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Chromosom Filadelfia

Philadelphia chromosome

IRENEUSZ MAJSTEREKY1 JANUSZ BLASIAK?2

Spis tresci:

I.  Wprowadzenie
I1. Klonalny charakter biataczek
I1l. Chromosom Filadelfia
I11-1.0bszar peknieé¢ chromosomu 22 (BCR)
111-2. Protoonkogen c-ABL
IV. Gen fuzyjny BCR/ABL
V. Rola BCR/ABL w procesach komérkowych
V-1. Stymulowana przez BCR/ABL naprawa DNA
V-2. Oddziatywanie BCR/ABL z genem supresorowym
P53
V1. Rola BCR/ABL w regulacji apoptozy
VH.Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrétéow: 14-3-3 — biatko z rodziny
BAP-1; ABL — kinaza tyrozynowa; ALL — ostra biataczka
limfoblastyczna; AML — ostra biataczka szpikowa; ATM —
mutacja genu AT (ang. ataxia-teleangiectasia)l BAD, BAK,
BAX — inhibitory apoptozy; Bap-1 — biatko towarzyszace
BCR; BCL-2, BCLXL BCL-W — promotory apoptozy; BCR —
region ztaman chromosomu 22; CML — przewlekta biataczka
szpikowa; CLL — przewlekta biataczka limfocytama; CRKL,
CRK, CBL, GRB-2, SHC — biatka adaptorowe; DNA-PK —
zalezna od DNA kinaza biatkowa; Doc-1 — biatko przewodzace
sygnat z receptora czynnika wzrostu KIT; GAP — biatko akty-
wujace GTPaze; GEF — czynnik regulujagcy wymiane
GDP/GTP; ICSBP — bjatka wigzgce interferon; IFN-a — inter-
feron-a; JAK — kinazy cytoplazmatyczne z rodziny Janus; Kit
— miedzybtonowy receptor kinaz tyfozynowych; MAP —
biatka stowarzyszone z mikrotubulami; M-bcr — gtéwny region
ztaman chromosomu 22; m-bcr— mniejszy region ztaman chro-
mosomu 22; MDR — opornos$¢ wielolekowa; NLS — sekwen-
cje lokalizacji jadrowej; OTK — onkogenna kinaza tyrozyno-
wa; Ph — chromosom Filadelfia; PI3K — kinaza fosfatydylo-
inozytolowa; RAC, RHO — biatka o aktywno$ci GTPazy;

'Dr, 2prof. dr hab., Katedra Genetyki Molekularnej Uniwersyte-
tu £6dzkiego, ul. Banacha 12/16, 90-237 £.6dz,
e-mail: januszb@biol.uni.lodz.pl
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RAD51— biatko biorgce udziat w naprawie przez rekombina-
cje homologiczng; RAD52/RAD5 I/RPA — kompleks rekombi-
nacyjny; RAF-1, AKT, MEK1/MEK2, ERK — kinazy seryno-
wo-treoninowe; SH — domena homologiczna z SRC (ang. Src
Homology); SRC, MYC, RAS — protoonkogeny komadrkowe;
STATL1.5 — czynniki transkrypcyjne; VDAC — napieciowo za-
lezne kanaty anionowe.

I. Wprowadzenie

Biataczkom towarzyszy na og64 niestabilnosé ge-
nomowa, bedaca skutkiem zaburzen funkcjonowania
uktadow endokrynologicznego i immunologicznego
oraz oddziatywania czynnikdw chemicznych i fi-
zycznych, a takze wiruséw. U chorych na biataczki
obserwuje sie aberracje chromosomalne oraz re-
aranzacje protoonkogendw, gendw supresorowych i
gendw biatek naprawy DNA [1-6]. Zmiany w proto-
onkogenach, bedace wynikiem mutacji punktowych,
integracji wirusowego DNA, amplifikacji oraz trans-
lokacji, moga prowadzi¢ do ich aktywacji. Mutacje
punktowe w protoonkogemie N-RAS wykrywane sa u
chorych w stanach ostrych biataczek, a takze u cho-
rych ze stanami przedbiataczkowymi [7, 8]. W
biataczkach i chtoniakach obserwuje sie takze akty-
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wacje protoonkogendéw C-MYC i BCL-2 [9-13]. Za
udziatem czynnikéw genetycznych w powstawaniu
biataczek przemawia takze wysoka czesto$¢ poja-
wiania sie ostrej biataczki mieloblastycznej u cho-
rych z zespotem Downa (trisomia chromosomu 21)
oraz z genetycznie uwarunkowanymi syndromami
towarzyszgcymi niestabilnosci genomowej — niedo-
krwistosci Fanconiego i zespole Blooma [14-16]. W
komdrkach biataczkowych wykrywa sie rézne nie-
prawidtowos$ci chromosomalne, z ktérych najcze-
stszg okre$la sie mianem chromosomu Filadelfia, po-
wstajgcego na skutek translokacji z udziatem chro-
mosomow 9 i 22 [17-19].

I1. Klonalny charakter biataczek

Biataczki sg nowotworami krwi i charakteryzuja
sie akumulacjg nieprawidtowych krwinek biatych w
szpiku. Komdrki te przedostajg sie czesto do krwi
obwodowej i naciekajg narzady. Biataczki sg choro-
bami klonalnymi, wywodzg sie zazwyczaj z jednej
komorki, ktora ulegta transformacji nowotworowej.
W niektdrych biataczkach komorkag przechodzacy
transformacje jest wielopotencjalna komérka ma-
cierzysta, ktora moze da¢ poczatek wszystkim li-
niom komoérkowym krwi. W innych przypadkach
biataczka jest zwigzana z transformacjg bardziej
zréznicowanej komorki, ktéra moze zapoczatkowac
tylko jedng linie. Zmieniona komérka daje poczatek
klonowi potomnych komdrek nowotworowych.
W biataczkach ostrych klon nowotworowy charakte-
ryzuje sie wysoka zdolnoscig do progresji, a w
biataczkach przewlektych — niskg [20].

Podstawg klinicznego podziatu biataczek jest sto-
pien dojrzatosci komdrek dominujgcego typu w szpi-
ku i we krwi. Cztery najczesciej wystepujgce odmia-
ny biataczek, to: ostra biataczka limfoblastyczna
(ALL), ostra biataczka szpikowa (AML), przewlekta
biataczka szpikowa (CML) i przewlekta biataczka
limfocytarna (CLL) [21-24].

I11. Chromosom Filadelfia

W 1960 roku Novell i Hungerford opisali
pierwszg specyficzng nieprawidtowosé chromoso-
malng nowotworéw krwi, nazwang od miasta doko-
nania odkrycia chromosomem Filadelfia (Ph). Zostat
on zidentyfikowany w komdrkach szpiku pobranego
od pacjentéw z CML. W 1973 roku wykazano, ze Ph
jest wynikiem translokacji fragmentu chromosomu
22 do chromosomu 9 (t(9q+;22q9-)(q34;ql 1)) [25].
Translokacja jest zapoczatkowana peknieciami w
dtuzszych ramionach chromosomu 9 (9q34) i 22
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(229 11) i powoduje przeniesienie fragmentu genu
BCR z chromosomu 22 do locus protoonkogenu
C-ABL w chromosomie 9 [26-28]. W rezultacie zo-
staje utworzony gen fuzyjny BCR/ABL, kodujacy cy-
tozolowe biatko charakteryzujace sie aktywnos$cia
onkogennej kinazy tyrozynowej [29-31].

Chromosom Filadelfia wystepuje w 95% CML
oraz w okoto 5% ALL u dzieci i 15-25% ALL u do-
rostych; jest takze wykrywany w AML [32, 33]. W
CML translokacja ma miejsce w wielopotencjalnych
macierzystych komérkach mieloidalnych i limfo-
idalnych, aw ALL — prekursorowych komorkach B
lub T, niekiedy takze w wielopotencjalnych komér-
kach pnia [33]. Translokacje BCR-ABL w CML i
ALL rdznig sie punktem peknigecia w BCR, a po-
wstate geny fuzyjne kodujg biatka r6znych wielkosci
(190 kDa i 210 kDa) [33, 34]. Z klinicznego punktu
widzenia identyfikacja Ph u dzieci zCML jest bardzo
wazna, gdyz sg one kwalifikowane do leczenia typo-
wego dla CML u dorostych i rokowanie jest u nich
lepsze niz w postaci bez Ph [29, 30]. W ALL wyste-
powanie Ph zwigzane jest z niekorzystnym rokowa-
niem i kwalifikuje chorych do przeszczepu szpiku.
Szczegdlinie Zle rokujace dla pacjentéw z ALL jest
wystepowanie Ph tgcznie z monosomig chromosomu
7 [32, 33, 35].

Ostrej fazie choroby w CML towarzyszg wtdrne
zmiany chromosomalne: dodatkowy Ph, trisomia
chromosomu 19, brak chromosomu Y [36]. W tym
stadium w okoto potowie komodrek wykrywa sie wie-
cej niz jeden chromosom Filadelfia, powstajacy
prawdopodobnie w wyniku duplikacji lub triplikacji
pierwotnego Ph, a nie w wyniku nowych, niezale-
znych translokacji [36-39]. Zmiany chromosomalne
pojawiajg sie duzo wczesniej przed wystapieniem
klinicznych objawdw tej fazy. Opisano takze ztozone
translokacje Ph, w ktérych oprécz chromosomoéw 9 i
22 biorgudziat dodatkowe chromosomy, na przyktad
chromosom 20 [31].

I11-1. Obszar peknie¢ chromosomu 22 (BCR)

Pekniecie w chromosomie 22, zapoczgtkowujace
translokacje Ph, ma miejsce w genie BCR [40]. Gen
ten liczy 130 kpz, zawiera 25 eksondw i koduje
biatko o masie 160 kDa, P160BCR [41-43] (Ryc. 1).
Ekson pierwszy genu BCR koduje A-koficowy region
biatka charakteryzujacy sie aktywnos$cig kinazy se-
rynowo-treoninowej [44, 45]. Eksony 3-10 majg se-
kwencje homologiczne z onkogenem DBL, ktory ko-
duje biatko z rodziny biatek GEF (czynnik wymiany
GDP/GTP). Biatko GEF petni razem z biatkiem
wspomagajacym GAP (biatko aktywujgce GTPazy)
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P145 c-ABL

P210/185

BP P203 BP NLS
lu PPPP Pr!PP

NH: ! |

SH3 SH2

SH1 (kinaza)

P160 c-BCR P185
BP

NH w o

Oligomeryzacja 14-3-3/BAP-1
BD

Aktywnos¢ kinazy
SERYNOWO/TREONINOWEJ

Rho-GEF

P53 BD

_ COOH

DNA BD  AKTYNA BD
P210/203 P230
BP BP

I

COOH

Ca**-Lipidy Rac-GAP
BD

Ryc. 1. Struktura biatek c-ABL (P145) ic-BCR (P160). NLS — sekwencje lokalizacji jadrowej, PPPP — sekwencje bogate w proling, BD — domeny
wigzace, BP — punkty peknie¢ w A-koricowym obszarze c-BCR i C-koficowym obszarze c-ABL prowadzace do translokacji, powodujacej po-
wstawanie chromosomu Filadelfia z genem fuzyjnym BCRJABL, ktérego ekspresja prowadzi do powstania biatek P 185, P203 i P210
BCR/ABL wystepujacych w biataczkach cztowieka (na podstawie [1, 18])

role regulatora enzymow charakteryzujgcych sie ak-
tywnoscig GTPazy [46], Biatko BCR zbudowane jest
w sposéb domenowy — zawiera domene oligomery-
zacji, zalezne od wapnia miejsce wigzania lipidow,
miejsce wigzania czynnika 14-3-3 z rodziny BAP-1
(biatka stowarzyszone z BCR), domene homolo-
giczng z RHO-GEF oraz C-koficowa domene
RAC-GAP, wykazujaca GTPazy
[47-49]. Mechanizm dziatania BCR w hematopoezie
nie zostat jeszcze doktadnie poznany, jednak wyniki
badan na myszach z wytgczonym genem BCR suge-
rujg zwigzek pomiedzy P160BCR i regulacjg wytwa-
rzania rodnikéw tlenowych przez uktad oksydazy
NADPH w komorkach mieloidalnych i B-limfoidal-
nych [50]. Myszy BCR~'~ wykazujg normalne czyn-
nosci zyciowe, podobnie ich system hematopoetycz-
ny funkcjonuje bez zaburzen, jednak w obecnosci en-
dotoksyn rozwija sie u nich szok septyczny. W neu-
trofilach tych zwierzat nastepuje nadmierne wytwa-
rzanie rodnikow tlenowych, ktore zaburzajg kontrole
nad biatkiem P21lra2 aktywujacym neutrofilowy wy-
buch oddechowy [51].

aktywnos¢

111-2. Protoonkogen c-ABL

c-ABL wystepuje u wszystkich zwierzat krego-
wych oraz bezkregowcow i charakteryzuje sie filo-
genetyczng konserwatywnos$cig [52]. Ludzki c-ABL
zawiera 12 eksonow z sekwencjami homologiczny-
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mi z sekwencjg onkogenu v-ABL roztozonymi nie-
ciggte w obszarze 300 kpz [41, 53, 54]. Dwa pierw-
sze eksony c-ABL, al ibl, sgtranskrybowane alter-
natywnie, co prowadzi do syntezy dwodch czasteczek
mRNA o dtugosci 6 kpz i 7 kpz, ulegajacych transla-
cji na biatka liczace 1122 i 1142 aminokwasOw [54].
Ludzki c-ABL koduje kinaze tyrozynowg o masie
145 kDa, (P 145c ABL) (Ryc. 1). P145CABLjestjedng z
niereceptorowych kinaz tyrozynowych spokrewnio-
nych z biatkiem SRC, pierwszg scharakteryzowang
onkogenng kinazag tyrozynowg (OTK) [17, 55].
Biatko c-ABL zawiera domeny homologiczne z
SRC: SH1, SH2 i SH3. Domena SH1 wykazuje ak-
tywnos$é kinazowa, SH2 wigze ufosforylowana tyro-
zyne a SH3 wykazuje powinowactwo do sekwencji
bogatych w proline ibierze udziat w regulacji aktyw-
nosci SH1 [56-58]. P145°'abl zawiera C-koncowy
fragment z domenami sekwencji lokalizacji jadrowej
(NLS) i sekwencji bogatych w proling, domene
wigzacg DNA, miejsce wigzania P53 i domene
wigzacg aktyne. Lokalizacja komoérkowa P145c¢c ABL
umozliwia jego udzial w procesach zachodzacych
zar6wno w jadrze jak i cytoplazmie [56].

1V. Gen fuzyjny BCR/ABL

Translokacja fragmentu genu BCR z chromosomu
22 do locus protoonkogenu c-ABL w chromosomie 9
(t(99+;229-)(q34:ql 1)) prowadzi do powstania genu

POSTEPY BIOCHEMII 48(3), 2002



fuzyjnego BCR/ABL (Ryc. 2), ktorego ekspresja
sprzyja proliferacji i stwarza przewage komaérek Ph+
nad otaczajacymi je prawidtowymi komérkami szpi-
ku [17, 48, 59]. W komdrkach Ph+ekspresji ulegaja
zarowno gen fuzyjny BCR/ABL jak i c-BCR oraz
c-Abl [60-61].

W chromosomie 22 peknigcia nastepujg wewnatrz
introndw genu BCR, gtéwnie w trzech regionach:
M-bcr, m-ber i p-ber [66-68]. W regionie M-bcr pek-
niecia majg miejsce w obszarze o dtugosci 5,8 kpz,
obejmujgcym 5 eksondéw el12-e16 (bl-b5) i wyste-
puja zazwyczaj pomiedzy eksonami el3 (b2) i el4

Chromosom 22

m-bcr M-bcr u-bcr
< | < >
c-BCR
Chromosom 9
HI— H a3—all C-ABL

ela2

B 23211

el1a3

EKSONY

INTRONY

a2-all

b2a2/b3a3 1T . I
[PEk Ml et 2| < a3-att |

B TR P185-190 BCR/ABL

It

P230 BCR/ABL

P210 BCR/ABL

P203 BCR/ABL

P180 BCR/ABL

t punkty ztaman w ALL

t punkty ztaman w CML

Ryc. 2. Molekularne konsekwencje translokacji t(9q+;22q-) prowadzacej do powstania chromosomu Filadelfia. Lokalizacja punktoéw peknie¢ w chro-
mosomach 22 i 9 oraz gtdwne mRNA biatek fuzyjnych wystepujacych w biataczkach cztowieka (na podstawie [8, 15, 17, 18, 19])

Region chromosomu 9, w ktérym nastepuja pek-
niecia prowadzace do powstania chromosomu Fila-
delfia obejmuje obszar ponad 200 kpz. Najczesciej
pekniecia wystepuja w pierwszym eksonie od konca
5’genu c-ABL, co powoduje, ze translokacji do chro-
mosomu 22 ulega prawie caly ten gen (eksony
a2-al 1), a wycieciu ulegajg eksony la i Ib [59, 62].
Ekson 2 odgrywa kluczowa role w sktadaniu
BCR/ABL [63]. Pekniecia pomiedzy eksonami bl i
al powoduja translokacje dtuzszego fragmentu ABL
(al-all), a wycieciu ulega tylko wewnetrzny ekson
bl [62]. W chromosomie 9 stwierdza sie réwniez
zwiekszong czesto$¢ peknieé w intronie przedzie-
lajacym eksony a2 i a3. Wowczas translokacji ulega
krotszy region a3-all [64, 65].
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(b3) lub el4 (b3) iel5 (b4) [59, 64]. Gdy fragmenty
BCR ulegajg fuzji z eksonami a2-all ABL, podczas
transkrypcji powstaje hybrydowy mRNA b2a2/b3a2,
zawierajacy 8,5 kz z sekwencjg pochodzacg z BCR
na koncu 57 i sekwencja z ABL na koncu 3’ [31, 62].
Biatko BCR/ABL o0 masie 210 kDa, (P210), zawiera
902 lub 927 aminokwasoéw kodowanych przez gen
BCR oraz 426 aminokwaséw kodowanych przez gen
ABL [59, 69]. Ekspresje P210 stwierdza sie u wiek-
szos$ci pacjentow z CML oraz u okoto potowy ALL z
Ph [31]. W kilku przypadkach ALL Ph+iCML obser-
wowano ekspresje biatka 203 kDa (P203) z tran-
skryptu b2a3/b3a3 BCR/ABL [64, 65].

W ponad 75% przypadkéw ALL i nielicznych
przypadkach CML Ph+, ekspresja genu fuzyjnego
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BCR/ABL prowadzi do syntezy mniejszego biatka o
masie 185-190 kDa, P185-190 [17, 48]. W genie
BCR miejsca peknie¢ znajdujg sie w regionie m-bcr,
pomiedzy dwoma pierwszymi eksonami el ie2 [62,
64]. W wyniku potgczenia eksondéw a2-all genu
ABL z eksonem el genu BCR powstaje mRNA
BCR/ABL liczacy 7,5 kz [62]. Ze wzgledu na alterna-
tywne sktadanie biatko P 185-190 moze wystepowac
razem z biatkiem P210 [70]. W ALL Ph+mozna ob-
serwowac takze ekspresje biatka o masie 180 kDa,
bedgcego produktem translacji ela3 mRNA, po-
wstajgcego w wyniku potgczenia eksonu el BCR
i eksondéw a3-all ABL [64, 65]. Geny fuzyjne
BCR/ABL z miejscem pekniecia w obszarze p-bcr
pomiedzy eksonami e19 i e20 genu BCR rzadko to-
warzyszg CML. Potaczenie eksonéw el-e19 BCR z
obszarem a2-all ABL prowadzi do powstania tran-
skryptu c3a2 mRNA, ulegajacego translacji na
biatko o masie 230 kDa [65, 71, 72],

tywnos$¢ przypisuje sie biatku P | 85 B CR/ABL [32,73].
0 ile biatko c-ABL wystepuje zarowno w jgdrze jak
lcytoplazmie, to biatka fuzyjne BCR/ABL wykry-
wane sgniemal wytacznie w cytoplazmie [25]. Taka
lokalizacja BCR/ABL moze mie¢ udziat w onko-
gennej aktywnos$ci genu BCR/ABL, na ktorg
wptywac takze mogg zwiekszona aktywnos$¢ kodo-
wanego przez niego enzymu i zdolno$¢é BCR/ABL
do fosforylacji substratbw nie rozpoznawanych
przez c-Abl [74-76].

V. RolaBCR/ABL w procesach komdérkowych

BCR/ABL uczestniczy w aktywacji wewnatrzko-
morkowych kaskad przesytania sygnatow w szla-
kach: RAS [77-79], JAK/STAT [80-83] oraz kinazy
PI3K [84-85] (Ryc. 3). Proliferacja komérek
BCR/ABL+wymaga aktywnosci kinazy fosfatydylo-
inozytolu PI3K [86, 87], jednakze to BCR/ABL two-

Ryc. 3. Niektore formy aktywnosci BCR/ABL w komorce. Kolorem czarnym zaznaczono biatka w postaci nieaktywnej, kolorem biatym - biatka ad-
aptorowe. Szczeg6towy opis proceséw przedstawionych na rycinie umieszczono w tek$cie (na podstawie [84])

Tak wiec ekspresja genu fuzyjnego BCR/ABL, w
zaleznosci od miejsca pekniecia w BCR i ABL, po-
woduje synteze kilku biatek: P 180, P185-190,
P203, P210 lub P230, zwigzanych z r6znymi posta-
ciami biataczek u ludzi. Wszystkie biatka fuzyjne
wykazujg kilkakrotnie wyzszg aktywnos$¢ kinaz ty-
rozynowych niz biatko P145°*®" Najwyzsza ak-
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rzy multimeryczny kompleks z biatkami adaptoro-
wymi CBL, CRK oraz CRKL, uczestniczagcymi w ak-
tywacji kinazy PI3K [88]. Przekaznikiem w kaska-
dzie PI3K jest kinaza serynowo-treoninowa AKT,
ktorej substratem jest biatko proapoptotyczne BAD
— stwarza to mozliwos$¢ udziatu BCR/ABL w regula-
cji apoptozy [89-92].
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Wzrost komoérek hematopoetycznych kontrolujg
cytokiny, ktoérych receptory przekazujg sygnat po-
przez aktywacje kinaz cytoplazmatycznych JAK,
fosforylujacych i aktywujgcych czynniki transkryp-
cyjne z rodziny STAT. W komoérkach BCR/ABL+ma
miejsce stata aktywacja szlaku JAK/STAT. Moze by¢
ona spowodowana niezalezng od JAK fosforylacja
STATS5, wykazujgcego aktywno$é antyapoptotyczng
w obecnosci BCR/ABL [48, 81, 93, 94], W odroz-
nieniu do naturalnych mechanizmoéw aktywacji szla-
ku JAK/STAT, BCR/ABL moze bezposrednio
wptywaé na czynniki STAT1 i STATS5, bez uprzed-
niej fosforylacji kinaz JAK. W konsekwencji, eks-
presja genu BCR/ABL uniezaleznia komorki od czyn-
nikdw wzrostu. Proces ten moze by¢ takze zalezny
od biatka RAS, bedgcego produktem protoonkogenu
RAS [95, 96]. W aktywacji RAS biorg udziat biatka
adaptorowe GRB-2, SHC i CRKL. GRB-2 razem z
biatkami SOS stabilizuje RAS wjego formie aktyw-
nej, co pozwala na przytaczenie GTP. Biatka GRB-2,
SHC oraz CRKL sg substratami BCR/ABL
biorgcego udziat w aktywacji RAS  [48].
Wspotdziatanie BCR/ABL i RAS moze prowadzié
do aktywacji kinazy RAF-1, inicjujgcej kaskade sy-
gnatéw regulujacych transkrypcje i apoptoze [84].

Nadekspresja onkogenu MYC towarzyszy wielu
nowotworom u ludzi, takze biataczkom. BCR/ABL
moze aktywowaé protoonkogen c¢c-MYC, jednakze
mechanizm tego procesu nie zostat jeszcze poznany
[99-101], Biatko MYC pochodzi z rodziny czynni-
kéw transkrypcyjnych, do ktérej nalezg réwniez
biatka JUN i FOS, a heterodimer JUN/FOS ma
wihasciwosci plejotropowego aktywatora transkryp-
cji. BCR/ABL moze fosforylowa¢ JUN, przyczy-
niajac sie do ekspresji MYC [102].

BCR/ABL moze stymulowaé proliferacje komé-
rek, jednakze aktywno$¢ ta moze by¢ hamowana
przez biatko P27. Biatko to jest inhibitorem zale-
znych od cyklin kinaz i odgrywa kluczowag role w re-
gulacji wzrostu komorek hematopoetycznych. Taki
charakter dziatania BCR/ABL moze wynikaé z jed-
noczesnej aktywacji cyklu komoérkowego i zale-
znych od cyklin kinaz przez oddziatywanie z czynni-
kami hamujacymi cykl komdérkowy [103]. Stymula-
cja proliferacji komorek przez BCR/ABL moze sie
odbywaé¢ z wykorzystaniem szlakéw dziatania czyn-
nikéw wzrostu: BCR/ABL moze oddziatywa¢ z pod-
jednostka Bc receptora interleukiny-3 (IL-3) oraz
miedzybtonowym receptorem kinaz tyrozynowych,
KIT. Fosfoproteina Dok-1 (P26DOK2), biorgca udziat
w przesytaniu sygnatu z receptora KIT, moze two-
rzy¢ kompleks z CRKL, RAS-GAP i BCR/ABL [84].
BCR/ABL moze takze fosforylowa¢ i aktywowac
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fosfolipaze Cy (PLCa), fosfataze inozytolowg
SHIP-2, biatka VAV i FAK, kinazy ERK i SRC
[104-110] (Tabela 1).

Komérki BCR/ABL+charakteryzujg sie obnizong
zdolnosciag adhezji. Poniewaz adhezja hamuje proli-
feracje, to ta wtasciwosé komorek BCR/ABL+moze
mie¢ znaczenie dla ich zwiekszonej aktywnosci pro-
liferacyjnej, majacej kluczowe znaczenie w progresji
nowotworow [111, 112]. Zdolnos$ci adhezyjne komo-
rek BCR/ABL+mogg zosta¢ zwiekszone przez inter-
feron-a (IFN-a), ktory jest stosowany w terapii CML
[113].

V-I. Stymulowana przez BCR/ABL naprawa DNA

Kluczowg role u cztowieka w procesie naprawy
rekombinacyjnej odgrywa biatko RAD51, biorgce
takze udziat w innych systemach naprawy DNA
[114-120]. RAD51 moze oddziatywac z produktami
genow supresorowych P53, BRCA1l i BRCA2 [120,
122]. Biatka rodziny RAD51 moga takze bezposred-
nio kontrolowaé wzrost komorek [123].

Uszkodzenia DNA w komérce moga powodowac
aktywacje biatka c-ABL, ktére moze fosforylow¢
Tyr¥ biatka RAD51 [84, 124, 125], Fosforylacja
RADS51 stymuluje jego wigzanie z RAD52 itworze-
nie kompleksu rekombinacyjnego RAD52/RAD51/
RPA [126]. RAD51 moze by¢ takze fosforylowany
przez zalezng od DNA kinaze biatkowag, DNA-PK,
biorgcg udziat w naprawie przez rekombinacje nie-
homologiczng [127]. BCR/ABL moze bezposrednio
aktywowa¢ RAD51 [23, 57, 128] (Ryc. 4). Wzrost
aktywnosci RAD51 w komérkach BCR/ABL+moze
by¢ wynikiem stymulowanej przez BCR/ABL trans-
aktywacji promotora genu RAD51 przy udziale czyn-
nika transkrypcyjnego STAT5 [58].

Naprawa przez rekombinacje homologiczng z
udziatem RAD51odgrywa gtdowna role w usuwaniu
dwuniciowych peknie¢ DNA, ktore, gdy nie sg na-
prawiane, moga prowadzi¢ do Smierci komorki.
BCR/ABL, poprzez oddziatywanie z RAD51, moze
powodowaé zwiekszenie efektywnosci naprawy
peknie¢ dwuniciowych DNA. Takie uszkodzenia sg
wywotywane przez wiele lekéw przeciwnowotwo-
rowych oraz promieniowanie jonizujace stosowane
w celach terapeutycznych, a ich efektywniejsza na-
prawa w komdrkach BCR/ABL+ moze indukowa¢
oporno$¢ tych komérek na promieniowanie i cyto-
statyki [129]. BCR/ABL moze stymulowac naprawe
DNA w komdrkach poddanych dziataniu lekéw
przeciwnowotworowych: cisplatyny, mitomycyny
C oraz promieniowania y; w komorkach tych naste-
powa¢ moze wyrazny wzrost poziomu ekspresji
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RADS1 [128, 130]. Dane te sugerujg, ze zalezna od
RAD51 naprawa przez rekombinacje homolo-
giczng, jest jednym z mechanizmdw biorgcych
udziat w indukcji opornosci komoérek BCR/ABL+na
leki i promieniowanie [128]. BCR/ABL moze takze
indukowa¢ lekooporno$¢ poprzez inne mechani-
zmy: blokowanie cyklu komoérkowego w fazie
G2/M czy prowadzace do blokowania apoptozy sty-

Tabela 1

Substraty BCR/ABL3

moga mie¢ zwigzek z powstawaniem chromosomu
Filadelfia, bedacego jednym z wyznacznikébw CML
[139].

BCR/ABL moze bra¢ udziat w regulacji ekspresji
P53, wptywajgc na procesy zwigzane z indukcjg apo-
ptozy oraz przejSciowym blokowaniem cyklu ko-
morkowego przed wyjsciem z fazy G1 (Ryc. 4). Eks-
presji BCR/ABL moze towarzyszy¢ obnizenie

GTPaza aktywujaca biatko RAS
Biatko strukturalne (cytoszkielet/btona komérkowa)
Biatko strukturalne (cytoszkielet/btona komérkowa)

Biatko strukturalne (cytoszkielet/btona komérkowa)

Substrat Funkcja

CBL Biatko adaptorowe
Grb-2 Biatko adaptorowe
CRKL Biatko adaptorowe
CRK Biatko adaptorowe
SHC Biatko adaptorowe
Ras-GAP

Paksylina

Talina

FAK

PLC-(

P13K podjcdnostka p85

Fosfolipaza fosfatydyloinozytolowa
Kinaza serynowo-treoninowa
Réznicowanie komdrek hematopoetycznych

Ro6znicowanie komérek mieloidalnych

VAV

FES

STAT1/STATS Czynnik transkrypcyjny
P62DOK Biatko adaptorowe

3na podstawie [84]

mulowanie hamowania aktywnos$ci kaspazy 3 przez
biatka z rodziny BCL-2 (Ryc. 4) [111, 128, 131,
132]. Do opornosci komérek BCR/ABL+na promie-
niowanie i cytostatyki moze tez przyczyniac sie
zwiekszona efektywno$¢ naprawy uszkodzen DNA
przez rekombinacje niehomologiczng. Zachodzi
ona wskutek bezposredniego oddziatywania BCR/
ABL z kinazg DNA-PK, majaca kluczowe znacze-
nie dla tego rodzaju naprawy [133].

V-2. Oddziatywanie BCR/ABL z genem supresoro-
wym P53

Mutacje P53 towarzyszg wielu nowotworom
ztosliwym, jednakze w biataczkach ich czesto$¢ jest
stosunkowo niska w poréwnaniu z innymi nowotwo-
rami [134, 135]. Wyjatkiem jest CML, gdzie mutacje
wykrywa sie u okoto 30% pacjentéw w fazie ostrej
choroby [136-138]. Sugeruje to, ze mutacje P53
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wewnatrzkomdrkowego poziomu P53, co sugeruje
udziat BCR/ABL w hamowaniu aktywnosci P53
[140], Mechanizm tego procesu nie jest znany, jed-
nak w odpowiedzi na uszkodzenia DNA prawidtowe
biatko c-ABL moze by¢ aktywowane przez biatko
ATM. Jest ono produktem zmutowanego genu AT
(ang. ataxia teleangiectasia) i tworzy kompleks z
P53. Wigzanie P53 poprzedza fosforylacja Ser4th
c-ABL przez ATM [100]. By¢ moze podobny proces
zachodzi takze w odniesieniu do domeny ABL biatka
BCR/ABL. Na hamowanie aktywnosci P53 przez
BCR/ABL wskazuja takze wyniki doswiadczen prze-
prowadzonych na myszach z wytgczonym genem
P53, u ktorych stwierdzono podwyzszong zdolnosé
do proliferacji i zmniejszong podatno$¢ na apoptoze
komdrek BCR/ABL+ [141-143]. Zatem hamowanie
aktywnosci P53 przez BCR/ABL moze by¢ elemen-
tem transformacji komdérek BCR/ABL+do stanu cha-
rakterystycznego dla ostrej fazy biataczek.
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BCR/ABL

BCL-2/BCLX. BAD/BAX

Ryc. 4. Udziat RAD51iP53 w procesach komérkowych stymulowanych przez BCR/ABL. L ligand, R btonowy receptor komérkowy, BCL-2/BCLX1
biatka hamujace apoptoza, BAD/BAX biatka proapoptotyczne. Grubos$¢ strzatek odzwierciedla stopien aktywacji lub hamowania

V1. Rola BCR/ABL w regulacji apoptozy

Jak juz wspominano, ekspresji genu BCR/ABL
moze towarzyszy¢ hamowanie apoptozy [144-151]
(Ryc. 4). Uszkodzenia DNA w komdrkach
BCR/ABL+ wywotujg aktywacje szlaku RAS pro-
wadzgcego do zwiekszenia tempa proliferacji i blo-
kowania apoptozy [111, 129], BCR/ABL moze ha-
mowac apoptoze poprzez blokowanie uwalniania cy-
tochromu C z mitochondriéw; cytochrom moze sie
taczy¢ z biatkiem APAF-1 oraz proenzymem kaspa-
zy-9 [131, 132]. Utworzenie takiego kompleksu pro-
wadzi do aktywacji kaspazy-9, uruchomienia kaska-
dy innych kaspaz i apoptozy. Biatka z rodziny BCL,
w tym inhibitory apoptozy: BCL-2, BCLXI, BCL-W
oraz promotory apoptozy: BAD, BAK, BAX mogg
funkcjonowac jako integratory na drodze przekazy-
wania sygnatu apoptozy [152, 153]. Biatka BAX i
BAK wraz z biatkami VDAC (biatka napieciowo-za-
leznych kanatéw anionowych) tworzg duze kanatly
btonowe, przez ktére przedostajg sie czgsteczki cyto-
chromu C z mitochondrium do cytoplazmy.
BCR/ABL moze takze hamowaé apoptoze przez
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zmiane aktywnos$ci gendéw nalezgcych do rodziny
BCL: BCLX1iBCL-2 [89, 154-157]. Oddziatywa-
niu BCR/ABL z BCL-2 towarzyszy¢é moze aktywa-
cja szlakow RAS lub kinazy PI3K [158]. BCR/ABL
moze hamowac¢ apoptoze réwniez przez fosforylacje
proapoptotycznego biatka BAD przy udziale RAS
[159-162]. Fosforylowane biatko BAD tworzy kom-
pleks z biatkami frakcji cytoplazmatycznej z rodziny
14-3-3 i w takim stanie jest nieaktywne [92],
BCR/ABL moze blokowaé¢ uwalnianie cytochromu
C z mitochondriow i aktywacje kaspazy 3, hamujac

proapoptotyczng aktywno$¢ BAD [132, 154,
155, 163].
VIl. Uwagi kohcowe

Odkrycie chromosomu Filadelfia i poznanie

mechanizméw translokacji t(9q+;22qg-) stworzyto
nowe perspektywy molekularnej analizy biataczek.
Identyfikacja sekwencji regionéw peknieé¢ w chro-
mosomach biorgcych udziat w powstawaniu Ph
otwiera nowe mozliwosci prowadzenia badan nad
jego znaczeniem biologicznym i rozwojem nowych
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strategii diagnozowania oraz terapii. Okreslono role
Ph i genu fuzyjnego BCR/ABL w patogenezie
biataczek. BCR/ABL moze bra¢ udziat w transfor-
macji nowotworowej komdrek hematopoetycznych
przez zwiekszenie tempa proliferacji, zaburzenie ad-
hezji, hamowanie apoptozy, aktywacje biatek MAP,
aktywacje protoonkogenéw C-MYC i BCL-2, od-
dziatywanie z genami supresorowymi i aktywacje
gendéw, ktorych produkty uczestniczag w naprawie
DNA.

Znajomo$¢ molekularnych podstaw translokacji
Ph stwarza nowe perspektywy w leczeniu biataczek.
Ekspresja BCR/ABL moze byé hamowana na etapie
transkrypcji przez uzycie antysensowych cDNA lub
RNA. Zastosowanie specyficznych inhibitoréow Kki-
naz tyrozynowych pozwala na hamowanie aktywno-
§ci BCR/ABL, w szczego6lnosci jego dziatania anty-
apoptycznego, wynikajgcego ze zdolnosci do fosfo-
rylacji biatek regulujgcych apoptoze. Pomimo obie-
cujacych efektow terapii genowej z zastosowaniem
strategii antysensowej, inhibitory kinaz tyrozyno-
wych wzbudzajg najwieksze nadzieje. W 1998 roku
wprowadzono do zastosowania klinicznego zwigzek
0 nazwie STI571, hamujgcy aktywno$¢ BCR/ABL,
poprzez blokowanie jego domeny ATP, niezbednej
dla aktywnosci kinazy BCR/ABL [164], STI571 jest
obecnie stosowany w leczeniu ALL i CML, w
ktérych stwierdza sie translokacje Ph [165].

Artykut otrzymano 13 wrze$nia 2001
Zaakceptowano do druku 11 kwietnia 2002
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Zagadka histonu HI

The histone HI mystery
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VI

I. Wstep

Histon HI jest biatkiem wystepujgcym w duzej
ilosci w jadrach komdrkowych praktycznie wszyst-
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kich organizméw eukariotycznych. Dlatego pytanie
ojego funkcje od wielu lat przycigga uwage badaczy.
Pomimo to rola histonu HI pozostaje do dzisiaj za-
gadkowa. W artykule tym przedstawiam aktualny
stan wiedzy na temat funkcji histonu HI ukazujgcy
gteboka sprzecznosé miedzy danymi pochodzacymi
z réznych podejs¢ badawczych oraz proponuje dwa
hipotetyczne wyjasnienia roli histonu HI wraz ze
sposobami ich weryfikacji.
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Il. Chromatyna uczestniczy w regulacji eks-
presji genow

DNA w jadrach komoérkowych organizmow euka-
riotycznych pozostaje stale zwigzany z biatkami,
tworzgc chromatyne. Odkrycie niespetna 30 lat temu
podstawowej, nukleosomowej struktury chromatyny
zapoczatkowato intensywne badania nad rolg organi-
zacji strukturalnej materiatu genetycznego.
Poczatkowo przypuszczano, ze potgczenie DNA z
biatkami jest statyczne i ma znaczenie wytacznie
strukturalne. Z czasem okazato sie, ze poglad ten byt
btedny [1]. Organizacja chromatyny ma istotne zna-
czenie dla regulacji procesdw takich jak replikacja
[2], rekombinacja [3], naprawa DNA [4], a przede
wszystkim transkrypcja. Wydaje sie, ze struktura
chromatyny jest waznym czynnikiem w regulacji
ekspresji gendw, a przez to w regulacji r6znicowania
i rozwoju oraz odpowiedzi organizmdéw na warunki
Srodowiska [5-9].

DNA nawiniety jest na rdzenie utworzone z o$miu
czasteczek histonow, po dwie czasteczki kazdego ro-
dzaju: H2A, H2B, H3 i H4. Sg to tak zwane histony
rdzeniowe. Podjednostka zbudowana z rdzenia histo-
nowego wraz z niemal dwukrotnie owinietym wokot
niego odcinkiem DNA o dtugosci okoto 150 par za-
sad zostata nazwana nukleosomem. Sasiadujgce nu-
kleosomy potaczone sg odcinkiem DNA (tak zwa-
nym #gcznikiem) o diugosci kilkudziesieciu par za-
sad [1] (Ryc. 1).

DNA

Ryc. 1. Struktura nukleosomowa chromatyny.

Uwaza sie, ze struktura nukleosomowa w swoim
podstawowym stanie stanowi zawade steryczna, kto6-
ra uniemozliwia lub silnie utrudnia wigzanie innych
biatek z DNA. Tam gdzie niemozliwy jest dostep
biatek do DNA, niemozliwe staje sie zachodzenie
proceséw zwigzanych z DNA, przede wszystkim
transkrypcji. Wykazano, ze struktura chromatyny
ulega zmianom oraz opisano mechanizmy jag modyfi-
kujace, regulujace przez to procesy zalezne od DNA
[1]. Najistotniejsze z nich to: aktywne, zalezne od
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hydrolizy ATP, przesuwanie nukleosoméw i zmiany
oddziatywan histony-DNA [6, 10, 11], acetylacja,
metylacja i inne modyfikacje histondw rdzeniowych
[7, 12], a takze metylacja DNA [13].

I1l. Powszechno$é wystepowania i rola
strukturalna sugerujg istotng role
histonu HI

I11-1. Histon HI wystepuje u wszystkich grzybow,
roslin i zwierzat

Histon HI, zwany réwniez histonem taczniko-
wym, wystepuje u praktycznie wszystkich grzybow,
roslin oraz zwierzat [14, 15] i pozostaje zwigzany z
wiekszoscig nukleosoméw w jadrze komdrkowym
[1], U roslin i zwierzat z reguty wystepujg liczne nie-
alleliczne warianty histonu HI rb6znigce sie nie-
znacznie sekwencjg aminokwasowg [14, 16].

Histon HI jest biatkiem silnie zasadowym, boga-
tym w aminokwasy lizyne i argining. Ma budowe
trojczesciowyq. Sktada sie z centralnej domeny globu-
larnej oraz krotkiej domeny N-koncowej i dtuzszej
C-koncowej (Ryc. 2). Domeny koAcowe sg stabo

N-koricowa Globularna C-koncowa

— >

50 aa

Ryc. 2. Histon H 1sk}ada sie z trzech domen: N-koncowej, globulamej i
C-koricowej.

ustrukturalizowane i stabo konserwowane ewolucyj-
nie. Domena globularna jest za to silnie konserwo-
wana ewolucyjnie i przyjmuje dobrze okre$long
strukture trzeciorzedowg [14, 17] (Ryc. 3).

111-2. Histon HI ulokowany jest w krytycznym
miejscu na nukleosomie

Histon HI zajmuje w strukturze nukleosomowej
miejsce odmienne niz histony rdzeniowe, przytacza
sie bowiem do nukleosomu od zewngatrz [1]. Podczas
gdy szczegdétowa budowa samego nukleosomu zo-
stata poznana dzieki zastosowaniu metod krystalo-
graficznych [18] (Ryc. 4a), lokalizacja histonu HI
pozostaje przedmiotem kontrowersji. Za najbardziej
prawdopodobne uwaza sie utozenie domeny globu-
larnej w miejscu, gdzie DNA wchodzi i schodzi z nu-
kleosomu pomiedzy nicig wchodzacg a przebie-
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Ryc. 3. Struktura krystalograficzna domeny globulamej histonu HI
wedtug [17].

gajaca przez Srodek nukleosomu [14, 19, 20]
(Ryc. 4b). Domena C-koincowa moze wtedy od-
dziatywa¢ z DNA taczacym nukleosomy. Taka loka-
lizacja histonu HI sugeruje jego bardzo istotng funk-
cje. Spina on bowiem i stabilizuje strukture nukle-
osomu od zewnatrz.

Wykazano, ze funkcja strukturalna histonu HI nie
ogranicza sie do budowania nukleosomu. Bierze on

t‘ Rdzen x

histonowy

udziat w organizowaniu wyzszego rzedu struktur
chromatyny, czyli tak zwanego witdkna 30 nm [14,
21-23]. Wyraznie widoczng strukture ponadnukle-
osomowa przyjmujg obszary chromatyny nieaktyw-
nej transkrypcyjnie [23]. A zatem histon HI moze
utrudniaé¢ dostep do DNA co najmniej na dwa sposo-
by: stabilizujgc strukture nukleosomu oraz biorac
udziat w organizacji struktury ponadnukleosomowej
chromatyny. To witasnie dlatego uznano histon HI za
biatko o kluczowym znaczeniu dla hamowania eks-
presji gendw, najprawdopodobniej niezbedne do zy-
cia komdrek i organizmow.

IV. Brak histonu HI nie wptywa na
zywotno$¢ organizmow

IV-1. Tetrahymena termophila

Réwnolegle do badani nad rolg histonu H 1w struk-
turze nukleosomowej, w miare pojawiajgcych sie no-
wych mozliwosci metodycznych prowadzono bada-
nia funkcjonalne. Pierwsze doSwiadczenia przepro-
wadzono na orzesku Tetrahymena thermophila. Ku
wielkiemu zaskoczeniu szczep T thermophila po-
zbawiony catkowicie biatka uznanego za histon HI
nie wykazywat zadnych istotnych zaburzen [24], Za-
obserwowano co prawda niewielkie zmiany w struk-
turze jadra komérkowego oraz drobne zmiany w eks-
presji gendw, jednak wzrost komorek byt catkowicie
normalny. Réwniez ogdlna ekspresja genow nie byta
zaburzona [24, 25]. Wyniki te pozwolity po raz
pierwszy zakwestionowac teze, jakoby histon HI byt
niezbedny do funkcjonowania organizmdéw. Badania
te mialy jednak pewien staby punkt. Ot6z biatko

Rdzen
histonowy

Ryc. 4. Struktura krystalograficzna nukleosomu wedtug [18] (a), umiejscowienie histonu HI na nukleosomie wedtug [19] (b).
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uznane przez autoréw za histon HI jest w rzeczywi-
stos$ci podobne jedynie do C-koncowej domeny kla-
sycznych histonéw HI wyzszych eukariontéw, przy
czym podobieAstwo to dotyczy wytgcznie skiadu
aminokwasowego. Brak domeny globularnej pozwa-
la watpié, czy biatko to jest w rzeczywistos$ci histo-
nem HI iczy T. thermophila i pozostate orzeski w
ogo6le majg histon HI.

IV-2. Komoérki kregowcow in vitro

Nastepny cykl badan funkcjonalnych posSwieco-
nych roli histonu HI przeprowadzono na hodowa-
nych in vitro komdérkach kregowcdw. Otrzymano li-
nie komorkowe z podwyzszonym [26] lub obnizo-
nym [27, 28] poziomem wybranych wariantéw histo-
nu HI. Wyniki byty podobne do opisanych wyzej:
drobne zmiany nie wptywajgce na zywotnosé komo-
rek. Za pomocga elektroforezy dwuwymiarowej wy-
kazano pewne zmiany w ekspresji genéw. W komor-
kach pozbawionych wybranych wariantéw histonu
HI1 zaburzenia w ekspresji genow byty obecne, doty-
czyty jednak tylko bardzo niewielkiej liczby genow
[27]. Ugruntowato to teze, ze histon H 1nie petni klu-
czowej roli w podstawowych procesach zyciowych,
a co najwyzej jaka$ funkcje ograniczong i specy-
ficzng. Niestety réwniez te badania miaty swéj staby
punkt. Nadekspresji lub wytaczeniu okre$lonego wa-
riantu histonu HI towarzyszyt efekt kompensacyjny
czyli zawarto$é pozostatych wariantow odpowiednio
spadata lub wzrastata. Sumaryczna zawarto$¢ histo-
nu HI zmieniata sie najwyzej o 50 procent.

1V-3. Grzyby

Aby oming¢ problem kompensacji siegnieto po
organizmy majace tylko jeden gen histonu H1- grzy-
by. Trzem niezaleznym grupom badawczym udato
sie uzyskac szczepy trzech réznych gatunkéw grzy-
béw pozbawione histonu HI. Pomimo wnikliwych
analiz fenotypowych nie znaleziono zadnych niepra-
widtowos$ci w drozdzach Saccharomyces cerevisiae
[29] ani w Aspergillus nidulans [30]. W Ascobolus
immersus zaobserwowano pewne nieprawidtowosci,
podstawowy wzrost nie byt jednak zaktécony [31].
Wydaje sie zatem, ze histon HI nie jest niezbedny do
zachodzenia podstawowych proceséw zyciowych na
poziomie komdrkowym. Funkcjajego moze by¢ bar-
dziej subtelna niz sgdzono i moze dotyczyé raczej
funkcjonowania organizmu jako catosci. Kwestie te
rozstrzygng¢ mogty tylko badania na organizmach
wielokomorkowych.

170

IV-4. Zwierzeta

Podjeto proby zbadania funkcji histonu HI u
zwierzat. Pierwsza byto pokazanie, ze w poczatko-
wym etapie rozwoju w zarodku Drosophila nie ma hi-
stonu HI [32]. Pézniej rozpoczeto serie eksperymen-
tow na myszach, majacych na celu wytaczenie kolej-
nych wariantow histonu HI. Opublikowane dotych-
czas dane potwierdzajg brak jakichkolwiek zaburzen
spowodowanych przez usuniecie czesci wariantéw hi-
stonu HI [33]. Udato sie za to znalez¢ interesujaca,
cho¢ bardzo specyficzng funkcje histonu HI we wcze-
snym rozwoju zarodkowym ptaza Xenopus laevis.
Wykazano, ze wymiana wariantéw histonu H 1 powo-
duje istotng w rozwoju utrate zdolnosci komorek do
réznicowania w tkanke mezodermalng [34],

1V-5. Rosliny

Do badania funkcji histonu Hl wykorzystano row-
niez rosliny. Pierwszym znaczgcym rezultatem byto
uzyskanie roS$lin tytoniu z silnie podwyzszong za-
wartoscig histonu HI [35]. Nadmiar tego biatka nie
uposledzat zywotnosci roslin, obserwowane zabu-
rzenia byty niewielkie. Podobnie jak u zwierzat, row-
niez w przypadku roslin zadna z dotychczas przepro-
wadzonych préb wytgczenia histonu HI nie
przetamata mechanizmu kompensacji. Zmiany pro-
porcji wariantéw histonu HI w tytoniu nie zaburzyty
zywotnos$ci roslin, a obserwowane defekty byty
ograniczone i specyficzne [36, 37]. Dotychczas do-
stepne dane z eksperymentéw na organizmach wielo-
komérkowych potwierdzajg zatem wcze$niej wysnu-
te wnioski. Histon HI nie jest niezbedny dla przezy-
cia. Jego rolajest raczej ograniczona i dotyczy tylko
wybranych procesow [14].

V. Sprzeczno$¢ miedzy danymi strukturalny-
mi a funkcjonalnymi

Jak zatem pogodzi¢ wnioski ptynace z rdznych
podejs¢ eksperymentalnych? Z jednej strony po-
wszechno$¢ wystepowania, istotne miejsce w struk-
turze nukleosomowej i rola w tworzeniu wyzszego
rzedu struktur chromatyny. Z drugiej, brak powa-
zniejszych defektéw w organizmach pozbawionych
histonu HI lub z zaburzonymi proporcjami warian-
tow badz nadekspresjghistonu HI. Czy to mozliwe,
by biatko tak silnie konserwowane ewolucyjnie byto
jednoczes$nie zbedne dla przezycia? Czy biatko wy-
stepujace na powierzchni kazdego nukleosomu moze
nie petni¢ zadnej istotnej funkcji?
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V1. Pierwszym kluczem do zagadki histonu
HI jest redundancja

VI-1. Redundancja jest powszechna cechag uktadéw
biologicznych

Wydaje sie, ze pierwszym kluczem do rozwigza-
nia zagadki histonu HI jest redundancja mechani-
zmow biologicznych, czyli istnienie wiecej niz jed-
nego mechanizmu odpowiedzialnego za konkretng
funkcje. W razie uszkodzenia jednego mechanizmu
pozostate przejmujg jego role. Redundancja jest
jedng z podstawowych cech uktadéw biologicznych,
a jej najlepszym przyktadem jest istnienie dwoch
kopii wszystkich genéw w wiekszoSci organizmow
eukariotycznych.

VI-2. Mechanizmy dziatajace na poziomie chroma-
tyny tworzg sie¢ wzajemnych powigzan

R6zne procesy regulujace funkcjonowanie chro-
matyny sg ze sobg silnie powigzane ajednocze$nie
ich funkcje w duzym stopniu pokrywajg sie. Wykaza-
no, ze acetylacja histonéw rdzeniowych i przesuwa-
nie nukleosomow, mechanizmy uwazane za kluczo-
we dla aktywacji ekspresji genéw, sg od siebie zale-
zne [38]. Jednoczesne usuniecie acetylazy histono-
wej oraz czynnika przesuwajgcego nukleosomy
wywotuje efekt letalny, podczas gdy usuniecie tylko
jednego z nich nie zaburza zywotnosci [38, 39],
Oznacza to, ze ich funkcje musza przynajmniej cze-
Sciowo sie pokrywac.

Podobnie, trzy najistotniejsze mechanizmy odpo-
wiedzialne za hamowanie transkrypcji na poziomie
struktury chromatyny: metylacja lizyny 9 histonu
H3, deacetylacja histonéw rdzeniowych i metylacja
DNA sg od siebie nawzajem zalezne [12, 13, 40, 41].
Jednoczes$nie istniejg organizmy pozbawione jedne-
go lub nawet dwdéch z nich [13,41]. Pozostajagce me-
chanizmy przejmuja funkcje brakujacych, co Swiad-
czy o ich przynajmniej cze$ciowej redundancji.

Istnienie sieci mechanizmdw zaleznych od siebie i
rowniez czesciowo sie pokrywajgcych zapewnia nie-
zawodnos$¢ regulacji ekspresji genéw. Jednocze$nie
uszkodzenie jednego mechanizmu nie uniemozliwia
dziatania catego ukitadu.

VI1-3. Histon HI jest elementem sieci mechanizmoéw
chromatynowych

Skoro struktury i mechanizmy chromatynowe
tworzg sie¢ wzajemnych powigzan, czy histon HI
moze by¢ elementem tej sieci? Liczne dane wska-
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zuja, ze tak. Wykazano, ze obecnos$¢ histonu HI sil-
nie hamuje acetylacje histonow rdzeniowych [42].
Wydaje sie, ze histon HI ma podobny wptyw na
dziatanie czynnikéw przesuwajacych nukleosomy
[43]. Oba te procesy sguwazane za bardzo wazne dla
aktywacji ekspresji gendw. Zaobserwowano réwniez
zwigzek histonu HI z metylacja DNA. Z jednej stro-
ny jego obecno$¢ zapobiega nadmiernej metylacji
DNA [31], zdrugiej za$ histon HI jest odpowiedzial-
ny za kondensacje chromatyny w odpowiedzi na me-
tylacje DNA [22]. Nie bez znaczenia wydaje sie réw-
niez zdolno$¢ do oddziatywania histonu HI z
biatkami strukturalnymi odpowiedzialnymi za inak-
tywacjetranskrypcyjng obszaréw chromatyny [44].

VI1-4. Zasada redundancji ttumaczy sprzecznos¢
danych strukturalnych i funkcjonalnych

Wydaje sie zatem, ze histon HI rzeczywiscie jest
elementem sieci mechanizméw chromatynowych.
Dostepne dane wskazujg, ze powigzany jest raczej z
hamowaniem transkrypcji. Jest to zgodne z wnioska-
mi z badan strukturalnych, ktére sugeruja, ze histon
HI hamuje dostep do DNA przez stabilizowanie
struktury nukleosomu i skondensowanych struktur
chromatyny wyzszego rzedu. Jednoczes$nie jego
funkcja pokrywa sie w duzej mierze z innymi mecha-
nizmami, ktére moga kompensowac brak histonu HI
(Ryc. 5). Jest to zgodne z wynikami badan funkcjo-

Otwarty stan chromatyny

Mechanizm A

Mechanizm B

Mechanizm C
Histon H1

Zamkniety stan chromatyny

Ryc. 5. Redundancja mechanizméw chromatynowych odpowiedzial-
nych za hamowanie transkrypcji. Brak jednego mechanizmu
moze zosta¢ skompensowany przez pozostate.

nalnych, ktére pokazujg, ze jego brak nie zaburza
podstawowych proceséw zyciowych. Tak wiec spoj-
rzenie na role histonu HI uwzgledniajgce redundan-
cje procesow biologicznych zdaje sie wyjasnia¢ pa-
radoksalng sprzeczno$¢ miedzy danymi struktural-
nymi a funkcjonalnymi.
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VII. Drugim kluczem do zagadki histonu HI
jest jego dynamiczne zachowanie w
chromatynie

VI1I-1. Proceséw biologicznych nie nalezy rozumie¢
mechanistycznie

Drugim kluczem do rozwigzania zagadki histonu
HIl moze by¢ bardziej realistyczne rozumienie pro-
ceséw biochemicznych. Istnieje tendencja, aby pro-
cesy te rozpatrywa¢ w kategoriach mechanistycz-
nych. Czasteczki chemiczne czesto traktuje sie jak
tryby w maszynie, ich oddziatywanie jako popycha-
nie, a modyfikacje strukturalne jako przestawianie
elementéw. Tymczasem na poziomie molekularnym
rzadzi dynamika i prawa statystyczne. Aktualny stan
kazdego uktadu sprowadza sie zawsze do rownowagi
dynamicznej r6znych standéw przejsciowych.

VI1-2. Chromatyna jest uktadem dynamicznym

Klasyczne badania nad strukturg i funkcjg chro-
matyny interpretowane byty w kategoriach mechani-
stycznych. Wraz ze wzrostem wiedzy na ten temat,
podejscie to okazuje sie coraz mniej uzyteczne. Do-
brze ilustrujg to wyniki doswiadczen, w Kktorych
dwukrotnie zmniejszono gesto$¢ nukleosomow w
chromatynie drozdzy, a nastepnie analizowano eks-
presje wszystkich gendw [45]. Poniewaz organizacja
nukleosomowa postrzeganajestjako kluczowy czyn-

Forma
dominujgca

Formy rzadkie
om
-

W obecnosci
histonu H1

Bez histonu H1

Ryc. 6. Przytaczanie histonu HI moze zmienia¢ réwnowage dyna-
miczng miedzy ré6znymi stanami konformacyjnymi nukleoso-
mow przez stabilizowanie jednego stanu (po lewej). Bez histo-
nu H1moga spontanicznie powstawac stany o zmienionej kon-
formacji (po prawej).
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nik hamujacy transkrypcje, spodziewano sie ogdlne-
go wzrostu ekspresji gendéw. Wynik byt jednak za-
skakujacy. Ekspresja trzech czwartych ogélnej licz-
by genéw wcale sie nie zmienita, a sposrdod pozo-
statej jednej czwartej ekspresja potowy genow byta
podwyzszona, a potowy obnizona [45]. Okazuje sie
wiec, ze znaczenia struktury nukleosomowej dla eks-
presji genoéw i og6lnie dla zachodzenia procesow w
chromatynie nie mozna wyttumaczy¢ w kategoriach
czysto mechanistycznych.

Ostatnio zaproponowano, aby otwarty lub za-
mkniety (w odniesieniu do ekspresji gendéw) stan
chromatyny rozpatrywaé jako uktad w réwnowadze
dynamicznej. W takim rozumieniu nukleosom moze
przyjmowaé stany konformacyjne réznigce sie do-
stepnoscig do DNA (Ryc. 6). Stany te r6znig sie ener-
gig swobodna, a przejscie miedzy nimi moze wyma-
gac osiggniecia stanu posredniego o wysokiej energii
swobodnej [10, 46].

VII-3. Histon HI moze modyfikowa¢ wtasciwosci
dynamiczne chromatyny

Role histonu HI réwniez trudno jest wyjasni¢ w
kategoriach mechanistycznych. Nie dos¢, ze lokali-
zacja w krytycznym miejscu na nukleosomie nie
pocigga za sobg niezbednos$ci dla zachodzenia pod-
stawowych proceséw zyciowych, to ostatnie badania
wskazujg, ze histon HI jest biatkiem bardzo ruchli-
wym. Wykazano, ze czgsteczki histonu HI wyste-
puja w jadrze komdrkowym w stanie dynamicznej
rownowagi miedzy formg wolng a przytgczong do
nukleosomu [47]. Bardzo mozliwe zatem, ze histon
HI1 nie jest statycznym elementem zadnej struktury.
Mozna spekulowaé, ze jest on niezbedny dla utrzy-
mywania okreslonej réwnowagi miedzy ré6znymi sta-
nami konformacyjnymi nukleosomdéw. Moze on sta-
bilizowac pewien stan i tym samym przesuwac row-
nowage na jego korzys$¢ (Ryc. 6). Moze rdwniez
przez przytgczanie sie do nukleosoméw zwiekszaé
energie swobodng stanu przejsciowego miedzy sta-
nem otwartym a zamknietym chromatyny.

VI1-4. Dynamika ttumaczy sprzecznos$¢ danych
strukturalnych i funkcjonalnych

Przedstawiona wyzej interpretacja roli histonu HI
mogtaby wskazywac na jego niezwykle istotne zna-
czenie dla funkcjonowania organizmu. Stabilizujgc
jeden z mozliwych stanow konformacyjnych nukle-
osomdw, histon HI zapobiegatby nieuprawnionemu
samoistnemu przechodzeniu nukleosoméw w inny
stan (Ryc. 6). To z kolei redukowatoby nieupraw-
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niong ekspresje gendéw i tym samym zmniejszatoby
straty energetyczne wywotane niedoskonatoscig pro-
cesdw regulacyjnych oraz dawatoby przewage se-
lekcyjng organizmom posiadajgcym histon HI. W
ten spos6b zbednos¢ histonu HI dla przezycia orga-
nizmow staje sie mozliwa do wyjasnienia. By¢ moze
histon H 1nie jest potrzebny dla proceséw elementar-
nych, jest za to niezbedny dla uzyskania odpowied-
nio precyzyjnej regulacji ekspresji gendéw. Defekt
wywotany brakiem histonu H 1jest przez to niewielki
imoze ujawniac sie tylko w szczegdlnych warunkach
lub po dtugim okresie czasu.

Przyjecie, ze histon HI petni role czynnika mody-
fikujacego witasciwosci dynamiczne chromatyny,
pozwala wiec wyjasni¢ sprzeczno$¢ miedzy danymi
strukturalnymi a funkcjonalnymi.

VIIl. Jak rozwiktaé paradoks histonu HI?
VIII-1. Redundancja

Je$li paradoks histonu HI wynika z pokrywania
sie jego funkcji z funkcjami innych biatek chromaty-
nowych, kluczem do jego rozszyfrowania bedg wni-
kliwe badania funkcjonalne. Po pierwsze, konieczne
jest zbadanie wptywu catkowitego usuniecia histonu
H 1na funkcjonowanie organizmdw roslin i zwierzat.
Przypuszczalnie efekt catkowitej eliminacji histonu
H 1moze sie ujawni¢ dopiero w skomplikowanym or-
ganizmie eukariotycznym [48], Po drugie, konieczne
jest sprawdzenie, czy w organizmach pozbawionych
histonu HI nie sg zaburzone procesy chromatynowe
potencjalnie powigzane z histonem HI. Na uwage w
pierwszej kolejnosci zastugujg acetylacja i metylacja
histonéw rdzeniowych oraz metylacja DNA. Po trze-
cie wreszcie, nalezatoby sprawdzié¢ efekty jednocze-
snego wytgczenia histonu HI oraz biatek odpowie-
dzialnych za istotne procesy chromatynowe. Defekt
obserwowany w organizmie z podwojnym wytgcze-
niem histonu HI oraz wybranego innego biatka moze
by¢ duzo silniejszy niz suma defektow wynikajgcych
z pojedynczych wytaczen. Gdyby tak byto, sugero-
watoby to, ze obecnos$¢ histonu H 1jest istotna dla za-
chodzenia okreslonego procesu. W tym wypadku,
oprécz biatek odpowiedzialnych za modyfikacje hi-
stonéw rdzeniowych i metylacje DNA, na uwage
zastuguja tez czynniki przebudowujace chromatyne
oraz biatka strukturalne chromatyny.

VIII-2. Dynamika

Wyjasnienie paradoksu histonu HI w kategoriach
dynamiki chromatyny bedzie trudniejsze. Tutaj réw-
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niez kluczowe jest uzyskanie rosliny lub zwierzecia
catkowicie pozbawionego histonu HI, a nastepnie
ich wnikliwa analiza. Szczegd6lnie istothe moze by¢
sprawdzenie zachowania takich organizméw w wa-
runkach stresowych, a takze zbadanie koordynacji
ekspresji genéw w roznych tkankach i ré6znych wa-
runkach $rodowiska. Rozstrzygajace znaczenie
miatyby bezposrednie badania dynamiki struktur
chromatynowych przy braku histonu HI. Obecnie
mozliwe jest to wytgcznie in vitro [46], jednak nie-
wykluczone, ze wkrotce powstang techniki pozwa-
lajgce badaé to zjawisko bezposrednio w zywych or-
ganizmach.

IX. Podsumowanie

Od czasu poznania struktury nukleosomowej,
wiedza na temat mechanizméw rzadzacych chroma-
tyng ogromnie posuneta sie naprzéd. Histon HI po-
zostat ostatnim z gtownych sktadnikow chromatyny,
ktérego funkcja jest nieznana. Pojawiajgce sie obec-
nie nowe hipotezy na temat jego funkcji stwarzajg
nadzieje, ze juz wkroétce zagadka histonu HI zostanie
rozwigzana.
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Prion ffiSY] i1 jego wptyw na terminacje translacji u
drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Prion [P5Y] and its effect on termination of translation in
the yeast Saccharomyces cerevisiae
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1V-1. Rola domen Sup35 w indukcji [PSY]
IV-2. Inne priony wptywajace na indukcje [PS1]
IV-3. Biatka opiekuricze a [PSI]

V. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrotéw: Cox2 — hiatko podjednostki
oksydazy cytochromu c drozdzy S. cerevisiae; Hspl04, Hsp70,
Hsp40 — biatka opiekuncze, wptywajgce na tworzenie i propa-
gacje prionu [PS1] u drozdzy S. cerevisiae; Nam9 — biatko ry-
bosoméw mitochondrialnych u drozdzy S. cerevisiae; Newl,
Rngl — biatka, ktére tworzg priony u drozdzy; Pde2 — fosfo-
diesteraza CAMP u drozdzy S. cerevisiae; [PIN] — prion dro-
zdzowy, wptywajacy na indukcje [AST]; PrP — biatko komadrko-
we ssakdw, ktore ulega przemianie konformacyjnej tworzac
prion; [PSI] — prion drozdzowy, zagregowana forma biatka
Sup35; Sup35 — czynnik terminacji translacji (eRF3) u drozdzy
S. cerevisiae; Sup45 — czynnik terminacji translacji (eRFI) u
drozdzy S. cerevisiae\ Ure2 - represor katabolizmu zwigzkow
azotu u drozdzy S. cerevisiae\ [URE3] — prion drozdzowy, za-
gregowana forma biatka Ure2.

I. Wstep

Prion ssaczy byt poczatkowo opisany jako pato-
genne biatko, ktére powoduje neurodegeneracje i
$Smieré komdrki [1]. Obecnie terminem prion okres$la
sie niekonwencjonalny, zakazny czynnik powstajacy
w wyniku zmiany konformacji biatka komé6rkowego
PrP, ktore atakuje m6zg ssakow. Zmiana konformacji
PrP uwazana jest za proces autokatalityczny, gdyz

’Mgr, 2doc. dr hab, Zaktad Genetyki, Instytut Biochemii i Biofi-
zyki PAN, ul. Pawiniskiego 5a, 02-106 Warszawa, tel. 659 7072
w. 1312, email: magda@ibbrain.ibb.waw.pl
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IV-3. Chaperones and [PSY]

V. Summary

prion jest zdolny do przekazania swojej konformacji
na natywne czgsteczki biatka. Jest to reakcja tancu-
chowa, ktéra rozprzestrzenia sie w mézgu i powodu-
je degeneracje neurondw. Choroby wywotane przez
prion u ssakéw to: encefalopatia ggbczasta kréw
(choroba szalonych kréw, BSE), scrapie u owiec i
muflonow, a u cztowieka — zespdt Creutzfelda-Ja-
coba (CDJ), kuru, choroba Gertsmanna-Straussle-
ra-Scheinkera oraz $miertelna rodzinna bezsennos$¢
[2].

Priony, w szerszym sensie oznaczajg biatka ist-
niejace przynajmniej w dwoéch réznych alternatyw-
nych, stabilnych konformacjach. Priony zidentyfiko-
wano réwniez u grzybdw, a ich istnienie objawia sie
jako cechy fenotypowe, ktére dziedziczg sie nie-
zgodnie z prawami Mendla. Priony u grzybdw nie
prowadza do S$mierci komorki, ale sa elementem
dziedzicznym, waznym w regulacji proceséw ko-
morkowych i potencjalnie waznym w ewolucji. Naj-
lepiej scharakteryzowano priony [PSI] i [URE3] u
drozdzy Saccharomyces cerevisiae [3]. [URE3] jest
formg konformacyjng biatka Ure2 — negatywnego
regulatora w metabolizmie azotu. [PSI] jest alterna-
tywng forma konformacyjng biatka Sup35 — czynni-
ka terminacji translacji. Priony [PO7] i [URE3] mo-
zna wyeliminowa¢ z komorek drozdzy w wyniku
traktowania chlorowodorkiem guanidyny (GuHCI)
dodanym do pozywki w niskim stezeniu. Po przenie-
sieniu takich komdrek na pozywke bez GuHCI, agre-
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gaty prionu tworzg sie ponownie w wyniku nadpro-
dukcji odpowiednio Sup35 i Ure2. Biatka opiekun-
cze, szczegblnie Hspl04, biorg udziat w tworzeniu
prionu. Wiadomos$ci og6lne o prionach u drozdzy S.
cerevisiae zostaly zamieszczone poprzednio na
tamach ,,Postepow Biochemii” w artykule pt. ,,Prio-
ny u drozdzy i grzybow nitkowatych” [4].

Mechanizm dziedziczenia [PST] i [URE3] polega
prawdopodobnie na propagacji okreslonej konfor-
macji biatka komodrkowego. Zaréwno drozdzowe jak
i ssacze priony to nierozpuszczalne, oporne na prote-
azy agregaty, przyjmujgce strukture (3-kartki. Spon-
tanicznemu przejSciu aktywnych biatek do formy
prionu zachodzacemu z niskg czestotliwos$cia
(10"5-107), towarzyszg zmiany fenotypowe. Zapro-
ponowano rézne modele tworzenia prionu. Najbar-
dziej zgodny z wynikami do$wiadczalnymi model
zaktada, ze priony sg regularnymi polimerami
stuzacymi jako ,zarodki” do polimeryzacji [5].
Agregaty priondw stuzg jako ,,zarodki” do rozmna-
zania, czyli propagacji prionoéw i sg dziedziczone
przez cytoplazme. ,Zarodki” powodujg przemiane
nowo zsyntetyzowanych biatek Sup35 i Ure2 w
prion. Analogiczny mechanizm zaproponowano dla
przemiany komdrkowego PrP do prionu u ssakdéw.
Natura i specyfika ,,zarodk6w” jest obecnie tematem
dyskusji na tamach wiodgcych czasopism nauko-
wych [6, 7].

Tworzenie agregatéw prionu zalezy od domen
biatkowych bogatych w glutamine i asparagine, zwa-
nych domenami prionowymi [8]. Przytgczenie do-
meny prionu moze nadawaé¢ innemu biatku zdolnos¢
do agregacji [9].

Przemiany konformacyjne Sup35 i Ure2 zaobser-
wowano takze in vitro. Biatka Sup35 i Ure2 syntety-
zowane w E. coli i przetrzymywane w roztworze
tworzg bardzo regularne agregaty w postaci widkien
amyloidowych. Szybko$¢ powstawania wiékien dra-
stycznie wzrasta po dodaniu wczes$niej utworzonych
agregatéw [3, 10].

I1. Odkrycie [P*S7]

Supresja mutacji nonsens jest mozliwa w szcze-
pach drozdzowych ze zmutowanym tRNA, zdolnym
do odczytania kodonéw stop: UAA, UAG czy UGA.
[P57] byt odkryty przez Briana Coxaw 1965 r,
jako czynnik dziedziczenia nie zwigzany z chromo-
somalnym DNA drozdzy, ktéry zwieksza wydajnosé
odczytywania kodondéw stop przez supresorowe
tRNA. [Pis'/] umozliwia réwniez stabg supresje non-
sens w szczepie pozbawionym supresorowego tRNA
[11]. Forma [PSI] dziedziczy sie w sposéb domi-
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nujacy i niezgodny z prawami Mendla, tj. segreguje
w potomstwie mejotycznym 4:0. Proby powiazania
czynnika [-P5Y] z pozachromosomalnym DNA bytly
nieudane [12].

Oprocz zmutowanego tRNA, rowniez mutacje w
genach kodujgcych biatka rybosomalne i czynniki
translacyjne sg odpowiedzialne za wiernos$¢ procesu
translacji [13]. W latach 60-tych wyizolowano i
scharakteryzowano recesywne mutanty supresorowe
sup35 isup45 [14]. Geny SUP35 i SUP45 byty na-
stepnie klonowane i wykazano, ze sg one niezbedne
do zycia komdrki. W ostatnim czasie stwierdzono, ze
biatka Sup35 i Sup45 sg czynnikami terminacji trans-
lacji [15]. Sup45 (eRFI) jest odpowiedzialny za roz-
poznawanie kodonu stop w mRNA i za uwalnianie
peptydéw z rybosomu po zakofczeniu jego syntezy.
Sup35jest drozdzowym homologiem czynnika euka-
riotycznego eRF3, ktory jest GTP-azg i funkcjonuje
razem z Sup45 [16].

Niezalezne eksperymenty wykazaty, ze mutacja
PNM zlokalizowana w genie SUP35, eliminuje zdol-
nos$¢ do tworzenia [PSI] [17, 18]. Wyjasnienie tego
zjawiska byto mozliwe dzieki skojarzeniu przez R e -
eda Wicknera prionu PrP iczynnika [PSI] [19].
Zgodnie ze sformutowang przez niego hipotezg,
[PSI] jest formg konformacjg Sup35. Do utworzenia
prionu [T\S7] konieczne jest natywne, niezmutowane
biatko Sup35. Wystepowanie Sup35 w formie zagre-
gowanej jako prion [PSY], powoduje defekt w termi-
nacji translacji i supresje kodondw stop. Tak wiec,
[PSI] pozwala na regulacje terminacji.

1. Wplyw [P57] na fizjologie komérki

[PST] obnizajac wierno$é terminacji translacji,
moze mie¢ wptyw na morfologie, jak réwniez mody-
fikuje metabolizm komaorki [20]. Tworzenie nowych
fenotypow zwigzanych z indukcja prionu stanowi
nowy, ewolucyjnie wazny mechanizm dziedziczenia,
ktéry moze utatwi¢ adaptacje komorek drozdzy do
wzrostu i rozwoju w zmieniajgcych sie warunkach
Srodowiska. W szczegdlnych przypadkach obnizenie
wydajnosci  terminacji zalezne od [PO7] moze
postuzy¢ do tworzenia polipeptydéw wydtuzonych
od C-konca, co prowadzi do zmiany funkcji i lokali-
zacji powstatych biatek. Obecnos$¢ wydtuzonego
biatka lub zmniejszenie poziomu produktu biatka
,hormalnego” moze w istotny spos6b wptynaé na
funkcje komorki. Ponizej przedstawione zostang
konkretne przyktady takich efektow.

Gtownym parametrem wptywajgcym na wydajng
terminacje jest lokalna sekwencja otaczajgca kodon
stop. Analiza statystyczna gendéw z réznych organi-
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zmow wskazuje, ze sekwencje otaczajgce kodonu
stop nie sg przypadkowe [21]. Okreslony kontekst
nukleotydéw wokot kodonu stop moze umozliwié
odczyt takiego kodonu jako sensowny [22, 23]. Po-
ziom btednosci odczytu kodonu stop jest dodatkowo
zwiekszony w obecnosci prionu [PS/]. Ostatnio
stwierdzono, ze w szczepach zawierajagcych prion
[PS/] rzeczywisScie pewne biatka sg syntetyzowane w
formie wydtuzonej od C-konca. Przyktadem jest
biatko Pde2, ktdre jest fosfodiesterazg cAMP,
dziatajacg globalnie na fizjologie komérki [24]. W
komérkach zawierajagcych [PS/] zaobserwowano
dwudziestokrotny wzrost poziomu odczytu kodonu
stop w mRNA PDE?2 jako sensowny. Mylny odczyt
wptynat na synteze diuzszej formy biatka Pde2 o
zmienionej funkcji wskutek dodatkowej sekwencji
na C-koficu [24]. Ekspresje dtuzszej formy Pde2
stwierdzono w 25% komodrek w szczepie zawie-
rajagcym [PSI] (Ryc. 1). Dtuzsza forma Pde2 nie jest

Zaobserwowano, ze prion [PS/] wptywa na funk-
cje mitochondrialnych biatek rybosomalnych.
Przyktadem jest Nam9, biatko matej podjednostki
rybosomu mitochondrialego [26]. Mutacja punktowa
w genie NAM9 nazywana nam9-1, powoduje
zaktdécenia w translacji genéw kodowanych w mito-
chondriach, a w nastepstwie defekt oddechowy dro-
zdzy. Zastosowanie metod biochemicznych pozwo-
lito na sprecyzowanie przyczyny defektu oddecho-
wego nam9-1 jako zaleznej od [AST] niestabilnosci
biatek syntetyzowanych przez rybosomy mitochon-
drialne, posiadajgce zmienione biatko Nam9. Poka-
zano to bezposrednio na przyktadzie biatka Cox2,
podjednostki oksydazy cytochromu c. Obnizona sta-
bilnos¢ prowadzita do degradacji Cox2 i znacznego
obnizenia poziomu innych biatek syntetyzowanych
w mitochondriach. Analiza genetyczna szczepu z
mutacjg nam9-l potwierdzita role prionu [PS/] jako
czynnika odpowiedzialnego za niekompetencje od-

—  PDE2 A mRNA

translacja | CAAUAG CAA
stop
L
L3
‘Q o Sup35 Prion [PS]]
wydajna terminacja niewydajna terminacja
— R .
aktywne biatko Pde2 aktywne biatko Pde2

Ryc.l. Wptyw [PS/] na ekspresje genu PDE2

aktywna w hydrolizie cAMP iulega degradacji w cy-
toplazmie. W konsekwencji w komoérkach zawie-
rajacych [PS/] hydroliza cAMP jest ograniczona, co
powoduje dwukrotny wzrost poziomu cAMP. cAMP
reguluje wiele funkcji w komorce, stad tak znaczna
zmiana jego poziomu moze mie¢ zwigzek z réznymi
fenotypami powodowanymi przez [PS/] [25].
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< W sy

nieaktywne biatko Pde2

degradacja w cytoplazmie

dechowg i niestabilno$¢ Cox2. Jest to pierwszy, po-
znany dotychczas przyktad wptywu [PS/] na funk-
cjonowanie mitochondriéow [27] (Ryc. 2).

Opisane zaleznos$ci kompetencji oddechowej ko-
morki drozdzy od prionu [PS/] sugerujg istnienie
specyficznych powigzan pomiedzy translacjg cyto-
plazmatyczng i translacjg mitochondrialng lub/i wy-
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Ryc. 2. Hipotetyczny model wptywu [PSI] na funkcje mitochondriéw. Zagregowane biatko Sup35 (prion [PS/]) umozliwia kontynuacje translacji
mimo kodonu stop w mRNA biatka X. Biatko X, ktérego ekspresja zalezataby od [PS/] importowane do mitochondriéw, mogtoby stanowi¢

przekaznik miedzy prionem a funkcja oddechowg komorki.

darzeniami post-translacyjnymi, prowadzgcymi do
wigczenia Cox2 w wewnetrzng btone mitochon-
drialng i kompleks oksydazy cytochromowej [27].

IV. Indukcja [P57]
IV-1. Rola domen Sup35

Sup35 jest drozdzowym homologiem czynnika
terminacji translacji eRF3. Biatko to ma budowe do-
menowg [28]. Domena C Sup35 (od 254 do 685-ami-
nokwasu biatka Sup35) jest odpowiedzialna za ter-
minacje translacji i warunkuje wzrost. Sekwencja
domeny C konserwowanej w ewolucji, jest homolo-
giczna do czynnika elongacji translacji (EFI-a) i za-
wiera cztery miejsca wigzagce GTP [29]. W odr6znie-
niu, domena N a takze Srodkowa domena biatka (N i
M, do 253 aminokwasu) nie jest wazna z punktu wi-
dzenia wzrostu i ewolucji [30]. Domena M o niezna-
nej funkcji, jest tacznikiem domeny N i C. Domena
N, ztozona z 113 aminokwaséw jest odpowiedzialna
za tworzenie [PS/] [18]. Co wiecej, nadekspresja do-
meny N jest wystarczajgca do indukcji [PS/] [31].
Zaobserwowano wzajemne oddziatywania miedzy
domenami. Delecja okreslonego fragmentu domeny
C biatka Sup35 powoduje wzrost wydajnosci tworze-
nia prionu przez domene N [32]. N-terminalna dome-
na jest bogata w glutamine i asparagine i zawiera
czterokrotnie powtarzajacy sie ukiad dziewieciu
aminokwasow PQGGYQQYN. Delecja tych se-
kwencji powodowata zmniejszenie czestosci po-
wstawania komdrek [PSY], zas wprowadzenie dodat-
kowych traktéw zwiekszenie tej czestosci, potgczo-
ne ze zwiekszeniem szybkosci tworzenia agregatow
prionu [33]. Fuzja domeny N z GFP (biatko fluory-
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zujace zielonym S$wiattem) powodowata agregacje
hybrydu Sup35-GFP, co byto monitorowane z uzy-
ciem mikroskopu fluorescencyjnego. Domena N od-
grywa takze kluczowg role w konwersjibiatka Sup35
do formy prionu [PSY] w warunkach in vitro [31].
Tak wiec, domena N biatka Sup35 jest decydujgca w
regulacji wydajnos$ci terminacji translacji zaleznej
od [PSY] [30].

1V-2. Inne priony wptywajgce na indukcje [PSI]

[PS/] moze by¢ indukowane w okreslonych, lecz
nie wszystkich szczepach drozdzowych. Wykazano,
ze kolejny prion, nazwany [PIN] dziedziczacy sie
niezgodnie z prawami Mendla, jest potrzebny do in-
dukcji prionu [PS/] [34]. [PIN] jest konieczny do
spontanicznej indukcji [PS/], jak réwniez do induk-
cji [PS/] przez nadmiar biatka Sup35, ale nie jest po-
trzebny w propagacji [PS/] (Ryc. 3). [PS/] moze by¢
przekazywany wraz z cytoplazmg do komdrki po-
tomnej w obecnosci i nieobecnosci [PIN] [35], [PIN]
scharakteryzowano jako prion, poniewaz znika
wskutek traktowania komoérek GuHCI i moze poja-
wiac sie de novo po usunieciu GuHCI [35]. Nie zaob-
serwowano bezposredniego zwigzku [PIN] z
biatkiem Sup35. W wyniku klonowania [PPV] otrzy-
mano rézne geny z prionowg domeng, co sugeruje, ze
wiecej niz jeden prion wptywa na fenotyp [PIN] [7].
Niezaleznie, stosujgc metody komputerowe, ziden-
tyfikowano biatka drozdzowe, ktére zawierajg do-
meny bogate w glutamine iasparagine, a takze wyka-
zujg podobienstwo do domeny N biatka Sup35. Jed-
nak tylko niektére agregaty bogate w glutamine i
asparagine powodujg ceche [PIN] czyli sg zdolne do
indukcji [PS/]. Wykazano, ze fenotyp [PIN] wigze
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Sup35-N domena
[P/A]-Newl, Rnql, Ure2
* 0 Hsp70-Ssal
indukcja [PSI]
rozpuszczalna forma Sup35

Hsp 104T

GuHCI  Hsp70-Sshblt

eliminacja [PSI]

Ryc. 3. Udziat biatek opiekunczych w tworzeniu i degradacji prionu [T\S7]

sie z agregacjg biatek: Rnqgl, Ure2 i Newl. Nato-
miast analogiczna domena biatka Pani, bogata w
glutamine i asparaging, nie powodowata indukcji
[PSI] [6].

Dziewieé innych genéw niosagcych domeny prio-
nu jest takze potencjalnie odpowiedzialna za fenotyp
[PIN]. Takie obserwacje wskazujg na powszechnie
istniejagcy mechanizm kaskadowej indukcji prionu
[N\SY] przez inne priony [7].

Funkcje komdrkowe biatek Rngl i Newl sa nie-
znane, poniewaz inaktywacja genéw RNQJ i NEW1
nie daje widocznego efektu fenotypowego. Obydwa
biatka majg domeny prionu bogate w glutamine i
asparagine. W wyniku fuzji domeny N biatek Newl i
Rngl zdomengC biatka Sup35 obserwowano induk-
cje [PSY] [36]. Biatko Rnql spetnia in vivo wszystkie
kryteria prionu [37], Fuzja domeny C prionu Rnqgl z
GFP powoduje zalezng od Hsp 104 agregacje hybry-
du Rnql-GFP [37], Agregaty Rnql dziedziczg sie w
sposOb niezgodny z prawami Mendla i korelujg z in-
dukcja fenotypu [P/A7 [7]. Ponadto, obecnos¢ bhiatka
Rnql w szczepie biorcy jest konieczna do powstania
[PIN].

1V-3. Biatka opiekuncze a [PSI]

Zastosowanie metod genetycznych umozliwito
wykrycie biatek opiekuniczych, ktére kontrolujg zwi-
janie biatek. Udziat biatek opiekunczych w powsta-
waniu [PS/] jest zrozumiaty, gdyz witasnie proces
zwijania biatka towarzyszy tworzeniu prionu. Propa-
gacja [PS/] jest mozliwa dzieki biatkom: Hsp 104,
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AHsp70-Ssal

Hspl04
propagacja [PSI]

,zarodki” piionu

prion [PS/]

Hsp70 i Hsp40 [38]. Hspl04 petni kluczowa role w
dziedziczeniu [PS/]. W utrzymaniu stabilnej konfor-
macji prionu wymagana jest okreslona ilo$¢ tego
biatka. Biatko Hsp 104 jest takze odpowiedzialne za
przenoszenie prionéw [URE3], [PIN] i Rnqgl do ko-
maérek potomnych [34,37,39]. Wéréd znanych prio-
néw drozdzowych tylko nowo wykryty prion [ISP]
wydaje sie by¢ niezalezny od Hspl04 [40]. Hspl04
nie jest konieczne do normalnego wzrostu, ale jest
potrzebne do reaktywacji komorek po stresie [41].
Nadekspresja, jak rowniez brak biatka Hsp 104, pro-
wadzi do eliminacji prionu [PS/] z drozdzy.

Zaproponowano dwa alternatywne modele inter-
pretujace udziat Hsp 104 w powstawaniu prionu.
Wedtug modelu wczes$niejszego, Hsp 104 oddziatuje
bezposrednio z Sup35 tworzagc konformacje przejs-
ciowa, ktéra stuzy jako substrat do formowania prio-
nu [42], Drugi model zaktada, ze Hsp 104 jest nie-
zbedny w propagacji prionu i tworzeniu ,,zarodkéw”
prionu [30]. Model ten byt potwierdzony przez
szczegO6towg analize eksperymentalng wynikow roz-
padu prionu po inaktywacji Hsp 104. Obnizenie po-
ziomu lub aktywnos$ci Hsp 104 i wzrost rozmiaru
agregatu prionu prowadzi do akumulacji duzych
aglomeratéw, ktére w nieobecnosci Hsp 104 nie sg
przekazywane do komérek potomnych i w ten spo-
s6b eliminowane z populacji. Hsp 104 wydaje sie
wiec by¢ niezbedny do rozpadu agregatéw i tworze-
nia ,zarodkéw”, ktére sg przenoszone do komorki
potomnej i zapoczatkowuja w niej propagacje prionu
[43]. Wynik ten wskazuje na zasadnicza funkcje
Hsp 104 w propagacji prionu.
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W przemianach konformacyjnych prionu [PS/] u
drozdzy oprécz Hspl04, uczestnicza biatka z rodzi-
ny Hsp70: Hsp70-Ssal i Hsp70-Ssbl. Ssat jest indu-
kowane w warunkach stresowych, podczas gdy Ssbl
jest zwigzane z rybosomami, ajego ekspresjajest ha-
mowana w warunkach stresowych. Wplyw
Hsp70-Ssal na propagacje [PSI] jest przeciwny do
efektu Hspl04. Zgodnie z aktualnym stanem wiedzy,
Ssat sprzyja gromadzeniu nowych agregatéw i pro-
pagacji [PSr\ [43]. Nadmiar Ssat zapobiega elimina-
cji [PSi\ przez nadekspresje Hspl04 [44]. Mutacja w
genie SSA1 prowadzi do obnizenia stabilnosci [PS/]
[45]. Przeciwnie, nadprodukcja Hsp70-Sshl sprzyja
eliminacji [PS/] [46] i powoduje zwiekszenie sku-
tecznos$ci eliminacji prionu przez nadmiar Hspl04
[47]. Inaktywacja Hsp70-Ssbl prowadzi do wzrostu
indukcji [PS/]. Prawdopodobnie Ssbl wptywa na
[PS/], jako biatko kontrolujgce konformacje, ktore
przeciwdziata niewtasciwemu zwijaniu Sup35 [47].

Dotychczasowe badania pozwalajg na identyfika-
cje Hspl04 i Hsp70-Ssbl jako biatek zdolnych do
eliminacji prionu [PS/]. Doktadna analiza eliminacji
prionu z komdrek drozdzy jest szczeg6lnie przydatna
do badanh prionéw ssaczych, ktére mogga byé aktyw-
nie leczone w podobnych warunkach. Jednak nie
stwierdzono istnienia homotogéw Hspl04 u takich
organizmoéw wyzszych jak nicienie i muszka owoco-
wa. Wiadomo natomiast, ze biatko Hsp70-Ssbl jest
homologiczne w 61% do biatka obecnego w komar-
kach ludzkich.

V. Podsumowanie

Obecnos$é prionu [PS/] modyfikuje terminacje
translacji powodujac zmiane funkcji wybranych
biatek i okreslonych cech fenotypowych. Poniewaz
zmiany te sagdziedziczne, [PS/] moze by¢ traktowany
jako nowy epigenetyczny mechanizm dziedziczenia.
Mechanizm ten jest kontrolowany na réznych pozio-
mach. Zdolno$¢ tworzenia [PS/] jest zalezna od
obecnosci i udziatlu komorkowej domeny prio-
nu-Sup35. Indukcja [PS/] jest rowniez modulowana
przez inne czynniki komorkowe: kodowane chromo-
somalnie biatka opiekuricze oraz kolejny prion ko-
morkowy zwany [PIN]. Prawdopodobnie w regula-
cje indukcji [PS/] sa zaangazowane takze inne proce-
sy, jednak zrozumienie tego zagadnienia wydaje sie
by¢ odlegte.
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Wyciszanie ekspresji genow i nowe narzedzia biologii

molekularnej roslin

Gene silencing and new tools in plant molecular biology

MAREK KOTER1, JACEK HENNIG?2

Spis tresci:

l.  Wstep
Il. Kosupresja
Ill-1.Potranskrypcyjne wyciszanie genéw (ang. Post-
Transcriptional Gene Silencing)
111-2. Przyktady praktycznego zastosowania wyciszania
gendéw indukowanego przez infekcje wirusa (ang.
Virus Induced Gene Silencing)
IV. Wirusowe supresory potranskrypcyjnego wyciszania
genow
V. Amplikony
V-1. Amplikony, a wysoce wydajna ekspresja transge-
néw w roslinach
VI. Uwagi koricowe

Wykaz stosowanych skrétéw: CaMV (ang. cauliflower mosaic
virus); chs — syntaza chalkonowa (ang. chalcone syntase); CP
— wirusowe biatko ptaszcza (ang. coatprotein); GFP — zielone
biatko fluoryzujace (ang. Green Fluorescent Protein); GUS —
P-glukuronidaza; Hc-Pro — proteaza (ang. Helper compo-
nent-Protease); LAS — miejscowe wyciszenie ekspresji genu
(ang. Localised Acquired Silencing); Nia — gen reduktazy azo-
tanowej; PDS — desaturaza fitoenowa (ang. phytoene desatu-
rase); PTGS — potranskrypcyjne wyciszanie ekspresji genow
(ang. Post-Transcriptional Gene Silencing); PVX (ang. potato
virus X); PVY (ang. potato virus F); RYMV (ang. rice yellow
mottle sobemovirus); SAS — systemowe wyciszenie ekspresji
genu (ang. Systemie Acquired Silencing); TBRV (ang. tomato
black ring nepovirus); TBSV (ang. tomato bushy stunt tombu-
svirus); TEV (ang. tobacco etch potyyirus); TEV (ang. tobacco
etch virus); TGS — transkrypcyjne wyciszanie ekspresji genow
(ang. Transcriptional Gene Silencing); TMV (ang. tobacco
mosaic tobamovirus); TRSV (ang. tomato ringspot nepovirus);
TRV (ang. tobacco rattle virus); uidA — gen (3-glukuronidazy;
UTR — region nie ulegajacy transkrypcji (ang. untranscribed
region); VIGS — indukowane przez wirus wyciszanie ekspresji
genowej (ang. Virus Induced Gene Silencing).
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I. Wstep

Opracowanie technik transformacji genetycznej
roslin umozliwito nowe podejscie do genetyki, fizjo-
logii atakze biotechnologii tej grupy organizméw. W
Stanach Zjednoczonych w 1999 roku ponad 40% ku-
kurydzy, 50% baweiny i 45% soi pochodzito z od-
mian transgenicznych, charakteryzujgcych sie wie-
kszg odpornoscig na choroby tub ulepszong warto-
§cigodzywczg niz odmiany otrzymane w wyniku tra-
dycyjnych krzyzéwek [1]. Postuluje sie, ze zmodyfi-
kowane genetycznie rosliny mogg réwniez sta¢ sie
wygodnymi i tanimi bioreaktorami do syntezy sub-
stancji majgcych zastosowanie w roznych dziedzi-
nach zycia. Chociaz z metodycznego punktu widze-
nia transformacja ro$lin jest dobrze opracowana,
czesto poziom ekspresji transgenu jest zmienny w
réznych liniach ros$lin transgenicznych [2]. Nie jest
tez tatwo uzyskaé wydajne i stabilne wyrazanie
wprowadzonych do roélin genéw ze wzgledu na cze-
ste wyciszanie ich ekspresji (ang. gene silencing).
Proces ten mozna podzieli¢ na dwie grupy: wycisza-
nie na etapie transkrypcyjnym oraz potranskrypcyj-
nym (ang. PTGS). W ostatnich latach potranskryp-
cyjne wyciszanie genéw wykorzystano dla otrzyma-
nia roslin odpornych na infekcje wirusowe oraz dla
badania funkcji nieznanych gendéw roslinnych. W
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tym artykule ze wzgledu na obszerno$¢ tematu ogra-
niczymy sie do opisania zjawisk zwigzanych z
PTGS. Omdwione zostang rowniez amplikony, nowe
obiecujace narzedzie biologii molekularnej roslin,
pozwalajace na identyfikacje funkcji gendw oraz na
tworzenie wysoce wydajnego systemu do nadpro-
dukcji biatek w roslinach.

Il. Kosupresja

Homologiczne wyciszanie ekspresji genéw zaob-
serwowano po raz pierwszy podczas doswiadczen,
majacych na celu zwiekszenie intensywnosci barwy
kwiatow petunii Petunia hybrida [3, 4]. Ekspery-
menty te polegaty na transformacji roslin dodatko-
wymi kopiami genu syntazy chalkonowej (chs), en-
zymu ze szlaku syntezy antocyjanéw odpowiedzial-
nego za zabarwienie kwiatéw. Przeciwnie jednak do
zatozen doswiadczenia, otrzymane roéliny charakte-
ryzowaty sie kwiatami biato nakrapianymi lub jed-
nolicie biatymi, a oznaczenia poziomu mRNA synta-
zy chalkonowej w transformantach wykazaty niski
poziom w poréwnaniu do mRNA uzyskanego z ro-
$lin kontrolnych. Tak wiec wprowadzenie transgenu
przyczynito sie do redukcji jego ekspresji oraz endo-
gennej syntazy chalkonowej w transformowanych
roslinach. Zjawisko to nazwano kosupresjg [5].
Nasuneto sie w zwigzku z tym pytanie, czy niski po-
ziom transkryptu jest rezultatem zmniejszonej synte-
zy czy zwigkszonej degradacji mRNA.

Dalsze badania pozwalajgce na odréznienie ak-
tywnosci syntetyzowanego de novo mRNA na matry-
cy DNA od catkowitego poziomu mRNA w komoérce
(ang. ,,run-on” experiments) wykazaty identyczng
aktywno$¢ syntezy mRNA w obydwu obszarach
kwiatéw. A wiec niski poziom lub brak mRNA synta-
zy chalkonowej w biatych sektorach kwiatéw jest
wynikiem specyficznej degradacji [6, 7].

I11-1. Potranskrypcyjne wyciszanie genéw
(ang. Post-Transcriptional Gene Silencing)

Interesujgce obserwacje przeprowadzono podczas
badan linii transgenicznego tytoniu Nicotiana taba-
cum wyrazajagcego gen biatka ptaszcza wirusa TEV
(ang. tobacco etch virus) [8, 9]. Po zainfekowaniu ro-
§lin wirusem TEV poczatkowo obserwowano
wszystkie typowe objawy zakazenia, jednakze w
miare wzrostu ro$lin pojawiaty sie mtode zdrowe lis-
cie, ktore wykazywaty odporno$¢ na ponowng infek-
cje przez TEV. Proces ten nazwano ,,0zdrowieniem”
(ang. recovery). Hybrydyzacyjna analiza poziomu
mMRNA dla biatka ptaszcza TEV w liSciach przed za-

POSTEPY BIOCHEMII 48(3), 2002

kazeniem ipo zaniku objawow infekcji, wykazata ni-
ski poziom transkryptu w mtodych lisciach, na kt6-
rych nie zaobserwowano objawdw infekcji wiruso-
wej. Poniewaz brak mMRNA moze Swiadczy¢ o jego
degradacji lub tez braku transkrypcji, wykonano do-
Swiadczenia ,run-on” [8] pozwalajace stwierdzi¢,
czy na matrycy DNA nastepuje synteza mRNA
de novo. Wykazaty one, ze zaréwno w lisciach z ob-
jawami infekcji wirusowej jak tez w mitodych lis-
ciach roslin, u ktérych zanikty objawy porazenia,
gen biatka ptaszcza wirusa TEV ulegat transkrypciji,
a wydajnos¢ syntezy jego mRNA byta w obydwu
przypadkach identyczna. Tak wiec wyniki ekspery-
mentédw Swiadczg o tym, ze w roslinach z fenotypem
»recovery”nastgpita specyficzna degradacja wiruso-
wego RNA. Jednak, pomimo ze rosliny uzyskaty od-
porno$¢ na TEV, byty nadal wrazliwe na infekcje po-
krewnym wirusem ziemniaka Y (PVY). Swiadczy to
o duzej specyficznosci zjawiska, ktdre nazwano po-
transkrypcyjnym wyciszaniem gen6w (ang. Post
Transcriptional Gene Silencing, PTGS).

Obecnos¢ transgenu nie jest warunkiem niezbed-
nym dla wyciszenia ekspresji genu [9]. Infekcja tyto-
niu Nicotiana clevelandii szczepu W22 wirusem
TBRV (ang. tomato black ring nepovirus) powodo-
wata silne objawy porazenia na lisciach. Jednakze
liscie, ktére rozwinety sie po inokulacji byty wolne
od jakichkolwiek objaw6w porazenia oraz wykazy-
waty odpornos$¢ na powtdrne zakazenie tym wirusem
na skutek degradacji wirusowego RNA [9]. Ponadto
roslin tych nie infekowat specjalnie zmodyfikowany
wirus PV X, jednak pod warunkiem, ze do jego geno-
mu wigczono odcinek RNA wirusa TBRV szczepu
W 22 [9]. Otrzymana w ten sposdb odpornos$¢ jest
wysoce specyficzna wobec zakazajgcego wirusa: ro-
§liny inokulowane spokrewnionym wirusem TRSV
(ang. tomato ringspot nepovirus) lub PVX wykazy-
waty silne objawy porazenia. Na podstawie tego typu
doswiadczen wysunieto hipoteze, ze infekcja wiru-
sem moze indukowa¢ naturalng odpornos$¢ ros$lin po-
legajacg na wysoce specyficznym degradowaniu ob-
cego RNA [9].

Do indukcji odpornosci ro$lin przeciwko wirusom
moga stuzyé nie tylko geny pochodzenia wirusowe-
go. Transgeniczny tyton N. tabacum, w ktérym
nastgpito wyciszenie genu uidA kodujgcego po-
chodzacy z bakterii enzym (3-glukuronidaze (GUS)
infekowano zmodyfikowanym wirusem mozaiki ty-
toniu TMV, do genomu ktdérego dotgczono gen uidA.
Po kilkunastu dniach po infekcji rosliny kontrolne
wykazaty wszystkie objawy charakterystyczne dla
porazenia przez TMV, podczas gdy rosliny transge-
niczne pozostaty odporne na infekcje [10]. Tak wiec
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mozna domniemywac, ze warunkiem niezbednym do
wystapienia odpornosci na infekcje wirusowe jest
homologia sekwencji wystepujacej w czynniku in-
fekcyjnym do sekwencji znajdujgcej sie w genomie
gospodarza, a zrodto jej pochodzenia nie odgrywa
zadnej roli.

Sygnat indukujacy PTGS rozchodzi sie w roslinie
systemowo. Liscie transgenicznego tytoniu Nicotia-
na benthamiana wyrazajgcego gen biatka GFP (ang.
Green Fluorescent Protein), infiltrowano zawiesing
bakterii Agrobacterium tumefaciens wyrazajgcych
gen reporterowy GFP. Tkanki, w ktérych ma miejsce
ekspresja tego genu charakteryzujg sie zielong flu-
orescencjg po naswietleniu ich UV. Juz po dwoch
dniach od infiltracji mozna byto obserwowac inten-

jest szczegblnie uzyteczny w tego typu ekspery-
mentach, gdyz brak jego ekspresji manifestuje sie
wystepowaniem charakterystycznej chlorozy lisci.
Tak wiec gdy zaszczepiono zraz pochodzacy z rosli-
ny z funkcjonalnym genem reduktazy azotanowej
na podktadce z wyciszonym genem Nia, po trzech
tygodniach réwniez w zrazie obserwowano poja-
wienie sie chlorozy. Natomiast zaszczepienie chlo-
rotycznego zrazu na podktadce z genem aktywnym
nie wywotywato wyciszenia genu reduktazy azota-
nowej w podktadce. Swiadczy to jednoznacznie, ze
transport sygnatu wyciszania odbywa sie w kierun-
ku od korzeni do merystemu wierzchotkowego ro-
§liny [12]. Schemat opisanych powyzej badan

przedstawia rycina 1.

Ryc. 1. Schemat przedstawiajacy kierunkowe rozchodzenie si¢ sygnatu dla wyciszenia ekspresji genu Nia. A —roslina z wyciszonym genem Nia, B -

roélina z aktywnym genem Nia.

sywng fluorescencje w okolicy liscia, gdzie wprowa-
dzono Agrobacterium. Sygnat ten, pochodzacy z
bakterii byt znacznie intensywniejszy niz fluore-
scencja bedgca wynikiem ekspresji transgenu roslin-
nego. Jednak na granicy strefy infiltrowanej liscia
fluorescencja zanikta Swiadczac o zachodzacym tam
wyciszeniu ekspresji GFP.

Strefa lokalnego wyciszenia (ang. Local Acqu-
ired Silencing) rozszerzata sie, by po 18 dniach
osiggng¢ gorne liscie infiltrowanej rosliny [11].
Efekt ten nazwano wyciszeniem systemowym (ang.
Systemie Acquired Silencing) [12]. DosSwiadczenia
z wykorzystaniem transgenicznych ros$lin tytoniu
charakteryzujacych sie wyciszeniem genu redukta-
zy azotanowej Nia wykazaty kierunek rozprzestrze-
niania sie sygnatu PTGS w roélinie [12]. Gen Nia
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Ekspresja genu Nia ulegta wyciszeniu.

Jak pokazuja wyniki przedstawionych doswiad-
czen, w ro$linach moze istnie¢ system obrony zabez-
pieczajacy przed infekcjami wirusowymi polegajacy
na specyficznej degradacji wirusowego RN A zdolny
do szybkiej odpowiedzi w przypadku ponownej in-
fekcji.

I11-2. Przyktady praktycznego zastosowania
wyciszania gendw indukowanego przez
infekcje wirusa (ang. Virus Induced
Gene Silencing)

Potranskrypcyjne wyciszanie ekspresji genéw
(PTGS) moze by¢ wykorzystane do wywotywania
wyciszania ekspresji genow gospodarza. Rosliny ty-
toniu A. benthamiana, do ktérych wprowadzono gen
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GFP po infekcji rekombinowanym  wirusem
PVX-GFP wykazywaty normalne objawy porazenia.
Jednakze proces namnazania sie wirusa prowadzit do
wigczenia sie mechanizmu potranskrypcyjnego wy-
ciszania, ktéry dotyczyt zaréwno ekspresji transge-
nu, jak i ekstrachromosomalnie replikujgcego sie wi-
rusa, co w rezultacie doprowadzito do catkowitej
eliminacji PVX z roéliny [13]. Zjawisko to nazwano
wyciszaniem ekspresji genéw indukowanym przez
wirus (ang. Virus Induced Gene Silencing, VIGS).
Moze by¢ ono réwniez wywotywane przez wirusy
zawierajgce w swoim genomie odcinki DNA homo-
logiczne do gendéw roS$liny [14, 15]. Ma to duze za-
stosowanie praktyczne: dysponujgc wektorem wiru-
sowym z wklonowanym genem ros$linnym mozna za-
kazajac podatne rosliny wywotaé wyciszenie ekspre-
sji homologicznego genu roslinnego. Otrzymuje sie
w ten sposdb efekt fenotypowy mutacji (fenokopie)
tego genu w roslinie.

Jednym z najbardziej spektakularnych przykita-
doéw wykorzystania zjawiska VIGS jest catkowite za-
blokowanie ekspresji desaturazy fitoenowej (PDS)
[13, 16], manifestujgce sie w tytoniu catkowitym wy-
bieleniem gornych lisci. W zakazonych zrekombino-
wanym wirusem PV X-PDS ros$linach tytoniu proces
ten spowodowat obnizenie poziomu mRNA tran-
skrybowanego z chromosomalnej kopii genu desatu-
razy, co w konsekwencji doprowadzito do zabloko-
wania produkcji karotenoidéw, niezbednych do
ochrony przed niszczacym wptywem Swiatta [17].

Metoda ta ma duze perspektywy zastosowan przy
analizie funkcjonalnej gendéw roslinnych. Znajac
choéby cze$¢ sekwencji badanego genu sprawdzad
mozna zmiany fenotypowe pojawiajgce sie po
uptywie kilkunastu dni, to jest po okresie, gdy na
gérnych lisciach pojawig sie pierwsze symptomy
VIGS. Tak wiec zalezno$¢ miedzy sekwencjgniezna-
nego genu a odpowiadajagcym mu fenotypem mozna
ustali¢ w ciggu zaledwie kilku tygodni [17]. Z
pewnoscig tatwiejsza bedzie teraz analiza funkcjo-
nalna genéw wielokopijnych oraz takich, ktérych
mutacje sg letalne juz we wczesnych stadiach rozwo-
jowych roslin.

Technika ta moze stuzy¢ rowniez do ustalenia od-
wrotnej relacji: od fenotypu do odpowiadajgcego mu
genu. W tym celu nalezatoby skonstruowaé bibliote-
ki cDNA badanej rosliny z wykorzystaniem PVX
jako wektora i analizowa¢ duzg liczbe infekowanych
roslin [17].

Jednakze pomimo wielu zalet, technologia oparta
na VIGS jest zjawiskiem zaleznym od liczby i orga-
nizacji transgendow, oraz od regionu chromatyny,
gdzie nastapito ich wbudowanie do chromosomu.
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IV. Wirusowe supresory potranskrypcyjnego
wyciszania genow

Obserwacja przebiegu infekcji u ro$lin zaka-
zonych dwoma gatunkami wiruséw data podstawy
do przypuszczen, ze niektére wirusy mogg kodowac
czynniki bedace naturalnymi supresorami wycisza-
nia genoéw. Taka podwdjna infekcja w wielu przypad-
kach prowadzi do synergizmu symptoméw chorobo-
wych ido akumulacjijedynie jednego z infekujgcych
wirusow [18, 19]. Zaobserwowano réwniez, ze wiele
z takich przypadkéw dotyczy wiruséw z rodziny Po-
tyviridae, a infekowane rosliny transgeniczne, wyra-
zajgce geny zlokalizowane w rejonie 5’ genomu wi-
rusa TEV nalezagcego do tej rodziny, wykazujg
znacznie ostrzejsze objawy chorobowe niz rosliny
nie transgeniczne [19, 20]. Do$wiadczenia te sugero-
waty, ze kompleks biatkowy PI/HC-Pro kodowany
przez te cze$¢ genomu wirusa inhibuje system ochro-
ny antywirusowej u roslin. Istniato przypuszczenie,
ze systemem tym moze by¢ potranskrypcyjne wyci-
szanie genéw PTGS [19],

Dla weryfikacji doSwiadczalnej tej hipotezy prze-
prowadzono dwa typy doSwiadczen. W pierwszym
eksperymencie skrzyzowano transgeniczne rosliny
wyrazajgce PI/HC-Pro z ro$linami transgenicznymi,
u ktérych gen reporterowy kodujacy GUS ulegt po-
transkrypcyjnemu wyciszeniu. U ros$lin potomnych
tej krzyzowki gen ten ulegat wydajnej ekspre-
sji [21, 22]. W wyniku dalszych doSwiadczen wyka-
zano, ze genem odpowiedzialnym u potywiruséw za
inhibicje PTGS jest wielofunkcyjne biatko HC-Pro,
odpowiedzialne réwniez za przemieszczanie sie wi-
rusa w roslinie, przenoszenie wirusa przez mszyce i
modyfikowanie biatek [23, 24].

Drugim typem dosSwiadczen byty eksperymenty,
w ktoérych udowodniono, ze wektor wirusowy PVX
wyrazajacy gen reporterowy GFP nie wywotuje zja-
wiska VIGS w ros$linach transgenicznych wyra-
zajacych GFP w obecnosci PI/HC-Pro [21].

W laboratorium profesora Davida Baul-
comba opracowano test umozliwiajagcy poszuki-
wanie supresorow PTGS z wykorzystaniem transge-
nicznych ros$lin tytoniu N. benthamiana wyra-
zajagcych GFP [23, 24]. W roslinach tych wyciszanie
ekspresji transgenu indukowane byto poprzez infil-
tracje lisci zawiesing bakterii A. tumefaciens niosgcga
plazmid z GFP [23]. Nastepnie rosliny takie zaka-
zane sg roznymi wirusami i monitorowane pod
wzgledem ekspresji GFP. Dzieki tej metodzie odkry-
to kilka kolejnych biatek, majacych zdolnosé do su-
presji roslinnego systemu ochrony przed infekcjami
wirusowymi, jakim jest PTGS. Przyktadem moze tu
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by¢ biatko P19 wirusa TBSV, AC2 geminiwirusa czy
Pl z RYMV [24]. Wszystkie te biatka uniemozli-
wiajg skuteczng obrone przed infekcjami wirusowy-
mi.

Aby nie pozosta¢ bezbronnymi, rosliny zastoso-
waty inng strategie obrony przed wirusami majgcymi
zdolnosci do inaktywacji systemu chronigcego przed
patogenami: supresory PTGS sg czesto tak zwanymi
biatkami awirulencji (avr), z ktérymi oddziatujg pro-
dukty ro$linnych genéw odpornosci R [25, 26]. Inte-
rakcja dwu biatek, produktéw genéw avr i R, prowa-
dzi do uaktywnienia catego tanicucha reakcji pro-
wadzacych do zwalczania infekcji [27].

V. Amplikony

Przeprowadzane doSwiadczenia nad ekspresjg
transgenéw w roslinach doprowadzity do skonstru-
owania amplikonéw. Sgto samoreplikujace sie w ko-
moérkach roslinnych zmodyfikowane czgsteczki wi-
rusowego RNA [28]. Schemat ekspresji amplikondw
w transgenicznych ros$linach przedstawia rycina 2.
Pierwszy etap ich cyklu replikacyjnego polega na
transkrypcji przez roslinng polimeraze RNA ¢cDNA
amplikonu, znajdujgcego sie pomiedzy promotorem
35S wirusa mozaikowatosci kalafiora (CaMV), a
sekwencjg 3’ UTR nos odpowiedzialng za poliadeny-
lacje czgsteczek mRNA. Taka konstrukcja transgenu
zapewnia stabilne namnazanie replikujgcych sie w
ro$linach czasteczek amplikonéw (etap 1). Tran-
skrypt, po przejsciu z jadra komérkowego do cyto-
plazmy (etap 2), ulega translacji i powstaje wirusowa
RNA-zalezna polimeraza RNA odpowiedzialna za
replikacje wirusa (etap 3). Syntetyzowana przez nig
ujemna ni¢ RNA (etap 4) petni role matrycy do synte-
zy potomnych (dodatnich) nici RNA obejmujgcych
caly genom wirusa (etap 5), jak rowniez do syntezy
tak zwanego subgenomowego RNA, z ktérego ule-
gaja translacji geny wirusowe (etap 6). Do konstruk-
cji amplikonéw wykorzystano dobrze poznany wirus
ziemniaka X (PVX), gospodarzem ktérego jest mie-
dzy innymi tytori N. tabacum. Istotng dla przeprowa-
dzanych dosSwiadczen cechg tego wirusa jest mozli-
wosC¢ zastapienia przez obcy gen wirusowego genu
biatka ptaszcza bez jakiegokolwiek wptywu na repli-
kacje. Pierwotnie amplikony miaty stuzyé jako wy-
dajny system do ekspresji genéw i produkcji obcych
biatek w roslinie [28], Nieoczekiwanie doSwiadcze-
nia wykazaty, ze sg one bardzo dobrym narzedziem
do wyciszania ekspresji genéw roslinnych.
Przyktadem moze by¢ eksperyment, w ktorym rosli-
ny tytoniu transformowano amplikonami zawie-
rajagcymi peten genom PV X, badz tez zmodyfikowa-
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ny w ten sposob, ze gen reporterowy GUS wklono-
wany byt biatka ptaszcza
(PVX-GUS) Ilub jako gen przylegajagcy do genu
biatka ptaszcza (PVX-GUS-CP). RoSliny wyra-
zajace amplikony z PV X pomimo obecnosci w petni
infekcyjnych wirionéw nie wykazywaty objawow
porazenia tym wirusem i byly takze odporne na wtor-
ne infekcje tym samym szczepem wirusa. Obecno$é
genu GUS w amplikonach powodowata wysoce spe-
cyficzne jego wyciszanie [28]. Zastosowanie ampli-
konow charakteryzuje specyficzno$¢ i powtarzal-
no$¢ wynikow, jakiej nie osiggnieto w doSwiadcze-
niach z zadnym innym uktadem ro$linnym, w ktérym
zachodzito wyciszanie ekspresji gendw. Kazda z ro-
§lin wyrazajgcych pojedynczy transgen wykazywata
podobny, wysoki poziom odpornosci na infekcje wi-
rusowe [9].

Do tej pory nie wyjasniono zjawiska wysokiej wy-
dajnosci indukowanego przez amplikony wyciszania
ekspresji genow. Pewnym pozostaje tylko fakt, ze
odpornos$cig na wirusy charakteryzowaty sie jedynie
rosliny, w ktdrych zachodzi wydajna replikacja tran-
skrybowanych z transgenu amplikonéw. Ros$liny za-
wierajgce konstrukty amplikonéw ze zmutowang re-
plikaza nie byty odporne na zakazenie wirusowe.
Najprawdopodobniej w tym przypadku homologia
sekwencji pomiedzy transgenem a RNA infe-
kujgcego wirusa PVX wydaje sie by¢é nie wystar-
czajaca do indukcji PTGS. Byé moze aktywacja wy-
ciszania genow przez amplikony zachodzi jedynie w
pewnym okresie rozwojowym ros$lin [9]. Autor pio-
nierskich prac dotyczacych amplikonéw David
Baulcombe sugeruje, ze zjawisko ustepowania
objawow chorobowych (ang. recovery) wystepujace
tylko w mtodych lisciach moze by¢ zwigzane z bez-
posrednim oddziatywaniem wirusowego RNA z
jadrowym DNA. A sytuacja taka moze mie¢ witasnie
miejsce w dzielgcych sie komdrkach bez otoczki
jadrowej w mtodych pedach roslin [9].

zamiast wirusa

V-1. Amplikony, a wysoce wydajna ekspresja
transgenow w roslinach

Amplikony stworzono poszukujgc narzedzia do
wydajnej ekspresji obcych genéw w ros$linach. By
wykorzystac je w tym celu, niezbedne jest rownocze-
sne stosowanie amplikonéw z wirusowymi supreso-
rami potranskrypcyjnego wyciszania gendw. Po-
twierdzajg to doSwiadczenia z ro$linami zawie-
rajacymi gen reporterowy GUS w amplikonie, w kt6-
rych potranskrypcyjne wyciszanie tego genu zostato
zniesione w obecnosci biatek PI/HC-Pro bedacych
supresorami PTGS. Rosliny te charakteryzowaty sie
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Ryc. 2. Schemat ekspresji amplikonéw w ro$linach transgenicznych.

wysokim poziomem ekspresji GUS, w ktérych
biatko to stanowito do 3 % wszystkich biatek komor-
kowych [26].

VI. Uwagi koncowe

W pracy tej przedstawiono jedynie zarys bardzo
obszernego zagadnienia, jakim jest wyciszanie eks-
presji gendw. Ostatnia dekada przyniosta w tej dzie-
dzinie wiele nowych odkry¢: wykazano, ze wycisza-
nie ekspresji genéw moze zachodzi¢ na dwdch jej
etapach (transkrypcyjnym i potranskrypcyjnym),
udowodniono, ze kosupresja jest forma potranskryp-
cyjnego wyciszania ekspresji genow a takze odkryto
wirusowe supresory potranskrypcyjnego wyciszania
ekspresji genéw [24], Wykazano rowniez doswiad-
czalnie, ze infekcja wirusowa moze by¢ przezwycie-
zana w roSlinie na skutek specyficznej degradacji wi-
rusowego RNA [8]. Zwtaszcza te dwa odkrycia do-
starczajg dowodow, ze PTGS jest najprawdopodob-
niej naturalnym systemem obrony ros$lin przed infek-
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cjami wirusowymi. Jednakze odkrycia zwigzane z
wyciszaniem genowym majg nie tylko znaczenie
czysto poznawcze.

Infekcja roslin wirusami niosacymi sekwencje ho-
mologiczne z genami gospodarza prowadzi¢ moze
do wyciszenia ich ekspresji w ro$linie. Jest to proces
wyciszania genoéw indukowany przez wirusy
(VIGS). Stanowi on nowe narzedzie, pozwalajgce
biologom ro$lin na wyciszanie ekspresji gendéw na
zadanie, manifestujgce sie fenotypowymi efektami
mutacji.

Wada tej metody jest konieczno$¢ przebadania du-
zej liczby ros$lin w celu znalezienia stabilnie wyci-
szanego genu. Problem ten mozna omingé stosujac
amplikony dajgce 100% pewnos$¢ wyciszania ekspre-
sji genow [9, 28].

Nadchodzgce lata przyniosg z pewnoscig wiado-
mosci o odkryciu wielu nowych genéw u roslin, do
czego przyczyni sie zastosowanie amplikonow.

Artykut otrzymano 25 marca 2002
Zaakceptowano do druku 15 kwietnia 2002
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V1. Perspectives

I. Wstep

Proces translacji informacji genetycznej zawartej
w DNA polega na przepisaniu ,,jezyka kwasoéw nu-
kleinowych” (4 nukleotydy) na ,jezyk biatka” (21
aminokwaséw). Gtownym ,ttumaczem” w tym pro-
cesie sg syntetazy aminoacylo-tRNA, ktére rozpo-
znajg tRNA i katalizujg jego reakcje aminoacylacji.
W pierwszym etapie nastepuje aktywacja aminokwa-
su w obecnos$ci adenozynotrifosforanu oraz utworze-
nie aminoacyloadenylanu z jednoczesnym uwolnie-
niem pirofosforanu. Reakcja ta przebiega zasadniczo
bez udziatu tRNA, choé¢ w przypadku syntetaz: argi-
nylo-tRNA, glutaminylo-tRNA, glutamylo-tRNA
jego obecnos¢ jest niezhedna. W drugim etapie na-
stepuje przeniesienie zaktywowanego aminokwasu z
aminoacylo-AMP na grupe 2’- lub 3’-hydroksylowa
adenozyny przy konicu 3’ tRNA iutworzenie amino-
acylo-tRNA.

Olbrzymie zréznicowanie strukturalne aaRS
ttumaczy szerokie spektrum ich dziatania. Enzymy
te obok podstawowej funkcji acylacji tRNA, uczest-
niczg w procesach dojrzewania RNA, regulacji eks-
presji genéw na poziomie transkrypcji i translacji,
syntezie chlorofilu, alarmondéw Ap4A oraz biosynte-
zie aminokwasow (histydyny). Widoczny jest udziat
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aaRS w apoptozie i embriogenezie. Wydaje sie, ze
wielofunkcyjnos$¢ aaRS wraz z dostepnoscig nowych
informacji strukturalnych stwarzajag mozliwosci ich
wykorzystania w medycynie molekularnej.

Celem niniejszego artykutu jest przedstawienie
udziatu syntetaz aminoacylo-tRNA w r6znych pro-
cesach komérkowych oraz powstawaniu niektérych
chorob autoimmunologicznych. Wskazemy réwniez
na mozliwos$ci wykorzystania syntetaz aminoacy-
lo-tRNA w poszukiwaniu nowych antybiotykdéw.

I1. Wiasciwosci syntetaz aminoacylo-tRNA

Gtéwng funkcjg syntetaz aminoacylo-tRNA jest
swoiste rozpoznanie a nastepnie dwuetapowa reak-
cja estryfikacji tRNA. Enzymy te wykazujg olbrzy-
mie zréznicowanie strukturalne. Dotyczy to zaréwno
wielkosci polipeptydéw, sekwencji aminokwaso-
wychjak i budowy czwartorzedowej [1]. aaRS moga
wystepowac jako: monomery (a), homodimery i ho-
motetramery (a2 a4) lub heterotetramery (CI2P2), jed-
nak analiza struktury krysztatlbw PheRS Thermus
thermophilus wskazuje, ze ten enzym jest dimerem
zbudowanym z dwoéch podjednostek (aP)2 [2, 3],
aaRS dzieli sie na dwie klasy (Tabela 1). Kazda z

Tabela 1

Reakcja aminoacylacji tRNA i klasyfikacja syntetaz aminoacylo-tRNA

A.

B.

Klasa aaRS

Charakterystyczna

nich charakteryzuje sie odmiennym motywem struk-
turalnym [4], W klasie pierwszej aaRS miejsce kata-
lityczne enzymu tworzy struktura Rossmanna pieciu
na przemian utozonych helis a (ang. Rossmannfold).
W jej obszarze znajdujg sie¢ dwie znacznikowe se-
kwencje peptydowe: His-Leu-Gly-His (HIGH) i
Lys-Met- Ser-Lys-Ser (KMSKS). Aminokwasy te sg
zaangazowane w synteze aminoacylo-adenylanu [5],
Dwie reszty lizynowe w sekwencji KMSKS wigzg i
aktywujg aminokwas. pentapeptyd, oprécz
wigzania ATP rozpoznaje koniec 3’ czasteczki
tRNA. Dwie reszty histydynowe tetrapeptydu HIGH
wigzg reszty fosforanowe ATP. Nalezy podkreslic,
ze podobne motywy sekwencyjne wystepujg réwniez
w wielu innych biatkach wigzgcych mono- i dinukle-
otydy np. w dehydrogenazach [6]. aaRS klasy | spe-
cyficznie rozpoznaja okre$lone fragmenty tRNA
wigzac sie z mniejsza bruzda helisy RN A i katalizuja
estryfikacje grupy 2’OH konhAcowej 3’ rybozy specy-
ficznym aminokwasem [7]. Centrum aktywne synte-
taz klasy Il tworzy gtdwnie siedem antyréwnolegle
utozonych struktur [J-daszkowych oraz trzy helisy ot
[8, 9]. Wystepujg w nim trzy zdegenerowane moty-
wy sekwencyjne [10, 11], Syntetazy klasy 1l (z
wyjatkiem PheRS) wigzg sie ztRNA wjego wiekszej

Ten

aa + ATP < aR— >aa-AMP + PP|
aa-AMP + tRNA < aaRS -» aa-tRNA + AMP

(1) ®Goxx0xxP00
(2) ®O0OXOxxx(F/Y/H)RXE

HIGH, KMSKS

sekwencja aminokwasowa

Centrum

(R/H)xxxFxxx(D/E)
(3) x0GOGOGOER00000

antyréwnolegta

struktura Rossmanna

katalityczne

Miejsce wigzania

struktura B

wieksza bruzda tRNA

mniejsza bruzda tRNA

syntetazy do tRNA
Miejsce aminoacylacji
przy koncowej rybozie tRNA

Podklasy aaRS:
a

2’0OH

3’0OH (z wyjatkiem PheRS)

His, Thr, Pro, Ser

Arg, Cys, lle, Leu, Met, Val

Asp, Asn, Lys
b Tyr, Trp
. Ala, Gly
c Gin, Glu
g Phe

(A) W pierwszym etapie aminoacylacji tRNA, aaRS aktywuje specyficzny aminokwas z wytworzeniem aminoacylo-adenylanu (aa-AMP) i
jednoczesnym uwolnieniem pirofosforanu (PPi). W drugim etapie nastepuje przeniesienie grupy aminoacylowej aminoacylo-AMP na
czasteczke tRNA z utworzeniem aminoacylo-tRNA [1], (B) Charakterystyczne sekwencje aminokwasowe aaRS przedstawiono w kodzie jed-
noliterowym (© — aminokwasy obdarzone tadunkiem dodatnim, 0 — aminokwas hydrofobowy, x — aminokwas dowolny), podklasy w ko-
dzie trojliterowym. Wszystkie AARS z wyjatkiem LysRS (niektérych Archea, Bacteria) i ProCysRS podlegajg powyzszej klasyfikacji i sg

przydzielone do jednej z dwéch klas [2-11].
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bruzdzie i katalizujg przytgczanie aminokwasu do
grupy 3’OH korncowej 3’ rybozy [11].

aaRS Prokaryota w poréwnaniu z syntetazami Eu-
karyota zbudowane sg z mniejszych podjednostek.
tancuchy polipeptydowe syntetazy tryptofany-
lo-tRNA iwalino-tRNA E. coli zawierajg od 344 do
951 aminokwaséw. U Eukaryota ich dtugo$¢ wynosi
odpowiednio 481 i 1265 aminoakwaséw [12, 13].
Jest to konsekwencjg wystepowania dodatkowych
peptydéw przy koficu aminowym lub karboksylo-
wym [14]. W syntetazie gluprolilo-tRNA o podwdj-
nej specyficznosci dodatkowa sekwencja aminokwa-
sowa znajduje sie pomiedzy sekwencjami swoistymi
dla syntetaz glutamylo-tRNA i prolilo-tRNA [15].
Struktura i funkcja dodatkowych peptyddw jest mato
poznana. Dotychczas wykazano, ze biorg one udziat
w tworzeniu wieloczgsteczkowych komplekséw en-
zymatycznych [16, 17]. Syntetaza metionylo-tRNA
Saccharomyces cerevisiae wystepuje w kompleksie z
biatkiem Arctp (ang. aminoacyl-tRNA synthetase
cofactor), w tworzeniu ktérego uczestniczy dodatko-
wy polipeptyd 185 aminokwasowy przy kohAcu ami-
nowym. Taki kompleks nie wystepuje u Prokaryota.
Biatko Arclp przy kofAcu aminowym wigze GIuRS i
MetRS, a przy koncu karboksylowym tRNAQGQu lub
tRNAMt [18]. Obecnosé Arclp w kompleksie z Met-
RS i GIURS zwieksza wydajno$¢ aminoacylacji kata-
lizowanej przez obie syntetazy. Domena karboksylo-
wa biatka Arclp oddziatuje niespecyficznie z
tRNAphe, tRNALsS i tRNAAQ [19]. Przytaczenie tej
domeny do centrum katalitycznego GInRS E. coli
umozliwia aminoacylacje tRNAGn drozdzy [20].

Syntetazy aminoacylo-tRNA wystepujgw komor-
kach ssakéw na og6t w postaci wieloczasteczkowego
kompleksu o m. cz. 1,4 MDa. Skfada sie on z 11
biatek, z ktorych dziewieé¢ to aaRS a pozostate to
biatka nieenzymatyczne: p 18, p38 i p43 [21]. Biatko
p38 wigze sie z ArgRS, GInRS, AspRS, LysRS i Glu-
ProRS stabilizujgc strukture kompleksu [21]. Biatko
p43 uwazane jest za prekursor cytokiny EMAPII
(ang. Endothelial Monocite Activating Polipeptyde)
(proEMAPII), ktéra uczestniczy w ostrej odpowiedzi
zapalnej i zaangazowana jest w proces apoptozy.
Domena przy koAcu karboksylowym p43 wykazuje
chemotaktyczne wobec leukocytdow
(monocytéw, granulocytéw), powodujac ich groma-
dzenie sie w ogniskach apoptycznych [22-25]. P43
wigze ponadto niespecyficznie tRNA, ajego proteo-
liza powoduje utrate tych wtasciwosci, co prowadzi
do zaburzen biosyntezy biatka ijest przyczyng wejs$-
cia komorki w apoptoze. Udziat biatka p43 jednocze-
$nie w dwoch procesach komoérkowych — translacji i

wtasciwosci

apoptozie, wskazuje na wzajemne powigzanie tych
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proces6w. Z analizy sekwencji aminokwasowej
biatka p 18 wynika, ze jest to homolog przedituzenia
syntetazy walilo-tRNA przy koricu aminowym, ktéra
to sekwencja bierze udziat w wigzaniu podjednostek
czynnika elongacyjnego EF-1H [26]. Pomimo tych
obserwacji, funkcja multisyntetazowego kompleksu
jest wcigz stabo poznana. Kompleksy te wystepuja
nie tylko w cytoplazmie, ale takze wjadrze komérko-
wym ssakéw, gdzie moga tworzy¢ inne potgczenia
transportujace tRNA zjadra komoérkowego do cyto-
plazmy [27]. Obecno$¢ dodatkowych domen poza
rdzeniem katalitycznym aaRS nie jest jednak warun-
kiem tworzenia wielosktadnikowych komplekséw.
Dodatkowe aminokwasy przy koncu karboksylo-
wym SerRS S. cerevisiae, nie wptywajg na tworzenie
makrokompleksdw, ale zwiekszajg powinowactwo
seryny i tRNASerdo syntetazy w reakcji aminoacyla-
cji [28]. Istniejg dane doSwiadczalne wskazujace, ze
dodatkowe polipeptydy wystepujgce przy kofcu
aminowym lub karboksylowym, sg zaangazowane w
oddziatywania z tRNA [29, 30]. £ancuch 200 amino-
kwasow przy koncu karboksylowym roslinnej Met-
RS tworzy strukture niespecyficznie wigzgcg tRNA
[31]. Przyktad ten potwierdza wcze$niejsze obser-
wacje wedtug ktorych C-kohncowa domena MetRS
moze bra¢ udziat w poczgtkowym procesie rozpo-
znania i przytgczania tRNA przez syntetaze. Pelnigc
funkcje swoistego ,,magnesu” specyficznych i nie-
specyficznych tRNA w komérce, moze zapobiegac
ich dyfuzji w cytoplazmie przyczyniajac sie do zwie-
kszenia efektywnos$ci aparatu translacyjnego. Bar-
dziej szczegbétowe badania wykazaty, ze dodatkowa
domena wigze i aminoacyluje ramie akceptorowe
tRNAMt [31, 32].

Ponad 40 lat temu, tuz po odkryciu syntetaz ami-
noacylo-tRNA, F.H.C. Crick postulowat istnienie
dwudziestu aaRS w komodrkach wszystkich organi-
zmoéw zywych, gdzie jedna syntetaza rozpoznaje po-
jedynczy aminokwas [33]. Szybko jednak stwierdzo-
no przypadki bedace odstepstwem od tego dogmatu.
Ostatnie za$ wyniki sekwencjonowania genomow
bakteryjnych potwierdzity, ze nie we wszystkich or-
ganizmach wystepuje peten zestaw aaRS. Genom
Methanococcusjanashii zawiera geny kodujace tyl-
ko 16 z 20 aaRS [34]. Nie zidentyfikowano w nim ge-
néw strukturalnych GInRS, AsnRS, LysRS oraz
CysRS, pomimo obserwowanej aktywnos$ci katali-
tycznej tych enzymow [34, 35]. Nasuneto to przy-
puszczenie, iz w komérkach znajdujg sie inne biatka
o podobnych witasciwosciach, ktérych obecnosé
umozliwia prawidtowy przebieg translacji.

Methanococcusjanashii zalicza sie do krélestwa
Archaea istniejagcego obok Bacteria i Eukarya.
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W kazdym krélestwie funkcjonuje prawdopodobnie
inny mechanizm syntezy glutaminylo-tRNAGn
(Gin- tRNAGn). W cytoplazmie komoérek Eukaryota
oraz w niektérych bakteriach (np. E. coli) synteza
Gin- tRNAGQnN zachodzi przy udziale syntetazy glu-
taminylo-tRNA [36]. Jednak u wiekszos$ci bakterii
gram-dodatnich, niektérych gram-ujemnych, cyja-
nobakterii, w organellach komoérkowych oraz u
wszystkich znanych Archaea proces ten odbywa sie
posrednio poprzez etapy aminoacylacji niespecy-
ficznej i transamidacji [37,38]. U M. janashii, M.
thermoautotrophicum i B. subtilis proces glutami-
nylacji przebiega w dwéch etapach.

Glu + tRNAGIin + ATP < GIuRS >
G\u-tRNAGIn + AMP + PPi
GIlu-tRNAGIn + Gin + ATP < GIUAAT >
GIn-tRNAGIn + Glu + Adp + PPi

W pierwszym etapie GIuRS katalizuje niespecy-
ficzne przytgczanie glutaminianu (Glu) do tRNA n
tworzac GIlu-tRNAcIn. Tak btednie zacylowany
tRNA jest nastepnie przeksztatcany do GIn-tRNAcIn
przez amidotransferaze glutamylo-tRNA (GluAdt).
W liniach wspo6tczesnych organizmoéw Bacteria i Ar-
chaea proces transamidacji przebiega przy udziale
dwéch strukturalnie réznych amidotransferaz glu-
tamylo-tRNA. W bakteriach oraz w chloroplastach
ten heterodimeryczny enzym jest kodowany przez
geny gatA, gatB igatC a w krolestwie Archaea en-
zym o tej samej specyficznosci kodowany jest dodat-
kowo przez geny gatD i gatE [39]. W podobnym
szlaku transamidacyjnym przy udziale syntetazy
aspartylo-tRNA i amidotransferazy aspartylo-tRNA
powstaje Asn-tRNAAsn [40]. Analiza krysztatu
GIuRS Thermus thermophilus wskazuje, ze arginina
w pozycji 358 swoiscie rozpoznaje tRNAGuU wyklu-
czajac acylacje tRNAGN [41].

Poznanie sekwencji nowych genomoéw uwidacz-
nia kolejne przykitady odstepstw od dotychczaso-
wych regut podziatu aaRS. Syntetazy lizylo-tRNA
majg swoich przedstawicieli zaré6wno w klasie | (Ar-
chaea iniektére bakterie) jak i drugiej (pozostate or-
ganizmy). Centrum Kkatalityczne LysRS Methano-
coccus manipaludis zawiera oba motywy sekwencyj-
ne HIGH i KMSKS charakterystyczne tylko dla syn-
tetaz klasy | [42]. LysRS klasy 1'i Il pomimo braku
podobienstw w budowie przestrzennej, rozpoznaja te
same fragmenty struktury tRNALs : ramie akcepto-
rowe i petle antykodonowg. Jednak sposéb wigzania
ramienia akceptorowego przez LysRS obu klas jest
odmienny. LysRS klasy | (Borelia burgdorferi)
wiazg sie z mniejszg bruzda helisy tRNA, podczas
gdy enzymy klasy Il (np. E. coli) oddziatujg z duzg
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bruzdg tRNA. [43, 44], Jest tojedyny przykiad synte-
tazy o tej samej specyficznosci nalezgcych do dwdéch
klas.

Brak genu kodujagcego CysRS w sekwencji geno-
mowej M. janashii i M. theroautotrophicum jest ko-
lejnym przyktadem odstepstw od regut kodu gene-
tycznego. Wykazano, ze acylacja cysteing u niekté-
rych Archaea zachodzi przy udziale dwuspecyficz-
nej ProCysRS. Jego sekwencja aminokwasowa od-
powiada sekwencji ProRS. ProCysRS moze syntety-
zowaé in vitro i in vivo zaréwno Pro-tRNAPwojak i
Cys-tRNAQs [45]. Nie zaobserwowano btednego
tworzenia sie kompleksow Pro-tRNAQs jak i Cys-
tRNAPO. Mutageneza ProCysRS wykazata, ze miej-
sca wigzania proliny i cysteiny sg wspdlne dla obu
aminokwaséw [46]. Etapy tworzenia cysteinylo-ade-
nylanu i prolilo-adenylanu przez ProCysRS sg jed-
nak odmienne. Aktywacja cysteiny przez ProCysRS
jest mozliwa tylko w obecnosci tRNACys. Z kolei
tworzenie prolilo-adenylanu wobec ProCysRS za-
chodzi bez udziatu tRNAPro. Przypuszcza sie, ze od-
dziatywanie tRNAQs z ProCysRS indukuje zmiany
konformacyjne miejsca aktywnego syntetazy, umo-
zliwiajac wigzanie tylko specyficznego aminokwasu
[47],

I1l. Procesy komorkowe kierowane przez
syntetazy aminoacylo-tRNA

aaRS obok swej zasadniczej funkcji katalizy ami-
noacylacji tRNA biorg udziat w wielu procesach nie
zwigzanych bezpos$rednio zrozpoznawaniem tRNA i
wigzaniem aminokwasu (Ryc. 1). Enzymy te regu-

aminoacylacia tRNA

dojrzewanie aktywnosé

RNA C}) korekcyjna  aktywno$é
\ / cytokin

rozwoj aminoacylacja

embrionalny - aaR$ ——\virusowych RNA
/ podobnych do tRNA
biosynteza \ ulacia
chlorofilu reguiacja
tramskrypcji

biosynteza

4 regulacja
alarmonéw

translacji

Ryc. 1. Funkcje syntetaz aminoacylo-tRNA. aaRS katalizujg reakcje
aminoacylacji tRNA a takze wykazujg inne funkcje nie
zwiazane bezposrednio z biosyntezg biatka. Nie uwzgledniono
tutaj udziatu aaRS w mechanizmie naprawczym [67-69],

lujg ekspresje wtasnych genow, zarbwno na pozio-
mie transkrypcji jak i translacji [48]. Syntetaza tre-
onylo-tRNA (ThrRS) E. coli wigze sie z dwoma do-
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menami odcinka liderowego mMRNA przypomi-
najacymi strukture spinki do witoséw. Kazda z nich
imituje ksztattem ramie¢ antykodonu tRNATHhr. ThrRS
tworzac kompleks z wtasnym mRNA uniemozliwia
jego wigzanie do rybosomu [49, 50]. W podobny
sposob ekspresje wiasnego genu autoreguluje
AlaRS. Enzym ten hamuje synteze AlaRS poprzez
wigzanie sie z sekwencjg palindromowa, otaczajgcg
miejsce startu transkrypcji wtasnego genu [51]. Mi-
tochondrialne aaRS zaangazowane sg w proces doj-
rzewania mitochondrialnego RNA. W wycinaniu in-
trondéw grupy | (ang. splicing) udziat biorg: TyrRS N.
crassa [52], P. anserina [53], LeuRS S. cerevisiae, S.
douglasii [54], Domena MtTyrRS N. crassa zawiera
dodatkowg sekwencje przy koficu aminowym istotng
dla tego procesu. Syntetaza rozpoznaje introny grupy
I dzieki ich strukturalnej homologii do tRNA [55].
Bakteryjne LeuRS i ludzkie MtLeuRS nie uczest-
niczag w procesie sktadania wtasnych genéw, gdyz
nie zawieraja intronéw. Mogg natomiast wykazywaé
te aktywnos$¢ w procesie sktadania sekwencji ko-
dujgcej MtLeuRS S. cerevisiae [56].

LysRS, PheRS i SerRS odpowiedzialne sg za syn-
teze alarmon6éw — oligofosforanéw dinukleotydo-
wych, odgrywajgcych wazng role w odpowiedzi ko-
morek bakteryjnych i eukariotycznych na rézne wa-
runki stresowe. Zalicza sie do nich: Ap4A, Ap3Gpp,
Ap4dG, Ap3G, Ap3A w ktdrych jedna z reszt fosfora-
nowych czgsteczki ATP (pppA) jest zastgpiona przez
ADP, AMP, ppGpp, GTP oraz GDP [57,58], Alarmo-
ny stanowig swoiste ,czujniki” sygnalizujgce ko-
morce o zmianie warunkow otoczenia.

U roslin wyzszych, glonédw, Eubacteria i Archeo-
bacteria syntetaza glutamylo-tRNA zaangazowana
jest w proces biosyntezy porfiryny. Utworzony przez
nig glutamylo-tRNAQujest substratem wyjsciowym
szlaku prowadzgcego do powstania kwasu 5-aminol-
ewulinowego, bedacego prekursorem zwigzkow te-
trapirolowych, do ktérych naleza chlorofil i hem
[59].

W bakteryjnych genomach Bacillus subtilis, Lac-
tococcus lactis, Synechocystic sp. odkryto biatko
uczestniczace w biosyntezie histydyny i wykazujace
podobienstwo do HisRS. Otwarta ramka odczytu se-
kwencji kodujacej to biatko zawiera gen hisZ, ktdre-
go produkt jest homologiem domeny Kkatalitycznej
HisRS. Produkt ekspresji genu hisZ nie jest jednak
zdolny zaréwno do hydrolizy ATP jak ikatalizy reak-
cji aminoacylacji tRNAHSs. W komdrkach bakteryj-
nych biatko HisZ peini funkcje podjednostki biatka
HisG o aktywnosci ATP fosforybotransferazy, ktory
jest pierwszym enzymem uczestniczagcym w szlaku
biosyntezy histydyny. U bakterii w ktérych genomie
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brak sekwencji hisZ produkt genu hisG jest o 100
aminokwasow dtuzszy i funkcjonuje bez biatka
HisZ. Przypuszcza sie wiec, ze HisZ jest brakujagcym
elementem niekompletnej ATP fosforybozylotrans-
ferazy [60].

aaRS katalizujg przytgczanie aminokwaséw nie
tylko do tRNA ale takze do genomowych RNA wiru-
sow. RNA Tymowirus6w, Tobamowiruséw i Bromo-
wiruséw sgaminoacylowane najego konicu 3’ ponie-
waz ta cze$¢ kwasu nukleinowego przybiera struktu-
re podobng odpowiednio do tRNATy, tRNAW,
tRNAHS. Przebieg tej reakcji uwarunkowany jest
obecnoscig  struktury tRNA  przypominajacej
ksztattem litere L oraz sekwencji CCA na koncu 3.
Utworzenie tej sekwencji przez nukleotydylotransfe-
raze tRNA i przytgczenie aminokwasu przez odpo-
wiednig aaRS chroni wirusowy genom przed dziata-
niem nukleaz gospodarza. Aminoacylowane wiruso-
we RNA moga tez wigzac sie z komérkowymi czyn-
nikami elongacyjnymi i uczestniczy¢ w translacji
biatek wirusa [61].

Niektére aaRS oraz biatka z nimi oddziatujgce
wykazuja aktywnos$¢ cytokin. Ludzka TyrRS zbudo-
wana jest z dwoch fragmentéw wykazujgcych ak-
tywnos$¢ cytokin [62]. Domena przy kohAcu karboksy-
lowym jest strukturalnie podobna do EMAPII-pepty-
du biorgcego udziat w prostej odpowiedzi zapalnej i
zaangazowanego w proces apaptozy [63]. Powoduje
ona chemotaksje leukocytow, monocytéw i stymulu-
je synteze mieloperoksydazy, czynnika nekrozy no-
wotworéw TNF-a (ang. tumor necrosis factor-a)
oraz czynnika tkankowego MP (ang. tissue factor
produced by mononuclear phagocytes-MPs). Dome-
na katalityczna TyrRS wigze sie natomiast z recepto-
rem interleukiny 8A [62]. Za prekursor EMAPII
uwazany jest rowniez peptyd p43 wchodzacy w skiad
kompleksow wielosyntetazowych (rozdz. II). Ak-
tywnos$¢é TrpRS bedacej bliskim homologiem TyrRS
ma zwigzek z regulacjg procesu angiogenezy [64],

Aktywnos$¢ aaRS moze by¢ szczegdlnie istotna we
wczesnym etapie rozwoju organizméw. U Arabi-
dopsis thaliana stwierdzono obecno$¢ mutanta eddl.
Jego sekwencja jest homologiczna (70%) do sekwen-
cji GIyRS E. coli. Efektem mutacji jest ograniczony
wzrost zarodkowy rzodkiewnika, wywotany niepra-
widtowym wyksztatceniem plastydéw. Uwaza sie, ze
GlyRS odpowiedzialna jest za tworzenie i przekazy-
wanie sygnatu z jadra komérkowego do plastydéw
warunkujacy prawidtowy ich rozwdj [65].

Niedawno zauwazono zwigzek miedzy niektdry-
mi aaRS a rozwojem embrionalnym zwierzat. W ba-
daniach nad rozwojem gruczotow S$linowych wyka-
zano zwiekszony poziom ekspresji TrpRS, TyrRS,
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SerRS i AlaRS. Sekwencja TrpRS Drosophila mela-
nogaster jest wysoce homologiczna do sekwencji
TyrRS ssakéw. W kulturach ludzkich komorek
stwierdzono zdolno$¢ czynnika przeciwwirusowego
IFN-y do aktywacji TrpRS. Ludzka TrpRS posiada
przed miejscem startu transkrypcji wiasnego genu
elementy odpowiedzi na ten czynnik (ang. interferon
gamma-stimulating response elements). Poziom eks-
presji TrpRS w komdrce moze by¢ regulowany przez
czynniki transkrypcyjne aktywowane przez IFN-y.
Mozliwe jest wiec, ze podwyzszona ekspresja TrpRS
muszki owocowej stanowi bariere dla rozwoju wiru-
sow oraz innych wewngtrzkomodrkowych pasozytow
[66].

IV. Udziat syntetaz aminoacylo-tRNA w
powstawaniu choréb autoimmunolo-
gicznych

W ostatnich latach badania nad niektérymi choro-
bami autoimmunologicznymi udowodnity ich
zwigzek z obecnos$cig w osoczu pacjentow przeciw-
ciat skierowanych przeciw okre$lonym aaRS. Celem
prac badawczych jest znalezienie przyczyn pojawia-
nia sie tego rodzaju przeciwciat.

Jak wiadomo, ukiad immunologiczny dojrzatego
organizmu rozpoznaje i eliminuje tylko nieswoiste
antygeny, a nie reaguje z wtasnymi. Jednakze zasada
tolerancji nie jest absolutna. W pewnych warunkach
moze pojawic¢ sie tzw. reakcja autoimmunologiczna,
w ktérej wiasne antygeny mogg by¢ nieprawidtowo
rozpoznawane, co prowadzi do powstawania choro-
botwdérczych autoprzeciwciat. Proces ten nie zostat
dotychczas catkowicie wyjasniony. Rozwaza sie kil-
ka mozliwosci ich tworzenia: 1) utrata zdolnosci
uktadu immunologicznego do rozpoznawania sSwo-
istych substancji we wlasnym organizmie, 2)
wywotywanie niewtasciwych reakcji immunologicz-
nych w wyniku zmian w tkankach pod wptywem en-
zymoOw bakteryjnych itoksyn, 3) zaburzenia metabo-
liczne, genetyczne, mechaniczne podczas produkcji
przeciwciat. Zatem powstawanie przeciwciat moze
mie¢ podtoze immunologiczne, genetyczne, infek-
cyjne lub hormonalne. Limfocyty T rozpoznajg auto-
antygen jako egzogenny, jesli nie oddziatuje on z ko-
moérkami uktadu immunologicznego. Zjawisko to
nosi nazwe sekwestracji autoantygenu, w efekcie
ktérej nie wytwarza sie tolerancja na ten autoanty-
gen. Moze on zosta¢ rozpoznany rowniez jako obcy,
jesli na skutek r6znych przyczyn dojdzie do zmian w
jego strukturze, co zachodzi w przypadku uszkodze-
nia tkanek, procesu zapalnego czy wptywu lekéw
[70], Dostepne sg dowody potwierdzajgce wptyw in-
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fekcji wirusowych na indukcje i rozwéj procesu im-
munologicznego. Mozna jg ttumaczyé makromole-
kularng mimikra, to jest podobieristwem w struktu-
rze antygenéw bakteryjnych i fragmentéw struktur
komdrkowych. Przyktadem jest syntetaza tryptofa-
nylo-tRNA, ktorej fragment aminokwasowy
130/HFLPR jest homologiczny do sekwencji biatek
wirusowych np. HFVRD Herpes simplex, HFVKU
Epsteina-Barra. Wirusowe peptydy wywotujg mo-
nonukleaze zakazng w zespole Sjogrena [71].
Choroby autoimmunologiczne zwigzane sg z wy-
stepowaniem przeciwciat przeciw wielu sktadnikom
komdrkowym, takim jak: polimeraza | [72], topoizo-
meraza | [73], dehydrogenaza [74] czy histony [75].
Powstajace przeciwciata wywotuje wiele choroéb
tkanki tacznej jak: toczen rumieniowaty (SLE, ang.
Systemie Lupus Erythematosus), zespdt Sjorgena
(SS, ang. Sjérgen Syndrome), reumatoidalne zapale-
nie stawow (RA, ang. Rheumatoid Arthritis), zapale-
nie mie$ni (M, ang. Myositis), zapalenie wielomie-
$niowe (PM, ang. Polymyositis), zapalenie skdrno-
miesniowe (DM, ang. Dermatomyositis), czy sklero-
derme (SSc, ang. Systemie Sclerosis) [76]. U pacjen-
tow z tymi chorobami stwierdzono wystepowanie
przeciwciat wobec aaRS. U osdb cierpigcych na za-
palenie miesni i zapalenie skérno-miesniowe wykry-
to przeciwciata anty-Jo-1 (A-Jo-1) reagujgce z Hi-
sRS [77]. Chorobom tym towarzyszy takze $rod-
migzszowe zapalenie ptuc, a niekiedy reumatoidalne
zapalenie stawdw [78]. Powstawanie okre$lonego
rodzaju przeciwciat  jest charakterystyczne
wytgcznie dla danego antygenu, co oznacza, ze nie
ma to wptywu na powstawanie innych przeciwciat.
Przeciwciato anty-Jo-1 rozpoznaje wytgcznie synte-
taze HisRS. Jest ono specyficzne dla danego pacjenta
i nie reaguje z innymi aaRS. Z analizy reakcji wiaza-
nia AsnRS z anty-HisRS, anty- AsnRS ianty-AlaRS
wynika, ze tylko anty-AsnRS hamujg aminoacylacje
w 98%. Pozostate przeciwciata wptywajg na reakcje
w nieznacznym stopniu [79]. Antygen Jo-1 wystepu-
je prawie wytgcznie we frakcji cytoplazmatycznej,
€0 oznacza, ze np. MtHisRS nie ma wasciwosci im-
munogennych. U chorych cierpigcych na zapalenie
skdrno-miesniowe wykryto przeciwciata reagujace
z: ThrRS [80], AlaRS i tRNAAa [81], IleRS [82] i
GIlyRS [83], dla ktérych stwierdzono wystepowanie
antygenoéw, odpowiednio: PL7, PL12, OJ i EJ (Tabe-
la 2). Wymienione wyzej aaRS (oprécz 11eRS), prze-
ciw ktdrym moze by¢ skierowana odpowiedz immu-
nologiczna, wystepujag w komdérce w postaci poje-
dynczych peptydéw [17, 18]. Przeciwciata moga ta-
kze powodowaé inhibicje takich aaRS, ktore
wchodzg w skiad wieloenzymatycznych komplek-
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sow. IleRS w wyniku reakcji z anty-OJ traci prawie
catkowicie aktywnos$¢ enzymatyczna, a kompleks
syntetaz ulega wytraceniu [82].

Metody biochemiczne i immunologiczne obecnie
pozwalajg na scharakteryzowanie autoantygenu.
Okresla sie miejsca wigzania przeciwciat lub limfo-
cytow T (epitopy) oraz bada sie immunogennosé
okre$lonego autoantygenu. Z analizy sekwencji
aaRS wynika, ze w ludzkiej HisRS 60 aminokwaso-
wy peptyd przy koficu aminowym jest gtownym epi-
topem rozpoznawanym przez przeciwciata u chorych

Tabela 2

nak moze mie¢ miejsce i zachodzi dwoma drogami:
potranslacyjnie poprzez acylacje reszt lizynowych
biatka lub translacyjnie poprzez witaczanie S-ni-
tro-Hcy do rosngcego tancucha polipeptydowego
biatka. Efektem tego jest obnizenie aktywnosci bio-
logicznej komdrki oraz indukcja patogenezy i arte-
riosklerozy [89, 90].

W 1997 roku wykazano, ze LysRS moze mie¢
zwigzek z chorobami oSrodkowego uktadu nerwo-
wego np. w stwardnieniu rozsianym (ALS ang. Amy-
otrophic Lateral Sclerosis). Rozwo6j tej choroby na-

Przeciwciata wzgladem aaRS uczestniczace w powstawaniu chor6b autoimmunologicznych

Przeciwciato Antygen
Anty-Jo-1 HisRS
Anty-PL-7 ThrRS
Anty-PL-12 AlaRS+ tRNA Aa
Anty-0J 1leRS
Anty-EJ GIlyRS

Choroby autoimmunologiczne

Pismiennictwo

PM rzadziej DM 76, 77
PM, DM 76, 80
PM, DM, ILD 76, 81
PM, DM, ILD 76, 82
DM, rzadziej PM 76, 83

Anty-Jo-1 (anty-HisRS); anty-PL-7 (anty-ThrRS); anty-PL-12 (anty-AlaRS itRNA Ala); anty-OJ (anty-1IcRS); anty-EJ (anty-Gly), DM — za-
palenie skérno-mig$niowe, PM — zapalenie wielomig$niowe, ILD — $r6dmigzszowe zapalenie pluc.

na zapalenie mie$niowe i skérno-miesniowe. Region
ten tworzg gtéwnie helikalne struktury biatkowe [84,
85]. Homologiczny region zostat zidentyfikowany w
dwuspecyficznej GIuProRS H. sapiens. Obie synte-
tazy potaczone sg 3-krotnie powtarzajagcymi sie blo-
kami aminokwasowymi (ang. tandem repeat motif).
Kazdy segment o dtugosci 57 aminokwasow jest od-
powiednikiem korica aminowego HisRS. Podobny
motyw wystepuje réwniez przy koricu aminowym
TrpRS i GlyRS, ktére podobnie jak HisRS moga
petni¢ role autoantygenéw w procesie autoimmuni-
zacji [86],

Okazato sig, ze aaRS wyjasni¢ moze etiologie ar-
teriosklerozy (tworzenie ptytek miazdzycowych),
ktéra charakteryzuje sie udzialem homocysteiny
(Hcy) isyntetazy metionylo-tRNA w uszkodzeniach
naczyn krwionosnych. Homocysteina jest produk-
tem posrednim w biosyntezie metioniny. Rdzni sie
od metioniny brakiem tylko jednej grupy metylowej,
w wyniku czego moze by¢ niespecyficznie rozpozna-
wana przez MetRS. Aktywnos$¢ korekcyjna MetRS
zapobiega jednak przeniesieniu zaktywowanej Hcy
na tRNAM, prowadzac w obecnos$ci ATP do powsta-
nia tiolaktonu homocysteiny. Proces ten odbywa sie
w komorkach wszystkich organizméw i zapobiega
btednemu wbudowaniu niebiatkowego aminokwasu
w tafncuch polipeptydowy [87, 88]. Sytuacja ta jed-
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stepuje w wyniku mutacji genu kodujgcego dysmuta-
ze nadtlenkowg. Zmutowane biatko SOD1 tworzy
kompleks z dwoma biatkami, w tym z LysRS, pod-
czas gdy natywna forma SOD1 nie wykazuje takiej
witasciwosci. Ma to szczegd6lne znaczenie w komor-
kach mézgowych, gdzie poziom ekspresji LysRS i
biatka SOD1 jest bardzo wysoki [91].

V. Poszukiwanie antybiotykdéw skierowanych
przeciwko bakteryjnym syntetazom ami-
noacylo-tRNA

Antybiotyki stanowig grupe metabolitow wtdr-
nych wytwarzanych przez bakterie (Eubacteriales),
promieniowce (Actinomycetales), grzyby (Fungi),
rzadziej przez podstawczaki (Basidiomycetes), po-
rosty (Lichenes) a takze rosliny zielone i zwierzeta
wyzsze [92]. Wspblng cechg wszystkich antybioty-
kow jest ich wybidrcza zdolnos¢ hamowania aktyw-
nosci okreslonych uktadéw enzymatycznych drob-
noustrojéw a przez to wptywania na ich podstawo-
we procesy zyciowe. aaRS katalizujgce podsta-
wowa reakcje aminoacylacji tRNA stanowia dosko-
nate narzedzie do syntezy tych inhibitorow. Duze
zréznicowanie strukturalne aaRS Prokaryota i Eu-
karyota Swiadczy o wysokiej selektywnos$ci tych
enzymoOw, dzieki ktérej moga ogranicza¢ aktyw-

195



no$¢ patogena nie zaburzajgc funkcji enzymu ludz-
kiego. Leki bedgce substratami (np. aminokwasy)
lub produktami posrednimi (np. aminoacyloadeny-
lan) w reakcji aminoacylacji tRNA z udziatem aaRS
mogaprowadzié¢ do silnych zaburzen syntezy biatka
[93]. Jednym z lepiej poznanych antybiotykow, ktd-
ry specyficznie oddziatuje z syntetazg aminoacy-
lo-tRNA jest mupirocyna (kwas pseudomonowy),
wytwarzana przez bakterie Pseudomonic fluore-
scens [94]. Mupirocyna zostata po raz pierwszy wy-
izolowana w 1971 roku, a wkrétce potem okreslono

Tabela 3

tworzenia izoleucylo-adenylanu. Posiada on szkie-
let weglowy L-izoleucyny zawierajacy grupe epok-
sydowa. Wydaje sie, ze antybiotyk ten bedacy ana-
logiem L-izoleucyny wspétzawodniczy o miejsce
wigzania przez 1leRS. Ponadto antybiotyk ten
przytacza sie do miejsca aktywnego 11eRS poprzez
zachowawczg sekwencje 602KMSKS606, blokujac
miejsce wigzania ATP [102], Zastosowanie mupiro-
cyny w leczeniu chorob zakaznych majednak pew-
ne ograniczenia. Jest to zwigzek mato stabilny i we
krwi ulega hydrolizie do kwasu monowego. Obec-

Struktury chemiczne inhibitoréw (antybiotykéw) niektérych bakteryjnych syntetaz aminoacylo-tRNA

Nazwa Wzér
L.p. antybiotyku strukturalny AARS Pismiennictwo
m
I.  mupirocyna woY 0T rof lleRS 97
CHj
I1- indolmycyna T FcH-cH-c=0 TrpRS 103
ey CX7
BY/N/V >
. borelidyna HICN  cn. e "GO ThrRS 104
f‘D‘]'y A —  cooH
CN
IV.  furanomycyna HC O (',\-13120-1 IleRS 105
w H
o]
V. granatycyna LeuRS 106

Antybiotyki te byty projektowane w oparciu o strukture substratow lub produktéw posrednich reakcji aminoacylacji.

jej strukture (Tabela 3) [95-97]. Jest to inhibitor
IleRS patogenow gram-dodatnich jak: Staphylo-
coccus epidermi, Staphylococcus aureus, Staphylo-
coccus saphrophyticus oraz gram-ujemnych: Ha-
emophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae i Ne-
isseria meningitidis [98-100]. Infekcje wywotywa-
ne przez S. aureus prowadzg do zaburzen uktadu od-
dechowego [100]. S. aureus charakteryzuje sie wy-
sokg opornoscig na wiekszos¢ stosowanych anty-
biotykdéw (np. B-laktamy). Mupirocyna charaktery-
zuje sie znaczng selektywnos$cig. Inhibuje ona ak-
tywno$¢ bakteryjnej 1leRS z wydajnos$cig 10000-
-krotnie wiekszg niz IleRS ssakow [101]. Kwas
pseudomonowy blokuje aktywnos$¢ 1leRS na etapie
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nie projektuje sie antybiotyki syntetyczne, bedace
analogami mupirocyny o korzystniejszych wtas-
ciwosciach terapeutycznych jak: wyzsza stabilno$¢
i selektywnos$¢. Jednym z nich jest inhibitor CB432,
ktory hamuje aktywno$¢ bakteryjnej IleRS z wydaj-
noscig 60-11000 krotnie wiekszg anizeli IleRS
cztowieka. Stezenie 0,1; 0,5 i 10 pg/ml jest wystar-
czajgce aby zahamowaé¢ wzrost bakterii odpowied-
nio: S. aureus, S. pyogenes i E. coli [93].

Innym antybiotykiem, inhibitorem syntetaz ami-
noacylo-tRNA jest indolmycyna, opisywana
poczatkowo jako antybiotyk PA-155A. Jest to po-
chodna tryptofanu (Tabela 3). Hamuje ona wzrost
bakterii gram-dodatnich i gram-ujemnych. Indolmy-
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cyna blokuje aktywacje tryptofanu na etapie tworze-
nia tryptofanylo-adenylanu [103].

Odmienny mechanizm dziatania antybiotykéw na
aaRS wykazuje borelidyna, ktdra jest inhibitorem
ThrRS, produkowanym przez Streptomyces species
(Tabela 3) [104], Przypuszcza sie, ze w tym przypad-
ku blokowany jest etap aminoacylacji tRNA. Innymi
naturalnymi inhibitorami bakteryjnymi aaRS sg: fu-
ranomycyna (ang.furanomicin) [105], granatycyna
(ang. granaticin) [106], ochratoksyna (ang. ochra-
toxin) i cyspentacyna (ang. cispentacin), ktére ha-
muja dziatanie odpowiednio: I1leRS [107], LeuRS
[108] PheRS [108,109] i ProRS [110] (Tabela 3).
Znane sg takze inhibitory GInRS [111], GIuRS [112]
oraz MetRS [113, 114]. Sa to analogi odpowiednio
glutaminyloadenylanu, glutaminianu, metionyloade-
nylanu i metioniny.

Podstawowym problemem, ktéry nie tylko ograni-
cza skutecznos$¢ antybiotykdw, ale takze zmusza do
poszukiwania nowych, jest antybiotykoopornos¢,
polegajgca na uodparnianiu sie drobnoustrojow na
ich dziatanie. Jak dotad nie wydaje sig, aby antybio-
tyki hamujgce dziatanie aaRS mogty catkowicie roz-
wigza¢ ten problem. Skiada sie na to kilka czynni-
kéw. Czesto$¢ spontanicznych mutacji w komdérkach
bakteryjnych waha sie w granicach 10'5-10'9. Punk-
towe mutacje bakteryjnych 1leRS wywotuja natych-
miastowe obnizenie wrazliwosci patogena na mupi-
rocyne. W ostatnich latach wzrosta oporno$¢ szcze-
pu S. aureus na ten antybiotyk. Przyczyng tego jest
pojawienie sie drugiego genu IleRS, ktdry wystepuje
w plazmidzie bakterii. Produkt tego genu wykazuje
tylko 34% identycznosci aminokwasowej z lleRS
kodowanej przez chromosomalny DNA [115]. Jak
wiadomo plazmidowy rodzaj opornosci charaktery-
zuje sie ogromng tatwoscig przenoszenia, nie tylko
wsréd szczepoéw tego samego gatunku, ale takze roz-
przestrzeniania si¢ na inne gatunki. Zadaniem
wspotczesnej medycyny jest poszukiwanie antybio-
tykéw o zmienionych strukturach chemicznych, w
odpowiedzi na nowo pojawiajgce sie drobnoustroje.
Wydaje sie, ze w najblizszej przysztosci poszukiwa-
nie antybiotykéw realizowane bedzie w oparciu o ge-
nomike. W genomach Helicobacterpyroli, Methano-
coccusjanashi czy Borelia burgdorferi nie znalezio-
no  genow syntetazy  GIn-tRNAGQn oraz
Asn-tRNAAsn. Posrednia glutaminylacja zachodzi
przy udziale syntetazy glutamylo-tRNA i amido-
transferazy glutamylo-tRNA. Amidotransferaza,
ktérej obecno$¢ jest konieczna dla prawidtowego
funkcjonowana aparatu translacyjnego Archea moze
stanowi¢ interesujace narzedzie w projektowaniu an-
tybiotykdéw [116]. Szczeg6lnym przyktadem ws$réd
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syntetaz aminoacylo-tRNA jest LysRS, ktéra wedtug
kanonicznego podziatu syntetaz przynalezy do klasy
I, a wérod niektérych patogennych bakterii zidenty-
fikowano LysRS o strukturze typowej dla klasy I-ej
syntetaz. Ta cecha LysRS moze by¢ wykorzystana w
projektowaniu antybiotykéw, ktére specyficznie
blokowatby aktywnos$¢ tylko LysRS patogena.

V1. Perspektywy

Z przedstawionej charakterystyki wynika, ze
aaRS nalezg do jednej z najstarszych i najlepiej po-
znanych rodziny biatek. Réwniez z tego powodu sta-
nowig one dobre narzedzie badawcze do poszukiwa-
nia odpowiedzi na pytania dotyczace ewolucji. Wia-
domo, ze enzymy te zawierajg klasyczne motywy
wigzace dinukleotydy wystepujace takze w wielu in-
nych biatkach jak oksydazy czy dehydrogenazy. Na-
suwa sie natychmiast pytanie o relacje miedzy tymi
enzymami a takze o wspélnego przodka.

Podstawowa rola komorkowa aaRS zwigzana z
acylacja tRNA specyficznym aminokwasem daje
szanse wykorzystania tych enzyméw do celow dia-
gnostycznych. Na przykiad inhibitory projektowane
w oparciu o substraty lub produkty posrednie tej re-
akcji stanowig nowg alternatywe dla farmakologii.
Podejmowane sa réwniez préby rozszerzenia kodu
genetycznego w celu wigczenia nienaturalnych ami-
nokwas6w do dowolnego biatka. Ich celem jest skon-
struowanie nowych par syntetaza-tRNA, ktére
bytyby specyficzne wobec nowych aminokwasow i
wigczanie ich do powstajacego peptydu. Rozwigza-
nie tego i podobnych zagadnien z udziatem nowych
aa-tRNA umozliwi synteze dowolnych biatek o
witasciwos$ciach i zastosowaniach terapeutycznych.

Artykut otrzymano 23 kwietnia 2002
Zaakceptowano do druku 7 maja 2002
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Niedobor cholesterolu

sygnatem dla

transdukcji

iInformacji z endoplazmatycznego retikulum do jadra
komodrkowego — procesy proteolitycznego odszczepienia
czynnikéw transkrypcyjnych z bton ER

Depletion of cholesterol in signal transduction from

endoplasmic reticulum to the cell

nucleus — the

proteolytic cleavage of transcription factors from the ER

membranes
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Spis tresci:

l.  Wstep
1. Sterolowe elementy regulatorowe SRE i biatka SREBP
I1l. Budowa biatek SREBP
IV. Mechanizm dwuetapowego procesu proteolizy biatka
SREBP
IV-1.SCAP — biatko aktywujgce proteolityczne rozsz-
czepienie SREBP z udziatem proteaz S1P i S2P
1V-2. Proces proteolizy biatka SREBP bton ER i uwol-
nienie czynnika transkrypcyjnego SREBP-68

Wykaz stosowanych skrotéow: ACAT — acylotransferaza acy-
lo-CoA:cholesterol; AG — aparat Golgiego; bHLH-Zip — mo-
tyw suwaka leucynowego (ang. basic-helix-loop-helix-leuci-
ne-zipper)\ HDL — lipoproteiny o duzej gestosci; LDL — lipo-
proteiny o matej gestosci; SCAP — hiatko aktywujace proteoli-
tyczne rozszczepienie SREBP (ang. SREBP cleavage activating
protein)’, SIP — proteaza miejsca 1 (ang. site-\ protease); S2P
— proteaza miejsca 2 (ang. site-2 protease)\ SRE — sterolowy
element regulatorowy (ang. sterol regulatory element); SREBP
— biatka bton o0 m.cz. 125 kDa podlegajgce proteolizie z uwol-
nieniem SREBP-68; SREBP-68 — biatka wigzace sie ze stero-
lowym elementem regulatorowym (ang. sterol regulatory ele-
ment bindingprotein)', VLDL — lipoproteiny o bardzo matej ge-
stosci.
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I. Wstep

Cholesterol jest zwigzkiem nieodzownym dla pra-
widtowego przebiegu wielu procesdw metabolicz-
nych zachodzgcych w komérkach itkankach organi-
zmow wyzszych. Jako sktadnik bton biologicznych
uczestniczy w regulacji ich struktury i funkcji. Cho-
lesterol jest takze wyjsciowym substratem do bio-
syntezy wszystkich hormonéw steroidowych, wita-
miny D3, kwaséw zétciowych i oksysteroli [1-8].

W komdrkach eukariotycznych cholesterol po-
chodzi z wewngtrzkomorkowej syntezy de novo oraz
cholesterolu dostarczanego z zewngtrz. Rozprowa-
dzanie cholesterolu zachodzi z udziatem jego szybko
wymienialnej puli, ktérg stanowig lipoproteiny 0so-
cza (VLDL, LDL, HDL), awychwytywany jest przez
tkanki gtéwnie poprzez receptorozalezng endocyto-
ze. U ssakdw gtownym miejscem biosyntezy chole-
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sterolu sg watroba, jelito cienkie, miesnie szkieleto-
we i skora [1, 5, 8-10].

Synteza de novo w komdrce zachodzgca w
btonach retikulum endoplazmatycznego (ER) podle-
ga precyzyjnej regulacji na poziomie transkrypcji,
translacji i bezposredniej regulacji aktywnosci klu-
czowych enzymdéw szlaku biosyntezy cholesterolu.
Nieprawidtowosci metaboliczne wynikajgce z nad-
miernej podazy cholesterolu ukierunkowaty badania
ostatnich trzydziestu lat gtéwnie na poznanie mecha-
nizméw ograniczajacych biosynteze i zaangazowa-
nych w utrzymaniu jego prawidtowego stezenia [1,
11-21],

Modulacja aktywnos$ci kluczowych enzymow
szlaku biosyntezy cholesterolu jest procesem stosun-
kowo dobrze poznanym i polega na modyfikacji ko-
walencyjnej przez fosforylacje i defosforylacje,
zmianie konformacji niektérych enzymoéw przez
cholesterol i metabolity posrednie oraz inhibitory
kompetycyjne. Stwierdzono ponadto, iz enzymy
szlaku biosyntezy cholesterolu pozostajg pod kon-
trolg statusu oksydacyjno-redukcyjnego komorki i
aktywnosci enzyméw proteolitycznych [1, 11-15].

Konstytutywna regulacja proceséw transkrypcji
enzymow biosyntezy cholesterolu, przemian mewa-
lonianu i metabolizmu kwasdw ttuszczowych polega
na oddziatywaniu szeregu sygnatowych zwigzkow z
czynnikami transkrypcyjnymi uczestniczagcymi w re-
gulacji odczytu promotoréow z ramkg E (CANNTG-
3').Takimi zwigzkami sygnatowymi sg np. choleste-
rol, oksysterole, malonylo-CoA, kwasy ttuszczowe i
kwasy zdétciowe [16-19]. Transkrypcyjna regulacja
syntezy enzymow szlaku biosyntezy przemian me-
walonianu przez koncowy produkt cholesterol, byta
przedmiotem szczegdlnie intensywnych badan. Wy-
mogiem strukturalnym, koniecznym dla wywarcia
hamujacego efektu przez cholesterol jest obecnosé
niezestryfikowanej grupy hydroksylowej w pozycji
3 pierscienia steroidowego, a obecnos$¢ grupy keto-
nowej lub hydroksylowej w pozycji 6, 7 lub 25
znacznie zwieksza efekt inhibitorowy. Wykazano
rowniez, ze naturalne oksysterole, wystepujace w
$ladowych iloSciach sg skuteczniejszymi od chole-
sterolu inhibitorami transkrypcji [10, 17, 20, 21].

Oprocz mechanizméw regulujacych homeostaze
cholesterolu przy prawidtowej i nadmiernej jego po-
dazy, istniejg rowniez mechanizmy odbioru sygnatu
0jego niedoborze i koniecznosci uaktywnienia pro-
cesdéw biosyntezy. Mechanizmy te polegajg na akty-
wacji genéw z promotorami ze sterolowym elemen-
tem regulatorowym (SRE).

Przedmiotem niniejszego artykutu bedzie omo-
wienie poznanych w ostatnich latach mechanizmoéw
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proteolitycznego odszczepienia czynnikow tran-
skrypcyjnych z integralnych biatek SREBP. Biatka
te zlokalizowane sg gtéwnie w btonach ER.

I1. Sterolowe elementy regulatorowe SRE
i biatka SREBP

Za zalezng od obnizonego poziomu steroli regula-
cje transkrypcji odpowiedzialne sg regiony promoto-
row ekspresji genéw dla enzymoéw szlaku biosyntezy
cholesterolu, receptora LDL i lipogenezy. Zawierajg
one jedng lub wiele kopii jednego z wariantow
10-nukleotydowej sekwencji: 3’-CATGAGATCA-
CCCCACTGCAA-5". Regiony te okre$lane sg mia-
nem sterolowy element regulatorowy (SRE). Ich ak-
tywacja jest niezbedna dla inicjacji transkrypcji w
komédrkach sygnalizujgcych zapotrzebowanie na
cholesterol (Tabela 1) [17, 21, 22]. Aktywacja SRE
nie zachodzi w warunkach konstytutywnej (podsta-
wowej) ekspresji, gdy komorka nie sygnalizuje zapo-
trzebowania na cholesterol.

Obnizenie sie stezenia cholesterolu w komorce
inicjuje proteolityczne procesy prowadzace do uwol-
nienia z integralnych biatek btonowych, SREBP, re-
tikulum  endoplazmatycznego, rozpuszczalnych
fragmentow SERBP-68. Uwolnione biatka SRE-
BP-68 transportowane sg do jadra komérkowego,
gdzie uczestniczg w aktywacji genéw z promotorami
SRE.

Biatka SREBP zostaty wykryte w 1993 roku [25,
26] przez dwie odrebne grupy badaczy: Hua,
Yokoyama, Wu, Briggs, Brown, Gold-
stein i Wang z University of Texas (Dallas), zaj-
mujacych sie metabolizmem cholesterolu oraz Ton -
tonoz, Kim, Graves i Spiegelman z
Harvard Medical School (Boston), prowadzacych
badania nad metabolizmem cholesterolu i jego
wpltywem na procesy rdoznicowania [16-18, 21-23,
27, 28].

Biatka SREBP sa sktadnikiem btony retikulum
endoplazmatycznego (ER). Ich obecno$¢ stwierdzo-
no réwniez w btonie jadrowej i btonach Aparatu Gol-
giego (AG).

Aktualnie znane sg trzy izoformy biatka SREBP:
SREBP-la, SREBP-Ic i SREBP-2. Biatka te kodo-
wane sg przez dwa geny. Gen SREBP-1 z dwoma
promotorami koduje biatka SREBP-la i Ic, réznigce
sie tylko dtugoscigN- koricowej domeny, SREBP-la
zawiera dodatkowo w tej domenie 29 kwasnych ami-
nokwaséw. Gen SREBP-2 koduje pojedyncze biatko
(Ryc. 1) [17,18, 28-30].

Nadekspresja SREBP-la wywotuje intensywng
biosynteze cholesterolu i kwasow ttuszczowych, na-
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dekspresja SREBP-Ic umiarkowany wzrost biosyn-
tezy cholesterolu i kwaséw ttuszczowych. Wedtug
najnowszych badaA SREBP-Ic, najprawdopodob-
niej reguluje gtdwnie synteze kwasow ttuszczowych
i w mniejszym stopniu cholesterolu.

SREBP-Ic uczestniczy rowniez w regulacji meta-
bolizmu weglowodan6éw. Biatko SREBP-2 wptywa
gtéwnie na biosynteze cholesterolu i w pewnym
stopniu réwniez na biosynteze kwaséw ttuszczo-
wych. Ekspresja biatek SREBP jest kontrolowana na
wielu poziomach i zachodzi w odpowiedzi na zmiany
stezenia cholesterolu, oksysteroli, wielonienasyco-
nych kwaséw ttuszczowych, glukagonu, cAMP oraz
stosunku insulina/glukoza (Tabela 2) [17, 28, 31].

Tabela 1

MmRNA pozostaje w korelacji z iloScig odpowiednich
biatek SREBP [28],

I1l. Budowa bialek SREBP

SREBP to tr6jdomenowe biatka (~ 1150 amino-
kwasow) o masie 125 kDa, o orientacji szpilki do
wioséw, zwigzane z btonami ER (Ryc. 2); ich N-ter-
minalne domeny (~ 480 aminokwasow) i C-terminal-
ne domeny (~ 590 aminokwaséw) znajdujg sie w cy-
tosolu. Biatka SREBP zakotwiczone sg w btonie do-
meng centralng (~ 80 aminokwaséw). Ta unikalna
domena odrézniajgca SREBP od innych biatek
btonowych, zawiera dwa hydrofobowe 22-amino-

Nukleotydowe sekwencje dla sterolowych elementéw regulatorowych SRE [na podstawie 17]

Geny odpowiedzialne za synteze

0 Receptora LDL

§ Syntazy HMG-CoA
g Reduktazy HMG-CoA
a

2 Syntazy farnezylo-PP
‘c Syntazy skwalenu
a

& SREBP-2

Karboksylazy acetylo-CoA

Syntazy kwasow ttuszczowych
Desaturazy 1 stearylo-CoA
Desaturazy 2 stearylo-CoA

Acylotransferazy glicerylo-3-fosforanu

Liaza ATP-cytrynian

Inne

Stezenie poszczeg6lnych form SREBP jest odmien-
ne w réznych tkankach. Dla przyktadu w watrobie i
adopocytach ilo§¢ mMRNA dla SREBP-1c przewyzsza
odpowiednio 9- i 3-krotnie zawarto$¢ mRNA dla
SREBP-la. Natomiast $§ledziona zawiera 10-krotnie
wiecej SREBP-Ila, anizeli lc. W wiekszosci tkanek
przewaza ekspresja biatka SREBP-la. Zawartos$¢
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Sekwencja SRE

ATCACCCCAC
CTCACCCCAC
GCCACCCTAC
ACCGCACCAT
CTCTCACCAC
CTCACACGAG
ATCACGCCAG
CGATGCTGAG
ATCACCCCAC

GGAGGACCAT
CTCACGTCGC
ATCACCCCAC
AGCAGATTGC
AGCAGATTGT
CTCAGCCTAG

TCAGGCTAG

kwasowe segmenty transmembranowe potgczone
krotka 31 -aminokwasowg petlg zwrocong do Swiatta
bton ER. N-konicowe partie biatek SREBP zawieraja
sekwencje bogate w aminokwasy kwasne. Sekwen-
cje te sg stosunkowo dtugie w SREBP-1a (42 amino-
kwasy) i SREBP-2 (48 aminokwasow), natomiast w
SREBP-Ic ten odcinek jest krotszy i zawiera 24 ami-
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Ryc. 1. Domeny i homologia struktury biatek SREBP-la | SREBP-2 wg [18]).

nokwasy. Po odcinkach bogatych w aminokwasy
kwasne wystepujg sekwencje bogate w proline, sery-
ne, glicyne i glutamine, z nastepujacg po nich kla-
syczng sekwencjg bHLH-Zip. Kolejne odcinki biatek
SREBP to dwa hydrofobowe segmenty transbtonowe
przedzielone krotka sekwencjg tgcznikowgq oraz re-
gulatorowa domena C-konca (Ryc. 1). StopieA ho-
mologii miedzy SREBP-la i SREBP-2 jest naste-
pujacy, procent identycznosci dla sekwencji zawie-
rajagcych kwasne aminokwasy wynosi — 33 %, dla
sekwencji bHLH-Zip — 71 % i dla C-konhcowej do-
meny regulatorowej wynosi — 49 % ( Ryc. 1) [18].

Domena N-koricowa SREBP po proteolitycznym
odszczepieniu jest transkrypcyjnym czynnikiem ro-
dziny suwaka leucynowego — basic-helix-loop-he-
lix-leucine-zipper (bHLH-Zip) [17-19, 21-23, 27-29,
32-36],

Motyw bHLH-Zip posredniczy w dimeryzacji i
translokacji dimeru do jadra komorkowego oraz
wigzaniu go z regionami SRE.

IV. Mechanizm dwuetapowego procesu
proteolizy biatka SREBP

IV-1. SCAP — biatko aktywujgce proteolityczne
rozszczepienie SREBP z udziatem proteaz
SIP i S2P

Proces proteolizy biatek SREBP zachodzi z
udziatem dwoéch proteaz SIP i S2P (dane o specy-
ficznosci w dalszej czesci artykutu) oraz przy
wspotudziale biatka SCAP(ang. cleavage activating
protein). Biatko SCAP uczestniczy réwniez w trans-
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porcie biatka SREBP 0 masie czgsteczkowej 125
kDa z bton ER do aparatu bton aparatu Golgiego.
SCAP jest integralnym N-glikozylowanym
biatkiem btonowym, zbudowanym z okoto 1276
aminokwasow, recyklizujacym miedzy ER i AG
(Ryc. 2) [18, 21]. Po N-terminalnej, zlokalizowanej
w cytosolu domenie SCAP, wystepujg na przemian
hydrofobowe i hydrofilne odcinki, ktore tworzg
osiem transmembranowych fragmentéw rozdzielo-
nych krétkimi hydrofilnymi petlami. Hydrofilna
C-koricowa domena SCAP, zlokalizowana réwniez
w cytosolu (546 aminokwasow), zawiera pie¢ powta-
rzajacych sie sekwencji WD, ktdre posSrednicza w in-
terakcjach biatko-biatko. Odcinek obejmujacy pie¢ z
o$miu transmembranowych sekwencji biatka SCAP
(domeny transhtonowe 2-6, pomiedzy aminokwasa-
mi 280-446) jest domeng sensorowg dla steroli. Do-
meny o podobnej strukturze wystepujg rowniez w ta-
kich biatkach jak reduktaza HMG-CoA (pomiedzy
aminokwasami 57-224 biatka zbudowanego z 887
aminokwasoéw), biatka NPC-1 (Nieman-PicK typ 1,
pomiedzy aminokwasami 617-691 biatka zbudowa-
nego z 1278 aminokwas6w) oraz receptorze morfo-
genezy Patched (pomiedzy aminokwasami 420-589
biatka zawierajgcego 1434 aminokwasy). Wymie-
nione odcinki sensorowe pozostajg pod kontrolg ste-
roidow, cho¢ w reduktazie HMG-CoA nie wykazuje
wrazliwosci na sterole [17, 18,21 -23,27-29, 32, 37].
Zamianajednego aminokwasu asparaginy na argi-
nine w obrebie domeny sensorowej SCAP unieczyn-
nia jej role jako sensora steroli w komaérce [22],
Wspomniana juz zmiana asparaginy na arginine
w SCAP znosi jego aktywujgcy wptyw na proteaze
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Ryc. 2. Topologia struktury biatka SREBP i SCAP w obrebie bton retikulum edoplazmatycznego (wg [21], zmodyfikowane).

S1P, a w konsekwencji tej zmiany aktywnos$¢ S1P
utrzymuje sie na statym poziomie.

Lipidy niesterolowe jak sfingomielina [38] oraz
androgeny [39], oksysterole i nienasycone kwasy
ttuszczowe [40] wptywajg zaréwno na proces tran-
skrypcji biatek SREBP jak i na aktywno$¢ proteazy
S1P.

Szczeg6lnie ciekawe cho¢ nie w petni wyjasnione
sg efekty wywotane przez sfingomielinaze w wyniku
dziatania ktorej nastepuje translokacja cholesterolu z
bton plazmatycznych do ER. W odpowiedzi na po-
traktowanie komaérek sfingomielinazg(w warunkach
hodowli tkankowych) zaobserwowano podwyzsze-
nie stezenia estrow cholesterolu z powodu aktywacji
ACAT oraz zahamowanie syntezy cholesterolu w
wyniku aktywnosci reduktazy
HMG-CoA; oprocz tego stwierdzono obnizenie sie
iloci dojrzatych form SREBP-68 w jadrach komor-
kowych,

zmniejszenia

co jest rezultatem hamowania proteazy
S1P(38). Oksysterole w szczego6lnosci w obecnosci
nienasyconych kwaséw ttuszczowych sg rowniez sil-
nymi inhibitorami procesu konwersji SREBP w
czynniki transkrypcyjne SREBP-68 [40], Z badanh
nad wptywem stopnia nienasycenia kwaséw ttusz-
czowych na proces uwalniania biatek SREBP-68 wy-
nika, iz bardzo skutecznym inhibitorem jest kwas
oleinowy C18:1 (A9) [40]. Wedtug innych autoréw
[43] najefektywniejsze w hamowaniu uwalniania
biatek SREBP-68-Ic sg wielonienasycone kwasu

204

ttuszczowe, jak np. kwas arachidonowy C20:4
(A58n’i4) [41]. Efekty nienasyconych kwasoéw
ttuszczowych dotyczg réwniez regulacji tkankowo
specyficznej ekspresji biatek SREBP. W hepatocy-
tach wywierajg wptyw na ekspresje, natomiast w adi-
pocytach pozostajg bez wptywu.

Przypuszcza sie rowniez, iz proces proteolizy
biatek SREBC-Ic pozostaje wytgcznie pod kontrolg
nienasyconych kwasow ttuszowych ijest niezalezny
od steroli. Proces aktywacji biatek SERBP-Ic regu-
lowany jest takze poprzez proces modyfikacji kowa-
lencyjnej z udziatem kinazy MAP [41].

SREBP-1i SREBP-2 w komérkach apoptotycz-
nych moga réwniez ulegac proteolizie nieregulowa-
nej przez sterole z udziatem proteaz cysteinowych
CPP-32 i Mch-3 [16]. Znaczenie tych proceséw nie
zostato jeszcze wyjasnione.

IV-2. Proces proteolizy biatka SREBP bton ER |
uwolnienie czynnika transkrypcyjnego
SREBP-68

W warunkach niedoboru steroli w komorce biatko
SREBP bton ER wchodzi w interakcje z SCAP. Inte-
rakcja zachodzi pomiedzy C-kofncowg domeng regu-
latorowg SREBP i domeng WD biatka SCAP
(Ryc. 3). Wytworzony kompleks SREBP-SCAP,
wedtug najnowszych doniesien [17] zostaje prze-
transportowany do bton AG, gdzie w dwuetapowym
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1 SREBP 3 Ssip

2 SCAP 4  S2P

5 SREBP-68 7 DNA

6 SRE-1 8 mRNA

Ryc. 3. Model mechanizmu proteolizy membranowego biatka SREBP. Proteaza S 1P rozpoznajgca kompleks SREBP-SCAP rozcina petle SREBP w lu-
minamej czesci ER na dwa fragmenty. Druga proteaza S2P odcina N-terminalng partie SREBP z domeng bHLH (SREBP-68). Kolejnym eta-
pem jest transport uwolnionego czynnika transkrypcyjnego SREBP-68 do jadra komérkowego. Dimer biatka SREBP-68 aktywuje promotory

SRE.

procesie proteolizy nastepuje uwolnienie transkryp-
cyjnie aktywnego N-koncowego fragmentu o masie
68 kDa (SREBP-68). Pierwsze rozszczepienie naste-
puje w srodku petli biatka SREBP w obrebie sekwen-
cji: Arg-Ser-Yal-Leu-Ser (RSYLS) (Ryc. 3) pomie-
dzy leucyng52 i seryngb23, katalizowane jest przez
proteaze S1P, aktywowang przez SCAP. Na tym eta-
pie SREBP rozdzielone zostaje na dwie czesci, pozo-
staje jednak nadal zwigzane z btong Aparatu Golgie-
go (Ryc. 3). Wedtug niektorych autoréw proces ten
zachodzi réwniez w ER [17, 18, 21, 28, 42], W kolej-
nym etapie, w btonach AG, druga proteaza - S2P
uwalnia z potgczenia z btong N-koricowy fragment
biatka SREBP, tzn. wtasciwy, transkrypcyjnie czyn-
ny czynnik — SREBP-68 (Ryc. 3). Ciecie nastepuje
w segmencie trans-membranowym, w obrebie se-
kwencji: Asp-Arg-Ser-Arg-lle-Leu-Leu-Cvs (DR-
SRILLC) pomiedzy leucyng i cysteing.
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S2P jest hydrofobowg, cynkowg metaloproteaza,
natomiast SIP jest proteaza typu subtylizyn o struk-
turze i witasciwosciach podobnych do subtylizyn
bakteryjnych. Obecno$¢ S1P stwierdzono réwniez w
regionie pre-Golgi i jest ona proteazag odmienng od
konwertaz prehormonow, ktére wystepujg w obrebie
AG ipost-AG. Stad mozliwe jest, ze pierwszy i drugi
etap proteolizy zachodzi w regionie pre-Golgi. W/g
Browna i Goldsteina [21] proteaza S1P wy-
stepuje w formie nieaktywnej w ER iulega aktywacji w
regionie pre-Golgi (mechanizm aktywacji nieznany).

Uwolniona, transkrypcyjnie aktywna N-kohAcowa
domena o masie 68 kDa (SREBP-68) zostaje prze-
niesiona do cytosolu, skad migruje do jgdra, gdzie
jako dimer wigze sie zregionami SRE (Ryc. 3) iakty-
wuje szereg genow enzymow szlaku biosyntezy cho-
lesterolu, lipogenezy, receptora LDL i metabolizmu
weglowodandéw, geny syntazy HMG-CoA (pierwszy
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Tabela 2

Zmiany ekspresji i uczynniania biatek SREBP pod wptywem metabolitéw i hormondéw [na podstawie 17, 28, 31].

SREBP Czynnik mRNA Uczynnienie
SREBP-Ia, Ic, 2 cholesterol 4 4
SREBP-Ia, Ic, 2 oksystcrole bz 4

SREBP-2 insulina/glukoza bz bz

SREBP-Ic insulina/glukoza T T
SREBP-Ic glukagon, cAMP 4 4

SREBP-2 hipolipidemiczne leki T T

SREBP-1 hipolipidemiczne leki bz 4

mewea s, 4

e .

T — wzrost, -i — obnizenie, bz — bez zmian

wykryty), receptora LDL, reduktazy HMG-CoA,
syntazy skwalenu, syntazy farnezylodifosforanu,
syntazy kwasow ttuszczowych, karboksylazy-CoA,
glicerylo-3-fosfoacylotransferazy, lipazy lipoprote-
inowej, kaweolin i leptyny [17, 24].

Aktywacja w/w gendw wymaga jednak dodatko-
wo wspo6tdziatania SREBP-68 z innymi czynnikami
transkrypcyjnymi [17, 21-23, 28], takimi jak NF-Y
(ang. nuclearfactor Y), Spl lub CREB (ang. cCAMP
response element binding protein). Dodatkowymi
biatkowymi koaktywatorami wymaganymi do akty-
wacji transkrypcji sg CBP (ang. CREB binding pro-
tein), P-300 oraz ARC (ang. activated recruitedfac-
tor) lub DRIP (ang. vitamin D receptor interacting
protein) przy czym izoformy SREBP-la i Ic oraz
SREBP-2 wchodzg w interakcje z odrebnymi czynni-
kami transkrypcyjnymi [28], co daje mozliwo$¢ spe-
cyficznych tkankowo modulacji ekspesji genéw i
precyzyjnej kontroli ich ekspresji przez czynniki
wewnagtrzkomaorkowe.

Transkrypcyjne czynniki z sekwencjg suwaka le-
ucynowego (bHLH-Zip), takie jak: Myc, Max i USP
(ang. upstream stimulatory factor) zawierajg argini-
ne w konserwatywnym regionie i wigzg sie z ramka
EDNA (5’-CANNTG -3’) [43]. SREBP-68 sg szcze-
g6Inymi biatkami typu bHLH-Zip, poniewaz w miej-
scu argininy wystepuje tyrozyna [43] iw zwigzku z
tym wigzg sie efektywnie tylko z SRE-1. Interesujg-
cym jest fakt, ze cho¢ SREBP-68 w warunkach in
vivo wigzg sie rowniez zramka E i wykazujg wysokie
powinowactwo do niej, jednak wszystkie promotory
do tej pory opisane, wrazliwe na poziom steroli regu-
lowane sg tylko poprzez promotory zawierajgce
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SRE. Wynika to prawdopodobnie z faktu, iz interak-
cja z promotorami z ramkga E, nie wywotuje dosta-
tecznej zmiany konformacji wytworzonego kom-
pleksu biatko-DNA, dla uczynnienia transkrypcji
[23, 24]. Najnowsze poglady o oddziatywaniu czyn-
nikow transkrypcyjnych SREBP- 68 z promotorami
z sekwencjg typu SRE iramkg E przedstawione zo-
staty w pracach szeregu pracach [22-24].

Wydaje sie, iz ramka E-box jest rozpoznawana
przez biatka zawierajgce motyw suwaka leucynowe-
go i uczynnia promotory odpowiedzialne za konsty-
tutywna ekspresje gendw szlakow biosyntezy nieza-
lezng od omawianych proceséw regulowanych przez
sterole z udziatem SREBP, SCAP, S1P i S2P.

Czynniki transkrypcyjne — SREBP-68 prawdo-
podobnie koewoluowaty dla optymalizacji i uprecy-
zyjnienia regulacji metabolizmu przemian choleste-
rolu, kwasow ttuszczowych i weglowodanéw.

W artykule przedstawiono niedawno poznane
podstawowe mechanizmy odbioru sygnatéw o niedo-
borze cholesterolu oraz konwersji integralnych
biatek bton retikulum endoplazmatycznego SREBP
w czynniki transkrypcyje SREBP-68 uczestniczace
w aktywacji genow z promotorami SRE.

Artykut otrzymano 12 grudnia 2001
Zaakceptowano do druku 20 maja 2002
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I. Opornos¢ wielolekowa powstajagca w wyni-
ku dziatania transporteréw usuwajacych
leki z komorki

Istnieje wiele réznorodnych molekularnych me-
chanizméw powstawania opornosci na leki w komor-
kach bakterii, pasozytéw, grzybéw i nowotwordéw.
Cechg charakterystyczng komérek przejawiajacych
tzw. opornos$¢ wielolekowa (ang. multidrug resistan-
ce, w skrocie — MDR) jest brak wrazliwos$ci na bar-
dzo wiele lekéw, réznigcych sie znacznie strukturg
chemiczng. Jedng z gtéwnych przyczyn opornosci
wielolekowej w przypadku nowotwordw, a takze pa-
togennych grzybdw, bakterii i pasozytow, jest aktyw-
ny transport chemoterapeutykdw z wnetrza komarki
przez btone komérkowa do Srodowiska zewnatrzko-
morkowego. Za ten proces odpowiadajg biatka nazy-
wane wielolekowymi transporterami (ang. multidrug
transporters). Ekspresja transporterow, zaliczanych
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do nadrodziny biatek ABC (ang. ATP-binding cas-
sette), w blonie komorek opornych jest znacznie
zwiekszona. Gtownymi tego typu transporterami zi-
dentyfikowanymi w komodrkach nowotworowych
cztowieka sg glikoproteina P oraz biatka typu MRP
(biatko zwigzane z opornos$cig wielolekows, ang.
multidrug resistance-associated protein). Z kolei
transportery CDR1 i CDR2 obecne w btonach pato-
gennych drozdzy Candida albicans przyczyniajg sie
do ich opornosci na leki przeciwgrzybicze. Trans-
porter Pdr5p z drozdzy piekarskich Saccharomyces
cerevisiae wykazuje w swojej budowie 56% iden-
tycznosci sekwencji z biatkiem CDR1 z Candida al-
bicans. Oba biatka (Pdr5p i CDR1) posiadajg wiele
substratdw wspolnych z glikoproteing P, co Swiad-
czy o ich funkcjonalnym podobienistwie. Transporte-
ry usuwajace leki z r6znych komérek, pomimo réz-
nic w sekwencji aminokwasowej atakze w topologii,
czesto nie tylko transportujg te same substraty, ale
réwniez sg podatne na dziatanie tych samych inhibi-
toréw. Moze to wskazywac na zblizony mechanizm
transportu i identyfikacji substratow przez rézne
transportery.

Transportery usuwajace leki z komarek, ich sub-
straty i inhibitory (modulatory oporno$ci) oraz lipidy
btonowe powigzane sg wieloma wzajemnymi zale-
znos$ciami funkcjonalnymi. Najwiecej prac na ten te-
mat pochodzi z badan nad glikoproteing P [1], odpo-
wiadajaca za najlepiej poznany typ opornosci komo-
rek nowotworowych (MDR1). W wielu z nich poka-
zano, ze transportowane leki i modulatory opornosci
(chemouczulacze) moga oddziatywac bezposrednio
z glikoproteing P [2], wptywajac na jej aktywno$¢
ATPazowa. Przypuszcza sie, ze niektére modulatory,
takie jak werapamil lub cyklosporyna A sg transpor-
towane przez glikoproteine P [3]. Z innych badah
wynika jednak, ze lipidowa faza btony ma kluczowe
znaczenie zarowno dla opornosci MDR wynikajacej
z dziatania glikoproteiny P, jak i dla modulacji tej
opornosci przez odpowiednie inhibitory [4]. Dziata-
nie chemouczulaczy moze by¢ zwigzane zaréwno z
ich specyficznym wigzaniem z transporterami btono-
wymi, jak i z niespecyficzng adsorpcjg do lipidowej
czesci btony. Jednak rola lipidéw w regulacji funkcji
transporteréw i procesie chemouczulania jest ztozo-
na i stabo poznana. Poniewaz substraty transporte-
row oraz modulatory opornosci sg na ogo6t hydrofo-
bowe, a leki prawdopodobnie sg przenoszone przez
biatko transportujgce z dwuwarstwy lipidowej, a nie
z fazy wodnej [5, 6], lipidowe otoczenie musi mie¢
wazny wptyw na oddziatywanie lekéw z glikoprote-
ing P. Okres$lenie roli fazy lipidowej jest wazne dla
zrozumienia mechanizmu dziatania i funkcji trans-
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porteréw zwigzanych z MDR. Nalezy rozpatrzy¢ od-
dziatywania glikoproteina P-lipidy btonowe oraz li-
pidy-leki (substraty i modulatory). Dotychczas naj-
wiecej prac na temat mozliwej roli fazy lipidowej
btony komorkowej oraz poszczegdlnych rodzajow li-
pidow w zjawisku opornosci wielolekowej przepro-
wadzono w uktadach modelowych: liposomach i
proteoliposomach, w ktérych rekonstytuowano gli-
koproteine P [7-9]. Chociaz uktady takie sg uprosz-
czonym modelem btony biologicznej, to jednak ba-
dania nad dobrze zdefiniowanymi strukturami lipi-
dowymi zawierajacymi oczyszczong glikoproteine
P, wnoszg wazne informacje na temat oddziatywan
tego biatka z lipidami. Lipidy o r6znej strukturze i
wiasciwosciach mogg modulowac¢ dziatanie gliko-
proteiny P, atakze moga wptywac na wigzanie trans-
portowanego leku z biatkiem. Zr6znicowany sktad
lipidowy bton komorkowych w réznych typach ko-
morek moze powodowac zalezno$¢ aktywnosci gli-
koproteiny P od rodzaju tkanki. Odrebnym cieka-
wym zagadnieniem jest przypuszczalna rola gliko-
proteiny P w transporcie lipidow w komérce [10].
Taka funkcja glikoproteiny P wigzataby to biatko z
wieloma procesami komdérkowymi, z uwagi na
udziat lipidéw i ich metabolitéw w przekazywaniu
sygnatdw w komdrce (np. szlak poprzez pochodne
fosfatydyloinozytolu lub sfingolipidow).

Il. Cechy budowy transporteréw zwigzanych
z opornoscig wielolekowg i ich lokalizacja
w btonie komorkowej

Pewne fragmenty sekwencji aminokwasowej roz-
nych biatek btonowych korzystajgcych z energii ATP
przy usuwaniu lekéw z komorek wykazujg znaczne
podobienstwo strukturalne i najprawdopodobniej
funkcjonalne. Ze wzgledu na te podobieristwa oma-
wiane tranportery zaliczane sg (razem z kilkuset in-
nymi biatkami) do jednej wsp6lnej nadrodziny
biatek ABC [11]. Cechami wspdlnymi biatek z tej
nadrodziny jest wystepowanie w ich strukturze do-
men wigzacych nukleotydy (ang. nucleotide binding
domain — NBD) oraz obecno$¢ domen transbtono-
wych. Domeny takie posiada takze w swojej struktu-
rze glikoproteina P. Jak pokazano na rycinie 1, gliko-
proteina P zawiera dwie domeny wigzace ATP uloko-
wane w petlach znajdujacych sie po cytoplazmatycz-
nej stronie btony oraz dwie domeny transbtonowe, z
ktorych kazda sktada sie z sze$ciu segmentéw [12,
13]. Obecno$¢ domen transbtonowych wskazuje, ze
glikoproteina P (podobnie jak inne transportery) jest
integralnym biatkiem btonowym, a co za tym idzie
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Ryc. 1. Schemat struktury glikoproteiny P jako przyktad budowy wielolekowego transportera.

stan fizyczny otoczenia lipidowego moze wptywac
na jego zdolnos$¢ do transportowania lekéw.

W transporterach usuwajgcych leki z komérki, do-
meny zaangazowane w wigzanie lekOw sg przypusz-
czalnie zlokalizowane w segmentach transbtono-
wych tych biatek integralnych, jak to wykazano w
przypadku glikoproteiny P [14]. W zwiazku z tym
jest bardzo prawdopodobne, ze oddziatywanie leku z
faza lipidowa bedzie wptywacé na oddziatywanie gli-
koproteina P-lek, co z kolei bedzie mie¢ istotne zna-
czenie dla transportu leku przez to biatko.

Prosta rola lipidéw btonowych, jakg jest tworze-
nie amfipatycznej dwuwarstwy otaczajacej komorki
i organelle oraz blokujacej przeptyw hydrofitowych
zwigzkow, nie wymagataby tak duzej réznorodnosci
lipidow, jaka wystepuje w btonach biologicznych.
Badania prowadzone w ostatnich latach zaczynajg
wyjasniaé niektore konsekwencje funkcjonalne hete-
rogennos$ci lipidéw. Jedng z nich jest mozliwo$¢ nie-
przypadkowego mieszania sie lipidow w dwuwar-
stwie i tworzenie lipidowych mikrodomen [15], wy-
raznie réznigcych sie sktadem od swojego otoczenia
i odpornych na rozpuszczanie detergentami. Istnie-
nie takich mikrodomen, zawierajagcych duzg ilos¢
cholesterolu i glikosfingolipidow [16] wykazano w
btonach komorek wielu typéw — np. erytrocytow
[17], komdrek nabtonka [18], komdérek miesniowych
[19] czy neurondw [20]. Mikrodomeny moga two-
rzy¢ w blonie tzw. ,tratwy lipidowe” (ang. lipid ra-
fts) oraz silnie zakrzywione wgtebienia zwane kawe-
olami [21]. Trwatos$¢ tych wgtebien jest stabilizowa-
na m.in. przez integralne biatko btonowe zwane ka-
weoling, ktére wigze cholesterol i oddziatuje z inny-
mi biatkami obecnymi w kaweolach [22]. Schemat
btony zawierajacej zaréwno ,tratwy lipidowe”,jak i
kaweole przedstawiony jest na rycinie 2. Przypusz-
cza sie, ze struktury tego typu mogg uczestniczy¢ za-
réwno w procesach przekazywania sygnatéw, jak iw
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gospodarce lipidowej [23, 24]. Mikrodomeny moga
by¢ miejscem skupiania sie biatek zaangazowanych
w okres$lony proces [25, 26]. Istniejg tez przestanki
by sgdzi¢, iz glikoproteina P jest tego typu biatkiem i
znaczna jej cze$¢ jest ulokowana w bionie wiasnie w
strukturach typu caveolae [27, 28].

I1l. Hipoteza ,,odkurzacza molekularnego”

Wiadomo, ze glikoproteina P jest biatkiem o sze-
rokiej substratowej specyficznosci [29]. Wydaje sie,
ze jedyng wspdélng cechg transportowanych substan-
cji, jak tez chemouczulaczy, jest ich stosunkowo
duza hydrofobowo$¢. Leki przeciwnowotworowe
oraz leki stosowane do zwalczania chordb infekcyj-
nych, a takze inhibitory transporteréw zwigzanych z
MDR, nalezg najczesciej do zwigzkObw 0 znacznej
hydrofobowos$ci i przemieszczajg sie przez btone z
zewnatrzkomérkowego do wewngatrzkomérkowego
Srodowiska w wyniku biernej dyfuzji (na skutek ist-
nienia gradientu ich potencjatu chemicznego Ilub
elektrochemicznego przez btone) [30, 31].

Wiele dowodow eksperymentalnych wskazuje na
to, ze glikoproteina P rozpoznaje swoje substraty,
gdy znajdujg sie one w btonie komdrkowej. Dowo-
dzi tego miedzy innymi eksperyment, w ktdrym po-
kazano przeniesienie energii z daunorubicyny (flu-
oryzujacy substrat glikoproteiny P), na Swiattoczutg
pochodng azydkowa (azydek jodonaftalenu), ktérym
znakowane byto to biatko transportujgce [6], O od-
dziatywaniu substratéw z transporterem we wnetrzu
btony Swiadczg réwniez wyniki badan nad transpor-
tem znacznikow fluorescencyjnych przez btony, w
ktérych wystepowaty takie transportery jak gliko-
proteina P lub transporter LmrA bakterii Lactococ-
cus lactis. Wykazano, ze estry acetoksymetylowe
niektdrych znacznikéw fluorescencyjnych bedace
substratami badanych transporter6w sg usuwane z
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bton zanim osiggng cytoplazme, w ktérej bytyby hy-
drolizowane przez wewnatrzkomorkowe esterazy
[32, 33]. Ostatnio wykryto ciekawe cechy struktury
biatka opornosci wielolekowej w komérkach Bacil-
lus subtillis, w trakcie badan nad czynnikiem tran-
skrypcyjnym BmrR, ktory po zwigzaniu leku induku-
je ekspresje transportera Bmr. Stwierdzono, ze cechg
charakterystyczng struktury Bmr jest obecno$¢ duzej
hydrofobowej kieszeni [34], co prawdopodobnie jest
bardzo istotne dla mozliwosci rozpoznawania wielu
strukturalnie réznych zwigzk6w przez jedno biatko.

Hydrofobowa natura substratéw i eksperymental-
ne dowody, ze rozpoznawanie substratu ma miejsce
na poziomie transbtonowych segmentéw glikoprote-
iny P prowadzi do hipotezy dziatania tego biatkajako
hydrofobowego »odkurzacza molekularnego”.
Zgodnie z tg koncepcja, glikoproteina P (oraz naj-
prawdopodobniej réwniez inne transportery odpo-
wiedzialne za MDR) ,,wycigga” leki bezposrednio z
btony itransportuje je aktywnie na zewngtrz komarki
[6]. Pomimo, ze istnieje jeszcze kilka innych hipotez
dotyczacych sposobu dziatania glikoproteiny P, hi-
poteze odkurzacza molekularnego potwierdzajg wy-
niki licznych najnowszych prac eksperymentalnych
[35].

Na rycinie 3 przedstawiony jest schemat dziatania
wielolekowego transportera oraz przypuszczalna
rola, jakg moga petni¢ zwigzki przyczyniajace sie do
modulacji jego zdolnosci transportowej. Zgodnie z
tym modelem czasteczki leku, biernie przenikajace
przez btone w Kkierunku cytoplazmy, sa wigzane
przez biatko w obrebie hydrofobowej czesci dwu-
warstwy lipidowej i nastepnie dzieki energii po-
chodzacej z hydrolizy ATP sg transportowane z po-
wrotem na zewnatrz komdrki. Zdolno$¢ transporto-
wa biatka moze zostaé zmniejszona hipotetycznie na
kilka sposobdw:
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— wszelkie zmiany witasciwosci fazy lipidowej
btony, traktowanej jako srodowisko, w ktorym za-
chodzi dyfuzja leku, mogg zmienia¢ prawdopodo-
bieAstwo kontaktu lek-biatko,

— zmiany wiasciwosci Srodowiska lipidowego, w
ktéorym zanurzone jest biatko moga wptywaé na
jego zdolnoS$ci transportowe,

— miejsca wigzace leki mogg zosta¢ bezposrednio
zablokowane czgsteczkami zwigzkéw dziata-
jacych jako chemouczulacze,

— czasteczki chemouczulaczy mogg oddziatywaé z
biatkiem transportujgcym i indukowaé¢ zmiany
konformacji biatka, zmieniajgc jednoczes$nie jego
zdolno$¢ do wigzania lekow.

Hipoteza ,molekularnego odkurzacza” pozwala
na wyjasnienie roli, jakg w modulacji opornosci wie-
lolekowej oraz w regulacji réznych funkcji wielole-
kowych transporteréw peini faza lipidowa bton. Jak
pokazano ponizej, istnieje wiele faktéw doswiad-
czalnych bezposrednio lub posrednio potwier-
dzajgcych stuszno$¢ tego modelu.

IV. Rola fizycznego stanu btony w
modulacji aktywnos$ci transportowej
glikoproteiny P

IV-1. Btona jako $rodowisko dla dyfuzji lekow

Zardéwno substraty glikoproteiny P jak i chemo-
uczulacze majg bardzo czesto charakter lipofilowych
stabych zasad. Przenikanie tego typu hydrofobo-
wych czagsteczek przez btone zalezy od btonowego
wspotczynnika podziatu pomiedzy fazag wodng i lipi-
dowa. Dyfuzja i lokalizacja w btonie zalezg od wielu
parametrow, takich jak wtasciwosci struktury lipido-
wej (typ gtowki polarnej, struktura tancuchéw kwa-
sow thuszczowych, stan fizyczny dwuwarstwy) i
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Ryc. 3. Schemat dziatania ,,odkurzacza molekularnego”.

sktad wodnego roztworu otaczajgcego dwuwarstwe.
Zasadowe leki moga ponadto wystepowa¢ w dwoch
réznych formach — neutralnej i dodatnio natadowa-
nej (protonowanej). Te dwie postacie czgsteczek
prawdopodobnie majg rézne wspotczynniki podziatu
irdzng lokalizacje w lipidowej dwuwarstwie. Steze-
nie kazdej z form przy powierzchni btony zalezy nie
tylko od pH ijonowego sktadu fazy wodnej, ale row-
niez od witasciwosci biofizycznych granicy faz (in-
terfazy), takich jak lokalna stata dielektryczna czy
potencjat blonowy. W nienatadowanej
zwiazki te tatwo przenikaja przez btone lipidowa,
forma protonowana w niewielkim stopniu wnika do
btony. Natomiast trwale natadowane leki kationowe
majg czesto takg strukture, ze tadunek jest zdelokali-
zowany lub ostoniety lipofilowymi resztami, co
utatwia ich dyfuzje przez btony.

Obserwowana wypadkowa szybko$¢ transportu
przez btone zawierajgca glikoproteine P jest wyni-
kiem dwéch proceséw: aktywnego transportu do $ro-
dowiska zewnetrznego oraz biernej dyfuzji zgodnie z
gradientem stezenia. Role biernej dyfuzji lekéw w
btonach komoérek z opornos$ciag MDR potwierdza za-
lezno$¢ pomiedzy lipofilnoScig czasteczek a ich
efektywnoscig w charakterze chemouczulaczy, co
wykazano na przyktadzie homologicznej serii pro-
stych, aromatycznych zwigzkow [36]. W cytowanej
pracy pokazano, ze istnieje granica lipofilnosSci, po-
nizej ktoérej komdrki nie reagujg na czasteczki che-
mouczulacza.

Oddziatywanie chemouczulaczy z dwuwarstwami
lipidowymi badano miedzy innymi w przypadku fe-
notiazyn, lekéw nalezacych do $rodkéw psychotro-
powych, bedacych réwnoczes$nie efektywnymi mo-

formie
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dulatorami MDR. Pokazano, ze chloropromazyna
(CPz), amfipatyczny kationowy lek z tej grupy
zwiazkéw wbudowuje sie w lipidowg dwuwarstwe
liposomoéw ze wspo6tczynnikiem podziatu zaleznym
od dtugosci acylowego tancucha lipidu izaburzajg w
sposOb zalezny od fosfolipidowej grupy polarnej
[37]. Wykazano réwniez, ze powierzchnia przypa-
dajagca w blonie na czasteczke fosfatydyloseryny
(PS) ulega podwojeniu, gdy chloropromazyna wbu-
dowuje sie do liposomow. Wptyw chloropromazyny
na blony utworzone z mieszaniny lipidéw
DPPC/DMPC, ktore nie niosg tadunku elektryczne-
go netto jest niewielki i wskazuje na stabe od-
dziatywanie chloropromazyny z nienatadowanymi
czgsteczkami fosfolipidéow [37],

Rola protonowania w oddziatywaniach modulato-
row MDR z btonami badana byta w przypadku inne-
go reprezentanta fenotiazyn — trifluoperazyny. Wy-
kazano, ze posta¢ neutralna tego leku, jako bardziej
hydrofobowa, lepiej wbudowuje sie w btony erytro-
cytéw [38].

Chemouczulacze moga wptywaé na wigzanie sub-
stratow glikoproteiny P z btong oraz na ich dyfuzje
przez btone. Wykazano to na przyktadzie werapamilu
(inhibitor glikoproteiny P), ktory zwieksza szybkosé
dyfuzji doksorubicyny (substrat glikoproteiny P)
przez btony liposomdéw [30]. Chemouczulacze moga
zatem zwieksza¢ szybkos$¢ wptywu substratow gliko-
proteiny P do komoérki na drodze biernej dyfuzji, co
dzieki skréceniu czasu pobytu leku w btonie pozwala
tym ostatnim na ,ucieczke” przed wypompowaniem
przez ten transporter. Dzieki temu stezenie leku
wewnatrz komoérki staje sie wieksze. Stwierdzono, ze
niektdre modulatory — kationowe leki lipofilne —
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majg zdolno$¢ do indukowania przeptywu barwnika
(Sulphan blue) poprzez btony jednowarstwowych pe-
cherzykéw formowanych z ujemnie natadowanych li-
pidow [39]. Indukowanie tego przeptywu pod
wptywem poszczeg6lnych zwigzkéw zwiekszato sie
znacznie ze wzrostem wspoOtczynnika podziatu okta-
nol/bufor. Zmiane przepuszczalnosci liposomoéw pod
wptywem Kilku chemouczulaczy (rezerpiny, werapa-
milu, chininy i kolchicyny) wykazano rowniez ba-
dajac wptyw tych substancji na bierny transport
znacznika fluorescencyjnego — karboksyfluoresce-
iny [40]. Modulatory moga indukowa¢ w btonach mo-
delowych powstawanie lipidowej nie dwuwarstwo-
wej fazy heksagonalnej Hn [41]. WS$réd znanych
wczesniej czynnikow, ktére wplywajg na przejscia
dwuwarstwa — struktury nie dwuwarstwowe sg: tem-
peratura, skiad lipidowy, lokalne anestetyki i kationy
dwuwartosciowe. Wykazano, ze chloropromazyna,
chemouczulacz z grupy fenotiazyn, moze indukowaé
powstawanie fazy Hu w btonach modelowych zawie-
rajgcych kwas fosfatydowy (PA) [41].

Rozpatrujgc zwigzek pomiedzy strukturg lekéw a
ich zdolnoscig do wigzania sie z biatkami btonowy-
mi, trzeba wzig¢ pod uwage lokalne otoczenie lipido-
we, w ktérym wigzanie takie zachodzi. Przy wyzna-
czaniu statej dysocjacji Kdlek-biatko transportujace
nalezy rozwazy¢ stezenie leku w dwuwarstwie lipi-
dowej btony [42], Obserwujac wigzanie lekow z
oczyszczong glikoproteing P w obecnosci réznych
fosfolipiddw, stwierdzono, ze w przypadku winbla-
styny stata dysocjacji Kd lek-biatko transportujgce
zmienia sie znacznie w zaleznoS$ci od otoczenia lipi-
dowego [43]. Zmiany statej Kdmogg odzwierciedlaé
réznice w zdolnosci lekéw do whudowywania sie do
fazy lipidowej. Powinowactwo wigzania winblasty-
ny z glikoproteing P jest odwrotnie proporcjonalne
do wspétczynnika podziatu tego leku pomiedzy faza
wodng a lipidowg. Glikoproteing P w rzeczywistosci
»Widzi” swoje substraty umieszczone w lipidowej
dwuwarstwie. Biatko to moze mie¢ stosunkowo ni-
skie powinowactwo do swoich substratow, ale jest to
kompensowane przez lipidowg dwuwarstwe, ktdra
koncentruje leki, ,prezentujac” je biatku.

W przypadku oddziatywan lek-btona mate mody-
fikacje w strukturze zwigzkow (substratow P gliko-
proteiny) nalezacych do tej samej rodziny chemicz-
nej moga prowadzi¢ do istotnej zmiany oddziatywan
z lipidowag dwuwarstwg, co zaobserwowano na
przyktad w przypadku antracyklin [44], Rézna loka-
lizacja i wspoOtczynnik podziatu w btonie moga z ko-
lei zmienia¢ dostep leku do miejsca wigzania z
biatkiem lub spowodowaé zwigzanie sie leku z in-
nym fragmentem biatka.
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1IV-2. Wptyw stanu fazowego lipiddw btonowych na
proces transportu lekéw

Z uwagi na zanurzenie wielolekowych transporte-
row w srodowisku lipidowym btony, oraz ze wzgledu
na hydrofobowo$¢ ich substratéw, wydaje sie oczy-
wiste, ze fosfolipidy muszg odgrywaé¢ wazna role w
modulowaniu zar6wno ATPazowej aktywnosci, jak i
transportowych wiasciwosci glikoproteiny P.

Integralne biatka btonowe wymagajg zwykle dla
swojej funkcjonalnej aktywnosci minimalnej liczby
zasocjowanych z nimi fosfolipidéw. ATPazowa ak-
tywnos$¢ glikoproteiny P zostaje zniesiona przy
catkowitym usunieciu jej lipidowego otoczenia za
pomoca Tritonu X-100 lub deoksycholanu [45]. Po-
nowne umieszczenie uprzednio wyizolowanej gliko-
proteiny P w otoczeniu réznych fosfolipidéw przy-
wraca aktywnos$¢ tego biatka w réznym stopniu, np.
azolektyna — mieszanina fosfolipidéw z ziaren soi
przywraca 84% pierwotnej aktywnosci, fosfatydylo-
cholina z z6ttek jaja kurzego — 95%, a stosunkowo
ptynny w pokojowej temperaturze, syntetyczny lipid
— dimirystylofosfatydylocholina (DMPC) — 62%.
W przeciwienstwie do tego lipidy o wysokiej tempe-
raturze topnienia takie jak: dipalmitylofosfatydylo-
cholina (DPPC), dimirystylofosfatydyloetanoloami-
na (DMPE) czy dipalmitylofosfatydyloetanoloamina
(DPPE) nie przywracajg glikoproteinie P jej aktyw-
nosci. W temperaturze pokojowej, a wiec takiej wja-
kiej prowadzono powyzsze eksperymenty, lipidy te
znajdujg sie w stanie zelu i cechujg sie stosunkowo
matg ptynnoscig. Dane te wskazuja, ze glikoproteing
P dla swojej aktywnos$ci ATPazowej potrzebuje w
najblizszym otoczeniu obecnos$ci fosfolipidow cha-
rakteryzujacych sie duzg ptynnoscia.

Wiadomo, ze na ptynnos$¢ dwuwarstwy lipidowej
duzy wptyw moga wywiera¢ nawet sublityczne iloSci
dziatajacych na nig detergentéw. Juz w latach sie-
demdziesigtych stwierdzono, ze Tween 80 moze
uczulac¢ na leki komérki oporne [46]. Kilka niejono-
wych detergentow, w szczeg6lnosci z grupy poliok-
syetylenéw moduluje cytotoksycznos$¢ i/lub akumu-
lacje zwigzkéw przeciwnowotworowych w opor-
nych komérkach nowotworowych. Przyjmuje sie, ze
w odwracaniu opornos$ci MDR przez detergenty ma
znaczenie ich wptyw na faze lipidowg btony, chociaz
mozliwe jest réowniez specyficzne oddziatywanie z
glikoproteing P.

W innych badaniach [47] wykazano, ze lipidy sg
zdolne nie tylko do przywracania katalitycznej ak-
tywnos$ci po uprzedniej delipidacji detergentem, ale
réwniez do ochrony glikoproteiny P przed termiczng
inaktywacjg. Pokazano, ze przed inaktywacjg najle-
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piej chronig fosfatydyloetanoloaminy (PE) z nasyco-

nymi tancuchami — dimirystylofosfatydyloetanolo-
amina (DMPE) i dipalmitylofosfatydyloetanoloami-
na (DPPE).

Aktywnos$¢ glikoproteiny P wydaje sie szczegol-
nie wrazliwa na rodzaj i stan fizyczny dwuwarstwy
lipidowej w catej objetosci btony (nie tylko w naj-
blizszym otoczeniu biatka). Egzogenne fosfolipidy
modulujg ATPazowg aktywnos$¢ glikoproteiny P. Ob-
wzro$cie ptynnosci lipidowej dwuwarstwy. Zale-
zno$¢ ATPazowej aktywnosci glikoproteiny P od
sktadu lipidowego w catej objetosci btony moze od-
zwierciedla¢ zmiany konformacyjne indukowane w
transbtonowej czesci glikoproteiny P w danym $ro-
lipidowym, przenoszone nastepnie do
miejsc wigzania ATP. Wrazliwo$¢ ATPazowych do-
men glikoproteiny P na stan fazowy dwuwarstwy, w
ktorg biatko jest wbudowane [45] pozwala sadzi¢, ze
domeny te moga by¢ Scisle zasocjowane z dwu-
warstwa lipidowa. Zaleznos$é aktywnosci glikoprote-
iny P od ptynnos$ci otaczajacej jg dwuwarstwy lipido-
wej odbiega od zwykle obserwowanej dla innych
transporteréw. W przypadku wielu pomp i enzymow
energia aktywacji jest mniejsza, gdy dwuwarstwa li-
pidowa, w ktérej sg zanurzone, znajduje sie w fazie
ciektokrystalicznej. Glikoproteina P natomiast efek-
tywniej hydrolizuje ATP, gdy jest wbudowana w
dwuwarstwe bedgcg w stanie zelu. Stan fazowy

dowisku

wptywa réwniez na szybkosé pompowania lekow i
jest ona wieksza w stanie zelu [45]. Wykazano, ze
dodanie zwigzku uptynniajgcego dwuwarstwe (alko-
hol benzylowy) powoduje 2-4 krotne zmniejszenie
zdolnosci glikoproteiny P do transportu daunorubi-
cyny i winblastyny [48]. Wzrost zdolnoS$ci transpor-
towych glikoproteiny P w obecnosci mniej ptynnych
lipidow jest cechg zadziwiajgca. Wiekszo$¢ btono-
wych biatek transportujgcych efektywniej dziata w
otoczeniu lipidow w fazie ptynnej, a kilka z nich tra-
ci zdolnos$¢ transportowa, gdy lipidowa matryca jest
w stanie zelu. Glikoproteina P jest zatem nie-
zwyktym transporterem, ktérego funkcja jest modu-
lowana przez lipidy w nieznany dotad spos6b. Modu-
lujacy wptyw na aktywno$¢ glikoproteiny P moze
wywiera¢ cholesterol. Lipid ten moze wptywac na
funkcje biatka btonowego przez zmiane fizycznych
witasciwosci lipidowej dwuwarstwy (w catej jej obje-
tosci) lub przez dziatanie przy interfazie |li-
pid-biatko. Inne transportery ABC zaangazowane w
MDR np. w Candida albicans i Saccharomyces ce-
rivisiae sg rowniez wrazliwe na skiad lipidowego
otoczenia, a w szczegdlnosci na zawartos¢ choleste-
rolu [49,50].
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1V-3. Fenotiazyny jako przyktad modulatorow
opornosci wielolekowej

Fenotiazyny oddziatujg z receptorami komdrek
uktadu nerwowego, m.in. z receptorami dopamino-
wymi ireceptorami serotoniny. Ostatnio wykazano
rowniez, ze chloropromazyna silnie hamuje prady
postsynaptyczne wywotane wigzaniem kwasu
y-aminomastowego (GABA) z jego receptorem
[51]. Fenotiazyny oddziatujg réwniez z biatkami
tworzgcymi kanaty jonowe w btonach, na przyktad
z kanatami potasowymi i sodowymi. Oprécz tego
jednak fenotiazyny, tioksanteny i zwigzki podobne
do nich strukturalnie sa szczego6lnie silnymi modu-
latorami MDR, co wykazano w kilku opornych li-
niach komérek nowotworowych [52-54], Istotny
wptyw na zdolno$é hamowania przez nie transpor-
towej aktywnosci glikoproteiny P maja nastepujace
wiasciwosci strukturalne: hydrofobowy tréjcy-
kliczny pierScien, dodatnio natadowana trzeciorze-
dowa amina oraz wprowadzenie reszty aminowej do
formy cyklicznej [55, 56]. Analiza zdolnosci do re-
dukcji opornosci wielolekowej przez 232 fenotiazy-
ny w opornych mysich komérkach biataczkowych
P388/DOX potwierdzita istotnos¢ wymienionych
cech strukturalnych [57]. Wykazano, ze jedna z fe-
notiazyn — trifluoperazyna — oprdécz tego, ze ha-
muje aktywno$¢ pompowania lekdw przez gliko-
proteine P w komdérkach nowotworowych, jest row-
niez inhibitorem transportu rodaminy 6G (substrat
glikoproteiny P) przez biatko Pdr5p — funkcjonal-
ny homolog glikoproteiny P z drozdzy piekarskich
Saccharomyces cerevisiae [58], Okazatlo sie, ze
wiele zwigzkéw majacych zdolno$¢ odwracania
opornosci wielolekowej w komérkach nowotworo-
wych, a takze wiele lekdw przeciwnowotworo-
wych, jest silnymi inhibitorami transportu rodami-
ny 6G przez Pdr5p. Wskazuje to na funkcjonalne
podobienstwo pomiedzy glikoproteing P a Pdr5p
[58].

W przypadku modulowania opornos$ci wieloleko-
wej przez fenotiazyny i ich pochodne, a takze inne
chemouczulacze, ich wptyw na wiasciwosci lipido-
wej fazy btony moze mie¢ istotny wkiad do moleku-
larnych mechanizmdéw redukcji opornosci wielole-
kowej. Fenotiazyny wywieraja istotny wptyw na
dwuwarstwe lipidowa, jak wykazano to miedzy inny-
mi w badaniach wtasnych autoréw pracy. Wptywaja
one na ptynnosé lipidéw btonowych w btonach mo-
delowych i naturalnych [59], obnizajg temperature i
entalpie przejscia fazowego zel-ciekty krysztat oraz
mogg indukowaé separacje faz w uktadach lipido-
wych [60].
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V. Zmiany w metabolizmie lipidow w
komérkach opornych i wptyw
modulatorow na ten metabolizm

V-l. Sktad lipidowy bton komoérek nowotworo-
wych wykazujacych opornosé wielolekowa

W komorkach linii wyselekcjonowanych poprzez
ekspozycje na leki cytotoksyczne obserwuje sie
zmiany w sktadzie lipidowym bton plazmatycznych.
Moga to by¢ zmiany w zawartoéci neutralnych lipi-
déw, fosfolipidéw Ilub kwaséw ttuszczowych
[61-63]. Trudno jednoznacznie okre$li¢, czy obser-
wowane modyfikacje struktury lipidéw btonowych
sg zwigzane z nadekspresja glikoproteiny P, czy tez
sg niezalezng konsekwencjg procedury selekcyjnej
poprzez ekspozycje komorek na leki [64], Metabo-
lizm lipidéw w komdrkach nowotwordow réznych ty-
pow jest na ogot zaburzony, arozwdj opornosci moze
pogtebiaé te zaburzenia [65].

Zmiany w sktadzie lipidowym bton towarzyszgce
pojawieniu sie opornosci na leki sg rozne w réznych
komoérkach. Na przykiad w komdrkach P388 mysiej
biataczki, wyselekcjonowanych za pomocg adriamy-
cyny, stwierdzono zwiekszone ilosci fosfatydylo-
choliny oraz sfingomieliny [66], Uzycie dipiridamo-
lu zamiast adriamycyny prowadzito do zwigkszenia
ilosci fosfatydyloseryny i zmniejszenia ilosci fosfa-
tydyloetanoloaminy w komdrkach P388. W tym sa-
mym rodzaju komorek selekcjonowanych za pomoca
daunomycyny stwierdzono natomiast zmniejszong
ilos¢ fosfatydyloseryny [67].

Przy zastosowaniu jadrowego rezonansu magne-
tycznego 'H NMR zaobserwowano réznice pomie-
dzy fragmentami widma pochodzgcymi od lipidéw w
przypadku komdrek K562 wrazliwych i opornych na
dziatanie adriamycyny [64]. Natezenie sygnatu po-
chodzacego od kwaséw ttuszczowych byto znacznie
wyzsze w komorkach wrazliwych niz w opornych. W
komdrkach opornych stwierdzono wzrost natezenia
sygnatdw pochodzacych od fosfatydyloinozytolu i
cholesterolu. Wzrost zawarto$ci zar6wno choleste-
rolu, jak i fosfolipidow wykryto takze w lekoopor-
nych biataczkowych limfoblastach T, wyselekcjono-
wanych za pomocg winblastyny [68].

W nowotworowych komérkach opornych na leki
obserwuje sie rowniez znacznie zmieniony metabo-
lizm ceramidéw i glikolipidéow (przede wszystkim
glikosfingolipidéw) w poréwnaniu z komdrkami nie
wykazujagcymi oporno$ci  [21,77], co rowniez
wptywa na wystepowanie réznic w sktadzie lipido-
wym bton komdérek wrazliwych i opornych.

POSTEPY BIOCHEMII 48(3), 2002

V-2. Wptyw modulatoréw lekoopornosci na
transport i metabolizm lipidéw w komdérkach

Chemouczulanie komdrek opornych moze prowa-
dzi¢ do zmian w ilosci niektorych fosfolipidéw w ko-
morkach, jak to stwierdzono w komodrkach P388
[66]. W reakcji na dziatanie lekéw odwracajgcych
opornos$¢ komorek, takich jak: werapamil, tamoksy-
fen i dipirydamol stwierdzono wzrost syntezy fosfa-
tydylocholiny w komorkach opornych i brak takich
zmian w komérkach wrazliwych na leki.

Niektére modulatory opornosci wielolekowej
wptywaja na szlaki  metaboliczne lipidow;
przyktadem takim moga by¢ tamoksyfen, werapamil
i cyklosporyna A, ktdre hamuja glikozylacje cerami-
du. Zmiany w biosyntezie lipidéw pod wptywem mo-
dulatoréw dotycza na ogo6t wiasnie glikolipidow i
sfingolipidéw. PCS833, silny chemouczulacz
bedacy pochodng cyklosporyny, aktywuje synteze
ceramidu i zwiekszajednocze$nie wrazliwo$¢ koma-
rek nowotworowych (KBV1) na winblastyne [69].
Chloropromazyna dziatajac na komorki wywiera
wptyw na enzymatyczne przemiany kwasnych fosfo-
lipidow. Jednak nie da sie wyttumaczy¢ wszystkich
obserwowanych zmian jedynie poprzez bezposred-
nie oddziatywanie modulatora z enzymami katali-
zujacymi poszczegOllne etapy przemian. Jest bardziej
prawdopodobne, ze chloropromazyna wptywa na fi-
zyczne rozmieszczenie substratéw w stosunku do en-
zymOw w btonie, przy czym zjawisko to okre$lane
jest jako prezentacja substratu [37].

Na kolejne istotne powigzania pomiedzy wystepo-
waniem opornosci z nadekspresjg w btonie komérko-
wej glikoproteiny P a lipidami wskazuje zdolno$¢
glikoproteiny P do transportu lipidéw [70], Nie wia-
domo, czy lipidy z dtugimi tancuchami reszt kwasdw
ttuszczowych sg transportowane przez glikoproteine
P, wykazano natomiast, ze glikoproteina P transpor-
tuje krotkotancuchowe analogi fosfolipidéw, akumu-
lujgc je w zewnetrznej warstewce dwuwarstwy lipi-
dowej [71]. Glikoproteina P transportuje rowniez
krotkotancuchowe analogi sfingomieliny i glukozy-
loceramidu [77]. Podobne obserwacje poczyniono
rowniez w przypadku innych transporteréw odpo-
wiadajacych za oporno$¢ wielolekowa np. w komor-
kach drozdzy — w transport lipidow sg prawdopo-
dobnie zaangazowane transportery Pdr5, Yorlp,
CDR1 [72],

Niektére badania wskazujg, ze glikoproteina P
moze bra¢ takze udziat w transporcie steroli z btony
plazmatycznej do retikulum endoplazmatycznego,
kontrolujac estryfikacje cholesterolu ijego biosynte-
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ze [73, 74]. Sterole czesto sg substratami glikoprote-
iny P badZ modulatorami MDR. Wykazano, ze okre-
$lone mutacje w strukturze glikoproteiny P prowadza
do utraty jej zdolnosci do rozpoznawania steroli i ich
transportu [75, 76],

VI. Proces chemouczulania a modyfikacja
wiasciwosci fazy lipidowej btony
komorkowej

Modulatory MDR dziatajg czesto poprzez specy-
ficzne hamowanie glikoproteiny P [3, 56]. Lipido-
wa faza btony nie moze jednakze by¢ pominieta w
badaniach nad mechanizmem dziatania modulato-
réw. Chinidyna i ira”s-flupentiksol sg bardziej ak-
tywne jako modulatory MDR niz ich odpowiednie
stereoizomery. Takga stereospecyficznos$¢ zwigzkow
chiralnych przypisuje sie zwykle specyficznosci
wigzania stereocizomerdw z okresSlonymi miejscami
w tancuchach peptydowych biatek. Jednakze oby-
dwa stereoizomery flupentiksolu (trans- i cis-) w
rownym stopniu hamujg przytgczanie azydopiny do
glikoproteiny P, co przemawia przeciwko roznym
miejscom wigzania tych izomeréw w czasteczce
transportera. Za pomocg jadrowego rezonansu ma-
gnetycznego i skaningowej kalorymetrii réznico-
wej wykazano natomiast, ze trans- i c/s-flupenti-
ksol moga oddziatywa¢ z lipidami, fosfatydylocho-
ling i fosfatydyloseryng w sposéb zalezny od ich
stereoizomerii [78]. Fakt ten przemawia za koniecz-
noscig uwzglednienia roli oddziatywania modulato-
row MDR z lipidami w procesie chemouczulania
komorek.

Modulatory opornosci wielolekowej ze wzgledu
na swojg hydrofobowos$¢ wnikajg do lipidowej dwu-
warstwy btony i oddziatujg z jej sktadnikami. Nie-
zbedne jest doktadne poznanie lokalizacji modulato-
réw w btonie oraz dyfuzyjnych charakterystyk w ba-
danym uktadzie. tatwosé wnikania do biony jest
istotnym warunkiem rozpoznania substratéw, czy tez
przypominajgcych je inhibitoréw, przez transportery
zwigzane z opornoscig wielolekowa MDR. Wykaza-
no na przyktad korelacje pomiedzy hydrofobowoscig
modulatoréw transportera Pdr5p a ich stezeniem ha-
mujagcym do potowy aktywno$¢ tej pompy [58].
Wiele danych doswiadczalnych wskazuje na
zwigzek pomiedzy hydrofobowos$cig modulatorow z
ich zdolno$cig do odwracania opornosci wieloleko-
wej komorek nowotworowych [79].

Nadekspresja glikoproteiny P wraz ze wszystkimi
jej skutkami, jak na przyktad zaburzenia w strukturze
i funkcji btony, jestjedynie jednym z elementow ple-
jotropowych zmian obserwowanych w opornych ko-
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morkach nowotworowych. Opracowanie strategii
postepowania majacej na celu zwiekszenie skutecz-
no$ci chemioterapii wymaga zrozumienia moleku-
larnych podstaw tych plejotropowych zmian w
btonach komérek opornych. Nalezg tu m.in. zmiany
przepuszczalnos$ci, sktadu lipidowego lub stanu fa-
zowego lipidow bton komorkowych.

Rekonstytucja oczyszczonej glikoproteiny P w
pecherzykach lipidowych o okreslonym skiadzie
wptywa na przejscia fazowe w znacznej liczbie ota-
czajacych ja lipidow, co pokazano metodg skaningo-
wej kalorymetrii réznicowej [43]. Ze wzrostem za-
wartosci glikoproteiny P w btonie, nastepuje przesu-
niecie temperatury przejscia fazowego lipidow w
strone nizszych temperatur oraz znaczne obnizenie
kooperatywnosci topnienia lipidu, czyli zmniejsze-
nie tej frakcji czgsteczek lipidowych, ktére jednocze-
$nie podlegajg przejsciu fazowemu. Pokazano, ze
wbudowaniu P-gp do liposoméw towarzyszy wzrost
ptynnosci btony i zwiekszenie jej przepuszczalnosci
Efekty te sg czeSciowo zmniejszane przez obecnos¢
w btonie cholesterolu — zwiekszanie jego zawarto-
§ci w btonie do 30% wagowych wywotuje zmniejsze-
nie ptynnosci dwuwarstwy lipidowej oraz jej prze-
puszczalnosci [80],

W przypadku silnie opornych komdrek, w ktérych
glikoproteina P stanowi ponad 20% biatka btonowe-
go, zaburzenie fazy lipidowej wywotane jej obecno-
$cig wptywa silnie na biofizyczne witasciwosci lipi-
dowej dwuwarstwy, co z kolei moze zmienia¢ trans-
portowe funkcje glikoproteiny P [43],

Stosujgc znaczniki fluorescencyjne, wykazano
[82], ze gesto$¢ upakowania zewnetrznej monowar-
stwy lipidowej btony plazmatycznej jest znacznie
wieksza w komdrkach opornych niz w komérkach
wrazliwych. Obecnos$¢ glikoproteiny P prowadzi
wprawdzie do zmiany upakowania lipidéw btono-
wych, lecz nie zaobserwowano zmian catkowitej mi-
krolepko$ci btony.

Niektére chemouczulacze zwiekszajg cytotok-
sycznos$¢ i akumulacje czynnikdéw przeciwnowotwo-
rowych w okreslonych liniach komérkowych nie wy-
kazujgcych opornosci lub w komorkach z MDR nie
wykazujacych ekspresji glikoproteiny P. Takie
dziatanie modulatoré6w mozna, przynajmniej cze-
$ciowo, wigza¢ ze zmianami metabolizmu lipidowe-
go lub/i niezaleznymi zmianami witasciwosci bton
np: ptynnosci czy przepuszczalnosci. Wykazano, ze
zdolno$¢ niektorych zwigzkéw do modulowania
MDR jest skorelowana z ich zdolnoscig do induko-
wania wyptywu rodaminy 6G z liposomow oraz ha-
mowania wigzania tego znacznika z btong, a takze z
ich zdolnoscia do oddziatywania z anionowym deter-
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gentem SDS [83], W wielu badaniach wykazano, ze
chemouczulacz mogg albo zwieksza¢ albo zmniej-
sza¢ uporzadkowanie lipidow w btonach komérek z
opornoscig MDR ‘tub w izolowanych frakcjach
btonowych.

Modyfikacja sktadu lipidowego btony moze uczu-
la¢ komérki oporne bez specyficznej inhibicji gliko-
proteiny P. Udowodniono, ze zwigzki lub warunki
hodowli komdrek, ktére modyfikujg wtasciwosci li-
pidowej dwuwarstwy, uczulajg komorki oporne,
przywracajac akumulacje przez nie lekéw [84], Wy-
kazano, ze liposomy moga przywracaé¢ akumulacje
winblastyny w komdérkach opornych iprzyjmuje sig,
ze efekt ten pochodzi z modyfikacji lipidowego
sktadu btony komérkowej w wyniku fuzji z liposo-
mami.

Role stanu fizycznego lipidéw btonowych w re-
dukcji opornosci wielolekowej w liniach komorek
nowotworowych wykazano przy wykorzystaniu wa-
znej klinicznie klasy nietoksycznych surfaktantow,
takich jak: Solutol HS-15, Tween 40 lub Cremophor
EL. Surfaktanty te obnizajg ptynnos$¢ lipidow btono-
wych i moze to byé wazny mechanizm niwelowania
opornosci przez te polioksyetylenowe zwigzki [85].

Zaobserwowano, ze zdolno$¢ do zmiany biofi-
zycznych wiasciwosci btony przez niektore substan-
cje wiagze sie czesto z inhibicjg wzrostu komérek
opornych w ich obecnosci [86], OkreSlone warunki
hodowli i niektdre substancje sg bardziej toksyczne
dla komérek z opornoscig wielolekowa niz dla wra-
zliwych linii rodzimych. Zjawisko to, nazwane hy-
per- lub kolateralng wrazliwos$cia, wykryto w komar-
kach opornych w obecnos$ci werapamilu, lokalnych
anestetykoéw, detergentéw i dtugotancuchowych nie-
nasyconych kwaséw ttuszczowych [81]. Poniewaz
stwierdzono, ze ws$rod tych zwigzkdw sg tez takie,
ktére nie oddziatujg bezposrednio z glikoproteing P,
mozna sadzi¢, ze kolateralna wrazliwo$¢ moze by¢
spowodowana przez ich wptyw na przyktad na prze-
puszczalnos$¢ btony.

VI. Uwagi kohcowe

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze istotna rola
lipidowej fazy btony plazmatycznej w zjawisku
opornosci wielolekowej ijego modulacji wynika z
kilku przyczyn:

— zwigzki transportowane przez glikoproteinge P
oraz modulatory opornosci sg substancjami o
znacznej hydrofobowos$ci, a ich transport do ko-
morki zachodzi drogg biernej dyfuzji poprzez
dwuwarstwe lipidowg, zgodnie z gradientem po-
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tencjatlu chemicznego Ilub elektrochemicznego

[30,31],

— zgodnie z hipotezg ,,molekularnego odkurzacza”
leki usuwane sg z komorki bezposrednio z dwu-
warstwy lipidowej btony plazmatycznej [5, 6],

— otoczenie lipidowe glikoproteiny P (i innych
transporteré6w usuwajacych leki z komdrki) jest
czynnikiem regulujagcym aktywnos$é ATPazowg i
transportowg tego biatka [87],

— opornos$é wielolekowa komdrek nowotworowych
wigze sie czesto ze zmienionym metabolizmem li-
pidow w komérce, co wptywa na zmiane sktadu
lipidowego bton komérek opornych w poréwna-
niu z komdrkami wrazliwymi [64, 68].

— glikoproteing P bierze prawdopodobnie udziat w
transporcie lipidow, w tym cholesterolu, w ko-
morce [75, 76].

— nadekspresja transporteréw btonowych powo-
dujacych lekooporno$¢ moze zmieniaé biofizycz-
ne wiasciwosci btony, takie jak przepuszczalnosé
lub ptynnos¢ lipidéw btonowych [88],

— istnieje zwigzek pomiedzy rozmieszczeniem gli-
koproteiny P w btonie, a niedawno odkrytg struk-
turg domenowga bion komdrkowych, w ktérej
wazng role odgrywajg m.in. glikosfingolipidy
[21].

— modulatory opornosci wielolekowej modyfikuja
biofizyczne wiasciwosci btony komodrkowej, ta-
kie jak przepuszczalnos$¢ bton, ptynnos$¢ lipidow
btonowych, witasciwosci przejs¢ fazowych lipi-
déw btonowych, co moze by¢ jednym z mechani-
zmoéw modulowania opornosci
[41].

— niektére modulatory, takie jak werapamil czy
chloropromazyna, wywierajg wptyw na metabo-
lizm lipidow komérkowych, co znajduje odzwier-
ciedlenie w sktadzie bton plazmatycznych komé-
rek opornych [89].

Badania dyfuzji w btonach modelowych oraz od-
dziatywania substratow glikoproteiny P i chemo-
uczulaczy z lipidami, a takze badania zaleznosci po-
miedzy funkcjonowaniem transportera lekow ajego
oddziatywaniem z fazg lipidowg btony komdérkowej,
powinny przyczynié sie do odkrycia sposobdéw re-
dukcji opornosci wielolekowej w ré6znych typach ko-
morek, umozliwiajgc w przysztosci skuteczniejszg
chemioterapie. Zagadnienia te sg rowniez istotne w
przypadku opornosci wielolekowej wywotanej nad-
ekspresjag w btonach komérek nowotworowych in-
nych transporteréw, na przyktad typu MRP.

wielolekowej
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Receptory nukleotydowe

Nucleotide receptors

EDYTA GENDASZEWSKA-DARMACH

Spis tresci:

I. Klasyfikacja receptoréw nukleotydowych

Il. Zrédta zewnatrzkomérkowych nukleotydow

I11. Agonisty i antagonisty receptoréw nukleotydowych

IV. Przekazywanie sygnatéw za posrednictwem receptorow
nukleotydowych

V. Rozmieszczenie receptoréw nukleotydowych — znacze-
nie fizjologiczne
V -l. Uktad sercowo-naczyniowy
V-2. Uktad oddechowy
V-3. Uktad nerwowy

V1. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétéw: AMPS — adenozyno-5’-tiofo-
sforan; Bz-ATP — 2’ lub 3’-0-(4-benzoilobenzoil)ATP; CFTR
— transbtonowy regulator mukowiscydozy; GPCR — receptor
btonowy sprzezony z biatkami G; IL — interleukina; IP3— ino-
zytolo-1,4,5-trifosforan; IUPHAR — Miedzynarodowa Unia
Farmakologiczna; KN-62 — I-[N,0-bis(5-izochinolinosulfo-
nylo)-N-metylo-L-tyrozylo]-4-fenylopiperazyna; LG1C —
kanaty jonowe regulowane przez ligandy; LPS — lipopolisacha-
ryd; MAPK — kinaza biatkowa aktywowana przez czynniki mi-
togenne; a,p-MeATP — a,P-metylenoATP; 2-MeSATP —
2-metylotioATP; MRS 2179 — N6-metylo-2’-deoksyadeno-
zyno-3’,5’-bisfosforan; NECA — 5’-N-etylokarboksyamido-
adenozyna; NOS — syntaza tlenku azotu; PLA2 — fosfolipaza
A2; PLC — fosfolipaza C; PPADS — fosforan 2’,4’-disulfo-
no-6-azofenylopirydoksalu; TNF — czynnik martwicy nowo-
tworu; TNP-ATP — 27,3°-0-(2,4,6-trinitrofenylo) ATP.

I. Klasyfikacja receptoréow nukleotydowych

Nukleotydy obecne wewnatrz komdrek odgry-
waja kluczowg role w procesach metabolicznych,
syntezie kwasow nukleinowych oraz regulacji ak-
tywnos$ci wielu enzyméw. Nukleotydy i nukleozydy
uczestniczg rowniez w przekazywaniu sygnatéow ze
Srodowiska zewnetrznego do wnetrza komoérki za po-
Srednictwem specyficznych receptoréw. Najwiecej
danych dotyczy aktywnosci trifosforanu adenozyny,

Mgr, Polska Akademia Nauk, Centrum Badan Molekularnych i
Makromolekularnych, Zaktad Chemii Bioorganicznej, ul. Sien-
kiewicza 112, 90-363 £ 4dz, e-mail: edyta@bio.comm.lodz.pl
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ktory jest uwalniany do S$rodowiska zewnatrzko-
moérkowego m. in. przez neurony, plytki krwi oraz
komarki srddbtonka i reguluje takie procesy biolo-
giczne, jak agregacja ptytek krwi, przekaznictwo
nerwowe, czynnosci serca czy skurcze mies$ni. ATP
wystepujacy w $Srodowisku zewnatrzkomdrkowym
moze by¢ ligandem receptorow P2, lub moze podle-
gac szybkiej degradacji przez ekto-ATPazy iektonu-
kleotydazy. Ostatecznym produktem tych przemian
jest adenozyna — ligand receptoréw klasy Pl [1]. W
1999 roku wykazano, ze ATP moze byé rowniez wy-
korzystywany jako dawca grup fosforanowych w
procesie katalizowanym przez ektokinazy [2], W
koncu lat osiemdziesigtych okazato sig, ze uwalniane
nukleotydy urydylowe mogga takze aktywowac re-
ceptory P2 [3], Co wiecej, zidentyfikowano réwniez
receptory, ktore mogg by¢ aktywowane przez
wszystkie naturalnie wystepujgce trifosforany nu-
kleozydow [4, 5]. Od Kilku lat zaczety pojawiac sie
prace o podobnym dziataniu modyfikowanych mo-
nonukleotydéw. Zaobserwowano, ze 2-heksylotio-
AMP moze petni¢ funkcje agonisty receptora klasy
P2Y szczurzych komdrek glejaka i erytrocytéw indy-
ka [6]. Receptory pewnego typu (P2Y n) obecne m.
in. na powierzchni komaérek linii HL 60 [7], ludzkich
komorek gwiazdziaka 1321N1 i komérek chomika
CHO-K1 [8] moga natomiast podlega¢ aktywacji
przez adenozyno-5’-tiofosforan (AMPS). Przepro-
wadzone badania sugerujg, ze takze deoksyadenozy-
no-5 ’-tiofosforan, deoksyguanozyno-5 ’-tiofosforan
itymidyno-5’-tiofosforan moga wptywac¢ na prolife-

POSTEPY BIOCHEMII 48(3), 2002


mailto:edyta@bio.cbmm.lodz.pl

racje komérek poprzez interakcje z receptorami nu-
kleotydowymi [9],

W 1978 roku Burnstock zaproponowat klasyfi-
kacje receptoréw purynergicznych, wyr6zniajac dwie
gtowne klasy: receptory Pl aktywowane przez ade-
nozyne i receptory P2, wykazujgce powinowactwo
do ATP lub ADP [10]. Obecna klasyfikacja recepto-
réw nukleotydowych P2 opiera sie przede wszystkim
na kryterium struktury pierwszorzedowej. Wyparta
ona stosowany do niedawana podziat uwzgled-
niajgcy jedynie charakterystyke farmakologiczng
(powinowactwo do okreslonych ligandow nukleoty-
dowych). Zgodnie z zaleceniami Komitetu do spraw
Nazewnictwa Receptorow i Klasyfikacji Lekdéw
Miedzynarodowej Unii Farmakologicznej (ang. In-
ternational Union of Pharmacology — IUPHAR)
wyroznia sie dwie grupy receptoréw P2: sprzezone z
biatkami G receptory P2Y oraz jonotropowe recepto-
ry P2X. Dotychczas sklonowano cDNA szeS$ciu ludz-
kich receptoréw P2Y (P2Y,, P2Y2, P2Y4, P2Y6,
P2Ytl i P2Y!2) oraz siedmiu receptorow P2X
(P2Xi.7) pochodzacych z komérek innych ssakéw
(Tabela 1). Liczby (1-n) oznaczajg kolejnos$¢ klono-
wania cDNA poszczeg6lnych receptoréw. Do grupy
receptoréw P2Y zalicza sie receptory aktywowane
przez trifosforany nukleozydéw (P2Y[— P2Yj i), re-
ceptory obecne na ptytkach krwi aktywowane selek-
tywnie przez ADP (P2Y)2) oraz receptory aktywo-
wane przez diadenozynotetrafosforan (P2YAP44) (na-
zwy pisane kursywg oznaczajg, ze dotychczas nie
sklonowano cDNA tych receptoréw). W literaturze
mozna jeszcze spotkaé poprzednie nazwy recepto-
réw, kiedy nie znano sekwencji DNA kodujacych re-
ceptory poszczeg6lnych typow tzn. P2U (obecnie
P2Y2), P2Z (obecnie P2X7), P2Yadp, P2YAC
P2Ycyc, P2Tac (obecnie P2Y 12) oraz P2D (obecnie
P2YAP4A). Poza tym, zgodnie z zaleceniami IUPHAR
mata litera umieszczona przed nazwg receptora
wskazuje pochodzenie receptora: h — ludzki, m —
mysi, r— szczurzy, b — bydlecy, t— wyizolowany z
indyka, ¢ — z kurczecia, X — z Xenopus laevis.

I1. Zrodta zewnatrzkomoérkowych
nukleotydow

Stezenie ATP w S$rodowisku zewnatrzkomérko-
wym utrzymuje sie na bardzo niskim poziomie,
mimo wysokiego stezenia tego nukleotydu w cyto-
plazmie (3-5 mM). Wynika to z faktu, ze dwuwar-
stwa lipidowa btony komoérkowej jest nieprzepusz-
czalna dla ATP i MgATP (podstawowa forma w cyto-
plazmie). Nukleotydy mogg by¢ uwalniane do $rodo-
wiska zewngtrzkomérkowego w wyniku uszkodze-
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nia i nagtej Smierci komorki, co zdarza sie przy pek-
nieciu naczyn krwionos$nych lub innych urazach tka-
nek. Poza tym sa one uwalniane w procesach nie
zwigzanych z lizg komérki: w wyniku egzocytozy
nukleotydéw nagromadzonych w ziarnistoSciach i
pecherzykach wydzielniczych lub w wyniku trans-
portu przez kanaty i pory btony komdrkowej. Uwol-
nione na zewngatrz komadrki nukleotydy sg szybko hy-
drolizowane przez ekto-ATPazy, a nastepnie ektonu-
kleotydazy. Dlatego podwyzszone stezenie zew-
ngtrzkomaérkowych nukleotydow jest zjawiskiem
przejsciowym i ma miejsce po zadziataniu okreslo-
nych czynnikéw stymulujgcych. Wiekszo$¢ agoni-
stow aktywujacych ptytki krwi (m.in. trombina, epi-
nefryna, kolagen, ADP) powoduje rowniez degranu-
lacje ich ziarnistoSci i w konsekwencji wzrost steze-
nia ATP w surowicy do okoto 50 pM [1]. Stwierdzo-
no, ze ATP moze by¢ réwniez uwalniany do $Srodowi-
ska zewnetrznego bezposrednio z cytoplazmy. W
przypadku komoérek Srédbtonka naczyn krwiono-
$nych ma to miejsce pod wptywem m.in. stresu fizjo-
logicznego (np. niedotlenienie) i zwigzkéw chemicz-
nych (trypsyna, trombina, epinefryna), a nawet stre-
su mechanicznego [11].

I11. Agonisty i antagonisty receptorow
nukleotydowych

Gtdwnym problemem w badaniach nad charakte-
rystykag farmakologiczng receptoréw nukleotydo-
wych jest brak wysoce specyficznych agonistow i
antagonistow oraz jednoczesne wystepowanie recep-
torow réznych podklas natych samych komérkach.

Biorac pod uwage witasciwosci farmakologiczne,
mozna wyr6znié trzy duze klasy receptoréw P2X. Sg
to po pierwsze receptory P2X] i P2X3, ktére charak-
teryzuje wysokie powinowactwo do ATP (ECH%0 ~
1//IM), po drugie receptory P2X2 P2X4,P2X5iP2X6
0 mniejszym powinowactwie do ATP (EC5 ~ 10
/IM), po trzecie receptory o bardzo niskim powino-
wactwie do ATP (ECH ~ 300-400 //M), jak np. re-
ceptor P2X7 [12], Z kolei receptory P2Y wykazujg
zréznicowane powinowactwo do nukleotydow pury-
nowych i pirymidynowych. PZY~ podobnie jak
P2Y i P2Yi2 jest okreslany jako purynospecyficz-
ny receptor adeninowy. Receptor P2Y2 posiada po-
dobng selektywnos$é w stosunku do ATP i UTP. Re-
ceptorami pirymidynospecyficznymi sg p2y3i P2Y6
wykazujgce wysokie powinowactwo do UDP, a takze
receptor P2Y4 aktywowany preferencyjnie przez
UTP [13, 14], Z kolei receptor p2y8, wyizolowany z
Xenopus laevis [5], a takze ptasi receptor tp2y [4]
moga by¢ aktywowane z podobng selektywnoscig
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Tabela 1

Wykaz receptoréw P2 i wiasciwosci farmakologiczne [20]

Pochodzenie wyizolowanego

Poprzednia

T receptora
yp P nazwa

P2X,

P2Xj
P2Xj

P2X4

P2XS

P2X6

P2X7 P2z

P2Y,

P2Y2 P2U

p2y3*
P2Y4

P2Y6

p2y«*
P2Y,,

P2Y12 P2YADP2Y Ac,P2Tac,P2Y cyc
P2Y ApAA** P2D

*Zgodnie z zaleceniami IUPHAR, matymi literami oznaczono receptory, ktérych charakterystyke ustalono na podstawie klonowania cDNA

receptora /liczba aminokwaséw

w biatku

cztowiek (hP2X,)/h399
szczur (rP2X[)/r399
mysz (mP2X[)/m399
szczur (rP2X2)/r472
cztowiek (hP2X3/h397
szczur (rP2X3)/r397
cztowiek (hP2X4)/h388
szczur (rP2X4)/r388
mysz (mP2X4)/m388
cztowiek (hP2X5)/h422
szczur (rP2X5)/r455
cztowiek (hP2X6)/h431
szczur (rP2X5/r379
mysz (mP2X6)/m379
cztowiek (hP2X7/h595
szczur (rP2X7)/r595

cztowiek (hP2Y|)/h373
szczur (rP2Y ,)/r373
mysz (mP2Y|)/m373
kurczak (cP2Y )
krowa (bP2Y ]

indyk (tP2Y,)
cztowiek (hP2Y2/1i377
szczur (rP2Y2)/r374
mysz (mP2Y2)/m373
kurczak (cp2y3c328)
cztowiek (hP2Y4)/h365
szczur (rP2Y4)/r361
cztowiek (hP2Y€)/h328
szczur (rP2Y6)/r328

Xenopus laevis (xp2y8x532)

cztowiek (hP2Yn)/h371
cztowiek (hP2Y|2/h342
cztowiek (hP2YAH

Gtowne Ugandy

BzATP>2-MeSATP>ATP>a,[3-MeATP

2-MeSATP>ATP

BzATP>2-MeSATP>ATP>a,p-MeATP

ATP>2-MeSATP>a,P-MeATP

ATP>2-MeSATP>ADP

ATP>2-MeSATP>ADP

BzATP>ATP

2-MeSATP>ATP=ADP

ATP=UTP>2-McSATP

ADP>UTP>ATP?

UTP=UDP>ATP=ADP

UTP>ADP=2-MeSATP>ATP
ATP=ITP=UTP=CTP
ATP>2-MeSATP>ADP

ADP

APIA

nie pochodzacego z komoérek ssakéw (brak danych na temat wystepowania w komérkach ludzkich i petnionej funkcji).
**Receptory pisane kursywa oznaczajg, ze ustalono ich wtasciwosci farmakologiczne, ale do tej pory nie sklonowano cDNA

przez wszystkie trifosforany nukleozyddéw. Receptor
p2y7zostat niedawno zidentyfikowany jako receptor
leukotrienu B4 i defacto nie nalezy go zaliczaé¢ do
grupy receptoréw nukleotydowych, podobnie jak re-
ceptoréw p2y5 P2Y9i P2Yio [15, 16].

W badaniach nad funkcjonowaniem receptorow
nukleotydowych zazwyczaj wyko-rzystywane sg
analogi ATP iUTP Sgto m. in. 2°- lub 3’-0-(4-ben-
zoilobenzoil)-ATP  (Bz-ATP), a,p-metylenoATP
(a,P-MeATP) lub 2-metylotioATP (MeSATP). Nadal
jednak brak jest zwigzkéw, ktére dziatatyby w spo-
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sob selektywny na receptory podklas P2X lub P2Y.
Bz-ATP, ktéry do niedawna stosowany byt jako se-
lektywny agonista receptora P2X7 (EC50 ~ 18 pM),
okazat sie takze skuteczny w aktywowaniu recepto-
réow P2X[ (EC® « 1,9 nM) i P2X3 (EC®* 98 nM)
[12].

WS$rod antagonistéw receptoréw nukleotydowych
najbardziej rozpowszechnionymi sg suramina (lek
stosowany w leczeniu trypanosomii), PPADS (sél so-
dowa fosforanu 2’,4’-disulfono-6-azofenylopiryd-
oksalu) oraz barwniki takie jak reaktywny btekit 2,
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btekit trypanu, reaktywna czerwien. Jednakze
zwigzki te nie wykazujg na tyle wysokiej selektyw-
nosci, aby mogty by¢ wykorzystywane do selekcji
poszczegdlnych podklas receptorow nukleotydo-
wych. Suramina jest antagonistag zarowno recepto-
réw P2X, jak i P2Y, a poza tym hamuje aktywnos¢
innych receptoréw (nikotynowego, glutaminianowe-
go, GABA i 5-hydroksytryptaminy) [17]. Z kolei
PPADS — niekompetycyjny inhibitor receptorow
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Ryc.l. Wzory strukturalne niektérych agonistéw (I i Il) oraz antagoni-
stéw receptorow nukleotydowych (111-V11)

P2X moze rowniez znosi¢ odpowiedz komoérkowaq
wywotang za posrednictwem niektorych receptorow
P2Y [12]. Wiley i w sp. wprowadzili nowy, selek-
tywny bloker receptora P2X7o0znaczony jako KN-62
(I-[N,0-bis(5-izochinolinosulfonylo)-N-metylo-
L-tyrozylo]-4-fenylopiperazyna), znany wczesniej
jako inhibitor kinazy zaleznej od kalmoduliny,
dziatajgcy w stezeniach nanomolarnych (IC30«9-13
nM) [12, 17]. Selektywnym antagonistg receptora
P2X7 jest rowniez biekit Coomassie [17]. Z kolei
TNP-ATP (2’,3’-0-(2,4,6-trinitrofenylo)ATP) jest
przyktadem antagonisty receptorow P2X], P2X2 i
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P2X2/3. TNP-GTP wykazuje podobne witasciwosci,
co sugeruje, ze w oddziatywaniach z biatkiem recep-
torowym adenina nie odgrywa kluczowej roli, w
przeciwienstwie do grup fosforanowych (TNP-
ATP>TNP-ADP>TNP-AMP) [12], Badajac rézne
pochodne 3’,5” oraz 2°,5” bisfosforanéw adenozyny
stwierdzono, ze modyfikacje w pozycji 2 i 3’ deok-
syrybozy nie zmieniajg znaczaco witasciwosci tych
zwigzkéw [6]. 37,5’-bisfosforan 2’-deoksyadenozy-
ny z grupa metylowag w pozycji Néwykazywat nato-
miast okoto 17-krotnie silniejsze wtasciwosci anta-
gonistyczne. Zwigzek ten, oznaczony jako MRS
2179 ma stalg AT, « 100 nM [18]. Wprowadzenie w
pozycji N6éwiekszych grup alkilowych (etylowej lub
propylowej) lub grupy benzoilowej ostabia dziatanie
MRS 2179 [6].

Ze wzgledu na brak wystarczajgco selektywnych
agonistow i antagonistdw receptoréw nukleotydo-
wych, w badaniach nad ich funkcjonowaniem i
wiasciwosciami farmakologicznymi bardzo pomoc-
ne moga byé specyficzne przeciwciata. Jednak do-
stepnos$¢ takich przeciwciat réwniez jest ograniczo-
na. Tylko nieliczne laboratoria dysponujgpoliklonal-
nymi przeciwciatami skierowanymi przeciwko re-
ceptorom P2Xi, P2X4 oraz P2X7 [17]. Dotychczas
wyizolowano i scharakteryzowano tylko jedno prze-
ciwciato monoklonalne skierowane przeciwko
zewnatrzkomdrkowej domenie ludzkiego receptora
P2X7[19],

IV. Przekazywanie sygnatéw za posrednic-
twem receptoréw nukleotydowych

Receptory P2X, ktorych liczba aminokwaséw
waha sie od 379 do 595, zawierajg dwie transmem-
branowe hydrofobowe domeny oddzielone przez ob-
szerny region znajdujacy sie na zewnatrz komorki.
W czesci zewnatrzkomdrkowej znajduje sie 10 reszt
cysteinowych i od 2 do 6 miejsc glikozylacji. Zarow-
no N-, jak i C-konce receptoréw P2X znajduja sie po
stronie cytoplazmatycznej btony komoérkowej [17].
Wszystkie receptory P2X wystepuja w formie struk-
tur sktadajgcych sie z wielu podjednostek (7 podsta-
wowych zostato juz sklonowanych), przy czym pod-
jednostki te mogg by¢ identyczne (np. P2Xj w mie-
$niach gtadkich) lub rézne (np. P2X23 w zwoju dol-
nym nerwu btednego). Podjednostki receptora P2X7
w wyniku agregacji tworzg pory przepuszczalne dla
czasteczek o niskiej masie czgsteczkowej [20]. Pory
sg na tyle duze, ze mogg przez nie przenika¢ nawet
barwniki takie jak bromek etydyny (394 Da), LY
(550 Da) czy YO-PRO-1 (629 Da) [17, 19],
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Receptory P2X wigzac specyficzne Ugandy stajag
sie jednocze$nie kanatami jonowymi (ang. Li-
gand-Gated lon Channels — LGIC). Aktywacja re-
ceptorow P2X przez ATP i UTP jest zwigzana z szyb-
kim wzrostem stezenia Ca2+w cytoplazmie. Wzrost
ten moze by¢ wynikiem naptywu jonéw Ca2+bezpo-
$rednio ze Srodowiska zewnatrzkomdérkowego przez
kanaty receptorowe [1]. Inng przyczyng wzrostu ste-
zenia jondw Ca2+ jest wtdérna aktywacja kanatdw
wapniowych zaleznych od napiecia. Zwigzanie przez
receptor P2X agonisty powoduje bowiem depolary-
zacje btony komoérkowej [1]. Pod wptywem sy-
gnatow zewnatrzkomdrkowych wzrost stezenia wap-

Tabela 2
Odpowiedz komorki na stymulacje receptora nukleotydowego

Nazwa receptora Bezposrednia odpowiedz komarki

P2X, Kanat dla Nat/K+Ca2+
pP2Xx2 Kanat dla Na#K+

P2X3 Kanat dla Na#K+#Ca2+
pP2X4 Kanat dla Na+/K+

P2X5 Kanat dla Na#/K+Ca2+
P2X6 Kanat dla Na#K+Ca2+
P2X7 Kanat dla Na#K+

P2Y, Aktywacja biatek Ggn
P2Y?2 Aktywacja biatek Gg/n, Gi3
p2y3 Aktywacja biatek Ggn
P2Y4 Aktywacja biatek Ggn
P2Y6 Aktywacja biatek Ggn
p2y8 Brak danych

P2Y,, Aktywacja biatek Gs, Ggn
P2Y12 Aktywacja biatek Gilo
P2Yapu Brak danych

nia w cytoplazmie (od okoto 100 nM do okoto 1 piM)
uruchamia wiele procesow regulujacych funkcje ko-
morki. Odbiorcami sygnatu wapniowego sgm. in. Ki-
nazy biatkowe typu C, kinazy zalezne od kalmoduli-
ny, fosfolipazy C, D i Zmiany wewnatrzkomor-
kowego stezenia wapnia majg rowniez wptyw na ak-
tywacje lub inhibicje kanatow jonowych (np. kanatu
dla jonow K+ i w konsekwencji na zmiane poten-
cjatu btonowego i pobudliwosci komorki.
Receptory P2Y sa przyktadem najliczniejszej ro-
dziny receptorow btonowych sprzezonych z biatkami
G (ang. G Protein Coupled Receptors — GPCR). Re-
ceptory P2Y sg integralnymi biatkami btonowymi za-
wierajacymi jeden tancuch polipeptydowy tworzacy
siedem helikalnych domen transmembranowych
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(TM1 — TMY7). Liczba aminokwasOw receptoréw
P2Y cztowieka waha si¢ od 328 do 377, a masa
czasteczkowa po glikozylacji od 41 do 53 kDa. N-ko-
niec biatka znajduje sie na zewnatrz komorki, nato-
miast C-koniec wystepuje po stronie cytoplazmatycz-
nej [17]. Aktywacja receptoréw P2Y moduluje aktyw-
no$¢ zaréwno biatek Gq,jak rowniez Gsi Gj. Biatka G
podrodziny Gq aktywuja fosfolipaze C typu p, ktéra
katalizuje powstawanie 1,4,5-trifosforanu inozytolu z
fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu.  Trifosforan
inozytolu (IP3) otwiera IP3-zalezny kanat wapniowy
siateczki $rodplazmatycznej. Nastepuje wyptyw jo-
now Ca2+ do cytoplazmyi i wzrost stezenia jonow

Wtérna odpowiedZ komorki

Naptyw Ca2+, depolaryzacja btony
Depolaryzacja btony

Naptyw Ca2+ depolaryzacja btony
Depolaryzacja btony

Naptyw Ca2+ depolaryzacja btony
Naptyw Ca2+ depolaryzacja btony
Depolaryzacja btony

Aktywacja PLCp—IP3—Ca2+
Aktywacja PLCp—IP3—Ca2+

i inhibicja cyklazy adenylanowej
Aktywacja PLCp—»IP3»Ca2+
Aktywacja PLCp—IP3—Ca2+
Aktywacja PLCP—IP3—Ca2+
Caz

Aktywacja PLCP->IP3—Ca2+

i aktywacja cyklazy adenylanowej
Inhibicja cyklazy adenylanowej
Brak danych

wapnia [1]. Konsekwencjg aktywacji receptoréw P2Y
zwigzanych z biatkami Gj jest obnizenie poziomu
cAMP w cytoplazmie [21, 22], natomiast w wyniku
aktywacji receptoréow P2Y zwigzanych z biatkami Gs
poziom cAMP zostaje podwyzszony [7, 23].
Ogromna r6znorodno$é efektdw wywotywanych
przez nukleotydy i nukleozydy moze $wiadczy¢ o
wystepowaniu wiekszej liczby receptoréw Pl (re-
ceptoréw adenozyny) i P2 (receptoréw nukleotydo-
wych) niz wynikatoby z ilosci sklonowanych cDNA.
Wiadomo, ze czagsteczki receptoréw P2X sktadajg sie
zwielu podjednostek, przy czym podjednostki recep-
toréw roznych podklas moga by¢ identyczne (homo-
mery) lub rézne (heteromery). Do tej pory sklonowa-
no siedem podjednostek receptorow P2X (P2XilJ7)
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mogacych asocjowac¢ ze sobg, tworzac heterome-
ryczne receptory P2X. Obecnie wiadomo o wystepo-
waniu czterech heteromeréw P2X: P2X2/3, P2X4/6,
P2X1/5 P2X26 [24].

Yoshioka, Saitoh i Nakata wykazali moz-
liwos¢ tworzenia na drodze asocjacji
sktadajgcych sie z receptora adenozyny A] irecepto-
row nukleotydowych P2Yi lub P2Y2 (mniej niz 5%
homologii w sekwencji aminokwasowej) [25]. Kom-
pleks A]/P2Yi wykazuje odmienne wtasciwosci far-
makologiczne w stosunku do receptorow Aj i P2Y],
Zwigzki, bedace agonistami lub antagonistami re-
ceptora adenozyny wykazujg znikome powinowac-
two do powstatego heteromeru, podczas gdy agoni-
sta receptora P2Y] (ADPpS) — zwiekszone okoto
400 razy. W wyniku asocjacji receptorow Al i P2Y]
zmienia sie nie tylko powinowactwo ligandéw, ale
rowniez uruchamiane mechanizmy przetwarzania
sygnatu btonowego. Przytgczenie agonisty do recep-
tora Ai powoduje zmiane jego konformacji, co poz-
wala na oddziatywanie z biatkiem Gj/o hamujgcym
aktywnos$¢ cyklazy adenylanowej. Z kolei receptor
P2Yi jest zwigzany z biatkiem Ggq, aktywujgcym fos-
folipaze C. W komdrkach wykazujacych ekspresje
receptora A)/P2Yi, ADPpS powoduje obnizenie ste-
zenia cAMP (aktywacja biatek GO, nie majac
wptywu na aktywno$¢ fosfolipazy C. Rezultaty te
wskazujg, ze tworzenie heteromeru z receptora A]
i P2Y]zmienia funkcjonalne wtasciwosci na korzys¢
aktywacji cyklazy adenylanowej. Mozliwo$¢ asocja-
cji roznych receptoréw GPCR moze wyjasniaé niety-
powe witasciwosci przypisywane przez wielu auto-
row receptorom nukleotydowym np. stwierdzony
przez Okade i wsp. wzrost stezeniajonOw wapnia
w cytoplazmie neuronéw pod wptywem adenozyny
[26], Podobnie Fernandez i wsp. wykazali, ze
ATP, ATPyS i AMP aktywujg receptor P2Y w spos6b
zalezny od 8-cyklopentyloteofiliny, lecz niezalezny
od suraminy i PPADS [27].

Wielu autoréw sugeruje réwniez wystepowanie
niesklonowanych do tej pory receptoréw nukleoty-
dowych. Stwierdzono, ze uwalnianie noradrenaliny z
tetnicy ogonowej szczura zachodzi zaréwno pod
wptywem 2-chloroadenozyny, jak i ATP [28]. Roéw-
niez dziatanie ATP i adenozyny wywotujace zwiot-
czenie miesni tetnicy piersiowej krélika nalezy przy-
pisa¢ receptorom innym niz Pl i P2 [29], podobnie

dimerow

jak stymulowane przez ATP i 2-chloroadenozyne
uwalnianie norepinefryny z nerwow adrenergicz-
nych tetnicy usznej krélika [28]. Saitoh i Nakata
wyizolowali biatko pochodzgce z mézgu szczura,
wykazujace powinowactwo do 5°-N-etylokarboksy-
amidoadenozyny (ang. 5°-N-ethylcarboxamidoade-
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nosine — NECA) [30]. Specyficzno$¢ wigzania li-
gandow zapisano nastepujgco: 5’-N-etylokarboksy-
amidoadenozyna = ADPpS > cAMP = (3,y-MeATP >
APIA > a,P-MeATP > 5’-deoksy-5'-metylotioade-
nozyna. Kolejno$¢ wigzania ligandéw przez biatko
wyizolowane z m6zgu szczura odpowiada aktywacji
biatka receptorowego opisanego przez C hine I
lato i wsp. iaktywowanego w nastepujacej kolej-
nosci przez ligandy: 5°-N-etylokarboksyamidoade-
nozyna > adenozyna > ATP [29]. Uwalnianie norad-
renaliny z nerwdéw adrenergicznych tetnicy ogono-
wej szczurajest stymulowane przez 2-chloroadenoz-
yne > ATP > adenozyne [28], a indukcja pragdu K+w
pecherzykowych oocytach Xenopus laevis w row-
nym stopniu zalezy od adenozyny, ATP i p,y-M-
eATP [31]. Receptory aktywowane zaréwno przez
ATP iadenozyne zaliczane sg obecnie do nowej kla-
sy receptoréw P3 lub tzw. biatek P3LP (ang. P3puri-
noreceptor-like proteins — P3LP). Aktywacja re-
ceptorow P3 moduluje aktywnos$¢ biatek Gs, czego
konsekwencja jest wzrost stezenia cCAMP w cytopla-
zmie [31, 32], Takiej aktywacji nie wywotujg
zwigzki bedgce antagonistami receptoréw Pl (1,3-
dipropylo-8-(2-amino-4-chlorofenylo)ksantyna i P2
(suramina), a takze 2-MeSATP i UTP (agonisty re-
ceptoréow P2Y) [29]. Antagonistyczne dziatanie wo-
bec receptora P3 wykazuje 8-(p-sulfofenylo)teofili-
na. Dopdki nie zostanie sklonowany cDNA hipote-
tycznego receptora P3, nie moznajednak wykluczyé,
ze efekty przypisywane temu biatku sg wywotane
asocjacjg receptoréw P2Y i PI.

V. Rozmieszczenie receptoréw nukleotydo-
wych — znaczenie fizjologiczne

Nukleotydy obecne w S$rodowisku zewnatrzko-
morkowym wptywaja na funkcjonowanie komérek
wielu typéw za posrednictwem receptoréow P2, Wy-
kazano, ze nukleotydy dziatajg jako miedzykomor-
kowe przekazniki informacji w procesach zwigza-
nych ze skurczem mie$ni gtadkich, przekazywaniem
sygnatdw nerwowych iregulowaniem funkcji uktadu
krwionosnego. W ciggu ostatnich 10 lat okazato sie,
ze trifosforany i difosforany nukleozydéw stanowig
jedne z najbardziej rozpowszechnionych czasteczek
sygnatowych.

V -l. Uktad sercowo-naczyniowy

Od 1961 roku wiadomo, ze ADP powoduje agre-
gacje ptytek krwi [33]. Na poziomie komdrkowym
objawia sie to wzrostem wewngatrzkomérkowego ste-
zenia jonoéw Ca2+ aktywacjg fosfolipazy C i inhibi-
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cja cyklazy adenylanowej. Poza tym ADP wywotuje
zmiane ksztattu ptytek krwi i aktywacje receptorow
fibrynogenu [15, 33]. Do niedawna sadzono, ze
wszystkie przedstawione efekty sg wywotywane za
posrednictwem jednego receptora nukleotydowego
P2j. Okazato sie jednak, ze na powierzchni tych ko-
madrek wystepuja trzy rodzaje receptorow nukleoty-
dowych (Tabela 3). Receptor P2Y) odpowiedzialny
jest za uwalnianie Ca2+ze struktur komérkowych po-
przez aktywacje fosfolipazy C. Jonotropowy recep-
tor P2X! posredniczy w naptywie jonéw wapnio-
wych ze srodowiska zewnetrznego, natomiast recep-
tor P2Y 12, sklonowany niedawno przezHo 11ope -
tera i wsp. [34], wptywa na zahamowanie aktyw-
nosci cyklazy adenylanowej. Receptor P2Y]2
zwigzany z biatkiem Gj najprawdopodobniej nie bie-
rze udzialu w indukowanej przez ADP zmianie
ksztattu ptytek krwi, natomiast wraz z receptorem

Tabela 3

lujg powstawanie pecherzykéw pinocytowych [17].
Mimo obecnosci na tych komérkach zar6wno recep-
toréw P2Y, jak i P2X7, r6znice w wartosciach ECH
dla ATP (odpowiednio 50-70 pM i 250-400 pM)
wskazuja, ze tatwiej i czesciej aktywowane sg recep-
tory P2Y [17]. ATP iinne nukleotydy aktywujg ma-
krofagi w odpowiedzi na uszkodzenia tkanek lub in-
wazje bakteryjng: stymulujg wytwarzanie nadtlen-
kéw i czynnikow o charakterze humoralnym, takich
jak TNF-a i interleukina 13 (IL-ip), chociaz mole-
kularny mechanizm tego zjawiska nie jest poznany.
Wiadomo, ze pod wptywem bakteryjnego lipopolisa-
charydu makrofagi, w przeciwienstwie do monocy-
téow krwi obwodowej, wytwarzajg wysokoczastecz-
kowg (31-34 kDa), nieaktywng biologicznie forme
pro-IL-ip. W 1992 roku Perregaux i wsp.
stwierdzili, ze ATP (poprzez wigzanie sie z recepto-
rem P2X7), podobnie jak nigerycyna, powoduje ob-

Znaczenie fizjologiczne receptoré6w nukleotydowych obecnych na ptytkach krwi [17, 34]

Charakterystyka receptora/odpowiedz komorki

Naptyw jonéw Ca2+ ze $rodowiska zewnetrznego
(aktywacja kanatéw jonowych)

Uwalnianie jonéw Ca2+ z siateczki $rédplazmatycz-
nej (aktywacja fosfolipazy C)

Inhibicja cyklazy adenylanowej

Synteza IP3

Powinowactwo do ATP

Powinowactwo do ADP

Udziat w zmianie ksztattu ptytek krwi

Udziat w agregacji ptytek krwi

P2Yi ma wptyw na ich agregacje. Zwigzki bedace
antagonistami tego receptora (tiklopidyna, klopido-
grel) znoszg efekt inhibicji cyklazy adenylanowej i
czeSciowo przeciwdziatajg agregacji ptytek krwi
[15, 17]. Mimo wyizolowania mRNA receptora
P2Xt z ptytek krwi nie stwierdzono jego znaczacego
udziatu ani w agregacji tych komérek, ani w zmianie
ich ksztattu [33].

Zewnatrzkomorkowe nukleotydy uwalniane np. w
wyniku uszkodzenia naczyn krwiono$nych wywie-
rajg wptyw nie tylko na ptytki krwi, ale réwniez na
inne komorki krwi (monocyty /makrofagi, limfocyty,
erytrocyty, komérki dendrytyczne) oraz na komorki
srodbtonka. Juz pod koniec lat sze$c¢dziesigtych
Cohn i Parks stwierdzili, ze nukleotydy adenino-
we dodane do hodowli mysich makrofagéw stymu-
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Receptor P2Yi2

Receptor P2Yi Receptor P2Xi

+

nizenie stezeniajonéw K+w cytoplazmie, co z kolei
uaktywnia enzym przeksztatcajgcy nieaktywng for-
me interkeukiny pro-IL-ip do formy dojrzatej IL-ip
(17 kDa) [35]. ATP moze rowniez stymulowa¢ wy-
dzielanie interleukiny 1p poprzez aktywacje egzocy-
tozy pecherzykéw (p6znych endosoméw i lizoso-
mow) zawierajacych te cytokine [17].

Innym enzymem pos$redniczagcym w lizie makro-
fagow, ktory podlega regulacji przez zewnatrzko-
morkowe trifosforany nukleozyddw jest indukowal-
na syntaza tlenku azotu (ang. inducible nitric oxide
synthase — iNOS). ATP iUTP podane wraz z lipopo-
lisacharydem wywotujg silniejszg stymulacje aktyw-
nosci indukowalnej syntazy tlenku azotu niz sam
LPS [17]. Nukleotydy uczestniczg nie tylko w proce-
sie fagocytozy czynnikédw chorobotwérczych. Oka-
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zato sie, ze nukleotydy sg toksyczne dla zainfekowa-
nych makrofagéw, aw procesie tym bierze udziat re-
ceptor P2X7 (cytotoksyczny wpityw ATP zostaje
zniesiony po zablokowaniu tego receptora). Stwier-
dzono, ze ATP indukuje lize makrofagéw zainfeko-
wanych przez pratki Mycobacterium za posrednic-
twem receptora P2X7 [36]. Aktywnos$é antybakteryj-
na trifosforanu adenozyny moze wiec miec istotne
znaczenie nie tylko w leczeniu gruzlicy, ale réwniez
innych infekcji bakteryjnych.

Na powierzchni ludzkich limfocytow B wystepuja
receptory P2X i P2Y. Te ostatnie ulegajg aktywacji
nie tylko przez ATP i UTP, lecz rowniez przez pozo-
state trifosforany nukleozydow (GTP, CTP i ITP)
[17]. Nadekspresje receptora P2X7 stwierdzono w
komdrkach przewlektej biataczki leukocytarnej [17].
Ludzkie limfocyty T, pochodzace z krwi obwodowej
wykazujg ekspresje receptoréw P2Xi, P2X4i P2X7,
ale do tej pory nie zidentyfikowano na ich po-
wierzchni receptorow P2Y [17]. Obecnos$¢ recepto-
row P2Y( i P2Y2 udokumentowano natomiast w
przypadku mysich tymocytow, ktore ulegajg apopto-
zie pod wptywem ATP.

Nukleotydy uwalniane z ptytek krwi, neuronow i
uszkodzonych komérek regulujag réwniez aktywnosé
komdrek srodbtonka naczyn krwionos$nych. Na po-
wierzchni ludzkich komorek srédbtonka zyty pepo-
winowej stwierdzono obecnos$é receptoréw czterech
podklas P2Y: P2Y,, P2Y2 P2Y4i P2Ye6 [37], ATP i
ADP, za poS$rednictwem receptoréw P2Y! i P2Y2,
stymulujg wydzielanie tlenku azotowego oraz pro-
stacykliny (PGI2) poprzez aktywacje odpowiednio
syntazy tlenku azotowego (NOS) i fosfolipazy A2
[38, 39]. Zwiazki te rozszerzajg naczynia krwiono-
$ne i hamuja agregacje ptytek krwi. Zewnatrzkomor-
kowe nukleotydy zwiekszajg takze adhezje neutrofili
do komoérek $rédbtonka.

Stymulacja receptoréw P2Y wystepujagcych na
powierzchni komorek $rodbtonka prowadzi réwniez
do fosforylacji reszty tyrozyny dwoch izoform (p42 i
p44) kinazy biatkowej aktywowanej przez czynniki
mitogenne (ang. mitogen-activated protein kinase —
MAPK) [40]. Chociaz rola biatek G w procesach ak-
tywujacych kinazy MAP jest stabo poznana, aktywa-
cja ta jest niezbedna dla indukowanej przez
zewnatrzkomoérkowe nukleotydy produkcji prosta-
glandyny 12 [40],

W warunkach fizjologicznych ATP wydzielany z
neuronéw wspoétczulnych reguluje napiecie naczyn
krwionosnych poprzez oddziatywanie na komorki
mies$ni gtadkich. Kiedy $rodbtonek naczyn zostanie
uszkodzony ATP, ADP i UTP uwalniane z ptytek

POSTEPY BIOCHEMII 48(3), 2002

krwi moga bezposrednio wptywaé na komdrki mie-
$ni gtadkich powodujac ich skurcz i w efekcie ha-
mujgc krwotok. W procesie tym uczestniczg zarow-
no receptory jonotropowe (gtéwnie P2Xi), jak i me-
tabotropowe (P2Y2, P2Y4i P2Y6) [15]. Ich aktywa-
cja powoduje wzrost wewngtrzkomaérkowego steze-
niajonow Ca2+ ktore odgrywajg kluczowg role w za-
leznym od nukleotydéw skurczu miesni. W przypad-
ku komdrek miesni gtadkich naczyr krwiono$nych
ATP (za posrednictwem receptora P2Y2) jest réow-
niez czynnikiem stymulujgcym synteze DNA i
biatek, ekspresje gendw wczesnej odpowiedzi ko-
morkowej (m. in. protoonkogenu c-fos) [41]. W pro-
liferacji komdrek miesni gtadkich moze rdéwniez
uczestniczyé receptor P2Y4, ktérego stymulacja
przez ATP powoduje z kolei aktywacje kaskady Kki-
naz MAP [15].

V-2. Uktad oddechowy

Zewnatrzkomorkowe nukleotydy mogg wptywac
na funkcjonowanie komérek wielu typéw gérnych
drég oddechowych oraz ptuc. ATP i UTP stymuluja
transport jonow CI' w komérkach nabtonkowych za-
réwno u 0s6b zdrowych, jak i chorych z torbielowa-
tym zwidknieniem tych komérek (mukowiscydoza).
Wynikiem aktywacji receptora P2Y 2, wystepujgcego
na powierzchni komdérek nabtonkowych, jest wzrost
stezenia jonow Ca2+w cytoplazmie. Wzrost ten jest
niezbedny do aktywacji kanatu transportujgcego
jony chlorkowe. Transbtonowy regulator mukowi-
scydozy (ang. cysticfibrosis transmembrane regula-
tor — CFTR) jest aktywowany przy niskim stezeniu
jonow Ca2+ U chorych pacjentow biatko CFTR jest
zmutowane i ulega aktywacji przy znacznie wyz-
szym stezeniu jonéw wapnia. Wymagany wzrost ste-
zenia wapnia w cytoplazmie ma miejsce po podaniu
chorym UTP. Zewnatrzkomoérkowe nukleotydy po-
wodujg réwniez wzrost wydzielania mucyny przez
komoérki kubkowe, a nastepnie jej transport oraz wy-
dzielanie surfaktantu (substancji lipidowej pokry-
wajgcej cienkg warstwg powierzchnie nabtonka od-
dechowego) przez komorki pecherzykéw ptucnych
drugiego rzedu. Z tych wzgledow ATP, a zwlaszcza
UTP (uracyl — produkt rozpadu UTP — w przeci-
wieAstwie do adenozyny nie wywotuje efektow
ubocznych) znalazty zastosowanie w terapii choréb
uktadu oddechowego [12, 39]. Obecnie UTP jest po-
dawany w postaci aerozolu chorym na mukowiscy-
doze, jak réwniez pacjentom cierpigcym na prze-
wlekte zapalenie oskrzeli.
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V-3. Uktad nerwowy

Wptyw ATP obserwowano zar6wno w przypadku
komérek nerwowych, jak i glejowych. Stwierdzono,
ze moze on odgrywa¢ role neuroprzekaznika w
potgczeniach synaptycznych o$rodkowego i obwo-
dowego ukitadu nerwowego. W zaleznos$ci od typu
komoérek wywotuje stymulacje (neurony przedzwo-
jowe) lub inhibicje (synapsy nerwowo-migéniowe)
wydzielania acetylocholiny. Neurony hipokampa z
kolei pod wptywem ATP wydzielajg glutaminian [1],
ATP bierze udziat w przekazywaniu informacji od
receptorow bodzcow bolowych (nocyceptywnych) w
przypadku zespotow zaburzen neurotroficznych, mi-
greny czy boléw nowotworowych. Podanie ATP po-
woduje powstanie bolu w miejscu iniekcji, a takze
utatwia nocyceptywng odpowiedZ na inne szkodliwe
czynniki. Efekt ten jest znoszony przez zwiazKi
bedgce antagonistami receptoréw P2 (suramina,
PPADS). Stwierdzono, ze receptor P2X3, ktorego
podwyzszong ekspresje wykryto w nocyceptywnych
neuronach czuciowych moze w znaczacy sposo6b
przyczyniac sie do indukcji odczu¢ bdlowych. Z tego
wzgledu zwigzki bedace antagonistami receptora
P2X3 moga by¢é rozwazane jako potencjalne leki
przeciwbdlowe [12].

V1. Podsumowanie

Zewnatrzkomorkowe  nukleotydy  odgrywajg
istotng role w modulowaniu aktywnosci poszczeg6l-
nych komérek, tkanek, a nawet catego organizmu.
Mimo ze od dawna wiedziano o dziataniu tych
zwigzkoéw za posrednictwem specyficznych recepto-
row obecnych na powierzchni prawie wszystkich ko-
mérek organizmu, dopiero analiza struktury cDNA i
mozliwo$¢ klonowania w liniach komérkowych nie
wykazujgcych ekspresji zadnego receptora P2, po-
zwolita na ustalenie charakterystyki farmakologicz-
nej receptoréw poszczego6lnych podklas. Obecnie
prowadzone badania majg na celu zidentyfikowanie
poszczegblnych elementéw i mechanizmdéw zwigza-
nych z przekazywaniem sygnatow za posrednictwem
receptorow nukleotydowych. Coraz bardziej realne
wydaje sie zastosowanie agonistow i antagonistéw
receptorow P2 w leczeniu proceséw zapalnych, za-
krzepéw naczyn krwiono$nych, schorzen uktadu od-
dechowego i nerwowego, a nawet w terapii nowo-
tworow. Wykazano, ze trifosforany nukleotydow
mogg powodowac inhibicje wzrostu komdrek nowo-
tworowych pewnych typéw (np. komdrek raka pro-
staty), a nawet ich lize. Prowadzac drugga faze badan
klinicznych stwierdzono, ze podawanie ATP pacjen-
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tom z zaawansowanym rakiem ptuc prowadzi do za-
hamowania wzrostu guza i utraty wagi ciata, a takze
zmniejsza stopien ogélnego wyniszczenia organi-
zmu [42]. Badaniom nad Ugandami receptoréw nu-
kleotydowych wykazujgcymi dziatanie terapeutycz-
ne powinny jednak towarzyszy¢ badania nad
biatkami innymi niz receptory P2, lecz zaleznymi od
obecnos$ci ATP. Aktywno$¢ takich enzyméw jak
ekto-ATPazy, ektonukleotydazy, kinazy biatkowe
oraz kanaty potasowe regulowane przez ATP moze
sie bowiem zmieniaé¢ pod wptywem antagonistéw re-
ceptoréw nukleotydowych.
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Adenozyna — neuroprzekaznik i neuromodulator w
centralnym uktadzie nerwowym

Adenosine — neurotransmitter and neuromodulator In

central nervous system
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I. Wstep

Nukleozydy i nukleotydy purynowe (adenozyna,
ADP, ATP, polifosforany adenozyny) oraz pirymidy-
nowe (UDP, UTP) obecne w przestrzeniach miedzy-
komérkowych i ptynach ustrojowych mogga funkcjo-
nowa¢ jako czasteczki sygnatowe. Zwigzki te,
wigzgc sie ze zlokalizowanymi na powierzchni bton
komorkowych specyficznymi receptorami adenozy-
nowymi — P linukleotydowymi — P2, okreslanymi
dawniej jako purynergiczne, aktywujg w komorkach
wiele reakcji fizjologicznych [1,2]. Ich wynikiem sg
zmiany powstajgce natychmiast po aktywacji recep-
toréw (egzocytoza, zmiana stezenia wtdrnych prze-
kaznikéw) lub pojawiajace sie i trwajgce przez dtuz-
szy okres czasu (zmiana ekspresji genow i szybkosci
proliferacji komdrek). W komdrkach sg wszystkie
elementy niezbedne do przekazywania sygnatu z
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udziatem adenozyny: 1) adenozyna (czagsteczka sy-
gnatowa), 2) biatkowe transportery tego nukleozydu
przez btone komdrkowa, 3) substraty i enzymy nie-
zbedne do produkcji adenozyny w przestrzeniach
miedzykomdrkowych, 4) receptory adenozynowe
(purynoreceptory Pt) oraz 5) enzymy — deaminaza
adenozyny i/lub biatka (transportery adenozyny) nie-
zbedne do inaktywacji sygnatu. Udziat adenozyny w
regulacji aktywnos$ci metabolicznej komérek mie-
$nia sercowego wykazano po raz pierwszy juz w
1929 roku [3], Jednym z najwczes$niejszych donie-
siefi o wptywie nukleozydu na uktad nerwowy byto
stwierdzenie, ze adenozyna stymuluje synteze cAMP
w komorkach kory mézgowej swinki morskiej, a po-
wstawanie wtérnego przekaznika sygnatu jest bloko-
wane w obecnosci metyloksantyn [4], Wyniki do-
tychczasowych badan adenozyna
uczestniczy w regulacji metabolizmu uktadu nerwo-
wego, krwionosnego, immunologicznego, oddecho-
wego i wydalniczego [1, 2].

Celem artykutu jest oméwienie wynikow badan
mechanizméw przekazywania informacji z udziatem
adenozyny w centralnym uktadzie nerwowym. W ar-
tykule duzo miejsca poswiecono réwniez udziatowi
tego nukleozydu w ochronie tkanek w okresie niedo-
tlenienia i niedokrwienia, a takze deaminazie ekto-
adenozyny (ADA), ktéra jak wskazujg rezultaty ba-
dan, moze by¢ odpowiedzialna za inaktywacje sy-
gnatu adenozynowego.

wykazaty, ze

Il1. Stezenie adenozyny w komérce i
przestrzeniach miedzykomorkowych

Stezenie wewngtrzkomdrkowej i pozakomérko-
wej adenozyny jest wynikiem proceséw syntezy,
transportu przez btone komérkowa oraz degradacji.
W warunkach fizjologicznych stezenie pozakomor-
kowej adenozyny w mozgu jest nanomolowe, a w
warunkach stresowych takich jak niedotlenienie i
niedokrwienie, jak réwniez po depolaryzacji btony
komorkowej pod wptywem bodZzcow elektrycznych
czy chemicznych wzrasta do poziomu mikromolo-
wego [5-9].

I1—. Metabolizm adenozyny w komorce

Istniejg dwa gtowne zrodta wewnagtrzkomadrkowej
adenozyny (Ryc. 1). Podstawowym jej Zrodiem w
komorce jest hydroliza nukleotydéw adeninowych.
Wiele badan wskazuje, ze wywotane niedotlenie-
niem zmiany w metabolizmie komorki powodujg
spadek stezenia wewngtrzkomdrkowego ATP. Ich
efektem jest wzrost ilosci ADP, AMP i Ado [10].
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Adenozyna Inozyna

Ryc. 1. Przemiany adenozyny w komérce. 1— 5’-nukleotydaza, 2 —
kinaza adenozyny, 3 — deaminaza adenozyny, 4 — hydrolaza
S-adenozylohomocysteiny.

Wewnatrzkomdérkowa Ado moze ulega¢ deaminacji
do inozyny (Ino) ijonéw amonowych w reakcji kata-
lizowanej przez adenozyny, Ilub z
udziatem kinazy adenozyny moze by¢ fosforylowana
do AMP. Rezultaty badan wskazuja, ze Km kinazy
adenozyny wzgledem Ado jako substratu jest o 1-2
rzedy wielkoSci mniejsze niz Km deaminazy. Z tego
wzgledu uwaza sie, ze w warunkach fizjologicznych
wiekszg role w degradacji komdrkowej Ado gra ki-
naza, podczas gdy rola deaminazy moze wzrasta¢ w
warunkach zwiekszonego stezenia nukleozydu [11].

W komdrce adenozyna moze powstawacé réwniez
w wyniku przemiany S-adenozylohomocysteiny
(SAH) z udziatem hydrolazy S-adenozylohomocy-
steiny (SAHH). Reakcja katalizowana przez te hy-
drolaze jest reakcjg odwracalng syntezy S-adenozy-
lohomocysteiny [10]. W mézgu hydrolaza S-adeno-
zylohomocysteiny jest obecna zaréwno w neuro-
nach, jak i w komdrkach glejowych [12]. Wydaje sig,
ze znaczenie SAHH w przemianach adenozyny jest
nieduze, poniewaz stezenie SAH wewnatrz komorki
jest niskie.

deaminaze

11-2. Zrodta ektoadenozyny

Wysunieto kilka hipotez méwigcych o pochodze-
niu zewnatrzkomérkowej adenozyny [10]. Zrédiem
tego nukleozydu w przestrzeniach pozakomorko-
wych moze by¢:

— egzocytoza,

— transport z udziatem przenos$nikéw biatkowych
obecnych w btonach komérkowych

— hydroliza zewnatrzkomérkowych nukleotydéw
adeninowych (ATP, cAMP, polifosforanow ade-
nozyny) przez ektoenzymy,

— liza komorek.

Precyzyjne okreSlenie udziatu biatkowych prze-
no$nikéw nukleozydéw w transporcie adenozyny na
zewnatrz komdrki jest trudne, poniewaz transport

231



adenozyny zaréwno do, jak i z komoérki odbywa sie
zgodnie z gradientem stezen tego zwigzku po obu
stronach btony komdérkowej. Najlepiej poznanym
zrodiem ektoadenozyny jest hydroliza ektonukleoty-
déw. ATP, podobnie jak inne neuroprzekazniki, po-
jawia sie w szczelinie synaptycznej w wyniku egzo-
cytozy zaleznej od jonéw Ca2+ [13-15], Obecnos$c¢
ektoenzymow hydrolizujgcych zewngtrzkomorkowy
ATP do ADP, AMP i adenozyny stwierdzono we
wszystkich dotychczas badanych strukturach uktadu
nerwowego. W procesie tym uczestniczg nastepujace
ektohydrolazy: ATPaza [EC 3.6.3], ATP difosfohy-
drolaza [EC 3.6.1.5] oraz 5’-nukleotydaza [EC
3.1.3.5] [16]. Hydrolize zewnatrzkomorkowego
ATP prowadzacg do powstawania adenozyny obser-
wowano miedzy innymi w pitytce nerwowo-miesnio-
wej [15], cholinergicznych synapsach prazkowia
[17] i hipokampu [18] oraz skrawkach hipokampu i
kory mézgowej [15]. Wydaje sie, iz degradacja ATP
przez ektoenzymy jest podstawowym zrédiem tego
nukleozydu poza komorka.

Innym zrédtem zewngtrzkomérkowej adenozyny
moze byé degradacja pozakomérkowego cAMP [19]
i polifosforanéw adenozyny [16]. Hydrolize pozako-
morkowego cAMP do adenozyny przez ektofosfo-
diesteraze obserwowano w hipokampie, korze méz-
gowej i synaptosomach rdzenia kregowego[10].

I1l. Receptory adenozynowe w centralnym uktadzie
nerwowym

W centralnym uktadzie nerwowym obecne sg
wszystkie podtypy receptorow PI — A], A2a,AB i
A3[2].

Receptory A\ charakteryzujgce sie wysokim po-
winowactwem do adenozyny mogga by¢ aktywowane
przez nanomolowe stezenie tego zwigzku poza ko-
morka [2]. Obecno$¢ tych receptordow wykryto w
pre- i postsynaptycznych btonach neurondéw takich
struktur jak kora mdzgowa, hipokamp, wzgérze,
moézdzek, prazkowie i rdzen kregowy [2, 20].

Receptory A2asklonowano przy uzyciu biblioteki
cDNA hipokampu cztowieka [21], mézgu szczura
[22] i m6zgu $winki morskiej [23]. Receptory te po-
dobnie jak Ai majg duze powinowactwo do adenozy-
ny. Do niedawna, stosujac techniki o niskiej czutosci
sgdzono, ze w centralnym uktadzie nerwowym re-
ceptory A2a wystepujg tylko w rejonach bogatych w
unerwienie dopaminergiczne. W neuronach prgzko-
wia receptory A2awystepuja razem z receptorami D2
[24], Nowe badania stosujgce metode RT-PCR, ktéra
charakteryzuje sie wiekszg czutoscig, wykazaty nie-
wielkg ilos¢ mMRNA receptora A2aw hipokampie, ko-
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rze mézgowej, mdzdzku, wzgbérzu i podwzg6rzu
[20].

Receptory AZ2B sklonowano przy wykorzystaniu
biblioteki cDNA hipokampu cztowieka [25] i m6zgu
szczura [26]. Stosujagc RT-PCR stwierdzono we
wszystkich badanych strukturach mézgu szczura ni-
ski poziom mRNA tego receptora [20]. Receptory
A2Bwymagajg do swojej aktywacji wysokich, mikro-
molowych stezen adenozyny. Uwaza sie wiec, ze od-
grywajg wiekszg role w warunkach patologicznych,
podczas ktorych stezenie pozakomérkowej adenozy-
ny wzrasta. Rezultaty badan innych autoréw suge-
ruja, ze receptory te moga by¢ réwniez aktywowane
przez fizjologiczne stezenie zewnatrzkomdrkowej
adenozyny [27]. Funkcje receptora A2B w uktadzie
nerwowym nie zostaty poznane. W przeciwienstwie
do receptoréw Ai i A2a trudnosci w badaniu tego
podtypu receptora wynikajg przede wszystkim z bra-
ku selektywnych ligandow.

Receptor A3jest najp6zniej zidentyfikowanym re-
ceptorem P 1. Zostat sklonowany przy wykorzystaniu
biblioteki cDNA prazkowia szczura [28] i cztowieka
[29]. Podobnie jak receptor ABwymaga do aktywa-
cji wysokich, mikromolowych stezen Ado. Z
udziatem RT-PCR stwierdzono obecno$¢ niewielkiej
ilosci MRNA tego receptora w wielu rejonach moézgu
szczura, m. in. w korze mézgowej, hipokampie,
prazkowiu, wzgorzu, podwzgorzu i mézdzku [20],

IV. Regulacja stezenia ektoadenozyny

Adenozyna moze by¢ usuwana z przestrzeni poza-
komérkowych w wyniku transportu do komérki po-
przez przeno$niki biatkowe transportujace nukleozy-
dy i dopiero wewngatrz komoérki metabolizowana z
udziatem wewngtrzkomérkowej kinazy adenozyny i
deaminazy adenozyny lub moze ulega¢ deaminacji
poza komorkg w wyniku reakcji katalizowanej przez
deaminaze ektoadenozyny [10]. Adenozyna bytaby
wiec czasteczkg sygnatowa, ktdérej stezenie w prze-
strzeni pozakomoérkowej regulowatyby dwa rézne
mechanizmy: 1) degradacja przez ektoenzym i 2)
transport do komdrki i przemiany nukleozydu dopie-
ro w jej wnetrzu (Ryc. 2).

IV-1. Transport adenozyny przez btong komorkowg

Nukleozydy sg czasteczkami, ktore, miedzy inny-
mi ze wzgledu na rozmiar i hydrofilnos¢, nie moga
swobodnie przenika¢ przez btony plazmatyczne. Re-
zultaty badan wskazujg, ze pojedyncze neurony pira-
midalne regionu CA1l hipokampu szczura sg zdolne
do uwalniania adenozyny na zewnatrz, je$li wzrasta
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cytosol

Ryc. 2. Zrodta ektoadcnozyny. 1— ekto-
ATPaza, 2 — ektoATPdifosfohy-

drolaza, 3 — ekto-5-nukleotyda-
za, 4 — kompleks deaminazy

1 2 3 4
ATP ADP AMP Ado Ino
przestrzen
migdzykomoérkowa / \ Ado
5 6
cytosol
Na’
A Ado

jej stezenie w komoérce [30]. Wyniki tych badanh su-
geruja, ze w btonach komo6rkowych neuronéw musza
funkcjonowac przenosniki biatkowe, ktére transpor-
tujg adenozyne.

W komérkach ssakéw transport nukleozydéw od-
bywa sie zgodnie z gradientem stezeh drogg trans-
portu biernego no$nikowego (ang. equlibrative nuc-
leoside transport) lub aktywnego symportu zjonami
sodu (ang. sodium-dependent concentrative nucle-
oside transport), gdzie nukleozydy transportowane
sg wbrew gradientowi stezen [31]. Oba rodzaje trans-
portu nukleozyddw wystepuja rowniez w komérkach
moézgu [31].

IV-1.1. Transport bierny no$nikowy

Transport nukleozydéw przez btone komdrkowa
moze odbywaé sie zgodnie z gradientem stezenia
przenoszonej czasteczki. Jest to sposob przenikania
substancji przez btony okre$lany jako bierny trans-
port nosnikowy lub dawniej jako dyfuzja utatwiona
[31-33]. Przeno$niki nukleozydéw dziatajace
wedtug zasad transportu biernego nosnikowego sg
obecne w komdrkach wielu typdw i wykazujg matg
selektywnos$¢ wobec czasteczek.
Transportujg zaréwno nukleozydy purynowe, jak i
pirymidynowe [3 1]. W transporcie biernym no$niko-
wym nukleozydéw uczestniczg dwa typy nos$nikoéw
biatkowych: 1) es (ang. equlibrative sensitive) —
wrazliwy na dziatanie inhibitora transportu nukle-
ozydéw — nitrobenzylotioinozyne (NBMPR) oraz
2) ei (ang. equlibrative insensitive) — niewrazliwy
na NBMPR [32]. W centralnym uktadzie nerwowym
obecnos$é biatek transportujacych nukleozydy na za-
sadzie transportu biernego stwierdzono miedzy inny-
mi w synaptosomach kory moézgu szczura [34] i
swinki morskiej [35] oraz w btonach komérkowych

przenoszonych
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komérek glejowych [36]. Komérki moga zawierac
jednoczes$nie obydwa typy biatek przenosnikowych,
czego przyktadem moga byé synaptosomy z mézgu
swinki morskiej [31].

IV-1.2. Transport aktywny

Przenos$niki biatkowe uczestniczagce w symporcie
nukleozydéw (kotransporcie) zjonami Na+transpor-
tujg nukleozydy tylko do wnetrza komorki [31,
37-39]. Dotychczas opisano i scharakteryzowano w
komorkach ssakéw 5 typow przeno$nikéw nukleozy-
déw wykorzystujgcych gradientjonéw Na+[38]. Sg
to przenosniki: NI (selektywny dla puryn, ale trans-
portuje réwniez urydyne), N2 (selektywny dla piry-
midyn, ale transportuje takze adenozyne), oraz prze-
no$niki N3, N4 i N5, ktére charakteryzujg sie niska
specyficznoscia w stosunku do przenoszonych
czasteczek [38]. Dotychczas niewiele wiadomo o ak-
tywnym symporcie adenozyny w ukladzie nerwo-
wym iznaczeniu tego procesu dla przekazywania in-
formacji z udzialem receptorow PIl. Obecnos¢
mRNA kodujacego przenos$nik typu N2 wykazano
we wszystkich przebadanych strukturach moézgu
szczura, m.in. w splocie naczynidéwkowym, tylnym
podwzgdrzu, korze mdzgowej, hipokampie, mézdz-
ku oraz pniu mézgu. W moézgu szczura stwierdzono
rowniez obecno$¢ mRNA kodujgcego przenos$nik
biatkowy typu NI [40]. Do tej pory brakjest informa-
cji na temat wystepowania tego rodzaju przenosni-
kéw w rejonie szczeliny synaptycznej.

1V-2. Lokalizacja i funkcje deaminazy ektoadeno-
zyny w centralnym uktadzie nerwowym

Jednym z enzymoOw, ktory reguluje stezenie ade-
nozyny w komérce i przestrzeniach pozakomdrko-
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wych  jest deaminaza adenozyny (ADA)
[EC.3.5.4.4]. Deaminaza adenozyny uczestniczy w
regulacji stezenia wewngtrzkomaérkowej i zewnatrz-
komérkowej adenozyny i deoksyadenozyny. Wiek-
szo$¢ badan poswieconych lokalizacji komorkowej i
subkomorkowej tego enzymu w uktadzie nerwowym
dotyczy form rozpuszczalnych [41,42], Do dnia dzi-
siejszego nie udato sie wyizolowac i oczysci¢ do ho-
mogennos$ci enzymu z bton komdrkowych komoérek
nerwowych lub glejowych.

1V-2.1. Lokalizacja deaminazy adenozyny w strukturach
mozgu

Aktywno$¢ deaminazy adenozyny w obrebie
uktadu nerwowego jest nizsza niz w komdrkach in-
nych tkanek. Regionami mézgu o najwiekszej ak-
tywnosci deaminazy adenozyny u szczura, myszy
oraz Swinki morskiej sq przednie itylne podwzgdrze,
opuszka wechowa i wzgérek gorny blaszki czwora-
czej. Najnizsza aktywno$é enzymu stwierdzono w
prazkowiu, korze mézgowej i hipokampie [43]. Ba-
dano réwniez subkomdrkowga lokalizacje aktywno-
$ci enzymu miedzy innymi w korze mézgowej, moz-
dzku, hipokampie i podwzgo6rzu szczura [43,44]. W
badaniach tych stwierdzono, ze wiekszo$¢ aktywno-
Sci deaminazy adenozyny zwigzana jest z frakcjg cy-
tosolowg i tylko okoto 25% aktywnos$ci tego enzymu
znajduje sie w frakcji bton komorkowych [43, 45].

1V-2.2. Udziat deaminazy adenozyny w regulacji stezenia
ektoadenozyny

Deaminaza ektoadenozyny uwalnia receptory Pl
od naturalnego liganda — adenozyny przynajmniej
w niektérych obszarach mézgu [17]. Udziat deami-
nazy ektoadenozyny w metabolizmie pozakomérko-
wego ATP i adenozyny zostat stwierdzony miedzy
innymi w immunologicznie oczyszczonych synap-
sach cholinergicznych pragzkowia [17]. Po stymulacji
neuronu obserwowano w tej strukturze uwalnianie
acetylocholiny i ATP. ATP byt nastepnie hydrolizo-
wany przez szereg ektoenzymoéw do ADP, AMP oraz
adenozyny. Produkt hydrolizy — adenozyna uczest-
niczyta w presynaptycznej inhibicji wydzielania ace-
tylocholiny. W obszarze synaps obserwowano row-
niez deaminacje adenozyny do inozyny. Powyzsze
obserwacje sugerujg udziat deaminazy adenozyny w
uwalnianiu purynoreceptoréw Pl od naturalnego
agona [17]. Ci sami autorzy stwierdzili réwniez
niskg aktywno$¢ deaminazy adenozyny w choliner-
gicznych synapsach kory mézgowej i hipokampu
[17,18].

Interesujaca jest obserwacja, ze wystepujgca na
powierzchni btony komérkowej deaminaza adeno-
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zyny nie jest glikoproteing i nie zawiera peptydu sy-
gnalnego kierujacego jg do btony komoérkowej [46],
Nie wiadomo wiec, w jaki spos6b enzym moze poja-
wiaé sie na zewnatrz komorki, czy odbywa sie to w
wyniku sekrecji czy lizy [16, 46, 47], Znany jest na-
tomiast sposéb umocowania enzymu w btonie ko-
morkowej. Deaminaza adenozyny moze ulec asocja-
cji z biatkami wiagzacymi deaminaze adenozyny —
ADA-BP (ang. ADA-Binding Protein) i utworzy¢
kompleksy o duzej masie czasteczkowej. Czes¢
biatek nalezagcych do ADA-BP to integralne biatka
btonowe, z udziatem ktdrych enzym moze zostac
zwigzany z strukturg btony komorkowej. Sg znane
dwa takie biatka: biatko CD26 identyczne z dipepty-
dylopeptydazg IV oraz receptor A2B limfocytow T
[46], Stosujac przeciwciata dowiedziono, ze deami-
naza adenozyny ireceptory A, majg identyczng loka-
lizacje (kolokalizacje) w strukturze bton komorek
miesni gtadkich DDTiMF-2 oraz membran neuro-
néw kory mézgowej szczura [48-53]. W 1996 roku
Saura iin. wykazali, ze deaminaza adenozyny wy-
stepuje w kolokalizacji z receptorami A) bton pla-
zmatycznych kory mozgu wieprzowego [49]. Byto to
pierwsze doniesienie o kolokalizacji w btonach pla-
zmatycznych mdézgu ektoenzymu i receptora, ktére-
go naturalny agon jestjednocze$nie substratem enzy-
mu. W po6zniejszym doniesieniu ci sami autorzy
stwierdzajg wspdlng internalizacje w komorkach de-
aminazy adenozyny ireceptorow Ai [52, 53]. Auto-
rzy sadza, ze receptory A) wystepujg w dwu stanach
charakteryzujgcych sie réznym powinowactwem do
adenozyny. Receptor o wysokim powinowactwie do
adenozyny (Kd=0.1-0.2 nM) to receptor zwigzany z
biatkiem G, natomiast receptor niezwigzany z
biatkiem G ma nizsze powinowactwo (Kd=1-2 nM).
Wykazano, ze w nieobecnosci deaminazy adenozyny
receptory te posiadajg niskie powinowactwo do ade-
nozyny. Badania te sugerujg wiec, ze w komorce
oprécz funkcji katalitycznej, jakg jest deaminacja
zewnatrzkomérkowej adenozyny, deaminaza adeno-
zyny, zwiekszajac powinowactwo receptora do
biatka G petni funkcje pozaenzymatyczng [52, 53].
Limfocyty z udziatem biatka CD26 i deaminazy ade-
nozyny moga wigza¢ sie z komorkami zrebu tkanki
limfatycznej [46]. Ta obserwacja oraz interakcja i
kolokalizacja deaminazy adenozyny zar6éwno z re-
ceptorami Ai ibiatkiem CD26 stata sie podstawg hi-
potezy, ze ADA podczas tworzenia sie struktur ner-
wowych moze peini¢ réwniez funkcje czgsteczki
utatwiajgcej adhezje komorek neuron/neuron, neu-
ron/komérka glejowa, komoédrka glejowa/komoérka
glejowa podczas tworzenia sie struktur nerwowych
[46, 47],
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V. Funkcje adenozyny w centralnym uktadzie
nerwowym

Badania roli adenozyny w uktadzie nerwowym
dotyczg jej funkcji jako:

1) neuromodulatora biorgcego udziat w prze-
kazywaniu sygnatu nerwowego

2) czasteczki odgrywajgcej istotng role w
ochronie neuronéw w sytuacjach stresowych

3) zwigzku o charakterze parakrynowym
uczestniczacym w procesach proliferacji i apoptozy
komodrek wielu typéw [2, 54].

Jedng z gtéwnych funkcji adenozyny w central-
nym uktadzie nerwowym jest regulacja wydzielania
neuroprzekaznikow [55, 56]. Neuromodulator moze
wptywaé na wydzielanie i efekty fizjologiczne me-
diatoréw synaptycznych za posrednictwem recepto-
row pre-, post- i pozasynaptycznych [57], W modula-
cje wydzielania neuroprzekaznikow w szczelinie sy-
naptycznej sg zaangazowane przede wszystkim re-
ceptory Al i A2a- Niewiele za$ na razie wiadomo o
udziale w tym procesie receptoréw A2Bi A3 [2].

V-l. Regulacja wydzielania neuroprzekaznikéw z
udziatem receptoréw adenozynowych A,

W obrebie centralnego uktadu nerwowego za po-
Srednictwem receptoréw A\ adenozyna hamuje wy-
dzielanie przez neurony: acetylocholiny [15,58], no-
radrenaliny [59, 60] dopaminy [61], glutaminianu
[62], serotoniny [63] i GABA [64, 65].

W warunkach fizjologicznych stezenie pozako-
mérkowej Ado wynosi 0,3-300 nM. W sytuacjach
stresowych typu niedotlenienie, niedokrwienie, hi-
poglikemia lub nadmiar dwutlenku wegla we Kkrwi
(hiperkapnia) moze wzrosngé nawet stukrotnie, do
poziomu mikromolowego [66]. Podczas niedokrwie-
nia mézgu nastepuje uwalnianie nadmiernych ilosci
neuroprzekaznikow pobudzajacych (gtownie amino-
kwaséw- glutaminianu i asparaginianu) oraz ostabie-
nie wychwytu glutaminianu przez astrocyty. Jakkol-
wiek brak jest dowodoéw to fakt, ze ATP jest magazy-
nowane w pecherzykach synaptycznych wraz z inny-
mi pobudzajagcymi neurotransmiterami, moze suge-
rowac, ze aktywacja presynaptycznych receptoréow
Ai ogranicza réwniez wydzielanie ATP — prekurso-
ra adenozyny. Efektem tych procesow jest nadmierna
aktywacja receptorow glutaminianergicznych za-
rowno metabotropowych jak i jonotropowych (w
tym réwniez receptorow NMDA). Prowadzi to do
niekontrolowanej depolaryzacji neuron6w i przedtu-
zajacej sie ich aktywnosci. Nadmierna i przedtu-
zajgca sie aktywacja receptoréw glutaminianergicz-
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nych powoduje degeneracje komodrek nerwowych.

Jest to zjawisko okres$lane jako ekscytotoksycznosc.

Gtéwna i destrukcyjng role przypisuje sie w tym pro-

cesie jonom Ca2+ Wysokie stezenie jonOw wapnia w

cytoplazmie uruchamia procesy prowadzgce do de-

generacji neurondw, w wyniku tworzenia wolnych
rodnikéw i nadtlenkéw oraz aktywacji niszczacych
strukture komorki proteaz, nukleaz i fosfolipaz

[66-69]. W tych warunkach podstawowg funkcjg

adenozyny jest hamowanie aktywnos$ci neuronéw

przez zmniejszanie ilosci neuroprzekaznikéw pobu-

dzajacych. Zapobiega to degradacji neuronow. W

tym procesie uczestniczg gtownie receptory Ai

zwigzane z btong presynaptyczng. Autorzy rozwa-
zajg nastepujgce mechanizmy hamowania presynap-
tycznego:

— otwieranie presynaptycznych kanatéw K+ pro-
wadzace do hiperpolaryzacji neuronéw i zahamo-
wania wptywu jonow Ca2+ przez kanaty bramko-
wane napieciem [10],

— zamykanie kanatéw wapniowych w btonach pre-
synaptycznych prowadzace do bezposredniego
hamowania egzocytozy uwarunkowanej jonami
Ca2+ [70, 71],

— oddziatywanie na egzocytoze pecherzykow sy-
naptycznych, ale bez wptywu na przemieszczanie
sie jondw Ca2+ [72].

Dodatkowo aktywacja postsynaptycznych recep-
toréw A] moze powodowaé zmniejszanie pobudli-
wosci btony postsynaptycznej oraz hiperpolaryzacje
poprzez zwiekszanie przewodnosci btony komoérko-
wej dla jonéw K+ i zmniejszanie przewodnos$ci dla
jonéw Ca2+ [73,74]. Adenozyna za poSrednictwem
receptorow A2 stymuluje na poziomie pozasynap-
tycznym powstawanie glukozy w astrocytach w pro-
cesie glikogenolizy oraz zwieksza doptyw krwi do
rejonébw mozgu objetych niedotlenieniem/niedo-
krwieniem poprzez rozszerzanie naczyh krwiono-
$nych i hamowanie agregacji ptytek krwi [66, 75,
76].

V-2. Regulacja wydzielania neuroprzekaznikéw za
posrednictwem receptorow AZ2a ABi A3

Przypuszcza sig, ze jedng z gtéwnych funkcji re-
ceptoréw A3w mozgu jest regulacja aktywnosci re-
ceptoréw Ai [10]. Stwierdzono, ze aktywacja recep-
torow A3w hipokampie szczura powoduje odczule-
nie receptorow Ai, ktorych aktywno$¢ hamuje wy-
dzielanie neuroprzekaznikéw pobudzajacych [77].
Stwierdzono rowniez, ze poprzedzajacy niedokrwie-
nie mdézgu zréznicowany czas stymulacji in vivo re-
ceptoréw A3 hipokampu przez selektywny agon —

235



IB-MECA  (N6(3-jodobenzylo)-adenozyno-5’-N-
metylokarboksyamid) wywiera istotny wptyw na
przezywalnos$¢ neurondow i przeptyw krwi w naczy-
niach. Krotkotrwata stymulacja tego podtypu recep-
toréw wywotuje zwiekszenie uszkodzen neuronow i
zmniejszenie przeptywu Kkrwi, natomiast diugo-
trwata stymulacja powoduje prawdopodobnie ich od-
czulenie. Prowadzi to do zwigekszenia krazenia krwi i
zmniejszenia zmian neuropatologicznych [78]. Wy-
daje sie wiec, ze w przeciwienstwie do receptoréow
Aj, ktore w warunkach stresowych petnig funkcje
ochronne wobec neurondw, receptory A3mogg indu-
kowa¢ $mier¢ komérek [69, 78].

Adenozyna i inne agony receptoréw A2 zwiek-
szaja uwalnianie neurotransmitteréw w obrebie cen-
tralnego i obwodowego uktadu nerwowego [2]. W
hipokampie stwierdzono obecno$¢ receptoréw pre-
synaptycznych A\ hamujgcych, jak i presynaptycz-
nych receptorow A2 zwiekszajgcych uwalnianie
acetylocholiny [58]. Cunha iinni stwierdzili row-
niez, ze uwalnianie acetylocholiny w réznych regio-
nach hipokampu moze by¢ regulowane przez od-
mienne podtypy receptoréw Pj. Selektywny agon re-
ceptora A2a — CGS-21680 powoduje zwiekszanie
wydzielania [H3]-acetylocholiny podczas stymulacji
elektrycznej w regionie CA3 i w obszarze “dentate
gyrus” hipokampu. W obszarze CAl byty obecne tyl-
ko receptory Aj zwigzane z hamowaniem wydziela-
nia acetylocholiny [58]. Podobnie CGS21680 zwiek-
szat wydzielanie [H3]-acetylocholiny z synaptoso-
mow hipokampu i prazkowia [79, 80]. Ten efekt w
synaptosomach hipokampu znosit nieselektywny an-
tagon receptorow A2— DMPX (1,3-dimetylo-7-pro-
pyloksantyna) oraz antagon receptoréw A2a — CSC
(8-8-(3-chlorostyrylo)kofeina) [79]. Bardzo intere-
sujacym wydaje sie fakt, ze adenozyna, ktora stymu-
luje receptory A) oraz A2a w szczelinie synaptycznej
hipokampu moze pochodzi¢ z réznych puli nukle-
ozydu. Wydaje sie, ze podczas stymulacji prgdem o
duzej czestotliwosci (100 Hz) adenozyna w szczeli-
nie synaptycznej pochodzi gtéwnie z hydrolizy poza-
komdérkowego ATP. Ta pula pozakomdrkowej adeno-
zyny stymuluje gtéwnie receptory A2A podczas gdy
adenozyna aktywujgca receptory A\ jest uwalniana
bezposrednio przez komoérke [15, 81].

Receptory A2a, podobnie jak receptory A), modu-
lujg tak uwalnianie acetylocholiny jak i wydzielanie
innych neuroprzekaznikow. Selektywny agon recep-
torow A2a : GABAergicznych neurondw tgczacych
prazkowie z kompleksem gatki bladej —
CGS-21680 zwieksza uwalnianie GABA spowodo-
wane stymulacjg elektryczng [82]. Nie jest do korca
poznany mechanizm, dzieki ktéremu agony presy-
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naptycznego receptora A2a mogg zwieksza¢ wydzie-
lanie neuroprzekaznikoéw. Sadzi sie, ze w przeciwie-
nstwie do presynaptycznych receptorow A”ktére ha-
mujg wydzielanie neuroprzekaznikow zamykajac
kanaty wapniowe, .receptory AZ2a otwierajg kanaty
wapniowe w btonach komoérkowych neuronéw oraz
promuja egzocytoze zalezng od jonéw wapnia [83,
84]. Receptory A2a aktywujg cyklaze adenylanows.
Brak jednak dowod6éw czy zwigzana z receptorami
AZ2a aktywacja kanatéw wapniowych w btonach pre-
synaptycznych regionu CA3 hipokampu szczura wy-
maga udziatu cAMP i kinazy biatkowej A, kinazy
biatkowej C lub tylko biatka G [84]. Na powierzchni
réznych typéw komdrek ekspresji moze ulega¢ wie-
cej niz jeden podtyp receptora PI. Taka sytuacja za-
chodzi miedzy innymi w przypadku receptoréw A\ i
A2abton presynaptycznych regionu CA3 hipokampu
szczura oraz zakornczen nerwowych prazkowia
[58,85]. Wiadomo, ze receptory AZ2A z zakonczen
nerwowych prazkowia regulujg powinowactwo re-
ceptoréw D2do agona [86]. Okazuje sie, ze selektyw-
ny agon receptoréw A2a — CGS21680 moze powo-
dowa¢ rowniez odczulenie i zmniejszenie powino-
wactwa receptoréw A) do agona. W proces ten jest
zaangazowana kinaza biatkowa C [85].

Udziat receptoréw AZ2B w regulacji egzocytozy
neuroprzekaznik6w nie jest do konca wyjasniony.
Niektére badania wskazuja na udziat tego podtypu
receptora w modulacji wydzielania neuroprzekazni-
kéw w pniu mézgu i hipokampie [27, 87].

V1. Podsumowanie

Ektopuryny iich receptory wystepujgw przestrze-
niach miedzykomdérkowych kazdej tkanki i narzadu
ssakOw. Reguluja wiele procesow fizjologicznych, a
zmiany w ich metabolizmie lub stezeniu moga by¢
przyczyng procesow patofizjologicznych [88]. Trud-
no przeceni¢ role ektoadenozyny w regulacji meta-
bolizmu centralnego uktadu nerwowego, uktadu
krwiono$nego czy nerek. Puryny sg stosowane w ha-
mowaniu rozwoju choréb Parkinsona i Alzheimera a
takze w terapii przeciwb6lowej [89,90]. Nukleozyd
ten uzywany jest w leczeniu schorzen serca i naczyn
krwionosnych. Adenozyna jest lekiem stosowanym
w terapii zawaldw, a jego analogi uzywane jako
czynnik antyagregacyjny [76]. Adenozyna i agony
receptoréw Pl sg lekami stosowanymi w leczeniu
chorob nerek i uktadu oddechowego, leczeniu astmy
[88]. Z tych tez powoddw poznanie mechanizmu
przekazywania sygnatéw z udziatem adenozyny ipu-
rynoreceptor6w Pl ma ogromne znaczenie praktycz-
ne. Jednak mimo intensywnych i wieloletnich badan
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nie wyjasniono szeregu istotnych spraw zwigzanych
z przenoszeniem sygnatéw z udziatem receptoréw
Pl. Brakuje bezposrednich dowodow wskazujgcych
na zrédta tego nukleozydu i nie poznany jest mecha-
nizm eksportu adenozyny poza komdrke, a rola de-
aminazy ektoadenozyny réwniez w tych procesach
budzi kontrowersje. Wykazano bowiem, ze w wielu
rejonach mézgu aktywno$¢ deaminazy jest bardzo
niska, a inne sgjej pozbawione [17, 18]. Z naszych
badarn nad enzymami metabolizujgcymi ektopuryny
w naczyniach krwionos$nych cztowieka wynika, iz
aktywnosé deaminazy ektoadenozyny stanowi nie-
wielki procent aktywnos$ci innych ektohydrolaz nu-
kleotyddw purynowych [91]. Skutkiem tego we krwi
utrzymuje sie staty wysoki poziom tego nukleozydu.
Podobne obserwacje dotyczg synaptosomow kory
mézgu Swini {personal comunication — Kukulski).
By¢ moze nieproporcjonalnie niska aktywnos$¢ de-
aminazy ektoadenozyny (w pordéwnaniu z innymi
ektohydrolazami nukleotydéw) w korze mézgu i w
endotelium naczyn krwiono$nych zwigzana jest z
ochronng funkcjg tego nukleozydu. Ten problem
oraz mechanizm eksportu adenozyny do przestrzeni
pozakomorkowej wymaga dalszych badan.
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Recenzja ksiazki ,,Wybrane zagadnienia z biochemii

0golnej z cwiczeniami”

Autorzy: Maria Gatka-Walczak, Teresa Kedryna i Barbara Ostrowska
Wydawnictwo Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakow 2001

Przedstawiona do recenzji ksigzka jest zbiorem
¢wiczen studenckich zgrupowanych w 29 roz-
dziatach. Kazdy z tych rozdziatéw, nazywanych w
ksigzce: Cwiczeniem, zawiera obszerny wstep teore-
tyczny. Cato$¢ miesci sie na 450 stronach. Ostatni,
30 rozdziat posSwiecony jest statystycznemu opraco-
waniu wynikéw doswiadczalnych. Ksigzka ta, zgod-
nie z zamiarem Autorek, jest przeznaczona gtéwnie
dla studentéw Oddziatu Analityki Medycznej Wy-
dziatu Farmaceutycznego Collegium Medicum Uni-
wersytetu Jagiellonskiego oraz dla studentéw innych
wydziatbw medycznych; Lekarskiego, Stomatolo-
gicznego i Farmaceutycznego. To w sposOb oczywi-
sty zdecydowato o doborze' proponowanych ¢wi-
czen; duza ich cze$¢ to ¢wiczenia analityczne jako-
Sciowe (np. reakcje charakterystyczne aminokwa-
soéw, préby redukcyjne dla monosacharydéw i disa-
charyddw, reakcje charakterystyczne dla bilirubiny)
oraz ilosciowe (np. oznaczanie glukozy, cholestero-
lu, HDL, kreatyniny, mocznika, triacylogliceroli, po-
ziomu elektrolitow w surowicy krwi; oznaczanie
glukozy, kwasu moczowego w moczu). Cwiczenia te
sg stosunkowo proste i tworzg klasyczny zestaw, od-
powiedni dla wstepnego kursu biochemii, a wasci-
wie analityki biochemicznej. W przysztosSci warto
moze zastanowié¢ sie nad wzbogacaniem podobnych
opracowah w coraz nowoczes$niejsze techniki stoso-
wane w laboratorium biochemicznym, nawet kosz-
tem opisu niektérych tradycyjnych ¢éwiczen anali-
tycznych. Nie znaczy to, ze w omawianym skrypcie
nie ma éwiczen nowoczesnych, dotyczacych metod
wspotczes$nie stosowanych w analityce medycznej.

Teoretyczne wprowadzenia do kazdego ¢wiczenia
zdecydowanie utatwiaja zrozumienie czesci prak-
tycznej. Sa one bardzo obszerne, czesto bardzo
szczegOtowe i przypominajg raczej opracowania
podrecznikowe, niz krotkie wstepy do ¢éwiczen za-
zwyczaj spotykane w zestawach ¢wiczen dla studen-
tow. To duzy walor recenzowanej ksigzki. Nie udato
siejednak Autorkom unikng¢ bteddéw i niejasnosci. |
tak na przyktad: na stronach 143 i 156 (tutaj ttustym
drukiem) napisano, ze ,przy stezeniach substratu,
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przekraczajacych stezenia enzymu, reakcja enzyma-
tyczna przebiega jako reakcja pierwszego rzedu w
stosunku do enzymu oraz jako reakcja zerowego rze-
du w stosunku do substratu”. Tymczasem, jednym z
zatozen przy wyprowadzaniu rownania Michaeli-
sa-Menten jest to, ze stezenie substratu jest znacznie
wyZzsze niz stezenie enzymu. Stopied wysycenia en-
zymu substratem zalezy nie tylko od stezenia tego
ostatniego, ale od powinowactwa enzymu do sub-
stratu. Reakcja staje sie zerowego rzedu w stosunku
do substratu, wtedy gdy jego stezenie znacznie (wie-
lokrotnie) przekracza wartos¢ Km a szybkos$é
poczatkowa reakcji zblizy sie do szybkosci maksy-
malnej. Dalsza cze$¢ wywodu dotyczgcego kinetyki
enzymatycznej jest poprawna, a zatem niezrozu-
miate jest umieszczenie tego niefortunnego stwier-
dzenia. Na stronie 230 umieszczono informacje, ze
»fruktozo-2,6-difosforan (nawiasem mowigc jest to
bisfosforan, podobnie jak fruktozo- 1,6-difosforan i
1,3-difosfoglicerynian ze str. 305, 306 sg bisfosfora-
nami) .... jest wytwarzany tylko w watrobie, ...” co
nie jest prawdg, poniewaz tworzy sie on takze w mie-
$niu sercowym. Jego powstawanie katalizuje réw-
niez fosfofruktokinaza Il, réznigca sie od enzymu
watrobowego pod wzgledem regulacji aktywnosci.
W Cwiczeniu 18 po$wieconym cukrom napisano, ze
»Wiekszo$é monosacharydéw ma wtasciwosci redu-
kujgce”. Sadze, ze nalezato by podac przykitad takie-
go cukru prostego, ktéry nie wykazuje whasciwosci
redukujgcych. W tym samym rozdziale opis budowy
czasteczki glikogenu jest niejasny. Nie wynika z nie-
go, ktére wigzania tworzg rozgatezienia, a ktore
tanicuch gtéwny. Ponadto wystepowanie w glikoge-
nie wigzania 1-3 nie jest powszechnie opisywane w
podrecznikach, a zatem warto moze podaé zrodto tej
informacji. Termin ,dehydrogenaza pirydynowa”
(str. 304) nie wydaje sie poprawny. Skrétem acetylo-
koenzymu A jest acetyloCoA, a nie acetyloKoA.
Uwazam, ze w opracowaniach przeznaczonych dla
studentéw, nalezy szczegllnie zawraca¢ uwage na
stosowanie nazewnictwa zgodnego z og6lnymi zale-
ceniami.
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Ponadto: na stronie 53, przy okazji omawiania
metod oznaczania biatka podano nazwe btekit kuma-
zyny. Oczywiscie chodzi tu o biekit Coomassie, nie-
kiedy w zargonie laboratoryjnym zwany ,kuma-
syna”. Biekit kumazyny wydaje mi sie okre$leniem
do$¢ niefortunnym. Opis mechanizmu dziatania en-
zymow allosterycznych umieszczony na stronie 167
jest niejasny i dla osoby nie znajgcej tego zagadnie-
nia - zupetnie niezrozumiaty. Podobnie, mato precy-
zyjny wydaje sie opis syntezy ATP na str. 304. Na
stronie 189 napisano, ze: ,,... peroksydaza wystepuje
w komorkach roznych tkanek, na przyktad tarczycy,
btony S$luzowej jelita, w ptucach oraz w trzustce”.
Sadze, ze zreczniej jest zastgpi¢ stowo ,tkanka” ter-
minem ,narzad”.
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Mimo tych uwag, omawiana ksigzka stanowi
niewatpliwie bogate Zrodto ogdlnej wiedzy bioche-
micznej przydatnej studentom kierunkéw medycz-
nych oraz obszerny zbior opisow doswiadczen jakie
wykonuje sie w pracowniach studenckich, nie tylko
w uczelniach o profilu farmaceutycznym czy lekar-
skim. Dlatego przedstawione mi opracowanie po-
winno wzbudzié¢ zainteresowanie studentéw i na-
uczycieli akademickich prowadzacych zajecia z bio-
chemii og6lnej na uniwersyteckich wydziatach bio-
logicznych oraz w wyzszych szkotach rolniczych.

Krzysztof Zabtocki

Dr, Instytut Biologii Doswiadczalnej
im. Marcelego Nenckiego PAN
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
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Wskazowki
dla Autorow

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

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

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

Wskazany jest podziat artykutéw monograficznych na roz-
dziaty i podrozdzialy, ktérych rzeczowe tytuty tworza spis tresci.
Zgodnie z przyjeta konwencja rozdzialy nosza cyfry rzymskie,
podrozdziaty odpowiednio rzymskie i arabskie, np. 1-1, 1-2. Po-
prawno$¢ logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jedno-
znacznos$€ i czytelnos$¢. Autorzy przeto winni unika¢ sktadni ob-
cojezycznej, gwary laboratoryjnej, a takze ogranicza¢ stosowa-
nie doraznie tworzonych skrétéw, nawet jesli bywaja uzywane w
pracach specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji
prac podlega ocenie specjalistéw i opracowaniu redakcyjnemu.
Redakcja zastrzega sobie mozliwo$¢ skrécenia tekstu i wprowa-
dzenia zmian nie wptywajacych na tre$¢ pracy, deklaruje tez go-
towos$¢ konsultowania tekstu z Autorami.

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

Redakcja prosi Autoré6w o przestrzeganie nastepujgcych
wskazoéwek szczegdbtowych:

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 podwéjnego odstepu miedzy wier-
szami, z uzyciem czcionki Arial CE 11 lub 12. W przypadku sto-
sowania w tekscie liter alfabetu greckiego prosimy o wpisanie
otowkiem na marginesie ich fonetycznego brzmienia.

Strona informacyjna jest nienumerowana, zawiera imiona i
nazwisko (a) Autora (6w), nazwy, adresy, telefony, adresy e-maii

zaktadéw, 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 oktadce 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 porzadku alfabetycznym.

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

PISMIENNICTWO: Wykaz pismiennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w tekscie, zaznacza sie je liczbami
porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np. [3, 7, 9-26],
Odnosniki bibliograficzne powinny mie¢ nowa, uproszczong for-
me. Spos6b cytowania czasopism (1), monografii (2), roz-
dziatéw z ksigzek jednotomowych (3), rozdziatéw z tomoéw serii
opracowanych przez réznych redaktoréw (5) wskazujg ponizej
podane przyktady.

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

2. Bostock CJ, Summer AT (1978) The Eucary-
otic Chromosome, Elsevier, North-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, str.
541-553

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

5. Fra nks N PLieb WR (1981) W: Knight C
G (red) Research Monographs in Celi and Tissue Physiology, t. 7.
Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str. 243-272

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

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

Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

ul. Pasteura 3

02-093 Warszawa



KOMUNIKAT ZARZADU GLOWNEGO

POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Prosimy o wnoszenie optat za sktadki cztonkowskie na nasze konto w PBK XIIl Oddz. Warszawa nr

11101053-411050000371.
Jednocze$nie uprzejmie informujemy, ze decyzjg Zarzadu Gtownego PTBioch. zostata zmieniona

wysokos$¢ sktadki cztonkowskiej. W roku 2002 wynosi ona:

dla Cztonkéw rzeczywistych 70.- zt.

dla Cztonkéw studentow 35.- zt
Cztonkowie, ktorzy optaca sktadke cztonkowska za rok 2002, otrzymajg bezptatng prenumerate kwar-
talnika Polskiego Towarzystwa Biochemicznego , Postepy Biochemii”. MatzefAstwa moga optacaé: 70.-

+ 45,- = 115.-zt, otrzymaja wowczas jeden egzemplarz ,,Postepéw Biochemii”.
Powyzsze zmiany nie dotyczg Cztonkéw Honorowych Towarzystwa. Natomiast Cztonkowie-Emery-
ci - nadal zwolnieni z optacania sktadki cztonkowskiej - ptacg zaprenumerate ,,Postepéw Biochemii” 25.- zt.
Biblioteki ptacg za prenumerate ,,Postepéw Biochemii” w roku 2002  100.- zt.

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 znakdw diakrytycznych) oraz adres e-mailu. Wysytajac taki mail zgadzasz si¢ na to, aby na
Twoj adres e-mailowy przychodzity informacje ZG, listy pojedynczych lub grup cztonkéw do ogétu cztonkow,
informacje z FEBS o zjazdach i kursach oraz materiaty reklamowe. Lista bedzie rozsyta¢ materiaty kontrolowa-
ne przez moderatora, ktérym bedzie Adam Szewczyk, sekretarz Zarzadu Gtdwnego Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, tak wiec nie bedzie Ci grozi¢ zalew $mieciowej poczty i zawirusowanych ,attachmentow”.
Mam nadzieje, ze tg drogg poprawi sie stan poinformowania naszych cztonkéw o réznych wydarzeniach nauko-
wych, stypendiach, kursach i wreszcie o aktywnos$ci poszczegélnych oddziatow naszego Towarzystwa. By¢
moze rowniez ,Listy do biochemikéw” redagowane przez p. Terese Wesotowska 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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