, jest to para zasad w pozy-
cjach 3 i 70 [2]. Istnieje rowniez poglad, ze w
czasteczkach tRNA rozpoznawanych przez enzymy
klasy Il elementem tozsamosci jest dos¢ dtuga petla
zmienna [23]. Jednak istniejg wyjatki od tej reguty.
Przyktadem jest tRN A~E 1coli, dla ktérego specy-
ficzna syntetaza nalezy do klasy II, jednak w tej
czasteczce ramie zmienne nie jest elementem Kkry-
tycznym. Ciekawym przyktadem jest roéwniez
czasteczka tRNAIIISE. coli, w ktérej po zsekwencjo-
nowaniu znaleziono jeden dodatkowy nukleotyd na
koincu 57, oznaczony jako (G-1). Okazato sie réw-
niez, ze para (G-1):C73 na koncu akceptorowym
tRNA petni zasadnicza role w procesie aminoacyla-
cji [24].

Determinanty mogg by¢ rozproszone w catej
dtugosci czasteczki tRNA, jak to ma miejsce w przy-
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padku tRNASe, tRNAAgoraz tRNApe z E. coli, jak
rowniez tRNApe i tRNAAsp z drozdzy [21]. Moga
byé réwniez skoncentrowane w obrebie dwoéch lub

ciekawe, zapobieganie aminoacylacji tRNA przez
niespecyficzne syntetazy, nie jest ograniczone jedy-
nie do enzymow tej samej klasy (Tabela 2).

Tabela 1

Determinanty aminoacylacji tRNA rozpoznawanych przez syntetazy aminoacylo-tRNA klasy | oraz Il, opracowana na podstawie [21]

Determinanty E.coli zlokalizowane w: Determinanty S.cerevisiae zlokalizowane w:

% g Ramig Petla Pozostate Ramie Petla Pozostale
3% akceptorowe  antykodonowa regiony akceptorowe  antykodonowa regiony
°%
Val A73 A 35 AT73 A35
G3:C70 C 36
U4:A69
Met A 73 c34 AT73 c34 Ramie D
G2:Cc71 A35 A35
C3:G70 U 36 U 36
U4:A69 4 petle AC
A5:U68
1 le AT73 A35 134
C4: G69 U 36 A 35
A37 U 36
A 38
Gin G73 Y 34 G 10
U1l:AT72 U35
G2:c21 G 36
G3:C70 A 37
u 38
His C73 antykodon A 73 G34 *
G1 G1 U35
Lys A73 U3
U35
U 36
Il Phe AT73 G 34 u20 AT73 G34 G20
A 35 G 44 A 35
A 36 u45 A 36
G27:C43 U 59
G28:C42 U 60
Gly UuU73 C35 AT73 C35
G1:C72 C 36 cz2:c21 C 36
c2:G21 G3:C70
G3:C70
Ala A 73 G20 G3:U70
G2:Cc21
G3:U70
G4:C69

tylko jednej z dwoch zasadniczych czeSci czasteczki
tRNA, wyréznionych na podstawie struktury trzecio-
rzedowej.

I11-2. Antydeterminanty czasteczki tRNA

Tozsamos$¢ czasteczki tRNA nie jest dyktowana
jedynie obecnos$cig pozytywnych elementéw umo-
zliwiajgcych rozpoznanie przez specyficzng synteta-
ze. Istniejg rowniez elementy negatywne, antydeter-
minanty, ktore uniemozliwiajg btedng aminoacyla-
cje. W procesie regulowania bezbtednosci biosynte-
zy polipeptydu sg one réwnie waznym czynnikiem
jak determinanty.

Antydeterminantami moga by¢ pojedyncze lub
sparowane zasady azotowe, zlokalizowane na catej
dtugosci czasteczki tRNA. Pierwsza antydetermi-
nanta zostata odkryta w tRNAIIE. coli, gdzie zaob-
serwowano, ze modyfikacja zlokalizowana na ato-
mie wegla zasady azotowej w pozycji 34 zapobiega
btednej aminoacylacji tRNAIle przez syntetaze spe-
cyficzng dla tRNAMt [20]. Inny modyfikowany nu-
kleotyd, to jest 1-metyloguanozyna w pozycji 37
(m*‘G37) odgrywa podobnag role w drozdzowym
tRNAAspizapobiega aminoacylacji przez ArgRS. Co
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Czasteczki tRNA, ktore sg substratami dla syntetaz
aminoacylo-tRNA klasy | zawierajg antydeterminan-
ty przeciwko enzymom klasy Il (tRNAu’7SerRS) i
odwrotnie (tRNAAsYArgRS) [26].

Pomimo tego, iz znanych jest jedynie kilka roz-
nych antydeterminant, prawdopodobne jest, ze ich
wystepowanie nie jest ograniczone do kilku syste-
mow. Najprawdopodobniej wszystkie tRNA zawie-
rajg antydeterminanty przeciwko kilku syntetazom.
Enzym PheRS rozpoznaje i aminoacyluje z duzg wy-
dajnoscig tRNAAspdo ktérego wprowadzono gtéwne
determinanty fenyloalaniny [27].

I11-3. Specyfika struktury przestrzennej czgsteczki
tRNA

Elementem tozsamosci tRNA moze by¢ réwniez
specyficzna struktura tej czgsteczki. Na przykiad, dla
poprawnej aminoacylacji tRNA”E". coli konieczny
jest rejon zmienny, gdzie wystepuje nietypowa para
Levitt’a G15:G48 [28]. Natomiast dla prawidtowej
acylacji drozdzowego tRNAAspkonieczne sa trzecio-
rzedowe oddziatywania pary zasad G10:U25 z G45
[29]. Optymalna efektywnos$¢ procesu aminoacylacji
czesto lezy w zachowaniu specyficznych cech struk-
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tury pnia tRNA. Dla rozpoznania przez GInRS lub
AlaRS E. coli oraz PheRS drozdzy wazny jest re-
gion zmienny i odpowiednia dtugo$¢ petli D. W dro-
zdzowym inicjatorowym tRNAMt istotnym elemen-
tem sg wzajemne oddziatywania miedzy petlg T i
petlag D. Z drugiej strony, syntetazy moga w pewnym

Tabela 2

owych czasteczek mini-tRNA, specyficznie amino-
acylowanych przez okres$lone aminokwasy, przed-
stawiono na Rycinach 2-5.

Przewidywanie funkcji minimalnych substratéw
zawierajgcych determinanty aminoacylacji badano
po raz pierwszy z uzyciem systemu tRNAE. coli spe-

Antydetcrminanty aminoacylacji tRNA rozpoznawanych przez syntetazy aminoacylo-tRNA klasy | oraz 1l, opracowana na podstawie [21]

ANTYDERMINANTA

W czasteczce tRNA

Przeciwko aaRS

G3:U70 tRNAAa(drozdze)/ Il ThrRS/II
U30:G 40 tRNAlle(drozdze)/1 GInRS/1

LysRS/ Il
U 34 tRNAIlle(drozdze)/1 MetRS/1
L 34 TRNAIlle(E. coli)/1 MetRS/1
A 36 tRNAAg(E. coli)/ Il TrpRS/1
G 37 tRNASe (drozdze)/ll LeuRS/1
mlG 37 tRNAAsp(drozdze)/ll ArgRS/1
A 73 tRNALeu(cztowiek)/! SerRS/II

stopniu tolerowa¢ zmiany w strukturze swoich sub-
stratéw. Takie zmiany mogga polega¢ na braku mody-
fikacji nukleotydéw lub na zamianie rybonukleoty-
doéw na ich odpowiedniki z serii deoksy. W wiekszo-
§ci systemoOw takim zmianom towarzyszy zmniejsze-
nie efektywnosci aminoacylacji.

Szczegblne  cechy  struktury  przestrzennej
czasteczki tRNA okreslane mianem architektury sg
W znacznie mniejszym stopniu uwzgledniane przy
konstruowaniu struktur mini-tRNA. Jest to zapewne
jedng z przyczyn zdecydowanie nizszej aktywnosci
biologicznej mini-tRNA w poréwnaniu do macierzy-
stych czasteczek.

IV. Wybrane przyktady zastosowan
mini-tRNA

Stwierdzono, ze proces aminoacylacji moze sku-
tecznie zachodzi¢ zaréwno z minihelisajako substra-
tem (a wiec dla domeny akceptorowej czasteczki
tRNA [30]), jak i ze strukturami zawierajagcymi jedy-
nie fragment tej domeny (mikrohelisy lub krotsze
substraty, tzw. ,tetraloops” zbudowane jedynie z
pnia oraz czteronukleotydowej petli). O ile mini- i
mikrohelisy zakonczone sg petlg zbudowang z sied-
miu nukleotyddw, to tzw. ,tetraloops” posiadaja pe-
tle krétsze, ztozone, jak juz wspomniano wczesniej,
jedynie z czterech nukleotydéw. Natomiast duplek-
sy, to jest fragmenty podwaojnej nici kwasu nukleino-
wego, nie zawierajg petli, a rowniez moga by¢ ak-
tywne w procesie aminoacylacji. Struktury przyktad-
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cyficznego wzgledem alaniny. Poniewaz do rozpo-
znania tRNAAa przez AlaRS wystarczajgca jest
obecnos$¢ domeny akceptorowej, pozostata czesc tej
molekuty nie jest istotna dla procesu aminoacylacji.
Tak wiec minihelisy oraz mniejsze helisy nasla-
dujace domene akceptorowa, sg dostatecznymi sub-
stratami dla aminoacylacji przez AlaRS E. coli [31].
Minihelisy specyficzne wzgledem His z E. coli za-
wierajace determinanty aminoacylacji dla histydyny
okazaty sie rowniez dobrymi substratami dla specy-
ficznej syntetazy. Przeciwnie, minihelisaSr jest
stabym ale za to specyficznym substratem dla SerRS
E. coli. Niska aktywno$¢ minihelisy serynowej jest
najprawdopodobniej zwigzana z brakiem diugiego
odcinka petli zmiennej w tej czasteczce, elementu
odpowiedzialnego za rozpoznanie SerRS [30].
Minihelisy zbudowane z ramienia akceptorowego
tych tRNA, ktérych gtéwne determinanty zlokalizo-
wane sg w antykodonie, na przykiad tRNA specy-
ficznego wzgledem tryptofanu, metioniny, argininy,
glicyny i waliny [19], powinny by¢ nieaktywne pod-
czas aminoacylacji. Jednak takie minihelisy w wiek-
szosci przypadkéw ulegajg aminoacylacji, aczkol-
wiek na niskim poziomie [21]. Przytgczenie do takie-
go konstruktu petli antykodonowej zwieksza stopien
aminoacylacji w przypadku minihelis otrzymanych z
tRNAIle z E. coli oraz drozdzowego tRNAVA. Prze-
ciwnie, dodanie antykodonu do minihelisyAsp E.
coli nie wywiera takiego efektu na aminoacylacje.
Mini- i mikrohelisy uzyskane z tRNAIlle E. coli sg
rowniez wydajnie aminoacylowane przez IleRS, po-



AT6 é7s AT6
Cc
g c ¢
A 18-¢ Y
1G-C G-C 1G6-C
G.C U-A C-G
G.U 70 G-C 70 G-C 170
G.C G-C G-C
.G C-G G-C
U-A U-A C-G
o AU G oAy yA-Uy
% U A U u
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Ryc. 2. Przyktadowe struktury mikrohelis specyficznie aminoacylowa-
nych przez alanine, histydyng i glicyna, na podstawie [4],

A 76 A T6
c c
c C
A
G_CA 16 C
G-U G Cc A T
U-A T C G c
U-A U A c
U-A AU A
C-G C G 1G-C
G-C G C G-C
C-G A U C-G N
c-G C G U-A
c-G AC A-U
A-U G C c-G
G-C ¢ ue U L8,
A
V] UC A U A
CG A G o n
Val Met Met

Ryc. 3. Przyktadowe struktury minihelis specyficznie aminoacylowa-
nych przez waling oraz metioning, na podstawie [4].

A A A A
¢ [ c C
C C C C
A u 1G-C A
G-C 1G-C 1G-C o AN
G-C C-G U-A G-C
G-U 70 G-C 70 G-C C-G
Cc-G C-G C-G G-C
| G u G u G u 0
uc uc UucC uc
Ala Gly His Met

Ryc. 4. Przyktadowe struktury “tetraloops” specyficznie aminoacylo-
wanych przez alaning, glicyng, histydyng oraz metioning, na
podstawie [4],

mimo tego, ze zawierajajedynie cze$¢ determinant, a
gtéwne determinanty znajdujg sie w ramieniu an-
tykodonowym. Stad tez wniosek, ze aminoacylacja
niekoniecznie wymaga obecno$ci gtownych deter-
minant. Aczkolwiek wydajno$¢ procesu aminoacyla-
cji jest woéwczas wyraznie nizsza (w przypadku mi-
ni-tRNAVA obserwuje sie 6 x 105-krotne obnizenie
aktywno$ci aminoacylacji w poréwnaniu z petnej
diugosci tRNANA [17] ).

Ala

Ryc. .5. Przyktadowa struktura dupleksu specyficznie aminoacylowanc-
go przez alaning, na podstawie [4].

Generalnie, minimalne struktury RNA ulegajace
aminoacylacji przez syntetazy klasy Il sg poddawane
temu procesowi z wiekszg efektywnos$cig niz te, kto-
re sg aminoacylowane przy uzyciu syntetaz na-
lezacych do klasy I. Taka sytuacja moze by¢ odbi-
ciem pochodzenia klasy Il syntetaz, ktére sg ewolu-
cyjnie starsze od enzymow klasy | [8, 32].

Dla tRNA, ktdrych elementy tozsamosci o réznej
sile rozproszone sg w catej dtugosci czasteczki, nie-
wiele wiadomo na temat wzajemnego powigzania
miedzy tymi elementami oraz o roli determinant po-
bocznych. Bardzo dobrym modelem do badania tego
zagadnienia jest system tRNAVA. Aminoacylacja
przez drozdzowg syntetaze walinylo-tRNA (ValRS)
wymaga nie tylko obecnos$ci determinant zlokalizo-
wanych w antykodonie, ale réwniez przynajmniej
jednej z pozostatych determinant zlokalizowanych w
duzej odlegtosci od petli antykodonowej. Specy-
ficzng role determinant pobocznych badano z uzy-
ciem minihelis nasladujagcych domene akceptorowg
drozdzowego tRNAVA. Aby zbadaé funkcjonalne od-
dziatywania miedzy dyskryminantami pobocznymi a
wybranymi gtéwnymi zastosowano helise na$la-
dujgcg domene antykodonowg. Badanai te wykazaty,
ze minihelisy skonstruowane na podstawie domeny
akceptorowej drozdzowego tRNAMM skutecznie ule-
gaty aminoacylacji. Aminoacylacja minihelisy byta
dodatkowo stymulowana po dodaniu helisy zawie-
rajacej fragment domeny antykodonowej [20].

Szczegoblnie wiele badan prowadzono z uzyciem
mini-tRNAMt. Wiadomo, ze monomeryczna forma
syntetazy tRNA metioninowego u E. coli na kofcu C
posiada segment, ktéry oddziatuje z antykodonem
tRNANM. Ta interakcja jest gtdwng determinantg spe-
cyficznej aminoacylacji katalizowanej przez MetRS.
Koniec ten oddziatuje rowniez z miejscem gdzie od-
bywa sie aktywacja aminokwasu. Dlatego sugerowa-
no, ze koniec C syntetazy aminoacylo-metionylowej
mogt w drodze ewolucji byé tak wyksztatcony, aby
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integrowac rozpoznanie antykodonu tRNAMtz akty-
wacjg metioniny. Kim i Schimmel (1992) wy-
kazali, ze wewnetrzne delecje, ktore uniemozliwiaja
oddziatywania z antykodonem, nie majg zadnego
wplywu na parametry kinetyczne aktywacji metioni-
ny. Co wiecej, enzym z delecjg pewnego wewnetrz-
nego fragmentu byt niezdolny do aminoacylacji mi-
krohelisy RNA utworzonego na podstawie ramienia
akceptorowego tRNAMt. Na podstawie uzyskanych
w tych badaniach rezultatow zasugerowano, ze w
przypadku syntetazy tRNAMt aktywacja aminokwa-
su i aminoacylacja helisy akceptorowej sg funkcjo-
nalnie powigzane isgniezalezne od miejsca wigzania
w antykodonie [33].

Jako substraty procesu aminoacylacji, z powodze-
niem stosowano réwniez wspomniane mniejsze sub-
straty zawierajgce czteronukleotydowg petle oraz
krotki pien sparowanych nukleotydoéw (ang. tetralo-
ops). W swoich badaniach Shi, Martinis i
Schimmel (1992) zastosowali petle RNA z ra-
mieniem o dtugos$ci 4 par zasad. Wprowadzono do
nich determinanty dla rozpoznania przez syntetazy
klasy Il. Uzyskano specyficzng aminoacylacje ala-
nina, glicyna i histydyna. Poprzez analizy parame-
tréw kinetycznych aminoacylacji wykazano, ze dla
systemu alaninowego, stabilizacja uktadu uzyskiwa-
na przez oddziatywania tRNA — syntetaza moze byé
réwniez uzyskana przez interakcje syntetazy z nukle-
otydami w mini-tRNA. Obserwowano réwniez spe-
cyficzng aminoacylacje katalizowang przez synteta-
zy klasy | (MetRS) z uzyciem substratéw zbudowa-
nych z pnia i petli czteronukleotydowych, opartych
na sekwencji ramienia akceptorowego tRNAMt. W
tych badaniach przeanalizowano cztery roézne
przyktady, kiedy specyficzna aminoacylacja jest
uzyskiwana przy udziale struktur zawierajacych
mniej nukleotyddw niz potowa diugosci na jakg
przypada 1 obrot helisy RNA [3].

Ciekawych wynikow dostarczyty réwniez bada-
nia z uzyciem syntetazy leucylo-tRNA (LeuRS)
E. coli, ktéra aminoacyluje sze$¢ réznych izoakcep-
torowych molekut tRNALa Kazda z nich ma od-
mienny antykodon oraz rozni sie sktadem nukleoty-
dowym w poszczegblnych czesciach tRNA. Préby
skonstruowania minihelisy RNA, ktora bytaby sku-
tecznie aminoacylowana przez LeuRS, okazywaty
sie nieskuteczne. W 2002 roku Larkin i wspotpra-
cownicy opisali najmniejszy analog tRNALey, ktory
ulegat aminoacylacji. W tym celu skonstruowano se-
rie analogéw tRNALeuz réznymi kombinacjami do-
men, ktére nastepnie stopniowo usuwano z tych
czasteczek. Minimalne RNA, ktdre byly aminoacy-
lowane przez LeuRS z duzg efektywnoscia, byty po-
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zbawione petli antykodonowej i ramienia zmienne-
go. Pozostaty tylko ramie D oraz ramie T. Gdy do
peinej dtugos$ci czgsteczki tRNA wprowadzono mu-
tacje zamieniajgcag dyskryminujaca zasade A73 na
C73 lub kiedy zaktdcano trzeciorzedowe interakcje
miedzy petla D i T, wowczas aminoacylacja nie za-
chodzita. To prowadzi do wniosku, ze te elementy to-
zsamosci tRNALeu réwniez funkcjonuja w mi-
ni-tRNA1dL Konstrukty ulegajace aminoacylacji ba-
dano réwniez pod katem uwalniania aminokwasu
przez syntetaze, dla tego procesu ramie antykodono-
we oraz zmienne réwniez okazaty sie nieistotne. Ta-
kie rezultaty sugeruja, ze dla LeuRS krytycznymi
elementami w procesie aminoacylacji tRNALeui od-
dysocjowania leucyny od syntetazy sg ramie D oraz
T [23].

Dla syntetazy alanylo-tRNA (AlaRS) wydajnymi
substratami do aminoacylacji okazaty sie réwniez
dupleksy RNA, ktdre imitujg domene akceptorowa
tRNAAaE.coli. Jedng z determinant procesu utwo-
rzenia kompleksu [tRNAAaAlaRS] jest, jak juz
wspomniano, para zasad G2:C71 [28, 29]. Beu-
ning i wspotpracownicy okreslali efektywnos$é
aminoacylacji duplekséwAazawierajgcych substytu-
cje tej krytycznej pary zasad. Zgodnie z ich wynika-
mi, zasadnicza dla pozytywnego rozpoznania jest nie
tylko sama para zasad, G2:C71, ale réwniez orienta-
cjatej pary odgrywa w rozpoznaniu ogromnarole. Po
podstawieniu G2:C71na inng pare pirymidyna 2:pu-
ryna 71 obserwowano spadek poziomu aminoacyla-
cji w poréwnaniu z parg puryna 2:pirymidyna 71
[29].

Badania procesu aminoacylacji z uzyciem mi-
ni-tRNA maja réwniez znaczenie z punktu widzenia
ewolucji. Wiadomo, ze selekcja specyficznego tRNA
jest determinowana przez odpowiednie domeny
strukturalne, ktdre stanowig r6zne regiony w
czasteczce tRNA. Syntetaza CysRS E. coli posiada
domeny, ktére rozpoznaja tRNA zawierajace U73,
antykodon GCA oraz specyficzng strukture trzecio-
rzedowa rogu litery L, ktérej ksztalt przybiera
czgsteczka tRNA [19]. Enzym z E. coli nie jest zdol-
ny do rozpoznania drozdzowego Ilub ludzkiego
tRNAOQS, co sugeruje ewolucje determinant amino-
acylacji od E. coli przez drozdze do cztowieka i ko-
ewolucje domen syntetazy, ktére oddziatujg z tymi
elementami. Poprzez modyfikowanie tRNAGsz dro-
zdzy i cztowieka tak, aby byty one rozpoznawane
przez enzym E. coli, Lipman iHou zidentyfiko-
wali determinanty w tRNA, ktdre sg wazne dla ami-
noacylacji, a ktére ulegty dywergencji w procesie
ewolucji. Zaproponowali réwniez, ze domena synte-
tazy, ktora rozpoznaje U73 jest konserwatywna ewo-
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lucyjnie. Domena rozpoznajaca rdg , litery L” tRNA
ulegta dywergencji wczesniej, natomiast domena od-
dziatujgca z antykodonem GCA ulegta dywergencji
najp6zniej [32].

Uzycie mini-tRNA moze réwniez przystuzy¢ sie
do zglebienia mechanizmu selekcji aminokwaséw
podczas aminoacylacji. Takie badania prowadzit
miedzy innymi Jakubowski [34]. Stosowat on w
swoich badaniach oprécz minihelis réwiez koenzym
A (CoA-SH). Jest to przeno$nik grup acylowych,
ktére w potgczeniu z nim sg substratami syntetaz
wszystkich klas. Koenzym A dziata jako analog
tRNA. Jakubowski wykazat, ze syntetaza izole-
ucylo-tRNA E. coli jest zdolna do aminoacylacji
CoA-SH z uzyciem nie tylko izoleucyny, ale réw-
niez waliny, leucyny, treoniny, alaniny i seryny. Syn-
tetaza tRN AV katalizowata aminoacylacje CoA-SH
przez waline, treonine, alaning, seryne i izoleucyne.
Natomiast syntetaza LysRS skutecznie aminoacylo-
wata CoA-SH nastepujgcymi aminokwasami:Lys,
Leu, Thr, Ala, Val i lle. Wszystkie wymienione syn-
tetazy: 1leRS, ValRS oraz LysRS zachowujg sie jak
syntetazy z ,,rozluzniong selektywnos$cig aminokwa-
sowg”. Przeciwnie, minihelisy RNA utworzone z pe-
tli akceptorowej tRNAIlle oraz tRNAA byly amino-
acylowane wytgcznie przez specyficzne syntetazy.
Te wyniki sg poparciem hipotezy, ze dzisiejsze synte-
tazy aminoacylo-tRNA powstaly z wczes$niejszych
form, kt6re uczestniczyty w syntezie biatka zaleznej
od tioestrow [34].

V. Podsumowanie

Prace badawcze przeprowadzane z uzyciem mini-
malnych struktur tRNA przyczynity sie do wyjasnie-
nia wielu procesdw zachodzacych =z udziatem
czasteczki tRNA. Dzieki zastosowaniu minihelis,
mikrohelis czy mniejszych struktur uzyskano wiele
cennych informacji na temat aminoacylacji tRNA i
mechanizmu funkcjonowania tejczasteczki. Sku-
tecznos¢ ich stosowania uzasadnia prowadzenie dal-
szych badan, ktére miatyby na celu lepsze zrozumie-
nie proceséw majacych miejsce na rybosomie.

Artykut otrzymano 10 kwietnia 2003
Zaakceptowano do druku 22 marca 2004
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Kompleksy
genetycznego

lipidowe

jako

nosniki materiatu

Lipid complexes as carriers for genetic material
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Wykaz stosowanych skrétéw: CD (40,80,86) - (ang. clusterof
differentiation) kompleks réznicowania (czasteczki kostymula-
cyjne o charakterze receptoréw powierzchniowych); CpG-oligo-
nukleotydy (DNA) - oligonukleotydy (DNA) zawierajagce dime-
ry deoksycytydyna-deoksyguanozyna w odpowiednim otoczeniu
sekwencyjnym (motyw CPG)\ ERK - (ang. extracellular-signal
regulatedproteins) kinazy regulowane przez czynniki zewnatrz-
komorkowe; JNK - (ang. c-Jun-N-terminal kinases) kinazy
N-koncac-Jun; IL (6,10,12,18)-(ang. interleukins) interleuki-
ny; komoérki NK - (ang. natural killer cells) naturalne komaérki
cytotoksyczne N (zdolne do spontanicznego zabijania komérek
nowotworowych); MAPK - (ang. mitogen-activated protein ki-
nases) kinazy biatkowe aktywowane przez mitogen; MHC -
(ang. major histocompatibility complex) gtdwny uktad zgodno-
$ci tkankowej; TNF - (ang. tumor necrosisfactor) czynnik mar-
twicy nowotworu

I. Wstep

Od kilku juz lat podejmowane sg préby zastoso-
wania wielkoczgsteczkowych biomolekut jako pre-
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paratéw farmakologicznych. Terapie oparte na spe-
cyfikach biatkowych oraz pojawienie sie mozliwosci
zastosowania terapii genowej wymagajg wprowa-
dzenia do organizmu makromolekut, ktérych zacho-
wanie sie w organizmie, z racji rozmiaréw, nie pod-
lega prostym prawom dystrybucji, a czas dziatania
ograniczony jest ich efektywnym rozpoznawaniem i
eliminowaniem [1-3]. Jednym ze sposobdéw systemo-
wego stosowania takich makromolekut opiera sie na
ich asocjacji z innymi czgsteczkami. Powstaty w ten
sposOb agregat chroni aktywne substancje przed hy-
drolizg enzymatyczng oraz umozliwia osiggniecie
przynajmniej czeSciowej specyficzno$ci tkankowej i
komdrkowej [4, 5]. Dobranie odpowiednich sktadni-
kéw agregatu pozwala dodatkowo na kontrole czasu
trwania czynnika aktywnego w tkance docelowej.
Strategia ta opiera sie na doswiadczeniach zdoby-
tych przy stosowaniu supramolekularnych nosnikéw
lekéw niskoczasteczkowych, wykorzystywanych w
terapiach przeciwnowotworowych oraz w leczeniu
systemowych infekcji grzybiczych [s, 7].
Farmakologiczne zastosowania agregatow supra-
molekularnych wiagze sie z problemami jako$ciowo
roznymi od tych, jakie wystepujg przy zastosowa-
niach tradycyjnych farmaceutykéw. Leki ni-
skoczasteczkowe podlegajg prawom klasycznej far-
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makokinetyki, ktéra oparta jest na zatozeniu niespe-
cyficznej dystrybucji substancji aktywnej w organi-
zmie. Selektywno$¢ oddziatywania leku jest wyni-
kiem powinowactwa do wybranej czasteczki (np. en-
zymu, receptora czy kwasu nukleinowego), zalezno-
Sci stezenia od czasu w tkance docelowej, wielkosci
dawki oraz sposobu podania. W przypadku zastoso-
wania agregatdw supramolekularnych pojawia sie
szereg dodatkowych czynnikéw, ktére istotnie
wptywaja na ich zachowanie w organizmie. Do czyn-
nikdw tych nalezy np. rozmiar agregatu oraz jego
ewolucja w czasie, zaréwno pod wzgledem skiadu,
jak i topologii. Czynniki te komplikujg farmakolo-
giczne zastosowanie agregatéw, z drugiej jednak
strony stwarzajg dodatkowe mozliwosci wptywania
na jego dystrybucje w organizmie [8-11].

Celem niniejszego artykutu jest zwrocenie uwagi
na znaczenie witasciwosci biofizycznych syntetycz-
nych nosnikéw materiatu genetycznego w przewidy-
waniu ich farmakokinetyki i farmakodynamiki oraz
efektywnosci trasnsfekcji in vivo. Poruszane w tej
pracy zagadnienia majg szersze zastosowanie i do-
tyczg wszystkich rodzajow agregacyjnych prepara-
téw farmakologicznych. Zawezenie dyskusji do syn-
tetycznych nosnikéw materiatu genetycznego opar-
tych na lipidach (lipopleksy) nie pomniejsza ogélno-
§ci prezentowanych zagadnien.

Jednym z kluczowych zadan lipopleksu jest ogra-
niczenie ekspozycji kwasu nukleinowego na
dziatanie enzyméw oraz, co by¢ moze wazniejsze,
zapobieganie niezamierzonej aktywacji uktadu im-
munologicznego (jest to szczeg6lnie wazne w przy-
padku gdy nosnikiem informacji genetycznej jest
plazmid). Juz pod koniec lat 80-tych wykazano, ze
bakteryjny DNA, w przeciwienstwie do DNA kre-
gowcow, wykazuje in vitro bezposredni efekt immu-
nostymulacyjny na mysie leukocyty [12]. Tego typu
aktywacja jest spowodowana obecno$cig w bakteryj-
nym DNA licznych sekwencji dinukleotydowych
CpG, ktore w genomie kregowcow wystepujg cztero-
krotnie rzadziej i sgmetylowane w pozycji 5 cytozy-
ny. Taka samg immunostymulacje mogg takze
wywotac¢ syntetyczne oligonukleotydy, zawierajace
dinukleotydy CPG w odpowiednim otoczeniu se-
kwencyjnym. Badania przeprowadzone w laborato-
rium Kriega [13] in vitro na leukocytach myszy
oraz in vivo, z uzyciem ponad 300 oligonukleotydéw
0 roznych sekwencjach i dtugosciach wykazaty, ze
najsilniejszy efekt immunostymulacyjny wykazujg
oligonukleotydy zawierajgce motyw N'pN2PCp.
GpN3PAN4). Oligonukleotydy o dtugos$ci ponad 8 za-
sad, zawierajgce conajmniej jeden tak zdefiniowany
»motyw CpG” wywotujg in vitro, juz w niewielkim
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stezeniu, niezalezng od limfocytow T, proliferacje
mysich limfocytow B, przy czym efekt oligonukle-
otydow o szkielecie tiofosforanowym jest okoto
200-krotnie silniejszy [13]. Proliferacji limfocytéw
B pod wptywem oligonukleotydow CPG towarzyszy
sekrecja cytokin klasy Thl (ILe, IL10, IL12), polire-
aktywnych immunoglobulin klasy IgM, receptora
Fcy oraz kostymulacyjnych czasteczek takich jak
CD80, CDse czy MHC klasy Il [13, 14]. Oligonukle-
otydy CpG powodujg bezposrednig stymulacje ko-
mérek prezentujgcych antygen (makrofagéw oraz
komorek dendrytycznych), ktdre pod ich wptywem
wydzielajg liczne cytokiny (ILe,1L 12, IL18, TNFa)
oraz chemokiny (IP-10, MIP-la,P , MCP-1) [14].
Ponadto, poddane dziataniu CPG-oligonukleotydéw
komorki dendrytyczne wykazujg zwiekszong sekre-
cje czasteczek kostymulacyjnych (CD40, CD80, CD
86, MHC Il) oraz powodujg wtérng aktywacje limfo-
cytdw T [14]. Oligonukleotydy CpG dziatajg réwniez
posrednio na komorki NK zwigkszajgc ich aktyw-
no$¢ lityczng i wywotujgc sekrecje interferonu vy
[15]. Stymulacyjny efekt okre$lonych sekwencji
kwasu nukleinowego, poza indukcja elementow
uktadu immunologicznego, moze dodatkowo
wzmocni¢ efekt usuwania lipoplekséw z krwioobie-
gu przez komorki zerne oraz elementy komplementu.

Przedstawione powyzej fakty powoduja, ze no-
$nik przeznaczony do przenoszenia materiatu gene-
tycznego powinien rygorystycznie spetniaé naste-
pujace warunki:

— jego struktura powinna zapewni¢ ochrone kwasu
nukleinowego przed hydrolizg enzymatyczna;

— powinien posiada¢ wiasciwosci, ktére zapobie-
gng stymulacji uktadu immunologicznego przez
kwas nukleinowy oraz inne sktadniki agregatu;

— nos$nik powinien posiada¢ skiad i wiasciwosci,
ktore umozliwig zamierzong dystrybucje w orga-
nizmie na drodze niespecyficznej akumulacji oraz
w wyniku specyficznego oddziatywania z ele-
mentami tkanki czy komoérek docelowych;

— po wniknieciu do wnetrza komorki docelowej
agregat powinien ulec dezintegracji w taki spo-
séb, aby przenoszony materiat genetyczny prze-
dostat sie w formie nienaruszonej do jagdra komor-
kowego.

Z wymienionych powyzej warunkow wynika, ze
problem uzyskania wydajnego nosnika jest przedsie-
wzieciem interdyscyplinarnym i wielowagtkowym.
Dodatkowe trudnosci w opracowaniu wydajnego
syntetycznego nosnika materiatu genetycznego spo-
tegowane sg brakiem wiedzy na temat wielu istot-
nych kwestii dotyczgcych zjawisk na poziomie ko-
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morkowym, a zwtaszcza sposobu, w jaki egzogennie
dostarczony materiat zachowuje sie w cytoplazmie.
Istotnym elementem procesu projektowania nosnika
dla materiatu genetycznego jest powigzanie jego
wiasciwosci biofizycznych ze sposobem, w jaki od-
dziatuje on ze strukturami tkankowymi i komorko-
wymi po wprowadzeniu do organizmu. Koniecznos$¢
uwzglednienia oddziatywan na r6znym poziomie or-
ganizacji (molekularnym, komérkowym, tkanko-
wym iorganizmu jako catosci) jeszcze bardziej kom-
plikuje zagadnienie. Dotychczasowe proby uzyska-
nia skutecznego preparatu dla celow terapii genowej
prowadzone byly w sposdb fragmentaryczny, tzn.
skupione byty najednym lub tylko kilku wybranych
zagadnieniach, co nie gwarantowato uzyskania zado-
walajacego rezultatu. Pomimo tego, osiggniete do tej
pory wyniki znacznie poszerzyty wiedze dotyczacy
molekularnych podstaw powstawania agregatow, ich
oddziatywania z komorkami oraz dystrybucji w or-
ganizmie. Niewatpliwy postep osiggnieto w syntezie
nowych amfifilowych substancji kationowych, ktore
agreguja z kwasem nukleinowym [16, 17]. Opraco-
wano nowe techniki badawcze, ktoére umozliwiajg
ilosciowy opis parametrow biofizycznych agregatéw
supramolekularnych, takie jak dynamiczne rozpra-
szanie Swiatta czy korelacyjna spektroskopia fluore-
scencyjna [18-20]. Rozliczne badania in vitro i in
vivo zaowocowaty zunifikowaniem metodologii oce-
ny wnikania agregatow do komdrek oraz pozwolity
zidentyfikowa¢ problemy, ktére nalezy rozwigzac
tak, aby osiggna¢ wydajng transfekcje. Najwazniej-
sze z nich to adsorpcja na powierzchni btony plazma-
tycznej komorki i doprowadzenie do fuzji agregatu z
btong plazmatyczng lub endosomalng. Badania te
wspierane sg przez rozwdj nowych technik obrazo-
wania oraz towarzyszacy im postep w ilosciowej
analizie obrazu, pozwalajgcej na Sledzenie i analizo-
wanie pojedynczych agregatow po ich wniknieciu do
komoérki [10, 21, 22],

Il.Tworzenie agregatow zawierajacych
kwasy nukleinowe

Kluczowe zagadnienia zwigzane z uzyskaniem
efektywnego syntetycznego nosnika materiatu gene-
tycznego pojawiaja sie juz na etapie projektowania
oraz opracowywania procedur formowania agrega-
tow. Fakt, ze wiasciwosci chemiczne i biofizyczne
agregatu bezpos$rednio determinujg sposob, w jaki
bedzie on oddziatywal z tkankami i elementami
strukturalnymi komoérek, oznacza, ze te jego cechy
powinny byé rygorystycznie okre$lane i dopasowy-
wane do specyficznych wymagan terapii. Procedury
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przygotowywania agregatow powinny gwarantowac
osiggniecie pozadanych parametréw biofizycznych
w sposéb powtarzalny ijednorodny w catej ich popu-
lacji. Opracowanie wydajnej procedury formowania
agregatu, ktora zapewnia wysokga jako$¢ preparatu
jest warunkiem koniecznym jego akceptacji pod
wzgledem farmakologicznym.

Opracowanie takiej procedury napotyka na trud-
nosci wynikajagce z dwdch grup, jakosciowo roz-
nych, zagadnien. Po pierwsze, nie do kofAca poznane
sg mechanizmy, ktdre lezg u podstaw powstawania
ztozonych komplekséw supramolekularnych. Po
drugie, niewiele wiadomo na temat oddziatywan
wielosktadnikowych agregatow ze strukturami tkan-
kowymi i komorkowymi. Pierwsza grupa zagadnien
rozwigzywana jest na poziomie badan fizykoche-
micznych i biofizycznych. Badania powiny by¢ pro-
wadzone réwnolegle do testéw w hodowlach komor-
kowych oraz w powigzaniu z badaniami farmakoki-
netycznymi i farmakodynamicznymi. Dopiero Sciste
powigzanie wasciwosci biofizycznych oraz skiadu
agregatu zjego zachowaniem w komdrkach idystry-
bucja w organizmie daje szanse na powodzenia
catego przedsiewziecia.

Samg procedure formowania kompleksu Ili-
pid-kwas nukleinowy mozna umownie podzieli¢ na
dwa etapy: kondensacje czasteczki DNA oraz jej aso-
cjacje z pozostatymi sktadnikami agregatu [23-25].
Czasteczka kwasu nukleinowego, w formie po-
wszechnie stosowanego plazmidu, jest za duza, aby
mozliwe byto jej wprowadzenia do komorki bez do-
datkowych zabiegdéw. Aby zredukowac jej rozmiary
geometryczne czgsteczka kwasu nukleinowego pod-
dawana jest procesowi tzw. kondensacji, ktéry opiera
sie na neutralizacji ujemnego tadunku grup fosfora-
nowych zwigzkami kationowymi (osiggane zmiany
wymiaréw siegajg czesto kilku rzeddw wielkosci)
[23]. Skondensowana czasteczka kwasu nukleino-
wego jest w dalszym ciggu podatna na hydrolize oraz
dekondensacje w wyniku oddziatywania ze skiadni-
kami ptynéw fizjologicznych [26]. Aby ustabilizo-
wac i zabezpieczyé skondensowang czasteczke kwa-
su nukleinowego optaszcza sie jg warstwg lub dwu-
warstwg lipidowa. W praktyce kondensacja i asocja-
cja zamfifilami przeprowadzane sgjednoczesnie po-
przez zmieszanie DNA z uprzednio przygotowanymi
liposomami. Tak przeprowadzony proces agregacji
jest trudny do kontrolowania, co powoduje, Zze po-
wstate kompleksy sa niejednorodne, a ich topologia
nie zapewnia petnej izolacji czasteczki kwasu nukle-
inowego od S$rodowiska zewnetrznego. Tym nie-
mniej, kompleksy te sg powszechnie stosowane do
transfekcji in vitro w hodowlach komérkowych [20].
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Struktura takich kompleksoéw zalezy zaréwno od roz-

miarow czasteczki kwasu nukleinowego, skiadu

frakcji lipidowej, jak i od warunkéw przeprowadza-
nia agregacji. Brak petnej kontroli nad formowaniem

sie agregatu wyklucza jednak tego typu formulacje z

zastosowan klinicznych [19, 27].

Ostatnie lata przyniosty znaczacy postep w dzie-
dzinie formowania agregatéw o z gory okreslonej
strukturze i parametrach. Inspiracjg do opracowania
nowej strategii byto koncepcyjnie nowe postrzeganie
no$nika materiatu genetycznego. Najpierw okreslo-
no kluczowe parametry topologiczne i ich funkcjo-
nalne znaczenie. Zatozono, ze materiat genetyczny
nie powinien mie¢ kontaktu ze $rodowiskiem zew-
netrznym oraz, ze oddziatywanie pomiedzy agrega-
tem a strukturami biologicznymi odbywa sie
wytgcznie za posSrednictwem jego powierzchni. Te z
pozoru oczywiste zatozenia oraz zaobserwowany
fakt doswiadczalny, ze DNA zwigzany z niewielka
iloscig kationowego zwigzku amfifilowego staje sie
hydrofobowy, pozwolity na zaproponowanie jako-
§ciowo réznych technik formowania komplekséw li-
pid-kwas nukleinowy [11, 25, 28, 29]. Strategia for-
mowania agregatu oparta na tych zatozeniach stawia
sobie za cel rozdzielenie proces6w wiodacych do po-
wstania wnetrza agregatu zawierajgcego kwas nukle-
inowy oraz formowania jego powierzchni, ktorej pa-
rametry powinny by¢ podatne na modyfikacje w mo-
zliwie szerokim zakresie. Na procedure ta sktada sie
kilka nastepujacych po sobie, niezaleznych etapéw,
ktore gwarantujg petng kontrole nad tworzeniem obu
obszaréw agregatu niezaleznie od siebie. Kolejne
kroki procedury przebiegajg w nastepujacy sposob:
— roztwdr wodny kwasu nukleinowego dodawany

jest do lipidu kationowego rozpuszczonego w

chloroformie, w wyniku czego powstaja dwie nie

mieszajace sie ze sobg fazy;

— dodanie odpowiedniej ilosci metanolu powoduje
powstanie jednej fazy co umozliwia elektrosta-
tyczne oddziatywanie kwasy nukleinowego z lipi-
dem kationowym; w rezultacie powstajg agregaty
zawierajgce skondensowanag czasteczke kwasu
nukleinowego oraz lipidy kationowe z tancucha-
mi alkilowymi zwrdconymi na zewnatrz, co po-
woduje, ze caty kompleks staje sie hydrofobowy;

— dodanie odpowiedniej ilosci wody i chloroformu
powoduje ponowny rozdziat faz, ale tym razem
kwas nukleinowy zagregowany z lipidem znajdu-
je sie w fazie hydrofobowej; w tym miejscu zako-
ficzone jest formowanie jadra agregatu;

— nastepnie do frakcji hydrofobowej zawierajgcej
agregat lipid-kwas nukleinowy dodawana jest od-
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powiednia mieszanina lipidow, ktére bedg two-

rzy¢ zewnetrzng powierzchnie kompleksu;

— dodanie niewielkiej iloSci wody oraz odparowa-
nie chloroformu wymusza adsorpcje dodanych li-
pidow na hydrofobowej powierzchni jadra agre-
gatu.

W wyniku takiej sekwencji dziatan uzyskuje sie
agregat, ktorego rozmiary zalezg tylko od wielkosci
czgsteczki kwasu nukleinowego i czynnika konden-
sujgcego (lipid kationowy). Witasciwosci powierzch-
ni, takie jak tadunek elektrostatyczny, bariera poli-
merowa czy zdolno$¢ do tworzenia wigzan wodoro-
wych, zdeterminowane sg wytgcznie przez mieszani-
ne uzytych lipidéw. Powstata w ten sposdb struktura
zapewnia, ze kwas nukleinowy jest catkowicie od-
izolowany od otoczenia, co chroni go przed nie-
pozagdanym dziataniem enzymdw nukleolitycznych.
Agregaty te sg obecnie testowane na zwierzetach, a
szczeglty dotyczace sposobu ich formowania sa
przedmiotem intensywnych badan. Procedura ta po-
zwala na uzyskanie parametrow biofizycznych agre-
gatow, ktdre gwarantujg pozadang biodystrybucje
oraz determinujg sposob oddziatywania z komérka-
mi [11, 28, 29].

I11. Stabilno$¢ agregatéw w ptynach
fizjologicznych

Nos$nik materiatu genetycznego powinien zacho-
waé w surowicy swojg strukture oraz przebywac¢ w
uktadzie krazenia przez czas umozliwiajgcy akumu-
lacje agregatu w tkance docelowej, np. w guzie no-
wotworowym. Wiekszo$¢ stosowanych obecnie lipo-
pleksow po wprowadzeniu do surowicy agreguje w
wyniku oddziatywania z czgsteczkami o charakterze
polijonéw, co powoduje, ze nie nadaja sie one do za-
stosowan in vivo [30-32]. Natomiast agregacja no-
$nikéw w wyniku oddziatywania z elementami suro-
wicy zwieksza efektywne wymiary komplekséw, co
istotnie wptywa na ich biodystrybucje. Duze rozmia-
ry agregatow powodujg ich akumulacje w organach o
rozbudowanym systemie naczyniowym, a zagrego-
wane no$niki zalegajg w naczyniach wiosowatych.
Ten generalnie negatywny efekt wykorzystuje sie do
niespecyficznej akumulacji czynnika transfekcyjne-
go w ptucach, w leczeniu nowotworéw uktadu odde-
chowego [33, 34].

Biatka surowicy osadzajg sie na powierzchni
agregatu w wyniku kombinacji oddziatywan elektro-
statycznych i hydrofobowych. Adsorpcja biatek jest
jednym z gtéwnych czynnikdw, ktére powoduja eli-
minacje agregatéw przez komérki zerne. W wyniku
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tej eliminacji agregaty akumulujg sie w Sledzionie i
w watrobie, gdzie nastepnie sg degradowane. Ta eli-
minacja znaczaco skraca czas przebywania agrega-
tow w krwioobiegu, ograniczajgc ich akumulacje w
tkankach docelowych. Aby zapobiec eliminacji
przez makro fagi, do frakcji lipidowej agregatu doda-
wany jest lipid z kowalencyjnie zwigzanym hydrofi-
towym polimerem (np. glikol polietylenowy). Doda-
ny polimer tworzy na powierzchni steryczng bariere
dla biatek osocza, co wydajnie redukuje eliminacje
agregatow przez makrofagi [29]. Bariera steryczng
moze by¢ takze tworzona za pomoca innych substan-
cji, np. przytgczonych tancuchéw cukrowych czy
zwigzanych z powierzchnig agregatu biatek. Jedna-
kze substancje te niosg ze sobg niebezpieczenstwo
pojawienia sie efektdw ubocznych, w tym indukcje
odpowiedzi immunologicznej.

Dodatkowym czynnikiem, rzadko branym pod
uwage w badaniach nad syntetycznymi nos$nikami
materiatu genetycznego, sg zmiany w skladzie i w
strukturze. Poniewaz elementy agregatu oddziatuja
ze sobg wytgcznie w wyniku oddziatywan ,,stabych”
(elektrostatyczne, hydrofobowe czy poprzez wigza-
nia wodorowe) to, od momentu wprowadzenia do
surowicy, nastepuje wymiana sktadnikéw frakcji li-
pidowej agregatu ze strukturami btonowymi sasia-
dujacych komorek oraz lipoproteinami. Agregat
podlega takze dziataniu enzymow hydrolitycznych
(gtéwnie lipaz), ktore dodatkowo modyfikujg sktad
lipidowy jego warstwy powierzchniowej. Hydroliza
enzymatyczna jest szczegblnie waznym czynnikiem
destabilizujgcym, gdy agregat znajduje sie w obsza-
rze wzmozonej aktywnosci immunologicznej (stany
zapalne czy guzy nowotworowe) [35, 36]. Wynikiem
tych procesow jest ustawiczna ewolucja sktadu oraz,
co za tym idzie, wiasciwosci agregatu. Praktycznie
wszystkie badania prezentowane w literaturze prze-
prowadzane sg przy milczacym zatozeniu, ze
wiasciwosci agregatéw podanych do organizmu nie
ulegajg zmianie, co moze sie okaza¢ zbyt daleko
idgcym uproszczeniem.

1V. Pokonanie bariery krew-tkanka

Bariera krew-tkanka jest czysto fizyczng prze-
szkodg, co oznacza, ze aby zapewni¢ nosSnikowi jej
pokonanie, nalezy bra¢ pod uwage gtéwnie jego
wiasciwosci biofizyczne. Dwa parametry wydajg sie
odgrywaé w tym przypadku decydujaca role - roz-
miar agregatu oraz jego elektrostatyczny tadunek po-
wierzchniowy. Manipulacja rozmiarami agregatu
pozwala wykorzysta¢ niespecyficzng akumulacje w
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wyniku rozszczelnienia bariery krew-tkanka, ktéra
wystepuje przy wszelkiego typu stanach zapalnych
oraz w guzach nowotworowych, gdzie naczynia
krwionos$ne powstate w wyniku angiogenezy sa zle
uksztattowane [11]. Rozszczelnienie bariery krew-
tkanka polega na powiekszeniu przestrzeni miedzy-
komoérkowych, co umozliwia wnikniecie liposoméw
0 rozmiarach mniejszych niz 0,2 pm. Znaczenie fa-
dunku powierzchniowego agregatu jest sprawg kon-
trowersyjng, cho¢ powszechnie uwaza sie, ze jest to
wazny parametr. Oddziatywania elektrostatyczne
maja wptyw na wiele procesdéw, w tym asocjacje
biatek czy rozpoznawanie przez komoérki uktadu im-
munologiczego. DosSwiadczalne okreslenie znacze-
nia tadunku powierzchniowego agregatu w jego ad-
sorpcji na powierzchni komdrek jest technicznie
trudne do przeprowadzenia, poniewaz superpozycja
wszystkich efektow powoduje, ze uzyskane wyniki
badan in vivo sg trudne do interpretacji [37].

W przypadku obecnie stosowanych nosnikéw ma-
teriatu genetycznego lokalne rozszczelnienie bariery
krew-tkanka jest trudne do wykorzystania ze wzgle-
du na brak mozliwosci uzyskania wymaganych roz-
miarow agregatéw. Z powodzeniem natomiast wyko-
rzystywany jest proces odwrotny. Kompleksy zawie-
rajgce kwas nukleinowy podawane lokalnie nie sg
usuwanie przez uktad krgzenia, ze wzgledu na zbyt
duze rozmiary.

V. Penetracja tkanki

Rozmiary agregatu maja takze znaczenie z innego po-
wodu. O ile dystrybucja agregatdow w organizmie przez
uktad krazenia nie nastrecza zasadniczych problemow,
poniewaz sg one rozprowadzane na drodze konwekgcji, to
wnikanie do tkanek, gdzie procesy konwekcyjne prak-
tycznie nie wystepuja, jest znacznie utrudnione. Rozpro-
wadzenie agregatu w tkance odbywa sie wylgcznie na
drodze dyfuzji, a ta silnie zalezy od jego rozmiaréw. Dla
duzych agregatéw dyfuzja jest procesem tak powolnym,
ze mozna go praktycznie pomina¢. W efekcie, agregaty
akumulujg sie w poblizu naczyn krwionosnych nie wni-
kajac w giab tkanki. Efekt ten jest szczegblnie widoczny
w przypadku guzéw nowotworowych, gdzie wystepuja
znaczne niejednorodnosci tkanki wynikajace z lokalnej
martwicy [38]. W efekcie w tkance istnieje bariera prze-
strzenna, ktérej pokonanie powinno by¢ brane pod uwa-
ge, gdy projektowany jest cel i sposob dziatania nosnika
materiatu genetycznego. Takze w tym przypadku nie-
zmierne wazne jest, aby powigzac biofizyczne wiasciwo-
Sci agregatu z jego zdolnoscig do penetracji tkanki czy
osadzania sie lokalnie w naczyniach krwionos$nych.
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V1. Specyficzno$¢ komorkowa

Nastepnym zagadnieniem, ktore powinno by¢
uwzglednione w projektowaniu nos$nika materiatu
genetycznego jest jego specyficzno$¢ w odniesieniu
do okre$lonej populacji komérek. Systemowa tera-
pia genowa z zatozenia wymaga, aby transfekcji ule-
gaty tylko wybrane komorki, natomiast inne powin-
ny pozosta¢ niezmienione. Konieczne jest wiec
osiggniecie znacznego poziomu specyficznosci ko-
mérkowej, szczegdlnie w przypadku, gdy selektyw-
nos$¢ tkankowa nie jest znaczaca. Aby osiggnaé taka
specyficznos$¢, w no$nik wbudowuje sie odpowiedni
ligand lub przeciwciato do antygenu typowego dla
rodzaju komérek docelowych [2, 39-42]. Niestety,
pozytywne wyniki uzyskiwane w hodowlach komor-
kowych rzadko przektadajg sie na wydajng transfek-
cje w badaniach na zwierzetach, co zwigzane jest,
miedzy innymi, z immunogennos$cig stosowanych
przeciwciat. Dodatkowo, znakowanie przeciw-
ciatami wymaga ich odpowiedniej prezentacji, co w
potaczeniu z powierzchniowo zwigzanymi polimera-
mi moze nastrecza¢ pewne trudnosci [43, 44], Uzy-
skanie ,immunoagregatow” wymaga zatem petnej
kontroli nad topologig no$nika juz na poziomie pro-
cesu ich formowania. Wyrafinowane konstrukcje
agregatow zaproponowane przez grupe prof. Cu 1-
lisa wymagajg jeszcze wielu badan, aby staly sie
powszechnie akceptowanym preparatem farmakolo-
gicznym [45, 46].

VII. Pokonanie bariery btony
cytoplazmatycznej

Spos6b wprowadzenia materiatu genetycznego do
komérek bardzo zalezy od ich rodzaju. Z punktu wi-
dzenia wnikania supramolekularnych agregatéw
istotne sg takie parametry jak zdolno$é do endocyto-
zy czy posiadanie specyficznych receptoréw lub an-
tygenow (inna bedzie mozliwos$¢ transfekcji w przy-
padku makrofagéw, komorek nerwowych czy nowo-
tworowych). Oznacza to, ze typ komoérki powinien
by¢ bezwzglednie brany pod uwage przy projekto-
waniu nos$nika materiatu genetycznego. Bariera
btony biologicznej moze by¢ pokonana przez agregat
poprzez fuzje z btong plazmatyczng lub na drodze
endocytozy. Z dotychczasowych badan wiadomo, ze
fuzja moze by¢ indukowana za posrednictwem odpo-
wiedniego sktadu frakcji lipidowej agregatu oraz za
posrednictwem odpowiednich biatek, najczesciej po-
chodzenia wirusowego (np. hemaglutyniny) [21,
47]. Endocytoza jest procesem zachodzagcym w spo-
séb naturalny i nie wymaga specjalnych modyfikacji
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samego agregatu. Wazne jest natomiast, aby nosnik
zapewnit uwolnienie kwasu nukleinowego z endoso-
mu zanim ulegnie on hydrolizie [23]. W chwili obec-
nej nie majednolitego pogladu na temat sposobu de-
stabilizacji btony endosomalnej. Przypuszcza sie, ze
w warunkach niskiego pH indukowana jest fuzja
frakcji lipidowej agregatu z btong endosomalng [48]
lub, ze endosomy pekajag w wyniku wymuszonego
przeptywu wody spowodowanego buforowaniem
przestrzeni endosomalnej przez kationy wchodzgace
w skiad nosnika [49-51]. Zasadniczy problem
zwigzany z zapewnieniem wnikniecia agregatu do
komorki wigze sie z faktem, ze etap ten wymaga se-
lektywnej destabilizacji struktury nosnika, ktora po-
winna nastgpi¢ po asocjacji z btong plazmatyczng lub
we wnetrzu endosomu, ajak wspomniano juz wcze-
$niej niestabilne agregaty sg wrazliwe na procesy za-
chodzace w surowicy. Selekcja odpowiedniego
czynnika destabilizujgcego (natury biofizycznej czy
biochemicznej) jest kluczowym zagadnieniem, ktére
nie zostato do tej pory pozytywnie rozwigzane.

W rezultacie, o ile wprowadzenie materiatu gene-
tycznego za pomocg syntetycznych nosnikéw do ko-
mérek hodowanych in vitro nie nastrecza zazwyczaj
powazniejszych probleméw, to uzyskanie podob-
nych wynikéw po podaniu systemowym do organi-
zméw wyzszych stanowi ciggle wyzwanie dla
wspoéiczesnej farmakologii [27, 52].

VIIl. Transport DNA wewnagtrz komérki;
rola uktadu immunologicznego

Transport materii wewnatrz komorki jest przed-
miotem badan dopiero od Kilku ostatnich lat, gdyz
wczesniej brak byto odpowiednich narzedzi badaw-
czych. Dopiero powszechne zastosowanie mikrosko-
pu konfokalnego czy technik umozliwiajacych $le-
dzenie pojedynczych molekut w zywej komérce po-
zwolito na uzyskanie istotnych informacji na temat
transportu materii w cytoplazmie. Jednakze wiedza
na ten temat jest na tyle ograniczona, ze w chwili
obecnej uwzglednienie problematyki transportu
wewngtrzkomorkowego przy konstrukcji nosnika
dla kwasu nukleinowego nie jest mozliwe. Poja-
wiajagce sie proby rozwigzania tego zagadnienia
opierajg sie gtéwnie na zastosowaniu mechanizmdw
wprowadzania materiatu genetycznego do komérki
przez wirusy [42]. Stosowane preparaty, bedace
kombinacjg syntetycznych nosnikéw i elementow
strukturalnych wirusdw sg na tak wczesnym etapie
badan, ze jakiekolwiek uogélnienia sq obecnie nie-
mozliwe [22, 23, 53-55]. Znaczenie transportu kwa-
su nukleinowego wewnatrz komérki pokazano w
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spektakularnych doswiadczeniach, w ktérych pla-
zmidy wprowadzone do cytoplazmy drogg mikroma-
nipulacji wykazywaty znikomg wydajnos¢ transfek-
cyjng [56]. Specyficznos¢ komérkowa oraz odpo-
wiedni sposéb wprowadzenia DNA do komorki, a
nastepnie do jgdra warunkuje unikniecie niepozada-
nych efektow ubocznych zwigzanych miedzy innymi
ze stymulacjg uktadu immunologicznego na pozio-
mie komorkowym. Liczne badania wykazaty, ze im-
munostymulacja leukocytow za pomocg oligonukle-
otydow CpG nie zalezy bezposrednio od ich od-
dziatywania z receptorami powierzchniowymi zdol-
nymi do wigzania DNA i wymaga ich internalizacji
[57], najprawdopodobniej poprzez endocytoze [58].
Zauwazono na przyktad, ze inkubacja splenocytéw
mysich z oligonukleotydami CPG w obecnosci katio-
nowych lipidéw wspomagajacych transport doko-
madrkowy (ang. lipofection) zwieksza ich aktywnos¢
lityczng i wywotuje sekrecje interferonu y [59]. Za
udziatem endocytozy w dokomoérkowym transporcie
CpG-DNA przemawia fakt blokowania procesu im-
munostymulacji limfocytéw przez substancje bedgce
inhibitorami procesu obnizania pH w pecherzykach
endosomalnych zwigzanego z ich dojrzewaniem
[60]. Dalszy przebieg procesu immunostymulacji
jest determinowany przez wigzanie CPG-DNA, po
jego uwolnieniu z endosomu, z wewnatrzkomérko-
wymi receptorami TLR9 (ang. Toll-Like Receptor
type 9) [61, 62]. Receptor TLR9 nalezy do rodziny
niedawno odkrytych transmembranowych biatek,
charakteryzujgcych sie obecnoscig bogatych w le-
ucyne powtorzen w czesci zewngtrzkomorkowej i
motywu receptora ILI w domenie cytoplazmatycz-
nej. Utworzenie kompleksu CPG-DNA-TLR9 powo-
duje zmiany w rownowadze redox komorki leukocy-
tu, objawiajace sie przez wzrost poziomu reaktyw-
nych form tlenu (ang. reactive oxygen species), akty-
wacje czynnika transkrypcyjnego NFkB i indukcje
szeregu szlakdw przekazywania sygnatéw zwigza-
nych z aktywacjg kinaz biatkowych zaleznych od mi-
togenoéw (MAPK), takich jak szlaki ERK, p38MAPK
oraz JNK [62]. Prowadzi to do aktywacji procesow
transkrypcji oraz translacji dajagcych w efekcie sekre-
cje wymienionych wyzej cytokin klasy Thl, chemo-
kin oraz czasteczek kostymulacyjnych.

W rezultacie, oligonukleotydy CPG aktywujg wro-
dzong oraz nabytg odporno$¢ organizmu kregowcow
(w tym cztowieka), majg dziatanie hematopoetyczne
oraz aktywuja szerokie spektrum niespecyficznych i
profilaktycznych odpowiedzi immunologicznych na
réznorodne patogeny i komérki nowotworowe [14].
Oligonukleotydy te wzmacniajg odpowiedZz immu-
nologiczng organizmdw na antygeny podane w ce-
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lach immunoprewencyjnych (dziatanie adiuwacyj-
ne) [14], przy czym dziatanie tojest bardziej skutecz-
ne w przypadku oligonukleotydéw optaszczonych w
liposomach [63]. Motywy CpG petnig rdwniez
istotng role ,wewnetrznych adiuwantéw” w
dziataniu szczepionek DNA (ang. DNA vaccines)
[64], Ich obecnos$¢ w strukturze wektoréw stosowa-
nych w terapii genowej ma réwniez okre$lone konse-
kwencje, nie zawsze korzystne dla przebiegu terapii
[65].

IX. Podsumowanie

Nalezy podkresli¢, ze watpliwe jest, aby jeden typ
nosnika zapewnit wydajng transfekcje w kazdej
tkance i we wszystkich typach komoérek. Nalezy ra-
czej oczekiwaé, ze kazda terapia bedzie wymagata
zaprojektowania specyficznie do tego celu nosnika.
Jego parametry bedg zalezaly od wielkosci czaste-
czek materiatu genetycznego, rodzaju komorek, kto-
re bedg przedmiotem manipulacji, ich lokalizacji w
organizmie oraz sposobu podania preparatu. Tym
niemniej, juz teraz mozna okresli¢ kilka kluczowych
parametrow nosnika, ktére spetnia¢ beda okreslone
funkcje na drodze od miejsca podania do jader wy-
branych komorek. Ponizszej przedstawiono wybrane
funkcje, ktore powinien spetni¢ wydajny no$nik ma-
teriatu genetycznego wraz z przyktadami odpowied-
nich skiadnikéw, majacymi spowodowac ich sku-
teczng realizacje.

1) Kondensacja czasteczki DNA: poli(4-winylo)pi-
rydyny, chitosan, kationowe polimery cukrowe,
dendrymery, polietylenoiminy, poliaminokwasy,
histony, spermina, spermidyna, protaminy, lipidy
kationowe.

2) Ochrona materiatu genetycznego: glikole poliety-
lenowe, struktura agregatu.

3) Ligandy zapewniajace specyficznosé komérkowa:
ligand receptora asialoglikoproteiny, mannoza,
lektyny, treansferyny, insulina, biatko wigzace
integryny, czynniki wzrostu, przeciwciata.

4) Czynniki utatwiajgce wnikanie do komorki: inak-
tywowane wirusy lub ich fragmenty, peptydy fu-
zjogenne lub amfipatyczne (GALA, HA2, INF1,
INF2), chlorochin.
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Rybozymy wirusa zapalenia watroby typu D (HDV)

Hepatitis delta virus (HDV) ribozymes

MICHAL tEGIEWICZ1 JERZY CIESIOLKAZ2
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go RNA
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111-3. Struktura trzeciorzedowa
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V. Mozliwosci praktycznego wykorzystania rybozymoéw
delta
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Wykaz stosowanych skrétow: FRET — mg. fluorescence re-
sonance energy transfer, rezonansowe przeniesienie energii flu-
orescencji; HBsAg — biatko powierzchniowe wirusa HBV (an-
tygen B); HBV — wirus zapalenia watroby typu B; HDAg —
antygen delta; HDV — wirus zapalenia watroby typu D; HelLa
— komarki nabtonka raka szyjki macicy; NAIM — ang. nucleo-
tide analog interference mapping, lokalizacja miejsc interferen-
cji wywotanej obecnoscig analogéw nukleotydowych; NMR —
ang. nuclear magnetic resonance, magnetyczny rezonansjadro-
wy

I. Wstep

Dwadziescia lat temu uwazano, ze w zywej ko-
marce funkcjonujgjedynie biokatalizatory o charak-
terze biatkowym. Przetomem bylo odkrycie na
poczatku lat 80-tych czasteczek RNA o wtasciwo-
Sciach katalitycznych (rybozymdw), ktére w zasad-
niczy sposob zmienito poglad badaczy na funkcje, ja-
kie RNA moze petni¢ w przyrodzie [1, 2]. Sfor-

'Dr, 2prof. dr hab.; Pracownia Chemii i Biochemii RNA, Insty-
tut Chemii Bioorganicznej PAN, ul. Noskowskiego 12/14,
61-704 Poznan, ciesiolk@ man.poznan.pl
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mutowano hipoteze ,Swiata RNA” zakladajaca, ze w
ewolucyjnej przesztosci, przed pojawieniem sie
DNA i biatek, RNA petnit funkcje zarowno nosnika
informacji genetycznej, jak i biokatalizatora. Za hi-
poteza tg przemawiajg nie tylko poznane naturalne
rybozymy zdolne do przecinania tancucha polinukle-
otydowego RNA. W latach 90-tych, do poszukiwarn
czasteczek RNA o wiasciwosciach katalitycznych,
wykorzystano metode selekcji RNA in vitro [3-5].
Znaleziono czasteczki, ktére znacznie poszerzyty
spektrum reakcji katalizowanych przez RNA [6-8].
Okazato sie, ze RNA moze katalizowaé m. in. reak-
cje aminoacylacji i syntezy wigzania peptydowego,
czyli reakcje o kluczowym znaczeniu dla hipotetycz-
nego ,,$wiata RNA”. Jednak odkrycia te rozwazano
do niedawna jedynie jako potwierdzenie potencjal-
nych mozliwosci RNA bez odwotywania sie do funk-
cji, jakie czasteczki te petnig aktualnie w przyrodzie.

Zainteresowanie rybozymami i mechanizmami
ich dziatania znacznie wzrosto w ostatnich kilku la-
tach. Przyczynity sie do tego w istotnym stopniu wy-
niki, jakie otrzymano badajgc fragmenty RNA wiru-
sa zapalenia watroby typu D (HDV), zwane rybozy-
mami HDV lub rybozymami delta. Na podstawie in-
formacji uzyskanych w wyniku rozwigzania struktu-
ry rybozymu delta w krysztale i szczegétowych ba-
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dan kinetycznych przebiegu reakcji katalizy sfor-
mutowano hipoteze, ze zachodzi ona wedtug mecha-
nizmu ogdlnej katalizy kwasowo-zasadowej, podob-
nego do funkcjonujacego w wielu enzymach biatko-
wych [9-11]. Wkrotce potem wysunieto hipoteze, ze
RNA petni aktywng role réwniez podczas procesu
syntezy biatka na rybosomie i usuwania sekwencji
intronowych z  prekursorowych mRNA za-
chodzacego przy udziale spliceosomu [12-14]. Te
ostatnie przypuszczenia majg daleko idace konse-
kwencje. Wcze$niej, wystepujace w naturze rybozy-
my uwazano za enzymatyczne skamieliny z hipote-
tycznego ,,Swiata RNA”. Sadzono, ze wygenerowaty
one swoich nastepcéw — enzymy biatkowe, ktére w
toku ewolucji okazaty sie stabilniejsze i wydajniej-
sze. Obecnie wydaje sie, ze RNA wykazuje
wiasciwosci katalityczne znacznie powszechniej niz
sagdzono. Moze by¢ odpowiedzialny za szereg reakcji
zachodzacych w komoérce przy udziale kompleksow
rybonukleoproteinowych, w ktérych dotychczas
zaktadano wytacznie aktywnos¢é katalityczng ich
komponentoéw biatkowych.

W artykule przedstawiono pochodzenie, strukture
i wiasciwosci rybozymdw delta ze szczegdlnym
uwzglednieniem wynikéw badan, ktére zrewolucjo-
nizowaty poglad badaczy na zjawisko katalizy RNA.
Omodwiono takze mozliwosci praktycznego wyko-
rzystania rybozymow delta jako narzedzi molekular-
nych w strategii ukierunkowanej degradacji RNA.

Il. Ogdbina charakterystyka wirusa zapalenia
watroby typu D

I1-1. Budowa wirionu

Wirus zapalenia watroby typu D (ang. hepatitis
delta virus, HDV) zostat odkryty przezRizze110 i
wsp. w 1977 roku [15]. Poczatkowo scharakteryzo-
wany zostat jedynie nowy antygen — antygen delta
wystepujacy w hepatocytach pacjentdw zainfekowa-
nych wirusem zapalenia watroby typu B (ang. hepa-
titis B virus, HBV) i zostat on uznany za nowy rodzaj
antygenu kodowanego przez tego wirusa. W 1980
roku wykazano, ze antygen delta jest kodowany
przez nowego wirusa — HDV, ktéry wymaga do
swojego cyklu zyciowego obecnos$ci wirusa HBV w
zainfekowanych komérkach, jest wiec wirusem sate-
litarnym [16]. Wirus HBV, jako wirus pomocniczy,
dostarcza biatek otoczki, ktére sa niezbedne podczas
pakowania czgstek wirionbw HDV [16-18]. Szcze-
gétowe informacje na temat organizacji genetycznej
wirusa HBV oraz biatek przez niego kodowanych zo-
staly przedstawione w polskim piSmiennictwie w
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pracach przegladowych autoréw Sidorkiewicz
iPtucienniczak [19, 20].

Wirus HDV wykazuje pewne podobienistwo do
wirusa HBV, dotyczy ono morfologii wirionu — jego
wielkosci i sktadu otoczki (Ryc. 1A). Wirion HDV o
Srednicy 36-43 nm sktada sie z nukleokapsydu o
Srednicy 19 nm oraz zewnetrznej otoczki lipido-
wo-biatkowej [21]. Czastka wirusa HBV ma po-
dobng $rednice — 42 nm, przy czym Srednica nukle-
okapsydu wynosi 27 nm [22], W osoczu krwi pacjen-
téw zainfekowanych wirusem HDV wykryto trzy ro-
dzaje czastek wirusowych: infekcyjne czastki HBV,
infekcyjne czastki HDV oraz puste, nieinfekcyjne
czastki subwirusowe, ktérych obecno$¢ wynika z
nadprodukcji biatek budujgcych otoczke wirusowsa.
Sktad otoczki obu wiruséw jest podobny, gdyz wirus
HDV wykorzystuje wszystkie trzy biatka otoczki ko-
dowane przez wirusa HBV: HBsAgQ-S, HBsSAg-M i
HBsAgQ-L [18, 21]. Wystepujg one w otoczce wirusa
HDV w iloSciowym stosunku odpowiednio: 95:5:1
[23]. Obecnos¢ tych biatek jest konieczna dla cyklu
zyciowego wirusa, cho¢ wykazano, ze replikacja ge-
nomu moze odbywac sie bez ich udziatu. Jednakze
nie powstajg wéwczas infekcyjne wiriony, zdolne do
ataku na inne niezainfekowane komorki [17, 21].

Genom wirusa HDV stanowi kowalencyjnie za-
mknieta, kolista czasteczka RNA sktadajaca sie z ok.
1700 nukleotydoéw, o nierozgatezionej strukturze
typu ‘pateczki’ wynikajacej z zaangazowania ponad
70% nukleotyddw w tworzenie par zasad typu Wat-
sona-Cricka (Ryc. IB) [24]. Regiony dwuniciowe
nie sg zbyt dtugie i nie przekraczajg 12 par zasad, sg
poprzedzielanie parami nukleotydéw niesparowa-
nych lub jednonukleotydowymi wybrzuszeniami.
Podczas replikacji genomowego RNA powstaje nié
komplementarna, tzw. antygenomowa oraz ni¢
MRNA.

W skiad nukleokapsydu wirusa HDV wchodzi,
oprécz kolistej nici genomowego RNA, jedyne kodo-
wane przez ten wirus biatko — antygen delta
(HDAQg), obecny w ok. 200 kopiach [25]. Antygen
delta wystepuje jako mieszanina dwéch form, w
zblizonej ilosci kopii: HDAgQ-S, ztozonej ze 195 ami-
nokwasow oraz HDAg-L, ktéra zawiera taincuch po-
lipeptydowy wydtuzony o dodatkowe 19 aminokwa-
séw na koncu C [17, 18, 21]. Obie formy powstaja z
tej samej ramki odczytu, a forma dtuzsza jest wyni-
kiem procesu edycji RNA prowadzgcego do zmiany
kodonu stop, UAG, na kodon tryptofanu, UGG. Me-
chanizm edycji jest zwigzany z aktywnoS$cig enzymu
deaminazy adenozynowej dziatajagcej na dwunicio-
wym RNA (ang. double stranded RNA-activated
adenosine deaminase), ktéry powoduje deaminacje
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mRNA
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na komérke P 300.000

Ryc. 1. Budowa wirionu HDV (A); rodzaje czasteczek wirusowego

adenozyny do inozyny [26]. Ta zmiana, powielona
nastepnie dwukrotnie podczas replikacji RNA zale-
znej od RNA, jest rownoznaczna z mutacjg adenozy-
ny do guanozyny. Dziatanie obu form antygenu delta
jest antagonistyczne — forma HDAQg-S jest wymaga-
naw procesie replikacji wirusa [24], natomiast forma
HDAg-L hamuje replikacje ijest niezbedna dla pako-
wania wirionéw [27, 28].

I1-2. Rybozymy delta i mechanizm replikacji
wirusowego RNA

W obu niciach wirusowego RNA, zaréwno geno-
mowej, jak i powstajacej przejsciowo podczas repli-
kacji nici antygenomowej, znajdujg sie regiony wy-
kazujace zdolno$¢ autokatalitycznego rozszczepie-
nia tancucha polinukleotydowego [29-32]. Te frag-
menty sekwencji okresSlane sg mianem rybozyméw
delta odpowiednio — typu genomowego i antygeno-
mowego. Ich funkcja wigze sie bezposrednio z pro-
cesem replikacji wirusa, ktérego mechanizm, przed-
stawiony na Ryc. 2, okre$lany jest jako mechanizm
podwojnie toczacego sie kota [17, 18, 21]. Proces re-
plikacji przebiega nastepujgco: na matrycy RNA
typu genomowego syntetyzowana jest ni¢ typu anty-
genomowego i synteza rozpoczyna sie prawdopo-
dobnie w miejscu odpowiadajagcym koncowi 5’
MmRNA antygenu delta. Powstajacy transkrypt sktada
sie z wielokrotnie powtdérzonych sekwencji genomu
wirusa potgczonych ze sobg w forme multimeryczna,
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awystepujace w okre$lonych odstepach sekwencje o
aktywnos$ci rybozymalnej umozliwiajg przecinanie
sie transkryptu do jednostek monomerycznych. Li-

O O~ 5
autokatalityczne
{\ rozcigcie | |
|| synteza nici typu
‘} genomowego 3 O 5
'.no.--u"u--.' 3 3
ligacja
A \
(| ligacja
I oz,
5' Qrrrrrnnnnsnnssnnnnnnnnnannn 5
synteza nici typu
/ antygenomowego
autokatalityczne ;
rozcigcle O .
Craas
5' sDeressnncnnnnnnnnnnnnnnnnnns Qrrrrrsncnnnnscnsacsannnnnas O

Ryc. 2. Schemat procesu replikacji wirusa HDV zachodzacej wedtug
mechanizmu podwadjnie toczacego sie kota, symbole w postaci
kdtek oznaczajg rybozymy odpowiedzialne za autokatalityczne
przecinanie sie nici wirusowego RNA.

niowe odcinki RNA typu antygenomowego ulegaja
nastepnie ligacj i do formy kolistej istuzgjako matry-
ce do syntezy RNA typu genomowego. Réwnolegle
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zachodzi synteza mRNA kodujacych obydwie formy
antygenu delta, o diugosci ok. 800 nukleotyddw.
Synteza mRNA ireplikacja genomu sg wiec, w prze-
ciwienstwie do innych wirusow RNA, potgczone
czasowo. Replikacja wirusa HDV przebiega na tere-
nie jadra komdrkowego z udziatem polimerazy RNA
Il — enzymu kodowanego przez genom gospodarza,

C901 a G900 w nici antygenomowej (humeracja wg
[37]) [29], natomiast w genomowym RNA zostato
ono wyznaczone pomiedzy nukleotydami U685 a
Gese [30], Wykazano, ze w obu przypadkach mini-
malna dtugos¢ naturalnej sekwencji, ktora jest zdol-
na do wydajnej reakcji przecinania sie wynosi 85 nu-
kleotydéw, z czego 84 znajduja sie po stronie 37, a

A P2
P1 P1.1
Sekwencja v P3 . P4 y
G1 5’ UGGCCGGCAUGGUCCCAGCCUCCUCGCUGGCGCCGGCUGGGCAACAUUCCGA - GGGGACCGUCCCC - UCGGUAAU - GGCGAAUGGGACC 3
G3 fue s i
GO (MY e AR e L R % ey i
TR . o [0 K,
GBT 1 IWCAZANY L) CHRIIRE S i G
G7uth  oudets | et ae | TR W S u.c )
it R Al (HV R R G.
69 c =
GLOE T L e R A U
G11 C:.@: A.
G12 C.Ca. s
G13 ) .UCG. - e R UL N Al o b L R i
G14 (Peru-1) [ E—— GA .. "AG UACU .UCCAG C A Qs
B P2
P1 P1.1
Sekwencja v l P3 I I : P4 ,
A1 5' CGGGUCGGCAUGGCAUCUCCACCUCCUCGCGGUCCGACCUGGGCAUCCGAAGGAGGACAGACGUCCACUCGGAUGGCUAAGGGAG -AGCCA 3'
A2 : ; LI W g U T ”
A3 : c
A4 &% 5t 200Gs
AS sy LA
A6 NI
A7 c U .GA..
A8 Wik Wi valr c.
A9 ARSI . .G
A10 Lt AEYRE . %
A11 c U.AGA .GA.. .. . F
A12 §ptes s ye 7 uu.
A13 LA M UTERT 1Ean i,
Al14 . e e e e
A15 (Peru-1) G UA.GA GC.UA CU C A. 10

Ryc. 3. Zestawienie sekwencji regionéw rybozymowych wirusowego RNA nici typu genomowego (A) i antygenomowego (B) (na podstawie [57]).

ktory w tym przypadku katalizuje reakcje syntezy
RNA zaleznej od RNA [33-35]. Niedawno otrzyma-
ne wyniki sugerujg, ze synteza antygenomowego
RNA i mRNA antygenu delta mogg zachodzi¢
wedtug réznych mechanizmoéw, komorkowa polime-
raza RNA 1l bytaby odpowiedzialna tylko za synteze
MmRNA [36]. Zaobserwowano, ze HDAgQ-S wigze sie
bezposrednio z tym enzymem stymulujac reakcje
transkrypcji [35].

I1l. Struktura rybozymow delta

I11-1. Struktura pierwszorzedowa

Miejsce autokatalitycznego przecinania sie wiru-
sowego RNA zidentyfikowano pomiedzy pozycjami
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tylko jeden nukleotyd po stronie 5’ od miejsca ciecia
[38, 39]. Rybozymy delta sg pierwszymi znanymi
czasteczkami RNA, ktore posiadajg zdolno$¢ specy-
ficznego odciecia tylko jednego nukleotydu w wa-
runkach in vitro ijest to istotna cecha odrézniajacaje
od znanych wczes$niej rybozyméw, takich jak rybo-
zymy hairpin czy hammerhead.

Pomimo, ze genom wirusa HDV wykazuje wy-
sokg zmienno$¢ [37, 40, 41] i ulega ciggtej ewolucji
w trakcie infekcji [42, 43], sekwencja odpowia-
dajgca za autokatalityczne przecinanie si¢ RNA cha-
rakteryzuje sie bardzo wysoka zachowawczos$cig
[24, 37, 40, 41, 43-47]. Zestawienie sekwencji na
Ryc. 3 potwierdza bardzo matg zmiennos$¢ regionu
rybozymalnego. Mutacje obserwowane sg w nielicz-
nych pozycjach, w tym gtdwnie w regionach P4 i L4,
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a regiony PI, PIl.l1 i P3 pozostajg niezmienne. Se-
kwencja, ktora charakteryzuje sie najwiekszym po-
ziomem mutacji, okres$lana jest jako Peru-1 [47-48].
Jednak obecne w niej mutacje maja charakter mutacji
kompensujgcych, dzieki czemu struktura drugorze-
dowa rybozymu moze pozosta¢ niezmieniona.

I11-2. Struktura drugorzedowa

Chociaz proponowane kolejne modele struktural-
ne rybozymow delta roznity sie znacznie od siebie,
to we wszystkich zaktadano, ze struktury drugorze-
dowe rybozymu typu genomowego i antygenomowe-
go sg bardzo podobne [31, 39, 49, 50]. W modelu
typu pseudowezta, ktéry zostat zaproponowany
przez Perrotta i Been’a w 1991 roku [39], a
nastepnie potwierdzony przez analize rentgenostruk-
turalng krysztatu w roku 1998 (wyniki tej analizy
przedyskutowano w rozdziale nastepnym), tancuch
polinukleotydowy rybozymu ma dtugos$¢ 85 nukle-
otydow (Ryc. 4). Osiemdziesiagt cztery nukleotydy
wystepuja po stronie 3’, a tylko jeden nukleotyd po
stronie 5’ od miejsca ciecia. Struktura drugorzedowa
czasteczki ztozona jest z czterech regionéw dwuni-
ciowych, oznaczonych PI, P2, P3 i P4, trzech
taczacych je region6w jednoniciowych, oznaczo-
nych JI/2, JI/4 i J4/2 oraz dwdch regionéw pedo-
wych, L3 i L4, zamykajgcych regiony P3 i P4. Re-
gion dwuniciowy P 1 sktada sie z siedmiu par zasad, z
ktorych pierwsza para to oddziatywanie niestandar-
dowe typu G-U.

Istotnych informacji na temat elementow struktu-
ry drugorzedowej rybozyméw delta kluczowych dla
ich aktywnos$ci katalitycznej dostarczyta metoda
ukierunkowanej mutagenezy. Wykazano, ze mutacje
zakt6cajgce parowanie zasad w regionie Pl inakty-
wujg rybozym, jednak mutacje o charakterze kom-
pensacyjnym mogg przywroci¢ aktywnosé rybozy-
mu zaréwno typu genomowego [51, 52], jak iantyge-
nomowego [39, 53]. Mutacje w obrebie pierwszej
niestandardowej pary zasad G-U obnizajg aktywnos$é
rybozymu genomowego [52] oraz antygenomowego
[50, 54]. Réwniez mutacja prowadzaca do utworze-
nia w tym miejscu standardowej pary G-C lub A-U
powoduje obnizenie aktywnosci katalitycznej [54].
Wydtuzenie lub skrécenie regionu dwuniciowego Pl
o dwie pary zasad znosi aktywno$¢ rybozymu, nato-
miast skrécenie ojedng pare znacznie ja obniza [52,
55].

Region dwuniciowy P2 jest zaangazowany w for-
mowanie pseudowezta i ma dtugos¢ czterech par za-
sad w rybozymie typu antygenomowego i sze$ciu —
w genomowym. Badania z wykorzystaniem metody
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Ryc. 4. Struktury drugorzedowc rybozymoéw delta typu genomowego
(A) iantygenomowego (B), miejsce ciecia katalitycznego ozna-
czono na rycinie strzatka; schematyczne przedstawienie struk-
tury produktu 3’ rybozymu typu genomowego w krysztale (C).

mutagenezy potwierdzajg wystepowanie tego regio-
nu w formie dwuniciowej w rybozymie typu antyge-
nomowego [39, 53] oraz w genomowym [52].
Region P3 ztozony z trzech par zasad tworzy wraz
z petlg L3 strukture typu spinki, a parowanie odpo-
wiednich zasad potwierdzono w rybozymie antyge-
nomowym [53] i genomowym [52, 55]. Sekwencja
petli L3 obu czasteczek jest bardzo podobna, z je-
dyngréznica, ze w rybozymie genomowym wystepu-
je dodatkowa reszta urydyny po stronie 3’ petli. Mo-
dyfikacje tancucha fosfodiestrowego polegajgce na
podstawieniu niewiagzacych atoméw tlenu atomami
siarki pomiedzy resztami C21iC22 w rybozymie ge-
nomowym [56] oraz pomiedzy C24 i C25 w antyge-
nomowym [57] powodujg obnizenie aktywnosci ry-
bozymu. Wyniki te wskazuja, ze reszty lezace po
stronie 5’ petli L3 znajdujg sie w bliskim sgsiedztwie
miejsca katalitycznego. Przestanki $wiadczace o
istotnej roli tych reszt w katalizie przedstawiono w
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pracy przegladowej autoréw Shih i Been [58].
Obecnosé w petli dodatkowej reszty urydyny lub jej
brak nie ma wigkszego znaczenia, cho€ jej usuniecie
(w rybozymie genomowym) lub dodanie (w antyge-
nomowym) obniza aktywnos¢ katalityczng. Sugeruje
to, ze struktura petli L3 jest optymalna w obu typach
rybozymoéw [55, 57].

Region J1/4, taczacy P 1i P4, sktada sie z sekwen-
cji trzech reszt guanozyny i dodatkowej sekwencji
CAA obecnej w rybozymie genomowym. Podczas
gdy obecnosc¢ reszt guanozyny jest wymagana dla ak-
tywnosci katalitycznej rybozymow [48, 54], pozo-
state trzy nukleotydy moga by¢ usuniete [59, 60].
Zmiana ktérejkolwiek z trzech reszt guanozyny na A,
C lub U obniza istotnie aktywnos$¢ katalityczna takie-
go wariantu [54, 59],

metodami sondowania enzymatycznego i chemicz-
nego oraz metodg fotozszywania [57]. Istotnych in-
formacji dostarczyta réwniez metoda selekcji RNA
in vitro. Kawakami iwsp. [62] otrzymali nieak-
tywne warianty rybozymu delta typu genomowego z
pojedynczymi mutacjami w regionie petlowym L3.
Zidentyfikowano w ten sposob nukleotydy o kluczo-
wym znaczeniu dla aktywnosci katalitycznej rybozy-
mu. Mutacje U20a, C21a/g/u, C24u lub G25c powo-
dowaly jej obnizenie do poziomu 10% w poréwnaniu
do aktywnos$ci rybozymu typu dzikiego. Natomiast
mutacje C22a/g/u, C26a/g/u lub U27a/g/c nie powo-
dowaty znaczacych zmian. Ponadto, otrzymano dwa
nieaktywne warianty z siedmioma nukleotydami w
petli L3 z delecjg C21 Iub C22 [62]. W innym do-
Swiadczeniu selekcji in vitro, przeprowadzonym
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Ryc. 5. Proponowany mechanizm kwasowo-zasadowej katalizy RNA w rybozymach delta, kluczowg rolg odgrywaja reszta cytydyny C75, w ktorej
atom azotu N3 uczestniczy w reakcji przeniesienia protonu oraz zjonizowany hydratjonu Mg2+petnigcy funkcja zasady (na rycinie oznaczony

symbolem: B).

Wykazano, ze cho€ region P4 stabilizuje strukture
czasteczki to moze by¢ skrécony do kilku par zasad
bez utraty aktywnosci katalitycznej rybozymu [53,
55, 60].

Region J4/2, taczacy segmenty dwuniciowe P4 i
P2, w rybozymie antygenomowym sklada sie z sze-
§ciu, a w genomowym z pieciu nukleotydéw. Przy-
najmniej jeden nukleotyd tego regionu jest szczegol-
nie istotny dla reakcji katalizy, w rybozymie geno-
mowym jest to C75. Jakakolwiek jego zamiana inak-
tywuje rybozym [59]. W rybozymie antygenomo-
wym analogiczny nukleotyd, C76, jest réwnie istot-
ny [54]. Analiza produktéw zszywania fotochemicz-
nego dostarczyta dowodu na bliskie sgsiedztwo resz-
ty C76 i miejsca ciecia katalitycznego w rybozymie
antygenomowym [61].

Strukture drugorzedowa rybozyméw delta typu
pseudowezta potwierdzono w wielu laboratoriach
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przez Nishikawe iwsp. [63], potwierdzono klu-
czowg role nastepujacych nukleotydow w regionach
jednoniciowych: C21, G38 i C75. W wyselekcjono-
wanych czasteczkach, ktére wykazywaty aktywnosé
katalityczng, mutacje wystepowaty poza tymi pozy-
cjami i w najbardziej aktywnym wariancie byty to
mutacje: C26u, C41u i G76u [63].

Podobnie jak dla innych rybozyméw, réwniez w
przypadku rybozymow delta skonstruowano szereg
wariantdw dziatajgcych w uktadzie trans [61, 63, 92,
115]. tancuch oligonukleotydowy zostaje przedzie-
lony na dwie czasteczki RNA, z ktérych jedna petni
funkcje rybozymu, a druga substratu przecinanego w
reakcji katalizy. Sposréd przetestowanych dwu-
czgsteczkowych form rybozymu, w badaniach naj-
czesciej wykorzystywane sg konstrukty, w ktdrych
rybozym przedzielony zostat w jednoniciowym re-
gionie JI/2 lub w petli zamykajgcej helise P4.
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I11-3. Struktura trzeciorzedowa

W 1998 roku w laboratorium Doudny oznaczo-
no strukture w krysztale produktu 3’rybozymu delta
typu genomowego [9]. Wiadomo, ze rybozym posia-
da zdolno$¢ odcinania pojedynczego nukleotydu z
konca 3°. W rozwiazanej strukturze ,brakuje” tylko
tego jednego nukleotydu i wobec tego sadzi sie, ze
dobrze reprezentuje ona organizacje przestrzenng
czasteczki aktywnej katalitycznie. Rozwigzana
struktura potwierdzita przewidywany wczes$niej mo-
del rybozymu typu pseudowezta i jednocze$nie
ujawnita wystepowanie dodatkowych oddziatywan:
obecno$¢ drugiego pseudowezta, zwigzanego z po-
wstaniem helisy PI.l oraz niestandardowej pary za-
sad, A43-G74 (Ryc. 4A, C). Helisa PI.1, ztozona tyl-
ko z dwdch par zasad: G38-C22 i G39-C21, ma bar-
dzo istotne znaczenie dla zwiniecia sie taficucha po-
linukleotydowego w strukture przestrzenng, w ktorej

zachowujg aktywnos$¢, o ile standardowe pary zasad
zostajg zachowane [64]. Podobne rezultaty uzyskali
Nishikawa iwsp. [65], ktorzy wykorzystali me-
tode selekcji RNA in vitro do poszukiwania aktyw-
nych wariantow rybozymu z wyjsSciowej biblioteki
kombinatorycznej zawierajgcej nukleotydy typu
random wprowadzone w cztery pozycje odpowie-
dzialne za tworzenie helisy PIl.l. Istnienie helisy
Pl.I w czasteczce rybozymu w roztworze, a takze
obecnos$¢ niestandardowej pary zasad, A43-G74 w
rybozymie genomowym lub G42-G75 w antygeno-
mowym, potwierdzono rowniez za pomocg techniki
NMR [66],

Wyjatkowo zwarta struktura rybozymu delta na-
suwa pytanie, wjaki sposob tancuch polinukleotydo-
wy zwija sie w aktywnag katalitycznie forme podczas
replikacji wirusowego RNA. Przypuszczano, ze po-
wstajgca ni¢ RNA tworzy sekwencyjnie odpowied-
nie motywy struktury drugorzedowej rybozymu, gdy
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Ryc. 6. Schemat zastosowania rybozymu delta do degradacji docelowego RNA, rybozym dziatajacy w uktadzie trans moze wykazywaé obrét czastecz-

kowy - przecina¢ wiecej niz jedng czasteczka substratu.

jednoniciowe regiony L3 i JI/4 oddziatujg ze soba.
Helisa Pl tworzy wspétosiowy cigg oddziatywan
warstwowych z helisami P 1.1i P4, podczas gdy heli-
sa P2 oddziatuje warstwowo z helisg P3. Oba te ciggi
oddziatywan warstwowych sg utozone obok siebie, a
taczy je piec€ przekrzyzowan oraz helisa PI.l. Struk-
tura stabilizowana jest przez szereg dodatkowych
oddziatywan trzeciorzedowych: oddziatywanie war-
stwowe pary G1-U37 ze szczytem helisy PIl.1, od-
dziatywanie PI, P2 iJI/2 tworzace ostone dla C30 i
G31, trojnukleotydowe oddziatywanie stabilizujgce
przekrzyzowanie P3-P1, oddziatywania warstwowe
w obrebie helisy P3 kontynuowane sg przez U20 i
G25, C75 przemieszczona jest do wnetrza rdzenia
struktury rybozymu i dodatkowo stabilizowana po-
przez wigzanie wodorowe atomu N4 z atomem tlenu
C22 i oddziatywanie warstwowe z A78 [9]. Klu-
czowa role helisy P 1.1 w tworzeniu aktywnej katali-
tycznie struktury rybozymu potwierdzono metoda
ukierunkowanej mutagenezy wykazujac, ze warianty
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tylko zostanie zsyntetyzowany odpowiedni fragment
RNA [18]. Alternatywnie, multimeryczny transkrypt
pozostaje w formie nieaktywnej katalitycznie do cza-
su oddziatywania z blizej niezidentyfikowanymi
czynnikami biatkowymi o charakterze chaperonéw,
ktore uaktywniajg rybozym [17].

Matysiak iwsp. [67] przeprowadzili badania
modelowe kolejnych stadidw zwijania sie rybozymu
delta typu genomowego zachodzgcego podczas tran-
skrypcji wirusowego RNA. Zsyntetyzowano cztery
fragmenty rybozymu o wzrastajgcej dtugosci w kie-
runku konca 3’ odpowiadajgce kolejnym etapom
syntezy regionu rybozymalnego, a nastepnie anali-
zowano ich strukture metodami biochemicznymi.
Wykazano, ze zasadniczo elementy struktury drugo-
rzedowej rybozymu tworzg sie, gdy tylko zsyntety-
zowany zostanie odpowiedni fragment RNA: doty-
czy to helis Pl i P4. Jednakze region odpowiadajacy
spince P3/L3 tworzy poczatkowo inng strukture,
réwniez w formie spinki. W trakcie dalszej elongacji
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tancucha RNA ulega ona rearanzacji, a nastepnie
utworzona zostaje finalna struktura rybozymu typu
pseudowezta [67]. Przegrupowanie regionu P3/L3
zostato potwierdzone wynikami mapowania dostep-
nosci do hybrydyzacji otrzymanych fragmentow ry-
bozymu z wykorzystaniem oligodeoksyrybonukle-
otydow iciecia RNazg H [68], jak rowniez danymi z
modelowania komputerowego zwijania sie fancucha
polinukleotydowego podczas procesu elongacji [69].
Na strukture rybozymow delta, a w konsekwencji
ich aktywnos$¢ katalityczng, wptywajg przylegte do
nich sekwencje wirusowego RNA. W rybozymie
typu antygenomowego mozliwe jest utworzenie
krétkiej helisy P2a, w wyniku oddziatywania 4-nuk-
leotydowej sekwencji 10UGGCu3regionu JI/2 z frag-
mentem sekwencji wirusowego RNA przylegtym do
konca 3’ rybozymu [70, 71]. Rybozym wykazuje
matg aktywnos$¢ w warunkach niskiej sity jonowej,
natomiast preinkubacja w 100 mM NacCl, przed cie-
ciem indukowanym jonami Mg2+, znacznie stymulu-
je reakcje katalizy. Sugerowano, ze helisa P2a moze
petni¢ istotng role w mechanizmie odpowiedzialnym
za kontrole autokatalitycznego przecinania sie rybo-
zymu in vivo [70]. W rybozymie typu genomowego
obecno$¢ 30-nukleotydowej sekwencji wirusowego
RNA poprzedzajacej miejsce ciecia hamuje jego ak-
tywnos$¢ katalityczng [72]. Natomiast jej wydtuzenie
powodowato przywrécenie aktywnos$ci. Obserwo-
wany efekt ttumaczy¢ mozna alternatywnym paro-
waniem sie fragmentu poprzedzajgcego miejsce cie-
cia z poczatkowymi nukleotydami konca 3’rybozy-
mu, ktére uniemozliwia formowanie sie helisy P2
[72]. Gdy rybozym mdgt przyjmowaé alternatywne
struktury drugorzedowe, obecnosé mocznika zwiek-
szata jego aktywno$é, lecz gdy w wyniku mutacji
punktowych mozliwo$¢ parowania alternatywnego
zostata zlikwidowana, efektu nie obserwowano [73].
Struktury RNA typu pseudowezia tworzg sie przez
przechwycenie niezwinietych fragmentéw tancucha
polinukleotydowego przez komplementarny frag-
ment nici RNA. Sadzi sie, ze szybko$¢ zwijania sie
wirusowego RNA in vivo zaleze¢ bedzie w wiekszym
stopniu od zwiekszenia sity oddziatywan wyste-
pujacych w strukturze natywnej rybozymu niz
ostabienia oddziatywan alternatywnych [73].

IV. Reakcja autokatalitycznego przecinania
sie rybozymoéw delta

IV-1. Mechanizm reakcji

W reakcji autokatalitycznego przecinania sie ry-
bozymu delta powstajg dwa produkty, 5”i 3’, z kt6-
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rych pierwszy zakonczony jest 2°,3’-cyklicznym fos-
foranem, a drugi grupa 5’-hydroksylowg [30, 31]
(Ryc. 5). State szybkosci reakcji dla wariantéw rybo-
zymu dziatajacych w ukiadzie cis osiggajg w opty-
malnych warunkach 30-40 min'l natomiast dla wa-
riantéw trans sg ok. 10-krotnie nizsze. Mechanizm
reakcji polega na wewnatrzczasteczkowym ataku nu-
kleofilowym atomu tlenu grupy 2’-OH reszty rybozy
na atom fosforu wigzania fosfodiestrowego. Naste-
puje rozerwanie wigzania w reakcji majacej charak-
ter transestryfikacji. Poczatkowo zaktadano, ze ry-
bozymy delta nalezace do grupy tzw. matych rybo-
zymoOw sg metaloenzymami, ajony metali dwuwar-
toSciowych petnig kluczowg role w unikalnym, lecz
wspolnym dla tych czasteczek mechanizmie reakcji
[74]. W proponowanym mechanizmie zjonizowany
hydrat jonu metalu odrywa proton od grupy 2’-OH
reszty rybozy utatwiajac jej atak nukleofilowy. Jed-
nak badania ostatnich kilku lat wykazaty, ze rézne
rybozymy reprezentujg odmienny sposob realizacji
przedstawionego powyzej ogélnego mechanizmu re-
akcji katalizy. Rybozymy nie sajuz traktowane jako
metaloenzymy w poprzednim tego stowa znaczeniu.

Przetom w rozumieniu mechanizmu dziatania ry-
bozymow delta nastgpit dzieki pracom prowadzo-
nym w trzech laboratoriach amerykanskich: Doud-
ny, Been’a i Bevilacqua. Struktura krysta-
lograficzna produktu 3’ rybozymu typu genomowe-
go rozwigzana w laboratorium Doudny [9, 75] wy-
kazata, ze grupa 5°-OH #tancucha RNA, z ktérg
zwigzany byt odcinany w reakcji katalizy oligonu-
kleotyd — produkt 5°, jest schowana gleboko w
strukturze przestrzennej czasteczki i otoczona przez
nukleotydy regiondw P3, L3, JI/3 iJ4/2. Ponadto, w
jej bliskim sgsiedztwie znajduje sie atom N3 reszty
C75. Reszta C75 jest chroniona przed czasteczkami
rozpuszczalnika i miesci sie w regionie o niskim po-
tencjale elektrostatycznym wsréd kilku ujemnie
natadowanych grup fosforanowych. Takie potozenie
moze zwieksza¢ wartos¢ pKaatomu azotu N3 grupy
iminowej C75. Warto$¢ pKazwiekszona do blisko 7
umozliwiataby tej reszcie uczestniczenie w katalizie
kwasowo-zasadowej, podobnie jak dziata reszta hi-
stydyny w enzymach biatkowych. Zaproponowano,
ze C75 dziatajako akceptor protonu od grupy 2°-OH
reszty rybozy w miejscu ciecia katalitycznego. Tak
wiec, po raz pierwszy zatozono, ze zasada azotowa
RNA moze uczestniczy¢ w katalizie kwasowo-zasa-
dowej [9, 75]. Doniesienia na temat czgsteczek RNA,
ktore charakteryzujg sie przesunietymi warto$ciami
pKa zasad ku bardziej neutralnemu byty znane juz
wczesniej [76, 77].
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W celu weryfikacji domniemanego mechanizmu
reakcji katalizy zbadano, czy w rybozymie delta typu
antygenomowego C76, nukleotyd analogiczny do
C75 w rybozymie genomowym, jest niezbedny dla
jego aktywnosci katalitycznej [10]. Punktowe mu-
tanty rybozymu C76u oraz C76g byty nieaktywne w
standardowych warunkach reakcji, lecz dodanie do
reakcji nukleozydu — cytozyny — powodowato
przywrocenie ich aktywnosci. Cytozyne zastgpiono
nastepnie imidazolem i okazato sie, ze aktywnosé
obu mutantéw zostata rowniez przywrocona. Aby
wykluczy¢ mozliwos$¢, ze imidazol moze struktural-
nie kompensowaé mutacje nukleotydu w pozycji 76 i
nie bra¢ bezposredniego udziatu w katalizie kwaso-
wo-zasadowej, zamiast imidazolu zastosowano pira-
zol (1,2-diazol), ktory jest strukturalnym analogiem
imidazolu, lecz znacznie stabszg zasadg. W tym
przypadku nie dochodzito jednak do przywrdcenia
aktywnosci katalitycznej mutantéw. Przypuszcza
sie, ze imidazol dziata w reakcji jako zasada akcep-
tujgc proton od grupy 2’-OH reszty rybozy w miejscu
ciecia katalitycznego [10].

Podobne do powyzszych badania przeprowadzo-
ne w laboratorium Bevilacqua [11] dla rybozy-
mu delta typu genomowego wykazaty, ze mutant
C75u nie wykazuje aktywnosci katalitycznej, a mu-
tant C75a jest 270 razy mniej aktywny niz rybozym
typu dzikiego. Zatozono, ze zasadgjest zjonizowany
hydrat jonu metalu dwuwartosciowego, a reszta C75
peini funkcje kwasu w mechanizmie reakcji [11]
(Ryc. 5). Istotnie, niedawno otrzymane wyniki po-
twierdzaja, ze protonowana forma C75 jest wazna
dla katalizy. Wykorzystujac technike NAIM (ang.
nucleotide analog interference mapping), Oye1e-
re iwsp. [78] wykazali, ze atom azotu N3 reszty C75
uczestniczy w transferze protonu. Natomiast N4 od-
dziatuje poprzez wigzanie wodorowe z atomem tlenu
pro-Rp reszty C22, co w konsekwencji powoduje
wzrost zasadowosci N3 reszty C75. Jest to zgodne z
obserwacja, ze rybozym traci aktywnos$¢ gdy atom
tlenu pro-Rp reszty C22 jest zastgpiony atomem siar-
ki. Autorzy sugerujg, ze zmiana wartosci pKakluczo-
wej reszty cytydyny ma miejsce jedynie w stanie nie-
przecietym i/lub przejSciowym, lecz nie w produkcie
3’ reakcji [78]. Faktycznie, bezposrednia proba
zmierzenia wartosci pKaw produkcie 3’ rybozymu
wskazuje na wystepowanie C75 w formie deprotono-
wanej [79]. Jednak réwniez w stanie przejsciowym
nie wykazano znacznego przesuniecia wartosci pKa
tej reszty, co zgodnie z interpretacjg innych autoréw
moze wynika¢ z niepoprawnego zwiniecia czastecz-
ki lub znacznego zr6znicowania strukturalnego i
elektrostatycznego w lokalnym otoczeniu reszty C75
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w stanie przejsciowym w poréwnaniu do stanu przed
i po reakcji katalizy [80].

Interesujgcych wynikow dostarczyty badania ry-
bozymu delta przeprowadzone z wykorzystaniem
techniki FRET (ang. fluorescence resonance energy
transfer) [80]. Do przeciwlegtych koncéw regionéw
helikalnych P4 i P2 w odpowiednio skonstruowa-
nym, trdjczasteczkowym wariancie rybozymu,
dziatajagcym w uktadzie trans, przytgczono barwniki
fluorescencyjne typu donor-akceptor. Umozliwity
one okreslenie zakresu zmian konformacyjnych za-
chodzacych podczas reakcji ciecia. Okazato sie, ze
po utworzeniu sie kompleksu rybozym-substrat od-
legto$¢ pomiedzy barwnikami jest nieznacznie
mniejsza (53A) w poréwnaniu do wolnego rybozy-
mu (56A), natomiast po reakcji ciecia, w kompleksie
rybozym-produkt, odpowiednia odlegto$¢ jest
znacznie wieksza (68A). Nie wiadomo jednak, w
ktérym stadium konformacyjnym nastepuje prze-
ciecie tancucha RNA [80].

IV-2. Rola jonéw metali dwuwarto$ciowych

Jony metali dwuwartosciowych sg bezwzglednie
wymagane dla aktywnosci katalitycznej rybozymow
delta w przeciwienstwie do rybozymdéw: hammerhe-
ad, hairpin czy VS, ktére sg rowniez aktywne w
obecnosci wysokiego stezenia jondw jednowarto-
sciowych [81]. Nieoczekiwanie w strukturze krysta-
licznej produktu 3’ rybozymu delta typu genomowe-
go nie odnaleziono $cisle zwigzanych jonéw metali
[9, 75]. Nalezy jednak pamieta¢, ze analizowana
czasteczka nie zawierata reszty fosforanowej i nu-
kleozydu, bezposrednio przylegtych do miejsca cie-
cia katalitycznego od strony 5°, ktére mogtyby po-
tencjalnie uczestniczy¢ w wigzaniu jonu metalu. Z
drugiej strony, istnieje szereg obserwacji ekspery-
mentalnych wskazujgcych na istnienie miejsc silne-
go wigzania jonéw metali dwuwartosciowych w ry-
bozymach delta. Wykazano, ze podczas gdy wigza-
nie fosfodiestrowe 37,5’ w miejscu ciecia katalitycz-
nego w rybozymie antygenomowym jest przecinane
nieznacznie efektywniej w obecnosci Ca2+niz Mg2+
to wigzanie 2°,5”jest przecinane w obecnosci Mg2+
lub Mn2+ ale nie Ca2+[82]. Ta dramatyczna réznica
zdecydowanie potwierdza kluczowg role jonu meta-
lu w miejscu ciecia. Réwniez wyniki otrzymane nie-
dawno technikg NMR wskazujg na wigzanie jonu
Mg2+w sagsiedztwie dwdch par zasad: G 1-U39 helisy
Pl i G41-C28 helisy P1.1 (G39-C21 w przypadku ry-
bozymu genomowego) [66]. Z drugiej strony, wyniki
badan tzw. efektu tio-podstawienia dla reszty fosfo-
ranowej w miejscu ciecia sg niejednoznaczne [74,
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83-86]. Aktywnos$é katalityczna tio-podstawionych
wariantow w obecnosci jonéw Mg2+ byta obnizona,
lecz nie zaobserwowano jej oczekiwanego wzrostu w
obecnosci jonéw o wiekszym powinowactwie do
atomu siarki. Brak jednoznacznie interpretowalnego
efektu sugeruje, ze w rybozymach delta jon Mg2+nie
jest skoordynowany bezposrednio z atomem tlenu
reszty fosforanowej w miejscu ciecia katalitycznego
[56].

Informacji na temat jonéw metali dwuwartoscio-
wych zwigzanych w rybozymach delta dostarczyty
réwniez wyniki specyficznego ciecia RNA induko-
wanego w obecnosci tych jonéw [87-90]. Ciecia za-
obserwowano w regionie J4/2 rybozymu genomowe-
go w obecnosci jonéw Pb2+[91], atakze w obecnosci
jonéw Ca2+ Mn2+i Eu3+ [67], Natomiast w rybozy-
mie antygenomowym, dziatajagcym w uktadzie trans,
zaobserwowano ciecie w obecnos$ci jonéw Mg w
dolnej czesci regionu dwuniciowego P2 przy G81
[92]. Reakcja byta przy tym zalezna od utworzenia
standardowej pary zasad U4-A36 w obrebie helisy
Pl i obecnosci reszty C76 [93].

Obecnie sadzi sie, ze w rybozymie delta wyste-
puja dwa rodzaje zwigzanych specyficznie jonow
metali dwuwartosciowych; jony petnigce funkcje ka-
talityczng oraz strukturalng [94]. Jon strukturalny
wigze sie silniej do rybozymu w niskim pH, nato-
miast katalityczny w wyzszym. Jony metali jedno-
wartosciowych w fizjologicznym zakresie stezen nie
indukuja reakcji, natomiast efektywnie wspotzawod-
niczg z wigzacym sie z czasteczkg dwuwartoscio-
wym jonem strukturalnym i znacznie stabiej zjonem
0 charakterze katalitycznym. Wykorzystujgc nieli-
niowy model Boltzmana-Poissona obliczono poten-
cjaty powierzchniowe wigzania jonéw metali dwu-
wartosciowych z czasteczka rybozymu. Okazato sig,
ze w poblizu miejsca ciecia katalitycznego znajduje
sie szczelina charakteryzujgca sie wysokim poten-
cjatem ujemnym, ktéra moze by¢é miejscem silnego
wigzania jonu metalu [94].

V. Mozliwosci praktycznego wykorzystania
rybozyméw delta

Rybozymy delta sg jedynymi poznanymi rybozy-
mami, dla ktérych naturalnym S$rodowiskiem
dziataniajest komorka zwierzeca. Z tego wzgledu sa
szczegblne atrakcyjne jako potencjalne narzedzia
molekularne w strategii ukierunkowanej degradacji
RNA (Ryc. 6). Jak dotychczas, w strategii tej najcze-
Sciej wykorzystywane sg rybozymy hammerhead i
hairpin [95-102]. Przeprowadzone niedawno szcze-
gétowe badania kinetyki reakcji ciecia rybozyméw
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delta dziatajagcych w uktadzie trans mogg by¢ bardzo
pomocne podczas konstruowania wariantow o
pozadanej aktywnosci i wykazujacych obrét
[103-108]. Pewne charakterystyczne wasciwosci ry-
bozyméw delta moga okazaé sie szczegdlnie ko-
rzystne. Przede wszystkim, rybozymy delta sg naj-
szybciej dziatajgcymi ws$rod poznanych wyste-
pujacych w naturze rybozymoéw. W warunkach ni-
skiego stezenia jondw Mg2+ state szybkosSci reakcji
rybozyméw hammerhead i hairpin sg znacznie niz-
sze [55, 109]. Ponadto, rybozymy delta charaktery-
zuja sie wyjatkowo upakowang strukturg, ktéra chro-
ni je przed atakiem rybonukleaz i zapewnia im duzg
trwato$¢ w komorce. Ostatnie doniesienia wskazuja,
ze czas péttrwania rybozymu delta inkubowanego w
obecnosci ekstraktu komorkowego osigga 112 go-
dzin, a po 10 dniach pozostaje jeszcze ok. 20%
czasteczek. Wysoka trwato$¢ rybozymu nie jest wy-
nikiem oddziatywania z biatkami komoérkowymi,
gdyz brak produktéw fotozszywania zdaje sie za-
przeczac takim oddziatywaniom [110]. Istotngzalety
rybozymodw delta jest to, ze przecinajg one czastecz-
ke substratu za dowolnie wybranym nukleotydem
(Ryc. 4). Kolejne siedem nukleotyddw w czasteczce
docelowej RNA musi by¢é komplementarne do frag-
mentu sekwencji rybozymu, ktory tworzy region
dwuniciowy PIl. Wiadomo, ze dopuszczalne sg pew-
ne zmiany w tym regionie, przy zachowaniu standar-
dowych par zasad. Dtugos$¢ helisy P1wynoszaca sie-
dem par zasad jest stosunkowo niewielka, co moze
powodowaé niespecyficzne wigzanie substratu
RNA, a w konsekwencji, degradacje wiecej niz jed-
nego rodzaju czasteczek RNA. Helisa Pl nie moze
by¢jednak wydtuzona, poniewaz powoduje to utrate
aktywnoS$ci rybozymu. W rybozymie genomowym
wydtuzenie jej do o$Smiu lub dziewieciu par zasad
znosi aktywnos$¢ katalityczng [111]. Wykazano ta-
kze, ze skrocenie helisy P10jedna pare zasad prowa-
dzi do obnizenia aktywnosci rybozymu antygenomo-
wego o jeden rzad wielko$ci [112].

Sekwencja RNA, ktéra w rybozymach delta bez-
posrednio poprzedza miejsce ciecia katalitycznego
ma istotne znaczenie przy planowaniu miejsca ataku
docelowej czasteczki RNA. Metoda wprowadzania
mutacji zarbwno pojedynczych, jak i wielokrotnych,
okreslono optymalng sekwencje nukleotydow w re-
gionie od -1 do -4 w rybozymie typu antygenomowe-
go, ktdra przyjmuje posta¢: .1HRHY .4, gdzie H ozna-
cza U, C lub A, R — puryne, a Y — pirymidyne
[113]. Zatem, cho¢ region ten nie jest czesScig helisy
P1, ustalone preferencje nalezy uwzgledni¢ w wybo-
rze miejsca ataku w czasteczce docelowej. Optymal-
na sekwencja w obrebie helisy Pl ma postac:
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IGNNHNNN?7 i wobec tego, 11-nukleotydowa se-
kwencja preferencyjnie rozpoznawana przez rybo-
zym delta typu antygenomowego to: 4YHRH”GN-
NHNNN7 [112, 113]. Obecno$c¢ reszty pirymidyny w
pozycji -1 zwieksza reaktywnosé w poréwnaniu do
reszty purynowej, jednak w wiekszym stopniu w re-
akcji indukowanej w obecnoscijondéw Ca2+ niz Mg2f
[114]. OkresSlono réwniez, jaki wptyw na szybko$é
reakcji ciecia w rybozymie dzialajagcym w uktadzie
trans ma diugos¢ osmionukleotydowej sekwencji
powyzej miejsca ciecia. Aktywnos$¢ katalityczna ry-
bozymu wzrastata ze wzrostem dtugosci tej sekwen-
cji do trzech nukleotyddéw, osiagajac trzykrotnie wy-
zszg warto$¢ w poréwnaniu do sytuacji, gdy tylko je-
den nukleotyd byt przed miejscem ciecia. Natomiast,
gdy diugos¢ sekwencji przekroczyta 5 nukleotydow
obserwowano nieznaczny spadek aktywnos$ci. Po-
dobna zalezno$¢ charakteryzowata wartosci statych
dysocjacji Kdwyznaczone dla rybozymu iodpowied-
nich oligonukleotydowych substratow [114].

Specyficzne przecinanie czgsteczki mMRNA przez
rybozym delta typu antygenomowego dziatajacy w
uktadzie trans zademonstrowano po raz pierwszy
wykorzystujagc mMRNA kodujacy biatko wirusa HDV,
dwie izoformy antygenu delta [115]. Z dziewieciu
badanych rybozyméw rozpoznajacych sekwencje
YGNNNNNN, trzy indukowaty ciecie docelowego
MRNA in vitro. Chociaz state szybkosci reakcji byty
ok. 50-krotnie nizsze niz wyznaczone dla krotkich
substratow oligorybonukleotydowych, rybozymy
wykazywaty obrot czasteczkowy, ceche bardzo
istotng dla zastosowan praktycznych [115]. Badano
takze efektywno$¢ réznych sposobdédw dostarczenia
rybozymu na teren komoérki. Poréwnanie elektropo-
racji i lipofekcji wykazato, ze ten ostatni sposob jest
bardziej efektywny, gdyz elektroporacja powodo-
wata destrukcje znacznej ilosci komdrek [110].
Skonstruowano wektory ekspresyjne zawierajgce se-
kwencje rybozymow delta pod kontrolg promotoréw
tRNA lub Us snRNA i potwierdzono oczekiwang lo-
kalizacje transkryptow w cytoplazmie lub w jadrze
komorkowym. Rybozymy znajdujgce sie w cytopla-
zmie byty znacznie bardziej aktywne i efektywnie
hamowaty ekspresje chimerycznych genéw BCR-
ABL-lucyferaza oraz ABL-lucyferaza w transfekowa-
nych komorkach Hela [116].

Rybozymy delta wykorzystywane sg takze jako
specyficzne narzedzia biochemiczne. W reakcji tran-
skrypcji RNA in vitro z wykorzystaniem polimerazy
RNA faga T7 otrzymuje sie czasteczki RNA hetero-
genne na konicu 37, a rézniace sie obecnoscig od jed-
nego do kilku dodatkowych nukleotydéw przypad-
kowo wbudowanych przez polimeraze. Zaplanowa-
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nie matrycy DNA w ten sposdb, aby powstajacy tran-
skrypt RNA zawierat na swoim koncu 3’ sekwencje
rybozymu delta umozliwia generowanie oligomeréw
RNA o zaplanowanych homogennych koncach 3’
[117, 118].

V1. Uwagi koncowe

Intensywnie prowadzone w ostatnich kilku latach
badania rybozyméw delta dostarczyty waznych in-
formacji o ich strukturze i wtasciwosciach. Spekta-
kularnym osiggnieciem byto poznanie struktury
przestrzennej rybozymu typu genomowego w krysz-
tale oraz wykazanie, ze tafnicuch RNA uczestniczy
bezposrednio w mechanizmie reakcji katalizy. Od-
krycia te sprawity, ze z czgsteczek o stosunkowo
stabo poznanej strukturze i wtasciwosciach, rybozy-
my delta staty sie poligonem dosSwiadczalnym dla
badan zjawiska katalizy RNA. Badan mechanizmu
reakcji ciecia, roli jakg jony metali dwuwartoscio-
wych petnig w katalizie i w tworzeniu struktury rybo-
zymu, atakze procesow zwijania sie RNA w struktu-
ry wykazujace aktywnos$¢ biologiczna.

Hipoteza, ze zasady nukleinowe moga aktywnie
uczestniczy¢ w reakcjach katalizy kwasowo-zasado-
wej, przyczynita sie do zmiany pogladu badaczy na
mechanizm dziatania znanych rybozymow i stymulu-
je dalsze poszukiwania czgsteczek RNA o witasciwo-
$ciach katalitycznych. Niedawno rozwigzana struktu-
ra krystalograficzna rybozymu hairpin wskazuje na
aktywng role RNA réwniez w dziataniu tego rybozy-
mu [119]. Ponadto, rozkiad 23S rRNA w podjednostce
50S rybosomu w krysztale [12, 13] oraz wyniki badan
kompleksu U2 i Us sSnRNA [14] sugeruja, Ze za synte-
ze wigzania peptydowego i usuwanie sekwencji intro-
nowych z mMRNA odpowiedzialne sa wtasciwosci ka-
talityczne czgsteczek RNA, wchodzacych w skiad ry-
bosomu i spliceosomu. Hipotezy te wymagajgjednak-
ze potwierdzenia.

W ostatnich latach scharakteryzowano szcze-
gotowo wiasciwosci katalityczne rybozymow delta
dziatajacych w uktadzie trans o potencjalnym znacze-
niu aplikacyjnym w strategii ukierunkowanej degra-
dacji RNA. Zidentyfikowano szereg czynnikéw
wptywajgcych m.in. na oddziatywanie rybozym-sub-
strat, obrot czasteczkowy rybozymu i aktywnos¢ kata-
lityczng wariantow strukturalnych. Pomimo osiggnie-
tego postepu, niezbedne jest prowadzenie dalszych
prac zmierzajacych do zastosowania rybozymow del-
ta jako narzedzi molekularnych w biotechnologii lub
czynnikdw terapeutycznych w medycynie.
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Biatka szoku zimna mikroorganizmow

Microbial cold shock proteins

AGNIESZKA KAUFMAN MARIANNA TURKIEWICZ 2
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l.  Wstep
1. Wptyw niskiej temperatury na komorki
111. Biatka szoku zimna Escherichia coli
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1V-1. Csp bakterii mezofitnych

IV-2. Csp bakterii zimnolubnych

1V-3. Csp bakterii termofilnych
V. Biatka szoku zimna drobnoustrojow eukariotycznych
V1. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétéw: BPTI — inhibitor trypsyny z
trzustki wotu (ang. bovine pancreatic trypsin inhibitor); Cap —
biatko aklimatyzacji do zimna (ang. cold acclimation protein);
CsdA — (ang. cold shock domain protein A) — biatko A zawie-
rajace domene szoku zimna, wykazujgce aktywnos$¢ helikazy
zaleznej od ATP; Csp — biatko szoku zimna (ang. cold shock
protein)’, CspA + Cspl — rodzina CspA biatek szoku zimna; DB
— (ang. downstream box) — fragment mMRNA biatek szoku zim-
na zaangazowany w regulacje ich ekspresji; H-NS — (ang. hi-
stone — like protein) — biatko wigzace sie z DNA; Hpr — za-
wierajace histydyne biatko — przenosnik jonéw fosforanowych
(ang. histidine — containing phosphocarrier protein), wchodzi
w sktad wieloenzymowego kompleksu bakteryjnej fosfotransfe-
razy; Hsp — biatko szoku ciepta (ang. heatshock protein)', IF-2
— czynnik inicjacji translacji (ang. initiation factor)', INP —
biatka nukleacyjne lodu (ang. ice nucleating proteins)', L2, L7,
L12 — biatka duzej podjednostki rybosomalnej; mMRNA — in-
formacyjny RNA (ang. messenger RNA); NMR — spektrosko-
pia magnetycznego rezonansu jadrowego; NusA — (ang. N uti-
lization substance protein A) — biatko uczestniczgce w tran-
skrypcji; OB — rodzina biatek wigzacych oligonukleotydy OB -
fold proteins (ang. oligonucleotide binding)', RbfA— (ang. ribo-
some bindingfactor) — biatko wigzace rybosom; RNP —region
w czasteczce biatka opiekuriczego (chaperonowego) odpowie-
dzialny za wigzanie RNA i ssDNA; rRNA — rybosomalny
RNA; S6, S12, S17 — biatka matej podjednostki rybosomalnej;
16SrRNA—jeden z rRNA o wspétczynniku sedymentacji 16S;
ssDNA — pojedyncza nié DNA; TF — czynnik transkrypcyjny
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(ang. transcriptionalfactor)’, THP — biatko termicznej histere-
zy (ang. thermal hysteresis protein)', Tip, Tir — biatka induko-
wane zmiang temperatury (ang. temperature inducible prote-
ins)’, UP — (ang. upstream element) — sekwencja mRNA boga-
taw pary AU; 5’-UTR — (ang. 5'-untranslatad region) — nie-
kodujacy fragment gendéw biatek szoku zimna, bierze udziat
w regulacji ich ekspresji; WNKT — wielonienasycone niezbed-
ne kwasy tluszczowe; Y-box — zawierajgca domene szoku zim-
na rodzina biatek eukariontow

I. Wstep

Trwajace od kofica lat 60-tych prace nad
wplywem niskiej temperatury na komorki i synteze
biatek w tych warunkach [1-3], zaowocowaty opisa-
niem w 1987 roku przez Jones iin. [4] pierwszego
biatka szoku zimna, CspA z Escherichia coli. Dzi$
wiadomo juz, ze zarowno w komérkach Prokaryota,
jak i Eukaryota, w wyniku nagtego obnizenia tempe-
ratury nastepuje indukcja biosyntezy biatek szoku
zimna. Nie tylko zresztg spadek temperatury stymu-
luje synteze Csp, ale i inne stresy: promieniowanie
UV, zmiany pH, ci$nienia, zasolenia, obecnosé nie-
ktorych substancji biologicznie czynnych, np. anty-
biotykéw, a nawet limitowanie zrodta wegla, badz
rozcienczenie kultury [5]. Podstawowg funkcjga tych
biatek jest niwelowanie niekorzystnego wpltywu $ro-
dowiska, w szczegdlnosci skutkow obnizenia tempe-
ratury [6].

Najlepiej poznanym dotychczas biatkiem szoku
zimna jest wspomniane juz CspA E. coli. Jego struk-

POSTEPY BIOCHEMII 50(1), 2004


mailto:mtur@ck-sg.p.lodz.pl

tura, funkcja i regulacja syntezy na poziomie tran-
skrypcji, translacji i stabilnosci mRNA, byly i sg in-
tensywnie i szczegétowo badane. Biatka homolo-
giczne do CspA E. coli zostaty zidentyfikowane u
wielu innych mikroorganizméw, nie tylko bakterii,
ale i plesni [e, 7].

Wysoki stopienn homologii oraz znaczna konser-
watywno$¢ miejsc promotorowych genéw biatek
szoku zimna u réznych gatunkéw Swiadczg, ze rola
Csp jest nie tylko zwigzana z procesem adaptacji do
niskich temperatur (tworzeniem tolerancji na tempe-
ratury nizsze od fizjologicznych), ale ze ich obec-
nosc¢ jest prawdopodobnie konieczna do prawidtowe-
go wzrostu i rozwoju komérek takze w warunkach
normalnych, bezstresowych.

Biatka szoku zimna sg ewolucyjnie bardzo stare.
Uwaza sie, ze ich przodek mdgt sie pojawi¢ nawet
3,5 mld lat temu, w poczatkach ewolucji organizmow
jednokomorkowych [8].

Il. Wptyw niskiej temperatury na komaérki

W przeciwienstwie do skutkdw podwyzszenia
temperatury (szok ciepta) i odpowiedzi na takg zmia-
ne, ktére okazaty sie uniwersalne, w przypadku ob-
nizenia temperatury nie jest to juz tak oczywiste.
Ogdlnie wiadomo, ze znaczny wzrost temperatury
powoduje termiczng denaturacje kwasow nukleino-
wych i biatek — ich rozfaldowanie, ale takze agrega-
cje, prowadzacg do utraty wiasciwosci funkcjonal-
nych. Mechanizm obronny komorki jest w takim
przypadku zawsze podobny i $cisle zwigzany z syn-
tezg zestawu dobrze juz znanych biatek szoku ciepta
Hsp, majacych charakter uniwersalny isilnie konser-
watywny. Dziatajg one jako molekularne chaperony,
stabilizujg strukture biatek, zapobiegajgc ich ter-
micznej denaturacji, umozliwiajg renaturacje uszko-
dzonych czasteczek i w konicu dziatajg jako enzymy
proteolityczne, tzw. proteazy szoku termicznego,
usuwajgc z komorki nieodwracalnie uszkodzone
biatka [9-14].

OdpowiedZz komorki na obnizenie temperatury
jest o wiele bardziej ztozona i znacznie stabiej po-
znana, ado najpowazniejszych skutkéw szoku zimna
naleza:

— utrata ptynnosSci membran komérkowych, przeja-
wiajaca sie przejsciem z fazy ciektego krystalitu
do fazy zelu, co prowadzi do istotnych zaburzen, a
nawet zahamowania transportu jonéw i innych
niezbednych dla komoérki substancji;

— usztywnienie struktury drugorzedowej kwaséw
nukleinowych i trudnosci w otwarciu podwdjnej
helisy DNA, ze wzgledu najego zbyt wysokg su-
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perhelikalng gestos¢, a co za tym idzie obnizenie
tempa replikacji DNA oraz transkrypcji i transla-
cji mMRNA. Zahamowanie syntezy biatka pod
wptywem szoku zimna wynika takze z trudnosci
w formowaniu sie polisoméw oraz translacyjnie
kompetentnych rybosomow, ktore przechodzg w
tzw. stan nietranslacyjny, wrazliwy na niskg tem-
perature (ang. cold-sensitive)’,

— spadek szybkos$ci fatdowania sie biatek, a zwtasz-
cza tworzenia sie mostkéw disiarczkowych;

— obnizenie szybkos$ci reakcji enzymatycznych,
ograniczajgce tempo metabolizmu;

— formowanie sie krysztatkéw lodu, ktére w sposéb
mechaniczny moga uszkadzaé komérke [15].
Warto zaznaczy¢, ze z takimi samymi problemami

muszg sie rowniez upora¢ mikroorganizmy bytujace

w permanentnie zimnych $rodowiskach, stanowigce

prawdopodobnie najliczniejszg grupe drobnoustro-

jow, bowiem ponad 80% bhiosfery (a dla mérz i oce-
andw nawet przeszto 90%) to obszary o temperaturze
ponizej 5°C [16]. Oczywiscie, w ich przypadku wy-
mienione efekty nie sg zwigzane z nagtym obnize-
niem sie temperatury, a wynikajg z nieprzerwanego
bytowania w zimnie, np. w obszarach polarnych.

W drodze ewolucji mikroorganizmy te wyksztatcity

wiele mechanizméw adaptacji do zycia w niskich

temperaturach. | tak np. dla zachowania ptynnosci

bton, w ich fosfolipidach nie tylko, podobnie jak u

innych organizméw poddawanych szokowi zimna,

wzrasta ilos¢ nienasyconych kwasow ttuszczowych,
ale takze zawarto$¢ kwasow rozgatezionych, zarow-
no izomerdw anteizo, jak i izo [17], co nie jest juz
rownie uniwersalng jak wzrost stopnia nienasycenia
taricuchow weglowodorowych odpowiedzig na niska
temperature, a w sposob zasadniczy zwieksza giet-
kos¢ fosfolipidow membranowych. Mikroorganizmy
pochodzace z takich $rodowisk produkujg réwniez
adaptowane do zimna enzymy, zwane czesto psy-
chrozymami. Ich skuteczno$¢ katalityczna w niskich
temperaturach, mierzona warto$ciami statej katali-
tycznej £kati statej specyficznosci k\,JKm[18, 19]jest
wyzsza niz homologicznych enzymow drobnoustro-
jéw mezofilnych i wynika nie ze zmian w molekular-
nym mechanizmie katalizy, a ze zwiekszonej ela-
stycznos$ci czasteczek, zawierajgcych np. dodatkowe
powierzchniowe petle polarne. Obecnosé takiej petli
stwierdziliSmy w doskonale zaadaptowanej do
dziatania w niskiej temperaturze subtylizynopodob-
nej proteinazie antarktycznych drozdzy [20]. Co

wiecej, tempo biosyntezy biatek katalitycznych u

mikroorganizméw z permanentnie zimnych bioto-

pow jest w temperaturach fizjologicznych czesto na-
wet Kilkakrotnie wyzsze anizeli w temperaturach
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optymalnych dla wzrostu tych szczepéw. Taka tem-
peraturozalezno$¢ wykazaliSmy w naszym zespole
badajac biosynteze kilku antarktycznych proteinaz,
m. in. metaloproteinazy Psychrobacterproteolyticus
sp. nov [21, 22] oraz unikatowej pozakomorkowej
subtylazy endemiczncyh drozdzy Leucosporidium
antarcticum [23].

Istotnym przystosowaniem do zimna, zwiaszcza
w warunkach spadku temperatury ponizej punktu
krzepniecia wody, jest rdwniez synteza bialek zapo-
biegajacych powstawaniu duzych krysztatkow lodu
(ang. antifreeze proteins), zwanych takze biatkami
termicznej histerezy (THP) [24, 25] oraz synteza
tzw. biatek nukleacyjnych lodu (INP). Te pierwsze
adsorbujac sie na zarodkach heksagonalnych krysz-
tatkow lodu nie dopuszczajg do ich wzrostu, te dru-
gie same dziatajg jako zarodki krystalizacji, jedna-

Tabela 1

Biatka szoku zimna E. coli [6]

Biatko
Klasa 1
(>100 krotna indukcja biosyntezy)
Rodzina bialek CspA:
CspA
CspB
CspG
Cspl
CsdA

RbfA
NusA

PNP-aza

Klasa li
(<10 krotna indukcja biosyntezy)

RecA

GyrA

IF-2

H-NS

kze powstajace z ich udziatem krysztatki lodu maja
minimalne rozmiary, nie zagrazajace integralnosci
komorki [25]. Obydwa rodzaje biatek sg wytwarzane
gtownie u ektotermicznych eukariontéow; THP znale-
ziono dotad tylko u kilku taksonow Prokaryota (Rho-
dococcus erythropolis, Micrococcns cyphilus i Pseu-
domonas putida) [26]. W koncu efektem niskiej tem-
peratury jest biosynteza biatek szoku zimna, Csp,
ktére sg zaangazowane w zwiekszanie efektywnosci
replikacji, transkrypcji i translacji w niskiej tempe-
raturze, bowiem w takich warunkach dochodzi do
znacznego spowolnienia, a nawet zahamowania
wszystkich tych proceséw [e, 8].

34

I11. Biatka szoku zimna Escherichia coli

OdpowiedZ na stres zimna zostata najlepiej po-
znana i udokumentowana dla mezofilnych bakterii
Escherichia coli. Wykazano, ze obnizenie tempera-
tury hodowli tych mikroorganizmow z 37°C do 10°C
powoduje zahamowanie syntezy wiekszosci biatek
komorkowych. | tak np. dwie godziny po obnizeniu
temperatury w elektroforezie dwukierunkowej liza-
téw komorkowych E. coli mozna wykryé jedynie ok.
30 540 biatek, z ktdrych 14 to typowe Csp [4]. Wigk-
szo$¢ z nich zostata juz zidentyfikowana. CspA, B,
G, il oraz CsdA, RbfA, NusA i PNP-aza (Tabela 1)
zaliczono do tzw. pierwszej klasy biatek szoku zim-
na, ktére w optymalnej temperaturze wzrostu E. coli
(37°C) sg produkowane w znikomych ilosciach, na-
tomiast w temperaturze nizszej nastepuje gwattowna

Funkcja

chaperon RNA/DNA

chaperon RNA/DNA

chaperon RNA/DNA

chaperon RNA/DNA

zwigzane z rybosomami biatko o masie 70 kDa
i aktywnosci helikazy RNA

czynnik o masie 15 kDa wiazacy rybosomy

uczestniczy w procesach terminacji
i antyterminaciji transkrypcji

fosforylaza polinukleotydowa

czynnik rekombinaciji

podjednostka a gyrazy DNA o aktywnosci
topoizomerazy

czynnik inicjacji translacji

biatko wigzagce DNA

indukcja ich biosyntezy do bardzo wysokiego pozio-
mu. Sg one odpowiedzialne za zainicjowanie wtasci-
wej odpowiedzi komorki na zmiane temperatury po-
przez biosynteze specyficznych biatek zawie-
rajagcych domene szoku zimna (ang. cold-shock do-
mainproteins), nie wymagajacych do biosyntezy do-
datkowych czynnikdw translacyjnych, ktére w wa-
runkach obnizonej temperatury sg nieaktywne. Ce-
lem tego etapu jest wyposazenie komadrki w czynniki
zastepcze, umozliwiajgce prawidtowy przebieg pro-
cesOw transkrypcji itranslacji wszystkich biatek ko-
maérkowych w panujacych warunkach niskiej tempe-
ratury. Dzialajg one jako chaperony oraz aktywatory
transkrypcji i translacji [4, 6, 27, 28].
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CspA, B, G il sgnajprawdopodobniej chaperona-
mi SSRNA/DNA [28, 29], CsdA jest zwigzanym z ry-
bosomami biatkiem o aktywnos$ci helikazy RNA,
ktére ma zdolno$¢ przywracania pierwotnej konfor-
macji czgsteczkom RNA, majacym w niskiej tempe-
raturze tendencje do nieprawidtowego zwijania sie
[30]. Nalezy ono do rodziny helikaz RNA zaleznych
od ATP i zawierajgcych motyw sekwencyjny DEAD
(tzw. DEAD-box helicases) [25, 31]. RbfA jest
biatkiem o duzym powinowactwie do podjednostki
30S (tworzy kompleks z 5°-terminalng helisg 16S
rRNA) [32], NusA uczestniczy w procesach termina-
cji iantyterminacji transkrypcji [33], a PNP-aza (fos-
forylaza polinukleotydowa) jest zaangazowana w
degradacje mRNA [34], Uwaza sie, ze biatka szoku
zimna CsdA, RbfA oraz czynnik inicjacji translacji
IF2, réwniez zaliczany do Csp, wigzac sie z podjed-
nostkami rybosomow powoduja ich przejscie ze sta-
nu nietranslacyjnego, wrazliwego na zimno, do stanu
translacyjnego, odpornego na zimno (ang. cold-resi-
stant).

Do drugiej klasy biatek szoku zimna, ktére u
E. coli sg obecne takze w 37°C naleza: czynnik re-
kombinacji RecA [35], zaangazowany roéwniez w in-
dukcje odpowiedzi SOS, koniecznej do naprawy
DNA i bedacej wazng czescig ogdlnej odpowiedzi
komorki na zimno, wspomniany juz biatkowy czyn-
nik inicjacji translacji 1F-2 [4], H-NS — niezbedne
dla wzrostu biatko wigzgce sie z DNA nukleoidu
[36]; GyrA — podjednostka a gyrazy DNA o aktyw-
nosci topoizomerazy [37] oraz czynnik transkrypcyj-
ny TF [38] [Tabelal]. Indukcja ich biosyntezy w wy-
niku obnizenia temperatury niejest az tak gwattowna
jak w przypadku biatek klasy pierwszej, prowadzi
bowiem do ok. 10-krotnego wzrostu ich stezenia.
Prawdopodobnie Csp klasy drugiej petnig funkcje
naprawcze. Dzieki ich obecnosci mozliwa jest dalsza
synteza i fatdowanie biatek w niskiej temperaturze
oraz przywracanie biatkom uszkodzonym w wyniku
obnizenia temperatury ich funkcjonalnych wiasci-
wosci poprzez powtdrne, prawidlowe zwinigcie
tancucha polipeptydowego (refolding). Ogdélnie uj-
mujac, Csp klasy drugiej sg zaangazowane w ustale-
nie sie ,nowej” rownowagi w komorce, pozwalajac
jej w ten sposéb na dalszy wzrost i rozwéj w warun-
kach obnizonej temperatury. Podczas przediuza-
jacego sie szoku zimna biatka te sg syntetyzowane w
sposob ciagly [27].

I11-1. Rodzina biatek CspA

Jak wspomniano, gtéwnym biatkiem szoku zimna
E. colijest CspA, mate biatko o masie czgsteczkowej
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ok. 7,4 kDa wykryte przezJones iwsp. [4]. W wy-
niku nagtego obnizenia temperatury tempo jego bio-
syntezy gwattownie wzrasta, tak, ze moze ono stano-
wi¢ az do 13% (106 kopii na komorke) wszystkich
biatek komdrkowych, syntetyzowanych w fazie akli-
matyzacji [39]. Co wiecej, CspA jest niezbedne dla
rozpoczecia i regulacji syntezy innych biatek szoku
zimna E. coli [40].

CspA zbudowane jest z 70 aminokwaséw. Trojwy-
miarowa struktura tego biatka zostata okreslona me-
todami krystalografii (Schindelin i in. 1994)
[41] oraz spektroskopii NMR (Newkirk i in.
1994) [42]. Zaréwno w roztworach wodnych, jak ipo
wykrystalizowaniu, CspA wystepuje w postaci mo-
nomeru. Stwierdzono, ze tancuch polipeptydowy
tego biatka ma strukture P-fatdows i nie zawiera ob-
szaréw helikalnych. W czasteczce wystepuje piec
odcinkéw o konformacji P-przeciwréwnolegtej (od
Pi od pb5), tworzacych strukture (P)5beczutki z
umieszczonymi na zewnatrz po jednej stronie mole-
kuty resztami aromatycznymi, gtownie fenyloalani-
ny (e reszt) oraz tryptofanu, tyrozyny i histydyny.
W obrebie fragmentéw p2 i p3 zostaty zidentyfiko-
wane dwa miejsca, RNP1 i RNP2 (Ryc. 1A), majace
zdolnosé preferencyjnego wigzania bogatych w piry-
midyny odcinkéw jednoniciowego RNA i ssDNA, co
potwierdza chaperonowy charakter tego biatka i
wskazuje, ze moze ono destabilizowac wtdrne struk-
tury kwas6w nukleinowych, istotnie utrudniajgce
inicjacje translacji [27, 28, 43]. Struktura (P)s-be-
czutki, charakterystyczna dla CspA i innych matych
biatek szoku zimna, wystepuje takze jako domena w
licznych biatkach niezwigzanych z tym stresem, na-
tomiast majacych zdolno$¢ wigzania sie z oligonu-
kleotydami lub oligosacharydami — tzw. biatek
OB-fold. Nalezy do nich m. in. czynnik inicjacji
translacji alFa z archeona Methanococcus janaschi,
czynnik terminacji transkrypcji Rho z E. coli, biatka
rybosomalne: L2 z Bacillus stearothermophilus oraz
S12 i S17 z Thermus thermophilus, a takze liczne
biatka eukariotyczne, np. Y-box (por. rozdziat V) [5].

Ewolucyjna rodzina bialek CspA obejmuje u
E. coli dziewieé biatek, od CspA do Cspl, ktére wy-
kazujg rozny, ale stosunkowo wysoki stopied homo-
logii, zawierajg od 69 do 74 aminokwasoéw i moga
znacznie sie rézni¢ punktem izoelektrycznym, ktéry
miesci sie w zakresie od 5, 53 do 10, 72 [28,44], Bio-
synteza nie wszystkich z nich jest indukowana obni-
zeniem temperatury i moze podlega¢ odmiennej re-
gulacji. Udowodniono, ze tylko CspA, B, G il sg ty-
powymi biatkami szoku zimna, a ich synteza jest re-
gulowana na poziomie transkrypcji, translacji i sta-
bilnosci mRNA [27, 39, 44, 45]. Stwierdzono réw-
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niez, ze w wyniku delecji genu cspA, funkcje biatka
CspA przejmujg CspB i G. Biosynteza CspD jest in-
dukowana przy braku sktadnikéw odzywczych, np.
glukozy, natomiast CspC i E sg syntetyzowane w
sposob cigglty podczas wzrostu komérek w warun-
kach normalnych i prawdopodobnie odgrywaja
wazng role w kondensacji nukleoidu [28].

SzczegO6towe badania poziomu stezenia CspA w
réznych fazach wzrostu E. coli w 37°C wykazaly, ze i
to biatko jest syntetyzowane w warunkach bezstreso-
wych, bowiem w poczgtkach fazy eksponencjalnego
wzrostu jego stezenie osigga ok. 50 pM, jednak pod
koniec tej fazy jest juz prawie niewykrywalne [46],
Oznacza to, ze CspA odgrywa jaka$ wazng, choé nie
w petni jeszcze zrozumiatlg role w prawidtowym
wzroscie komorek E. coli w warunkach normalnych.
Dla pordwnania nalezy dodaé, ze po szoku zimna, w
konhcu fazy aklimatyzacji stezenie tego biatka wyno-
si 100 pM, jest wiec tylko 2-krotnie wyzsze. Te wy-
niki wskazuja na potrzebe przeprowadzenia szer-
szych badan poziomu ekspresji CspA w réznych wa-
runkach i fazach wzrostu kultur E. coli.

Biatka rodziny CspA podzielono dodatkowo na
dwie podgrupy, réznigce sie¢ miedzy sobg pochodze-
niem ewolucyjnym. W jednej z nich znalazty sie

A

1 B-2

B-3

CspF i H, a w drugiej pozostate, homologiczne do
CspA biatka: A, B, G, |, C i E [44], Lokalizacja ge-
néw csp w chromosomie E. coli sugeruje, ze rodzina
tych biatek, regulujgcych odpowiedz komérek na
rézne stresy srodowiskowe, powstata najprawdopo-
dobniej w wyniku wielokrotnej duplikacji pierwot-
nego genu.

CspF i H, réwniez zaliczane do ewolucyjnej rodzi-
ny biatek CspA, sg najstabiej powigzane z tg grupa
biatek, jak ize zidentyfikowanymi, homologicznymi
do nich biatkami eukariontéw z domeng szoku zim-
na. Przede wszystkim nie wykazuja wspdlnej dla
tych biatek cechy — nie sg bogate w aminokwasy
aromatyczne i zawierajg, odpowiednio, zaledwie 3 i
4 takie reszty, podczas gdy w CspA wystepuje ich az
9 (Ryc. 1B). Przypuszcza sie, ze te biatka majg zdol-
no$¢ wigzania sie z dwuniciowym DNA. Nie wiado-
mo, czy petnig jaka$ role w odpowiedzi komorek
E. coli na szok zimna [28].

I11-2. Regulacja ekspresji gendw csp E. coli
Dotychczasowe badania wskazujg, ze ekspresja

gendéw csp E. coli jest regulowana na trzech pozio-
mach: transkrypcji, stabilnosci mRNA i translacji,

B4 -3

MSGRMTGIVKWFNADKGFGF IJrPDDGSKDVFVEFSATQNDGYKSLDEGQKVSFTIESGAKGPAAGNVTSL
RNP1 RNP2

Y42

o
-

Ryc. 1. Tréjwymiarowa struktura CspA E. coli. A: Sekwencja aminokwaséw CspA: fragmenty odpow iadajace regionom p,- p?sg zaznaczone liniami
na gorze: miejsca wigzagce RNA: RNP1 i RNP2 zostaty wzigte w ramke; B: Struktura CspA E. coli uzyskana technika NMR [28],
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jednakze molekularne mechanizmy tych procesow sa

znane tylko w zarysie.

Istotng role petni w nich kilka sekwencjiobecnych

w genach cspA, B, G, | i innych regulowanych Szo-

kiem zimna biatek E. coli, a takze w ich transkryp-

tach:

— wyjatkowo dtugi (w przypadku cspA liczacy 159
nukleotydéw) niekodujacy liderowy region
5’-UTR (Ryc. 2), zawierajacy przy 5’-koicu uni-
katowy, silnie konserwowany odcinek 11 par za-

obnizeniu temperatury, gdy rozpoczyna sie w ko-
morce gwattowna indukcja biosyntezy CspA, poli-
meraza RNA potrafi w niewyjasniony do tej pory
sposéb omijac¢ zawierajgcy sekwencje ,,cold-box” re-
gion w genie tego biatka. Nastepnie, w miare nagro-
madzania sie CspA, biatko to wigze sie z witasnym
MRNA destabilizujgc kompleks elongacyjny z poli-
merazg RNA, czego wynikiem jest attenuacja tran-
skrypcji [27]. W attenuacji transkrypcji cspA biorg
tez udziat biatka CspC i E, ktére naleza co prawda do

Cold box
cspB  (+2 - +25) UCGGUU|UGA GAACAGACGAUAUA
coph (1429 ACGGUU[UGACGUACAGACCAUUA A
csdA (+42 - +65) /]\AUAGCLIJCIS/IX CI;'LIJII\(I:;I\C;LAUCAGCC
UGA GUACAGA

Ryc. 2. Homologiczne sekwencje w regionie 5’-UTR cspA, cspB i csdA E.

box” [50],

sad, zwany ,,cold-box”. Stanowi on tzw. miejsce
przerwy w transkrypcji (ang. transcriptionalpau-
singsite), ktéremu przypisuje sie szczeg6lne zna-
czenie w represji tego procesu;

14-zasadowa sekwencja, ,downstream-box”
(DB), zlokalizowana w regionie kodujacym, w
odlegtosci 12 par zasad za kodonem inicjacji
CspA (Rys. 3), komplementarna do jednej z se-
kwencji w 16S rRNA, lezacej w poblizu deko-
dujacego obszarujego czasteczki (ang. RBS — de-
coding region). DB wystepuje réwniez w cspB i G
oraz w csdA i rbfA E. coli;

sekwencja ,,upstream-box” (UP) zlokalizowana w
5’-UTR cspA, B, G il E. coli, 11 zasad powyzej
sekwencji Shine — Dalgarno. UP jest rowniez
komplementarna do jednego z obszaréw w 16S
rRNA. Delecja fragmentu 5’-UTR, zawierajgcego
UP znacznie obniza wydajno$¢ translacji CspA w
warunkach szoku zimna, co moze dowodzi¢, ze
UP stanowi swego rodzaju wzmacniacz translacji
wspomnianych biatek [47].

Lokalizacja elementow zaangazowanych w regu-
lacje biosyntezy biatek szoku zimna zostata przed-
stawiona na Ryc. 3.

Nalezy podkresli¢, ze w odr6znieniu od Hsp, bio-
synteza Csp nie wymaga zadnych dodatkowych
czynnikow transkrypcyjnych. Najprawdopodobniej
proces ten podlega autoregulacji, zaobserwowano
bowiem, ze w nieobecnosci biatka CspA tempo tran-
skrypcji jego genu w fazie aklimatyzacji jest bardzo
wysokie, po czym w miare wzrostu jego stezenia —
stabnie. Wedtug jednej z hipotez, bezposrednio po
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coli; zakre$lony zostat silnie konserwatywny region 11. zasad, tzw. ,,cold

rodziny CspA, ale sg syntetyzowane u E. coli nie tyl-
ko w odpowiedzi na szok zimna, ale takze w 37°C
[6]. Wiadomo ponadto, ze ten szok nie ogranicza re-
gulacyjnej roli bogatego w sekwencje AU regionu
UP [47], a promotor genu CspA potrafi w niskich
temperaturach zwieksza¢ efektywnos$¢ transkrypcji
wielu innych biatek, np. p-galaktozydazy [48]. Wg
Brandi iin. [49] jest tez mozliwe, ze Csp jako cha-
perony o duzym powinowactwie (rzedu pmoli) do
sSRNA/ DNA stabilizujg tworzenie sie otwartego
kompleksu z polimerazg RNA, co znakomicie
utatwiatoby transkrypcje gendéw zar6éwno tych
biatek, jak i innych, syntetyzowanych w kolejnych,
po fazie aklimatyzacji, etapach wzrostu E. coli w ni-
skich temperaturach.

Bardzo interesujacych  wynikéw, potwier-
dzajacych wazng role biatka CspA w regulacji eks-
presji jego genu, dostarczyty badania mutantow E.
coli. Mutanty te zawieraty tak skrécony w regionie
kodujacym gen cspA, ze chociaz mogt on ulegaé¢ w
niskiej temperaturze wydajnej transkrypcji, a tran-
skrypt mégt sie wigza¢ z rybosomami (nie zostata
wycieta z genu sekwencja DB), to jednak nie naste-
powata synteza CspA [29]. W tych warunkach do-
chodzito do catkowitego zahamowania wzrostu ko-
morek, co nazwano ,niskotemperaturowym efektem
antybiotycznym skréconego cspA” (ang. low-tempe-
rature antibiotic effect of truncated cspA, LACE).
Prawdopodobnie podtozem LACE jest prawie catko-
wite zniesienie represji transkrypcji cspA oraz
zwigzanie wiekszosci rybosomoéw przez mRNA
biatka CspA, co uniemozliwia translacje mMRNA po-
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zostatych Csp klasy | i w efekcie (przy braku biatek
RbfA i CsdA) wszystkich innych biatek, niezbed-
nych do przezycia drobnoustroju w obnizonej tempe-
raturze.

Po przeniesieniu mutantéw E. coli z insercjami
lub delecjami w obszarze 5’-UTR z 37 do 10°C ob-
serwowano istotne zmiany w indukcji odpowiedzi na
szok zimna wzgledem szczepu dzikiego. | tak np.
wprowadzenie do genu cspA dodatkowej sekwencji
pierwszych 25 nukleotydéw z odcinka 5’-UTR, w
sktad ktérej wchodzi ,,cold-box”, powodowato prze-

cspA w 37°C, w wyniku czego biosynteza tego biatka
staje sie konstytutywna [52].

MRNA CspA jest nie tylko bardziej stabilny w ni-
skiej temperaturze, ale i bardziej efektywnie odczy-
tywany przez rybosomy, ktére, jak wiadomo, chronig
czasteczki wszystkich mRNA przed degradacja, co
moze rowniez wptywacé na wzrost stabilnosci mRNA
CspA w warunkach szoku zimna [5].

Kluczowym czynnikiem dla wzrostu stabilnosci
MRNA CspA iinnych biatek szoku zimna jest jednak
prawdopodobnie DEAD-6ox helikaza, bedgca pro-

Miejsce startu
transkrypcji
v oNA
UP, region -35 -10 +1
bogaty w AT
: Miejsce startu
§-UTR translacji
5 3
Fer RNA
cold-box downstream
box (DB)
Aktywacja Attenuacja Stabilno$é Miejsce
transkrypcji transkrypciji mRNA wigzania
rybosoméw

Ryc. 3. Elementy zaangazowane w regulacja biosyntezy biatka szoku zimna CspA E. coli. Biosynteza biatek szoku zimna podlega wielopoziomowej
regulacji: sekwencja DB pozwala na tworzenie kompleksu inicjacji translacji w niskiej temperaturze bez udziatu czynnikéw rybosomalnych,
nieaktywnych w fazie aklimatyzacji. Dtugi nickodujacy region 5’-UTR decyduje o stabilnosci mRNA cspA, ponadto zawiera unikatowg se-
kwencja “cold-box”, charakterystyczng dla genéw biatek szoku zimna, bioraca udziat w autoregulacji ekspresji biosyntezy CspA [6].

dtuzong synteze nie tylko CspA, ale takze CspB i G, a
dodatkowo prowadzito do wydtuzenia fazy aklima-
tyzacji. Wyciecie insercji niwelowato ten efekt. Fak-
ty te potwierdzajg, ze zar6wno CspA, jak i 5’-UTR
majg istotny wplyw na regulacje ekspresji gendw
biatek szoku zimna w trakcie fazy aklimatyzacji [50,
51].

Doswiadczenia z mutantami E. coli pozbawiony-
mi fragmentu 5°-UTR w genie cspA wykazaty, ze ta
sekwencja wywiera znaczgcy wptyw na wysokg sta-
bilnos¢ wiasnego mRNA w niskich temperaturach
(okres pottrwania mRNA CspA w 15°C dochodzi do
20 minut), a jednocze$nie jest odpowiedzialna za
zwiekszenie jego labilnosci w 37°C (okres pdéitrwa-
nia— 12s). Pomimo zatem, ze promotor cspA jest w
37°C aktywny, bardzo trudno go wykry¢ na poziomie
transkrypcji [27, 31,40,47]; jest to mozliwe tylko na
poczatku eksponencjalnej fazy wzrostu (por. roz-
dziat 111-1). Wykazano ponadto, ze substytucja
trzech spos$rod 159 zasad w obszarze 5°-UTR prowa-
dzi do ok. 150-krotnego wzrostu stabilnosci mMRNA
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duktem ekspresji wspomnianego juz genu csdA, zali-
czana do najwazniejszych biatek szoku zimna. Li-
kwiduje ona wydtuzone wtérne struktury typu ,,ste-
am loop” powstajace w 5’-UTRw niskich temperatu-
rach, chronigc tym samym czgsteczki mMRNA przed
atakiem RNA-zy Ill, rozszczepiajgcej dsRNA.
Regulacja ekspresji biatek szoku zimna na pozio-
mie translacji odbywa sie przede wszystkim z
udziatem wspomnianej juz sekwencji DB, lezacej w
obszarze kodujacym mRNA CspA ikilku innych Csp
E. coli. Sekwencja ta jest wystarczajgca — dzieki
zdolnosci wigzania sie z jedng z drugorzedowych
struktur w 16S rRNA — do utworzenia kompleksu
inicjacji translacji w nieobecnos$ci czynnikow RbfA,
CsdA oraz IF2 [6, 53], cojest istotne zwtaszcza w fa-
zie aklimatyzacji, w ktérej sg syntetyzowane
wytacznie Csp klasy pierwszej [31, 54]. Wszystkie
pozostate biatka, konieczne do normalnego funkcjo-
nowania komorki, ktorych mRNAnie sgwyposazone
w DB, w tym takze Csp klasy Il, moga by¢ produko-
wane dopiero po zsyntetyzowaniu wymienionych
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trzech biatek — czynnikéw inicjujacych translacje w
warunkach szoku zimna.

W inicjacji translacji w warunkach szoku zimna
kolejna trudnos$¢ stanowi odszukanie przez kom-
pleks preinicjacyjny sekwencji Shine-Dalgarno, wy-
stepujacej u Prokaryota powyzej kodonu inicjacji i
uczestniczacej w wigzaniu matej podjednostki rybo-
somalnej, a nastepnie kodonu inicjacji AUG. Dla
przezwyciezenia tej trudnosci zasadnicze znaczenie
majgchaperonowe wasciwosci CspA iinnych biatek
szoku zimna | Kklasy. Jak juz wspomniano, pod
wptywem szoku zimna w mRNA tworzg sie struktury
wtoérne typu szpilki do wiosow i ,,steam loop”, utrud-
niajace, badZz wrecz uniemozliwiajgce odszukanie
miejsca inicjacji oraz przesuwanie sie biatek o ak-
tywnosci egzorybonukleaz. Zaktada sie, ze CspA
zsyntetyzowane w fazie aklimatyzacji, a takze nie-
liczne czasteczki tego biatka funkcjonujgce w E. coli
juz wczesniej, w warunkach normalnych, w 37°C,
wigzg sie z whasnym i innymi $wiezo powstatymi
mRNA (pod tym wzgledem nie sg zbyt specyficzne,
preferujg jedynie odcinki bogate w pirymidyny), li-
nearyzujac ich czasteczki, zwtaszcza w obszarze li-
derowej sekwencji 5’-UTR. Ta linearyzacja jest ge-
neralnie niezbedna dla translacji mMRNA u Prokaryo-
ta. O tym, ze biatka szoku zimna sg zaangazowane w
inicjacje translacji Swiadczy na przyktad fakt, ze in
vitro CspA podwyzsza efektywno$é translacji
wiasnego mRNA [55].

CspA i inne biatka szoku zimna przeciwdziataja
takze powstawaniu oddziatywan wodorowych w
RNA, co zapobiega rozprzezeniu transkrypcji i
translacji. Zatem synteza Csp stanowi w pewnym
sensie kompensacje wyzszej stabilnosci Il-rzedo-
wych struktur RNA po szoku zimna. Biatka te uznaje
sie nawet za translacyjne aktywatory gendw w ni-
skich temperaturach.

IV. Biatka szoku zimna innych bakterii

Od czasu zidentyfikowania w 1987 roku pierw-
szego biatka szoku zimna (CspA E. coli) i udowod-
nienia, ze jest ono produktem genu, ktérego ekspre-
sja jest stymulowana obnizeniem temperatury [4],
obecnos¢ biatek Csp stwierdzono u ponad piecdzie-
sieciu roznych gatunkéw Gram-dodatnich i Gram-u-
jemnych bakterii, wkgczajac gatunki psychro-, mezo-
i termofilne [8]. Nalezy nadmieni¢, ze, jak dotad,
biatka te znaleziono u wszystkich poddanych bada-
niom szczepéw z wyjatkiem Helicobacter pylori
i Mycoplasma genitalium [56], co oznacza, ze ist-
niejg szczepy nie produkujace Csp; jest to istotna

POSTEPY BIOCHEMII 50(1), 2004

réznica w poréwnaniu z biatkami szoku ciepta, wy-
stepujacymi u wszystkich mikroorganizmoéw [11],

IV-1. Csp bakterii mezofilnych

Poza E. coli, wnikliwym badaniom pod katem od-
powiedzi na stres zimna, poddano réwniez bakterie
B. subtilis, u ktérych w wyniku obnizenia temperatu-
ry hodowli z 37°C do 15°C nastepuje indukcja bio-
syntezy 37 biatek, petnigcych rozmaite funkcje
w réznych procesach fizjologicznych: w translacji —
biatka rybosomalne Se i L7/L12, w faldowaniu
biatek — izomeraza peptydyloprolilowa, w przy-
swajaniu cukrow — Hpr, w regulacji innych proce-
séw metabolicznych — syntaza cysteiny, redukto-
izomeraza ketokwasow, dehydrogenaza aldehydu
3-fosfoglicerynowego oraz izomeraza triozofosfora-
nowa [57].

Podobnie jak u E. coli, w komorkach B. subtilis
stwierdzono wystepowanie biatek podobnych do re-
prezentantow rodziny CspA. Sposrod nich trzy ho-
mologiczne biatka, CspB, C i D, majg istotny wptyw
nie tylko na zdolno$é adaptacji tych bakterii do ni-
skich temperatur, ale zapewniajg tez efektywny
wzrost B. subtilis w temperaturze optymalnej oraz
wysokg przezywalno$¢ podczas fazy stacjonarnej.
Potrojna delecja genéw tych trzech biatek jest letal-
na, a minimalna zawarto$¢ chociazby jednego z nich
— niezbedna do wzrostu komdrek B. subtilis [58].

Najwazniejszym biatkiem szoku zimna B. subtilis
jest CspB. Biatko to ulega stabej ekspresji w tempera-
turze optymalnej dla wzrostu, natomiast po zmianie
temperatury z 37°C do 10°C nastepuje ok. 7-krotna in-
dukcja transkrypcji jego genu. CspB jest kwasnym
biatkiem sktadajgcym sie z 67 aminokwaséw, wyka-
zujagcym 61% homologii z CspAE. coli. Podobnie se-
kwencja nukleotyddw w genie cspB jest w 60% iden-
tyczna z cspA E. coli, co potwierdza wysoka konser-
watywnos$¢ biatek szoku zimna na poziomie sekwen-
cji DNA i aminokwasow [59, 60]. Badania struktury
CspB B. subtilis wykazaty, ze biatko to zbudowane
jest z pieciu uformowanych w P-beczutke fragmen-
téw o konformacji przeciwréwnolegtej, z umieszczo-
nymi na zewnatrz resztami aromatycznymi (por.
Ryc. 1). Analogicznie do CspA E. coli sasiadujace
fragmenty p2 i P3 zawierajg konserwatywne miejsca
RNP1 i RNP2 wigzace sSRNA/DNA [61-63]. CspB B.
subtilis, przeciwnie jednak niz jego odpowiednik z E.
coli tworzy w roztworach wodnych w nieobecnosci
jonow fosforanowych dimery.

Interesujgce badania kinetyczno-termodynamicz-
ne rozfatdowywania i fatdowania CspB przeprowa-
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dzili Schindler iin. [64]. Wykazali, ze przejscie
miedzy stanem rozfatldowanym i natywnym tego
biatka jest in vitro ekstremalnie szybkie i ok. 90%
jego rozfatdowanych w 0,6M roztworze mocznika
czgsteczek wraca do stanu natywnego juz w czasie
1,5 ms. Autorzy Ci uwazaja, ze jest to takze mozliwe
in vivo, m. in. dlatego, ze to mate biatko, podobnie
jak wszystkie homologiczne z CspA E. coli biatka
szoku zimna, nie zawiera mostkdw disiarczkowych,
ktérych tworzenie jest elementem ograniczajgcym
szybkos$é fatdowania. Ponadto w CspB nie wystepuja
wigzania peptydowe c/s-prolilowe, koniecznos¢ izo-
meryzacji ktdrych rowniez w znacznym stopniu spo-
walnia proces jego fatdowania. Nawet w obszarze
tranzycji, w ktdrym zwijanie sie wszystkich biatek
jest najwolniejsze, rdwnowaga reakcji przejscia ze
stanu natywnego do rozfaldowanego, NU (ang.
native — unfolded) jest w przypadku CspB osiggana
w ciggu zaledwie 100 ms (dla wielu biatek jest liczo-
na nawet w godzinach). Schindler iin. [64] uwa-
zaja, Ze proces zwijania sie tego biatka in vivo (po-
dobnie jak to stwierdzono dla BPTI), nie obejmuje
tworzenia sie lokalnie zwinietych intermediatow,
powstajacych podczas fatdowania sie wiekszosci
biatek, dlatego tez moze by¢ ultraszybki. Ponadto,
CspB tak jak inne biatka CspA-podobne nie podlega
potranslacyjnym modyfikacjom. A zatem, po wys-
tagpieniu szoku zimna, bezzwlocznej i wzmozonej
syntezie tancuchéw tych biatek towarzyszy niezwy-
kle szybki proces przyjmowania przez nie natywnej
konformacji, co uruchamia calg kaskade molekular-
nej adaptacji, warunkujgcej przezycie i normalne
funkcjonowanie komorki w niskiej temperaturze. Co
prawda szybko zwijajace sie biatka nie majg kine-
tycznej ochrony zapobiegajgcej rozfatdowywaniu
sie czasteczek i np. CspB w nieobecnosci mocznika
rozwija sie w tempie 10 s’1 jednakze moze to by¢
bardzo korzystne dla regulatorowej funkcji tego typu
biatek, bowiem umiarkowang ich stabilnos¢,
w potaczeniu ze zdolnos$cig do szybkiego fatdowa-
nia, mozna rozpatrywac jako idealny mechanizm
szybkiej i wydajnej kontroli efektywnego wewnatrz-
komérkowego stezenia CspA-podobnych biatek szo-
ku zimna. Nalezy tu jednak wspomnieé, ze in vitro
stabilno$¢ Csp, np. odporno$é na proteolize znacznie
wzrasta po ich skompleksowaniu z kwasami nukle-
inowymi, mozna wiec przypuszczaé, ze rowniez in
vivo tworzenie takich komplekséw istotnie przedtuza
funkcjonowanie biatek szoku zimna.

Podobnie jak w przypadku mRNA biatek szoku
zimna E. coli, r6wniez mRNA Csp B. subtilis zawie-
rajg region 5’-UTR, ktory prawdopodobnie bierze
udziat w autoregulacji transkrypcji tych biatek. Csp
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B. subtilis dziatajg tez najprawdopodobniej jako cha-
perony RNA/DNA i regulujg nawzajem swojg bio-
synteze. Istnieje ponadto hipoteza, ze moga funkcjo-
nowa¢ jako krioprotektanty, poniewaz w znaczny
spos6b wptywaja na tolerancje komorek tych bakte-
rii na zimno (mutanty B. subtilis pozbawione cspB,
po zamrozeniu w -80°C wykazujg o wiele nizszg
przezywalnos¢ niz komorki dzikich szczepéw) [57,
58].

Biatka szoku zimna innych taksonéw mezofilnych
sg zbadane fragmentarycznie. U Lactobacillus lactis
stwierdzono obecno$¢ trzech homologicznych z
cspA E. coli genéw, z ktorych jeden, cspB, ulega
znacznej indukcji przy obnizeniu temperatury z 30°C
do 15°C. Produkt tego genu, biatko CspB, jest zbudo-
wane z 66 aminokwasow i wykazuje 60% identycz-
nosci z CspA E. coli [65]. Podobnie jak u E. coli i
B. subtilis, szok zimna zwieksza znacznie odpornosé
L. lactis na p6zniejsze zamrazanie, co w przypadku
bakterii mlekowych ma szczeg6lne znaczenie ze
wzgledéw technologicznych (mozliwo$¢ zamrazania
jogurtéw i innych mlecznych napojow fermentowa-
nych) [66, 67].

U Salmonella typhimurium obnizenie temperatury
powoduje inicjacje biosyntezy biatka szoku zimna
CspB, homologicznego do CspA E. coli. Podobnie
jak w przypadku E. coli, mRNA tego biatka jest bar-
dzo labilne w temperaturach bliskich optymalnej
temperaturze wzrostu, natomiast jego stabilnos$¢
znacznie wzrasta w 10°C, co moze znaczy¢, ze regu-
lacja ekspresji tego biatka nastepuje na poziomie sta-
bilnosci mRNA [68].

Haemophilus influenzae ma tylko jeden gen cspD,
ktorego wzmozona ekspresja nastepuje w warunkach
szoku zimna. Gen ten wykazuje wysoki stopieri ho-
mologii z cspA E. coli [8].

IV-2. Csp bakterii zimnolubnych

Badania biatek szoku zimna u bakterii psychrofil-
nych i psychrotrofowych sg szczegélnie intere-
sujace. Poréwnanie ekspresji genéw tych biatek u or-
ganizméw mezo- i psychrofilnych nie tylko w wa-
runkach szoku zimna i pod katem adaptacji do ni-
skich temperatur, ale takze w normalnych warunkach
wzrostu, powinno dostarczyé wielu informacji do-
tyczacych ich funkcji. Jest oczywiste, ze wyniki tych
badan rozszerzg ogblng wiedze o przystosowaniach
organizmdw zimnolubnych do zycia w srodowiskach
0 niskich temperaturach.

W biatkach szoku zimna wykrytych u zimnolub-
nych bakterii wyrdznia sie dwa gtdwne rodzaje: ty-
powe Csp, ktérych wzmozona biosynteza nastepuje
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natychmiast po obnizeniu temperatury iktore sgsyn-
tetyzowane krétkotrwale, oraz biatka aklimatyzacji
do zimna Cap, ktore wolniej ulegajg indukcji, ale ich
biosynteza zachodzi nadal nawet po kilku godzinach
od momentu obnizenia temperatury [69, 70].

W wyniku zmiany temperatury wzrostu psychro-
trofowego szczepu Pseudomonasfragi z 30 lub 20 na
5°C obserwowano indukcje biosyntezy, odpowied-
nio, 25 badz 17 biatek, ktore w toku badan kinetycz-
nych zostaty zakwalifikowane do dwdch wspomnia-
nychjuz grup: Csp lub Cap [71]. Spos$rdd nich cztery
niewielkie biatka — CapA i B oraz TapA i B (ang.
temperature adaptation proteins — ich nadproduk-
cja nastepuje zaréwno w wyniku szoku zimna, jak i
szoku ciepta) — sg homologiczne do CspA E. coli
i najprawdopodobniej odgrywaja kluczowa role w
odpowiedzi iadaptacji P.fragi do zmian temperatury
Srodowiska [72].

Indukowane obnizeniem temperatury biatka psy-
chrotrofowych bakterii Arthrobacter globiformis zo-
staty sklasyfikowane w czterech r6znigcych sie fi-
zjologicznie grupach. Do grupy | zaliczono typowe
biatka szoku zimna Csp, ktérych nadprodukcje ob-
serwuje sie tylko wéwczas, gdy szok powoduje duza
réznica temperatur; grupa Il obejmuje te biatka szo-
ku zimna, ktére wykazujg najwyzszg ekspresje po
poddaniu komorek tagodnemu szokowi, natomiast
grupa Il — to biatka syntetyzowane zawsze po ob-
nizeniu temperatury, przy czym réznica temperatur
nie ma tu znaczenia. Do tej ostatniej grupy naleza np.
biatka obecne przy wzroscie komérek w 4°C. Biatka
grupy Il uwazane sg za tzw. wczesne biatka aklima-
tyzacji do zimna (ang. early cold acclimation prote-
ins). | wreszcie do grupy IV zaliczono biatka, kto-
rych wysokie stezenie obserwuje sie w warunkach
przedtuzajgcego sie szoku — nazywa sie je poznymi
Cap [73]. Badania odpowiedzi A. globiformis na
szok zimna wykazaty, ze ten drobnoustroj produkuje
homologiczne do CspA E. coli biatko CapA.
Gwattowna indukcja jego biosyntezy zaczyna sie na-
tychmiast po nastgpieniu szoku zimna, natomiast w
przeciwienstwie do CspA-podobnych odpowiedni-
kow pochodzacych z mikroorganizmoéow mezofil-
nych, CapAjest syntetyzowane w sposob ciggty pod-
czas dalszego wzrostu bakterii w warunkach obniz-
onej temperatury. Synteza tego biatka jest regulowa-
na na poziomie translacji, a wydajny wzrost bakterii
w niskich temperaturach zawsze wymaga ekspresji
capA. Biatko to najprawdopodobniej odgrywa
istotng role w procesie aklimatyzacji do niskich tem-
peratur, co takze jest zwigzane z utrzymaniem ak-
tywnosci maszynerii translacyjnej po nastgpieniu
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szoku zimna, ale wg Berger iin. [74] moze odby-
wacé sie w odmienny spos6b niz u mezofili.

U psychrotrofowego szczepu bakterii Bacillus ce-
reus stwierdzono obecnos¢ 6 matych biatek, o masie
ok.7,5 kDa, homologicznych do CspA E. coli, przy
czym biosynteza tylko jednego z nich (CspA) jest in-
dukowana szokiem zimna, cho¢ podobnie jak w
przypadku innych mikroorganizmow zimnolubnych,
niezmienng wysokg ekspresje genu cspA B. cereus
obserwuje sie réwniez podczas dtugiego wzrostu ko-
mérek w niskich temperaturach [75].

W przypadku psychrofilnych bakterii Shewanella
violacea, wyizolowanych z gtebin morskich, zostaty
sklonowane ischarakteryzowane dwa geny kodujace
biatka indukowane szokiem zimna. Geny cspA i G
koduja 70-aminokwasowe biatka wykazujace, odpo-
wiednio, 62 i 67% identycznosci ze swoimi odpo-
wiednikami CspA i CspG E. coli. W obrebie tych ge-
néw stwierdzono obecno$¢ bogatego w zasady AT re-
gionu przed miejscem promotorowym i podobnie jak
w innych genach csp, dtugiego niekodujgcego obsza-
ru 5’-UTR. Najprawdopodobniej CspA i G dziataja
jako chaperony RNA, aich mRNA ulega gtdwnie po-
transkrypcyjnej regulacji. Moga one réwniez regulo-
wacé ekspresje innych genow indukowanych szokiem
zimna, podobnie jak w przypadku E. coli [76].

Z przytoczonych w tym rozdziale danych wida¢,
ze badania Csp drobnoustrojéw psychrofilnych i
psychrotrofowych sa nieliczne i stabo zaawansowa-
ne. Jeszcze mniej wiadomo o biatkach szoku zimna
drobnoustrojow polarnych, w tym antarktycznych.
Organizmy te w sposOb ciggty sg poddawane presji
wyjatkowo niskich temperatur (w morskich wodach
antarktycznych waha sie ona od -2,2 do +4°C i $red-
nio wynosi -1°C, na ladzie moze spada¢ nawet do
-50°C). W piSmiennictwie spotyka sie tylko wzmian-
ki, ze takie biatka te drobnoustroje syntetyzujg. Na-
sze wstepne eksperymenty dotyczace Csp drobno-
ustrojow antarktycznych, (Kaufman i Turkie-
wicz, wyniki nieopublikowane) wskazujg na
znaczne réznice w profilach biatek syntetyzowanych
w temperaturach optymalnych dla ich wzrostu i w
znacznie od nich nizszych temperaturach optymal-
nych dla biosyntezy niektérych enzymow.

IV-3. Csp bakterii termofilnych

Biatka Csp bakterii termofilnych sg znacznie
stabiej poznane niz Csp mezofili. Obecnos$¢ biatek
homologicznych do Csp B. subtilis, ktérych biosyn-
teza indukowana jest szokiem zimna, stwierdzono
miedzy innymi u termofilnych bakterii B. caldolyti-
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eus, ktorych optymalna temperatura wzrostu wynosi
72°C oraz u hipertermofilnego gatunku Thermotoga
maritima, ktory rosnie w temperaturach wyzszych
niz 90°C [77-79].

V. Biatka szoku zimna drobnoustrojéw
eukariotycznych

Prowadzono liczne badania nad odpowiedzig na
stres zimna u eukariontow. Dotyczyty one gtéwnie
roslin i bezkregowcdow, ale opisane zostaty rowniez
geny indukowane obnizeniem temperatury u ssakéw.

Warto wspomnie¢, ze np. eukariotyczne biatka
rozpoznajace sekwencje ATTGG, okreSlane termi-
nem Y-box, do ktérych nalezy m.in. ludzkie biatko
YB-1, zawierajg w swych czasteczkach domene szo-
ku zimna o strukturze (P)s-beczutki, o rozmiarze
zblizonym do CspAE£. coli i ponad 40% identyczno-
§ci z tym biatkiem [80, 81]. Obecnosé silnie konser-
watywnej domeny Y-box we wspomnianych
biatkach skutkuje najprawdopodobniej nie tylko ich
podobng struktura, ale i wspélnymi funkcjami, bo-
wiem, mimo ze nie sg one indukowane szokiem zim-
na, dziatajg zwykle jako czynniki transkrypcyjne i
maskujace RNA, iogdlnie ujmujac biorgudziat w re-
gulacji procesow wzrostowych [82]. Jak juz wspo-
mniano (por. rozdz. I11-1i 111-2) biatka CspA, Bi G
E. coli sg takze odpowiedzialne za procesy wzrosto-
we w warunkach obnizonej temperatury, natomiast
inne biatka rodziny CspA regulujg te procesy w in-
nych warunkach stresowych [83], Domene szoku
zimna znaleziono tez u biatek nie nalezacych do ro-
dziny Y-box, np. w ludzkim biatku wigzacym RNA,
Unr, wymaganym dla tzw. 1RES (ang. internai ribo-
somal entry site) — zaleznej translacji [5].

Obecnos$é kilku biatek, ktérych biosynteza indu-
kowana jest szokiem zimna stwierdzono u Saccharo-
myces cerevisiae. Jedno z nich, biatko NSR, jest za-
angazowane w procesy biogenezy rybosoméw za-
réwno w normalnych warunkach wzrostu, jak i w ob-
nizonej temperaturze. Delecja genu nsrl powoduje
upos$ledzenie procesu tworzenia funkcjonalnych ry-
bosomow i dojrzewania rRNA, czego skutkiem jest
ograniczenie wzrostu komoérek nawet w 37°C, jesz-
cze bardziej widoczne w niskich temperaturach. Do-
datkowo w komérkach drozdzy S. cerevisiae ziden-
tyfikowano obecnos$¢ rodziny trzech indukowanych
zmiang temperatury biatek (ang. temperature induci-
bleprotein) Tipi, Tirl i Tir2, ktérych wzmozongbio-
synteze obserwuje sie w wyniku tak szoku zimna, jak
i szoku ciepta [84-87], jednakze ich funkcja nie zo-
stata dotad precyzyjnie zdefiniowana. Biatka te wy-
kazujg wysokg homologie, zawierajg obszary bogate
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w seryne i prawdopodobnie sg zlokalizowane w $cia-
nie komorkowej S. cerevisiae, gdzie zakotwiczaja
sie w glikozylofosfatydyloinozytolu [87].

Takze u plesni Dictyostelium diseoideum stwier-
dzono, ze pod wptywem szoku zimna nastepuje in-
dukcja syntezy biatek membranowych i ubikwityny
[88, 89], ktora do tej pory byta zaliczana do uniwer-
salnie wystepujacych biatek szoku ciepta.

Pierwsze mate biatko drobnoustrojéow eukario-
tycznych w petni homologiczne do rodziny bakteryj-
nych CspA-podobnych biatek szoku zimna wykryto
niedawno (2002 r.) u ple$ni Cladosporium herbo-
rum; nadano mu akronim Cla hs [7].

V1. Podsumowanie

Zmiany temperatury sg najprawdopodobniej naj-
powszechniejszym stresem $rodowiskowym, do-
Swiadczanym przez wszystkie zywe ustroje, od bak-
terii do ssakow. Organizmy wyksztatcity r6znorodne
adaptacje, od behawioralnych, poprzez anatomicz-
no-fizjologiczne, az do biochemicznych, pozwa-
lajgce im przezy¢ w istotnie zmienionej temperatu-
rze. W ostatnich dziesiecioleciach szczegélnie inten-
sywnie badane sg adaptacje biochemiczne, majace na
celu podtrzymanie metabolicznych regulacji i home-
ostazy oraz ochrone struktury i funkcji komorek
przed skutkami stresu temperaturowego. Stosunko-
wo duzo wiemy juz o molekularnych skutkach szoku
ciepta, ktére sg uniwersalne i obejmujg przede
wszystkim synteze dobrze zdefiniowanych biatek
opiekunczych, Hsp, majacych za zadanie przywraca-
nie prawidtowego zwiniecia zdenaturowanym przez
wysokg temperature biatkom. W przypadku szoku
zimna, ktérego molekularne skutki sg znacznie
stabiej poznane, rozfaldowywanie si¢ biatek nie ma
tak istotnego znaczenia, natomiast najgrozniejszym
efektem tego stresu jest utrata ptynnosci bton biolo-
gicznych i blokada maszynerii translacyjnej, wyni-
kajaca z niemoznoS$ci tworzenia sie funkcjonalnych
rybosomow. O ile ten pierwszy skutek stosunkowo
tatwo komorce przezwyciezy¢ poprzez synteze lipi-
déw o zmienionym sktadzie, to przywrécenie spraw-
nosci rybosomom jest trudniejsze i bardziej moleku-
larnie skomplikowane, zwtlaszcza, ze komoérkom
przychodzi dziataé w $rodowisku ubogim energe-
tycznie, w ktorym wszelkie procesy chemiczne zo-
stajg z oczywistych wzgledéw spowolnione.

Obecnie przewaza poglad [5], ze bezposrednim
skutkiem szoku zimna jest gwattowny wzrost pozio-
mu btednego dekodowania informacji genetycznej i
ze akumulacja btedéw translacyjnych stanowi swego
rodzaju jezyczek spustowy wyzwalajacy ztozong od-
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powiedz naten stres, w ktorej pierwszym zdarzeniem
jest prawdopodobnie indukcja swoistych biatek,
Csp. Wiadomo wszakze, ze podobng reakcje (bio-
synteze Csp) wywotujg tez antybiotyki hamujace
translacje [90], rodzi sie zatem pytanie, czy indukcja
biatek szoku zimna nie stanowi bardziej ogdlnej od-
powiedzi na spadek wiernos$ci translacji. Nie mozna
tez wykluczy¢ udziatu w procesie hamowania trans-
lacji jakiego$ termowrazliwego (-ych) czynnika
(-6w?) blokujacego rybosomy. Na takg mozliwo$¢
wskazuje dawno stwierdzony fakt, ze rybosomy izo-
lowane z komérek E. coli, inkubowanych w niskich
temperaturach, rowniez in vitro, w 0°C, znacznie
wolniej syntetyzujg tanicuchy polipeptydowe, jedna-
kze ich prawidtowa funkcje mozna fatwo przywro-
ci¢, inkubujac je krotko w 37°C [1].

Wszystkie te hipotezy wymagajg doswiadczalnej,
bardzo skrupulatnej weryfikacji. Obecnie wiemy je-
dynie, ze szok zimna powoduje u wiekszoS$ci takso-
néw Prokaryota synteze Csp, z ktoérych bodaj najwa-
zniejsze dla przezycia komorki sg mate CspA-podob-
ne, ok. 7,5 kDa biatka, najprawdopodobniej podle-
gajace ultraszybkiemu zwijaniu sie, wykazujace wy-
sokie powinowactwo do sSRNA/DNA, z ktérego to
faktu wysuwa sie wnioski o ich opiekuiczej funkcji.
Wiemy coraz wiecej o osobliwo$ciach sekwencyj-
nych genéw tych biatek, majacych istotne znaczenie
dla regulacji ich biosyntezy iprzezwyciezenia bloka-
dy translacji. Ustalono strukture przestrzenna kilku z
tych biatek, jednakze wcigz jeszcze molekularne me-
chanizmy odblokowania translacji w duzej czesci
pozostajg niewyjasnione. Studiuje sie je w wielu la-
boratoriach nie tylko ze wzgledéw poznawczych, ale
i przewidywanej aplikacji biatek szoku zimna w
krioprotekcji, bo réwniez takg ich funkcje stwierdzo-
no in vivo u wielu organizméw prokariotycznych, a
takze u roslin. Biorgc pod uwage przyrost liczby pu-
blikacji poSwieconych badaniom molekularnych me-
chanizméw dziatania Csp, mozna sie spodziewac, ze
w najblizszych latach wiele z tych mechanizmoéw zo-
stanie wyjasnionych, réwniez w odniesieniu do funk-
cji, jaka wydajg sie te biatka petni¢ w warunkach
bezstresowych.
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I. Wstep

Po raz pierwszy informacje na temat udziatu mito-
chondriow w patogenezie choréb cztowieka uzyska-
now 1988, kiedy to H 0 11 i wspétpracownicy wyka-
zali obecnos$é rozlegtych delecji w mitochondrial-
nym DNA u pacjentéw z miopatig mitochondrialng
[1]. W tym samym roku grupa Wallace ’a stwier-
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dzita wystepowanie mutacji punktowych w genie ko-
dujgcym czwartg podjednostke kompleksu | (dehy-
drogenaza NADH) mitochondrialnego tancucha od-
dechowego u rodziny z dziedziczng neuropatig ner-
wu wzrokowego (zespo6t Lebera) [2]. Od tego czasu
w niewielkiej, kolistej czasteczce (16 568 bp) mito-
chondrialnego DNA zidentyfikowano ponad 100
mutacji punktowych oraz wiele rearanzacji (delecje,
duplikacje) zwigzanych z szeregiem jednostek cho-
robowych [2]. Unikalng cechg choréb uwarunkowa-
nych mutacjami w mitochondrialnym DNA jest to,
ze charakteryzujg sie one dziedziczeniem matczy-
nym. Mitochondria pochodzgce z plemnika sg zna-
kowane ubikwityng i w konsekwencji degradowane
w proteasomach juz w czasie pierwszych podziatdw
zygoty. Dlatego jedynie mtDNA obecny w komorce
jajowej jest przekazywany potomstwu [3].
Mitochondrialny DNA  koduje 13 biatek
wchodzgcych w skiad czterech kompleksow tarcu-
cha oddechowego: | — dehydrogenazy NADH, 1l —
reduktazy cytochromowej, IV — oksydazy cytochro-
mowej i V — syntazy ATP. W genomie organellar-
nym zapisana jest rdwniez informacja na temat
wszystkich  czgsteczek RNA niezbednych do
dziatania mitochondrialnego aparatu syntezy biatek
[4]. Mutacje w DNA mitochondrialnym mogg wiec
powodowaé bezposrednio nieprawidtowosci w bu-
dowie polipeptydéw lub tez zaburzaé synteze biatek
wewnatrz mitochondridw, jesli dotyczg genéw tRNA
irRNA [2]. W obu przypadkach upoS$ledzona zostaje
podstawowa funkcja organelli, jakg jest fosforylacja
oksydacyjna i synteza ATP. Poniewaz ATP jest uni-
wersalnym nos$nikiem energii w organizmie cztowie-
ka, uszkodzenia tancucha oddechowego potencjalnie
moga zaburzac¢ funkcjonowanie wszystkich tkanek w
organizmie. Jednak na ogét najbardziej dotkniete sg
narzady charakteryzujgce sie wysokim poziomem
metabolizmu tlenowego: uktad nerwowy, miesnie
szkieletowe, miesien sercowy, nerki, watroba [5].
Mutacje w organellarnym DNA nie wyczerpuja
molekularnych Zrodet patogenezy choréb mitochon-
drialnych. Mitochondria to struktury semiautono-
miczne. Oznacza to, ze informacje zakodowane w
mitochondrialnym DNA nie wystarczajg do biogene-
zy i prawidtowego funkcjonowania tych organelli.
Dopiero wspoétpraca miedzy dwoma genomami:
jadrowym i mitochondrialnym pozwala na nie-
zaktécone dziatanie mitochondriow. Szacuje sie, ze
w genomie jadrowym znajduje sie ponad tysigc ge-
néw kodujacych biatka strukturalne i funkcjonalne
mitochondriow [6]. Uszkodzenia tych genéw sa ko-
lejnym, obok pierwotnych defektéw mitochondrial-
nego DNA, czynnikiem patogenezy choréb mito-
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chondrialnych. Schorzenia zwigzane z mutacjami
genéw jadrowych charakteryzujg sie klasycznym
mendlowskim typem dziedziczenia. Dotychczas
uzyskane na poziomie molekularnym informacje po-
zwalajg podzieli¢ dziedziczone mendlowsko choro-
by mitochondrialne na cztery grupy. Pierwsza z nich
obejmuje defekty kodowanych jadrowo biatek
bedacych strukturalnymi komponentami tfancucha
oddechowego. Dwie kolejne sa zwigzane z mutacja-
mi w genach czynnikéw zaangazowanych w pra-
widtowe sktadanie komplekséw tancucha transportu
elektronéw i w proces biogenezy mitochondriow.
Czwarta grupa zawiera schorzenia powodowane
przez zaburzenia stabilnoSci mitochondrialnego
DNA [7].

Ten ostatni typ jest okre$lany mianem zaburzen w
komunikacji miedzy genomami. Wszystkie czynniki
niezbedne do replikacji i regulacji liczby kopii ludz-
kiego mitochondrialnego DNA sa kodowane jadro-
wo. Dlatego mutacje w genach jgdrowych mogg po-
wodowaé powstawanie wtornych, somatycznych
nieprawidtowosci w genomie organellarnym. Sa to
zaburzenia o charakterze jakoSciowym — wielokrot-
ne delecje (ang. multiple deletions) powodujace utra-
te fragmentow mtDNA o r6znej dtugosci. Obserwo-
wane sg réwniez nieprawidtowosci o charakterze ilo-
Sciowym charakteryzujgce sie spadkiem liczby kopii
mtDNA (ang. mtDNA depletion) [8]. Dotychczas
stwierdzono, ze zaburzenia w komunikacji miedzy
genomami sg zwigzane z mutacjami w genach biatek
bezposrednio zaangazowanych w replikacje mtD-
NA, jak rowniez takich, ktére warunkujg odpowied-
nie stezenie deoksyrybonukleotydéw — substratéw
do budowy DNA — w mitochondriach. Do pierwszej
grupy nalezy jedyna DNA-zalezna mitochondrialna
polimeraza DNA, czyli polimerazay (POLG) iprzy-
puszczalnie Twinkle — prawdopodobna helikaza mi-
tochondrialna. Grupa druga obejmuje fosforylaze ty-
midyny (TP) — biatko cytoplazmatyczne, izoforme |
translokatora nukleotydéw adeninowych (ANT1) —
biatko znajdujace sie w wewnetrznej btonie mito-
chondrialnej oraz zlokalizowane w macierzy mito-
chondrialnej kinaze deoksyguanozyny (dGK) i kina-
ze tymidyny (TK2) [9].

Il. Charakterystyka chordb zwigzanych
z zaburzeniami w komunikacji miedzy
genomami

Choroby mitochondrialne zwigzane z zaburzenia-
mi w komunikacji miedzy genomami charakteryzuja
sie klasycznym dziedziczeniem mendlowskim ze
wzgledu na to, ze pierwotne uszkodzenia wystepuja
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w genach jadrowych. Natomiast obraz kliniczny
przypomina schorzenia powodowane przez mutacje
w mtDNA, gdyz objawy chorobowe sg wynikiem po-
jawiania sie w rozwoju osobniczym wtérnych, soma-
tycznych nieprawidtowosci mtDNA [10].

I1-1. Choroby zwigzane z wielokrotnymi delecjami
MtDNA

Najczesciej opisywang jednostka chorobowg
zwigzang z wielokrotnymi delecjami mtDNAjest po-
stepujaca zewnetrzna oftalmoplegia (ang. pro-
gressive external ophthalmoplegia, PEO). Moze ona
wystepowa¢ w formie dominujacej (adPEO) lub re-
cesywnej (arPEO).

Charakterystycznymi objawami adPEO z wielo-
krotnymi delecjami mtDNAjest porazenie miesni ze-
whnetrznych gatki ocznej (oftalmoplegia), opadanie
powiek oraz ogdlne ostabienie miesni i brak toleran-
cji na wysitek fizyczny. Podstawowe objawy dotyczg
miesni poprzecznie pragzkowanych. Obraz kliniczny
choroby moze by¢ jednak bardzo zréznicowany. Do-
datkowe objawy, ktdre mozna zaobserwowac u po-
szczegolnych pacjentéw, to ciezka depresja, neuro-
patia obwodowa, drgawki, ataksja, katarakta, kardio-
miopatia, rozpad miesni pragzkowanych (rabdomioli-
za), niedoczynno$¢ gonad, a takze utrudnione
potykanie, zaburzenia mowy i stuchu [8, 10, 12].
Miesnie szkieletowe pacjentow wykazujg obecnosé
powiekszonych, nadmiernie proliferujgcych mito-
chondriow oraz czerwonych poszarpanych widkien
(ang. red raggedfibers) charakterystycznych dla sta-
nu dysfunkcji mitochondrialnej [13]. Obserwuje sie
takze zredukowanie aktywnosci enzymow tancucha
oddechowego [12]. Wielokrotne delecje mtDNA wy-
stepujg w komadrkach miesni szkieletowych, w mie-
$niu sercowym i w mozgu. Natomiast nie stwierdza
sie ich w komérkach aktywnych mitotycznie, miedzy
innymi w leukocytach, co uniemozliwia diagnozo-
wanie na podstawie analizy DNA z tych komorek
[10].

W arPEO fenotyp jest jeszcze bardziej zroznico-
wany, a przebieg choroby moze by¢ ciezszy. Obser-
wuje sie zaburzenia og6lnoustrojowe, jednak objawy
dotycza gtéwnie miesni szkieletowych, a zwlaszcza
miesni poruszajacych gatke oczng (podobnie jak w
przypadku adPEO) [8].

I11-2. Choroby zwigzane z wielokrotnymi delecjami i
deplecja mtDNA

Mitochondrialna nerwowo-zotgdkowo-jelitowa
encefalomiopatia (ang. mitochondrial neurogastro-
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intestinal encephalomyopathy, MNGIE) jest rece-
sywng chorobg zwigzang zaréwno z deplecja, czyli
spadkiem liczby kopii, jak iz wielokrotnymi delecja-
mi mtDNA. Objawy MNGIE moga pojawi¢ sie w
roznym wieku: od 5 miesigca do 43 roku zycia [10].
Charakterystyczne dla obrazu klinicznego MNGIE
sg: postepujgca zewnetrzna oftalmoplegia, zaburze-
nia pracy zotadka ijelit przejawiajace sie biegunka
lub pseudoobstrukcjg, neuropatia obwodowa, leuko-
encefalopatia i ogolne wyniszczenie organizmu. W
niektorych przypadkach typowe dla MNGIE objawy
ze strony przewodu pokarmowego moga nie wyste-
powaé [14]. Biopsje z miesni szkieletowych pacjen-
téw ujawniajg obecnos¢ czerwonych poszarpanych
wiokien i nieprawidtowych strukturalnie mitochon-
driéw. Badania biochemiczne wykazuja niedobory
aktywnosci biatek tancucha oddechowego, zwtasz-
cza oksydazy cytochromowej we widknach miesénio-
wych (ang. CO Xdeficientfibers). W uktadzie pokar-
mowym obserwowane sg zardwno patologiczne
zmiany w miesniach gtadkich budujacych Sciany je-
lit, jak i w unerwieniu [8, 10, 15]. Wielokrotne dele-
cje i/lub deplecjg mtDNA wystepujg w komérkach
miesni szkieletowych [16].

11-3. Choroby zwigzane z deplecjg mtDNA

Deplecje mtDNA wystepuja w zréznicowanych
fenotypowo schorzeniach o charakterze recesyw-
nym. Sa to na og6t bardzo ciezkie choroby. Czesto
koncza sie $miercig juz w pierwszym roku zycia
[17]. Rodzaj objawow zalezy od tkanki, w obrebie
ktorej dochodzi do deplecji mtDNA. Dotkniete cho-
robg tkanki wykazujg utrate mtDNA nawet do 2%
przecietnej wartosci, podczas gdy w pozostatych ko-
maérkach organizmu poziom mtDNA nie ulega zmia-
nie [18].

Posta¢ watrobowo-mozgowa zespotu deplecyjne-
go charakteryzuje sie bardzo wczesnym wystapie-
niem niewydolnosci watroby, zaburzeniami neurolo-
gicznymi, a takze hipoglikemig i kwasicg mlecza-
nowg. Tkanki inarzagdy dotkniete chorobg wykazuja
obnizona aktywno$¢ kodowanych mitochondrialnie
kompleksow taricucha oddechowego [17].

Odmiennagformazespotu deplecyjnego jest postaé
miesniowa tego zaburzenia. Objawia si¢ ona ciezka,
wyniszczajgcq miopatig rozwijajgca sie najczesciej
miedzy 6 a 36 miesigcem zycia i powodujagcg w kon-
sekwencji utrate zdolnos$ci ruchu. U pojedynczych
pacjentow zaobserwowano tez nieprawidtowosci ze
strony uktadu nerwowego. Dotkniete chorobg tkanki
wykazujg spadek aktywnosci enzymatycznej kom-
pleksu I, 111, IV iV tafcucha oddechowego [18, 19].
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I1l. Mitochondrialny DNA
I11-1. Substraty dla replikacji mtDNA

Mitochondrialna pula deoksyrybonukleotydow
(dNTP) jest odseparowana od puli cytoplazmatycz-
nej, poniewaz wewnetrzna btona mitochondrialna
jest nieprzepuszczalna dla zwigzkéw natadowanych.
Poziom nukleotyddw jest utrzymywany dzieki im-
portowi dNTP z cytozolu przez specyficzne transpor-
tery oraz dzieki obecnosci szlaku rezerwowego (ang.
salvage pathway) syntezy nukleotydéw w mitochon-
driach [9]. W mitochondriach nie zaobserwowano

szlak rezerwowy

na nukleotydy pod warunkiem, ze w cytoplazmie od-
bywa sie synteza dNTP na wystarczajacym pozio-
mie. Jednak w komérkach nie dzielgcych sie synteza
tajest ograniczona, podczas gdy mtDNA ciggle pod-
lega replikacji. Dlatego potrzebne jest inne Zrddio
substratéw do jego budowy [9].

Podstawowy udziat w tworzeniu mitochondrial-
nej puli nukleotydéw ma szlak rezerwowy. Wymaga
on obecnos$ci w mitochondriach zbalansowanego po-
ziomu czterech deoksyrybonukleozydéw (dN) im-
portowanych do organelli z cytozolu. dN moga by¢
nastepnie aktywowane przez mitochondrialne kina-
zy trzech typow fosforylujace kolejno dN do dNMP,

biosynteza de novo

prekursory NMP
(aminokwasy, tetrahydrofolian,
CO.. karbamoilofosforan, PRPP)

v
dGMP
o OAMP NMP
N kinaza/kinozy naza
dNMP dNDPv reduktaza h‘rt,:_,k;,‘
dGuo ) kinaza/kinazy INDP 4 NDP v
v kinaza L.;t‘.(l:y AdNDP C v
dAdo dNDP NTP 4 kinaza
aN 13 dNDP > aNIP 3 N NDP
dihd 4 \4
dCyt bt dNTP
o8 ANMP % » oP
4ap MIDNA rechug, ™, TP
dCMP

Rys. 1. Gtéwne etapy biosyntezy deoksyrybonukleotydéw badacych substratami dla replikacji mtDNA: mitochondrialny szlak rezerwowy i biosynteza

de novo zachodzaca w cytoplazmie.

enzymow odpowiadajgcych za synteze nukleotydow
de novo. Jedynym wyjatkiem sg dane o biochemicz-
nej aktywnosci reduktazy rybonukleotydéw w tych
organellach [20].

Rybonukleotydy sg wytwarzane w cytoplazmie w
drodze syntezy de novo z prostych substratéw, takich
jak aminokwasy, tetrahydrofolian, C 02 karbamoilo-
fosforan i aktywowany donorjednostek rybozy, 5-fo-
sforybozylo-l-pirofosforan  (PRPP).  Prekursory
DNA — deoksyrybonukleotydy powstajg poprzez re-
dukcje rybonukleotydéw [21]. Deoksyrybonukleoty-
dy moga by¢ nastepnie przenoszone do mitochon-
driéw dzieki obecnosci odpowiednich transporte-
réw. Dotychczas poznano tylko dwa biatka o takiej
aktywnosci. Jedno z nich to nos$nik deoksyrybonu-
kleotydéw (ang. deoxynucleotide carrier, DNC),
transportujgcy gtownie dNDP i mniej wydajnie
dNTP. Drugie to transporter dCTP, ktéry ma bardzo
niskie powinowactwo do innych dNTP. Transportery
moga pokrywa¢ mitochondrialne zapotrzebowanie
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dNMP do dNDP iw koricu dNDP do dNTP. Dotych-
czas sklonowano i scharakteryzowano dwie z ludz-
kich kinaz nukleozydéw, kinaze deoksyguanozyny
(dGK) i mitochondrialng kinaze tymidyny (TK2) [9].
Procz enzymow szlaku anabolicznego nukleotydow,
kinaz, w mitochondriach stwierdzono takze obec-
no$¢ enzymu katabolizmu deoksyrybonukleotydéow.
Jest nim 5’-nukleotydaza (dNT2) katalizujgca defos-
forylacje dTMP i dUMP. Ma ona przypuszczalnie
udziat w regulacji stezenia dNTP w mitochondriach
[22, 23].

I11-2. Replikacja mtDNA

Podstawowy model powielania ludzkiego mtDNA
to replikacja asynchroniczna, czyli jednokierunkowa
osobna replikacja kazdej z dwdch nici. Jednak ostat-
nio przeprowadzone badania sugeruja, ze u ssakéw
moze takze wystepowac replikacja synchroniczna
obu nici z nicig wiodacg i op6zniong [24].
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Replikacja asynchroniczna charakteryzuje sie wy-
stepowaniem dwdéch miejsc inicjacji replikacji od-
rebnych dla kazdej nici (OHi 0 L). Poczatkowo repli-
kowana jest tylko ni¢ H. Replikacja nici L rozpoczy-
na sie w momencie, gdy zostanie ukoficzona synteza
okoto dwéch trzecich potomnej nici H i przebiega w
przeciwnym kierunku [3]. Replikacja jest przepro-
wadzana przez jedyng mitochondrialng polimeraze
DNA, polimeraze y (POLG). W replikacje mtDNA
zaangazowane sg rowniez dodatkowe, kodowane
jadrowo biatka, takie jak polimeraza RNA, mito-
chondrialny czynnik transkrypcyjny A (mtTFA), mi-
tochondrialna endonukleaza RNA i inne. Cze$¢
czynnikOw jest poznana i opisana dla mitochondriéw
cztowieka, jednak cze$¢ wymaga jeszcze scharakte-
ryzowania [9].

IV. Molekularne podstawy zaburzeh w
komunikacji miedzy genomami

IV-1. Zaburzenia syntezy i homeostazy puli
nukleotydoéw

IV-1.1. Fosforylaza tymidyny — enzym cytoplazma-
tyczny

Fosforylaza tymidyny (TP, EC 2.4.2.4) jest cyto-
plazmatycznym enzymem przeprowadzajagcym od-
wracalng reakcje fosforolizy tymidyny do tyminy i
2-deoksyrybozo-I-fosforanu. Reakcja ta ma znacze-
nie w katabolizmie nukleozydéw, podczas gdy reak-
cja odwrotna jest wazna dla dziatania szlaku rezer-
wowego [15]. TP odgrywa wiec duzgrole w regulacji
wewnatrz- i zewngtrzkomdrkowego poziomu tymi-
dyny oraz dostepnosci tego nukleozydu dla szlakéw
biosyntezy DNA. TP katalizuje réwniez fosforolize
deoksyurydyny. Istnieje co prawda ludzki enzym
fosforylaza urydyny (UP, EC 2.4.2.3), jednak nie wy-
kazuje on zdolnosci rozszczepiania ani deoksyury-
dyny, ani tymidyny [25, 26].

Mutacje w genie fosforylazy tymidyny powigzano
z MNGIE na podstawie mapowania genetycznego w
rodzinach obcigzonych tg chorobg. Sekwencjonowa-
nie genu TP u pacjentdw z objawami MNGIE pozwo-
lito na stwierdzenie wystepowania mutacji homozy-
gotycznych lub ztozonych mutacji heterozygotycz-
nych nieobecnych w zdrowej grupie kontrolnej. Mu-
tacje zwigzane z chorobg sg zréznicowane i obejmuja
mutacje typu missens, delecje, insercje pojedyn-
czych nukleotydéw oraz mutacje zaburzajgce proces
sktadania mRNA (ang. splicing). Dane biochemicz-
ne wskazuja, ze sg to mutacje typu utraty funkcji [16,
27].
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Biochemicznym skutkiem mutacji w genie fosfo-
rylazy tymidyny jest zaburzony metabolizm tymidy-
ny, a takze nieprawidtowy katabolizm innego nukle-
ozydu — deoksyurydyny. U pacjentow z MNGIE ob-
serwuje sie okoto 70-krotny wzrost poziomu tymidy-
ny i ponad 100-krotny wzrost stezenia deoksyurydy-
ny w osoczu w poréwnaniu do zdrowej grupy kontro-
Ingj [15, 20].

Prawdopodobng przyczyng powstawania niepra-
widtowosci w mtDNA jest drastyczne podwyzszenie
poziomu tymidyny u 0s6b z homozygotycznymi lub
ztozonymi heterozygotycznymi mutacjami TP. Nad-
miar tymidyny zaburza replikacje organellarnego
DNA w duzo wiekszym stopniu niz DNA jadrowego.
Uwaza sieg, ze jest to zwigzane z odseparowaniem mi-
tochondrialnej puli nukleotydéw i zaleznoscig mito-
chondriow od szlaku rezerwowego tymidyny. Tymi-
dynajest w mitochondriach fosforylowana do dTMP
przez kinaze tymidyny 2, ktorej gen ulega konstytu-
tywnej ekspresji takze w nie dzielgcych sie komor-
kach. Stata aktywnos$¢ TK2 pozwala nadmiarowi ty-
midyny wchodzi¢ na droge przemian biochemicz-
nych prowadzacych do dTTP, a podwyzszony po-
ziom dTTP zaburza réwnowage mitochondrialnej
puli nukleotydéw i co za tym idzie — replikacje
mtDNA [15]. Skutkiem tego moze by¢ wystepowa-
nie wielokrotnych delecji oraz deplecja organellar-
nego DNA, a takze powstawanie mutacji punkto-
wych na skutek zaburzenia aktywnos$ci 3’-egzonuk-
leolitycznej polimerazy y przez nadmiar dTTP. Spe-
cyficzne somatyczne mutacje punktowe sg obserwo-
wane w mtDNA pacjentow z MNGIE. Réwniez pod-
wyzszony poziom deoksyurydyny fosforylowanej w
mitochondriach do dUTP moze sprzyja¢ tworzeniu
sie mutacji punktowych na skutek nieuprawnionego
wbudowywania dUTP do mtDNA [20].

Wzo6r ekspresji genu TP koreluje z miejscami wy-
stepowania gtéwnych objawéw MNGIE (tkanki
przewodu pokarmowego, mozg, nerwy obwodowe).
Wyjatkiem sgjednak komorki miesni szkieletowych.
Obserwuje sie w nich zaburzenia struktury i liczby
kopii mtDNA oraz nieprawidtowos$ci biochemiczne
zwigzane z mitochondrialnym tarficuchem oddecho-
wym mimo, ze w komorkach tych stwierdzono bar-
dzo niski poziom ekspresji genu TP. Przypuszcza sie
jednak, ze nawet niski poziom enzymu moze by¢ nie-
zbedny dla utrzymania odpowiedniego poziomu
dTTP w mitochondriach lub tez zewngtrzkomorkowe
wysokie stezenie tymidyny moze posrednio
wptywaé na integralnos¢ i liczbe kopii mtDNA w
tkankach, w ktorych ekspresja genu fosforylazy ty-
midyny jest bardzo niska [16].
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Badania nad udziatem mutacji genu TP w powsta-
waniu objawéw MNGIE obejmujg tworzenie mysich
modeli tej choroby. U myszy za katabolizm tymidy-
ny we wszystkich tkankach précz watroby odpowia-
da nie tylko TP, ale réwniez fosforylaza urydyny.
Dlatego tylko myszy z podwOjng mutacjg typu
knock-out gendw Tp i UP wykazywaty catkowita
utrate aktywnosci fosforylazy tymidyny. Poziom ty-

Tabela |

obecnosciag dwoch mutacji  heterozygotycznych.
Potgczony efekt tych mutacji powoduje, ze spada ak-
tywnos$¢ enzymatyczna dGK [18].

Ekspresja dGK jest w przyblizeniu podobna we
wszystkich tkankach, nie jest wiec jasny powdd spe-
cyficznosci  tkankowej  zespotu  deplecyjnego
zZwigzanego z mutacjami tego genu. Cytoplazma-
tyczny enzym dCK (kinaza deoksycytydyny) szlaku

Choroby zwigzane z zaburzeniami w komunikacji miedzy genomami [wg 9 i 11]

Nieprawidtowe biatko (gen) Fenotyp Nieprawidtowo$ci mtDNA
Mitochondrialna polimeraza DNA 1 adPEO, arPEO 1 wielokrotne dclecje
(POLG) 2. meska bezptodno$¢ 2. czasami obserwowane

Twinkle (CIO ORF2) adPEO
I/.oforma I translokalora nukleotydéw adPEO
adcninowych (ANT1)
Fosforylaza tymidyny (TP)
Kinaza deoksyguanozyny (dGK)

encefalopatia

Mitochondrialna kinaza tymidyny
(TK2)

midyny w osoczu myszy TPAUP'IT byt 13 razy
Wyzszy niz w grupie zwierzat kontrolnych, w mysich
mézgach zaobserwowano réwniez zmiany odpowia-
dajgce encefalopatii wystepujacej u pacjentéw z
MNGIE. Jednak w mie$niach szkieletowych nie za-
notowano ani nieprawidtowosci mtDNA, ani histo-
patologicznych zmian charakterystycznych dla tej
choroby [28].

1V-1.2. Kinaza deoksyguanozyny — mitochondrialny
enzym szlaku rezerwowego

Kinaza deoksyguanozyny (dGK, EC 2.7.1.113) jest
mitochondrialnym enzymem Kkatalizujgcym reakcje
przeniesienia reszty fosforanowej z ATP na deoksygu-
anozyne, deoksyadenozyne oraz deoksyinozyne z wy-
tworzeniem monofosforandw tych nukleozydow [29].

Mutacje w genie Kkinazy deoksyguanozyny
powigzano z postacig watrobowo-mdzgowa zespotu
deplecyjnego na podstawie mapowania genetyczne-
go u pacjentdw wykazujgcych objawy tej choroby.
Sekwencjonowanie dGK u tych pacjentow pozwolito
na identyfikacje homozygotycznych mutacji (dele-
cji, duplikacji i mutacji nonsens) nie wystepujacych
w grupie kontrolnej. Ich skutkiem jest przedwczesna
terminacja translacji i utrata funkcji biatka [17]. U
jednego z pacjentéw powigzano wystepowanie po-
staci watrobowo-mézgowej zespotu deplecyjnego z
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MNGIE

uszkodzenia watroby i

miopatia

uszkodzenia mtDNA
wielokrotne delecje

wielokrotne dclecje

wielokrotne dclecje i deplecja

dcplecja

deplecja

rezerwowego nukleotydéw purynowych wykazuje
podobng do dGK specyficznos$¢ substratowg (fosfo-
rylacja dGuo i dAdo). Poniewaz poziom ekspresji
dCK w watrobie i w mozgu jest niski, uwaza sie, ze
replikacja mtDNA w tych organach zalezy przede
wszystkim od szlaku rezerwowego zachodzacego w
mitochondriach i od dGK dostarczajacego prekurso-
row do syntezy. Dlatego pierwsze objawy mutacji w
genie kinazy deoksyguanozyny dotycza wiasnie
watroby i uktadu nerwowego [9].

1V-1.3. Mitochondrialna kinaza tymidyny — enzym
szlaku rezerwowego

Kinaza tymidyny 2 (TK2, EC 2.7.1.21) to mito-
chondrialny enzym zdolny do przeprowadzania fos-
forylacji deoksytymidyny, deoksyurydyny i deoksy-
cytydyny do monofosforanéw tych nukleozyddw.
Podobnie jak dGK enzym ten odgrywa bardzo wazng
role w utrzymaniu réwnowagi w mitochondrialnej
puli substratow do syntezy mtDNA [30].

Mutacje w genie TK2 zostaly powigzane z niekt6-
rymi przypadkami miesniowej postaci zespotu de-
plecyjnego. U pacjentdw wykazujacych objawy mio-
patii i deplecje mtDNA w komérkach mieéni szkiele-
towych wykryto dotychczas cztery rézne mutacje po-
wodujace substytucje aminokwaséw w powstajgcym
biatku. Mutacje te wystepujg na og6t w formie homo-
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zygotycznej, u czes$ci pacjentdbw wykazano nato-
miast obecno$¢ dwdéch ztozonych mutacji heterozy-
gotycznych w genie TK2 [18, 19].

Wplyw mutacji na aktywnos$¢ enzymatyczng mi-
tochondrialnej kinazy tymidyny zbadano doktadnie
w przypadku dwdch substytucji, H121N oraz 1212N
(mutacje te sag takze opisywane jako H90N i 118N,
przy czym numeracja ta bazuje na sekwencji doj-
rzatego biatka bez lidera). Porownywano aktywno$¢
enzymatyczng zrekombinowanych biatek zawie-
rajagcych odpowiednie mutacje z wilasciwosciami
prawidtowej formy kinazy tymidyny 2. Stwierdzono,
ze enzym 1212N wykazuje znaczny spadek aktywno-
§ci w stosunku do dzikiej formy TK2 (mniej niz 1%
normalnej aktywnosci), a mutacja jednakowo zabu-
rza zdolno$¢ do fosforylacji dThd i dCyt. Natomiast
enzym H 12 IN wykazuje normalng aktywnos$¢ w pro-
cesie fosforylacji dThd, ale obnizong zdolnos$¢ do
wykorzystywania dCyt jako substratu (szczegdlnie
w przypadku ograniczonej dostepnosci drugiego
substratu — ATP). Taka charakterystyka enzymow
jest spdjna z obrazem klinicznym zespotu deplecyj-
nego: pacjenci, u ktérych stwierdzono obecno$¢ mu-
tacji 1212N majg objawy ciezsze niz ci, u ktérych wy-
stepuje mutacja H121N [30].

Gen TK2 ulega ekspresji w wielu tkankach, ale
wyjasnienie specyficznosci tkankowej objawéw w
sytuacji niedoboru TK2 jest bardziej skomplikowane
niz w przypadku dGK. Gen cytoplazmatycznej kina-
zy tymidyny (TK1) ulega ekspresji wytgcznie w ko-
mérkach dzielgcych sie, dlatego wszystkie tkanki
postmitotyczne sg catkowicie zalezne od TK2. Ogra-
niczenie objawow do miesni szkieletowych w przy-
padku mutacji genu TK2 moze zaleze¢ od dodatko-
wych czynnikéw, np. naturalnie nizszego poziomu
aktywnos$ci TK2 w tej tkance, podwyzszonego po-
ziomu syntezy mtDNA, czy wysokiej ekspresji genu
mitochondrialnej 5’-nukleotydazy (dNT2), ktéra de-
fosforyluje gtéwnie dTMP [9].

Zaréwno mutacje w genie TK2, jak i dGK powo-
dujg zachwianie proporcji miedzy poszczeg6lnymi
nukleotydami. Z tego wzgledu przypuszczano, ze
wierno$¢ replikacji przy niedoborze tych enzymow
moze byc¢ niska. Jednak dotychczas nie zaobserwo-
wano ani delecji, ani mutacji punktowych w mtDNA
pacjentdbw majacych mutacje w genach kinaz. Wy-
snuto wiec wniosek, ze mitochondrialny DNA obec-
ny w zmienionych chorobowo tkankach zostat zsyn-
tetyzowany przed rozwojem niedoboru dNTP [9],
natomiast faktycznym efektem zaburzen w organel-
larnej puli nukleotydow jest deplecja mtDNA. Suge-
ruje sie bowiem, ze jednym z czynnikow regu-
lujagcych liczbe kopii mtDNA jest wewnagtrzmito-
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chondrialne stezenie substratéw do jego budowy, a
doktadniej stosunek masy genomu mitochondrialne-
go do wielkosci puli nukleotydow. Dlatego niedobér
jednego lub kilku nukleotydow moze by¢ przyczyng
niskiej liczby kopii mtDNA w tkankach dotknietych
objawami zespotu deplecyjnego [31].

IV-2. Zaburzenia transportu nukleotydéw do mito-
chondriéw — translokator nukleotydéw ade-
ninowych 1

Translokator nukleotydéw adeninowych (ANT)
jest biatkiem wbudowanym w wewnetrzng btone mi-
tochondrialng. Nukleotydy adeninowe sg przemiesz-
czane przez ANT dzieki obecnos$ci gradientu poten-
cjatu elektrochemicznego w poprzek wewnetrznej
btony mitochondrialnej. ANT dziatajako antyporter.
Transport ADP do wnetrza mitochondriow jest
sprzezony z transportem ATP z macierzy mitochon-
drialnej do cytoplazmy. W ten sposéb ANT reguluje
stezenie nukleotydow adeninowych w cytoplazmie i
w mitochondriach oraz posredniczy w przekazywa-
niu informacji ojagdrowym icytoplazmatycznym zu-
zyciu ATP do mitochondridw. [21]. Biatko ANT sta-
nowi rowniez centralng cze$¢ megakanatu, struktury
odgrywajacej kluczowa role w indukowanym mito-
chondrialnie procesie apoptozy [12].

Istniejg trzy izoformy ludzkich translokatoréw
nukleotydow adeninowych wykazujace tkankowg
specyficznosé ekspresji. Gtdwna forma translokato-
ra wystepujgca w komoérkach miesni szkieletowych,
miesnia sercowego i w mozgu to biatko ANT1. Gen
ANT2 wykazuje ekspresje gtownie w tkankach proli-
ferujagcych. Natomiast ANT3 ulega ekspresji w réz-
nych rodzajach tkanek, jednak w zadnej z nich nie
jest to forma dominujgca [32, 33].

Gen ANTL1 znajduje sie w locus 4q35, w obrebie
regionu sprzezonego z wystepowaniem adPEO [13].
Sekwencjonowanie genu ANT1 u pacjentéw z obja-
wami adPEO pozwolito dotychczas na identyfikacje
czterech heterozygotycznych mutacji typu missens
nie wystepujacych w grupie kontrolnej. Mutacje po-
wodujg substytucje aminokwaséw w powstajgcym
biatku. Uwaza sie, ze wszystkie wykryte dotychczas
mutacje moga zaburzaé strukture ANT1 [12, 34, 35].
Poniewaz translokator nukleotydéw adeninowych 1
jest dimerem, to nawet heterozygotyczna mutacja
powoduje, ze $rednio trzy na cztery powstajace di-
mery sg nieprawidtowe. kgcznie z bardzo istotng
funkcjg ANT1 fakt ten moze ttlumaczy¢ dominujacy
charakter PEO zwigzanej z mutacjami w genie tego
biatka [12].
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Hodowle komorek ludzkich nie sg dobrym mode-
lem do badania konsekwencji mutacji w genie trans-
lokazy, gdyz ANT1 nie ulega w nich ekspresji. Dlate-
go badanie prowadzi sie na mysich modelach. Mysie
modele, nokauty ANT1'', wykazuja fenotyp podobny
do obserwowanego u pacjentéw z adPEO. Zaobser-
wowano réwniez obecno$¢ wielokrotnych delecji
mtDNA w komdrkach miesni szkieletowych i w ser-
cu myszy ANTE". Wielokrotne delecje mtDNA u pa-
cjentéw z adPEO i u myszy pozbawionych genu
translokazy wystepujg w tych tkankach, w ktérych
izoforma ANT1 jest gtownym przeno$nikiem nukle-
otydéw adeninowych [12, 36, 37].

Mechanizm powstawania somatycznych mutacji
mtDNA w adPEO powodowanym przez mutacje
genu ANT1 nie zostal dotychczas poznany. Istnieje
hipoteza zaktadajaca, ze uszkodzenie biatka ANT1
moze zaburza¢ ro6wnowage w mitochondrialnej puli
dATP ico za tym idzie — niekorzystnie wptywaé na
replikacje mtDNA. Nie stwierdzono, ze dATP i
dADP sg transportowane przez ANT 1, jednak obec-
ny w mitochondriach enzym, reduktaza rybonukle-
otydow, moze katalizowa¢ redukcje ADP do dADP
[12]. Alternatywne wyjasnienie mowi, ze mutacje
mtDNA nie sg wynikiem zaburzen w mitochondrial-
nej puli nukleotydow, lecz wynikajg z ogdlnej dys-
funkcji tych organelli spowodowanej zaburzeniami
w funkcjonowaniu ANT1 [38].

IV-3. Replikacja mtDNA i regulacja wewnatrzmito-
chondrialnej puli nukleotydow — Twinkle

W przeciwienstwie do pozostatych opisywanych
biatek zwigzanych z zaburzeniami w komunikacji
miedzy genomami, funkcja biatka o nazwie Twinkle
nie jest dokladnie poznana. Wiadomo, ze jest to
biatko o lokalizacji mitochondrialnej, ktére wykazu-
je podobienstwo sekwencyjne do primazy/helikazy
faga T7 (produktu genu 4 — gp4). Dotyczy to gtow-
nie regionu, ktéry w biatku fagowym odpowiada za
aktywnos$é helikazy. Podobnie jak primaza/helikaza
faga T7 iinne pierscieniowe helikazy biatko Twinkle
in vitro spontanicznie tworzy multimery, w tym hek-
samery. Zaobserwowano, ze nadekspresja genu ko-
dujacego Twinkle w liniach komérkowych powoduje
umiarkowany wzrost aktywnos$ci helikazowej sty-
mulowanej ATP/dATP oraz zaleznej od obecnosci
Mg+ w ekstrakcie mitochondrialnym. Jednak
oczyszczone biatko Twinkle (z C-koncowym his-
tag) nie wykazywato wykrywalnej aktywnosci heli-
kazy DNA [39, 40].

Ludzki gen C100rf2 kodujacy Twinkle zidentyfi-
kowano na drodze poszukiwania otwartych ramek
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odczytu w jednym z regiondw sprzezonych z wyste-
powaniem adPEO (10qg24). Najwyzszy poziom eks-
presji genu kodujacego Twinkle zaobserwowano w
komorkach miesni szkieletowych itrzustki, nizszy w
komdrkach miesnia sercowego, natomiast w pozo-
statych tkankach ilos¢ transkryptu jest niewielka
[39].

Poszukiwanie mutacji w genie kodujacym Twin-
kle u rodzin z adPEO pozwolito dotychczas na iden-
tyfikacje 12 r6znych nieprawidtowosci, ktorych wy-
stepowania nie stwierdzono w zdrowej grupie kon-
trolnej. Jedna z mutacji to duplikacja 39 par zasad,
pozostate to mutacje punktowe typu missens. Obja-
wy adPEO obserwowano u pacjentow z mutacjami
heterozygotycznymi. Wynika to z faktu, ze przy-
puszczalna aktywna forma Twinkle jest heksame-
rem. Stwierdzono takze przypadki homozygotyczno-
$ci pod wzgledem mutacji A359T. Przebieg choroby
u takich pacjentow jest ciezszy niz u ich heterozygo-
tycznych pod wzgledem tej mutacji krewnych [39,
41].

Wszystkie wykryte mutacje wystepujg w regio-
nach filogenetycznie konserwowanych, takze w po-
réwnaniu do primazy/helikazy faga T7. Jednak zad-
na z mutacji nie dotyczy aminokwasow, ktérych od-
powiedniki w gp4 sg zaangazowane w aktywno$¢ he-
likazowg. Stwierdzono rowniez, ze obecno$¢ muta-
cji nie powoduje zaburzenia multimeryzacji lub
transportu Twinkle do mitochondriéw [39].

Rola Twinkle w powstawaniu wielokrotnych dele-
cji mtDNA nie zostata dotychczas poznana. Ponie-
waz zmutowane biatko gp4 faga T7 wykazuje pod-
wyzszong aktywnos$¢ dNTPazy, stwierdzono, ze mu-
tacje w genie Twinkle moga powodowa zmiane
funkcji biatka. Podwyzszona aktywnos$é hydrolitycz-
na prowadzitaby do zaburzen rownowagi w
wewnatrzmitochondrialnej puli nukleotydow, co z
kolei moze powodowaé powstawanie wielokrotnych
delecji [39].

Alternatywne wyjasnienie bierze pod uwage fakt,
ze delecje mtDNA sg obserwowane na bardzo niskim
poziomie u niektérych zdrowych ludzi. Akumulacja
nieprawidtowych czgsteczek u pacjentdw z adPEO
moze wynika¢ z przyspieszonego tempa ich powsta-
wania, obnizonej zdolnoSci naprawy i przewagi re-
plikacyjnej mniejszych czgsteczek mtDNA z dele-
cjami. Zdolno$¢ do naprawiania uszkodzen mtDNA
jest ograniczona w poréwnaniu z DNA jadrowym.
W mitochondriach stwierdzono obecno$¢ systemu
usuwajgcego nieprawidtowe zasady, np. uracyl (ang.
base excision repair, BER) oraz bitednie sparowane
w czasie replikacji nukleotydy (ang. mismatch repa-
ir, MMR). Nie stwierdzono natomiast aktywnosci
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enzymOw zaangazowanych w niespecyficzny system
usuwania nieprawidtowych nukleotydéw (ang. nuc-
leotide excision repair, NER) pozwalajgcy na usu-
wanie wiekszych bteddw z mtDNA [42, 43]. Jesli
Twinkle petni funkcje mitochondrialnej hetikazy,
heksamery zawierajgce nieprawidtowe podjednostki
moga wykazywac sie obnizong procesywnoscig w
przypadku napotkania uszkodzen DNA. Powodo-
watoby to zatrzymanie replikacji i podwyzszony po-
ziom rekombinacji, co z kolei mogtoby zwiekszy¢
ilos¢ nieprawidtowosci w mtDNA [39, 40].

IV-4. Zaburzenia w replikacji mtDNA —
polimeraza y

Polimeraza y (POLG, EC 2.7.7.7) jest jedyng mi-
tochondrialng polimerazg DNA. Funkcjonuje ona
jako heterotrimer sktadajacy sie zjednej podjednost-
ki katalitycznej (p140) oraz homodimeru podjedno-
stek pomocniczych (p55) [32]. Podjednostka katali-
tyczna wykazuje podobienstwo do rodziny polime-
raz typu A. Zawiera ona domene o aktywnosci poli-
merazy zbudowang z trzech motywéw poi (A, B iC)
oraz domene egzonukleazowg 3’—5’ (odpowie-
dzialng za sprawdzanie poprawnosci replikacji), na
ktorg sktadaja sie trzy motywy exo (I, I, 11l) [44].
Obie domeny sg niezbedne do prawidtowej replikacji
mtDNA. Polimeraza cechuje sie do$¢ wysoka wier-
nos$cigreplikacji, rzadko pojawiajasie btedy typu po-
jedynczych insercji i delecji. Natomiast wiernos¢ za-
chowania ramki odczytu jest niska w przypadku re-
plikacji sekwencji zawierajgcych wiecej niz cztery
takie same nukleotydy. Podjednostki pomocnicze
podwyzszajg powinowactwo POLG do mtDNA po-
przez wigzanie sie do dwuniciowego DNA. Powodu-
je to zwiekszenie procesywnosci polimerazy, ale ta-
kze obnizenie wiernoSci replikacji [45].

Gen kodujacy podjednostke katalityczng polime-
razy znajduje sie w regionie sprzezonym z adPEO i
arPEO (locus 15025). Sekwencjonowanie genu
POLG u pacjentow z dominujaca lub recesywna
formg PEO pozwolito na identyfikacje czterech mu-
tacji typu missens. Jedna z heterozygotycznych mu-
tacji, substytucja Y955C lokujgca sie w motywie poi
B, wystepowata wytgcznie u pacjentow z adPEO. U
0s6b z recesywng forma oftalmoplegii stwierdzono
obecnos$¢ ztozonych mutacji heterozygotycznych nie
dotyczacych zadnego z motywow poi lub exo [44].

Porownanie sekwencji biatkowych polimeraz
typu A pozwolito stwierdzi¢, ze Y955 odpowiada ty-
rozynie 530 w polimerazie faga T7. W biatku fago-
wym ta reszta aminokwasowa bierze udziat w two-
rzeniu miejsca wigzania dNTP inie pozwala na wej$-
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cie rybonukleotyddw w reakcje syntezy DNA. Z ko-
lei w polimerazie | bakterii Escherichia coli odpo-
wiednikiem Y955 jest tyrozyna 766, ktorej substytu-
cja powoduje podwyzszony poziom mutacji punkto-
wych, a takze delecji fragmentéw DNA znaj-
dujacych sie miedzy zgodnymi sekwencjami powtoé-
rzonymi [46].

Otrzymana w wyniku mutagenazy in vitro katali-
tyczna podjednostka polimerazy niosgca mutacje
Y955C wykazywata czterokrotny spadek aktywno-
§ci polimerazowej w poréwnaniu do prawidtowego
biatka. Byto to spowodowane 45-krothym wzrostem
Kmdla nukleotydéw. Oszacowanie stezenia dNTP w
macierzy mitochondrialnej pozwala jednak sadzic,
ze jest ono wystarczajaco wysokie, aby zapewnic po-
limerazie z mutacjg Y955C aktywnos$¢ zblizong do
normy. Stwierdzono jednak, Zze mutacja zaburza
wierno$¢ replikacji. Najczesciej wystepujace in vitro
mutacje to substytucje pojedynczych nukleotydéw,
gtéwnie tranzycje A->G. Odpowiada to mutacjom
mtDNA obserwowanym u pacjentéw z PEO. Polime-
raza Y955C ma takze podwyzszong sktonnos$é do
btedéw polegajacych na zmianie ramki odczytu [46].

Gtéwna nieprawidtowoscig obserwowang w mito-
chondrialnym DNA pacjentow z objawami PEO sg
delecje oraz wielokrotne delecje roznej diugosci
flankowane przez sekwencje prostych powtdrzen
[22]. Mechanizm tworzenia delecji w mtDNA nie
jest do konca jasny. Jednak obecnos$¢ prostych pow-
térzen otaczajacych obszary delecji sugeruje, ze naj-
bardziej prawdopodobny jest mechanizm rekombi-
nacji wewnatrzczasteczkowej. W czasie niesynchro-
nicznej replikacji mtDNA powolna synteza pojedyn-
czej nici, ktéra moze migrowac i przytaczac sie na
nowo, sprzyja zajsciu takiej rekombinacji. Na tej
podstawie zaproponowano dwa modele powstawa-
nia delecji: model poS$lizgu replikacji (ang. slip-re-
plication) oraz nieuprawnionej elongacji (ang. illegi-
timate elongation) [8].

W modelu poslizgu replikacji pojedyncza rodzi-
cielska ni¢ H tagczy sie nieprawidtowo z komplemen-
tarng nicig L na skutek btednego parowania prostych
sekwencji powtdrzonych. Fragment rodzicielskiej
nici H znajdujacy sie miedzy powtdrzeniami jest wy-
cinany, a powstate fragmenty ligowane. W ten spo-
séb tworzy sie zawierajgca delecje matryca dla syn-
tezy potomnej nici L [8].

W modelu nieuprawnionej elongacji wydtuzana
ni¢ potomnajest wypierana z petli D przez migrujaca
rodzicielska ni¢ H, ktdra tgczy sie komplementarnie
z nicig L w obrebie prostego powtdérzenia. Powoduje
to nieprawidtowe parowanie uwolnionej nici potom-
nej z sekwencjg powtdrzong znajdujgcg sie na nici L
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ponizej pierwszego prostego powtoOrzenia. Btedne
sparowanie dwoch sekwencji powtdrzonych jest
utatwiane przez stabilng strukture drugorzedowsa,
ktora zbliza powstajgca ni¢ H do rejonu nici L poniz-
ej prawidtowego miejsca parowania. Elongacja po-
tomnej, skroconej nici H, a nastepnie tworzenie na
jej matrycy nici L powoduje powstawanie czasteczek
mtDNA z delecjami [8].

Migracja nici DNA zachodzi tatwiej, gdy replika-
cja mtDNA zostaje zwolniona lub wstrzymana. Duza

model poslizgu replikacji

nicH

nic L

ni¢H

nigL

nic H

ni¢ L

nic H

nic L

kwencjami powtérzonymi. Nieprawidtowe wstawie-
nie nukleotydu w pozycje poprzedzang przez se-
kwencje prostego powtdérzenia moze utatwia¢ po-
$§lizg replikacji, btedne parowanie nici i delecje frag-
mentu nici rodzicielskiej [46].

Krétsza czasteczka mtDNA ma przypuszczalnie
przewage replikacyjna nad czasteczka o normalnej
dtugosci. Dlatego nawet pojedyncze wydarzenie ge-
nerujagce mtDNA z delecjg prowadzi po pewnym cza-
sie do stanu, w ktorym duza czes$¢ czasteczek mito-

model nieuprawnionej elongacji

ni¢ L

e H _/___.

ni¢ L

néH

nic L

Rys. 2. Proponowane modele powstawania delecji miedzy prostymi powtérzeniami w mtDNA: model poslizgu replikacji i model nieuprawnionej elon-
gacji. Sekwencje prostych powtorzen wystepujacych w rejonie petli D oznaczono R (ni¢ H) ir (ni¢ L). Opis powstawania delecji znajduje sie w

tek$cie (wg [8]).

cze$¢ wielokrotnych delecji w mtDNA, ktére majg
swdj poczatek w rejonie petli D, moze byé zwigzana
wtasnie z zatrzymaniem syntezy DNA na wczesnym
stadium replikacji. Blokowanie replikacji moze by¢
wynikiem zaburzenia funkcji polimerazy y na skutek
mutacji lub pochodng braku réwnowagi w mitochon-
drialnej puli nukleotydéw wywotanego mutacjami w
genie fosforylazy tymidyny, ANT1 lub Twinkle [8].
Generacja mutacji punktowych moze dodatkowo
promowac tworzenie delecji miedzy prostymi se-
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chondrialnego DNA jest nieprawidtowa. Reszta
czasteczek mtDNAjest prawidtowa — ten stan nazy-
wamy heteroplazmig [8].

Objawy kliniczne PEO wystepuja dopiero po na-
gromadzeniu sie nieprawidtowych czasteczek
mtDNA w ilo$ciach powyzej poziomu krytycznego.
Wartos¢ krytyczna zalezy od rodzaju tkanki ijest naj-
nizsza dla tkanek zaleznych przede wszystkim od
metabolizmu tlenowego [2]. Jest to dodatkowy czyn-
nik specyficznosci tkankowej PEO. Postepujace ob-
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jawy choroby i pogorszenie obserwowane z wiekiem
sg skutkiem dalszego gromadzenia sie w tkankach
czasteczek mtDNA z delecjami.

V. Podsumowanie

Brak wiarygodnych danych epidemiologicznych
powoduje, ze ciezko jest ocenié czesto$¢ wystepowa-
nia choréb mitochondrialnych zwiazanych z zabu-
rzeniami w komunikacji miedzy genomami. Jednak
badania ostatnich lat pokazuja, ze sg one czestsze niz
poczatkowo sgdzono. Tym wieksze ma znaczenie po-
znawanie molekularnych mechanizméw odpowia-
dajgcych za powstawanie tych schorzen. Dotychczas
zidentyfikowane geny, ktérych mutacje powigzano z
takimi chorobami jak adPEO, arPEO, MNGIE czy
zespoty deplecyjne, na pewno nie sagjedynymi odpo-
wiedzialnymi za powstawanie zaburzen w komuni-
kacji miedzy genomami. Znane sgrodziny, w ktorych
wystepujg objawy adPEO, jednak nie udato sie tej
choroby powiazaé z zadnym z opisywanych dotych-
czas loci. Dalsze badania sg potrzebne, aby zidenty-
fikowa¢ ewentualne inne czynniki powodujace roz-
woj chorob tego typu. Niezbedne sgtakze informacje
na temat wystepowania dodatkowych mutacji w opi-
sywanych genach; na temat biochemicznych, histo-
logicznych, czy metabolicznych skutkéw obecnosci
okreslonych mutacji oraz mechanizméw powstawa-
nia wielokrotnych delecji i deplecji mtDNA. Wiedza
taka moze pomoc w opracowaniu szybkich i niein-
wazyjnych metod diagnhostycznych, a takze skutecz-
nych sposob6w leczenia chor6b mitochondrialnych
zwigzanych z zaburzeniami w komunikacji miedzy
genomami.
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Molekularny mechanizm dziatania hormondw tarczycy

Molecular mechanism of thyroid hormone action
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I1l. Perspektywy

Wykaz stosowanych skrétéw: AP-1 — czynnik transkrypcyj-
ny; CAMP- cykliczny AMP; CBP (ang. CREB binding protein)
— koaktywator transkrypcji wigzacy CREB; CREB — czynnik
transkrypcyjny; c-Ski — sktadnik kompleksu dcacetylazy histo-
nowej; DBD (ang. DNA binding domain) — domena wiazaca
DNA; DRIP (ang. vitamin D receptor interacting proteins) —
biatka oddziatujace z receptorami witaminy D; GR — receptor
glukokortykoidéw; HAT (ang. histone acetylase) — acetylaza
histonowa; HDAC (ang. histone deacetylase) — deacetylaza hi-
stonowa 1; LBD (ang. Ugand binding domain) — domena TR
wigzgca ligand; NCoR (ang. nuclear receptor co-repressor) —
korepresor transkrypcji; NFkB — czynnik transkrypcyjny; o$
HPT- 0§ podwzgdrze-przysadka-gruczot tarczycy; p/CAF (ang.
p300/CBP-associated factor) — biatko koaktywatorowe; poi
RNA Il - polimeraza RNA Il [EC 2.7.7.6]; p300 — biatko koak-
tywatorowe; RAC3/ACTR/pCIP/AIB-I/SRC3 — koaktywator
receptorow steroidowych; RAR — receptor kwasu retinowego;
RXR — receptor kwasu 9-c/s-retinowego; sekwencja TATA
(ang.TATA box) — sekwencja promotora genéw, miejsce wigza-
nia maszynerii transkrypcyjnej; sin3 — biatko korepresorowe;
SRC (ang. steroid receptor coactivator) — koaktywatory recep-
toréw steroidowych; SMRT (ang. silencing mediatorfor retino-
id and thyroid receptors) - wygaszajacy mediator dla recepto-
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réw kwasu retinowego i hormonow tarczycy, biatko korepreso-
rowe wigzgce receptory jadrowe iregulujgce represje transkryp-
cji i strukture chromatyny; SUN-CoR (ang. small ubiquitous
nuclear corepressor) - maly wszechobecny korepresor jadro-
wy; TAFII32, TAFII70 — czynniki transkrypcyjne; TBG (ang.
thyroxine binding globulin) - globulina wigzaca tyroksyne; TBP
(ang. TATA box-binding protein) — biatko wigzace sie do se-
kwencji TATA box; TFIIB - czynnik transkrypcyjny; TH (ang.
thyroid hormone) — hormony tarczycy; TIF1/GRIP1/SRC2 —
koaktywator receptoréw steroidowych; TR — receptor hormo-
néw tarczycy; TRAP (ang. TR-associated proteins) — biatka
koaktywatorowe wigzace sie z receptorami tarczycy; TRAP
220, TRAP 100 —  podjednostki  biatka TRAP;
TRBP/ASC-2/RAP250 (ang. TR-binding protein) — biatko
wiazace sie do receptoréw tarczycy; TRE (ang. thyroid hormone
response elements) — element odpowiedzi na hormony tarczy-
cy; TRIP (ang. TR-interacting proteins) — biatka koaktywato-
rowe oddziatujgce z receptorami tarczycy; TRUP 1(ang. thyroid
hormone receptor uncouplingprotein T) — biatko oddziatujace
zdomengwiazaca DNA receptora hormonoéw tarczycy; VDR —
receptor witaminy D

I. Wstep

Tarczyca jest gruczotem dokrewnym wytwa-
rzajacym dwa drobnoczgsteczkowe hormony (TH):
3,5,3\5 ’-tetra-jodotyronine (T4), znang jako tyrok-
syna, i 3,5,3’-trijodotyronine (T3) [1]. Synteza i wy-
dzielanie hormonow tarczycy sg precyzyjnie regulo-
wane przez o$ podwzgorze-przysadka-gruczot tar-

57


mailto:lidzab@wp.pl
mailto:mekj@amg.gda.pl

czycy (08 HPT) [2]. Hormon uwalniajacy tyreotropi-
ne — tyreoliberyna (TRH) — syntetyzowany przez
jadro przykomorowe podwzg6rzajest transportowa-
ny aksonami do przedniego ptata przysadki mézgo-
wej poprzez splot naczyniowkowy, gdzie wigze sie z
receptorami w  subpopulacji komérek wydzie-
lajacych glikoproteinowy hormon — tyreotropine
(TSH) [2]. Tyreotropina wigze sie z receptorami
TSH w tarczycy i stymuluje ekspresje kilku gendw,
m.in. symportera Na+F, peroksydazy tarczycowej
oraz tyreoglobuliny. Aktywacja genu tyreoglobuliny
w komérkach pecherzykowych nabtonka tarczycy
jest pierwszym etapem syntezy hormonow tarczycy.
Produkt genu tyreoglobuliny ulega wielu modyfika-
cjom potranslacyjnym, m.in. jodowaniu i tgczeniu
tyrozyn, prowadzac do syntezy T3 i T4. Tyreoglobu-
lina, zmagazynowana w $wietle pecherzykow, prze-
mieszcza sie na drodze endocytozy do komorek pe-
cherzykéw tarczycowych, gdzie pod wptywem enzy-
méw lizosomalnych ulega proteolizie do aktywnych
hormonéw tarczycy. Gtownym uwalnianym do krwi
hormonem tarczycy jest T4, przeksztatcana nastep-
nie w tkankach poszczegdinych organéw w trijodo-
tyronine. T3 i T4, taczac sie z biatkiem wiazacym
osocza (TBG) [3-6], docieraja do narzadoéw, gdzie
wigzac sie ze specyficznymi receptorami, wywotujg
efekty biologiczne. Podwyzszenie stezenia T3 hamu-
je zwrotnie produkcje i uwalnianie zaréwno TRH jak
i TSH.

Il. Mechanizm dziatania hormonow
tarczycy

Gtownym miejscem oddziatywania hormonéw
tarczycy w komorce jest jadro komorkowe, gdzie TH
reguluja ekspresje okreslonych genéw poprzez
jadrowe receptory hormonow tarczycy (TR).

Jadrowe receptory hormondw tarczycy majg zdol-
no$¢ wigzania TH z duzym powinowactwem i specy-
ficznoscig [7-12]. Kompleksy TR:TH taczg sie na-
stepnie z elementem odpowiedzi na hormony tarczy-
cy, tzw. sekwencjg TRE (ang. thyroid hormone
response elements), zlokalizowana w poblizu pro-
motora docelowego genu. Tworzenie komplekséw li-
gand-receptor(TR)-DNA(TRE) jest pierwszym eta-
pem w pozytywnej lub negatywnej regulacji ekspre-
sji genéw.

Interesujace, ze ekspresja stosunkowo duzej gru-
py genow jest regulowana w okreslonej tkance przez
hormony tarczycy zaréwno pozytywnie jak i nega-
tywnie, w tym samym czasie. Jak wykazata analiza
[z wykorzystaniem techniki mikromacierzy DNA
(ang. DNA microarray)] ekspresji genéw regulowa-
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nych przez T3 w watrobie myszy, wiekszo$¢ genow
podlega regulacji negatywnej (41 genéw w stosunku
do 14 regulowanych pozytywnie) [13]. W$rdod ge-
néw, ktorych ekspresjajest stymulowana przez trijo-
dotyronine znajdujg sie geny zaangazowane w proce-
sy: glukoneogenezy, glikogenolizy, lipogenezy,
proliferacji komorek iapoptozy [13]. Natomiast eks-
presja gendéw $ciezki sygnatowej insuliny, odporno-
$ci komoérkowej, struktur macierzy zewnatrzkomor-
kowej, szkieletu komérkowego, glikozylacji biatek
oraz fosforylacji oksydacyjnej jest regulowana przez
T3 negatywnie [13].

11-1. Budowa receptoréw hormondéw tarczycy

Receptory hormonéw tarczycy, z wyodrebniony-
mi dwiema podrodzinami (TRa i TRP), nalezg do du-
zej nadrodziny receptorow jadrowych, do ktérej na-
lezg réwniez: receptory hormonéw steroidowych,
witaminy D (VDR), kwasu retinowego (RAR) oraz
tzw. receptory sieroce, dla ktorych nie znaleziono li-
gandow ani funkcji [14]. Wszystkie te biatka wyka-
zujg podobng organizacje domen [15].

Receptory hormonoéw tarczycy sg zbudowane z
pieciu domen: A/B (N-koncowej), C (centralnej do-
meny wigzacej sie z DNA, zawierajgcej dwie struk-
tury palca cynkowego — tzw. domena DBD (ang.
DNA binding domain)), D (regionu taczgcego, za-
wierajgcego sygnat lokalizacji jadrowej), E (C-ko-
ricowej domeny wigzacej ligand — tzw. domeny
LBD (ang. Ugand binding domain)) i F (domeny
wigzacej ligand odpowiedzialnej rowniez za aktywa-
cje transkrypcji) [16-18] (Ryc. 1).

11-1.1. Domena A/B

Region N-koricowy ma zmienng dtugo$¢ w réz-
nych izoformach receptoréw hormondéw tarczycy
[19]. Rola tej domeny nie jest wyjasniona. Badania
réznych izoform TR u ludzi i myszy wykazaty, ze w
regionie tym znajduje sie gtdwna domena akty-
wujaca transkrypcje [20-22]. Z kolei inne prace opi-
Suja, ze usuniecie tego regionu wjednej z izoform re-
ceptoréw hormonow tarczycy (TRP) nie wpitywa na
zalezng od T3 aktywacje transkrypcji [23]. Uwaza
sie, ze region N-koncowy receptora hormonow tar-
czycy moze odpowiadac za funkcje represyjna recep-
tora, wchodzac w interakcje z domeng wyciszajaca
korepresora (SMRT) i nastepnie uniemozliwiajac
wigzanie innych sktadnikow kompleksu korepresora
[24]. Domena A/B moze takze wptywac na konfor-
macje sasiadujacej z nig domeny wigzacej DNA oraz
modulowac jej powinowactwo do innych receptoréow
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jadrowych, co odgrywa role w procesie dimeryzacji
[25].

11-1.2. Domena wigzaca DNA

Domena wigzgca DNA (DBD) jest umiejscowiona
w centralnej cze$ci receptora i zawiera dwa palce
cynkowe. Doswiadczenia na mutantach pozbawio-
nych jednego z palcéw cynkowych, jak réwniez za-
miana reszt cysteinowych na inne (np. na histydyne)
hamuje wiazanie DNA oraz aktywnos$¢ transkryp-
cyjng tych receptoréw [26, 27]. W obrebie pierwsze-
go palca cynkowego znajduje sie tzw. ,kaseta P”
(charakterystyczna réwniez dla innych receptorow
jadrowych), zawierajaca specyficzng sekwencje
aminokwasowg umiejscowiong w okolicy trzeciej i
czwartej cysteiny palca cynkowego [28].

Domena DB gtéwnie decyduje o rozpoznawaniu
elementow odpowiedzi na hormony tarczycy (TRE),
0 wigzaniu sie z DNA w obrebie bruzdy wiekszej
TRE i w matym stopniu w obrebie bruzdy mniejszej
TRE [29].

Domena
wiazaca DNA

sowg odpowiedzialng za lokalizacje jadrowg [18,
39]. W obrebie regionu tgczacego moga przytaczaé
sie biatka korepresorowe, ktére wchodzac w interak-
cje z wolnym receptorem hormonow blokujg tran-

skrypcje [40].

11-1.4. Domena wigzgca ligand

Domena LB odpowiada za wigzanie ligandu oraz
odgrywa wazng role w dimeryzacji, transaktywacji i
podstawowej represji przez wolny receptor [16, 30].
Sekwencje aminokwasowe LBD réznych receptoréow
hormonow tarczycy rdznig sie, lecz domena ta za-
chowuje podobienstwo w strukturze przestrzennej
[41]. Na catej dtugosci sekwencji LBD rozproszone
sg siedmioaminokwasowe powtdérzenia, ktére tworzg
powierzchnie hydrofobowe niezbedne dla homo- i
heterodimeryzacji [30]. Drugo- i trzeciorzedowa
struktura tej domeny wykazuje istnienie dwunastu
struktur a-heliks tworzacych hydrofobowga kieszeh
[42], Heliks dwunasty, lezacy najblizej C-konca
LBD, zawiera domene transaktywacyjng (tzw. dome-

Domena
wiazaca hormon

[ [ o [ e | -

Wigzanie DNA,  Wigzanie DNA,
dimeryzacja jadrowa
lokalizacja,

Funkcja:

aktywacja transkrypcji

Ryc. 1. Domeny strukturalne receptora hormonéw tarczycy i ich funkcje.

Receptory hormonow tarczycy moga wigzac sie z
DNAjako monomery, homodimery oraz heterodime-
ry utworzone z biatkami nalezacymi do tej samej
nadrodziny receptoréw [16, 17, 30]. Kompleksy mo-
nomerow TR z DNA sg mniej stabilne niz kompleksy
dimeréw. Dimery o najwiekszym powinowactwie do
TRE sktadajg sie z receptoréw hormonéw tarczycy i
receptoréw kwasu 9-cis-retinowego (tzw. RXR). Ta-
kie heterodimery TR/RXR sg gtéwnymi posrednika-
mi w biologicznych efektach hormonéw tarczycy
[32, 33]. Utworzenie heterodimeru TR/RXR jest ko-
rzystne ze wzgledu na najlepsze dopasowanie do
miejsc potowkowych w TRE [34].

Strukture komplekséw DNA-domena DB pozna-
no dla receptora glukokortykoidéw [35], receptora
estrogendéw [36], rev-Erb [37] oraz heterodimeru
TR/RXR [38].

11-1.3. Region tgczacy

Region taczacy znajdujgcy sie pomiedzy DBD a
LBD zawiera bogatg w lizyny sekwencje aminokwa-
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ne AF-2). Ligand zakotwiczany jest gteboko w hy-
drofobowej kieszeni LBD. Szczegdlng role w tym
procesie odgrywa heliks dwunasty, ktéry zmienia
swojg konformacje w czasie przytgczania ligandu. W
nieobecnos$ci ligandu heliks ten jest oddalony od
reszty biatka, a po jego zwigzaniu owija sie Scisle
wokot domeny LB [42].

11-2. 1zoformy receptorow hormondw tarczycy

W 1986 roku Venstroon [43] i Evans [44]
niezaleznie od siebie wyizolowali z bibliotek cDNA
embrionu kury i tozyska ludzkiego i sklonowali
cDNA kodujace dwa rozne receptory TH. Dzi$ wia-
domo, ze istnieje wiele izoform receptoréw hormo-
néw tarczycy, wsrod ktérych wyrézniamy dwie
gtéwne izoformy kodowane przez dwa rézne geny
znajdujace sie na réznych chromosomach (Tab. 1)
[16, 45-49].

Ws$réd wymienionych w tabeli 1 izoform TR
funkcjonalnymi sg: TRal, TRpi, TRp2 i TRp3.
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Wszystkie one wigzg T3 i posredniczg w regulacji
ekspresji genow regulowanych przez hormony tar-
czycy [13, 50, 51]. Zaréwno geny TRal jak i TRpi
wykazujg silng ekspresje w wiekszosci tkanek szczu-
ra [52]. TRal wykazuje wysoki poziom ekspresji w
miesniu sercowym, miesniach szkieletowych i bru-
natnej tkance ttuszczowej, a TRpl w watrobie, moé-

Tabela 1

Ostatnie badania sugerujg ich udziat w rozwoju jelit
[47].

Wiele najnowszych informacji dotyczacych roli
oraz funkcjonowania poszczegdlnych izoform recep-
tora hormonoéw tarczycy uzyskano na podstawie do-
Swiadczen z uzyciem myszy, ktérym usunieto (ang.
knock-out) lub wprowadzono gen okreslonej izofor-

Ro6znorodno$¢ izoform receptorow hormonéw tarczycy. +/- wigzanie/nicwigzanie T3; +/x receptor funkcjonalny/receptor niefunkcjonalny

PRODUKTY

GEN LOCUS GENU NA

TRANSKRYPCJI

TYP KODUJACY LUDZKIM WIAZANIE T3 WIAZANIE ~ FUNKCJIONOSC
IZOFORM IZOFORME CHROMOSOMIE (po alternatywnym DNA RECEPTORA
Y
mRNA TR al + * +
TURA CHROMOSOM mRNA TR(X2 + X
TRa 17
(NR1A1) (7a112) mRNA Aal * X
mRNA Aa2 =« X
mRNA TRB 1 + + +
TRR THRB CHROMOSOM mRNA TRR2 + + +
(NR1A2) 3
(3p24.3) mRNA TRR3** + + +
mRNA AR3*** + . X

*Powstajg w wyniku transkrypcji z innego promotora w intronie 7. Sa to krotkie warianty izoform TRa; nie posiadajg domeny wigzacej DNA i
sg dominujgco-negatywnymi antagonistami w stosunku do innych form receptoréw [47]. **Powstaje u szczura w wyniku transkrypcji z trze-
ciego promotora genuTRP [48]. Posiada dwa nowe 5’eksony wycinane idotgczane do 1eksonu wystepujagcego w mRNATRpi i TRP2. W wy-
niku translacji tego produktu powstaje receptor zawierajacy unikalny 23-aminokwasowy region proksymalny do domen LBD i DBD [48],
***\W mRNA AP3 pominiety jest ckson zawierajgcy kodon startowy TRP3 i w wyniku rozpoczecia translacji z nastepnego kodonu ATG po-
wstaje jako skrécone biatko z utracong domeng N-koricowg oraz DBD; dziata jako potencjalny represor in vitro [48].

zgu inerkach [53]. W rozwoju embrionalnym mézgu
gtowng izoformgjest TRa 1, natomiast po urodzeniu
zauwaza sie znaczacy wzrost ekspresji izoformy
TRpl. lzoforma TRp2 charakteryzuje sie tkanko-
wo-specyficzng ekspresjag w przednim ptacie przy-
sadki mézgowej i w podwzgodrzu, jak rowniez wyka-
zuje ekspresje na wysokim poziomie w rozwijajgcym
sie mézgu i uchu wewnetrznym [52, 54-56]. Nie-
funkcjonalny wariant TR2 wykazuje najsilniejsza
ekspresje w poréwnaniu z innymi izoformami recep-
tora hormondw tarczycy i funkcjonalne znaczenie
tego zjawiska nie jest znane [48]. lzoformy TRP3
oraz Ap3 wykazujag ekspresje na podobnym, wyso-
kim poziomie, ale wykazujajednoczesnie réznice w
lokalizacji tkankowej: TRP3 wystepuje gtéwnie w
watrobie i nerkach, natomiast Ap3 gtéwnie w $le-
dzionie; wspolnie wystepujg w ptucach [48]. Rozny
stosunek ekspresji gendéw kodujacych obydwie te
izoformy TR w tkankach szczurow eutyroidowych i
z hypertyreozg sugeruje, ze alternatywny splicing
pierwotnego transkryptu TR jest regulowany przy-
puszczalnie przez T3 izalezy od rodzaju tkanki [48].
Stosunek TRp3 do Ap3 moze wiec wptywac na odpo-
wiedZ poszczeg6lnych tkanek na T3 [48]. Receptory
Aal i Aa2 wystepujg gtéwnie w jelitach i ptucach i
uwazane byly do tej pory za niefunkcjonalne [47].

60

my TR ze specyficzng mutacjg punktowg (ang.
knock-in) [57-90]. Najwazniejsze wyniki tych do-
Swiadczen przedstawia Tabela 2.

11-3. Elementy odpowiedzi na hormony tarczycy

W genach regulowanych przez hormony tarczycy
zlokalizowane sg elementy odpowiedzi na hormony
tarczycy [91]. Wiekszo$¢ TRE lezy w kierunku 5°od
sekwencji minimalnego promotora, cho¢ w pewnych
przypadkach moga one by¢ zlokalizowane w se-
kwencjach flankujgcych w kierunku 3’ od regionu
kodujacego [92]. Stwierdzono réwniez, ze mogg wy-
stepowaé réznice w sekwencjach nukleotydowych
TRE, jak réwniez w ilosci oraz dlugosci przerw i
orientacji ich miejsc potéwkowych [93].

Miejsca potéwkowe to dwa szeScionukleotydowe
powtérzenia (heksamery) z sekwencja zgodnosci
G/AGGTC/GA [93-95]. Ich funkcja jest tworzenie
charakterystycznych konfiguracji: sekwencji palin-
dromowych (P), odwrotnie palindromowych (IP) i
bezposrednich powtérzen (DR4) (Ryc. 2) [93-95].
Prawie wszystkie regulowane przez hormony tarczy-
cy geny docelowe zawierajg dwa lub wiecej miejsc
potéwkowych [95].
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Optymalna odlegto$¢ miedzy miejscami potéw-
kowymi w bezpos$rednich powtdrzeniach, odwréco-
nych sekwencjach palindromowych i sekwencjach

Tabela 2

legtosci

Fenotypy myszy z usunietymi lub zmodyfikowanymi genami poszczeg6lnych receptoréw tarczycy

szczegblnej polarnosci tego typu sekwencji i od-
pomiedzy miejscami
réwniez specyficznie oddziatujace ze sobg nawza-

Knockout/ Genotyp Poziom Fenotyp Pismien-
knock-in TR myszy hormonéw myszy nictwo
tarczycy
delecja al ioc2 obecnos$¢ Aal i znacznie obnizony  opdéZniony wzrost, $mier¢ po
Aa2 poziom T3 i T4 odstawieniu od myszy
al ) : 57
karmiacych, wady rozwojowe
jelit, utrata komérek B
delecja al i Aal obecno$¢ a2 i nizszy poziomT4 prawidtowy wzrost, obnizenie
al’ Aa2 (samce), T3 bez temperatury ciata, bradykardia 58
zmian
delecja wszystkich izoform a nizszy poziomT4 op6zniony wzrost, opéznione
(samce), T3 bez dojrzewanie kosci, brak blon
a0 zmian $luzowych jelit, nadwrazliwos¢ 59
stuchowa na tony wysokiej
czestotliwosci
delecja (52, obecno$¢ pi, (13, podwyzszony prawidtowy wzrost, nieobecnos¢
P2a Ap3 poziom T3 i T4 receptoréw m-stozkowych, stuch 60,61
prawidtowy
p-/— delecja wszystkich izoform p podwyzszony prawidtowy wzrost, catkowita
R . 62-64
poziom T3 i T4 utrata stuchu
delecja a2 i Aa2, nadekspresja niski poziom T3 i otytos¢, zmiany w kosciach,
al* al, obecnos¢ Aal, pi, P2, T4 spowolniny wzrost 65
P3, AP3 (prawdopodobnie czesciowo
efekt nadekspresji al)
” delecja Aal i Aa2, obecnosc¢ prawidtowy zmiany w nabtonku jelita
a wszystkich izoform p, al ia2 poziom T3 66
delecja a2 i Aa2, obecnosc podwyzszony mutacja letalna, gdyz hamuje
v P1,P2, P3, Ap3, nadekspresja al poziom T3 (u aktywacje transkrypcji i
apripv z mutacja PV (mutacjg punktowg heterozygot) wigzanie ligandu, u heterozygot 67
w egzonie 9 zmieniajaca ramke —duza $miertelno$¢, powolny
odczytu) rozwéj
delecja a2 i Aa2, obecno$¢ pi, osobniki mtode ze mutacja letalna (takjak w
ORUBORAC P2, P3, AP3, nadekspresja al i zmniejszonym przypadku PV), u heterozygot 68
Aal z mutacjg punktowg R348C poziomem T3 powaznie spowolniony rozwdj
po urodzeniu
Trd/Tm delecja wszystkich izoform p, podwyzszony wole
obecnos$¢ wszystkich izoform a poziom T3 69
ji\TnﬂTer delecja P2, obecno$¢ wszystkich podwyzszony brak receptoréw m-stozkowych 70
izofomi a, pi. p3, AP3 poziom T3
PPVPV wszystkie izoformy p z mutacja znacznie zaburzenia osi HPT, zaburzenia
punktowg PV, obecno$¢ podwyzszony rozwoju kosci, niska waga ciata, 71
wsystkich izoform a poziom T3 i T4 hyperplazja i rozrost tarczycy
wszystkie izoformy p z mutacjg znacznie wady rozwojowe i funkcji
pI337T/m7T nonsensowng w kodonie 337, podwyzszony mozdzku, zaburzenia czynnocci
obecno$¢ wszystkich izoform a poziom T3 i T4, uczenia sie, zaburzona ekspresja 72
opornos¢ na te gendéw w hippokampie
hormony
R yi—aniITni delecja izofomi al, Aal i znaczny wzrost T3 zaburzenia ptodnosci, funkcji osi
wszystkich izofonnP, iT4 HPT, wzrostu, zmniejszone 73
obecnoé¢ a2 i Aa2 kosci
delecja izoform a2, Aa2 i nieznacznie nieznacznie zmniejszona waga,
AT/ Timl wszystkich izofomi p, obnizony poziom brak zaburzen osi HPT i stuchu 74
nadekspresja al, obecnos¢ Aal T3iT4
Cfp ' delecja al, a2 i wszystkich bardzo wysoki $mier¢ 5 tygodni po urodzeniu, 64
izofomi p, obecno$é¢ Aal i Aa2 poziom T3 i T4 spowolniony rozwéj kosci i jelit
delecja wszystkich izofomi TR bardzo wysoki zaburzenia osi HP, slaby wzrost
«O/Op-A- poziom T3 i T4 i spowolnione dojrzewanie 59

kos$éca, hypotemiia, utrata
stuchu

potéwkowymi,

palindromowych wynosi odpowiednio 4, 6 i 0 nukle-
otydow (Ryc. 2). W przypadku innych kombinacji
odlegtosci pomiedzy miejscami potdwkowymi
(np.l, 2, 3 lub 5 nukleotydéw) receptory hormondw
tarczycy wigzg sie z TRE z duzo mniejszym powino-
wactwem [93-95]. Jak wynika z danych doswiad-
czalnych, bezpos$rednie powtérzenia zawierajgce 4
lub 5 nukleotydéw pomiedzy miejscami potéwkowy-
mi sg specyficznie rozpoznawane tylko przez niekto-
re receptory jadrowe, potrafigce dostosowac sie do
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jem [96]. Na przykiad w przypadku heterodimeru
TR/RXR, miejsce potéwkowe przy koricu 5’ DR4 (4
nukleotydy rozdzielajgce) jest rozpoznawane przez
RXR, a przy koncu 3’ przez TR tego heterodimeru
[38]. Utworzona w ten sposéb orientacja heterodime-
ru moze by¢ istotna dla oddziatywan biatko-biatko z
koaktywatorami i korepresorami i w konsekwencji
wptywa na tgczenie zwigzanego z ligandem heterodi-
meru TR/RXR z kompleksem transkrypcyjnym.
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11-4. Kompleksy receptoréw hormonéw tarczycy

Receptory hormonéw tarczycy moga wigzac sie z
TRE jako monomery, homodimery oraz heterodime-
ry, w przeciwienstwie do receptoré6w hormonéw ste-
roidowych, ktére wigzg sie tylko jako homodimery
do palindromowych elementéw odpowiedzi hormo-
nalnej [97]. Gtownym biatkiem dimeryzujacym z re-
ceptorami hormonoéw tarczycy jest receptor kwasu
9-c/"-retinowego. Oddziatywanie z receptorem kwa-
su 9-cz.s-retinowego wzmacnia wigzanie sie TR z
TRE [98] oraz odgrywa decydujgcg role w transkryp-
cji zaleznej od T3. Tworzenie heterodimeréw
TR/RXR zwieksza ilos¢ docelowych gendw, ponie-
waz heterodimery moga wigzac sie z TRE o réznych
sekwencjach i réznym potozeniu miejsca potowko-
wego [97]. Ponadto w rodzinie RXR wystepujg trzy

c
Sekwencja miejsca potdwkowego TRE AGGTCA
G
Bezposrednie pow térzenia AGGTCANNNNAGGTCA

Odwrécony palindrom TGACCTNNNNNNAGGTCA

Palindrom AGGTCATGACCT

Ryc. 2. Orientacja miejsca potdwkowego i optymalne odlegtosci po-
miedzy potéwkami. N — dowolny nukleotyd; strzatka wskazuje
orientacje w miejscu potéwkowym na nici kodujace;j.

rézne izoformy receptoréw, wiec mozliwe jest, ze te
trzy rézne biatka moga dodatkowo zwiekszac rézno-
rodnos$¢ heterodimeréw TR/RXR, ktdre wigzg sie z
TRE z odmienng specyficznoscig i w inny sposéb ak-
tywujg transkrypcje docelowych genow [98]. Zasad-
niczg korzyscig wyptywajaca z tworzenia réznych
heterodimeréw moze by¢ zwiekszenie réznorodno-
Sci kompleksow z udziatem receptoréw hormondéw
tarczycy, a tym samym zwiekszenie mozliwosci
wspdtoddziatywania sygnatéw zewnatrz- i wew-
natrzkomdrkowych na jeden gen poprzez poszcze-
gélne formy dimeréw [97, 98].

11-5. Molekularne podstawy dziatania hormonoéw
tarczycy

Receptory hormondw tarczycy wigzg sie z TRE w
genach zaleznych od TH w obecnos$ci [33, 99] i nie-
obecnosci [32, 33, 100] ligandu (hormonu tarczycy).
Wolne receptory hamujg podstawowa transkrypcje
(Ryc. 3A) [101]. Zwiazanie ligandu powoduje dere-
presje oraz wzmocnienie aktywacji transkrypcji
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(Ryc. 3B) [102-104]. W regulacji transkrypcji po-
Srednicza korepresory i koaktywatory (Ryc. 3A, B)
[1, 15, 101-104]. Korepresory wigzasiespecyficznie
z wolnymi receptorami, natomiast koaktywatory
zawsze wymagaja obecnosci hormonoéw tarczycy do
zwigzania sie z receptorem.

11-5.1. Korepresory i represja podstawowa

Receptory hormonéw tarczycy mogg wigzac sie z
elementami odpowiedzi na hormony takze niezale-
znie od ligandu (Ryc. 3). To wigzanie hamuje lub wy-
cisza transkrypcje podstawowg regulowanych ge-
néw [23, 105]. Wolne receptory hormondw tarczycy
mogga reagowac rowniez ze specyficznymi biatkami
— korepresorami, wzmacniajagcymi represje tran-
skrypcji (Ryc. 3A). W doswiadczeniach z wykorzy-
staniem drozdzowego systemu dwuhybrydowego
odkryto dwa biatka oddziatujgce z receptorami hor-
monow tarczycy: 270-kDa biatko NCoRI (ang. nuc-
lear receptor eo-repressor-1) oraz biatko SMRT
(ang. silencing mediatorfor retinoid and thyroid re-
ceptors) [40, 101, 103, 106-109]. SMRT jest
biatkiem homologicznym do NCoRI [40, 108, 109],
gdyz obydwa majg podobng budowe domen
wchodzgcych w interakcje z TR i RAR, jak réwniez
podobny jest sposob represji transkrypcji poprzez te
receptory. Wewnatrz domeny oddziatujgcej z TR
znajduje sie $cisle zachowany motyw aminokwaso-
wy LXXLL. Poprzez ten motyw NCoRI i SMRT od-
dziatujg z heliksami 3, 5 i 6 receptoréw hormonéw
tarczycy, tworzagcymi czes$¢ kieszeni wigzacej ligand
w C-koncowych domenach receptora [110, 111].

NCoRI i SMRT moga tworzy¢ kompleksy z inny-
mi korepresorami: biatkiem sin3 [112-116], deacety-
lazghistonowg 1 (HDAC1) (ang. historie deacetylase
V) [112-115, 117] i deacetylazg histonowg 3
(HDAC3) (ang. histone deacetylase 3) [107, 118,
119] (Ryc. 4). Dwa ostatnie biatka powodujg deace-
tylacje histonéw na reszcie lizyny w N-koricowej
jego czesci, co z kolei doprowadza do zmniejszenia
powinowactwa histonu do DNA, rozwiniecia pozy-
tywnych superskretbw DNA, przeksztatcenia kon-
formacji nukleosomow i struktury chromatyny (Ryc.
3A) [120]. To zmniejszenie powinowactwa histonu
do DNA pomaga w przeksztatceniu lokalnej struktu-
ry chromatyny do stanu, w ktdrym zmianie ulega
podstawowa transkrypcja [120] (Ryc. 3A).

Stosunkowo niedawno odkryto: biatko korepreso-
rowe SUN-CoR (ang. small ubiquitous nuclear
corepressor) (maty 16-kDajadrowy korepresor, kto-
ry wchodzi w interakcje z NCoR) [119], protoonko-
gen c-Ski (sktadnik kompleksu deacetylazy histono-
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Maszyneria transkrypcyjna

Transkrypcja
podstawowa

Kort 191"0!
A (kompleks NDAC]

ﬁ_@

Descetylocis

Nstony

‘/.m.

Represja
transkrypcji
L(X (}'
Masryneria zmieniajaca
strukturg chromatyny
C? Kosktywator
/ (kompleks HAT)
@ Koaktywator
(kompleks bez
g ) Aktywacja
transkrypciji

ch\ m&)

Ryc. 3. Mechanizm regulacji transkrypcji poprzez receptory hormonéw tarczycy w nieobecnosci (A) oraz obecnosci (B) hormonéw tarczycy. Opis

skrotéw w tekscie.

wej) [122], biatko Alien, oddziatujagce z TR poprzez
sin3 [123] oraz TRUP 1 (ang. thyroid hormone
receptor uncouplingprotein 1), oddziatujace tylko z
domeng wigzgca DNA receptora hormondw tarczycy
(Ryc. 4) [124]. Precyzyjna lokalizacja tkankowa
tych korepresoréw nie jest doktadnie znana. Intere-
sujace jest rowniez, ze biatko Alien wchodzi w inte-
rakcje z receptorami hormondéw tarczycy, a nie od-
dziatuje z RAR, RXR i GR i dodatkowo tgczy sie
wytgcznie z korepresorem sin3, a nie z NCoR lub
SMRT [123].

Wykazano réwniez, iz niezwigzany z ligandem
TR moze wchodzi¢ w interakcje bezposrednio z
czynnikiem transkrypcyjnym TFIIB (kluczowy
sktadnik kompleksu transkrypcyjnego) [20, 125,
126] (Ryc. 4). Podobnie represory NCoR i SMRT
moga takze oddziatywac z czynnikami transkrypcyj-
nymi: TFIIB, TAFII132 oraz TAFII70 [45].

Ostatnie badania z wykorzystaniem mysich mu-
tantéw genu TRp sugerujg istnienie innego mechani-
zmu, poprzez ktéry receptor hormondw tarczycy bie-
rze udziat w negatywnej lub pozytywnej regulacji
ekspresji genow, niezaleznie od wigzania sie recep-
toraz DNA [127]. Wjednym z modeli negatywnej re-
gulacji transkrypcji receptor hormonu tarczycy nie
musi wigza¢ sie bezposrednio z DNA w miegjscu
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TRE, ale moze wigza¢ sie z dimerem AP-1 zwigza-
nym z DNA i w ten spos6b hamowac transkrypcje
genu [128-130].

11-5.2. Koaktywatory i aktywacja transkrypcji

Wigzanie sie T3 i T4 z receptorem hormonéw tar-
czycy zmienia jego konformacje, w wyniku czego
kompleks korepresora ulega dysocjacji i przytgczany
jest kompleks koaktywatora (Ryc. 3B). Udowodnio-
no, ze zwigzane z ligandem receptory hormonow tar-
czycy mogg oddziatywaé z wieloma biatkami jadro-
wymi — koaktywatorami, ktére tworzg kompleks
aktywny transkrypcyjnie [131].

Do koaktywatoréw zalicza sie gtownie biatka ro-
dziny SRC/pl60 (ang. steroid receptor coactivator)
[132]: SRC1 [133-135], TIF1/GRIP1/SRC2 [136],
RAC3/ACTR/pCIP/AIB-VSRC3 [137, 138], Wszyst-
kie biatka wymienione powyzej zawieraja charakte-
rystyczny motyw LXXLL wystepujacy takze w kom-
presorach. Motyw ten stanowi prawdopodobne miej-
sce interakcji z TR [139]. W regionie N-kofAcowym
zawierajg takze motyw heliks-petla-heliks, co suge-
ruje, ze moga rowniez wigzac sie z DNA [139, 140].

W interakcje z rdznymi czynnikami transkrypcyj-
nymi oraz kofaktorami (m.in. z biatkiem SRC)
wchodzg rowniez biatka koaktywatorowe takie jak:
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CBP (ang. CREB binding protein’, specyficzny koak-
tywator transkrypcji stymulowanej przez cAMP)
oraz p300 (oddziatujgce z wirusowym koaktywato-
rem E1A) [141-144]. Z kolei z biatkami CBP/p300
moze wspotoddziatywaé kolejny koaktywator,
biatko p/CAF (ang. p300/CBP-associated factor),
ssaczy homolog drozdzowego aktywatora transkryp-
cji, ktory raczej moduluje, a nie aktywuje funkcje re-
ceptora [145]. Wszystkie wymienione dotychczas
koaktywatory (SRC, CBP/p300, p/CAF) wykazuja

Deacetylacja historiow

Kompleks HDAC!

oba te koaktywatory moga stuzyé jako biatka adapto-
rowe receptoréw jadrowych dla podstawowej ,,ma-
szynerii” transkrypcyjnej, a dodatkowo wykazuja
aktywno$¢ enzymatyczng acetylazy histonowej.
Owa podwdjna rola biatek prawdopodobnie w
znaczacym stopniu wptywa na aktywnos$¢ transkryp-
cyjna receptordw jadrowych.

Kolejnymi biatkami oddziatujagcymi w ogélnym
kompleksie koaktywatora sg tzw. biatka TRAP (ang.
TR-associated proteins), ktére wczesniej tworza

TFUE, F i
inne czynniki,
Polimeraza il RNA

Ryc. 4. Teoretyczny molekularny model represji transkrypcji w nieobecnosci ligandu (T3). X oznacza potencjalne niezidentyfikowane dotychczas ko-

faktory. Opis skrétow w tekscie.

aktywnos$¢ acetylazy histonowej (HAT) (ang. histo-
ne acetylase). Moga wiec poprzez acetylacje modyfi-
kowa¢ histony wokot TRE, powodujac otwarcie
struktury chromatyny, utatwiajgce dostep do DNA
dla podstawowego kompleksu transkrypcyjnego
(Ryc. 3B). Interesujace, ze rdézne jest powinowactwo
tych biatek do substratéw histonowych [138,
146-148],

K

kompleks z biatkami DRIP (ang. vitamin D receptor
interacting proteins) [102, 151, 152]. Biatka DRIP
oddziatujg rowniez z innymi receptorami jagdrowy-
mi, m.in. receptorami witaminy D [153]. Kompleks
TRAP wchodzi w interakcje z domeng wigzaca li-
gand TR wykorzystujgc motyw LXXLL zlokalizo-
wany w 220-kD podjednostce TRAP 220. Intere-
sujace jest, ze myszy, u ktoérych tylko jeden gen ko-

Kompleks DRIP/TRAP

Ryc. 5. Teoretyczny molekularny model aktywacji transkrypcyjnej w obecnos$ci ligandu (T3). Opis skrétéw w tekscie.

Biatko p/CAF jest rowniez czeScig kompleksu
transkrypcyjnego zawierajgcego czynniki zwigzane
tylko z TBP (ang. TATA box-binding protein) [138,
149], natomiast biatko CBP moze wchodzi¢ w sktad
stabilnego kompleksu z poi RNA Il [150]. Tak wiec
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dujacy biatko TRAP 220 jest funkcjonalny, charak-
teryzuja sie opdéznionym wzrostem po urodzeniu
oraz niedoczynnoS$cig tarczycy pochodzenia przy-
sadkowego, co sugeruje specyficzng role tego biatka
w dziataniu tarczycy [154]. Inny koaktywator z tej
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rodziny — TRAP 100 zawiera az siedem motywdéw
LXXLL. TRAP 100 przypuszczalnie nie oddziatuje
bezposrednio z TR lub innymi receptorami jadrowy-
mi, ale moze wigzaé sie poprzez biatko TRAP 220.
Przypuszcza sie rowniez, ze kompleks DRIP/TRAP
maogtby stabilizowac lub wigzac sie z holoenzymem
Pol Il RNA [155].

Wszystkie podane powyzej informacje pozwalajg
zaproponowaé¢ mechanizm aktywacji transkrypcji, w
ktdrym moga istnie¢ przynajmniej dwa rézne kom-
pleksy koaktywatora (Ryc. 5). Kompleks SRC/pl60
oddziatuje z kofaktorami z aktywnoscig HAT:
CBP/p300 i p/CAF, iprzytaczaje do zwigzanego z li-
gandem jadrowego receptora hormonow tarczycy,
zachodzi acetylacja histonéw i rozluznianie struktu-
ry chromatyny. Nastepnie drugi kompleks koaktywa-
tora DRIP/TRAP wigze sie z receptorem jadrowym,
ato z kolei umozliwia przytgczanie kompleksu Pol II
RNA irozpoczecie transkrypcji regulowanego genu
[1].

Ostatnio zidentyfikowano szereg jadrowych
biatek koaktywatorowych oddziatujgcych zaréwno z
kompleksem SRC, jak i zkompleksem TRAP, ale ich
budowa, funkcjonowanie oraz powinowactwo pozo-
stajg niewyjasnione. Naleza do nich biatka TRIP
(ang. TR-mteracting proteins), oddziatujagce z do-
meng LBD TRpi [108, 156] oraz biatko TRBP (ang.
TR-binding protein), znane réwniez jako ASC-2 lub
RAP 250, oddziatujace z TR poprzez motyw LXXLL
(stymuluje transkrypcje kilkunastu czynnikow tran-
skrypcyjnych, m.in.: AP-1, CREB i NFkB)
[157-160]. Zaréwno kompleks biatek SRC, jak i
TRAP, moga wsp6toddziatywac z innymi receptora-
mi jadrowymi, co sugeruje niespecyficzno$¢ od-
dziatywania koaktywatorow z TR.

Zaskakujgce jest, ze zwigzane z ligandem TR
moga rowniez wchodzi¢ w interakcje z czynnikami
transkrypcyjnymi bezposrednio, bez wspétudziatu
koaktywatorow [125, 126]. Takie oddziatywania
mogg by¢ rownie wazne przy aktywacji, jak i przy
derepresji transkrypcji [161, 162]

I1l. Perspektywy

Hormony tarczycy regulujg wiele proceséw biolo-
gicznych: od rozwoju embrionalnego az po pra-
widtowe funkcjonowanie organdw u osobnikéw doj-
rzatych. Petnig te funkcje poprzez ztozone Sciezki
sygnalizacyjne, a ta ztozonos¢ mogtaby by¢ wyko-
rzystana w przysztosci do farmakologicznych inter-
wencji w dziatanie TH na réznych poziomach, bo-
wiem schorzenia zwigzane z nieprawidtowym funk-
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cjonowaniem hormondéw tarczycy sg obecnie istot-
nym problemem medycznym i spotecznym.

Doktadne scharakteryzowanie struktury i funkcji
receptoréw hormonéw tarczycy oraz ligandéw spe-
cyficznych dla odpowiednich izoform TR wydaje sie
by¢ niezbedne do dalszego poznania roli hormonow
tarczycy w rozwoju embrionalnym, powstawaniu
uktadu kostnego, narzadu stuchu, w rdznicowaniu
sie tkanki ttuszczowej i metabolizmie kwaséw
ttuszczowych. Poszerzytoby to wiedze nie tylko z za-
kresu podstawowych nauk medycznych (przede
wszystkim endokrynologii), ale réwniez nauk Kkli-
nicznych.
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O inteinach: ich budowie, ewolucji i zastosowaniach

About inteins: their structure, evolution and applications

MARTA SAWCZAK1, ZOFIA SZWEYKOWSKA-KULINSKA?2
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| -2. Zasady nazewnictwa endonukleaz zasiedlajgcych
| -3. Reguta numerowania reszt aminokwasowych w in-
teinie
I11. Wystepowanie intein
I11-1. Organizmy, w ktérych wystepuja inteiny
111 -2. Biatka zawierajgce inteiny
IV. Zr6znicowanie intein
1V-1. Dtugos¢ intein
1V-2. Rodzaje intein
V. Struktura i ewolucja domeny splicingowej
VI. Motywy zachowawcze
VIl. Mechanizm splicingu biatek
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X-1. Oczyszczanie biatek metoda chromatografii powi-
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Wykaz uzywanych skrétéw: aa — aminokwas, BIL— bakte-
ryjne domeny podobne do intein (ang. bacterial intein-like do-
mains), DNA — kwas deoksyrybonukleinowy, DRR — region
rozpoznajacy DNA (ang. DNA Recognition Region), GFP —
biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein),
IPL — ligacje biatek za posrednictwem intein (ang. Intein-me-
diatedprotein ligation), RNA — kwas rybonukleinowy, SRR —
region rozpoznajacy sterole (ang. Sterole Recognition Region)
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I.Wprowadzenie

Inteiny to wystepujagce wewnatrz biatka segmen-
ty, ktdre w potranslacyjnym procesie zwanym spli-
cingieml biatek, autokatalitycznie wycinajg sie z
prekursora biatkowego. Oskrzydlajgce inteine se-
kwencje biatkowe (eksteiny) zostaja przy tym
potaczone wigzaniem peptydowym (Ryc. 1). Po-
wstajagce w ten sposob biatko nie wykazuje wiec
zmian w sekwencji, strukturze czy aktywnosci w sto-
sunku do takich samych biatek pierwotnie nie zawie-
rajgcych intein [1]. Jako date odkrycia intein podaje
sie rok 1990, kiedy to dwa zespoty badawcze, nieza-
leznie od siebie, doniosty o istnieniu biatek ule-
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gajacych spiicingowi. Co ciekawe, w obu przypad-
kach opisano obecnie najlepiej poznang inteine —
See VMAL, wystepujacag w podjednostce wakuolar-
nej H+ATP-azy u Saccharomyces cerevisiae [2, 3].
Nazwa ,inteina” zostata utworzona ze stow ,wew-
netrzna (ang. INternal) proTEINA™”, a oskrzydlajace
inteine sekwencje aminokwasowe nazwano ,zew-
netrznymi (ang. External) proTEINAMI” czyli
»~eksternami”. Eksteiny potaczone z N- lub C-ko-
ncem inteiny to odpowiednio: N- i C-eksteiny, a po-
wstajgce bezposrednio po translacji biatko nazywane
jest prekursorem biatkowym [1, 4].

DNA = 7777771 —
Tk

RNA L NIIZIZTIT Il J
Tl

Pb o m 3
Sp

N Y i usssni sl i

Ryc. 1. Schemat splicingu biatek. Tk — transkrypcja, TI — translacja,
Sp — splicing biatek, Pb — prekursor biatkowy, In — inteina,
Ek — potgaczone eksteiny

I1. Nazewnictwo
I1-1. Zasady nazewnictwa intein

Pierwszg cze$¢ nazwy inteiny tworzy trzyliterowy
skrét nazwy gatunkowej organizmu gospodarza,
drugg czescig jest skrécona nazwa genu, w ktorym
inteina zostata znaleziona. Jezeli w danym genie wy-
stepuje wiecej niz jedna inteina, to dodatkowo doda-
je sie im numery liczac od N-konca eksteiny, lub tez
w zaleznosci od kolejnosci odkrywania [1]. Dla
przyktadu, Tfu Pol-2 oznacza drugg inteine z polime-
razy DNA Thermoccocusfumicolans [5].

11-2. Zasady nazewnictwa endonukleaz zasie-
dlajacych (ang. homing endonuclease)

Wiele intein zawiera domene endonukleazowg i w
zwigzku z tym otrzymato réwniez nazwe wynikajaca

z nazewnictwa endonukleaz zasiedlajgcych [4, 6].
Endonukleazy zasiedlajgce wystepujg takze w intro-
nach (majg wtedy przedrostek 1) oraz w otwartych
ramkach odczytu (ich nazwa zaczyna sie wtedy od li-
tery F). Dla odrdznienia od nich inteiny-endonukle-
azy otrzymaty przedrostek PI, po ktérym nastepuje
trzyliterowy skrét nazwy gatunkowej irzymska licz-
ba okreslajgca kolejno$é odkrywania intein w danym
organizmie [6]. Wspomniana juz inteina z Saccharo-
myces cerevisiae nosi nazwe Pl See | [5].

I1-3. Reguta numerowania reszt aminokwasowych
w inteinie

Reszty aminokwasowe w inteinie numerowane sg
kolejno, poczawszy od koinca aminowego do korica
karboksylowego inteiny. Ostatnia reszta aminokwa-
sowa eksteiny przylegajgca do N-konca inteiny
oznaczanajestjako -1, a dalsze odpowiednio -2, -3...
Pierwsza reszta aminokwasowa C-eksteiny wystepu-
je w pozycji +1 [7].

I1l. Wystepowanie intein
I11-1. Organizmy, w ktérych wystepuja inteiny

Internetowa baza danych o inteinach — INBase
(http//www.neb.com/neb/inteins.html) dostarcza in-
formacji o wszystkich opisanych do tej pory inte-
inach. Ponad 160 znanych intein znaleziono w 38
réznych typach biatek, przy czym wykazano, ze nie-
ktore biatka zawierajg po kilka intein [5]. Geny inte-
in zintegrowane w tym samym miejscu w ortologicz-
nych genach (czyli genach homologicznych wyste-
pujacych w roznych gatunkach, ktérych produkty
peinig identyczng lub podobng funkcje) nazywane sg
allelami (a kodowane przez nie inteiny allelicznymi)
[8]. Inteiny wystepujau réznorodnych eubakterii, ar-
chebakterii oraz nielicznych eukariontéw (u 15 ga-
tunkéw jednokomérkowych grzybdw i w plastydach
trzech gatunkdw glonéw). Zidentyfikowano je row-
niez w biatkach trzech bakteriofagéw ijednego wiru-
sa eukariotycznego (Tab.l). Nie odnaleziono jednak
gendéw intein w zadnym z zsekwencjonowanych ge-
nomow jadrowych wielokomérkowych organizméw,
a splicing inteiny z owadziego wirusa Chilo iride-

‘Stowo tojest oryginalnie pochodzenia holenderskiego i zwigzane jest z pewnego rodzaju weztem zeglarskim. Zaplatanie irozplatanie
tego wezta przypomina splicing intronéw (i intein). Ani polskie stowo ,,sktadanie”, ani ,,wycinanie” nie odzwierciedlajg w peini tego
procesu, dlatego wzorem wydania polskiego podrecznika ,,Biochemia” L. Stryera (PWN, 2003) w artykule tym stosowaé bedziemy ter-

min ,splicing”.
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scent stanowi jedyny przypadek splicingu biatek na-
turalnie przebiegajacego w cytoplazmie wieloko-
madrkowcéw [9, 10]. Rozpowszechnienie irdznorod-
nos¢ intein w komoérkach r6znorodnych eukariontéw
sg ograniczone zaréwno pod wzgledem liczby jak i
gatunkéw gospodarzy. Odmienng sytuacje obserwu-
je sie u Prokaryota, przy czym to archebakterie wy-
dajg sie szczego6lnie ,,bogate” w inteiny [5]. Widocz-
ne staje sie to zwtaszcza wtedy, gdy poréwna sie ge-
nomy w petni zsekwencjonowane (Tab. 1) [5, 11]. W

Tabela 1

IV. Zrdbznicowanie intein
IV-1. Dlugos¢ intein

Najdtuzsza, dtugosci 1258 reszt aa, znang inteing
jest niedawno odkryta inteina Tre DnaE-1 z katali-
tycznej podjednostki polimerazy DNA 11l cyjano-
bakterii Trichodesmium erythraeum. Zawiera ona
nietypowe, nieobecne w innych inteinach, 17-krotnie
tandemowo powtérzone 57-aa sekwencje (ich rola

Liczba intein w poszczeg6lnych jednostkach taksonomicznych (j.t.). Do Eukaryota i Eubacteria wliczono inteiny wystepujace w genomach wiru-
séw infekujacych organizmy z tych grup. 'Pierwsza liczba méwi o liczbie gatunkdéw, liczba w nawiasie uwzglednia takze podziat na szczepy,2liczba
genomoéw zsekwencjonowanych i zawierajgcych inteiny w stosunku do liczby wszystkich w petni zsekwencjonowanych genoméw w danej jednostce

taksonomicznej.

Nazwa j.t. 1 alleli I intein
Eukaryota 5 20
Eubacteria 15 59
Archaebacteria 34 84
Ogoétem 51 163

genomach kilku organizmow gatunkéw Archaebac-
teria znaleziono po kilkanascie (najwiecej 19) ge-
néw intein, podczas gdy u eubakterii maksymalna
ich liczba wynosi 4 [5].

I111.2 Biatka zawierajace inteiny

Biatka, w ktérych wystepujg inteiny, petnig roz-
norodne funkcje. Sg to na przyktad: enzymy podsta-
wowego metabolizmu, proteazy, H+ATP-azy, reduk-
tazy rybonukleotydowe, polimerazy DNA i RNA, to-
poizomerazy, czynniki replikacyjne i inne [9]. Zde-
cydowana wigkszosé tych biatek zwiazanych jest
jednak z metabolizmem kwaséw nukleinowych [12].
Teoria ttumaczaca te tendencje opiera sie na specyfi-
ce procesu zasiedlania (ang. homing) oraz transferu
horyzontalngo iomoéwiona zostanie w czesci poswie-
conej tym zjawiskom. Wspdlng cechg wszystkich
biatek, w jakich wystepujg inteiny jest to, ze sg to
biatka kluczowe dla przezycia i rozmnazania organi-
zmu gospodarza [13]. Podobnie nieprzypadkowe sa
miejsca integracji intein. W biatkach najczesciej zaj-
mujg one rejony zachowawcze, takie jak miejsca ak-
tywne enzymdw, czy miejsca wigzania ligandéw
[14]. Cechy te zapewniajg skuteczno$¢ transferu
wertykalnego, o ktérym takze mowa bedzie w dal-
szej czesci artykutu. Niealleliczne miejsca integracji
nie wykazujg cech wspdlnych poza resztami cyste-
iny, seryny lub treoniny w pozycji +1 C-eksteiny
[13].
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1 gatunkowl 1 g. zsekw.2
19 (20) 1/10(10%)
34 (40) 11/127(9%)
17(18) 9/16(56%)
70 (78) 21/153 (14%)

nie zostata jeszcze okre$lona, ale sugeruje sie, ze
mogg one regulowaé synteze DnaE in vivo) [15].
Dtugos¢ pozostatych intein waha sie pomiedzy 134 i
608 resztami aminokwasowymi, przy czym typowo
majg one dtugos$¢ 400-500 aa [5].

IV-2. Rodzaje intein

Ws$réd intein mozna wyréznié trzy grupy: mak-
si-inteiny, mini-inteiny i inteiny podzielone (ang.
split inteins) zwane inaczej /réms-splicingowymi [7,
13]. Pierwszymi odkrytymi inteinami byty maksi-in-
teiny. Maja one dtugos¢ od ok. 300 do 600 reszt ami-
nokwasowych. N- i C-koricowe fragmenty tych inte-
in budujag domene odpowiedzialng za splicing, a
srodkowa cze$¢ wypetla sie i tworzy domene endo-
nukleazowg (Ryc. 2). N-koncowa cze$¢ domeny spli-
cingowej ma dtugos¢ ok.100 reszt aminokwaso-
wych, a C-koncowa cze$¢ jest krdtsza i sktada sie z
mniej niz 50 reszt aa [5]. Z wyjatkiem Kkilku maksi-
intein o domenach endonukleazowych typu HNH
(nazwa pochodzi od wystepujacych w ich sekwencji
zgodnej dwéch par His okalajgcych Asn), wszystkie
pozostate maksi-inteiny zawierajg tzw. DOD-endo-
nukleazy (zwane tez LAGLIDADG od kolejnych
reszt aminokwasowych w sekwencji zgodnej
ztozonego z 12 (gr. dodeka) reszt motywu zacho-
wawczego). Domene te mozna usung¢ (na poziomie
genowym) bez umniejszania zdolnosci inteiny do
splicingu. W taki witasnie sposéb stworzono
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Ryc. 2. Budowa prekursora biatkowego, zawierajgcego maksi-inteine o
domenie endonukleazowej typu DOD, z zaznaczonymi miej-
scami wystepowania motywéw zachowawczych (A, N2, B, N4,
C, D, E, H, F, G) i sekwencjami zgodnymi najwazniejszych z
nich (uzyto standardowych oznaczeri reszt aminokwasowych,
.— dowolna reszta aa, * — reszta hydrofobowa, kluczowe dla
przebiegu reakcji splicingu reszty aa objeto ramka). N-ek i
C-ek - N- i C-eksteiny, N-Sp i C-Sp — odpowiednio N- i C-
koncowa czg$¢ domeny splicingowej, Endo DOD — domena
endonukleazowa

pierwszg mini-inteine [18], a wkrétce po tym odkry-
tojedngz naturalnie wystepujgcych mini-intein [19].
Mini-inteiny maja dtugosé od 130 do 200 reszt ami-
nokwasowych. N- i C-koricowe fragmenty tych inte-
in taczy réznej dtugosci tagcznik [5]. Po jego usunie-
ciu okazato sie, ze powstate przez to dwie oddzielne
czesci asocjujg razem i nadal zdolne sg do przepro-
wadzenia reakcji splicingu [20]. Niektére z uzyska-
nych w ten sposdéb sztucznie podzielonych intein,
muszg zostaé poddane denaturacji, a nastepnie rena-
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J_ Cin
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splicing odtwarza w petni funkcjonalng polimeraze
(Ryc. 3) [22].

V. Budowa i ewolucja domeny splicingowej

Wiekszo$¢ intein sktada sie z dwdch domen ule-
gajacych zwinieciu catkowicie niezaleznie od siebie
[5]. Domena endonukleazowa nie uczestniczy w
procesie splicingu [18]. Najprawdopodobniej zostata
nabyta w trakcie ewolucji w po0zniejszym okresie
(wskazuje na to fakt rozpowszechnienia endonukle-
az zasiedlajgcych w przyrodzie [6]) i to niejedno-
krotnie (czego dowodem jest cho¢by wystepowanie
wsrod intein dwdch typow endonukleaz zasie-
dlajagcych [16]) [12]. Mini-inteiny skladajg sie
wytacznie z domeny splicingowej (ale uwaza sie, ze
nie reprezentujg one pierwotnego typu intein, lecz ra-
czej sa maksi-inteinami, ktére domene endonukle-
azowg utracity [12]). Charakterystycznym motywem
budowy domeny splicingowej jest 12 elementow
typu p-kartki (Ryc. 4). Interesujaca cechg tej struktu-
ry jest to, ze sktada sie ona z dwéch niemal identycz-
nych subdomen. Uwaza sie, ze powstaty one przez
tandemowg duplikacje jednego pierwotnego genu.
Pionowa linia na rycinie 4 dzieli dwie subdomeny,
podczas gdy linia pozioma wskazuje zduplikowane
sekwencje. Dwie koncowe, antyréwnolegte struktu-
ry p-kartki — pn i Pc tworzg ztgcza splicingowe
(ang. splice junction) inteiny. Domena endonukle-
azowa wecisnieta jest w inteinie pomiedzy elementy

Ryc. 3. Schemat fr-ans-splicingu naturalnie wystepujacej inteiny Ssp DnaE. Tk — transkrypcja, Tl — translacja, N-In i C-In — C- i N-koncowe czesci
inteiny, N-ek i C-ek — C- i N- eksteiny, As — asocjacja obu czesci inteiny, Sp — splicing biatek

turacji dla odzyskania petnej aktywnosci [21]. Nie
lada sensacja byto odkrycie naturalnie wystepujacej
podzielonej inteiny Ssp DnaE z Synecochostis sp.
szczep PCC 6803. W komdrkach tego szczepu dwie
czesci genu podjednostki a polimerazy DNA 11l od-
dzielone sg liczacym 745 par zasad odcinkiem i zo-
rientowane na nici w przeciwnych kierunkach. Jeden
fragment powstajacego biatka potgczony jest z C-ko-
ncowg czescig inteiny, a drugi zN-koficowg. Asocja-
cja obu czesci inteiny i nastepujacy po niej trans-

p3b i p4b, w tym tez miejscu wystepuje przerwa w
podzielonej inteinie Ssp DnaE (Ryc. 4) [12, 23, 24].
W przypadku dwdch maksi-intein, ktérych strukture
krystaliczng ustalono, w ich domenie splicingowej
wystepuja tez dodatkowo domeny wiazace DNA
zwane regionami rozpoznajgcymi DNA (ang. DNA
Recognition Region, DRR). Region DRR inteiny PI
Sce wystepuje pomiedzy motywami zachowawczy-
mi N3 i N4 [23], w inteinie Pl Pfu usytuowany jest on
natomiast tuz za domeng endonukleazowa [25] {wy-
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daje sie, ze wiasnie ta lokalizacja jest bardziej typo-
wa dla reszty intein) [5].

VI. Motywy zachowawcze

Cho¢ niealleliczne inteiny wykazujg niewielkie
podobienstwo pod wzgledem sekwencji aminokwa-
sowej, w miare poznawania kolejnych i poréwnywa-
nia ich sekwencji udato sie zidentyfikowaé¢ 6 moty-
wow zachowawczych wystepujgcych we wszystkich
inteinach (plus dodatkowe 4 charakterystyczne dla
domeny endonukleazowej typu DOD) (Ryc. 2) [1,
26-28].

Ryc. 4. Struktura domeny splicingowej (wg. wzoru z [4]). Linigkropko-
wang zaznaczono miejsce wystepowania ewentualnej domeny
endonukleazowej lub miejsce podziatu /ra/js-splicingowej inte-
iny. Reszta opisu w teksécie. N-ek i C-ek - N- i C-eksteiny

Motywy zachowawcze intein noszg podwdéjne na-
zwy. Pierwotne nazewnictwo (A, B, C, D, E, F, G, H)
wprowadzono w 1994 roku [1], drugi zas$ sposéb na-
zywania (NI, N2, N3, N4, EN1, EN2, EN3, EN4,
HNH, CI, C2) zaproponowano w roku 1998 po od-
kryciu dwoch dodatkowych motywéw [28]. Blok A
(NI) na aminowym koficu inteiny zawiera reszte cy-
steiny lub seryny — reszty aminokwasowe o nukleo-
filowych tancuchach bocznych, odgrywajace klu-
czowg role w inicjacji reakcji splicingu. Duzym za-
skoczeniem byto odkrycie w tym miejscu, w przy-
padku dwdch intein, reszty alaninowej (ktéra nie za-
wiera reaktywnej grupy OH ani SH) [29]. Doprowa-
dzito to do sformutowania alternatywnej drogi spli-
cingu biatek [30]. W bloku B (N3) szczegdlnie za-
chowawczg resztg aminokwasowsg jest reszta histy-
dyny (wyjatkowo zastepowana przez reszte treoni-
ny), ktéra asystuje reakcjom na N4concowym ztgczu
splicingowym. Motywy N2 i N4 sg mniej zachowaw-
cze i zostaty zidentyfikowane duzo pdzniej niz reszta
[28]. Bloki C, D, E i H (EN1, EN2, EN3, EN4) to za-
chowawcze motywy endonukleaz zasiedlajacych ro-
dziny DOD (LAGLIDADG). Mini-inteiny nie maja
tych blokéw, a inteiny o domenach endonukleazo-
wych typu HNH zawierajg motyw o nazwie HNH.
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Blok F (C2) utatwia przebieg splicingu w C-konco-
wym zigczu splicingowym. Blok G (CIl) tworzy
C-koncowe ztgcze splicingowe. C-koniec inteiny bu-
duje dwupeptydhistydyna — asparagina lub histydy-
na— glicyna. Do bloku G zalicza sie tez drugg z klu-
czowych nukleofilowych reszt aminokwasowych,
czyli wystepujaca na pozycji +1 w C-eksteinie reszte
cysteiny (najczesciej), seryny lub treoniny. Przed-
ostatnia reszta aa inteiny — histydyna katalizuje cy-
klizacje asparaginy (lub rzadziej glicyny) i C-konco-
we rozciecie.

VII. Mechanizm splicingu biatek
VI1I-1. Przebieg reakcji splicingu drogg klasyczng

Przesuniecie N-0 lub N-S, w ktérym bierze udziat
pierwsza reszta aminokwasowa inteiny, aktywuje
N-koncowe ztgcze splicingowe i prowadzi do utwo-
rzenia liniowego, (tio)estrowego produktu posred-
niego (Ryc. 5a, 1). W inicjacji reakcji uczestniczy
reszta histydynowa lub treoninowa bloku B poprzez
utworzenie wigzania wodorowego z gtéwnym tancu-
chem atomowym N-eksteiny i przytrzymanie reszt
aminokwasowych poprzedzajacych inteine w niety-
powej konformacji cis [32]. Powstate wigzanie
(tio)estrowe ulega rozszczepieniu podczas nukleofi-
lowego ataku grupy hydroksylowej seryny, czy tre-
oniny lub tiolowej cysteiny, zlokalizowanej na ami-
nowym koncu C-eksteiny (Ryc. 5a, 2). W wyniku tej
transestryfikacji N-eksteina ulega przemieszczeniu
do taincucha bocznego atakujacej reszty aminokwa-
sowej, tworzac rozgateziony produkt posredni. Cy-
klizacja C-koncowej asparaginy, w wyniku ktorej
powstaje imid kwasu bursztynowego, prowadzi do
hydrolizy wigzania peptydowego miedzy inteing i
C-eksteing (wystepujgca w niektorych inteinach w
miejsce asparaginy glicyna tez jest zdolna do cykli-
zacji) (Ryc. 5a, 3). Poprzedzajgca asparagine reszta
histydyny uczestniczy w cyklizacji i C-koAcowym
rozcieciu przez utworzenie wigzania wodorowego z
tlenem grupy karbonylowej Asn, czynigcym to
wigzanie peptydowe bardziej ruchliwym [31]. Imid
kwasu bursztynowego w oddzielonej juz inteinie ule-
ga hydrolizie do asparaginy lub izoasparaginy. Spon-
taniczne przesuniecie O-N lub S-N prowadzi do
utworzenia wigzania peptydowego miedzy eksterna-
mi (Ryc. 5a, 4) [5, 7, 31].

V1I-2. Alternatywna droga splicingu biatek

Inteiny, ktorych pierwszg resztg aminokwasowg
jest alanina, a wiec nie posiadajgce nukleofilowej
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Ryc. 5. Mechanizm splicingu biatek, a) Przebieg reakcji splicingu droga klasyczng, 1— przesuniecie N-0 lubN-S (X

, Y — atom O lub S), 2 — transe-

stryfikacja, 3— cyklizacja asparaginy, 4 — przesunigcie O-N lub S-N b) Alternatywna droga splicingu biatek, 1a— bezpos$redni atak nuklcofi-
lowy +1 reszty aa, 5+ 8'— odpowiednio: czastkowy tadunek dodatni, ujemny.

grupy hydroksylowej lub tiolowej na N-koncowym
zkgczu splicingowym, nie sg zdolne do utworzenia
rozgatezionego produktu posredniego na drodze kla-
sycznego mechanizmu. Rozgateziony produkt po-
$redni powstaje tu poprzez bezposredni atak zlokali-
zowanego na N-koncu C-eksteiny nukleofilu (reszty
seryny, cysteiny lub treoniny) (Ryc. 5b, la). Jednak
badane wczesniej inteiny, w ktérych metodg ukie-
runkowanej mutagenezy zastgpiono N-kohcowa
reszte aminokwasowg, zawierajagcg nukleofilowg
grupe, inng reszta nie posiadajacg takiej grupy, nie
byty zdolne do splicingu. Struktura krystalograficz-
na inteiny Sce VMAL1 wskazuje, ze w tym przypadku
+1Cys lezy za daleko, by przeprowadzi¢ bezposredni
atak nukleofilowy na N-koncowe ztgcze splicingowe
[5, 7, 30].

VIIl. Strategie przetrwania intein
VIII-1. Rola i wertykalny transfer intein

Powstajacy bezposrednio po translacji prekursor
biatkowy jest formg nieaktywng, splicing biatek
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maégiby by¢ wiec mechanizmem regulujagcym eks-
presje biatka zawierajgcego inteine. Z dotychczaso-
wych badan wynika, ze, z wyjatkiem podzielonej in-
teiny Ssp DnaE [22] i potencjalnie funkcjonalnej in-
teiny Tre DnaE-1 z Trichodesmium erythraeum [15],
inteiny nie petnig jednak zadnej funkcji w organi-
zmie gospodarza. Ze wzgledu na szybko$¢ wycina-
nia sie, nie wydaje sie rdwniez, aby byty szkodliwe.
Presja selekcyjna skierowana przeciw obecnosci in-
tein jest wiec niewielka, aczkolwiek prawidtowos¢ i
skutecznos¢ splicingu musi podlegac scistej selekcji
[9]. Geny intein sg wiec prawdopodobnie
przyktadem tzw. ,,samolubnego DNA” [13]. Inteiny,
jak juz wczesniej wspomniano, zajmujg w biatkach
miejsca wazne z punktu widzenia ich funkcji. Biorac
pod uwage, ze wystepuja one w istotnych dla komor-
ki biatkach, usuniecie sekwencji nukleotydowej
genu inteiny z genu gospodarza musiatoby by¢ nie-
zwykle precyzyjne — kazda insercja lub delecja blo-
kowataby funkcje przysztego biatka. Powyzsze fakty
wskazujag na prawdopodobna, wysoka skutecznos$é
wertykalnego transferu intein [9].
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VI1II-2. Zasiedlanie

Wiekszos$¢ intein zawiera domene endonukleaz
zasiedlajgcych. Endonukleazy takie charakteryzuja
sie tym, ze sekwencje, jakie rozpoznajg, sa dosc
dtugie i najczesciej wystepujg w genomie tylko raz
[6, 17]. W inteinach specyficzno$¢ wigzania z okre-
$long sekwencja DNA zapewniajg dodatkowo regio-
ny rozpoznajagce DNA (DRR) [23, 25]. Cecha ta
zwigzanajest bezposrednio z istotg procesu zasiedla-
nia. Zasiedlanie jest to przemieszczanie ruchomego
elementu genetycznego do pokrewnego ,pustego”
allelu, nie zawierajgcego tego elementu, w wyniku
czego dochodzi do jego duplikacji (Ryc. 6). Mecha-
nizm tego zjawiska opiera sie na przecinaniu przez
endonukleaze zasiedlajacg ,,pustego” allelu (allelu’)
w miejscu $cisle odpowiadajgcym miejscu integracji
genu tej endonukleazy w drugim allelu. Matryca dla
naprawy rozszczepionej nici DNA staje sie allel z ge-
nem endonukleazy (allef) [6, 17]. W zainicjowanym
w ten sposob procesie konwersji genowej biorg
udziat biatka uczestniczace w naprawie i replikacji
DNA [12].

at+ = 17777771 b
+Tk, Tl
[Ee]
AT
Ez \ [ [ |
A~ = I —
¢Re
A= - ] [ —
2| atr =l 7777771 —
tKe
at =—{ 17777771 —
| at = 7777771 —

Ryc. 6. Schemat procesu zasiedlania (Z). Tk — transkrypcja, Tl —
translacja, Sp — splicing biatek, Ez — endonukleaza zasiedla-
jaca, Dp — powstanie dwuniciowej przerwy, Kg — konwersja
genowa, a+— allel genu zawierajgcego rejon kodujacy inteing,
a‘— allel genu nie zawierajgcego rejonu kodujacego inteine.

Zasiedlanie prowadzi do szybkiego rozprzestrze-
niania sie ruchomych elementéw genetycznych,
skutkiem czego allele+ zostajg utrwalone w popula-
cji. W tym momencie presja selekcyjna przestaje
dziataé i domena endonukleazowa degeneruje. Na
skutek przypadkowych mutacji dochodzi do zmian w
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strukturze tej domeny, prowadzgacych do jej inakty-
wacji, a nawet utraty. W przypadku intein zjawisko
to moze zaj$¢ o tyle tatwo, ze nie umniejsza ono w ni-
czym zdolnosci intein do splicingu [18, 13]. Czes$é
intein wydaje sie zawiera¢ nieaktywne domeny en-
donukleazowe [5], uwaza sie tez, ze mini-inteiny po-
chodzg od maksi-intein, ktdre takie domeny utracity
(wskazuje na to fakt wystepowania tych samych alle-
li mini-intein u niespokrewnionych blizej gatunkow)
[12]. Wspominano juz, ze inteiny szczegodlnie czesto
znajduje sie w biatkach zwigznych z metabolizmem
kwas6w nukleinowych. Geny takich biatek (a wraz z
nimi fragmenty kodujace inteiny), ulegaja ekspresji
podczas naprawy DNA i podziatow komorki. W
okresie tym w komérce znajdujg sie wszystkie biatka
niezbedne do prawidtowego przebiegu procesu za-
siedlania, wiec potenjalnie niebezpieczne dwunicio-
we rozszczepienie DNA gospodarza moze byé szyb-
ko i skutecznie naprawione [12]. Dla samolubnych
elementow genetycznych wykazujgcych aktywny
mechanizm rozprzestrzeniania Gogarten [13] propo-
nuje sie wprowadzi¢ nazwe ,pasozytniczcy DNA”.

V111-3. Horyzontalny transfer intein

Inteiny alleliczne, charakteryzujace sie takimi sa-
mymi miejscami integracji, wykazujg znacznie wie-
ksze wzajemne podobieristwo, niz w stosunku do po-
zostatych intein [5]. W duzej mierze jest to skutek
wertykalnego transferu gendw intein. Zauwazono
jednak obecno$é tego samego allelu w DnaB helika-
zie u tak wysoce niespokrewnionych gatunkéw jak
Mycobacterium tuberculosis, glon Porphyrea purpu-
rea (tu w plastydzie), fotosyntetyzujaca cyjanobak-
teria Nostoc punctiforme czy morska, cieptolubna,
heteroautotroficzna bakteria Rhodothermus marinus
[5, 33]. Sg to niezbite przykitady horyzontalnego
transferu intein. W innym przypadku, bliskie pokre-
wienstwo wykazujg nawet inteiny biatek réznigcych
sie funkcja— topoizomerazy | zPyroccocusfuriosus
i gyrazy z Methanoccocus janaschii (zawierajg one
jednak wspélny motyw strukturalny, w obrebie to
ktorego wiasnie znajdujg sie miejsca integracji obu
intein) [34]. Niekiedy podobieristwo miedzy allelicz-
nymi inteinami jest wieksze niz pomiedzy biatkami,
w jakich je znaleziono (dotyczy to np. sekwencji
aminokwasowej, zawartosci par GC, czy wzoru wy-
korzystania kodonow) [33]. Poniewaz fragmenty ko-
dujace inteiny czesto wystepuja w genach polimeraz
i innych typow biatek spotykanych takze w geno-
mach wirusowych, mozliwe jest, ze wirusy stuzg
jako wektory przenoszace inteiny miedzy szczepami
bakteryjnymi i gatunkami gospodarzy [12].
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IX. Rodzina domen Hint
IX-1. Biatka Hedgehog

Po okres$leniu struktury domeny splicingowej in-
tein za pomocg krystalografii rentgenowskiej oka-
zato sie, ze przypomina ona strukture N-koAcowej
domeny czesci Hog wystepujagcego u Drosophila
biatka Hedgehog. Biatko to bierze udziat w regulacji
rozwoju zarodkowego [24]. Biatka podobne do Hed-
gehog znaleziono u kregowcow, owadow i trzech
réznych rodzin nicieni [35], Sktadajg sie one z
dwoch czesci — Hedge i Hog i autokatalizujg swoje
rozciecie przez przytagczenie czasteczki cholesterolu
(czes$¢ Hedge jest czgsteczka sygnatowag i przytacze-
nie cholesterolu umozliwia jej zakotwiczenie w
btonie komdrkowej) (Ryc. 7) [36, 37]. Pierwszy etap
reakcji przeprowadzanej przez domene splicingowg
intein i N-kofAcowg domene czesci Hog jest identycz-
ny i polega na przeksztatceniu N-koricowego wigza-
nia peptydowego w reaktywne wigzanie (tio)estrowe
[31]. Wiazanie to atakowane jest nastgepnie przez
czynnik nukleofilowy. W przypadku intein jest nim
grupa OH lub SH pierwszej reszty aminokwasowej
C-eksteiny. Natomiast w biatkach Hedgehog role nu-
kleofilu spetnia hydroksylowa grupa czasteczki cho-
lesterolu, wigzanej przez region rozpoznajacy stero-
le (ang. Sterole Recognition Region, SRR) C-konco-

Hd %‘§ Hg

Hi

fASRR |

Ryc. 7. Schemat reakcji prowadzonej przez biatko Hedgehog. Hd —
cze$¢ Hedge, Hg — cze$¢ Hog, Hi — domena Hint, SRR — re-
gion rozpoznajacy sterole

wej domeny czesci Hog [36, 37]. Wspomniane juz
podobienstwo miedzy obydwoma typami domen nie
odnosi sie wiec jedynie do struktury, ale i do mecha-
nizmu prowadzonej reakcji [14, 24, 28]. Takze cze$¢
motywow zachowawczych domen wystepujacych w
biatkach typu Hedgehog i w inteinach jest jednako-
wa. Ten typ struktury postanowiono wiec nazwa¢ do-
meng Hint (od pierwszych liter nazw: Hedgehog,
INTeina) [24]. Filogenetycznie domena Hint biatka
Hedgehog moze wywodzi¢ sie bezposrednio od do-
meny splicingowej intein lub tez domeny te miaty je-
dynie wspolnego przodka [24]. Wystepowanie obu
domen Hint wskazuje, ze ich rozdzielenie nastgpito
przed lub w momencie pojawienia si¢ organizmow
wielokomérkowych [9].
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1X-2. Domeny BIL

Niedawno doniesiono o odkryciu dwéch nowych
typéw domen Hint. Oba nowe typy (A i B) majg mo-
tywy zachowawcze znanych domen Hint, ale posia-
dajg tez dodatkowe, charakterystyczne dla siebie
motywy. Nowe domeny majg dtugos¢ 130-155 reszt
aa i zidentyfikowano je in silico w ponad 50 réznych
biatkach obecnych u réznorodnych eubakterii. Na-
zwano je bakteryjnymi domenami podobnymi do in-
tein (ang. bacterial intein-like domains, BIL). W od-
réznieniu od intein nie wystepujg one w zachowaw-
czych miejscach waznych biatek, nie zawierajg tez
domeny endonukleazowej. Przypuszcza sie, ze do-
meny BIL moga wykazywac szereg aktywnosci: N-
lub/i C-koncowe rozciecie biatka, splicing biatek,
czy tez przytgczanie czastek réznorodnych nukleofi-
li (analogicznie do przytgczania czasteczki choleste-
rolu do czesci Hedge przez N-kornncowg domene cze-
§ci Hog). Nowe domeny Hint prawdopodobnie (i)
biorg udziat w dojrzewaniu biatek, (ii) stuzg zwiek-
szaniu ich réznorodnosci, a takze (iii) sajednym ze
sposobow umozliwiajgcych bakteriom wigzanie do
réznych powierzchni. Fragmenty kodujagce domeny
BIL nie sg wiec, jak przypuszczalnie geny intein, sa-
molubnymi elementami genetycznymi, ale petnig w
organizmie gospodarza pozyteczng funkcje [38].

X. Zastosowanie intein

X-1. Oczyszczanie biatek metodg chromatografii
powinowactwa za posrednictwem intein

Pojedyncze podstawienia aminokwasowe w za-
chowawczych miejscach splicingowych intein po-
zwolity na uzyskanie intein przeprowadzajgcych
rozciecia tylko na N- lub C-koncowym zigczu spli-
cingowym. Rozciecie to indukowane jest przez nu-
kleofilowy atak czynnika tiolowego [39]. Istnieja
rowniez uktady, w ktérych inteiny przeprowadzaja
reakcje w wyniku zmiany pH lub temperatury [40].
W technice tej docelowe biatko tgczy sie swoim N-
lub C-koncem z inteing. Do takiej inteiny wprowadza
sie, w miejsce zajmowane przez domene endonukle-
azowg, domene majaca powinowactwo do ztoza (np.
domene wigzacg chityne — ang. chitin binding do-
main, CBD). Domene takg mozna takze dotgczy¢ do
drugiego konca tej inteiny. Po uzyskaniu ekspresji i
lizie komorek, produkty lizy naktada sie na kolumne.
Biatka fuzyjne wigzg sie ze ztozem, a pozostate
biatka i zanieczyszczenia wyptywajg z kolumny. In-
kubacja ztoza z odczynnikiem tiolowym (lub zmiana
warunkéw temperaturowych, czy tez pH) prowadzi
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do uwolnienia docelowego biatka, wolnego od do-
datkowych reszt aminokwasowych (Ryc. 8). System
ten pozwala na jednoetapowe oczyszczanie biatek i
nie wymaga stosowania drogich i sprawiajgcych do-
datkowe kilopoty proteaz. Dostepny handlowo sys-
tem oczyszczania biatek za poSrednictwem intein za-
wierajacych dotaczong domene o powinowactwie do
ztoza nazywa sie IMPACT™ i oferowany jest przez
firme New England Biolabs.

\i/ inteina
n GFP
M/ s
domena wigzaca do
GFP zloza z dotagczonym
i> biatkiem GFP
\l7
Qﬁ N-koncowe ztgcze
splicingowe
lRi A/
K Chr

Ob [ l

Ryc. 8. Schemat oczyszczania biatek metodg chromatografii powino-
wactwa za posrednictwem intein zmodyfikowany przez
dotaczenie biatka GFP. GFP — biatko zielonej fluorcscencji, K
Chr — kolumna chromatograficzna, Ri — indukowane rozcie-
cie, Ob — oczyszczane biatko

System oczyszczania biatek wykorzystujacy inte-
iny zostat juz z powodzeniem zastosowany do pro-
dukcji w transgenicznym tytoniu ssaczego biatka o
wiasciwosciach antybakteryjnych [41]. Daje to per-
spektywe uzyskiwania wielu ksenogenicznych
biatek o wtasciwosciach leczniczych, tanig i zapew-
niajgcg wszystkie typowe dla organizmoéw eukario-
tycznych procesy potranslacyjne droga produkcji w
roslinach transgenicznych. Metoda ta moze znalezé
szerokie zastosowanie zaréwno w skali laboratoryj-
nej jak i przemystowej.

Modyfikacjg opisanej wyzej techniki jest
przytgczenie do C-kornica domeny wigzacej do ztoza,
ktorej N-koniec potaczony jest z inteing, biatka zie-
lonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein,
GFP). Daje to mozliwo$¢ monitorowania poziomu
ekspresji docelowego biatka oraz przewidzenia ko-
nncowej wydajnosci produkcji na podstawie catkowi-
tej fluorescencji komoérek [40].

X-2. Ligacje biatek za posrednictwem intein (ang.
Intein-mediatedprotein ligation, IPL)

W stosowanej od dawna w inzynierii biatkowej
natywnej ligacji chemicznej (ang. native chemical li-
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gation), uzyskiwany syntetycznie peptyd z C-korico-
wym a-tioestrem reaguje z peptydem zawierajgcym
N-koricowg reszte cysteinowg. W wyniku chemose-
lektywnej kondensacji (analogicznej do drugiego
etapu splicingu biatek) powstaje miedzy nimi wigza-
nie tioestrowe, a nastepnie przesuniecie S-N prze-
ksztatca je w typowe wigzanie peptydowe [42].

Produktem koncowym oczyszczania biatek me-
todg chromatografii powinowactwa za pos$rednic-
twem intein, w obecno$ci reagenta tiolowego, jest
peptyd z C-kohcowym a-tioestrem. Dzieki tej tech-
nice tatwo mozna tworzy¢ takze polipeptydy z N-ko-
ficowg cysteing. Dato to mozliwo$¢ wigczenia do na-
tywnej ligacji chemicznej peptydéw uzyskiwanych
droga ekspresji (stad inna nazwa tej techniki — liga-
cja biatek ulegajacych ekspresji — ang. expresed
protein ligation, EPL), a takze tgczenia ich z synte-
tycznymi peptydami (Ryc. 9a). Wprowadzane seg-
menty mogg zawiera¢ roznego typu modyfikacje, re-
aktywne grupy, znaczniki, czy tez nie wystepujace
naturalnie aminokwasy [43].

Technika IPL udato sie wigczy¢ do badanego en-
zymu syntetyczny modut ztozony z P-aminokwa-
sow, ktory nadat mu wiekszg stabilno$¢ konforma-
cyjna przy zachowanej aktywnosci [44]. Otwiera to
droge do tworzenia analogéw naturalnych biatek, w
ktérych reszty aminokwasowe, tworzace centrum
aktywne, zostatyby zachowane, a komponenty struk-
turalne wymienione na bardziej stabilne nienatural-
ne segmenty (mozna tg droga stworzy¢ chemiotera-
peutyki o dluzszym czasie pdirwania w organi-
zmach zywych).

Inng metoda, dzieki ktérej mozna uzyskiwaé bar-
dziej odporne na czynniki fizyczne jak i biologiczne
(np. egzopeptydazy) biatka, jest rowniez wykorzy-
stujgca IPL cyrkularyzacja biatek. Jezeli stworzymy
peptyd, ktéry bedzie miat C-koncowy a-tioester i
N-koncowag cysteine, to w rezultacie, zaleznie od wa-
runkéw reakcji, zajdzie jego cyrkularyzacja lub poli-
meryzacja (Ryc. 9b) [43].

Wielokrotne tgczenie réznych peptydéw mozliwe
jest przez dodawanie kolejnych fragmentéw do
N-korica, poczawszy od C-koncowego segmentu
biatka. Kazdy nastepny blok budujgcy musi posiadaé
reaktywny a-tioester na koficu karboksylowym i za-
maskowang cysteine na koficu aminowym. Cysteine
ujawnia sie przez trawienie proteaza lub indukcje
rozciecia przez specjalnie zmodyfikowang inteine
(Ryc. 9c) [43].

Dzieki tej metodzie mozna np. do wiekszego
biatka, zawierajgcego wiele domen, wprowadzi¢ tyl-
ko jedna domene znakowang ciezkimi izotopami.
Umozliwia to okreslenie za pomoca spektroskopii
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jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR) struk-
tury wewnetrznych regionéw biatka. Stosowanie tej
metody ograniczato sie dotychczas do niewielkich
peptydow, gdyz wraz ze wzrostem ilosci znakowa-

rzystanie wiecej niz jednej podzielonej inteiny jed-
nocze$nie umozliwia wielokrotng ligacje peptydow
(Ryc. 10a). Jezeli za$ obie cze$ci /raws-splicingo-
wych intein przyltagczymy do tego samego biatka, w
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Ryc. 9. Ligacje biatek za posrednictwem intein (IPL): a) schemat IPL b) schemat cyrkularyzacji i polimeryzacji wykorzystujacy 1PL c) schemat wielo-
krotnej ligacji réznych peptydéw. Ri — indukowane rozciecie, An — atak nukleofilowy C-korncowcgo a-tioestru na N-koficowa cysteine pro-
wadzacy do L - ligacji, C — cyrkularyzacji, P — polimeryzacji, Od Cys — odstoniecie cysteiny.

nych reszt aminokwasowych spadata jej rozdziel-
czos¢ [44].

X-3. Metody ligacji wykorzystujace podzielone
inteiny

Za pomocg podzielonych intein takze mozna prze-
prowadzi¢ tgczenie biatek. Przebiega ono analogicz-
nie do procesu przeprowadzanego przez naturalnie
wystepujacg podzielong inteineSs/? DnaE. Asocjacja
dwoch, osobno ulegajacych transkrypcji, czesci inte-
iny aktywuje proces splicingu, rekonstruujac z
dotgczonych do nich dwoch fragmentéw jedno
biatko. W technice tej wykorzystuje sie zaréwno Ssp
DnaE, jak i sztucznie stworzone, przez usunigcie do-
meny endonukleazowej, podzielone inteiny. Wyko-
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wyniku splicingu zajdzie jego cyrkularyzacja
(Ryc. 10b). W odréznieniu od technik wykorzy-
stujgcych IPL produkty kohAcowe opisanych wyzej
metod zawierajg w miejscu taczenia nie tylko reszte
cysteiny, ale i pare dodatkowych reszt aminokwaso-
wych [7, 43].

Ligacje za posrednictwem podzielonych intein
mozna przeprowadzié zaréwno in vitro (jesli ekspre-
sja transgenéw bedzie przebiegata w réznych orga-
nizmach), jak i in vivo (jesSli ekspresja transgenéw
bedzie przebiegata w jednym organizmie). Zastoso-
wanie dwoch genow dla jednego biatka u roslin po-
zwolitoby ,,obej$é” problemy z ekspresjg wiekszych
i bardziej ztozonych lub toksycznych biatek (w tym
ostatnim przypadku najlepszym rozwigzaniem jest
ligacja in vitro) [45].
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Ciekawym  pomystem  jest  wykorzystanie
wiasciwosci inteiny Ssp DnaE w celu zapobiegania
rozprzestrzenianiu transgenéw z genetycznie zmody-

zy), w wyniku czego obserwuje sie fluorescencije.
Wykorzystywane w tej technice podzielone inteiny
rnaja mate powinowactwo do siebie i splicing biatka

Ryc. 10. Schemat ligacji wykorzystujgcych podzielone inteiny. a) wielokrotnej ligacji, b) cyrkularyzacji. As m -asocjacja obu czesci inteiny, Sp — spli-

cing biatek

fikowanych roslin wsréd pokrewnych gatunkéw
chwastéw. Aby zapobiec przenoszeniu kompletnego
aktywnego genu przez pytek, jedna jego cze$¢ wpro-
wadzona zostata do genomu jadrowego (a powstajacy

reporterowego zachodzi dopiero wtedy, gdy obie
potéwki inteiny zostang zestawione razem przez
zwigzanie przytgczonych do ich drugiego korca ba-
danych biatek (Ryc. 11) [47].

—[Z:]—Br

ZElEN

Ryc. 11. Uktad do wykrywania oddziatywan biatko-bialko. Bbl iBb2 — badane biatka, B r— biatko reportcrowe, Odd — oddziatywanie miedzy Bbl i
Bb2, As — asocjacja obu czesci inteiny, Sp — splicing biatka reporterowego

z niej konstrukt zawierat sekwencje sygnatowa, kie-
rujgcg do chloroplastu), a druga, uzupetniajaca jg, do
DNA chloroplastowego. Docelowe biatko odtwarzat
w chloroplascie /ra”-splicing. W przeprowadzonej
prébie docelowym biatkiem byt enzym dajacy opor-
nos$¢ na herbicyd glifosat i wypadta ona pomysinie —
w ekstrakcie komérkowym z transgenicznych roélin
obecny byt petnej dtugosci enzym i wykazywaty one
zwiekszong odpornos¢ na herbicyd w stosunku do ro-
$lin typu dzikiego [46]. Metoda ta nadaje sie do tych
gatunkow roslin, u ktérych wystepuje tylko mateczne
dziedziczenie plastydow.

X-4. Badanie oddziatywan biatko-biatko

Inteiny podlegajgce /rans-splicingowi zastosowa-
no do wykrywania oddziatywan pomiedzy biatkami.
Tradycyjne systemy dwuhybrydowe opierajg sie na
wigczaniu transkrypcji genow reporterowych. Syste-
my oparte na inteinach bazujg na odtwarzaniu struk-
tury biatka reporterowego (biatka GFP lub lucyfera-
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X-5. Uktad do indukowanej ekspresji genéw

Technika przypomina opisang wyzej metode. W
miejsce oddziatujacych biatek wprowadza sie dwie
rézne domeny, majace powinowactwo do jednego z
dwoch miejsc znajdujgcych sie w ligandzie. Zamiast
biatka reporterowego wystepuje natomiast biatko
docelowe (Ryc. 12). Odtwarzanie w petni funkcjo-
nalnego biatka po indukcji ligandem nastepuje w
ciggu kilku minut (w odr6znieniu od diugosci czasu
reakcji rzedu kilku godzin w dotychczasowych sys-
temach opartych na wiaczaniu transkrypcji). Syste-
my takie pozwalajg na regulowang ekspresje wybra-
nych genéw [48].

X-6. Nowe typy lekdw inaktywujgce inteiny

Inteiny znaleziono w biatkach chorobotwoérczych
bakterii — Mycobacterium tuberculosis i Mycobac-
terium leprae oraz pasozytniczych drozdzy Filoba-
sella neoformans. Poniewaz wystepuja one w
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Dw1 Dw2

j % 1 %

Ryc. 12. Uktad, w ktérym splicing indukowany jest dodaniem ligandu. Dwl i Dw2 — domeny wigzace, Lig — ligand, DI — dodanie ligandu, As —
asocjacja obu czesci inteiny, Sp — splicing biatek, Bd — docelowe biatko

biatkach waznych dla przezycia organizmu gospoda-
rza, wiec substancje blokujace splicing mogtyby staé
sie nowego typu lekami. Leki takie dziatatyby wybit-
nie selektywnie — tylko na okre$lony gatunek drob-
noustrojow i bytyby catkowicie nietoksyczne dla lu-
dzi [49].

XI1. Podsumowanie

Inteiny zaskakujg szybkoscig i skutecznoSciag
przeprowadzanej przez siebie reakcji splicingu
biatek. Wydaje sie, ze wiasnie ta zdolno$¢ pozwolita
im przetrwaé¢ w komérkach gospodarzy, gdyz (zgod-
nie z dotychczasowymi badaniami) nic nie wskazuje
aby w jakikolwiek sposob sprzyjaty ich przezyciu.
Domena splicingowa intein stata sie wygodnym
»schronieniem” dla endonukleaz zasiedlajacych,
czynigc inteiny ruchomymi elementami genetyczny-
mi. Poznanie intein doprowadzito do odkrycia in-
nych ciekawych cztonkéw rodziny domen Hint, do
ktérej zalicza sie domeny splicingowe intein. Dzieki
swym nietypowym wiasciwosciom inteiny znalazty
szerokie zastosowanie w biotechnologii i inzynierii
biatkowej. Wiele technik jest jeszcze w fazie testow,
ale ich r6znorodnos$¢ jest naprawde zdumiewajaca.
Niedawno w ,,Science” ukazat sig, méwigcy m.in. o
inteinach, artykut zatytuowany ,,Obracanie $mieci w
ztoto” (,,Spinning Junk Into Gold”) [50]. Tytut ten
bardzo dobrze obrazuje role intein w przyrodzie, jak i
ich warto$¢ dla nauki i przemystu.
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Endoglikozydazy i glikoamidazy

Endoglycosidases and glycoamidases
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V1. Uwagi korncowe

I. Wprowadzenie

Budowe i biosynteze glikoprotein i proteoglika-
néw opisano w kilku artykutach opublikowanych
wczesniej w Postepach Biochemii [1-4] oraz Higie-
ny i Medycyny Doswiadczalnej [5], dlatego tez w ni-
niejszym artykule ograniczymy sie do przedstawie-
nia niektérych zagadnien dotyczgcych funkcji ich
reszt cukrowych. £ancuchy oligosacharydowe gliko-
protein wewnatrzkomérkowych zwiekszajg rozpusz-
czalno$¢ i oporno$¢ na denaturacje glikoprotein
przez pokrycie resztami hydrofilowymi obszaréw
biatka i decydujg o kierunku wedréwki glikoprotein,
np. reszta mannozo-6-fosforanu oligosacharydu
N-acetylo-(3-glukozoaminidazy kieruje jg do lizoso-
moéw [6]. Lancuchy oligosacharydowe na powierzch-
ni komarki petnia role ,,adresu” w procesach rozpo-
znania biologicznego: podczas rozwoju narzadéw
zarodka [7], réznicowaniu sie komorek [7], wedrow-
ki leukocytéw [8] oraz w oddziatywaniach miedzy
komérkami, a elementami macierzy zewnatrz ko-
morkowej [9].

‘Mgr, 2prof. dr hab., Zaktad Biochemii Farmaceutycznej, Aka-

demia Medyczna w Biatymstoku, ul. Mickiewicza 2a, 15-222
Biatystok 8, tel. 48 85 7485691, fax. 48 85 7485416, e-mail:
kzwie@amb.edu.pl
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W niektoérych chorobach genetycznych [5,10] i
nabytych np. w chorobie alkoholowej [5] zmieniajg
sie  struktury oligosacharydowe glikoprotein.
Rosngca $wiadomos$¢ roli biologicznej i diagno-
stycznej glikokoniugatow (glikoprotein, glikolipi-
déw, proteoglikanéw) stymuluje rozwéj technik ba-
dawczych oligosacharydéw [11]. Obecnie do bada-
nia struktur oligosacharydowych glikoprotein sg sto-
sowane gtownie lektyny [12,13]. Lektyny wpraw-
dzie wykrywajg odpowiednie epitopy, ale nie potra-
fig zlokalizowac¢ tych epitopow ani w tancuchu oli-
gosacharydowym, ani polipeptydowym. Do okreSle-
nia struktury catych tancuchéw oligosachrydowych i
ich lokalizacji w taricuchu polipeptydowym koniecz-
ne jest uwolnienie tancucha oligosacharydowego z
glikoproteiny lub glikopeptydu. Do uwalniania i ana-
lizy struktur tancuchéw oligosacharydowych gliko-
protein stosuje sie egzo- i endoglikozydazy. Egzogli-
kozydazy zastosowano jako odczynniki w analizie
tancuchoéw oligosacharydowych [14], jako markery
chor6b genetycznych oraz uszkodzenia watroby ine-
rek [15]. Do zbadania pozostaje potencjalna przydat-
nos¢ endoglikozydaz i glikoamidaz jako markerow
diagnostycznych, natomiast wiadomo, ze sg one po-
mocne w uwalnianiu oligosacharydéw z glikokoniu-
gatéow [16]. Glikoamidazy odcinaja oligosacharydy
od polipeptydow (Ryc. 1), natomiast endoglikozyda-
zy odcinajgc oligosacharydy od polipeptydéw
(Ryc. 2) hydrolizujg ponadto wigzania glikozydowe
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w $rodku tancuchéw oligosacharydowych glikopro-
tein i proteoglikanéw [16,19].

Il. Substraty endoglikozydaz i glikoamidaz
I1-1. O-glikany

Znane endo-O-glikozydazy odcinajg zwigzane
O-glikozydowo oligosacharydy struktur rdzenio-
wych i Il od tancucha polipeptydowego glikoprote-
in np. mucyn (Ryc. 1) [20], Endo-a-A-acetylogalak-
tozoaminidaza D rozcina nienaruszone disacharydy
a nie rozszczepia ich pochodnych zawierajgcych
kwas sjalowy, obecny powszechnie w glikoprote-
inach zwierzecych. Aby utatwi¢ dziatanie endoga-
laktozoaminidazy D, nalezy zatem usung¢ kwas sja-
lowy od O-wigzanych tafncuchéw oligosacharydo-
wych. Dostepnos¢ oligosacharydow dla O-endogli-
kozydaz zwieksza denaturacja (np. gotowanie gliko-
protein przez kilka minut w 1% SDS). Jednoprocen-
towy SDS hamuje endo-a-A-acetylogalaktozoamin-
idaze D, zatem przed dodaniem enzymu mieszanine
inkubacyjna nalezy 10x rozcienczy¢ buforem z 1%
NP-40 [21].

11-2. N-glikany

Na rdzehn N-glikanow dzialajg: endo-A-acety-
lo-P-D-glukozoaminidazy (Ryc. 2-1) i glikoamidazy
(Ryc. 2-11). Endo-A-acetylo-p-D-glukozoaminidazy
katalizujg reakcje:

N-glikozylowane biatko -» Oligosacharyd +
GIcNAc-Asn-biatko

Ze wzgledu na strukture hydrolizowanego oligo-
sacharydu wydzielono trzy grupy endo-A-acetylo-
glukozoaminidaz (Tab. 1). Endo Fj i H N-acetyloglu-
kozoaminidazy, hydrolizujg tylko bogatomannozo-
we i hybrydowe N-glikany [22]. Nie hydrolizujg
struktur kompleksowych, di i triantenowych. Endo
Fi i Hmajg identyczng sekwencje w 32% i bardzo po-
dobne substraty [23]. Endo B, F2i F3N-acetyloglu-
kozoaminidazy hydrolizujg diantenowe komplekso-
we glikany. Endo F3hydrolizuje rdwniez triantenowe
N-glikany, ale mniej wydajnie niz struktury diante-
nowe [24]. Trzecig podgrupe tworzy endo-D-A-ace-
tyloglukozoaminidaza, ktéra wymaga albo wolnej
a-13 mannozy na koricu nieredukujgcym albo struk-
tury typu N-acetylolaktozoaminy podstawienej w
pozycji C-4. Struktury bogatomannozowe sg bardzo
stabym substratem dla tego enzymu.

Glikoamidazy  (Peptydylo-N-Glikozydazy -
PNGazy) (Ryc. 2-11 i Tab. 2) hydrolizujg wigzanie
amidowe miedzy A-aminoglikozydem A-acetylo-
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glukozoaminy redukujgcego kornca oligosacharydu a
grupa kwasowg taincucha bocznego kwasu asparagi-
nowego wbudowanego w taricuch polipeptydowy
glikoproteiny.

J

l Ser/Thr Ser/Thr

Ser/Thr Ser/Ttir

" L\Y4

Ryc. 1. Struktury korowe najczesciej wystepujace w O-glikanach [17],
Przedstawione struktury korowe I-1V O-glikanéw réznig sie ro-
dzajem, ilo$cig i sposobem przytaczenia monosacharydéw do
GIcNAc wigzacej oligosacharyd z biatkiem. Objasnienia:

\J, - miejsce dziatania endo-a-N-acetylogalaktozoaminidazy D

. IJ . pozycja wigzania glikozydowego

N-glikan-Asn-biatko - glikozydaza |,
Glikan + Asp-biatko + NH3
Hydroliza przebiega w dwéch etapach: reakcja (1)
jest enzymatyczna, a powstaty produkt glikan-Glc-
NAc-1-amino rozpada sie samorzutnie w reakcji (2)
nieenzymatycznej na glikan- GIcNAc i amoniak
[25].
Glikan-GIcNAc-Asn-biatko —enzyn >

Glikan-GIcNAc-1-amino + Asp-biatko (1)
Glikan-GIcNAc-1-amino >Glikan-GIcNAc
+ NH3 (2)
Peptydylo-N-glikozydazy (PNGaza A, PNGaza
F) hydrolizujg wszystkie trzy typy N-glikandw [26],
przy czym peptydylo-N-glikozydaza A nie zawsze
odcina wszystkie oligosacharydy z tancucha poli-
peptydowego. Natomiast PNGaza F catkowicie usu-
wa oligosacharydy ze wszystkich glikoprotein i gli-
kopeptydow [27], tak dtugo jak konce N- i C-
wigzacej asparaginy sg zwigzane z peptydem [28].
Minimalna dlugos¢ taricucha polipeptydowego
dla PNGazy A wynosi 2 aminokwasy (Asn-Phe) na
N-koncu tafncucha polipeptydowego [29]. Natomiast
dla petnej aktywnosci PGNazy F wtasciwym substra-
tem jest oligosacharyd zwigzany przynajmniej z tri-
peptydem. Glikopeptyd z oligosacharydem na N-ko-
ncu tancucha polipeptydowego jest lepszym substra-
tem niz oligosacharyd znajdujacy sie na C-konicu
biatka [29]. Natomiast wystarczajgca struktura oli-
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gosacharydu dla aktywnos$ci PNGaz A i F to struktu-
ra dicukru di-N-N’-acetylochitobiozy [30, 31].

11-3. Proteoglikany

Wigzanie heksozoamidynowe w kwasie hialuro-
nowym isiarczanie chondroityny jest hydrolizowane
przez hialuronidazy, endoglikozydaze wystepujacg
w leukocytach, komoérkach owodni i surowicy [32].
Z kwasu hialuronowego powstajg tetrasacharydy o
strukturze (G1lcUA-1,3-G1cNAc-1,4)2 Tetrasachary-
dy te moga by¢ dalej degradowane przez egzogliko-
zydazy: P-glukuronidaze i A-acetylo-D-glukozo-
aminidaze.

84

I1l. Wystepowanie endoglikozydaz i
glikoamidaz

Endoglikozydazy wystepujg w roslinach, bakte-
riach [33-36] i tkankach ssakéw [37]. Bogatym
zrédtem endoglikozydaz jest przesacz z Flavobacte-
rium meningosepticum, zawierajacy: endo Fi, F2i F3
[38, 39] deglikozylujace glikoproteiny o strukturach
zestawionych w tabeli 1[40, 41]. Nie wiadomo, dla-
czego Flavobacterium meningosepticum i kilka in-
nych bakterii produkuje i wydziela endoglikozydazy,
mimo, ze N-wigzane oligosacharydy bedgce substra-
tami tych endoglikozydaz normalnie nie wystepujg
w ich otoczeniu [42].
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Tabela 1

Substraty endoglikozydaz

Enzym

) hydrolizowane wigzania

optymalne pH

e
(G QJ)

Endoglikozydaza F,

(Endo Fy)

ENDO

= D*J e e 5.0

2

ENDO

(Endo F3)

Ll R
: 'lTLD o T
E d lk _— — ASN— peptyd/diako
ndoglikozydaza H ' [“_‘] i 1 55
(Endo H)
11
Endoglikozydaza B ASn —peptydbiato 5.0-7.0
(Endo B)
Endoglikozydaza F, U 4.5
(Endo Fy) :
D o Bl v 1 S
Endoglikozydaza F; 5.0-7.0

Endoglikozydaza D
(Endo-B-N-acetylo-

glukozaminidaza D)

ENDO D

biior =

l ‘l-—Asn—wv'rmm*n 65

A

— Asn —peptydbisko

!

Peptydylo-/V-glikozydazy wykryto w wodnych
wyciggach: migdatéw [43,44], fasoli Jas, soczewicy,
grochu (Pisum sativum), jeczmienia i surowych za-
rodkow pszenicy. Najwyzszg aktywnos¢ specyficzng
PNGaza F ma w emulsji migdatéw oraz w fasoli Ja$
[45]. Zrodta endoglikozydaz i peptydylo-N-glikozy-
daz zestawiono w tabeli 3.
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V. Wiasciwosci niektérych endoglikozydaz
i glikoamidaz

Endoglikozydaza H jest wybitnie trwatym enzy-
mem i nie traci aktywnoS$ci podczas 48 godzin inku-
bacji w 37°C, dtugiego przechowywania w stanie za-
mrozonym, a takze w temperaturze 4°C w obecnosci
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Tabela 2

Substraty glikoamidaz

Peptydylo-N- PNGazs A
glikozydaza A o T D_l“”_“""""”“" 4.0-6.0
(PNGaza A)
Peptydylo-N- rmm :
glikozydaza F AL E— 7.0-8.0
(PNGaza F)
Tabela 3
Zrédta endoglikozydaz i glikoamidaz
ENZYM ZRODLO LITERATURA
Endo-R-N-acetylglukozoaminidaza Fasola Ja$ [33]
Jaja kurze [46]
Swinia (watroba, $ledziona) [47]
Szczur-watroba [48, 49]
Endo A Ar/hrobacter protophormiae [50]
Endo B Sporotrichum dimorphosorum [51]
Endo D Diplococcus pneumoniae [34]
Endo F Flavobacterium meningosepticum [35, 36]
Endo H Streptomycesplicatus [51]
Endo L Streptomyces plicatus [51, 52]
Endo M Mucar heimalis [53]
Endo S Dictyostellium discoideum [54]
Peptydylo-N4-(N-acetylo-B-gluko-
zoamino)-asparagino amidaza
PNGaza A Migdaty (ang. Almond) [55]
PNGaza F Flavobacterium meningosepticum [35, 36]
PNGazal Fasola Ja$ (ang. Jack bean meal) [33]
Endo-B-D-galaktozydaza Escherichiafreundii [56, 57]
Clostridium perfingens [58]
Endo-a-N- Diplococcuspneumoniae [59]

acety logalaktozoamidaza
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azydku lub innego $rodka przeciw bakteryjnego. Jest
tez odporna na zamrazania i odmrazania. Endo H ma
optimum aktywnos$ci i stabilno$ci w pH 5-6; przy pH
418 zatrzymuje jeszcze okoto 30% maksymalnej ak-
tywnosci. Jest niewrazliwa na trawienie pronaza,
chymotrypsyng lub trypsyng [60]. Gotowanie bez
SDS deaktywuje enzym cze$ciowo, az SDS catkowi-
cie. Dlatego tez przed trawieniem glikoprotein dena-
turowanych SDS-em endo H nalezy usung¢ detergent
np. przez filtracje na zelu [61]. Detergenty niejono-
we np. Triton X-100 i oktyloglukozyd nie wptywaja
na aktywnos$¢ endo H.

PNGaza A w 0,01 % SDS zachowuje tylko 20%
aktywnosci. Jest nie wrazliwa na 0.75 M NaSCN,
Triton X-100, NP-40 i mocznik, aw 1.5 M chlorowo-
dorku guanidyny zachowuje okoto 40% aktywnosci.
EDTA nie wptywa na enzym, a jony: Mg2+ Zn2+
Ca2+i Cu2+ sg aktywatorami. Optimum pH PNGazy
A wynosi 4-6. PNGaza Ajest trwata przez kilka mie-
siecy w temperaturze 4°C w 10 mM buforze octano-
wym o pH 5.0 ale przechowywanie w temperaturze -
20°C zar6wno w obecnos$ci 50% glicerolu jak i bez
glicerolu, powoduje czeSciowa strate aktywnosci
[62,63]

PNGaza F jest stabilna przez okoto 6 miesiecy w
temperaturach 4°C lub -70°C, ale nie wytrzymuje za-
mrazania i odmrazania. Enzym ma mase czastecz-
kowg 35,5 kDa i optimum pH miedzy 7 i 8. Przy pH
6,5 19,5 pozostaje 60%, aw pH 5i 10 tylko 10% ak-
tywnosci. Jest niewrazliwy na wysokie stezenie
EDTA oraz o-fenantroliny, zachowuje stabilno$¢ w
37°C przez 24 h oraz w obecnosci 2.5 M mocznika,
podczas gdy w 5 M moczniku traci ok. 60% swojej
aktywnosci.

V. Zastosowanie endoglikozydaz i
glikoamidaz

Egzoglikozydazy i endoglikozydazy stosuje sie
gtéwnie do uwalniania struktur tancuchéw oligosa-
charydowych z glikoprotein i ich dalszej analizy.
Uzycie enzymdw do izolacji i badan strukturalnych
oligosacharydow glikoprotein jest jedna z najbar-
dziej specyficznych metod, cho¢ niewatpliwie naj-
drozszg. Metody enzymatyczne majg duzg przewage
nad chemicznymi. Chemiczne metody niszcza pep-
tyd przy izolacji tancuchéw cukrowych, oraz degra-
duja oligosacharyd przy izolacji tancuchéw polipep-
tydowych. Za pomoca endoglikozydaz z glikoprote-
iny mozna otrzymac niezniszczone oligosacharydy i
natywne biatka [64].

Enzym uzywany do badania struktury oligosacha-
rydow musi by¢ wolny od aktywnosci innych gliko-
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zydaz, a substrat powinien mie¢ okre$long strukture
(dotyczy to gtdwnie endoglikozydaz). Ilo$¢ enzymu
wymagana do catkowitego oddzielenia oligosacha-
rydow od tancucha polipeptydowego zalezy od
struktury glikoproteiny, stad iloSci enzymu i substra-
tu powinny by¢ wyznaczone do$wiadczalnie dla kaz-
dego przypadku. Zwykle do catkowitej deglikozyla-
cji natywnych glikoprotein trzeba stosowac wysokie
stezenia enzymow iszczegdlne warunki reakcji [65].
Denaturacja glikoprotein (np. przez gotowanie w
100°C w obecnosci 1% SDS) znacznie zwigksza wy-
dajnos¢ deglikozylacji [66]. Niejonowe zwigzki
(Triton X-100, Nonidet P-40) przeciwdziatajg hamo-
waniu endoglikozydaz przez jonowe detergenty i
utatwiajg uwalnianie N-glikanéw. Glikopeptydy sg
bardziej podatne na dziatanie endoglikozydaz niz na-
tywne lub zdenaturowane glikoproteiny [67].

Kiister iwsp. [68] trawili PNGazaF glikoprote-
iny w zelu poliakrylamidowym, po rozdziale na
SDS-PAGE. Uwolnione oligosacharydy analizowali
za pomocg szybkich i czutych technik HPLC i spek-
trometrii masowej. Wyjsciowa ilos¢ materiatu (gli-
koprotein) wynosita od 1,5 do 15 g i mimo to mozli-
wa byta analiza struktur uwolnionych oligosachary-
déw. Uzyteczng metode rozdzielania oligosachary-
déw po enzymatycznym uwolnieniu z glikokoniuga-
téw opisali Lee i wsp. [69], ktorzy na siedem flu-
orescencyjnie znaczonych oligosacharydéw dziatali
endoglikozydazami, a nastepnie analizowali produk-
ty przy pomocy elektroforezy zelowej.

V1. Uwagi koncowe

Opisano role biologiczng i specyficzno$é substra-
towa [15, 70] oraz zastosowanie analityczne endogli-
kozydaz i glikoamidaz [16]. Opracowanie prostych,
czutych metod oznaczania aktywnosci endoglikozy-
daz i glikoamidaz w prawidtowym i patologicznym
materiale biologicznym pozostaje wyzwaniem na
najblizsza przysztosé.
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IV Konferencja Sekcji Endokrynologii Molekularne|
Polskiego Towarzystwa Endokrynologicznego

Termin: 2-3 pazdziernika 2004 r.
Miejsce obrad: Sala Konferencyjna Muzeum Archeologicznego
w Poznaniu

Patac Gorkow,
Poznan, ul. Wodna 27

Program naukowy:
Wyktady plenarne i prezentacje prac oryginalnych z zakre-
su endokrynologii molekularnej (postepy w badaniach mo-
lekulamo-genetycznych endokrynopatii — choroby tar-
czycy, przysadki, nadnerczy, przytarczyc, zaburzenia roz-
nicowania i dojrzewania pici, otytos¢, nadcisnienie tetni-
cze, cukrzyca, osteopoproza, zaburzenia gospodarki wap-
niowo-fosforanowej, nowotwory gruczotow endokryn-
nych); diagnostyka molekularna; terapia genowa i rekom-
binowanymi hormonami.

Organizator: Przewodniczaca Komitetu Organizacyjnego
dr hab. med. Katarzyna tacka
tel. (61) 8691323 kom 604 90 50 86
fax (61) 8691682
e-mail: K_Lacka@wp.pl i gradeckakubik@op.pl
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Wskazowki
dla Autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar-
talnik ,Postepy Biochemii" publikuje prace przegladowe oma-
wiajgce nowe osiagnigcia, 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 artykutbw 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 odpowiadaja za prawidtowo$¢ i Scistos¢
podawanych informacji oraz poprawnos$¢ cytowanego piSmien-
nictwa. Ujecie prac winno by¢ syntetyczne, a przedstawione za-
gadnienia zilustrowane za pomoca tabel, rycin: wykresy, schema-
ty, reakcje, wzory i fotografie.

W skazany jest podziat artykutow monograficznych na roz-
dziaty i podrozdziaty, ktérych rzeczowe tytuly tworza spis tresci.
Zgodnie z przyjeta konwencjg rozdziaty nosza cyfry rzymskie,
podrozdziaty odpowiednio rzymskie i arabskie, np. 11, 1-2. Po-
prawnos$¢ logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jedno-
znaczno$¢ i czytelno$¢. Autorzy przeto winni unika¢ sktadni ob-
cojezycznej, gwary laboratoryjnej, a takze ogranicza¢ stosowa-
nie doraznie tworzonych skrétéw, nawet jesli bywajg uzywane w
pracach specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji
prac podlega ocenie specjalistéw i opracowaniu redakcyjnemu.
Redakcja zastrzega sobie mozliwo$¢ skrécenia tekstu i wprowa-
dzenia zmian nie wptywajacych na tre$¢ pracy, deklaruje tez go-
towo$¢ konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do redakcji jest rbwnoznaczne z
oswiadczeniem, zs 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(ja)
witaczy¢ do swego artykutu ilustracje publikowane przez auto-
row prac cytowanych, nalezy uzyska¢ i przekaza¢ nam odpo-
wiedniag zgode na przedruk.

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujgcych
wskazoéwek szczego6towych:

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
otéwkiem na marginesie ich fonetycznego brzmienia.

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

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

Strona 1 (tytutowa) 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 skrétow w porzgdku alfabetycznym.

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

PISMIENNICTWO: Wykaz piSmiennictwa obejmuje prace
w kolejnoéci ich cytowania w teks$cie, zaznacza sie je liczbami
porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np. [3, 7, 9-26],
Odnosniki bibliograficzne powinny mie¢ nowa, uproszczong for-
me. Sposéb cytowania czasopism (1), monografii (2), roz-
dziatéw z ksigzek jednotomowych (3), rozdziatéw z tomoéw serii
opracowanych przez tych samych redaktoréow (4), rozdziatéw z
tomow serii opracowanych przez réznych redaktoréw (5) wska-
zuja pcnizsj podane przyktady.

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

2. Bostock CJ, Summer AT (1978) The Eucary-
otic Chromosome, Elsevier, North-Holland, 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 t 29B. Elsevier,
North-Holland, Amsterdam, s. 1-7

5. Franks NP, Lieb WR (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$¢ wykonania reprodukcji barwnych, ale ich koszty
ponosza Autorzy. Na rycinach nie nalezy umieszcza¢ opiséw
stownych, lecz postugiwac sie skrotami. Osie wykreséw powinny
by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Decyzje o stopniu
zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca. llustracji nie nalezy
wtaczaé¢ w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio ponumerowac:
ryciny nosza cyfry arabskiej, wzory za$ rzymskie. Na marginesie
tekstu nalezy zaznaczy¢ otdwkiem preferowane miejsce umiesz-
czenia ryciny czy wzoru. Stowne objasnienia znakéw graficz-
nych mozna umiesci¢ w podpisie pod rycina, rysunkowe zas$ je-
dynie na planszy ryciny. Tytuly i objasnienia rycin sporzadza sie
w postaci oddzielnego wykazu. Wydruki ilustracji nalezy na od-
wrocie podpisac¢ imieniem i nazwiskiem pierwszego z Autoréw i
pierwszym stowem tytutu pracy oraz oznaczy¢ ,géra-dot" (otow-
kiem, na odwrocie). Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ arty-
kutlu wskazane jest konstruowanie oryginalnych rycin i zbiorczych
tabel na podstawie danych z piSmiennictwa.

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

Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

ul. Pasteura 3

02-093 Warszawa
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KOMUNIKAT ZARZADU GLOWNEGO
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Dotyczacy sktadek cztonkowskich i prenumeraty ,,Postepéw Biochemii” w roku 2004

Sktadka cztonkowska w 2004 roku wynosi:
dla Cztonk6éw rzeczywistych 80.- zi.
dla Cztonkéw studentow 40.- z4
w tym roczna prenumerata ,,Postepdéw Biochemii”.

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

Cztonkowie, ktérzy optaca sktadke cztonkowska do 30 czerwca 2004, majg zapewniona bezptatng pre-
numerate kwartalnika Polskiego Towarzystwa Biochemicznego ,,Postepy Biochemii”. Cztonkowie, kto-
rzy optaca sktadke po tym terminie, bedg mogli otrzymywaé¢ kwartalnik do czasu wyczerpania sie zapa-
séw magazynowych.

Powyzsze zmiany nie dotyczg Cztonkéw Honorowych Towarzystwa.

Natomiast Cztonkowie-Emeryci - nadal zwolnieni z optacania sktadki cztonkowskiej - ptacg za prenumera-
te ,,Postepéw Biochemii” 30.- zt.

Osoby niebedace cztonkami Towarzystwa moga by¢ prenumeratorami ,,Postepéw Biochemii”. Koszt w 2004
roku — 80 zt.

Biblioteki ptacg za prenumerate ,,Postepow Biochemii” w roku 2004  120.- zi.

UWAGA: ZMIANA NUMEROW KONT POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Sktadki cztonkowskie i prenumerata Kwartalnika “Postepy Biochemii”: BPH PBK S.A. Il Oddz. Warsza-
wa, ul. Krucza 24-26; Nr 95 1060 0076 0000 4110 5000 0371.

Prenumerata Kwartalnika “Acta Biochimica Polonica”: BPH PBK S.A. Il Oddz. Warszawa, ul. Krucza
24-26; Nr 35 1060 0076 0000 4110 5000 0384

Jolanta Barafiska
Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE
ZAPROSZENIE

Jezeli chciataby$/chciatby$ zapisaé sie na liste e-mailowg Polskiego Towarzystwa Biochemicznego wyslij
e-mail na adres: infoptbioch@nencki.gov.pl. W polu ,,subject ,, umie$¢ swoje nazwisko i imie (w takiej kolejno-
§ci i bez polskich znakow diakrytycznych) oraz adres e-mailu. Wysytajgc taki mail zgadzasz sie na to, aby na
Twdj adres e-mailowy przychodzity informacje ZG, listy pojedynczych lub grup cztonkéw do og6tu cztonkow,
informacje z FEBS o zjazdach i kursach oraz materiaty reklamowe. Lista bedzie rozsyta¢ materiaty kontrolowa-
ne przez moderatora, ktorym bedzie Adam Szewczyk, sekretarz Zarzagdu Gtéwnego Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, tak wiec nie bedzie Ci grozi¢ zalew Smieciowej poczty i zawirusowanych ,,attachmentow”.
Mam nadzieje, ze tg drogg poprawi sie stan poinformowania naszych cztonkéw o réznych wydarzeniach nauko-
wych, stypendiach, kursach i wreszcie o aktywnosci poszczeg6lnych oddziatéw naszego Towarzystwa. By¢
moze réwniez ,,Listy do biochemikoéw” redagowane przez p. Terese Wesotowskag bedg 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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