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POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE
Sktadki cztonkowskie w 2012 roku

Szanowni Panstwo!

1. Przypominamy, ze 31 marca mija termin optacania sktadki cztonkowskiej za 2012 r. Wysokos$¢ sktadki wynosi 100 zt (50 zt w przypadki
sktadek ulgowych). Bardzo prosimy o terminowe optacenie sktadek. Cztonkowie, ktérzy sa na emeryturze zwolnieni sg z ptacenia sktadek,
nie otrzymujg kwartalnika "Postepy Biochemii”, ale moga go zaprenumerowac po ulgowej cenie 50 zt rocznie.

2. Cztonkowie, ktorzy optaca sktadke cztonkowska do 31 marca 2012 r. majg zapewniong bezptatng prenumerate kwartalnika "Postepy
Biochemii". Cztonkowie, ktérzy optaca sktadke po 31 marca powinni liczy¢ sie z faktem, ze mogg nie otrzymaé wszystkich zeszytéw roc-
znika 2012 r. (beda otrzymywac kwartalnik do czasu wyczerpania naktadu).

3. Przypominamy takze osobom, ktére zalegaja ze sktadkami od roku 2010, ze optata zalegtych sktadek do 31 marca 2012 r., uchroni
przed wszczeciem procedury skre$lenia tych oséb z listy cztonkéw Towarzystwa. Apelujemy o uregulowanie zalegtych sktadek za 2011
rok.

Jeszcze raz serdecznie zachecamy do skorzystania z przywilejéw, jakie daje optata sktadki cztonkowskiej w terminie.

Prenumerata "Postgpéw Biochemii" w 2012 roku

1. Prenumeratorzy instytucjonalni ptaca za prenumerate "Postepéw Biochemii" 180 zt rocznie.

2. Osoby fizyczne nie bedace cztonkami Towarzystwa moga zaprenumerowac "Postepy Biochemii® w cenie 120 zt rocznie.

3. Studenci i doktoranci nie bedacy cztonkami Towarzystwa prenumeruja "Postepy Biochemii" po ulgowej cenie 50 zt rocznie. Konieczne
jest przy tym udokumentowanie statusu studenta lub doktoranta odpowiednim zaswiadczeniem.

Optaty nalezy wnosi¢ do banku PEKAO S.A. Oddziat Warszawa, ul. Krucza 24-26; na konto 81 1240 6003 1111 0000 4947 2703;
Optaty z zagranicy: 1BAN: PL81 1240 6003 1111 0000 4947 2703; SWIFT Code: PKOPPLPW
Koszt przelewu ponosi wptacajacy.

Joanna Bandorowicz-Pikuta
Skarbnik PTBioch
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Odnowienie doktoratu profesora
Andrzeja Kajetana Wrdéblewskiego
(Fot. 1), Swiatowej stawy fizyka, jed-
nego z gtéwnych twdrcow warszaw-
skiej szkoty fizyki czastek, ktéra zy-

Fot. 1. Prof. Andrzej Kajetan Wréblewski i prof. Ka-
tarzyna Chatasinska-Macukow, rektor Uniwersyte-
tu Warszawskiego.

skata uznanie na $wiecie. Promotorem
odnowienia doktoratu prof. Andrzeja
Kajetana Wroblewskiego byt prof.
Jan Krélikowski z Wydziatu Fizyki
UW. Uroczystos¢ odbyta sie 23 maja
br.; byto to wielkie Swieto Uniwersy-
tetu Warszawskiego, ktéremu Jubilat
poswiecit lata intelektualnej pracy
tworczej. Uchwate o odnowieniu dok-
toratu Senat UW podjat 15 grudnia
2010 r. Recenzentami dorobku na-
ukowego wybitnego uczonego zostali
profesorowie: Ryszard Sosnowski z
Instytutu Problemoéw Jadrowych im.
Andrzeja Sottana, Kacper Zalewski
z Uniwersytetu Jagiellonskiego oraz
Danuta Kisielewska z Akademii Gor-
niczo-Hutniczej im. Stanistawa Sta-
szica w Krakowie. Kariera naukowa
prof. Wroblewskiego byta zwigzana z
Uniwersytetem Warszawskim, gdzie
sprawowat wazne funkcje. Byt dyrek-
torem Instytutu Fizyki Doswiadczal-
nej, dziekanem Wydziatu Fizyki oraz
rektorem UW w latach 1989-1993.
Wielokrotnie przebywat w zagranicz-
nych uczelniach jako visiting professor,
m.in. na University of Washington w
Seattle oraz na Uniwersytetach w An-
twerpii, Dortmundzie i Siegen. Dotg-
czajac do zespotu naukowcow w Eu-
ropejskim Centrum Badan Jagdrowych
CERN, ktdrzy prowadzili badania z
zastosowaniem nowatorskiej na owe
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czasy, techniki komor pecherzyko-
watych, odbyt tam staz naukowy. Po
powrocie z CERN prof. Wrdblewski
wprowadzit te metode badania cza-
stek elementarnych do warszawskie-
go o$rodka naukowego. Do najwiek-
szych osiggnie¢ uniwersyteckiego
fizyka nalezy znalezienie opisu liczby
czastek produkowanych w zderze-
niach wielkich energii, nazywanego
w $wiatowej literaturze ,zaleznoscia
Wréblewskiego"”. Profesor wstawit
sie rdwniez tym, ze wyprowadzit i
zbadat wspoétczynnik tlumienia cze-
stosci pojawiania sie w wysokoener-
getycznych zderzeniach kwarkdéw s,
ktory znany jest jako ,,wspéiczynnik
Wroblewskiego"”. Profesor Andrzej
Kajetan Wroblewski jest autorem lub
wspotautorem ponad 200 publika-
cji naukowych, z czego o$miu z nich
przypisano kategorie tzw. Famous
papers. Uczony byt wielokrotnie za-
praszany jako prelegent na miedzy-
narodowe konferencje. Jako jeden z
niewielu Polakéw wygtosit referat
plenarny na ,,Konferencji Rochester-
skiej", bedacej najwazniejszg konfe-
rencja poswiecong fizyce wysokich
energii. Profesora pasjonuje rowniez
historia fizyki. Opublikowat na ten te-
mat wiele prac, szczeg6lnie znane sg
jego ksiagzki pt. ,,Historiafizyki od cza-
séw najdawniejszych do wspotczesnosci”
oraz ,,Prawda i mity w fizyce". Niega-
snacym zainteresowaniem studentéw
nie tylko kierunkoéw scistych, ale i hu-
manistycznych cieszy sie wyktad prof.
Wroblewskiego na temat historii fizy-
ki. Znana i doceniona jest dziatalnos$¢
Profesora Wréblewskiego zwigzana
z oceng stanu polskiej nauki. Profe-
sor byt zastepca przewodniczgcego
Komitetu Badan Naukowych. Nie
wszystkim wiadomo, ale to wtasnie
za jego sprawg w Polsce zaczat funk-
g'onowaé termin ,lista filadelfijska"
dla okre$lenia spisu czasopism indek-
sowanych w bibliograficznych bazach
danych, tworzonych przez Instytut
Informacji Naukowej ISI w Filadelfii.
Profesor Wroblewski przewodniczyt

KRAJOWE

radom naukowym Centrum Badan
Kosmicznych PAN oraz Instytutu Hi-
storii Nauki PAN. Wspottworzyt tez
Extended Scientific Council w Os$rod-
ku Niemieckiego Synchrotronu Elek-
tronowego DESY w Hamburgu oraz
Scientific Policy Committee w Euro-
pejskim Laboratorium Fizyki Czgstek
CERN. Obecnie jest wiceprezesem
Polskiej Akademii Umiejetnosci. Pro-
fesor Andrzej Kajetan Wroblewski
otrzymat liczne wyro6znienia, m.in.
nagrode Prezesa Rady Ministrow za
wybitny dorobek naukowy, nagrode
im. Marii Sktodowskiej-Curie przy-
znawang przez PAN, medal im. M.
Smoluchowskiego Polskiego Towa-
rzystwa Fizycznego. Zostat odznaczo-
ny Krzyzem Komandorskim z Gwiaz-
da Orderu Odrodzenia Polski oraz
Krzyzem Oficerskim Orderu Zastugi
Republiki Francuskiej. Tytut doktora
honoris causa przyznat Profesorowi,
m.in. Uniwersytet w Siegen, Chap-
man University w Orange, Uniwersy-
tet w Glasgow, a w kwietniu br. takze
Politechnika Warszawska.

Druga edycja Konkursu Bioche-
micznego dla miodziezy ze szkot
ponadgimnazjalnych, odbyta sie 1
kwietnia 2011 roku w Lublinie. Or-
ganizatorem konkursu byt Zaktad
Biochemii Wydziatu Biologii i Nauk
0 Ziemi Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie pod pa-
tronatem merytorycznym Oddziatu
Lubelskiego Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego. Obecna edycja kon-
kursu spotkata sie z jeszcze wiekszym
zainteresowaniem wsrdd szkét niz w
roku 2010, co wymusito ograniczenie
liczby uczestnikow. Po etapie wstep-
nym, przeprowadzonym w zainte-
resowanych szkotach, w konkursie
wzieto udziat 68 uczniow z 17 licedw
z wojewddztwa lubelskiego (I LO w
Biatej Podlaskiej, LO w Deblinie, LO
w Hrubieszowie, Il LO w Krasnym-
stawie, LO w Krasniku, I, Il i V LO
w Lublinie, 1'i IV LO w tukowie, | i
Il LO w Putawach, | LO w Radzy-
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niu Podlaskim, I LO w Rykach, |1 LO
w Swidniku, 1i Il LO w Zamosciu)
(Fot. 2). Uczniowie mieli do rozwia-
zania 14 zadan o charakterze pytan
testowych, a takze schematow, cykli
oraz tablic do uzupetnienia lub opisa-
nia. Nowoscig w obecnej edycji byto
wprowadzenie zagadnien z bioche-
mii stosowanej, obejmujacej elementy
biotechnologii i inzynierii genetycz-

Fot. 2. Uczestnicy Konkursu Biochemicznego w
Lublinie.

nej. Wszystkie zadania konkursowe
zostaly opracowane przez Rade Na-
ukowg Konkursu w sktadzie: prof. dr
hab. Teresa Jakubowicz (kierownik
Zaktadu Immunologii Bezkregow-
cow UMCS), dr hab. Anna Jarosz-
Wilkotazka (adiunkt w Zaktadzie
Biochemii UMCS, przewodniczaca
Oddziatu Lubelskiego Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego) oraz
mgr chemii i mgr biologii Tadeusz
Walczynhski (doktorant w Zaktadzie
Biochemii UMCS). W przerwie po-
przedzajacej ogtoszenie wynikow,
uczestnicy wystuchali kilku krétkich
wyktadéw autorstwa studentéw kot

Fot. 3. Laureat Konkursu Biochemicznego Piotr Ho-
roszewicz (po prawej) i przedstawiciel firmy Geno-
re Konrad Stepiefi (po lewej).

naukowych UMCS (biochemicznego
i biotechnologicznego). Komisja oce-
niajgca, sktadajaca sie z pracowni-
kéw naukowych Zaktadu Biochemii,
na podstawie uzyskanych wynikéw
wytonita laureatéw (Fot. 3). Dyplo-
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my i nagrody (1-3 miejsce) w posta-
ci atrakcyjnych ksigzek otrzymali: |
miejsce — Piotr Horoszewicz z | LO
w Biatej Podlaskiej, Il miejsce — Syl-
wia Stylinska z 1 LO w Lublinie, Il
miejsce — Agnieszka Kwiatkowska
z | LO w Biatej Podlaskiej. Dyplomy i
drobne upominki otrzymaty réowniez
osoby wyréznione: | wyrdznienie —
Katarzyna Kuzlik z I LO w Rykach,
Il wyréznienie — Agnieszka Goral z
I LO w Lublinie, Il wyrdznienie —
Ewelina Rybak z I LO w Putawach, IV
wyréznienie —Ryszard Gorski z I LO
w tukowie. Ponadto ws$rdd uczest-
niczacych szkét odbyto sie losowa-
nie ,biochemicznych upominkéow".
Fundatorami nagrdéd byli: Polskie
Towarzystwo Biochemiczne Oddziat
Lubelski, Zaktad Biochemii UMCS,
Firma GENORE, Firma SIGMA-AL-
DRICH, Centrum Innowacji i Trans-
feru Technologii Lubelskiego Parku
Naukowo-Technologicznego Sp. z o.
0. oraz Stowarzyszenie Pomocy Ro-
dzinie Zagrozonej Patologia Spotecz-
ng ,,Postis" w Lublinie. Zwyciezcom
serdecznie gratulujemy, a fundato-
rom dziekujemy za ufundowanie
atrakcyjnych nagrod. Organizatorzy
dziekujg pracownikom naukowym
z Zaktadu Biochemii UMCS za ich
ogromny wysitek w pracach komisji
oceniajacej oraz studentom z két na-
ukowych Wydziatu BiNoZ UMCS,
za zaangazowanie w realizacje Kon-
kursu. W przysztym roku planowa-
na jest trzecia edycja Konkursu, a
Organizatorzy zapraszajg wszystkich
zainteresowanych! (wg opracowania
autorstwa Anny Jarosz-Wilkotazkiej
i Tadeusza Walczynskiego — UMCS;
zdjecia Grzegorz Janusz).

SUPERHELISA 2011. W dniach
13-14 maja 2011 roku przeprowa-
dzono po raz 6smy Konkurs Wiedzy
Biochemicznej dla studentéw Uczel-
ni Medycznych (Fot. 4 i 5). Organi-
zatorem tegorocznego Konkursu byt
Zaktad Biochemii Ogo6lnej Wydziatu
Lekarskiego z Oddziatem Lekarsko-
Dentystycznym w Zabrzu Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego w Ka-
towicach. Flonorowy Patronat nad
Konkursem objeta Prezydent Miasta
Zabrze pani Matgorzata Manka-Szu-
lik. Konkurs odbywat sie w O$rodku
Konferencyjno-Szkoleniowym IN-
NOWACJA w Zabrzu. W konkursie
wziety udziat zespoty reprezentuja-
ce dziesie¢ Uczelni Medycznych fj.

Collegium Medicum im. Ludwika
Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersy-
tetu Mikotaja Kopernika w Toruniu,

Fot. 4. Uczestnicy Konkursu Wiedzy Biochemicznej
SUPERHELISA 2011.

Gdanski Uniwersytet Medyczny, Col-
legium Medicum Uniwersytetu Ja-
gielloAskiego, Uniwersytet Medyczny
w Lublinie, Uniwersytet Medyczny w
todzi, Uniwersytet Medyczny im. Ka-
rola Marcinkowskiego w Poznaniu,
Pomorski Uniwersytet Medyczny,
Warszawski Uniwersytet Medyczny,
Akademia Medyczna im. Piastow
Slaskich we Wroctawiu oraz Slaski
Uniwersytet Medyczny. Warszawski
Uniwersytet Medyczny byt reprezen-
towany przez niezalezne druzyny z
dwéch Wydziatow. Inauguracja Kon-
kursu odbyta sie 13 maja 2011 r. W
imieniu Wtadz Uczelni uczestnikéw
Konkursu powitata profesor Ewa
Birkner, kierownik Zaktadu Bioche-

Fot. 5. SUPERHELISA 2011 - zwiedzanie kopalni.

mii Ogo6lnej Wydziatu Lekarskiego w
Zabrzu SUM w Katowicach. Pierwszy
dzieA konkursu sktadat sie z czesci
testowej, trwajacej 120 minut i czesci
pisemnej trwajacej 60 minut. W czasie
trwania konkursu dyskutowano nad
zagadnieniami dydaktycznymi w bio-
chemii. Oceny prac dokonata Komisja
Konkursu w Zaktadzie Biochemii; w
tym czasie studenci zwiedzali zabyt-
kowg kopalnie ,,Guido" w Zabrzu. W
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pierwszym dniu Konkursu wytonio-
no zwyciezcow w Kkategorii zespotowej.
Pierwsze miejsce zajat Uniwersytet
Medyczny im. Karola Marcinkow-
skiego w Poznaniu, drugie miejsce —
Akademia Medyczna im. Piastéow Sla-
skich we Wroctawiu, trzecie miejsce
— Gdanski Uniwersytet Medyczny.
Drugi dzien Konkursu, cze$¢ ustna,
wytonit zwyciezcow w kategorii indy-
widualnej. Zostali nimi (w kolejnosci
zajmowanych miejsc) studenci: Marta
Szymoniak z Poznania, Lukasz Dziur-
kowski z Gdanska i Sylwia Michalik
z Poznania. Uroczys$cie wreczono na-
grody indywidualne i zespotowe, a
wszyscy laureaci otrzymali pamiat-
kowe dyplomy (wg relacji dr hab. Sta-
womira Kasperczyka).

Stypendia konferencyjne Fun-
dacji na Rzecz Nauki Polskiej,
na dofinansowanie uczestnictwa
polskich uczonych w miedzynaro-
dowych kongresach, sympozjach i
konferencjach naukowych w Polsce
lub za granicg. O stypendium mo-
gli ubiega¢ sie pracownicy lub dok-
toranci krajowej szkoty wyzszej lub
innej instytucji prowadzacej badania
naukowe, ktorzy zamierzali wygtosic
na konferencji zaaprobowany przez
organizatoréw referat, komunikat,
lub przedstawié¢ plakat, a jednocze-
$nie mieli udokumentowany dorobek
naukowy w dziedzinie odpowiadajg-
cej tematycznie konferencji. Stypen-
dia przeznaczone sg dla obywateli
polskich, w wieku do 35 lat. Proce-
durg konkursowg zwigzang z przy-
znawaniem stypendiéow konferencyj-
nych FNP zajmuje sie Towarzystwo
Naukowe Warszawskie. Laureatami
drugiej edycji, wiosennej, progra-
mu ,stypendia konferencyjne" 2011
roku zostali m.in.: Wojciech Brze-
zicki (fizyka) z UJ, wyjazd do Hisz-
panii; Rafat Butdak (biochemia) z
SUM w Katowicach, wyjazd do Ja-
ponii; Michat Chmielewski (chemia)
z Uniwersytetu Warszawskiego,
wyjazd do Wielkiej Brytanii; Beata
Eilip (biologia medyczna) z Instytu-
tu Immunologii i Terapii Doswiad-
czalnej PAN we Wroctawiu, wyjazd
dé Szwecji; Krzysztof Gorynski (far-
maceutyka i farmakologia) z Colle-
gium Medicum w Bydgoszczy, wy-
jazd do Witoch; Radostaw Kaminski
(chemia) z Uniwersytetu Warszaw-
skiego, wyjazd do Hiszpanii; Piotr
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Korcyl (fizyka) z UJ, wyjazd do
USA; Anna Kurek (biologia) z Uni-
wersytetu Warszawskiego, wyjazd
do Szwajcarii; Piotr Kwiatkowski
(chemia) z Uniwersytetu Warszaw-
skiego, wyjazd do Grecji; Marta Le-
mieszek (biologia medyczna) z In-
stytutu Medycyny Wsi w Lublinie,
wyjazd do Chorwacji; Marek tucz-
kowski (chemia) z Uniwersytetu we
Wroctawiu, wyjazd do Hiszpanii;
Michat Marszalt (farmaceutyka i
farmakologia) z Collegium Medicum
w Bydgoszczy, wyjazd do Brazylii;
Magdalena Milczarek (biologia me-
dyczna) z Instytutu Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej we Wrocta-
wiu, wyjazd do Sztokholmu; Renata
Modzelewska-tagodzin (fizyka) z
Uniwersytetu Przyrodniczo-Huma-
nistycznego w Siedlcach, wyjazd
do Chin; Ilona Nenko (biologia) z
Uniwersytetu Jagiellonskiego, wy-
jazd do Francji; Pawet Pasko (nauki
0 zywieniu) z UJ, wyjazd do Hisz-
panii; Aneta Pobudkowska-Mirecka
(chemia) z Politechniki Warszaw-
skiej, wyjazd do Chorwacji; Pawet
Pasko (nauki o zywieniu) z CM UJ,
wyjezdzajacy do Hiszpanii; Aneta
Pobudkowska-Mirecka (chemia) z
Politechniki Warszawskiej, wyjazd
do Chorwacji; Anna Ptak (biologia)
z UJ, wyjazd do Francji; Agniesz-
ka Rak-Mardyta (biologia) z UJ,
wyjazd do Francji; Katarzyna Szot
(chemia) z Instytutu Chemii Fizycz-
nej PAN, wyjazd do Japonii; Moni-
ka Walczak (fizyka) z Instytutu Fi-
zyki PAN, wyjazd do Chin; Halina
Was$ (biologia medyczna) z UJ, wy-
jazd do Francji; Benedykt Wtadyka
(biologia) z UJ, wyjazd do Szwajca-
rii. Rozpatrzeniem wnioskow zto-
zonych do 30 wrzes$nia 2011 roku
Fundacja konczy finansowanie pro-
gramu Stypendia konferencyjne.

W drugiej edycji Konkursu
»Droga na Harvard" dla uczniow i
studentéw (Fot. 6) zwyciezcami zo-
stali: Adrianna Wigcek z Lublina, Ja-
kub Nagrodzki z Konarzyc, Tomasz
Wdowik z Warszawy i Agnieszka
Szefer z Lubichowa. Laureaci po-
jada we wrze$niu na 10-dniowg wy-
cieczke do Bostonu i odwiedzg Uni-
wersytet Harvarda. Spotkajg sie tam
m.in. z profesorami i studentami,

wezmg udziat w wyktadach, a tak-
ze odwiedzg uczelniane laboratoria.
Dwudziestu najlepszych uczestnikéw
konkursu zostanie objetych progra-
mem mentorskim, ktory zapewnia
im dostep do wiedzy i doSwiadczenia
270 polskich absolwentow Uniwer-
sytetu Harvarda. Program mentorski
ma na celu wsparcie laureatow kon-
kursu w ich staraniach o miejsce w
najlepszych uczelniach na S$wiecie.
Konkurs zorganizowat Harvard Club
of Poland. W konkursie mogli wzig¢
udzial uczniowie gimnazjow i szkot
Srednich, studenci uczelni panstwo-
wych i prywatnych oraz absolwenci
szkot, ktérzy chcieli studiowa¢ na
uczelniach amerykanskich, zwtaszcza
na Uniwersytecie Harvarda. Harvard
Club of Poland jest stowarzyszeniem;
zrzesza ono prawie 270 polskich stu-
dentéw, absolwentéw oraz bytych i
obecnych pracownikéw Uniwersy-
tetu Harvarda w Cambridge w Sta-
nach Zjednoczonych. Celem Harvard
Club of Poland jest popularyzowa-
nie wséréd miodych zdolnych Pola-
kéw idei studiowania na najlepszych
uczelniach Swiata. W tym roku Stowa-
rzyszenie rozpoczeto budowe Fundu-
szu Stypendialnego dla Polakéw na
Harvardzie. Darczyfncami pierwszego
1 miliona dolaréw sg Anna i Dariusz
Mioduscy z Warszawy. W tym roku,
po raz pierwszy w Polsce odbedzie sie
prestizowa konferencja europejskich
absolwentéw Harvardu, European
Leadership Conference. Gala Finato-
wa konkursu odbyta sie 15 czerwca w
Patacu Sobanskich, w obecnosci mar-
szatka Sejmu Grzegorza Schetyny.

Fot. 6. Laureaci Konkursu ,,Droga na Harvard".

Szczeg6ty na temat projektu mozna
znalez¢ na stronie: http://www .dro-
ganaharvard.pl/.

W drugim etapie tegorocznej edy-
cji konkursu GreenEvo, tzw. akcele-
ratora zielonych technologii Minister-

233


http://www.dro-

stwa Srodowiska wybrano spoéréd 36
zgtoszen 21 technologii w dziedzinie
ochrony $rodowiska, ktore majg
szanse na Swiatowg promocje. W
dziedzinie ochrony powietrza uzna-
nie juroréw zdobyty palniki ograni-
czajace zanieczyszczenie przy spala-
niu ciezkich paliw ciektych, biopaliw
i mieszanin paliw ropopochodnych z
biopaliwem i woda oraz technologia
termicznej utylizacji niskokalorycz-
nych gazéw odpadowych. W dziedzi-
nie gospodarki odpadami firma za-
proponowata technologie energetycz-
nego recyclingu biomasy i odpadow
komunalnych, przemystowych i szpi-
talnych. Wszystkie trzy technologie,
wybrane do udziatu w drugim etapie
konkursu zgtosita jedna firma —sp6t-
ka ZBUS-TKW Combustion z Gtowna
(woj. £.odzkie). W ochronie powietrza
do dalszej czesci konkursu zakwalifi-
kowano Reduxco, katalizator popra-
wiajacy efektywno$é spalania paliw
weglowodorowych przygotowany
przez firme Dagas z Warki (woj. Ma-
zowieckie). Dwie wybrane technolo-
gie gospodarki odpadami przedstawi-
ta firma Multichem Eko z Pyrzyc (woj.
Zachodniopomorskie). Jej produkt
FuelCal pozwala na wykorzystanie
odpadéw z produkcji rolnej do pozy-
skiwania energii, albo do nawozenia.
W drugim etapie konkursu znalazta
sie tez technologia unieszkodliwiania
odpaddw niebezpiecznych metoda
mikrofalowa firmy Aton HT z Wro-
ctawia, ktore pozwalaja unieszkodli-
wi¢ m.in. azbest, odpady poubojowe
i zanieczyszczenia ze spalania paliw
konwencjonalnych oraz redukujgce
przykre zapachy. W grupie techno-
logii dotyczacych odnawialnych Zroé-
det energii na liscie 21 opracowan sg
systemy zasilania z ogniwem paliwo-
wym firmy APS Energia z Zielonki
koto Warszawy, palenisko kotta do
spalania granulowanego paliwa tzw.
peletéw firmy Fu-Wi z Elblaga, linia
do brykietowania stomy LTBS firmy
POL-MOT Warfama z Dobrego Mia-
sta. Jest tez technologia do oczyszcza-
nia biogazu Biosulfex firmy Zespot
Innowacyjny PROMIS z Warszawy
oraz ,zapora" elektryczna w wodzie,
chronigca ryby przed wptynieciem
do urzadzen elektrowni wodnych,
przygotowana w firmie PROCOM
SYSTEM z Woroctawia. Cztery roz-

wigzania  wspierajg  0szczednos$é
energii — sterownik zdalnej kontroli
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urzgdzen elektrycznych firmy APA-
NET Andrzej Lis, Piotr Leszczyn-
ski z Wroctawia, oprogramowanie
wspierajagce optymalizacjg zuzycia
mediéw energetycznych firmy NMG
z Bydgoszczy, system lamp solarnych
PPHU R. Macek W. Wichary z Zabrza
oraz geotermalna pompa ciepta VA-
TRA opracowana w WSK Krakdéw.

Doktor hab. inz. Andrzej Boro-
dzinski (Fot. 7) z Instytutu Chemii Fi-
zycznej PAN w Warszawie prowadzi
badania nad ogniwami paliwowymi
zasilanymi kwasem mrowkowym; sg
tanie, lzejsze od dotychczasowych i
zapewniajg mozliwos$¢ ciagtej pracy.
Majg wszelkie szanse unowoczes$nié

rynek przenodnej elektro-

W dziedzinie gospodar-
ki wodno-$ciekowej do
dalszej czesci konkursu
wybrano 5 technologii.
Sa to: metoda ,,PROTE
fos" blokujgca fosfor w
osadach dennych zbior-
nikbw wodnych przy
uzyciu koagulantéw
przygotowana w firmie
PROTE Technologie dla
Srodowiska z Poznania,
mieszadta stosowane
w oczyszczalniach Scie-
kéw firmy Redor z Bielska Bialej i
hybrydowe suszarnie osadéw $cieko-
wych firmy EKOTOP Roman Sobczyk
z Pity. W tej grupie jest tez technolo-
gia biologiczno-mechaniczna zasto-
sowana w kontenerowej oczyszczalni
Sciekow firmy CTE Carbotech Engi-
neering ze Szczecina oraz technolo-
gia oczyszczania $ciekow przemysto-
wych Chemadex warszawskiej firmy
o0 tej samej nazwie. Firmy, ktére opra-
cowaly wybrane technologie, skorzy-
stajg z bezptatnych szkolen, obejmuja-
cych zagadnienia z zakresu transferu
technologii, strategicznych rynkéw
zagranicznych oraz rynku krajowego,
czy zasad promocji. Po szkoleniach
nastapi kolejna selekcja firm i wybor
laureatow, ktérych technologie beda
promowane za granicg na targach i
wystawach oraz poprzez sie¢ polskich
ambasad i przedstawicielstw handlo-
wych. Ministerstwo stworzyto akcele-
rator, by znalez¢ na polskim rynku i
wypromowac za granicg innowacyjne
technologie firm zajmujacych sie eko-
logig. Celem resortu jest stworzenie
marki GreenEvo, ktéra ma gwaranto-
wac¢ wysokga jako$¢ zielonych techno-
logii z Polski. Ministerstwo zaklada,
ze uczestniczace w tym konkursie fir-
my uzyskajg wiekszy prestiz i zaufa-
nie na Swiatowym rynku. Informacje
o0 akceleratorze mozna znalezé na
stronie internetowej greenevo.gov.
pl. W ubiegtorocznej edycji konkursu
wybrano 13 firm laureatow.

Fot. 7. Dr hab.
rodzinski.

inz. Andrzej Bo-

niki. Ogniwo paliwowe to
urzadzenie przetwarza-
jace energie chemiczng w
elektryczng. Prad powstaje
bezposrednio wskutek spa-
lania paliwa w obecnosci
katalizatoréw, stosowanych
na anodzie i katodzie ogni-
wa. Katalizator wydajny i
trwaty, zapewniajacy stabil-
no$¢ ogniwa, zostat opraco-
wany w Instytucie Chemii
Fizycznej PAN. Najlepsze
istniejgce obecnie ogniwa,
wodorowe, w praktyce dochodzg do
60% zamiany energii chemicznej na
elektryczng, a w paliwowych ogni-
wach ta teoretyczna sprawnos$¢ moze
siega¢ 100%. Na drodze do komercja-
lizacji ogniw wodorowych czy meta-
nolowych stojg problemy techniczne i
bezpieczenstwa (toksycznos$é, wysoka
temperatura reakcji, warunki przecho-
wywania). Alternatywnym rozwig-
zaniem okazuja sie ogniwa paliwowe
dziatajagce na kwasie mrowkowym
(mozna stosowa¢ kwas mréwkowy o
niskiej czystosci, reakcja w temperatu-
rze pokojowej, tatwos$¢ przechowywa-
nia i transportu kwasu); kwas mrow-
kowy mozna produkowac z biomasy i
uzyskiwa¢ w ten spos6b bardzo tanie
oraz ekologiczne paliwo do ogniwa.
Zdaniem naukowcow z IChF PAN,
ogniwa paliwowe na kwasie mréw-
kowym znalaztyby liczne zastosowa-
nia, przede wszystkim w przenosnych
urzadzeniach elektronicznych, telefo-
nach komérkowych, laptopach, urza-
dzeniach GPS. Ogniwa te mogtyby by¢
instalowane takze jako Zrddta zasilania
pojazdéw, od wézkéw inwalidzkich,
przez elektryczne rowery, po jachty. W
Instytucie Chemii Fizycznej PAN roz-
poczynaja sie badania nad pierwszy-
mi bateriami zbudowanymi z ogniw
paliwowych na kwasie mréwkowym.
Przewiduje sie, iz prototyp komercyj-
nego urzgdzenia powinien by¢ gotowy
w ciggu kilku lat. (Zrédto: IChF PAN/
Grzegorz Krzyzewski)
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Polskie centra badawcze ztozyty
5sposrdd 20 zwycieskich projektow
umieszczonych na gtownej liscie
rankingowej konkursu Potencjat
Badawczy w ramach 7. Programu
Ramowego. Polskie projekty uzyska-
ty taczne dofinansowanie przekracza-
jace 18 min euro, czyli blisko jedng
czwartg catkowitej warto$ci budzetu
konkursu. W ciggu ostatnich czterech
lat ponad 34 min euro dofinansowa-
nia trafito do 13 polskich centrow
badawczych. W wyniku rozstrzy-
gnietego w kwietniu b.r. konkursu,
pieniadze na zakup aparatury badaw-
czej, zatrudnienie dosSwiadczonych
uczonych, miedzynarodowg wymia-
ne pracownikéw naukowych oraz
organizacje warsztatéw, konferencji i
dziatann promocyjnych otrzymaja: In-
stytut Chemii Fizycznej PAN na pro-
jekt NOBLESSE o budzecie 3715640
euro, Instytut Energetyki na projekt
SENERES o0 budzecie 2683464 euro,
Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego na projekt OMICRON
0 budzecie 4387839 euro, Instytut
Nauk Geologicznych PAN na projekt
ATLAB o budzecie 3942524 euro oraz
Szkota Gtdwna Gospodarstwa Wiej-
skiego na projekt WULS Plant Health
0 budzecie 4466897 euro. Wysoko
oceniony zostat réwniez projekt zto-
zony przez Europejskie Regionalne
Centrum Ekohydrologii Miedzynaro-
dowego Instytutu PAN, ktéry znalazt
sie na rezerwowej liscie projektow.
Finansowana w ramach projektu
wymiana pracownikéw naukowych,
konferencje i warsztaty oraz inne
przedsiewziecia prowadzone wraz
z najlepszymi europejskimi centra-
mi badawczymi zwiekszajg szanse
polskich jednostek na dotaczenie do
konsorcjow naukowych skladaja-
cych projekty badawcze zaréwno w
ramach 7 PR oraz innych systemow
wsparcia UE. Przecietna warto$¢ do-
finansowania dla polskich jednostek
uzyskiwanaw 7. PR, najwiekszym eu-
ropejskim mechanizmie finansowania
badan, nie przekracza 200 tys. euro.
Wynika to z faktu, ze w projektach
7 PR bierze udziat kilkunastu part-
nerow, stagd, mimo duzych budze-
tow projektowych, do pojedynczych
partnerow trafiajg wzglednie niskie
kwoty. Srodki finansowe trafiajace
do polskich jednostek w ramach kon-
kursu Potencjat Badawczy sg ponad
20-krotnie wyzsze niz $rednia war-
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tos¢ dofinansowania uzyskiwanego
w pozostatych konkursach 7 PR (wg
portalu Nauka w Polsce).

Mobilnos¢ naukowcow i stu-
dentéw, przyszto$¢ europejskich
uniwersytetow, innowacje w go-
spodarce i badania finansowane ze
Srodkéw UE to gtowne tematy na-
ukowe i akademickie, ktére beda
poruszane na spotkaniach w czasie
polskiej prezydencji. Polski rzad
zorganizuje podczas polskiego prze-
wodnictwa w Radzie UE kilka spo-
tkan poswieconych problematyce na-
uki i szkolnictwa wyzszego. 20 lipca
br. w Sopocie odbyta sie konferencja
ministerialna na temat Europejskiej
Przestrzeni Badawczej. Dzien poz-
niej, réwniez w Sopocie, obradowata
na nieformalnym posiedzeniu Rada
UE ds. konkurencyjnosci. Sopot be-
dzie tez goScit 24-25 pazdziernika
konferencje na temat modernizacji
uniwersytetdw. Na koniec wrzesnia
zaplanowano spotkanie posSwiecone
unijnemu programowi stypendialne-
mu dla naukowcow ,Marie Curie" i
zjazd jego uczestnikdw w 15. rocznice
utworzenia tego programu wspiera-
jacego badaczy europejskich. Spotka-
nie organizuje Ministerstwo Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego. Towarzyszy¢
mu bedzie sympozjum ,Nauka —pa-
sja, misja, odpowiedzialno$¢".

6 i 7 lipca w warszawskim Cen-
trum Nauki Kopernik odbyta sie kon-
ferencja ,,Wschodni Wymiar Mobil-
nosci", poswiecona edukacji i nauce,
w aspekcie zwiegkszenie mobilnosci
miedzy Unig Europejskg i krajami
objetymi programem Partnerstwa
Wschodniego. Organizatorami byli:
Ministerstwo Kultury i Dziedzictwa
Narodowego, Ministerstwo Edukacji
Narodowej, Ministerstwo Sportu i Tu-
rystyki oraz Komisja Europejska; na-
tomiast partnerami spotkania: Insty-
tut Adama Mickiewicza, Punkt Kon-
taktowy Programu Kultura, Punkt
Kontaktowy Programu Europa dla
Obywateli, Urzad Miasta Stotecznego
Warszawa. Osobna seria spotkan be-
dzie dotyczy¢ dotychczasowych wy-
nikéw dziatania 7. Programu Ramo-
wego do spraw Badan i Rozwoju, czy-
li gtdwnego mechanizmu finansowa-
nia badan w UE. Poswieconych temu
bedzie siedem miedzynarodowych
konferencji naukowych, poczgwszy
od sympozjum zaplanowanego na 5-8

wrzes$nia w Gdansku, a zwigzanego z
(bio)technologiami dla ochrony $ro-
dowiska. Na konferencje zapraszat
profesor dr hab. Korneliusz Miksch z
Katedry Biotechnologii Srodowisko-
wej Politechniki Slaskiej.

W dniach 20 i 21 wrzesnia w War-
szawie zaplanowano najwiekszg eu-
ropejska konferencje dotyczaca ba-
dan na rzecz bezpieczenstwa: Securi-
ty Research Conference 2011, organi-
zowang przez Przemystowy Instytut
Automatyki i Pomiarow (PIAP).
Podczas sesji tematycznych zostang
zaprezentowane innowacyjne roz-
wigzania wypracowane w ramach
miedzynarodowych i krajowych
projektéw, takich jak na przyktad
systemy ,,Proteus” i ,, TALOS". Kon-
ferencji bedzie towarzyszy¢é wystawa
naukowo-przemystowa. Pomiedzy
22 i 23 wrzes$nia, tez w Warszawie,
zorganizowana zostanie konferencja
poSwiecona materiatom przysztosci,
ktére majg sprosta¢ ,wyzwaniom
naszych czaséw". Sympozjum Fu-
mat 2011 organizujag m.in. Instytut
Podstawowych Probleméw Tech-
niki PAN i Politechnika Warszaw-
ska. Kolejna konferencja, w dniach
19 i 20 pazdziernika, bedzie doty-
czy¢ procesu integracji europejskiej.
Projekt EUINTEGRATIO prowadzi
profesor Ewa Latoszek ze Szkoty
Gtownej Handlowej w Warszawie. O
wspdipracy naukowej Unii Europej-
skiej z krajami Europy Wschodniej
i Azji Srodkowej (EU-EECA) bedzie
mowa 15 i 16 listopada w Warsza-
wie. Osiggniecia Europejskich Ini-
cjatyw Przemystowych oraz efekty
wprowadzonych przez nich pla-
néw z zakresu wytwarzania ener-
gii zostang zaprezentowane 28 i 29
listopada w Warszawie na konfe-
rencji poswieconej europejskiemu
strategicznemu planowi w dzie-
dzinie technologii energetycznych
SET-Plan. Odbedzie sie tez wiele
zebran eksperckich, poswieconych
poszczegblnym zagadnieniom po-
lityki naukowej i akademickiej UE
oraz trzy formalne spotkania mini-
strow w Brukseli: dwa posiedzenia
Rady UE do spraw konkurencyjno-
$ci we wrzes$niu i w grudniu oraz
Rady UE ds. edukacji, mtodziezy,
kultury i sportu w listopadzie (wg
informacji zawartej na portalu Na-
uka w Polsce).
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Academia Europaea, zrzeszajaca
2,5 tys. naukowcow, w tym 50 lau-
reatbw Nagrody Nobla, otwiera we
Wroctawiu swoje drugie, po Lon-
dynie, biuro. List intencyjny podpi-
sali prezydent Wroctawia Rafat Dut-
kiewicz i prezes Academii prof. Lars
Walloe (Fot. 8). Academia Europaea
rozwazata otwarcie biura w m.in.
Monachium, Barcelonie i Strasburgu,
aby ostatecznie zdecydowa¢ o wy-
borze Wroctawia; doceniono tym sa-
mym konsekwentne wdrazania stra-
tegii Wroctawia polegajacej na wspie-
raniu rozwoju gospodarki opartej na
wiedzy. Wroctawskie biuro bedzie
nosi¢ nazwe Centrum

dzynarodowego programu Kliniczne-
go z zastosowaniem fingolimodu w
terapii stwardnienia rozsianego (SM)
omawiano podczas konferencji neu-
rologicznej na poczatku czerwca b.r.
w Warszawie. Obiecujagce wyniki
badan zaprezentowali prof. dr hab.
Krzysztof Selmaj (Fot. 9), kierownik
Katedry i Kliniki Neurologii
UML i zarazem prezes Pol-
skiego Towarzystwa Neuro-
logicznego oraz dr Andrew
Chan z Kiliniki Neurologii
Uniwersytetu Ruhry, St. Jo-
seph w Bochum w Niem-
czech. Fingolimod hamuje
postep SM; ba-

Wiedzy Academia
Europaea (Academia
Europaea Knowledge
Hub). Academia Eu-
ropaea jest europej-
skg instytucjg skupia-
jacg naukowcow z 35
krajow. Powstata w
1988 roku, a petni do-
radcza i opiniotwor-
czg role w zakresie
nauki. Do Academii
nalezy 40 polskich
naukowcow, w tym
dwoch z Wroctawia. Wedtug infor-
macji prezydenta Dutkiewicza zto-
zonej podczas konferencji prasowej
biuro zostanie otwarte jeszcze w bie-
zagcym roku, a siedzibe bedzie miato
prawdopodobnie na wroctawskim
Rynku. Rafat Dutkiewicz uwaza, iz
dzieki otwarciu biura do Wroctawia
bedag przyjezdza¢ znani naukowcy,
noblisci, beda sie odbywaé réznego
rodzaju konferencje, sympozja na-
ukowe, i by¢ moze bedzie mozna tez
zwiekszy¢ zasilania finansowe nauki
polskiej (nie wydarzy sie to od razu).
Prof. Lars Walloe przed podpisaniem
listu intencyjnego moéwit o wrazeniu
jakie na nim zrobit wroctawski entu-
zjazm S$rodowisk naukowych i cate
miasto. Dodat, ze liczy na wspot-
prace ze Srodowiskami akademic-
kimi, instytucjami naukowymi, ale
przede wszystkim liczy na mtodych
wroctawskich, polskich naukowcéw
zainteresowanych rozszerzeniem i
zdobywaniem wiedzy (wg informa-
cji uzyskanej z Urzedu Miasta Wro-
ctaw).

Fingolimod w terapii stwardnie-
nia rozsianego. Wyniki badan mie-
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Fot. 8. Prof. Lars Walloe i prezydent ilos¢
Wroctawia Rafat Dutkiewicz (zdjecie po-
chodzi z http://wroclaw.gazeta.pl/)

dania Kklinicz-
ne wykazaty
jego znaczng
skutecznos¢
terapeutyczng. Jak
wyjasniat prof. dr hab.
Krzysztof Selmaj, fin-
golimod zatrzymuje
limfocyty w weztach
chtonnych i zmniejsza
operatywnych
limfocytow, ktore z we-
ztéw chtonnych docie-
rajg do moézgu. Fingo-
limod jest antagonistg receptora sfin-

Fot. 9. Prof. dr hab.
Krzysztof Selmaj.

li ten lek rzeczywiscie ma potencjat
dziatania naprawczego, to w tej po-
pulacji pacjentow, powinien réwniez
wykazac¢ skuteczno$¢. To wiecej niz
nadzieje, bo sg juz wyniki naukowe.
Potwierdzanie wynikéw naukowych
zajmie 2-3 lata, wyniki mogg by¢ po-
znane za 4 lata. Wedtug wspotprowa-
dzgcego badania, dr Chana,
oddziatywanie preparatu za-
wierajagcego fingolimod bada
sie takze w tych postaciach
SM, gdzie do tej pory nie moz-
na byto moéwi¢ w ogéle o zad-
nych terapiach (wg informacji
zawartej na portalu Nauka w
Polsce).

Mechanizm wyzwalajacy
lek wywotany stresem za-
chodzacy w mozgu odkryt
zespoOt naukowcow kierowany
przez dr Roberta Pawlaka z Uniwer-
sytetu w Leicester w Anglii. Wspot-
autorami sukcesu naukowego sg ba-
dacze z grupy prof. Ryszarda Prze-
witockiego (Fot. 10) z Zaktadu Neuro-
farmakologii Molekularnej Instytutu
Farmakologii PAN i prof. Sadao Shio-
saka z Instytutu Nauki i Technologii
w japonskiej Narze. Wyniki swoich
badan naukowcy opublikowali nie-
dawno w czasopismie ,Nature".
Wedtug wypowiedzi prof.

gozyny. Receptory te zostaty
odkryte okoto 10 lat temu i
ciggle jest badane ich znacze-
nie biologiczne. Wystepujg
one na réznych komérkach,
rowniez uktadu nerwowego,
w tym na samych neuronach.
W pracach doswiadczalnych
potwierdzono wptyw fingo-
limodu nie tylko na proces
zapalny, ktoéry zapoczat-
kowuje rozsiane zmiany w
moézgu, ale i na oSrodkowy
uktad nerwowy. Badania kliniczne
z udziatem ludzi, polegajg na ocenie
atrofii (zaniku) mdzgu, co posrednio
moze potwierdzi¢ ochronny wpityw
terapii. W konsekwencji zapalenia
komarki ulegajg degeneracji. W bada-
niach prowadzonych na pacjentach z
SM wykazano, ze fingolimod wptywa
na procesy chorobowe w centralnym
uktadzie nerwowym, silnie hamu-
jac atrofie. Wedtug prof. Selmaja lek
obecnie jest badany w grupie 15 proc.
pacjentéw z odmiang SM, gdzie uwa-
Za sie, ze zapalenie odgrywa mniejszg
role niz procesy degeneracyjne. Jeze-

Fot. 10. Prof.
Przewtocki.

Ryszarda Przewtockiego,
do powstawania zmian neu-
roplastycznych wywotanych
stresem i przebudowy pota-
czen nerwowych w mobzgu
niezbedne jest biatko o na-
zwie neuropsyna. Neuropsy-
na powstaje w jadrze migda-
towatym, czyli mézgowym
osrodku emocji, w reakcji na
stres. Badania mechanizmu
powstawania leku trwaty
trzy lata; m.in. badano wptyw zmian
molekularnych powstatych w wyni-
ku stresu w jadrze migdatowatym na
zachowanie myszy. W odpowiedzi
na stres zwierzeta starajg sie unikac
zagrozenia. Farmakologiczne zaha-
mowanie dziatania neuropsyny lub
genetyczne usuniecie biatka niweluje
zmiany zachowania wywotane przez
stres. Badacze wykazali, ze usuniecie
z komorek nerwowych neuropsyny,
lub jej molekularnych partneréw,
prowadzi do zablokowania neuronal-
nego mechanizmu powstawania leku.
Wszystkie elementy szlaku dziatania
neuropsyny wystepujagce u gryzoni

Ryszard

www.postepybiochemii.pl


http://wroclaw.gazeta.pl/
http://www.postepybiochemii.pl

mozna znalez¢ takze w ludzkim mo-
zgu, zatem moga one peini¢ podob-
ng role u cztowieka. Dalsze badania
powinny oceni¢ mozliwosci poten-
cjalnej terapii wywotanych stresem
zachowan. Wedtug autoréw wyniki
pracy opublikowanej w ,Nature" po-
zwalajg przypuszczaé, ze neuropsyna
moze stanowi¢ cel nowej terapii prze-
ciwstresowej. Praca stwarza nadzie-
je na rozwdj takiego leczenia i moze
przyczyni¢ sie do zapobiegania wy-
wotywanych stresem zaburzen neu-
ropsychiatrycznych. Istniejg indywi-
dualne réznice w podatnosci na stres,
ktéry coraz czeSciej staje sie przyczy-
ng wielu chordb psychiatrycznych,
ale przezycia traumatyczne tylko u
niektérych rozwijajg zalezne od stre-
su choroby, tj. depresje, zespot stresu
pourazowego, zaburzenia lekowe,
fobie, zespoty paniki, czy uogdlnio-
nego leku. Zdaniem prof. Przewtloc-
kiego, wspotautora badan, sposob
funkcjonowania neuropsyny moze
przynajmniej w czeSci odpowiadac
za te réznice i wystepowanie chordéb
wywotanych stresem. Do tej pory su-
gerowano istotny udziat neuropsyny
w procesach uczenia sie i pamieci,
niewiele wiadomo o biochemicznym
mechanizmie dziatania neuropsyny
w procesach przetwarzania emocji.
Praca ,,Neuropsin cleaves EphB2 in the
amygdala to control ankiety" opubliko-
wana w ,,Nature" wyjasnia te kwestie.

Badania nad wptywem warun-
kow zewnetrznych na tworzenie
sie réznych komdrek ttuszczowych
rozpocznie wkrétce
w Instytucie Rozrodu
Zwierzat i Badan Zyw-
nosci w Olsztynie ze-
spot amerykanskiego
biologa dr Leslie Ko-
zaka (Fot. 11), ktory
przyjechat do Polski
w ramach programu
~Welcom" Fundacji na
Rzecz Nauki Polskiej.
Celem jego prac bedzie
zbadanie mechanizmoéw
genetycznych, ktére de-
cyduja o tworzeniu sie
tkanki ttuszczowej w zaleznos$ci od
warunkéw zewnetrznych, a zwtasz-
cza od temperatury otoczenia. Wia-
domo, ze nadmiar tkanki ttuszczowej
powstaje przy nadmiarze energii,
ktérej organizmowi dostarczamy w
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Fot. 11. Dr Lesli Kozak.

pozywieniu. Ciato nie jest w stanie
jej catej spali¢ i odktada na zapas w
postaci tkanki tluszczowej. Mdwigc
0 zuzyciu energii przez organizm

znajdzie zatrudnienie czterech dokto-
row iszesciu magistrow oraz asystent
kierownika catego projektu. Czasowo
potrzebni beda tez studenci. Lacznie

mamy zwykle na mysli
aktywnos¢ fizyczng. W
rzeczywistosci dostoso-
wanie temperatury cia-
ta do nizszej tempera-
tury otoczenia réwniez
zwieksza wydatkowa-
nie energii. Na pewno
nie w stopniu takim jak
przy podjetej aktywno-
ci fizycznej, ale wynik
jest warty zauwazenia.
Doswiadczenia pokaza-
ty, ze obnizenie tempe-
ratury (np. przez zatozenie chtodzacej
kamizelki) wokdt chorej osoby, nie
mogacej podja¢ ¢wiczen gimnastycz-
nych, daje mozliwo$¢ spalenia czesci
thuszczu, bo organizm musi wtedy
zuzywac wiecej energii dla ogrzania
sie. Dr Kozak poinformowat, ze bada-
nia w Olsztynie beda prowadzone na
myszach. Zwierzeta bedg podzielone
na grupy i hodowane w réznych wa-
runkach, np. jedna grupa w otoczeniu
o temperaturze niecatych 30°C, w kto-
rej organizm nie musi wcale zuzywac
energii na podtrzymywanie cieptoty
ciala, a druga w temperaturze obni-
zonej do okoto 17-18°C, kiedy trzeba
zuzy¢ duzo energii na podtrzymy-
wanie temperatury ciata. Myszy beda
ponadto zyty w warunkach sprzy-
jajacych otytosci, czyli beda miaty
ograniczong mozliwos$¢ ruchu i wy-
sokokaloryczny pokarm. Po zakon-
czeniu dos$wiadczenia tkanki
ttuszczowe, biata i brgzowa,
myszy zostang zbadane. O
tym, jakiego rodzaju komér-
ki tluszczowe powstang w
organizmie, decyduje specjal-
ny mechanizm réznicowania
sie. Wigze sie to z ekspresja
poszczego6lnych genéw. Ze-
sp6t dr Leslie Kozaka bedzie
badat m.in. wtasnie ekspresje
genéw w komérkach tkanek
ttuszczowych myszy. Po-
znanie mechanizmoéw rézni-
cowania tkanki ttuszczowej
moze tez pomo6c w tworzeniu do-
skonalszych lekow, pomagajgcych w
zwalczaniu otytosci; dla niektorych
otytych ludzi terapia farmakologicz-
na jest jedynym wyjsciem w walce z
otytoscig. Przy badaniach dr Kozaka

Fot. 12. Mgr Katarzyna Zamelczyk.

na ich prowadzenie
biolog otrzymat 7,2
min z}. Sa to $rodki po-
chodzgce z Fundacji na
Rzecz Nauki Polskiej i
Europejskiego Fundu-
szu Rozwoju Regio-
nalnego (wg portalu
Nauka w Polsce).

Magister Katarzy-
na Zamelczyk (Fot.
12), absolwentka
Uniwersytetu Szcze-
cinskiego, obecnie
doktorantka na Wydziale Geologii
Uniwersytetu w Tromso w Norwegii
jest wspotautorkg artykutu Enhan-
ced Modern heat transfer to the Arctic
by warm Atlantic Water w czasopi-
Smie ,Science". Wspolnie z miedzy-
narodowga grupg badaczy dowodzi,
ze zmniejszanie sie pokrywy lodowej
na oceanie Arktycznym oraz gwat-
towne ocieplenie klimatu w Arktyce
to efekt zwiekszonej wymiany ciepta
z wodami Atlantyku. Badania doty-
czg wzrostu temperatury w ciedni-
nie Fram, jako bezprecedensowego
zjawiska w ciggu ostatnich dwéch
tysiecy lat. Teze te udowadniajg ba-
dania osadoéw morskich, ktére prze-
prowadzita miedzynarodowa grupa
naukowcow. Uczeni zbadali morskie
mikroskopijne i skamieniate organi-
zmy, otwornice. Wydobyli je z rdze-
nia osadowego w zachodniej czesci
wybrzeza Svalbardu i wykorzystali
ich preferencje ekologiczne oraz li-
czebno$¢ do rekonstrukcji tempera-
tury wody w cie$ninie Fram. Otwor-
nice zyja na gtebokosci wody od 50
do 200 metrow i budujg wapienne
skorupki. Gdy umieraja, puste sko-
rupki gromadzg sie na dnie morza
wraz z czastkami osadu. R6zne ga-
tunki otwornic preferujg okreslone
warunki termiczne wdd, w ktdrych
zyja; grupy gatunkéw zawartych w
probkach osadow pomagajg okresli¢
warunkioceaniczne iklimatyczne pa-
nujace w przesztosci. Analiza sktadu
chemicznego wapiennych skorupek,
w ktorych zyly otwornice pozwala
na rekonstrukcje temperatury wody.
Wykorzystanie tych dwoch nieza-
leznych metod, pozwolito grupie
naukowcdw na odkrycie cieptych i
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chtodnych okreséw w cie$ninie Fram
w ciggu ostatnich dwoéch tysiecy lat
i wykazanie wzrostu temperatury o
okoto 2°C w ciggu ostatnich stu lat.
W miedzynarodowej grupie badaw-
czej znalezli sie naukowcy z Instytu-
tu do Badan Morza IFM-GEOMAR w
Leibniz, Instytutu Alfreda Wegenera
Badan Polarnych i Morskich w Bre-
merhaven, Akademii Nauk Fluma-
nistycznych i Literatury w Moguncji
oraz Uniwersytetow z Tromso (Nor-
wegia) i z Boulder (USA) (wg infor-
macji zawartej na portalu Nauka w
Polsce).

We wrzesniu w Sztokholmie zo-
stanie otwarta wystawa ,Marie

Sktodowska/Mme Curie™. Informa-
cje o wydarzeniu podato Muzeum
Noblowskie; kuratorem wystawy jest
Anna Stenkula. Wystawa ma przy-
pomnie¢ Szwedom, ze noblistka byta
Polkg. W Szwecji Maria Sktodowska-
Curie znana jest przede wszystkim,
jako Marie Curie, i tak jest zanotowa-
na informacja o Uczonej w szwedz-
kich encyklopediach i podreczni-
kach. Wystawa ma by¢ pretekstem
do dyskusji nad tozsamo$cig naro-
dowga noblistow. Jedna z czeSci wy-
stawy poswiecona zostanie sytuacji
wspotczesnych kobiet nauki. W tym
celu przedstawiciele Muzeum No-
blowskiego przeprowadzili wywia-
dy z kobietami naukowcami w Pol-

sce, Francji oraz Szwecji. Odwiedzili
rowniez Muzeum Marii Sklodow-
skiej-Curie w Warszawie. Ekspozy-
cja o0 powierzchni 300 m2przedstawi
takze dokonania Marii Sktodow-
skiej-Curie, jej prace w laboratorium
oraz problem promieniotwdrczosci.
Wystawe ,Marie Sktodowska/Mme
Curie" bedzie mozna odwiedza¢ od
16 wrze$nia do stycznia 2012 roku w
prestizowym Muzeum Noblowskim.
Kazdego roku laureaci Nagrody No-
bla przed ceremonig wreczenia (10
grudnia) zwiedzajg muzeum wraz z
rodzinami i przyjaciétmi. Wystawa
otrzyma logo polskiej prezydencji.

Pod redakcjg Teresy Wesotowskiej

Bioetyka dla wszystkich. Przystepne, systematyczne i catoSciowe opracowanie
najwazniejszych zagadnien bioetyki.
Michele Aramini. Wydawnictwo eSPe, ISBN 978-83-7482-388-3, Krakow 2011, 336 stron

Dynamiczny rozwdj innowacyj-
nych technologii potgczony jest za-
rowno z gospodarka jak i zagadnie-
niami spotecznymi. Powstanie i duze
znaczenie ekonomiczne nowych tech-
nik w zakresie produkcji lekéw (jak
hormony), diagnostyka (przeciwciata
monoklonalne), przeszczepy (homo-,
hetero- i ksenotransplantacje), pro-
dukcja zywnosci, nano-

kéw, jezeli dana pozycja spetniataby
okreslone kryteria wydawnicze i me-
rytoryczne.

Zgodnie z zapowiedzig na oktadce
»,Bioetyka dla wszystkich" omawia
zagadnienia z zakresu inzynierii ge-
netycznej, aborcji, przeszczepow, klo-
nowania i komaérek macierzystych.
Spektrum zagadnien jest

technologie i wiele in-
nych muszg prowadzié
do dyskusji spotecznych,
zaangazowania przed-
stawicieli ,starych”, kla-
sycznych dziedzin nauk
spotecznych i humani-
stycznych: socjologéw,
psychologow,  morali-
stow, filozofow, etykow,
teologéw. W odniesieniu
do biotechnologii i dzie-
dzin pokrewnych w Pol-
sce brak jest literatury i
dyskusji takich eksper-
tow, jak réwniez niejed-
nokrotnie obserwujemy
brak przygotowania merytorycznego
zapalonych dyskutantéw. Ksigzka
»Bioetyka dla wszystkich" mogta-
by wypetniaé¢ bardzo istotna luke na
rynku wydawniczym i spotecznym.
Celowo i Swiadomie uzywam sfor-
mutowania ,mogtaby", bowiem po-
zycje mozna bytoby rekomendowac
i poleci¢ szerokim kregom czytelni-

238

BIOETYKA

dla wszystkich

bardzo szerokie i dys-
kusja dotyczy rzeczy-
wiscie bardzo gorgcych
spotecznie  zagadnien,
a przy tym szalenie
istotnych gospodarczo.
Ogromnym walorem
ksigzki jest podejmowa-
nie zagadnien, w sto-
sunku do ktérych w za-
sadzie nikt nie jest obo-
jetny. Przeciez problemy
czystosci naszego $ro-
dowiska, wykorzystania
najnowszych osiggniec
biologii molekularnej
do wyzywienia ludzko-
§ci czy tez ,czeSci zastepczych" dla
naszego organizmu lub zaptodnienie
in vitro —to problemy dotyczace nas
osobiscie lub naszych bliskich.

Autor, jak i Wydawnictwo, podkre-
$lajg i jednoznacznie akcentuja, ze za-
gadnienia sa omawiane z pozycji izgod-
nie z filozofig i nauczaniem Kosciota

Rzymsko-katolickiego. Pozycja posiada
zresztg imprimatur (nihil obstat) Zako-
nu Pijarow. Natomiast natychmiast na-
suwa sie pytanie, dlaczego zignorowa-
ne sg inne religie i inne swiatopoglady?
Czy nie byloby zasadne przedstawienie
pogladéw innych kosciotow? Aczkol-
wiek jest przywilejem i prawem Autora
zajecie okreslonego stanowiska, to dla
czytelnika bytoby bardzo cenne pozna-
nie takze innej, odmiennej opinii czy tez
stanowiska. Jednakze jestem przekona-
ny, ze w tej konkretnej kwestii w odnie-
sieniu do polskiego czytelnika, gdzie
ogromna wiekszo$¢ z nas ma korzenie
w tym witasnie Kosciele, nie jest to zbyt
istotna kwestia. Bardzo wazne i cenne
jest sformutowanie celéw i zadan bio-
etyki, aczkolwiek przedstawienie kry-
tyki innych pogladdw i autorytatywne
uznanie tych innych pogladéw za bted-
ne wydaje sie niewtasciwe i niegodne
pozycji uczonego (str. 32). Natomiast
zasadnicze zastrzezenia budzi zawe-
zenie rozwazan do sytuacji legislacyj-
nej i spotecznej Wioch, z marginalnym
uwzglednieniem Francji oraz Niemiec,
jak réwniez w minimalnych stopniu
z odniesieniem do Unii Europejskiej.
Przede wszystkim w przypadku legi-
slacji oraz opinii publicznej to dla pol-
skiego czytelnika podstawowe znacze-
nie ma sytuacja w naszym kraju w kon-
teksécie Unii Europejskiej. Niewatpliwie
jest bardzo ciekawe poznanie specyfiki
wioskiej, ale z pewnoscia jest to sprawa
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wtorna. Ma to szczegdlne znaczenie w
odniesieniu do tak waznych kwestii jak
przyktadowo ,wyrazenie woli" doty-
czace naszej przysztosci, a w szczegol-
nosci traktowania naszego ciata - jest to
przedmiot szerokiej i powaznej dysku-
sji spotecznej i uregulowan prawnych,
ktére majg istotne znaczenie dla krajo-
wej medycyny itransplantologii. W od-
niesieniu do transplantologii Autor catl-
kowicie pomingt zagadnienia bulwer-
sujace opinie publiczna, a mianowicie
ksenotransplantacje, czyli przeszczepy
odzwierzece (str. 237). Jednoznacznie
Autor wskazuje na brak dostepnych
organdw do przeszczepoéw (w ksigzce
stosowany jest zwrot ,,w naszym kraju"
co oznacza we Wioszech, str. 237, ale
podobna sytuacja ma miejsce w Polsce),
natomiast nie wskazuje i rozwaza jakze
ciekawego problemu mozliwosci wy-
korzystania zupetnie nowego podejscia
opartego na osiggnieciach nowoczesnej
biologii molekularnej: ostabienia barie-
ry immunologicznej i choréb odzwie-
rzecych, aby wykorzysta¢ zwierzeta
(Swinie) jako zrédto materiatu do prze-
szczepow.

Osobnym, przykrym zagadnieniem
sg liczne btedy merytoryczne i jezyko-
we, zwlaszcza w zakresie biologii mo-
lekularnej i inzynierii genetycznej. Z
pewnoscig nie jest zadaniem recenzen-
ta wyszukiwanie takowych, ale wska-
zanie szczego6lnie istotnych jest bardzo
wazne dla oceny ksigzki i determinuje
jej wartos$¢ jako ewentualnego podrecz-
nika. Przyktadowo na stronie 75 auto-
rytatywnie stwierdzono, ,,... wiadza
medycyny nad chorobg jest faktem..." a
... INZynieria genetyczna postuguje sie
rDNA w celu wytwarzania enzymoéw
niesyntetyzowanych przez organizm
ludzki, takich jak np. insulina ..." - 0so-
biscie watpie we wiadze medycyny nad
chorobami, a jestem pewny, ze mdj or-
ganizm (ajestem cztowiekiem) biosyn-
tetyzuje insuling. Na stronach 122-123
inzynieria genetyczna jest definiowana

jako ,,... kazdy zabieg zmierzajgcy do
zmodyfikowania dziedzictwa gene-
tycznego ...", ana stronie 126 ,,... inzy-

nieria genetyczna taczy dwie komorki
w jedng w celu uzyskania hybrydy ,
a gtéwnym celem takiego zabiegu jest
... tak wtasnie powstajg tzw. przeciw-
ciatla monoklonalne . Prawdziwg
peretka jest definicja zawarta na stronie
127 ... krotkie sekwencje zasad po-
przedzajace gen, zwane enhancerami,
zbudowane z wystepujagcych w natu-
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rze protein zwiekszajacych predkosé
transkrypcji”. Na tejze stronie sg me-
tody ,diagnostyczne przedkoncepcyj-
ne". Zapewne takze do grupy btedéw
ttumacza nalezy zaliczy¢ omawianie
komérek macierzystych ,,pluripotecja-
nych" i ,totipotencjalnych” (winno hy¢:
potentnych), str. 161. Inna kwestia, ze
majg miejsce sprzecznosci logiczne w
ramach jednego rozdziatu: omawiajac
prawa wiasnosci intelektualnej Autor
myli na stronach 145 i 146 patentowa-
nie produktu i procesu. Stwierdzenie,
.... Nalezy uzna¢ za niedopuszczalne
uzyskiwanie patentow dla ludzkiej
istoty jako takiej... " jest bez znaczenia,
bowiem zaréwno wioskie, jak i polskie
prawo patentowe, a takze wzmianko-
wana Konweng'a Monachijska wyklu-
czajag patentowanie cztowieka per se.
Natomiast zdolno$¢ patentowa maja
nie tylko mikroorganizmy genetycz-
nie zmodyfikowane, ale rdwniez orga-
nizmy wyzsze jak rosliny i zwierzeta
(str. 146). Inna sprawa, ze wbrew opinii
prezentowanej w ksigzce Konwencja z
Rio de Janeiro nie podejmuje zagadnien
wiasnosci intelektualnej i zdolnosci pa-
tentowej (str. 147). Z catym naciskiem
nalezy podkresli¢, ze tego typu biedy
prowadza do zasadniczych nieporo-
zumien merytorycznych, co dosko-
nale ilustruje sformutowanie zawarte
na str. 137: ... poprzez analize gene-
tyczng mozna pozna¢ swe genetyczne
przeznaczenie ...". Sadze, ze tego typu
»~determinizm genetyczny" sprzeczny
jest nie tylko z podstawami biologii
molekularnej ale takze z nauczaniem
Kosciota. Podawanie definicji, ktore nie
sg poprawne jest czeste w catej ksigzce,
ale w zakresie biologii wydaje sie szcze-
gblnie czeste, jak np. zdefiniowanie
»... klonowanie jest owocem techniki
sztucznego zaptodnienia ..." (str. 150).
Zapewne Autor nic nie wie o klono-
waniu np. fragmentéw DNA, co jest
standardowg procedurg przemystowa,
a by¢ moze Autor jak i Wydawca, za-
zywaja leki pozyskiwane w ten sposéb.
Trudno zaakceptowac inne fragmenty
ksigzki, bardzo wartosciowe, w sytu-
acji gdy prezentowane sg tak ,,ciekawe"
definicje procedur i proceséw szczego-
towo opisane w podstawowych pod-
recznikach akademickich, zaréwno w
jezyku polskim jak i wioskim, a zatem
dostepne zaréwno dla Autora jak i dla
Ttumacza.

Do zasadniczych brakéw ksigzki
zaliczam takze catkowite zignorowa-

nie (co juz wzmiankowatem) polskiej
opinii publicznej oraz polskiego (a
przez to takze europejskiego) stanu
prawnego. Z pewnoscig wtasciwe by-
toby zawarcie aneksu lub odno$nikéw
przedstawiajgcych aktualng sytuacje
w naszym kraju w kontekscie Unii
Europejskiej, niezaleznie od doskona-
le przedstawionego stanu prawnego
Wioch. Jestem gieboko przekonany,
ze ten polski aspekt omawianych za-
gadnien ma zasadnicze znaczenie dla
polskiego czytelnika. Przeciez normy
prawne regulujagce wykorzystanie
materiatu ludzkiego do przeszcze-
poéw, zasady pracy z GMO czy tez
prawa witasnosci intelektualnej sg w
Polsce uregulowane i zgodne z kody-
fikacjg unijna.

Warto$ciowym uzupetnieniem
ksigzki bytaby notka biograficzna Au-
tora (ku memu zaskoczeniu nie zna-
laztem nazwiska i informacji biogra-
ficznej autora tej pozycji na stronach
WWW Kkorzystajac z wyszukiwarki
Google). Dla czytelnika wazne byto-
by réwniez opracowanie stowniczka
termindéw oraz indeksu rzeczowego,
jak rowniez spisu literatury polskiej
dotyczacej omawianych zagadnien.

Odnosze wrazenie, ze poglady i
spos6b myslenia Autora tej ksigzki
doskonale ilustruje zwrot ze strony
315: ,bioetyka i ekologia to dyscy-
pliny, ktore skutecznie wprowadza-
ja temat (Srodowiska) do dyskusji
prowadzonych na poziomie kultu-
rowym i spotecznym". A zatem z
pominieciem aspektow naukowych,
czyli reproduktywnych i obiektywnie
sprawdzalnych. Takie stanowisko nie
moze prowadzi¢ do weryfikowalnych
i mozliwych do reproduktywnego
udowodnienia konkluzji. Szkoda, ze
tak wartosciowa tematyka, tak cenna
ksigzka, zawiera tak wiele usterek,
btedéw oraz pomija tak wiele zasad-
niczych i wazkich aspektow. Te braki
merytoryczne i wydawnicze unie-
mozliwiajg rekomendacje tej pozycji
do szerokiego rozpowszechniania.

Recenzja zostatla przygotowana
na proshe Wydawcy, a jedyna forma
gratyfikacji jest bezptatny egzemplarz
ksigzki otrzymany z Wydawnictwa.

Tomasz Twardowski

Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, Poznan
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STRESZCZENIE

miennos$¢ fenotypowa populacji cztowieka determinowana jest w wigkszosci przez dwa

uzupetniajace sie czynniki: wptyw Srodowiska oraz wptyw informacji genetycznej. Za
zmienno$¢ genetyczng odpowiedzialne sg rdéznice (polimorfizmy, mutacje) wystepujace w
genomie cztowieka. Do niedawna uwazano, ze wiekszo$¢ tych réznic stanowig niewiel-
kie zmiany jednego lub kilku nukleotydéw (SNP), ktérych miliony wystepuja w genomie
cztowieka. Najnowsze badania catych genomoéw pokazaty jednak, ze w genomie cztowieka
wystepujg rowniez polimorfizmy, obejmujace setki tysiecy par zasad DNA. Takie warianty
sekwencji, okreslane mianem polimorfizmu liczby kopii (CNV), czgsto obejmuja geny i inne
funkcjonalne elementy genomu. W artykule tym, na tle og6lnej charakterystyki polimorfi-
zmu liczby kopii, przedstawiamy kilka przyktadéw wptywu tego polimorfizmu na fenotyp
cztowieka.

WPROWADZENIE

Genom cztowieka obejmuje blisko 3 miliardy nukleotydéw. Ich charaktery-
styczny uktad zawiera informacje genetyczng, bedacg wspdlng cechg genomow
wszystkich ludzi. Mimo tego podobienstwa, poréwnanie genomow reprezentu-
jacych rozne ludzkie populacje, jak rowniez bezposrednie poréwnanie indywi-
dualnych genomow nawet blisko spokrewnionych os6b, wykazuje istnienie sze-
regu réznic, czyli polimorfizmu. To wtasnie polimorfizm genetyczny w znacz-
nym stopniu odpowiedzialny jest za zréznicowanie w obrebie naszej populacji.
Zréznicowanie to dotyczy wiekszosci cech fenotypowych, takich jak wyglad
zewnetrzny, poziom markeréw biochemicznych czy stan zdrowia. Polimorfizm
genetyczny moze determinowac¢ wystepowanie choréb, modyfikowac ich ryzy-
ko, ostro$¢ objawow, przebieg oraz reakcje na stosowane terapie. Polimorfizmy
o bardzo niskiej czestosci w populacji lub polimorfizmy o bardzo silnym oddzia-
tywaniu na fenotyp nazywa sie mutacjami.

Do niedawna sgdzono, ze gtdwng przyczyna genetycznej zmiennosci w po-
pulacji ludzkiej jest polimorfizm pojedynczych nukleotydéw (SNP), ktéry sta-
nowi najpowszechniejszg forme polimorfizmu w genomie cztowieka. Z tego
powodu podjeto szereg wieloosrodkowych projektow (np. International Hap-
Map Project, Programs for Genomie Applications NHLBI-PGA), zmierzajgcych
do doktadnego scharakteryzowania tego polimorfizmu w genomie cztowieka
[1,2]. Obecnie baza danych dbSNP zawiera ponad 11 miliondw SNP w genomie
cztowieka [3], co odpowiada czestosci ponad 1 SNP na 300 pz.

Analiza asocjacji setek tysiecy markeré6w SNP, doprowadzita w ostatnich
latach do identyfikacji szeregu miejsc w genomie (loci), ktérych polimorfizm
zwigzany jest z roznymi, powszechnie wystepujagcymi chorobami lub ich feno-
typami sktadowymi (ang. subfenotypes). W przypadku fenotypéw o charakterze
iloSciowym (np. wysoko$¢, czy masa ciata), takie loci okresla sie¢ mianem QTL
(ang. quantitative trait loci). Przyktadami najwiekszych osiggnie¢ w tym zakresie
jest identyfikacja loci, ktorych zwigzek z takimi chorobami jak cukrzyca, choro-
by krazenia, astma czy rak ptuc, piersi i prostaty, zostat potwierdzony w kilku
réznych populacjach [4-8]. Pomimo tych osiggnie¢, dotychczas wykryte sygnaty
asocjacji (markery SNP korelujgce z chorobg) ttumaczg zaledwie niewielki pro-
cent (<5%) zmiennoS$ci genetycznej badanych choréb, a w wielu przypadkach,
pomimo wykrycia sygnatu asocjacji, nie udato sie zidentyfikowac funkcjonal-
nych wariantow sekwencji, faktycznie modyfikujgcych ryzyko choroby.

Nowe spojrzenie na polimorfizm genomu cztowieka pojawito sie w 2004
roku, kiedy to w dwdch niezaleznych pracach wykazano, ze duze zmiany
strukturalne moga powszechnie wystepowa¢ w genomie cztowieka [9,10]. Ta-
kie zmiany nazywane sg zmiennoscig liczby kopii lub wariantami liczby kopii
(CNV). Wczesniej, tak zdefiniowane warianty sekwencji znane byty gtéwnie,
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jako mutacje utraty funkcji w genach zwigzanych z choro-
bami cztowieka.

STRUKTURA | CHARAKTERYSTYKA
POLIMORFIZMU LICZBY KOPII

Warianty liczby kopii definiowane sg, jako segmenty
DNA o wielkosci od 1 kpz do kilku Mpz, w ktérych zaob-
serwowano relatywne zwiekszenie lub zmniejszenie liczby
kopii w porownywanych genomach [11], CNV moga wy-
stepowaé zaré6wno w postaci delecji (Ryc. IB), jak i insercji
(Ryc. 1C). Wiekszos¢ insercji to duplikacje znanych frag-
mentéw genomu. Takie duplikacje zwykle majg charakter
bezposrednich, tandemowych powtdrzen i czesto wyste-
puja w formie powtdrzen wielokrotnych (Ryc. ID). Czes$¢
CNV ma charakter bardziej ztozonych rearanzacji, czesto
bedacych wynikiem wielokrotnych insercji, delecji i inwer-
sji. Dodatkowym typem zmian strukturalnych sg inwersje
i translokacje, ktdre jednak nie prowadzg do zmiany liczby
kopii.

Jako ze miejsca peknieé chromosomu (korice CNV) czesto
wystepujg w obrebie segmentowych duplikacji, zwanych
rGwniez powtdrzeniami o niskiej liczbie kopii LCR (ang.
low-copy repeat), najczesciej dyskutowanym mechanizmem
powstawania CNV jest niealleliczna rekombinacja homo-
logiczna (NAHR) [12-14]. Segmentowe duplikacje definiu-
je sie, jako dtugie (>10 kpz) odcinki DNA, wystepujace w
genomie w kilku kopiach charakteryzujgcych sie wysokim
stopniem homologii (>95%). Odpowiednie umiejscowienie
tych kopii moze indukowaé¢ NAHR, a tym samym prowa-
dzi¢ do powstawania delecji lub duplikacji flankowanego
przez segmentowe duplikacje odcinka DNA [15]. NAHR
najczesciej zachodzi pomiedzy segmentowymi duplikacja-
mi lezgcymi w ramieniu tego samego chromosomu (zwykle
w odlegtosci <1 Mpz). Systematyczne badania przeprowa-
dzone w skali catego genomu wykazaty, ze CNV wystepuja
okoto 4-krotnie czesciej w rejonach o wielkosci 50 kpz-10
Mpz, otoczonych przez segmentowe duplikacje [16]. Nie
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Rycina 1. Najczesciej wystepujace typy polimorfizmu CNV. (A) Genotyp refe-
rencyjny —dwie kopie w diploidalnym genomie, (B) delecja, (C) insercja (dupli-
kacja), (D) polimorfizm liczby tandemowych powtérzen. Niebieska pogrubiona
linia reprezentuje polimorficzny region o zmiennej liczbie kopii.
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wszystkie znane CNV mozna jednak wyttumaczy¢ induko-
wang przez segmentowe duplikacje NAHR.

Wiecej Swiatta na mechanizm powstawania CNV rzucity
wyniki najnowszych badan, w ktérych z wykorzystaniem
masowego sekwencjonowania precyzyjnie (z nukleotydowg
rozdzielczoscig) zidentyfikowano pozycje setek CNV [17].
Badania te pokazaly, ze tylko 10-15% CNV moze by¢ wyttu-
maczonych mechanizmem NAHR. Korice pozostatych CNV
(i) w okoto 50% wykazywaty mikrohomologie (homologia
odcinkéw DNA o dtugosci 1-10 nt), (ii) w 10-15% zlokalizo-
wane byty w obrebie regionéw o zmiennej liczbie tandemo-
wych powtorzen (VNTR, ang. variable number tandem repeats),
(iii) w 30% zawieraty krétsze lub dtuzsze insercje, a (iv) w
5% byty zakoriczone tepo (ang. blunt end$). Czeste wystepo-
wanie mikrohomologii w obrebie koncow CNV sugeruje, ze
znaczgca cze$¢ CNV moze powstawa¢ w wyniku biedow
replikacji polegajacych na uwolnieniu syntetyzowanej nici i
przeniesieniu jej do innych widetek replikacyjnych, gdzie od
miejsca wykazujgcego niewielkg homologie kontynuowana
jest replikacja. Proces ten okre$lany jest mianem FoSTeS (ang.
replicationfork stalling and témplate switching) [18].

Prowadzone w wielu o$rodkach badania, pozwolity na
doktadniejsze poznanie strukturalnego polimorfizmu ge-
nomu cztowieka i wykazaty, ze przynajmniej cze$¢ poli-
morfizméw CNV ma charakter zatozycielski i cechuje sie
podobnymi wiasciwosciami jak powszechne polimorfizmy
SNP: dziedziczenie mendlowskie w rodzinie, dystrybucja w
populacji zgodna z zasadg Hardy'ego-Weinberga, podob-
ny jak SNP rozktad czestosci, zakres nierbwnowagi sprze-
zen (ang. linkage disequilibrium, LD) oraz wystepowanie w
tych samych haptotypach w réznych populacjach ludzkich
[12,16,19,20],

POLIMORFIZM LICZBY KOPII W GENOMIE CZLOWIEKA

Zidentyfikowanie pojedynczych przypadkéw CNV spo-
wodowato wzrost zainteresowania poznaniem struktury
i funkcjonalnego znaczenia CNV w genomie cztowieka.
Dotychczas do identyfikacji CNV w skali catego genomu
najczesciej wykorzystywano takie narzedzia jak: porow-
nawcza hybrydyzacja genomowa do macierzy (aCGH) [13],
mikromacierze SNP [19] czy analiza btedéw dziedziczenia
markeréw SNP (w regionach CNV polimorfizmy SNP cze-
Sciej wykazuja niezgodnos$¢ z réwnowagg Hardy'ego-We-
inberga lub brak zgodnosci z zasadami dziedziczenia men-
dlowskiego) [21,22]. W przypadku zastosowania aCGH i
mikromacierzy SNP, CNV identyfikowane sg na podstawie
poréwnania sygnatow hybrydyzacyjnych dwéch genoméw,
z ktorych jeden traktowany jest jako genom referencyjny.
Dodatkowo mikromacierze SNP pozwalajg na identyfikacje
CNV w oparciu o wzory genotypow sasiadujagcych ze sobg
SNP. Przykiadowo, nadreprezentacja (zgrupowanie) w
okreslonym regionie genomu markeréw SNP o genotypie
homozygotycznym, sugeruje wystepowanie delecji jednego
allelu. Ostatnio do identyfikacji CNV zastosowano réwniez
technologie masowego sekwencjonowania [17,23]. Metoda-
mi, stosowanymi do charakterystyki pojedynczych CNV sa:
zalezna od ligacji multipleksowa amplifikacja sond (MLPA)
[24], iloSciowa reakcja tancuchowa polimerazy (qPCR, ang.
quantitative PCR) [25], fluorescencyjna hybrydyzacja in situ
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(FISH, ang. fluorescense in situ hybridization) oraz PRT (ang.
paralogue ratio test) [26]. W metodzie MLPA liczba kopii ba-
danego regionu genomu okre$lana jest na podstawie inten-
sywnosci sygnatdw amplifikacji specjalnie przygotowanych
sond, z ktérych kazda sktada sie z dwéch oligonukleoty-
dow (pdt-sond), rozpoznajgcych bezposrednio sasiadu-
jace sekwencje w genomie. Tylko pét-sondy prawidtowo
rozpoznajace sekwencje docelowe mogg podlegac ligacji,
a sygnat ich amplifikacji jest proporcjonalny do liczby ko-
pii badanego regionu w genomie [27,28]. FISH jest metoda
cytogenetyczng, ktdra umozliwia bezposrednia obserwacje
badanych regionow genomu, rozpoznawanych przez wy-
znakowane fluorescencyjnie sondy. Chociaz metoda ta cha-
rakteryzuje sie niska rozdzielczos$cia, pozwala ona nie tylko
na okreslenie liczby kopii badanego regionu, ale réwniez na
okres$lenie jego orientacji i pozycji w genomie. Metoda PRT,
ktéra zostala zastosowana do analizy genu DEFB4, polega
na porownaniu intensywnosci sygnatéw amplifikacji frag-
mentow genu, podlegajacego zmiennosci liczby kopii oraz
niepolimorficznych paralogéw tego genu [26].

Zastosowanie wyzej wymienionych metod pozwolito
na identyfikacje tysiecy wariantéw CNV w ro6znych popu-
lacjach ludzkich. Przyktadowo, Redon i wsp., z wykorzy-
staniem aCGH i mikromacierzy SNP, zidentyfikowali 1447
regionéw CNV w czterech populacjach z Europy, Afryki i
Azji [19]. Sumaryczna dtugos$¢ tych regiondw wynosi 360
Mpz, co stanowi okoto 12% catkowitej dtugosci genomu
cztowieka. Do tej pory w najwiekszej bazie danych poli-
morfizmu strukturalnego (Database of Genomie Variants,
DGV) zgromadzono informacje o ponad 14 tys. regiondw
CNV, obejmujgcych okoto 30% genomu cztowieka. Praw-
dopodobnie jednak, przynajmniej cze$¢ z opisanych poli-
morfizmow CNYV jest falszywie pozytywnymi artefaktami
lub reprezentuje bardzo rzadkie, ,,prywatne" warianty se-
kwencji. Wyniki ostatnich prac uzyskane za pomocg metod
umozliwiajgcych doktadne mapowanie koncow CNV i pre-
cyzyjne genotypowanie poszczegdlnych CNV [13,29], po-
zwalajg oszacowac, ze czesty (>1%) polimorfizm typu CNV
obejmuje okoto 10% genomu cztowieka.

ZWIAZEK CNV Z FENOTYPEM CZLOWIEKA

Chociaz wielokrotnie wykazano, ze CNV (szczegdlnie
delecje) czeSciej wystepuja w regionach genomu o matym
lub nieznanym znaczeniu funkcjonalnym, to jednak w ob-
rebie znanych regionéw CNV znajdujg sie setki waznych,
funkcjonalnych elementéw genomu (np. geny kodujace
biatka). Przyktadowo, w obrebie CNV zidentyfikowanych
przez Redon i wsp. znajduje sie blisko 3 tys. genéw kodu-
jacych biatka, w tym 285 genéw zwigzanych z chorobami
cztowieka, zaklasyfikowanych do bazy danych OMIM (On-
line Mendelian Inheritance in Man). Ponadto w regionach
tych zlokalizowanych jest wiele innych, funkcjonalnych
(lub potencjalnie funkcjonalnych) elementéw genomu, w
tym 50 sekwencji ultrakonserwatywnych, ponad 130 tys.
zachowawczych elementow niekodujacych oraz 67 sekwen-
cji niekodujacych RNA [19]. W innych badaniach, w wysoce
polimorficznych obszarach CNV zidentyfikowano ponad
600 gendéw [13], Takie CNV moga wptywac na poziom eks-
presji oraz funkcje gendéw i innych elementow funkcjonal-
nych, znajdujacych sie w ich obrebie.
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Rycina 2. Wpltyw polimorfizmu CNV na strukture i funkcje genu. (A) Allel re-
ferencyjny z jedng funkcjonalng kopig genu. (B) Delecja genu powoduje zmniej-
szenie liczby funkcjonalnych kopii genu (zmniejszenie dawki genu). (C) Insercja
(duplikacja) genu wraz z regionem regulatorowym, powoduje zwiekszenie licz-
by funkcjonalnych kopii genu (zwiekszenie dawki genu). (D) Duplikacja genu
bez regionu regulatorowego nie powoduje zmiany liczby funkcjonalnych kopii
genu (dawka genu pozostaje bez zmian). (E, F i G) Delecje lub insercje fragmen-
tow genu prowadzace do uszkodzenia struktury genu. Wiekszo$¢ tego typu wa-
riantéw sekwencji prowadzi do utraty funkcji genu (zmniejszenie dawki genu).
(H) Translokacja/duplikacja sekwencji regulatorowej wzmacniajacej ekspresje w
poblize genu (wzrost poziomu ekspresji bez zmiany dawki genu). (I) Translo-
kacja genu w poblize sekwencji wzmacniajacej ekspresje - efekt pozycji (wzrost
poziomu ekspresji bez zmiany dawki genu).

WPLYW POLIMORFIZMU CNV NA EKSPRESJE GENOW

Podstawowym fenotypem, mogacym podlega¢ modyfi-
kacji pod wptywem zmiany struktury genu jest ekspresja,
ktéra na poziomie molekularnym wyraza sie, jako poziom
transkrybowanego RNA oraz poziom biatka. CNV moze
oddziatywac na ekspresje genu poprzez: uszkodzenie/prze-
rwanie genu, efekt pozycji (przeniesienie fragmentu genu)
lub modyfikowanie elementéow regulatorowych (np. regio-
néw promotorowych) (Ryc. 2). Jednak najbardziej oczywi-
stym mechanizmem wptywu CNV na ekspresje genu, jest
zmiana liczby kopii, czyli efekt dawki, do ktdrego zaistnienia
niezbedne jest, aby region polimorficzny obejmowat caty gen
wraz z regionem regulatorowym. Zjawisko efektu dawki po-
lega na tym, ze liczba funkcjonalnych kopii genu wptywa na
poziom jego transkryptu (mRNA), a tym samym na poziom
kodowanego przez ten gen biatka (Ryc. 3). Efekt dawki zostat
potwierdzony dla wielu CNV, zaréwno na poziomie trans-
kryptu, jak i na poziomie biatka [30-34],
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Liczba kopii koreluje z poziomem ekspresji wielu genéw

W celu kompleksowego zbadania, w jaki sposéb CNV
wptywa na ekspresje genéw kodujacych biatka, poréwnano
ekspresje (poziom transkryptu mRNA) ponad 14000 genéw
z liczbg kopii ponad 1300 najlepiej potwierdzonych regio-
néw CNV w czterech populacjach ludzkich. Znaczacg kore-
lacje miedzy CNV a poziomem mRNA zaobserwowano dla
99 gendw. Dla blisko potowy tych gendéw, lezagcych w ob-
szarach polimorficznych, wptyw CNV na ekspresje wynikat
najprawdopodobniej z efektu dawki (pozytywna korelacja).
Pozostate geny albo lezaty poza obszarem polimorficznym,
z ktérym korelowat poziom ich ekspresji albo ich ekspresja
wykazywata negatywna korelacje z liczbg kopii zasocjowa-
nego polimorfizmu. Sugeruje to, Zze zmienne poziomy eks-
presji tych gendw nie byty skutkiem efektu dawki, ale wy-
nikaty z innych form oddziatywania CNV na ekspresje, np.
uszkodzenia struktury gendéw, efektu pozycji, czy oddzia-
tywania na sekwencje regulujace ekspresje genéw [35]. Bar-
dziej szczeg6towe badania, w ktérych poréwnano poziomy
transkrypcji kilku gendéw, lezagcych w obrebie delecyjnych
polimorfizméw CNV, wykazaly, ze obserwowane réznice
w ekspresji tych genéw w znacznym stopniu korelowaty
z liczbg kopii. Zmienno$¢ poziomu mRNA w 26-88% wy-
nikata ze zmiennos$ci dawki (liczby kopii) poszczeg6lnych
genow. Zmniejszenie liczby kopii badanych gendw o jeden
powodowato obnizenie poziomu mRNA o 30-38% [21]. W
innych badaniach oszacowano, ze zrdznicowanie ekspresji
(poziomu mRNA) gendéw lezacych w obrebie CNV w okoto
50% wynika ze zmiennosci liczby kopii tych genéw [36],

Wptyw CNV na poziom mRNA sugeruje, ze zmiana
liczby kopii moze réwniez modyfikowaé¢ poziom powsta-
jacego w procesie translacji biatka. W literaturze przed-
stawiono kilka przyktadéw pozytywnej korelacji miedzy
liczba kopii gendw a poziomem kodowanych przez te geny
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Rycina 3. Wptyw polimorfizmu CNV na fenotyp za posrednictwem efektu daw-
ki. Poréwnanie efektu dwdéch kopii genu (A) i zwiekszonej liczby (5) kopii tego
genu (B). Polimorfizm CNV zmienia liczbe funkcjonalnych kopii genu, co z ko-
lei ma wptyw na poziom transkryptu oraz poziom kodowanego przez ten gen
biatka. Zmiana poziomu biatka wptywa na regulowane przez to biatko procesy
komérkowe, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do modyfikacji fenotypu czto-
wieka.
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biatek [31,33,36-38]. Przyktadem takiej korelacji jest CNV
genu FCGR3B, znajdujacego sie na chromosomie 1 (1g23.3).
Gen FCGR3B koduje receptor FcyRIlIlb wystepujacy na
powierzchni komorek uktadu odpornosciowego cztowie-
ka (gtownie neutrofili, czyli granulocytéw obojetnochton-
nych), ktéry umozliwia ich przyleganie do powierzchni
pokrytych immunoglobulinami G (IgG) podczas wtérnej
odpowiedzi immunologicznej. Przeprowadzone badania
wykazaty, ze liczba receptoréw FcyRIIIb na powierzchni
neutrofili pozytywnie koreluje z liczbg kopii genu FCGR3B.
Ponadto u oséb z wyzszg liczbg kopii genu FCGR3B obser-
wowano cztery razy wyzszy poziom adhezji neutrofili do
powierzchni pokrytych przeciwciatami 1gG [38]. W innych
badaniach obserwowano réznice w poziomach hormonow
steroidowych, ktére wynikaty z liczby kopii genu UGT2B17,
kodujacego enzym UDP-glukuronozylotransferaze, biorgcy
udziat w inaktywacji hormonéw steroidowych [33].

Jednak nie zawsze zmiana liczby kopii genu musi pro-
wadzi¢ do zmiany poziomu jego ekspresji [35]. Przyktadem
takiego polimorfizmu jest CNV, w obrebie ktdrego znajdu-
je sie gen OPN1MW. Gen ten koduje swiattoczuty barwnik
— opsyne, obecng w czopkach siatkdwki oka, ktére odpo-
wiedzialne sg za widzenie barw. Pojedynczy allel (chromo-
som X) zawiera zwykle od 1 do 3 kopii genu OPN1IMW.
Obserwowany brak korelacji miedzy liczbg kopii a pozio-
mem ekspresji genu OPN1MW moze wynika¢ z faktu, iz
region polimorficzny obejmuje wytgcznie sekwencje genu,
natomiast nie obejmuje regionu regulatorowego, zlokalizo-
wanego 40 kpz powyzej tego genu. W zwigzku z tym, bez
wzgledu na catkowitg liczbe kopii, tylko pierwsza kopia
genu OPN1MWjest kopig funkcjonalng, kolejne, z powodu
zbyt duzego dystansu od regionu regulatorowego, nie ule-
gaja ekspresji [39,40].

CVN gen6w mikroRNA moze mie¢ istotny
udziat w modyfikacji fenotypu cztowieka

Jak juz wczedniej wspomniano, polimorfizm liczby kopii
moze modyfikowaé nie tylko ekspresje gendw kodujacych
biatka, ale rowniez sekwencje regulatorowe, m.in. nieko-
dujagce RNA, w tym mikroRNA. MikroRNA (miRNA) sg
to krotkie, jednoniciowe czasteczki RNA (-21 nt), regulu-
jace ekspresje gendéw na poziomie translacji, poprzez, nie w
petni komplementarne, oddziatywanie miRNA z regionem
3'UTR czasteczek mRNA. Szacuje sig, ze u cztowieka wy-
stepuje okoto 1000 r6znych miRNA, regulujgcych ekspresje
przynajmniej 30% genow.

Autorzy niniejszego artykutu przeprowadzili badania,
majace na celu identyfikacje genéw miRNA, lezagcych w
polimorficznych obszarach CNV (CNV-miRNA, ang. copy
number variable microRNA genes). W badaniach tych porow-
nano lokalizacje wszystkich znanych genéw miRNA z lo-
kalizacjg znanych CNV [60]. Poréwnanie to pozwolito na
identyfikacje 209 miRNA, z ktorych 11 zlokalizowanych jest
w grupie wysokopolimorficznych CNV. W$rdd zidentyfiko-
wanych CNV-miRNA wystepuja: delecje (np. hsa-mir-384,
hsa-mir-1324), duplikacje (np. hsa-mir-1972, hsa-mir-1977)
i wielokrotne duplikacje (np. hsa-mir-1233, hsa-mir-1268), a
liczba kopii tych miRNA waha sie od 0 do 8. Dodatkowo,
porownanie frakcji genomu objetej polimorfizmem CNV
oraz frakcji miRNA zlokalizowanych w tych regionach, po-
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zwolito ustali¢, ze geny miRNA wystepuja rzadziej w rejo-
nach podlegajacych czestemu polimorfizmowi liczby kopii.
Wynik ten sugeruje, ze CNV podlegaja negatywnej selekcji
w regionach wystepowania genéw miRNA, co potwierdza
funkcjonalny charakter tych ostatnich.

Zmienno$¢ liczby kopii genéw miRNA, poprzez efekt
dawki, moze modyfikowa¢ poziom dojrzatych miRNA,
ktore z kolei mogag mniej lub bardziej efektywnie wycisza¢
translacje biatek z docelowych czasteczek mMRNA. Zmiana
poziomu biatka moze mie¢ wptyw na szereg modyfikowa-
nych przez te biatka procesdw/fenotypdw. Funkcje wielu
miRNA, zidentyfikowanych jako CNV-miRNA, zosta-
ty wczes$niej powigzane z réznymi waznymi fenotypami
cztowieka. Wsréd fenotypdw tych wystepujg m.in.: meska
nieptodnos$¢ (hsa-mir-383) [41], odrzucanie przeszczepow
(hsa-mir-142) [42], czy stwardnienie rozsiane (hsa-mir-1275)
[43], W szeregu prac wykazano réwniez, ze zidentyfikowa-
ne CNV-miRNA moga odgrywa¢ wazng role w kanceroge-
nezie [44-47].

PRZYKLADY WPLYWU POLIMORFIZMU
CNV NA FENOTYP CZLOWIEKA

W zwigzku z tym, ze polimorfizm CNV moze modyfiko-
wac poziom ekspresji genéw, mozna zatozy¢, ze bedzie on
rowniez waznym czynnikiem modyfikujgcym fenotyp czto-
wieka, zarbwno w stanie normy i w stanach chorobowych.
Ponizej zostanie opisanych kilka przyktadéw zwiazku poli-
morfizmu CNV z fenotypem cztowieka.

Polimorfizm CNV modyfikuje przystosowanie
do zmiennych warunkéw Srodowiskowych

Przyktadem genu, ktérego CNV modyfikuje fenotyp w
sposdb pozwalajacy na przystosowanie populacji do $ro-
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Rycina 3. Wptyw polimorfizmu CNV na fenotyp za posrednictwem efektu daw-
ki. Poréwnanie efektu dwadch kopii genu (A) i zwigekszonej liczby (5) kopii tego
genu (B). Polimorfizm CNV zmienia liczbe funkcjonalnych kopii genu, co z ko-
lei ma wptyw na poziom transkryptu oraz poziom kodowanego przez ten gen
biatka. Zmiana poziomu biatka wptywa na regulowane przez to biatko procesy
komérkowe, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do modyfikacji fenotypu czto-
wieka.
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dowiska, jest gen AMY1 (Ip21.1) [31]. Gen AMY1 koduje
amylaze, enzym obecny w $linie i soku trzustkowym, kto-
ry odpowiedzialny jest za hydrolize skrobi i innych wielo-
cukrow. Gen AMY1 znajduje sie w obrebie CNV, ktérego
liczba kopii rézni sie znaczgco zaré6wno miedzy poszcze-
géInymi osobami jak i miedzy r6znymi populacjami. Liczba
kopii genu AMY1 w diploidalnym genomie cztowieka moze
wynosi¢ od dwoch do nawet 15. Analiza liczby kopii genu
AMY1 (analiza gPCR) oraz ilosci amylazy w $linie (analiza
Western biot) u 50 oséb pochodzenia europejskiego, ujaw-
nita pozytywna korelacje (R2=0.351; P<0.0001) miedzy licz-
ba kopii AMY1 a poziomem amylazy w $linie [31]. Jako ze
efektywnos¢ trawienia skrobi, na ktérg wptywa aktywnos¢
amylazy, jest czynnikiem mogacym podlegaé zréznicowa-
nej selekcji w réznych populacjach, podjeto badania majace
na celu poréwnanie liczby kopii genu AMY1 miedzy popu-
lacjami ré6znigcymi sie pod wzgledem stosowanej diety. Ba-
dania przeprowadzono na grupie 133 os6b z trzech popula-
cji tradycyjnie stosujacych diete wysokoskrobiowg (spote-
czenstwa rolnicze oraz zhieracze, ktérych dieta oparta jest
o korzenie i bulwy) oraz na grupie 93 0séb z czterech popu-
lacji tradycyjnie stosujacych diete o niskiej zawartosci skro-
bi (spoteczenstwa zamieszkujace lasy deszczowe, jedzace
duzo owocéw oraz populacje p6tnocne, ktérych podstawg
zywienia sg zwierzeta hodowlane i ryby). Przeprowadzo-
na analiza wykazata, ze osoby z populacji tradycyjnie spo-
zywajacych duzo produktéw skrobiowych miaty $rednio
wiecej (6,7) kopii genu AMY1 w diploidalnym genomie niz
osoby z populacji o niskiej konsumpcji skrobi (Srednio 5,4)
[31] (Ryc. 4A).

Istnienie réznicy w liczbie kopii AMY1 i poziomie amy-
lazy miedzy poszczeg6lnymi populacjami potwierdzito hi-
poteze, ze w populacjach o diecie wysokoskrobiowej dob6r
naturalny faworyzowat wiekszg liczbe kopii genu AMY1, a
tym samym wyzszy poziom amylazy. W tym przypadku,
zalezna od CNV modyfikacja fenotypu ma wptyw na przy-
stosowanie sie poszczeg6lnych populacji do srodowiska,
poprzez ufatwienie trawienia dostepnego pokarmu, a tym
samym ztagodzenie niekorzystnych objawéw ewentual-
nych choréb jelitowych (np. biegunki) [31].

Polimorfizm CNV genow kodujacych 3defen-
syny zwieksza ryzyko tuszczycy

tuszczyca (OMIM #177900) jest przewlekly chorobg za-
palng skory cztowieka, wystepujacg u 2% populacji krajow
rozwinietych. Charakteryzuje sie czerwonymi, tuszczacymi
sie plamami, wystepujacymi zwykle na tokciach, kolanach i
torsie. Badania histologiczne zmian tuszczycowych wykazujg
obecno$¢ stanu zapalnego i zaktocone réznicowanie naskor-
ka. Ponadto w zmianach tych obserwuje sie wysoki poziom p
defensyn, matych biatek o wia$ciwosciach antybakteryjnych,
ktére odgrywajg wazng role w inicjacji systemu odpornoscio-
wego skory [36], (3 defensyny kodowane sg przez kilka ge-
néw (DEFB1, DEFB4, SPAGU, DEFB103, DEFB104, DEFB105,
DEFB106 i DEFB107) zlokalizowanych na chromosomie 8
(8p23.1). Wszystkie te geny, z wyjatkiem DEFB1, znajdujg sie
w duzym, powtdérzonym regionie, obejmujgcym okoto 300
kpz, ktéry w réznych populacjach ludzkich wystepuje zwy-
kle w 2 do 7 kopiach w diploidalnym genomie. Spotykane
sg jednak genotypy zawierajace nawet 12 kopii tego regionu
(Ryc. 4D). W zwigzku z antybakteryjnymi i prozapalnymi
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wiasciwosciami @ defensyn, wnioskuje sie, ze zmiana liczby
kopii kodujacych je gendw moze modyfikowa¢ ryzyko za-
padalno$ci na choroby infekcyjne i zapalne, m.in. tuszczyce.
W przeprowadzonych badaniach asocjacji typu case-controll
poréwnano liczbe kopii genéw P defensyn u chorych na tusz-
czyce oraz w odpowiednio dobranych prébkach kontrolnych z
Niemiec i Holandii [36]. Wykonane analizy pokazaly, ze liczba
kopii genow p defensyn w grupach chorych na tuszczyce jest
wyzsza ($rednio 4,51 i4,54, odpowiednio w populacji niemiec-
kiej i holenderskiej) w pordwnaniu z grupami 0s6b zdrowych
(4,14 1 4,18) (t-test, p=2,95x10'5i p=1,65x106). Oszacowano, ze
kazda dodatkowa kopia (powyzej 2) grupy genéw p defen-
syn, zwieksza relatywne ryzyko zachorowania na tuszczyce
o okoto 34%. Wynika to najprawdopodobniej z efektu dawki
jednego, kilku lub wszystkich genéw p defensyn w regionie
polimorficznym. Wyzsza liczba kopii powoduje zwigkszong
ekspresje p defensyn, a te z kolei intensywniej stymuluja ke-
ratynocyty do uwalniania szeregu interleukin, ktére majg wta-
$ciwosci prozapalne. To prowadzi do podwyzszenia podsta-
wowego poziomu czynnikow zapalnych, zwiekszajac ryzyko
wystgpienia tuszczycy. W zwigzku z tym, ze region polimor-
ficzny obejmuje kilka genow p defensyn, trudno jednak jedno-
znacznie okreslié, efekt ktérego genu (lub gendw) jest zwigza-
ny z ryzykiem tuszczycy [36].

Polimorfizm CNV genu UGT2B17
modyfikuje ryzyko osteoporozy

Osteoporoza (OMIM #166710) to najpowszechniejsza
choroba kosci charakteryzujgca sie wystepowaniem szere-
gu fenotypow sktadowych: niska gestoscig mineralng kosci
(BMD, ang. bone mineral density), ostabieniem struktury prze-
strzennej kosci (zmniejszeniem grubosci kory kosci (CT, ang.
cortical thinckness) i podwyzszeniem wskaznika odksztat-
cenia (BR, ang. buckling ratio) oraz wystepowaniem ztaman
osteoporotycznych (OF, ang. osteoporotic fracture). Chociaz
wszystkie powyzsze fenotypy sktadowe w znacznym stop-
niu determinowane sg przez czynniki genetyczne, do tej pory
udato sie zidentyfikowac zaledwie kilka genéw lub SNP, kto6-
re moga zwiekszac¢ ryzyko rozwoju osteoporozy.

W zwiazku z powyzszym, przeprowadzono analize CNV
w catym genomie w grupie 350 0s6b ze zdiagnozowang oste-
oporozg oraz w grupie 350 odpowiednio dobranych oso6b
kontrolnych (niewykazujagcych symptomdéw choroby) z po-
pulacji chinskiej. Analiza asocjacji w badaniach typu case-con-
trol wszystkich zidentyfikowanych CNV ujawnita jeden cze-
sty polimorfizm delecyjny w locus 4ql3.2, ktéry wykazywat
znaczace réznice w rozktadzie genotypéw w badanych gru-
pach. Czesto$¢ obserwowanych genotypow w locus 4ql3.2
w grupie badanej oraz kontrolnej wynosita odpowiednio: 0
kopii (delecje homozygotyczne) 62,9% i 75,5%, jedna kopia
(delecje heterozygotyczne) 34% i 23,1% oraz 2 kopie 3,1% i
1,4% (Ryc. 4B). Wyniki te pokazujg, ze posiadanie jednej lub
dwoch kopii tego regionu, zwieksza ryzyko wystgpienia
osteoporozy w poréwnaniu do os6b nieposiadajacych zad-
nej kopii tego regionu (iloraz szans OR=I,73, p=2,0x10'4).
Powyzsze wyniki zostaty potwierdzone rowniez w innych
badaniach typu case-control, zar6wno w innych populacjach
azjatyckich jak i w populacji europejskiej [33].

'W polskiej literaturze naukowej takie badania okre$la sie czesto jako
badania kliniczno-kontrolne.
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Chociaz w locus 4ql3.2 znajduje sie pie¢ genow (UGT2B17,
YTHDC1, TMPRSS11E, TMPRSS11E2 i UGT2B15), doktadna
analiza wykazata, ze polimorfizm CNV obejmuje region 150
kpz i obejmuje tylko gen UGT2B17 [33]. W dalszych badaniach
przeanalizowano wiec asocjacje polimorfizmu genu UGT2B17
w locus 4ql3.2 z poszczegdInymi fenotypami sktadowymi w
patogenezie osteoporozy. Wyniki analiz w populacji chifskiej
i europejskiej wyraznie wskazaty, ze liczba kopii genu nega-
tywnie koreluje z fenotypami BMD oraz CT, natomiast pozy-
tywnie koreluje z fenotypem BR [33]. Z powyzszych analiz
wynika, ze wptyw liczby kopii genu UGT2B17 na ryzyko oste-
oporozy odbywa sie poprzez modyfikacje fenotypoéw sktado-
wych zwigzanych z metabolizmem i strukturg kosci.

Analiza funkcji genu UGT2B17 pozwolita na ustalenie
mechanistycznego zwigzku miedzy liczbg kopii tego genu
a ryzykiem wystgpienia osteoporozy. Gen UGT2B17 koduje
enzym z grupy UDP-glukuronylotransferaz, ktéry odgrywa
kluczowag role w utrzymywaniu homeostazy i metabolizmie
wielu endogennych molekut, w tym hormonéw steroido-
wych [48]. Niektére z tych hormondw, androgeny i ich po-
chodne estrogeny, odgrywajg znaczacg role w utrzymywaniu
integralnosci kosci gabczastej i majg wtasciwosci stymulujace
formowanie kosci. Wykazano, ze wyzsza liczba kopii genu
UGT2B17 powoduje podwyzszenie poziomu syntezy enzy-
mu inaktywujacego androgeny, a w konsekwencji obnizenie
poziomu hormonéw steroidowych (testosteron, estradiol).
To z kolei zwieksza ryzyko osteoporozy w wyniku niepra-
widtowego formowania lub wzmozonej resorpcji kosci [33],

Wyzsza liczba kopii genu chemokiny CCL3L1
obniza ryzyko infekcji wirusem HIV

Wirus HIV czyli wirus niedoboru odpornosci cztowieka
(ang. human immunodeficiency virus), to wirus, ktory atakuje
gtéwnie limfocyty T-pomocnicze i wywotuje zesp6t nabytego
niedoboru odpornosci, czyli AIDS (OMIM #609423). Przebieg
zakazenia wirusem HIV jest wynikiem oddziatywania miedzy
czynnikami wirusowymi (poziom wiremii, wirulencja, zdol-
nos¢ transmisji, tropizm komaérkowy wirusa) oraz czynnikami
zaleznymi od gospodarza, ktére w znacznym stopniu deter-
minowane sg genetycznie [49], Jednym z takich czynnikdw jest
polimorfizm CNV na chromosomie 17. Polimorfizm ten obej-
muje dwa geny: CCL3L1 i CCL4L1, ktore kodujg chemokiny
CCL3L1 i CCLALL. G¥dwnym receptorem chemokiny CCL3L1
jest receptor CCR5. Ze wszystkich znanych ligandéw recepto-
ra CCR5, chemokina CCL3L1 wykazuje do niego najwieksze
powinowactwo. Jednocze$nie receptor CCR5 wraz z korecep-
torem CD4 jest miejscem rozpoznawanym przez wirusa HIV,
ktére umozliwia integracje i wnikanie wirusa do komaérki [50].

Liczba kopii genu CCL3L1 wykazuje duza zmiennos$¢ za-
réwno w obrebie populacji, jak i miedzy populacjami. Ana-
liza CNV genu CCL3L1 u 1064 os6b pochodzgcych z 57 r6z-
nych populacji pozwolita na identyfikacje genotypow za-
wierajacych od 0 do 14 kopii tego genu. Jednocze$nie wyka-
zano, ze populacje afrykanskie charakteryzujg sie znacznie
wiekszg Srednig liczbg kopii genu CCL3L1 ($rednio 6 kopii)
niz populacje nieafrykanskie. Przyktadowo, populacje euro-
pejskie (np. Hiszpanie, Francuzi) maja $rednio dwie kopie,
populacje centralno- i potudniowoazjatyckie majg $rednio
trzy kopie, a populacje wschodnioazjatyckie (np. Japonczy-
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cy, Chinczycy) i amerykanskie (np. Kolumbijczycy) maja
Srednio cztery kopie genu CCL3L1. Ustalono ze, geograficz-
ny region zamieszkiwania lub pochodzenia badanych oséb
ttumaczy blisko 35% zmiennosci rozktadu liczby kopii genu
CCL3L1 w populacjach ludzkich [37].

Podjete badania typu case-control os6b zakazonych HIV
(HIVH) oraz oséb niezakazonych (HIV), pochodzacych z
czterech réznych populaqi ludzkich wykazaty, ze we wszyst-
kich tych populacjach $rednia liczba kopii genu CCL3L1 byta
wyzsza u 0s6b zdrowych niz u nosicieli wirusa HIV (Ryc.
4C). Wynik ten sugeruje, ze wyzsza liczba kopii genu CCL3L1
moze mie¢ dziatanie ochronne, zmniejszajace ryzyko zakaze-
nia wirusem HIV. Oszacowano, ze kazda dodatkowa kopia
tego genu obniza ryzyko zakazenia wirusem HIV o0 4,5-10%.
Wynika to najprawdopodobniej z efektu dawki genu CCL3L1.
Zwigkszenie liczby kopii CCL3L1, wptywa na zwiekszong
synteze chemokiny CCL3L1, ktéra jako ligand o wysokim
powinowactwie, konkuruje z wirusem HIV o dostep do re-
ceptora CCR5, tym samym utrudnia wigzanie wirusa do re-
ceptora, co w konsekwencji zmniejsza szanse infekcji i ryzyko
zakazenia wirusem HIV (Ryc. 5). Dalsze badania wykazaty,
ze liczba kopii genu CCL3L1 wptywa nie tylko na obnizenie
ryzyka infekcji wirusem HIV, ale réwniez na przebieg choro-
by. Analiza liczby kopii genu CCL3L1 u nosicieli wirusa HIV
wykazata, ze osoby z wyzszg liczbg kopii tego genu, pézniej
rozwijaty petne objawy AIDS oraz wykazywalty nizszg Smier-
telno$¢ w badanych przedziatach czasowych [37],

Wyzsza liczba kopii genu CCL3L1, a tym samym wyz-
szy poziom chemokiny CCL3L1, zmniejsza ryzyko infekcji
wirusem HIV oraz prawdopodobnie innych chordb infek-
cyjnych. Jednak te same aliele (wyzsza liczba kopii genu

A . CCL3L1

CD4

blona

limfocyt T

limfocyt T

limfocyt T

Rycina 5. Wptyw poziomu chemokiny CCL3L1 na efektywnos$¢ infekcji wirusa
HIV. (A) Chemokina CCL3L1 jest ligandem wykazujacym najwieksze powino-
wactwo do receptora CCR5, znajdujacego si¢ na powierzchni limfocytéw pomoc-
niczych T. (B) Receptor CCR5 wraz z koreceptorem CD4 jest miejscem rozpo-
znawanym przez wirusa HIV, ktére umozliwia integracje i wnikanie wirusa do
komérki. (C) Zwiekszony, w wyniku efektu dawki, poziom chemokiny CCL3L1
utrudnia dostep wirusa HIV do receptora CCR5, a tym samym zmniejsza ryzyko
infekcji.
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CCL3L1) zwiekszajg ryzyko wystgpienia choréb zapalnych
i autoimmunologicznych. Podobne zjawisko obserwuje sie
takze w przypadku innych polimorfizmow, ktérych allele
obnizajg ryzyko choréb infekcyjnych. Podjete badania typu
case-control wykazaty, ze osoby z wyzszg liczbg kopii genu
CCL3L1 majg wieksze ryzyko wystgpienia ostrej choroby
zapalnej Kawasaki [51] oraz dwoch chordb autoimmuno-
logicznych: reumatoidalnego zapalenie stawow (RA, ang.
rheumatoid arthritis) [52] i uktadowego toczenia rumienio-
watego (SLE, ang. systemie lupus erythematosus) [53].

Polimorfizm CNV genu CYP2D6 wptywa na
szybko$¢ metabolizmu wielu lekéw

Innym przykiadem wptywu polimorfizmu na fenotyp
cztowieka jest modyfikacja metabolizmu lekdw. Zmienno$¢
indywidualnej zdolnosci metabolizowania lekéw moze
mie¢ daleko idace konsekwencje, zardwno w kontekscie
toksycznosci lekow, jak rowniez ich skutecznosci w lecze-
niu. W metabolizmie lekéw znaczng role odgrywa cyto-
chrom P450, katalizujgcy rozktad lekéw. P450 wystepuje
w wielu formach izoenzymatycznych (szerzej opisanych w
[54]), z ktérych najwazniejsze to CYP3A4 oraz CYP2D6 [55],
Enzym CYP2D6 jest zaangazowany w metabolizm 20-25%
zatwierdzonych obecnie lekow [56], w tym lekéw antyde-
presyjnych, przeciwbdlowych, lekéw usuwajgcych nudno-
$ci, neuroleptycznych, lekéw przeciw arytmiom serca oraz
lekow przeciwnowotworowych (np. tamoxifen) [57],

Gen kodujacy enzym CYP2D6 (CYP2D6) zlokalizowany
jest na chromosomie 22 (22ql3.2) i wystepuje u cztowieka w
réznej liczbie tandemowych powtdérzen [58]. Liczba kopii (po-
wtdrzen) genu CYP2D6 w diploidalnym genomie waha sie od
jednego do nawet 12. Wykazano, ze liczba funkcjonalnych ko-
pii genu CYP2D6 wptywa na poziom jego ekspresji, a ta z kolei
jest silnie skorelowana z szybkos$cig metabolizowania lekdw.
Osoby nieposiadajgce funkcjonalnych kopii genu CYP2DS6,
naleza do grupy charakteryzujgcej sie wolnym metabolizmem
lekéw (PM, ang. poor metabolizers). W przeciwienstwie do nich,
osoby posiadajgce duzg liczbe kopii genu CYP2D6 (wiecej niz
4w diploidalnym genomie) charakteryzujg sie fenotypem bar-
dzo szybkiego metabolizmu lekéw (UM, ang. ultra-rapid meta-
bolizers). Fenotyp ten zwigzany jest z brakiem odpowiedzi na
terapie przy standardowych dawkach lekéw. Dodatkowym
czynnikiem modyfikujacym powyzsze zaleznosci, sg mutacje
punktowe, wplywajgce na poziom ekspresji i funkgonalnos¢
poszczegdlnych kopii genu CYP2D6 [59],

Poza duzym zr6znicowaniem osobniczym, $rednia liczba
kopii genu CYP2D6, a tym samym efektywnos$¢ metabolizmu
lek6éw, rézni sie znaczgco takze miedzy réznymi ludzkimi po-
pulacjami. Przyktadowo, 30% populacji etiopskiej czy popu-
lacji saudyjskiej charakteryzuje sie fenotypem UM, co korelu-
je z czestym wystepowaniem w tej populacji alleli zawieraja-
cych 2, 3,4 czy nawet 5 funkcjonalnych kopii genu CYP2D6 i
jednoczesnym brakiem w tej populacji oséb nieposiadajgcych
ani jednej funkcjonalnej kopii tego genu. W przeciwienstwie
do populacji wymienionych powyzej, fenotyp UM wystepuje
bardzo rzadko w populacjach pétnocno-europejskich i prak-
tycznie nie wystepuje w populagach azjatyckich, co koreluje
z bardzo niska czestoscig alleli, zawierajagcych wiecej niz jed-
ng kopie genu CYP2D6 w tych populacjach [57,59].
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PODSUMOWANIE

Polimorfizm liczby kopii w genomie cztowieka jest inten-

sywnie badanym zjawiskiem w wielu o$rodkach naukowych.
Wymienione w niniejszej pracy przyktady zwigzkoéw tego po-
limorfizmu z fenotypem cztowieka, to zaledwie kilka sposrod
obecnie znanych. Dotychczas prowadzone badania, identyfi-
kujace coraz to nowsze CNV iich wptyw na fenotyp cztowie-
ka, sa jednak w znacznym stopniu ograniczone przez brak od-
powiednich metod, pozwalajgcych na precyzyjne okreslenie
liczby kopii pojedynczych CNV w indywidualnych probkach.
Pewne nadzieje w tym zakresie mozna wigzac¢ z zastosowa-
niem do genotypowania CNV metod masowego sekwencjo-
nowania. Chociaz wiedza dotyczaca udziatu polimorfizmu
CNV w zmiennosci fenotypu cztowieka jest jeszcze niepetna,
to jednak juz teraz mozna stwierdzié, ze polimorfizm liczby
kopii jest istotnym czynnikiem modyfikujacym nasz fenotyp.
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ABSTRACT

The variability of human populations in a large part is determined by two complementary factors: environment and genetic information.
Genetic variation is caused by different genetic variants (polymorphisms and mutations) present in the human genome. Until recently it was
thought that most of these variants are small changes of one or several nucleotides (SNPs) which in their millions are present in the human
genome. However, it was recently shown that there are also polymorphisms that extend over hundreds of thousands of DNA base pairs in
the human genome. Such alternations called copy number variation (CNV) often include genes and other functional genetic elements. In this
article we present the general characteristics of copy number polymorphism and we discuss some examples of CNVs that influence human

phenotypes.
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Rola piRNA oraz biatek Piwi w regulacji
rozwoju komorek ptciowych

STRESZCZENIE

owa grupa matych, niekodujacych czasteczek RN A, piRNA, o dtugosci 24-30 nukleoty-

dow, wystepuje przede wszystkim w komérkach ptciowych. Czasteczki te tworzg kom-
pleksy z biatkami Piwi, nalezgcymi do rodziny Argonaute. W przeciwienstwie do wiekszosci
niskoczasteczkowych RNA, powstajg bez udziatu RNazy Dicer. Ich obecno$¢ stwierdzono
w komorkach linii ptciowej meskiej i w zeniskiej r6znych organizméw, od owadéw do czto-
wieka. Mechanizm biogenezy piRNA nie zostat do kofAca poznany, jednak zaktada sie, ze
powstajg one z dtugich, jednoniciowych prekursoro6w RNA, kodowanych przez wystepujace
w genomie sekwencje powtarzajgce sie. Znaczna cze$¢ piRNA odpowiada sekwencjom re-
trotranspozonéw, co wskazuje na ich udziat w wyciszaniu ekspresji elementéw ruchomych
iutrzymaniu integralnosci genomu komérek ptciowych. Natomiast zaktécenia szlaku synte-
zy piRNA oraz mutacje biatek Piwi powodujg aktywacje transpozonéw oraz liczne defekty
w przebiegu gametogenezy, czemu towarzyszg zaburzenia rozrodu. W niniejszym artykule
przegladowym przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat struktury, biogenezy i funkcji
czasteczek piRNA oraz oddziatujacych z nimi biatek Piwi.

WPROWADZENIE

Dzieki projektom sekwencjonowania genomow odkryto, ze liczba gendw, jak
i dtugos¢ sekwencji kodujgcych biatka u zwierzat nie wykazujg znacznych réz-
nic, pomimo ogromnej réznorodnosci tych organizmoéw [1]. Zbudowany z okoto
1000 komorek nicien Caenorhabditis elegans posiada w przyblizeniu 20 tysiecy
gendéw [2], podobnie jak cztowiek, u ktérego 100 bilionéw komorek tworzy pre-
cyzyjnie uformowane tkanki [3]. Jaki zatem mechanizm powoduje tak znaczne
zréznicowanie organizméw zwierzecych? Po czesci moze to wynikac z czestsze-
go wykorzystania mechanizmu réznicowego sktadania pierwotnego transkryp-
tu (ang. alternative splicing) przez bardziej ztozone organizmy, w celu powigksze-
nia proteomu. Jednakze hipoteza ta nie zostata w petni potwierdzona z uwagi na
brak danych pochodzacych z sekwencjonowania transkryptomu organizmow
na réznych stadiach ich rozwoju [4]. Inna hipoteza dotyczy regulacji ekspresji
informacji genetycznej oraz przeksztatcania komdrek zawierajacych identycz-
ny genom w komorki zréznicowane fenotypowo i funkcjonalnie przy udziale
niekodujagcego RNA (ncRNA) [5]. Wiekszos¢ genomu (ponad 70%) ulega trans-
krypcji, jednak tylko niewielka czes¢ transkryptomu koduje sekwencje biatek.
Wydaje sie zatem, ze ncRNA, ktérego zawarto$¢ wzrasta wraz ze ztozonoScig
organizmu, moze petni¢ funkcje regulatorowe w komaérkach eukariotycznych.

Zidentyfikowano wiele elementéw regulatorowych dziatajacych na poziomie
RNA, ktére mozna podzieli¢ na elementy kontroli ekspresji genéw typu cis i
trans. Sekwencje regulatorowe dziatajace in cis kontroluja transkrypcje, przetwa-
rzanie mMRNA, jego lokalizacje i stabilno$¢, a takze translacje. Zalicza sie do nich
m. in. sekwencje promotorowe wraz z sekwencjami wzmacniajgcymi i ostabia-
jacymi transkrypcje, rejony, ktére nie ulegajg translacji (UTR), sygnaty poliade-
nylacji i regulatory splicingu [6]. Natomiast badania prowadzone w ostatnich
latach dostarczyty wielu informacji na temat roli elementéw typu trans, gtéwnie
niskoczasteczkowych RNAL Organizmy eukariotyczne produkujg rézne typy
matych czasteczek RNA o dtugosci od 19 do 30 nukleotydéw (nt), ktére uczest-
niczg w wielu szlakach komdrkowych. Oddziatujgc z biatkami z rodziny Argo-
naute, biorg udziat w rozpoznaniu specyficznej sekwencji nukleotydowej, co w
konsekwencji moze doprowadzi¢ do degradacji mMRNA, zahamowania transla-
cji lub tworzenia heterochromatyny [7], Jak dotagd dobrze scharakteryzowano
dwie klasy niskoczgsteczkowych RNA: microRNA (miRNA) oraz krotkie inter-
ferencyjne RNA (siRNA). Powstajg one z dwuniciowych prekursorow RNA jako
W ostatnich latach ukazato kilka artykutéw przegladowych w jezyku polskim poswieconych
temu zagadnieniu: Warkocki Z, Figlerowicz M (2006) Krétkie interferencyjne RNA dziatajace
in trans. Postepy Biochem 52: 253-259; Filip A (2007) MikroRNA nowe mechanizmy regulacji
ekspresji genéw. Postepy Biochem 53: 413-419; Sobkowiak &, Szarzynska B, Szweykowska-
Kulinska Z (2008) Biogeneza roslinnych mikro RNA. Postepy Biochem 54: 308-316.
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Tabela 1. Poréwnanie wtasciwosci wybranych klas niskoczasteczkowych RNA.

Wiasciwosci miRNA SiRNA

Dtugosé ~21nt -22 nt
Pochodzenie egzogenny RNA endogenny RNA
Struktura dwuniciowy RNA jednoniciowy RNA

Liczba w komorce brak danych kilkaset

nie wystepuje w

tkankach i komérkach r6zne tkanki i komorki

W ystepowanie

Czasteczki wigzace biatka Ago biatka Ago
Udziat RNazy Dicer wymagany wymagany

. udziat w mechanizmie regulacja ekspresji
Funkcja interferencji RNA genow

produkty dziatania RNazy Dicer. Wiazac sie z docelowa
sekwencjag mRNA, powoduja jego degradacje lub represje
translacji. Najnowsze doniesienia wskazuja, ze biogene-
za niektorych miRNA i siRNA moze zachodzi¢ takze bez
udziatu RNazy Dicer [8,9]. Podobnie jak to stwierdzono w
przypadku odkrytej w ostatnich latach, nowej klasy nisko-
czasteczkowych RNA — piRNA [10]. Ta nowa grupa ma-
tych RNA oddziatuje z podrodzing biatek Piwi i wykazuje
wiele réznic w poréwnaniu z siRNA oraz miRNA (Tab. 1).

CHARAKTERYSTYKA BIALEK NALEZACYCH
DO RODZINY ARGONAUTE

Biatka Argonaute stanowiag gtowny sktadnik biatkowy
komplekséw RISC biorgcych udziat w wyciszaniu ekspresji
gendw w procesie interferencji RNA [11]. Laczg sie one z ni-
skoczasteczkowymi RNA w celu rozpoznania specyficznej,
docelowej sekwencji nukleotydowej. Jak dotad, najlepiej
scharakteryzowanymi partnerami dla tych biatek sg miR-
NA, ktére biorg udziat gtdwnie w potranskrypcyjnym wy-
ciszaniu gendw oraz siRNA, ktére uczestniczg zaréwno w
transkrypcyjnej, jak i potranskrypcyjnej regulacji ekspresji
gendw [12]. W oparciu o podobienstwo sekwencji amino-
kwasowej, rodzine Argonaute mozna podzieli¢ na trzy pod-
rodziny. Najwieksza z nich to podrodzing Ago, ktérej na-
zwa pochodzi od biatka Agol z rzodkiewnika pospolitego
(Arabidopsis thaliana). Biatka nalezace do tej podrodziny sa

syntetyzowane w wielu réz-
nych tkankach i komérkach
i wigzg sie z miRNA oraz
siRNA. Druga podrodzinag,
to podrodzing Piwi, ktorej
nazwa pochodzi od biatka
Piwi (ang. P-element induced
wimpy testis) wystepujacego
u muszki owocowej (Droso-
phila melanogaster). W prze-
ciwienstwie do biatek Ago,
synteza biatek Piwi jest ogra-
niczona gtéwnie do komorek
ptciowych. Trzecig podro-
dzine biatek Argonaute sta-
nowi podrodzing Class 3, ktéra zawiera wytgcznie biatka
wystepujace u C. elegans [13].

piRNA

- 24-30 nt
endogenny RNA
jednoniciowy RNA
- 50 000

spermatocyty, spermatydy

biatka Piwi

nie wymagany

represja retrotranspozonow i
regulacja potranskrypcyjna

Biatka Argonaute to zasadowe biatka o masie czgstecz-
kowej okoto 90 kDa, ktérych sekwencja aminokwasowa
zostata zachowana w ewolucji organizmoéw eukariotycz-
nych. Posiadajg one dwie gtéwne domeny biatkowe: do-
mene PAZ (Piwi Argonaute i Zwille) oraz domene PIWI
[11]. Domena PAZ, zbudowana z okoto 100-200 reszt
aminokwasowych (aa), wigze jednoniciowe kwasy nukle-
inowe. Odpowiada ona za oddziatywanie z koAcem 3' ni-
skoczgsteczkowych RNA. Natomiast domena PIWI o dtu-
gosci 400-600 aa wykazuje strukturalne podobienstwo do
domeny rybonukleazy H. W przypadku niektérych biatek
moze ona dziata¢ jako endonukleaza rozpoznajgca specy-
ficzne dwuniciowe sekwencje i przecinaé mRNA komple-
mentarne do niskoczgsteczkowych RNA [13]. Co ciekawe,
motyw petnigcy funkcje katalityczne jest rézny u réznych
biatek. RNazy H w domenie katalitycznej zawierajg mo-
tyw Asp-Asp-Glu, podrodzing Ago posiada motyw Asp-
Asp-His, natomiast podrodzing Piwi motyw Asp-Asp-Leu
[14]. Niektére biatka Ago (np. Ago2) oraz biatka Piwi u
D. melanogaster wykazuja aktywno$¢ endonukleolityczng
[15]. Biatka Argonaute posiadajg réwniez domene MID
zbudowana z okoto 150 aa odpowiedzialng za wiazanie
grupy fosforanowej znajdujacej sie na koncu 5' niskoczg-
steczkowych RNA [13].

Tabela 2. Poréwnanie biatek Argonaute i oddziatujacych z nimi niskoczasteczkowych RNA u D. melanogaster i myszy.

Podrodzing Ago

mysz D. melanogaster

Cztonkowie Agol-4 Agol, Ago2

Synteza w W|e’lu tkankach w wielu tkankach i komdrkach
i komdrkach

miRNA iegzogenne

Mate RNA, wielko$¢ SIRNA, 21-23 nt

Aktywnos$é

przecinania RNA Ago?

Agol, Ago2

miRNA (Agol), wirusowe
siRNA (Ago2), 21-23 nt

Podrodzing Piwi

D. melanogaster
Piwi, Ago3, Aub
zenskie i meskie
komérKi ptciowe

mysz
Mili, Miwi, Miwi2
komadrki P}ciowe %Iéwnie |adra)

piRNA, 26-30 nt piRNA, 24-28 nt

Nieznana Piwi, Aub, Ago3

pierwotne piRNA: mechanizm nieznany; drugorzedowe

Biogeneza . . i : icer- . ) . . -
N miRNA: Drosha, Dicer rr.nRNA.\ I?rosha, Dicer-1 piRNA: aktywnos¢ hvdrolitvczna biatek Piwi oraz
matych RNA siRNA: Dicer-2 . X . . \
nieznany czynnik przetwarzajacy koniec 3
miRNA: represja mlRNA..'r.epreSJa . . .
S . translacji i degradacja . . . wyciszanie
. translacji i degradacja wyciszanie transpozonéw, . .
Funkcja endogennego mRNA; . . . transpozonoéw, regulacja
endogennego mRNA; . . . metylacja powtdrzen DNA?
- . . wirusowe siRNA:hamowanie heterochromatyny?
egzogenne sSiRNA:RNAI . . -
wirusowej replikacji
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Biatka Piwi wystepujg u wielu roznych zwierzat, od owa-
dow do cztowieka, a ich obecnos$¢ jest Scisle skorelowana
z pojawieniem sie wyspecjalizowanych komoérek rozrod-
czych. Na wczesnym etapie rozwoju u wiekszos$ci zwierzat
dochodzi do rozdzielenia komaérek linii piciowej i soma-
tycznej, a synteza biatek Piwi zostaje ograniczona tylko do
komoérek ptciowych [16]. U plazincow biatka Piwi sg syn-
tetyzowane w komorkach rozrodczych oraz neoblastach,
czyli niezréznicowanych komdérkach macierzystych odpo-
wiedzialnych za zdolnosci regeneracyjne tych organizmoéw
[17]. Chociaz neoblasty sg uwazane za somatyczne komoérki
macierzyste, to mogg one da¢ poczatek komoérkom picio-
wym. A zatem zachowana ewolucyjnie obecno$¢ biatek
Piwi w réznych organizmach swiadczy o ich waznej funkcji
w komdrkach ptciowych.

U D. melanogaster wystepuja trzy biatka nalezace do
podrodziny Piwi: Piwi, Aubergine (Aub) oraz Argonaute 3
(Ago3). Syntetyzowane sg one w meskich i zeAskich komor-
kach piciowych (Tab. 2). Obecno$é biatka Piwi stwierdzo-
no réwniez w komorkach somatycznych, ktére pozostaja
w bliskim kontakcie z komdrkami ptciowymi [15,18,19]. Z
kolei synteza trzech biatek myszy: Miwi, Mili i Miwi2 (zna-
nych réwniez jako Piwill, Piwil2 i Piwil4) jest ograniczona
gtéwnie do meskich komérek ptciowych [20,21], Biatka te sg
syntetyzowane na réznych etapach spermatogenezy [22,23],
Biatko Miwi2 jest obecne tylko w prenatalnych komaérkach
macierzystych linii ptciowej, ktore nie ulegaja podziatom
mitotycznym. Ponadto, ulega syntezie w komérkach pod-
porowych kanalikéw nasiennych (komérkach Sertoliego),
jednak nie jest to niezbedne dla podtrzymania funkcji roz-
rodczych organizmu [20]. Natomiast synteza biatka Mili
rozpoczyna sie juz w pierwotnych komaérkach piciowych i
trwa az do stadium okragtej spermatydy (Ryc. 1). Z kolei

12,5 dzien Pierwotne komérki piciowe 4
| o
it l | Miwi2
Narodzi i 5 dzi
e o) : .
3 dzien
Ml — Spermatogonia
6,5 dzieh P £e iRNA
\ /' P!
\ l 26.28 nt
Mitoza
Spermatocyty I rzedu
Miwi2 Mili
— Leptoten
10 dzien Zygoten
Pachyten
14 dzie Diploten
Diakineza
Mejoza Spermatocyty Il rzedu
| piRNA
l 29-31 nt
Miwi —3p Okragte spermatydy L 2
|

20 dzied
|

s X >
ROTTHOgaNoZa T7uzes WydluZone spermatydy

v
30 dzied Plemniki

Rycina 1. Ekspresja piRNA i synteza biatek Piwi podczas spermatogenezy u
myszy. Po lewej stronie kolorem czerwonym oznaczono prenatalny okres zycia
osobnika oraz dzien narodzin, natomiast kolorem niebieskim okres od narodzin
do osiaggniecia dojrzatosci pitciowej. Na schemacie wyrézniono poszczeg6lne
stadia spermatogenezy. Zaréwno intensywne podziaty mitotyczne spermatogo-
nii, jak i wytwarzanie plemnikéw zachodzg przez cate zycie osobnika. Kolorem
z6ttym oznaczono moment zatrzymania spermatogenezy w przypadku mutacji
poszczegdlnych biatek Piwi. Po prawej stronie z kolei zaznaczono synteze bia-
tek Miwi, Mili i Miwi2 oraz dwéch populacji piRNA na poszczegdlnych etapach
spermatogenezy. Opracowano na podstawie [24,37], szczeg6towy opis w tekscie.
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biatko Miwi jest wykrywane od stadium pachytenu profazy
pierwszego podziatu mejotycznego, az do stadium wyd#tu-
zonej spermatydy [24], Zgodnie ze zr6znicowanym czasem
syntezy réwniez moment zatrzymania spermatogenezy
u myszy z mutacjami powodujagcymi dezaktywacje biatek
Piwi jest rézny. W przypadku mutacji genu kodujgcego
biatko Miwi2 spermatogeneza jest blokowana w profazie
pierwszego podziatu mejotycznego, w stadium leptotenu.
Roéwniez u tych myszy obserwuje sie degeneracje sperma-
togonii, co moze wskazywac na role tego biatka w utrzyma-
niu populacji komérek macierzystych linii ptciowej [20]. Z
kolei defekt biatka Mili powoduje zatrzymanie spermatoge-
nezy na etapie wczesnego pachytenu, w profazie pierwsze-
go podziatu mejotycznego, podczas gdy u myszy z mutacja
w genie kodujagcym biatko Miwi dochodzi do zatrzymania
spermatogenezy w fazie okragtej spermatydy (Ryc. 1).

W celu lepszego zrozumienia funkcji biatek Piwi prze-
prowadzono liczne badania z wykorzystaniem osobnikdw
posiadajacych zmutowane badz nieaktywne (zastosowano
technike ,,knock-out") geny kodujace biatka Piwi. Odkryto,
ze retrotranspozon LI, wystepujacy w genomie myszy, nie
jest metylowany u osobnikdw posiadajgcych biatko Mili z
defektami bedacymi wynikiem mutacji, co sugeruje, ze biat-
ko to moze bra¢ udziat w metylacji pewnych rejonéw DNA.
Podobnie, nie dochodzi do metylacji DNA niektorych trans-
pozon6éw u myszy z nieaktywnym genem kodujacym biat-
ko Miwi2 [25]. Wyniki tych badan wskazuja, ze biatka Piwi
moga bra¢ udziat w transkrypcyjnym wyciszaniu genoéw z
wykorzystaniem procesu metylacji DNA.

Interesujgce cechy posiada biatko Piwill wystepujgce u
cztowieka (znane rowniez jako Hiwi), bedace ortologiem
biatka Miwi myszy. Jak dotad, nie zidentyfikowano nisko-
czasteczkowych RNA, ktére oddziatywalyby z tym biat-
kiem. Wystepuje ono w meskich komérkach ptciowych, a
takze w tkankach somatycznych, a jego wzmozony poziom
zostal zaobserwowany w kilku rodzajach nowotworow
[26,27],

ODKRYCIE | CHARAKTERYSTYKA piRNA

Pierwsze wzmianki dotyczace nowej, odrebnej popula-
cji niskoczasteczkowych RNA oddziatujgcych z biatkami
Piwi, pochodza z badan prowadzonych na muszce owo-
cowej. Obecnos$¢ frakcji 25-27 nt RNA homologicznych do
bogatego w powtdrzenia locus Stellate zostata powigzana z
wyciszaniem jego ekspresji. Ponadto proces ten wymagat
obecnosci biatek z podrodziny Piwi [28]. Profilowanie eks-
presji niskoczgsteczkowych RNA podczas rozwoju muszki
owocowej umiejscowito specyficzne dla locus Stellate mate
RNA w obrebie szerszej klasy rasiRNA [29]. Niskoczgstecz-
kowe RNA przypominajgce rasiRNA zostaty takze zidenty-
fikowane w jadrach ijajnikach ryby danio pregowany (Da-
nio rerio) oraz w jadrach ssakdéw i nazwano je piRNA (ang.
Piwi-interacting RNAs) [30]. Chociaz te niskoczgsteczkowe
RNA posiadaty kilka cech wspolnych z rasiRNA, to istniaty
rowniez znaczne réznice m. in. brak sekwencji odpowiada-
jacych elementom powtarzajgcym sie w genomie. Obecnie
wiadomo jednak, ze piRNA moga wywodzié sie zaréwno z
elementéw powtarzajacych sie, jak i z unikatowych sekwen-
cji DNA, ize rasiRNA stanowig podklase piRNA [31].
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Czasteczki piRNA zostalty wyizolowane z jagder myszy
(Mus musculu$) w 2006 roku przez cztery niezalezne grupy
badawcze. Rozdziat w zelu catkowitego RNA izolowanego
z jader doprowadzit do wstepnej identyfikacji frakcji piRNA
zawierajacej czasteczki o dtugosci okoto 30 nt piRNA. Byto
to mozliwe, poniewaz w komdrkach ptciowych wystepuje
znacznie wiecej piRNA niz pozostatych niskoczagsteczko-
wych RNA [32-35]. Oszacowano, ze okoto milion czasteczek
piRNA przypada na jeden spermatocyt lub wczesng sper-
matyde [32],

W celu zidentyfikowania niskoczgsteczkowych RNA
oddziatujacych z biatkiem Miwi przeprowadzono analizy,
ktére doprowadzity do odkrycia czasteczek RNA o nieocze-
kiwanej wielkosci (29-30 nt). W wyniku sekwencjonowania
otrzymano ponad 50 tysiecy sekwencji RNA. Wiele z nich
pojawito sie tylko raz, co Swiadczy o duzym zréznicowaniu
populacji piRNA [33]. Odkryte piRNA ulegaty precypitacji
z przeciwciatem skierowanym przeciwko biatku Miwi, co
wskazuje, ze biatko to wigze sie z tg klasg niskoczasteczko-
wych RNA i jest niezbedne do ich akumulacji w komérce
[35]. Zauwazono takze, ze 30 nt czgsteczki piRNA nie byty
wykrywane u myszy z mutacjg powodujaca catkowitg utra-
te funkcji genu miwi [35]. Natomiast, przeprowadzajac im-
munoprecypitacje z przeciwciatem rozpoznajgcym biatko
Mili odkryto 26-28 nt piRNA oddziatujace z tym biatkiem
oraz dodatkowg populacje czasteczek RNA dtuzszych $red-
nio o 3 nt, ktéra nie oddziatywata z biatkiem Mili [32],

Rozktad wielkosci zidentyfikowanych RNA wskazuje, ze
istniejg dwie odrebne populacje piRNA [32-35]. Pierwsza
grupa zawiera piRNA o dtugosci od 29 do 31 nt, oddziatuja-
ce z biatkiem Miwi. Ich ekspresja zbiega sie w czasie z syn-
tezg biatka Miwi czyli od potowy pachytenu profazy pierw-
szego podziatu mejotycznego do stadium wczesnej sperma-
tydy. Druga grupa zawiera nieco krotsze piRNA (26-28 nt),
ktore specyficznie wigzg sie z biatkiem Mili [32]. Ulegaja
one ekspresji juz w stadium spermatogonii i zaczynaja za-
nika¢ w stadium okragtej spermatydy (Ryc. 1). U dorostych
myszy pierwsza grupa zawierajgca diuzsze czasteczki jest
liczniejsza niz druga grupa krotszych piRNA. Obie grupy
moga byé generowane z tych samych loci, ale w odmien-
ny sposob, gdyz sondy dla niektérych piRNA wykrywaja
zarowno 30 nt, jak i 26 nt czasteczki RNA [32,34], Analiza
metodg RACE (ang. rapid amplification of cDNA ends), pole-
gajaca na wykorzystaniu kilku reakcji PCR z odpowiednio
dobranymi starterami w celu ustalenia sekwencji jednego z
koncow cDNA [36], wykazala, ze korice 5' piRNA sg iden-
tyczne, podczas gdy konce 3' sg krétsze o 2 nt w przypad-
ku piRNA wiazacych sie z biatkiem Mili [32], Jak dotad nie
wiadomo, czy te dwie grupy piRNA peinig r6zne funkcje.

Czasteczki piRNA majg kilka interesujgcych cech. Po
pierwsze, te niskoczagsteczkowe RNA sg dtuzsze niz miR-
NA i siRNA. Po drugie, znaczna wiekszo$¢ piRNA (okoto
96%) wystepuje w genomie w postaci klastréw, ktére majg
dtugos$¢ od 1 tys. do 100 tys. par zasad i zawierajg od 10
do 4 500 niskoczasteczkowych RNA, co oznacza ze tysigce
piRNA moze powstawac z tego samego locus [37], Klastry
te wykazuja ciekawe witasciwosci. Niektore z nich sg jedno-
kierunkowe, co oznacza, ze wszystkie piRNA sg kodowane
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Rycina 2. Biogeneza piRNA. Klaster piRNA ulega jedno- lub dwukierunkowej
transkrypcji, w wyniku ktérej powstajg dtugie, pierwotne transkrypty przetwa-
rzane nastepnie do dojrzatych czasteczek piRNA. Mechanizm obrébki jednoni-
ciowych prekursoréw piRNA do dojrzatych czgsteczek nie zostat poznany. Opra-
cowano na podstawie [24,37].

przez jedng z nici, podczas gdy wiele klastrow jest dwu-
kierunkowych, w ktérych centralny rejon ubogi w piRNA
oflankowany jest piRNA kodowanymi przez przeciwne nici
(Ryc. 2). Klastry sg z reguty zlokalizowane w miedzygeno-
wych lub ubogich w geny rejonach genomu [24], Po trzecie,
analiza sekwencji piRNA wigzgcych biatka Miwi i Mili wy-
kazata obecno$¢ w wielu czasteczkach reszty urydyny na
koAcu 5' piRNA. Cecha ta jest rowniez charakterystyczna
dla siRNA i miRNA, ktére sg przetwarzane z dwunicio-
wych prekursoréw przez enzymy o aktywnos$ci RNazy Ill.
Jednakze analiza komputerowa, z uzyciem programoéw do
zwijania czasteczek RNA w struktury drugorzedowe, nie
wykazata obecnosci struktur typu ,,spinka do wioséw" w
rejonach flankujgcych piRNA W przypadku biogenezy
miRNA, RNaza Dicer przeksztatca okoto 70 nt pre-miR-
NA tworzgce charakterystyczng strukture typu ,,spinka do
witoséw" do krotkich 22 nt dsRNA. Brak takich struktur
drugorzedowych w transkryptach piRNA sugeruje, ze me-
chanizm ich powstawania rézni si¢ od biogenezy miRNA
[38]. Po czwarte, okoto 17% piRNA ssakéw odpowiada se-
kwencjom powtarzajgcym sie, takim jak LINE, SINE i kilka
klas transpozonéw DNA [39]. Wreszcie, wiekszo$¢ piRNA
zostata zidentyfikowana tylko raz, co sugeruje duzg ztozo-
nos$¢ populacji tych niskoczasteczkowych RNA. Poréwna-
nie sekwencji roznych genoméw pokazuje, ze loci piRNA sg
zachowane w ewolucji w przeciwienstwie do ich sekwencji.
Obserwacja ta moze wskazywaé, ze sekwencja piRNA nie-
koniecznie okres$la jego funkcje, a raczej jego funkcja moze
by¢ determinowana przez obecno$¢ duzej liczby czasteczek
piRNA produkowanych z poszczegdlnych loci [38].

BIOGENEZA piRNA

Jak wspomniano powyzej, brak struktur drugorzedo-
wych w pierwotnych transkryptach piRNA oraz dtugos¢
dojrzatych czasteczek piRNA (24-30 nt) wskazuja, ze nie
sg one generowane przez rybonukleaze Dicer, ktdra wy-
twarza zazwyczaj czasteczki o dtugosci 21-23 nt [40] Tak-
ze ostatnio przeprowadzone analizy genetyczne D. rerio i
D. melanogaster dowodzg, ze rybonukleaza Dicer nie jest
zaangazowana w produkcje piRNA [30,41]. Zrozumienie
mechanizmu biogenezy piRNA stato sie mozliwe dzieki
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Rycina 3. Model potranskrypcyjnej amplifikacji piRNA u D. melanogaster. piR-
NA tworzgce kompleks z Piwi lub Aub odpowiadajg antysensownej nici DNA
i posiadajg reszte U na konicu 5'. Z kolei Ago3 oddziatuje z piRNA, ktdre od-
powiadajg nici sensownej, posiadaja reszte A w pozycji 10 i s komplementarne
do antysensownych piRNA na dtugosci 10 nt. Zatem kompleksy Ago3/piRNA
moga rozpoznawac i przecina¢ antysensowne transkrypty generujac nowe an-
tysensowne piRNA, ktére po zwigzaniu z Piwi/ Aub biorg udziat w wyciszaniu
mRNA transpozondéw, tworzac tym samym petle amplifikacyjng. Opracowano
na podstawie [16,38]; szczeg6towy opis w tekscie pracy.

badaniom nad ich genomowym pochodzeniem oraz od-
dziatywaniem z biatkami Argonaute u D. melanogaster.
W jajnikach muszki owocowej znaczna wiekszo$¢ piR-
NA wywodzi sie z telomerowych i pericentromerowych
rejonéw bogatych w sekwencje retrotranspozonéw [18].
Najliczniejszg grupe stanowig piRNA pochodzace z anty-
sensownej nici transpozondw. Czasteczki te specyficznie
oddziatujg z biatkami Piwi i Aub. Z kolei piRNA odpo-
wiadajgce sensownej nici transpozondéw wigzg sie z biat-
kiem Ago3 [18,19]. Biatka Piwi, Aub i Ago3 w kompleksie
z piRNA mogga przecina¢ docelowy RNA pomiedzy 10 i
11 nukleotydem od korica 5' nici naprowadzajgcej (ang.
guide strand) [15,19]. Zaobserwowano réwniez, ze piRNA
z przeciwnych nici sa do siebie komplementarne na kon-
cach 5' na dtugosci 10 nukleotydéw. Co wiecej, antysen-
sowne piRNA oddziatujagce z Piwi i Aub na koricu 5' majg
reszte urydyny (U), podczas gdy w sensownych piRNA
wigzacych Ago3, w pozycji 10 najczesciej wystepuje resz-
ta adenozyny (A). Zatem, reszta A w pozycji 10 sensow-
nych piRNA jest komplementarna do reszty U na koncu
5' antysensownych piRNA. Na podstawie tych obserwa-
cji dwie grupy badawcze rownoczes$nie zaproponowaty
model biogenezy piRNA [18,19], Wedtug tego modelu,
wzajemne oddziatywanie transkryptéw pochodzacych
z genomowych klastrow piRNA oraz mRNA transpozo-
noéw przy udziale biatek Piwi prowadzi do wytworzenia
cyklu, w trakcie ktérego dochodzi do potranskrypcyjnej
amplifikacji czasteczek piRNA (Ryc. 3). Cykl ten, zwany
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petla amplifikacyjng ,ping-pong", rozpoczyna sie prze-
twarzaniem pierwotnych piRNA, ktére pochodzg z wa-
dliwych kopii transpozondw znajdujacych sie w rejonach
heterochromatynowych. Biatka Piwi przecinajg sekwencje
docelowg pomiedzy nukleotydami 10 i 11 od korica 5' piR-
NA, a niezidentyfikowana endonukleaza generuje koniec
3" prekursora piRNA. Pierwotne piRNA sg antysensow-
ne i wigzg sie z biatkiem Piwi lub Aub. Kompleks Piwi/
Aub-piRNA rozpoznaje i przecina docelowe transkrypty
transpozonow, wyciszajac ekspresje gendéw oraz generujac
nowe sensowne piRNA, ktére oddziatujg z biatkiem Ago3.
Nastepnie kompleks sensowny piRNA/Ago3 katalizuje
ciecie nici antysensownej, bedacej transkryptem klastra
piRNA, w miejscu sparowania A-U, generujac tym samym
nowe antysensowne piRNA, zdolne do wigzania sie z biat-
kami Piwi lub Aub [18,19]. Cykl ten trwa tak diugo, jak
kompleksy zawierajgce antysensowne piRNA rozpoznaja
i przecinajg docelowe sekwencje transpozondw, generujgc
nowe sensowne piRNA. Model ten oparty jest na bada-
niach przeprowadzonych u D. melanogaster, ale doniesie-
nia literaturowe sugeruja, ze podobny mechanizm moze
dziata¢ w komorkach ptciowych myszy [42].

Biatka, ktore biorg udzial w zaproponowanym mode-
lu produkcji piRNA, nie zostaly jeszcze zidentyfikowane,
aczkolwiek wyniki ostatnich badan dostarczajg informacji,
ktére moga pomoc w ich odkryciu. Na przyktad, u muszki
owocowej mutacje w genach zucchini i squash kodujgcych
nukleazy, zaburzajg powstawanie piRNA, w wyniku cze-
go nie dochodzi do wyciszenia retrotranspozonow [43].
Zatem, produkty gendw zucchini i squash moga bra¢ udziat
w przycinaniu transkryptéw piRNA od konca 3', generu-
jac dojrzate czasteczki piRNA o odpowiedniej dtugosci.
Dodatkowo koniec 3' dojrzatych piRNA jest metylowany
[44,45]. U D. melanogaster reakcja ta jest przeprowadzana
przez metylotransferaze RNA Heni izdaje sie zachodzi¢ po
zwigzaniu piRNA z biatkami Argonaute [46,47]. Mutacja w
genie henl redukuje dtugosé i trwatos¢ piRNA, co sugeruje,
ze metylacja ma wptyw na tworzenie prawidtowego kon-
ca 3' piRNA oraz zwieksza stabilnos¢ tych czasteczek [46].
Modyfikacja ta moze rowniez wptywaé na oddziatywania
pomiedzy piRNA a innymi skladnikami szlaku piRNA.
Jednakze, muszki owocowe ze zmutowanym genem henl
sg ptodne, co wskazuje, ze metylacja nie jest niezbedna dla
funkcji piRNA w rozrodzie [47],

Obecnie model potranskrypcyjnej amplifikacji stanowi
atrakcyjng hipoteze opartg gtéwnie na analizach bioinfor-
matycznych i wymaga on do$wiadczalnego potwierdzenia.
Wiele pytan wciaz pozostaje bez odpowiedzi. Czy mecha-
nizm ,ping-pong" jest aktywny wytgcznie w cytoplazmie?
Czy biatka z podrodziny Piwi wykazujg aktywnos$¢ nukle-
olityczng in vivo? Jakie kofaktory sg niezbedne dla tej ak-
tywnosci? Czy transpozony kiedykolwiek sg degradowane
do sekwencji krotszych niz czasteczki piRNA? Jak piRNA
sg transportowane z jednych rybonukleoprotein do innych
oraz czy biatka Ago3 i Aub sg wytacznie zlokalizowane w
cytoplazmie? Czy powstate piRNA, a przynajmniej ta ich
czes¢, ktora asocjuje z biatkiem Piwi, sg transportowane z
powrotem do jagdra? Odpowiedzi na te pytania w znacznym
stopniu pozwolg doktadniej wyjasni¢ mechanizm biogene-
zy piRNA.
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CZASTECZKI piRNA | BIALKA PIWI JAKO
REGULATORY AKTYWNOSCI TRANSPOZONOW

Ostatnie doniesienia literaturowe prezentujg liczne do-
wody na udziat piRNA ibiatek podrodziny Piwi w regulacji
aktywnosci transpozondw. Po pierwsze, znaczna wiekszos¢
wyizolowanych do tej pory piRNA odpowiada rejonom ko-
dujagcym transpozony [48]. Po drugie, na podstawie badan
u muszki owocowej zaproponowano model wyjasniajacy
wyciszanie transpozonow przy udziale piRNA. Mobilnos¢

trzech retroelementéw wystepujagcych u D. melanogaster:

gypsy, ldefix i ZAM jest kontrolowana przez rejon flamenco
bedacy specyficznym heterochromatynowym tocus wyste-
pujacym na chromosomie X. Pomimo intensywnych badan
tego rejonu, nie udato sie zidentyfikowaé w jego obrebie
zadnej sekwencji petnigcej funkcje represorowg w stosunku
do transpozondw. Zawierat on raczej mieszanine réznych
typow elementéw ruchomych, ale doktadny sposéb, w jaki
te elementy mogty byé zaangazowane w obrone przeciwko
transpozonom, pozostawal niejasny [38]. P6zniej wykaza-
no, ze wyciszanie retroelementu gypsy przy udziale flamen-
co przebiega w sposéb zalezny od biatka Piwi [49] oraz, ze
flamenco koduje jeden z najwiekszych klastrow piRNA u
D. melanogaster, a jego mutacja prowadzi do spadku ekspre-
sji piRNA iw konsekwencji zwiekszonej aktywno$ci trans-
pozondw [18]. Uwaza sie, ze tocusflamenco tworzg wadliwe
transpozony, ktérych transkrypcja prowadzi do powstania
dtugiego transkryptu stanowigcego matryce w biogenezie
piRNA. Setki piRNA generowanych z tego tocus odpowia-
da elementom powtarzajgcym sie rozproszonym po catym
genomie. Zgodnie z obecnie panujgcym modelem, powstate
piRNA oddziatujg z biatkami Piwi w komérkach piciowych
i prowadzg do przeciecia docelowych sekwencji transpo-
zondw [38]. Klonowanie piRNA oraz zastosowanie metod
»gtebokiego sekwencjonowania”, pozwolito na scharakte-
ryzowanie piRNA wystepujgcych podczas rozwoju zarod-
kowego myszy, ktére w wiekszosci reprezentujg sekwencje
transpozonowe, chociaz ich znaczenie biologiczne pozosta-
je nadal nieznane [25],

U D. melanogaster biatka Piwi oddziatujg z biatkiem HP1
(ang. Heterochromatin Protein 1), ktére uczestniczy w two-
rzeniu heterochromatyny. Natomiast brak oddziatywania
miedzy nimi powoduje dekondensacje heterochromatyny
[50]. Réwniez u kregowcow biatka Piwi petnig funkcje epi-
genetyczne. W komdrkach myszy nie dochodzi do metylacji
rejonéw kodujgcych transpozony, gdy brakuje biatek Mili i
Miwi2, co prowadzi do wzrostu aktywnos$ci transpozonow.
A zatem brak funkcjonalnych biatek Piwi powoduje brak
metylacji DNA i utrate kontroli epigenetycznej [42]. Row-
niez piRNA moga odgrywac role w represji transpozonéw,
gdyz delecja matych klastrow piRNA w komodrkach myszy
prowadzi do wzrostu ich aktywnos$ci [51]. Dowody na po-
transkrypcyjna amplifikacje piRNA w komorkach ssakow
takze potwierdzajg ich zachowang w ewolucji funkcje w re-
gulacji transpozonow.

FUNKCJA BIALEK PIWI | piRNA W
ROZWOJU KOMOREK PLCIOWYCH

Analiza osobnikéw ze zmutowanymi biatkami Piwi
wskazuje na udziat tych biatek w rozwoju komoérek picio-
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wych, zaréwno u bezkregowcow, jaki i kregowcéw. U D.
melanogaster biatko Piwi potrzebne jest w komadrkach picio-
wych i w komérkach stanowigcych nisze komdrek macie-
rzystych do regulacji podziatdw oraz utrzymania komorek
macierzystych linii ptciowej. Z kolei u myszy utrata po-
szczegOllnych biatek Piwi powoduje zatrzymanie sperma-
togenezy. W przypadku mutacji w genie kodujgcym biatko
Miwi dochodzi do eliminacji komdrek piciowych w sta-
dium okragtej spermatydy na drodze apoptozy. Natomiast,
skutkiem mutacji w genach kodujacych biatka Mili i Miwi2
jest wczesniejsze zatrzymanie mejozy juz w stadium pa-
chytenu [16]. Moment zatrzymania rozwoju koreluje z cza-
sowaq syntezg tych biatek w komérkach piciowych myszy.
Mutacje w kazdym z trzech genow biatek Piwi prowadzg
do degeneracji meskich komoérek piciowych, podczas gdy
komérki somatyczne zdajg sie pozostawaé nienaruszone.
Podobny efekt fenotypowy, zatrzymania spermatogenezy,
zaobserwowano u mutantéw z zaburzonym procesem na-
prawy DNA. Dodatkowo, w komérkach ptciowych myszy
z mutacja genu kodujacego bhiatko Miwi2 zauwazono wyso-
ki poziom uszkodzen DNA. Powyzsze obserwacje sugeru-
ja, ze mutacje w biatkach Piwi myszy, jak rGwniez mutacje
w szlaku piRNA w komorkach ptciowych D. melanogaster
prowadzg do uszkodzeh DNA i aktywacji odpowiedzi ko-
moérkowej na te uszkodzenia, co w konsekwencji konczy sie
apoptozg i degeneracjg komdrek ptciowych [31]. Kluczo-
wym pytaniem jest, czy obserwowane efekty mutacji genow
kodujacych biatka Piwi mogg by¢ wyjasnione wytgcznie na
podstawie ich udziatlu w kontroli aktywnosci transpozo-
néw, czy moze biatka Piwi petnig inne, dotad nie pozna-
ne, funkcje w gametogenezie. U muszki owocowej wiek-
szo$¢ piRNA ma sekwencje odpowiadajgce transpozonom
i innym elementom powtarzajgcym sie. Mutacje w szlaku
piRNA u tych organizméw powoduja uszkodzenia DNA
komorek ptciowych w wyniku nadekspresji retrotranspozo-
noéw [18,41]. Obserwacje te wskazuja, ze uszkodzenie DNA
komorek piciowych jest spowodowane przez mobilizacje
transpozonow, chociaz nie zostato to ostatecznie udowod-
nione. Natomiast piRNA wystepujace w jadrach dorostych
myszy sg prawie pozbawione sekwencji powtarzajgcych
sie. Aczkolwiek, wyniki ostatnich badan umozliwity iden-
tyfikacje populacji piRNA pojawiajgcej sie przed stadium
pachytenu w trakcie spermatogenezy, ktora oddziatuje z
biatkiem Mili oraz zawiera znaczng liczbe sekwencji retro-
transpozonowych i innych elementow repetytywnych [42],
Co wiecej, mutacje genéw kodujacych biatka Mili i Miwi2
powodujg, ze nie dochodzi do inaktywacji transkryptow
retrotranspozonéw. Zatem szlak piRNA moze uczestni-
czyé w wyciszaniu retrotranspozonow i w ten sposéb za-
pobiega¢ uszkodzeniom DNA komorek piciowych oraz w
konsekwencji ich apoptozie. Jednakze, w przeciwienstwie
do muszki owocowej, pojedyncze mutacje w genach kodu-
jacych biatka podrodziny Piwi myszy nie uszkadzajg zen-
skich komérek piciowych. Mozliwe zatem, ze w zenskich
komaérkach pitciowych ssakéw istnieje odrebny szlak, ktory
spetnia te funkcje [31].

Genetyczne i biochemiczne analizy wskazujg, na udziat
biatek Piwi przede wszystkim w kontroli transpozondéw.
Jednak, istniejg rowniez takie wtasciwosci szlaku piRNA/
Piwi, ktore trudno wyjasni¢ tylko na podstawie regulacji
transpozonow. Populacja piRNA wystepujaca u ssakow w

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

stadium pachytenu jest uboga w sekwencje powtarzajgce
sie, a nawet ta cze$¢, ktora zawiera sekwencje transpozo-
néw, jest bardzo zrdéznicowana, dlatego mato prawdopo-
dobne jest, by brata ona udziat w supresji transpozondw.
Nie wykryto rowniez aktywacji transpozondw w przypad-
ku mutacji biatka Miwi, z ktérym ta populacja oddziatuje
[16]. Zatem funkcja pojawiajacych sie w pachytenie piRNA
pozostaje jak na razie tajemnicag. Wazng role podczas sper-
matogenezy u ssakOw odgrywa regulacja potranskrypcyjna
mRNA. Utrate biatka Miwi powigzano ze zmianami w za-
warto$ci pewnych mRNA waznych dla rozwoju komaérek
haploidalnych [23], Jest wiec prawdopodobne, ze wyjatko-
wa rdéznorodnos$¢ pojawiajagcych sie w pachytenie piRNA
moze umozliwia¢ biatkom Miwi i Mili wywieranie wptywu
na transkryptom przy udziale mechanizmu podobnego do
miRNA.

PODSUMOWANIE

Odkrycie biatek Piwi, a zwtaszcza oddziatujgcych z nimi
piRNA, ukazato nowy wymiar regulacji ekspresji genow.
Wiadomo, ze biatka te sg zaangazowane w rozwdj komaorek
ptciowych wielu gatunkdw zwierzat oraz, ze tworzag kom-
pleksy z piRNA i sg niezbedne dla ich biogenezy. Jednak-
ze udziat biatek Piwi w powstawaniu piRNA, jak rowniez
funkcje tej nowej klasy niskoczgsteczkowych RNA, nie sg
doktadnie poznane. Badania przeprowadzone nad piRNA
wskazujg na ich udziat w utrzymaniu integralnosci geno-
mu komorek piciowych. Co ciekawe, piRNA sg tylko o
kilka nukleotydéw dtuzsze od znacznie lepiej zbadanych
miRNA i siRNA, a ich rolg wydaje sie by¢ wyciszanie re-
trotranspozonow, elementéw powtarzajacych sie i rejonéw
heterochromatynowych, podczas gdy rolg miRNA i siRNA
jest obnizenie ekspresji genéw. Z pewnoscig jednym z waz-
niejszych zadan stojacych przed badaczami bedzie doktad-
ne wyjasnienie mechanizmu biogenezy czgsteczek piRNA.
Konieczne bedzie réwniez zbadanie funkcji biatek Piwi w
regulacji epigenetycznej i translacyjnej, a takze sposobu po-
wigzania tych mechanizmoéw z funkcjami biologicznymi, ta-
kimi jak wyciszanie transpozonéw, powstawanie komorek
ptciowych, utrzymanie macierzystych komaérek ptciowych,
przebieg mejozy i gametogenezy. Wazne bedzie takze usta-
lenie, w jaki sposéb piRNA uczestniczag w funkcjach biatek
Piwi oraz czy piRNA petnig jaka$ samodzielng, niezwigza-
ng z biatkami Piwi, role. Odpowiedzi na te pytania z pew-
noscig, w znaczacy sposéb, pozwolg na lepsze zrozumienie
molekularnych mechanizméw regulacji rozrodu.
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The role of piRNA and Piwi proteins in regulation of germline development

Dorota Kowalczykiewicz, Jan WrzesinskiO

Laboratory of RNA Biochemistry, Institute of Bioorganic Chemistry, Polish Academy of Sciences, 12/14 Noskowskiego St., 61-704 Poznan, Poland
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ABSTRACT

A new group of small noncoding RNAs of 24-30 nucleotides in length, piRNAs, are mainly expressed in germline cells. They form complexes
with Piwi proteins, members of the Argonaute family and unlike other small RNAs they are created without RNase Dicer participation. They
are present in male and female germinal cells of numerous animals, from flies to humans. The piRNA biogenesis mechanism is unknown,
however, it is postulated that they are formed from long single-stranded RNA precursors coded by repetitive sequences occurring in the
genome. A large part of piRNA corresponds to retrotranspozon sequences, which may indicate their participation in silencing the mobile
elements and maintaining genome integrity of germinal cells. However, disruption of the piRNA biosynthesis pathway and mutations genes
encoding Piwi proteins cause the activation of transpozons and a number of defects in the course of gametogenesis, resulting in reproduction
disturbance. In this review, the current state of knowledge on the structure, biogenesis and function of piRNA and their interactions with
Piwi proteins is presented.
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Zaburzenia réznicowego sktadania
pierwotnego transkryptu w kancerogenezie

STRESZCZENIE

ktadanie (ang. splicing) pierwotnego transkryptu to jeden z etapéw obrdébki potranskryp-
Scyjnej, polegajacy na wycinaniu z RNA intronéw i tgczeniu ze sobg eksonéw. Kolejne
etapy sktadania RNA sg katalizowane przez dynamiczny kompleks sktadajgcy (ang. spli-
ceosome). Eksony moga by¢ ze sobg taczone na rézne sposoby, dzieki czemu na matrycy
jednego genu moze powstawac wiecej niz jedno biatko. Proces réznicowego sktadania pier-
wotnego transkryptu (ang. alternative splicing) podlega regulacji, w ktorej udziat biorg ele-
menty cis, zlokalizowane wewngatrz eksondw badz intronéw oraz czynniki trans. Do tych
ostatnich nalezg elementy kompleksu sktadajacego, miedzy innymi czynniki splicingowe
z rodzin biatek SR i hnRNP. W niniejszej pracy oméwiono mutacje w elementach cis bgdz
nieprawidtowe dziatanie czynnikdw trans, ktore prowadzg do zaburzen r6znicowego sktada-
nia transkryptéw genéw m.in. kontrolujacych proliferacje komérkowa i procesy przerzuto-
wania. Przedstawiono réwniez mozliwos$ci potencjalnego wykorzystania nieprawidtowych

wariantow splicingowych jako markerow diagnostycznych i celéw dla terapii przeciwnowo-
tworowej.

WPROWADZENIE

U organizmow eukariotycznych pierwotny transkrypt sktada sie zaréwno z
sekwencji kodujacych, eksonéw, jak i z sekwencji niekodujacych, do ktérych na-
lezg introny. Istnieje kilka grup introndw, réznigcych sie sekwencjami najwyz-
szej zgodnosci i mechanizmem wycinania, specyficznych dla poszczegélnych ty-
pow czasteczek RNA [1], Introny grupy | wystepujg w jadrowych czasteczkach
pre-rRNA (rybosomowym pre-RNA) oraz w pre-rRNA i pre-mRNA (pre-RNA
kodujacych biatka) mitochondridw i chloroplastow. Grupa Il rGwniez obejmuje
introny wchodzace w sktad pierwotnego transkryptu organelli komérkowych.
Cechg charakterystyczng intronéw nalezacych do obu grup jest to, ze dzialaja
one jako rybozymy, czyli czasteczki RNA o zdolnos$ciach katalitycznych. Oprocz
dwéch wymienionych grup intronéw istniejg tez inne, a wérdd nich odrebng
grupe tworzg introny wchodzace w sktad jadrowych czgsteczek pierwotnego
transkryptu kodujacych biatka (pre-mRNA). Niniejsza praca poswigecona jest in-
tronom tej ostatniej grupy.

Jednym z etapow obrobki potranskrypcyjnej jest sktadanie pre-mRNA (ang.
pre-mRNA splicing) czyli proces, w ktdrym introny sg wycinane, a eksony gczo-
ne sg ze soba. [1]. Mozna wyrdznié dwa typy sktadania pre-mRNA: kanoniczne
i roznicowe. Podczas sktadania kanonicznego (ang. constitutive splicing) eksony
sg zawsze sktadane w jednakowy sposob, co prowadzi do powstania tylko jed-
nego rodzaju czgsteczek mRNA, a co za tym idzie jednego rodzaju czasteczek
biatkowych. Natomiast podczas sktadania r6znicowego (ang. alternative splicing)
eksony moga by¢ sktadane na rédzne sposoby, dzieki czemu moze powstawac
wiele wariantow mRNA, a w konsekwencji wiele wariantéw czasteczek biatek i
peptydow, réznigcych sie wiasciwosciami biologicznymi i biochemicznymi [2]
(Rye. 1). To dzieki roznicowemu sktadaniu pre-mRNA mozliwa jest synteza tak
wielu izoform hormonow biatkowych, receptoréw czy enzymoéw [3].

Réznicowe sktadanie pre-mRNA moze zachodzi¢ na kilka r6znych sposo-
béw. Jednym z nich jest pominiecie eksonu albo wybdr jednego z dwéch ekso-
noéw podczas sktadania pre-mRNA. Innym sposobem jest wybdr alternatywne-
go miejsca splicingowego 5' lub 3' przez kompleks sktadajacy. Podczas réznico-
wego sktadania eksonéw moze réwniez dochodzi¢ do zatrzymania intronu w
czasteczce mRNA [4,5] (Rye. 1).

MECHANIZM SKEADANIA PRE-mRNA U CZt OWIEKA

Aby introny zostaly poprawnie wyciete z pierwotnego transkryptu muszg
posiada¢ okreslone elementy w swojej budowie. Sg to sekwencje najwyzszej
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Rycina 1. Typy sktadania pre-mRNA. Sktadanie kanoniczne: pre-mRNA sktadany jest zawsze w taki sam sposéb, co powoduje, Zze na matrycy jednego genu zawsze po-
wstaje jedno biatko. Sktadanie réznicowe: pre-mRNA moze by¢ sktadany na rézne sposoby. W rezultacie, na matrycy jednego genu moze powstawac¢ wiele produktéw
biatkowych. Wzajemnie wykluczajace sig eksony: do czasteczki mMRNA witgczany jest alternatywnie jeden z dwdch eksonéw (tu: ekson 2 lub 3). Alternatywne miejsce 5'
splicingowe: w wyniku wykorzystania miejsca 5' splicingowego potozonego blizej badZ dalej 5' moze powsta¢ dtuzsza badZ krétsza czasteczka mRNA. Alternatywne
miejsce 3' splicingowe: analogicznie do alternatywngo wyboru miejsca 5' splicingowego, moga powsta¢ czasteczki mMRNA rdznej dtugos$ci. Zatrzymanie intronu: sekwen-

cja niekodujaca nie jest usuwana lecz wchodzi w sktad czasteczki mRNA.

zgodnosci, do ktérych nalezy miejsce donorowe, tworzone
przez sekwencje GU na koncu 5' intronu i miejsce akceptoro-
we, tworzone przez sekwencje AG na koncu 3" intronu ((inne,
rzadziej spotykane warianty sekwencji to np. 5-AU-AC-3").
Ponadto wewnatrz intronu wystepujg inne sekwencje bio-
ragce udziat w procesie sktadania pre-mRNA. Jest to miejsce
rozgatezienia (ang. BPS-Branch Point Sequence) z nukleoty-
dem adeninowym itrakt pirymidyn zlokalizowane na kon-
cu 3"intronu [6] (Ryc. 2).

Kolejne etapy sktadania pierwotnego transkryptu sa ka-
talizowane przez kompleks skiadajacy, ktéry powstaje z
biatek i pieciu matych jadrowych snRNA (ang. small nuclear
RNA), tworzgcych razem mate jgdrowe rybonukleoproteiny
snRNP zwane: Ul, U2, U4, U5 i U6 [7], Jego formowanie
u cztowieka (Ryc. 3) przebiega wieloetapowo, z wytworze-
niem kompleksow posrednich: E, A, B i aktywnego katali-
tycznie kompleksu C. Kompleks E powstaje w momencie,
w ktérym snRNP Ul przytagcza sie do miejsca splicingo-
wego 5', a do korica 3' intronu wigze sie czasteczka U2AF.
Czasteczka ta sktada sie z dwdch podjednostek, z ktérych
wieksza o masie 65 kDa przytgcza sie do traktu pirymi-
dyn, a mniejsza o masie 35 kDa do miejsca splicingowego
3'. Czasteczka U2AF petni funkcje pomocniczg w wigzaniu
SNRNP U2 z miejscem rozgatezienia [8]. Gdy dochodzi do
zwigzania U2 z miejscem rozgatezienia powstaje kompleks
A. Nastepnie przytacza sie do niego zesp6t rybonukleopro-
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tein U4/5/6-tri snRNP, co prowadzi do uformowania kom-
pleksu B, ktéry podlega przeksztatceniom w aktywny kata-
litycznie kompleks C. W trakcie tych przeksztatcen snRNP
Ul i U4 oddysocjowujg od kompleksu B, a pozostaty zesp6t
rybonukleoprotein U 2/5/6-tri SnRNP katalizuje dwie reak-
cje transestryfikacji, w wyniku ktérych dochodzi do wycie-
cia intronu i potgczenia ze sobg eksonéw [9] (Ryc. 3).

W pierwszej reakcji transestryfikacji grupa 2'-OH reszty
adeniny w miejscu rozgatezienia dokonuje ataku nukleofi-

lowego na wigzanie 3'-5' fosfodiestrowe w miejscu 5' spli-
cingowym. Nastepuje przeciecie potgczenia ekson-intron w

Pre-mRNA

PU—AYYYY—A |

Rycina 2. Sekwencje najwyzszej zgodno$ci w procesie wycinania intronéw GU-
AG z pre-mRNA.
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Kompleks A

Kompleks B

Rycina 3. Etapy sktadania pre-mRNA katalizowane przez kompleks sktadajacy u cztowieka. Formowanie kompleksu sktadajacego u cztowieka przebiega z wytworze-
niem komplekséw posrednich: E, A, B i aktywnego katalitycznie kompleksu C, ktéry katalizuje reakcje wycinania intronu z pierwotnego transkryptu. Kompleksy for-
mowane sg przez czastki SnRNP Ul, U2, U4-U6, wigzace si¢ ze specyficznymi nukleotydami w obrebie intronu i na granicy intron-ekson. Wyciety w formie lassa intron

podlega degradacji.

tym miejscu, powstanie eksonu 5' z wolng grupa hydrok-
sylowg na koncu 3' i utworzenie przez intron petli przyta-
czonej do miejsca rozgatezienia. W drugiej reakcji transe-
stryfikacji wolna grupa hydroksylowa na koricu 3' eksonu
5' atakuje wigzanie 3'-5' fosfodiestrowe w miejscu 3' spli-
cingowym. Dochodzi do przecigcia potgczenia ekson-intron
w tym miejscu i zastapienia petli intronu grupg 3'OH. Na-
stepnie intron zostaje uwolniony w formie lassa, a eksony
potaczone ze sobg [10].

REGULACJA SKEADANIA PRE-mRNA

Wykazano, ze ponad 90% genéw cztowieka posiada
wiele roznych form splicingowych, co jest dowodem na to,
ze réznicowe sktadanie pre-mRNA jest jednym z mechani-
zmoéw odpowiedzialnych za kompletowanie zestawu biatek
w komorce [11]. Zatem, aby kazda komdrka byta wyposazo-
na w prawidtowy i kompletny zestaw biatek niezbedny do
jej prawidtowego funkcjonowania, proces ten musi podle-
gac kontroli. Jego regulacja zwigzana jest m.in. z typem ko-
morki, stadium rozwojowym, picig, odpowiedzig komarki
na sygnaty zewnatrzkomorkowe [12]. W regulacji réznico-
wego sktadania pre-mRNA gendw biorg udziat elementy cis
i czynniki trans. Do elementéw cis mozna zaliczy¢ miejsca
splicingowe 5' i 3', a takze wzmacniacze (ang. enhancers) i
wyciszacze (ang. silencers) zlokalizowane wewnatrz ekso-
nu (ESEs, ang. exonic splicing enhancers; ISEs, ang. intronic
splicing enhancers) lub intronu, najczesciej w poblizu miejsc
splicingowych (ESSs, ang. exonic splicing silencers; ISSs, ang.
intronic splicing silencers). Pomagajg one w lokalizacji ztacz
ekson/intron przez kompleks sktadajacy. Wspotdziata-
ja z nimi czynniki trans, do ktérych nalezg liczne czynniki
splicingowe, wséréd ktoérych mozna wyréznié biatka SR i
czasteczki nalezgce do rodziny heterogennych rybonukle-
oprotein hnRNP (ang. heterogeneous nuclear ribonucleopro-
teins). Czynniki splicingowe oddziatujagc z elementami cis
wptywajg na wigzanie elementéow kompleksu sktadajgcego.
Biatka SR oddziatujg zwykle z sekwencjami ESE i stymulujg
sktadanie pierwotnego transkryptu, podczas gdy czastecz-
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ki hnRNP wigzg sie z sekwencjami ESS i ISS i hamujg ten
proces. Biatka SR i czasteczki hnRNP mogg konkurowac ze
sobg o wigzanie sie z elementami cis [13].

FUNKCJA BIALEK SR | hnRNP W
REGULACJI SKEADANIA PRE-mRNA

W budowie biatek SR mozna wyro6zni¢ jedng lub dwie
domeny rozpoznajagce i wigzace RNA (tzw. domeny RRM),
zlokalizowane na aminowym koncu czasteczki biatka oraz do-
mene bogatg w reszty seryny iargininy (tzw. domena RS), zlo-
kalizowang na karboksylowym konicu czasteczki biatka i od-
powiedzialng za oddziatywania z innymi biatkami. Biatka SR,
oprécz regulacji sktadania pre-mRNA, biorg udziat réwniez w
regulacji transkrypcji, transporcie mMRNA z jagdra do cytopla-
zmy oraz regulacji translacji [14]. Czynnikiem wptywajgcym
na procesy, w ktorych uczestnicza biatka SR jest ich fosforyla-
cja. Decyduje ona rowniez o ich lokalizacji w komorce. Wsrod
biatek SR mozna wyro6zni¢ dwie grupy. Jedna z nich, to biatka
»wedrujace" miedzy jadrem a cytoplazma. Biatka te caty czas
pozostajg zwigzane z transkryptem mRNA i biorg udziat w
kolejnych etapach obrébki potranskrypcyjnej. Druga to biatka
»niewedrujace", ktére oddysocjowuja od gotowego transkryp-
tu i nie biorg udziatu w dalszym dojrzewaniu mRNA np. w
jego transporcie z jadra do cytoplazmy [15].

Biatka SR uczestniczg w regulacji sktadania pre-mRNA
na sposob zaréwno kanoniczny, jak i roznicowy. W skita-
daniu kanonicznym umozliwiajg rozpoznawanie eksonéw
i odréznienie ich od intronéw przez kompleks sktadajacy.
Biatka SR oddziatujgc z ESE, posredniczg w przytgczaniu
snRNP Ul do miejsca splicingowego 5', czasteczki U2AF
do traktu pirymidyn i sSnRNP U2 do miejsca rozgatezienia
na koricu 3" intronu. Dodatkowo biorg udziat w rekrutacji
zespotu U4/5/6-tri sSnRNP i posrednicza w wycinaniu in-
tronu. W roznicowym sktadaniu pre-mRNA biatka SR od-
dziatujagc z ESE wptywajg na wybor alternatywnych miejsc
splicingowych 3' i 5' przez kompleks sktadajacy. O tym, w
jaki sposéb ostatecznie potgcza sie eksony w procesie skia-
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Rycina 4. Wptyw biatek SF2/ASF i hnRNPAI na wybér miejsca 5' splicingowe-
go wg [20]. Wyzsze stezenie czynnikéw SF2/ASF promuje wigzanie czasteczki
sNnRNP Ul z miejscami 5' splicingowymi i wybér miejsca 5' splicingowego bliz-
szego podczas sktadania pre-mRNA. WyZsze stezenie czgsteczek hnRNPAI blo-
kuje wigzanie snRNP U, co powoduje wybo6r miejsca 5' splicingowego potozo-
nego dalej.

dania pre-mRNA, decyduje wybor blizej badz dalej potozo-
nych miejsc 3" i 5" splicingowych. Czynniki SR regulujg wy-
bér tych miejsc, a wiec bezposrednio wpltywaja na koricowy
efekt roznicowego skiadania pre-mRNA. Biatka SR dzia-
tajg antagonistycznie w stosunku do czynnikéw hnRNPs
[16,17]. Istnieja rowniez pary biatek SR, ktore dziatajg anta-
gonistycznie wzgledem siebie [18].

W budowie biatek hnRNP mozna wyr6zni¢ domene
RRM rozpoznajgcg i wigzacg RNA oraz domene pomocni-
cza odpowiedzialng za oddziatywanie z innymi biatkami.
Biatka hnRNP biorg udziat w regulacji réznicowego sktada-
nia pre-mRNA, transkrypcji, transporcie mRNA z jadra do
cytoplazmy iregulacji translacji [19].

Regulacja réznicowego sktadania pre-mRNA przez biat-
ka SR, ktérych przedstawicielem jest czynnik SF2/ASF i
biatka hnRNP, do ktoérych nalezy czynnik hnRNPAI, zwig-
zana jest z ich konkurowaniem o wybo6r miejsca 5' splicin-
gowego i zalezy od stezenia tych czasteczek w komorce
(Ryc. 4). Wyzsze stezenie czasteczek SF2/ASF promuje wig-
zanie czasteczki sSnRNP Ul z miejscami 5' splicingowymi
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i ostatecznie wybor miejsca 5' splicingowego potozonego
blizej, czego skutkiem jest fgczenie ze sobg sgsiadujgcych
eksonow. Natomiast wyzsze stezenie czasteczek hnRNPAI
blokuje takg aktywno$é SF2/ASF i wigzanie snRNP Ul, w
wyniku czego dochodzi do pominiecia blizej potozonego
eksonu podczas sktadania pre-mRNA [20] (Ryc. 4).

ZABURZENIA SKEADANIA PRE-mRNA - MUTACJE
ELEMENTOW CIS | ZABURZENIA CZYNNIKOW TRANS

Nieprawidtowa regulacja sktadania pre-mRNA powoduje
zaburzenia tego procesu, ktére moga prowadzi¢ do powsta-
wania nieprawidtowych izoform mRNA. Gdy przestajg dzia-
fa¢ podstawowe mechanizmy kontrolujace jako$¢ sktadania
mRNA, takie jak NMD (ang. nonsense mediated decay), czyli
proces degradacji czasteczek mRNA, zawierajagcych przed-
wczesne kodony STOP, dochodzi do translacji tych czaste-
czek i syntezy skréconych, niefunkcjonalnych biatek. To z
kolei moze skutkowaé¢ zaburzeniami w funkcjonowaniu ko-
morki i w konsekwencji moze prowadzi¢ do rozwoju procesu
chorobowego, m.in. nowotworéw [21,22], Zrodtem zaburzen
sktadania pre-mRNA moga by¢ mutacje w elementach cis,
badz nieprawidtowosci w dziataniu czynnikdw trans [23].

Mutacje w elementach cis mozna podzieli¢ na dwie gru-
py. Pierwsza to mutacje ktdre wystepujag w miejscach spli-
cingowych. Prowadzg one do modyfikacji badz utraty ka-
nonicznych miejsc splicingowych i powstania pseudomiejsc
splicingowych lub utworzenia catkiem nowych, alternatyw-
nych miejsc splicingowych. Skutkiem tych mutacji moze by¢
pomijanie kanonicznych eksonéw lub wigczanie intronéw
do transkryptu mRNA, co moze doprowadzi¢ do zmiany
ramki odczytu lub pojawienia sie przedwcze$nie kodonu
STOP izaburzenia syntezy wtasciwych komarce biatek [24].
Mutacje cis mogg tez dotyczy¢ sekwencji wzmacniajgcych
lub wyciszajacych potozonych w eksonach badz intronach.
Uniemozliwia to wigzanie sie z tymi elementami czynnikow
trans, czego skutkiem jest najczesciej zaburzona regulacja
sktadania pre-mRNA, co prowadzi do zmiany stosunkow
miedzy prawidtowymi a nieprawidtowymi izoformami
mRNA/biatek w komoérce [25-27].

Zaburzenia czynnikoéw trans dotyczg przede wszystkim
elementéw kompleksu sktadajacego oraz czynnikéw re-
gulujacych skitadanie pre-mRNA. Zaburzenia te polegaja
gtéwnie na zmianie stezen, aktywnosci, jak réwniez loka-
lizacji komorkowej czynnikéw trans. Zmiany w funkcjono-
waniu tych czynnikow wptywaja negatywnie na regulacje
procesu sktadania pre-mRNA i moga nawet powodowaé
catkowite zahamowanie ekspresji [28],

ZABURZENIA SKEADANIA PRE-mRNA
A PROCES NOWOTWORZENIA

Nieprawidtowos$ci podczas réznicowego sktadania pre-
MRNA sg szczegdlnie czesto obserwowane w nowotworach.
Zaburzenia te polegajg na powstawaniu nieprawidtowych
wariantéw splicingowych badZz zaburzaniu stosunkéw ilo-
Sciowych pomiedzy prawidtowymi izoformami (Tab. 1).

Szczegblne znaczenie majg zaburzenia skitadania pre-
MRNA prowadzgce do zmian wiasciwosci onkogendw,
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supresor6w nowotworowych i regulatoréw apoptozy.
Przyktadem takiej sytuacji jest zaburzenie rdznicowego
sktadania pre-mRNA genu BIN1. Biatko Binl oddziatuje z
protoonkogenem c-myc, hamujac jego onkogenne dziatanie.
Wigczenie eksonu 12A do transkryptu Binl prowadzi do
utraty tych supresorowych witasciwosci Binl. Nadekspresje

wariantéw transkrypcyjnych zawierajgcych ekson 12A za-
obserwowano w czerniaku [29],

Zaburzenie roznicowego skiadania pre-mRNA moga
prowadzi¢ do powstawania wariantow splicingowych
produktéw tego samego genu o przeciwstawnych witasci-

Tabela 1. Zaburzenia r6znicowego sktadania pre-mRNA w nowotworach.

Efekty zaburzen sktadania

wosciach: promujacych badz hamujacych kancerogeneze.

Konsekwencje na

Biatko Funkcja poziomie biatka Nowotwor Pismiennictwo
pre-mRNA ; s
i komarki
biatko pozbawione
. supresor . . o .
Binl izoforma Binl z eksonem 12A wiasciwosci czerniak [29]
nowotworowy
supresorowych
czynnik biatko o
KLF6 . izoforma KLF-SV1 wiasciwosciach rak prostaty, piersi, jajnika [30]
splicingowy
onkogennych
receptor o wptyw na
Ron aktywnosci kinazy  izoforma ARon przerzutowanie rak piersi, jajnika [31]
tyrozynowej nowotworu
czvnnik wplyw na migracje i
GLI1 y . izoforma tGLII inwazyjnos¢ komérek glejak wielopostaciowy [32]
transkrypcyjny
nowotworowych
biatko G regulujace biatko o
Racl proliferacje izoforma Raclb wiasciwosciach rak jelita grubego [36]
komérek onkogennych
supresor biatko pozbawione
BRCA1 skrécone izoformy BRCAL wiasciwosci rak piersi [39,40]
nowotworowy
supresorowych
SUDresor biatko pozbawione zesp6t gruczolakowatej
APC P skrécone izoformy APC wiasciwosci polipowatosci [42]
nowotworowy . .
supresorowych rodzinnej (FAP)
biatko pozbawione dziedziczny rak jelita
biatko naprawy izoforma hMLHI bez zdolnos$ci naprawy Y rax)
hMLHI - grubego niezwigzany z [44]
DNA fragmentu eksonu 1 niesparowanych olipowatoscia (HNPCC)
zasad w DNA polip a
biatko regulujace zaburzony stosunek izoform zaburzona regulacja
Ceacaml proliferacje, adhezje Caecaml: krdtkiej Caecaml|S adhezji, proliferacji i rak piersi ijelita grubego [64,65]
iapoptoze komédrek idtugiej CaecamlIL apoptozy komérek
zaburzony stosunek izoform zaburzona regulacja rak nerki typu
Kaspaza 9 regulator apoptozy kaspazy-9: proapoptotycznej 9 ) . 'yp [47]
h : procesu apoptozy jasnokomorkowego
9a i antyapoptotycznej 9b
zaburzony stosunek izoform
- surwiwiny: proapoptotycznej . . rak nerkowokomérkowy
Surwiwina  regulator apoptozy surwiwiny-2B i antyapoptotyczne] brak informacji (RCC) [66]
surwiwiny-AEx3
Lecczizztﬁli’cz c izoformy CD44v powstajace w wplyw na rak ptuca, prostat
CD44 czacy wyniku réznicowego sktadania Pty . rax p P Y, [67-69]
w adhezji . " przerzutowanie zotgdka
. . Srodkowych eksonéw
komorkowej
czynnik wzrostu obnizona ekspresja obnizona ekspresja rak nerkowokomoérkow
YEGF $rodblonka pres) czynnika anty- y [70]

naczyniowego
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izoformy VEGF1&h

angiogennego

(RCC)
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Przyktadem takiego genu jest KLF6, nalezacy do wielkiej
rodziny czynnikéw transkrypcyjnych KLF (ang. Kriippel-like
zinc finger transcription factors). Wariant splicingowy KLF6-
SV1 ma wiasciwosci onkogenne ijego synteza jest podwyz-
szona w szeregu nowotworow. Nasilona synteza KLF6-SV1
jest ztym prognostykiem w raku prostaty, piersi i jajnika.
KLF6-SV1 dziata antagonistycznie w stosunku do KLF6,
ktory ma wiasciwosci supresorowe [30].

Nieprawidtowe sktadanie pre-mRNA moze tez wptywac
na przerzutowanie nowotworéw, co wykazano na przykta-
dzie biatek Ron i GLI1. Biatko Ron jest receptorem o aktyw-
nosci kinazy tyrozynowej, wigzacym biatko stymulujace
makrofagi (MSP, ang. macrophage stimulating protein). Ron
wptywa przede wszystkim na zanikanie potgczen miedzy
komorkami, ich przemieszczanie sie i inwazje sgsiednich
tkanek, co ma miejsce podczas organogenezy lub w czasie
przerzutowania nowotwordw. Zaburzenia rdznicowego
sktadania pierwotnego transkryptu genu Ron wynikajgce
np. z nadprodukcji czynnika splicingowego SF2/ASF pro-
wadzg do ciggtego usuwania eksonu 11 z transkryptéow
Ron i powstawania izoform ARon, ktére powodujg zwigk-
szong migracje i inwazyjno$¢ komérek nowotworowych.
Zwigkszong synteze ARon zaobserwowano w raku piersi i
jelita grubego [31]. Biatko Glil nalezy do czynnikoéw trans-
krypcyjnych bedacych czescig szlaku sygnatowego biatek
hedhehog (HH), ktéry odgrywa istotng role podczas pro-
liferacji, podziatéw i apoptozy komorek, przede wszystkim
w okresie embriogenezy. W komdrkach glejaka wieloposta-
ciowego zidentyfikowano wariant splicingowy tGLII, ktéry
aktywujac ekspresje genu CD24 powoduje nasilong ruchli-
wos¢ i inwazyjnos¢ komdrek nowotworowych [32].

Biatko Racl nalezy do rodziny bialek GTPaz podobnych
do biatek Rho (ang. Rho-like GTPases), ktére poprzez regulacje
aktyny budujacej cytoszkielet wptywajg na komérkowa adhe-
zje, migracje i inwazje. Racl wptywa réwniez na transkrypcje
wielu genéw oraz proliferacje komérkowa. W raku piersi i je-
lita grubego zidentyfikowano izoforme Raclb powstajacg w
wyniku réznicowego sktadania pre-mRNA genu Racl [33,34].
Wykazano, ze Raclb pozostaje caly czas w formie aktywnej,
zwigzanej z GTP i moze powodowac transformacje komdrek
mysich fibroblastow [35] oraz wptywac na przezywalno$¢ ko-
moérek nowotworowych jelita grubego [36].

PRZYCZYNY ZABURZEN ROZNICOWEGO SKEADANIA
PIERWOTNEGO TRANSKRYPTU W NOWOTWORACH

Jedng z przyczyn powstawania nieprawidtowych warian-
téw splicingowych w nowotworach sg mutacje elementéw
cis. Liczne mutacje tego typu wykryto w genie kodujgcym
supresor nowotworowy BRCAL, ktérego produkt biatkowy
uczestniczy w naprawie DNA. Wszelkie nieprawidtowosci
w dziataniu genu BRCAL, w tym zaburzenia réznicowego
sktadania pre-mRNA zwiekszajg prawdopodobieristwo
zachorowania na raka piersi. Do tej pory zidentyfikowano
szereg nieprawidtowosci zachodzgcych podczas sktadania
pre-mRNA BRCAL. Stwierdzono m.in. wystepowanie mu-
tacji nonsensownej w eksonie 18, ktdra blokuje zwigzanie
sie czynnika SF2/ASF z ESE oraz mutacje punktowg w eks-
onie 5. Obie te mutacje powodujg usuniecie tych eksonéw z
transkryptéw BRCA1 [37,38]. Oprécz tego zidentyfikowa-
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no wiele mutacji w miejscach splicingowych genu BRCAL.
Mutacje te powodujg na przyktad usuniecie eksonu 3 lub
5z mRNA, co prowadzi do syntezy biatka pozbawionego
kilkunastu aminokwaso6w tworzacych N-koricowa domene
RING odpowiedzialng za oddziatywanie biatka BRCAL z
biatkami BARD1 i BAP1 (oddziatywanie to jest decyduja-
ce dla supresorowych witasciwosci biatka BRCA1). Mutacje
miejsc splicingowych, w wyniku ktérych dochodzi do usu-
wania eksonu 18 i 19 oraz 20 powodujg natomiast powsta-
wanie przedwczesnych kodonéw STOP i degradacje takich
transkryptow na drodze mechanizmu NMD [39,40]. Za-
obserwowano réwniez rozne profile sktadania pre-mRNA
czterech gtownych izoform genu BRCA1 w komorkach no-
wotworowych i prawidtowych, co sugeruje, ze zaburzenia
sktadania pre-mRNA genu BRCAl moga wptywac na roz-
wadj raka piersi [41].

W zespole gruczolakowatej polipowatosci rodzinnej (FAP,
ang.familial adenomatous polyposis), ktéry stanowi stan przed-
rakowy, prowadzacy do raka jelita grubego, rowniez stwier-
dzono liczne zaburzenia ré6znicowego sktadania pre-mRNA
genu APC, kodujacego biatko petnigce funkcje supresora no-
wotworowego w jelicie grubym. Sktadanie pre-mRNA genu
APC decyduje o jego aktywnosci, zatem wszelkie nieprawi-
dtowosci podczas tego procesu moga prowadzi¢ do powsta-
nia niefunkcjonalnego biatka APC i transformacji nowotwo-
rowej. Zidentyfikowano szereg mutacji w miejscach splicin-
gowych oraz w ESE w eksonach 4,14 oraz 15 (ktory stanowi
70% sekwencji kodujacej), prowadzacych do usuniecia ich w
catosci lub w czesci z transkryptu APC i utrate przez biatko
APC wiasciwosci supresorowych [42], Na przyktad mutacja
punktowa w eksonie 14 zachodzi w rejonie ESE i uniemozli-
wia zwiazanie sie w tym miejscu czynnika SF2/ASF. Powo-
duje to usuniecie eksonu 14 z transkryptu APC, co prowadzi
do przesuniecia ramki odczytu i powstania przedwczesnego
kodonu STOP, a w konsekwenqi synteze skréconego biatka
APC, ktore jest pozbawione mozliwosci hamowania nad-
miernego wzrostu komarek [43],

W dziedzicznym raku jelita grubego niezwigzanym z po-
lipowatosciag (HNPCC, ang. hereditary nonpolyposis colorectal
cancer) zaobserwowano zaburzenia sktadania pre-mRNA
jednego z genéw naprawy DNA, hMLFII, ktéry koduje biat-
ko MLFI1, biorgce udziat w naprawie niesparowanych zasad.
W eksonie 1 genu hMLHI stwierdzono wystepowanie muta-
cji punktowej, ktéra prowadzi do utraty kanonicznego miej-
sca splicingowego i powstania pseudomiejsca splicingowego
[44]. Powoduje to przesuniecie ramki odczytu i usuniecie 17
kodondw z transkryptu hMLHI, aw konsekwencji prowadzi
do syntezy skrdoconego biatka MLH1, posiadajacego krétsza
domene odpowiedzialng za wigzanie ATP, ktéra decyduje o
mozliwosci przemieszczania sie biatka MLH1 wzdtuz cza-
steczki DNA do miejsca niesparowania.

Oprécz mutacji elementéw cis prowadzacych do powsta-
wania nieprawidtowych wariantéw splicingowych, czestg
przyczyna nieprawidtowosci w réznicowym skiadaniu
eksonow sg zaburzenia syntezy czynnikow splicingowych.
Co wiecej, zmiany te moga by¢ bezposrednig przyczyna
procesu nowotworzenia. Karni i wsp. [45] wykazali, ze
gen kodujacy czynnik splicingowy SF2/ASF nalezacy do
rodziny biatek SR jest typowym protoonkogenem, ktérego

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

synteza jest podwyzszona w szeregu nowotworow, m. in.
raku jelita grubego, tarczycy, jelita cienkiego, nerki i ptuca.
Nadsynteza SF2/ASF w mysich fibroblastach powoduje ich
nowotworowg transformacje i formowanie guzéw nowo-
tworowych u myszy. Proces ten jest hamowany wskutek
wytgczenia syntezy SF2/ASF. Na poziomie molekularnym
onkogenne dziatanie SF2/ASF polega m.in. na regulacji
sktadania pre-mRNA supresora nowotworowego Binl w
kierunku syntezy wariantu pozbawionego aktywnosci su-
presorowej. SF2/ASF reguluje tez sktadanie transkryptow
innych supresoréw nowotworowych (BRCA1/2) oraz on-
kogenow (MKNKZ2, S6K1, C-myb, B-myb) [45].

Rézne prace sugeruja, ze zaburzenia réznicowego skita-
dania pre-mRNA w nowotworach wynikajg z nieprawidto-
wej syntezy catych grup czynnikdw splicingowych. Tak jest
na przyktad w raku nerki, w ktorym wykazano zaburzenie
syntezy siedmiu czynnikéw splicingowych z grupy SR oraz
biatka hnRNPAI [46,47], Zaburzeniom tym towarzyszg nie-
prawidtosci w skiadaniu pre-mRNA regulatoréw gendéw
uczestniczacych w kontroli procesu nowotworzenia: RON,
CEACAML1, Racl, kaspazy 9i GLI1, a takze genu kodujace-
go jodotyroninowg dejodynaze typu 1, enzymu biorgcego
udziat w aktywacji hormondéw tarczycy [46,47]. Nasilong
synteze biatek SR SF2/ASF, SRp20 i SC35 stwierdzono w
raku szyjki macicy [48], W raku jelita grubego wykazano
nieprawidtowg synteze czynnikow splicingowych SF2/
ASF, SRp40, SRp55 i SRp75 wraz z zaburzonym sktadaniem
produktu genu CD44 [49], Podobne wyniki uzyskano anali-
zujac mysi model raka piersi [50], w ktérym zmiany w skia-
daniu pre-mRNA genu CD44 towarzyszyty zaburzeniom
ekspresji kilku czynnikéw SR, m.in. SRp20. W mysim mo-
delu raku ptuca stwierdzono zaburzenia syntezy antagoni-
stycznie dziatajagcych czynnikéw SF2/ASF i hnRNPALI, cze-
mu towarzyszyta synteza zwigzanego z przerzutowaniem
wariantu splicingowego CD44 [51]. W raku jajnika wyka-
zano podwyzszong synteze czynnikow splicingowych PTB
i SRp20 oraz zaburzone skiadanie produktu genu MRP1
(ang. multidrug resistant protein 1) [52].

ZABURZENIA ROZNICOWEGO SKEADANIA
PRE-mRNA - IMPLIKACJE KLINICZNE

Obserwowane w licznych typach nowotworéw zaburze-
nia réznicowego sktadania pre-mRNA coraz czesciej sktania-
jg badaczy do podejmowania préb wykorzystania tej wiedzy
w opracowaniach nowych testow diagnostycznych i metod
leczenia. Najbardziej efektywng metoda poszukiwania spli-
cingowych markerow nowotworowych sag masowe analizy
na poziomie transkryptomu. Najpopularniejszg metoda ta-
kiej analizy sa mikromacierze oparte na oligonukleotydach
z wykorzystaniem sond zawierajgcych polgczenia ekson-
intron. Wyniki mikromacierzy sg nastepnie weryfikowane
tradycyjng metodg wykorzystujgcg reakcje odwrotnej trans-
krypcji i PCR (RT-PCR). Wykorzystujac te metode poszuki-
wano markerdw nowotworowych chtoniaka Hodgkina [53],
biataczki [54], linii komorkowych raka piersi [55], raka jeli-
ta grubego [56], nowotworéw mozgu [57] i raka ptuca [58].
Wyniki tych analiz pokazaly, ze istnieja specyficzne dla grup
komédrek nowotworowych wzory wariantow splicingowych
pozwalajace niekiedy nawet na klasyfikowanie nowotworéw
zgodnie ze stopniem zréznicowania histopatologicznego.
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Przyktadem analizy taczacej tradycyjne podejscie mikroma-
cierz-weryfikacja RT-PCR jest LISA (ang. layered and integra-
ted system for splicing annotation), bedaca platformg pozwa-
lajaca na wykonywanie i analizowanie 3000 reakcji RT-PCR
dziennie. Wykorzystujagc platforme LISA zidentyfikowano
wzory wariantow splicingowych specyficznych dla raka
jajnika i wykazano, ze wzory te sg skutecznym narzedziem
diagnostycznym pozwalajagcym na odréznienie komorek
prawidtowych od nowotworowych. [59]. To samo podejscie
zastosowane do raka piersi pozwolito na opracowanie testu
pozwalajacego na identyfikacje komoérek nowotworowych z
96% skutecznos$cig, a takze na uszeregowanie nowotworéw
wedtug stopnia zréznicowania histopatologicznego [60].

Udowodnione specyficzne anty- badz proproliferacyjne
dziatanie poszczegdlnych wariantdw splicingowych sta-
nowi punkt wyjscia do préb manipulowania sktadaniem
eksondéw in vivo, w celu uzyskania przewagi wariantéw ha-
mujacych kancerogeneze. Przyktadem takiego podejscia jest
praca Mercatante i wsp. [61], w ktérej zastosowanie anty-
sensownych oligonukleotydéw pozwolito na zmiane wzo-
ru sktadania pre-mRNA genu Bcl-x, ktdrego dwa warian-
ty splicingowe wykazujg przeciwstawne dziatanie: Bcl-xL
hamuje apoptoze, a Bcl-xS jg promuje. Przesuniecie reakcji
sktadania pre-mRNA genu Bcl-x w kierunku wariantu Bcl-xS
spowodowato indukcje apoptozy w liniach komdérkowych
wywodzacych sie z raka piersi i raka prostaty. Zmiana skta-
dania pierwotnego transkryptu tego genu uwrazliwita row-
niez badane komorki na chemioterapeutyki stosowane w
terapii antynowotworowej [61]. Podobne wyniki uzyskano
zwiekszajac ekspresje proapoptotycznego wariantu genu
surwiwiny 2B, co spowodowato zahamowanie wzrostu ko-
morek ostrej biataczki limfocytarnej i uwrazliwienie ich na
indukowang doksorubicyng apoptoze [62].

Fakt, ze nasilona synteza czynnikéw splicingowych moze
by¢ bezposrednig przyczyng nowotworzenia powoduje
podejmowanie prob obnizenia syntezy tych biatek w celu
zahamowania proliferacji nowotworowej. W 2003 r. wyka-
zano, ze obnizenie poziomu syntezy biatek hnRNP A1/A2
powoduje indukcje apoptozy w liniach komorkowych wy-
wodzgacych sie z rakow szyjki macicy, jelita grubego, piersi,
jajnika i nowotworéw mézgu [63]. We wspomnianej wcze-
$niej pracy [45] wykazano, ze zahamowanie ekspresji SF2/
ASF prowadzi do zmniejszenia guzéw nowotworowych
wywotywanych doswiadczalnie u myszy.

PODSUMOWANIE

Nieprawidtowosci réznicowego sktadania pierwotnego
transkryptu sg molekularnymi zaburzeniami czesto obser-
wowanymi w komorkach nowotworowych. Najwazniejsze
kierunki badan nad tymi zaburzeniami skupiaja sie na ich
wykorzystaniu jako narzedzi diagnostycznych; trwaja tez
badania (gtéwnie in vitro) nad manipulacjg sktadania pre-
mRNA w komérce w celu uzyskania efektu terapeutyczne-
go. Najpowazniejsze ograniczenia wydajg sie wynikac ze
znacznych réznic indywidualnych we wzorach splicingu,
réznigcych sie pomiedzy poszczeg6lnymi chorymi z tymi
samymi typami nowotworow. Przysztosciowa wobec tego
moze sie okaza¢ molekularna diagnostyka i terapia ,szyta
na miare pacjenta” i dob6r odpowiednich strategii zmienia-
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jacych reakcje sktadania pre-mRNA w zaleznosci od indy-
widualnego profilu wariantéw splicingowych.
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Hanna Wiszomirska, Agnieszka Piekielko-Witkowska, Alicja Nauman0

Department of Biochemistry and Molecular Biology, The Medical Centre of Postgraduate Education, 99/103 Marymoncka St., 01-813 Warsaw,
Poland

Ae-mail: anauman@ cmkp.edu.pl

Key words: apoptosis, carcinogenesis, oncogene, alternative splicing, tumor suppressor

ABSTRACT

Splicing of pre-mRNA is one of the post-transcriptional modifications in which introns are removed from primary transcript and exons are
joined. pre-mRNA splicing reactions are catalyzed by dynamic complex called spliceosome. Exons can be joined on different manners in a
process known as alternative splicing, that provide production of multiple mMRNA and protein isoforms from relatively low number of genes.
Alternative splicing is regulated by cis elements localized within exons or introns and frans-acting factors including spliceosome components
and members of the SR and hnRNP protein family that exert antagonistic effects on splicing. Aberrant pre-mRNA splicing may be caused
by mutations in cis elements and altered expression of splicing factors. This review describes disturbances in splicing of genes controlling
proliferation and metastasis that can lead to tumoral transformation. Also, potential applications of abnormally spliced transcripts that may
potentially serve as diagnostic biomarkers of cancer or targets in anticancer therapy are discussed.
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STRESZCZENIE

rypty komérkowe bedace kompleksamirybonukleinoproteinowymi ztozonymi z trzech

biatek (MVP, TEP1, vPARP) oraz kilku tancuchéw vRNA odkryto w 1986 roku. Badania
biochemiczne i strukturalne wykazaty ich obecno$¢ w cytoplazmie wielu komérek organi-
zmow eukariotycznych oraz beczutkowatg strukture wskazujaca na ich funkcje transporto-
wa. Ponadto, wysoka homologia biatka MVP do biatka LRP zaangazowanego w mechanizm
lekoopornos$ci nowotworéw otworzyta trwajgcg do dzi$ dyskusje o funkcji krypt w komorce
zdrowej oraz zmienionej nowotworowo. Prace z zakresu histopatologii wykazaty wzrost po-
ziomu biatka MVP/LRP w wielu nowotworach, a takze wskazaty na mozliwo$¢ przemiesz-
czania sig krypt komérkowych z cytoplazmy do otoczki jadrowej, co moze by¢ waznym czyn-
nikiem chronigcym jadro komoérkowe przed bezposrednim dziataniem cytostatykow.

WPROWADZENIE

W 1986 roku po raz pierwszy opisano nowy rodzaj struktur komoérkowych
nazwanych kryptami [1] (ttumaczenie na jezyk polski zaczerpnieto z [2]). Zaska-
kujaco p6zne odkrycie krypt komérkowych wynikato z niedoskonatosci technik
mikroskopii elektronowej oraz podohienstwa tych struktur do pecherzykéw cy-
toplazmatycznych. Dopiero szczegétowa analiza izolowanych frakcji pecherzy-
kéw, przeprowadzona przez pierwszych odkrywcéw, ujawnita obecno$é krypt
komérkowych w badanych przez nich hepatocytach szczura. Scharakteryzowa-
no je jako struktury o dtugosci 65 i szerokosci 35 nanometrow (nm) o zawsze
jednolitym beczutkowatym ksztatcie. Przeprowadzone pézniej analizy krysta-
lograficzne zweryfikowaty nieznacznie ich wielkos¢ w komdrkach szczura (od-
powiednio 67 nm i 40 nm, Ryc. 1A). Badania biochemiczne opisane w pierwszej
publikacji o kryptach ujawnity obecno$é¢ w tych strukturach polipeptydéw o
réznej dtugosci (54 kDa, 104 kDa, 192 kDa, 210 kDa) oraz kilku tancuchow RNA
o dtugosci ok. 90-140 nukleotydow [1].

Krypty komérkowe wystepujg powszechnie w komorkach eukariotycznych.
Od czasu ich odkrycia zostaty opisane w wielu odlegtych filogenetycznie orga-
nizmach. Przyktadami sg ameba Dictyostelium discoideum [3], jezowce Lytechinus
pictus [4] i Strongylocentrotus purpuratus [5], dretwa pstra Torpedo marmorata [6]
oraz rozne gatunki ptazow, ptakéw i ssakow (np. zaba ryczaca Rana catesbeia-
na i zaba szponiasta Xenopus laevis, kura domowa Gallus gallus, szczur Rattus
noroegicus) [3,5]. Oczywiscie potwierdzono tez wystepowanie krypt w komor-
kach cztowieka [7], przede wszystkim za$ w wielu wyprowadzonych liniach ko-
morek nowotworowych [8]. Co jednak ciekawe, brak jest doniesief o obecnosci
krypt komérkowych w tak dobrze przebadanych organizmach jak drozdze pie-
karnicze Saccharomyces cerevisiae, nicien Caenorhabditis elegans, muszka owocowa
Drosophila melanogaster, czy rzodkiewnik pospolity Arabidopsis thaliana. Krypty
opisane w réznych organizmach r6znig sie tylko nieznacznie swoja budowag.
Struktury wyizolowane z komdérek ameby majg wielko$¢ ok. 35 x 60 nm, a zatem
sg tylko nieco mniejsze niz ich odpowiedniki izolowane z kregowcow (ok. 35 x
65 nm) [3]. Odkrycie zatem nowych struktur, o tak duzych rozmiarach, otwo-
rzyto toczaca sie do dzi$ dyskusje nad ich rolg w komdrce. Ponadto, obecnos¢
krypt w wielu odlegtych ewolucyjnie organizmach, a przy tym wysoki stopien
ich zachowania w ewolucji potwierdza, ze rola ta jest na pewno podstawowa i
niebagatelna.

W 1995 wykazano, ze jedno z biatlek tworzacych krypty komérkowe - biatko
MVP (ang. Major Vaut Protein) jest ortologiem biatka LRP (ang. Lung Resistant-
related Protein), ktéremu juz wcze$niej przypisano znaczacg role w mechanizmie
opornosci komdrek nowotworowych na cytostatyki [9]. Stato sie jasne, ze biatko
MVP jak i cate krypty komérkowe mogg by¢é w ten proces rowniez zaangazo-
wane. W niniejszym przegladzie literatury pragniemy przedstawi¢ czytelnikowi
obecny stan wiedzy na temat budowy krypt komdrkowych, ich lokalizacji w
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Rycina 1. A. Model struktury przestrzennej krypty komérkowej uzyskany meto-
da krystalograficzng. Kolorem czerwonym zaznaczono pojedynczy tafcuch biat-
ka MVP (na podstawie struktur 2ZUO, 2ZV4 oraz 2ZV5 zdeponowanych w bazie
Protein Data Bank) [16], B. Szlaki eliminacji cytostatykéw za pomocg krypt ko-
maérkowych oraz biatek transbtonowych [55], (1) Przechowywanie cytostatykow
we wnetrzu krypt; (2) przeciwdziatanie przemieszczaniu sie cytostatykéw do
wnetrza jadra komoérkowego przez zamknigcie czasteczkg krypty Swiatta poréw
jadrowych (NPC); (3) eliminacja cytostatykéw przez ich transport we wnetrzu
krypty w strone btony komérkowej; (4) usuwanie lekéw przez pompy transbto-
nowe (PM), ktére wchodzg w sktad mechanizméw MDR.

kom@érce oraz ich roli w rozwoju opornosci na leki cytosta-
tyczne przez komaérki nowotworowe.

BUDOWA KRYPT KOMORKOWYCH
KRYPTY JAKO KOMPLEKSY BIALKOWO-NUKLEINOWE

Krypty komérkowe zbudowane sg z trzech biatek i za-
zwyczaj kilku tancuchéw vRNA (ang. vault RNA). Podsta-
wowym biatkiem strukturalnym jest MVP o masie 99 kDa
(Swiss-Prot nr Q14764), ktére moze samo spontanicznie for-
mowac czasteczki podobne do krypt komorkowych [10].
Biatko VPARP (ang. vault poly(ADP-ribose) polymerase) o ma-
sie 193 kDa (Swiss-Prot nr Q9UKK3) to enzym prawdopo-
dobnie odpowiadajacy za rybozylacje substratu (m.in. krypt
komérkowych) resztami adenozynodifosorybozy [11]. Naj-
wieksze biatko krypt —TEP1 (ang. telomerase-associated pro-
tein 1) o masie 290 kDa (Swiss-Prot nr Q99973) odpowiada za
stabilizacje VRNA [12,13]. Lancuchy VRNA, wchodzgce w
sktad krypt, wyizolowane z hepatocytdw szczura posiadaty
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dtugos¢ 141 par zasad i zawieraty sekwencje o charakterze
niekodujacym [14]. Wstepne badania biochemiczne wyka-
zaty obecno$é w kryptach 96 biatek MVP, 8 vVPARP i 2 TEP1
oraz przynajmniej 6 kopii VRNA [15]. Po uzyskaniu jednak
struktury krystalicznej czasteczki krypty komodrkowej jej
sktad zostat zmodyfikowany. Wykazano, ze pojedyncza
krypta zawiera wytacznie 78 kopii biatka MVP, a zatem po-
zbawiona jest pozostatych sktadnikéw biatkowych i nukle-
inowych [16].

Krypty komorkowe posiadajg ksztatt beczutki zbudowa-
nej z dwdch symetrycznych potdéwek, ktore tgczg sie ze sobg
w przewezeniu centralnym (Rye. 1A). Kazda z potédwek jest
zbudowana z 39 biatek MVP tworzacych wspdlnie symetrie
39-krotna. Pojedyncza czasteczka krypty posiada wysokos¢
ok. 67 nm i szeroko$¢ mierzong posrodkowo ok. 40 nm.
Struktura beczutki zweza sie do biegundéw, gdzie zlokalizo-
wane sg tzw. czapeczki (ang. cap) o wysokosci ok. 15,5 nm
i érednicy ok. 20 nm. Sciana beczutki o grubosci zaledwie 2
nm ogranicza wewnetrzng przestrzen o dtugosci ok. 62 nm i
Srednicy ok. 35 nm, a zatem jest wystarczajaco duza, aby po-
miesci¢ wiekszosé obiektow wystepujacych w cytoplazmie
komoérki (np. kilku rybosomoéw).

Struktura krystaliczna krypty komodrkowej wykazuje
obecno$¢ wytacznie biatka MVP [16], co byto zaskoczeniem,
poniewaz wczesniejsze badania biochemiczne i struktural-
ne opisywaty w krypcie takze biatka TEP1 oraz vPARP [17].
Wysunieto jednak podejrzenie, ze wyzsza gestos$¢ elektro-
nowa obserwowana w rejonach obu czapeczek krypty moze
odpowiadac¢ lokalizacji biatka TEP1 [16]. Ponadto opisany
wczesniej stosunek biatka MVP do pozostatych sktadnikéw
krypt (. TEP1, vPARP i VRNA) wynoszacy okoto 1:8 [15]
wyklucza mozliwos$¢ utworzenia przez te wszystkie sktad-
niki czasteczki o symetrii 39-krotnej ujawnionej w struktu-
rze krystalicznej krypty [16]. Wskazuje to, ze biatka TEP1
oraz VPARP wigzg sie tylko z pewng frakcjg krypt komér-
kowych.

Cechg charakterystyczng krypt jest ich zdolno$¢ do dy-
socjacji na dwie potowki, a ich podzial ma miejsce na linii
przewezenia centralnego (Rye. 1A). Proces ten zachodzi w
niskim pH, ponizej wartosci 4,0 [18]. Znaczenie fizjologicz-
ne tego procesu nie jest do konca jasne, ale wigze sie go z
funkcja transportowg krypt, zwtaszcza pomiedzy macierzg
cytoplazmatyczng a lizosomami [19]. W odrdznieniu od
krypt, lizosomy sg stabilne w niskim pH, co moze wska-
zywac, ze ,,zatadunek™ badz ,roztadunek"” krypt zachodzi
wewnatrz lizosoméw. Mechanizm dysocjacji krypt potwier-
dzony zostat przez szczegétowq analize dwoch map gesto-
Sci elektronowej, ktére uzyskane zostaty niezaleznie przez
zespoty badawcze z Hiszpanii [20] i z Japonii[16],

BIALKO MVP

Biatko MVP jest podstawowym sktadnikiem krypt i sta-
nowi ono przynajmniej 75% masy catej krypty, co potwier-
dzono badaniami biochemicznymi [1,21]. Gen MVP czto-
wieka znajduje sie na krotszym ramieniu 16 chromosomu
[22] i posiada, podobnie jak jego odpowiednik u myszy, 15
eksonéw [23]. Poréwnanie sekwencji reszt aminokwaso-
wych biatek MVP uzyskanych z komorek cztowieka, szczu-
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ra i myszy ujawnito wysoki stopien zachowania w ewolucji
tego biatka, utrzymujgcego sie na poziomie ponad 90% ho-
mologii [23].

Biatko MVP nie wykazuje endogennej aktywnosci enzy-
matycznej. Ulega ono natomiast rybozylacji przez biatko
VPARP [11], ktére rdwniez zwigzane jest z kryptami, oraz
fosforylacji przez rézne kinazy biatkowe [24, 25]. W eks-
traktach cytoplazmatycznych biatko MVP moze tez ulega¢
fosforylacji na resztach tyrozyny indukowanej hormonem
wzrostu naskorka (EGF, ang. epidermal growth factor) [26].
Fosfataza tyrozynowa SHP-2 (ang. Src homology phosphatase
2) bedaca fragmentem czynnosciowym domeny SH2 (ang.
Src homology 2) jest zdolna wigza¢ w warunkach in vitro
uprzednio defosforylowany MVP [26]. Biatko MVP moze
ulega¢ inaktywacji na drodze ubikwitylacji za pomocg tzw.
biatek SUMO (ang. Small Ubiquitin-like Modifier), ktorg wy-
kazano w komérkach jezowca [5], Duza ilos¢ modyfikacji
odzwierciedla wysoka kontrole aktywnosci biatka MVP i
moze rowniez wskazywac¢ na istotny udziat catych krypt
komoérkowych w rozwoju embrionalnym lub w innych pro-
cesach fizjologicznych.

Biatko MVP potrafi spontanicznie, bez udziatu innych
czynnikéw, tworzy¢ struktury podobne do krypt. Stymulo-
wana synteza szczurzego biatka MVP w linii komorkowej
Sf9, ktéra pochodzi z komdrek jajnikow ¢my z gatunku rol-
nicy gwozdziowki (tac. Spodopterafrugiperda) i charaktery-
zuje sie wrodzonym brakiem krypt, doprowadzita do for-
mowania sie organelli o cechach morfologicznych i bioche-
micznych podobnych do naturalnie wystepujacych krypt
w komérkach watroby szczura [10]. To zjawisko potwier-
dza podstawowg role MVP w formowaniu strukturalnym
krypt. Ponadto, biatka MVP nie wystepujg z reguty jako
wolne monomery, ale ulegajg one szybkiemu wbudowywa-
niu do powstajacych krypt komdrkowych [27],

Biatko MVP posiada strukture domenowa i zbudowane
jest z 861 reszt aminokwasowych [16]. Szczeg6towa analiza
danych krystalograficznych ujawnita, ze biatko MVP ulega
pofatdowaniu w 12 domen, tj. 9 powtarzajacych sie takich
samych domen tworzacych wybrzuszenie centralne w cza-
steczce krypty, pojedynczg domene centralng (ang. shoulder
domain), domene czapeczki o strukturze helisy (ang. cap-helix
domain) oraz domene pier$cienia zamykajgcego czapeczke
(ang. cap-ring domain) [16] (Ryc. 1A). Struktura domenowa
biatka MVP zostata potwierdzona przez inng grupe bada-
czy, cho¢ zauwazono pewne réznice we wzajemnym utoze-
niu przestrzennym domen strukturalnych R1 i R2 w rejonie
N-koncowym biatka MVP [20].

BIALKO vPARP

Biatko VPARP (inaczej okreslane jako PARP4) posiada
homologie do domeny katalitycznej rodziny biatek PARP
(ang. poly(ADP)-ribose polymerase) cechujgce sie aktywno-
$cig polimerazy poli(ADP)-rybozy [11]. Najlepiej poznano
biatko jadrowe PARP-1, ktére przyczynia sie do utrzymania
stabilnosci genetycznej i jest aktywowane uszkodzeniem
DNA. Gen vPARP cztowieka znajduje sie na chromosomie
13 i sktada sie z 34 eksonow kodujacych biatko o dtugosci
1724 reszt aminokwasowych [11]. W biatku vVPARP wy-
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rézniono kilka domen [11]: (1) domena BRCT (ang. BRCA1
C-terminus) zlokalizowana przy koricu N peptydu, ktéra
przewaznie znajdowana jest w biatkach kontrolujgcych cykl
komdérkowy i prawdopodobnie odpowiada za oddziatywa-
nia typu biatko-biatko [28], (2) domena PARP, (3) domena
wykazujgca 30% homologie do biatka ITIH (ang. inter-alpha-
trypsin inhibitor heavy chain [29]), (4) domena przy koncu
C peptydu oddziatujgca z biatkiem MVP. Dodatkowo we-
wnatrz domeny ITIH scharakteryzowano domene von Wil-
lebranda typu A (VWA), wystepujaca czesto w biatkach ma-
cierzy zewngtrzkomodrkowej, w tym w peptydach odpowia-
dajgcych za adhezje komdrek oraz w peptydach wewnatrz-
komaérkowych uczestniczagcych w transporcie rybosomow
oraz bton biologicznych [30]. Podobnie jak domena BRCT,
domena VWA odpowiada za oddziatywania biatko-biatko
[30], Ponadto, za pomocg systemu dwuhybrydowego w ko-
morkach drozdzy (ang. yeast two-hybrid system) wykazano
brak autooddziatywan wewnatrz samej czasteczki vVPARP
pomiedzy jej czeScig N- i C-koricowg [31]. W przeciwien-
stwie do biatek MVP, tylko pewna frakcja peptydéw vPARP
jest zwiazana z kryptami komérkowymi [11]. Wolne biatka
VvPARP moga znajdowac sie zarbwno w cytoplazmie jak iw
jadrze komo6rkowym.

BIALKO TEP1

Biatko TEP1 jest najwiekszym peptydem zwigzanym z
kryptami komdérkowymi o masie 240 kDa [12], Odkryto, ze
biatko TEP1 wystepujace u ssakow to homolog wcze$niej zi-
dentyfikowanej u pierwotniaka Tetrahymena telomerazy p80
[12]. Jednak samo biatko TEP1 izolowane z krypt komorko-
wych nie wykazuje aktywnosci telomerazy [12]. Gen TEP1
cztowieka jest zlokalizowany na 14 chromosomie i koduje
biatko o dtugosci 2627 reszt aminokwasowych. Trzy rejo-
ny obejmujace jedng trzecig tego peptydu od strony konca
N wykazujg podobienstwo do telomerazy p80. Fragment
C koricowy zawiera natomiast przynajmniej 16 powtdrzen
sekwencji WD40 (WD40 to motyw biatkowy zbudowany z
ok. 40 reszt aminokwasowych czesto zakonczony sekwen-
cja Trp-Asp, tj. WD [32]) [33]. W biatku TEP1 wyr6zniono
rowniez motyw TROVE (ang. Telomerase, Ro and Vaults mo-
tif) charakterystyczny dla wielu rybonukleinoprotein [34],
domene VWA (domena czynnika A von Willebranda) [34],
opisywang juz wczesniej dla biatka vVPARP oraz domene
NACHT (nazwa domeny od nazw biatek NAIP, CIITA, HE-
T-E i TP1, ktore zaliczane sg do tzw. biatek zwigzanych z
apoptozg [35]). W biatku TEP1 rejon o wysokiej homologii
do biatka p80 odpowiada za oddziatywanie z VRNA [36].

Jak wyzej wspomniano, opis struktury krystalograficznej
wskazuje na obecno$é w kryptach komérkowych szczura
wytgcznie biatka MVP [16]. Niemniej autorzy podejrze-
wajg obecnos$¢ biatka TEP1 w rejonie czapeczki, poniewaz
znajduje sie tam obszar o podwyzszonej gestoSci elektrono-
wej, ktéry pod wzgledem masy molowej odpowiada wta-
$nie temu biatku. Potwierdzajg to wczesniejsze badania z
wykorzystaniem mikroskopii elektronowej mrozeniowej
(ang. cryo-EM). Wykazano, ze mutanty myszy z wytgczo-
nym biatkiem TEP1 posiadaty krypty o znacznie mniejszej
gestosci elektronowej w obrebie czapeczki w poréwnaniu z
typem dzikim [13,17], niemniej myszy z wytgczonym biat-
kiem TEP1 nie wykazywaty zadnych zaburzen rozwojo-
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wych [13,37]. Wyniki te wskazujg, ze biatko TEP1 wigze sie
z biatkami MVP lub innymi sktadnikami krypt w pewnych
warunkach fizjologicznych i odpowiada za wykonanie nie-
okreslonej jeszcze funkcji badz tez aktywuje przemieszcze-
nie sie czasteczki krypty w okres$lone miejsce w komaorce.

RNA KRYPT

Krypty, wystepujace we wszystkich opisanych gatunkach,
zawsze posiadajg kilka tancuchow RNA (VRNA, ang. vault
RNA), ktore znajdujg sie w obszarze czapeczki [19]. llos¢ tan-
cuchéw VvRNA przypadajagcych na pojedyncza czasteczke
krypty jak rowniez sekwencje RNA sg zmienne i charakte-
rystyczne dla poszczeg6lnych gatunkéw. Dla przyktadu, u
szczurow wykazano obecno$¢ pojedynczego taricucha vRNA
0 dtugosci 141 par zasad, podczas gdy u zab (R. catesheiana)
wystepuja 2 tancuchy vRNA o dtugosciach odpowiednio 89
194 pary zasad [14]. Komorki cztowieka posiadajg krypty z
trzema taricuchami vRNA (88-98 pary zasad) ulegajacymi
ekspresji z trzech réznych genéw (HVG 1-3) [38], Geny te
znajduja sie na chromosomie 5p wewnatrz rejonu o dtugo-
$ci 16 kb, co wskazuje na ich ewolucyjng duplikacje. Ponad-
to genom cztowieka zawiera czwarty gen kodujacy VRNA
(HVG4) na chromosomie X, jednak prawdopodobnie nie ule-
ga on ekspresji [38], Ciekawe jest to, ze pomimo réznic ga-
tunkowych w sekwencji genéw HVG struktura przestrzenna
VRNA wydaje sie by¢ u wszystkich opisanych organizmow
zachowana w ewolucji [14,38].

tancuch vRNA moze wystepowa¢ w cytoplazmie w
stanie wolnym lub zwigzanym z kryptami komoérkowymi.
Wykazano, ze tylko 20% VRNA obecnych w cytoplazmie
wigze sie z kryptami [39]. Natomiast sucha masa krypty
zawiera tylko okoto 5% VRNA [40]. Zauwazono, ze liczba
czasteczek VRNA wzrasta w liniach komérek nowotwo-
rowych opornych na cytostatyki. Przyktadem moze by¢
linia CLC4/adr z komoérkami opornymi na adriamycyne,
gdzie poziom VRNA wzrost dziesigciokrotnie w porow-
naniu do komorek wrazliwych [39], Nie wykazano jed-
nak, aby ekspresja okreslonego typu VRNA (HVG1-3)
w komdrce nowotworowej wigzata sie bezposrednio
z jej opornoscig na cytostatyki. Wykazano, ze ekspresja
typu HVG3 VRNA byta znacznie wyzsza w poréwnaniu
do ekspresji innych, jednak ten typ VRNA nie wigzat sie
z kryptami i nie powodowat zwiekszenia opornosci ko-
morki na cytostatyki [38].

LOKALIZACJA KRYPT W KOMORCE

Obecnos¢ krypt komorkowych zaobserwowano w wielu
rodzajach tkanek. Oszacowano ich liczbe na mniej wiecej
104-20" w pojedynczej komorce, cho¢ sg to dane wytgcznie
szacunkowe, a liczba ta moze sie zmienia¢ w zaleznosci
od miejsca wystepowania danej komadrki [39], Najbardziej
bogate w krypty sg makrofagi oraz komdrki nabtonkowe,
zwthaszcza te spetniajgce funkcje wydzielnicze [7], Uogdl-
niajac, krypty wystepujg w komdrkach dtugotrwale podda-
wanych dziataniu ksenobiotykdw. Przyktadami sg komarki
nabtonka drog oddechowych oraz nabtonka pokrywajace-
go Sciane przewodu pokarmowego [8]. Lokalizacja krypt w
tkankach okrywajacych nasuwa przypuszczenie o ich funk-
cji ochronnej dla catego organizmu.
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Krypty w komdrce wystepujg w znakomitej wiekszosci w
cytoplazmie, ale spotyka sie je rowniez w otoczce jadrowej.
W cytoplazmie oddziatujg z elementami cytoszkieletu, ta-
kimi jak filamenty aktynowe [41] oraz mikrotubule [42,43],
Ponadto, krypty ulegajg dynamicznym zmianom potozenia
w cytoplazmie w zaleznos$ci od fazy cyklu komdérkowego
[41]. Ponadto, zmieniajag one swojg lokalizacje w komorce
w trakcie ontogenezy. U jezowca podczas rozwoju ptodo-
wego biatka MVP znajdowaty sie w cytoplazmie komdrek
embriondw, natomiast u osobnikéw dorostych ulegaty one
translokacji do jader komérkowych [4,5]. W obrebie same-
go jadra komdérkowego byty one zlokalizowane w rejonie
jaderka lub w otoczce jadrowej [4], W oocytach $swinskich
oraz embrionach nie zauwazono zaleznosci pomiedzy loka-
lizacjg biatka MVP w jadrze komdérkowym a etapem roz-
woju zwierzecia, ale byto ono czasami zwigzane z otoczkg
jadrowa i ciatkami prekursorowymi jaderka [44], Szczego-
towa analiza frakcji subkomoérkowych wykazata, ze okoto
5% czasteczek krypt moze by¢ zwigzana z jadrem komor-
kowym [45].

ROLA KRYPT W KOMORCE

Krypta komoérkowa jest najwiekszg poznang strukturg
rybonukleinowg. Cechuje sie olbrzymig wewnetrzng prze-
strzenig, w ktérej moga pomiescic¢ sie struktury o dtugosci
do 35 nm i $rednicy do 33 nm [16]. Zatem kazda krypta po-
siada potencjalng zdolnos$¢ transportu setek biatek. Krypty
wyizolowane z komoérek jezowca zawieraty dodatkowe nie-
okreslone biatko o masie ok. 14-55 kDa, ktére potencjalnie
stanowito przenoszony tadunek [5]. Ponadto zdjecia krypt
wyizolowanych z komoérek watroby szczura wykonane
technika elektronowej mikroskopii mrozeniowej czesto za-
wieraty ,zaciemniong" wewnetrzng przestrzen krypty, co
wskazuje na jej wypeinienie przez przenoszone biatka badz
inne czasteczki [19].

Wczesne badania wykazaty, ze niewielki procent krypt
w komorkach szczurzych jest zwigzany z otoczka jadro-
wg, prawdopodobnie z jagdrowym kompleksem porowym
(NPC, ang. Nuclear Pore Complex) [46]. Skionito to bada-
czy do stworzenia hipotezy, ze krypty mogga dziata¢ jako
transportery pomiedzy jadrem a cytoplazmg. Posrednim
potwierdzeniem tej hipotezy moze by¢ poréwnanie masy,
$rednicy i ksztattu czasteczki krypty i wewnetrznego kana-
tu NPC. Sg one bardzo podobne. Uwzgledniajgc, ze przez
kanat wewnetrzny NPC sg transportowane czastki o $red-
nicy do 39 nm [47] wydaje sie, ze czgsteczka krypty moze
przecisna¢ sie przez kanat NPC lub ulec zakotwiczeniu w
jego wnetrzu. Ta ostatnia mozliwo$¢ wydaje bardziej praw-
dopodobna, poniewaz Kkilkukrotnie przedstawiono loka-
lizacje biatek MVP nie w samym jadrze komérkowym, ale
w otoczce jadrowej [48,49]. Ponadto stosujac technike FRET
(ang. Forster Resonance Energy Transfer) oraz mikroskopie sit
jadrowych (ang. Atomie Force Microscopy) wykazano obec-
no$¢ czasteczek krypt wewnatrz kompleksu NPC [50].

Jedng z niewielu potwierdzonych funkcji krypt jest ich
udziat w powstawaniu de novo kompleksu NPC w otocz-
ce jagdrowej [51]. Proces ten wymaga obecnosci m.in. wielu
biatek zwigzanych z btong jadrowg (nukleoporyn), ktére
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oddziatujgc ze sobg uktadajg sie w okreslone miejsca kom-
pleksu NPC. Niespodziewanie okazato sie, ze krypty ko-
moérkowe sg niezbhednym ogniwem tego procesu, a funkcjo-
nujg jako fizyczne rusztowanie dla nukleoporyn w trakcie
biogenezy kompleksu NPC. To wyjasnia obecno$¢ krypt
komoérkowych w otoczce jadrowej, lecz jednocze$nie nie
wyklucza ich funkcji transportowej pomiedzy cytoplazma a
jadrem komaérkowym.

Posrednim dowodem wskazujgcym na funkcje transpor-
towa krypt jest opis oddziatywania biatka MVP budujacego
krypty z réznego rodzaju czasteczkami, ktdre intensywnie
przemieszczaja sie w komdrce. Przyktadem sa podjednostki
rybosoméw ulegajace sktadaniu w jaderkach i bedace dalej
transportowane do cytoplazmy [52], Okazato sie, ze krypty ko-
morkowe oddziatujg z rybosomami [4], Ponadto, ci sami auto-
rzy wykazali obecno$¢ biatka MVP w jaderkach coelomocytow.
Czy zatem jedng z funkcji krypt komorkowych jest transport
podjednostek rybosoméw z jadra komdérkowego do cytopla-
zmy? Tej hipotezy nie udato sie ostatecznie potwierdzié¢. Obok
rybosomow, wykazano réwniez, ze sktadniki krypt — biatko
MVP oraz vRNA tworzg kompleksy z receptorem estrogeno-
wym [53], Biatko MVVP wigzato sie z fragmentem receptora,
ktory obejmowat sygnat lokalizacji jadrowej (NLS, ang. nuclear
localization signal). Z tym samym fragmentem oddziatywato
réwniez biatko opiekuncze Hsp90, a jego zwigzanie powodo-
wato inaktywacje catego receptora. W przeprowadzonym do-
Swiadczeniu podanie estradiolu do komdrek wywotato wzrost
liczby komplekséw krypta-receptor estrogenowy. Jednak row-
noczesne dodanie molibdenianu sodu, ktéry zatrzymuje dyso-
gacje Hsp90 od receptora zapobhiegto w ogole utworzeniu sie
tych komplekséw. Zatem krypty moga aktywowac receptor
estrogenowy lub nawet odpowiadaé za jego transport do jadra
komérkowego.

UDZIAL KRYPT W POWSTANIU MECHANIZMU
LEKOOPORNOSCI NOWOTWOROW

Przetomem w badaniach nad kryptami komdrkowy-
mi, o ktérym juz wspomniano we wstepie, byto odkrycie,
ze biatko MVP jest ortologiem biatka LRP [9], Temu biat-
ku juz wczes$niej przypisywano istotny udziat w rozwo-
ju lekoopornosci komérek nowotworowych. Odkrycie to
zapoczatkowato dyskusje o roli biatka MVP i catych krypt
komoérkowych w mechanizmie opornos$ci wielolekowej no-
wotworéw [54-56]. Ich naturalne wystepowanie w tkance
nabtonkowej doskonale pasuje do ich potencjalnej roli jako
czynnikéw chronigcych przed cytostatykami. Jak wczesdniej
wspomniano sa to m.in. tkanki nabtonkowe wyscielajace
drogi oddechowe oraz nabtonek przewodu pokarmowe-
go oraz makrofagi i komorki dendrytyczne, a wiec miej-
sca narazone na dziatanie ksenobiotykow [7,8,57]. Zatem
krypty komérkowe w podobny sposdb jak chronig zdrowga
komoérke, beda réwniez uczestniczy w ochronie komarki
nowotworowej. Obecnie nie ulega watpliwosci, ze krypty
komoérkowe uczestniczg w nabywaniu przez komaérki no-
wotworowe opornosci na leki cytostatyczne. Nie ma jednak
jednoznacznego i wiarygodnego opisu w jaki sposéb zacho-
dzi ten mechanizm. Temat ten w literaturze omawiany jest
wielokrotnie, a prowadzone badania bazujg zarédwno na
materiale pozyskiwanym od pacjentéw jak i na dos$wiad-
czeniach in vitro na wyprowadzonych liniach komérek no-
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wotworowych, zaréwno wrazliwych jak i opornych na leki
cytostatyczne.

Wstepne badania przesiewowe przeprowadzone na 61
liniach komérkowych wyprowadzonych z r6znych typdéw
nowotworow cztowieka wykazaty, ze MVP/LRP ulegato
syntezie w 78% linii komdrkowych, a wzrost poziomu syn-
tezy tego biatka zwykle wigzat sie ze wzrostem opornosci
komoérek na réznorodne leki przeciwnowotworowe [58],
Dane te zostaly potwierdzone w dalszych badaniach 8 li-
nii komdrkowych, ktére wykazywaly zwigzek pomiedzy
ekspresjag mMRNA dla MVP/LRP a ich chemioopornoscig
na szereg cytostatykéw [59]. Podwyzszony poziom MVP
zaobserwowano w linii komorek glejaka gwiezdzistego,
ktéry wykazywat oporno$¢ na rézne klasy lekéw cytosta-
tycznych, tj. doksorubicyne, metotreksat, etopozyd, win-
krystyne, cytarabine i cisplatyne [60], Aktywnos$¢ krypt
komoérkowych wydaje sie by¢ zalezna od tkanki, z ktdrej
rozwinat sie nowotwdr oraz wykazywac specyficznosé sub-
stratowg. W komérkach raka niedrobnokomérkowego ptuc
wzrost poziomu syntezy biatka MVP korelowat z pojawie-
niem sie opornosci tylko na cisplatyne, ale nie zaobserwo-
wano jednoczesnego wzrostu opornosci na inne leki, takie
jak daunorubicuna, doksorubicyna, etopozyd, winblastyna
i bleomycyna [61].

W komorkach zdrowego moézgu poziom syntezy biatka
MVP pozostaje na granicy wykrywalnosci za pomocg me-
tod immunohistochemicznych, z wyjatkiem naczyn krwio-
nosnych, gdzie jest on stosunkowo wysoki [60], Przebadano
pod katem syntezy biatka MVP prébki zwojakoglejakow
uzyskanych od 30 r6znych pacjentéw i okazato sie, ze jest on
tam znacznie wyzszy w poréwnaniu do zdrowych tkanek
grupy kontrolnej [62]. Wzrost poziomu biatka MVP zostat
potwierdzony réwniez dla innych nowotworéw mézgu, za-
rowno w materiale operacyjnym jak i w pierwotnych hodow-
lach komo6rkowych wyprowadzonych z tkanek pochodzenia
neuroektodermalnego [60]. Nie wszystkie jednak nowotwo-
ry mézgu wykazujg wyzszy poziom syntezy biatka MVP.
Byt on niewielki w komérkach pochodzacych z nerwiaka
niedojrzatego oraz z rdzeniaka [60]. Jednak tam gdzie zaob-
serwowano wzrost poziomu biatka MVP wzrastata rowniez
oporno$¢ na antracykliny, cisplatyne i etopozyd.

Udziat krypt komérkowych jest réwniez istotny w lecze-
niu epilepsji, poniewaz wysoki poziom biatka MVP obniza
skutecznos$¢ terapii [63]. Efekt ten zostat potwierdzony na
modelu szczurzym. Zaobserwowano, ze stymulowany atak
epilepsji powodowat wyzszg synteze MVP zaréwno w za-
krecie zebatym jak i w korze pola przyhipokampowego [64],

Dla nowotworu gruczotu piersiowego trzy zespoty ba-
dawcze opisaty podwyzszony poziom biatka MVP w tkan-
ce patologicznej, jednak zaden z zespotéw nie wykazat
zwigzku samego biatka MVP z opornoscig na zastosowang
chemioterapie ani z prognozg rozwoju choroby [65-67]. W
innym zespole wykazano jednak, ze wysoki poziom synte-
zy biatka MVP u pacjentéw z zaawansowanym nowotwo-
rem piersi, ktérzy otrzymali wcze$niej chemioterapie, mia-
ta zwigzek ze znaczaco krdétszym przezyciem [68]. Nalezy
zaznaczyé, ze w przypadku zastosowania chemioterapii
opartej na 5-fluorouracylu, doksorubicyny/epirubicyny i
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cuklofosfamidu poziom biatka MVP wzrastat w komérkach
guza [68].

Niestety biatko MVP nie moze by¢ rozpatrywane jako uni-
wersalny marker rozwoju choroby nowotworowej ani tym
bardziej jako czynnik decydujacy o wyborze konkretnego
typu chemioterapii. Niekiedy zdarza sie, ze poziom syntezy
biatka MVP w ogdle nie koreluje ze wzrostem opornosci ko-
morek na leki cytostatyczne [69], Nalezy pamietaé, ze gtow-
nymi czynnikami odpowiadajagcymi za wzrost lekoopornosci
sg biatka rodziny ABC (ang. ATP-binding cassette proteins),
przede wszystkim glikoproteiny P, a krypty komoérkowe ra-
czej spetniaja role pomocniczg w tym procesie [70],

LOKALIZACJA JADROWA MVP 1/Lue KRYPT
KOMORKOWYCH W NOWOTWORACH

W pewnych warunkach pomocnicza rola krypt komar-
kowych moze okaza¢ sie jednak krytyczna dla rozwoju le-
koopornosci. Podczas dtugotrwatego leczenia cytostatykami
zaobserwowano dodatkowga lokalizacje biatek transbtono-
wych zwigzanych z mechanizmem MDR (ang. Multidrug Re-
sistance). Przyktadem moze by¢ obecnos¢ glikoproteiny P w
otoczce jadrowej komorek nowotworu piersi cztowieka opor-
nych na doksorubicyne (MCF-7/DX) [71]. Inkubacja z dokso-
rubicyng komoérek wrazliwych powodowata przejscie leku
do jadra komérkowego, natomiast w komaérkach opornych
lek ten pozostawat wytacznie w cytoplazmie. ldentyczne
rezultaty otrzymano pracujagc na komoérkach raka pecherza
i wprowadzajgc epirubicyne do cytoplazmy za pomocg mi-
kroiniekcji [72], W obu typach komorkach opornych na dzia-
tanie cytostatykéw jadra komorkowe byty pozbawione leku.

Podobnie do glikoproteiny P rdwniez krypty komorko-
we mogg ulegaé translokacji do jadra komérkowego. Nie
wiadomo jednak, w jaki spos6b mogg one eliminowac leki
z jadra. W przeciwienstwie do glikoproteiny P zaden z ich
sktadnikow nie jest pompa transbtonowga. Zaobserwowano
jednak, ze w komorkach opornych ilo$¢ biatka MVP zwigza-
nego z otoczka jgdrowg wzrasta [49].

W celu zweryfikowania wptywu biatka MVP na proces
eliminacji leku z jadra komorkowego zaprojektowano rybo-
zym, ktory specyficznie blokowat ekspresje MVP [73,74], Li-
nie komaérkowa raka okreznicy (SW620) poddano dziataniu
maslanu sodu (ang. sodium butyrate), co doprowadzito do
syntezy biatek MVP iw konsekwencji spowodowato naby-
cie przez komorki SW620 opornos$ci na dziatanie doksoru-
bicyny, etopozytu, winkrystyny, paklitakselu oraz gramicy-
dyny. Wykazano, ze doksorubicyna ulegata akumulacji w
jadrach komorek wrazliwych (nie traktowanych maslanem
sodu), natomiast nie byta obecna w jadrach komorek opor-
nych (traktowanych maslanem sodu). Nastepnie, produk-
cja kazdego z dwoch rodzajéw rybozyméw specyficznych
dla MVP spowodowata cofniecie sie zaobserwowanego
wczesniej fenotypu opornosci w komérkach traktowanych
maslanem sodu. Wynik ten wskazuje na czynne zaangazo-
wanie krypt komérkowych w jadrowym eksporcie leku, co
prowadzi do rozwoju opornosci wielolekowej.

Badania przeprowadzone na innych komoérkach réwniez
ujawnity réznice w wewngtrzkomaérkowej dystrybucji do-
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ksorubiny. Indukowana dziataniem benzo[a]pirenu (ang.
benzo[a]pyrene) synteza MVP w komdrkach epidermalnych
powodowata eliminacje doksorubicyny z ich jader [75]. Po-
nadto, obserwacje w mikroskopie konfokalnym komoérek
A549 (rak niedrobnokomdrkowy ptuc) wykazaty lokaliza-
cje MVP i doksorubicyny w pecherzykach cytoplazmatycz-
nych, co wskazuje na role tego biatka w separacji leku w
obrebie komorki [76],

PODSUMOWANIE

Krypty komorkowe zostaly odkryte prawie 25 lat temu
[1], Od tego czasu udato sie zidentyfikowac strukture prze-
strzenng tych organelli [16]. Analizy biochemiczne majgce
na celu opis ich funkcji zostalty przeprowadzone w wielu
laboratoriach i jak dotad nie przyniosty oczekiwanych wy-
nikéw. Do dzisiaj nie wiadomo jaka jest podstawowa rola
krypt komorkowych. Przypuszcza sig, ze moga one wyko-
nywaé funkcje transportowe oraz uczestniczy¢ w mechani-
zmach ochronnych komorki, zwtaszcza przed dziataniem
naturalnych ksenobiotykéw (Rye. IB). Ponadto, interesuja-
ce sg doniesienia o oddziatywaniach krypt komérkowych
z porami jadrowymi i ich zaangazowaniu w formowanie
sie porow jadrowych [51]. Niemniej, jedng z wazniejszych
cech krypt jest ich udziat w rozwoju lekoopornosci nowo-
tworéw, negatywnego zjawiska powodujacego znaczne
obnizenie efektywnos$ci leczenia pacjentéw z rozpoznang
chorobg nowotworowga. Wydaje sie, ze prace prowadzone
w nastepnych latach skierowane beda wtasnie na szczegoto-
we poznanie mechanizmow dziatania krypt komérkowych
w aspekcie lekoopornosci.
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ABSTRACT

The cellular vaults have been described for the first time in 1986 as ribonucleoprotein complexes composed of three proteins, MVP, TEP1 and
VPARP and several vVRNA strains. Biochemical and structural studies revealed their ubiquitous existence in the cytoplasm of many eukary-
otic cells and their barrel-like structure indicating their engagement in the intracellular transport. Furthermore, the high homology between
MVP and LRP which was already known to be involved in multidrug resistance mechanism opened a discussion about the role of vaults in
both normal and cancer cells. The histopathology research demonstrated an increased amount of MVP/LRP proteins in the cancer as well as
showed translocation possibility between cytoplasm and nuclear envelope, which can be of crucial point in the prevention of nucleus against

anticancer drugs.
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Stowa kluczowe: ATPazy Cip, autofagia, biat-
ka opiekuncze, BAG1, CHIP, faldowanie bia-
tek, proteazy

Wykaz skrétéw: ALS (ang. amyotrophic lateral
sclerosis) — stwardnienie zanikowe boczne;
APP (ang. amyloid beta A4 precursor protein)
— biatko prekursorowe amyloidu (L biatka
AAA (ang. ATPase associated with various acti-
vities) — ATPazy zwigzane z réznymi proce-
sami komdérkowymi; CFTR (ang. cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator) — biatko
btonowe tworzace kanat chlorkowy, ktérego
brak/zaburzenie funkcji wywotuje mukowi-
scydoze; CMA (ang. chaperone-mediated auto-
phagy) —autofagia zalezna od biatek opiekun-
czych; DRPLA (ang. dentatorubral-pallidoluysian
atrophy) —zanik jader zebatych, gatek bladych
i ciat podwzg6rzowych; Hsps (ang. heat shock
proteins) — biatka szoku cieplnego; ER (fac. re-
ticulum endoplasmaticum) — siateczka $rédpla-
zmatyczna; sHsps (ang. small heat shock prote-
ins) — biatka szoku cieplnego o niskiej masie
czasteczkowej; SBMA (ang. spinal and bulbar
muscular atrophy) — opuszkowo-rdzeniowy
zanik miesni; SCA (ang. spinocerebellar atalia)
— ataksje rdzeniowo-mézdzkowe; TBP (ang.
TATA-binding protein) — biatko wigzace sie
z sekwencjg TATA-box, wchodzgce w sktad
transkrypcyjnego kompleksu preinicjacyjnego;
TPR (ang. chaperone-interacting tetratricopeptide)
— motyw strukturalny spotykany w biatkach,
posredniczacy w oddziatywaniach biatko-biat-
ko
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STRESZCZENIE

artykule opisano role biatek opiekunczych i proteaz komérkowych w cytoplazma-

tycznym systemie kontroli jakos$ci biatek. System ten kontroluje i reguluje stan sfat-
dowania biatek oraz ich prawidtowe funkcjonowanie w komdrkach organizméw prokario-
tycznych i eukariotycznych. W wyniku wspétdziatania biatek opiekunczych i proteaz w
cytoplazmie zostaje ograniczona akumulacja nieprawidtowo zwinietych biatek. W artykule
szczego6lng uwage zwrécono na powiazania biatek opiekuriczych z procesami degradacji bia-
tek oraz na ich role w biologii choréb neurodegeneracyjnych.

WPROWADZENIE

Prawidtowe funkcjonowanie komorek, ich przezywalno$¢ zalezg w duzej mierze
od procesu fatdowania biatek. W procesie tym zgodna z zapisem genetycznym, li-
niowa, $cisle okreslona struktura pierwszorzedowa biatka, zostaje przeobrazona w
odpowiednig strukture przestrzenng. Proces fatdowania biatek jestbardzo istotny w
komorce z uwagi na kluczowa role biatek we wszystkich procesach biologicznych.
Przestrzenne utozenie tancucha polipeptydowego i jego konformaq'a decydujg o
specyficznej funkcji biologicznej biatka w komérce. Jedynie biatka prawidtowo zwi-
niete, posiadajace stabilng konformacje sa w petni funkcjonalne. Rozciggniety lub
utozony przypadkowo tancuch polipeptydowy jest pozbawiony aktywnosci biolo-
gicznej. Stan fatldowania biatek oraz ich prawidtowe funkcjonowanie w komorkach
prokariotycznych, jak i eukariotycznych kontroluje i reguluje tzw. potranslacyjny
system kontroli jakosci biatek. System ten tworzg biatka opiekuncze oraz proteazy
komérkowe. Biatka opiekuncze w warunkach fizjologicznych chronig nowo synte-
tyzowane polipeptydy przed agregacja i posredniczg w ich poprawnym zwijaniu
nie wchodzac w sktad ich ostatecznej struktury [1,2]. Natomiast w warunkach stre-
su chronig one inne biatka komdérkowe przed inaktywacjg i denaturacjg, uczestni-
czg w reaktywacji zagregowanych biatek lub tez kieruja je do degradacji, jesli ich
naprawa jest niemozliwa [3-8], Z kolei gtdwne zadanie proteaz sprowadza si¢ do
wyeliminowania z komérki nieodwracalnie uszkodzonych biatek, ktorych obec-
no$¢ ze wzgledu na ich tendencje do tworzenia agregatéw, mogtaby niekorzystnie
wptywaé na funkcjonowanie innych biatek komoérkowych [9,10]. W wyniku wspél-
nego dziatania biatek opiekunczych i proteaz zostaje ograniczona w cytoplazmie
komorek akumulacja nieprawidtowo zwinietych biatek [11].

ROLA BIALEK OPIEKUNCZYCH | PROTEAZ W
SYSTEMIE KONTROLI JAKOSCI BIALEK

Wiele biatek opiekunczych znanych jest jako biatka szoku cieplnego (Hsp), kto-
rych poziom syntezy znacznie wzrasta w komdrkach w warunkach stresu cieplne-
go. Zadaniem tej grupy biatek jest przede wszystkim ochrona komorki przed zgub-
nymi skutkami zmian czynnikdw zewnetrznych. Nagte zmiany czynnikéw $rodo-
wiskowych czesto zaburzajg proces faldowania nowo powstajacych polipeptydoéw
oraz naruszaja prawidtowg konformacje biatek, co sprzyja ich agregacji. Dzigki biat-
kom opiekunczym kazdy zywy organizm moze kontrolowaé proces agregacji po-
lipeptydow i przeciwstawiac sie temu, m.in. poprzez zapobieganie niepozgdanym
oddziatywaniom miedzyczgsteczkowym. Stosujgc kryterium masy czasteczkowej
mozna wyrdzni¢ 6 gtdwnych rodzin biatek opiekunczych (Tab. 1). Jedna z nich jest
rodzina biatek HsplOO, do ktérej nalezag m.in. bakteryjne biatka CIpA, ClpB, ClpX,
ClpY (HslU), drozdzowe biatka Hspl04 (cytosol) i Hsp78 (mitochondria), bedace
homologami bakteryjnego biatka CIpB oraz roslinne biatko HsplOI. Biatka nalezg-
ce do rodziny HsplOO sg ATPazami o strukturze przypominajacej heksameryczny
pierscien, zaliczanymi do tzw. ATPaz AAA+. W centrum tego pierscienia znajduje
sie kanat, przez ktory przeciagany jest substrat biatkowy [12-14]. Wiekszo$¢ ATPaz
HsplOO, z wyjatkiem ClpB/Hspl04, tworzy kompleksy proteolityczne wspdtpracu-
jace z podjednostkami peptydazowymi (ClpP lub ClpQ (HslV)), odpowiedzialne w
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Tabela 1. Gtéwne rodziny biatek opiekunczych i ich przedstawiciele [27,73-75].

Hsps zalezne od ATP

Podjednostki komplekséw proteolitycznych oraz
dezagregazy wspoétpracujace z Hsp70/Hsp40
HsplOO/Clp

E. coli: CIpA, ClpX, ClpY (HslU), ClpB (cytosol)

S. cerevisiae: Hspl04 (cytosol), Hsp78 (mitochondria)

Arabidopsis thaliana: AtHsplOI/CIpBI (cytosol)

Foldazy

Hsp90

E. coli: HtpG (cytosol)

S. cerevisiae: Hsp83 (cytosol/jadro komaérkowe)

Ssaki: Hsp90a, Hsp90(3 (cytosol/jadro komérkowe)
Grp94 (ER)

Hsp70

E. coli: DnaK (cytosol)

S. cerevisiae: Ssa 1-4 i Ssb 1,2 (cytosol)

Kar2 (ER), Sscl (mitochondria)

Ssaki: Hsp70 (Hsp72) (cytosol/jadro komoérkowe)
Hsc70 (Hsp73) (cytosol/jadro komdrkowe)
Hsp75 (Grp75/mtHsp70) (mitochondria)
BiP (Grp78/Hsp78) (ER)

Hsp60

E. coli: GroEL (cytosol)

S. cerevisiae: Hsp60 (mitochondria)

Rosliny: Cpn60 (chloroplasty)

Ssaki: Hsp6O (mitochondria/cytosol)

Hsp40 (partnerzy Hsp70)

E. coli: DnaJ (cytosol)

S. cerevisiae: Ydjl (cytosol/jadro komoérkowe)

Ssaki: Hsp40 (cytosol/mitochondria), Hsp47 (ER)

HsplO (partnerzy Hsp6O)

£. coli: GroES (cytosol)

Roéliny: CpnlO (chloroplasty)

Ssaki: HsplO (mitochondria/cytosol)

Hsps niezalezne do ATP (sHsps)

Holdazy

E. coli: IbpA i 1bpB

S. cerevisiae: Hsp27 (cytosol)

Ssaki: aA- i aB-krystaliny (cytosol)
Hsp25/Hsp27 (cytosol/jadro komoérkowe)

komadrce bakteryjnej za degradacje nieprawidtowo zwinietych
polipeptydow [15,16]. ClpB/Hspl04, w przeciwienstwie do
innych przedstawicieli ATPaz Cip, nie jest zaangazowane w
degradacje biatek, lecz wraz z systemem DnaK/DnaJ (Hsp70/
Hsp40) bierze udziat w dysocjacji agregatow biatkowych i re-
aktywacji biatek [17-20]. Aktywnos$¢ tego dwusktadnikowego
systemu biatek opiekunczych jest krytyczna dla przezywalno-
§ci bakterii, drozdzy i roslin w warunkach stresu. Do tej pory
nie zidentyfikowano homologéw biatek ClpB/Hspl04 w cy-
tosolu wyzszych organizmoéw eukariotycznych. Przypuszcza
sig, ze ich funkcje w komorkach ssakow przejety inne ATPazy
AAA+, np. biatko VCP (ang. valosin-containing protein) znane
takze jako p97, ktérego zaburzenia funkcji prowadza m.in.
do akumulacji nierozpuszczalnych i ubikwitylowanych bia-
tek [21]. Rola ATPaz Cip w procesach degradacji i dysocjacji
agregatow biatkowych/reaktywacji biatek zostata szczegoto-
wo opisana w pracach przeglagdowych [14,21-26]. Kolejnymi
rodzinami biatek opiekunczych sg Hsp90, Hsp70 wspdtpracu-
jace m.in. z Hsp40 oraz Hsp60 tworzgce kompleks z HsplO.
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Przedstawiciele tych rodzin wystepujg we wszystkich organi-
zmach; sg obecne zaré6wno w komdrkach bakteryjnych, jak i
w komdérkach cztowieka, a ich docelowym miejscem jest nie
tylko cytoplazma, ale takze r6zne organella komoérkowe, takie
jak siateczka srodplazmatyczna (ER), chloroplasty i mitochon-
dria [26-28] (Tab. 1). Niektére z omawianych biatek syntety-
zowane sg konstytutywnie, inne takie jak np. Hsp70(Hsp72)
i Hsp90a, sg indukowane pod wptywem dziatania réznych
czynnikdw stresogennych. Hsp90, Hsp70/Hsp40 oraz Hsp60/
HsplO dziatajg przede wszystkim jako tzw. foldazy (ang.folder
chaperones) poniewaz posredniczg one w fatdowaniu i w reak-
tywacji biatek inaktywowanych pod wptywem stresu, przy-
wracajac im wiasciwg konformacje oraz wiasciwosci biolo-
giczne [11,26,29]. Dziatanie tej grupy biatek opiekunczych jest
zalezne od ATP. Innym typem biatek opiekuriczych sg biat-
ka o masie czgsteczkowej 12-43 kDa, takie jak a(3-krystaliny,
Hsp25/Hsp27 lub bakteryjne biatka IbpA, IbpB (Tab. 1). Bial-
ka te funkcjonujg w komorkach jako tzw. holdazy (ang. holder
chaperones), poniewaz wigzg sie one do nieprawidtowych kon-
formacji biatek (niezaleznie od ATP) itworzg z nimi stabilne
kompleksy, zapobiegajac ich agregaq'i [30-33]. Nie posiadajg
one jednak aktywnos$ci przywracania wiasciwej konformacji.
Biatka opiekuncze w obrehie poszczegolnych rodzin charak-
teryzujg sie stabilnosScig w ewolucji zarowno strukturalng, jak
i funkcjonalng, co potwierdza ich niezastapiona role w pra-
widtowym funkcjonowaniu komorek [34], Biatka te nie tylko
chronig inne biatka komaérkowe przed utratg ich prawidtowej
konformacji, ale takze biorg one udziat w transporcie polipep-
tydéw przez btony komorkowe, w apoptozie komorek lub w
prezentacji antygenow na ich powierzchni [27].

Biatka opiekuncze stanowig pierwsza linie obrony ko-
morki w walce z nieprawidtowo zwinietymi i niefunkcjo-
nalnymi biatkami. To przede wszystkim od tej grupy biatek
zalezy utrzymanie krytycznej dla przezywalnosci komérek
rownowagi pomiedzy procesami faldowania i degradacji
nieprawidtowo zwinietych biatek (Ryc. 1). Biatka opiekun-
cze rozpoznajg nienaturalne konformacje biatek i wigzac sie
z nimi promujg ich faldowanie w sposob zalezny od ATP
oraz zapobiegajg hydrofobowym oddziatywaniom biatek,
ktére moga doprowadzi¢ do ich agregacji. Dopiero biatka
trwale uszkodzone pod wptywem stresu lub mutacji, czyli
takie, ktorym biatka opiekuricze nie sg w stanie przywrécic
wiasciwej im konformacji sa degradowane przez komoérko-
we proteazy, stanowigce drugi kluczowy element systemu
kontroli jakosci biatek. W degradacji biatek biorg udziat
proteazy zlokalizowane w réznych przedziatach komorko-
wych. W komdrkach eukariotycznych gtéwnym miejscem
odpowiedzialnym za degradacje cytoplazmatycznych bia-
tek jest proteasom 26S (Ryc. 2), multikatalityczna proteaza,
ktora degraduje wytacznie biatka naznaczone wczesniej
przez ubikwityne, mate globularne biatko sktadajace sie z
76 reszt aminokwasowych [35-37]. Ten sposob degradacji
biatek jest wysoce selektywny. Oznacza to, ze degradowa-
ne sg tylko wybrane biatka. Ubikwityna jest przytgczana do
biatka przeznaczonego do degradacji w wyniku kaskady
reakcji enzymatycznych z udziatem 3 enzyméw: enzymu
aktywujacego ubikwityne (EIl), enzyméw koniugujacych
(E2) i ligaz ubikwitylowych (E3), ktére decydujg o specy-
ficznosci substratowej reakcji ubikwitylacji [35,38]. Ligazy
ubikwitylowe sg waznym elementem systemu kontroli ja-
kosci biatek.
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Rycina 1. Rola biatek opiekuiczych w utrzymaniu rownowagi pomiedzy procesami fatdowania i degradacji Zle zwinie-
tych biatek [54]. Biatka opiekuricze posredniczg w fatdowaniu nowo syntetyzowanych biatek. Moga one takze wigzac
sie do nienatywnych konformacji biatek, powstajgcych podczas denaturacji (np. w warunkach stresu) i promowac ich
fatdowanie w sposéb zalezny od ATP. Biatka opiekuricze zapobiegaja takze hydrofobowym oddziatywaniom biatek,
ktére moga sprzyja¢ tworzeniu agregatow biatkowych. Dopiero biatka trwale uszkodzone, ktérym biatka opiekuricze
nie sa w stanie przywréci¢ natywnej konformacji, zostaja usunigte z komérki na drodze proteolizy. W komérkach eu-
kariotycznych proces ten zazwyczaj wigze sie¢ z ubikwitylacjg biatek z udziatem ligaz ubikwitylowych (E3) i aktywno-
$cig proteasomu 26S. W niektdrych przypadkach, ubikwitylacja substratdéw zwigzanych z biatkami opiekuficzymi jest
mozliwa dzieki specyficznym oddziatywaniom niektérych Hsps (Hsp70 czy Hsp90) z enzymami E3 (takimi jak CHIP)
zawierajacymi motywy TPR (warunkujace ich oddziatywania z Hsps). Stres, mutacje czy proces starzenia si¢ zaburzajg
prawidtowe funkcjonowanie systemu kontroli jakosci biatek. Pojawia si¢ wowczas zwigkszona ilo$¢ nieprawidtowo

v
€=

opiekuncze. Zatem CMA jest to
proces, ktory zachodzi wytgcz-
nie w obecnosci biatek opiekun-
czych i polega na selektywnej
proteolizie pojedynczych biatek
cytoplazmatycznych, ktore ule-
gajg rozfatdowaniu, a nie biatek
tworzacych oligomeryczne czy
multimeryczne kompleksy, takie
jak agregaty. Z tego powodu cate
organella komorkowe nie sg de-
gradowane na drodze autofagii
zaleznej od biatek opiekunczych.
CMA zostata do tej pory opisana
wyltgcznie u ssakow. Makrofagia
i CMA sg aktywowane w warun-
kach stresu i gtodu, ktére prowa-
dzg do uszkodzenia struktury
biatek. Bardzo czesto makrofagia
i CMA dziatajg synchronicznie
lub w okreslonej kolejnosci. Z
dotychczas zebranych danych
literaturowych wynika, ze auto-
fagia moze by¢ alternatywnym,
kompensujagcym mechanizmem
degradacji biatek, ktory jest akty-
wowany w przypadku zahamo-
wania aktywnos$ci proteasomu,
co moze $wiadczy¢ o ,,komuni-
kowaniu sie" gtéwnych szlakéw
degradacji biatek [39-44],

konformacja

zwinietych biatek, ktére czesto majg tendencje do tworzenia agregatdw. Obecno$¢ nierozpuszczalnych agregatéw moze

doprowadzi¢ do zaburzenia funkcji komdérkowych i rozwoju choroby neurodegeneracyjne;j.

Drugim fundamentalnym mechanizmem odpowiedzial-
nym w komorkach organizmow eukariotycznych za degra-
dacje biatek i utrzymanie homeostazy jest autofagia. Jest
ona mniej selektywnym mechanizmem w poréwnaniu z
proteolizg biatek zalezng od ubikwityny. W procesie auto-
fagii przede wszystkim biatka o dtugim okresie pdttrwania
oraz nieprawidtowo funkcjonujace organella komérkowe
sg kierowane do lizosomow, gdzie ulegajg degradacji. Wy-
réznia sie 3 gtowne typy autofagii: makrofagie, mikrofagie
i autofagie zalezng od biatek opiekuinczych (CMA, ang.
chaperone-mediated autophagy). Makroautofagia polega na
usuwaniu z komorki zbednych biatek lub catych organelli
komérkowych, poprzez formowanie autofagosomu, ktory
w dalszej kolejnosci ulega fuzji z lizosomem lub wakuola,
gdzie jego zawarto$¢ zostaje zdegradowana przez hydro-
lazy. Z kolei mikroautofagia to proces, ktéry prowadzi do
wyeliminowania mniejszych elementéw komorki przez in-
waginacje btony lizosomalnej. Natomiast w CMA substraty
biatkowe, zawierajagce motyw KFERQ, sg rozpoznawane
przez kompleks cytoplazmatycznych biatek opiekunczych
i dostarczane do powierzchni btony lizosomalnej, gdzie zo-
stajg zwigzane przez biatko receptorowe LAMP-2A (ang. ly-
sosome-associated membrane protein type2A) biorgce udziat za-
rowno w ich prawidtowym rozpoznaniu, jak i w transloka-
cji do wnetrza lizosomu. Translokacja cytoplazmatycznych
biatek przez btone lizosomalng wymaga ich catkowitego
rozwiniecia, dlatego tez w procesie tym niezbedne sg biatka
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W komodrkach prokariotycz-
nych, ktére sa pozbawione ubi-
kwityny wazng role w degradacji
niefunkcjonalnych, cytoplazmatycznych biatek odgrywaja
ATP-zalezne proteazy, zaliczane do czterch klas, tj. wspo-
mniane wczesniej kompleksy proteolityczne CIpAP/ClpXP
i ClpYQ (HslVU) oraz proteazy Lon i FtsH [45]. Bakteryjne
kompleksy proteolityczne, z ATPazg Cip funkcjonujgcg jako
podjednostka regulatorowa proteazy, przypominajg pod
wzgledem strukturalnym i mechanizmu dziatania eukario-
tyczny proteasom 26S [12,46,47]. Na przyktad w kompleksie
ClpAP mozna wyr6zni¢ czes¢ proteolityczng, ClpP, bedaca
odpowiednikiem proteasomu 20S i kompleks 19S zawie-
rajacy ATPaze Cip. ClpP (biatko szoku cieplnego) tworzy
multimer ztozony z 14 podjednostek uporzagdkowanych w
dwa siedmiocztonowe pierscienie, ktére przylegaja do sie-
bie. Heksameryczne pierscienie CIpA wigzg sie do jednego
lub obu kofAcéw proteolitycznej beczutki CIpP. ATPaza Cip
w takim kompleksie funkcjonuje jako podjednostka regula-
torowa proteazy.

POWIAZANIA BIALEK OPIEKUNCZYCH
Z PROCESEM DEGRADACJI BIALEK

Istnieje szereg obserwacji $Swiadczacych o komunikowa-
niu sie systemow biatek opiekunczych i proteaz zaréwno w
komorkach organizméw prokariotycznych, jak i eukario-
tycznych [11,48-50]. Udziat biatek opiekunczych w degrada-
cji niewtasciwie zwinietych biatek nie jest w petni poznany.
Przypuszcza sig, ze ich udziat w proteolizie polega na stabi-
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19S  kompleks regulatorowy
podstawa (9 podjednostek)
wieczko (8 podjednostek)

20S rdzen katalityczny
268

19S  kompleks regulatorowy
podstawa (9 podjednostek)

Rycina 2. Struktura proteasomu 26S. Proteasom jest multikatalityczng proteaza,
ktéra degraduje poliubikwitylowane biatka do krétkich peptydéw. Sktada sie on
z dwéch zasocjowanych ze sobg subkomplekséw biatkowych: rdzenia katalitycz-
nego 20S i kompleksu regulatorowego 19S. Kompleks 20S (proteasom 20S) ma
ksztatt zamknigtej beczutki ztozonej z czterech wspé6tosiowych pierscieni, dwéch
zewnetrznych a i dwoch wewnetrznych p. Kazdy z pierScieni sktada si¢ z sied-
miu réznych podjednostek tworzacych ogdlng strukture kompleksu 20S: al-7pi-
7pi-7al-7. Miejsca aktywne proteazy zlokalizowane sg na koricach aminowych
podjednostek p, ktére zawieraja reszty Thr lub Ser. Taka struktura kompleksu 20S
pozwala na izolacje miejsca aktywnego proteazy od potencjalnych substratow,
dopdki nie zostang one skierowane do wnetrza katalitycznej beczutki. Substraty
s stopniowo degradowane bez uwalniania posrednich produktéw degradacji,
do momentu az substrat zostanie roztozony do peptydéw o diugosci 7-9 reszt
aminokwasowych. Dostep do wnetrza katalitycznej komory jest kontrolowa-
ny przez kompleks 19S, zbudowany z 17 podjednostek, 9 z nich znajduje sie w
tzw. podstawie kompleksu, za$ 8 tworzy wieczko kompleksu. Jedng z najwaz-
niejszych funkcji kompleksu 19S jest rozpoznawanie i wigzanie ubikwitylowa-
nych biatek. Ponadto kompleks 19S otwiera substratowi wejscie do komory ka-
talitycznej znajdujace sie¢ w pierscieniu a i umozliwia jemu przedostanie si¢ do
wnetrza kompleksu. Jezeli substrat jest wigkszy niz otwdr kanatu prowadzgcego
do katalitycznego rdzenia to kompleks 19S bierze udziat rowniez w rozwijaniu
substratu biatkowego. Otwieranie kanatu, czyli indukcja zmian konformacyjnych
proteasomu 20S oraz rozwijanie substratu wymaga naktadu energii. Pochodzi
ona z hydrolizy ATP. Dlatego tez kluczowym sktadnikiem kompleksu 19S, jego
podstawy, jest 6 réznych ATPaz nalezacych do biatek AAA+. Podjednostka 19S
zawiera takze izopeptydaze, ktéra odcina nienaruszone czasteczki ubikwityny.
Zatem proteasom nie powoduje degradacji ubikwityny, leczumozliwia ponowne
jej wykorzystanie. Ubikwitylacja i aktywno$¢ proteasomu wspotgraja ze sobg w
degradacji niepozadanych biatek. Uwolniona ubikwityna zostaje ponownie wy-
korzystana, a peptydy powstajagce w wyniku dziatania proteasomu 26S zostajg
roztozone do pojedynczych aminokwaséw przez inne proteazy komdérkowe.

lizacji populacji rozpuszczalnych, niewtasciwie sfatdowanych
polipeptydéw, poprzez wigzanie si¢ z nimi [29], Obserwacja,
ze niektore z eukariotycznych biatek opiekuriczych specyficz-
nie oddziatujg z ligazami ubikwitylowymi E3 nasuwa przy-
puszczenie, ze przynajmniej w niektérych przypadkach biatka
opiekuncze rozpoznajg niewtasciwie sfatdowane polipeptydy
i posredniczag w ich poliubikwitylacji poprzez werbowanie
enzymow E3 i oddziatywanie z nimi [51-53], Zatem udziat
biatek opiekunczych w proteolizie mogtby polega¢ na utrzy-
mywaniu w formie rozpuszczalnej nieprawidtowo sfatdowa-
nych polipeptyddw i udostepnianiu ich systemowi ubikwity-
lacji, ktéry nastepnie kieruje biatka do proteasomu 26S (Ryc.
1). Biatka opiekuncze mogg rowniez uczestniczy¢ w selekcji
biatek przeznaczonych do degradacji [54]. Rola biatek opie-
kunczych w degradacji biatek w lizosomach takze sprowadza
si¢ do ich udziatu w prawidtowym rozpoznaniu substratu
biatkowego, rozwinieciu jego struktury i wytworzeniu kon-
formacji optymalnej dla translokacji oraz dostarczaniu go do
btony lizosomalnej. Ponadto biatka opiekuicze zaangazowa-
ne w CMA regulujag dynamike sktadania i rozktadania kom-
pleksu translokacyjnego oraz stabilizujg jego multimeryczng
strukture [41]. Ze wzgledu na udziat biatek opiekunczych za-
réwno w proteasomalnej, jak i lizosomalnej degradacji biatek
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przypisuje sie im role mediatorow, czasteczek (ang. sensing or
cross-communication molecules), ktére poSredniczg w wymianie
informagi miedzy dwoma gtéwnymi szlakami degradacji nie-
funkcjonalnych biatek.

ROLA BIALEK CHIP | BAG1 W
SYSTEMIE JAKOSCI BIALEK

Pewne rodziny biatek moga uczestniczyé w procesie ta-
czenia biatek opiekunczych z systemem ubikwitylacji oraz z
aktywnos$cig proteasomu [54,55], Biatka te posiadajg charakte-
rystyczng strukture domenowg (Ryc. 3). Pierwszymi zidentyfi-
kowanymi tego typu biatkami byty CHIP i BAGL. Biatko CHIP
zawiera na N- koAcu trzy motywy TPR oddziatujagce z Hsp70/
Hsp90 oraz tzw. domene U-box charakterystyczng dla enzy-
moéw E3czyli ligaz ubikwitylowych. Drugie z biatek, BAGI, jest
przedstawicielem duzej rodziny biatek zawierajgcych domene
BAG wigzacg Hsp70 i domene UBL (ubikwitynopodobng),
odpowiedzialng za oddziatywania z proteasomem 26S. Biatka
BAG dziatajg jako czynniki wymieniajace nukleotyd w zalez-
nym od ATP cyklu Hsp70. Biatka CHIP i BAG1 jednoczesnie
moga oddziatywaé z Hsp70. BAGL1 oddziatuje z N-koncowa
domeng ATPazowg Hsp70, podczas gdy CHIP z domeng
C-koncowg. Wedtug jednego z modeli biatka CHIP i BAG1
moga wptywaé na substrat biatkowy zwigzany z Hsp70/

Motywy TPR
ow (T T ) -
Miejsce wigzania

Hsp70/Hsp90

Domena wig2aca biatko opiekuficze U-box

o (T (]

Miejsce wigzania DnaJc7

;f

CyC4 464 aa
Aktywnodé E3 Miejsce wigzania CRN
UBL Domeny RING
panos (TN ) -
Miejsce wigzania Aktywnosé E3
proteasomu
Powtdrzenia TRSEEX uBL BAG
sor (D TN )~
Miejsce wigzania Miejsce wigzana
proteasomu Hsp70
uBL BAG
sros (M )
Miejsce wigzana Miejsce i
proteasomu Hsp70
DomenaJ) GF UMt UIM2
Miejsce wigzania Miejsce wigzania
Hsp70 ubikwityny

Rycina 3. Organizacja domenowa wybranych biatek integrujacych dziatanie bia-
tek opiekuriczych i proteasomu 26S [54]. CRN (ang. crooked neck) — biatko zawie-
rajace nietypowy motyw TPR; U-box i RING — domeny charakterystyczne dla
ligaz ubikwitylowych (E3); UBL —domena ubikwitynopodobng odpowiedzialna
za oddziatywania z proteasomem; UIM (ang. ubicjuitin-interacting motif) —motyw
wigzacy ubikwityne; domeny odpowiedzialne za oddziatywania z biatkami opie-
kuAczymi zaznaczono kolorem ré6zowym.
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Hsp90 w nastepujacy spo-
s6b (Ryc. 4). Przylaczenie
sie biatka CHIP do Hsp70
(najprawdopodobniej po
nieudanej prébie fatdowa-
nia substratu przez Hsp70)
uruchamia w obecnosci
enzymoéow EIl, E2, ATP i
ubikwityny poliubikwity-
lacje substratu zwigzanego
z Hsp70, nastepnie biat-
ko BAG1 zasocjowane z
Hsp70 i proteasomem 26S
posredniczy w przekaza-
niu substratu biatkowego
do proteasomu, w ktérym
zostaje on zdegradowany
[54], W wyniku wspot-
dziatania BAG1l i CHIP
dochodzi do indukcji
procesu degradacji biatek
z udziatem Hsp70 i pro-
teasomu 26S. Oba biatka
reguluja aktywnos$¢ ATPa-
zowg Hsp70. W zwiagzku
z tym, moga one nie tylko
fizycznie faczy¢ system
biatek opiekunczych z ak-
tywnoscig proteasomu, ale
réwniez moga modulowac
przejScie miedzy procesami fatdowania i degradacji nieprawi-
dtowo zwinigtych biatek. Z dotychczasowych doswiadczen
wynika, ze CHIP jest kluczowym regulatorem proceséw fat-
dowania i degradacji biatek w komérkach cztowieka [51,52].

g

#a&.uo

Proteasom 26S

Rycina 4. Oddziatlywanie biatek CHIP
i BAG1 na substrat biatkowy zwigzany
przez Hsp70 [54]. W wyniku wspoétdzia-
tania CHIP i BAG1 dochodzi do indukcji
procesu degradacji biatek z udziatem
Hsp70 i proteasomu 26S. EI — enzym
aktywujacy ubikwityne; E2 — enzym
koniugujacy i przenoszacy ubikwityne;
Ub —ubikwityna.

ZABURZENIA W FUNKCJONOWANIU
SYSTEMU JAKOSCI BIALEK

Omawiany system kontroli jakosci biatek nie jest dosko-
natym systemem. Stres cieplny, stres oksydacyjny, mutacje

genetyczne i proces starzenia sie organizmu zaburzaja jego
sprawne dziatanie (Ryc. 1). W takich przypadkach pojawia sie
w komorkach zwigkszona liczba nieprawidtowo zwinietych
biatek. Biatka takie majg czesto tendencje do tworzenia agrega-
téw. Zaczynajacy sie proces agregacji zaktoca dziatanie syste-
mu kontroli jakosci biatek. System ten nie jest w stanie ,,prze-
robi¢" zwiekszonej liczby agregatéw biatkowych, dochodzi
do jego przetadowania. Poczgtkowo powstajg oligomeryczne
(globulame) intermediaty, ktore nastepnie tworzg profibrylar-
ne struktury. Asocjacja tych struktur prowadzi do powstania
nierozpuszczalnych widkien amyloidowych, ktére odktadane
sgjako agregaty iinkluzje widoczne w mikroskopie Swietlnym
[56]. Istnieje hipoteza, ze intermediaty agregacji sg bardziej
toksyczne niz biatko prekursorowe czy inkluzje. Wobec tego
zahamowanie wczesnych etapéw agregacji bytoby korzystne
dla komaérki, poniewaz zapobiegatoby tworzeniu toksycznych
oligomerdw iinteremediatow. Natomiast hamowanie pdzniej-
szych etapéw mogtoby spowodowac akumulacje toksycznych
agregatow.

CHOROBY NEURODEGENERACYJNE
ZWIAZANE Z AGREGACJA NIEPRAWIDELOWO
SFALDOWANYCH BIALEK

Niewtasciwe fatdowanie biatek, ktéremu towarzyszy utra-
ta ich funkcji biologicznej jest przyczyna szeregu choréb czto-
wieka, w tym tzw. chordb agregacyjnych (konformacyjnych).
Zdecydowang wiekszos$¢ tych choréb stanowia choroby neu-
rodegeneracyjne takie jak choroba Alzheimera, Parkinsona,
stwardnienie zanikowe boczne (ALS), choroba Huntingtona
(plasawica), opuszkowo-rdzeniowy zanik miesni (SBMA) lub
ataksje rdzeniowo-mézdzkowe (SCA) (Tab. 2). Ostatnie z wy-
mienionych chorob, tzw. choroby poliglutaminowe (polyQ),
powodowane sg przez mutacje, ktéra polega na zwigkszeniu
liczby powtérzen tripletu CAG w kodujgcych regionach ge-
noéw kodujacych huntingtyne (HD/IT-15), receptor androge-
noéw (AR), ataksyne-1 (SCAL), ataksyne-2 (SCA2), ataksyne-3
(MJID/SCA3), ataksyne-7 (SCAT7), atropine-1 (ATN1), podjed-
nostki alA kanatu wapniowego (CACNA1A) oraz czynnik
transkrypcyjny TBP (TBP) [57] (Tab. 2). Produktami zmie-
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Rycina 5. Rodzaje agregatéw nieprawidtowo sfatdowanych biatek towarzyszace chorobom neurodegeneracyjnym [56]. a, b —wewnatrzjgdrowe agregaty charaktery-
styczne dla choroby Huntingtona; ¢, d —ptytki starcze charakterystyczne dla choroby Alzheimera; e, f —ciata Lewy'ego tworzace sie na terenie cytoplazmy neurondéw u

chorych z zespotem Parkinsona; g, h —cytoplazmatyczne sploty neurofibrylarne wykrywane w stwardnieniu zanikowym bocznym (ALS). W detekcji wiekszo$ci agregu-
jacych biatek wykorzystano odpowiednie przeciwciata, wyjatek stanowia ptytki starcze (panel d), ktére wybarwiono metodg srebrzenia (metoda Hirano).
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Tabela 2. Choroby neurodegeneracyjne, ktérych patogeneza jest zwigzana z agregacja nieprawidtowo zwinietych biatek [44,45,49,57,72].

Schorzenie Patogenne biatko

tworzace agregaty

choroba Alzheimera

choroba Parkinsona a-synukleina

stwardnienie zanikowe boczne (ALS)

choroby poliglutaminowe (polyQ):
choroba Huntingtona huntingtyna

opuszkowo-rdzeniowy zanik miesni (SBMA) receptor androgenowy

ataksje rdzeniowo-mézdzkowe (SCA)

amyloid @ (Ap peptyd) powstajacy z APP,
hiperfosforylowane biatko tau

cytoplazmatyczna dysmutaza
ponadtlenkowa (CuzZn SOD)

ataksyny-1-3 (SCA1,2,3), ataksyna-7 (SCA7),

Rodzaj/struktura agregatu biatkowego

ptytki starcze (zewnatrzkomérkowe agregaty),
sploty neurofibrylarne
(wewnatrzkomérkowe agregaty)

ciata Lewy'ego wykrywane w cytoplazmie
neurondw, czesto blisko jadra

neurofibryle (tzw. agresomy)
ciata Buniny (neurofilamenty), ciata szkliste,
agregaty typu SLI (ang. skein-like inclusions)

inkluzje wewnatrzjagdrowe i cytoplazmatyczne

inkluzje wewnatrzjgdrowe oraz
cytoplazmatyczne wykrywane w neuronach

inkluzje wewnatrzjagdrowe

podjednostka a JAkanatu wapniowego (SCAGB),

biatko TBP (SCAI7)

zanik jader zebatych, gatek bladych i
ciat podwzgérzowych (DRPLA)

atrofina-1

choroby prionowe:

pasazowalne encefalopatie ggbczaste: kuru,
warianty choroby Creutzfeldta-Jakoba
(CJD), choroba Gerstmanna-Strausslera-
Scheinkera (GSS), Smiertelna rodzinna
bezsenno$¢ (FFI, ang.fatal familial insomnia)

biatko prionowe PrP
(ang. prion protein)

nionych gendw sg biatka zawierajgce wielokrotne powtorze-
nia reszt glutaminowych, w liczbie 36 lub wiecej. Do choréb
neurodegeneracyjnych nalezg takze choroby prionowe, zwane
pasazowalnymi encefalopatiami ggbczastymi (Tab. 2). Spe-
cyficzng i wspolng cechag choréb neurodegeneracyjnych jest
wystepowanie w komadrkach nerwowych nierozpuszczalnych
agregatow biatkowych lub ciat inkluzyjnych [56,58] (Ryc. 5).
W zaleznosci od jednostki chorobowej sg one zlokalizowane w
cytoplazmie lub w jadrze badz tez wystepujg w obydwu prze-
dziatach komoérkowych. Agregaty tworzace sie w chorobach
neurodegeneracyjnych zazwyczaj sktadajg sie z widkien za-
wierajgcych nieprawidtowo zwiniete, czyli patogenne biatko o
charakterystycznej strukturze p [44]. Konformacje P sg wykry-
wane w biatkach polyQ, w amyloidzie p, ktdry jest gtbwnym
sktadnikiem tzw. ptytek starczych tworzacych sie w chorobie
Alzheimera. Wymienione choroby neurodegeneracyjne to
choroby nieuleczalne, prowadzgace do drastycznego pogorsze-
nia sie jako$ci zycia pacjentéw a czesto do $Smierci. Doktadne
poznanie przyczyn neurodegeneracji na poziomie komarki,
a takze mechanizmow rzadzacych agregacja i toksycznoscia
zagregowanych biatek, wystepujacych w réznych zespotach
chorobowych jest niezwykle wazne, poniewaz od ich pozna-
nia uzaleznione jest leczenie tych choréb.

ROLA BIALEK OPIEKUNCZYCH W
HAMOWANIU NEURODEGENERACJI |
AGREGACJI PATOGENNYCH BIALEK

W hamowaniu neurodegeneracji i agregacji nieprawidto-

wych biatek wazng role przypisuje sie biatkom opiekuiczym,
co czyni z nich potencjalny obiekt badan terapeutycznych
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inkluzje wewnatrzjgdrowe

agregaty zaréwno zewnatrzkomdrkowe,
jak i wewnatrzkomoérkowe;
agregaty majace cechy amyloidu lub inne

[54,59]. O roli biatek Hsps w hamowaniu neurodegeneracji
moze $wiadczy¢ ich lokalizacja, m.in. w ptytkach starczych,
splotach neurofibrylarnych czy agregatach ztozonych z bia-
tek polyQ. W agregatach tych przede wszystkim zidentyfiko-
wano cztonkéw dwoch rodzin biatek opiekunczych Hsp40 i
Hsp70. Biatka te wspdtpracuja ze sobg w komérce. Ponadto u
chorych obserwuje sie podwyzszony poziom syntezy Hsp70.
Stwierdzono, ze nadprodukcja Hsp70 hamuje neurotoksycz-
no$¢ m.in. amyloidu [3i biatka tau zwigzanych z choroba Al-
zheimera, a-synukleiny (gtéwnego sktadnika ciat Lewy'ego),
cytoplazmatycznej dysmutazy ponadtlenkowej (CuzZn SOD),
gtdwnego enzymu antyoksydacyjnego agregujacego w ALS
oraz tzw. biatek polyQ, ktére tgczy sie z chorobami Hunting-
tona, opuszkowo-rdzeniowym zanikiem miesni oraz ataksja-
mirdzeniowo-mdézdzkowymi [60]. Przypuszcza sie, ze biatka
opiekuricze nie tyle zapobiegajg powstawaniu agregatow, ile
raczej zmieniajg strukture patogennych biatek z nierozpusz-
czalnej w detergentach na rozpuszczalng, co wigze sie ze
spadkiem ich toksycznosci. Stwierdzono bowiem, ze Hsp70
wraz z Hsp40 indukuje przebudowe konformacji zmutowa-
nego biatka huntingtyny, czego efektem jest akumulacja spe-
cyficznych rozpuszczalnych fibryli polyQ [60,61]. Biatka opie-
kufncze moga thumi¢ neurotoksyczne dziatanie biatek polyQ
czy amyloidu 3 Z wiekiem jednak dochodzi do zmniejszenia
sie liczby funkcjonalnych biatek opiekuriczych, co ostatecznie
prowadzi do wystgpienia objawow chorobowych. Najnow-
sze badania dowodzg takze, ze system Hsp70/40 odgrywa
wazng role w blokowaniu przyjmowania przez biatka polyQ
konformacji umozliwiajgcych ich oddziatywanie z czynni-
kami transkrypcyjnymi. Mozliwe, ze ta grupa biatek chro-
ni same czynniki transkrypcyjne, zapobiegajac zmianie ich
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struktury w wyniku bezposredniego kontaktu ze zmutowa-
nymi biatkami powodujgcymi schorzenia poliglutaminowe
[62]. Nadprodukcja Hsp70 i Hsp40 zwieksza réwniez zalez-
ng od ubikwityny degradaqe patogennych biatek, takich jak
a-synukleina czy biatek polyQ [60].

Na stopien agregacji patogennych biatek moze wpty-
wac takze biatko opiekuncze Hspl04 z rodziny HsplOO.
Hspl04 wraz z systemem Hsp70/Hsp40 posiada zdolnos$¢
odwracania juz zaistniatej agregacji biatek. Wykazano,
ze nadprodukcja tego biatka w komdrkach drozdzowych
zmniejsza agregacje biatek z ekspansjg reszt glutamino-
wych [58], Omawiane wcze$niej biatko CHIP (funkcjonuja-
ce przede wszystkim jako ligaza ubikwitylowa wspotpra-
cujaca z Hsp70/Hsp90) réwniez moze zmniejszaé agregacje
i toksyczno$¢ patogennych biatek. Stwierdzono bowiem,
ze biatko to w uktadach modelowych (transfekowane li-
nie komaérkowe) zmniejsza agregacje zmutowanych biatek
polyQ oraz zwieksza ich rozpuszczalno$¢ [49]. W procesie
tym wymagana jest obecno$¢ N-koncowej domeny TPR,
odpowiedzialnej za oddziatywania z Hsp70. Przypuszcza
sie, ze zmniejszona agregacja biatek polyQ jest wynikiem
wzmocnionego refatdowania biatek przez Hsp70 a nie ich
proteasomalnej degradacji. Uwaza sig, ze biatko CHIP jest
kluczowym mediatorem systemu kontroli jakosci biatek
w komdrkach nerwowych. Dlatego tez biatko to jest brane
pod uwage jako potencjalny cel terapeutyczny w przypad-
ku chordb neurodegeneracyjnych, wywotanych akumulacja
biatek z ekspansjg reszt glutaminowych. Znany jest takze
udziat CHIP w procesach ubikwitylacji i degradacji biatek
CFTR czy p53 [63,64]. CHIP moze stymulowaé zaréwno re-
faldowanie, jak i ubikwitylacje oraz degradacje biatek. Co
wiecej, istniejg doniesienia, ktdre sugerujg, ze biatko CHIP
moze réwniez petni¢ role ,przetagcznika molekularnego”
pomiedzy proteasomalnym i lizosomalnym szlakiem de-
gradacji biatek [65]. Zatem jego rola w systemie jakos$ci bia-
tek zalezy przede wszystkim od substratu biatkowego.

Ostatnie lata przyniosty znaczne poszerzenie wiedzy na
temat molekularnych podstaw rozwoju choréb neurodege-
neracyjnych oraz udziatu w ich patogenezie procesu agre-
gacji biatek. Z dotychczasowych badan przeprowadzonych
z wykorzystaniem przede wszystkim zwierzecych modeli,
linii komérkowych i doswiadczen in vitro wynika, ze agre-
gacja biatek jest wieloetapowym procesem komplekso-
wym, ktdry odzwierciedla zmienno$é struktury, wielko$é
i wewnatrzkomdrkowa lokalizacje agregatu biatkowego i
jest tym, co taczy choroby neurodegeneracyjne. Jednakze
opinie dotyczace toksycznosci agregatdw biatkowych, kto-
re towarzysza chorobom neurodegeneracyjnym sg kontro-
wersyjne. Istniejg trzy alternatywne hipotezy opisujgce role
agregacji biatek w rozwoju choréb neurodegeneracyjnych
[43,66]. Pierwsza z nich zaktada, ze inkluzje biatkowe, ktore
powstaja w chorobach neurodegeneracyjnych sg posrednio
lub bezposrednio toksyczne dla komérek nerwowych. We-
dtug drugiej hipotezy nierozpuszczalne agregaty biatkowe
powstajg w wyniku procesu detoksykacji i petnig raczej
funkcje neuroprotekcyjng. Zatem odizolowanie patogen-
nego biatka w postaci agregatu znosi jego toksycznos$¢. Z
kolei ostatnia z hipotez gtosi, ze inkluzje biatkowe moga
korelowac z chorobg, ale majg niewielki wptyw na jej roz-
woj. Biorgc po uwage czas ujawnienia sie choroby, jej kom-
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pleksowos$¢, mozliwa jest kombinacja trzech wymienionych
hipotez. Pomimo dyskusyjnej roli agregacji biatek w pato-
genezie choréb neurodegeneracyjnych istnieje silny argu-
ment, ktéry potwierdza, ze eliminacja zakumulowanych i
zagregowanych biatek moze by¢ skutecznym $rodkiem w
walce z neurodegeneracja [43,66]. Stad duze zainteresowa-
nie wielu laboratoriéw wewnatrzkomorkowga degradacja
agregatow biatkowych iudziatem w niej systemu ubikwity-
na/proteasom, a przede wszystkim ligaz ubikwitylowych
oraz makrofagii, ktérej przypisuje sie coraz wieksza role
w selektywnym usuwaniu nieprawidtowych neurobia-
tek, ktére moga wywotywaé symptomy neurodegeneracji
[40,44,67-71]. Duze nadzieje w walce z zaburzeniami neu-
rodegeneracyjnymi wigze sie takze z autofagig zalezng od
biatek opiekunczych. Istnieje hipoteza, ze ten rodzaj auto-
fagii moze by¢ odpowiedzialny za usuwanie patogennych
biatek jeszcze przed ich agregacja, oraz ze zmniejszajgca sie
aktywnosé CMA z wiekiem moze by¢ jednym z czynnikow,
ktore sprzyjajg rozwojowi neurodegeneracji [41]. Zatem sty-
mulacja, usprawnienie tego procesu moze przyczyni¢ sie
do spowolnienia rozwoju przynajmniej niektérych chorob
neurodegeneracyjnych.

PODSUMOWANIE

Utrzymanie wilasciwej rownowagi pomiedzy procesami
fatldowania a degradacji nieprawidtowo zwinietych biatek
jest krytyczne dla przezycia komdrek. Kluczowa role w tych
procesach odgrywa system kontroli jakoSci biatek, na ktory
sktadajg sie biatka opiekuncze i proteazy. Biatka opiekuncze
sprawujg piecze nad prawidtowym fatdowaniem nowo po-
wstajacych polipeptyddw oraz uczestniczg w przywracaniu
prawidtowej struktury zdenaturowanych i zagregowanych
biatek, przywracajagc im odpowiednig konformacje prze-
strzenng. Z kolei proteazy sg odpowiedzialne za usuwanie
trwale uszkodzonych i niefunkcjonalnych biatek. Zatem
sprawny przebieg procesu kontroli jakosci biatek jest efektem
skoordynowanego dziatania biatek opiekunczych i proteaz
komoérkowych. Mechanizm molekularny, ktéry decyduje o
fatdowaniu lub przekazaniu biatka do proteolizy jest mato
poznany. W przypadku organizmoéw eukariotycznych role
integrujaca dziatanie systeméw biatek opiekunczych i pro-
teaz (proteasomu 26S) przypisuje sie biatkom modularnym,
jak CHIP czy BAGL. Zachwianie naturalnej homeostazy spo-
wodowane przez mutacje genetyczne, stres czy starzenie
sie organizmu stanowi dla kazdej komorki powazne zagro-
zenie. Akumulacja zle zwinietych biatek oraz ich agregacja
moze prowadzi¢ do powaznych schorzen i choréb neurode-
generacyjnych, takich jak: choroby Alzheimera, Parkinsona,
Huntingtona, stwardnienie zanikowe boczne czy choroby
prionowe. Ze wzgledu na istotng role biatek opiekunczych w
hamowaniu neurodegeneracji i agregacji nieprawidtowych
biatek, stanowig one wazny obiekt badan terapeutycznych.
Wspomniane wcze$niej biatka modularne, jak CHIP, ktdre
moga petnic¢ role ,przetagcznikéw molekularnych™ w proce-
sach fatdowania i degradacji biatek takze sg niezwykle wazne
z punktu widzenia medycyny ze wzgledu na mozliwos¢ za-
stosowania ich w terapii choréb neurodegeneracyjnych. Ma-
nipulacja mechanizmami degradacji biatek, zwtaszcza ma-
krofagig i CMA, réwniez brana jest pod uwage w strategiach
terapeutycznych chorob neurodegenracyjnych. By¢ moze
wkrotce wptywajac na aktywnos¢ autofagii przy uzyciu od-
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powiednich modulatoréw farmakologicznych bedzie mozna
korzystnie wptywa¢ na homeostaze komoérek nerwowych i
przeciwstawi¢ sie nieuleczalnym do tej pory chorobom.
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Cytosolic protein quality control system —the role of molecular
chaperones in the biology of neurodegenerative diseases
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ABSTRACT

In this article we describe the role of molecular chaperones and cellular proteases in the cytosolic protein quality control system that controls
and regulates in all living organisms folding status of proteins and their proper function. Thanks to cooperative action of molecular chap-
erones and proteases the acumulation of misfolded proteins in the cytosol is limited. In particular, the links between chaperones to protein
degradation and the role of molecular chaperones in the biology of neurodegnerative diseases are discussed.
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Patogeneza molekularna choroby
Charcot-Marie-Tooth 2

STRESZCZENIE

horoba Charcot-Marie-Tooth 2 (CMT2) jest dziedziczng neuropatig aksonalng ruchowo-
Cczuciowq. Jest niezwykle heterogenna pod wzgledem klinicznym oraz genetycznym. Do
tej pory wyodrebniono 15 podtypow tej choroby, znanych jest 14 loci i 13 genéw odpowie-
dzialnych za rozw6j CMT2. Poznanie mechanizmdéw patogenezy molekularnej jest kluczo-
we dla opracowania terapii 0s6b chorych, jednak réznorodno$¢ zaangazowanych w rozwoéj
choroby biatek znacznie to utrudnia. W patogeneze molekularng CMT2 zaangazowane sg
miedzy innymi biatka zewnetrznej btony mitochondrialnej o przeciwstawnych funkcjach
(mitofuzyna 2 i GDAP1) odpowiedzialne za fuzje i podziat sieci mitochondrialnej. Wazna
role w patogenezie CMT2 odgrywajg mutacje w genach, kodujacych syntetazy tRNA, biatko
cytoszkieletu komdrki nerwowej, biatka tworzacego kanat jonowy oraz biatka opiekuncze.
Praca jest podsumowaniem dotychczasowej wiedzy na temat choroby CMT2 w kontekscie
patogenezy molekularnej.

WPROWADZENIE

Pomimo znacznego rozwoju badan nad podtozem molekularnym wielu
choréb genetycznie uwarunkowanych, jaki obserwujemy w ostatnich latach, w
wiekszosci z nich nie mozna méwic¢ o przetomie terapeutycznym. Nadzieje na
rozpoczecie terapii eksperymentalnych w wielu chorobach dziedzicznych stwa-
rzajg badania nad ich patogenezg molekularng. Dziedziczne neuropatie rucho-
wo-czuciowe (HMSN) wydajg sie by¢ dobrym przyktadem zaawansowanych
badan nad patogenezg molekularng, w grupie choréb, w ktérych jak dotad nie
opracowano zadnego modelu terapii eksperymentalnej. Istotg dziedzicznych
neuropatii ruchowo-czuciowych, nazywanych réwniez zwyczajowo chorobami
kregu Charcot-Marie-Tooth (CMT), jest powoli postepujgcy zanik mieéni od-
siebnychlkorniczyn dolnych i gdrnych. W niektdrych formach CMT zanik mies$ni
nie ogranicza sie do mies$ni odsiebnych, lecz rozszerza sie na miesnie dosieb-
ne, czego skutkiem jest unieruchomienie chorych na wdézku inwalidzkim. Za-
nikowi mie$ni obserwowanemu w HMSN towarzyszg dodatkowo zaburzenia
czucia, ktore w skrajnych przypadkach prowadzg do masywnych, niepodat-
nych na zadne leczenie, owrzodzen zlokalizowanych gtéwnie w kornczynach
dolnych, konczacych sie zwykle amputacjg czesci konczyny [1]. W niektérych
przypadkach HMSN, oprdcz zaniku miesni i zaburzen czucia, wystepuja obja-
wy dodatkowe, takie jak chrypka (porazenie nerwu krtaniowego wstecznego),
skrzywienie boczne kregostupa (zanik miesni przykregostupowych), niedo-
stuch (uszkodzenie nerwu stuchowego) i zaburzenia wegetatywne (uszkodzenie
autonomicznego uktadu nerwowego) [2], Od wielu lat wiadomo, Ze neuropatie
dziedziczne moga rozpoczynac sie od uszkodzenia ostonki mielinowej (CMT1
—typ demielinizacyjny) albo od uszkodzenia aksonu (CMT2 —typ aksonalny
0 dziedziczeniu autosomalnym dominujagcym i CMT4C —typ aksonalny o dzie-
dziczeniu autosomalnym recesywnym). W ostatnich latach dokonano bardzo
znaczacych odkry¢ w badaniach nad biologig neuropatii dziedzicznych. W pra-
cy prezentujemy obecny stan wiedzy na temat podtoza molekularnego choroby
Charcot-Marie-Tooth typu 2 oraz typu 4C, uwzgledniajgc dotychczas zidentyfi-
kowane geny (Ryc. 1).

FORMY AKSONALNE CHOROB KREGU CHARCOT-MARIE-TOOTH
O DZIEDZICZENIU AUTOSOMALNYM DOMINUJACYM

CHOROBA CMT2A

Wiekszo$¢ przypadkéw choroby CMT2A rozpoczyna sie w pierwszej deka-
dzie zycia. Przebieg choroby moze by¢ postepujacy badz stacjonarny. W niekt6-
rych przypadkach zanik miesni jest tak duzy, ze prowadzi do unieruchomienia
chorych na wézku inwalidzkim. U niektérych chorych z CMT2A obserwuje sie

’Migénie dystalne — termin oznacza mie$nie podudzi, przedramion, drobne miesnie dtoni i
stop.
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nych polimorfizmoéow. W
zwigzku z tym Ziichner
przebadat 14 innych ge-
néw, znajdujacych sie w
regionie 1p36.2 i wyklu-
czyt wystepowanie w
nich mutacji wsérod ba-
danych pacjentéw. Na-
tomiast wszyscy chorzy
z grupy badanej posia-
dali mutacje zmiany sen-

Rycina 1. Schemat przedstawiajacy lokalizacje i funkcje biatek, ktérych mutacje sa zaangazowane w mechanizmy patogenezy mo-
lekularnej choroby Charcot-Marie-Tooth 2. GARS —tRNA syntetaza glicyny; AARS - tRNA syntetaza alaniny; HSPB1 i HSPB8 —
biatka szoku cieplnego; RAB7A - ang. Ras-related protein Rab-7a; KIF1B —kinezyna; NEFL —lekki taficuch filamentéw posrednich;
MFN2 — mitofuzyna 2; GDAPI — ang. ganglioside-induced differentiation-associated protein 1, TRPV4 — kanat kationowy; LMNA
—lamina; MPZ —ang. myelin protein PO; MED25 — biatko zaangazowane w transkrypcje, potaczone z kompleksem polimerazy

RNA 1L

rowniez zanik nerwu wzrokowego (HMSN VI) [3] oraz neu-
ropatie z objawami piramidowymi (HMSN V) [4] Czasami
dochodzi takze do utraty stuchu [5] oraz zmian w istocie
biatej moézgu [6].

Choroba CMT2A stanowi 20% przypadkéw CMT2 [7],
CMT2A zmapowano w locus Ip36.2 [8]. Wcze$niejsze do-
niesienia méwia o mutacji w genie KIF1B, jako o odpowia-
dajacej za chorobe [9], Produkt tego genu nalezy do rodziny
biatek motorycznych - kinezyn, odpowiadajacych za trans-
port aksonalny wzdtuz mikrotubul w aksonie komorki ner-
wowej (Ryc. 1). Mimo ze gen KIF1B jest dobrym kandyda-
tem, ktérego uszkodzenia mogtyby powodowac neuropatie
i locus w chromosomie odpowiada zidentyfikowanemu dla
postaci choroby CMT2A, to znaleziono tylko jedng muta-
cje u chorych na CMT2A w jednej rodzinie japonskiej [9],
Do dzisiaj nie udostepniono materiatu DNA w celu wyklu-
czenia istnienia innych mutacji u opisywanych pacjentéw.
W pozostatych rodzinach poddawanych badaniom gene-
tycznym nie zidentyfikowano mutacji w tym genie, jednak
analizy sprzezen wskazywaty na to samo locus w chromo-
somie 1 [8].

Grupa Ziichnera do swoich badan wykorzystata probki
DNA siedmiu rodzin o r6znym pochodzeniu etnicznym z
klinicznie rozpoznang chorobg CMT2 iprzeprowadzita ana-
lize sprzezen genetycznych. Badanie genetyczne wskazato
znane juz locus kojarzone z CMT2A, w ktérym znajduje sie
gen KIF1B. Sekwencjonowanie obu izoform a i p nie przy-
niosto rezultatbw w postaci mutacji, jedynie niepatogen-
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oslonka mielinowa

su w genie, kodujagcym
mitofuzyne 2 (MFN2).
Badania te zajety wiele
lat i doprowadzity do
identyfikacji genu, w
ktérym mutacje sa od-
powiedzialne za najcze-
Sciej wystepujacg forme
CMT2 [8],

Biatko MFN2 zlokali-
zowane jest w zewnetrz-
nej btonie mitochon-
drialnej i odpowiada za
taczenie sie mitochon-
driéw, czyli tworzenie
tzw. sieci mitochondrial-
nej w komorce (Ryc. 1)
[10]. Kluczowg dla tego
procesu jest domena N-
konncowa o aktywnosci
GTPazy, poniewaz to
hydroliza GTP jest niezbedna do tgczenia sie organelli. W
tym regionie zidentyfikowano najwiekszg liczbe mutacji pa-
togennych. Dodatkowo hydrofobowa domena C-koncowa
(HR2) réwniez odgrywa wazng role w fuzji mitochondriow,
taczac sie z domeng HR mitofuzyny 1 lub 2 drugiego or-
ganellum. Dwie domeny transbtonowe (TM, ang. transmem-
brane) zakotwiczajg biatko w zewnetrznej btonie mitochon-
drialnej [10]. Dodatkowo mitofuzyna 2 oprocz regulowania
morfologii mitochondriow, reguluje takze morfologie sia-
teczki $rodplazmatycznej (ER). Przy braku mitofuzyny 2
stwierdzono pecznienie i agregacje siateczki. Biatko MFN2
stanowi swoisty tgcznik miedzy mitochondrium i ER. W
miejscach kontaktu tych organelli zaobserwowano zwiek-
szony poziom biatka MFN2 w ich btonach. Zmiany w genie
MFN2 zaburzajg kontakt miedzy mitochondrium a siatecz-
kg $rédplazmatyczng, a tym samym zaburzajg pobieranie
jonéw wapnia przez mitochondrium. Wptywa to negatyw-
nie na Sciezke przekazywania sygnatu przy pomocy Caz+
[11]. Mitofuzyna 2 jest rowniez konieczna do transportu mi-
tochondriéw wzdtuz aksonéw, dzieki potgczeniom mitofu-
zyny 2 zakotwiczonej w zewnetrznej btonie mitochondrium
z biatkami motorycznymi (Ryc. 2) [12],

Gen MFN2 ulega ekspresji we wszystkich tkankach, jed-
nak w sercu, miesniach szkieletowych i m6zgu wykryto naj-
wyzszy poziom mRNA dla mitofuzyny 2 [13], Do tej pory
zidentyfikowano 59 r6znych mutacji patogennych, wsréd
0s6b chorych na CMT2A, z ktorych przewazajaca czesé
przypadkdw jest o dziedziczeniu autosomalnym dominuja-
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siateczka
$rédplazmatyczna

mitochondrium

biatka motoryczne C o
AR A " sl

mikrotubula

Rycina 2. Rola biatka mitofuzyny 2 (MFN2) w komérce nerwowej — transport
aksonalny mitochondriéw dzigki potaczeniu MFN2 z biatkami motorycznymi i
transportowi wzdtuz mikrotubul, utrzymanie morfologii mitochondrium i sia-
teczki $rédplazmatycznej oraz ich kontaktu.

cym [10]. Stwierdzono, ze dynamika sieci mitochondrialnej
moze by¢ istotna dla proliferacji komdrek, procesu apopto-
zy, przekazywania sygnatdw i regulacji proceséw metabo-
licznych zwigzanych strukturalnie z btong mitochondriéw.
Zaburzona dynamika sieci mitochondrialnej moze powo-
dowac nieprawidtowg dystrybucje mitochondriéw w akso-
nach, co prowadzi do nieefektywnego metabolizmu ener-
getycznego. Postuluje sie, ze w nastepstwie wymienianych
zjawisk moze dochodzi¢ do degeneracji aksonow, ktdra jest
bezposrednig przyczyng neuropatii aksonalnych [14].

CHOROBA CMT2B

Choroba Charcot-Marie-Tooth typu 2B rozpoczyna sie
najczesciej w drugiej dekadzie zycia i charakteryzuje sie
autosomalnym dominujgcym sposobem dziedziczenia.
Pierwszym objawem u chorych sg trudnosci w porusza-
niu sie. Dochodzi do ostabienia i zaniku odsiebnych miesni
konczyn dolnych. Przebieg choroby moze by¢ zaréwno lek-
ki, jak i ciezki z utratg czucia, prowadzacg do owrzodzen,
nawracajgcych zakazen i amputacji koAczyn [15]. Stwier-
dzono, ze za rozwdj neuropatii CMT2B sg odpowiedzialne
mutacje w genie kodujagcym biatko Rab7A, szczegélnie w
zachowanych w ewolucji domenach wigzacych i hydrolizu-
jacych GTP [15-17], Do tej pory zidentyfikowano 4 mutacje
zmiany sensu w genie RAB7A (3ql3-9q22) [15,18,19].

Biatko Rab7A peini wazng role w kontroli transportu
struktur obtonionych w komérce (Ryc. 1). Dzieki cyklicznej
wymianie GTP na GDP oraz zaangazowaniu biatek moto-
rycznych, biatka Rab posredniczg w transporcie pecherzy-
kowym wzdtuz cytoszkieletu oraz w wigzaniu i zakotwi-
czaniu pecherzykéw w docelowych btonach w komdrce
[20]. Biatko Rab7A zlokalizowane jest w btonach p6znych
endosomdw oraz w btonach lizosomalnych i fagosomach.
Do rekrutacji biatek motorycznych, kompleksu dyneina-dy-
naktyna, do biatka Rab7A, konieczne jest biatko efektorowe
RILP (ang. Rab7-interacting lysosomal protein). Biatko RILP
wigze sie z rejonem C-koncowym biatka Rab7A zwigzanego
z GTP. Caly kompleks umozliwia transport pecherzykéw w
kierunku konca (-) mikrotubul [20-22].
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W komorkach nerwowych centralnego uktadu nerwo-
wego biatko Rab7A jest zaangazowane we wsteczny trans-
port aksonalny receptorow neurotrofin [23]. Dodatkowo
czastka efektorowa RILP jest konieczna do uformowania
ciatek wielopecherzykowych zaangazowanych w degra-
dacje receptoréw neurotrofin [24]. Zalezno$¢ ta potwierdza
hipoteze, ze choroba CMT2B moze byé powodowana przez
zaburzenia w transporcie receptoréw dla neurotrofin, jako
konsekwencji mutacji w genie RAB7A [17]. Mutacje w ge-
nie, kodujagcym biatko Rab7A, dotyczg przede wszystkim
domen uczestniczgcych w formowaniu miejsca wigzacego
nukleotydy. Zmiany te powodujg zaburzenia w dysocjacji
i hydrolizie GTP, akumulacje biatka ze zwigzanym GTP w
komorce oraz obnizenie powinowactwa do GDP [17]. Zabu-
rzenia w funkcjonowaniu biatka Rab7A, a zatem itranspor-
tu endosomoéw, moga powodowaé¢ zahamowanie wzrostu
neuronu lub wptywaé na promocje apoptozy [25].

W chorobie CMT2B uszkodzeniu ulegajg, oprécz neu-
ronéw ruchowych, réwniez neurony czuciowe. Neurony
czuciowe majg wyjatkowo diugie aksony, a zachodzaca
tylko na ich wierzchotku endocytoza wymusza transport
czasteczek sygnatowych oraz pecherzykéw endocytarnych
na do$¢ dtugie odlegtosci, do ciata komarki nerwowej. Sub-
telne zaburzenia w takim transporcie sg szkodliwe dla neu-
ronu czuciowego, ale moga by¢ niezauwazalne w innych
typach komérek. Jest to miedzy innymi powdd, dlaczego
mutacje w genie ulegajagcym ekspresji w réznych tkankach,
wywotujg tak powazne zaburzenia w obwodowych komér-
kach nerwowych, gdzie transport pecherzykowy musi by¢
Scisle kontrolowany, a w innych komérkach efekt ich jest
niezauwazalny [17,25].

CHOROBA CMT2C

Choroba Charcot-Marie-Tooth typu 2C, bedaca dzie-
dziczng neuropatig ruchowo-czuciowg (HMSN IIC, ang.
hereditary motor and sensory neuropathy type IIC) jest rzad-
ko wystepujacg forma tego schorzenia. Pierwsze objawy
zazwyczaj pojawiajg sie w drugiej dekadzie zycia, jednak
znane sg przypadki zachorowan od pierwszej do trzeciej
dekady. Choroba CMT2C dziedziczy si¢ w spos6b autoso-
malny dominujacy i mutacje powodujace te forme charak-
teryzuje wysoka penetracja. Do tej pory opisano 7 rodzin
dotknietych chorobg CMT2C [26-30], Niektérymi objawami
CMT2C jest postepujace stabniecie mie$ni odsiebnych kon-
czyn, miesni przepony i krtani, zaburzenia czucia oraz za-
nik odruchow gtebokich.

Analiza sprzezen genetycznych przeprowadzona przez
grupe Landoure w 2010 roku wykazata, ze gen odpowia-
dajacy za powstawanie choroby zlokalizowany jest w lo-
cus 12g24.1. W rejonie tym poznano sekwencje wszystkich
wystepujacych tam genéw i zidentyfikowano gen TRPV4
odpowiedzialny za chorobe CMT2C [30]. Biatko TRPV4
(ang. transient receptor potential cation channel, subfamily V,
member 4) nalezy do nadrodziny biatek TRP kanatow ka-
tionowych (Ryc. 1). Gen TRPV4 ulega ekspresji na niskim
poziomie w komorkach nerwowych. Biatko TRPV4 jest nie-
selektywnym kanatem kationowym indukowanym przez
bodzce Srodowiskowe, jak temperatura, sSrodowisko hipoto-
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niczne komorki i zwiazki chemiczne, np. pochodne forbolu
i kwasu arachidonowego. Stwierdzono, za pomocg badan
w oocytach Xenopus, ze w komérkach ze zmutowanymi
biatkami, po poddaniu ich dziataniu czynnikéw S$rodowi-
skowych, aktywnos$¢ kanatéw byta wyzsza w pordwnaniu
do biatek niezmienionych. Taki efekt okazat sie by¢ toksycz-
ny dla komoérki z powodu podwyzszonego naptywu jonéw
wapnia do cytoplazmy [30]. Wapn odgrywa duzg role, jako
czgsteczka sygnatowa w neuronach, reguluje ich wzrost,
synaptogeneze, plastycznos¢ i przekazywanie synaptyczne,
dlatego zbyt duze stezenia Ca2+byty juz wczesniej kojarzo-
ne z neurodegeneracjg [31].

Struktura biatka TRPV4 jest domenowa, sktada sie z 6 do-
men transbtonowych, tworzacych por jonowy miedzy piata,
a széstg domeng transhtonowg oraz z wewnatrzkomorko-
wych domen N-koncowej, zawierajacej 6 powtdrzen anki-
rynowych i C-koricowej. Powtdrzenia ankirynowe biorg
udziat w oligomeryzacji, wtgczaniu do btony cytoplazma-
tycznej i w oddziatywaniach z innymi biatkami. Mutacje w
kodonie Arg269 nie wystepujg w regionie, ktory bezposred-
nio uczestniczy w interakcjach z biatkami, jednak tarcuch
boczny argininy jest eksponowany w miejscu tgczenia sie z
innymi peptydami, stad postulat, ze moze by¢ kluczowy dla
prawidtowego funkcjonowania kanatu, jednak nie narusza
jego struktury i fatdowania [32],

CHOROBA CMT2D

Choroba Charcot-Marie-Tooth typu 2D jest neuropatig
aksonalng ruchowo-czuciowga typu drugiego, ktéra dziedzi-
czy sie w sposdb autosomalny dominujacy. Powodowana
jest przez mutacje w genie GARS, ktéry koduje syntetaze
glicylo-tRNA [33]. Po raz pierwszy zostata opisana w 1996
roku przez lonasescu i wsp., w duzej rodzinie z Ameryki
Poétnocnej, ktérej cztonkowie chorowali na neuropatie ob-
wodowg konczyn goérnych [34]. Mutacje w genie GARS
moga powodowacé takze dziedziczne neuropatie ruchowe
typu 5 (dHMN, HMN5a) oraz dSMA [35].

Istnienie formy dHMN/dSMA/CMT2D nie sprowadza
sie wytgcznie do réznorodnosci nazewnictwa wynikajacej z
nomenklatury wypracowanej przez rézne ,szkoty". W nie-
ktorych rodzinach (dHMN/dSMA) opisuje sie wytacznie
deficyt neurologiczny wynikajacy z uszkodzenia witokien
ruchowych nerwdw obwodowych. W innych rodzinach
oprécz przewazajgcego znacznie uszkodzenia witokien ru-
chowych nerwdéw obserwuje sie dyskretne zaburzenia neu-
rologiczne wynikajgce z uszkodzenia widkien czuciowych.
W tym przypadku uprawnione staje si¢ uzywanie nazwy
CMT2D. Wreszcie opisano w literaturze fachowej rodziny,
w ktorych u czesci chorych wystepuje forma dHMN, pod-
czas gdy inni chorzy cztonkowie tej samej rodziny majg do-
datkowo zaburzenia czucia (CMT2D). W takich rodzinach
uprawnione jest uzywanie skrétu dHMN/dSMA/CMT2D,
gdzie dSMA oznacza dystalng forme rdzeniowego zaniku
miesni [36].

Poczatek choroby CMT2D przejawia sie ostabieniem
mieéni dtoni, pojawiajgcym sie pomiedzy 16 a 30 rokiem zy-
cia [34,37], Poza tym dochodzi do zaniku odsiebnych mie-
$ni ragk oraz niewielkiego ostabienia miesni nég. CMT2D
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cechuje zanik gtebokich odruchéw $ciegnistych w konczy-
nach gornych iobnizenie w koAczynach dolnych. Dodatko-
wo wystepujg zaburzenia czucia dotyku, czucia gtebokiego
oraz czucia wibracji w konczynach gérnych [34],

Gen GARS zostat zmapowany w locus 7pl5. Gen ten skita-
da sie z 17 ekson6w, ktére obejmujg okoto 14 kpz. Jego eks-
presja jest obserwowana we wszystkich tkankach. Zmiany
w genie GARS w moézgu irdzeniu kregowym przyczyniaja
sie do powstania chordb neurodegeneracyjnych [34], Pene-
tracje mutacji w genie GARS szacuje sie na 80% [37], Do tej
pory zostato opisanych jedenascie r6znych mutacji w tym
genie [35]. Gen GARS koduje syntetaze glicylo-tRNA, ktéra
nalezy do drugiej klasy syntetaz. Enzym ten odgrywa waz-
ng role w syntezie biatka, katalizujagc aminoacylacje glicy-
lo-tRNA [38], Do utrzymania wiernosci translacji potrzeba
odpowiedniego rozpoznania przez enzym zaréwno rodzaju
tRNA jak i danego aminokwasu [37], Funkcjonalny holoen-
zym wystepuje jako homodimer. Biatko sktada sie z trzech
domen: katalitycznego rdzenia odpowiedzialnego za ligacje
aminokwasu z odpowiednim tRNA, C-terminalnej domeny
rozpoznajacej antykodon oraz z domeny WHEP-TRS, kt6-
ra odpowiedzialna jest za potgczenie z innymi syntetazami
aminoacylo-tRNA w kompleksach enzymatycznych [34,39].

Badania nad innymi rodzajami syntetaz tRNA (syntetaza
tryptofanylo-tRNA oraz syntetaza glutaminylo-tRNA) wy-
kazaty, ze aktywno$¢ cytoplazmatycznych syntetaz tRNA
jest niezbedna w rozwoju akson6éw, natomiast aktywnos¢
mitochondrialnych syntetaz tRNA odgrywa wiekszg role w
funkcjonowaniu dojrzatych dendrytéw [40], Syntetaza gli-
cylo-tRNA jest transportowana w powstajacych aksonach i
zwigzana jest z ich normalnym wzrostem. Natomiast mu-
tacje, skutkujgce powstawaniem uszkodzonych biatek po-
wodujg ich wadliwe rozmieszczenie. Defekt ten moze by¢
zwigzany ze zmiang w powierzchniach oddziatywania pod-
jednostek dimeru [41].

Mechanizm, wedtug ktérego mutacje w genie powszech-
nie ulegajacym ekspresji prowadzg do wysoce specyficzne-
go fenotypu, wymaga dodatkowych badan. Obecnie przyj-
muje sie kilka hipotez. Dwie z nich sugeruja, ze moleku-
larny mechanizm patogenetyczny wynika ze zmniejszonej
aktywnosci enzymu. Zaktada sie powstawanie fenotypu
wskutek zmniejszonej wydajnosci translacji, z uwagi na za-
burzenia wiaczania reszty glicyny do nowo powstajgcego
polipeptydu. W wiekszosci komdrek defekt ten moze nie
mie¢ negatywnych skutkéw. Jednak komérki nerwowe z
dtugimi aksonami moga by¢ szczeg6lnie wrazliwe na re-
dukcje prawidtowych produktéw biatkowych, docieraja-
cych do konca aksonu. [34], Pomimo iz aminoacylacja jest
jedyng znana funkcjag GARS, wykazano bardzo wiele, nie
zwigzanych bezposrednio z aminoacylacjg funkcji, takich
jak zaangazowanie w splicing, apoptoze, transkrypcje i zwi-
janie biatek dla innych syntetaz aminoacylo-tRNA. Dlatego
mozliwe jest, ze choroba nie powstaje w wyniku defektéw
translacji, ale jest skutkiem zaburzein w innych, nieznanych
funkcjach GARS [38,42]. Badania prowadzone przez Achilli
i wsp. wykazaly, ze wigkszos$¢ opisanych u ludzi mutacji w
genie GARS, wptywa na potgczenia dimerdw glicylo-tRNA
syntetazy, czasem poprzez stabe oddziatywania, co skutku-
je wzrostem lub spadkiem intensywnos$ci procesu dimery-
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zacji [42], Jednakze nadal niewyjasnione pozostaje, jaki ma
to zwigzek z patogenezg choroby.

Wszystkie opisane dotychczas mutacje w GARS sg do-
minujace, co sugeruje, ze fenotyp powstaje albo z dominu-
jacych mutacji uzyskania funkcji albo z niewystarczajacej
ilosci produktu biatkowego spowodowanej obecnoscig tyl-

ko jednej funkcjonalnej kopii genu (ang. haploinsufficiency).

Badania przeprowadzane na myszach i muszce owocowej
wykazaty, ze obie hipotezy sg prawdopodobne [40,41]. Do-
datkowo sugeruje sie, ze fenotyp CMT2D powstaje przez
mutacje utraty funkcji, takie jak utrata aktywnosci enzymu.
Moze to bezposrednio wptywac na translacje, ktéra jest
istotna dla funkcjonowania aksonow, plastycznosci synap-
tycznej, migracji i polarnosci komaérek oraz innych funkcji
zwigzanych z funkcjonowaniem uktadu nerwowego [42].

CHOROBA CMT2E

W 2000 roku po raz pierwszy zidentyfikowano i opisa-
no posta¢ choroby CMT2E. Zmapowano locus tej choroby w
regionie 8p21, a nastepnie zidentyfikowano gen, odpowie-
dzialny za te chorobe. Poczatek choroby CMT2E nastepuje
miedzy drugg a trzecig dekada zycia, jednak wystepowaty
takze przypadki zachorowan juz w pierwszych dziesieciu
latach zycia. Pierwsze objawy CMT2E to trudnosci w cho-
dzeniu, ostabienie i zanik miesni koinczyn dolnych, defor-
macje stop. Dodatkowo u niektérych pojawiajg sie zaniki
mie$ni konczyn gornych, skutkujgce powstaniem tzw.
szponiastych ragk, zaburzenia czucia, zaburzenia zmystu
robwnowagi, obnizenie poziomu odruchéw, opadanie po-
wiek, zmiany dermatologiczne [43-45].

We wszystkich opisanych rodzinach z CMT2E stwier-
dzono mutacje w genie NEFL. Zmiany w NEFL sg takze
odpowiedzialne za demielinizacyjng forme choroby Char-
cot-Marie-Tooth (CMTL1F) oraz posta¢ mieszang aksonalno-
demielinizacyjna. Gen NEFL koduje tarnicuch lekki neurofila-
mentu ijestjednym z kluczowych sktadnikow cytoszkieletu
komoérki nerwowej (Ryc. 1). Neurofilamenty sa filamentami
posrednimi, ktérych $rednica wynosi 10-12 nm czyli jest
mniejsza od $rednicy mikrotubul (okoto 25 nm), a wieksza
od $rednicy mikrofilamentéw (7-10 nm). Neurofilamenty
sktadajg sie z trzech biatek, z tancucha lekkiego (NF-L) o
masie 68 kDa, tancucha o sredniej masie (NF-M) 145 kDa
oraz tancucha ciezkiego (NF-H) o masie 200 kDa. Kazdy z
nich ma tréjdzielng budowe. Wyrdéznia sie a-helikalng do-
mene centralng, liczacg okoto 300 reszt aminokwasowych,
zachowang w ewolucji domene N-koncowa, tzw. head doma-
in oraz domene C-koncowa, tzw. tait domain. Podjednostki
neurofilamentu syntetyzowane sg w perikarionie i stamtad
transportowane w aksonach, wzdtuz mikrotubul, przez
biatka motoryczne, kinezyny i dyneiny [46], Tworzenie sieci
filamentéw w neuronach jest Scisle zwigzane ze wzrostem
Srednicy aksonu podczas mielinizacji, a wigec determinu-
je szybkos$¢ przewodzenia w nerwach obwodowych [47],
Stwierdzono, ze biatka neurofilamentéw sa fosforylowane
w domenach N-koncowych i prawdopodobnie jest to me-
chanizm regulujacy taczenie sie podjednostek filamentow
posrednich. Fosforylacja domen N-koncowych przez Ki-
nazy biatkowe A, C i N zachodzi w kilku odosobnionych
miejscach w NFL i NFM, zapobiegajac taczeniu si¢ w neu-
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rofilamenty lub rozdzielajac je [48]. Natomiast domena cen-
tralna typu coiled-coil jest odpowiedzialna za formowanie
dimeréw, co jest jednym z krokéw doprowadzajgcych do
utworzenia sie filamentéw [49],

Przeprowadzono szereg badan w hodowlach komérko-
wych z wykorzystaniem biatek NF-L z niektérymi muta-
cjami uznanymi za przyczyniajace sie do rozwoju choroby
CMT2E. Stwierdzono, ze mutacje w genie NEFL powodujg
zaburzenia w taczeniu sie poszczegdlnych tancuchow w
neurofilamenty, w ich transporcie, jak rowniez w transpor-
cie mitochondriow iinnych organelli i biatek podlegajacych
transportowi aksonalnemu, zaréwno w kierunku synapsy,
jak i transportu wstecznego, powodujg takze agregacje NF-
L, co zaburza powstawanie catej sieci neurofilamentéw. Opi-
sane zjawiska sg prawdopodobnie mechanizmem powodu-
jacym powstawanie choroby CMT2E [48,50]. Przypuszcza
sie, ze niektére zmiany w genie NEFL moga byé modyfika-
torami fenotypu CMT2E. Badania funkcjonalne mutacji lle-
214Met wykazaty, ze komorki z mutacjag Ile214Met w genie
NEFL wykazywaty tendencje do tworzenia zbitych struktur
filamentdw [51]. Przyktadem mutacji zbadanych szczeg6-
towo sg mutacje Pro22 (Pro22Ser i Pro22Thr). Mutacje te
powoduja, ze zalezna od cykliny kinaza 5 (Cdk5) i kinaza
regulowana zewnetrznym sygnatem (ERK2) nie fosforyluja
reszty treoniny 21, co hamuje fgczenie filamentéw. Wyniki
sugerujg, Zze mutacje reszty Pro22, powodujgce CMT indu-
kuja powstawanie nieprawidtowych agregatéow filamen-
tébw, poprzez zaburzanie powstawania prawidtowych oli-
gomerdéw. Powstawanie agregatow jest utrudnione dzieki
fosforylacji przez biatkowa kinaze A (PKA), ktora staje sie
dobrym kandydatem dla celéw terapeutycznych [49].

CHOROBA CMT2F

U 6-pokoleniowej rodziny z Rosji stwierdzono chorobe
Charcot-Marie-Tooth typu 2 o dziedziczeniu autosomalnym
dominujagcym. Na podstawie analizy genetycznej wytonio-
no nowga posta¢ choroby - neuropatie ruchowg CMT2F,
zmapowang w locus 7qll-q21. Zbadano 14 pacjentéw.
Wszyscy mieli podobny fenotyp kliniczny. Objawy ujaw-
niaty sie miedzy 15. a 25. rokiem zycia. Chorzy wykazywa-
li symetryczne ostabienie w miesniach konczyn dolnych,
zanik odsiebnych miesni nég, opadanie stop i charaktery-
styczny chdd. Zanik drobnych miesni dioni doprowadza
do powstawania po uptywie kilku lat znieksztatcen, tzw.
szponiastych ragk. We wczesnym stadium choroby obser-
wowano obnizone odruchy gtebokie, a nawet ich zanik. U
wszystkich pacjentow stwierdzono zaburzenia czucia bdlu
i temperatury zaréwno w dioniach, jak i stopach. U star-
szych pacjentow obserwowano drzenie rgk i ndg. Zmiany
troficzne2 sg statym elementem obrazu klinicznego w tych
przypadkach. Postep choroby jest bardzo powolny, brak
sprawnosci nastepuje po 15-20 latach [52].

Dodatkowo zbadano locus 7qll-q21 za pomocg marke-
row molekularnych i odnaleziono mutacje zmiany sen-
su c.404C>T (Serl35Phe), segregujacg z chorobg, w genie
HSPB1, kodujgcym biatko szoku cieplnego (HSPB1). Zmia-
ne Serl35Phe znaleziono takze w innych rodzinach, w kto-

Zmiany o charakterze owrzodzen zlokalizowanych w dystalnej czesci
konczyn.
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rych stwierdzono chorobe Charcot-Marie-Tooth 2. Zidenty-
fikowano takze cztery inne mutacje zmiany sensu w genie
HSPB1 [53]. Cztery z pieciu zidentyfikowanych zmian w se-
kwencji, znajdujg sie w domenie Hsp20-a-krystaliny, ktéra
jestdomeng niezmienng ewolucyjnie wséréd wszystkich bia-
tek szoku cieplnego cztowieka. Sg to Argl27Trp, Serl35Phe,
Argl36Trp i ThrI51lle. Pigta zmiana Prol82Leu znajduje sie
w zmiennym ogonie C-konncowym biatka HSPB1. Mutacje
w genie HSPB1 dziedziczg sie w spos6b autosomalny do-
minujacy.

Biatko HSPB1 nalezy do rodziny biatek szoku cieplnego
(Ryc. 1). Sktada sie zdomeny WDPF w rejonie N-koricowym,
domeny a-krystaliny oraz czesci C-koncowej. Ekspresja
genu HSPB1 jest indukowana w odpowiedzi na czynniki
stresowe Srodowiska. Biatko HSPB1 jest biatkiem opiekun-
czym, odpowiada zatem za ochrone komorki przed stre-
sem, blokade sygnatéw proapoptotycznych, za ruchliwos$é
komorki oraz stabilizacje cytoszkieletu [54-57], Bierze takze
udziat w fatdowaniu biatek, zaleznym od ATP lub Kiero-
waniu nieprawidtowo sfatdowanych biatek do degradacji w
proteasomach. Dowiedziono, ze HSPB1 oddziatuje z bardzo
wieloma partnerami biatkowymi w $rodowisku komérko-
wym, miedzy innymi z podjednostkami mikrofilamentow,
filamentéw posrednich i mikrotubul. Zmiany w poziomie
ekspresji genu HSPB1 majg bezposredni wplyw na orga-
nizacje cytoszkieletu, polimeryzacje i depolimeryzacje ak-
tyny, stabilizacje mikrotubul oraz filamentdw posrednich.
Stwierdzono, ze biatko HSPB1 oddziatuje z biatkami NFL i
HSPB8. Mutacje w genach, kodujacych te biatka powoduja
odpowiednio, wspomniang juz, CMT2E oraz CMT2L. Wy-
kazano, ze mutacje w genach NEFL i HSPB8 majg bardzo
podobny wptyw na sie¢ neurofilamentéw. Prowadzg do
agregacji tancucha lekkiego neurofilamentow oraz postepu-
jacej degeneracji neuron6w ruchowych. Mutacja Serl35Phe
dziedziczy sie w spos6b dominujacy i powoduje agregacje
biatka NFL. Koprodukcja dzikiego biatka HSPB8 i zmuto-
wanego NFL w hodowli komérkowej znosi toksyczne efek-
ty mutanta [50]. Okazato sie, ze biatko HSPB1 ma wplyw
na zywotnos$¢ neuronéw ruchowych i czuciowych [58], co
w przypadku nieprawidtowos$ci w genie HSPB1, skutkuje
rozwojem CMT2.

CHOROBA CMT2G

Te postaé choroby CMT2 wyodrebniono na podstawie
genetycznego badania sprzezen w hiszpanskiej rodzinie,
w ktorej wykluczono inne znane loci. Analiza wskazata na
locus w chromosomie 12ql3.13. Wykluczono takze geny,
ktérych mutacje mogtyby odpowiadac¢ za rozwoj choroby
CMT2G - AVIL, CENTG1, RAB5B oraz DHH. U wigkszo-
§ci pacjentéw objawy uwidocznity sie w drugiej dekadzie
zycia, chociaz wiek zachorowania wahat sie miedzy 9. a 76.
rokiem zycia. Na obraz kliniczny sktadaty sie deformacje
stop, utrudnienia w chodzeniu, brak lub obnizenie odru-
chow skokowych. Postep choroby byt powolny i skutkowat
umiarkowang niepetnosprawnoscia [59].

CHOROBA CMT2I

Te posta¢ choroby wyodrebniono na podstawie ana-
lizy genetycznej i wytonienia nowego locus, w Ktérym
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zmiany odpowiadajg za zachorowanie. Zidentyfikowano
10 mutacji w genie MPZ (ang. myelin protein zero), po-
wodujgcych chorobe Charcot-Marie-Tooth, ktérg uznaje
sie za aksonalng. Jednak mutacje w tym genie powodujg
przede wszystkim demielinizacyjng forme choroby CMT
(CMT1B), a oprocz tego takze odpowiadajg za rozwinie-
cie syndromu Dejerine-Sottas (DSS). Jednoznaczne okre-
$lenie pierwotnych zmian, demielinizacyjnych badZ ak-
sonalnych, jest jednak bardzo trudne. Uwaza sie bowiem,
ze prawdopodobnie to demielinizacja jest zmiang pier-
wotng i powodujacg okreSlone fenotypy. W takich przy-
padkach choroba wykazuje cechy zaréwno neuropatii de-
mielinizacyjnej jak i aksonalnej [60], Dokonano podziatu
aksonalnej formy choroby, powodowanej przez mutacje
w genie MPZ na chorobe CMT2l oraz CMT2J [61]. Stwier-
dzono, ze pacjenci z postacig choroby CMT2l wyrdzniaja
sie nieco zwolnionym przewodzeniem nerwowym [62],
natomiast pacjenci z chorobg CMT2J chorujg na neuropa-
tie aksonalng z objawami dodatkowymi, takimi jak gtebo-
ki niedostuch, objaw Agryll Robertsona3[63].

Opisano wiele rodzin, w ktérych odnaleziono mutacje
w genie, kodujagcym biatko MPZ u os6b dotknietych cho-
robg CMT. Cze$¢ z nich zidentyfikowano, jako CMT2 na
podstawie badan klinicznych i elektrofizjologicznych w 16
rodzinach oraz u dwdch izolowanych pacjentéw [64-66].
Najczestszg mutacjg identyfikowang w genie MPZ u cho-
rych na CMT2 jest substytucja Thrl24Met w biatku MPZ.
Osoby z tg zmiang charakteryzowaty sie pewnymi cechami
wspolnymi, objawy pojawiaty sie miedzy 4. a 5. dekadg zy-
cia, przebieg choroby byt szybki, prowadzacy do znacznego
ostabienia konczyn dolnych, co skutkowato unieruchomie-
niem na wézku inwalidzkim. Wiele oséb skarzyto sie na
przeszywajace bdle w nogach [64].

Biatko MPZ (PO) jest zachowanym w ewolucji biatkiem
transbtonowym, wystepujagcym jedynie w komérkach
Schwanna (Ryc. 1). Jest gtownym skiadnikiem mieliny
(strukturalna cze$¢ obwodowego uktadu nerwowego) i
lokalizuje sie w ostonkach mielinowych. PO sktada sie z
zewnatrzkomoérkowej domeny immunoglobulino-podob-
nej, pojedynczej domeny transbtonowej, oraz wewnatrz-
komérkowej domeny C-konicowej. Monomery PO faczg sie
w tetramer, tworzac strukture podobng do kanatu. Naj-
prawdopodobniej petni funkcje jako element pozwalajacy
na adhezje otoczki mielinowej, co zapewniatoby zachowa-
nie organizacji ostonek mielinowych komaérek. Substytucja
Asp61Gly znajduje sie w domenie wewnatrzkomadrkowej,
ktorag uwaza sie za odpowiedzialng za oligomeryzacje.
Proces ten polega na oddziatywaniach miedzy tancucha-
mi bocznymi aminokwaséw, dlatego brak reszty kwasu
asparaginowego, a obecno$¢ reszty glicyny, skutkuje bra-
kiem tancucha kwasowego, a tym samym zaburzeniami
w tworzeniu sie tetramerdw. Substytucja TyrlI9Cys, w
domenie zewnatrzkomoérkowej, wprowadza dodatkowg
grupe tiolowg, pomiedzy resztami cysteiny w pozycjach
50 i 127, ktére w normalnych warunkach tworzg mostki
disiarczkowe. Moze to powodowac agregacje z prawidto-
wymi partnerami biatkowymi, opartg na wigzaniach di-
siarczkowych.

:Objaw Agryll Robertsona cechujg waskie nieraz nieokragte Zrenice,
niereagujace obustronnie na Swiatto, natomiast reagujace na zbhieznos¢.
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Efektem kolejnej mutacji jest substytucja Thrl24Met
(najczesciej spotykana). Jest zlokalizowana w S$rodku
P-harmonijki domeny transbtonowej. Nastepuje w tym
przypadku zmiana aminokwasu hydrofilowego na hydro-
fobowy, czego skutkiem sg prawdopodobnie nieprawidto-
wosci w fatdowaniu biatka lub braku stabilnosci takiego
biatka. Podejrzewa sie, ze kodon 124 jest wyjgtkowo podat-
ny na mutacje. Obecno$é mutacji Thrl24Met udokumento-
wano u wielu pacjentow. Moze tak by¢ ze wzgledu na efekt
zatozyciela, ale takze ze wzgledu na istnienie tzw. hotspot w
kodonie 124. Zmianie ulega kodon ACG na ATG, a uwaza
sie, ze dinukleotydy CpG sa wyjatkowo podatne na mutacje
[67].

Mechanizm patogenezy aksonalnej formy CMT, powo-
dowanej przez mutacje w genie MPZ nie jest dobrze pozna-
ny. Wiadomo, ze te zmiany sekwencji nie powoduja znaczg-
cych zmian w budowie biatka, jednak moga naruszac jego
funkcje. Przypuszcza sie, ze mutacje te zaburzajg oddzia-
tywania miedzy komdérkami Schwanna a aksonem, ktdre
powodujg drobne nieprawidtowosci w aksonie, ale przede
wszystkim degeneracje akson6w. Skutkiem jest rozwiniecie
tagodnej formy CMT2 o p6Znym poczatku [68].

CHOROBA CMT2K

Podtyp choroby Charcot-Marie-Tooth 2K jest powo-
dowany przez dominujgce mutacje w genie GDAP1 (ang.
ganglioside-induced differentiation associated protein-1). Jednak
najczesciej spotykany jest recesywny sposéb dziedziczenia
mutacji w genie GDAP1 (choroba CMT4C4). Poza tym muta-
cje w tym genie moga powodowac¢ formy demielinizacyjne
choroby CMT (CMT4A) oraz formy mieszane. Neuropatia
aksonalna z objawami piramidowymi, zmapowana zostata
do locus 8qg21.3, ktore charakteryzuje chorobe CMT4A [69],
Autorzy zaklasyfikowali te posta¢ choroby o dziedziczeniu
autosomalnym recesywny jako CMT4C2, natomiast Baird
wyréznit ja, jako CMT2H.

Biatko GDAP1 jest zakotwiczone w zewnetrznej bionie
mitochondrialnej i jego podwyzszony poziom (w stosunku
do innych tkanek) obserwuje sie w obwodowym uktadzie
nerwowym (Ryc. 1) [70], W przeciwienstwie do mitofuzy-
ny 2, biatko GDAP1 odpowiada za rozpad sieci mitochon-
drialnej, promuje zjawisko okreslane w piSmiennictwie jako
,fission". Jest zaangazowane w prawidtowy ksztat, struk-
ture i podziat sieci mitochondriéw. GDAP1 posiada dwie
N-koncowe domeny GST oraz dwie C-koncowe domeny
transbtonowe. Mimo strukturalnego podobienstwa do S-
transferaz glutationu, w badaniach na komdérkach E. coli nie
stwierdzono ich funkcji enzymatycznej w biatku GDAP1
[71].

Zmutowane formy biatka dziedziczone w sposéb auto-
somalny dominujacy prowadzity do obnizonej zdolnosci
taczenia sie mitochondridw, a wiec do ich uszkodzenia
poprzez czeSciowg utrate potencjatu btonowego, wzrost
poziomu reaktywnych form tlenu (ROS) oraz wzmozong
podatnos$¢ na sygnaty proapoptotyczne. Mutacje dziedzi-
czone w sposob autosomalny recesywny powodowaty
obnizong zdolno$¢ do podziatu sieci mitochondrialnej
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w poréwnaniu do organelli z niezmienionym biatkiem
GDAP1. Dodatkowo stwierdzono, ze takie zréznicowanie
ze wzgledu na spos6b dziedziczenia ma odzwierciedle-
nie w fenotypie wérdéd pacjentow z CMT2. Pacjenci z mu-
tacjami recesywnymi zapadali na chorobe CMT juz we
wczesnym dziecinstwie, natomiast objawy u pacjentéw
z mutacjami dominujacymi pojawiaty sie péZno w wieku
dorostym [72].

CHOROBA CMT2L

Za te posta¢ choroby Charcot-Marie-Tooth odpowie-
dzialne sa mutacje w genie HSPB8, kodujacym biatko
szoku cieplnego HSPB8 (Ryc. 1). Mutacje w tym genie
powodujg takze neuropatie ruchowe, bez komponenty
czuciowej. Mechanizm molekularnej patogenezy CMT2L
nie jest dobrze poznany. Prawdopodobnie zaburzenia
w biatku HSPB8 prowadzg do powstawania agregatow,
ktére moga blokowac transport aksonalny. Wykazano, ze
biatko HSPB8 oddziatuje z opisanym juz biatkiem HSPB1.
Sugeruje to, ze oba biatka przechodzg te samg Sciezke w
komorce. Biatko HSPB8 moze wystepowac¢ w formie mo-
nomerycznej lub jako homodimer. Biatko HSPB8 moze
takze tworzy¢ kompleksy z innymi biatkami szoku ciepl-
nego, HSPB1, aB-krystaling. Stwierdzono, ze poszczegdl-
ne mutanty biatka HSPB8 wykazuja nieprawidtowosci w
oddziatywaniach z innymi biatkami oraz w tworzeniu
komplekséw zaréwno homo- jak i heteromerycznych.
Przyktadem moze by¢é wzmozona tendencja do tworze-
nia agregatow przez biatka zmienione [73]. Taka wiedza
daje nadzieje na opracowanie terapii oraz na kompensa-
cje skutkéw uszkodzen biatek w obwodowym uktadzie
nerwowym.

CHOROBA CMT2N

Nowa posta¢ choroby Charcot-Marie-Tooth typu 2 o
dziedziczeniu autosomalnym dominujagcym zostata opi-
sana przez grupe francuska. Chorzy to 17 oséb, wykazu-
jacych objawy kliniczne, oraz dwie osoby bezobjawowe,
w wieku 3050 lat, u ktérych wystepowato ryzyko zacho-
rowania. Sredni wiek, w ktérym nastepowato rozwinie-
cie choroby wynosit 28 lat. U wszystkich pacjentéow, na
podstawie badania elektromiograficznego, stwierdzono
zaniki nerwdw ruchowych i czuciowych. Przy pomocy
badania genetycznego stwierdzono, ze u wszystkich oséb
chorych wystepuje mutacja zmiany sensu (c.986G>A,
p.Arg329His) w 6smym eksonie genu AARS, kodujace-
go cytoplazmatyczng syntetaze alanylo-tRNA (AlaRS).
Te sama zmiane znaleziono w innej francuskiej rodzinie,
jednak wykluczono efekt zatozyciela analizg sekwencji
mikrosaletitarnych [74].

Syntetazy aminoacylo-tRNA sa enzymami odpowie-
dzialnymi za wierno$¢ translacji, dzieki tgczeniu odpo-
wiednich aminokwaséw z wtasciwymi tRNA (Ryc. 1). W
ramieniu akceptorowym tRNAAapojedyncza para nukle-
otydow odpowiada za taczenie tRNA z alaning poprzez
aminoacylacje w miejscu katalitycznym syntetazy alany-
lo-tRNA. Jest to szczeg6lny enzym, poniewaz rozpoznaje
tRNA nie poprzez sekwencje antykodonu, jak wiekszos¢
syntetaz tRNA, ale poprzez ramie akceptorowe [75]. Bial-
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ko to ma budowe modutowa, w ktorej wyrdznia sie do-
mene aminoacylacji (AD), $Srodkowa domene helikalng
(HD) i domene edycji (ED). Sekwencja aminokwasowa
biatka AlaRS jest w duzym stopniu zachowana w ewolu-
cji. AlaRS cztowieka jest monomerem lub homodimerem
[76]. Gen AARS zawiera 21 eksonow i koduje biatko zbu-
dowane z 968 reszt aminokwasowych. Zidentyfikowa-
na mutacja w kodonie 329, zamieniajaca reszte argininy
na reszte histydyny, znajduje sie w srodkowej domenie
helikalnej biatka. Wiadomo, ze tancuch boczny argininy
jest bardziej elastyczny od taincucha bocznego histydyny.
Dodatkowo arginina jest akceptorem protonoéw, podczas
gdy histydyna zawiera zmiennie uprotonowany pier-
Scien imidazolowy. Podejrzewa sie, ze dinukleotyd CG w
kodonie 329 moze byé¢, tzw. ,,gorgcym miejscem" mutacji,
poniewaz zidentyfikowano tam zmiany w dwoch niespo-
krewnionych rodzinach.

Przeprowadzono mutageneze w bakteriach E.coli, kt4-
rej wynikiem byto ustalenie dwdch gtownych determi-
nant dla wigzania i efektywnej aminoacylacji tRNAAa —
reszta kwasu asparaginowego w pozycji 285 oraz reszta
argininy w pozycji 314. Substytucje w tych pozycjach po-
wodowaty obnizenie poziomu aminoacylacji w wyniku
zmniejszonej efektywnosci wigzania tRNA. Dodatkowo
mutanty nie komplementowaly szczepu pozbawionego
AlaRS, jednak mutant Arg314Lys czesciowo pozwalat na
przezycie komorek. Utworzono takze model mysi, w kt6-
rym uszkodzenie obu alleli w AARS powodowato defekt
w funkcji edytujacej AlaRS, co skutkowato w taczeniu
tRNAAaz seryng lub glicyng zamiast alaniny. Takie zmia-
ny prowadzity do nieprawidtowos$ci w fatdowaniu biatek
oraz neurodegeneracji. Z tych doSwiadczen wywniosko-
wano, ze zaburzenia w wiernos$ci dziatania syntetazy ala-
nylo-tRNA sg wystarczajgce dla procesu neurodegenera-
cji. Zidentyfikowano takze mutacje w aminoacylo-tRNA
syntetazach glicyny i tyrozyny, ktére powodowaty inne
podtypy choroby CMT, odpowiednio CMT2D oraz neu-
ropatie mieszang. Dlatego ta klasa biatek jest dobrym ce-
lem do badan i byé moze identyfikacji kolejnych postaci
tej choroby [74,75].

Tabela 1. Zestawienie podtypdw choréb, loci, nazw genéw, liczby mutacji, odpowiadajacych za poszcze-
g6lne choroby. AD —dziedziczenie autosomalne dominujace; AR —dziedziczenie autosomalne rece-
sywne. Na podstawie bazy danych http://www.molgen.ua.ac.be/CMTMutations oraz bazy PubMed

(stan na 15.11.2010r.)

FORMY AKSONALNE CHOROB KREGU
CHARCOT-MARIE-TOOTH O DZIEDZICZENIU
AUTOSOMALNYM RECESYWNYM

Dodatkowo za polineuropatie aksonalne odpowiadajg
tez mutacje o dziedziczeniu autosomalnym recesywnym.
Wyrézniono cztery podtypy choroby: CMT4C1, CMT4C2,
CMT4C3 i CMT4C4. Podtoze molekularne choroby
CMTA4C2 nie jest znane. Za posta¢ CMT4C4 odpowiadaja
mutacje w opisywanym juz genie GDAP1 dziedziczone w
sposdb autosomalny recesywny. Podtyp CMT4C1 powo-
dowany jest przez mutacje w genie LMNA [77], kodujacym
lamine A/C natomiast podtyp CMT4C3 powodujg muta-
cje w genie MED25 (Ryc. 1) [78]. Mutacje w obu genach
dziedziczg sie w sposéb autosomalny recesywny. Biatko
lamina A/C nalezy do rodziny biatek filamentow posred-
nich i lokalizuje sie w jadrze komérkowym w wewnetrz-
nej otoczce jadrowej. Postuluje sig, ze stabilizuje strukture
jadra komorkowego i wchodzi w sktad cytoszkieletu tego
organellum. Utrzymuje roéwniez strukture chromatyny
oraz jest zaangazowana w ekspresje gendéw. Podczas po-
dziatéw mitotycznych biatka laminy sg rozdzielane w od-
wracalnym procesie fosforylacji. Produktami genu laminy
sg cztery transkrypty (lamina A, AD10, C i C2), powstajace
na drodze réznicowego ciecia i sktadania [79,80]. Jedna ze
zidentyfikowanych mutacji (Arg298Cys) znajduje sie w
rejonie genu, kodujgcym domene ROD biatka, co wptywa
na powstawanie wszystkich czterech zmutowanych trans-
kryptow. Motyw, w ktéorym znajduje sie reszta argininy
298 jest zachowany w ewolucji i bierze udziat w oddzia-
tywaniu z innymi biatkami, wiec substytucja na inng resz-
te aminokwasowg zaburza funkcje komdérkowe peptydu
[77]. Mysi model mutacji genu Lmna potwierdzat zwigzek
mutacji z chorobg neurodegeneracyjng. U tych zwierzat
stwierdzono aksonopatig, oprécz objawoéw Kklinicznych
stwierdzono brak petnej dtugosci transkryptéw Lmna oraz
silne zmniejszenie zageszczenia aksonow, wzrost ich $red-
nicy i obecno$¢ aksonéw pozbawionych mieliny, co silnie
koreluje z obrazem histologicznym u pacjentow z CMT2
[77,81],

Produkt genu MED25 wchodzi w skiad
kompleksu koaktywatora transkrypcyjnego
zwanego kompleksem Mediatora. Kompleks
ten jest wymagany do procesu transkrypcji
wiekszosci gendéw transkrybowanych przez

Nazwa choroby Locus Symbol genu  Liczba mutacji Egioesdozbiczenia poli_meraze RNA_ ||._Bia*k0 MED25 bierze
udziat w modyfikacjach chromatyny oraz

CMT2AL 'p36.2 KIFLB ! AD inicjacji tworzenia sie catego kompleksu me-

CMT2A2 Ip36.2 MFN2 59 ADJ/AR diatora [78].

CMT2B 3g21 RAB7 4 AD

CMT2C 12¢24.1 TRPV4 4 AD PODSUMOWANIE

CMT2D 7pl5 GARS u AD

CMT2E 8p21 NEFL 4 AD Badanie podtoza molekularnego choro-

cMT2F 7all-2 H_SPBl 4 AD by Charcot-Marie-Tooth typu 2, aksonalnej

CMT2G 12q12-q13.3  nieznany neuropatii czuciowo-ruchowej, stanowi

CMT2113/P0 lq22 MP2z 22 AD ogromne wyzwanie stawiane przed leka-

CMT2K/CMT4C4  8q21.11 GDAP1 14 AD/AR rzami, genetykami oraz biologami. CMT2

cMT2L 12q24 HSPBS 6 AD charakteryzuje ogromna rdznorodnos$é

CMT2N 16q22 AARS ! AD objawow oraz heterogenno$¢ genetyczna.

CMT4cL 1921.2 LMNA 4 AR Do tej pory zidentyfikowano 13 genow, w

CMT4C3 19q13.3 MED25 ! AR ktorych mutacje powodujg poszczeg6lne
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formy CMT2 (Tab. 1). Mutacje w opisywanych genach po-
wodujg szereg uszkodzen komérki nerwowej, ktére pro-
wadzg do degeneracji aksonu (Ryc. 1) poprzez zaburzenia
transportu aksonalnego, dynamiki sieci mitochondrialnej,
nieprawidtowosci translacji, zwijania biatek.

W archiwum Zespotu Chorob Nerwowo-Migsniowych
IMDiIK PAN znajduje sie ponad 500 rodowodoéw rodzin
CMT. Szacuje sie, ze w Polsce choruje okoto 16 tysiecy oséb.
Polineuropatie aksonalne stanowig niewielki procent w tej
grupie. Diagnostyka molekularna chorych z CMT dotyczy
choroby CMT1A oraz neuropatii z nadwrazliwoscig na
ucisk (HNPP) i jest to analiza duplikacji/delecji w genie
PMP22. CMT2 jest chorobg, w ktorej nie wykonuje sie ruty-
nowych testéw molekularnych ani nie opracowano jeszcze
zadnej terapii. Rozwaza sie préby zastosowania metod bio-
logii molekularnej w leczeniu pacjentéw, stosujagc mecha-
nizmy oparte na wyciszaniu nieprawidtowych alleli genu
oraz poszukiwaniu substancji np. degradujacych agregaty
biatkowe. W chwili obecnej stan naszej wiedzy nie pozwala
jednak na skuteczne stosowanie rozlegtych mozliwosci bio-
logii molekularnej (Tab. 1).
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ABSTRACT

Charcot-Marie-Tooth disease 2 is an inherited axonal motor and sensory neuropathy. It is very heterogenous, both clinically and genetically.
Till present, 15 types of CMT2,14 loci and 13 genes are known to be causative of CMT2. Studying mechanisms of molecular pathogenesis
is very important for finding a therapy for patients but the diversity of proteins involved in pathogenesis makes this very difficult. Proteins
involved in molecular pathogenesis are e.g. proteins of the mitochondrial outer membrane with opposite functions (mitofusin 2 and GDAP1)
responsible for fusion and fission of the mitochondrial network. Mutations also occur in genes encoding tRNA-synthetases, neuronal cy-
toskeletal protein, cation channel protein and molecular chaperones. This review presents knowledge of CMT2 and possible pathogenetic
mechanisms responsible for the disease.
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STRESZCZENIE

ygnalizacja z udziatem puryn odgrywa kluczowg role w regulacji wielu proceséw

fizjologicznych. Ektonukleotydy aktywujac receptory typu Pwptywajg na szereg pro-
cesow metabolicznych i fizjologie wielu narzaddw. Stezenie tych zwiazkdéw w przestrze-
ni pozakomoérkowej jest kontrolowane przez enzymy nalezace do kilku rodzin nukleoty-
daz. Degradujac nukleotydy uczestniczg one w terminacji transmisji sygnatu z udziatem
nukleotyddw i receptoréw P2 oraz produkujg inne czasteczki sygnatowe takie, jak ADP
i adenozyne. NPPazy i NTPDazy stanowia przykiad ewolucji konwergencyjnej biatek.
Biatka te nie sg filogenetycznie spokrewnione, a mino to katalizujg ten sam typ reakcji.
Celem ich dziatania jest degradacja tri- i difosfonukleozydéw do monofosfonukleozy-
déw oraz ortofosforanu lub pirofosforanu. Wiekszo$¢ dotychczas opisanych NTPDaz i
NPPaz zwierzecych to ektoenzymy btonowe lub ich rozpuszczalne formy wystepujace w
ptynach tkankowych. Celem tej pracy jest zebranie informacji dotyczacych lokalizacji,
budowy, wtasciwosci i funkcji NTPDaz i NPPaz w regulacji stezenia nukleotydéw poza
komoérka, a tym samym transmisji sygnatu z udziatem puryn i pirymidyn.

WPROWADZENIE

Nukleotydy sg czgsteczkami o kluczowym znaczeniu dla funkcjonowania
komorek. Transportujg energie niezbedng w procesach metabolicznych, sg
elementem struktury kwaséw nukleinowych, uczestniczg w katalizie enzy-
matycznej jako koenzymy, kofaktory i substraty, a ich cykliczne pochodne
peinig funkcje wtérnych czasteczek sygnalizacyjnych. Wielokierunkowy za-
kres dziatania nukleotydéw przenosi sie rowniez do macierzy pozakomér-
kowej [1,2].

Ektonukleotydy to rdwniez czgsteczki sygnatowe, ktére regulujg przebieg
wielu procesow fizjologicznych. ATP jest sygnatem bélowym, a w uktadzie
krwionosnym reguluje ci$nienie krwi. ATP znajdujacy sie poza komodrkg w
wysokich (mM) stezeniach, przy jednoczesnym braku jonéw dwuwarto$cio-
wych, staje sie cytotoksyczny [3]. W naczyniach krwionosnych uwolniony z
uszkodzonych komdérek ADP aktywuje agregacje ptytek, co inicjuje proces
hemostazy [3]. Ektonukleotydy regulujg mineralizacje tkanki kostnej, przez
co wptywaja na prawidtowy rozwdj szkieletu [3-7]. Zwigzki te biorg réwniez
udziat w transmisji synaptycznej, percepcji dotyku i reakcji naczyniowo-ru-
chowej. Na poziomie komdérkowym ektonukleotydy kontroluja proliferacje,
uczestniczag w mitogenezie, apoptozie oraz transporcie jondw i wody [3,8].

Ektonukleotydy aktywujg receptory P2 [1,9-11], Obecno$¢ receptorow P2
stwierdzono we wszystkich zbadanych dotagd narzgadach i tkankach. Wy-
rozniamy dwa podtypy receptorow P2: 1/ receptory P2Y (metabotropowe)
— zbudowane z siedmiu hydrofobowych domen transbtonowych i wspdt-
dziatajac z biatkami G oraz Il/ receptory P2X (jonotropowe) — kanatly jo-
nowe, ktdrych podjednostki majg 2 domeny transbtonowe potgczone duzg
zewngtrzkomoérkowg petlg [1,8-11]. Mimo, ze komdérkowe stezenie nukleoty-
dow jest na poziomie 1-2 mM [12], do aktywacji sygnatu nukleotydowego na
zewnatrz komorki wystarczg juz stezenia mikromolowe, a nawet nanomolo-
we. Powinowactwo receptoréw wzgledem agonistow jest rézne dlaréznych
ich podtypow. Receptory P2X aktywowane sg przez 1-10 gM stezenia ATP
(dla P2X7 EC®od 300 gM do 1 mM), natomiast receptory P2Y wrazliwe sg
na stezenia ATP w zakresie 0,01-30 gM [13-17]. Zrodtem nukleotycow poza
komorka sg uszkodzone irozpadajace sie komorki, egzocytoza, transport z
udziatem transporterow btonowych (biatka ABC). W przestrzeni pozako-
morkowej ATP jest degradowany do ADP i AMP, a ADP jest hydrolizowany
do AMP lub wykorzystywany do resyntezy ATP [1,6,8,18].
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Tabela 1. Enzymy zaangazowane w regulacje stezenia ektonukleotydéw.

Enzymy

Ektonukleotydazy Katalizowane reakcje

NTP NMP + 2Pi
1 NTPDazy NTP NDP + Pi
NDP NMP + Pi
2 NPPazy NTP NMP + PPi
3 5'nukleotydaza NMP Nukleozyd + Pi
4 Fosfatazy X-p** X+ Pi
Il Kinazy Katalizowane reakcje*

5 Kinaza adenylanowa 2NDP NTP + NMP

‘specyficzno$¢ substratowa omawianych enzymoéw zostata przedsta-
wiona w tekscie w rozdziale ,,W#asciwosci fizykochemiczne NTPDaz";
**X-P- ester fosforanowy zwigzku organicznego lub nieorganicznego

ENZYMY KONTROLUJACE STEZENIE EKTOPURYN

Stezenie nukleotydéw i nukleozyddéw w przestrzeni
pozakomorkowej jest kontrolowane przez enzymy nalezg-
ce do Kilku rodzin z klasy hydrolaz oraz przez kinazy. Ich
obecnos¢ stwierdzono we wszystkich przebadanych dotad
organizmach i tkankach. Sg to ektonukleotydazy i ektoki-
nazy (Tab. 1) [8-11,18], W wyniku dziatania ektonukleoty-
daz powstajg nukleotydy i nukleozydy. Ektonukleotydazy
to enzymy zaliczane do klasy hydrolaz, ktére metabolizujg
nukleotydy w przestrzeni pozacytoplazmatycznej oraz w
ptynach fizjologicznych. Z uwagi na pochodzenia oraz na
réznice w mechanizmie katalizowanych reakcji wyro6znia-
my cztery rodziny ektonukleotydaz: E-NPPazy (EC 3.1.4)
(ekto-pirofosfatazy/fosfodiesterazy nukleotydéw, ang. ec-
to-nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase), E-NTPDazy
(EC 3.6.1.5) (ekto-fosfohydrolazy di- i trifosfonukleozyddw,
ang. ecto-nucleotdie triphosphate diphosphohydrolase) nazywa-
ne wczesniej ekto-apirazami lub E-ATPazami oraz alkalicz-
ne fosfatazy (EC 3.1.3.1) i ekto-5'-nukleotydazy (EC 3.1.3.6)
(ang. ecto-5'-nucleotidase) [8-11,18],

Druga grupa ektoenzymoéw regulujacych stezenie nu-
kleotydow sg kinazy nukleotydowe (ang. nucleotide kinase)
oraz kinaza adenylanowa (miokinaza, ang. miokinase) (EC
2.7.4.3) [11], ktore katalizujg transfer grupy fosforanowej

Ekto-NTPDazy 1,3,8; NPPazy

| Kinaza e-adenylanowa

ATP,
I \ AO-NTPDazy 13,8,
Ekto-N'lPDm 2 egzo-NTPDazy 5,6

ADP
v
P2X P2Y
P2Y

Rycina 1. Zintegrowany taiicuch przemian ektonukleotydéw adeninowych. Szlaki przemian nukleotydéw

prowadzgace do powstania czasteczek sygnalizacyjnych zostaty pogrubione.
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miedzy nukleotydami. Enzymy réznych klas i rodzin moga
wspotwystepowac [15].

ATP znajdujace sie w przestrzeni pozakomorkowej jest
hydrolizowane do ADP i/lub AMP oraz piro- lub ortofosfo-
ranu. AMP, z kolei, jest substratem 5'-nukleotydazy hydro-
lizujacej ten nukleotyd do adenozyny, agonisty receptoréw
adenozynowych (PI). Aktywacja receptordw adenozyno-
wych w wielu przypadkach, inicjuje efekty przeciwstawne
do skutkéw aktywacji receptorow nukleotydowych [13,19-
21]. Tak wiec jedng z funkcji ektonukleotydaz jest utrzymy-
wanie w przestrzeni pozakomoérkowej rownowagi miedzy
ligandami receptoréw PI i P2 [20,21], (Ryc. 1). Wiele dowo-
dow wskazuje, ze ektoenukleotydazy degradujgc nukleoty-
dy uczestnicza w zakonczeniu procesu przekazywania sy-
gnatu z udziatem nukleotydéw i receptoréw P2 [19,22,23].
Jednoczes$nie produkty dziatania ektonukleotydaz i ektoki-
naz (ATP, ADP i adenozyna) powstajgce poza komadrka, sg
takze czgsteczkami sygnalizacyjnymi (Ryc. 1).

Ostatnie lata badan nad sygnalizacjg z udziatem nukle-
otydow i nukleozydow wskazujg na ogromny wptyw tych
zwigzkow na szereg proces6w metabolicznych i fizjologie
wielu narzagdéw. Celem tej pracy jest przedstawienie rezul-
tatdbw dotychczasowych badan dotyczacych lokalizacji, bu-
dowy, witasciwosci i funkcji dwoéch rodzin nukleotydaz —
NTPDaz i NPPaz. Szczegdlne zainteresowanie tymi rodzi-
nami enzyméw wynika z faktu, ze to one gtéwnie metabo-
lizujg nukleotydy poza komdrka i w ten sposéb uczestnicza
w przekazywaniu sygnatu z udziatem puryn i pirymidyn.

RODZINA NTPDaz

NTPDazy (ang. ecto-nucleoside triphosphate diphosphohy-
drolase) sg strukturalnie i katalitycznie jednorodng grupa
enzymoéw, rozpowszechniong we wszystkich przebada-
nych dotad narzgdach i tkankach zwierzat i roslin [24-28],
Wszyscy przedstawiciele tej rodziny enzymow majg zdol-
no$¢ hydrolizy nukleozydéw 5'-tri- lub difosforanowych
do monofosforanéw nukleozydéw oraz nieorganicznego
fosforanu zgodnie ze schematami reakcji zamieszczonymi
w tabeli 1 [24,25,29].

W skitad rodziny NTPDaz zwierzat wchodzi osiem en-
zymoéw kodowanych przez osiem réznych genow, ktore
zostaly ponumerowane zgodnie z kolejnoscig ich odkrycia
[21,30,31], Ze wzgledu na topografie, budowe i lokalizacje
funkcjonalnego biatka, NTPDazy mo-
zemy podzieli¢ na trzy grupy (Ryc. 2)
[4,5,21,31]. Do pierwszej nalezg NTPDazy
1, 2, 3, 8 posiadajgce dwie domeny trans-
btonowe znajdujace sie na N i C koncach
tancucha polipeptydowego. Sa to biatka
btonowe zlokalizowane na powierzchni
komérki z miejscem katalitycznym skie-
rowanym do przestrzeni zewnatrzko-
morkowej (Ryc. 2). NTPDazy 4 i 7, wy-
kazujg réwniez obecno$¢ dwoch domen
P1 transbtonowych, ale zlokalizowane sg w
btonach aparatu Golgiego (GA), siateczki
$rodplazmatycznej lub lizosoméw. Miej-
sce katalityczne tych enzyméw potozo-

295



PRZESTRZEN
EKSTRACYTOPLAZMATYCZNA

ACR .. __

e00009 090000000 esoeee e

BLONA
KOMORKOWA
0200000 900000000 00000 280000
NH2 COOH NH2
CYTOPLAZMA
NTPDazal
NTPDaza2
NTPDaza3
NTPDaza8

Rycina 2. Schemat budowy enzymdw nalezacych do rodziny NTPDaz.

ne jest w Swietle w/w struktur (Ryc. 2). Do grupy trzeciej
zaliczane sag NTPDaza 5 i 6. Biatka te sg rowniez zwigza-
ne z btonami komérkowymi. Posiadajg jednak tylko jedng
domene transbtonowg znajdujgcg sie na N-koncu tancucha
polipeptydowego, ktéra moze byé odcieta z udziatem pro-
tez. Powstajgca rozpuszczalna forma NTPDazy metaboli-
zuje nukleotydy we krwi lub w ptynach $rédtkankowych
(Ryc. 2) [26, 31-36].

BUDOWA NTPDaz

Masa czasteczkowa znanych NTPDaz waha sie¢ w grani-
cach 50-189 kDa. Wszystkie NTPDazy posiadajg pie¢ za-
chowanych w ewolucyji regionéw tzw. "apyrase conserved
regions” (ACR 1-5) (Ryc. 2) [31,34,37-39]. Badania tych re-
gionéw wskazuja, ze petnig one prawdopodobnie kluczo-
wa role w procesie katalizy [34,37-39]. Wigkszo$¢ mutacji
punktowych w obrebie regiondw ACR wywotuje inaktywa-
cje, zmniejszong aktywnos$¢ enzymatyczng i/lub nizszym
poziom syntezy biatka. Niektére mutacje (np. substytucje)
powodujg zmiane stosunku hydrolizy ATP:ADP, zwieksza-
jac aktywno$é ATPazowg lub ADPazowg NTPDaz.

NTPDazy nalezg do nadrodziny aktyn/hsp70/hekso-
kinaz. Wszystkie biatka tej grupy posiadajg dwie wazne
domeny (N- i C-koncowa) o charakterystycznej powtarza-
jacej sie strukturze drugorzedowej ((3ip2(33al(34a2p5a3),
ktére powstaty najprawdopodobniej w wyniku duplikacji
genu. Miedzy tymi domenami znajduje sie kieszen, na dnie
ktérej wigzg sie substraty [21]. W oparciu o podobienstwo
znanych sekwencji NTPDaz do sekwencji biatek nalezga-
cych do nadrodziny aktyn zaproponowano komputerowy
model trzeciorzedowej struktury NTPDazy3 cztowieka.
Zgodnie z tym modelem ACR1 i ACR4 tworzg dwie struk-
tury @ zlokalizowane po obu stronach domeny zewnatrz-
komorkowej. W rejonie tych ACR (1 i 4) znalezione zastaly
motywy wigzgce (3 i y-fosforan (DXG), charakterystyczne
dla biatek nalezacych do nadrodziny aktyn/hsp70/hekso-
kinaz [28,31,37]. ACR3 i ACR5 to a-helisy, zlokalizowane
miedzy N- i C-koricowg domeng [37]. Struktura trzeciorze-
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dowa zbudowana w oparciu 0 pomiary krysztatu domeny
zewnatrzkomdrkowej NTPDazy2 szczura charakteryzuje
sie podobnym planem budowy. Zawiera ona dwie domeny,
miedzy ktérymi zostato zidentyfikowane miejsce aktywne
[40]. Dodatkowo niektére z enzymdw tej rodziny zwierajg
w swojej strukturze niezbedne dla aktywnosci katalitycznej
mostki disiarczkowe [35,36].

Na granicy domeny zewnatrzkomoérkowej i btony ko-
moérkowej (miedzy N-koricowg domeng transbtonowg (TM)
i ACR1 oraz C-konicowa TM i ACR5) zlokalizowane sg dwie
zachowane w ewolucji reszty proliny ufatwiajgce przyjecie
prawidtowej konformacji i usztywnienie struktury domeny
zewngtrzkomoérkowej. Taka budowa umozliwia NTPDa-
zom (i innym biatkom nalezagcym do nadrodziny aktyn) ro-
tacyjny ruchdw domen zewngtrzkomdrkowych wzgledem
siebie powodujac ich zblizanie i odsuwanie. Ruchy te na-
zywane ,butterfly-like" umozliwiajg zblizenie rejonu ACR1
i ACR4 do substratu, a nastepnie katalize oraz uwolnienie
produktu. Wydaje sie wiec, ze te skoordynowane ruchy
zwigzane z resztami proliny sg niezbedne do przeprowa-
dzenia katalizy [37]. Ruchy domen zewnatrzkomdrkowych
dotyczg jednak tylko NTPDaz zwigzanych z btong komar-
kowa (1-3 i 8) i sg funkcjonalnie i strukturalnie zwigzane
z ruchem domen transbtonowych. Domeny transhtonowe
NTPDaz (1-3 i 8 w rejonach zlokalizowanych po stronie
ekstracytoplazmatycznej silnie ze sobg oddziatujg, podczas
gdy po stronie cytoplazmatycznej ich wspoétdziatanie jest
niewielkie. Stwierdzono rowniez, ze aktywno$¢ NTPDazyl
jest uwarunkowana mozliwoscig przemieszczania sie helis
TM wzgledem siebie [37], Domeny transbtonowe NTPDaz
moga rowniez uczestniczy¢ w oligomeryzacji enzymow.
NTPDazy fatwo tworzg homooligomery (dimery, trimery
i tetrametry). Nie stwierdzono jednak tworzenia przez te
biatka heterooligomerdw. Formy oligomeryczne réznig sie
od form monomerycznych aktywnos$cig katalityczng oraz
wiasciwosciami biologicznymi [30,34,37]. Zwierzece NTP-
Dazy sg modyfikowane po translacji. Najwazniejszg z nich
jest glikozylacja [4,24,37], kt6ra jest niezbedna dla ich prawi-
dtowej lokalizacji w btonie komorkowej [21].
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WEASCIWOSCI FIZYKO-CHEMICZNE NTPDaz

NTPDazy wykazuja specyficznos¢ substratowa wzgle-
dem wszystkich nukleotydow, a ich aktywno$¢ wymaga
obecnosci jonéw dwuwartosciowych [27-32,41], Wykazujg
alkaliczne optimum pH (7,5-8,5) [4,24,28,34]. NTPDazy r6z-
nig sie wrazliwoscig na jony, preferencjami substratowymi,
oraz produktami katalizy [21]. NTPDazy 1-3 i 8 hydrolizujg
wszystkie nukleotydy, ale ich reakcja przebiega najefektyw-
niej dla nukleotydéw adeninowych. NTPDaza 1 hydrolizuje
ATP i ADP ze zblizong szybkoscia, podczas gdy NTPDazy
318 majgwyzsze powinowactwo do ATP niz ADP. Z kolei
NTPDaza 2, nazywana czasami ektoATPaza, wykorzystuje
jako substraty gtownie trifosforany nukleozydéw [4,5,21,26,
39]. W przeciwienstwie do zwierzecych, NTPDazy 1 i 2,
ktore sg najsilniej aktywowane w obecnosci jonéw Mg2
NTPDazy 3 i 8 ulegaja silnej aktywacji w obecnosci jonéw
Ca2+[21]. NTPDaza 4 najefektywniej hydrolizuje UDP i nu-
kleozydy 5'-di- oraz 5'-trifosforanowe z wyjatkiem ATP i
ADP [4,5,26]. NTPDaza 7 katalizuje przede wszystkim re-
akcje hydrolizy trifosfonukleozydéw (UTP, GTP, CTP) [21].
NTPDaza 5 i 6 hydrolizujg gtdwnie nukleozydy 5'-difosfo-
ranowe (GDP, UDP i IDP) [4,5,26,32,33], NTPDazal hydro-
lizuje ATP i ADP do AMP, jesli jednak substratem jest UTP,
to gtéwnym produktem tego enzymu jest UDP, a nie UMP.
W przeciwienistwie do NTPDazy 1, NTPDaza 2 hydrolizuje
ATP do ADP, ktdre z udziatem innych NTPDaz moze by¢
defosforylowane do AMP. Z kolei NTPDaza 3 i 8 hydroli-
zujg ATP do produktu przejsciowego jakim jest ADP, ktory
przez te same enzymy degradowany jest do monofosforanu
adenozyny [21].

Mechanizm katalizy NTPDaz nie zostat w peini poznany.
W oparciu o komputerowe modele i analizy rentgenogra-
ficzne postuluje sie, ze specyficzno$é substratowa NTPDaz
wzgledem tri- i difosforanéw nukleotydéw jest wynikiem
plastycznosci centrum aktywnego i zarowno NTP jak i
NDP konkurujg o to samo miejsce hydrolityczne. Hydroliza
rozpoczyna sie od aktywacji czasteczki wody przez grupe
karbonylowg glutaminianu 165. Nastepnie powstajacy po
deprotonacji wody jon akoholanowy atakuje wigzanie piro-
fosforanowe y i 3i uwolnione zostajg reszty fosforanowe.
Jony dwuwarto$ciowe uczestnicza tak w aktywacji wody,
jak istabilizujg substrat w centrum katalitycznym.

INHIBITORY NTPDaz

Aktywno$¢ NTPDaz moze byé regulowana za pomo-
cg roznych zwigzkéw. Znanymi inhibitorami NTPDaz
sg: analogi nukleotyddéw, zwigzki chelatujgce jony metali
dwuwarto$ciowe, suramina, azydki i w przypadku nie-
ktérych typéw NTPDaz HQCE i polioksometale [34,42,43].
Najsilniejszym inhibitorem aktywnos$ci NTPDaz, ktory
jednoczes$nie nie wplywa na przekazywanie sygnatu z
udziatem receptoréw nukleotydowych jest strukturalny
analog ATP (6-N,N-dietylo-D-(3-y-dibromometyleno-ATP
[21]. Innymi proponowanymi inhibitorami tych enzymow
o duzej specyficznosci sg rowniez: 5'-trifosforan 8-tiobuty-
loadenozyny (8BuS-ATP) i kwas I-naftol-3,6-disulfonowy
(BG0136) [21]. Wykazano rowniez, ze jony gadolinu
hamujg NTPDazy z organu elektrycznego wegorza elek-
trycznego (Torpedo mormorata) oraz apiraze z ziemniaka
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[21,42], Wiekszo$¢ prezentowanych wyzej inhibitorow
charakteryzuje sie jednak niska specyficznoscig, bowiem
poza NTPDazami hamuja rowniez aktywnos$¢ innych nu-
kleotydaz, jak i receptorow P2. Enzymy rodziny NTPDaz
sg niewrazliwe na specyficzne inhibitory ATPaz typu P, F
iV [27-29,34,43],

FUNKCJE NTPDaz

Podstawowg funkcjg metaboliczng NTPDaz jest kontrola
stezenia nukleotyddw w komorce i w przestrzeni zewng-
trzkomérkowej. Wewngtrz komorki degradacja tri-, di- oraz
monofosfonukleotyddéw zmienia jej tadunek energetyczny,
potencjat fosforylacyjny oraz stezenie jonow fosforano-
wych. Ponadto enzymy te moga uczestniczy¢ rowniez w
glikozylacji biatek, metabolizmie cukréw oraz utrzymywa-
niu integralnosci bton komaérkowych [24,29,44],

Poza komorka NTPDazy hydrolizujg nukleotydy do mo-
nofosforanéw nukleozydéw, ktére sa nastepnie degrado-
wane przez inne enzymy metabolizujgce puryny do adeni-
ny, rybozy i ortofosforanu. Powyzsza aktywnosé nie tylko
uwalnia receptory od ich nukleotydowych agonistéw, ale
powstajace produkty degradacji nukleotydéw mogga by¢ z
udziatem odpowiednich kanatéw (ortofosforan) i transpor-
teréw biatkowych (adenozyna) transportowane do komorki
i ponownie wykorzystane w resyntezie nukleotydéw. NTP-
Dazy moga rowniez w bezposredni sposdb wptywac na re-
gulacje wielu waznych proceséw fizjologicznych. NTPDazy
degradujac nukleotydy obecne we krwi i $cianie naczyn
reguluja hemostaze, cisnienie krwi oraz odpowiedZ immu-
nologiczna (hamuja procesy prozapalne) co moze w istotny
sposob wptywaé nie tylko na metabolizm uktadu krwiono-
$nego ale réwniez na inne narzady i tkanki.

W uktadzie nerwowym NTPDazy degradujagc nukle-
otydy nie tylko konczg sygnat purynowy, ale powstajgce
w wyniku hydrolizy produkty moga modyfikowac proce-
sy fizjologiczne [41], takie jak percepcja bdlu i neurotran-
smisja [29,34,36,44]. W szczelinie synaptycznej i na phytce
nerwowo-miesniowej znajdujg sie NTPDaza 1i 2. Oba en-
zymy degradujg ATP natomiast NTPDazal réwniez ADP.
Wiele dowodoéw wskazuje, ze powyzsze enzymy konczg
sygnat nukleotydowy przekazywany z udziatem recepto-
row P2 [34, 45-49], Jednak analizy kinetyczne wykazaly, ze
réznig sie one warto$ciag KMwzgledem ATP. KMNTPDazy
1 jest o rzad wielkosci mniejsze od KMNTPDazy 2 i zbli-
zone do stezenia ATP wystarczajgcego do aktywacji recep-
toréw P2. Milimolarne stezenia ATP wymagajg szybkiego
usuniecia z synapsy. NTPDaza 2, ktérej KMwzgledem ATP
jestwyzsze niz NTPDazy 1, moze dziata¢ wydajniej w wa-
runkach wysokiego, cytotoksycznego stezenia ATP, np.
towarzyszacego drgawkom epileptycznym, niedotlenieniu
lub niedokrwieniu [34], Powyzsze wyniki wskazujg, ze za
zakonczenie sygnatu nukleotydowego odpowiedzialna
jest NTPDazal podczas, gdy NTPDaza 2 uczestniczy w
obnizaniu wysokich, toksycznych stezern ATP w szczelinie
synaptycznej i/lub produkcji ADP, kolejnej czasteczki sy-
gnalizacyjnej [34,46,48-52], NTPDaza 2, hydrolizujagc ATP
do ADP, produkuje réwniez agoniste receptorow P2Yr W
wielu komdrkach stwierdzono kolokalizacje receptorow
P2Y1liaktywowanych przez ATP receptoréw P2Y~. Aktywa-
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Rycina 3. Schemat budowy enzymoéw nalezacych do rodziny NPPaz. A) budowa NPPazy 1,2 3; B) dwie przypuszczalne struktury NPPaz 4-7.

cja tych ostatnich moze hamowac uwalnianie z neuronow
neurotransmiterow stymulujacych.

RODZINA NPPAZ

NPPazy sa enzymami posiadajagcymi aktywno$c¢ alka-
licznej fosfodiesterazy i pirofosfatazy nukleotydowej [4,7].
Enzymy te odpowiedzialne sg za hydrolize wigzan pirofos-
foranowych nukleotydéw oraz wigzan fosfodiestrowych
kwasow nukleinowych [6,8,9], Katalizujg reakcje hydrolizy
3, 5'-cAMP do AMP, ATP do AMP i PPi, ADP do AMP i Pi
lub NAD+do AMP i mononukleotydu nikotynoamidowego
(Tab. 1) [4,5,9]. Biatka homologiczne do NPPaz zwierzecych
zidentyfikowano w komorkach roslin, bakterii, drozdzy
oraz w genomie wirusa z rodzaju Avipoxvirus (Fowlpox vi-
rus) [4-6].

Btonowe formy NPPaz zlokalizowane zostaty w wiek-
szosci analizowanych tkanek zwierzecych. Ich obecno$é
stwierdzono w mdzgu, sercu, nerkach, trzustce, tozysku,
watrobie, jelicie cienkim, jajnikach, gruczole krokowym,
jadrach, komérkach kosci, komorkach chrzastki i w maci-
cy [3-7,53-55]. Poszczegblne enzymy zwigzane sg z reguty
ze specyficznymi typami komorek lub strukturami subko-
morkowymi. Moga réwniez wspotwystepowaé w jednej
tkance [4-6,56]. Rozpuszczalne formy NPPaz zlokalizo-
wane zostaty przede wszystkim w surowicy krwi, ptynie
mozgowo-rdzeniowym i zokci [563] kregowcoOw oraz jadzie
wezy (np. u Crotalus adamanteus) [4-7,53]. W skiad rodziny
NPPaz wchodzi siedem biatek oznaczonych numerami 1-7
zgodnie z kolejnoscig ich odkrycia. Ze wzgledu na rézni-
ce w sekwencji reszt aminokwasowych budujgcych biatka
rodziny NPPaz mozemy wyr6zni¢ dwie oddzielne grupy
tych biatek (Ryc. 3). Pierwszg z nich stanowig NPPazy 1-3
(Ryc. 3A). W sktad drugiej grupy wchodzg natomiast NPPa-
zy 4-7 (Ryc. 3B) [54]. Cechg wspo6lng biatek nalezacych do
obu grup jest budowa centrum Kkatalitycznego, ktére jest
najbardziej zachowanym w ewolucji miejscem czasteczki
(podobienstwo w sktadzie reszt aminokwasowych miedzy
poszczeg6lnymi NPPazami u ludzi wynosi 24-60%). Zacho-
wanie w ewolucji dotyczy reszty treoniny oraz otaczajacych
ja reszty aminokwasowych centrum aktywnego [3,6,7,57-
59]. Ponadto wszystkie NPPazy (NPPazy 1-7) posiadajg od
4 do 10 potencjalnych miejsc N-glikozylacji (Asn-X-Ser/
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Thr). Ich funkcja wasciwie nie zostata jeszcze wyjasniona,
ale uwaza sie, Ze moga one uczestniczy¢ w transporcie tych
enzymow na powierzchnie btony komorkowej [3,6,7].

NPPAza 1-3

Enzymy nalezace do tej grupy wykazujg duze zréznico-
wanie. Geny kodujgce NPPaze 1 i NPPaze 3 zlokalizowano
na chromosomie 6 (6922-q23) co sugeruje, Zze powstaty one
przez duplikacje jednego genu [3,6,7]. Podobienstwo se-
kwencji reszt aminokwasowych miedzy tymi dwoma enzy-
mami wynosi okoto 50% [6]. Gen NPPazy 2, z kolei, zloka-
lizowany zostat na chromosomie 8 (8924.1) ijego sekwencja
jest tylko w 39-41% homologiczna do NPPaz 1 i 3 [3,6,7].
NPPazy 1i3 zbudowane sg z dwoch identycznych podjed-
nostek o masie ok. 110 kDa kazda, potagczonych mostkami
dwusiarczkowymi. NPPaza 2 natomiast jest monomerem
[3,7,59]. Ta grupa NPPaz zaliczana jest do glikoprotein
transbtonowych typu Il [54,55,57-62]. NPPaza 1, 2 i 3 moga
wystepowac rowniez w formie rozpuszczalnej [53,58,59,61],

Btonowe formy NPPaz 1-3 zbudowane sg z trzech do-
men: 1, zewngtrzkomdrkowej zawierajgcej motywy podob-
ne do somatomedyny B (SMB), motyw o witasciwosciach
nukleazy, domene katalityczng oraz motyw dioni EF; 2,
pojedynczej domeny transbtonowej i 3, krotkiej N-koricowej
domeny wewngatrzkomorkowej (Ryc. 3A) [54,55,60,61].

W obrebie centrum katalitycznego tych enzymow znaj-
duje sie zachowana w ewolucji reszta treoniny oraz szes¢
zachowanych w ewolucji reszt aminokwasowych wigzga-
cych metale [6,57]. Dodatkowo w domenie Katalitycznej
NPPazy 1i 3 wystepuje zachowana w ewolucji sekwencja
Gly-X-Gly-X-X-Gly [7,60], a w NPPazie 2 Phe-X-Gly-X-X-
Gly (X oznacza dowolng reszte aminokwasowa) [60]. Ten
bogaty w reszty glicyny motyw jest niezbedny dla katalizy,
poniewaz przedostatnia reszta aminokwasowa jest jednym
z sze$ciu zachowanych w ewolucji reszt aminokwasowych
biorgcych udziat w wigzaniu jondw metali [60],

NPPAZY 4-7

Enzymy te sg bardzo blisko ze sobg spokrewnione. Podo-
bieAstwo miedzy NPPazg 4 i NPPazg 5 wynosi ponad 51%.
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NPPazy 4-7 sg z reguly znacznie krotsze od biatek naleza-
cych do pierwszej grupy (u ludzi NPP 4 zbudowana jest z
453, a NPP 5z 477 reszt aminokwasowych). Geny kodujgce
te biatka posiadajg tylko dwa introny homologiczne do in-
tronéw 13 i 15 wystepujacych w genach kodujagcych NPPa-
zy 1-3, co wskazuje na wspélne pochodzenie obu grup en-
zymow [57].

Struktura NPPaz 4-7 nie zostata jeszcze poznana. W lite-
raturze pojawiajg sie dwa rézne modele strukturalne tych
czasteczek. Pierwszy z nich zaktada, ze enzymy te nale-
za do | typu biatek transhtonowych posiadajgcych krotka
C-koncowg domene wewnatrzkomdrkowa, ktéra nie jest
zachowana w ewolucji, domene transbtonowa i krotszg w
porownaniu z NPPazami 1-3 domene zewngatrzkomaérko-
wg zawierajgcg jedynie motyw fosfodiesterazy (Ryc. 3B)
[3,6,7,58,62].

Inny model zaktada, ze NPPazy 4 i 5 maja budowe
zblizong dla fosfataz. Enzymy te nie miatyby woéwczas N-
koncowej domeny cytoplazmatycznej, ani regionu trans-
btonowego (Ryc. 3B). W zakotwiczonej w btonie dome-
nie zewnatrzkomaérkowej brak motywéw podobnych do
somatomedyny B, w wyniku czego domena ta jest o 250
reszt aminokwasowych krétsza od domeny zewnatrzko-
morkowej wystepujacej w NPPazach 1-3 [57], Nie znana
jest struktura oligomeryczna tych enzymow [3,6,7,58,62].
Wiekszos$¢ znanych NPPaz jest biatkami transbtonowymi.
Jednak niektérzy autorzy sadza, ze istniejg rowniez for-
my pozbawione domeny transbtonowej a zakotwiczone
w btonie kotwicg glikofosfatydyloinozytolowa. Ta forma
enzymu miatyby by¢ wynikiem réznicowego ciecia i skta-
dania mMRNA NPPaz 1-7 lub modyfikacji potranslacyjnej
tych biatek [6].

ROZPUSZCZALNE FORMY NPPaz

NPPazy 1, 2, 3, 6 i 7 wystepujg rowniez w formie roz-
puszczalnej [58,62]. Wiekszos$¢ z tych biatek moze powstac
w wyniku réznicowego ciecia i sktadania mMRNA kodujace-
go btonowga forme enzymu [3] lub podobnie jak w przypad-
ku niektérych NTPDaz jest efektem proteolitycznego od-
szczepienia domeny zewngtrzkomdrkowej tuz przy btonie
komorkowej [3,4,6,7], Enzymy te majg takie same wiasciwo-
Sci oraz takie same miejsca glikozylacji jak biatka zwigzane
z btong komérkowa.

Rozpuszczalna NPPaza 1 cztowieka jest wynikiem prote-
olitycznego rozszczepienia formy btonowej miedzy reszta-
mi proliny 152 i alaniny 153. Przypuszcza sie, ze proteoliza
przebiega w aparacie Golgiego. Enzym ten o masie okoto
100 kDa ma budowe analogiczng do zewnatrzkomorkowej
domeny NPPaz btonowych. Nie zawiera on jednak domeny
podobnej do somatomedyny B uczestniczacej w tworzeniu
mostkow dwusiarczkowych [7], Inng rozpuszczalng forma
NPPaz ssakdw jest NPPaza 2 (autotaksyna), glikoproteina
0 masie 125 kDa wydzielana miedzy innymi przez komor-
ki czerniaka. Biatko to powstaje jako pre-pro-enzym, ktory
po odcieciu proteolitycznym domeny zewngtrzkomérko-
wej przyjmuje forme rozpuszczalng [58,59]. Enzym ten ma
identyczng strukture jak domena zewnatrzkomorkowa bto-
nowych form NPPaz [63,64].
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AKTYWNOSC BIOLOGICZNA NPPaz

Enzymy nalezace do tej rodziny wykazujg niewielka
specyficzno$¢ substratowg. Katalizujg reakcje hydrolizy
wigzan pirofosforanowych i wigzan fosfodiestrowych w
wielu réznych zwiagzkach zawierajacych tego typu wigza-
nia [55,57,58,60], Enzymy te sg rowniez zdolne do hydrolizy
wigzan siarkowo-fosforanowych w czasteczkach 3'-fosfo-
adenozyno 5'-fosfosiarczanu [3,6]. NPPazy 1-3 posiadajg
wysoka specyficznos¢ w stosunku do nukleotydow jako
substratow. NPPaza 2 dodatkowo posiada aktywnos¢ lizo-
fosfolipazy D. Podstawowym substratem dla tego enzymu
jest lizofosfatydylocholina, ktéra jest hydrolizowana do
kwasu lizofosfatydowego (ang. lySophosphatidic acid) beda-
cego czasteczkg sygnatowg. Natomiast NPPaza 6 i 7 hydro-
lizujg tylko wigzania fosfodiestrowe lizofosfolipidéw oraz
innych estréw fosforanowych choliny [56,58,59,62].

MECHANIZM REAKCIJI KATALIZOWANEJ PRZEZ NPPazy

Na podstawie strukturalnego podobienstwa NPPaz do
fosfataz zaproponowano dwuetapowy mechanizm hydro-
lizy substratu. Proces ten zalezny jest od obecnosci dwdéch
jondw metali dwuwartosciowych. Jony te sg koordynacyj-
nie wigzane przez aminokwasy centrum Kkatalitycznego
[6,7,57]. W pierwszym etapie reakcji jeden atom metalu
(Me2) aktywuje, obecng w centrum katalitycznym, grupe
hydroksylowg reszty treoniny. Z jej udziatem prowadzony
jest atak nukleofilowy na atom fosforu a substratu i two-
rzy sie wigzanie kowalencyjne. Prowadzi to do uwolnienia
z czasteczki substratu grupy alkoholowej i powstania ko-
walencyjnego zwigzku posredniego —kompleksu enzym-
substrat [53]. W drugim etapie reakcji nukleofilem jest cza-
steczka wody zwigzana z jonem Mel, ktdra przeprowadza
nuleofilowy atak na centralny atom fosforu zwigzku po-
Sredniego, utworzony zostaje kompleks enzym-monofos-
foran nukleozydu, w ktérym NMP jest niekowalencyjnie
zwigzany z enzymem. Nastepnie kompleks ten ulega dy-
socjacji do wolnego enzymu i5'- monofosforanu nukleozy-
du [6,7,57].

WEASCIWOSCI FIZYKO-CHEMICZNE NPPaz

Wszystkie NPPazy posiadajg alkaliczne optimum pH
(8,5-9,5) [55,56,59,62] (8,9-9,3 dla NPPazy 1). Umozliwia
ono prawidtowy przebieg katalizy, poniewaz kwasne pH
powoduje zahamowanie drugiego etapu reakcji. Do petnej
aktywnosci tych enzyméw wymagana jest obecno$¢ dwu-
wartosciowych jonow metali [4,6,7,56,65] takich, jak Ca2t
Mg2; Mn2+-lub Zn2+ Wykazano, ze kationy Ca2+stabilizuja
czasteczki PC-1 (NPPaza 1 cztowieka) [4,5,65] oraz chronig
je przed termiczng denaturacjg i proteolizg [7,65]. Wartosci
Kmtej grupy enzymoéw zaleza od rodzaju substratu oraz
typu NPPazy uczestniczacej w reakcji.

INHIBITORY NPPaz

NPPazy sg kompetycyjnie hamowane przez produkty
katalizowanych reakcji, jak réwniez przez glikozoamino-
glikany, takie jak heparyna i siarczan heparanu [3,7]. Do-
datkowo dziatanie enzymdéw moze by¢ blokowane przez
EDTA oraz inne zwigzki chelatujace jony metali, ktére sg
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niezbedne do przeprowadzenia katalizy [3,57]. Niekom-
petycyjnym inhibitorem drugiego etapu reakcji jest imida-
zol. Zwigzek ten wigze sie do kompleksu enzym-substrat
powstajagcego w pierwszym etapie reakcji. Innym zwigz-
kiem hamujgcym dziatanie NPPaz poprzez wigzanie jo-
néw metali jest dietylopirokarbonian przeprowadzajacy
acylacje reszty histydyny [57], Hydroliza polifosforanow
diadenozyny jest hamowana w obecnosci btekitu cybakro-
nowego (ang. Cibacron Blue), niespecyficznego inhibitora
receptora P2 [55], PPADS [4,66] oraz suraminy [66]. Pierw-
szy z nich jest inhibitorem dla wszystkich NPPaz, drugi
wykazuje silniejszy wptyw na NPPaze 1i NPPaze 3, trzeci
natomiast hamuje jedynie NPPaze 1i NPPaze 2 [66]. Inhi-
bitorami tych enzymow wystepujgcych w formie dimerow
sg zwigzki redukujace takie, jak 2-merkaptoetanol i ditio-
treitol [3,7], ktére niszczag mostki dwusiarczkowe taczace
podjednostki.

FUNKCJE NPPaz

Funkcje NPPaz 1-3 zostaty dobrze poznane i scharakte-
ryzowane jednak fizjologiczna rola NPPaz 4-7 wcigz nie jest
do konca wyjasniona [55]. Zmiany w dziataniu pierwszej
grupy enzymow towarzyszg wielu schorzeniom. Nie wia-
domo jednak, czy pojawienie sie standw patologicznych
jest skutkiem dysfunkcji tych enzymoéw, czy tez nastep-
stwem choroby [3]. NPPazy wraz z innym ektoenzymami
regulujgc stezenie zewnatrzkomoérkowych nukleotyddw,
ktore wspotdziatajg z receptorami P2, wplywajg na wiele
procesow biologicznych, takich jak skurcz miesni gtadkich,
agregacja ptytek krwi, wydzielanie hormonéw, odpowiedz
immunologiczna oraz proliferacja, réznicowanie i apoptoza
komérek [3,7]. Hydroliza ATP przez NPPazy moze réw-
niez chroni¢ komorki przed zalezng od ATP apoptozg in-
dukowang w wyniku aktywacji receptora P2X7 Inhibitory
NPPazy 1, 6-azofenylofosforan pirodoksalu i kwas 4'-disul-
fonowy hamuja tworzenie adenozyny i inicjacje apoptozy
za posrednictwem receptora A3 w komérkach nerwiaka
niedojrzatego linii N1E-115 myszy [3],

NPPazy, podobnie jak NTPDazy, degradujac ektonu-
kleotydy biorg réwniez udziat w wychwycie zwrotnym
uwolnionych z nich nukleozyddw i ortofosforanu [3,6,7],
Ponadto enzymy te utrzymujac rbwnowage miedzy steze-
niem pirofosforanu (PP;) i ortofosforanu (P.) uczestnicza w
regulacji procesu mineralizacji kosci [3,7]. NPPaza 2, dzigki
aktywnosci lizofosfolipazy D, stymuluje ruchliwo$¢ komé-
rek [60,61,64,67], Dodatkowo istniejg liczne dowody prze-
mawiajace za udziatem NPPazy 1 w opornosci na insuline.
Nie jest jednak znane molekularne podtoze tego procesu, a
w literaturze pojawia sie wiele sprzecznych danych doty-
czacych tych procesow.

NPPaze 2 zlokalizowano w komorkach wielu typéw
nowotworow witgczajac raka watroby, nerwiaka niedojrza-
tego, raka prostaty oraz raka ptuc. Wykazano, ze enzym
ten zwieksza mozliwosci inwazyjne i przerzutowe komo-
rek rakowych oraz komoérek zawierajagcych onkogen ras
[7,60,61,67]. Dodatkowo NPPaza 2 uczestniczy w indukcji
angiogenezy, co moze by¢é wynikiem dziatania adenozyny,
koncowego produktu enzymatycznej degradacji ATP zapo-
czatkowanego przez NPPaze.
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NUKLEOTYDAZY ROZPUSZCZALNE

Kolejna rodzina rozpuszczalnych enzymoéw, ktére hy-
drolizujg ektonukleotydy zidentyfikowana zostata w gru-
czotach slinowych stawonogéw zywigcych sie krwig (Ci-
mex lectularius, Phlebotomus papatasi i Lutzomyia longipalpis).
Enzymy te hydrolizujgc ADP, ktdre inicjuje agregacje pty-
tek, hamuja krzepniecie krwi zywicieli w/w owaddéw. Se-
kwencje genéw homologiczne do tych, ktére znaleziono u
wymienionych owadow zlokalizowane zostaly réwniez w
uktadzie krwiono$nym i nerwowym cztowieka oraz w ge-
nomie muszki owocowej (Drosophila melanogaster), nicieni
(Caenorhabditis elegant) i pierwotniaka (Cryptosporidium pa-
ruum) [70-74]. Enzymy te sg biatkami o masie czgsteczkowej
ok. 35-37 kDa i nalezg do grupy nukleotydaz filogenetycz-
nie spokrewnionych z 5'nukleotydazg [73,74]. Ich aktyw-
nos¢ jest Scisle zalezna od jonow wapnia. U pluskwy Cimex
lectularius w wigzaniu jonéw Ca2t uczestniczg przypusz-
czalnie reszty Asp znajdujace sie w motywie DDRTG zloka-
lizowanym w krotkiej petli miedzy dwoma strukturami [3
Optimum pH dla tej grupy enzymoéw u cztowieka zawiera
sie w zakresie 6,2-7,2, podczas gdy u owadéw wynosi ono
8,5. Enzymy te ulegajg licznym modyfikacjom posttransla-
cyjnym: glikozylacji, fosforylacji, N-mirystylacji [70-72],

Ta grupa rozpuszczalnych biatek znacznie rézni sie od
dotychczas omawianych NPPaz i NTPDaz tak pod wzgle-
dem pochodzenia, budowy, jak i wtasciwosci. Enzymy te
kodowane sg przez inne geny niz omawiane wczesniej ro-
dziny enzymdw. Sekwencja reszt aminokwasowych tych
biatek wykazuje brak homologii do wcze$niej opisanych
rodzin nukleotydaz. Niewielkie podobienstwa dotycza
przede wszystkim obszardw miejsca katalitycznego. Ma to
najprawdopodobniej zwigzek z katalizowaniem hydrolizy
identycznych nukleotydéw. Jednak aktywno$¢ katalityczna
enzymow pochodzacych z gruczotdw Slinowych owaddéw
jest Scisle zalezna od jon6w wapnia, podczas, gdy NTPDazy
i NPPazy mogg wigza¢ rézne jony metali dwuwartoscio-
wych.

NTPDazy | NPPazy REGULUJA
STEZENIE NUKLEOTYDOW

Podsumowujac NPPazy i NTPDazy nie sg filogenetycz-
nie spokrewnione lecz petnig w tkankach zwierzat i roslin
podobng funkcje. Stanowig wiec przyktad ewolucji konwer-
gencyjnej biatek. NPPazy nalezg do nadrodziny enzymow
fosforosiarkowych wigzgcych metale i wykazujg duze po-
dobienstwo do fosfataz. NTPDazy natomiast posiadajg naj-
prawdopodobniej wspdlnego przodka z kinazami cukréw
(ang. actin-hsp 70 sugar kinases), poniewaz zawierajg motyw
heksokinazy (ang. hexokinase actin-hsp70) wigzacy p iy fosfo-
ran [4,5]. Analiza sekwencji aminokwasowych kodujacych
enzymy nalezace do obu rodzin wykazuje brak podobien-
stwa miedzy tymi grupami biatek. Wyjatek stanowig te re-
giony tancuchéw biatkowych, ktére uczestnicza w katalizie.
W ich obrebie mozna zauwazy¢ niewielkg homologie. Ma to
prawdopodobnie zwigzek z rodzajem katalizowanej reakcji.

W procesach degradacji nukleotydéw uczestniczy wiele

rodzin enzymow. Oznacza to, ze prawidtowe ich stezenie i
przemiany tych zwigzkéw w komorce i poza nig sa bardzo
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wazne dla metabolizmu komoérek i tkanek. Kazda z oma-
wianych w tym przegladzie rodzin enzymdw degraduje
ATP i inne nukleotydy do NDP lub NMP. Ich funkcja w
komérce i poza nig z pozoru wydaje sie odmienna. Obni-
zenie stezenia ATP poza komdrka skutkuje zahamowaniem
procesdw prozapalnych, hamuje cytotoksyczne dziatanie
tej czasteczki, kontroluje agregacje ptytek krwi oraz procesy
transmisji sygnatu z udziatem nukleotydow.

Rzeczg charakterystyczngjestto, ze wiekszo$¢ dotychczas
opisanych NTPDaz i NPPaz zwierzecych to ektoenzymy
zwigzane z btonami, a ich rozpuszczalne formy znajdziemy
we krwi, ptynie mézgowo-rdzeniowym i innych ptynach
tkankowych. Hydroliza trifosforanéw nukleozyddéw przez
NPPazy prowadzi do uwolnienia AMP i PP Zwiazki te sg
identyczne do produktéw NTPDaz (AMP), lecz r6znig sig
drugim z produktéw reakcji PP.. Enzymy te posiadajg do-
datkowo aktywnos$¢ fosfatazy i kinazy.

U zwierzat skutkiem obnizenia stezenia tri- i difosfo-
nukleozydéw poza komoérkami powoduje uwolnienie
receptordw P2 od ich agonistow i przerwanie sygnatu
purynowego. Powstajacy w wyniku tej reakcji NMP i
jest degradowany do stosownego nukleozydu i ortofos-
foranu. Tylko w takiej formie produkty degradacji di- i
trifosfonukleozydéw moga by¢ transportowane z udzia-
tem specyficznych transporteréw biatkowych i kanatéw
z przestrzeni zewnatrzkomorkowej do komorki i uzupet-
nia¢ w niej pule zwigzkéw niezbednych do syntezy nu-
kleotydow.

PODSUMOWANIE

W utrzymaniu homeostazy puryn i pirymidyn w prze-
strzeni pozakomdrkowej uczestniczy wiele réznych en-
zymow nalezacych do kilku rodzin nukleotydaz (w tym
6 NTPDaz i 7 NPPaz) oraz deaminaza i kinaza adenyla-
nowa. Enzymy te zwykle wspotwystepujg w narzadach i
tkankach. Ektoenzymy uczestniczace w metabolizmie ek-
tonukleotydéw formujg w przestrzeni pozakomaérkowej
tancuch przemian, ktérego substratem jest ATP, a kon-
cowym produktem adenozyna. Enzymy uczestniczgce w
tym szlaku metabolicznym sg nie tylko odpowiedzialne
za uwalnianie receptoréw od ich agonistéw, ale rowniez
produkujg inne czasteczki sygnatowe, takie jak ADP i
adenozyne. Egzocytoza ATP powoduje w kohncowym
etapie przemian produkcje ekwimolarnych ilosci ade-
nozyny, zwigzku, ktéry petni funkcje neuroprotekcyjne
[75-79], Krotkotrwate incydenty niedotlenienia aktywuja
w neuronach i komoérkach endotelium synteze 5'-nukle-
otydazy i zwiekszajg efektywnosé kaskady enzymoéw de-
gradujacych nukleotydy poza komorka [13,49,50,80]. W
efekcie w warunkach stresowych zwieksza sie stezenie
ektoadenozyny [50]. Powstajgca poza komorka adenozy-
na jest czynnikiem cytoprotekcyjnym iza posrednictwem
receptoréw Pl obniza metabolizm komaérek nerwowych i
zmniejsza uwalnianie z komorki przekaznikéw pobudza-
jacych [75-79,81-83], Ektopuryny uczestniczace w proce-
sie sygnalizacji oraz metabolizujace je enzymy tworzga
wiec unikalny, samokontrolujacy sie mechanizm regula-
cji metabolizmu komarek, ktéry jest niezbedny do prawi-
dtowego funkcjonowania organizmu.
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The role of ectonucleotides metabolizing enzymes in purinergic signaling
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ABSTRACT

Purinergic signaling plays an important role in the regulation of many physiological processes. The concentration of nucleotides in extra-
cellular space is controlled by at least two families of nucleotidases: NPPases and NTPDases. These families are examples of convergent
evolution of proteins. Above ezymes are not phylogenetically related, but they catalyze the same type of reaction. They hydrolyzed tri- and
diphosphonucleosides to monophosphonucleosides and orthophosphate or pyrophosphate. This degradation terminates the nucleotide si-
gnaling process and also produces other signaling molecules like ADP, and with 5'-nucleotidase, adenosine. Most of known animal NPPases
and NTPDases were found as membranous ectoenzymes or soluble proteins localized in tissue fluids. The aim of this work is to provide
information about localization, structure, properties and function of NPPases and NTPDases in the regulation of extracellular concentration
of nucleotides and purinergic signaling.
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boksylowych, pirofosforan tiaminy, FAD, jony
metali dwuwartosciowych, kompleks wieloen-
zymowy, kwas liponowy, NADH

Wykaz skrétéow: EI —dehydrogenaza 2-okso-
glutaranowa (pierwszy enzym kompleksu); E2
— transferaza sukcynylodihydroliponianowa
(drugi enzym kompleksu); E3 — dehydroge-
naza dihydroliponianowa (trzeci enzym kom-
pleksu); OGDHC —kompleks dehydrogenazy
2-oksoglutaranowej (ang. 2-oxoglutarate dehy-
drogenase complex); Pi — fosforan nieorganicz-
ny; S —stezenie substratu warunkujace osia-
gniecie potowy predkosci maksymalnej reakcji
katalizowanej przez enzym; TPP — pirofosfo-
ran tiaminy (ang. thiamine pyrophosphate)
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STRESZCZENIE

nzymy sg odpowiedzialne za szybki i skoordynowany przebieg reakcji biochemicznych,

wsrod ktoérych szczegdlnie istotng role odgrywaja te zwigzane z zaspokojeniem potrzeb
energetycznych komoérki. Do takich wtasnie biokatalizatoréw nalezy kompleks dehydroge-
nazy 2-oksoglutaranowej (OGDHC) bedacy kluczowym ogniwem cyklu Krebsa, ktéry in-
tegruje podstawowe szlaki przemian weglowodanéw, kwaséw ttuszczowych oraz amino-
kwaséw zaréwno w kierunku katabolicznym, jak tez anabolicznym. Ze wzgledu na wazna
pozycje aktywno$¢ OGDHC jest wielostronnie kontrolowana. Stuzy temu przede wszyst-
kim mechanizm regulacji allosterycznej z udziatem efektoréw dodatnich, takich jak ADP,
Pi, Ca2; Mn2 silnie zwiekszajacych powinowactwo pierwszego enzymu kompleksu do
2-oksoglutaranu, oraz inhibitoréw: ATP, NADH, sukcynylo-CoA wptywajacych na wszyst-
kie trzy enzymy kompleksu. Oprdécz szybkiej regulacji izosterycznej i allosterycznej aktyw-
no$¢ OGDHC zalezy od tempa biosyntezy jego poszczegdinych sktadnikéw zwigzanego z
ekspresja odpowiednich gendw, a takze od potranslacyjnych modyfikacji sktadnikéw kom-
pleksu. Wszystkie te procesy utrzymujg odpowiedni stan dynamicznej réwnowagi procesu
katalizowanego przez OGDHC, co w niektérych sytuacjach metabolicznych chroni go przed
negatywnymi skutkami nadmiernej aktywnosci.

WPROWADZENIE

Przemiany enzymatyczne zwigzane z kluczowymi metabolitami usytuowa-
nymi na skrzyzowaniu podstawowych szlakéw metabolicznych podlegaja swo-
istej i wieloptaszczyznowej kontroli. Jednym z takich metabolitéw jest 2-okso-
glutaran, wazny substrat przy generowaniu NADH w cyklu Krebsa. Proces
ten posrednio przyczynia sie do przeptywu elektronéw oraz powstawania sity
protonomotorycznej w mitochondriach, czego wynikiem jest synteza ATP [1-
4], OGDHC dzieki katalizowaniu jednej z gtéwnych, nieodwracalnych reakcji
utleniania w cyklu Krebsa, w ktérej 2-oksoglutaran zostaje przeksztalcony w
sukcynylo-CoA, ma swoiste znaczenie w ogdlnej kontroli metabolizmu. Reakcja
ta nalezy bowiem do zachowanych w ewolucji podstawowych przemian, odgry-
wajgcych wazng role w adaptacjach organizméw zywych. Badajac role OGDHC
w réznych rodzajach komdrek mozna dostrzec, ze précz regulacji przemian cy-
klu Krebsa kompleks ten przyczynia sie do tak waznych dla funkcjonowania ko-
morki procesow jak: produkcja wolnych rodnikéw, przemiany azotowe, synteza
hemu, zapobieganie niekorzystnemu dziataniu glutaminianu na neurony, odpo-
wiedZ na zranienia u roélin [5]. Mutacje prowadzace do syntezy nieaktywnego
OGDHC sg letalne juz w okresie embrionalnym [6], a te, ktére znacznie obnizajg
jego aktywnos$ci powodujg gtebokie zmiany homeostazy komdrek [7], zwtasz-
cza neuronéw, wywotujac schorzeniach neurodegeneracyjne jak choroba Alzhe-
imera, Parkinsona, Huntingtona, syndrom Wernickiego-Korsakoffa i inne [8,9],
Utrzymywanie nalezytej aktywnosci tego kompleksu jest wiec szczeg6lnie istot-
ne w ochronie neuronéw podczas dziatania r6znego rodzaju czynnikéw neu-
rotoksycznych [8,10,11]. Tempo utleniania 2-oksoglutaranu przez OGDHC ma
wiec kluczowe znaczenie dla metabolizmu wszystkich komérek, a szczegdlnie
dla proceséw zachodzacych w uktadzie nerwowym, co ma bezposredni wptyw
na kondycje organizmu. Dlatego OGDHC staje sie obecnie waznym obiektem w
kontekscie rozwigzywania niektérych probleméw medycznych. W celu petnego
wykorzystania mozliwosci katalityczno-regulacyjnych OGDHC nalezy giebiej
poznac i zrozumie¢ mechanizmy jego funkcjonowania w komaérkach.

Poszczeg6blne rozdziaty niniejszego artykutu przedstawiajg aktualng wiedze
z zakresu enzymologii, akcentujagc mechanizmy regulacji OGDHC, ktére po-
zwalaja komoérce modulowaé jego aktywno$¢ zgodnie z biezgcymi potrzebami
(Ryc. 1). Z wiedzy tej wytaniaja sie potencjalne mozliwoSci sterowania aktyw-
noscig kompleksu w warunkach doswiadczalnych. Mozliwosci te juz w nieda-
lekiej perspektywie moga zosta¢ wykorzystane w praktyce klinicznej podczas
terapii chorob neurodegeneracyjnych, nowotworowych i innych.
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PODSTAWY STRUKTURY I
FUNKCJONOWANIA OGDHC

OGDHC nalezy do rodziny wieloenzymowych kom-
plekséw dehydrogenaz 2-oksokwasow i jest obecny za-
rowno u organizmow prokariotycznych jak i eukariotycz-
nych. Mimo subtelnych réznic w budowie katalizuje on
ten sam proces u wszystkich organizméw zywych (Tab. 1).
Sferyczng strukture kompleksu tworzg powtarzalne kopie
dehydrogenazy 2-oksoglutaranowej (El, EC 1.2.4.2), trans-
ferazy sukcynylodihydroliponianowej (E2, EC 2.3.1.61) i
dehydrogenazy dihydroliponianowej (E3, EC 1.8.1.4). Bu-
dowa przestrzenna OGDHC nie jest jednak absolutnie uni-
wersalna i czesto wykazuje réznice specyficzne tkankowo
i gatunkowo. U bakterii rdzen kompleksu zbudowany jest
z 24 czasteczek enzymu E2 tworzgcych oktaedr, natomiast
iloSciowy udziat enzyméw EIl i E3 moze by¢ rézny w za-
lezno$ci od Zrédta i sposobu izolacji. U ssakow kompleks
sktada sie najczesciej z szesciu homodimerdw EI i szesciu
homodimeréw E3 [12]. W zwigzku z tym sposob ostatecz-
nej konstrukcji OGDHC moze mie¢ znaczenie regulacyjne,
gdzie wazng role odgrywa liczba powierzchniowych czg-
steczek EIl i E3 otaczajacych rdzen kompleksu [13]. Przy-
ktadowo, nowo opisana forma molekularna OGDHC z
mozgu ma odmienny stosunek poszczeg6lnych enzyméw
sktadowych od formy wyizolowanej z serca [13]. Funkcjo-
nowanie kompleksu wymaga zaangazowania az pieciu
kofaktorow: TPP, kwasu liponowego, CoA, FAD i NAD+
Produkty procesu katalizowanego przez ten kompleks
powstaja w wyniku sekwencyjnych reakcji, w ktdrych ko-
lejno dziatajg poszczeg6lne jego enzymy. OGDHC prze-
ksztatca 2-oksoglutaran do sukcynylo-CoA z wykorzysta-
niem koenzymu A oraz NAD+po stronie substratow i wy-
tworzeniem NADH+H+i CO, po stronie produktéw (Ryc.
2). W procesie katalizy jako koenzymy, uczestniczg: TPP
potaczony z enzymem EI kompleksu, grupa liponianowa
wbudowana w strukture enzymu E2 i FAD zwigzany z
enzymem E3. Nalezy podkreslié, ze reakcja katalizowana
przez OGDHC jest jednym z dwéch, obok dehydrogenazy
izocytrynianowej, najistotniejszych ogniw regulacji cyklu
Krebsa [12]. Uswiadamiajac sobie kluczowg role cyklu
Krebsa w metabolizmie komorki, zrozumialy staje sie sens
mnogosci i wielopoziomowos$ci mechanizmdéw regulacji
OGDHC (Ryc. 1).

2-oksoglutaran

«{+)~(Mg -ADP)
«(+)(Mg-Pi)
)=+ (Mn")
“{—)-ATP

CoA

Tioredoksy!

Rycina 1. Czynniki istotne w regulacji kompleksu dehydrogenazy 2-oksogluta-
ranowej u kregowcéw. El — dehydrogenaza 2-oksoglutaranowa (pierwszy en-
zym kompleksu); E2 —transferaza sukcynylodihydroliponianowa (drugi enzym
kompleksu); E3 —dehydrogenaza dihydroliponianowa (trzeci enzym komplek-
su); z6te tho —substraty; niebieskie tto —produkty funkgonowartia kompleksu;
zielone strzatki ze znakiem ,,+" — dziatanie aktywujace wigzanie substratéw i
katalizowane reakcje; czerwone strzatki ze znakiem — dziatanie hamujace
wigzanie substratow i katalizowane reakcje.

REGULACJA BIOSYNTEZY KOMPONENTOW OGDHC

U organizmdw prokariotycznych geny kodujace enzy-
my El i E2 kompleksu wchodzg w skiad jednego operonu,
w zwigzku z czym ich ekspresja jest kontrolowana wspolnie
[14-15]. Gen enzymu E3 moze wchodzi¢ w sktad tego samego
operonu lub niezwigzanej z nim sekwencji DNA [14]. Trans-
krypcja genéw poszczeg6lnych enzyméw OGDHC u droz-
dzy podlega wspdlnym mechanizmom regulacji [16]. Biatka
regulatorowe HAP2 i HAP3 sg aktywatorami transkrypcji ge-
now wszystkich enzymoéw kompleksu. U eukariontéw geny
kodujace poszczeg6lne enzymy OGDHC sa zlokalizowane
w genomie jadrowym i mogg by¢ rozmieszczone na réznych
chromosomach. Procesy regulacji ekspresji tych genéw jak
dotad sg poznane w matym stopniu. W przypadku dobrze
zbadanego enzymu ElI OGDHC z serca cztowieka, kodowa-
nego przez gen zlokalizowany na 7 chromosomie wiadomo,

Tabela 1. Poréwnanie niektérych wtasciwosci kompleksu dehydrogenazy 2-oksoglutaranowej u bakterii i organizmoéw eukariotycznych.

Cecha
struktura rdzenia

Bakterie
24 podjednostki E2

wiasciwosci hamowanie przy wysokich
kinetyczne EI stezeniach 2-oksoglutaranu
wiasciwosci

regulacyjne E| aktywowany przez AMP

lokalizacja genéw X . PN .
operonie, E3 moze by¢ w innym operonie

wigzanie TPP

aktywacja liponianu
przed wbudowaniem
wbudowywanie
liponianu

przez ATP
wymaga aktywnos$ci jednego enzymu: LplA

wplyw Ca2+ brak aktywacji
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geny kodujace El i E2 ulokowane w tym samym

nietrwate, podczas izolacji kompleks traci TPP

Organizmy eukariotyczne Pismiennictwo

24 podjednostki E2 [12,30]
niewrazliwy na wysokie stezenia

2-oksoglutaranu (ssaki) [24,59]
aktywowany przez ADP [30,63]

wszystkie geny w genomie jadrowym, u cztowieka
El i E3 na chromosomie 7, E2 na chromosomie 14
podczas izolacji z roslin kompleks traci TPP,

[14,15,17,18]

zwierzecy OGDHC utrzymuje koenzym [24]
przez GTP (u ssakéw) [46,47]
wymaga Wsp()ldziaﬂani_a dw()c_h enzymow: [46,47]
LAE i transferazy liponianowej

u ssakéw aktywacja, u owadow [62,63,68]

i rodlin brak aktywacji
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ze glutaminian, ktérego stezenie w komorce jest zwigzane z
dostepnoscia 2-oksoglutaranu, jest aktywatorem transkrypcji
tego genu. Kluczowy koenzym kompleksu, TPP oraz wolna
tiamina i jej analogi, jak rowniez cAMP, deksametazon, mle-
czan i metabolity cyklu Krebsa z wyjatkiem 2-oksoglutaranu,
nie wykazuja istotnego wptywu na poziom transkrypcji genu
kodujacego enzym EIl kompleksu [17]. Ekspresja zlokalizowa-
nego na 14 chromosomie genu kodujgcego enzym E2OGDHC
cztowieka jest regulowana przez efektory reagujace na glu-
kokortykoidy, cAMP i czynnik transkrypcyjny Spl [18]. Gen
kodujacy enzym E3 OGDHC cztowieka jest zlokalizowany na
chromosomie 7. Promotor tego genu posiada sekwencje odpo-
wiadajace budowg miejscom reagujacym na biatka zwigzane z
cAMP. Wykazano réwniez mozliwos$¢ regulacji ekspresji tego
genu niezwigzang z biatkami reagujacymi z cAMP [19], Zosta-
ty ustalone warunki, w ktorych ekspresja genéw kodujgcych
poszczegdlne enzymy OGDHC ulega zasadniczym zmianom.
W przypadku E. coli zaobserwowano 5-krotne obnizenie eks-
presji genu kodujacego enzym E3w warunkach beztlenowych.
Proces ten przebiega pod kontrolg biatkowych regulatoréw
transkrypcji (FNR, ang. feric nitnte reductase i ArcAB, ang. ae-
robic respiratory control 2-component system) odpowiedzialnych
za przetgczanie metabolizmu tlenowego i beztlenowego. U
mutantéow E. coli pozbawionych FNR i ArcAB odnotowano
istotny wzrost ekspresji genu kodujacego enzym E3 nawet w
warunkach beztlenowych [20]. W mitochondriach watroby
szczuréw poddawanych dziataniu etanolu ekspresja genu ko-
dujacego enzym EIl wzrastata trzykrotnie [21], Zawarto$¢ en-
zymu E2 byta dwukrotnie wieksza w sercach szczuréw pod-
dawanych treningowi fizycznemu [22], natomiast chroniczny
brak potasu w diecie powodowat dwukrotny wzrost ekspresji
genu kodujacego enzym E3 w mies$niach szkieletowych [23]. W
rozwazaniach nad regulacjg aktywnosci OGDHC nalezy bra¢
pod uwage wystepowanie podobnego enzymu E3 we wszyst-
kich kompleksach dehydrogenaz 2-oksokwaséw. Aby oceni¢
znaczenie ekspresji genu kodujgcego enzym E3 w aktywnosci
konkretnych komplekséw, nalezy bra¢ pod uwage rézne po-
winowactwo enzymu E3 do tych komplekséw. W badaniach
nad organizmami prokariotycznymi wykazano, ze bakteryjny
OGDHC wigze enzym E3 z okoto 30 razy mniejszym powi-
nowactwem w pordéwnaniu z kompleksem dehydrogenazy
pirogronianowej [24], Wynika z tego, ze ograniczenie ekspresji
genu kodujacego enzym E3 moze by¢ bardzo wydajng meto-
da obnizenia aktywno$ci OGDHC na zasadzie konkurencji w
wigzaniu dostepnych czasteczek enzymu E3 przez wszystkie
trzy kompleksy dehydrogenaz 2-oksokwasow.

REGULACJA AKTYWNOSCI OGDHC
POPRZEZ WIAZANIE KOFAKTOROW

Jednym z gtdwnych koenzyméw OGDHC jest pirofosfo-
ran tiaminy (TPP). Kompleks wyizolowany z bakterii i roslin
zazwyczaj traci zwigzany TPP podczas procedury izolacji
i oczyszczania, podczas gdy kompleks pochodzacy z tka-
nek zwierzecych utrzymuje zwigzany TPP [24]. Kompletny
OGDHC stabilniej wigze TPP w porownaniu z wyizolowa-
nym enzymem EIl. Oczyszczony enzym EI zachowuje TPP w
okoto potowie centréw aktywnych. Przyktadowo, w wyizolo-
wanym EIl z serca $wini [25] zawarto$¢ TPP wynosita 0,5-0,6
mola/mol enzymu, a wzbogacenie mieszaniny reakcyjnej
egzogennym TPP powodowato dwukrotny wzrost aktywno-
§ci enzymu El. Wyniki uzyskiwane przez rdéznych autoréw
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wskazujg na r6zne powinowactwo centréw aktywnych dime-
rycznego El do TPP [26-28]. Oprdcz bezposredniego wpiywu
na aktywno$¢ kompleksu jako koenzymu w centrach aktyw-
nych enzymu EIl, TPP zmienia rowniez ksztatt krzywej kine-
tycznej wysycania kompleksu przez 2-oksoglutaran. Badania
przeprowadzone na OGDHC z serca zubra wykazaty, ze uzu-
petnienie mieszaniny reakcyjnej TPP w odpowiednim steze-
niu znaczaco przyspiesza poczatkowg predkos¢ reakcji przy
niskich stezeniach 2-oksoglutaranu (warto$¢ S dla 2-okso-
glutaranu obnizata sie trzykrotnie w obecnosci egzogennego
TPP przy jednoczesnym braku réznic w wartosci Viax [29]).
Wptyw TPP na funkcjonowanie OGDHC jest skorelowany
z dostepnoscig ADP. Wzbogacenie mieszaniny reakcyjnej w
ADP powoduje zniesienie efektu TPP. Wyniki te wskazuja,
ze TPP i ADP moga wptywaé na wigzanie 2-oksoglutaranu w
centrum aktywnym EIl poprzez wbudowanie sie do sgsiadujg-
cych lub czesciowo wspdlnych centréw allosterycznych kom-
pleksu. Centra te moga sie znajdowaé¢ w czasteczce enzymu
El OGDHC [29]. Obecnos$¢ centrum allosterycznego specyficz-
nego dla nukleotydéw adenylowych w czasteczce El zostata

HO-C=TPP-E,
H H
1 2 i 2
(0] $H. + TPP-E, —> $Hz +-
Ho-g HO-(.:
[e] (0]
Ho-c.:'-TPP-E. O=C-S~-Lip-E;
H, : GH, SH
-E, <« TPP-
(2) H, + 9{) E, (.: H, + E,
HO-C S-8 HO-C
0 0
O=¢-S-Lip=E;
(3) ?:’ £ + HS=CoA <«—
2
HO-C
"
0
(4) Lip-E,+ FAD-E, <— Lip-E, + FADH,~E,
’ 7’
HS SH S-S
(5) FADH,-E,+ NAD' «— FAD-E+ NADHERS

(6)

Rycina 2. Sekwencja reakcji katalizowanych przez poszczeg6lne enzymy kom-
pleksu dehydrogenazy 2-oksoglutaranowej. Reakqe 1 i 2 sg katalizowane przez
dehydrogenaze 2-oksoglutaranowa (El). Reakcja 3 jest katalizowana przez trans-
feraze sukcynylodihydroliponianowa (E2). Reakcje 4 i 5 sa katalizowane przez
dehydrogenaze dihydroliponianowga (E3). Reakcja 6 przedstawia sumaryczny
bilans przemian zachodzacych podczas aktu katalitycznego kompleksu. Z6t-
tym ttem zaznaczono substraty; niebieskim — koricowe produkty. 1 — reakcja
oksydacyjnej dekarboksylacji 2-oksoglutaranu z udziatem pirofosfoianu tiaminy
(TPP). 2 —rreakcja przeniesienia grupy sukcynylowej na liponian. 3 — przenie-
sienie grupy sukcynylowej z liponianu na CoA z wytworzeniem sulcynylo-CoA
i dihydroliponianu. 4 — odtworzenie utlenionej formy liponianu przy udziale
FAD jako akceptora elektronéw. 5 —reakcja redukcji NAD+przy udziale elektro-
néw z FAD z wytworzeniem NADH i utlenionej formy FAD.
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ostatnio potwierdzona doswiadczalnie w badaniach struktu-
ralnych tego enzymu [30]. Oprécz danych kinetycznych, za
wystepowaniem w czasteczce El centrum allosterycznego
specyficznego dla TPP, przemawiaja dane uzyskane w bada-
niach z zastosowaniem dichroizmu kotowego [31]. Przytoczo-
ne wyniki wskazujg, ze TPP oprocz dobrze znanej funkcji jako
koenzymu odgrywa réwniez role efektora allosterycznego en-
zymu EI OGDHC. Najnowsze odkrycia sugerujg, ze oprdécz
TPP inna pochodna tiaminy, adenylowany pirofosforan tiami-
ny (niedawno zidentyfikowany zwigzek powstajacy z pota-
czenia TPP z adening [32]) moze, oprocz przypisywanych mu
wiasciwosci czasteczki sygnatowej, petni¢ takze role regulato-
ra allosterycznego OGDHC [32].

Badania oddziatywan TPP i jego strukturalnych analo-
gow z OGDHC sg bardzo istotne w aspekcie poznawczym,
ale moga mieC rowniez praktyczne znaczenie w medycy-
nie. Wedtug danych niektérych autorow od 30% do 80%
alkoholikow jest dotknietych niedoborem tiaminy [33].
Badania nad enzymami zaleznymi od tiaminy z moézgu
alkoholikow wskazujg na obnizenie aktywnos$ci komplek-
su dehydrogenazy pirogronianowej i transketolazy, efektu
takiego nie stwierdzono za$ w przypadku OGDHC [34],
Inna sytuacja ma miejsce w doswiadczeniach, w ktdrych
u zwierzat wywyotywano stany niedoboru tiaminy przez
podawanie im analogéw tej witaminy. Wiagzanie analogu
przez enzym powinno by¢ wprost proporcjonalne do powi-
nowactwa tego enzymu do TPP. Wysokie powinowactwo

enzymu El do TPP powinno czyni¢ OGDHC wrazliwym
na hamowanie przez analogi tiaminy mogace zastepowac
TPP w centrach aktywnych El. W warunkach podawania
zwierzetom analogow tiaminy OGDHC czesto reaguje jako
pierwszy z enzymOw zaleznych od tiaminy [35,36]. Prefe-
rencyjne hamowanie OGDHC w tkankach zwierzecych
moze by¢ uzaleznione od sposobu podawania analogow
tiaminy. Podczas gdy pojedyncza wysoka dawka oksytia-
miny prowadzi do zahamowania aktywno$ci OGDHC, to
dtugotrwate podawanie oksytiaminy zwierzetom w matych
dawkach powoduje hamowanie transketolazy i kompleksu
dehydrogenazy pirogronianowej przy braku reakcji ze stro-
ny OGDHC [37], R6znice w reakcji na analogi tiaminy moga
wynika¢ z ré6znic w mechanizmach hamowania enzymoéw
zaleznych od TPP. Dziatanie analogdw tiaminy w znacznej
mierze zalezy od zdolnosci organizmu do ich fosforylacji
i pézniejszego wbudowania w centra aktywne enzymoéw.
Natomiast niedobor tiaminy powoduje braki w zaopatrze-
niu komorki w koenzym w postaci TPP. W przeciwienstwie
do braku tiaminy, podawanie jej analogéw powoduje kon-
kurencje pomiedzy TPP a analogami w trakcie wiaczania
do centrow aktywnych apoformy enzymdéw. Oksytiamina
jako antymetabolit tiaminy moze by¢ tatwo fosforylowana
w warunkach in vivo, pirytiamina byta uwazana za zwig-
zek, ktéry hamuje aktywnos$é pirofosfokinazy tiaminy. Jed-
nak ostatnio stwierdzono, ze pirytiamina moze by¢ rowniez
fosforylowana in vivo [38], Oba wspomniane analogi tiami-
ny moga by¢ wiec przeksztatcane w nieaktywny
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biologicznie koenzym i po wigczeniu w strukture
enzymu hamowac jego aktywno$¢, szczegdlnie
w przypadkach, gdy duza pula enzymu w ko-
morkach wystepuje w postaci apoformy. Biorac
rowniez pod uwage takze inne funkcje TPP nale-
zy przypuszczac, ze ufosforylowane analogi tia-
miny mogg oddziatywac z centrum allosterycz-
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Rycina 3. Wbudowywanie grupy liponianowej w strukture enzymu E2 kompleksu dehydroge-
nazy 2-oksoglutaranowej. Kolorem niebieskim oznaczono enzymy biorgce udziat w procesie. 1
— proces whudowywania grupy liponianowej w strukture E2 przy obfitosci liponianu w ko-
mérce. W przypadku organizméw prokariotycznych () obie reakcje procesu katalizuje ten sam
enzym LplA (ang. lipoate-protein ligase), a liponian jest wstepnie aktywowany przez ATP. W przy-
padku organizméw eukariotycznych (2 kazdy etap jest katalizowany przez inny enzym. Akty-
wacja grupy liponianowej przez GTP jest katalizowana przez enzym LAE (ang. lipoate-actwating
enzyme) natomiast przeniesienie liponianu na apoforme E2 katalizuje transferaza liponianowa
(LT). 2 —proces whudowania grupy lipinianowej w strukture E2 przy ograniczonym dostepie li-
ponianu w komérce. Grupa liponianowa jest syntetyzowana z wykorzystaniem taricucha weglo-
wodorowego kaprylanu dostarczanego do apoformy E2 przez przeno$nik ACP (ang. lipoyl-acyl
carrier protein) z udziatem enzymu LipB (ang. lipoyl-octanylo-ACP-protein lipotransferase), nastep-
nie enzym LipA (syntaza liponianowa) wprowadza atomy siarki do tanicucha weglowodorowego

wykorzystujgc S-adenozylometionine.
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(aktywna)

Grupa liponianowa jest kowalencyjnie zwigzana
poprzez grupe aminowag e reszty lizyny z drugim
enzymem (E2) OGDHC. Komérkowy system kon-
troli wigczania grupy liponianowej w tancuchy biat-
kowe E2 ma znaczenie regulatorowe dla OGDHC.
Obecnos¢ gendw o podobnych sekwencjach nukle-
otydow [43], wznowienie syntezy kwasu liponowe-
go u mutantéw LipA E. coli, pozbawionych moz-
liwosci jego syntezy, przez inplantacje genu LIP1
myszy [44], jak tez dane dotyczgce funkcjonowania
transferaz liponianowych [45,46] wskazujg na po-
dobieAstwa w sposobie wbhudowywania liponianu
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w strukture czasteczki E2 u ssakdw i bakterii. Wszystko to
Swiadczy o ewolucyjnej zachowawczosci tego procesu. Istnie-
ja dwie mozliwosci wigczenia liponianu do OGDHC (Ryc. 3).
Pierwsza z nich polega na wbudowaniu liponianu w czastecz-
ke E2. U E. coli reakcja ta jest katalizowana przez jeden enzym
kodowany przez gen LplA, podczas gdy u ssakéw wymaga
wspotdziatania dwdch réznych enzymaéw [46]. Wstepnie gru-
pa liponianowa jest aktywowana przez ATP u bakterii [47] lub
GTP u ssakéw [46], Nastepnie grupa liponianowa ze zwigzku
Lliponian-AMP™ lub ,,liponian-GMP" o wysokiej energii swo-
bodnej jest wigczana w strukture E2. Druga mozliwos¢ jest re-
alizowana w warunkach ograniczonej dostepno$ci liponianu.
Wtedy koenzym ten powstaje z przenoszonej na E2 za pomoca
transportera biatkowego ACP (ang. lipoyl-acyl carrier protein)
reszty kwasu ttuszczowego, kaprylanu. Nastepnie, wykorzy-
stujac S-adenozylometionine syntaza liponianowa zawierajaca
grupe Fe-S (enzym kodowany przez LipA u E. coli lub LIP1 u
myszy), wprowadza siarke do o$Smioweglowej domeny. Ta
druga droga wprowadzania kofaktora do enzymu E20GDHC
jestszczegOlnie wrazliwa na uszkodzenia wywotane oksydan-
tami [47], Proces wprowadzania liponianu do OGDHC moze
by¢ niezwykle istotny w powstawaniu stanow patologicznych,
u poditoza ktoérych lezy ograniczanie aktywnosci OGDHC.
Usuwanie liponianu z podjednostek E2 OGDHC jest katali-
zowane przez lipoamidaze. Jednak enzym ten wyizolowany z
tkanek ssakow nie byt aktywny wobec liponianu zwigzanego
z biatkiem, lecz hydrolizowat in vitro potaczenie liponianu z
lizyng [48]. Wyniki te wskazuja, ze w przypadku ssakow kwe-
stia uwalniania liponianu z OGDHC pozostaje otwarta. Zakia-
dajac jednak zgrane dziatanie lipoamidaz i uktadéw enzyma-
tycznych wprowadzajacych liponian do OGDHC, mozna do-
strzec potencjalng zdolno$¢ komadrki do naprawy czasteczek
E2 uszkodzonych przez czynniki utleniajgce. Jezeli uszkodzo-
ne grupy liponianowe bedg usuwane z kompleksu i zamienia-
ne na grupy prawidtowe, moze to by¢ skuteczny mechanizm
reparacyjny nie wymagajacy proteolitycznej degradacji catych
podjednostek E2, w ktérych oksydacyjne uszkodzenia doty-
czyty tylko grup liponianowych. Oprocz regulacji aktywnosci
OGDHC poprzez whudowywanie grup liponianowych do
E2, regulacyjna rola liponianu ujawnia sie rowniez w udziale
kompleksu w reakcjach zwigzanych z wytwarzaniem i elimi-
nacjg wolnych rodnikow [49].

Wolne rodniki cieszg sie wzrastajgcym zainteresowa-
niem z powodu ich udziatu w przekazywaniu sygnatéw
w komoérce, réznicowaniu, apoptozie i starzeniu komorek
[50,51]. Jednym z generatoré6w wolnych rodnikéw w ko-
moérce moze by¢ OGDHC [49,50,52]. Wytwarzanie anio-
norodnikéw ponadtlenkowych z wykorzystaniem NADH
przez izolowany enzym E3 jest procesem znanym od daw-
na [49], Reakcja ta jest regulowana przez dostepno$¢ jonow
Zn2; ktérych homeostaza jest zaburzona w przypadkach
choréb neurodegeneracyjnych. OGDHC jest w stanie gene-
rowa¢ anionorodniki ponadtlenkowe podczas reakcji oksy-
dacyjnej dekarboksylacji 2-oksoglutaranu. Reakcja zachodzi
przy braku NAD+ co prowadzi do redukcji liponianu zwiga-
zanego z OGDHC. Produkt tej reakcji, rodnik siarczkowy
dihydroliponianu moze byé wykorzystany przez odpo-
wiednig dysmutaze zwang tioredoksyng [53,54]. Takie wta-
sciwosci katalityczne pozwalajg tioredoksynie zapobiegad
inaktywacji OGDHC przez rodniki tiolowe pochodzace z
liponianu [49]. W zwigzku z tym zalezna od tioredoksyny
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reakcja pozwala OGDHC zachowa¢ aktywno$¢ przy niedo-
borach NAD+[54], Moze to mie¢ istotne znaczenie podczas
dostarczania sukcynylo-CoA do biosyntezy hemu i substra-
towej fosforylacji nukleotydéw adenylowych i guanydy-
lowych przy ograniczonej produkcji NADH. Odwracalne
oddziatywania grup liponianowych kompleksu z biologicz-
nie aktywnymi zwigzkami tiolowymi, takimi jak glutation,
wykazujg dziatanie ochronne w stosunku do formowania
rodnikéw holowych z grup liponianowych i innych nieko-
rzystnych modyfikacji tych grup [55], Glutationylacja lipo-
nianu zwigzanego z OGDHC zachodzi podczas traktowa-
nia nadtlenkiem wodoru mitochondriéw z tkanek szczura.
Reakcja taka moze chroni¢ kompleks przed utratg aktyw-
nosci spowodowang wolnorodnikowymi uszkodzeniami
koenzyméw, a takze powodowaé czesciowe odzyskanie
utraconej aktywnosci [55].

Innym kofaktorem uczestniczacym w procesie katalizo-
wanym przez OGDHC jest FAD whudowany niekowalen-
cyjnie do enzymu E3. Wigzanie to jest jednak trwate, ponie-
waz wyizolowany kompleks nie wymaga wprowadzenia
egzogennego FAD do mieszaniny reakcyjnej, aby osiggnac
VmeX Wbudowanie FAD w podjednostki E3 jest kluczowym
etapem formowania dimeru, ktory jest aktywng forma en-
zymu E3 [56]. FAD mozna usuna¢ z E3 poprzez denaturacje
chlorkiem guanidyny. Po uwolnieniu koenzymu dimer ulega
rozpadowi na monomery, ktére po wprowadzeniu FAD do
mieszaniny reakcyjnej ponownie formujg aktywne dimery.

REGULACJA AKTYWNOSCI OGDHC PRZEZ
SUBSTRATY | PRODUKTY REAKCII

Krzywe wysycania OGDHC przez kazdy z trzech sub-
stratow majg cechy kinetyki niehiperbolicznej. 1zosteryczny
mechanizm wspotzawodniczagcego hamowania produktem
reakcji w odniesieniu do odpowiedniego substratu jest zna-
ny w przypadku drugiego i trzeciego enzymu sktadowego
OGDHC. Ponadto produkt reakcji enzymu E3 —NADH w
sposob allosteryczny hamuje enzym EIl (Ryc. 1).

Kinetyka wysycania OGDHC przez 2-oksoglutaran moze
wykazywaé cechy zarowno pozytywnej, jak tez negatywnej
kooperacji centrdw wigzacych ten substrat [57,58], w zalez-
nosci od zrédta kompleksu oraz warunkéw w jakich pro-
wadzono pomiary. Przyktadowo, obecnos$¢ lub brak takich
kofaktoréw jak Ca2; Mn2tczy TPP moze znaczgco zmieniaé
kinetyke. Zazwyczaj sigmoidalny ksztatt krzywej wysyce-
nia kompleksu przez 2-oksoglutaran zmienia si¢ w hiperbo-
liczny pod wptywem dodatnich efektorow allosterycznych:
ADP i P. [58], Kompleksy o réznigcych sie wiasciwosciach
kinetycznych enzymu El wzgledem 2-oksoglutaranu zna-
leziono u bakterii [24,59]. Wszystkie te kompleksy wyka-
zywaty hamowanie aktywnos$ci przy wysokich (05-5 mM)
stezeniach tego substratu. Podobnego efektu nie stwierdza-
no w przypadku OGDHC pochodzacego z tkanek zwie-
rzecych. Wielce prawdopodobne jest wiec wystepowanie
réznych izoform El wykazujagcych odmienng kinetyke w
stosunku do 2-oksoglutaranu. Odpowiedni sktad komplek-
su pod wzgledem izoform enzymu EIl oraz uwarunkowane
tym wiasciwosci kinetyczne kompleksu w odniesieniu do
2-oksoglutaranu moga by¢ waznym elementem regulacji
jego aktywnosci. Wystepowanie réznych izoform enzymu
El o ré6znym powinowactwie do substratu ma zapewne
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istotne znaczenie w dystrybucji 2-oksoglutaranu do pro-
cesOw bioenergetycznych i syntezy neurotransmiterow w
mozgu [13], co Scisle wigze funkcjonowanie kompleksu z
patologiami uktadu nerwowego.

OGDHC pochodzenia zwierzecego wykazuje pozytywng
kooperacje centréw wigzacych CoA [60]. Produkt reakcji E2,
sukcynylo-CoA, hamuje aktywno$¢ kompleksu (Ryc. 1). Re-
akcja ta jest wspotzawodniczaca wzgledem CoA i dotyczy
przemian zachodzgcych w centrum aktywnym E2. OGDHC
uzyskany z miesnia piersiowego gotebia [61] charakteryzuje
sie stosunkiem Kskone@A KnAokoto 1,4. Wskaznik ten su-
geruje, ze hamowanie E2 przez sukcynylo-CoA jest waznym
mechanizmem regulacyjnym OGDHC w warunkach in vivo.

OGDHC z mie$nia piersiowego gotebia charakteryzuje
sie pozytywng kooperacjg centrow wigzacych NAD+ na-
tomiast w obecnosci ADP ksztatt krzywej wysycenia kom-
pleksu przez ten substrat przybiera hiperboliczny przebieg
[57]. Natomiast NADH hamuje aktywno$¢ enzymow El
i E3 kompleksu [57], Dziatanie NAD+i NADH na enzym
E3 zachodzi na poziomie centrum aktywnego, podczas
gdy ich efekt w stosunku do enzymu El ma charakter al-
losteryczny. Hamowanie El przez NADH jest niwelowane
przez NAD+ NADH zwigksza warto$¢ Sn_dla 2-oksogluta-
ranu i nieznacznie obniza Vnax reakcji katalizowanej przez
OGDHC [57], wptywa tez na kooperacje centrow wigza-
cych 2-oksoglutaran. Preinkubacja kompleksu z NADH za-
ktéca wiazanie 2-oksoglutaranu w centrum aktywnym ElI
poprzez zalezng od NADH redukcje grup liponianowych
zwigzanych z enzymem E2 kompleksu [28]. Nawet jezeli
w mieszaninie reakcyjnej sg ciagle dostepne inne niezbed-
ne substraty, diuzsza preinkubacja kompleksu z NADH
prowadzi do nieodwracalnej inaktywacji enzymu EI [52],
Mozna przyja¢, ze kontrola funkcjonowania OGDHC przez
koncowy produkt reakcji, jakim jest NADH, realizuje sie na
dwa sposoby: krétkie ujemne sprzezenie zwrotne poprzez
hamowanie enzymu E3 i dtugie ujemne sprzezenie zwrotne
poprzez allosteryczne hamowanie enzymu EIl (Ryc. 1).

REGULACJA OGDHC PRZEZ
NUKLEOTYDY ADENYLOWE I P,

Aktywno$¢ OGDHC jest nierozerwalnie zwigzana z pro-
dukcjg ATP w mitochondriach. W zwigzku z tym kompleks
musi reagowac na status energetyczny komorki odpowied-
nio modulujgc swojg aktywno$¢. Wskaznikiem statusu ener-
getycznego komorki jest stan ufosforylowania nukleotydow
adenylowych. Badania kinetyczne OGDHC z r6znych Zrodet
[57,62-64] wskazuja, ze kompleks silnie reaguje na ten para-
metr. Przyktadowo, kompleks wyizolowany z bakterii [30]
jest wydatnie aktywowany przez AMP, ktory posiada swoiste
centrum allosteryczne w enzymie El. Kompleks pochodzenia
zwierzecego (serce szczura) jest bardzo wrazliwy na ADP,
ktéry silnie obniza wskaznik SO_dla 2-oksoglutaranu bez
znaczacych zmian w predkosci maksymalnej katalizowanej
reakq'i [63], Wptyw ADP na kinetyke kompleksu wzmacniajg
jony Mg2+ co wedtug niektérych autoréow Swiadczy o tym, ze
witasciwym jego aktywatorem moze by¢ zwigzek ,,ADP-Mg"
[43]. Wykazano, ze stezenie ADP zapewniajgce osiggniecie
potowy maksymalnej aktywno$ci kompleksu wynosi okoto
115 pM, podczas gdy dla zwigzku ,,ADP-Mg" tylko 6,9 pM.
OGDHC do osiggniecia swojej maksymalnej aktywnosci wy-
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maga jondw magnezu, sg wiec podstawy by uwazac¢ ze Mg2+
wiaczony do centrum aktywnego El znacznie nasila pozytyw-
ne dziatanie ADP. Moze to $wiadczy¢ o strukturalnym i funk-
cjonalnym zintegrowaniu miejsc wigzacych oba te regulatory
w czasteczce EI kompleksu. Badania kinetyczne prowadzone
w warunkach niskich stezeh 2-oksoglutaranu wykazaty, ze
krzywa zaleznosci aktywnosci kompleksu od stezenia ADP
ma ksztatt sigmoidalny, wskazujac na pozytywng kooperacje
centrow wigzania tego efektora [12]. Ta wiasciwos¢ OGDHC
moze mieé istotne znaczenie regulacyjne, gdyz stezenie ADP
w tkankach zwierzecych jest zmienne w szerokim zakresie,
od 10 do nawet 200 pM [65] w zaleznosci od statusu energe-
tycznego komérek. W odréznieniu od ADP wysokie stezenie
ATP $wiadczy o wysokim potencjale energetycznym i hamuje
aktywno$¢ OGDHC, przez co wptywa na ograniczenie pro-
dukcji ATP (Ryc. 4). Hamujace dziatanie ATP moze wynikaé z
jego powinowactwa do miejsc wigzagcych NAD+i CoA w kom-
pleksie oraz konkurencyjnego ich blokowania w warunkach
wysokiego stezenia ATP. Badania kinetyczne prowadzone w
obecnosci niewysycajacych stezen 2-oksoglutaranu wykazaty,
ze ATP dziata antagonistycznie w stosunku do ADP na pozio-
mie enzymu EI [12],

Podobnie do ADP, P. jest pozytywnym efektorem OGDHC
[58,62], Fosforan nieorganiczny obniza warto$¢ S dla 2-okso-
glutaranu bez wptywu na predko$é maksymalng kompleksu
przy wysycajacych stezeniach tego substratu. Przyktadowo, w
obecnosci P. warto$¢ Sbdla 2-oksoglutaranu OGDHC z serca
zubra byta 12-krotnie nizsza niz przy braku P w mieszaninie
reakcyjnej [60], Stezenia P i ADP w odniesieniu do stezenia
ATP sg wyznacznikami stanu energetycznego komorki. Wy-
sokie stezenia ADP i P. na tle niskiego stezenia ATP wskazujg
na obnizony potengat energetyczny komorki oraz wysokie
zapotrzebowanie na ATP. OGDHC jako ogniwo cyklu Krebsa
generujgce NADH (niezbedny do syntezy ATP) jest aktywo-
wany przez ADP i P (Ryc. 4) w wyniku zwiekszenia powino-
wactwa kompleksu do 2-oksoglutaranu. Natomiast ATP wy-
wiera na kompleks efekt przeciwstawny do ADP. Biorac pod
uwage niewrazliwo$¢é OGDHC pochodzenia zwierzecego na
AMP, jak tez jego regulacje przez stosunek [ATP]/[ADP] [P]
mozna przyjaé, ze potencjat fosforylacyjny, a nie tzw. fadunek
energetyczny zalezny od AMP, jest pierwszorzedowym czyn-
nikiem kontrolujgcym aktywno$¢ OGDHC w mitochondriach
komérek zwierzecych. W poréwnaniu z nukleotydami adeny-
lowymi nukleotydy guanydylowe wywierajg o wiele mniejszy
wptyw na aktywno$é i kinetyke OGDHC, chociaz produkt
reakcji katalizowanej przez kompleks, czyli sukcynylo-CoA,
ulega fosforylacji substratowej z wytworzeniem GDP w cyklu
Krebsa. W Swietle przytoczonych wynikéw badan nalezy pod-
kresli¢, ze OGDHC jest bardzo istotnym punktem regulacji cy-
klu Krebsa wrazliwym na nukleotydy adenylowe, szczeg6lnie
ADP, jak tez stezenie R (Ryc. 4). Oznacza to, ze kompleks ten
jest jednym z trzech kluczowych, obok zaleznej od NAD+de-
hydrogenazy izocytrynianowej i kompleksu dehydrogenazy
pirogronianowej, ogniw regulacji procesu pozyskiwania ATP
[12].

JONY METALI DWUWARTOSCIOWYCH W
REGULACJI AKTYWNOSCI OGDHC

Jony Mg2+ petnig funkcje pomocniczg podczas wigzania
grupy pirofosforanowej TPP w centrum aktywnym enzymu
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El [30]. W zwigzku z ich uczestnictwem w skiadaniu holoen-
zymu, dodatek Mg2rmoze zwiekszac¢ efekt aktywacji enzymu
El powodowany przez TPP w przypadkach, gdy EI stracit ko-
enzym w toku izolacji i oczyszczania. W niektorych pracach
wykazano, ze jony magnezu réwniez nasilajg pozytywne, al-
losteryczne dziatanie ADP i Pi [43] w odniesieniu do OGDHC.

Sposrdéd enzymow mitochondrialnych powigzanych z cy-
klem Krebsa takich jak zalezna od NAD+dehydrogenaza izo-
cytrynianowa i kompleks dehydrogenazy pirogronianowej,
OGDHC jest regulowany przez stezenie jondw wapnia [66].
Wapn odgrywa dobrze znang role wtérnego przekaznika w
metabolizmie i funkcjonowaniu komorek [67]. Zmiany we-
wnatrzmitochondrialnego stezenia Ca2tsg bardzo istotne dla
odpowiedniej aktywnos$ci mitochondriow. Jony wapnia sa
silnym aktywatorem OGDHC u kregowcoéw [62,63], ale nie
wplywajg istotnie na jego aktywno$¢ u owadow, roslin (ziem-
niak) lub bakterii (E. coli) [68], Jony wapnia powodujg wielo-
krotne zwiekszenie powinowactwa enzymu El do 2-okso-
glutaranu (obnizenie wartosci Km), bez wptywu na predkosé
maksymalng katalizowanej reakcji. Stosujac niewysokie, fizjo-
logiczne stezenia Ca2+ in vitro udato sie 5-krotnie zwigkszyé
aktywnos$¢ kompleksu wyizolowanego z serca $wini przy 0,1
mM stezeniu 2-oksoglutaranu. Podobny efekt dawaty jony
Sr2+ ktore sg raczej nietypowe dla organizméw zywych. W
przypadku kompleksu z nadnerczy wotu wskaznik S05 dla
2-oksoglutaranu obnizat si¢ z 25 mM do 0,23 mM po zwigk-
szeniu stezenia Ca2ztz 1 nM do 10 pM. Spowodowane przez
wapn podwyzszenie powinowactwa OGDHC do 2-oksogluta-
ranu moze by¢ wzmacniane przez oddziatywanie z dodatnimi
efektorami allosterycznymi, takimi jak ADP lub fosforan nie-
organiczny [62], Ponadto jony wapnia znaczaco redukujg ha-

mowanie aktywnosci OGDHC wywotane przez NADH. Wie-
dzac, ze nadmierne stezenie wapnia indukuje procesy zwigza-
ne ze $miercig komdrki, mozna sadzi¢, ze kompleks OGDHC
odgrywa role w zaleznym od wapnia uszkodzeniu neuronow.
Przyktadowo, neurotoksyczno$¢ glutaminianu zwigzana z
podwyzszonym stezeniem wapnia w mitochondriach zostata
ograniczona przez zastosowanie specyficznych inhibitoréw
OGDHC [5,10,11],

Na szczeg6lng uwage w aspekcie regulacji OGDHC zastu-
guje mangan. We wczesniejszych pracach dotyczacych kom-
pleksu z serca $wini nie wykazano wptywu jonéw manganu
na aktywnosci OGDHC. Pézniejsze badania z wykorzysta-
niem kompleksu z serca zubra wykazaty, ze mangan dziata na
OGDHC podobnie jak wapn wywotujac 50-krotne obnizenie
wartosci S@ dla 2-oksoglutaranu przy niezmienionej warto-
$ci Vmax [69]. R6zne wyniki dotyczace wplywu manganu na
OGDHC moga zaleze¢ od gatunkowo specyficznych wiasci-
wosci kompleksu, jednak efektywno$¢ manganu w S$wietle
niektorych danych jest wysoka i zastuguje na uwage w kon-
tekécie ewentualnego wykorzystania do regulacji aktywnosci
OGDHC w praktyce klinicznej [70]. Przyktadowo, podawanie
Mn2+szczurom, ktére wczesniej przeszty wywotany doswiad-
czalnie zawat serca, moze redukowacé efekt obnizenia aktyw-
nosci OGDHC w pozawatowym mieé$niu sercowym [71].

MODYFIKACJE STRUKTURY OGDHC I
ICH REGULACYJNE ZNACZENIE

Oprocz kowalencyjnego wiaczania liponianu w struktu-
re enzymu E2 kompleksu réwniez inne rodzaje modyfikacji
potranslacyjnych moga wptywaé¢ na jego funkcjonowanie.
W odro6znieniu od kompleksu dehydrogenazy pi-

wysokie stezenie ADP i Pi

wysokie stezenie ATP

dehydrogenaza

izoc nianowa
- ADH Il

dehydrogenaza
izocytrynianowa

kompleks
OGDH 7
NADH

zwigkszona synteza
zredukowanych dinukleotydéw

zwigkszona produkcja ATP

Rycina 4. Udziatl kompleksu dehydrogenazy 2-oksoglutaranowej w regulaqi cyklu Krebsa i
produkcji ATP u zwierzat. Kolorem niebieskim zaznaczono dwa gtdwne punkty regulacyjne
cyklu Krebsa, zielone strzatki ze znakiem ,,+" wskazujag aktywacje enzymoéw i jej skutek, czer-
wskazujg hamowanie enzymow ijego skutek. 1 —acetylo CoA,
2 —cytrynian, 3 —izocytrynian, 4 —2-oksoglutaran, 5 —sukcynylo CoA, 6 —sukcynian, 7 —
fumaran, 8 —jabtczan, 9 —szczawiooctan. Po lewej, wysokie stezenie ADP i Pi powoduje akty-
wacje OGDHC idehydrogenazy izocytrynianowej, co skutkuje podniesieniem tempa przemian
cyklu Krebsa i zwiekszeniem produkcji zredukowanych dinukleotydéw, a w zwigzku z tym
takze ATP. Po prawej, wysokie stezenie ATP wptywa hamujaco na OGDHC i dehydrogenaze

wone strzatki ze znakiem

ograniczona synteza
zredukowanych dinukleotydéw
|

v
zmniejszona produkcja ATP

izocytrynianowa ograniczajgc tempo przemian cyklu Krebsa i produkcje ATP.
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rogronianowej i dehydrogenazy 2-oksokwaséw o
rozgatezionych tancuchach, aktywnos¢ OGDHC
nie zalezy od fosforylacji enzymu EI. Jednak wyniki
ostatnich badan wskazujg, ze oksydacyjna dekar-
boksylacja 2-oksoglutaranu moze by¢ takze regu-
lowana przez fosforylacje, lecz poprzez odmienny
mechanizm [72-74], U sinic serynowo/treoninowa
kinaza biatkowa G (PknG) jest zaangazowana w re-
gulacje aktywnosci OGDHC poprzez inhibitorowe
biatko Odhl [72], Gdy biatko inhibitorowe pozosta-
| je nieufosforylowane wywotuje silne hamowanie
é OGDHC (Ki=2.4nM). Fosforylacja Odhl nastepuje

~» NADH

na N-koncu biatka w reszcie Thrl4 zachowanego w
ewolucji motywu ETTS, ostabiajgc oddziatywanie
Odhl z kompleksem, co skutkuje wzrostem jego ak-
tywnosci (Ryc. 5).

OGDHC jest bardzo wrazliwy na stres oksydacyj-
ny. Reakcje uruchamiane w takich warunkach moga
by¢ odpowiedzialne za modyfikacje struktury kom-
pleksu prowadzace do jego inaktywacji [9,70], co jest
szczegOlnie wazne w rozwoju choréb wywotanym
stresem oksydacyjnym. Okoto 60-70% aktywnosci
OGDHC ulega odwracalnemu zahamowaniu w ciggu
kilku minut po zainicjowaniu reakcji, natomiast po-
zostate 30-40% aktywnos$ci ulega nieodwracalnemu
wygasnieciu w tempie 0,1-0,2 U/ min. Predkos$¢ inak-
tywacji zalezy od rodzaju metabolizowanego 2-okso-
kwasu. Wykazano, ze pierwszy limitujagcy enzym El
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fosfataza
(defosforylacja)

kinaza PknG
(fosforylacja)

obnizenie aktywnosci

wzrost aktywnosci

Rycina 5. Regulacja aktywnos$ci prokariotycznego kompleksu dehydrogenazy
2-oksoglutaranowej poprzez fosforylacje/defosforylacje biatkowego inhibitora
Odhl. Ufosforylowany przez serynowo-treoninowg kinaze biatkowg G (PknG)
biatkowy inhibitor kompleksu (Odhl) traci powinowactwo do OGDHC i oddy-
socjowuje, powodujac wzrost jego aktywnosci. Defosforylacja Odhl powoduje
wzrost powinowactwa inhibitora do OGDHC, wigzanie go i hamowanie aktyw-
nosci kompleksu.

podlega nieodwracalnej inaktywaqi w trakcie katalizy, bedac
odpowiedzialnym za inaktywacje OGDHC [10,75,76]. Jeden z
mechanizmoéw inaktywacji w obrebie struktury OGDHC obej-
muje ukierunkowane dziatanie wolnego rodnika holowego
reszty liponianowej zwigzanej z enzymem E2 na kompleks
El-substrat. Inny prawdopodobny mechanizm inaktywacji
enzymu EIl, poznany u bakterii, wynika z mozliwosci gene-
rowania wolnych rodnikéw w wyniku bezpos$redniej reakcji
z tlenem [77] lub obocznej reakcji oksygenazowej enzymu El,
ktéra moze prowadzié¢ do powstawania wysoce reaktywnych
nadtlenkéw kwasow, co ttumaczy silne hamowanie enzymu
El wysokimi stezeniami 2-oksoglutaranu [70], Inne organicz-
ne nadtlenki moga modyfikowa¢ aktywno$s¢ OGDHC zarow-
no invitrojak tez in situ w mitochondriach. Inaktywacja zacho-
dzita na poziomie centrow aktywnych El, jednak enzym byt
skutecznie zabezpieczany przed tego typu czynnikami przez
wysokie stezenia TPP [70,77].

Wysoce reaktywne metabolity, takie jak rodniki holowe,
nadtlenki organiczne, nadtlenki kwaséw moga towarzyszyé
reakcji katalizowanej przez OGDHC [52,70,77]. Generowanie
tych wysoce aktywnych chemicznie czgsteczek ma silny zwig-
zek z nieodwracalng inaktywacjg kompleksu. Interesujagcym
jest, ze naturalne analogi 2-oksoglutaranu, takie jak malo-
nian, sukcynian czy glutaran obnizajg zakres autoinaktywacji
kompleksu [76]. Jednakze nawet najsilniejszy z naturalnych
analogéw-protektorow, malonian w stezeniu 3 mM, powo-
duje jedynie 40% ochrony, podczas gdy syntetyczne analogi
2-oksoglutaranu zapewniajg 50% protekcje OGDHC juz w ste-
zeniach 5 pM [10]. Efektywna protekcja kompleksu przez syn-
tetyczne pochodne 2-oksoglutaranu jest skorelowana z obni-
zeniem produkcji wolnych rodnikéw generowanych podczas
aktu katalitycznego kompleksu. Obserwacja ta jest szczegoélnie
interesujaca w $wietle danych wskazujacych, ze obnizenie ak-
tywnosci OGDHC jest skorelowane z wystepowaniem chordb
neurodegeneracyjnych [70],

UWAGI KONCOWE

W tym artykule zawarliSmy przeglad aktualnej wiedzy
dotyczacej mechanizméw regulacji wieloenzymowego kom-
pleksu dehydrogenazy 2-oksoglutaranowej. Oprdcz bardziej
znanej regulacji poprzez interakcje roznych kofaktoréow, sub-
stratow i efektoréw, z centrami aktywnymi i allosterycznymi
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enzymow sktadowych OGDHC, najnowsze dane do$wiad-
czalne wskazujg na obecno$¢ i duze biologiczne znaczenie
mniej znanych sposob6w regulacji aktywnosci OGDHC
zwiazanych z obocznymi reakcjami modyfikujacymi struktu-
re iwtasciwosci sktadnikow kompleksu. Enzymatyczne reak-
cje oboczne sg najczesciej odbierane jako enzymologiczne cie-
kawostki lub osobliwosci, ktdrych znaczenie w kontekscie re-
gulacji aktywnos$ci OGDHC jest czesto niedoceniane. Wydaje
nam sie jednak, ze zrozumienie tych mechanizméw moze by¢
bardzo przydatne w poszukiwaniach sposob6w kontrolowa-
nia kluczowych dla metabolizmu enzymow, takich jak kom-
pleks dehydrogenazy 2-oksoglutaranowej. Jest to szczeg6lnie
cenne iaktualne w aspekcie naprawy metabolicznych niepra-
widtowosci lezagcych u podstaw szeregu powaznych stanéw
patologicznych [5,8,50,51,78]. Zgromadzona obecnie wiedza
dotyczaca regulacji OGDHC poprzez r6znorodne efektory z
jednej strony, jak tez wskazujaca na mozliwosci kontroli en-
zymatycznych reakcji obocznych z drugiej strony, przyczyni
sie do odnajdywania nowych mozliwos$ci korygowania pro-
cesow zachodzacych w zywych organizmach. Nabiera to co-
raz wiekszego znaczenia w najnowszych metodach leczenia,
ktére koncentrujg sie na zapewnieniu ,zdrowia komarki"
czyli odnajdywaniu nieprawidtowosci i ich korygowaniu na
jak najwczesniejszych etapach choroby (choroby nowotwo-
rowe, neurodegeneracyjne), nawet przed ujawnieniem sie
klasycznych objawo6w klinicznych.
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ABSTRACT

Enzymes control the course of biochemical reactions. The enzymes involved in bioenergetic processes play most important role in cell metabolism.
One of them is 2-oxoglutarate dehydrogenase complex (OGDHC), the key regulatory enzyme of Krebs cycle. Krebs cycle integrates basic metabolic
pathways of carbohydrates, fatty acids and amino acids during catabolic as well as anabolic reactions. Due to the key position of OGDHC in mito-
chondrial metabolism, its activity is controlled by many factors. Allosteric regulation by positive effectors (ADP, Pi, Ca2; Mn2# of the complex is
very important. These effectors strongly enhances affinity of the first component of OGDHC to 2-oxoglutarate. Moreover there are negative effectors
(ATP, NADH, succinyl-CoA) which affect all three enzymes of the complex. Regulation of biosynthesis of individual components of the complex
by activation or inactivation of genes expression is very important for proper OGDHC activity too. Activity of OGDHC also depends on posttransla-
tional modifications of its components. All of this control processes maintain OGDHC activity on adequate level and prevent the complex against
its excessive action.
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STRESZCZENIE

wasy z6tciowe sg produktami przemian cholesterolu w watrobie. Najwazniejszym en-

zymem regulujagcym biosynteze kwaséw zo6tciowych jest 7a-hydroksylaza cholesterolo-
wa (CYPT7AL), ktorej aktywnos$¢ jest regulowana przede wszystkim na poziomie transkryp-
cji. Kluczowym czynnikiem transkrypcyjnym, uczestniczacym w tym procesie, jest receptor
jadrowy FXR, aktywowany przez inne receptory jadrowe (SHP, HNF-4a, LRH-1) oraz same
kwasy zo6tciowe. Skutkiem aktywacji FXR jest represja genu CYP7ALl. Innymi represorami
tego genu sg PXR, VDR oraz PPARa. Gtownym aktywatorem transkrypcji CYP7AL1 jest re-
ceptor LXR (u gryzoni). Aktywno$¢ CYP7Al wzrasta takze pod wptywem insuliny czy glu-
kokortykoidéw. Ponadto jest regulowana rytmem dobowym. Wiele z wymienionych czyn-
nikow reguluje tez aktywnosci innych waznych enzyméw biosyntezy kwaséw zétciowych
(CYP7B1, CYP27A1, CYP8B1, BAAT). Kwasy z6tciowe sg ligandami nie tylko receptora FXR,
ale takze innych receptoréw jadrowych (PPARa, VDR czy PXR), m.in. uczestniczacych w
przemianach glukozy i lipidéw. Sugeruje to na istotng role kwaséw zétciowych w regulacji
wymienionych proceséw. Celem artykutu jest przedstawienie najnowszych danych dotycza-
cych mechanizmoéw regulacji aktywnos$ci kluczowych enzyméw szlaku biosyntezy kwasow
z6tciowych. Poznanie tych mechanizméw moze w istotny sposéb przyczyni¢ sie do poszerze-
nia wiedzy na temat przyczyn i mechanizméw rozwoju takich choréb, jak np. cukrzyca czy
miazdzyca, a takze poméc w bardziej efektywnym ich leczeniu

WPROWADZENIE

Kwasy z6tciowe sg gtdwnym sktadnikiem zéici, a ich podstawowg funkcja
jestemulgacja lipidéw, co utatwia ich trawienie. Posrednio biorg takze udziat we
wchianianiu lipidéw oraz witamin rozpuszczalnych w lipidach (A, D, E, K). Jed-
nocze$nie sg produktami przemian cholesterolu odgrywajac tym samym istotng
role w regulacji jego homeostazy. Kwasy zdtciowe sg rbwniez regulatorami me-
tabolizmu. Jako czasteczki sygnalizacyjne aktywuja receptory jadrowe, takie jak
FXR (receptor farnezoidowy X, ang.famesoid. X receptor), PXR (receptor pregna-
nu X, ang. pregnane X receptor) czy jadrowy receptor witaminy D (VDR, ang. vi-
tamin D receptor). Wptywajg na przemiany glukozy, lipidéw oraz swoje witasne.
Produkowane w nadmiarze moga by¢ toksyczne dla komérek. Proces biosyn-
tezy kwasow zotciowych (Ryc. 1) musi by¢ wiec bardzo precyzyjnie kontrolo-
wany. Kontrola ta dotyczy kilku biatek uczestniczagcych w tym procesie, przede
wszystkim hydroksylaz katalizujacych reakcje jego pierwszej fazy. Gtdwnym
mechanizmem regulacji aktywnosci tych enzymdw jest kontrola ekspresji ge-
noéw. Najwazniejszym enzymem podlegajacym regulacji jest 7a-hydroksylaza
cholesterolowa (CYP7AL) katalizujgca pierwsza reakcje na drodze klasycznej
biosyntezy kwasow zétciowych. Pozostate istotne enzymy biosyntezy kwasow
zotciowych podlegajgce regulacji to 27a-hydroksylaza sterolowa (CYP27A1),
7a-hydroksylaza oksysterolowa (CYP7B1) oraz 12a-hydroksylaza sterolowa
(CYP8BL).

RECEPTOR JADROWY FXR

Jak juz wczesniej wspomniano, gtéwnym receptorem wiazacym kwasy z64-
ciowe jest receptor jadrowy FXR. Ekspresja genu kodujacego ten receptor zacho-
dzi w wielu tkankach, przy czym najwyzszy jej poziom jest w watrobie, jelicie
cienkim, nerkach i nadnerczach. Udziat dwo6ch promotoréw w kontroli trans-
krypcji genu FXR, a ponadto mozliwos$¢ alternatywnego sktadania produktow
ekspresji, powoduje powstawanie czterech izoform receptora FXR (FXRal-4).
FXRal i 2 obecne sg przede wszystkim w watrobie, jelicie i nadnerczach, nato-
miast a3 i 4 w watrobie, jelicie cienkim i nerkach. lzoformy te charakteryzuja
sie r6zng aktywnoscia regulacyjng [1,2]. Ekspresja genu FXR jest kontrolowana
przez wiele czynnikéw, wséréd ktorych wymieni¢ mozna glukoze, glutamine
(czynniki indukujace) oraz represory: insuline, interleukine 1 czy czynnik mar-
twicy nowotworéw a (TNFa, ang. tumor necrosis factor a) [3-5]. Gen ten ulega
indukcji réwniez w stanie gtodu [6].
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nukleotydami [1,9]. FXR moze wigzaé sie
do DNA jako monomer (np. do promotora
genu kodujacego apolipoproteine Al) lub
jako heterodimer, z receptorem retinoido-
wym X (RXR, ang. retinoic X receptor), np. do
promotora genu kodujgcego apolipoproteine
CllIl, (Ryc. 2). Ponadto, FXR moze regulowac
aktywnos$¢ genow za posrednictwem innych
receptoréw jadrowych (np. SHP, FGF-19 czy
PPARa), a nie poprzez bezposrednie wigza-
nie sie z DNA [1,10].

Regulacji przez FXR podlega wiele genow
kontrolujgcych metabolizm energetyczny or-
ganizmu. Sa to przede wszystkim geny od-
powiedzialne za metabolizm kwasow z6tcio-
wych, ich wydzielanie, transport, absorpcje i
detoksykacje. Ponadto FXR reguluje przemia-
ny glukozy oraz lipidéw, w tym lipoprotein i
triacylogliceroli. Indukcji pod wptywem FXR
ulegaja np. geny kodujgce apolipoproteine
Cll, apolipoproteine E, receptor VLDL (lipo-
protein o bardzo niskiej gestosci, ang. very low-
density lipoprotein), represji natomiast gen ko-
dujacy apolipoproteine CIlI [11-13]. SREBPIc
(biatko wigzace element odpowiedzi na ste-
role Ic, ang. sterol response element binding pro-
tein), ktore jest czynnikiem transkrypcyjnym
aktywujacym proces lipogenezy, takze ulega
represji pod wptywem FXR, natomiast PPA-

(aktywny kwas )

N-acylotransferaza
kwas z6iciowy-CoA:aminokwas

kwas kwas

(lkty'wny kv’vn’ cholowy)

CoA

Ra oraz palmitoilotransferaza karnitynowa
I indukcji, co z kolei prowadzi do aktywacji
procesu utleniania kwaséw tluszczowych
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M - M

Rycina 1. Regulowane etapy biosyntezy kwaséw zétciowych (w ramkach - enzymy ulegajace regulacji).

Najsilniejszym aktywatorem jest kwas chenodeoksycho-
lowy. Kwasy litocholowy i deoksycholowy sg stabszymi
Ugandami [7]. W badaniach in vitro Ugandami FXR okazaty
sie takze wielonienasycone kwasy ttuszczowe (PUFA, ang.
polyunsaturated fatty acids), takie jak kwas arachidonowy
czy linolenowy oraz metabolity posrednie szlaku biosynte-
zy kwaséw zotciowych. Znanych jest takze wiele ligandow,
srodkow farmakologicznych, takich jak syntetyczny agonista
FXR, GW4064, czy tez pochodna kwasu chenodeoksycholo-
wego, kwas 6-etylochenodeoksycholowy (6-ECDCA) [8],

Wiele gendw, ktérych aktywnosé jest regulowana przez
FXR zawiera w rejonie promotorowym sekwencje odpowie-
dzi na ten receptor (FXRE, ang. FXR response element). Se-
kwencje te majg r6znorodng budowe. Wszystkie zawierajg
powtorzenia sekwencji AGGTCA ale w roznych konfigura-
cjach. Najczesciej sg to odwrécone powtdrzenia oddzielone
jednym nukleotydem (tzw. IR-1). Ponadto, spotykane sg od-
wrocone powtorzenia nie oddzielone od siebie (IR-0), pro-
ste powtdrzenia lub elementy, w ktérych sekwencja rdze-
niowa jest podzielona na dwie czesci, rozdzielone o$mioma
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y kwas y kwas gli

y [6,14]. FXR hamuje takze synteze triacylogli-
b ceroli w hepatocytach, np. poprzez hamo-
; wanie aktywnos$ci mikrosomalnego biatka
przenoszacego triacyloglicerole (MTP) [15]. W
ten spos6b przyczynia sie do zmniejszenia ste-
zenia triacylogliceroli we krwi [16,17]. Wpty-
wa on tez na przemiany HDL (lipoproteiny
0 bardzo wysokiej gestosci, ang. high-density
lipoprotein). Dostepne obecnie dane wskazuja,
ze gen kodujacy apoliporoteine Al ulega represji w obecnosci
FXR, co moze zmniejsza¢ stezenie HDL we krwi [18,19]. Jed-
noczes$nie, FXR indukuje gen kodujacy biatko przenoszace
fosfolipidy (PLTP, ang. phospholipid transporting protein) oraz
gen lipazy watrobowej, co z kolei moze wywota¢ odwrotny
skutek [20,21]. Mozna wiec stwierdzi¢, ze FXR wptywa na
przemiany HDL. Metabolizm glukozy takze pozostaje pod
wptywem FXR. Przede wszystkim czynnik ten jest represo-
rem genow odpowiedzialnych za regulacje glukoneogene-
zy (karboksykinazy fosfoenolopirogronianu, glukozo-6-f-
osfatazy czy fruktozo-l,6-bisfosfatazy), indukuje natomiast
geny zwigzane z biosyntezg glikogenu [22-24]. Skutkiem jest
zmniejszenie stezenia glukozy we krwi, a w efekcie wzrost
wrazliwoséci na insuline. Ostatnio zaobserwowano takze
ochronny wptyw FXR na hepatocyty. Aktywacja tego recep-
tora nastepuje w trakcie regeneracji watroby oraz zmniejsza
prawdopodobieAstwo rozwoju nowotworéw watroby [1].
Kwasy zdétciowe, bedgce gtownymi Ugandami FXR, moga
wiec za jego posrednictwem regulowac wszystkie wyzej wy-
mienione procesy.
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Rycina 2. Kwasy z6tciowe jako regulatory ekspresji gendw - rola czynnika FXR.
Aktywowany przez kwasy z6tciowe receptor jadrowy FXR moze wywotywaé
zaréwno indukcje, jak i represje regulowanych genéw. Moze on bezpos$rednio,
jako monomer, wigza¢ si¢ do odpowiedniego elementu odpowiedzi (FXRE) w
promotorach kontrolowanych genéw, takich jak gen kodujagcy UDP-glukurony-
lotransferaze 2 czy apolipoproteine AL FXR moze tgczy¢ sie z receptorem RXR i
jako heterodimer oddziatywaé¢ z FXRE. Tak dzieje sie w przypadku genéw ko-
dujacych biatko przenoszace fosfolipidy (PLTP) oraz apolipoproteine CIl. Gen
CYP7A1 kontrolowany jest w sposéb posredni, poprzez aktywacje (przy pomocy
heterodimeru FXR/RXR) receptora SHP. Nastepnie, aktywny SHP wptywa na
czynniki transkrypcyjne HNF4a i LRH1 (doktadny opis mechanizmu tej regulacji
znajduje sie w tek$cie). W oparciu o [10].

REGULACJA AKTYWNOSCI CYP7A1

7a-hydroksylaza cholesterolowa (CYP7Al) jest enzy-
mem ograniczajagcym biosynteze kwasow zbétciowych. Kata-
lizuje pierwszg reakcje, jaka jest hydroksylacja cholesterolu
w pozycji 7, w klasycznym szlaku syntezy tych zwigzkow
(Ryc. 1). Kontrola aktywnosci CYP7Al zachodzi przede
wszystkim na poziomie transkrypcji. Kwasy zo6tciowe po-
wodujg represje genu 7a-hydroksylazy cholesterolowej,
natomiast jego indukcja nastepuje pod wptywem choleste-
rolu i oksysteroli. Nie sg to jedyne czynniki regulacyjne, a
ponadto mechanizmy ich dziatania réznig sie w zaleznosci
od gatunku. U ludzi, w przeciwienstwie do gryzoni, stymu-
lujacy wptyw oksysteroli na aktywnos$¢ CYP7AL nadal nie

RARE

(-139/-123) BARE-II

————1 (-149/-128)

-175/-166

CYP7A1
POLIMERAZA‘

| S
TATA box
| S |
BARE-I
(-72/-57)

Rycina 3. Struktura promotora genu CYP7ALl oraz miejsca wigzania czynnikéw
transkrypcyjnych regulujacych jego aktywno$¢. Wystepujaca u gryzoni regulacja
ekspresji CYP7AL przez heterodimer LXR/RXR, u cztowieka nie zostata do tej
pory potwierdzona. W oparciu o [26].
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zostat potwierdzony. W promotorze genu CYP7AL zidenty-
fikowano dwa rejony odpowiedzialne za oddziatywanie z
wieloma réznymi czynnikami transkrypcyjnymi. Sg to za-
chowane w ewolucji sekwencje BARE-I i BARE-II (element
odpowiedzi na kwasy zétciowe, ang. bile acid response ele-
ment) [25] (Ryc. 3). Elementy BARE-I i Il zawieraja powto-
rzenia sekwencji odpowiedzi na hormony (HRE, ang. hor-
mone response element). BARE | jest potozony blizej miejsca
inicjacji transkrypcji (-72/-52). W jego sktad wchodzg dwie
sekwencje HRE rozdzielone jednym nukleotydem, tzw. se-
kwencja DR4 (ang. direct repeat 4). Do tej sekwencji przyta-
cza sie sierocy receptor jadrowy COUP-TFII (ang. chicken
ovalbumin upstream promoter-transcription factor), ktory wraz
z czynnikiem HNF-4a, wigzacym sie do BARE-II, silnie in-
dukujg transkrypcje CYP7ALl. Element BARE Il jest potozo-
ny dalej od miejsca startu transkrypcji (-149/-128). Zbudo-
wany jest z naktadajgcych sie trzech sekwencji HRE. Two-
rzg one dwa miejsca wigzania czynnikéw transkrypcyjnych,
DR1 i DR5. W DR1 sekwencje HRE rozdzielone sg jednym
nukleotydem, natomiast w DR5 piecioma. Element DR1 jest
odpowiedzialny za wigzanie HNF-4oc, jednego z gtéwnych
czynnikéw regulujacych ekspresje genu CYP7Al. Do DR5
wigze sie heterodimer RXR/RAR (RXR, ang. retinoic X recep-
tor —receptor retinoidowy X; RAR, ang. retinoic acid receptor
— receptor kwasu retinojowego), konkurujacy z HNF-4a.
Przytgczenie RXR/RAR prowadzi do represji transkrypcji.
W BARE Il u gryzoni jest tez element odpowiedzi na LXR
(u cztowieka nie wystepuje). W promotorze genu CYP7A1l
znajdujg sie takze elementy wigzgce inne czynniki, jak np.
HNF-3, ktory jest transaktywatorem zardwno podstawowej
transkrypcji CYP7AL, jak i indukowanej receptorami jadro-
wymi [26,27],

Kwasy zotciowe sg najwazniejszym czynnikiem regulu-
jacym ekspresje CYP7AL. Skutkiem ich dziatania jest repre-
sja genu 7a-hydroksylazy, pod wptywem aktywowanego
przez nie receptora FXR. Po zwigzaniu liganda czynnik
ten nie wigze sie bezposrednio do elementu odpowiedzi w
DNA, aktywuje natomiast inne receptory jadrowe, takie jak
SHP (maty heterodimeryczny czynnik towarzyszacy, ang.
smali heterodimer partner). Receptor jadrowy SHP nie ma
mozliwosci wigzania sie do DNA, poniewaz nie posiada
odpowiedniej domeny wigzacej. Ma natomiast mozliwosé
oddziatywania z wieloma biatkami, zar6wno czynnikami
transkrypcyjnymi, koregulatorami transkrypcji, jak tez re-
ceptorami jadrowymi. Jednym z tych ostatnich jest czynnik
HNF-4a (hepatocytarny czynnik jadrowy, ang. hepatocyte
nuclearfactor). Aktywuje on CYP7AL, wigzac sie z sekwencja
BARE-II [28]. Utworzenie kompleksu HNF-4a z SHP unie-
mozliwia prawidtowe oddziatywanie tego pierwszego z ko-
aktywatorami (przede wszystkim PG C-la - koaktywatorem
1 receptoréw aktywowanych przez proliferatory peroksy-
somalne, ang. peroxisome proliferator-activated receptor coac-
tivator 1). Ich oddysocjowanie od HNF-4a pod wptywem
SHP wywotuje represje genu CYP7AL [22] (Ryc. 4).

SHP reguluje réwniez procesy deacetylacji i metylacji
histonéw. Deacetylaza histonéw (HDAC1) pod wptywem
kwaséw zétciowych przemieszcza sie do jagdra komorko-
wego, gdzie tgczy sie z SHP i grupg innych biatek represo-
rowych. Skutkiem jest deacetylacja histonu H3. Nastepnie
SHP poprzez oddziatywanie z metylotransferazg G9a akty-
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Rycina 4. Regulaqg'a ekspresji genu CYP7ALl przez kwasy z6tciowe, za posred-
nictwem czynnika FXR. Pod wptywem FXR nastepuje represja genu CYP7AL.
Pierwszy z mechanizméw represji polega na aktywacji receptora SHP przez FXR,
a nastepnie wigzanie tego pierwszego z czynnikiem transkrypcyjnym HNF4a.
To uniemozliwia wigzanie HNF4a do promotora CYP7AL iindukcje genu. Drugi
mechanizm wykorzystuje do represji CYP7A1l aktywowany przez FXR czynnik
FGF-19 oraz kinazg MAP. W oparciu o [10],

WIAZANIE FGF-19

DO FGFR4 KWASY ZOLCIOWE

wuje metylacje histonu H3 iw koncu sam sie z nim taczy, co
prowadzi do wyciszenia transkrypcji genu CYP7A1 [29,30].
Dodatkowo, SHP pomaga w przytaczeniu do BARE kom-
pleksu Swi/Snf (ang. mating-type switch/sucrose nonfermen-
ting), odpowiedzialnego za przebudowe chromatyny [31].
SHP wspotdziata takze z innym korepresorem transkrypcji,
GPS2 (ang. G protein supressor 2) [32], Wszystkie te badania
dotyczace wptywu SHP na strukture chromatyny zostaty
wykonane w warunkach in vitro. Do tej pory nie wiadomo
jednak, czy ten mechanizm regulacji aktywnosci CYP7A1l
jest mozliwy w warunkach fizjologicznych. U myszy za-
blokowanie genu Shp nie prowadzi do istothego wzrostu
aktywnosci genu CYP7A1l [33]. By¢ moze taka regulacja
aktywnosci 7a-hydroksylazy cholesterolowej nastepuje w
wyjatkowych sytuacjach, takich jak uszkodzenie watroby,
cholestaza, regeneracja watroby. Mozliwe takze, ze chroni
on komérki przed toksycznym dziataniem wysokiego ste-
zenia kwasow z6tciowych [34],

FXR, poza oddziatywaniem z receptorem jagdrowym SHP,
moze regulowac szlak biosyntezy kwasdw zo6tciowych, tak-
ze za posrednictwem czynnika wzrostowego fibroblastow
(FGF-19, ang. fibroblast growth factor-19) (Ryc. 4). Wzrost
stezenia kwas6w zotciowych w Swietle jelita, prowadzacy
do aktywacji jelitowej formy FXR, indukuje gen kodujgcy
FGF-19. Indukcja genu kodujgcego FGF-19, pod wptywem
FXR, zachodzi takze w watrobie, cho¢ ilo$¢ powstajacego
czynnika jest tu stosunkowo niewielka. W obu przypadkach
dochodzi do wzrostu stezenia FGF-19 we krwi. Czynnik ten
wigze sie ze swoim receptorem w btonie komérkowej hepa-
tocytow (FGF-R4, ang.fibroblast growth factor receptor 4) i sty-
muluje dziatanie Sciezki sygnatowej kinazy MAP. Skutkiem
jestrepresja genu CYP7A1 [35].

FXR reguluje ponadto aktywno$¢ CYP7AL, aktywujac
na poziomie transkrypcji czynnik PPARa (receptor akty-
wowany przez proliferatory peroksysomalne a, ang. pero-
xisome proliferator-activated receptor a). Aktywny PPARa nie
wigze sie bezposrednio do CYP7Al. Konkuruje on nato-
miast z HNF4a o miejsce wigzania w promotorze genu tego
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czynnika. HNF4a indukuje transkrypcje wiasnego genu, a
zwigzanie sie PPARa uniemozliwia te indukcje. Zahamo-
wanie syntezy HNF4a powoduje zmniejszenie aktywnosci
7a-hydroksylazy cholesterolowej a w konsekwencji catego
procesu biosyntezy kwasow zotciowych [14].

Kwasy zo6tciowe hamujg ekspresje genu CYP7AL takze
w sposob niezalezny od FXR. Kwas litocholowy jest ligan-
dem receptorow PXR i jadrowego receptora witaminy D.
Oba receptory maja zdolno$¢ wigzania sekwencji BARE-I
w promotorze genu CYP7AL, co prowadzi do jego represji.
PXR jest czynnikiem zaangazowanym, miedzy innymi, w
procesy detoksykacji kwasoéw zétciowych. Jego udziat w
regulacji metabolizmu (detoksykacji) kwaséw zo6tciowych
moze chroni¢ organizm przed toksycznym dziataniem
kwasow zétciowych, gromadzonych w nadmiarze. PXR re-
guluje nie tylko biosynteze kwaséw zotciowych, ale takze
aktywuje ich wydalanie z organizmu. Blokuje oddziatywa-
nie HNF4a z jego aktywatorem PGCla, co uniemozliwia in-
dukcje genu 7a-hydroksylazy cholesterolowej [36]. Wptyw
VDR na ekspresje genu CYP7AL jest podobny do wptywu
PXR, przy czym regulacja ta zachodzi przy udziale kilku
mechanizmdw. Jadrowy receptor witaminy D, podobnie jak
PXR, uniemozliwia potagczenie HNF4a z PGCla, ale takze
wspotzawodniczy z HNF4a o miejsce wigzania w promo-
torze kontrolowanego genu. Ponadto wspo6tzawodniczy o
wigzanie z koaktywatorami i utatwia przytaczanie kompre-
soré6w DNA [37],

Kwasy zo6tciowe sg gtdwnym ale nie jedynym regulato-
rem aktywnos$ci CYP7Al. Czynnikiem indukujagcym bio-
synteze kwasow zdtciowych jest aktywowany przez oksy-
sterole czynnik LXRa (watrobowy receptor X, ang. liver X
receptor). Element odpowiedzi na LXRa jest obecny w genie
7a-hydroksylazy cholesterolowej u myszy i u szczura. U
cztowieka i krélika taki element nie wystepuje, natomiast u
chomika jest on niefunkcjonalny [38,39]. Zdolno$¢ do akty-
wacji CYP7AL przez LXRa, u gryzoni, pozwala na zwieksze-
nie zuzycia cholesterolu np. przy spozywaniu diety bogatej
w cholesterol. U ludzi nie ma takiej mozliwosci, co moze
przyczyniac sie do rozwoju hipercholesterolemii [40],

Bardzo waznym regulatorem biosyntezy kwasoéw zoétcio-
wych jestinsulina. Wptywa ona na aktywnos$¢ genu CYP7A1
(i innych) za posrednictwem dwdch czynnikéw transkryp-
cyjnych: FoxOl (ang.forkhead box Ol) i SREBP-Ic. U szczura
przy niskim stezeniu insuliny czynnik FoxOl wigze sie do
elementu odpowiedzi na insuline (IRE, ang. insulin response
element), obecnego w promotorze genu CYP7AL i indukuje
jego ekspresje. Obecnos¢ insuliny prowadzi do fosforylacji
tego czynnika przez kinaze biatkowg B. To powoduje jego
migracje z jadra komérkowego do cytosolu, a nastepnie re-
presje genu CYP7ALl. Aktywacja czynnika SREBP-Ic przez
insuline prowadzi do wzrostu ekspresji CYP7AL1 u szczura.
U ludzi mechanizm regulacji biosyntezy kwaséw zoékcio-
wych jestinny i zalezy od stezenia insuliny oraz czasu dzia-
tania. Krdtkotrwate dziatanie insuliny w fizjologicznych
stezeniach (1.4-14 nM) prowadzi do aktywacji tego procesu.
Czynnik FoxOl u ludzi nie wigze sie do DNA, poniewaz w
promotorze genu CYP7AL nie ma odpowiedniego elementu
wigzgcego. Jest on jednak korepresorem transkrypcji. Unie-
mozliwia przytaczenie czynnika PGCla do HNF4a, co pro-
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Rycina 5. Czynniki regulujace aktywno$¢ CYP7A1l. Najwazniejsze podkreslono.
Biatka regulatorowe oznaczono kolorem niebieskim (opis w teks$cie). W oparciu
o [47],

wadzi do represji CYP7AL. Obecnos¢ insuliny, prowadzaca
do degradacji Fox01, indukuje transkrypcje CYP7ALl [41].
Takie dziatanie insuliny w stanie resorpcyjnym prawdo-
podobnie utatwia wchtanianie sktadnikow pokarmowych,
przy jednoczesnym hamowaniu glukoneogenezy (Fox01
jest aktywatorem genu karboksykinazy fosfoenolopirogro-
nianu), co zapobiega hiperglikemii. Dtugotrwate dziatanie
insuliny (jak w cukrzycy typu Il) prowadzi do wzrostu ak-
tywnosci czynnika SREBP-Ic, ktéry u ludzi rdwniez dziata
jako korepresor hamujacy dziatanie czynnika HNF4a. W
takiej sytuacji biosynteza kwaséw zdétciowych ulega zaha-
mowaniu [24],

O ile w stanie resorpcyjnym istnieje potrzeba syntezy
kwaséw zo6tciowych, stad pozytywna regulacja tego proce-
su przez insuling, o tyle w stanie gtodu takiej potrzeby nie
ma. Wzrost stezenia glukagonu hamuje (poprzez cykliczny
AMP) wytwarzanie kwaséw zbétciowych, prowadzac do in-
aktywacji czynnika HNF4a. Aktywowana przez cykliczny
AMP kinaza biatkowa A fosforyluje HNF4a (Ser 304), co
przyczynia sie do zmniejszenia jego stabilnosci, zdolnosci
do homodimeryzacji a takze wigzania sie do DNA. Podobny
mechanizm zaobserwowano w hepatocytach szczura [42].

Poza regulacjg biosyntezy kwasow zéitciowych omawia-
ng powyzej zaobserwowano takze, ze proces ten jest regulo-
wany przez rytm dobowy, zaréwno u ludzi jak i szczurow.
W promotorze genu CYP7A1 obecne sg elementy wigzace
czynniki transkrypcyjne regulujagce rytm dobowy takie jak
DBP (biatko wigzace miejsce D, ang. D-site binding protein),
DEC2 (czynnik transkrypcyjny zrdznicowanych, embrio-
nalnych chondrocytéw, ang. differentiated embryo chondrocy-
te) czy E4BP4. DBP indukuje, a DEC2 i E4BP4 hamuja eks-
presje CYP7A1. Czynniki DBP i DEC2 pojawiajg sie w ko-
maorce mniej wiecej w tym samym czasie, jednak wigzg sie
do réznych sekwencji w DNA. Przypuszczalnie zadaniem
czynnika DEC?2 jest zapobieganie nadmiernej aktywnosci
CYP7A1 w obecnosci DBP. E4BP4 pojawia sie w komodrce w
czasie gdy DBP jest nieobecny i wiaze sie do sekwencji od-
powiedzi na DBP hamujac transkrypcje [43,44]. Aktywnos$¢
E4BP4 jest kontrolowana przez biatko Rev-erba (receptor ja-
drowy z rodziny NR1D1). Jest to sierocy receptor reguluja-
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cy metabolizm lipidéw, glukozy, réznicowanie adipocytow
oraz wiele innych proceséw, przy czym jego bardzo istot-
ng funkcja jest regulacja rytmu dobowego. Rev-erba wigze
sie do promotora genu E4BP4 hamujac ekspresje genu, co
z kolei prowadzi do obnizenia ekspresji genu kodujacego
CYP7AL. Innym skutkiem dziatania Rev-erba, jako repre-
sora transkrypcji, jest zahamowanie aktywnosci genu kodu-
jagcego czynnik SHP czego skutkiem jest rGwniez obnizenia
ekspresji genu kodujgcego CYP7AL [45].

Z regulacja procesu biosyntezy kwasow zoitciowych 13-
czy sie takze takie czynniki jak TNFa, TGFp (transformu-
jacy czynnik wzrostowy (3 ang. transforming growth factor
f), EGF-R (receptor epidermalnego czynnika wzrostowego,
ang. epidermal growth factor receptor), HGF (hepatocytarny
czynnik wzrostowy, ang. hepatocyte growth factor), a takze
hormony tarczycy i glukokortykoidy [36,42,46]. Cholestyra-
mina, lek stosowany w leczeniu hipercholesterolemii, tak-
ze wptywa na aktywnos$¢ CYP7AL. Wigzac w jelicie kwasy
z0tciowe zapobiega ich reabsorpcji, ale jednocze$nie przy-
czynia sie do wzrostu aktywnosci 7a-hydroksylazy chole-
sterolowej [47], Najwazniejsze czynniki wptywajace na ak-
tywnos$¢ CYP7AL sg wymienione na rycinie 5.

REGULACJA AKTYWNOSCI CYP27A1

Enzymem inicjujagcym a zarazem ograniczajgcym alter-
natywng droge biosyntezy kwaséw zo6tciowych jest 27-hy-
droksylaza sterolowa. Jest to enzym bioracy takze udziat
w etapie utleniania tancucha bocznego, zwigzany ponadto
z innymi szlakami metabolizmu cholesterolu. Aktywnos¢
CYP27A1 jest skoordynowana z aktywnoscig CYP7Al z
tym, ze nie wszystkie omoéwione powyzej czynniki regulu-
jace wplywajg jednoczesnie na aktywnos$¢ obu enzymow,
a stopien tej koordynacji zalezny jest od gatunku (Ryc. 6).
Regulacja CYP27A1 dotyczy przede wszystkim transkrypcji
ale istnieje tez duze prawdopodobienstwo udziatu potran-
skrypcyjnych mechanizméw regulacyjnych. Stwierdzono,
ze istnieje znaczna réznica pomiedzy iloscig powstajacego
mRNA a aktywnoscig enzymu [48]. W potranskrypcyjnej
regulacji biorg udziat prawdopodobnie fosfolipidy [49].
Mechanizm regulacji transkrypcji jest poznany duzo do-
ktadniej. Wiadomo, ze najwazniejszymi czynnikami regula-
torowymi sa kwasy zétciowe i cholesterol. Kwasy zdtciowe
sg czynnikiem hamujgcym aktywnos$¢ genu CYP27A1 np. u
szczura, ale nie u krélika czy myszy (Ryc. 6). U cztowieka
wptyw kwasoéw zétciowych na ekspresje CYP27A1 jest dys-
kusyjny. W promotorze genu CYP27A1 obecna jest sekwen-
cja wigzaca czynnik HNF4a, ale jest ona rézna od sekwencji
BARE w promotorze CYP7ALl. Wydaje sie, ze jest to jeden
z najwazniejszych regulatoréw traskrypcji tego genu, przy
czym nie wykazano wspotdziatania z czynnikami SHP i
FXR. Jesli wiec ulega on inaktywacji powodujgc tym samym
represje CYP27A1, to dzieje sie to niezaleznie od FXR. By¢
moze, kwasy zo6tciowe, za posrednictwem cytokin prozapal-
nych aktywujg droge sygnatowg kinazy MAP (kinaza akty-
wowana mitogenami, ang. mitogen-activated kinase), prowa-
dzacg do fosforylacji tego czynnika, co z kolei uniemozliwia
jego wigzanie z transaktywatorami. Dodatkowo, dopuszcza
sie mozliwos$¢é regulacji ekspresji CYP27A1 przez receptory
PXR oraz VDR [50,51]. Z kolei, cholesterol jest aktywatorem
tego genu u krélika, ale nie u szczura i myszy [52],
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Rycina 6. Czynniki regulujgce aktywno$¢ CYP27A1. Najwazniejsze podkreslono.
Biatka regulatorowe oznaczono kolorem niebieskim (opis w tekscie). W oparciu
o [47],

CYP27A1 podlega takze regulacji hormonalnej. Insulina
i hormony tarczycy hamuja jej aktywnos¢ [46], Glukokorty-
koidy aktywujg 27-hydroksylaze cholesterolowg. Regulacja
polega przede wszystkim na aktywacji ekspresji genu przez
receptor glukokortykoidow, GRa, ale prawdopodobnie tak-
ze na stabilizacji mMRNA [53]. Ponadto CYP27A1 jest regulo-
wany przez hormon wzrostu i IGF-1 (czynnik wzrostowy
podobny do insuliny 1, ang. insulin-like growth factor 1), a
takze androgeny i estrogeny [54,55]. W innych niz watro-
ba tkankach aktywnos$¢ 27-hydroksylazy sterolowej jest
rowniez regulowana. W makrofagach enzym ten odgrywa
prawdopodobnie istotna role w ich ochronie komérek przed
gromadzeniem nadmiernych ilosci cholesterolu. Chroni
wiec przed rozwojem miazdzycy. Wazng funkcje petnig tu
czynniki RXR i PPARy [56]. W jelicie cienkim czynnikiem
aktywujacym ekspresje CYP27A1 jest PXR. Wzrost aktyw-
nosci enzymu po spozyciu pokarmu bogatego w cholesterol
prowadzi do wzrostu stezenia oksysteroli a te przyczynia-
ja sie do aktywacji czynnika LXR. LXR, pobudzajac trans-
portery z rodziny ABC, przyczynia sie do przyspieszenia
zwrotnego transportu cholesterolu do Swiatta jelita oraz
produkcji HDL [57]

REGULACJA AKTYWNOSCI CYP7B1

Podobnie jak CYP27A1, CYP7B1 jest enzymem uczestni-
czacym w alternatywnej drodze biosyntezy kwaséw zoéitcio-
wych i jego aktywnos$é rowniez podlega regulacji (Ryc. 7).
Rola podstawowych czynnikéw regulujagcych biosynteze
kwaséw zétciowych, czyli cholesterolu i samych kwaséw
z6tciowych, nie jest tu tak oczywista jak w przypadku po-
przednio omawianych enzymoéw. U gryzoni stwierdzono

KWASY
ZOLCIOWE
CYTOKINY J / CHOLESTEROL
GLUKOKORTYKOSTEROIDY — HORMONY
CYP7B1 TARCZYCY
HORMONY PLCIOWE //'\ T
VU KOWORKY. xR SREBP
L RYTM
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Rycina 7. Czynniki regulujace aktywno$¢ CYP7B1. Najwazniejsze podkreslono.
Biatka regulatorowe oznaczono kolorem niebieskim (opis w tekscie). W oparciu
o [47],
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wpltyw kwaséw zoétciowych na transkrypcje genu CYP7BL,
natomiast u ludzi zaobserwowano dziatanie wytgcznie
kwasu chenodeoksycholowego [47,58]. Z kolei wptyw cho-
lesterolu stwierdzono tylko w hepatocytach szczura. Nie
stwierdzono go jednak w warunkach in vivo [58], Niedawno
zaobserwowano udziat czynnika RORa (retinoidowy recep-
tor sierocy, ang. retinoic orphan receptor) i LXR w regulacji
transkrypcji CYP7B1. W promotorze genu CYP7B1 wystepu-
je element odpowiedzi na RORa. Po zwigzaniu tego czynni-
ka nastepuje indukcja ekspresji genu. LXR prawdopodobnie
konkuruje z RORa o miejsce wigzania lub tez o koaktywato-
ry, prowadzac tym samym do represji genu [59], Negatyw-
nymi regulatorami transkrypcji sa rowniez czynniki SREBP
(i 2), przy czym nie wigzg sie one bezposrednio do DNA
a oddziatywuja prawdopodobnie za posrednictwem LXR
[60]. Rytm dobowy reguluje aktywno$¢ CYP7B1 w sposob
skoordynowany z aktywnoscig CYP7AL, przy czym aktyw-
no$c¢ tego pierwszego narasta nieco p6zniej [58]. Dodatkowe
czynniki wptywajgce na aktywno$¢ CYP7BL1 to estrogeny i
androgeny, hormony tarczycy, glukokortykoidy i cytokiny
[58,61],

REGULACJA AKTYWNOSCI CYP8B1

12a-hydroksylaza sterolowa (CYP8B1) jestenzymem bio-
rgcym udziat w produkcji kwasu cholowego, wptywajgc w
ten sposob na sktad puli powstajagcych kwaséw zoétciowych
(stosunek ilosci kwasu cholowego do chenodeoksycholo-
wego). Kwasy zétciowe w istotny sposob regulujg aktyw-
nos$¢ tego enzymu na poziomie transkrypcji. Mechanizm tej
regulacji (Ryc. 8) jest bardzo podobny do mechanizmu re-
gulacji ekspresji genu CYP7A1 (Ryc. 4). Udziat w niej biorg
czynniki FXR, SHP oraz HNF4a i LRH-1, przy czym, inaczej
niz w przypadku CYP7AL, wazniejsza jest tu rola LRH-1
niz HNF4a [62]. Kwasy z6tciowe mogg hamowa¢ CYP8B1
takze na drodze niezaleznej od SHP, z udzialem kinazy
MAP, ktéra prowadzi do zablokowania indukcji genu przez
czynnik HNF4a [63]. Aktywno$¢ 12a-hydroksylazy jest tez
regulowana cyklem gtodzenia/karmienia. W stanie gtodu
za posrednictwem czynnika PPARa dochodzi do indukcji
genu CYP8BL1 [64]. Insulina natomiast jest czynnikiem ha-

CHOLESTEROL

. — cYP8B1 |——— ’

ODDZIALYWANIE
Z LRH-1

@ — B — @&
Rycina 8. Regulacja ekspresji genu CYP8B1 przez kwasy z6tciowe, za posred-
nictwem czynnika FXR. Pod wptywem FXR nastepuje represja genu CYP8BI.
Pierwszy z mechanizméw represji polega na aktywacji receptora SHP przez FXR,
a nastepnie wigzanie tego pierwszego z czynnikiem transkrypcyjnym LRH1. To
uniemozliwia wigzanie LRH1 do promotora CYP8BL1 i indukcje genu. Drugi me-

chanizm wykorzystuje do represji CYP8B1 aktywowany przez FXR czynnik FGF-
19 oraz kinaze MAP. W oparciu o [10].
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Rycina 9. Czynniki regulujace aktywno$¢ CYP8B1. Najwazniejsze podkreslono.
Biatka regulatorowe oznaczono kolorem niebieskim (opis w teksécie). W oparciu
o [47],

mujacym [47,65]. Stwierdzono takze, ze czynniki SREBP
maja zdolnos¢ regulacji genu kodujacego 12a-hydroksylaze
sterolowg. Skutek dziatania jest zalezny od typu czynnika.
SREBP-1 prowadzi do indukcji, natomiast SREBP-2 do re-
presji genu [65,66]. Do innych czynnikéw wptywajacych
na funkcjonowanie genu CYP8B1 zalicza sie¢ cholesterol
i hormony tarczycy. Dieta bogata w cholesterol prowadzi
do zahamowania ekspresji CYP8B1, inaczej niz w przy-
padku CYP7AL. Podobny efekt obserwuje sie w przypad-
ku hormondéw tarczycy, ktére aktywujg CYP7Al a hamuja
CYP8B1 [65], Aktywno$¢ 12a-hydroksylazy jest tez zalez-
na od fazy dnia. Jest ona najwyzsza wtedy, gdy aktywnos$é
7a-hydroksylazy cholesterolowej jest najnizsza [67] (Ryc. 9).

REGULACJA KONIUGACJI | TRANSPORTU
KWASOW ZOLCIOWYCH

Regulacji przez kwasy zétciowe podlega tez ostatni etap
biosyntezy, czyli koniugacja z glicyna lub tauryng. Prowadzi
ona do zwigkszenia rozpuszczalnosci kwasoéw zétciowych,
dzieki czemu mogg by¢ one przeniesione przez odpowied-
nie transportery z rodziny ABC do kanalikoéw zétciowych i
nastepnie uczestniczy¢ w trawieniu lipidéw w jelicie. Kwa-
sy zétciowe, ktdre nie ulegty koniugacji pozostajg w hepa-
tocytach, a gdy ich stezenie nadmiernie wzrosnie stajg sie
dla komérki toksyczne, wywotujac cholestaze. W zwiazku
z tym wymagana jest precyzyjna regulacja zarbwno pro-
cesu koniugaciji, jak i transportu koniugowanych kwasow
z6kciowych poza komérke, a gtownym regulatorem sg
same kwasy zo6tciowe. Zarowno aktywacja kwasow zétcio-
wych katalizowana przez syntetaze kwas zo6tciowy-CoA
(BACS), jak i przytagczanie aminokwasu katalizowane przez
N-acylotransferaze kwas zo6tciowy:aminokwas (BAAT),
pozostaja pod kontrolg receptora FXR. Aktywowany kwa-
sami zétciowymi receptor tworzy heterodimer z innym
receptorem jadrowym — RXR. Kompleks ten nastepnie fa-
czy sie z FXRE potozonym w promotorze genu BACS oraz
z FXRE potozonym w pierwszym intronie genu BAAT. W
obu przypadkach nastepuje aktywacja procesu transkrypcji,
prowadzgca do przyspieszenia koniugacji kwasow zotcio-
wych [68]. Etap koniugacji jest ponadto regulowany przez
czynnik PPARa. Jest on w tym przypadku negatywnym re-
gulatorem. Jego aktywacja prowadzi jednoczesnie do zaha-
mowania koniugacji i przyspieszenia reakcji odwrotnej, cze-
go skutkiem jest zwiekszenie stezenia nieskoniugowanych
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kwasdw zo6tciowych w hepatocycie. Znaczenie regulacji
biosyntezy kwaséw zo6tciowych przez PPARa nie zostato
jeszcze doktadnie wyjasnione. Wiadomo, ze jego transkryp-
cja jest indukowana przez FXR (a wiec kwasy zdtciowe)
oraz, ze prawdopodobnie wspoétdziatanie obu czynnikéw
wykracza poza regulacje biosyntezy kwaséw zoiciowych.
Prawdopodobnie odgrywa ono istotng role w szeroko poje-
tej regulacji homeostazy lipidéw [69,70].

W utrzymaniu odpowiedniego stezenia kwaséw zoétcio-
wych w hepatocycie istotng role odgrywa tez krazenie jelito-
wo-watrobowe. Kwasy zotciowe transportowane do kanali-
kéw, a nastepnie do pecherzyka zétciowego, oraz kwasy z6+-
ciowe powracajgce z jelita zytg wrotng do watroby biorg udziat
w kontroli szlaku biosyntezy kwasow zo6tciowych de novo.
Transport z watroby do kanalikéw zoétciowych odbywa sie
przede wszystkim przy udziale pompy eksportu soli kwaséw
z6tciowych (BSEP) (Ryc. 10). Zaburzenia jej dziatania, spowo-
dowane np. zwiekszong internalizacjg w stanach zapalnych
watroby, prowadzg do gromadzenia sie kwaséw zotciowych
we wnetrzu komorki, czego skutkiem moze by¢ rozwdj chole-
stazy [71]. BSEP wystepuje tylko w watrobie ijest glikoprote-
ing P [72], Przenosi przez btone hepatocytu gtdwnie koniugo-
wane kwasy zbfciowe, przy czym najwieksze powinowactwo
wykazuje w stosunku do kwasu taurochenodeoksycholowe-
go. Transportuje takze inne jony organiczne, ale w bardzo
ograniczonym stopniu. Jej aktywno$¢ jest stymulowana przez
same kwasy zo6tciowe, za posrednictwem heterodimeru FXR/
RXR, ktéry wigze sie do elementu odpowiedzi w promotorze
genu BSEP [73]. Do uzyskania petnej aktywnosci tego genu
niezbedna jest tez modyfikacja chromatyny przy udziale spe-
cyficznych metylotransferaz. Transporter ten regulowany jest
tez posttranslacyjnie. Ulega fosforylacji pod wptywem kinazy
biatkowej Ca [71,74]. Z kolei przemieszczanie czasteczek BSEP
do btony komérkowej pozostaje pod kontrolg kwaséw zéicio-
wych i cCAMP [75]. Pomocniczg role w usuwaniu kwasow z6t-
ciowych z hepatocytéw do drog zétciowych odgrywa biatko
Mrp2 (biatko opornosci wielolekowej 2). Przenosi koniugaty
bilirubiny, glutationu, glukuronianu oraz siarczanu. Sposréd
kwaséw zo6tciowych transportowane tym sposobem sg przede
wszystkim kwasy tauro- i glikolitocholowy [71]. Jego aktyw-
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Rycina 10. Transport kwaséw zétciowych do kanalika zétciowego. Gtéwnym
transporterem jest biatko BSEP wspomagane przez Mrp3 i 2. Transportery te sg
aktywowane przez czynniki transkrypcyjne, takie jak FXR, VDR, PXR i CAR, na
skutek wzrostu stezenia kwaséw zétciowych w hepatocycie. Alternatywnym
sposobem usuwania kwaséw zétciowych z komérki jestich transport do krazenia
ogdblnego, przy udziale przeno$nikéw Mrp 2, 4 i Osta/(3. System ten ulega réw-
niez aktywacji przez FXR, zwtaszcza przy zmniejszonej aktywnosci BSEP (np.
w cholestazie). Za absorpcje kwaséw zétciowych z zyty wrotnej do hepatocytu
odpowiadajag odmienne transportery (biatka Ntcp i Oatp), ktérych aktywnos¢
zmniejsza sig, gdy stezenie kwaséw zétciowych w hepatocycie jest wysokie.
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no$¢ regulowana jest na poziomie transkrypq'i, prawdopo-
dobnie za posrednictwem receptoréw LXR [76], W procesie
transportu kwaséw zétciowych do kanalikéw, a nastepnie do
pecherzyka zétciowego, uczestniczy takze biatko Mrp3.

Kwasy zo6tciowe w pewnych warunkach mogg trafiac
takze do krgzenia ogdinego za posrednictwem biatek Mrp2
i 4 oraz Osta/@ (ang. organie solute and steroid transporter),
przy czym to ostatnie jest najbardziej istotne. Jego aktyw-
nosc¢ jest stymulowana przez FXR, a wiec przez same kwasy
z6kciowe [77,78].

Powracajgce z jelita kwasy z6tciowe trafiajg do hepatocy-
tdbw za posrednictwem dwoch biatek. Kotransporter Na+
kwasy zotciowe (Ntcp) przenosi kwasy z6tciowe przez bto-
ne komérki przy udziale jondw sodu, wiec jego dziatanie
wymaga udziatu aktywnej ATPazy Na+K + Transporter ten
przenosi zaréwno koniugowane jak i niekoniugowane kwasy
zo6tciowe, z przewagg tych pierwszych [79], Wysokie stezenie
kwaséw zotciowych w hepatocycie wywotuje represje genu
kodujacego Ntcp. Ma to uniemozliwi¢ naptyw dodatkowych
kwaséw zo6tciowych do komorki i dalszy wzrost stezenia.
Za te represje odpowiada FXR we wspotpracy z czynnikiem
SHP, aktywujacym heterodimer RAR/RXR. Ponadto, sugeru-
je sie zachodzacg wowczas supresje czynnikdw HNFla i 4a
[36]. Dodatkowymi czynnikami, hamujgcymi ekspresje genu
Ntcp, sg cytokiny prozapalne. Z kolei aktywaq'a zachodzi w
obecnosci glukokortykoidéw, cyklicznego AMP (transport do
btony) oraz Ca2+i kinazy biatkowej C [80,81]. Drugi system
transportu jest niezalezny od sodu i wykorzystuje biatko Oatp
(transporter anionéw organicznych). W ten sposob przenoszo-
ne sg gtdwnie niekoniugowane kwasy zéiciowe, przy jedno-
czesnym usunieciu z komorki ré6znego rodzaju anionow (jak
np. HCOy), czy zredukowanego glutationu. Podobnie jak w
przypadku Ntcp, jednym z czynnikéw regulujgcych dziatanie
tego transportera sg kwasy zo6tciowe, prawdopodobnie przy
udziale HNFla i4a [71,82],

PODSUMOWANIE

Do niedawna kwasy zo6tciowe postrzegane byty jedynie
jako detergenty utatwiajace trawienie i wchianianie lipidow
oraz zwigzkdéw rozpuszczalnych w lipidach. Poniewaz sg
takze produktami przemian cholesterolu, uznawano ich
istotng role w utrzymywaniu jego homeostazy w organi-
zmie. Odkrycie receptordw jadrowych mogacych wigzac
kwasy zétciowe, w tym receptora FXR jako receptora dla
nich specyficznego, pokazato jednak, ze wywierajg one
znacznie wiekszy wptyw na funkcjonowanie organizmu.
Receptory te (zar6wno FXR jak i VDR czy PXR) obecne sg
nie tylko w narzgdach/tkankach tradycyjnie postrzeganych
jako uczestniczace w przemianach kwasow zo6tciowych, jak
watroba czy nabtonek jelita, ale takze innych (tkanka ttusz-
czowa, nerki). Wymienione receptory jadrowe biorg udziat
w regulacji wielu proceséw metabolicznych takich jak prze-
miany kwaséw ttuszczowych, triacylogliceroli, lipoprotein,
cholesterolu, glukozy, wreszcie samych kwaséw zétcio-
wych. Mogga takze regulowac proliferacje komorek i braé
udziat w kontroli proceséw zapalnych. Receptory jadrowe
aktywowane przez kwasy zdtciowe sg obecnie obiektem ba-
dan majacych na celu opracowanie nowych lek6w moga-
cych poméc w zwalczaniu takich stanéw chorobowych jak
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kamica z6tciowa, sttuszczenie watroby, otytos¢, cholestaza,
cukrzyca, oraz niektérych chordb uktadu krazenia. Juz w tej
chwili dostepnych jest kilka pochodnych kwasow zo6kcio-
wych, poddanych wstepnym fazom badan klinicznych, kt6-
re potencjalnie mogg zosta¢ takimi lekami. Z tego wzgledu,
doktadne poznanie mechanizmdw regulacji metabolizmu
kwaséw zotciowych jest niezwykle istotne. Wiekszo$¢ ba-
dan, jakie wykonano do tej pory, dotyczyta jednak gryzoni
i o ile regulacja aktywnosci ludzkiej 7a-hydroksylazy cho-
lesterolowej jest obecnie przedmiotem dos¢ intensywnych
prac, to wazne jest takze bardziej doktadne poznanie me-
chanizmoéw kontroli aktywnos$ci pozostatych istotnych en-
zymow szlaku biosyntezy kwasow zotciowych u cztowieka.
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ABSTRACT

Bile acids play significant role in body homeostasis regulation. They are products of cholesterol catabolism and ligands for some nuclear re-
ceptors regulating crucial metabolic pathways. The main enzyme regulating bile acids biosynthesis is CYP7Al (7a-cholesterol hydroxylase).
Its activity is controlled mainly at the transcription level and the key transcription factor is FXR. Itis activated by other nuclear receptors like
SHP, HNF-4a or LRH-1 and bile acids themselves, and represses CYP7A1 gene. The other transcription factors that inhibit CYP7A1 activity, are
PXR, VDR, PPARa. The main activator is LXR (in rodents), increasing CYP7A1 transcriptional activity. CYP7AL activity increases in presence
of insulin and glucocorticoids. Itis also regulated by diurnal rhythm. Some of those factors influence the activities of other bile acids biosyn-
thesis enzymes — CYP7B1, CYP27Al, CYP8BL1. Because of bile acids significant function in body metabolism this article presents the newest
knowledge on mechanisms of key enzymes activities control.
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STRESZCZENIE

ransportery ABC (ang. ATP Binding Cassette) stanowig jedng z najwiekszych rodzin

biatek o kluczowym znaczeniu medycznym, przemystowym i ekonomicznym. Wy-
stepujg we wszystkich organizmach. Biatka te odpowiedzialne sa za oporno$¢ mikro-
organizmoéw na antybiotyki i fungicydy, jak i oporno$¢ komérek nowotworowych na
chemioterapie. Mutacje w genach transporteréow ABC powodujg powazne choroby jak
np. mukowiscydoze, adrenoleukodystrofie, ataksje. Biatka ABC transporteréw wykazujg
podobng budowe domenowa, a do transportu uzywajg energii uzyskanej z wigzania i
rozktadu ATP. Dziatajg nie tylko jako transportery ale réwniez jako receptory, kana-
ty, regulatory kanatéw. Analiza sekwencji genomu Saccharomyces cerevisiae wykazata
obecnos$¢ 30 potencjalnych genéw transporteréw ABC, ktére podzielono na 6 podrodzin.
Ich ogromne strukturalne i funkcjonalne podobieristwo do transporteréw ABC cztowieka
pozwala na uzycie w badaniach drozdzy jako doskonatego modelowego organizmu. W
niniejszej pracy przedstawiono charakterystyke biatek ABC u Sacharomyces cerevisiae.

WPROWADZENIE

Biatka ABC wystepujg powszechnie w komdérkach wszystkich organizmow
od mikroorganizmoéw do cztowieka. Sa zlokalizowane w btonach komérko-
wych i katalizujg zalezny od ATP transport ré6znych substratow przez btony.
Chociaz biatka ABC zostaty zidentyfikowane juz kilkadziesiat lat temu, do-
piero teraz staly sie goracym punktem zainteresowania. Zwigzane jest to z
ich ogromng medyczng, przemystowg i ekonomiczng rolg. Transportery ABC
sg bowiem odpowiedzialne za wielorakg oporno$¢ komérek na inhibitory.
Wptywaja na obnizenie stezenia leku w cytoplazmie, poprzez aktywne wy-
rzucanie go na zewngtrz komarki. Ekspresja genéw kodujacych biatka ABC
zwigzana jest np. z opornoscig mikroorganizmow na antybiotyki i fungicy-
dy, z opornoscig Plasmodium na leki antymalaryczne, z opornoscig roslin na
herbicydy [1]. Wiele chor6b cztowieka zostato powigzanych z mutacjami w
genach ABC transportero6w. Mutacje powodujgce nieprawidtowe funcjono-
wanie transporterow ABC (mutacje typu loss-of-function) prowadzg np. do
mukowiscydozy (mutacje w genie CFTR; ang. Cystic fybrosis transmembrane
regulator), zespotu Dubina-Johnsona (mutacje w genie cMOAT; DJS, ang. Du-
bin-Johnson syndrome, hyperbilirubinemia Il), zaburzen w transporcie chole-
sterolu, choroby tangierskiej (mutacje w genie ABCAL, ang. Tangier disease),
choroby Stargardta (mutacja w genie ABCA4; STGD, ang. Stargardt's disease)
i wielu innych [2-5]. Obszerna lista chorob powodowanych przez mutacje
w genach ABC dostepna jest na stronie http//nutrigene.4t.com/humanabc.
htm. Mutacje powodujgce nadekspresje genéw biatek ABC prowadzg do na-
bycia przez komarki cech opornosci wielolekowej. Cecha ta stanowi ogrom-
ny problem zaréwno w antybiotykoterapi przeciwko bakteriom ale réwniez
w chemioterapi komdérek nowotworowych. Dlatego wazne jest zrozumienie
systemu aktywnosci i regulacji gendéw transporterow ABC, jak i zasady dzia-
tania i specyfiki substratowej biatek ABC.

Wszystkie znane transportery ABC wykazujg podobng budowe domenowag.
Zbudowane sg z zachowanej w ewolucji NBD domeny (ang. Nucleotide-Binding
Domain) wigzacej i hydrolizujagcej ATP i domeny MSD (ang. Membrane-Span-
ning Domain) —domeny transmembranowej. Energia wykorzystana do trans-
portu substancji przez btony niezgodnie z gradientem stezen pozyskiwana jest
z hydrolizy ATP, dlatego tez biatka ABC zwane sg czesto pompami. Nalezy
jednak pamietaé, ze biatka ABC dzialajg nie tylko jako transportery ale row-
niez jako receptory, kanaty, regulatory kanatdw i proteazy [6].

W badaniach biochemicznych i genetycznych wykorzystuje sie organizmy

modelowe np. drozdze Saccharomyces cerevisiae. Drozdze od wiekdw sa zwig-
zane z postepem irozwojem cywilizacji ludzkiej. Stosowane w przemysle pie-
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Tabela 1. Wykaz i charakterystyka biatek ABC u Saccharomyces cereirisiae z podziatem na podrodziny.

Podrodzina Gen ORF (liczb"A A)~" Topologia
STE6 YKL209c 1290 (MSD-NBD)2
ABCB ATM1 YMR301c 694 MSD-NBD
(MDR) MDLI YLR188w 696 MSD-NBD
MDL2 YPL279w 820 MSD-NBD
YOR1 YGR281c 1477 (NBD-MSD)2
YCF1 YDR135¢c 1515 NTE-(NBD-MSD)2
ABCC BPT1 YLLO15w 1559 NTE-(NBD-MSD)2
(MRP/CFTR) VMR1 YHLO035¢ 1592 NTE-(NBD-MSDy
YBT1 YLLO48c 1661 NTE-(NBD-MSDy
NFT1 YKR103w/104w 1524 NTE-(NBD-MSD)2
ABCD PXAl YPL147w 870 MSD-NBD
(ALDP) PXA2  YKL188¢c 853 MSD-NBD
ABCE (RLI) RL11 YDRO091c 608 NBD-NBD
YEF3 YLR249w 1044 NBD-NBD
ABCF Newl YPL226w 1196 NBD-NBD
(YEF) GCN20 YFRO09w 752 NBD-NBD
Hef3 YNLO14w 1044 NBD-NBD
ARB1 YERO036¢ 610 NBD-NBD
PDR5 YOR153w 1511 (MSD-NBD)2
SNQ2 YDROIllw 1501 (MSD-NBDh
PDR15 YOR406w 1529 (MSD-NBD)"
PDR10 YOR328w 1564 (MSD-NBD)'
ABCG PDR12  YPLO058c 1511 (MSD-NBD),
(PDR) PDR11  YI:013c 1411 (MSD-NBD)2
PDR18 YNRO70w 1333 (MSD-NBD)2
AUS1 YOROIlw 1394 (MSD-NBD),
YOLO75¢ 1093 (MSD-NBD)2
ADP1 YCROllc 1049 MSD-NBD-MSD
Inne CAF16  YFLO028c 289 NBD
YDRO061w 539 NBD

Lokalizacja w komérce

btona komdérkowa
wew.btona mitochondrialna
wew.btona mitochondrialna
wew.btona mitochondrialna
btona kom.

btona wakuoli

btona wakuoli

btona wakuoli

btona wakuoli
?

peroksysomy
peroksysomy

?

cytoplazma, rybosomy

btona komérkowa
btona komérkowa
btona komérkowa
btona komérkowa
btona komérkowa
btona komérkowa
btona komérkowa
btona komérkowa
btona komérkowa
btona komérkowa

Funkcja

tansport feromonu a
homeostaza Fe/S biatek
transport peptydéw

?

transport inhibitoréw
transport metali
transport inhibitoréw
transport inhibitoréw
transport inhibitorow

”

pobieranie
dtugotancuchowych
kw. ttuszczowych

homeostaza Fe/S

wptywa na translacje biatek
powigzany z bigeneza
rybosomoéw

aktywacja kinazy Gen2p

”

powigzany z biogenezg
rybosoméw

wieloraka opornos¢
wieloraka opornos¢
wieloraka opornos¢
wieloraka opornos¢
opornos$¢ na stabe

kw. organicznych
gransport steroli

transport steroli
?
?
.

ORF —ang. open readingframe, otwarta ramka odczytu, sekwencja, ktdra potencjalnie moze ulec translacji na biatko; AA —aminokwasy; MSD —
domena transbtonowa; NBD —domena wigzania i hydrolizy ATP; NTE —dodatkowa N-kofAcowa domena transbtonowa podrodziny ABCC.

karniczym, browarnictwie czy przemysle farmaceutycz-
nym komdarki drozdzy staly sie najstarszym i najwdziecz-
niejszym biotechnologicznym partnerem cztowieka. Droz-
dze sg materiatem tanim, tatwo dostepnym i bezpiecznym.
Duze podobieAstwo strukturalne i funkcjonalne biatek
cztowieka i drozdzy daje ogromng szanse na scharaktery-
zowanie wielu biatek cztowieka poprzez badanie ich droz-
dzowych homologdw lub poprzez heterologiczng ekspre-
sje w komérkach drozdzy.

BUDOWA BIALEK ABC

Biatka nalezgce do rodziny ABC charakteryzujg sie za-
chowang w ewolucji budowga. Zbudowane sg z dwoch ho-
mologicznych czesci, z ktérych kazda obejmuje domene
MSD i domene NBD odpowiedzialng za hydrolize ATP
[6-8], U eukariotow te homologiczne potowy sg kodowa-
ne jako jeden polipeptyd (tzw. peine ABC transportery)
lub jako oddzielne biatka (tzw. transportery potowicz-
ne), ktore tworzg funkcjonalne homo- lub heterodimery
[6,7,9]. Domeny MSD zwykle, cho¢ nie zawsze, zawieraja
6a-helikalnych motywéw transbtonowych. Domena wia-
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zania i hydrolizy ATP, domena NBD, jest krytyczna dla
funkcji biatek ABC. Domeny te zawierajg najbardziej za-
chowane w ewolucji rejony sekwencji reszt aminokwaso-
wych charakterystyczne dla biatek z rodziny ABC. Kaz-
da z domen NBD, zbudowanych z okoto 200 reszt ami-
nokwasowych, zawiera zachowane w ewolucji motywy
Walker A i Walker B [10], ktére sa rozdzielone rejonem
zbudowanym z 90-120 reszt aminokwasowych i tzw.
,ABC signature motif' zawerajagcym sekwencje LSGGQ
(czasem zwang motywem C) [6,8,11].

Bazujac na molekularnej architekturze, wzajemnym
uktadzie domen NBD i MSD, obecnosci poszczegdlnych
domen i homologii w obrebie domen NBD mozna wy-
rézni¢ kilka typow biatek ABC transporteréow, co jest
podstawg ich klasyfikacji w podrodziny (Ryc. 1). Biatka
ABC cztowieka zostaty na tej podstawie podzielone na
7 podrodzin ABCA, ABCB, ABCC, ABCD, ABCE, ABCF
i ABCG (http//nutrigene.4t.com/humanabc.htm). U
drozdzy S. cerevisiae wyr6zniono 6 podrodzin biatek
ABC (Tab. 1, Ryc. 2): ABCB/MDR, ABCC/MRP, ABCD/
ALDP, ABCE/RLI, ABCF/YEF i ABCG/PDR [12-14].
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cji domeny NBD biatka Ste6p, ktore byto
pierwszym zidentyfikowanym transporte-
rem ABC. Wykazano w ten sposob istnie-
nie 30 potencjalnych genéw ABC transpor-
terow u S. cerevisiae. W$réd wyszukanych
biatek znalazty sie dwadziescia dwa ABC

(NBD-MSD), 4 dz(MSEB"éBCDb = transportery posiadajgce domeny NBD i
I n n| r - . . . .
podrodzina ABCG i%a%aéfmscmis@sf domeny MSD i osiem biatek posiadajacych
tylko sekwencje NBD. Wérdd drozdzowych
transporterdw wyrozniono sze$¢ pod-
_NTE_ MSD MSD rodzin_: PDR, MDR, AL[?P, MRP/C_FTR_i
YEF3 i RLI [12,13]. Obecnie do klasyfikacji
NBDNBD biatek ABC drozdzy zaproponowano sys-
podrodzina ABCF .
tem nazewnictwa stosowany w przypad-
ku ich homologéw wystepujacych u czto-
NEONED), MSD-NBD wieka. Wyr6zniamy wiec podrodziny od
drodzina ABCB o
podrodzina ABEC ggd;gdz:g ABCD :fpsg 2 ABCB do ABCG (Tab. 1) [17]. U drozdzy

Rycina 1. Topologia biatek ABC. Uktad domen w biatkach ABC. Molekularna architektura czasteczek
iwzajemny uktad domen stanowiag podstawe do podziatu biatek ABC w podrodziny. NBD —domena
wigzania ihydrolizy ATP; MSD —domena transbtonowa; NTE —ang. N-terminal Extention, dodatkowy

rejon wystepujacy w biatkach z podrodziny ABCC.

BIALKA ABC S. CEREVISIAE

Catkowita sekwencja genomu S. cerevisiae zostata opu-

blikowana w 1996 roku [15,16]. Drozdze piekarnicze byty
pierwszym organizmem eukariotycznym, dla ktérego

wykonano analize sekwencji genomu w celu wyszuka-

nia genoéw wszystkich potencjalnych ABC transporterow.
Wyszukiwanie homologéw oparto na znanej sekwen-

Adp1p
Yol075cp

Rlitp | ABCE

Rycina 2. Drzewo filogenetyczne biatek ABC u Saccharomyces cerevisiae. Analizie filogenetycznej poddano cate
sekwencje reszt aminokwasowych biatek. Sekwencje poréwnano przy uzyciu programu Clustal W [81], anali-
ze filogenetyczng wykonano przy uzyciu metody ,,Neighbour-Joining Method" [82],
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S. cerevisiae brak jest przedstawicieli pod-
rodziny ABCA wystepujacej u cztowieka.
Obecnos¢ biatek ABC wykazano w btonie
komorkowej, btonie wakuoli, btonie mito-
chondrialnej, btonie peroksysomow i cyto-
plazmie (Ryc. 4).

PODRODZINA ABCB

Do podrodziny ABCB zakwalifikowano cztery biatka:
Ste6p, Atmlp, Mdllp i MdI2p. Biatko Ste6p lokalizuje sie
w btonie komdérkowej, pozostate biatka lokalizujg sie w
wewnetrznej btonie mitochondrialnej. Biatko Ste6p (ang.
STErile) byto pierwszym ABC transporterem zidentyfiko-
wanym u drozdzy ito na podstawie znanej sekwencji do-
meny NBD tego biatka wyszukiwano
homologéw w obrebie catego genomu
drozdzowego [18-21]. Chociaz obec-
nos$¢ Ste6p wykazano w endosomach

i pecharzykach Golgiego, jednak funk-
Pdri0p cjonalna forma biatka lokalizuje sie
= 4|—:':,d£195 tylko w btonie komdrkowej. Ste6p jest
== p

Pdri2p ABCG (PDR) pelnym transporterem o strukturze
_‘—:Pdﬂﬂp MDS1-NBD1-MDS2-NBD2 odpowie-
Snq2p dzialnym za zalezny od ATP trans-
1—::;111: port feromonu a, ktdry jest niezbed-
Newlp ny dla koniugacji drozdzy. Ste6p jest
—l —Yafip biatkiem specyficznym dla komoérek
e HOtIh ABCF (YEF) haploidalnych typu koniugacyjnego
—_ Gen20p MAT a [22-24]. Wyja$nienie moleku-
Aup larnego mechanizmu katalizowanego
TEYE F:_Jx::zl'p lABCD (ALDP) przez Ste6p transportu feromgnu a
Kintp jest szansg na wyjasnlehle_ogolr]ego_
Ste6p mechanizmu transportu inhibitorow i
Mdl1p ABCB (MDR) endogennych biatek przez ABC trans-
"'?f%l’ portery. Po wydzieleniu fromonu a na
er1: zewnatrz komérki, Ste6p jest usuwany
Yht1p z btony przez zalezng od ubikwityny
YYof‘t'1p ABCC (MRPICFTR) endocytoze i degradowany w wakuoli

(> .

Bmp" [25].

Do rodziny ABCB zostaty zakwali-
fikowane réwniez transportery poto-
wiczne Mdllpi MdI2p (ang. MultiDrug
resistance Like) o strukturze MSD-NBD,
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Jklasyczna
pompa”

4’.

Rycina 3. Model mechanizmu transportu katalizowanego przez ABC transpor-
tery. Zgodnie z modelem klasycznej pompy substrat usuwany jest z cytoplazmy
przez kanat centralny. Substrat moze by¢ usuwany bezposrednio z dwuwarstwy
fosfolipidowej, poprzez kanat centralny biatka (model molekularnego odkurza-
cza) lub poprzez ruch flip-flop (model flipazy). MSD — domena transbtonowa;
NBD —domena wigzania i hydrolizy ATP.

wystepujace w wewnetrznej btonie mitochondrialnej.
Pomimo wielkiego podobienstwa tych dwaéch transpor-
terow, funkcjonujg one raczej jako homodimery niz he-
terodimery. Mdllp zostat scharakteryzowany jako biatko
odpowiedzialne za zalezny od ATP transport peptyddw,
zbudowanych z 6-20 reszt aminokwasowych, z wnetrza
mitochondriow do przestrzeni miedzybtonowej, skad
prawdopodobnie pasywnie sg przepuszczane do cytopla-
zmy [26], Krotkie peptydy transportowane przez Mdllp
sa produktami degradacji biatek zle sfatldowanych przez
system m-AAA-proteaz (np. biatka Afg3p i Ytal2p). Po-
mimo lokalizacji w mitochonriach, funkcja M dllp nie jest
zwigzana z procesem oddychania, a gen MDLI nie jest
niezbedny do prawidtowego funkcjonowania komdrki.
Wykazano jednak, ze jego detecja powoduje uwrazliwie-
nie komdrek na stres oksydacyjny [27-29].

Biatko MdI2p réwniez lokalizuje sie w wewnetrznej
btonie mitochondrialnej [11]. Funkcja tego biatka nie jest
znana. Mdllp i MdI2p sg najblizszymi homologami ludz-
kich biatek ABC transporteréw TAP1 i TAP2 tworzacych
heterodimer odpowiedzialny za transport biatek z cyto-
plazmy do siateczki $rédplazmatycznej. Nieprawidtowe

-
Mdi2p Mdi1p

Adp14 P

Pdr10; Pdrisp Yor'P
der12p P

Rycina 4. Wewnatrzkomdérkowa lokalizacja biatek ABC u drozdzy S. cerevisiae.
Rycina przedstawia lokalizacje poszczegdlnych biatek ABC w organellach ko-
mérkowych: V. —wakuola; P —peroksysomy; M —mitochondria.

Postepy Biochemii 57 (3) 2011

dziatanie TAP1 i TAP2 zostato powigzane z zespotem
nagich limfocytow (BLS, ang. Bare lymphocytes syndrome
typel) i ziarniakowato$cig Wegenera (ang. Wegener granu-
lomatosis) [30],

Biatko AtmlIp (ang. ABC Transporter Mitochondrial) to
kolejny potowiczny transporter nalezacy do podrodziny
ABCB. Atmlp zlokalizowane jest w wewnetrznej btonie
mitochondriow, z czgSciag NBD po stronie matriks. Ko-
morki pozbawione genu ATM1 nie rosng na podtozach z
niefermentowalnym Zzrédtem wegla, a ich wzrost na glu-
kozie jest ograniczony. Komaérki sg narazone na zniszcze-
nia a nawet utrate mitochondrialnego DNA, co sugeruje
role ATM1 w stabilno$ci mitochondrialnego DNA [31,32].
Nieprawidtowa funkcja Atmlp powoduje akumulacje jo-
néw Fe wewnatrz mitochondridow, jak rdwniez stanowi
sygnat stresu oksydacyjnego dla komorki. Brak Atmlp
zabuza gromadzenie klasteréw Fe-S w cytoplazmie lecz
nie wptywa na gromadzenie sie klasterow Fe/S w mi-
tochondriach [33], Najblizszym homologiem Atmlp u
cztowieka jest ABCB7, ktory zostal powigzany z niedo-
krwistoscig syderoblastyczng (ang. Sideroblastic anemia) i
ataksjag (ang. ataxia) [34],

PODRODZINA ABCC (MRP/CFTR)

Podrodzina ta zawiera biatka zwigzane z detoksykacja
ksenobiotykéw. Zostaly do niej zaklasyfikowane biatka
Yorlp, Ycflp, Ybtlp, Bptlp, Vmrlp i Nftlp. Biatka te zbu-
dowane sg wedtug schematu MSD1-NBD1-MSD2-NBD2.
Wszystkie za wyjatkiem Yorlp posiadajg dodatkowy N-
koncowy rejon NTE (ang. N-Terminal Extention), w obre-
bie ktérego znajduje sie zwykle 4-5 rejondw transbtono-
wych. Biatka z podrodziny ABCC transportujg substraty
raczej w formie koniugantow glutationu, kwasu glukuro-
nowego lub kwasy siarkowego niz w formie niezmodyfi-
kowanej [17].

Yorlp jest jednym z lepiej zbadanych biatek grupy
ABCC. Gen YOR1 koduje biatko o budowie MSD1-NBD1-
MSD2-NBD2 bez dodatkowego N-koncowego fragmentu
NTE. Jest to jedyny przedstawiciel tej rodziny zlokalizo-
wany w btonie komoérkowej. Cho¢ YOR1 (ang. Yeast Oli-
gomycin Resistance) zostat wyizolowany jako gen nadaja-
cy komérkom oporno$é na oligomycyne, w przypadku
jego nadekspresji wzrasta oporno$¢ komérki na wiele
niezwigzanych strukturalnie i chemicznie zwigzkow [35].
Biatko Yorlp, obok Pdr5p i Sng2p, jest jednym z gtodw-
nych mediatorow warunkujacych wielorakag opornos$é
komorek na inhibitory, a specyfika substratowa Pdr5p,
Sng2p i Yorlp czesSciowo sie pokrywa [36-38]. Wykazano,
ze Yorlp jestrowniez odpowiedzialny za transport jonéw
kadmu w formie koniugantéw glutationu [39].

Biatko Ycflp zlokalizowane jest wytgcznie w bilonie
wakuoli. Ycflp (ang. Yeast Cadmium Factor) byt pierw-
szym poznanym przedstawicielem rodziny ABCC i jest
obecnie najlepiej scharakteryzowanym. Biatko Ycflp jest
kluczowym czynnikiem odpowiedzialnym za usuwanie
kadmu w formie koniugantéw glutationu do wakuoli
[40,41]. Wykazano, ze w formie koniugantéw glutatio-
nu, Ycflp transportuje do wakuoli réwniez jony arsenu
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(AsllIl), otowiu (Pbll), rteci (Hgll) i antymonu (Sblll) [42],
Delecja genu YCF1 powoduje nadwrazliwo$é¢ komérek na
jony metali, a nadwrazliwo$¢ ta moze by¢ komplemen-
towana przez heterologiczng ekspresje homologéw genu
YCF1 czyli genu MRP1 cztowieka tub AtMRPI ros$lin. Na-
lezy pamietaé, ze biatko MRP1 jest jednym z gtéwnych
mediatorow opornosci komdérek nowotworowych na che-
mioterapie. Wprowadzanie mutacji do poszczeg6linych
domen biatka lub skracanie sekwencji Ycflp pozwolito
na wstepne okre$lenie roli poszczegdélnych domen biatka.
Jak w przypadku innych ABC transporter6w, zmiany w
sekwencji domen NBD sg krytyczne, powodujg nieprawi-
dtowg funkcje lub degradacje biatka Ycflp. Badania mu-
tacji w obrebie charakterystycznej tylko dla tej podrodzi-
ny domeny NTE wykazaty, ze hydrofilowa cze$¢ sekwen-
cji NTE jest niezbedna do prawidtowego funkcjonowania
biatka za$ cze$¢ transbtonowa tej domenny jest niezbedna
do prawidtowej wewnatrzkomorkowej lokalizacji [43-45].

Kolejni reprezentanci rodziny ABCC, biatka Bptlp,
Ybtlp i Vmrlp nie sg tak dobrze scharakteryzowane. Za-
rowno Bptlp, Ybtlp, jak i Vmrlp sg zlokalizowane w bto-
nie wakuoli i sg zwigzane z detoksykacjg egzogennych i
endogennych substratéw. Biatko Bptlp (ang. Bile Pigment
Transporter), najblizszy homolog Ycflp, jest odpowie-
dzialne za wakuolarny transport bilirubiny w nieskoniu-
gowanej formie [46]. Usuniecie obu genéw YCF1 i BPT1
powoduje catkowite zahamowanie transportu bilirubi-
ny do wakuoli. Fizjologiczng rolg Bptlp moze wiec by¢
detoksykacja produktow degradacji biatek, w ktorych
grupg prostetyczng jest hem. Badania in vitro wykazaty,
ze biatko Bptlp, podobnie jak Ycflp, transportuje gluta-
tion, koniuganty glutationu i kwasu glukuronowego do
wakuoli, cho¢ gtdwna rola w tym transporcie przypada
Ycflp [47]. Wykazano rowniez role BPT1 w warunkowa-
niu opornosci komoérek na kadm. Sugeruje sie, ze Bptlp i
Ycflp moga tworzy¢ funkcjonalny heterodimer [48],

Biatko Vmrlp (ang. Vacuolar Multidrug Resistance) row-
niez bierze udziat w detoksykacji komérek drozdzy. Ko-
morki pozbawione genu VMR1, hodowane na podtozu z
niefermentowalnym zrédtem wegla wykazujg zwiekszo-
ng wrazliwo$é na obecnos$é kilkunastu réznych inhibito-
row, w tym réwniez kadmu i rteci. Ekspresja genu VMR1
jest indukowana w obecnosci glicerolu ale réwniez w
obecnosci réznych inhibitoréw. Wykazano zmniejszony
transport koniugantow glutationu do wakuoli komérek
pozbawionych Vmrlp, co sugeruje, ze podobnie jak w
przypadku innych biatek tej podrodziny, Vmrlp katali-
zuje transport substratu w formie koniugatow glutatio-
nu. Vmrlp wptywa na zalezny od ATP transport rodami-
ny 6G w komdrkach drozdzy [49].

YBT1 (ang. Bile Acid Transporter), kolejny przedstawiciel
rodziny ABCC zostat scharakteryzowany jako zlokalizowa-
ny w btonie wakuoli transporter odpowiedzialny za zalezne
od ATP przenoszenie kwasdw zdtciowych z cytoplazmy do
wakuoli [50]. Gen NFT1 (ang. New Fuli lenghft Transporter)
od niedawna funkcjonujgcy jako potencjalny peiny trans-
porter, uprzednio sekwencjnowany jako dwa niezalezne
geny YKR103w i YKR104w przedzielone kodonem nonsens.
Jego fizjologiczna rola nie jest dotychczas poznana [45],

328

PODRODZINA ABCD

Podrodzina ABCD ma tylko dwoch przedtawicieli:
PXAL i PXA2 (ang. PeroXisomal ABC transporter). Pxalp i
Pxa2p to potowiczne ABC transportery o strukturze MSD
-NBD. Oba biatka wystepuja w btonie peroksysomoéw
i moga tworzyé funkcjonalny heterodimer [51]. Brak
wzrostu komdrek pozbawionych gendw PXA1l i PXA2
na pozywkach, gdzie zrédtem wegla jest kwas palmi-
tynowy lub kwas oleinowy, jak i obecno$¢ w sekwencji
aminokwasowej biatek Pxalp i Pxa2p domeny wigzania
kwaséw ttuszczowych pozwala przypuszczaé, ze biatka
te zwigzane sg z pobieraniem dtugich kwaséw ttuszczo-
wych, ktére nastepnie ulegajag rozktadowi w procesie
utleniania. Pxalp i Pxa2p sg niezbedne do prawidtowej
biogenezy i funkcjonowania peroksysomoéw [52]. Homo-
logami biatek Pxalp i Pxa2p w organizmie cztowieka sg
PMP70, ALDR i PMP69, peroksysomalne biatka zwigzane
z chorobami neurodegenracyjnymi jak np. adrenoleuko-
dystrofia (ALD, ang. adrenoleukodystrophy, choroba Sie-
merlinga-Creutzfeldta, ang. Siemerling-Creutzfeldt disease)
i zespbt Zellwegera (ang. Zellweger syndrome, zespét mo-
zgowo-watrobowo-nerkowy, ZS, ang. cerebrohepatorenal
syndrome) [53].

PODRODZINY ABCE | ABCF

W skiad podrodzin ABCE i ABCF wchodzg biatka
Yef3p, Hef3p, Gen20p, Newlp, Arblp, Rlilp nie bedace
transporterami. Poza Newlp, ktory zbudowany jest z do-
men MSD-NBD, wszystkie posiadajg tylko domene NBD.
Biatko Yef3p (ang. Yeast Elongation Factor) jest niezbedne
do prawidtowego funkcjonowania komorki. Zbudowane
jest z dwoch domen NBD. Jest zlokalizowane\w cytopla-
zmie i rybosomach, a zwigzane jest z procesem transla-
cji biatek poprzez oddziatywanie z rybosomami. Nade-
kspresja genu YEF3 powoduje zwiekszenie tolerancji
komérek na inhibitory translacji biatek, paromomycyne i
hygromycyne B [54,55],

Biatko Hef3p (ang. Homolog of EF3) wykazuje ponad
80% identyczno$ci z Yef3p. Podobna jest tez jego funkcja.
Nadekspresja HEF3 powoduje komplementacje fenotypu
mutantéw z defektem Yef3p, jednakze delecja HEF3 nie
jest dla komorki letalna [56,57]. Ekspresja genu HEF3
indukowana jest np. zmniejszong dostepnoscig cynku i
azotu w podtozu [26]. Z procesem translacji biatek zwig-
zany jest rowniez Gcn20p (ang. General Control Nondere-
pressible). Gcn20p jest pozytywnym regulatorem kinazy
Gcen2p. Prawdopodobnie Gen20p aktywuje kinaze Gen2p
poprzez stabilizacje kompleksu biatek Genlp i Gen2p.
Za tworzenie prawidtowego kompleksu odpowiedzialna
jest domena MSD biatka. Gen20p jest jednym z czynni-
kéw wymaganych w odpowiedzi komérki na gtdd i stres
oksydacyjny [58,59].

Fizjologiczna rola biatka Arblp (ang. ATP-binding cas-
sette protein involved in Ribosome Biogenesis) jest nieznana.
Delecja genu ARBI doprowadza do S$mierci komorki.
Wyniki badan wskazujg na role biatka Arblp w biogene-
zie podjednostek 40S i 60S rybosomow [60]. Z biogeneza
rybosoméw zwigzany jest tez Newlp (Nu+). N-koricowa
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domena Newlp zawiera bogaty w reszty glutaminy i
asparaginy rejon, ktéry wspomaga formowanie [Nu+] i
indukcje biatek prionowych [Psi+] [61,62],

Kolejny przedstawiciel tej podrodziny, biatko Rlilp
(ang. RNAse L Inhibitor) jest niezbedne dla prawidtowego
funkcjonowania komérki. Delecja genu RLI1 powoduje
defekt w eksporcie podjednostek rybosomow i zatrzyma-
nie procesu translacji. Rlilp jest niezbedny do tworzenia
mitochondrialnego i cytoplazmatycznego klastera Fe/S
[63]. Biatko Cafl6p (ang. CCR4 Associated Factor) oddzia-
tuje z RNA polimerazg Il [64], natomiast gen YDROOGIw
nie zostat jeszcze scharakteryzowany.

PODRODZINA ABCG (PDR)

Podrodzina ABCG (PDR) jest najlepiej znana i opisa-
na wsrdéd wszystkich podrodzin ABC. Do podrodziny
tej zaklasyfikowano dziesie¢ biatek ABC transporteréw,
z czego dziewie¢ to biatka tzw. peinych transporteréow
0 strukturze NBD1-MSD1-NBD2-MSD2 (biatka Pdr5p,
PdrlOp, Pdrl5p, Pdrllp, Pdri2p, Sng2p, Pdri8p, Auslp,
Yol075cp) i biatko Adplp o strukturze MSD-NBD-MSD.
Funkcja tej podrodziny jest prawdopodobie detoksykacja
komorki poniewaz wiekszo$¢ jej przedstawicieli zostata
scharakteryzowana jako biatka warunkujgce opornos¢
komérek na inhibitory, stad nazwa PDR (ang. Pleiotropic
Drug Resistance). Najlepiej scharakteryzowane biatka tej
grupy to Pdr5p, Snqg2p i Pdrl2p. Nadekspresja genow
PDRS5 (ang. Pleiotropic Drug Resistance) i SNQ2 (ang. Sensi-
tivity to 4NitroQuinoline oxide) powoduje wzrost tolerancji
komérek na setki chemicznie niepowigzanych ze sobg in-
hibitoréw. Udowodniono, ze wsrdéd zwiazkow transpor-
towanych przez pompy Pdr5p i Sng2p sg hydrofobowe
fungicydy, ksenobiotyki, leki antynowotworowe, my-
kotoksyny, herbicydy. Pdr5p jest gtdbwnym mediatorem
opornosci komoérek grzybdw na azole. W obu przypad-
kach geny zostaly wyizolowane jako czynnik nadajacy
komérkom drozdzy oporno$¢ na inhibitory, a ich pro-
dukty zlokalizowane sg w btonie komdrkowej. Pdr5p jest
homologiem transportera ABC cztowieka, glikoproteiny
P, kodowanej przez gen MDR1. Glikoproteina P, ktora
usuwa lipofilowe czgsteczki na zewnatrz komaérek odgry-
wa kluczowa role w opornosci komérek nowotworowych
na chemioterapeutyki. Wykazano aktywne usuwanie le-
kéw antynowotworowych daunorubicyny, doxorubicyny
1tamoksifenu lecz nie metotreksatu przez Pdr5p [38,65-
69]. Biatko Pdr5p jest odpowiedzialne za translokacje li-
pidéw w warstwach btony komoérkowej [70], PDR5 ule-
ga ekspresji w czasie wrostu logarytmicznego natomiast
jest wygaszany w stacjonarnej fazie wrostu jak i w czasie
ograniczonego dostepu do substancji odzywczych. Dele-
cja genu powoduje jednak hiperwrazliwosé komoérek na
wiele inhibitoréw. Szczepy z usunietym genem PDR5 s3g
wiec wykorzystywane w projektach dotyczacych badan
toksycznego dziatania zwigzkéw na komorki drozdzy
[69]Transporter Pdrl2p zostat zidentyfikowany jako na-
dajacy komdérkom oporno$¢ na stabe kwasy organiczne.
Pdrl2p jest zlokalizowany w btonie komdrkowej i katali-
zuje zalezny od ATP transport anion6w karboksylowych
na zewnatrz komorki [71,72], Wykazano, ze substratami
pompy Pdrl2p sg zwigzki stosowane jako konserwanty
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zywnosci (np. kwas benzoesowy, kwas sorbowy, kwas
propionowy), jak i C1-C7 stabe kwasy organiczne po-
wstajgce w czasie metabolizmu komaorki [71].

Auslp i jego najblizszy homolog Pdrllp sg zwigza-
ne z transportem steroli. Oba biatka sg zlokalizowane w
btonie komoérkowej. Delcja genu AUS1 i PDR11 powo-
duje zmniejszenie akumulacji cholesterolu w komorce
drozdzy. Prawdopodobnym substratem biatek Ausllp i
Pdrllp moze by¢ ergosterol, ktdry jest wystepujacym w
komdrkach grzybdw analogiem cholesterolu [73].

O pozostatych biatkach nalezgcych do podrodziny
ABCG nie wiadomo zbyt wiele. Biatka PdrlOp i Pdrl5p
zostaty powigzane z opornoscig komaérek na inhibitory w
odpowiedzi komorki na stress [74], Sa to najblizsze ho-
mologii gtéwnego mediatora wielorakiej opornosci ko-
morki biatka Pdr5p. Pdrl5p nadaje komdérkom opornosé
na chloramfenikol, ktéry jest rowniez substratem Pdr5p.
Wykazano jednak, ze aktywacja PDR15 przypada na inng
faze wzrostu komoérek niz aktywacja PDR5. R6zna jest tez
kontrola regulacji ekspresji tych genéw [75].

Biatko PdrlOp wystepuje w formie matych agregatéw
w btonie komoérkowej [76], Delecja genu PDR10 powodu-
je uwrazliwienie komdrek na kalkoflour biaty i kwas sor-
bowy, przy czym wykazano, ze uwrazliwienie na kwas
sorbowy wynika raczej ze zmienionego rozmieszczenia
biatka Pdrl2p w btonie komoérek z usunietym genem
PDR10, niz z braku PdrlOp [77]. Transportery ABC ko-
dowane przez geny PDR18 i YOLO75c nie zostaty dotych-
czas scharakteryzowane. Nieznana jest rowniez funkcja i
wewngatrzkomorkowa lokalizacja biatka Adplp.

MECHANIZM TRANSPORTU

Cykl katalityczny transporterow ABC najprawdopo-
dobniej obejmuje wigzanie nukleotydu i substratu, hy-
drolize ATP, a nastepnie uwolnienie P. i ADP. Przeniesie-
nie substratu na druga strone btony ma miejsce w czasie
hydrolizy ATP [78]. Sam proces nie zostat jednak jeszcze
wyjasniony. Uznaje sig, ze domeny MSD odpowiedzieal-
ne sa za rozpoznanie i przeniesienie substratu podczas
gdy domena NBD dostarcza energii niezbednej do zmia-
ny konformacji biatka lub dimeryzacji, poprzez rozkiad
ATP. Badania nad glikoproteing P (ABCB1) wskazuja, ze
wigzanie sie substratu do domeny MSD wymusza zmia-
ny konformacyjne zwiekszajgce powinowactwo domen
NBD do ATP. Natomiast zwigzanie dwéch czasteczek
ATP do domen NBD wymusza kolejne zmiany konfor-
macyjne umozliwiajgce przeniesienie substratu na druga
strone btony. Uwolnienie ADP i P. prowadzi do przywro-
cenia pierwotnej struktury biatka [79],

Zaproponowano trzy mechanizmy transportu: Kla-
sycznej pompy, flipazy i ,molekularnego odkurzacza"
(Ryc. 3). Biatka ABC tworzg w btonie kanaty centralne,
przechodzace przez dwuwarstwe lipidowg. Zgodnie z
modelem klasycznej pompy biatka wigzg substraty bez-
posrednio z cytoplazmy i kanatem przenosza je do fazy
wodnej na zewnatrz komdrki. Taki model transportu
wydaje sie by¢ najbardziej prawdopodobny w przypad-
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ku transportu stabych kwasow ttuszczowych przy udzia-
le Pdrl2p [72], Wiekszo$¢ zwigzkdéw transportowanych
przez ABC transportery ma charakter hydrofobowy sg
wiec raczej rozpuszczalne w warstwie lipidowej nie w wo-
dzie. Higgins zaproponowat, ze transportery ABC moga
usuwac substraty bezposrednio z dwuwarstwy lipidowej
[6]. W tym przypadku substrat nie wnika do cytoplazmy
lecz jest przechwycony bezposrednio w bionie. Zgodnie
z hipotezg ,,molekularnego odkurzacza" substrat przeno-
szony jest w btonie do kanatu centralnego transportera
ABC i nastepnie usuwany kanatem na zewngtrz komor-
ki. Badania P-glikoproteiny chomika wykazaty istnienie
potgczania pomiedzy kanatem centralnym biatka a li-
pidami btony [78]. Model flipazy proponuje przeniesie-
nie substratu z jednej warstwy btony na drugag warstwe
btony skad moze swobodnie dyfundowac¢, zapobiegajac
whniknieciu substratu do wnetrza komoérki. W modelu
tym biatka ABC wykorzystywatyby aktywnod¢ flipazowa
odpowiedzialng za ruchliwo$¢ poprzeczng fosfolipidow
(flip-flop) w asymetrycznej btonie komdérkowej [80]. Ak-
tywnos$¢ transporterébw ABC w transporcie fosfolipidéw
wykazano juz zaré6wno dla transporterow ssakow [13],
jak i dla drozdzowych biatek Pdr5p i Yorlp [36,70],

PODSUMOWANIE

Badania prowadzone na drozdzach Saccharomyces ce-
revisiae wniosty juz duzy wktad w zrozumienie roli roz-
nych biatek w komérkach eukariotycznych. Publikacja
sekwencji catego genomu w potgczeniu z doskonale roz-
winietymi metodami badan genetyki i biochemii drozdzy
przy jednoczesnym braku zastrzezen etycznych znacznie
utatwity i przyspieszyty badania funkcji wielu biatek w
tym réwniez biatek z rodziny ABC. Heterologiczna syn-
teza biatek patogendw, biatek ssakow czy roslin w ko-
morkach drozdzy ujawnita funkcjonalne podobieristwo
pomiedzy biatkami ABC z réznych organizméw. Wcigz
jednak nie wyjasniono molekularnego mechanizmu ka-
talizowanego przez biatka ABC transportu, fizjologicznej
roli wiekszos$ci z tych biatek, jak rdwniez oddziatywan
z innymi biatkami. Ze wzgledu na tatwo$¢ manipulacji
i szeroki zakres narzedzi biologii molekularnej mozliwy
do zastosowania w przypadku S. cerevisiae, a ograniczony
w przypadku np. komérek cztowieka czy patogendéw, or-
ganizm ten pozostaje kluczowym w badaniach. Najwiek-
szg szanse upatruje sie w wyjasnieniu mechanizmow
wielolekowej opornosci komdrek nowotworowych roz-
wijajacej sie u pacjentow stosujgcych chemioterapie, jak i
w identyfikacji nowych inhibitor6w mozliwych do zasto-
sowania w terapiach klinicznych.
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ABSTRACT

The ABC transporters (ATP Binding Cassette) compose one of the bigest protein family with the great medical, industrial and economical
impact. They are found in all organism from bacteria to man. ABC proteins are responsible for resistance of microorganism to antibiotics
and fungicides and multidrug resistance of cancer cells. Mutations in ABC transporters genes cause seriuos deseases like cystic fibrosis, ad-
renoleucodystrophy or ataxia. Transport catalized by ABC proteins is charged with energy from the ATP hydrolysis. The ABC superfamily
contains transporters, canals, receptors. Analysis of the Saccharomyces cerevisiae genome allowed to distinguish 30 potential ABC proteins
which are classified into 6 subfamilies. The structural and functional similarity of the yeast and human ABC proteins allowes to use the S.
cerevisiae as amodel organism for ABC transporters characterisation. In this work the present state of knowleadge on yeast S. cerevisiae ABC

proteins was summarised.
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