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ARTYKULY

Ré6znorodnosé i funkcje niekodujacych

regulatorowych RNA

Diversity and functions of noncoding regulatory RNAs

MAREK ZYWICKI1 MACIEJ SZYMANSKI2 JAN BARCISZEWSKI'

Spis tresci:

I. Wprowadzenie
Il. Ogolna charakterystyka niekodujgcych RNA
I1l. Charakterystyka regulatorowych ncRNA
111-1. Regulatory transkrypcji
111-2. Regulatory posttranskrypcyjne
111-3. Modulatory aktywnosci biatek
111-4. Regulatory lokalizacji RNA
IV. Poszukiwanie genéw ncRNA
V. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétéw: ICR — ang. imprinting control
region — region kontroli imprintingu; 1GF2 — ang. insulin-like
growth factor 2 — insulinopodobny czynnik wzrostu 2; IMP —
ang. IGF2 mRNA binding protein — biatko wigzace mRNA
IGF2; kz — kilozasad (tysiecy zasad); mMRNA— ang. messen-
ger RNA — matrycowy RNA; MSL — ang. male-specific-lethal
— letalne biatko specyficzne dla ptci meskiej; ncRNA — ang.
noncoding RNA — niekodujgcy RNA; ORF — ang. open re-
ading frame — otwarta ramka odczytu; pre-mRNA — ang.
pre-messenger RNA — pierwotny matrycowy RNA; RISC —
ang. RNA-induced silencing complex — indukowany przez
RNA kompleks wyciszajacy; RNP — ang. ribonuclein particie
— kompleks biatkowo-rybonukleinowy; rRNA — ang. ryboso-
mal RNA — RNA rybosomalny; siRN A— ang. small interfering
RNA — mate przechwytujace, interferencyjne RNA; snRNA —
ang. small nuclear RNA — maly jadrowy RNA; SRA — ang.
steroid receptor activator — aktywator receptora steroidowego;
stRN A — ang. small temporal RNA — mate okresowe, czasowe
RNA; tRNA — ang. transfer RNA — RNA transportujacy, prze-
noszacy; UTR — ang. untranslated region — region nie ule-
gajacy translacji; Xic — ang. X inactivation center — centrum
inaktywacji chromosomu X
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I. Wprowadzenie

Odkrycie na poczatku lat 80-tych katalitycznych
wiasciwosci kwaséw rybnukleinowych (RNA) do-
prowadzito do sformutowania teorii pierwotnego
»Swiata RNA”, w ktérym czasteczki RNA, oprécz
funkcji materiatu genetycznego petni¢ miatyby réw-
niez role enzymow. Wspdiczesne organizmy w ogra-
niczonym stopniu wykorzystujg katalityczne RNA, a
wiekszosé procesdw enzymatycznych i regulacyj-
nych realizowanych jest przez biatka.

W ostatnich latach pojawito sie coraz wiecej do-
niesien na temat czasteczek RNA zaangazowanych w
réznorodne procesy komdrkowe, ktore wykraczajg
poza tradycyjnie przypisywane RNA funkcje w pro-
cesie biosyntezy Dbiatek. Te nowoodkrywane
czasteczki, okreslane jako niekodujagce RNA (ang.
noncoding RNA, ncRNA), petnig kluczowe role w
procesach regulacji ekspresji genéw na praktycznie
wszystkich jej etapach, poczawszy od zmian struktu-
ry chromatyny, poprzez bezposrednig regulacje tran-
skrypcji, sktadanie (ang. splicing) i redagowanie
(ang. editing) mRNA a skornczywszy na modulacji
translacji poprzez wptyw na stabilnos¢ transkryptow
oraz ich lokalizacje wewnatrz komorki.
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W szerokim znaczeniu, termin ,niekodujace
RNA” uzywany jest niekiedy dla okreslenia wszyst-
kich transkryptéw nie majacych zdolnosci kodowa-
nia biatek. CzeSciej jednak oznacza on wszystkie
RNA z wytgczeniem mRNA, tRNA i rRNA iw tym
znaczeniu uzywany jest w niniejszym tekscie.

Il. Ogdlna charakterystyka niekodujacych
RNA

Pierwsze doniesienia o niekodujacych RNA
(ncRNA) pochodza z 1979 roku. Zauwazono wow-
czas, ze wérod czynnikow uczestniczacych w sktada-
niu pre-mRNA tworzacych kompleks odpowiedzial-
ny za katalize reakcji sktadania (spliceosom) znajdu-
je sie pie¢ czasteczek RNA nie pochodzacych z doj-
rzewajgcego mRNA [1]. Te mate jadrowe RNA (ang.
smali nuclear RNA, snRNA) petnig kluczowg role w
rozpoznaniu miejsc na potgczeniach egzonow iintro-

A
RNA

DNA — BIALKO

heterogenno$¢ strukturalna. Jedyng wspolng cechg
wszystkich tych RNA jest brak otwatej ramki odczy-
tu i co za tym idzie niezdolno$¢ do kodowania biatek
[5], W organizmach eukariotycznych wiele zncRNA
wykazuje jednak pewne cechy mRNA. Sg one tran-
skrybowane przez RNA polimeraze H, podlegajgpo-
liadenylacji i majag na kornicu 5’ strukture cap [4],

Odkrycie funkcjonalnych czgsteczek ncRNA wy-
maga rewizji obowigzujacego dogmatu o przeptywie
informacji genetycznej od DNA przez RNA do
biatek. Ten prosty schemat zaproponowany pod ko-
niec lat 50-tych zaktadat, ze RNA stanowig jedynie
bierne elementy mechanizmu ekspresji informacji
zawartej w DNA, a biatka sg odpowiedzialne za
wszystkie procesy zyciowe (Ryc. 1). W Swietle od-
kry¢ ostatnich 20 lat oczywistym jest, ze RNA odgry-
wajgznacznie wiekszgrole nie tylko jako katalizato-
ry, ale réwniez jako regulatory w procesach komor-
kowych (Ryc.l).

MRNA
Y/

DNA - BIALKO
V /]

NnCRNA

Ryc. I. Dwa modele przeptywu informacji genetycznej. (A) Klasyczny, w ktérym wszystkie funkcje katalityczne, strukturalne, sygnalne i regulacyj-
ne sg realizowane przez biatka. (B) Alternatywny, w ktérym uwzgledniono ncRNA jako no$niki tych samych funkgji. Linie ciggte wyrazaja
przeptyw informacji genetycznej, natomiast przerywane mozliwosci realizacji zakodowanych funkgcji [6],

nébw w pre-mRNA oraz asocjacji kompleksu
biatkowo-nukleinowego spliceosomu. Podobnie jak
w przypadku rybosomu funkcje enzymatyczng petni
tu RNA [2]. inng, stosunkowo dobrze poznang klase
niekodujagcych RNA stanowig mate jaderkowe RNA
(ang. smali nucleolar RNA, snoRNA), biorgce udziat
w tworzeniu pseudourydyny i 2’-0 -metylocytydyny
w rybosomalnych RNA [3].

Obecnie znanych jest kilkaset ncRNA zaréwno
eukariotycznych jak i prokariotycznych, ale tylko w
nielicznych przypadkach udato sie uzyska¢ dane do-
tyczace ich funkcji [4], Wraz ze wzrostem liczby po-
znawanych ncRNA, coraz bardziej widoczna jest ich
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Komorkowe RNA mozna podzieli¢é na dwie
gtébwne grupy: a) kodujagce matrycowe RNA —
mRNA (ang. messenger RNA) oraz b) RNA, ktore nie
stanowig matrycy dla biatek (ncRNA) (Tabela 1). Ze
wzgledu na petnione funkcje, wsrdd niekodujacych
RNA mozna dalej wyroznié¢ konstytutywne oraz re-
gulatorowe RNA. Konstytutywne ncRNA ulegajg
ciggtej ekspresji na statym poziomie i sg niezbedne
do przebiegu podstawowych proceséw komérko-
wych. Nalezg do nich tRNA, rRNA, czy snRNA. Re-
gulatorowe ncRNA odpowiedzialne sg najczesciej za
utrzymanie oraz modulacje poziomu ekspresji ge-
now. Ich obecnos$¢ w komérce jest zwykle zalezna od

a



Tabela 1.

Podziat czgsteczek RNAze wzgledu na wiasciwosci kodujace i funkcjonalne [4]

Transkrypty
. niekodujgce (NcRNA)
kodujgce
biatka
Konstytutywne RNA Regulatorowe RNA
¢« mRNA 1. Translacja 1. Regulatory transkrypcji
* tRNA - translacja informacji * regulacja ekspresji genéw
genetycznej podlegajgcych imprintingowi
* rRNA - sktadnik rybosomu, (H19, IPW, LIT1)
kataliza formowania wigzar zmiana struktury chromatyny
peptydowych zwigzana z inaktywacja
* tmRNA - trans-translacja, chromosomu X i kompensacja
kontrola jakosci translacji dawki genéw u Eukaryota (roX,
Xist/Tsix)
2. Dojrzewanie RNA
* SnRNA - splicing pre-mRNA, 2. Regulatory
komponenty spliceosomu posttranskrypcyjne
¢ snoRNA - modyfikacje RNA: * interakcje z docelowym mRNA
2-0-metylacje i na zasadzie antysensu (DsrA,
pseudourydylacje MicF, lin-4, let-7, microRNAS)
* RNaza MRP - dojrzewanie 3. Modulatory aktywnos$ci biatek
RNA » interakcje RNA-bialko

« RNaza P RNA - dojrzewanie

5'-konca pre-tRNA
3. Replikacja

* RNA telomerazy - komponent

telomerazy, synteza
telomerycznego DNA

4. Lokalizacja biatek
* 455 RNA, 7SL RNA -

translokacja bialek przez btony

u bakterii i Eukaryota

5. Nieznane funkcje
* hY RNA

etapu rozwoju lub czynnikéw $rodowiskowych. Nie-
kodujace RNA wykazuja duzg réznorodno$é mecha-
nizmu dziatania oraz zaangazowanie w licznych pro-
cesach. Sekwencje znanych regulatorowych RNA
dostepne sga w internecie pod adresem http://bioba-
ses.ibch.poznan.pl/ncRNA/ [7].

I1l. Charakterystyka regulatorowych
ncRNA

I11-1. Regulatory transkrypcji

Do grupy tej nalezg ncRNA modulujgce ekspresje
danego genu poprzez inhibicje lub aktywacje tran-
skrypcji. Prawdopodobnych jest kilka mechanizméw
ich dziatania. Jeden z nich jest charakterystyczny dla
regulacji gendéw podlegajacych specyficznemu zna-
kowaniu epigenetycznemu (ang. imprinting). Do-

92

zmieniajace zdolnosci
katalityczne biatek (6S RNA,
OxyS, SRA RNA)

4. Regulatory lokalizacji RNA

*  specyficzny wplyw na
lokalizacje komorkowych
MRNA lub pre-mRNA poprzez
specyficzng lokalizacje ncRNA
(hsr-tj, Xlsirt, BC1, BC200)

tychczas zidentyfikowano wiele czasteczek ncRNA
uczestniczacych w tym procesie, ktére réwniez od-
grywajg kluczowag role w genezie ztozonych jedno-
stek chorobowych, takich jak zesp6t Pradera-Willie-
go czy Beckwitha-Wiedemanna, bedacych wyni-
kiem utraty prawidtowego imprintingu okre$lonego
segmentu genoéw. Najlepiej poznanym nieko-
dujacym RNA biorgcym udziat w tym procesie u ssa-
kow jest H19 RNA, ktory ma wptyw na poziom eks-
presji genu IGF2 (ang. insulin-like growth factor 1)
[8,9], kodujacego biatko odpowiedzialne za wzrost i
podziatly komdrek oraz regulacje ich metabolizmu
[10,11]. H19 RNA ma dtugos¢ -2,5 kz, jest poliade-
nylowany na koficu 3’,ana koficu 5’ znajduje sie mo-
dyfikowana czapeczka (ang. cap). Pierwotne tran-
skrypty, syntetyzowane przez polimeraze RNA ii
podlegaja sktadaniu, ale nie majg diugiej otwartej
ramki odczytu. Dojrzaty H19 RNA jest eksportowa-
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ny zjadra do cytoplazmy. Ekspresja HI 9 zachodzi w
okresie rozwoju ptodowego w tkankach pochodzenia
mezo- i ektodermalnego, a w okresie pdzniejszym w
tkankach, ktére wykazywaly ekspresje w okresie
ptodowym i ulegty procesom nowotworowym [12].
U cztowieka, gen kodujacy H 19 RNA znajduje sie w
locus 11p 15.5, (u myszy region homologiczny wy-
stepuje na chromosomie 7), w odlegtosci okoto
110-200 kz od genu 1GF2. Zaburzenia ekspresji
IGF2 zwigzane sg z procesami nowotworowymi
[13,14]. Geny H19 i IGF2 podlegaja przeciwnemu
znakowaniu genetycznemu: H19 ulega ekspresji z al-
lelu matczynego, natomiast IGF2 z allelu ojcowskie-
go. Elementami regulujacymi ten proces sg znaj-
dujace sie w poblizu H 19 sekwencje wzmacniajace -
E (ang. enhancer), oraz region kontrolny - ICR (ang.
imprinting control region) zawierajacy liczne wyspy
CpG (Ryc.2). Obnizony poziom metylacji ICR po-

: . ol
allel ojcowski

[15], Wydaje sie, ze jest to mechanizm zabezpie-
czajacy przed ewentualng aktywacjg ekspresji wyci-
szonego genu. Jego zaburzenie wywotuje procesy
nowotworowe, zwigzane z przywrdceniem ekspresji
H109.

Oprécz zaangazowania w imprinting IGF2, wyka-
zano, ze wprowadzenie do komorki dodatkowych
kopii HI9 powoduje spadek poziomu zardéwno
mRNA IGF2, jak i samego biatka w komérce [8], W
sekwencji H19 RNA znaleziono trzy miejsca wigza-
nia biatek IMP (ang. IGF2 mRNA-binding protein),
oraz stwierdzono ze mRNA IGF2, H19 i biatka IMP
znajduja sie w tej samej przestrzeni subkomadrkowej
[9]. Biatka IMP wigzg sie z sekwencjami nie ule-
gajacymi translacji przy koncu 5’ mRNA IGF2, co z
kolei ma wptyw na poziom syntezy tego biatka pod-
czas rozwoju. Wigzanie biatek IMP przez H19 RNA
sugeruje, Ze jego rola w regulacji ekspresji IGF2

allel matczyny

®

zmetylowane
CpG (ICR)

CTCF ___,’;19/—\

O-

niezmetylowane
CpG (ICR)

Ryc. 2. Ekspresja genéw H19 i Igf2. E— sekwencje wzmacniajace (ang. enhancer), CTCF — czynnik biatkowy (opis w tekscie) [9,10],

zwala na przytgczenie si¢ w tym regionie biatkowego
czynnika CTCF, co z kolei umozliwia oddziatywanie
sekwencji wzmacniajacych z pobliskim regionem
promotorowym genu H19 ijego ekspresje. Z drugiej
strony, hipermetylacja regionu ICR i brak wigzania
CTCF powoduje oddziatywanie sekwencji wzmac-
niajacych z odlegtym promotorem genu IGF2 wa-
runkujgcym inicjacje jego transkrypcji [15]. Ten sto-
sunkowo prosty mechanizm nie jest jednak jedynym
elementem kontroli ekspresji tych gendw. Przypusz-
czasie, ze jest réwniez inny mechanizm kontroli im-
printingu, ktéry ujawnia sie dopiero podczas rozwo-
ju zarodkowego i ma znaczenie w tkankach juz zroz-
nicowanych. Delecja ICR w komorkach po-
chodzacych z tych tkanek nie warunkuje ekspresji
H19. Pod koniec rozwoju ptodowego region promo-
torowy H19 ulega hipermetylacji uniemozliwiajgc
ekspresje tego genu nawet przy braku metylacji ICR

POSTEPY BIOCHEMII 50(2), 2004

moze by¢ zwigzana z wptywem na eksport mRNA
IGF2 zjadra, jego lokalizacje cytoplazmatyczng oraz
translacje [8]. Szczeg6towy mechanizm tego proce-
su nie jest jednak jeszcze poznany.

Inng grupa ncRNA dziatajacych jako regulatory
transkrypcji sg czasteczki odpowiedzialne za wy-
rownanie poziomu ekspresji genéw znajdujacych sie
na chromosomie X miedzy komoérkami XX i XY.
Proces ten moze odbywac sie poprzez wytaczenie
jednego z chromosoméw u pici posiadajgcej dwa
chromosomy X lub poprzez podwojenie poziomu
ekspresji u pici posiadajacej jeden chromosom X.
Pierwszy z tych mechanizmdw charakterystyczny
jest dla ssakéw, gdzie pte¢ zdeterminowana jest
obecnoscig lub brakiem chromosomu Y. W zarod-
kach zenskich uruchomiona zostaje kaskada sy-
gnatéw prowadzaca do inaktywacji jednego z chro-
mosomow X pozostajgcego w jadrze w postaci skon-
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densowanej i widocznego pod mikroskopem jako
ciatko Barra [16]. Za mechanizm ten odpowiedzialny
jest region chromosomu X okre$lany jako centrum
inaktywacji Xic (ang. X inactivation center), ktérego
delecja uniemozliwia zaj$cie catego procesu. W
1991 r. u myszy zidentyfikowano gen ulegajacy eks-
presji wytacznie z nieaktywnego chromosomu X
Produktem jego transkrypcji jest diugi (15-17 kz)
RNA nazwany Xist (ang. X-inactive specific trans-
cript). Odpowiedni transkrypt (XIST) zostat réwniez
znaleziony w komérkach ludzkich. Podobnie jak
H19 RNA, Xist i XIST RNA wykazujg cechy mRNA
(sktadanie, poliadenylacja, transkrypcja przez poli-
meraze RNA I1) lecz nie zawierajg otwartej ramki
odczytu sugerujacej synteze biatka [17]. Xist RNA
jest odpowiedzialny za inicjacje procesu inaktywa-
cji. ajego pbézniejsza utrata nie powoduje ponownej
aktywacji wyciszonego chromosomu. Powstaje py-
tanie, wjaki sposéb dokonywany jest wybor chromo-
somu X dla wyciszenia? Do zygoty trafiajeden chro-
mosom X pochodzacy od ojca (X0), a drugi od matki
(Xm). U myszy juz na etapie gametogenezy nastepuje
imprinting bedacy wynikiem zréznicowanej hiper-
metylacji wysp CpG znajdujacych sie w poblizu 3’
konca genu Xist (Ryc.3). W zygocie allei pochodze-

rodka w macicy. Na tym etapie nastepuje demetyla-
cjawysp CpG ilosowo zostaje wybrany chromosom,
na ktorym hipermetylacja zostaje przywrécona.

U cztowieka chromosomy X trafiajg do zygoty
bez zadnych informacji co do ich wyciszenia. Wybor
chromosomu X majacego ulec dezaktywacji wydaje
sie losowy. Odmienno$¢ tego mechanizmu zwigzana
jest ze zmianami w strukturze ludzkiego genu TSIX
[18,19]. W poblizu jego konca 3’ nie ma wysp CpG
odpowiedzialnych u myszy za ,wskazanie” chromo-
somu majgcego ulec dezaktywacji oraz nie zawiera
on fragmentu sekwencji komplementarnego do
XIST. Fakty te oraz mozliwos$¢ alternatywnego
sktadania Tsix RNA myszy, w wyniku ktérego po-
wstajg izoformy o skr6conym koncu 5°, komplemen-
tarnym do Xist [20], zmuszajg do rewizji pogladéw
na temat roli TSIX i Tsix w akumulacji XIST/Xist
RNA i w selekcji chromosomu do wyciszenia
[21-23]. Obecnie proponowane sg cztery mozliwe
mechanizmy dziatania TSIX/Tsix: i) maskowanie
polegajace na wyciszaniu XIST/Xist RNA przez
tworzenie z nim dwuniciowych komplekséw przez
antysensowny TSIX/Tsix , ii) interferencja pole-
gajaca na mozliwosci blokowania transkrypcji
XIST/Xist poprzez transkrypcje TSIX/Tsix z tego sa-
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Ryc. 3. Regulacja ekspresji gendw Xist i Tsix u myszy i ich wptyw na inaktywacje chromosomu X. Brak metylacji wysp CpG umozliwia transkrypcje
Xist, ktory naktada sie na caty chromosom X i powoduje jego inaktywacje. Metylacja (M) powoduje aktywacje promotora genu Tsix i dezakty-
wacje AT7sf, co prowadzi do pozostawienia aktywnego chromosomu. X0— chromosom ojcowski, Xm— chromosom matczyny, Xic — cen-
trum inaktywacji chromosomu X, linia przerywana wskazuje na brak transkrypcji [9],

nia matczynego jest zawsze hipermetylowany, nato-
miast allel ojcowski pozostaje niezmodyfikowany.
Efektem takiego stanu jest inaktywacja chromosomu
X pochodzacego od ojca poprzez ekspresjeXist. Dru-
gi chromosom X jest chroniony przed inaktywacja
poprzez transkrypcje z tego samego locus innego
niekodujacego RNA-Tsix, o sekwencji czesSciowo
komplementarnej do Xist RNA. Mechanizm ten do-
datkowo zabezpiecza przed ewentualnym wptywem
Xist transkrybowanego z chromosomu ojcowskiego.
Taki stan utrzymuje sie do momentu implantacji za-
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mego locus, iii) represja polegajagca na umozliwieniu
wigzania czynnika blokujgcego  transkrypcje
XIST/Xist w poblizu 3’-konca tego genu poprzez
transkrypcje TSIX/Tsix, iv) otwarcie chromatyny
polegajace na rozluznieniu chromatyny poprzez
transkrypcje TSIX/Tsix, co umozliwitoby asocjacje
dodatkowych czynnikdw regulacyjnych [21].
Chociaz mechanizm dziatania Xist RNA nie jest
do konca poznany, to wiadomo, ze wigze sie on na
catej dtugosci z chromosomem X, z ktorego ulegt
ekspresji i petni kluczowg role w przebiegu procesu

POSTEPY BIOCHEMII 50(2), 2004



dezaktywacji. Nieaktywny chromosom X charakte-
ryzuja typowe cechy konstytutywnej heterochroma-
tyny, jak: hipoacetylacja histonéw, hipermetylacja
wysp CpG i p6zna replikacja. Nie jest jednak do
konca wyjasniona rola Xist w powstawaniu tych
zmian. Przypuszcza sie, ze mozliwe jest wigzanie z
Xist biatek zdolnych do wprowadzania statych
zmian w strukturze chromatyny, co ttumaczytoby tak
silne ograniczenie roli Xist RN A do okresu inicjacji
[21]. Do tej pory nie udato sie jednak potwierdzic tej
tezy, ani zidentyfikowaé biatek wigzacych Xist.
Mechanizmy determinacji ptci, jak i kompensacji
dawki genéw' z chromosomu X u Drosophila sg od-
mienne. Podobnie jak u ssakéw, komoérki meskie i
zenskie zawierajg odpowiednio jeden i dwa chromo-
somy X. Determinacja pici zalezy jednak nie od
obecnosci chromosomu Y, lecz od stosunku liczby
chromosomow X do liczby autosoméw [17]. Wyréw-
nanie ekspresji gendéw z chromosomu X nastepuje
poprzez dwukrotne zwiekszenie poziomu ekspresji
pojedynczego chromosomu X w komoérkach me-
skich. W procesie tym kluczowg role petnig biatka
MSL (ang. male-speci/ic-lethal), acetylotransferaza
histonu H4 (MOF) oraz fosforylaza histonu H3
(JIL-2). Istotngrole odgrywajatu rowniez transkryp-
ty dwoch genow roX— roX 1iroX2 RNA (ang. RNA
on Y), funkcjonujgce jako ncRNA. Biatka MSL,

MOF iJIL-1tworzaz RNA kompleksy biatkowo-nu-
kleinowe okrestane jako kompleksy MSL lub kom-
pensosomy (ang. compensosome). Czasteczki roXlI i
roX2 RNA podlegajg dojrzewaniu i poliadenylacji a
ich wielko$¢ wynosi odpowiednio 3,7 i 0,6 kz. Ich
ekspresja zachodzi z chromosomu X, ktéry podlega
kompensacji [24],

Kompleks MSL wigze sie w kilkuset miejscach do
chromosomu X. Uszkodzenie biatek kompleksu re-
dukuje jego asocjacje do zaledwie 30-40 miejsc,
zwanych miejscami dostepu do chromatyny (ang.
chromatin entry sites), z ktérych dwa zidentyfikowa-
nojako loci genow roXl iroX2 [24], Wydaje sie, ze w
miejscach tych zachodzi sktadanie kompleksu MSL.
Prawidtowy kompleks przemieszcza sie wzdiuz
chromosomu X powodujac rozluznienie chromatyny
i wzmozong ekspresje genéw (Ryc. 4). Mechanizm
migracji kompleks6w MSL nie jest poznany i nie
wiadomo, jaka role petnig w nim roX RNA. Wiado-
mo jednak, iz sg one istotne dla procesu kompensa-
cji, o czym Swiadczy fakt, iz insercja genu roXdo au-
tosomu umozliwia asocjacje na nim komplekséw
MSL ipodwyzszenie poziomu ekspresji genow znaj-
dujacych sie w rejonie miejsca insercji [25]. Wynika
z tego, ze roXIl i roX2 RNA sg odpowiedzialne za
rozpoznanie chromosomu majacego ulec kompensa-
cji poprzez asocjacje i poprawne ztozenie kompleksu
MSL.

roX RNA

~

f==

Ryc. 4. Kompensacja dawki genéw chromosomu X u Drosophila. Biatka MSL1 -3, MOF — acetylotransferaza histonu H4 oraz JIL-1— fosforylaza hi-
stonu H3 tworzg kompleks MSL w miejscu transkrypcji genu roX RNA. Kompleks wigze sie do chromosomu powodujgc wzmozenie ekspresji

genéw z chromosomu X.
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111-2. Regulatory posttranskrypcyjne

Czasteczki RNA nalezace do grupy regulatoréow
posttranskrypcyjnych (w odréznieniu od regulato-
row transkrypcyjnych) oddziatujg bezpos$rednio z
komplementarnymi regionami docelowych mRNA.
RNA biorgce udziat w takiej regulacji mozna podzie-
li¢ na dwie grupy. Regulatory cis, kiedy czgsteczka
regulatorowego i docelowego RNA ulegajg tran-
skrypcji w odwrotnych kierunkach z tego samego lo-
cus, oraz trans, kiedy obie czasteczki pochodzg z od-
rebnych loci. Przyktadem pierwszego z tych mecha-
nizmow jest wystepujaca u cztowieka regulacja eks-

A
prekursorowy ——r—r+—r—f
microRNA L @' b

presji genu KvLQTI przez antysensowny transkrypt
LIT1 [26]. W wyniku tych oddziatywar tworzg sie
dtugie dupleksy o petnej homologii, co ogranicza
translacje mMRNA podlegajacego regulacji.
Przyktadem ¢nme-regulatorowych RNA sg krét-
kie (~20nt) czasteczki okreslane jako mikroRNA
(miRNA). U Caenorhabditis elegans zidentyfikowa-
ny zostat gen lin-4, ktérego mutacje powodowaly za-
burzenia w rozwoju embrionalnym. Szczegétowa
analiza wykazata obecno$¢ dwoch RNA o dtugosci
63 i 22 nt, odpowiadajacyh prekursorowi i funkcjo-
nalnej czgsteczce RNA. Lin-4 RNA jest odpowie-
dzialny za inhibicje translacji mRNA przynajmniej

B

microRNA ™ .’. i

(ISR I AR R 2o o deRINA
DICER
‘__.'Q_‘ dwuniciowy
S e T | siRNA
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Ryc. 5. Geneza i funkcje mikroRNA (A) i siRNA(B). Elementem wsp6lnym obu szlakéw jest enzym DICER hydrolizujgcy pre-RN A odpowiednio do
mikroRNA i siRN A. Biatka odpowiadajace za skierowanie danego RNA na droge mikroRNA zaznaczone sgczamym kolorem (ALG-1/2), na-

tomiast na droge RNAI biatym (RDE-1) [27].
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dwoch genéw — lin-14 ilin-28. Lin-14 ulega ekspre-
sji tylko we wczesnych stadiach rozwoju embrional-
nego, ajego represja koreluje w czasie z akumulacjg
lin-4 RNA. Za regulacje translacji odpowiedzialne
jest oddziatywanie lin-4 RNA z kilkoma cze$ciowo
komplementarnymi sekwencjami lin-14 mRNA w
rejonie nie ulegajacym translacji przy koncu 3’
(3’-UTR). W wyniku tych oddziatywan tworzg sie
niedoktadne dupleksy RNA, zawierajgce niesparo-
wane nukleotydy lub niewielkie wypetlenia, z kto-
rych niektore sg istotne dla inhibicji translacji
[27,28], MikroRNA wydajg sie wystepowaé po-
wszechnie w organizmach eukariotycznch. Ich wy-
stepowanie stwierdzono u zwierzat, roslin i grzy-
béw. Wspdna cechg wszystkich dotychczas opisa-
nych niiRNA jest ich biogeneza. Pierwotne tran-
skrypty ich genéw tworzga dtugie struktury spinki do
wihosow, z ktorych funkcjonalne czgsteczki wycinane
sg przy udziale rybonukleazy Dicer — enzymu ho-
mologicznego do bakteryjnej rybonuklezy III.

Dtugo$¢ funkcjonalnych miRNA oraz udziat nu-
kleazy Dicer w ich powstawaniu wykazuje analogie
do mechanizmu interferencji RNA (ang. RNA inter-
ference, RNAI). W procesie tym, Dicer rozcina dwu-
niciowe RNA na ok. 20-nukleotydowe dupleksy
tworzace tzw. krotkie interferencyjne RNA (ang.
short interfering RNA, siRNA) [29]. Interferencyjne
RNA stanowig elementy kompleksu biatkowo-nu-
kleinowego RISC (ang. RNA-induced silencing com-
plex), ktory odpowiedzialny jest za degradacje doce-
lowego RNA o sekwencji komplementarnej do
siRNA. W odréznieniu od lin-4 RNA, ktorego
dziatanie polega na hamowaniu translacji poprzez
tworzenie niedoktadnie sparowanych duplekséw
RNA, mechanizm dziatania RNAi wymaga obecno-
§ci doktadnie komplementarnej sekwencji w docelo-
wym RNA. Proces RNAIi wydawat sie poczagtkowo
by¢ systemem obronnym skierowanym przeciwko
wirusom oraz rozprzestrzeniajagcym sie transpozo-
nom. Obecnie jednak uwaza sie, ze moze on miec
duze znaczenie w regulacji ekspresji gendw. Niekto-
re ro$linne miRNA dziatajg poprzez indukowanie
przecinania mRNA w regionach o komplementarnej
sekwencji [30].

Wydaje sie zatem, ze pierwotne rozrdznienie mie-
dzy mechanizmami dziatania mikroRNA i RNAi w
oparciu o nature samych aktywnych czasteczek RNA
(dwuniciowe siRNA ijednoniciowe miRNA) nie jest
w peini zasadne. Decyzja o skierowaniu RNA na od-
powiednig droge i p6zniejszy mechanizm dziatania
jest dokonywana jeszcze przed fragmentacjgprekur-
sorowego RNA na funkcjonalne czasteczki (Ryc. 5).
Realizowana jest ona na etapie przytgczenia sie
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biatek (ALG 1/2, RDE1) do prekursorowych RNA,
co umozliwia asocjacje enzymu DICER. Niektére z
tych biatek (ALG 1/2) rozpoznajg wypetlenia w pre-
kursorowym stRNA. Pozostajg one zasocjowane z
powstalg czasteczka, zmniejszajac jej podatnos$é na
degradacje i blokujac  przytgczenie  biatek
tworzgcych kompleks RISC odpowiedzialny za de-
gradacje mRNA w procesie RNAIi, co powoduje
skierowanie krotkiego RNA na droge mechanizmu
miRNA (Ryc. 5A). Inne biatka (RDE1) rozpoznaja
prekursorowe dupleksy siRNA nie zawierajgce wy-
petlen. Modulujg one aktywno$¢ enzymu DICER
umozliwiajgc powstanie dwuniciowych siRNA. W
pézniejszym etapie odpowiadajg one za tworzenie
kompleksu RISC i skierowanie siRNA na droge me-
chanizmu RNAi (Ryc. 5B).

Duze zainteresowanie siRNA jest zwigzane z mo-
zliwosciami ich wykorzystania w nowych techni-
kach badawczych. Umozliwiajg one okresowe lub
ciggte wyciszanie zdefiniowanych genéw, co pozwa-
lana analize ich funkcji. Jedynym wymogiem wyko-
rzystania tej metody jest znajomos$¢ sekwencji genu
majacego ulec wyciszeniu. Znajac jag mozna zsynte-
tyzowa¢ odpowiednie dwuniciowe siRNA, ktore zo-
stang wprowadzone do komorki. Te technologie wy-
korzystano dotychczas do badania funkcji takich
biatek jak CD4, CD8, czynnikéw transkrypcyjnych
HTF i PSKH1oraz badan biatek kluczowych w cyklu
zyciowym wirusa HIV, takich jak TsglOl [29]. Mo-
zliwe wydaje sie réwniez wykorzystanie RNAI do
identyfikacji genéw w zsekwencjonowanych geno-
mach oraz badania funkcji zakodowanych w nich
biatek.

W komdrkach bakterii stwierdzono wystepowanie
czgsteczek ncRNA modulujgcych translacje docelo-
wych mRNA poprzez oddziatywanie z krétkimi frag-
mentami w rejonach 3’- lub 5’-UTR. Przyktadem ta-
kiej czasteczki jest DsrA RNA z Escherichia coli.
Jest to czasteczka o dtugosci 87 nt uczestniczaca w
regulacji ekspresji dwdch podstawowych biatko-
wych regulatoréw transkrypcji: H-NS, bedgcego glo-
balnym represorem transkrypcji oraz RpoS, czynni-
ka transkrypcyjnego sigma o dziataniu antagoni-
stycznym do H-NS. RpoS ulega ekspresji podczas
fazy stacjonarnej wzrostu bakterii oraz w odpowie-
dzi na stresowe warunki $rodowiska. Jest on odpo-
wiedzialny za zniesienie dziatania H-NS i zwigksze-
nie poziomu transkrypcji niektérych genéw. DsrA
RNA wptywa w rozny sposéb na poziom ekspresji
tych biatek: powoduje wzrost ilosci RpoS oraz ob-
nizenie poziomu H-NS, przyczyniajac sie tym sa-
mym do ogdlnego wzrostu poziomu transkrypcji
[32,33].
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Jednoczesne dziatanie DsrA RNAjako supresora i
aktywatora translacji umozliwia obecno$¢ dwdch
fragmentéw komplementarnych odpowiednio do
MRNA H-NS i RpoS (Ryc. 6). Wyciszanie H-NS za-
chodzi w wyniku oddziatywan fragmentu potozone-
go w obrebie drugiej spinki DsrA RNA z regionami
inicjacji i terminacji translacji mRNA kodujgcego
H-NS (Ryc. 6). Utworzenie kompleksu H-NS

O

V)
®

5' -

skrypcji oraz skrocenie czasu péttrwania DsrA RNA
z 23 do 4 minut [34], co powoduje 30-krotnie zmnigj-
szenie ilosci transkryptu. Wydaje sie, ze za zalezno$é
poziomu transkrypcji od temperatury odpowiada
fragment sekwencji promotorowej o diugosci 36 pz.
Innym czynikiem wptywajagcym na poziom RpoS za
posrednictwem DsrA jest szok osmotyczny. Aktyw-
no$¢ DsrA RNA zalezy réwniez od regulatorowego

Ryc. 6. Model struktury drugorzedowej DsrA RNA. Zaznaczone nukleotydy oddziatujace z H-NS (czarne kota), z RpoS (biate kota) oraz wspélne dla

obu oddziatywan (kwadraty). Kolejne spinki maja numery 1-3 [29].

MRNA-DsrA RNA uniemozliwia przytgczenie rybo-
somu (Ryc. 7A). W odmienny sposob zachodzi pro-
ces regulacji translacji mMRNA RpoS. Niska wydaj-
nos¢ translacji tego mMRNA zwigzana jest z obecno-
$cig struktury drugorzedowej RNA przy koncu 5°,
ktora obejmuje miedzy innymi region miejsca wigza-
nia rybosomu (Ryc. 7B). W DsrA RNA, w obrebie
pierwszej spinki, wystepujg dwa krotkie odcinki
komplementarne do sekwencji uczestniczgcej w for-
mowaniu helis oraz do sekwencji znajdujacej sie w
sgsiednim odcinku jednoniciowym. Sekwencje te
preferencyjnie wigza sie do mRNA RpoS, co powo-
duje uwolnienie regionu inicjatorowego i umozliwia
przytgczenie mRNA do rybosomu [33].

Chociaz doktadny mechanizm ekspresji dsrA nie
jest poznany, przypuszcza sie, ze jest on zalezny od
czynnikéw srodowiskowych. Stwierdzono wplyw
temperatury na poziom transkrypcji oraz na stabil-
no$¢ DsrA RNA. Podwyzszenie temperatury z 25°C
do 42°C powoduje sze$ciokrotne obnizenie tran-
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biatka Hfg. zawierajgcego domene wigzacg kwasy
nukleinowe. Biatko to jest niezbedne dla replikacji
wirusa RNA Q(3, jak réwniez dla regulacji ekspresji
H-NS i RpoS zaleznej od DsrA RNA [35]. Wszystkie
te fakty sugeruja, ze DsrA RNA stanowi jeden z klu-
czowych elementéw w ztozonym systemie regulacji
poziomu transkrypcji w komoérce bakteryjnej.

111-3. Modulatory aktywnosci biatek

Regulacyjna rola RNA nie ogranicza si¢
wytgcznie do oddziatywan z innymi kwasami nukle-
inowymi. Coraz liczniejsze stajg sie doniesienia o
wptywie ncRNA na funkcjonowanie biatek nie tylko
za posrednictwem mRNA, lecz rowniez poprzez bez-
posrednie wigzanie i modulacje aktywnos$ci samego
biatka. Przyktadem takiej czasteczki jest SRA RNA
(ang. steroid receptor activator). Czasteczka ta wy-
stepuje w Kkilku specyficznych tkankowo izoformach
o dtugosci 0,7-1,5 kz [36]. Forma 1o dtugos$ci okoto
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Ryc. 7. Mechanizm oddziatywania DsrA RNA z docelowym mRNA. A) Wyciszanie mRNA H-NS poprzez wigzanie sekwencji inicjacji i terminacji
translacji. B) Aktywacja mRNA RpoS poprzez uwolnienie sekwencji inicjacji translacji (T). Kropkowane fragmenty oznaczajg sekwencje ho-

mologiczne [29]

0,7-0,85 kz syntetyzowana jest w najwiekszej ilosci,
natomiast w mniejszych ilosciach wystepujg formy
Wi lll o dtugosci okoto 1,3-1,5 kz. Wszystkie izofor-
my majg wspolny rdzen o dtugosci 687 pz oraz sg po-
liadenylowane, r6znig sie natomiast fragmentami se-
kwencji przy koAcach 3”i5’. W obrebie rdzenia znaj-
duje sie otwarta ramka odczytu, sugerujagca mozli-
wos¢ translacji, jednak dotychczas nie zidentyfiko-
wano zadnego produktu biatkowego. Wykazano na-
tomiast funkcjonowanie SRA jako RNA. Wprowa-
dzanie dodatkowych kodonéw STOP oraz obecnos¢
cykloheksimidu nie powodowaty utraty funkcjonal-
nosci.

Chociaz mechanizm dziatania SRA jest bardzo
stabo poznany, wiadomo, ze wigze sie on z domeng
przy N-koricu receptoréw steroidowych. Wigzanie to
odbywa sie za posrednictwem biatek, z ktérymi SRA
tworzy kompleks biatkowo-nukleinowy SRC-1 (ang.
steroid receptor coactivator 1) [36,37]. Ostatnio zi-
dentyfikowano motywy strukturalne w obrebie SRA
RNA odpowiedzialne za asocjacje powyzszych
biatek [38]. Podejrzewa sie, ze obecno$¢ SRA w
kompleksie odpowiedzialna jest zajego wysoka spe-
cyficzno$¢ wigzania sie z receptorami. SRA bieze
réwniez udziat w aktywacji genéw zaleznych od re-
ceptoréw steroidowych. Jest on wigzany przez
biatkowy represor indukowany przez hormony stery-
dowe, SHARP [39]. Okazato sie, ze poziom SRA jest
podwyzszony w komérkach pobranych z nowotworu
piersi [40]. Co wigcej, zmniejszenie poziomu SRA w
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komérkach nowotworowych poprzez wprowadzenie
antysensownych RNA powoduje zahamowanie ich
proliferacji [41].

Innym RNA stanowigcym kofaktor czynnika tran-
skrypcjnego jest 7SK RNA, ktory powoduje hamo-
wanie aktywnosci kompleksu P-TEFb (ang. positive
transcription elongation factor b) w komérkach
Hela [42,43],

I11-4. Regulatory lokalizacji RNA

Regulacja ekspresji genow odbywa sie rowniez
poprzez specyficzng lokalizacje mRNA. Ma to
szczegOlne znaczenie w komérkach o duzej specjali-
zacji poszczegblnych przedziatdw subkomorko-
wych. Takimi wiasnie komoérkami sg neurony, w kt6-
rych za lokalizacje mRNA niektérych genéw odpo-
wiedzialne sg rdwniez ncRNA. Takimi czasteczkami
sg wystepujace u gryzoni BC1l oraz u naczelnych
BC200. Obie czasteczki wykazujg podobieristwo za-
rowno budowy, ekspresji jak i mechanizmu
dziatania, pomimo ze wykazano ich zréznicowane
pochodzenie ewolucyjne. Oba RNA ulegaja ekspre-
sji w poznych stadiach rozwojowych tkanki nerwo-
wej oraz ulegaja poliadenylacji. Pomimo ze tran-
skrypcja prowadzona jest przez polimeraze 11, w se-
kwencji promotorowej obu gendéw wystepujg se-
kwencje regulatorowe charakterystyczne dla mecha-
nizmu transkrypcji realizowanego przez polimeraze
Il. Do elementéw tych zaliczy¢ mozna miedzy inny-
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mi znajdujace sie w regionie promotorowym kasety
E stanowigce sekwencje wzmacniajace (Ryc. 8) wraz
ze zidentyfikowanymi wigzacymi sie¢ z nimi
biatkami [44]. Oprdcz nich dla transkrypcji niezbed-
ny jest charakterystyczny dla polimerazy Ill promo-
tor wewnetrzny skladajacy sie z kaset A i B oraz
znajdujgcego sie pomiedzy nimi specyficznego mo-
tywu GCAAG/CTTGC (Ryc. 8). Sekwencja ta jest

udziat w procesie przytgczania BC1 RNP do mikro-
tubul a nastepnie oddysocjowujg. Role ,uchwytu”
przejmuje translatyna. Nie wiadomo jednak, jakie
czynniki umozliwiajg migracje kompleksu wzdiuz
mikrotubul. Nie wyjasniony pozostaje réwniez spo-
séb tak precyzyjnego okreslenia miejsca docelowego
transportu.

-881 -534 -387 -248 -70
— ESHE4 —E3 —{E2| [El} MMETTDN
+1
\\\\\\\\\\\\ \\\\\\\\\ \
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AN, \\\\\\\\\\\

Ryc. 8. Organizacja sekwencji regulatorowych genu BC1. Pozycje kaset E zaznaczono jako E1-E5. Powigkszony fragment przedstawia sekwencje
micjatorowa TATA oraz elementy promotora wewnetrznego: kasety A i B oraz zachowawczg sekwencje GCAAG/CTTGC [38].

odpowiedzialna za regulacje zwrotng BC1 RNA za-
lezng od ilosci transkryptu w komérce [45].

BC1 iBC200 w komérkach nerwowych wptywaja
na specyficzng lokalizacje wybranych mRNA w den-
drytach, chociaz sg réwniez doniesienia o roli BC1 w
transporcie mRNA wazopresyny do aksonéw [46].
Oba rodzaje RNA wystepujg w komdérce w postaci
kompleksow biatkowo-nukleinowych (RNP). Du-
zym problemem jest wyjasnienie sposobu przenosze-
nia kompleksu BC1/BC200 z mRNA do zdefiniowa-
nego miejsca. Istotng role w tym procesie przypisuje
sie kilku biatkom kompleksu BC1 RNP. Za lokaliza-
cje BC1 odpowiedzialna jest sekwencja znajdujgca
sie przy koncu 5’tej czasteczki. Wigzg sie z nig spe-
cyficznie biatka uwazane za regulatory replikacji i
transkrypcji DNA — pura ipur/3 [47]. Biatka te maja
zdolno$¢ do asocjacji z mikrotubulami, co $wiadczy
o0 mozliwosci ich do udziatu w transporcie cytopla-
zmatycznym. Jednak oddziatywania biatek pura i
pur/J z BC1 okazaty sie stabe i okresowe (nie sg one
cze$cig BC1 RNP). Innym biatkiem o podobnych
wiasciwosciach bedacym czeScig BC1 RNP jest
translatyna. Jest to represor translacji. Wigze ona
mMRNA zawierajgce motywy Y i H do mikrotubul
[48]. Motywy takie odnaleziono réwniez w BCl
RNA. Na podstawie tych obserwacji zaproponowano
przypuszczalny sposéb inicjacji transportu mRNA
przez BC1 RNA. Zaktada on, ze biatka pur biorg
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IV. Poszukiwanie genéw ncRNA

Sekwencjonowanie kompletnych genoméw po-
stawito przed biologig nowe wyzwania. Jest to szcze-
g6lnie wyraznie widoczne w dziedzinie bioinforma-
tyki. Podstawowym problemem, obok opracowania
metod sktadania sekwencji catych chromosoméw z
fragmentow jest identyfikacja gendw in silico. Doty-
czy to w szczegdlnosci identyfikacji genéw nieko-
dujach RNA. W odréznieniu od gendéw biatkowych,
geny kodujgce strukturalne RNA nie wykazujg
znaczacych sygnatow w sekwencji, takich jak otwar-
te ramki odczytu czy czestotliwo$¢ wykorzystania
kodonéw. W niektdrych wypadkach, mozliwe jest
wyszukiwanie RNA w oparciu o konserwatywne ele-
menty struktury drugorzedowej (tRNA, snoRNA),
nawet przy niewielkim podobienstwie sekwencyj-
nym [49,50], Osobny problem stanowi jednak wy-
szukiwanie sekwencji potencjalnych nowych genéw
ncRNA bez dodatkowych informacji o ich struktu-
rze. Stosowane obecnie metody opierajg sie gtéwnie
na trzech strategiach [5]. Pierwsza z nich jest podob-
na do poszukiwania genow kodujacych biatka. Pole-
ga na prébie znalezienia charakterystycznych wspdl-
nych cech genéw RNA, ktore umozliwityby ich iden-
tyfikacje [51]. Druga odnosi sie wytacznie do poszu-
kiwania jednostek transkrypcyjnych, czyli regionéw
promotorowych iterminatoréw transkrypcji. Wyszu-
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kiwane sg jednostki nie posiadajgce otwartej ramki
odczytu. Metody te nie sgjednak doktadne ze wzgle-
du na ogromne ro6znice w genach strukturalnych
RNA, jak i obszarze promotorowym (ncRNA mogg
ulega¢ transkrypcji przez wszystkie trzy typy poli-
meraz RNA). Trzecie podejscie opiera sie na prébie
poréwnywania zachowawczos$ci sekwencji i struktu-
ry drugorzedowej homologicznych fragmentéw se-
kwencji miedzygenowych ze spokrewnionych orga-
nizmoéw [52], Najbardziej obiecujaca wydaje sie
obecnie metoda zaproponowana przez Rivas i
E d dy izastosowana w programie Q-RNA [53].
Oprocz poszukiwania homologii uwzglednia ona kil-
ka kryteriow. Analizie poddawane sg mutacje wyste-
pujagce w obrebie homologicznego fragmentu. Meto-
da zaktada trzy rodzaje rozktadu mutacji: losowe -
charakterystyczne dla rejonow niefunkcjonalnych,
kompensacyjne - charakterystyczne dla rejonédw ko-
dujacych biatka, polegajgce na zmianie nukleotydu,
ktora nie wptywa jednak na zmiane odczytywanego z
tego miejsca aminokwasu oraz kompensacyjne - cha-
rakterystyczne dla rejondw kodujgcych RNA, pole-
gajace na zamianie nukleotydu lub pary nukleoty-
déw z zachowaniem struktury drugorzedowej kodo-
wanego RNA. Dzieki temu homologiczne sekwencje
mozna podzieli¢ na trzy grupy: o duzym potencjale
kodowania biatka, o duzym potencjale kodowania
ncRNA oraz ,,inne”. Testy programu przy uzyciu se-
kwencji 7SL RNA wykazaty, ze najlepsze wyniki
uzyskiwane sg dla sekwencji o homologii 65-85%.
Czuto$¢ programu w tym przypadku wynosi okoto
80.7-97.3% przy specyficznosci 100-79%. Nieco
gorsze wyniki uzyskano podczas testow przeprowa-
dzonych na catych genomach. Metoda ta nie jest do-
skonala, ajej gtéwng wadajest duzy spadek parame-
trow (czutosci i specyficznosci) dla sekwencji o ho-
mologii spoza przedziatu 65-85%.

V. Podsumowanie

Niekodujgce RNA wydaja sie by¢ niezwykle istot-
nym elementem w regulacji ekspresji informacji ge-
netycznej w komdrce. Rdznorodnos$¢ proceséw, w
ktorych biorg udziat, wskazuje na ich wielka uniwer-
salno$¢. Specyficznos¢ reakcji w wielu przypadkach
jest wyzsza, niz mogtyby osiggna¢ biatka. Liczba
znanych obecnie czgsteczek ncRNA stale rosnie.
Projekt majacy na celu zidentyfikowanie kompletne-
go transkryptomu myszy ujawnit 15815 nowych kan-
dydatow na ncRNA, sposréd ktorych wytoniono
4280 najbardziej prawdopodobnych [54]. Pos$réd
nich znaleziono 2431 (1573 wczes$niej nie zidentyfi-
kowanych) par ncRNA-mRNA  mogacych od-
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dziatywaé na zasadzie komplementarnosci sekwen-
cji. Uzasadnione wydajg sie pytania dotyczace rze-
czywistego udziatu ncRNA w genomie, a co z tym
zZwigzane, ogromu ich znaczenia w regulacji proce-
sow komorkowych. Znajomos$¢ catego transkrypto-
mu otwiera szanse na poznanie odpowiedzi na te py-
tania. Prawdziwy obraz potegi ncRNA ujawni sie
jednak dopiero, gdy zostanie zbadana rola nowych
ncRNA oraz doktadnie poznane mechanizmy kie-
rujgce ich dziataniem. Wiedza w tym zakresie rokuje
nadzieje na nowe metody terapii licznych schorzen,
w ktére uwiktane sg niekodujgce RNA, jak zespét
Beckwitha-Wiedemana, czy rézne odmiany nowo-
twordw.
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Wykaz stosowanych skrotéw: AAA+ — biatka o aktywnosci
ATP-azowej zaangazowane w rézne procesy komdrkowe (ang.
ATPases associated with various cellular activities)’, ACS —
I1. nukleotydowy fragment ARS o $ci$le zachowawczej se-
kwencji (ang. ARS consensus sequence)’, ARS — sekwencje ini-
cjacyjne replikacji (ang. autonomously replicating sequence)’,
CDK — kinazy biatkowe zalezne od cyklin (ang. cyclin depen-
dent kinase)', DDK — (ang. Dbf4-dependent kinase)', DUE —
sekwencja w obrebie ktdérej rozplatana jest helisa DNA (ang.
DNA unwinding element)’, Fis — zasadowe biatko ,,histonopo-
dobne” (ang. factor for inversion stimulation)’, HTH — heli-
sa-skret-helisa (ang. helix-turn-helix); IHF — zasadowe biatko
»histonopodobne” (ang. integration host factor)’, MCM —
biatka o aktywnosci helikazowej (ang. minichromosome main-
tenance proteins)’, OBP — (ang. origin binding proteins)’, ORB

sekwencje wigzane przez inicjatorowe biatko Orcl/Cdcé ar-
chebakterii (ang. origin recognition boxes)’, ORC — kompleks
szesciu biatek inicjujacy replikacje (ang. origin recognition
complex)', oriC — region inicjacji replikacji chromosomu (ang.
origin of chromosomal replication)', pz — par zasad; SSB —
biatka stabilizujace jednoniciowg strukture DNA (ang. sin-
gle-strand binding proteins); z - zasada
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I. Wstep

Podziat kazdej komdrki pro- i eukariotycznej
musi by¢ poprzedzony podwojeniem materiatu gene-
tycznego. Replikacja DNA zapewnia wierne przeka-
zywanie informacji genetycznej z komérek rodzi-
cielskich do komdrek potomnych. Inicjacja replika-
cji jest pierwszym i najwazniejszym, bo podle-
gajacym Scistej kontroli, etapem powielania chromo-
somu. Ponad czterdzieSci lattemu Jacob iwsp. [1]
przedstawili hipoteze dotyczacg przebiegu inicjacji
replikacji chromosomu bakteryjnego, ktéra
zaktadata, ze proces ten jest regulowany poprzez
swoiste zwigzanie sie biatka (inicjatora) z okreslo-
nym fragmentem chromosomu (replikatora). Dwa-
dziescia lat pézniej hipoteza ta zostata doswiadczal-
nie potwierdzona u Escherichia coli [2], a w 1988
Bram hill i Kornberg][3] przedstawili prawdo-
podobny przebieg procesu inicjacji replikacji chro-
mosomu E. coli. P6zniejsze badania nad inicjacja re-
plikacji innych chromosomdw bakteryjnych oraz
chromosomoéw archebakterii i eukariontow poka-
zaty, ze hipotezaJacoba iwsp. [1] jest uniwersal-
na; w organizmach tak ewolucyjnie odlegtych, jak
bakterie i ssaki, inicjacja replikacji przebiega w po-
dobny spos6b — zwigzanie sie inicjatorowego biatka
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(biatek) z regionem ori prowadzi do utworzenia
kompleksu nukleoproteinowego, a nastepnie do
miejscowego rozplecenia helisy DNA i powstania
oczka replikacyjnego. W miejscu rozdzielenia nici
DNA tworzy sie para widetek replikacyjnych [4],
Roznice w przebiegu procesu inicjacji replikacji
DNA dotyczg liczby miejsc ori i ich cech struktural-
nych oraz liczby i rodzaju biatek uczestniczacych
w inicjacji replikacji.

Wielko$¢ chromosomu prokariotycznego waha
sie od 0,6 Mpz (Mycoplasma) do prawie 30 Mpz (Ba-
cillus  megaterium) [5] (http://www.tigr.org/,
http://ergo.integratedgenomics.com/GOLD/). Do
niedawna uwazano, ze komorka bakteryjna, w odrdz-
nieniu od organizméw eukariotycznych, ma jeden
chromosom, ktory jest kowalencyjnie zamknietg
czasteczkg dwuniciowego DNA. Jednakze chromo-
somy niektorych bakterii (np. Borrelia burgdorferii
[6], Streptomyces coelicolor A3(2) [7]) wystepuja
w postaci liniowej, typowej dla organizmoéw eukario-
tycznych. Ponadto, istniejg bakterie, ktore majg wie-
cej niz jeden chromosom. Ciekawym przykiadem
jest Agrobacterium — organizm zawierajacy dwa
chromosomy, z ktérych jeden jest liniowa, a drugi
koliscie zamknieta czasteczkg DNA (http://ergo.
integratedgenomics.com/GOLD/;  http://www.tigr.
org/). Chromosom archebakterii, podobnie jak wiek-
szo$¢ bakteryjnych chromosomow, wystepuje w po-
staci kolistej, ajego wielko$¢ miesci sie w granicach
od 1,6 Mpz (Thermoplasma volcanium) do 5,7 Mpz
(Methanosarcina acetivorans) (http://ergo.integra-
tedgenomics.com/GOLD/). Chromosomy organi-
zmoOw eukariotycznych sg liniowe, aich liczba w za-
leznosci od organizmu waha sie od kilku do kilku-
dziesieciu, aw niektérych przypadkach do ponad stu
(np. 108 chromosomow u Eguisetum arvense, skrzyp
polny). W skiad poszczeg6lnych chromosoméw
wchodzg czasteczki DNA o réznej dtugosci;
przyktadowo najmniejszy i najwiekszy ludzki chro-
mosom zawiera czasteczke DNA o dtugosci odpo-
wiednio 55 Mpz i250 Mpz (caty genom -3000 Mpz).

Bez wzgledu na to, czy komorka ma jeden chro-
mosom, czy tez ma ich wiele, replikacja DNA zacho-
dzi tylko raz w kazdym cyklu podziatowym [4]. Ini-
cjacja replikacji nie tylko jest pierwszym etapem po-
wielania chromosomu (éw), ale réwniez sygnatem
rozpoczynajagcym podziat komorki, i dlatego podle-
ga Scistej kontroli. Replikacja kolistego chromoso-
mu  bakteryjnego  postepuje  dwukierunkowo
poczgwszy od regionu oriC az do miejsca terminacji
(ter) (oddalonego od oriC w przyblizeniu o potowe
dtugosci chromosomu), w ktorym widetki replika-
cyjne sg zatrzymywane. Replikacja bakteryjnych li-

104

niowych chromosoméw rozpoczyna sie w S$rodku
czasteczki DNA i podaza dwukierunkowo do kon-
cow chromosomu. Natomiast w chromosomach or-
ganizméw eukariotycznych replikacja jest inicjowa-
na w wielu miejscach rozmieszczonych wzdtuz chro-
mosomalnego DNA, a konczy w chwili zetkniecia
sie widetek replikacyjnych podazajgcych ku sobie
z przeciwnych kierunkéw. Synteza telomeréow wy-
stepujacych na koncach liniowych chromosoméw
eukariotycznych i niektdrych chromosomoéw proka-
riotycznych przebiega w sposéb odmienny niz synte-
za pozostatej czesci chromosomalnego DNA.

Proces inicjacji replikacji eubakterii i eukarion-
tow zostat najlepiej poznany na przyktadzie odpo-
wiednio Escherichia coli i Saccharomyces cerevi-
siae. Badania nad minichromosomami E. coli oraz
drozdzowymi plazmidami zawierajgcymi sekwencje
ARS (ang. autonomously replicating sequence)
umozliwity poznanie funkcji poszczeg6lnych ele-
mentow strukturalnych regionu inicjacji replikacji
oraz biatek uczestniczacych w tym procesie. Coraz
wiecej wiadomo tez na temat inicjacji replikacji u ar-
chebakterii, chociaz problem ten zostat podjety sto-
sunkowo niedawno (pierwsza praca doswiadczalna
dotyczgca tego zagadnienia ukazata sie dopiero
w 2000 roku).

Szybkos$¢ syntezy chromosomalnego DNA euka-
riontéw jest mniejsza niz u bakterii i archebakterii
(Tabela 1), ale dzieki obecno$ci wielu miejsc inicja-
cji replikacji w chromosomach organizmoéw eukario-
tycznych szybko$¢é replikacji catego genomu
(wszystkich chromosoméw) moze przewyzszaé
szybkos$¢ replikacji genomu bakteryjnego (Tabela 1).

I1. Regiony inicjacji replikacji

Jednostkg replikacji jest replikon — stanowi on
odcinek DNA zawierajacy miejsce inicjacji replika-
cji, oraz wszystkie sekwencje, ktére sg pod jego kon-
trolg ireplikujg sie wraz z nim [8]. Liczba miejsc ini-
cjacji replikacji chromosomu waha sie od jednego
w przypadku nukleoidow bakteryjnych, do kilkuset
u drozdzy, a nawet kilkudziesieciu tysiecy u organi-
zmow wielokomorkowych (liczba ori dla catego ge-
nomu), np.: w najwiekszym sposrod czterech chro-
mosomow Drosophila melanogaster liczagcym 51
Mpz replikacja rozpoczyna sie w ponad 6 tys. miejsc.

Regiony ori wystepujg w odcinkach miedzygeno-
wych. Bakteryjne regiony oriC sag zlokalizowane
w bliskim sgsiedztwie gendw kodujacych biatka za-
angazowane w inicjacje replikacji; z reguty przed 5'
lub za 3' koncem genu dnaA (Ryc. 1). Chromosomy
archebakterii mogg zawierac¢ jedno lub kilka miejsc
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Tabela 1.

Pordéwnanie replikacji chromosomoéw eubakterii, archebakterii i eukariontéw

Eubakterie Archebakterie* Eukarionty**
Region ori 180- 1000 pz -500-800 pz 150-200 pz
- liczba region6éw ori 1 1 lub kilka kilka do kilkudziesieciu tys.
- sekwencje wigzace 9-merowe odwrocone 11-merowe nukleotydowe
inicjatorowe biatka sekwencje DnaA  sekwencje sekwencje ACS domeny A

Inicjatorowe biatko DnaA

pojedyncze biatko

Wprowadzenie DnaC
helikazy do pojedyncze biatko
kompleksu

inicjacyjnego
Rozwijanie DnaB

dwuniciowego DNA

- heksamer
Dlugos¢ fragmentow 1-2 kz
Okazaki
Szybkos¢ syntezy 20 - 50 kz min-1
DNA

Cdc6/Orcl

40-60 z

15- 20 kz min'l

powtérzone IR ?

ORC (Orcl-6)

jedno lub dwa bialka kompleks 6 biatek
Cdc6/Orcl

Cdc6, Cdtl

jedno lub  dwa w kompleksie z ORC
biatka

MCM MCM (Mcm2-7)

pojedyncze biatko ?

6 biatek - heksamer

<1257z

0,5 - 5 kz min"1

*, ** - dane dotyczace odpowiednio P. abyssi, S. solfataricus oraz S. cerevisiae

ori [9-15]. Miejsca inicjacji replikacji zlokalizowane
sg zwykle w poblizu gendw kodujacych inicjatorowe
biatka Orcl/Cdco6 (Ryc. 1). Do wyjatkdw nalezg Ar-
chaeoglobus fulgidus, u ktorego, jak wskazuje anali-
za sekwencji, miejsce ori oddalone jest od genu
orcl/cdc6 [16], oraz Methanococcus jannaschii, na
chromosomie ktérego nie zidentyfikowano genu
orcl/cdcé [15].

Podsumowujac, replikon niektorych archebakterii
oraz wszystkich dotychczas poznanych bakterii
obejmuje caty chromosom — diugo$é replikonu
rowna sie dtugosci chromosomu. Natomiast w chro-
mosomach eukariontéw i prawdopodobnie réwniez
niektérych archebakterii wystepuje wiele repliko-
néw — ich dtugos¢ waha sie w granicach od kilku-
dziesieciu do kilkuset tysiecy par zasad [4, 17]. Co
wiecej, liczba miejsc ori chromosomdéw komérek or-
ganizmow tkankowych ulega zmianie w zaleznosci
od fazy rozwoju np. w komérkach embrionalnych
jest okoto 20 razy wiecej miejsc inicjacji replikacji
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niz w komdérkach somatycznych [18]; w réznych fa-
zach rozwoju te same miejsca inicjacji replikacji
mogg by¢ aktywne lub nieaktywne.

Dtugosc¢ regionu oriC eubakterii wynosi od 180 pz
u H. pylori [19] do 1000 - 2000 pz u Streptomyces co-
elicolor A3(2) [20] i Bacillus subtilis (Ryc. 1) [21].
Dtugosc¢ regionu oriC archebakterii P. abyssi wstep-
nie oszacowano na okoto 600 - 800 pz [22]. U dro-
zdzy S. cerevisiae dtugo$¢ regionu ori miesci sie
w granicach 100-150 pz [23]; drozdze rozszczepko-
we Schizosaccharomyces pombe maja diuzszy re-
gion ori (od 800 do 1000 pz) niz S. cerevisiae.
Dtugosc¢ i lokalizacja regionow ori wyzszych organi-
zmOw eukariotycznych nie sa tak Scisle sprecyzowa-
ne jak w przypadku bakterii, archebakterii czy dro-
zdzy; w zaleznoS$ci od zastosowanej metody badaw-
czej dtugosé regionu ori oszacowano na kilkaset do
kilku tysiecy par zasad [17].

W obrebie chromosomalnych miejsc ori eubakte-
rii, archebakterii i nizszych eukariontow (drozdze)
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Ryc. 1. Struktura regionu ori u eubakterii, archebakterii i eukariontéw (szczegétowy opis w tekscie).
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wystepujg charakterystyczne sekwencje wigzane
przez biatka inicjujace replikacje. U bakterii sg to
dziewiecionukleotydowe, niepalindromowe  se-
kwencje DNA (sekwencja zgodnosci 5'-TTATCN
ACA-3 ) swoiscie rozpoznawane przez inicjatorowe
biatko DnaA [4, 24] i dlatego nazywane sekwencja-
mi DnaA. W bakteryjnych regionach oriC wystepuje
od Kkilku (E. coli) do kilkunastu (Streptomyces) se-
kwencji DnaA (Ryc. 1). Wyjatkowe pod tym wzgle-
dem sg regiony oriC chromosomoéw Coxiella burnet-
ti i Caulobacter crescentus zawierajace odpowiednio
dwie ijedng sekwencje DnaA [25, 26]. U archebakte-
rii ostatnie badania pozwolity na zdefiniowanie se-
kwencji charakterystycznych dla regionu ori chro-
mosomu, tzw. miejsca ORB (ang. origin recognition
boxes) [13]. Sg to kilkunastonukleotydowe sekwen-
cje zawierajace w swoim rdzeniu powtdrzong se-
kwencje odwrocong. Miejsca ORB wigzane przez
kazdy z ortologoéw biatka Orcl/Cdc6 (patrz rozdziat
1) r6znig sie sekwencjg nukleotydowsg. Jezeli chro-
mosom zawiera dwa miejsca ori, kazde z nich moze
posiadaé inne sekwencje ORB. Wykazano, ze biatka
Orcl/Cdc6 obecne w komdrkach S. solfataricus
swoiscie rozpoznajg sekwencje ORB w regionach
oriCl (Cdc6-1 i Cdc6-2) i oriC2 (Cdc6-1, Cdc6-2
i Cdc6-3) chromosomu tego organizmu. Sekwencje
ORB znaleziono w regionach ori kilku archebakterii
nalezgcych do grup Crenarchea i Euryarchea, oraz
wykazano, ze biatko Cdc6-1 S. solfataricus wigze se-
kwencje ORB w regionach ori Pyrococcusfuriosus
(2 sekwencje ORB) i Halobacterium (5 sekwencji
ORB) [13]. Nie udato sie znalez¢ sekwencji ORB na
chromosomach P. aerophilum i M. thermoauto-
trophicum. U drozdzy S. cerevisiae, kompleks inicja-
torowych biatek wigze sie swoiScie z jedenasto nu-
kleotydowga sekwencjg DNA zlokalizowang w dome-
nie A regionu ARS zwanej ACS (ang. ARS consenus
sequence) [23]. Sekwencja ACS jest Scisle zacho-
wawcza (5'- (T/A)TTTA(T/C)(A/IG)TT T(T/A)- 3"),
identyczna dla wszystkich ARS S. cerevisiae
[27-30]. Ponadto stwierdzono, ze inicjatorowe
biatka wigza sie dodatkowo z domeng Bl regionu
ARS (Ryc. 1). Region ori S. pombe ma strukture bar-
dziej ztozong niz S. cerevisiae. Nie wyrdzniono
w nim charakterystycznych dla S. cerevisiae sekwen-
cji ACS [23]. Znaleziono jednak dtugie sekwencje
bogate w pary A-T, podobne do centromerowych se-
kwencji, ktore sg wigzane przez biatka wykazujgce
powinowactwo do sekwencji bogatych w pary A-T
(tzw. ang. AT-hookproteins) [17]. W przypadku wy-
zszych eukariontéw trudno jest zdefiniowaé cechy
regionéw ori, a nawet przypuszcza sie, ze w regio-
nach ori chromosomow organizmoéw wielokomérko-
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wych nie wystepujg zadne okre$lone sekwencje nu-
kleotydowe rozpoznawane przez kompleks biatek
inicjatorowych [17, 31]. O rozpoczeciu replikacji
z danego miejsca i o liczbie miejsc ori decydujg inne
czynniki, ktérych wptyw nie zostat do konca wyja-
$niony, np. struktura chromosomu, transkrypcja za-
chodzaca z pobliskich genéw, faza rozwoju danego
organizmu [31], a takze poziom nukleotydéw w ko-
mérce [32, 33].

W regionach ori organizmow pro- i eukariotycz-
nych obecne sg rowniez sekwencje bogate w pary
A-T, w obrebie ktorych dochodzi najczesciej do
miejscowego rozplatania podwadjnej nici DNA [3, 4],
tzw. regiony DUE (ang. DNA unwinding element).
U bakterii sg to odcinki DNA o diugosci kilkuna-
stu-kilkudziesieciu nukleotyddw, na og6t kilkukrot-
nie powtdrzone; przyktadowo w poblizu 5’ konca re-
gionu oriC E coli wystepujg 3 odcinki DNA bogate
w pary A-T o dtugosci 13 pz kazdy (Ryc. 1). U wielu
bakterii nie udato sie dotychczas zidentyfikowaé se-
kwencji, w obrebie ktérych dochodzi do miejscowe-
go rozplecenia DNA i utworzenia oczka replikacyj-
nego (np., S. coelicolor A3(2), Ryc. 1). Region ori
S. cerevisiae charakteryzuje sie podwyzszong zawar-
toscig par A-T na catej swej diugosci. Rozplatanie
DNA rozpoczyna sie w domenie B2, ale zaobserwo-
wano takze tworzenie jednoniciowego DNA we frag-
mencie A (Ryc. 1) [34]. Obie te sekwencje prawdo-
podobnie biorg udziat w tworzeniu oczka replikacyj-
nego. W regionie oriC archebakterii, P. abyssi
i M. thermoautrophicum wystepujg odpowiednio
dwie ijedna sekwencje bogate w pary A-T. Stosujac
dwukierunkowag elektroforeze wykazano, ze w regio-
nach oriC P. abyssi oraz oriCl ioriC2 S. solfataricus
dochodzi do utworzenia oczek replikacyjnych [13,
35].

Regiony ori organizméw pro- i eukariotycznych
zawierajg dodatkowo sekwencje wigzace rdzne
biatka wptywajgce na czestos¢ inicjacji replikacji,
m.in. biatka zmieniajgce topologie kompleksu ini-
cjacyjnego i czynniki transkrypcyjne. Biatka te i ich
rola zostaty omdwione w rozdziale V, poswieconym

.....

I11. Bialka inicjatorowe

Biatka inicjujgce replikacje DNA wigzg sie swois-
cie z sekwencjami umiejscowionymi w regionie ori
i dlatego w literaturze anglojezycznej oznacza sig je
czesto skrotem OBP (ang. origin binding proteins).
Role inicjatora replikacji chromosomu bakteryjnego
petni pojedyncze biatko, DnaA, natomiast u organi-
zméw eukariotycznych kompleks szesciu biatek
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ORC (ang. origin recognition complex). U archebak-
terii wstepne badania wykazaty, ze prawdopodobnie
jedno biatko inicjuje replikacje chromosomu.

Najlepiej scharakteryzowanym inicjatorem repli-
kacji jest biatko DnaA E. coli. Gen dnaA, kodujacy
inicjatorowe biatko DnaA, zostat zidentyfikowany w
chromosomach wszystkich badanych mikroorgani-
zméw, poza dwoma wyjatkami; na chromosomach
Blochmanniafloridanus [35] i Wigglesworthia glos-
sinidia [36] nie znaleziono genu dnaA. Sag to Gram-
-ujemne, endosymbiotyczne organizmy, nalezace do
rodziny  enterobakterii, blisko  spokrewnione
z E. coli. Przypuszczalnie inicjacja replikacji chro-
mosomoéw tych bakterii, podobnie jak ich metabo-
lizm, sa w duzym stopniu zalezne od gospodarza
(mréwka, tac. Camponotus spp — B.floridanus; mu-
cha tse-tse — W. glossinidia).

Biatko DnaA wigze swoiscie sekwencje DnaA
i rozplata dwuniciowy DNA w regionie oriC. DnaA
wystepuje w dwodch formach: aktywnej replikacyjnie
zwigzanej z ATP (DnaA-ATP) oraz nieaktywnej,
zwigzanej z ADP (DnaA-ADP); obie formy wigzg
z wysokim powinowactwem sekwencje DnaA, ale
tylko biatko DnaA-ATP jest w stanie rozples¢ helise
DNA w regionie oriC [37]. Biatko DnaA-ATP dodat-
kowo wigze heksamerowe sekwencje tzw. sekwencje
DnaA-ATP (5'-AGATCT-3' lub réznigce siejednym
nukleotydem) obecne w 5' regionie oriC, bogatym
w pary A-T (Ryc. 1), w obrebie ktdrego dochodzi do
destabilizacji helikalnej struktury DNA [38, 39].
Biatko DnaA w kompleksie z ATP wigze specyficz-
nie jednoniciowe sekwencje DnaA-ATP, stabilizujgc
tworzone oczko replikacyjne [38, 39]. Za od-
dziatywanie biatka z DNA odpowiedzialny jest mo-
tyw strukturalny helis-petla-helisa (ang. helix-turn-
-helix), zlokalizowany w C-kohAcowej czesci biatka
[37, 40, 41, 42]. Srodkowa cze$é biatka zawiera se-
kwencje, ktdre biorg udziat w wigzaniu nukleotydow
adeninowych (ATP/ADP) ihydrolizie ATP, charakte-
rystyczne dla biatek AAA+ [42, 43], Natomiast
N-koniec biatka DnaA bierze udziat w oddziatywa-
niach miedzyczasteczkowych [37].

Pomimo tego, ze archebakterie sg organizmami
prokariotycznymi, w zadnym dotychczas sekwen-
cjonowanych genomow archebakterii nie stwierdzo-
no obecnosci genu dnaA. Natomiast prawie kazdy
z nich ma co najmniej jeden gen, ktérego produkt
wykazuje stosunkowo wysoka homologie do euka-
riotycznych biatek Cdc6 i Orel (patrz ponizej). Po-
niewaz dotychczas nie wiadomo, jaka funkcje petnig
produkty tych genéw (czy podobna do biatka Cdc6
czy tez Ore 1, a moze obu naraz ?), w komorkach are-
chebakterii oznacza sie je podwdjnym symbolem
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Orcl/Cdc6. Na chromosomie M. jannaschii i Metha-
nopyrus kandlerii nie zidentyfikowano genu homo-
logicznego do orcl/cdcé, natomiast zlokalizowano
kilka kopii gendw mcm (patrz ponizej) [15]. Przewa-
znie w genomach archebakterii wystepuje jeden lub
dwa homologi genu cdc6/orcl, natomiast w genomie
Halobacterium sp. NRC-1 zidentyfikowano az 10 ta-
kich homolog6w, a u H. marismotui i H. volcanii az
15 [12]. Analiza poroéwnawcza sekwencji znanych
homologéw biatek Orcl/Cdc6 pozwolita na ich po-
grupowanie w trzy rodziny reprezentowane przez
biatka Orel-6, Ore 1-7 i Ore 1-8 Halobacterium [12].
Na podstawie badan nad S. solfataricus, na ktérego
chromosomie znaleziono trzy homologi genu
Orcl/Cdc6, wiadomo, ze poszczegoOlne ortologi
biatka Orcl/Cdc6 wigzg rozne sekwencje ORB w ob-
rebie ori i ulegajg ekspresji w roznych fazach cyklu
komodrkowego archebakterii [13]. Mozliwe jest, ze
poszczegOlne ortologii petniag w komdrce rézne
funkcje, np. aktywatora lub represora inicjacji repli-
kacji DNA [13]. Niedawno poznana zostata prze-
strzenna struktura biatka Cdc6/Orcl z Pyrobaculum
aerophilum [44]. Nalezy ono podobnie jak DnaA
i trzy eukariotyczne biatka kompleksu ORC (Orclp,
Orcdp Orcbp), do rodziny biatek typu AAA+. Orga-
nizacja przestrzenna biatka Cdc6/Orcl przypomina
strukture C-koricowej czesci biatka DnaA. Jedyna
istotna rdznica dotyczy domeny wigzacej DNA:
w biatku DnaA wystepuje motyw HTH, natomiast
w biatku Cdc6/Orcl motyw strukturalny WH (ang.
winged helix). Motyw WH jest charakterystyczny
dla wielu czynnikéw transkrypcyjnych (np.
E2F4/Dp2) i odpowiada za wigzanie DNA.

Zespot biatek ORC inicjujacych replikacje chro-
mosoméw eukariotycznych zostal po raz pierwszy
wykryty u drozdzy S. cerevisiae [45]. Wykazano, ze
wszystkie sze$¢ podjednostek kompleksu, nazwa-
nych wraz ze zmniejszajaca sie masg czasteczkowa
od Orclp do Orcdp, jest niezbednych dla przezycia
komorek drozdzowych [46-48]. Geny kodujace
biatka ORC wystepuja we wszystkich dotychczas ba-
danych organizmach eukariotycznych poczawszy od
drozdzy, a skonczywszy na cztowieku [23, 49]. Se-
kwencja biatek ORC jest ewolucyjnie stosunkowo
dobrze zachowana. Biatka te sg niezbedne, ale nie-
wystarczajgce do inicjacji replikacji. Kompleks
ORC niektdrych eukariontow (np. S. cerevisiae i S.
pombe) jest zwigzany z regionem ori prawie przez
caty czas trwania cyklu komoérkowego, ajego aktyw-
nosc¢ inicjacyjna modulowana jest przez wigzanie in-
nych biatek (patrz ponizej). ORC innych organi-
zméw oddysocjowuje od DNA w niektdrych fazach
cyklu komérkowego, np.: u X. laevis tuz przed mi-
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Ryc 2. Porbéwnanie inicjacji replikacji chromosoméw u eubakterii, archebakterii i eukariontéw (szczegotowy opis w tekscie).
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tozg, u ssakow w metafazie [23], Najlepiej scharakte-
ryzowane sg biatka ORC drozdzy S. cerevisiae.
Kompleks ORC wigze swoiscie odcinek DNA (do-
meny A i Bl regionu ori) o dtugosci okoto 30 pz. Za
wigzanie DNA jest odpowiedzialnych pie¢ z sze$ciu
biatek kompleksu ORC (Orc 1p — Orc5p) przy czym
cztery z tych pieciu biatek bezposrednio oddziatuja
z DNA (Orclp, Orc2p, Orcdp, Orc5p) [23, 49, 50].
Podobnie jak w przypadku biatka DnaA, kompleks
ORC wymaga obecnosci ATP, atakze jego hydrolizy
dla zachowania aktywnos$ci replikacyjnej. Trzy
biatka kompleksu ORC, (Orclp, Orc4p, Orc5p) za-
wieraja sekwencje charakterystyczne dla biatek typu
AAA+ [43], przy czym wykazano, ze Orclp i Orc5p
wigzg sie z ATP [51-53], a tylko Orc 1p posiada ak-
tywnos$¢ ATPazowg [51, 53], ATP indukuje zmiany
konformacyjne kompleksu ORC niezbedne do swo-
istego zwigzania DNA i reguluje stabilnos¢ kom-
pleksu ORC [53, 54]. Podobnie jak biatko DnaA,
biatka ORC wigzg nie tylko dwuniciowy, ale rowniez
jednoniciowy DNA. Do specyficznego zwigzania
jednoniciowego DNA wymagany jest diuzszy frag-
ment (odcinek o dtugosci co najmniej 80 - 85 zasad);
oddziatywanie to jest niezalezne od wigzania ATP
i jednoczes$nie stymuluje aktywno$¢ ATPazowgq
kompleksu ORC [23].

IV. Mechanizm inicjacji replikacji chromoso-
mu u eubakterii, archebakterii i eukarion-
tow

Inicjacja replikacji jest procesem wieloetapo-
wym, w trakcie ktérego powstajg nukleoproteinowe
kompleksy o ztozonej strukturze trzeciorzedowej
z udziatem pojedynczego lub kilku biatek ini-
cjujacych, biatek wspomagajgcych oraz helikazy.
Biatka inicjatorowe przytaczajac sie do regionu ori
powodujg zmiany strukturalne DNA (m. in. zagiecie
DNA), ktére w dalszych etapach inicjacji replikacji
prowadza do rozwiniecia podwdjnej helisy DNA
i utworzenia oczka replikacyjnego. Rozplatanie
DNA jest wynikiem charakterystycznej dla regionu
ori niestabilnosci helikalnej, dodatkowo zwiekszo-
nej po zwigzaniu biatek.

Proces inicjacji replikacji chromosomu zostat naj-
lepiej poznany u eubakterii na przyktadzie modelo-
wego organizmu E. coli (Ryc. 2) [24, 37, 40].
W pierwszym etapie inicjacji replikacji okoto 20-30
czasteczek biatka DnaA E. coli wigze sie z 9-mero-
wymi sekwencjami DnaA i 6-merowymi sekwencja-
mi ATP-DnaA w regionie oriC. Czasteczki biatka
DnaA przytaczajac sie do regionu oriC oddziatujg ze
sobg tworzgac rdzen biatkowy, wokét ktérego zostaje
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owiniety DNA. Nastepnym etapem inicjacji jest roz-
plecenie helisy DNA w regionie bogatym w pary A-T
i utworzenie kompleksu otwartego. W trakcie two-
rzenia kompleksu otwartego przytgczane sg kolejne
czasteczki biatka DnaA, ktére wigzac jednoniciowy
DNA (sekwencje ATP-DnaA), wraz z biatkami SSB
stabilizujg nowopowstate oczko replikacyjne —
miejsce przytgczenia helikazy DnaB do tworzonego
kompleksu preprimosomu [37, 55] (Ryc. 2). Biatko
DnaB wystepuje w postaci heksameru ijest wprowa-
dzane do oczka replikacyjnego w formie nieaktyw-
nej przez biatko DnaC (DnaB6éDnaC6). Oddziatywa-
nie DnaA-DnaB jest niezbednym etapem rozdziele-
nia kompleksu DnaB6DnaCé6. Dysocjacji kompleksu
DnaB6DnaC6towarzyszy hydroliza ATP zwigzanego
z biatkiem DnaC iaktywacja helikazy DnaB. Heksa-
mer helikazy DnaB owiniety wokot jednoniciowego
DNA (jeden kompleks DnaB6najedngni¢) przesuwa
sie w kierunku 3" irozplata dalszg czes¢ helisy DNA
tworzac miejsce do utworzenia pary widetek replika-
cyjnych.

O inicjacji replikacji u archebakterii wiadomo
niewiele. Jedynie u P. abyssi doSwiadczalnie wyka-
zano, ze biatka Cdc6/Orc 1i MCM wigzac sie zregio-
nem ori powodujg lokalne rozplecenie helisy DNA
w regionie ori (Ryc.2). Ostatnie badania sugeruja, ze
Cdcd/Orcl petni podwojng role; inicjatora replikacji
oraz biatka wprowadzajgcego helikaze, a niektdre
homologii tego biatka moga petni¢ role represora ini-
cjacji replikacji [13]. Role helikazy prawdopodobnie
petnia biatka homologiczne do eukariotycznych
biatek MCM. W przeciwienstwie do eukariotyczne-
go heteroheksameru MCM, u archebakterii kom-
pleks MCM tworzony jest przez szes$¢ takich samych
czasteczek biatka MCM, co przypomina bakteryjny
kompleks helikazy DnaBé. Zwykle na chromosomie
zlokalizowany jest jeden gen mcm, z wyjatkiem M.
jannaschii, ktéry ma 4 kopie oraz Methanopyrus
kandleri i Methanosarrina acetivorans majgcych 2
kopie genéw homologicznych [56]. Jak pokazaty ba-
dania in vivo, kompleks MCM wykazuje wtasciwosci
podobne do eukariotycznego kompleksu MCM: zale-
zng od ATP aktywnos$¢ 3’->5’helikazowg, wigzanie
jednoniciowego DNA, i zalezng od DNA aktywnos$¢
ATPazowg [56].

Badania nad inicjacja replikacji u eukariontéw, ze
wzgledu na ztozong strukture chromosomu oraz brak
systemu replikacji in vitro, sg znacznie mniej za-
awansowane niz u bakterii. W$réd organizmow eu-
kariotycznych mechanizm inicjacji zostat najlepiej
poznany na przyktadzie drozdzy S. cerevisiae.
W przeciwienstwie do E. coli, gdzie rdzen biatkowy
powstaje w trakcie wigzania biatka DnaA z regionem
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oriC, kompleks szesciu biatek ORC tworzy sie jesz-
cze przed zwigzaniem z DNA (Ryc. 2) [48], Biatka
ORC moga wigzac sie zon tylko wtedy, jezeli wyste-
puja w kompleksie z ATP. Wykazano, ze u drozdzy
ORC pozostaje zwigzany z ARS przez wieksza cze$¢
cyklu komérkowego (nawet podczas mitozy) [23, 57,
58]. Analiza kompleksu biatkowego w regionie ini-
cjacji replikacji pozwolita na wyodrebnienie dwoch
rodzajow kompleksow: pre-RC (ang. prereplicative
complex) i post-RC (ang. postreplicative complex)
(Ryc. 2) [57, 59]. Kompleks post-RC zbudowany jest
tylko z biatek ORC itworzy sie po zakonczeniu syn-
tezy nowych nici DNA. Kompleks post-RC nie jest
zdolny do zainicjowania replikacji; biatka ORC
w przeciwienstwie do DnaA nie sg w stanie samo-
dzielnie rozples¢ helisy DNA w regionie ori. Kom-
pleks pre-RC powstaje w fazie G1 ioprécz ORC za-
wiera inne biatka niezbedne do uruchomienia inicja-
cji replikacji: Cdco, Cdtl oraz MCM. Pod koniec mi-
tozy, biatka Cdcd i Cdtl niezaleznie od siebie wigza
sie do kompleksu ORC. Uwaza sie, ze oba biatka od-
powiedzialne sg za dostarczenie helikazy MCM do
kompleksu pre-RC [60]. Cdco, podobnie jak niektore
z biatek ORC, nalezy do rodziny biatek typu AAA+.
O biatku Cdtl dotychczas niewiele wiadomo; nie
wykazuje ono znaczacej homologii do zadnych z do-
tychczas poznanych biatek. Aktywno$¢ obu biatek
podlega regulacji w zaleznosSci od fazy cyklu komér-
kowego (patrz nizej). Biatka MCM (Mcm2-7) tworzg
heterogeniczny heksamer, ktéry petni prawdopodob-
nie role helikazy. Biatka te sg wprowadzane do
tworzacego sie kompleksu pre-RC w fazie G1 [23,
59] i oddziatuja nie tylko z Cdcd, Cdtl, ale rowniez
z ORC. Pod koniec fazy G1 do powstajagcego kom-
pleksu pre-RC przytaczajg sie kolejne biatka, w tym
Cdc45 i SId3 [23, 59]. Biatko Cdc45 oddziatuje
z biatkami ORC i MCM i podobnie jak MCM uczest-
niczy nie tylko w inicjacji replikacji, ale réwniez
w syntezie DNA. Na poczatku fazy S wprowadza ono
do kompleksu replikacyjnego polimeraze DNA a,
ktora jest odpowiedzialna za synteze starterow. Sld3
jest réwniez niezbedne w tworzeniu aktywnego kom-
pleksu inicjacyjnego; biatko to oddziatuje z Cdc45.
Przytaczenie sie biatek Cdc45 i SId3 do kompleksu
pre-RC poprzedza przejscie komérki przez punkt
kontrolny pomiedzy fazami G1i S i aktywuje kom-
pleks pre-RC (tworzy sie tzw. kompleks pre-IC).
O uruchomieniu inicjacji replikacji decyduje wow-
czas wiele innych czynnikéw, w tym zalezne od cy-
klin kinazy biatkowe, CDK (ang. cyclin dependent
kinase), ktdre odgrywaja gtéwna role w regulacji cy-
klu komérkowego (patrz ponizej). Dochodzi do roz-
plecenia helisy DNA i nastepuja dalsze etapy repli-
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kacji, ktére wymagaja dostarczenia biatek uczest-
niczacych w tym procesie np. RPA (wigzacych jed-
noniciowy DNA) oraz kompleksu polimerazy-a
[58]. Odpowiednie czynniki regulacyjne zapobie-
gaja reinicjacji replikacji przed zakonczeniem cyklu
podziatlowego komérki (patrz ponizej).

V. Regulacja czestosci inicjacji replikacji

Inicjacja replikacji jest pierwszym i najwazniej-
szym, bo podlegajacym $cistej kontroli, etapem po-
wielania chromosomu. W normalnych warunkach
wzrostu chromosom ulega powieleniu tylko raz
w danym cyklu komérkowym. Ztozone systemy re-
gulacji czestosci inicjacji replikacji chromosomu
obecne sg w komorkach pro- i eukariotycznych.
Kontroli podlegajg zar6wno miejsca ori (modyfika-
cja DNA, wigzanie biatek zmieniajgcych strukture
chromosomu bagdZ uniemozliwiajgcych wigzanie sie
biatek inicjatorowych z orz) jak i biatka inicjatorowe
(regulacja poziomu i/lub lokalizacji aktywnego
biatka w komérce, regulacja aktywnosci biatek przez
wigzanie i hydrolize ATP).

U bakterii mechanizm regulacji czestosci replika-
cji zostat najlepiej poznany na przyktadzie E. coli.
Aktywnos$¢ inicjatorowego biatka DnaA podlega re-
gulacji przez wigzanie nukleotydow adeninowych —
tylko biatko zwigzane z ATP jest w stanie inicjowac
replikacje; biatko DnaA-ADP wigze sie z oriC, ale
nie jest w stanie rozple$¢ helisy DNA. Aktywno$¢
ATPazowa DnaA jest stymulowana przez od-
dziatywanie z podjednostkg 3 polimerazy DNA Il
oraz biatkami lIdaB i Hda (tzw. system RIDA, ang.
regulatory inactivation ofDnaA)', biatko DnaA-ADP
nie jest zdolne do rozpoczecia nowej rundy replikacji
[61, 62], Reaktywacja biatka (wymiana zwigzanego
ADP na ATP, tzw. ang. rejuvenation) zachodzi przez
oddziatywanie z kwasnymi fosfolipidami btony ko-
maérkowej [63-65]. Regulacji podlega tez poziom cy-
toplazmatycznego biatka DnaA w komoérce. Nadmiar
biatka ulega zwigzaniu przez btone komdrkowa [66]
oraz przez chromosomalny region datA (ang. DnaA
titration). DatA, znajdujacy sie w poblizu regionu
oriC, jest w stanie wigzac¢ okoto 300-400 czasteczek
DnaA, podczas gdy w procesie inicjacji replikacji
uczestniczy tylko okoto 20-30 czgsteczek [67].
W trakcie replikacji, region datA ulega podwojeniu,
dzieki czemu gwattownie spada liczba czasteczek
wolnego biatka DnaA (przez ich zwigzanie z nowoz-
replikowanym miejscem datA). Trzecim mechani-
somu E. coli jest regulowanie dostepnosci regionu
oriC dla biatka DnaA. Uczestnicza w tym biatka spe-
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cyficznie wigzace sie z regionem oriC (np. SegA,
Rob, ArcA, [HF i Fis) lub niespecyficznie od-
dziatujace z DNA i zmieniajace jego strukture (np.
H-NS, HU, leiA) [67, 68]. W$rdd tych biatek szcze-
g6lIng role odgrywa biatko SegA, swoiscie wiagzace
sie z ulegajacymi metylacji miejscami GATC. Migj-
sca te statystycznie czeSciej wystepujg w regionie
oriC niz w catym chromosomie. Biatko SegA wigze
sie z hemimetylowanymi sekwencjami GATC zapo-
biegajgc metylacji nowopowstatej nici DNA, wigza-
niu sie biatka DnaA zregionem oriC i przedwczesnej
reinicjacji replikacji chromosomu [67]. Pozostate
biatka, zar6wno wigzgce sie specyficznie jak i nie-
specyficznie z DNA, nalezag do grupy czynnikéw
transkrypcyjnych, badz ich synteza podlega regulacji
przez swoiste biatka nalezace do systemoéw odpowie-
dzi komorki na warunki $rodowiska. Przykladem sg
tu dwa biatka: ArcA i IciA. ArcA (ang. aerobic respi-
ration control protein) wraz z przezblonowym
biatkiem ArcB (ang. aerobic respiration control sen-
sorprotein) uczestniczy w regulacji transkrypcji ge-
néw w zaleznosci od warunkdéw tlenowych $rodowi-
ska. W przypadku obnizenia poziomu tlenu, biatko
ArcB ulega autofosforylacji i fosforyluje biatko
ArcA [69]. Fosforylowane biatko ArcA-P wptywa na
transkrypcje okoto 9% genow E. coli [70] a takze
wigze sie z regionem oriC hamujac inicjacje replika-
cji chromosomu [69]. Transkrypcja genu iciA (ang.
inhibitor of chromosomal initiation of replication)
podlega aktywacji przez biatko PhoB nalezgce do
systemu przekazywania sygnatu zaleznego od pozio-
mu fosforanéw w Srodowisku. Przy niskim stezeniu
fosforanow, aktywowane przez fosforylacje biatko
PhoB-P zwieksza synteze biatka IciA; w warunkach
in vitro IciA, wigzac sie do regionu oriC, uniemozli-
wia rozplecenie helisy DNA [71]. Mozliwe jest, ze
w warunkach in vivo biatko IciA wptywa na czestosé
inicjacji replikacji chromosomu E. coli przez
zwigzanie z regionem oriC lub przez wptyw na tran-
skrypcje innych genow (np. IciA aktywuje tran-
skrypcje dnaA i nrd E. coli) [71]. Proces regulacji
czestosci inicjacji replikacji u innych bakterii zostat
znacznie  stabiej poznany. Prawdopodobnie
u wszystkich bakterii aktywnos$¢ biatka DnaA podle-
ga regulacji na poziomie wigzania czasteczki kofak-
tora (ATP/ADP). Przypuszczalnie poziom biatka
DnaA jest regulowany we wszystkich komdrkach
bakteryjnych. Ekspresja genu dnaA niektorych bak-
terii jest autoregulowana, np. E. coli, B. subtilis czy
Streptomyces [72-75], a innych nie, np. Thermus
thermophilus [76]. Biatko DnaA niektérych bakterii
jest Scisle zwigzane z btong komérkowa, np. E. coli
czy Helicobacterpylori [66, 77]. Natomiast u innych
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bakterii np., B. subtilis [78] czy Streptomyces (B.
Ruban-O$miatowska, dane niepublikowane),
DnaA jest biatkiem cytoplazmatycznym; jego po-
ziom prawdopodobnie podlega regulacji przez mia-
reczkowanie za pomoca regionéw chromosomu ana-
logicznych do miejsca datA E. coli (miejsca inc B.
subtilis czy zgrupowania sekwencji DnaA na chro-
mosomie Streptomyces). Inicjacja replikacji jest
réwniez kontrolowana przez czynniki zalezne od
fazy i warunkow wzrostu danej bakterii, np. u Caulo-
bacter crescentus przez biatko CtrA. C. crescentus
jest bakterig o ztozonym cyklu rozwojowym, obej-
mujacym przeksztatcenie urzesionych komoérek ru-
chliwych w komorki osiadte [79]. Replikacja DNA
nastepuje tylko w komérkach osiadtych. CtrA (ang.
celi cycle transcription regulator) jest nie tylko
czynnikiem odpowiedzialnym za regulacje tran-
skrypcji gendw (wptywa na ekspresje ponad 26% ge-
néw), ale rowniez kontrole inicjacji replikacji, mor-
fogeneze i podziatl komérek C. crescentus. Aktyw-
no$¢ CtrA podlega regulacji zaleznej od fazy wzrostu
komoérki [26]. Ufosforylowane CtrA-P wigze sie
z wysokim powinowactwem z regionem oriC i ha-
muje proces replikacji chromosomu [80]. Podczas
przejscia komorki ruchliwej w osiadtg biatko CtrA
ulega proteolizie i moze dojsé do inicjacji replikacji
chromosomu C. crescentus. W regulacji czestosci
inicjacji replikacji bakterii prawdopodobnie biorg
udziat biatka zmieniajgce topologie DNA, np. IHF
u C. crescentus [26], Geny kodujace biatka HU, IHF
i H-NS wystepujg w chromosomach enterobakterii
i niektérych innych bakterii Gram-ujemnych; homo-
logi biatka HU znaleziono w chromosomach Gram-
-dodatnich bakterii Bacillus stearothermophilus
i Anabaena spp [81]. Rola tych biatek w procesie re-
plikacji chromosomoéw zostata najlepiej poznana
u E. coli [82-84], natomiast u innych bakterii nie jest
doktadnie  wyjasniona; przypuszcza sie, ze
wptywajac na topologie chromosomu moga regulo-
wac czesto$¢ powielania DNA [81].

Prace zmierzajace do wyjasnienia procesu inicja-
cji replikacji chromosmu archebakterii prowadzone
sg od stosunkowo niedtugiego czasu, dlatego prawie
nic nie jest wiadomo na temat mechanizméw regu-
lujgcych czesto$¢ powielania DNA archebakterii.

Problem kontroli replikacji DNA u eukariontdw
jest w ostatnim czasie przedmiotem duzego zaintere-
sowania naukowcéw; wyniki badan zostaty przedsta-
wione w kilku obszernych pracach przeglagdowych
(m. in. 23, 85-87). Replikacja chromosomow euka-
riotycznych musi by¢ $cisle powigzana z fazami cy-
klu komorkowego. Proces ten jest bardzo ztozony
i obejmuje wiele czynnikéw, dziatajacych na pozio-
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mie zaréwno DNA (organizacja chromatyny), jak
i biatek inicjatorowych. Synteza nowych chromoso-
méw rozpoczyna sie w fazie S (chociaz kompleks
preinicjacyjny tworzy sie w miejscach ori jeszcze
pod koniec fazy M lub we wczesnej fazie G1) i musi
sie zakonczy¢ przed fazg G2 [58]. Jednoczesna akty-
wacja kompleksow pre-inicjacjacyjnych ipbézniejsze
hamowanie aktywno$ci biatlek inicjatorowych
w trakcie syntezy DNA tak, aby nie dochodzito do re-
micjacji replikacji, jest warunkiem wiasdciwej syn-
chronizacji procesu. Aktywno$¢ biatek inicjatoro-
wych podlega kontroli przez wigzanie i hydrolize
ATP, fosforylacje przez kinazy, degradacje lub kon-
trole lokalizacji komérkowej w roznych fazach cyklu
(translokacja biatka z jadra do cytoplazmy), lub
przez inne czasteczki, np. geminine. Aby kompleks
ORC mdgt zwigza¢ sie z DNA i by¢ aktywnym
w procesie inicjacji replikacji musi by¢ zwigzany
z ATP. Hydroliza ATP jest stymulowana przez jed-
noniciowy DNA, tak, ze po inicjacji replikacji kom-
pleks jest nieaktywny inie dochodzi do reinicjacji re-
plikacji [23]. Aktywnos$¢ biatka Cdco jest nie tylko
kontrolowana przez wigzanie i hydrolize ATP, ale
rowniez przez zmiane jego lokalizacji lub induko-
wang proteolize biatka w odpowiednich fazach cy-
klu. U S. cerevisiae, S. pombe i X. laevis zalezna od
kinazy CDK fosforylacja biatka Cdc6 na poczatku
fazy S indukuje jego degradacje [87]. W komérkach
ssakéw ufosforylowane biatko Cdc6-P ulega nato-
miast w fazie S cze$ciowej translokacji do cytopla-
zmy. Kontrola aktywnos$ci biatek przez zalezna od
cyklin fosforylacje zdaje sie by¢ swoista dla komé-
rek eukariotycznych. Co prawda, jak juz wczesniej
wspomniano, inicjacja replikacji chromosomoéw
bakteryjnych jest réwniez posrednio regulowana
przez fosforylowane biatka, jednak nie sg to biatka
zaangazowane bezposrednio w proces inicjacji repli-
kacji (nie sg to biatka inicjatorowe). U eukariontéw
dotychczas  scharakteryzowano  dwie  kinazy
wplywajgce na czesto$¢ procesu inicjacji replikacji:
wspomniana juz CDK oraz kinaza DDK (ang.
Dbf'4-dependent kinase). Obie kinazy (aktywne w fa-
zie S) sg niezbedne do zajScia inicjacji replikacji.
Jednak doktadny sposdb dziatania CDK i DDK nie
jest do konca wyjasniony; nie zidentyfikowano tez
wszystkich biatek, ktore sg substratami dla wymie-
nionych kinaz [23]. Inicjacja replikacji chromoso-
méw komorek zwierzat tkankowych (fac. metazoa,
ale me roslin lub grzybéw) podlega regulacji przez
geminine. Czasteczka ta jest niewielkim biatkiem,
ktore oddziatujgc z biatkiem Cdtl hamuje jego zdol-
no$¢ do dostarczania helikazy MCM do kompleksu
pre-RC [87], Wysokie stezenie gemininy obserwo-
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wane w fazie M ulega obnizeniu w fazie GI, aby na-
stepnie wzrosngé znéw w fazie S. U ssakéw aktyw-
no$¢ gemininy jest regulowana przez indukowang
degradacje biatka, natomiast w jajach X. laevis
biatko nie ulega degradacji w fazie GI, ale jego ak-
tywnos¢ inhibitorowa jest unieczynniana przez mo-
dyfikacje posttranslacyjne [87]. Wiele z czynnikéw
regulujacych replikacje chromosoméw eukariotycz-
nych nie zostato jeszcze doktadanie zbadanych, np.
wptyw struktury chromatyny na aktywnos$¢ miejsc
ori. Przypuszcza sie, ze czynniki regulujace tran-
skrypcje genéw réwniez wptywaja na proces inicja-
cji replikacji [31, 88-90].

V1. Analiza procesu inicjacji replikacji —
metody badawcze

Analiza procesu inicjacji replikacji DNA obejmu-
je identyfikacje regionéw ori chromosomoéw i wy-
réznienie biatek inicjatorowych oraz charakterysty-
ke ich wzajemnego oddziatywania. Badanie czynni-
kéw regulujacych czestosé inicjacji replikacji jest
dalszym etapem prac zmierzajacych do petnego wy-
jasnienia procesu powielania chromosomu. Identyfi-
kacje regiondw ori umozliwiajg stosowane od dawna
techniki: analiza replikacji minichromosoméw oraz
badanie wbudowywania analogdw nukleotydow
(zwykle znakowanych radioaktywnie) w chromoso-
malny DNA synchronizowanych hodowli komdrko-
wych. Minichromosom jest plazmidem zawie-
rajacym chromosomalny region orzjako jedyne miej-
sce inicjacji replikacji DNA; jego niezalezna replika-
cja w komdrkach danej bakterii Swiadczy o tym, ze
jest to miejsce, w ktorym na chromosomie rozpoczy-
na sie powielanie DNA. Badanie replikacji plazmi-
déw stanowigcych swoistg biblioteke fragmentéw
chromosomalnego DNA pozwala na identyfikacje
regionu ori chromosomu bez uprzedniego wyznacze-
nia przypuszczalnych, prawdopodobnych miejsc ini-
cjacji replikacji. Metoda ta ma jednak ograniczenia:
stosuje sie jg tylko do wyznaczania regiondéw ori
bakterii i nizszych eukariontéw (S. cerevisiae), a
ostatnio archebakterii, nie mozna jej jednak stoso-
waé uwyzszych eukariontéw. Nie wszystkie organi-
zmy tolerujg dodatkowa kopie ori obecng w komorce
i u nich technika konstrukcji minichromosomu nie
moze byé stosowana. Ponadto, jak wykazaty bada-
nia, wymagania co do dtugosci i sekwencji regionu
ori dla minichromosomu i chromosomu sg rézne
[91], i zalezg od rodzaju uzytego plazmidu czy se-
kwencji okalajagcych umozliwiajgcych rozplecenie
DNA [92]. Nie mniej jednak, technika ta wcigz jest
jednym z podstawowych sposoboéw identyfikacji re-
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gionoéw inicjacji replikacji chromosoméw. Wyzna-
czanie miejsc inicjacji replikacji chromosomdw
przez analize wbudowywania analogow nukleoty-
déw w DNA jest rGwniez powszechnie stosowane za-
réowno u pro-jak ieukariontéw. Metoda opiera sie na
analizowaniu regionéw DNA, w ktére zostaty wbu-
dowane odpowiednio znakowane nukleotydy, i po-
réwnania intensywnos$ci wyznakowania DNA w za-
leznosci od potozenia na chromosomie. Region
DNA, ktéry najwcze$niej ulega zaznaczeniu jest
miejscem, w ktérym rozpoczyna sie replikacja DNA.
Podstawowg wadg stosowanej metody jest koniecz-
no$¢ synchronizacji wzrostu komdrek, co nie w ka-
zdym przypadku jest mozliwe, i zwykle wymaga
konstruowania zmutowanych szczepow. Metode te
mozna wykorzysta¢ rowniez do badania hodowli ko-
marek niezsynchronizowanych [6, 93], jednak w ta-
kich przypadkach niezbedne jest wczesniejsze, przy-
blizone wyznaczenie regionéw ori innymi metodami
(np. in silico, patrz ponizej). Podobne wymagania
dotycza techniki identyfikacji regionu ori metoda
elektroforezy dwukierunkowej DNA (tzw. ang. two
dimensional gel) [94], Wykorzystuje sieja do identy-
fikacji regionow ori zaréwno bakterii, archebakterii
jak i nizszych eukariontéw (drozdze). Niezbedna
w przypadku tej metody jest znajomos$¢ przyblizonej
lokalizacji regionu ori oraz wskazane jest izolowanie
DNA z synchronizowanych hodowli (DNA izolowa-
ny z komérek z niezsynchronizowanych hodowli jest
ubozszy w intermediaty replikacyjne). W ostatnich
latach opracowano wiele nowych technik stuzgcych
do wyznaczania regiondéw ori, takie jak: detekcja
fragmentdw DNA metodg fluorescencyjnej hybrydy-
zacji in situ tzw. FISH (ang.fluorescentin situ hybri-
dization, [95-97]), technika tzw. ang. moleculcir
combing [32, 98] czy wyznaczanie miejsca inicjacji
replikacji metodg RIP (ang. replication initiation
point mapping, [11, 99-101]). Ostatnia z wymienio-
nych metod pozwala wyznaczy¢ miejsce startu repli-
kacji DNA z doktadnoscia do kilku nukleotydéw, po-
zostate z doktadnoscig kilkuset par zasad. Wiekszos¢
zwymienionych metod opiera sie na wczes$niejszym,
przyblizonym wyznaczeniu przypuszczalnego miej-
sca inicjacji replikacji, zwykle metodg komputero-
wej analizy sekwencji DNA (tzw. analiza in silico).
Analiza sekwencji nukleotydowej catych chromoso-
moéw umozliwia wyznaczanie regionéw ori chromo-
somow bakterii i archebakterii, niestety nie mozna
jej wykorzysta¢ do identyfikacji miejsc ori chromo-
somow eukariotycznych. Badajgc sktad nukleotydo-
wy nici chromosomu pod katem czestosci wystepo-
wania na niej cytozyny (C) i guaniny (G) zauwazono,
ze ni¢ wiodgca statystycznie zawiera wiecej guaniny

114

niz cytozyny [102. 103]. Podobng zalezno$¢ zaobser-
wowano analizujgc czesto$¢ wystepowania okreslo-
nych krétkich sekwencji nukleotydowych na jednej
z nici [104], Mozna to zilustrowaé graficznie na wy-
kresie przedstawiajagcym wzgledng zmiane skiadu
nukleotydowego jednej z nici (wystepowanie G, C
lub krétkich sekwencji). Obserwowane na wykresie
minimum i maksimum (zwigzane ze zmiang sposobu
syntezy nici z wiodgcej na opdzniong i odwrotnie)
odpowiada miejscom na chromosomie, w ktoérych
rozpoczyna i kofAczy sie replikacja chromosomu.

Biatka zaangazowane w proces inicjacji replikacji
identyfikuje sie najczesSciej przez konstrukcje zmu-
towanych szczepéw i analize wybranych mutantéw,
u ktoérych obserwuje sie zaburzenia procesu replika-
cji DNA. W ten sposob znaleziono m. in. biatko
DnaA E. coli [105, 106] czy drozdzowe biatka MCM
[107, 108]. Do analizy oddziatywania biatek inicja-
torowych in vivo stosuje sie drozdzowe systemy
dwu- i tréjhybrydowe. Poznanie biatek inicjatoro-
wych oddziatujacych z DNA pozwala rowniez na
identyfikacje regionéw ori za pomocg immunopre-
cypitacji in vivo; dysponujac przeciwciatem skiero-
wanym  przeciwko danemu biatku mozemy
~wytapaé” z komorki nukleoproteinowy kompleks
tego biatka z regionem ori. Co wiecej, mozliwosé za-
stosowania biatek fluorescencyjnych w fuzji
z biatkami inicjatorowymi lub biatkami aparatu re-
plikacyjnego umozliwia $ledzenie procesu replikacji
i segregacji chromosomu in vivo [109].

VIl. Podsumowanie

Hipoteza dotyczgca mechanizmu inicjacji replika-
cji chromosomu bakteryjnego, ogtoszona po raz
pierwszy ponad 40 lat temu, okazata sie by¢ prawdzi-
wa i uniwersalna dla organizmow wszystkich trzech
krélestw: bakterii, archebakterii i eukariontéw. Ini-
cjacja replikacji rozpoczyna sie zawsze w okreslo-
nym miejscu (lub miejscach) chromosomiu. U bakte-
rii jest to jedno, zawsze to samo miejsce oriC rozpo-
znawane przez pojedyncze biatko inicjatorowe
DnaA. U nizszych eukariontéw (5. cerevisiae)
miejsc inicjacji replikacji DNA jest wiecej i zawie-
rajg one Scisle zdefiniowane elementy strukturalne
rozpoznawane przez kompleks inicjatorowych
biatek ORC. U wyzszych eukariontéw, miejsca ini-
cjacji replikacji nie zawierajg zadnej okre$lonej, po-
wtarzajacej sie sekwencji (poza zwiekszonym
udziatem par AT), a co wiecej, w réznych fazach roz-
woju komérkowego miejsca ori sg rézne. Jednak jak
dotychczas pokazano, ori nie jest regionem przypad-
kowym, a o wyborze miejsca startu syntezy DN A de-
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cydujg czynniki, ktére nie zostaty jeszcze do konca
poznane. U archebakterii, najmniej zbadanej grupy
mikroorganizmow, miejsce ori moze byc¢ jedno, dwa
lub Kilka.

Biatka inicjatorowe odpowiedzialne sg za swoiste
wigzanie regiondéw ori, a ich aktywnos$¢ podlega
Scistej regulacji. U organizméw prokariotycznych
jest tylko jedno biatko inicjujace replikacje (bakte-
ryjne DnaA i Orcl/Cdcé u archebakterii), ktére od-
powiada za rozpoznanie i zwigzanie regionu ori, roz-
plecenie helisy DNA, oddziatywanie z biatkami to-
warzyszacymi (np. helikazg DnaB czy MCM).
Biatko inicjatorowe bierze takze udziat w regulacji
procesu inicjacji replikacji. U archebakterii biatko
Orcl/Cdcéd dodatkowo wprowadza helikaze MCM
do kompleksu otwartego, petnigc funkcje analo-
giczng do biatek: bakteryjnego DnaC i eukariotycz-
nego Cdco6. U eukariontow kompleks ORC ztozony
z 6 biatek petni role inicjatora. Biatka wchodzace
w skitad kompleksu spetniajg rézne, nie do konca
jeszcze poznane funkcje. Aktywnos¢ niektorych
podlega regulacji przez zwigzanie i hydrolize ATP,
inne  uczestniczag w  oddziatywaniach  mie-
dzyczasteczkowych, prawdopodobnie nie wszystkie
tez wigzg DNA, np. uS. cerevisiae do oddziatywania
z DNA niezbednych jest 5 z 6 podjednostek ORC
(Orclp-Orchp).

Replikacja chromosomu musi by¢ powigzana
z cyklem komérkowym. W proces regulacji zaanga-
zowane sg zaro6wno biatka inicjatorowe jak i biatka
przekazujace sygnat w odpowiedzi na zmiany wa-
runkéw Srodowiska. Najbardziej ztozony system re-
gulacyjny wystepuje u eukariontéw, u ktérych w sko-
ordynowaniu inicjacji replikacji z wielu miejsc chro-
mosomu w S$ci$le okreSlonym momencie przejscia
fazowego GI/S uczestniczy wiele czynnikéw, m. in.
zalezne od poziomu cyklin kinazy biatkowe i struk-
tura chromatyny.

Inicjacja replikacji chromosomu archebakterii
jest stosunkowo najmniej poznana, chociaz badania
zostaty w ostatnim okresie znacznie zintensyfikowa-
ne. Proces ten zdaje sie taczy¢ cechy systemu bakte-
ryjnego (przewaznie jedno ori w chromosomie) z eu-
kariotycznym (homologia biatek inicjatorowych).
Co ciekawe, dalsze etapy replikacji sg podobne albo
do procesu zachodzacego u bakterii, albo ueukarion-
tébw. Szybkosé syntezy chromosomalnego DNA ar-
chebakterii jest zblizona do szybkos$ci syntezy chro-
mosomu eubakterii; u eukariontéw synteza DNA
przebiega znacznie wolniej (Tabela 1). Natomiast,
podobnie jak u eukariontéw, fragmenty Okazaki ar-
chebakterii sg znacznie krétsze od analogicznych
fragmentow syntetyzowanych w komorkach bakterii
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(Tabela 1). Dalsze badania zmierzajace do poznania
mechanizmow regulacyjnych u archebakterii po-
zwolg na petniejsza charakterystyke procesu inicja-
cji i kontroli replikacji DNA oraz wyr6znienie uni-
wersalnych elementéw zaangazowanych w procesy
komérkowe zarowno bakterii, archebakterii jak ieu-
kariontow.
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Czynnik transkrypcyjny NFkB — nowa perspektywa w

leczeniu nowotworow

Transcription factor NFkB — a new perspective in

anticancer therapy

BEATA MARIA GRUBER
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IV. NFkB a programowana $mieré¢ komarki
IV-1. Antyapoptotyczna aktywno$¢ NFkB
1V-2. Proapoptotyczna aktywno$¢ NFkB

V. Znaczenie biatek grupy Rel/NFKB

VI. NFkB a nowotwory
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Wykaz stosowanych skrotow: AP-1 — biatko aktywatorowe
(ang. activator protein)’, ARD — domena wielokrotnych powto-
rzen ankirynowych (ang. ankiryn repeat domain)‘, clAP — ko-
morkowy inhibitor apoptozy (ang. cellular inhibitor ofapopto-
sis)', DIL— ligandy indukujace $mier¢ (ang. death inducing li-
gands)', FeTBAP — metaloporfiryna o wiasnosciach enzymu
przeciwutleniajacego (ang. Fe Il tetrakis(4 benzoic acid) por-
phyrin)', NAK — kinaza aktywujgca NFkB (ang. NFkB activa-
ting kinase)', NFkB — czynnik transkrypcyjny kB (ang. nuclear
factor kB)\ NIK — kinaza indukujaca NFkB (ang. NFkB indu-
cing kinase)', NLS - sekwencja odpowiedzialna za translokacje
do jadra (ang. nuclear localization signal)’, RHD — domena ho-
mologiczna z biatkiem Rei (ang. Rei homology domain); TAD
— domena aktywujgca trakskrypcje (ang. transcription activa-
ting domain)’, TNF — czynnik nekrozy nowotworu (ang. tumor
necrosis factor)', IL-interleukina; IkB — inhibitor kB; IKK —
kinazy fosforylujgce 1kB; MAPKK — kinaza kinazy biatkowej
aktywowanej mitogenem (ang. mitogen — activated protein Kki-
nase kinase); FAS — antygen powierzchniowy, jeden z recepto-
réw z nadrodziny TNF; JAK-2 — kinaza z rodziny Janus;
MAPK — kinaza biatkowa aktywowana mitogenem (ang. mito-
gen — activated protein kinase); MEKK 1,3 — kinazy kinazy
biatkowej aktywowanej mitogenem, ktérych aktywno$¢ regu-
luja czynniki pozakomérkowe (ang. mitogen — activatedprote-
in/extracellular signal — regulated kinase kinases 1,3); TRAF
— czynnik zwigzany z receptorem z nadrodziny TNF; TNF-R

receptor TNF; MAPKKK-ERK1/2 — kinazy kinazy kinazy
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biatkowej, ktorych aktywnos$¢ regulujg czynniki pozakomorko-
we (ang. mitogen-activated protein kinase kinase kinases —
extracellulary regulated 1/2); Akt — kinaza biatkowa; TRADD
— biatko z domeng $mierci wigzace sie z receptorem TNF-R,;
FADD — biatko z domeng $Smierci wigzace sie z receptorem
FAS; IKKi — kinaza spokrewniona z IKKa i IKK(3; PEST
sekwencja bogata w reszty proliny, kwasy glutaminowego, sery-
ny i treoniny; NEMO/IKKAP-1 — inaczej, kinaza IkB-IKKy
(ang. NFkB essential modulator IKK — associated protein);
Bcl-2 — biatko antyapoptotyczne; Bcl-xL — biatko antyapop-
totyczne z rodziny Bcl-2 regulujgce apoptoze w komérkach ner-
wowych; Bfl-/Al — biatko homologiczne z biatkiem Bcl-2;
Src(p56Iik) — kinaza tyrozynowa z rodziny Src; RIP — Kkinaza
serynowo-treoninowa, biatko oddziatywujace z receptorem
(ang. receptor interacting protein); TRAIL — ligand indu-
kujacy apoptoze, zwigzany z TNF (ang. TNF— related apopto-
sis inducing Ugand); IEX 1L — gen kodujacy biatko blokujace
apoptoze , indukowana przez FAS lub TNFa; SRD — domena
przejmujaca sygnal(ang. signal receiving domain)

I. Wstep

Czynnik transkrypcyjny NFkB (ang. nuclearfac-
tor kappa B) odkryto w jadrach dojrzatych limfocy-
téw B. Prowadzone w ciggu ostatnich lat badania po-
zwolity okreslié jego role w procesach rozwoju, réz-
nicowania i wzrostu komérek [1]. Bardzo istotnym
wydarzeniem w dziedzinie biologii molekularnej
byto odkrycie w czterech niezaleznych osrodkach w
roku 1996, ze czynnik transkrypcyjny NFkB pod
wptywem dziatania r6znego rodzaju czynnikéw ta-
kich jak m.in. promieniowanie UV, cytostatyki,
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czynnik nekrozy nowotworu, ulega aktywacji i w
formie aktywnej moze hamowaé procesy apopto-
tyczne w komérkach [1]. Zauwazono tez korelacje
miedzy zjawiskiem hamowania aktywnosci NFkB a
wzrostem wrazliwosci nowotworéw dotychczas
opornych na terapie m.in. doksorubicyng i etopozy-
dem [2-5], Odkrycie to wzbudzito duze nadzieje na-
ukowcoéw na wyjasnienie zjawiska opornosci komaé-
rek nowotworowych oraz na zaprojektowanie terapii
skojarzonej skutecznej w leczeniu nowotworéw le-
koopornych. Niniejsza praca przegladowa stanowi
probe przyblizenia funkcji czynnika NFkB, petnio-
nej w organizmie, mechanizméw jego aktywacji i
wptywu na procesy apoptotyczne, atakze, co za tym
idzie, wskazania kierunkdw wykorzystania NFKB w
terapii przeciwnowotworowej.

Il. Og6lna charakterystyka strukturalno-
-funkcjonalna

Czynnik trakskrypcyjny NFKkB zostat odkryty
przez Sena i Baltimore’a w 1986 r.jako kon-
stytutywny czynnik transkrypcyjny w dojrzatych
limfocytach B, gdzie wigze sie z sekwencjg promoto-
rowg GGGGACTTTCC, obecng w rejonie wzmac-
niajagcym (ang. enhancer region) pomiedzy genami J
i C tancucha lekkiego kappa immunoglobulin [1,6].
W komoérkach ssakéw wystepuje pie¢ réznych pod-
jednostek NFkB, ktérych wspo6lng cechgjest domena
RHD znajdujagca sie w regionie N-koncowym,
sktadajaca sie z 300 aminokwasow, a odpowiedzial-
na za dimeryzacje z sekwencjg NLS , translokacje
czynnika, wigzanie z DNA iudziat w transkrypcji ok.
300 gendw [6,7].

Miejsca w DNA, z ktérymi specyficznie wigze sie
aktywny czynnik NFkB okresla sie mianem miejsc
“kB” [9]. Aktywne kompleksy NFkB sg dimerami,
zawierajacymi réznorakie kombinacje polipeptydéw
z rodziny Rei: p50 (NF-kB1); p52 (NF-kB2); Rei A
(p65), Rei B, c-Rel [1,7,8,10-13], Biatka z rodziny
Rei wykazujg zmienng stabilno$¢ i specyficzno$¢ w
tworzeniu homo-lub heterodimeréw. | tak, podjed-
nostka Rei B nie jest zdolna do zadnych potgczen z
c-Rel czy Rei A, a homodimery p50 badz p65 sg for-
mami mniej stabilnymi.

Z uwagi naroéznice w rejonie C-koncowym, biatka
Rel/NFKB mozna podzieli¢ na dwie klasy. Do pierw-
szej zalicza sie biatka p50 i p52, ktére powstajg w
wyniku proteolizy nieaktywnych biatek prekursoro-
wych: p105 i plOO. Do drugiej klasy zalicza sie
biatka nie wymagajace prekursoréw: RelA (p65), Rei
B ic-Rel, zawierajagce w rejonie C-koricowym nieho-
mologiczng domene TAD [6-8,13].
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Nieaktywny kompleks NFkB pozostaje w cyto-
plazmie komérek, potaczony z dodatkowg podjed-
nostkg— inhibitorem. Inhibitorami sg w tym przy-
padku biatka z rodziny IkB (IkBcx, IkB(3, 1kBs, IkBy
itd). ich funkcjgjest blokowanie translokacji aktyw-
nego kompleksu NFkB do jadra [1,6,8,9,14,15]. Ka-
zde z tych biatek zawiera trzy istotne funkcjonalnie
regiony: domene ARD, ktdra odpowiada za interak-
cje podjednostki inhibitora z dimerem NFkB; do-
mene SRD, mieszczacg sie w rejonie N-kohcowym,
zaangazowang w proces fosforylacji i ubikwitynacji
podjednostki inhibitorowej i wreszcie sekwencje
PEST w rejonie C-kofAcowym, ktéra wraz z sekwen-
cja ARD stabilizuje kompleks NFkB/IkB [6,8].
Ostatnio wykryto kolejne biatko z rodziny IkB —
iKBe, blokujgce przemieszczenie biatek NFKB :
jadra do cytoplazmy [7], Dziatanie podjednostek in-
hibitorowych IkB polega na stymulowaniu zmian
konformacyjnych w podjednostkach RelA (p65), w
wyniku ktérych nastepuje przestoniecie sekwencji
NLS, odpowiedzialnej za translokacje czynnika do
jadra komdrki. Interakcja inhibitorow z domeng
RHD hamuje wigzanie NFkB z DNA [6]. Funkcje in-
hibitora moze tez petni¢ duza czasteczka prekursora
plOO Ilub p105. Dzigki wielu powtdérzeniom ankiry-
nowym, prekursory p 100 i p 105 wptywaja hamujgco
na translokacje dimeru do jadra ijego wigzanie z
DNA [6,15].

Ekspresja podjednostki 1kBd moze decydowac o
wzmozonej aktywnos$ci funkcjonalnie zréznicowa-
nych komplekséw NFkB. Zr6znicowane kompleksy,
np. pozbawione podjednostki p65 mogg w okre$lony
spos6b sprawowac kontrole nad wzrostem i procesa-
mi réznicowania w zaleznos$ci od typu komorek iro-
dzaju stymulatora [16].

Sposrod wielu mozliwych potgczen podjednostek
biatkowych w kompleksy NFkB, najczesciej spoty-
kany jest heterodimer: RelA (p65); NFkBI
(pl05/p50), potaczony z inhibitorem IkBd [7,9,13].

W ostatniej dekadzie bardzo poszerzyl sie stan
wiedzy o odpowiedzi komorkowej nar6znego rodza-
ju stymulatory zewnetrzne. Wykazano, ze w duzej
mierze prowadzg one do aktywacji czynnika NFkB
[7], Rodzaj czynnikow indukujgcych NFkB pozwolit
stwierdzié, ze odpowiedZz komdrki w postaci zakty-
wowania NFkB jest reakcjg na stres i wystepuje
zwykle przy poddawaniu komorki stymulacji apop-
totycznej [7,12].

Wsréd stymulatoré6w NFkB mozna wymienié: cy-
tokiny, uwalniane w procesie zapalnym; lipopolisa-
charydy — produkowane w infekcjach wywotanych
przez Staphylococcus aureus; hemaglutynine, wy-
twarzang przez wirusa grypy, substancje wytwarzane
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przez wirusa HIV-1 [7,13]. Spos$rdod czynnikéw fi-
zycznych, aktywujacych NFkB wyrézni¢ mozna:
promieniowanie UV, dym z papieroséw, stres oksy-
dacyjny. Do aktywatordw nalezg takze zwigzki takie
jak: haloperydol, taksol, inhibitory topoizomeraz | i
I, antymetabolity, winkrystyna, winblastyna, insuli-
na itd. [7,12,13,18,19].

Sekwencja kB znajduje sie w obrebie genow istot-
nych dla proceséw odpowiedzi immunologicznej,
proliferacji, apoptozy, proceséw zapalnych. Sg to
geny kodujace: interferon [3; biatka adhezyjne; cyto-
kiny; biatka TRAF-1,2 (wigzace sie z receptorem
TNF); inhibitory biatek apoptotycznych jak, c-1AP 1,
C-1AP2, X-1AP, IEX-1L; manganozalezng dysmuta-
ze ponadtlenkowg. Ostatnio zidentyfikowano takze
geny kodujace biatka antyapoptotyczne Bcl-xL i
Bfl-1/Al z rodziny biatek Bcl-2 jako zalezne od
czynnika transkrypcyjnego NFkB [1, 6, 7, 10, 11, 13,
19].

Pula genéw aktywowanych przez NFKB zmienia
sie w zaleznosci od sktadu zaktywowanego kom-
pleksu czynnika. Mogg bowiem wystepowaé subtel-
ne réznice w swoistosci wzgledem wigzanej sekwen-
cji DNA. Mozliwe jest, ze rozne podjednostki NFkB
wykazujg niski stopieri homologii domen transakty-
wujacych [6].

I1l. Mechanizmy aktywacji NFkB

Mechanizm aktywowania kompleksu NFkB
zalezy od rodzaju stymulatora, atakze od rodzaju ko-
marki, poddawanej dziataniu czynnika stresujgcego
[7]. Jednym z bardzo silnych stymulatorow NFkB
jest TNF [3,7,12].

Zwigzanie liganda z receptorem TNF R urucha-
mia kaskade reakcji z udzialem biatek TRADD,
TRAF-2, RIP [3,20]. To ostatnie z bialek wspot-
dziatajac z kinazg MEKK3 odgrywa role w fosfory-
lacji i jednoczesnej aktywacji kompleksu kinazy
IkBd (IKK) [1,7,10]. IKK to seryno-specyficzny
kompleks katalityczny, sktadajacy sie z trzech poli-
peptydéw. Dwa z nich, IKKa (IKK-1) i IKK(3
(IKK-2) stanowia podjednostki katalityczne, pod-
czas gdy trzeci, dimer lub trimer IKKy (inaczej
NEMO lub IKKAP-1)jest regulatorem. IKKa i IKK[3
tworza dimery potgczone suwakiem leucynowym i
razem z NIK sg elementami makromolekularnego
kompleksu enzymatycznego. Nieaktywny kompleks
IKK nie jest ufosforylowany. Dopiero pod wptywem
stymulatora, np.TNF, nastepuje aktywacja szeregu
kinaz za posrednictwem podjednostki NEMO i fos-
forylacja IKKp, a nastepnie pozostatej czesci kom-
pleksu (IKKa lub IKKp, jesli jest to homodimer).
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Tak zaktywowany kompleks zdolny jest do fosfory-
lacji IkBo [6,8,19]. Orange i Geha [21] podaja,
ze podjednostka IKKa wykazuje takze, niezalezng
od kompleksu IKK, zdolno$¢ do indukowania prze-
ksztatcania prekursora - biatka plOO w aktywne
biatko p52, wchodzace w sktad aktywnego komplek-
su NFkB.

W ostatnim czasie pojawity sie prace opisujgce
nowg funkcje regulatorowg IKKa-podjednostki
kompleksu IKK. Zaobserwowano, ze IKKa pod
wptywem cytokin, jak TNF czy IL-6, ulega kumula-
cji w jadrze i bierze udziat w procesie fosforylacji
Ser 10 w histonie H3 znajdujacym sie na odcinku
promotorowym w genie IkBo.. W ten sposéb IKKa
moze oddziatywa¢ na strukture chromatyny i
wptywacé na odstanianie sekwencji kB w genie 1kBo,
posredniczac w resyntezie biatka IkBo. Potwierdze-
niem takiej funkcji IKKa sg wyniki, uzyskane przez
Anesta iwsp.[22]. Autorzy wykazali, ze w ptodo-
wych fibroblastach (MEFs) myszy pozbawionych
genu IKKa, resynteza biatka IkBo byta op6zniona w
stosunku do resyntezy w komorkach zawierajgcych
ten gen. Ci sami autorzy wykazali, ze IKKa jest
zdolny do bezpos$redniej fosforylacji histonu H3 in
vitro.

Kompleks IKK  fosforyluje biatko IkBo
(wchodzgce w skiad struktury NFkB) w pozycjach
Ser 32 i Ser 36 [8,16]. Ufosforylowanie dwoch reszt
serynowych w N-koncowym fragmencie czasteczki
IkB prowadzi do ubikwitynacji reszt Lys 21 i Lys 22 i
w konsekwencji do degradacji biatka przy udziale
proteasomu 26S, co w efekcie koncowym powoduje
przemieszczenie aktywnego dimeru p50/p65 do
jadra, gdzie wigze sie on z sekwencjg 5’-GGGA
CTTTC-3"[1,6,7,10,13]. Aktywacja NFKB wymaga
catkowitego rozpadu podjednostki iKBa [23]. W ak-
tywacje kompleksu IKK mogg by¢ takze wigczone
inne kinazy z grupy MAPKKK, a wsrdd nich kinazy
MEKK 1-3 i NIK, indukujace jedng z kinaz
MAPKKK-ERK1/2 [8,24], Wykazano tez udziat ki-
nazy C, Akt, IKKi oraz NAK [6].

Tardznorodnos$¢ biatek o aktywnosci kinazowej w
szlaku sygnatowym, aktywujacym NFkB, daje przy-
najmniej czeSciowg odpowiedZ na pytanie, dlaczego
tak wiele mechanizméw moze prowadzié¢ do stymu-
lacji tego czynnika transkrypcyjnego. Dokiadny
udziat kazdego ze szlak6w nie jest poznany i moze
ulega¢ zmianie w zaleznosci od warunkéw ekspery-
mentu i stanu fizjologicznego komorki [6].

Intensywne badania ostatnich lat wykazaty, ze
procesy aktywacji NFkB wymagajg udziatu okoto 20
roznych kinaz biatkowych, tworzacych pod
wptywem  aktywatora kaskade reakcji, pro-
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wadzacych do fosforylacji kompleksu IKK (Ryc. 1).
Poszczegolne etapy tej drogi dotad stanowia cel po-
szukiwan naukowcéw. Uwaza sie, ze stymulacja ko-
madrek czynnikami takimi jak: interleukina 1, lipopo-
lisacharydy czy insulina aktywuje kinazy z rodziny
MAPK. Aktywacja mitogenem uruchamia fosforyla-
cje z udziatem kinazy rybosomalnej S6 (p90rbkl) [25].
Rodzaj kinaz, istotnych dla aktywacji NFkB zalezy
nie tylko od stymulatora, ale takze od rodzaju komo-
rek [7],

Mechanizm aktywacji moze by¢ rézny w zalezno-
§ci od rodzaju czynnika stymulujgcego NFkB. Zaob-
serwowano np., ze pod wptywem promieniowania X
lub stresu oksydacyjnego aktywacja NFkB nie wy-
maga rozpadu podjednostki IkBos ale zachodzi z
udziatem procesu fosforylacji tyrozyny w pozycji

42. Mechanizm ten nie jest do konca wyjasniony.
Ostatnio wykazano, ze erytropoetyna aktywuje
NFkB przy udziale kinazy .IAK2 i kompleksu IKK.
przez fosforylacje reszt tyrozynowych i serynowych
jednoczesnie [7]. Z kolei, aktywacja czynnika NFkB
pod wptywem promieniowania UV C (254nm) wy-
maga fosforylacji reszt serynowo-treoninowych
[8].W obu przypadkach procesy fosforylacji poprze-
dzajg proteolize podjednostki 1kBci [7,8].
Przypuszcza sie, ze istniejg przynajmniej dwie al-
ternatywne drogi aktywacji NFkB. Pierwsza ma
miejsce z udziatem kinaz IKK-a (lub IKK-1) i IKK(3
(lub IKK-2), ktore sg odpowiedzialne za fosforylacje
dwéch reszt serynowych. Ufosforylowane formy
tworzg z ubikwityng kompleksy, ktdre nastepnie ule-
gajg degradacji proteasomalnej z udziatem proteaso-

ERYTROPOETYNA
IL-1
uvce TNFa
JAK2 INSULINA
LIPOPOLISACHARYDY
E e
IR ¥ MAPKK 3
.. (MEKK1-3 NIK)
\ s IKK el
Src(p56'<k) o (E/' / /
(P Ser/Tyr //‘
Ser/Tre S/ '/ 1 J/"
[P) AP
T;”, ’/’ /Ser/Scr
Ls Ubikwitynacia___—»  PROTEASOM 26S
A PR
nieaktywny
NFkB s
PN
PS0)__ IkBa
~(p65)
IxBa ~._ (p50) i) rozpad
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s NFkB
aktywny e DNA
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Ryc. 1. Mechanizmy prowadzace do aktywacji NFkB w komoérkach, zréznicowane w zaleznosci od czynnika indukujacego. Na rysunku zaznaczono
dwa rodzaje aktywacji NFkB: z udziatem kompleksu kinaz IKK i procesdw ubikwitynacji idegradacji proteasomalnej podjednostki 1kBo (ja-
sne strzatki) oraz aktywacje zachodzgca niezaleznie od IKK i nie wymagajgca degradacji 1kBo. (ciemne strzatki).Pierwszy z przedstawionych
rodzajow aktywacji ma miejsce w przypadku stymulacji komoérek lipopolisacharydami, IL- 1, TNFa, insuling, erytropoetyng. Aktywowaniu
ulegajg wowczas kinazy z rodziny MAPKK (MEKK-1,3; NIK) lub JAK-2 w przypadku stymulacji erytropoetyna. Pod ich wptywem ufosfory-
lowaniu ulega kompleks IKK. Aktywny kompleks IKK jest zdolny do fosforylacji reszt serynowo-treoninowych w podjednostce 1kBo w przy-
padku stymulacji erytropoetyng lub serynowo-serynowych w przypadku stymulacji IL-1, TNFa, insuling, lipopolisacharydami. Fosforylacja
poprzedza proces ubikwitynacji i degradacji 1kBo z udzialem proteasomu 26S prowadzac do aktywacji NFkB. Szlaki aktywacji NFkB, nieza-
lezne od kompleksu IKK i proteasomu 26S, majg miejsce w komérkach stymulowanych promieniowaniem IR badZz UV C. Pod wptywem tych
czynnikéw zachodzi fosforylacja niezalezna od IKK, w resztach tyrozynowych 1kBo za posrednictwem kinazy z rodziny Src lub w resztach
serynowo-treoninowych, odpowiednio. Fosforylacja poprzedza proces oddysocjowania IkBo od reszty kompleksu NFkB i tym samym, akty-
wacji tego czynnika bez potrzeby degradacji 1kBo. Objasnienia symboli w wykazie skrétow.
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mu 26S. Kompleks ten sktada sie z proteasomu 20S
(700 kDa) i zasocjowanych na jego koncach dwdch
komplekséw regulatorowych 19S. Te z kolei zawie-
rajg ok. 15-20 r6znych podjednostek, majg aktywno-
§ci ATP-azowe, izopeptydazowe oraz wigzg ubikwi-
tyne. Kowalencyjne przytgczenie ubikwityny do
biatka substratowego jest gtbwnym sygnatem do pro-
teolizy. Proteasom 20S zawiera ok. 14 r6znych pod-
jednostek typu a lub [3(zaleznie od podobienstwa se-
kwencji). Katalityczna aktywnos$¢ proteasomu ogra-
niczona jest do podjednostek [3[25,26].

Druga droga aktywacji NFkB prowadzi przez fos-
forylacje niezalezng od kompleksu IKK [25].Takim
szlakiem aktywacji NFkB, niezaleznym od komplek-
su IKK, jest wspomniana stymulacja fosforylacji
IkBd przez promieniowanie UV C w resztach sery-
nowo-treoninowych, znajdujacych sie w obrebie do-
meny PEST w C-koncu podjednostki ItcBa miedzy
277 a 287 aminokwasem [8]. Promieniowanie IR ak-
tywuje NFkB m.in. poprzez fosforylacje reszt tyro-
zynowych w czasteczce IkB<x: udziatem kinaz z ro-
dziny Src. Ten sposdb aktywacji NFkB nie wymaga
rozpadu biatka IkB(x z udzialem proteasomu 26S
[25],

Struktury NFkB, odpowiedzialne za wigzanie z
DNA, sg obecne takze w genach biatek p50 i 1kBo, co
stanowi o istnieniu mechanizmu autoregulacji ak-
tywnosci omawianego czynnika transkrypcyjnego
[10]. Zaktywowany dimer NFkB przemieszcza sie
do jadra przyczyniajac sie do zwiekszenia ekspresji
m.in. takze genu kodujacego IkBd i, co za tym idzie,
szybkiej resyntezy tego biatka. Tak wiec, w rezulta-
cie aktywno$¢ NFkB jest zalezna od stanu réwnowa-
gi miedzy degradacjg i resyntezg inhibitora 1kB , co
stanowi o regulacji aktywno$ci NFkB na poziomie
transkrypcyjnym [10,16,27]. Gtdwnym jednak punk-
tem kontroli aktywnos$ci czynnika NFkB jest cyto-
plazmatyczna retencja dimeru Rei A (p65); NFkBI
(pl05/p50), zapewniana przez biatko IkBd
[10.16,25,28].

IV. NFkB a programowana $mieré komorki
IV-1. Antyapoptotyczna aktywno$¢ NFkB

W przypadku stymulowania proceséw apopto-
tycznych w organizmie mamy do czynienia z efek-
tem “akcja-reakcja”. | tak, TNF jest jednym z gt6w-
nych czynnikéw apoptogennych. Jednoczes$nie jed-
nak uruchamia procesy obronne organizmu, stano-
wigc o hamowaniu zjawiska apoptozy. Taka droga
jest wiasnie aktywacja czynnika NFkB
[5,12,16,25,29]. Dowodem na hamujace apoptoze
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dziatanie NFkB jest eksperyment, w ktérym stwier-
dzono, ze poddawanie dziataniu TNF mysich fibro-
blastéw i makrofagéw, pozbawionych biatka Rei A
(jedna z podjednostek kompleksu NFkB) powodo-
wato znaczny wzrost apoptozy, podczas gdy komér-
ki z nadekspresjg RelA wykazywaty opornos$é na
apoptogenne dziatanie TNF [3].

W 1996 roku ukazaty sie doniesienia z czterech
niezaleznych os$rodkéw, wskazujgce na zaleznosé
miedzy wystepowaniem zjawiska apoptozy a akty-
wacja NFkB. Wykazano, ze aktywacja tego czynnika
transkrypcyjnego zapewnia komorkom przezycie,
natomiast blokada NFkB uwrazliwia komorki na
apoptoze, stymulowang cytokinami z rodziny TNF,
czy IL i chemioterapeutykami [1,29-34],

Antyapoptotyczne dziatanie NFkB wykazano w
wielu réznych typach komérek, w tym w komorkach
ludzkiego raka piersi, fibroblastach, makrofagach,
komorkach $rodbtonka, komorkach ludzkiego raka
jajnika, raka macicy, liniach komorek raka trzustki,
kardiomiocytach, a takze w zainfekowanych wiru-
sem EBV komérkach limfoblastoidalnych [7,9,30],

Blokujace apoptoze dziatanie NFkB polega na
obnizeniu ekspresji genéw proapoptotycznych lub
nasileniu ekspresji genéw antyapoptotycznych [9]
(Ryc.2). Wsrod gendw, ktérych ekspresja regulowa-
najest przez czynnik NFkB mozna wymienic te, kto-
re kodujg biatka hamujace apoptoze, z rodziny Bel:
Bcl-2, Bcl-xL, a takze biatka IEX-1L , 1AP; biatka
adaptorowe: TRAF-1, -2; dysmutaze ponadtlenkowag
(nadekspresja tego enzymu powoduje blokowanie
apoptozy wywotanej TNF); biatko c-Myc biorace
udziat m.in. w procesach proliferacji komorek
[1,3,9,11,14,16]. Wykazano, ze aktywny NFkB jest
zdolny do indukcji genow, kodujgcych biatka homo-
logiczne do biatek Bcl-2, blokujacych apoptoze, cho-
ciaz bezpos$rednia regulacja ekspresji genu bcl-2
przez NFkB nie zostata potwierdzona [11,14], Takim
homologiem jest biatko Bfl-1/A 1 Biatku Bcl-2 przy-
pisuje sie role w aktywowaniu NFkB na drodze de-
gradacji podjednostki IkBd [3]. Wedlug A g g ar-
w a la [3], aktywacje NFkB okresla sie mianem klu-
cza do antyapoptotycznych funkcji, ktére badano w
dojrzatych limfocytach B. Aktywacja NFkB w tych
komérkach zapewniata takze wplyw czynnika na
ekspresje genu, kodujacego inne biatko antyapopto-
tyczne — Bfl-1, co w efekcie chronito dojrzate lim-
focyty B przed apoptoza, indukowang antygenem.
Limfoblastoidalne komorki HuT-78, wykazujace
konstytutywng nadekspresje NFkB, charakteryzo-
waty sie podwyzszonym poziomem biatka Bcl-xL i
w konsekwencji okazaly sie oporne na dziatanie
czynnikéw stymulujacych apoptoze takich jak an-
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Ryc. 2. Regulacja ekspresji gendéw pro- i antyapoptotycznych przez NFkB prowadzaca do zablokowania apoptozy stymulowanej w komérkach przez
TNF. Jak pokazano na rysunku, dziatanie NFkB (aktywowanego przez TNF) blokujace apoptoze polega na: nasileniu ekspresji genéw anty-
apoptotycznych (a)\ ekspresji gendw zwigzanych z przebiegiem cyklu komérkowego jak gen cykliny D(, aco za tym idzie , na zahamowaniu
apoptozy posrednio, przez zablokowanie cyklu komérkowego w fazie S (b)\ nasileniu ekspresji genéw antyapoptotycznych jak bax posrednio,
przez hamujacy wpltyw na ekspresje genup53 blokujacego transaktywacje genu bax (c). SOD - dysmutaza ponadtlenkowa (ang. Superoxide

dismutase); pozostate objasnienia symboli w wykazie skrotow.

ti-FAS; TNFa. Te same stymulatory w komorkach
Jurkat z nieuaktywnionym czynnikiem NFkB indu-
kowaty apoptoze i nie wptywaty na poziom biatka
Bcel-xL [9].

Rodzina gendéw iap, zwigzana jest funkcjonalnie z
ochrong komorek przed apoptoza, stymulowang réz-
nego rodzaju czynnikami [9]. Wspomniane geny iap
ulegajg silnej aktywacji w trakcie oddziatywania cy-
tokin stanu zapalnego na komorki $rédbtonka. Skut-
kiem wzmozonej ekspresji genow iap jest tez akty-
wacja czynnika NFkB.

Biatka IAP zawierajg w N-koncu specyficzne do-
meny tzw. BIR (baculovirus IAP repeats), biorace
udziat w interakcjach IAP z innymi biatkami i stano-
wigce o inhibitorowej funkcji IAP. Doktadny mecha-
nizm hamowania apoptozy przez IAP nie zostat po-
znany. Przypuszcza sieg, ze biatka IAP wigzg sie z cy-
toplazmatycznym fragmentem receptora TNF-Ri za
posrednictwem biatka adaptorowego TRADD oraz
czynnika TRAF-2. Wigza¢ sie tez moga (jak np.
biatka clAP-1 i clAP-2) z receptorem TNF-R2 przy
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udziale czynnikow TRAF-1 i TRAF-2. W ten sposob
zapobiegajg posrednio aktywacji biatek efektoro-
wych — kaspaz. Wykazano, ze podwyzszenie
wewngtrzkomérkowego poziomu biatek clAP, wy-
stepujgce w wyniku dziatania na komorki Jurkat cy-
tokiny TNF-a, jest niezbedne do proteolitycznej de-
gradacji podjednostki IkBo [35,36].
Antyapoptotyczne dziatanie NFkB warunkowane
jest podwyzszonym poziomem clAP-1 iclAP-2 oraz
TRAF-1 i TRAF-2. Polega za$ na hamowaniu uwal-
niania z mitochondriow cytochromu C i hamowaniu
aktywnos$ci kaspaz prawdopodobnie z udziatem
biatek clAP. Z kolei, jak wykazano, NFkB stymuluje
ekspresje genow kodujacych czynniki TRAF-1 i
TRAF-2 oraz biatka clAP-1 i clAP-2 w ludzkich lim-
focytach linii Jurkat i komdrkach fibrosarkomy
[35,36]. B o urs iwsp. [14] zaobserwowali, ze
NFkB wptywat na transaktywacje rejonu promotoro-
wego genu antyapoptotycznego bax na drodze hamo-
wania transaktywacji tego genu przez biatko p53, nie
wptywatl natomiast na rejony promotorowe genow
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p53 czy p21. Autorzy wskazujg na fakt, ze antago-
nizm funkcjonalny miedzy NFkB i p53 wigze sie z
wybiérczym oddziatywaniem na rejony promotoro-
we genow.

Antyapoptotyczne dziatanie NFkB moze wigzaé
sie réwniez z nasileniem przez ten czynnik tran-
skrypcji genéw c-myc lub cykliny Di [3,14,16]. Na-
dekspresja cykliny Dt prowadzi m.in. do zahamowa-
nia cyklu komdrkowego w fazie S i zablokowania
apoptozy [16]. Podkreslenia wymaga fakt, ze NFkB
blokuje apoptoze stymulowang przez czynniki, ktore
go aktywuja [3]. Czesto aktywacja czynnika NFkB
nie zachodzi na tej samej drodze, co stymulacja apo-
ptozy, a bywa zejest od niej niezalezna [9,12,17,20].
Na przyktad, indukcja apoptozy wywotana przez
TNF, uruchamia szlak sygnalizacyjny z udziatem
biatek adaptorowych jak FADD, ktére wigzg sie z
tzw. domenami Smierci w biatkach efektorowych, co
w efekcie prowadzi do aktywacji kaspaz, nukleaz i
zniszczenia  materiatlu  genetycznego  komorki
[12,17,30]. Proces aktywacji NFkB moze zachodzi¢
na drodze niezaleznej od biatka FADD i uruchamia
inne czastki adaptorowe jak TRADD, a nastepnie
TRAF-2, ktora aktywuje kinaze NIK [6,9,12,17,20].
Zarowno biatko NIK jak RIP, wigzace sie z biatkiem
TRADD, moga aktywowaé kompleks kinazy IkBci
(IKK), prowadzac do degradacji podjednostki inhi-
bitorowej NFkB — IkBoi i tym samym, aktywacji
czynnika NFkB [9]. Aktywacja NFkB zachodzi¢
moze takze poprzez uruchomienie apoptotycznej ka-
skady przez ligandy DIL jak CD-95-L i TRAIL, na-
lezace do rodziny TNF [12,20]. Oy a iwsp. [37] wy-
kazali, ze komérki raka nerki, oporne na apoptoze,
zachodzaca z udziatem receptora TRAIL, charakte-
ryzowaty sie konstytutywng nadekspresjg NFkB.

Jak podajg Snishodia i Aggarwal [9],jed-
nym z mechanizméw dziatania antyapoptotycznego
NFkB jest rowniez znoszenie aktywnos$ci kinazy
c-jun (JNK) przez omawiany czynnik.

W zwiegkszona przezywalno$¢ komorek wiaczony
moze by¢ tez szlak, zwigzany z grupg kinaz Ras/fos-
fatydylinozytol-3-kinaza/Akt, odpowiedzialnych za
aktywacje kompleksu IKK i fosforylacje IkBd [3].

Postepujacy proces Smierci komoérki blokuje ak-
tywnos$¢ czynnika NFkB, podczas gdy aktywacja
czynnika NFkB blokuje procesy apoptozy. Na
przyktadzie komdrek Srédbtonka, ulegajacych apop-
tozie na skutek braku czynnikéw wzrostu, wykaza-
no, ze komérki zywe charakteryzowaty sie podwyz-
szong aktywnoscig NFkB, a w komorkach apopto-
tycznych stwierdzono kaspazozalezng destrukcje
podjednostki RelA (p65). Utrata domeny transakty-
wujacej w czasteczce p65 powodowata jej unieczyn-
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nienie i tym samym, uwrazliwienie komadrek na apo-
ptoze. Jak zaobserwowano w komdrkach Jurkat T,
proteoliza podjednostek p50 i p65 zachodzita w wy-
niku proces6w uruchamianych przez ligandy
wigzane z receptorem FAS jak, FAS-L czy TNF. Na
tej drodze nastepowata indukcja kaspazy-3, posred-
niczacej w proteolizie. Rozpad kompleksu p50/p65
prowadzit do zwiekszonej apoptozy komorek [9].
Wykazano takze, ze apoptoza zapoczatkowuje de-
strukcje podjednostki IkBos polegajgcg na usuwaniu
koncowych grup aminowych w czasteczce. W wyni-
ku takich zmian strukturalnych podjednostka IkBd
zostaje trwale zwigzana z dimerem p65/p50 w kom-
pleksie NFkB uniemozliwiajac aktywacje czynnika.
W efekcie wystepuje nasilenie zjawiska apoptozy
[].

Odwrotna korelacje miedzy nasileniem proceséw
apoptotycznych a aktywacjag NFkB zanotowano
ostatnio z jednoczesnym wykazaniem szczeg6lnego
znaczenia biatka IKKy (NEMO) w aspekcie jego in-
terakcji z genem CYLD kodujagcym biatko o niezna-
nej, do niedawna, funkcji [38-40]. Jak zaobserwowa-
no, mutacje w tym genie prowadzg do powstania cy-
lindromatozy (gruczolakorak oblakowaty). Pra-
widtowy gen CYLD jest supresorem nowotworo-
wym. Brummelkamp iwsp. [39] wykazali, ze
nastepstwem zablokowania transkrypcji genu CYLD
byta aktywacja NFkB i rozwdj cylindromatozy, co
wskazuje na zahamowanie procesOw apoptotycz-
nych.

Prawidtowe biatko CYLD jest enzymem posred-
niczacym w reakcjach deubikwitynacji i hamuje pro-
ces aktywacji NFkB, zachodzacy na drodze aktywa-
cji receptoréw z rodziny TNF-R jak, CD40, XEDAR,
EDAR [38]. Zahamowanie aktywacji NFkB przez
biatko CYLD jest m.in. skutkiem deubikwitynacji
biatka TRAF-2 (czynnika wigzgcego sie z recepto-
rem TNF-R) i w mniejszym stopniu biatka TRAF-6
[35,38]. Jak stwierdzono, w strukturze biatka CYLD
znajduje sie sekwencja aminokwasowa, biorgca
udziat w wigzaniu z biatkiem IKKy. Potgczenie obu
biatek warunkuje proces wspomnianej deubikwity-
nacji TRAF. Pozbawione tancucha poliubikwityno-
wego biatka nie mogg uczestniczy¢ w procesach fos-
forylacji kompleksu IKK. W nastepstwie, nie zacho-
dzi fosforylacja i ubikwitynacja IkBd i nie zostaje
zaktywowany czynnik NFkB. Jak dotad, nie stwier-
dzono wigzania biatka CYLD z zadng inng podjed-
nostka IKK oprécz IKKy [38].
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IV-2. Proapoptotyczna aktywno$¢ NFkB

W zdrowych komorkach istnieje réwnowaga w
zachodzeniu proceséw, decydujacych o przezyciu
lub $mierci. Zaleznie od rodzaju sygnatu z zewnatrz,
komorki wyzwalajg mechanizmy w konsekwencji
pro — lub antyapoptotyczne. Nie zaskakuje zatem
fakt stwierdzenia roii czynnika NFkB takze jako in-
duktora apoptozy (Ryc.3).

W wyniku stresu oksydacyjnego, w ludzkich ko-

B o urs[14], w rejonie promotorowym ludzkiego i
mysiego genu p53 wykryto sekwencje specyficzne
dla NFkB.

Wedtug Webstera [15], mechanizmy regula-
cyjne procesow proliferacji i apoptozy zalezg m.in.
od wzajemnych relacji funkcjonalnych biatka NFkB
i biatka p53. Q in iwsp. [42], badajac wptyw NFkB
na apoptoze zachodzacag na drodze aktywacji recep-
tora NMDA (N-metylo-D-aspartanian) w prazkowiu
szczura, podawali zwierzetom agoniste receptora

PROMIENIOWANIE UV

ANTRACYKLINY TENIPOZYD
ETOPOZYD
STRES
OKSYDACYJNY
Fosforylacja IKK EAS-L |
Aktywacja
NFkB

Aktywac\

Aktywacja
NFkB NEKB
i g
! Ekspresja
P53

\
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p53 '
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Ryc. 3. Mechanizmy prowadzace do apoptozy z udziatem NFKB, zréznicowane w zaleznosci od czynnika stymulujgcego komoérki. Jak pokazano na
rysunku, w przypadku stymulacji H2 2(generowanego przez antracykliny), aktywacja NFKB i apoptoza nastepuja poprzez fosforylacje kom-
pleksu IKK, ktory nastepnie posredniczy w aktywacji NFkB. Aktywny NFkB powoduje wzmozenie ekspresji genup53, co prowadzi do apop-
tozy komérek (a); stymulacja promieniowaniem UV badz chemioterapeutykami jak etopozyd, tenipozyd wywotuje apoptoze poprzez etap
jednoczesnej aktywacji czynnikdéw NFkB i AP-1 przy udziale ligandu FAS- L(6); stres oksydacyjny wywotuje w komorkach apoptoze na dro-
dze aktywacji NFkB, ktora prowadzi m.in. do zwiekszonej aktywnosci biatka p53 (c). Objasnienia symboli w wykazie skrétéw.

morkach $rédbtonka aortalnego wykazano zahamo-
wanie aktywnosci biatka Bcl-2, translokacje biatka
Bax i zwiekszong aktywnoS$¢ biatka p53, naste-
pujacych po aktywacji NFkB. Zjawiska te prowa-
dzity do nasilenia proceséw apoptotycznych [9,14].
Pomimo stwierdzonej antyapoptotycznej roli NFKB,
ktora wigze sie m.in. z antagonistycznarelacjaNFKB
— p53, istniejg dowody potwierdzajace znaczenie
czynnika NFkB jako regulatora ekspresji genu p53
oraz faktu, ze NFkB jest wrecz niezbedny, aby zaszta
apoptoza zalezna od p53 [14,16,41], Jak podaje
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NMDA — kwas chinolinowy. Obserwowali wéw-
czas zalezng od czasu translokacje NFkB do jadra z
réwnoczesnym wzrostem pozioméw mRNA c-Myc i
p53. Podobny efekt zanotowali He 11in iwsp. [35]
w komérkach raka okreznicy HCT116, poddawa-
nych dziataniu daunomycyny. Autorzy wykazali, ze
aktywacja transkrypcyjna genu p53 zachodzita na
skutek wigzania podjednostek p50/p65 czynnika
NFkB : czeScig promotorowg genu. Dumont i
wsp. [18] indukowali apoptoze nadtlenkiem wodoru
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(H20 2) w limfocytach T. H202 powodowat aktywa-
cje czynnika NFkB, rozszczepienie i aktywacje ka-
spazy-3 (jednego z biatek efektorowych w procesie
apoptozy). Na skutek obnizenia potencjatu
transbtonowego, H202 przyczynial sie takze do
uwolnienia z mitochondriéow cytochromu C
(Apaf-2)-czynnika apoptogennego. W komérkach
zaobserwowano pozytywnag korelacje miedzy
wzmozong aktywacjg NFkB i zwiekszong ekspresja
genu p53.

Proapoptotyczne dziatanie NFkB potwierdzity
badania, w ktorych wykazano pozytywna korelacje
miedzy zahamowaniem przez TNF wzrostu limfocy-
téw CD34" a aktywacjg NFkB [9]. Zauwazono takze,
ze aktywacja NFkB prowadzaca do apoptozy, nie
musi wigzac sie ze stymulacjg czynnikiem TNF [9].
Kasibhatla iwsp. [44] wykazali, ze apoptoza
stymulowana w limfocytach T zwigzkami takimi jak
etopozyd, tenipozyd, czy promieniowaniem UV za-
chodzita na drodze aktywacji ligandu FAS-L [20] z
jednoczesng aktywacjg czynnikdw transkrypcyjnych
NFkB i AP-1. Potwierdzeniem dla propoptotycznej
roli NFkB jest tez obserwacja odnos$nie apoptozy in-
dukowanej w komorkach ludzkiego czerniaka przez
promieniowanie UV. Otdéz, obnizona aktywnos$¢
NFkB i receptora FAS stanowity o zahamowaniu
szkodliwych dla komédrek proceséw apoptotycz-
nych, wywotywanych promieniami UV [9].

Aktywacja NFkB poprzedzata apoptoze w komor-
kach ludzkiego $rodbtonka aortalnego, poddanych
stresowi oksydacyjnemu [9]. Rdwniez apoptoza sty-
mulowana w komorkach biataczki HL60 chemiotera-
peutykami takimi jak etopozyd czy I-(3-D-arabino-
furanozylocytozyna wymagata aktywacji NFkB.
Wykazano, ze supresja NFkB spowodowana przez
ditiokarbaminian pyrolidyny (PDTC) blokowata
apoptoze, indukowang wspomnianymi zwigzkami
[45]. W komérkach T Jurkat aktywacja receptora
FAS stymulowata za posSrednictwem kaspazy-3, pro-
teolize podjednostek p50 i p65 czynnika NFkB,
uwrazliwiajgc tym samym komérki na apoptoze [9].

Zdecydowanym potwierdzeniem roli NFkB jako
czynnika proapoptotycznego byt eksperyment wyko-
nany przez Bessho iwsp. [45] z uzyciem tymocy-
tow i komoérek biataczkowych FIL60. W badanych
komorkach, poddawanych dziataniu etopozydu, dek-
sametazonu lub 1(3-D-arabinofuranozylocytozyny
obserwowano zjawisko apoptozy, poprzedzone akty-
wacjg NFkB. Potwierdzeniem tej zaleznos$ci byto za-
hamowanie apoptozy przez inhibitor NFkB-PDTC.

Jednym z proponowanych mechanizméw aktywa-
cji apoptozy przez NFkB jest wptyw tego czynnika
m.in. na obnizenie aktywnosci biatek antyapopto-
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tycznych czy wptyw na przebieg cyklu komdérkowe-
go [7,31]. Rezultaty badan W anga i wsp. [46]
wskazuja na znaczaca role wewnatrzkomorkowego
poziomu H202w aktywacji NFkB. Ostatnio wykaza-
no, ze H202 wptywa na fosforylacje podjednostki
IKKa kompleksu IKK posredniczac w ten sposéb w
procesie degradacji podjednostki inhibitorowej 1kBo
i aktywacji NFKB [46]. Nalezy podkresli¢, ze induk-
cyjny wptyw reaktywnych postaci tlenu na aktyw-
no$¢ NFkB zalezy od miejsca ich powstawania w ko-
marce i rbwnoczesnego poziomu zwigzkéw i enzy-
mow przeciwutleniajgcych [46].

Obiektem zainteresowania naukowc6w w ostat-
nim czasie staty sie zwigzki antracyklinowe w
zwigzku ze stwierdzeniem pozytywnej Kkorelacji
miedzy aktywacjg NFkB a nasileniem zjawiska apo-
ptozy [46, Ashikawa niepubl., Gruber nie-
publ.].

Jednym z mechanizmoéw cytotoksycznego od-
dziatywania zwigzkdw antracyklinowych na komor-
ki nowotworowe jest generowanie reaktywnych po-
staci tlenu czyli bezposrednio powstajgcego anionu
ponadtlenkowego, H20 2 i rodnika hydroksylowego.
Jak wykazat Wang iwsp. [46], wstepna ekspozycja
komorek $rédbtonka i kardiomiocytéw na FeTBAP
— metaloporfiryne o wtasciwosciach enzymu prze-
ciwutleniajgcego, w istotnym stopniu powodowata
obnizenie aktywno$ci NFKB, indukowanej przez
doksorubicyne. FeTBAP jest efektywnym zmiata-
czem zaréwno anionéw ponadtlenkowych, jak i
H20 2.

Podwojna rola NFkB jako induktora badz inhibi-
tora apoptozy jest faktem. Jednak pozostaje mné-
stwo pytan m.in. dlaczego ten sam czynnik tran-
skrypcyjny wjednych komorkach stymuluje apopto-
ze, aw innych chroni je przed apoptotyczna $Smiercig.
Lin iwsp. [47] wykazali, ze pro-lub antyapopto-
tyczne dziatanie NFkB zalezy od proporcji miedzy
czasem dziatania danego czynnika stresogennego a
czasem, w jakim zachodzi regulacja aktywnoSci
NFkB. Nalezy tez wskazaé¢ na fakt, ze NFkB jest jed-
nym z wielu czynnikéw transkrypcyjnych. Stad, w
okreslonych przypadkach, sam moze by¢ niewystar-
czajacy do regulacji apoptozy [9].

Dane literaturowe Swiadczg o ogromym zréznico-
waniu mechanizméw apoptotycznych, zaréwno w
zaleznos$ci od rodzaju induktora, jak itypu komdérek
[9]. Chociaz, jak twierdzg Kuhne 1 iwsp. [48], rola
NFkB zalezy bardziej od witasciwosci czynnikdw in-
dukujacych $mieré¢ komorek niz od ich rodzaju. Na
przyktad, w przypadku indukowania apoptozy przez
H20 2 czy antracykliny zasadnicza rola w stymulacji
NFkB przypisywana jest reaktywnym postaciom tle-
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nu, wspolnemu produktowi przemian wspomnianych
zwigzkéw.

VI. Znaczenie biatek grupy Rei /NFkB dla or-
ganizmu

Niewtasciwa regulacja transkrypcji za posrednic-
twem czynnika NFkB wigze sie ze stanami patolo-
gicznymi takimi jak ostre reakcje zapalne, szoki sep-
tyczne. nasilona replikacja wirusow, nowotwory, jak
rowniez patologie uktadu nerwowego [28]. W m6-
zgach pacjentéw obcigzonych schorzeniami neurolo-
gicznymi wykryto podwyzszony poziom biatek
NFkB. Pierwsze doniesienie, w 1995 roku, dotyczyto
pacjentéw dotknietych chorobg Alzheimera. Immu-
nohistochemiczna analiza fragmentéw moézgu po-
zwolita stwierdzi¢ aktywacje podjednostki p65 kom-
pleksu NFkB tylko w rejonach objetych zmianami
chorobowymi [28], Jadrowgq translokacje czynnika
transkrypcyjnego NFkB wykazano tez w 70-krotnie
wyzszej liczbie neuronéw pacjentéw z chorobg Par-
kinsona w poréwnaniu z kontrolg (zdrowi pacjenci)
[28],

Omawianemu czynnikowi przypisuje sie tez role
regulatora ekspresji gendéw wirusowych [25,28].
Okazato sie, ze obecne w wirusach HIV-1 biatko po-
wierzchniowe gp 120 nasila aktywacje NFKB na dro-
dze zwiekszonej produkcji reaktywnych postaci tle-
nu takich jak H202oraz za poSrednictwem kinazy ty-
rozynowej p56ILk [25]. Zaktywowany czynnik NFkB
odgrywa roie w replikacji wirusa HIV-1 [28].

Doswiadczenia, przeprowadzone na myszach po-
zbawionych okres$lonych genoéw, kodujacych biatka
z grupy Rel/NFKB, wykazaty istotne znaczenie czyn-
nika transkrypcyjnego NFkB dla organizmu. Stwier-
dzono S$cistg zalezno$¢ miedzy delecjg poszczegol-
nych gendéw tej grupy a zaburzeniami prawidtowego
funkcjonowania narzadéw i uktadow [7]. Okazato
sie m.in. ze myszy pozbawione genu p50 byty bar-
dziej podatne na infekcje, wywotane Listeria mono-
cytogenes i Streptococcus pneumoniae. Wigze sie to
z faktem, ze biatka pl05/p50 majg istotne znaczenie
dla przezywalnos$ci nie — aktywowanych limfocy-
téw B [7].

Stwierdzono, ze p50 i p52 sg biatkami wysoce
konserwatywnymi i myszy pozbawione jednego z
genéw kodujacych te biatka rozwijajg sie pra-
widtowo, w odréznieniu od mutantéw, ktére pozba-
wione obu genoéw, wykazywaty defekt w réznicowa-
niu sie osteoklastéw, prowadzacy do upos$ledzenia
uktadu kostnego i osteoporozy [6]. Delecja genu rei
A powodowata $mieré mysich ptodéw na skutek apo-
ptozy ptodowych komoérek watrobowych i granulo-
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poezy [7,15], co wskazuje na wptyw genu rei A na
przezywalno$¢ komorek. Gen ten okazat sie tez istot-
ny dla proliferacji limfocytéw [7]. Myszy pozbawio-
ne genu c-rel rozwijaty sie normalnie, jednak nie
miaty limfocytow T i B [7]. Z kolei limfocyty B po-
zbawione genu c-rel nie byly zdolne do podziatéw
komdrkowych w odpowiedzi na czynnik immunosty-
mulujacy, ze wzgledu na zablokowanie fazy Gj cy-
klu komérkowego izaburzenia w regulacji biatka Al
— homologu Bcl-2, co prowadzito do nasilonej apo-
ptozy komorek [7]. Brak genu NFkB2( pl00/p52)
wywotywat u myszy ‘“knockout” defekty w gru-
czotach limfatycznych i $ledzionie, prowadzace do
zaburzen w odpowiedzi immunologicznej [7]. Dele-
cja genu, kodujgcego podjednostke IkBoi powodo-
wala utrate wagi ciata i $Smier¢ myszy na skutek roz-
przestrzeniajacego sie zapalenia skory i granulocyto-
zy. Jednoczesnie obserwowano niedorozwdj Sledzio-
ny, bedacy skutkiem ostrego niedoboru komoérek
erytro — i limfoidalnych [7].

V1. NFkB a nowotwory

Istnieje kilka powodéw, dla ktérych NFkB stano-
wi¢ moze nadzieje na opracowanie skuteczniejszej
terapii przeciwnowotworowej. Przede wszystkim,
czynnik ten wpitywa na ekspresje szeregu gendw,
zwigzanych z fazg promocji nowotworu (m.in. an-
giogenezg) i zjawiskiem metastazy (przerzutéw ko-
mérek nowotworowych do innych narzadow) [1].
Wykazano tez, ze mikrosrodowisko wokét rozwi-
jajagcego sie nowotworu (kwasne pH czy obnizone
stezenie tlenu) sprzyja aktywacji NFkB [45].

Jak opisano wcze$niej, NFkB w aktywnej formie
moze hamowac¢ apoptoze i stymulowaé proliferacje
komérek. W kilku typach nowotworéw zauwazono
trwatg konstytutywng aktywnosé NFkB [49]. Zano-
towano réwniez, ze omawiany czynnik transkrypcyj-
ny wywotuje oporno$¢ komdrek na okreslone che-
mioterapeutyki [49]. Jak podaje Baldwin [16], w
niektdrych typach nowotworow, np. w chronicznych
biataczkach limfocytarnych, wystepuje translokacja
chromosomalna genu bcl-3 kodujgcego biatko, zali-
czane do grupy IKK. W biataczce Hodgkina wykaza-
no mutacje w genie IkBo. i co za tym idzie, konstytu-
tywng aktywacje czynnika NFkB.

Omawiany czynnik transkrypcyjny moze by¢ tez
aktywowany przez transformujace biatka wirusowe i
niejednokrotnie jest wymagany dla transformacji in-
dukowanej przez wirusy [16], Na przyktad, biatko
Tax z ludzkiej biataczki wirusowej HTLV-1 aktywu-
je NFkB, prawdopodobnie poprzez bezposrednig in-
terakcje z kompleksem IKK. Z kolei, zaktywowany
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NFkB partycypuje w transformacji szczurzych fibro-
blastéw, indukowanej przez biatko Tax [16]. Aktyw-
nos$¢ transkrypcyjng NFkB stymulujg rowniez biatka
kodowane przez wirusy EB i adenowirusy. Czynnik
NFkB okazat sie tez induktorem protoonkogendéw
c-myc i c-myb, a takze czynnika groa stymulujgcego
wzrost czerniaka [16].

Komérki guza nowotworowego potrzebujg do
rozwoju tlenu, tak jak komorki prawidtowe. Stad,
procesem zachodzacym w obrebie guza jest tworze-
nie nowych naczyn krwiono$nych, tzw. angiogeneza.
Komoérki guza nabywajg tez zdolnosci tatwego prze-
nikania przez $ciany naczyn krwionosnych. Z krwio-
biegu przedostajg sie do innych tkanek i narzaddéw
czasem bardzo odlegtych od pierwotnego ogniska
nowotworowego. Faze te nazywa sie fazg przerzu-
téw (metastaza). Procesy te wymagajg m.in. czynni-
kow wzrostu takich jak, VEGF, MCP-1, ale takze
szeregu innych biatek: cytokin, chemokin i enzy-
mow, jak: metaloproteinazy 9 matrix (MMP-9), me-
taloproteinazy-2 matrix ( MP-2), cyklooksygenazy-2
(COX2), aktywatora plazminogenu (uPA), syntazy
tlenku azotu [1,7]. Role NFkB « karcynogenezie
podkresla fakt, ze geny odpowiedzialne za synteze
tych biatek, regulowane sg przez ten czynnik tran-
skrypcyjny [1], Nasuwa sie zatem przypuszczenie,
ze supresja aktywacji NFkB moze powodowac zaha-
mowanie rozwoju nowotworu poprzez “wygaszenie”
ekspresji wspomnianych biatek [1,7].

NFkB wigze sie nie tylko z wptywem na zdolnos$¢
nowotworéw do angiogenezy i przerzutow, ale takze
na formowanie guza [1,14,16,50]. Miejsca wigzania
NFkB w tancuchu DNA wykryto w rejonach promo-
torowych genéw kodujgcych czasteczki adhezyjne
m.in. biatka ECM, ICAM-1, ELAM-1, VCAM, cyto-
kiny, czynniki wzrostu i proteazy powierzchniowe
jak, MMP-9 [14,16,50]. Biatko ICAM-1 wykryto w
70% guzdéw pierwotnych czerniaka oraz w 90% czer-
niakow o wysokiej ztosliwosci [16]. NFkB aktywuje
réwniez transkrypcje biatka COX-2, zwigzanego z
procesami zapalnymi i procesami angiogenezy. Pod-
wyzszong ekspresje tego biatka zaobserwowano w
ztosliwych postaciach nowotworu okreznicy i odby-
tu [16].

Jak do tej pory, nie udato sie jednoznacznie wyja-
$ni¢, w jaki spos6b NFKkB moze wptywaé na zwiek-
szong zdolno$¢ czerniaka do przerzutdw, jak iangio-
genezy. Sugeruje sie posrednictwo interleukiny-8,
biatka regulujacego tworzenie naczyhn. Zauwazono
bowiem, Zze blokowanie aktywno$ci NFkB powodo-
wato jednoczes$nie zahamowanie procesu unaczynia-
nia ludzkiego czerniaka, wszczepionego myszom i
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obnizenie ekspresji genu kodujacego interleukine —
8, zar6wno na poziomie m-RNA, jak i biatka [49].

Stwierdzenie aktywnosci konstytutywnej NFKB w
szeregu rodzaju nowotworéw m.in. w czerniaku,
raku trzustki, biataczce typu T, raku piersi, prostaty,
okreznicy, pecherza, ptuc, etc. [1-3] nasuwa sugestie
wptywu NFkB na oporno$¢ komorek na czynniki cy-
totoksyczne. Potwierdzajg to obserwacje, ze pod-
wyzszona aktywno$¢ NFkB jako cecha konstytutyw-
na wystepuje w wielu przypadkach w komérkach no-
wotworowych o zmniejszonej wrazliwosci na che-
mio- iradioterapie [1-3]. Jak podaje Aggarwal
[3], komorki fibrosarkomy ze zmodyfikowanym
biatkiem 1kBcx, niewrazliwym na fosforylacje, byty
bardziej wrazliwe na apoptoze, wywotywang pro-
mieniowaniem niz komoérki kontrolne o niezmienio-
nej aktywno$ci NFkB. Podobnie byto w przypadku
komérek glioblastoma A 172 i M054. Oy a i wsp.
[37] zaobserwowali, ze oporno$¢ na apoptoze z
udziatem receptora TRAIL wykazujg komorki raka
nerki RCC z konstytutywng aktywnoscig NFkB i to
niezaleznie od obecnosci receptoréw Smierci. Zablo-
kowanie czynnika NFkB w komérkach ludzkiego
raka trzustki, uwrazliwiato je na apoptoze,
wywotywang przez etopozyd i doksorubicyne [2].
Zahamowanie aktywacji NFkB w komérkach raka
piersi MCF-7 powodowato znaczgce obnizenie prze-
zywalnosci komdrek, przyczyniajgc sie do nasilenia
procesd6w apoptotycznych indukowanych przez pa-
klitaksel czy TNF [5]. Ma iwsp. [4] wykazali, ze po
zastosowaniu inhibitora proteasomu PS-341, wrazli-
wos¢ lekoopornych komorek biataczkowych wzra-
stata bardzo znaczgco (105-106razy). Muenchen i
wsp. [51] uzyskali podobny efekt w odniesieniu do
czynnika TNF-a w komérkach ludzkiego raka pro-
staty po zablokowaniu aktywacji NFKkB przez zasto-
sowanie"super-represora” genu IkBo.
pR-HcBSs2+s36¢ W efekcie, zmienione biatko I1kBoi
byto niewrazliwe na proces fosforylacji prowadzacej
do jego rozpadu.

Interesujacy zwiazek wykryto miedzy NFkB a
transportem dokomérkowym daunomycyny. Okazu-
je sie, ze NFkB jako czynnik transkrypcyjny wigze
sie ze specyficznym dla siebie miejscem w DNA, w
rejonie pierwszego intronu ludzkiego genu mdr 1 i
transaktywuje rejon promotorowy tego genu [52].
Jak wykazali Bentires i Alj [52], zahamowanie
aktywacji NFkB w komdrkach ludzkiego raka okre-
znicy HCT115 powodowato ostabienie transkrypcji
mdr-1 i ekspresji glikoproteiny Pgp, odpowiedzial-
nej za transport btonowy antracyklin i wzrost opor-
nosci komorek.

POSTEPY BIOCHEMII 50(2), 2004



Jak wspomniano wczesniej, NFkB moze by¢ takze
aktywatorem procesow apoptotycznych. Stad niekie-
dy. zahamowanie czynnika NFkB moze da¢ przeciw-
ny efekt w stosunku do opisanego powyzej, czyli de-
cydowac o zwigkszonej opornosci na zwigzki apop-
togenne. H e 11in i wsp. [43] wykazali na
przyktadzie komorek raka okreznicy F1CT116, ze
daunomycyna indukuje rejon promotorowy propop-
totycznego genu p53 za posrednictwem zaktywowa-
nego czynnika NFkB. Po translokacji jadrowej hete-
rodimer p50/p65 wigze sie ze specyficznym miej-
scem w DNA-kB, ktére znajduje sie w genie p53.
Wedtug Kasibhatlli iwsp. [44], dla wywotania
ekspresji ligandu FAS, indukowanej przez etopozyd,
tenipozyd czy promieniowanie UV jest konieczna
aktywacja dwéch czynnikdw transkrypcyjnych:
NFkB i AP-1. Aktywacja NFKB : nastepstwem w po-
staci apoptozy wystgpita tez w komoérkach biatacz-
kowych HL-60 i Jurkat T, poddawanych dziataniu
daunorubicyny [53]. Uwaza sie, ze czynnikiem akty-
wujacym NFkB w komoérkach moze by¢ synteza ce-
ramidu badz reaktywne postaci tlenu jako produkty
przemian metabolicznych w komdrce [18,53,54].

VIlI. NFKkB — nowe mozliwosSci w terapii
przeciwnowtworowej

Pomyst wykorzystania czynnika transkrypcyjne-
go NFkB w strategii przeciwnowotworowej zrodzit
sie w oparciu o poznane wiasciwosci tego biatka, za-
leznie od warunkéw, pro — lub antyapoptotyczne.
Jak opisano wczesniej, w wielu przypadkach obser-
wowano zalezno$¢ miedzy odpowiedzig komorek
nowotworowych na dany czynnik a poziomem ak-
tywnosci NFkB. Bardzo obiecujace wydajg sie byé
wyniki uzyskane w badaniach komorek ludzkiej neu-
roblastomy, ludzkiego raka ptuc czy komoérek ludz-
kiej biataczki. Wykazano, ze w komorkach tych pod-
dawanych dziataniu antracyklin, lekowrazliwos¢ ko-
relowata ze stymulacjg aktywnos$ci czynnika NFkB
[1,16,55, Ashikawa niepubl., Gruber — nie-
publ.]. Ostatnio zanotowano, ze NFkB jest nie-
zbedny dla efektow apoptotycznych wywotywanych
w komorkach przez taksol — zwigzek o dziataniu
przeciwnowotworowym [16].

Na efektywno$¢ radio — i chemioterapii rzutowac
moze takze blokowanie aktywacji NFkB, uwzgled-
niajac wiasciwosci antyapoptotyczne czynnika [3,7],
Wykazano, ze komérki fibrosarkomy FIT 1080 z mu-
tacjg w genie IkBoi, w miejscach specyficznych dla
fosforylacji i ubikwitynacji, procesow zapew-
niajgcych aktywacje NFkB, byty bardziej wrazliwe
na apoptoze indukowang naswietlaniem niz komorki
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genetycznie niezmienione [7,16]. Stosowanie
tacznie leku CPT-11i inhibitorow NFkB znaczgco
wptyneto na efekt cytotoksyczny na drodze nasilonej
apoptozy w komérkach raka odcinka okreznicy i od-
bytu — LoVo [16], Ba 1d w in [16] podaje, ze blo-
kowanie inicjacji i progresji tego nowotworu, stwier-
dzone w przypadku zastosowania aspiryny i nieste-
roidowych lekéw zapalnych wigzato sie wtasnie z
jednoczesnym hamowaniem aktywnosci NFkB.

Powyzsze obserwacje nasunety naukowcom idee
wspomagania leczenia nowotworow, poddawanych
dziataniu naswietlan, zwigzkami z ang. zw. chemo-
preventive agents, stymulujagcymi apoptoze bez jed-
noczesnego indukowania mechanizmoéw obronnych
(tu: antyapoptotycznych) w komérkach. Wiekszos¢
zwiazkow o takich wiasciwosciach jest pochodzenia
roslinnego m.in., kurkumina, sylimaryna, polifenole
z zielonej herbaty [1,16]. Jak podaje Bharti [1],
wiekszo$é zwigzkdw tego rodzaju jest supresorami
aktywnosci NFkB. Jednakze, jaki jest mechanizm
efektywnego dziatania nasilajgcego apoptoze komo-
rek doktadnie nie wiadomo.

istnieje kilka strategii blokowania aktywacji
NFkB, a co za tym idzie, oczekiwanego efektu nasi-
lenia proceséw apoptotycznych:
- stosowanie przeciwutleniaczy hamujacych akty-
wacje NFkB przez wptyw na status redoks w komoér-
kach [25];
- stosowanie inhibitorow kompetycyjnych,
wigzgcych sie z miejscem kB w taficuchu DNA jak
np. peptyd TFD, zwany “przynetg” (ang. transcnp-
tionfactor decoy)\ interleukina IL-4; metale: chrom,
kadm, ztoto, rte¢, cynk; rybawiryna, czynnik wzro-
stu naczyniowego endothelium VEGF [7];
- stosowanie inhibitorow proteasomu 26S, niezbed-
nego w degradacji podjednostki IkBd, a wérdd nich:
aldehydy peptydowe ALLnl, LLM, Z-LLnV, Z-LLL,
cyklosporyna A, laktacystyna, inhibitor proteasomu
PS-341 [4,7,25];
- stosowanie inhibitorow fosforylacji IkBo< jak:
aspiryna, ibuprofem, prostaglandyna Al, sangwina-
ryna, tlenek azotu [7,16,56];
- stosowanie inhibitoréw aktywacji NFkB o niezna-
nym, jak dotad, mechanizmie dziatania jak: disulfi-
ram, glutation, witamina C [7];
- stosowanie zwigzkow blokujgcych jadrowg trans-
lokacje podjednostek NFkB m.in. peptydéw “imi-
tujgcych” sekwencje w p50 odpowiedzialng za trans-
port aktywnego dimeru do jadra [7];
- wprowadzenie do komérek genow kodujacych
zmodyfikowane biatka supresorowe z mutacjami w
miejscach specyficznych dla fosforylacji i ubikwity-
nacji [7,17];
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- wprowadzenie genu kodujgcego deacetylaze hi-
stonowg (HDAC3), oddziatywujgcg bezposrednio z
biatkiem p50/RelA, co pozwala na efektywne wigza-
nie nowozsyntezowanego biatka licBa z dimerem
p65/p50 iwydalenie kompleksu NFkB zjadra [6,7].
Nalezy mieé nadzieje, ze intensywne badania w
celu wyjasnienia wszystkich “biatych plam” w histo-
rii NFkB stworzg wiekszg szanse dla chorych, popra-
wiajgc skuteczno$¢ terapii przeciwnowotworowej.
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I. Od SRS-A do leukotrienow cysteinylo-
wych iich receptordéw

Leukotrieny cysteinylowe sg to eikozanoidy, po-
wstajgce de novo z kwasu arachidonowego fosfolipi-
déw bton komdrkowych. Odgrywajg istotng role w
patologii wielu chordb zapalnych ialergicznych. Po-
wodujg skurcz komoérek miesni gtadkich, wzrost
przepuszczalnosci naczyn inasilaja produkcje $luzu
[1]. Sa mediatorami reakcji zapalnej w astmie
oskrzelowej, alergicznym niezycie nosa i w atopo-
wym zapaleniu skéry [2,3]. U pacjentéw chorych na
astme LTC4 i LTD4sg 1000-krotnie silniejszym czyn-
nikiem kurczacym miesnie oskrzeli niz histamina
[4], LTE4jest stabilny i wydzielany do moczu, moze
wiec stuzy¢ jako wskaznik catkowitej produkcji leu-
kotrienéw cysteinylowych [5].

Istnienie leukotriendw zostalo przewidziane wie-
le lat temu wraz z opisem substancji stymulujacej
skurcz miesni gtadkich, wystepujacej w ptucach
swinki morskiej po ekspozycji na jad kobry [6].
Zwigzek ten, nazwany p6zniej wolno dziatajgcg sub-
stancjg anafilaksji (SRS-A - ang. slow reacting sub-
stance ofanaphilaxis), jest wydzielany przez immu-
nologicznie pobudzone komoérki tuczne [7,8]. Nazwa
wzieta sie stad, ze zarowno poczatek skurczu komo-
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rek miesni gtadkich wywotany przez SRS-A, atakze
skurcz maksymalny, sg opdznione w stosunku do
skurczu wywotanego histaming [9,10]. Proby scha-
rakteryzowania struktury SRS-A wykazaty, ze
zwigzek ten jest polarnym lipidem, zawierajagcym
siarke, ktéry pochtania promieniowanie ultrafioleto-
we [10-12]. PézZniejsze badania ze znakowanym
kwasem arachidonowym zasugerowaty, ze wchodzi
on w skiad SRS-A [13,14], W tym samym czasie in-
tensywne badania grupy Samuelssona nad wie-
lonienasyconymi kwasami ttuszczowymi zaowoco-
waty odkryciem szlaku przemian kwasu arachidono-
wego w kierunku prostaglandyn i tromboksanu
[15,16]. Na ich role w reakcji zapalnej zwrécono
uwage po odkryciu Vane’a[17], ze kwas acetylosa-
licylowy (ASA) iniesteroidowe leki przeciwzapalne
(NLPZ) blokujg cyklooksygenaze (COX), odpowie-
dzialng za ten szlak przemian. Glikokortykosteroidy
takze hamujg powstawanie prostaglandyn, ale po-
przez blokowanie uwalniania kwasu arachidonowe-
go z fosfolipidow bton komérkowych. Fakt, ze prze-
ciwzapalne dziatanie NLPZ i sterydéw ma odmienny
efekt biologiczny, wplynal na poszukiwanie przez
Samuelssonai wspotpracownikéw innych po-
chodnych kwasu arachidonowego, niezaleznych od
szlaku cyklooksygenazy, mogacych ttumaczy¢ te
réznice. Doprowadzito to ostatecznie do odkrycia
leukotrien6w jako produktéw przemiany kwasu ara-
chidonowego poprzez 5-lipooksygenaze (5-LOX),
jak i do zidentyfikowania SRS-A, jako mieszaniny
trzech leukotrienow cysteinylowych: LTC4, LTD4 i
LTE4[10,11]. B.I. Samuelsson, JR. Vane i
S.K. Bergstrom otrzymali nagrode Nobla w 1982
roku.

istniejag dwie grupy leukotrienéw o odmiennej
funkcji biologicznej, majgce duze znaczenie w pato-
logii: LTB4 oraz leukotrieny cysteinylowe czyli
LTC4, LTD4i LTE4. Sposrdd nich LTB4jest jednym z
najsilniejszych znanych obecnie chemoatraktantéw
leukocytow, zwitaszcza neutrofili i eozynofili [18].

Ludzkie eozynofile, bazofile, mastocyty i makro-
fagi ptucne maja zdolnoS¢ przeksztatcania prekurso-
rowego LTA4w macierzysty leukotrien cysteinylowy
- LTC4, dzieki obecnosci LTC4-syntazy, enzymu
sprzegajacego leukotrien A4 z glutationem [19].
LTC4 jest nastepnie aktywnie transportowany do
przestrzeni pozakomoérkowej, gdzie po odtgczeniu
kwasu glutaminowego przez y-glutamylotranspep-
tydaze i glicyny przez dipeptydaze cysteinyloglicy-
nowg, przechodzi kolejno w LTD4i LTE4 [20].

Chociaz leukotrieny odkryto ponad 20 lat temu i
cho¢ pojawita sie generacja skutecznych lekéw anty-
leukotrienowych, az do kohca ubiegtego wieku opi-
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sywano istnienie co najmniej dwéch rodzajow specy-
ficznych receptorow leukotrienéw cysteinylowych.
jedynie na podstawie badan biochemicznych i farma-
kologicznych [21]. Dopiero w 1997 roku Y okomi -
z 0 iwsp. po raz pierwszy sklonowali gen receptora
LTB4, nazwanego receptorem BLT [22]. Natomiast
w roku 1999 dwém niezaleznym zespotom: L y n-
ch’a iSarrau udato sie sklonowaé gen i tym sa-
mym uzyska¢ molekularng charakterystyke recepto-
ra typu pierwszego CysLTRi w tkankach ludzkich
[23.24], Rok po6zniej T a k a s a k i i wsp. oraz
Nothacker iwsp.oraz Heise iwsp. sklonowali
gen ipodali lokalizacje tkankowa drugiego z przewi-
dywanych receptoréw leukotrienow cysteinylo-
wych, czyli CysLTR2 [25-27].

Il. Charakterystyka receptorow leukotrieno-
wych

I1-1. Budowa

Badania farmakologiczne dowiodty, ze istniejg co
najmniej dwa typy receptorow leukotrienéw cyste-
inylowych: CysLTRi i CysLTR2 Analiza miejsc hy-
drofobowych wykazata, ze receptory te sktadajg sie z
siedmiu przezbtonowych, hydrofobowych domen,
potaczonych przez sze$é hydrofilowych petli, czyli
majg typowa budowe receptorow zwigzanych z
biatkami G (GPCR- ang. Gprotein coupled receptor)
[28]. Prawdopodobnie leukotrieny cysteinylowe
wigzg sie z tymi receptorami poprzez przezbtonowe
domeny TM3, TM6 i TM7. CysLTRi i CysLT2cha-
rakteryzuja sie wysokg homologia w domenach TM3
i TM7 i stosunkowo niskg w TM4, TM5 i TM6. Te
réznice w budowie moga implikowaé réznice w po-
winowactwie do poszczegdlnych liganddw [28,29].

11-2. Charakterystyka molekularna i powinowac-
two leukotriendéw cysteinylowych do recepto-
réow CysLTRj i CysLTR2

Badania eksperymentalne ukierunkowano na po-
szukiwanie ligandow nadrodziny receptorow GPCR
[23.24], Wyodrebniono linie komérkowa z wprowa-
dzonym materiatem genetycznym receptora, ktoéra
ulegta aktywacji pod wptywem LTC4iLTD4. Recep-
tor ten odpowiadat wiec poszukiwanemu CysLTRi.
Analizujac sekwencje wprowadzonego genu odkry-
to, ze wykazuje on 32% zgodnos$ci z genem receptora
purynowego P2Y1 oraz 28% zgodnosci z genem re-
ceptora BLTi. Skiada sie z 1579 par zasad, ktore ko-
dujg 337 aminokwaséw. Gen tego receptora zlokali-
zowano w locus X q13-21.
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W badaniach Ly nch”aiwsp. komérki transfeko-
wane plazmidem, powodujgcym powstanie biatka
CysLTRj. byly pobudzane przez LTD4z EC50 okoto
2-35 nM. LTC4 byt peinym agonem, ale okoto
10-krotnie stabszym od LTD4, natomiast LTE4 byt
stabym agonem. Badania Sarrau doprowadzity do
podobnych wynikéw. Sita pobudzenia receptora
rozkladata sie: LTD4>LTC4>LTE4z EC50odpowied-
nio: 2,5 nM, 24 nM i 240 nM. Dodatkowo po wpro-
wadzeniu do tych uktadéw komorkowych specyficz-
nych antagonéw CysLTRi: pranlukastu, zafirlukastu,
montelukastu i pobilukastu, zaobserwowano inhibi-
cje receptoréw, na podstawie hamowania efektu
wewngtrzkomorkowej mobilizacji Ca2-z IC%0odpo-
wiednio: 0,1 nM, 0,26 nM, 2,3nM i 5,5 nM.

Sklonowanie receptora typu drugiego zostato
osiggniete w podobny sposob jak opisano powyzej,
przez trzy niezalezne zespoty [25-27]. Ludzki Cys-
LTR2 sktada sie z 346 [25,27] lub z 347 aminokwa-
sow [26]. Wykazuje 31% [25], 36% [26] lub 38%
[27] homoiogii z CysLTR,.

CysLTR2jest wybioérczo aktywowany przez nano-
molowe stezenia leukotrienéw cysteinylowych.
Wedtug Nothackera iwsp. komorki transfeko-
wane genem CysLTR2 odpowiadaty na leukotrieny
cysteinylowe odpowiednio: LTD4=LTC4>LTE4 z
EC50: 4,4 nM, 8,9 nM i293 nM. Badania Heise i
wsp. potwierdzajg te wyniki. LTE4jest czeSciowym
agonem CysLTR2 Zaden z antagonéw CysLTR!:
LY-17883. MK-571, montelukast i zafirlukast, nie
blokuje w stezeniach fizjologicznych aktywacji re-
ceptora drugiego typu. Opisano takze, ze wspdlny
antagon receptorow CysLTRt i CysLTR2 - BAY
u9773 jest czeSciowym agonem receptora CysLTR2

Tabeta 1

Poréwnanie wptywu agonéw i antagonéw receptoréw CysLTRi i CysLTR2

z EC5=100 nm. Gen CysLTR2 znajduje sie w locus
139 14.12-12-21.1.

Powinowactwo do obu typéw receptoréw podsu-
mowano w Tabeli 1

11-3. Wewnatrzkomoérkowa transdukcja sygnatu

Mierzalnym efektem potaczenia agona z recepto-
rem CysLTR typu GPCR jest wzrost wewnatrzko-
morkowego stezenia wapnia. Na ten efekt skladaja
sie dwie $ciezki sygnatowe: aktywacja wrazliwego
na PTX iniewrazliwego na PTX biatka G ( PTX- ang.
pertussis toxin- toksyna krztusca) [30].

Pierwszym zjawiskiem, zachodzgcym gwattow-
nie po potgczeniu sie agona z receptorem, jest
wewnatrzkomorkowa mobilizacja wapnia, czyli
uwolnienie Cazz magazynéw komorkowych. Efekt
ten jest spowodowany ,wspbtpracg” receptora z
biatkiem G niewrazliwym na toksyne krztusca, na-
lezacym do rodziny biatek Ggn [31]. Jest to faza
przejsciowa, niezalezna od zewnatrzkomérkowego
stezenia wapnia [32],

Drugg droga, prowadzacg do wzrostu stezenia
wapnia cytoplazmatycznego jest naptyw jonéw wap-
niowych, ktory nastepuje zaraz po mobilizacji
wewnatrzkomdrkowej. Jest to faza przedituzonego
wzrostu wewnatrzkomoérkowego stezenia Ca2+ zale-
zna od stezenia wapnia w ptynie miedzykomorko-
wym [32,33]. Efekt ten jest uwarunkowany wrazli-
wymi na PTX biatkami Gj, a w szczeg6lnosci Gai3
[34]. Prawdopodobnie naptyw jonéw wapniowych
petni gtdwna role w transdukcji sygnatu wywotane-
go potaczeniem sie LTD4 z receptorem [35]. Odpo-

Cys LTR-i Cys LTR2

Agon ECso [nM] PiSmiennictwo ECso [nM] Pismiennictwo

1td4 25 [24] 4.4 [26]

ltcs 24 [24] 8.9 [26]

LTE4 240 [24] 293 [26]
BAYu9773 >10 000 [26] 92 [26]
Antagon 1Cs0 [NM] ICs0 [NM]
Zafirlukast 0.26 [24] >1000 [26]
Montelukast 2,3 [24] >5000 [26]
Pranlukast 0.1 [24] nie badano [26]
BAYu9773 440 [26] 300 [26]
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CysLTRi | CysLTR2

.Biatko Gr
-»Biatko Rho
Biatko G.,g+ PLC)". -»c-Scr + PLCyi
“»GRy + PLCy,
PIP. -» IP. + DAG
1 Ryc 1. Schemat wewnatrzkomérkowej mobilizacji wapnia
PKC

t [CJ“] w komorce me

wiedz na LTD4jest redukowana o 80-90% w buforze
pozbawionym wapnia [36].

Do wzrostu stezenia Ca2+rwewngatrzkomoérkowego
dochodzi za pomocg Kilku réznych, ale wzajemnie
naktadajacych sie i nie do korica poznanych mecha-
nizmow.

LTD4 po potaczeniu z receptorem CysLTR powo-
duje sprzeganie biatka G niewrazliwego na PTX ze
specyficzng fosfolipazg C13 (PLCL3) powodujacg
hydrolize  4,5-difosforanu  fosfatydyloinozytolu
(PIP2) do diacyloglicerolu (DAG) i 1,4,5-trifosfo-
ranu inozytolu (IP3) [30,37].

IP3 uwalnia Ca2+ze zbiornikdw siateczki $rodpla-
zmatycznej. Dochodzi réowniez do aktywacji kinazy
biatkowej C (PKC) [38], jej redystrybucji z cytosolu
na frakcje btonowe komorki i w efekcie do wzrostu
stezenia Ca2+w cytosolu [39], wskutek wewnatrzko-
madrkowej mobilizacji wapnia [40], Specyficzng izo-
forma fosfolipazy C, bioraca udziat w transdukcji sy-
gnatu wapniowego po aktywacji LTD4, jest PLCyi
[30,40,41], LTD4 indukuje fosforylacje reszt tyrozy-
nowych PLCW i jej translokacje do bton komorko-
wych [30,41]. Fosforylacja PLCyi jest z kolei uwa-
runkowana aktywacjg monomerycznego biatka G-
biatka Rho [30,42], Udowodniono, ze egzoenzym
C-3 Clostridium botulinum, inhibitor biatka Rho,
catkowicie blokuje zalezny od LTD4sygnat wapnio-
wy [30]. Dodatkowo stwierdzono, ze LTD4indukuje
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za po$rednictwem receptora CysLTR. LTD4  leu-
kotrien D4, PLCy — fosfolipaza Cy, PIP2
4,5-difosforan fosfatydyloinozytolu, 1P3 — 1,4,5-
trifosforan inozytolu, DAG  diacylogliceral, PKC
— kinaza biatkowa C.

gwattowna, bezposrednig asocjacje podjednostek
Gpy (biatka G niewrazliwego na PTX) z PLCyi. Efek-
tem towarzyszacym, ijak sie okazuje niezbednym,
dla tej reakcji jest potgczenie jednej z kinaz tyrozy-
nowych c-Src z PLCyi. Selektywny inhibitor kinaz
tyrozynowych rodziny Src, PP1, blokuje zaréwno
fosforylacje tyrozynowg PLCyi, jak i powstawanie
kompleksu sygnatowego Gpyz PLCyi [41], blokujgc
wewnatrzkomdrkowa mobilizacje wapnia (Ryc. 1).

Naptyw  wapniowy, uwarunkowany przede
wszystkim potaczeniem receptora zaktywowanego
przez LTD4: wrazliwym na PTX biatkiem G, jest
zwigzany ze wzrostem wewngtrzkomaérkowego ste-
zenia cAMP [32,33]. cAMP prawdopodobnie akty-
wuje kinaze biatkowg A (PKA), ktéra fosforyluje
kanaty wapniowe w btonie komérkowej [33]. Toksy-
na krztusca catkowicie hamuje ten efekt, podczas
gdy inhibitor PKA (RP-cAMPs) zmniejsza sygnat
wapniowy o 60%. Aktywacja kinaz tyrozynowych
jest kolejnym procesem doprowadzajacym w efekcie
do naptywu Ca2+ do komorek pobudzonych przez
LTD4 [34,40]. Dodatkowo przytaczenie LTD4do re-
ceptora powoduje natychmiastowg fosforylacje reszt
tyrozynowych, ktéra jest niezbedna do naptywu
wapnia do komérki (Ryc. 2).

Ostatnio poznana zostata nowa droga transdukcji
sygnatu wewnatrz komorki aktywowanej przez leu-
kotrieny cysteinylowe. Udowodniono, ze w drogach
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Ryc. 2. Schemat naptywu wapnia do komérki za posrednictwem recep-
tora CysLTR. LTD4— leukotrien D4, cAMP — cykliczny ade-
nozynomonofosforan, PKA - kinaza biatkowa A.

oddechowych u cztowieka skurcz komorek miesni
gtadkich jest czesSciowo niezalezny od Ca2+ Zalezy
natomiast od aktywacji kinazy biatkowej Ca (PKCa)
[43]. Podobne wyniki uzyskali Hoshino iwsp. na
komédrkach THP1 (ludzkich monocytach biataczko-
wych) [44], Udowodnili oni, ze CysLTR! sprzega sie
pod wptywem LTD4z biatkiem G niewrazliwym na
PTX (Ggn) i wywotuje przejsSciowg mobilizacje
Ca2+rwewnatrzkomorkowego. To doprowadza do ak-
tywacji PKCa i jej redystrybucji na btone komor-
kowga. Aktywna PKCa aktywuje Raf 1, ktéry odgry-
wa gtowna role w aktywacji kinazy MAP, kluczowe-
go enzymu przekazujgcego sygnaly z powierzchni
komorek do jadra komdrkowego (Ryc. 3). Odpo-
wiedZ chemotaktyczna tych samych komérek THP 1
na LTD4jest natomiast zalezna od biatek Gj wrazli-
wych na PTX.

Taka  réznorodno$¢  Sciezek  sygnatowych
wewnatrz komdrki pobudzanej przez leukotrieny cy-
steinylowe poprzez swoiste receptory, cze$ciowo
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ttumaczy szeroki zakres aktywnosci leukotrienéw w
trakcie odpowiedzi alergicznej i zapalne;j.

I11. Ekspresja receptoréw leukotrienéw cysteiny-
lowych w tkankach zwierzecych i ludzkich

Dodatkowym czynnikiem mogacym ttumaczyé
réznorodng odpowiedz organizmu na bodziec zapal-
ny ialergiczny, jest zr6znicowana ekspresja recepto-
réw leukotrienéw cysteinylowych w tkankach.

Klasyczne badania farmakologiczne polegajace
na obserwacji wptywu leukotriendéw cysteinylowych
na wycinki tkankowe, a nastepnie cofanie sie
wywotanych efektdw po zastosowaniu antagonow,
pozwolity na wyodrebnienie przynajmniej dwéch ty-
péw receptoréw [45,46]. Odkryto, ze w $ledzionie,
oskrzelach tchérzofretki [47,48] oraz w tchawicy i
oskrzelach owcy znajduja sie receptory CysLTR2
[49]. Natomiast w jelicie kretym [50], oskrzelach
[51] i ptucach [52,53] $winki morskiej i ptucach
szczura [54,55] wykazano obecno$¢ obu typow re-
ceptorow. lIstnieje wiele efektywnych, swoistych an-
tagonow receptorow CysLTRi, ktore od kilku lat sg
stosowane w terapii astmy oskrzelowej i innych cho-
réb atopowych. Natomiast poznano dotychczas tylko
jeden rodzaj i to cze$ciowego antagona CysLTR2 -
BAYu9773 [21], ktdry jest takze czeSciowym antago-
nem CysLTRj. Ten fakt utrudnia badania farmakolo-
giczne CysLTR2 Dlatego tez sklonowanie gendéw

LTD.,

CysLTR,/CysLTR2

IBia&ko G¢
i
f [Ca Aw komorce

Fosforylacja czynnikéwtranskrypcyjnych (c-Myc i c-Fos)

Ryc. 3. Schemat aktywacji MAP-kinazy za posrednictwem receptora
CysLTR. LTD4— leukotrien D4, PKCa — kinaza biatkowa C
alfa, MAPK — kinaza aktywowana mitogenem.
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obu typoéw receptoréw, pozwolito na wdrozenie me-
tod biologii molekularnej m.in. hybrydyzacji in situ,
metody Northern blotting i RT-PCR, celem jeszcze
doktadniejszej lokalizacji tkankowej CysLTRi i
CysLTR2oraz weryfikacji wczes$niejszych wynikow
[23,24,27]. U myszy mRNA CysLTRi znaleziono
gtownie w skdrze, ptucach i jelicie cienkim, nato-
miast MRNA CysLTR2w $ledzionie, ptucach orazje-
licie cienkim [56], a takze w grasicy, nadnerczach i
sercu [57]. Nalezy wspomnie¢, ze badania farmako-
logiczne na tkankach zwierzecych wykazaty od-
mienng ekspresje CysLTRi i CysLTR2uréznych ga-
tunkéw [46]. Sklonowanie genéw obu typow recep-
toréw u myszy pozwolito z kolei odkry¢ réznice ich
budowy w poréwnaniu z receptorami ludzkimi. Mysi
CysLTRi jest homologiczny do ludzkiego CysLTRi
w 87,3%, natomiast mysi CysLTR2 do ludzkiego
CysLTR2 w 73,4% [56]. Moze to mie¢ znaczenie
przy interpretacji wynikéw przeprowadzanych na
zwierzetach badan, m.in. dotyczacych astmy.
Najwiekszg ekspresje mRNA CysLTRi u cztowie-
ka wykryto w $ledzionie i leukocytach krwi obwodo-
wej. Nizszg ekspresje wykazano w ptucach, tozysku,
jelicie cienkim, nadnerczach, gruczole krokowym,
miesniach szkieletowych, mézgu, okreznicy, sercu,
nerkach iwatrobie [23,24]. Poniewaz leukotrieny cy-
steinylowe odgrywajg szczeg6lng role w etiopatoge-
nezie astmy oskrzelowej [58], szczegdlny nacisk
potozono na poszukiwanie ich receptoréw w
uktadzie oddechowym [23]. Zastosowanie czulszej
metody, jakgjest hybrydyzacja in situ, zaowocowato
wykryciem ekspresji mMRNA CysLTRi na wszystkich
poziomach drzewa oskrzelowego, w okotooskrzelo-
wych i okotooskrzelikwych miesniach gtadkich, jak
rowniez w makrofagach ptucnych [23,24]. Nalezy
dodac, ze ekspresja mRNA CysLTRi w ptucach ludzi
zdrowych i chorych z astmg, jest porownywalna
[24]. W populacji leukocytéw krwi obwodowej
okoto 20% wykazuje ekspresje mRNA ibiatka recep-
torowego CysLTRi. Z kolei sposrdd CysLTRi(+) ko-
mdrek najwyzsza ekspresje, zarbwno mRNA jak i
biatka receptorowego, wykazujg eozynofile [59,60].
Wykazano réwniez, ze komorki HL-60 roznicujace
sie w kierunku eozynofiléow (HL-60/eo0s), takze wy-
kazujag wyzszg ekspresje mRNA dla CysLTRi niz
niezroznicowane HL-60 [61,24,26]. Wsrod Cys-
LTR[(+) leukocytéow krwi obwodowej, ekspresje
MmRNA i biatka receptorowego wykazano takze w
monocytach oraz w limfocytach B [59,62]. Nato-
miast co do obecnosci CysLTRi w limfocytach T
CD4-t- i T CD8+ oraz w neutrofilach uzyskano
sprzeczne wyniki. Grupa Figueroa [59] nie wyka-
zata ekspresji CysLTRi w tych komérkach, podczas
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gdy badania M ita iwsp. [60], przy uzyciu kompe-
tencyjnej metody RT-PCR, wykazaty jg w obu ty-
pach komorek. Dodatkowo, wsrod leukocytdw krwi
obwodowej jeszcze komérki macierzyste CD 34+
wykazujg ekspresje mRNA i biatka CysLTRi [59],
Prawdopodobnie pod wptywem CysLTRi moga réz-
nicowac¢ sie w kierunku eozynofili lub monocytow i
makrofagow, a nawet komérek tucznych upacjentéw
atopowych [63]. mMRNA CysLTRi wykryto oprocz
HL60/eos réwniez w innych liniach komérkowych,
takich jak U937 [24, 64] czy tez THP 1 [36,60,65].
Ekspresje mRNA CysLTRi wykazano réwniez w
$rodbtonku ludzkiej zyty pepowinowej (HUVEC-
ang. human umbilical vein endothelial cells) [66].
Natomiast badania farmakodynamiczne [67] suge-
ruja dodatkowo istnienie receptoréw leukotriendw
cysteinylowych w komérkach $rddbtonka tetnic i zyt
ptucnych.

Lokalizacja CysLTR2nie pokrywa sie z umiejsco-
wieniem receptora pierwszego typu [25-27]. Wpraw-
dzie ekspresje CysLTR2 stwierdza sie takze w Sle-
dzionie, leukocytach krwi obwodowej, tozysku i
ptucach, ale dodatkowo wykryto obecnosé tylko
CysLTR2 w sercu, nadnerczach i oSrodkowym
uktadzie nerwowym [25-27]. Jednak w obrebie
uktadu oddechowego rozmieszczenie CysLTR2 jest
odmienne od CysLTRi. Silniejsza ekspresjg mRNA
CysLTR2charakteryzujg sie makrofagi ptucne, pod-
czas gdy w mies$niach gtadkich oskrzeli ekspresja
jest stabsza [27]. Obecnosci CysLTR2nie wykazano
natomiast w tchawicy [25], Sposréd leukocytow
krwi obwodowej najsilniejszg ekspresje mRNA Cys-
LTR2wykazuja eozynofile [27,60]. Co wiecej, stosu-
nek mMRNA CysLTRi do CysLTR2w tych komérkach
jest najnizszy w poréwnaniu z pozostatymi subpopu-
lacjami komorkowymi leukocytow krwi obwodowej
[60]. Poza eozynofilami obecno$¢ mRNA CysLTR2
wykryto takze w monocytach [27,60], neutrofilach i
limfocytach T [60]. Natomiast ani komoérki HL-60,
ani U-973, niezroznicowanie, jak iroznicujace sie w
kierunku poszczeg6lnych subpopulacji komérko-
wych, nie wykazujg ekspresji mRNA CysLTR2 [26].
Obecnos¢ receptoréw leukotrienéw cysteinylowych
w uktadzie sercowo-naczyniowym, przewidywana
wczesniej na podstawie badan czynnosciowych [68]
zostata obecnie potwierdzona za pomocg metod mo-
lekularnych. mRNA CysLTR2 zostato wykryte w
przedsionkach, komorach, przegrodzie i na koniusz-
ku serca [26,60] oraz w naczyniach wienicowych
[69]. Szczeg6towe badania metodag hybrydyzacji in
situ doprowadzity do zlokalizowania mRNA Cys-
LTR2 w kardiomiocytach, fibroblastach, wi6knach
Purkinjego [27] oraz miesniach gtadkich naczyn
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wiencowych [69]. Natomiast wykluczono ich obec-
no$¢ w Srdédbtonku naczyh wiehcowych [69]. Wsrdd
komérek Srodbtonkowych obecno$¢ mRNA Cys-
LTR2 zostata potwierdzona w $rédbtonku ludzkiej
zyty pepowinowej (HUVEC) [60]. Niemniej jednak,
badaniami farmakodynamicznymi wykryto ich obec-
nos¢ w srddbtonku tetnicy ptucnej oraz w srédbtonku
i mieSniach gtadkich zyt ptucnych [70]. Zaska-
kujacym efektem poznania charakterystyki moleku-
larnej CysLTR2byto wykrycie mRNA tego receptora
w obrebie osrodkowego uktadu nerwowego i gru-
czotu nadnerczowego [26,27]. W o$rodkowym
uktadzie nerwowym szczeg6lnie wysoka ekspresje
opisywano w obrebie rdzenia kregowego i przysadki
moézgowej [26], W zadnym z tych miejsc nie znale-
ziono mRNA CysLTRi. W gruczole nadnerczowym
MRNA CysLTR2jest obecny zarowno w komdrkach
chromochtonnych i zwojowych rdzenia, jak i w war-
stwie siateczkowatej kory [26,27]. Silna ekspresja
mRNA CysLTR2w gruczole nadnerczowym, o$rod-
kowym uktadzie nerwowym oraz w sercu, przy braku
ekspresji mMRNA CysLTRi o tej lokalizacji, wskazuje
prawdopodobnie na odmienng role tych receptoréw
w procesach fizjologicznych ipatologicznych. Loka-
lizacja tkankowa CysLTRi i CysLTR2 w tkankach
cztowieka zostata szczegdtowo przedstawiona w
Tabeli 2.

IV. Regulacja ekspresji receptorow leuko-
trienéw cysteinylowych

Podobnie jak niewiele wiadomo na temat
wewnatrzkomdrkowego przekazywania sygnatu
przez pobudzone leukotrienem receptory, takze regu-
lacja ich ekspresji pozostaje w sferze badan. Udo-
wodniono, ze IL-5 powoduje gwattowny wzrost eks-
presji CysLTR! mRNA i biatka receptorowego w ko-
maérkach HL-60/Eos, nie wptywajac wcale na nie-
zroznicowane komorki HL-60 [61]. IL-5 odgrywa
istotng role w stymulacji r6znicowania, chemotaksji
i aktywacji eozynofili. Bierze takze udziat w zaha-
mowaniu apoptozy w miejscu zapalenia eozynofilo-
wego. Wykazano, ze IL-4 i IL-13 zwiekszajg poziom
MRNA i biatka CysLTR( w ludzkich monocytach i
makrofagach [62], INF-y powoduje zwiekszenie eks-
presji obu typdw receptorow w komdrkach mie$ni
gtadkich oskrzeli cztowieka [71]. Te wyniki suge-
rujg, ze podwyzszone poziomy INF-y u pacjentéw z
astma moga wywotywac¢ nadreaktywno$¢ oskrzeli i
zaostrzenia astmy poprzez bezposredni wptyw na
skurcz mieéni gtadkich oskrzeli. W pozostatych
miejscach, w ktérych wykryto obecno$¢ receptorow
CysLTRfCysLTR”, zbadano jeszcze komorki ludz-
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kiej zyty pepowinowej (FIUVEC) [72]. Czynnikiem,
ktory powoduje wyrazny wzrost mRNA CysLTRi w
tych komorkach jest IL-1 3

V. Funkcje receptoréw leukotrienéw cyste-
inylowych CysLTRj i CysLTR2

Leukotrieny cysteinylowe biorg udziat w patofi-
zjologii wielu choréb, u podtoza ktorych lezy proces
zapalny. Najwiekszy nacisk ktadziono do tej pory na
wyjasnienie roli leukotrienéw w etiopatogenezie ast-
my oskrzelowej. Owocem tych badarn byto pojawie-
nie sie w potowie lat dziewiecdziesigtych lekéw an-
tyleukotrienowych, stosowanych w leczeniu tej cho-
roby. Tymczasem w Swietle najnowszych badan nad
strukturg i ekspresja tkankowg receptorow leukotrie-
now cysteinylowych wydaje sie, ze ich rola moze
wykracza¢ daleko poza etiologie astmy oskrzelowej.
Zastanawiajace jest szczegdlnie odmienne rozmiesz-
czenie obydwu typow receptoréw w tej samej tkance,
co moze implikowa¢ ich odmienne funkcje. Dodat-
kowo, tak bogata ekspresja receptoréw leukotrieno-
wych w sercu, osrodkowym uktadzie nerwowym iw
nadnerczach zwraca uwage na ich mozliwg role w
uktadzie sercowo-naczyniowym i neuroendokryn-
nym, co przewidywano w nielicznych badaniach far-
makodynamicznych.

V-1.Astma

Leukotrieny cysteinylowe biorg udziat zaré6wno w
odpowiedzi skurczowej oskrzeli, jak i w rozwoju za-
palenia astmatycznego. Dziatanie skurczowe leuko-
triendw na miesnie gtadkie oskrzeli zostato udowod-
nione in vitro na izolowanym oskrzelu ludzkim
[73,74] oraz in vivo [75]. Wywotujg one skurcz
oskrzeli zarowno u ludzi zdrowych, jak iu pacjentow
z astma [76,77], ktore to efekty sg znoszone przez an-
tagony CysLTR!, takie jak pranlukast i zafirlukast
[78,79]. Leukotrieny cysteinylowe zwiekszajac ta-
kze sekrecje Sluzu [80], przy jednoczesnym hamo-
waniu aktywnosci nabtonka migawkowego oskrzeli
[811], przyczyniajg sie do wzrostu obturacji w oskrze-
lach. Skuteczno$¢ antagondw receptora CysLTj w
blokowaniu powyzszych efektow zostata potwier-
dzona w wielu badaniach klinicznych. Zaréwno
montelukast jak i zafirlukast poprawiaty kontrole
astmy ograniczajgc dzienne i nocne objawy. Powo-
dowaly istotny wzrost pierwszosekundowej nate-
zonej objetosci wydechowej - FEV] i szczytowego
przeptywu wydechowego - PEFR, zmniejszenie za-
potrzebowania na dorazne (3-mimetyki i redukcje za-
ostrzen astmy [82-84],
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Tabela 2.

Lokalizacja receptoréw CysLTRi i CysLTR2w tkankach cztowieka

Rodzaj tkanki

Pluca

Miesnie gtadkie oskrzeli

Makrofagi ptucne

Leukocyty krwi obwodowej

Eozynofile
Monocyty/makrofagi
Neutrofile
Limfocyty B
Limfocyty T
Komorki CD 34+
Komorki tuczne
Sledziona
tozysko
Serce
Kardiomiocyty
Fibroblasty
Wiékna Purkinjego
Miesnie gtadkie
naczyn wiencowych

Zyta ptucna
Srodbtonek
Miesnie gtadkie

Tetnica ptucna
Srodbtonek

Zyla pepowinowa

I Srodbtonek

OUN

Nadnercza

: Linie komorkowe
HL60/Eos
U 937
THP1

++ wysoka ekspresja
+ niska ekspresja

+/- przeciwstawne wyniki w réznych badaniach

- brak ekspresji

'H:NCyé'I'_'TRi
Poziom I .
. PiSmiennictwo
ekspresji
[23.24.59]
++
++
[23.24.59.60.62]
++
+
+-
+
+/-
+
+ (63]
++ [23.24]
+ [23,24]
oy [23.24]
[67]
obecny
nieobecny
(67]
nieobecny
(66]
+
+ [23.24]
[23.24]
[23.24,65]

obecny - wynik uzyskano jedynie na podstawie badan farmakodynamicznych
nieobecny - wynik uzyskano jedynie na podstawie badari farmakodynamicznych

? dotychczas nie zbadane

Odpowiedz zapalna na dziatanie leukotriendw cy-
steinylowych sktada sie jeszcze z kilku elementéw.
Zwiekszajg one przepuszczalno$¢ naczyn w mi-
krokrazeniu poprzez skurcz komérek $rddbtonka w
postkapilarnych naczyniach zylnych [85,86] oraz
stymulujg chemotaksje eozynofili, gtownych komo-
rek nacieku zapalnego w drogach oddechowych u pa-
cjentow z astmg. Leukotrieny cysteinylowe sg che-
moatraktantami eozynofili poprzez CysLTRi. Indu-
kujg wzrost ekspresji selektyny P zardwno w leuko-

138

CysLTR2
Poziom PiSmiennictwo
ekspresiji 1
[27]
+
++
[25.26.27.60]
++
+
+
+ :
9
++ [25.26.27]
9 i
[25.26.27] 1
++
++ !
+ + 1
iy
j
[67]
obecny
obecny ? 1
[67]
obecny
[66] ,
+ 1
++ [25.26.27]
++ [25.26.27]
[24.25.65]

cytach [87] i w $rodbtonku, gdzie dziatajg prawdopo-
dobnie poprzez CysLTR2 [88], co powoduje zwiek-
szong adhezje eozynofilow do Sciany naczynia. Inha-
lacja LTD4 spowodowata naciek z eozynofilow w
drogach oddechowych $winki morskiej, ktory utrzy-
mywat sie przez cztery tygodnie. Efekt ten byt bloko-
wany przez pranlukast [89]. Takze u ludzi, leukotrie-
ny cysteinylowe podawane droga wziewng, powodo-
waly wzrost odsetka eozynofildw w bionie sluzowej
oskrzeli [90] oraz w indukowanej plwocinie u pa-
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cjentéw chorujgcych na astme [91]. Leki blokujace
CysLTR! hamowaty powstawanie nacieku z eozyno-
filéw, w odpowiedzi takze na inne zwigzki niz leuko-
trieny cysteinylowe [92], co $wiadczy o tym, ze me-
chanizmie tym biorg udziat leukotrieny endogenne.
Przekonujgcym dowodem na role endogennych leu-
kotrienéw cysteinylowych w chemotaksji eozynofi-
16w. jest doSwiadczenie namyszach 5LO X (pozba-
wionych 5-lipooksygenazy), u ktorych zachodzi
piecdziesiecioprocentowa redukcja nacieku eozyno-
filowego. po prowokacji owalbuming [93]. Eozyno-
file sg za$ miejscem syntezy leukotrienow cysteiny-
iowych. co pozwala przypuszczaé, ze sg transporte-
rami leukotriendw do miejsca zapalenia [94] i gtow-
nymi ogniwami fancucha dodatnich sprzezeh zwrot-
nych, skutkujacego obfitym naciekiem zapalnym w
oskrzelach. Dlatego tez terapia lekami indukujgcymi
apoptoze eozynofili, takimi jak glikokortykosterydy,
powodujaca zmniejszenie nacieku zapalnego, jest
skuteczna w kontroli astmy. W zwigzku z tym, bar-
dzo waznym aspektem stosowania antagonow recep-
tora CysLTi w leczeniu astmy jest mozliwos¢ tacze-
nia ich z wziewnymi glikokortykosterydami.
Potaczenie takie zapewnia poprawe kontroli astmy u
pacjentow, u ktérych dotychczasowe leczenie nie
dawato zadawalajgcych wynikéw [95]. Jest to szcze-
gblnie istotne w przypadku dzieci i pacjentow leczo-
nych wysokimi dawkami wziewnych lekéw sterydo-
wych [96,97], W wielu przypadkach umozliwia zre-
dukowanie dawki glikokortykosterydéw, utrzy-
mujac dobrg kontrole objawéw astmy, zmniejszajac
tym samym ryzyko powik#tan po steroidoterapii [98].
Kolejnym punktem dziatania leukotriendw cysteiny-
lowych w astmie, jest ich prawdopodobny udziat w
procesie przebudowy drég oddechowych, czyli tzw.
~remodelingu” [99,100]. Morfologicznymi wyktad-
nikami tego procesu jest zwidknienie podnabtonko-
we, pogrubienie miesnidwki gtadkiej, proliferacja
naczyn, zniszczenie komorek nabtonka iprzerost ko-
mérek kubkowych. Leukotrieny cysteinylowe moga
bra¢ udziat w tym procesie poprzez ich bezposredni
wptyw na mie$niowke gtadka, eozynofile, komérki
nabtonka i wiele innych komérek, zawierajgcych ich
receptory. U myszy uczulonych na owalbumine
montelukast odwraca prawie wszystkie morfologicz-
ne objawy przewlektej astmy [101]. Leukotrieny cy-
steinylowe nasilajg proliferacje komorek miesni
gtadkich dziatajac synergistycznie z innym mitoge-
nem-EGF (naskérkowym czynnikiem wzrostu)
[102], ktorego stezenie w astmie jest podwyzszone.
Montelukast i pobilukast, ale nie zafirlukast znosza
ten efekt [103], Wszystkie te zmiany mogg doprowa-
dzi¢ w efekcie do nieodwracalnej obturacji drég od-

POSTEPY BIOCHEMII 50(2), 2004

dechowych iznacznego ubytku przestrzeni wentyla-
cyjnej [104].

Badania nad funkcja leukotriendw cysteinylo-
wych iich receptordw w patogenezie astmy oskrze-
lowej wymagajg dalszej analizy, co w przysztosci
moze zaowocowaé jeszcze skuteczniejszg kontrolg
astmy oraz zapobieganiem jej skutkom.

V-2.Uktad sercowo-naczyniowy

Leukotrieny cysteinylowe powodujg skurcz na-
czyh wieficowych, zmniejszajgc przeptyw wiencowy
u ludzi i zwierzat oraz dziatajg inotropowo ujemnie
[105-107]. In vitro udowodniono, ze ostabienie sity
skurczu serca nie jest wtdérne do zmniejszonego
przeptywu wiefAcowego [105]. Efekty takie
wywotujg nie tylko leukotrieny egzogenne, ale takze
lekotrieny endogenne, powstajace in situ, w efekcie
wspotpracy leukocytow z komdérkami srédbtonka na-
czyn wieAcowych [108,109]. Antagon receptora
CysLTRi - SKF88406 efektywnie hamuje ostabienie
sity skurczu serca, w mniejszym stopniu przeciw-
dziatajgc skurczowi naczyn wiericowych [110]. Ba-
dania te wskazujg na mozliwos$¢é dziatania leukotrie-
néw cysteinylowych na serce przez rézne receptory.
Poprzez pomiar stezenia leukotrienbw w moczu,
udowodniono zwiekszong synteze leukotrienéw cy-
steinylowych u pacjentow, ktérzy przeszli epizody
niedokrwienia mie$nia sercowego: zawal miesnia
sercowego i napady dusznicy bolesnej, w poréwna-
niu do pacjentéw z bdlami w klatce piersiowej, nie
wynikajacymi z niedokrwienia [111,112], Leukotrie-
ny majg wptyw prawdopodobnie nie tylko na bezpo-
$redni skurcz naczyn wiencowych, ale takze na
uszkodzenia tkanek po nastepowej reperfuzji niedo-
krwionego obszaru. Blokowanie tych efektéw
osiggano poprzez stosownie selektywnych inhibito-
réow 5-LOX i FLAP, a takze substancji blokujgcych
jednoczesnie 5-LOX i COX, z redukcjg obszaru
zawatu [113-116]. Znacznie bardziej r6znorodny ob-
raz wynika z badan nad antagonami ich receptora
typu pierwszego. Wyniki sugerujace udziat leuko-
trienéw cysteinylowych w powiekszaniu obszaru
niedokrwienia i uszkodzeniu tkanek po nastepowej
reperfuzji [111,117,118] sg zréwnowazone przez do-
wody, ktore przeczg takiej ich roli w uktadzie serco-
wo-naczyniowym [119,120]. W Swietle najnow-
szych badan, w ktéorych wykazano ekspresje mRNA
CysLTR2 a nie CysLTRi w naczyniach wieAcowych
i mies$niu sercowym [25], wydaje sie, ze wyniki, w
ktorych nie zahamowano niedokrwienia i uszkodzen
po reperfuzji za pomocg antagonow receptora Cys-
LTRI, sg blizsze rzeczywistosci. Wptyw leukotrie-
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néw cysteinylowych na serce poprzez receptory Cys-
LTR2, bedzie prawdopodobnie dokiadniej zbadany
na zwierzetach pozbawionych genu tego receptora,
jesli nie zostanie wczes$niej opracowany jego swoisty
inhibitor.

Dale i Laidlaw udowodnili, ze wyktadnikiem
ciezkiej reakcji anafilaktycznej jest nie tylko dusz-
nos¢, ale takze ciezka hipotensja, bedgca skutkiem
zmiany napiecia naczyniowego poprzez pobudzone
alergenem komorki zapalne [121].

Wielu badaczy zauwazylo, ze leukotrieny cyste-
inylowe regulujg napiecie $cian naczyn w tozysku
naczyniowym u réznych gatunkdw, bedac zarowno
mediatorami skurczu, jak i rozkurczu. W a 1c h i
wsp. opierajac sie na wynikach wielu badaczy zapro-
ponowali model rozmieszczenia receptoréw leuko-
triendw cysteinylowych w krazeniu ptucnym [67].
Rozkurcz indukowany przez leukotrieny cysteinylo-
we zachodzit, wedtug nich, poprzez stymulacje re-
ceptorow obecnych w $rodbtonku tetnicy ptucnej.
Srodbtonek ludzkiej tetnicy ptucnej miat zawieraé
CysLTR2, a jego aktywacja indukowataby uwalnia-
nie tlenku azotu (NO). Nieznany receptor w komor-
kach miesni gtadkich tetnicy miat by¢ natomiast od-
powiedzialny za skurcz. W $rodbtonku zyty ptucnej
obecne sg oba typy receptoréw. Aktywacja CysLTRi
indukuje uwalnianie czynnikéw kurczgcych naczy-
nia, podczas gdy aktywacja CysLTR2 indukuje roz-
kurcz poprzez NO. Pobudzenie CysLTR2w komor-
kach miesni gtadkich zyly ptucnej powoduje jej
skurcz [67],

Model ten pdzniej zmodyfikowano, ze wzgledu na
to, ze receptor w $rodbtonku tetnicy ptucnej nie byt
wrazliwy ani na antagony CysLTRi, ani na cze$cio-
wego antagona CysLTRi/CysLTR2 i prawdopodob-
nie posredniczyt w rozkurczu poprzez prostacykline
[122]. Ostatecznie wydaje sie, ze rozkurcz naczyn
zylnych w krazeniu ptucnym wywotywany przez
leukotrieny cysteinylowe, odbywa sie poprzez tlenek
azotu, podczas gdy w naczyniach zylnych krazenia
systemowego raczej poprzez metabolity Sciezki cy-
klooksygenazy [70,123].

V-3.Uktad nerwowy i hormonalny

Ekspresja receptoréw CysLTRi ijeszcze bogatsza
ekspresja CysLTR. w o$rodkowym uktadzie nerwo-
wym zwraca uwage na ich prawdopodobng i na razie
stabo poznanag funkcje w tym obszarze. Obecnos$é
leukotrienéw cysteinylowych w mézgu szczura i ich
wigzanie sie z jeszcze wdwczas niezdefiniowanymi
receptorami, zauwazono juz w latach osiemdzie-
sigtych [124], Prawdopodobnie leukotrieny odgry-
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wajg role w patogenezie udaru niedokrwiennego.
Zwiekszone stezenie LTC4wykrywano od 0 do 6 go-
dzin po incydencie niedokrwienia u gerbili i po
pierwszej dobie, czemu towarzyszyto uszkodzenie
bariery krew-mézg i narastanie obrzeku médzgu
[125]. Zauwazono, ze zastosowanie inhibitora Cys-
LTRi ONO-1078 istotnie zmniejsza obszar udaru
niedokrwiennego i w mniejszym stopniu wptywa na
zmniejszenie ubytkéw neurologicznych u myszy
[126] iszczurow [127,128]. Zwiekszong synteze leu-
kotrienow cysteinylowych wykazano rowniez w
ptynie médzgowo-rdzeniowym u pacjentéw ze
stwardnieniem rozsianym [129] i krwotokiem
wewngtrzczaszkowym [130]. Dodatkowo, u myszy 5
LOX [stwierdzono mniejszg sktonnos$¢ do niepoko-
ju ileku, co zwraca uwage na prawdopodobng funk-
cje 5-LOX ijej produktow w ksztattowaniu zacho-
wan o podtozu afektywnym [131]. Opisane sg takze
dwa przypadki dzieci z defektem syntezy leukotrie-
néw cysteinylowych [132], Cechami charaktery-
stycznymi tego zespotu sg: ciezka hipotonia mie$nio-
wa, opéznienie rozwoju psychomotorycznego, brak
prawidtowego rozwoju i wzrostu, mikrocefalia i
catkowity brak leukotrienéw cysteinylowych w
ptynach ustrojowych.

Bogata ekspresja CysLTR2 w rdzeniu nadnerczy,
jest jednym z najbardziej nieoczekiwanych odkry¢
wynikajacych ze sklonowania genu tego receptora.
Do tej pory nie opisywano wptywu leukotrienéw cy-
steinylowych na o$ podwzgorze-przysadka-nadner-
cza. Badano za$ ich wptyw na podwzgdrze iprzysad-
ke. Wykryto, ze LTC4stymuluje uwalnianie hormonu
luteinizujgcego - LH z przedniego ptata przysadki
szczurow [133] oraz hormonu uwalniajgcego hor-
mon luteinizujagcy - LHRH z wyniostosci Srodkowej
[134] zaréwno in vitro, jak i in vivo [135]. Zaden z
antagonoéw CysLTRi nie blokowat stymulacji uwal-
niania LHRH, wywotanego przez leukotrieny cyste-
inylowe, co w Swietle obecnej wiedzy wskazuje na
udziat CysLTR2 w tym procesie.

V-4.Nowotwory

Ostatnio pojawiajg sie takze doniesienia na temat
udziatu leukotriendw cysteinylowych i ich recepto-
row w patogenezie nowotworéw. O hd iwsp. wyka-
zali zwiekszong ekspresje CysLTR] w komodrkach
raka jelita grubego (Caco-2), korelujacg ze zwiek-
szonym stezeniem 5-lipooksygenazy (5-LOX) i cy-
klooksygenazy-2 (COX-2), w pordwnaniu ze zdro-
wym nabtonkiem jelitowym [136]. Co wiecej, w gru-
pie pacjentéw z wysoka ekspresjg CysLTRi zaobser-
wowano nizszg przezywalno$¢, w poréwnaniu do
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grupy z niskg ekspresjg tego receptora [136]. Wyka-
zano takze, ze LTD4podwyzsza stezenie COX-2 oraz
biatka anty-apoptotycznego Bcl-2 w komdrkach Ca-
co-2 [137]. Dodatkowo odkryto, ze LTD4 poprzez
CysLTRj indukuje wzrost ekspresji iaktywacje a 2[3
integryn w komérkach Caco-2, co powoduje ich
zwiekszong adhezje do kolagenu typu 1[138], Wyni-
ki te sugeruja, ze leczenie antyleukotrienowe
mogtoby wspomagac¢ farmakoterapie przeciwnowo-
tworowa.

Wykazano takze, ze antagonista CysLTR! - ONO
1078 hamuje funkcje biatka MRP (MRP - ang. Multi-
drug Resistant Proteing), zwiekszajgc tym samym
wrazliwo$¢ komérek raka ptuca na leczenie winkry-
styng [139]. W piSmiennictwie pojawiajg sie tez
wzmianki o poszukiwaniu mozliwosci stosowania
antagonéw CysLTR, oraz inhibitoréw réznych pro-
duktéw przemian kwasu arachidonowego w farma-
koterapii nowotworéw trzustki, ptuc, gruczotu kro-
kowego, piersi i skéry [140.141].

V1. Podsumowanie

Identyfikacja receptoréw i ich rozmieszczenia w
tkankach, zwtaszcza CysLTR? w sercu, oSrodkowym
uktadzie nerwowym i nadnerczach, zwrocity uwage
na mozliwe, szersze znaczenie leukotrien6w cyste-
inylowych w fizjologii i patofizjologii niz tradycyj-
nie przypisywana im do tej pory rola mediatoréw za-
palenia. Badania na zwierzetach pozbawionych ge-
néw kodujacych te receptory oraz opracowanie sku-
tecznego inhibitora receptora typu drugiego, po-
zwolg przyjrze¢ sie ,nowym” funkcjom leukotrie-
néw cysteinylowych. Ponadto, zbadanie wewnatrz-
komorkowej transdukcji sygnatu poprzez te recepto-
ry, a takze regulacji ich ekspresji fizjologicznej i w
czasie wielu stanéw chorobowych, pozwoli na opra-
cowanie jeszcze skuteczniejszych metod terapeu-
tycznych.
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I. Wstep

Wzmozona aktywacja ptytek krwi jest przyczyng
wielu réznych stanéw chorobowych jak np. miazdzy-
ca i choroby uktadu kragzenia. Plytki krwi sg naj-
mniejszymi, bezjadrzastymi elementami morfotycz-
nymi (Srednica 2-4 pm). Powstajg one z cytoplazmy
megakariocytéw w szpiku kostnym i czeSciowo w
ptucach. Proliferacje i r6znicowanie komorek pre-
kursorowych szeregu ptytkotwdérczego oraz dojrze-
wanie megakariocytéw az do wytworzenia ptytek
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krwi regulujg rézne cytokiny (interleukina 3 i 11, a
przede wszystkim trombopoetyna). Czas zycia nie
uczestniczacych w procesie hemostazy ptytek krwi
w krazeniu wynosi od 8 do 12 dni, po czym ulegaja
fagocytozie (gtownie w $ledzionie). Ptytka krwi oto-
czona jest btong cytoplazmatyczng, w ktorej zlokali-
zowane sg liczne receptory, sprzezone z enzymatycz-
nymi systemami przekazywania informacji. Ma
ksztatt dysku icharakterystyczny uktad ziarnistosci.
Aktywacja ptytek krwi polegajgca m. in. na adhe-
zji, zmianie ksztattu komorki, sekrecji iagregacji od-
grywa istotng role w przebiegu prawidtowej hemo-
stazy. Liczne i réznorodne pod wzgledem budowy
czynniki petnigce role agonistdéw inicjujg aktywacje
ptytek krwi przez zwigzanie sie ze specyficznym re-
ceptorem obecnym na powierzchni ptytek. Wiele re-
ceptoréw plytkowych to receptory sprzezone z
biatkami G. Waznymi agonami wchodzacymi w inte-
rakcje z takimi receptorami sa: trombina, trombok-
san A2 (TXAZ2), ADP, adrenalina, ptytkowy czynnik
aktywujacy (PAF) i wazopresyna. Niektdre z nich
posiadajg nawet Kilka r6znych pod wzgledem budo-
wy receptoréw na ptytce krwi. Trombina ma np. trzy
rézne receptory: dwa receptory typu PAR i glikopro-
teine GPIb (GPIb) w kompleksie (GPIb/IX/V), nato-
miast ADP rozpoznawany jest przez ptytke za po-
mocg trzech réznych receptorow: P2YZIX P2YAC i
P2X[. Receptory P2Yi sg odpowiedzialne za
wywotanie sygnatu aktywacji, receptory P2YAC sg
odpowiedzialne za utrwalenie agregacji i potegowa-
nie sekrecji, natomiast receptory P2X! (jonotropo-
we) uczestniczg w naptywie jonéw wapnia do ptytki
krwi. Doktadng budowe oraz ich udziat w przekazy-
waniu sygnatow w ptytkach krwi zostat omdéwiony
przezOlas i Wachowicz[1, 2]. Nasilenie akty-
wacji ptytek krwi zalezy od rodzaju i stezenia
dziatajgcego agonu. W czasie aktywacji ptytek krwi
zachodzg dwie podstawowe przemiany biochemicz-
ne: (1) hydroliza fosfatydyloinozytolu prowadzaca
do powstania dwéch wtérnych przekaznikéw infor-
macji: diacyloglicerolu (DAG) i inozytolotrisfosfo-
ranu (Ins( 1,4,5)P3) oraz (2) przemiana arachidonianu
i synteza eikozanoidéw z wytworzeniem tromboksa-
nu A2 Silne agony, jak trombina czy kolagen stymu-
luja hydrolize fosfatydyloinozytolu poprzez od-
dziatywanie z receptorami sprzezonymi z biatkami
Gg, natomiast stabe majg tylko nieznaczny wplyw
albo wcale nie indukuja hydrolizy fosfatydyloinozy-
tolu. Po przytgczeniu aktywatora do specyficznego
receptora obecnego na powierzchni ptytek krwi do-
chodzi tez do réznych zmian wewnatrz komérki, m.
in. obserwuje sie reorganizacje cytoszkieletu, two-
rzenie filopodiow, ekspozycje receptora dla fibryno-
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genu (integryna anbP3) oraz sekrecje zwigzkéw zma-
gazynowanych w ziarnistoSciach ptytkowych. Fibry-
nogen taczy integryny anbp3sasiadujacych ze soba
ptytek, powstajg ich agregaty, co daje poczatek two-
rzeniu pierwotnego czopu hemostatycznego. Dyna-
miczne przemiany w pobudzonej ptytce i uruchomie-
nie molekularnych szlakéw przekazywania sygnatu
obejmuja nie tylko wnetrze ptytki krwi, ale rdwniez i
btone komdrkowa, w ktérej dochodzi do zmian ptyn-
nosci matrycy lipidowej, zmian na powierzchni
btony wraz z uaktywnieniem licznych receptoréow
oraz do odstoniecia fosfolipidéw biorgcych udziat w
procesie krzepniecia krwi [3-7]. W funkcjonowaniu
ptytek krwi wazng role wydajg sie petni¢ btonowe
tratwy lipidowe (ang. membrane lipid rafts) — wy-
soko zorganizowane mikrodomeny btonowe zawie-
rajgce glicerolipidy i sfingolipidy oraz cholesterol.

Il1. Struktura i funkcje btony ptytek krwi

Potptynna btona ptytkowa, podobnie jak btona in-
nych komdrek, stanowi mozaike swobodnie lateral-
nie dyfundujgcych i rotujgcych biatek i lipidow.
Sktadniki btony podlegajg statemu przemieszczeniu,
biatka zderzajg sie ze sobg przypadkowo, a lipidy w
dwuwarstwie podlegajg przemieszczaniu typu
Jlip-Jlop. Zaréwno biatka, jak i lipidy odgrywaja
istotng role w prawidtowym funkcjonowaniu ptytki
krwi, zapewniajgc kontakt z otoczeniem oraz umo-
zliwiajgc przekazywanie sygnatow do wnetrza ko-
mérki. Wiele lipidéw moze funkcjonowac jako
czastki sygnatowe, np. diacyloglicerol powstajagcy w
btonie komorkowej moze aktywowaé biatkowg Kina-
ze C (PKC). Lipidy sa nie tylko istotnymi skiadnika-
mi btony ptytkowej, ale takze odpowiadajg za biolo-
giczng aktywnos$¢ ptytki krwi. Zapewniajg ptynnosé
btony ptytkowej, aktywnos$¢ koagulacyjng ptytki
oraz sg zrodtem aktywnych eikozanoidéw. Stosunek
lipidow do biatek w catych ludzkich ptytkach krwi
wynosi 0,28 (w/w), natomiast w btonie jest znacznie
wyzszy - 0,58 (w/w). Fosfolipidy stanowig ok. 78%
wszystkich lipidéw ptytkowych. W btonie ludzkich
ptytek krwi wystepujg fosfolipidy nie tylko zawie-
rajgce glicerol jak: fosfatydylocholina (PC), fosfaty-
dyloetanoloamina (PE), fosfatydyloseryna (PS) oraz
fosfatydyloinozytol (PtdIns), ale takze sfingozyne
jak: sfingomielina (SM). Procentowg zawarto$¢ lipi-
dow w btonie ptytkowej przedstawiono w Tabeli 1
Obojetne lipidy stanowig Srednio 28% catkowitej za-
wartosci lipidow blony plytkowej; ich gtownym
przedstawicielem jest cholesterol. Cholesterol jest
nie tylko waznym sktadnikiem btony ptytkowej; jego
obecnos$é stwierdzono takze w cytoszkielecie ptytko-
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Tabela. 1.

Dystrybucja fosfolipidéw i glikolipidéw ptytkowych ([8], zmodyfikowano)

Pilytkowe fosfolipidy Procentowy sktad fosfolipidow w Frakcje Piytkowe glikolipidy nmol/109 ptytek
monowarstwie catkowitej krwi
zawartosci I
zewnetrznej wewnetrznej fosfolipidow

btony btony (%)

(%) (%)
Fosfatydylocholina (PC) 60 40 38 Ceramidy 3,48
Fosfatydyloetanoloamina 20 80 27 Glukozaoceramid 0,022
(PE)
Sfingomielina (SM) 90 10 17 Laktozoceramid 1,39
Fosfatydyloseryna (PS) 0 100 10 Triheksozoceramid 0,56
Fosfatydyloinozytol 0 100 5 Globozyd 0,42
(PtdIns) Gangliozyd |l >0,03

wym. Jednak tylko megakariocyty, ale nie ptytki
krwi, sg zdolne do jego syntezy [8].

Wazng grupe lipidow btony ptytek stanowig gliko-
lipidy sfingozynowe zwane glikosfingolipidami albo
cerebrozydami. Cze$¢ polarng stanowia czasteczki
cukréw potgczone z ceramidem wigzaniem O-gliko-
zydowym. Wsrod glikosfingolipidow wyréznia sie:
obojetne - zawierajgce czasteczki cukréw - oraz kwa-
$ne - odznaczajace sie obecnos$cig kwasu N-acety-
loneuraminowego (sjalowego) lub kwasu siarkowe-
go. Kwasne glikosfingolipidy z kwasem sjalowym
nazywane sg gangliozydami, natomiast z kwasem
siarkowym sulfoglikosfingolipidami. llosci poszcze-
géinych glikolipidow ptytkowych stanowigcych
mniej niz 4% catkowitej zawarto$ci lipidow zapre-
zentowano w Tabeli 1 Glikolipidy spetniajg wazne
role w dojrzewaniu ptytek krwi oraz w prawidtowym
funkcjonowaniu krwinek ptytkowych [8]. Synteza
glikosfingolipidéw odbywa sie poprzez kolejne do-
dawanie do ceramidu reszt glikozylowych, czerpa-
nych z aktywnych nukleotydowych pochodnych cu-
krowych.

Ptytki krwi, w odrdznieniu od leukocytéw i ery-
trocytdw. charakteryzujg sie intensywnym metaboli-
zmem lipidéw, gdyz sg zdolne do syntezy kwaséw
ttuszczowych i fosfolipidow de novo. Zwraca uwage
asymetryczne utozenie lipidow w btonie ptytkowej,
co ma istotne znaczenie dla koagulacyjnej aktywno-
Sci ptytek krwi. Fosfatydylocholina i sfingomielina
sg obecne na powierzchni btony plytkowej, nato-
miast kwasne fosfolipidy (m. in. PE, PS i PtdIns) sg
zlokalizowane w czesci wewnetrznej btony (Tab. 1).
Takie rozmieszczenie wystepuje rdwniez w erytrocy-
tach i innych komorkach [8], ale tylko btona komor-
kowa ptytek krwi jest czeScig powierzchni, na ktérej
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zachodzg poszczegdllne etapy kaskady krzepniecia
krwi uwieniczone wytwarzaniem trombiny. Warun-
kiem kolejnych faz aktywacji licznych proteaz sery-
nowych biorgcych udzial w krzepnieciu krwi jest
tworzenie na btonie ptytkowej tzw. powierzchni pro-
koagulacyjnej z duzym udziatem wewnatrzbtono-
wych aminofosfolipidow — PS i PE [9, 10]. Zaistnie-
nie takiej prokoagulacyjnej powierzchni rozpozna-
wanej np. przez kompleks protrombinazy, jest zjed-
nej strony warunkiem krzepniecia krwi, a z drugiej
za$ — nie bytoby mozliwe bez aktywacji ptytek krwi
i postepujacej symetryzacji rozmieszczenia fosfoli-
pidow dwuwarstwy lipidowej btony ptytkowej. Pod-
czas aktywacji ptytek krwi m. in. trombingczy kola-
genem nastepuje bardzo szybka redystrybucja nie-
ktorych fosfolipidow, zwilaszcza przemieszczenie
PS, ktéra pojawiajac sie w monowarstwie zewnetrz-
nej btony nadaje jej wiasnosci prokoagulacyjne. Me-
chanizmy tych przemian nie sg w petni wyjasnione.
Istotne znaczenie przypisuje sie mikroczastkom
(ang. microparticles) — matym fragmentom o $red-
nicy < 0,5 pm pochodzacym z cytoplazmy ptytek
krwi podczas ich aktywacji. Mikroczastki sg otoczo-
nymi btong pecherzykami, a fosfolipidy mi-
kroczgstek mogg pochodzi¢ z btony ptytkowej i bton
organelli ptytkowych. Na powierzchni mikroczgstek
okreslanych tez mikroptytkami wykazano zagesz-
czenie prokoagulacyjnych fosfolipidéw oraz recep-
tordw analogicznych do receptoréw btony ptytek.
Uwalniany z ziarnistosci ptytkowych czynnik V jest
wigzany na powierzchni aktywowanych ptytek krwi i
moze stanowié receptor dla czynnika X (Ryc. 1)
[11-22], Za reorganizacje fosfolipidow w blonie
ptytkowej odpowiedzialne sgtrzy enzymy: (1) trans-
lokaza aminofosfolipidowa, (2) flopaza i (3) skramb-
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toslatydyloseryna skramblaza
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fx Zziarnistosci |

Ryc. 1. Aktywacji ptytek krwi towarzyszy zwigkszenie wewnatrzko-
morkowego stezenia jonow Ca2!, co umozliwia aktywacje flo-
pazy — enzymu powodujacego m. m. transport fosfatydylose-
ryny do monowarstwy zewnetrznej btony ptytkowej. W tych
warunkach translokaza aminofosfolipidéw jest takze stymulo-
wana przez nadmiar substratu w monowarstwie zewnetrznej.
Za redystrybucje fosfolipidéw btony ptytkowej odpowiedzial-
najest ponadto skrambiaza, ktérej aktywnos¢ zalezy od steze-
nia ATP i od zawartosci mostkéw dwusiarczkowych biatek
btonowych plytki. Przemieszczenie fosfatydyloseryny do zew-
netrznej monowarstwy btony warunkuje jej udziat w prze-
ksztatcaniu protrombiny w trombine, poniewaz fosfatydylose-
ryna jest podstawowym sktadnikiem kompleksu protrombina-
zy (czynnik Va i Xa). Okoto 25% czynnika V znajdujacego sie
w krwioobiegu pochodzi z ptytek krwi, gdzie znajduje si¢ on w
ziamistosciach w potaczeniu z biatkiem multimeryna.

laza wystepujgca w ilosci IOMO4 kopii na ptytke
[23, 24J.

I1l. Budowa btonowych tratw lipidowych

Btona ptytkowa sktada sie zmonomerdw lub agre-
gatow biatkowych zawieszonych w dwuwarstwie li-
pidowej, co powoduje, ze ma trzy wiasciwosci: asy-
metryczno$¢, dynamiczno$¢ i ptynno$¢. Biona ta
podlega ciggtym zmianom. Zmiany wydajg sie bar-
dziej specyficzne i ulokowane w okreslonych miej-
scach niz przewidywat mozaikowy model btony. W
btonie ptytek krwi obecne sg tez liczne receptory
btonowe umozliwiajgce dotarcie informacji niesio-
nej przez bardzo rézne substancje (aktywatory i inhi-
bitory aktywacji ptytek) do wnetrza ptytki Kkrwi.
Wsréd tych receptoréw mozna wyro6znic: receptory
stale wystepujace na powierzchni ptytek krwi (za-
réwno w stanie pobudzonym, jak i podstawowym ko-
marki) ireceptory pojawiajgce sie w nastepstwie ak-
tywacji ptytek krwi.

Pod koniec lat osiemdziesigtych stwierdzono, ze
w ptytkowej btonie komoérkowej moga istnie¢ tratwy
lipidowe, ktdre prawdopodobnie uczestniczg w reor-
ganizacji receptoréw btony ptytkowej oraz moga sta-
nowi¢ podstawe dla proceséw przekazywania sy-
gnatu i aktywacji ptytek [25, 26], Btonowe tratwy
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moga spetniac role tzw. platform sygnatowych [27],
gtéwnie dzieki istnieniu wspétdziatania pomiedzy
receptorami obecnymi na powierzchni komoérki, a
biatkami wewngtrzkomdrkowymi [28], Tratwy lipi-
dowe sg to mikrodomeny bton nierozpuszczalne w
detergentach lub tworzace fragmenty bion. Sg
matymi strukturami czy domenami o $rednicy 20-50
nm (dla poréwnania, grubo$¢ catej btony komérko-
wej wynosi zazwyczaj Srednio 7,5 nm). Moga istnie¢
réznego typu tratwy, np. w btonie komérkowej oraz
w btonach réznych struktur komoérkowych, m. in.
ziarnistos$ci, aparatu Golgiego czy fagosomoéw [29,
30]. Wystepowanie tratw stwierdzono m. in. w
btonie neutrofilow [31], komérek nerwowych [32],
komorek nabtonka [33] czy limfocytéw [34], W tra-
twach sg obecne nie tylko lipidy, ale rowniez r6zne-
go rodzaju biatka: kinazy biatkowe, fosfatazy
biatkowe, heterotrimeryczne biatka G, “mate” biatka
G oraz inne, jeszcze nie zidentyfikowane [35-37],
Tratwy nie tylko mogg uczestniczy¢ w przekazywa-
niu sygnatéw, ale moga tez bra¢ udziat w proteolizie
zewnatrzkomorkowych lub btonowych biatek [32].

W btonie ludzkich ptytek krwi wysoki poziom
sfingomieliny sprzyja powstawaniu struktur btono-
wych tratw. W tratwach bton ptytkowych wykryto li-
pidy odgrywajace role wtoérnych przekaznikow sy-
gnatow oraz biatka petnigce wielorakie funkcje (Ta-
bela 2). Identyfikacja biatek w tratwach bton ptytko-
wych byta mozliwa m. in. dzieki zastosowaniu elek-
troforezy dwukierunkowej, za pomocga ktérej udato
sie zidentyfikowaé w tych strukturach od 16 do 82
réznych biatek ptytkowych [36]. Za markera tratw li-
pidowych bton uwaza sie gangliozyd GMi rozpozna-
wany przez toksyne cholery [38].

Od dawna byto wiadomo, ze lipidy obecne w
btonie ptytek uczestniczg w aktywacji tych komorek.
Wykazanie obecnosci tratw lipidowych po-
wstajacych podczas aktywacji ptytek krwi wskazuje,
ze te struktury sg wazne dla istotnych funkcji ptytek.
Przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego w ptyt-
kach krwi aktywowanych trombing, zaohserwowano
wysokag fluorescencje w lipidowych tratwach bton
zaangazowanych w tworzenie agregatéw ptytko-
wych. Moze to sugerowaé istotng role tratw w akty-
wacji ptytek krwi. Gousset iwsp. [39] wykazali,
ze w czasie aktywacji ptytek krwi niska temperaturg
(ponizej 18°C) dochodzi do tworzenia agregatéw
ptytkowych i w miejscach kontaktu plytek krwi
obecne sg tratwy btonowe (Ryc. 2), ale obecnos$¢
tratw w agregatach ptytkowych zalezy od stezenia
cholesterolu w btonach. Szczegélnie wysoki poziom
cholesterolu byt obserwowany w filopodiach.
Stwierdzono takze, ze powstawanie fosfatydyloino-
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Tabela 2.

Lipidowe wtdrne przekazniki oraz biatka obecne w btonowych tratwach ptytek krwi

Biatka obecne w tratwach btonowych

Lipidowe wtérne przekazniki obecne w

Biatka sygnatowe:
GPllIb/llla (anbp3)
GPIb

GPVI

tratwach btonowych

Ptdins(4,5)P2
PtdIns(3,4)P2
PtdIns(3,4,5)P3
PtdOH

FcyRlla

LAT

p85a

PLCy2

SLP-76

pp60scT

kinaza Lyn

kinaza Fyn

CD36

podjednostka aui aQbiatek G
Inne biatka:

biatko CD9

transpoter glukozy GLUT-3
flotylina 1i2
stomatyna

albumina
P-tromboglobulina
zasadowe biatko plytek
ptytkowy czynnik 4
tancuch a-fibrynogenu
osteonektyna
trombospondyna
czynnik krzepniecia V
biatko S

multimeryna

tymozyna p4

SPARC

zytolo(3,4,5)trisfosforanu  (PtdIns(3,4,5)P3) ma
miejsce w tratwach lipidowych bton. W tworzeniu
btonowych tratw w ptytkach uczestnicza glikoprote-
inowe receptory, m. in. GPVI (jeden z receptoréw
kolagenu), jak i kompleks GPVI-FcyRlla. Fosforyla-
cja receptora FcyRIlla jest kontrolowana przez li-
gand, ktory warunkuje formowanie btonowych tratw
[40],

IV. Aktywacja ptytek krwi przez kolagen z
udziatem GPVI; rola btonowych tratw li-
pidowych

W Dbionie plytek krwi wystepuje kilka biatek
petnigcych role receptora dla kolagenu. Najlepiej po-
znanymi pod wzgledem budowy i funkcji sg dwa re-
ceptory: mtegryna a2pi i glikoproteina VI (GPVI).
Glikoproteina GPVI petni funkcje receptora kolage-
nu niezbednego do prawidtowej aktywacji ptytek
krwi. W btonie tworzy kompleks z tancuchem Fcy,
co stanowi podstawe dla przekazywania informacji
[41-44], Cechg charakterystyczng aktywacji ptytek
krwi kolagenem przebiegajgcej z udziatem GPVI jest
udziat wielu biatkowych kinaz tyrozynowych fosfo-
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rylujgcych reszty tyrozynowe biatkowych substra-
téw w sposob niezalezny od cyklazy adenylanowej i
biatkowej kinazy C. Mechanizm przekazywania sy-
gnatu do ptytek z udziatem GPVI jest bardzo zbli-
zony do mechanizmu wykorzystujacego receptory
antygenowe limfocytéw (ang. B- and T-cell antigen

lipidowe tratwy

GPVI o
\

Y
-Y
~laficuch ¥ receptora Fc

fizjologiczni agonisci lub niska
temperatura (<18°C)

1pn
| S

@ l LB

~Y(P

wczesne fazy aktywaciji ptytek krwi

GPVI gPVI

Ryc. 2. Powstawanie tratw lipidowych w btonie ptytek krwi stymulo-
wanych fizjologicznymi agonistami (trombina, kolagen) lub
niska temperaturg (<18°C). Podczas aktywacji ptytek krwi ko-
lagenem ilo$¢ GPVI w btonowych tratwach lipidowych znacz-
nie wzrasta. Obserwuje si¢ ponadto fosforylacja reszt tyrozy-
nowych w taricuchu receptora Fc. Dalsze objasnienia w teks-
cie.
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receptor; BCR, TCR) [45]. Dokladna budowa GPVI
oraz jej rola w przekazywaniu informacji w ptytkach
krwi zostata opisana przez Kra lisz [45], Jak wyka-
zano, w czasie aktywacji ptytek krwi kolagenem z
udziatem receptora GPVI, wazng role spetniaja
btonowe tratwy lipidowe [46-48].

Ptytki krwi sg komérkami bardzo opornymi na
lize. Dopiero obtadowane glicerolem fatwo ulegaja
lizie, co pozwala wyizolowac¢ ich btony komaérkowe,
a nastepnie uzycie réznych detergentéw umozliwia
wyizolowanie btonowych tratw lipidowych. Po raz
pierwszy Boesze-Battaglia iwsp. [46] zaob-
serwowali przemieszczanie sie cholesterolu w btonie
ptytkowej w czasie aktywacji ptytek krwi kolage-
nem, natomiast Watson iwsp. [47] opisali takze,
ze dochodzi wowczas do biochemicznych zmian w
btonie ptytkowej. Lo ck e iwsp. [48] wykazali nato-
miast, ze GPVI nie jest obecna w tratwach wyizolo-
wanych z niepobudzonych ptytek krwi, natomiast
pojawia sie w tratwach otrzymanych z plytek akty-
wowanych. Doswiadczenia te wykonano z Trito-
nem-X-100 w niskim stezeniu. Uzywajac Brij 58
jako detergentu do izolowania tratw bton, Wone -
row iwsp. [49] stwierdzili znaczng ilos¢ GPVI w
btonowych tratwach wyizolowanych z ptytek krwi w
stanie spoczynkowym, natomiast nie obserwowali
zmian w czasie aktywacji ptytek krwi. Wyniki te ra-
czej wskazujg na powolng interakcje GPVI z tratwa-
mi bton. Za stabilizacje interakcji GPVI z tratwami
odpowiedzialny jest tancuch y receptora Fc [48], ale
molekularne podstawy tego procesu nie sg dostatecz-
nie poznane. Ufosforylowany tancuch y receptora Fc
jest obecny w tratwach bton, chociaz proces fosfory-
lacji nie jest konieczny dla interakcji GPVI z mikro-
domenami. Btonowe domeny tafAcucha y receptora
Fc moga spetniac istotng role w oligomeryzacji re-
ceptora GPVI, a reszty argininowe w btonowej do-
menie GPVT moga formowa¢ mostki z btonowymi
domenami tancuchay receptora Fc (doktadnie z resz-
tami Asp). Nie wiadomo jeszcze, czy tancuch Fcy
spetnia role tarczy dla GPVI w mikrodomenach czy
spetnia role czastki przekaznikowej. Mozna przy-
puszczaé, ze fosforylacja taficucha Fcy jest waznym
procesem w budowaniu tratw bton, gdzie inne biatka
takie jak np. tacznik aktywacji limfocytéw T (LAT;
ang. linkerfor activation of T cells) koordynujg ten
proces [38]. Fosforylacja tancucha y receptora Fc
przy udziale kinazy Lyn moze zachodzi¢ specyficz-
nie w btonowych tratwach lipidowych, poniewaz
stwierdzono wieksze stezenie Lyn w tych mikrodo-
menach [50].
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V. Rola btonowych tratw lipidowych w aktywacji
ptytek krwi z udziatem receptora FcyRlla

Przytaczenie kolagenu do receptora ptytkowego
GPVI powoduje m. in. fosforylacje tyrozyn w taincu-
chu yreceptora Fc, ktéry tworzy stabilny kompleks z
GPVI. W kompleksie tym GPVI spetniarole recepto-
ra dla kolagenu, natomiast tancuch y receptora Fc jest
przekaznikiem sygnatu do wnetrza ptytki krwi [51,
52]. B odin iwsp. [38] badajgc role btonowych
tratw lipidowych w organizacji i integracji sygnatow
zaleznych od receptora FcyRIla zaobserwowali, ze
kinaza Lyn oraz biatko LAT sa fosforylowane gtow-
nie na resztach tyrozynowych, a w czasie aktywacji
ptytek  krwi  dochodzi tez do wytwarzania
PtdIns(3,4,5)P3, zaleznego i potegowanego aktywa-
cja przez uwolniony ADP, ktéry przytaczajac sie na-
stepnie do receptora P2Y 2wspdtdziata z fosfolipazg
PLCy2 [53]. W ludzkich ptytkach krwi aktywowa-
nych przy udziale receptora FcyRlla, podobnie jak
przy udziale GPVI, zachodzi fosforylacja tyrozyny
w czasteczce fosfolipazy PLCy2 Fosforylacja me
jest konieczna do aktywacji tego enzymu, natomiast
wczesna synteza produktéw dziatania PI-3K —
PtdIns(3,4,5)P3jest niezbednym etapem jego akty-
wacji [53]. PtdIns(3,4,5)P3moze przede wszystkim
wchodzi¢ w interakcje z domeng PH i/lub domeng
SH2 fosfolipazy PLCy2i uczestniczy¢ w przemiesz-
czeniu i odpowiedniej lokalizacji tej fosfolipazy w
komérce [53]. W ludzkich ptytkach krwi powstawa-
nie kwasu fosfatydowego (PtdOH) przez fosforyla-
cje DAG jest dobrym wskaznikiem aktywacji enzy-
mu PLC. Stwierdzono, ze w ptytkach krwi aktywo-
wanych przez receptor FcyRIla, w btonowych tra-
twach jest obecny PtdOH, a jego wytwarzanie ha-
mujg inhibitory PI-3K lub antagony receptora P2Y,2
dla ADP. Tratwy bton powstate przy udziale recepto-
ra FcyRIla mogg by¢ destabilizowane przez obnize-
nie ilosci cholesterolu. Obnizenie moze byé
wywotane metylo-[3-cyklodekstryng (MpCD), np.
MpCD w dawce 5 mM po 5 minutach dziatania ob-
nizata ilos¢ cholesterolu o ok. 45% w catych piyt-
kach krwi. Kiedy ilo$¢ cholesterolu spadata o ok.
40%, obserwowano stabg sekrecje, natomiast nie ob-
serwowano zaburzedA w zmianie ksztattu piytki i
agregacji w odpowiedzi na dziatanie trombiny w ste-
zeniu powyzej 0,5 j/ml [38], Takie kontrolowane ob-
nizenie poziomu cholesterolu ma wptyw na dystry-
bucje btonowych tratw ptytkowych oraz interakcje
receptora FcyRlla z tratwami bez istotnej fosforyla-
cji tyrozyny w biatkach, ale jednak produkcja Pt-
dins(3,4,5)P3i aktywacja PLCy2jest silnie hamowa-
na w catych ptytkach. Hamowanie to jest odwracal-
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ne, jezeli poziom cholesterolu powr6ci do normy.
Wyniki te wskazuja na wazng role lipidowego wtdr-
nego przekaznika - PtdIns(3,4,5)P3w prawidtowym
funkcjonowaniu PLCy” oraz kluczowych biatek w
przekazywaniu sygnatu poprzez btonowe tratwy lipi-
dowe [38].

Fosforylacja reszt tyrozynowych wywotana po
przytaczeniu ligandu do receptora FcyRITa byla tyl-
ko stabo wrazliwa na obnizenie poziomu cholestero-
lu, natomiast w aktywacji ptytek krwi kolagenem,
fosforylacja reszt tyrozynowych byta wysoce wrazli-
wa, co moze sugerowac, ze istnieja dwie rézne funk-
cje btonowych tratw w aktywacji ptytek krwi z
udziatem receptora FcyRlla i GPVT [38].

V1. Przekazywanie sygnatéw z udziatem receptorow
sprzezonych z biatkami G w btonowych tra-
twach lipidowych

Trombina — silny aktywator ptytek krwi - akty-
wuje ptytki krwi za pomoca receptoréw typu PAR,
ktére nalezg do receptorow serpentynowych sprze-
zonych z wysokoczgsteczkowymi biatkami C. Na
ludzkich ptytkach krwi stwierdzono obecnosc recep-
torow PAR-1 i PAR-4. Receptor PAR-1 jest wrazliwy
na dziatanie niskich dawek trombiny, natomiast
PAR-4 tylko na wysokie jej dawki [54-57]. Stymula-
cja ptytek krwi trombing indukuje powstawanie
tratw, co jest skorelowane z szybkim #gczeniem sie
podjednostki a heterotrimerycznych biatek Gqczy Gj
z tratwami iprodukcjg lipidowych wtdrnych przeka-
Zznikéw w tratwach. Przy obnizeniu poziomu chole-
sterolu przez M(3CD dochodzi do sekrecji i agregacji
ptytek krwi stymulowanych trombing w dawce po-
nizej 0,3 j/ml [38] jakkolwiek przy wysokich daw-
kach trombiny obserwowano, ze obnizenie poziomu
cholesterolu o ok. 40-50% nie ma wptywu na tworze-
nie agregatow ptytkowych. Wyniki te sg zgodne z
zatozeniem, ze blonowe tratwy sg niezbedne w me-
chanizmie aktywacji ptytek z udziatem receptora o
wysokim powinowactwie do trombiny (PAR-1) [38].

VII. Przekazywanie sygnatbw z udziatem
przemiany fosfatydyloinozytolu w btono-
wych tratwach ptytek krwi

Fosfatydyloinozytol jest fosfolipidem stano-
wigcym zaledwie ok. 5% catkowitej zawartosci fos-
folipidéw bton komérkowych, ale jest on wysoce ak-
tywng metabolicznie czasteczka, ktéra odgrywa
wazng role w mechanizmach regulacji komérkowe;j.
Szczeg6lng role Ptdins spetnia w ptytkach krwi [58],
W ptytkach krwi PtdIns jest zarazem szybko syntety-
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zowany, jak irozktadany zaréwno w btonie komor-
kowej, jak i w btonach rdéznych struktur komoérko-
wych. Moze on wchodzi¢ w interakcje z réznymi
biatkami, np. zdomenami podobnymi do plekstryny,
domenami FYVE czy Phox (PX). W komdrkach
jadrzastych, podobnie jak w ptytkach krwi, domeny
btonowe bogate w cholesterol czy sfingolipidy sg
obecne w miejscach, gdzie zachodzi intensywny me-
tabolizm PtdIns oraz dochodzi do produkcji DAG i
Ins(1,4,5)P3. W tratwach bton fosfatydyloinozytol
wystepuje w niewielkiej ilosci, ale dostatecznie du-
zej aby spetnia¢ role czastki sygnatowej w tych
strukturach [58, 59]. Sugeruje sie rdwniez, ze biatka
wigczone w dynamiczng organizacje aktyny, m. in.
biatka nalezgce do VASP, sg niezbedne do wigzania
Ptdins w btonowych tratwach lipidowych. Nie tylko
PtdIns(4,5)P2 spetnia wazng role w tratwach ptytek.
Istotng role spetnia takze bardziej ufosforylowana
forma - Ptdins(3,4,5)P3, powstajacy w tratwach ak-
tywowanych piytek krwi. Odgrywa on tez wazng
funkcje w stabilizowaniu PLCy2 czy innych enzy-
mow zawierajagcych domene PH, takich jak kinaza
tyrozynowa Bruton (ang. Bruton tyrosine kinase) czy
kinaza Tek [60]. Obecno$¢ PtdIns(3,4,5)P3w btono-
wych tratwach lipidowych moze wyjasnia¢ gtowny
mechanizm aktywacji hematopetycznych komorek i
role tego wtoérnego przekaznika w limfocytach.

VIIl. Zmiany stezenia cholesterolu w btonie
ptytek krwi w stanach patologicznych

Zawarto$¢ cholesterolu w btonie ptytkowej i ak-
tywnos$¢ biologiczna plytek krwi sg ze sobg scisle
skorelowane. Synteza cholesterolu de novo zachodzi
w megakariocytach, a nie w ptytkach krwi. Plytki
krwi nie majg zdolno$ci wychwytywania i transpor-
towania cholesterolu drogg cndocytozy i nie gro-
madzg go. Istnieje mechanizm odnowy cholesterolu
przez jego wymiang, co nie wywotuje istotnych
zmian w poziomie cholesterolu w ptytkach krwi [8].
Badania nad wptywem ilosci cholesterolu w btonie
na reaktywnos$¢ ptytek krwi budzg wiele kontrower-
sji. Wysoka korelacje zaobserwowano pomiedzy
wzrostem stezenia cholesterolu czy wzrostem sto-
sunku cholesterol/fosfolipidy w btonie, a wzrostem
reaktywnosci ptytek w warunkach in vitro. Na
przyktad ptytki krwi pacjentéw z hipercholesterole-
mig typu Ha mialy wyzsze stezenie cholesterolu w
btonie ptytkowej [61] i wyzszg reaktywnos$¢ z kola-
genem czy ADP [59], Ptytki krwi w obecnosci lipo-
soméw bogatych w cholesterol wykazywaty podob-
ne wiasciwosci biologiczne; plytki byty wysoce re-
aktywne, a proces ten byt hamowany przez prosta-
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glandyne E| [59]. Insel iwsp. [62] zaobserwowali,
ze jezeli stosunek cholesterol/fosfolipidy w btonie
byt nizszy niz 0,51 stwierdzono obnizong reaktyw-
nos$¢ ptytek na epinefryne czy ADP. Wyniki te moga
wskazywac, ze poszczegdllne lipidy moga spetniaé
istotng role we wczesnej fazie aktywacji ptytek krwi.
Sugeruje sie takze, ze zmiany w stezeniu cholestero-
lu przypuszczalnie mogg wstepnie modyfikowaé or-
ganizacje tratw btonowych, ale takze moga mieé
wptyw na ptynnos$¢ btony plytkowej. Takie modyfi-
kacje moga by¢ takze odpowiedzialne za wzrost cze-
stosci wystepowania zakrzepow u pacjentéw z hiper-
cholesterolemia. Mozliwe jest ponadto, ze leki ob-
nizajagce poziom cholesterolu gtdwnie hamujg funk-
cje ptytek krwi i nie wyklucza sie, ze ich dziatanie
zwiazane jest z powstawaniem bionowych tratw
[38].

IX. Podsumowanie

Btonowe tratwy lipidowe sg obecnymi w bionie
ptytkowej wysoce dynamicznymi strukturami,
uczestniczacymi w przekazywania sygnatu w plyt-
kach. Podobnie jak w przypadku aktywacji komorek
T [63], btonowe tratwy lipidowe obecne w ptytkach
krwi sg zalezne od receptorow zawierajgcych motyw
ITAM. Doktadna rola tych struktur w ptytkach krwi
wymaga jeszcze dalszych badan. Rozwo6j metod izo-
lowania tratw w fizjologicznej temperaturze z uzy-
ciem detergentu jakim jest Brij 98 moze by¢ bardzo
pomocny w badaniu natywnej struktury tratw oraz w
identyfikacji biatek i poznaniu ich roli w tych mikro-
domenach. Obecnie wiadomo, ze kompleks GPI-
b-1X-V (palmitylowana podjednostka GPIX i
GPIbR) jest obecny w btonowych tratwach ptytko-
wych, ale tylko w Kilku kopiach na ptytkach w stanie
niepobudzonym (ok. 8% GPIb-1X-V znajduje sie w
btonowych tratwach ptytek) [64, 65]. Stymulacja
ptytek krwi powoduje jednak, ze liczba kopii kom-
pleksu GPIb-1X-V wzrasta wielokrotnie (3-6 krot-
nie) i w obecnosci czynnika von Willebranda liczbha
GPIb-1X-V w blonowych tratwach wzrasta do ok.
26% [66], Wykazano, ze w tratwach glikoproteina
GPIb jest potgczona z receptorem FCyRIla, ale za-
stosowanie przeciwciat przeciwko FCyRIlla znosi
takg asocjacje. Jezeli natomiast obnizony zostanie
poziom cholesterolu w btonach, obserwuje sie
zmniejszanie sie wigzania czynnika von Willebranda
z kompleksem GPIb-1X-V. Obnizenie poziomu cho-
lesterolu w btonie komérkowej rowniez chroni przed
wigzaniem czynnika IX z btonowymi tratwami ptyt-
kowymi [65], Btonowe tratwy ptytkowe odgrywaja
istotng role w funkcji hemostatycznej ptytek. Recep-
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torem osoczowego czynnika Xl jest takze kompleks
GPIb/IX/V na plytce, a szczeg6lnie GPlb obecny w
tratwach bton [38]. Chociaz aktywacja kinazy Syk
czy fosforylacja tyrozyny w PLCy2 z udziatem inte-
gryny anbP3nie zalezy od tratw, moze sie to okazac
wazne w badaniu roli tych mikrodomen w p6zZnej fa-
zie aktywacji ptytek, np. przy tworzeniu juz agrega-
tow ptytkowych. Nie mozna tez wykluczyé, ze nie-
ktére biatka obecne w btonowych tratwach ptytko-
wych moga bra¢ udziat w aktywacji fosfolipazy Cy2,
poniewaz proces taki obserwowany jest np. w ko-
morkach srddbtonka [67]. Interakcja elementow cy-
toszkieletu (gtownie aktyny) z lipidowymi tratwami
bton opisana w limfocytach oraz erytrocytach
[68-71], moze takze istnie¢ w ptytkach krwi.

Pomimo ogromnego postepu badan w budowie i
roli btonowych tratw ptytkowych nadal istnieje wie-
le zagadnien jeszcze nie wyjasnionych. Funkcja
btonowych tratw w przekazywaniu sygnatéw w ptyt-
kach krwi jest takze bardzo stabo poznana i stanowi
olbrzymie pole dalszych badan. Wyjasnienie mecha-
nizméw powstawania btonowych tratw lipidowych
w ptytkach krwi wydaje sie bardzo wazne dla pozna-
nia aktywacji ptytek krwi oraz dla zrozumienia wielu
zjawisk patologicznych zwigzanych z nadmierng ak-
tywacjg tych komdrek, co pozwoli na wprowadzenie
wiasciwej terapii.
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Wykaz stosowanych skrétéw: CRT — kalrelikulina; GR — re-
ceptor glikokortykosteroidowy; hnRNP — heterogenne rybonu-
kleoproteiny jadrowe; MAPK — Kkinaza biatkowa aktywowana
przez mitogen; NES — sygnatjgdrowego eksportu; NLS — sy-
gnat lokalizacji jadrowej; NPC — kompleks poru jadrowego;
Nup  nukleoporyna; PK1 — inhibitor biatkowej kinazy A zale-
znej od cAMP; RanGDP — biatko Ran zwigzane z difosforanent
guanozyny; RanGTP — biatko Ran zwigzane z trifosforanem
guanozyny; U snRNP— mate rybonukleoproteiny jadrowe bo-
gate w uracyl

I. Wstep

Transport jadrowy biatek w komorkach eukario-
tycznych, tzn. selektywny jedno lub dwukierunkowy
transport miedzy cytoplazmg a jadrem komorko-
wym, jest integralng czescig wielu procesow, takich
jak ekspresja genu, przekazywanie sygnatu, cykl ko-
mdrkowy, proliferacja i r6znicowanie komorek.
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dwika Hirszfelda PAN, Zaktad Immunochemii, ul. Rudolfa We-
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Doktadne poznanie mechanizmu selektywnego
transportu biatek miedzy cytoplazma a jagdrem ko-
moérkowym ijego regulacji jest podstawa, aby zrozu-
mie¢ i ewentualnie moc korygowac patologiczne
funkcje komdérek, jak rowniez wptywac na regulacje
ekspresji gendw.

Wiekszos¢é makroczagsteczek przenoszonych z cy-
toplazmy do jadra stanowig biatka (biatka uczest-
niczace w transkrypcji, replikacji, biatka niezbedne
w procesie splicingu, r6zne enzymy i biatka regula-
torowe), podczas gdy transport z jadra dotyczy
przede wszystkim RNA (mRNA, tRNA, rRNA, sn-
RNA) [1], Ponadto, wiele biatek przemieszcza sie
miedzy cytoplazmg ijagdrem tam iz powrotem [2, 3].
Selektywny transport biatek miedzy cytoplazmg a
jadrem komdrkowym dotyczy czasteczek o masie
powyzej 40 kDa. Mniejsze czasteczki a takze jony
moga dyfundowac¢ miedzy cytoplazmg a jadrem ko-
morkowym zgodnie z gradientem stezen [4]. Gtow-
nymi skiadnikami selektywnego transportu biatek
miedzy cytoplazmg ajgdrem komdérkowym sg (I) re-
ceptory transportu; (If) nukleoporyny (biatka poréw
jadrowych); (I11) biatko Ran i biatka wigzace biatko
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Ran. W selektywnym transporcie biatek miedzy cy-
toplazmg a jadrem komdérkowym mozna wyrdznié
trzy gtoéwne fazy: (1) rozpoznanie i wigzanie biatek z
receptorami transportu; (I11) potgczenie utworzonego
kompleksu transportu z porem jadrowym i jego
translokacja przez centralny kanat poru jadrowego;
(111) dysocjacja kompleksu transportu, ktérej efek-
tem jest uwolnienie transportowanej makroczastecz-
ki z kompleksu transportu [5].

Niniejszy artykul stanowi prébe podsumowania
obecnego stanu wiedzy na temat selektywnego trans-
portu biatek z cytoplazmy do jadra komérkowego
(import) izjadra do cytoplazmy (eksport) zuwzgled-
nieniem roli biatka Ran w tym procesie.

Il. Kompleks poru jadrowego (NPC)
11-1. Struktura NPC w komoérkach kregowcéw

Obecne w otoczce jagdrowej pory sg miejscem
translokacji biatek, stanowig takze podtoze struktu-
ralne kontroli tego procesu [6], Por jadrowy w ko-
morkach kregowcow jest duzg skomplikowang
strukturg o masie 125 MDa, zwang kompleksem poru
jadrowego (NPC). Nukleoporyny — biatka kom-
pleksu poru jadrowego — formujg trzy pierscienie:
cytoplazmatyczny, $rodkowy i jadrowy (Ryc. 1).
Pierscien cytoplazmatyczny ijgdrowy potgczone sg
ze sobg strukturami przypominajacymi szczebelki
tworzac tzw. kompleks szczebelkow, ktérego czescia
jest pierscien Srodkowy; otacza on kanat centralny
porujadrowego. Kanat centralny moze zawieraé ,,za-
tyczke” w ksztatcie klepsydry (zwang tez transporte-

Wiokienka
cytoplazma-
tyczne

P C
=

>4
4/‘g"“

Rvc. 1. Model pora jadrowego w komdrkach kregowcow, wedtug [7].
CR — pierscien cytoplazmatyczny; 1SR — pierscien $rodko-
wy, NR — pierscien jadrowy; T — zatyczka
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RanBP2 / Nup358

Ryc. 2. Model pora jadrowego w komdrkach kregowcéw: lokalizacja
nukleoporyn, wedtug [11]. c — eytoplazma; n— jadro; p62 —
kompleks: Nup62-Nup-58-Nup54-Nup45

rem), ktorego doktadna budowa i funkcja nie sg po-
znane. Z pierScienia cytoplazmatycznego ijgdrowe-
go wystaje 8 widkienek biatkowych. Od strony
Swiatta jadra zbiegajg sie one tworzac strukture ko-
sza [7-9].

11-2. Nukleoporyny kregowcow

Okoto 20 nukleoporyn kregowcoéw zostato sklo-
nowanych i zlokalizowanych w obrebie poru jgdro-
wego [10], Ryc. 2 przedstawia lokalizacje niektorych
nukleoporyn kregowcéw [11]. Lokalizacja nukle-
oporyn i ich konformacja zmieniajg sie podczas
transportu jadrowego. Wspotczesne badania wyka-
zaly przemieszczanie sie nukleoporyn: Nup214,
Nup98, Nupl53 [12-14], Charakterystyczng cechg
nukleoporyn jest obecno$¢ w ich strukturze powta-
rzajacych sie motywdw zawierajacych fenyloalanineg
i glicyne, takich jak: FXFG, GLFG lub FG (gdzie F
— fenyloalanina, G — glicyna, L — leucyna, X —
dowolny aminokwas), przedzielonych sekwencjami
0 roznej i zmiennej dtugosci, bogatymi w reszty hy-
drofilowe. Te motywy, nazwane ogdlnie motywami
FG, sa miejscami wigzacymi receptory transportu
[15-18]. W wielu nukleoporynach stwierdzono do-
meny superhelisy, motywy zamka leucynowego i
palca cynkowego, ktére odpowiedzialne sg za inte-
rakcje biatko-biatko. Szczegdlnie bogate w motywy
palca cynkowego sg: Nup 153 i Nup 358 [19-21], Po-
nadto wiele nukleoporyn jest modyfikowanych przez
przytgczenie N-acetyloglukozaminy do hydroksylo-
wych grup reszt serynowych [19, 22], Stwierdzono,
ze biatka kompleksu p62 (Nup62-Nup58-Nup54-
Nup45) moga by¢ fosforylowane in vitro przez

POSTEPY BIOCHEMII 50(2), 2004



biatkowg kinaze A i kinaze syntazy glikogenu [22,
23]. Funkcjonalne znaczenie tych modyfikacji nie
jest wyjasnione [22, 23]. Nukleoporyny zaanga-
zowane sg w translokacje kompleksu transportu (re-
ceptor transportu + biatko transportowane) przez
kanat centralny poru jagdrowego. W ostatnich latach
uzyskano informacje wskazujace na to, ze Nup 153
zlokalizowana w pierScieniu kosza moze uczestni-
czy¢ w potaczeniu kompleksu eksportu z porem
jadrowym [24] oraz, podobnie jak nukleoporyna
Nup98 [25] roéwniez obecna w koszu, moze brac
udziat w koncowej fazie transportu biatek z cytopla-
zmy do jadra komorkowego, tzn. w uwolnieniu z
kompleksu transportu importowanych biatek [26].
Nup 358, gtéwna nukleoporyna witokienek cytopla-
zmatycznych, oraz Nup 214 wspoétuczestniczg w
uwolnieniu z kompleksu eksportu przenoszonych z
jadra komérkowego makroczasteczek [9, 27].
Nup 358 ze wzgledu na zdolno$¢ do oddziatywania z
biatkiem Ran zwana jest biatkiem RanBP2. Pomimo
tego, ze nukleopryna Nup358 jest sama biatkiem
wigzacym Ran, zawiera miejsce wigzgce inne biatka
wspétdziatajace z GTPazg Ran, a mianowicie biatka
RanBPI i biatka RanGAP [27]. Ponadto stwierdzo-
no, ze Nup 358 wykazuje aktywnos$¢ ligazy
SUMOE3 [28] odpowiedzialnej za modyfikacje
biatek sentryng (biatko SUMO-1, podobne do ubi-
kwityny) oraz, ze proteaza SUMO (SENP2) od-
dziatuje z motywami FG nukleoporyny Nup 153 [29].
Obserwacje te sugeruja, ze biatka transportowane
lub receptory transportu moga by¢ modyfikowane
biatkiem SUMO-1przez Nup358/RanBP2. Ta mody-
fikacja moze by¢ istotna w mechanizmie translokacji
komplekséw transportu przez kanat centralny poru

Tabela 1.

Sygnaty transportu jadrowego

jadrowego i tym samym wptywaé na regulacje sele-
tywnego transportu bialek miedzy cytopiazmag a
jadrem komoérkowym. A zatem nukleoporyny sg nie
tylko odpowiedzialne za translokacje kompleksu
transportu, ale moga bezposrednio uczestniczy¢ w
innych fazach selektywnego transportu biatek mie-
dzy cytopiazmg ajadrem komoérkowym oraz w jego
regulacji.

I1l. Sygnaty transportu jgdrowego

Biatka selektywnie transportowane przez kom-
pleks poru jadrowego zawieraja w swojej strukturze
sekwencje sygnatowa, ktora okresla kierunek trans-
portu (Tabela 1). Biatka transportowane z cytopla-
zmy do jadra komoérkowego majg sekwencje sy-
gnatowg o nazwie sygnat lokalizacji jadrowej —
NLS (ang. nuclecir localization signal). Zidentyfiko-
wano dwa typy klasycznych sygnatéw NLS, ktore
charakteryzuje wysoka zawarto$¢ aminokwasow o
tadunku dodatnim, szczegdlnie lizyny. Typ 1 jest
krotka (nie wiecej niz 8-10 aminokwasow) sekwen-
cja, typ Il sktada sie z dwoch fragmentow bogatych w
reszty zasadowe, rozdzielonych regionem zbudowa-
nym z 10 aminokwaséw. Typ | klasycznej sekwencji
NLS zidentyfikowano po raz pierwszy w antygenie T
wirusa SV40, [30], a typ Il w nukleoplazminie [31].
Obecnie wiadomo, ze wiekszos$¢ biatek zawiera kla-
syczne sygnaty lokalizacji jadrowej [32]. Sygnatem
kierujacym mate rybonukleoproteiny jadrowe (U
SNnRNP) do jadra jest reszta trimetyloguanozyny
[m3G (TMG), struktura zwana kapem] na 5’ koncu U
SNRNA oraz sygnat zwigzany z biatkami Sm [33].
Sygnat lokalizacji jgdrowej biatek rybosomowych

Sygnat Sekwencja Biatko

klasyczny NLS, typ i PKKKRKV SVv40

klasyczny NLS, typ |l VKRXiOKKKKLD nukleoplazmina

NLS m3G, biatka Sm U snRNP

NLS KIRTSPTFRRPKTLRLLRR- biatka rybosomowe
OPKYRRKSAPRRNK

M9 NLS/NES NOSSNFGPMKGGNFGGRSSG- hnRNP A1, A2, F
PYGGGGQYFAKPRNQGGY

KNS NLS/NES YDRRGRPGDRYDGMVGFSADET  hnRNPK
-WDSAIDTWSPSEWDMAY

NES LXXXLXXLXL PKI, kBa, MAPK

K lizyna; G — glicyna; L — leucyna; R — arginina; X — dowolny aminokwas
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stanowi 32-aminokwasowa sekwencja zawierajaca
10 reszt argininy [34]. Sygnaty transportu jgdrowe-
go, o aktywnosci importu i eksportu, zidentyfikowa-
no w biatkach kompleks6w hnRNP. Jest to 39-ami-
nokwasowa sekwencja zwana M9, bogata w glicyne,
obecna w biatkach Ai, A2, F komplekséw hnRNP i
sekwencja KNS, w biatku hnRNP K [35-37].

Biatka transportowane z jadra do cytoplazmy
majg sekwencje sygnatowg o nazwie sygnatjadrowe-
go eksportu — NES (ang. nuclear export signal).
NES po raz pierwszy opisano w inhibitorze kinazy
biatkowej zaleznej od cAMP [38]. Byta to 10-ami-
nokwasowa sekwencja zawierajaca 4 reszty leucyny.
Wiekszos$¢ poznanych sygnatéw jadrowego eksportu
biatek to krotkie sekwencje (8-11 reszt) bogate w le-
ucyne [36, 39, 40].

IV. Wptyw fosforylacji na transport jgdrowy

Aktywno$¢ sygnatdw jadrowego importu i eks-
portu moze by¢ modulowana przez fosforylacje lub
defosforylacje samych biatek selektywnie transpor-
towanych przez kompleks poru jadrowego, jak i
czasteczek, z ktorymi biatka transportowane od-
dziatujg [41, 42], Na przykiad: biatka NF-kB sg
potgczone w cytoplazmie z inhibitorowymi czgstecz-
kami IkB, ktére maskujg sygnat lokalizacji jadrowej
tej rodziny czynnikéw transkrypcyjnych, uniemozli-
wiajac im interakcje z maszynerig importu do jadra
komérkowego. Fosforylacja inhibitorowych podjed-
nostek IkB przez wielopodjednostkowg kinaze kB,
zainicjowana np. przez stymulacje komérek cytoki-
nami, bakteryjnym LPS, prowadzi do ubikwitynacji,
a nastepnie degradacji przez proteasom czgsteczek
IkB, a w rezultacie do oddysocjowania od NF-kB.
Uaktywnione w ten sposob formy NF-kB sa trans-
portowane do jadra komdérkowego, gdzie aktywujg
rézne geny, np. kodujace cytokiny, biatka ostrej fazy,
czynniki wzrostu, czasteczki adhezji komdrkowej,
receptory cytokin oraz transkrypcje gendw tancucha
lekkiego immunoglobulin [43-45],

Czynniki transkrypcyjne rodziny NFAT w cyto-
plazmie komorek niepobudzonych sa ufosforylowa-
ne. Ufosforylowane sg reszty seryny blisko sygnatu
lokalizacji jadrowej; zapobiega to importowi czynni-
kéw NFAT do jadra. Wzrost stezenia jondw wapnia
w komorce prowadzi do defosforylacji czynnikéw
NFAT przez kalcyneuryne, fosfataze serynowo-tre-
oninowag zalezng od kalmoduliny i wapnia. Defosfo-
rylacja odstania zamaskowany przez fosforylacje
NLS, co prowadzi do szybkiego importu czynnikéw
NFAT do jadra, gdzie odgrywajg istotng role w regu-
lacji ekspresji gendéw kodujacych cytokiny: gtownie
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IL-2, ale takze IL-3, 4, GM-CSF, TNFa, IFN-y. Na-
tomiast fosforylacja czynnikow NFAT w jadrze,
przez biatkowg kinaze A lub kinaze syntazy glikoge-
nu (GSK-3), inicjuje ich transport do cytoplazmy
[46-48],

Modulacja aktywnosci sekwencji sygnatowych
(NLS, NES) przez fosforylacje lub defosforylacje
jest forma regulacji transportu biatek miedzy cyto-
plazma a jadrem komdrkowym.

V. Receptory transportu jadrowego biatek
V-l. Rodzina karioferyn

Sygnaty transportu jadrowego biatek sg rozpozna-
wane przez receptory transportu bezposrednio lub
posrednio, z udziatem czasteczek adaptorowych, z
ktorymi receptory tworzg heterodimery. Wiekszo$¢
receptorow transportu jadrowego nalezy do rodziny
biatek zwanych karioferynami. Funkcjonalnie recep-
tory rodziny karioferyn podzielone sg na dwie pod-
grupy: importyny — uczestniczace w transporcie
biatek z cytoplazmy do jadra komoérkowego iekspor-
tyny — biorgce udziat w eksporcie biatek zjadra ko-
maérkowego do cytoplazmy. Karioferyny charaktery-
zujg sie wysoka masg czgsteczkowg (90-150 kDa),
kwasnym punktem izoelektrycznym (4,0-5,0), zdol-
noscig do oddziatywan z motywami FG nukleopo-
ryn, biatkami zawierajacymi sygnaty transportu
jadrowego, biatkami adaptorowymi, biatkiem
RanGTP oraz zdolnoscig do recyklizacji [49, 50]. Na
Ryc. 3 przedstawiono strukture receptoréw rodziny
karioferyn (na przyktadzie importyny-[3). Biatka te
zbudowane sa z powtarzajagcych sie tandemowo
15-19 jednostek zwanych motywami HEAT. Kazdy
motyw zawiera 35-45 reszt aminokwasowych i
sktada sie z dwéch rejonéw a-helikalnych oznaczo-
nych jako helisy A i B, potgczonych krotka petla.
Cata czgsteczka biatka jest zwinieta tworzgc struktu-
re superhelisy tak, ze helisy A sg zlokalizowane na
zewnetrznej powierzchni biatka, a helisy B na wew-
netrznej powierzchni. Miejsca wigzace sekwencje
FG nukleoporyn stwierdzono na powierzchni helis A
motywow HEAT (powierzchnia zewnetrzna biatka).
Natomiast na powierzchni wewnetrznej karioferyn,
w kierunku N-korica, sg zlokalizowane miejsca
wigzgce RanGTP, a w kierunku C-kornca miejsca
wigzace transportowane biatka i biatka adaptorowe
[49, 51].

Tabela 2A, B przedstawia przyktady ludzkich re-
ceptoréw selektywnego transportu biatek miedzy cy-
toplazmag ajgdrem. Importyna @jest gtdbwnym recep-
torem importu. Przez bezposrednia interakcje z im-
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Ryc. 3. Struktura importyny-P, na podstawie [49,51]. AiB — a-helisy
motywu HEAT, przedstawione w formie walcéw; I1BB — do-
mena importyny a odpowiedzialna za wigzanie z importyng p

portyng @ jest importowana do jadra cyklina (31,
biatko zaangazowane w kontrole fazy M cyklu ko-
morkowego [52], W imporcie biatlek zawierajgcych
klasyczne sygnaty lokalizacji jadrowej bierze udziat
heterodimer: importyng p/a (Kappi/Kapa). W od-
dziatywaniu importyny a i P uczestniczy C-koncowy
fragment czasteczki importyny P i N-koncowy rejon
importyny a zwany domeng wigzacg importyne P
(IBB). Importyng a reaguje poprzez swoj rejon zwa-
ny ARM bezposrednio z sekwencjaNLS transporto-
wanych biatek, podczas gdy KapP 1wigze sie z moty-
wami FG nukleoporyn, co prowadzi do umiejscowie-
nia kompleksu biatko-receptor w porze jagdrowym
[49, 53]. Snurportyna 1jest adaptorowym biatkiem
dla importyny P do importu matych rybonukleopro-
tein jadrowych, odgrywajacych kluczowagrole w pro-
cesie dojrzewania mRNA. Reszta trimetyloguanozy-
ny (m3G) na 5’ koincu U snRNA, jest rozpoznawana
przez snurportyne [54]. Heterodimer importyna
p/importyna 7 jest receptorem importu dla histonéw
H1[55]. Importyny 5i7 bezposrednio wiaza i impor-
tujg biatka rybosomowe [34]. Transportyna 1
(KapP2) rozpoznaje 39-aminokwasowg sekwencje
bogatg w glicyne okre$langjako M9 biatek A1, A2, F
kompleksow hnRNP uczestniczagcych w reakcjach
dojrzewania mRNA [56]. Transportyna SR importu-
je biatka SR; sg to biatka zaangazowane gtéwnie w
splicingu prekursorowego mRNA. Niektére biatka
SR odgrywajg istotng role w alternatywnym splicin-
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gu (w modulowaniu wyboru miejsca splicingowego)
[57],

Eksportyna 1 (Crml) jest receptorem eksportu z
jadra komérkowego biatek zawierajacych klasyczne
sygnaly NES bogate w leucyne. Crml eksportuje
rowniez snurportyne, biatko bez klasycznej sekwen-
cji NES [58, 59], natomiast eksportyna 2 (CAS1)
uczestniczy w transporcie importyny a, ktérej sygnat
jadrowego eksportu jest nieznany [60].

V-2. Inne receptory

Zidentyfikowano roéwniez receptory transportu
jadrowego biatek nie nalezgce do rodziny karioferyn
(Tabela 2B). Wykazano, ze kalretikulina (CRT) jest
receptorem eksportu dla inhibitora biatkowej kinazy
Aidlaglikokortykosteroidowego receptorajgdrowe-
go. Receptor jadrowy CRT rozpoznaje bogatg w le-
ucyne sekwencje sygnatowg (NES) inhibitora kinazy
biatkowej A. Domena receptora glikokortykostero-
idowego (GR) wigzagca DNA, funkcjonuje réwniez
jako sygnat eksportu dla GR [61].

Biatko NTF2, konserwatywny homodimer pod-
jednostek o masie 14 kDa, obecny w cytosolu, jest re-
ceptorem importu biatka Ran — formy zwigzanej z
difosforanem guanozyny [62, 63].

V1. Biatko Ran
VI-1.Struktura biatka Ran

Istotng role w regulacji oddziatywan miedzy re-
ceptorami transportu a biatkami transportowanymi
odgrywa biatko Ran [27, 64].

Biatko Ran o masie czgsteczkowej 25 kDa, nalezy
do rodziny matych biatek G, wigzagcych GTR Jest
biatkiem monomerycznym, zbudowanym z domeny
zwanej G, sktadajacej sie z szesciu (3-pasm otoczo-
nych piecioma a-helisami potgczonymi petlami
(Ryc. 4). Cechg charakterystyczng struktury domeny
G biatka Ran, w odr6znieniu od innych matych
biatek G, jest dtugi C- koniec domeny G, zawierajacy
motyw DEDDDL (gdzie D — kwas asparaginowy, E
— kwas glutaminowy, L — leucyna), ktory zmienia
swojg konformacje po interakcji z biatkami
wigzacymi Ran. Sekwencja DEDDDL jest niezbedna
w oddziatywaniach biatka Ran z biatkami wigzgcymi
biatko Ran iz receptorami transportu [65, 66].

V1-2.Cykl RanGTP/GDP

Biatko Ran wystepuje w dwoch formach konfor-
macyjnych w zalezno$ci od tego, z jakim nukleoty-
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Tabela 2

Ludzkie receptory transportu jadrowego biatek
A. Rodzina karioferyn

Nazwa receptora

Import

importyna-p (Kappi, p97)

importyna p/a (Kappi-Kapa; ImpP-impa)

importyna p/snurportyna 1 (Kappi-SPN 1)

importyna p/importyna 7 (Impp/Imp7)

transportyna 1 (Kapp2; Impp2)

importyna 5 (Kapp3; RanBP5)

importyna 7 (RanBP7)

transportyna SR1 (TRN-SR1)
Eksport

eksportyna 1 (Crml; Expol)

eksportyna 2 (CAS)

W nawiasach podane sg alternatywne nazwy receptoréw

B.  Inne receptory

Nazwa receptora

kalretikulina

biatko NTF2

dem guaninowym: GTP (trifosforan guanozyny) czy
GDP (difosforan guanozyny) jest zwigzane. Zamiana
formy RanGDP na RanGTP zachodzi w jadrze z
udziatem czynnika wymiany nukleotydowej Ran-
GEF (RCCI) ibiatka RanBP3 zwiekszajgcego katali-
tyczng aktywno$¢ RanGEF (Ryc. 5). Powstata forma
RanGTP opuszczajadro. W cytoplazmie, aktywnos$é
GTPazowa biatka Ran jest wyzwolona po interakcji
RanGTP z biatkiem RanGAP (stymulujagcym hydro-
lize GTP do GDP przez Ran) iz biatkami wspoétpra-
cujgcymi z RanGAP, takimi jak: RanBPI/BP2. Na-
stepnie powstata forma biatka Ran zwigzana z difos-
foranem guanozyny (biatko RanGDP) jest transpor-
towana do jadra z udziatlem receptora transportu —
NTF2. Konformacja RanGTP jest przywrocona po-
nownie w jadrze przez oddysocjowanie GDP, po
czym nastepuje zwigzanie nowej czasteczki GTP do
biatka Ran i cykl powtarza sie [63, 67].
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Biatka

cyklina B1

biatka z klasycznymi NLS
snRNPs U1, U2, U4, U5
histony HL

hnRNP Al, A2

biatka rybosomowe
biatka rybosomowe

biatka SR

biatka z sekwencjg NES-bogatg w
leucyne, snurportyna

importyna a (Kapa)

Biatka

eksport PKI, GR

import RanGDP

VI1-3. Rola biatka Ran w transporcie jadrowym

Fakt, ze biatlka RanGAP i RanBPI/RanBP2,
majace wptyw na aktywno$¢ GTPazowa biatka Ran,
obecne sg w cytoplazmie, a czynnik wymiany nukle-
otydowej RanGEF i biatko RanBP3 w jadrze, spra-
wia, ze forma RanGTP przewaza w jadrze, a
RanGDP w cytoplazmie [27, 64, 68, 69]. To asyme-
tryczne rozmieszczenie RanGTP jest podstawg jego
roli w regulacji oddziatywan receptorow transportu z
biatkami transportowanymi. Gradient RanGTP kon-
troluje kierunkowos$¢ transportu jadrowego [70],

Receptory importu oddziatujg z biatkami trans-
portowanymi tylko w nieobecnosci RanGTP, to jest
w cytoplazmie (Ryc. 6). Po wejsciu kompleksu im-
portu do jadra RanGTP wiaze sie do receptora impor-
tu i indukuje uwolnienie biatka z kompleksu trans-
portujgcego. Prawdopodobnie kompleks recep-
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Ran-GDP

Ryc. 4. Model struktury przestrzennej biatka Ran zwigzanego z difos-
foranem guanozyny, wedtug [66].

tor-RanGTP przemieszcza sie do cytoplazmy, gdzie
rozpada sie w wyniku hydrolizy GTP do GDP przez
biatko Ran, z udziatem bialek RanGAP, Ran-
BPI/RanBP2. Uwolniony receptor powraca do cyto-
plazmy.

Natomiast receptor eksportu moze formowaé
kompleks z biatkiem transportowanym tylko w obec-
nosci RanGTP. Bezposrednie wigzanie RanGTP zre-
ceptorem stabilizuje potgczenie receptora z biatkiem
transportowanym. Powstaly w jadrze trojsktadniko-
wy kompleks: RanGTP-receptor eksportu-biatko

Wymiana nukleotydu /

Jadro

Cytoplazma

RanBP1/2»
RanGAP

Ran \ ; Ran
(& U T GDP

Hydroliza GTP

Ryc. 5. Cykl RanGTP/GDP, wedtug [67]. Biatka regulujace rozmiesz-
czenie RanGTP/RanGDP w komdrce: RanGAP - stymuluje ak-
tywnos¢ GTPazowa biatka Ran w kooperacji z biatkami Ran-
BP1/BP2; RanGEF (RCC1) — Kkatalizuje uwolnienie GTP
zwigzanego z biatkiem Ran i wigzanie GTP do Ran.
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transportowane przemieszcza sie przez por jagdrowy
do cytoplazmy (Ryc. 6). W cytoplazmie kompleks
ten zostaje rozbity w wyniku interakcji RanGTP z
biatkiem RanGAP i biatkami RanBPI/RanBP2 [27,
67, 71].

Zatem w transporcie biatek z cytoplazmy do jadra
komdrkowego RanGTP jest niezbedny w koricowej
fazie importu — do uwolnienia biatek transportowa-
nych od receptoréw transportu. Natomiast w ekspor-
cie biatek z jadra komoérkowego do formowania
kompleksu transportu i w koncowej fazie eksportu
— do uwolnienia z kompleksu przenoszonych zjadra
makroczasteczek.

VII. Mechanizm translokacji przez NPC

Mechanizm oddziatywahA miedzy receptorem
transportu a nukleoporynami podczas przemieszcza-
nia sie kompleksu transportu przez por jagdrowy jest
stabo poznany. Na podstawie obserwacji stopniowe-
go wzrostu powinowactwa importyny a do nukle-
oporyn: kolejno od Nup358 (wtdkienka cytoplazma-
tyczne), poprzez p62 (centralny kanat), do Nup 153
(pierScien kosza), opracowano model translokacji
zwany ,gradientem powinowactwa” [72]. Wedtug
tego modelu przemieszczanie sie kompleksu trans-
portu przez por jadrowy zachodzi dzieki gradientowi
powinowactwa receptora transportu do réznych nu-
kleoporyn kompleksu poru jagdrowego (Ryc. 7A).
Ribbeck i Gorlich [73] napodstawie kinetycz-
nej analizy transportu jadrowego opracowali model
tzw. ,,selektywnej fazy” (Ryc. 7B). Model ten suge-
ruje, ze nukleoporyny centralnego kanatu jadrowego
oddziatujg wzajemnie poprzez swoje hydrofobowe
motywy FG, formujac gietka siatke (tzw. faze hydro-
fobowa). Receptory transportu moga przejsciowo re-
agowa¢ z motywami FG fazy hydrofobowej dzieki
swoim miejscom wigzacym sekwencje FG nukleopo-
ryn i w ten sposob rozrywac siatke i przemieszczaé
sie wraz z tranportowanym biatkiem przez kompleks

IMPORT EKSPORT
- % oy —0 i », RanGTP
receptor @
-
’:::fl\‘.:F o
| — gr
] Cytoplazma Cytoplazma
©Q rancoe O rancor
receptor receplor
2 ~o 6
cargo cargo

Ryc. 6. Rola biatka Ran w transporcie jadrowym, wedtug [71]: cargo -
biatko transportowane, import — transport biatek z cytopla-
zmy do jadra komérkowego, eksport — transport biatek z jadra
do cytoplazmy.
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cyto

nucl

Ryc. 7. Modele translokacji kompleksu transportu przez pory jadrowe: A

[74], cyto — cytoplazma; nuci — nukleoplazma

poru jadrowego. Makroczasteczka, ktéra nie jest
zwigzana z receptorem, jest zbyt hydrofilowa aby
przenika¢ hydrofobowag siatke centralnego kanatu.

VI1Il. Uwagi koncowe

W ciggu ostatnich lat uczyniono istotny postep w
poznaniu specyficznych receptoréw jadrowego
transportu biatek. Sklonowano i zlokalizowano w
obrebie poru okoto 20 nukleoporyn kregowcow.
Uzyskano informacje o aktywnym uczestnictwie nie-
ktoérych z nich w transporcie jagdrowym. Na uwage
zastuguje poznanie roli biatka Ran w tranporcie
biatek miedzy cytoplazmg a jadrem komdrkowym.

Obecnie badania rozwijajg sie gtéwnie w kierun-
ku poznania molekularnego mechanizmu transloka-
cji biatek przez kompleks poru jadrowego iregulacji
transportu biatek miedzy cytoplazma a jagdrem ko-
maérkowym. Analiza strukturalna nukleoporyn i re-
ceptoroéw transportu rozpoczeta badaniami krystalo-
graficznymi, oraz zastosowanie techniki FRET (ang:
fluorescence resonance energy transfer) do badan in
vivo oddziaty wan receptoréw transportu z nukleopo-
rynami sg pomocne w dalszych badaniach zmie-
rzajacych do wyjasnienia mechanizmu i sposobu re-
gulacji transportu biatek miedzy cytoplazmg a
jadrem komérkowym. Doktadne poznanie tych pro-
cesdw umozliwi, miedzy innymi, ingerowanie w
kontrole ekspresji genéw, w proliferacje oraz rézni-
cowanie komoérek.

Artykut otrzymano 1 wrzes$nia 2003
Zaakceptowano do druku 19 kwietnia 2004
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model gradientu powinowactwa; B — model selektywnej fazy, wedtug
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Preseniliny i
Alzheimera

ich funkcja w patogenezie choroby

The presenilins and Alzheimer disease
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Spis tresci:
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1. Organizacja genoéw kodujacych preseniliny

I11.  Budowa presenilin

IV. Lokalizacja narzadowa presenilin

V. Rola presenilin w tworzeniu kompleksu gamma-
sekretazy

VI. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétéw: Ap — biatko amyloidu beta
(ang. amyloid fipeptide); P-APP — biatko prekursorowe amylo-
idu beta (ang. f- amyloid precursor protein); AID- C koncowy
fragment biatka P-APP (ang. P-APP intracellular domain);
ALID! — fragment wewnatrzkomdrkowy pierwszego biatka
podobnego do biatka prekursorowego amyloidu beta (ang. amy-
loid precursor-like protein intracellular domain 1); ALIDI —
fragment wewnatrzkomorkowy drugiego biatka podobnego do
biatka prekursorowego amyioidu beta (ang. amyloid precur-
sor-like protein intracellular domain 1); APH-t — biatko
APH-1 (ang. anterior-pharynx defective- 1); APLP1 — biatko
podobne do biatka prekursorowego amyloidu beta (ang. amyloid
precursor-like protein 1); APLP2 — biatko podobne do biatka
prekursorowego amyioidu beta (ang. amyloid precursor-like
protein 2); B4-CTF — wewnatrzkomérkowy fragment biatka
ErbB4 (ang. C-terminalfragment ofErbB4); BPI — biatko BP i
(ang. APP-bindingprotein-1); CTF — peptyd C-koncowy pre-
seniliny (ang. N-terminalfragment); ErbB4 — biatko produkt
protoonkogenu homologicznego wobec wirusowego onkogenu
ptasiej erytroblastozy (ang. avian erythroblastic leukemia viral
oncogene homolog 4); FAD — rodzinna posta¢ choroby Alzhe-
imera (ang.familial Alzheimer disease); JNK- kinaza N-kornca
biatka produktu protoonkogenu c-jun (ang. c-jun amino-termi-
nal kinase); LRP — biatka zwigzane z receptorem LDL (ang.
LDL receptor-related proteins); GSK-3 — kinaza syntazy gliko-
genu 3 beta (ang glycogen synthase kinase 3); NICD —
wewnatrzkomorkowa domena biatka Notch (ang. Notch intra-
cellular domain); NTF — peptyd N-koncowy preseniliny (ang.
N-terminalfragment); PAT! — biatko PAT1 (ang. protein that
interacts with APP tail); PEN-2 — biatko PEN-2 (ang. preseni-
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lin enhancer2); PS-1 — presenilina pierwsza (ang. presenilin 1);
PS-2 — presenilina druga (ang. presenilin 2); PSH- biatka o du-
zej homologii z presenilinami (ang. presenilin homologuespro-
teins); ShcA — biatko ShcA (ang. SH2-domain-containg trans-
forming protein 1), TIP60 — biatko T1P60 o aktywnosci acety-
lotransferazy histonéw (ang. TAT-interactiveprotein, 60 kDa);
Wnt- biatko Wnt (ang. wingless)

I. Wstep

Otepienia stanowig wazny problem wspo6tczesnej
medycyny. Jedng z czestszych przyczyn otepienia
przedstarczego i starczego jest choroba Alzheimera.
Badania nad tg chorobgprowadzone w licznych labo-
ratoriach na Swiecie koncentrujg sie na biatkach za-
angazowanych w patogeneze zmian neuropatolo-
gicznych. Zmiany te odpowiedzialne sg za rozwoj
choroby Alzheimera i wtérnie za zanik mézgu z na-
stepczym uposSledzeniem funkcji poznawczych.
Wsréd biatek zwigzanych z patogenezg choroby
szczegOllne zainteresowanie budzg preseniliny, po-
niewaz mutacje w genach kodujgcych te biatka sg
jedng z przyczyn dziedzicznie uwarunkowanej po-
staci choroby Alzheimera o wczesnym poczatku
(FAD, ang.familial Alzheimer disease). Preseniliny
wchodzg w skiad kompleksu enzymatycznego y-s-
ekretazy o0 waznym znaczeniu w powstawaniu
ztogéw amyloidu beta (A(3, ang. amyloid j3peptide).
Powstawanie tych ztogdw uwazane jest za kluczowy
proces w rozwoju choroby Alzheimera.
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Il. Organizacja genéw kodujacych presenili-
ny

Preseniliny (PS) nalezg do waznych bialek zaan-
gazowanych w procesy degradacji proteolitycznej
biatka prekursorowego amyloidu iw proces odktada-
nia ztogédw A3 [1]. Istniejg dwie formy PS: presenili-
na pierwsza PS-1 i presenilina druga PS-2 [1]. Gen
kodujacy biatko PS-1 zlokalizowany jest w chromo-
somie 14 (14924.3) [1]. Gen kodujacy PS-2 zlokali-
zowano na chromosomie 1(1q42.2) poprzez porow-
nywanie homologii sekwencji z genem kodujgcym
PS-1 [2,3]. Zardwno gen kodujacy PS-1, jak i PS-2
ztozony jest z 10 ekson6éw skitadanych alternatywnie
w zaleznosci od tkanki i narzadu [4-7]. Ekspresja
réznych izoform biatek PS (na skutek alternatywne-
go skladania) prowadzi do zréznicowanej regulacji
procesu degradacji proteolitycznej biatka prekurso-
rowego amyloidu beta ((3-APP, ang. i3 amyloidpre-
cursor protein) [4,7], Przyktadowo, nieprawidtowa
transkrypcja PS-2 z pominieciem egzonu 5 wywotuje
zwiekszone wytwarzanie A3 [8,9]. Z kolei powstanie
izoformy bez fragmentu kodowanego przez ekson 3 i
4 lub 8 nie wptywa na zwiekszenie wytwarzania A{3
[8,9].

Dane pochodzace z Banku Genow sugerujg, ze
biatka zbudowane podobnie jak preseniliny sg stare
ewolucyjnie i stosunkowo konserwatywne [10-15].
Swiadczy to posrednio o waznej roli fizjologicznej
tych biatek w komdrce. Geny homologiczne w sto-
sunku do genow kodujgcych PS znaleziono u wszyst-
kich badanych dotychczas organizméw eukariotycz-
nych w tym u roslin wyzszych, mieczakéw, owaddw,
ryb, ptakéw i ssakow [10-15], Wykryto rowniez
biatka powszechnie wystepujace u organizméw eu-
kariotycznych tzw. biatka PSH (ang. presenilin ho-
mologues) o duzej homologii sekwencji z biatkami
PS [16,17]. Biatka PHS peinig prawdopodbnie funk-
cje btonowych peptydaz odcinajacych peptydy sy-
gnalne od preprobiatek. Homologia budowy pomie-
dzy biatkami PHS a PS dotyczy zwilaszcza
wewnatrzbtonowych i przybtonowych sekwencji
aminokwasow bogatych w reszty kwasu asparaginia-
nowego [16,17], Sekwencje te prawdopodobnie od-
powiedzialne sg za aktywnos$¢ biologiczng omawia-
nych biatek, w tym za tworzenie proteolitycznego
kompleksu nazywanego y-sekretaza [16,17]. Biatka
PHS znaleziono u wszystkich badanych organizmow
eukariotycznych w tym grzybow i roslin, oraz w gru-
pie organizméw prokariotycznych, Archea [16,17],
W genomie ludzkim znaleziono pieé¢ genéw ko-
dujacych biatka PHS [16,17]. Sugeruje sie, ze PS, jak
i biatka PHS reprezentujg jedng nadrodzine po-

POSTEPY BIOCHEMII 50(2), 2004

wszechnie wystepujgcych biatek prawdopodobnie o
aktywnosci proteolitycznej [16,17].

I1l1. Budowa presenilin

Ludzkie PSI i PS2 zbudowane sg odpowiednio z
467 i 448 aminokwasow [18]. Homologia pomiedzy
tymi biatkami wynosi ok. 67 % [19]. Masa czastecz-
kowa PS wynosi okoto 50 kDa [18,19]. Preseniliny
sg biatkami btonowymi a ich konce N i C zlokalizo-
wane sg w obrebie cytoplazmy [18]. Liczba domen
wewnatrzbtonowych waha sie od 6 do 10 (w zalezno-
$ci od izoformy) [18-20]. Model budowy PS 1z 8 do-
menami przezbtonowymi omawia piSmiennictwo
[20,21], Mutacje zwigzane z chorobg Alzheimera
grupuja sie w obrebie domen wewnatrzbtonowych,
ktore sg konserwatywne ewolucyjnie [20], w obrebie
N- konca czasteczki biatka oraz w dtugiej wewnatrz-
cytoplazmatycznej petli [20]. Petla ta zlokalizowana
jest pomiedzy 6 i 7 domengwewnatrzbtonowa [20].

Biatko PS ulega modyfikacji posttranslacyjnej
[21], W obrebie wspomnianej powyzej dtugiej petli
znajduje sie domena o aktywnosci endoproteolitycz-
nej, ktora przecina tancuch biatkowy blisko miejsca
autokatalitycznego dzielagc na dwa polipeptydy [21].
Z biatka prekursorowego powstaje peptyd N-konco-
wy NTF(ang. N-terminatfragment) o masie 35 kDa i
peptyd C-koncowy o masie 18-20 kDa CTF (ang.
C-terminalfragment) [21]. Odciete fragmenty pozo-
stajg potgczone ze sobg w stosunku stechiometrycz-
nym 1:1, oba sg tez niezbedne do aktywnosci biolo-
gicznej PS [21]. Przeciecie nastepuje pomiedzy
Thr291 a Met292 w tanicuchu PS-1 i pomiedzy
Ala297 i Met298 w tancuchu PS-2 [22]. Regulacja
modyfikacji posttranslacyjnej biatek PS nie jest
doktadnie poznana. Wiadomo, ze oprécz endoprote-
az rowniez inne proteazy odgrywajg wazng role w
procesie przecinania fancucha aminokwasowego obu
form PS. Proteazy te zaangazowane sg w apoptoze i
nalezg do grupy kaspazy 3 [21,23]. W procesie trans-
portu tancuchéw biatkowych PS z retikulum endo-
plazmatycznego do miejsca wystepowania w komaor-
ce istotng funkcje petnig takie biatka, jak nikastryna,
biatko APH-1 (ang. anterior pharynx defective) i
biatko PEN-2 (ang. presenilin enhancer 2) [21,23],
Biatka te rownoczesnie regulujg proces proteolizy
tancucha PS [21,23].

Przecinanie na dwa polipeptydy wykryto u
wszystkich badanych PS pochodzacych z réznych
organizméw [21,25]. Uwaza sie, ze proces ten jest
stary ewolucyjnie i odgrywa wazng role w regulacji
aktywnos$ci  biologicznej  omawianych  bialek
[24,25]. Niektére mutacje zwigzane z chorobg
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Alzheimera np. delecja egzonu 9 w genie kodujgcym
PS-1hamuje endoproteolize czyli przeciecie biatka
preseniliny na NTF i CTF Wiekszo$¢ mutacji
zwigzanych z chorobg Alzheimera nie ma jednak
zwigzku z modyfikacjg posttranslacyjng presenilin i
powstawaniem NTF i CTF [24,25]. Problem ten nie
jest jednak rozstrzygniety jednoznacznie, bowiem
ukazujg sie zarbwno prace sugerujace zwigzek po-
miedzy zahamowaniem endoproteolizy PS azmniej-
szeniem wytwarzania ztogéw biatkowych w mézgo-
wiu [26], jak i prace wskazujgce na brak takiego
zwigzku [27]. Zagadnienie to doktadnie omowit w
pracy przegladowej Thinakaran [28].

1V. Lokalizacja narzgdowa presenilin

Ludzkie preseniliny PS-1i PS-2 wykazuja zrézni-
cowang ekspresje w réznych tkankach. PS-1 wyste-
puje w osrodkowym uktadzie nerwowym i we
wszystkich tkankach obwodowych [29]. PS-2 wyka-
zuje stosunkowo niskg ekspresje w mozgowiu z
wyjatkiem corpus callosum [29]. Nasilong ekspresje
PS-2 stwierdza sie w niektdrych narzgdach w tym: w
trzustce, sercu i mie$niach szkieletowych [29,30].
Liczba znalezionych mutacji zwigzanych z otepie-
niem w obrebie genu kodujgcego PS-t jest znacznie
wieksza w poréwnaniu z liczbg mutacji w genie dla
PS-2 [30]. Mniejsza odkryta liczba mutacji w genie
kodujgcym PS-2 ttumaczy sie stosunkowo niskg eks-
presja PS-2 w mézgowiu w pordwnaniu z ekspresjg
PS-1 [30],

V. Rola presenilin w tworzeniu kompleksu
gamma-sekretazy

Podstawowym znaczeniem biologicznym PS jest
udziat w tworzeniu kompleksu enzymatycznego
y-sekretazy [20,28]. y-Sekretaza jest wielopodjed-
nostkowym kompleksem enzymatycznym o charak-
terze blonowej peptydazy aspartylowej (E.C.
3.4.23.X) [31]. Budzi ona szczeg6lne zainteresowa-
nie, gdyz jest jednym z kilku kompleksdw enzyma-
tycznych biorgcych udziat w proteolitycznym cieciu
biatka prekursorowego amyloidu beta (P-APP) i w
patogenezie choroby Alzheimera [28].

Ciecie p-APP odbywa sie dwiema drogami: szla-
kiem nieamyloidogennym i szlakiem amyloidogen-
nym [32-34]. Na szlaku nieamyloidogennym
tancuch P-APP przecinany jest najpierw przez enzym
a-sekretaze tworzac rozpuszczalny peptyd powstaty
od strony N-konca P-AP, peptyd P-APPsa (ang. (3-a-
myloid precursor protein secreted/soluble alpha) i
drugi zakotwiczony w btonie, C83 [32-36]. Peptyd

164

zakotwiczony w blonie jest nastepnie rozcinany
przez y-sekretaze do dwdch peptydéw nieamyloido-
gennych [32-34]. Na szlaku amyloidogennym P-APP
rozcinany jest najpierw przez P-sekretaze tworzac,
od strony N-korca, peptyd P-APPs (ang. (i- amyloid
precursor protein secreted/soluble beta) i drugi pep-
tyd zakotwiczony w btonie, C 100 [32-36]. Z peptydu
tego y-sekretaza odcina peptyd Ap zbudowany z 40
lub 42 aminokwas6w [32-36]. AP jest biatkiem od-
powiedzialnym za tworzenie typowych dla choroby
Alzheimera zmian neuropatologicznych czyli bla-
szek starczych [32-36].

Fizjologiczna rola biatka P-APP i produktéw jego
proteolitycznej degradacji nie jest znana. Uwaza sie,
ze wazne znaczenie ma C koncowy fragment biatka
P-APP nazwany biatkiem AID (ang. (3-APP intracel-
lular domain) uwalniany podczas ostatniego etapu
proteolizy katalizowanego przez kompleks y-sekre-
tazy [38,39]. AID taczy sie z jadrowym biatkiem
Fe65 i/lub acetylotransferazg histonéw czyli
biatkiem TIP60 (ang. TAT-interactive protein, 60
kDa) [38-42]. Kompleks Fe65 z biatkiem AID regu-
luje ekspresje wielu gendéw poprzez czynnik tran-
skrypcyjny CP2/LSF/LBP [38-42]. Acetylotransfe-
raza histonow hamuje biologiczng aktywnos$é biatek
substratéw kinaz tyrozynowych poprzez wigzanie
reszt fosfotyrozynowych i poprzez ich acetylacje
[38-42]. Zauwazono homologie pomiedzy biatkiem
Fe65 a integrazami retrowiruséw [38], Udowodnio-
no, ze geny pozostajagce pod kontrolg czynnikdéw
transkrypcyjnych zaleznych od AID biorg réwniez
udziat w wewnatrzkomdrkowch mechanizmach
przekazywania sygnatéw zaleznych od fosfatydylo-
inizytolu i wapnia [42,43]. Komorki pozbawione P-
APP lub narazone na obecnos$é syntetycznych inhibi-
toréw sekretaz charakteryzujg sie zaburzonym meta-
bolizmem wapnia wewngatrzkomoérkowego [42], AID
utatwia podatno$s¢ komdrki nerwowej na apoptoze,
przez co moze by¢ czynnikiem ryzyka zaniku koma-
rek nerwowych typowego dla choroby Alzheimera
[38-42]. P-APP i AID odgrywajg rowniez wazna role
w transporcie aksonalnym zaleznym od biatka kine-
zyny [43-45]. AIP oddziatywuje réwniez z innymi
biatkami takimi, jak BPI (ang. APP-binding prote-
in-1), ShcA (ang. SH2-domain-containg transfor-
ming protein /), PAT1 (ang. protein that interacts
with APP tait) i biatko JNK (ang. c-jun amino-termi-
nal kinase) [43-45].

By¢ moze, AID odgrywa wazniejszg role w pato-
genezie otepienia i zaburzen funkcji poznawczych,
niz powstawanie ztogéw ztozonych z Ap [40]. Do-
tychczas tym ztogom przypisywano kluczowe zna-
czenie w patogenezie choroby [40], cho¢ niektorzy
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sadzili od dawna, ze tworzenie blaszek amyloido-
wych moze by¢ epifenomenem o wspo6lnym podtozu
patogenetycznym z zanikiem neurondéw i z upoSle-
dzeniem transmisji cholinergicznej w mozgowiu.
Biatkom zaangazowanym w patogeneze choroby
Alzheimera poswiecono osobny artykut na tamach
Postepow Biochemii [46].

Substratami dla kompleksu enzymatyczego
y-sekretazy sg rowniez dwa biatka, tj. APLP1 (ang.
amyloid precursor-like protein 1) i APLP2 (ang.
amyloidprecursor-like protein 2) [47-49]. Biatka te
maja bardzo podobng strukture do (3-APP, nie zawie-
rajg one jednak w srodku tancucha domeny odpowia-
dajacej biatku Ap [47,50]. Nalezg do tej samej nadro-
dziny konserwatywnych ewolucyjnie biatek co
P-APP [47,50]. Pod wptywem kompleksu y-sekret-
azy biatka APLP rozpadajg sie z uwolnieniem do cy-
toplazmy C-koncowych fragmentéw nazwanych od-
powiednio ALID1 (ang. amyloid precursor-like pro-
tein intracellular domain 1) i ALID2 (ang. amyloid
precursor-like protein intracellular domain 1)
[47,51]. Biatka ALID wykazujg podobne wtasciwo-
§ci do biatka AID taczac sie z biatkiem Fe65 [47,51].
Prawdopodobnie, biatka ALID regulujatranskrypcje
gendéw w podobny sposob jak biatko AID [51]. Rodzi
sie pytanie, czy biatka APLP odgrywajgjakas role w
patogenezie choroby Alzheimera, mimo ze nie posia-
dajg w swojej strukturze fragmentu homologicznego
w stosunku do Ap [52]?

Trzecig grupg substratéw kompleksu y-sekretazy
jest btonowe biatko Notch [53-58], oraz prekursory
jego fizjologicznych ligandéw (biatka oznaczone
symbolami Delta, Serrate, i Jagged) [53-57]. Biatko
Notch, zanim staje sie substratem dla kompleksu
y-sekretazy ciete jest przynajmniej przez dwa
zewnatrzbtonowe enzymy proteolityczne, w tym en-
zym konwertujacy czynnik martwicy nowotworow
[53-58], Sekretaza odszczepia od biatka Notch pep-
tyd NICD. ktdéry stanowi wewnatrzkomérkowg do-
mene biatka Notch (ang. Notch intracellular doma-
in) [53-58]. NICD stanowi fragment analogiczny z
AID i ALID [53-58]. NICD reguluje transkrypcje
wielu gendéw dziatajagcych czesto przeciwstawnie na
komérke w stosunku do genéw aktywowanych przez
AID i ALIP [53-58]. NICD #aczy sie wjadrze komor-
kowym z czynnikiem transkrypcyjnym RBP-Jk regu-
lujac ekspresje wielu genéw, w tym genéw odpowie-
dzialnych za angiogeneze w osrodkowym uktadzie
nerwowym i wrazliwo$é na czynniki proapoptogen-
ne [59,60]. Antagonizm czynno$ciowy pomiedzy
AID a NICD przejawia sie w tym, ze AID wigze
biatko Numb i biatka do niego podobne [61]. Biatka
te sg inhibitorami drogi przekazywania sygnatu
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wewnatrzkomoérkowego, w ktorej biatka Notch i
NICD biorg udziat [61], Interesujacym jest fakt, ze
kompleks y-sekretazy bierze udziat w funkcjonowa-
niu iregulacji czeSciowo przeciwstawnych sobie me-
chanizmoéw fizjologicznych w komodrce nerwowej
[61].

Innym substratem dla kompleksu enzymatyczne-
go y-sekretazy jest btonowy receptor ErbB4 (ang.
avian erythroblastic leukemia viral oncogene homo-
log 4 ) nalezacy do typu | btonowych receptoréw o
aktywnos$ci kinaz tyrozynowych [62]. y-Sekretaza
odszczepia od biatka ErbB4 domene wewnatrzko-
moérkowg B4-CTF (ang. C-terminal fragment of
ErbB4) o masie 80 kDa [62], B4-CTF wiaze sie z
czynnikami transkrypcyjnymi w jadrze komérko-
wym [62]. Zdolno$¢ do odszczepiania B4-CTF uwa-
za sie zajedng z form biologicznej aktywnosci biatka
ErbB4 [62]. Aktywnos¢ tajest niezalezna od aktyw-
nosci kinazowej biatka ErbB4 [62].

Kolejnym substratem kompleksu y-sekretazy jest
powierzchniowe biatko E-kadheryna odgrywajgce
wazng role w tworzeniu potgczen miedzykomorko-
wych [63]. y-Sekretaza odcina wewngtrzkomorkowg
domene biatka E-kadheryny [63], ktora tgczy sie z
alfa i beta-katening [63]. Kompleks y-sekretazy po-
przez odciecie wewnatrzkomérkowej domeny
E-kadheryny zwieksza wewnatrzkomérkowsg pule
katenin niezwigzanych z innymi biatkami, przez co
reguluje transdukcje sygnatu na drodze zaleznej od
biatek Wnt (ang. wingless) [63]. Biatka Wnt izolo-
wane z réznych organizmoéw charakteryzujg sie du-
zym stopniem homologii, sg konserwatywne ewolu-
cyjnie i zawierajg 23/24 reszty cysternowe [63].
Biatka te aktywujg rozne receptory btonowe, miedzy
innymi seroninowo-treoninowe kinazy biatkowe, w
tym GSK-3 — kinaze syntazy glikogenu 3 (ang. gly-
cogen synthase kinase 3), oraz rézne czynniki tran-
skrypcyjne. Szlak trandukcji sygnatu regulowany
przez Wnt odgrywa wazng role w réznicowaniu sie
osrodkowego ukiadu nerwowego zaréwno u owa-
déw, jak i u ssakow [63].

Kolejnym wykrytym substratem dla kompleksu
y-sekretazy jest powierzchniowe biatko CD44 [64].
Biatko to reguluje migracje limfocytéw i makrofa-
gow, jest rowniez receptorem dla reszt kwasu hialu-
ronowego [64], y-Sekretaza odczepia od CD44
wewnatrzbtonowg domene, podobnie jak w przypad-
ku wczesniej oméwionych substratéw [64]. Substra-
tami dla kompleksu y-sekretazy sg rowniez btonowe
biatka zwigzane z receptorem LDL czyli biatka LRP
(ang. LDL receptor-relatedprotein) [65].

Kolejnym substratem enzymu jest nektyna-I-a,
biatko z nadrodziny immunoglubulin [66], Nekty-

165



na-1-a bierze udziat w tworzeniu synaps i potgczen
miedzykomorkowych w osrodkowym uktadzie ner-
wowym [66]. Podobnie jak w przypadku innych sub-
stratow, kompleks y-sekretazy odcina wewnatrzko-
morkowg domene biatka nektyny, o masie 26 kDa
[66]. Uwolniony peptyd wptywa na funkcje potaczen
miedzykomérkowych [66].

Sekwencja aminokwaséw, ktorg przecina y-sek-
retaza, jest podobna we wszystkich oméwionych
biatkach [65,66]. Wykaz poznanych substratéw
y-sekretazy przedstawia Tabela 1.

Rodzi sie pytanie, jak jest zbudowany kompleks
y-sekretazy i jakg role w jego budowie i funkcji
petnig preseniliny. Podstawowym sktadnikiem kom-
pleksu y-sekretazy jest PS-1 albo PS-2 [66]. Kom-
pleks pozbawiony biatka PS traci aktywnosé katali-
tyczng i ulega szybko degradacji proteolitycznej
przez proteasomy [67]. W sktad kompleksu y-sekret-
azy, oprocz biatka PS, wchodza nikastryna, biatko
APH-1 i biatko PEN-2 [68-77],

Tabela 1

Fizjologiczne substraty kompleksu y-sekretazy i ich funkcje

Biatko PEN-2 zbudowane jest ze 101 aminokwa-
sow, zawiera dwie domeny btonowe, a dluga petla
pomiedzy tymi domenami umiejscawia sie w Swietle
retikulum endoplazmatycznego lub aparatu Golgie-
go [73], N-koniec biatka PEN-2 oddziatywuje z
biatkami PS odpowiadajac za ich stabilizacje i za en-
doproteolityczne ciecie PS na peptydy NTF i CTF
[73], Obecnos¢ biatka PEN-2 jest niezbedna, aby
zaszta endoproteoliza tancucha PS [77]. Gen ko-
dujacy biatko PEN-2 zlokalizowany jest na chromo-
somie 19 [73].

Biatko APH-1 zbudowane jest z siedmiu domen
wewnatrzbtonowych i podobnie jak biatka PEN-2 i
nikastryna, bierze udziat w dojrzewaniu obu PS, a
jego gtdwna funkcja polega na stabilizacji komplek-
su PS/PEN-2 [70,71,74, 77]. Zwiekszona ekspresja
biatka APH-1 ufatwia proteolize PS zalezna od
PEN-2 [75]. Sugeruje to, ze APH-1 stabilizuje kom-
pleks PEN-2/PS [75]. Gen kodujacy biatko APH-1
zlokalizowany jest na chromosomie 15 [72]. Zmien-

Biatko-substrat sekretazy Wazniejsze funkcje biatka Literatura
p-APP prawdopodobnie regulacja transkrypciji genow 32-45
i regulacja apoptozy
i1APLP1iAPLP2 prawdopodobnie regulacja transkrypcji genéw 47-52
i regulacja apoptozy
biatko Notch transdukcja sygnatu wewnatrzkomoérkowego, 53-61
regulacja apoptozy, receptor dla kilku peptydéw
peptydy delta, serrate, fizjologiczne ligandy biatka Notch 53-57
jagged
biatko ErbB4 receptor dla czynnika wzrostu naskoérka 62
o aktywnosci kinazy tyrozynowej
E-kadheryna biatko powierzchniowe regulujgce transdukcje 63
sygnatu droga Wnt
Nektyna-1 -a tworzenie synaps i potaczen miedzykomorkowych 66
neuronow
biatko CD44 biatko powierzchniowe ztgczy miedzykomérkowych 64
biatka LPR stabilizacja receptora lipoprotein LDL w btonie 65
biologicznej
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nos¢ nukleotydow w obrebie tego genu wigze sie ta-
kze zryzykiem FAD, podobnie jak zmienno$¢ nukle-
otydow i mutacje w genach kodujacych biatka PS-1,
PS-2 i (3-APP [72],

Biatka PEN-2 i APH-1 sg zarowno aktywnymi
sktadnikami kompleksu ezymatycznego y-sekretazy,
jak iregulujg ekspresje itransport biatek PS-1 i PS-2
[21,23,70]. Ostatnio podkresla sie, ze PEN-2 i
APH-1 petnig funkcje biatek opiekuniczych (chape-
rondw) dla PS-1, PS-2 i dla nikastryny [77].

Nikastryna, kolejny sktadnik kompleksu jest
transbtonowg glikoproteing tgczacg sie z biatkami
PS [69]. Gen kodujacy nikastryne znajduje sie w
chromosomie 1g21.1, a mutacje w tym genie
zwigzane sg z FAD [69]. Zwiekszona ekspresja nika-
stryny nasila aktywno$¢ sekretazowg enzymu i zwie-
ksza wytwarzanie A[3 [76]. Wzrost aktywnosci enzy-
matycznej nie jest zwigzany ze zwiekszong ekspresja
PS [76]. Nikastryne mozna uwazac za allosteryczny
aktywator y-sekretazy [76].

Wszystkie biatka: nikastryna, preseniliny (PS-1
albo PS-2), PEN-2 i APH-1 sgniezbedne, aby wielo-
podjednostkowy kompleks biatkowy wykazywat ak-
tywnos¢ sekretazowg (Tabela 2) [68]. W skiad kom-
pleksu y-sekretazy mogg takze wchodzi¢ inne biatka
i petni¢ funkcje regulacyjne. Biatka te nie sgjednak
niezbedne dla aktywnosci katalitycznej sekretazy
[68]. Udowodniono to rekonstruujgc kompleks se-
kretazy w komorkach drozdzy Sacharomyces cerevi-
siae [68], Wykazano, ze centrum aktywne enzymu
tworzg wewnatrzbtonowa domena 6, znajdujaca sie
w obrebie peptydu NTF i wewngtrzbtonowa domena
7w CTF [69],

Tabela 2

V. Podsumowanie

W chwili obecnej wiadomo, ze preseniliny
wchodzg w skiad kompleksu enzymatycznego
y-sekretazy. Biatko to posiada kluczowe znaczenie w
patogenezie choroby Alzheimera. Mutacje w genach
kodujgcych skiadniki y-sekretazy sa jedng z przy-
czyn wczesnych zachorowar na otepienie przedstar-
cze istarcze. Preseniliny, jako podjednostki enzymu,
reguluja na drodze proteolizy wiele szlakéw
transdukcji sygnatu w obrebie komérki. Wiedza na
temat presenilin rozwija sie dynamicznie, a kazdy
dzien przynosi nowe doniesienia i publikacje.
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Biosynteza

proteoglikandw  keratanosiarczanowych,

chondroitynosiarczanowych i dermatanosiarczanowych

Biosynthesis of keratan sulfate, chondroitin sulfate and
dermatan sulfate proteoglycans
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proteoglikany dermatanosiarczanowe; ER — siateczka $rédpla-
zmatyczna; ERGIC — struktury przejSciowe pomiedzy sia-
teczka $rédplazmatyczng a aparatem Golgiego (ang. Endopla-
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— N-acetylogalaktozoamina; GalNAc4-S — N-acetylogalakto-
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NAc-T — N-acetyloglukozoaminylotransferaza; Gn6ST —
N-acetyloglukozoaminylo-6 sulfotransferaza; ldoA — kwas
L-iduronowy, iduronian; KS — siarczany keratanu; KSPG —
proteoglikany keratanosiarczanowe; Man — mannoza; Neu-
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I. Wstep

Proteoglikany  keratanosiarczanowe (KSPG),
chondroitynosiarczanowe (CSPG) oraz dermatano-
siarczanowe (DSPG) reprezentujg szeroko rozpo-
wszechniong w organizmach zwierzecych rodzine
glikoprotein, cechujgcych sie obecnoscia — kowa-
lencyjnie zwigzanych z czescig biatkowag — tancu-
chow glikozoaminoglikandw (GAG) [1]. Te ostatnie
sg liniowymi heteropolisacharydami, zbudowanymi
z powtarzajacych sie disacharydowych podjednostek
0 sktadzie charakterystycznym dla poszczeg6inych
typéw GAG [2]. Podjednostki, tworzgce tancuchy
siarczanow keratanu (KS), zawierajg reszty N-acety-
loglukozoaminy (GIcNAc) i galaktozy (Gal). Nato-
miast disacharydowe podjednostki, budujace tancu-
chy siarczandéw chondroityny (CS) oraz siarczanéw
dermatanu (DS), sktadajg sie z reszt N-acetylogalak-
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tozoaminy (GalNAc) oraz kwasu glukuronowego

(GIcA) i/lub iduronowego (IdoA) [3]. Przynajmniej

cze$é reszt cukrowych w obrebie tancuchow wymie-

nionych wyzej GAG jest siarczanowana. Obecnosé
wspomnianych grup oraz — w przypadku CS i DS —
grup karboksylowych nadaje GAG charakter polia-
nionow o0 duzej gestosci ujemnego tadunku elek-
trycznego [2], Prdcz tancuchéw GAG, proteoglikany
(PG) keratano-, chondroityno- i dermatanosiarcza-
nowe zawierajg takze oligosacharydy, przytaczone
wigzaniem N- i/lub O-glikozydowym do czesci
biatkowej, tzw. biatka rdzeniowego [4]. Biatka rdze-
niowe PG wykazujg czesto ztozong, wielodomenowg
strukture. Strukturalne podobienstwa czesci biatko-
wej PG staty sie podstawg do wyrdznienia kilku ro-

dzin tych makroczgsteczek [1, 5]. Rodzinami, w

sktad ktérych wchodza proteoglikany omawiane w

niniejszej pracy, sa:

1. hialektany (lektykany) — zawierajace CSPG i
CS/KSPG macierzy pozakomérkowej, agre-
gujace z kwasem hialuronowym [6, 7],

2. bogate w leucyne, drobnoczasteczkowe prote-
oglikany macierzy — DSPG i wigkszo$¢ KSPG
[8, 9].

3. testikany — bedace pozakomdrkowymi prote-
oglikanami chondroityno- heparanosiarczanowy-
mi [10],

4. syndekany — zawierajgce przezbtonowe prote-
oglikany z tafcuchami chondroityno- heparano-
siarczanowymi lub heparanosiarczanowymi [11],

5. proteoglikany  serglicylowe  —
wewnatrzkomdérkowe PG chondroitynosiarcza-
nowe lub heparynowo-chondroitynosiarczano-
we [12],

Poza przedstawiongklasyfikacjg — ze wzgledu na
unikalng strukture czesci biatkowej — pozostajgjed-
nak niektére z omawianych w niniejszej pracy PG,
np.: trombomodulina [13], betaglikan [14], CD44
[15] czy — klaustryna [16].

Proteoglikany oddziatujg z cytokinami, czgstecz-
kami adhezyjnymi komorek oraz sktadnikami macie-
rzy pozakomdrkowej, uczestniczac tym samym —
jako czynniki regulacyjne — w procesach prolifera-
cji i réznicowania komorek, ich migracji i adhezji
oraz tworzeniu struktury macierzy pozakomorkowej
[7, 11]. Za wiele wymienionych wyzej funkcji PG
odpowiadajg wytacznie ich sktadniki glikozoamino-
glikanowe [1]. Znaczna zmiennos$¢ struktury tancu-
chow GAG, lezaca u podstaw ich zréznicowanego
powinowactwa do réznych ligandéw, jest prawdopo-
dobnie jedng z gtownych przyczyn Scistej regulacji
ekspresji poszczeg6lnych typow PG w przebiegu

POSTEPY BIOCHEMII 50(2), 2004

réznych proceséw fizjologicznych i patologicznych
Di-

ii. Biosynteza proteoglikanow

Biosynteza proteoglikanéw odbywa sie prawdo-
podobnie we wszystkich typach komoérek zwierze-
cych, zawierajgcych jgdra komdrkowe [17]. Jest to
proces ztozony z nastepujgcych etapow:

translacji informacji genetycznej w tancuch poli-
peptydowy,

ko- i posttranslacyjnych modyfikacji syntetyzo-
wanego polipeptydu — biatka rdzeniowego, obej-
mujacych m.in. jego N-glikozylacje, a takze O-gli-
kozylacje — w tym synteze tetrasacharydu
taczacego tancuchy GAG ze wspomnianym biatkiem
oraz — synteze glikozoaminoglikanéw,

transportu nowo utworzonego proteoglikanu do
miejsca jego przeznaczenia.

Schemat wewnatrzkomérkowej lokalizacji po-
szczegblnych etapéw biosyntezy PG przedstawiony
jest na Ryc. L

I1-1. Synteza bialek rdzeniowych i tworzenie ich
struktury trzeciorzedowej

Synteza biatek rdzeniowych proteoglikanéw od-
bywa sie podobnie, jak w przypadku innych gliko-
protein. Proces ten rozpoczyna sie w jadrze komor-
kowym transkrypcjg DNA na mRNA, a nastepnie —
na polisomach — translacja mRNA na taincuch poli-
peptydowy. Ustalono juz sekwencje nukleotydowe
genow i odpowiadajaca im strukture pierwszorze-
dowg biatek rdzeniowych prawie wszystkich prote-
oglikanéw poznanych do korica XX wieku [5, 18].
Ponadto wykazano, ze z transkryptu jednego genu
moze bra¢ poczatek kilka izoform biatka rdzeniowe-
go jednego PG, powstajgcych zaré6wno wskutek al-
ternatywnego,  posttranskrypcyjnego  skiadania
RNA, jak i enzymatycznej ,,obrébki” czesci biatko-
wej [6, 19]. Przyktadem takiego zréznicowania w
obrebie poszczegdélnych PG sa cztery izoformy wer-
sikanu [20], a takze — wiele form CD44 czy fosfaka-
nu [21-23].

We wszystkich biatkach rdzeniowych, ktérych
pierwszorzedowa struktura jest znana, wystepuje
N-koncowa, hydrofobowa sekwencja sygnatowa [4].
Jest ona niezbedna do kotranslacyjnego przemiesz-
czania sie syntetyzowanego tancucha polipeptydo-
wego PG poprzez translokon [24], zlokalizowany w
btonie szorstkiej siateczki srodplazmatycznej (ER),
do wnetrza tej struktury komérkowej [25]. W ER,
wytworzone juz biatka rdzeniowe PG pozostajg w
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ftyc. 1. Wewnatrzkomérkowa lokalizacja etapéw biosyntezy proteoglikanéw keratanosiarczanowych, chondroitynosiarczanowych i dermatanosiar-

czanowych. CS — siarczany chondroityny, DS — siarczany dermatanu, GlcA— kwas glukuronowy, ldoA— kwas iduronowy, KS — siarcza-

ny keratanu, PG — proteoglikany. Opracowano wg [29, 42],
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kontakcie z btong siateczki. Jednakze rodzaj tych od-
dziatywan jest uzalezniony od przysztej lokalizacji
PG. Biatka rdzeniowe proteoglikan6w macierzy po-
zakomérkowej sg luzno zwigzane z btong ER, pod-
czas gdy czesci biatkowe PG powierzchniowoko-
morkowych trwale wigza sie z btong siateczki, za po-
mocg swych specyficznych domen przezbtonowych
[4].

W siateczce $rddplazmatycznej rozpoczyna sie
ksztattowanie trzeciorzedowej struktury wszystkich
nowo utworzonych biatek — w tym biatek rdzenio-
wych PG, poprzez fatdowanie ich tancuchéw poli-
peptydowych, ktére to zmiany konformacyjne,
osiggane przy udziale biatek opiekuiczych, stabili-
zowane sg wytworzeniem wigzan dwusiarczkowych
[26, 27], ROownoczed$nie z opisywanymi procesami,
w ER odbywa sie swoista ,kontrola jakos$ci” po-
wstatych biatek. Czgsteczki o nieprawidtowej kon-
formacji sa rozpoznawane przez biatka sensorowe,
nalezace do grupy biatek opiekunczych, a nastepnie
kierowane do proteasoméw w celu degradacji [24,
26].

We wspomnianym wyzej procesie tworzenia od-
powiedniej struktury przestrzennej biatek (w tym
biatek rdzeniowych PG) istotng role odgrywa takze
ich N-glikozylacja, rozpoczynajgca sie w siateczce
Srodplazmatycznej [28].

11-2. Substraty do glikozylacji biatek rdzeniowych
proteoglikanéw

W procesie N-glikozylacji oraz O-glikozylacji
biatek rdzeniowych PG, w tym takze w syntezie
tancuchow glikozoaminoglikanowych wspomnia-
nych glikoprotein uczestniczg nukleotydowe po-
chodne monosacharydéw, pochodzacych gtéwnie z
przemian glukozy [25]. Pochodne te obejmuja:
UDP-N-acetyloglukozoamine (UDP-GIcNAC),
UDP-N-acetylogalaktozoamine (UDP-GalNAc),
UDP-glukoze (UDP-GlIc), UDP-galaktoze (UDP-
Gal), UDP-ksyloze (UDP-Xyl), UDP-kwas glukuro-
nowy (UDP-GIcA) oraz GDP-fukoze (GDP-Fuc),
GDP-mannoze (GDP-Man) i CMP-kwas N-acety-
loneuraminowy (CMP-NeuNAc) [29-31]. Ponadto,
do syntezy niektorych N-wigzanych glikanéw oraz
wszystkich tancuchéw GAG, tworzacych PG, jest ta-
kze wykorzystywany aktywny siarczan — 3’-fosfo-
adenozyno-5’-fosfosiarczan (PAPS). Zwigzek ten
powstaje z nieorganicznego siarczanu (i w minimal-
nym stopniu z aminokwaséw siarkowych) oraz z
ATP, przy udziale enzymu o podwdjnej aktywnosci
— ATP sulfurylazy i adenozyno-5’-fosfosiarczano-
kinazy [32].
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Synteza PAPS, atakze wiekszoS$ci aktywnych po-
chodnych monosacharydéw odbywa sie w cytosolu
[29, 30]. Dostarczanie tych substratéw do ER iapara-
tu Golgiego, gdzie zachodzg procesy glikozylacji
biatek, odbywa sie przy udziale swoistych biatek
przezbtonowych [30, 33]. Transportery te funkcjo-
nujg jako tzw. antyportery, przenoszace do wnetrza
ER i aparatu Golgiego nukleotydowe pochodne cu-
kréw i PAPS, przy rownoczesnym transporcie do cy-
tosolu nukleotydéw monofosforanowych [30, 34],

11-3. Synteza oligosacharydéw wigzanych N-gliko-
zydowo

Pierwszym etapem biosyntezy wigzanych N-gli-
kozydowo oligosacharydowych skiadnikéw prote-
oglikanéw jest utworzenie oligosacharydu prekurso-
rowego. Proces ten rozpoczyna sie od przeniesienia
na dolicholowy akceptor, zlokalizowany na zew-
netrznej (zwrdconej w strone cytosolu) stronie btony
ER, kolejno, dwu reszt N-acetyloglukozoaminy i
pieciu reszt mannozy [35]. Tak powstaly zwigzek
jest transportowany do wewnetrznej warstwy blony
ER, gdzie dotgcza sie do niego siedem dalszych reszt
cukrowych, obejmujacych cztery reszty mannozy i
trzy reszty glukozy [36]. Utworzony w powyzszy
sposob, prekursorowy oligosacharyd jest nastepnie
przenoszony z fosfodolicholu na reszte asparaginy w
sekwencji -Asn-X-Thr/Ser- (gdzie X — dowolna
reszta aminokwasowa, z wyjatkiem reszty proliny i
kwasu asparaginowego), znajdujacej sie na syntety-
zowanym fancuchu polipeptydowym biatka rdzenio-
wego PG [37, 38]. Po zakonczeniu syntezy N-gliko-
zylowane biatka rdzeniowe opuszczajg ER i — w
tzw. strukturach przejSciowych miedzy siateczka
$rodplazmatyczng a aparatem Golgiego (pecherzy-
kach ERGIC) — sg transportowane do aparatu Gol-
giego. Jeszcze w trakcie tej wedréwki, z wigzanych
N-glikozydowo oligosacharydéw usuwane sg cztery
koncowe reszty cukrowe [4]. Tak rozpoczeta ,,obrob-
ka” wspomnianych oligosacharydéw odbywa sie da-
lej w aparacie Golgiego. W cysternach jego prze-
dziatu blizszego, oligosacharydy wigzane N-gliko-
zydowo do biatka rdzeniowego mogg by¢ poddane
dwom roéznym, enzymatycznym procesom. W trak-
cie pierwszego z nich, dwie reszty Man ulegajg fos-
forylacji, co stanowi sygnat do transportu biatka
rdzeniowego do lizosomow [39]. W przebiegu dru-
giego procesu, od wigzanego N-glikozydowo oligo-
sacharydu odszczepiane sgtrzy reszty Man, co praw-
dopodobnie umozliwia transport glikoproteiny do
dalszych przedziatow aparatu Golgiego [39]. W
przedziatach tych, w trakcie lub po zakonczeniu syn-
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tezy GAG i oligosacharydow przytaczonych O-gli-
kozydowo, odbywa sie ostateczne formowanie oli-
gosacharydéw wigzanych N-glikozydowo do biatek
rdzeniowych PG. Proces ten przebiega z udziatem
ok. 150 enzymow, obejmujgcych m. in.: N-acetylo-
glukozoaminylotransferazy (GIcNAc-T) I, II, 1, 1V
t V oraz mannozydazy, fukozylotransferazy, galak-
tozylotransferazy (Gal-T) i sialylotransferazy [39],
Utworzone przy ich udziale oligosacharydy, zawie-
rajgce czesto reszty siarczanowanej GIcNAc i Man,
fosforylowane reszty cukrowe oraz acetylowane
reszty NeuNAc [39]. reprezentujajeden z trzech na-
stepujacych typéw strukturalnych [40]:

1 oligosacharydy o wysokiej zawarto$ci mannozy,
2. oligosacharydy typu kompleksowego.

3. oligosacharydy typu hybrydowego.

Z wigzanych N-glikozydowo oligosacharydow
typu kompleksowego w toku dalszej, enzymatycznej
,0brobki”, mogg powstac poli-N-acety lolaktozoami-
ny i/lub siarczany keratanu typu | (KS I, rogéwkowe)
[39, 41],

11-4. Synteza oligosacharydéw wiagzanych O-gtiko-
zydowo

Proces biosyntezy oligosacharydéw wigzanych
O-glikozydowo — zaleznie od typu tych glikanéw
— albo zaczyna sie w cysternach czesci srodkowej
aparatu Golgiego i konczy w cysternach czesci dal-
szej, albo tez catkowicie przebiega w czesci dalszej
[35, 42]. Pierwszym etapem tworzenia tych
zwigzkow jest przeniesienie reszty N-acetylogluko-
zoaminy zjej UDP pochodnej na reszte treoniny lub
— najczesciej — reszte seryny biatka rdzeniowego
[43], Dotychczas nie wykazano istnienia uniwersal-
nej sekwencji tancucha polipeptydowego w otocze-
niu wymienionych wyzej reszt aminokwasowych,
rozpoznawanej przez aGalNAc-transferaze polipep-
tydowa, inicjujgcg synteze oligosacharydow wigza-
nych O-glikozydowo [44]. Tworzenie wspomnia-
nych glikanéw moze koriczy¢ sie na etapie przenie-
sieniajednej reszty GalNAc [43]. NajczesSciej jednak
do reszty tej przytaczane sg naprzemiennie reszty
Gal i GIcNAc. Tworzone w ten sposdb oligosachary-
dy wiagzane O-glikozydowo réznig sie sposobem roz-
gatezienia rdzenia cukrowego, co stato sie podstawa
do wyodrebnienia o$miu typow tych zwigzkdéw [43,
44], Wiekszos$¢ oligosacharydéw wigzanych O-gli-
kozydowo zawiera od kilku do kilkunastu reszt cu-
krowych. Sygnatem do zakonczenia wydtuzania tych
glikanéw jest przylgczenie reszty kwasu N-acety-
loneuraminowego [44], Jednakze oligosacharydy
wigzane O-glikozydowo o rdzeniu cukrowym typu 2
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i 4 mogg by¢ bardziej wydtuzane w wyniku naprze-
miennego przytaczania reszt Gal i GIcNAc, co pro-
wadzi do tworzenia rozgatezionych i liniowych po-
li-N-acetylolaktozoamin [43, 45]. Sposrod nich, li-
niowe poli-N-acetylolaktozoaminy, powstajgce jako
przedtuzenie oligosacharydéw typu 2, moga ulec
przeksztatceniu w siarczany keratanu typu Il (KS I,
szkieletowe). Proces ten odbywa sie poprzez siarcza-
nowanie niektérych reszt GIcNAc i Gal w tancu-
chach wspomnianych glikanowych prekursoréw [41,
46].

Oligosacharydy wigzane O-glikozydowo, repre-
zentujace rozne typy rdzenia cukrowego, moga wy-
stepowaé na biatku rdzeniowym jednego typu PG.
Przyktadem takiego PG jest, nalezacy do rodziny
hialektanéw, agrekan, szczegdlnie rozpowszechnio-
ny w chrzgstce. Jego biatko rdzeniowe zawiera
wigzane O-glikozydowo oligosacharydy typu 1 oraz
typu 2, przy czym wiekszo$¢ z tych ostatnich jest
zwigzana z tafncuchami siarczanu keratanu [4, 42].

11-5. Synteza siarczanowanych glikozoaminoglika-
now

11-5.1. Tworzenie siarczanéw keratanu

Biosynteza siarczanéw keratanu odbywa
sie dwuetapowo — najpierw tworzony jest region
taczacy biatko rdzeniowe z tancuchem GAG, potem
za$ zachodzi wydtuzanie tego tancucha ijego mody-
fikacja [47]. O ile dwa ostatnie etapy tworzenia KS.
ktorych przebieg przedstawiono schematycznie na
Ryc. 2, sg wspolne dla wszystkich typow tych GAG,
to przebieg syntezy regionu tgczacego znacznie je
rézni. Wspomniane roznice sg podstawa podziatu KS
na trzy typy: KS I (rogdwkowy), KS Il (szkieletowy)
i KS Il (m6zgowy) [3, 48]. Regiony tgczgce KS | sg
utworzone przez wigzane N-glikozydowo oligosa-
charydy typu kompleksowego [39, 41]. Sygnatem do
wykorzystania tych oligosacharydéw do syntezy KS
jest prawdopodobnie obecno$é reszt aminokwaséw
aromatycznych (szczeg6lnie fenyloalaniny) w
sgsiedztwie asparaginy, podstawionej wymieniony-
mi wyzej glikanami wigzanymi N-glikozydowo [49].
Siarczany keratanu typu | wystepuja w czasteczkach
matych KSPG, bogatych w reszty leucyny [ 18], a ta-
kze w agrekanach [6], CD 44, SV 2, abakanie czy
klaustrynie [41, 47],

Region taczacy w siarczanach keratanu typu I
stanowig wigzane O-glikozydowo oligosacharydy
typu 2 [43, 44], Obecnos$¢ tancuchéw KS tak wigza-
nych do biatka rdzeniowego wykazano wytgcznie w
agrekanie [6, 41], W obrebie biatka rdzeniowego
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| R1, R2, R3

UDP-Gal

| B4Gal-T | ,—\—:>

UDP

Galp1-4-R

UDP- GlCNAC>

Y
GlcNAcB1-3Galp1-4-R

PAPS>
\ J

GIcNACB(SO3)B1-3Galp1-4-R

PAP
KS- (:dl(v\l

GIcNAc6(S03)p1-3Gal6(S03)p1-4-R

R1 - N-glikozydowo wigzany oligosacharyd typu komplekso-
wego tgczacy tancuch siarczanu keratanu z biatkiem rdzenio-
wym

R2 - O-glikozydowo wigzany oligosacharyd typu 2 tgczacy
fancuch siarczanu keratanu z biatkiem rdzeniowym

R3 - O-glikozydowo wigzana reszta mannozy taczaca tarcuch
siarczanu keratanu z biatkiem rdzeniowym

Ryc. 2. Schemat biosyntezy siarczanéw keratanu. p4Gal-T 1 —
[31,4-galaktozylotransferaza, Gal — galaktoza, GIcNAc —
N-acetyloglukozoamina, GIcNAc6ST — N-acetyloglukozo-
aminylo-6-sulfotransferaza, iGnT — pi,3-N-acetylogluko-
zoaminylotransferaza, KS-Gal6ST — galaktozylo-6-sulfotra-
nsferaza keratanosiarczanowa, PAPS — 3'-fosfoadenozyno-
-5'-thsfosiarczan, PAP — 3'-fosfoadenozyno-5'-fosforan, UDP

urydynodifosforan. Opracowano wg [41, 47].

tego PG wiekszos$¢ tancuchow KS Il jest przytaczona
do akceptorowych reszt seryny itreoniny, zlokalizo-
wanych w N-koncowym odcinku tzw. domeny CS.
Ponadto, w regionie czesci biatkowej agrekanu,
wigzacym kwas hialuronowy, takze wystepujg poje-
dyncze taricuchy KS II, obok wymienionych wyzej
KS I [6, 50],

tancuchy siarczanéw keratanu typu Il taczg sie z
resztami seryny biatka rdzeniowego za poS$rednic-
twem reszty mannozy wigzanej 2,0-glikozydowo
[41]. Mannozylacja biatek ssakow nie jest procesem
w petni wyjasnionym — nie scharakteryzowano do-
tychczas uczestniczacych w nim enzymoéw. Nato-
miast opisano juz transferaze inicjujgca synteze
tancucha KS I1lI, poprzez przeniesienie na akceptor
mannozowy pierwszej reszty GIcNAc [47]. Lancu-
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chy KS Il znaleziono w hybrydowej formie chon-
droitynosiarczanowego PG tkanki nerwowej — fos-
fakanu [41, 47].

Wydtuzanie tancuchéw siarczanéw Kkeratanu
wszystkich typow odbywa sie przez naprzemienne
przytaczanie reszt Gal i GIcNAc, prowadzace do po-
wstania czasteczki prekursorowej — poli-N-acetylo-
laktozoaminy [41]. Tworzenie tej ostatniej czastecz-
ki jest katalizowane, odpowiednio, przez galaktozy-
lotransferaze 4 i 1 [51] oraz [31,3-N-acetylogluko-
zoaminylotransferaze [52]. Ostatni z wymienionych
enzymOw, w odréznieniu od dwéch pierwszych, nie
jest jeszcze ostatecznie zidentyfikowany. Jednakze,
istniejg przestanki wskazujgce, iz w elongacji tancu-
cha prekursora KS moze uczestniczy¢ glukozoami-
nylotransferaza, biorgca udziat w syntezie poli-N-
acetylolaktozoamin, zwanych ,antygenem i” [43,
44],

Przeksztatcanie prekursorowych poli-N-acetylo-
laktozoamin w taincuchy siarczandéw keratanu polega
na siarczanowaniu przy C-6 reszt galaktozy i N-ace-
tyloglukozoaminy. Opisywany proces ma charakter
tkankowospecyficzny, prowadzac do powstania
tancuchéw KS o swoistym rozmieszczeniu siarcza-
nowanych reszt cukrowych [47]. Stwierdzono, iz
tancuchy KS pochodzace z r6znych tkanek wykazujg
mniejsza zawarto$¢ reszt siarczanowanej Gal niz
siarczanowanej GIcNAc [47]. Wspomniana modyfi-
kacja reszt heksozoaminy jest katalizowana przez
N-acetyloglukozoaminylo-6-sulfotransferaze (Gn-
6ST). Enzym ten, ktérego kilka tkankowych izoform
juz poznano [53], jest zdolny do siarczanowania je-
dynie reszty heksozoaminy, znajdujacej sie na niere-
dukujagcym koncu tancucha poli-N-acetylolaktozo-
aminy [53]. W zwigzku z powyzszym przyjmuje sie,
iz opisywana modyfikacja reszt GIcNAc odbywa sie
w trakcie elongacji tancucha glikanowego [47]. Na-
tomiast najprawdopodobniej juz po polimeryzacji
KS, zachodzi siarczanowanie reszt Gal, katalizowa-
ne przez specyficznag galaktozylo-6-sulfotransferaze
[54], Aktywnos$¢ tego enzymu, a takze transferaz,
uczestniczacych w wydtuzaniu tancuchéw poli-N-a-
cetylolaktozoamin i siarczanéw keratanu, jest w
znacznym stopniu uzalezniona od aktywnosci
Gno6ST, przynajmniej w przypadku komérek rogéw-
ki — keratocytow. W rogdwce o0s6b cierpigcych na
tzw. plamkowatg dystrofie, ktérej patogeneza jest
zwigzana z brakiem lub znaczng redukcjg aktywno-
§ci GnoST, spotyka sie KS o krétkich taincuchach, za-
wierajagcych malo reszt siarczanowanej Gal [47].

Procz opisanej wyzej modyfikacji, w tancuchach
siarczan6w keratanu typu Il oraz — w mniejszym
stopniu — w fancuchach siarczanéw keratanu typu |
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niektorych PG stwierdza sie obecnosé reszt fukozy,
przytgczonych O-glikozydowo do C-3 reszt siarcza-
nowanej GIcNAc [47]. Przebieg tej modyfikacji oraz
zakonczenia syntezy tancuchow KS pozostajg nie w
petni zbadane. W przypadku ostatniego z wymienio-
nych proceséw wydaje sie, iz przytgczenie kwasu
N-acetyloneuraminowego przy C-3 lub C-6 termi-
nalnej reszty GIcNAc konczy synteze KS Il oraz nie-
ktorych KS 1[41.47], Natomiast inne KS | zawierajg
na koncu tancucha glikanowego reszty pGalNAc lub
aGal [55]. Terminalne reszty cukrowe tancuchdéw
siarczanow keratanu typu Il pozostajg nieznane [41,
47].

11-5.2. Synteza glikozoaminoglikanéw chondroityno-
siarczanowych i dermatanosiarczanowych

11-5.2.1. Synteza tetrasacharydu taczgcego

Powstanie tetrasacharydowego regionu o
strukturze Xyl-Gal-Gal-GIcA, tagczacego reszte sery-
ny (lub rzadziej treoniny) biatka rdzeniowego z
tancuchem glikozoaminoglikanowym, rozpoczyna
synteze siarczan6w chondroityny i siarczanéw der-
matanu, a takze pominietych w niniejszym opraco-
waniu — siarczandw heparanu i heparyn [29]. Proces
tworzenia wspomnianego regionu jest inicjowany
przez katalizowane enzymatycznie przeniesienie
reszty ksylozy na akceptorowg reszte seryny, wyste-
pujacg w charakterystycznej sekwencji tancucha po-
lipeptydowego [56]. Minimalng sekwencjg, rozpo-
znawang przez ksylozylotransferaze, jest — zlokali-
zowany w obszarze tancucha polipeptydowego o
konformacji p ptaszczyzny — peptyd zawierajacy
reszty Gli-Ser-Gli, otoczone przez reszty aminokwa-
sow kwasnych [57, 58]. Jednakze, najlepszym ak-
ceptorem reszty ksylozy jest reszta seryny, umiejsco-
wiona w sekwencji GIn-Glu-Glu-Glu-Gli-Ser-Gli-
Gli-Gli-GIn, wystepujacej w bikuninie, proteoglika-
nie chondroitynosiarczanowym, wchodzg- cym w
sktad inter-a inhibitora trypsyny [59, 60]. Reakcja
ksylozylacji reszty seryny biatek rdzeniowych za-
czyna sie w ER ijest kontynuowana w cysternach
blizszego przedziatu aparatu Golgiego [61, 62].
Uczestniczagca w tym procesie ksylozylotransferaza
— dzieki stabemu zwigzaniu z btonami wymienio-
nych wyzej organelli — odgrywa takze dodatkowg
role w syntezie regionu #gczgcego. Enzym ten
utatwia bowiem przenoszenie pierwszej reszty ga-
laktozy na nieredukujgcy koniec syntetyzowanego
regionu tgczacego, wigzac zaro6wno modyfikowane
biatko rdzeniowe, jak i przezbtonowa pi.4-galakto-
zylotransferaze |, katalizujacg reakcje galaktozylacji
[63, 64], Przytaczenie drugiej reszty galaktozy oraz
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terminalnej reszty kwasu glukuronowego do syntety-
zowanego regionu tgczacego zachodzi w cysternach
$Srodkowego przedziatu aparatu Golgiego [25]. W re-
akcjach tych uczestnicza swoiste przezbtonowe
transferazy, odpowiednio, pi,3-galaktozylotransfe-
raza Il oraz pi ,3-glukuronozylotransferaza | [65-69].

Czesto jeszcze w trakcie syntezy regionu
taczacego jego reszty cukrowe ulegajg modyfika-
cjom, obejmujacym: fosforylacje grupy hydroksylo-
wej przy C-2 reszty Xyl, siarczanowanie grupy hy-
droksylowej przy C-6 pierwszej reszty Gal oraz —
przy C-4 lub C-6 drugiej reszty Gal, atakze epimery-
zacje reszty GIcA do reszty iduronianowej [68,
70-72].

Fosforylacja reszty Xyl regionu tgczacego CSPG i
DSPG (a takze proteoglikanéw heparanosiarczano-
wych) moze nastgpi¢ w siateczce $rédplazmatycznej
[72]. Jednakze reakcji tej sprzyja przytgczenie reszt
Gal do tworzonego tetrasacharydu tgczgcego, odby-
wajgce sie w aparacie Golgiego [25]. Stabilnos$¢ opi-
sywanej modyfikacji regionu #3czacego zalezy od
typu PG. W niektérych DSPG (dekoryna) wystepo-
wanie ufosforylowanej Xyl jest przejsciowe [62].
Defosforylacja tej reszty cukrowej nastepuje po
przytaczeniu do syntetyzowanego regionu tgczgcego
reszty glukuronianowej [73]. Natomiast obecno$¢
trwale fosforylowanej reszty wspomnianej pentozy
stwierdza sie w regionach tgczacych agrekanéw, syn-
tetyzowanych i wydzielanych przez chondrocyty
[74], W zwigzku z wystepowaniem opisanych wyzej
réznic w stabilnosci stanu ufosforylowania Xyl w
réznych PG, wydaje sie, iz wspomniana modyfikacja
moze determinowaé synteze lub modyfikacje prote-
oglikanow, wpltywajgc na ich transport w obrebie
aparatu Golgiego [25]. Ponadto wykazano, ze fosfo-
rylacja reszty ksylozy przy$piesza przytaczanie resz-
ty glukuronianowej w trakcie syntezy regionu
taczacego [29, 72, 73].

Kolejna z wymienionych wyzej modyfikacji re-
gionu tgczacego obejmuje siarczanowanie jego reszt
Gal. Poniewaz reakcja ta dotyczy wytgcznie tetrasa-
charydu tgczacego proteoglikandw chondroityno-
siarczanowych i dermatanosiarczanowych, wydaje
sie, ze stanowi ona sygnat do syntezy siarczanéw
chondroityny isiarczan6w dermatanu na biatkowych
nos$nikach [75]. Powyzsza hipoteza znajduje po-
twierdzenie w wynikach badan, wskazujgcych, iz
4-0O-siarczanowane reszty Gal regionu taczacego
stymulujg przytaczanie do niego reszty GalNAc, ha-
mujac jednoczes$nie aktywno$¢ GIcNAc-transferazy,
enzymu odpowiadajgcego za inicjacje syntezy tancu-
chéw siarczan6w heparanu i heparyn [56, 68, 76].
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Ostatnia z modyfikacji, jakim moga by¢ poddane
reszty cukrowe tetrasacharydu #gczacego, to epime-
ryzacja reszty GIcA do reszty iduronianowej. Kwas
L-iduronowy, jako czwarta reszte cukrowag tetrasa-
charydowego #3acznika, znaleziono jednak tylko w
kilku DSPG aorty wotowej [29]. We wspomnianych
PG, konwersja GIcA do IdoA, zachodzgca przy
udziale C-5 epimerazy glukuronozylowej, dotyczy
takze reszt GIcA kilku disacharydowych podjedno-
stek, sasiadujgcych z regionem tgczacym [29]. Nato-
miast w przypadku wiekszoSci DSPG epimeryzacja
wspomnianych reszt cukrowych odbywa sie dopiero
w disacharydach odleglejszych od regionu taczacego
[29].

il-5.2.2. Synteza tancuchéw glikozoantinoglikanowych

Schemat biosyntezy siarczanéw chondroityny i
siarczan6w dermatanu przedstawiono na Ryc.3. Gli-
kozoaminoglikany te sg tworzone jako nieroz-
gatezione tancuchy heteropolisacharydowe, stano-
wigce przedtuzenie regiondéw tgczacych [25]. Proces
powstawania na powyzszym akceptorze fancucha
GAG jest inicjowany i zarazem regulowany przenie-
sieniem pierwszej reszty GalNAc na nieredukujacy
koniec regionu taczacego [62]. Jesli reszta ta jest
dotgczana wigzaniem al -4, dalsze wydtuzanie tancu-
cha glikanowego jest wstrzymane [57]. Jezeli jednak
pierwsza reszta GalNAc jest przytgczana do regionu
wigzacego wigzaniem (3L-4, tancuch GAG jest synte-
tyzowany [56, 57]. Pierwszg z opisanych wyzej reak-
cji katalizuje a-GIcNAc-transferaza |, druga za$
(3-GalNAc-transferaza 1, ktdrej aktywnos¢ wykazuja
przynajmniej dwa biatka, znalezione w organizmach
zwierzecych [77]. Te dwa ostatnie enzymy r6znig sie
ekspresjg tkankowg oraz specyficzno$cig substra-
towg [78]. Tym niemniej, obie transferazy mogg ta-
kze uczestniczy¢é w wydtuzaniu tancucha GAG
[77-79]. Proces ten odbywa sie poprzez naprzemien-
ne przytgczanie reszt GalNAc i GIcA, prowadzgc do
powstania prekursora CS i DS — chondroityny. Bio-
synteza chondroityny zachodzi — w zaleznos$ci od
typu tworzonego PG — w cysternach $rodkowego
i/lub dalszego przedziatu aparatu Golgiego [25], W
opisywanym procesie przytgczanie reszt heksozo-
aminy do syntetyzowanego fancucha glikanowego
odbywa sie przy udziale jednego z opisywanych wy-
zej enzyméw o aktywnosci (3-GalNAc-transferazy
albo tez syntazy chondroitynowej 1 lub 2 [78, 80,
81]. Jedna z dwdéch wymienionych syntaz lub tez
(31,3-glukuronozylotransferaza Il katalizujg przeno-
szenie reszt glukuronianowych na powstajacy
tancuch GAG [80, 82]. Mimo, iz potwierdzony jest
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udziat wymienionych wyzej transferaz w elongacji
tancucha chondroityny, to jednak mechanizm
wspotdziatania tych enzymoOw pozostaje niejasny.
Wyniki wczedniejszych badan sugerowaty, ze kazda
z reszt cukrowych przenoszonajest przez swoisty dla
niej enzym [82]. Jednakze, odkrycie syntaz zdolnych
do transferu reszt cukrowych obu typéw zdaje sie
podwazac te hipoteze. Wydaje sie jednak, iz wszyst-
kie wymienione wyzej transferazy tylko wtedy efek-
tywnie wydtuzajg tancuch glikozoaminoglikanowy,
gdy biatko rdzeniowe syntetyzowanego PG jest unie-
ruchomione na btonie aparatu Golgiego, w sasiedz-
twie enzymdéw [25, 83]. Powyzsza sugestia wyptywa
z obserwacji, ze ani oligosacharydy, ani tez wolne
tancuchy chondroityny, dodane do bezkomorko-
wych systemow mikrosomalnych, nie sg dobrymi ak-
ceptorami reszt cukrowych, stuzacych do syntezy
glikozoaminoglikanéw [25].

Jeszcze w trakcie elongacji, tancuch chondroityny
syntetyzowanego CSPG lub DSPG podlega modyfi-
kacjom, obejmujacym siarczanowanie reszt GalNAc
i reszt kwasow heksuronowych oraz — w przypadku
glikanéw dermatanosiarczanowych — epimeryzacje
reszt glukuronianowych do iduronianowych [28,
84]. Pierwsza z wymienionych modyfikacji dotyczy
wiekszosci reszt heksozoaminy, zaréwno w tancu-
chach CSjak i DS. Tym niemniej, miedzy wymienio-
nymi typami GAG istniejg réznice w sposobie siar-
czanowania tych reszt. Reszty GalINAc w tancuchach
CS sa najczesciej siarczanowane przy C-4 (Gal-
NAc-4-S) lub C-6 (GalNAc-6-S), rzadziej w obu
tych pozycjach réwnocze$nie (GalNAc-4,6-diS)
[85]. Reszty GalNAc-4-S dominujg w tancuchach
DS, podczas gdy reszty GalNAc-6-S czy tez Gal-
NAc-4,6-diS sg w tych glikanach dos¢ rzadkie [25,
29]. Ponadto, DS cechujg sie duzg zawartoscig reszt
iduronianowych, siarczanowanych przy C-2 [86].
Natomiast siarczanowanie tylko w matym stopniu
dotyczy reszt glukuronianowych tancuchéw CS —
reszty kwasu glukuronowego siarczanowane przy
C-2 badz C-3 sg spotykane bardzo rzadko [25]. Siar-
czanowanie reszt cukrowych tafcuchéw CS i DS
przebiega w sposob swoisty tkankowo. Opisywane
GAG, pochodzace z réznych tkanek, cechujg sie bo-
wiem odmiennym stopniem i sposobem siarczano-
wania podjednostek disacharydowych oraz innym
ich rozmieszczeniem w fancuchu glikanowym [87].
Jedng z gtownych przyczyn opisywanego zjawiska
jest prawdopodobnie tkankowe zréznicowanie w od-
niesieniu do ekspresji i regulacji aktywnosci sulfo-
transferaz, katalizujgcych reakcje siarczanowania
[25, 88]. Scharakteryzowano juz kilka takich biatek
enzymatycznych [84]. Badania ich aktywnos$ci wy-
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Siarczany chondroityny

Ryc. 3. Schemat biosyntezy siarczanéw chondroityny i siarczandw dermatanu. ChSy 1- syntaza chondroitynowa 1, ChSy 2 - syntaza chondroitynowa

2, GalNAc - N-acetylogalaktozoamina, GalNAc-T 1 - chondroitynowa pi,4-N-acetylogalaktozoaminylotransferaza 1, GalNAc-T 2 - chon-
droitynowa pi,4-N-acetylogalaktozoaminylotransferaza2, GlcA-kwasglukuronowy,GIcA-TII - pi,3-glukuronozylotransferaza Il, HexA-
kwas heksuronowy (glukuronowy lub iduronowy), PAPS - 3'-fosfoadenozyno-5'-fosfosiarczan, UDP - urydynodifosforan. Opracowano wg

[29, 56, 78, 80, 84].

kazaly, iz odrebne enzymy odpowiadajg za siarcza-
nowanie przy C-4 reszt GaINAc w taincuchach chon-
droityny, przeksztatcanej w CS badz w DS [25, 89].
Ponadto, stwierdzono takze wystepowanie znacz-
nych réznic w specyficznosci substratowej chondro-
ityno-6-sulfotransferaz. W grupie tych enzymoéw
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znaleziono biatka katalizujgce siarczanowanie za-
réwno reszt GalNAc w tancuchach chondroityny, jak
i reszt Gal w taricuchach poli-N-acetylolaktozoamin
oraz — cechujgce sie bardzo wysoka specyficzno-
§cig — transferazy, uczestniczace w przenoszeniu
grup siarczanowych na terminalne reszty Gal-
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NAc-4-S [90-92], Sulfotransferazy r6znig sie takze
rozmieszczeniem w cysternach aparatu Golgiego.
Zaréwno w cysternach jego przedziatu $srodkowego
jak idalszego zlokalizowane sg chondroityno-6-sul-
fotransferazy [93]. Natomiast enzymy, uczest-
niczace w siarczanowaniu reszt N-acetylogalaktozo-
aminy przy C-4 oraz reszt kwasu iduronowego przy
C-2, wystepujag wytacznie w cysternach dalszego
przedziatu aparatu Golgiego [25, 83]. Jednakze, nie-
zaleznie od swej lokalizacji, opisywane transferazy
tylko wtedy efektywnie uczestniczg w siarczanowa-
niu tancuchéw chondroityny syntetyzowanego PG,
gdy jego biatko rdzeniowe jest zakotwiczone w
btonie aparatu Golgiego, w sasiedztwie enzymoéw.
Taki wniosek wynika bowiem z obserwacji, iz oligo-
sacharydy oraz wolne tancuchy chondroityny, doda-
ne do bezkomérkowych uktadéw mikrosomalnych,
sg siarczanowane tylko w matym stopniu [25, 88].
Siarczanowanie przy C-4 reszt GalNAc, w trakcie
przeksztatcania prekursora chondroitynowego w
siarczany dermatanu, jest $cisle zwigzane z epimery-
zacjg sgsiadujacych w obrebie tancucha glikanowe-
go z resztami heksozoaminy — reszt glukuroniano-
wych do reszt iduronianowych [25]. Sciste czasowe
powigzanie obu wymienionych modyfikacji jest nie-
zbedne, gdyz epimeryzacja reszt glukuronianowych,
katalizowana przez chondroitynowg C-5 epimeraze
glukuronozylowsg, jest odwracalna, jesli sasiednie
reszty GalNAc nie zostang szybko siarczanowane
[25, 94], Opisane wyzej reakcje, zachodzace w obre-
bie jednego disacharydu taricucha chondroityny,
przys$pieszaja modyfikacje kolejnych podjednostek
disacharydowych [25]. Powstajg w ten sposob regio-
ny zmodyfikowanych podjednostek, réznigce sie
dtugoscia i rozmieszczeniem w tancuchach glikano-
wych [86], Wspomniane zjawisko jest kolejng przy-
czyng heterogennos$ci strukturalnej siarczanéw der-
matanu [86, 94], Epimeryzacja reszt giukuroniano-
wych w tancuchach glikanowych syntetyzowanych
DSPG odbywa sie w cysternach dalszego przedziatu
aparatu Golgiego [25]. Jednakze ,trafienie” syntety-
zowanych PG do miejsc wykazujacych lub tez nie-
wykazujgcych aktywnosci epimerazy, w obrebie
wspomnianego wyzej przedziatu, jest zdetermino-
wane strukturg proteoglikanowych biatek rdzenio-
wych. Obecno$¢ w ich polipeptydowych taincuchach
heptapeptydu Pro-X-Y-Thr-Glu-Leu-Ser (gdzie X =
Glu, Gin lub Ser, natomiast Y = Gly, Ala lub Pro) jest
prawdopodobnie sygnatem do kierowania syntetyzo-
wanych PG do regionow, pozbawionych aktywnosci
wspomnianego wyzej enzymu [95], Potwierdzeniem
powyzszej sugestii jest wykazanie wystepowania ta-
kiego peptydu w biatkach rdzeniowych CSPG —
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agrekanu, wersikanu, syndekanu i proteoglikanowej
formy czynnika stymulujgcego wzrost kolonii ma-
krofagéw [95].

Mechanizm zakofniczenia biosyntezy tafcuchow
CS i DS w proteoglikanach nie jest w petni wyjasnio-
ny. Wydaje sie, iz sygnatem do terminacji syntezy
tancucha glikanowego jest siarczanowanie koncowej
reszty GalNAc przy C-4 lub tez — réwnocze$nie —
przy C-4iC-6 [96]. Jednakze, regulacja omawianego
procesu nie jest prawdopodobnie zbyt precyzyjna, co
w konsekwencji prowadzi do wystepowania réznic w
dtugosci tancuchow glikozoaminoglikanowych, po-
chodzacych z tego samego PG, syntetyzowanego
przez ten sam rodzaj komérek [25, 97].

Proteoglikany keratanosiarczanowe oraz chon-
droitynosiarczanowe i dermatanosiarczanowe — po
zakonczeniu ich biosyntezy — przebywajg w tzw.
siateczce trans aparatu Golgiego, gdzie tworzg sie
granule wydzielnicze. We wspomnianych struktu-
rach, czasteczki PG podlegajg sortowaniu i zagesz-
czaniu, po czym opuszczajg wnetrze komérki itrans-
portowane sg do miejsc, w ktérych spetniajg swoje
funkcje [83, 98],
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Flawonoidy — charakterystyka i znaczenie w terapii

Flavonoids
therapy

characteristics and significance for

DOMINIKA MALINSKAZL ANNA KIERSZTAN2

Spis tresci:

l. Wstep
1-1. Budowa i klasyfikacja flawonoidéw
1-2.  Zawarto$¢ flawonoidéw w diecie i ich przyswa-
janie
1. Przeciwnowotworowe wtasciwosci flawonoidow
I1-1. Zapobieganie mutagenezie
11-2. Hamowanie proliferacji i indukcja apoptozy w
komérkach nowotworowych
11-3. Flawonoidy w terapii nowotwor6w z opornosciag
wielolekowg
I1l.  Przeciwcukrzycowe wtasciwosci flawonoidéw
111-1. Wplyw (-)-epikatechiny na synteze i wydzielanie
insuliny
111-2. Hamowanie syntezy glukozy w hepatocytach
przez EGCG
111-3. Spowalnianie wchtaniania glukozy w jelicie
I11-4. Zapobieganie utracie wzroku w warunkach cu-
krzycy
V. Wptyw flawonoidéw na system naczyniowy
IV-1. Flawonoidy w profilaktyce i leczeniu miazdzycy
1V-2. Flawonoidy w leczeniu innych dolegliwosci na-

czyniowych
V. Przeciwzapalne i przeciwalergiczne dziatanie flawo-
noidéw
VI. Flawonoidy w terapii AIDS
VII. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrétéw: AP-1 (ang. activator protein 1)
—czynnik transkrypcyjny AP-1; cAMP — cykliczny 3\5 ’-ade-
nozynomonofosforan; CCR - receptor dla chemokin; CDK (ang.
cyclin dependent kinases)  kinazy zalezne od cyklin; C/EBP (3
(ang. CCAAT enhancer binding protein (1) -czynnik transkryp-
cyjny; COX-1 — cyklooksygenaza 1; COX-2 — cyklooksyge-
naza 2; Cyt P-450 — cytochrom P-450; EGCG (ang. epigalloca-
techin-3-gallate) — 3-galusan epigalokatechiny; EGFR (ang.
epidermal growth factor receptor) — receptor naskérkowego
czynnika wzrostu; ERK (ang. extracellular signal regulated ki-
nase) — kinaza MAP aktywowana przez czynniki wzrostowe;
FGF-BP (ang. fibroblast growth factor binding protein) —
biatko wigzace sie z fibroblastowym czynnikiem wzrostu; GST
— S-transferaza glutationowa; MAPK (ang. mitogen activated
protein kinase) — kinazy aktywowane mitogenem, HMG-CoA -
3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzym A; IC5® — wspéiczyn-

’Studentka 1V roku biologii UW, 2dr, Zaktad Regulacji Metaboli-
zmu, Instytut Biochemii Uniwersytetu Warszawskiego, ul.
Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa,; tel. 55 43 204;
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nik inhibicji, stezenie zwigzku, przy ktérym obserwuje sie 50%
inhibicji; 1G - integraza wirusa HIV; IgE — immunoglobuliny
klasy E; IkB — inhibitor czynnika transkrypcyjnego kB; IKK
(ang. IkB kinase complex) -kompleks kinazowy fosforylujacy
biatko IkB; 1L-1 — interleukina 1; IL-2 — interleukina 2; iNOS
(ang. inducible nitric oxide synthase)- syntaza tlenku azotu typu
2; IRS-1(ang. insulin receptor substrate-1) — substrat recepto-
ra insulinowego; JNK (ang. c-Jun N-terminal kinase) — kinaza
biatka c-Jun; LDL ( ang. low density lipoprotein) -lipoproteiny
o niskiej gestosci; 5-LOX - 5-lipoksygenaza; MDR (ang. multi-
drug resistance) - oporno$¢ wielolekowg; NAT N-acetylo-
transferaza; NF-kB (ang. nuclear factor kB) — czynnik tran-
skrypcyjny kB; NKEK — linia komoérkowa ludzkich keranocy-
téw; NO — tlenek azotu; PEPCK — karboksykinaza fosfoeno-
lopirogronianowa; PI3K - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu; PKA
— kinaza biatkowa A; PKC — kinaza biatkowa C; PT - protei-
naza wirusa HIV; RT - odwrotna transkryptaza; SGLT-1 —
symporter glukozy i sodu; TFdG (ang. theajlavin digallate) —
digalusan TF, jednego z produktéw kondensacji katechin, po-
wstajgcy w duzych ilosciach podczas proceséw zwigzanych z
produkcjg czarnej herbaty; UGT — transferaza/»-nitrofenolo-U-
DP-glukuronowa; VEGF (ang. vascular endothelial growthfac-
tor) — czynnik wzrostowy nabtonka naczyn
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l. Wstep

Flawonoidy sag metabolitami wtérnymi powszech-
nie wystepujacymi w roslinach. Zidentyfikowano
ponad 4000 zwigzkdw nalezacych do tej grupy.
Petnig one r6znorodne funkcje, m. in. chronig rosline
przed promieniowaniem UV czy atakiem patogenodw,
sg inhibitorami transportu auksyn, a takze inicjuja
powstawanie brodawek korzeniowych u roslin mo-
tylkowych. Czesto z ich obecnoscig zwigzane jest
z6te, czerwone czy niebieskie zabarwienie kwiatéw
lub lisci [1].

Flawonoidy sg czesto aktywnymi sktadnikami ro-
$lin leczniczych, stosowanymi od dawna w medycy-
nie ludowej w leczeniu miedzy innymi stanéw zapal-
nych, chordb uktadu krazenia czy cukrzycy. Liczne
badania nad flawonoidami udowodnity ich
wiasciwosci  immunomodulacyjne, przeciwnowo-
tworowe, przeciwutleniajgce oraz hipoglikemiczne

2]
I-1. Budowa i klasyfikacja flawonoidow

Flawonoidy nalezg do polifenoli. Podstawowym
elementem strukturalnym ich budowy jest jednostka
diarylopropanowa (C6-C3-C6) (Ryc. 1). Poszczeg6lne
klasy flawonoidéw zostaty wyrdznione gtdwnie na
podstawie réznic w budowie jednostki C3. Przedsta-
wiciele danej klasy réznig sie natomiast miedzy sobg
rodzajem i umiejscowieniem podstawnikow w piers-
cieniach aromatycznych (Tabela 1).

O
C |

0]

Ryc.l.  Wzér ogélny flawonoidéw. Dwa pierscienie aromatyczne (A
i B) potaczone sa trojweglowym fragmentem, ktéry uwiekszo-
§ci flawonoidéw tworzy wraz z atomem tlenu trzeci pierscien

©).

1-2. Zawarto$é flawonoidow w diecie iich przyswa-
janie

Gtownym zrédtem flawonoidéw w diecie sg wa-
rzywa, owoce, a takze czekolada, herbata i czerwone
wino (Tabela 1) [3], Zwiazki te wystepujg w pozy-
wieniu zaré6wno w formie wolnej, jak i w postaci gli-
kozyddéw. Obie te formy sg wchianiane w jelicie,

POSTEPY BIOCHEMII 50(2), 2004

cho¢ czesto z rézng szybkos$cig np. wchianianie nie-
ktérych glikozyddw kwercetyny jest szybsze niz
wolnej formy tego flawonoidu [4], Na powierzchni i
wewnatrz komorek jelita cienkiego, a nastepnie w
watrobie, flawonoidy moga ulegaé licznym modyfi-
kacjom tj.: metylacji, glukuronidacji, hydroksylaciji,
sulfatacji, glikozylacji, a takze moga by¢ hydrolizo-
wane przez glikozydazy [4,5]; czesé tych modyfika-
cji odbywa sie przy udziale bakterii jelitowych [6].
Dlatego formy znajdujgce sie we krwi mogga znacz-
nie roznic¢ sie od tych zawartych w pozywieniu. Np.
po perfuzji jelita szczuréw roztworem zawierajagcym
katechiny, w Kkrwiobiegu zidentyfikowano takie
zwigzki jak glukuronidy katechiny i 3 -0- metyloka-
techiny [5]. Z kolei glikozydy kwercetyny byty hy-
drolizowane podczas transportu z jelita do krwi,
gdyz nie wykryto tych form w krwiobiegu. Znalazta
sie tam natomiast kwercetyna w formie wolnej oraz
glukuronidy kwercetyny [4]. Modyfikacje flawono-
idbw moga wptywacé na ich aktywnos$¢, a takze na
szybkos$¢ ich eliminacji z krwiobiegu [7],

Spozycie flawonoidéw rézni sie znacznie w po-
szczegblnych populacjach wskutek rdznic do-
tyczacych nawykéw zywieniowych. Ze wzgledu na
niedostateczne dane dotyczace zawartosci flawono-
iddow w poszczegdlnych produktach spozywczych,
trudno jest doktadnie okresli¢ dzienne spozycie tych
zwigzkoéw. Dlatego w literaturze mozna znalez¢ war-
tosci od ok. 20 do nawet 650 mg dziennie w przeli-
czeniu na zawartos¢ aglikonow - czyli nieglikozylo-
wanych form flawonoidow [8, 9].

Stezenie flawonoidéw w osoczu zalezy od jakosci
i ilosci spozywanego pozywienia. Po positku zawie-
rajagcym S$rednig ilos¢ flawonoidéw jest zazwyczaj
dos¢ niskie, rzadko przekracza 1 pM [3]. Znacznie
wyzsze stezenia moga by¢ jednak osiggane po spozy-
ciu positku bogatego w te zwigzki, a regularne ich
spozywanie moze prowadzié do uzyskania wyzszych
stezen tych zwigzkdw we krwi, dzieki ich akumulacji
m.in. w monocytach [3].

Il. Przeciwnowotworowe witasciwosci flawo-
noidow

Przyczynag powstawania nowotworéw sg mutacje
w DNA prowadzgce do intensywnej proliferacji ko-
marek i wywotujgce ich oporno$¢ na bodzce apopto-
tyczne. Klon tak zmutowanych komdérek dzieli sie w
sposOb niekontrolowany, prowadzac do licznych za-
burzen w funkcjonowaniu organizmu [10].

Badania epidemiologiczne sugerujg odwrotng ko-
relacje miedzy zawartoscig flawonoidéw w diecie a
ryzykiem wystgpienia niektérych nowotworow.
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Tabela 1.

Przedstawiciele gtéwnych klas flawonoidéw oraz ich wystepowanie

Klasa Wzér Zwigzki Wystepowanie Zawartosé
Flawonoidéw przedstawiciela
I1zoflawonoidy o genisteina soja 1 mg/g ziarna
daidzeina daidzeina
ho
0
Flawonole : o kwercetyna cebula 0,3 mg/g $.m.
kwerceiyna Aj o herbata 10-25 mg/l
Wov %, 0 . jabtka 0,03 mg/g $.m.
Flawony A apigenina seler
apigenina - luteolina czerwona k brak
papryka J danych
W,
Flawanony hesperetyna  pomarancze, [125-250
hesperetyna Ngir' ow Naryngenina  grejfruty J mg/l soku
oH 0 *
Flawanole epikaiechina = = ., katechiny: Kiwi 4,5 mg/kg
ownie czerwone wino 270 mg/l
-, zielona herbata 1 mg/ml
ePikatechina  czekolada 0,8 mg/g
i (+)-katechina)
Antocyjamdy pelargonidyna wisnie 4,5 mg/kg
pelargonidyna cyjanidyna truskawki 0,15 mg/kg
winogrona brak danych
czerwone wino 26 mg/l
OH
Przyktadowo, obserwowano obnizenie ryzyka wych wskutek zatrzymywania komérek w réznych

wystgpienia raka piersi u kobiet, ktérych dieta byta
bogata w izoflawony [11], natomiast spozywanie
zielonej herbaty, charakteryzujacej sie wysokg za-
wartoscig katechin, wydaje sie zapobiega¢ powsta-
waniu nowotworow ptuc [12], Potwierdzaja to bada-
nia na modelach zwierzecych, w ktérych obserwo-
wano hamujgcy wptyw flawonoidéw zaréwno na po-
wstawanie nowotworéw, jak i na rozrost juz po-
wstatych guzdéw, a takze na czesto$¢ wystepowania
przerzutéw (Tabela 2). Dlatego wigze sie duze na-
dzieje z zastosowaniem flawonoidéw w profilaktyce
i terapii nowotworow.

Szczeg6towych informacji dotyczacych mechani-
zmow dziatania flawonoidow dostarczajg badania na
liniach komorkowych, w ktérych obserwowano
m.in. hamowanie proliferacji komérek nowotworo-
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fazach cyklu komérkowego (zazwyczaj GfS lub
G2/M), a czesto w obecnosci wyzszych stezen flawo-
noidéw lub po dtuzszej inkubacji - indukcje apopto-
zy. W poszczegélnych doswiadczeniach wykazano
wptyw badanych zwigzkéw na aktywnos$¢ biatek
pro-apoptotycznych (p21, p53) i anty-apoptotycz-
nych (Bcl-2), biatek regulujacych przebieg cyklu ko-
moérkowego (CDK, cykliny), enzymow zwigzanych z
metabolizmem mutagenéw i innych [17, 18]. Nato-
miast zapobieganie przerzutom moze wynika¢ z ob-
nizania przez flawonoidy aktywnosci niektérych me-
taloproteinaz [19].

Obserwowano tez indukcje réznicowania sie ko-
morek nowotworowych pod wptywem flawonoidéw
np. ludzkich komérek biataczkowych HL-60 do gra-
nulocytow (apigenina, luteolina) i monocytéw
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Tabela 2.

Przeciwnowotworowe wtasciwosci flawonoidéw wykazane na modelach zwierzecych

Rodzaj nowotworu

Zwigzek / ekstrakt

i sposOGb podawania

rakjelita grubego  apigenina

- U szczuréw - podawana w
traktowanych zastrzykach od 16 do
azoksymetanem 45 tygodnia po
- przerzuty rozpoczeciu
indukowane karcinogenezy
bombezyng
mysi model genisteina
raka ptuc Lewisa
czerniak EGCG
- model mysi kwercetyna
apigenina
- podawane w
zastrzykach
dootrzewnowo
rak skory silymarina

- indukowany u
myszy za pomoca
uv

(kwercetyna, floretyna) [20], Zmiany morfologiczne
charakterystyczne dla réznicowania wystgpity row-
niez w komérkach raka prostaty DU 145 traktowa-
nych silibining [21].

I1-1 Zapobieganie mutagenezie

Stres oksydacyjny jestjednym z czynnikéw sprzy-
jajacych uszkodzeniom DNA i w konsekwencji mu-
tacjom. Dlatego duze znaczenie w zapobieganiu pro-
cesom nowotworzenia majg bez watpienia przeciwu-
tleniajgce wihasciwosci flawonoidow. Ich grupy hy-
droksylowe moga reagowaé¢ z wolnymi rodnikami,
prowadzgc do powstania bardziej stabilnego, a tym
samym mniej szkodliwego rodnika [22]:

flawonoid(OH) + R* — flawonoid(0*) + RH

(* oznacza niesparowany elektron)

Oprécz neutralizowania wolnych rodnikéw, fla-
wonoidy mogg zapobiega¢ rowniez ich wytwarzaniu
hamujac aktywno$¢ enzyméw i proceséw sprzy-
jajacych powstawaniu wolnych rodnikéw. Kwerce-
tyna i baikaleina sag inhibitorami oksydazy ksantyno-
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Wyniki Pismien-

nictwo

- obnizenie czestosci [13]
wystgpienia przerzutéw
- inhibicja stymulowanej

bombezyna fosforylacji MAPK

- spowolnienie unaczyniania [14]

guza

- spowolnienie rozwoju [15]

nowotworu

- kwercetyna i apigenina:
zmniejszenie czestotliwosci
wystepowania przerzutéw do
ptuc

- obnizenie czestosci [16]

powstawania nowotworéw

wej (IC®odpowiednio 7,23 i 9,44 pM), enzymu za-
angazowanego w katabolizm puryn [23], kt6rego
wzmozona aktywnos¢ obserwuje sie m. in. w zapale-
niach watroby i niektérych nowotworach moézgu [9].
Jednym z produktéw katalizowanej przez ten enzym
reakcji jest wysoce reaktywny anionorodnik ponad-
tlenkowy. Kolejng korzystna cecha flawonoidow jest
ich dziatanie przeciwzapalne, opisane szerzej w roz-
dziale V. Reakcji zapalnej towarzyszy bowiem nasi-
lenie stresu oksydacyjnego - wytwarzane wtedy re-
aktywne formy tlenu biorg udziat w niszczeniu pato-
genéw. Jednak gdy odpowiedZz zapalna przedtuza
sie, moze doj$¢ réwniez do uszkodzenia tkanek go-
spodarza [22], co sprzyja nowotworzeniu.

Ponadto wykazano, ze flawonoidy mogga réwniez
dziataé ochronnie na inne przeciwutleniacze, takie
jak witamina C czy E. W przypadku witaminy C ob-
serwowano pod wptywem flawonoidow m. in. jej
stabilizacje, spowolnienie zuzywania oraz redukcje
dehydroaskorbinianu do askorbinianu [9]. Jedng z
przyczyn ochronnego dziatania flawonoidéw na wi-
tamine C moze by chelatowanie jonow metali np.
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enzymy fazy |

enzy my fazy n
(itLin. GST, NAT)

aminy (Cyt P-450) ] mniej
heterocykliczne, elekirofilowe toksyczne,
policykliczne fo_r] n_y fatwo
weglowodory przejsciowe usuwaine
pochodne
uszkodzenia DNA " wydalanie

Ryc.2. Metabolizm niektdrych mutagenéw w watrobie.

miedzi, ktére uczestniczg w utlenianiu kwasu askor-
binowego [9, 24].

Okazato sie, ze niektore flawonoidy sg zdolne do
modulowania aktywnosci enzyméw zaangazowa-
nych w metabolizm ksenobiotykéw. Jest to wazne ze
wzgledu nato, ze mutagenno$¢ niektérych substancji
zmienia sie pod wptywem dziatania tych enzymow.
Pierwszy etap metabolizmu watrobowego ksenobio-
tykéw polega zazwyczaj na hydroksylacji zwiazku i
katalizowany jest przez enzymy fazy I, nalezgce do
grupy cytochromu P-450 (patrz artykuty w Poste-
pach Biochemii: K. Kobylifiska (1994) 40, 248; R.
Jaskuta-Sztul (2000) 46, 50). Drugi etap to sprzega-
nie zwigzku z kwasem glukuronowym lub przytacza-
nie innych polarnych grup w miejsce wprowadzo-
nych grup hydroksylowych przy udziale enzymow
fazy Il, co zwieksza rozpuszczalno$é zwigzku w wo-
dzie i utatwia jego wydalanie [25], Zwigzki takie jak
policykliczne weglowodory czy aminy heterocy-
kliczne, wskutek modyfikacji przeprowadzanych
przy udziale cytochroméw P-450 nabywaja
wiasciwosci mutagennych (Ryc.2), dlatego gdy ak-
tywmos¢ cytochroméw P-450 znacznie przewyzsza
aktywnos$¢ enzyméw fazy Il, pojawia sie niebezpie-
czenstwo powstania uszkodzen DNA prowadzacych
do nowotworzenia [26], Korzystna dla zapobiegania
nowotworzeniu moze wiec by¢ obserwowana dla
niektdrych flawonoidéw stymulacja aktywnosci en-
zymoéw fazy Il. Wzbogacenie diety szczurow we fla-
won, flawanon czy tangretyne podwyzszyto aktyw-
nos¢ m. in. S-transferazy glutationowej (GST) i
transferazy p-nitrofenolo- UDP-glukuronowej
(UGT) [27]. Wzrost aktywnosci UGT obserwowano
rowniez w komorkach nowotworowych jelita grube-
go Caco-2 traktowanych chryzyng [28]. R6zne sg na-
tomiast doniesienia dotyczace wptywu flawonoidow
na aktywnos$¢ cytochroméw P450 — obecne dane
wskazujg na to, ze mogg one zaréwno aktywowac,
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jak i hamowac enzymy fazy | metabolizmu ksenobio-
tykow [29, 30],

11-2 Hamowanie proliferacj i indukcja apoptozy w
komérkach nowotworowych

Jednym z mechanizméw odpowiedzialnych za an-
typroliferacyjne dziatanie flawonoiddw jest bloko-
wanie replikacji DNA na skutek hamowania aktyw-
nosci enzyméw zaangazowanych w ten proces, co
prowadzi do zatrzymania cyklu komdérkowego w fa-
zie S. Przyktadowo, acetyloglukopiranozydowe po-
chodne kwercetyny i kempferolu sg inhibitorami po-
limerazy Il DNA [31], luteolina hamuje aktywnos$é
topoizomerazy 1(IC50 = 5 pM) [32], a topoizomera-
za Il jest hamowana przez baikaleine, kwercetyne,
mirycetyne, EGCG i ECG [33].

Flawonoidy moga rowniez wptywac¢ na aktyw-
nos$¢ biatek zaangazowanych w regulacje przebiegu
cyklu komoérkowego: cyklin oraz kinaz zaleznych od
cyklin (CDK). Bezposrednim, kompetycyjnym inhi-
bitorem wiekszo$ci CDK jest flawopirydol (Ryc.3).
Odpowiednie utozenie pierscieni w tym zwigzku
umozliwia blokowanie miejsca wigzacego ATP w
CDK [34]. Wiekszo$¢ flawonoiddw natomiast przy-
czynia sie do inaktywacji CDK posrednio, poprzez
stymulacje transkrypcji biatka p21 — inhibitora
CDK-2 i CDK-4 (Ryc.3). Stymulacja transkrypcji
biatka p21moze odbywac sie przynajmniej na dwoch
drogach: zaleznej od p53 iniezaleznej od p53. Ponie-
waz pb53 jest aktywatorem transkrypcji genu biatka
p21, zwiekszenie zawarto$ci biatka p53 w komorce
pocigga za sobg podwyzszenie ilosci biatka p21 [10].
McVean iwsp. [35] wykazali, ze zwiekszanie ste-
zenia p53 pod wplywem apigeniny wigze sie ze
znacznym wydtuzeniem okresu pottrwania tego
biatka. Wydaje sie wiec, ze niektére flawonoidy
moga chroni¢ p53 przed degradacja i w ten sposob
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Ryc.3. Wplyw flawonoidéw na aktywno$¢ kinaz zaleznych od cyklin.

hamowac¢ rozwdj nowotworu. Obserwowano jednak
réwniez indukowanie przez flawonoidy syntezy p21,
ktéoremu nie towarzyszyt wzrost aktywnosci p53
[36]. Oprdcz p53 czynnikiem majgcym zdolnos¢ uru-
chomienia syntezy p2l1 jest réwniez czynnik tran-
skrypcyjny C/EBP R. Aktywowany jest on wskutek
fosforylacji przez kinaze biatkowg A (PKA). Akty-
wacji PKA sprzyja natomiast $rodowisko redu-
kujagce, mozliwe wiec, ze flawonoidy dzieki swoim
wiasciwosSciom przeciwutleniajgcym przyczyniaja
sie do zwiekszenia syntezy p2l1 [37],

Niektore flawonoidy mogg obniza¢ aktywnosc
czynnikéw transkrypcyjnych NF-kB i AP-1, odgry-
wajacych duzg role w nowotworzeniu - pod kontrolg
tych komplekséw biatkowych znajduje sie bowiem
wiele genow uczestniczacych w regulacji prolifera-
cji iapoptozy (Ryc.4, 5), a zaburzenia w ich szlakach
sygnatowych moga prowadzi¢ do nowotworzenia
[38]. Zaobserwowano, ze hamowaniu wzrostu nie-
ktorych linii komoérek nowotworowych wywotane-
mu przez flawonoidy towarzyszyto obnizenie aktyw-
nosci AP-1 lub NF-kB. Przyktadowo, pod wptywem
flawonoidéw izolowanych z herbaty (m. in. EGCG,
TFdD) obnizeniu ulegta aktywnosé¢ AP-1, a takze
wzrost stransfekowanych onkogenem H-ras komoé-
rek nabtonka mysiego JB-6, charakteryzujgcych sie
nadaktywnoscig AP-1 [39]. Z kolei aktywnosé
NF-kB, jak rowniez intensywnosé proliferacji, byty
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zredukowane w ludzkich epidermalnych komérkach
rakowych A431 poddanych dziataniu EGCG [40].
Wydaje sie, ze hamujacy wptyw flawonoidow na
w/w czynniki transkrypcyjne moze by¢ skutkiem ich
wiasciwosci przeciwutleniajgcych, gdyz reaktywne
formy tlenu moga aktywowac¢ zaréwno NF-kB jak i
AP-1.Niejest tojednak jedyny mechanizm. Badania
nad wptywem polifenoli z zielonej herbaty na aktyw-
nos$¢ IKK - kinazy katalizujgcej fosforylacje 1-kB
(inhibitora NF-kB), prowadzacej do aktywacji
NF-kB wykazaty, ze EGCG moze nie tylko zapobie-
gac¢ aktywacji IKK (co mogtoby by¢ skutkiem usu-
wania wolnych rodnikow), ale réwniez hamowac juz
aktywne IKK (Ryc.4). Witasciwosci tej nie miaty
inne przeciwutleniacze [41]. Réwniez hamowaniu
aktywnosci NF-kB przez TFdG towarzyszyto obniz-
enie aktywnosci IKK [42]. W przypadku AP-1, ha-
mowanie jego aktywnos$ci przez EGCG wynikato
przynajmniej po czesci z obnizenia stopnia fosfory-
lacji c-Jun oraz niektérych kinaz zaangazowanych w
kaskade sygnatowa aktywujgcg AP-1 (Ryc.5) [39].
Mogto by¢ to skutkiem usuwania wolnych rodnikéw
przez flawonoidy, jednak tu takze udowodniono, ze
nie jest to jedyny mechanizm. Flawonoidy czesto sg
inhibitorami kinaz biatkowych — hamujg ich aktyw-
no$¢ blokujac miejsce wigzace ATP [43], Nie jest
wiec wykluczone, ze obnizanie aktywno$ci AP-1
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wynika z hamujgcego dziatania flawonoiddw na Ki-
nazy kaskady aktywacji AP-1.

Oprécz kontrolowania cyklu komoérkowego i apo-
ptozy AP-1 i NF-kB zaangazowane sg w procesy an-
giogeniczne [44], dlatego obnizanie ich aktywnosci
przynosi dodatkowe korzy$ci w postaci spowalnia-
nia ukrwienia guza, a tym samym jego rozrostu.

W tkankach nowotworowych obserwuje sie cze-
sto podwyzszong aktywno$¢ dekarboksylazy ornity-
nowej - jednego z enzymoOw zwigzanych z synteza
poliamin, ktére zaangazowane sg w regulacje proli-
feracji [45]. Sylimarina i apigenina zapobiegaty in-
dukcji dekarboksylazy ornitynowej u myszy, ktérych

cytokiny prozapaine, mitogeny, niektére

skoéra traktowana byta TPA. Jednocze$nie obserwo-
wano hamowanie nowotworzenia u tych zwierzat
[46, 47] .

Wiele flawonoiddw m. in. flawony maja zdolnos¢
hamowania aktywno$ci aromatazy - enzymu katali-
zujgcego synteze estrogendéw z androgendéw — co
jest korzystnym zjawiskiem w terapii nowotworow
hormonozaleznych tj. jak rak sutka czy jajnika. Inhi-

bitorami aromatazy sg m. in. 7-hydroksyflawon
(IC50=0,5 pM), 7,4'-dihydroksyflawon (I1C50=2
pM) [48].

Cytostatyczne i cytotoksyczne wiasciwosci fla-
wonoidéw wynikajg wiec z ich wptywu na r6znorod-

karcmogeny. UV, ROS.
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Ryc.4. Przeclwnowotworowe dziatanie flawonoidéw zwigzane z hamowaniem aktywnosci NF-KB. NF-KB aktywowany jest wskutek fosforylacji i
degradacji zwigzanego z nimi biatka inhibitorowego 1KB. Uwolniony czynnik transkrypcyjny przedostaje sie do jadra komérkowego, gdzie
uruchamia transkrypcje genéw zwigzanych m. in. z regulacja proliferacji i apoptozy.
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Ryc.5.  Przeciwnowotworowe dziatanie flawonoidéw zwigzane z hamowaniem aktywnosci AP-1. AP-1 jest heterodimerem sktadajgcym sie z biatek
c-Jun i c-Fos, aktywowanym przez czynniki wzrostowe, niektore cytokiny, mitogeny, a takze przez reaktywne formy tlenu. Czynniki te uru-
chamiaja kaskade kinaz MAP prowadzaca do ekspresji c-Jun i c-Fos, ktore po utworzeniu dimeru i odpowiednim ufosforylowaniu tworza ak-

tywny AP-1
ne enzymy i czynniki transkrypcyjne, zwigzane bez- apoptozy. Godnym podkres$lenia jest fakt, ze niejed-
posrednio lub posrednio z regulacjg proliferacji i nokrotnie obserwowano silniejsze dziatanie flawo-
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noidéw na komérki nowotworowe niz na odpowia-
dajace im komérki nienowotworowe [40, 49].

11-3. Flawonoidy w terapii nowotwordéw z oporno-
Scig wielolekowg

Pochodne flawonoiddw moga znalezé zastosowa-
nie w leczeniu nowotworéw, ktére wyksztatcity
oporno$¢ wielolekowg (MDR) dzieki wysokiej eks-
presji glikoproteiny P (P-gp). Jest to biatko btonowe
zalezne od ATP, ktére w normalnych warunkach
stuzy do usuwania z komérki szkodliwych substan-
cji, natomiast w komérkach nowotworowych powo-
duje usuwanie z nich lekéw'. Znanych jest juz wiele
pochodnych flawonoidéw bedacych inhibitorami
P-gp. Majg one zdolno$¢ przywracania wrazliwosci
na cytostatyki komérkom nowotworowym, ktére
wyksztatcity MDR, np. traktowanie ludzkiej linii ko-
moérek biataczki K562 pochodnymi flawonoidow
uwrazliwito je na dziatanie doksorubicyny [50]. Nie-
ktére z pochodnych flawonoidow wykazujg silniej-
sze dziatanie na P-gp niz werapamil — zwigzek
obecnie stosowany w leczeniu nowotworéw z opor-
noscig wielolekowa [51].

Flawonoidy nie sgjeszcze powszechnie stosowa-
ne w terapii nowotworow, jednak prowadzone sgjuz
badania majgce na celu wprowadzenie tych
zwigzkow do stosowania klinicznego. Najbardziej
obiecujagcym wydaje sie by¢ flawopirydol. Jego cyto-
statyczne wiasciwos$ci wynikajg gtownie z tego, ze
jest inhibitorem wiekszosci CDK. Dodatkowo fla-
wopirydol dziata hamujgco na szlaki sygnatowe
zwigzane z czynnikami wzrostowymi: hamuje fosfo-
rylacje EGFR czy ERK-1 — kinazy odpowiedzialnej
m. in. za aktywacje czynnika transkrypcyjnego
AP-1, oraz wykazuje dziatanie antyangiogeniczne
[52], Cytostatyczne icytotoksyczne dziatanie obser-
wowane byto w obecnosci nanomolowych stezen fla-
wopirydolu, czyli stezeniach tatwych do osiggniecia
w krwiobiegu. Zwigzek ten znajduje siejuz w li fazie
badan klinicznych. Ponadto prowadzone sg badania
fazy | dla EGCG i kwercetyny [53].

I11. Przeciwcukrzycowe witasciwosci flawono-
idow

Cukrzyca charakteryzuje sie uposledzeniem pro-
dukcji i wydzielania insuliny i/lub niewrazliwos$cia
komoérek docelowych na ten hormon. Regulacja po-
ziomu glukozy we krwi jest wtedy zaburzona, a ste-
zenie tego cukru we krwi jest wysokie. Z kolei w ko-
mérkach tkanek peryferycznych wystepuja niedobo-
ry glukozy, spowodowane uposledzeniem jej pobie-
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rania. Wzrasta wiec zuzycie lipidow jako substancji
energetycznych, czemu towarzyszy wytwarzanie du-
zych ilosci acetylo-CoA. Intensywny metabolizm
acetylo-CoA prowadzi miedzy innymi do zakwasze-
nia osocza, a zbyt wysoki poziom glukozy we krwi
jest przyczyng hiperosmolarno$ci osocza. Zmiany te
prowadzg do wtérnych zaburzen towarzyszacych cu-
krzycy: miazdzycy, Slepoty czy Spigczki spowodo-
wanej zakwaszeniem krwi [54].

Gtownym celem terapii cukrzycy jest obnizenie
stezenia glukozy we krwi. Znanych jest wiele sub-
stancji dziatajgcych hipoglikemicznie, jednak wcigz
poszukuje sie nowych zwigzkdw, ktére mogtyby zna-
lez¢ zastosowanie w leczeniu tej choroby. Analiza
aktywnosci poszczeg6lnych sktadnikéw roslin lecz-
niczych pozwala znajdywac¢ nowe zwiazki o hipogli-
kemicznym lub innym dziataniu pozagdanym w tera-
pii cukrzycy. Przyktadem mogg by¢ badania nad eks-
traktem z Pterocarpus marsupium — rosliny stoso-
wanej w terapii cukrzycy przez indyjska medycyne
naturalng, a od niedawna réwniez przez medycyne
konwencjonalng. Z rosliny tej wyizolowano Kilka
zwigzkdw dziatajacych hipoglikemicznie, w tym fla-
wonoid (-)-epikatechine [55].

111 -1. Wptyw (-)-epikatechiny na synteze i wydziela-
nie insuliny

W badaniach na izolowanych komérkach, jak
réwniez in vivo, zaohserwowano, ze (-)-epikatechina
stymuluje synteze insuliny w komorkach [Btrzustki.
Po 4 dniach podawania szczurom (-)-epikatechiny w
zastrzykach dootrzewnowych zauwazono 30%
wzrost zawartosci insuliny w wyizolowanych poéz-
niej wysepkach Langerhansa [56]. Badania in vitro
na komdrkach trzustki szczura wykazaty, ze
wywotanemu przez (-)-epikatechine wzrostowi syn-
tezy i wydzielania insuliny towarzyszy podwyzsze-
nie w komérkach [3trzustki poziomu cAMP, stymulu-
jacego sekrecje insuliny. Zaobserwowano tez inten-
sywniejsze niz w kontroli przeksztatcanie proinsuli-
ny w insuline [57].

I11-2. Hamowanie syntezy glukozy w hepatocytach
przez EGCG

Dziatanie hipoglikemiczne wykazuje réwniez
EGCG (galusan epigalokatechiny) — zwigzek struk-
turalnie podobny do (-)-epikatechiny. Wykazano jed-
nak, ze u podstaw tego dziatania lezy mechanizm
inny niz stymulacja komdérek P trzustki do syntezy
insuliny. Pieciogodzinna inkubacja szczurzych ko-
morek watrobowych linii H4IIE z EGCG spowodo-
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wata obnizenie produkcji glukozy, ktéremu towarzy-
szyt spadek aktywnosci PEPCK i glukozo-6-fosfa-
tazy (kluczowych enzyméw glukoneogenezy), spo-
wodowany obnizeniem poziomu transkrypcji genow
kodujacych te biatka. Dziatanie to byto widoczne juz
w obecnosci okoto 10 pM stezenia EGCG [58], Ob-
serwowano réwniez wzrost aktywnos$ci niektdrych
kinaz zwigzanych ze szlakiem sygnatowym urucha-
mianym przez insuling, np. kinazy fosfatydyloinozy-
tolowej (PI3K.) czy biatka p70. Mechanizm dziatania
EGCG na synteze glukozy w watrobie musi jednak
zostaé¢ doktadniej poznany, aby mdc oceni¢ przydat-
no$¢ tego zwigzku dla terapii cukrzycy.

111-3. Spowalnianie wchtaniania glukozy w jelicie

Wykazano, ze niektore flawonoidy spowalniaja
wchtanianie cukrow w jelicie, co jest kolejnym zja-
wiskiem korzystnym w terapii cukrzycy, gdyz wol-
niejsze wchtanianie glukozy do krwi zmniejsza roz-
miary charakterystycznej dla cukrzykéw popositko-
wej hiperglikemii.

Okazato sie, ze luteolina, 7-0-glukozyd luteoliny,
amentoflawon i daidzeina moga spowalniaé
wchtanianie glukozy poprzez hamowanie aktywno-
Sci a-amylazy i a-glukozydazy - enzymdéw zaanga-
zowanych w hydrolize weglowodandw w przewo-
dzie pokarmowym. Luteolina o stezeniu 1,5 mM
zmniejszata aktywno$¢ a-glukozydazy o 36%. Jest
wiec silniejszym inhibitorem a-glukozydazy niz
obecnie stosowana w terapii akarboza [59]. Ponadto
luteolina hamowata tez aktywnos$¢ a-amylazy, choé
w mniejszym stopniu niz akarboza [59]. Dlatego
zwigzek ten rokuje nadzieje na wigczenie go do tera-
pii wspomagajacej leczenie cukrzycy.

Nizszy popositkowy poziom glukozy we krwi ob-
serwowano réwniez u szczurdw z cukrzyca, ktorym
podawano glukoze (2 g/kg masy ciata) razem z kwer-
cetyng (3-65 mg/kg masy ciata), w poréwnaniu z po-
ziomem glukozy obecnym we krwi po podaniu
wytacznie glukozy [60]. Inne badania ujawnity, ze
glikozydy kwercetyny zmniejszaja aktywnosé
SGLT-1, wystepujgcego w enterocytach transportera
glukozy zaleznego od jonow sodu [61]. Dzieki
zmniejszaniu aktywnosci jelitowych transporterow
glukozy wchtanianie glukozy jest wolniejsze, co za-
pobiega gwattownemu wzrostowi stezenia glukozy
we krwi po positku.
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I11-4. Zapobieganie utracie wzroku w warunkach
cukrzycy

W terapii cukrzycy wazne jest rowniez zapobiega-
nie powiktaniom spowodowanym rozwojem tej cho-
roby. Okazato sie, ze kwercetyna moze opézniaé
utrate wzroku towarzyszacg cukrzycy. W badaniach
na gryzoniach Octodon degus z cukrzycg, Varma i
wsp. [62] wykazali, ze wzbogacenie ich diety w
kwercetyne op6Znito utrate wzroku. Odpowiedzialne
za to okazato sie obnizenie przez kwercetyne aktyw-
nosci reduktazy aldolowej, cho¢ nie bez znaczenia
byty prawdopodobnie rowniez wczesniej omoéwione
mechanizmy (np. spowalnianie wchtaniania glukozy
w jelicie). Ze wzgledu na to, ze bezposrednia przy-
czyng Slepoty cukrzycowej jest odktadanie sie w
gatce ocznej sorbitolu — zwigzku syntetyzowanego
z glukozy witasnie przez reduktaze aldolowg — ha-
mowanie aktywnosci tego enzymu przez kwercetyne
wydaje sie byé gtéwng przyczyng obserwowanego
opOznienia utraty wzroku.

IV. Wptyw flawonoidéw na system naczynio-
wy

IV-1. Flawonoidy w profilaktyce i leczeniu miaz-
dzycy

Przyczyng miazdzycy jest odktadanie sie ztogdéw
cholesterolu w $cianach naczyn krwionos$nych, pro-
wadzace do zmniejszania lub catkowitego blokowa-
nia Swiatta naczynia. Utrudnienie przeptywu krwi
pociaga za sobg zaburzenia w funkcjonowaniu wielu
tkanek spowodowane ich niedotlenieniem. Powsta-
waniu zmian miazdzycowych sprzyja wystepowanie
we krwi wysokich stezen lipoprotein o niskiej gesto-
Sci (LDL), zwtaszcza ich form utlenionych [63].
LDL odktadajg sie w Scianach naczyn krwionosnych.
Sa tam fagocytowane przez makrofagi, ktére nastep-
nie stajg sie tzw. komérkami piankowatymi, dajac
poczatek blaszce miazdzycowej. Cytokiny wydziela-
ne przez makrofagi stymulujg komorki miesniowe
§ciany naczynia do proliferacji, migracji i intensyw-
nej produkcji macierzy pozakomoérkowej, co powo-
duje powstanie okrywy widknistej i dalszy rozrost
blaszki. Poza tym w uszkodzonym przez zmiany
miazdzycowe fragmencie naczynia tatwo dochodzi
do powstawania zakrzepow. Stres oksydacyjny do-
datkowo zwieksza ryzyko powstania zmian miaz-
dzycowych, gdyz utlenione LDL sg intensywniej fa-
gocytowane przez monocyty niz formy nieutlenione.

Niska zapadalnos¢ na choroby uktadu krazenia (w
tym miazdzyce) w krajach potudniowoeuropejskich,
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mimo dos$¢ wysokiej zawartos$ci nasyconych kwaséw
ttuszczowych w tamtejszej diecie, nosi nazwe ,fran-
cuskiego paradoksu”. Analiza tego zjawiska skiero-
wata uwage na flawonoidy jako zwigzki mogace zna-
lez¢ zastosowanie w terapii i profilaktyce miazdzy-
cy. Badania epidemiologiczne wykazaly odwrotnag
korelacje miedzy zapadalnoscig na choroby uktadu
krazenia a spozyciem czerwonego wina [64] oraz
herbaty [65]. Za sktadniki czerwonego wina i herba-
ty  odpowiedzialne za  przeciwmiazdzycowe
dziatanie tych produktéw uwaza sie m.in. wyste-
pujagce w nich flawonoidy: gtéwnie kwercetyne
(czerwone wino) i katechiny (obecne zaréwno w
czerwonym winie jak i w herbacie) [66]. Postuluje
sie  r6zne mechanizmy przeciwmiazdzycowego
dziatania flawonoidéw, ktére przedstawiono w Ta-
beli 3.

IV-2. Flawonoidy w leczeniu
naczyniowych

innych dolegliwosci

Niektore dolegliwosci zwigzane z niepra-
widtowym funkcjonowaniem naczyn krwiono$nych,
takie jak zylaki czy kruchos$¢ naczyn witosowatych,
moga by¢ skutkiem przewlektych stanéw zapalnych.
Podczas reakcji zapalnej wytwarzane sg w duzych

ilosciach reaktywne formy tlenu, co prowadzi do
uszkodzen $cian naczyn. Wykazano, ze niektdre fla-
wonoidy moga chroni¢ kolagen przed degradacja
spowodowang stresem oksydacyjnym [73] W lecze-
niu niektérych dolegliwo$ci naczyniowych, m.in.
przewlektej niewydolnosci zyt, stosowany jest pre-
parat o nazwie Daflon 500, w ktdrego sktad wchodzg
diosmina (90%) i hesperytyna (10%). Przeciwzapal-
ne wiasciwosci tych flawonoidéw [74] (patrz roz-
dziat V) oraz ich zdolno$¢ do zmiatania wolnych rod-
nikbw przyczyniajg sie do poprawy stanu naczyn
krwionos$nych.

V. Przeciwzapalne i
dziatanie flawonoidéw

przeciwalergiczne

Wiasciwosci przeciwnowotworowe flawonoiddw
oraz ich terapeutyczne dziatanie w schorzeniach na-
czyn krwionosnych czeSciowo wynikajag z ich
wihasciwosci  przeciwzapalnych.  Przeciwzapalne
dziatanie flawonoidoéw wigze sie z obserwowanym w
wielu doswiadczeniach hamujgcym wplywem tych
zwiazkow na szlaki cyklooksygenazy (COX) i lipok-
sygenazy (LOX) [75]. Enzymy te sg odpowiedzialne
za synteze prostaglandyn i leukotriendbw —
zwigzkéw sygnatowych stymulujacych rozwoéj od-

Tabela 3.

Mechanizmy odpowiedzialne za przeciwmiazdzycowe wiasciwosci flawonoidéw
Zjawiska sprzyjajace Flawonoid
powstawaniu blaszki
miazdzycowej
odkfadanie sie LDL w hesperytyna
Scianach naczyn
krwionosnych
powstawanie komérek iuteolina,

piankowatych epikatechina,
kwercetyna
kwercetyna,
metabolity

(+)katechiny

powstawanie okrywy kwercetyna
widknistej
baikaleina
powstawanie skrzepow mirycetyna,
kwercetyna
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Dziatanie PiSmien-
nictwo

obnizanie poziomu cholesterolu  [67]

we krwi - prawdopodobnie

wskutek hamowania reduktazy

HMG-CoA

przeciwdzialanie utlenianiu LDL  [68]

obnizanie zdolnosci monocytéw  [69]

do adhezji do nabtonka naczyn i

przenikania przez $ciany naczyn

hamowanie proliferacji i migracji  [70]

mies$ni gtadkich naczyn

hamowanie proliferacji miesni [71]

gtadkich naczyn

hamowanie agregacji [72]

trombocytow

POSTEPY BIOCHEMII 50(2), 2004



powiedzi zapalnej (Ryc.6). Obnizanie aktywnosci
cyklooksygenazy wynika prawdopodobnie ze
zmniejszania intensywnos$ci syntezy tego enzymu
wskutek hamowania przez flawonoidy aktywacji
czynnika transkrypcyjnego NF-kB, pod ktérego kon-
trolg znajduje sie gen cyklooksygenazy-2. W przeci-
wienstwie do COX-1, enzymu o konstytutywnej eks-
presji, COX-2 syntetyzowana jest jedynie podczas
reakcji zapalnej, jednak w znacznie wiekszych ilo-
§ciach niz COX-1. Nadekspresja COX-2 towarzyszy
niektérym patologiom obserwowanym podczas
przewlektych stanéw zapalnych, takze powstawaniu
niektérych nowotwordow.

Badania nad ekstraktami roslin leczniczych stoso-
wanych w alergiach, gtéwnie w astmie, wykazaty
przeciwalergiczne witasciwosci niektérych flawono-
idow [76]. CzeSciowo sg one wynikiem ich ogélnych
wiasciwosci przeciwzapalnych (Ryc.6). Dla niekto-
rych flawonoidow wykazano, ze poza o0g6lnym
dziataniem przeciwzapalnym moga wptywacé row-
niez na niektdre procesy charakterystczne dla alergii.
Kwercetyna i luteolina, poza obnizaniem syntezy
prostaglandyn i leukotrienéw, hamujgco wptywaty
réwniez na uwalnianie histaminy z mastocytéw, sty-
mulowanych przeciwciatami klasy IgE. Hamowaniu
uwalniania wyzej wymienionych mediatoréw zapa-
lenia towarzyszyto zmniejszenie naptywu wapnia do
komorek oraz obnizenie aktywnosci kinaz takich jak
PKC, ERK i JNK. Przeciwalergiczne dziatanie fla-
wonoidéw moze wiec by¢ skutkiem hamowania szla-
kéw sygnatowych odpowiedzialnych za uwalnianie
mediatoréw zapalenia [77].

Innym flawonoidem o dziataniu przeciwalergicz-
nym jest baikaleina. Wyizolowano jg z korzeni Scu-
tellaria baicalensis, uzywanych w Japonii w lecze-
niu astmy. Na uwalnianie mediatoréw zapalenia z
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Ryc.6. Przeciwzapalne wtasciwosci flawonoidéw.

POSTEPY BIOCHEMII 50(2), 2004

mastocytow baikaleina wplywata podobnie jak
kwercetyna i luteolina, jednak jej wptyw byt nieco
stabszy niz pozostatych dwéch flawonoidéw [77].
Okazato siejednak, ze baikaleina réwniez hamuje se-
krecje eotaksyny — chemokiny wydzielanej m.in.
przez fibroblasty, powodujacej chemotaksje eozyno-
fiii w kierunku ogniska reakcji alergicznej i zaostrze-
nie odpowiedzi zapalnej. Dziatanie baikaleiny wyni-
ka prawdopodobnie z jej wptywu na ekspresje genu
dla eotaksyny [76], Z Clerodendrumpetasites — ro-
§liny uzywanej w Tajlandii w leczeniu objawéw ast-
my— wyizolowano inny flawonoid: hispidulineg, dla
ktérej wykazano dziatanie rozluzniajgce na miesnie
gtadkie tchawicy stymulowane do skurczu za po-
moca histaminy [78]. Flawonoidy moga wiec nie tyl-
ko hamowa¢ wydzielanie histaminy, ale réwniez
ostabiac jej dziatanie.

V1. Flawonoidy w terapii AIDS

Zwigzkami mogacymi znalez¢ zastosowanie w te-
rapii AIDS sg inhibitory odwrotnej transkryptazy.
Hamowanie aktywnosci tego enzymu jest prawdopo-
dobnie przyczyng obserwowanego dla niektdrych
flawonoidéw spowalniajgcego wptywu na natnna-
zanie wirusa HIV (Ryc.7). Inhibitorami odwrotnej
transkryptazy sg m.in. (-)epikatechina [79], baikali-
na [80], baikaleina [81], kwercetyna i mirycetyna
[82]. Stata inhibicji K\ dla niektérych z tych
zwigzkow nie przekracza 1 pM. Dla niektdrych fla-
wonoidéw zaobserwowano, ze dodatkowo hamujg
namnazanie sie wirusa blokujac proces wnikania
jego czasteczki do wnetrza komdrki. Wazng role w
tym procesie odgrywajg interakcje miedzy biatkami
wchodzacymi w sktad otoczki wirusa a czasteczkami
powierzchniowymi atakowanych komérek, gtéwnie
limfocytébw T CD4+ Zwigzanie czasteczki CD4 z
biatkiem kapsydowym gpl 20 jest jednym z etapéw
adsorpcji wirusa na powierzchni atakowanej komor-
ki. Proces ten ulega zaburzeniu w obecnosci (-)-epik-
atechiny lub EGCG, gdyz zwigzki te mogg wigzac sie
nieodwracalnie z gpl120 [79]. Flawonoidem, dla kto-
rego rowniez zaobserwowano zdolno$¢ do hamowa-
nia wnikania wirusa HIV do komdérki, jest baikalina.
Nie wptywa ona jednak na wiazanie CD4 z gpl20.
Podejrzewa sie natomiast, ze zaburza interakcje mie-
dzy biatkami kapsydu a receptorami dla chemokin
(CCR), ktore rowniez sa wykorzystywane przez wi-
rusa podczas internalizacji [83]. Natomiast proanto-
cyjanidy izolowane z nasion winogron obnizajg po-
ziom ekspresji receptoréow dla chemokin na po-
wierzchni komérek i w ten spos6b mogg przyczyniaé
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sie do obnizenia skutecznos$ci wirusa w infekowaniu
komdérek [84],

Oprocz hamowania aktywnos$ci odwrotnej tran-
skryptazy (RT), kwercetyna moze spowalniac
namnazanie wirusa, hamujac dziatanie wirusowego
biatka Vpr, odpowiedzialnego za zmiany w cyklu ko-
moérkowym gospodarza, prowadzace do zwiekszenia
wydajnos$ci namnazania wirusa [85]. Jest rowniez in-
hibitorem integrazy (IG) — enzymu odpowiedzial-
nego za wiaczanie DNA wirusowego do chromoso-
mow gospodarza — oraz proteinazy (PT) biorgcej
udziat w procesie dojrzewania wirusa [9].
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VI1l. Uwagi konncowe

Flawonoidy stosowane byly w lecznictwie od
dawna, gdyz czesto wiasnie one sg aktywnymi sktad-
nikami ziét dziatajacych przeciwzapalnie, hipoglike-
micznie czy przeciwwirusowo. Przeciwutleniajgce
wiasciwosci flawonoiddw sg w duzej mierze odpo-
wiedzialne za ich dobroczynne dziatanie dla organi-
zmu cztowieka. Stres oksydacyjny lezy bowiem u
podtoza wielu zmian patologicznych. Wolne rodniki
moga uszkadza¢ DNA. prowadzac do powstawania
mutacji, oksydacyjne modyfikacje biatek enzyma-
tycznych wptywajg na ich aktywnos$¢, a utlenianie li-
pidow btonowych zmienia wiasciwosci bton komér-
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kowych. Organizm dysponuje mechanizmami likwi-
dujacymi nadmiar wolnych rodnikéw, jednak czasa-
mi produkcja wolnych rodnikéw przewyzsza zdolno-
§ci organizmu do ich neutralizowania. Dlatego prze-
ciwutleniacze zawarte w pozywieniu przyczyniajg
sie do ograniczania uszkodzen spowodowanych stre-
sem oksydacyjnym, a w konsekwencji zapobiegajg
zwigzanym z nimi schorzeniom.

Obecnie wzrasta zainteresowanie flawonoidami
jako zwigzkami mogacymi znalez¢ zastosowanie w
medycynie konwencjonalnej. Jednak przed ich
wprowadzeniem do stosowania klinicznego muszg
zostaé przeprowadzone doktadniejsze badania do-
tyczace mechanizméw dziatania oraz ewentualnych
skutkéw ubocznych ich stosowania, gdyz niektdre
badania wykazaty, ze flawonoidy moga dziataé¢ réw-
niez jako utleniacze, bgdz przyczynia¢ sie do po-
wstawania reaktywnych form tlenu [86]. To czy dany
flawonoid zadziata jako utleniacz, czy jako przeci-
wutleniacz, wydaje sie zaleze¢ od Srodowiska, mie-
dzy innymi od pH i potencjatu redoks [87]. Ponadto
niektére flawonoidy, zwitaszcza flawonole, moga
wykazywaé¢ wiasciwosci mutagenne [88]. Trudno
jest jednak jednoznacznie stwierdzi¢, w jakim stop-
niu beda indukowa¢ mutacje in vivo w organizmie
cztowieka.
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