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KILKA SLtOW OD REDAKTORA

Szanowni Panstwo,

Rozpoczynamy nowy rok dziatalnosci naszej redakcji i jak zawsze nie moge, niestety, ustrzec sie mysli o zagrozeniach, jakie moga
spotkac czasopismo w przysztosci. Jedno z nich to mozliwo$¢, ze spadnie liczba prac, ktére Painstwo nadsytacie do naszej redakcji, a
drugie, ze ,,Postepy Biochemii' moga przezyé¢ krach finansowy, ktérego nie udzwignie Polskie Towarzystwo Biochemiczne,. Na tego
rodzaju myséli jedynym lekarstwem jest analiza ubiegtego roku pod wzgledem sposob6w radzenia sobie z tymi zagrozeniami.

W 2006 roku wydrukowalismy 47 artykutdw przeglagdowych i 1 artykut sponsorowany, z tgcznie 64 nadestanych prac, co stanowi
75 procent artykutéow przyjetych do druku. Autorzy wiekszoséci z wydrukowanych artykutéw (79,1 procent) wspaniatomysinie ze-
chcieli pokry¢ czesciowe koszty druku wtasnych prac. Nie zawiedli tez nasi sponsorzy: Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
oraz Prezydium Polskiej Akademii Nauk; dzieki pomocy finansowej wspomnianych instytucji ukazat sie m. in. numer 4 (specjalny)
z 2006 roku, poswiecony szlakom przekazywania sygnatéw w komérce i diagnostyce molekularnej. Szczeg6lne podziekowania na-
lezg sie takze firmom biomedycznym oraz firmom oferujgcym sprzet badawczy i odczynniki, takim jak Merck Sp. z 0.0., Olympus,
BD Bioscience, Santa Cruz Biotechnology Inc, Abo Grazyna Boreysza, bioMerieux Polska, oraz wydawnictwu naukowemu PWN za
wspieranie dziatalnosci wydawniczej Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. Mam nadzieje, ze z podobng wspaniatomys$inoscia
spotkamy sie takze w 2007 roku, bo bez takiej pomocy byt naszego czasopisma bytby niemozliwy.

Jako redaktor naczelny szczegdlnie cenie sobie Panstwa uwagi, ktére pomagajg mi w codziennej pracy nad udoskonalaniem cza-
sopisma. Dlatego bardzo prosze o kierowanie Panstwa opinii na adres poczty elektronicznej s.pikula@nencki.gov.pl. Dziekuje za
uwage i zapraszam jak zwykle do lektury naszego czasopisma oraz do odwiedzania naszej strony internetowej pod adresem www.
postepybiochemii.pl.
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« Chemicznie zmodyfikowana polimeraza Podwyzszona czuto$¢ rekaciji PCR.
hot-start zapewnia wydajny i szybki  Dogodna pokojowa temperatura
start reakcji PCR. przygotowywania PCR dzieki dodaniu
» Wysoce wydajna amplifikacja ztozonych do reszt aminkwasowych specyficznych,
komplekséw matrycowego DNA. termolabilnych grup blokujgcych.
» Krotki czas aktywacji: tylko 4 minuty! * Produkty reakciji zawierajg konce 3'-dA.
» Wysoka specyficzno$¢ PCR:
zredukowanie do minimum tworzenie

dimerow przez primery oraz mispriming. Taa DNA TrueStart™

Zastosowanie: EP0O611 1 x 100 u (5u/ul)
« Hot-start PCR, EP0612 1 x 500 u (5u/ul)
* high throughput hot-start PCR EP0613 5 x 500 u (5u/ul)

(Taq DNA TrueStart™),

* RT-PCR, Taq DNA Hot Start

» real-time PCR,

« amplifikacja DNA typu ,low copy”, EP0602 1 x 500 u (Su/ul)
» generacja produktow PCR do klonowania TA. EP0603 5 x 500 u (Su/ul)
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WYDARZENIA -

WIADOMOSCI KRAJOWE

pod redakcjg Teresy Wesotowskiej

Fot. 1. Profesor Michat Kleiber, Prezes PAN

Prof. Michat Kleiber (Fot. 1) w
dniu 14 grudnia 2006 r. zostat wybra-
ny nowym prezesem Polskiej Akade-
mii Nauk przez Zgromadzenie Og6l-
ne PAN. Zastgpit na tym stanowisku
prof. Andrzeja Legockiego. Kontrkan-
dydatem prof. Michata Kileibera byt
prof. Andrzej Kajetan Wrdblewski.
Profesor Michat Kleiber (ur. 1946 r.)
jest specjalistg w zakresie zastosowan
nowoczesnych technik komputero-
wych w badaniach naukowych, tech-
nice i medycynie. Ukonczyt Wydziat
Inzynierii Ladowej Politechniki War-
szawskiej oraz Wydziat Matematyki,
Informatyki i Mechaniki Uniwersy-
tetu Warszawskiego. W 1995 r. zostat
dyrektorem Instytutu Podstawowych
Problemoéw Techniki PAN, w ktorym
od 1986 roku kieruje Zaktadem Metod
Komputerowych. Przez wiele lat byt
wyktadowcg na Wydziale Matematy-
ki i Nauk Informacyjnych Politechniki
Warszawskiej. Jest takze Sekretarzem
Generalnym Europejskiego Towarzys-
twa Metod Komputerowych w Na-
ukach Stosowanych oraz Prezesem
Srodkowoeuropejskiego  Towarzys-
twa Metod Komputerowych i Mecha-
niki. Zasiada w radach redakcyjnych
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OPINIE -

kilkunastu miedzynarodowych cza-
sopism naukowych. Jest m.in. redak-
torem naczelnym prestizowego czaso-
pisma o zasiegu miedzynarodowym:
»Archives of Computational Methods
in Engineering”. W latach 2001-2005
byt ministrem nauki i informatyzacji
oraz przewodniczgcym Komitetu Ba-
dan Naukowych. Obecnie peini m.in.
funkcje spotecznego doradcy Prezy-
denta RP, jest cztonkiem Europejskiej
Rady Nauki, Rady Programowej Pol-
skiego Forum Strategii Lizbonskiej
oraz prezesem organizacji European
Materials Forum. W 2001 roku prof.
Kleiber otrzymat Nagrode Fundacji
na rzecz Nauki Polskiej (tzw. Polskie-
go Nobla) w dziedzinie nauk technicz-
nych (wg PAP - Nauka w Polsce).

Prof. Wojciech Kostowski 1 stycz-
nia 2007 r. zostat nowym przewodni-
czacym Wydziatu Nauk Medycznych
PAN. Zastgpit na tym stanowisku
prof. Andrzeja Trzebskiego. Prof. Ko-
stowski bedzie peinit w/w funkcje w
latach 2007-2010. Dotychczas byt wi-
ceprzewodniczacym Wydziatu Nauk
Medycznych PAN. Prof. Kostowski
specjalizuje sie w psychofarmakolo-
gii. Prowadzit badania miedzy inny-
mi nad przekaznikami nerwowymi,
wptywem noradrenaliny na dziatanie
lekéw przeciwdepresyjnych. Wyka-
zal, ze serotonina i dopamina petnig
role w zachowaniach agresywnych
mrowek. W ostatnim dziesiecioleciu
skupit sie na problematyce dziatania
srodkow uzalezniajacych, w tym alko-
holu, morfiny i kokainy. Serotniona,
jego zdaniem, moze mie¢ wptyw na to
dziatanie. Opracowat wtasng koncep-
cje powstawania uzaleznieA opartg
na zatozeniu, ze decydujgcg role w tej
kwestii moze odgrywac uposledzenie
zaspokajania popedow. Prof. Kostow-
ski pracuje miedzy innymi w Instytu-
cie Psychiatrii i Neurologii w Warsza-
wie. Jest cztonkiem kilku komitetdw
PAN - Nauk Fizjologicznych, Nauk
Neurologicznych oraz Neurobiologii.

Dnia 9 listopada 2006 r. w Mini-
sterstwie Nauki i Szkolnictwa Wyz-
szego odbyto sie plenarne posiedze-

KOMENTARZE

nie Rady Nauki z udziatem prezeséw
PAN iPAU, prezesa Fundacji na rzecz
Nauki Polskiej, przewodniczacych
Rady Gtownej Jednostek Badawczo-
Rozwojowych, Rady Gtoéwnej Szkol-
nictwa Wyzszego oraz przewodniczg-
cego Komisji do spraw Nauki KRASP.
W trakcie obrad Minister Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego, prof. Michat
Sewerynski, przedstawit tezy progra-
mu prac resortu w zakresie polityki
naukowej panstwa. Projektowane
zmiany systemu nauki majg stuzy¢
dwom celom: skuteczniejszemu prze-
tozeniu badan na innowacyjnos¢ go-
spodarki, zautonomizowaniu procesu
organizowania, finansowania i wdra-
zania badan naukowych. Do realizacji
tych celéw maja by¢ powotane dwie
autonomiczne agencje. Rozdziat bu-
dzetowych $rodkéw finansowych na
badania naukowe ma by¢ wytgczony
spod kompetencji Ministerstwa. Dys-
trybucja srodkow ma by¢ niezalezna
od instytucji politycznych. W pierw-
szej potowie 2006 r. rozpoczety sie
prace nad opracowaniem koncepcji
Narodowego Centrum Badan i Roz-
woju (NCBR). Projekt ustawy powo-
tujacej Centrum przeszedt juz przez
faze uzgodnien miedzyresortowych i
zostat skierowany do Komisji Praw-
nej, a potem zostanie przekazany Ra-
dzie Ministréw. Minister Sewerynski
podziekowat przedstawicielom $ro-
dowiska naukowego za cenne uwa-
gi i sugestie dotyczace Narodowego
Centrum Badan i Rozwoju. Zadaniem
NCBR bedzie organizowanie badan
naukowych i prac rozwojowych, po-
dejmowanych w ramach programow
o strategicznym znaczeniu dla rozwo-
ju cywilizacyjnego i gospodarczego
kraju, zlecanych do realizacji przez
ministra nauki oraz za jego zgoda
przez inne podmioty. Minister za-
pewnit, ze Centrum bedzie instytucja
autonomiczng. Jej zwigzek z mini-
strem nauki bedzie poréwnywalny
do relacji miedzy ministrem a szkota-
mi wyzszymi. NCBR bedzie dyspono-
wato wiasnym budzetem. Kierowane
bedzie przez dyrektora powotywane-
go przez ministra, za§ Rada Centrum,
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sktadajgca sie z przedstawicieli $ro-
dowisk nauki, gospodarki i finanséw
oraz administracji rzadowej, bedzie
petnita funkcje opiniodawczg. Dyrek-
tor, w zakresie realizacji zadan agen-
cji, bedzie mogt zasiega¢ opinii eks-
pertow zarowno z kraju, jak i z zagra-
nicy. W ramach otrzymanego budzetu
centrum bedzie ogtasza¢ konkursy na
projekty badawcze, zawiera¢ umowy
ze zwyciezcami konkurséw, nadzoro-
wac przebieg realizacji projektow, a
takze odbiera¢ ukoriczone juz prace.
Nowym zadaniem NCBR, nie realizo-

wanym dotychczas przez urzad mi-
nistra, bedzie Swiadczenie pomocy w
komercjalizowaniu wynikéw badan
naukowych. Zdaniem Ministra Sewe-
ryriskiego, powstanie NCBR zapewni
intensywniejsze ,wchtanianie" wyni-
kéw badan przez gospodarke. Prace
nad druga agencja nie sg jeszcze tak
zaawansowane. Bedzie ona nosita na-
zwe Agencji Badan Poznawczych lub
Podstawowych, a jej dziatalno$¢ be-
dzie ograniczata sie do finansowania
badan, ktére nie majg bezposredniego
przetozenia na gospodarke czy inne
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Farmacja XXI wieku
Wyzwania i Nadzieje

Katowice-Spodek

X X 25-28.1X.2007

Szanowni Panstwo,

Mam zaszczyt zaprosi¢ Panstwa do czynnego udziatu w obradach XX Naukowego
Jubileuszowego Zjazdu Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego, ktéry odbedzie
sie w Katowicach, w dniach 25 - 28 wrzesnia 2007 roku. Organizatorami Zjazdu sg
Oddziat Katowicki Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego oraz Wydziat Far-
maceutyczny z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej, Slaskiej Akademii Medycznej.
Zjazd bedzie okazjg do prezentacji prac naukowych, jak réwniez do uczestnictwa w
wyktadach, sesjach posterowych i kursach z dziedzin farmaceutycznych, medycz-
nych i pokrewnych. Patronat honorowy nad XX Zjazdem Polskiego Towarzystwa
Farmaceutycznego objat Minister Zdrowia - prof. dr hab. Zbigniew Religa.

Konferencje i zjazdy farmaceutéw - pomimo wszechobecnych, medialnych $rod-
kow rozpowszechniania informacji naukowej, stwarzajg niezastgpiong mozliwos¢
osobistych spotkan przedstawicieli catego srodowiska. Spotkania te sg okazjg do
zaprezentowania aktualnego stanu badan naukowych, prowadzonych we wszyst-
kich osrodkach akademickich Polski, stanowiac takze forum dla dyskusji z przed-
stawicielami innych dziedzin i dyscyplin naukowych. XX Naukowy Zjazd Polskie-
go Towarzystwa Farmaceutycznego bedzie sposobnoscig nie tylko do wymiany
wiedzy o postepach nauk farmaceutycznych, ale i omawiania koncepcji realizowa-
nia szeroko pojetej opieki farmaceutycznej, czy tez dyskusji o dostosowywaniu do
unijnych standardéw, metod i programu ksztatcenia przysztych farmaceutéw.

Czerpigc inspiracje z minionych Zjazdéw Polskiego Towarzystwa Farmaceutycz-
nego, zawsze udanych i wysoko ocenianych przez ich uczestnikéw, organizatorzy
XX Naukowego Zjazdu, szczeg6lnie zaszczyceni honorem organizowania tego
przedsiewziecia jako Zjazdu Jubileuszowego, goraco zapraszaja do udziatu w tym
Zjezdzie wszystkich, ktérym bliskie sg zadania i problematyka polskiej farmacji.
Wyrazam gteboka nadzieje, iz XX Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Farma-
ceutycznego bedzie nie tylko owocnym spotkaniem naukowym, ale i sposobnos-
cig do podniesienia kwalifikacji zawodowych, sposobnos$cig do mitego, wspdlnego
spedzenia czasu, oraz okazjg do rozwoju przyjacielskiej wspdtpracy farmaceutéw
naszego kraju.

Przewodniczgca Komitetu Organizacyjnego
Prof. dr hab. Krystyna Olczyk

Dziekan Wydziatu Farmaceutycznego
Slaskiej Akademii Medycznej

Wiecej informacji na temat Zjazdu mozna uzyska¢ pod adresem:
http://www.ptfarmzjazd.pl/

dziedziny zastosowan aplikacyjnych.
Ta agencja bedzie takze dysponowata
wiasnym budzetem, cho¢ z pewnos-
cig nie tak wysokim jak NCBR. Kazda
instytucja akademicka, czy pozaaka-
demicka, bedzie miata prawo zgta-
sza¢ swoje propozycje badawcze do
obu agencji, jednak NCBR w znacznej
mierze bedzie realizowaé¢ projekty
badawcze przyjete przez Rzad. Obok
opracowania koncepcji obu agencji,
w Ministerstwie przygotowano takze
projekt nowelizacji ustawy o jednost-
kach badawczo-rozwojowych (JBR)
oraz zmiany ustawy o prowadzeniu
dziatalnosci gospodarczej, w tym o
ograniczeniu prawa do prowadzenia
tej dziatalnosci, przez osoby petnia-
ce funkcje publiczne. Rekonstrukcja
JBR ma pozwoli¢ na ich lepsze funk-
cjonowanie w zmodyfikowanym sy-
stemie badan naukowych. Minister
widzi potrzebe oddzielenia sposréd
JBR tych jednostek, ktdre sa przede
wszystkim instytutami badawczymi
od tych, ktdre powinny petni¢ funk-
cje ustugowa wobec tych instytutéw
badZz wobec ministra, ktory je powo-
fat. Narzedziem stuzgcym do takie-
go wyodrebnienia moze by¢ ocena
parametryczna. Te z jednostek, ktore
W ocenie parametrycznej wypadng
dobrze, zostang witgczone do sekto-
ra badan naukowych i bedg mogty
ubiegac sie albo w agencji albo w sek-
torze przemystowym o przyznanie
Ssrodkow na badania. Otrzymajg takze
fundusz statutowy, ktéry pozwoli im
na zachowanie gotowosci badawczej.
Minister Sewerynski sadzi, ze jed-
nostki badawczo-rozwojowe o cha-
rakterze czysto naukowym zostang z
czasem podporzagdkowane ministro-
wi do spraw nauki. Inni, poza Mini-
strem Nauki, ministrowie beda mogli
utrzymywaé podlegte ich resortom
jednostki badawczo-rozwojowe, o0
ile przeznaczag na to witasne S$rodki
budzetowe. Z budzetu nauki beda
mogty korzysta¢ jedynie te jednostki,
ktére majg charakter naukowy oraz
majg potencjat, ktéry upowaznia je do
prowadzenia tego rodzaju badan. No-
welizacja ustawy da JBR mozliwo$¢
dostosowania sie do nowej struktury
nauki i pozwoli na zmiane profilu
dziatalnosci, industrializacje lub pry-
watyzacje. Choé Narodowe Centrum
Badan i Rozwoju odegra znaczacg role
w kontaktach nauki z gospodarka, to
Ministerstwo nie poprzestanie na tej
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formie wspotpracy. Wiceministro-
wie juz teraz nawigzujg bezposred-
nie kontakty z duzymi przedsiebior-
stwami i zachecajg je do finansowania
badan naukowych. Planuje sie tez
powotanie regionalnych konsorcjow
naukowo-badawczych. Ten typ part-
nerstwa miedzy nauka a gospodarka
powinien przybra¢ forme sformalizo-
wang, np. spétki albo fundacji, ewen-
tualnie innego trwatego zwigzku
partneréw z pola nauki i gospodarki.
Ministerstwo bedzie wspieraé takie
przedsiewziecia, ktére dajg gwarancje
wdrazania wynikéw badan. Zasadni-
czym problemem w zacie$nianiu tej
wspoétpracy jest niedobdr potencjal-
nych partnerdw ze strony gospodarki,
gdyz zwilaszcza w sektorze prywat-
nym dominujg mate lub bardzo mate
przedsiebiorstwa. Innym problemem,
dla ktérego nie tylko Ministerstwo,
ale i Rzad szukajg rozwigzania, jest
niska atrakcyjnos$é pracy naukowe;j.
W MNIiSW rozpoczeto juz wdrazanie
programow, ktorych celem jest niwe-
lowanie réznic ptacowych w sektorze
nauki miedzy Polskg a zagranicg. W
planach sa takze inne programy Mi-
nistra w tym zakresie. Zrodtem wiek-
szych srodkdédw jest aktywny udziat
jednostek i zespotdw badawczych w
projektach badawczych. W dalszej
przyszto$ci rozwazana jest mozliwosc
uwolnienia siatki ptac na uczelniach,
przy ustawowo zagwarantowanej
ptacy minimalnej. Minister podkre-
slit takze, ze w najblizszych latach
finansowanie nauki znaczaco wzros-
nie, takze dzieki srodkom z funduszy
unijnych. Minister wierzy w sukces
jednostek polskich w 7 Programie Ra-
mowym Unii Europejskiej. Aby ten
sukces zwiekszy¢ zacheca duze insty-
tuty i uczelnie do tworzenia wiasnych
jednostek do obstugi programéw ba-
dawczych. Zadaniem tych jednostek
bytoby S$wiadczenie pomocy uczo-
nym izespotom badawczym w poko-
nywaniu barier administracyjnych. W
podsumowaniu Minister Sewerynski
dodat, ze projektowane obecnie zmia-
ny struktury nauki moga zacza¢ obo-
wigzywac najwcze$niej jesienig 2007
roku. Zalezy to przede wszystkim od
tempa prac w Sejmie. Modyfikacja
systemu w oczywisty sposdb wpty-
nie na zmiane finansowania nauki.
Prace nad nowelizacjg ustawy o za-
sadach finansowania nauki sg bardzo
zaawamsowane. Minister podkreslit
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Szanowni Panstwo,

Dzieki dotacjom Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN, Instytutu Biologii Doswiad-
czalnej im. Marcelego Nenckiego oraz Il Wydziatu PAN Polska bierze udziat w pro-
gramie ESF (European Science Foundation) Genomika Funkcjonalna. W zwiazku
z tym mitodzi naukowcy przed lub tuz po doktoracie moga ubiega¢ sie o krotko i
dtugoterminowe (6 miesiecy) stypendia. Szczegdtowe informacje o projekcie oraz
sposobie ubiegania sie 0 pienigdze mozna znalez¢ pod adresem: www.function-
algenomics.org.uk. Pod tym adresem zamieszczane sg rowniez biezace informacje
o konferencjach i seminariach organizowanych w ramach projektu Functional Ge-

nomics.

Prof. dr hab. Joanna Rytka
Zaktad Genetyki IBB PAN

ul. Pawinskiego 5A Warszawa
tet.: (022) 59212 21

e-mail: rytka@psd.ibb.waw.pl

jednak, ze nie wyobraza sobie funk-
cjonowania nowej struktury nauki
bez organu eksperckiego, jakim jest
Rada Nauki, przy czym nie wyklu-
cza modyfikacji jej roli. Natomiast z
catg pewnoscig zmieni sie rola Mini-
sterstwa, poniewaz cze$¢ jego zadan
zostanie przeniesiona do agencji. W
nowej roli Ministerstwo bedzie zaj-
mowac sie trzema kwestiami: ksztat-
towaniem polityki badan naukowych,
przygotowaniem regulacji prawnych i
nadzorowaniem wykonania prac oraz
ewentualnym dokonywaniem w nich
korekt.

Moj talent dla Polski. W dniu 18
grudnia ub. roku Prezydent RP Lech
Kaczynski, spotkat sie w Patacu Pre-
zydenckim z wybitnymi, miodymi
ludzmi, ktérzy maja na swoim koncie
znaczace osiggniecia w réznych dzie-
dzinach. W grupie tej byli uczniowie
licebw - uczestnicy przedmiotowych
Swiatowych olimpiad, mitodziez
uzdolniona artystycznie (muzyka,
plastyka, film), sportowo, w tym me-
dalisci paraolimpiad, ktérych zmaga-
nia konkursowe w Polsce i poza nig
uwienczyty rézne laury. W spotkaniu
uczestniczyta, obok ucznidw, mio-
dziez akademicka, w tym: dr Daniel
Gackowski, adiunkt Katedry i Zakta-
du Biochemii Klinicznej Collegium
Medium im. Ludwiga Rydygiera w
Bydgoszczy, stypendysta Szpitala
Krélewskiego w Kopenhadze oraz
Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej; dr
Jarogniew Jacek tuszczki, adiunkt
w Katedrze i Zaktadzie Patofizjologii
AM w Lublinie, stypendysta Fundacji
na Rzecz Nauki Polskiej, wielokrotny

laureat nagrody Ministra Zdrowia;
dr Pawet Surowiak, adiunkt Katedry
Histologii i Embriologii AM we Wroc-
fawiu, stypendysta Uniwersytetu
Humbolta, laureat licznych nagroéd i
wyroznien; Tomasz Wdowik, student
Iroku na Wydziale Chemii Politechni-
ki Warszawskiej, zdobywca I nagrody
w Konkursie Prac Mtodych Naukow-
co6w Unii Europejskiej, Sztokholm
2006 - za opracowanie metody synte-
zy zwigzku chemicznego, ktéry mog-
tby by¢ nieznanym dotychczas lekiem
na choroby serca, z grupy tzw. beta-
blokeréw; Michat Marcinkowski,
laureat Il nagrody w Konkursie Prac
Mtodych Naukowcéw UE, Sztokholm
2006 - zyskat uznanie juroréw swo-
ja praca na temat geometrii trojkata;
Piotr Mikulski, laureat | nagrody w
Konkursie Informatycznym Imagine
Cup 2006 w Indiach; Eryk Kopczyn-
ski, stuchacz Il roku studiéw dokto-
ranckich z informatyki na Wydziale
Matematyki, Informatyki i Mechaniki
Uniwersytetu Warszawskiego - wy-
grat prestizowy konkurs algorytmicz-
ny Top Coder Open 2005 Algorithm
Competition; Marcin Michalski, Pa-
wet Parys, Arkadiusz Pawlik, Bar-
ttomiej Romanski, Bartosz Walczak
- laureaci nagréd w VII Konkursie
Informatycznym The 2005 ACM Cen-
tral European Programming Contest
Budapeszt 2005 i na 30-tych Akade-
mickich Mistrzostwach Swiata w Pro-
gramowaniu Zespotowym w San An-
tonio 2006; Maciej Kulesza, doktorant
Wydziatu Elektroniki, Telekomunika-
cji i Informatyki Politechniki Gdan-
skiej i Pawet Zwan, laureaci dwdch
pierwszych miejsc w konkursie na
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najlepszy projekt studencki z dziedzi-
ny cyfrowego przetwarzania sygna-
tu, podczas zakonczonego niedawno
121-ego Miedzynarodowego Kongre-
su Audio Engineering Society w San
Francisco; Agata Karska, studentka
Il roku astronomii na Uniwersytecie
Mikotaja Kopernika w Toruniu, zdo-
bywczyni nagrody specjalnej XVII
Konkursu Prac Mtodych Naukowcow
Unii Europejskiej, Moskwa 2005. Pre-
zydent RP, gratulujac utalentowanej
i pracowitej miodziezy, powiedziat
"nam rzeczywiscie niezwykte zalezy
na tym, zeby nasz kraj odnosit sukce-
sy w sferze, ktora jest zwigzana z wie-
dza, sztuka, takze sportem. Dlaczego?
Dlatego, ze to przyspiesza rozwdj, to
podnosi prestiz panstwa, to podnosi
prestiz kraju".

Tuz przed 14 listopada 2006 r.,
kiedy obchodzony jest Swiatowy
Dzien Walki z Cukrzyca, w mediach
krajowych ukazata sie informacja pt.
Polski sukces w leczeniu ,,cukrzycy

0 G t 0 S

Z

noworodkéw". Klinicysci z Krako-
wa, wraz z miedzynarodowg grupa
uczonych, ustalili jako pierwsi na
Swiecie, ze podajagc osobom chorym
na genetycznie uwarunkowang ,,cuk-
rzyce noworodkéw" doustne leki,
popularne w leczeniu innego typu
cukrzycy, mozna wyeliminowaé ko-
nieczno$¢ podawania insuliny w in-
iekcjach. Wedtug informacji udzielo-
nych przekazanych PAP przez doc.
Macieja Mateckiego z Katedry i Kili-
niki Choréb Metabolicznych CM U],
»,Cukrzyca noworodkéw" pojawia sie
przed upltywem szdstego miesigca
zycia, ale trwa cate zycie. ,,Cukrzy-
ca noworodkéw" to choroba rzadka,
dotyka jedno dziecko na milion. Cho-
roba ta jest inng odmiang cukrzycy
niz cukrzyca typu 1 lub 2. Nalezy do
grupy cukrzyc monogenowych czy-
li uwarunkowanych jedna mutacja
w konkretnym genie. W przypadku
»~Ccukrzycy noworodkoéw", mutacja w
jednym z genéw powoduje powazne
zaburzenia w funkcjonowaniu biatek,

E E

I EDYCJA KONKURSU NA NAJLEPSZA PRACE
DOKTORSKA ZBIOCHEMII W 2006 ROKU

Polskie Towarzystwo Biochemiczne i firma Merck Sp. z 0.0. ogtasza drugg edycje
konkursu na najlepsza prace doktorska z biochemii wykonang w polskiej instytucji
naukowej. Warunkiem uczestnictwa jest przyznanie w 2006 roku autorowi pracy
tytutu doktora przez wiasciwa rade naukowa lub rade wydziatu. Nagroda obej-
muje premie pieniezng dla autora w wysokosci 4 000 zt, ufundowang przez firme
Merck, oraz opublikowanie w 2007 roku tez doktoratu w 4 numerze kwartalnika
»Postepy Biochemii". Nagrode przyznaje Zarzad Gtdwny Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego w porozumieniu w firmg Merck.

Zgtoszenia kandydatow do Nagrody moga dokonywac pracownicy naukowi ze
stopniem doktora habilitowanego lub tytutem profesora.

Zgtoszenia w formie listu przewodniego z dotagczonym jednym egzemplarzem pra-
cy doktorskiej nalezy przesytaé poczta w nieprzekraczalnym terminie do 31 maja
2007 roku z dopiskiem ,,Doktoraty 2006", na adres:

Prof. Stawomir Pikuta

Sekretarz Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
Instytut Biologii DoSwiadczalnej PAN

im. Marcelego Nenckiego

ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Jednoczesnie prosimy przestaé list przewodni wraz pracg doktorskg w formacie pdf
droga elektroniczng na adres: s.pikula@nencki.gov.pl.

Rozstrzygniecie konkursu nastgpi do 31 sierpnia 2007 roku, a uroczyste wreczenie
Nagrody odbedzie sie na dorocznym Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego w Szczecinie, we wrzesniu 2007 roku.

Patronat medialny nad konkursem sprawuje redakcja kwartalnika ,,Postepy Bio-
chemii"”. Pytania dotyczace konkursu mozna uzyskac kierujac je pod nastepujacy
adres poczty elektronicznej: s.pikula@nencki.gov.pl.

ktore wystepujag w komorkach wy-
dzielajgcych insuling. Cukrzyca typu
1 wywotana jest zniszczeniem komo-
rek beta trzustki, odpowiedzialnych
za produkcje insuliny, ktéra obniza
poziom cukru we krwi. W cukrzycy
typu 2, ktéra rozpoczyna sie w wieku
$rednim lub péznym, powodem pod-
wyzszonego poziomu cukru nie jest
catkowity brak insuliny, lecz jej nie-
prawidtowe dziatanie w organizmie.
Bardzo czesto cukrzycy typu 2 towa-
rzyszy otytos¢ i nadcisnienie. Badacze
z UJ przypuszczajg, ze w Polsce jest
okoto 100 oséb z ,,cukrzyca noworod-
kéw". Polscy naukowcy przebadali
jedng z najwiekszych na Swiecie grup
chorych na te odmiane cukrzycy. Na-
ukowcy zidentyfikowali i opisali juz
40 przypadkéw, co wedtug doc. Ma-
teckiego, prowadzgcego badania, jest
jednym z najwyzszych wskaznikéw
na Swiecie. W grupie tej znalazty sie
zarébwno dzieci, jak i dorosli. Znale-
zienie metody tatwiejszego leczenia
tej odmiany cukrzycy jest dla pacjen-
tow bardzo istotne. Leki doustne, kt6-
re wedtug badan krakowskiej grupy,
mozna podawac¢ osobom chorym na
»Cukrzyce noworodkéw", nalezg do
grupy pochodnych sulfonylomoczni-
ka isg stosowane w formie tabletek od
wielu lat wytgcznie w leczeniu cuk-
rzycy typu 2. Naukowcy prowadzg
juz z powodzeniem leczenie ,,cukrzy-
cy noworodkow" pochodnymi sulfo-
nylomocznikéw u 15 oséb. Powolne
uwalnianie zawartej w tabletce, przy-
jetej raz dziennie, substancji chemicz-
nej moze wystarczy¢ dla wyréwnania
poziomu glukozy we krwi. W takiej
sytuacji chory nie bedzie musiat braé
zastrzykow z insuliny. Zastgpienie
tabletkg zastrzykéw robionych kilka
razy dziennie zrewolucjonizuje zycie
chorych. Osiggniecia w badaniach na
ten temat, prowadzonych przez gru-
pe naukowcow, w ktorej sktad weszli
Polacy, opisano niedawno w prestizo-
wym piSmie medycznym, New Eng-
land Journal of Medicine. Najnowszy,
juz wytacznie polski artykut na temat
tych badan ma sie ukaza¢ na prze-
tomie grudnia i stycznia w znanym
miedzynarodowym pismie poswieco-
nym cukrzycy - Diabetes Care. Grupa
badawcza doc. Mateckiego z Katedry
i Kliniki Choréb Metabolicznych CM
UJ, kierowanej przez prof. Jacka Sie-
radzkiego, rozpoczeta badania nad
nowymi metodami leczenia ,cukrzy-
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cy noworodkéw" przed dwoma laty.
Wiasnie wtedy prof. Andrew Hatter-
sley z Uniwersytetu Exeter (Wielka
Brytania) odkryt, ze za rozwdj cuk-
rzycy u niektérych dzieci ponizej sz6-
stego miesigca zycia odpowiedzialna
jest mutacja w genie Kir6.2. Krakow-
scy naukowcy dotgczyli wéwczas do
zespotu badawczego, kierowanego
przez Hattersleya. Badania prowadzi-
li wspolnie miedzy innymi z Brytyj-
czykami, Francuzami i Stowakami (na
podstawie informacji PAP - Nauka w
Polsce, 26 listopada 2006 r.).

Stwardnienie boczne zanikowe
(SLA, ang. sclerosis lateralis amyotrophi-
ca) jest najczestszym schorzeniem pa-
ralitycznym rozpoznawanym u 0s0b
dorostych. SLA jest rzadkim schorze-
niem. Co roku chorobe diagnozuje sie
u 4-5 os6b na 100 tysiecy tudzi, zwykle
w 5-6 dekadzie zycia. W Polsce rozpo-
znaje sie ja u 2-3 tys. osob rocznie. Sta-
tystycznie jest przyczyng co osiemset-
nego zgonu. Juz w 1869 roku francu-
ski lekarz, Jean Martin Charcot, opisat
charakterystyczng dla SLA postepujg-
cg dysfunkcje neuronéw ruchowych,
unerwiajacych miesnie, dzieki ktérym
poruszamy sie. Stwardnienie bocz-
ne zanikowe prowadzi do paralizu,
zarobwno miesni konczyn, jak i tych
odpowiedzialnych za najbardziej
podstawowe funkcje zyciowe - je-
dzenie (mies$nie gardta) i oddychanie
(przepona, migsnie miedzyzebrowe).
Dostepne (bardzo drogie) leki jedynie
tagodzg objawy choroby i nieznacz-
nie wydtuzajg okres przezycia cho-
rych. Osoby, ktére zachorujg na SLA
w przyszto$ci majg jednak szanse na
wyleczenie, ale pod warunkiem, ze do
tego czasu uda sie chorobe zrozumieé
i opracowac¢ skuteczng terapige. Prof.
Hubert Kwiecinski, kierownik Klini-
ki Neurologii AM w Warszawie jest
koordynatorem polsko-niemieckich
badan "Genetyka molekularna i tera-
pia eksperymentalna choréb neuro-
degeneracyjnych: stwardnienia bocz-
nego zanikowego (SLA), zaniku wie-
louktadowego (MSA) i postepujgcego
porazenia nadjadrowego (PSP)". Na
podstawie wynikdw badan epidemio-
logicznych (obserwacji rodzin) przyj-
muje sig, ze okoto 10% przypadkéw
choroby moze mie¢ charakter dzie-
dziczny. Poza nielicznymi wyjatkami
nie wiadomo jednak, jakie mutacje ge-
netyczne sg przyczyng choroby. U kil-
ku procent chorych wykryto mutacje
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w genie dysmutazy ponadtlenkowej,
»Zmiatajacej" nadmiar reaktywnych
form tlenu. Zesp6t badawczy poszu-
kuje innych markeréw genetycznych
zwigzanych z SLA i ma nadzieje, ze
znajdujac kolejne mutacje naukow-
cy zrozumiejg og6lny mechanizm
powstawania choroby, cho¢ pewnie
nie wyjasnig przyczyn wszystkich
przypadkéow SLA. Wsréd ,spraw-
cow" choroby moga by¢ geny odpo-
wiedzialne za detoksykacje komorek
(np. dysmutaza ponadtlenkowa), za
usuwanie zbednych biatek z komor-
ki iich odktadanie sie w tkankach w
postaci toksycznych ztogéw oraz za
transport wewngtrzkomoérkowy w
komoérkach nerwowych. Rozwazany
jest takze udziat czynnikow zapal-
nych, infekcyjnych, a takze innych
Srodowiskowych (tyton, pestycydy) w
etiologii choroby. Przyczyn choroby,
a zatem i mechanizméw degeneracji
komoérek nerwowych, moze by¢ bar-
dzo duzo. We wspotpracy z zespotem
prof. Alberta Ludolpha z Kliniki Neu-
rologii Uniwersytetu w Ulm badano,
jaki zwigzek ze stwardnieniem majg
aberracje genetyczne dwoch biatek
- tau i dynaktyny - zaangazowanych
w transport wewnatrzkomarkowy.
Nie stwierdzono pozytywnych kore-
lacji pomiedzy czestoscig wystepowa-
nia mutacji biatka tau a zapadalnoscia
na SLA, ale nie oznacza to jednak, ze
ich nie ma. W przypadku dynaktyny
potwierdzono, iz niektére mutacje ko-
dujacego biatko genu, u oséb chorych
wystepuja czesciej niz u zdrowych.
Nie jest to réwnoznaczne z ustale-
niem przyczyny choroby. Poszukiwa-
nie przyczyn choroby to nie jedyne
zainteresowanie polsko-niemieckiego
konsorcjum badawczego. Naukow-
cy z Ulm prowadzg badania nad
tzw. mezenchymalnymi komorkami
macierzystymi, roznicujagcymi sie w
komorki nerwowe. Prof. Kwiecinski
nawigzat wspotprace z prof. Krystyng
Domanskg-Janik z Instytutu Medycy-
ny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN w
Warszawie, ktorej Zespot od lat bada
podobne komérki macierzyste, ale po-
zyskiwane z ludzkiej krwi pepowino-
wej. Wspotpraca ma doprowadzic¢ do
porownania potencjalu terapeutycz-
nego obu rodzajow komérek w ewen-
tualnej terapii stwardnienia bocznego
zanikowego. Maja je dostaé zwierze-
ta ze schorzeniem spowodowanym
laboratoryjnie, podobnym do SLA.

Samo podanie zawiesiny komorek
nie jest fatwe technicznie. W SLA de-
generujg sie neurony we wszystkich
odcinkach rdzenia kregowego oraz w
niektérych strukturach moézgu. Chcac
zastgpi¢ je komorkami macierzysty-
mi, podac je nalezy prawie wszedzie,
a nie tylko w chore miejsce, jak to
czynili naukowcy w Korei i Chinach,
wykorzystujagc zawiesine komorek
macierzystych do regeneracji uszko-
dzonych struktur centralnego uktadu
nerwowego. Naukowcy z Warszawy
zdecydowali sie zawiesing komdrek
poda¢ do tzw. zbiornika wielkiego
mozgu, skad wraz z ptynem moézgo-
wo-rdzeniowym migrowatyby po ca-
tym centralnym uktadzie nerwowym.
Wynik doswiadczenia, zdaniem prof.
Kwiecinskiego, jest bardzo dobry, bo
po 24 godzinach komoérki byty prak-
tycznie wszedzie, i wydaje sie, ze ten
spos6b wprowadzenia do ustroju
komorek macierzystych jest najwtas-
ciwszy dla chorych z SLA. Pozostaje
nadal otwartym pytanie, czy komaorki
wprowadzone do ustroju przeksztat-
cg sie w neurony i zastgpia te zdege-
nerowane. Wydaje sie raczej, ze po-
dawanie zawiesiny komdrek macie-
rzystych chorym z SLA bedzie zapo-
biega¢ postepowi choroby. Bez badan
i wielu lat pracy nie osiagnie sie bar-
dziej precyzyjnego i optymistycznego
wnioskowania. Wedtug okreslenia
prof. Kwiecifskiego SLA jest typowa
»~chorobe sierocg". Jest na tyle rzadka
i tak szybko prowadzi do tragicznego
konca, ze nie ma szans, by powstato
silne lobby dbajgce o postep w bada-
niach nad tym schorzeniem. Pewien
postep oczywiscie jest, ale stanowczo
zbyt powolny (wg PAP - Nauka w
Polsce).

Pie¢ mtodych kobiet-naukowcow,
ktore prowadzg badania dotyczace
raka ptuc i krwi, udaru mézgu, cho-
roby Alzheimera i wirusowego za-
palenie watroby typu C otrzymato
stypendia naukowe L'Oreal Polska
dla Kobiet i Nauki (Fot. 2). Uroczy-
sto$¢ rozstrzygniecia Konkursu odby-
ta sie 4 grudnia 2006 r. w Warszawie.
Konkurs, organizowany przez firme
L'Oreal przy wsparciu Polskiego
Komitetu ds. UNESCO, ma na celu
promocje mitodych utalentowanych
Polek i wspieranie ich w pracy na-
ukowej. Jak powiedziat podczas cere-
monii prof. Jerzy Kioczkowski, prze-
wodniczacy Polskiego Komitetu ds.
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UNESCO, ,wszystkie laureatki pro-
wadzg w wyspecjalizowanych insty-
tutach i zespotach badawczych prace
nad tematami waznymi, o wielkiej
uzytecznos$ci spotecznej, w zakresie
ludzkiego zdrowia i postepu wspot-
czesnej medycyny". Stypendia habi-
litacyjne otrzymaty dwie badaczki. W
dziedzinie neurologii i genetyki wy-

Fot. 2. Stypendia naukowe L’Oreal Polska dla Ko-
biet i Nauki. Od lewej: dr Agnieszka Stowik, prof.
Ewa tojkowska (przewodniczaca jury), dr Anna M.
Boguszewska-Chachulska, mgr Joanna Skommer,
mgr Katarzyna Sipa

rézniono dr Agnieszke Stowik (Fot.
3) z Kliniki Neurologii Collegium Me-
dicum Uniwersytetu Jagiellonskiego
w Krakowie, a w dziedzinie bioche-
mii dr Anne Marie Boguszewska-

Fot. 3. Dr Agnieszka Stowik

Chachulskg (Fot. 4) z Instytutu Bio-
chemii i Biofizyki PAN w Warszawie.
Dr Agnieszka Stowik prowadzi ba-
dania dotyczgce genetycznych czyn-
nikdw ryzyka udaru mézgu o réznej
etiologii. Dr Anna Maria Boguszew-
ska-Chachulska zostata nagrodzona
za prace z dziedziny biochemii, pt.
»Helikazy RNA jako potencjalny cel
terapii antywirusowej". Doktorant-
ke Joanne Skommer z University of
Kuopio w Finlandii nagrodzono za
prace z dziedziny biotechnologii pt.
»Analiza farmakologiczna i moleku-
larna nowych induktoréw apoptozy
w ludzkich liniach komoérkowych

chtoniaka grudkowego limfocytéw
B". W dziedzinie biologii molekular-
nej wyrézniono mgr Katarzyne Sipe,
doktorantke z Zaktadu Chemii Bioor-

Fot. 4. Dr Anna M. Boguszewska-Chachulska

ganicznej, Centrum Badan Moleku-
larnych i Makromolekularnych PAN
w Lodzi. Prowadzi ona badania do-
tyczace modulacji zdolnosci krétkich
interferujacych RNA do wyciszania
ekspresji genéw. W dziedzinie immu-
nologii stypendium otrzymata mgr
Kamila Wojas-Krawczyk (Fot. 5) z
Katedry i Zaktadu Immunologii Kli-
nicznej Akademii Medycznej im. prof.
F. Skubiszewskiego w Lublinie. Bada
ona wptyw wybranych czynnikow
uwalnianych przez komoérki nowo-
tworowe na proces réznicowania, doj-
rzewania i funkcje autologicznych ko-
moérek dendrytycznych. Na konkurs
wptyneto 70 prac. Oceniato je jury, w
ktorym pracowali wybitni przedsta-
wiciele Swiata nauki. Trzy doktorant-
ki otrzymaja roczne stypendia w wy-
sokosci 18 tys. zt, a dwie habilitantki
roczne stypendia w wysokos$ci 22 tys.

Fot. 5. Mgr Kamila Wojas-
Krawczyk

zt, wyptacane w miesiecznych ratach.
Jak informuje Maria Majdrowicz z
L'Oreal Polska, o stypendia ubiegaé
sie mogg kobiety prowadzgce bada-
nia naukowe w zakresie medycyny
i nauk biologicznych, ktérych prace
majg charakter aplikacyjny, tzn. moga
by¢ zastosowane w praktyce. Ich prace
muszg by¢ juz w koricowym etapie re-
alizacji. Doktorantki przystepujace do

konkursu nie moga mie¢ wiecej niz 35
lat, a habilitantki nie wiecej niz 45. Na
liScie stypendystek L'Oreal Polska/
UNESCO znajduje sie 30 badaczek z
réznych osrodkéw naukowych z calej
Polski. Zrodtem inspiracji dla kon-
kursu byta miedzynarodowa umo-
wa, zawarta w Paryzu miedzy Grupa
L'Oreal i UNESCO ,For Women In
Science”. W jej ramach kazdego roku
w paryskiej siedzibie UNESCO wybit-
ne przedstawicielki $wiata nauki oraz
mtode doktorantki z pieciu kontynen-
tow otrzymuja stypendia i nagrody
pieniezne (wg informacji uzyskanej
od Marii Majdrowicz). Po lekturze,
zresztg szalenie ciekawie, barwnie,
niejednokrotnie z humorem napisa-
nych zycioryséw naukowych, Sty-
pendystki jawig sie czytelnikowi jako
nie tylko bardzo mtode, co zrozumia-
fe, ale cieszace sie aktywnym zyciem
kobiety, entuzjastki i uczestniczki
dalekich podrézy, wypraw wysoko-
gdrskich, zeglowania, takze o zacieciu
spotecznikowskim. Zaktadajg rodzi-
ny, zwigzki partnerskie, majg, badz
oczekuja dziecka. Optymistyczne.

Trzej Polacy, dr Andrzej Dziem-
bowski z Instytutu Genetyki i Biotech-
nologii Uniwersytetu Warszawskiego
(UW), dr Krzysztof Ginalski z Zak#ta-
du Biofizyki UW i dr Marcin Nowot-
ny z Miedzynarodowego Instytutu
Biologii Molekularnej i Komdrkowej
w Warszawie otrzymali prestizowe
granty Europejskiej Organizacji Bio-
logii Molekularnej (EMBO). EMBO to
miedzynarodowa instytucja nauko-
wa. Wsrdd jej cztonkéw znajduje sie
43-ech laureatéw nagrody Nobla oraz
zdobywcy innych waznych wyrdz-
nien. EMBO zrzesza okoto 1200 oséb
z Europy (w tym pieciu Polakow),
oraz 70-ciu przedstawicieli innych
czesci Swiata. W skilad organizacji
wchodzg kraje europejskie: Austria,
Belgia, Chorwacja, Czechy, Dania,
Estonia, Finlandia, Francja, Niem-
cy, Grecja, Wegry, lIslandia, Irlandia,
Izrael, Witochy, Holandia, Norwegia,
Polska, Portugalia, Stowenia, Hiszpa-
nia, Szwecja, Turcja i Wielka Brytania.
Celem grantéw jest umocnienie po-
ziomu badan naukowych w Chorwa-
cji, Czechach, Estonii, Portugalii, Tur-
cji i w Polsce. Gtownym zatozeniem
tworcdw programu przyznawania
grantow jest przeniesienie wybhitnych
talentéw naukowych z panstw bar-
dziej rozwinietych do tych, w ktérych
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nauka stoi na nieco nizszym poziomie
(gtéwnie ze wzgledéw finansowych).
Takie dziatanie przyczyni¢ sie ma do
ujednolicenia nauki we wszystkich
europejskich krajach. Granty bedg w
catosci finansowane przez kraje czton-
kowskie EMBO. Kazdy wyr6zniony
otrzyma 50 tys. euro rocznie przez
okres trzech do pieciu lat. Srodki te
majg umozliwi¢ zwyciezcom stworze-
nie wtasnych zespotow badawczych i
umocnienie ich pozycji w naukowej
spotecznosci  europejskiej.  Granty
utatwiajg stworzenie witasnego do-
brze wyposazonego laboratorium i
realizacje projektu badawczego. Dr
Nowotny w ramach grantu bedzie
badat biatka zaangazowane w napra-
we DNA. Dr Andrzej Dziembowski,
ostatnio pracujgcy w National Cen-
ter for Scientific Research (CNRS) we
Francji, w ramach grantu poprowadzi
w Instytucie Genetyki i Biotechnologii
Uniwersytetu Warszawskiego prace
dotyczgce biatek biorgcych udziat w
procesach obrdobki RNA. Dr Krzysztof
Ginalski, przebywajacy dotychczas na
University of Texas w USA, w swoim
macierzystym Zakladzie Biofizyki
Uniwersytetu Warszawskiego zaj-
mie sie procedurami obliczeniowymi
wykorzystywanymi do klasyfikacji
biatek. Naukowcy, ktérym przyznano
granty, stajg sie cztonkami prestizo-
wej sieci Young Investigator (progra-
mu EMBO dla mtodych naukowcdw).
Umozliwia to podjecie wspoOtpracy ze
znakomitymi naukowcami z Europy i
USA oraz udziat w réznych warszta-
tach. EMBO utworzono w 1964 roku
w Szwajcarii. Zadaniem Organizacji
jest okreslenie kierunku rozwoju oraz
podniesienie poziomu europejskich
badan naukowych w zakresie biologii
molekularnej. Od 1970 r. dziata przy
niej Europejska Konferencja Biologii
Molekularnej (EMBC), ktéra wspie-
ra i finansuje dziatalnos¢ EMBO. W
ramach swojej dziatalnosci organi-
zacja prowadzi dwuletnie stypendia
doktoranckie, stypendia krotkoter-
minowe, wspiera kursy praktyczne i
warsztaty, organizuje wyktady w no-
wych krajach cztonkowskich. Konfe-
rencja EMBC wydaje tez czasopismo
»,EMBO Journal", prowadzi badania
nad wptywem biologii molekularnej
na spoteczenstwo, wspomaga proces
oceny poszczeg6lnych instytutéw ba-
dawczych w krajach cztonkowskich i
organizuje stypendia dla naukowcow
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z krajow Europy Wschodniej (wg PAP
- Nauka w Polsce).

Prof. Halina Abramczyk z Poli-
techniki £ddzkiej objeta od 1 stycznia
prestizowe stanowisko kierownika
Katedry Marii Curie Unii Europejskiej
w Berlinie. Bedzie pierwszym polskim
naukowcem kierujgcym tg katedrg. W
oparciu o Katedre prof. Abramczyk
stworzy Europejski Uniwersytet Wir-
tualny, ktéry zajmie sie laserami oraz
bedzie budowaé europejskg sie¢ naro-
dowych laboratoriow i centrow uni-
wersyteckich. W Polsce, Prof. Abram-
czyk kieruje Laboratorium Laserowej
Spektroskopii Molekularnej w Mie-
dzyresortowym Instytucie Techniki
Radiacyjnej Politechniki £6dzkiej. Jest
to pierwsza Katedra Unii Europejskiej
dla polskiego uczonego w kilkunasto-
letniej historii tego programu. Kate-
dra zostata stworzona w Max Born In-
stitute for Nonlinear Optics and Short
Pulse Spectroscopy (MBI) w Berlinie,
ktory jest wiodgcym centrum lasero-
wym w Europie. Unia Europejska po-
wierzyta temu Instytutowi koordyno-
wanie prac konsorcjum laserowego,
LASERLAB EUROPA, skiadajgcego
sie z 17 europejskich centréw lasero-
wych z 9krajow. Jednym z najwazniej-
szych celow Katedry Marie Curie jest
stworzenie Europejskiego Uniwersy-
tetu Wirtualnego - European Virtual
University on Lasers. Katedra Marie
Curie bedzie budowac infrastrukture
techniczng, administracyjng i meryto-
ryczng platformy internetowej Euro-
pejskiego Uniwersytetu Wirtualnego
oraz bedzie organizowac sie¢ inte-
grujaca narodowe centra laserowe w
Europie i uniwersyteckie laboratoria
laserowe. Katedra zorganizuje kilka
konferencji miedzynarodowych na
temat technologii laserowych i teleko-
munikacji $wiattowodowej.

Nagrody ,Krysztalowej Bruk-
selki™ 2006 dla najlepszych i najbar-
dziej aktywnych uczestnikdw 6-ego
Programu Ramowego (2002-2006)
zostaty ogtoszone i wreczone w War-
szawie, w listopadzie 2006 r. Laurea-
tow wytonita Kapituta ,,Krysztatowej
Brukselki", powotana przez Ministra
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. W
kategorii Szkolty Wyzsze nagrode
otrzymat Uniwersytet Jagielloiski,
a w kategorii Nagroda Indywidual-
na nagrode otrzymat dr Tomasz Go-
lec. UJ jest zaangazowany w 44 mie-

dzynarodowe projekty z dziedziny
nauk biomedycznych, chemicznych
i humanistycznych. ktaczna kwota
projektéw realizowanych w ramach
6-ego PR wyniosta prawie dziewieé
milionéw euro. Dr Tomasz Golec z
Zaktadu Proceséw Cieplnych Insty-
tutu Energetyki w Warszawie, wraz
ze swoim zespotem prowadzi prace
badawcze w zakresie proceséw spa-
lania w urzadzeniach takich jak kot-
ty i palniki pytowe. Cztery pozostate
nagrody trafity: w kategorii Polska
Akademia Nauk do Instytutu Fizyki
Jadrowej im. H. Niewodniczarnskiego
z Krakowa (w ramach 6-ego PR zre-
alizowat 17 projektéw), w kategorii
Jednostki Badawczo-Rozwojowe do
Instytutu Medycyny Pracy im. J. No-
fera z Lodzi (zrealizowat kilkadziesiat
projektdw sfinansowanych przez UE
na kwote 14 min euro). W kategorii
»Duze Przedsiebiorstwa" nagrode
uzyskat ComArch S.A. (za udziat w
projektach telekomunikacyjnych i
wspieranie mobilnosci oséb starszych
i niepetnosprawnych), w kategorii
Mate i Srednie Przedsiebiorstwa na-
grodzony zostat Instytut Technik Tele-
komunikacyjnych i Informatycznych
Sp. z 0.0. (za prowadzenie badan z
zakresu aplikacji mobilnych, e-bizne-
su i spoteczenstwa informacyjnego).
W poszczegblnych kategoriach nomi-
nowane byty réwniez, m.in. Politech-
nika Warszawska, Politechnika Wroc-
tawska, Uniwersytet Warszawski,
Instytut Chemii Bioorganicznej, In-
stytut Oceanologii, Miedzynarodowy
Instytut Biologii Molekularnej i Ko-
madrkowej, Instytut Ekologii Terenéw
Uprzemystowionych, BioinfoBank
Institute, Innowacja Polska Sp. z o.0.,
a w kategorii Nagroda Indywidualna
- Aldona Dembinska-Kie¢ z UJ.

Marek Pawtowski i Jacek Rozy-
nek, naukowcy z Instytutu Proble-
mow  Jadrowych, reprezentowali
Polske na | Europejskim Festiwalu
Nauki WONDERS w Helsinkach.
Jury festiwalowe przyznato im pierw-
sze wyrdznienie za najlepszy pokaz
popularnonaukowy. Laureaci prezen-
towali witasny pokaz ,Fizyczna Pia-
skownica" (Fot. 6), demonstrujac kil-
kadziesigt zjawisk fizycznych, przy-
gotowanych w sposéb nie wymagaja-
cy zadnych specjalnych przyrzadéw,
a tylko tego, co kazdy ma w kuchen-
nej szufladzie lub w kredensie. Adre-
satem pokazu sg dzieci. W ubiegtym
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roku pokaz dzisiejszych laureatow byt
nominowany w kategorii najlepsza
prezentacja festiwalowa w konkursie
»Popularyzator Nauki", organizowa-
nym przez Polska Agencje Prasowsq i
owczesne Ministerstwo Nauki i Infor-
matyzacji. Wyro6znienie festiwalowej
publicznosci odebrat Michat Surma,
naukowiec z Uniwersytetu Wroctaw-
skiego, za pokaz izolowania DNA
metodg domowg (Home made DNA).

Fot. 6. ,,Fizyczna piaskownica™

Pokaz prezentowany podczas Dol-
noslaskiego Festiwalu Nauki realizo-
wali cztonkowie Studenckiego Kota
Naukowego Biotechnologéw ,Przy-
bysz" z Wydziatu Biotechnologii Uni-
wersytetu Wroctawskiego. Europejski
Festiwal Nauki odbywa sie w ramach
unijnego programu WONDERS, rea-
lizowanego przy wspdipracy trzech
Europejskich stowarzyszen EUSCEA
(stowarzyszenie Festiwali  Nauki),
ECSITE (stowarzyszenie Centréw Na-
uki) i EUSJA (stowarzyszenie nauko-
wych dziennikarzy). W jego pierwszej
edycji wzieto udziat 21 zespotéw po-
pularyzujagcych nauke, ktére repre-
zentowaty 19 europejskich krajow. Il
Europejski Festiwal Nauki odbedzie
sie w 2007 roku. Wezma w nim udziat
takze organizacje z Rosji i Turcji (wg
PAP - Nauka w Polsce).

W drugiej edycji konkursu ,,Po-
pularyzator nauki', zorganizowa-
nego wspo6lnie w minionym roku
przez serwis Nauka w Polsce, PAP
oraz Ministerstwo Nauki i Szkolni-
ctwa Wyzszego - laureatami zostali:
dr Jerzy Jarosz - fizyk, w Kkategorii
Naukowiec lub Instytucja Naukowa;
red. Wiktor Niedzicki - dziennikarz
TVP oraz Szkota Festiwalu Nauki
w Warszawie w kategorii: Dzienni-
karz, Redakcja lub Instytucja Niena-
ukowa; Wyro6znienie za najbardziej
efektowne i przystepne prezentacje
podczas tegorocznego warszawskie-
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go Festiwalu Nauki otrzymat zespot
naukowcéw z Instytutu Biochemii
i Biofizyki PAN w Warszawie. Jury
docenito zorganizowany przez nich,
w ramach festiwalowej ,,Nocy Bada-
czy", happening naukowy poswie-
cony drozdzom. Przyznano tez trzy
wyroznienia Serwisu Nauka w Pol-
sce PAP dla: prof. Ireny Celejowej
z Warszawskiej Szkoty Zdrowia, dla
British Council oraz portalu inter-
netowego Astronomia.pl. Prof. Cele-
jowa, ktéra prowadzi WSZ od 19 lat,
wyrézniono ,za catoksztatt diugolet-
niej dziatalnosci popularyzatorskiej".
British Council otrzymato wyrdznie-
nie ,za szerokie wykraczanie pod
wzgledem popularyzacji nauki poza
standard obowigzujagcy wsréd po-
dobnych instytucji", za$ portal Astro-
nomia.pl ,,za propagowanie trudnej
dziedziny ws$réd mitodziezy szkolnej
iumozliwienie mtodziezy dostepu do
najnowoczesniejszych instrumentéw
badawczych". Szkota Festiwalu Na-
uki to inicjatywa naukowcéw - po-
pularyzatorow i pasjonatdw biologii.
Jej celem jest przyblizenie wspdtczes-
nej wiedzy biologicznej uczniom, na-
uczycielom i innym osobom zaintere-
sowanym ta dziedzing nauki. Z oferty
edukacyjnej i dydaktycznej Szkotly
Festiwalu Nauki skorzystato od 2002
roku ponad 3 tys. uczniéw gimna-
zjow i licedw oraz 1000 nauczycieli z
catej Polski. Inicjatorami powotania
Szkoty byli mtodzi absolwenci biolo-
gii, ktorych wsparto nastepnie Kkilka
instytutow naukowych, tj. Miedzy-
narodowy Instytut Biologii Moleku-
larnej i Komorkowej UNESCO/PAN,
Instytut Biologii Doswiadczalnej im.
M. Nenckiego PAN oraz Instytut
Biochemii i Biofizyki PAN, a takze
warszawski Festiwal Nauki, Szkota
Gidéwna Gospodarstwa Wiejskiego i
Fundacja BioEdukacji. Decyzje jury
ogtoszono w siedzibie PAP w War-
szawie, w dniu 15 grudnia 2006 r.
Aktywnos$¢ serwisu Nauka w Polsce
PAP jest wktadem PAP w proces po-
pularyzowania wiedzy w kraju. Wice-
minister nauki i szkolnictwa wyzsze-
go, Krzysztof Jan Kurzydtowski, po-
wiedziat, ze konkurs ,,Popularyzator
nauki" pozwolit uhonorowac osoby,
ktére na co dzieh wykonuja jedno z
najwazniejszych zadan $wiata nauki.
Dr Jerzy Jarosz (Fot. 7), fizyk z Uni-
wersytetu Slaskiego w Katowicach,
kieruje Pracownig Dydaktyki Fizyki.

Laureat prowadzi zajecia z metody-
ki nauczania fizyki i przyrody oraz
technologii informacyjnej, a od po-
nad 20 lat popularyzuje fizyke wsrod

Fot. 7. Dr Jerzy Jarosz (z prawej)

uczniow, studentéw i 0sob starszych.
Prowadzi cotygodniowy program
»,Cogito" w TVP3 i wspdipracuje z
Radiem Katowice. Redaktor Wiktor
Niedzicki (Fot. 8), dziennikarz TVP i
wyktadowca akademicki, ma za sobg
trzydziestoletnig dziatalno$¢ popula-
ryzujgcg osiggniecia polskiej nauki.
Jest autorem ponad 700 programoéw
popularnonaukowych. Stworzyt mie-
dzy innymi nadawany od 1985 roku
przez TVP cykl programéw , Labora-
torium", a ostatnio nowy program pt.
»,Dzien nauki", prezentujgcy osiag-
niecia nauki polskiej od poszukiwan
zycia w kosmosie, poprzez wykorzy-
stanie odpaddw, po biotechnologie.
Na konkurs zgtoszono ponad 60 kan-
dydatur. W kategorii Naukowiec lub
Instytucja Naukowa, oprocz Jarosza,

Fot. 8. Redaktor Wiktor Niedzicki
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nominacje do nagrody uzyskali: dr
Stanistaw Bajtlik z Centrum Astrono-
micznego PAN w Warszawie razem z
dr hab. inz. Arkadiuszem Ortowskim
z Instytutu Fizyki PAN i SGGW, prof.
Jerzy J. Langer z UAM w Poznaniu,
dr Ryszard Kowalski z Akademii
Podlaskiej w Siedlcach, prof. dr hab.
Tomasz Twardowski - Instytut Che-
mii Bioorganicznej PAN oraz Instytut
Probleméw Jadrowych w Swierku.
Ws$réd nominowanych w kategorii
Dziennikarz, Redakcja lub Instytucja
Nienaukowa, oprécz Niedzickiego i
Szkoty Festiwalu Nauki, znalezli sie:
Anna Mioduszewska - dziennikarka
i politolog z Olsztyna, Marian Nowy
- redaktor ,Dziennika Polskiego",
Polska Fundacja Upowszechniania
Nauki oraz Dziat Nauki ,,Rzeczpo-
spolitej”. W kategorii Prezentacja pod-
czas Festiwalu Nauki, oprécz zespotu
naukowcOw z Instytutu Biochemii i
Biofizyki PAN, nominowani byli: dr
Stanistaw Bajtlik z Centrum Astrono-
micznego PAN w Warszawie razem
z prof. Jozefem Kazmierczakiem z
Instytutu Paleobiologii PAN, prof.
Krzysztof Dotowy ze Szkoty Gtownej

Gospodarstwa Wiejskiego w Warsza-
wie oraz Takao Ishikawa - doktorant
Wydziatu Biologii Uniwersytetu (wg
PAP, Nauka w Polsce).

Medale Creativity Award przy-
znawane sg przez Swiatowa Organi-
zacje Wiasnosci intelektualnej (WIPO)
instytucjom zastuzonym dla promo-
wania idei wiasnosci intelektualnej. W
Polsce wreczono je po raz pierwszy, a
otrzymaty je cztery uczelnie, na kto-
rych w latach 2003-2005 powstato naj-
wiecej nagrodzonych przez Urzad Pa-
tentowy prac. Uroczysto$¢ odbyta sie
18 grudnia 2006 r. w siedzibie Urzedu
Patentowego RP w Warszawie. Lau-
reatami medali Creativity Award sa:
Uniwersytet Warszawski, Katolicki
Uniwersytet Lubelski, Uniwersytet
im. Adama Mickiewicza w Pozna-
niu oraz Akademia Sztuk Pieknych
w Warszawie. Podczas uroczystosci
przedstawiciel WIPO Michat Svan-
tner wyrazit zadowolenie, ze Polska,
kraj poszerzonej Unii Europejskiej,
aktywnie zaangazowata sie w ochro-
ne wiasnosci intelektualnej. Zachecat
tez do aktywnej wspotpracy z WIPO

w dziedzinie ochrony witasnosci inte-
lektualnej.

Nagrody dla najlepszych prac na-
ukowych i plakatéw z zakresu ochro-
ny wiasnos$ci przemystowej przyznat
tez prezes Urzedu Patentowego RP.
Konkurs odbyt sie w trzech katego-
riach: studenckiej, uczniowskiej i ot-
wartej. Wsrdéd laureatéw znajduja sie
miedzy innymi: studenci Politechniki
Warszawskiej, Politechniki Radom-
skiej, Akademii Sztuk Pieknych w
Warszawie, Gdansku, Wroctawiu,
Krakowie i Poznaniu oraz uczniowie
Zespotu Szkot Plastycznych w Gdyni,
Gorzowie WIlkp. i todzi. Swiatowa
Organizacja WiasnoSci Intelektualnej
(WIPQ) zostata utworzona w Sztok-
holmie w 1967 roku, a siedzibg WIPO
jest Genewa. Jej celem jest pogtebianie
wiedzy na temat ochrony praw wias-
noéci intelektualnej na arenie miedzy-
narodowej, zapewnianie wspotpracy
administracyjnej w zakresie egzekwo-
wania praw autorskich, czuwanie nad
przestrzeganiem umow miedzynaro-
dowych (na podstawie PAP - Nauka
w Polsce).

ZMARLA PROFESOR PAULINA WLODAWER, W LATACH SZESCDZIESIATYCH
KIEROWNIK PRACOWNI BIOCHEMII LIPIDOW W INSTYTUCIE BIOLOGII
DOSWIADCZALANEJ IM. M. NENCKIEGO PAN W WARSZAW IE

Paulina Wtodawer ukorczyta studia biologiczne na Uniwersytecie Warszaw-
skim w 1939 roku. Prace magisterska wykonywata pod kierunkiem prof. Wtodzi-
mierza Niemierki, czeSciowo w przedwojennym Instytucie im. M. Nenckiego.
Poczatek wojny 1939 r. zastat Jg na wschodzie Polski, na terenach okupowanych
przez armig radziecka. Stamtad w 1940 r. zostata wywieziona w gtgb ZSRR, skad
powrécita do Polski dopiero w 1946 r. Pod koniec 1948 r. rozpoczeta prace w
Instytucie im. Marcelego Nenckiego, ktory wznowit swg dziatalno$¢ w todzi.
Byta najblizsza wspotpracownicg prof. W. Niemierki, zajmujac sie wraz z nim, a
p6zniej samodzielnie, metabolizmem lipidow. W krotkim czasie uzyskata stopien
doktora, a nastepnie (w 1960 r.) - docenta. W 1966 r. zostata profesorem. W 1963
w Zaktadzie Biochemii Instytutu Nenckiego utworzyta Pracownie Biochemii Li-
pidow, ktdrg kierowata az do wyjazdu z Polski w 1969 r. Pracownia ta zajmowata
sie metabolizmem lipidow, gtéwnie w aspekcie pordwnawczym, najpierw u owa-
dow, a w pdzniejszym okresie takze u kregowcow. Prof. Wiodawer wyksztatcita
grono wspotpracownikéw, z ktérych w Instytucie pracuje jeszcze Jej pierwsza
doktorantka, prof. Jolanta Baranska. Wspotpracowata takze z Pracownig Bioenergetyki, kierowang przez prof. Lecha Wojtczaka. Wy-
darzenia 1968 roku sktonity prof. Wtodawer i Jej rodzine do wyjazdu z Polski. Osiadta w Sztokholmie, gdzie wkrotce rozpoczeta prace
w Karolinska Institutet w pracowni kierowanej przez prof. B. I. Samuelssona. Pracownia ta znana byta juz woéwczas z osiggnie¢ w dzie-
dzinie prostaglandyn. Za badania te, w ktorych uczestniczyta rowniez prof. Wtodawer, Samuelsson otrzymat w 1982 r. nagrode Nobla.

Profesor Wtodawer zmarta w Sztokholmie 26 grudnia 2006 r. w wieku 92 lat.

Fotografia. Paulina Wtodawer wraz z profesorem Wtodzimie-
rzem Niemierko w dniu Jej promocji doktorskiej, 1951 rok.

prof. Lech Wojtczak
Instytut Biologii DoSwiadczalnej PAN
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Stowa kluczowe: surwiwina, mitoza, mito-
tyczny punkt kontroli cyklu komérkowego,
apoptoza, cykl komérkowy

Wykaz skrétéw: APC/C (ang. Anaphase Pro-
moting Complex/Cyclosorne) - kompleks o ak-
tywnosci ligazy ubikwitynowej regulujacy
przejscie komdrek z metafazy do anafazy; BIR
(ang. Baculoviral Inhibitor of apoptosis Repeat)
- domena biatkowa charakterystyczna dla
biatek z rodziny IAP; CPC (ang. Chromosomal
Passenger Complex) - kompleks wedrujacy po
chromosomach w czasie mitozy; HBXIP (ang.
hepatitis B X-interacting protein) - biatko od-
dziatujace z biatkiem X wirusa Hepatitis B; IAP
(ang. Inhibitors of Apoptosis) - rodzina biatek o
wiasciwosciach antyapoptotycznych; INCENP
(ang. Inner Centromere Protein) - jedno z biatek
kompleksu CPC; MCAK (ang. mitotic centrome-
re-associated kinesin) - biatko depolimeryzujace
mikrotubule w czasie procesu umocowywania
chromosoméw do wrzeciona podziatowego;
MSAC (ang. mitotic spindle assembly checkpoint)
- punkt kontroli poprawnosci ztozenia wrze-
ciona mitotycznego

Podzigkowanie: Autorki dziekuja Pani Profe-
sor Ewie Sikorze za dyskusje i cenne uwagi w
czasie pisania tej pracy
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STRESZCZENIE

urwiwina nalezy do rodziny antyapoptotycznych biatek IAP (ang. Inhibitors of Apoptosis).

Wysoka ekspresje tego biatka wykazano w wielu typach nowotworéw i jest ona zwigza-
na ze wzrostem opornosci na chemioterapie, zaostrzeniem sie objawow i progresja choroby.
Surwiwina, oprécz udziatu w hamowaniu procesu $mierci komérek na drodze apoptozy, jest
zaangazowana w regulacje przebiegu podziatu komorki. Biatko to jest sktadnikiem kom-
pleksu CPC (ang. Chromosomal Passenger Complex), odpowiedzialnego za prawidtowy prze-
bieg segregacji chromatyd potomnych w czasie mitozy. Surwiwina reguluje réwniez funk-
cjonowanie mechanizmu kontrolnego na etapie przejscia z metafazy do anafazy, zwanego
mitotycznym punktem kontroli cyklu komérkowego (ang. mitotic spindle assembly checkpoint).
W potgczeniu z innymi biatkami, uczestniczy w regulacji przebiegu cytokinezy.
Niniejsza praca jest z jednej strony prébg podsumowania roli surwiwiny w komérkach pra-
widtowych i nowotworowych, ze szczegélnym naciskiem na jej udziat w mitozie, z drugiej
za$ wstepem do dyskusji o terapii skierowanej przeciw surwiwinie w walce z nowotwora-
mi.

WPROWADZENIE

Surwiwina komorek cztowieka jest niewielkim biatkiem (ok. 16.5 kDa), na-
lezagcym do rodziny IAP (ang. Inhibitors of Apoptosis). Odkryta stosunkowo nie-
dawno [1], stanowi obecnie przedmiot badan wielu zespotdw na catym Swiecie.
Zainteresowanie tym biatkiem zwigzane jest z jego niezwykia, ,,podwadjna" rolg
w zyciu komdrki: jako inhibitora apoptozy z jednej strony, a regulatora prze-
biegu podziatu komérki z drugiej. Badania dotyczace roli surwiwiny w zyciu
komorki zyskujg dodatkowe znaczenie, gdyz wykazano, ze jej nadekspresja jest
cechg wielu typow nowotworow [1].

Pierwsze badania dotyczace funkcji tego biatka w komdrce, zwigzane byty
z jego rolg w regulacji procesu apoptozy, co miato $cisty zwigzek z do$¢ szyb-
ko ustalong przynaleznoscig surwiwiny do rodziny antyapoptotycznych biatek
IAP [1], Warto zaznaczy¢, iz surwiwina, pod wzgledem strukturalnym nie jest
typowym przedstawicielem tej grupy. Podstawowym elementem struktury wy-
rézniajacym biatka nalezgce do tej rodziny jest wystepowanie w czgsteczce 2 lub
3 o0k. 70-aminkowasowych, tzw. domen BIR (ang. Baculoviral Inhibitor ofapoptosis
Repeat), ktérych obecnos$¢ jest zwigzana z antyapototycznymi wiasciwosciami
tych biatek [2]; surwiwina, w odréznieniu od typowych przedstawicieli tej ro-
dziny u ssakéw, posiada tylko jedng domene BIR [3] (Rye. 1). Nastepng cecha,
wyrozniajgcg surwiwine (i liwing ML-1AP) spo$rdd pozostatych biatek cztowieka
nalezacych do rodziny IAP, sa duze réznice w jej ekspresji w komorkach prawid-
towych, w poréwnaniu z nowotworowymi [3]. Z unikalnych wtasciwosci surwi-
winy, warto wspomnie¢ jeszcze o jej zdolnosci do tworzenia homodimerdw, ob-
serwowanych réwniez in vivo; jednakze zadne z dotychczas przeprowadzonych
badan nie wyjasniaja fizjologicznej roli dimeréw [4]. Ostatnie lata wskazaty na
niezwykle istotng role surwiwiny w regulacji mitozy, otwierajagc tym samym
nowy rozdziat w badaniach dotyczacych jej funkcji. Co wiecej, w Swietle naj-
nowszych odkry¢ wy-
daje sie, ze regulacja
mitozy moze by¢
wrecz nadrzedng, w

stosunku do regula- N“.‘_ domenaBRI [ [

cji apoptozy, funkcja

miejsce wigzania

miejsce wigzania
kinazy cdk1

Aurory B

surwiwiny. i) ) miejsce wigzania
motyw 1 miejsce wiazania mikrotubul
ROLA SURWIWINY odpowiadajacy biatka
W APOPTOZIE za tworzenie Smac/DIABLO mo!yw 2
dimeréw odpowiadajacy
za tworzenie
Wykazang wkrotce dimeréw

po jej odkryciu, jed- Rydnai. struktura domenowa surwiwiny.
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nakze dzi$ podwazang przez cze$¢ badaczy wihasciwoscia
surwiwiny jest zdolno$¢ do hamowania apoptozy na dro-
dze wigzania i blokowania kaspaz efektorowych 3 i 7 [5].
Przebieg apoptozy nie jest zasadniczym tematem tej pracy,
prace przegladowa dotyczaca mechanizmoéw i regulacji
programowanej $mierci komdrek mozna znalez¢ w jednym
z poprzednich numeru ,,Postepéw bhiochemii" [6], Mecha-
nizmom hamowania aktywnosci kaspaz przez surwiwineg
poswiecono wiele uwagi, aczkolwiek wyniki otrzymywane
przez niezalezne zespoty badawcze, czesto wykluczajg sie
wzajemnie i w dalszym ciggu budzg gorace dyskusje. Wat-
pliwosci dotyczg samej mozliwo$ci wigzania kaspaz przez
surwiwine, w nawigzaniu do jej struktury, poréwnywanej
z innymi antyapoptotycznymi biatkami z rodziny IAP.
Surwiwina nie posiada bowiem obecnej w wielu biatkach
IAP i uwazanej za niezbedng do zwigzania kaspaz dome-
ny CARD (ang. caspase recruitment domain) [3]. Obecnos$¢
pojedynczej domeny BIR wyklucza réwniez mechanizm, w
ktorym blokowane sg kaspazy w przypadku XIAP, najlepiej
poznanego ludzkiego biatka z rodziny IAP; gdzie zasadni-
cze znaczenie w hamowaniu aktywnej kaspazy 3i 7 odgry-
wa region tagczacy domeny BIRL i BIR2 [7], Wykazano nato-
miast, ze surwiwina w kompleksie ze swoim kofaktorem,
biatkiem HBXIP (ang. hepatitis B X-interacting protein) wigze
sie z prokaspazg 9, hamujac wewnetrzny szlak apoptotycz-
ny, zalezny od mitochondridw [8]. Czes¢ badaczy sugeruje,
iz hamowanie apoptozy z udziatem surwiwiny jest skut-
kiem jej oddziatywan z proapoptotycznym biatkiem Smac/
DIABLO. Biatko to, uwalniane z mitochondriéw pod wpty-
wem sygnatéw proapoptotycznych, wigze si¢ z typowymi
przedstawicielami rodziny IAP. Uniemozliwia w ten sposob
ich oddziatywanie z kaspazami, co prowadzi do aktywacji
tych enzymdw, a w konsekwencji do apoptozy zaleznej od
kaspaz. Wigzanie Smac/DIABLO przez surwiwine obniza
jego poziom w cytoplazmie, a tym samym ogranicza dostep
tego biatka do pozostatych przedstawicieli rodziny IAP,
ktore bez zaktdcenh mogg petni¢ funkcje antyapoptotyczne
[9]. Spér wokdt antyapoptotycznych wasciwosci surwiwi-
ny i dywagacje dotyczace ich charakteru trwajg nadal. W
jego tle prowadzone sg doSwiadczenia, ktére mimo tego, ze
nie wskazujg na doktadny mechanizm tego procesu, bez-
spornie wskazujg na zdolno$é surwiwiny do hamowania
programowanej $mierci komorki. Wykazano, ze obecnos¢
zmutowanej formy surwiwiny, np. surwiwinyG¥Aekspry-
mowanej w komaérkach linii HeLa, powoduje wzrost aktyw-
nosci kaspazy 3 [10], a wygaszenie jej ekspresji w komor-
kach raka ptuc za pomoca antysensownych oligonukleoty-
dow, ich podwyzszong $Smiertelno$¢ oraz wzrost wrazliwo-

Rycina 2. Schemat ideowy budowy kompleksu CPC.
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Rycina 3. Lokalizacja kompleksu CPC w czasie mitozy na przyktadzie surwiwi-
ny. Rysunek przedrukowano z Wheatley SP, McNeish A (2005) Survivin: a pro-
tein with dual roles in mitosis and apoptosis. Int Rev Cytol 247: 35-88, za zgodg
autoréw i wydawnictwa Elsevier.

§ci na chemioterapie [11]. Ponadto, doSwiadczenia z sSiRNA
skierowanym przeciw mRNA surwiwiny, wykazaty spadek
przezywalnosci komdrek ludzkich miesakéw [12], wzrost
wrazliwosci na apoptoze indukowang poprzez aktywacje
receptora TRAIL w komoérkach czerniaka ztosliwego [13] i
spontaniczng apoptoze w komdrkach linii HeLa [14]. Reasu-
mujgc, nadekspresja surwiwiny spotykana w wielu typach
nowotworéw koreluje z podwyzszong opornoscig komorek
na szereg bodZzcéw proapoptotycznych, podczas gdy zabu-
rzenia ekspresji lub funkcji tego biatka, skutkujg wzrostem
podatnosci na apoptoze [15].

ROLA SURWIWINY W MITOZIE

Wykazanie zalezno$ci pomiedzy ekspresjg surwiwiny
a faza cyklu komérkowego (nie dotyczy to zadnego inne-
go biatka nalezacego do rodziny IAP) [16] doprowadzito
do konkluzji, iz ekspresja tego biatka w fazie G2/M moze
by¢ powigzana z przebiegiem podziatu komorki, co z ko-
lei mogtoby wskazywac na inna, niz dotychczas znana, role
surwiwiny. Do podobnych przypuszczern doprowadzity
badaczy spostrzezenia, ze wysoka ekspresja surwiwiny ma
miejsce w wielu liniach nowotworowych, wykazujacych
wysoce podwyzszong aktywno$¢ proliferacyjna; a biatka
tego praktycznie nie spotyka sie w komdrkach nie ulegaja-
cych podziatom, tj. terminalnie zréznicowanych i starych.
Dane te zapoczatkowaty nowy etap badahn zwiazanych z
rolg surwiwiny w mitozie.

SURWIWINA JAKO ELEMENT KOMPLEKSU
WEDRUJACEGO PO CHROMOSOMACH

Badania immunofluorescencyjne jednoznacznie wyka-
zaly, ze surwiwina jest elementem kompleksu CPC (ang.
Chromosomal Passenger Complex) - kompleksu wedrujacego
po chromosomach [17]. Kompleks ten odgrywa zasadniczg
role w segregacji chromatyd siostrzanych w czasie mitozy,
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regulacji funkcjonowania punktu kontroli poprawnosci zto-
Zenia wrzeciona mitotycznego i cytokinezie. W jego skiad
wchodzg ponadto biatka: INCENP (ang. Inner Centromere
Protein), Aurora B, posiadajaca aktywno$¢ kinazy seryno-
wo-treoninowej, borealina oraz biatko TD-60 [18] (Ryc. 2).
Wymienione biatka w literaturze anglojezycznej okreslane
sg terminem ,,chromosomal passengers"”, przez wzglad na ich
charakterystyczng lokalizacje w czasie mitozy (Ryc. 3). W
p6éznej fazie G2 i w profazie zlokalizowane sa w postaci
wielu rozproszonych punktéw na chromosomach; w czasie
prometafazy i metafazy przemieszczajg sie do wewnetrz-
nego regionu centromerowego chromosomdw. Podczas
gdy w anafazie chromatydy siostrzane przemieszczajg sie
w kierunku przeciwlegtych biegunéw wrzeciona podzia-
towego, biatka wchodzagce w sktad kompleksu CPC zostajg
w obszarze srodkowym miedzy biegunami wrzeciona po-
dziatowego, by ostatecznie w czasie telofazy i cytokinezy
znalez¢ sie w budowanych przez mikrotubule strukturach
0 zasadniczym znaczeniu dla przebiegu cytokinezy, okre-
$lanych w piSmiennictwie anglojezycznymi terminami:
midbody i midzone [18]. Wygaszenie ekspresji ktéregokol-
wiek ze sktadnikow kompleksu CPC powoduje zaburzenia
lokalizacji i funkcjonowania pozostatych jego elementow,
co dodatkowo potwierdza fakt istnienia wzajemnych od-
dziatywan i powigzan pomiedzy poszczegdlnymi biatkami
wedrujgcymi po chromosomach w czasie mitozy [18,19].
Wykazano, ze w dzielgcych sie komdérkach, pozbawionych
ktorego$ z biatek budujacych kompleks CPC lub posiada-
jacych zmutowane formy tych biatek, wystepuja liczne za-
burzenia w przebiegu mitozy [18]. Wygaszenie lub obnize-
nie ekspresji surwiwiny wywotuje zaburzenia w segregacji
chromosomow, tworzenie nieprawidtowych jedno i wielo-
biegunowych wrzecion podziatowych (ang. odpowiednio:
monopolar i multipolar spindles), mikronukleacje, nieprawid-
towosci w przebiegu cytokinezy oraz poliploidyzacje w ko-
morkach przewlektej biataczki szpikowej [19], komérkach
limfoidalnej linii HCW-2 [20] oraz Hela [21].

Jednym z lepiej poznanych i opisanych w literaturze ele-
mentéw kompleksu CPC jest biatko Aurora B. Duze zain-
teresowanie tym biatkiem wynika m.in. z mnogosci funk-
cji, jakie Aurora B peini w czasie podziatu komorki. Jako
jedyny sposrdéd sktadnikow kompleksu CPC wykazuje ak-
tywnos$¢ enzymatyczna, przez co cze$¢ badaczy podkresla
jej szczegdlng role w funkcjonowaniu kompleksu CPC. We
wczesnych etapach mitozy Aurora B fosforyluje histon H3
na serynie 10. Uwaza sig, ze ta modyfikacja jest niezbedna
do prawidtowego przebiegu kondensacji chromatyny, po-
przedzajacej podziat komaérki [22].

Aurora B kontroluje rowniez proces wigzania mikrotu-
bul do kinetochoréw. Wtasciwa segregacja chromatyd sio-
strzanych w anafazie mozliwa jest wéwczas, gdy do kine-
tochorow kazdej z nich zostang dotgczone mikrotubule po-
chodzace z przeciwlegtych biegunéw wrzeciona podziato-
wego (konfiguracja amfiteliczna), co okres$lane jest mianem
bioorientacji [23], Btedy w tym procesie moga skutkowac
konfiguracjg meroteliczng (mikrotubule pochodzgce z obu
biegunéw wrzeciona zostajg przytaczone do kinetochoru
jednej chromatydy siostrzanej), synteliczng (kinetochory
obu chromatyd zostajg potgczone z mikrotubulami biegna-
cymi od tego samego bieguna wrzeciona) czy monoteliczng
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(tylko jeden z kinetochordw chromatyd siostrzanych uzy-
skuje potaczenie z mikrotubulami biegngcymi od jednego
z biegunéw wrzeciona) [23]. Niesymetryczne rozejscie sie
chromatyd siostrzanych do jader potomnych w anafazie,
wywotane niewtasciwg bioorientacjg mikrotubul na kineto-
chorach, moze prowadzié¢ do powstania niestabilnych gene-
tycznie komdrek aneuploidalnych [22], Udziat Aurory Bw
kontrolowaniu procesu wiazania mikrotubul do kinetocho-
row ma charakter posredni i polega na regulacji aktywnosci
biatka MCAK (ang. mitotic centromere-associated kinesin) [24],
Biatko to, w formie nieufosforylowanej ma zdolno$¢ depoli-
meryzowania mikrotubul. Natomiast ufosforylowane przez
Aurore B biatko MCAK traci te aktywnos$c¢ i jest kierowa-
ne w obszar kinetochoréw, gdzie ponownie aktywowane
przez fosfatazy, odpowiada za depolimeryzacje mikrotubul
w nieprawidtowy sposob przytgczonych do kinetochorow.
W komorkach pozbawionych Aurory B, biatko MCAK nie
jest obecne w obrebie kinetochordéw, a ich niewtasciwe pota-
czenia z mikrotubulami nie sg usuwane [24],

Kompleks CPC petni rowniez funkcje regulacyjne na eta-
pie cytokinezy. Aurora B, enzymatyczny rdzen kompleksu,
fosforyluje m. in. wimentyne i biatko MgcRacGAP. Biatka
te w formie ufosforylowanej sg niezbedne do prawidtowe-
go przebiegu tego procesu. W przypadku braku regulacji
aktywnosci tych biatek przez Aurore B, obserwuje sie za-
burzenia przebiegu cytokinezy, tacznie z niedokonczeniem
tego procesu, mogace prowadzi¢ do $mierci komorki [22].

Nalezy wyraznie zaznaczy¢, iz surwiwina jest niezbedna
w procesie powstawania kompleksu. Badania, w tym row-
niez prowadzone przez nasz zesp6t na liniach komérkowych
przewlektej biataczki szpikowej wykazaty, ze w komérkach
pozbawionych surwiwiny metodag siRNA, kompleks CPC
nie zostaje w ogole utworzony, a pozostate biatka wchodza-
ce w jego sktad, w tym Aurora B, wykazujg ,,rozproszong”
lokalizacje w komorce [19] (Ryc. 4). Tego typu obserwacje
wskazujg na role surwiwiny zaréwno w formowaniu kom-
pleksu wedrujagcego po chromosomach, jak i kierowaniu go
do miejsca jego dziatania w czasie mitozy - kinetochordw.
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze inaktywacja ktéregokolwiek
ze sktadnikéw kompleksu CPC prowadzi do zaburzen loka-
lizacji pozostatych biatek budujgcych ten kompleks, a tym
samym do problemdéw z tworzeniem kompleksu CPC.

Oprécz funkcji strukturalnych, surwiwina petni réow-
niez funkcje regulatorowe; jej obecnos¢ w kompleksie CPC
istotnie wptywa na aktywno$¢ Aurory B. Stwierdzono, ze
w drodze bezposrednich oddziatywan miedzy tymi dwo-
ma biatkami dochodzi do stymulacji aktywnos$ci kinazowej
Aurory B. W badaniach in vivo wykazano, ze nadekspresja
genu kodujgcego surwiwine znaczaco wzmaga te aktyw-
no$¢, podczas gdy obnizeniu ekspresji genu surwiwiny,
poprzez zastosowanie antysensownych oligonukleotydéw,
towarzyszy silne obnizenie tej aktywnosci [25].

O zasadniczej roli surwiwiny w regulacji prawidtowego
podziatu i zycia komarki $wiadczy réwniez fakt, ze myszy
z uszkodzonym genem surwiwiny umierajg we wczesnych
stadiach rozwoju [26]. Nalezy wspomnie¢, iz ostatnio suge-
ruje sie istnienie wiecej niz jednego typu kompleksu wedru-
jacego po chromosomach: précz ,klasycznego" holokom-
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Rycina 4. Zaburzenia lokalizacji Aurory B w komdrkach pozbawionych surwi-
winy metoda siRNA (wyniki wtasne). Morfologia jadra komérki prawidtowej
barwionej DAPI (A) oraz komérki, w ktérej wygaszono ekspresje surwiwiny (a).
Lokalizacja Aurory B w czasie mitozy w komdrce prawidtowej (B) i pozbawionej
surwiwiny metoda siRNA (b).

pleksu budowanego przez INCENP, surwiwine, Aurore B,
borealine i TD-60, postuluje sie istnienie mniejszych typu
Aurora B/ INCENP, przeprowadzajgcego wytgcznie fosfo-
rylacje seryny 10 na histonie H3 [18].

UDZIAL SURWIWINY W REGULACJI FUNKCJONOWANIA
PUNKTU KONTROLI POPRAWNOSCI
ZELOZENIA WRZECIONA MITOTYCZNEGO

Punkt kontroli poprawnosci ztozenia wrzeciona mito-
tycznego (ang. mitotic spindle assembly checkpoint; MSAC),
zwany réwniez mitotycznym punktem kontroli cyklu ko-
moérkowego, punktem kontrolnym powstawania wrzeciona
czy po prostu punktem kontrolnym wrzeciona jest kluczo-
wym mechanizmem kontrolujgcym proces segregacji chro-
mosomow w komorkach eukariotycznych. Aktywowany w
czasie prometafazy, opdéznia zajScie anafazy do momentu,
az wszystkie chromatydy potomne, poprzez potgczenia z
mikrotubulami, zostang wtasciwie zorientowane wzgledem
biegunéw wrzeciona podziatlowego w tzw. ptytce metafa-
zalnej [27], W funkcjonowanie tego mechanizmu zaangazo-
wane sg biatka: Bub (Bubl-3), Mad (Madl, Mad2, BubRl),
CENP-E, kinaza MPS1 ioddziatujgce z dyneing biatka ZwlO
i Rod [28]. W sytuacji, gdy nie wszystkie chromatydy, ma-
jace ulec rozdzieleniu do komérek potomnych, posiadajg
witasciwe potaczenie z mikrotubulami (ang. attachment) lub
tez uktad tych potaczen jest niestabilny i jest Zrédtem nie-
prawidtowych napie¢ (ang. tensions), wymienione wyzej
biatka generujg sygnat hamujacy rozpoczecie anafazy i se-
gregacje chromatyd siostrzanych [29]. ,,Sercem™ uktadu sg
biatka Mad2 i BubRI wigzgce i hamujgce aktywnos$¢ biatka
regulatorowego Cdc20. Biatko to petni funkcje aktywatora
kompleksu APC/C (ang. Anaphase Promoting Complex/ Cyc-
losome), ktory wykazuje aktywno$¢ ligazy ubikwitylowej
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[30] (Ryc. 5). Zachodzaca przy udziale tego kompleksu ubi-
kwitylacja cykliny Bisekuryny, a w konsekwencji degrada-
cja tych biatek, prowadzi do uwolnienia i aktywacji zwigza-
nej z sekuryng separazy. Separaza jest enzymem proteoli-
tycznym, ktéry niszczy biatkowe potgczenia miedzy chro-
matydami siostrzanymi, przez co inicjuje ich segregacje do
przeciwlegtych biegundw wrzeciona podziatowego [31].

Na pierwszy rzut oka wydawac by sie mogto, ze procesy,
przebiegajgce z udziatem kompleksu CPC oraz biatek zaan-
gazowanych w funkcjonowanie mitotycznego punktu kon-
troli cyklu komdrkowego, przebiegajg niezaleznie od siebie.
Do niedawna uwazano, ze ewentualna aktywacja mecha-
nizmu kontroli MSAC jest zalezna od efektow dziatania
kompleksu CPC, nie za$ od udziatu w tym procesie samych
biatek wedrujagcych po chromosomach. Wykazano jednak,
ze prawidtowe funkcjonowanie MSAC wymaga udziatu 3
znanych juz nam biatek: surwiwiny, Aurory B i INCENP
[32,33]. Mozna wiec powiedzie¢, ze stanowig one swoisty
»~tacznik™ spajajagcy oba mechanizmy regulacji przebiegu
mitozy w funkcjonalng cato$¢, we wspolny system regulacji
organizacji i rozdziatu materiatu genetycznego w dzielacej
sie komarce.

Problem sygnatu generowanego przez zaktywowany mi-
totyczny punkt kontroli cyklu komdrkowego jest przedmio-
tem licznych sporéw wsrdd badaczy. Cze$¢ z nich uwaza,
ze biatka sensorowe BubRIl i Mad2 dziatajg niezaleznie i

A
separaza
/-
mikrotubul /—"_’
B

1
CEr

D
0
(BubRi-8ue) ~—

Rycina 5. Uproszczony schemat funkcjonowania mitotycznego punktu kontroli
(MSAC). Aktywacja MSAC i uruchomienie sygnatu prowadzgcego do zahamo-
wania anafazy w sytuacji braku potaczenia kinetochoru z mikrotubulami (A); ak-
tywacja APC/C i przejscie z metafazy do anafazy w komérkach zchromosomami
w konfiguracji amfitelicznej (B).
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generujg sygnaly ptynace odpowiednio od: niewtasciwych
napie¢ w uktadzie mikrotubul i braku potgczenia z mikro-
tubulami [34]. Druga cze$¢ za$ uwaza, ze dwie ,galezie
sygnatowe" nie istnieja, a oba biatka ze sobg wspotdziataja,
wysytajac wspbiny sygnat do zatrzymania wejscia w anafa-
ze [35], Badacze opowiadajacy sie za stusznosciag pierwszej
tezy, wskazujg na doswiadczenia z nokodazolem i taksolem
- zwigzkami zaburzajagcymi prawidtowg dynamike mikro-
tubul w komdrce. Wykazano, ze kompleks tworzony przez
surwiwine, biatko INCENP i Aurore B jest niezbedny do
uruchomienia odpowiedzi, wynikajacej z braku odpowied-
nich napieé miedzy mikrotubulami a kinetochorem, genero-
wanej z udziatem biatka BubRI. Okazato sig, ze surwiwina,
Aurora B oraz biatko INCENP uczestniczg w procesie loka-
lizacji biatka BubRI na kinetochorach, jak réwniez wptywa-
ja najego stabilno$¢ i czas pozostawania na kinetochorach w
sytuacji przedtuzonej aktywacji MSAC. Mechanizmy tych
procesOw pozostajg niewyjasnione. Z kolei, odpowiedZ ko-
morki na brak przytaczenia mikrotubul do kinetochorow,
w ktérej posredniczy biatko sensorowe Mad2, odbywa sie
bez udziatu surwiwiny ijej partnerow [32,33], Udziat surwi-
winy, Aurory B i biatka INCENP w odpowiedzi komoérki
na wystgpienie nieprawidtowych napie¢ na kinetochorach,
wynika najprawdopodobniej z wptywu surwiwiny na mi-
krotubule. W badaniach in vivo wykazano, ze surwiwina
stabilizujagc uktad mikrotubul oraz wptywajac na proces
nukleacji, reguluje dynamike tych struktur w komdrce [36,
371,

EKSPRESJA SURWIWINY W KOMORKACH
NOWOTWOROWYCH

POZIOM EKSPRESJI SURWIWINY

Ekspresje surwiwiny wykazano w komadrkach embrio-
nalnych, ptodowych, silnie dzielgcych sie oraz w wielu ty-
pach nowotworow, w odrdznieniu od komorek terminalnie
zrdznicowanych, starych czy tez komoérek w fazie GO cyklu
komorkowego, w ktérych nie stwierdzono ekspresji tego
biatka. Nadekspresja surwiwiny jest cechg wielu typéw no-
wotwordw, moze tez dotyczy¢ komorek z faz agresywnych,
zwigzanych z progresjg choroby i zaostrzeniem objawow
u pacjentéw. Podwyzszony poziom tego biatka stwierdzo-
no m.in. w zmienionych nowotworowo komoérkach ukta-
du krwiotworczego oraz w nowotworach ptuc, okreznicy,
trzustki, watroby [1], Zotagdka, przetyku, macicy, prosta-
ty, piersi, jajnikow, nowotworach mézgu i innych [38]. W
przypadku niektérych typéw nowotworow jak nerwiak
(zarodkowy wspo6tczulny), nowotwory ztosliwe jelita gru-
bego, ptuc i pecherza moczowego, rak okreznicy i odbytni-
cy czy niedrobnokomdérkowy rak ptuc, wykazano korelacje
pomiedzy wzrostem ekspresji surwiwiny a niekorzystnymi
rokowaniami w przebiegu choroby. Stad tez, poziom tego
biatka proponuje sie jako swoisty marker prognostyczny w
przebiegu niektérych typéw nowotworow [38],

FUKNCJE POSZCZEGOLNYCH IZOFORM SURWIWINY

W komorkach ludzkich, oprécz formy dzikiej (142 amin-
kwasy) stwierdzono jak dotagd obecno$¢ czterech innych izo-
form tego biatka: tzw. surwiwiny-2p (165 aminokwasow),
surwiwiny-AEx3 (137 aminokwaséw) [39], surwiwiny-3p
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(120 aminokwasow) [40] i surwiwiny-2a (74 aminokwasy)
[41] (Ryc. 6). Wykazano, ze wszystkie spotykane formy tego
biatka powstajag w drodze réznicowego ciecia i sktadania
(ang. splicing) pre-mRNA genu, zlokalizowanego na chro-
mosomie 17 (17g25). Przypuszcza sie, ze ekspresja poszcze-
g6Inych izoform surwiwiny zalezy od stanu, w jakim w da-
nym momencie znajduje sie komadrka, jak rowniez rodzaju
tkanki, w ktdrej sie ten proces odbywa, a tym samym, od
dostepnosci czynnikéw edycyjnych (ang. splicingfactors), re-
gulujacych powstawanie alternatywnych form surwiwiny,
czy roznic w stabilnosci poszczeg6lnych rodzajow mRNA
[42]. Doktadne zalezno$ci miedzy typem tkanki, w ktorym
ma miejsce ekspresja a izoformg, sa obecnie przedmiotem
licznych badan. Obecno$¢ formy dzikiej, surwiwiny-2p i
surwiwiny-AEx3 wykazano m.in. w ludzkich nowotwo-
rach pochodzenia nabtonkowego oraz w liniach komoérko-
wych HelLa, U20S, MCF7. Jednakze we wszystkich bada-
nych przypadkach, w ogdlnej puli dominuje dzika forma
surwiwiny [39]. Wykazano, ze surwiwina-AEx3 posiada
wiasciwosci antyapoptotyczne, podczas gdy w przypad-
ku formy 2p sg one mocno zredukowane. Sugeruje sie, iz
surwiwina 2p moze petni¢ role naturalnego, endogennego
antagonisty form o witasciwosciach antyapoptotycznych, ftj.
dzikiej i surwiwiny-AEx3 i w sposdb kompetycyjny wigzac
ich partneréw biatkowych [42], Ostatnio odkryta i jeszcze
dos¢ stabo scharakteryzowana na tle innych surwiwina-2a,
réwniez oddziatuje z dzikg formg surwiwiny, ostabiajac jej
antyapoptotyczne wihasciwosci [41]. Wydaje sig, ze mamy tu
do czynienia ze zjawiskiem znanym juz wcze$niej w kon-
tekscie innych biatek regulujgcych proces apoptozy: Bcl-
X, czy Bcl-Xs, czyli funkcjonalnym antagonizmem miedzy
antyapoptotycznymi a pozbawionymi takich wiasciwosci
izoformami [42]. Stwierdzono kolokalizacje formy dzikiej
i surwiwiny 2p w cytoplazmie, podczas gdy surwiwina-
AEx3 obecna jest w jadrze komoérkowym. W przypadku
izoform AEx3 i 2p nie wykazano tak charakterystycznej dla
formy dzikiej lokalizacji na centromerach i oddziatywan z
mikrotubulami w czasie mitozy. Jednakze nagromadzenie
surwiwiny-AEx3 w jadrze w poznej fazie GI, S, G2, moze
dodatkowo wskazywac na jej nieznang dotad role w regula-
cji cyklu komérkowego [42].
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Rycina 6. Poréwnanie struktury poszczegélnych izoform surwiwiny. Rysunek
zmodyfikowany na podstawie [41].
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REGULACJA EKSPRESJI SURWIWINY

Jak juz wspomniano, obecno$¢ surwiwiny uznawana jest
za swoisty marker komérek embrionalnych, ptodowych i
wielu typow komorek nowotworowych. Poziom tego biatka
w prawidtowych, dzielagcych sie komdrkach somatycznych
jest nieporéwnywalnie nizszy (czesto na granicy detekcji),
zaS§ w komadrkach terminalnie zréznicowanych i starych
nie stwierdza sie obecnosci surwiwiny. Préby wyjasnienia
mechanizmoéw odpowiedzialnych za tak istotne réznice w
poziomie ekspresji tego biatka miedzy r6znymi komorkami,
w potaczeniu z regulacjg na poziomie cyklu komérkowego,
podejmowane sg od lat.

Jedno z pierwszych pytan jakie postawiono, dotyczyto
mechanizmoéw odpowiadajacych za przywrécenie pozio-
mu ekspresji surwiwiny typowego dla komorek embrio-
nalnych/ptodowych w komérkach nowotworowych lub,
patrzac na zagadnienie od drugiej strony, jakie mechani-
zmy odpowiadajg za zahamowanie ekspresji surwiwiny
w prawidtowych komérkach somatycznych. Mimo inten-
sywnych badan, wiedza na ten temat jest wcigz niewystar-
czajaca. Wydaje sie, ze tak jak w przypadku wielu innych
genow, ktérych wzorzec ekspresji zmienia sie w komaérkach
nowotworowych, istotng role mogg tu odgrywac¢ zwigzane
z aktywnos$cig demetylaz réznice w poziomie i wzorze me-
tylacji w obrebie promotora genu surwiwiny w komérkach
prawidtowych i nowotworowych [16,43],

Uwaza sig, ze regulacje transkrypcji genu surwiwiny,
ktdra wykazuje znaczne zr6znicowanie w réznych typach
tkanek czy stadiach nowotworéw, zaangazowane muszg
by¢ sygnaty ptynace z réznych szlakéw sygnatowych w
komorce. Wykazano, ze w regulacji ekspresji surwiwiny w
ludzkich komaérkach raka okreznicy uczestniczg biatka szla-
ku sygnatowego TCF/(3-katenina i czynnik transkrypcyjny
CBP (ang. Creb-binding protein) [44]. Farmakologiczne zaha-
mowanie biatka Stat3 lub obecno$¢ jego zmutowanej formy
w komdrkach nowotworowych linii PEL, w ktoérych szlak
z udziatem tego biatka jest ciggle aktywny, prowadzi do
zahamowania ekspresji surwiwiny na etapie transkrypcji
i indukcji apoptozy [45]. Wykazano réwniez, ze ekspresja
surwiwiny moze by¢ regulowana m.in. poprzez czynniki
wzrostowe/cytokiny hormony czy inhibitory kinaz [38].

Rownie ciekawym zagadnieniem jest regulacja ekspresji
surwiwiny w cyklu komérkowym. Silna ekspresja tego biat-
ka w fazie G2/M cyklu komoérkowego (40-krotny wzrost
ilosci mMRNA w pordwnaniu z fazg GI) [16], a jej brak w fa-
zie G1 i S, jest wypadkowa kilku proceséw zachodzacych
na etapie transkrypcji, modyfikacji potranslacyjnych, jak i
proteasomalnej degradacji.

Analiza sekwencji w obrebie promotora genu surwiwiny
wykazata obecnos$¢ charakterystycznych sekwencji spoty-
kanych w obrebie promotordw innych genéw eksprymo-
wanych w fazie G2/M cyklu komérkowego, tj.: trzech sek-
wencji CDE (ang. cycle dependent elements) i jednej sekwencji
CHR (ang. celi cycle homology region) [16]. Obecnos¢ sekwen-
cji CDE koreluje z nasileniem transkrypcji w fazie G2/M,
a sekwencji CHR z hamowaniem ekspresji w fazie GI cy-
klu komorkowego [46], W obrebie promotora znajduja sie
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rowniez miejsca wigzania czynnika transkrypcyjnego Spl, a
mutacje w nich prowadzg do obnizenia ekspresji surwiwiny
0 60-80% [47], Czynniki transkrypcyjne z rodziny Spl nale-
zg do kluczowych modulatoréw ekspresji wielu genéw za-
angazowanych w regulacje cyklu komérkowego w drodze
rekrutacji do promotora RNA polimerazy Il, generowania
lokalnych zmian struktury/organizacji chromatyny i utrzy-
mania regionéw bogatych w reszty CpG w stanie hypome-
tylacji [47],

W obrebie promotora genu surwiwiny wykazano row-
niez obecnos$¢ miejsca wigzania biatka p53, ktdre czesciowo
zachodzi na miejsce wigzania czynnikéw transkrypcyjnych
z rodziny E2F. Udowodniono, ze zwigzanie dzikiej formy
biatka p53 do promotora, hamuje transkrypcje genu surwi-
winy, a efekt ten ttumaczy sie wspotistnieniem kilku zja-
wisk. Pierwsze z nich to fakt, ze zwigzanie p53 do promo-
tora uposledza przytgczanie biatek z rodziny E2F, znanych
transaktywatorow genu surwiwiny. Drugie ma nieco bar-
dziej ztozony charakter i dotyczy przytaczania do zwigzane-
go juz z promotorem biatka p53, represorowego biatka Sin3
ldalszej rekrutacji do tworzgcego sie kompleksu deacetylaz
histonow (HDACs) [48]. Deacetylacja reszt lizynowych na
N-koAcowych ogonach histonédw rdzeniowych, zachodzgaca
przy udziale wspomnianych deacetylaz, zmienia strukture
chromatyny w obrebie promotora genu, przez co, staje sie
ona mniej dostepna dla innych biatek niezbednych do zaj-
$cia procesu transkrypcji [49].

Regulacje poziomu ekspresji surwiwiny na poziomie biat-
ka nalezy rozpatrywaé rowniez w kategoriach jej stabilnosci
i proces6w degradacji. Wykazano, ze surwiwina wiaze sie z
biatkiem opiekuriczym Hsp90, co wptywa na jej stabilnosé
w komorce. Zniszczenie oddziatywan miedzy tymi biatka-
mi powoduje proteasomalng degradacje surwiwiny oraz za-
burzenia w przebiegu mitozy lub apoptoze [50]. Rola tego
typu oddziatywan z udziatem biatek opiekuniczych nabiera
dodatkowego znaczenia w kontekscie nadekspresji biatek z
rodziny Hsp w wielu typach nowotworéw [51].

Degradacja z udziatem proteasomu jest niezwykle istot-
nym mechanizmem regulujagcym poziom biatek w komorce;
znaczenie tego procesu jest szczegdlnie istotne w odniesie-
niu do biatek zaangazowanych w przebieg cyklu komorko-
wego. W drodze ubikwitylacji regulowane sg m.in. cykliny
A, B, D, E, inhibitory cyklinozaleznych kinaz, tj biatka p21,
p27 ip57 [52] oraz szereg czynnikow transkrypcyjnych. Wy-
kazano, ze rowniez surwiwina jest ubikwitylowana w obre-
bie kilku reszt lizynowych i ulega proteasomalnej degrada-
cji w warunkach in vivo. Aktywnos$¢ proteasomu w tym Kie-
runku zmienia sie w czasie cyklu komoérkowego, osiggajac
maksimum w fazie GI, w czasie ktdrej poziom surwiwiny
w komérce drastycznie spada [52], Ta sama grupa badaw-
cza, analizujgc zmutowane w obrebie domeny BIR lub C-
koncowej sekwencji formy surwiwiny ustalita, ze zaréwno
zlokalizowana na N-koncu domena BIR, jak i fragment C-
koncowy istotnie wptywajg na stabilnos¢ surwiwiny w fazie
G2/M cyklu komdrkowego [52].
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UWAGI KONCOWE

Surwiwina jest biatkiem tgczagcym w sobie niestychanie
istotne funkcje hamowania apoptozy i regulacji przebie-
gu podziatu komérki. Podwyzszona oporno$¢ na $mier€ i
»Lusprawnienie” podziatéw komorkowych promujg prze-
zycie i ekspansje komérek, w ktérych wykazano podwyz-
szong ekspresje surwiwiny, w tym komérek wielu typéw
nowotworéw [53].

Wyjatkowe zainteresowanie tym biatkiem wynika réow-
niez z faktu, ze wydaje sie ono byé swoistym ,,molekular-
nym ogniwem" gczacym ze sobg procesy zycia i Smierci w
komérce. Antyapoptotyczne wkasciwosci surwiwiny ujaw-
niajg sie w przebiegu samej mitozy. Wykazano bowiem, ze
biatko to chroni komérki dzielgce sie przed $miercig w cza-
sie podziatu. Pewna cze$¢ puli surwiwiny zlokalizowanej w
obrebie aparatu mitotycznego w czasie podziatu komorki
jest fosforylowana na treoninie 34 przez kompleks p34a2
cyklina B i w takiej formie wigze sie z kaspazg 9. Mutacja
tego miejsca w genie surwiwiny, wyrazajgca sie zamiang
treoniny na alanine i wynikajacy z niej brak fosforylacji, po-
woduje utrate powinowactwa do kaspazy 9izalezng od niej
apoptoze w komorkach dzielacych sie [54].

Ze wzgledu na silng ekspresje surwiwiny w wielu typach
nowotworéw, stosunkowo szybko uznano jg za potencjalny
cel w terapii przeciwnowotworowej. Terapie z zastosowa-
niem antysensownych oligonukleotydéw, skierowanych
przeciw surwiwinie, obecnie znajdujg sie w fazie badan
klinicznych. Ich wprowadzenie do lecznictwa wydaje sie
by¢ kwestig niedalekiej przysztosci. W kontekscie tego typu
przedsiewzieé¢ warto jednak mie¢ na uwadze, ze ingerencja
w ekspresje biatek na poziomie komdérkowym jest procesem
niezwykle skomplikowanym, a jego konsekwencje nie za-
wsze dajg sie przewidzie¢. W szeregu badan (w tym réowniez
prowadzonych przez nasz zesp6t) wykazano, ze wygaszenie
ekspresji surwiwiny, moze prowadzi¢ do powstania komo-
rek poliploidalnych i aneuploidalnych [19,21,55]. Zjawisko
to, mimo tego, ze dotyczy zwykle niewielkiej czesci koma-
rek, moze mie¢ ogromne znaczenie w dalszym przebiegu
choroby. W $wietle najnowszych teorii dotyczacych genezy
nowotworow, niestabilne genetycznie komorki poliploidal-
ne i aneuploidalne mogg sta¢ sie zrédtem nowych klondw,
inicjujac odnowe nowotworu. Powstate w ten sposéb klony
stanowig ,,nowg jako$¢" pod wzgledem genetycznym. Zni-
koma wiedza w zakresie tej problematyki nie pozwala na
udzielenie odpowiedzi na pytanie o to, czy przypadkiem te
nowe klony nie okazg sie dla pacjenta grozniejsze i bardziej
oporne na leczenie niz komarki, z ktorych sie wywodza.

W biezagcym roku minie 10 lat od odkrycia surwiwiny
i 10 lat intensywnych badarn nad jej wtasciwosciami i rolg
w komérce. Mimo tego, ze badania te dostarczyty szeregu
fascynujacych wynikéw, pozwolity na zrozumienie pew-
nych zagadnien, wiele pytan czeka jeszcze na odpowiedz.
Na przykitad, ciggle nie ma pewnos$ci czy surwiwina jest
wiasciwym celem terapeutycznym w leczeniu nowotwo-
row. Poza watpliwo$ciami opisanymi powyzej (poliploidia,
aneuploidia, niestabilno$¢ genetyczna), istnieje obawa wy-
stapienia efektéw ubocznych zwigzanych z zahamowaniem
proliferacji limfocytow. Wykazano bowiem, ze surwiwina
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jest eksprymowana w komorkach progenitorowych ukla-
du krwiotworczego [56] i prawidtowych limfocytach [57],
Wiadomo, ze ich proliferacja jest niezbedna do prawidfo-
wej odpowiedzi uktadu odpornosciowego na patogen. Tak
wiec, czy wygaszenie ekspresji surwiwiny nie spowoduje
efektéw ubocznych w postaci ostabienia uktadu odpornos-
ciowego, tak typowego przy radio- i chemioterapii? Nie bez
znaczenia pozostaje réwniez fakt, ze surwiwina jest ekspry-
mowana w komodrkach macierzystych [58]. Czy zahamo-
wanie jej ekspresji w tych komadrkach, jako skutek uboczny
terapii antysurwiwinowej nie okaze sie brzemienne w skut-
kach dla catego organizmu? Jak wida¢, pomimo ciagle ros-
nacej ilosci danych na temat mechanizméw zwigzanych z
hamowaniem proliferacji i indukcjg apoptozy komoérek no-
wotworowych, w ktorych znaczacy udziat ma surwiwina,
ciggle jesteSmy dalecy od udzielenia odpowiedzi na zasad-
nicze pytanie, dotyczace strategii terapeutycznych w wal-
ce z nowotworami, mianowicie czy bron, po ktérg chcemy
siegna¢ w ,,walce z surwiwing" (terapie antysurwiwinowe)
nie okaze sie bronig obosieczna.
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ABSTRACT

Human survivin is a member of the IAP (Inhibitor of Apoptosis) family. It was reported that survivin expression is associated with drug resi-
stance, cancer progression and low patient survival rate in many cancers. Survivin is implicated in both: inhibition of apoptosis and regulation
of cell division. As amember of Chromosomal Passenger Complex (CPC) itis involved in sister chromatids segregation during mitosis. On the
other hand, survivin plays an important role in the surveillance mechanism called mitotic spindle assembly checkpoint (MSAC) which regu-
lates metaphase to anaphase transition during mitosis. Additionally, survivin is necessary for cytokinesis progression. The present review is
a summary of survivin's functions, focused on its role in cell division in normal and cancer cells, as well as introduction to discussion about
anticancer therapies based on survivin depletion.
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Mate biatka szoku termicznego - rola w apoptozie, kancerogenezie

i chorobach zwigzanych z agregacjg biatek

STRESZCZENIE

ate biatka szoku termicznego (sHsps, ang. small heat shock proteins) naleza do biatek
M opiekunczych, ktére chronig komorki prokariotyczne i eukariotyczne przed szkodli-
wymi skutkami stresu. sHsps zapobiegajg indukowanej przez stres, nieodwracalnej agrega-
cji uszkodzonych biatek i umozliwiajg renaturacje zwigzanych substratow, wspotpracujac
z innymi biatkami opiekuficzymi. W niniejszej pracy podsumowano ostatnie badania do-
tyczace gtéwnie udziatu sHsps w chorobach zwigzanych z agregacjg biatek. sHsps sa czesto
sktadnikiem agregatéw biatkowych, ktére powstajg w trakcie rozwoju choréb neurodegene-
racyjnych. Zidentyfikowano szereg mutacji w genach sHsps, ktére sg odpowiedzialne zaroz-
woj za¢my, desminopatii i neuropatii. sHsps chronig komorki przed stresem oksydacyjnym,
ktory jest wynikiem niedokrwieni”reperfuzji wywotanej udarem serca lub mézgu. Liczne
badania wskazujg, ze sHsps uczestniczag w regulacji apoptozy i sg zaangazowane w proces
kancerogenezy. Poznanie roli sHsps w procesach chorobotwérczych umozliwia opracowy-
wanie nowych strategii terapeutycznych.

WPROWADZENIE - STRUKTURA | FUNKCJA
SHSPS JAKO BIALEK OPIEKUNCZYCH

Mate biatka szoku termicznego (sHsps) nalezg do grupy biatek opiekunczych
(ang. molecular chaperones) wystepujacych w wiekszos$ci zbadanych do tej pory
organizmdw prokariotycznych i eukariotycznych. Rolg sHsps jest zapobieganie
nieodwracalnej denaturacji i agregacji biatek uszkodzonych w warunkach stre-
sowych. Kompleksy sHsp z substratami sg stabilne. Szereg doSwiadczen in vitro
wykazato, ze zwigzane polipeptydy mogg by¢ uwolnione i reaktywowane przez
zalezny od ATP system biatek opiekuriczych Hsp70/Hspl00 (Rye. 1A) [1-4], W
komérkach E. coli wydajno$¢ renaturacji substratdw przez biatka opiekuncze
Hsp70-Hspl00 (DnaK/Dnal/GrpE - ClpB) znacznie spada przy braku sHsps
(IbpA i IbpB), zaréwno in vitro, jak i in vivo [4,5].

llos¢ produkowanych sHsps jest r6zna w zaleznos$ci od organizmu: w komar-
kach E. coli i Saccharomyces cerevisiae zidentyfikowano dwa sHsps, u Drosophila
melanogaster cztery [2]. Najliczniejszg grupe, zawierajaca ponad 30 réznych bia-
tek, stanowiag ro-
Slinne sHsp obec-
ne w cytosolu, ja-
drze i organellach
komoérkowych.
sHsps charaktery-
zuja sie niska masg
od 15 do 40 kDa
(stad nazwa tej
grupy biatek), oli-
gomeryczng struk-
tura i obecnoscig
domeny a-krysta-
liny  zawierajacg
okoto 90 reszt ami-
nokwasowych w
czesci karboksylo-
wej sHsps. a-kry-

|— cytochrom ¢
Apafl
prokaspaza 9/

kaspaza 9

'

prokaspaza 3 /'
;

/

kaspaza3 |
1 /

Rycina 1. Rola sHsps w komérce. (A) sHsps zapobiegajg nieodwracalnej agrega-
cji uszkodzonych biatek. Zdenaturowane w warunkach stresowych polipeptydy
sg wigzane przez sHsps, anastepnie renaturowane z udziatem zaleznych od ATP
biatek opiekufczych Hspl00-Hsp70/Hsp40. Brak sHsps w komérce utrudnia
usuwanie agregatéw i moze prowadzi¢ do rozwoju choréb agregacyjnych. (B)
sHsps stabilizujg strukture cytoszkieletu, (C) hamujg proces apoptozy i obniza-
ja poziom reaktywnych form tlenu oraz (D) hamuja agregacje ptytek krwi. (E)
sHsps moga by¢ sktadnikiem agregatéw towarzyszacych chorobom neurodege-
neracyjnym.
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w dalszej czeSci tej pracy. Obecnos¢ domeny a-krystaliny
jest gtéwnym kryterium przynaleznosci do sHsps, dlatego
zaproponowano drugg nazwe dla tej grupy biatek - a-Hsps
[6]. W przypadku wielu sHsps struktura oligomerdw jest
dynamiczna. sHsps tworzg homo- i heterooligomery, kt6-
rych podjednostki moga ulegac ciggtej wymianie. Wielkos¢
oligomeréw moze by¢é zmienna, przy czym podwyzszenie
temperatury powoduje tworzenie wiekszych struktur (np.
Hsp25 u myszy) lub rozpad oligomerdw na mniejsze kom-
pleksy lub dimery, ktére wigza rozwiniete tancuchy poli-
peptydowe substratow (Hsp26 z drozdzy) [2,6]. Z zastoso-
waniem metody krystalografii lub mikroskopii elektronowej
poznano, do tej pory, strukture jedynie kilku oligomeréw
sHsps, ktdére posiadajg statg ilos¢ podjednostek: Hspl6,5 z
archea Methanococcus janashii, Hspl6,9 z pszenicy T. aesti-
vum, Hsp26 z drozdzy Saccharomyces cerevisiae i Hspl6,3 z
Mycobacterium tuberculosis [2,7,8], Wszystkie wymienione
sHsps majg ksztatt sferyczny. W Hspl6,5 dwadziescia cztery
podjednostki tworzg strukture sferyczng o oktagonalnej sy-
metrii, z czternastoma otworami. W Hspl6,5 i innych sHsps
0 znanej konformacji domena a-krystaliny jest zwinieta w
dwa réwnolegte arkusze [3(Ryc. 2). Dzigki oddziatywaniom
domen a-krystaliny powstajag dimery, ktére sg podstawo-
wymi elementami strukturalnymi oligomeréw. Za tworze-
nie wiekszych kompleksow odpowiedzialne sg konce kar-
boksylowe i/ lub aminowe otaczajgce domene a-krystaliny
sHsps. Fragmenty poza domeng a-krystaliny mogg réwniez
wigzac¢ substraty [2].

W genomie cztowieka znajduje sie 10 gendw kodujacych
sHsps [9], Krotkg charakterystyke ich funkcji przedstawio-
no w tabeli 1. Wiekszos$¢ sHsps cztowieka jest produkowana
konstytutywnie w tkance miesniowej i jako biatka opiekun-
cze zapobiegjg agregacji modelowych substratow w reak-
cjach in vitro. Najlepiej poznane pod wzgledem funkcji i
struktury sg a-krystaliny, Hsp27 i Hsp22. W ciggu ostatnich
kilku lat zidentyfikowano szereg mutacji w genach sHsps,
ktore odpowiedzialne sg za rozwdj zaémy, desminopatii i
neuropatii. Wiele badan wskazuje na to, ze sHsps dziata-
ja nie tylko jako typowe biatka opiekuncze, ale sa rowniez
odpowiedzialne za réwnowage wewngtrzkomdrkowego
potencjatu redoks, regulacje ztozonych proceséw apoptozy

Rycina 2. Struktura monomeru Hspl6.5 M.jannaschii (1SHS, baza danych PDB). Zacho-
wana w ewolucji domena a-krystaliny tworzy dwa arkusze p.
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i transformacji nowotworowej oraz stabilizacje cytoszkie-
letu (Ryc. 1). Wykazano, ze Hsp27, Hsp20 i a-krystaliny
cztowieka stabilizujg mikrofilamenty aktyny w warunkach
stresu termicznego i oksydacyjnego [11]. W odpowiedzi na
stres dochodzi do dezorganizacji cytoszkieletu i do fosfo-
rylacji sHsps, ktére oddziatujg posrednio lub bezposrednio
z filamentami aktyny utatwiajgc ich reorganizacje. HspB2 i
HspB3 uczestniczg w stabilizacji miofibryli w komdrkach
miesniowych [11], natomiast HspBIO wchodzi w skiad
gestych wiokien zewnetrznych (ang. outer dense fibers) ota-
czajacych aksonemy w witkach plemnikéw [12]. Ostatnie
badania wskazuja, ze sHsps moga réwniez dziata¢ poza
komdrka. Kozawa i wsp. stwierdzili, ze w wyniku stresu
mechanicznego aB-krystalina i Hsp20 sg uwalniane z migs-
ni gtadkich naczyn krwiono$nych i zapobiegaja agregacji
ptytek krwi [13]. Prezentowana praca przedstawia najnow-
sze informacje dotyczgce udziatu sHsps, m. in. w regulacji
apoptozy, kancerogenezy i rozwoju choréb zwigzanych z
agregacja biatek.

ROLA sHsps W REGULACJI APOPTOZY
| KANCEROGENEZY

Istnieje wiele danych wskazujgcych, ze sHsps uczestni-
cza w procesach réznicowania i proliferacji komdrek. Hsp27
chroni komérki przed czynnikami, ktére wywotujg apopto-
ze (programowang $mieré¢ komorki): cytokinami, lekami cy-
totoksycznymi, stresem oksydacyjnym i promieniowaniem
jonizujacym [14]. Apoptoza moze by¢ regulowana dwoma
szlakami, w ktérych jedng z kluczowych rél odgrywaja
kaspazy - proteazy cysteinowe syntetyzowane w formie
nieaktywnych zymogenéw. Na tzw. drodze zewnetrznej
nastepuje wigzanie liganda do receptora (ang. death recep-
tor) znajdujacego sie na powierzchni komoérki i aktywacji
prokaspazy 8, a nastepnie prokaspazy 3. Droga wewnetrz-
na jest inicjowana przez uwolnienie cytochromu c¢ z mito-
chondridw. Cytochrom ¢ wraz z czynnikiem aktywujgcym
proteazy Apaf-1 (ang. apoptosis protease activating factor) i
prokaspazg 9 tworzy apoptosom, ktéry aktywuje kolejne
prokaspazy. Proteoliza biatek docelowych kaspaz wywo-
tuje apoptoze [14]. Szereg badan sugeruje, ze Hsp27 moze
hamowac¢ proces apoptozy na kilku etapach. Wykazano,
ze Hsp27 prawdopodobnie wigze cytochrom ¢, uniemoz-
liwiajgc tworzenie lub prawidtowe dziatanie apoptosomu.
Ponadto, Hsp27 moze bezposrednio oddziatywac¢ z proka-
spazg 3 i zapobiegac jej aktywacji przez kaspaze 9. Inne do-
Swiadczenia wykazaty, ze Hsp27 hamuje zewnetrzny szlak
apoptozy, oddziatujac z biatkiem Daxx i zapobiegajac jego
wigzaniu z receptorem Fas. Nalezy dodaé, ze apoptoza jest
hamowana réwniez przez inne biatka opiekuficze Hsp70 i
Hsp90 [14]. Wiele czynnikow toksycznych powoduje wzrost
poziomu reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive oxygen
species), ktére w zalezno$ci od stezenia mogag wywotywac
apoptoze lub nekroze komérki. Stwierdzono, ze Hsp27 i
aB-krystalina chronig komérki przed reaktywnymi forma-
mi tlenu indukowanymi TNFa (ang. tumor necrosis factor,
czynnik martwicy nowotworu) nadtlenkiem wodoru lub
menadionem. Przypuszcza sie, ze SHsps utrzymujg wysoki
poziom zredukowanego glutationu, umozliwiajacy detok-
syfikacje reaktywnych form tlenu. Do redukcji utlenionego
glutationu wykorzystywany jest NADPH, ktory powstaje
w reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze glukozo-6
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fosforanu [15]. Autorzy sugeruja, ze sHsps mogg chronié
dehydrogenaze przed inaktywacjg. Interesujgcym przykta-
dem dziatania Hsp27 jest ochrona komérek podstawnych
nabtonka oskrzeli u chorych na astme. Towarzyszacy ast-
mie stan zapalny wywotuje stres oksydacyjny w nabtonku
oskrzeli, prowadzac do selektywnej apoptozy komdrek na-
btonka walcowatego, ktdre pozbawione sg Hsp27. Komorki
podstawne, dzieki ktérym nastepuje odbudowa uszkodzo-
nego nabtonka sa chronione przed apoptoza dzieki pod-
wyzszonemu poziomowi Hsp27 [16].

Towarzyszacy udarowi serca lub mézgu proces niedo-
krwienia (ischemii)/reperfuzji réwniez wywotuje stres
oksydacyjny. W wyniku ischemii/reperfuzji nastepuje
uszkodzenie tkanek na drodze apoptozy lub nekrozy: wie-
le biatek jest denaturowanych, cytoszkielet i mitochondria
ulegaja uszkodzeniu, a lipidy bton utlenieniu [17]. Nadpro-
dukcja sHsps u zwierzat transgenicznych lub w hodowlach
kardiomiocytéw chroni komaérki serca przed skutkami nie-

Tabela 1. Lokalizacja i funkcja sHsps cztowieka.

NAZWA* LOKALIZACJA

ochrona cytoszkieletu

stabilizuje mikrofilamenty
aktyny [10] i neurofilamenty
[44], wiaze sie do pasma

HspBI/Hsp27 miesénie, serce [18]

I miofibryli [18]

HspB2/MKBP
(ang. myotonic
dystrophy kinase
binding protein)

chroni strukture

migsnie, serce [L1] miofibryli [11,18]

HspB3 miesnie, serce [11] ?i;of?l;rs;lriurltlu]re

HspB4/aA-krystalina  soczewka [21]

stabilizuje mikrofilamenty
aktyny [10], wigze sig

do pasma | miofibryli

[18] stabilizuje filamenty
posrednie desminy [40,41]

soczewka, miesnie,

HspBS/aB-krystalina serce, $ledziona [27]

stabilizuje mikrofilamenty

HspB6/Hsp20 miesdnie, serce [11] aktyny [10], wigze sie do
pasma | miofibryli [18]

s wigze a-filamine (biatko
serce, migsnie inicjujace polimeryzacj

HspB7/cvHsp szkieletowe, tkanka inicjujace p yzacle

thuszczowa [67] I miofibryli [18]

miesnie,
serce, tozysko,
$ledziona [68]

HspB8/ H 11/ Hsp22

HsPB9 plemniki [69]

HspBIO/ODFP
(ang. outer dense
fibers protein)

plemniki [12]

*Pogrubiong czcionkg zaznaczono nazwy sHsps uzywane w tekscie
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aktyny) [67] oraz pasmo

dokrwienia/reperfuzji, prawdopodobnie przez oddziaty-
wania z miofibrylami. W komorkach serca i migéni szkie-
letowych niedokrwienie powoduje przemieszczenie pieciu
sHsps: aB-krystaliny, HspB2, Hsp27, Hsp20 i HspB7 z cy-
tosolu do miofibryli [18]. Morrison i wsp. stwierdzili, ze w
warunkach fizjologicznych u myszy pozbawionych aB-kry-
staliny i HspB2 morfologia i praca serca byty prawidtowe.
Natomiast po indukcji niedokrwienia obserwowano nie-
prawidtowg kurczliwo$¢ serca, objawy apoptozy i nekrozy
oraz znaczne obnizenie poziomu glutationu w kardiomio-
cytach [19].

Zaburzenia regulacji apoptozy, w ktorej uczestniczg
sHsps moga wywota¢ transformacje nowotworowg. W
wielu tkankach nowotworowych stwierdzono podwyzszo-
ny poziom Hsp27 i innych biatek opiekunczych (Hsp70,
Hsp90, Hsp60) [20], Wyrazny wzrost ilosci Hsp27 obserwo-
wano, m.in. w raku piersi, jajnika, przetyku, watrobowo-
komaérkowym, ptuc (drobno- i niedrobnokomérkowym),

FUNKCJE Choroby wy-
L, wotane przez
obecnos$¢ w .
. mutacje w
inne ptytkach star- .
A genie sHsps
czych 152j
. . CMT i
hamUJe powstawanie dziedziczna
amyloidu Ap in vitro [50], + .
PR . . neuropatia
$Smier¢ komorek indukowang ruchowa
oliQ [57] i apoptoze [14,15
poliQ [57] i apoptoze [14,15] [44,47,48]

wigze i aktywuje kinaze

biatek (ang. myotonic

dystrophy kinase; brak +
aktywnej kinazy wywotuje

dystrofie miotoniczng) [66]

zapobieganie agregacji .
biatek w soczewce oka [21] zatma [17,30]
hamuje apoptoze i agregacje

pytek krwi [13], opoznia zaéma [31,32]

. . + desminopatia
powstawanie agregatow [37.39]
Ap [17], wigze PrP [60] '
hamuje agregacje .
ptytek krwi [13]
rozpuszcza fragment CMT [46] i
huntingtyny Htt43Q + dziedziczna
[55], hamuje agregacje i neuropatia

toksyczno$¢ Ap E22Q [53] ruchowa [45]

oddziatuje z tancuchem
lekkim dyneiny [69]

sktadnik gestych wtékien
zewnetrznych otaczajacych
aksonemy w witce
plemnika [12], wigze lekki
tancuch kinezyny [70]
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podstawnokomoérkowym skory i niektérych nowotworach
osrodkowego uktadu nerwowego (glejaku wielopostacio-
wym, gwiazdziaku, nerwiaku zarodkowym). Podwyzsze-
nie poziomu aB-krystaliny jest charakterystyczne dla raka
jasnokomaérkowego nerki i osrodkowego uktadu nerwowe-
go (szyszyniaka, nerwiaka ostonkowego, struniaka) [20], W
przypadku ostrej biataczki szpikowej i raka piersi, Hsp27
moze by¢ przyczyng opornosci na chemioterapie [20]. Nie-
ktore leki stosowane w terapii nowotworow, np. doksoru-
bicyna i lowastatyna, indukujg synteze Hsp27, powodujgc
w ten spos6b dodatkowe obnizenie wrazliwo$ci na leki [14].
Hsp27 (i inne Hsps) moga chroni¢ komadrki nowotworowe,
hamujgc apoptoze lub, jako biatka opiekuncze, renaturujgc
polipeptydy uszkodzone czynnikami cytotoksycznymi sto-
sowanymi w terapii. Obecno$¢ Hsp27 wykryto w komor-
kach srédbtonka, co sugeruje, ze Hsp27 moze rowniez chro-
ni¢ tozysko naczyniowe guza nowotworowego. Wyniki te
wskazujg, ze w niektérych przypadkach terapia antynowo-
tworowa powinna by¢ uzupetniona czynnikami obnizajacy-
mi poziom Hsp27. Takim czynnikiem w leczeniu raka pta-
skokomérkowego jamy ustnej moze by¢ interferon y, ktory
hamujac synteze Hsp27 powodowat wzrost wrazliwosci ko-
morek nowotworowych na lek [17]. Inng strategig moze by¢
zastosowanie oligonukleotydow antysens. Wykazano, ze
uzycie oligonukleotydu blokujacego synteze Hsp27 indu-
kowato apoptoze komdrek raka gruczotu krokowego [20],

a-KRYSTALINY - BIALKA OPIEKUNCZE
W SOCZEWCE OKA SSAKOW

W soczewce oka ssakow obecne sg dwa rodzaje sHsps:
aA-krystaliny i aB-krystaliny, ktére wykazujg 57% podo-
bieAstwo sekwencji aminokwasowej i stanowig az 35%
wszystkich biatek w soczewce [21]. aA-kryStalina wystepu-
je prawie wylgcznie w soczewce, natomiast aB-krystalina
rowniez w mies$niach szkieletowych, sercu i $ledzionie. In
vitro aA-krystaliny i aB-krystaliny mogg tworzy¢ zaréwno
homo- jak i heterooligomery, ktdre réznig sie wiasciwoscia-
mi, np. wigzaniem do btony plazmatycznej [22], aktywnos-
cig opiekuriczg zalezng od temperatury [23,24], Masa oligo-
meréw a-krystalin jest zmienna (300-1000 kDa, przy masie
monomeru 20 kDa) i zalezy od wielu czynnikéw: stezenia
biatka, temperatury, pH i sity jonowej. Stopien oligomery-
zacji i aktywnos$¢ a-krystalin zmienia sie wraz z wiekiem,
co moze mie¢ zwigzek z licznymi modyfikacjami potransla-
cyjnymi tych biatek: fosforylacja, utlenianiem, usuwaniem
grup amidowych, glikacja (nieenzymatyczng glikozylacja)
i skracaniem tancucha polipeptydowego [19,25]. Pojawia-
jace sie wraz z wiekiem modyfikacje potranslacyjne moga
hamowa¢ aktywnos$¢ a-krystalin, co prowadzi do agregacji
biatek strukturalnych soczewki (3 i y-krystalin, metnienia
soczewki i rozwoju zaémy. Z drugiej strony wykazano, ze
a-krystaliny, ktore ulegty glikacji wykazywaty in vitro pod-
wyzszong aktywno$¢ opiekuriczg w pordwnaniu z sHsps
niemodyfikowanymi [17]. By¢ moze, przynajmniej niektd-
re z modyfikacji potranslacyjnych majg na celu utrzyma-
nie aktywnosci opiekunczej a-krystalin w p6znym wieku.
Soczewka jest przezroczysta dzieki regularnemu utozeniu,
wioéknistych, w przekroju heksagonalnych komorek, ktore
sag pozbawione jader i organelli komérkowych. Stezenie
biatka (450 mg/m1l, ok. 30% catkowitej masy soczewki) jest
dwukrotnie wyzsze niz w innych tkankach. Biatka struktu-
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ralne, gtéwnie (3 i y-krystaliny, tworzg $cisle upakowane
oligomery, co dodatkowo zmniejsza rozpraszanie $wiatta
[26]. Dojrzate komdrki soczewki sg metabolicznie prawie
nieaktywne, procesy degradacji i resyntezy biatek (ang. pro-
tein turnover), a takze wymiany biatek pomiedzy komorka-
mi nie zachodza. W tych szczeg6lnych warunkach dziata-
nie aA-krystaliny jako biatka opiekuficzego jest niezwykle
istotne dla utrzymania przezroczysto$ci soczewki. Szereg
doswiadczen in vivo i in vitro wykazato, ze a-krystaliny za-
pobiegajg agregacji biatek strukturalnych soczewki [27,28],
U myszy pozbawionych genu CRYAA, kodujgcego aA-kry-
stalineg, stwierdzono rozwéj zaémy, w soczewce obserwo-
wano obecno$¢ ciat inkluzyjnych zawierajacych gtdéwnie
aB- i y-krystaline [29]. W 1998 roku zidentyfikowano pierw-
szg mutacje typu missens w genie CRYAA cztowieka, kodu-
jacym aA-krystaline, wywotujacg dziedziczng zaéme. Efek-
tem mutacji byta zamiana reszt aminokwasowych R116G
w domenie aA-krystaliny biatka [30], W dos$wiadczeniach
in vitro wykazano, ze mutacja R116G czterokrotnie obniza
aktywnos$¢ opiekuncza a-krystaliny, powoduje wzrost poli-
dyspersji oligomerdw i hamuje wymiane podjednostek po-
miedzy oligomerami aA-krystaliny niezmutowanej i R116G
[22]. W ciggu nastepnych kilku lat wykryto kolejne mutacje
w genie a-krystaliny, ktére sg przyczyna dziedzicznej za-
¢my: mutacje typu nonsens W9X [21] i mutacje missens R49C
znajdujacyg sie wyjatkowo poza domeng a-krystaliny zacho-
wang w ewolucji w biatkach sHsps [17]. Stwierdzono, ze w
hodowli komorek nabtonka soczewki aA-krystalina R49C
jest nieprawidtowo zlokalizowana w jadrze i w przeciwien-
stwie do niezmutowanego biatka nie chroni komoérek przed
apoptozg indukowanag staurosporyng [17]. Zacme wywotujg
rowniez mutacje w genie CRYAB, kodujagcym aB-krystaline
- jedna z nich powoduje przesuniecie ramki odczytu i pro-
dukcje biatka z nieprawidtowym, 35 aminokwasowym kon-
cem karboksylowym [31]. Wynikiem innej mutacji D140N,
wywotujacej zaéme jest zmiana trzeciorzedowej konformacji
biatka, co sprzyja tworzeniu wiekszych oligomeréw i powo-
duje utrate aktywnosci opiekuriczej aB-krystaliny [32], In-
formacje dotyczace roli i mechanizmu dziatania a-krystalin
w zapobieganiu agregacji biatek umozliwiajg opracowywa-
nie lekéw zapobiegajgcych za¢mie. Obiecujgce wyniki uzy-
skano stosujagc pochodng pantotenianu - disiarczan pante-
teiny [disiarczan D-bis-(N-pantotenylo-p-aminoetylu), ang.
pantethine]. Wykazano, ze disiarczan panteteiny stymuluje
in vitro aktywnos$¢ a-krystalin [33] oraz hamuje indukowa-
ne selenianem metnienie soczewek u szczuréw. Niestety,
badania kliniczne majace na celu sprawdzenie dziatania
pochodnej pantotenianu u ludzi zostaty przerwane w 2001
roku z powodu efektéw ubocznych stosowania leku [34].
Inne doSwiadczenia wskazuja, ze leki przeciwbdlowe: aspi-
ryna, paracetamol i ibuprofen moga zapobiega¢ zaémie
hamujac modyfikacje potranslacyjne obnizajgce aktywnos$é
a-krystalin [35]. In vitro aspirina i ibuprofen zapobiegajg
karbamylacji i wigzaniu cukrow do a-krystaliny. Ibuprofen
réwniez hamuje glikacje a-krystaliny, dodatkowo produkty
jego rozpadu prawdopodobnie wigzg sie z resztg lizyny a-
krystaliny co uniemozliwia dalsze modyfikacje biatka. Ace-
tylacja krystalin z udziatem acetylo-L-karnityny rowniez
moze zapobiegac¢ glikacji i inaktywacji biatek [35].

aB-krystalina wystepuje w wielu innych narzadach
poza soczewka, jej inaktywacja wywotuje wiec dodatkowe,
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oprécz zac¢my, skutki. Zaskakujgce, ze po usuniecie genu
CRYAB, kodujgcego aB-krystaling u myszy nie stwierdzo-
no rozwoju zaémy, natomiast zwierzeta, prawidtowo roz-
wijajace sie tylko do ok. 40 tygodnia zycia, tracity wage i
umieraty [36]. W 1998 roku wykryto mutacje R120G w genie
CRYAB cztowieka odpowiedzialng za zacme i rozwoj des-
minopatii (DRM, ang. desmin related myopathy) [37], Desmi-
na nalezy do charakterystycznych dla miesni filamentéw
posrednich. W mieéniach pragzkowanych filamenty desmi-
ny tworza potgczenia pomiedzy miofibrylami, sarkolemma
ijadrem komdérkowym [38]. Zar6wno mutacje w genie des-
miny, ktore sg gtdwna przyczyna DRM, jak i mutacja R120G
w aB-krystalinie powodujg agregacje filamentéw desminy.
W agregatach oprécz desminy i aB-krystaliny stwierdzono
obecnos$¢ innych filamentéw posrednich (nestyny i wimen-
tyny) oraz ubikwityny i biatka prekursorowego (3-amyloidu
(bAPP). Skutkiem agregacji desminy jest uszkodzenie sieci
filamentéw posrednich i miofibryli. W przypadku wymie-
nionych mutacji zmiany chorobowe ograniczone sa naj-
czesciej do miesnia sercowego. Dwie kolejne mutacje, ktére
wykryto powodujg synteze skréconych form aB-krystaliny
AC13 i AC25 i wywotujg desminopatie obejmujaca miesnie
prazkowane [39], Znaczenie mutacji R120G w rozwoju de-
sminopatii potwierdzity doswiadczenia in vitro. Wykaza-
no, ze aB-kryStalina R120G tworzy nieregularne oligomery
znacznie wieksze w poréwnaniu z niezmutowanym sHsps
i wykazuje obnizona aktywno$¢ opiekuncza w reakcjach
z modelowymi substratami [40], Stwierdzono rowniez,
ze aB-krystalina R120G wigze in vitro kwasne biatko wtd-
kienkowe gleju GFAP (ang. glial fibrillary acidic protein) i
powoduje agregacje filamentéw GFAP [41], Zastanawiaja-
ce jest, dlaczego efekt mutacji R120G nie jest widoczny we
wszystkich tkankach, w ktérych obecna jest aB-krystalina,
a objawy desminopatii lub zaémy pojawiajg sie dopiero w
wieku dorostym. Wytlumaczeniem moze by¢ czesciowo za-
chowana aktywno$¢ aB-krystalina R120G, obecnos$¢ oprécz
aB-krystaliny R116G niezmutowanego biatka u heterozy-
got oraz aktywno$¢ opiekuncza innych sHsps obecnych w
miesniach [41], Potwierdzaja to, m. in. wyniki Ito i wsp. [42],
ktorzy wykazali, ze wystepujace w duzej iloSci w migs$niach
Hsp27, hamowato powstawanie ciat inkluzyjnych w komor-
kach HelLa, produkujacych aB-krystaline R120G. Wykazano
réwniez, ze Hsp22 zapobiegato agregacji i umozliwiato za-
chowanie prawidtowej struktury oligomeréw aB-krystaliny
R120G [43].

ROLA sHsps W CHOROBACH
NEURODEGENERACYJNYCH

W ciagu ostatnich dwéch lat zidentyfikowano kilka mu-
tacji w genach Hsp27 i Hsp22, ktére odpowiadajg za rozwadj
dziedzicznej neuropatii ruchowej lub jednej z najczestszych
dziedzicznych neuropatii ruchowo-czuciowych - choroby
Charcota-Marie-Tootha (CMT) [44-48]. Wiekszo$¢ mutacji
znajduje sie w domenie a-krystaliny i prawdopodobnie za-
pobiega prawidtowym oddziatywaniom sHsps z filamenta-
mi posrednimi, co prowadzi do uszkodzenia cytoszkieletu
neuronow [47],

Zmiana konformacji i agregacja bialek, jest zwigzana z

wieloma chorobami neurodegeneracyjnymi [49], W agre-
gatach zewnatrz- i wengtrzkomérkowych czesto pojawia-
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ja sie sHsps. W przypadku choroby Alzheimera w mozgu
powstaja zewnatrzkomorkowe plytki starcze zawierajgce
amyloid p (Ap), ktdrego prekursorem jest bAPP (ang. amylo-
id j3precursor protein). Wewnatrz neurondw tworzg sie splo-
ty neurofibrylarne, gtéwnie z hiperfosforylowanego biatka
tau. Prawdopodobnie w odpowiedzi na ich pojawienie sie
w komadrce wzrasta poziom aB-krystaliny i Hsp27 [17]. Bial-
ka te obecne sg réwniez w agregatach amyloidu p, co moze
sugerowac, ze sHsps zapobiegajg powstawaniu ptytek star-
czych. Potwierdzajg to doSwiadczenia in vitro, ktére wyka-
zaly, ze Hsp27 hamuje agregacje amyloidu p [50], Stege i
wsp. stwierdzili, ze aB-krystaliny rowniez opéznia powsta-
wanie wtokien amyloidu pijednocze$nie powoduje wzrost
neurotoksycznosci [51]. Z danych tych wynika, ze toksycz-
ng forma sa kompleksy sHsps-amyloid p, ktére nie tworza
wiokien, a nadprodukcja sHsps nie zawsze moze by¢ ko-
rzystna dla komoérki. Wilhelmus i wsp. wykazali obecnos¢
dodatkowych sHsps w ptytkach starczych: Hsp20, HspB2
i Hsp22 [52], Stwierdzono ponadto, ze Hsp22 zapobiega
$mierci komorek wywotanej obecnos$cig zmutowanej formy
amyloidu P(E22Q), wystepujacej u pacjentdw z dziedzicz-
nym krwotokiem moézgowym z amyloidozg (odmiana ho-
lenderska, ang. hereditary cerebral hemorrhage with amyloido-
sis-Dutch type - HCHWA-D) [52,53], Autorzy przypuszczaja,
ze Hsp22 zapobiega tworzeniu arkuszy p w amyloidzie p
(E22Q) utatwiajgcych agregacje amyloidu. Hsp22 nie wyka-
zuje podobnej aktywnosci w stosunku do amyloidu p.

Wewnatrzkomdérkowe agregaty biatek powstajg w przy-
padku choréb poliglutaminowych, m. in. choroby Hun-
tingtona. Przyczyna tych schorzen jest zwielokrotnienie
liczby powtorzen kodonu CAG, kodujacego glutamine w
genach odpowiednich biatek [49], Liczne badania przepro-
wadzone, m in. na modelowych organizmach: drozdzach i
Caenorhabditis elegans wykazaty, ze zalezne od ATP systemy
biatek opiekunniczych Hsp70/ Hsp40 i HsplOO zapobiega-
ja agregacji nadprodukowanych peptydéw poliQ [54,55],
Sposréd badanych do tej pory sHsps cztowieka, podobng
funkcje petni tylko Hsp22. W hodowlach komadrek cztowie-
ka Hsp22 hamuje powstawanie agregatéw Htt43Q - N-kon-
cowej czesci huntingtyny z sekwencjg 43 reszt glutaminy
oraz AR65Q receptora androgennego z 65 resztami gluta-
miny [56]. Autorzy sugeruja, Zze Hsp22 utrzymuje Htt43Q
w formie rozpuszczalnej, umozliwiajacej szybka degradacje
peptydu przez proteasom. Wyttenbach i wsp. wykazali, ze
Hsp27 nie zapobiega agregacji poliQ, ale hamuje $mieré ko-
moérek indukowang poliQ [57], Wiadomo, ze huntingtyna
ze zwiekszona iloscig reszt glutaminy powoduje podwyz-
szenie reaktywnych form tlenu, ktére sa przyczyna $mierci
neurondéw [58], Ochronne dziatanie Hsp27 polegatoby na
obnizaniu poziomu reaktywnych form tlenu i hamowaniu
apoptozy. sHsps moga dziata¢ podobnie w przypadku in-
nych choréb neurodegeneracyjnych. Coraz wiecej danych
wskazuje, ze za ich rozwdj odpowiedzialny jest stres ok-
sydacyjny i wzrost poziomu reaktywnych form tlenu. W
istocie czarnej chorych na chorobe Parkinsona stwierdzono
obnizenie poziomu zredukowanego glutationu, obecnos$é
produktdw peroksydacji lipidow i 8-hydroksyguanozyne,
ktora powstaje w wyniku oksydacyjnego uszkodzenia DNA
[58]. W korze mdzgowej u pacjentéw z chorobg Parkinsona
nadprodukowane sg Hsp27 i aB-krystalina [59], Wykazano,
ze aB-krystalina moze zapobiegac agregacji biatek, gtow-
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nie a-synukleiny, tworzacych ciata Lewy'ego towarzyszace
chorobie Parkinsona. Braak i wsp. wykazali, ze w wiekszo-
§ci neuronéw kresomoézgowia, w ktérych wykryto aB-kry-
staling nie powstawaty ciala Lewy'ego [60]. Natomiast w
neuronach zawierajacych ciata Lewy'ego nie stwierdzono
obecnosci aB-krystaliny.

Danych na temat potencjalnej roli sHsps w chorobach
prionowych jest niewiele. Podwyzszony poziom aB-kry-
staliny stwierdzono w neuronach u pacjentéw z choroba
Creutzfeldta-Jakoba [17]. Sun i wsp. wykazali in vivo i in
vitro oddziatywania aB-krystaliny z komorkowg izoformg
biatka prionu u kréw PrPc (ang. cellular). Autorzy sugeru-
ja, ze sHsps moga chroni¢ PrPc przed zmiang konforma-
cji, ktéra prowadzi do powstania patologicznej izoformy
PrPd (ang. disease), tatwo ulegajacej agregacji i wywotuja-
cej pasazowalng encefalopatie gagbczastg [61]. Hsp27 i aB-
krystalina pojawiajg sie rowniez we widknach Rosenthala
- agregatach zawierajgcych kwasne biatko widkienkowe
gleju (GFAP). Widkna Rosenthala powstajg w astrocytach
uszkodzonej istoty biatej mdzgu u pacjentéw z choroba
Alexandra. Przypuszcza sie, ze fizjologiczng funkcjg sHsps
w astrocytach jest kontrola organizacji filamentéw posred-
nich zbudowanych z kwasnego biatka widkienkowego gle-
ju (GFAP) [62] oraz ochrona komdrek w warunkach stre-
sowych. Unieruchomione sHsps we widknach Rosenthala
hamowatoby antyapoptotyczng aktywnos$¢ tych biatek. Po-
dobny efekt moze powodowaé wigzanie Hsp27 i Hsp70 do
zmutowanej dysmutazy ponadtlenkowej (SOD1). Mutacje
w genie kodujagcym dysmutaze ponadtlenkowg sg przyczy-
ng niektdrych przypadkoéw rodzinnej formy stwardnienia
zanikowego bocznego, zwigzanego ze zwyrodnieniem neu-
rondéw ruchowych [63]. aB-KryStalina rdwniez rozpoznaje
i wigze zmutowang dysmutaze ponadtlenkowg [64]. Pod-
wyzszony poziom tego biatka stwierdzono w astrocytach
i oligodendrocytach u chorych na stwardnienie rozsiane,
ktore jest chorobg o podtozu autoimmunologicznym [17].
aB-krystalina jest gtownym autoantygenem ostonki mieli-
nowej. Stwierdzono réwniez, ze miejsce promotorowe genu
CRYAB charakteryzuje sie polimorfizmem, a rodzaj allelu
decyduje o przebiegu choroby [65].

PODSUMOWANIE

Badania ostatnich kilku lat dostarczajg coraz wiecej infor-
macji o strukturze i ztozonej roli sHsps w ochronie organi-
zmoéw przed stresem. sHsps wigzg uszkodzone polipepty-
dy, zapobiegajac ich nieodwracalnej denaturacji. Uwolnie-
nie zwigzanych substratéw jest mozliwe dzieki aktywnosci
zaleznych od ATP biatek opiekunczych. Jezeli system biatek
opiekuiczych nie dziata wydajnie uszkodzone polipeptydy
ulegajg nieodwracalnej agregacji. Tworzenie agregatow biat-
kowych zawierajagcych sHsps jest wspdlng cechg wielu cho-
réb neurodegeneracyjnych. Zaburzenie funkcji sHsps przez
modyfikacje potranslacyjne lub mutacje moze prowadzié
do rozwoju zaémy, miopatii lub neuropatii. Z jednej strony
sHsps chronig komoérke przed niedokrwieniem, skutkami
szoku oksydacyjnego i apoptozg. Z drugiej strony, nieko-
rzystnym skutkiem indukowanej przez stres nadprodukcji
sHsps jest hamowanie apoptozy, utatwiajace transformacje
nowotworowga. Mimo, Ze procesy te nie sg jeszcze w peini
poznane, mozliwe jest opracowywanie metod diagnostycz-
nych istrategii terapeutycznych, ktérych celem sg sHsps.
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Small heat shock proteins - role in apoptosis, cancerogenesis
and diseases associated with protein aggregation
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ABSTRACT

Small heat shock proteins (sHsps) belong to molecular chaperones, which protect prokaryotic and eukaryotic cells against deleterious effects
of stress. sHsps prevent stress induced, irreversible aggregation of damaged proteins and facilitate renaturation of bound substrates coop-
erating with other molecular chaperones. This review summarizes recent studies focused mainly on the involvement of sHsps in diseases
related to protein aggregation. sHsps are often a component of protein aggregates forming during progress of neurodegenerative disorders.
Mutation in sHsps genes have been identified, which are responsible for development of cataract, desmin related myopathy and neuropathies.
sHsps protect cells against oxidative stress resulting from ischemia/reperfusion during heart or brain stroke. Several studies indicate that
sHsp participate in regulation of apoptosis and are involved in cancerogenesis. Uncovering the sHsps role in diseases enable to develop new
therapeutic strategies.
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Charakterystyka biatek z rodziny HtrA

STRESZCZENIE

iatka HtrA tworzg rodzine zachowanych w ewolucji proteaz serynowych, bedacych ho-

mologami biatka HtrA z modelowej bakterii Escherichia coli. Sq szeroko rozpowszech-
nione zarowno ws$réd organizmoéw prokariotycznych jak i eukariotycznych. Stanowig linie
obrony komorek bakteryjnych przed skutkami stresow powodujacych uszkodzenia struk-
tury biatek, np. stresu termicznego i oksydacyjnego. Dotychczas zidentyfikowano cztery
homologi HtrA cztowieka, ktore uczestniczg nie tylko w odpowiedzi na stres, ale tez w regu-
lacji wzrostu i r6znicowania komoérek oraz indukcji apoptozy, a zaburzenia w ich prawidto-
wym dziataniu moga prowadzi¢ do rozwoju procesu nowotworowego i choréb artretycznych
oraz neurodegeneracyjnych. Niniejszy artykut przegladowy podsumowuje dotychczasowg
wiedze na temat biatek z rodziny HtrA, ich struktury, regulacji i funkcji, ze szczegélnym
uwzglednieniem biatek cztowieka. Przedstawia réwniez praktyczne zastosowanie badan
nad biatkami z rodziny HtrA oraz perspektywy ich wykorzystania w przysztosci.

WPROWADZENIE

Na poziomie molekularnym odpowiedZz komorki na stres wigze sie z induk-
cjg syntezy biatek nalezagcych do rodziny biatek szoku termicznego (hsp, ang.
heat shock proteins). Do hiatek hsp zalicza sie biatka opiekuncze oraz proteazy.
Pierwsze z nich uczestniczg w prawidtowym zwijaniu biatek nowosyntetyzowa-
nych i refatdowaniu biatek nieprawidtowo zwinietych, drugie degradujg biatka
nieodwracalnie uszkodzone, zapobiegajac tworzeniu w komorce toksycznych
agregatow i dostarczajgc aminokwasow dla syntezy biatek de novo.

Biatko HtrA, zidentyfikowane po raz pierwszy u gramujemnej bakterii Escheri-
chia coli, nalezy do grupy proteaz szoku termicznego. HtrA E. coli jest proteazg
serynowg, zlokalizowang w przestrzeni periplazmatycznej, gdzie uczestniczy
w degradacji nieodwracalnie uszkodzonych biatek pojawiajgcych sie na skutek
dziatania czynnikéw stresowych, takich jak temperatura podwyzszona ponad
wartos¢ fizjologiczng, zmiana pH, obecnos¢ czynnikéw utleniajacych czy redu-
kujacych. Istniejg prace sugerujace, iz obok aktywnos$ci proteolitycznej HtrA
wykazuje wtasciwosci opiekuncze. Zaproponowano hipoteze, ze w niskich tem-
peraturach aktywnos$¢ proteolityczna HtrA zostaje zastgpiona przez aktywnosé
opiekunczg wobec biatek nieprawidtowo zwinietych [1].

Do tej pory zidentyfikowano okoto 180 homologéw biatka HtrA E. coli, za-
rowno wsérod organizmdw prokariotycznych jak i eukariotycznych, poczawszy
od proteobakterii, poprzez cyjanobakterie, drozdze, rosliny, az po ssaki. Biatka
HtrA tworzg rodzine zachowanych w ewolucji biatek bedgcych, poza nieliczny-
mi wyjatkami, endoproteazami serynowymi o aktywnosci niezaleznej od ATP.
Nalezg do subklanu proteaz PA(S) i stanowig cze$¢ rodziny SI. Charakterystycz-
ng cechg struktury biatek HtrA jest obecnos$¢ zachowanej w ewolucji domeny
proteazowej z triadg katalityczng reszt aminokwasowych His-Asp-Ser i przy-
najmniej jednej domeny PDZ na koricu karboksylowym (Ryc. 1). Komoérkowa
lokalizacja biatek HtrA zwigzana jest z przedziatami pozacytoplazmatycznymi,
takimi jak periplazma bakterii gramujemnych czy btona komdérkowa bakterii
gramdodatnich. W komdrkach eukariotycznych homologiczne biatka HtrA zlo-
kalizowane sg w siateczce srodplazmatycznej, mitochondriach i chloroplastach,
badz podlegajg wydzielaniu [2],

Bakterie pozbawione funkcjonalnego biatka HtrA charakteryzujg sie termo-
wrazliwo$cig oraz obnizong odpornoscig na stres, miedzy innymi termiczny i
oksydacyjny. W przypadku bakterii patogennych obserwuje sie obnizong zdol-
no$¢ szczepdw htrA do przezywania w makrofagach i tkankach zwierzecych.
Powyzsze fakty skionity do wykorzystania atenuowanych szczepoéw bakterii
pozbawionych genu htrA w konstrukcji szczepionek [1,3].
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Dotychczas zidentyfikowano u cztowieka cztery homolo-
gi biatka HtrA E. coli, ktére petnig istotne funkcje nie tylko
w odpowiedzi na stres, ale rowniez w regulacji wzrostu i
réznicowania komdrek, w procesach zwigzanych z indukcjg
apoptozy, a zaburzenia ich funkcji wydajg sie przyczyniaé
do rozwoju choréb nowotworowych, artretycznych i neuro-
degeneracyjnych [1].

CHARAKTERYSTYKA BIALKA HtrA
BAKTERII ESCHERICHIA COLI

Gen htrA (ang. high temperature requirement A) gramu-
jemnej bakterii Escherichia coli zostat zidentyfikowany jako
niezbedny dla wzrostu w temperaturze powyzej 42°C [4],
Réwnolegle gen ten zostat zidentyfikowany jako zaangazo-
wany w degradacje biatek periplazmatycznych i nazwany
degP (ang. degradation ofextracellular proteins) [5].

Gen htrA jest zlokalizowany w ok. 3.7 minucie chromo-
somu Escherichia coli. Bezposrednim produktem genu jest
biatko prekursorowe o masie czasteczkowej 51 kDa, ulega-
jace modyfikacji potranslacyjnej, polegajagcej na usunieciu
peptydu sygnatowego obejmujacego 26 reszt aminokwa-
sowych z kofAca aminowego. Dojrzate biatko HtrA, zbudo-
wane z 448 reszt aminokwasowych, zlokalizowane jest w
przestrzeni periplazmatycznej i jest biatkiem peryferyjnym
btony wewnetrznej. Sktada sie z domeny proteolitycznej z
triadg katalityczng Hisls Asp|3Si Ser2( charakterystyczng
dla proteaz serynowych, oraz dwéch domen PDZ na kon-
cu karboksylowym, ktore uczestniczg w oddziatywaniach

biatko-biatko [6,7,8].

IGF

SS ™ BP Kl

HtrA (DegP) E

HhoA (DegQ) E

HhoB (DegS) E.

HtrA S. typhimurium
YkdA B. subWis
DegP1 A. thaliana
Nmalllp S. caraviaiae
Q9VFJI3 D

HtrAl (PRS311) H. aaplans
HtrA2 (Omi) H. aaplans
HtrA3 H. aaplans
HtrA4 H. aaplans

CHARAKTERYSTYKA AKTYWNOSCI
PROTEOLITYCZNEJ PROTEAZY HtrA

Biatko HtrA wykazuje aktywno$¢ endopeptydazy sery-
nowej, ktérej aktywnos$¢ nie zalezy od obecnosci ATP oraz
jonéw dwuwartosciowych (Mg2; Mn2, Zn24 [9],

Wsrdd substratdw HtrA znajduja sie biatka zdenaturo-
wane termicznie, takie jak syntaza cytrynianowa, dehy-
drogenaza malonianowa; biatka periplazmatyczne btednie
zwiniete, takie jak MBP, PhoA i MalS; biatka hybrydowe i
zrekombinowane o nieprawidtowej lokalizacji komorkowej,
miedzy innymi TreF i OmpF [1], Co wiecej, HtrA nie de-
graduje biatek MalS, BSA i insuliny bedacych w natywnej
konformacji [1],

Dotychczas poznano jedynie dwa biatka, ktére w for-
mie natywnej stanowig fizjologiczne substraty dla proteazy
HtrA E. coli. Pierwszym biatkiem jest acylowany prekursor
biatka lizy kolicyny A (pCaln), lipoproteiny, ktéra uczestni-
czy w wydzielaniu kolicyny A przez komorki E. coli niosagce
plazmid ColA [10]. Drugim jest biatko CpxP, bedgce elemen-
tem systemu regulujacego transkrypcje gendéw zwigzanych
z odpowiedzia na stres w obrebie otoczki komorkowej [11].

Gtowng fizjologiczng funkcjg HtrA jest degradacja nie-
prawidtowych biatek pojawiajacych sie w obrebie otoczki
komoérkowej w odpowiedzi na rézne warunki stresowe.
Wykazano, ze proteaza HtrA jest odpowiedzialna za usu-
wanie termicznie zdenaturowanych biatek komdérkowych
[12]. Ponadto, w badaniach in vitro stwierdzono, ze wraz ze
wzrostem temperatury aktywnos$¢ proteolityczna HtrA ros-
nie i osigga maksymalna warto$¢ w przedziale 50-55°C, co
koreluje z czesciowym rozluznieniem struktury przestrzen-
nej proteazy [8],
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Rycina 1. Domeny strukturalne biatek z rodziny HtrA. SS - sekwencja sygnatowa; TM - domena transbtonowa; IGF BP - domena wigzaca insulinowe czynniki wzrostu;
Kl - domena inhibitorowa typu Kazat; PDZ - domena uczestniczaca w oddziatywaniach biatko-biatko.
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Domeny PDZ

Rycina 2. Model budowy przestrzennej biatka HtrA Escherichia coli na podstawie struktury krystalicznej [17], Domeny proteolityczne trimeréw tworzg podstawy we-
wnetrznej komory, w ktérej zlokalizowane sg miejsca aktywne proteazy. W asocjacji trimeréw uczestnicza petle LA tworzace filary wokét komory. Domeny PDZ sg wy-
eksponowane na zewnatrz struktury i stanowia jej ruchome elementy. Rysunek przedstawia strukture heksameryczng HtrA w konformacji ,,otwartej, w ktérej domeny
PDZ nie blokujg dostepu do wewnetrznej komory. Poszczegélne monomery oznaczono odmiennymi kolorami. Rysunek zostat wykonany w oparciu o dane zawarte w
pliku pdbIK9Y dostepnym w bazie danych NCBI (www.ncbi.nih.gov) z wykorzystaniem programu RasTop.

HtrA uczestniczy takze w ochronie komorki przed skut-
kami stresu oksydacyjnego indukowanego jonami Fe(ll). W
obecnosci jonoéw Fe(ll) komérki pozbawione funkcjonalne-
go biatka HtrA wykazujg zahamowany wzrost, a poziom
utlenienia biatek btonowych w komédrkach htrA jest wyz-
szy w poréwnaniu ze szczepem dzikim [13], co wskazuje
na udziat HtrA w degradacji oksydacyjnie uszkodzonych
biatek otoczki komorkowej.

AKTYWNOSC OPIEKUNCZA BIALKA HtrA

Uwaza sie, ze biatko HtrA E. coli obok aktywnosci pro-
teolitycznej wykazuje aktywnos$¢ opiekuncza wobec biatek
btednie zwinietych. Po raz pierwszy funkcja opiekuncza
HtrA zostata wykazana dla periplazmatycznego biatka
MalS, bedacego elementem regulonu maltozowego E. coli.
Stwierdzono, ze HtrA uczestniczy w procesie prawidtowe-
go fatdowania MalS w temperaturach ponizej 28°C, podczas
gdy w podwyzszonej temperaturze aktywne proteolitycznie
biatko HtrA degraduje btednie zwiniete MalS [14]. Wykaza-
no réowniez, ze aktywnos$¢ proteolityczna HtrA nie wpltywa
na witasciwosci opiekuncze tego biatka. Nieaktywne prote-
olitycznie HtrA (HtrAS10 wykazuje aktywnos$¢ opiekunczg
wobec btednie zwinietego MalS [14] oraz biatka btony ze-
wnetrznej OmpC [15]. Ponadto nadprodukcja HtrAS10znosi
termowrazliwy fenotyp mutantéw pozbawionych peripla-
zmatycznego biatka opiekuiczego SurA [16]. Na podstawie
powyzszych faktow wysunieto hipoteze o istnieniu mecha-
nizmu, ktdry w zaleznosci od temperatury umozliwia prze-
taczanie aktywnosci proteolitycznej na opiekunczg [14-17],

STRUKTURA PRZESTRZENNA HtrA
A REGULACJA AKTYWNOSCI BIALKA

Poznanie struktury krystalicznej HtrA E. coli przyczyni-
to sie do petniejszego zrozumienia mechanizmu dziatania
proteazy. HtrA moze tworzy¢ w komérce w warunkach
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fizjologicznych struktury oligomeryczne, od trimeréw po
dodekamery [18]. Podstawowga funkcjonalng strukturg oli-
gomeryczng HtrA jest heksamer, utworzony przez asocja-
cje dwoch trimeréw [17] (Ryc. 2). Struktura trimeryczna o
ksztatcie przypominajgcym lejek (ang. 'funnel-like shape') jest
stabilizowana przez oddziatywania reszt aminokwasowych
domen proteolitycznych monomer6éw, natomiast domeny
PDZ stanowig jej elementy ruchome, wyeksponowane na
zewnatrz struktury. Dwa trimery sa potaczone gtownie
dzieki petlom LA, zlokalizowanym w czesciach aminowych
polipeptydéw HtrA. Petle LA przeciwlegtych trimerycz-
nych pierscieni sag owiniete wokdt siebie tworzac filary wo-
kot wewnetrznej komory, w ktérej zlokalizowane sg centra
aktywne. Dodatkowo struktura heksameryczna stabilizo-
wana jest dzieki oddziatywaniu domen PDZ nalezgcych do
naprzeciwlegtych monomeréw (Ryc. 2). Ze wzgledu na fakt,
iz HtrA nie wykorzystuje ATP podczas wigzania i uwalnia-
nia substratéw uwaza sie, ze rola domen PDZ jest w tym
procesie kluczowa. W zaproponowanym modelu dziatania
HtrA domeny PDZ rozpoznajg substraty, a dzieki swej ru-
chliwosci wytapuja je i translokujg do centréw aktywnych
[17].

Poznanie struktury krystalicznej HtrA zaowocowato za-
proponowaniem modelu, w ktérym w zalezno$ci od tempe-
ratury aktywnos¢ proteolityczna moze ulega¢ przetgczeniu
na opiekuncza. Kazda z petli LA trimerycznego pierscienia
zwrécona jest w kierunku miejsca aktywnego monomeru
nalezacego do naprzeciwlegtego pierscienia. Co wiecej, od-
dziatuje z petlami LI i L2 tego monomeru. Utworzona w
ten sposéb triada L1-L2-LA* ((*) oznacza petle nalezgca do
monomeru naprzeciwlegtego pierscienia) catkowicie bloku-
je dostep do centrum aktywnego. Uwaza sie, ze w niskich
temperaturach, gdy HtrA wykazuje aktywnos$¢ opiekuncza,
domena proteazowa przybiera konformacje nieaktywna,
ktéra wyklucza mozliwo$¢ wigzania substratu i katalize.
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Podwyzszenie temperatury powoduje zmiany konforma-
cyjne prowadzgce do rozpadu triady L1-L2-LA* iwlgczenia
aktywnosci proteolitycznej [1,17].

REGULACJA EKSPRESJI GENU htrA Escherichia coli

Podwyzszony poziom syntezy biatka HtrA obserwu-
je sie w warunkach stresu termicznego [6], oksydacyjnego
indukowanego jonami Fe(ll) [13], w obecnosci czynnikow
redukujgcych [19], po podwyzszeniu pH ponad warto$é
fizjologiczng, w efekcie zaburzen w sktadzie fosfolipidow
btonowych [20], oraz w komdrkach zawierajgcych muta-
cje w genach dsbA, dsbC, trxB (geny te zaangazowane sg w
tworzenie mostkéw disiarczkowych, a wiec w formowanie
struktury trzeciorzedowej biatek) [21]. Sygnatem do induk-
cji ekspresji genu htrA jest takze nadprodukcja biatek btony
zewnetrznej OmpC, OmpF, OmpT i OmpX [22], lipoprote-
iny btony zewnetrznej, NIpE oraz lipoproteiny btony we-
whnetrznej, YafY [23].

Podsumowujac, wzmozona ekspresja genu htrA jest efek-
tem pojawienia si¢ w obrebie przestrzeni periplazmatycznej
i bton otoczki komérkowej biatek o nieprawidtowej konfor-
macji, a wiec zdenaturowanych termicznie, uszkodzonych
oksydacyjnie, nieprawidtowo zwinietych. Regulacja pozio-
mu HtrA odbywa sie na poziomie transkrypcji i zachodzi z
udziatem czynnika transkrypcyjnego a 2 Regulacja ta zosta-
fa opisana szczegétowo w pracach przegladowych [24,25] i
z tego wzgledu nie bedzie tu przedstawiana.

HOMOLOGI BIALKA HtrA ESCHERICHIA COLI

Homologi biatka HtrA E. coli zostaty zidentyfikowane w
komérkach wielu gatunkéw organizméw, zaréwno proka-
riotycznych jak i eukariotycznych, poczawszy od proteo-
bakterii, poprzez cyjanobakterie, az po drozdze i cztowieka.
Wyrédznia sie¢ dwa rodzaje homologéw HtrA/htrA w zalez-
nosci od ich gatunkowej przynaleznoS$ci oraz pochodzenia:
(1) paralogi - homologi zlokalizowane w obrebie tego same-
go genomu, powstate w wyniku duplikacji genu, np. htrA
(degP), degQ (hhoA), degS (hhoB) w genomie E. coli; (2) ortolo-
gi -homologi w komérkach réznych gatunkéw, pochodzace
od wspdlnego ich przodka, np. geny htrA w komérkach E.
coli i Salmonella typhimurium [3].

PROKARIOTYCZNE BIALKA HtrA

KOMORKOWE PARALOGI HTRA ESCHERICHIA COLI

Homologi htrA w komdrce E. coli, degQ (hhoA) i degS
(hhoB) sasiadujgce ze sobg w genomie, lezag w znacznej od-
legtosci od genu htrA i znajdujg sie pod kontrolg osobnych
promotoréw. Transkrypcja ich nie jest indukowana termicz-
nie i nie jest zalezna od podjednostki a 24 [26]. DegQ i DegS
sg serynowymi endoproteazami dziatajacymi w przestrzeni
periplazmatycznej. Wyniki badah in vitro pokazaty, iz HtrA
oraz DegQ majg bardzo podobng specyficzno$¢ substrato-
wa i degraduja biatka czesciowo lub catkowicie zdenaturo-
wane [18]. Nadprodukcja DegQ tagodzi skutki mutacji w
genie htrA, natomiast nadprodukcja DegS nie daje supresji
mutacji w genie htrA [26], Delecyjne mutanty degQS nie wy-
kazuja termowrazliwego fenotypu charakterystycznego dla
mutantdw htrA. Biatko DegS w warunkach stresu pozacyto-
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plazmatycznego inaktywuje proteolitycznie biatko RseA, co
w konsekwencji powoduje indukcje ekspresji genéw regu-
lonu a4 w tym genu htrA. W podsumowaniu, funkcje HtrA
i DegQ czesciowo sie naktadaja, podczas gdy funkcje HtrA
i DegS sg rozne.

PROKARIOTYCZNE ORTOLOGI HtrA

Do tej pory ortologi HtrA E. coli zidentyfikowano u
wszystkich analizowanych organizméw prokariotycznych.
Analiza porownawcza sekwencji aminokwasowych pozwa-
la przypuszczaé, iz biatka te petnig funkcje proteolityczne.
U wiekszosci biatek tej grupy zidentyfikowano reszty ami-
nokwasowe mogace tworzy¢ triade katalityczng charaktery-
styczng dla centrum aktywnego proteaz serynowych. Wy-
jatki stanowig homologi HtrA z komérek Rickettsia tsutsu-
gamusi, Rhizobium melitori, Azotobacter vinelandii, ktére moga
petni¢ inne, nieznane dotad funkcje [3]. Mutacje w genach
htrA tworzg grupe naktadajacych sie fenotypow. Naleza do
nich: termowrazliwo$¢ oraz obnizona odporno$¢ na szok
oksydacyjny i osmotyczny. Mutanty htrA wykazujg obni-
zong zdolno$¢ do przezywania w makrofagach i komaérkach
organizméw zwierzat laboratoryjnych.

Wsrdd bakterii gramujemnych najlepiej dotychczas po-
znanym ortologiem HtrA E. coli jest biatko HtrA bakterii
Salmonella typhimurium. HtrA S. typhimurium jest w 88,7%
identyczne z biatkiem E. coli i wykazuje aktywnos$¢ proteazy
serynowej. Promotor genu htrA z S. typhimurium jest podob-
ny do promotora htrA z E. coli odczytywanego przez Ecr4
ale mutanty pozbawione funkcjonalnego HtrA nie sg wraz-
liwe na szok termiczny. Sa natomiast wrazliwe na czynniki
utleniajace, co czyni je podatnymi na zabijanie oksydatyw-
ne z udziatem makrofagow i neutrofili. Ekspresja genu htrA
wyraznie wzrasta po wniknieciu S. typhimurium do komo-
rek eukariotycznych, z makrofagami wigcznie [27],

Produkty genéw htrA z Brucella abortus i Klebsiella pneu-
noniae sg takze proteazami serynowymi. Ekspresja homolo-
ga htrA u B. abortus jest, podobnie jak u E. coli, zalezna od
szoku temperaturowego. Promotor tego genu jest podobny
do promotoréw rozpoznawanych przez a2 Skutkiem bra-
ku HtrA w komdrkach omawianych gatunkéw bakterii jest
zwiekszona wrazliwo$¢ na czynniki utleniajace (H,0,) oraz
obnizona wirulencja [28,29], Przypuszcza sie, ze pierwszo-
rzedowym mechanizmem eliminacji wewnatrzkomoérko-
wej Brucella przez fagocyty gospodarza jest zabijanie oksy-
datywne. Biorgc pod uwage fakt, ze HtrA jest elementem
obrony przed skutkami stresu oksydacyjnego, uwaza sie, ze
moze odgrywac istotng role w przetrwaniu komdrek Bru-
cella w fagosomach gospodarza. W przypadku bakterii K.
pneumoniae wykazano, ze komorki pozbawione biatka HtrA
wigzg wiecej sktadnika C3 dopeiniacza i sg znacznie bar-
dziej wrazliwe na zabijanie z udziatem biatek dopetniacza
i fagocytoze [30],

Geny kodujgce homologi HtrA E. coli zidentyfikowano
réwniez u bakterii gramdodatnich. Mutacje w genach htrA
wiekszosci bakterii gramdodatnich powodujg wzrost wraz-
liwosci na podwyzszong temperature oraz czynniki utlenia-
jace, aw niektérych przypadkach takze na stres osmotyczny
i puromycyne (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

Lactococcus lactis). Mutacja w genie htrA obniza wirulencje
bakterii patogennych miedzy innymi z rodzajow Strepto-
coccus, Staphylococcus, Enterococcus, a w przypadku bakterii
gatunku L monocytogenes oraz niektérych szczepow S. pneu-
moniae catkowicie jg znosi. Stosujagc mysi model zapalenia
ptuc i bakteremii stwierdzono, iz mutanty S. pneumoniae
htrA"sg niezdolne do przezycia w tkankach ptuc i krwi, i nie
wywotujg zapalenia ptuc i bakteremii u myszy, rdwniez w
mniejszym stopniu indukujg odpowiedz zapalng mierzong
poziomem IL-6 i TNFa niz bakterie HtrA+ Biatko HtrA uwa-
za sie za kluczowy czynnik wirulencji S. pneumoniae [31].

Proteaza HtrA uczestniczy takze w hiogenezie biatek
pozacytoplazmatycznych i powstawaniu biofilmu. HtrA,,
Lactococcus lactis uczestniczy w dojrzewaniu biatek sekre-
cyjnych oraz w degradacji biatek nieprawidtowych otoczki
komédrkowej [32]. Inaktywacja genu htrA L. monocytogenes
redukuje powstawanie biofilmu [33], natomiast inaktywacja
genu htrA Streptococcus mutans wptywa na poziom szeregu
biatek pozakomérkowych i powierzchniowych enzymoéw
glikolitycznych oraz zmienia morfologie biofilmu [34]. U
bakterii z gatunku Streptococcus pyogenes HtrA jest biatkiem
btonowym i stanowi cze$¢ unikalnej mikrodomeny ExPor-
tal, bedacej elementem btony komérkowej. ExPotral odpo-
wiada za biogeneze biatek sekrecyjnych i koordynuje od-
dziatywania pomiedzy niezwinietymi polipeptydami bia-
tek sekrecyjnych, a biatkami opiekuriczymi zwigzanymi z
btong komoérkowa [35]. Mutacje w homologicznych genach
htrAp htrA, Staphylococcus aureus zaburzaja ekspresje genéw
kodujacych czynniki wirulencji. Co wiecej, biatka HtrA S.
aureus bedgce powierzchniowymi proteazami serynowymi
wplywajg na sekrecje szeregu biatek, w tym nalezacych do
czynnikéw wirulencji hemolizyn [36].

W komérkach gramdodatniej eubakterii Bacillus subtilis
zidentyfikowano az trzy potencjalne homologi htrA E. coli:
ykdA, yvtA, yycK, z ktérych ykdA, yvtA ulegajag podwyzszo-
nej ekspresji w warunkach stresu termicznego oraz stresu
indukowanego nadprodukcjg biatek sekrecyjnych oraz ich
akumulacjag w obrebie otoczki komdrkowej. Inaktywacja
jednego z gendéw rekompensowana jest przez zwiekszenie
poziomu ekspresji drugiego, jednak dopiero inaktywacja
obu genéw prowadzi do termowrazliwego fenotypu. Bak-
terie B. subtilis htrA' wykazujg tez obnizong tolerancje na
HD 2[37],

HOMOLOGICZNE BIALKA HtrA
ORGANIZMOW EUKARIOTYCZNYCH

Az czternascie gendw, kodujgcych biatka spokrewnione z
biatkiem HtrA E. coli oraz jego paralogami, zostato zidenty-
fikowanych w genomie gatunku Arabidopsis timliana. Biatka
z tej rodziny zlokalizowano gtéwnie w chloroplastach. Za-
wierajg w swej sekwencji katalityczng triade ztozong z reszt
aminokwasowych His-Asp-Ser, a cze$¢ z nich takze jedng
lub dwie domeny PDZ na koncu karboksylowym [38], jed-
nak rola wiekszos$ci z nich nie zostata dotagd poznana. Pod-
wyzszony poziom biatka DegP2 w komérkach A. thaliana
obserwuje sie w warunkach odwodnienia, zasolenia oraz
stresu Swietlnego. DegP2 degraduje w spos6b zalezny od
GTP uszkodzone bhiatko DI, bedace centralnym elementem
fotosystemu Il, niezbednym dla prawidtowego transportu
elektronow [39].
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Homologi HtrA E. coli zidentyfikowano w komoérkach
drozdzy z gatunku Saccharomyces cereoisiae oraz Candi-
da albicans. Homolog drozdzowy Nmalllp (ang. Nuclear
mediator of apoptosis) S. cerevisiae jest biatkiem jadrowym o
wiasciwosciach proapoptotycznych. W warunkach stresu
termicznego lub oksydacyjnego (HA) biatko Nmalllp
ulega agregacji, co prowadzi do kondensacji i fragmentacji
chromatyny iw konsekwencji powoduje $mier¢ komarki na
drodze apoptozy [40Q].

Dotychczas zidentyfikowano cztery homologi biatka
HtrA Escherichia coli wystepujgce w organizmie cztowieka
humHtrAI(L56, ORF480), humHtrA2 (Orni), humHtrA3,
humHtrA4 [1], bedgce protezami serynowymi (Rys. 1). Bial-
ka HtrAl i HtrA2 biorg udziat w odpowiedzi na stres ter-
miczny, oksydacyjny, w regulacji wzrostu i réznicowania
komérek, apoptozie, a zaburzenia w ich funkcjonowaniu
moga przyczyniaé sie do rozwoju szeregu chordb, o czym
bedzie mowa w dalszej czesci prezentowanej pracy. Rola
humHtrA3 ihumHtrA4 jak dotad pozostaje najmniej pozna-
na. Ze wzgledu na podobny wz6r ekspresji genow HtrAl i
HtrA3 w tkankach oraz podobienstwo strukturalne biatek
HtrAl i HtrA3 sugeruje sig, iz mogg petni¢ podobne i wza-
jemnie uzupetniajgce sie funkcje. Podobnie jak HtrAl, biat-
ko HtrA3 wykazuje aktywno$¢ proteolityczng wobec biatek
z rodziny Tof[3 (ang. Transforming growth factor), bedacych
czynnikami regulujgcymi wzrost i r6znicowanie komorek.
Podwyzszony poziom ekspresji genu HtrA3 i biatka HtrA3,
jaki obserwuje sie w tkankach embrionalnych i tozysku w
pierwszym trymestrze cigzy, pozwala przypuszczaé, ze
biatko to peini istotng role w rozwoju ptodu i powstawaniu
tozyska [41,42],

BIALKO HtrAl CZELOWIEKA (L56, ORF480, PRSS11)

Po raz pierwszy gen HtrA cztowieka opisano w efek-
cie poszukiwan genéw biorgcych udziat w odpowiedzi na
transformacje komaérek wirusami onkogennymi. Stwierdzo-
no wowczas, iz jeden z gendw o obnizonej ekspresji w fibro-
blastach cztowieka transformowanych SV40 koduje biatko
w 36% identyczne z HtrA Escherichia coli. Zidentyfikowany
gen nazwano genem HtrA cztowieka [43].

Gen HtrAl cztowieka (humHtrAl) zlokalizowany jest na
dtugim ramieniu chromosomu 10 (10926.2) [44] i koduje
polipeptyd ztozony z 480 reszt aminokwasowych o masie
czasteczkowej 50 kDa. W$rdéd analizowanych gatunkow
ssakow struktura biatka HtrAl jest zachowana w ewolu-
cji. Na poziomie sekwencji reszt aminokwasowych stopien
identycznosci biatek HtrAl cztowieka, krowy, swinki mor-
skiej, krdlika siega niemal 98% [45].

UDZIAL BIALKA HtrAl W ROZWOJU
CHOROB NOWOTWOROWYCH

Obecnie HtrAl uwaza sie za biatko supresorowe w roz-
woju nowotworéw i potencjalny indykator progresji no-
wotworow. Obnizony poziom ekspresji genu humHtrAl
obserwuje sie w komorkach guzéw weztéw chionnych,
bedacych ogniskami przerzutowymi czerniaka, w stosunku
do pierwotnych komorek ogniska skérnego tego nowotwo-
ru. Stabilna ekspresja genu HtrAl i nadprodukcja biatka w
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komérkach transfekowanych wektorem niosagcym prawid-
towy gen HtrAl hamuje rozw6j guza u myszy [46]. Obni-
zenie poziomu ekspresji humHtrAl stwierdzono réwniez w
komoérkach nowotworu jajnika, co jest skorelowane z utratg
heterozygotycznoS$ci oraz hipermetylacja genu [47],

Biatko HtrAl jest biatkiem sekrecyjnym. Obok peptydu
sygnatowego na koncu aminowym posiada domene ho-
mologiczng do biatka Mac25, nalezagcego do rodziny biatek
wigzgcych insulinowy czynnik wzrostu (IGF, ang. Insulin
Growth Factor) i zwigzanego z rozwojem szeregu nowotwo-
réw, miedzy innymi raka piersi. W obrebie sekwencji HtrAl
znajduje sie takze motyw inhibitora typu Kazal, ktory spo-
tyka sie w biatkach regulujacych aktywno$¢ komérkowych
czynnikdéw wzrostu. Oka i wsp. wykazali, iz HtrAl wigze
i przeprowadza proteolize biatek z rodziny Tgf|3 (Bmp4,
Tgfpi, Tgf|32, aktywine, Gdf5), ktére biorg udziat w regu-
lacji wzrostu iréznicowania komorek oraz produkcji biatek
macierzy miedzykomérkowej [48]. Co wiecej, odgrywajg
istotng role na réznych etapach kancerogenezy. Z jednej
strony petnig role biatek supresorowych na wczesnych eta-
pach rozwoju procesu nowotworowego a z drugiej strony,
stymulujg rozw6j nowotworu w stadium zaawansowanym
[49], HtrAl dzieki aktywnosci proteolitycznej petni role in-
hibitora wobec biatek z rodziny Tgfp [48], Mozna wiec przy-
puszczat, iz HtrAl poprzez udziat w regulacji aktywnoSci
czynnikdw wzrostu moze wywiera¢ wptyw na funkcjono-
wanie biatek zwigzanych z regulacjg cyklu komérkowego,
czynnikéw transkrypcyjnych, biatek supresorowych, i tym
samym moze uczestniczy¢ w rozwoju proceséw zwigza-
nych z transformacjg nowotworowa.

ROLA HtrAl W ROZWOJU CHOROB ARTRETYCZNYCH

Dzieki hamowaniu sygnalizacji komo6rkowej z udziatem
biatek Tgfp oraz poprzez degradacje elementow macierzy
miedzykomdrkowej, tkanki chrzestnej, glikoprotein oraz
proteoglikanéw (miedzy innymi kolagenu typu Il, fibromo-
duliny, fibronektyny), HtrAl bierze udziat w réznicowaniu
chondrocytéw oraz prawidtlowych procesach kostnienia
[50]. Z drugiej strony, podwyzszony poziom mRNA humH-
trAl oraz biatka humHtrAl [45] w tkance chrzestnej u cho-
rych na osteoartretyzm pozwala przypuszczaé, ze biatko
humHtrAl moze uczestniczy¢ w degradacji chrzagstki sta-
wowej i tym samym w powstawaniu zmian patologicznych
w obrebie stawow [50].

ZWIAZEK HtrAl Z ROZWOJEM CHOROBY ALZHEIMERA

Dotychczasowe wyniki badan pokazaly zwigzek biatka
HtrAl zrozwojem choroby Alzheimera, w przebiegu ktdrej
dochodzi do powstawania i akumulacji w mdzgu pozako-
morkowych ztogéw biatkowych o witasciwosciach neuro-
toksycznych. Ztogi powstajg w wyniku agregacji p-amylo-
idu, ktdry jest generowany w efekcie hydrolizy wielkocza-
steczkowego biatka prekursorowego APP (ang. amyloid beta
A4 precursor protein) z udziatem sekretaz. Szlak amyloido-
tworczy zalezny od sekretaz P iy generuje peptydy Ap40 i
Ap42, ktére wykazujg tendencje do tworzenia agregatow i
sgq gtéwnym skiadnikiem ztogéw [51]. Wykorzystujac linie
komérkowe astrocytéw wykazano, iz biatko HtrAl uczest-
niczy w metabolizmie P-amyloidu. Aktywne astrocyty pro-
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dukuja duze ilosci APP i wydzielajg [3amyloid, wykazujg
tez wysoki poziom syntezy HtrAl. Stwierdzono, ze peptydy
Ap40, Ap42 oraz peptyd C99, bedacy produktem hydrolizy
APP, stanowig substraty dla proteazy HtrAl. Zahamowanie
aktywnosci proteolitycznej HtrAl powoduje akumulacje
pozakomoérkowego p40. Przypuszcza sie, ze proteaza HtrAl
moze petni¢ kluczowa role w kontroli poziomu P-amyloidu.
Proteoliza zapobiega akumulacji toksycznych agregatéow i
tym samym przyczynia sie do hamowaniu rozwoju choroby
Alzheimera [52].

BIALKO HtrA2 CZLOWIEKA (OMI)

Drugim znanym homologiem biatka bakteryjnego jest
humHtrA2 (Orni). Gen HtrA2 cztowieka (humHtrA2) zloka-
lizowany jest na krétkim ramieniu chromosomu 2 (2pl3.1).
W obrebie genu znajduje sie osiem eksonow, ktére kodujg
polipeptyd, ztozony z 458 reszt aminokwasowych, o masie
czasteczkowej okoto 50 kDa. Nalezy jednak doda¢, ze w
procesie réznicowego ciecia i sktadania mRNA mogga po-
wstac az cztery warianty, ktérych ekspresja jest specyficzna
tkankowo [2].

Podwyzszony poziom HtrA2 obserwuje sie w warun-
kach stresu termicznego, a takze po traktowaniu komarek
tunikamycyng, ktéra u ssakow indukuje stres wywotany
nieprawidtowg glikozylacja biatek [53]. W warunkach nie-
dotlenienia i reperfuzji, przy niezmienionym poziomie biat-
ka obserwuje sie wzrost aktywno$ci proteolitycznej HtrA2
W nerce, co sugeruje udziat tego biatka w odpowiedzi na
stres oksydacyjny [54],

FUNKCJA BIALKA HtrA2 W MECHANIZMACH
INDUKCJI APOPTOZY

Biatko HtrA2 petni niezwykle istotng role w indukowa-
niu apoptozy. Dojrzate biatko zlokalizowane jest w prze-
strzeni mitochondrialnej. W warunkach indukowanej apo-
ptozy (pod wptywem promieniowana UV, staurosporyny,
niedotlenienia i reperfuzji) HtrA2 ulega autoproteolizie, co
powoduje odstoniecie na koficu aminowym biatka motywu
AVPS (Ala-Val-Pro-Ser). Motyw ten jest charakterystyczny
dla biatek o wiasciwosciach proapoptotycznych (Grim, Hid,
Reaper, Smac/DIABLO) i umozliwia oddziatywanie z bia}-
kami inhibitorami apoptozy (IAP, ang. inhibitor of apoptosis
proteins). Biatko HtrA2 z odstonietym motywem AVPS ule-
ga translokacji do cytosolu, gdzie wigze biatka IAP i prze-
prowadza ich proteolize, co z kolei prowadzi do aktywacji
kaspaz. Wykazano, ze nastepujace biatka z rodziny IAP sta-
nowig substraty dla proteazy HtrA2: CIAP1, CIAP2, XIAP,
liwiny a i [3oraz DIAP [55,56].

Obok biatek IAP substratem proteazy HtrA2 jest cyto-
solowe biatko o witasciwosciach antyapoptotycznych ped/
peal5. Rola biatka ped/peal5 polega na blokowaniu syg-
natu apoptozy inicjowanego z udziatem receptoréw btono-
wych (Fas-R, TNF-R1) przez uniemozliwienie wytworzenia
kompleksu biatek inicjujgcego aktywacje kaskady kaspaz.
W warunkach indukowanej apoptozy HtrA2 wigze biatko
ped/peal5 i przeprowadza jego proteolize. Nadprodukcja
biatka ped/peal5 zapobiega wigzaniu HtrA2 z XIAP i ak-
tywacji kaspazy 3. Sugeruje sig, ze zdolno$¢ HtrA2 do wig-

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

zania biatek z rodziny IAP moze zaleze¢ od relatywnego
poziomu HtrA2 ibiatka ped/peal5 [57],

Biatko HtrA2 ma zdolno$¢ do indukowania apoptozy nie
tylko na drodze zaleznej od kaspaz, lecz rGwniez w opar-
ciu o0 aktywnos$¢ proteazy serynowej. Wykazano, ze mutacja
polegajaca na zamianie reszty alaniny na glicyne w obrebie
motywu AVPS uniemozliwia oddziatywanie biatka HtrA2
z XIAP, ale nie znosi catkowicie jego proapoptotycznych
wiasciwosci. Dopiero biatko HtrA2 pozbawione alaniny
w obrebie wspomnianego motywu AVPS oraz wiasciwo-
§ci proteolitycznych traci zdolno$¢ indukowania apoptozy
[58,59,60],

Proteaza HtrA2 posiada rowniez zdolno$¢ wigzania i
proteolizy mitochondrialnego biatka HAX-1 (ang. HSI-asso-
ciated protein-1). Biatko HAX-1 wykazuje homologie do bia-
tek z rodziny Bcl-2 i posiada witasciwosci antyapoptotycz-
ne. Przypuszcza sie, ze bierze udziat w regulacji potencjatu
btonowego mitochondrium itym samym wptywa na prze-
puszczalno$¢ btony dla biatek ulegajgcych translokacji do
cytosolu podczas apoptozy. Do degradacji HAX-1 dochodzi
we wczesnych etapach apoptozy, gdy HtrA2 znajduje sie
jeszcze w mitochondrium [61]. Co wiecej, na przykiadzie
neutrofilow cztowieka traktowanych TNFa wykazano, ze
HtrA2 moze indukowal apoptoze nie ulegajac przemiesz-
czeniu do cytosolu [62], Biatko HtrA2 moze zatem uczest-
niczy¢ w regulacji apoptozy zaréwno na jej wczesnych eta-
pach, kiedy biatko znajduje sie jeszcze w mitochondrium,
jak i po przemieszczeniu do cytosolu, gdzie hamuje aktyw-
no$¢ biatek antyapoptotycznych.

Obok wspomnianych powyzej mechanizméw regulu-
jacych proces indukcji apoptozy, w ktérych uczestniczy
HtrA2, wykazano istnienie zwigzku tej proteazy ze szla-
kiem indukcji $mierci komorki zaleznym od biatka p53.
Okazato sie, ze ekspresja genu humHtrA2 pozostaje pod
kontrolg p53. W warunkach apoptozy indukowanej etopo-
zydem (przebiegajacej z udziatem p53) w komoérkach Hela
i tymocytach cztowieka poziom ekspresji genu humHtrA2
wzrasta. Wykazano, ze HtrA2 wigze i przeprowadza pro-
teolize biatka CIAP1, gtéwnego inhibitora apoptozy w ko-
morkach ssakdw. Zablokowanie aktywnosci proteolitycznej
humHtrA2 inhibitorem specyficznym dla proteaz seryno-
wych uniemozliwia proteolize CIAP1 i tym samym blokuje
apoptoze zalezng od p53 [63],

ZWIAZEK BIALKA HtrA2 Z ROZWOJEM
CHOROBY ALZHEIMERA

Wykazano réwniez zwiazek biatka HtrA2 z rozwojem
choroby Alzheimera. HtrA2 wchodzi w oddziatywanie z
presenilina-1 (PS-1) - jednym z biatek bioracych udziat w
powstawaniu [3-amyloidu. PS-1 jest enzymem, ktory jest
elementem kompleksu y-sekretazy i przeprowadza hydro-
lize prekursorowego biatka APP, w efekcie czego zostaje
uwolniony [3-amyloid. Mutacje w genie kodujagcym PS-1,
odpowiedzialne za powstawanie ponad potowy dziedzicz-
nych przypadkéw choroby Alzheimera, powodujg zwiek-
szenie apoptozy neurondw. Przypuszcza sie, ze w procesie
$mierci neuronéw kluczowa role odgrywa proteaza HtrA2.
Akumulacja [3-amyloidu moze inicjowa¢ apoptoze, a to z
kolei powoduje translokacje HtrA2 do cytosolu. Wykazano,
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ze karboksylowy fragment PS-1 wigze domeny PDZ doj-
rzatego biatka HtrA2, co powoduje zwiekszenie aktywno-
Sci proteolitycznej HtrA2 wobec biatek IAP (XIAP, CIAPL,
CIAP2) i w konsekwencji aktywuje kaspazy [64]. Biatko
HtrA2 wigze rowniez [3-amyloid lecz nie odpowiada bez-
posrednio za jego degradacje. Nalezy jednak zauwazyé,
ze poziom [3-amyloidu spada o jedng trzecig w komoérkach
nadprodukujacych biatko HtrA2 [65],

PRAKTYCZNE ZASTOSOWANIE BADAN NAD
BIALKAMI Z RODZINY HtrA ORAZ PERSPEKTYWY
ICHWYKORZYSTANIA W PRZYSZLOSCI

Intensywne badania prowadzone nad rolg prokario-
tycznych biatek HtrA budzg szczeg6lne zainteresowanie w
kontek$cie wykorzystania atenuowanych szczepéw bakte-
rii htrA do konstrukcji szczepionek. Obiecujace efekty przy-
niosty badania nad szczepionkami na bazie atenuowanych
szczepow z gatunkow Salmonella i Shigella pozbawionych
genu htrA. Drugg faze testdw klinicznych pomyslnie prze-
szta zywa szczepionka CVD 908-htrA (aroC aroD htrA) na
bazie szczepu Salmonella enterica serowariant Thypi prze-
ciwko durowi brzusznemu. Tak skonstruowana szczepion-
ka jest bezpieczna i wysoce immunogenna. W przeciwien-
stwie do obecnie stosowanej szczepionki CVD 908 (aroC
aroD), indukuje odporno$¢ u ludzi juz po jednorazowym
szczepieniu [66], Ten sam szczep S. enterica htrA~ uzywany
jest jako wektor do przenoszenia plazmidéw ekspresyjnych
niosgcych geny heterologicznych antygenéw, miedzy inny-
mi gen kodujgcy fragment powierzchniowego biatka SSP-2
Plasmodium falcipalum [67], gen ureAB ureazy Helicobacter
pylori [68], gen hemaglutyniny wirusa odry [69], Wstepne
testy kliniczne przeszta pomys$inie szczepionka przeciwko
tezcowi skonstruowana w oparciu 0 wspomniany szczep
S. enterica htrA, w ktérym ekspresji ulega gen kodujacy
fragment toksyny tezca (TetC) [70], Wykorzystana strategia
daje mozliwo$¢ opracowywania szczepionek biwalentnych
indukujacych odpowiedZ immunologiczng przeciwko hete-
rologicznym antygenom.

Atenuowane szczepy Salmonella htrA uzywa sie do prze-
noszenia eukariotycznych plazmidéw ekspresyjnych kodu-
jacych cytokiny w celu modulowania odpowiedzi immu-
nologicznej. Badania prowadzone na modelu zwierzecym
pokazaty, iz terapia indukuje efekt przeciwnowotworowy
w czerniaku oraz moze byé stosowana takze w infekcjach
pasozytniczych [71].

Do ekspresji heterologicznych antygenéw wykorzystuje
sie takze silny promotor genu htrA. Ekspresja genu htrA wy-
raznie wzrasta po wniknieciu bakterii z rodzaju Salmonella
do komorek eukariotycznych. Wiasciwos¢ te wykorzystano
wprowadzajac gen kodujacy C-koricowy fragment toksyny
jadu kietbasianego bezposrednio pod kontrole promotora
htrA. W ten sposob uzyskano silng odpowiedZ immuno-
logiczng przeciwko toksynie jadu kietbasianego u myszy
[72].

HtrA wykorzystuje sie jako indykator choréb powodo-
wanych przez riketsje, mikroorganizmy bedgce przyczyng
szeregu chordb przenoszonych przez owady, pchly i klesz-
cze, takich jak gorgczka plamista (ang. spottedfever). Ampli-
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fikacja genu htrA z zastosowaniem techniki PCR umozliwia
identyfikacje patogenu i rozpoznanie gatunku [73]. Gen
htrA wykorzystuje sie w identyfikacji metodg PCR pato-
gennej bakterii Bartonella henselae w zmienionych weztach
chtonnych w chorobie kociego pazura (ang. Cat Scratch
Disease) [74].

Mutacje w genie htrA powodujg stabilizacje wielu niesta-
bilnych biatek otoczki komérkowej oraz fuzyjnych, stad uzy-
wa sie mutantéw htrA w roli gospodarzy do ekspresji zre-
kombinowanych genéw. W ten sposéb uzyskano wydajng
ekspresje szeregu zrekombinowanych biatek w komaérkach
pozbawionych prawidtowego biatka HtrA, np. pochodnej
toksyny btonicy i zrekombinowanej podjednostki Sl toksy-
ny krztusca. Skonstruowano takze podwdjne mutanty rpoH
htrA, ktore jeszcze bardziej udoskonality mozliwos¢ ekspre-
sji heterologicznych sekrecyjnych biatek [3].

Ogromny wzrost zainteresowania eukariotycznymi biat-
kami HtrA zaowocowat ukazaniem sie szeregu niezwykle
interesujgcych prac dotyczacych roli wspomnianych bia-
tek w rozwoju chordéb, w tym nowotworowych, neurode-
generacyjnych oraz artretycznych. Sugeruje sie, iz ocena
ekspresji genu HtrAl moze by¢ w przysztosci przydatna w
diagnostyce onkologicznej, a aktywno$¢ genu HtrAl moze
by¢ markerem progresji nowotworéw. Nalezy rowniez za-
uwazy¢, ze uposledzenie proceséw zwigzanych z indukcjg
apoptozy moze prowadzi¢ do niekontrolowanego namna-
zania komdrek i indukcji procesu nowotworowego, stad
HtrA2 jako biatko proapoptotyczne moze by¢ zaangazowa-
ne w kancerogeneze poprzez udziat w apoptozie. Istnieje
rowniez mozliwos¢ wykorzystania wiedzy na temat biatek
HtrA w leczeniu chor6b artretycznych i neurodegeneracyj-
nych.

UWAGI KONCOWE

Powszechno$¢ wystepowania biatek HtrA oraz ich za-
chowana w ewolucji aktywno$¢ proteolityczna wskazuje
na niezwykle istotng role omawianej rodziny biatek w pra-
widtowym funkcjonowaniu komorek i to zaréwno proka-
riotycznych jak i eukariotycznych. Proteazy HtrA sg zaan-
gazowane w degradacje nieprawidtowych i potencjalnie
toksycznych dla komérki biatek oraz regulacje aktywnosci
szeregu biatek kluczowych dla wtasciwego przebiegu pro-
cesOw zwigzanych ze wzrostem i réznicowaniem komor-
ki, a w szczeg6lnych okolicznosciach kierowaniem jej na
droge autodestrukcji. Dotychczasowe badania nad funkcja
prokariotycznych biatek HtrA zaowocowaly wykorzysta-
niem zdobytej wiedzy przede wszystkim w konstrukcji
szczepionek na bazie atenuowanych szczepéw htrA. Dal-
sze prace nad rolg eukariotycznych biatek HtrA moga daé
odpowiedZ na pytania z zakresu transformacji nowotwo-
rowej i procesow zwigzanych z rozwojem choréb, w tym
neurodegeneracyjnych i artretycznych, a doktadne pozna-
nie mechanizmow dziatania biatek HtrA datoby mozliwosé
wykorzystania zdobytej wiedzy w diagnostyce i leczeniu
tych schorzen.
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Characterization of the HtrA family of proteins
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ABSTRACT

The HtrA family of proteins consists of evolutionary conserved serine proteases, which are homologues of the HtrA protein from a model
bacterium Escherichia coli. They are widely distributed among organisms, prokaryotic as well as eukaryotic including humans. HtrA proteins
participate in defense against stresses causing aberrations in protein structure, for example heat or oxidative stress. At least four human ho-
mologues have been identified. They are involved in cell growth and differentiation, apoptosis, and disturbances in their function may induce
carcinogenesis, arthritic and neurodegenerative disorders. This article summarizes recent studies regarding the HtrA family of proteins, their
structure, regulation and function. It also presents practical applications of this knowledge and perspective of its use in the future.
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Kolagenazy typu IV (MMP-2 i MMP-9) i ich substraty - biatka macierzy
zewnatrzkomoérkowej, hormony, cytokiny, chemokiny i ich receptory

STRESZCZENIE

etaloproteinazy macierzy (MMP) sg endopeptydazami zaleznymi od cynku, wymaga-

jacymi obecnos$ci jonéw wapnia w $rodowisku, zdolnymi do trawienia biatkowych
sktadnikéw macierzy zewnatrzkomérkowej takich jak kolageny, lamininy, proteoglikany,
fibronektyna. Degradujgc biatka macierzy, w tym réwniez btony podstawne, umozliwiajg
migracje komorek. Jednakze macierz nie stanowi pasywnego rusztowania. Jej sktadniki sg
miedzy innymi rezerwuarem czynnikéw wzrostu, ktdre moga by¢ uwolnione przez metalo-
proteinazy i modulowaé reakcje komdrek. Ponadto, do substratdw metaloproteinaz macie-
rzy nalezy takze wiele innych biatek, takich jak hormony, cytokiny, chemokiny i czynniki
wzrostu, ktére w wyniku proteolizy moga by¢ aktywowane, inaktywowane badz przeksztat-
cane w produkty o nowej aktywnosci biologicznej. Metaloproteinazy macierzy odgrywaja
rowniez istotng role w uktadzie immunologicznym. Wynika z tego, ze funkcja tych enzy-
mow jest niezwykle ztozona i nie sprowadza sie do prostej destrukcji. W warunkach fizjo-
logicznych metaloproteinazy sg niezbedne podczas embriogenezy i przebudowy tkanek, ale
zwigkszona ekspresja tych enzymow towarzyszy wielu stanom patologicznym, takim jak
choroby nowotworowe, choroby sercowo-naczyniowe, oraz autoimmunologiczne.

WPROWADZENIE

Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej (MMP, ang. matrix metallo-
proteinase), zwane inaczej matryksynami, stanowig rodzine endopeptydaz majg-
cych dwie wazne wspdlne cechy: zachowany ewolucyjnie motyw sekwencyjny
obejmujacy trzy reszty histydylowe wigzace jon cynku w centrum katalitycznym
oraz zachowawczg reszte metionylowg zlokalizowang ponizej miejsca wigzania
tego jonu. U wiekszosci MMP mozna wyrézni¢ trzy gtéwne domeny: N-konco-
wy propeptyd (prodomene), domene Kkatalityczng i domene hemopeksynowa
na karboksylowym koncu czasteczki, ale u wielu reprezentantdw tej rodziny
wystepujg takze dodatkowe domeny, decydujgce o odmiennych wiasciwosciach
poszczego6lnych enzymdw. Dlatego tez, zarowno swoisto$¢ substratowa, jak i
budowa chemiczna stanowity podstawowe kryteria podziatu metaloproteinaz
macierzy na kilka gtéwnych grup (kolagenazy, zelatynazy, stromelizyny, meta-
loproteinazy btonowe) [1].

MMP uczestniczag w wielu procesach fizjologicznych; przede wszystkim w
implantacji trofoblastu, embriogenezie, rozwoju kosci i szkliwa zebdw, angio-
genezie, gojeniu ran oraz w odnowie tkanki tgcznej [2-5], Ekspresje ich gendw
obserwuje sie gtéwnie w fibroblastach i innych rodzajach komérek tkanki tacz-
nej, takich jak granulocyty obojetnochtonne, monocyty, makrofagi, a takze w
komérkach $rodbtonka.

W wielu stanach patologicznych dochodzi do wzrostu aktywnosci MMP.
Mozna tu wymienié rozrost nowotworowy, choroby zapalne, choroby sercowo-
naczyniowe oraz autoimmunologiczne. Zwiekszona aktywnos$¢ tych enzymoéow
towarzyszy wszystkim stanom patologicznym, z ktérymi zwigzany jest wzmo-
zony proces tworzenia nowych naczyn krwiono$nych, a wiec przede wszyst-
kim wspomnianym juz chorobom nowotworowym, ale takze powiktaniom
cukrzycowym (retinopatia proliferacyjna), degeneracji plamki zétej zwigzanej
z wiekiem oraz reumatoidalnemu zapaleniu stawow [2,6-8], Aktywno$¢ MMP
regulowana jest na wielu poziomach, obejmujacych zdarzenia zachodzace we-
wnatrz komdrki jak i poza nig. Zalezy przede wszystkim od ekspresji genow
regulowanych przez liczne cytokiny i czynniki wzrostu, ale koricowy efekt jest
rowniez wypadkowg stabilizacji badz destabilizacji ich mRNA, modyfikacji po-
translacyjnych (glikozylacji), szybkosci sekrecji z komorki, aktywacji latentnych
form enzymow i hamowania ich aktywnosci przez czasteczki tkankowych inhi-
bitor6w metaloproteinaz macierzy (TIMP, ang. tissue inhibitors of matrix metallo-
proteinases), a takze szybkosci katabolizmu [1].

Do najlepiej poznanych przedstawicieli rodziny MMP nalezg kolagenazy typu
IV (zelatynazy), reprezentowane przez MMP-2 i MMP-9 lub inaczej zelatynaze
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BIALKA ECM
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Rycina 1. Przyktady proteolizy z udziatem MMP-2 i MMP-9. MMP moga koncentrowaé sie w poblizu btony komérkowej. Najwazniejszym btonowym ,receptorem
MMP-2 jest czasteczka MT1-MMP; MMP-2 moze réwniez wigza¢ sie z powierzchnig komaérki za posrednictwem integryny a.Pva MMP-9 za posrednictwem powierzch-
niowego receptora CD44. MMP moga degradowac wiele biatek ECM (brazowe linie) oraz nie bedacych sktadnikami ECM. Degradacja dekoryny prowadzi do uwolnienia
TGF-p. Degradacja IGF-BP uwalnia IGF. MMP-9 rozszczepia receptor a IL-2 zlokalizowany na powierzchni limfocytéw T, obnizajac ich odpowiedz proliferacyjng na
stymulacje IL-2. MMP-2 rozcina zwigzany z btong komérkowa receptor 1 FGF, uwalniajac jego ektodomene zdolng do wigzania FGF.

A i zelatynaze B i wiasnie na te dwa enzymy pragniemy
zwréci¢ uwage Czytelnikéw.

DEGRADACJA BIALEK MACIERZY
ZEWNATRZKOMORKOWEJ PRZEZ MMP

MMP moga degradowa¢ wiele bialek macierzy ze-
wnatrzkomorkowej (ECM, ang. extracellular matrix) i bton
podstawnych, ktére sg wyspecjalizowang formg ECM. Do
ich substratow nalezg miedzy innymi kolageny, lamininy,
fibronektyna, elastyna, entaktyna, agrekany itenascyna [2].
Degradujac biatka macierzy MMP mogg likwidowa¢ struk-
turalne bariery, umozliwiajagc tym samym inwazje komo-
rek, tak w warunkach fizjologicznych, jak i patologicznych.
Jednak biatka macierzy nie stanowig pasywnego rusztowa-
nia; s dynamiczng strukturg modulujaca reakcje komorek,
miedzy innymi poprzez sekwestracje makromolekut syg-
nalnych, takich jak czynniki wzrostu [9]. Sktadniki ECM
sg ponadto ligandami dla komo6rkowych receptoréw adhe-
zyjnych - integryn, za ktérych posrednictwem przenosza
sygnaty do wnetrza komarki [10]. Biatka macierzy reguluja
wiele waznych proceséw; przekazujg sygnaty stymulujace
proliferacje komdrek, ich réznicowanie, migracje, adhezje
oraz apoptoze. Stad prosty wniosek, ze MMP, w tym takze
kolagenazy typu IV, dzieki zdolnosci do zmiany sktadu i
strukturalnej organizacji ECM uczestniczg we wszystkich
tych procesach.
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Przyjmuje sie powszechnie, ze jedng z wazniejszych
funkcji petnionych przez MMP-2 i MMP-9 jest degradacja
kolagenu typu IV, gtownego sktadnika bton podstawnych,
w tym takze naczyniowej btony podstawnej. Dzieki nisz-
czeniu tej bariery mozliwa jest migracja komoérek podczas
morfogenezy oraz wedrowka leukocytow do ognisk zapal-
nych. Zdolnos$¢ do degradacji biatek ECM pozwala im row-
niez regulowac¢ leukocytoze oraz aktywnie uczestniczy¢ w
procesie miejscowego wzrostu nowotworu, angiogenezie i
powstawaniu przerzutéw, a takze niszczeniu bariery krew-
moézg [11-16],

Juz na wstepie zwréciliSmy uwage, ze proteoliza sktadni-
kéw ECM przez MMP nie sprowadza sie wytacznie do nisz-
czenia fizycznych barier. Rozcinajac biatka macierzy MMP
biorg udziat w przekazywaniu sygnatéw z ECM do komor-
ki. Moze sie to odbywac przynajmniej na kilka sposobéw:

(1) biatka macierzy sa rezerwuarem czynnikéw wzrostu,
ktére moga by¢ uwolnione po degradacji zwigzanych z nimi
specyficznych makromolekut. Przyktadem moze by¢ trans-
formujacy czynnik wzrostu-p (TGF-p, ang. transforming gro-
wthfactor-f), wykazujacy silne powinowactwo do dekoryny.
Dekoryna, sktadnik ECM, jest niewielkim proteoglikanem
utrzymujacym integralno$¢ tkanek poprzez oddziatywanie
z fibronektyng i trombospondyng. Peini tez role rezerwuaru
TGF-p w srodowisku ECM. Sekwestrujac czasteczki TGF-P
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z ich btonowych receptoréw, reguluje szlak transmisji syg-
natu z udziatem tego czynnika wzrostu. W degradacji deko-
ryny, prowadzacej do uwolnienia TGF-p, moze bra¢ udziat
kilku reprezentantow MMP: MMP-2, MMP-3 i MMP-7 [17].
Biologiczne dziatanie TGF-p jest bardzo szerokie, a jedng
z funkcji jest regulacja ekspresji genu kodujagcego MMP.
W ten sposob, uwolniony TGF-p stymuluje transkrypcje
MMP-9, ale hamuje transkrypcje gendw wiekszosci induk-

Tabela 1. Substraty kolagenaz typu IV nienalezgce do biatek ECM.

Substraty kolagenaz
typu 1V nienalezace
do biatek ECM

Skutek dziatania mmp

pro TGF-p
prolLI-p

aktywacja
aktywacja
konwersja zwigzanego z btong

TNF-a komérkowa proTNF-a (26 kDa) do
aktywnej, wolnej cytokiny (17 kDa),

uwolnienie ektodomeny receptora
FGF - regulacja mitogennej i
angiogennej aktywnos$ci FGF

Receptor 1 FGF

rozszczepienie receptora IL-
IL-2Ra 2a- obnizenie odpowiedzi
proliferacyjnej na stymulacje 1L-2

IGF-BP degradacja IF-BP - uwolnienie IGF
odciecie szesciu N-koncowych reszt
IL-8 aminokwasowych prowadzi do
powstania IL-8 (7-77) - o 10-krotnie
wyzszej aktywnosci niz IL-8
CTAP-1II 9 B B inaktywacja
PF-4 inaktywacja
ENA-78 inaktywacja
odciecie czterech N-konncowych
SDF-1 amlnokwasovy r.Jroyvadz_l do
utraty zdolnosci wigzania ze
swoistym receptorem (CXCR-4)
SCF uczestniczg w powstawaniu sSCF
MCP-3 inaktywacja
jeden z produktéw degradacji - N-
Prolaktyna koncowy fragment (16 kDa) ma

wiadciwosci antyangiogenne
angiostatyna (38 kDa fragment
plazminogenu)- odgrywa role
inhibitora angiogenezy

Plazminogen

PEDF inaktywacja
uPA inaktywacja
a-Pl inaktywacja
al-antychymotrypsyna inaktywacja
PAI-2 inaktywacja

degradacja prowadzi do powstawania
immunodominujacych epitopow

Insulina s -
- skutkiem jest zaostrzenie
przebiegu cukrzycy
MBP niszczenie ostonek mielinowych
IFN-p inaktywacja

inaktywacja oraz generowanie AM
AM (11-22) - czynnika zwezajgcego
naczynia krwionosne

Big-ETI aktywacja
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cyjnych MMP; taki mechanizm zapobiega niekontrolowa-
nemu uwalnianiu tego czynnika wzrostu.

(2) rozcinanie niektérych biatek ECM moze odstania¢ niedo-
stepne regiony czasteczki (ang. criptic sites), zdolne do prze-
kazywania sygnatow lub prowadzi¢ do powstania produk-
téw o zupetnie nowej aktywnosci biologicznej; na przyktad,
jedna z metaloproteinaz typu btonowego (MT1-MMP, ang.
membrane type matrix metalloproteinase) i MMP-2 indukuja
migracje komorek nabtonkowych przez rozcinanie specy-
ficznych sekwencji sktadnika bton podstawnych - lamini-
ny-5 [18,19]. Komérki nabtonkowe majg zdolno$¢ adhezji do
lamininy-5 dzieki obecnosci receptora integrynowego a3Pr
Jednak dopiero proteolityczne rozciecie tancucha y2 lami-
niny przez MMP, eksponujgce ukryte regiony czasteczki,
nadaje komorkom zdolno$¢ do migracji.

(3) rozlegta degradacja biatek ECM przez MMP powodu-
je zniszczenie adhezyjnych potgczen pomiedzy komorka a
macierzg, uniemozliwiajgc komoérce odbidr sygnatéw z oto-
czenia i w konsekwencji wprowadza jg w apoptoze. Przy-
ktadem takiego procesu moze by¢ sterowana hormonalnie
inwolucja organéw reprodukcyjnych czy gruczotéw mlecz-
nych. Redukcja masy tkanek spowodowana jest degradacja
ECM i utratg komorek na skutek apoptozy [20].

WIELE SUBSTRATOW MMP NIE
NALEZY DO BIALEK ECM

MMP znane sg przede wszystkim ze zdolnosci do de-
gradowania sktadnikow ECM, ale do grona ich substratow
nalezy réwniez wiele innych peptydéw i biatek (Tabela 1,
Ryc. 1).

Ze wzgledu na lokalizacje (na powierzchni komorki),
MMP moga degradowaé powierzchniowe receptory, w
tym tez adhezyjne, lub uwalnia¢ z btony komdérkowej bio-
logicznie aktywne czasteczki. Majac zdolno$¢ do aktywacji
lub inaktywacji niektérych cytokin, chemokin i czynnikéw
wzrostu regulujg rowniez sygnatly parakrynne. Na szcze-
g6lng uwage zastugujg kolagenazy typu 1V, dla ktorych
rozpoznano najwiecej substratow spoza ECM.

W komunikacji miedzykomorkowej, a takze w komu-
nikacji miedzy komdrka a ECM, kluczowe znaczenie majg
zdarzenia zachodzgce bezposrednio na powierzchni komor-
ki lub w jej najblizszym otoczeniu. Wprawdzie tylko nie-
ktore sposrod MMP (MT-MMP) maja charakter enzymow
btonowych, ale dzigki mozliwosci zakotwiczenia wolnych
MMP w bionie komérkowej, moze dochodzi¢ do okotoko-
moérkowej proteolizy réwniez z ich udziatem. Najwazniej-
szym btonowym ,receptorem"” MMP-2 jest czgsteczka MT1-
MMP, uczestniczaca takze (we wspdipracy z TIMP-2) w
aktywacji tego enzymu [1,21,22],

Inny sposob zakotwiczenia MMP-2 w btonie komorko-
wej wymaga udziatu integryn. Na przyktad, za posredni-
ctwem integryny av®czasteczka MMP-2 moze sie wiazac z
powierzchnig komoérek srédbtonka i komérek nowotworo-
wych [23], W oddziatywaniu z integryng uczestniczy dome-
na hemopeksynowa MMP-2, a zatem takie oddziatywanie
nie blokuje centrum katalitycznego enzymu. Z kolei aktyw-
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na MMP-9 moze wigza¢ sie z komorka za posrednictwem
powierzchniowego receptora CD44 [23,24]. Inne MMP tak-
ze moga oddziatywac z receptorami btonowymi i groma-
dzi¢ sie na powierzchni komérki. Zdolno$¢ do koncentracji
w poblizu btony komérkowej stwarza dogodne warunki
do trawienia niektorych substratow. Dzieki takiej strategii
MMP moga wydajnie rozcina¢ rézne biatka btonowe lub
zwigzane z btong komorkowq. Uczestniczag w ten sposéb
w uwalnianiu lub degradacji biologicznie aktywnych cza-
steczek, ktdre nie sg sktadnikami ECM. Poprzez degradacje
biatek adhezyjnych MMP mogga bezposrednio modulowaé
oddziatywania adhezyjne i migracje komorek. Przykta-
dowo, podjednostka (& integryny moze by¢ degradowana
przez MMP-7, a E-kadheryna przez MMP-3 i MMP-7. De-
gradacja E-kadheryny prowadzi ponadto do uwolnienia
fragmentu o masie czasteczkowej 80 kDa, ktory w sposob
parakrynny stymuluje inwazje komdrek [25].

MMP MOGA AKTYWOWAC LUB UDOSTEPNIAC
CYTOKINY I CZYNNIKI WZROSTU

Zlokalizowane na powierzchni komdérki MMP uczestni-
czg takze w uwalnianiu biologicznie aktywnych czasteczek.
Wykazano, ze zarowno MMP-2 jak i MMP-9 moga aktywo-
wacé proTGF-(3 [24,26]. TGF-(3 ma szerokie dziatanie biolo-
giczne; jest waznym czynnikiem immunosupresyjnym, blo-
kujacym oba typy odpowiedzi immunologicznej: komérko-
wg i humoralng. Pobudza tez synteze biatek ECM i hamuje
proliferacje wielu rodzajéw komérek, w tym prawidtowych
komorek nabtonkowych, ale stymuluje proliferacje i zwiek-
sza potencjat inwazyjny komérek nowotworowych. Udziat
MMP-2 i MMP-9w rozwoju nowotworéw jestbardzo dobrze
udokumentowany [27], warto wiec w tym miejscu zwrécié
uwage, ze TGF-p, w ktérego aktywacji mogg uczestniczy¢
obie kolagenazy typu IV ma z kolei zdolno$¢ do stymulo-
wania ich produkcji poprzez aktywacje szlaku transmisji
sygnatu z udziatem kinazy biatek aktywowanej mitogenem
(p38 MAPK, ang. mitogen activated protein kinase) [28].

MMP moga takze aktywowa¢ prekursor interleukiny-1(3
(IL-ip, ang. interleukin-If) [29]. IL-1(3 wytwarzana jest jako
prekursor o masie 33 kDa, ktéry w wyniku proteolityczne-
go rozszczepienia tancucha polipeptydowego pomiedzy
Asplli6i Alall7zostaje przeksztatcony do aktywnej cytokiny
(18 kDa). W aktywacji uczestniczy kaspaza-1, znana tez jako
konwertaza IL-1|3 (ICE, ang. IL-If-converting enzyme) [30],
Zaproponowano rowniez zupetnie inny sposéb aktywacji
tej cytokiny, z udziatem MMP [29], W chorobach o podto-
zu zapalnym, takich jak miazdzyca tetnic czy reumatoidal-
ne zapalenie stawéw, dochodzi do jednoczesnego wzrostu
ekspresji IL-If i metaloproteinaz macierzy, w tym MMP-
9. Wydaje sig, ze w takich warunkach, prolL-1(3 moze by¢
aktywowana przez MMP. In vitro obie kolagenazy typu
IV (szczeg6lnie MMP-9) bardzo efektywnie rozcinajg pre-
kursor IL-1(3, prowadzac do powstania produktu o petnej
aktywnoS$ci biologicznej. Mniej skuteczna jest MMP-3 (stro-
melizyna-1), ale zaktywowana pod jej dziataniem cytokina
jest dalej degradowana i w konsekwencji traci wtasciwosci
biologiczne. Schonbeck i wsp. [29] postulowali, ze w og-
niskach zapalnych mégtby to byé mechanizm regulujacy
dostepnos¢ aktywnej cytokiny. Jest to istotne chocby z tego
powodu, ze aktywna IL-1(3 stymuluje ekspresje i aktywacje
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wielu metaloproteinaz, a zatem wzajemne oddziatywania
pomiedzy MMP i IL-1(3, o charakterze dodatniego sprzeze-
nia zwrotnego (cytokina stymuluje ekspresje genu koduja-
cego enzym uczestniczacy w jej aktywacji), bedg prowadzic
do zaostrzenia stanu zapalnego.

Czynnik martwicy nowotworédw-a (TNF-a, ang. tumor
necrosisfactor) jest cytoking o kluczowym znaczeniu w ukia-
dzie immunologicznym iplejotropowym dziataniu. Miedzy
innymi stymuluje proliferacje limfocytow T i B, zwieksza
cytotoksyczno$¢ komdrek NK (ang. natural killer), pobudza
sekrecje niektérych cytokin oraz stymuluje ekspresje wielu
MMP. TNF-a wytwarzany jest gtdwnie przez monocyty/
makrofagi (w odpowiedzi na bodzce aktywujgce receptor
TLR, ang. tool-like receptor) jako biatko btonowe o masie
czasteczkowej 26 kDa. Wiele MMP (w tym obie kolagena-
zy typu IV) moze przeprowadzaé konwersje zwigzanego z
btong komoérkowa TNF-a do aktywnej, wolnej cytokiny (17
kDa), aczkolwiek gtéwng role w tym procesie petni blisko
spokrewniony z MMP enzym - konwertaza TNF-a (TACE,
ang. tumor necrosis factor-a converting enzyme) [31,32].

W przypadku insulinopodobnego czynnika wzrostu
(IGF, ang. insulin-like growth factor) wykorzystana jest jesz-
cze inna strategia. IGF-1 i IGF-2 uczestniczq w procesie pro-
liferacji i r6znicowania komorek oraz regulujg wiele funkcji
metabolicznych. W przeciwienstwie do podobnej struktu-
ralnie insuliny, prawie caty IGF osocza skompleksowany
jest z biatkami, tak zwanymi biatkami wigzgcymi insulino-
podobny czynnik wzrostu (IGF-BP, ang. insulin-like growth
factor-binding protein). Jak dotad, opisano sze$¢ rodzajow
takich biatek. Sekwestrujagc IGF, IGF-BP zazwyczaj hamujg
dziatanie tego czynnika wzrostu, uniemozliwiajgc jego in-
terakcje z receptorem. Chociaz opisano kilka strategii pro-
wadzacych do uwolnienia IGF z kompleksu, wiele danych
wskazuje, ze proteolityczna degradacja IGF-BP przez MMP
moze odgrywaé szczeg6lng role [36,37]. Przynajmniej kilka
enzymow z tej rodziny (w tym takze kolagenazy typu IV)
ma zdolno$¢ do rozcinania IGF-BP, a tym samym moze re-
gulowac¢ dostepno$¢ IGF, tak w warunkach fizjologicznych
jak i patologicznych [38],

MMP MOGA DEGRADOWAC RECEPTORY BLONOWE
LUB ODCINAC ICH DOMENY ZEWNATRZKOMORKOWE

Poza aktywacja i uwalnianiem cytokin i czynnikéw
wzrostu, MMP moga degradowac receptory btonowe lub
odcina¢ ich domeny zewnatrzkomérkowe (ektodomeny).
MMP-2 rozcina zwigzany z btong komdrkowg receptor 1
czynnika wzrostu fibroblastéw (FGF, ang. fibroblast growth
factor), uwalniajagc jego ektodomene zdolng do wigzania
FGF [33], Wydaje sig, ze uwolnione ektodomeny receptora
FGF, taczgc sie z czgsteczkg czynnika wzrostu, mogg z kolei
regulowac jego dostepno$¢. Z drugiej strony, odcinanie ze-
wnatrzkomérkowych domen redukuje ilos¢ miejsc wigza-
cych FGF, co w efekcie moze wywotywaé taki sam skutek.
Mogtaby to by¢ jedna ze strategii regulowania mitogennej
i angiogennej aktywnosci tego czynnika wzrostu. Z kolei
MMP-9, rozszczepiajac receptor a IL-2 (IL-2Ra, ang. interleu-
kin-2 receptor a), zlokalizowany na powierzchni limfocytéw
T, wyraznie obniza ich odpowiedz proliferacyjng na stymu-
lacje IL-2 [34], Moze to przyspieszy¢ rozwdj nowotworu,
bowiem zdolnos¢ do ucieczki spod nadzoru immunologicz-
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nego sprzyja jego szybkiej progresji. Nalezy w tym miejscu
wspomnieé, ze komorki nowotworowe stymulujg produk-
cje i aktywacje obu kolagenaz typu IV i nawet jesli same
nie syntetyzujg tych enzymdw to potrafig sktoni¢ do tego
komorki podscieliska guza [1,35]. Aktywowane limfocyty T
takze syntetyzujg MMP-9, umozliwiajgcg im migracje przez
naczyniowe btony podstawne. Wyrazny wzrost ekspresji
genu kodujgcego ten enzym w ognisku nowotworowym i
jego zdolno$é do degradacji IL-2Ra moze zatem hamowaé
proliferacje limfocytow infiltrujacych guz, sprzyjajac w ten
spos6b rozwojowi nowotworu [34],

SUBSTRATAMI MMP JEST WIELE CHEMOKIN

Do substratéw MMP nalezy réwniez wiele chemokin.
MMP-9 odcina niewielki fragment z N-konca czasteczki IL-
8, gtdwnego chemoatraktanta i aktywatora granulocytow
obojetnochtonnych. Skrocona IL-8 (7-77) wykazuje az 10-20
- krotnie wyzsza aktywnos$¢ od czasteczki o petnej dtugosci.
Moze to oczywiscie w istotny sposob przyspiesza¢ naptyw
granulocytéw do miejsca infekcji [39]. Warto w tym miejscu
zwréci¢ uwage, ze aktywacja IL-8 przez MMP-9 jest przy-
ktadem dodatniego sprzezenia zwrotnego, bowiem IL-8 po-
woduje degranulacje neutrofili i bardzo szybkie uwolnienie
MMP-9 zgromadzonej w ziarnistosciach zelatynazowych.
Aktywna MMP-9 moze posrednio wptywaé rédwniez na
stezenie IL-8, poniewaz w warunkach zapalenia aktywuje
prolL-Ip, silny induktor ekspresji genu kodujacego IL-8.
Takze inne chemokiny z rodziny CXC (chemokiny, w kto-
rych dwie pierwsze z czterech zachowawczych reszt cyste-
rnowych przedzielone sg pojedynczym aminokwasem), w
tym peptyd aktywujacy tkanke tgczna-111 (CTAP-III, ang.
connective tissue activating peptide), czynnik ptytkowy-4 (PF-
4, ang. plateletfactor-4) i pochodzgcy z komorek srédbtonka
peptyd aktywujacy granulocyty obojetnochtonne (ENA-78,
ang. epithelial cell derived neutrophil activating peptide-78) sa
rozpoznawane przez MMP-9, aw kontakcie ztym enzymem
moga by¢ przeciete w kilku miejscach i tracg aktywnos$¢
biologiczng [3,40], Chemokiny z motywem sekwencyjnym
ELR (Glu-Leu-Arg), poprzedzajgcym sekwencje CXC, do
ktorych nalezg miedzy innymi IL-8, ENA-78 i CTAP-III, kie-
ruja granulocyty obojetnochtonne do miejsc infekcji, a takze
promujg angiogeneze [40], Zwigzanie chemokiny CXC ze
swoistym receptorem (CXCR-1, CXCR-2, ang. CXC chemo-
kine receptor-1, -2) zapoczatkowuje proces przekazywania
sygnatu, prowadzacy do wzrostu wewngatrzkomoérkowego
stezenia Ca2t Wynikiem tego procesu jest miedzy innymi
degranulacja neutrofili i ich migracja w kierunku wzrasta-
jacego stezenia bodzca chemotaktycznego. Degranulacja
powoduje uwolnienie nieaktywnej MMP-8 i MMP-9. Po ich
aktywacji (np. z udziatem reaktywnych form tlenu, produ-
kowanych przez pobudzone granulocyty) nastepuje degra-
dacja biatek ECM, umozliwiajgca migracje granulocytow.
Zwazywszy, ze wiele chemokin ma charakter substratéw
MMP-9, mozna przyja¢, ze enzym spetnia w tym uktadzie
podwdjng role: degradujgc biatka ECM pozwala na migra-
cje komorek, ale degradujac chemokiny, takze petni funkcje
regulatorowg [40],

Innym reprezentantem chemokin CXC jest czynnik po-

chodzacy z komorek zrebu szpiku kostnego (SDF-1, ang.
stromal cell-derived factor-1), odgrywajacy kluczowg role w
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rekrutacji hematopoetycznych komorek prekursorowych
(CD34+). SDF-1 jest réwniez silnym chemoatraktantem
dla innych typédw komérek, gtéwnie spoczynkowych lim-
focytéw i monocytéw. Odciecie przez MMP czterech reszt
aminokwasowych z N-kohowego rejonu czasteczki SDF-1
prowadzi do utraty zdolnosci wigzania ze swoistym recep-
torem (CXCR-4). Przynajmniej sze$¢ enzymow z tej rodziny,
w tym MMP-2, rozszczepia wigzanie peptydowe pomiedzy
czwartym a pigtym aminokwasem czasteczki SDF-1 [41].

Od dawna wiadomo, ze CXCR-4 petni role koreceptora
podczas fuzji wirusa HIV-1 (ang. human immunodeficiency
virus) i jest niezbedny do zakazania nim komdrek CD4+, a
fizjologiczny ligand tego receptora (SDF-1), blokujac wiga-
zanie HIV do CXCR-4, hamuje infekcje. Zatem degradacja
SDF-1 przez MMP-2 bedzie utatwiaé zakazenie wirusem
HIV. W tym kontek$cie warto odnotowac, ze z kolei wirus
HIV ma zdolnos¢ indukowania ekspresji genow kodujacych
obie kolagenazy typu IV [42]. Z przewlektym zakazeniem
tym wirusem bezpos$rednio zwigzany jest zespot otepien-
ny o cechach podostrego zapalenia mdzgu. Okazato sie, ze
MMP-2 moze by¢ bezpos$rednio zaangazowana w proces
neurodegeneracji, bowiem skrécona przez nig czasteczka
SDF-1 (5-67) jest wysoce neurotoksyczna [43].

Nie sposéb w tym miejscu poming¢ faktu, ze MMP-9
zajmuje wyjatkowg pozycje w procesie mobilizacji hema-
topoetycznych komorek macierzystych ze szpiku kostnego
do krwi obwodowej. Bodzce stresowe, takie jak zapalenie,
uszkodzenia tkanek czy chemioterapia indukujg sekrecje
wspomnianego juz wczesniej SDF-1, stymulujgcego ekspre-
sje MMP-9. Dziatanie tego enzymu w procesie mobilizacji
hematopoetycznych komérek macierzystych jest ztozone i
obejmuje zar6wno uwalnianie cytokin i czynnik6éw wzrostu
zwigzanych z ECM, niszczenie adhezyjnych potgczen po-
miedzy komdrkami macierzystymi a Srodowiskiem szpiku,
jak i degradacje biatek ECM, umozliwiajaca migracje komo-
rek. Ale to jeszcze nie wszystko. W rekrutacji hematopoe-
tycznych komérek prekursorowych i innych komoérek ma-
cierzystych uczestniczy réwniez czynnik wzrostu komarek
macierzystych (SCF, ang. stem cell factor), bedgcy ligandem
dla receptora c-kit - biatka o aktywnosci kinazy tyrozynowej
[44,45]. SCF wystepuje w dwdéch formach, powstajacych w
wyniku alternatywnej obrébki potranskrypcyjnej. Elimina-
cja eksonu 6 prowadzi do powstania biatka transbtonowe-
go, podczas gdy czasteczka o petnej dtugosci zawiera miej-
sce ciecia rozpoznawane przez MMP-9. Przy udziale tego
enzymu powstaje forma wolna (rozpuszczalna) SCF (sSCF).
Wprawdzie obie formy SCF (btonowa i rozpuszczalna) sg
aktywne biologicznie i wydaje sie, ze sSCF nie jest konieczna
do prawidtowego przebiegu konstytutywnej hematopoezy,
ale ma kluczowe znaczenie podczas szybkiej, indukowanej
stresem mobilizacji hematopoetycznych komérek macierzy-
stych [44],

Substratami MMP moga by¢ tez chemokiny z rodziny CC
czyli takie, w ktérych dwie pierwsze zachowane w ewolucji
reszty cysteinowe nastepuja bezposrednio po sobie. Przy-
ktadowo, MCP-3 (ang. monocyte chemoattractant protein) jest
substratem MMP-2. Od#gczenie czterech aminokwaséw z
N-koncowego rejonu czasteczki prowadzi nie tylko do jej
inaktywacji, ale przeksztatca jg w silnego antagoniste recep-
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torow CCR-1, CCR-2 i CCR-3 (ang. CC chemokine receptor-
1, -2, -3). Metaloproteinazy, ktérych synteza ma miejsce w
granulocytach obojetnochtonnych (MMP-8, MMP-9) nie sg
zdolne do proteolitycznej degradacji MCP-3 [46], Inne MCP
(MCP-1, -2, -4) takze sa substratami MMP i w kontakcie z
tymi enzymami tracg swa aktywno$¢ agonistow stanu za-
palnego.

MMP MOGA GENEROWAC
REGULATORY ANGIOGENEZY

Poza regulowaniem aktywnos$ci, czy tez dostepnosci
cytokin, chemokin i czynnikéw wzrostu, MMP rozcinajg
rowniez inne biatka, znoszac tym samym ich funkcje bio-
logiczne, ale czesto powstajace produkty degradacji maja
zupetnie nowe witasciwosci. | tak, obie kolagenazy typu
IV oraz kilka innych MMP (zwtaszcza MMP-8 i MMP-13)
moga rozcina¢ prolaktyne, ajednym z produktéow degrada-
cji jest N-koncowy fragment (16 kDa) [47]. Prolaktyna jest
hormonem laktotropowym o masie czasteczkowej 23 kDa,
wydzielanym przez przysadke, a jej N-koncowy fragment
(16 kDa), obecny w krwioobiegu i w wielu narzgadach, jest
znany z bardzo silnych wtasciwosci antyangiogennych; ma
zdolno$¢ do hamowania proliferacji komorek srodbtonka
stymulowanej zasadowym czynnikiem wzrostu fibrobla-
stow (bFGF, ang. basicfibroblast growth factor) i czynnikiem
wzrostu srddbtonka naczyn (VEGF, ang. vascular endothelial
growth factor). Z kolei degradacja plazminogenu przez kola-
genazy typu IV oraz MMP-7 prowadzi do powstania innego
inhibitora angiogenezy - angiostatyny, stanowigcej 38 kDa
fragment tego biatka (cztery pierwsze petle) [21].

Mozna odnalez¢ jeszcze wiecej przyktadoéw, wskazuja-
cych na antyangiogenne dziatanie MMP, aczkolwiek chodzi
tu o produkty powstajgce w wyniku degradacji biatek ECM.
Do takich inhibitoréw nalezy endostatyna - 20 kDa prote-
olityczny fragment kolagenu typu XVIII i restyna - frag-
ment kolagenu typu XVI [1]. Negatywnymi regulatorami
angiogenezy sg takze fragmenty kolagenu IV: aresten (ang.
arresten), kanstatyna (ang. canstatin) i tumstatyna (ang. tum-
statin), pochodzace odpowiednio z fahcucha al, a2 i a3 tego
biatka. Jednak MMP sg przede wszystkim bardzo skuteczne
w promowaniu angiogenezy. Inwazja proliferujgcych ko-
morek $rodbtonka na otaczajgce tkanki wymaga degradacji
ECM i w tych procesach uczestniczg obie kolagenazy typu
IV [11]. MMP moga réwniez stymulowaé angiogeneze w
jeszcze inny sposéb, degradujac czynniki antyangiogenne.
Wykazano ostatnio, ze czynnik pochodzacy z nabtonka bar-
wnikowego siatkéwki (PEDF, ang. pigment epithelium-deri-
vedfactor), silny inhibitor angiogenezy, moze by¢ niszczony
przez MMP-2 i MMP-9 [6]. W ten sposéb oba enzymy wia-
czone sg W patogeneze niezwykle powaznego powiktania
cukrzycowego, jakim jest retinopatia proliferacyjna. Warto
jednak zaznaczyé, ze dziatanie PEDF nie ogranicza sie do
obszaru oka; omawiane biatko jest obecne w krwioobiegu w
wystarczajgco wysokim stezeniu by hamowac unaczynianie
wtérnych ognisk nowotworowych [48],

MMP REGULUJA AKTYWNOSC WIELU PROTEINAZ

MMP zdolne sg do inaktywacji aktywatora plazminoge-
nu typu urokinazowego (uUPA, ang. urokinase-type plasmino-

42

gen activator), jak i wielu inhibitorow proteianz serynowych,
w tym inhibitora c*-proteinaz serynowych (c*-Pl, ang. a:-
proteinase inhibitor), c”-antychymotrypsyny i inhibitora-2
aktywatora plazminogenu (PAI-2, ang. plasminogen activa-
tor inhibitor) [49], Wreszcie, w charakterze substratow MMP
moga wystepowac inne latentne enzymy z tej rodziny, a od-
ciecie prodomeny prowadzi do ich aktywacji. Przyktadem
moze by¢ wspomniana juz wczesniej MT-1MMP, uczestni-
czaca w aktywacji MMP-2 [1].

MMP WEACZONE SAW PATOGENEZE WIELU CHOROB

Poniewaz MMP-2 i MMP-9 rozpoznajg tak wiele rézno-
rodnych substratow (zaréwno sktadnikow ECM, jak i spoza
ECM), zachwianie réwnowagi pomiedzy tymi enzymami
a ich naturalnymi inhibitorami (TIMP) moze prowadzi¢
do rozwoju stanéw patologicznych. Kolagenazy typu IV
witgczone sg w patogeneze wielu chorob. Niewatpliwie naj-
wiecej wiadomo o ich udziale w rozwoju i progresji nowo-
twordw (ten temat byt juz podnoszony na famach Postepow
Biochemii [2]) oraz w chorobach sercowo naczyniowych
[50], Ostatnio duzo mowi sie o roli tych enzymoéw w rozwo-
ju choréb o podtozu autoimmunologicznym, takich jak cuk-
rzyca typu |l oraz stwardnienie rozsiane. Wynika to z faktu,
ze podczas stanu zapalnego trzustki zaktywowana MMP-9
moze rozcina¢ insuline na mniejsze fragmenty, a tym sa-
mym bra¢ udziat w generowaniu immunodominujacych
epitopéw [51]. Prowadzi to do zaostrzenia przebiegu cho-
roby. Z kolei zdolno$¢ MMP, w tym obu kolagenaz typu 1V,
do degradowania zasadowego biatka mieliny (MBP, ang.
myelin basic protein), jednego ze sktadnikéw ostonek mieli-
nowych, prowadzi do jej zniszczenia, a odstanianie immu-
nogennych epitopéw wzmaga odpowiedZ immunologiczna,
napedzajac w ten spos6b proces destrukcji w stwardnieniu
rozsianym [52]. Nie bez znaczenia jest tez fakt, ze MMP-9
moze réwniez degradowac interferon p (IFN-[3), zar6wno
endogenny, jak i podawany w ramach kuracji, jako $rodek
immunomodulujacy [52,53], Oczywiscie szczeg6towe omo-
wienie roli MMP we wszystkich wspomnianych wcze$niej
stanach patologicznych przekracza ramy niniejszego arty-
kutu. Postanowilismy zatem zwr6ci¢ uwage Czytelnikdw
na udziat tych enzymdéw w rozwoju nadcisnienia.

UDZIAL MMP W PATOGENEZIE
CHOROBY NADCISNIENIOWE]

Nadcisnienie tetnicze, niezwykle wazny czynnik ryzy-
ka rozwoju chor6b sercowo-naczyniowych, zwigzane jest
z procesem przebudowy ukiadu sercowo-naczyniowego,
prowadzacym do postepujgcego widknienia miesnia serco-
wego. MMP odgrywajg istotng role w patogenezie chordb
sercowo-naczyniowych; uczestnicza w przebudowie ECM,
prowadzacej do widknienia miokardium, pogrubienia bto-
ny wewnetrznej tetnic, a takze przyczyniajg sie do destabili-
zacji blaszek miazdzycowych [54,55].

Ostatnie badania wskazuja, iz rola MMP w patogenezie
nadcisnienia nie sprowadza sie wytgcznie do przebudowy
biatek ECM. Cis$nienie krwi jest regulowane dzieki wspot-
dziataniu wspétczulnego uktadu nerwowego i grupy naczy-
nioaktywnych peptydéw takich jak adrenomedulina (AM,
ang. adrenomedullin), peptyd pochodny genu kalcytoniny
(CGRP, ang. calcitonin-gene-related peptide), przedsionkowy
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peptyd natriuretyczny (ANP, ang. atrial natriuretic peptide),
amylina oraz aktywna endotelina-1 (ET-1, ang. endothelin-1)
[56,57],

Adrenomedulina, peptyd zbudowany z 52 reszt amino-
kwasowych, spokrewniony z kalcytoning, CGRP i amyling
[58-60], jest silnym czynnikiem rozszerzajgcym naczynia,
ktérego synteza zachodzi gtéwnie w komoérkach $rédbton-
ka i miesniach gtadkich naczyA. Martinez i wsp. [57] wyka-
zali, ze adrenomedulina moze by¢ rozcinana przez MMP-
2 w kilku miejscach, co prowadzi do powstania szesciu
réznych peptydow. Odciecie siedmiu lub dziesieciu reszt
aminokwasowych z rejonu N-koncowego czasteczki adre-
nomeduliny nie powoduje utraty zdolnosci do wigzania z
receptorem, ani utraty aktywnosci biologicznej. AM (8-52)
i AM (11-52) ma w petni zachowang zdolno$¢ rozszerza-
nia naczyn krwionos$nych. Jednak dalsza degradacja tych
peptydow przez MMP-2 prowadzi do utraty tej funkcji, i
co ciekawe, jeden z produktéw degradacji, AM (11-22) jest
czynnikiem obkurczajacym naczynia, dziatajgcym za po-
Srednictwem niezidentyfikowanego jak dotad receptora.
Obecne w krwioobiegu biatko wigzace adrenomeduline,
tzw. czynnik H, zapobiega degradacji tego hormonu przez
MMP-2 [57],

In vitro MMP moga degradowa¢ wiele biatek nie bedga-
cych sktadnikami ECM, ale nie do konca rozpoznano czy
dziatajg w ten sposob takze in vivo. W przypadku adreno-
meduliny jest to bardzo prawdopodobne, poniewaz takie
same peptydy jakie powstawaty w wyniku trawienia tego
hormonu MMP-2 in vitro, udato si¢ wyizolowaé z moczu
[57], MMP-2 moze wiec w znaczacy sposOb przyczyniac
sie do rozwoju nadci$nienia, zwazywszy, ze nie tylko ob-
niza poziom adrenomeduliny (rozszerzajgcej naczynia), ale
takze generuje peptyd o dziataniu antagonistycznym. Ten
sam enzym moze réwniez posredniczy¢ w aktywacji pre-
kursorow hormonéw regulujagcych cisnienie krwi. Duza
endotelina-1 (ET-1, ang. big endothelin-1) (1-38) powstaje
miedzy innymi w komaorkach srodbtonka, komaérkach mies-
ni gtadkich naczyn krwionosnych i kardiomiocytach. Jest
czynnikiem inotropowym, bardzo silnie obkurcza naczynia
krwionosne, ale takze dziata jako mitogen [61]. Na terenie
srodbtonka naczyn przeksztatcenie duzej ET-1 do aktywne-
go hormonu zachodzi gtéwnie przy udziale enzymoéw kon-
wertujgcych endoteliny (ECEs, ang. endothelin-converting
enzymes). Aktywno$¢ tych enzyméw w komérkach $réd-
btonka jest bardzo wysoka, a proteolityczne rozszczepienie
duzej ET-1 za ich posrednictwem prowadzi do powstania
aktywnego peptydu ET-1(1-21) [62], W wielu chorobach
sercowo-naczyniowych obserwowano podniesiony poziom
ET-1 w osoczu [63-65].

Fernandez-Patron i wsp. [66] wykazali, ze duza endoteli-
na-1 moze by¢ takze przeksztatcana do aktywnego hormonu
przy udziale MMP-2. Pod wptywem dziatania tego enzymu,
w wyniku rozszczepienia wigzania pomiedzy Gly2a Leu3
powstaje peptyd ET-1(1-32), wykazujacy silniejsze dziatanie
skurczowe niz ET-1(1-21). W przeciwienstwie do komorek
srodbtonka, w komérkach miesni gtadkich naczyn, aktyw-
no$¢ ECE jest niska, ale zachodzi w nich ekspresja MMP-2.
Wydaje sie zatem prawdopodobne, ze w tych komérkach
MMP-2 mogtaby posredniczy¢ w alternatywnej drodze ak-
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tywacji ET-1 [66]. Za istnieniem takiego mechanizmu prze-
mawia tez fakt, ze w wielu stanach patologicznych, takich
jak nadcisnienie, miazdzyca i restenoza obserwuje sie jed-
noczesny wzrost syntezy duzej ET-1 i MMP-2.

Odkrycie nowej drogi aktywacji ET-1, w kt6rej posredni-
czy MMP-2, moze mie¢ istotne znaczenie farmakologiczne.
W wielu laboratoriach prowadzone sg prace zmierzajace do
skonstruowania syntetycznych, selektywnych inhibitorow
metaloproteinaz. Selektywne hamowanie MMP-2 mogtoby
stanowi¢ nowg farmakologiczng strategie leczenia chordb
naczyn, w ktorych obserwowana jest nadekspresja genéw
zarowno dla MMP-2, jak idla ET-1.

UWAGI KONCOWE

Przytoczone powyzej fakty wskazujg, ze obie kolagenazy
typu IV maja niezwykle szerokie mozliwosci modulowania
srodowiska, w ktérym przebywa komérka. O ile ich zdol-
no$¢ do degradowania strukturalnych biatek ECM (prze-
de wszystkim kolagenu typu 1V) byta znana od dawna, to
ostatnio pojawia sie coraz wiecej informacji wskazujacych,
ze moga takze degradowac wiele biologicznie aktywnych
molekut, takich jak cytokiny, hormony, chemokiny, czynni-
ki wzrostu, receptory btonowe i wiele innych biatek spoza
ECM. Tym samym, kolagenazy typu IV zyskaty nowe ob-
licze. Mozna powiedzie¢, ze awansowaty do roli waznych
enzymow regulujgcych podstawowe funkcje komorki. Bez
watpienia, na szczeg6lng uwage zastuguje MMP-9, ktora
jest nie tylko efektorem, ale tez regulatorem wielu funkcji
komérek obronnych. Nie jest wiec niczym zaskakujgcym,
ze MMP wiaczone sg w patogeneze wielu chorob, miedzy
innymi nowotworowych, uktadu krgzenia, nadcisnienia,
ostrych i przewlektych choréb uktadu oddechowego oraz
choréb przyzebia. Z tego powodu zaczeto poszukiwaé spo-
sobu zahamowania ich aktywnos$ci. Skonstruowano wiele
syntetycznych inhibitorow tych enzyméw. Batimastat a na-
stepnie marimastat przeszty proby kliniczne juz w drugiej
potowie lat 90. Pierwsze inhibitory MMP wprowadzone do
badan klinicznych miaty bardzo matg selektywnosé (hamo-
waty aktywno$¢ wielu enzymdéw z tej rodziny), aponadto ich
stosowanie zwigzane byto z ucigzliwymi efektami uboczny-
mi, miedzy innymi w postaci boléw mies$ni i stawow. Inhi-
bitory nowej generacji sg znacznie bardziej selektywne, ale
pomimo tego, stosowanie takich lekéw nie doprowadzito
do spektakularnych sukceséw w terapii przeciwnowotwo-
rowej. Moze to wynika¢ z faktu, ze rola tych enzymow w
procesie nowotworowym nie jest tak jednoznaczna jak pier-
wotnie sgdzono; MMP, a zwtaszcza kolagenazy typu IV nie-
watpliwie sprzyjajag unaczynieniu guza ale z ich udziatem
moga przeciez takze powstawac inhibitory angiogenezy.
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ABSTRACT

Matrix metalloproteinases (MMPs) are zinc-dependent endopeptidases that cleave protein components of extracellular matrix such as colla-
gens, laminin, fibronectin, proteoglycans and contribute to cell migration by eliminating the surrounding extracellular matrix and basement
membrane barriers. However, the extracellular matrix is not simply an extracellular scaffold because, for example, it contains sites that can
bind growth factors; therefore, degradation of the extracellular matrix components by MMPs can alter cellular behavior. MMPs also cleave
a variety of non-ECM proteins, including cytokines, chemokines, and growth factors, activating or inactivating them, or generating other
products that have biological consequences. The immune system is also influenced by MMPs. For that reason, the function of MMPs is much
more complex and subtle than simple demolition. MMPs are essential for embryonic development and morphogenesis, however, exuberant
expression of these enzymes has been associated with a variety of destructive diseases, including tumor progression, cardiovascular diseases

and autoimmune diseases.
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Stowa kluczowe: laminy, laminopatie, proge-
ria Hutchinson-Gilford,

Wykaz skrotow: BAF (ang. barrier to autoin-
tegration factor) - represor transkrypcji; CDK
(ang. cyclin dependent kinase) - kinaza cykli-
nozalezna; E2F - czynnik transkrypcyjny; ER
(ang. endoplasmic reticulum) - siateczka $rod-
plazmatyczna; FACE 1 (ang. farnesylated pro-
teins-converting enzyme 1) - metaloproteinaza
zalezna od jonoéw cynku; FTI (ang. farnesyl
transferaze inhibitor) - inhibitor transferazy far-
nezylowej; GCL (ang. germ cell-less) - represor
transkrypcji; HGPS (ang. Hutchinson-Gilford
progeria syndrome) - progeria Hutchinson-Gil-
ford; HP1 (ang. heterochromatin protein 1) - nie-
histonowe biatko uczestniczace w tworzeniu
heterochromatyny i wyciszaniu genéw; INM
(ang. inner nuclear membrane) - wewnetrzna
btona jadrowa; LAP (ang. lamin associated prote-
in) - biatko zwigzane z laminami; LMNA - gen
kodujacy laminy typu A; LMNB1 - gen kodu-
jacy lamine Bl; LMNB2 - gen kodujacy laminy
B2 i B3; MDM2 (ang. murine double minute 2)
- ligaza ubikwitylowa, negatywny regulator
biatka p53; ONM (ang. outer nuclear membra-
ne) - zewnetrzna btona jadrowa; OCT-1 (ang.
octamer-binding transcryption factor 1) - czynnik
transkrypcyjny; Rb (ang. retinoblastoma protein)
- biatko retinoblastoma; Reel (ang. prenyl pro-
tein protease Reel) - proteaza biatek prenylowa-
nych; SREBP-1 (ang. steroid response element bin-
ding protein-1) - czynnik transkrypcyjny, WRN
- gen kodujacy helikaze DNA; ZMPST24 (ang.
zinc metalloproteinase STE24 homolog) - metalo-
proteinaza zalezna od jon6w cynku
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STRESZCZENIE

L aminy sa biatkami nalezagcymi do rodziny filamentéw posrednich typu V. Wiadomo juz,
ze sg one nie tylko biatkami strukturalnymi jadra komoérki, ale tez wptywajg na struk-
ture chromatyny, reguluja ekspresje genéw, warunkuja rozmieszczenie i prawdopodobnie
stabilno$¢ innych biatek. Tak jak laminy petnig wiele réznych funkcji w komérce, tak tez
mutacje genéw kodujacych te biatka moga w rézny sposéb wptywaé na komérke i w rezul-
tacie mie¢ rézne skutki. Mutacje genu LMNA sg przyczyna licznych choréb zwanych lamino-
patiami. Wérdd laminopatii znajdujg sie choroby dotyczace tkanki migsniowej, ttuszczowej,
aksonéw, a takze progerie, czyli choroby objawiajace si¢ przedwczesnym starzeniem, m.in.
progeria Hutchinson-Gilford (HGPS). Wydaje sig, ze te same mechanizmy molekularne, kté-
re sg odpowiedzialne za przedwczesne starzenie komorek pacjentéw z HGPS, przyczyniaja
sie do starzenia komérek prawidtowych.

WPROWADZENIE

Jedng z cech odrézniajacych komoérke eukariotyczng od prokariotycznej jest
obecnos¢ jadra komdrkowego, organellum wydzielonego z cytoplazmy otoczka
jadrowg. W sktad otoczki jadrowej wchodzi podwdjna btona jadrowa, komplek-
sy biatek poréw jadrowych oraz lamina jadrowa (ang. nuclear lamina), zwana
takze blaszka jadrowg. Btone jadrowga tworzg dwie btony: zewnetrzna (ONM,
ang. outer nuclear membrane) i wewnetrzna (INM, ang. inner nuclear membrane),
taczace sie w miejscach, gdzie znajdujg sie pory jadrowe - kompleksy biatek re-
gulujacych transport pomiedzy jadrem a cytoplazmga. Zewnetrzna btona jadro-
wa przechodzi w siateczke srodplazmatyczng i posiada podobne biochemiczne
i funkcjonalne wasciwosci, natomiast cechg charakterystyczng dla wewnetrznej
btony jadrowej jest obecnos¢ biatek btonowych zwanych transbtonowymi biat-
kami otoczki jadrowej, kotwiczonych w btonie podczas interfazy [1].

Tuz pod wewnetrzng blong jadrowa znajduje sie blaszka jadrowg bedgca
siecig biatkowg oddziatujacg z r6znymi biatkami i chromatyng, zapewniajgca
strukturalng integralno$¢ otoczce jadrowej [2], Gtdwnym sktadnikiem blaszki
jadrowej sa laminy (ang. lamins) - biatka nalezace do rodziny filamentéw po-
$rednich (Ryc. 1).

Zainteresowanie otoczka jadrowg znacznie wzrosto od kiedy odkryto, ze mu-
tacje w genach zaréwno biatek btony jadrowej, jak i lamin czy biatek komplek-
sOw poréw jadrowych sg przyczyng licznych chordéb dziedzicznych okreslanych
wspolng nazwg laminopatii (ang. laminopathies) jesli mutacja dotyczy gendw la-
min lub otoczkopatii
(ang. envelopathies),
jesli mutacje zaszty
w obrebie gendw
biatek INM lub po-
row jadrowych [1],
Ponadto zmiany w
ekspresji lamin co-
raz czesciej taczy sie
Z rozwojem nowo-
twordw [1,3,4].

Cytoplazma

LAMINY
- PIERWSZA
ODStONA

_Laminy sg to

biatka nalezace do "yc’na |’ Rozmieszczenie lamin w jadrze. Zaznaczono gtéwne elementy bu-

) ) n , dowy jadra: podwéjng btone jadrowa, por oraz laminy tworzace blaszke ja-
rodziny filamentdw drowa.
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posrednich typu V. Podobnie jak wszystkie filamenty po-
Srednie rdwniez laminy sktadajg sie z trzech czesci: krotkiej
N-koncowej domeny (ang. head domain), centralnej a-heli-
kalnej domeny (ang. rod domain) oraz C-koncowej domeny
globularnej (ang. tait domain). Ze wzgledu na strukture biat-
kowa i wzdr ekspresji laminy podzielono na laminy typu A
iB[5],

U zwierzat kregowych syntetyzowane sg liczne laminy,
zarowno w formie specyficznej dla komérek linii rozrod-
czej, embrionéw i komérek somatycznych. W komérkach
cztowieka wystepuja trzy rézne geny lamin (LMNA, LMNB1
i LMNB2), kodujgce w sumie siedem roznych biatek (cztery
laminy typu-A oraz trzy laminy typu-B). Wszystkie cztery
laminy typu-A (A, AA1Q, C, C2) sa produktami réznicowe-
go ciecia i sktadania mRNA (ang. splicing) genu LMNA. W
wiekszosci zrdznicowanych komaérek gtownymi produkta-
mi genu LMNA sg laminy A i C. Lamina AA10 pozbawiona
jest egzonu 10, wykryto ja w komérkach nowotworowych,
ale tez w licznych typach komoérek prawidtowych, nato-
miast lamina C2 jest produktem genu LMNA specyficznym
dla komérek linii rozrodczej [1,6]. Jak dotad opisano trzy la-
miny typu-B. Lamina Bl wydaje sie unikalnym produktem
genu LMNB1, za$§ w wyniku réznicowego ciecia i sktadania
mRNA genu LMNB2 powstaje lamina B2 wystepujaca w
wiekszosci komorek oraz lamina B3, ktéra ulega ekspresji
jedynie w spermatocytach [1],

Laminy stanowig substrat kinazy cyklinozaleznej 1
(CDK1) oraz kinaz mitotycznych. Podczas interfazy i mi-
tozy laminy ulegajg fosforylacji, blaszka jadrowa rozpada
sie, za$ tworzace jg laminy typu-A (A i C) rozpraszajg sie

SH
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Farnezylacja

Ciecie przez metaloproteinaze l
ZMPSTE24 oraz metylacja

@l®—Cc —cocH,

Translokacja do INM l

S

@B——Cc —cCcocCH,
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Rycina 2. Od pre-laminy do laminy. Na schemacie przedstawiono modyfikacje
potranslacyjne jakim ulega pre-lamina A nim stanie sie laming A.
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w postaci rozpuszczalnych dimeréw, podczas gdy laminy
typu-B (Bl i B2) pozostajg w kontakcie z btonami [1], Lami-
ny typu-A i Brdznig sie nie tylko zachowaniem podczas mi-
tozy, ale takze odmiennym wzorem ekspresji w komaérkach.
Laminy typu-B zapewniajg integralnos¢ jadra komorkowe-
go, sa niezbedne do przezycia komérki, jak tez prawidtowe-
go rozwoju [1,7]. Laminy Bl i B2 wystepuja w wiekszosci
komoérek, zarbwno w zyciu ptodowym, jak i w komdrkach
organizmu dorostego. W przeciwienstwie do lamin typu-B,
ktore uwaza sie za podstawowe elementy budujace lamine
jadrowa, laminy typu-A wydajg sie petni¢ bardziej wyspe-
cjalizowane funkcje, a ich ekspresja zazwyczaj skorelowana
jest z réznicowaniem komérki [1], Swiadczy o tym fakt, ze
zarodki ludzkie pozbawione lamin typu-A umierajg jesz-
cze w czasie zycia ptodowego lub wkrotce po urodzeniu,
podczas gdy komdérki bez lamin A i C w hodowli dzielg sie
prawidtowo [1,7].

Karioszkielet tworzony przez laminy pomaga w organi-
zacji kompleksow biatkowych w obrebie jadra, ich interakcji
z chromatyna, jak rowniez zapewnia strukturalng podpore
jadra [8], Laminy uczestnicza w regulacji ekspresji gendw i
replikacji DNA, niemniej mechanizm tego procesu nie jest
do konca poznany.

OD PRELAMINY DO LAMINY

Wszystkie laminy z wyjatkiem laminy C powstajg jako
pre-laminy, posiadajgce na C-koricu motyw CaaX (cysteina,
dwa aminokwasy alifatyczne, dowolny aminokwas), zwany
rowniez Caax-box [5]. Motyw ten podlega sekwencji zda-
rzen prowadzacych do farnezylacji i metylacji zawartej w
nim reszty cysteiny. Przytgczenie grupy farnezylowej do
reszty cysteiny zachodzi w nukleoplazmie i jest sygnatem
do proteolitycznego odciecia grupy aaX, a nastepnie mety-
lacji tejze cysteiny [1,9,10], (Ryc. 2). Zaréwno farnezylacja,
jak i metylacja, sg procesami niezbednymi by lamina A'i la-
miny typu-B mogty zosta¢ zakotwiczone w INM. Jednakze
z chwilg przemieszczenia do INM drogi laminy A i lamin
typu-B rozchodzg sie. Podczas gdy laminy typu-B pozosta-
jg farnezylowane przez caty okres trwania, lamina A ulega
cieciu przez metaloproteinaze zalezng od cynku ZMPSTE24
(FACE-1) w obrebie sekwencji zlokalizowanej pietnascie
reszt aminokwasowych powyzej farnezylowanej reszty cy-
steiny. W ten sposéb powstaje ostateczna forma laminy A.
Utracie grupy farnezylowej lamina A zawdziecza wtasciwo-
$ci rozpuszczalne podczas mitozy, gdyz w tej formie biatko
to nie jest w stanie pozosta¢ zwigzane z btong z chwilg gdy
dochodzi do rozpadu blaszki jadrowe;j.

Badania in vitro wykazaty, ze metaloproteinaza ZMP-
STE24 jest niezbedna do przeprowadzenia tylko drugiej
endoproteolizy w procesie obrébki laminy A, natomiast
pierwsza (odciecie grupy aaxX) moze zosta¢ przeprowadzo-
na przez ZMPSTE24 lub Reel (ang. prenyl protein protease 1)
(8,

DRASTYCZNE SKUTKI DROBNEJ
ZMIANY - MUTACJE GENU LMNA

Jak dotad nie sg znane choroby dziedziczne zwigzane z
mutacjami w genach LMNB1 i LMNB2, przypuszczalnie mu-
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Rycina 3. Hipotetyczne modele prébujace wyjasni¢ molekularne podstawy laminopatii.

podstawie [11],

tacje takie sg letalne [5]. Natomiast wykryto juz ponad 150
mutacji w genie LMNA odpowiadajgcych za r6zne choroby
dziedziczne zwane laminopatiami (aktualny wykaz dostep-
ny jest na stronie internetowej ,,Leiden muscular dystrophy

pages" pod adresem http://www.dmd.nl/Imna_home.

html).

Wsréd choréb wynikajacych z mutacji genu kodujgcego
laminy typu-A sg m.in. choroby dotyczace uktadu miesnio-
wego (dystrofia Emery-Dreifuss), tkanki ttuszczowej (syn-
drom Seip) oraz aksonéw (choroba Charcot-Marie-Tooth
typu 2) [1,5,6]. Niedawno wykazano rowniez zwigzek mu-
tacji w genie LMNA z chorobami objawiajagcymi sie przed-
wczesnym starzeniem, m.in. progerig Hutchinson-Gilford
(HGPS) czy nietypowym syndromem Wernera [5,6].

Pytanie jak to sie dzieje, ze mutacje jednego genu powo-
dujg tak liczne i r6znorodne choroby nadal pozostaje otwar-
te. Zaproponowano cztery modele prébujgce na nie odpo-
wiedzie¢ (Ryc. 3).

Pierwszy, zwany strukturalnym, opiera sie na zatozeniu,
ze podstawowg funkcja lamin jest ochrona strukturalnej in-
tegralnosci jadra komoérki. Zgodnie z tym zatozeniem muta-
cje lamin A ostabiajg strukture blaszki jadrowej i zmieniajg
jej wihasciwosci mechaniczne czynigc jg bardziej podatng
na czynniki stresowe. Ponadto, mutacje moga powodowacé
zmiany budowy czasteczek lamin, co moze wptywac na i3-
czenie sie tych biatek podczas odtwarzania blaszki jadrowej
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Przedstawiono proponowane przyczyny (tuz pod nazwga modelu) oraz skutki na

po podziale mitotycznym, czy tez podczas wzrostu jgdra w
interfazie. Ostabienie struktury blaszki jadrowej moze tak-
ze destabilizowa¢ wiazanie lamin z cytoszkieletem aktyno-
wym, co moze powodowaé nieprawidtowe kotwiczenie i
lokalizowanie jadra komorkowego [5,11].

Laminy A zmienione na skutek mutacji nie sg w stanie
zapewni¢ prawidtowego rozmieszczenia biatek btony ja-
drowej, co takze moze by¢ przyczyna choroby. Na takim za-
tozeniu opiera sie model retikularny [11], Jezeli powstate ze
zmutowanego genu laminy nie oddziatujg z biatkami btony
jadrowej w sposob prawidtowy, to biatka te mogg zaczac
sie przemieszcza¢ w obrebie dwuwarstwy lipidowej, jak tez
poprzez pory jagdrowe i w ten sposdb znalez¢ sie w siatecz-
ce $rodplazmatycznej. Niewykluczone, ze biatka jadrowe
obecne w siateczce srodplazmatycznej oddziatujg w sposob
niefizjologiczny z biatkami tego przedziatu komorkowego,
co moze mie¢ wptyw na funkcje metaboliczne, np. metabo-
lizm kwasow ttuszczowych w adipocytach czy homeostaze
wapniowa w komdrkach miesniowych [11].

Inny model zaktada, ze laminy typu-A oraz biatka z nimi
zwiazane moga by¢ zaangazowane w regulacje ekspresji
genow, rowniez tych specyficznych tkankowo [5,12]. Dla-
tego tez mutacje genu LMNA mogg mie¢ rédzny skutek w
réznych komorkach. Laminy A powstate ze zmutowanego
genu moga powodowaé zaburzenia ekspresji genéw za-
rowno bezposrednio, poprzez oddziatywanie z czynnikami
transkrypcyjnymi, jak i na poziomie epigenetycznym wpty-
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wajac na tworzenie heterochromatyny. W grupie regulato-
réw transkrypcyjnych podejrzewanych o oddziatywanie z
laminami lub/i biatkami LAP (ang. lamin associated proteins)
sg m.in. biatka takie jak OCT-1 (ang. octamer-binding trans-
cryption factor 1), GCL (ang. germ cell-less), SREBP-1 (ang.
steroid response element binding protein-1), BAF (ang. barrier
to autointegration factor) oraz biatko Rb (ang. retinoblastoma
protein), niemniej mechanizm molekularny lezacy u pod-
staw regulacji funkcji tych biatek przez laminy nie jest jasny
[5,11,13],

Niedawno zaproponowano réwniez czwarty model, mo-
del cyklu komérkowego, podkreslajacy role lamin typu-A
w proliferacji komorek [11]. Zgodnie z tg hipoteza mutacje
LMNA przyczyniaja sie do zaburzen kontroli proliferacji ko-
morek, zwtaszcza ponownego wejscia w cykl komoérkowy
komérek organizmu dorostego. Molekularny mechanizm
tego procesu nie jest jeszcze znany. Przypuszczalnie laminy
uczestniczg w zaleznym od biatka Rb mechanizmie kontroli
rownowagi miedzy proliferacjg a r6znicowaniem komarek.
Badania przeprowadzone na mioblastach ze zmutowang,
powodujacg dystrofie forma laminy A wykazaly, ze komor-
ki te nie sg w stanie réznicowac in vitro, za§ w komdrkach
myszy LMNA-null poziom biatka Rb jest znacznie obnizo-
ny. W komérkach tych myszy biatko Rb jest gwattownie
degradowane przez proteasom, zatem najprawdopodobniej
kompleksy lamin A/C chronig je przed proteasomalng de-
gradacja [14]. Ponadto wykazano, ze in vivo hypofosforylo-
wane biatko Rb (w tej formie biatko Rb dziata jako represor
transkrypcji) i laminy A/C kolokalizujg na obrzezu jadra
za$ in vitro Rb wigze laminy A/C. Oznacza to, ze aktywno$¢
tego biatka jako represora transkrypcji koreluje z wigzaniem
przez nie lamin [12]. Biatko Rb odgrywa bardzo wazng role
w procesie starzenia replikacyjnego (opisano w dalszej cze-
§ci tego artykutu oraz Ryc. 5), zatem fakt, iz laminy wpty-
wajg na funkcje tego biatka moze ttumaczy¢ obserwowane
w przypadku niektérych mutacji genu LMNA symptomy
przedwczesnego starzenia.

Zaproponowane modele nie wykluczajg sie wzajemnie,
a wrecz przeciwnie, wydaje sie, ze najprawdopodobniej to
witasnie kombinacja wszystkich tych mechanizmoéw - przy-
czyniajgcych sie w réznym stopniu - odpowiada za rézno-
rodnos$¢ patologicznych fenotypéw obserwowanych u pa-
cjentéw z laminopatiami.

PROGERIA HUTCHINSON-GILFORD
CHOROBA ,,DOJRZEWANIA LAMINY™

Progeria Hutchinson-Gilford (HGPS), rzadka choroba
warunkowana genetycznie (autosomalna dominujgca),
charakteryzujgca sie wzmozonym i przedwczesnym sta-
rzeniem, zostata opisana ponad sto lat temu [15,16]. Szacuje
sie, ze jedna osoba na osiem milion6éw zapada na tg chorobe
[2], Osoby dotkniete HGPS wydajg sie zdrowe w momencie
urodzenia, jednakze zazwyczaj juz w przeciggu pierwszych
dwoch lat zycia pojawiaja sie pierwsze oznaki choroby ta-
kie jak spowolniony wzrost, utrata wiosow, rzes, brwi oraz
lipodystrofia (w szczegdlnosci znaczna utrata podskornej
tkanki ttuszczowej), a w poOzniejszych latach problemy ze
stawami, co prowadzi do upoS$ledzenia zdolnosci rucho-
wych [2,17], Srednia dtugo$¢ zycia chorych na HGPS to 13,4
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roku, a najczestszg przyczyng $mierci jest zawat serca lub
zastoinowa niewydolnos$¢ serca [17,18],

Cechg charakterystyczng jader fibroblastow pacjentéw z
HGPS jest zmieniony ksztatt (czesto wieloptatowos$¢, wpu-
klenia czy przepuklina jagdrowa), wzrost uszkodzen DNA
oraz spadek ekspresji licznych biatek jadrowych m.in. HP1
(ang. heterochromatin protein 1) oraz biatek zwigzanych z la-
minami A -LAP2 (ang. lamin associated protein 2) [19]. Ponad-
to zaobserwowano, ze w komdrkach os6b z HGPS zmianie
ulega wzdér modyfikacji histonéw, ze spadkiem specyficz-
nej dla heterochromatyny metylacji reszty lizyny dziewig-
tej histonu H3 (Tri-Me-K9H3) [19,20]. Réwniez aktywnos¢
transkrypcyjna tych komaérek jest nieznacznie nizsza mimo
masowej dekondensacji chromatyny [21].

U podtoza progerii Hutchinson-Gilford lezy mutacja
genu LMNA kodujgcego lamine A. Najczestszag mutacjg w
HGPS jest heterozygotyczna Gly@B— Gly@Bz zamiang cy-
tozyny na tymine, powodujgca zaburzenia rdéznicowego
ciecia i sktadania mRNA, a w konsekwencji powstawanie
skréconej o 50 aminokwaséw, dominujacej pod wzgledem
funkcji wersji laminy A, laminy AA5SQ, zwanej tez progerynga
[2,5,19], Przewidywana sekwencja aminokwasowa progery-
ny posiada miejsce farnezylacji, natomiast jest pozbawiona
motywu RSYJLLG niezbednego by metaloproteinaza ZMP-
STE24 mogta dokonaé endoproteolizy, co blokuje ostatni
etap dojrzewania laminy A oraz potencjalnego miejsca fo-
sforylacji na serynie 625 [2,21] (Ryc.4). W przeciwienstwie
do prelaminy A z niefarnezylowang cysteing CaaX, proge-
ryna gromadzi sie w postaci nukleoplazmatycznych agre-
gatow nie zwiazanych z btonami [8].

Inng chorobg objawiajacg sie przedwczesnym starzeniem,
w ktorej wykryto mutacje genu LMNA, jest nietypowy syn-
drom Wernera. Klasyczny syndrom Wernera (WS) zostat
opisany jako autosomalna recesywna choroba dziedziczna,
bedaca skutkiem mutacji genu WRN kodujgcego helikaze
DNA. Syndrom Wernera jest chorobg czestszg niz HGPS,
dotyka 1:100000 oséb. Wiele objawow klinicznych wystepu-
je zaréwno w HGPS, jak i w syndromie Wernera, natomiast
objawy te u pacjentdw z HGPS pojawiajg sie zazwyczaj w
pierwszych latach zycia, podczas gdy u chorych z syndro-
mem Wernera znacznie pdézniej (w dorostym zyciu). Wérod

Ser625 potencjalne miejsce fosforylacji

Miejsce endoproteolitycznego ciecia

Prawidiowe miejsce cigcia

3'UTR

egzon 12

egzon 11

Miejsce ciecia w przypadku mutacji

Rycina 4. Krytyczne miejsce alternatywnego cigcia i sktadania produktu genu
LMNA. Na schemacie zaznaczono miejsca cigcia produktu prawidtowego genu
LMNA oraz allelu LMNA powstajacego w wyniku punktowej mutacji wystepu-
jacej w HGPS. W wyniku mutacji powstaje mRNA, ktérego produkt biatkowy
pozbawiony jest drugiego miejsca cigcia (oznaczonego na schemacie jako miej-
sce endoproteolitycznego ciecia) niezbednego w procesie dojrzewania laminy A
(patrz Ryc. 2) oraz miejsca fosforylacji na reszcie Ser 625 na podstawie [21].
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pacjentow z syndromem Wernera, w przeciwienstwie do
pacjentow z HGPS, zanotowano wysoki odsetek zachoro-
wan na nowotwory, aczkolwiek srednia dtugos¢ zycia oséb
z syndromem Wernera jest dtuzsza ($rednio 47 lat) niz w
przypadku oséb z HGPS (13,4 lat) [2,18].

U 15% os6b, u ktorych na podstawie kryteriow klinicz-
nych rozpoznano syndrom Wernera, nie znaleziono mutacji
genu WRN, natomiast wykryto mutacje genu LMNA. Takie
przypadki nazwano nietypowym syndromem Wernera [6].

POTENCJALNE STRATEGIE TERAPEUTYCZNE

W komérkach pacjentéw z HGPS obecno$ci zmutowanej
formy laminy A towarzyszy spadek poziomu prawidtowej
formy tego biatka, zatem obserwowane zmiany w komor-
kach moga by¢ spowodowane zaréwno spadkiem poziomu
funkcjonalnej, prawidtowej formy laminy A, jak tez dominu-
jacym negatywnym efektem laminy AA50 [22]. Przeprowa-
dzono serie doswiadczen polegajacych na wprowadzeniu
dzikiej formy laminy A do komaérek pobranych od pacjen-
tébw z HGPS izaobserwowano, ze podwyzszenie poziomu
prawidtowej formy laminy A nie jest w stanie przywro-
ci¢ prawidtowej morfologii komérki, a ponadto obecnos$¢
zmutowanej formy laminy wptywa na wiasciwosci dzikiej
formy. Zmiana wtasciwosci laminy A w obecnosci laminy
AA5OQ sugeruje, iz ta druga wywiera negatywny dominujacy
wptyw w komdrkach oséb z HGPS. Ponadto wprowadzenie
laminy AA50 do zdrowych fibroblastow indukuje zmiany
morfologii jader komdérkowych przypominajgce te obser-
wowane w komorkach HGPS [22], Zatem, aby przywréci¢
prawidtowa morfologie komorkom chorych na HGPS nale-
zy usungc¢ z tych komdrek lamine AA50.

Fong iwsp. [23] wyhodowali myszy ze zmutowanym al-
lelem genu LmnalQOLA] posiadajgce jedynie lamine C, nie
produkujace transkryptu pre-laminy A. Zaréwno zdolnos$¢
wzrostu, dtugosé zycia, struktura kosci i miesni tych my-
szy nie odréznia ich od myszy dzikich. Podobnie analiza
histopatologiczna nie wykazata zadnych nieprawidtowosci
w tkankach pobranych od tych zwierzat. Natomiast zwie-
rzeta z mutacjag Lmna pozbawione zaréwno laminy A jak
i C przejawiajg symptomy dystrofii miesniowej i zyja krocej
[24], Wydaje sie zatem, ze sama lamina C w zupetno$ci wy-
starczy by zapewni¢ myszom dobrag kondycje zdrowotna,
za$ lamina A nie petni istotnej funkcji, przynajmniej w wa-
runkach przeprowadzonego do$wiadczenia. Swiadczy to
rébwniez o tym, ze nie tyle brak laminy A jest sprawcg zmian
morfologicznych obserwowanych w komdérkach pochodza-
cych od pacjentéow z laminopatiami, co gromadzenie sie lub
dominujacy negatywny efekt zmutowanej formy tego biat-
ka.

Fong przeprowadzit doSwiadczenie, w ktérym uzyt my-
szy Zmpste24-/~. Komérki tych myszy pozbawione sg meta-
loproteinazy ZMPSTE24, zatem nie zachodzi w nich endo-
proteoliza pre-laminy A, co prowadzi do gromadzenia sie
farnezylowanej pre-laminy A. Zwierzeta Zmpste24-/- prze-
jawiaty liczne symptomy przedwczesnego starzenia przy-
pominajace zmiany obserwowane u pacjentéw z HGPS.
Natomiast myszy Zmpste24~/+ LmnahGOLQO byty zdrowe,
mimo braku laminy A, prawdopodobnie dzieki obnizeniu
poziomu patogennie dziatajgcej pre-laminy A [24], Badania
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Fonga ponadto wykazaty, ze niejako lamina C jest w stanie
funkcjonalnie zastagpi¢ lamine A. Potencjalng strategig tera-
peutyczng mogtoby by¢ zatem wyeliminowanie pre-laminy
A przy pomocy np. antysensownych oligonukleotydow lub
RNA.I.

Inny sposob usuniecia laminy AA50 z komdrki zapro-
ponowali Scaffidi i Misteli [19,22]. Jako ze za powstawanie
laminy AA50 odpowiedzialna jest mutacja prowadzgca do
powstania kryptycznego miejsca ciecia i sktadania mRNA,
zatem zaprojektowali oni oligonukleotyd (morfolino
exoll), ktéry komplementarnie blokuje region w egzonie
11, zawierajagcy mutacje uniemozliwiajac maszynerii réz-
nicowego ciecia i sktadania mRNA dostep do niego [22].
Badania z uzyciem morfolino exoll wykazaty, iz przy jego
zastosowaniu mozliwe jest przywrécenie prawidtowego
réznicowego ciecia i sktadania mRNA minigenu laminy A
w komdrkach HelLa [22]. Aby sprawdzi¢, czy przy pomocy
exoll mozliwe jest przywrocenie prawidtowego réznicowe-
go ciecia i sktadania mRNA endogennego transkryptu genu
LMNA, wprowadzono exoll do fibroblastow HGPS. Wyka-
zano, ze po czterech dniach od wprowadzenia exoll udato
sie wyeliminowaé¢ nawet do 90% btednie cietego i sktada-
nego mRNA laminy A. Podobny efekt uzyskano réwniez
w pieciu innych liniach komdérkowych wyprowadzonych
z komérek pobranych od pacjentow HGPS (trzech liniach
fibroblastéw skory i limfocytach B). Przywrécenie prawid-
towego ciecia isktadania produktu genu LMNA dopro-
wadzito do wyeliminowania laminy AA50, przywrécenia
prawidtowej morfologii jader oraz prawidtowego poziomu
metylacji reszty lizyny dziewiatej histonu H3 (Tri-Me-K9), a
takze regulacji licznych genéw, ktérych deregulacja charak-
teryzuje komorki HGPS [22].

Krétko po odkryciu, ze laminy ulegajg farnezylacji wy-
kazano, iz podobnie modyfikowane jest rowniez biatko Ras
[8], Liczne badania na drozdzach wykazaty, ze modyfikacja
potranslacyjna biatka Ras wymagana jest by biatko to mogto
petnié funkcje sygnatowe, za$ farnezylacja jest niezbedna by
mogta zajs¢ transformacja nowotworowa w onkogennych
mutantach Ras [8], Obserwacja ta zwrdcita uwage badaczy
na mozliwo$¢ zastosowania inhibitoréw transferazy farne-
zylowej (FTI, ang. farnesyl transferaze inhibitor) w leczeniu
nowotwordw. Liczne FTI zostaly zsyntezowane [25], a ba-
dania z ich zastosowaniem objety takze HGPS.

Patologiczny fenotyp obserwowany w HGPS jest powo-
dowany obecnoscig farnezylowanej pre-laminy A, zatem
przypuszczano, ze zahamowanie farnezylacji mogtoby od-
wrocic ten fenotyp. Zachecajace wyniki uzyskano traktujac
FTI fibroblasty pobrane od pacjentéow z HGPS. Okazato sig,
ze liczne wypuklenia btony jadrowej tych komérek pod
wptywem dziatania FTI zanikaja [8,26], jednakze trzeba za-
znaczy¢, ze nie wykazano wprost, ze farnezylacja zostata
zahamowana. Ponadto, z roku na rok odkrywane sg kolejne
biatka, na ktorych funkcje wptywa proces farnezylacji, za-
tem specyficzne zahamowanie tego procesu w przypadku
tylko jednego z nich wydaje sie trudne, za$ globalne moze
mie¢ nieprzewidywalne skutki.

LAMINY W PROCESIE STARZENIA FIZJOLOGICZNEGO

Ponad 40 lat temu Hayflick i Moorhead [27] zauwazyli, ze
fibroblasty hodowane in vitro dzielg sie tylko okreslong licz-
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uszkodzenia DNA
nieprawidlowa struktura otoczki jadrowej ?

Cylkina D1 [ (P

W16 — cokecoks

Replikacja DNA

Rycina 5. Regulacja cyklu komérkowego. Na uproszczonym schemacie przedsta-
wiono mechanizm regulacji cyklu komérkowego, z uwzglednieniem biatek istot-
nych w procesie starzenia. W komérkach ulegajacych procesowi starzenia obser-
wuje sie wzrost poziomu biatka pl4, ktére wigzac ligaze ubikwitylowg MDM2
powoduje wzrost poziomu biatka p53, a to z kolei jest aktywatorem transkryp-
cyjnym genu p2l. Biatka p21 oraz plé sa inhibitorami kinaz cyklinozaleznych,
przez co ograniczajg fosforylacje biatka Rb, ktére w formie hypofosforylowanej
pozostaje w kompleksie z czynnikiem transkrypcyjnym E2F, uniemozliwiajac
aktywacje podlegtych mu genéw. W rezultacie cykl komdrkowy zostaje zatrzy-
many. Szlak zalezny od biatka p53 zostaje aktywowany takze poprzez uszkodze-
nia DNA, aprawdopodobnie réwniez przez nieprawidtowosci struktury otoczki
jadrowej obserwowane w laminopatiach.

be razy. Obecnie zjawisko to zwane jest limitem Hayflicka,
za$ szereg zmian, ktére zachodza w komorce prowadzac do
nieodwracalnego zatrzymania jej podziatdéw okreslane sa
jako starzenie replikacyjne (ang. replicative senescence). Ko-
morki, ktére ulegty starzeniu replikacyjnemu sa nieodwra-
calnie zatrzymane w fazie G1 cyklu komdrkowego, co naste-
puje na skutek skracania z kazdg rundga replikacji koncow
chromosoméw - tzw. telomeréw [28]. Ostatnio wykazano,
ze nie tyle samo skracanie telomerdw, co uszkodzenia DNA
generowane w nich, wywotujg odpowiedz komoérki prowa-
dzaca do wzrostu poziomu iaktywnos$ci biatka p53 [29], Z
kolei biatko p53 aktywuje transkrypcje genu p21, ktdérego
produkt biatkowy jest inhibitorem kinaz cyklinozaleznych
CDK4/CDK6. W komorkach starzejgcych sie replikacyjnie
obserwuje sie rowniez wzrost ekspresji innego inhibitora
CDK4/CDKG®, biatka pl6 oraz biatka pl4, ktére wptywa na
degradacje biatka p53 wigzac ligaze ubikwitylowa MDM2.
Zaréwno pld, jak i p21 przyczyniaja sie do hypofosforylacji
biatka Rb, ktére w tej postaci pozostaje zwigzane z czynni-
kiem transkrypcyjnym E2F. Biatko E2F w kompleksie z Rb
nie aktywuje ekspresji gendéw niezbednych do przeprowa-
dzenia replikacji DNA, zatem podziaty komorki zostajg za-
trzymane (Ryc. 5).

W 2006 roku ukazata sie praca wskazujgca na obecnosc
uszkodzen DNA telomerowego w komdrkach starych matp
[30]. Wiadomo rowniez, ze w skdérze os6b w podesztym
wieku obserwuje sie obecno$¢ innego markera starzenia,
tzn. SA-fi-galaktozydazy (ang. senescence associatedfi-galacto-
sidase) [31]. Wydaje sie zatem, ze proces starzenia komadrko-
wego ma wptyw na starzenie catego organizmu.

Niedawno Scaffidi i Misteli [19] opublikowali wyniki
wskazujace na role laminy A w procesie starzenia fizjolo-
gicznego. Wykazali oni obecnos$¢ progeryny w fibroblastach
pobranych od ludzi w wieku 81-96 lat. Komorki te miaty
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zmieniong morfologie w sposéb przypominajagcy zmiany
obserwowane w komdrkach pacjentow z HGPS. Zaobser-
wowano, ze w hodowli komérek zaréwno pobranych od
miodych (3-11 lat), jak i starszych oséb (81-96 lat) przyby-
wa komorek o zmienionej morfologii jader wraz z kazdym
kolejnym pasazem. W hodowli komérek pobranych od
0s6b starszych akumulacja komorek ze zdeformowanymi
jadrami zachodzi gwattowniej niz w przypadku komérek
pobranych od mtodszych oséb, jednakze nie zaobserwowa-
no gromadzenia si¢ progeryny wraz z wiekiem, zatem nie
tyle wzrost zawarto$ci zmutowanej formy laminy A w ko-
marce, co czas obecnosci tej formy w jadrze wydaje sie byé
odpowiedzialny za jej patogenny efekt. Prawdopodobnie te
same mechanizmy molekularne, ktére sg odpowiedzialne
za przedwczesne starzenie komorek HGPS przyczyniajg sie
do starzenia komdrek prawidtowych. Réznica polegataby
zatem na tempie zachodzenia wspomnianych proceséw.
Niewykluczone réwniez, ze nieprawidtowosci struktury
blaszki jadrowej, poprzez mechanizm zalezny od biatka
p53, aktywujg program starzenia [19] (Ryc. 5).

UWAGI KONCOWE

Chociaz mineto juz ponad 100 lat od czasu gdy Hutchin-
son i Gilford opisali chorobe nazwang p6zniej ich nazwiska-
mi - progerie Hutchinson-Gilford (HGPS) [15,16], przyczy-
na tego schorzenia pozostawata tajemnicg az do roku 2003,
kiedy to dwie grupy badawcze opublikowaty niezaleznie
wyniki wskazujace, ze to mutacja genu LMNA kodujace-
go laminy typu-A lezy u podstaw HGPS [21,32], Mimo, iz
HGPS jest chorobg niezmiernie rzadkag (1 przypadek na 8
milionéw urodzen, od 1889 roku opisano na $wiecie okoto
100 przypadkéw), wzbudza bardzo duze zainteresowanie
badaczy. Zaproponowano szereg strategii terapeutycznych,
ich zastosowanie in vitro w przypadku komérek pobranych
od pacjentow oraz in vivo w przypadku myszy dato bardzo
dobre rezultaty [8,22,23,24]. Jednakze mozliwo$¢ zastoso-
wania ktorejkolwiek z nich w przypadku ludzi wydaje sie
mato realna, przynajmniej w $wietle dotychczas posiada-
nych informacji o laminach i ich funkcji oraz braku wiedzy,
np.: co do skali zjawiska farnezylacji w komérce. Lamina A
petni wiele istotnych funkcji, zatem strategia proponujgca
usuniecie jej z komorki, nawet jesli w krotkoterminowych
badaniach in vitro dawata obiecujace rezultaty, uderzataby
w zbyt wiele proces6w komoérkowych, czego skutki w przy-
padku catego organizmu trudno przewidzie¢. Podobnie
zastosowanie inhibitorow transferazy farnezylowej w mo-
mencie, gdy jeszcze nie wiadomo tak naprawde ile ijakich
biatek podlega procesowi farnezylacji wydaje sie ryzykow-
ne. Ponadto, za HGPS odpowiada autosomalna mutacja
dominujaca, a objawy choroby pojawiajg sie w przeciagu
pierwszych dwdéch lat zycia, zatem powstaje pytanie kiedy
rozpocza¢ ewentualng terapie i w jaki spos6b. Niemniej, ba-
dania HGPS sg bardzo wazne réwniez z punktu widzenia
poznawczego. Sg one zrédtem informacji na temat roli la-
min w komdrkach, jak tez w pewnym stopniu przyczyniaja
sie do poznania procesu starzenia fizjologicznego.
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The role of lamins and mutations of LMNA gene

in physiological and premature aging
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ABSTRACT:

Lamins belong to type V intermediate filaments superfamily. They are the main structural constituencies of the nuclear lamina but they also
influence on chromatin structure, regulation of gene expression, localization and probably protein degradation. Because lamins play many
different roles within the cell, mutations in their genes can results in variety of pathological phenotypes. Mutations in LMNA gene are the
cause of many different diseases, called laminopathies. Among laminopathies are muscle tissue diseases, adipose tissue diseases and also
progerias, the premature aging syndromes. One of the progerias, which results from mutation in LMNA gene, is Hutchinson-Gilford progeria
syndrome (HGPS). It seems that the same molecular mechanisms which are responsible for premature aging of cells of HGPS patients, are

involved in physiological aging.
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Rola transbtonowych GTPaz w morfologii i aktywnosci mitochondriow

STRESZCZENIE

itochondria petniag w komérkach podstawowga role w metabolizmie energetycznym,
M termogenezie, utrzymaniu homeostazy wapniowej oraz apoptozie. Nastepujgce na
przemian fuzja i fragmentacja mitochondriow zapewniaja prawidtowe funkcjonowanie mi-
tochondriéw, szczegélnie w komérkach tkanek z duzym zapotrzebowaniem na energig, np.
w mies$niach szkieletowych, sercu czy uktadzie nerwowym. Fuzja mitochondriéw odgrywa
istotng role w rozwoju ptodu i utrzymaniu puli mtDNA w formie nienaruszonej pomimo
ciggtego zagrozenia stresem oksydacyjnym. Mitochondria w formie rozbudowanej sieci ob-
serwuje sie w komdrkach szczeg6lnie niewrazliwych na dziatanie czynnikéw apoptogen-
nych. Z kolei zjawisko odwrotne do fuzji - fragmentacja mitochondriéw poprzedza progra-
mowang $mier¢ komorki. Zgodnie z obecnym stanem wiedzy mechanizm tworzenia sieci
mitochondriéw lub ich dzielenia sie jest nastepstwem zintegrowanego wspo6tdziatania kilku
biatek, zktorych Drpl, Mfnl, Mfn2 i O pal petnig najistotniejsze funkcje. Zgodnie z najnow-
szymi doniesieniami biatka odpowiedzialne za procesy fuzji i fragmentacji mitochondriéw
petnig dodatkowo zadania inne niz te zwigzane z dynamika przeksztatcer bton. Niejedno-
krotnie wtasnie dodatkowa rola, jakg odgrywaja, jest niezwykle istotna dla prawidtowego
funkcjonowania komdrki. W niniejszej pracy opisano najnowsza wiedze na temat zmian
strukturalnych mitochondriéw ze szczegélnym uwzglednieniem transbtonowych GTPaz i
ich roli w metabolizmie komorki.

WPROWADZENIE - W JAKI SPOSOB MITOCHONDRIA ULEGAJA FUZJI?

Formowanie sie sieci mitochondriéw zaobserwowano po raz pierwszy w ko-
morkach drozdzy (Saccharomyces cerevisiae) i muszki owocowej (Drosophila me-
lanogaster). Z tych organizmoéw wyizolowano réwniez po raz pierwszy biatka
odpowiedzialne za fuzje i fragmentacje mitochondriow. W komdrkach drozdzy
zidentyfikowano biatko Dnmlp zlokalizowane po cytoplazmatycznej stronie ze-
wnetrznej btony mitochondrialnej, biatko Fzolp zakotwiczone w zewnetrznej
btonie mitochondrium, a na wewnetrznej btonie zlokalizowano biatko Mgmlp.
Dnmlp i Fzolp to GTPazy, ktére prowadzg do przeciwstawnych w skutkach
procesdw. Biatko Dnmlp powoduje fragmentacje mitochondriéw, natomiast
fuzja zewnetrznych bton mitochondrialnych podlega regulacji przez Fzolp [1].
Mgmlp odpowiada prawdopodobnie za fuzje wewnetrznych bton mitochon-
drialnych, cho¢ jego funkcja nie jest jeszcze doktadnie poznana. Zasugerowa-
no wstepnie model fuzji mitochondriow w komorkach drozdzy, zachodzacy z
udziatem wymienionych biatek, ktéry to model jest dotychczas powszechnie
uznawany, cho¢ w $wietle nowszych doniesien wymaga pewnych modyfikacji.
Kluczowa role w tym procesie odgrywa biatko Fzolp, ktére wspdétdziata z biat-
kiem pomostowym Ugolp zlokalizowanym podobnie jak Fzolp w zewnetrznej
btonie mitochondrialnej. Kompleks Fzolp-Ugolp wigze sie z biatkiem Mgmlp,
zakotwiczonym w wewnetrznej btonie mitochondrialnej [2], Dzieki oddziatywa-
niom pomiedzy biatkami kompleksu proces fuzji moze podlega¢ koordynacji w
obrebie czterech bton biatkowo-lipidowych nalezacych do sgsiadujgcych ze sobg
mitochondriéw. Homologi wszystkich wymienionych biatek, oprécz Ugolp, zi-
dentyfikowano w komoérkach ssakow (Ryc. 1). Biatku DnmlIp odpowiada biatko
Drpl [1], Istnieja dwa rézne homologi biatka Fzolp: Mfnl (ang. mitofusin 1) i
Mfn2 (ang. mitofusin 2), oraz odpowiadajgce Mgmlp biatko Opal zakotwiczone
w wewnetrznej btonie mitochondrialnej (Ryc. 1). Dodatkowo zidentyfikowano
czynnik Fisi, za posrednictwem ktérego Drpl ulega translokacji do zewnetrznej
btony mitochondrialnej.

MECHANIZM FRAGMENTACJI MITOCHONDRIOW

Na zewnetrznej btonie mitochondrialnej zlokalizowano ostatnio GTPazy
odpowiedzialne za fuzje i fragmentacje mitochondriéw. Okazato sie, ze biatka
uczestniczace w dwoch przeciwstawnych procesach zakotwiczone sa w btonie
w bliskim sgsiedztwie, tworzgc tzw. loci. Wykazano m. in. wspotwystepowa-
nie biatek Drpl i Mfn2 [3]. Odkrycia te dowodzg, ze fuzja (na drodze zaleznej
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Rycina 1. Schemat umiejscowienia w btonach mitochondrium biatek odpowie-
dzialnych za procesy fuzji lub fragmentacji mitochondriéw w komérkach ssakow
i drozdzy. Oznaczenia: OM - zewnetrzna btona mitochondrialna; IMS - mito-
chondrialna przestrzen miedzybtonowa; IM - wewnetrzna btona mitochondrial-
na; MX - macierz mitochondrialna; TM - domena transbtonowa; HR - ang. heptad
repeat.

od Mfn2), jak i fragmentacja mitochondridw (dzieki biatku
Drpl) zachodzg w obrebie zewnetrznej btony w tych sa-
mych miejscach. Mechanizm dzielenia sie mitochondridw
jest w poréwnaniu z fuzjg stabiej poznany. Obecnie istniejg
trzy r6zne wytlumaczenia przyczyn fragmentacji mitochon-
driéw. Zgodnie z pierwszym z nich mitochondria ulegaja
cyklicznym dynamicznym zmianom strukturalnym, co
pozwala na prawidtowy rozw6j i funkcjonowanie komor-
ki i jest zjawiskiem, ktore wystepuje stale, ale z r6znym
nasileniem. Druga z mozliwych przyczyn, to fragmentacja
mitochondriéw towarzyszaca stanom stresu w komérkach
(np. zwiekszonej produkcji reaktywnych form tlenu, RFT),
ktéra prawdopodobnie stanowi istotny etap w indukcji pro-
gramowanej $mierci komoérki. Skoordynowane podziaty
mitochondriow wedtug niektérych autoréw stanowig me-
chanizm adaptacyjny, dzieki ktéremu w stanach zagrozenia
stresem oksydacyjnym komérka ,.eliminuje" mitochondria
produkujgce nadmierne ilosci reaktywnych form tlenu.
Wreszcie, trzecia prawdopodobna przyczyna to ostatnio
opisane zjawisko mitoptozy (programowanej $mierci mito-
chondriéw), ktére polega na selektywnym ,,zanikaniu" nie-
prawidtowo funkcjonujacych organelli. Usuniecie z komérki
mitochondriéw na drodze ,,samobdjczej" Smierci jest czesto
poprzedzone ich fragmentacjg i stanowi¢ moze mechanizm
chronigcy komdrki przed czynnikami apoptogennymi [4].

Jednym z gtéwnych i do tej pory najlepiej poznanym
biatkiem zaangazowanym w proces dzielenia sie¢ mitochon-
driow jest Drpl (ang. dynamin-related protein 1). Drpl jest
homologiem Dnmlp, biatka zidentyfikowanego u drozdzy.
Sekwencja aminokwaséw Drpl w odr6znieniu od dynamin
nie zawiera C-koncowej domeny PH (ang. pleckstrin homolo-
gy), posiada natomiast dodatkowo bogatg w proline dome-
ne SH3, ktéra prawdopodobnie peini funkcje regulatorowg
[5]. Biatko Drpl zlokalizowane jest w cytoplazmie, a w od-
powiedzi na czynniki pobudzajgce fragmentacje mitochon-
driow ulega przemieszczeniu do zewnetrznej btony mito-
chondrialnej. Przemieszczanie sie Drpl w kierunku btony
odbywa sie za posrednictwem biatka Fisi, poniewaz sek-
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wencja aminokwasowa Drpl nie zawiera peptydu sygnato-
wego, rozpoznawanego przez klasyczne biatka opiekuncze
transportujgce produkty translacji do mitochondrium [6],
W dalszych etapach fragmentacji mitochondriéw Fisi pet-
ni role biatka adaptorowego, stabilizujgcego polipeptydo-
wy kompleks ,wykonawczy". Ostatnie badania dowodzg
réwniez, ze jest czynnikiem limitujacym wystgpienie pro-
cesow fragmentacji, a nadekspresja genu kodujacego biat-
ko Fisi wydaje sie wystarczajgca do zainicjowania podzia-
téw mitochondriéw [7], Badania prowadzone na modelu
Saccharomyces cereoisiae dostarczyty dowodow na istnienie
kolejnego skiadnika kompleksu biatek zaangazowanych w
podziat mitochondriéw - biatka Mdvlp. Czynnik ten ulega
translokacji do zewnetrznej btony mitochondrialnej razem z
wczesniej wspomnianym Dnmlp. Badania Mozdego i wsp.
[6] dowodza, ze kolokalizacja biatek Dnmlp i Mdvlp jest
warunkiem koniecznym zainicjowania fragmentacji mito-
chondriéw. Do tej pory w komorkach ssak6w nie rozpozna-
no biatka, ktére odpowiadatoby charakterystycznemu dla
drozdzy czynnikowi Mdvlp.

Na obecnym etapie badan brak wystarczajacych danych
na temat mechanizméw molekularnych regulujacych i ini-
cjujacych procesy fragmentacji mitochondriow. Postuluje
sie udziat Ca2+jako wtdrnego przekaznika sygnatu regu-
lujacego podziaty mitochondriéw [8]. Przekonujgcych do-
woddw na poparcie tej hipotezy dostarczyly badania, w
ktorych stwierdzono, ze w odpowiedzi na uwolnienie Ca2+
z siateczki srodplazmatycznej (ER) indukowane jest prze-
mieszczanie Drpl do zewnetrznej btony mitochondrialnej.
Z kolei zablokowanie wyptywu jonéw wapnia z siateczki
$rodplazmatycznej hamuje fragmentacje mitochondridw

(9]

UDZIAL BIALEK MFN1/2W FUZJI MITOCHONDRIOW

Obydwa zidentyfikowane homologi Fzo u kregowcow:
biatka Mfnl i Mfn2 biorg udziat w regulacji fuzji mitochon-
dridw, a ich aktywnos$¢ jest niezbedna do prawidtowego
rozwoju ptodu ssaka. Mutacje jagdrowego DNA kodujgcego
biatka Mfn sg letalne. Okazato sie, ze dla prawidtowego roz-
woju ptodu niezbedna jest produkcja obu homologéw Fzo,
aich dziatanie jest niezalezne i skutki braku jednego z biatek
nie moga by¢ wyréwnane zwiekszeniem poziomu drugie-
go. Pomimo ze zar6wno ptody myszy z nokautem mfnl jak
i ze znokautowanym genem mfn2 umieraty okoto 11 d.p.c.
(fac. dies post coitum = dni po kopulacji), to rézne byty przy-
czyny $mierci kazdego z nich. Plody ze znokautowanym
genem dla Mfnl miaty w chwili $mierci wyraznie mniejszg
mase ciata w pordwnaniu do ptodéw prawidtowych WT
(ang. wild type). Dodatkowo, rozpoznano u nich powazne
zaburzenia rozwojowe. Z kolei u ptodéw z nokautem genu
mfn2, ktdry rowniez spowodowat zmniejszenie masy ciata,
nie stwierdzono deformacji, ktore wskazywatyby na obec-
no$¢ zaburzen rozwojowych [10]. Skutki zablokowania
ekspresji mfnl i mfn2 sumowaly sie, a obumarcie ptodow
nastepowato wczesniej. Ponadto, w kulturach pierwotnych
fibroblastow wyprowadzonych z plodéw stwierdzono
zmiane ksztattu i zmniejszenie rozmiaréw mitochondriow.
Prawidtowy wyglad organelli przywrdcita transfekcja ko-
morek biatkami Mfnl lub Mfn2 [10], Blizsze przyjrzenie sie
mechanizmom regulujagcym aktywnos$¢ gendw mfnl i mfn2
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przeprowadzone przez Santela i wsp. [11] wykazato, ze u
ludzi ekspresja gendw kodujacych Mfnl i Mfn2 na poziomie
transkrypcji jest rézna w poszczegdlnych tkankach organi-
zmu. Wysoki poziom mRNA dla Mfnl i Mfn2 utrzymywat
sie w miesniu sercowym. Natomiast w mieéniach szkiele-
towych wyzsza byta ekspresja mfn2. W trzustce i watrobie,
w przeciwienstwie do miesni szkieletowych, stwierdzono
podwyzszony poziom mRNA dla Mfnl. Wysokga ekspresje
mfnl zaobserwowano réwniez w wielu liniach komdrek no-
wotworowych [11], W poréwnaniu z ekspresjg na poziomie
MRNA, najwyzszy poziom biatka Mfn2 zaobserwowano w
tkankach z duzym zapotrzebowaniem na energie, takich jak
serce czy miesnie szkieletowe. Wystepowanie wzglednie
duzej zawartosci Mfn2 w pewnych tkankach moze wska-
zywac na szczegdlng role tego biatka w regulacji fuzji i ak-
tywnosci mitochondriéw charakterystycznej dla komaorek
wymagajacych wiekszej podazy energii.

Sekwencja reszt aminokwasowych w biatkach Mfnl i
Mfn2 jest identyczna w 60%. Oba biatka sg duzymi, trans-
btonowymi GTPazami, zlokalizowanymi w zewnetrznej
btonie mitochondrialnej. Domeny C-koricowa i N-koncowa
tych biatek zwrdcone sg w strone cytoplazmy. Za zakotwi-
czenie Mfn2 w zewnetrznej btonie mitochondrialnej odpo-
wiada domena transbtonowa i domena C-koncowa (Ryc. 2).
Biatko pozbawione tych domen pozostaje w cytoplazmie i
jest niezdolne do wspotwystepowania z biatkami bton mi-
tochondrium [12]. Obydwa homologi Fzo posiadajg dome-
ne GTPazowg zlokalizowana przy koncu NH, oraz dwie
zachowane w ewolucji, hydrofobowe domeny HR1 i HR2
(ang. heptad repeats domain). Najwazniejszych do tej pory in-
formacji na temat sposobu tgczenia sie za posrednictwem
biatek Mfn bton zewnetrznych sasiadujacych ze sobg mi-
tochondriow dostarczyty badania przeprowadzone przez
Koshibe i wsp. [13]. Badacze ci udowodnili, ze poczatko-
wym etapem fuzji jest oddziatywanie lezacych naprzeciw-
ko siebie domen HR2 biatek Mfn nalezacych do sasiaduja-
cych mitochondriéw (Ryc. 2). Po ustawieniu przeciwlegte
dwdéch domen HR2 mitochondria pozostajg przez pewien
czas w bliskim kontakcie, jednak nie ulegajg fuzji. Dome-
ny HR2 moga tworzy¢ kompleksy homotypowe, w ktérych
sktad moga wchodzi¢ dwa biatka Mfnl lub dwa Mfn2, albo
heterotypowe, sktadajgce sie z Mfnl i Mfn2. Jednoczes$nie
wykazano, ze warunkiem koniecznym dalszych etapow
fuzji mitochondriéw jest aktywno$¢ GTPazowa biatek Mfn
[13,14], Kolejnym istotnym rejonem decydujgcym o fuzji jest
krotka, ztozona z 2-3 reszt aminokwasowych, o zachowanej
w ewolucji sekwencji, petla wewnatrzbtonowa, zawierajaca
reszte tryptofanu [15]. Rejon ten uwazany jest za niezbed-
ny do prawidtowego potgczenia zewnetrznej i wewnetrznej
btony mitochondrialnej podczas fuzji, a punktowa mutacja
eliminujgca tryptofan zaré6wno w Mfnl jak i Mfn2 uniemoz-
liwia tworzenie sieci potgczonych mitochondriéw. Pomimo
duzego podobienstwa w budowie wymienionych biatek
homologicznych dla Fzo, wedtug ostatnich doniesien to
Mfnl poprzez oddziatywanie z Opal wydaje sie odgrywac
istotniejszg role niz Mfn2 w bezpos$rednim tgczeniu bton
mitochondrialnych, jak rowniez w regulacji fuzji btony we-
wnetrznej z zewnetrzng. Wprowadzenie antysensownego
RNA w celu zahamowania transkrypcji genu kodujgcego
Opal zwieksza fragmentacje mitochondriéw i dowodzi,
ze biatko to petni wazng funkcje w procesie fuzji bton mi-
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tochondrialnych. Siatkéwka oka cztowieka odznacza sie
bardzo wysoka ekspresja biatka Opal, a mutacje w genie
tego biatka odpowiadajg za rozwdéj choroby zwanej atrofig
wzrokowa typu 1 (ang. optic atrophy type 1, OPA1) [16]. Wy-
niki badan dotyczacych zaleznosci pomiedzy aktywnoscig
Opal, a stopniem fuzji mitochondridw sa niejednoznaczne.
W ostatnich latach Cipolat i wsp. [2] wykazali, ze do pra-
widtowej fuzji mitochondriow niezbedne jest wspétdziata-
nie biatek Opal i Mfnl. Nadekspresja genu kodujacego hiat-
ko Opal prowadzi do wyksztatcenia mitochondriow o wy-
dtuzonym ksztatcie jedynie w przypadku, gdy towarzyszy
jej wysoka ekspresja genu kodujgcego biatko Mfnl. Jedno-
czesna nadekspresja genow kodujacych biatka Opal i Mfn2
nie sprzyja fuzji mitochondriow. Zalezno$¢ funkcjonalna
pomiedzy Opal i Mfnl zostata potwierdzona w doswiad-
czeniach z nadekspresja genu kodujgcego Mfnl przy row-
noczesnym zahamowaniu ekspresji genu kodujgcego biatko
Opal. W komoérkach nie dochodzito wéwczas do wyksztat-
cenia zintegrowanej sieci mitochondriéw [2], Wptyw pobu-
dzajacy Opal na fuzje mitochondriow uzalezniony jest, jak
sie wydaje, od funkcjonalnej domeny GTPazy iprawidtowej
domeny C-koricowej CC (ang. coiled-coil), jak rowniez od
dostepnos$ci Mfnl. Stwierdzono, ze w przeciwienstwie do
Mfnl, Mfn2 nie oddziatuje z biatkiem Opal [2], A zahamo-
wanie jego produkcji przy utrzymanym wysokim poziomie
Mfnl nie wptywa istotnie na fuzje mitochondriow [17]. W
Swietle przytoczonych doniesien wydaje sie, iz biatko M fnl
petni nadrzedng w stosunku do Mfn2 role regulatora fuzji
mitochondriow. Dodatkowych dowodoéw, przemawiaja-
cych za takim scenariuszem zdarzen dostarczajg badania, w
ktorych wykazano, ze GTPaze Mfnl charakteryzuje okoto
o$miokrotnie wieksza aktywno$¢ katalityczna w poréw-
naniu z Mfn2 [3], Ponadto najwiekszg trwato$¢ wigzania
i skuteczno$¢ dziatania w procesie fuzji mitochondriow
stwierdza sie w przypadku homodimeru Mfnl/Mfnl [17].
Zdaniem niektorych badaczy gtéwnag rola, jakg petni Mfn2
w procesie fuzji, moze by¢ dziatanie sprzyjajace agregacji
mitochondridw, natomiast dalsze etapy warunkowane sg
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Rycina 2. A. Schemat potozenia domen biatka Mfn2 myszy, wg Hondy i wsp.
[14]. Cyfry okreslajg potozenie reszt aminokwasowych liczonych od poczatku do
konca danej domeny. Oznaczenia: GTPaza - domena enzymatyczna, HR - dome-
ny tzw. heptad repeat. B. Pierwszy eteap fuzji zewnetrznych bton mitochondrial-
nych za posrednictwem biatek M fnl/2, wg. Koshiby i wsp. [13].
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aktywnoscig Mfnl [18]. Niezaleznie jednak od przytoczo-
nych obserwacji, przynajmniej w komdrkach miogennych
ze zmutowanym genem mfn2 obserwuje sie mate i podzie-
lone mitochondria, niezdolne do fuzji. Dodatkowo wyka-
zano, ze gtownag przyczyng choroby neurodegeneracyjnej
Charcot-Marie-Tooth typu 2, odznaczajgcej sie stopniowym
zanikiem aksonéw nerwoéw obwodowych sg mutacje w
sekwencji kodujgcej domene GTPazowg biatka Mfn2 [19].
Obserwowany zwigzek pomiedzy dynamika struktury mi-
tochondriéw a metabolizmem komérek oraz rézne w zalez-
nosci od typu komorki i jej stanu fizjologicznego interakcje
biatek uczestniczagcych w fuzji sprawity, ze transbtonowe
GTPazy staty sie przedmiotem badan w aspekcie innym niz
wytgcznie zmiany morfologiczne mitochondridw.

Mfn2 JAKO REGULATOR AKTYWNOSCI
MITOCHONDRIOW | MEDIATOR SYGNALU
WEWNATRZKOMORKOWEGO

Badania Brocarda i wsp. [1] sugeruja, ze biatka odpo-
wiedzialne za procesy fuzji i fragmentacji mitochondriéw
biorg udziat w regulacji potencjatu elektrycznego bton mito-
chondrialnych, ktéry z kolei wptywa na natezenie proceséw
energotworczych w mitochondriach. Obnizenie potencjatu
btonowego prowadzito do nasilonej fragmentacji mitochon-
dridw zaleznej od Drpl [1], Do okre$lenia zaleznosci pomie-
dzy aktywnos$ciag biatek Mfn a zmianami potencjatu btono-
wego mitochondriéw postuzyty badania z wykorzystaniem
kultur pierwotnych fibroblastow mysich otrzymanych z
ptodéw, u ktérych zablokowano transkrypcje genéw dla
Mfnl i/lub Mfn2 [10]. Jak wcze$niej wspomniano, ekspresja
genow dla obydwu tych biatek jest warunkiem koniecznym
do prawidtowego rozwoju embrionalnego; dlatego tez dal-
sze badania przeprowadzano na kulturach komérek pier-
wotnych. W fibroblastach pochodzacych z mysich ptodow
z zablokowang ekspresjag Mfn2 stwierdzono obnizenie mi-
tochondrialnego potencjatu btonowego. Podobne zjawisko
zaobserwowano po wyciszeniu genu dla Mfn2 w kulturach
komérek miogennych [15].

Obecnie wiele uwagi zwraca sie na Mfn2 jako biatko re-
gulatorowe, dzieki ktdremu mozna tgczy¢ zmiany w mor-
fologii mitochondriéw ze stanem energetycznym i typem
metabolizmu komorki (aerobowy-anaerobowy). Mimo
pewnych przestanek, nie wykazano istnienia zaleznosci

Rycina 3. Schemat wewngatrzkomérkowego dziatania biatka Mfn2 (opracowano
wg Santela [33]).
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przyczynowo-skutkowej pomiedzy obnizeniem catkowite-
go poziomu ATP lub hamowaniem oddychania mitochon-
drialnego a stopniem fuzji mitochondriow. Zahamowanie
aktywnosci mitochondrialnego taricucha oddechowego, jak
rowniez zablokowanie z uzyciem cykloheksymidu transla-
cji biatek kodowanych przez DNA jadrowe, pozostawato
bez wptywu na fuzje mitochondriow w komérkach HelLa
[18]. Obserwacje witasne potwierdzajg te doniesienia. W
komaérkach miogennych linii C2C12 poddanych dziataniu
insuliny, w ktérych dodatkowo zahamowano aktywnos¢
kompleksu I mitochondrialnego tancucha oddechowego lub
syntazy ATP obserwowano rozbudowang sie¢ mitochon-
driéw (dane niepublikowane). Przytoczone wyniki pozwa-
lajg wiec uznac, ze fuzja mitochondriéw nie jest wymuszana
przez prawidtowo funkcjonujacy tancuch oddechowy, ale
jest w duzym stopniu zalezna od zmian potencjatu btono-
wego mitochondriow.

W jednej z prac Bacha i wsp. [20] opisano obnizone utle-
nianie glukozy i zmniejszenie oddychania mitochondrialne-
go w komérkach miogennych L6E9 z zahamowang ekspre-
sja Mfn2. W tkankach miesni szkieletowych pobranych od
otytych ludzi i szczuréw autorzy pracy stwierdzili obnizong
ekspresje genu dla biatka Mfn2. Uzyskane wyniki $wiad-
czg o istotnej roli Mfn2 w regulacji przemian posrednich z
udziatem mitochondriéw (Ryc. 3). Obnizenie ekspresji genu
dla Mfn2 towarzyszace otytosci moze czesSciowo ttumaczyé
geneze miopatii mitochondrialnych (np. zanik mitochon-
driow na obwodzie witokien miesniowych [21-24] w przy-
padku cukrzycy lub opornosci na insuline wystepujacej w
zespole metabolicznym [20,25]). Miesnie szkieletowe osob-
nikow otytych charakteryzuje obnizone utlenianie glukozy
i kwasow ttuszczowych z towarzyszagcym zahamowaniem
aktywnosci oksydazy cytochromowej. Podobne anomalie
mitochondriow obserwowano w komaérkach w przypadku
zablokowania ekspresji genu dla biatka Mfn2 w warunkach
in vitro [20]. Sugerowano wczesniej, ze réznice w poziomie
wspomnianych biatek Mfn uczestniczacych w fuzji mito-
chondriow moga sprzyja¢ wystapieniu okre$lonych choréb,
w szczegdlnosci zwigzanych z opornos$cig na insuline lub
zmianami zwyrodnieniowymi w narzgdach migzszowych.
Przypuszczenia te znajdujg coraz wiecej Swiadectw w pra-
cach klinicznych opublikowanych w ostatnim czasie. Obni-
zong ekspresje mRNA i produkcje biatka Mfn2 niezaleznie
od pici chorego stwierdzono w mieéniach szkieletowych
ludzi z otytos$cig oraz u chorych na cukrzyce typu 2 [25]. Po-
ziom ekspresji Mfn2 byt pozytywnie skorelowany z wraz-
liwoscig miesni na insuline [25]. Istnieje coraz wiecej prze-
stanek, by sadzi¢, ze istnieje zwigzek pomiedzy obnizong
ekspresjg genu dla biatka Mfn2 a stanami niewrazliwosci na
insuline w cukrzycy i w otytosci z towarzyszgca uposledzo-
ng aktywnos$cig metaboliczng mitochondriow [20,26]. Row-
nolegle ze zmianami w poziomie biatka Mfn2 obserwowa-
no zmiany w ekspresji poszczego6lnych podjednostek mito-
chondrialnego tancucha oddechowego [19]. Zablokowanie
ekspresji mfn2 hamuje utlenianie pirogronianu, [3-oksydacje
kwasow ttuszczowych, cykl kwasdw tréjkarboksylowych
(cykl Krebsa) i fosforylacje oksydacyjng [25], Podsumowu-
jac zebrane doniesienia wydaje sie, ze deficyt Mfn2 w ko-
morkach w stanach opornosci na insuling moze stanowié
jeden z gtdwnych czynnikéw sprzyjajacych wystgpieniu
niepozadanych zmian w dziataniu mitochondriéw. Poziom
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Mfn2 w przypadku otytosci moze zosta¢ przywrocony do
stanu prawidtowego przez zredukowanie masy ciata do
zakresu fizjologicznego. Podobnie, nasilona aktywnos$¢ me-
taboliczna mitochondriéw bedaca wynikiem zwiekszonej
aktywnosci fizycznej prowadzi do wzrostu ekspresji genu
dla Mfn2 [27],

Obecnie prowadzone sg réwniez intensywne prace nad
rolag Mfn2 w wewnatrzkomoérkowym systemie przekazni-
ctwa sygnatu zaleznego od insuliny na modelu mie$ni szkie-
letowych in vitro. Zgodnie z doniesieniami opublikowanymi
przez Bacha i wsp. [25] w proliferujgcych komdérkach L6E9
po 2, 4 i 48 godzinach traktowania, insulina nie powoduje
zmian w produkcji Mfn2. Przeciwnie, dtugotrwate dziatanie
insuliny (od 2 do 10 dni) nasila ekspresje genu dla bada-
nego biatka w rdznicujgcych sie komdrkach miesniowych
[28]. Otrzymane wyniki wskazujg ponadto, ze wzrost eks-
presji genu dla Mfn2 pod wptywem insuliny uzalezniony
jest od aktywnosci 3-kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3-K),
kluczowej dla proceséw transportu glukozy iréznicowania
sie komérek (Ryc. 3). Zebrane wyniki stanowiag podstawe
do dalszych badan nad udziatem biatek odpowiedzialnych
za zmiany strukturalne mitochondriéw w rozwoju choréb
zwiazanych z niewrazliwoscig na insuline.

Badania nad transbtonowymi biatkami mitochondrialny-
mi prowadzone sg rowniez w kierunku okreslenia ich roli
w wewngtrzkomdrkowym przekaznictwie sygnatu. Istniejg
doniesienia, ze biatko Mfn2 moze petni¢ funkcje posrednie-
go elementu sygnatowego. Badania in vitro i in vivo wyka-
zaty na przyktad, ze nadekspresja genu dla Mfn2 hamuje
proliferacje komoérek miesni gtadkich naczyn krwionos-
nych. Mechanizm zahamowania podziatow komoérkowych
byt zalezny od MAPK (ERKI/2) [29]. Zdaniem autoréw
biatko Mfn2 taczy sie z nadrzednym regulatorem Sciezki
MAP kinaz - matg GTPazg Ras blokujgc sygnat mitogenny
(Ryc. 3) i indukujac tym samym zatrzymanie cyklu komér-
kowego, co uniemozliwia zapoczatkowanie fazy G1 [29],
Podobny mechanizm molekularny dziatania Mfn2 zaobser-
wowano w komorkach miesni szkieletowych, w ktérych za-
inicjowano proces terminalnego réznicowania [28], Wyniki
doswiadczen in vitro z nadekspresja genu dla biatka Mfn2
sugeruja ponadto, ze biatko Mfn2 hamuje podziaty komo-
rek nowotworowych poprzez opisany powyzej szlak hamo-
wania biatka Ras [29], Obecnie przypisuje sie biatku Mfn2
role regulatora aktywnosci oddechowej mitochondriow w
odpowiedzi na wysokie zapotrzebowania energetyczne
komérek. Dodatkowo zaburzenie funkcji Mfn2 prawdopo-
dobnie odgrywa istotng role w patogenezie cukrzycy typu
2 [25] oraz moze by¢ przyczyng zaburzen regulacji cyklu
komorkowego [29],

ZMIANY STRUKTURALNE
MITOCHONDRIOW A APOPTOZA

Ze wzgledu na podstawowga role, jaka odgrywa mito-
chondrium w genezie programowanej $mierci komorki
(ang. programmed cell death), od dawna poszukiwano odpo-
wiedzi na pytanie, czy fragmentacja/fuzja mitochondriéw
wptywa na apoptoze, lub czy jest odwrotnie. Uwaza sie
obecnie, ze moze istnie¢ zalezno$¢ przyczynowo-skutko-
wa pomiedzy zmianami morfologicznymi mitochondridéw
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a apoptozg. Wystepujace cyklicznie fuzja i fragmentacja
stabilizujg strukture mitochondriéw i sg niezbedne do ich
prawidtowego funkcjonowania [26], Zaburzenie tej row-
nowagi w kierunku przewagi fragmentacji nad fuzjg przy-
czynia sie do podwyzszenia wrazliwosci komdrek na dzia-
tanie czynnikdéw apoptogennych. Wykazano na przyktad,
ze w komdrkach COS7 i HeLa apoptoza wywotana przez
staurosporyne (swoisty inhibitor kinaz biatkowych typu
C) poprzedzona jest fragmentacjg mitochondriéw. Podziat
mitochondriéow i apoptoze udato sie powstrzymacé przez
zahamowanie transkrypcji genu kodujgcego biatko Drpl,
wskazujgc tym samym na znaczenie tego biatka dla prawid-
towego przebiegu apoptozy indukowanej staurosporyng
[1]. Ostatnio zasugerowano réwniez udziat Mfn2 w regula-
cji apoptozy, w ktdrej role posrednika petni proapoptotycz-
ne biatko Bax [30], Nadekspresja genu biatka Mfn2 hamuje
aktywnos¢ proapoptotyczng Bax i wyptyw cytochromu c z
mitochondrium [15]. Bax w odpowiedzi na czynniki apopto-
genne tworzy megakanaty w zewnetrznej btonie mitochon-
drialnej umozliwiajgc dalsze etapy programowanej $mierci
komorki, w tym uformowanie sie apoptosomu i nastepcza
aktywacje kaspaz wykonawczej fazy programowanej $mier-
ci komorki. W ostatnich latach zwrécono réwniez uwage na
fakt, ze agregacji Bax z zewnetrzng btong mitochondrialng
towarzyszy proces fragmentacji mitochondriéw. Co wiecej,
podczas indukcji apoptozy wytworzony za posrednictwem
Bax kanat lipidowy w zewnetrznej btonie mitochondrial-
nej budowa przypomina kanaty powstajagce w pierwszych
etapach fragmentacji mitochondriow. Karbowski i wsp.
[30] wykazali, ze Bax wspotwystepuje z biatkami Drpl i
Mfn2 w zewnetrznej btonie mitochondrium, co dodatkowo
wskazuje na udziat tego biatka w procesach fragmentacji
mitochondriow. Zwiekszona oporno$¢ komorek na dziata-
nie czynnik6w apoptogennych, bedgca wynikiem fuzji mi-
tochondriéw, nie jest jedynym mechanizmem chronigcym
komérki przed szkodliwymi wptywami $rodowiska. W
komérkach miesni szkieletowych, intensywne przemiany
oksydacyjne, w tym podwyzszone wytwarzanie anionorod-
nika ponadtlenkowego, sprzyjajag powstawaniu mutacji w
mtDNA. Wykazano, ze Mfn2 chroni mitochondria przed
zwiekszeniem przepuszczalnosci bton mitochondrialnych
(ang. permeability transition pore, PTP) wywotanym przez re-
aktywne formy tlenu [15], Ostatnio zwrdcono réwniez uwa-
ge na udziat innego biatka transbtonowego - Opal w utrzy-
maniu prawidtowej struktury grzebieni mitochondrialnych,
aktywnosci syntazy ATP i zahamowaniu wyptywu cyto-
chromu ¢z mitochondrium [3], co moze stanowi¢ podstawe
mechanizmu opornosci na dziatanie niektérych czynnikéw
apoptogennych. Fuzja mitochondriéw wydaje sie zatem sta-
nowi¢ jeden z podstawowych mechanizméw chronigcych
mitochondria przed szkodliwym dziataniem reaktywnych
form tlenu, a w konsekwencji przed powstawaniem ikumu-
lowaniem sie mutacji w mtDNA [31], Utrzymanie réwno-
wagi pomiedzy rozmiarami fuzji i fragmentacji mitochon-
driow odgrywa rowniez istotng role w procesie starzenia
sie organizmu, kiedy wiadomo, ze obrona antyoksydacyjna
ulega upo$ledzeniu [32], W badaniach na modelu Drosophila
stwierdzono, ze mutacja genu fzol, w wyniku ktérego ha-
mowana jest aktywnos$¢ Fzol, przyspiesza kumulowanie
sie uszkodzen w materiale genetycznym mitochondrium i
zmniejsza natezenie oddychania komérkowego [31],
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PERSPEKTYWY

Ro6znice pomiedzy mitochondriami dotyczace rozmia-
réw i ksztatltu obserwowane sg nie tylko w zaleznosci od
typu komérki i stadium jej rozwoju, ale rédwniez w obre-
bie tej samej komorki pod wptywem dziatajagcych na nig
czynnikéw srodowiska zewnetrznego. Obecnie uwaza sie,
ze fuzja i fragmentacja, decydujac o ksztatcie i aktywnosci
mitochondriéw, warunkujg biologiczne funkcje, jakie or-
ganelle te majg do wypetnienia w komorce, chociaz brak
jeszcze petlnego rozeznania co do znaczenia kazdego z wy-
mienionych proceséw. Zebrane dotychczas obserwacje, w
szczegdlnosci dotyczace dziatania transbtonowych GTPaz
mitochondrialnych, wskazujg na pilng potrzebe podjecia
badan ukierunkowanych na poznanie mechanizméw pa-
togenezy i przeciwdziatanie rozwojowi niektérych choréb
degeneracyjnych, u podtoza ktérych lezg zaburzenia czyn-
nosci mitochondriéw. Obnizona ekspresja biatka Mfn2 ob-
serwowana u chorych na cukrzyce i os6b otytych wskazuje,
ze zaburzenia aktywnosci tego biatka mogg stanowi¢ jedng
z przyczyn insulinoopornosci. Zalezno$ci pomiedzy eks-
presjg genow dla poszczegélnych biatek uczestniczacych w
integracji bton mitochondrialnych a stanami chorobowymi
oraz dane dotyczace mechanizmow fuzji i dzielenia sie mi-
tochondriéw sa niezwykle cenne, jednakze nadal bez odpo-
wiedzi pozostajg pytania, w jaki sposéb i za posrednictwem
jakich sygnatéw wewngtrzkomérkowych indukowane sg
zmiany strukturalne mitochondriéw. Do tej pory naukowcy
nie potrafig rowniez wykaza¢ zwigzku przyczynowo skut-
kowego pomiedzy dynamika przeksztatcen strukturalnych
mitochondriow a aktywnoscig metaboliczng komarki.
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ABSTACT

Mitochondria play crucial role in the energetic metabolism, thermogenesis, maintenance of calcium homeostasis and apoptosis. Cyclic chan-
ges in fusion and fission of mitochondria are required for properly functioning organelles, especially in tissues with high dependence on
energy supply such as skeletal muscles, heart, or neurons. The key role of mitochondrial fusion is observed in embryonic development and
maintaining unchanged mtDNA pool under conditions of oxidative stress. There is a large number of data indicating that mitochondrial
networks often accompany the resistance to apoptotic stimuli. In contrast to fusion - the mitochondrial fission precedes apoptosis. According
to the newest knowledge precise interactions between a few proteins are required for mitochondrial fusion and division. Among them Drpl,
Mfnl, Mfn2 and Opal are considered the most important. Recent reports shed some light on the physiological importance of proteins parti-
cipating in mitochondrial membrane dynamics in energy production, apoptosis and cellular signaling. In this review the authors report on
the recent knowledge concerning structural changes of mitochondria with a particular interest to transmembrane GTPases and their role in

cellular physiology.
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Wykaz skrétéw: AIDS - zesp6t nabytego upo-
§ledzenia odpornos$ci; AZT - azydotymidyna;
CD (ang. cluster of differentiation) - kompleks
réznicowania (tym symbolem i odpowiednig
cyfra oznaczone sg struktury powierzchniowe
komérek, gtéwnie leukocytéw); GMDP - N-
acetylo-glukozamino-muramylodipeptyd; IgM
- przeciwciato klasy IgM; IL-1 - interleukina 1,
IL-2 - interleukina 2; IFN-y - interferon y; MDP
- N-acetylo-muramylo-L-alanylo-D-izogluta-
rnina; nor-MDP - N-acetylo-nor-muramylo-L-
alanylo-D-izoglutamina; Pap - p-aminofeny-
loalanina; THFy2 (ang. thymic humoral factor )
- polipeptydowy czynnik humoralny grasicy;
TLR (ang. Toll-like receptors) - receptory Toll-
podobne; WBC (ang. white blood cells) - krwinki
biate

Podzigkowanie: Praca powstata podczas reali-
zacji projektu badawczego KBN 2P05A 00428
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STRESZCZENIE

uftsyna, zbudowana z czterech reszt aminokwasowych (TKPR), jest najmniejszym en-

dogennym immunomodulatorem wystepujacym w naturze we krwi cztowieka i innych
ssakéw. Zostata wyizolowana w 1970 roku na Uniwersytecie Tufts w Bostonie (USA) przez
Najjara i Nishioka [1]. Tuftsyna jest zwigzkiem o bardzo szerokim spektrum aktywnosci
biologicznej, aktywuje wiele elementéw uktadu immunologicznego, powodujac wzrost cy-
totoksycznoéci makrofagéw oraz granulocytéow. Wykazuje ona dziatanie nie tylko immuno-
stymulujace, ale rowniez przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwnowotworowe oraz
przeciwgrzybicze. W artykule opisano nowe wtasciwos$ci i analogi tuftsyny.

WPROWADZENIE

Tuftsyna jest tetrapeptydem (Ryc. 1) zlokalizowanym w tancuchu ciezkim Fc
immunoglobuliny G (1gG) i uwalniana jest w wyniku dziatania dwdch specy-
ficznych enzymow: endokarboksypeptydazy tuftsynowej $ledziony, rozszcze-
piajacej wigzanie peptydowe pomiedzy RZ2i EZBoraz leukokininazy, znajdu-
jacej sie w btonach komoérek fagocytujacych, hydrolizujacej wigzanie miedzy
K281 T2 [1,2]. Najwazniejszg aktywnoscig biologiczng tuftsyny jest aktywacja
fagocytozy granulocytéw i makrofagdw. Indukuje ona réwniez pinocytoze czy
wybuch tlenowy fagocytéw, co w efekcie prowadzi do zwiekszonej aktywnosci
bakteriobdjczej tych komérek, a takze niszczenia komdrek transformowanych
nowotworowo [3], Wykazano, ze poprzez aktywacje procesow immunologicz-
nych, a w szczegdlnosci fagocytozy, tuftsyna moze w sposéb posredni wpty-
wac na uktad nerwowy. Zatem z powodzeniem mozna nazwac ten tetrapeptyd
tacznikiem pomiedzy obydwoma uktadami: odpornosciowym i nerwowym
[4,5]. Opisano réwniez, ze istnieje bezposrednia zalezno$¢ miedzy prawidto-
wym funkcjonowaniem $ledziony a aktywnoScig tuftsyny. Badania prowadzone
na organizmach zywych pokazaty, ze u osobnikéw, ktérym usunieto $ledzione
wystepuje niekorzystny dla organizmu nabyty deficyt tuftsyny powodujac jego
ostabienie i podatno$¢ na wiele infekcji [6]. Ze wzgledu na swoje wiasciwosci
tuftsyna jest wciagz bardzo interesujgcym tematem badan w wielu osrodkach na
Swiecie. W tej publikacji omoéwimy interesujace naszym zdaniem prace opubli-
kowane po 1999 roku.

WEASCIWOSCI TUFTSYNY

Pomimo wielu,
bo ponad 30-tu lat
badan nad aktyw-
noscig  tuftsyny, NH
okazato sie, ze nie
wszystkie jej wias-
ciwosci zostaty po- HN
znane. Pavlov i Sa-
monina [7] w swo- QOH
jej pracy zwrocili NH
uwage na catkowi- !H 0
cie now_q, dotych- OH b
czas nie eksplo-
rowang zdolno$é HN 0 P
tego tetrapeptydu
do zmniejszania K
owrzodzen. Wyka- HzN 0
zano, ze profilak- T
tyczne i terapeu-
tyczne podawanie
tuftsyny powoduje Rycina L Tuftsyna (TKPR).
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ograniczenie miejsca owrzodzenia oraz szybsze wygojenie
chorej tkanki.

Wronski i wsp. [8] odkryli, ze tuftsyna wiaze sie selek-
tywnie z neuropiling-1 blokujac wigzanie VEGF (naczynio-
wego, endotelialnego czynnika wzrostu). Sugerujg oni, ze
obecnos$é receptordw dla tuftsyny na komaérkach srédbtonka
odzwierciedla zdolno$¢ tych komérek do udziatu w reakcji
zapalnej. Zatem stosowanie odpowiednich sond mogtoby
okazaé sie uzyteczne w uwidacznianiu zapaleA naczyn in
vivo. Trevisani i wsp. [9] stwierdzili, ze aktywnos$¢ i stezenie
tuftsyny jest nizsze w przypadku marskosci watroby czy
uszkodzenia funkcji $ledziony i przyczynia sie do ostabie-
nia aktywnosci fagocytarnej granulocytéw. Potwierdzili oni
niedobdr tego tetrapeptydu w przypadku wyciecia watroby
(splenektomia), przewlektej biataczki szpikowej, zwtoknie-
nia szpiku, plamicy matoptytkowej, niedokrwistos$ci sierpo-
watej oraz AIDS. W ostatnich latach ukazato sie kilka prac
podejmujacych kwestie wptywu transplantacji $ledziony i
watroby na aktywno$¢ uktadu immunologicznego i zdol-
no$¢ do obrony przed infekcjami. Foschi i wsp. [10] wyka-
zali, ze ortotropowe przeszczepienie watroby prowadzi do
odbudowy naturalnych sit obronnych organizmu poprzez
podwyzszenie aktywnosci tuftsyny skutkujace zwiekszong
aktywnoscia fagocytarng neutrofili. Efekt przywrécenia pra-
widtowego poziomu tuftsyny i IgM w surowicy pacjentow
po czesciowej autotransplantacji $ledziony, zaobserwowali
réwniez Zhang i wsp. [11], Z kolei Brandt i wsp. [12] prze-
badali grupe dzieci z uszkodzong $ledziong. Wykazali, ze
wprowadzenie autologicznej tkanki $ledziony prowadzi do
znacznego zwiekszenia odpowiedzi immunologicznej na
szczepionke przeciw pneumokokom, jak réwniez do pod-
niesienia poziomu tuftsyny w surowicy.

Siemion i wsp. [3] opisali wptyw nie tylko tuftsyny, ale
réwniez innych immunopeptydéw, np. tymuliny, tymo-
poetyny, tymozyny i czynnika humoralnego grasicy (jeden
z czynnikéw grasicy wplywajacy na proces dojrzewania
limfocytow T) na centralny system nerwowy (CNS). Pod-
kreslili oni w swojej pracy, badang od lat 80-tych XX w.,
zdolno$¢ tuftsyny do znoszenia czucia bolu. Za te aktyw-
no$¢, jak tez ostabienie efektu odstawienia morfiny obser-
wowanego u uzaleznionych od tego leku szczuréw, odpo-
wiada dipeptyd o sekwencji prolilo-arginina. Kozlovskaya i
wsp. [13] testowali tuftsyne i niektére jej analogi podawane
dootrzewnowo (i.p) szczurom i myszom na dziatanie an-
tystresowe. Natomiast radiofarmaceutyczny zwigzek Tc-
99m-RP128 [14], zbudowany z Tc i tripeptydu N,N-dime-
tylo-GSC(Acm) potaczony poprzez reszte glicyny z penta-
peptydem TKPPR, ktéry wigze sie in vivo ze specyficznym
btonowym receptorem dla tuftsyny [15,16], zastosowano do
wykrywania i oznaczania miejsc zapalnych w centralnym
systemie nerwowym [17]. Zwigzek ten przeszedt do | fazy
badan klinicznych [18]. Okazato sig, ze jest on bezpiecznym
i skutecznym $rodkiem znajdujgcym zastosowanie w uwi-
dacznianiu zmienionych chorobowo miejsc u pacjentéw z
dtugotrwatym reumatoidalnym zapaleniem stawow [18].
Wang iwsp. [19] stwierdzili, ze fragment 1-3 tuftsyny (TKP)
dziata jako inhibitor makrofagéw/mikrogleju odgrywajacy
wazng role ochronng zapobiegajacg krwotokowi $rédméz-
gowemu w badaniach na modelu zwierzecym. Tripeptyd
(TKP) obniza réwniez produkcje wolnych rodnikéw oraz
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ilos¢ neurondéw ulegajacych degradacji, czego efektem jest
zmniejszenie obszaru uszkodzenia, a takze poprawia dzia-
tanie uktadu nerwowego [19]. Raibon i wsp. [20] udowod-
nili, ze inhibitor 1-3 tuftsyny podany do ciatka szklistego
oka powoduje zwiekszong regeneracje aksonéw warstwy
zwojowej siatkowki oraz zmniejszenie ilosci fagocytow w
siatkowce.

TUFTSYNA W LIPOSOMACH

Agrawal i Gupta [21] oraz Gupta i Flag [22] wykazali, ze
umieszczenie tuftsyny w liposomach lub na powierzchni
liposomow niosacych antybiotyki, np. amfoterycyne B czy
nystatyne, zwieksza specyficzne wigzanie tych nos$nikéw
z komérkami uktadu fagocytéw jednojadrzastych oraz ak-
tywnos$¢ cytotoksyczng tych komdrek, a takze efekt tera-
peutyczny leku. Temat no$nikéw podjeli rowniez Ahsan
i wsp. [23] skupiajgc sie bardziej na rodzajach no$nikow i
ich oddziatywaniu z makrofagami. Owais i wsp. [24] bada-
li wptyw liposomoéw zbudowanych z dietylokarbamazyny
(DEC) zawierajgcych tuftsyne przeciw infekcji Brugia malayi
(nitkowiec) u myszy. Tuftsyna kapsutkowana w liposo-
mach zwiekszata skuteczno$¢ zwalczania nawet dorostych
pasozytdw. Zespot Khana [25-27] badat wplyw tuftsyny
w liposomach zawierajgcych nystatyne (Tuft-Lip-Nystat)
w zwalczaniu eksperymentalnej kandydozy wywotywa-
nej przez Candida albicans, wykazujgcej oporno$c¢ in vivo na
amfoterycyne B (AmpB). Wykazali oni réwniez, ze podanie
polienowego antybiotyku, jakim jest nystatyna lub amfote-
rycyna B razem z tuftsyng myszom Balb/c z neutropenig
zakazonych kandydozg, aktywuje ukiad immunologicz-
ny i prowadzi do catkowitego wyleczenia. Wazng role w
aktywowaniu makrofagow odegrata tutaj profilaktyka z
uzyciem tuftsyny kapsutkowanej w liposomach. Wydaje
sie, ze liposomy niosgce tuftsyne mogg by¢ dobrymi nos-
nikami dla lekéw w leczeniu infekcji, podczas ktorych od-
powiedz uktadu immunologicznego bazuje na aktywacji
makrofagéw. Do powyzszych prac nawigzato w ostatnich
latach wiele zespotéw naukowych [24-32], Wykorzystali oni
w swoich badaniach liposomy jako no$niki lekéw. Dodat-
kowo zwiekszyli specyficzno$¢ oddziatywania liposomow
z makrofagami poprzez inkorporacje tuftsyny do wnetrza
no$nikéw lub na ich powierzchnie. Wykazali réwniez, ze
profilaktyczne podawanie zwierzetom liposomoéw z samg
tuftsyng zwieksza odporno$¢ na malarie [22], leiszmanioze
[32] i infekcje grzybicze [24-30]. Natomiast obecno$¢ odpo-
wiedniego antybiotyku w takich liposomach podnosi efekt
terapeutyczny leku [22,24,32].

ANALOGI TUFTSYNY IICH
AKTYWNOSC BIOLOGICZNA

Tuftsyna jest zwigzkiem bardzo podatnym na biodegra-
dacje i to byto jednym z gtéwnych powod6éw do poszuki-
wania jej analogéw o dtuzszym czasie dzialania, wyzszej
aktywnosci biologicznej, bardziej trwatych i potencjalnie
przydatnych w terapii. Zsyntetyzowano wiele analogow
tuftsyny, miedzy innymi: réznigcych sie sktadem i sekwen-
cja aminokwasow w tancuchu [2,6,33,34], o przedtuzonym
tancuchu peptydowym [2,6,35,36], analogi zawierajace
pochodne kwasu 1l-aminocyklobutano-l-karboksylowego
[2,6,37], tioanalogi [38], analogi posiadajgce wigzanie izo-
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peptydowe [2,6,39], cykliczne analogi,
np. cykliczny peptyd c¢-[T-K-P-R-G] o
aktywnos$ci poréwnywalnej do tuftsy-
ny w stezeniu 50-ciokrotnie nizszym
[40], analogi retro-inverso zawierajgce
nie tylko biatkowe, ale i niebiatkowe
aminokwasy [2,6,41,42] oraz analogi
modyfikowane cukrami, miedzy inny-
mi dicukrowg pochodng muramylodi-
peptydu (GMDP) [43], Ostatnio opisa-
no synteze cyklicznych azo peptydéw
w tym takze analogéw tuftsyny (Ryc.
2a i 2b) [44],

Podjeto réwniez préby modyfikacji
tuftsyny przez przytaczenie do niej na-
turalnych peptyddw, np. THFy2 [45].
Opierajac sie na danych dotyczacych
tych analogéw w ostatnim czasie zsyn-

tetyzowano koniugaty tuftsyny Z bio- Rycina 2. Cykliczne azo analogi tuftsyny [44].

logicznie czynnymi zwigzkami, takimi

jak: muramylodipeptyd (MDP, zwigzek 3a na Ryc. 3), nor-
muramylodipeptyd (nor-MDP, zwigzek 3b na Ryc. 3) [46,47]
czy azydotymidyna (AZT, zwigzek 4 na Ryc. 3) [48],

Dzierzbicka i wsp. [46,47] przy projektowaniu koniu-
gatow tuftsyny z muramylodipeptydem i nor-muramylo-
dipeptydem (zwigzek 3a i 3b na Ryc. 3) wychodzili z za-
tozenia, ze potaczone czasteczki o zblizonej aktywnosci
biologicznej moga okaza¢ sie w swoim dziataniu bardziej
przydatne farmakologicznie niz obie sktadowe, tzn. mura-
mylopeptyd i tuftsyna osobno, a ich tagczny efekt dziatania
moze mie¢ charakter nie tylko addytywny, ale wrecz syner-
giczny. Dziatanie muramylodipeptydu obejmuje aktywacje
monocytéw i makrofagéw. Muramylodipeptyd jako analog
fragmentow $ciany bakterii dziata na receptory dla lipopo-
lisacharydu (LPS) typu CD14 oraz rodzine receptoréw TLR.
Jak wiadomo, pobudzenie tych receptorow wywotuje sze-
reg aktywnosci komorek. Dziatanie tuftsyny skierowane
jest gtéwnie na aktywacje nieswoistych elementow uktadu

Rycina 3. Koniugaty tuftsyny (3a) i retro-tuftsyny (3b) z muramylodipeptydem
(MDP) lub nor-muramylodipeptydem (nor-MDP) [46,47] oraz z AZT (4) [48].
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immunologicznego, przede wszystkim na pobudzenie syn-
tezy wolnych rodnikéw przez granulocyty i w mniejszym
stopniu przez makrofagi oraz syntezy monokin przez mo-
nocyty. Koniugaty tuftsyny z muramylodipeptydem i nor-
muramylodipeptydem poddano badaniom, ktérych celem
byta: ocena wptywu tych zwigzkéw na zywotno$¢ mononu-
klearnych komorek krwi obwodowej (PBMC), limfocytow
krwi obwodowej (PBL) i monocytoéw, ocena sekrecji czyn-
nika martwicy nowotworu (TNFa) iinterleukiny 6 (IL-6) w
hodowlach komérek stymulowanych badanymi zwigzka-
mi. Zbadanie wptywu na cytotoksyczno$¢ naturalnych ko-
morek zabojczych (NK) oraz ocena wybuchu tlenowego w
subpopulacjach krwi obwodowej pod wptywem badanych
zwigzkéw. Zaleta badanych koniugatéw byto ich szybsze
dziatanie i wieksza skuteczno$¢ w poréwnaniu do tuftsy-
ny. Planowane testy in vivo na modelu zwierzecym bedg
mogly potwierdzi¢ potencjalng uzytecznos¢ tych potaczen.
Do syntezy koniugatéw tuftsyny z muramylodipeptydem
i nor-muramylodipeptydem zastosowano metode miesza-
nych bezwodnikéw z wykorzystaniem chloromrdwczanu
izobutylu i N-metylomorfoliny [46,47].

W 2002 roku Zhang i wsp. [49] zsyntetyzowali analogi
tuftsyny (zwiazki 5a-j na Ryc. 4), miedzy innymi z muramy-
lodipeptydem, wykorzystujgc synteze na nosniku statym o
nazwie ,,Meshed-Bag Gathered-Bunch" (MBGB).

Zsyntetyzowany przez Fridkina iwsp. [48] koniugat AZT,
leku stosowanego w terapii AIDS, z tuftsyng (AZT-tuftsyna)
(zwigzek 4 na Ryc. 3) rowniez wykazywatl wtasciwosci obu
komponentéw. Podobnie jak AZT hamowat on aktywno$¢
odwrotnej transkryptazy iekspresje antygenu HIV i podob-
nie do tuftsyny pobudzat uwalnianie IL-1 przez mysie ma-
krofagi. Badania wykazaty, ze koniugat AZT-tuftsyna nie
jest cytotoksyczny w stosunku do komérek T (limfocytow
T) i moze mie¢ potencjalne zastosowanie w terapii AIDS.
Czesto w koncowej fazie choroby AIDS obejmujacej infek-
cje spowodowane przez drobnoustroje oportunistyczne
(Toxoplasma gondii, Candida albicans, cytomegalowirus) czy
nowotwory (miesak Kaposiego, chtoniak wywodzacy sie z
limfocytow B czy rak szyjki macicy) pojawia sie u pacjentow
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5a. Mur/VAc-Ala-D-izoGIn-Thr-Arg-Pro-Lys-OH

5b. Mur/VAc-Ala-D-izoGIn-Lys-Thr-Arg-Pro-Lys-OH
5c. Ala-D-izoGIn-Thr-Arg-Pro-Lys-OH

5d. Ala-D-izoGIn-Lys-Thr-Arg-Pro-Lys-OH

5e. MurA/Ac-Thr-Arg-Pro-Lys-OH

5f. MurA/Ac-Lys-Thr-Arg-Pro-Lys-OH

5g. Mur/VAc-Thr-D-izoGIn-Thr-Arg-Pro-Lys-OH

5h. MurA/Ac-Thr-D-izoGIn-Lys-Thr-Arg-Pro-Lys-OH
5i. MurA/Ac-Ala-D-Glu(OBzl)-Thr-Arg-Pro-Lys-OH

5j. Mur/NVAc-Ala-D-Glu(OBzl)-Lys-Thr-Arg-Pro-Lys-OH

Rycina 4. Analogi tuftsyny zsyntetyzowane na nosniku statym (MBGB) [49],

leukopenia (zmniejszenie liczby krwinek biatych we krwi),
powoduje to, ze terapia AZT (pierwszy lek hamujacy swo-
iscie replikacje wirusa) nie moze by¢ stosowana. Tuftsyna
wptywajgca na leukocytoze prowadzi do podwyzszenia
liczby WBC, dlatego tez podawanie jej np. z AZT lub inny-
mi lekami moze wptywaé korzystnie na rezultaty leczenia.

Gokulan i wsp. [50] zsyntetyzowali polituftsyne (TKPR)4
jako nosnik dla syntetycznych peptydéw wywodzacych
sie z biatek gp4l i gpl20 wirusa HIV. Stwierdzono, ze za-
stosowanie polituftsynowego nosnika moze zwiekszy¢ od-
powiedz immunologiczng przeciw stabo immunogennym
syntetycznym peptydom, ktore sg determinantami anty-
genowymi naturalnych fragmentéw mikroorganizméw
chorobotworczych. Zainteresowanie polituftsyng jest duze,
poniewaz wykazuje ona takg samg aktywno$¢ biologiczng
jak tuftsyna, zwieksza produkcje IL-2 i IFN-y, a przy tym
posiada dtuzszy czas potrwania w organizmie.

Mezo i wsp. [51] opisali synteze i immunoaktywnos$¢ no-
wych nosnikowych czasteczek opartych na sekwencji tuft-
syno-podobnej. Oligopeptydy bazujace na pentapeptydzie
(TKPKG)n (n=2,4,6,8), pochodnej tuftsyny o réznej dtugosci
tancucha, zostaty zsyntetyzowane na nos$niku statym. Te
dobrze rozpuszczalne oligomery byty nietoksyczne w sto-
sunku do mysich komorek $ledziony, nie byty immuno-
genne, a ich immunostymulatorowe efekty powodowaty
wzrost odpowiedzi przeciwciat na antygen (SRBC) u my-
szy. Otrzymane dane sugeruja, Ze nowe oligotuftsynowe
pochodne moga by¢ obiecujgcymi no$nikami dla syntetycz-
nych szczepionek.

Jednym ze sposobow leczenia i zapobiegania choro-
bie Alzheimera jest immunoterapia. Uwaza sig, ze gtéwng
przyczyng choroby Alzheimera sg ptytki starcze, utworzone
z biatka zwanego B-amyloidem powstajgcego z biatka pre-
kursorowego, APP, wystepujacego we wszystkich komor-
kach organizmu. Waznym celem badan nad lekami przeciw
tworzeniu ztogéw R-amyloidu jest enzym sekretaza. Poszu-
kuje sie zwigzkéw zaréwno aktywujacych a-sekretaze pro-
mujacg tworzenie nieszkodliwego APP, jak i inhibitory B- i
y-sekretazy. Szuka sie rowniez lekdw utrudniajacych two-
rzenie lub rozbijanie ztogdw R-amyloidu, a takze prébuje
sie otrzymac szczepionki przeciw R-amyloidowi. Manea i
wsp. [52,53] zsyntetyzowali na noé$niku statym koniugaty
zawierajgce peptydowe determinanty antygenowe B-komé-
rek R-amyloidu AR(4-10) (FRHDSGY) potgczone wigzaniem
amidowym poprzez reszte pentaglicyny czy a-, RB-alaniny
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z pochodng tetratuftsyny (Ac-[TKPKG]4NH2 lub z pepty-
dowym nos$nikiem wydtuzonym przez przytgczenie anty-
genu komorek T-pomocniczych (Ac-FFLLTRILTIPQSLD-
[TKPKG]4NH2 zapalenia watroby typu B (Ryc. 5). Okaza-
to sie, ze modyfikacja peptydowego epitopu (3-amyloidu
przez przytgczenie do nosnika lub poprzez wprowadzenie
dimeru zbudowanego z alaniny, prowadzi do otrzymywa-
nia syntetycznych antygenéw rozpoznawanych przez prze-
ciwciata. Badania te odgrywaja wazna role w projektowaniu
syntetycznych szczepionek o potencjalnym zastosowaniu w
leczeniu choroby Alzheimera.

PODSUMOWANIE

Tuftsyna jest naturalnym tetrapeptydem aktywujacym
monocyty, makrofagi i polimorfonuklearne leukocyty
wzmacniajac ich naturalng zabdjcza aktywno$é przeciw
licznym patogenom i nowotworom. Antymikrobiologicz-
na aktywnos$¢ tego peptydu wzrasta przez przytaczenie do
jego C-konca fragmentu etylenodiaminy z resztg acylowg
kwasu ttuszczowego, np. palmitynowego i wigczenie tak
zmodyfikowanej tuftsyny (palmitoilo-tuftsyny, TKPR-NH-
(CH22NH-CO-C1H3) w liposomy [22], Tuftsyna w lipo-
somach nie tylko podnosi odpornosé gospodarza przeciw
chorobom zakaznym, takim jak np. gruzlica czy leiszmanio-
za, ale takze pozwala na efektywne dotarcie leku do miejsca
infekcji. Tuftsyna jako lek nie znalazta do tej pory wieksze-
go zastosowania, gtdwnie z uwagi na jej szybka biodegrada-
cjew organizmie (okres péttrwania wynosi okoto 16 minut).
Powstajgce w wyniku biodegradacji enzymatycznej tripep-
tydy TKP i KPR wykazuja dziatanie hamujace aktywnos$é
tuftsyny. Dlatego tez w dalszym ciggu poszukuje sie aktyw-
niejszych i trwalszych jej analogéw, np. poprzez otrzymy-
wanie koniugatow z biologicznie czynnymi zwigzkami czy
szukanie odpowiednich no$nikow.

Ac-[T K P K G]4NH2
h-x2frhdsgyx2-1
X = Q(T20-Ap(4-10)4)

X = Ala(T20(Ap4-10-Ala)4)
X = p-Ala(T20(A34-10-Ala)4)

B
AC-FFLLTRILTIPQSLD-[T K P K G]4-NH2
H-X2FRHDSGYX2 J
X = Q(T20-T-komorki-AP(4-10)4)

X = Ala(T20-T-komorki(Ap4-10-Ala)4)
X = p-Ala(T20-T-komorki(Ap4-10-Ala)4)

Rycina 5. Struktura koniugatéw zawierajacych AP(4-10)-tetratuftsyno-pochodne (A)
oraz modyfikowane antygenem komérek T-pomocniczych (B) [53].
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ABSTRACT

Tuftsin, a natural tetrapeptide of sequence TKPR, occuring in the blood of humans and other mammals, capable of stimulating certain
white blood cells (monocytes, macrophages, and neutrophils), was isolated at Tufts University in 1970 by Najjar and Nishioka [1]. Tuftsin is
acompound with awide spectrum of biological activities, notable enhances phagocytosis, immune response, bactericidal, tumoricidal and
antifungal activities. This article concerns new analogues and properties of tuftsin.
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STRESZCZENIE

tylen jest hormonem ro$linnym uczestniczacym w kontroli wielu proceséw wzrostu i
Erozwoju roslin. Reguluje on takze reakcje rosliny na wiele czynnikéw $rodowiskowych.
Zrozumienie mechanizmoéw tej regulacji przynidst dokonany w ostatnim czasie postep ba-
dan nad biosynteza i szlakami sygnalizacyjnymi tego hormonu. Istotne znaczenie w tej regu-
lacji ma wielorako kontrolowana, zr6znicowana czasowo i przestrzennie ekspresja rodziny
gendw kodujgcych enzymy uczestniczace w jego biosyntezie. Bardzo wazna jest rowniez
specyficzna potranslacyjna regulacja samych biatek enzymatycznych. Istnienie wielu me-
chanizmoéw regulujacych poziom etylenu umozliwia temu hormonowi tak szeroki udziat w
kontrolowaniu funkcjonowania rosliny.

WPROWADZENIE

Pomimo swojej prostej dwuweglowej struktury, etylen jest efektywnym mo-
dulatorem wzrostu i rozwoju roslin [1], Niemal kazda tkanka roslinna jest w
stanie produkowaé etylen, jednak w wiekszosci przypadkéw jego produkcja
utrzymuje sie na stosunkowo niskim poziomie, a wzrasta jedynie w pewnych
okresach rozwoju (kietkowanie nasion, starzenie i odcinanie kwiatéw i lisci,
dojrzewanie owocéw). Wptyw na produkcje etylenu majg zaréwno biotyczne
(patogeny), jak i abiotyczne (zranienia, susza, niedotlenienie, 0 3i S02 czynniki
zewnetrzne oraz hormony roslinne. Produkcja etylenu jest kontrolowana przez
Swiatto i ulega rytmicznym zmianom w cyklu dobowym [2].

Poznanie szlaku biosyntezy etylenu stato sie mozliwe dzieki odkryciu pre-
kursoréw tego hormonu: S-adenozylometioniny (SAM) i kwasu 1-aminocyklo-
propano-1-karboksylowego (ACC) [3] oraz wyizolowaniu i opisaniu enzymoéw
biorgcych udziat w jego biosyntezie - syntazy i oksydazy ACC (ACS, ACO).
Po zsekwencjonowaniu gendw kodujgcych syntaze i oksydaze ACC u réznych
roslin [4-6] okazato sie, ze tworzg one wielogenowe rodziny, ktorych ekspre-
sja podlega zréznicowanej regulacji. Szybki rozwéj badan dotyczacych regula-
cji biosyntezy etylenu spowodowat brak aktualnych danych w tej dziedzinie w
polskiej literaturze. Wczesniejsze prace przegladowe na ten temat zostaty opub-
likowane przez Jakubowicz [7,8].

SZLAK BIOSYNTEZY ETYLENU

Prekursorem etylenu u roslin jest metionina, wystepujaca w 80% w postaci
S-adenozylome-

tioniny [9], ktdra biosynteza bialek metionina
w wielu reakcjach Syntaza <ATP
w komorkach pet- e

PPi +Pi
ni funkcje donora etyiacja Yo ., NHat
EE

grup metylowych é/\-/\coo- MTA
(Ryc. 1). Pierw- CHE

szym etapem bio- biosynteza ___—

syntezy  etylenu Poliamin HO OH 14, .
z S-adenozylo- SAM wzrost stabilnosci
. . . . . =-00C +
metioniny jest jej N
. MACC—— POS Syntaza
przeksztatcenie do n—cH,
kwasu  l-amino- 0, ACC
cyklopropano-1- > /
karboksylowego. Ok:lg::m
Ten etap biosynte- ©O:f HCN

zy, katalizowany b ool spadek stabilnosci
przez syntaze ACC HESiliH

etylen
(S-adenozylo-L-

. . Rycina 1. Szlak biosyntezy etylenu. Szczegétowy opis w tekscie (wg [16] zmo-
metionino mety-

dyfikowane).
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lotioadenozyno-liaze), jest jednoczesnie istotnym punktem
regulacji tempa biosyntezy etylenu [3,10], Aktywnos$¢ tego
enzymu moze by¢ regulowana zaréwno przez kinazy, jak i
fosfatazy biatkowe (PPazy). Powstajaca jako produkt ubocz-
ny reakcji 5'-metyltioadenozyna (MTA) ulega wtérnemu
przeksztatceniu do metioniny [11], co pozwala zachowacd
grupe metylowg oraz siarkowg do nastepnego cyklu pro-
dukcji etylenu bez konieczno$ci zwiekszania puli metioni-
ny. Koncowy etap biosyntezy etylenu, stanowigcy zarazem
drugie miejsce regulacji, katalizuje oksydaza ACC. Powsta-
jacy w reakcji HCN jest przeksztatcany przez syntaze P-cy-
janoalaninowg do p-cyjanoalaniny. Kwas 1-aminocyklopro-
pano-1-karboksylowy moze by¢ takze przeksztatcony do
malonylo-ACC (MACC). Reakcja ta pozwala na regulacje
puli wolnego kwasu 1-aminocyklopropano-I-karboksylo-
wego.

W zaleznos$ci od gatunku i warunkéw srodowiska, kon-
trola produkcji etylenu moze odbywaé sie zarédwno na po-
ziomie ekspresji genow, jak i aktywnosci enzymow syntazy
i oksydazy ACC [12-15], Kluczowym etapem tej regulacji
wydaje sie by¢ jednak katalizowana przez syntaze ACC
konwersja S-adenozylometioniny do kwasu 1-aminocyklo-
propano-l-karboksylowego [10].

GENY ENZYMOW FUNKCJONUJACYCH
W BIOSYNTEZIE ETYLENU

SYNTAZY ACC

Pierwsza sklonowang syntazag ACC byta syntaza cukini
[4]. Zidentyfikowano i zsekwencjonowano rdéwniez geny
ACS z pomidora, gozdzika, jabtka, Arabidopsis thaliana i wie-
lu innych gatunkéw, co zostato szeroko opisane w pracach
przegladowych [17,18], Sposréd badanych gatunkéw roslin
najlepiej poznano rodzine 12 gendw oznaczonych jako ACS
u A. thaliana [19-22]. Wykazano, ze geny ACS u tej rodliny
rozmieszczone sg na pieciu chromosomach (Ryc. 2A) [19]
oraz, ze tworzg 3 gatezie drzewa filogenetycznego (Ryc. 2B)
[23], Szczegbdtowe badania wykazaty jednak, ze nie wszyst-
kie z tych genow koduja funkcjonalne biatka. Produkt genu
ACS?2 jest nieaktywny [23], a ACS3 to pseudogen stanowig-
cy czeSciowo zdeletowang [24] lub, wedtug innych, zdupli-
kowang [23,25] forme ACS1. Geny oznaczone jako ACS10 i
ACS12 wykazuja natomiast silne podobieristwo do amino-
transferaz [23]. W peini aktywne biatka kodowane sg przez
8 gendw (ACS2, ACS4-ACS9, ACS11) [20-24],

B - /IACS6

| I m v V ACS1
—ACS2 ACS2
A-ACS11 ACS7

~ACS6
ACS1

-;—ACSB ACS4
—ACS7

—-ACS4

ACS8
*—ACS8 ACS5
——ACS9 ACS9
—-ACS10 e RES12 ACS10
—ACSS5 ACS 12
AT daninona
AT asparaginona
Rycina 2. Schemat rozmieszczenia gendéw ACS na chromosomach A. thaliana (A)
oraz drzewo filogenetyczne, obrazujgce pochodzenie syntaz ACC iaminotransfe-
raz (AT) (B) (wg [23] zmodyfikowane).
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Tabela 1. Wptyw réznych czynnikdéw na ekspresje genéw z rodziny syntaz ACC
u Arabidopsis thaliana.

Czynniki wptywajace
na ekspresje genow
ACS

W ptyw na ekspresje Pismiennictwo

Auksyn indukcja ekspresji [20, 22, 23,
yny ACS2, ACS4-ACS12 29-34]
wzmozona akumulacja

Cykloheksimid mRNA wszystkich genéw  [23]

(CHX) ACS za wyjatkiem ACS1
stymulacja ekspresji: ACS6
ACS2 (traktowanie
etylenem powyzej [31]
Etylen 2h zwrotnie hamuje [21, 35]
ekspresje ACS2) [2]
negatywna
regulacja: ACS8
Zranienia indukcja ekspresji [20,21, 30,
ACS2, ACS4, ACS6 31, 35]
Czynniki
zgg?aonvgllszogvt?odice indukcja ekspresji ACS6 [22, 31-33]
mechaniczne)
o indukcja ekspresji ACS2,
Swiatto ACS5, ACS8, ACS9 21

Zegar okotodobowy  indukcja ekspresji ACS8 2

Wykazano, ze ekspresja gendw kodujgcych poszczegdl-
ne izoformy syntaz ACC regulowana jest w sposéb zrozni-
cowany [26-28], zaréwno przez czynniki wewnetrzne, jak i
zewnetrzne (Tab. 1). Ekspresja poszczegdlnych genéw ACS
jest takze zr6znicowana tkankowo. W korzeniach siewek A.
thaliana rosnacych na Swietle wykazano ekspresje genéw
ACS2, ACS4-ACS12, podczas gdy w lisciach ekspresji ulega-
ja ACS2, ACS2, ACS4-ACS8, ACSU iACS12 [23,29]. Ekspre-
sja ACS2 i ACS5 zachodzi w hypokotylach. W kwiatach na-
tomiast ekspresji ulegaty ACS1, ACS2, ACS4-ACS9 iACS11,
w tuszczynach ACS1, ACS2, ACS5, ACS8-ACS12.

OKSYDAZY ACC

Oksydazy ACC nalezg do rodziny dioksygenaz. U A. tha-
liana obejmuje ona 17 gendéw, z ktérych tylko dwa zostaly
scharakteryzowane funkcjonalnie [36,37], Ekspresja genow
ACO jest rdwniez zréznicowana tkankowo. Pokazano, ze
odgrywa ona istotng role w tworzeniu haczykowatego za-
giecia pedu. Akumulacja transkryptu AtACO02 u rzodkiew-
nika ma miejsce w komaérkach znajdujacych sie po jego ze-
wnetrznej stronie, co koreluje z wcze$niejszymi doniesienia-
mi Schwark'a i Bopp'a dotyczacymi ilosciowego rozktadu
kwasu l-aminocyklopropano-l-karboksylowego w pedach
siewek fasoli [37,38], Mimo ze u grochu akumulacja mRNA
PsSACOI wystepuje po wewnetrznej stronie haczykowatego
zagiecia pedu [27], to jednak réznice te moga by¢ wynikiem
odmiennego mechanizmu tworzenia sie tej struktury u obu
gatunkow [37]. U grochu zagiecie tworzy sie powyzej liscie-
ni (roslina epigeiczna), a u A. thaliana ponizej liscieni (rosli-
na hypogeiczna).
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W genomie pomidora zidentyfikowano cztery geny ko-
dujace oksydazy ACC: LeACO01-LeACO04 [39-42]. W dojrze-
wajacych owocach istarzejacych sie lisciach tej rosliny zaob-
serwowano wzmozong akumulacje transkryptéw LeACOI
i LeACO3, a zranienia stymulujg ekspresje LeACOl [39].
W pylnikach po zapyleniu obserwowano wzrost poziomu
MRNA LeACO02, natomiast w znamieniu stupka, stupku i
w platkach korony LeACO03. Postepujacy proces starzenia
organow kwiatowych pomidora koreluje ze wzrostem aku-
mulacji mMRNA LeACOIl [43]. Sposréd trzech zidentyfikowa-
nych genéw ACO u melona, ekspresja CMeACOIl zachodzi
w dojrzatych owocach oraz w lisciach, natomiast w etiolo-
wanych hypokotylach obserwowano podwyzszong akumu-
lacje mMRNA CMeACO02, aw kwiatach CMeACO03 [44],

BUDOWA I WEASCIWOSCI ENZYMOW
BIOSYNTEZY ETYLENU

SYNTAZY ACC

Syntazy ACC nalezg do rodziny biatek, ktorych struktura
przypomina podgrupe aminotransferaz zaleznych od 5'-fo-
sforanu pirydoksalu (PLP) [45]. PLP jest kofaktorem wia-
zacym sie do miejsca aktywnego syntaz przed zwigzaniem
liganda. Syntazy ACC sg enzymami cytosolowymi, o krot-
kim czasie péttrwania [3,11,46], requlowanymi zaréwno na
poziomie transkrypcyjnym [11,16,47], jak i potranslacyjnym,
m. in. w szlaku degradacji zaleznym od ubikwitylacji [47,48],
Masy czasteczkowe polipeptydéw kodowanych przez geny
ACS u A. thaliana, podobnie jak syntazy innych gatunkéw
roélin, mieszczg sie w granicach 50 - 61 kDa [10,23,49]. Sto-
pien identycznosci ich sekwencji aminokwasowych wyno-
si 32 - 91%, co wskazuje na duzg réznorodnos$¢ tych bia-
tek [23]. W badaniach ekspresji poszczegélnych form ACS
w komorkach E. coli stwierdzono, ze za wyjatkiem ACS1,
ACS10 i ACS12, wszystkie inne syntazy wykazujg aktyw-
no$¢ enzymatyczng [23]. Brak aktywnos$ci ACS1 ttumaczy
sie brakiem specyficznej tréjki aminokwaséw Thr-Asn-Pro
(TNP), badz Pro-Ser-Asn (PSN) w ewolucyjnie zachowywa-
nym regionie IV polipeptydéw (Ryc. 3), ktory jest czescia
wypetlenia znajdujgcego sie bardzo blisko reszty AsnZR
wchodzacej w sktad centrum aktywnego [50,51], Usunigcie
tego tripeptydu z ACS2 powoduje utrate aktywnosci enzy-
matycznej [24]. Wydaje sie, ze TNP odgrywa istotng role w
pozycjonowaniu LysZB (region V) wewnatrz centrum ak-
tywnego, gdyz wprowadzenie TNP do ACS1 przywraca jej
aktywnosé [24,50,51].

ACS10 i ACS12, podobnie jak ACS1, byty poczatkowo
uwazane za pseudogeny. Analiza filogenetyczna oraz ana-
liza komplementacji z uzyciem mutanta ATazy DL39 E
coli wykazaty jednak, ze funkcjonalnie ACS10 i ACS12 sa
aminotransferazami o wysokiej specyficznosci wzgledem
asparaginianu i aminokwasdw aromatycznych (funkcjonal-
ne izoformy syntazy ACC nie wykazujg aktywnos$ci amino-
transferaz) [23]. W zwigzku z tym, rodzina genéw ACS u A.
thaliana obejmuje 8 genéw funkcjonalnych i 1 gen niefunk-
cjonalny.

Na podstawie struktury krystalograficznej oraz w opar-

ciu o SDS-PAGE, filtracje zelowa i analize komplementacji
mutacji ustalono, ze aktywne syntazy ACC tworzg homo- i
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heterodimery, a ich centrum aktywne tworzone jest wsku-
tek oddziatywan poszczegdlnych monomerow [23,25,50,52-
54], Reszta Tyr® (region Il) oddziatuje ze znajdujacg sie w
centrum aktywnym LysZB kt6ra z kolei tworzy kowalencyj-
ng zasade Shiffa z PLP pochodzacym z drugiej podjednost-
ki [50], U A. thaliana heterodimery moga powstawac jedy-
nie miedzy polipeptydami nalezagcymi do tej samej gatezi
filogenetycznej (Ryc. 2B) [25], Wskazuje to na fakt istnienia
strukturalnego podobieristwa centrdw aktywnych zaréwno
homo-, jak i heterodimeréw. Wyjatkiem jest ACS7, ktora
moze tworzy¢ funkcjonalne heterodimery z syntazami obu
gatezi filogenetycznych, np. z ACS6, ACS4, ACS8, ACS9
[25]. Nawet nieaktywna enzymatycznie ACS1 tworzy ak-
tywne enzymatycznie heterodimery z ACS2 i ACS6, jednak
w tym wypadku donorem reszty LysZBnie moze by¢ ACS1
[25], Ostatecznie wykazano, ze polipeptydy syntazy ACC
mogg utworzy¢ 45 homo- i heterodimerdw, z czego jedynie
8homo- i 17 heterodimerdw jest aktywnych enzymatycznie,
pozostate za$ sa nieaktywne [25].

Wszystkie izozymy syntazy ACC zawierajg 7 zachowa-
nych w ewolucji regionéw oraz 11 zachowanych w ewolucji
reszt aminokwasowych charakterystycznych dla syntaz i
aminotransferaz (Ryc. 3) [49,55-58]. W ACS10 Tyr® zostata
zastagpiona przez reszte Ser, a w ACS12 przez Phe. Wigk-
szo$¢ zachowanych w ewolucji reszt aminokwasowych
zgrupowana jest na powierzchni dimerow, blisko centrum
aktywnego [50], Odpowiedzialna za specyficzno$¢ substra-
towg reszta Glx (region I) jest obecna we wszystkich syn-
tazach ACC z wyjatkiem ACS10, gdzie zostata zastgpiona
przez Gin [59]. Wydaje sie, ze reszta GIx nie jest jedynym
czynnikiem nadajagcym specyficzno$¢ substratowg, gdyz
posiadajaca ja ACS12 nie wykazuje aktywnos$ci syntazy.
Ze wzgledu na silnie skrécony C-koncowy fragment ACS7,
ACS10 i ACS12 nie posiadajg, majacej istotne znaczenie dla
regulacji aktywnosci, konserwatywnej reszty Ser [60].

OKSYDAZY ACC

Z powodu trudnosci z izolacjg aktywnego enzymu ok-
sydaze ACC nazywano poczatkowo enzymem tworzacym
etylen (ang. ethylene-forming enzyme) i przyjmowano, ze jest
on zwigzany z frakcjg btonowg [3,61]. Pierwszg aktywng
oksydaze ACC wyizolowano z melona i stwierdzono, ze
nalezy ona do rodziny oksygenaz [62], Oksydazy ACC do
swojej aktywnosci wymagajg Fe2rjako kofaktora, O, i askor-
binianu jako kosubstratéw oraz CO, jako aktywatora, ktory
prawdopodobnie chroni centrum aktywne enzymu przez
tworzenie kompleksu z Fe(ll) [63,64]. Obecnie wydaje sie, ze
oksydazy ACC sg biatkami cytosolowymi, chociaz enzym
ten lokalizowano takze w apoplascie owocow pomidora i
jabtka [65,66], W tkankach produkujgcych etylen oksydazy
wystepujg w wyzszych stezeniach niz syntazy ACC, jednak
ich okres péttrwania wydaje sie by¢ stosunkowo krétki [67],
Endogennemu wzrostowi poziomu etylenu w owocach
brzoskwini po aplikacji tego hormonu, towarzyszyt wzrost
zaréwno aktywnos$ci samego enzymu, jak rowniez poziomu
mRNA PPACOI [68], U brokutu natomiast, wzrost produk-
cji etylenu w starzejacych sie pgkach kwiatowych zwigzany
byt tylko ze wzrostem aktywnos$ci samego enzymu [69], Wy-
daje sie, ze podobnie jak w przypadku syntaz ACC, poziom
ekspresji, jak i aktywnos$ci oksydaz ACC jest zalezny od or-
ganu oraz warunkow rozwojowych i srodowiskowych.
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Rycina 3. Zestawienie fragmentéw sekwencji aminokwasowych syntaz ACC z A. thaliana z zaznaczeniem 7 ewolucyjnie zachowywanych regionéw (Region | - VII),
11 ewolucyjnie zachowywanych reszt aminokwasowych (niewypetnione tréjkaty), reszty Glx (wypetniony tréjkat) nadajacej specyficzno$¢ substratowa oraz reszty Ser
(gwiazdka), bedacej miejscem fosforylacji. Szczegétowy opis w tekscie (wg [23] zmodyfikowane).

REGULACJA BIOSYNTEZY ETYLENU

Obserwowane zmiany produkcji etylenu wywotane
czynnikami wewnetrznymi i $rodowiskowymi spowodo-
wane sg skomplikowang regulacjag na poziomie ekspresji
genow, jak i regulacja potranslacyjna. Istotne znaczenie w
regulacji biosyntezy etylenu majg auksyny, cytokininy oraz
zegar okotodobowy. Kontrola biosyntezy etylenu odbywa
sie takze na zasadzie sprzezenia zwrotnego poprzez auto-
katalityczny lub autoinhibicyjny wptyw na ekspresje genow
zaangazowanych w jego biosynteze, jednakze molekularne
mechanizmy tych interakcji sg stabo poznane.

REGULACJA PRZEZ AUKSYNE

Auksyny stymulujg produkcje etylenu poprzez aktywa-
cje gendw syntaz ACC. U rzodkiewnika ekspresja ACS4 w
odpowiedzi na egzogenne podanie IAA nastepuje juz po 25
minutach ijest niewrazliwa na inhibitory biosyntezy biatek,
co sugeruje, ze jest to pierwotna odpowiedz na auksyny [30],
Promotor ACS4 zawiera cztery motywy charakterystyczne
dla grupy czynnikéw pierwotnej odpowiedzi na auksyny
[30]. Postulowany model dziatania auksyny zaklada, ze
wigze sie ona bezpos$rednio do jednego z biatek komplek-
su ligazy E3 typu SCF, przez co aktywuje proteolize biatek
AUX/IAA, blokujgcych dziatanie czynnikéw transkrypcyj-
nych ARF (ang. auxin responsefactor) [70-72], Jedno z takich
biatek, ARF19, po uwolnieniu z kompleksu ARF-AUX/IAA,
wigze sie z sekwencjg promotorowg ACS4, aktywujac jego
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ekspresje [73]. Interakcja auksyn z etylenem ma jednak bar-
dziej ztozony charakter. Zauwazono, ze aktywacja biatka
ARF19 nastepuje réwniez pod wptywem etylenu oraz, ze
etylen powoduje stymulacje biosyntezy IAA [73], Mecha-
nizm tej interakcji polega na aktywacji przez etylen genéw
syntazy antranilowej, odpowiedzialnej za synteze IAA.
Wzrost poziomu IAA prowadzi z kolei do wzrostu pozio-
mu etylenu. Efekt ten moze by¢ podstawg wspomnianego
wyzej mechanizmu pozytywnego sprzezenia zwrotnego w
biosyntezie etylenu.

REGULACJA EKSPRESJI ACSIACO PRZEZ
SWIATLO | ZEGAR OKOLODOBOWY

Zegar okotodobowy odpowiedzialny jest za regulacje 24
godzinnych rytméw takich zjawisk, jak np. ruchy lisci czy
elongacja hypokotyla [48,49]. Cyklicznym zmianom ulega
rowniez produkcja etylenu [14,50]. Wykazano, ze fluktua-
cjom tym towarzyszg zmiany aktywnosci zaréwno syntazy,
jak i oksydazy ACC [13,52], Role zegara w regulacji produk-
cji etylenu u roslin potwierdzity badania prowadzone na
mutantach A. thaliana tocl-1 i ccal-ox [2]. Cykliczne uwalnia-
nie etylenu u rzodkiewnika jest skorelowane z fluktuacja-
mi poziomu transkryptéw ACS2, ACS5, ACS8, ACS9, przy
czym ACS8 zachowuje rytmicznos$¢ ekspresji zar6wno po
przeniesieniu roslin na ciggte swiatto, jak i na ciggta ciem-
nosé¢, podczas gdy ACS5 i ACS9 jedynie po przeniesieniu na
ciggte Swiatto [2], Ekspresja genu ACS2 charakteryzuje sie
natomiast 12 godzinnym przesunieciem w fazie w stosunku
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do ACS8. Analiza promotora genu ACS8 ujawnita obecno$é
w nim charakterystycznego regionu CAANNNNATC od-
powiedzialnego za dobowa regulacje ekspresji genéw LHC/
CAB - kodujacych biatka zwigzane z fotosyntezg [2,56,57].
Uwaza sie zatem, ze dobowe zmiany produkcji etylenu u A.
thaliana sg zwigzane z cykliczng ekspresjg genu ACS8.

Cho¢ w wiekszosci przypadkéw to syntazy ACC sg od-
powiedzialne za generowanie rytmow produkcji etylenu w
cyklu dobowym, to jednak mozna przypuszczac, ze u pew-
nych gatunkéw, czy tez na pewnych etapach rozwoju, bio-
synteza etylenu moze by¢ réwniez regulowana na poziomie
oksydaz ACC. Towarzyszacy przeniesieniu siewek A. tha-
liana do ciemnosci spadek uwalniania etylenu skorelowany
jest ze spadkiem poziomu transkryptéw ACO [2], Po prze-
niesieniu siewek na Swiatto ciggte nastepuje wzrost akumu-
lacji mMRNA ACO. Fizjologiczne znaczenie rytmicznej pro-
dukcji etylenu u ro$lin pozostaje niejasne, cho¢ przypuszcza
sie, ze etylen odgrywa istotng role w regulacji wydtuzania
sie pedu [50,58,59].

REGULACJA POTRANSLACYJINA

Na istnienie potranslacyjnego mechanizmu regulujace-
go aktywnos$¢ syntazy ACC wskazujg badania, w ktérych
obserwowano wzrost aktywno$ci tych enzyméw po jedno-
czesnym podaniu elicitora i inhibitoréw transkrypcji [74,75].
SzczegOty tego zjawiska zostaty poznane dzigki badaniom
mutantow szlaku biosyntezy etylenu cin (ang. cytokinin-in-
sensitivé) [76,77] oraz eto (ang. ethylene-overproducer), u kto-
rych obserwowano anomalie w biosyntezie tego hormonu
[77,78]. Mutanty cin charakteryzuja sie brakiem produkcji
etylenu w odpowiedzi na aplikacje cytokinin, podczas gdy
mutanty eto majg podwyzszony poziom
biosyntezy etylenu i wykazujag wzmozong
odpowiedZ na etylen.

Stabilizacja

Zidentyfikowano trzy mutanty eto: etol
- recesywny [78], eto2 i eto3 - dominujgce
[79]. Ustalono, ze mutacja eto2, polegajaca
na insercji pojedynczej pary zasad na kon-
cu 3' ACS5, prowadzi do zmiany dwuna-
stu C-koricowych aminokwaséw biatka
[76]. Zmiana ta w konsekwencji powoduje
stabilizacje enzymu, nie wptywajac przy
tym na poziom jego mRNA [47]. Mutacja
eto3, natomiast, polega na zamianie Val4&/
na Asp w C-koncowej czesci ACS9 [47],
Zamiana ta rowniez prowadzi do wzrostu
stabilnosci enzymu, nie wptywajac na po-
ziom transkryptu.

Po zsekwencjonowaniu ETOI [80] oka-
zato sie, ze koduje on biatko zawierajace
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ACS5 (by¢ moze tez inne izoformy syntazy ACC) do de-
gradacji z udziatem proteasomu 26S. Za interakcje z ETOI
odpowiada prawdopodobnie C-koncowy fragment ACSS5,
gdyz mutacja eto2 zaburza oddziatywanie tych dwdch bia-
tek. Doswiadczenia in vitro, wykazujgce hamujacy wpityw
ETOI na aktywno$é ACS5 [80] sugeruja, ze ETOI nie tylko
uczestniczy w degradacji ACS5, ale réwniez obniza jego ak-
tywnos$¢ enzymatyczng. Tak wiec, wieksza stabilno$¢ ACS5
i ACS9 u mutantéw eto2 i eto3 wydaje sie by¢ wynikiem bra-
ku mozliwosci interakcji miedzy tymi biatkami a sktadni-
kiem kompleksu ligazy E3, ETOI.

Po poznaniu sekwencji genu CIN5 okazato sie, ze jest on,
podobnie jak ET02, zmutowanym allelem ACS5 [76]. Poda-
nie cytokininy etiolowanym siewkom A. thaliana prowadzi
do wzrostu czasu pottrwania ACS5 [47], co sugeruje, ze hor-
mon ten wptywa na biosynteze etylenu przez zwiekszenie
stabilnosci biatka ACS5. Na podstawie analiz mutantéw eto
mozna przypuszczac, ze indukcja biosyntezy etylenu przez
cytokininy polega na blokowaniu interakcji ACS5 z ETOI
poprzez modyfikacje C-kohncowej domeny tego enzymu.
Okazuje sie jednak, ze cytokininy dodatkowo zwieksza-
jg stabilno$¢ ACS5 réwniez u mutantow eto2 i eto3 [47,80].
Wskazuje to na istnienie dodatkowego mechanizmu, za po-
mocg ktoérego cytokininy zwiekszajg produkcje etylenu u A.
thaliana (Ryc. 4).

Istotnym elementem mechanizmu proteolitycznej degra-
dacji biatek z udziatem proteasomu 26S w komérkach jest
rubinylacja, polegajaca na koniugacji biatek RUB (ang. re-
lated to ubiquitin) do kompleksu ligazy ubikwityny E3 [83],
Zauwazono, ze mutanty A. thaliana z niefunkcjonalnymi
biatkami RUB1 i RUB2 charakteryzujg sie zwigekszong pro-
dukcjg etylenu [84], Aczkolwiek u mutanta reel (ang. rub

Inny szlak degradacji

ACS4 ACS5
ACS8 ACS9 \

eto2, eto3

Proteasom 26S

Czynniki stresowe

\ Destabilizacja

domene BTB (ang' broad-complex, tramtrack, Rycina 4. Model regulacji biosyntezy etylenu. Ze wzgledu na réznice C-koricowych domen dwu klas syntaz
bric-a—brac) i nalezy do rodziny biatek two- acc, regulacja ich aktywnosci przebiega w odmienny spos6b (kolor czerwony i jasnoniebieski). Reszty Ser
rzqcych kompleksy Iigaz E3 ubikwityny zlokalizowane na koricach C tych enzyméw, stanowia miejsca docelowe dla kinaz biatkowych zaleznych od

. wapnia (CDPK) lub kinaz MAP (MAPK). Fosforylacja moze hamowa¢ zachodzaca z udziatem proteasomu 26S
typu BTB (Ryc. 4) [81'82]' Wykazano, ze proteolityczng degradacje syntaz ACC, blokujac oddziatywania kompleksu ligazy ubikwityny E3 typu BTB
ETOI bezpoérednio oddzia’ruje ZarOwno (ETO01-CUL3) z ACS. Nie wiadomo czy ACS2 i ACS6 sa rowniez degradowane przez proteasom 26S (strzatki

z ACS5 jak i CULS [80] Wydaje SIQ Wlec ze znakiem zapytania). Kompleks ET01-CUL3 katalizuje kowalencyjne przytaczenie ubikwityny (Ub) do ACS.
. . ' . ! Aktywno$¢ ET01-CUL3 jest modyfikowana przez przytaczenie biatek RUB do kompleksu, co katalizuje enzym
ze pe,m' ono I’O|Q substratowo specyflczne- koniugujacy RCE1. Zmienione w wyniku mutacji C-koricowe fragmenty ACS5i ACS9 uniemozliwiaja proteoli-

go biatka adaptorowego Wyznaczajqcego ze tych biatek (kolor zielony). Szczegétowy opis w tek$cie (wg [93] zmodyfikowane).
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conjugating enzymé), wykazujgcego defekt w przytgczeniu
RUB do kompleksu ligazy E3, wzrost produkcji etylenu
korelowat ze zwiekszong aktywnoscig oksydazy ACC [85].
Moze to wynika¢ z faktu, ze sam etylen stymuluje aktyw-
nos$¢ oksydaz ACC [36,86], Wydaje sie zatem, ze podniesio-
ny poziom biosyntezy etylenu u rcel jest rezultatem wzro-
stu stabilno$ci syntaz ACC, spowodowanej defektem ligazy
ubikwityny E3.

Innym mechanizmem regulujagcym tempo degradacji
biatek z udziatem ubikwityny jest proteoliza sktadnikow
samego kompleksu ubikwitylujgcego poprzez mechanizm
autoubikwitylacji [87,88], Potraktowanie cytokininami
transgenicznych roslin A. thaliana z nadekspresjg ETOI nie
prowadzi do stabilizacji syntaz ACC, co sugeruje, ze do-
stepnos¢é ETOI odgrywa takze istotng role w regulacji de-
gradacji syntazy ACC [80].

Istotne znaczenie dla stabilnosci enzymdéw biorgcych
udziat w biosyntezie etylenu majg réwniez procesy fosfo-
rylacji i defosforylacji biatek. Inhibitory kinaz Ser/Thr obni-
zajg produkcje etylenu, podczas gdy aplikacja inhibitora fo-
sfataz biatkowych powoduje wzrost jego produkcji [89,90],
Wykazano réwniez, ze katalizowana przez CDPK fosfory-
lacja reszty Serdw LeACS2 z pomidora stanowi istotny
etap regulacji jej aktywnos$ci [60]. Na podstawie pordwna-
nia sekwencji aminokwasowych syntaz ACC z réznych ga-
tunkéw roslin ustalono, ze w regionie konica C wigkszosci
enzymow zachowywany jest charakterystyczny tripeptyd
Arg/Lys-Leu/Val-Ser [60], Ufosforylowana reszta Ser4d)w
LeACS2 jest odpowiednikiem reszty Serdl ACS5 z A. tha-
liana, zmutowanej u eto2 [60], Mozna zatem przypuszczac,
ze regulacja aktywnosci syntaz ACC, majacych ewolucyjnie
zachowywang sekwencje konica C (u A. thaliana sa to ACS4,
ACS5, ACS8, ACS9), odbywa sie w podobny sposéb. Sub-
stratami dla CDPK mogg by¢ takze izozymy syntazy ACC
nie posiadajace konserwatywnego C-koncowego fragmen-
tu, a majace reszte Ser [91].

W genetycznych i biochemicznych badaniach odpowie-
dzi na czynniki stresowe wykazano, ze réwniez kinazy
MAP reguluja stabilno$¢ syntaz ACC [92], Aktywacja szla-
ku kinaz MAP prowadzi do stabilizacji ACS6, a fosforylacja
trzech reszt seryny w ACS2 i ACS6 przez MPK6 z tytoniu
(ortolog indukowanej stresem kinazy SIPK z A. thaliana)
blokuje ich degradacje (Ryc. 4). Docelowe miejsca fosforyla-
cji dla kinaz MAP wystepujg na C-koncowych fragmentach
ACS1, ACS2 i ACS6, co wskazuje na specyficzng regulacje
aktywnosci tych enzymow.

PODSUMOWANIE

Przedstawiona w niniejszej pracy wielopoziomowa re-
gulacja biosyntezy etylenu wynika z udziatu tego hormonu
w kontroli szerokiego spektrum procesdw fizjologicznych:
od kietkowania nasion, przez calg ontogeneze, po reakcje
roslin na bodzce srodowiskowe. Wielogenowa rodzina syn-
taz ACC, w ktdrej poszczegblne geny podlegajg zréznico-
wanej ekspresji, a ich produkty cechujg sie zr6znicowanymi
wiasciwosciami biochemicznymi, mogac tworzyé homo- i
heterodimery, pozwala roslinom reagowa¢ na zmieniajace
sie warunki w sposéb czasowo i przestrzennie specyficzny.
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W etylenowg regulacje wpisuje sie¢ dodatkowo sam szlak
sygnalizacyjny tego hormonu, jak i jego oddziatywania z
innymi szlakami sygnalizacyjnymi. Z pewnos$cig na tym nie
konczy sie ztozono$¢ tej regulacji. Nalezy sie spodziewac, ze
w niedalekiej przysztosci poznamy wiecej szczeg6tow tych
skomplikowanych wspotzaleznosci.
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ABSTRACT

Ethylene is one of the plant hormones that controls growth and development. There are many responses regulated via ethylene in response to
exogenous stimuli. Research on ethylene biosynthesis and the signalling pathway enabled us to understand the mechanism of the regulation
of these responses. Different temporal and spatial expression of genes encoding enzymes involved in ethylene biosynthesis is of great impor-
tance for the regulation of ethylene responses. Also, post-translational regulation of the enzymes seems to be a key regulatory mechanism for
the control of their activity. Because of versatile regulation of its production, ethylene can control plant development at many levels.
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STRESZCZENIE

krobia asymilacyjna jest gromadzona w ciggu dnia i stanowi gtéwne Zrédto energii dla

metabolizmu komorki podczas nocy. Obserwowany cykliczny rozktad skrobi stat sie
modelem doswiadczalnym chetnie wykorzystywanym przez uczonych, awnioski wysuniete
na podstawie wynikéw badan znajdujg wykorzystanie w analizie mechanizméw degrada-
cji zaréwno skrobi tranzytorycznej, jak i zapasowej. Rozktad skrobi mozna podzieli¢ na 2
etapy: zapoczatkowanie degradacji oraz hydroliza i fosforoliza ziaren skrobi do oligosacha-
rydéw i ich pochodnych. Kluczowe znaczenie w tym procesie przypisuje sie p-amylazie,
produkt jej aktywnos$ci p-maltoza transportowana jest do cytosolu i tam podlega dalszym
przemianom. Degradacja skrobi podlega ztozonej i nie do konca jeszcze wyjasnionej re-
gulacji. Najwazniejszymi elementami wptywajgcymi na szybko$¢ rozktadu skrobi sg: cykl
dobowy, fosforylacja skrobi oraz regulacja aktywnosci enzyméw. Odbywa sie ona poprzez
zmiane potencjatu redoks, zmiang pH i stezenia substratow jak rowniez fosforylacje biatek
zaangazowanych w rozktad skrobi przez specyficzne fosfatazy. Prezentowana praca ma na
celu usystematyzowanie aktualnej wiedzy na temat degradacji skrobi w lisciach Arabidopsis
thaliana L.. Wyniki badan ostatnich lat rzucajg nowe $wiatto na proces rozktadu skrobi, a
takze na jego kontrole.

WPROWADZENIE

Skrobia jest najczesciej wystepujacym materiatem zapasowym u roslin. Jest
to polimer zbudowany z reszt szescioweglowego, redukujgcego cukru a-D-glu-
kozy. Czasteczki glukozy potaczone sg ze sobg wigzaniami a-1,4 i a-1,6 gliko-
zydowymi. Wigzania a-glikozydowe umozliwiajg polimerom glukozy tworze-
nie struktury heliakalnej. Wskutek polimeryzacji glukozy w czasteczce skrobi
dochodzi do wytworzenia dwdch frakcji: amylozy i amylopektyny. Amyloza
zbudowana jest gtéwnie z nierozgatezionych tafcuchéw (struktura linearna)
potgczonych wigzaniami a-1,4 glikozydowymi, podczas gdy czasteczki amylo-
pektyny sg rozgatezione, a rozgatezienia utworzone sg przez wigzania a-1,6 gli-
kozydowe. Skrobia wystepuje w komarce roslinnej w postaci nierozpuszczalnych
ziaren wytwarzanych w plastydach. W zaleznos$ci od rodzaju plastydu mozna
wyrézni¢ skrobie tranzytoryczng lub zapasowa, ktéra powstaje odpowiednio w
chloroplastach i amyloplastach. Podziatu tego mozna dokonac takze w oparciu
o pewne cechy charakteryzujace ziarna skrobi, takie jak: wielkos¢, ksztatt czy
budowa wewnetrzna. Ziarna skrobi asymilacyjnej A. thaliana sktadajg sie w oko-
to 90 % z tancuchdw amylopektyny [1], ktore tworzg p6tkrystaliczng strukture
granul [2,3]. Podstawg struktury granul jest upakowanie polimeréw amylopek-
tyny w zorganizowane szeregi. Ziarna skrobi zbudowane sg z promieniscie uto-
zonych tancuchow, ktérych korice nieredukujgce skierowane sg do powierzchni.
Polimery tworzg na przemian wystepujace blaszki potkrystaliczne i amorficzne
0 szeroko$ci 9 nm, ktore zwane sg strefami potkrystalicznymi. Strefy te sg uto-
zone na przemian ze strefami amorficznymi. Tak powstate obie strefy nazywa
sie pierScieniem przyrostu. Budowa ziaren skrobi jest do$¢ dobrze udokumen-
towana [3-8],

Wiekszos¢ roslin syntetyzuje i degraduje skrobie w zaleznosci od wielu czynni-
kéw wewnetrznych i zewnetrznych, a takze m.in. od stadium rozwoju. Ma to zna-
czenie w przypadku organdw spichrzowych takich jak bulwy czy korzenie. Bio-
synteza skrobi byta przedmiotem wielu badan, ktérych wyniki prezentowano w
licznych pracach zaréwno oryginalnych, jak i przeglgdowych [9-14]. Substratem w
syntezie skrobi jest aktywna forma glukozy, w tym przypadku ADP-glukoza po-
wstata w reakcji katalizowanej przez pirofosforylaze ADP-glukozy (ADPGPaze)
z glukozo-1-fosforanu i ATP [9]. ADP- glukoza zostaje nastepnie przytaczona
do nieredukujgcego konca powstajgcego tancucha amylozy lub amylopektyny
[11,15], Tworzenie czasteczek amylopektyny i strukturalne jej upakowanie jest
ze sobg $cisle powigzane i podlega precyzyjnej regulacji. Proces ten wymaga
uczestnictwa wielu enzymow, m.in. syntazy skrobi (SS) i enzymoéw rozgatezia-
jacych (SBE). Amyloza powstaje wewnagtrz ziarna jako przenikajgca go pojedyn-
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cza helisa iwymaga zaangazowania gtéwnie syntazy skrobi
zwigzanej z ziarnem (GBSS) [4,14].

DEGRADACJA SKROBI

Proces degradacji skrobi jest stabiej poznany niz jej bio-
synteza i wiele danych wskazuje na to, ze nie jest taki sam
we wszystkich organach danej rosliny, a takze rozni sie po-
miedzy tymi samymi organami u réznych gatunkéw roslin
[16]. Degradacja skrobi w chloroplastach ma na celu uwol-
nienie zmagazynowanej w czasie dnia energii. Podczas nocy
rozktad skrobi dostarcza substratéw do syntezy cukrow za-
pewniajgc tym samym ciagty ich eksport do organéw niefo-
tosyntetyzujacych, dostarcza takze szkieletow weglowych
i energii niezbednej do proceséw zachodzgcych wewnatrz
komorki. Zaangazowane sg w tym procesie enzymy z klasy
hydrolaz i transferaz (Ryc. 1).

Dzigki poznaniu petnej sekwencji genéw Arabidopsis [17],
naukowcy sg w stanie fatwiej uzyskiwac rosliny zmodyfi-
kowane genetycznie. Uzyskuje sie mutanty z wyciszonymi
genami kodujacymi poszczeg6lne enzymy zwigzane z prze-

mianami skrobi. Badanie zmian metabolicznych poszcze-
golnych mutantow oraz postep w technikach analitycznych
umozliwity zweryfikowanie teoretycznych modeli degra-
dacji skrobi w chloroplastach A. thaliana. Dzi$ wiadomo, ze
rozktad skrobi asymilacyjnej w A. thaliana odbiega od do-
brze poznanego modelu rozktadu skrobi zapasowej w ziar-
niakach zb6z [18-20].

Proces rozktadu skrobi asymilacyjnej (Ryc. 2) mozna
najogélniej podzieli¢ na 2 etapy: zapoczatkowanie degra-
dacji oraz rozktad ziaren skrobi do oligosacharydéw i ich
pochodnych. Uzyskane w wyniku rozktadu skrobi cukry sg
nastepnie wigczane do szlakow metabolicznych zar6wno w
chloroplastach, jak i w cytoplazmie.

ZAPOCZATKOWANIE ROZKELADU
ZIAREN SKROBI ASYMILACYJNEJ

ROLA a-AMYLAZ

Ziarna skrobiwyizolowane z chloroplastow w warunkach
natywnych nie sag dobrym substratem dla enzyméw amylo-
litycznych [8]. Enzym katalizujacy pierwszy etap procesu
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Rycina 1. Schemat przedstawiajacy dziatanie enzyméw biorgcych udziat w degradacji skrobi w chloroplastach. ISA3-izoamylaza 3; PHS1- chloroplastowa izoforma fosfo-

rylazy skrobiowej; DPE1- chloroplastowa izoforma enzymu dysproporcjonowania.
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Rycina 2. Przypuszczalny przebieg procesu degradacji skrobi w chloroplastach A. thaliana. Opis w tek$cie. GWD - dikinaza glukan, woda; PWD - dikinaza fosfoglukan,
woda; ISA3 - izoamylaza 3; PHS1 - chloroplastowa izoforma fosforylazy skrobiowej; DPE1 - chloroplastowa izoforma enzymu dysproporcjonowania.

degradacji skrobi musi posiada¢ zdolno$¢ do uwalniania
tancuchdéw glukozy znajdujgcych sie na powierzchni ziarna.
Wykazano, ze w warunkach in vitro kilka réznych enzymow
jest zdolnych do katalizowania takiej reakcji [21,22], ale je-
dynymi prawdopodobnymi enzymami zdolnymi do tego
typu reakcji in vivo w roslinach sg endoamylazy- a-amylazy
(Ryc. 1). W bielmie kietkujacych ziarniakow zb6z a-amylazy
hydrolizujg wigzania a-1,4 glikozydowe wewnatrz polime-
row znajdujacych sie na powierzchni ziaren lub w kanatach
wewnatrz granul, uwalniajagc tancuchy poliglukanéw, ktére
stuzg jako substraty w dalszych etapach degradacji. W ge-
nomie A. thaliana sg kodowane trzy biatka o sekwencji ami-
nokwasowej homologicznej do innych a-amylaz, a jedna z
nich AMY3 posiada lokalizacje chloroplastowa. Sadzono,
ze to wtasnie AMY3 rozpoczyna degradacje powierzchni
ziaren podczas nocy. Jednak na podstawie wynikéw badan
nad mutantami okazato sie, ze zadna z wytypowanych na
podstawie sekwencji izoform a-amylazy nie jest wyma-
gana do rozktadu skrobi. Wykorzystujac insercje T-DNA
blokowano aktywno$¢ poszczeg6lnych gendéw kodujacych
a-amylazy, a uzyskane mutanty wykazywaty prawidtowe
tempo degradacji skrobi w lisciach w ciggu nocy. Podobne
wyniki uzyskano podczas wygaszenia aktywnosci jedno-
czes$nie wszystkich trzech gendw [23]. Przedstawione wyni-
ki badan wskazuja, ze rozpoczecie degradacji powierzchni
ziaren skrobi A. thaliana nie odbywa sie przy udziale a-amy-
laz, lub tez genom Arabidopsis zawiera nowg endoamylaze z
niezidentyfikowang do tej pory sekwencjg aminokwasowg
(Ryc. 2). Rola AMY3 pozostaje jednak niewyjasniona. Zdaje
sie, ze enzym ten magtby by¢é zaangazowany w mobiliza-
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cje skrobi, ale rezultaty dotychczasowych eksperymentdw
pokazuja, ze jego brak moze by¢ rekompensowany przez
aktywnos$¢ innych enzymow.

ZNACZENIE ENZYMOW FOSFORYLUJACYCH SKROBIE

Podczas, gdy mechanizm uwalniania rozpuszczalnych
tancuchéw glukanéw z ziaren skrobi nie jest wyjasniony,
wiadomo, ze w ten proces zaangazowany jest stosunkowo
niedawno odkryty enzym, zwany dikinaza: glukan, woda
(GWD). W genomie rzodkiewnika zidentyfikowano 3 geny
odpowiedzialne za kodowanie homologéw GWD, 2 posia-
dajg sekwencje kierujacg je do chloroplastow: GWD1 i PWD
(GWD3) [24-26]. Identyfikacja biatka GWD pochodzgcego
z ziemniaka wykazata, ze katalizuje on odwracalng reakcje
przenoszenia reszty p-fosforanowej z ATP na 6 wegiel w
reszcie glukozy wewnatrz amylopektyny [27], Reszta y-fo-
sforanowa przenoszona jest na czasteczke wody, co ma na
celu wytworzenie stechiometrycznej ilosci wolnego fosfora-
nu i AMP [28]. Fosforylacja taficuchow amylopektyny przy
udziale GWD ma miejsce zar6bwno podczas syntezy, jak i
degradacji skrobi in vivo [28], Analiza substratow dla GWD
wykazata, ze enzym ten preferuje czgsteczki amylopektyny
bardziej niz czasteczki amylozy w stosunku 30% dla amyto-
zy i 70% dla amylopektyny. Aktywny enzym wymaga wiec
obecnosci wigzan a-1,6 glikozydowych, a jego aktywnos$¢
zwieksza sie wraz ze wzrostem polimeryzacji czasteczek
glukozy [26]. Pomimo do$¢ niskiej czestotliwosci, z jaka
reszty glukozowe sg fosforylowane, w lisciach Arabidopsis
jest to okoto 0,1%, co oznacza, ze 1 na 1000 reszt posiada
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grupe fosforanowag [29], to obecnos$¢ aktywnej GWD wydaje
sie by¢ niezbedna do prawidtowego przebiegu procesu.

Biatko GWD sktada sie z dwdch domen: jednej o aktyw-
nosci dikinazy i drugiej, N-terminalnej domeny o nie w
petni poznanej funkcji. Sugerowana funkcja N-terminalnej
domeny GWD, to udziat w promowaniu aktywnos$ci innych
enzymoOw degradujgcych skrobie poprzez interakcje z tan-
cuchami poliglukanu na powierzchni ziaren lub z samymi
enzymami [28], jak réwniez decydowanie o specyficznosci
substratowej GWD [30].

Homolog GWD - PWD, dikinaza: fosfoglukan, woda
tez zaangazowana jest w metabolizm skrobi [24,25], Mu-
tacje wyciszajgce gen PWD powoduja, ze rosliny nie sg w
stanie prawidtowo degradowaé skrobi. U nich jednak w
przeciwienstwie do mutantdw sexl (starch excess 1, czyli o
zwiekszonej zawartosci skrobi), u ktérych gen GWD jest
nieaktywny, nie ulega redukcji ilo$¢ fosforu zwigzanego ze
skrobig. W czasteczce PWD C-koricowa domena wykazu-
je zblizong budowe do C-koricowej domeny GWD i innych
dikinaz, natomiast N-koncowa domena PWD znacznie sie
rézni od N-koricowej domeny GWD. Analiza aktywnosci
PWD uzyskanej w wyniku nadekspresji w komdrkach £.
coli dowiodta, ze PWD moze tylko fosforylowac¢ tancuchy
amylopektyny, ktore zawierajg juz grupy fosforanowe i w
odrdznieniu od GWD nie stwierdzono aktywnosci trans-
ferazowej bez uprzedniego ufosforylowania tancuchéw
a-glukanow. Transfer ortofosforanu katalizowany przez
ten enzym odbywa sie na wegiel w pozycji C3 w czasteczce
glukozy w tancuchu amylopektyny [27], Wskazuje to na od-
mienng specyficznos$¢ substratowa obu enzymow (GWD1
i PWD), co mogtoby by¢ skutkiem réznej budowy domen
N-koncowych odpowiedzialnych za wigzanie tafcucha po-
liglukanu idecydujacych prawdopodobnie o specyficznosci
substratowej enzyméw [30].

HYDROLIZA | FOSFOROLIZA SKROBI DO
OLIGOSACHARYDOW I ICH POCHODNYCH

Pierwszy etap degradacji skrobi prowadzi do uwolnienia
linearnego glukanu rozpuszczonego w stromie chloroplastu
(Ryc. 2). Enzymy obecne w chloroplastach moga potencjalnie
katalizowaé¢ dwie alternatywne S$ciezki jego dalszej degra-
dacji. Pierwsza angazuje enzym chloroplastowg fosforylaze
skrobiowg - PHS1 [31,32], ktdra uwalnia glukozo-I-fosfora-
ny (Ryc. 1). Druga $ciezka wymaga obecnosci p~amylazy,
ktora katalizuje reakcje odtgczania od nieredukujgcego kon-
ca linearnego glukanu czasteczek maltozy (Ryc. 1). Cztery z
dziewieciu p-amylaz kodowanych w genomie Arabidopsis
posiadaja peptyd sygnatowy Kierujacy je do chloroplastow.
Wyniki ostatnich badan wskazujg na to, ze degradacja line-
arnego glukanu zachodzi zwykle przy udziale (3-amylazy,
a nie na drodze fosforolizy glukanu. Teze tg oparto na na-
stepujacych spostrzezeniach: po pierwsze, mutanty z wy-
ciszonym genem fosforylazy glukanu wykazujg normalny
poziom degradacji skrobi [2], Po drugie, mutanty z nieak-
tywnym genem (3-amylazy majg zredukowang zdolnos¢
degradacji skrobi [21]. Po trzecie, rosliny nie posiadajgce en-
zymow bioragcych udziat w metabolizmie maltozy groma-
dzg duze jej ilosci proporcjonalne do produkcji maltozy ze
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skrobi, a ponadto wykazujg zredukowane tempo degradacji
skrobi [33].

ENZYMY USUWAJACE ROZGALEZIENIA

Genom Arabidopsis koduje cztery biatka mogace brac
udziat w hydrolizie wigzan a-1,6 glikozydowych w tancu-
chu glukanu (Ryc. 1). Jedno z nich nalezy do klasy dekstry-
naz granicznych (LDA - pullulanaza), a pozostate trzy sg
izoamylazami (ISA). LDA jest wysoce aktywna w bielmie
kietkujacych ziarniakéw zbéz i wiele wskazuje na to, ze
jest ona zaangazowana w hydrolize wigzan a-1,6 glikozy-
dowych w tych organach. Natomiast ro$liny Arabidopsis z
nieaktywnym genem dla tego enzymu wykazujg normalny
poziom degradacji skrobi w lisciach podczas nocy [34], Po-
zwala to sadzié, ze jedna lub wiecej izoamylaz, a nie pullu-
lanaza mogga by¢ zaangazowane w ten proces.

Udziat ISA zaréwno w procesie biosyntezy, jak i de-
gradacji przysparza trudno$ci w zidentyfikowaniu, ktéra
izoforma odpowiada za hydrolize wigzan a-1,6 glikozy-
dowych podczas rozktadu skrobi. W lisciach A. thaliana,
bielmie zb6z, bulwach ziemniaka, redukcja lub eliminacja
aktywnos$ci wszystkich trzech izoform izoamylaz prowadzi
do zaburzen w syntezie skrobi. Wzrasta liczba ziaren, a co
najmniej cze$¢ tancuchoéw skrobi jest zastepowana przez
rozpuszczalny glukan, zwany fitoglikogenem [35]. Sposéb
dziatania izoamylazy na ziarna skrobi i mechanizm powsta-
wania tancuchdw fitoglikogenu w normalnych warunkach
nie sg jeszcze dobrze poznane. U ziemniaka produkty ge-
néw StISAI i StISA2 tworza wspoélnie heterotetramery, kté-
re sg odpowiedzialne za wymierng dziatalno$¢ izoamylazy
w bulwach [36,37], Podobne wspotdziatanie réznych form
izoamylaz mogtoby mie¢ miejsce takze w lisciach Arabido-
psis.

Chociaz zaréwno ISAL, jak i ISA2 sg niezbedne podczas
normalnej syntezy skrobi w lisciach Arabidopsis, to przepro-
wadzone badania wskazujg na to, ze nie sg one zaangazo-
wane w hydrolize wigzan a-1,6 glikozydowych w czasie
nocnej degradacji skrobi. U mutantow isal i isa2 zarowno
skrobia, jak i fitoglikogen sa catkowicie degradowane w
ciggu nocy [34,35]. Bioragc pod uwage, ze fitoglikogen ma
wyzszy stosunek wigzan glikozydowych a-1,6 do a-1,4 w
porownaniu do amylopektyny, proces hydrolizy wigzan a-
1,6 w fitoglikogenie musi przebiega¢ szybciej niz w lisciach
typu dzikiego [38].

Wyniki badan podwazajgce zaangazowanie LDA, ISAl
czy ISA2 w degradacje skrobi asymilacyjnej mogtyby suge-
rowaé, ze znaczacg role w procesie rozpadu skrobi odgry-
wa ISA3. Wstepna analiza mutantéw z wyciszonym genem
ISA3 pokazuje, ze zawarto$¢ skrobi jest u nich wyzsza niz
w lisciach typu dzikiego, co potwierdza udziat ISA3 w hy-
drolizie nocg wigzan a-1,6 glikozydowych. Mozliwe jest, ze
istnieje inny, niezidentyfikowany do tej pory enzym, ktory
bierze udziat w tym etapie rozktadu skrobi, jednak do tej
pory nie ma zadnych dowodo6éw potwierdzajacych to przy-
puszczenie.

Ostatnio przeprowadzone badania, a gtéwnie poprawie-
nie czuto$ci detekcji p-maltozy, pozwalajg przypuszczac, ze
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(3-amylaza moze dziata¢ na powierzchni granul uwalniajac
czasteczki maltozy [34], Po tym odkryciu zaczeto sie zasta-
nawiac, czy moze ona wspoétdziata¢ zenzymem usuwajacym
rozgatezienia. Wtedy degradacja powierzchni ziaren skrobi
przez p-amylaze mogtaby postepowaé bez ograniczen wy-
nikajacych z wystepowania wiazan a-1,6 glikozydowych.
Analizowano do tego celu mutanty isa3, Idaipodwdjne mu-
tanty isa3/lda z wyciszonymi genami zaréwno isoamylazy
3, jak i pullulanazy. Potwierdzono zaangazowanie ISA3
w degradacje powierzchni ziaren skrobi. Mutanty miaty
zredukowane tempo degradacji skrobi. Zaproponowano
nowy, bardzo uproszczony model jej degradacji polegajacy
na tym, ze na powierzchnie ziaren miatyby dziata¢ wspol-
nie (3-amylaza i ISA3 [34]. Produktem ich dziatania bytyby
maltoza i liniowe glukany (Ryc. 2). Zaobserwowano takze
wzrost ilosci a-amylazy w mutantach isa3 i podwdéjnych
mutantach isa3/lda, co moze sugerowac¢ prébe rekompensa-
cji braku ISA3 przez dziatanie a-amylazy, jednak wyjasnie-
nie tego zjawiska wymaga wnikliwszych badan [34].

DEGRADACJA SKROBI JAKO ODPOWIEDZ
NA STRESY SRODOWISKOWE

Wyniki badan prowadzonych nad rolg fosforylazy skro-
biowej wskazuja, ze wyciszenie aktywnos$ci genu kodujgce-
go ten enzym nie powoduje znaczacych zmian w akumulacji
skrobi w ciggu dnia ijej degradacji w nocy. Zaobserwowano
jednak, ze mutanty z nieaktywnym genem plastydowej fo-
sforylazy skrobiowej (phsl) sg wrazliwsze na stres wodny i
zasolenia. Wskazuje to na to, ze fosforylaza skrobiowa, po-
wodujgc fosforolityczny rozktad skrobi i dostarczajgc sub-
stratobw do metabolizmu chloroplastu, mogtaby odgrywacé
wazng role w tolerancji streséw abiotycznych [2]. Wyniki
ostatnio prowadzonych badan wskazujg réwniez na znacz-
ng role fosforolitycznego rozktadu skrobi w warunkach
sprzyjajacych fotooddychaniu, jako uzupetnienie normalnie
przebiegajacej hydrolizy skrobi z udziatem p-amylazy [39].
Mutanty phsl wystawione na dziatanie stresu prezentowaty
zmiany fenotypowe lisci oraz akumulacje skrobi. Sugerowa-
no, ze niezdolno$¢ mutantdw do degradacji skrobi przez fo-
sforylaze skrobiowg w okreslonych warunkach srodowiska
skutkuje tworzeniem sie uszkodzen na blaszkach lisciowych
iw konsekwencji $miercig komoérek. Zaobserwowano takze,
ze zmiany te pojawiaja sie tylko na dojrzatych lisciach, a li-
Scie dojrzewajace juz podczas dziatania czynnikéw streso-
wych nie wykazujg juz tak daleko posunietych modyfikaciji,
co wskazuje na to, ze chloroplastowa fosforylaza skrobi bie-
rze udziat w szybkiej odpowiedzi na nagte srodowiskowe
zmiany, a takze w procesie aklimatyzacji do zmieniajacych
sie warunkow srodowiskowych [2].

P-amylaza poza kluczowg rolg w degradacji skrobi pod-
czas nocy bierze takze prawdopodobnie udziat w odpowie-
dzi na szok temperaturowy. Wykazano, ze w przypadku
stresu spowodowanego niskg temperaturg indukowana jest
ekspresja jednego z izoenzyméw p-amylazy - BMYS8, a w
przypadku stresu spowodowanego wysokg temperatura
wzrasta poziom biatka kodowanego przez BMY7. Indukcja
ekspresji p-amylazy zwigzana jest prawdopodobnie z rolg,
jaka petnig jej produkty hydrolizy, czyli czasteczki malto-
zy. Przypuszczalnym zadaniem zakumulowanej w stromie
chloroplastu podczas stresu temperaturowego maltozy jest
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ochrona biatek stromy i bton tylakoidéw biorgcych udziat w
fotosyntetycznym tancuchu transportu elektronow [40].

MALTOZA JAKO GLOWNY PRODUKT DEGRADACJI
SKROBI OPUSZCZAJACY CHLOROPLASTY

Maltoza uwalniana przez p-amylaze i transportowana z
chloroplastéw podczas nocy wystepuje w formie anomeru
p. Ponadto, obserwowany jest gradient stezenia p-maltozy
pomiedzy chloroplastem icytosolem [41], Ostatnio pojawity
sie dowody na to, ze maltoza produkowana podczas degra-
dacji skrobi nie jest metabolizowana wewnatrz chloropla-
stow, ale jest transportowana do cytosolu przez specyficzny
przenosnik maltozy (MEX1) [33]. Wyciszenie genu koduja-
cego ten przenos$nik powoduje, ze wzrost roslin jest silnie
ograniczony, a liscie wykazujg zmniejszong zawartos$¢ chlo-
rofilu. Mutacje w genie MEX1 prowadzg do akumulacji mal-
tozy w lisciach Arabidopsis, a jej poziom wzrasta 40-krotnie
w poréwnaniu z lisémi typu dzikiego. llos¢ maltozy spada
podczas dnia, awzrasta w ciggu nocy, co jest spowodowane
niemoznoscig eksportu maltozy, produkowanej podczas p~
amylolitycznego rozpadu skrobi w nocy. U mutantéw mexl
obserwuje sie podwyzszony poziom skrobi asymilacyjnej, a
tempo jej degradacji, jak i syntezy jest ograniczone [33],

P-amylolityczna degradacja glukanéw powoduje po-
wstawanie niewielkiej ilosci maltotrioz ze wzgledu na moz-
liwo$¢ dziatania p-amylazy tylko na tafncuchy skiadajace
sie z wiecej niz trzech reszt glukozy [42], Jedynym znanym
enzymem kodowanym w genomie Arabidopsis zdolnym
do metabolizmu maltotrioz jest enzym dysproporcjono-
wania, a-1,4 glukanotransferaza (D-enzym, DPE1). Enzym
ten moze wykorzysta¢ dwie czasteczki maltotriozy w celu
wytworzenia maltopentozy i uwolnienia jednej czasteczki
glukozy (Ryc. 1).

Dowdd potwierdzajgcy zaangazowanie tego enzymu w
metabolizm maltotrioz podczas degradacji skrobi otrzyma-
no na podstawie wynikéw badan nad mutantami z wyci-
szonym genem DPEL. Wykazujg one zredukowany poziom
degradacji skrobi i zwiekszong akumulacje maltotrioz w
nocy w ilosciach duzo wyzszych niz w liscich typu dzikiego
[43], Sugeruje sie, ze w lisciach typu dzikiego maltopentoza,
ktéra powstaje w wyniku dziatania DPE1 podlega hydro-
lizie przez p-amylaze. Z kolei glukoza, drugi produkt tej
reakcji, eksportowana jest do cytosolu przez specyficzny
przenosnik glukozy zlokalizowany w wewnetrznej btonie
chloroplastu [44].

W przypadku braku biatka MEX1, czyli transportera
gtéwnego produktu degradacji - maltozy, jej eksport z chlo-
roplastu jest niemozliwy, ale eksport glukozy powstatej w
wyniku dziatalno$ci DPE1 nadal sie odbywa. U podwojnych
mutantow dpel/mexl ani maltoza, ani glukoza nie moze
opusci¢ chloroplastu ze wzgledu na zablokowanie eksportu
i braku metabolizmu maltotrioz. Oba produkty dziatalnosci
P-amylazy sa wiec akumulowane w chloroplastach. Mutan-
ty wykazuja silnie zredukowane tempo wzrostu i obnizong
zawarto$¢ chlorofilu w lisciach, co moze by¢ spowodowane
miedzy innymi brakiem syntezy sacharozy podczas nocy
czy tez akumulacjg maltozy, ktéra moze wptywac posred-
nio na funkcjonowanie aparatu fotosyntetycznego poprzez
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wywolywanie stresu chemicznego lub osmotycznego we-
whnatrz chloroplastu. Alternatywnie, maltoza moze dziataé
jako molekuta sygnalna, ktéra moze ttumi¢ ekspresje pod-
stawowych genow biorgcych udziat w fotosyntetycznej asy-
milacji wegla. Jeéli to jest prawdziwa rola maltozy, to dzien-
ne zmiany jej stezenia mogg by¢ wazne w procesie sygna-
lizacyjnym, powodujgcym asymilacje dwutlenku wegla w
ciggu dnia, a degradacje skrobi podczas nocy [45].

METABOLIZM MALTOZY W CYTOSOLU

Zdawato by sie, ze maltoza w cytosolu podlega hydro-
lizie przez a-glukozydaze, a nastepnie jest przemieniana
w glukozo-6-fosforan przez heksokinaze. Wszystko jednak
wskazuje na to, ze nie jest to przemiana odbywajaca sie w
lisciach Arabidopsis (Ryc. 3). Maltoza jest metabolizowana w
reakcji transglukozylacji, a dowody na to pochodzg z badan
nad mutantami z wyciszonym genem transglukozydazy
(DPE2). D-enzym jest strukturalnie podobny do amylomal-
tazy [46], ktdra jest zaangazowana w metabolizm maltozy
u bakterii. Liscie mutantéw ze zniesiong aktywnos$cig DPE2
nie majg mozliwosci, jak liscie typu dzikiego przenoszenia
jednej reszty glukozy z maltozy na rozgateziony, cytosolo-
wy heteroglukan i uwalnianie drugiej [47], Mutanty te majg
fenotyp zblizony do mutantéw mexl. Poziom maltozy jestu

nich kilkakrotnie wyzszy w poréwnaniu do ro$lin typu dzi-
kiego, obserwowane jest rowniez zahamowanie degradacji
skrobi [47,48], Pozwala to przypuszczaé, ze udziat DPE2 w
metabolizmie maltozy jest gtdwng Sciezka dziatajgca na eks-
portowane do cytosolu czasteczki maltozy. Prawdopodob-
ne jest, ze czasteczka glukozy uwolniona z maltozy przez
DPE2 do cytoplazmy jest przemieniana do heksozofosfo-
ranu przez heksokinaze. Losy drugiej czasteczki glukozy
zostaty niedawno wyjasnione [49]. Jest ona przenoszona na
cytosolowy, ztozony z r6znych monosacharydéw weglowo-
dan (w jego skiad wchodzg gtéwnie: arabinoza, galaktoza i
glukoza, potgczone wigzaniami glikozydowymi). Cytosolo-
wy heteroglukan jest substratem dla wielu enzymow, ktdre
uwalniajg z niego czasteczki monosacharydoéw, disacha-
rydoéw, badz ich pochodne. Dobrze udokumentowana jest
rola cytosolowej izoformy fosforylazy skrobiowej (PHS2)
w rozktadzie tego polisacharydu, ktéra posiada podobnie
jak DPE2 zdolno$¢ wykorzystywania heteroglukanu jako
substratu do dwukierunkowej reakcji przenoszenia reszt
glukozowych [49], Powstate w wyniku degradacji skrobi
czasteczki glukozo-l-fosforanu wchodzg w cykl przemian
komérkowych. Przemiany moga prowadzi¢ do wytworze-
nia czasteczek UDP-glukozy, a nastepnie zsyntetyzowania z
nich sacharozy, ktéra jest dostarczana do tkanek i organéw

rzenosnik maltozy
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Rycina 3. Schemat przedstawiajacy przemiany maltozy w cytoplazmie. Opis w tekscie. Gic - glukoza; Glc-6-P - glukozo-6 fosforan; Glc-1-P - glukozo-I-fosforan; UDP -
urydynodifosforan; Frc-6-P- fruktozo-6 fosforan; Sue- sacharoza; HXK - heksokinaza; PGI2 - cytozolowa izoforma izomerazy fosfoglukozy; PGM2 - cytosolowa izoforma
fosfoglukomutazy; UDPGase - pirofosforylaza UDP-glukozy; SPS - syntaza sacharozo-6-fosforanu; SPP - fosfataza sacharozo-6-fosforanu; DPE2 - cytosolowa izoforma
enzymu dysproporcjonowania; PHS2 - cytosolowa izoforma fosforylazy skrobiowej, Scu-6-P - sacharozo-6- fosforan.
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niefotosyntetyzujacych. Z sacharozy, ktéra jak niedawno
stwierdzono, réwniez na drodze endocytozy moze dostaé
sie do komdrek heterotroficznych [50] w szeregu reakcji en-
zymatycznych moga powstawaé ziarna skrobi zapasowej
[51]. Produkty rozkiadu skrobi mogg takze, wchodzac w
szlak innych przemian, dostarczy¢ pirogronianu bedacego
gtdwnym substratem oddychania wewngatrzkomorkowego,
zachodzgcego w mitochondrium [52].

REGULACJA DEGRADACIJI SKROBI
ASYMILACYJINEJ W LISCIACH A. THALIANA

CYKL DOBOWY

W standardowych warunkach, kiedy skrobia jest synte-
tyzowana w ciggu dnia nie zachodzi jej degradacja, badz
zachodzi w niewielkim stopniu. Po rozpoczeciu nocy po-
ziom degradacji skrobi wzrasta w ciggu dwoch pierwszych
godzin inastepnie pozostaje na relatywnie statym poziomie
do jej zakonczenia [52]. W efekcie nocnego rozktadu skrobi
asymilacyjnej prawie caty jej zapas zostaje zuzyty. A zatem
tempo degradacji skrobi jest uzaleznione od ilosci zaku-
mulowanej w ciggu dnia skrobi i ma na celu nieprzerwane
dostarczanie, na relatywnie statym poziomie, fosforanow
heksoz potrzebnych komérce. Wyjatek stanowi fotoperiod
dtuzszy niz 16 godzin, kiedy to zmiany dtugos$ci oswietlenia
skutkujg zmianami w tempie biosyntezy i degradacji skrobi
[53].

FOSFORYLACJA SKROBI

Mutacje, ktore eliminujg biatko GWD lub jej domene
odpowiedzialng za aktywnos$¢, prowadza do wysokiej re-
dukcji zaréwno ilosci fosforu zwigzanego z amylopektyna,
jak i samego tempa degradacji skrobi. Liscie mutantéw sexl
akumuluja skrobie w ilosciach siedmiokrotnie przewyzsza-
jacych zawarto$¢ skrobi w lisciach roslin typu dzikiego [29].
Ttumaczac znaczenie GWD i jej zaangazowanie w proces
degradacji skrobi, wskazuje sie na role grup fosforanowych
lub samych czasteczek biatka GWD, ktére to moga wply-
wac na aktywnos¢ innych, nie poznanych jeszcze enzymoéw,
atakujgcych powierzchnie ziaren skrobi. Grupy fosforano-
we mogg wptywacé na upakowanie polimeréw glukozy we-
wnatrz amylopektyny, zwiekszajgc powierzchnie pomiedzy
taricuchami i zmniejszajac ich hydrofobowos¢. Przypuszcza
sie, ze zarbwno GWD, jak i PWD poprzez wspoétdziatanie,
tworzac ufosforylowana amylopektyne w pozycjach odpo-
wiednio C6 i C3 reszt glukozy, udostepniajg powierzchnie
granul dla innych enzymd&w i przez to regulujg tempo de-
gradacji skrobi [24,27], Poznanie doktadnego mechanizmu
dziatania GWD i PWD wymaga jednak wielu wnikliwych
badan nad budowg i funkcjg tych enzyméw, a takze nad
produktami ich dziatania.

REGULACJA EKSPRESJI | AKTYWNOSCI ENZYMOW
UCZESTNICZACYCH W ROZKtADZIE SKROBI

Sposoby, a raczej kompleksowe mechanizmy, dzieki kto-
rym ros$lina wiacza i kontroluje $ciezke degradacji skrobi nie
sg do kornica poznane, ale dzieki postepujagcym badaniom
regulacja tego procesu jest stopniowo wyjasniana. Odkry-
cie, ze transkrypty kilku enzymdéw potencjalnie biorgcych
udziat w degradacji skrobi pojawiaja sie w $cistych dzien-
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nych cyklach i pod okotodobowg kontrolg, pozwala sadzi¢,
ze kontrola procesu odbywa sie na poziomie transkrypcyj-
nym. Transkrypty niektérych genéw, kodujacych enzymy
biorgce udziat w degradacji skrobi, zaczynajg zwiekszaé
swoéj poziom juz przed koncem dnia. Poziom tych tran-
skryptéw spada powoli podczas nocy, utrzymuje niski po-
ziom w pierwszych godzinach $wiatta, a osigga szczyt mie-
dzy 4 a 8 godzing dnia [38,54], Obserwowany jest jednak
brak korelacji pomiedzy poziomem tych transkryptow, a
iloscig kodowanych przez nie enzymdéw zaangazowanych
w rozktad skrobi. Dotychczas nie ma zadnego dowodu na
to, ze ilos¢ jakiegokolwiek enzymu obecnego w lisciach Ara-
bidopsis i niezbednego podczas degradacji skrobi zmienia
sie w cyklu dziennym, i ze jest to skorelowane z jego rolg w
kontroli tego procesu. Dla kilku kluczowych enzyméw ze
$cistymi dziennymi zmianami transkryptéw, bardzo mato
jest zmian w ilosci biatka enzymu, co sugeruje, ze kontrola
degradacji skrobi odbywa sie w gtéwnej mierze na pozio-
mie potranslacyjnej modyfikacji aktywnosci enzymow lub
przy udziale biatek regulatorowych [54].

Fosforylacja biatek. Stosunkowo nowo poznanym mecha-
nizmem, biorgcym udziat w kontroli aktywnos$ci enzymow
uczestniczgcych w rozktadzie skrobi, jest odwracalna fosfo-
rylacja biatek. W ostatnim czasie, badania dostarczajg coraz
wiecej dowodow wskazujacych na faktyczne zaangazowa-
nie tego mechanizmu w regulacje procesu. W wyizolowa-
nych z endospermu pszenicy amyloplastach zidentyfikowa-
no pewng liczbe fosfoprotein, a wérdd nich takze te uczest-
niczagce w metabolizmie skrobi, gtdwnie biosyntezie amy-
lopektyny, co moze wskazywac, ze pewne jej etapy moga
by¢ kontrolowane poprzez fosforylacje biatek [55], Ostatnie
wyniki badan nad mutantami sex4 wskazujg na to, ze kon-
trola procesu degradacji jest rowniez sprawowana przez fo-
sforylacje biatek. Odkryto, ze mutacje w sex4 spowodowane
sg przez gen kodujacy biatkowg fosfataze [56], Mutanty sex4
w standardowych warunkach wzrostu akumulujg trzykrot-
nie wiecej skrobi w poréwnaniu do roslin typu dzikiego, ze
wzgledu na niskie tempo degradacji skrobi w ciggu nocy
[32,52]. llos¢ chloroplastowej a-amylazy - AMY3 jest u tych
mutantéw zredukowana [52]. Jednak AMY3 nie jest kodo-
wana w locus sex4, a mutanty z brakiem AMY3 posiadajg
normalne tempo degradacji skrobi. W zwigzku z tym, jest
mato prawdopodobne, ze spadek degradacji skrobi u mu-
tantdw sex4 jest skutkiem zredukowanej ilosci AMY3 [23].
Chloroplastowa lokalizacja biatka SEX4, powinowactwo
do glukanu oraz fenotyp o zwiekszonej ilo$¢ skrobi w po-
rownaniu do roslin typu dzikiego, u mutantéw z wyciszo-
nym genem sex4 wskazujg na to, ze biatko SEX4 wigze si¢
ze skrobig w warunkach in vivo i jest potrzebne do jej pra-
widtowego metabolizmu. SEX4 wykazuje duzg homologie
z ssaczym biatkiem laforyng, kt6re jest konieczne do pra-
widtowego metabolizmu glikogenu. Laforyna defosforyluje
i aktywuje kinaze 3 syntazy glikogenu, ktéra z kolei fosfory-
luje i inaktywuje syntaze glikogenu [56], W przypadku wy-
stapienia mutacji genu laforyny obserwuje sie zaburzenia
chorobowe, polegajace miedzy innymi na gromadzeniu sie
w cytoplazmie nierozpuszczalnego polisacharydu [57], Od-
kryto, ze genom Arabidopsis koduje 10 homologéw kinazy
3 syntazy glikogenu, z czego przynajmniej jedna jest zloka-
lizowana w chloroplastach i to ona mogtaby by¢ celem dla
biatka SEX4, ale potwierdzenie tej hipotezy wymaga jeszcze
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wielu badan [56], Laforyna posiada na N-koncu unikalng
dla enzymoéw wyizolowanych ze zwierzat domene wig-
zacg weglowodany (CBM ang. carbohydrate-binding modu-
le). Ostatnio stwierdzono, ze enzym ten oprécz glikogenu
moze wykorzystywac jako substart w reakcji defosforylacji
inne polisacharydy, np.: amylopektyne [57], W zwigzku z
powyzszym SEX4 mogtoby kontrolowaé degradacje skrobi
na dwa sposoby. Pierwsza mozliwo$¢ polega¢ moze na usu-
waniu reszt ortofosforanowych z amylopektyny (powsta-
tych na skutek dziatalnosci GWD i PWD). Efektem defosfo-
rylacji amylopektyny jest zmiana jej stopnia upakowania i
hydrofilnosci, co ma znaczenie dla mozliwosci przytaczenia
sie i aktywnos$ci enzymow amylolitycznych. Z kolei innym
sposobem kontroli degradacji skrobi przez biatko SEX4, mo-
gtoby by¢ wptywanie poprzez defosforylacje na aktywnos$é
enzymu lub enzyméw bezposrednio lub posrednio zwigza-
nych z tym procesem. Taki model regulacji jest dobrze po-
znany w przypadku metabolizmu glikogenu, natomiast dla
przemian skrobi w roélinach teoria ta wymaga weryfikacji i
dalszych badan w przysztosci.

Podobnag role jak biatku SEX4 przypisuje sie roslinnej po-
dwdjnie specyficznej fosfatazie DSP, ktdra wigze si¢ z ziar-
nami skrobi, a zlokalizowana zostata w chloroplastach. Po-
ziom transkryptu DSP silnie skorelowany jest z poziomem
transkryptéw enzymoéw zwigzanych z degradacjg skrobi.
Sugeruje sig, ze biatko to moze regulowac¢ tempo degradacji
skrobi poprzez odwracalng fosforylacje. Takze to biatko, ze
wzgledu na domene wigzgcg weglowodany, wykazuje po-
dobienstwo do ludzkiego biatka laforyny [58],

Potencjat redoks. Potencjat redoks zdaje sie petni¢ znacza-
cg role w regulacji rozktadu skrobi. Mozna by podejrzewac,
ze kontrola procesu degradacji odbywa sie takze poprzez
utlenianie lub redukcje kluczowych dla procesu enzymoéw.
Redukcja grup sulfhydrylowych odbywa sie z udziatem
tioredoksyny, ktéra uprzednio zostaje zredukowana przez
elektrony wybite z fotosystemu I, a przeniesione przez fer-
rodoksyne. Tioredoksyna jest waznym regulatorem zawie-
rajagcym sasiadujace ze sobg reszty cysteiny, ktérych grupy
hydrosulfidowe moga ulega¢ odwracalnie utlenieniu. Zre-
dukowana forma tioredoksyny dominuje w $Swietle i moze
stymulowa¢ aktywno$¢ wielu enzymow w wyniku redukcji
ich mostkéw dwusiarczkowych. Sugeruje sie, ze niektore
enzymy degradujgce skrobie mogg by¢ aktywowane przez
utlenianie. W dzien redukcja grup sulfhydrylowych mogta-
by zapobiega¢ degradacji syntetyzowanej skrobi [16].

Wiele enzymoéw wspotdziatajgcych z tioredoksyng zosta-
to niedawno odkrytych, wigczajac p-amylaze i pullulanaze
z lisci szpinaku [13]. Prowadzone badania nad GWD suge-
ruja, ze aktywnos$é tego enzymu jest takze kontrolowana
poprzez zmiang potencjatu redoks [16,59]. Utlenienie GWD
wywotuje inaktywacje enzymu i formowanie sie mostkow
dwusiarczkowych, ktére moga by¢ nastepnie redukowane
przez tioredoksyne, co przywraca aktywno$¢ biatka [59],
Najnowsze wyniki badan prezentujg p-amylaze (BMY7/
TR-BAMY) obecng w piastydach Arabidopsis, ktorej ak-
tywnos¢ jest Scisle regulowana przez potencjat redoks [60],
Indukcje ekspresji i pojawienie sie aktywnego enzymu ob-
serwuje sie w warunkach stresu abiotycznego, co sugeruje,
ze TR-BAMY mogtoby bra¢ udziat w regulowanej potencja-
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tem redoks $ciezce degradacji skrobi zachodzgcej podczas
oswietlenia [60].

Wptyw pH i stezenia maltooligosacharydow. Stezenie jonéw
wodorowych moze odgrywac role w regulacji procesu po-
przez oddziatywanie na aktywno$¢ enzymoéw degraduja-
cych skrobie, np. poprzez ich przeksztatcenia konformacyj-
ne. Odczyn pH podlega zmianom w chloroplastach podczas
przejScia ze Swiatta do ciemnoS$ci. Stroma chloroplastow
zmienia pH ze stabo alkalicznego do obojetnego, co moze
promowac aktywno$¢ niektorych enzymow degradujacych,
ale mato prawdopodobne jest, aby zmiany pH mogty bez-
posrednio inicjowa¢ degradacje, czy tez kontrolowac prze-
bieg tego procesu [16].

Poziom maltooligosacharydéw hamuje tempo degrada-
cji skrobi poprzez wspo6tzawodniczaca inhibicje enzymow
wykorzystujagcych skrobie jako substrat [42,61] lub poprzez
wystepowanie w bliskos$ci ziaren uniemozliwia¢ przez to
ich degradacje. Pozwala to na dostosowanie tempa degra-
dacji skrobi do aktualnego zapotrzebowania rosliny na jej
produkty.

PODSUMOWANIE

W petnym zrozumieniu procesu degradacji ziaren skrobi
prowadzacego od skrobi do fosforanéw heksoz pozosta-
je jeszcze wiele znakéw zapytania. W pierwszej kolejnosci
nalezy wzigé pod uwage fakt, ze najlepiej poznany do tej
pory model rozktadu skrobi w chloroplastach A. thaliana
moze roznic¢ sie od procesdw zachodzgcych w lisciach, czy
tez w organach gromadzacych skrobie zapasowg innych ga-
tunkow roslin. R6znice te moga wynikaé gtownie z rézne-
go skiadu izoenzymatycznego zaangazowanych w rozktad
skrobi enzymow oraz z charakteru organu, w ktérym ten
proces sie odbywa. Gt¥dwnym enzymem odpowiedzialnym
za proces rozktadu skrobi w chloroplastach A. thaliana jest
P-amylaza, a produkt jej dziatania, p-maltoza, transporto-
wana jest do cytoplazmy gdzie ulega dalszym przemianom.
Stabo poznany jest, jak do tej pory, sposéb regulacji procesu
mobilizacji skrobi asymilacyjnej. W ostatnim czasie zespoty
badaczy z catego Swiata donoszg o odkryciach, ktore wska-
zuja na ogromng ztozono$¢ i precyzje kontrolujgcych ten
proces mechanizméw. Wiele wskazuje na to, ze kluczowa
role w procesie inicjacji degradacji skrobi odgrywaja enzy-
my fosforylujgce skrobie, czy to przez zmiane wiasciwosci
struktury ziaren skrobi, czy tez przez stworzenie mozliwo-
$ci do powstania wielobiatkowego kompleksu, ktory roz-
poczyna hydrolize ziarna skrobi. Szybko$¢ samego procesu
degradacji wydaje sie by¢ z kolei regulowana poprzez mo-
dyfikacje potranslacyjne poszczegdlnych enzymoéw amylo-
litycznych. Odbywa sie to gtéwnie poprzez fosforylacje bia-
tek oraz dzieki zmianie potencjatu redoks, zachodzacych w
cyklu dobowym lub pod wptywem abiotycznych streséw.
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New look at starch degradation in Arabidopsis thaliana L. chloroplasts
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ABSTRACT

Transitory starch is accumulated during the day and is the main source of energy for the cell metabolism during the night. The observed pe-
riodical starch degradation has become a model often used by scientist in their experiments. Starch granule degradation could be divided into
2 periods: initiation of degradation and digestion of amylopectin and amylose into maltooligosaccharide and their derivative. Key meaning
is attributed in this process to p-amylaze, product of its activity p-maltose is transported to the cytosole and there it subjects farthest conver-
sions. It has been demonstrated that a number of enzymes take part in the starch degradation process. However, the way of regulating their
activity is still not fully explained. There is most important elements effecting rate of starch decomposition: day cycle, starch phosphorylation
and regulation of enzyme activity. It proceeds through redox potential, pH changes and phosphorylation of protein involved in starch degra-
dation due specific phosphatases. The purpose of the current work is to systematize the knowledge of the Arabidopsis thaliana L. leaf starch
degradation. The results of the recent research cast a new light on the starch degradation process as well as on its control.
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Stowa kluczowe: transport wody, kanat btono-
wy, akwaporyny, stres abiotyczny

Wykaz skrétow: ABA - kwas abscysynowy;
ADH (ang. antidiuretic hormone) - wazopre-
syna, hormon antydiuretyczny; AQP (ang.
aquaporin) - akwaporyna; cAMP - cykliczny
adenozyno-5'-trifosforan; CDPK (ang. calcium-
dependent protein kinase) - kinaza zalezna od
jonéw wapnia; M1P (ang. membrane integral
protein) - integralne biatko btonowe; NIP (ang.
nodulin26-like intrinsic proteins) - akwaporyna
homologiczna do biatka Nodulin26; PIP (ang.
plasma membrane intrinsic protein) - akwapory-
na btony komérkowej; PK (ang. protein kinases)
- kinazy biatek; PM (ang. plasma membrane)
- btona ptazmatyczna; PPase (ang. protein pho-
sphatases) - fosfatazy biatek; NPA (ang. aspara-
gine-proline-alanine) - zachowany w ewolucji
motyw reszt aminokwasowych: asparagina-
prolina-alanina; ROS (ang. reactive oxygen spe-
cies) - reaktywne formy tlenu; RT-PCR (ang.
reverse transcription - polymerase chain reaction)
- reakcja amptifikacji na matrycy cDNA; SIP
(ang. small basic intrinsic protein) - akwaporyna
o niskiej homologii do AQP1; TIP (ang. tono-
plast intrinsic protein) - akwaporyna tonoplastu;
TM (ang. tonoplast membrane) - btona wakuoli
komérek roslinnych, tonoplast
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STRESZCZENIE

I ntegralne biatka btonowe (MIP) sg zré6znicowang klasg biatek btonowych, ktére posredni-
czg w przeptywie wody (akwaporyny), matoczgsteczkowych roztworéw, takich jak glice-
rol oraz gazéw poprzez btony komoérkowe. W ostatnich latach badania dostarczyty istotnych
informacji pozwalajacych na petniejsze scharakteryzowanie u roélin tej duzej klasy biatek,
kanatéw wodnych. Biatka MIP zidentyfikowano w wielu organizmach zaréwno jedno- jak
i wielokomérkowych. Akwaporyny petnig istotna role w rozwoju roslin i ich adaptacji do
zmieniajgcego sie srodowiska zewnetrznego. Wptyw na ekspresje genéw kodujacych akwa-
poryny, wywierajg takie czynniki jak: hormony, susza, wysokie stezenia soli i $wiatto. Ak-
tywnos$¢ kanatow wodnych jest regulowana poprzez fosforylacje i protony wewngtrzkomor-
kowe. Przypuszcza sig, ze istniejg tez inne mechanizmy regulacji tych biatek poprzez dziata-
nie gradientu ci$nienia osmotycznego i hydrostatycznego, kontrole reaktywnych form tlenu
czy tworzenie heterotetrameréw.

WPROWADZENIE

Zycie powstato w $rodowisku wodnym - woda jest absolutnie niezbedna
do utrzymania proceséw metabolicznych w organizmach zywych. Zawarto$¢
wody w tkankach moze siega¢ 95% - protoplazma zawiera od 50% (w organel-
lach bogatych w lipidy) do 90% wody. Soczyste owoce, miekkie liscie i korzenie
zawierajg az 70 - 95% wody. Natomiast w pozornie suchych nasionach i zarod-
nikach woda stanowi od 10 do 15%.

Wyréznia sie trzy mozliwe drogi przeptywu wody w tkankach roslinnych:
apoplastyczng, symplastyczng oraz transkomdrkowa [1]. Przenikanie wody
przez poiprzepuszczalne btony biologiczne - mozliwe jest dzieki obecnosci bto-
nowych biatek, akwaporyn [2], Obecno$¢ akwaporyn w blonie plazmatycznej
zwigksza od 10 do 100 razy przepuszczalno$¢ czasteczek wody. Pojedynczy
kanat transportuje ok. 2 -3 miliardy czasteczek wody w ciggu sekundy. Bada-
nia z wykorzystaniem zwigzkow rteci (inhibitorow akwaporyn) pozwalajg na
przypuszczenia, ze akwaporyny zaangazowane sg w pobieranie do 80% wody
wchianianej przez korzen [3,4],

Akwaporyny nalezg do bardzo starej filogenetycznie rodziny kanatéw biat-
kowych MIP (ang. Membrane Integral Proteins) [5]. Kanaty wodne zidentyfiko-
wano dotychczas prawie we wszystkich typach zywych organizméw: u ssakéw,
kregowcéw, bezkregowcow, roslin oraz bakterii i archebakterii [3], Specyficz-
ne akwaporyny mogga transportowac takze obok wody inne matoczasteczkowe
zwiazki: glicerol (np. glicerol facilitator GIpF E. coli, AQP3, AQP7 cztowieka czy
AtNIP6;l rzodkiewnika) [6-8], mocznik (AQP1 cztowieka) [9], amoniak ijony
amonowe (AtTIP2;l i AtTIP2;3 Arabidopsis thaliana) [10], kwas borowy (AfNIP5;l
A. thaliana) [11], nadtlenek wodoru (akwaporyna Chara corallina) [12] czy mato-
czasteczkowe alkohole [13], Zdolno$¢ do przepuszczania okreslonych zwiazkéw
zalezna jest od budowy kanatu w miejscu filtru wielkosci. Zastgpienie argininy
195 i histydyny 180 aminokwasami hydrofobowymi (alaning i waling) w AQP1
umozliwito przeptyw mocznika przez kanat i jednoczes$nie nie wptywato na
przepuszczalno$¢ czasteczek wody. Zamiana fenyloalaniny 56 i histydyny 180
przez reszty alaniny zwieksza $rednice kanatu i umozliwia przeptyw glicerolu
[9], Akwaporyny uczestniczg takze w transporcie C02[14]

Rosliny posiadajg wiele sekwencji kodujacych kanaty wodne, co wskazuje na
ich duzg réznorodnos$¢. Projekt sekwencjonowania genomu Arabidopsis thaliana
zaowocowat identyfikacja 38 genow kodujgcych akwaporyny. Trzy z nich skla-
syfikowano jako pseudogeny (A1TIP2, AINIP2.1 i AfNIP3.1) [15], w przypadku
23 zaobserwowano ekspresje specyficzng dla tkanki i warunkéw $rodowisko-
wych [16], U ryzu zidentyfikowano 33 biatka z rodziny akwaporyn [17], a ku-
kurydza posiada co najmniej 31 genéw kodujacych kanaty wodne, z czego kilka
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ulega ekspresji na wysokim poziomie [18]. Dla poréwnania
w genomie cztowieka zidentyfikowano dotychczas jedynie
13 biatek rodziny MIP. Zlokalizowano je w réznego typu
nabtonkach, srédbtonkach i wielu innych tkankach. Petnig
one znaczacg role w wielu procesach fizjologicznych i pa-
tologicznych: m.in. w formowaniu moczu, sekrecji ptynéw,
tworzeniu i usuwaniu obrzeku moézgu, regulacji ci$nienia,
nawilzaniu skory, metabolizmie ttuszczy, angiogenezie gu-
zO6w nowotworowych i migracji komérek [19].

Podziat kanatéw wodnych zaleznie od rodzaju transpor-
towanych zwigzkéw wymaga szczegotowych analiz, a sam
mechanizm transportu wielofunkcyjnego nie jest do konca
poznany. Dlatego akwaporyny roslinne podzielone zostaty
na podstawie subkomdérkowej lokalizacji kanatéw i homo-
logii na cztery rodziny (Ryc. 1) [20]:

- akwaporyny btony komérkowej PIPs (ang. Plasma memb-
rane Intrinsic Proteins) tworzg dwie podrodziny: PIP1 (z
wydtuzonym N-koricem biatka) oraz PIP2 (z wydtuzonym
C-koncem);

- akwaporyny tonoplastu TIPs (ang. Tonoplast Intrinsic Pro-
teins) podzielono na trzy podrodziny: aTIPs, [3TIPs, yTIPs, z
wyjatkiem NfTIPa, ktdra tworzy oddzielng grupe;

- NLMs (ang. NOD26-like MIPs) lub NIPs (ang. Nodulin26-
like Intrinsic Proteins) - homologii biatka NOD26 (akwa-
poryny btony peribakteroidu Glicyne max biorgcej udziat
w wymianie metabolitdw pomiedzy gospodarzem a sym-
biontem), o nieustalonej sublokalizacji w innych roslinach,
przewodzgce czasteczki wody oraz niepolarne zwigzki ma-
toczasteczkowe [4];

PIP2a A. thaliana
RD28 A. thaliana
MipC M. crystallinum y PIP2
PM28a S. oleracea
PIP3 A. thaliana
PM28b S. oleracea
Pr/AQP1 P. nil I PP
MipA M. crystallinum
MipB M. crystallinum » PIP1
B PIP1b A. thaliana
PIP1la A. thaliana
PIP1C A. thaliana )
AQPO H. sapiens
! AQP2 H. sapiens >ssacze AQP
AQP1 H. sapiens
At-yTIP A. thaliana .
_[E ZmTIPI  Z mays TP
-} At-aTIP A. thaliana
Pv-aTIP  P. vulgaris Bl
So0-6TIP S. oleracea
—rE AI-5TIP A thaliana -5TIP
A/MIPa N. tabacum j
GlpF E. coli kanaly
_E AQP3 H. sapiens glicerolowe
FPS1 S. cerevisiae
___E NOD26 G. max _NIP
NLM1 A. thaliana
" ZmSIP1;2 Z mays
AfSIPL1 A thaliana ~SIP

Rycina 1. Analiza filogenetyczna biatek rodziny MIP metodg prostej parsymonii
przy uzyciu programu pakietu PHILIP. Biatka GIpF £. coli oraz FPS1 drozdzy
transportujg glicerol, biatko AQP3 ssakéw transportuje zaréwno glicerol jak i
wode. Biatka podrodziny NLM (NOD26 G. max i jego homologi) oraz Nf-TIPa
transportuja takze mate niepolarne czasteczki. Pozostate akwaporyny transportu-
jawytacznie czasteczki wody, aich klasyfikacja zalezy od miejsca rozmieszczenia
w komérce i homologii sekwencji.
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- SIPs (ang. Small basic Intrinsic Proteins) - biatka o niskiej
homologii z AQP1 cztowieka (okoto 15%), zlokalizowane
w catej roslinie (podrodzina SIP1) lub tylko w korzeniach
(podrodzina SIP2), alanina motywu NPA petli Bpodstawio-
na jest treoning (AfSIPI;l), cysteing (AfSIPI;2) badZ leucyng
(A/SIP2) [21], wystepujg w btonach siateczki $rédplazma-
tycznej [22], roznice w budowie aminokwasoéw tworzgcych
wnetrze kanatu w poréwnaniu z innymi akwaporynami
moga Swiadczy¢ o innej specyficznosci substratowej kanatu
[23].

NOWE USTALENIA DOTYCZACE
STRUKTURY KANALOW WODNYCH

Struktura pierwszorzedowa biatka AQP1 skiada sie z
szesciu domen (HI - H6). Zardwno koniec N jak i C biatka
zlokalizowane sg wewngtrz-komdrkowo. Trzy petle ozna-
czone jako LA, LC i LE potozone pomiedzy helisami znaj-
duja sie na zewnatrz komdrki, dwie inne LB i LD zlokali-
zowane sa wewnatrz-komdrkowo. Poréwnanie sekwencji
AQP1 z innymi biatkami rodziny MIP wykazato istnienie 22
zachowanych w ewolucji reszt aminokwasowych, miedzy
innymi motywu asparagina-prolina-alanina (NPA) znajdu-
jacego sie w petli pomiedzy drugg a trzecig helisg transbto-
nowa w kazdym powtdrzeniu tandemowym. Powtdrzenia
tandemowe majg przeciwng orientacje w btonie biologicz-
nej. Motyw NPA w pierwszej cze$ci biatka znajduje sie w
petli cytoplazmatycznej, w drugiej - w petli zewnatrzko-
madrkowej, co daje symetrie kanatu wzgledem powierzchni
btony [5],

Miejsce odpowiedzialne za hamowanie transportu wody
w obecnos$ci jonéw rteci zlokalizowano w pozycji resz-
ty aminokwasowej Cys-189, poprzedzajacej motyw NPA
w obrebie petli E. Mutanty biatka AQP1 z aminokwasami
flankujagcymi motyw NPA zamienionymi na aminokwasy
o wiekszej masie tracity zdolno$¢ przewodzenia wody [24],
Gdy reszte alaniny 73 - aminokwas w petli Bkorespondujga-
cy z resztg cysteiny 189 w petli E - zastgpiono resztg cystei-
ny, areszte cysteiny 189 resztg seryny, zmienione biatko tra-
cito swg aktywnos$¢ w obecnos$ci jondw Hg2: Podobne zja-
wisko obserwowano przy zamianie reszt aminokwasowych
otaczajagcych motyw NPA petli B na reszty aminokwasowe
0 wiekszej masie czgsteczkowej (Ryc. 2). Badania te dopro-
wadzity do powstania modelu klepsydry struktury kanatu
wodnego opisanego w pracy przegladowej z 2004 roku [3].

Z przeptywem wody w roztworze wigze sie jednoczesny
przeptyw protonéw potgczonych z czgsteczkami wody wig-
zaniami wodorowymi. Z badan wynikato, ze kanat wodny
transportuje czasteczki wody nie przepuszczajac jednak jo-
néw hydroniowych H3 + Struktura klepsydry akwaporyny
sktada sie z dwoéch stozkowatych przedsionkéw, cytopla-
zmatycznego i zewngtrzkomorkowego, potaczonych wa-
skim kanatem o dtugosci 20 A. Miejsce odpychania elektro-
statycznego czasteczek obdarzonych tadunkiem oraz filtr
wielko$ci znajdujg sie okoto 8 A powyzej $Srodka kanatu. W
tym miejscu $rednica kanatu wynosi okoto 2,8 A, tyle samo,
co $rednica van der Waalsa czasteczki wody. Wiekszo$¢ reszt
aminokwasowych wyscietajagcych $ciany kanatu pochodzi
z domen transbtonowych i ma charakter hydrofobowy - w
miejscu filtru wielko$ci znajduje sie fenyloalanina 56 dome-
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Rycina 2. Model przestrzennej budowy biatka AQP1. Helisy transbtonowe za-
znaczono jako HI - H6, petle jako LA - LE. Petle LB i LE zawieraja zachowane
w ewolucji motywy NPA. Miejsce hamowania jonami Hg2+ (Cys-189) oznaczono
jako SH.

ny H3. Obok znajduja sie dwie zachowane w ewolucji resz-
ty aminokwasowe: arginina 195 i histydyna 180, obdarzone
w pH neutralnym dodatnim tadunkiem elektrostatycznym.
Reszty aminokwasowe Arg-195 i His-180 tworzg filtr wiel-
kosci i dodatkowo odpychajg protony i inne kationy, unie-
mozliwiajac im przeptyw przez kanat wodny (Ryc. 3) [25].

Dodatkowo powyzej miejsca filtru wielkoSci, obecny jest
szereg reszt aminokwasowych zawierajgcych atomy tlenu
w grupach karbonylowych (Gly-188, Cys-189, Gly-190 i lle-
191), ktdre sg korzystnie energetycznymi substytutami do
wigzania protonéw. Reszta cysteiny 198 ma zorientowang
do wnetrza poru grupe sulfhydrylowa - zwigzanie jonu rteci
fizycznie blokuje kanat i uniemozliwia transport czasteczek
wody przez btone. W miejscu natozonych na siebie moty-
wow NPA nastepuje reorientacja czasteczki wody. Ponizej
znajduje sie drugi szereg tlenow karbonylowych pochodza-
cych z reszt Leu-75, His-74, Ala-73 i Gly-72 [26]. Orientacja
czasteczki wody zmienia sie w trakcie jej przeptywu przez
kanat. Gdy czasteczka wody wptywa do przewodu z prze-
strzeni zewnatrzkomaorkowej tlen skierowany jest w dot. W
miejscu motywow NPA nastepuje jej obrét i dalszy prze-
ptyw tlenem skierowanym ku gérze (Ryc. 3) [26].

WPLYW CZYNNIKOW ABIOTYCZNYCH NA
EKSPRESJE GENOW AKWAPORYN

Kontrola warunkéw wodnych ma decydujace znacze-
nie dla utrzymania homeostazy organizmu. Kanaly wodne
wykazujg ztozony system regulacji ekspresji na poziomie
transkrypcji. Badania z wykorzystaniem technik biologii
molekularnej (hybrydyzacje in situ, typu northern, RT-PCR,
doswiadczenia immunocytochemiczne) wykazaty rozni-
ce w ekspresji genow akwaporyn. Niektére biatka rodzi-
ny MIP ulegaja ekspresji konstytutywnej i stanowig okoto
20% wszystkich biatek btonowych komérki. Inne podlegajg
regulacji czynnikami zewnetrznymi (odpowiedz na stres,
zmiane warunkow Swietlnych) lub ulegajg ekspresji zalez-
nej od poziomu fitohormonow [1].

Najwyzsza ekspresje gendw akwaporyn obserwuje sie w
tkankach o duzym przeptywie strumienia wody lub meta-
bolitow oraz w tkankach przewodzacych. Ponadto akwa-
poryny tonoplastowe wystepuja licznie w tkankach mery-
stematycznych (w miejscach biogenezy wakuolarnej) [27].
Obecno$é akwaporyn zostata powigzana z licznymi proce-
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sami fizjologicznymi: m. in. z otwieraniem i zamykaniem
aparatéw szparkowych [28], wzrostem wydtuzeniowym
komérek [29] czy ruchami organéw [30,31].

Z 38 akwaporyn A. thaliana wiekszo$¢ ulega ekspresji
albo w korzeniach albo w kwiatach. Brak jest kanatow wod-
nych specyficznych wytacznie dla lisci. Geny nalezace do
podrodzin PIP i TIP sg aktywne transkrypcyjnie, w prze-
ciwienstwie do biatek NIP, ktérych ekspresja jest znacznie
nizsza. W odpowiedzi ro$liny na stres abiotyczny, np. su-
sze, ekspresja wielu genow akwaporyn jest obnizana, cho¢
sg tez takie geny, ktérych ekspresja wzmaga sie (AfPIPL;4 i
AfPIP2;5) lub nie ulega zmianie (AfPIP2;6 i AfSIPI;l) [32],
Poziom ekspresji AfPIP2;5 wzrastat po umieszczeniu rosliny
w niskiej temperaturze, podczas gdy ekspresja pozostatych
genow podrodziny PIP ulegata zahamowaniu. W warun-
kach stresu solnego nie zaobserwowano istotnych zmian w
ekspresji genéw PIP [33],

Stymulacje ekspresji genéw akwaporyn suszg zaobser-
wowano u tytoniu (geny NcMip2 i NcMip3) [34] oraz Crate-
rostigma plantagineum (CpPIPa2 i CpPIPa6) [35]. Z kolei eks-
presja gendw MipA i MipC M. crystallinum w warunkach
suszy gwattownie spada by powr6ci¢ nastepnie do stanu
pierwotnego [36].

Stwierdzono réznice we wptywie fitohormonu - ABA
- na ekspresje poszczegélnych akwaporyn A. thaliana, co
sugeruje, ze czes¢ z nich jest regulowana zaleznie od kwasu
abscysynowego, a pozostate na drodze niezaleznej od tego
zwigzku. Wiadomo, ze ABA wplywa na ekspresje niekto-
rych genéw PIP w korzeniach i lisciach rzodkiewnika [33] i
kukurydzy [37], U Phaseolus vulgaris zaobserwowano takze
zwiekszenie ilosci biatka PIP1 w lisciach po dolistnym poda-
niu kwasu abscysynowego [38]. Zidentyfikowano takze gen

Srodowisko
zewnetrzne

® odpychanie
| i elektostatyczne

cytoplazma

Rycina 3. Schemat przedstawiajacy przeptyw czasteczek wody przez kanatwod-
ny. Przeptyw H30t jest hamowany przez filtr wielkosci i odpychanie elektrosta-
tyczne reszty argininy 195 (R195) i reszty histydyny 180 (H180) (zmodyfikowano
wg [26]).
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kodujacy biatko Af-TIP, ktérego ekspresja znaczaco wzrasta
po stymulacji kwasem giberelinowym [39],

Analiza ekspresji akwaporyn Oryza sativa oraz Zea mays
wykazata, ze istnieje zalezno$¢ pomiedzy poziomem tran-
skryptu gendw kodujacych biatka PIP i TIP a warunkami
Swietlnymi. Najwyzszy poziom ekspresji genéw akwa-
poryn OsPIPI;2, OsPIPI;3, OsPIP2;3, OsPIP2;4, OsPIP2;5,
OsTIPI;2 i OsTIP2;l zaobserwowano w korzeniach ro$lin
w czasie dnia, najnizszy w czasie nocy [17]. Badania nad
wptywem Swiatta i ciemnosci na ekspresje gendw PIP Zea
mays (ZmPIPI;l, ZmPIPL;5, ZmPIP2;l i ZmPIP2;5) w rytmie
16 godzin $wiatta i 8 godzin ciemnosci wykazaty, ze mak-
symalny poziom transkryptéw wystepuje w okresie od
2 do 4 godziny okresu Swiatla, nastepnie ekspresja spada
gwattownie, utrzymuje sie na niskim poziomie przez drugg
potowa okresu Swiatta i przez poczatek okresu ciemnosci,
by wzrosnac i osiagngé maksimum miedzy drugg a czwartg
godzing dnia. Przedtuzenie okresu ciemnosci z 8 do 52 go-
dzin doprowadzito do uzyskania w pierwszej dobie ciem-
nosci profilu ekspresji charakterystycznego dla poprzed-
nich warunkdw S$wietlnych, a nastepnie trwatego spadku
ekspresji gendw ZmPIPI;l ZwPIP2;l i ZmPIP2;5 w drugiej
dobie ciemnoSci [40],

REGULACJA AKTYWNOSCI AKWAPORYN

PROCES FOSFORYLACII

Oprdcz specyficznej regulacji ekspresji genéw akwapo-
ryn, aktywnos$¢ kanatow wodnych regulowana jest takze na
poziomie potranslacyjnym. Stwierdzono, ze przepuszczal-
no$¢ wody przez membrany jest regulowana przez fosfo-
rylacje reszt seryny w domenach cytoplazmatycznych N- i
C-korica akwaporyn. DosSwiadczenia z wykorzystaniem
heterologicznej transkrypcji genéw akwaporyn w oocytach
Xenopus laevis w obecnosci cAMP (aktywator szlaku kinazy
A) oraz kwasu okadaikowego (inhibitora fosfataz) dowiodty
istnienia fosforylowanych reszt seryny w biatkach: PuTIP3;l
Phaseolus vulgaris (Ser-7), SoPIP2;l Spinacia oleracea (Ser-274 i
Ser-277) oraz GmNodulin26 Glicyne max (Ser-262) [41].

Poza udokumentowanymi miejscami fosforylacji zlo-
kalizowanymi w obszarach terminalnych polipeptydéw,
wszystkie akwaporyny btony komdrkowej oraz niektére
akwaporyny tonoplastowe posiadajg zachowang w ewolu-
cji reszte seryny potozong w cytoplazmatycznej petli obok
pierwszego motywu NPA. Reszta seryny ta otoczona jest
przez aminokwasy tworzgce motyw R/X-K-X-S-X-X-R roz-
poznawany przez wiele kinaz, m.in. kinaze zalezng od jo-
noéw wapnia (ang. Calcium-Dependent Protein Kinase, CDPK)
[41]. Podobny motyw wystepuje u akwaporyn tonoplasto-
wych, gdzie reszta seryny podstawiona jest przez reszte
treoniny [1], Wysoki stopief zachowania w ewolucji moty-
wu sugeruje wazne znaczenie strukturalne i funkcjonalne.
Fosforylacja akwaporyn moze by¢ zwigzana ze stadium
rozwojowym rosliny badz z czynnikami zewnetrznymi.
GmNodulin26 jest fosforylowana w symbiosomach podczas
dojrzewania brodawek oraz bierze udziat w osmoregulacji
komérki podczas stresu solnego lub wodnego. PvTIP3;1 jest
aktywowana w rozwijajgcych sie nasionach. Mechanizm re-
gulacyjny powoduje defosforylacje PvTIP3;1 w trakcie imbi-
bicji nasion. Ograniczenie utraty wody w warunkach stresu
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wodnego u szpinaku warunkuje defosforylacja SoPIP2;l w
komaérkach lisci [41].

Dowiedziono, ze akwaporyna PM28A szpinaku fosfo-
rylowana jest w pozycji reszty Ser-274 (motyw S-X-R ki-
nazy C kregowcow) w obecnosci wolnych jonéw Ca2+[42].
W procesie regulacji aktywnos$ci akwaporyn sugeruje sie
udziat zwiazanej z btong komdrkowga kinazy zaleznej od
jonéw wapnia. Gdy potencjat wodny w apoplascie jest wy-
soki, jony Ca2+naptywajg do wnetrza komorki, a wysokie
stezenie cytoptazmatycznego wapnia aktywuje CDPK, kto-
ra fosforyluje reszty serynowe akwaporyn. Kanaty wodne
btony plazmatycznej pozostajg otwarte. Aby zminimalizo-
wac straty wody przy niskim potencjale wody apoplastu,
(sygnalizowanym niskim stezeniem wapnia w cytosolu)
akwaporyny ulegajg defosforylacji i przepuszczalno$¢ bto-
ny komoérkowej spada. Jednocze$nie pozostajg otwarte biat-
ka podrodziny TIP, co pozwala na naptyw wody z wakuoli
izrekompensowanie jej strat w cytoplazmie [3]. Azad iwsp.
[31] wykazal, ze akwaporyna obecna w ptatkach kwiatu tu-
lipana jest fosforylowana poprzez kinaze zalezng od jondw
Ca2; a proces defosforylacji przeprowadza fosfataza typu
2A. Fosforylacja akwaporyn by#a scisle skorelowana z zalez-
nym od temperatury otwieraniem i zamykaniem ptatkow,
co sugeruje zaangazowanie akwaporyn w transport wody
towarzyszacy tym procesom [31]. Wyniki te pokazujg, ze
podczas rozwoju i w odpowiedzi roslin na bodzce $rodo-
wiskowe, proces fosforylacji moze stanowi¢ istotny mecha-
nizm regulacji aktywnos$ci akwaporyn u roslin (Ryc. 4).

TWORZENIE HETEROTETRAMEROW

W btonie komorkowej lub w tonoplascie akwaporyny
wystepuja przewaznie w postaci oligomeréw ztozonych z
czterech identycznych polipeptydow. Wykazaty to badania
z uzyciem kriokrystalografii elektronowej u fasoli i szpinaku
[1]. Jednak w tonoplascie soczewicy zaobserwowano obec-
nos$¢ kanatéw wodnych ztozonych z dwéch polipeptydéw o
masach 25 i 26 kDa [43], Badania przeprowadzone u kuku-
rydzy dowiodty, ze jednym z mechanizméw regulacyjnych
aktywno$¢ akwaporyn moze by¢ tworzenie kompleksow
przez te biatka (Rys. 4). Koekspresja ZmPIPI;2 i ZwPIP2 w
oocytach X. laevis zwiekszata przepuszczalno$¢ wody przez
btone w poréwnaniu do ekspresji pojedynczych genéw PIP.
Kompleksy biatek mogag usprawni¢ transport akwaporyn
podrodziny PIP1 do btony plazmatycznej, ktére w postaci
homotetrameréw czesto nie zwiekszajg lub jedynie w nie-
wielkim stopniu zwiekszaja przepuszczalno$¢ bion oraz
wptynaé na fatdowanie sie i zmiane konformacji fragmen-
tu biatka na granicy petli E i széstej domeny transbtonowej
[41].

ZMIANY pH I STEZENIA Ca2

Badania nad ekspresja genow AfPIP2;l, AfPIP2;2 oraz
AfPIP2;3w oocytach X. laevisdowiodty istnieniamechanizmu
regulacyjnego przeptywu wody przez btone komérkowa,
zwigzanego z odczynem pH wewnatrz komérki. Spadkowi
pH cytoplazmy z 7 do 6 jednostek towarzyszyt spadek
przepuszczalnosci btony. Wykazano, ze w pH kwasnym,
reszta His-197 potozona w petli wewngtrzkomdrkowej
AtIPIP2;2 ulega protonacji, co prowadzi do zmiany w
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strukturze i niedroznosci kanatu przez czes$¢ petli D biatka
[44], Podobny wptyw na strukture kanatlu mogg miec
wewnatrzkomorkowe jony wapnia, ktére taczac sie z C-
koricem akwaporyny poprzez kalmoduling uniemozliwiajg
przeptyw wody przez kanat [41]. Zaobserwowano, ze
jony Ca2 zmniejszajg aktywno$¢ kanatéw wodnych w

inhibicji przeptywu wody przez kanat byt uzalezniony
od ruchéw wody spowodowanych zmianami cisnienia.
Sugeruje to, ze wysoki zakres przeptywu wody w kanale
wodnym moze wymusza¢ wysokie ciSnienie powstajgce
w momencie zmniejszania sie Srednicy kanatu. Stwierdzo-
no, ze kwas abscysynowy moze neutralizowaé¢ hamowanie

oczyszczonych pecherzykach btonowych. Mechanizm tego
hamowania, bezposredniego czy posredniego, aktywnosci
akwaporyn wciaz jest nieznany, obserwowany jest gdy
stezenie jondw wapnia w cytoplazmie waha sie¢ w zakresie
od 10 -100 pM. Obserwacje fizjologiczne przeprowadzone u
kukurydzy i melona wykazaty, ze jony wapnia neutralizujg
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przekazywaniu sygnatu podczas stresu solnego [1], A &
tworzenie
DZIALANIE REAKTYWNYCH FORM TLENU heteromerow ‘sz
Wykazano, ze niska temperatura zmniejsza przewod- ~—
nictwo hydrauliczne w korzeniach pomidora [45] i kuku-
rydzy [46]. Uwaza sie, ze efekt ten wywotany jest poprzez B
nadtlenek wodoru uwalniany w momencie wystawienia
korzeni na dziatanie chtodu [47], Reaktywne formy tlenu
zmniejszajg takze aktywno$¢ kanatow wodnych w komoér- ‘/\
kach Chara corallina [48], Okazato sie, ze reaktywne formy S i
tlenu zmniejszajg przewodnictwo hydrauliczne az do 90%,
sa wiec bardziej wydajne niz sole rteci, ktére powszechnie
znane sg jako inhibitory kanatéw wodnych. Hentzler i wsp.
[48] zaproponowat, ze reaktywne formy tlenu wptywaja na
przepuszczalno$¢ akwaporyn bezposrednio poprzez oksy-
dacje tych biatek lub posrednio poprzez oksydacje lipidow
btonowych i tworzenie wolnych rodnikéw. Ze wzgledu na
to, ze reaktywne formy tlenu uznawane sg za czasteczki (7]
sygnatowe w komorkach, réwniez w przypadku akwapo- -

ryn mogga rozpoczyna¢ kaskade reakcji wptywajgcych na
W
\ S
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regulacje ich aktywnosci (Ryc. 4) [1],
/

Innym parametrem, ktéry moze regulowaé otwieranie ROS —
kanatéw wodnych jest komérkowe cisnienie hydrostatycz- STRES
ne czyli turgor. Zmiany ci$nienia wywotywaty przewodze- n ® OSMOTYCZNYjy
nie hydrauliczne w komdrkach korowych korzenia. Zakres

CISNIENIE OSMOTYCZNE | HYDROSTATYCZNE

Ye i wsp. [49] wykazali, ze wysokie stezenie eterow gli-
kolowych (powyzej 800 mM) zmniejsza przepuszczalnos¢
wody w akwaporynach. Prawdopodobnie wysokie cis$nie-
nie podczas przeptywu czasteczek doprowadza do napiec
wewnatrz kanatu oraz deformacji biatka, uniemozliwiajgce;j
transport wody [2,49],

Rycina 4. Proponowane mechanizmy regulacji aktywnosci kanatéw wodnych u roslin. (A). Kontrola poziomu transkrypcji i ilo$ci biatka. Susza, stres solny oraz inne
bodzZce srodowiskowe znane sa jako czynniki wptywajace na transkrypcje genéw akwaporyn i prawdopodobnie na ich translacje oraz degradacje, okres$lajac w ten sposéb
ilos¢ kanatéw wodnych w btonach komoérki. Tworzenie przez biatka PIP heteromeréw u roslin jest hipotetyczne, gdyz do tej pory zjawisko to zaobserwowano w oocytach
Xenopus. Wydaje sie, ze mechanizm ten preferuje transporthomologéw PIP1 do btony plazmatycznej (PM). (B). Wewnatrzkomdérkowa zmiana lokalizacji. Przemieszczanie
akwaporyn TIP z tonoplastu (TP) do matych pecherzykéw wewnatrzkomdérkowych stwierdzono w komérkach zawiesiny z M. crystallinum hodowanych w warunkach
stresu osmotycznego. Wykazano podobny mechanizm dla akwaporyn PIP, cho¢ pozostaje on hipoteza. (C). Kontrola przepustowosci kanatu. Fosforylacja oraz defosfory-
lacja akwaporyn przeprowadzana odpowiednio przez kinazy (PK) i fosfatazy (PPase) reguluje otwieranie i zamykanie kanatéw wodnych w TM i PM. Reaktywne formy
tlenu, wysokie stezenia roztwordw i komdrkowe ci$nienie hydrostatyczne wptywaja na aktywno$¢ akwaporyn, cho¢ efekty bezpos$redniego czy posredniego ich dziatania
pozostaja ciggle niewyjasnione. Schemat pokazuje takze dziatanie kinazy biatek oraz wptyw niskiej temperatury, niedotlenienia oraz stresu osmotycznego na gromadzenie
sie, odpowiednio, reaktywnych form tlenu i protonéw (zmodyfikowane wg [1]).
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kanatéw wodnych spowodowane wysokim ci$nieniem [1],
Oba typy regulacji mogg bra¢ udziat w ksztattowaniu sie
turgoru komorki zaleznie od warunkéw wodnych i osmo-
tycznych (Rys. 4) [2].

DYNAMIKA SUBKOMORKOWEJ
LOKALIZACJI AKWAPORYN

Obecnie wiadomo, ze fosforylacja akwaporyn wptywa na
przepuszczalno$¢ bton, jednak sam mechanizm regulacji nie
jest poznany. Podejrzewa sie, ze otwarcie kanatu wodnego
nastepuje, gdy dochodzi do bezposredniego oddziatywania
ujemnie natadowanej reszty fosforanowej z przestrzenng
strukturg biatka. Niewykluczone jest jednak, ze fosforylacja
reszt serynowych ma znaczenie w wewngatrzkomoérkowym
transporcie akwaporyn z przybtonowych pecherzykéw do
btony plazmatycznej, jak ma to miejsce w przypadku akwa-
poryny 2 (AQP2) cztowieka w komaérkach kanalikéw zbior-
czych nerki [41]. W gtéwnych komorkach kanalika zbior-
czego nerki biatko AQP2 zlokalizowane jest w obrebie we-
wnatrzkomadérkowych pecherzykéw potozonych przy btonie
komorkowej. Zwigzanie wazopresyny (ADH, ang. antidiure-
tic hormone) przez receptor V2 nastepuje w obecnos$ci cAMP,
ktory aktywuje podjednostke katalityczng kinazy A. Kinaza
A fosforyluje biatko AQP2 w pozycji Ser-256, co powoduje
przemieszczenie si¢ i fuzje pecherzykdw ze szczytows czes-
cig btony komoérkowej oraz wzrost przepuszczalno$ci wody
przez btone. Przy braku wazopresyny we krwi akwaporyna
2 przemieszczana jest do wnetrza komorki i przepuszczal-
nos$¢ btony komoérkowej spada do poziomu podstawowego
[50].

Badania nad biatkami MipA, MipB, MipC i MipF u Me-
sembryanthemum crystallinum (ang. common ice plant) wska-
zujg na skomplikowany proces dystrybucji akwaporyn
do organelli komérkowych. Nie kazde biatko nalezace do
podrodziny PIP trafia do btony komoérkowej, a kazdy TIP
do tonoplastu. Doswiadczenia z wykorzystaniem immuno-
lokalizacji akwaporyn in situ wskazujg na krazenie biatek
pomiedzy btonami w komdrce, m.in. za posrednictwem
plazmalemmosoméw [51].

Roslinne akwaporyny sa transportowane do docelowych
bton plazmatycznych szlakiem sekrecyjnym z siateczki
$rodplazmatycznej poprzez aparat Golgiego oraz liczne
typy pecherzykdw. Rozmieszczenie akwaporyn jest jednak
bardziej skomplikowane niz prosty model transportu biatka
do btony plazmatycznej czy tonoplastu. AfPIPI rzodkiew-
nika, ZmPIPI;2 i ZmPIP2;5 kukurydzy zostaty zlokalizowa-
ne gtéwnie w btonie komérkowej, ale takze w plasmalem-
mosomach i innych wewnetrznych btonach komérki [41].
Obecno$¢ biatka McPIPI;4 ujawniono w tonoplascie, a w
btonie plazmatycznej zlokalizowano tylko niewielkg cze$¢
McPIP2;l obecnego w komorce. Stwierdzono takze zmiang
lokalizacji akwaporyn w odpowiedzi na czynnik stresowy.
Stres osmotyczny wywotany mannitolem spowodowat
wzrost ilosci biatka McTIPI;2 (McMipF) w btonie wakuo-
li i zmiane jego dystrybucji do innych membran wewnatrz
komoérki. Takie zmiany McTIPI;2 nie byty obserwowane w
obecnosci inhibitoréw transportu pecherzykowego: brefel-
dyny A, wortmanniny i cytochalazyny D. McTIPI;2 wyste-
powato w postaci glikozylowanej, co wskazuje na duze zna-
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czenie modyfikacji potranslacyjnych w dystrybucji akwapo-
ryn w obrebie btony plazmatycznej w komdrce [52],

PODSUMOWANIE

Kanaty wodne w komérkach roslinnych wykazujg rézni-
ce w sposobach transportu selektywnego, w lokalizacji we-
wnatrzkomérkowej i mechanizmach regulacji. W zwigzku z
tym, ze komérki roslinne wykazuja duzy stopien przedzia-
towosci muszg wiec nieustannie koordynowaé transport
wody iinnych roztworéw, a takze gazéw zaréwno poprzez
btone plazmatycznag, jak i inne btony wewnatrzkomo6rkowe.
Rosliny zmuszone sg dokonywaé ciagtej kontroli przepty-
wu wody podczas swojego rozwoju wewnatrz wszystkich
tkanek, w odpowiedzi na zmieniajagce sie warunki $rodo-
wiska ich zycia. Istnieje wiele mechanizmoéw, ktére moga
wptywac na regulacje kanatéw wodnych u roslin zaréwno
na poziomie tkankowym, komérkowym, wewngtrzkomor-
kowym czy molekularnym.
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The high diversity and regulation of plant water channels
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ABSTRACT

Membrane intrinsic proteins (MIPs) are a diverse class of integral membrane proteins that mediate the bi-directional flux of water (aquapo-
rins), uncharged small solutes such as glycerol and/or gases across cellular membranes. The past year has brought significant advances in
the characterization in plants of a large class this of water channel. MIPs have been identified in many single- and multi- cellular organisms.
Aquaporins play important role in plant development and their adaptation to even changing environment. At the transcriptional level aqua-
porins have been up- or down-regulated in response to hormones, drought, salnity and light. Recent data indicate that plant aquaporin activity
might be regulated by phosphorylation and intracellular protons. Novel mechanisms of regulation by hetero-tetramer formation or through
control by reactive oxygen species and osmotic or hydrostatic pressure gradients is also discussed.
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Fulereny w biologii

STRESZCZENIE

ulereny to czasteczki, w ktorych atomy wegla tworzg regularne, kuliste struktury, przy-

pominajace pitke futbolowg. Najtrwalsza z nich jest czasteczka zbudowana z 60 atomoéw
wegla. Ze wzgledu na obecno$¢ 60 zdelokalizowanych elektronédw, czasteczka ta moze przy-
taczaé i oddawac elektrony, wykazujgc tym samym wtasciwosci antyoksydacyjne lub prook-
sydacyjne. Te wiasciwosci fulerenéw zwrécity uwage na mozliwo$é zastosowania fulerenéw
i ich pochodnych w terapii. Wyniki dotychczasowych badah wskazuja, ze dziatanie fulere-
néw znaczgco zalezy od rodzaju, ilo$ci i geometrii podstawnikéw przytaczonych do ,,weglo-
wej piteczki”. Istotne jest odkrycie antywirusowego dziatania fulerenéw, w tym przeciwko
wirusowi HIV. Fulereny moga by¢ cytotoksyczne poprzez generowanie reaktywnych form
tlenu pod wiywem $wiatta widzialnego i hamowanie aktywnos$ci enzymatycznej. Zdolno$é
tworzenia reaktywnych form tlenu moze zosta¢ wykorzystana w terapii fotodynamicznej.

WPROWADZENIE - ODKRYCIE FULERENOW

W roku 2006 mija 21 rocznica odkrycia i 10 rocznica przyznania Nagrody
Nobla dla trojki naukowcow H. Kroto, R. Smalley'a i R. Curl'a za odkrycie i
badania nad nowa forma alotropowga wegla, ktérag nazwano buckminsterfulere-
nami lub krécej fulerenami. Nazwag ta objeto czasteczki, w ktorych atomy wegla
tworzg regularne struktury przypominajgce swoim wygladem pitke futbolows.
Najtrwalszg z nich jest Cwsktadajgca sie z 20 pierscieni 6-cztonowych i 12 5-czto-
nowych, jednak stwierdzono istnienie struktur CQ C_ czy nawet C% (Ryc. 1).
Trwatosé struktury C@wigze sie z geometrig czasteczki bedacej prawie idealng
kulg i istnieniem 60 zdelokalizowanych elektronéw. Ten fakt zwrécit rowniez
uwage na mozliwo$¢ przytaczania elektronéw pochodzacych od innych czastek,
co wigzato sie z potencjalnymi wtasciwosciami antyoksydacyjnymi i zmiatajgcy-
mi wolne rodniki. Jednocze$nie rownie tatwo fulereny moga oddawac elektro-
ny, co wskazuje na ich ewentualne dziatanie prooksydacyjne i mozliwos$¢ gene-
rowania reaktywnych form tlenu [1,2]. W ten sposéb czasteczka, ktorej odkrycie
wigzato sie z badaniami z zakresu astrofizyki i chemii trafita do nauk biologicz-
nych. Po opracowaniu metody syntezy wiekszych ilosci weglowej ,,piteczki”
C@rozpoczely sie badania nad mozliwosciami praktycznego jej zastosowania

»Buckminsterfulleren - half of it in water™ by Proftessor Tamas E. Gunda from Department of Pharmaceutical
Chemistry, University of Debrecen, Hungary (http://dragon.klte.hu/~gundat/povraya.htm), with permis-
sion. Created with the programs Mol2Mol 5.5 and POV-Ray 3.6.
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z PI; nano-C@- agregaty Cw o wymiarach
25-500 nm; PI (ang. pyropheophorbide a) - piro-
feoforbid a; PVP - poliwinylopirolidon; RFT
- reaktywne formy tlenu
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Rycina 1. Struktura fulerenu Cw.

w uktadach biologicznych. Niektére z wiasciwosci C&np.
brak rozpuszczalnos$ci w rozpuszczalnikach polarnych spo-
wodowaty, ze zsyntezowano pochodne zawierajgce grupy
hydrofitowe rozszerzajagc mozliwosci wykorzystania fulere-
néw. Niektére z pochodnych fulerenéw maja juz swoje na-
zwy grupowe zwigzane z obecnoscig okreslonych podstaw-
nikéw, np. CE(OH)nto fulerole, C&HnN - fulerany. Ponizej
omoéwiono gtdwne nurty badan i mozliwos$ci wykorzysta-
nia fulerenéw i ich pochodnych w biologii.

TOKSYCZNOSC FULERENOW

Czasteczki COw kontakcie z woda, tworzg trwate agre-
gaty nanometrowych wymiaréw (25-500 nm) nazywane
nano-C8&. Ich wielko$¢, barwa, wtasnosci powierzchniowe
oraz reaktywno$¢ réznig sie w zalezno$ci od warunkéw w
jakich powstaty. Zawiesiny C8pozostajg trwate w przecia-
gu miesiecy w roztworach o niskiej sile jonowej (I < 0,05).
Istniejg doniesienia, ze zawiesiny te s toksyczne dla komo-
rek i wywotujg uszkodzenia poprzez oddziatywanie elek-
trostatyczne ze strukturami komorkowymi [3,4] i poprzez
reaktywne formy tlenu [5,6].

Fortner i wsp. [3] zaobserwowali, ze nano-C8 w steze-
niach powyzej 0,4 ppm powoduje zahamowanie wzro-
stu bakterii E. Coli DH5a i B. Subtilis CB315 w hodowlach
prowadzonych w rédznych pozywkach oraz w warunkach
tlenowych i beztlenowych. Oddychanie bakterii byto hamo-
wane przez zawiesiny nano-CHj natomiast inkubacja komo-
rek z fulerolem (C6(OH)22) nie wywotywata zmian w in-
tensywnosci oddychania. Autorzy sugeruja, ze toksyczno$é
nano-CWjest zwigzana z oddziatywaniem czasteczek C8J
posiadajacych ujemny tadunek na powierzchni, z btonami
komadrkowymi bakterii.

Podobne wyniki uzyskali Lyon i wsp. [4] analizujgc ana-
logiczne uktady badawcze.

92

Nano-C() wykazuje takze silng toksyczno$¢ w stosunku
do fibroblastdw skory, komorek raka watroby (HepG2) i
astrocytow [6], Analizowano przezywalno$¢ komorek, ak-
tywno$¢ mitochondrialng komérek (z MTT), uwalnianie
dehydrogenazy mleczanowej, synteze glutationu (GSH) i
peroksydacje lipidow. Zaobserwowano znaczny spadek
przezywalnos$ci komérek ze wzrostem stezenia nano-C&po-
tagczony ze znaczng peroksydacjg lipidow. Nano-C®nie wy-
kazywato wptywu na aktywnos$¢ mitochondrialng komaorek
(w czasie trwania do$wiadczenia czyli do 48 godz.) ani na
uwalnianie dehydrogenazy mleczanowej z komorek. Wzra-
stato natomiast stezenie GSH, co $wiadczyto o wzmozonej
syntezie tego antyoksydanta. Dodanie do hodowli komor-
kowej kwasu L-askorbinowego (0,06ml ImM do 4ml) cal-
kowicie znosito toksyczne dziatanie nano-C8& Toksycznosci
wobec badanych komorek nie wykazywata rozpuszczalna
w wodzie pochodna z 24 grupami -OH C8(OH)Z (Ryc. 2).

Badania spektrofotometryczne z uzyciem jodofenolu wy-
kazaty, ze w uktadzie nie zawierajgcym komarek, nano-C@
jestodpowiedzialny za powstawanie anionorodnika ponad-
tlenkowego [5]. Anionorodnik ponadtlenkowy (Oy )nalezy
do RFT i jest produktem jednoelektronowej redukcji tlenu.
Natomiast fulerol CE(OH)2 nie indukowal powstawania
anionorodnika ponadtlenkowego. Mozna na podstawie po-
wyzszych informacji wnioskowac, ze toksyczno$¢ nano-C@
wynika z generowania w uktadzie zawierajacym komorki
anionorodnika ponadtlenkowego, ktory jest bezposrednig
przyczyng zaobserwowanych uszkodzen.

WEASCIWOSCI ANTYBAKTERYJNE |
ANTYWIRUSOWE, TERAPIA FOTODYNAMICZNA

DZIALANIE ANTYBAKTERYJNE

Badania nad toksycznoscig fulerenéw prowadzone
na komorkach bakteryjnych  zwrécity uwage na
mozliwo$¢ wykorzystania tych zwigzkoéw jako czynnikow
bakteriobdjczych. Fulereny i ich pochodne wykazywaty
dziatanie bakteriobdjcze zaréwno przeciwko bakteriom
Gram-dodatnim jak i Gram-ujemnym. Tsao i wsp. [7]

Rycina 2. Struktura hydroksyfulerenu (fulerolu) CMOH)2(.
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badali 20 szczep6éw bakteryjnych, w tym Staphylococcus
spp., Enterococcus faecalis, E. Coli, Salmonella typhi i Klebsiella
pneumoniae w kierunku wrazliwosci na karboksyfuleren,
addukt C@® i trzech czasteczek kwasu malonowego (C3
(Ryc. 3). Pochodna ta dziatata bakteriobdjczo na wszystkie
szczepy bakterii Gram-dodatnich w stezeniach ponizej 50
mg/l. Natomiast bakterie Gram-ujemne nie byty wrazliwe
nawet na stezenie 500 mg/l. Autorzy stwierdzili, ze
nastepowato wiaczenie pochodnej fulerenu do S$ciany
komdrkowej Staphylococci i Streptococci oraz destrukcja btony
plazmatycznej w bakteriach Gram-dodatnich. W badaniach
in vivo na myszach zakazonych Streptococcus pyogenes,
karboksyfuleren  podany dootrzewnowo zmniejszat
Smiertelno$¢ myszy o 33% [8].

Prowadzone sg tez prace nad antybakteryjnym dziata-
niem kationowych fulerendw poprzez blokowanie oddy-
chania bakterii [9,10]. Mashino i wsp. [10] zaobserwowali
dwufazowe dziatanie dwdéch izomerow potozenia jodku
Carbis(N,N-dimetylopirolidyniowego) na wewnetrzne bto-
ny bakterii E. coli. Obydwa izomery w stezeniach ponizej 5
pM powodowaly obnizenie szybkosci absorpcji tlenu, nato-
miast dla stezen powyzej 10 pM absorpcja tlenu wzrastata.
Aktywnos$¢ analizowanych izomeréw zalezata od ich steze-
nia oraz od warunkéw do$wiadczenia, tj. obecnosci lub bra-
ku S$wiatta. Pomiary woltamperometryczne potwierdzity,
ze dla wyzszych stezen jodku C8bis(N,N-dimetylopiroli-
dyniowego) w ukitadzie powstaje HD 2w reakcji zreduko-
wanej formy pochodnej fulerenu z tlenem czasteczkowym.
Dalsze prace [11] wykazaly, ze pochodne C podstawione
dtugimi tafcuchami weglowodorowymi nie wykazujg ak-
tywnosci przeciwko badanym bakteriom.

TERAPIA FOTODYNAMICZNA

Fulereny z grupami hydrofilowymi, w tym kationowymi,
sg tez obiecujgcymi kandydatami do stosowania w terapii
fotodynamicznej. Wykazujg wiekszg wydajnos¢ i selektyw-
no$¢ w zabijaniu bakterii gram-dodatnich, gram-ujemnych
i grzybdw niz stosowane obecnie antybiotyki [12]. Jedng z
ostatnio zsyntezowanych pochodnych o wspomnianych
wyzej wiasciwosciach jest pochodna podstawiona (3-cyklo-
dekstryng [13]. Posiada zdolno$¢ do rozszczepiania DNA
po napromieniowaniu Swiattem widzialnym w temperatu-
rze pokojowej.

Odpowiedzialne za fototoksyczno$¢ fulerendw sa reak-
tywne formy tlenu generowane w wyniku transferu energii
lub elektronu z czasteczki fulerenu na tlen [14]. Yamakoshi
i wsp. [15] wykazali, ze tlen singletowy 'O, powstaje pod-
czas naswietlania Swiattem widzialnym roztworéw C®w
niepolarnych rozpuszczalnikach. W rozpuszczalnikach po-
larnych, w tym w wodzie, produktami naswietlania C®byty
anionorodnik ponadtlenkowy (Oy )irodnik hydroksylowy
(OH). Wydajnos¢ tworzenia tych reaktywnych form tlenu
byta wieksza, gdy w roztworze znajdowaty sie fizjologicz-
ne stezenia zwigzkéw redukujgcych np. NADH. Hamano
i wsp. [16], badajgc rozpuszczalne w wodzie pochodne C&®
obserwowali generowanie tlenu singletowego takze w roz-
tworach wodnych.

Postepy Biochemii 53 (1) 2007

Rycina 3. Addukt fulerenu i trzech czgsteczek kwasu malonowego (C3.

Fulereny moga znalez¢ takze zastosowanie w terapii
fotodynamicznej nowotworéw. Ze wzgledu na wielkos¢
czasteczki sg transportowane do komorki poprzez recepto-
roniezalezng endocytoze lub pinocytoze. Tworzac pochod-
ne C@) ktére wydajnie bedg generowac reaktywne formy
tlenu, mozna, operujac podstawnikami, tworzyé zwigzki o
okreslonej selektywnosci. Wielko$¢ czasteczki i sposdb jej
transportu do komérki ogranicza takze maksymalne steze-
nie pochodnej fulerenu w komérce. Badano dwie pochodne
C@z pirofeoforbidem aiich toksyczno$¢ dla komaérek ostrej
biataczki limfatycznej (Jurkat) [17]. Pirofeoforbid a (PI) jest
fotouczutaczem, ktéry dobrze wnika do komoérek. Zsynte-
tyzowano mono- (FP1) i heksapochodng (FHP1) C®z Pl o
wzorach jak na Ryc. 4. Zaobserwowano, ze w pochodnej
FP1 nastepuje fotoindukowany transfer elektronu z reszty
pirofeoforbidowej do CH)i obnizenie fototoksycznos$ci tego
zwigzku w poréwnaniu z pochodng FHP1 i PI. W pochod-
nej FHP1 obecnos¢ pieciu grup malonianu dietylu powodu-

Rycina 4. Monopochodna C6 z pirofeoforbidem a (FP1) i heksapochodna C®z
pirofeoforbidem ai malonianem dietylu (FHP1).
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je zablokowanie transferu elektronu wewnatrz czasteczki i
generowanie w uktadzie tlenu singletowego.

Obiecujace w terapii fotodynamicznej wydajg sie by¢ po-
chodne C®&z przytagczonymi dwiema do czterech czastecz-
kami kwasu malonowego [18,19], Po napromieniowaniu
Swiattem widzialnym hamowaty wzrost komérek Hela.
Toksycznos¢ pochodnej fulerenu byta zalezna od ilosci pod-
stawnikow, stezenia zwigzku i czasu napromieniowania.
Dla dipodstawionej pochodnej uzyskano 63% obnizenie
wzrostu komdrek przy stezeniu karboksyfulerenu 40 pM
[19]. Pochodne te powodowaly takze blokade cyklu ko-
morkowego Hela, obnizajgc liczbe komorek w fazie G1 i
podwyzszajac liczbe komorek w fazie G2+M cyklu komar-
kowego.

Wynika stad, ze nie tylko RFT sg odpowiedzialne za foto-
toksyczno$é pochodnych fulerenéw, ale mozliwy jest udziat
innych mechanizmdédw hamowania wzrostu czy zabijania
komorek. Bardzo istotna jest takze wielkos$¢ i geometria po-
chodnej fulerenu oraz mozliwo$é kontaktu fragmentu C&8z
obszarem majagcym ulec uszkodzeniu [14,18]. Poréwnujac
fototoksyczno$é dendro[C@&)fulerenu z pochodng podsta-
wiong kwasem malonowym nalezatoby oczekiwac wiekszej
toksycznosci po dendro[Cwj]fulerenie, ze wzgledu na wiek-
szg wydajno$¢ kwantowg tworzenia tlenu singletowego w
uktadzie. Jednak efekty w uktadzie komorkowym (Jurkat)
sa odwrotne. Mozna sugerowac, ze fragment C@) ktory jest
bezposrednio odpowiedzialny za transfer energii i genero-
wanie RFT oraz obecno$é zbyt duzych podstawnikéw (jak
w dendro[C@&]fulerenie) moze obnizac efekt cytotoksyczny z
powodu zbyt duzej odlegtosci od celu w komérce [18]. Jed-
nak nie nalezy zapomina¢, ze fulereny majg takze zdolnos¢
zmiatania RFT iwg. Bensasson iwsp. [20] dendro[C@&}fuleren
reaguje z ’0 23,5-krotnie szybciej niz pochodna z kwasem
malonowym, z szybkosciami reakcji rzedu 107s'L

WELASCIWOSCI ANTY-HIV

Wudl i wsp. [21,22] wykazali, ze proteaza HIV (HIV-P)
moze by¢ skompleksowana i zahamowana przez C&) ktory
idealnie pasuje do miejsca wigzgcego tego enzymu. Jednak
brak rozpuszczalno$ci C&®w rozpuszczalnikach polarnych,
a co za tym idzie w ptynach biologicznych ograniczato far-
makologiczne zastosowania fulerenu. W zwigzku z tym ba-
dano pochodne C®z podstawnikami polarnymi i wykaza-
no, ze dendrofulereny [23] wykazujg dziatanie anty-HIV w
limfocytach cztowieka z EC_0= 0,22 pM [24], Dalsze badania
wykazaty, ze inne dwupodstawione pochodne C&rdwniez
cechuja sie aktywnos$cig antywirusowga. Rajagopalan i wsp.
[25] wykazali, ze pochodna bis-sukcynoimido p,p'-bis-(2-
amino-etylo)-difenylo-Ct0 wykazuje dziatanie przeciwko
wirusom HIV-1 i HIV-2 w badaniach in vitro. Ponadto, zwig-
zek ten jest dobrze tolerowany przez myszy po podaniu
dootrzewnowym. Jednak istotne sg: wzajemne potozenie
podstawnikéw, obecno$¢ dodatniego tadunku w poblizu
~weglowej pitki" oraz wielko$¢ podstawnikéw. Dhugie, po-
larne tancuchy podstawione do fulerenu powodujg znaczng
cytotoksyczno$¢ zwigzku i obnizenie zdolnoS$ci niszczenia
wirusa HIV. Marchesan i wsp. [26] zaproponowali kilka
dwupodstawionych pirolidynofulerendw ro6znigcych sie
geometrig czasteczki i na podstawie aktywnos$ci antywiru-
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sowej w zainfekowanych wirusami HIV-I(I1IB) lub HIV-
2(ROD) limfocytach cztowieka ocenili, ze sole amoniowe
izomerow trans wykazujg silne dziatanie antywirusowe w
nanomolarnych stezeniach. Natomiast izomer cis i forma
z wigzaniami ekwatorialnymi byty odpowiednio mato ak-
tywne lub catkowicie nieaktywne w kierunku HIV.

WEASCIWOSCI ANTYOKSYDACYJNE

Reaktywne formy tlenu, miedzy innymi: nadtlenki, anio-
norodnik ponadtlenkowy (Oy ) i rodnik hydroksylowy
(OH) sg odpowiedzialne za uszkodzenia struktur komor-
kowych prowadzace w efekcie do $mierci komorki. Istnieje
wiele czynnikéw generujgcych w komorkach stres oksyda-
cyjny, ktérego wynikiem jest podwyzszony poziom reak-
tywnych formy tlenu w komérkach i tkankach. Nalezg do
nich: promieniowanie UV, promieniowanie jonizujace, kse-
nobiotyki, zwiekszony wysitek fizyczny. W etiologii wielu
choréb, np. neurodegeneracyjnych, jak choroba Alzheime-
ra, choroba Parkinsona, wskazuje sie na udziat RFT. Rod-
niki tlenowe odpowiedzialne sg rowniez za procesy starze-
nia. Znalezienie skutecznych zmiataczy RFT w warunkach
in vivo moze pomdéc zmniejszy¢ lub wyeliminowac skutki
podwyzszonego stezenia reaktywnych form tlenu [27].

Pochodne fulerenéw rozpuszczalne w wodzie, np. fule-
role (polihydroksyfulereny) [CH(OH)J, karboksyfulereny,
PEG-fulereny (fuleren modyfikowany glikolem polietyle-
nowym) lub PVP-fulereny (czasteczki CHoptaszczone poli-
winylopirolidonem) sa skutecznymi zmiataczami wolnych
rodnikéw generowanych w warunkach stresu oksydacyjne-
go w komdrkach. Na tyle skutecznymi, ze nazwano je ,,ggb-
kami rodnikowymi" (radical sponge) [28,29]. Nazwe ,Ra-
dical Sponge®" zastrzezono nawet dla pochodnej powstatej
przez optaszczenie CNiprzez poliwinylopirolidon o masie
czgsteczkowej 60-80 kDa w stosunku molowym 0,42-0,67:1.
Powstaje w ten sposob rozpuszczalny w wodzie zwigzek ze
$rednim przekrojem czasteczki okoto 688 nm [29],

PVP-, gamma-cyklodekstryno- i hydroksy- fulereny wy-
kazywaty silne dziatanie antyoksydacyjne w keratynocy-
tach skory cztowieka (HaCaT) poddanych dziataniu UVB
[30]. Oceny dokonano metodg fluorescencyjng na podsta-
wie testu z dioctanem karboksydichlorofluoresceiny, ktéry
ocenia ogdlny poziom stresu oksydacyjnego w ukladzie.
Zaobserwowano takze ochronne wiasciwos$ci pochodnych
fulerenow, gdy stres oksydacyjny inicjowano za pomocg t-
BuOOH. Zaobserwowanie tych wasciwosci sugeruje moz-
liwo$¢ dyfuzji rozpuszczalnych w wodzie pochodnych fu-
lerendw w poprzek bton komdrkowych. Ponadto, zaobser-
wowano ochronne dziatanie pochodnych C®w inicjowanej
przez t-BuOOH podobnej do apoptozy $mierci keratynocy-
téw skory cztowieka.

W uktadzie chemicznym, gdy rodniki hydroksylowe
generowano w reakcji Fentona, a anionorodniki ponad-
tlenkowe enzymatycznie przez ukiad ksantyna-oksydaza
ksantynowa, badania prowadzone metodg EPR wykazaty
skuteczno$¢ PEG-, hydroksy-, izostearyniano-fulerenéw
wiekszg lub porownywalng z kwasem askorbinowym lub
jego 2-O-fosforylowang pochodng [29,30].
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Fulerole (CEXOH)nn=18-22) okazaty sie takze skuteczny-
mi zmiataczami rodnikdw generowanych radiacyjnie [31].
Dodanie fulerolu do komoérek Stylonychia mytilus chronito
je przed promieniowaniem gamma z 8Co az do dawki 1500
Gy. Poziom ochrony byt zalezny od stezenia fulerolu w za-
wiesinie komdrek i maksymalny osiagnieto dla 0,10 mg/m1.
Jednak podniesienie stezenia do 0,25 mg/m| powodowato
zmniejszenie przezywalnosci komorek w stosunku do kon-
troli napromieniowanej dawkg 500 Gy.

Fulereny moga chroni¢ nie tylko przed reaktywnymi
formami tlenu. Wykazano, ze fulerole bezposrednio reagujg
z tlenkiem azotu NO [32], Fulerol C&(OH)2 chronit bezjg-
drzaste komorki srodmigzszowe jadra dorostych szczuréw
przed reaktywnymi formami azotu. Hamowat wywotywa-
ne przez NO obnizenie aktywnosci katalazy, transferazy
glutationowej i peroksydazy glutationowej.

Czy ,pochtanianie” rodnikéw jak ggbka to jedyny me-
chanizm dziatania fulerenéw jako zmiataczy wolnych rod-
nikow? Istniejg wyniki, ktére potwierdzajg, ze niektdre po-
chodne fulerenéw mogg nasladowac¢ enzymy. Pochodna C®
z trzema czasteczkami kwasu malonowego (C3 wykazuje
aktywnos$¢ manganowej dysmutazy ponadtlenkowej (Mn-
SOD) w warunkach in vitro i in vivo [33]. Reakcja pomiedzy
Oy a C3nie zachodzi bezposrednio [20], ale poprzez kata-
lityczng dysmutacje anionorodnika ponadtlenkowego. Po-
danie C3myszom SOD2'/_, z niedoborem mitochondrialnej
MnSOD, powodowato 3-krotne wydtuzenie diugosci ich
zycia. Badania immunocytochemiczne potwierdzity, ze C3
lokuje sie w mitochondriach. Mozna wiec przypuszczac, ze
efektywne nasladowanie dziatania SOD jest kolejng cechg
tego wielofunkcyjnego zwigzku.

Gharbi i wsp. [34] donosza, ze nie tylko rozpuszczalne w
wodzie pochodne, ale wodna zawiesina CH| (czastki o $red-
nicach od 60 do 1650 nm) podawana dootrzewnowo szczu-
rom chronita ich watroby przed wolnorodnikowym uszko-
dzeniem indukowanym czterochlorkiem wegla (tetrachlo-
rometanem). Autorzy ci sugerujg, ze wczesniejsze doniesie-
nia o toksyczno$ci wodnych zawiesin C8na komorki [5,6]
wigza sie ze sposobem przygotowania zawiesin i mozli-
woscig adsorpcji rozpuszczalnikéw organicznych uzytych
do wstepnego przygotowania nano-C@ na powierzchni
~weglowej pitki". Brak toksyczno$ci C&Qzawartego w sadzy
fulerenowej zawierajacej do 15% C@ zaobserwowali takze
polscy naukowcy Huczko i wsp. [35], ktérzy badali wptyw
wodnej zawiesiny sadzy fulerenowej na skére cztowieka w
kierunku wywotywania reakcji alergicznych.

PODSUMOWANIE

Fulereny wydajg sie by¢ bardzo obiecujaca klasa zwigz-
kéw mogacych spetnia¢ wiele funkcji biologicznych w za-
leznos$ci od jakosci i ilosci podstawnikéw, wielkosci cza-
steczki, sposobu przygotowania zawiesin lub roztworéw,
zastosowanego stezenia zwigzku. Jednak mnogosé tych
funkcji zmusza takze do brania pod uwage, czasami prze-
ciwstawnego ich dziatania, szczeg6lnie w warunkach in
vivo. Wymaga to dalszych badan i prac uwzgledniajgcych
rézne warunki prowadzenia reakcji.
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ABSTRACT

Fullerenes are chemical structures made of carbon atoms. The stable form is molecule composed of 60 carbon atoms arranged in a soccer
ball-shaped structure. With respect to its electron donor and acceptor capability and photochemical behavior fullerenes can be effective anti-
oxidants and radical scavengers or prooxidants and photosensitizers. These properties of fullerenes have paid attention on their possible bio-
logical applications. Results of previous studies point to the great dépendance of fullerenes activity upon quality, quantity and geometry of
substituents in fullerene derivatives. Some of fullerene derivatives show antiviral and antimicrobial activity, including anti-HIV properties.

and its derivatives are able to exhibit cytotoxic and enzyme-inhibiting abilities as well as radical-quenching and antioxidative abilities.
Generation of reactive oxygen species under influence of visible light is another ability of fullerene derivetives desired in photodynamic
therapy.
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WSKAZOWKII

Prace przeznaczone do publikacji w ,,Postepach Biochemii" moga
mie¢ charakter artykutdw monograficznych, krétkich not o najnow-
szych osiggnieciach i pogladach oraz listow do Redakcji. Redakcja nie
ogranicza objetosci manuskryptéw, jakkolwiek w kazdym przypadku
zalecana jest zwiezto$¢ stylu, bez utraty jasnosci przekazu.

Autorzy odpowiadajg za prawidtowos¢ i $cistos¢ podawanych infor-
macji oraz poprawno$¢ cytowanego piSmiennictwa. Ujecie prac winno
by¢ syntetyczne, aprzedstawione zagadnienia zilustrowane za pomocg
tabel i rycin (wykresy, schematy, reakcje, wzory chemiczne, fotogra-
fie), w uzasadnionych przypadkach kolorowych. W przypadku, gdy
Autorzy zamierzaja wiaczy¢ do swego artykutu ilustracje publikowane
przez autordw cytowanych prac oryginalnych, do czego Redakcja za-
checa, nalezy uzyskac i przekaza¢ nam zgode na przedruk, zaréwno od
autoréw, jak i z wydawnictwa. Niemniej konstruowanie oryginalnych
rycin i zbiorczych tabel na podstawie danych z piSmiennictwa jest row-
niez mile widziane. Przekazanie artykutu do redakcji jest rownoznacz-
ne z oSwiadczeniem, ze nadestana praca nie byfa publikowana ani nie
zostata zgtoszona do publikacji w innym czasopi$mie, natomiast jezeli
zostanie ogtoszona w ,,Postepach Biochemii”, jej publikacja w catosci
lub we fragmentach w innym czasopiSmie wymagac bedzie uprzedniej
zgody Redakcji.

Redaktor Naczelny lub Redaktor Prowadzacy prace podejmuje de-
cyzje o przyjeciu lub odrzuceniu manuskryptu na podstawie wiasnej
opinii i opinii dwoch niezaleznych recenzentdw, w ciggu 6 tygodni od
momentu otrzymania artykutu. W przypadku, kiedy praca wymaga
poprawek odautorskich, Autorzy otrzymuja droga elektroniczng opi-
nie recenzentdw i proszeni sa 0 przygotowanie poprawionej wersji
manuskryptu i odestanie go do Redakcji w ciggu 8 tygodni. Ostatecz-
na decyzje o przyjeciu pracy podejmuje Redaktor Naczelny w ciggu 2
tygodni od otrzymania poprawionej wersji manuskryptu.

Autorzy sg zobowigzani do wykonania korekty autorskiej i poinfor-
mowania Redakcji o koniecznych zmianach, pocztg elektroniczng lub
faksem, w ciggu 3 dni od chwili otrzymania.

Kazdy z Autoréw otrzymuje jeden egzemplarz numeru ,,Postepow
Biochemii”, w ktorym ukazat sie jego artykut.

WSKAZOWKI SZCZEGOLOWE:

Przed przystapieniem do napisania artykutu Autorzy sg prosze-
ni 0 zapoznanie si¢ z najnowszym numerem ,Postepéw Biochemii”,
aby przygotowac prace pod wzgledem edytorskim, jezykowym oraz
jakosci materiatu ilustracyjnego, ktére beda odpowiadaty aktualnym
wymogom Redakcji. Artykuty powinny by¢ pisane jezykiem nauko-
wym, lecz zrozumiatym dla niespecjalistow. Poprawnos$¢ logiczna i
stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznacznos$¢ i czytelnos¢. Auto-
rzy winni unika¢ sktadni obcojezycznej, gwary laboratoryjnej, a takze
ogranicza¢ stosowanie skrétow nawet, je$li bywajg uzywane w pra-
cach specjalistycznych. Kazda z prac nadestanych do Redakcji podlega
ocenie specjalistow i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja zastrzega
sobie prawo dokonania skrécenia tekstu i wprowadzenia koniecznych
zmian, réwniez w materiale ilustracyjnym.

PRZYGOTOWANIE MANUSKRYPTU:

Prosimy o nadsytanie prac pocztg elektroniczng. W wyjatkowych
przypadkach dopuszcza sie przysytanie prac na dyskietce lub ptycie
CD. Tekst winien by¢ zapisany jako *.doc w formacie IBM PC, a pliki
zawierajace ryciny jako: *.tif, *.cdr, *.psd lub *.eps. Tekst powinien by¢
napisany z zachowaniem podwdéjnego odstepu miedzy wierszami, z
uzyciem czcionki Times New Roman 12 lub Arial 12. Symbole i zna-
ki specjalne prosimy wstawia¢ komendg ,insert". W tekscie prosimy
wskazaé miejsce umieszczenia figur i tabel.

ORGANIZACJA MANUSKRYPTU:

W skazany jest podziat artykutu na nienumerowane rozdziaty i pod-
rozdziaty.

Strona 1 (tytutowa) zawiera tytut artykutu, imiona i nazwiska Au-
toréow (ze wskazaniem autora korespondujacego), tytut naukowy kaz-
dego z Autoréw i ich miejsce pracy z adresem pocztowym, numerem
telefonu iadresem poczty elektronicznej, stowa kluczowe (do 6), wykaz
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stosowanych skrétéow (do 10) w porzadku alfabetycznym (ograniczony
do niezbednego minimum) oraz skrécony tytut pracy (do 25 znakéw).

Kolejno numerowane strony obejmujg streszczenie (do 150 wyra-
z6w), tekst pracy i piSmiennictwo. Na kolejnych stronach winny by¢
umieszczone tabele oraz tytuty i objasnienia rycin. Ostatnia strona win-
na zawiera¢ nastepujace informacje w jezyku angielskim: tytu} artyku-
tu, imiona i nazwiska Autoréw oraz miejsca pracy, stowa kluczowe (do
6) i krotkie streszczenie artykutu (do 150 wyrazow).

PiSmiennictwo: Nalezy unika¢ nadmiernej liczby cytowan orygi-
nalnych prac, odsytajac czytelnikéw w miare mozliwosci do artykutéw
przegladowych. Redakcja zaleca zacytowanie co najwyzej 70 publika-
cji, w wiekszoséci pochodzacych z ostatnich 10 lat. Wykaz pismienni-
ctwa obejmuje prace w kolejnosci ich cytowania. W teks$cie, zaznacza
sie je liczbami porzagdkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np.
[3,7,9-26], Sposob cytowania prac oryginalnych (1) i przegladowych
(2), ksigzek (3), rozdziatdw z ksigzek jednotomowych (4), rozdziatéw
z tomo6w serii opracowanych przez réznych redaktoréw (5) wskazuja
ponizej podane przyktady:

1. Jiang QX,Wang DN, MacKinnon R (2004) Electron microscopic analysis of KvAP
voltage-dependent K+channels in an open conformation. Nature 430: 806-810

2. Toyoshima C, Inesi G (2004) Structural basis of ion pumping by Ca2~ATPase of
the sarcoplasmic reticulum. Annu Rev Biochem 73: 269-292

3. Dotowy K, Szewczyk A, Pikuta S (2003) Btony biologiczne, Wydawnictwo Nau-
kowe $lask, Katowice, Warszawa

4. Michalak M, Nakamura K, Papp S, Opas M (2000) Calreticulin and dynamics
of the endoplasmic reticulum lumenal environment, W: Pochet R (red) Calcium:
the molecular basis of calcium action in biology and medicine. Kluwer Academic
Publishers, Dordrecht, Boston, London, str. 191-205

5. Darzynkiewicz E, Jankowska-Anyszka M (2000) Struktura i funkcja konca 5
(KAPU) mRNA iU snRNA, W: Koroniak H, Barciszewski J (red) Na pograniczu
chemiiibiologii, t IV. Wydawnictwo Naukowe Uniwersytetu im. Adama Mick-
iewicza w Poznaniu, Poznan, str. 143-179

Tabele winny by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem iewentualnie
takze niezbednymi objasnieniami umieszczonymi pod tabelg. Wielko$¢
tabel powinna by¢ dostosowana do szerokosci jednego tamu (8,5 cm)
lub strony (18 cm).

llustracje: ryciny winny by¢ zapisane jako: *.tif, *.cdr, *.psd, lub
*.eps. Ryciny powinny by¢ wykonane w skali 1:1. Wielko$¢ ryciny po-
winna by¢ dostosowana do szerokoéci jednego tamu (8,5 cm) lub stro-
ny (18 cm). Na rycinach nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz
postugiwaé sie skréotami. Opisy na rysunkach powinny by¢ wykonane
czcionka Arial 8. Ilustracje i tabele prosimy przesyta¢ w osobnych pli-
kach. Bitmapy (pliki tif, psd) powinny mie¢ minimalng rozdzielczo$¢
300 dpi dla obrazéw kolorowych i skali szarosci (zdjecia czarno biate)
oraz 600 dpi dla ilustracji czarno-biatych (schematy, wzory struktural-
ne zawierajace tylko czern i biel).

Prace w formie elektronicznej prosimy przesyta¢ na adres:
postepy@nencki.gov.pl

W przypadkach uzasadnionych, np. brakiem odpowiedniego opro
gramowania, prosimy o przystanie pracy na dyskietce lub ptycie CD;
zabezpieczonej przed uszkodzeniem w czasie transportu, na adres:

Stawomir Pikuta

redaktor naczelny kwartalnika ,,Postepy Biochemii*

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

Optata za druk: Zgodnie z decyzja Zarzadu Gtéwnego Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego, od 1 stycznia 2006 roku, Towarzystwo
pobiera od Autoréw oplate pokrywajaca czeSciowo koszt druku
artykutu. Optata za wydrukowanie jednej strony artykutu wynosi 150
zt. Szczegbtowe informacje zamies$ciliSmy pod adresem
www.postepybiochemii.pl/oplaty.htm.
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