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Powtarzalne wykrywanie metylowanego DNA na poziomie 1°/0 wzgledem tifa,
jakie stanowi niemetylowane DNA, z zastosowaniem techniki HRM (High
Resolution Melting) dla genu metylotransferazy 06-metyloguaniny DNA (A)
oraz dla genu supresorowego APC (adenomatous polyposis coli) (B).

Standardy zastosowane przy wykrywaniu metylacji zostaty oznaczone w trzech powt6-

rzeniach. Dla uzyskania doktadnych informacji, prosimy zapozna¢ sie z doniesieniem
aplikacyjnym nr 3 (Cancer Research Application Note No. 3) na stronie internetowe;j

www.cancer-research.roche.com

Dane uzyskane dzigki uprzejmosci M. Balic, Oddziat Onkologiczny, Uniwersytet Medyczny w Grazu, Austria.

Tylko do celéw naukowych.
Nie stosowac jako procedura diagnostyczna.
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Woyjasnianie mechanizmu przeprogramowania epigene-
tycznego obserwowanego w komérkach nowotworowych
przy uzyciu elastycznych i dopasowywanych do potrzeb
rozwigzan do analizy metylacji DNA

1 Pewne i precyzyjne oznaczenie metylacji regionow
DNA w odpowiednich wyspach CpG i promotorach
uzyskane z zastosowaniem mikromacierzy NimbleGen.

1 Czula i ekonomiczna metoda okreslenia poziomu
metylacji poprzez zastosowanie jednorodnej analizy
HRM w systemie LightCycler® 480 wykorzystujacym
technologie PCR w czasie rzeczywistym.

1 Doktadna analiza metylacji przy zastosowaniu wygod-
nych w uzyciu i bardzo precyzyjnych polimeraz FastStart
w reakcji PCR.

Zapraszamy do odwiedzenia naszej strony internetowej
www.cancer-research.roche.com dla uzyskania szczego6-
towych informacji o produkcie oraz w celu zapoznania sie
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produktow Roche Applied Science do badan nad rakiem.

Roche Diagnostics Polska Sp. z o.0.
ul. Wybrzeze Gdynskie 6 B

01-531 Warszawa

Tel. 22 481 55 61, -55
biologia.molekularna@roche.com
www.roche.pl

<(Roche)


http://www.cancer-research.roche.com
http://www.cancer-research.roche.com
mailto:biologia.molekularna@roche.com
http://www.roche.pl

B P I S

T R E S C

Postepy Biochemii —vol. 56, nr 1, 2010

W NASTEPNYM NUMERZE:

Stres oksydacyjny
Numer specjalny pod redakcja
Grzegorza Bartosza.

W numerze m.in.:

Rola czynnika transkrypcyjnego

Nrf2 w odpowiedzi komérkowej na

stres oksydacyjny

Nowe oblicza czynnikéw
indukowanych przez hipoksje:
HIF-1 i HIF-2 a stres oksydacyjny

Modyfikacje strukturalne biatek
wywotywane przez tlenek azotu

Reaktywne formy tlenu w

roslinach: powstawanie, degradacja

irolaw przekazywaniu sygnatu

Zdjecie na oktadce:

Stanistaw Wyspianski, cykl rycin "Komor-
ka w podwojeniu”. Rycine opublikowano

za zgoda Jego Magnificencji Prorektora

Uniwersytetu Jagiellonskiego ds. badan
i wspotpracy miedzynarodowej, prof. dr
hab. Szczepana Bilinskiego oraz za zgoda
Dyrektora Muzeum UJ, prof. dr hab. Sta-
nistawa Waltosia. Rycina nawigzuje do
artykutu ,,Dynamika mitozy i cytokinezy
symetrycznej i asymetrycznej" opubliko-
wanego w biezagcym numerze Postepow
Biochemii. Wiecej informacji na temat oko-
licznosci powstania ryciny mozna znalezé
pod adresem:

http://ptbk.mol.uj.edu.pl/strona.

php?t=KOMRKA-W-PODWOJENIU&p=29

Postepy Biochemii 56 (1) 2010

Wiadomosci krajowe
pod red. Teresy Wesotowskiej

ARTYKULY PRZEGLADOWE

Mechanizm metylacji i demetylacji DNA —
znaczenie w kontroli ekspresji genéw
Jolanta Guz, Marek Foksinski, Ryszard Olifiski

Globalna hipometylacja DNA —znaczenie w procesie kancerogenezy

Jolanta Guz, Marek Foksinski, Ryszard Oliriski

Glikozylazy J4Fe-4SJ i przenoszenie tadunku w DNA
Hanna Lewandowska-Siwkiewicz, Sylwia Meczyriska-Wielgosz

Dynamika mitozy i cytokinezy symetrycznej i asymetrycznej
Janina Kaczanowska, Andrzej Kaczanowski

Kompleks kohezyjny chromatyd siostrzanych u Eukaryota
Agata Cena, Anna Kurlandzka

HINT1 —nowy supresor nowotworéw w rodzinie biatek HIT
Magdalena Ozga

Wptyw fosforylazy tymidynowej (ptytkopochodnego

czynnika wzrostu komorek srodbtonka) na angiogeneze
guzéw. Inhibitory aktywnosci katalitycznej enzymu

Elzbieta Miszczak-Zaborska, Monika Smolarek, Jacek Bartkowiak

Czynniki kontaktu uktadu hemostazy —badanie ewolucji
molekularnej oraz nowe perspektywy terapeutyczne
Michat Btazej Ponczek

Biatka z rodziny p24 —regulatory transportu pecherzykowego
Joanna Kaminska, Marta Hoffman-Sommer, Michat Ptachta

Szok termiczny a podatno$¢ organizmow
na zakazenie i stres osmotyczny
Iwona Wojda

Zastosowania U-Tube™ oraz D-Tube™ w zageszczaniu biatek
Monika Zochowska

16

22

29

41

55

61

67

75

83

95


http://ptbk.mol.uj.edu.pl/strona

C 0 N T E N T I

ADVANCES IN BIOCHEMISTRY VOL. 56, NO. 1, 2010

Events/Opinions/Comments 1
REVIEWS
Mechanism of DNA méthylation and déméthylation —its role in control of genes expression 7
Global DNA hipomethylation —the meaning in carcinogenesis 16
Glycosylases [4Fe-4S] and the charge transfer in DNA 22
Dynamics of asymmetric and symmetric mitosis and cytokinesis 29
Sister chromatid cohesion complex in Eulcaryota 41
HINT1 —anowel tumor suppressor protein of the HIT superfamily 55
Influence of the thymidine phosphorylase (platelet-derived endothelial cell growth factor) on tumor angiogenesis. Catalytic
activity of enzyme inhibitors 61
The contact factors of hemostasis - examination of molecular evolution and new therapeutic perspectives 67
The p24 family proteins —regulators of vesicular trafficking 75
Heat shock and the susceptibility of organisms to infection and osmotic challenge 83
Practical application of U-Tube™ and D-Tube™ for protein concentration 95

V edycja konkursu na najlepszg prace doktorska
z biochemii w 2009 roku

Polskie Towarzystwo Biochemiczne i firma Merck Sp. z 0.0. ogtaszajg pigta edycje konkursu na najlep-
szg prace doktorska z biochemii wykonana w polskiej instytucji naukowej. Warunkiem uczestnictwa jest
przyznanie autorowi pracy tytutu doktora przez witasciwg rade naukowg lub rade wydziatu w roku.
Nagroda obejmuje premie pieniezng dla autora w wysokosci 4 500 zt, ufundowang przez firme Merck,
oraz opublikowanie tez doktoratu w 4 numerze kwartalnika ,Postepy Biochemii" w 2010 roku. Nagrode
przyznaje Zarzad Gtéwny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w porozumieniu w firma Merck.
Zgtoszenia kandydatow do Nagrody moga dokonywac pracownicy naukowi ze stopniem doktora habilito-
wanego lub tytutem profesora.
Zgtoszenia w formie listu przewodniego wraz z praca doktorskg w formacie pdf nalezy przestaé
-okt tylko droga elektroniczng na adres:
j.redowicz@nencki.gov.pl
Rozstrzygniecie konkursu nastgpi do 31 sierpnia 2010 roku, a uroczyste wreczenie Nagrody odbedzie sie
na dorocznym Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego we wrzesniu 2010 roku.
Patronat medialny nad konkursem sprawuje redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii". Pytania dotyczace
konkursu mozna uzyska¢ kierujgc je pod nastepujacy adres poczty elektronicznej: j.redowicz@nencki.

gov.pl.
M. Jolanta Redowicz
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X1l konferencja ,,Gliwickie Spo-
tkania Naukowe 2009". W dniach
20-21 listopada 2009 roku odbyta sie
kolejna edycja Gliwickich Spotkan
Naukowych (Fot. 1). Tegoroczna kon-
ferencja, poswiecona tematyce gene-
tycznych, molekularnych i $rodowi-
skowych uwarunkowan powstawa-
nia nowotworow oraz ich terapii byta
juz trzynastag w cyklu rozpoczetym w
1997 roku. W konferencji uczestniczy-
o 180 os6b, w tym 23 osoby z zagrani-
cy. Problematyka naukowa konferen-
cji dotyczyta badan molekularnych w
epidemiologii nowotworéw, genomi-
ki funkcjonalnej w badaniach nowo-
tworowych, efektu sgsiedztwa i jego
zastosowania w radioterapii nowo-
tworéw oraz udziatu biatek transpor-
tujacych jony (kanatow jonowych) w
procesach nowotworowych. Program
konferencji obejmowat 32 referaty
zgrupowane w czterech sesjach.

Fot. 1. Miejsce obrad Gliwickich Spotkarn Nauko-
wych 2009.

W sesji | ,,Molecular Epidemio-
logy of Cancer”, oméwiono wyniki
badan genotypowania majace na celu
okreslenie roli polimorfizmu poje-
dynczych lub wielu mutacji pojedyn-
czych zasad (SNP) w nowotworach
dziedzicznych (Kari Hemminki), za-
prezentowano metody analizy wielu
mutacji (w tym SNP) prowadzacych
do zachorowalno$ci na dziedzicz-
ne nowotwory piersi (Ute Hamann),
scharakteryzowano zalezno$¢ wyste-
powania mutacji niektérych genow z
czasem przezycia pacjentek chorych
na raka piersi (Asta Forsti). Referat
Ewy Grzybowskiej dotyczyt moleku-
larnej epidemiologii dziedzicznych
rakéw piersi i jajnika na Slasku i kli-
nicznych implikacji wynikajacych z
istnienia polimorficznych alleli ge-
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néw BRCA oraz PGR i MDR1. Wptyw
cigzy na ryzyko rozwoju rakéw pier-
si i jajnika, z uwzglednieniem zmian
stezenia hormondéw (gonadotropina
tozyska, estrogeny, progesteron, te-
stosteron, SHBG i IGF-1) okazat sie
szczegOlnie wazny w pierwszym
trymestrze cigzy, zwtaszcza u kobiet
powyzej 30 roku zycia (Annekatrin
Lukanova). Rola SNP w podatno-
§ci na raka ptuc i rola biomarkeréw
zwigzanych z genami naprawy DNA
jako czynnikéw prognostycznych
zostaty zaprezentowane przez Doro-
te Butkiewicz. Poréwnanie czestosci
wystepowania polimorfizmu SNP z
zapadalnoscig na agresywng forme
raka prostaty, piersi (zwiagzek z wy-
stepowaniem receptora estrogeno-
wego) oraz trzustki na duzej grupie
chorych (14 000 przypadkéw) pozwo-
lito na wyodrebnienie niektérych cha-
rakterystycznych polimorfizmoéw ob-
serwowanych w tych trzech réznych
rodzajach raka (Federico Canzian).
Ostatni referat sesji posSwiecony byt
poszukiwaniu markeréow podatnosci
oraz markeréw prognostycznych dla
nowotworéw gardta przy wykorzy-
staniu metody poréwnawczej hybry-
dyzacji genomu (CGH). Stwierdzono
wystepowanie amplifikacji lub delecji
odpowiednio w onkogenach i genach
supresorowych i powigzano je w nie-
ktorych przypadkach z progresja raka
gardta (Krzysztof Szyfter).

Sesja Il ,Functional Genomics in
Cancer Research"” poswiecona byta
przeszukiwaniom aktywnych drog
przekazywania sygnatdw uzyskanych
dzieki analizie danych z zastosowa-
niem mikromacierzy oraz proteomiki
w prébach pochodzacych z komérek
nowotworowych w hodowlach in vi-
tro i izolowanych z nowotworow. Re-
gulacja cyklu komérkowego w raku
piersi w powigzaniu z receptorem
czynnika wzrostu ERBB zostata wy-
kryta poprzez analize komputerowg
wynikéw doswiadczalnych i badanie
oddziatywaA miRNA w komérkach
raka piersi. Stwierdzono wystepowa-
nie nowego szlaku przekazywania
sygnatu wigzacego receptory czynni-
kéw wzrostu z cyklem komérkowym
(przejscie G1/S) oraz rodziny miRNA
biorgcej udziat w tym procesie (Stefan
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Wiemann). Kolejny referat poSwieco-
no regulacji szlaku sygnalizacyjnego
insuliny, a szczegdlnie jego zabloko-
waniu. Nowo wyizolowana fosfata-
za odpowiedzialna za defosforylacje
i inaktywacje podstawowego biatka
szlaku, kinazy S6, zostata scharakte-
ryzowana w referacie Aurelio Tele-
mana. Metylacja genéw ma istotne
znaczenie w regulacji ich aktywno-
§ci. Analize profilu metylacji genéw
szlaku anemii Fanconiego/BRCA w
nowotworach gtowy i szyi przepro-
wadzono na 13 genach i wykazano
powigzanie inaktywacji genu BRCA2
z metylacjg (Marcin Szaumkessel).
Analiza jednego z biatek odpowie-
dzialnych za apoptoze (TRAIL, ang.
TNF-related apoptosis-inducing factor)
i funkcjonalnego zréznicowania od-
powiedzi na jego wprowadzenie do
komaérek pozwolita na odkrycie czyn-
nikow odpowiedzialnych za regulacje
$mierci komdrek nowotworowych i
ich opornosci na podane biatko (San-
dra Steinbrink). Obszerno$¢ danych
otrzymywanych w analizach geno-
mowych i proteomicznych wymaga
czesto odmiennego podejscia anali-
tycznego. Nowe metody umozliwia-
jace selekcje wybranych grup genow,
czy biatek przedstawita Joanna Polan-
ska. Analiza z zastosowaniem mikro-
macierzy moze mie¢ istotny udziat w
diagnostyce i prognozowaniu. Bar-
bara Jarzab omoéwita prace skupione
na rozréznieniu dwoéch typow histo-
logicznych raka tarczycy, szczeg6lnie
istotne w sytuacjach niepewnej dia-
gnozy histologicznej. Omdwione zo-
staty tez préby poszukiwania marke-
row prognostycznych i rozréznienia
tagodnych i ztosliwych form raka pe-
cherzykowatego. Badania genomicz-
ne i proteomiczne zostaty wykorzy-
stane w analizie raka trzustki. Regula-
cja epigenetyczna promotorow, zmia-
ny wigzania czynnikéw transkrypcyj-
nych, réznice w poziomie transkryp-
cji i regulacja samych transkryptow,
synteza biatek i ich oddziatywania
ztozyly sie na obfitos¢ informacji po-
zwalajacych lepiej zrozumie¢ procesy
regulacji w tym typie nowotworu, co
umozliwi opracowanie skuteczniej-
szej terapii (Jorg Hoheisel). Dane po-
chodzace z badan z zastosowaniem
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mikromacierzy wykorzystano do
wybrania genéw prognostycznych i
predykcyjnych w nowotworach piersi
(Jolanta Kupryjanczyk) i jelita (Jerzy
Ostrowski). Ostatnie dwa referaty po-
Swiecone byty analizie tkanek zdro-
wych sasiadujgcych z nowotworem.
Anna Fiszer-Kierzkowska omoéwita
wyniki badan z zastosowaniem mi-
kromacierzy poréwnujacych ekspre-
sje gendéw w komaérkach raka prostaty
i otaczajacej je normalnej tkance, ktdre
pozwolity na wytonienie wczesnego
markera o potencjale diagnostycznym
w tkance otaczajgcej. Piotr Widtak
przedstawit ostatnie wyniki poszu-
kiwania klasyfikatora roznicujacego
osoby zdrowe ichore na raka piersi na
podstawie badan z wykorzystaniem
spektrometrii masowej biatek suro-
wicy krwi. Analiza wykazata rowniez
szereg zmian sktadnikéw surowicy w
trakcie terapii, co moze pozwoli¢ na
uscislenie diagnozowania i monitoro-
wania terapii.

Sesja Il ,,Bystander Mechanisms
as Targets for Cancer Radiotherapy”
poswiecona byta w catosci zastosowa-
niu efektdw posrednich promienio-
wania w leczeniu nowotworéw. Car-
mel Mothersill (Fot. 2) przedstawita
zestawienie najnowszych wynikéw,
pozwalajgce na wysuniecie hipotezy
0 wielopoziomowym dziataniu tych
efektow, co mogtoby istotnie wpty-
wac nie tylko na pojedyncze organi-
zmy, ale tez na losy populacji. Mecha-
nizmy te, obecne réwniez w trakcie
radioterapii, moga w istotny sposéb
regulowa¢ oddziatywanie komoérek
nowotworowych z organizmem, a
takze wptywaé na zachowanie popu-
lacji komoérek nowotworowych. Eli-
zabeth Schtiltke przedstawita wyniki
nowej formy terapii (mikrowigzkowa
terapia radiacyjna) pozwalajgcej na
uzyskanie dwukrotnie wiekszej daw-

Fot. 2. Od lewej Carmel Mothersill (Kanada) i
Nadzeya Ryaboken (Biatorus).
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ki w obrebie guza, co mogtoby miec
szczegOlne znaczenie przy leczeniu
nowotworéw radioopornych. Metoda
ta pozwala rowniez na wykorzystanie
efektow posrednich w terapii. Nowy
typ terapii zostat zakwalifikowany
do przeprowadzenia préb klinicz-
nych. Mansoor Ahmed zaprezento-
wat nowag metode radioterapii przy
uzyciu siatki. Tréjwymiarowa siatka
umozliwia napromienianie bardzo
wysokg dawkag guza, wykorzystanie
efektéw posrednich oraz istotne ogra-
niczenie dawki poza obszarem guza.
Wstepne badania kliniczne potwier-
dzity skuteczno$¢ tej formy radiote-
rapii. Nowotwory hematologiczne
moga by¢ w niektérych przypadkach
leczone metodg radioimmunoterapii.
Metoda ta rowniez moze wykorzysty-
wac efekty posrednie (nie wszystkie
komarki pobierajg lek). Skutki ubocz-
ne tej terapii (cytopenia) moga by¢
regulowane przez reinfuzje komoérek
macierzystych (Wojciech Jurczak).
Colin Seymour przedstawit nowe
dane dotyczace efektéw posrednich
uzyskiwanych w populacji ryb, a
przenoszonych woda przez czynni-
ki rozpuszczalne. Efekty posrednie
mozna tez bada¢ na poziomie subko-
morkowym. Promieniowanie indu-
kuje w komérkach sasiednich mutacje
w DNA mitochondrialnym i zwigza-
ne z tym dysfunkcje mitochondriéw
(James Murphy). Trzy kolejne wykia-
dy nie omawiajgc explicite efektow po-
$rednich radioterapii, skupiaty sie na
opisaniu szlakéw przekazywania sy-
gnatéw wystepujacych w komorkach
napromienionych  (Bruce McKay,
Anna Marciniak-Czochra i Krzysz-
tof Puszynski). Ostatnie wystgpienie
w tej sesji byto poswiecone efektom
posrednim w komorkach krwi napro-
mienianych pacjentéw i w uktadach
in vitro (Joanna Rzeszowska-Wolny
(Fot. 3).

Ostatnia, najkrotsza sesja ,ton
Channels and Cancer" byta poSwieco-
na roli kanatow jonowych w komor-
kach nowotworowych. Obejmowata
trzy referaty: Miguel Rubi mowit o
efektach termicznych w biatku Ca2~
ATPazie, Walter Stuehmer przed-
stawit zwigzek kanatéw jonowych z
postepem choroby nowotworowej, a
Maria Mycielska oméwita specyficz-
ny dla prostaty transporter cytrynia-
nowy i jego hamowanie w procesie
nowotworzenia.

Fot. 3. Prof. Joanna Rzeszowska-Wolny.

Ponadto program zjazdu obejmo-
wat sesje plakatowg, na ktdrej przed-
stawiono 42 plakaty. W przeprowa-
dzonym konkursie wybrano najlep-
sze plakaty. Pie¢ pierwszych miejsc
uzyskali Andriy Slonchak (Kijow) za
prace ,,Regulation of the human glu-
tathione S-transferase Pl gene trans-
cription”, Anna Dudka (Birmingham)
za prace ,STAT3 isa phospho-specific
binding partner for fibroblast growth
factor receptor that is activated by
amplified receptor expression”, Mag-
dalena Jarosz (Gliwice) za prace "A
combination of endoglin-based DNA
vaccine and interleukin-12 gene en-
hances antiangiogenic and antitumor
effects”, Ewelina Lipiec (Krakow)
za prace ,Application of proton mi-
crobeam to studies of apoptosis and
necrosis in PC-3 cell line" oraz llona
Bednarek (Katowice) za prace "Che-
mosensitivity of bladder cancer cells
after chemical or RNAi-mediated
modulation of multidrug resistance
(MDR) genes expression".

Konferencja potgczona byta =z
prezentacja wyrobow firm produ-
kujacych odczynniki i sprzet labora-
toryjny, oraz ze sprzedaza polskiej
i zagranicznej literatury naukowe;j.
Wiecej informacji na temat omawianej
konferencji mozna uzyskac na stronie
internetowej http:// gsn.io.gliwice.pl
(opraé. Joanna tanuszewska i Jacek
Rogolinski)

Slady polskiej nauki w Kilku
gtosnych  wydarzeniach  nauko-
wych 2009 roku. SphinX - przyrzad
polskich inzynieréw trafit na orbite
okotoziemska. Jego zadaniem jest
obserwacja miekkiego promieniowa-
nia rentgenowskiego, emitowanego
z tzw. korony stonecznej. Urzadzenia
zbudowane przez polskich naukow-
cow biorg udzial w eksperymentach
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uruchomionego ponownie w listopa-
dzie Wielkiego Zderzacza Hadronow.

Zaobserwowano pierwsze oddzia-
tywania proton-proton w detekto-
rze Wielkiego Zderzacza Hadronéw
(LHCDb), zbudowanym w celu odkry-
cia réznic miedzy materig a antyma-
terig. W budowie detektora uczestni-
czyli polscy naukowcy. W Instytucie
Probleméw Jadrowych w Swierku
dla potrzeb eksperymentu LHCb
zbudowano 130 modutéw dryfowych
komoér stomkowych — elementéw
zewnetrznego detektora LHCb, stuzg-
cych do rekonstrukcji toréw i pomia-
ru pedu czastek natadowanych. Pola-
cy zbudowali takze system optyczny
RASNIK, mierzagcy zmiany potozen
ram podtrzymujacych moduty komér
stomkowych wzgledem mostu, na
ktorym sg zawieszone.

Przeprowadzono pierwsza ope-
racje z uzyciem polskiego robota,
w ramach prac nad unikatowym w
Europie projektem zmierzajgcym do
skonstruowania robota kardiochirur-
gicznego Robin Heart. Operacje prze-
prowadzono na $winiach domowych.

Badania genetyczne potwierdzity,
ze szczatki gen. Wiadystawa Sikor-
skiego ztozone w Katedrze na Wa-
welu sg autentyczne, a $Smieré nasta-
pita w wyniku obrazen wielonarzado-
wych.

Krajowe Centrum Promocji Zdro-
wia w Miejscu Pracy, dzialajgce w
ramach Instytutu Medycyny Pracy w
todzi, zostato uhonorowane dorocz-
nag nagroda Swiatowej Organizacji
Zdrowia (WHO) za badania w za-
kresie promocji zdrowia na rok 2009.
Nagrode w wysokosci 20 tysiecy do-
laréw ufundowat Kuwejt.

Zespot polskich lekarzy z centrum
ortopedii i medycyny sportowej - Ca-
rolina Medical Center w Warszawie
przeprowadzit pierwszag w Europie
operacje wszczepienia innowacyjnej
protezy stawu skokowego.

Specjalisci z Instytutu Fizjologii
i Patologii Stuchu przeprowadzi-
li pierwszg operacje wszczepienia
innowacyjnego polskiego implantu
stuchowego piecioletniemu dziecku
z tzw. czeSciowa gtuchota. Pierwsza
na S$wiecie operacje obustronnego
wszczepienia implantdw ucha $rod-
kowego pacjentowi z powaznym
uszkodzeniem stuchu przeprowadzit
prof. Kazimierz Niemczyk, kierow-
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nik Katedry i Kliniki Otolaryngologii
Akademii Medycznej w Warszawie.
Operacje wykonano u 20-letniego
mezczyzny, ktoéry w dziecinstwie do-
znat powaznego uszkodzenia stuchu
z powodu zazywania lekow ototok-
sycznych.

Polscy studenci zostali uhonoro-
wani Europejskg Nagrodg im. Karola
Wielkiego. Ich projekt edukacyjny pt.
»,YOUrope needs YOU", opracowany
w krakowskim oddziale Europejskie-
go Forum Studentéow AEGEE, zwy-
ciezyt w konkursie zorganizowanym
przez Parlament Europejski i Fun-
dacje Nagrody Karola Wielkiego w
Akwizgranie.

Naukowcy z Gdanskiego Mu-
zeum Archeologicznego odkryli na
sudanskiej pustyni Bajuda liczne obo-
zowiska istot praludzkich i narzedzia
z najstarszego okresu epoki kamienia
- dolnego paleolitu.

Miedzynarodowy, interdyscypli-
narny zespo6t badawczy, z udziatem
polskich naukowcéw, odkryt pozo-
statosci po tazniach wzniesionych dla
zoinierzy | Legionu ltalskiego w But-
garii. Zaréwno ich wielkos$¢, wystrdj
architektoniczny irozplanowanie wy-
kracza daleko poza standardy obozu
legionowego (wg Ze Swiata Nauki
PAP).

Utworzono Rade Mtiodych Na-
ukowcow. W dniu 1 lutego 2010 r.,
minister nauki i szkolnictwa wyz-
szego prof. Barbara Kudrycka wre-
czyta nominacje 21 miodym polskim
uczonym, ktérzy beda tworzy¢ Rade
Mitodych Naukowcow. Jej zadaniem
bedzie m.in. opiniowanie projektow
ustaw i rozporzadzen dotyczacych
funkcjonowania uczelni i sektora na-
uki. W sktad Rady Mtodych Naukow-
cow wchodzg: Artur Czupryn - In-
stytut Biologii DosSwiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN, Andrzej Dziembow-
ski - Instytut Biochemii i Biofizyki
PAN oraz Uniwersytet Warszawski,
Karolina Kurtz - Zachodniopomor-
ski Uniwersytet Technologiczny w

Szczecinie, Piotr Garstecki - Insty-
tut Chemii Fizycznej PAN, Barbara
Fryzet - Uniwersytet Jagiellonski,

Krzysztof Piech - Szkota Gtowna
Handlowa w Warszawie, Monika
Szczepaniak - Uniwersytet Kazimie-
rza Wielkiego w Bydgoszczy oraz
Humboldt-Universitat zu Berlin Insti-
tut fir Deutsche Literatur w Berlinie,

Katarzyna Kijania-Placek - Uniwer-
sytet Jagiellonski, Tomasz Klimczuk
- Politechnika Gdanska, Piotr Koza
- Politechnika Warszawska, Marcin
Binkowski - Uniwersytet Slaski w Ka-
towicach, Bartosz Powatka - Zachod-
niopomorski Uniwersytet Technolo-
giczny w Szczecinie, Ewa Jankowska
- Akademia Medyczna we Wrocta-
wiu, Dominika Nowis - Uniwersy-
tet Medyczny w Warszawie, Konrad
Rejdak - Uniwersytet Medyczny w
Lublinie, Maciej Banach - Uniwersy-
tet Medyczny w todzi, Justyna Zajac
- Uniwersytet Warszawski, Wojciech
Kulesza - Szkota Wyzsza Psycholo-
gii Spotecznej w Warszawie, Tomasz
Zalasinski - Uniwersytet Wroctawski,
Dominik Antonowicz - Uniwersy-
tet Mikotaja Kopernika w Toruniu,
Hanna Mamzer - UAM w Poznaniu.
W imieniu Rady gtos zabrata Han-
na Mamzer, socjolog z Uniwersytetu
Adama Mickiewicza w Poznaniu, wy-
razajagc przekonanie, ze dzieki pracy
zespotu gtos miodych badaczy stanie
sie bardziej styszalny nie tylko wéréd
naukowcéw starszych wiekiem i sta-
zem, ale tez ws$rod miodszych kole-
géw, ktdrzy dopiero decydujg sie na
kariere naukowag.

Nagrody Prezesa Rady Ministrow,
ustanowione w 1994 roku z inicjaty-
wy PAN, za dziatalno$¢ naukowa,
naukowo-techniczng, artystyczng i za
rozprawy doktorskie i habilitacyjne
odebrato 44 naukowcdw i 5 zespotdw
w dniu 20 stycznia w Warszawie (Fot.
4).

Premier Donald Tusk podczas
uroczystosci wyrazit przekonanie, ze
do zadan rzadu nalezy zapewnienie
wzrostu naktadéw na nauke i dodat
»hiezaleznie od sytuacji budzetu Pol-
ski nie sta¢ na nietozenie $rodkow
finansowych na ten cel”. Za wybitny
dorobek naukowy nagrodzono prof.
Stanistawa Czekalskiego z Uniwersy-

Fot. 4. Laureaci Nagrody Prezesa Rady Ministrow.



Fot. 5. Prof. Bogustaw Buszewski.

tetu Medycznego w Poznaniu, prof.
Jana Gorskiego z Akademii Medycz-
nej w Biatymstoku, prof. Jana Strelaua
z Polskiej Akademii Nauk i Szkoty
Wyzszej Psychologii Spotecznej, prof.
Jerzego Waznego z Instytutu Tech-
nologii Drewna w Poznaniu. Nagro-
dy za wybitne osiggniecia naukowe
otrzymali: dr hab. Zbigniew Btocki
z Instytutu Matematyki Uniwersy-
tetu Jagiellonskiego, prof. Bogustaw
Buszewski (Fot. 5) z Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu; ana-
liza Srodowiskowa, chromatografia i
techniki pokrewne (HPLC, SPE, GC,
CZE), spektroskopia, fazy stacjonar-
ne, kolumny, charakterystyka po-
wierzchni, adsorpcja, przygotowanie
probek, analiza terenowa, utylizacja
odpadow i Sciekéw, chemometria,
modelowanie molekularne; prof. To-
masz Jasinski z Instytutu ITistorii Uni-
wersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu; prof. Jan Szopa-Skorkow-
ski (Fot. 6) z Uniwersytetu Wroctaw-
skiego (kierownik Zaktadu Biochemii
Genetycznej Uniwersytetu Wroctaw-
skiego). W ostatniej dekadzie jego
zespot wytworzyt 25 rodzajéw trans-
genicznych ziemniakow ilnu, opaten-
towat 18 gendéw, ktére znajduja sie w
National Center for Biotechnology In-
formation, Swiatowym banku genéw
w Bostonie. Profesor wydaje miedzy-
narodowe czasopismo ,,Cellular and
Molecular Biology Letters". Specjal-
ne wyrdznienie otrzymali Grzegorz
Niedzwiedzki i Piotr Szrek, ktdrzy

Fot. 6. Prof. Jan Szopa-Skérkowski.

4

w Goérach Swietokrzyskich odkryli
odciski stop najstarszych czworo-
noznych zwierzat lgdowych.

Minister Zdrowia przyznat nagro-
dy za wybitne iwyrézniajace sie osiggnie-
cia naukowe i dydaktyczne. W Pomor-
skiej Akademii Medycznej w Szczecinie
nagrode naukowg | stopnia otrzymata
nasza Kolezanka prof. Ewa Stachow-
ska z Zaktadu Biochemii i Chemii
Medycznej za rozprawe habilitacyjng
»Wplyw sprzezonych diendw kwasu
linolowego na synteze pochodnych
kwasu arachidonowego i linolowego
w monocytach/makrofagach™.

Medal im. Mikotaja Kopernika
dla dr Claudine Kiedy (Fot. 7). 24
listopada w Warszawie dr Claudine
Kieda otrzymata z ragk Prezesa Pol-
skiej Akademii Nauk prof. Michata
Kleibera medal im. Mikotaja Koper-
nika. To najwazniejsze z odznaczen,
Prezydium PAN przyznaje naukow-
com, ktorzy nie nalezg do Akademii,
w uznaniu ich zastug dla spoteczno-
$ci badawczej naszego kraju. Dr Kie-
da jest dyrektorem ds. badawczych
w Oédrodku Biofizyki Molekularnej
CNRS w Orleanie, gdzie miedzy in-
nymi prowadzi badania nad mechani-
zmami angiogenezy. Ponadto od wie-
lu lat jest zaangazowana w rozwijanie
wspdipracy pomiedzy swoim osrod-
kiem macierzystym a instytucjami

Fot. 7. Dr Claudine Kieda.

naukowymi w Polsce. Od 2009 roku
dr Kieda jest profesorem goscinnym
na Wydziale Biochemii, Biofizyki i
Biotechnologii i prowadzi zajecia w
ramach studiéw polsko-francuskich
zorganizowanych przez Uniwersytet
Jagiellonski i Uniwersytet w Orleanie.
Warto w tym miejscu przypomnieg,
ze 3 lata wcze$niej za swoje zastu-
gi dla krakowskiej uczelni dr Kieda
otrzymata medal Merentibus UJ.

W 5. edycji Konkursu ,,Popula-
ryzator Nauki' przyznano sze$¢ na-
grad i trzy wyroznienia. Konkurs byt

organizowany przez Polskg Agencje
Prasowg oraz Ministerstwo Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego. W Kkategorii
»Naukowiec Ilub instytucja nauko-
wa" rdwnorzedne nagrody otrzymali:
dr Jan Olejniczak (Fot. 8) z Zaktadu
Podstawowych Probleméw Fizyki
Uniwersytetu todzkiego, naukowiec
prowadzacy wyktady i prelekcje dla
uczniéw szko6t Srednich, warszta-
ty pokazowe dla nauczycieli fizyki,
wyktady otwarte na Wydziale Fi-
zyki i Informatyki Stosowanej UL.
Wyktady dr Olejniczaka majg forme
bogato ilustrowanych pokazéw; mgr
inz. Joanna Szlichcinska (Fot. 9) ze
Szkoty Gtdéwnej Gospodarstwa Wiej-
skiego w Warszawie, organizatorka
warsztatow naukowych ,DNA - En-
cyklopedia Zycia", imprezy popula-
ryzujacej biotechnologie w polskim
spoteczenstwie. Joanna Szlichcinska
jest autorka okoto 30 artykutdéw o te-
matyce zwigzanej z biotechnologig
medyczng; Koto Naukowe Fizykow
Politechniki toédzkiej ,,Kot Schro-
edingera"”, dziatajace przy Instytucie
Fizyki Politechniki £.6dzkiej. Studenci
fizyki technicznej z pasja organizuja
pokazy popularnonaukowe. Sg staty-
mi uczestnikami £6dzkiego Festiwalu
Nauki.

W kategorii ,,Dziennikarz, redakcja
lub instytucja nienaukowa" nagrody
otrzymali: Dorota Truszczak, autor-
ka codziennego serwisu naukowego i
audycji w cyklu ,,Cztowiek i nauka"
w Programie Pierwszym Polskiego
Radia. Na biezaco $ledzi wydarze-
nia w osrodku CERN pod Genewa.
Pokazuje tez blaski i cienie rozwoju
nauki i techniki, w kontrowersyjnych
obszarach: klimatologii, klonowania,
inzynierii genetycznej, transplantacji,
nowych lekéw, medycyny niekon-
wencjonalnej, ekologii, energetyki
jadrowej; dr Tadeusz Zaleski, fizyk

Fot. 8. Dr Jan Olejniczak.
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akustyk, z Uniwersytetu Gdanskiego,
petnomocnik Rady Rektoréw Woje-
wodztwa Pomorskiego ds. Battyckie-
go Festiwalu Nauki, specjalizuje sie
w organizacji Targéw Edukacyjnych
,Zostan Zakiem" oraz stron interne-
towych poswieconych edukacji, np.
»Przegladu EUREKA" popularyzu-
jacego wyniki prac naukowych; Pol-
skie Radio Szczecin, ktére doceniono
w konkursie ,,Popularyzator Nauki"
m.in. za powstajagce tam magazy-
ny komputerowe ,Traci¢ myszka" i
»Przygody Matej Myszki w Swiecie
informatyki"”, tworzace blok publicy-
styczno-edukacyjny. Tematy podej-
mowane przez twoércOw magazynow
dotyczg informatyki i najnowszych
osiaggnie¢ techniki w branzy IT.

Wyréznienia za najlepsze prezen-
tacje w tegorocznej edycji konkursu
»Popularyzator Nauki" otrzymali:
prof. Leszek Wozniak z Politechniki
Rzeszowskiej za oryginalny wyktad
$piewany ,,Oblicza globalizacji", dr
Lena Magnone z Wydziatu Poloni-
styki Uniwersytetu Warszawskiego,
inicjatorka , Kongresu Psychoanali-
tycznego", ktoéry odbyt sie podczas
XII Festiwalu Nauki w Warszawie.
Pomyst polegat na zorganizowaniu
amatorskiego przedstawienia, w kto6-
rym udziat wzieli studenci z Kofa
Naukowego Psychoanalizy Kultury
na Wydziale Polonistyki UW. Boha-
terami spektaklu byli stynni twércy
psychoanalizy, wéréd nich Zygmunt
Freud; dr lzabella tecka z Instytutu
Studiow Regionalnych i Globalnych
Uniwersytetu Warszawskiego. Jej
nietuzinkowa prezentacja ,,Zar zycia
na pustyni" przyblizyta publicznosci
obyczaje mieszkancéw krajow arab-
skich, proponowata degustacje arab-
skich potraw, nauke alfabetu Naskhi,
a przede wszystkim irackie i libanskie
tance regionalne w wykonaniu stu-
dentéw tych narodowosci..

Prof. Jacek Jassem i prof. Zdzistaw
Brodecki zostali laureatami Nagrod
Naukowych Miasta Gdanska im.
Jana Heweliusza za rok 2009. Prof.
Jacek Jassem z Gdanskiego Uniwersy-
tetu Medycznego zostat wyrézniony
w dziedzinie nauk przyrodniczych i
Scistych, a prof. Brodecki z Wydziatu
Prawa i Administracji Uniwersyte-
tu Gdanskiego —w dziedzinie nauk
humanistycznych. Wreczenie nagrod
odbyto sie 28 stycznia b.r. Profesora
Jassema doceniono za zastosowanie
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technik biologii molekularnej w lecze-
niu nowotworéw ztosliwych, dzieki
ktorym leczenie raka moze by¢ sku-
teczniejsze. Prof. Brodeckiego, ktory
pracuje w Katedrze Prawa Europej-
skiego i Komparatystyki Prawniczej
na Uniwersytecie Gdanskim, uhono-
rowano za ,stworzenie teorii zinte-
growanego porzadku prawnego”.

Prof. Jacek Jassem, absolwent Aka-
demii Medycznej w Gdansku, jest nie-
mal od 20 lat kKierownikiem Katedry i
Kliniki Onkologii i Radioterapii Gdan-
skiego Uniwersytetu Medycznego. W
swojej pracy naukowej skupia sie na
raku ptuc, raku piersi, nowotworach
gtowy i szyi, a takze na biologii mo-
lekularnej nowotworow. Prof. Jacek
Jassem uczestniczyt w pracach wielu
wptywowych instytucji zajmujacych
sie problematyka nowotworéw. Byt
m.in. przewodniczacym najwiekszej
organizacji badawczej w dziedzi-
nie onkologii w Europie — Grupy
Raka Piersi Europejskiej Organizacji
do Badan nad Rakiem (EORTC) czy
cztonkiem zarzadu Europejskiego To-
warzystwa Radioterapii Onkologicz-
nej (ESTRO), najwiekszej na Swiecie
organizacji naukowej w dziedzinie
radioterapii. Od 10 lat jest przewodni-
czacym Srodkowoeuropejskiej Grupy
Onkologicznej (CEEOG). W Polskich
organizacjach petnit role wiceprezesa
Polskiego Towarzystwa Radioterapii
Onkologicznej (PTRO) i Polskiego
Towarzystwa Onkologicznego (PTO).
Jest réwniez Cztonkiem Rady Nauko-
wej Centrum Onkologii - Instytutu
im. Marii Sktodowskiej-Curie. Na-
groda Naukowa Miasta Gdanska im.
Jana Heweliusza przyznawana jest od
1987 r. reprezentantom gdanskiego
srodowiska naukowego za wybitne
osiggniecia naukowe o charakterze
poznawczym.

Konkurs miesiecznika ,,Forum
Akademickie™ na artykut popular-
nonaukowy pod hastem Skompliko-
wane i proste. Miodzi uczeni o swoich
badaniach zostat rozstrzygniety. | Na-
grode otrzymat dr Jacek Smietanski
(Fot. 9), informatyk i biotechnolog
(Zaktad Farmakokinetyki i Farmacji
Fizycznej Collegium Medicum UJ)
za prace o perfuzyjnej tomografii
komputerowej pt.: Czy komputer widzi
wiecej niz cztowiek? Il nagroda przypa-
dta mgr Emilii Grzedzickej (Fot. 10)
(biolog; doktorantka Instytutu Nauk
o Srodowisku UJ) za artykut o obracz-

Fot. 9. Dr Jacek Smietanski.

kowaniu ptakow pt.: Do czego obracz-
ka zobowigzuje ornitologa? Il Nagrode
zdobyta mgr Wioleta Walentowska
(psycholog; doktorantka Zaktadu
Psychofizjologii w Instytucie Psycho-
logii UJ) za publikacje o tym, jak mézg
rozpoznaje i zapamietuje twarze pt.:
Twarzg w twarz z twarzami. Przyznano
takze cztery rownorzedne wyrdznie-
nia; otrzymali je: Artur Gmerek (dok-
torant Instytutu Automatyki Politech-
niki £.6dzkiej) za prace o wykorzysty-
waniu sygnatéw biologicznych natu-
ry elektrycznej do sterowania robo-
téw pt.: Trudna decyzja Pana Procesora,
czyli jak sterowac protezami przy uzyciu
sygnatéw biologicznych; Andrzej Ka-
tunin (asystent w Katedrze Podstaw
Konstrukcji Maszyn Politechniki Sla-
skiej w Gliwicach) za artykut o lami-

Fot. 10. Mgr Emilia Grzedzicka.




natach polimerowych pt.: O myslacych
strukturach i kompozytowych grzankach;
Sebastian Mariusz Niedzwiecki, chi-
rurg, doktor nauk medycznych (Kli-
nika Chirurgii Endokrynologicznej,
Ogolnej i Naczyniowej Uniwersytetu
Medycznego w todzi) za prace o le-
czeniu raka tarczycy pt.: W poszukiwa-
niu stabego punktu; Katarzyna Sadec-
ka (Instytut Technologii Materiatow
Elektronicznych w Warszawie) za ar-
tykut na temat mieszanin zwigzkdéw o
strukturze krystalicznej pt.: Metalowo-
tlenkowa mozaika, czyli o samoorganizu-
jacych sie strukturach eutektycznych.

Budowa, rozbudowa lub przebu-
dowa sal i laboratoriow w szesciu
uczelniach Polski sfinansowana zo-
stanie w ramach XIII Priorytetu Pro-
gramu Operacyjnego Infrastruktura
i Srodowisko, z kwoty ponad 252
milionéw ztotych. Politechnika War-
szawska, Wojskowa Akademia Tech-
niczna im. Jarostawa Dabrowskiego,
Politechnika Poznanska, Politechnika
Gdanska, Zachodniopomorski Uni-
wersytet Technologiczny w Szczeci-
nie oraz Slaski Uniwersytet Medycz-
ny w Katowicach bedg miaty nowo-
czesne sale wyktadowe i laboratoria
badawcze, umozliwiajgce studentom
uczestniczenie w transmitowanych
na zywo wyktadach naukowcéw z
zagranicy czy symulacje doSwiadczen
naukowych.

Unikatowg metode wytwarza-
nia wody wrzacej w temperaturze
160°C, i nie zamarzajgcej w -60°C
opracowali prof. Wiestaw Strek (In-
stytut Niskich Temperatur i Badan
Strukturalnych im. Wiodzimierza
Trzebiatowskiego Polskiej Aka-
demii Nauk we Woroctawiu) oraz
Zdzistaw Oszczeda z firmy Nantes
w Bolestawcu. Twércy nazywaja ja
nanowoda; juz zostata wykorzystana
w kosmetologii. Wedtug prof. Stre-
ka nanowoda moze mie¢ oprécz ko-
smetologii jeszcze inne zastosowania.
Moze stuzy¢ np. do produkcji ultra-
stabilnych betonow czy do zwigksze-
nia zawartosci bakterii w jogurtach.
Moze by¢ wykorzystana w procesach
chemicznych, medycynie i farmacji
przy produkcji lekéw. Nanolabora-
torium Nantes zostatlo nagrodzone
ztotym medalem za opracowanie uni-
katowej na skale Swiatowg metody
pozyskiwania nanowody podczas 58
Swiatowych Targéw Wynalazczosci,
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Badan Naukowych i Nowych Technik
,Brussels Innova 2009".

Muzeum Medycyny w Sosnhowcu,
jako wynik inicjatywy wtadz miasta
oraz Slaskiego Uniwersytetu Me-
dycznego. Wszystko wskazuje na to,
ze juz za kilka miesiecy mieszkancy
Sosnowca bedg mogli podziwiaé za-
bytki medyczne, farmaceutyczne iap-
tekarskie. Po remoncie nowej siedziby
Klubu Kiepury w Sosnowcu, witadze
miasta zamierzajg przeznaczy¢ ostat-
nie pietro obiektu, za$ uczelnia za-
pewni kadre, eksponaty i fachowg
pomoc. Inicjatorzy przedsiewziecia
wierzg, ze jesli mieszkancy Sosnowca
i miast zaprzyjaznionych dowiedza
o sie o planach tworzenia Muzeum,
by¢ moze znajdg na strychach i w
piwnicach rzeczy, ktére w dawnych
czasach stuzyty ratowaniu ludzkiego
zycia. Tworzenie Muzeum zbiega sie
z oczekiwang 40. rocznicg powstania
Wydziatu Farmacji Slaskiego Uniwer-
sytetu Medycznego.

Minister Zdrowia przyznat na-
grody za wybitne i wyr6zniajace sie
osiggniecia naukowe i dydaktyczne.
Otrzymali je naukowcy z uczelni me-
dycznych w kraju; wsrdd nich znajduja
sie Koledzy nalezacy do Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego. Nagroda
indywidualng naukowg | stopnia zostali
wyréznieni prof. dr hab. Barbara Czar-
nocka z Centrum Medycznego Ksztal-
cenia Podyplomowego w Warszawie
za publikacje pt.: ,,Pendred Syndrome
in Two Galician Families: Insights into
Clinical Phenotypes through Cellular,
Genetic, and Molecular Studies"; prof.

PAM dr hab. Ewa Stachowska z Zakta-
du Biochemii i Chemii Medycznej Po-
morskiej Akademii Medycznej w Szcze-
cinie za publikacje ,,Wptyw sprzezonych
dienéw kwasu linolowego na synteze
pochodnych kwasu arachidonowego
i linolowego w monocytach/makrofa-
gach™; dr n. farm. Arkadiusz Surazynski
z Uniwersytetu Medycznego w Biatym-
stoku za publikacje pt.: ,,Extracellular
matrix and HIF - 1signaling: The role
of prolidase”. Naukowg nagroda ze-
spotowg uhonorowani zostali: prof.
dr hab. Matgorzata Czyz, dr n. bhiol.
Sztiller-Sikorska Matgorzata, dr n.
med. Justyna Jakubowska w grupie
autoréw, facznie z udziatem niezy-
jacego juz prof. Marka Gniazdow-
skiego, aktywnego cztonka Polskie-
go Towarzystwa Biochemicznego z
Medycznego Uniwersytetu w todzi,
za cykl 6 publikacji dotyczacych mo-
lekularnych mechanizméw dziatania
antracyklin i ich nowych pochod-
nych, samodzielnie lub w skojarzeniu
z imatinibem (STI571), w komorkach
przewlekitej biataczki szpikowej; dr n.
med. Krzysztof Ksiazek wsréd au-
toréw cyklu 5 publikacji dotyczacych
biologii komérek mezotelium otrzew-
nowego oraz prof. UM dr hab. Pawet
Jagodzinski i dr n. przyr. Radostaw
Januchowski i wspoétautorzy z Uni-
wersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu za cykl
5 publikacji dotyczacych epigenetycz-
nej regulacji ekspresji wybranych ge-
néw w komérkach nowotworowych.

pod redakcja Teresy Wesotowskiej

BIOLOGICZNIE AKTYWNE PEPTYDY | BIALKA
Praca zbiorowa pod red. Jerzego Dziuby, tucji Fornal
WNT, 2010, B5, s. 480, rys. 63, tab. |11, oprawa twarda, ISBN 978-83-204-3582-5, cena katalogowa 89,00

Ksigzka stanowi kompendium wiedzy z zakresu molekular-
nych i biologicznych wiasciwosci biatek i peptydéw, ktére decy-

biologicznie
aktywne peptydy
i biatka zywnosci

duja o ich najbardziej istotnym zywieniowym i profilaktycznym
oraz terapeutycznym znaczeniu.
Jest to jedyne na polskim rynku opracowanie bedgce bogatym

zrédtem wiedzy z pogranicza biologii, biochemii, immunologii,

krewne.

WYDAWNICTWA NAUKOWO-TECHNICZNE

fizjologii, chemii zywnoS$ci i dietetyki, ktore zakresem materiatu i
gtebig ujecia tematu $cisle odpowiada wymaganiom stawianym
interdyscyplinarnemu podejsciu do zagadnienia biatek i pepty-
déw w zywnosci i jego wieloaspektowej analizie.

Ksigzka jest przeznaczona dla studentéw nauk przyrodni-
czych i medycznych, szczegdlnie takich kierunkéw, jak techno-
logia zywnosci i zywienia cztowieka, dietetyka, biotechnologia,
biologia, farmacja, towaroznawstwo i po-
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Mechanizm metylacji i demetylacji DNA - znaczenie w kontroli ekspresji genow

STRESZCZENIE

etylacja cytozyny do 5-metylocytozyny jest poreplikacyjng modyfikacja DNA, odgry-

wajgcg istotng role w transkrypcyjnym wyciszaniu genéw. Proces ten polega na kowa-
lencyjnym potaczeniu grupy metylowej z cytozyng, znajdujaca sie w obrebie dinukleotydéw
CpG. Reakcja metylacji DNA jest katalizowana przez metylotransferazy DNA, ktére prze-
nosza grupe metylowg z S-adenozylometioniny na reszte cytozyny w DNA. Wz6r metylacji
DNA ustalany jest nie tylko w wyniku dziatania metylotransferaz, ale rowniez na drodze
demetylacji. Niniejsza praca przedstawia biochemiczny aspekt proceséw metylacji i deme-
tylacji cytozyn DNA, uwzgledniajac ich role w regulacji ekspresji genéw, atakze mozliwosci
modulacji procesu metylacji cytozyny w terapii przeciwnowotworowej.

WPROWADZENIE

Wzér metylacji DNA ustalany jest we wczesnych fazach rozwoju zarodko-
wego i utrzymywany podczas zycia osobniczego przez metylotransferazy DNA
(DNMTs, ang. DNA methyltransferases). W warunkach prawidtowych metylacja
DNA jest wykorzystywana w komdrce m.in. do wyciszania licznych sekwen-
cji powtdrzonych, pietnowania rodzicielskiego i wytgczania drugiego chromo-
somu X w komérkach zenskich. Metylacja reszty cytozyny w DNA odgrywa
wazng role w kontroli proceséw decydujacych o poziomie ekspresji genow w
komérkach [1].

Okoto 3-4% wszystkich cytozyn genomu ulega metylacji, a powstajgca 5-me-
tylocytozyna stanowi 0,75-1% wszystkich zasad w DNA prawidtowej komarki
ssakdw [2], Ocenia sie, ze okoto 70-80% wszystkich sekwencji CpG w DNA jest
zmetylowanych [3,4]. Metylacji ulega gtownie cytozyna dinukleotydéw CpG
pojedynczo rozrzuconych w catym genomie, wystepujacych szczegélnie czesto
w endogennych retrowirusach i sekwencjach transpozonowych. W genomie wy-
stepuja rowniez sekwencje CpG, ktére sg chronione przed metylacjg. Sa to ob-
szary DNA (okoto 1 kb) o zwigkszonej w poréwnaniu z catym genomem zawar-
tosci CpG, tak zwane wyspy CpG [5]. Usytuowane sg one w rejonach koricow
5' wielu genéw cztowieka, najczesciej w promotorach i pierwszych eksonach
[2,3]. Genom cztowieka zawiera okoto 29 000 wysp CpG, ktére sa zlokalizowane
w okoto 50-60% promotordw gendw cztowieka, tj. wszystkich gendw metaboli-
zmu podstawowego (ang. housekeeping genes) i okoto 40% gendw specyficznych
tkankowo [3,4]. Uwaza sie, ze aktywne transkrypcyjnie geny wykazujg hipome-
tylacje, podczas gdy transkrypcyjnie nieaktywne sekwencje sg zazwyczaj zme-
tylowane [6]. W genomie cztowieka dinukleotydy CpG wystepujg ze znacznie
nizszg czestoscig niz pozostate dinukleotydy. Stanowig one ok. 20% wartosci
wyliczonej na podstawie tgcznej zawartosci cytozyny i guaniny [7]. Jedynie w
obrebie wysp CpG, gdzie cytozyna pozostaje niezmetylowana, dinukleotyd
CpG wystepuje z oczekiwang frekwencjg. Uzasadnieniem tego zjawiska moze
by¢ tendencja 5-metylocytozyny do deaminacji. Wskutek deaminacji cytozyny
powstaje uracyl, ktory jest efektywnie eliminowany w procesie naprawy przez
glikozylazy uracylowe [7,8]. Natomiast spontaniczna deaminacja 5-metylocyto-
zyny, ktora zachodzi 2-4 razy szybciej niz deaminacja cytozyny, powoduje po-
wstanie tyminy (Ryc. 1). Btad ten moze prowadzi¢ do tranzycji C:G—T:A, atym
samym do zmniejszenia ilosci dinukleotydu CpG w genomie [7].

MECHANIZM REAKCJI METYLACJI CYTOZYNY

Metylacja DNA polega na przytgczeniu grupy metylowej do wegla w pig-
tej pozycji pierscienia cytozyny (Ryc. 1). Reakcje te katalizuja metylotransferazy
DNA. Wszystkie metylotransferazy charakteryzuje podobny mechanizm katali-
tyczny z wykorzystaniem S-adenozylometioniny jako donora grup metylowych
[9], W pierwszym etapie reakcji cytozyna zostaje wyciggnieta na zewnatrz po-
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C —cytozyna; DNMT (ang. DNA methyltrans-
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embryonic stem cells) — embrionalne komaérki
macierzyste; G —guanozyna; HDAC —deace-
tylaza histonowa; ICF (ang. immunodeficiency,
centomeric region instability, facial anomalies syn-
drome) —zesp6t niedoboru odpornosci, niesta-
bilno$¢ centromeréw i anomalii twarzy; MBD
(ang. methyl-CpG binding domain) — domena
wigzgca metylo-CpG; MBP (ang. methyl-CpG
binding proteins) — biatka wigzace metylowa-
ne DNA; NLS (ang. nuclear localization signal)
— sygnat lokalizacji jadrowej; NURD —kom-
pleks remodelujgcy chromatyne; PCNA (ang.
proliferating cell nuclear antigen) — jadrowy
antygen komorek proliferujgcych; RFTD (ang.
replicationfoci targeting domain) —region nakie-
rowujacy enzym do widetek replikacyjnych; T
—tymina; TRD (ang. transcriptional repression
domain) — domena represji transkrypcji
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Rycina 1. Schemat procesu metylacji i deaminacji cytozyny oraz demetylacji i de-
aminacji 5-metylocytozyny (zmodyfikowano wg [8]).

dwojnej helisy DNA i wpasowana do centrum aktywnego
metylotransferazy [10,11], gdzie nastepuje atak nukleofilo-
wy grupy tiolowej cysteiny na atom wegla w pozycji szdstej
(C-6) pierscienia cytozyny. Prowadzi to do kowalencyjnego
wigzania enzymu z resztg cytozyny w DNA. Nastepnie do-
chodzi do protonowania atomu azotu w pozycji trzeciej (N-
3) przez grupe karboksylowg reszty kwasu glutaminowego
enzymu i powstania 4,5-enaminy, ktora atakuje czasteczke
S-adenozylometioniny, bedgcg donorem grupy metylowe;j.
Grupa metylowa zostaje przytgczona do aktywnego atomu
wegla C-5, a z czasteczki S-adenozylometioniny powstaje
S-adenozylohomocysteina. Po przytaczeniu grupy metylo-
wej w pozycje 5 pierscienia cytozyny nastepuje odtworze-
nie podwojnego wigzania pomiedzy weglami C-5i C-6 oraz
uwolnienie enzymu na drodze p-eliminacji [12,10].

W komoérce funkcjonujg dwa typy reakcji metylacji:
metylacja zachowawcza (ang. maintenance méthylation) i
metylacja de novo. W metylacji zachowawczej utrzymanie
wzoru metylacji polega na przytgczeniu grup metylowych
do nowo syntetyzowanych tancuchéw DNA, w miejscach
komplementarnych do miejsc metylowanych w nici rodzi-
cielskiej. W ten sposéb oryginalny wzdr metylacji zostaje za-
chowany i przekazany do komérek potomnych. Metylacja
de novo oznacza metylacje cytozyn w uprzednio niezmetylo-
wanych sekwencjach DNA izachodzi ona gtéwnie podczas
embriogenezy i procesu réznicowania komoérek [13].

METYLOTRANSFERAZY DNA

W komérkach ssakéw zidentyfikowano pie¢ gendw
kodujacych metylotransferazy DNA: DNMT1, DNMT2,
DNMT3a, DNMT3b i DNMT3L. Klasyczng ,,zachowawczg"
metylotransferazg, odpowiedzialng za utrzymanie stanu
metylacji podczas replikacji DNA, jest DNMT1. Dwa inne
enzymy - DNMT3a i DNMT3b - uczestniczg w ustaleniu
de novo wzoru metylacji podczas wczesnego rozwoju em-
brionalnego. DNMT2 i DNMT3L sg biatkami o budowie

zblizonej do metylotransferaz, ale nie wykazujg aktywnosci
enzymatycznej [9,10,12].

DNMT1 i DNMT3 zawierajg dwie domeny: regulatoro-
wa na N-koncu i katalityczng na C-koncu tancucha poli-
peptydowego, natomiast DNMT2 ma tylko domene katali-
tyczng. Domeny na N-koricach réznia sie pomiedzy metylo-
transferazami i sg odpowiedzialne za lokalizacje w jadrze,
rozpoznawanie specyficznych sekwencji DNA oraz oddzia-
tywanie z licznymi biatkami. C-kofAcowe domeny metylo-
transferaz cytozynowych zawieraja 10 charakterystycznych
motywow sekwencji tancucha polipeptydowego odpowie-
dzialnych za aktywno$¢ katalityczna enzymu [9]. Szes¢ z
tych motywow jest wysoce zachowawcza i jest obecnha we
wszystkich metylotransferazach cytozynowych u bakterii,
grzybow, rosélin i ssakow. Do motywoéw tych naleza: I, IV,
VI, VI, IXi X (Ryc. 2). Motywy | i Xtworzg miejsce wigza-
nia dla S-adenozylometioniny. Motyw IV zawiera dipeptyd
prolina-cysteina (PC), dostarczajgcy grupe tiolowg w miej-
scu aktywnym enzymu. Motyw VI zawiera reszte kwasu
glutaminianowego (w sekwencji ENV), bedacg donorem
protonu. Natomiast motyw IX utrzymuje strukture miejsca
wigzania substratu [13,14].

METYLOTRANSFERAZA DNMT 1

Metylotransferaza DNA 1 (DNMT1) cztowieka jest du-
zym biatkiem ztozonym z 1616 aminokwaséw, kodowanym
przez gen zlokalizowany na chromosomie 19pl3.2 [15]. En-
zym ten zawiera na N-koncu domene regulatorowg (sktada-
jaca sie z ok. 1100 reszt aminokwasowych), ktora petni kilka
funkcji, m.in. odpowiada za transport DNMT1 do jadra ko-
morkowego, koordynacje replikacji i metylacji podczas fazy
S cyklu komoérkowego [12,10]. N-koricowy region zawiera
kilka r6znych motywdw, m.in.: NLS - sygnat lokalizacji ja-
drowej (ang. nuclear localization signal), RFTD - region nakie-
rowujacy enzym do widetek replikacyjnych (ang. replication
foci targeting domain), motywy bogate w reszty cysteinowe
wigzace cynk (CxxC) (Ryc. 2) [14], U ssak6w regiony bogate
w cysteine sg obecne prawie we wszystkich metylotransfe-
razach DNA, biatkach wigzacych grupy metylowe, biatkach
wigzacych CpG iinnych biatkach biorgcych udziat w mety-
lacji cytozyny [12]. N-koncowa cze$¢ zawiera réwniez dwie
domeny BAH (ang. bromo adjacent homology), ktére moga
by¢ zaangazowane w oddziatywania biatko-biatko [12], C-
konncowa domena katalityczna DNMT1 zawiera wszystkie
zachowane w ewolucji motywy charakterystyczne dla me-
tylotransferaz, ale jest nieaktywna bez czesci N-koncowej,

Domena regulatorowa Domena katalityczna
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Rycina 2. Schemat organizacji gtdwnych domen metylotransferaz DNA. Opis w
tekscie (zmodyfikowano wg [17] i [15]).
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co wskazuje na wazng regulatorowg funkcje domeny N-
koncowej tego enzymu [11,16]. Domena regulatorowa i ka-
talityczna sa potgczone krotkim odcinkiem powtérzonych
dipeptydoéw glicyna-lizyna (GK) [10,12].

N-koncowa domena oddziatuje z wieloma biatkami, ta-
kimi jak: PCNA (ang. proliferating cell nuclear antigen), inhi-
bitor kinazy cyklinozaleznej (p21WA), Rb (produkt genu
supresorowego retinoblastomy), czynnik transkrypcyj-
ny E2F1, korepresor transkrypcyjny - DMAP1 (ang. DNA
methyltransferase associated protein-1). DNMT1 bezposred-
nio oddziatuje z enzymem zaleznym od ATP, remodelu-
jacym chromatyne (hSNF2H), deacetylazami histonéw
HDAC1 iHDAC2, z biatkami wigzagcymi metylowane CpG:
MBD2, MBD3, MeCP2 oraz z metylotransferazg histonowa
(SUV39HL1) i z biatkiem HP1 (ang. heterochromatin binding
protein) [9,13,17,18]. Oddziatywanie z biatkami biorgcymi
udziat w kondensacji chromatyny oraz blokowaniu se-
kwencji promotorow genow sugerujg, ze metylotransferaza
ta odgrywa znaczaca role w represji transkrypcji. DNMT1
przypisywana jest tez rola w kontroli cyklu komdrkowego
poprzez oddziatywanie z jadrowym antygenem komorki
proliferujgcej oraz inhibitorem kinaz cyklinozaleznych [9],
Wykazano réwniez, ze DNMT1 oddziatuje z metylotransfe-
razmi de novo: DNMT3a i DNMT3b [19].

DNMT1 wykazuje in vitro 5-30 razy wiekszg aktywnos¢
w stosunku do hemimetylowanego DNA niz do niemety-
lowanego DNA. Powinowactwo do DNA hemimetylowa-
nego wskazuje, ze enzym DNMT1 jest odpowiedzialny za
utrzymywanie wzoru metylacji podczas replikacji w ko-
morkach somatycznych [11,12], W pdZnej fazie S DNMT1
zakotwiczona na biatku PCNA pojawia sie¢ w widetkach
replikacyjnych [20]. W eksperymentach in vitro wykazano
rowniez, ze DNMT1 posiada aktywno$¢ metylotransferazy
de novo w stosunku do DNA jednoniciowego [21].

W badaniach na myszach wykazano, ze zaburzenia w
strukturze i funkcji DNMT1 powodujg znaczne zreduko-
wanie poziomu metylacji DNA, nieprawidtowy przebieg
pietnowania genomowego, ekspresji genéw zwigzanych z
chromosomem X, aktywacje endogennych retrowiruséw i
w efekcie - letalno$¢ embrionéw [15,22], W embrionalnych
komorkach macierzystych (ES, ang. embryonic stem cells) po-
zbawionych DNMT1 obserwowano wzrost tempa mutacji
oraz defekty w systemie naprawy btednie sparowanych
zasad. Wykazano tez, ze komdrki macierzyste z brakiem
DNMT1 wzrastajg normalnie w stadiach niezréznicowania,
natomiast przejscie w faze réznicowania powoduje kiero-
wanie ich na droge apoptozy [1,23].

Zidentyfikowano kilka izoform DNMT1, powstatych
w wyniku réznicowego ciecia i sktadania mRNA, m.in.
DNMTIb, DNMTIlo. DNMTIDb jest izoforma wystepujaca w
komorkach somatycznych. Transkrypt zawiera dodatkowo
48 par zasad pomiedzy egzonem 4 a 5, w wyniku czego pro-
dukt biatkowy jest dtuzszy o 16 reszt aminokwasowych w
poréwnaniu z DNMTL. Biologiczna rola tej izoformy pozo-
staje nadal nieznana [9,15]. DNMTo jest izoformg krétszg o
118 reszt aminokwasowych na N-koricu biatka w poréwna-
niu z DNMT1. Wystepuje w cytoplazmie dojrzatego oocytu
i komorek przedimplantacyjnego embrionu. Po implantacji,
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w stadium 8-komoérkowego zarodka, DNMTo przemieszcza
sie do jagdra komdrkowego, co moze sugerowac, ze izoforma
ta jest niezbedna dla ustalenia wzoru metylacji w pietnowa-
nych allelach [9,15].

METYLOTRANSFERAZA DNMT 2

DNMT2 jest metylotransferazg o strukturze w najwiek-
szym stopniu zachowanej w ewolucji. Zachowawcze rejony
homologiczne w strukturze genu kodujacego to biatko sg
obecne u wielu gatunkéw, réwniez u tych, u ktérych uwa-
za sie, ze metylacja DNA nie zachodzi (np. Schizosaccharo-
myces pombe, Caenorhabditis elegans) [9], DNMT2 cztowieka
kodowana jest przez gen, ktéry zostat zlokalizowany na
chromosomie 10pl2-10pl4. DNMT2 to stosunkowo mate
biatko (ztozone z 391 reszt aminokwasowych), ktére jest
pozbawione duzej N-kofncowej domeny obecnej u DNMT1
i DNMT3. DNMT2 zawiera wszystkie 10 zachowanych w
ewolucji motywow katalitycznych charakterystycznych dla
metylotransferaz DNA (Ryc. 2), co sugeruje, ze biatko to po-
winno wykazywac¢ aktywnos$¢ katalityczng [12,15,24]. W ba-
daniach na embrionalnych komérkach macierzystych (ES)
myszy pozbawionych genu DNMT2 nie stwierdzono nie-
prawidtowosci w ich proliferacji i roznicowaniu. Nie obser-
wowano réwniez zmian w metylacji DNA, co moze suge-
rowaé, ze DNMT2 nie odpowiada ani za metylacje de novo,
ani zachowawczg [15,22], Inne badania wykazaty jednak, ze
wyizolowane biatko DNMT?2 posiada stabg aktywno$¢ me-
tylotransferazy in vitro [25], Badania Liu [26] wskazuja, Ze
DNMT2 moze by¢ aktywna rdwniez in vivo.

Gen kodujagcy DNMT2 podlega ekspresji w wigkszosci
tkanek. Wzér syntezy tego biatka jest bardzo podobny do
DNMT1. Organizmy, ktére posiadajag enzymy z rodziny
DNMT1 i DNMT3 zawsze zawierajg tez DNMT2 [12]. Suge-
rowano, ze homologi DNMT2 moga odgrywac role w funk-
cjonowaniu centromeru. Struktura centromeru jest zacho-
wana w ewolucji u gatunkéw, ktére majg homolog DNMT2
i jest odmienna u organizmow, ktére go nie posiadajg [23],
Ostatnio wykazano, ze DNMT2 moze metylowaé reszte cy-
tozyny w tRNAAp a nie w DNA. Na podstawie wynikow
tych badan, DNMT2, pomimo posiadania $ciSle zachowa-
nego w ewolucji motywu katalitycznego metylotransferaz
DNA, mozna by umiejscowi¢ raczej posrod metylotransfe-
raz RNA [27],

METYLOTRANSFERAZY DNMT 3

DNMT3a i DNMT3b sg kodowane przez 2 rézne geny
lezgce odpowiednio na chromosomie 2p23 i 20qll.2 [15].
N-koncowe czesci obu enzymow zawierajg domene PWWP
oraz domene wigzaca cynk bogatg w cysteine (homologicz-
ng z ATRX) (Ryc. 2) [12], ktore sg zaangazowane w oddzia-
tywania z heterochromatyng oraz licznymi biatkami [28],
DNMT3a wigze korepresor RP58 [29], czynnik nowotwo-
rowy PML-RAR, biatko HP1, natomiast DNMT3b moze
wigzac Sin3a, KIF4a, zalezny od ATP enzym remodelujacy
chromatyne (hSNF2H) oraz SUMO-I/Ubc9. DNMT3a i 3b
moga réwniez wspoétdziata¢c z DNMT1 i z deacetylazami
histonowymi [13,17], Wskazuje to, ze metylotransferazy te
moga by¢ zaangazowane w remodelowanie chromatyny
i zwiazang z tym modulacje transkrypcji genéw. Domeny



katalityczne DNMT3a i DNMT3b sg aktywne rowniez po
usunieciu z enzymu czesci N-koncowej [30].

DNMT3a oraz DNMT3b ulegajg syntezie na wysokim
poziomie w niezréznicowanych embrionalych komérkach
macierzystych, a ich poziom spada w roéznicujacych sie
komaérkach macierzystych i pozostaje niski w tkankach so-
matycznych [31]. Poniewaz DNMT3a, DNMT3b sg odpo-
wiedzialne za catkowitg metylacje po implantacji zarodka,
traktowane sg jako metylotransferazy de novo. DNMT3a
wystepuje we wszystkich tkankach organizmu, podczas
gdy synteza DNMT3b w wiekszosci tkanek, z wyjatkiem ja-
der, tarczycy i szpiku kostnego, jest bardzo niska. Badania
in vitro wykazaty, ze katalityczna aktywno$¢ DNMT3a, jak
i DNMT3b jest okoto 20 razy nizsza niz aktywno$¢ DNMT1
[31]. Defekt lub brak DNMT3a albo DNMT3b wigze si¢ z
wystepowaniem licznych aberracji i choréb rozwojowych.
Wykazano, ze myszy z wytgczonym genem DNMT3a rodzg
sie zywe, ale umierajg po okoto 4 tygodniach, natomiast my-
szy z wytgczonym genem DNMT3b ging w okresie embrio-
nalnym [1,11,22]. DNMT3b specjalizuje sie w metylacji CpG
specyficznych regiondw, takich jak: centromerowe sekwen-
cje powtoérzone, wyspy CpG w inaktywowanym chromo-
somie X Mutacja genu DNMT3b moze by¢ zwigzana z wy-
stepowaniem zespotu ICF (ang. immunodeficiency, centomeric
region instability, facial anomalies syndrome-, zesp6t niedoboru
odpornosci, niestabilno$¢ centromeréw i anomalii twarzy),
w ktérym utrata aktywnos$ci DNMT3b powoduje demetyla-
cje sekwencji powtdrzonych w regionach centromerowych
chromosomu 1, 9,16 [12],

Chociaz DNMT3a jest specyficzna dla metylacji CpG,
enzym ten jest rowniez zdolny do metylacji cytozyny w
dinukleotydach CpA oraz CpT [32]. In vitro DNMT3a nie
wykazuje aktywnosci w stosunku do DNA jednoniciowego,
natomiast reakcje metylacji DNA dwuniciowego, zaréwno
niemetylowanego, jak i czesciowo metylowanego katalizuje
z podobng szybkoscig [21]. DNMT3a generuje asymetrycz-
ny wzor metylacji na obu niciach DNA [33]. Uwaza sie, ze
metylotransferazy de novo mogg uczestniczyé réwniez w
utrzymywaniu metylacji poprzez przywrdcenie metylacji
w miejscach opuszczonych przez DNMTL1 podczas repli-
kacji [21,34]. Mozliwe, ze istnieje wspotdziatanie pomiedzy
DNMT1 i DNMT3. W nowotworowych liniach komérko-
wych z niedoborem DNMT1 wykazano obnizenie globalnej
metylacji o okoto 20%, a z niedoborem DNMT3b o okoto
3%. W liniach komérkowych z wytgczonymi genami oby-
dwu enzyméw - DNMT1 i DNMT3b, obserwowano spadek
metylacji genomowego DNA nawet ponizej 95% w pordw-
naniu z wariantem dzikim [35],

Rodzina DNMT3 zawiera jeszcze trzeci homolog nazy-
wany DNMT3L [12]. Gen DNMT3L zlokalizowany jest na
chromosomie 21g22.3, a jego ekspresja ma miejsce przede
wszystkim podczas gametogenezy, kiedy zachodzi im-
printing genomowy. DNMT3L zawiera sekwencje NLS
i motyw wigzacy cynk (ATRX), ktore umozliwiajg temu
biatku translokacje do jadra i wigzanie z DNA (sekwencje
te s obecne w DNMT3a i DNMT3b) [31,36], Zawiera tez
niektdre zachowane w ewolucji motywy metylotransferaz
DNA: I, IV i VI (Ryc. 2), ale nie posiada aktywnosci enzy-
matycznej. Biatko to moze by¢ katalitycznie nieaktywne z
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powodu braku krytycznych reszt aminokwaséw uczestni-
czacych w katalizie. Przyktadami sg reszty PC w motywie
IV czy ENV w motywie VI, ktére formujg centrum katali-
tyczne metylotransferaz [10]. Uwaza sie, ze DNMT3L moze
odgrywac role w procesie spermatogenezy, podczas ustale-
nia matczynego wzoru pietnowania w oocytach oraz w me-
tylacji retrotranspozonéw. Dowiedziono, ze DNMT3L od-
dziatuje z DNMT3a i DNMT3b oraz ze enzymy te wykazujg
wspolng lokalizacje w jadrze komérkowym [10]. DNMT3L
dziata jako czynnik stymulujacy aktywno$¢ enzymatyczng
DNMT3a i DNMT3b, nie wptywa natomiast na aktywnos$é
DNMT1 [37], In vitro, DNMT3L wzmacnia aktywnos$¢ mety-
lotransferaz de novo okoto 15-krotnie. Odbywa sie¢ to na dro-
dze bezposredniego wigzania C-koncowej czesci DNMT3L
z katalitycznymi domenami DNMT3a i DNMT3b [38], Do-
datkowo, kompleks DNMT3a/DNMT3L wykazuje wyzsza
zdolno$¢ wigzania DNA i S-adenozylometioniny niz DNM-
T3a [39]. DNMT3L wigze HDACL1 przez motyw ATRX, co
wskazuje, ze biatko to jest réwniez zaangazowane w de-
acetylacje histonow, remodelowanie chromatyny i represje
transkrypcji [36],

DEMETYLACJA DNA

Wzdr metylacji DNA jest nie tylko konsekwencjg przy-
taczania grup metylowych do cytozyn, ale rowniez deme-
tylacji DNA [40]. Demetylacja moze by¢ rozpatrywana jako
proces zalezny oraz niezalezny od replikacji DNA. Demety-
lacja DNA zalezna od replikacji nazywana jest demetylacjg
pasywng. Moze mie¢ miejsce, kiedy DNMT1 nie metyluje
nowo zsyntetyzowanego tancucha DNA. Druga runda re-
plikacyjna, ktorej nie towarzyszy metylacja zachowawcza,
daje w rezultacie catkowicie niezmetylowany DNA. De-
metylacja aktywna przebiegajaca niezaleznie od replikacji
DNA, zachodzi na drodze enzymatycznej [40-42].

W przeciwienstwie do solidnie udokumentowanych
wynikéw badan dotyczacych proceséw metylacji DNA,
wyniki dokumentujgce aktywng demetylacje cytozyny sg
raczej skape. Niektore badania sugerujg obecnos¢ aktywne-
go, niezaleznego od replikacji, sposobu demetylacji DNA.
Na przyktad, w aktywowanych limfocytach T sekwencje
wzmacniajgce genu interleukiny-2 sg demetylowane w cza-
sie 20 minut od chwili aktywacji komérek [43]. Podobnie,
sekwencje receptorowe dla estrogen6w wykazujg cykliczng
demetylacje niepowiazang z replikacjg [44,45]. Podczas roz-
woju embrionalnego myszy w zygotach tuz po zaptodnie-
niu dochodzi do usuniecia wzoru metylacji, przy czym wy-
kazano, ze genom ojcowski jest demetylowany aktywnie,
przed rozpoczeciem pierwszej rundy replikacyjnej [44,46],
Aktywng demetylacje DNA podczas zaptodnienia sugeruja
rowniez wyniki innych badan przeprowadzonych na em-
brionach ryby z gatunku Danio pregowane (ang. zebrafish)
[47], Na uwage zastuguja takze wyniki badan przeprowa-
dzone na réznych gatunkach roslin, sugerujace obecnos$¢
kompleksu glikozylaza/liaza DNA, zaangazowanego w
proces aktywnej demetylacji 5-metylocytozyny [48],

Najbardziej prawdopodobnymi mechanizmami aktyw-
nej demetylacji DNA kregowcéw sa: 1. bezpos$rednie usu-
wanie grupy metylowej z 5-metylocytozyny (Ryc. 3A), 2.
wycinanie 5-metylocytozyny i zastgpienie cytozyng na dro-
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Rycina 3. Schemat aktywnej demetylacji DNA: (A) enzymatyczna hydroliza
5-metylocytozyny, (B) wyciecie 5-metylocytozyny przez glikozylaze DNA (zmo-
dyfikowano wg [40]).

dze naprawy przez wycinanie zasad (BER, ang. base excision
repair) (Rye. 3B), 3. konwersja 5-metylocytozyny do tyminy
poprzez jej deaminacje, a nastepnie wolna od biedoéw na-
prawa (przywroécenie pary G:C), 4. wyciecie fragmentu oli-
gonukleotydowego zawierajgcego 5-metylocytozyne i wol-
na od btedow naprawa [49,50].

Nawigzujgc do proponowanego pierwszego mechani-
zmu, nalezy zauwazy¢, ze u kregowcow wystepujg ortolo-
gi bakteryjnych demetylaz (dioksygenaz) typu AIkB, ktdre
bezposrednio usuwajg grupe metylowg [51]. Nie stwier-
dzono jednak mozliwo$ci usuwania przez te enzymy gru-
py metylowej 5-metylocytozyny. Wyniki Bhattacharya i
wsp. sugerujg, ze enzymem o wiasciwosciach demetylazy
jest biatko MBD2b, nalezgce do rodziny biatek wigzgcych
zmetylowane CpG, ktére moze bezposrednio hydrolizowac
5-metylocytozyne do cytozyny, uwalniajagc metanol [52],
Aktywnosci demetylujacej biatka MBD2 nie potwierdzi-
ty badania innych zespotéw [42], Dodatkowo, u myszy ze
znokautowanym genem Mbd2 nie stwierdzono znacznego
obnizenia poziomu metylacji, ktdrego mozna by oczekiwaé
gdyby MBD2 byto gtéwna demetylaza DNA [53], Wydaje
sie, ze drugi z proponowanych mechanizmoéw, aktywny u
roslin, w ktérym 5-metylocytozyna jest wycinana przez gli-
kozylaze DNA, jest takze prawdopodobny u kregowcéw.
Wykazano, ze glikozylazy DNA (TDG i MBD4) rozpoznaja-
ce i usuwajace tymine w parach G:T, wykazujg takze powi-
nowactwo do 5-metylocytozyny, chociaz znacznie stabsze
niz do tyminy [50]. W Swietle badan, ktore stwierdzajg, ze
niektére enzymy z niedawno odkrytej rodziny deaminaz cy-
tydyny - Apobec (m.in.: AID i Apobec 1) mogg deaminowac
takze 5-metylocytozyne w jednoniciowym DNA, atrakcyj-
nym wydaje sie mechanizm trzeci. Reakcja deaminacji pro-
wadzi do przeksztatcenia 5-metylocytozyny w tymine i po-
jawienia sie btednej pary G:T. Ponadto, okazato sie ze geny
dla obu wymienionych powyzej enzymow (AID i Apobecl)
ulegajg ekspresji w oocytach i komaérkach embrionalnych w
okresie epigenetycznego przeprogramowania, czyli global-
nej demetylacji i nastepujacej po niej remetylacji DNA [50],
Intrygujace sg takze ostatnio opublikowane wyniki badan
[44], ktore wskazujg, ze DNMT3A i DNMT3B moga funk-
cjonowac, albo jako metylotransferazy DNA, albo, alterna-
tywnie, jako deaminazy 5-metylocytozyny, w warunkach
niskiego stezenia S-adenozylometioniny.
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W badaniach prowadzonych na embrionach ryby z ga-
tunku Danio pregowane (ang. zebrafish) udowodniono, ze
aktywne usuwanie grupy metylowej z 5-metylocytozyny
wymaga obecnos$ci biatek AID i MBD4. W wyniku deami-
nacji 5-metylocytozyny przez AID powstaje tymina, ktora
jest rozpoznawana i usuwana przez MBD4, a nastepnie na
drodze naprawy zastgpiona przez cytozyne. W powyzszym
modelu, do aktywnej demetylacji wymagane jest takze nie-
enzymatyczne biatko GADDA45, ktére jest odpowiedzialne
za oddziatywania pomiedzy biatkami AID i MBD4 (Ryc. 4)
[49].

MECHANIZMY WYCISZANIA GENOW
PRZEZ METYLACJE CYTOZYNY

Stopien metylacji wysp CpG w obrebie promotoréw
okresla informacje o aktywnosci transkrypcyjnej w tych loci.
Istnieje odwrotna zalezno$¢ miedzy stopniem metylacji w
obrebie promotoréw, a aktywnoscia transkrypcyjng odpo-
wiedniego genu. Wyciszanie genéw przez metylacje zacho-
dzi na kilku poziomach [41].

Model pierwszy zaktada zablokowanie oddziatywan me-
tylowanego DNA z czynnikami transkrypcyjnymi. Zawada
przestrzenna jaka stanowi grupa metylowa przytaczona do
cytozyny powoduje, ze niektdre czynniki transkrypcyjne,
np.: E2F, CREB, NF-kB, c-Myc, AP2, w wyniku metylacji
CpG tracg powinowactwo do rozpoznawanych sekwencji w
DNA. Transkrypcja jest wiec zahamowana z powodu bra-
ku mozliwosci powstania kompleksu DNA/czynnik trans-
krypcyjny [11].

Do hamowania transkrypcji dochodzi réwniez, gdy do
metylowanych CpG przytaczajg sie biatka wigzgce mety-
lowane DNA (MBP, ang. methyl-CpG binding proteins) [54],
Zawierajg one przy kohAcu aminowym zachowawczg do-
mene MBD (ang. methyl-CpG binding domain) rozpoznajaca
i wigzacg sie do rejonéw DNA, w ktorych wystepuje 5-me-
tylocytozyna. llo$¢ i lokalne zageszczenie dinukleotydow
CpG rozpoznawanych przez MBD, moze decydowaé o sile
wigzania tych biatek do okreslonych sekwencji DNA [55].
Oksydacyjne uszkodzenia DNA, jak 8-oksyguanina, moga
hamowac zdolno$¢ wigzania sie biatek MBP do zmienio-
nych dinukleotydéw CpG [56].

Represja transkrypcji moze nastepowac takze wskutek
zmian pojawiajacych sie w architekturze rdzenia nukleoso-
mu [54], Biatka MBP, przytaczajac sie do 5-metylocytozyny,
jednoczesnie wigzg kompleks biatkowy sktadajacy sie z de-
acetylaz histonowych (HDACS) i biatek zaleznych od ATP,
przebudowujacych strukture chromatyny [54,57], W efekcie
nastepuje deacetylacja histonéw, ktéra prowadzi do zmia-
ny struktury promotora poprzez zwiekszenie kondensacji
chromatyny, co z kolei utrudnia przytgczenie czynnikoéw
transkrypcyjnych [58], W przytgczeniu HDACs do metylo-
wanych cytozyn mogg réwniez bra¢ udzial metylotransfe-
razy DNA, petnigc funkcje supresorow transkrypcji [59,60],

Do biatek wigzacych metylowany DNA nalezg: MeCP2,
MBD1, MBD2, MBD3, MBD4 (Ryc. 5) [61,62], MeCP2 wig-

ze sie z DNA zawierajgcym pojedyncze symetrycznie me-
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Rycina 4. Model aktywnej demetylacji DNA z udziatem biatek AID i MBD4. (A)
Oddziatywania pomiedzy AID i MBD4 za posrednictwem biatka GADDA45. (B)
Deaminacja 5-metylocytozyny do tyminy z udziatem biatek A1D/Apobec2, skut-
kujaca powstaniem btednej pary T:G. (C) Wyciecie tyminy z udziatem MBD4 i
powstanie miejsca apirymidynowego (miejsce AP). (D) przywrécenie pary C:G
na drodze naprawy, z udziatem AP endonukleazy, polimerazy (3 ligazy DNA.
(zmodyfikowano wg [49]).

tylowane dinukleotydy CpG. Za bezpos$rednie wigzanie
sie tego biatka z DNA odpowiada domena wigzaca mety-
lo-CpG (MBD). MeCP2 zawiera rowniez domene represji
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transkrypcji (TRD, ang. transcriptional repression domain),
ktéra oddziatuje z korepresorem Sin3A i wspdlnie powo-
duja rekrutacje deacetylaz histonéw [63,64], MBD1 oprécz
domen MBD oraz TRD, ktére odpowiadajg za wigzanie sie
z metylowanym DNA, zawiera réwniez motywy CxxC spe-
cyficznie wigzgce niemetylowane sekwencje CpG promoto-
row [65]. MBD2 wykazuje powinowactwo tylko do metylo-
wanego DNA. Biatko to jest sktadnikiem kompleksu MeCPI
i uczestniczy w hamowaniu transkrypcji poprzez wiazanie
sie z deacetylazg histonowg (HDAC1) [66]. Sugeruje sie tez,
ze MBD2b (izoforma krétsza o 140 reszt aminokwasowych)
ma aktywnos$¢ enzymu demetylujacego 5-metylocytozyne
[52,67]. MBD3 bezposrednio nie wigze sie z metylowanym
DNA, ale biatko to wchodzi w sktad kompleksu remodelu-
jacgo chromatyne NuRD [68], MBD4 jest natomiast biatkiem
o aktywnosci glikozylazy DNA, zaangazowanym w napra-
we biednie sparowanych zasad. MBD4 rozpoznaje i usuwa
m.in. uracyl z pary U:G oraz tymine z pary T:G, powstajacej
jako produkt deaminacji 5-metylocytozyny [8],

HAMOWANIE METYLACJI DNA |
ZNACZENIE W TERAPII

U os6b dorostych wzdr metylacji DNA jest tkankowo
specyficzny i wzglednie staty. Wiadomo, ze moze on ulega¢
zmianom na wczesnych etapach rozwoju embrionalnego, w
czasie réznicowania sie komarek. Istotne zmiany w profilu
metylacji DNA sg powszechnie wykrywane w komaorkach
transformowanych nowotworowo. W wielu nowotworach
wykazano, ze inaktywacji genow supresorowych towarzy-
szy hipermetylacja ich regionéw promotorowych [4,6,69,70].
Hipermetylacja w obrebie wysp CpG, ktére normalnie w
genomie pozostajg niezmetylowane, jest czynnikiem ha-
mujacym proces transkrypcji i ekspresji genéw. Biorgc pod
uwage, ze geny supresorowe uczestniczg w réznicowaniu
sie komorek oraz sg zaangazowane w regulacje cyklu ko-
maérkowego, apoptoze i naprawe DNA, konsekwencje nad-
miernej metylacji ich sekwencji promotorowych skutkujacej
wyciszeniem gendw stajg sie oczywiste [71,72].

Wobec powyzszego, zwigzki hamujace proces metylacji
DNA moga odgrywac istotng role w terapii przeciwnowo-
tworowej. Najbardziej znanymi inhibitorami metylotrans-
feraz DNA (DNMTSs) sa zmodyfikowane w pozycji 5 pier-
$cienia pirymidynowego analogi cytydyny: 5-azacytydyna,
5-aza-2'-deoksycytydyna (decytabina) [70], Mechanizmy
farmakologicznego dziatania tych zwigzkdw polega na ich
przeksztatceniu w komdrkach do trifosforanéw deoksynu-
kleotyddw i wbudowaniu do nici DNA w miejsce cytozyn

MeCP2 MBD TRD

MBD1 [MBD | CxxC CxxC [CxxC WM
MBD2 (CRA  IECINNRS
MBD3 MBD <€
MBD4 MBD

Rycina 5. Schemat budowy biatek wigzacych zmetylowany DNA. Szczegétowy
opis w tekscie, (zmodyfikowano wg [54] i [64]).
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Rycina 6. Poréwnanie mechanizméw dziatania inhibitorow DNMT. (A) Analogi
cytydyny po przemianie w komérkach do trifosforanéw deoksynukleotydoéw sa
wbudowane do DNA podczas replikacji, stajac sie substratem dla DNMT. Kowa-
lencyjne zwigzanie DNMT ze zmodyfikowanym pierscieniem pirymidynowym
prowadzi do zahamowania aktywnosci enzymu. Kolejne rundy replikacyjne
skutkuja pasywng demetylacja DNA i reaktywacja ekspresji genu. (B) Inhibito-
ry drobnoczasteczkowe, m.in EGCG | RG108 blokujg centrum aktywne DNMT,
w wyniku czego bezpos$rednio hamujg dziatanie enzymu, (zmodyfikowano wg

[75D).

podczas replikacji. Modyfikacja ta zostaje rozpoznana przez
DNMT, a nastepnie dochodzi do kowalencyjnego zwigza-
nia metylotransferazy z DNA [73] (Ryc. 6A). Formowanie
adduktow enzym-DNA powoduje zmniejszenie ilosci ak-
tywnych czasteczek DNMT w jadrze, co w kolejnych run-
dach replikacyjnych skutkuje pasywna demetylacjg DNA, a
co za tym idzie - reaktywacjg epigenetycznie wyciszonych
genéw. Kowalencyjne wigzanie sie metylotransferaz z DNA
jest prawdopodobnie odpowiedzialne za cytotoksycznosé
tych inhibitorow DNMT, zwtaszcza w wysokich dawkach.
Niska stabilno$¢ w roztworach wodnych oraz wysoka tok-
syczno$¢ azanukleozyd6éw znacznie ogranicza ich potencjat
terapeutyczny [74]. Innym analogiem cytydyny, pozbawio-
nym grupy aminowej przy C4 w pierScieniu pirymidyno-
wym, jest zebularyna. Wykazuje ona podobny mechanizm
dziatania do azanukleozydéw. Zebularyna jest zwigzkiem
mniej toksycznym niz 5-azacytydyna i decytabina oraz bar-
dziej stabilnym w roztworach wodnych, jednakze jego bio-
dostepno$¢ po podaniu doustnym jest dos$¢ niska [75].

Inng grupa zwigzkdw dziatajgcych hamujgco na DNMTs
sg inhibitory drobnoczasteczkowe, do ktorych nalezg m.in.
hydralazyna (lek o dziataniu hipotensyjnym), prokaina
(lek miejscowo znieczulajgcy) czy prokainamid (lek prze-
ciwarytmiczny). Prokaina i prokainamid sg pochodnymi
kwasu 4-aminobenzoesowego, ktére maja zdolno$¢ przy-
taczania sie do sekwencji bogatych w CpG, powodujac za-
maskowanie sekwencji docelowych dla metylotransferaz i
tym samym zablokowanie zwigzania tych enzymow z DNA
[75]. Do grupy inhibitoréw, ktore nie sg analogami nukle-
ozydéw, naleza rowniez zwiazki blokujgce bezposrednio
aktywnos$¢ metylotransferazy DNA, takie jak: galusan epi-
galokatechiny (EGCG), uznawany za najbardziej aktyw-
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ny przedstawiciel polifenoli zielonej herbaty i pochodna
L-tryptofanu (RG108). Mechanizm dziatania tych zwigzkéw
polega na zablokowaniu centrum aktywnego enzymu (Ryc.
6B). RG108 ze wzgledu na dobre dopasowanie do centrum
aktywnego DNMT1 oraz niskg toksyczno$¢ jest atrakcyj-
nym kandydatem do dalszych badan nad zastosowaniem w
terapii przeciwnowotworowej [75],

Alternatywnym mechanizmem zahamowania aktywno-
§ci DNMT moze by¢ zastosowanie oligonukleotydoéw anty-
sensownych skierowanych przeciwko mRNA dla DNMT.
Hybrydyzacja oligonukleotydu antysensownego z komple-
mentarnym mRNA moze blokowaé translacje, zmniejszajac
tym samym poziom metylotransferaz DNA [76],

PODSUMOWANIE

Metylacja DNA petni wazng funkcje w ztozonej i wielo-
etapowej regulacji ekspresji genow, ktérych regiony promo-
torowe sg bogate w sekwencje CpG. Przedstawione powyzej
dane wskazujg, ze metylacja i ekspresja gendw sg procesami
powigzanymi ze sobg przez wiele elementéw, takich jak: ak-
tywnos¢ metylotransferaz DNA, czynniki transkrypcyjnie,
biatka biorgce udziat w demetylacji, biatka wigzgce metylo-
wany DNA, czynniki remodelujgce strukture chromatyny,
acetylazy i deacetylazy histonéw. Dalsze badania proceséw
epigenetycznych pozwolg lepiej zrozumieé¢ mechanizmy
ich dziatania, m.in. wzajemng zalezno$¢ pomiedzy mety-
lacja DNA a dziataniem bialek decydujgcych o strukturze
chromatyny oraz aktywnosci genéw. Szersza wiedza o epi-
genetycznych mechanizmach biorgcych udziat w procesach
transformacji nowotworowej oraz farmakologicznym regu-
lowaniu stopnia metylacji DNA daje szanse na ulepszenie
dziatan terapeutycznych w walce z chorobg nowotworowag.
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Mechanism of DNA méthylation and déméthylation

- its role in control of genes expression
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ABSTRACT

Cytosine méthylation is a post-replicative DNA modification associated with transcriptional repression. This process consists in covalent ad-
dition of a methyl group to cytosine within the CpG dinucleotide. DNA méthylation is catalyzed by DNA methyltransferases which transfer
a methyl group from S-adenosyl-L-methionine to cytosine bases in DNA. Méthylation patterns are determined by DNA methyltransferases,
but also by the process of DNA déméthylation. This review describes biochemical aspects of DNA méthylation and déméthylation and its role
in regulation of genes expression, as well as shows cytosine méthylation as promising target for anticancer therapy.
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STRESZCZENIE

etylacja DNA odgrywa istotng role w regulacji ekspresji genéw. Komérki nowotwo-
M rowe wykazujg zmiany w profilu metylacji DNA, identyfikowane jako lokalna hi-
permetylacja wysp CpG oraz globalna hipometylacja genomu. Hipometylacji ulegajg licz-
ne sekwencje powtérzone i elementy transpozonowe, co moze skutkowaé niestabilnoscig
chromosomowg i wzrostem czestosci mutacji. Ponizszy artykut jest probg podsumowania
obecnego stanu wiedzy o roli mechanizméw epigenetycznych w nowotworach, szczegdlnie
zwigzku hipometylacji DNA z procesem nowotworzenia.

WPROWADZENIE

Metylowana cytozyna jest waznym epigenetycznym czynnikiem regulujagcym
ekspresje gendw, ktérego obecnos$¢ lub brak ma istotne znaczenie dla procesu
przekazywania informacji genetycznej. Uwaza sie, ze aktywne transkrypcyjnie
regiony genomu charakteryzujg sie niskg zawarto$cig zmetylowanej cytozyny,
podczas gdy obecno$¢ metylowanych dinukleotydéw CpG w obrebie regionéw
promotorowych genéw moze skutkowa¢ zahamowaniem transkrypcji, brakiem
ekspresji tych genéw, a co za tym idzie - utratg funkcji ich produktow [1], Wa-
runkiem wyciszenia ekspresji genu wskutek metylacji DNA jest utworzenie od-
powiedniej struktury chromatyny. Tym samym, w epigenetycznych zjawiskach
regulacji ekspresji genéw niemniej wazng role co metylacja DNA, odgrywaja
kowalencyjne modyfikacje histonéw, m.in. reakcje acetylacji i deacetylacji. W
przeciwienstwie do acetylacji, deacetylacja histonéw prowadzi do kondensacji
chromatyny, ktora staje sie niedostepna dla czynnikdw transkrypcyjnych. Zwig-
zek metylacji DNA i modyfikacji histonow nie jest do konca poznany. Niemniej
w ukitadzie tym istotng role odgrywajg biatka wigzace sie do metylowanych se-
kwencji CpG (MBP, ang metyl-CpG binding proteins), jak i same metylotransfe-
razy DNA, ktére moga przytaczac¢ deacetylazy histonowe (HDAC) oraz biatka
remodelujace chromatyne [2,3],

Wyniki wielu badan wskazujg, ze mechanizmy zwigzane z epigenetyczna
kontrolg ekspresji genow odgrywaja istotng role w patogenezie nowotworéw.
Profil metylacji genomowego DNA w komdrkach nowotworowych r6zni sie od
obserwowanego w komorkach prawidtowych. W komoérkach transformowa-
nych nowotworowo obserwuje sie globalng hipometylacje genomu oraz towa-
rzyszaca jej nadmierng metylacje wysp CpG, ktére w prawidtowym genomie
nie ulegajg metylacji [4-6]. Zarowno hipometylacja, jak i hipermetylacja DNA
wywierajg okreslony efekt i moga mie¢ wptyw na proces powstawania nowo-
tworu (Ryc. 1).

Warto wspomnie¢, ze zmieniony wzdr metylacji DNA obserwuje sie rowniez
w niektérych chorobach autoimmunologicznych. Przyktadem moga by¢ bada-
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nia przeprowadzone u pacjentéw z toczniem rumieniowa-
tym uktadowym (SLE, ang. systemie lapus erythromatosus), u
ktérych stwierdzono globalng hipometylacje w limfocytach
T [7.8].

ZMIANY WZORU METYLACJI DNA W
PROCESIE KANCEROGENEZY

Hipermetylacja wysp CpG moze by¢ zwigzana z trans-
krypcyjnym wyciszeniem genéw supresorowych oraz
genow naprawy DNA [9,10]. Hamowanie ekspresji tych
genow w konsekwencji pozbawia komorke niezbednych
ograniczen w proliferacji, a takze zmniejszona zostaje szan-
sa na przeprowadzenie ewentualnej $mierci apoptotycznej,
w ktorej wazng role odgrywajg geny supresorowe. Réwniez
ostabienie wydajnosci naprawy DNA, wynikajgce z unie-
czynnienia genéw kodujacych biatka uczestniczagce w na-
prawie, moze w istotny sposéb zwieksza¢ ryzyko rozwoju
nowotworu [4,5]. Wérdd gendw, w ktérych zaobserwowano
zwigkszony poziom metylacji sekwencji CpG w regionach
promotorowych wspdtzalezny od spadku ich ekspresji, sg
m.in.: pU, pl5, pl6, GSTP1, APC, BRCAL, RB, VHL, RASS-
F1A, MGMT, hMLHI [9-11].

Globalna hipometylacja DNA moze wptywac na rozwoj
nowotworu poprzez obnizenie stabilnoSci chromosomdw,
aktywacje protoonkogendéw oraz innych gendéw zwigza-
nych z inwazyjnoscig i metastazg nowotworu. Hipomety-
lacji ulegaja gtownie powtdrzone sekwencje centromerowe
i telomerowe, a takze sekwencje transpozonowe. W ko-
morkach somatycznych i dojrzatych komorkach ptciowych
wiekszos$¢ transpozondw i retrosekwencji wykazuje wyso-
ki poziom metylacji [1,12]. Zmniejszenie stopnia metylacji
genomu moze prowadzi¢ do aktywacji transpozonéw, po-
wodujac ich transpozycje i rekombinacje [13]. Z przemiesz-
czaniem transpozonéw w obrebie genomu zwigzane mogga
by¢ zmiany w DNA, typu delecje, inwersje czy duplikacje
powodujgce utrate funkcji lub wzmozong ekspresje gendw,
co w konsekwencji prowadzi¢ moze do obnizenia stabilno-
$ci chromosomow.

Hipometylacje sekwencji repetytywnych DNA satelitar-
nego (Sata, Sat2, Sat3) obserwowano w réznych typach no-
wotwordéw, m.in.: w nowotworach sutka, jajnika, nerek, wa-
troby [14]. Stwierdzono, ze demetylacja DNA satelitarnego
wspoitzalezny od obnizonej zawartos$ci 5-metylocytozyny w
DNA komérek rakowych [15]. Liczne dane doSwiadczalne
donoszg o obnizonej metylacji cytozyny takze w powtdrze-
niach rozproszonych LINE (dtugie rozproszone elementy
jadrowe, ang. long interspersed nuclear elements) oraz SINE
(krétkie rozproszone elementy jadrowe, ang. short inter-
spersed nuclear elements) reprezentowanych gtdwnie przez
sekwencje Alu. Hipometylacje w sekwencjach LINE-1 wy-
kazano w nowotworach pecherza moczowego, stercza, jaj-
nika, watroby, a takze jelita grubego. Zmniejszony stopien
metylacji DNA w sekwencjach Alu obserwowano gtéwnie
w komdrkach nowotworéw zarodkowych [12,14]. Kolejng
klasg retroelementéw wykazujacych hipometylacje w ko-
morkach transformowanych nowotworowo sg endogenne
retrowirusy (HERV). Obnizong metylacje HERV stwier-
dzono m.in. w komdrkach nowotworowych pecherza mo-
czowego i jajnika [12,14]. Biorgc pod uwage fakt, iz sateli-
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tarne DNA stanowi 10% genomu, natomiast powtdrzenia
rozproszone ok. 40-45% genomu, mozna przypuszczac, ze
demetylacja sekwencji repetytywnych przyczynia sie do
globalnej hipometylacji DNA obserwowanej w niektorych
komaérkach nowotworowych.

Poza globalng hipometylacja genomu w nowotworach
cztowieka obserwuje sie hipometylacje regionéw promo-
torowych protoonkogenéw. Uwaza sie, ze hipometylacja
protoonkogenéw moze przyczynia¢ sie do nadekspresji
tych genéw i aktywacji ich produktow, a co za tym idzie
- nadmiernej proliferacji komdérkowej [15]. Hipometylacje
protoonkogenow wykazano w wielu ludzkich komérkach
nowotworowych, np. Ras w nowotworach jelita grubego i
ptuc, c-Myc w raku watrobowokomorkowym, raku peche-
rza moczowego, raku jelita grubego, Erb-Al w przewlektej
biataczce limfatycznej [16,17],

Uwaza sie, ze zmniejszenie stopnia metylacji DNA moze
odgrywac rowniez wazng role w procesie metastazy. W roz-
nych ludzkich nowotworach wykazano, ze hipometylacja
DNA indukuje ekspresje genéw, ktorych produkty biatko-
we zaangazowane sg w proliferacje, inwazyjnos¢ i zdolnosé
komorek nowotworowych do przerzutowania. Nalezag do
nich m.in.: urokinazowy aktywator plazminogenu (uPA)
[18-20], heparanaza [21,22], biatko S100A4 wiagzace wapn
[23].

GLOBALNA HIPOMETYLACJA DNA A NOWOTWORY

Istnieje wiele danych literaturowych, w ktérych obnizony
poziom 5-metylocytozyny w komdrkach nowotworowych
w stosunku do komorek prawidtowych, obserwowano w
réznych typach nowotworéw ludzi i zwierzat. W badaniach
tych do oceny zawartosci 5-metylocytozyny wykorzystuje
sie r6zne metody bezposrednie i posrednie, takie jak: HPLC,
elektroforeze kapilarng (HPCE, ang. high performance capil-
lary electrophoresi$), metode immunohistochemiczng (IHC),
metode wbudowywania znakowanych izotopowo [H]
grup metylowych do DNA.

U szczuréw z pierwotnym rakiem watroby w tkankach
nowotworowych stwierdzono obnizong metylacje DNA o
ok. 20-45% w poréwnaniu z watrobami zdrowych zwierzat.
Podobnie u chomikéw, u ktérych indukowano nowotwor
nerek estrogenami odnotowano 11-24% spadek metylacji
DNA w guzie w stosunku do tkanki zdrowej [24],

W badaniach z wykorzystaniem metody HPLC, wyka-
zano 10-20% nizsza zawarto$¢ 5-metylocytozyny w geno-
mach komérek réznych ztodliwych nowotwordw niz w
komérkach prawidtowych [15,24], Hipometylacje DNA
tkanek zmienionych nowotworowo w odniesieniu do DNA
odpowiadajagcych im tkanek zdrowych wykazano m.in.:
w raku watrobowo-komérkowym [25], raku zotadka [26],
raku stercza [27], raku sutka [28,29], nowotworach uktadu
krwiotworczego, szczeg6lnie w przewlektej biataczce lim-
fatycznej [30].

Liczne badania poswiecone sg analizie stopnia metylacji

DNA u chorych na nowotwory jelita grubego. W badaniach
wykorzystujgcych metode immunohistochemiczng wyka-
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zano nizszy o 17-29% poziom metylacji cytozyny w DNA
gruczolakorakéw jelita grubego niz w odpowiadajgcych im
tkankach zdrowych [31]. Korzystajagc z metody elektrofore-
zy kapilarnej, Esteller i wsp. wykazali obnizong zawartos$é
5-metylocytozyny w DNA komoérek nowotworowych za-
robwno u pacjentéw ze sporadycznym, jak i dziedzicznym
rakiem jelita grubego [28]. Hipometylacje DNA komorek
rakowych w poréwnaniu ze zdrowymi $luzéwkami jeli-
ta grubego wykazano réwniez stosujac metode opartg na
ocenie zdolnosci wiaczania znakowanych izotopowo [H]
grup metylowych [32]. Podobne rezultaty zostaty uzyskane
réwniez w badaniach z wykorzystaniem techniki HPLC, w
ktorych obserwowano nizszy odsetek zmetylowanej cyto-
zyny w guzach nowotworowych w stosunku do zdrowych
fragmentéw jelita grubego [33],

Hipometylacje DNA odnotowano nie tylko w nowo-
tworach ztosliwych, ale réwniez w polipach jelita grubego.
Wykazano spadek poziomu 5-metylocytozyny w DNA izo-
lowanym z gruczolakéw i gruczolakorakow jelita grubego
(o odpowiednio 8% i 10%) w stosunku do poziomu mety-
lacji DNA normalnej $luzéwki os6b zdrowych oraz brak
istotnych réznic miedzy metylacja DNA guzéw tagodnych
i ztodliwych [15]. Obnizony poziom zmetylowanej cytozy-
ny obserwowano réwniez w sasiadujacych z guzem frag-
mentach jelita grubego wolnych od zmian nowotworowych
[34], W naszych niedawno opublikowanych badaniach do
porownania stopnia metylacji cytozyny w komdrkowym
DNA os6b zdrowych i chorych ze zdiagnozowanymi gru-
czolakorakami oraz polipami jelita grubego wykorzystano
dodatkowo DNA leukocytéw krwi obwodowej. Zaobser-
wowano sekwencyjne obnizanie stopnia metylacji cytozyny
w kolejnosci: DNA leukocytéw oséb zdrowych, DNA leu-
kocytéw pacjentéw z polipami i nowotworami, DNA zdro-
wych tkanek jelita grubego, DNA tkanek nowotworowych.
Srednia zawarto$¢ 5-metdC w DNA leukocytarnym osé6b z
grupy kontrolnej (3,59%) byta istotnie wyzsza w stosunku
do grupy pacjentéw z polipami (3,38%) oraz pacjentow z
nowotworami jelita grubego (3,40%) [33], Wahlfors i wsp.
uzyskali podobng $rednig zawarto$¢ zmetylowanej cyto-
zyny w DNA leukocytéw os6b zdrowych (3,68+0,41%), a
ponadto wykazali znacznie obnizong zawarto$¢ 5-metdC
(2,71£0,46%) w DNA leukocytéw pacjentow chorych na
przewlekty biataczke limfatyczng [30], Dane te moga suge-
rowaé, iz odsetek zmetylowanej cytozyny ulega znaczne-
mu zmniejszeniu, w komérkach ktdre ulegty transformacji
nowotworowej, ale jest rowniez obnizony w DNA innych
komérek organizmu, nie objetych bezposrednio procesem
nowotworowym. Obserwowany istotnie obnizony poziom
metylacji w DNA leukocytow chorych na nowotwory i u
pacjentéw z polipami jelita grubego sugeruje, ze hipome-
tylacja DNA jest zjawiskiem sygnalizujgcym wczesne etapy
powstawania nowotworu i moze odgrywac istotng role w
inicjacji kancerogenezy.

Bariol i wsp. w swoich badaniach obserwowali wyzszg
zawarto$¢ 5-metylocytozyny w DNA normalnej $luzéwki
jelita grubego niz w DNA rozrostowych zmian jelita gru-
bego, zaréwno tagodnych, jak i ztosliwych. Nie stwierdzili
natomiast istotnych réznic pomiedzy stopniem metylacji
DNA polipéw hiperplastycznych, matych gruczolakéw
(<10mm), duzych gruczolakéw oraz rakéw jelita grubego
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[32]. W badaniach in vitro wykazali natomiast, ze stopien
metylacji genomowego DNA stymulowanych limfocytow
jest odwrotnie zalezny od tempa ich proliferacji. Podobng
zaleznos$¢ stwierdzili w komoérkach polipdw zaréwno hi-
perplastycznych, jak i gruczolakowatych [32]. Rezultaty te
sugeruja, ze obnizona metylacja DNA w obu typach poli-
péw oraz nowotworach ztosliwych w stosunku do metylacji
normalnej $§luzéwki moze odzwierciedla¢ wzmozong proli-
feracje komdrkowa. W tych samych badaniach nie odnoto-
wano zalezno$ci miedzy stopniem demetylacji DNA tkanek
nowotworowych a stopniem zr6znicowania i zaawanso-
wania nowotworu, rozmiarem oraz umiejscowieniem guza
[32].

MOZLIWE PRZYCZYNY HIPOMETYLACJI DNA

Mechanizm prowadzacy do hipometylacji DNA u cho-
rych na nowotwory nie jest do kofica wyjasniony. Propono-
wanych jest kilka mozliwosci, m.in. niedobory prekursoréw
S-adenozylometioniny czy kwasu foliowego w diecie lub
genetyczne zaburzenia w szlaku metabolicznym donorow
grup metylowych. Mozliwe jest rowniez, ze hipometylacja
jest rezultatem dysfunkcji metylotransferaz lub deregulacji
enzymoéw demetylujagcych, jednak dane literaturowe w tej
kwestii nie sg jednoznaczne. Utrate funkcji DNMT1, skut-
kujaca demetylacjag DNA, obserwowano w wielu ekspery-
mentach z uzyciem inhibitoréw metylotransferaz, takich jak
5-aza-2'-deoksycytydyna. Z doswiadczen prowadzonych
na myszach wynika, ze obnizenie ekspresji genu Dnmtl
do 10% powoduje hipometylacje sekwencji repetytywnych
genomu [35]. Brak jest jednak danych literaturowych wska-
zujacych na bezposredni zwiazek pomiedzy obnizonym
poziomem DNMT1 a globalng hipometylacja genomu w
ludzkich nowotworach. W komdrkach nowotworowych
najczesciej obserwuje sie wzrost aktywnosci DNMT1, co
najprawdopodobniej zwigzane jest z hipermetylacja wysp
CpG sekwencji promotorowych genéw supresorowych
[1,14]. Réwniez w przypadku biatek uczestniczacych w de-
metylacji DNA rezultaty badan sa rozbhiezne. Wysoka eks-
presje MBD2 powigzang z demetylacjg wysp CpG w regio-
nie promotorowym c-Erb-B2 wykazano w raku jajnika [36].
Réwniez w raku sutka stwierdzono istotnie wyzszy poziom
MmRNA MBD2 niz w tkance prawidtowej [37], W przypadku
raka ptuc [38], raka zotadka ijelita grubego [39] obserwowa-
no jednak odwrotng zaleznos¢.

Wyniki wielu badah wskazuja na zalezno$é pomiedzy
prawidtowym wzorem metylacji DNA a zawarto$cig w die-
cie takich sktadnikéw, jak: metionina, cholina, kwas folio-
wy, witamina Bl 2. Rezultaty doSwiadczen prowadzonych
na zwierzetach dowodzga, ze dtugotrwate stosowanie diety
pozbawionej folianéw i donoréw grup metylowych skut-
kuje globalng hipometylacja genomowego DNA, a takze
prowadzi do rozwoju nowotworu watroby [35,40]. Global-
ng hipometylacje DNA po zastosowaniu diety z niedobo-
rem folianow obserwowano takze w ludzkich limfocytach
[24], Podobnie obnizony poziom kwasu foliowego wraz z
hipometylacja DNA odnotowano w $luzéwece jelita grube-
go chorych z nowotworami, jak i polipami, w komérkach
szyjki macicy z roznym stopniem dysplazji, w komaérkach
raka ptaskonabtonkowego ptuc [41]. Badania epidemiolo-
giczne wskazujg ponadto na odwrotng zalezno$é pomiedzy
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zawartos$cig foliandw w diecie a czestos$cig zachorowania na
nowotwory, zwtaszcza raka jelita grubego [24], Warto takze
zauwazy¢, ze obnizony stopien metylacji DNA wykazano w
przypadkach ekspozycji na niektore zwigzki chemiczne, jak
arsen, trichloroetylen, dietanolamina, alkohol [35].

Utrzymanie prawidtowego wzoru metylacji DNA zalezy
od wystarczajgcej ilosci grup metylowych, ktérych dono-
rem jest nie tylko metionina pochodzgaca z diety, ale tez z en-
dogennej, zaleznej od folianow, resyntezy z homocysteiny.
Enzymem zaangazowanym w ten proces jest syntaza metio-
ninowa (MTR), a takze reduktaza metylenotetrahydrofolia-
nowa (MTHFR), przeksztatcajaca 5,10-metylenotetrahydro-
folian w 5-metylotetrahydrofolian, bedacy donorem grup
metylowych (Ryc. 2) [42], Mozna przypuszczac, ze mutacje i
polimorficzne warianty genéw kodujacych enzymy uczest-
niczace w szlaku metabolicznym grup metylowych moga
by¢ odpowiedzialne za réznice w stopniu metylacji DNA
[42], Mutacja w genie MTHFR (C677T) powoduje zamianeg
reszty alaniny na reszte waliny w biatku enzymatycznym,
co skutkuje jego obnizong aktywnoscig. Paz i wsp. wyka-
zali obnizona $rednig zawarto$¢ 5-metylocytozyny w DNA
guzéw nowotworowych w stosunku do odpowiadajacych
im tkanek zdrowych, a ponadto u chorych na nowotwory
z genotypem homozygotycznym MTHFR-677TT i hetero-
zygotycznym MTHFR-677CT obserwowali znacznie nizszg
zawarto$¢ zmetylowanej cytozyny w DNA tkanek prawi-
dtowych w poréwnaniu z homozygotami MTHFR-677CC.
Réwniez badania prowadzone na zdrowych ochotnikach,
wykazaty hipometylacje DNA leukocytarnego w genoty-
pach homozygotycznych MTHFR-677TT w poréwnaniu
z wariantem dzikim [43]. Inne wyniki badan wskazujg, ze
krotkotrwate obnizenie zawartosci kwasu foliowego w die-
cie nie jest wystarczajgce do zmiany stopnia metylacji DNA
leukocytow os6b z genotypem MTHFR-677CC [44].

METYLACJA DNA A STRES OKSYDACYJNY

Komérka ulega transformacji nowotworowej wskutek
utraty kontroli nad procesami wzrostu i r6znicowania, co
zwigzane jest z nagromadzeniem mutacji w materiale ge-
netycznym komorki. Obecnie uwaza sie, ze istotng role w
inicjacji, promocji oraz progresji kancerogenezy odgrywaja
mechanizmy oksydacyjne. Proces powstawania nowotwo-
ru moze mie¢ zwigzek z uszkodzeniami DNA wywotany-
mi dziataniem reaktywnych form tlenu (RFT), szczegélnie
rodnika hydroksylowego (*OH), jednego z najsilniejszych
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Rycina 2. Metabolizm donoréw grup metylowych (zmodyfikowano wg [40]).
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utleniaczy komorkowych. Jedng z najczesciej analizowa-
nych oksydacyjnie zmodyfikowanych zasad azotowych
DNA o wiasciwosciach mutagennych jest 8-oksyguani-
na (8-oksyGua) [45,46], Jezeli w procesie replikacji DNA
naprzeciwko 8-oksyGua zostanie wiaczona adenina, to
po dwdch rundach replikacyjnych pojawi sie transwersja
G—>T. Transwersje GC—»TA typowe dla btednego parowa-
nia 8-oksyGua, sg obserwowane in vivo, jako czeste przyczy-
ny mutacji protoonkogenu Ras i genu supresorowego p53.
Na role jakg moga odgrywac¢ oksydacyjnie zmodyfikowane
zasady azotowe w procesie kancerogenezy wskazujg wy-
niki badan, w ktoérych wykazano znacznie wyzszy poziom
8-oksy-2'-deoksyguanozyny (8-oksydG) w tkankach nowo-
tworowych w poréwnaniu z obrzezami wolnymi od zmian
nowotworowych [45],

Jest tez mozliwe, ze zwiekszony poziom 8-oksydG moze
mie¢ zwigzek ze zmienionym wzorem metylacji DNA iw
ten sposéb wptywac na proces kancerogenezy [47], W bada-
niach przeprowadzonych przez nasz zespdt zostata wyka-
zana wysoce znamienna statystycznie ujemna korelacja po-
miedzy poziomem 8-oksydG a stopniem metylacji cytozyny
w DNA leukocytéw os6b zdrowych [33], W dosSwiadcze-
niu in vitro, przy uzyciu oligonukleotydéw zawierajgcych
8-oksydG, wykazano ze obecnos$¢ tej oksydacyjnie zmody-
fikowanej zasady azotowej w sekwencjach CCGG hamuje
metylacje sgsiadujacych reszt cytozynowych [47,48]. Stwier-
dzono znacznie zmniejszong zdolno$¢ metylowania cyto-
zyny przez ludzkg metylotransferaze DNA, gdy 8-oksydG
wystepuje w odlegtosci jednego lub dwéch nukleotyddw po
stronie 3' cytozyny w tej samej nici [48], Mozna przypusz-
czac, ze wzrost poziomu 8-oksydG w DNA moze prowadzi¢
do kancerogenezy nie tylko z powodu wiasciwosci muta-
gennych, ale takze wptywajac na proces metylacji cytozyny,
a przez to na ekspresje genow. Valinluck i wsp. wykazali
ponadto, ze utlenienie guaniny w sekwencjach CpG znacz-
nie hamuje przytaczanie biatek specyficznie rozpoznajgcych
metylowane CpG. Biatka te nie tylko odgrywaja role w ha-
mowaniu ekspresji genow, ale rdwniez posiadajg zdolno$¢
wigzania metylotransferaz DNA, deacetylaz histonowych i
innych biatek zaangazowanych w remodelowanie chroma-
tyny [49],

5-Metylocytozyna, podobnie jak cztery podstawowe nu-
kleozydy DNA, w wyniku dziatania RFT, gtéwnie rodnika
hydroksylowego, moze ulega¢ oksydacyjnym modyfika-
cjom. Reakcja 5-metylocytozyny z reaktywnymi formami
tlenu prowadzi do powstania wielu produktéw, m.in. gliko-
lu 5-metylocytozyny, ktory jest niestabilnym intermediatem
i ulega deaminacji do glikolu tyminy, 5-hydroksymetylocy-
tozyny oraz 5-formylocytozyny, z ktérych w reakcji deami-
nacji powstaje 5-hydroksymetylouracyl i 5-formylouracyl
(Ryc. 3) [50,51]. Wykazano tez, ze reaktywne formy tlenu
moga modyfikowaé wyspy CpG, generujac wigzania mie-
dzy 5-metylocytozyng a sasiadujagca guaning, jak rowniez
miedzy cytozyng a guaning [52,53]. Efektem koncowym
oddziatywania reaktywnych form tlenu na 5-metylocytozy-
ne moze by¢ obnizenie zawartos$ci tej zmetylowanej zasady
w genomowym DNA utrwalane w kolejnych podziatach
komérkowych. Wykazano réwniez, ze oksydacyjna mody-
fikacja 5-metylocytozyny do 5-hydroksymetylocytozyny
uniemozliwia metylacje zachowawczg reszty cytozyny w
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Rycina 3. Produkty reakcji 5-metylocytozyny z reaktywnymi formami tlenu.

nici komplementarnej podczas replikacji. Wyniki te suge-
ruja, ze zredukowana aktywnos¢ DNMT1 w stosunku do
oksydacyjnie zmodyfikowanych metylowanych CpG moze
stanowi¢ jedng z przyczyn zmienionego wzoru metylacji
DNA obserwowanego w komaérkach nowotworéw cztowie-
ka [54].

PODSUMOWANIE

Pomimo Zze mechanizmy epigenetyczne, zwilaszcza
przyczyny hipometylacji DNA, u chorych na nowotwory
nie zostaty do korica wyjasnione, to cechy nieprawidtowej
metylacji mogg mie¢ duze znaczenie kliniczne. Wyniki ba-
dan analizowane w tej pracy wskazuja, ze zmniejszenie za-
wartos$ci zmetylowanej cytozyny zwiazane jest z rozwojem
nowotworu. U pacjentéw z chorobg nowotworowa spadek
metylacji DNA jest charakterystyczny dla komorek, ktére
ulegty transformacji nowotworowej, ale by¢ moze zachodzi
réwniez w innych tkankach, nie objetych procesem nowo-
tworowym, m.in. w leukocytach krwi obwodowej. Mozliwe
jest rowniez, ze stres oksydacyjny oraz oksydacyjne uszko-
dzenia DNA mogga by¢ czynnikami wptywajagcymi na pro-
ces metylacji DNA.
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ABSTRACT

DNA methylation plays an important role in the regulation of gene expression. Tumor cells are characterized by alterations of DNA methyla-
tion pattern, namely local CpG island hypermethylation and genome wide hypomethylation. The hypomethylation of the genome affects
many repetitive sequences and transposable elements and is believed to results in chromosomal instability and increased mutations events.
In this review we summarize the current knowledge concerning epigenetic mechanisms related to cancer, especially the relationship of DNA

hypomethylation to carcinogenesis.
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Stowa kluczowe: przeniesienie fadunku w
DNA, naprawa DNA, oksydacyjne uszkodze-
nie zasad, wycinanie uszkodzonej zasady, kla-
ster 4Fe-4S, MutY (glikozylaza DNA btednie
sparowanej adeniny) fotoliaza

Wykaz skrotow: A —adenina; AIkA — gliko-
zylaza DNA 3-metyloadeniny; BER (ang. Base
Excision Repair) — naprawa przez wycinanie
zasad; C —cytozyna; dG:C —para deoksygu-
anozyna-deoksycytozyna; FapyG — 2,6-dia-
mino-4-hydroksy-5-formamidopirymidyna;
G —guanina; HiPIP (ang. High-Potential Iron-
sulfur Protein) — biatka zelazowe o wysokim
potencjale oksydoredukcyjnym; M.Hhal —
metylotransferaza DNA metylujgca cytozyne
w pozycji 5, MutM —glikozylaza DNA okso-
guaniny, ktéra usuwa zasade OG z par zasad
OG/C, OG/T, OG/G; MutY — glikozylaza
DNA adeniny, ktéra usuwa adening z par za-
sad A:G, A:C i A:OG; MYH - DNA glikozy-
laza adeniny rozpoznajgca pary zasad OG:A;
OG —7,8-dihydro-8-0x0-2'-deoksyguanozyna;
OGG1 —glikozylaza wycinajgca OG; R.Pvull
—endonukleaza restrykcyjna 1l Proteus vulga-
ris; T —tymina; U —uracyl
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STRESZCZENIE

arowno fizyczne, jak i chemiczne wyniki badan wskazuja, ze DNA w réznych warun-

kach (miedzy innymi w swej uwodnionej formie) moze zachowywac¢ sie jak péiprze-
wodnik pasm waskich dziur/luk. Przeniesienie tadunku wzdtuz tancucha DNA jest zalez-
ne od sekwencji nukleotydowej oraz odlegtoéci i mozliwe tylko w przypadku idealnego
sparowania obu nici. Wptyw na przenoszenie tadunku w obrebie DNA moga mie¢ procesy
tworzenia komplekséw z biatkami, zaréwno te zachodzace podczas normalnego przebiegu
regulacji ekspresji genow, jak ite zwigzane z procesami naprawy. Z drugiej strony, potencja-
ty oksydoredukcyjne biatek zawierajagcych metale moga rézni¢ sie znaczaco w zaleznosci od
tego czy sg one wolne, czy tez zwigzane z DNA. Do takich biatek naleza glikozylazy [4Fe-4S],
enzymy z klastrem zelazowo-siarkowym, biorace udziat w procesie naprawy DNA przez wy-
cinanie zasad. Istnieje hipoteza, ze zaburzenie przenoszenia tadunku w DNA jest sygnatem
uruchamiajgcym szlaki naprawy DNA. W ponizszym przegladzie opartym na pracach Bar-
ton i wspoétpracownikéw dyskutowana jest kwestia czy klaster [4Fe-4S] moze uczestniczy¢
w procesie odnajdywania uszkodzeA DNA przez biatka naprawy na zasadzie wykrywania
zaburzen struktury elektronowej.

WPROWADZENIE

Niemal p6t wieku temu Albert Szent-Gyorgyi [1] napisat niewielkg monogra-
fie, zatytutowang ,,Wstep do biologii molekularnej”, w ktérej przedstawit swojg
wizje zywej komorki. W uproszczeniu - komdrka bytaby uktadem supramoleku-
larnym, w ktérym zachodzi przenoszenie tadunkow. Szent-Gyoérgyi nie zdotat
udowodni¢ swoich idei eksperymentalnie. Jego teorig, tgczacq elementy fizyki i
biologii podziwiano jako otwierajgcg nowe horyzonty, ale takze krytykowano
za to, ze jest zbyt fantastyczna lub za trudna do udowodnienia. Krytycy pod-
kreslali, ze makroczasteczki wprawdzie mogga sie zachowywaé w warunkach
doswiadczalnych jak potprzewodniki, ale jest to zwigzane ze stanami wzbudzo-
nymi wymagajacymi znacznych energii, przekraczajacych zakres spotykany w
zywej komérce. Ponizszy praca przegladowa pokazuje, ze w przynajmniej kilku
przypadkach przenoszenie tadunku ma znaczenie biologiczne podobne do tego,
jakie przewidywat Szent-Gyorgyi. Przenoszenie tadunku w obrebie modelo-
wych czasteczek DNA jest bardzo dobrze udokumentowane. Postuzyto to jako
podstawa hipotezy o roli tego zjawiska in vivo w funkcjonowaniu niektdrych
enzymoéw naprawy DNA [2] . Chodzi o fotoliazy, za$ przede wszystkim o gliko-
zylazy z klastrem zelazowo-siarkowym [4Fe-4S], usuwajace z DNA uszkodzone
lub nieprawidtowo sparowane zasady.

PRZENOSZENIE LADUNKOW W DNA - ZALEZNOSC
OD SEKWENCJI | ODLEGLOSCI

Dotychczas wiadomo bylo, ze niezwykita struktura podwdjnej helisy DNA
z komplementarnymi parami zasad umozliwia replikacje i transkrypcje DNA.
Okazato sie, ze prawidtowe sparowanie zasad azotowych jest takze potrzebne
do przeniesienia tadunku w obrebie czgsteczek DNA na zaskakujgco duze od-
legtosci. Do badan przeniesienia tadunku w DNA stosowano rézne podejscia
doswiadczalne. Fizycy mierzyli przeptyw pradu we widknach DNA [3] lub cza-
steczkach DNA tworzacych uporzagdkowane warstwy [4]. Nalezy podkreslic, ze
przewodnictwo elektronéw stwierdzano metodami fizycznymi przewaznie w
suchym DNA; jest to sytuacja nie dajaca sie poréwna¢ do tej in vivo. Jedna z
ostatnich prac [5] dowodzi, ze w uwodnionym DNA wiazania wodorowe zasad
azotowych z czasteczkami wody prowadzg do przesuniecia gestosci elektrondw
n z atoméw wegla do atoméw azotu, co moze zmienia¢ symetrie funkcji falowej
dla niektérych zasad azotowych (wyjasnienie poje¢ w ramce). W rezultacie ener-
gie orbitali s przesuniete, a to prowadzi do zmniejszenia bariery potencjatu dla
przenoszenia ,,dziur" pomiedzy parami G:C i A:T z 0,7 eV dla DNA odwodnio-
nego do 0,123 eV dla uwodnionego. To stwierdzenie ma bardzo duze znaczenie
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dla biologdéw, jako ze wspomniana duza bariera energii dla
przenoszenia ,dziur" w suchym DNA wydaje sie by¢ gtow-
ng przeszkoda dla zaakceptowania idei biologicznej roli
przenoszenia tadunku.

Doswiadczenia nad przeniesieniem fadunku w DNA
prowadzone metodami chemicznymi i biochemicznymi
oraz przy uzyciu czasteczek modelowych daty bardzo in-
teresujgce wyniki. Wiekszo$¢ prac z tej dziedziny prowa-
dzono w Kalifornijskim Instytucie Technologii [6-8]. Do
doSwiadczen uzyto modelu dupleksu oligodeoksynukle-
otydowego, do ktérego przytaczano fotoutleniacze kowa-
lencyjnie lub kompleksowano nimi (na zasadzie interkala-
cji) czasteczki oligodeoksynukleotydéw o zdefiniowanych
sekwencjach. Pod wptywem foto-pobudzenia dublety
guaniny (G) umieszczane w okre$lonej odlegtosci od reszt
fotoutleniacza zostajg oksydacyjnie uszkodzone i mozna
oceni¢ stopien tych uszkodzen, nazwanych uszkodzeniami
oksydacyjnymi dalekiego zasiegu [9], W$rod fotoutleniaczy
uzytych w tych doswiadczeniach byty etydyna — kowa-
lencyjnie zwigzana z DNA [10,11] oraz ,interkalator Rh",
Rh(phi,)(bpy")34 gdzie phi to 9,10-diimino fenatrenochinon,
za$ bpy' to kwas 4'-metylo- bipirydyno-4-mastowy (Ryc.
1) [12]. W niektérych doSwiadczeniach mierzono gaszenie
przez interkalator Rh fluorescencji kompleksu Ru (ll) z di-
pirydofenazyng [13,14]. Okazato sie réwniez, ze naruszenie
komplementarnosci dupleksu oligodeoksynukleotydowego
przez wprowadzenie pary C:A powoduje zaburzenie prze-
niesienia elektronéw, natomiast DNA przenosi tadunek tak
samo w postaci wolnej nici (,,nagi" DNA), jak i wtedy gdy
jestnawiniety na nukelosomy [15,16]. Na rycinie 2 przedsta-
wiono przyktad doswiadczenia z gaszeniem fluorescencji
kompleksu Ru (Il) z dipirydofenazyng w modelowym du-
pleksie oligodeoksynukleotydowym idealnie sparowanym
lub zawierajacym niekomplementarna pare C:A.

e Zmieniajac liczbe par zasad oraz sekwencje oligodeok-
synukleotydéw, mozna byto modyfikowac przenoszenie
tadunku i wnioskowa¢ o nastepujacych uwarunkowa-
niach przenoszenia tadunku w DNA;

» zachodzi ono przez przeskakiwanie (ang. hopping) po-
miedzy resztami G i tunelowaniem przez pare zasad T:A
[7.17];

e jest wrazliwe na oddziatywania warstwowe n [11,18-21]
i jedno btedne sparowanie zasad wystarczy, aby spowo-
dowaé¢ zahamowanie przenoszenie tadunku [18];

 jest zalezne od odlegtosci oraz sekwencji oligodeoksynu-
kleotydéw. Przenoszenie tadunku w modelu dupleksu
oligodeoksynukleotydowego stabo zalezy od odlegtosci,
za$ przeciwnie - wykazuje silng zalezno$¢ od rodzaju se-
kwencji. Obecnos¢ powtdrzen 5'-TA-3' powoduje znacz-
ny spadek przenoszenia tadunku. Jest to zgodne z zato-
zeniem, ze przenoszenie za posrednictwem tunelowania
przez pary T:A spada wyktadniczo wraz ze wzrostem
odlegtosci, natomiast przy przeskakiwaniu tadunku
przez pary G:C zalezno$¢ od odlegtosci jest staba [22-24],

PRZENOSZENIE £t ADUNKOW W DNA
W KOMPLEKSIE Z BIALKAMI

W omoéwionych uktadach modelowych stosowano
»,nagi" DNA, jednak w komérkach DNA wystepuje w
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Rycina 1. Struktura interkalatora zawierajagcego rod, Rh(phi2)(bpy')3t gdzie
phi to 9,10-diimino fenatrenochinon, za$ bpy' to kwas 4'-metylo- bipirydyno-4-
mastowy [12],

kompleksie z histonami, biatkami niehistonowymi, regula-
torowymi, czynnikami transkrypcyjnymi i in. Dla biologa
istotne jest zatem poznanie wplywu biatek na przenosze-
nie tadunku w DNA. W badaniach Rajskiego i Barton [25]
zastosowano dupleksy oligodeoksynukleotydowe zawie-
rajgce swoiste miejsca wigzania dla réznych biatek, m.in.
dla enzymow naprawczych, charakteryzujgcych sie powi-
nowactwem do okreslonych sekwencji DNA. Wspomniany
juz poprzednio interkalator zawierajgcy rod (,interkalator
Rh" ) przytgczony do DNA byt fotoutleniaczem, podobnie
jak w doswiadczeniach opisanych w poprzednim rozdzia-
le. Mierzono proporcje uszkodzen oksydacyjnych dwéch
miejsc o sekwencji 5'-GG-3": dubletéw GG usytuowanych
przed iza miejscem wigzania biatka.

Stwierdzono m. in. hamujacy wptyw endonukleazy re-
strykcyjnej R.Puull (wigzacej sekwencje TATA i majacej
zdolno$¢ zginania helisy DNA) na powstawanie uszko-
dzenia oksydacyjnego dubletu GG umieszczonego za miej-
scem wigzania enzymu. Mozna byto wnosi¢, ze odksztat-
cenie modelowej czasteczki DNA hamowato przenoszenie
tadunku. Badano takze oddziatywanie DNA z dzikim i
zmutowanym biatkiem M.Hhal. Biatko to nalezy do mety-
lotransferaz, enzyméw metylujgcych reszty cytozyny we
fragmentach dinukleotydowych CG. Metylacja DNA jest
forma regulacji ekspresji gendw i wigze sie z kilkoma klu-
czowymi procesami, miedzy innymi z wyciszaniem genow
i pietnowaniem (imprintingiem) genomowym (u eukarion-
téw) czy z kontrolg czasu rozpoczecia duplikacji chromo-
somu (u prokariontow). Sg to enzymy majgce zdolnos¢
zwang ,,base-flipping”, powodujaca obrét i wysuniecie sie
nukleotydu z helisy DNA. W ten sposéb metylotransferaza
uzyskuje dostep do reszty cytozyny, ktora ulega metylacji.
Miejsce cytozyny przejsciowo umieszczonej w tak zwanej
kieszonce katalitycznej w czasteczce metylotransferazy jest
zajmowane przez reszte glutaminy 237 tego enzymu. Wy-
suniecie nukleotydu z helisy zrywa wigzania wodorowe
miedzy komplementarnymi zasadami, co narusza lokalne
oddziatywania warstwowe n i powoduje w rezultacie za-

23



hamowanie przenoszenia tadunku w badanym kompleksie
M.Hhal-DNA (Ryc. 2) [26], WyzZej opisany efekt dotyczy
enzymu typu dzikiego. Modyfikacja enzymu polegajgca na
podstawieniu tryptofanu w miejsce glutaminy 237, powo-
duje zaktocenie tego efektu. Aromatyczna heterocykliczna
cze$¢ tego aminokwasu wpasowuje sie w wyzej wspomnia-
na ,kieszen" metylotransferazy i to wystarcza do utrzyma-
nia zdolnosci do przenoszenia tadunku pomimo miejscowe-
go zniszczenia oddziatywan warstwowych w DNA. Obser-
wuje sie przejsciowo rodnik tryptofanu [26], Przytoczony
przyktad ilustruje mozliwy wptyw komplekséw z biatkami
na przenoszenie tadunku w obrebie DNA, zaré6wno po-
zytywny, jak negatywny. Nalezy pamieta¢, ze potencjaty
oksydoredukcyjne biatek zawierajgcych metale moga réz-
ni¢ sie znaczaco w zaleznosci od tego czy sg one wolne, czy
tez zwigzane z DNA ito moze sie odzwierciedla¢ w réznicy
powinowactwa do DNA o wiecej niz 3 rzedy wielkosci [27],
Do takich biatek nalezg glikozylazy[4Fe-4S], enzymy z kla-
strem zelazowo-siarkowym.

GLIKOZYLAZY [4FE-4S]

Glikozylazy DNA to rodzina enzymdéw uczestniczacych
w naprawie DNA przez wycinanie zasad (BER, ang. Base
Excision Repair). Naprawa typu BER jest przede wszystkim
odpowiedzialna za naprawe uszkodzen heterocyklicznych
zasad DNA [28,29]. Gtéwng role zdajg sie tu odgrywac

Rycina 2. Wysycanie fluorescencji bromku etydyny (owalna struktura z lewej
strony dupleksu) na drodze przenoszenia tadunku z kompleksu zawierajacego
rod (Rh). Oba interkalatory kowalencyjnie zwigzane z DNA tworzg system, w
ktérym etydyna jest fotoutleniaczem; k t - stata szybkosci reakcji przeniesienia
elektronu; po wstawieniu Zle sparowanej zasady szybkos¢ tej reakcji drastycz-
nie spada. Przedrukowano za zgoda Elsevier z Rajski SR, Jackson BA, Barton JK
(2000) DNA repair: models for damage and mismatch recognition. Mut Res 447:
49-72.
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Rycina 3. Wiazanie metylotransferazy M.Hhal do podwdjnego oligodeoksynu-
kleotydu hamuje przeptyw tadunku. Daleko zasiegowe przenoszenie tadunku w
reakcji utleniania fragmentéw 5-GG-3' DNA kowalencyjnie zwigzanego z inter-
kalatorem zawierajagcym rod [Rh(phi)2bpy]3+zostato opisane przez [12]. Wyko-
rzystanie konstruktu DNA-Rh zawierajacego dwa fragmenty 5-GG-3' rozdzie-
lone fragmentem wigzacym metylotransferaze (M.Hhal), pozwala na zbadanie
wptywu odlegtosci, struktury i wigzania z biatkiem na przenoszenie tadunku w
reakcji daleko zasiggowego utleniania. Gérna cze$¢ ryciny: przed zwiazaniem
biatka uszkodzenia oksydacyjne w obrebie fragmentu bardziej oddalonego wy-
stepuja z mniejszg czestotliwos$cig niz we fragmencie lezagcym blizej interkalatora
(por. wielkos¢ strzatek); dolna czes¢ ryciny: po zwigzaniu biatka czesto$¢ uszko-
dzen we fragmencie oddalonym od interkalatora ulega dalszemu zmniejszeniu.
Przedrukowano za zgoda Elsevier z Rajski SR, Jackson BA, Barton JK (2000) DNA
repair: models for damage and mismatch recognition. Mut Res 447: 49-72.

glikozylazy DNA, ktore rozpoznaja niedopasowang lub
uszkodzong zasade i katalizujg reakcje hydrolizy wigzania
(3-N glikozydowego miedzy uszkodzong zasada a czastecz-
ka deoksyrybozy. Powstate w ten spos6b miejsce apury-
nowe/apirymidynowe jest rozpoznawane przez endonu-
kleaze apurynowa/apirymidynowa, ktéra nacina DNA w
kierunku 5' od miejsca apurynowego/apirymidynowego,
tworzac wolny koniec 3'-OH. Ni¢ ulega wydtuzeniu, po-
czynajac od wolnego konca 3'-OH, wskutek dziatania po-
limerazy DNA. Nalezy wspomnie¢, iz polimeraza DNA ma
takze zdolno$¢ usuwania nukleotyddéw, jesli nie w peini
pasujg one do matrycy (aktywnos$¢ egzonukleazy 3' — 5/,
czyli aktywnos$¢ korekcyjna). Nastepnie nowa nic jest tg-
czona ze starg za pomocg ligazy DNA [29], W zwigzku z
réznorodnoscig uszkodzen zasad DNA rozwinety sie rézne
grupy glikozylaz, specyficzne dla danego substratu: Gliko-
zylazy wycinajace uracyl, ktéry moze sie pojawia¢c w DNA
wskutek m. in. dezaminacji cytozyny, wystepuja u wielu
prokariontdw i eukariontow, jednak szczegdlnie istotne
wydaja sie by¢ dla rozwoju bakterii termofilnych, u ktérych
wskutek wysokiej temperatury zwiekszona jest czesto$é
wspomnianej mutacji. Glikozylazy wycinajgce alkilowane
zasady; przykitadem takiej zasady jest 3-metyloadenina,
natomiast glikozylazy - AIkA w E. coli. Szczegélnie duza
grupe stanowig glikozylazy zasad uszkodzonych oksyda-
cyjnie (gtdwnymi tego typu uszkodzeniami sg 2,6-diami-
no-4-hydroksy-5-formamidopirymidyna (FapyG) i 8-okso-
guanina), ktére powszechnie tworzg sie wskutek dziatania
reaktywnych form tlenu generowanych w trakcie proceséw
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metabolicznych. Jedng z takich glikozylaz jest OGG1, ktdrej
homologi mozna znalez¢ u wielu gatunkéw, miedzy inny-
mi u cztowieka. Przyktadami glikozylaz rozpoznajgcych
8-oksoguanine btednie sparowang z adening, ale wycinaja-
cych adenine sg szeroko tu omawiane MutY i MutM u E
coli. Komaérki bakterii pozbawione tego enzymu wykazuja
zwiekszong czesto$¢ powstawania mutacji. U czlowieka
jedng z glikozylaz jest biatko MYH. Jego brak u cztowieka
jest bezposrednio wigzany z wystepowaniem dziedziczne-
go raka okreznicy. Utlenienie 2'-deoksyguanozyny (G) do
7,8-dihydro-8-o0x0-2'-deoksyguanozyny (OG) jest jednym
z najczestszych uszkodzen DNA. Taka modyfikacja moze
prowadzi¢ do btednego sparowania zasad w trakcie pro-
cesu replikacji. Nienaprawiona OG moze by¢ parowana z
adening, co przy kolejnej replikacji powoduje statg trans-
wersje pary G:C do T:A. Glikozylazy rozpoznajg zaburzenie
struktury DNA spowodowane przez utlenienie zasady lub
btedne sparowanie zasad i wycinajg uszkodzong/btednie
sparowang zasade, poprzez hydrolize N-glikozydowego
wigzania pomiedzy zasada a szkieletem DNA (Ryc. 3). Ry-
cina 4 przedstawia udziat dwéch przyktadowych glikozy-
laz: MutY oraz MutM w naprawie uszkodzen DNA przez
wycinanie zasad w E. coli.

Klaster [4Fe-4S] jest powszechnie wystepujagcym moty-
wem w enzymach bioragcych udziat w BER. Poczatkowo
byt uwazany za element strukturalny a nie regulatorowy
ze wzgledu na swoj bardzo stabilny, w warunkach fizjo-
logicznych, charakter oksydoredukcyjny. Jednak badania
Porello i wsp. [30] nad strukturg glikozylazy adeninowej
DNA, MutY, pokazaty ze obecnos¢ klastra nie jest niezbed-
na przy prawidtowym zwijaniu tego biatka, a takze nie
wpiywa znaczaco na jego stabilno$¢ termiczng. Niemniegj
jednak, klaster jest niezbedny przy tworzeniu kompleksu z
DNA i warunkuje aktywno$¢ enzymatyczng. Przyktadowg
strukture kompleksu DNA-glikozylaza przedstawia Ry-
cina 5. Modyfikacja genetyczna MutY w miejscu wigzania
klastra prowadzi do zaniku jego aktywno$ci naprawcze;j.
Badania MutY i endonukleazy Il z E. coli [27] ujawnity, ze
utworzenie kompleksu z DNA zmienia charakter klastra i
mozliwy staje sie odwracalny transfer elektronu analogicz-
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DNA-O
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NH,
NH, NH{ O-DNA
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OH NH N/) HN N O-DNA
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Rycina 4. Réwnanie reakcji wyciecia adeniny z fragmentu DNA, zawierajgcego
pare OG:A. Glikozylaza MutY katalizuje reakcje hydrolizy wigzania glikozydo-
wego pomiedzy adening i szkieletem cukrowym DNA, co daje w wyniku miejsce
apurynowe/apirymidynowe naprzeciwko uszkodzonej oksydacyjnie guaniny
[36]
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Rycina 5. Udziat glikozylaz MutY i MutM w naprawie DNA [37].

ny do zachodzgcego w biatkach zelazowych o wysokim
potencjale oksydoredukcyjnym (HiPIP, ang. high potential
iron proteins). To odkrycie zainspirowato Boal i wsp. [6] do
podjecia préoby odpowiedzi na pytanie czy klaster [4Fe-4S]
moze uczestniczy¢ w procesie odnajdywania przez biatka
naprawcze uszkodzen DNA na zasadzie wykrywania zabu-
rzen struktury elektronowe;j.
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Funkcja falowa to w mechanice kwantowej funkcja zmien-
nych konfiguracyjnych, np. potozenia, bedgca rozwigzaniem
rownania Schrodingera, opisujaca stan kwantowy czastki (lub
uktadu czastek), czyli kompletny zestaw parametréw opisu-
jacych stan fizyczny czastki lub uktadu. Parametrami tymi sg
m.in. ped czastki, jej potozenie, spin, dziwno$¢ czy powab.
Powierzchnie opisang funkcjg falowa obliczong dla jednego
elektronu znajdujacego sie na jednej z powtok atomowych
lub tworzacych wigzanie chemiczne nazywamy orbitalem, a
kwadrat wartosci bezwzglednej tej jednoelektronowej funkcji
w danym punkcie przestrzeni jest proporcjonalny do gestosci
prawdopodobienstwa znalezienia czgstki w tym punkcie. Or-
bitale atomowe opisujg wszystkie elektrony, ktére w danym
momencie nie uczestniczg w tworzeniu wigzan chemicznych
ale sg przypisane do okres$lonych jader atomowych, nato-
miast orbitale molekularne opisujg elektrony, ktére w danym
momencie moga tworzy¢ wigzania chemiczne w czasteczce.
Zmiana symetrii funkcji falowej oznacza zmiane ksztattu ob-
szaru w ktérym z wysokim prawdopodobienstwem przeby-
wa elektron, czyli zmiane ksztattu orbitalu. Obszary gestosci
prawdopodobiefstwa moga w rézny sposob naktadac sie, co
umozliwia w wiekszym lub mniejszym stopniu wzajemne od-
dziatywanie i przemieszczanie elektronéw.

Niekiedy w czasteczkach wystepuja potencjalne stany elek-
tronowe o niskiej energii, na ktorych mogtby sie znalez¢ elek-
tron, czyli nie w petni zapetnione orbitale walencyjne (wigza-
ce - biorgce udziat w wigzaniu). Taki brak elektronu w teorii
pasmowej przewodnictwa nazywamy ,dziurg elektronowg".
Zachowuje sie ona jak swobodna czastka o tadunku dodatnim
ijest zdolna do przemieszczania si¢ (przewodzenia pradu).

Przeniesienie elektronu (lub ,,dziury”) pomiedzy orbitala-
mi wigze sie z naktadem energii, tak zwang barierg potencjatu.
Energia ta zalezy od energii obu orbitali oraz od ich wzajem-
nego naktadania sie.

Elektrony n - elektrony, ktérych stan opisuje orbital mole-
kularny n. Orbitale tego typu maja zerowe prawdopodobien-
stwo wystepowania elektronu na plaszczyznie zawierajgcej o0$
miedzyjadrowg (majg tzw. ptaszczyzne weztowg). W uktadach
aromatycznych orbitale ,wystajg" z obu stron ptaszczyzny
pierscienia. Réwnolegte zblizenie do siebie ptaszczyzn aro-
matycznych dwdch czasteczek prowadzi do oddziatywania
miedzy ich orbitalami n. Takie zjawisko ma miejsce miedzy in-
nymi pomiedzy réwnolegle lezagcymi zasadami purynowymi/
pirymidynowymi inosi nazwe oddziatywan warstwowych.

Zjawisko tunelowe zwane tez efektem tunelowym - zja-
wisko przejScia czgstki przez bariere potencjatu o wysokoSci
wiekszej niz energia czastki, opisane przez mechanike kwanto-
wa. Z punktu widzenia fizyki klasycznej stanowi paradoks ta-
migcy klasycznie rozumiang zasade zachowania energii, gdyz
czgstka przez pewien czas przebywa w obszarze zabronionym
przez zasade zachowania energii.

Uktad supramolekularny - struktura ztozona z wielu pod-
jednostek, ktére powstajg samorzutnie wskutek stabych od-
dziatywan miedzyczasteczkowych (takich jak: sity van der
Waalsa, stabe wigzania wodorowe, oddziatywania typu n-n),
elektrostatycznych lub poprzez wzajemne mechaniczne zaple-
cenie. Poszczegdlne elementy uktadow supramolekularnych
moga takze by¢ potgczone za pomoca klasycznych wigzan ko-
walencyjnych.

26

PRZENOSZENIE t ADUNKU A
KOMUNIKACJA POMIEDZY CZASTECZKAMI
GLIKOZYLAZY ADENINOWEJ MUTY

Oddziatywanie MutY z DNA sprawdzono w uk#ta-
dzie modelowym z uzyciem opisanego we wczesnigj-
szych rozdziatach interkalatora zawierajgcego rod
[31,32]. Jak przewidywano na podstawie poprzednich
dosSwiadczen, interkalator Rh przytgczony do duplek-
su oligodeoksynukleotydowego utleniat MutY tylko
za pos$rednictwem dupleksu idealnie sparowanego.
Strukture dupleksu modyfikowano, zmieniajagc sktad
i sekwencje nukleotydow i komplementarno$¢ zasad.
Wprowadzenie obszaru jednoniciowego przeciwdzia-
tato utlenianiu MutY. Zwigzanie MutY z DNA prze-
suwato potencjat klastra [4Fe-4S]3#2+ w strone utle-
niania, za$ tworzenie sie rodnika guaniny dodatkowo
utatwiato utlenianie MutY [31,32]. Czas zycia rodnika
guaniny (G) jest wystarczajgco dtugi (milisekundy),
by mégt on reagowaé z MutY dzieki oddziatywaniom
warstwowym n w DNA. Spektroskopia elektronowe-
go rezonansu paramagnetycznego potwierdzita, ze
ruten, ktory ulegt wbudowaniu do DNA i rodnik G
generowany w tym doswiadczeniu, utatwia utlenianie
klastra [4Fe-4S]2+do [4Fe-4S]3+ijego produktu rozpa-
du, [3Fe-4S]+

Zbadano takze petne absorpcyjne widmo réznicowe
poli(dG:C) wolnego lub zwigzanego z MutY. Wyniki
potwierdzaty tworzenie sie najpierw rodnika G pod
wptywem wzbudzonego ,interkalatora Rh" zwigza-
nego z poli(dG:C) z przytaczonym MutY, w nastepnej
kolejnosci pojawiato sie widmo [4Fe-4S]3t W duplek-
sie DNA zawierajacym dublet 5'-GG-3' i interkalator
rutenowy obserwowano uszkodzenie G pochodzace
od ,utleniania na odlegto$¢" poprzez przeniesienie
tadunku za pos$rednictwem poli(dG:C) z interkalato-
ra rutenowego. Co istotne, w obecnosci MutY takie
uszkodzenie G nie miato miejsca.

W powyzszym modelu doSwiadczalnym potwier-
dzono zatem wszystkie prawidtowosci przenoszenia
tadunku: sprzezenie par oksydoredukcyjnych przez
przenoszenie tadunku przez czasteczke DNA, uza-
leznienie przenoszenia fadunku od oddziatywan war-
stwowych n i od stanu oksydoredukcyjnego biatek
przytgczonych do DNA.

Mut Y ma r6zne powinowactwo do DNA, zalez-
nie od swego stanu oksydoredukcyjnego. Roéznica w
powinowactwie umozliwia czgsteczkom MutY przy-
tagczenie do DNA, jezeli nie zachodzi przenoszenie
tadunku, lub ich oddysocjowanie pod wptywem utle-
nienia i ponowne przytgczenie do nowego miejsca.
Tak wiec, dwie czasteczki enzymu mogg ,,sprawdzic¢"
czy w dzielgcym je odcinku DNA sg uszkodzenia na-
ruszajace oddziatywania warstwowe n.

Rycina 6 przedstawia schematycznie zasade takie-
go skanowania DNA przez Mut Y w poszukiwaniu
uszkodzen. Jesdli brak zmiany stanu oksydoredukcyj-
nego - co sygnalizuje zte sparowanie zasad, a wiec
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prawdopodobne uszkodzenie zasady —czasteczki enzymu
pozostajg na miejscu. Jezeli nastgpi utlenienie —oznacza to
prawidtowg komplementacje par zasad i czasteczki enzy-
mu odtgczajg sie od DNA. Dzieki temu Mut Y tatwiej trafia
do obszaréw genomowego DNA zawierajgcego uszkodze-
nia. Nalezy doda¢, ze taki sam model dziatania stosuje sie
dla innych enzymow naprawczych zawierajacych klaster
[4Fe-4S], takich jak bakteryjna endonukleaza IIl. Trzeba
przyznac, ze opisany model dziatania Mut Y przemawia do
wyobrazni i wydaje sie bardzo prawdopodobne, ze tak wia-
$nie dziatajg ,enzymatyczni kontrolerzy” podwadjnej helisy
DNA.

UWAGI KONCOWE

Przenoszenie tadunku w obrebie prawidtowo sparowa-
nego DNA moze zachodzi¢ na zaskakujgco duzych odlegto-
Sciach, rzedu kilkunastu par zasad. Zjawisko to jest znacznie
silniejsze w DNA w $rodowisku wodnym niz w stanie kry-
stalicznym, co uzasadnia wniosek o biologicznym znacze-
niu tego procesu. Naruszenie komplementarnos$ci sekwencji
nukleotydéw powoduje zaburzenie przeniesienia elektro-
néw, natomiast wptyw nukelosomoéw jest zaniedbywalny
[15,16], Modyfikacja dtugosci nici i sekwencji nukleotydow
pozwolita stwierdzi¢, ze do procesdéw sktadajacych sie na
przenoszenie tadunku w DNA nalezg przeskakiwanie (ang.
hopping) pomiedzy resztami G oraz tunelowanie przez pare
zasad T:A [7,17], Przenoszenie tadunku w modelu duplek-
su oligodeoksynukleotydowego stabo zalezy od odlegtosci,
silnie za$ od rodzaju sekwencji [22-24], Biatka, ktdre wigzg
sie z DNA, zmieniajac jego lokalng strukture przestrzenng
(biatka regulatorowe, naprawcze), majg istotny wptyw na
przenoszenie tadunku w obrebie objetym oddziatywaniem.
Zmiany te moga polega¢ zaré6wno na odksztatceniu helisy
(np. wygiecie jej przez utworzenie kompleksu z biatkiem
R.Puull), jak i wysuniecie nukleotydu z helisy (np.: poprzez
biatko M.Hhal), co narusza lokalne oddziatywania warstwo-
we n i powoduje w rezultacie zahamowanie przenoszenia

domem domem

C-koricowa katakt\-czm

modui

[4re-4)

Rycina 6. Struktura kompleksu glikozylazy MutY z DNA. Rycina dostosowana
za pozwoleniem Macmillan Publishers Ltd: [Nature] z Fromme JC, Banerjee A,
Huang SJ, Verdine GL (2004) Structural basis for removal of adenine mispaired
with 8-oxoguanine by MutY adenine DNA glycosylase. Nature 427: 652-656.
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Rycina 7. Schemat pokazujacy jak przeniesienie tadunku utatwia redystrybucje
enzymu naprawczego i sprzyja wiagzaniu w innym obszarze jadra w poblizu
takiej modyfikacji sktadnikéw DNA (np. uszkodzenia zasady), ktéra zakidéca
oddziatywania warstwowe n par zasad. Dla uproszczenia schematu, strzatki sg
skierowane tylko w jednym kierunku, podczas gdy w rzeczywisto$ci asocjacja/
dysocjacja i przeniesienie tadunku odbywaja sie¢ w obu kierunkach (patrz: tekst).

tadunku [26], Utworzenie kompleksu z DNA zmienia po-
tencjat oksydoredukcyjny biatek, m. in. tych zawierajacych
centra zelazowo-siarkowe [27], Z kolei ze zmiang stopnia
utlenienia biatka zmienia sie jego powinowactwo do nici
DNA. Mozliwos¢ wzajemnego przekazywania tadunkow
po nici DNA pomiedzy czasteczkami tego samego biatka
i wrazliwo$¢ tego procesu na zaburzenia struktury helisy
sugeruja, ze istnieje mozliwos¢ odnajdywania przez biatka
naprawcze uszkodzen DNA na zasadzie wykrywania zabu-
rzen struktury elektronowej. Opisang zasade przenoszenia
tadunku w czasteczce DNA stosowano takze do wyjasnienia
fotoreaktywacji dimeréw pirymidynowych powstajgcych w
DNA pod wptywem promieniowania ultrafioletowego C
[33], a takze mechanizmu oddysocjowania czynnikow trans-
krypcyjnych aktywnych oksydoredukcyjnie od sekwencji
promotorowych [8,34] lub przenoszenia (sptywania, ,,fun-
neling") oksydacyjnych uszkodzen DNA do niekodujacych
sekwencji dGC [23]. Ostatnio Elson [35] zaproponowat, ze
przenoszenie tadunku stuzy koordynacji replikacji poszcze-
gélnych domen genomowego DNA, a takze koordynacji
transkrypcji genéw w rozwoju zarodkowym. Taki model
regulacji nie ma jednak podstaw doswiadczalnych. Dalszy
rozwoéj badan nad rolg przenoszenia tadunku w biologii ko-
morki wymaga podejscia interdyscyplinarnego - trudnego
w praktyce do osiggniecia zblizenia chemii, fizyki, informa-
tyki oraz biologii komdrkowej i molekularnej.
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Glycosylases [4Fe-4S] and the charge transfer in DNA
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ABSTRACT

Both the physical and chemical test results indicate that the DNA under different conditions can act as a narrow band semiconductor. The
charge transfer along the DNA double strand molecule depends both on the nucleotide sequence and the distance, and is possible only in
the case of an ideal paring of both strands. The charge transfer within DNA may be perturbed/modified by formation of protein complexes,
e.g. related to the processes of DNA repair. On the other hand, redox potentials of metalloproteins are modulated by binding to DNA [27].
Particularly interesting are [4Fe-4S] glycosylases, iron-sulfur cluster containing enzymes involved in DNA base excision repair. There exists
a hypothesis that disturbance of charge transfer along DNA is a signal associated with the regulation of cellular response to damage of the
double helix. In the following review, based on the work of J. Barton and coworkers, the question is discussed of whether the [4Fe-4S] cluster
may participate in the process of finding the DNA damage by repair proteins through detection of electronic structure perturbations.
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Dynamika mitozy i cytokinezy symetrycznej i asymetrycznej

STRESZCZENIE

przebiegu cyklu komérkowego, po fazie replikacji DNA, we wszystkich chromoso-
Wmach tworzy sie dwubiegunowe mikrotubularne wrzeciono mitotyczne, ktére za-
pewnia wihasciwg segregacje potomnych chromosoméw. W strefie rownikowej wytwarza
sie bruzda podziatowa rozdzielajaca genetycznie identyczne komorki potomne. Etapy tego
procesu —profaza, metafaza, anafaza i cytokineza —sg dobrze scharakteryzowane morfolo-
gicznie. Wspétczesne badania nad procesami rozwoju i badania onkologiczne dotyczg me-
chanizméw, ktére moga powodowaé¢ zmiany w potozeniu (rotacje) wrzeciona mitotycznego
w profazie i przesuniecie ku tytlowi wrzeciona mitotycznego w anafazie. Oba zjawiska sg
zwigzane z mitozami asymetrycznymi i réznicujgcymi. Celem tego artykutu jest omoéwienie
molekularnych mechanizméw regulujacych mitoze symetryczng i asymetryczna.

WPROWADZENIE

Mitoza jest procesem, w czasie ktdrego nastepuja kondensacja chromosomow,
a nastepnie rozdzielenie i segregacja chromatyd siostrzanych (chromosoméw
potomnych) do biegunéw wrzeciona mitotycznego. Dwubiegunowe wrzeciono
zbudowane jest z mikrotubul, powstaje w trakcie mitozy i odpowiada za fizycz-
ng segregacje chromosomow potomnych. Po rozdzieleniu chromosomy potom-
ne rozchodzg sie ku biegunom wrzeciona; a w jego strefie rownikowej powstaje
bruzda podziatowa rozdzielajgca komadrki potomne [1], Procesy te ilustruje cykl
wspaniatych rycin dzielgcych sie komdérek naskérka salamandry, zatytutowany
»Komorka w podwojeniu”, ktére w 1884 roku, na polecenia profesora Henryka
Hoyera, wykonat Stanistaw Wyspianski.

Gtoéwne stadia mitozy obejmujg profaze z kondensacjag chromosomow potom-
nych i wytworzeniem w kazdym chromosomie dwdéch kinetochoréw (Ryc. 1A),
prometafaze, podczas ktérej w komérce powstaje dwubiegunowe wrzeciono
mitotyczne (Ryc. IB), metafaze, kiedy dochodzi do skupiania sie chromosoméw

Rycina 1A-F. Komérka w podwojeniu. Ryciny Stanistawa Wyspiafnskiego datowane i scharakteryzowane
przez Prof. J. Jure sg wtasnoscig Muzeum Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie. Sg to rysunki prepara-
téw utrwalonych osmem (dobrze uwidaczniajgce mikrotubularne wrzeciono centralne) i barwionych hema-
toksyling (z zastosowaniem metody Haidenhaina), pokazujgce kondensacje i wystepowanie chromosomoéw
(rdzawego koloru) w trakcie mitozy. Inne objasnienia w tekscie. Dzieki uprzejmosci prof. dr hab. Stanistawa
Waltosia, Dyrektora Muzeum Uniwersytetu Jagielloiskiego. Autorzy dzigkuja Pani prof. dr hab. Teresie
Szklarzewicz za informacje na ich temat.
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Stowa kluczowe: dwubiegunowos¢, wrzecio-
no mitotyczne, cytokineza, receptory GPCR,
przekazywanie sygnatu bez posrednictwa re-
ceptora

Wykaz skrotéw: APC/C (ang. anaphase promo-
ting complex) — biatkowy kompleks promuja-
cy wejscie komérki w anafaze; APC/C oD —
kompleks APC/C z kofaktorem cdc20; APC/
Qdhi _ kompleks APC/C z kofaktorem cdh;
CDK (ang. cyclin-dependent kinases) — kinazy
serynowo-treoninowe okresowo przylaczajace
biatka regulatorowe cykliny; ERM (ang. ERM
complex ezrin/ radixin/ moesin) — kompleks
ezryny, radyksyny i moezyny; GAP (ang. pro-
tein G activated proteins) — biatka aktywujace
hydrolize GTP przez GTPazy; GDF (ang. GDI
displacement factors) — biatka wymieniajgce
biatka GDI; GDI (ang. protein G dissociation in-
hibitors) —biatka wigzace nieaktywne GTPazy;
GEF (ang. protein G exchange factor) — biatka
wymieniajgce nukleotydy w biatkach G; GPCR
(ang. protein G coupled receptors) — receptory
sprzezone z biatkami G; PLKs (ang. poloki-
nases) — mitotyczne kinazy serynowo-tre-
oninowe zawierajgce na C koricu specyficzna
domene PBD (ang. polobox domain); RGS (ang.
regulator of G protein signaling) — grupa biatek
zawierajgcych sekwencje regulujacg funkc-
jonowanie biatek G

Podzigkowania: Dziekujemy za pozwolenie
na reprodukcje oryginalnego zdjecia z mikro-
skopu elektronowego komérki w metafazie
Pani prof. dr hab. Ewie Szczuce, prof. dr hab.
Jozefowi Bednarowi (Uniwersytet Marii Cu-
rie-Sktodowskiej w Lublinie) i prof. dr hab.
Mieczystawowi Kurasiowi (Uniwersytet War-
szawski). Nasze podziekowania Kierujemy
takze do Pani Moniki Mafeckiej-Krawczyk
(Biblioteka Instytutu Biologii Doswiadczalnej
im. Marcelego Nenckiego) za uzyskanie do-
stepu do wielu wspdtczesnych artykutow, w
tym z czasopism niedostepnych w Warszawie.
Niniejszy artykut powstat w trakcie realizacji
projektu badawczego Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego N303 091 134.
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w $rodku komérki i ich precyzyjnego obustronnego tacze-
nie sie z wiokienkami wrzeciona mitotycznego w strefie
rownikowej wrzeciona (Ryc. 1C), przejscie od metafazy do
anafazy, w trakcie ktérego dochodzi do fizycznego rozdzia-
tu chromosomoéw potomnych (Ryc. ID), anafaze, kiedy na-
stepuje rozsuwanie kompletéw potomnych chromosomaéw
ku biegunom wrzeciona (Ryc. 1E) i cytokineze, kiedy w
strefie rownikowej zanikajgcego wrzeciona powstaje bruz-
da podziatowa pomiedzy potomnymi komo6rkami (Ryc. 1F).

Procesy mitozy icytokinezy sg aktywowane przez czyn-
niki mitogenne, ktére oddziatujag na receptory w btonie
komérkowej, uruchamiajac wewnatrz komorki $ciezki sy-
gnalizacji prowadzgce do kolejnych zmian morfologicznych
cytoszkieletu i do podziatu komérki. Potozenie bruzdy po-
dziatowej prostopadtej do osi wrzeciona wyznacza ptasz-
czyzna jego réwnika [1,2]. W trakcie mitoz symetrycznych
osie wrzecion biegng na ogdt wzdtuz osi dtugiej komorki, a
w nastepnym podziale bruzdy podziatlowe sg prostopadite
wzgledem siebie (reguta Sachsa). Ale juz w przypadku two-
rzenia warstwy komérek, na przyktad nabtonka, nowe ko-
morki wrastajg pomiedzy istniejgce komorki, a to wymaga
wtoérnej rotacji wrzeciona mitotycznego i w konsekwencji
odpowiedniej zmiany przysztego potozenia bruzdy podzia-
towej. Wiele typéw komdrek nowotworowych charaktery-
zuje sie brakiem regulacji potozenia bruzd podziatowych.
To wskazuje, jak wazne sg reguty dotyczgce geometrii po-
dziatu komoérkowego. Chociaz og6lne reguty znane sg od
ponad stu lat, to dopiero teraz poznajemy mechanizmy,
ktére wyznaczaja zaréwno pierwotne potozenie wrzecio-
na mitotycznego w komorce, jak i mechanizmy, ktore de-
terminujg wtdérng adjustacje jego potozenia. W niniejszym
artykule przeglagdowym zanalizowano globalne przemiany
zachodzgce w trakcie mitozy i cytokinezy oraz mechanizmy
molekularne sterujgce tymi przemianami, zarébwno w trak-
cie mitoz symetrycznych, jak i mitoz, w trakcie ktérych po-
tozenie bruzdy ulega zmianie.

Nawet w sytuacji, w ktdrej poczatkowo powstaje dwu-
biegunowe wrzeciono symetryczne, moze ono ulegac prze-
mieszczeniu, na przyktad pod wptywem adhezji komorki
rodzicielskiej do podtoza, a to wyznacza nowe potozenie
bruzdy podziatowej. Zmiana potozenia bruzdy podziatowej
moze wigzac sie z asymetrig podziatu komérki i nieréwnym
rozdziatem cytoplazmy. Zmiana potozenia wrzeciona mito-
tycznego i wtdrna regulacja lokalizacji bruzdy podziatowej
moga prowadzié¢ do mitozy rdznicujgcej dwie identyczne
genetycznie komérki. Mechanizm takiego podzialu moze
by¢ indukowany przez receptorowy, albo przez nie recep-
torowy mechanizm regulacji i zmiany potozenia bruzdy.
Przyktadem mechanizmu receptorowego jest zmiana poto-
zenia bruzdy w trakcie adhezji komorki nabtonka do pod-
toza zawierajacego fibronektyne, co powoduje skupienie
receptoréw integrynowych w tej czesci btony komérkowej,
ktéra przylega do podtoza [3]. Przyktadem stosunkowo nie-
dawno odkrytego mechanizmu nie receptorowego jest rota-
cja wrzeciona i asymetryczna cytokineza w trakcie bruzd-
kowania i embriogenezy nicienia Caenorhabditis elegans [4].
Przedstawione ponizej wyniki badan pozwalajg na nowe
spojrzenie na zagadnienie morfogenezy organizméw wie-
lokomdérkowych.
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KONTROLA PRZEBIEGU MITOZY

W cyklu komérkowym wyrdznia sie kolejne cztery fazy:
faze przedreplikacyjng Gl, faze replikacji SDNA, faze G2 a
nastepnie mitoze (profaza, metafaza i anafaze) zakonczong
rozdziatem komérek potomnych (cytokineza) i wejsciem
komédrek potomnych w kolejng faze GI. Nastepstwo tych
faz jest pod scistg kontrolg. Nieukonczenie poszczegdlnej
fazy cyklu, lub jej wadliwy przebieg oznacza zatrzymanie
podziatu ibrak przejscia do nastepnej fazy, przez aktywacje
tzw. punktow kontrolnych cyklu. Aktywacja punktéw kon-
trolnych cyklu powoduje albo trwate uszkodzenie i Smieré
komarki, albo powolng naprawe uszkodzen (zagadnienia te
zostaty omowione w polskojezycznych artykutach przegla-
dowych [5-8]).

ROLA BIALEK G W REGULACJI
CYKLU KOMORKOWEGO

W trakcie mitozy i cytokinezy dochodzi do charaktery-
stycznych zmian cytoszkieletu (Ryc. 1A-F), ktére sg induko-
wane przez aktywacje btonowych receptorow GPCR sprze-
zonych z heterotrimerycznymi biatkami G (ang. GPCR,
G-protein coupled receptors) [4], Aktywacja tych biatek wy-
maga wymiany GDP na GTP w podjednostce (lub podjed-
nostkach) Ga przez odpowiednie biatko GEF (ang. protein G
exchange factor), co powoduje dysocjacje podjednostki G(3y;
aktywowane podjednostki biatka G aktywuja wewnatrz
komérki monomeryczne GTPazy Ran, Ras, Rho, Rab lub
innych typow. Cykl aktywacji heterotrimerycznych biatek
G konczy hydroliza GTP katalizowana przez podjednostke
Ga, w wyniku jej pobudzenia przez specyficzne biatko GAP
(ang. protein G activating protein). W konsekwencji GDP Ga
wraz z podjednostkg Gy przywracajg spoczynkowy stan
biatek G i receptora GPCR. Monomeryczne GTPazy Rho,
w sktad ktérych wchodza biatka Rho, Rac i Cdc42, dziataja
jako przetgczniki molekularne, ktére aktywujg przemiany
cytoszkieletu [4,9-11],

W interfazie, nieaktywne monomeryczne GTPazy mi-
totyczne Rho, Rac i Cdc42 wystepujag w formie zwigzanej
z GDP. W komoérce spoczynkowej sg zwigzane z biatkami
GDI (ang. protein G dissociation inhibitors) stabilizujgcymi
cytoszkielet. Pod btong komérkowa znajduje sie fosfomio-
zyna cytoszkieletu aktynowego; GTPazy w formie zwigza-
nej z GDP sg hamowane przez odpowiednie GDI szkieletu
btony ERM (ang. ERM complex ezrin/ radixin/ moesin). Szkie-
let btony wykazuje elastyczno$¢. W czasie replikacji DNA
nastepuje aktywacja receptoréw GPCR przez zewnatrz ko-
morkowe ligandy, powodujac aktywacje GTPaz Ran i mi-
totycznych GTPaz Rho, Rac i Cdc42 [12]. Aktywacja recep-
torbw GPCR pocigga za sobg takze aktywacje fosfolipazy
C (PLC, ang. phospholipase C), kinazy 5 (ang. phosphatidyli-
nositol-4-phosphate 5 kinase) i kinazy C fosfatydyloinzytolu
(PIKC, ang. phosphatidylinositol kinase C) [13]. Te przemiany
w fosfolipidach umozliwiajg przemieszczanie sie monome-
rycznych GTPaz do btony komdrkowej. Istnieja takze biatka
GDF (ang. GDI displacement factors) sprzyjajagce wypieraniu
GDI z btony komérkowej i aktywujgce wewngtrzkomorko-
we GTPazy [14], Wszystkie te procesy powodujg zaokragla-
nie komarki i usztywnianie jej korteksu przed wejsciem w
mitoze [15]. Podobnie jak w przypadku heterotrimerycz-
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nych biatek G, aktywacja monomerycznych GTPaz wymaga
odpowiednich biatek typu GEF (ktére wymieniaja GDP na
GTP), co aktywuje mediatory i efektory cytoszkieletu [10];
hydroliza GTP katalizowana przez GTPazy Rho i stymulo-
wana przeez biatka GAP, koiczy proces aktywacji [11].

Jak dotad wykryto okoto 200 genéw regulujacych synte-
ze czynnikow enzymatycznych i strukturalnych uczestni-
czacych w mitozie. Badania genetyczne nad mutantami z
delecja lub inaktywacja poszczegdlnych gendw pozwolity
na rozpoznanie roli niektérych biatek w mitozie komérek
ssakow, Drosophila, C. elegans i Xenopus.

PRZEBIEG MITOZY SYMETRYCZNEJ]
W KOMORKACH ZWIERZECYCH

CENTROSOM IINTERFAZOWA DUPLIKACJA CENTRIOLI

Zwykle w komaérkach zwierzecych (ale nie zawsze) pier-
wotny biegun wrzeciona mitotycznego jest wyznaczony
przez biegunowg lokalizacje centrosomu [16]. Centrosom
sktada sie z centrioli i skupionych wok®ét niej specyficznych
biatek centrosomalnych. Centriola jest pierscieniem zbu-
dowanym z dziewieciu tripletdw mikrotubularnych [17].
Obok centrosomu macierzystego powstaje centriola po-
tomna zwana procentriolg, potozona pod katem prostym
wzgledem macierzystego centrosomu. W centrosomie zlo-
kalizowane sg ligazy ubikwitynowe, a degradacja kinazy
PLK4 w macierzystej centrioli jest warunkiem wytworzenia
procentrioli [19]. W centrosomach, obok kinazy Aurora A sg
takze zlokalizowane inne regulatory mitozy, takie jak polo-
kinaza Pik, cyklina B i mitotyczne fosfatazy. W takich zdu-
plikowanych centrosomach (macierzystym i procentrioli)
zwigzany jest na trwale aktywator Cdc20 ligazy ubikwityny
APC/C (ang. anaphase promoting factor), ktory takze pojawia
sie w anafazie w kinetochorach wszystkich chromosomoéw
[20], Niektére komorki w koncowych etapach réznicowa-
nia tracg zdolno$¢ do wejscia w mitoze, co jest zwigzane ze
zmianami w centrioli. Centriola podczepia sie do btony i
wowczas w tym miejscu powstaje z niej (centriola staje sie
ciatkiem podstawowym) nieruchoma rzeska (ang. primary
cilium). Dopiero ,,uwolnienie" centrioli z takiej rzeski przez
kinaze Aurora A i biatko HEF1 aktywujg deacetylaze tubu-
liny HDACG6, co w konsekwencji prowadzi do inaktywacji
punktu kontrolnego cyklu i umozliwia wejscie komorki w
cykl mitotyczny [18]. W komorkach acentriolarnych (ktore
nie maja centrosoméw, np. w linii komérek S2 Drosophila)
przedni biegun komdrki moze by¢ wyznaczony albo termi-
nalnymi biatkami polarnymi, albo (u drozdzy) strukturami
polarnymi (ang. bud-neck sites).

We wszystkich przypadkach w polarnej przedniej i tyl-
nej lokalizacji biegunéw wrzeciona uczestnicza mikrotu-
bularne wtbékna tagczace wrzeciono z btong komdérkowa. Ich
funkcje regulowane sg przez biatka G, kotwiczace biatka cy-
toszkieletu aktynowego i miozyny (np. miozyne X) [15,21],
W centrosomach komoérek ssakéw, wyznaczajgcych biegu-
ny wrzeciona, wykryto podjednostki receptoréw biatek G
(podjednostke Gia) oraz biatko RGS (ang. regulator of G-
protein signaling) uczestniczace w regulacji lokalizacji i funk-
cji centrosoméw w komorce [22]. Waznym skiadnikiem
centrosomu jest biatko NuMA/LIN5 (ang. nuclear protein
associated with mitotic apparatus) wykryte takze w chroma-
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tynie. Jest to regulator tworzenia wrzeciona mitotycznego i
aktywnosci biatek cytoszkieletu aktynowego kotwiczacego
wrzeciono w komdrce [15,21], W anafazie, po degradacji cy-
kliny B, biatko NuMA/LINS5 znika z centrosomoéw, ale poja-
wia sie we wrzecionie mitotycznym ireguluje funkcje biatek
G wrzeciona [23].

REGULACJA DUPLIKACJI BIEGUNOW
WRZECIONA MITOTYCZNEGO

Niedawno wykryto mechanizm regulacji tylko jednego
cyklu duplikacji biegunéw wrzeciona w trakcie mitozy.
Okazato sie, ze w przypadku nadmiernej liczby centrioli
w komdrce (na ogét w komorce nowotworowej), centriole
tacza sie w zespoty, a komoérka moze nadal tworzyé dwu-
biegunowe wrzeciona. taczenie poszczegdlnych centrioli
w pojedynczg strukture biegunowg odbywa sie prawdopo-
dobnie dzieki udziatowi augmin [24].

W trakcie interfazy komorek grzybow, ktdre nie posiada-
ja centrioli, ich funkcje spetniajg ciatka biegunowe SPB (ang,
spindle pole bodies) znajdujace sie w otoczce jadrowej. W
tworzacych sie biegunach, podobnie jak centriolach wcho-
dzacych w skiad zespotu centrioli, wystepuje kompleks bia-
tek zwigzanych z y tubuling —y TuRC (ang. y tubulin ring
complex). Wyniki badan nad rolg kompleksu y tubuliny w
tworzeniu biegundéw przysztego wrzeciona mitotycznego
w acentriolarnych komoérkach Drosophila S2 wykazaty, ze
biatka nalezace do rodziny augmin (Dgt2-6) regulujg bie-
gunowg lokalizacje komplekséw y TuRC [25] i organizacje
dwubiegunowych wrzecion mitotycznych, wspotdziatajac z
chromatyng w obecnosci aktywnych GTPaz Ran [26].

KONDENSACJA CHROMOSOMOW W KOMORCE
| TWORZENIE KINETOCHOROW

Wejscie w mitoze zwigzane jest z aktywacjg GTPaz Rho
i Ran aktywowanych przez odpowiednie biatka GEF. W
trakcie tego ztozonego procesu dochodzi do kondensacji
zduplikowanych chromosomoéw i wytworzenia dwdch ki-
netochoréw na kazdym chromosomie, zdolnych do wigza-
nia widkien mikrotubularnych. Po rozproszeniu otoczki ja-
drowej, tworzy sie lokalny gradient stezen aktywnej formy
Ran-GTP, ktéry sprzyja doSrodkowej lokalizacji skondenso-
wanych chromosomdw (ang. chromosome congression) (Ryc.
IA) [27],

DWUBIEGUNOWE WRZECIONO
MITOTYCZNE W PROMETAFAZIE

O$ dwubiegunowego wrzeciona wyznacza albo lokali-
zacja macierzystego centrosomu i centrosomu potomnego
powstatego z procentrioli (ktéry przesuwa sie do drugie-
go bieguna komérki), albo oba centrosomy (lub ich réw-
nowazniki, na przyktad u drozdzy SPB), ktoére wzajemnie
rozsuwajg sie. Ruch ten zachodzi dzieki polimeryzacji wté-
kien mikrotubularnych centrosoméw. Jezeli procesy ak-
tywacji centrosomoOw przebiegaja z ta samg dynamika, w
obu przypadkach powstaje wrzeciono symetryczne (Ryc.
IB) [2,15,21]. Jezeli jednak zabraknie jednego z kilkunastu
biatek regulacyjnych (lub w obecnosci inhibitoréw tych
biatek), powstaje wrzeciono jednobiegunowe (monopolar-
ne) [2], Zatem tworzenie dwubiegunowego wrzeciona jest
procesem ztozonym, w ktérym uczestniczg (przynajmniej
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w komorkach zwierzecych) kinazy (w tym Aurora A i B,
polokinaza, CDK1), biatka centrosomow regulujagce promie-
nistag polimeryzacje mikrotubul na biegunach oraz biatka
motoryczne typu dynein. Dyneiny transportujg dimery a/(3
mikrotubul do biegundw wrzeciona w czasie polimeryza-
cji na biegunach wrzeciona (ang. aster formation). Bieguny
wrzeciona mitotycznego (centrosomy lub ich funkcjonalne
réwnowazniki) stanowig wiec osrodki inicjacji polimeryza-
cji mikrotubul wrzeciona mitotycznego (MTOC, ang. micro-
tubule organizing centers) [28].

Bieguny wrzeciona mitotycznego (MTOC) aktywuja za-
chodzacg stosunkowo wolno polimeryzacje cytoplazma-
tycznych dimerow a/p tubulin we wtdkna mikrotubularne
z tym, ze centriole nie sg bezposrednio potaczone z tworzg-
cymi sie promieniscie wtéknami mikrotubularnymi. Poli-
meryzacja widkien mikrotubutarnych jest spolaryzowana:
rozpoczyna sie od biegunéw (s to tak zwane konce (-) mi-
krotubul). Dimery a/P tubulin dodawane sg takze na kon-
cach (+) widkien; w tym wypadku polimeryzacja jest szyb-
ka, ale prowadzi do powstania niestabilnych mikrotubul.
Niestabilne konce (+) widkien mikrotubutarnych podlega-
ja zmiennym losom; albo polimeryzujg a nawet podlegajg
stabilizacji przez towarzyszace im biatka, tzw. biatka TIP
koAcéw (+), albo depolimeryzujg na skutek wtasnej niesta-
bilnosci. Ich depolimeryzacja moze zachodzi¢ takze dzieki
biatkom o charakterze depolimeraz koAcow (+) widkien mi-
krotubutarnych, takich np. jak biatko MCAK lub katanina.
Niektore biatka motoryczne, np. kinezyna 7, CENP E (ang.
centromere protein E) i inne biatka towarzyszace mikrotubu-
lom (np. Kinl o charakterze kinezyny, ale nie wykazujace
aktywnosci motorycznej), sg biatkami uczestniczacymi w
stabilizacji wtékien mikrotubutarnych; sg to wtékna wycho-
dzace z biegunéw, ktére natrafity na kinetochor chromoso-
mu [2],

Ostateczna struktura wrzeciona jest wynikiem proceséw
zachodzacych na zasadzie ,,prob i btedéw" i obejmuje trzy
typy wiokien mikrotubutarnych. Pierwszy typ to widkna
mikrotubularne skierowane ku biegunom komarki, tworza-
ce tak zwane wtdékna astralne (lub anastralne w przypad-
ku funkcjonalnych réwnowaznikéw centrosoméw), pod-
czepiajace bieguny do btony komérkowej lub biegngce ku
strefie rownikowej wrzeciona tuz pod btong komérkowa.
Czesto zdarza sie, ze te widkna pochodzace z réznych bie-
gunow biegng rownolegle wzgledem siebie, ale majg rézng
polarnos¢, a wiec sg widknami anty-réwnolegtymi i moga
wtedy wzajemnie oddziatywaé ze sobg przez biatka sieciu-
jace (sprzyja to stabilizacji widkien centralnego wrzeciona
mitotycznego). Drugi typ to widkna mikrotubularne skie-
rowane do wnetrza komorki i tworzace tak zwane widkna
miedzybiegunowe. Wtdkna miedzybiegunowe moga mieé
potozenie anty-réwnolegte i podlegaé sieciowaniu. Trzecig
grupe widkien stanowig mikrotubule, ktére tgczg oba bie-
guny mitotyczne z kinetochorami chromosomow, spycha-
jac je ku réwnikowi. Sa to tak zwane wtdkna kinetochorowe
(ang. Kfibers) [28].

W réznych typach komérek (drozdzy, Drosophila, Xeno-
pus i w liniach komdrek cztowieka) tworzeniu wiékien ki-
netochorowych towarzyszy wedrujaca do konca (+) mikro-
tubuli kinezyna motoryczna Eg5/BimC/KLP61F/XIEg5/

32

HsEg5. Ta niezwykta kinezyna jest bipolarnym homotetra-
merem ijest zdolna jednocze$nie do sieciowania i wigzania
rownolegle spolaryzowanych widkien, a takze do rozsuwa-
nia wtokien w potozeniu anty-rownolegtym. Te cechy kine-
zyny Eg5 powoduja, ze moze ona powodowac ruch przyle-
gtej cytoplazmy ku biegunom (ang. polewardflux) i zarazem
rozsuwaé centrosomy i napreza¢ widkna chromosomowe
wrzeciona [29], Inng wazng grupe biatek towarzyszacych
widéknom chromosomowym sg biatka motoryczne (+) typu
MKLP (ang. mitotic kinesin like protein), ulegajace fosforylacji
w mitozie przez kinaze Aurora A. Nadmiar biatek MKLP
powoduje nie tylko zaburzenia w tworzeniu dwubieguno-
wego wrzeciona, ale stymuluje replikacje DNA jadrowego
i zatrzymanie podziatu komérki. Ten rodzaj tetraploidii
wystepuje w komdrkach nowotworowych, a zapobiega
mu zwigzanie domeny kinezyny Eg5 C z koricem kinezyny
MKLP kontrolujacej przebieg mitozy [30].

METAFAZA

Chromosomy, ktére nie sa jeszcze podczepione dwu-
stronnie do wrzeciona, mogg $lizga¢ sie po prawidtowo
podczepionym chromosomie, dzieki wystepowaniu na Ki-
netochorze mikrotubularnej kinezyny CENP-E (Ryc. 1C)
[31]. Szczegdlng role w metafazie odgrywajg takze konden-
syny wywotujace kondensacje chromosomoéw [32]; konden-
sacje umozliwia utworzenie kompleksu GTPazy Cdc42 z
biatkiem mDia3 (ang. formin) w kinetochorach, stabilizujac
potaczenia dwoch kinetochoréow z mikrotubulami wrzecio-
na wybiegajacymi z dwéch biegunow[33], W ten sposob
chromosomy ostatecznie gromadzg sie w strefie rownikowej
komarki i sag podczepione za pomocg wiokien K, tworzac
tzw. ptytke metafazowsg (ang. metaphase plate) utozong pro-
stopadle do osi wrzeciona (Ryc. 2). W tym czasie dochodzi
do aktywacji kinezyny MKLP1 (ang. mitotic kinesin-like-pro-
tein 2) na koncach (+) wtdkien mikrotubutarnych, ktéra two-
rzy dimer z biatkiem MgcRac GAP (zdolnym do aktywacji
GEFGTPaz typu Rac). Dimer ten (MKLP1 i MgcRacGAP)
nazwano centralspindling (ang. centralspindlin). Aktywnos$¢

Rycina 2. Elektronogram komoérki mikrosporocytu w pylniku Nymphea alba
wykonany wzdtuz osi dwubiegunowego wrzeciona. W plytce metafazowej wi-
doczne sg skondensowane chromosomy (jeden z nich zaznaczono jako X) oraz
mikrotubularne wtdkna kinetochorowe podczepione z obu stron (strzatki) do ki-
netochoréw chromosomoéw. Zaznaczono réwniez o$ wrzeciona (czerwona strzat-
ka). Autorzy dzigkujg prof. dr hab. Ewie Szczuce z Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie za udostepnienie zdjecia.
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centralspindliny jest requlowana w metafazie przez biatko
sieciujgce Cep55 (ang. centrosomal protein 55kDa) [34], przez
biatko Rho GEF (czyli biatko Ect2/Pebble), biatko Cdc20
(kofaktor APC/C) w Kkinetochorach oraz biatko sieciuja-
ce PRCl/asel/MAP65 (ang. protein regulating cytokinesis),
ktore hamuje aktywno$¢ centralspindliny[35] Wymienione
biatka regulujg pojawianie sie centralspindliny w struktu-
rach mikrotubularnych wrzeciona mitotycznego, a to z ko-
lei inicjuje przejScie komorki do anafazy [36].

WCZESNA ANAFAZA

Centralspindlina wystepuje we witoknach astralnych
(mikrotubulach wychodzacych z biegunéw wrzeciona mi-
totycznego ku korteksowi) i w korteksie przylegajacym do
wrzeciona mitotycznego w strefie rownikowej (Ryc. ID). W
tym okresie kinaza Aurora Bw kinetochorach katalizuje re-
akcje fosforylacji szeregu biatek towarzyszacych kinetocho-
rom i aktywuje separaze. Anafaze charakteryzuje spadek
aktywnosci kinazy CDK1 i aktywacja separazy oraz fosfa-
tazy mitotycznej Cdcl4, co powoduje rozdziat potomnych
chromosomoéw w regionie kinetochoréw [21]. Nastepnie
wybidrcza depolimeryzacja widkien chromosomowych
(wtokien K) wywotuje ich skracanie i segregacje chromoso-
mow potomnych. Taka depolimeryzacja wdkien kinetocho-
rowych odbywa sie tylko na koncu (+) kinetochorow i jest
katalizowana przez specyficzng, lokalnie dziatajgcg, depo-
limeraze — biatko motoryczne MCAK (ang. mitotic centro-
mere associated kinesin). Biatko to ulega aktywacji w wyniku
fosforylacji przez kinaze Aurora B [36], Procesowi rozdziatu
chromatyd towarzyszy takze stopniowa degradacja cykliny
B, a nastepnie przemieszczanie biatka NUMA z centrosomu
do wrzeciona mitotycznego, co wymaga defosforylacji tego
biatka, w celu uwolnienie go z kompleksu z dyneing i dy-
naktyng w centrosomie [23].

STREFA ROWNIKOWA WE WCZESNEJ ANAFAZIE
| TWORZENIE BRUZDY PODZIALOWE]

Widkna astralne petnig zasadniczg role w powstawaniu
strefy rownikowej wyznaczonej przez w kontakt central-
nego wrzeciona mitotycznego i centralspindliny z btong
komoérkowg (Ryc 1E). W tworzeniu strefy réwnikowej, a
nastepnie bruzdy podziatowej uczestniczg biatka sieciujgce
Eg5 [29], CEP55 [34] i PRC1[35]. Biatka te przenoszg sygnat
z wrzeciona do btony komdrkowej i w strefie ich kontak-
tu tworzg pierscien réwnikowy. Wytworzenie kurczliwego
piercienia (ang. contractile assembling ofring) (przynajmniej
w przebiegu mitozy komorek Drosophila i ssakéw) wymaga
bezposredniego kontaktu mikrotubul potgczonych z cen-
tralspindling ze strefa réwnikowa w obecnosci aktywnej
formy biatka GTP-GEF (Ect2/Pebble) icytoplazmatycznych
GTPaz RhoA i Cdc42. Aktywne biatko RhoA, znajdujgce sie
w regionie bruzdy podziatowej, odpowiada za rekrutacje
do btony plazmatycznej skitadnikéw pierscienia kurczli-
wego, takich jak miozyna Il, aktyna, formina i anilina [38],
Dodatkowym elementem strukturalnym pierscienia sg
GTPazy septyny, ktére wystepujg jako dwa podbtonowe
pierScienie w przewezeniu pomiedzy komdrka rodziciel-
skg a paczkiem u drozdzy, we fragmoplascie dzielgcych sie
komoérek roslin, a takze w bruzdzie komorek zwierzecych.
Septyny spetniaja role bariery w dyfuzji wielu czynnikéw
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cytoplazmatycznych pomiedzy tworzacymi sie komdrkami
potomnymi [39],

CYTOKINEZA - WYTWORZENIE
KURCZLIWEGO PIERSCIENIA

Nastepnym etapem jest zwigzanie GTPazy Rho z fosfoli-
pidami btony komdrkowej czemu towarzyszy zahamowa-
nie aktywnosci biatka Rho GEF (Ryc. 1F) [15,40]. Cytokineza
wymaga bowiem aktywno$ci biatka Rac GAP (w celu za-
hamowania aktywno$ci GTPazy Rac) i lokalnej aktywacji
btonowej GTPazy (a wiec tylko lokalnie dziatajacego biatka
Rho GAP). Proces ten opisano przy okazji odkrycia, ze bial-
ko MgcRac GAP centralspindliny (funkcjonujgce jako biatko
GAP dla GTPaz Rac i Cdc42) jest funkcjonalnie zmienione
na biatko Rho GAP w wyniku fosforylacji przez kinaze Au-
rora B [41]. Proces ten jest sprzezony z przemieszczeniem
sie kinazy Aurora B (i innych biatek) z kinetochoréw do stre-
fy bruzdy podziatowej i powstaniem w tej strefie kurczliwe-
go pierscienia aktomiozynowego [38]. Podobnie inne biatko
regulatorowe IQGAPL (ang. Cdc2 i Racl-interacting protein)
przemieszcza sie z wrzeciona i korteksu do pierscienia cy-
tokinetycznego oocytdw myszy regulujac lokalizacje septyn
i bruzdy podziatowej w mejozie [42], Podsumowujac, prze-
bieg mitozy jest regulowany przez: (1) aktywacje kolejnych
regulatoréw mitozy (kinaz, fosfataz, biatek G), a (2) w kon-
cowych stadiach mitozy przez podlegajacg Scistej regulacji
proteolize wielu biatek, oraz (3) przemieszczenie biatek z
jednej struktury mitotycznej (na przyktad wrzeciona lub
centrosomu) do bruzdy podziatowej [1,42].

WIELOETAPOWE PROCESY ZWIAZANE Z
POWSTANIEM BRUZDY PODZIALOWEJ |
ROZDZIALEM KOMOREK POTOMNYCH

W przebiega cytokinezy wyréznia sie dwa odrebne sta-
dia: stadium pierwotnego wpuklania sie bruzdy podziato-
wej i stadium rozdzielenia komdrek potomnych [1,38,43],
Tworzenie sie bruzdy podziatowej wymaga z jednej stro-
ny wytworzenia sprawnego pierscienia kurczliwego, a z
drugiej wytworzenia dodatkowej btony cytoplazmatycznej
umozliwiajacej jej wpuklenie. Dodatkowa btona komdrko-
wa dostarczana jest do bruzdy w postaci pecherzykow wy-
dzielniczych wytwarzanych w systemie trans aparatu Gol-
giego, a ich fuzja z btong komorki zalezy od GTPaz Rab [43],
W tym procesie wspotuczestniczy sieciujgce biatko Cep55,
kontrolujgce rozdziat komorek potomnych itworzenie kom-
pleksu tak zwanych biatek podroznych, ktére znajduja sie
ostatecznie w blonie rozdzielajgcej komorki potomne [34],
Proces ten jest bardzo skomplikowany i regulowany przez
odrebng grupe biatek G (GTPaz Rab) i zostat oméwiony w
artykutach przegladowych [1,21,43,44]. Skurcz pierscienia
aktomiozynowego w trakcie cytokinezy przyczynia sie do
depolimeryzacji aktyny z udziatem takich biatek, jak kofi-
lina i a-aktynina, prowadzgcych ostatecznie do depolime-
ryzacji wrzeciona mitotycznego [44]. Przebieg cytokinezy
zalezy takze od degradacji cyklin i szeregu biatek mitotycz-
nych (kinazy Pik i Aurora B), biatek sieciujgcych wrzeciono
ianiliny oraz biatka regulatorowego IQGAP1 [36]. Degrada-
cji tych biatek towarzyszy zanik wrzeciona mitotycznego i
przejscie komaorek potomnych w faze G1 cyklu [44].
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WYZNACZANIE POZYCJI BRUZDY PODZIALOWEJ
W KOMORKACH WIELOBIEGUNOWYCH IW
KOMORKACH Z PRZESUNIETYMI WRZECIONAMI

Jakkolwiek w badaniach na komoérkach ssakéw stwier-
dzono, ze centralne wrzeciono mitotyczne jest gtownym
zrédtem pozycjonowania i indukcji tworzenia bruzdy po-
dziatowej [45], inni badacze [46] zaobserwowali, ze usu-
niecie z dzielgcej sie komorki jezowca wrzeciona mitotycz-
nego nie zakloca przebiegu cytokinezy. Jeszcze wieksze
zdumienie wzbudzit wynik innego dosSwiadczenia [47]
przeprowadzonego na dzielgcych sie komaérkach jajowych
jezowca. Przy pomocy tepej igty przesunieto w komdrce
jajowej wrzeciono na jedng strone, co spowodowato ukon-
czenie mitozy z jednostronng bruzda podziatowa (a wiec
powstanie dwujgdrowej komorki z jednostronng bruzda
1) (Ryc. 3A). Taka dwujadrowa komoérka w nastepnym cy-
klu mitotycznym tworzyta oczywiscie dwa dwubiegunowe
wrzeciona i dwie bruzdy, ale takze powstawata w niej do-
datkowa trzecia bruzda (mniej sprawna) pomiedzy oboma
wrzecionami (Ryc. 3B). Taki wynik sugerowat, ze u jezow-
cow dwa bieguny nawet r6znych wrzecion moga induko-
wac powstanie pomiedzy nimi bruzdy, bez bezposredniego
udziatu centralnego wrzeciona mitotycznego. W jeszcze in-
nym doswiadczeniu przesunieto igtg wrzeciono mitotyczne
w komaérkach jajowych jezowca ku tytowi, co spowodowato
bardzo szybka regresje tworzacej sie juz w srodku komorki
bruzdy i wytworzenie nowej bruzdy w tylnej czesci komar-
ki, odpowiadajacej nowej lokalizacji wrzeciona [48]. Dane
uzyskane w opisanych doswiadczeniach pozostawaly w
sprzecznos$ci z obowigzujacym modelem podziatu komorki
zwierzecej, w ktorym wrzeciono mitotyczne wyznacza row-
nikowe potozenie bruzdy podziatowej. Problemy te byty
nierozwigzane przez wiele lat.

Dopiero poréwnanie przebiegu mitoz w komaérkach jajo-
wych jezowca, w komérkach Drosophila, Xenopus i ssakow
pozwolity na wyjasnienie tej sprzecznosci [49], W trakcie
badan stwierdzono, ze potozenie biegundéw wrzeciona mi-
totycznego, poczawszy od stadium p6znej anafazy, jest juz
kompetentne i pozwala na wyznaczenie pozycji bruzdy w
kazdym rejonie korteksu, jesli tylko mikrotubule astralne,

A 1

Rycina 3. Schemat do$wiadczenia Rappaporta wykonanego na jaju jezowca,
prowadzacego do powstania strefy tworzenia bruzdy podzialowej pomiedzy
biegunami réznych wrzecion mitotycznych. Objaénienia: A) schemat powstawa-
nia jednostronnej bruzdy (1) w jaju z mechanicznie przesunietym wrzecionem
mitotycznym przez przygniecenie jaja tepa igta (kolor niebieski regionu zgnie-
cionego), co prowadzi do powstania komérki dwujadrowej. B) nastepny podziat
mitotyczny prowadzi do jednostronnego utworzenia bruzd podziatowych w kaz-
dym mitotycznym wrzecionie (2), oraz do powstania dodatkowej trzeciej bruzdy
(3) pomiedzy biegunami réznych wrzecion. Funkcjonalne bieguny wrzecion z
promienistymi wtdknami mikrotubulamymi zaznaczono czerwonym kolorem.
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biegnace pod korteksem ku réwnikowi z obu biegunéw ko-
morki, przyjmag wzajemne potozenie widkien anty-réwno-
legtych (ang. overlapping of astral microtubules) i zostang po-
taczone przez biatka sieciujgce. Takie procesy mogga zacho-
dzi¢ takze miedzy biegunami réznych wrzecion mitotycz-
nych. Zdolno$¢ do tworzenia dodatkowej bruzdy w takich
przypadkach wynika z faktu, ze w anafazie caty korteks ko-
morki jest juz przygotowany do zapoczatkowania powsta-
nia pierScienia aktomiozynowego, w ktérym uczestniczy
GTPaza Cdc42. Wykazano takze, ze zlokalizowany proces
specyficznej aktywacji GTPazy Rho przez biatko MgcRac
GAP moze zachodzi¢ migedzy wszystkimi biegunami wielo-
jadrowej komérki (Ryc. 3) i moze by¢ szybko zmieniony w
wyniku mechanicznego przesuniecia wrzeciona [15,38,41],
Wobec tego wyznaczenie potozenia bruzdy (lub bruzd) i
mozliwos$¢ szybkiej zmiany lokalizacji bruzdy po przesu-
nieciu wrzeciona mitotycznego jest procesem doraznym i
krotkotrwatym (trwajacym okoto 2 minut), a towarzyszy
temu gromadzenie sie i szybka aktywacja biatka Rac GAP, a
nastepnie GTPazy Rho w rejonie tworzacej sie bruzdy [41].
Wowczas nawet w przypadkach zmiany potozenia wrzecio-
na lub oddziatywan biegunéw réznego pochodzenia, moze
powstaé¢ bardzo szybko (w ciggu 20 sekund) strefa rekru-
tacji aktomiozyny iinnych biatek pierscienia kurczliwego.

Przytoczone dane nie do konca ttumaczg, w jaki sposéb
dochodzi do wyznaczenia pozycji bruzdy podziatowej w
komadrkach roslin wyzszych. W acentriolarnych komaérkach
roslinnych lokalizacja przysztej bruzdy odbywa sie przed
wejSciem komoérki w mitoze, a nie w trakcie mitozy, jak to
ma miejsce w komoérkach zwierzecych iw komdérkach droz-
dzy. Ta wczesna lokalizacja bruzdy jest wyznaczona przej-
S§ciowym pojawianiem sie okreznego pasma mikrotubul i
filamentéw aktynowych przed przejsciem do profazy (PPB
ang. preprophase band). Pierscien ten zanika po wejsciu ko-
moérek w mitoze, ale wyznacza miejsce, w ktérym w trak-
cie cytokinezy wytworzy sie fragmoplast czyli nowa $ciana
komérkowa pomiedzy komérkami potomnymi. Sugeruje
to, ze pierscien PPB jest zrodtem sygnatdw wyznaczajacych
potozenie strefy rGwnikowej wrzeciona [44,51].

WYZNACZANIE POZYCJI BRUZDY
PODZIALOWEJ PRZEZ FIBRONEKTYNE

Komorki nabtonkowe linii HeLa, wysiane na podtozu po-
krytym fibronektyna, przylegajg do tego podtoza. Skoordy-
nowane dziatanie integryn ireceptordw typu RTK wplywa
na zdolno$¢ komorek do wejscia w mitoze. Adhezja komo-
rek do podtoza powoduje, ze w trakcie mitozy wrzeciona
aktywnie zmieniajg swojg orientacje w komérce, przyjmujac
pozycje rownolegty do podtoza Dzieki temu komérki po-
tomne takze przylegaja do podtoza pokrytego fibronektyng
lub macierzg zewnatrzkomdrkowg. Proces dostosowania
pozycji wrzeciona mitotycznego wzgledem podtoza stano-
wi odpowiedz na sygnat jakim jest oddziatywanie integryn
(receptorow) korteksu i fibronektyny (liganda receptoréow
integrynowych). Sygnat ten powoduje, ze witdkna mikrotu-
bularne (ang. retractionfibers) wraz z biatkami zwigzanymi z
cytoszkieletem aktynowym w czesci korteksu, ktéra przyle-
ga do podtoza, ,,ciggna” znacznie silniej, niz stabsze i tatwo
odksztatcajgce sie widkienka mikrotubularne w ,grzbieto-
wej" czesci korteksu czyli tej, ktora nie przylega do podtoza

www .postepybiochemii.pl



[15,52], Oznacza to, Ze proces reorientacji wrzeciona mito-
tycznego zwigzany jest z dynamicznym generowaniem sit
(ang.force generation) we wrzecionie, ktére prowadzg do jego
rotacji. [3,15,52]. W trakcie prometafazy proces ten indukuje
aktywacje GTPazy Rho (Cdc42) i mDia, ktdre regulujg od-
powiednie utozenie chromosomoéw w ptytce metafazowej
[15,33], Zmiana potozenia wrzeciona, a nastepnie bruzdy
podziatowej, zachodzi w wyniku oddziatywan witékien
astralnych z korteksem poprzez silniejsze lub stabsze dzia-
tanie biatek kotwiczacych mikrotubule wrzeciona w btonie
komdrkowej. Biatkami kotwiczacymi sg biatko EB (ang. end
binding protein) i biatko APC (ang. adenomatous polyposis coli).
Oba biatka nalezg do rodziny biatek przesuwajacych sie po
mikrotubulach ku koncowi (+) (ang. plus end tracking prote-
ins), a ich przesuwanie i zakotwiczanie w btonie reguluje
stopniowg zmiane potozenia wrzeciona komorki przylega-
jacej do podtoza [15]. Mechanika procesu rotacji wymaga

W ten sposob powstajg asymetrycznie sity oddziatujgce na
widkna astralne i powodujgce opisang wyzej zmiane orien-
tacji wrzeciona mitotycznego [54],

Aktywacja biatka pll5 Rho GEF powoduje nie tylko
przeniesienie sygnatu fibronektyny z receptorow GPCR
(w tym przypadku jest nim integryna) na monomeryczne
GTPazy uczestniczace w regulacji cytoszkieletu, ale jedno-
cze$nie aktywuje zmiane strukturalng w podjednostkach
biatka G, umozliwiajac zwigzanie sie biatka RGS z btong ko-
morkowa w poblizu receptora GPCR. Biatko RGS rozdziela
podjednostki Ga 12/13 i podjednostki G(3y biatka G. Peini
takze funkcje specyficznego biatka GAP dla podjednostek
Ga 12/13, przywracajac po zakonczeniu mitozy, pierwotny
nieaktywny stan GPCR (Ryc. 4) [55].

obecnosci w korteksie takze specyficznej
miozyny X oraz zmian w skiadzie fosfo-
lipidéw btony komoérkowej [15]. Reorien-

tacje wrzeciona, obok procesow ciggnigcia

wrzeciona przez mikrotubule astralne,
utatwia takze przejSciowe skracanie i de-
polimeryzacja ,grzbietowych" witokien
astralnych. Potozenie bruzdy podziatowej
komérki przyczepionej do podtoza po-
krytego fibronektyng zostaje wyznaczone
przez plaszczyzne réwnika obréconego
wrzeciona, czemu towarzyszy lokalna
aktywacja GTPazy RhoA [1,3,15,21,52], Z
zastosowaniem techniki wyciszenia genu
Cdc42 (RNAI) stwierdzono, ze proces ten
zaktoca prawidtowa reorientacje wrzecion
mitotycznych w komdrkach przylegaja-
cych do podtoza, miedzy innymi przez

zahamowanie zmian w skiadzie fosfoli-
pidéw bton oraz aktywnosci kinaz PAK
(ang. pil activated kinases), ktdra jest regu-

v/ :

lowana przez GTPaze Cdc42 [53],
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A . Rycina 4. Schemat receptorowej $ciezki sygnalizacyjnej aktywowanej fibronektyng z udziatem biatka p115 Rho
na aktywn@ pOdJedHOStke Ga GTP i pOd' GEF. Heterodimeryczny receptor integrynowy sprzezony z nieaktywnym kompleksem heterotrimerycznego
jednostke G(3y, 2) cytoplazmatyczne biat- biatka Gapy GDP ulega aktywacji w obecnosci fibronektyny (nici dotykajace receptor integrynowy), co pro-

- L - wadzi do aktywacji specyficznego biatka pl115 Rho GEF. Strzatki czarne — aktywacja i rekrutacja biatka pl15
ko p 115 Rho GEF JEdnoczesme aktywulg Rho GEF z cytoplazmy do btony plazmatycznej, aktywacja podjednostki Gai 12/13 w biatku G, przeniesienie
monomeryczne GTPazy typu Rho (Rac i sygnatu do cytoplazmy oraz (w wyniku aktywacji GTPaz Racl i Cdc42) do mediatorow i efektoréw powodu-
CdC42). Aktywowane GTPazy typu Rho Hcych wytworzenie i reorientacje funkcjonalnej bruzdy cytokinetycznej. Czerwona strzatka przy biatku pil5
sa mediatorami regulujqcymi'przestrzeﬁ- Rh® GEF ~ skonczenie stymulagi GTPaz monomerycznych przez sygnat RGS (czerwony prostokat) ktéry

“ . .o 1 T przywraca nieaktywny stan biatka G sprzezonego z receptorem mtegrynowym (prawy receptor spoczynkowy
ne rozmieszczenie biatek EB i APC w Kkor- staje sie zdolny do ponownej aktywacji przez fibronektyne tak jak to pokazuje strzatka). Opracowano na pod-

teksie komarki przyczepionej do podtoza. stawie [3,4,10].
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MECHANIZM NIERECEPTOROWYCH
ASYMETRYCZYCH MITOZ - ORIENTACJA
WRZECIONA W ZARODKU C. elegans

W poprzednich rozdziatach opisana zostata dynamika
przebiegu mitozy i cytokinezy, ktéra powoduje powstanie
dwoch identycznych komoérek potomnych. Opis asyme-
trycznej cytokinezy [15,21] w dwéch pierwszych podziatach
zygoty nicienia otwiera jednak zupetnie nowe problemy.
Proces bruzdkowania zaptodnionego jaja nicienia zwigza-
ny jest z regulacjg rozmieszczenia determinant wyznacza-
jacych odmienne losy poszczeg6lnych komorek (blastome-
réw) zarodka. Ten przestrzenny rozdziat determinant do
blastomeréw wiaze sie z wyznaczaniem pozycji wrzecion
mitotycznych i ich zmianami w pierwszym i drugim po-
dziale mitotycznym zygoty nicienia. Mitozy te odbywajg sie
w otoczce zarodka; wykluczono oddziatywania z jakimikol-
wiek ligandami i nie wykryto receptoréw, ktére mogtyby
powodowaé rotacje wrzecion w niektorych blastomerach.
Jaki jest wobec tego przebieg i molekularny mechanizm nie-
receptorowej regulacji przebiegu dwoch pierwszych cykli
komérkowych w zarodku nicienia?

PRZEBIEG PROCESU BRUZDKOWANIA
NICIENIA C. elegans

W trakcie embriogenezy wielu typow zarodkéw poja-
wiajg sie mitozy roznicujace, w wyniku ktérych powstaja
komérki o réznych cechach i o ré6znych dalszych losach.
Przebieg i mechanizmy tego typu rozwoju sg dobrze zba-
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Rycina 5. Schemat zmian morfologicznych w trakcie dwdch cykli mitotycznych
bruzdkowania zarodka C. elegans. A) Zaptodnienie zarodka i tylna lokalizacja
(strzatka) pronukleusa meskiego i dwdch centrosoméw (kolor czerwony) oraz
wytworzenie pradéw cytoplazmatycznych zwiazanych ze zmiana lokalizacji bia-
tek PAR3, PAR6 i aPKC do korteksu bieguna przedniego komoérki; efektem zmian
jest zwiekszong kurczliwo$¢ korteksu w tej strefie. Pronukleus zeAski znajduje sie
w czesci przedniej zarodka. B) Oscylacyjne fale kurczliwego korteksu przednie-
go, tworzenie przewezenia bruzdy rzekomej na granicy sztywniejszego korteksu
bieguna tylnego iprzesuniecie pronukleusa zeriskiego ku tytowi zarodka. C) Etap
.centrowania”, zanik fal kurczliwosci i ustalenie kortykalnych stref: przedniej
(kolor niebieski) i mniejszej tylnej (kolor zielony). Zanik otoczek jadrowych obu
pronukleuséw i rotacja centrosoméw (regulowana przez stabe i zmienne przy-
czepy widkien mikrotubulamych biatkiem LET99, mate czerwone strzatki) w ten
sposéb, aby jeden centrosom byt skierowany ku biegunowi przedniemu, a drugi
ku biegunowi tylnemu zarodka. Wejscie komérki w profaze pierwszego podzia-
tu mitotycznego. D) Anafaza pierwszego podziatu mitotycznego; wytworzone
wrzeciono mitotyczne jest aktywnie przesuwane ku biegunowi tylnemu komor-
ki dzieki silnemu ciggnieciu wrzeciona przez wtékna astralne bieguna tylnego.
To przesunigcie powoduje, ze bruzda podziatowa rozdziela wigkszy blastomer
przedni AB z biatkami kortykalnymi przednimi PAR3, PAR6 i aPKC (kolor nie-
bieski) od mniejszego blastomeru tylnego P, charakteryzujacego sie obecnosciag
biatek kortykalnych bieguna tylnego, PARI i PAR2 (kolor zielony). E) Drugi po-
dziat mitotyczny: prostopadta orientacja wrzeciona mitotycznego w blastomerze
przednim AB irotacja wrzeciona mitotycznego w blastomerze P (strzatki). F) Wy-
tworzenie czterech blastomeréw; regulaga przestrzenna determinant w poszcze-
géInych blastomerach po dwéch mitozach réznicujacych zarodka.
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dane w przypadku zarodka nicienia C. elegans. Wyniki
pionierskich badan (rozpoczetych przez laureata nagrody
Nobla z 2002 roku, H. Roberta Horvitza) wykazaty, ze u ni-
cienia wystepuja specyficzne biatka subkortykalne oraz ich
kinazy; mutacje w genach kodujacych wymienione biatka
powodowatly podziat symetryczny zarodka nicienia i na-
stepnie jego $mier¢. Mutanty te nazwano mutantami PAR
(ang. partitioning defective). Okazato sig, ze polarno$¢ oocytu
nicienia wyznaczajg kompleks biatek PAR-3, PAR-6 i aty-
powej kinazy aPKC-3, zlokalizowany w korteksie bieguna
przedniego komorki. Z korteksem tylnego bieguna zwig-
zane sg biatko PAR-1 i kinaza serynowo-treoninowa PAR2.
Natomiast kinaza PAR-4 i biatko PAR 5 (o charakterysty-
ce biatka 14-3-3) sa réwnomiernie roztozone w korteksie
oocytu, biorgc udziat w utrzymywaniu polarnego rozktad
innych biatek PAR. Wykazano takze, ze kinaza PAR1 w tyl-
nym biegunie reguluje lokalizacje subkortykalnych ziaren
P, ktore sa wyznacznikami przysztej linii komorek picio-
wych zarodka.

Przebieg dwdch pierwszych podziatéw zarodka nicienia
zostat zilustrowany na Ryc. 5 [56]. Po wniknieciu plemni-
ka do acentriolarnego jaja rozpoczyna sie pierwszy podziat
zygoty. Plemnik wnosi do zaptodnionego jaja zardwno pro-
nukleus meski, jak i duplikujgcy centrosom. Miejsce wnik-
niecia plemnika wyznacza biegun tylny powstajacej zygoty
(Ryc. 5A) W ciggu nastepnych 8 minut odbywa sie aktywa-
cja pradoéw cytoplazmatycznych pod korteksem, ktdre skie-
rowane sg ku przodowi komérki, a na biegunie przednim
zawracajg w gtebszych warstwach cytoplazmy do tytu, po-
wodujac przesuwanie matczynego pronukleusa do tylnego
korica komarki. Stadium to poprzedza polaryzacje korteksu
zarodka [57], W tym okresie zachodzi funkcjonalne i struk-
turalne zréznicowanie przedniej i tylnej strefy kortykalnej
zarodka, a przez to wyznaczenie przednio-tylnej osi zarod-
ka. Jak juz wspomniano, w przedniej czesci korteksu zlo-
kalizowany jest kompleks biatek PAR-3, PAR-6 i aPKC-3,
natomiast w mniejszej czesci tylnej sg zlokalizowane biatka
PAR2, PAR1 i ziarna P (Ryc. 5B). Opisane zmiany w stre-
fach korteksu powodujg przestrzenne zréznicowanie kurcz-
liwosci korteksu: przez przednig cze$¢ korteksu przebie-
gaja oscylacyjne fale skurczoéw, dzieki obecno$ci miozyny
NMY-2 (ang. non-mitotic myosin 2) i aktyny; tylko korteks
tylnego bieguna zarodka zachowuje sztywnos$¢. Na granicy
strefy kurczliwej i sztywnej pojawia sie przejsciowo wyraz-
ne wpuklenie, tak zwana bruzda rzekoma [38]. Stadium to
trwa okoto 30 minut (Ryc. 5B) [57].

Wejscie w mitoze charakteryzuje zanik oscylacyjnych fal
kurczliwosci korteksu. Dochodzi wéwczas do biernego po-
wrotu do strefy srodkowej zespolonych juz pronukleusow
matczynego i ojcowskiego wraz z przylegajacymi dwoma
zduplikowanymi centrosomami tworzgcymi tzw. kompleks
jadrowo-centrosomalny (ang. nuclear-centrosomes complex
NCC). Jest to stadium tak zwanego ,centrowania" jadra
[58]. W trakcie prometafazy nastepuje rotacja kompleksu
NCC, w wyniku ktérej centrosomy przyjmuja pozycje zgod-
ng z polarnosciag zarodka (Ryc. 5C). Potozenia centrosomoéw
(ktére wyznaczajg 0$ wrzeciona mitotycznego) regulowane
jest przez wychodzace z nich widkna mikrotubularne, za-
kotwiczajace centrosomy w korteksie. Biegunowe witdkna
mikrotubularne wychodzace z obu centrosoméw sg stabil-
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ne. Wdkna boczne, tworzgce okrezny réwnikowy pas, za-
wierajg specyficzne biatko LET 99 (ang. DEP domain LET99
protein), ktérego obecno$¢ powoduje, ze widkna te sg stabiej
zakotwiczone. A wiec mikrotubule boczne generuja stabsze
»Ciagniecie" centrosomow do btony komaérkowej, uczestni-
czac w ten spos6b w regulacji przestrzennego rozmieszcze-
nia centrosoméw. Doswiadczalnie wykazano, ze mutanty
LET99 wykazujg nadmierne oscylacje i zmienne potozenia
kompleksu NCC, a nastepnie zmienng lokalizacje bruzdy
podziatowej w zarodku [59], Ostatecznie biatka kompleksu
PAR3, PARG i aPKC, ktore poczatkowo byty zlokalizowane
na przednim biegunie komorki, tworzg warstwe subkor-
tykalng obejmujacg dwie trzecie dtugosci zarodka, ktora
graniczy z korteksem bieguna tylnego (Ryc. 5C). W tym
stadium profazy otoczka jadrowa obu pronukleuséw ulega
rozproszeniu i odbywa sie kondensacja wszystkich chro-
mosomow. W metafazie odpowiednio rozmieszczone cen-
trosomy tworzg funkcjonalne dwubiegunowe wrzeciono
mitotyczne. W anafazie wrzeciono to zostaje przesuniete ku
tytowi komérki co decyduje o jej asymetrycznym podzia-
le. (Ryc. 5D). Doswiadczalnie wykazano, ze przesuniecie
bruzdy ku tytowi komorki, w czasie pierwszego podziatu
zygoty, zwigzane jest z aktywnoscig fosfolipidow btony [15]
i spowodowane jest wiekszg sitg ciggniecia tylnych widkien
astralnych wrzeciona mitotycznego niz przednich [60,61],
W ten sposdéb przesunieta ku tylowi bruzda podziatowa
dzieli zarodek na wiekszy blastomer przedni (nazwany bla-
stomerem AB) i mniejszy tylny blastomer P. A wiec jest to
asymetryczna mitoza rdéznicujagca. Biatka motoryczne: dy-
neiny oraz biatko NuMA/Lin-5, takze wptywaja na asyme-
trie podziatu [15]. Nalezy podkres$li¢, ze mutanty z delecjg
gendéw PAR-3, PAR-2 i GTPazy Cdc42 tracity zdolno$¢ do
przesuniecia wrzeciona ku tytowi komorki i zarodki dzieli-
ty sie symetrycznie. Mutanty te wykazywaty takze defekty
cytokinezy, a potomne blastomery ginety po paru podzia-
tach [57],

W trakcie drugiego podziatu bruzdkowania, zgodnie z
reguta Sachsa, 0o$ wrzeciona komdrki wyznaczona przez
potozenie centrosomow w blastomerze AB jest prostopadta
w stosunku do pierwszego podziatu bruzdkowania, nato-
miast w blastomerze P odbywa sie rotacja wrzeciona mito-
tycznego ijego o$ przebiega tak samo, jak w pierwszym po-
dziale (Ryc. 5E, strzatki). W rezultacie po dwoch podziatach
mitotycznych powstaja cztery blastomery; tylny blastomer
P-2 zawiera ziarna P (Ryc. 5F).

GENETYCZNE UWARUNKOWANIA
ROTACIJI WRZECIONA MITOTYCZNEGO
W PROCESIE BRUZDKOWANIU NICIENIA

Rotacja wrzeciona w blastomerze P zalezy od obecnosci
subkortykalnego biatka PAR3; niefunkcjonalne mutanty
genu PARS3, lub delecja tego genu charakteryzujg sie bra-
kiem rotacji wrzeciona w blastomerze P w 70% zarodkéw
w drugim podziale bruzdkowania. Natomiast mutacje genu
kodujacego biatko PAR2 powodowaly, ze w 20% zarodkdw
zachodzita rotacja wrzecion, zarowno w blastomerze AB,
jak i P, po czym wszystkie zarodki ginety. A wiec prawi-
dtowa determinacja dalszych losow czterech blastomerdw
nicienia wymaga prawidtowej reorientacji wrzeciona w bla-
stomerze P [62],
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UDZIAL BIALEK G W NIERECEPTOROWYM
MECHANIZMIE ASYMETRYCZNEGO
BRUZDKOWANIA ZYGOTY NICIENIA C. elegans

Regulacja potozenia i orientacji wrzecion mitotycznych
w zarodku nicienia wymagajg obecnosci heterotrimerycz-
nych biatek G w korteksie [62]. Natomiast niereceptorowy
charakter tego procesu oznacza, ze aktywacja podjednostek
biatka Ga(3y nie wymaga obecnosci liganda i receptora. Ten
system zwigzany jest z biatkami polarnymi, regulacjg po-
tozenia wrzecion mitotycznych w bruzdkujacym zarodku
nicienia i moze by¢ testowany doswiadczalnie w badaniach
sity motorycznej [60,61] w trakcie mitoz mutantow. W tym
celu wiagzka lasera wypalano przednie lub tylne widkna
astralne w czasie anafazy komorki, generujgc zahamowanie
lub przesuwanie ku tytowi bruzdy pomiedzy blastomerami
AB i P [60,61].

Heterotrimeryczne biatko G C. elegans wystepuje poczat-
kowo w centrosomach zarodka. Zbudowane jest z dwoch
podjednostek Gai ijednej podjednostki G"y. Z zastosowa-
niem RNAIi wykazano, ze przesuniecie wrzeciona mitotycz-
nego do tytu w anafazie pierwszego podziatu zygoty nicie-
nia wymaga obecnosci przynajmniej jednego z dwoch spe-
cyficznych biatek, a mianowicie biatka GOA-I lub GPA-16
w podjednostkach typu Gai (i oznacza , ze dane biatko Ga
hamuje aktywnos$¢ cyklazy adenytanowej). W nieobecnosci
obu genéw w genomie nicienia kodujgcych biatka GOA-1
i GPA16 dochodzi wytgcznie do symetrycznego podziatu
na blastomery AB i P identycznych rozmiaréw i obumarcia
zarodkéw.

Wyniki badan heterotrimerycznego biatka G w bruzd-
kujagcym zarodku nicienia wykazaly, ze pomiedzy dwie

[1]kompleks
nieaktywny

GEF
RIC -8
[2] aktywacja

wymiana GDP
na ATP

Generowanie
sity przesuwu

o

LINS

[3] inaktywacja.
hydroliza GTP

Rycina 6. Schemat niereceptorowej $ciezki sygnalizacyjnej biatek G w regulacji
sit motorycznych wptywajacych na potozenie bruzdy w asymetrycznych po-
dziatach komérki w bruzdkujacym nicieniu (wg [4] zmodyfikowano). Kompleks
heterotrimerycznego biatka G w stanie spoczynku z podjednostkg GOA-1 jest ak-
tywowany przez cytoplazmatyczne biatko Ric-8 GEF. Nastepnie oddziatywania
z domeng GPR1/ 2 GolLoco prowadzg do dysocjacji kompleksu G(3y. W anafazie,
biatko Lin 5 oddziatuje z aktywowanymi przez Ric-8 GEF podjednostkami Ga.
Podjednostki te aktywowane w obecnosci peptydu RGS-7 (AGS3) generujg site
motoryczng we wtéknach mikrotubularnych zakotwiczonych w korteksie biegu-
na tylnego. Wynikiem tego jest przesuniecie wrzeciona mitotycznego ku biegu-
nowi tylnemu komorki (strzatka), aktywacja hydrolizy GTP przez biatko Ga i
powrét do stanu spoczynku kompleksu heterotrimerycznego biatka G.
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podjednostki Gai i podjednostki G(3y, podczas ich dysocja-
cji, wchodzi domena GoLoco biatek regulacyjnych GPR1
lub GPR2 (ang. G protein regulators) [63], Poczgtkowo kom-
pleks biatek GOA-I i GPA16 oraz hiatek GRP1/2 i G(3y jest
zlokalizowany w strukturach biegunéw wrzeciona (w cen-
trosomach); w metafazie kompleksy te przemieszczajg sie
do korteksu. Warunkiem translokacji kompleksu GOA-1 i
GPAL16 oraz biatek GRP1/2 i G(3y do korteksu jest aktywacja
podjednostki GOA-1 przez zlokalizowany w cytoplazmie
czynnik Rho Ric-8 GEF [64], Wykazano bowiem, ze mu-
tanty Ric-8 GEF dzielg sie symetrycznie, bez przesuwania
bruzdy podziatowej w bruzdkujagcym nicieniu [64], Po-
nadto stwierdzono [65], ze Ric-8 GEF dziata tylko na pod-
jednostke GOA-1, ale tylko wtedy gdy wystepuje w kom-
pleksie z GDP i biatkami GPR1/2. Nieaktywne Gai GOA-1
oddziatuje z GPR1/2, a w tym stanie podjednostka GPy nie
kontaktuje sie z tym kompleksem. A zatem wstepna dyso-
cjacja podjednostki GPy z kompleksu GOA-1 i GPA16 (w
wyniku dziatania biatek GRP1/2) jest warunkiem aktywacji
Ric-8 GEF. Do aktywacji procesu niezbedne jest zwigzanie
GPR1/2 z biatkiem LIN-5 (odpowiadajgcym biatku NuMA
w innych organizmach) w korteksie. Kompleks biatek Gai-
GPRI/2-Lin 5 [65] pojawia si¢ w metafazie, zarbwno we
wrzecionie, jak i w korteksie.

Funkcje i budowa zlokalizowanego w korteksie kom-
pleksu Gai-GPRI/2-Lin 5 [65] zalezg od zlokalizowanych
w korteksie polarnych biatek PAR. W korteksie tylnego bie-
guna komdrki pojawia sie wieksza ilo$¢ biatek GPR1/2, niz
w biegunie przednim zarodka. Asymetria w rozmieszcze-
niu biatek GPR1/2 powoduje, ze w anafazie mikrotubular-
ne widkna astralne generujg na biegunie tylnym silniejsze
sity ciggnace wrzeciono niz te witokna, ktére sg zakotwi-
czone na biegunie przednim [63,66], Podsumowujac, akty-
wacja biatek G i ich translokacja do korteksu ma wptyw na
asymetryczne ciggniecie do tytu wrzeciona, a nastepnie na
asymetryczne tworzenie bruzdy podziatowej w pierwszym
podziale bruzdkowania [4,63,66], Jednakze procesy regulu-
jace ten proces to nie tylko przejaw funkcji specyficznych
biatek regulatorowych GPR1 i GPR2, ktére wykazujg wy-
sokie powinowactwo do podjednostek Gai i sg niezbedne
do aktywacji czynnika Ric-8 GEF. Aktywacja mechanizmu
generujacego sity mechanicznego przesuwania wrzeciona
w anafazie jest spowodowana obecnoscig innego regulato-
ra tego procesu, a mianowicie biatka z domeng RGS. Biatko
RGS jest aktywatorem reakcji hydrolizy GTP przez biatko
G (a wiec spetnia funkcje biatka GAP) i dziata po aktywacji
Ric-8 GEF i translokacji biatek w anafazie w trakcie cytoki-
nezy [4], Wszystkie biatka typu RGS (w tym biatko RGS-7
nicienia) zawierajag domene RH (ang. Ras-homology domain),
ktora wigze dziatanie biatek RGS z cyklem aktywacji GTPaz
Ras w komdrce [4,67], Biatko RGS-7 nicienia (w niektérych
publikacjach okreslane jako biatko AGS3, ang. activator ofG
signaling) spetnia funkcje biatka GAP w niereceptorowym
cyklu aktywacji biatek G. Potwierdzeniem roli RGS-7 jest
fakt, ze delecja genu z domeng RGS-7 i nieobecnos$¢ tego
biatka w komorce powoduje przesuwanie do przodu wrze-
ciona w anafazie pierwszego podziatu bruzdkowania, co
jest spowodowane obnizong sitg ciggniecia wrzeciona ku
tytowi komorki [67], W oparciu o wyniki opisanych badan,
stworzono [4] model niereceptorowej sygnalizacji biatek G
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w regulacji sit motorycznych regulujgcych potozenie bruz-
dy w asymetrycznych podziatach komdrek nicienia (Ryc. 6).

ZNACZENIE BADAN NAD MECHANIZMEM
BRUZKOWANIA NICIENIA

W obrebie réznych typow komérek Eukaryota istniejg
wspblne mechanizmy duplikacji DNA i proceséw mito-
tycznych [1,21,44]. Rodzi sie pytanie, czy mechanizmy re-
ceptorowych i nie receptorowych podziatéw réznicujgcych
zwierzat sg wspdlne dla innych typéw komorek Eukaryota
(np. brunatnie i orzeskdw)? Ostatnio wykazano, ze homolo-
gi biatek PAR i Ric 8 GEF wystepujg w nabtonkach ssakow i
w neuroblastach Drosophila. W dzielgcych sie neuroblastach
Drosophila zachodzi mitoza asymetryczna, a tylna komar-
ka w drugim podziale mitotycznym zmienia 0§ wrzeciona;
dochodzi takze do rotacji wrzeciona mitotycznego podob-
nej do tej obserwowanej w trakcie bruzdkowania C. elegans
[68]. ROznicujgce mitozy wyznaczajg takze przebieg neuro-
genezy w trakcie rozwoju mézgu ssakow [69]. Co wiecej,
to prawidtowe pozycjonowanie wrzeciona symetrycznego
regulowane przez biatko Lisi jest czynnikiem kluczowym
w rozwoju neuroepitelium ssakéw; niedorozwéj neuroepi-
telium towarzyszy lissencefalii, genetycznie uwarunkowa-
nemu schorzeniu charakteryzujgcemu sie nieprawidtowym
rozwojem mozgu [70], Zatem badania nad mitozg syme-
tryczng i asymetryczng u nicienia C. elegans, w komaérkach
drozdzy i zwierzat otwierajg nowe perspektywy dotyczace
biologii rozwoju i stajg sie centrum zainteresowania wielu
os$rodkow badawczych na $wiecie.
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Dynamics of symmetric and asymmetric mitosis and cytokinesis

Janina Kaczanowska , Andrzej Kaczanowski

Faculty of Biology, Warsaw University, 1 Miecznikowa St., 02-096 Warszawa, Poland

e-mail: kaczan@biol.uw.edu.pl

ABSTRACT

During cell division the bipolar microtubular mitotic spindle ensures faithful segregation of daughter chromosomes and appearance of the cy-
tokinetic membrane in an equatorial area separating genetically identical daughter cells. This process proceeds in consecutive morphological
stages of prophase, metaphase, anaphase and cytokinesis. The progress in embryology and oncology concerns the new data about intervening
mechanisms of rotation of a bipolar spindle in prophase and the change of the position of a mitotic spindle in anaphase that result in an
asymmetric and differential mitoses. The aim of this review is a discussion of some of molecular and signaling mechanisms which regulate
position of mitotic spindles in different types of cells. It turns out that the knowledge of receptor-dependent and receptor-independent mole-
cular mechanisms controlling geometry and localization of cytokinesis in some human cells and in early stages of development of C. elegans

opens the new important research fields.
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Kompleks kohezyjny chromatyd siostrzanych u Eukaryota

STRESZCZENIE

rawidtowa segregacja chromosoméw w mitozie i mejozie wymaga obecnosci kompleksu

kohezyjnego chromatyd siostrzanych. Kompleks ten byt poczatkowo zidentyfikowany u
drozdzy Saccharomyces cerevisiae i na tym organizmie wykonano wiekszo$¢ badan dotycza-
cych jego budowy i funkcjonowania. W dalszej kolejnosci elementy kompleksu zidentyfiko-
wano u innych Eukaryota i stwierdzono, ze sg one zachowane w trakcie ewolucji i niezbed-
ne do zycia. Rdzen kompleksu sktada sie z czterech podjednostek (kohezyn): Smcl, Smc3,
Sccl/Mcdl i Irrl/Scc3. Poza biatkami tworzacymi rdzen, do kohezji chromatyd niezbedne sg
elementy biorgce udziat w przytgczaniu kohezyn do chromatyny oraz uczestniczace w usta-
nowieniu i regulacji kohezji. Istnieje kilka modeli budowy i funkcjonowania kompleksu.
Najstarszy i najpopularniejszy model pierscieniowy — stopniowo zastepowany jest przez
tzw. model kajdanek. Regulacja kohezji jest stabo poznana, za$ najwazniejszymi biatkami
W niej uczestniczacymi s Ecol, Irrl —STAG2, Pds5 oraz Wapl/Rad61. Kohezja w mejozie
przebiega nieco inaczej niz w mitozie i wymaga udziatu specyficznych biatek Rec8 i Sgol.
Poza udziatem w kohezji chromatyd kohezyny uczestniczag w naprawie DNA, morfogenezie
chromosomoéw i regulacji ekspresji genow.
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Rycina L (A) Schemat przebiegu cyklu komérkowego na przyktadzie drozdzy S. cereifisiae. Poszczegéine eta-
py cyklu sa scidle regulowane przez kompleksy kinazy zaleznej od cyklin (CDK, ang. cychn-dependent kinase)
z whasciwymi cyklinami. Wewnatrz rézowych komérek kolorem biatym oznaczono jadro z chromosomami
(szare). (B) Pojawianie sie i rozpad kohezji chromatyd siostrzanych skoordynowane sa z przebiegiem cyklu.
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aks) — pekniecia podwojnej nici DNA; SAC
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trolny wrzeciona podziatlowego; SMC (ang.
Structural Maintenance of Chromosome) — grupa
biatek regulujacych strukturalng i funkcjonal-
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gen jadrowy komoérek proliferujgcych; APC/C
(ang. Anaphase Promoting Complex/Cyclosome)
—kompleks wyzwalajgcy wejscie z metafazy
w anafaze; ORC (ang. Ongin Recognition Com-
plex), —kompleks odpowiedzialny za identy-
fikowanie miejsc startu replikacji DNA; ORF
(ang. Open Reading Frame) — otwarta ramka
odczytu, sekwencja DNA kodujaca biatko;
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Stosowano przyjety dla danego organizmu
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Scclp — biatko dzikiego typu, sccl-1 — for-
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zapisu nazwy biatka w komdrkach ssaczych,
STAG1 —gen kodujacy biatko
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WPROWADZENIE

Cykl komérkowy jest sekwencjg zdarzen, ktorych efek-
tem jest wzrost komorki i jej podziat na dwie komorki po-
tomne. Zasadniczym celem kazdego podziatu komdrko-
wego jest przekazanie komérkom potomnym identycznej
kopii informacji genetycznej. U Eukaryota cykl komérkowy
jest podzielony na cztery etapy: faze GI, w ktorej nastepuja
wazne decyzje dla dalszego przebiegu cyklu. Cykl moze by¢
zatrzymany w przypadku warunkow niesprzyjajacych dla
dalszego wzrostu albo pojawienia sie inhibitorow lub tez w
fazie tej nastepuje synteza biatek (lub aktywacja biatek juz
obecnych w komorce) potrzebnych do replikacji DNA. W
fazie S najwazniejszym elementem jest replikacja DNA, za$
w fazie G2 nastepuje przygotowanie komdrki do podziatu
w fazie M, czyli mitozy, podczas ktérej nastepuje segrega-
cja chromosomoéw zakoAczona cytokinezg. Na rycinie 1A
pokazano przebieg cyklu komdérkowego na przyktadzie
Saccharomyces cerevisiae, za$ na rycinie IB jak pojawianie sie
kohezji skoordynowane jest z przebiegiem cyklu.

Prawidtowy przebieg cyklu komdrkowego zapewniajg
punkty kontrolne. Pojecie punktu kontrolnego obejmuje za-
rowno elementy strukturalne — biatka odpowiedzialne za
jego funkcjonowanie, jak i przekaz informacji o stanie ko-
morki. Nosniki tej informacji nie sa znane. Punkty kontro-
Ine rejestrujg nieprawidtowos$ci i w miare potrzeby zatrzy-
muja cykl komérkowy, co pozwala na naprawe uszkodzen.
Prawidtowo dziatajgce punkty kontrolne gwarantuja prze-
kazanie potomnej komoérce w petni zreplikowanego i nie-
uszkodzonego materiatu genetycznego. Najwazniejszym
punktem kontrolnym segregacji chromosoméw jest punkt
kontrolny wrzeciona podziatowego (SAC, ang. Spindle As-
sembly Complex). Ponizej omdwiono zagadnienia zwiazane z
mitotyczng i mejotyczng segregacjg chromosomaéw.

MITOZA

Mitoza jest ztozonym procesem zachodzacym w komor-
kach eukariotycznych. W wyniku tego procesu dochodzi
do rozdzielenia zestawu zreplikowanych chromosomoéw
do dwoch jader potomnych, identycznych pod wzgledem
zestawu chromosomow. Po mitozie zazwyczaj dochodzi do
szybkiej cytokinezy. Mitoza i cytokinezg stanowig faze M
cyklu komérkowego. Mitoza moze przebiegaé catkowicie
wewnatrz jadra, bez rozpadu otoczki jadrowej, tak jak ma
to miejsce u drozdzy S. cerevisiae, otoczka moze by¢ cze-
§ciowo zachowana, jak u Aspergillus nidulans, lub dochodzi
do catkowitego rozpadu otoczki w fazie G2/M cyklu ko-
morkowego, tak jak ma to miejsce u wiekszosci Eukaryota.
Mitoze mozna podzieli¢ na cztery gtowne etapy: profaze,
metafaze, anafaze itelofaze. Mitoza poprzedzona jest repli-
kacjg genomu, w wyniku czego kazdy chromosom posia-
da dwie identyczne czasteczki dwuniciowego DNA, ktore
wraz z towarzyszacymi im biatkami tworzg siostrzane chro-
matydy. Fizyczne potgczenie chromatyd, zwane kohezja,
zapewnione jest gtéwnie przez kompleks kohezyjny chro-
matyd siostrzanych i uzupeiniane poprzez katenacje DNA
oraz kompleks ORC (ang. Origin Recognition Complex), zna-
ny dotad gtéwnie jako odpowiedzialny za identyfikowanie
miejsc startu replikacji DNA [1], Mechanizmy zapewniajgce
kohezje chromatyd sg precyzyjnie regulowane i zachowane
w trakcie ewolucji.

Kohezja chromatyd siostrzanych jest niezbednym wa-
runkiem wiernej segregacji chromosoméw w trakcie po-
dziatu komorki, dlatego tez musi byé ustanawiana i utrzy-
mywana w kazdym cyklu komdrkowym. Kohezja ta jest
ustanawiana w trakcie replikacji ijest utrzymywana na calej
dtugosci chromosomu [2,3]. Kohezja wymaga wspdidzia-
tania przynajmniej czterech r6znych grup biatek: kohezyn
wchodzgcych w sktad kompleksu kohezyjnego, biatek bio-
racych udziat w deponowaniu elementéw kompleksu ko-
hezyjnego, biatek uczestniczacych w ustanowieniu kohezji i
biatek uczestniczagcych w regulacji kohezji. Struktura wiek-

Tabela 1. Podjednostki mitotycznego kompleksu kohezyjnego oraz wazniejsze biatka regulatorowe wystepujace w wyszczegélnionych organizmach.

Schizosaccharomyces

gaccharomyces cereinsiae pombe

Drosphtla melanogaster

Xenopus laevts Homo sapiens

1. BIALKA STRUKTURALNE KOMPLEKSU (KOHEZYNY)

Smcl Psml SMC1 SMC1 SMC1

Smc3 Psm3 SMC3 SMC3 SMC3
Sccl/ Mcdl/ Rad21 Rad21 RAD21 RAD21 RAD21/SCC1

Irrl/ Scc3 Psc3 SA SAIl, SA2 SA1/STAG1, SA2/ STAG2
2. BIALKA UCZESTNICZACE W DEPONOWANIU KOHEZYN NA CHROMATYNIE

Scc2 Mis4 NIPBL SCC2 NIPBL

Sccd Ssl3 nie zidentyfikowano XSCC4 MAU2 /hSCC4
3. BIALKA POSREDNICZACE W USTANOWIENIU KOHEZJI
Ecol Esol San, Deco XECOI, XEC02 EEE))ZI
4. BIALKA POSREDNICZACE W REGULACJI KOHEZJI
Pds5 Pds5 PDS5 PoSe RSN
Radol* Whpll* WAPL nie zidentyfikowano WAPL

*homologia na podstawie podobiefstwa sekwencji, scharakteryzowana niewystarczajaco lub funkcje nie sg catkowicie zbiezne.
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Liniowe monomery
Smc1i Smc3

Zwiniete monomery
Smc1i Smc3

Domeny
Zawiasowe

45 nm

domeny
ATPazowe

Dimer Smc1-Smc3

ng juz w telofazie cyklu poprzedniego. Wiekszosé
kohezyn ssakéw oddysocjowuje od chromatyny w
profazie [4,5],

BIALKA SMC1 | SMC3

Rdzen kompleksu kohezyjnego stanowi dimer
Smcl-Smc3. Obie te podjednostki nalezg do rodzi-
ny SMC (ang. Structural Maintenance ofChromosome),
stanowigcej wazng grupe biatek regulujacych struk-
turalng i funkcjonalng organizacje chromosomow
zardbwno w Prokaryota, jak i Eukaryota [6,7]. Biatka
nalezace do rodziny SMC charakteryzuja sie szcze-
g6lng struktura. Majg globularne domeny N- i C-
koncowe, cze$¢ centralng za$ stanowiag dwa odcinki
o strukturze helisy a, ktore rozdziela globularna
domena ,,zawiasowa". Domena zawiasowa, zgina-
jac czagsteczke biatka, zbliza do siebie dwie helisy a,
w wyniku czego powstaje przeciwstawnie zwinieta

Rycina 2. Schemat budowy biatek z rodziny SMC. Zwinigty monomer ma domeng ATPazowa domena podwadjnej helisy (ang. coiled-coil). Zgiecie
oraz domene zawiasowa, potgczone dtuga przeciwstawnie zwinieta domenga coiled-coil. Domena czasteczki umozliwia zblizenie dwéch kor’lcowych

»head" sktada sie z N- i C- koricowego fragmentu biatka. Dimer Smclp- Smc3p powstaje przez
asocjacje domen zawiasowych oraz zalezne od ATP oddziatywanie domen ,head" obu biatek.

szbSci z tych biatek zostata zachowana w trakcie ewolucji, a
nazwy odpowiednich homologéw u réznych organizmow
podano w Tabeli 1. Oprocz biatek uczestniczacych w ko-
hezji chromatyd siostrzanych wymienionych w tej tabeli
mozna wyrdzni¢ kilka innych, ktére sg niezbedne w pra-
widtowym procesie segregacji chromosomoéw. Wazniejsze
z nich: Sgolp, Cdc20p i Pdslp bedg omdéwione w dalszej
czesci artykutu.

KOMPLEKS KOHEZYJNY CHROMATYD
SIOSTRZANYCH

Gtowng funkcjg kompleksu kohezyjnego jest udziat w
segregacji chromosomoéw, jednakze w trakcie kilkunastu lat
badan nad tym zagadnieniem dowiedziono, ze kompleks
ten petni rowniez funkcje w regulacji transkrypcji, bierze
udziat w naprawie DNA i morfogenezie chromosomodw.
Kompleks kohezyjny sktada sie z co najmniej czterech pod-
jednostek, zwanych kohezynami. Nomenklatura tych biatek
nie jest do konca ustalona (Tabela 1), poniewaz jednak pier-
wotnie ich funkcje byty opisane w S. cerevisiae, wiec
przewaznie do tej nomenklatury nawigzuje nazew-
nictwo u innych organizméw. Jednakze réwniez w
przypadku S. cerezfisiae niekiedy spotykamy sie z
kilkoma ré6znymi nazwami tych samych biatek.

Wiele informacji zawartych w niniejszym arty-
kule pochodzi z badan przeprowadzonych na droz-
dzach S. cerezisiae. W organizmie tym podjednost-
ki kompleksu to biatka Smcl i Smc3, Sccl/Mcdl/
Rad21 oraz Irrl/Scc3. Wszystkie te podjednostki sa
niezbedne dla zycia, zas mutacje w genach je kodu-
jacych powodujg Smieré komorki lub wiele powaz-
nych nieprawidtowosci, w tym zaburzong segrega-
cje chromosomow. Wszystkie kohezyny drozdzy

metafazy [3]. Z kolei kohezyny ssakow potrzebne w

domen globularnych, ktére tworzg domeneg typu
gtowy (ang. head) (Ryc. 2). Gtowa wykazuje podo-
bienstwo do domen ATPazowych transporterow
ABC (wchodzag w skiad kanatow wewnatrz btonowych)
oraz biatka Rad50, biorgcego udziat w naprawie DNA [2],
Domena gtowy ma trzy $cisle zachowane w ewolucji moty-
wy: Walker A i Walker B znajdujace sie odpowiednio w N- i
C- koncowej czesci biatka oraz motyw sygnaturowy (motyw
C) —niezbedny do hydrolizy ATP [8]. Zwiniete czasteczki
biatek SMC tworzg strukture, w ktdrej cze$¢ zawiasowa wy-
stepuje w odlegtosci okoto 45 nm od domeny glowy.

Biatka Smcl i Smc3 oddziatuja najprawdopodobniej po-
przez hydrofobowe oddzialywania domen zawiasowych,
w wyniku czego powstaje dimer o strukturze podobnej do
litery V [9,10], Oddziatywanie dwoch domen gtowy dime-
ru Smclp- Smc3p zamyka pierscien, zblizajagc dwie potdwki
domen ATPazowych, w wyniku czego powstaje funkcjonal-
na ATPaza. Asocjacja dwéch domen gtowy zalezy od wig-
zania ATP, ktore zachodzi pomiedzy motywami Walker A
i Bjednej zdomen ATPazowych a sekwencja sygnaturowa
drugiej [6].

ATP

"
Scet ~im

zlokalizowane sg W ja,drze komérkowym i wiaza Rycina 3. Schemat kompleksu kohezyjnego nieuwzgledniajacy obecnosci chromatyny. Przytacze-
Sie z chromatynq poczawszy od péznej fazy G1 do nie dwdch czasteczek ATP zbliza dwie globularne domeny ATPazowe Smclp i Smc3p (oznaczone

kolorem niebieskim i zielonym), kleizyna Scclp (kolor zé#ty) zamyka piersciefi, wigzac sie C- kon-
cem z Smclp i N- koricem z Smc3p. Wigzanie C- koficowej domeny kleizyny z Smclp jest zalezne

danym cyklu komdérkowym wigza sie z chromaty- od ATP. Kolorem czerwonym oznaczono podjednostke Irrip.
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30 nm

ryzowany wowczas szczep o obnizonej ekspresji
genu IRR1 nie tworzyt kolonii na podtozu statym
cho¢ rost w pozywkach ptynnych, wykazywat takze
zaburzenia w tworzeniu zygot i kietkowaniu spor.
Zaburzenia te czeSciowo znosito podwyzszenie
dawki genu kodujgcego biatko Its2 (potencjalnego
osmoregulatora) lub genu kodujgcego biatko Nog2
(GTPaza, potencjalnie zaangazowana w dojrzewa-
nie rybosoméw) [12,13]. Dalsze prace wskazaty po-
nadto, ze Irrlp moze by¢ posrednio zaangazowane
w dojrzewanie mRNA ireplikacje DNA [13].

Irrl jest duzym hiatkiem o przewidywanej masie
czasteczkowej 133 kDa, stabo scharakteryzowanym
biochemicznie i strukturalnie. Ma ono jedng zacho-
wang ewolucyjnie domene STAG (ang. STromal An-
tiGen, numer domeny w bazie Pfam: PF08514) oraz

Rycina 4. Schemat wybranych modeli kompleksu kohezyjnego. A - popularny model pierscienia zawiera powtc’)rzenia HEAT (Pfam: p|:00514) 0 nie
otaczajacego dwie siostrzane chromatydy w postaci wtékien o $rednicy okoto 11 nm. B - model

dwupierécieniowy (,kajdanki") postulowany dla ssakéw wg. Zhang i wsp. [26]. Zgodnie z tym do konca SpI‘EC)_/ZOW&I’_Iej I_okallzaql. Domena STAG
modelem w obrebie jednego pierscienia kohezynowego zawarte jestjedno wtdkno chromatynowe prawdopodobnle ObEJmUje obszar pom |edzy K211
o $rednicy ok. 30 nm. Pokaczenie obu pierscieni zachodzi w wyniku oddziatywania kleizyn SCC1 *£359 W Ssekwencji aminokwasowej Irrlp. Domena

obu pierscieni z biatkiem STAG2 (odpowiednik Irrl).

KLEIZYNA SCC1/MCD1

Biatko Sccl, najczesciej badany element kompleksu kohe-
zyjnego, jest niezbedne do utrzymania kohezji, poczagwszy
od fazy S az do anafazy [3]. Biatko to nalezy do rodziny za-
chowanych w ewolucji kleizyn. Ich nazwa pochodzi z jezy-
ka greckiego ioznacza zamkniecie. Kleizyna Sccl taczy dwie
domeny typu gtowy dimeru Smclp/Smc3p, w wyniku cze-
go powstaje tréjkatno - pierscieniowa struktura biatkowa.
Czesci N- i C-konncowe Scclp wigza sie odpowiednio z do-
menami gtowy biatek Smcl i Smc3. Wigzanie C-koAcowej
czesci Scclp z domeng gtowy biatka Smcl jest zalezne od
ATP (Ryc. 3) [10]. Poziom biatka Sccl $cisle zalezy od fazy
cyklu komorkowego: ekspresja genu SCC1 rozpoczyna sie
we wczesnej fazie S ijest kontynuowana poprzez mitoze az
do fazy G1 [3] Wigzanie innych biatek kompleksu kohezyj-
nego zachodzi tylko w obecnosci biatka Sccl, ktore szybko
asocjuje z pozostatymi elementami [10]. Biatko Sccl ma dwa
miejsca ciecia dla specyficznej proteazy, separazy Esplp.
Przeciecie Scclp przez Esplp nastepuje w anafazie mitozy
i jest niezbedne do rozejscia sie siostrzanych chromatyd [6].

KOHEZYNA IRR1

Biatko Irrl, kodowane przez gen o numerze chromoso-
mowym w genomie drozdzy YIL026C, zwanym otwartg
ramka odczytu (ORF, ang. Open Reading Frame), wystepuje
czesto w literaturze pod nazwa Scc3. Poniewaz ta druga na-
zwa jest u S. cerevisiae takze symbolem cyklofiliny (izome-
razy cis-trans peptydyloprolinowej, ORF YCR069W), dla-
tego tez w niniejszej pracy stosowana bedzie tylko nazwa
Irrl, zaproponowana wcze$niej niz Scc3. Biatko to zostato
zidentyfikowane jako element kompleksu kohezyjnego w
1999 roku [11] i jest najstabiej poznanym jego sktadnikiem.
Nalezy do rodziny zachowanych w ewolucji stromalin, za$
homologi podano w Tabeli 1. Irrlp oddziatluje bezposred-
nio z C- koncowym fragmentem Scclp (Ryc. 3) [10]. Poza
uczestniczeniem w kohezji siostrzanych chromatyd, biatko
Irrl prawdopodobnie ma tez inne funkcje. O jego wielo-
funkcyjnos$ci Swiadczyty juz pierwsze badania. Charakte-
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HEAT (skrét od anlg. nazwy t)iallek,lw &téﬁych po raz

pierwszy zidentyfikowano te domene: Huntingtin,
Elongation factor, A protein phosphatase, TOR lipid kinase) wy-
stepuje w wielu biatkach. Sktada sie ona z okoto 37-47 reszt
aminokwasowych, ktére tworzg od trzech do 36 powtdrzen,
formujac pateczkowate struktury, powstate z dwéch prze-
ciwbieznych helis i dwdch zagie¢ utozonych wzdtuz wspél-
nej osi. Powtérzenia HEAT wystepujg w licznych biatkach,
gtéwnie cytoplazmatycznych, ale réwniez w niektorych
biatkach chromosomowych. Uwaza sie, ze utatwiajg one od-
dziatywania biatko - biatko [14]. Do grupy biatek z powté-
rzeniami HEAT nalezy tez biatko Scc2, opisane doktadniej
ponizej. Struktury wyzszego rzedu Irrlp nie sg znane, brak
jest danych krystalograficznych lub uzyskanych za pomoca
magnetycznego rezonansu jadrowego.

Biatko Irrl ma dwa odpowiedniki w komdrkach dziela-
cych sie mitotycznie u ludzi: STAG1 oraz STAG2. Wiedza
na temat funkcjonowania kompleksu kohezyjnego czto-
wieka jest do$¢ ograniczona, a o podjednostkach STAGI i
STAG2 wiadomo szczeg6lnie mato. Dotychczas zgroma-
dzone skape dane sugeruja, ze biatka te w interfazie sg obec-
ne wylgcznie na terenie jadra komérkowego, a kompleksy
kohezyjne moga zawieraé tylko jedno z nich. Nie wiadomo
co decyduje o obecnos$ci danego typu biatka STAG w kom-
pleksie, nie wiadomo takze czy skiad danego kompleksu
jest staty czy tez sie zmienia. Wprawdzie cDNA kodujacy
biatka STAGI i STAG2 cztowieka sklonowano i scharakte-
ryzowano juz w roku 1997, nie znano jednak wowczas funk-
cji produktéw tych genéw [15]. Trzy lata pézniej Sumara i
wsp. [4] wyizolowali dwa kompleksy kohezyjne 14S i 12.5S
z komorek somatycznych cztowieka. Kompleksy te zawie-
rajg odpowiednio podjednostke STAGI lub STAT2 i wydaje
sie, ze biatka STAG1 i STAG2 nie wspotwystepujg w jednej
komoérce [4,16]. Zauwazono, ze u cztowieka jest trzykrotnie
wiecej kompleksow zawierajgcych STAG2 niz tych zawie-
rajacych STAGI, lecz nie sa znane powody tych réznic [17].
Przypuszcza sie, ze sktad kompleksu moze sie¢ zmienia¢ w
zaleznosci od stadium réznicowania tkanek lub fazy cyklu
komdrkowego, lecz nie sg znane mechanizmy tych zmian.
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Ostatnio wykazano, ze biatko Irrl ma znaczacy udziat w
regulacji kohezji w komérkach drozdzy [18,19], Wykazano,
ze kohezyna ta, oprécz oddziatywania z Scclp, tworzy tak-
ze kompleks z regulatorami kohezji - biatkami Pds5 i Wapl
(Radol). Sugeruje to, ze Irrlp nie tylko jest elementem struk-
turalnym kompleksu kohezyjnego, ale bierze tez udziat w
regulacji kohezji.

MODELE KOMPLEKSU KOHEZYJNEGO

Badania biochemiczne oraz obserwacje za pos$rednic-
twem mikroskopii elektronowej wskazujg, ze kohezyny
moga tworzy¢ strukture przypominajgcg pierscienn. Najcze-
Sciej cytowany w literaturze model zaktada, ze kompleksy
kohezyjne w formie pojedynczych pierscieni otaczajg dwie
chromatydy powstate w wyniku zreplikowania czasteczki
DNA (Ryc. 4A) [10,20,21], Jednopier$cieniowy model domi-
nuje w literaturze gtéwnie ze wzgledu na to, ze w prosty
spos6b wyjasnia zarbwno mechanizm ustanowienia kohe-
zji, jak ijej rozpad. Wedtug tego modelu kohezja chromatyd
siostrzanych ustanawiana jest pasywnie w trakcie replikacji
DNA. Przechodzac przez pierscien, widetki replikacyjne
miatyby zapewnia¢ kohezje chromatyd siostrzanych. Kohe-
zja taka u S. cerevisiae bytaby utrzymywana az do momentu
przeciecia kleizyny Sccl przez separaze na poczatku anafa-
zy, co powoduje rozpad kompleksu [6]. Wiele wczesnych
doswiadczen, zwlaszcza z uzyciem drozdzy, potwierdza
ten model. Jednak coraz czeéciej w literaturze pojawiajg
sie obserwacje, ktdre model jednopierscieniowy podajg w
watpliwo$¢. Najwiecej zastrzezen wobec modelu jednopier-
Scieniowego dotyczy ograniczonej przestrzeni wewnatrz
pierscienia, ktéra miataby pomiesci¢ dwie chromatydy. Za-
strzezenia budzi tez statyczna konfiguracja kompleksu, kto-
ra nie jest wystarczajaco elastyczna w takich procesach, jak
replikacja, transkrypcja i naprawa DNA.

Maksymalna $rednica kompleksu kohezyjnego, jesli
przyjatby on ksztatt piersScienia, jest szacowana na 38-50
nm. Podstawowg jednostke strukturalng chromatyny sta-
nowi nukleosom o $rednicy 11-13 nm. Uwaza sig, ze u
wyzszych Eukaryota strukturg wyzszego rzedu jest wiokno
chromatynowe o $rednicy ok. 30 nm, a w poznej profazie
i metafazie stopien kondensacji chromatyny, a co za tym
idzie — grubo$¢ widkna — sg znacznie wieksze [22,23],
Dlatego tez mozna przypuszczaé, ze pojedynczy kompleks
kohezyjny mdégtby pomiesci¢ co najwyzej dwie czasteczki
DNA wraz z histonami o stopniu zwiniecia odpowiadaja-
cym wiéknu 11-13 nm, ale jego S$rednica nie jest wystarcza-
jaca, aby pomiesci¢ dwa 30 nanometrowe wtdkna chromaty-
nowe. Struktury chromatynowe wyzszego rzedu u drozdzy
sg stabo poznane. Wiadomo, ze tacznikowy DNA pomiedzy
nukleosomami jest znacznie krotszy (o okoto 30-40 pz) niz u
wyzszych Eukaryota i ma dtugos$¢ srednio okoto 15 pz, brak
jest typowego histonu tgcznikowego HI oraz obserwuje
sie niewielki stopien kondensacji. Niemniej jednak wtok-
no chromatynowe S. cerevisiae jest zdolne do tworzenia in
vitro struktur przypominajacych widkno 30 nm wyzszych
Eukaryota [24], Dlatego tez mozna przypuszczac, ze model
jednopierScieniowy jest nie do korica poprawny rowniez w
odniesieniu do drozdzy. Statyczny model zaktada ponad-
to ustanowienie kohezji w trakcie replikacji. Nie ttumaczy
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jednak, jak w takim pierscieniu, oprocz czasteczki DNA,
miatby sie pomiescic¢ caty replisom, na ktéry sktada sie sze-
reg biatek, m.in. polimerazy a ,p, e, 5, helikaza, PCNA oraz
biatka zwigzane z regulacjg topologii DNA.

Statyczny jednopier$cieniowy model kompleksu omawia
krytycznie w pracy przegladowej Guacci [25] i proponuje
alternatywny, dynamiczny model jedno- lub dwupierscie-
niowy. Uwzglednia on to, Zze po zdeponowaniu kohezyn na
DNA kohezja jest ustanawiana wieloetapowo, za$ oddyso-
cjowanie komplekséw od DNA nie jest niezbedne do rozpa-
du kohezji. Ponadto uwzglednia tez fakt, ze u kregowcow
kompleksy kohezyjne sg usuwane w profazie bez prote-
olitycznej degradacji Sccl, a takze ze mozliwy jest rozpad
kohezji w anafazie, bez koniecznos$ci proteolitycznej degra-
dacji Sccl.

Model dwupierscieniowy (Ryc. 4B), proponowany jako
jedna z alternatyw, poréwnywany jest do ,kajdanek", w
ktérych kazdy heterodimer Smcl/ Smc3 otacza pojedyncza
chromatyde, a kohezja jest ustanawiana dzieki potacze-
niu obu heterodimerdw kleizynami Sccl przez biatko Irrl,
przy czym potozenie Irrlp nie jest jasno okre$lone. Ostatnio
Zhang i wsp. [26] dostarczyli kolejnych dowodow wspiera-
jacych ten model. Na podstawie zakrojonych na duzg ska-
le badan przeprowadzonych w komaérkach ludzi wskazali
na centralng role w tym modelu biatek STAG - homologdéw
podjednostki drozdzowej Irrlp. Zgodnie z ich propozycja
kompleks sktada sie z dwoch jednopierscieniowych pod-
kompleksoéw, z ktérych kazdy otacza pojedyncza chroma-
tyde (Ryc. 4B). Potaczenie obu pierscieni, a tym samym ko-
hezje chromatyd, zapewnia kohezyna STAGI-2/Irrl, ktéra
antyrownolegle tgczy kleizyny Sccl z obu kompleksow.
Niektore badania w drozdzach wspierajg ten model [27],
Takze Chang i wsp. [28] dowodzg, Ze w rejonach wyciszo-
nej transkrypcji kohezja jest utrzymana przez kompleks, na
ktory skiadajg sie dwa pierscienie kohezynowe, z ktérych
kazdy otacza pojedyncza czasteczke DNA. Co wiecej, Yeh
i wsp. [29] uwazajg, ze w rejonie pericentromerowym wy-
stepuje specjalna forma kohezji. Polega ona na tworzeniu
petli w obrebie pojedynczych chromatyd, a nie jak dotych-
czas opisywano - kohezji pomiedzy chromatydami sio-
strzanymi. W tworzeniu petli uczestniczy prawdopodobnie
kompleks CBF3 (ang. Core centromere-DNA Binding Factor),
ktory zgina centromer o ok. 60°. Petle w obrebie jednej cza-
steczki DNA sg spiete przez dwupierécieniowe kompleksy
kohezyjne. Zagadnienie to szerzej opisano w dalszej czesci
artykutu.

PRZYLACZANIE DO CHROMATYNY I
ROZMIESZCZENIE KOMPLEKSOW KOHEZYJINYCH

Przytgczanie kohezyn do chromatyny jest regulowane
zaréwno przebiegiem cyklu komorkowego, jak tez poprzez
specyfike miejsca przytaczenia. U drozdzy S. cereinsiae ko-
hezyny wigzg sie z DNA w fazie GI/S, G2 i w trakcie mito-
zy [3], a u kregowcow - w pbéznej telofazie [30], U wiekszo-
§ci organizmdéw deponowanie kohezyn na DNA wymaga
uprzedniej obecnosci na chromatynie kompleksu dwoch
biatek: Scc2 i Scc4 oraz aktywnosci domen ATPazowych
kompleksu Smclp/Smc3p. Kompleksy kohezyjne nie sg
rozmieszczane na chromatynie ani réwnomiernie, ani w
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sposéb przypadkowy. Na centromerach i w rejonach pe-
ricentromerowych sg one rozmieszczone znacznie gesciej
niz w miejscach CAR (ang. Cohesion Associated Regions) w
obrebie ramion chromosomu iw obszarach transkrypcyjnie
nieaktywnej chromatyny [31, 32].

Rola biatek Scc2 i Scc4 w deponowaniu kohezyn jest za-
chowana ewolucyjnie, ale ich mechanizm dziatania nie jest
do konca poznany. Przypuszcza sig, ze tworzg one dwu-
sktadnikowy kompleks, ktéry petni funkcje aktywatora
ATPaz heterodimeru Smcl/Smc3 lub utatwia dimeryzacje
domen zawiasowych. Inna interpretacja funkcji kompleksu
Scc2/Sccd zaktada, ze pierwotnie lokuje sie on na chroma-
tynie, przytaczajac do niej najpierw Smclp w fazie GI, ana-
stepnie - w fazie S - kleizyne Sccl, ktérej obecnos¢ na DNA
rozpoczyna finalne sktadanie kompleksu [13].

REGION PERICENTROMEROWY

W regionie pericentromerowym liczba komplekséw
kohezynowych zwigzanych z DNA jest znacznie wigksza
niz w pozostatych obszarach chromosomowych. U droz-
dzy S. cereoisiae jest to region o wielkosci 20-50 kpz ota-
czajacy niewielki (125 pz) centromer [33,34]. Region ten
jest szczegOlnie istotny dla chromosomoéw ze wzgledu na
bezposrednie dziatanie w nim rozciggajacych sit wrzeciona
podziatowego. Na centromerze zlokalizowany jest kineto-
chor, duza struktura biatkowa zawierajgca elementy struk-
turalne punktu kontrolnego mitozy, a takze stanowigca
miejsce przytgczania mikrotubul wrzeciona. Centromery
siostrzanych chromatyd musza oprze¢ sie sitom rozciagaja-
cym wrzeciona az do konca metafazy. Kohezyny zaréwno
utrzymujg spéjnosc/kohezje w regionie centromerowym i
pericentromerowym, jak tez uczestnicza w biorientacji sio-
strzanych kinetochoréw wzgledem biegunéw wrzeciona

siostrzane chromatydy

kompleksy
kohezyjne

Rycina 5. Model kohezji chromatyny pericentromerowej w metafazie mitozy S. cerevisiae. Kazda

mikrotubula

biegun wrzeciona
podziatowego

[35]. Wzbogacenie kohezyn w tym regionie zalezy od biatek
kinetochorowych Mif2 i Cse4 (ortologi CENP-C, CENP-A
ssakdw) [13]. Pomimo tak duzego zageszczenia kohezyn,
centromery w metafazie moga chwilowo oddzieli¢ sie na
odlegto$¢ ok. 700 nm. Zjawisko to nazwano ,,oddychaniem
chromosomoéw" lub ,,paradoksem kohezji", poniewaz re-
gion o najwiekszej koncentracji kohezyn jest rowniez regio-
nem, w ktérym dochodzi do najwiekszej chwilowej separa-
cji chromatyd [33,36]. Probujac wyjasni¢ to zjawisko, Yeh i
wsp. [29] zaproponowali model, wedtug ktérego w rejonie
pericentromerowym kazda z siostrzanych chromatyd two-
rzy petle na diugosci ok. 25 kpz oskrzydlajacg sekwencje
centromerowg (Ryc. 5). Jak juz wspominano, koniec petli
stanowi centromer, ktérego kinetochor przylgcza sie do
konca plus mikrotubuli. Autorzy uwazaja, ze petle te (wraz
z kompleksami kohezyjnymi) moga zapewni¢ mechaniczne
potagczenie o duzej elastycznosci pomiedzy rozdzielonymi
kinetochorami siostrzanych chromatyd powodujacy efekt
pozornego rozdzielenia chromatyd. Nie ttumaczg jednak,
w jaki sposéb mogtoby dojs¢ do tej nietypowej dodatkowej,
stabilnej lokalizacji kompleksdw na wewnetrznej petli po-
chodzacej z pojedynczej chromatydy.

REGIONY CAR

CAR to miejsca lokalizacji kohezyn na ramionach chro-
mosomow. Obejmujg one obszary o dtugosci okoto 800 pz,
oddalone od siebie o okoto 10-15 kpz [32], Miejsca CAR nie
maja szczegOlnej sekwencji nukleotydowej, ale charakte-
ryzujg sie duzg zawartoscig zasad A i T. Ponad 80% regio-
néw CAR lezy w obszarach miedzygenowych w miejscach
zbieznej transkrypcji, tzn. w obszarach miedzy kohAcami 3'
sasiednich genéw. Zaréwno obserwacje mikroskopowe, jak
i doSwiadczenia z wykorzystaniem immunoprecypitacji
chromatyny wskazujg, ze kompleksy kohezyjne znajdujg
--------- sie w innych miejscach chromosomu niz komplek-

sy je deponujace [13,48]. Mozliwe wiec, ze po zde-
ponowaniu kompleksy kohezyjne lub kompleksy
Scc2-Scc4 sg przesuwane w inne regiony DNA.
Zasugerowano, ze prawdopodobnie to polimeraza
RNA przesuwa kompleksy kohezyjne po ich zdepo-
nowaniu na DNA - w miejsca zbieznej transkrypcji
[13,48].

OBSZARY WYCISZONEJ TRANSKRYPCJI

Przytaczanie kohezyn do chromatyny ma miejsce
réwniez na obszarach wyciszonych transkrypcyjnie
[32], W DNA S. cerevisiae miejsca te stanowig nie-
czynne kasety zwigzane z okre$laniem typu koniu-
gacyjnego: HML i HMR i powtdrzenia subtelomero-
we. Kohezja w regionie kasety HMR zalezy zaréwno
od komplekséw kohezyjnych, jak i od kompleksu
Sir2p/4p (ang. silent information regulator) wycisza-
jacego transkrypcje. Biatko Sir2 jest niezbedng do
zycia deacetylazg histonowg o szerokim spektrum
dziatania. Jest konieczne do wyciszenia zar6wno
obu kaset, jak i wyciszenia transkrypcji w regio-

z siostrzanych chromatyd tworzy petle rozciagajaca sie po obu stronach centromeru na diugos¢ Ni€ subtelomerowym oraz w regionie powtorzen
okoto 11,5 kpz. Petle sg spigte kompleksami kohezyjnymi tworzacymi wewnetrzne mostki. DNA yDNA. Wraz z biatkami Sir3 i Sir4, biatko Sir2 od-

centromerowy o dtugo$ci 125 pz nawiniety jest na biatko Cse4 (kolor szary) przypominajace hi-
ston H3. Kolorem bladoniebieskim oznaczono histonowe rdzenie nukleosoméw, czarnym-DNA.

Wg. Yeh iwsp. [29]
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dziatuje m. in. z histonami H3 i H4 [37], powodujac
ich deacetylacje i lokalne zmiany struktury chroma-
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tyny. Prawdopodobnie poprzez to oddziatywanie
dochodzi réwniez do oddziatywan z kompleksem
kohezyjnym. Rowniez u S. pombe oraz u wyzszych
Eukaryota deponowanie kohezyn w specjalnych re-
gionach jest wynikiem modyfikacji histonéw (mety-
lacja, acetylacja) i zmian w strukturze chromatyny
[28,38,39]. Ostatnie prace dotyczace regionéw wy-
ciszonej transkrypcji wskazaty, ze do ustanowienie
kohezji w tych regionach wymagana jest obecnosci
genu kodujacego tRNA oraz biatek zwigzanych z
polimerazg RNA 111 [40].

Irrl/STAG Ecol

Gl1/s G2/M

Rycina 6. Model ustanowienia kohezji w trakcie replikacji. Replisom (szary) przechodzi przez

zdeponowany w G1 pierscien kohezynowy (Smclp — morski, Smc3p —zielony, Scclp — zékty,

REJONY PEKNlEC PODWOJNEJ NICI DNA (DSB) Irrlp —czerwony, Model ten nie precyzuje roli Ecolp w ustanowieniu kohezji.

W wyniku uszkodzenia DNA, prowadzacego do po-
wstania peknie¢ w obu niciach, dochodzi do dodatkowego
nagromadzenia kompleksdw kohezyjnych. Udziat kohezyn
w naprawie DNA opisany jest w dalszej czesci artykutu. W
niniejszym podrozdziale chcemy jednak nadmieni¢, ze w
przypadku takiego uszkodzenia - w fazie G2/M cyklu ko-
morkowego dochodzi do ustanowienia dodatkowej kohezji.
Kompleksy kohezyjne lokujg sie w obszarze ok. 50-100 kpz
otaczajacym pekniecie DNA oraz pojawiajg sie w catym ge-
nomie, niezaleznie od regionéw CAR. Proces ten wymaga
fosforylacji histonu H2AX oraz wspomnianego wyzej kom-
pleksu deponujgcego Scc2p/Sccédp [41,42].

USTANOWIENIE KOHEZJI

Zdeponowanie kompleksdw kohezyjnych na chromaty-
nie nie wystarcza do zajscia kohezji chromatyd siostrzanych.
Ustanowienie kohezji jest bowiem zjawiskiem ztozonym,
nie do konca poznanym, zachodzacym tylko raz w trakcie
cyklu komoérkowego - podczas replikacji DNA [6,43]. Dru-
gim, szczegdlnym przypadkiem ustanowienia kohezji w fa-
zie G2/M, jest, wspomniana powyzej, odpowiedz komorki
na pojawienie sie DSB.

Ustanowienie kohezji wymaga aktywnosci acetylo-
transferazy Ecol. Biatko to (zwane tez Ctf7) jest niezbedne
do zycia i zawiera motyw palca cynkowego C2H2 [13,44].
Substratami Ecolp in vitro sg podjednostki kompleksu ko-
hezyjnego Scclp i Irrlp oraz regulator kohezji Pds5p, na-
tomiast in vivo Ecolp acetyluje preferencyjnie dwie reszty
K112 i K113 w domenie ATPazowej podjednostki Smc3p.
Zamiana obu reszt lizyn (K) na reszty argininy w Smc3 nie
zmienia zdolnosci kohezyny do wigzania sie z chromatyng
natomiast uniemozliwia ustanowienie kohezji, co w konse-
kwencji prowadzi do zaburzen w segregacji chro- --------

mosomoéw oraz do $mierci komaérek. O niezbedno- Sc\c1

$ci acetylacji Smc3 w procesie ustanowienia kohezji
Swiadczy wynik doswiadczenia, w ktorym wpro-
wadzenie formy Smc3p nasladujacej stan zacetylo-
wania (reszty lizyn zmienione na reszty glutamin
K112G i K113G) do komorek pozbawionych acety-
lotransferazy Ecol przywrdcito ich zywotnos$¢ [45],

brak lub mutacje w genach je kodujacych powodujg czescio-
we zaburzenia kohezji. Biatkami tymi sg: Ctf4 - prawdopo-
dobnie odpowiedzialne za powigzanie kohezji z replikacjg
DNA, Ctfl8 - zaangazowane w replikacje, kohezje, jak tez
naprawe peknie¢ dwuniciowych, Chll - helikaza DNA,
Tofl - biorgce udziat w funkcjonowaniu punktu kontrolne-
go replikacji, Csm3 - biatko o podobnej funkcji, niezbedne
tez w mejozie, polimerazy DNA kappa, sigma i epsilon,
Rfc4 - podjednostka kompleksu RFC (ang. Replication Factor
C) oraz Orc5 - podjednostka kompleksu rozpoznajacego ori
[13, 30].

Wydaje sie, ze odmienng role peini Ecolp, wigzace sie
bezposrednio z kompleksem RFC iz PCNA (antygen jadro-
wy komdrek proliferujgcych). W obszarze odpowiedzial-
nym za wigzanie z PCNA, wystepuje zachowana w ewolucji
domena PIP (ang. PCNA-Interacting Protein). Punktowa mu-
tacja w obrebie tej sekwencji prowadzi do $mierci komorki
[46,47], Zauwazono, ze w mutantach wykazujacych defekty
replikacji DNA proces kohezji jest zaburzony w stopniu nie-
znacznym, a Ecolp nie znika z chromatyny. Wskazywatoby
to, ze niektdre czynniki zaangazowane w replikacje DNA sg
w kohezji zbedne lub uczestniczg w niej jedynie posrednio.
Przypuszczenie to stato sie tym silniejsze odkad wiadomo,
ze Ecolp zaangazowane jest powstawanie kohezji induko-
wanej peknieciami dwuniciowymi DNA na obszarze catego
genomu.

Zaproponowano dwa modele ustanowienia kohezji w
trakcie replikacji. Modele te sg $ciSle zwigzane z modelami
komplekséw kohezyjnych. Pierwszy i historycznie najstar-
szy model jednopier$cieniowego kompleksu kohezyjnego
zaktada, ze kompleks replikacyjny (replisom) przechodzi
przez pojedynczy pierscienn utworzony przez kohezyny
otaczajgce dwie siostrzane chromatydy (Ryc. 6). Model

Irrl/STAG

replisom

Gl/s G2/M

Powszechnie uwaza SiQ, ze ustanowienie kOhEZji Rycina 7. Alternatywny model ustanowienia kohezji w trakcie replikacji. Kompleksy kohezyno-
zachodzi w trakcie replikacji DNA. Udziat niekt6- we s4 deponowane w fazie G1/S, a nastepnie przesuwane w miejsca CAR pasywnie lub przez

: : ti . t—ta i » otwarcie pierScienia pomiedzy Smc3p i Scclp. Acetylacja Smc3p prawdopodobnie utatwia za-
rych blalek zwmzanych z repllkaCja DNA w kOhEZjI mjMmjeCe pierscienia. PierScienie otaczajace obie chromatydy potaczone sg kohezyng Irrl-SAI/2.
chromatyd postuluje sie odkad zauwazono, ze ich Kolory jak na Ryc. 6.
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ten jest mato prawdopodobny ze wzgledu na ograniczong
przestrzen wewnatrz pier$cienia kohezynowego, prawdo-
podobnie niewystarczajagcg do pomieszczenia replisomu.
Jezeli jednak uwzgledni sie udziat Ecolp w funkcjonowa-
niu pierscienia kohezynowego i zatozy, ze kompleks ten jest
dynamiczny, to regulator kohezji Ecolp lub Pds5p mogtyby
inicjowa¢ otwarcie piersScienia, ktdry po przejsciu widetek
replikacyjnych natychmiast bytby zamykany [43],

Z kolei drugi model, zakiladajacy budowe kompleksu
typu ,kajdanki", uwzglednia od poczatku aktywnosci ace-
tylazy Ecolp w ustanowieniu kohezji (Ryc. 7). Biatko Ecol,
prawdopodobnie wraz z biatkiem Pds5, miatoby wptyw na
zmiane konformacji komplekséw. Uwaza sie, ze acetylacja/
deacetylacja podjednostki Smc3p odstania powierzchnie
kontaktu pomiedzy podjednostkami komplekséw kohe-
zyjnych (szerzej opisane dalej), umozliwiajac potaczenia
pomiedzy cze$cig pierScieni deponowanych w fazie G1 a
pierscieniami deponowanymi w fazie S.

REGULACJA KOHEZJI

Raz ustanowiona kohezja pomiedzy chromatydami musi
by¢ utrzymana do rozpoczecia anafazy. Za utrzymanie ko-
hezji do tego momentu odpowiedzialne sg co najmniej trzy
biatka: ssaczy homolog Irrl —STAG2, Pds5 i Wapl/Radol.
Rola drozdzowego biatka Irrl w tym procesie nie jest usta-
lona, cho¢ homologi Irrl sg trwale zwigzane z pozostatymi
elementami kompleksu kohezyjnego. Wigzanie Pds5p jest
mniej stabilne i mato poznane. Biatko Wapl u drozdzy jest
niezbedne do utrzymania kohezji, za$ jego odpowiednik
Wapl u zwierzat utatwia dysocjacje kohezyny z ramion
chromosomo6w w profazie i prometafazie oraz zwigksza
dynamike oddziatywan tego kompleksu z chromatyng w
interfazie [30].

Biatko Pds5, zachowane ewolucyjnie wséréd Eukaryota,
jest niezbedne do zycia komorek [48], Jest duze (m. cz. 147
kDa) i zawiera powtdrzenia HEAT, podobnie jak Irrlp i
Scc2p. Pds5p nie jest statym elementem kompleksu kohe-
zyjnego, ale lokalizuje sie¢ na chromosomach, tak jak kohe-
zyny. Wiadomo, ze oddziatuje ono bezposrednio z acetyla-
za Ecolp, biatkiem Wapl oraz z podjednostkag kompleksu

siostrzane chromatydy

kohezyjnego Irrlp, co réwniez sugeruje potencjalng funkcje
tej podjednostki w regulacji kohezji [18].

W literaturze dotyczacej regulacji kohezji pojawit sie
niedawno termin ,,antiestablishment activity" na oznaczenie
procesu, ktory zapobiega ustanowieniu kohezji w fazie S.
W mechanizmie tym uczestniczg biatka Pds5 i Wapl, ktdre
przypuszczalnie tworzg kompleks, wigzacy sie z kohezy-
nami i uniemozliwiajacy ustanowienie kohezji poprzez sta-
bilizacje pierscienia kohezyjnego. Zaproponowano zatem
inny model ustanowienia i utrzymania kohezji siostrzanych
chromatyd. Wedtug tego modelu Ecolp, acetylujgc kohe-
zyne Smc3p, chwilowo ostabia oddziatywanie komplek-
su Waplp-Pds5p z pierscieniem kohezynowym i ufatwia
ustanowienie kohezji. Przypuszczalnie acetylacja Smc3p
zmienia konfiguracje kohezyn, ostabiajac ich powinowac-
two do Wapl-Pds5p. Miejsca acetylacji Smc3p znajduja sie
blisko domeny ATPazowej niezbednej do wigzania z DNA
[18,45,49],

SEGREGACJA SIOSTRZANYCH CHROMATYD

Prawidtowe przyczepienie mikrotubul wrzeciona po-
dziatowego do kinetochordw zlokalizowanych w obszarach
centromerowych chromosomoéw, osiggajace kulminacje w
metafazie, inicjuje wytgczenie punkt kontrolnego wrzeciona
podziatowego (SAC, ang. Spindle Assembly Complex) i akty-
wuje kompleks APC/C (ang. Anaphase Promoting Complex/
Cyclosome). Kompleks APC/C, zwany inaczej kompleksem
anafazowym lub cyklosomem, jest ligazg ubikwitynowg
sktadajaca sie z kilkunastu podjednostek. Aktywnos¢ cyklo-
somu jest niezbedna do segregacji chromosomoéw, wyjscia
komoérki z mitozy oraz w etapie przygotowujagcym komor-
ke do syntezy DNA [50], Specyficznos¢ substratowa AP-
C/C w cyklu komoérkowym regulowana jest przez dodat-
kowe elementy (kofaktory) Cdc20p i Cdhlp, przytgczane
do podstawowego kompleksu. Biatko Cdc20, wigzac sie z
cyklosomem, ukierunkowuje jego specyficznos$¢ na cykling
B i sekuryne Pdsl. Przytaczenie tego kofaktora zachodzi w
profazie i sprzyja mu dodatkowa regulacja - fosforylacja
podjednostek cyklosomu. Kompleks APC/C-Cdc20 mimo
to nie jest aktywny az do momentu prawidtowego (dwubie-
gunowego) ustawienia kinetochoréw siostrzanych chroma-

tyd wzgledem wrzeciona. Do tego momentu punkt
kontrolny wrzeciona podziatlowego SAC utrzymuje
cyklosom w stanie nieaktywnym. Jest to mecha-
nizm, ktéry opdznia postep cyklu komdrkowego
wtedy, gdy wrzeciono podziatowe nie zostato pra-
widtowo ztozone, a kinetochory sg nieprawidtowo
przyczepione i zle zorientowane. SAC prawdopo-
dobnie przekazuje na drodze dyfuzji sygnat, ktory
hamuje kompleks APC/C-Cdc20. Elementami SAC
jest wiele biatek wewnetrznych kinetochoru, ktére
wigzac sie z APC/C-Cdc20 hamujag specyficznie
jego aktywnos$¢ wobec sekuryny i cyklin B [50]. W
wyniku aktywacji APC/C nastepuje ubikwityna-
cja i degradacje wielu substratéw tego kompleksu,
m.in. Pdslp (sekuryny) oraz cyklin B (CIbB). Wobec
separazy Esplp sekuryna peini podwdjng funkcje:

Rycina 8. Rozpad kompleksu kohezyjnego podczas przejscia z metafazy do anafazy. W anafazie jest jej biatkiem opiekuhczym (ang. chaperone) iin-

aktywna sepraza przecina podjednostke Scclp (kolor z6tty), w wyniku czego nastepuje rozpad
kompleksu (utrata kohezji), a chromatydy, rozciggane przez mikrotubule (nieuwzglednione na

rysunku), rozchodzg sie do biegunéw komoérkowych.
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hibitorem. Oba biatka, Pdsl i Espl, sg zachowane w
ewolucji wérod Eukaryota.
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Separaza Esplp jest podobng do kaspaz protezg cyste-
rnowa, ktérej aktywnos¢ jest sygnatem do wyjscia komorki
z mitozy [51,52]. W interfazie i wczesnej mitozie sekuryna
Pdslp wigze sie z sepraza, uniemozliwiajac jej rozpozna-
nie substratu - podjednostki Scclp kompleksu kohezyjne-
go. Aktywnos$¢ separazy reguluje rowniez cyklinozalezna
kinaza Cdkl (CIbB-Cdkl). Degradacja sekuryny i cyklin
B umozliwia aktywacje separazy [50], Aktywna separaza
przecina kleizyne Scclp w dwoéch miejscach, co prowadzi
do rozpadu kompleksu kohezyjnego, oddysocjowania ko-
hezyn od chromosomow i rozdzielenia siostrzanych chro-
matyd (Ryc. 8). Proteolityczng degradacje Scclp utatwia
jej dodatkowa fosforylacja przez kinaze Cdc5. Powstate po
przecieciu fragmenty Scclp sg ubikwitynowane i degrado-
wane od N-korica. W kolejnym cyklu komérkowym poziom
kleizyny Sccl wzrasta w fazie GI, prawdopodobnie w wy-
niku inaktywacji APC/C iakumulacji sekuryny [3],

U wyzszych Eukaryota, w przeciwienstwie do drozdzy
S. cerevisiae, utrata kohezji chromatyd siostrzanych jest
dwustopniowa. Pierwszy etap zachodzi w profazie, a na-
stepny - w anafazie mitozy. Zanik kohezji w profazie do-
tyczy ramion chromosomoéw, jest niezalezny od degradacji
Scclp i indukowany aktywnoscig kinaz Piki i Aurora B.
Kinaza Piki destabilizuje kompleks kohezyjny w wyniku
fosforylacji jednej z jego podjednostek — STAG2, homolo-
ga Irrlp [5,53]. Kinaza Aurora B prawdopodobnie reguluje
inne czynniki biorgce udziat w tym procesie. Utrata kohe-
zji w profazie, oprécz fosforylacji STAG2, wymaga obec-
nosci biatka Wapl [30]. Jak juz wspomniano, biatko Wapl
kontroluje dynamike oddziatywah pomiedzy chromaty-
ng i kohezynami. Mozliwe, ze fosforylacja STAG2 utatwia
wigzanieWaplp, wspomagajagc oddysocjowanie kohezyn
od chromatyny [17], Utrata kohezji w rejonie peri- i centro-
merowym zachodzi dopiero w anafazie. Kohezja w okolicy
centromeru jest niezbedna do biorientacji i prawidtowego
przyczepu kintochoréw, dlatego musi by¢ utrzymana w
tracie profazy. Ochrone kohezji w tym regionie zapewnia-
ja shugoshina (Sgol) (opisana takze ponizej) oraz fosfata-
za PP2A, ktéra defosforyluje STAG2 [54,55]. Shugoshina
ochraniajgca fizycznie kohezje centromerowg jest substra-
tem APC/C i znika w anafazie, odstaniajgc Scclp. Kinaza
Polo z kolei fosforyzuje Scclp, utatwiajac jego proteolitycz-
ng degradacje przez separaze [30], Utrata kohezji w anafazie
zachodzi podobnie jak u drozdzy, z ta r6znicg, ze u innych
Eukaryota centromer jest znacznie wiekszy niz u drozdzy,
dlatego kinetochory przytgczajg wiekszg liczbe mikrotubul.
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Rycina 9. Spos6b przytaczania kinetochoréw do wtékien mikrotubul w mitozie i
mejozie. A -w mitozie oraz w mejozie Il kinetochory (czerwone) sa przyczepione
do mikrotubul (czarne kreski) wychodzacych z przeciwlegtych biegunéw wrze-
ciona podziatowego (bipolarnie). B - w pierwszym podziale mejotycznym Kine-
tochory chromatyd siostrzanych sg przyczepione do mikrotubul wychodzacych z
tego samego bieguna (monopolarnie).

KOHEZJA W MEJOZIE

Mejoza jest wyspecjalizowanym podziatem komorko-
wym, w wyniku ktérego z komorki diploidalnej powstajg
cztery haploidalne o zredukowanej o potowe liczbie chro-
mosomoéw. U S. cerevisiae mejoza prowadzi do powstania
worka zawierajgcego cztery haploidalne spory. W trakcie
mejozy, po replikacji DNA, zachodzg dwie rundy segrega-
cji chromosomdw (mejoza | i mejoza Il), z ktérych pierwsza
jest podziatem redukcyjnym, a druga przypomina mitoze
[56]. W trakcie mejozy | zachodzg trzy unikatowe zdarze-
nia: i) crossing-over pomiedzy sparowanymi chromosoma-
mi homologicznymi, w trakcie ktérego powstajg chiazmy i
zachodzi wymiana fragmentéw DNA; ii) jednobiegunowe
(monopolarne) przytaczenia obydwu siostrzanych kineto-
choréw chromosomoéw homologicznych do mikrotubul;
iii) stopniowa utarta kohezji siostrzanych chromatyd. W
trakcie anafazy | kompleksy kohezyjne oddalone od chiazm
sg usuwane z ramion chromosomoéw, podczas gdy kohe-
zja ustanowiona w rejonie pericentromerowym musi byé
utrzymana az do anafazy mejozy Il

Utarta kohezji ramion chromosoméw umozliwia roz-
dzielenie catych chromosoméw homologicznych. Segre-
gacja siostrzanych chromatydy zachodzi dopiero podczas
drugiego podziatu mejotycznego wyniku proteolitycznej
degradacji mejotycznego odpowiednika kleizyny Sccl —
biatka Rec8. W wyniku zainicjowania mejozy dochodzi do
wymiany kleizyny Sccl na Rec8p. Nie jest to wymiana cat-
kowita, bowiem na chromatynie pozostaje niewielka pula

Tabela 2. Biatka tworzace kompleks kohezyjny w mejozie z uwzglednieniem nazewnictwa specyficznego dla réznych organizméw.

Saccharomyces Schizosaccharomyces Drosphila Xenopus .
- . Homo sapiens
cerevisiae pombe melanogaster laevis
Smcl Psml SMC1 SMC1 SMCIR
Smc3 Psm3 SMC3 SMC3 SMC3
Sccl Rad21 RAD21
Rec8* Recg* RAD21 RECS RAD21/SCC1
1rrl DSA1 SAI/STAGI
Irrl/ Scc3 Reell* DSA2* SAIl, SA2 SA2/STAG2
SA3/STAG3*

‘oznaczono podjednostki specyficzne dla mejozy.
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Scclp. Kleizyna Rec8, podobnie jak Scclp, ma odpowied-
niki u innych organizmdw (Tabela 2) i uczestniczy w kohe-
zji centromerow siostrzanych oraz - u ros$lin i S. pombe - w
monopolarnym przytgczeniu kinetochoréw chromatyd sio-
strzanych [32,57], Oprocz funkcji w kohezji, Rec8p jest nie-
zbedne w innych procesach niezaleznych od kohezji, m.in.
w tworzeniu chiazm i w rekombinacji DNA. Niewielkie ilo-
§ci mitotycznej kleizyny Scclp nie petnig specyficznych dla
mejozy funkcji, ich rola jest nieznana. Zwiekszenie ekspresji
genu SCC1 w mejozie nie znosi efektéw braku genu REC8
[58].

Podczas mejozy kohezja siostrzanych chromatyd ustano-
wiona jest w premejotycznej fazie S. Utrata kohezji w trakcie
mejozy zachodzi stopniowo, najpierw z ramion, a nastep-
nie z centromerdw. Rejony pericentromerowe zachowuja
kohezje najdtuzej. Biatko Sgol (wspomniane juz powyzej)
odpowiedzialne za ochrone tej kohezji zidentyfikowano po
raz pierwszy w drozdzach [60], Shugoshina (po japonsku
»Straznik duszy") jest zachowana w ewolucyji u Eukaryota.
U S. pombe i wyzszych organizméw wystepujg dwa homo-
logi: Sgolp i Sgo2p. Jeden z nich jest obecny w mitozie, a
drugi w mejozie. W komorkach pozbawionych Sgol, w ana-
fazie | Rec8p znika z ramion i z centromerdw, co prowadzi
do przedwczesnej separacji siostrzanych chromatyd i przy-
padkowej segregacji chromosomdéw w dalszych etapach
mejozy [60].

Centromerowa lokalizacja Sgolp zalezy od zachowanej
w ewolucji kinazy Bublp, elementu punktu kontrolnego
wrzeciona podziatowego [55]. Ostatnio dowiedziono, ze za-
réwno u S. pombe, jak i w komdrkach cztowieka za rekruta-
cje Sgolp do regionu pericentromerowego odpowiedzialne
jest biatko heterochromatynowe Swi6 [61]. Sgolp tworzy
ponadto kompleks z wazng dla zycia komorki fosfataza
PP2A. Inaktywacja tej fosfatazy daje takie same fenotypy
jak mutacje w genie SGOI - powoduje zaburzenia w ochro-
nie kohezji rejonéw pericentromerowych i losowg segre-
gacje chromosomoéw w mejozie Il [55]. Z kolei efektywna
degradacja Rec8p przez separaze wymaga obecnosci innej
specyficznej kinazy - PIklp. Fosforylacja przez te kinaze uta-
twia przeciecie Rec8. W rejonie centromerowym fosforylacji
Rec8p zapobiega kompleks Sgol-PP2A [62],

ORIENTACJA KINETOCHOROW PODCZAS MEJOZY

W komorkach dzielgcych sie mitotycznie bipolarna
orientacja kinetochorow chromatyd siostrzanych (Ryc. 9A)
zapewnia prawidtowa segregacje chromosomoéw, a wiasci-
wie pojedynczych chromatyd, do przeciwlegtych biegunow
dzielgcej sie komdrki. W trakcie mejozy w pierwszym po-
dziale mejotycznym (redukcyjnym) segregacji poddane sg
cate chromosomy homologiczne. Napiecie pomiedzy homo-
logami, przeciwstawiajgce sie sitom wrzeciona, zapewnia
kohezja w rejonie centromerowym chromatyd siostrzanych,
obecno$¢ chiazm pomiedzy homologami oraz monoorien-
tacja kinetochoréow chromatyd siostrzanych. Kinetochory
siostrzanych chromatyd zmieniajg swojg geometrie, zapew-
niajac ich monopolarny przyczep do widkien wrzeciona po-
dziatowego wychodzacego z jednego bieguna (Ryc. 9B).

30

Trojwymiarowa ultrastruktura mejotycznego wrzeciona
podziatowego S. cerevisiae wskazuje, ze para siostrzanych
kinetochoréw przyczepiona jest do jedynej mikrotubu-
li [63], Przypuszcza sie zatem, ze monopolarny przyczep
moze wynika¢ z fuzji siostrzanych centromeréw (Kkineto-
chory zachowujg sie jak pojedynczy) lub spowodowany
jest inaktywacja jednego kinetochoru z pary. W przeciwien-
stwie do drozdzy S. cerevisiae, u wyzszych organizméw eu-
kariotycznych w mejozie obydwa kinetochory siostrzane
wigza sie z mikrotulami [64], U S. cerevisiae monoorienta-
cja kinetochoréw chromatyd siostrzanych w mejozie | wy-
maga kompleksu monopoliny, na ktory sktadajg sie biatka
Maml, Csml i Lrs4. Kompleks ten w metafazie | lokalizuje
sie na kinetochorze [58,65]. Mam]| jest biatkiem specyficz-
nym dla mejozy, podczas gdy Lrs4 i Csml sg stale obecne
w komorkach mitotycznych i mejotycznych. W komaérkach
wegetatywnych Lrs4 i Csml tworzg kompleks zlokalizowa-
ny na terenie jadra, aw komaérkach podejmujgcych podziat
redukcyjny przesuwaja sie wraz z Mamlp na kinetochor tuz
przed metafazg |. Brak ktérejkolwiek podjednostki kom-
pleksu monopoliny powoduje biorientacje kinetochoréw
chromatyd siostrzanych w mejozie | [58,65], Krytycznym
elementem w ustanowieniu monoorientacji jest rekrutacja
zachowanej w ewolucji kinazy kazeinowej 1 (Hrr25) do
centromeréw [66]. Asocjacja podjednostek kompleksu mo-
nopoliny regulowana jest rowniez przez kinaze Cdc5 oraz
przez specyficzne dla mejozy biatko Spol3, niezbedne do
utrzymania kompleksu monopolarnego na kinetochorze w
trakcie metafazy | [67],

Kompleks monopolarny prawdopodobnie nie byt zacho-
wany w trakcie ewolucji. Drozdze S. pombe majg podobne
do Csml biatko Pcsl, jednakze jest ono niezbedne tylko w
trakcie mitozy i mejozy Il [65]. Zaréwno w S. pombe, jak i
u Arabidopsis thaliana, w monoorientacji kinetochorow w
mejozie | niezbedna jest mejotyczna kleizyna Rec8p lokali-
zujaca sie specyficznie na centromerze [57,68], Ponadto, u
S. pombe czynnikiem regulujagcym monopolarng orientacje
kinetochordw jest biatko kinetochorowe Moal. W profazie/
metafazie | znajduje si¢ ono w centralnym rdzeniu centro-
meru izanika w anafazie | [59],

INNE FUNKCJE KOHEZYN

Wiadomo od pewnego czasu, ze do prawidtowej segre-
gacji chromosomdw niezbedna jest jedynie kohezja rejonéw
centromerowych. Kohezja w obrebie ramion nie jest ko-
nieczna i przypuszczalnie ma inne znaczenie biologiczne.
Kohezyny, zaleznie lub tez niezaleznie od ich funkcji kohe-
zyjnych, moga uczestniczy¢ w réznych procesach w komor-
ce: naprawie DNA, morfogenezie chromosomoéw, regulacji
ekspresji genéw [69], Ponizsze przyktady potwierdzajg wie-
lorako$¢ funkcji kohezyn.

Mutacje w genach kodujacych kohezyny u S. pombe i Xe-
nopus laevis powodujg nadwrazliwo$¢ na substancje uszka-
dzajgce DNA, w tym na promieniowanie UV, kamptote-
cyne, hydroksymocznik [13]. Wrazliwo$¢ mutantéw na te
substancje wspiera poglad, wedtug ktérego kohezja chro-
matyd siostrzanych poprawia efektywno$¢ rekombinacyj-
nej naprawy DNA poprzez zapewnienie bliskiego kontaktu
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z matryca [70]. Poczatkowo sadzono, ze blisko$¢ chromatyd
jestutrzymywana przez niezalezng od naprawy DNA kohe-
zje ustanowiong w fazie S, niezbedng do prawidtowej segre-
gacji chromosomoéw. Obecnie wiadomo, ze do efektywnej
poreplikacyjnej naprawy DNA niezbedne jest dodatkowe
ustanowienie kohezji.

Jak juz kilkakrotnie wspominano, specyficzna i komplek-
sowa odpowiedz komérki na pekniecia dwuniciowe DNA
(DSB) indukuje kohezje w fazie G2/M [41,42], Wiadomo,
ze w poblizu pekniecia DNA nastepuje szybka fosforylacja
histonu H2AX, nalezgcego do podrodziny histonow H2A
[71]. Fosforylacji tej dokonuja gtéwne regulatory naprawy
DNA: Meclp i Tellp. Wiadomo tez, ze w odpowiedzi na
uszkodzenie DNA nastepuje aktywacja acetylotransferazy
Ecolp regulujgcej ustanawianie kohezji. W niedawno opu-
blikowanym artykule dowiedziono, ze w kohezji induko-
wanej przez pekniecia dwuniciowe szczegdlng role odgry-
wa podjednostka Scclp [72], Powstanie pekniecia aktywuje
kinaze Chklp, efektor punktu kontrolnego rejestrujgcego
uszkodzenia DNA, ktéra fosforyluje zachowang w ewolucji
reszte seryny w pozycji 83 w Scclp. Ta reszta seryny jest
zlokalizowana w domenie oddziatujgcej z drugg podjed-
nostkg rdzenia kohezynowego - Smc3p. Poniewaz Smc3p
jest ponadto substratem Ecolp, takze aktywowanego przez
DSB, jest wiec mozliwe, ze modyfikacje w Scclp i Smc3p w
obrebie kontaktujgcych sie domen obu biatek sg istotne dla
ustanowienia dodatkowej kohezji w fazie G2/M.

Fenotypy mutantéw w genach kodujacych kohezyny w
S. pombe i wyzszych Eukaryota sugeruja udziat tych biatek
takze w morfogenezie chromosoméw, zaréwno w mitozie,
jak i w mejozie. Zaobserwowano, ze w mejozie kompleksy
kohezyjne sg gtéwnym sktadnikiem osi chromosomow [73].
Obecnos¢ tych komplekséw jest niezbedna do utworzenia
kompleksu synaptonemalnego, biatkowej struktury, ktoéra
tworzy sie pomiedzy chromosomami homologicznymi i
jest niezbedna w mejotycznym parowaniu chromosomow,
tworzeniu chiazm i rekombinacji. Chociaz molekularne
mechanizmy tych zjawisk nie sg znane, uwaza sie, ze kom-
pleksy kohezyjne moga petni¢ funkcje platformy, na ktorej
organizujg sie inne kompleksy organizujgce chromosomy.
Zaobserwowano réwniez, ze zmiana poziomu kohezyn w
komarkach S. cerevisiae i S. pombe powoduje hipo- lub hiper-
kondensacje chromosomoéw [74,75]. Powyzsze obserwacje
sugerujg istotny udziat kohezyn w utrzymywaniu struktury
chromosomow.

Kohezyny jako potencjalne elementy ograniczajgce spe-
cyficzne obszary chromatynowe oraz jako platformy do
sktadania duzych komplekséw biatkowych prawdopodob-
nie majg znaczenie w regulacji transkrypcji. Pierwsze bada-
nia taczace kohezyny z ekspresjg genéw przeprowadzono w
D. melanogaster i drozdzach. Wykazano, ze biatko Nipped-B,
ortolog drozdzowego Scc2p, jest niezbedne do regulowania
na daleki dystans (ang. long-range activation) aktywnosci
genu homeotycznego cut u D. melanogaste [76]. Stwierdzono
réwniez, ze w S. cerevisiae kohezyny petnig funkcje elemen-
téw limitujacych wyciszanie transkrypcji w regionach sasia-
dujacych z kasetg koniugacyjng HMR [77]. Z kolei STAG2,
ludzki homolog kohezyny Irrl, posiada motyw LXXL za-
chowany w ewolucji w rodzinach biatek petnigcych funkcje
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koaktywatorow transkrypcji. Wykazano, ze STAG2 wzmac-
nia aktywno$é promotora czynnika matrwicy nowotworu
TNFa, a takze CD69 oraz HIV-LTR zaleznych od czynni-
ka transkrypcyjnego NF-kappa B. STAG2 przytgcza sie do
transaktywacyjnej domeny p65/RelA czynnika NF-kappa B
iwzmacnia jego aktywnos¢ [78].

Przeprowadzone ostatnio na duzg skale doSwiadczenia
immunoprecypitacji chromatyny wykazaty kolokalizacje
kohezyn z biatkiem CTCF [79,80], CTCF jest biatkiem za-
chowanym w ewolucji wéréd kregowcow. Petni ono funk-
cje ograniczajace oddziatywania pomiedzy enhancerem
(wzmacniaczem) a promotorem, wigzac sie z izolatorami
(sekwencjami DNA, ktore wraz z przytgczonymi biatkami
majg zdolno$¢ ochrony genu lub wiekszego obszaru geno-
mu przed wptywami enhanceréw). STAGI wigze sie prefe-
rencyjnie z DNA sekwencji wigzgcej CTCF izolatora c-Myc.
U myszy wykazano, ze kohezyny w fazie G2 i GI, wraz z
CTCF, kontroluja imprinting locus H19/IGF2 [81]. Rozre-
gulowana ekspresja genu kodujacego CTCF zwigzana jest
z syndromem Beckwith-Wiedemann. Pacjenci z tym syn-
dromem narazeni sg na wysokie ryzyko rozwoju nowotwo-
réw. Jedynym do tej pory przyktadem pozytywnej regulacji
transkrypcji z udziatem kohezyn jest morfogeneza neuro-
néw, w ktdrej niezbedne sa biatka STAG2 i Smclp [82].

KOHEZYNOPATIE

Choroby wynikajgce z zaburzenia kohezji u ludzi nazy-
wane sg kohezynopatiami. Najczestszg chorobg jest zespot
Downa (trisomia 21 chromosomu), ktérego przyczyng jest
nondysjunkcja chromosomu 21 w trakcie mejozy oocytéw
[83]. Mimo stosunkowo duzej czesto$ci wystepowania (1
na 800-1000 urodzen), molekularne mechanizmy powsta-
wania zespotu Downa nie sg znane. Inne trisomie zachodzg
z r6zng czestoscia, ale niektore, np. trisomia chromosomu
13 lub 18, sg trudne do $ledzenia, gdyz powoduja letalnos¢
embrionow. Czesto$é nondysjunkcji jest wieksza w mejozie
oocytow starszych kobiet, bowiem dodatnio wspotzalezy
od wyzszej czestosci niesparowanych chromosomoéw oraz
od ich przedwczesnej segregacji [84],

Mutacje w genach kodujgcych niektére kohezyny lub
biatka regulujgce kohezje sg zwigzane z zespotami Cornelii
de Lange i Robertsa, czyli fokomelia, zaburzeniami rozwo-
jowymi [85]. Potowa przypadkéw pierwszego zespotu jest
zwigzana z mutacjg w genie NIPBL kodujgcym ludzki or-
tolog biatka Scc2 niezbednego do deponowania komplek-
sow kohezyjnych, a kilka - z mutacja w genach SMC1 lub
SMC3 — ATPaz, petniacych funkcje rdzenia kompleksu
kohezyjnego. Mutacje te sg semi-dominujace, ale w komor-
kach pacjentow z tymi syndromami nie ma wyraznie zabu-
rzonej segregacji chromosomoéw. Przypuszcza sie wiec, ze
defekty te moga dotyczy¢ zaburzonej funkcji kohezyn w re-
gulacji transkrypcji. Zesp6t Robertsa rdzni sie klinicznie od
syndromu Cornelii de Lange i spowodowany jest mutacjg
w genie ESCO02, ktory koduje ludzki ortolog acetylotransfe-
razy Ecolp, niezbednej w ustanowieniu kohezji chromatyd
siostrzanych. Mutacje w ESC02 powodujg zaburzenia w
kohezji centromeréw chromosomow oraz ramion chromo-
somu Y.
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PODSUMOWANIE

Pierwsze obserwacje segregacji chromosomow miaty
miejsce okoto 150 lat temu, za$ prace nad poznaniem me-
chanizmoéw molekularnych tego zjawiska trwajg od okoto
30 lat. Pomimo tego ze nagromadzono szereg obserwacji i
whnioskdw, nie stworzono dotad spojnego i kompletnego
opisu tego procesu. Wydawato sie, ze kompleks kohezyjny,
zidentyfikowany pod koniec lat 90-tych XX wieku, bedzie
najwazniejszym czynnikiem odpowiedzialnym za wierno$¢
segregacji. Na podstawie badania gtdwnego organizmu
modelowego - drozdzy S. cerevisiae stworzono jednopier-
$cieniowy model budowy kompleksu i zaproponowano
spos6b funkcjonowania. Jednakze systematyczne badania
elementdw kompleksu zamiast przyczyniac¢ sie do dopre-
cyzowania sposobu jego funkcjonowania - dostarczajg co-
raz wiecej pytan. Obecnie kwestionuje sie uniwersalnos$é
jednopierscieniowego modelu dla wszystkich Eukaryota, u
organizmow wyzszych bardziej niz jednopierscieniowy —
staje sie popularny model kajdanek. Poniewaz pojawiaja
sie coraz liczniejsze prace dotyczace dodatkowych (nie w
kohezji) rél odgrywanych przez kohezyny i biatka regulu-
jace kohezje, zaczyna sie przypuszczaé, ze utrzymywanie
przylegania chromatyd to tylko jedno z zadan kompleksu.
Proponuje sie, ze zasadniczg funkcjg kohezyn mogtoby by¢
usuwanie biatek, RNA i zmian topologicznych DNA, ktoé-
re byty niezbedne w trakcie funkcjonowania chromatyny
w interfazie mitozy [86], W ten sposéb kohezyny przygo-
towywatyby chromosomy do kondensacji i pézniejszej se-
gregacji. Kolejne lata zapewne pozwolg na weryfikacje tych
przypuszczen.
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Sister chromatid cohesion complex in Eukaryota
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ABSTRACT

Faithful chromosome segregation in mitosis and meiosis requires the presence of the sister chromatid cohesion complex. The complex, which
was initially identified and characterized in yeast Saccharomyces cerevisiae, and subsequently detected in other Eukaryota, is composed of
four evolutionarily conserved core subunits (cohesins) Smcl, Smc3, Sccl/Mcdl and Irrl/Scc3. Apart from the core proteins, accurate segre-
gation requires also elements necessary for the deposition of cohesins and for the establishment and the regulation of cohesion. There are
several models of cohesin structure and functioning. The oldest and the most popular ring model is currently replaced by the handcuff model.
Regulation of cohesion is not very well established but the regulatory role of the Ecol, Irrl —STAG2, Pds5 and Wapl/Rad61proteins seems
undoubted. Meiotic cohesion differs from cohesion in mitosis and requires the specific Rec8 and Sgol proteins. Apart from the main function
—the participation in chromosome segregation —cohesins are also involved in the regulation of transcription, DNA double-strand break
repair and chromosome morphogenesis. Here we characterize elements of the complex, and describe models of the complex functioning.
Moreover, we discuss the regulation of sister chromatid cohesion in mitosis and meiosis and, additionally, we describe atypical functions of

cohesins.
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HINT1 —nowy supresor nowotworow w rodzinie biatek HIT

STRESZCZENIE

INT1 (ang. histidine triad nucleotide-bindingprotein) nalezy do najstarszej ewolucyjnie

gatezi rodziny biatek HIT (ang. histidine triad proteins). Enzym ten jest fosforoamidaza
i katalizuje hydrolize wigzania P-N w nastepujacych substratach: AMP-NHy AMP-lizynie,
AMP-alaninie. Fizjologiczna i komdrkowa rola HINT1 pozostaje niewyjasniona. Coraz wie-
cej badan wskazuje na to, ze HINT1 moze by¢ obok FHIT (ang.fragile histiditie triad protein)
nowym biatkiem supresji nowotworéw w rodzinie biatek HIT. Ostatnie doniesienia suge-
rujg role HINT1 w hamowaniu aktywnosci czynnikdw transkrypcyjnych, takich jak API
(ang. activator protein), MITF (ang. microphthalmia-associated transcription factor) i USF2
(ang. upstream transcription factor 2), a takze wptyw na transkrypcje genéw szlaku Wnt/P-
kateniny. Wydaje sie, ze zadaniem HINT1 w komorce jest regulacja proceséw transkrypcji
i z tym zwigzana jest jego potencjalna rola jako supresora nowotwordéw. W dalszym ciggu
niewiele wiadomo na temat klinicznego znaczenia zmiany ekspresji HINT1 w odniesieniu
do powstawania nowotworéw. Istniejg jednak doniesienia literaturowe wskazujace, iz po
indukcji czynnikami kancerogennymi komorki z obnizong ekspresja HINT1 wykazujg sta-
tystycznie znamienny wzrost podatnosci na wystapienie nowotwordow.

WPROWADZENIE

HINT1 nalezy do biatek triady histydynowej HIT, a jego homologi wystepu-
ja we wszystkich organizmach [1], Charakterystycznym elementem struktury
rodziny tych biatek jest, znajdujacy sie na C-koncu, motyw HiscpHiscpHiscpcp (op
-reszta aminokwasu hydrofobowego), stanowiacy enzymatyczne centrum kata-
lityczne [2], Biatka HIT sg enzymami nalezgcymi do grupy hydrolaz lub trans-
feraz nukleotydylowych. Ze wzgledu na strukture, specyficzno$é substratowg
oraz mechanizm dziatania, enzymy te mozna podzieli¢ na pie¢ podklas, przy
czym HINT1 nalezy do pierwszej i najstarszej ewolucyjnie gatezi. Do tej gru-
py nalezy réwniez HINT2, biatko mitochondrialne charakterystyczne tylko dla
ssakdw, ktorego nadekspresja indukuje apoptoze [3]. Przedstawicielem drugiej
podklasy jest biatko FHIT o aktywnosci hydrolazy dinukleozydopolifosfora-
now (Ap3A i ApdA). FHIT jest biatkiem supresorowym (pro-apoptotycznym),
biorgcym udziat w kontroli cyklu komérkowego iindukcji apoptozy [4,5]. Trze-
cig podgrupe reprezentuje enzym GalT (urydylylotransferaza galaktozo-I-fo-
sforanowa), ktory przeksztatca galaktoze w glukoze. Defekty tego biatka obja-
wiajg sie galaktozemig - ciezkg chorobg o podtozu genetycznym [6]. Dcps (ang.
scavenger decapping enzyme) jest przedstawicielem czwartej podklasy i wykazuje
zdolno$¢ usuwania mGMP z m7GpppN pozostatych po zdegradowaniu mRNA
[7], Ostatnig piatg grupe reprezentuje biatko o nazwie aprataksyna, ktore, jak
ostatnio wykazano, odgrywa wazng role w procesie naprawy DNA. Enzym ten
usuwa AMP z 5'-korica peknietej lub rozcietej jednej nici DNA, a nastepnie kata-
lizuje ligacje obu koncow tej nici [8]. Mutacje aprataksyny prowadzg do ataksji,
autosomalnej recesywnej choroby neurodegeneracyjnej AOAL.

Obecnos$¢ gendéw rodziny HIT stwierdzono w ok. 30 gatunkach, od myko-
plazm po rosliny, zwierzeta i cztowieka [9]. Pierwsze wzmianki o biatku HINT1
pojawity sie w potowie lat 80-tych w trakcie badan nad inhibitorami kinazy biat-
kowej C. Nazywane wowczas PKC-I (ang. protein kinase C inhibitor) biatko Hintl
0 masie 17 000 Da zostato wyizolowane z komérek mdzgow bydta i sklasyfiko-
wane jako inhibitor kinazy biatkowej C, zalezny od jonéw Ca2+[10]. Poniewaz
inhibitory PKC byty waznym narzedziem do badan nad funkcja tego enzymu
w regulacji, wzros$cie i r6znicowaniu sie komorek, prowadzono liczne badania,
majace na celu okreslenie wtasciwosci i rozmieszczenia nowo odkrytego biatka.
U zwierzat zaobserwowano jego wysokg synteze, m.in. w watrobie, nerkach,
mozgu isercu, natomiast w zotgdku, aorcie, jelicie i tchawicy poziom tego biatka
byt nizszy [11]. Na przyktadzie analizy sktadu aminokwasowego biatka Hintl
bydta, wykazano obecno$é szesciu reszt histydynowych w C-koncowym frag-
mencie tancucha polipeptydowego [12], Badania struktury drugorzedowej za
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pomocg H NMR i analiza procesu wymiany wodor-deuter
w widmie zarejestrowanym w DD udowodnity, ze sposréd
czterech widocznych reszt histydynowych jedynie jedna
jest dostepna na powierzchni czasteczki w roztworze, atrzy
pozostate, oddzielone od siebie tylko przez reszty hydro-
fobowe w kolejnosci HtpHcpHcpep, znajdujg sie wewnatrz
sfatldowanego biatka. W ten sposéb odkryto obecno$¢ mo-
tywu trzech reszt histydyny na C-koncu biatka. PdzZniejsze
doniesienia zakwestionowaty fizjologiczng role HINT jako
inhibitora kinazy biatkowej C. Ostatecznie potwierdzono
wyniki tych badan, gdy zidentyfikowano geny kodujace
biatka Hintl u Mycoplasma genitalium, ktére to organizmy
nie posiadaty genéw kodujacych kinaze biatkowg C (PKC)
ani zadng inng kinaze podobng do eukariotycznych [9],

BADANIA KRYSTALOGRAFICZNE |
CHARAKTERYSTYKA SUBSTRATOW

Badania krystalograficzne HINT1 byty prowadzone row-
nolegle w dwaoch zespotach. W roku 1996 przeprowadzono
analize strukturalng biatka HINT1 cztowieka [13], Aczkol-
wiek nie zaobserwowano obecnosci jonéw cynku w bada-
nych krysztatach, sugerowano ze dwie z trzech reszt histy-
dyny motywu HepHepHepep (Hisll2 i Hisll4) oraz His51 sg
prawdopodobnie zaangazowane w wigzanie jonu cynku. W
roku 1997 opublikowano badania, ktdre ostatecznie zaprze-
czyty hamujacej aktywnosci enzymu HINT1 wobec kinazy
biatkowej C, a takze wykluczyty postulowang dotychczas
zdolno$¢ enzymu do wigzania jondw Zn2+ przez motyw
histydynowy [9]. Ponadto, poréwnano sekwencje HINT1 z
jego homologiem FHIT, ktdry sklasyfikowano jako asyme-
tryczng hydrolaze Ap4A, co pomogto zidentyfikowac grupe
potencjalnych substratow dla enzymu HINT1. Badania kry-
stalograficzne Hintl krolika (rHintl), takze w kompleksie
z adenozyng, GMP i 8-Br-AMP, dostarczyty informaciji, iz
enzym ten posiada domeny (takze miedzy innymi triade hi-
stydynowa) zaangazowane w wigzanie 5'-monofosforanéw
rybonukleozydoéw purynowych [9], Zauwazono, ze brak jest
oddziatywania enzymu z kinazg biatkowg C idlatego od tej
pory nowo powstatg gatagz rodziny HIT nazywa sie HINT
od ang. histidine triad nucleotide-binding protein. Poréwnanie
sekwencji aminokwasowej oraz badania krystalograficzne
dowiodty réwniez, ze Hintl krolika nie rézni sie od biatka
pochodzgcego z cztowieka (powyzej 93% homologii), poza
matymi odstepstwami dopuszczalnymi posrod homologdéw
gatunkowych, a takze, ze biatko to ewolucyjnie jest przod-
kiem pozostatych biatek rodziny HIT [9].

MECHANIZM DZIALANIA HINT1
JAKO FOSFOROAMIDAZY

Formg aktywng enzymu jest homodimer o masie -30
kDa, z dwoma miejscami wigzania substratu, wykazujacy
wiasciwosci fosforoamidazy, tj. zdolno$¢ hydrolizy wig-
zania P-N w substratach, takich jak AMP-NH2 AMP-Lys
czy tez AMP-Ala z szybkos$cig powyzej 1 nmol min'fig4l
(rHintl) [14] zgodnie ze schematem (Ryc. 1). Ponadto zaob-
serwowano, iz enzym ten moze sie wigza¢ rowniez z Ap4A
i Ap,,A, ale w przeciwienstwie do Fhit nie katalizuje ich hy-
drolizy. Hintl moze rowniez wigza¢ sie¢ z ATP, ADP oraz
AMPS i hydrolizowac te zwigzki, jednakze szybko$¢ reakcji
jest kilka rzedoéw wielko$ci nizsza niz dla amidofosforanow
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Rycina 1. Reakcja hydrolizy amidofosforanéw adenozyny katalizowana za po-
mocg biatka Hintl.

nukleozydéw. Ponadto, ostatnie doniesienia literaturowe
wskazuja, ze AMPS (5'-0-tiofosforan adenozyny) moze
ulegac¢ reakcji desulfuracji pod wptywem dziatania rHintl
[15]. Stwierdzono takze, iz zachowanie aktywnosci katali-
tycznej jest zwigzane z obecnoscig srodkowej reszty histy-
dyny motywu HIT (dla rHintl jest to Hisll2), podobnie jak
w przypadku Fhit, przedstawiciela drugiej gatezi biatek
HIT. Ostatnie badania sugerujg, ze naturalnym substratem
Hintl moze by¢ adenylo-lizyna, generowana przez synte-
taze lizylo-tRNA (LysRS). W tym kontek$cie enzym Hintl
o aktywnosci hydrolazy aminoacylo-adenylanowej, moze
odgrywac¢ wazng role w regulacji procesu translacji [16].

W celu zbadania mechanizmu i specyficznosci dziatania
Hintl wykorzystano zwigzki adenozyno-sulfamoilowe jako
inhibitory tego biatka zar6wno w badaniach krystalogra-
ficznych, jak i biochemicznych (oznaczanie K) [17], Analiza
struktury krystalicznej kompleksow rHint/inhibitor suge-
rowata, iz w katalizie kwasowo-zasadowej funkcje zasady
moze spetnia¢ atom tlenu grupy karbonylowej Glyl05, a
proton grupy hydroksylowej Serl07 spetnia funkcje kwasu.
Biochemiczna charakterystyka zmutowanego biatka Hintl
S107A potwierdzita takg mozliwos$é.

Niedawno okreslono stereochemie katalizowanego przez
rHintl procesu rozszczepienia wigzania P-N w substratach
nukleotydo-aminokwasowych (Ryc. 1) [17]. Stwierdzono, ze
reakcja przebiega dwuetapowo z wypadkowag retencjg kon-
figuracji na atomie fosforu. W pierwszym etapie, (zachodzg-
cym z inwersjg konfiguracji) pod wptywem reszty histydy-
ny 112, nastepuje rozerwanie wigzania P-N z utworzeniem
kowalencyjnego kompleksu posredniego enzym-substrat
(Hintl-NMP). W drugim etapie produkt ten, pod wptywem
czasteczki wody, ulega hydrolizie (reakcja nukleofilowego
podstawienia zachodzaca z inwersjg konfiguracji) zwydzie-
leniem NMP i czasteczki wolnego enzymu.

HAMOWANIE AKTYWNOSCI CZYNNIKOW
TRANSKRYPCYJINYCH - ROLA HINT1 JAKO
SUPRESORA NOWOTWOROWEGO

Badania ostatnich lat rzucity nieco $wiatta na fizjologicz-
ng i biologiczng role HINT1. Identyfikacja partneréw od-
dziatujagcych z tym biatkiem za pomocg m.in. systemu dwu-
hybrydowego wskazuje, ze HINT1 moze by¢ zaangazowa-
ny w regulacje proceséw transkrypcyjnych. Dowiedziono,
miedzy innymi, funkcji HINT1 jako represora czynnika
transkrypcyjnego MITF, ktory reguluje ekspresje genéw od-
grywajacych istotng role w pigmentacji i proliferacji komo-
rek tucznych [18]. W dalszych badaniach wykazano, ze syn-
tetaza lizylo-tRNA jest kolejnym sktadnikiem kompleksu
HINT1- MITF [19], Co wiecej, Ap4A - endogenna czastecz-
ka syntetyzowana przez LysRS, réwniez oddziatuje z tym
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kompleksem i, wigzac sie z HINT1, uwalnia
MITF, co prowadzi do aktywacji genow za-
leznych od tego czynnika transkrypcyjnego.
Podobny mechanizm regulacji stwierdzono
w przypadku innego czynnika transkryp-
cyjnego USF2, ktdry jest powszechnie spoty-
kany w komorkach eukariotycznych i bierze
udziat w transkrypcji genéw odpowiedzial-
nych za proliferacje i metabolizm komérek
[20]. Poniewaz USF2 ma kluczowe znacze-
nie dla wielu funkcji komérki, ten sposob
regulacji transkrypcji z udziatem HINTZ,
LysRS oraz Ap4A moze by¢ ogbélnym me-
chanizmem regulacji ekspresji genéw w ko-
morkach.

cytoplazma
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3 Ostatnie doniesienia Wyrainie podkre- Rycina 2 Schemat oddziatywania biatka HINTI 2 czynnikami transkrypcyjnymi.(A, B, E, F, H- czynniki
Slaja, Ze hamowanie aktywnosci czynnikOw transkrypcyjne) w oparciu o badania prowadzone na komérkach cztowieka.

transkrypcyjnych jest $cisle zwigzane z rolg
HINTI jako supresora nowotworéw [21].
Autorzy cytowanej pracy dowodzg, ze wigzanie sie HINTI
z kompleksem POSH-JNK2 w komodrkach nowotworu je-
lita grubego hamuje aktywno$¢ transkrypcyjna czynnika
AP1, ktory petni istotng funkcje w transkrypcji genéw od-
powiedzialnych za proliferacje komorek, angiogeneze i in-
wazje nowotworu. Aktywnos$¢ AP1, co istotne, jest zawsze
podwyzszona w komorkach nowotworowych, zatem za-
hamowanie aktywnos$ci AP1 tlumaczy supresorowg funk-
cje HINTI. Autorzy podkreslaja, ze zwiekszona ekspresja
HINTI w komérkach nowotworowych (raka jelita grubego,
piersi, ptuc, watroby) hamuje ich wzrost, co wyraznie iden-
tyfikuje HINTI jako nowe biatko supresji nowotworow.

Zauwazono tez oddziatywania pomiedzy biatkiem
HINTI cztowieka a CDK7 (ang. cyclin dependent kinase 7), co
wskazuje najego role w kontroli wzrostu komaérek iregulacji
transkrypcji [22], CDKY jest cyklino-zalezng kinazg tworzg-
cg, razem z cykling H i MAT-1 (fr. ménage a trois 1), kompleks
CAK (ang. CDK-activating kinase), ktory jest czescig czynni-
ka transkrypcyjnego TFIIH. Pomimo poczatkowej sugestii,
iz to fizyczne oddziatywanie HINTI wptywa na regulacje
procesu transkrypcji, istniejg przestanki do stwierdzenia,
ze to aktywnos$¢ enzymatyczna HINT 1 jest niezbedna dla
pozytywnej regulacji tego procesu [23], Dowiedziono tak-
ze bezposrednich oddziatywan HINTI z pontyna i reptyna,
biatkami antagonistycznie regulujacymi aktywnos$é trans-
krypcyjng jadrowej (3-kateniny [24]. W wyniku oddziatywa-
nia tych biatek z HINTI nastepuje hamowanie transkrypcji
gendw szlaku W nt/ (3-katenina. Zaburzenia w regulacji tego
szlaku indukuje proces nowotworzenia wywotany akumu-
lacjg [3-kateniny w jadrze komdérkowym. HINTI okazat sie
dodatkowym czynnikiem w szlaku Wnt, ktéry powoduje
rozbicie homodimerycznego lub heterodimerycznego kom-
pleksu pontyna/reptyna, co prowadzi do supresji aktyw-
nosci transkrypcyjnej kompleksu TCF/(3-katenina. Wyniki
doswiadczen zaprezentowanych w pracy [24] wskazujg, ze
molekularny mechanizm dziatania HINTI jako supresora
nowotworowego nie jest jednakowy dla wszystkich czynni-
kéw transkrypcyjnych, z ktérymi HINTI oddziatuje. Istnie-
ja rowniez przestanki, ze HINTI moze by¢ zaangazowany
w regulacje transkrypcji p53, jednakze potrzebne sg dalsze
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badania dla wyjasnienia czy jest to mechanizm bezposred-
niej regulacji transkrypcji, czy moze HINTI dziata poprzez
innych partneréw biatkowych [25] (Ryc. 2).

HINTI A PROMIENIOWANIE JONIZUJACE

W literaturze opisano ohserwacje na temat roli biatka
Hintl w zwiekszaniu wrazliwosci komérek na promienio-
wanie jonizujagce poprzez hamowanie transkrypcji genu
c-fos w fibroblastach myszy [26], Fibroblasty pozbawione
genu HINT1, w odpowiedzi na uszkodzenia DNA wywo-
tane przez promieniowanie jonizujgce, wykazujg zmniej-
szong zdolno$¢ naprawcza DNA i uposledzong kontrole
szlaku ATM (ang. ataxia telangiectasia mutated) [27], Szlak
ten jest odpowiedzialny za kontrole cyklu komérkowego.
W wyniku aktywacji szlaku ATM przez czynniki powodu-
jace uszkodzenia DNA, takie jak promieniowanie jonizujg-
ce, czynniki chemiczne, itd., nastepuje stymulacja proceséw
odpowiedzialnych za naprawe DNA oraz zatrzymanie cy-
klu komérkowego. Szlak ten jest rowniez wspotodpowie-
dzialny za indukcje apoptozy w nastepstwie uszkodzen
DNA (fosforylacja biatka p53 zalezna od ATM). Poniewaz
HINT1 odgrywa istotng role w procesie odpowiedzi ko-
marki na uszkodzenia DNA, jego obnizona ekspresja moze
zwieksza¢ prawdopodobienstwo niestabilno$ci genomu, co
w konsekwencji sprzyja rozwojowi nowotworow i potwier-
dza role HINT1 jako supresora nowotworowego.

REGULACJA EKSPRESJI HINT1

Jak przedstawiono powyzej, liczne badania prowadzo-
ne zar6wno na modelu komdrkowym, jak i zwierzecym
(myszy), wykazaty, ze ekspresja HINT1 moze byé znacznie
obnizona wskutek proceséw epigenetycznych. Jednakze,
regulacja ekspresji HINT1 nie zachodzi jedynie poprzez
metylacje regionu promotorowego. Wykazano takze, ze
ekspresja HINT1 zalezy rowniez od aktywnosci kinazy biat-
kowej G (PKG) [28]. Poziom tego biatka jest czesto obnizo-
ny w komdrkach nowotworowych. Aktywacja PKG w ko-
morkach raka jelita grubego spowodowata wzrost ekspresji
kilku supresorow nowotworowych, w tym rowniez HINT1.
Znane sg aktywatory kinazy biatkowej G, analogi cGMP,
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od jego aktywnosci enzymatycz-
nej. Ponadto, w dosSwiadczeniach
wykorzystujagcych mikromacierze,
potwierdzonych metodg real time
RT-PCR, zauwazono znacznie niz-
szg ekspresje HINT1 na poziomie
mRNA u pacjentow ze schizofrenig
[31]. Inni autorzy w swoich bada-
niach wskazujg HINT1 jako jeden z
wielu gendw, ktdre moga by¢ po-

wigzane ze schizofreniag, dodatko-
'ggn HINT1T | |

Rycina 3. Schemat regulacji ekspresji genu HINT1 za pomocg kinazy biatkowej G.

ktore zwiekszajg aktywnos¢ fosforylujagcg PKG w stosunku
do czynnika transkrypcyjnego Spl (ang. Specific protein 1).
Ufosforylowana forma czynnika Spl posiada podwyzszong
aktywnos¢ transkrypcyjng i poprzez zwigzanie sie z promo-
torem genu HINT1, zwieksza poziom ekspresji tego genu
(Ryc. 3).

HINT1 A APOPTOZA KOMOREK

Supresorowa rola HINT1 zostata poparta rowniez jego
zdolnoscig do indukcji apoptozy [25]. Nadekspresja HINT1
w komorkach nowotwordw piersi ijelita grubego indukuje
apoptoze poprzez uwolnienie cytochromu c do cytoplazmy,
aktywacje kaspazy 3 oraz fragmentacje DNA. Podwyzsze-
nie poziomu HINT1 indukuje takze wzrost poziomu pro-
apoptycznego biatka Bax i spadek poziomu anty-apopto-
tycznego biatka Bcl-2. HINT1 moze mieé¢ rdwniez wplyw
na regulacje transkrypcji p53, jednego z podstawowych re-
gulatorow apoptozy, jednakze doktadny mechanizm dzia-
tania HINTL1 nie zostat jeszcze zaproponowany, Udowod-
niono takze, ze wyciszenie HINT1 w komorkach powoduje
spadek syntezy pro-apoptotycznych biatek Bax i p53. Na-
tomiast utrata aktywnosci enzymatycznej HINT1, spowo-
dowana przez mutacje centralnej reszty histydyny motywu
histydynowego, nie ma wptywu na indukcje apoptozy [25],
W konsekwencji mozna wysnu¢ wniosek, ze aktywnos$¢ hy-
drolazowa HINT1 nie ma wpitywu na role tego biatka jako
supresora nowotworowego.

ROLA HINT1 W KOMORKACH NEURONALNYCH

W 2001 roku pojawity sie informacje o znacznie zmniej-
szonej ekspresji HINT1 w mo6zgach ptodéw z zespotem Do-
whna [29], a ostatnio stwierdzono oddziatywanie kompleksu
HINT1-RGS17 z receptorem opioidowym g [30], Oddziaty-
wanie to polega na kontroli aktywnos$ci receptora morfiny
i zapobieganiu ostabieniu odpowiedzi receptora na kolej-
ne dawki narkotyku. Hintl tworzy kompleks z RGSz1/
Z2 (ang. regulator of G-protein signalling) oddziatuje z yPKC,
jedng z izoform PKC, co prowadzi do fosforylacji reszt tre-
oniny/seryny w biatku receptora morfiny i powoduje jego
zwiekszong wrazliwos$¢ na kolejne dawki morfiny.

Ciekawostkg moze by¢ fakt, ze HINT1, enzym dziataja-
cy zazwyczaj jako homodimer (posta¢ biatka wymagana do
uzyskania aktywnoS$ci enzymatycznej) w kompleksie HIN-
T1-RGS17, jest najprawdopodobniej monomerem i dziata
jako adaptor biatka RGS17, a dziatanie to jest niezalezne
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wo uzalezniong od pici pacjentéw
[32], Te badania wyraznie podkre-
$lajg istotng role ekspresji HINT1 w
chorobach neurorozwojowych.

EKSPRESJAHINTI A POWSTAWANIE NOWOTWOROW

Doswiadczenia przeprowadzone na myszach HINT-/-
wykazaty, ze brak ekspresji tego biatka nie ma wptywu na
rozwdj i wzrost badanych zwierzat [33], Jednakze, jak sie
okazato, w odpowiedzi na czynnik kancerogenny NBCA
(N-nitrozometylobenzyloamina) pojawita sie u takich my-
szy statystycznie znamienna zwiekszona liczba przypad-
kéw raka zotadka w porédwnaniu z grupg kontrolng my-
szy wt [34], Ponadto, myszy catkowicie pozbawione genu
HINT1, jak rowniez zwierzeta o genotypie HINT+/- wyka-
zywaty podobnie zwigkszong podatno$¢ na indukowane
przez DMBA (7,12-dimetylobenzantracen) nowotwory jaj-
nika i piersi [23],

Stwierdzono takze, ze po dodaniu 5-aza-dC, inhibitora
aktywnosci enzymatycznej DNMT, hamujgcego metylacje
DNA i wykazujgcego witasciwosci przeciwnowotworowe,
nastepuje spadek inwazyjnos$ci nowotworowej komoérek
NCI-H522, spowodowany demetylacjg sekwencji promoto-
rowych kilkunastu ré6znych genéw supresorowych, w tym
takze genu HINT1 [35].

Podobny epigenetyczny efekt obnizenia ekspresji genu
biatka HINT1, spowodowany metylacjg reszt cytozyny,
zauwazono w komdrkach nowotworu jelita grubego i ptuc
cztowieka. Efekt ten mégt by¢ odwrdcony po podaniu ko-
morkom 5-aza-dC. Wyniki te po raz kolejny potwierdzity
dziatanie HINT1 jako supresora procesu nowotworzenia.
Ostatnie doniesienia wskazujg, ze wyciszenie ekspresji
HINT1 w komoérkach raka watroby jest takze spowodowa-
ne hipermetylacjg regionéw promotorowych. Badania te
przeprowadzono wsréd pacjentéw z USA i Tajwanu zara-
zonych rowniez wirusem watroby typu B i C [36]. Ostatnio
wykazano, ze przywrécenie ekspresji HINT1 w komérkach
ztodliwego raka watroby powoduje zahamowanie wzrostu
komoérek guza [37].

Istnieje rowniez hipoteza, ze defekty spowodowane dele-
cja HINT1 moga by¢ bardziej wyrazne w komdrkach z jed-
noczesng delecjg genu FHIT, biatka tej samej rodziny, ktore
posiada réwniez powinowactwo do substratow dla HINT1
[38].

PODSUMOWANIE

HINT 1 jest hydrolazg nalezacg do rodziny biatek triady
histydynowej, ktdrej biologiczna i fizjologiczna rola polega
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na regulacji procesdw transkrypcji. Ostatnie badania jedno-
znacznie wskazuja, ze HINT1, obok biatka FHIT, moze by¢
kolejnym supresorem nowotworowym w rodzinie biatek
HIT. Wydaje sie, ze dziatanie HINT1 jako nowego supreso-
ra nowotworowego polega na hamowaniu licznych czyn-
nikéw transkrypcyjnych. Chociaz dotychczas nie zapropo-
nowano jednego wspdlnego mechanizmu dziatania biatka
HINT1 w regulacji procesdw transkrypcji réznych genéw,
udokumentowano, ze w kazdym przypadku aktywnosé
HINT1 prowadzi do zahamowania transkrypcji genéw od-
powiedzialnych za proces nowotworzenia.

Ponadto, HINT1 jest zaangazowany w indukcje apop-
tozy w odpowiedzi komorki na promieniowanie jonizuja-
ce i procesy naprawy DNA. Obnizenie poziomu ekspresji
HINT1 moze prowadzi¢ do powstawania choréb neuroro-
zwojowych. Ciggle jednak niewiele wiadomo o klinicznej
istotnos$ci roli obnizenia ekspresji HINT1 w odniesieniu do
powstawania nowotwordw cztowieka. Dlatego studia nad
fizjologiczng rolg biatka HINT1 w supresji procesu nowo-
tworzenia sa przedmiotem zainteresowania i studiow wielu
zespotow badawczych [39].
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HINT1 - anovel tumor suppressor protein of the HIT superfamily
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ABSTRACT

The histidine triad nucleotide binding proteinl (Hintl) belongs to the first branch of the HIT superfamily. Hintl catalyses the process of
hydrolysis of the P-N bond in AMP-lysine, AMP-alanine, AMP-NH2 The physiological role of this enzyme is still unclear. There is accumu-
lating evidence that HINT1 is a novel tumor suppressor protein, albeit the mechanism of action of HINT1 in respect to tumor suppression is
not fully understood. Recent findings have shown that Hintl inhibits the activity of the transcription factors API, MITF and USF2, as well as
influences the transcription process of some genes of Wnt/p-catenin pathway. Thereby, it seems that Hintl exerts its major cellular function as
gene transcription regulator, and thus, this function provides its potential role as a tumor suppressor protein. The clinical relevance of impair-
ments in the Hintl expression with the respect to specific human cancers is still a matter of extensive studies.
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Wptyw fosforytazy tymidynowej (ptytkopochodnego czynnika wzrostu komorek
srodbtonka) na angiogeneze guzéw. Inhibitory aktywnosci katalitycznej enzymu

STRESZCZENIE

osforylaza tymidynowa utozsamiana jest z plytkopochodnym czynnikiem wzrostu

komorek $rodbtonka. W pracy przedstawiono posredni wptyw produktu jej katalizy -
2'-deoksyrybozylo-I-fosforanu - na angiogeneze guzéw i najnowsze informacje dotyczace
zwigzkoéw, ktére hamujg jej aktywnosé. Inhibitorem fosforytazy jest chlorowodorek 5-chlo-
ro-6-[I-(2-iminopirolidyno) metylo] uracylu (TPI), ktéry hamuje aktywno$¢ enzymu 1000
razy silniej niz 5-chloro-6-aminouracyl - najsilniejszy znany do roku 1999 inhibitor. Aktyw-
no$¢ enzymu hamujg istotnie zsyntetyzowane zwigzki podstawione w pozycji 5,6 pierscie-
nia pirymidynowego, 5'-0-propyloinozyna (KIN59) i jej pochodne, 2-deoksy-L-ryboza oraz
zwigzki glikozydowe wyizolowane z roslin.

WPROWADZENIE

Aktywnos¢ fosforytazy tymidynowej wykryto po raz pierwszy w roku 1930
w tkankach zwierzat (szpiku kostnym, leukocytach, $ledzionie i nerce) [1]. W
nastepnych latach biatko enzymatyczne wyizolowano, oczyszczono z wielu ga-
tunkdéw roslin, zwierzat oraz bakterii, a takze zbadano jego strukture i wtasciwo-
§ci [2-4], Fosforylaza tymidynowa (ang. thymidine phosphorylase -TP) katalizuje
odwracalng fosforolize tymidyny (dThd) do tyminy (T) i 2-deoksyrybozylo-I-fo-
sforanu (2-dRIP) (Ryc. 1). Gtéwng metaboliczng funkcjg enzymu w komérkach
prawidtowych jest katabolizm [5,6], W latach dziewiecdziesigtych stwierdzono,
ze ptytkopochodny czynnik wzrostu komdrek $rédbtonka (PD-ECGF, ang. plate-
let-derwed endothelial celi growth factor) i fosforylaza tymidynowa sg produktami
tego samego genu oraz tg samg jednostka transkrypcyjng [7], Od tego momen-
tu wzrosto zainteresowanie enzymem. W naszym laboratorium stwierdziliSmy
ostatnio, ze aktywnos$¢ fosforytazy tymidynowej w cytosolu raka endometrium
jest wyzsza anizeli w prawidtowym endometrium i dodatnio zwigzana z syn-
tezg biatka PD-ECGF oraz z gesto$cig mikronaczyn [8] i jest hamowana przez
pewne pochodne pirymidynowe [9],

Z danych literaturowych wynika, ze wysoka aktywnos$¢ fosforytazy tymi-
dynowej promuje proliferacje komdrek Srodbtonkowych przez redukcje ste-
zenia tymidyny [10], natomiast produkt jej katalizy, 2'-deoksyryboza, posiada
angiogenng i chemotaktyczng aktywno$é [11]. Nowsze badania wskazuja, ze
w tkance nowotworowej fosforylaza tymidynowa jest aktywowana przez che-
miczny i fizyczny stres [12]. Indukcja ta chroni komérki guza przed apoptoza,
pomagajac przetrwac niekorzystne warunki poprzez zwiekszenie metabolizmu
nukleozydowego oraz angiogenezy [13]. Bioragc pod uwage powyzsze, obecnie
poszukiwane sg intensywnie zwigzki, ktore zmniejszajg aktywnos$¢ fosforytazy
tymidynowej.
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Rycina 1. Enzymatyczna aktyw- /jThdA 0
no$¢ fosforytazy tymidynowej. -
dThd - tymidyna, T - Tymina,
2'-dRIP - 2'-deoksyrybozylo-I- AS*-dRIP
fosforan.
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Wykaz skrotéw: EGF (ang. epithelial growth
factor) — naskorkowy czynnik wzrostu; FGF
(ang. fibroblast growth factor) — czynnik wzro-
stu fibroblastow; IL-8 (ang. ititerleukin-8) — in-
terleukina-8; MMP-1 (ang. matrix metalloprote-
inase-1) — kolagenaza $rédmigzszowa-1; OH-1
(ang. heme oxygenase-1) — oksygenaza hemo-
wa-1; PD-ECGF (ang. platelet-derived endothelial
celi growth factor) -ptytkopochodny czynnik
wzrostu komérek srédbtonka; TGF (ang. trans-
forming growth factor) — transformujacy czyn-
nik wzrostu; TNF-a (ang. tumor necrosis factor)
— czynnik martwicy nowotworu a; TP (ang.
thymidine phosphorylase) — fosforylaza tymi-
dynowa; VEGF (ang. vascular endothelial growth
factor) —czynnik wzrostu srédbtonka naczyn

Podziekowanie: Praca zostata wykonana w ra-
mach grantu KBN 4 T09B 038 22.
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FOSFORYLAZA TYMIDYNOWA A ANGIOGENEZA
W KOMORKACH NOWOTWOROWYCH

PLYTKOPOCHODNY CZYNNIK WZROSTU KOMOREK
SRODBLONKA NA TLE CZYNNIKOW WZROSTOWYCH
WPLYWAJACYCH NA ANGIOGENEZE W GUZACH

Powstawanie nowych naczyn krwiono$nych jest przeto-
mowym etapem w rozwoju guzéw izostato juz wielokrotnie
opisane. Nadmienimy jedynie, ze ptytkopochodny czynnik
wzrostu komdrek srédbtonka nalezy do czynnikéw stymu-
lujacych angiogeneze, wsréd ktorych wymienia sie czynnik
wzrostu fibroblastow, czynnik wzrostu $rédbtonka naczyn,
naskérkowy czynnik wzrostu czy transformujacy czynnik
wzrostu obok czynnikéw hamujacych angiogeneze, takich
jak trombospondyna czy angiostatyna [14].

PD-ECGF wydzielany przez komérki nowotworowe wy-
kazuje aktywnos$¢ fosforylazy tymidynowej, ktérg udato
sie zahamowaé zsyntetyzowanym inhibitorem (tzw. TPI).
Zasugerowano w ten spos6b, ze mozna ograniczy¢ angio-
geneze i wzrost guza, hamujac aktywnos$é fosforylazy ty-
midynowej [15,16]. Nastepne badania potwierdzity te suge-
stie, gdyz wykazaty, ze u myszy komérki nowotworowe z
nadekspresjg biatka PD-ECGF (TP+) rosng szybciej i maja
lepiej wyksztatcong sie¢ naczyn wtosowatych niz komarki
TP-. Aktywno$¢ angiogenna PD-ECGF, wedtug autoréw,
jest gtbwnym powodem tego, iz w guzach TP+ komorki
nowotworowe ulegajg apoptozie w znikomym stopniu [17].

Kluczowym regulatorem angiogenezy wydaje sie by¢
VEGF. Czynnik ten jest indukowany przez hipoksje oraz
niedobor glukozy. Badania wykazaty, ze ekspresja mRNA
VEGF w endometrium wzrasta podczas fazy wydzielniczej
cyklu miesigczkowego, natomiast maleje pod koniec fazy
proliferacyjnej oraz w fazie wydzielniczej. Swiadczy¢ to
moze o wptywie hormondéw jajnikowych na poziom VEGF.
Zaobserwowany zostat dodatkowo zwigzek miedzy VEGF
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a PD-ECGF i dlatego naukowcy zasugerowali synergistycz-
ne oddziatywanie miedzy tymi czynnikami [18]. W komdr-
kach prawidtowych PD-ECGF indukuje magazynowanie
VEGF. Funkcjonalne potgczenie miedzy czynnikami zaob-
serwowano réwniez w komdrkach nowotworowych, gdzie
PD-ECGF jako TP indukuje stres oksydacyjny i powoduje
wydzielanie VEGF [10,19], Istniejg prace $wiadczace o tym,
ze VEGF oraz PD-ECGF sg jednymi z najsilniej dziatajgcych
czynnikéw angiogennych [17,20-22], Manipulowanie tymi
czynnikami moze okazac sie skuteczng metoda w anty-an-
giogennej terapii przeciwnowotworowej. Terapia ta moze
by¢ efektywna dla wiekszego spektrum guzéw, wywotywac
mniej skutkéw ubocznych oraz w znacznie mniejszym stop-
niu powodowac pojawienie sie¢ komérek nowotworowych
odpornych na leki przeciwnowotworowe [17]. Doktadniej,
sposéb w ktéry PD-ECGF poprzez swojg aktywno$é katali-
tyczng skierowang w kierunku rozktadu tymidyny promuje
angiogeneze poprzez pobudzanie komédrek nowotworo-
wych do wydzielania innych czynnikéw wptywajacych
bezposrednio na wzrost naczyn krwiono$nych przedsta-
wiono na rycinie 2.

UDZIAL Z-DEOKSYRYBOZYLO-I-
FOSFORANU, BEZPOSREDNIEGO PRODUKTU
KATALIZY FOSFORYLAZY TYMIDYNOWEJ]

W PROCESIE ANGIOGENEZY

Brown i wsp. [10] zasugerowali, ze fosforylaza tymidy-
nowa obecna w komodrkach nowotworowych indukuje w
nich stres oksydacyjny, pod wptywem ktoérego komérki te
wydzielajg, czute na obecnos¢ rodnikéw tlenowych, czyn-
niki angiogenne. (Ryc. 2.) Stwierdzili oni, ze dodatek ty-
midyny do linii komérkowej z nadekspresjg TP wywotuje
komorkowy stres oksydacyjny. Stres ten prawdopodobnie
wywotany jest przez jeden z produktow katabolizmu tymi-
dyny, ktérym jest 2'-deoksyrybozylo-1-fosforan ( 2-dRIP).
Jak dotychczas nie ma na to bezposrednich dowoddw, jed-
nak cukry redukujgce majg zdolno$¢ generowania wolnych
rodnikéw tlenowych. Na przyktad, produk-
cja wolnych rodnikéw w wyniku oksydacji
glukozy, majgca miejsce podczas hiperglike-
mii, powoduje szereg powiktan. Jest przy-
czyng wielu zaburzen metabolizmu i powo-
duje uszkodzenie matych naczyn krwiono-
$nych (mikroangiopatie) oraz duzych tetnic
(makroangiopatie). Prowadzi réwniez do
uszkodzenia struktury DNA komorek $rod-
btonka, powodujgc zaburzenia w replikacji i
dojrzewaniu tych komérek. Spowodowane
to jest faktem, iz zredukowane monosacha-
rydy wystepuja jako zamkniete pierscienie
hemiacetalowe w réwnowadze z otwartym
tancuchem aldehydowym. Przylaczenie
biatka do formy aldehydowej nastepuje w
wyniku serii reakcji, w ktérych nie biorg

migracja komérek
stodblonka

ANGIOGENEZA

udziatu enzymy. 2-dDR i 2-dRIP maja naj-
wiekszy odsetek czasteczek w formie tancu-
chowej, dzieki czemu klasyfikuje sie je jako

komatka stodblonka

jedne z najsilniejszych generatoréw wol-
nych rodnikéw [10] (Ryc. 3).

Rycina 2. Schemat dziatania angiogennego fosforylazy tymidynowej zaproponowany przez Browna i wsp.
[10], zmodyfikowany. VEGFR - receptor czynnika wzrostu $rédbtonka naczyr; CXCR2 - receptor IL-8; 2'-

dRIP - 2-deoksyrybozyto-I-fosforan.
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Rycina 3. Schemat generowania wolnych rodnikéw przez cukry redukujace wg.
Browna i wsp. [10], zmodyfikowany.
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Katabolizm tymidyny pod wptywem fosforylazy ty-
midynowej zwieksza wydzielanie IL-8, VEGF oraz MMP-
1, trzech czynnikdw, ktérych wydzielanie nastepuje pod
wptywem stresu oksydacyjnego. IL-8 oraz VEGF sg bezpo-
Srednimi i silnie dziatajagcymi czynnikami angiogennymi.
Wydzielanie MMP-1 przez komarki srodbtonka towarzyszy
angiogenezie in vivo, z czego wynika, ze réwniez wydzie-
lanie MMP-1 przez komoérki nowotworowe utatwia wzrost
naczyn krwiono$nych w guzach. Zaréwno tymina, jak i
inhibitory fosforylazy tymidynowej zapobiegajg indukcji
tych trzech czynnikdw. Dlatego tez autorzy pracy sadza, ze
2-dRIP jest niezbedny do wywotania tej odpowiedzi. Wy-
niki przez nich otrzymane pozwalajg zasugerowac, ze IL-8,
VEGF oraz MMP-1 sg odpowiedzialne za aktywnos$¢ angio-
genng fosforylazy tymidynowej in vivo [10].

Sengupta i wsp. [12] przeprowadzili réwniez do$wiad-
czenia majace na celu zbadanie wptywu fosforylazy tymi-
dynowej na angiogeneze w warunkach in vivo i in vitro.
Zaproponowali model dziatania enzymu przedstawiony na
rycinie 4. Ich badania wykazaty, ze fosforylaza tymidynowa
nie powoduje wzrostu proliferacji komdérek srodbtonka, na-
tomiast VEGF silnie jg indukuje. Biorgc pod uwage fakt, iz
komorki srédbtonka podczas procesu naprawy uszkodzen
wymagajg sktadnikow indukujgcych zarowno migracje, jak
i proliferacje, mozna zasugerowac, ze odpowiedzig komo-
rek $rédbtonka na dziatanie fosforylazy jest ich migracja
[12]. Badania Sholley'a i wsp. [13] dowiodty, ze to wiasnie
migracja, a nie proliferacja komdrek srodbtonka jest istota
angiogenezy, natomiast Moghaddam'a i wsp. [23] w wa-
runkach in vitro wykazaty dodatkowo, izenzym ten posiada
zdolnos¢ stymulacji migracji komérek srédbtonka tylko w
obecnosci tymidyny w medium. Na tej podstawie stwier-
dzaja oni, iz enzymatyczna aktywnos¢ fosforylazy jest istota
angiogennej aktywno$ci tego enzymu.

Wedtug schematu dziatania angiognnego fosforylazy
tymidynowej (Ryc. 4) mechaniczne uszkodzenie komo-

rek moze uaktywni¢ w niej mechanizm prowadzacy do jej
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$mierci, co w rezultacie powoduje uwolnienie tymidyny z
mikrosrodowiska. Tymidyna moze przenika¢ do zywych
komoérek nowotworowych, gdzie jest katabolizowana przez
enzym do 2-dRIP, ktory z kolei ulega defosforylacji do
2-dDR. Wewnatrz komoérki nowotworowej (faza 1) zredu-
kowane cukry ulegaja szeregowi reakcji, prowadzacych do
powstania wolnych rodnikéw i wptywajg na oksygenaze
hemowga (HO-1), co wigze sie z uwolnieniem czynnikéw
angiogennych. Czynniki te dziatajg na komaérki srodbtonka,
indukujgc angiogeneze in vivo. Dodatkowo, enzym uwol-
niony z uszkodzonych komérek lub pochodzenia egzo-
gennego (faza 2) moze dziata¢ na tymidyne i prowadzi¢ do
powstania 2-dRIP, ktory wykazuje whasciwosci chemotak-
tyczne iindukuje angiogeneze. 2-dDR przenika do komdrek
i moze zosta¢ wigczona w cykl przemian glikolitycznych,
podczas ktérych dochodzi do wytworzenia energii, wyko-
rzystywanej przez komdérki podczas migracji. Zaobserwo-
wano réwniez, ze dodatek do medium tyminy moze zno-
si¢ dziatanie angiogenne fosforylazy tymidynowej, ktére z
kolei moze by¢ przywrdécone poprzez dodatek 2-dRIP [12].

Liekens i wsp. [24] zaproponowali podobny schemat
dziatania fosforylazy tymidynowej do opisanych powy-
zej, uwzgledniajagc na nim dodatkowo bezpos$redni wpityw
2-dDR na integryny indukujgce migracje komarek srédbton-
ka. W swojej pracy podkreslili, ze PD-ECGF/TP jest celem
terapii rakowej, biorgc réwniez pod uwage wptyw enzymu
na metabolizm cytostatykéw fluoropirymidynowych.

Nakajima i wsp. [25] zebrali dotychczasowe wiadomo-
§ci dotyczgce 2-dDR jako mediatora fosforylazy tymidyno-
wej w regulacji angiogenezy i progresji guza i przedstawili
znaczenie jej inhibitoré6w w chemioterapii r6znych guzéw.

komdrka $rodbtonka

Rycina 4. Schemat dziatania angiogennego fosforylazy tymidynowej zapropono-
wany przez Sengupta i wsp. [12], zmodyfikowany, Faza 1 - dziatanie fosforylazy
tymidynowej na komérki nowotworowe. Faza 2 - dziatanie fosforylazy tymidy-
nowej na komarki srédbtonka.
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Fosforylaza tymidynowa uwazana jest obecnie za jeden z
gtdwnych obiektow badan w terapii rakowej [26-30].

INHIBITORY FOSFORYLAZY TYMIDYNOWEJ

Inhibitory fosforylazy tymidynowej poszukiwane sg in-
tensywnie od momentu utozsamienia tego enzymu z piyt-
kopochodnym czynnikiem wzrostu komérek $rodbtonka.
Fosforylaza tymidynowa katalizuje w guzach rozktad ty-
midyny do tyminy i 2-deoksyrybozylo-l-fosforanu (Ryc. 1).
Syntetyzowane sg analogi tymidyny, jak réwniez izolowa-
ne sg z roslin zwiagzki glikozydowe jako analogi deoksyry-
bozy, ktore spetniajg funkcje inhibitorow kompetycyjnych
enzymu. Na podstawie zbadanej krystalicznej struktury
czasteczki enzymu, projektuje sie rowniez zwigzki, ktdre
hamujg aktywnos$¢ enzymu w sposob niekompetycyjny.

Jednakze uzycie tych zwigzkéw jako czynnikéw prze-
ciwnowotworowych ma wiele wad, poniewaz hamujg one
aktywnos¢ fosforylazy bezposrednio. Hamowanie enzymu
moze doprowadzi¢ do wzrostu stezenia tymidyny w oso-
czu, co jest toksyczne. Nishino i wsp. [31] stwierdzili, ze pa-
cjenci z mitochondrialng encefalopatia, ktérzy majg bardzo
niskg ekspresje fosforylazy tymidynowej w osoczu wywo-
tang mutacjg w genie kodujagcym fosforylaze tymidynowag,
wykazujg patologiczne zmiany w mdzgu oraz mie$niach
wywotanych uszkodzeniem mitochondriéw [31].

Obecnie zaden inhibitor fosforylazy tymidynowej nie jest
zatwierdzony do uzytku klinicznego, cho¢ pewne leki za-
wierajgce inhibitory tego enzymu byty testowane przedkli-
nicznie i klinicznie [32],

ANALOGI PIRYMIDYNOWE

Od ponad 30 lat znane sg zwigzki, ktore hamujg aktyw-
nos¢ fosforylazy tymidynowej. Jest to 6-aminotymina (6AT)
i jej pochodne, takie jak 6-amino-5-chlorouracyl (6A5CU) i
6-amino-5-bromouracyl (6A5BU) (Ryc. 5) [33].

W 1997 roku w naszym laboratorium zbadany zostat
wptyw pochodnych pirymidynowych na aktywno$¢ fosfo-
rylazy w cytosolu guzéw tagodnych (miesniakach macicy).
Sposrod badanej puli zwigzkéw inhibitorem enzymu byt
5-nitrouracyl, 5-bromouracyl oraz 6-aminouracyl. Zsynte-
tyzowane acyklonukleozydy réwniez, cho¢ w mniejszym
stopniu, hamowaty aktywno$¢ fosforylazy tymidynowej
[34].

W 1999 roku zsyntetyzowano nowy inhibitor fosfo-
rylazy tymidynowej — chlorowodorek 5-chloro-6-[I-(2-
iminopirolidyno) metylo] uracylu (TPIl) (Ryc. 5). Zbadano
wptyw tego zwigzku na angiogeneze w komérkach z na-
dekspresjg fosforylazy tymidynowej. Badania te dowiodty,
ze fosforylaza odgrywa wazna role we wzros$cie guza, a TPI
ogranicza ten wzrost poprzez zwiekszenie udziatu komo-
rek apoptycznych i zahamowanie angiogenezy [15]. Zwig-
zek ten okazat sie 1000 razy bardziej aktywny niz 6-amino-
5-chlorouracyl, jeden z najsilniejszych dotychczas znanych
inhibitoréw [35], W oparciu o te dane uwzgledniono TPI
w potaczonej terapii z trzyfluorotymidyng (TFT), ktdra jest
szybko inaktywowana przez fosforylaze tymidynowg. TAS-

64

102 (podawany doustnie TFT i TPl w stosunku 1:0,5) jest
oceniany w | fazie badan u pacjentow ze stwierdzonymi
réznymi guzami statymi. Badania przedkliniczne wykaza-
ty, ze ta potgczona terapia zmniejsza angiogeneze induko-
wang przez fosforylaze tymidynowa ijednoczes$nie zmniej-
sza toksyczno$¢ TFT u myszy [36-38].

Reigan i wsp. [39] w 2005 r. zaprojektowali prolek 5-ha-
lo-6-[(2,nitroimidazolo-I'ylo) metyl] uracyl, redukowany
przez oksydaze ksantynowa do 2'-amino analogéw, kto-
re sa potencjalnymi inhibitorami TP. Ostatnio, z szeregu
zsyntetyzowanych i zbadanych zwigzkéw niektore okazaty
sie inhibitorami fosforylazy tymidynowej [40-42]. Nie wy-
mieniamy prac dotyczacych syntezy pochodnych uracylu,
zwigzkow o potencjalnych witasciwosciach inhibitorowych
dla TP, ktére jednak nie hamowaty aktywnosci enzymu.

ANALOGI PURYNOWE

Do zaprojektowania pierwszej pochodnej purynowej z
aktywnoscig inhibitorowg wobec TP, ktérg nazwano 7DX,
uzyto modelu czasteczki enzymu. 7DX moze by¢ uwazana
jako pirymidyna (6-aminotymina), do ktérej dodano drugi
pierscien, aby utworzy¢ stabilne, wzajemne oddziatywanie
z enzymem (Ryc. 5). Aktywnos$¢ inhibitorowa tak otrzyma-
nego zwigzku byta poréwnywana z 6-aminotyming [32].

Nastepnie, na podstawie Kkrystalicznej struktury cza-
steczki fosforylazy tymidynowej E. coli, zaprojektowano
inhibitor fosforylazy tymidynowej o nazwie TP65 (Ryc. 5),
ktory w miejsce tyminy zawiera 7DX i tancuch weglowy
odpowiedni do struktury fosforylazy tymidynowej. TP65
hamuje indukowane przez enzym tworzenie mikronaczyn
przez agregacje komaorek srédbtonka [32,43],

W 2006 roku zsyntetyzowano nowy inhibitor fosfory-
lazy tymidynowej, 5'-0-propyloinozyne (KIN59) (Ryc. 5).
Hamuje on aktywno$¢ enzymu pochodzacego z komorek,
cztowieka jak i z bakterii. KIN59 nie wykazuje kompetycji w
stosunku do tymidyny oraz fosforanu nieorganicznego. Ba-
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Rycina 5. Wzory strukturalne wybranych inhibitoréw fosforylazy tymidynowej
[24]. Symbole pod wzorami objasnione sa w tekscie.
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dania moga zasugerowac istnienie allosterycznego centrum
aktywnego enzymu. Okazato sie takze, ze KIN59 catkowicie
hamuje odpowiedz angiogenng komorek. Jednak sama ino-
zyna nie ma wiasciwosci hamujacych aktywnosci TP oraz
angiogenezy wywotanej przez enzym i dlatego wydaje sie,
ze kluczowym czynnikiem odpowiedzialnym za efekt ha-
mujacy jest grupa 5'-0-propylowa [44],

Casanowa i wsp. [45] poddali modyfikacji inhibitor
KIN59. Zsyntetyzowali serie nukleozydowych analogow
podstawionych w pozycji 1, 2 i 6 pierscienia purynowego
oraz 5'-rybozy. Okazato sie, ze wigczenie grupy cyklopro-
pylometylowej lub cykloheksanometylowej w pozycje N(I)
5'-0-propyloinozyny zwieksza hamowanie w stosunku do
KIN59 dziesieciokrotnie. Wydaje sie, ze grupa propylowa
w pozycji 5' rybozy jest kluczowym elementem dla hamo-
wania enzymu. Przedstawione wyniki mogg sugerowac, ze
5'-0-propylonukleozydy stanowig nowa klase inhibitoréw
TP [45],

2-DEOKSY-L-RYBOZA

Stwierdzono roéwniez, ze 2-deoksy-L-ryboza (2-dLR)
sterecizomer 2-dDR moze tlumi¢ antyapoptyczny efekt
izomeru D i ogranicza¢ wzrost komoérek z nadprodukcja
TP. 2-dLR hamuje angiogeneze, wzrost guza oraz przerzuty
wywotane przez fosforylaze tymidynowg. Mechanizm ha-
mowania jest jednak nadal niejasny [46],

ZWIAZKI GLIKOZYDOWE ROSLINNE

W 2004 roku wyizolowano pewne zwigzki glikozydowe
z kory drzewa Symplocos racemosa, ktére in vitro hamujg ak-
tywnos¢ fosforylazy tymidynowej [47]. W biezacym roku
zbadano ich kinetyke hamowania i stwierdzono, ze zwigzki
te sg niekompetycyjnymi inhibitorami fosforylazy tymidy-
nowej i hamujg migracje komorek srodbtonka [48],

PODSUMOWANIE

Cho¢ mechanizm dziatania fosforylazy tymidynowej
(ptytkopochodnego czynnika wzrostu komorek $rodbton-
ka) na angiogeneze pozostaje do konca nie wyjasniony, to
udowodniono, ze 2-deoxy-D-ryboza, produkt dziatania
enzymatycznego tego biatka, wywotuje komorkowy stres
oksydacyjny, co generuje powstawanie wolnych rodnikow
i promuje wydzielanie czynnik6éw angiogennych. Poszuka-
nie inhibitoréw tej aktywnosci enzymatycznej wydaje sie
by¢ jednym z gtéwnych obiektow terapii rakowej.
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Influence of the thymidine phosphorylase (platelet-derived endothelial cell
growth factor) on tumor angiogenesis. Catalytic activity of enzyme inhibitors
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ABSTRACT

Thymidine phosphorylase, also known as platelet-derived endothelial cell growth factor, is a potent angiogenic factor. Thymidine phospho-
rylase is overexpressed in various human tumors and plays an important role in angiogenesis. A novel inhibitor of thymidine phosphorylase
(TP), 5-chloro-6-[I-(2-iminopyrrolidinyl) methyl] uracil hydrochloride (TPI) is about 1000-fold more active than 6-amino-5-chlorouracil, one of
the most potent TP inhibitors to 1999 year. Thymidine phosphorylase is also inhibited by 5'-0-trityl-inosine (KIN59) and related compounds,
2-deoxy-L-ribose and glycosides isolated from the bark of Symplocos racemosa.
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STRESZCZENIE

P rzedsiewziecia nakierowane na sekwencjonowanie catych genoméw wraz z rozwojem
informatyki umozliwiaja odtwarzanie ewolucji uktadu krzepnigecia krwi z zastosowa-
niem metod bioinformatycznych. Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze system kontaktu
krzepniecia krwi wydaje sie by¢ ewolucyjnie mtody, uksztattowany w peini dopiero przed
rozejsciem sie ssakow tozyskowych i torbaczy. Ptazy, ptaki i dziobaki posiadajg pojedynczy
gen odpowiadajacy przodkowi czynnika Xl i prekalikreiny. Opos ma zaréwno prekalikre-
ine osoczowa, jak i czynnik XIl, podobnie jak ssaki tozyskowe. Czynnik XlI pojawia sie po
raz pierwszy u ptazéw, jest obecny zaréwno u dziobaka, jak i oposa, ale brak go u kury,
prawdopodobnie wskutek utraty genu w linii prowadzacej do ptakéw. Niedawne odkry-
cia przywracity zainteresowanie wewnatrzpochodnym torem krzepniecia krwi, gdy stwier-
dzono, ze myszy z wytgczonym genem czynnika Xll sa chronione przed formowaniem sig
indukowanych doswiadczalnie zakrzep6w, nie wykazujac jednocze$nie zmian w obrebie
parametrow prawidtowego krzepniecia krwi. Proteazy kontaktu moga by¢ celem dziatania
nowych lekéw przeciwzakrzepowych.

WPROWADZENIE

Krzepniecie krwi i zachowanie jej ptynnosci okreslane sg tgcznie mianem he-
mostazy. Hemostaze mozna podzieli¢ na starszg ewolucyjnie hemostaze pier-
wotng —z udziatem komdrek (ptytek krwi u sakéw, trombocytéw u pozosta-
tych kregowcow) iwtoérng —z udziatem biatek krzepniecia i fibrynolizy [1], Od-
dziatywanie pomiedzy wyspecjalizowanymi komérkami a czynnikami krzep-
niecia prowadzi do utworzenie czopu hemostatycznego, blokujgcego wyptyw
krwi w miejscu uszkodzenia. Role rGwnowazenia krzepniecia, przywracania i
utrzymania prawidtowej ptynnosci krwi i nie dopuszczenia do zablokowania
naczyn krwiono$nych odgrywa uktad fibrynolizy [2].

Pojawienie sie kaskadowego mechanizmu krzepniecia krwi jest niezwyktym
osiggnieciem ewolucyjnym kregowcow, ktére umozliwito skuteczng ochrone
przed utratg ptyndw ciata oraz obrone przed wnikaniem patogendw [3], Poczy-
najagc od gromady kregoustych, a koAczac na ssakach, krzepniecie krwi zacho-
dzi gdy proteaza serynowa trombina (T) przeksztatca rozpuszczalny fibrynogen
(Fg) w nierozpuszczalng fibryne (Fb) [4], Sama trombina jest produktem pro-
teolitycznego przeksztatcenia protrombiny (PT), co mozliwe jest po aktywacji
kaskady czynnikéw krzepniecia.

Obecnos¢ trombiny i jej aktywacje przez proteazy serynowe zalezne od wi-
taminy K, stabilizacje fibrynogenu przez czynnik XlIII (FXIII) oraz fibrynolize
stwierdzono juz nawet u bezzuchwowcow —najbardziej prymitywnych przed-
stawicieli kregowcéw [5]. Mechanizmow takich brak jest u strunowcow, takich
jak lancetnik czy zachwa, oraz u bezkregowcoéw [6],

W jaki sposob doszto do powstania tak niezwyktego uktadu kontroli ptynno-
§ci i zestalania krwi u kregowcow? Ztozono$¢ mechanizmoéw hemostazy prébo-
wano wykorzystywac jako dowod fatszywosci ewolucji biologicznej, jednakze
kiedy réznorodne sekwencje biatek i DNA staty sie szerzej dostepne, to wiasnie
ewolucja molekularna dostarczyta mocnych dowoddéw na to, ze ten niezwykle
skomplikowany uktad nie pojawit sie ex nihilo w wyniku jednorazowego aktu
kreacji [3], Wiele biatek hemostazy, zarowno tych odpowiadajgcych za krzepnie-
cie, jak i takich ktérych rola polega na przeciwdziataniu zakrzepom, wykazuje
pewne podobne cechy Swiadczgce o ich wspolnym rodowodzie. Caty uktad wy-
daje sie by¢ efektem serii duplikacji, mutacji i tasowania domen w obrebie ge-
nomu przodkéw wspotczesnie istniejagcych gromad kregowcoéw zachodzacych
w czasie okoto 450 min lat [7], Rola czynnika tkankowego (TF) i czynnika VII
(FVII) siega juz samych poczatkéw ewolucji kregowcow, gdyz ich wystepowa-
nie stwierdzono u minoga, u ktdrego zarazem wystepuje tylko jedna proteaza
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odpowiadajaca czynnikom X (FX) i IX (FIX) oraz jeden ko-
faktor odpowiadajgcy czynnikowi VIII (FVIII) i czynnikowi
V (FV) [8], Petny zestaw czynnikéw szlaku zewnatrzpo-
chodnego pojawia sie u ryb, ktére nie posiadajg wyksztat-
conego toru wewnatrzpochodnego. Czynnik XII (FXII) wy-
stepuje u ptazéw, natomiast czynniki kontaktu wigzg uktad
kininogenezy z uktadem krzepniecia dopiero u ssakéw po
pojawieniu sie u przodkéw tozyskowcdw i torbaczy czyn-
nika XI (FXI) [9].

WSPOLCZESNA TEORIA HEMOSTAZY
WTORNEJ SSAKOW

Krzepniecie krwi ssakéw tworzy ztozong sie¢ oddzia-
tywan, regulowanych przez dodatnie i ujemne sprzezenia
zwrotne. Zgodnie z obecnie obowigzujagcym paradygmatem
kaskade krzepniecia dzieli si¢ na trzy etapy: faze indukcji,
faze wzmocnienia i faze efektorowg [1] (Ryc. 1).

W fazie indukcji dochodzi do wystawienia FVII na dzia-
tanie czynnika tkankowego [10]. Przerwanie ochronnej
warstwy komorek srodbtonka umozliwia kontakt czynnika
tkankowego z FVII i utworzenie kompleksu proteolitycz-
nego przy wspdtudziale jonéw wapnia i fosfolipidéw (FL)
[11].

Kolejng faze krzepniecia krwi — faze wzmocnienia —
zapoczatkowuje aktywacja FIX poprzez kompleks czynnik
tkankowy/FVila. FIXa wraz z aktywnym FVIII (FVilla),
jonami Ca2+i fosfolipidami tworzy kompleks tenazy, ktéry
aktywuje FX. Aktywny FX (FXa) w obecnosci nieenzyma-
tycznego kofaktora —FV i fosfolipidow powierzchniowych
tworzy kompleks, zwany protrombinazg, a ten z kolei ka-
talizuje proteolize protrombiny (czynnika Il) do trombiny.
Gtownym zrodtem fosfolipidow jest btona ptytek krwi,
ktora petni funkcje podtoza, na ktérym formuja sie tena-
za i protrombinaza. Na tym etapie stezenie trombiny jest
jeszcze zbyt niskie, aby przeksztatca¢ fibrynogen (czynnik
1) w fibryne (widknik). Wystarcza jednakze do aktywacji
FV, FVIII, FIX i ptytek krwi. Powstaje w ten sposob uktad
dodatnich sprzezen zwrotnych znacznie zwigkszajacy ilos¢
trombiny [12].

..... crveeEE FXla <.....Fo SR
faza indukcji FXl.laq.k.o.-...qu
TF :
FViI = - 4 \m
: l C L PK ¥
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Rycina 1. Schemat uktadu krzepnigcia krwi ssakéw. Czynniki krzepnigcia: V,
czynnik V; VII, czynnik VII; VI, czynnik VIII; 1X, czynnik IX; X, czynnik X; XI,
czynnik XI; XII, czynnik XII; KO, kalikreina osoczowa; PK, prekalikreina osoczo-
wa; WK, wielkoczasteczkowy kininogen; Fg, fibrynogen; T, trombina.
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Na ostatnim etapie kaskady krzepniecia, w fazie efekto-
rowej, trombina odszczepia od czasteczki fibrynogenu fi-
brynopeptydy A i B. Monomery fibryny polimeryzuja, two-
rzac zewnatrz- lub wewnatrznaczyniowe ztogi wioknika
stabilizowanego dodatkowo przez wigzania kowalencyjne
wprowadzane przez aktywny FXIII (FXIIla) miedzy reszta-
mi lizyny a glutaminy réznych czasteczek monomeréw fi-
bryny. Wtéknik z jednej strony spetnia fizjologiczng funkcje
naprawczg po uszkodzeniu $ciany naczynia, blokujac utrate
krwi i wnikanie patogenow, a z drugiej —moze odpowia-
da¢ za tworzenie zakrzep6w, utrudniajgc lub nawet unie-
mozliwiajac doptyw krwi do narzadéw, co w konsekwencji
prowadzi do ich uszkodzenia [13]. Zapoczatkowany przez
czynnik tkankowy i FVII mechanizm krzepniecia uwaza sie
obecnie za gtdwny szlak aktywacji krzepniecia in vivo oraz
wcigz jeszcze uzywa sie wzgledem niego nazwy zewnatrz-
pochodny tor aktywacji [14].

Narastajacy lawinowo proces krzepniecia krwi musi by¢
bardzo precyzyjnie kontrolowany. Trombina, kluczowy en-
zym fazy efektorowej, zapoczatkowuje réwnoczesnie szlak
antykoagulacyjny, wigzac sie z obecng na powierzchni $rod-
btonka trombomoduling. Powstaty kompleks aktywuje biat-
ko C (PC) i zarazem indukuje przejscie TAFI (ang. thrombin
activatable fibrinolysis inhibitor) w forme aktywng. Aktyw-
ne biatko C w kompleksie ze swoim kofaktorem, biatkiem
S (PS), degraduje FVa (przy wspoétudziale heparyny) oraz
FVlllaidziata w ten sposéb przeciwzakrzepowo, natomiast
TAFla hamuje fibrynolize poprzez blokowanie konwersji
plazminogenu (Pig) do plazminy (Pin) [15].

Inne biatko — TFPI (ang. tissue factor pathway inhibitor)
inaktywuje czynnik tkankowy (kompleks czynnik tkanko-
wy/FVIla) oraz FXa [11]. Kolejny mechanizm negatywnej
regulacji krzepniecia zostaje zapoczatkowany przez anty-
trombine 11l (AT3) i kofaktor heparyny Il (HC2), ktore two-
rzg nieaktywny kompleks po potaczeniu sie z enzymem
docelowym (trombina, FIXa, FXa, FXla i FXlla). Biatko Z
(PZ), ktdrego struktura przypomina FVII, FIX, FX i biatko C,
ale w ktdrym brakuje kluczowej reszty His i Ser w triadzie
katalitycznej histydyny, asparaginianu i seryny (HDS), nie-
zbednej do aktywnosci proteolitycznej proteaz serynowych,
rowniez wykazuje dziatanie hamujgce proces krzepniecia
poprzez tworzenie kompleksu z czynnikiem FXa oraz z in-
hibitorem proteaz zaleznym od biatka Z [16].

U ssakow tozyskowych wazng role w regulacji krzep-
niecia odgrywa takze FXII. Ulega on aktywacji po wejsciu
w kontakt z FXI, prekalikreing osoczowg (PK) i wielkoczg-
steczkowym kininogenem (WK) na ujemnie natadowanej
powierzchni. Dochodzi wtedy do przeciecia czasteczki FXII
na tafncuch beta (P-Xlla), posiadajacy aktywno$¢ enzyma-
tyczna, itaricuch alfa (a-Xlla), zawierajacy miejsce wigzania
fosfolipidow. W warunkach in vitro funkcje ujemnie nata-
dowanej powierzchni spetnia szkto lub kaolin, natomiast in
vivo odpowiadajg za to prawdopodobnie aktywowane ptyt-
ki krwi, tkanki bogate w kolagen, biatka z duzg zawarto-
$cia aminokwasow siarkowych, agregaty zdenaturowanych
biatek [17] czy tez ugrupowania fosforanowe uwalnianych
podczas uszkodzenia komorek RNA [18]. Wymienione biat-
ka (kininogen, FXII, FXl iprekalikreina osoczowa) zalicza sie
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do czynnikéw kontaktu, ktdre zapoczatkowujg wewnatrz-
pochodny tor krzepniecia krwi. Aktywny FXIl (FXIla) ma
zdolnos$¢ przeksztatcania prekalikreiny osoczowej w Kkali-
kreine (KO) i aktywowania FXI, a ten moze przeksztatca¢
FIX w FIXa, prowadzac dalej do powstawania kompleksu
tenazy. Okazuje sie jednak, ze FXII nie jest niezbedny do
zainicjowania krzepniecia, a osoby wykazujace jego brak
moga nie wykazywac szczeg6lnych objawow klinicznych
zaburzen krzepniecia, jak w przypadku pacjenta Johna
Hagemana, od ktérego pochodzi alternatywna nazwa tego
biatka [19]. FXlla ma zdolno$¢ konwersji plazminogenu w
plazmine, odgrywajac w ten sposdb role w zapoczatkowa-
niu fibrynolizy [20], Prekalikreina osoczowa i FXI réwniez
moga bezposrednio aktywowac plazminogen [21,22], Poza
czynnikami kontaktu, plazminogen jest aktywowany do
plazminy przede wszystkim przez uwalniane ze $réddbton-
ka aktywatoréw typu tkankowego (t-PA) i urokinazowego
(u-PA). W warunkach fizjologicznych ten mechanizm ma
wieksze znaczenie niz aktywacja poprzez czynniki kontak-
tu. Gtownym inhibitorem plazminy jest a2-antyplazmina.
Aktywatory plazminy hamowane sg przez inhibitory (PAI-
1, PAI-2) [23],

Kalikreina moze zwrotnie aktywowac FXII, a FXlla moze
stabo bezposrednio aktywowac FIX, ale ten mechanizm
nie ma istotnego znaczenia fizjologicznego. Aktywacja
czynnikéw kontaktu nie tylko odgrywa pomocniczg role
w aktywacji krzepniecia krwi, lecz takze rozpoczyna akty-
wacje fibrynolizy, uktadu dopetniacza i przede wszystkim
kininogenezy. Stwierdzono, ze aktywacja poprzez czynniki
kontaktu jest istotna w powstawaniu skrzeplin w réznych
stanach patologicznych, jednakze w warunkach fizjologicz-
nych zapoczatkowanie krzepniecia krwi in vivo nie wymaga
udziatu uktadu zwigzanego z aktywacjg FXII, poniewaz ak-
tywacja krzepniecia jest wtedy zdominowana przez ukitad
zalezny od uwalniania czynnika tkankowego i aktywacji
FVII [19]. FXIl moze odgrywac role w powstawaniu zakrze-
poéw wewnatrz naczyhn krwionosnych zywego organizmu,
poniewaz wytgczenie genu dla tego biatka u myszy chroni
przed sztucznie indukowang zakrzepica, nie wptywajac na
parametry prawidtowego krzepniecia krwi [24,25]. Md4gtby
to by¢ cel dziatania nowych lekéw przeciwzakrzepowych
[26],

BADANIE EWOLUCJI HEMOSTAZY

O ile poczatki poznawania podstaw biochemicznych
uktadu krzepniecia cztowieka siegajg XIX wieku, sam pro-
ces ewolucji krzepniecia krwi kregowcéw badany jest zale-
dwie od ponad p6t wieku. Do realizacji tego celu mozliwe
jest zastosowanie czterech strategii badawczych. Dwie z
nich poznajg mechanizmy krzepniecia krwi prostszych or-
ganizmow z zastosowaniem metod biochemicznych. Wyni-
ki poréwnywane sg z wcze$niej zgromadzong wiedzg o sys-
temie krzepniecia krwi cztowieka. W pierwszej dos$wiad-
czenia polegaja na studiowaniu oddziatywania niezbada-
nych wczesniej czynnikdw danego kregowca ze znanymi
czynnikami pochodzacymi od cztowieka. Problemem jest
tutaj specyficzno$¢ gatunkowa. Badanie oddziatywan bia-
tek pochodzacych od réznych gatunkéw moze prowadzic¢
do btednych wnioskéw.

Kolejne podejscie opiera sie na oczyszczeniu kazdego z
czynnikdw krzepniecia z osobna, okresleniu jego wtasciwo-
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§ci chemicznych i znalezieniu odpowiadajgcego sktadnika
cztowieka. Taka taktyka umozliwia zbadanie czynnikdéw
wystepujacych w znacznych ilosciach, jak protrombina czy
fibrynogen, lecz nie nadaje sie do biatek, ktére sg obecne w
osoczu w ilosciach sladowych, jak na przyktad FVIII. Gtdw-
ng trudnosciag w obu metodach jest konieczno$¢ zdobycia
znacznych ilosci osocza pochodzacego od réznych gatun-
kéw kregowcdw. Doswiadczenia tego typu umozliwity jed-
nakze uzyskanie wielu ciekawych informacji [6].

Trzecia strategia mozliwa jest dzieki rozwojowi metod
genetyki molekularnej i obejmuje klonowanie molekularne i
sekwencjonowanie DNA. Technika rekombinacji DNA zre-
wolucjonizowata badania ewolucyjne, umozliwiajagc uzy-
skiwanie sekwencji biatek wystepujacych nawet w bardzo
matych ilosciach.

Czwarte podejscie jest mozliwe dzieki niezwyktemu roz-
wojowi informatyki, przyrostowi mocy obliczeniowej kom-
puterow oraz programom badawczym sekwencjonowania
catych genomoéw réznych organizméw. Metody kompute-
rowej analizy sekwencji DNA i kodowanych przez nie bia-
tek polegajg na rekonstrukcji ewolucji in silico, umozliwiajgc
ograniczenie kosztownych badan in vitro czy ex vivo. Bada-
nia laboratoryjne moga zosta¢ dzieki temu precyzyjnie za-
planowane jako potwierdzenie spostrzezen poczynionych
w trakcie analiz komputerowych. Kazda z wymienionych
metod badawczych przyczynia sie znaczagco do odtworze-
nia faktycznego obrazu ewolucji molekularnej uktadu he-
mostazy.

OD SEKWENCJI GENOMOWYCH DO DOMEN |
KONSTRUOWANIA DRZEW FILOGENETYCZNYCH

Zanim mozliwe stato sie sekwencjonowanie kwaséw nu-
kleinowych cata wiedza na temat struktury biatek pocho-
dzita z okre$lania sekwencji aminokwasowej [27,28] oraz z
krystalografii rentgenograficznej [29],

Znacznie pOzniej opracowane zostaty metody sekwen-
cjonowania DNA [30,31] i okre$lania struktury biatek z za-
stosowaniem metody jadrowego rezonansu magnetycznego
(NMR, ang. nuclear magnetic resonance) [32]. Liczba danych
pochodzacych z sekwencjonowania DNA bardzo szybko
przerosta liczbe danych sekwencji aminokwasowych bia-
tek dzieki automatyzacji metody, co znacznie przyspieszy-
to uzyskiwanie wynikéw oraz znacznie obnizyto koszty.
Gwattownie powiekszajace sie bazy danych sekwencji nu-
kleotydowych umozliwiajg poréwnania ze znacznie wolniej
przyrastajacymi bazami bezposredniego sekwencjonowa-
nia biatek [33], Dzieki takim programom jak BLAST (ang.
Basic Local Alignment Search Tool), mozliwe stato sie dopa-
sowywanie i przeszukiwanie sekwencji nukleotydowych i
aminokwasowych [34]. Nie jest obecnie problemem przy-
réwnanie fragmentu znanej sekwencji aminokwasowej biat-
ka w materiale DNA tego samego lub innego gatunku pod
warunkiem, ze mamy do dyspozycji do$¢ obszerng baze
sekwencji nukleotydowych danego organizmu. Mozna w
ten sposéb znajdowa¢ zaréwno paralogi, spokrewnione
ewolucyjnie sekwencje u tego samego gatunku, powstate w
wyniku duplikacji, jak i ortologi, sekwencje bedace efektem
rozdzielenia sie gatunkow [33].
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Poczynajac od 1990 roku, w ktorym ruszyt projekt pozna-
nia genomu cztowieka, okre$lono petne sekwencje nukle-
otydowe nie tylko cztowieka, ale takze wielu innych orga-
nizméw pochodzacych ze wszystkich trzech nadkrélestw:
Archaea, Bacteria, Eucarya [35]. Prace znacznie przyspieszyto
opracowanie metody sekwencjonowania WGS (ang. whole
genome shotgun), w ktdrej przeprowadza si¢ przypadkowe
szatkowanie catego DNA na fragmenty, sekwencjonowa-
nie i analizowanie wynikdw za pomocg specjalistycznego
oprogramowania komputerowego [36,37], Postawiono w
ten sposéb pierwszy krok konieczny do identyfikacji funk-
cjonalnych gendéw. Z drugiej strony, juz pierwsze peine ge-
nomy umozliwity konstrukcje drzew filogenetycznych w
oparciu o rézne metody i strategie.

W celu identyfikacji genow w uzyskanych sekwencjach
DNA opracowano szereg metod i programow. Wymienié
tutaj mozna takie aplikacje jak GRAIL, FGENEH, MZWF,
GENSCAN, GenelD, Geneparser czy HMMgene. Umozli-
wiajg one poszukiwanie genu i przewidywanie jego struk-
tury. Okre$lajg potozenie intronow lub eksondéw i generujg
sekwencje aminokwasowg produktu biatkowego. Nie ist-
nieje co prawda jeden prosty sposéb, ktory pozwolitby na
przewidywanie eksonéw ze 100% prawdopodobieristwem,
jednakze w celu uzyskania maksymalnie doktadnych wyni-
kéw stosuje sie algorytmy oparte na kombinacji kilku me-
tod. Strategie poszukiwania genéw mozna podzieli¢ na trzy
gtéwne kategorie: metody oparte na sktadzie —uwzglednia-
ja ogdlne wiasciwosci sekwencji, metody oparte na sygna-
tach —analizujg obecnos¢ lub brak specyficznych sekwencji
i konsensusow sekwencji oraz metody poréwnawcze opar-
te na homologii sekwencji [38], Uzytecznym programem do
przewidywanie kompletnej struktury genu jest GENSCAN.
Umozliwia on identyfikacje intronéw, eksondw, regionéw
promotorowych oraz sygnatéw poliadenylacji. Sekwencja
wejsciowa nie musi przy tym reprezentowac jednego genu.
Moze on dokonywaé przewidywan z duzg doktadnoscig na
sekwencjach niekompletnych genéw albo wielu gendéw roz-
dzielonych innymi fragmentami DNA. GENSCAN, opra-
cowany w MIT (ang. Massachusetts Institute of Technology,),
opiera sie na modelu probabilistycznym sktadu sekwencji
genomowej i struktury genu [39].

Pewnym utrudnieniem komputerowej analizy ewolucji
sekwencji biatkowych jest zjawisko tasowania eksonow.
Umozliwia ono z jednej strony powstawanie nowych biatek
o nowych wiasciwosciach biochemicznych poprzez prze-
stawianie domen, z ktérych zbudowane sg biatka i na pod-
stawie ktorych grupuje sie je do okreslonych rodzin biat-
kowych PFAM [40]. Z drugiej utrudnia to znacznie analize
ewolucyjng biatek, jesli bierze sie pod uwage catg sekwencje
aminokwasowg danego biatka. Obejsciem tego problemu
jest przyréwnywanie jedynie sekwencji wybranej domeny,
najlepiej o okreslonej dobrze funkcji biologicznej [9], Dome-
na wybrana do studiow ewolucyjnych powinna byé w mia-
re dobrze zachowana w ewolucji, co Swiadczy dodatkowo
o0 jej istotnej roli w organizmie. Nawet jesli znajduje sie w
kilku eksonach, co jest powszechne w przypadku duzych
domen, a zdarza sie takze i w mniejszych, powinna by¢ ona
chroniona przed tasowaniem budujgcych jg eksonow, przez
silng presje selekcyjng, poniewaz mogtoby to prowadzi¢ do
utraty funkcji, za ktérg odpowiada w biatku.
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Na podstawie wyszukanych w DNA eksonéw mozliwe
jest odtworzenie sekwencji aminokwasowej zaréwno ca-
tych biatek, jak i poszczegdlnych domen. Witasciwosci bada-
nej sekwencji mozna sprawdzi¢ za pomocg takich narzedzi
bioinformatycznych, jak PFAM (http:// pfam.sanger.ac.uk/
search) [41] czy PROSITE (http://www.expasy.org/prosi-
te/) [42],

Sekwencji aminokwasowych biatek i ich domen mozna
poszukiwac z uzyciem TBLASTN. Jako zapytanie stosuje sie
wtedy matryce znanej sekwencji aminokwasowej wybranej
domeny badanego biatka jednego gatunku, przeszukujgc
baze danych sekwencji nukleotydowych innego gatunku.
Odpowiedzig sg dopasowania sekwencji aminokwaso-
wych, na podstawie ktérych mozliwe jest odtworzenie frag-
mentoéw lub catosci nieznanego biatka homologicznego [34],

Niezwykle uzytecznymi narzedziami sg coraz powszech-
niejsze przegladarki genomow (ang. genome browsers), ktore
tacza w sobie zwykle od razu kilka narzedzi bioinforma-
tycznych. Dostepne sg przez dowolng przegladarke inter-
netowga, udostepniajg sekwencje nukleotydowe réznych
organizmow, zawierajg r6zne wersje BLAST, przewidujg
wystepowanie eksondw, zawierajg mapy genomu oraz
umozliwiajg tatwe przemieszczanie sie pomiedzy sekwen-
cjami. Jednym z bardziej zaawansowanych modutéw tego
typu jest ENSEMBL (www.ensembl.org), wspdiny projekt
WTSI (ang. The Wellcome Trust Sanger Institute) i EMBL (ang.
European Molecular Biology Laboraton/) — EBI (ang European
Bioinformatics Institute), zawierajgcy genomy wielu gatun-
kéw, sekwencjonowane w réznych osrodkach badawczych
na catym Swiecie [43], Innym rozwijajagcym sie i szybkim
narzedziem jest przegladarka Uniwersytetu Kalifornijskie-
go Santa Cruz http://genome.ucsc.edu/. Obie posiadajg
bogaty zbhiér genomoéw roznych organizmoéw wraz z narze-
dziami do ich badania.

Badanie sekwencji kodujacych i niekodujgcych zidenty-
fikowanych juz gendéw jest bogatym Zrédtem informacji nie
tylko o produktach ich ekspresji, ale i 0 samych genach. Jest
to niezmiernie pomocne dla poznania funkcji biologicznej
w aspekcie catego proteomu oraz umozliwia badanie ewo-
lucji nie tylko organizmow, z ktérych pochodza, ale takze
ewolucji samych biatek poprzez dopasowanie sekwencji
i konstruowanie drzew filogenetycznych za pomocg takich
programéw, jak PHYLIP (http://evolution.genetics.wa-
shington.edu/phylip.html) czy Phylodendron (http://iu-
bio.bio.indiana.edu/treeapp/treeprint-form.html). Wszyst-
kie wymienione narzedzia znacznie utatwiajg rekonstrukcje
ewolucji molekularnej biatek hemostazy kregowcéw.

Wspélna strategia biochemii poréwnawczej i bioinfor-
matyki opiera sie na zbadaniu najpierw grup najbardziej
oddalonych od siebie ewolucyjnie. W przypadku gromad
kregowcéw wazne jest doktadne ustalenie kiedy sie one
od siebie oddzielity metodami datowania stosowanymi w
paleontologii. Gen lub produkt genu obecny u obu gromaci
Swiadczy, ze musiat istnie¢ takze u ich wspélnego przodka.
Ustalajac czy dany gen wystepuje u organizmow, ktore wy-
odrebnity sie wczesniej, mozna ustali¢ jego wzgledny czas
duplikacji. Dodatkowo, nalezy pamieta¢, ze niektore linie
ewolucyjne czasami tracg pewne geny. Pomocne moze by¢
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takze znalezienie najprostszego sposobu ztozenia réznych
domen sekwencyjnych [6].

BUDOWA DOMENOWA BIALEK HEMOSTAZY

Poznano juz do$¢ duzo typéw roznych domen sekwen-
cyjnych, ktore odpowiednio nazwano i pogrupowano. Bial-
ka maja zwykle charakterystyczny ukiad domen i na tej
podstawie zaliczane sa do okreslonych rodzin i podrodzin.
Wiele sekwencji tworzacych dany typ domeny wykazuje
podobienstwo i wystepuje czesto nawet w biatkach petnia-
cych odmienne funkcje, jak np. w przypadku tzw. domen A
typu 1, 2, 3wystepujacych w biatkach osocza ceruloplazmi-
nie, FV i FVIII oraz w biatku btonowym hefestynie — fer-
roksydazie nabtonka jelit, ktére z kolei jest odpowiedzial-
ne za transport zelaza w jelitach [44]. Moze to $wiadczy¢ o
ich wspolnym pochodzeniu, a analiza budowy domenowej
wraz z przyrownywaniem sekwencji jest niezwykle uzy-
teczna w rekonstrukcji ewolucji biatek.

Wiele biatek krzepnigecia ma charakter proteaz seryno-
wych, dlatego do badania ich ewolucji uzy¢ mozna sekwen-
cji aminokwasowej domeny proteazowej (SP), zakodowanej
zwykle w kilku eksonach, w ktorej to obrebie wystepuja
silnie zachowane w ewolucji reszty aminokwasowe triady
katalitycznej HDS [9], Proteazy uktadu hemostazy charak-
teryzujg sie ztozona budowg domenowa, a kazde z tych bia-
ek, oprocz wymienionej C-koncowej domeny proteazowej,
posiada réznorodne domeny N-koncowe.

Jedng z wazniejszych takich domen jest GLA, zawierajg-
ca liczne reszty kwasu y-glutaminowego, ktérego synteza
jest zalezna od witaminy K. Do biatek krzepniecia krwi kre-
gowcow, posiadajgcych domene GLA, nalezg: protrombina,
FVII, FIX i FX, biatko C, biatko S i biatko Z1 Pozostate pery-
feryczne domeny, wystepujgce w proteazach uktadu hemo-
stazy, to: domeny kringlowe, palce fibronektynowe (FN-1,
FN-2 i FN-3), domeny czynnika wzrostu naskérka (EGF) i
domeny jabtkowe (PAN). Domeny kringlowe sg charakte-
rystyczne dla protrombiny, FXII, plazminogenu oraz t-PA
i u-PA. Domeny EGF s3 typowe dla wszystkich proteaz
serynowych uktadu hemostazy za wyjatkiem protrombi-
ny, plazminogenu oraz FXI i prekalikreiny osoczowej [44],
Domeny PAN wystepuja w czterech kopiach w FXI i preka-
likreinie osoczowej (Ryc. 2) oraz w jednej kopii w plazmi-
nogenie [45],

EWOLUCJA UKEADU KONTAKTU

Juz pierwsze analizy poréwnawcze sekwencji proteaz
serynowych uktadu hemostazy doprowadzity do wniosku,
ze pewne biatka, szczeg6lnie te zaliczane do czynnikéw
kontaktu — FXI, FXII i prekalikreina osoczowa, musiaty
pojawi¢ sie stosunkowo niedawno w toku ewolucji, znacz-
nie wczesniej niz inne i powinny by¢ nieobecne u nizszych
kregowcow. Wykazano brak aktywnos$ci FXI u gadow i pta-
kéw przy istniejgcej aktywnos$ci odpowiadajgcej prekalikre-
inie osoczowej. Stwierdzono takze brak aktywnego FXII u

Biatko S nie posiada domeny proteazowej, lecz dwie domeny lamininy
G, biatko Z nie ma aktywnosci proteazowej, poniewaz brak jestw dome-
nie proteolitycznej prawidtowe;j triady katalitycznej.
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Rycina 2. Budowa domenowa wybranych proteaz serynowych. FXI, czynnik XlI;
PK, prekalikreina osoczowa; FXII, czynnik XII; HGFA, aktywator czynnika wzro-
stu hepatocytéw. Domeny: SP, domena proteazowa; P, domena jabtkowa (PAN);
K, domena kringlowa; F, domena fibronektynowa; E, domena czynnika wzrostu
naskérka (EGF).

HGFA, FXII

ptakow i wezy, ale zarazem wrazliwos$¢ tego czynnika na
prekalikreine osoczowg u z6twi i krokodyli [46].

Poréwnywanie sekwencji proteaz serynowych czynni-
kéw kontaktu potwierdzity, ze biatka te musiaty wyewolu-
owac stosunkowo niedawno. FXI i prekalikreina osoczowa
cztowieka wykazujg tak duze podobienstwo pod wzgledem
sekwencji aminokwasowej, iz duplikacja musiata nastapi¢
w niezbyt odlegtym ewolucyjnie momencie2 Silnych do-
wodow dostarczyty ostatnio przeprowadzone analizy kom-
pletnych genomow oposa, dziobaka, kury domowej, zaby z
rodzaju Xenopus, danio pregowanego i rozdymki tygrysiej.
Potwierdzono brak FXI, FXII i prekalikreiny osoczowej u
ryb. Wystepuje jednakze gen biatka homologicznego do ak-
tywatora czynnika wzrostu hepatocytéw (HGFA) cztowie-
ka, ktory jest paralogiem FXII. Stwierdzono obecno$é genu
FXIl u zab, dziobaka i oposa, natomiast brak u kury. Paralo-
gi FXII i czynnika wzrostu hepatocytéw potozone sg u ssa-
kéw na odrebnych chromosomach, a u Xenopus znaleziono
je na odrebnych fragmentach sekwencjonowanego DNA. W
przypadku ptakéw musiato dojs¢ do utraty genu dla FXII,
na co wskazuje porownanie potozenia sasiadujagcych gendw
u badanych przedstawicieli ssakdw, ptakow i ptazéw [9]
(Ryc. 3). Jest to w zgodzie z ponad stuletnimi obserwacjami
wydtuzonego czasu krzepniecia krwi na drodze kontaktu u
kury oraz z niedawnymi badaniami biochemicznymi u sepa
i strusia, co potwierdza utrate genu dla FXII w catej groma-
dzie [47,48],

W przypadku pozostatych proteaz kontaktu pojedynczy
gen, odpowiadajacy przodkowi FXI i prekalikreiny osoczo-
wej (prePK/FXI), pojawit sie u zaby, kury i dziobaka (Ryc.
4). Opos, przedstawiciel torbaczy, posiada zaréwno preka-
likreine osoczowag, jak i FXI, podobnie jak ssaki tozyskowe.
Podobnie jak u cztowieka, geny paralogéw prekalikreiny
osoczowej i FXI potozone sg jeden za drugim na tym samym
chromosomie, wskazujac na lokalng duplikacje. Na uwage
zwraca tez syntenia sgsiadujgcych genéw, zarédwno w przy-
padku par paralogéw FXII — HGF, jak i FXI — PK (Ryc.
3,4).

Na podstawie powyzszych analiz oraz drzewa filoge-
netycznego skonstruowanego na podstawie dopasowania
sekwencji domen proteazowych (SP) stwierdzi¢ mozna, ze
pojawienie sie wsrod czynnikdw krzepniecia proteaz kon-
taktu: FXII, PK i FXI miato miejsce wskutek przynajmniej
dwoéch duplikacji w trakcie kilkuset milionéw lat ewolucji,
poczynajgc od FXIl i HGFA oraz prePK-FXI u przodka kre-

258% petne sekwencje, 68% domeny proteazowe
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Rycina 3. Potozenie sasiadujacych genéw dla czynnika XIl i HGFA u cztowieka,
kury (tylko HGFA) i zaby. Geny: RGS14, 14 regulator biatka G; Na+Pi; biatko
transportujace fosforany zalezne od jonéw sodu; F12, czynnik Xll; GRK6, kinaza
6 powiazana z biatkiem G; RGS12,12 regulator biatka G; HGFA, aktywator czyn-
nika wzrostu hepatocytéw; DOK7, biatko Dok-7.

gowcow czworonoznych, a koiAczac na FXI i prekalikreinie
osoczowej przed rozejsciem sie ssakdw tozyskowych i tor-
baczy (Ryc. 5).

FXI ssakow w czwartej domenie jabtkowej (PAN) posiada
zachowang w ewolucji reszte cysteiny w pozycji 321, dzieki
czemu formuje homodimery. Prekalikreina osoczowa po-
siada dodatkowo reszte cysteiny 3263 ktora z reszta Cys321
tworzy wewnagtrztancuchowe wigzanie disulfidowe i, po-
dobnie jak wiekszo$¢ proteaz uktadu krzepniecia krwi, wy-
stepuje w postaci monomerdw. Mutacja w kodonie Cys326
do glicyny, po duplikacji genu dla prePK/FXI, umozliwita
pojawienie sie niespotykanych u innych proteaz wtasciwo-
§ci FXI do tworzenia dimerdw. Biatko wystepujace u zaby,

63.40 Mb
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<« «— « € “«

NOVEL MNTRIA

=
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| q38.2

= = — = —__— == =3

PK F11 PG MNTRIA
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CYTP450

Rycina 4. Lokalizacja genéw sasiadujacych z FXI/PK na chromosomie cztowieka
i kury. Geny: CYTP450, cytochrom P450; NOVEL, przodek PK-FXI; PK, prekali-
kreina; Fil, czynnik XI; PG, pseudogen; MNTR1A, receptor melatoniny typu 1A
(na podstawie ENSEMBL).

kury i dziobaka jest monomerem, poniewaz, podobnie jak
prekalikreina osoczowa cztowieka, zawiera dwie reszty cy-
steiny w pozycji odpowiadajacej 321 i 326 [9],

W innym niedawnym, niezaleznym doniesieniu, doty-
czacym analizy ewolucyjnej kininogenow, okazato sie, ze
mimo wystepowania u ryb kininogenu podobnego do wiel-
koczasteczkowego kininogenu ssakéw, biatko nie posiada
segmentu bogatego w reszty histydyny, ktory jest niezbed-
ny do aktywnosci w uktadzie kontaktu [49], Fragment ten
pojawia sie po raz pierwszy dopiero u ptazéw, co zgadza
sie z pojawieniem sie FXII i prePK/FXI w tej wiasnie gro-
madzie kregowcow.

’Numeracja wedtug sekwencji aminokwasowej biatka cztowieka.
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Wczesniejsze prace wskazywaly na aktywnos$¢ uktadu
kininogenezy u gadéw i aktywacje czynnika odpowiada-
jacego prekalikreinie osoczowej przez FXIl. Mozna zatem
przypuszczaé, ze pierwotng funkcjg proteaz kontaktu byta
kininogeneza, a dopiero pojawienie sie FXI u przodka ssa-
kéw tozyskowych itorbaczy wskutek duplikacji prekalikre-
iny osoczowej4 umozliwito udziat w procesie krzepniecia
krwi i tym samym aktywacje przez kontakt.

HUHGFA

CHHGFA OPHGFA

PLHGFA

FRF12 FRHGFA

PLF12

OPF12 _ LAHGFAF12

HUF12

CHPKF11

FRPKF11
HUPK

OPF11 HUF11

PLPKF11

Rycina 5. Drzewo filogenetyczne na podstawie dopasowania sekwencji amino-
kwasowej domen SP proteaz kontaktu i aktywatora czynnika wzrostu hepato-
cytow wybranych kregowcéw: LAHGFAF12, przodek aktywatora czynnika
wzrostu hepatocytéw i czynnika XIl u minoga; FRF12, czynnik Xll zaby Xeno-
pus; PLF12, czynnik Xl dziobaka; OPF12, czynnik XIl oposa; HUF12, czynnik XlI
cztowieka; FRHGFA, aktywator czynnika wzrostu hepatocytéw zaby Xenopus;
CHHGFA, aktywator czynnika wzrostu hepatocytéw kury; PLHGFA, aktywator
czynnika wzrostu hepatocytéw dziobaka; OPHGFA aktywator czynnika wzrostu
hepatocytéw oposa; HUHGFA, aktywator czynnika wzrostu hepatocytéw czto-
wieka; FRPKF11, przodek prekalikreiny i czynnika Xl u zaby, CHPKF11, przodek
prekalikreiny i czynnika XI u kury; PLPKF11, przodek prekalikreiny i czynnika
Xl u dziobaka; OPF11, czynnik XI oposa; HUF11, czynnik Xl cztowieka; OPPK,
prekalikreina osoczowa oposa; PKHU, prekalikreina osoczowa cztowieka.

PODSUMOWANIE

Nalezy jeszcze raz podkreslié, ze nawet u ssakéw FXII
nie jest niezbedny do aktywacji uktadu krzepniecia, a jego
brak u cztowieka nie wigze sie z groznymi objawami kli-
nicznymi. Czynnik ten zostat wykryty przez Oscara Ratnof-
fa w 1955 roku po stwierdzeniu wydtuzonego czasu krzep-
niecia u Johna Hagemana, ktory wykazywat brak wczesniej
nie odkrytego czynnika krzepniecia, ale zarazem nie miat
objawéw krwotocznych [50,51], Paradoksalnie, bezposred-
nig przyczyng $mierci Hagemana byta zatorowos$¢ tetnicy
ptucnej jako powiktanie po wypadku przy pracy [52], Co
ciekawe, ws$réd ssakow walenie wykazujg brak ekspre-
sji genu tego bhiatka wskutek wystepowania pseudogenu
[53,54]. Brak FXII stwierdzono takze u niektorych wezy i
z6twi morskich, lecz u z6twi lgdowych i krokodyli wyka-
zano aktywnos$¢ tego biatka [46,55], Gen dla FXII wystepuje

4Czynnik ten, wczes$niej okreslany jako prePK/FXI, uzna¢ mozna jako
prekalikreine osoczowg poniewaz wykazuje on budowe i aktywno$¢
prekalikreiny osoczowej ssakéw tozyskowych i torbaczy.
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takze w genomie jaszczurki Anolis carolinensis (podobnie jak
tylko jeden gen dla prePK-FXI)5 a zanika w linii prowadzga-
cej do ptakow.

Wytgczenie genu dla FXIl u myszy chroni przed sztucz-
nie indukowang zakrzepicg, nie wplywajac na parametry
prawidtowego krzepniecia krwi [24,25], co otwiera per-
spektywy opracowania nowych terapii przeciwzakrzepo-
wych dziatajagcych na wewnatrzpochodny szlak aktywacji
i krzepniecia krwi, ktére bytyby pozbawione komplikacji
krwotocznych zwigzanych z hamowaniem zewnatrzpo-
chodnego toru aktywacji krzepniecia krwi [26],
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The contact factors of hemostasis: examination of molecular
evolution and new therapeutic perspectives
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ABSTRACT

Enterprises of whole genome sequencing together with information technology progress enable reconstruction of blood clotting evolution by
bioinformatic methods. It together offers a base to conclude that the contact phase of vertebrate blood coagulation is evolutionary young and
shaped merely before divergence of marsupial and placental mammals. Amphibians, birds and platypus own a single gene corresponding to
the predecessor of factor Xl and plasma prekallikrein. The opossum has both PK and FXI like eutherian mammals. FXII appears first in am-
phibians, it is present in platypus and opossum, but disappears in lineage leading to birds, probably by gene loss. The last findings brought to
live the intrinsic coagulation pathway as it was discovered that FXII-knockout mice were protected from experimentally induced thrombosis,
with no changes of proper clotting. The contact proteases may be a target for new antithrombotic therapies.
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STRESZCZENIE

ransport biatek w szlaku wydzielniczym ma charakter pecherzykowy - z bton jedne-

go organellum tworza sie pecherzyki, ktére ulegaja fuzji z btonami nastepnego. Biatka
rodziny p24 sg obecne w btonach organelli szlaku wydzielniczego (ER, aparat Golgiego, pe-
cherzyki typu COPII i COPI). Doniesienia o ich znaczeniu w rozwoju choroby Alzheimera
czynig je przedmiotem szczeg6lnego zainteresowania. Umiejscowienie biatek z rodziny p24
w organellach szlaku wydzielniczego oraz poziom ich syntezy, zalezny od rodzaju tkanki
i zwigzany z jej aktywnos$cig wydzielnicza, wskazuje na udziat biatlek p24 w procesie wy-
dzielniczym. Na poziomie molekularnym ich funkcja pozostaje nadal nieznana. Dotychczas
zaproponowano, ze biatka p24: (1) sa receptorami dla wybranych biatek transportowanych
szlaku wydzielniczego; (2) regulujg powstawanie pecherzykéw transportowych; (3) petnig
funkcje strukturalne i morfogenetyczne w organellach szlaku wydzielniczego; (4) biorg
udziat w kontroli jakosci transportowanych biatek. Niniejsza praca stanowi krytyczny prze-
glad doniesien na temat funkcji biatek z rodziny p24.

TRANSPORT PECHERZYKOWY W KOMORCE EUKARIOTYCZNEJ

GLOWNE SZLAKI TRANSPORTOWE W KOMORCE

Budowa komorki eukariotycznej - wystepowanie na jej terenie wyodrebnio-
nych, obtonionych organelli wewngtrzkomoérkowych - oraz jej rozmiar wymusity
wyksztatcenie regulowanych systemdw wewngtrzkomdrkowego transportu bia-
tek, lipidow iinnych makroczasteczek. Jednym z rodzajéw transportu wewnatrz-
komdérkowego jest transport pecherzykowy. Pecherzyki transportowe powstaja
przez paczkowanie z btony jednego organellum isg aktywnie transportowane w
kierunku drugiego organellum docelowego, z ktérym nastepnie tgcza sie w pro-
cesie fuzji btonowej, uwalniajac swoja zawarto$¢ do Swiatta tego organellum [1,2].
W systemie transportu pecherzykowego wyrdzniamy trzy podstawowe szlaki
transportowe: szlaki wydzielniczy i biosyntetyczny prowadzg z siateczki $ropla-
zmatycznej (ER) do aparatu Golgiego, gdzie szlaki te rozdzielajg sie, transporto-
wany materiat jest sortowany, po czym pecherzyki wydzielnicze kierowane sg
do btony komorkowej, a transport biosyntetyczny kierowany jest do lizosoméw
(wakuol u grzybéw iroslin) lub do innych lokalizacji komorkowych, wasciwych
dla transportowanych biatek. Trzeci szlak - endocytozy - prowadzi od btony
komorkowej przez wczesne i pdzne endosomy do lizosoméw (Ryc. 1). Trans-
port pecherzykowy jest zawsze dwukierunkowy: transport wychodzgcy (ang.
anterograde) prowadzi od ER do miejsca dziatania biatka, a transport powrotny
(ang. retrograde) w kKierunku przeciwnym. Transport powrotny jest niezbedny dla
zachowania niezmiennosci i spdjnosci poszczegdlnych organelli - odpowiada za
dynamiczne zatrzymywanie biatek we wtasciwych im organellach szlaku wy-
dzielniczego (przez ich odzyskiwanie z dalszych etap6w transportu), zapewnia
zachowanie rownowagi bton komorkowych i umozliwia ponowne wykorzysta-
nie biatek odpowie-
dzialnych za proces R
transportu [1,3].

Rycina 1. Szlaki transpor-
tu pecherzykowego. AG
— aparat Golgiego, PK —
pecherzyki optaszczone
klatryng, EW — wczesny
endosom, EP — pdZny en-
dosom, EFL —endosom w
fuzji z lizosomem, niebie-
skie kotko — pecherzyki z
ptaszczem COPII, zielone
kétko —pecherzyki z ptasz-
czem COPIIL.
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Bardzo istotne dla prawidtowego przebiegu transportu
pecherzykowego jest wydajne selekcjonowanie i akumu-
lowanie biatek i innych czgsteczek bedacych przedmiotem
transportu (ang. cargo) oraz proces fuzji pecherzyka z odpo-
wiednig btong docelowg. Kluczowg role w rozpoznawaniu
i pakowaniu transportowanych czasteczek odgrywajg biat-
ka ptaszcza, pokrywajgce od strony cytoplazmatycznej po-
wierzchnie tworzacego sie pecherzyka. W przypadku prze-
znaczonych do transportu biatek btonowych zawierajgcych
domeny cytoplazmatyczne, selekcja polega na rozpoznaniu
sygnatow kierujacych, obecnych w ich domenach cytosolo-
wych, przez biatka ptaszcza [1]. Natomiast biatka, ktore nie
moga bezposrednio oddziatywaé z biatkami ptaszcza, na
przyktad biatka pozbawione fragmentéw cytoplazmatycz-
nych, biatka wigzace sie z btong za pomoca kotwicy glikozy-
lofosfatydyloinozytolowej (GPI) oraz biatka rozpuszczalne,
wymagajg dodatkowych biatek receptorowych [1,2]. Selek-
cja do pecherzyka biatek przeznaczonych do transportu za-
chodzi jednoczes$nie z procesem zakrzywiania btony wsku-
tek dziatania na btone biatek ptaszcza. Za wybdr wiasciwej
btony docelowej - zaleznie od transportowanych czasteczek
- odpowiadajg czynniki kotwiczace pecherzyki (ang. vesicle
tetheringfactors) oraz czynniki fuzyjne (ang. membranefusion
factors). Jedne i drugie uczestniczg takze w sortowaniu biatek
przeznaczonych do transportu [4], w zwigzku z czym uwaza
sie, ze w komorce wystepujg rézne rodzaje pecherzykéw,
specyficzne dla danego typu biatka, oraz ze przed paczko-
waniem nastepuje koncentracja odpowiednich biatek. Za
koncentracje biatek odpowiadajg prawdopodobnie zardwno
biatka ptaszcza, jak i czynniki kotwiczgco-sortujace. Zgod-
nie z przewidywaniami tego modelu pokazano ostatnio, ze
w ER istniejg rejony btony, z ktérych powstajg pecherzyki
okreslonego typu [5],

PECHERZYKI COPI11COPI

Na réznych etapach transportu funkcjonujg rézne biatka
ptaszcza (Ryc. 1), charakterystyczne dla danej populacji pe-
cherzykow. Na wczesnych etapach szlaku wydzielniczego
- od ER do aparatu Golgiego - za transport odpowiadajg pe-
cherzyki z ptaszczami COPI i COPII. Transport wychodzacy
z ER wymaga biatek ptaszcza COPII. Ptaszcz COPII budujg
dwa kompleksy biatkowe, Sec23/24 iSecl3/31, oraz GTPaza
Sari. Biatko Sec24 jest receptorem dla wiekszosci transporto-
wanych biatek, a biatko Sec23 reguluje hydrolize czasteczki
GTP przez Sari [1], Ostatnie prace nad biatkiem Sari wyka-
zaly, ze jego N-koniec ma zdolnos$¢ do zakrzywiania btony
[6]. W zwigzku z tym postuluje sie, ze za zakrzywianie bto-
ny podczas powstawania pecherzykdw odpowiada GTPa-
za Sari razem z kompleksem Sec23/24, ktéry dodatkowo
wptywa na ksztatt pecherzyka [6]. U roslin i drozdzy peche-
rzyki COPII ulegajg fuzji bezposrednio z aparatem Golgiego,
natomiast w komoérkach ssakéw pecherzyki te tacza sie ze
soba na drodze fuzji homotypowej, tworzac w ten sposéb
wiekszg strukture btonowga - ERGIC (ang. ER-Golgi Interme-
diate Compartment). Jest to dodatkowy przedziat komérko-
wy, ktérego podstawowg funkcjg jest sortowanie biatek na
wczesnych etapach wydzielania [7],

Z bton struktury ERGIC i aparatu Golgiego powstajg pe-
cherzyki COPI, ktore odpowiadaja za transport na odcinku
ERGIC-Golgi oraz za transport prowadzacy z aparatu Gol-
giego do ER i ERGIC. Ptaszcz pecherzykow COPI sktada sie
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z podjednostek a-, [3, P'-, y-, 6-, £-, E-COP oraz z GTPazy
Arfl. Od niedawna do biatek ptaszcza COPI zalicza sie
rowniez biatka aktywujace hydrolityczng funkcje GTPazy
Arfl, tzw. biatka ArfGAP. Biatka ArfGAP uczestniczg tez w
sortowaniu biatek przeznaczonych do transportu, a w do-
Swiadczeniach in vitro wykazano, ze wzmagajg formowanie
pecherzykow z bton komérkowych iz liposoméw [8], Za-
blokowanie dziatania biatek ptaszcza COPI hamuje zarow-
no transport z ERGIC do aparatu Golgiego, jak i transport
powrotny z ERGIC do ER i z aparatu Golgiego do ER. Do-
Swiadczenia prowadzone w komodrkach ssakow wykazaty
jednak, ze niektdre rodzaje biatek mogga by¢ transportowane
nawet wtedy, gdy funkcjonowanie biatek COPI jest zablo-
kowane, co wskazuje na istnienie kilku rownolegtych drég
transportu powrotnego z aparatu Golgiego, w tym réwniez
drog niezaleznych od COPI [3,8,9],

ROLA LIPIDOW W TRANSPORCIE PECHERZYKOWYM

Oprdcz biatek istotng role w transporcie pecherzykowym
odgrywajg takze lipidy. Jako skitadniki bton biologicznych,
lipidy sg pasywnymi uczestnikami transportu, ale nie tylko:
wraz zwyizolowaniem ischarakteryzowaniem drozdzowe-
go mutanta secl4 stato sie jasne, ze petnig one rowniez waz-
ne funkcje regulacyjne. W mutancie tym, ktéry wykazywat
zaburzenia w transporcie wydzielniczym, uszkodzone jest
biatko regulujgce poziom fosfatydyloinozytolu i fosfatydy-
locholiny w wybranych btonach, co wskazywato na udziat
tych lipidow w prawidtowym przebiegu wydzielania [10].
Udziat lipidéw staje sie oczywisty, gdy uzmystowimy so-
bie kilka rzeczy. Przede wszystkim sktad lipidowy btony
jest istotny dla prawidtowego wigzania wielu biatek zaan-
gazowanych w powstawanie oraz fuzje pecherzykow, na
przyktad dla GTPaz. Prawidtowy sktad lipidowy warunku-
je rowniez samo ksztattowanie sie pecherzykéw, wptywa
bowiem na proces deformacji btony. Ponadto, lipidy moga
regulowac koncentracje niektérych biatek przeznaczonych
do transportu przez bezposrednie oddziatywania z nimi lub
przez swoj wptyw na ich oligomeryzacje [11,12].

W naszym mysleniu o transporcie pecherzykowym po-
winnismy zatem uwzgledniac¢ btony biologiczne w catej ich
ztozonosci - jako struktury utworzone zaréwno z biatek, jak
i z lipidow. Co wiecej, musimy pamieta¢ takze o tym, ze
btony sg strukturami dynamicznymi i ze w trakcie tworzenia
sie i fuzji pecherzyka dochodzi nie tylko do zmian w od-
dziatywaniach miedzy biatkami, ale tez do zmian w skiadzie
lipidowym bton i w oddziatywaniach biatkowo-lipidowych,
a zatem do przeorganizowania catych fragmentdw bton.

BIALKA p24 - CHARAKTERYSTYKA RODZINY

WYSTEPOWANIE, LOKALIZACJA, STRUKTURA

Biatka rodziny p24 wystepujg zaréwno u grzybow, np.
u drozdzy, jak i u wyzszych Eukaryota. Pierwsze biatka z tej
rodziny scharakteryzowano najpierw biochemicznie, przez
izolacje z bton aparatu Golgiego z komérek HelLa u ludzi
[13], z komorek trzustki szczura [14] iz drozdzy [15]. Na-
stepnie, na podstawie analizy dostepnych w bazach danych
sekwencji biatkowych, zidentyfikowano cala grupe podob-
nych do siebie biatek (wykazujacych okoto 30% identyczno-
sci), ktorg od masy najwczesniej opisanego biatka (24 kDa)
nazwano rodzing p24. Dotychczas u drozdzy zidentyfiko-
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wano osiem biatek z tej rodziny - nalezg do nich Emp24,
Erv25 oraz sze$¢ biatek Erpl-6 [16]. U Caenorhabditis elegans
znanych jest sze$¢ biatek p24, a u ssakéw siedem (p23, p24,
p25, p26, p27, tp24, Ers25) [17-19]. Najwiecej biatek p24 jest
u roslin - u Arabidopsis thaliana przynajmniej jedenascie [20].
Zachowanie biatek p24 w toku ewolucji oraz ich powszech-
no$¢ i obfitos¢ wséréd eukariontéw sugerujg, ze odgrywa-
ja one wazna role w zyciu komérki. Rzeczywiscie, delecje
genow p24 u ssakow sg letalne: zarodki myszy z delecjami
obydwu alleli genu p23 obumierajg na wczesnych etapach
embriogenezy [21]. Wiadomo tez, ze biatka rodziny p24
odgrywaja istotna role w patogenezie choroby Alzheimera
[22], Natomiast komorki drozdzy pozostajg zywotne nawet
wtedy, gdy sg pozbawione jednocze$nie wszystkich o$miu
genow kodujacych biatka p24 [23].

Biatka p24 wystepuja nie tylko w aparacie Golgiego, ale
tez w btonach ER, ERGIC oraz w pecherzykach transporto-
wych COPI i COPII [16,18,24]. U myszy biatko p23 znalezio-
no tez w btonach granul wydzielniczych komérek @trzustki
[25], Lokalizacja w organellach szlaku wydzielniczego oraz
poziom ekspresji zalezny od rodzaju tkanki i zwigzany z jej
aktywnoscig wydzielnicza, wskazuje na udziat biatek p24
w procesie wydzielania [25]. Zaangazowaniem w regula-
cje transportu biatek waznych dla procesu embriogenezy i
sygnalizacji komdrkowej ttumaczy¢ mozna letalno$é zarod-
kéw myszy pozbawionych biatek p24.

Oprocz podobieAstwa struktury pierwszorzedowej - na
podstawie ktérego zidentyfikowano catg rodzine - biat-
ka p24 majg takze identyczng budowe domenowg (Ryc.
2). Wszystkie majg jedng domene transblonowg i duzg N-
koncowaq cze$¢ zlokalizowang w $wietle ER (okoto 170 reszt
aminokwasowych), za$ domena cytoplazmatyczna jest
krétka (10-15 reszt aminokwasowych). Ze wzgledu na ho-
mologie fragmentu lumenalnego biatka p24 podzielono na
cztery podrodziny: a, 3 6 iy [17,18]. W czesci lumenalnej
wystepuje ponadto domena GOLD z dwiema zachowanymi
w ewolucji resztami cysteiny [26].

OLIGOMERYZACJA

Wszystkie biatka p24 wykazujg zdolnos$¢ do tworzenia
heterooligomeréw - zazwyczaj wystepujg w postaci hete-
rodimeréw i heterotetrameréw, w sktad ktérych wchodzg
podjednostki nalezace do r6znych podrodzin [16,18,27]. Ho-
mooligomeréw nie znaleziono, natomiast biatka p24 wyste-
puja rowniez jako monomery [27], Za oligomeryzacje odpo-
wiada fragment poprzedzajagcy domene btonowa, o struktu-
rze superhelisy (ang. coiled-coil) [28], Proponowane jest, ze w
powstawanie oligomeréw moze by¢ zaangazowana domena
transbtonowa, jednak sama nie jest ona wystarczajgca [29],

W przypadku drozdzy wiadomo, ze funkcjonalnym
kompleksem biatek p24 jest heterotetramer i ze w jego sktad
wchodzi po jednym biatku z kazdej z podrodzin rodziny
p24. Biatka Emp24 i Erv25, jako jedyni przedstawiciele swo-
ich podrodzin, stanowig rdzein kompleksu [30], Brak cho¢by
jednego z biatek rdzenia kompleksu p24 powoduje desta-
bilizacje heterotetrameru i degradacje wolnych biatek p24
[16,31],

Zdolnos¢ biatek p24 do tworzenia heterooligomerdéw jest
cechg zachowang u wszystkich eukariontow, gdyz jest istot-
na dla funkcjonowania i dystrybucji tych biatek [16]. Przy-
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ktadowo, w komorkach ssaczych nadprodukcja biatka p23
prowadzi do jego akumulacji w ER, co z kolei wptywa na
lokalizacje pozostatych biatek p24. Jednocze$nie oznacza to,
ze lokalizacja biatka p23 nie zalezy jedynie od obecnego w
nim sygnatu eksportu z ER (patrz dalej). Zaproponowano
wiec, iz opuszczenie ER przez biatko p23 zalezy od obecno-
$ci specyficznych sygnatéw w konteks$cie catego kompleksu
biatek p24 [18]. Jest to zgodne z obserwacja, ze obecnosé bia-
tek p25 i p26 utatwia transport pary p23/p24 [24], Natomiast
transport biatek p24, p26 i tp24 prawdopodobnie nie wy-
maga heterooligomeryzacji. W komaérkach HelLa biatko p26
wystepuje w wyzszych stezeniach niz pozostate biatka p24
i funkcjonuje gtdwnie w formie monomeru. Z kolei biatko
tp24 wystepuje w mniejszych ilosciach niz pozostate biatka
rodziny. Uwaza sie wiec, ze zmieniajace sie oddziatywania
miedzy biatkami z rodziny p24 decydujg o tym, w jakim Kie-
runku sg one transportowane [27],

SYGNALY LOKALIZACYINE W BIALKACH p24

Kompleksy biatek p24 tworzg sie prawdopodobnie w
momencie wychodzenia z ER [32], Eksport biatek p24 z ER
jestregulowany izalezy od wystepujacych w nich sygnatéow
lokalizacyjnych, takich jak motyw LV (reszty leucyny, wa-
liny), aromatyczny motyw FF (dwdch reszt fenyloalaniny),
czy od reszty kwasu glutaminowego i reszty glutaminy w
domenie btonowej [29,33]. Za efektywnos¢ eksportu niekto-
rych biatek p24 mégtby tez odpowiada¢ motyw dwach reszt
aminokwasow kwasnych (reszta kwasu asparaginowego i
kwasu glutaminowego, rozdzielone inng resztg aminokwa-
sowaq) [34], Eksport biatek p24 z ER nastepuje dzieki wigza-
niu z podjednostkami ptaszcza COPII. In vitro biatko Emp24
wykazuje powinowactwo do wszystkich podjednostek tego
ptaszcza - Sari, Sec23/24 i Secl3/31. Usuniecie sygnatu FF
z Emp24 zaburza wigzanie biatek Secl3/31 i Sari, ale nie
wptywa na wigzanie Sec23/24. Z kolei biatko Erv25 posiada
zmodyfikowany motyw aromatyczny (sekwencja YF), dzieki
ktéremu wigze kompleksy Sec23/24 i Secl3/31, natomiast
biatko Erv25 nie wykazuje powinowactwa do GTPazy Sari.
Dlatego tez oba biatka - Emp24 i Erv25 - sg tak samo wazne
dla efektywnego eksportu catego kompleksu z ER [30]. By¢
moze wigzanie przez biatka p24 kompleksu Secl3/31 - co
ma miejsce podczas eksportu biatek p24 z ER - stymuluje
aktywacje GTPazy Sari przez dimer Sec23/24. Bytoby to
zgodne z hipoteza, ze rekrutacja Secl3/31 przez p24 wptywa
na tempo hydrolizy GTP przez Sari [30],

Za powrot biatek p24 do ER takze odpowiadajg specjalne
motywy aminokwasowe. Najlepiej poznanym jest motyw
dwach sgsiadujacych lizyn (KKXX lub wariant KXKXX na C-
koncu biatka), ktory jest odpowiedzialny za oddziatywania z

LV
FF/YF
KKXX/KXKXX
— i-C
GOLD COILED-COIL DB

Rycina 2. Schemat struktury biatka z rodziny p24. Zaznaczono domene GOLD,
domene o strukturze superhelisy, domene transblonowg (DB), dwie zachowane
w ewolucji reszty cysteiny (C), motywy sygnatowe obecne w cytoplazmatycz-
nych domenach biatek p24 (LV, FF/YF, KKXX/KXKXX).
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ptaszczem pecherzykéw COPI (podjednostkami a- i (3'-COP)
[7,35], Przyktadowo, motyw ten jest zarazem konieczny i
wystarczajacy do osiggniecia wtasciwej lokalizacji w btonie
ER przez biatko Atp24 (biatko z rodziny p24 z Arabidopsis
thaliana). W badaniach in vitro wykazano, ze motyw dwaéch
sgsiadujacych lizyn wigze nie tylko biatka ptaszcza COPI, ale
tez GTPaze Arfl. Pozbawione tego motywu sygnatowego
biatko Atp24 trafia do wakuoli oraz na powierzchnie btony
komoérkowej [20]. U ssakéw motyw dwoch sasiadujgcych
lizyn wystepuje jedynie w biatkach p23 oraz p25, gdzie za-
pewnia silne wigzanie ptaszcza COPIl. W przypadku biatka
p25, wytgczenie tego sygnatu powoduje transport biatka do
aparatu Golgiego, do dalszych organelli oraz na powierzch-
nie komarki, gdzie nastepnie biatko to podlega endocytozie
[36]. Drozdzowy homolog biatka p25 - Emp24 - jest po-
zbawiony motywu dwdch sasiadujgcych lizyn, natomiast
podobng funkcje spetnia tu motyw dwdch aminokwaséw
aromatycznych (opisany wyzej motyw dwdéch fenyloalanin),
wigzacy podjednostke y-COP [28, 35]. Biatko Erv25 tez nie
zawiera typowego motywu KKXX, a jego funkcje petni w
tym przypadku zmodyfikowany motyw KTKHII [30],

PROPONOWANE FUNKCJE BIALEK p24

Mimo dos¢ szczegdtowych danych co do lokalizacji ko-
morkowej biatek p24 iich oddziatywan z innymi biatkami,
nie udato sie dotychczas ustali¢ ich funkcji ani wyjasnic,
dlaczego zostaty one utrzymywane w toku ewolucji. W
komoérkach ze zmutowanymi genami p24 opisano wiele
bardzo réznych fenotyp6éw, na podstawie ktérych zapro-
ponowano co najmniej cztery rézne funkcje dla biatek p24.
Ponizej przedstawiamy najpierw krétki przeglad znanych
fenotypow i ich interpretacji, a nastepnie prébujemy poka-
zac, ze wszystkie fenotypy zwigzane z mutacjami w genach
p24 mozna wyttlumaczy¢ jedng funkcjg molekularng - rolg
w utrzymaniu homeostazy lipidowej w btonach organelli
szlaku wydzielniczego.

BIALKA p24 SA RECEPTORAMI DLA
WYBRANYCH BIALEK TRANSPORTOWANYCH
SZLAKIEM WYDZIELNICZYM

W komérkach drozdzy biatka p24 sg potrzebne do wydaj-
nego transportu niektdrych biatek z ER; dotyczy to przede
wszystkim biatek z kotwicg GPI, jak na przyktad Gasi. W
mutancie emp24A ilo$¢ biatka Gasi pakowanego do peche-
rzykéw COPII wynosi okoto 70% w porédwnaniu ze szcze-
pem typu dzikiego, co powoduje cze$ciowg akumulacje
Gasi w komorce [15,37]. Fakt, ze zatrzymanie transportu
Gasi w mutancie emp24A jest niepetne (spadek o okoto 30%)
[15], wynika prawdopodobnie z aktywno$ci transportu nie-
specyficznego - tzw. bulk-flow - ktéremu biatka te miatyby
podlegac [38]. Poniewaz biatka Emp24 i Erv25 oddziatujg z
Gasi (cho¢ narazie nie wiadomo, ktéry fragment biatka Gasi
odpowiada za te oddziatywania), a jednocze$nie obydwa
wigzg tez podjednostki ptaszcza COPII, zaproponowano ze
biatka p24 funkcjonuja jako receptory dla Gasi, a takze dla
innych biatek z kotwicg GPI [39], Jednak najnowsze prace z
laboratorium H. Riezmana wykazujg, Ze to raczej inne biat-
ka sg aktywnie segregowane, podczas gdy biatka z kotwicg
GPI nie trafiajg wybiorczo do pecherzykéw transportowych,
zas rolg biatek p24 w tym procesie moze byé rekrutowanie
biatek z kotwicg GPIl do odpowiednich miejsc ,wyjscia" z
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ER albo wrecz udziat w organizacji tych rejonéw btony ER
[5,38], Wptyw biatek p24 na transport biatek z kotwicg GPI
nie jest ograniczony tylko do drozdzy. Ostatnio opisano,
ze w komdrkach ssakéw transport biatka DAF (ang. decay-
accelerating factor), wyposazonego w kotwice GPI, wymaga
specyficznie biatka p23 [40],

Konsekwencjg zaburzen w transporcie niektérych biatek
jest ich akumulacja w ER i pobudzenie w mutantach p24
systemu odpowiedzi na stres w ER, tzw. unfolded protein re-
sponse (UPR). To moze ttumaczy¢ nieprawidtowe wydziela-
nie Kar2 (drozdzowy homolog ssaczego biatka BiP), obser-
wowang w drozdzowych mutantach pozbawionych jedne-
go z gendéw biatek p24. Aktywacja systemu UPR powoduje
bowiem zwiekszenie syntezy biatka opiekunczego Kar2, co
moze prowadzi¢ do wysycenia receptora odpowiedzialnego
za jego odzysk z aparatu Golgiego - biatka Erd2 - i w kon-
sekwencji - do wydzielenia samego Kar2 [41]. Aktywacja
systemu UPR mozna tez wyttumaczy¢ inny fenotyp zwig-
zany z mutacjg emp24A: przywrdcenie zywotno$ci mutanta
secl3A (gen SEC13, kodujacy podjednostke ptaszcza COPII,
jest dla drozdzy genem niezbednym do zycia) - wiadomo
bowiem, ze pobudzenie systemu UPR pozwala na przezycie
mutantom uposledzonym w tworzeniu pecherzykéw COPII
[42,43]. Tak wiec proponowana funkcja biatek p24 jako re-
ceptoréw dla wybranych biatek wydzielniczych dobrze ttu-
maczy rowniez fenotypy wydzielania Kar2 i przywro6cenia
zywotnosci szczepom z mutacjg secl3A.

BIALKA p24 REGULUJA POWSTAWANIE
PECHERZYKOW COPI

Jak juz wspominaliSmy wyzej, biatka p24 oddziatujg z
podjednostkami ptaszcza COPI. Obecnos¢ niektérych biatek
rodziny p24 w pecherzykach COPI jest kwestig kontrower-
syjng - istniejg zar6wno doniesienia, ze sa nieobecne [44], jak
i takie, w ktdrych ilosciowo okreslono ich zawarto$¢ w pe-
cherzykach COPI [45] - jednak obecnie powszechnie przyj-
muje sie, ze biatka z rodziny p24 wystepujg w pecherzykach
COPI. Jak mozna uzasadni¢ ten fakt? Przede wszystkim,
jezeli peinig one w komaérce funkcje receptoréw dla biatek
transportowanych w pecherzykach COPII, to oddziatywa-
nie z COPI moze stuzy¢ odzyskowi kompleksu p24 do ER
wraz z innymi elementami strukturalnymi pecherzykow
[31]. Jednak wiadomo, ze w mutancie emp24A zaburzone
jest rowniez powstawanie pecherzykdédw COPI oraz trans-
port z aparatu Golgiego do ER [46]. Te fenotypy wskazuja,
ze biatka p24 wystepujg w pecherzykach COPI nie tylko w
charakterze biernego ,,tadunku”.

Udokumentowane oddziatywania biatek p24 z takimi
biatkami, jak GTPaza Arfl i aktywujace jg biatka ArfGAP,
oraz z elementami ptaszcza COPI sugeruja, ze biatka p24
aktywnie uczestniczg w transporcie powrotnym. Wyda-
je sie, ze odgrywajg wazng role w procesie paczkowania
pecherzykéw COPI. Wniosek ten oparty jest na wynikach
badan in vitro, w ktérych odtwarzano powstawanie peche-
rzykéw COPI, uzywajac liposoméw ioczyszczonych biatek.
W reakcji prowadzonej jedynie w obecnosci GTPazy Arfl,
jej regulatoréw oraz podjednostek ptaszcza COPI, wydaj-
no$¢ powstawania pecherzykéw z liposomoéw jest jednak
niska, podczas gdy dodanie do mieszaniny reakcyjnej cyto-
plazmatycznego fragmentu biatka p23 z kotwicg lipidowa
- lipopeptydu - poprawia wydajnos¢ reakcji. Stwierdzono
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ponadto, ze lipopeptyd jest konieczny do zwigzania z lipo-
somami biatek ptaszcza COPI i ze w obecnosci lipopeptydu
p23 efektywnos$é paczkowania jest niezalezna od sktadu lipi-
dowego liposomdéw. Dodatkowo, obecnos¢ lipopeptydu po-
wodowata segregacje GTPazy Arfl do wyrdznionych domen
btonowych [47], Obecnie biatka p24 sg uwazane za niezbhed-
ny sktadnik liposomoéw w doswiadczeniach odtwarzajacych
paczkowanie pecherzykéw COPI in vitro [47].

Wptyw biatek p24 na wydajne paczkowanie wynika
zapewne z ich zdolnosci do stymulowania polimeryza-
cji ptaszcza COPI. Wiasciwosé te wykazano in vitro, przy
czym heterotetramery - forma wystepujaca in vivo - dzia-
taty silniej niz homooligomery [48]. Stymulujagcy wptyw
biatek p24 na ptaszcz COPI wigze sie prawdopodobnie z
ich oddziatywaniami z Arfl-GDP - GTPazg Arfl w postaci
zwigzanej z czasteczkg GDP. Postulowany mechanizm tego
zjawiska zaktada, ze oddziatywanie takie powoduje zwig-
zanie GTPazy z btona, gdzie rezydujg biatka GEF, ktore wy-
mieniajg nukleotyd GDP na GTP, co z kolei prowadzi do
bezposredniego zakotwiczenia Arfl w btonie [7], Oddzia-
tywanie z p23 zapewniatoby tu szybkg i precyzyjnie zloka-
lizowang wymiane nukleotydu zwigzanego z GTPazg Arfl.
Po zwigzaniu GTP, Arfl oddysocjowywataby od biatka p23,
dzieki czemu powstawatyby na btonie dwa osobne miejsca
wigzania ptaszcza COPI: jedno tworzone przez biatko p23,
wigzace podjednostke y-COP [35], a drugie tworzone przez
GTPaze Arfl, oddziatujaca z podjednostky (3-COP [7], Takie
podwodjne wigzanie COPI dziatatoby stymulujgco na two-
rzenie ptaszcza. W dodatku stwierdzono in vitro, ze dimery
biatek p24 wigzg sie do biatka y-COP w dwdch niezalez-
nych miejscach. Zarazem to w#tasnie dimery, a nie mono-
mery sg wydajnie selekcjonowane do pecherzykéw COPI.
Na podstawie tych wynikéw postawiono wiec hipoteze, iz
obecnos¢ biatek p24 w pecherzykach COPI regulowana jest
dynamicznymi zmianami stanu ich oligomeryzacji. Wedtug
tego modelu, kompleksy wstepne COPI, wystepujgce w cy-
toplazmie, wykorzystujg podjednostke y-COP do statego
sondowania powierzchni aparatu Gotgiego. Jezeli dojdzie
do zwigzania aktywnej GTPazy Arfl-GTP oraz dimerow
p24 przez podjednostke y-COP, to inicjowane jest sktadanie
pecherzyka [35].

Jednoczes$nie istniejg dane wskazujace, ze cytoplazma-
tyczne konce biatek p24 sg inhibitorami reakcji hydrolizy
GTP przez Arfl wywotanej zwigzaniem biatek ptaszcza
COPI. Bez zahamowania tej reakcji dosztoby najpewniej
do zbyt wczesnej depolimeryzacji powstajacego ptaszcza
biatkowego, jeszcze przed petnym uformowaniem sie pe-
cherzyka. Jest to istotne zwtaszcza dla procesu sortowania
biatek przeznaczonych do transportu do tworzacych sie
pecherzykéw. Brak biatek p24 w btonie, powodujacy zbyt
szybka dysocjacje elementow ptaszcza ze wzgledu na wyz-
szg aktywnos$¢ ArfGAP, ograniczatby czas, jakim powstajacy
kompleks dysponuje na wyselekcjonowanie biatek. Z tego
powodu biatka p24 okresla sie jako ,wewnetrzny zegar" re-
akcji hydrolizy GTP przez Arfl [7].

Takze u drozdzy badania nad wptywem biatek p24 na
formowanie pecherzykéw COPI sugerujg, ze biatka te sg
aktywne w transporcie z aparatu Gotgiego do ER. Na ich
udziat w transporcie COPI wskazujg oddziatywania gene-
tyczne miedzy genami biatek rodziny p24 a genami kodu-
jacymi podjednostki ptaszcza pecherzykéw COPI: SEC21
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(kodujagcym y-COP), SEC27 (kodujagcym p'-COP), czy ge-
nem GLO3 (kodujgcym biatko o aktywnos$ci GAP wzgledem
Arfl). Mutant emp24A glo3A jest niezywotny, za$ mutanty
emp24A sec21-l i erv25A sec21-l nie rosng w temperaturze, w
ktdrej rosnie kazdy z pojedynczych mutantéw. Sugeruje to,
ze biatka Emp24 lub Erv25 sg istotne gdy kompleksy COPI
sg nie w petni funkcjonalne na skutek mutacji w genach ko-
dujacych ich podjednostki. Natomiast zwiekszenie poziomu
Glo3 w tych mutantach (emp24A sec21-l ierv25A sec21-l) zno-
si efekt, odpowiednio, braku Emp24 lub Erv25. Poniewaz
wiadomo, ze biatko Glo3 wigze podjednostke y-COP, moze
to sugerowac udziat biatek p24 w wigzaniu do btony biatek
ptaszcza COPI. Podobny wniosek wynika z doSwiadczen
in vitro, w ktérych przeprowadzano reakcje tworzenia pe-
cherzykéw COPI z bton aparatu Gotgiego wyizolowanych z
mutanta emp24A. Obserwowano w tych warunkach defektw
tworzeniu pecherzykdw COPI, ktory jest niewidoczny, gdy
reakcje przeprowadza sie przy nadmiarze oczyszczonych
biatek COPI. Za rolg biatek p24 w stabilizacji komplekséw
inicjujacych sktadanie pecherzykéw COPI przemawia tez
fakt, ze cytoplazmatyczne konce biatek Emp24 i Erv25 wigza
biatko Glo3 [46]. Dotychczas nie udato sie jednak wyjasnic¢
eksperymentalnie, jakie znaczenie dla transportu maja te
oddziatywania.

Jak ma sie funkcja biatek p24 w powstawaniu pecherzy-
kéw COPI do ich roli w transporcie biatek z kotwicg GPI?
Trzeba tu rozwazy¢ dwie mozliwosci. Po pierwsze, biatka
p24 moga petni¢ dwie niezalezne funkcje: jedng zwiazang
z sortowaniem biatek z kotwicg GPI do pecherzykéw CO-
PIl i drugg zwigzang z formowaniem pecherzykoéw COPI.
Natomiast druga mozliwo$¢ - prostsza i naszym zdaniem
bardziej prawdopodobna - jest taka, ze biatka p24 uczest-
niczg bezposrednio w tworzeniu pecherzykéw COPI, a za-
burzenia w przenoszeniu biatek z kotwicg GPI sg wtérnym
efektem zablokowania transportu powrotnego, niezbednego
dla odzyskiwania sktadnikéw maszynerii transportowej.

BIALKA p24 BIORA UDZIAL W KONTROLOWANIU
STRUKTURY TRANSPORTOWANYCH BIALEK

W ER dochodzi do fatdowania i modyfikacji biatek. Te o
nieprawidtowej konformacji, z podstawieniami aminokwa-
sowymi lub zle zmodyfikowane, ulegajg zatrzymaniu w ER
i stajg sie substratem dla systemu degradacji zwigzanej z ER,
tzw. ERAD (ang. Endoplasmic Reticulum Associated Protein De-
gradation). Mechanizm ten zabezpiecza komdrke przed tok-
sycznos$cig zwigzang z nagromadzeniem nieprawidtowych
biatek. Postuluje sie, ze biatka z rodziny p24 uczestniczg
w tej kontroli. Funkcje takg zaproponowano na podstawie
doswiadczen, w ktérych badano oddzialywania genetycz-
ne miedzy genem SEL-9 (koduje biatko p24 u Caenorhabditis
elegans) a genami L1IN-12 i GLP-1 (koduja biatka receptorowe
LIN-12/NOTCH, odpowiedzialne za oddziatywania mie-
dzykomdrkowe iza okreslenie specyficznego przeznaczenia
komérki podczas embriogenezy). Zaobserwowano bowiem,
ze redukcja aktywnos$ci biatka Sel-9 powoduje wzmozong
aktywnos$¢ receptorow LIN-12/NOTCH oraz zwiekszenie
ilosci zmutowanych receptoréw na powierzchni komoérek,
podczas gdy przy normalnie funkcjonujgcym biatku Sel-9
zmienione receptory zatrzymywane byty wewnatrz komar-
ki [49], Wyniki te wskazywaty na udziat biatka Sel-9 w usu-
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waniu nieprawidtowych biatek ze szlaku wydzielniczego,
zapewne poprzez ich degradacje.

Réwniez badania nad odktadaniem w moézgu ztogéw
peptydu p-amyloidu (AP) i rozwojem choroby Alzheime-
ra, wskazujg na udziat biatek p24 w kontroli jakosci trans-
portowanych biatek. Wyciszenie genu biatka p23 skutkuje
bowiem zwigkszeniem stabilnosci i poziomu wydzielania
prekursora p-amyloidu - biatka APP (ang. Amyloid Precur-
sor Protein). Podwyzszony poziom komérkowego APP moze
wynikac z tego, ze takze czasteczki APP o nieprawidtowej
konformacji sg transportowane na powierzchnie komérki
[50]. Kwestia ta jest jednak kontrowersyjna, gdyz inni au-
torzy twierdzg, ze brak jest wptywu p23 na poziom APP na
powierzchni komdrki [51]. Wiadomo natomiast, ze biatko
p23 jest sktadnikiem kompleksu y-sekretazy, ktory prote-
olitycznie tnie APP. Wyciszenie ekspresji genu biatka p23
z uzyciem techniki matych interferencyjnych RNA (siRNA)
powoduje zwiekszenie aktywnosci tego kompleksu wzgle-
dem APP itworzenie wiekszych ilosci peptydu A(3. Co wig-
cej, mutacje zmieniajace aktywnos$¢ y-sekretazy (zwiazane z
dziedzicznymi formami choroby Alzheimera) w potgczeniu
z wyciszeniem p23, wptywajg dodatnio na zwiekszenie ilo-
§ci Ap [50], Jedna z mozliwych interpretacji tego faktu jest
taka, ze biatko p23 uczestniczy w kontroli jakosci biatek i
jest potrzebne do degradacji zmienionych podjednostek
y-sekretazy.

W stanach wzmozonej aktywnos$ci wydzielniczej wydaj-
na kontrola fatdowania biatek jest szczeg6lnie wazna, gdyz
podwyzszone stezenie transportowanych biatek moze pro-
mowac ich agregacje. Wzrost poziomu syntezy biatek p24
jest zwigzany ze wzmozonym wydzielaniem podczas wy-
dzielania insuliny przez komorki p trzustki [25] oraz pod-
czas wydzielania hormonu proopiomelanokortyny (POMC)
przez komorki przedniego ptata przysadki u zaby Xenopus
laevis [52,53]. Zaohserwowano tez wzrost ekspresji jednego
z genow kodujacych biatko z rodziny p24 - ERS25 - w r6z-
nych warunkach stresowych, kiedy gromadza sie biatka o
nieprawidtowej konformacji i/lub zatrzymane jest wydzie-
lanie (stres oksydacyjny, podwyzszona temperatura, zasto-
sowanie zwigzkow chemicznych, takich jak tunikamycyna
czy brefeldyna A). Spostrzezenie to wspiera hipoteze o roli
biatek p24 w monitorowaniu homeostazy na szlaku wydzie-
lania [19].

Z kolei u drozdzy opisano sytuacje odwrotng. W mutan-
cie emp24Astwierdzono bowiem przyspieszona degradacje
zmutowanej formy wakuolarnego biatka karboksypeptyda-
zy Y (CPY), tak zwanego CPY*. Szybkos$¢ degradacji CPY*
zalezy od aktywnosci systemu ERAD iod wydajnosci trans-
portu z ER do aparatu Golgiego [54], Przyspieszenie degra-
dacji CPY* wskutek mutacji emp24A moze wiec wynika¢ z
dodatkowego pobudzenia systemu UPR, ktéry reguluje
transkrypcje wielu gendw, miedzy innymi stymulujac eks-
presje gendéw systemu ERAD i gendw biatek zaangazowa-
nych w transport ER-Golgi-ER [55].

Na udziat biatek p24 w kontroli jakoSci biatek u droz-
dzy wskazujg natomiast podobiefistwa miedzy mutacjami
emp24A iyos9A (biatko Yos9 jest elementem systemu ERAD),
takie jak brak wptywu na wzrost w réznych warunkach i
op6znienie transportu biatka Gasi, a takze bezposrednie od-
dziatywanie biatek Yos9 i Gasi [56,57]. Oddziatywanie Y0s9

80

z Gasi wigze sie z udziatem biatka Yos9 w kontroli jakosci
gtikozylowanych biatek [58]. Inng przestankg wspierajgcg
hipoteze o udziale biatek p24 w procesie kontroli jakosci
biatek u drozdzy, jest fakt ze brak biatka Bstl, deacetylazy
kotwicy GPI - podobnie jak brak biatka Emp24 - pozwala
na przezycie mutantowi secl3A, pozbawionemu podjed-
nostki ptaszcza COPII [57], Nalezy przy tym zauwazyé, ze
etap deacetylacji kotwicy jest jednym z etapéw kontroli ja-
kosci biatka z kotwicg GPI [59]. Podobienstwa oddziatywan
i fenotypow mutantow emp24A i yos9A czy emp24A i bstlA
wspierajg hipoteze, ze biatka p24 stanowig element systemu
kontroli jako$ci wybranych biatek, a w szczegdlnosci biatek
z kotwicg GPI.

BIALKA p24 PELNIA FUNKCJE STRUKTURALNE |
MORFOGENETYCZNE W ERGIC | APARACIE GOLGIEGO

Badania nad funkcjg biatek p24, oparte gtownie na ana-
lizie mikroskopowej, biochemicznej oraz doswiadczeniach
in vitro, pokazuja, ze biatka p24 peinig w btonach funkcje
strukturalne i morfogenetyczne. Szczeg6lne znaczenie przy-
pisuje sie w tym kontekscie biatku p23. W komérkach HelL a
sprowokowanie akumulacji p23 w ER - przez nadprodukcje
tego biatka - prowadzi do wytworzenia sie domen o regu-
larnej morfologii, zawierajgcych zakumulowane biatko p23.
Towarzyszy temu fragmentacja aparatu Golgiego, pozba-
wionego w tych warunkach biatka p23. Mimo tak silnego
wptywu na morfologie ER i aparatu Golgiego, w komor-
kach nadprodukujacych p23 nie stwierdzono zahamowania
transportu z udziatem pecherzykéw COPI i COPII, co suge-
ruje, ze fenotyp morfologiczny nie jest po prostu wtérnym
skutkiem zaburzen w transporcie biatek [60]. Takze u myszy
wykazano wptyw p23 na morfologie aparatu Golgiego w
komérkach nerek iwatroby: delecja jednego allelu tego genu
powoduje rozszerzenie cystern Golgiego oraz pojawienie sie
btoniastych struktur sferycznych [21]. Ponadto, biatka p24 sg
niezbedne w procesie tworzenia peroksysomdéw u Hansenula
polimorpha [61].

Wptyw biatek p24 na ksztatltowanie organelli szlaku wy-
dzielniczego moze wynika¢ z ich oddziatywan z innymi
biatkami. Na przykiad, zmiany w budowie aparatu Gol-
giego moga wynika¢ z oddziatywan z petnigcymi funkcje
strukturalne biatkami macierzy aparatu Golgiego, jak pil5,
GM130, GRASP55 czy GRASP65 [62]. Z kolei oddziatywanie
biatek p24 z ptaszczem COPI iich udziat w stabilizowaniu
COPI na btonie, jest istotny nie tylko dla wspomnianego juz
tworzenia pecherzykow, ale takze dla utrzymania struktury
aparatu Golgiego i dla powstawania struktury ERGIC [63],
Jednak rola biatek p24 w morfologii organelli wydzielni-
czych moze sie tez wigzac z ich wptywem na rozmieszcze-
nie cholesterolu w btonach. Taka hipoteze postawiono na
podstawie analizy komérek nadprodukujgcych biatko p25
pozbawione sygnatu dwdch sasiadujacych lizyn (KKVV).
Zmienione biatko akumulowato sie w p6znych endosomach,
powodujac zmiany w morfologii endosomoéw i promujac ich
agregacje. Okazato sie, ze akumulacji p25 w endosomach
towarzyszy relokacja cholesterolu: wykluczenie go z bton
endosomalnych i akumulacja w regionach perinuklearnych,
w strukturach zawierajacych biatko Lampl - marker lizo-
somow [36]. Efekt wykluczania cholesterolu przez biatka z
rodziny p24 prawdopodobnie wystepuje takze w obrebie
aparatu Golgiego. Na podobnej zasadzie, akumulowanie
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biatek p24 do pecherzykéw COPI réwniez moze powodo-
wac¢ wykluczanie cholesterolu z bton tych pecherzykow.
Mechanizm ten ttumaczytby, w jaki sposéb utrzymywany
jest gradient stezenia cholesterolu obserwowany w btonach
organelli szlaku wydzielniczego [36].

ZAKONCZENIE

Wymienione powyzej proponowane funkcje biatek p24
nie wykluczajg sie wzajemnie. Transport z ER do aparatu
Golgiego w pecherzykach COPII, powstawanie pecherzy-
kéw COPI i transport powrotny z aparatu Golgiego do ER,
kontrola jakosSci biatek w szlaku wydzielniczym i prawidto-
wa morfogeneza organelli wydzielniczych, to zjawiska $cisle
ze sobg powigzane. System kontroli jakosci transportowa-
nych biatek moze dziata¢ poprawnie tylko wtedy, gdy zaan-
gazowane w ten transport organella sg zbudowane prawi-
dtowo, zas$ zaburzenia w kontroli jakosci prowadzg do trans-
portowania nieprawidtowych biatek, co moze powodowaé
zmiany w morfologii organelli wydzielniczych. Zmianami w
budowie tych organelli mozna wyjasni¢ rdwniez defekty w
funkcjonowaniu pecherzykéw COPI i COPII, a zaburzenia
w transporcie mogg z kolei odpowiada¢ za nieprawidtowy
sktad i budowe organelli wydzielniczych. Tak wiec wszyst-
kie opisane fenotypy mutantéw p24 mozna sprowadzi¢ do
nieprawidtowej budowy organelli szlaku wydzielniczego
i wynikajgcych z tego wtornych zaburzen. Proponujemy
zatem model, w ktérym biatka p24 regulujg strukture bton
organelli szlaku wydzielniczego i w ten sposdb posrednio
wplywajg na sortowanie i transport zar6wno biatek, jak i
lipidow.

W tej sytuacji powstaje jednak pytanie, w jaki sposob
biatka p24 wptywaja na budowe organelli wydzielniczych.
Stawiamy hipoteze, ze moze to wynika¢ z ich udzialu w
utrzymywaniu homeostazy lipidowej bton. Jak biatka p24
miatyby realizowac te funkcje? By¢ moze przez swoj wpltyw
na GTPaze Arfl i czynniki ArfGAP, a co za tym idzie - na
szereg biatek efektorowych GTPazy - na przyktad na fosfo-
lipazy. A moze poprzez bezposredni wptyw na segregacje
w btonach cholesterolu iinnych lipidow. Przyszte ekspery-
menty powinny dostarczyé nam odpowiedzi na powyzsze
pytania.
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The p24 family proteins - regulators of vesicular trafficking
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ABSTRACT

The trafficking of proteins in the secretory pathway is mediated by vesicles. Proteins of the p24 family are present on the membranes of secre-
tory pathway organelles (ER, Golgi, COPI and COPII vesicles). Evidence exists showing that p24 proteins play a role in the development of Al-
zheimer disease, making them an interesting research subject. Their presence in the secretory pathway and their tissue-dependent expression
levels suggest that p24 proteins are involved in secretion. However, their molecular function is not clear. Several potential functions have been
proposed for p24 proteins: (1) that they function as receptors for selected cargo; (2) that they regulate vesicle biogenesis; (3) that they perform
structural and morphogenetic functions in the secretory pathway; (4) that they are responsible for quality control of transported proteins. In
this article, we provide a critical review of the postulated functions of p24 proteins.
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Szok termiczny a podatno$¢ organizmow na zakazenie i stres osmotyczny

STRESZCZENIE

zok cieplny wywotuje wiele fizjologicznych zmian w kazdej komorce. Detekcja szoku
S oraz aktywacja szlakow przekazywania sygnatow komoérkowych prowadzi do aktywacji
czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny Hsf i do wzmozonej ekspresji genéw kodujacych
biatka stresu. Ich zadaniem jest szeroko pojeta ochrona biatek, to jest zapobieganie agregacji
polipeptydéw o biednej strukturze oraz niedopuszczanie do oddziatywania rozwinietych
biatek z niewtasciwymi partnerami. Poza tym, biatka Hsp przywracaja uszkodzonym przez
stres polipeptydom prawidtowg konformacje, aw przypadkach kiedy defekty sa zbyt duze,
kierujg uszkodzone polipeptydy do degradacji. W pracy podkreslona jest szczeg6lna rola
biatek Hsp w odpowiedzi immunologicznej dwéch odlegtych ewolucyjnie gromad zwierzat:
ssak6ow i owad6éw. Poza ogdlng charakterystyka odpowiedzi komérki na szok cieplny opi-
sano pozytywne skutki, jakie moze przynie$¢ poddanie organizmu dziataniu podwyzszonej
temperatury. Zwrécono uwage na fakt, ze doswiadczenie szoku cieplnego moze determino-
wac reakcje organizméw na inny rodzaj stresu, jak na przyktad zakazenie u ssakéw i owa-
déw czy szok osmotyczny u drozdzy. W pracy uwzgledniono réwniez wzajemne oddziaty-
wanie szlakéw przekazywania sygnatow aktywowanych w warunkach stresowych.

WPROWADZENIE

Kazda zywa komorka, niezaleznie od tego czy jest samodzielnym orga-
nizmem czy czesScig ztozonego organizmu wielokomoérkowego, reaguje na
zmieniajace sie warunki Srodowiska zewnetrznego, jak i wewnetrznego. Na
te reakcje sktada sie percepcja zmiany oraz przekazanie sygnatu prowadzace
do adaptacji fizjologii kom6rki do zmienionych warunkéw. Takimi zmianami
wymagajgcymi przystosowania mogg by¢: wzrost lub obnizenie temperatury,
stres oksydacyjny, stres osmotyczny, niedob6r substancji odzywczych, zmiana
pH czy zakazenie. Kazda z nich indukuje charakterystyczne dla siebie szlaki
przekazywania sygnatu. Oprécz tego aktywowane sg mechanizmy bardziej uni-
wersalne, regulujace ekspresje genéw, ktérych produkty biatkowe petnig istotng
funkcje w adaptacji komdrki do szeroko rozumianych niekorzystnych zmian.
Nalezg do nich synteza biatek szoku cieplnego (Hsp, ang. heat-shock proteins) czy
tez biatek Grp (ang. glucose-regulated proteins), zwanych ogdélnie biatkami stresu.
Jest to tak zwana ogdlna odpowiedZ na stres. U Saccharomyces cerevisiae w 0go6l-
nej odpowiedzi na stres, zwanej czasami odpowiedzig na stres srodowiskowy,
biorg udziat dwa czynniki transkrypcyjne zawierajagce motywy palcow cynko-
wych: Msn2p oraz Msn4p (ang. multicopy suppressor of snfl) [1,2]. W optymal-
nych warunkach wzrostu czynniki te znajdujg sie w cytoplazmie, za§ w warun-
kach stresowych przemieszczaja sie do jadra komorkowego, gdzie wiazg sie do
elementéw STRE (ang. stress-response element), zawierajgcych motyw CCCCT w
promotorach genéw docelowych [3], Wykazano, ze u drozdzy S. cerevisiae oko-
fo 200 gendw zawiera element STRE w sekwencji promotorowej [4,5], Nalezag
do nich, miedzy innymi, geny kodujace biatka szoku cieplnego HSP12, HSP26,
HSP104, geny biorgce udziat w metabolizmie komérkowym, np. gen kodujacy
heksokinaze HXK1, syntaze trehalozo-6-fosforanu TPS1, katalaze CTT1, dysmu-
taze ponadtlenkowg SOD2. Nalezy tu wspomnie¢, ze ekspresja genéw w od-
powiedzi na stres jest negatywnie regulowana przez kinaze biatkowg A (PKA;
szlak RAS-cAMP). Aktywnos$¢ PKA jest wyzsza u drozdzy w logarytmicznej fa-
zie wzrostu, a obniza sie w fazie stacjonarnej. Z tego powodu, miedzy innymi,
drozdze intensywnie dzielace sie sg bardziej podatne na stres, niz drozdze z fazy
stacjonarnej [6,7],

Dzieki poznaniu zjawiska ogdlnej odpowiedzi na stres mozemy wyjasnic¢
mechanizmy cross-protekcji, to znaczy zwiekszonej odpornosci na jeden rodzaj
stresu po uprzednim dziataniu innego. Itak na przyktad, drozdze poddane dzia-
taniu podwyzszonej temperatury sg bardziej odporne na stres osmotyczny [8].
Mechanizmy cross-protekcji obserwuje sie rowniez u wyzszych organizmow.
Drosophila melanogaster poddana szokowi cieplnemu jest bardziej odporna na
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obnizenie temperatury [9], Mozna wiec stwierdzi¢, ze po-
wiedzenie ,,co nas nie zabije, to nas wzmocni", ma moleku-
larne uzasadnienie.

SZOK CIEPLNY

Zmiany temperatury poza zakres warunkéw optymal-
nych o 5-10°C prowadzg do szoku cieplnego [10]. U niekto-
rych ryb moze on byé spowodowany wzrostem tempera-
tury wody juz do 5°C. Bakterie termofilne z kolei, dzielgce
sie w 50°C, doswiadczajg szoku przy wzroscie temperatury
powyzej 60°C. Drozdze paczkujgce Saccharomyces cerevisiae,
dla ktérych optymalng temperaturag wzrostu jest 28-30°C,
doswiadczajg szoku w 35-37°C. Komoérki, ktére nie sg w sta-
nie dostosowac sie do podwyzszonej temperatury okresla
sie jako termowrazliwe (Ts, ang. temperature-sensitive). Dla
wiekszosci szczepow Saccharomyces cerevisiae temperatura
powyzej 41°C prowadzi do $mierci komdrek. Drozdze, kto-
re sg w stanie przezy¢é w temperaturze do 55°C okresla sie
jako termotolerancyjne [11], Muszka owocowa, Drosophila
melanogaster, posiada zdolno$¢ przetrwania w zakresie od
-10°C do ponad 40°C, przy czym temperaturg optymalng
jest dla niej okoto 25°C [12].

Poddanie zywego organizmu dziataniu podwyzszonej
temperatury powoduje wiele zmian w komdrce, takich jak:
denaturacja biatek, powstawanie agregatow biatkowych,

Homo sapiens

monomery Hsf-1

Saccharomyces cerevisiae

trimer Hsf-1

trimer Hsf-1
stres
—
DNA DNA
HSE HSE

Rycina 1. Aktywacja czynnika Hsf u cztowieka i drozdzy Saccharomyces cerevisiae.
W optymalnych warunkach nieaktywne monomery Hsf u cztowieka znajduja sie
w cytoplazmie, za$ w szoku cieplnym tworzg ufosforylowane trimery, nabywajac
kompetencji do wigzania DNA. Aktywny Hsf wigze si¢ do promotoréw genéw
docelowych, regulujgc ich transkrypcje. U drozdzy Saccharomyces cerevisiae, czyn-
nik transkrypcyjny Hsf, w potaczeniu z biatkami Hsp (ktére czesciowo hamuja
jego aktywno$¢) znajduje sie w jadrze komérkowym, gdzie reguluje ekspresje
wybranych genéw na podstawowym poziomie. W warunkach szoku cieplne-
go, biatka Hsp sa odtagczane od Hsf przez niesfatdowane badz nieprawidtowo
sfatdowane biatka (kolor z6tty), powodujac petng aktywacje Hsf i intensywng
transkrypcje genéw zawierajgcych motyw HSE. Na podstawie [11,21] - zmody-
fikowane.
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zmiany w strukturze lub ptynnosci bton biologicznych oraz,
w zaleznosci od intensywnosci szoku, przejsciowe zahamo-
wanie cyklu komdrkowego. Szok cieplny hamuje przede
wszystkim te procesy, ktére sa przeprowadzane przez duze
kompleksy biatkowe. Jednym z takich proceséw jest dojrze-
wanie mMRNA, ktérego zahamowanie powadzi do kumula-
cji pre-mRNA i niedoboru dojrzatego mRNA, a w konse-
kwencji - do wstrzymania syntezy wielu biatek przy jed-
noczesnej wzmozonej produkcji biatek Hsp. Czasami dtu-
gotrwaty badz zbyt drastyczny szok cieplny moze okazaé
sie dla komaérki letalny. Dotychczas nie poznano wszystkich
mechanizméw prowadzacych do $mierci komérki w szoku
cieplnym. Istnieje kilka koncepcji wyjasnienia tego zjawiska.
Jedng z mozliwosci jest istnienie w komaorce biatek istotnych
do przezycia, a wyjatkowo wrazliwych na podwyzszong
temperature. Inna mozliwos¢ jest taka, ze zdenaturowane
lub/i zagregowane biatka powstajgce w szoku cieplnym
sg dla komorki toksyczne. Mozliwe jest rowniez, ze zaan-
gazowanie wielu polipeptydow w odpowiedz komorki na
dziatanie wysokiej temperatury uniemozliwia ich udziat w
podtrzymywaniu innych, istotnych dla zycia funkcji [13].

Reakcje organizmu na szok cieplny po raz pierwszy
opisat w 1962 roku Ferruccio Ritossa, ktéry zauwazyt, ze
podwyzszenie temperatury hodowli muszki owocowej in-
dukuje wzmozong aktywnos$¢ niektorych loci na chromo-
somach politenicznych larw [14], Poza tym zaobserwowat
szczegoblny profil ekspresji genéw w $liniankach owada w
warunkach szoku cieplnego. Jednak dopiero p6zniej, bo w
1974 roku, wykazano ze wiele genéw ulegajacych intensyw-
nej ekspresji w podwyzszonej temperaturze koduje biatka,
ktore nazwano bhiatkami szoku cieplnego [15]. Ekspresja ich
gendw zachodzi przy udziale czynnikéw transkrypcyjnych
z rodziny Hsf (ang. heat-shockfactor). U ssakow zidentyfiko-
wano cztery czynniki Hsf, z ktérych najwiekszg ekspresje
wykazujg Hsf-1 i Hsf-2, przy czym Hsf-1 jest bardziej uni-
wersalny. W optymalnych warunkach, Hsf-1 znajduje sie w
cytoplazmie jako monomer, ktéry nie jest w stanie wigzac
sie do DNA. W warunkach stresu jest on fosforylowany,
ulega trimeryzacji, nabywajac kompetencji do wigzania sie
do DNA. Wedruje wowczas do jagdra komorkowego, gdzie
wigze sie do promotoréow gendw docelowych [16-19]. Po-
dobnie wyglada aktywacja czynnika Hsf u Drosophila me-
lanogaster [20], U drozdzy Saccharomyces cerevisiae, czynnik
Hsf-1 jest niezbedny do przezycia. W optymalnych warun-
kach wzrostu, w kompleksie z biatkami, takimi jak Cpr7p,
Hsc2p, Sselp, wigze sie on do promotoréw genow utrzy-
mujac ich ekspresje na podstawowym poziomie. W warun-
kach stresu, pojawienie sie niesfaldowanych polipeptydéw
powoduje oddysocjowanie zwigzanych z Hsf-1 biatek, a
tym samym jego peing aktywacje i intensywng transkrypcje
genow zaleznych od tego czynnika [11]. Aktywacja czynni-
ka Hsf u ssakéw idrozdzy Saccharomyces cerevisiae jest sche-
matycznie przedstawiona na Ryc. 1.

Geny, ktérych transkrypcja jest regulowana przez Hsf,
majg w swoich promotorach sekwencje HSE (ang. heat-shock
element), zawierajagcg odwrocone, komplementarne powto-
rzenia motywu nGAAnN, np. nTTCnnGAANNnTTCn. Liczba
powtdrzen oraz dzielgcych je nukleotydow jest czynnikiem
warunkujacym ekspresje konkretnego genu przez dany
czynnik Hsf. Biatkami regulowanymi przez Hsf sg wspo-
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mniane wcze$niej biatka szoku cieplnego. Z drugiej strony
wiadomo, ze kumulacja biatek szoku cieplnego hamuje ak-
tywnos$¢ czynnika Hsf i jest sygnatem do wyciszenia odpo-
wiedzi na stres. Proces ten, zwany autoregulacjg odpowie-
dzi na stres, ma miejsce zar6wno u drozdzy, owadow, jak i
ludzi [18,22].

Biatka szoku cieplnego mozna podzieli¢ na te, ktére sa
konstytutywnie syntetyzowane - biatka Hsc (ang. heat-shock
cognate; na przykiad Hsc70) oraz na indukowalne - Hsp,
ktorych produkcja zwieksza sie w warunkach stresowych.
Syntetyzowane w szoku cieplnym biatka Hsp funkcjonu-
ja gtéwnie jako biatka opiekuncze. Przytaczaja sie one do
uszkodzonych biatek, uniemozliwiajac ich oddziatywania z
niewtasciwymi partnerami oraz przywracajgc im prawidto-
wa strukture. Biatka, ktorych struktura zostata nieodwra-
calnie uszkodzona sg kierowane to proteolitycznej degrada-
cji [23,24], Dzigki biatkom Hsp ma miejsce indukcja syntezy
trehalozy - dwucukru, ktérego zadaniem jest ochrona bia-
tek przed denaturacja. Z tego powodu trehaloza nazywa-
na bywa ,,chemicznym chaperonem™ [25]. Poziom syntezy
biatek Hsp zmienia sie w zaleznosci od fazy cyklu komar-
kowego, stopnia rozwoju i réoznicowania. W optymalnych
warunkach wzrostu, biatka szoku cieplnego odpowiadajg
za faldowanie natywnych biatek, zapobiegajg ich niepo-
zadanej agregacji, biorg udziat w tworzeniu kompleksow
biatkowych, transporcie biatek przez btony biologiczne,
degradacji biatek, a takze regulacji aktywnosci czynnikéw
transkrypcyjnych oraz kinaz biatkowych. Odgrywajg one
réwniez istotng role w reakcjach immunologicznych u bar-
dziej ztozonych organizmow, o czym bedzie mowa poézniej.
Biorac za kryterium ich mase czasteczkowa, jak réwniez
kompleksy funkcyjne jakie tworza, biatka szoku cieplnego
mozemy podzieli¢ na kilka grup. Kazda z nich mogtaby by¢
tematem oddzielnego opracowania, dlatego ponizej nakre-
Sle jedynie ogolny obraz tych biatek, odsytajac czytelnika
do prac przegladowych, charakteryzujacych szczegdtowo
dang grupe biatek.

BIALKA HsplOO

Biatka Cip/HsplOO nalezg do duzej rodziny AAA+ (ang.
ATP-ases associated with various cellular activities). Cechuje je,
miedzy innymi, budowa oligomeryczna, obecno$¢ domen
wigzacych ATP typu Walker (ang. walker-type) oraz wyko-
rzystywanie energii pochodzacej z hydrolizy ATP. Biatka
HsplOO cechuje zdolno$é do rozbijania komplekséw biatko-
wych oraz do rozwijania struktur prawidtowo zwinietych
biatek. Tworzg one homoheksamery, a wiele z nich réwniez
heterooligomeryczne kompleksy z peptydazami. W pierw-
szym etapie biatka Cip/HsplOO rozpoznajg biatko doce-
lowe, wiazg je, a nastepnie, wykorzystujgc energie z ATP,
rozwijaja i aktywnie transportujg wewngatrz kompleksu do
miejsca o aktywnosci peptydazy, gdzie rozwiniete biatko
jest degradowane. W przypadku biatek nie zwigzanych z
peptydazami ma miejsce rozbicie kompleksow biatkowych
badZz zmiana struktury biatka. U drozdzy Saccharomyces ce-
rvisiae biatko Hspl04 odgrywa istotng role w rozpuszcza-
niu agregatdw biatkowych powstatych wskutek warunkdéw
stresowych (np. szoku cieplnego) podczas powrotu do
wzrostu w warunkach optymalnych. Preinkubacja droz-
dzy w 37°C, powoduje zwiekszenie ich przezywalnosci w
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temperaturze 55°C, miedzy innymi ze wzgledu na zwiek-
szong ilos¢ biatka Hspl04. Wiecej informacji na temat biatek
HsplOO znajdzie czytelnik w pracach [26,27].

BIALKA Hsp90

Biatka Hsp90 (zwane takze HSPC) sa najliczniejsze spo-
§rod wszystkich biatek szoku cieplnego. W stanie fizjo-
logicznym moga one stanowié¢ od 1% do 2% wszystkich
protein [28]. U ludzi istnieje wiele biatek nalezacych do tej
rodziny: Hsp90a, Hsp90R w cytoplazmie, Hsp9ON — za-
socjowane z kinazg Raf oraz Grp90, Trapi odpowiednio
w siateczce $rodplazmatycznej i mitochondrium [29,30].
Drozdze Saccharomyces cerevisiae posiadajg dwa geny kodu-
jace Hsp90, tj. HSP82, ktorego ekspresja jest indukowana
szokiem cieplnym, oraz HSC82, ktérego ekspresja zachodzi
konstytutywnie [31]. Mutanty delecyjne w kazdym z tych
genow sg zywotne, podczas gdy utrata obydwu genow jest
dla drozdzy letalna. Drosophila melanogaster posiada jeden
gen kodujacy Hsp90, tj. HSP83 [32], Biatka Hsp90, czesto w
kompleksach z innymi biatkami stresu (np. Hsp70), przyta-
czajg sie do polipeptydéw, przywracajac im badz utrzymu-
jac je w odpowiedniej konformacji. W stanie fizjologicznego
wzrostu Hsp90 wykazujg pewng wybidrczos$é, tj. tacza sie z
wybranymi biatkami, tzw. ,,klientami" Hsp90. Do tych bia-
tek nalezg kinazy biatkowe: Src, Raf, Akt, Her2, EGRF, Abl;
czynnik transkrypcyjny Hsf; czynniki translacyjne: elF2a,
elF4F; receptory steroidowe; biatko p53 oraz telomeraza.
Lista biatek, u ktérych stwierdzono oddziatywanie z Hsp90
stale ro$nie (http://www.picard.ch/downloads/Hsp90in-
teractors.pdf). Rolg homodimeréw Hsp90 jest utrzymywa-
nie swoich , klientow" w odpowiedniej konformacji, ktora
umozliwia im aktywacje w odpowiedzi na dany bodziec.
Jest to tak zwany stan kompetencji konformacyjnej. Od-
grywajg wiec wazng role w przekazywaniu sygnatéw w
komorce. Biatka Hsp90 ,,wspotpracujg” z wieloma biatka-
mi pomocniczymi i do swojej aktywnosci potrzebujg ATP.
Zmiany konformacyjne spowodowane wigzaniem ATP
determinujg wigzanie sie Hsp90 z ich wieloma biatkami
pomocniczymi, co z kolei determinuje zdolno$¢ do wigza-
nia ,klientéw". Biatka Hsp90 razem z Hsp40 biora udziat
w regulacji aktywnosci czynnika transkrypcyjnego Hsf we
wspomnianej wczesniej autoregulacji odpowiedzi na stres.
W komorkach Drosophila melanogaster oraz w komoérkach
ssakdw z zahamowang aktywnoscig Hsp90 wykazano
op6znienie w nabyciu termotolerancji i wygaszeniu odpo-
wiedzi na stres. Ponadto, zahamowanie aktywnos$ci Hsp90
prowadzi do aktywowania odpowiedzi na stres pod nie-
obecnos$¢ stresu [19,33,34].

SzczegOlnie interesujgca jest rola biatek Hsp90 w bufo-
rowaniu zmian genetycznych, to jest niedopuszczaniu do
fenotypowego ujawnienia sie mutacji, ktore zaszty w ge-
nomie organizmu. Biatka Hsp90 wigzg zmutowane biatka/
peptydy i nadajg im strukture umozliwiajgca prawidtowe
wykonywanie swoich funkcji. Te utajone mutacje moga
ujawni¢ sie w warunkach niedoboru biatka Hsp90, na przy-
ktad w silnym stresie, kiedy Hsp90 sg zaangazowane w ta-
godzenie jego skutkow. Osobniki z wyrazong w fenotypie
mutacjg podlegajg wowczas prawom doboru naturalnego
Darwina [35,36],
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RODZINA BIALEK Hsp70/Hsp40

Genom cztowieka zawiera 13 gendéw kodujacych biatka
rodziny Hsp70 (zwanej takze rodzing HSPA), muszka owo-
cowa Drosophila melanogaster i drozdze Saccharomyces cere-
visiae posiadajg odpowiednio 12 i 14 genéw dla Hsp70, za$
Escherichia coli - jedynie trzy [37], Biatka Hsp70 mieszczg sie
w roznych przedziatach komdérkowych, jak cytosol, $wiatto
siateczki Srédplazmatycznej czy mitochondrium. Stabilizuja
one nowopowstajace polipeptydy juz w trakcie ich syntezy
na rybosomie i transportu przez btony biologiczne. Odby-
wa sie to przy wspétudziale biatek pomocniczych z rodziny
Hsp40 (zwanej takze rodzing DnaJ) oraz z wykorzystaniem
energii czerpanej z hydrolizy ATP. Warto zaznaczyé¢, ze po-
lipeptydy ze znacznym uszkodzeniem struktury moga by¢
kierowane do degradacji w systemie zaleznym od ubikwi-

tyny [38],

Ekspresja genow kodujacych biatka z rodziny Hsp70
znacznie zwigksza sie w stresie; niektdre z nich ulegajg eks-
presji tylko w warunkach stresowych co umozliwia ,na-
prawe" uszkodzonych biatek oraz synteze nowych. Nalezy
réwniez wspomnieé, ze biatka nalezace do rodziny Hsp70
hamujg apoptoze poprzez powstrzymywanie tworzenia
apoptosomu oraz blokowanie aktywacji kinaz z rodziny
p38 i INK indukowanych stresem, a takze biorg udziat w
rozbijaniu niepozgdanych agregatéw biatkowych. Z tego
powodu okresla sie je mianem molekularnych detergentow.
Warto zauwazy¢, ze u ssakow, miedzy innymi ze wzgledu
na swoje antyapoptotyczne witasciwosci, biatka Hsp70 od-
grywaja role w nowotworzeniu. W komdrkach nowotwo-
rowych obserwuje sie zwiekszony poziom Hsp70. Wiecej
informacji dotyczacych rodziny Hsp70 czytelnik moze zna-
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Rycina 2. Rola biatek szoku cieplnego w stymulacji odpowiedzi immunologicz-
nej. Biatko szoku cieplnego (np. Gp96, Hsp70, Hsp90) w potaczeniu z peptydem
wigze sie do receptora R1 (np. CD91) komérki prezentujacej antygen (APC), ulega
wiaczeniu, po czym peptyd jest prezentowany przez MHC klasy | limfocytom T.
Prowadzi to do powstania limfocytéw T pamigci immunologicznej skierowanych
przeciwko prezentowanym peptydom. Antygenowo niespecyficzna odpowiedz
polega na oddziatywaniu kompleksu z receptorem R2 (np.TLR2, TLR4, CD36,
CD91, CD40) i aktywacji komérki prezentujacej antygen, czego skutkiem jest
uwolnienie mediatoréw oraz zwigzkéw cytotoksycznych a takze wzrost syntezy
MHC klasy i ll, oraz kostymulatoréw CD80/86. IL - interleukina; TNF - czynnik
martwicy nowotworu (ang. tumor necrosisfactor); GM-CSF - czynnik stymulujacy
tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagéw (ang. granulocyte macrophage colo-
ny-stimulating factor); NO - tlenek azotu; MCP-1 - biatko chemotaktyczne mono-
cytéw (ang. monocyte chemotactic protein); M IPla - biatko zapalne makrofagéw
(ang. macrophage inflammatory protein); APC - komérka prezentujgca antygen (ang.
antigen- presenting cell). Na podstawie [21,57,58] - zmodyfikowane.
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lez¢ w kilku opublikowanych ostatnio pracach przeglado-
wych [39-43].

RODZINA BIALEK Hsp60/HsplO

Podobnie do Hsp70, rodzina biatek Hsp6O (zwana tak-
ze rodzing HSPD) bierze udziat w dojrzewaniu biatek [44],
Razem z biatkami pomocniczymi - HsplO (GroES u Proka-
ryota) - tworzg wielkoczasteczkowe kompleksy, wewnatrz
ktérych powstaje $rodowisko, sprzyjajace prawidtowe-
mu fatdowaniu biatka [44-47], Warto zaznaczy¢, ze biatka
Hsp6éO sa bardzo immunogenne [48], Bakteryjne GroEL
wielu patogenow silnie indukuje zarowno komdrkowa, jak
ihumoralng odpowiedz immunologiczng [47,49].

MALE BIALKA SZOKU CIEPLNEGO

Do grupy sHsp (ang. small Hsp, HSPB) nalezg biatka o
masie czgsteczkowej od 12 do 43 kDa [50]. Tworzg one funk-
cyjne oligomery sktadajace sie z 12- 24 podjednostek. Kazda
z nich zawiera S$cisle zachowang domene a-krystaliny oraz
stabo zachowane w ewolucji domeny N- kofncowg i krotka
C-kornicowq [51]. Przyktadami biatek sHsp sa: Hsp26, Hsp42
u drozdzy Saccharomyces cerevisiae, Hsp27/26/22/23 u Dro-
sophila melanogaster czy Hsp25/27, Hsp20, HspB2/B3 u ssa-
kéw. Ekspresja genéw kodujgcych biatka sHsp zalezy od
warunkéw wzrostu, stopnia rozwoju tkanki/narzadu czy
stopnia zr6znicowania. Nadekspresja gendw niskoczastecz-
kowych biatek Hsp prowadzi do nabycia termotolerancji
[62]. W przeciwieAstwie do pozostatych biatek, sHsp nie
wymagajg do swojej aktywnosci ATP [53]. Konsekwencja
tego jest brak zdolnos$ci tych biatek do fatldowania poli-
peptyddw. Ich rolg jest jedynie wigzanie zdenaturowanych
biatek i ich ochrona przed tworzeniem agregatéw i precy-
pitacja. Tak chronione biatka mogg by¢ nastepnie poddane
faldowaniu przez kompleksy biatek opiekunczych zalezne
od ATP. Z tego powodu, mate biatka Hsp nazywane sg biat-
kami podtrzymujacymi (ang. holding chaperones) [54-56].

ROLA BIALEK SZOKU CIEPLNEGO W
ODPOWIEDZI IMMUNOLOGICZNEJ

Biatka szoku cieplnego od wielu lat sg przedmiotem za-
interesowania immunologéw. Ich synteza wzrasta w czasie
zakazenia czy uszkodzenia tkanki. Z uwagi na swa funkcje
biatek opiekunczych, wigzg sie z wieloma r6znymi polipep-
tydami. Oznacza to, ze w danym czasie, w kazdej komadrce
znajdujg sie biatka Hsp zwigzane z calg gamg réznych pep-
tydéw, stanowigcych niejako ,biblioteke"” peptydéw ko-
morkowych. Ws$rod nich znajdujg sie peptydy prawidtowe,
jak rowniez nieprawidtowe, powstajgce w warunkach stre-
sowych czy w wyniku mutacji. Te nietypowe peptydy moga
by¢ eksponowane na powierzchnie komérki, stanowigc sy-
gnat, ze dana komorka jest chora. Kiedy zmiany w komar-
kach sg znaczne, dochodzi do ich lizy, a zawarto$é, w tym
biatka szoku cieplnego zwigzane z peptydami, wydostaje
sie do przestrzeni miedzykomadrkowych, co stanowi sygnat
niebezpieczenstwa dla ukiadu immunologicznego. Akty-
wowana jest wéwczas odpowiedZ skierowana przeciw tym
nietypowym komaérkom (nowotworowym, zakazonym lub
uszkodzonym). U ssakow biatka Hsp w kompleksie z anty-
genami nowotworowymi sg rozpoznawane przez komorki
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uktadu immunologicznego, zwane komdrkami prezentuja-
cymi antygen (APC, ang. antigen-presenting cells). Nastepnie
kompleks peptyd - Hsp jest transportowany do weziéw
chtonnych, po czym antygen pojawia si¢ na powierzchni
APC ijest prezentowany limfocytom T. Jednocze$nie w ko-
morkach APC stymulowany jest drugi receptor (np. CD36),
co prowadzi do uwolnienia mediatoréw uktadu immuno-
logicznego oraz syntezy kostymulatoréw (CD80/ CD86).
Powstaje wiec pula limfocytéw T ,,zaprogramowanych"
na wyszukiwanie komoérek noszacych te anormalne pepty-
dy (Ryc. 2). Poznanie tego zjawiska ma ogromne znaczenie
w opracowywaniu szczepionek przeciwnowotworowych.
Technologia ta opiera sie na nasladowaniu sygnatu niebez-
pieczenstwa poprzez iniekcje do organizmu kompleksow
peptydy- biatka szoku cieplnego (Grp96, Hsp70, Hsp90,
HspllO, Grpl70) otrzymanych z komoérek nowotworo-
wych. Ta wcze$niej wspomniana ,biblioteka" peptyddw,
charakterystyczna dla danego typu nowotworu, nazywana
jest czasami jego antygenowym odciskiem palca i zawiera,
na przyktad, fragmenty onkoprotein czy antygeny embrio-
nalne, powstate w wyniku derepresji niektérych gendéw
w transformowanych komérkach dojrzatego organizmu
[59,60]. Jak wykazano na myszach, jesli w tak zaszczepio-
nym organizmie pojawig sie komorki tego samego typu no-
wotworu, zostang one natychmiast rozpoznane i odrzucone
przez uktad immunologiczny [61-63]. Obecnie powyzsze
obserwacje majg zastosowanie kliniczne w immunoterapii
nowotworéw [64,65].

Jednak rola biatek Hsp w modulacji aktywnosci uktadu
immunologicznego jest bardziej ztozona. Istniejg doniesie-
nia o przeciwzapalnym dziataniu biatek szoku cieplnego.
Wiasne biatka Hsp czy, ogolnie, wiasne biatka stresu (SP)
sg prezentowane limfocytom T o niskim powinowactwie,
zwykle bez kostymulacji, pod nieobecno$¢ czynnikéw za-
palnych. Sa one rozpoznawane przez te limfocyty jako
wiasne (self), skutkiem czego jest uwalnianie immunosu-
presyjnych cytokin (IL-4, IL-10). Peptydy zwigzane z takimi
biatkami Hsp sg zwykle prawidtowe, a wiec stabo immu-
nogenne [58]. Warto zaznaczy¢, ze w chorobach, takich jak
artretyzm, choroba Behceta i toczen trzewny, obserwuje sie
aktywnos¢ uktadu immunologicznego skierowang przeciw-
ko wiasnym biatkom szoku cieplnego.

Wykazano takze, ze w czasie zakazenia biatka Hsp wigzg
sie do peptydow patogenu i w ten sposdb wzmacniajg ich
immunogenno$¢, dziatajg wiec jak adiuwanty [66-68], Poza
tym, mogg one wigzac nie tylko biatkowe czasteczki pato-
genu. Na przyktad, Hsp90 wigzg niezmetylowany motyw
CpG w DNA, charakterystyczny dla bakterii oraz (podobnie
jak Gp96) wigzg lipopolisacharyd. Zwigzanie bakteryjnych
struktur z biatkami Hsp utatwia ich oddziatywanie z recep-
torami TLR (ang. Toll-like receptor). Receptory te, znajdujgce
sie na powierzchni komoérek ukiadu immunologicznego,
rozpoznajg i wigzg struktury charakterystyczne dla patoge-
nu (PAMPs). U ssakéw zidentyfikowano 12 tego typu re-
ceptoréw i nazwano TLR1-TLR12. Przytaczenie ligandu do
receptora TLR powoduje stymulacje kaskad sygnatowych,
co prowadzi m.in. do aktywacji czynnika transkrypcyjnego
NF-kB. [69,70]. Czynnik ten reguluje ekspresje genow w od-
powiedzi zaréwno na stres, jak i na zakazenie. Aktywacja
NF-kB polega, miedzy innymi, na fosforylacji zwigzanego
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Rycina 3. Rola biatka Hsp90 w aktywacji makrofagéw przez szlak TLR. Akty-
wacja receptora TLR, a nastepnie biatka IRAK-4 i IRAK-1 prowadzi do aktywa-
cji czynnika transkrypcyjnego NF-kB i do wzrostu ekspresji genéw czynnikow
prozapalnych. Hsp90 w kompleksie z Hsp70 oraz biatkiem Hop umozliwia
uzyskanie prawidtowej konformacji przez nowosyntetyzowane biatko IRAK-1.
Nastepnie, w kompleksie z biatkiem pomocniczym Cdc37, Hsp90 wiaze dojrzate
biatko IRAK-1, co chroni je przed degradacjg. Przy niedostatecznej ilo$ci kom-
pleksu Hsp90/Cdc37 zwigzanie biatka Hsp70 prowadzi do ubikwitylacji IRAK-1,
skutkiem czego jest skierowanie biatka do proteolitycznej degradacji. Ma wow-
czas miejsce wyciszenie szlaku prowadzacego do aktywacji NF-kB. Wedtug [73]—
zmodyfikowane.

z nim inhibitora kB przez kompleks kinaz IKK (ang. I1kB-
kinase). Powoduje to uwolnienie aktywnego czynnika i jego
translokacje do jadra komoérkowego. Biatka Hsp odgrywa-
jg rowniez istotna role w dalszych etapach przekazywania
sygnatu. Mianowicie, stabilizacja kompleksu IKK jest moz-
liwa dzieki biatkom szoku cieplnego Hsp70 i Hsp90. Odta-
czenie tych biatek w warunkach silnego stresu badz ich dez-
aktywacja, prowadzi do zahamowania szlaku i wyciszenia
reakcji zapalnej [71,72].

Kolejnym przyktadem udziatu biatek Hsp w przekazy-
waniu sygnatéw poprzez szlak TLR jest ich rola w stymulacji
makrofagéw (Ryc. 3). Makrofagi, jak wiadomo, sg istotnym
sktadnikiem odpornosci wrodzonej, wytwarzajg bowiem
cytokiny zapalne (na przyktad TNFa, IL-1), posiadajg zdol-
nosci fagocytarne, jak réwniez biorg udziat w stymulacji
odpornosci swoistej. Receptor TLR4 jest aktywowany przez
lipopolisacharyd (LPS), za$§ TLRO - przez niezmetylowang
sekwencje CpG. Zwigzanie ligandu do receptora TLR pro-
wadzi do aktywacji IRAK-4, a nastepnie IRAK-1 (ang. IL-1
receptor-associated kinase). Prowadzi to do aktywacji czynni-
ka NF-kB oraz szlakéw kinaz MAP, a w konsekwencji - do
uwolnienia czynnikéw prozapalnych. W utrzymaniu IRAK-
1 w stabilnej strukturze funkcjonalnej bierze udziat biatko
Hsp90, wspomagane przez Cdc37. W podwyzszonej tempe-
raturze (np. gorgczka) wzrasta ilos¢ kompleksow IRAK-1/
Hsp90/Cdc37. Jesli ilos¢ Hsp90/Cdc37 jest niewystarczaja-
ca, po przytaczeniu Hsp70 IRAK-1 zostaje zdegradowane w
systemie zaleznym od ubikwityny. Nastagpi woéwczas wy-
ciszenie aktywnosci szlaku i wygasniecie reakcji zapalnej.
Tak wiec wigzanie odpowiedniego ,,zestawu" biatek szoku
cieplnego do IRAK-1 moze wptywaé na aktywacje/wyci-
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szenie szlakdéw przekazywania sygnatow w komérkach
uktadu immunologicznego (Ryc. 3) [73],

Opisujac funkcje biatek Hsp w regulacji odpowiedzi im-
munologicznej, warto dodaé, ze biatka Hsp patogendéw sg
czynnikami stymulujgcymi uktad odpornosciowy gospo-
darza. ROwniez wiasne biatka Hsp zakazonego organizmu
moga modulowac jego uktad immunologiczny. Wykazano,
ze Hsp6O stymulujg produkcje interleukin (IL-1, IL-6, I1L-12,
IL-15) oraz czynnika martwicy nowotworu (TNF-a) przez
monocyty/makrofagi oraz stymuluja limfocyty T. Z kolei
Hsp70 stymulujg produkcje IL-1 i TNFa przez te same ko-
marki [74,75]. Biatka rodziny Hsp90 stymulujg dojrzewa-
nie komorek dendrytycznych oraz produkcje cytokin [76],
Wiecej informacji na temat roli biatek stresu w odpowiedzi
immunologicznej znajdzie czytelnik w pracach przeglado-
wych [21,77,78]. Rola biatek szoku cieplnego w stymulacji
odpowiedzi immunologicznej u ssakow jest schematycznie
podsumowana na Ryc. 4.

Jaka role ogrywajg biatka szoku cieplnego w odpornosci
bezkregowcéw? Na poczatku nalezatoby ogdlinie przedsta-
wic jakie sg réznice miedzy odpowiedzig immunologiczng
ssakow i bezkregowcdw. Przede wszystkim u tych ostat-
nich wystepuje tylko odporno$¢ wrodzona, ktdra wykazuje
zarowno strukturalne, jak i funkcjonalne podobienstwo do
odpornos$ci wrodzonej ssakéw. Pojawiajg sie wprawdzie
prace sugerujgce pewien rodzaj pamieci immunologicznej
u bezkregowcdw, jednak jest on ewolucyjnie rézny od ty-
powej odpornosci swoistej ssakow [79], Owady stanowig
prosty model badawczy, bowiem ich wrodzona odpornos$é
nie jest ,,zaktocona" odpornoscig nabyta. Poniewaz mecha-
nizmy odpornosci wrodzonej u ssakdw odgrywajg istotng
role w czasie zakazenia patogenami, wyniki otrzymane z
wykorzystaniem owadoéw jako organizméw modelowych
czesto majg swoje przetozenie na mechanizmy odpornosci u
ssakow. Z tego powodu owady sg wykorzystywane do ba-
dania wirulentnosci wielu patogenéw cztowieka, np. Can-
dida albicans, Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus

biatka Hsp
kompleksy kompleksy .
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Rycina 4. Schemat podsumowujacy udziat biatek Hsp w stymulacji uktadu od-
pornos$ciowego ssakéw. Objasnienia w tekscie.

[80-82], jak réwniez do badania skutecznosci lekéw przeciw
patogenom, zanim zostang one przetestowane na ludziach
[83-84], W odpowiedzi na zakazenie u owadéw aktywowa-
ne sg dwa szlaki przekazywania sygnatu: Toll i/lub Imd
prowadzace do aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych Dif
i Relish (homologi NF-kB). Nastepuje wdéwczas ich trans-
lokacja do jadra komorkowego i indukcja ekspresji gendw
peptydow odpornosciowych. U owaddéw nie ma przeciw-
cial, a jedynie peptydy o aktywnos$ci przeciwbakteryjnej i/
lub przeciwgrzybowej syntetyzowane gtownie przez ciato
ttuszczowe oraz hemocyty [85]. U owad6w z przeobraze-
niem zupetnym peptydy sg indukowane, za$ u tych z prze-
obrazeniem niezupetnym moga by¢ obecne w ciele ttusz-
czowym lub hemocytach i uwalniane wskutek zakazenia.
Nalezy pamietac¢, ze peptydy odpornosciowe nie sg swoiste,
w tym znaczeniu jak swoiste sg przeciwciata w stosunku
do danego antygenu. Dany organizm stale dysponuje pula
tych samych gendw kodujgcych peptydy odpornosciowe, a
ilos¢ irodzaj syntetyzowanych w danych warunkach pepty-
dow zaleza od rodzaju zakazenia: bakterie Gram-dodanie,
Gram-ujemne, grzyby czy pierwotniaki.

Stosunkowo niewiele wiadomo jak szok cieplny wptywa
na mechanizmy odpornosciowe bezkregowcéw. Wykaza-
no, ze u nicienia Caenorhabditis elegans podczas zakazenia
aktywowany jest czynnik transkrypcyjny Hsf-1. Aktywacja
tego czynnika odgrywa istotng role w zwiekszonej odpor-
nosci nicienia na zakazenia w warunkach szoku cieplnego.
Postuluje sie tu rowniez role Hsp90, ktérego odtgczenie od
Hsf-1 w podwyzszonej temperaturze powoduje translo-
kacje czynnika transkrypcyjnego do jadra komdrkowego i
ekspresje genéw kodujacych biatka/peptydy odpornoscio-
we [86,87], Rowniez hodowla immunizowanych gasienic
barciaka wiekszego Galleria mellonella w warunkach umiar-
kowanego szoku cieplnego czy tez ekspozycja gasienic na
krétkotrwaty szok cieplny przed zakazeniem pozytywnie
wptywa na aktywno$¢ odpornosciowg hemolimfy oraz
ekspresje gendw peptydéw odpornosciowych. Co za tym
idzie, owady poddane dziataniu szoku cieplnego przed za-
kazeniem takimi entomopatogenami, jak Pseudomonas aeru-
ginosa, Bacillus thuringensis czy Beauveria bassiana wykazujg
nieco wieksza odpornos¢ w poréwnaniu z owadami, ktére
nie byly eksponowane na dziatanie wysokiej temperatury
[88-91]. Nieznane sag molekularne mechanizmy powyzszych
obserwacji. Badania wskazujg na role biatek szoku cieplne-
go Hsp90. Z uwagi na to, ze biorg one udziat w utrzymaniu
kompetencji konformacyjnej niektérych kinaz MAPKKK
(np. Src), moga odgrywac istotng role w aktywowaniu ukta-
du immunologicznego owadéw. Wykazano bowiem, ze
kinaza JNK ulega intensywnej fosforylacji po iniekcji LPS
[88], jednak iniekcja mieszaniny zywych bakterii i drozdzy
indukuje wszystkie szlaki kinaz MAP (Wojda i inni, dane
niepublikowane). Z drugiej strony samo biatko Hsp90 i/
lub produkty jego degradacji moga dziatac¢ jako czasteczki
sygnatowe w mechanizmach aktywacji szlakéw odporno-
$ciowych [89]. Rowniez mozliwe jest, ze podobnie jak u C.
elegants, Hsp90 moze odgrywac role w aktywacji czynnika
Hsf. Wyniki badan prowadzonych w naszym laboratorium
wskazuja, ze aktywnos$¢é Hsp90 moze mie¢ wptyw na sku-
teczno$¢ niektérych mechanizmoéw przebijania sie entomo-
patogendéw przez mechanizmy odpornosciowe zakazonych
owaddw (Kowalski iinni, dane niepublikowane).
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jest kaskada trzech kinaz: MAPKKK Rycina 5. Szlaki kinaz MAP u cztowieka i drozdzy Saccharomyces cerevisiae. U ssakéw w warunkach szoku termicz-
(MEKK) MAPKK (MEK) oraz MAPK nego aktywowane sg szlaki p38 oraz INK. W zalezno$ci od rodzaju komérek moze byé réwniez stymulowany szlak

(Ryc. 5). Pierwsze z nich, MAPKKK,

ERK. U Saccharomyces cerevisiae w podwyzszonej temperaturze obserwuje sie wzrost aktywnosci szlaku PKC oraz
przejsciowo szlaku HOG, jednak wszystkie szlaki sa ze sobg strukturalnie i funkcjonalnie powigzane. Pomiedzy

po aktywacji fosforylujg i aktywu- kinazami MAP ssakéw idrozdzy wystepuje wysoka homologia.

ja MAPKK, czyli kinazy kinaz MAP.

MAPKK sg enzymami o podwdjnej

specyficznosci, to znaczy przenoszg reszty fosforanowe
zardwno na treoning, jak i tyrozyne w motywie Thr-X-Tyr,
gdzie X oznacza aminokwas charakterystyczny dla danej
kinazy MAP. U ssakéw gtéwne szlaki kinaz MAP to: szlak
ERK (ang. extracellular signal-responsive kinase), prowadzacy
do aktywacji kinaz ERK1/2, oraz ERKS5, szlaki prowadzg-
ce do aktywacji kinaz p38 i JNK (ang. stress-activated prote-
in kinases - SAPKs/IJNKs). Ogoélnie przyjmuje sig, ze szlak
ERKI/2 jest aktywowany przez mitogeny oraz czynniki
wzrostu, za$ szlaki p38 oraz JNK - w warunkach streso-
wych, takich jak promieniowanie UV, uszkodzenie me-
chaniczne, stres oksydacyjny czy szok cieplny. Informacje
dotyczace aktualnej wiedzy odnosnie szlakow kinaz MAP
znajdzie czytelnik w pracy przegladowej [92], Wiadomo, ze
aktywacja szlaku ERK w warunkach umiarkowanego szoku
cieplnego zalezy od rodzaju komorek/tkanki. Przejsciowg
fosforylacje kinaz ERKI1/2 obserwuje sie np. w fibroblastach
[93], Szlaki JNK oraz p38, aktywowane sg zar6wno w wa-
runkach umiarkowanego, jak i drastycznego szoku cieplne-
go. Warto jednak wspomnie¢, ze aktywacja szlaku JNK w
silnym szoku cieplnym jest niezalezna od biatka Racl [94],

Uwaza sie, ze kinazy ERK sg enzymami, ktorych akty-
wacja sprzyja przezyciu komérek (dziatanie antyapopto-
tyczne), podczas gdy szlaki kinaz SAPK/IJNK i p38 sg pro-
apoptotyczne. Uogdlniajac, stosunek jaki istnieje miedzy
stopniem aktywacji szlaku ERK a SAPK/IJNK i p38 jest
czynnikiem determinujgcym przezycie lub wejscie komor-
ki w apoptoze. Zalezno$¢ ta nie jest jednak Scista i zalezy
od rodzaju i sity stresu [95,96]. Poza szlakami kinaz MAP,
w warunkach umiarkowanego szoku cieplnego u ssakéw,
aktywowane sg réwniez szlaki kinaz PI3K-Akt/PKB-GSK-
3(3, a takze szlak oksydazy NADPH. Aktywacja szlak6w w
warunkach umiarkowanego szoku cieplnego prowadzi do
aktywacji czynnika transkypcyjnego Hsf, ekspresji genow
biatek szoku cieplnego, a takze do syntezy cykliny DI [93].
Umiarkowany szok cieplny bowiem w komdrkach ssakdw
pozytywnie reguluje przechodzenie do kolejnych etapéw
cyklu komérkowego oraz réznicowanie, podczas gdy dra-
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styczny szok cieplny prowadzi do zahamowania cyklu ko-
morkowego i apoptozy. RoOznice pomiedzy odpowiedzig
komarki ssaczej na umiarkowany i drastyczny szok cieplny
opisane sg w pracy przegladowej [94].

Szlaki kinaz MAP istniejg w calym Swiecie eukario-
tycznym. U drozdzy paczkujacych Saccharomyces cerevisiae
istnieje 5 szlakow kinaz MAP aktywowanych przez szok
osmotyczny, feromony, dostepno$¢ sktadnikéw odzyw-
czych czy szok cieplny. Szlaki kinaz MAP u ssakéw i droz-
dzy zestawione sg na Ryc. 5.

O wysokim zachowaniu w ewolucji sekwencji kinaz MAP
moze Swiadczy¢ fakt, ze drozdzowa kinaza Hoglp (ang.
high osmolarity glicerol kinase) wykazuje okoto 50% identycz-
nosci w stosunku do p38 cztowieka [97], To pokrewienstwo
kinaz MAP jest nie tylko strukturalne, ale i funkcjonalne.
Na przyktad ssacze kinazy p38 czy JNK mogg zastepowac
nieobecno$¢é Hoglp u drozdzy w warunkach cisnienia hi-
perosmotycznego. Poza tym kinaza ERKS5 cztowieka, moze
funkcjonalnie zastgpi¢ kinaze Mpklp S. cerevisiae, aktywo-
wang m.in. w szoku cieplnym [98].

U drozdzy S. cerevisiae szlakiem, ktdrego aktywnos$é
znacznie wzrasta w warunkach szoku cieplnego jest szlak
kinazy biatkowej C (PKC), zwany inaczej szlakiem spdjno-
§ci komérkowej (Ryc. 6). Receptorami szlaku sg Wscl-4p,
Mid2p, Mtllp - wszystkie posiadajg jedna domene trans-
btonowa, sekwencje sygnatowa w koncu N tafAcucha oraz
intensywnie glikozylowang domene zewnatrzkomdrkowag.
Receptory te wykazujg podobiefAstwo do ssaczych recepto-
row integryn [99], Centralnym elementem szlaku jest kinaza
biatkowa C (Pkclp) - jedyna izoforma PKC u drozdzy [100].
Zwigzanie GTP do biatka Rholp umozliwia przytaczenie
i aktywacje Pkclp. Aktywno$¢ Rholp jest stymulowana
przez czynniki wymieniajgce GDP na GTP, to jest Romlp
i Rom2p, natomiast hamowana przez biatka stymulujace
jego aktywno$¢ GTP-azowa, to jest Sac7p oraz Bem2p. Biat-
ko Rholp jest podjednostka regulatorowg syntazy 0- gluka-
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Rycina 6. Szlak spéjnosci komdrkowej drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Sygnat
pochodzacy z receptoréw btonowych jest przekazywany na biatko Rholp. Biat-
kami regulujacymi jego aktywno$¢ sa Romlp i Rom2p - czynniki wymieniaja-
ce GDP na GTP oraz Sac7p i Bem7p, ktére stymuluja aktywno$é¢ GTP- azowg
Rholp. Nastepnie aktywowana jest kinaza Pkclp oraz modut kinaz MAP: Bcklp,
M kkl/2p oraz SIt2p/Mpklp, aw koricu czynniki transkrypcyjne regulujace eks-
presje genéw, ktorych produkty biatkowe wptywaja na strukture/wtasciwosci
$ciany komorkowej. W wyciszeniu szlaku biorg udziat fosfatazy biatkowe: Ptclp,
Ptp2p, Ptp3p, Msg5p. Biatka szoku cieplnego umozliwiajg prawidtowa konfor-
macje kompleksu Slt2p z czynnikami trankrypcyjnymi SBF i RImlIp. Aktywacja
czynnikéw traskrypcyjnych SBF i RImIp przez Slt2p jest mozliwa dzieki biatkom
Hsp. Szlak PKC jest takze regulowany przez szlak TOR (ang. target of rapamycin),
kontrolujacy wzrost drozdzy w zaleznosci o dostepnosci sktadnikéw pokarmo-
wych.

nu, ktéra stymuluje aktywnos$¢ podjednostki katalitycznej
Fkslp lub Fks2p. Aktywnos$¢ kompleksu syntazy glukanu
jest niezbedna w procesach przebudowy $ciany komérko-
wej, na przykiad w czasie pgczkowania czy w szoku ciepl-
nym. Modut kinaz MAP aktywowany przez Pkclp tworza:
MAPKKK - Bcklp; MAPKK - Mkklp, Mkk2p; MAPK -
Slt2p, przez innych autorow zwana Mpklp [101]. Stymu-
lacja szlaku PKC w szoku cieplnym prowadzi do aktywacji
czynnikéw transkrypcyjnych RImlp oraz kompleksu SBF
(Swidp i Swiop), ktore kontrolujg ekspresje gendéw zaanga-
zowanych w metabolizm $ciany komérkowej, w tym wspo-
mnianej wyzej podjednostki katalitycznej syntazy glukanu
Fkslp. Mutanty w szlaku spojnosci maja $ciane komdrko-
wa ciensza i mniej wytrzymata. Cechuje je, miedzy innymi,
termowrazliwo$é, wrazliwo$¢ na kofeine oraz odpornosé
na dziatanie calcofluoru, a takze liza komorek po zadziata-
niu feromonu na wczesnym etapie tworzenia filamentéw.
Wzrost takim komdrkom umozliwia obecno$¢ w podtozu
tzw. osmotycznego stabilizatora (sorbitol, NaCl), ktéry od
zewnatrz rownowazy nacisk, wywierany przez turgor ko-
morki na $ciane komdrkowga [102]. Mutanty delecyjne pkcl
wykazujg znacznie silniejszy fenotyp niz mutanty w Kina-
zach MAP, co dowodzi dywergencji szlaku w tym punkcie.
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W tym miejscu warto pokrdtce napisa¢ jak zbudowana
jest Sciana komorkowa Saccharomyces cerevisiae. Stanowi ona
az 20 do 30% suchej masy drozdzy. Warstwa wewnetrzna,
ktéra zapewnia $cianie komdrkowej elastyczno$é, zbudo-
wana jest z polimeréw D-glukozy tworzacych (3-glukan (80-
90% stanowig potaczenia (3-1,6- glikozydowe, za$ 8-18% to
wigzania (3-1-3-glikozydowe) oraz chityny (1 do 2%). War-
stwe zewnetrzng, zapewniajagcg ochrone przed enzymami
degradujgcymi $ciane komoérkowa stanowig glikozylowa-
ne mannoproteiny: glikozylofosfatydyloinozytole (GPI)
oraz biatka Pirlp do Pirdp. Zmiany zachodzace w Scianie
komérkowej w czasie cyklu komorkowego czy stresu moga
by¢ jako$ciowe, zwigzanie z wbudowaniem badZz usunie-
ciem konkretnych biatek i ilosciowe, czyli zmiany propor-
cji poszczegollnych sktadnikéw [99], Warto zaznaczy¢, ze
to wiasnie sktadniki sciany komorkowej drozdzy, gtdwnie
(3-glukany, sg elementami rozpoznawanymi przez uktad
immunologiczny zakazonego organizmu.

Badania prowadzone w ciggu ostatnich dwoch lat wska-
zujg na Scistg zalezno$¢ miedzy aktywacja czynnika Hsf-1
drozdzy a zdolnoS$cig kinazy SIt2p/Mpklp do aktywacji
czynnikdw transkrypcyjnych RImlp i SBF w szoku ciepl-
nym. Jak wiadomo, aktywacja czynnika Hsf-1 prowadzi do
indukcji ekspresji genow kodujacych Hsp90. Wykazano, ze
Hsp90 stabilizuje i utrzymuje w stanie aktywnym Kkinaze
MAP- SIt2p. Umozliwia to oddziatywanie tego enzymu z
czynnikami RImlp i SBF, a w konsekwencji - ekspresje od-
powiednich genéw i wzmocnienie $ciany komdérkowej. Mu-
tant w C-koricowej domenie transaktywacyjnej Hsf-1, wy-
kazujacy znacznie nizszy poziom Hsp90 w szoku cieplnym,
jest termowrazliwy wskutek zahamowania indukcji genéw
zaleznych od RImlp [103], W dalszych badaniach wyka-
zano, ze oprécz Hsp90 i jego biatka pomocniczego Cdc37,
w stabilizacji Slt2p biorg rowniez udziat Hsp70 (Ssalp),
HspllO (Ssel) oraz Stilp (biatko pomocnicze wspoipra-
cujace z Hsp90 oraz biatko stymulujace aktywno$¢ GTP-
azowgq Ssalp). Udziat tych biatek w aktywacji RImlp oraz
SBF przez Slt2p jest na tyle wazny, ze mutanty defektywne
w syntezie Hsp90 lub Sselp posiadajg fenotyp typowy dla
mutantow w szlaku sp6jnosci komdrkowej (PKC). Sg mia-
nowicie niezdolne do wzrostu w podwyzszonej tempera-
turze bez osmotycznego stabilizatora [104], Udziat biatek
szoku cieplnego w regulacji ekspresji genéw zaleznych od
RImli SBF przez szlak PKC jest uwzgledniony na Ryc. 6.

Wspomne jeszcze, ze do zwiekszenia poziomu fosfory-
lacji SIt2p w szoku cieplnym przyczyniajg sie dwa impulsy.
Po pierwsze, aktywacja szlaku PKC ,,od géry" prowadzaca
do aktywacji kolejnych sktadnikow, a w koncu - do aktywa-
cji modutu kinaz MAP, i po drugie, sygnat z niewiadomego
dotad zrodta, ktory powoduje dezaktywacje fosfataz de-
fosforylujacych kinaze Slt2p w szoku cieplnym [8]. Wzrost
poziomu fosforylacji SIt2p ma miejsce dopiero po okoto 20
minutach od podwyzszenia temperatury hodowli drozdzy
i osigga maksimum po 30 minutach. Sugeruje to, ze szlak
PKC nie rozpoznaje bezposrednio wysokiej temperatury,
ale sygnat wtérny. Moze nim by¢ znaczny wzrost stezenia
trehalozy w cytoplazmie (dochodzacy niekiedy do 0.5 M)
skutkujagcy wzrostem cisnienia osmotycznego wewnatrz
komorki. Powoduje to nacisk na btonge komdrkowa drozdzy
i aktywacje receptorow szlaku PKC.
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Podwyzszona temperatura nie jest jedynym czynnikiem
aktywujacym szlak sp6jnosci komoérkowej drozdzy. Fosfo-
rylacje kinazy Slt2p obserwuje sie takze w innych warun-
kach, ktére wymagajg przebudowy $ciany komorkowej, to
jestw szoku hipoosmotycznym, w procesie pagczkowania, w
obecnosci feromonow (skutkiem czego jest wzrost filamen-
tacyjny w kierunku partnera) oraz po dziataniu czynnikéw
bezposrednio uszkadzajacych $ciane komorkowa (np. ko-
feina, calcofluor). Szlaki kinaz MAP u Saccharomyces cerevi-
siae sg ze sobg funkcjonalnie powigzane [105], Po pierwsze
nalezy zwrdci¢ uwage, ze szlak HOG jest aktywowany w
warunkach hiperosmolarnych i jego zadaniem jest zwiek-
szenie ci$nienia osmotycznego wewnatrz komorki, podczas
gdy szlak PKC jest aktywowany w warunkach m.in. hipo-
osmolarnych - jego zadaniem jest zmniejszenie ci$nienia
osmotycznego komorki lub wzmocnienie $ciany komér-
kowej. Kinaza MAP - Slt2p jest intensywnie fosforylowana
w warunkach szoku cieplnego. Fosforylacja ta jest jednak
hamowana w warunkach podwyzszonego cisnienia osmo-
tycznego, pomimo ciggtego dziatania wysokiej temperatu-
ry [105,106]. Warto rowniez wspomnieé, ze w warunkach
izoosmotycznych szlak HOG odpowiada za prawidtowe
funkcjonowanie $ciany komoérkowej drozdzy. Mutanty de-
fektywne w tym szlaku (pbs2f hogl) sg nadmiernie wrazliwe
na dziatanie zymoliazy (preparat enzymatyczny degraduja-
cy glukan). Fenotyp ten moze by¢ odwrdécony przez nade-
kspresje genow kodujacych biatka $ciany komérkowej [105].

Ponadto wiadomo, ze szlak HOG jest rowniez przejscio-
wo aktywowany w szoku cieplnym. Aktywacja ta prowadzi
do kilkukrotnego wzrostu aktywnosci kinazy Hoglp, pod-
czas gdy stres osmotyczny prowadzi do ponad dwudzie-
stokrotnego wzrostu aktywnosci tego enzymu. Nieznana
jest rola fosforylacji Hoglp w szoku cieplnym. Wykazano,
ze mutanty delecyjne hogl majg opdzniony czas powrotu do
wzrostu po ustgpieniu szoku cieplnego w poréwnaniu ze
szczepem dzikim. Aktywacja Hoglp w tych warunkach nie
prowadzi do jego translokacji do jagdra komorkowego, jak
to ma miejsce w stresie osmotycznym. By¢ moze aktywny
Hoglp fosforyluje jaki$ cytoplazmatyczny substrat, istotny
w szoku cieplnym. Fosfatazy biatkowe Ptp2p i Ptp3p chro-
nig Hoglp przed hiperfosforylacja w danych warunkach
oraz przed ,przeciekaniem™ sygnatu ze szlaku PKC akty-
wowanego w szoku cieplnym, a konkretnie przed fosfory-
lacjag Hoglp przez Mkkl/2p, czyli kinazy MAPKK w szlaku
spojnosci komorkowej. Mutanty z delecjg fosfataz Ptp2p i
Ptp3p sg niezdolne do wzrostu w 37°C [107],

SZOK CIEPLNY A ODPORNOSC DROZDZY NA STRES

Poddanie drozdzy dziataniu szoku cieplnego moze
wptywac korzystnie na ich odporno$¢ na inny rodzaj nie-
korzystnych zmian. Wigze sie to z aktywacjg ogolnej od-
powiedzi na stres, 0 czym wspomniano wczes$niej, ale nie
tylko. Mutanty w szlaku HOG (patrz Ryc. 5) sg niezdolne do
wzrostu w warunkach podwyzszonego ci$nienia osmotycz-
nego. Ich osmowrazliwos¢ jest jednak znacznie zreduko-
wana kiedy drozdze rosng w podwyzszonej temperaturze
[105,108]. R6znice w odpowiedzi Saccharomyces cerevisiae na
stres hiperosmotyczny w réznych temperaturach wyraznie
widaé sledzac kinetyke fosforylacji kinazy Hoglp. Ta kina-
za MAP jest intensywnie fosforylowana juz po 1 minucie
od zwiekszenia ci$nienia osmotycznego podtoza, a poziom
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jej fosforylacji utrzymuje sie przez okoto 10-20 min w za-
leznosci od wielkosci stresu. Jednak w warunkach umiarko-
wanego szoku cieplnego, przy tym samym ci$nieniu osmo-
tycznym podtoza, fosforylacje Hoglp obserwuje sie tylko
po 1 minucie! [105,106], Poza tym kinetyka gromadzenia
glicerolu w warunkach hiperosmolarnych jest odmienna w
zaleznosci od temperatury wzrostu komorek [106], Glicerol
jest bowiem gtéwnym osmolitem u drozdzy, gromadzo-
nym w celu zrekompensowania cisnienia osmotycznego z
zewnatrz. Jego rola wydaje sie by¢ jednak bardziej intry-
gujaca. Mutanty defektywne w szlaku produkcji glicerolu
majg fenotyp wykazujacy nieprawidtowe funkcjonowanie
$ciany komaérkowej i sg nadmiernie wrazliwe nie tylko na
stres osmotyczny, ale rowniez cieplny [108,109], Do tej pory
nie udato sie wyjasnié¢ szczegdtowo tych obserwacji. Wyka-
zano, ze istotng role w utrzymaniu spdjnosci komdrkowej
w stresie hiperosmotycznym w podwyzszonej temperatu-
rze odgrywa biatko Stellp (MAPKKK), bedace wspdinym
sktadnikiem Kkilku szlakéw przekazywania sygnatéw ko-
morkowych (patrz Ryc. 5) [105,106], Warto rowniez zazna-
czy¢, ze drozdze sg takze mniej wrazliwe na dziatanie en-
zymOw uszkadzajgcych $ciane komdérkowa, kiedy rosng w
warunkach umiarkowanego szoku cieplnego [106].

PODSUMOWANIE

Biatka szoku cieplnego biorg udziat nie tylko w procesach
prawidtowego zwijania biatek. Odgrywajg one takze waz-
ng role w regulacji odpowiedzi immunologicznej. Dziatajg
jak adiuwanty, wzmacniajgc immunogenno$¢ czgsteczek
zwanych PAMPs, czyli tych zwigzkéw chemicznych, ktore
sg charakterystyczne dla patogenu, a rozpoznawane przez
uktad immunologiczny gospodarza jako obce. Poza tym
biatka Hsp petnig istotng funkcje w mechanizmach przeka-
zywania sygnatow komoérkowych, a tym samym w regula-
cji ekspresji gendw. Szczeg6lnie doceniana jest rola biatek
szoku cieplnego w indukcji aktywnos$ci przeciwnowotwo-
rowej u ludzi, co daje nadzieje na skuteczng terapie tych
choréb w przysztosci. Umiarkowany szok cieplny zwieksza
odpornos$¢ bezkregowcdw i sprzyja ich przezyciu w czasie
zakazen. Zakazone organizmy zmiennocieplne migrujg w
kierunku $rodowiska o wyzszej temperaturze, zwiekszajac
swojg odpornos$é. Jest to tak zwana gorgczka behawioralna
[110]. Owady zyjace w grupach, jak np. Galleria mellonel-
la, gdzie temperatura ciata kazdego z nich jest wyzsza niz
osobnika odizolowanego, sg bardziej odporne na zakazenie.
By¢ moze witasnie dlatego owady zyjace w koloniach uzy-
skaty dominujgcag pozycje w wielu niszach ekologicznych.
Umiarkowany szok cieplny indukuje mechanizmy ogélnej
odpowiedzi na stres, w tym ekspresje biatek Hsp, dzieki
czemu komdrka staje sie bardziej odporna na innego ro-
dzaju niekorzystne warunki Srodowiska zewnetrznego czy
wewnetrznego. W przypadku drozdzy zmiany w komor-
kach, wywotane dziataniem podwyzszonej temperatury,
moga determinowac reakcje komdrek na inny rodzaj stresu,
miedzy innymi poprzez wzajemne oddziatywanie na siebie
szlakow kinaz MAP.
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Heat shock and the susceptibility of organisms

to infection and osmotic challenge
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ABSTRACT

Heat shock causes many physiological changes in every living cell. The detection of higher temperature and activation of signal- transduc-
tion pathways lead to the activation of transcription factors, belonging to Hsf family. In consequence, an increased expression of stress pro-
teins takes place. The main role of heat-shock proteins is widely understood protection of proteins e.g. prevention of misfolded or unfolded
proteins against aggregation and re-folding of denatured chains. In the case of highly damaged proteins, they are directed to proteolitical
degradation. The article highlights the special role of heat-shock proteins in the immune response of mammals and insects. Apart from offer-
ing a general characteristic of the heat-shock response of a cell, the article describes the positive effects of the exposition of living organisms
to a mild heat shock. It also notes how the experience of heat shock may affect the response of mammals and insects to infection and in the
adaptation of yeast to hyperosmotic conditions. The interplay of signaling pathways activated in different stressful conditions has also been
taken into consideration.
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Zastosowania U-Tube™ oraz D-Tube™ w zageszczaniu biatek

STRESZCZENIE

badano, ze U-TubeTM Concentrator 15H-30, zgodnie z deklaracjg producenta, jest bar-
dzo skutecznym urzadzeniem do zageszczania biatek, zwtaszcza tych, ktére majg ten-
dencje do wigzania si¢ z potprzepuszczalng btong w koncentratorze.

WPROWADZENIE

W codziennej praktyce laboratoryjnej czesto spotykamy sie z problemem zbyt
duzego rozcienczenia prébek. Mozna go rozwigzaé na wiele sposob6w, w zalez-
nosci od pozniejszego zastosowania prébki. Do najpopularniejszych naleza: wy-
salanie za pomocg siarczanu amonu, wytracanie z zastosowaniem kwasu tréjchlo-
rooctowego (TCA) lub acetonu, dializa, elektroelucja i zageszczanie z wykorzysta-
niem specjalnych urzadzen do zageszczania zwanych koncentratorami.

WYTRACANIE (WYSALANIE) BIALEK

Wytracanie (wysalanie) biatek jest metodg pozwalajgca na frakcjonowanie
biatek o réznej rozpuszczalnos$ci oraz pozwalajgca na zwiekszenie stezenia préb-
ki. Proces ten jest $ciSle zwigzany z rozpuszczalnoS$cig biatek, o ktérej decyduje
zdolnos¢ do hydratacji, budowa chemiczna, obecno$¢ soli w roztworze oraz pH
roztworu. W procesie wysalania maleje rozpuszczalno$¢ biatka wraz ze wzro-
stem stezenia soli. Biatko ma najmniejsza rozpuszczalno$¢ w pH roztworu réow-
nej wartosci punktu izoelektrycznego (pi), charakterystycznej dla danego biatka
(wypadkowy tadunek powierzchniowy biatka jest rowny zero). Powyzej pi roz-
puszczalno$¢ biatka wzrasta wraz z dodaniem jonow soli, az do osiggniecia mak-
simum, a nastepnie gwattownie spada. Im wigksze jest wyjsciowe stezenie biatka,
tym wieksza skutecznos$¢ wytrgcania. Jest kilka sposobéw zmniejszenia rozpusz-
czalnosci biatek: wytracanie solami (siarczanem amonu, chlorkiem sodu), zmia-
na temperatury, zmiana pH, obecno$¢ jonéw metali (np. otowiu, srebra, rteci),
kwasow nieorganicznych, kwaséw organicznych (np. kwasu tréjchlorooctowego
- TCA) lub rozpuszczalnikéw organicznych (np. etanolu, acetonu).

Niestety zastosowanie wiekszosci wspomnianych wyzej metod moze powo-
dowac¢ denaturacje lub spadek aktywnosci biologicznej biatek. W celu otrzymania
stabilnego, zachowujacego witasciwg konformacje biatka najpowszechniej stosuje
sie wysalanie siarczanem amonu, ktérego roztwdr nasycony ma wystarczajaco
wysokg molarnos¢, by spowodowac wypadniecie z roztworu wiekszosci biatek.
Rozpuszczanie zwigzku nie powoduje zbyt duzego wzrostu temperatury, a ge-
sto$¢ nasyconego roztworu nie utrudnia sedymentacji biatka w czasie wirowania.
Ponadto stezony roztwdr siarczanu amonu jest bakteriostatyczny i chroni wiek-
szo$¢ biatek przed denaturacja. Stezenie siarczanu amonu potrzebne do wysolenia
jest r6zne dla réznych biatek i okreslane doswiadczalnie. Podobny efekt mozna
uzyskac stosujac inne sole np. chlorek sodu, siarczan magnezu, fosforanu potasu
lub sodu i octanu potasu lub sodu. Zastosowanie innych soli, w odr6znieniu od
zastosowania siarczanu amonu, nie jest tak wydajne i moze prowadzi¢ do dena-
turacji biatka [1].

ULTRAFILTRACJA

Prostszg a zarazem bardziej efektywng metodg jest zageszczanie probek z wy-
korzystaniem dostepnych w sprzedazy koncentratorow. Metoda ta okazata sie
rownie wydajna, jak wytrgcanie biatek z zastosowaniem TCA lub acetonu, a bar-
dziej wydajna niz wytrgcanie siarczanem amonu w przypadku biatek osocza krwi.
Natomiast siarczan amonu okazat sie efektywny w przypadku albuminy. Niestety
jego zastosowaniu towarzyszyty duze straty w ilosci pozostatych biatek [2],

Koncentratory sg to zwykle probéwki z wbudowang potprzepuszczalng btong
o okres$lonej wielkosci poréw. Przy wyborze rodzaju koncentratora nalezy kiero-
wac sie wielkoscig MWCO (ang. molecular weight cut-off) czyli molekularng granica
rozdziatu (zwang punktem odciecia). Warto§¢ MWCO okresla minimalng mase
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makroczasteczki, ktéra moze by¢ zatrzymana na btonie. Ze
wzgledu na fakt, ze na skuteczno$¢ zageszczania wptywaja
réowniez inne czynniki, m.in. ksztatt i stan zatezanej probki,
najlepiej wybiera¢ koncentratory charakteryzujace sie warto-
$cig MWCO o potowe nizszg od masy biatka, ktére chcemy
zagesci¢ [3]. Probke wystarczy nanie$¢ na btone i zwirowac,
a nastepnie zebra¢ roztwor nad blong. Niestety zdarza sie,
ze wydajnos$¢ zageszczania z zastosowaniem koncentrato-
row nie jest zgodna z oczekiwaniami, gdyz czes¢ biatek moze
wigzac sie z blona.

Obecnie firma Merck (katalog Novagen) opracowala i
wprowadzita na rynek wirowkowe probowki ultrafiltracyjne
(koncentratory) nowej generacji o nazwie U-Tube™ Concen-
trator (Ryc. 1), przeznaczone do zageszczania materiatu bio-
logicznego, w szczegdlnosci biatek i kwaséw nukleinowych.
Koncentratory sg dostepne w réznych zakresach pojemno-
$ci (od 0,5 ml do 20 ml) oraz wartosci punktu odciecia (od 3
kDa do 30 kDa). Sg wyposazone w btone polieterosulfono-
wa (PES), charakteryzujacg sie niskg podatnoscig na wigza-
nie biatek. Niektére koncentratory sg wyposazone w btone
typu Hydrosart®, charakteryzujgca sie bardzo niskg podat-
noscig na wigzania biatek; koncentratory te stosowane sg w
doswiadczeniach wymagajacych wysokiego odzysku probki.

Koncentratory sg wyposazone w btone odporng na dzia-
tanie réznorodnych substancji chemicznych (Tabela 1). Btona
jestustawiona w pozycji pionowej, dlatego koncentratory na-
lezy umieszczaé w wirdwce tak, btona znajdowata sie na kra-
wedzi sptywu, za probkag w stosunku do kierunku wirowa-
nia rotora. Dodatkowo koncentratory posiadajg zabezpiecze-
nie przed wyschnieciem biony w czasie zageszczania; jest to
tzw. objetos$¢ graniczna (ang. dead-stop-volume), ponizej ktérej
nie nastepuje dalsze zageszczanie prébki. Czas zageszczania
wynosi 10-30 min, a wydajnosc¢ siega 95% [4].

DIALIZA
Dializa jest najprostsza metodg wstepnego oczyszczania

P
i

i., E

Rycina 1. Koncentratory U-Tube™ o réznych objeto$ciach.

biatek. Dzigki zastosowaniu tej metody mozna oddzieli¢ biat-
ka o niskiej masie czasteczkowej od biatek o wysokiej masie
czasteczkowej. Czasteczki o Srednicy wiekszej niz pory pozo-
stajg w woreczku dializacyjnym, natomiast mate czasteczki i
jony przechodzg do roztworu, przenikajac przez pory w pot-
przepuszczalnej btonie celulozowej. Odpowiednio manipu-
lujac sktadem roztworu wewnatrz woreczka i na zewnatrz,
mozna doprowadzi¢ do rozciefczenia i w niewielkim stop-
niu zageszczenia probki. Dializa najczesciej stuzy do wymia-
ny sktadu buforu [5].

Nowe mozliwos$ci daje zastosowanie dializeréw D-Tube™
oferowanych przez firme Merck (katalog Novagen), dostep-
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Tabela 1. Odporno$¢ chemiczna koncentratoréw U-Tube™. PES, btona polietero-
sulfonowa; Hy, btona Hydrosart®; + bardzo dobra odporno$¢ chemiczna; X arak
odpornosci; nd nie sprawdzano.

zakres pH 1-9 1-9
kwas octowy (25%) + +
aceton (10%) X X
DMSO (5%) + X
etanol (70%) + +
glicerol (70%) + +
guanidylny HC1 (6 M) + +
HC1 (1 M) + +
imidazol (0.3 M) + nd
isopropanol (70%) + +
merkaptoetanol (1 M) X +
metanol (60%) nd +
bufor fosforanowy (1 M) + +
PEG (10%) + nd
deoksycholan sodu (5%) + nd
SDS (0.1 M) + +
NaOH (2.5 M) X X
podchloryn (200 ppm) + X
TFA (10%) + +
Tween® 20 (0.1%) + +
Triton® X-100 (0.1%) + +

+ +

mocznik (8 M)

nych w réznych zakresach punktu odciecia (od 3,5 kDa do
14 kDa) i 0 sze$ciu r6znych pojemnosciach: mini (10-250 pl),
midi (50-800 pl), maksi (500-3000 pl) oraz mega (3-10 ml, 10-
15 ml lub 15-20 ml) (Ryc. 2). Sg to tatwe i proste w uzyciu
zakrecane probéwki, pozbawione proteaz, RNaz i DNaz.
Zawierajg okienka z ultra czystg btong dializacyjng, pozba-
wiong siarki i metali ciezkich, wykonang z regenerowanej
celulozy wstepnie potraktowanej EDTA. Przez okienka z
btong dializacyjng zachodzi wymiana buforu oraz usuwa-
nie mocznika i detergentdw z badanego materiatu. Dializery
D-Tube™ zapewniajg wysoki wskaznik odzysku prébek po
dializie (> 97%). Nadajg sie rowniez do elektroelucji materia-
tu biologicznego z jedno- i dwukierunkowych zeli poliakry-
loamidowych oraz zeli agarozowych. Ciekawg propozycja sg
dializery D-Tube96™ (Ryc. 3) idealne do dializy matych obje-
tosci. Ich zastosowanie pozwala na przeprowadzenie jedno-
czesnej dializy 96 probek do buforu
o okre$lonym sktadzie, co znacznie
utatwia prace i skraca czas prze-
prowadzenia doswiadczen [6].

ELEKTROELUCJA

Elektroelucja jest jedng z metod
odzyskiwania kwasow nukleino-
wych z zeli po rozdziale elektro-
foretycznym, w ktorej odzyski- :
wanie materiatu biologicznego z Rycina 2. Dializery D-Tube™
fragmentu wycietego zelu zostaje iuL‘:‘fﬂyf:in‘i’bl(i‘oo_szcégc';i‘l)y’*fni'si
wymuszone przez przeptyw pra- (so-soo ply, maksi (500-3000 pl).
du elektrycznego. Zastosowanie B) Dializery D-Tube™ mega.
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woreczkow dializacyjnych do odzyskiwania DNA z zelu
jest mato wygodne
w poréwnaniu do
innych metod. Jest
jednak najbardziej
efektywne w odzy-
skiwaniu  duzych
fragmentow DNA,
powyzej 5 kb [7].

Wysoka wydaj-
no$¢ odzysku nie
Rycina 3. D-Tube96™ Dialyzer. tylko DNA, ale
rowniez biatek,
kompleksdw biat-
ko-biatko lub biatko-DNA, oligonukleotydéw oraz RNA po
elektroelucji z zeli PAGE (ID i 2D) i agarozowych mozna
osiggnac stosujac dializery D-Tube™ o pojemnosciach od 10
pl do 3 ml (Ryc. 2). W czasie krétszym niz 2 godziny mozna w
60% odzyskac biatka i w 90% oligonukleotydy, RNA i DNA o
dtugosciach tancucha od 15 nt do 80 kbp. W celu przeprowa-
dzenia elektroelucji fragment zelu z badang probka przenosi
sie do dializera D-Tube™, dodaje odpowiedniego buforu do
elucji i umieszcza w specjalnych sankach w aparacie elektro-
foretycznym. Zapewniajg one ustawienie okienek dializacyj-
nych w probowkach dializeréw, prostopadle do kierunku
przeptywu pradu. Pod wptywem pola elektrycznego, badany
materiat migruje z zelu i zatrzymuje sie przy wewnetrznych
$ciankach btony dializacyjnej, skad moze by¢ tatwo przenie-
siony z uzyciem pipety do nowej probowki. Oczyszczone w
ten spos6b prébki moga by¢ uzywane do dalszych analiz z
wykorzystaniem np. MALDI-MS i HPLC.

POROWNANIE KONCENTRATOROW
U-TUBE™ | AMICON ULTRA-4

W doswiadczeniu przeprowadzonym na potrzeby pu-
blikacji niniejszego artykutu informujgcego uzyto preparat
dodekahedronu (Dd). Jest to czasteczka pseudowirusowa
ztozona z 12 pentameréw biatka (podstawa pentonu). Biat-
ko to wchodzi w sktad otoczki adenowirusa serotypu 3. Dd
oczyszczono przy uzyciu chromatografii jonowymiennej,
zgodnie z wczedniej opracowang procedurg [8]. W doswiad-
czeniu zastosowano U-Tube™ Concentrator 15H-30 (zawie-
rajacy btone typu Hydrosart®) oraz koncentrator Amicon
Ultra-4. Probke biatka podzielono na dwie réwne czesci po
4 ml kazda, a nastepnie natozono na oba rodzaje koncentra-

toréw. Tak przygotowane préby
wirowano przez 10 min, 3000 x g
w temperaturze 25°C. Sktfad ze-
branych prébek analizowano z za-
stosowaniem elektroforezy na na
12,5% zelu poliakryloamidowym.
Jak wynika z przeprowadzonego
doswiadczenia U-Tube™ Concen-
trator 15H-30 jest bardziej sku-
teczny niz koncentrator Amicon
Ultra-4 (Ryc. 4). Pozwala na uzy-
skanie biatka o wiekszej gestosci z
tej samej objetosci materiatu wyj-
sciowego. Gestos¢ uzyskanego w
ten sposdb materiatu jest odpo-
wiednia do dalszych badan.

Podsumowujgc wykazano, ze Rycina 4. Rozdziat elektrofore-
U-Tube™ Concentrator, 15H-30 ¢zny obrazujacy skutecznose
A . ! ; zageszczania biatka z wykorzy-
jest uzytecznym urzadzeniem, staniem dwéch rodzajéw koncen-
ktore mozna Wykorzystaé w celu tratoréw: 1) biatko Dd nie zagesz-

. . czone; 2) biatko Dd po zageszcze-
uzys.kanlla _p_rEpa.ra'tu bla*!(é o do- niu z wykorzystaniem koncentra-
brej jakosSci i duzej gestosci, przy tora Amicon Ultra-4; 3) biatko Dd
jednoczesnym zachowaniu petnej Zzageszczone z wykorzystaniem

Kt sci bioloai i Potwi U-Tube™ Concentrator 15H -30;
a )_/WI’IOSCI I_O _OgICZ,HE!. 0 W’Ie_l’- 4) standardy biatkowe.

dzajag to wyniki doSwiadczen in

vitro i in vivo, w ktdrych zastoso-

wano preparat Dd zageszczony z zastosowaniem koncentra-

tora U-Tube™ (dane niepublikowane).
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ABSTRACT

It was considered in practice that the U-Tube™ Concentrators, 15H-30 according to the manufacturer's statement, show a lower susceptibility
to the binding of proteins to the membrane. Therefore, they are effective tools for proteins concentration, especially these proteins that tend

to bind to the membrane.
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Biotechnologia Molekularna dla Zdrowia me

Projekt PO IG 2.1 Biotechnologia Molekularna dla Zdrowia (BMZ) jest realizowany
na Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego
(WBBIiB UJ). Projekt wspoéifinansuje Unia Europejska w ramach Programu
Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka. Na nowe inwestycje WBBIB UJ przyznano
ponad 28 830 000 zi. Do konca grudnia 2009 roku zakupiono aparature o tacznej

wartosci ponad 8 milionéw z.

W ramach projektu powstanie nowoczesnha zwierzetarnia, a zakupiona aparatura
znajdzie zastosowanie w nowych pracowniach:

Cytometrii Obrazowej,

Proteomiki i Transkryptomiki,

Inzynierii Komorkowej jTkankowej,
Wirusologicznej Diagnostyki Molekularnej,
Biotechnologii Roslin,

Banku Komarek.

System do mikroskopowej laserowej mikropreparatyki zakupiony do Pracowni Proteomiki i Transkryptomiki

www.wbbib.uj.edu.pl/bmz
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Restriction Enzymes Choose Green!

SaveTime - Digest DNA in FastDigest Green Buffer and load directly on a gel

100% activity of all FastDigest@nzymes in the new green universal digestion buffer.

100% buffer compatibility with all downstream applications.

Complete digestion in 5-15 minutes.

Direct loading of a reaction mixture on gels.

FastDigest® FastDigest® Green
Buffer Buffer

(I

M c 1 2 c 3 4 M
M - GeneRuler™ Express DNA Ladder (#SM1551).
C - Undigested plasmid DNA control.
1 - Plasmid DNA triple digested with FastDigesP EcoRl, FastDigest® Kpnl and

FastDigest® Smal in FastDigest® Buffer.
2 -The reaction mixture after ligation in FastDigest3 Buffer.
3 - Plasmid DNA triple digested with FastDigest® EcoRl, FastDigest® Kpnl and

FastDigest® Smal in FastDigest® Green Buffer.
4 -The reaction mixture after ligation in FastDigest® Green Buffer.

1 2

1- Reaction mixture containing FastDigest® Green Buffer
before electrophoresis.

2 - Reaction mixture containing FastDigest® Green Buffer
after electrophoresis.

abo Grazyna Tarnowska Boreysza
ul. Podle$na 6a, 80-255 Gdarsk I ermentas
Biuro: ul. Wichrowe Wzgérze 123, 80-293 Gdansk

tel.: (58) 341 21 43; fax: (58) 520 33 80 LIFE SCIENCES
e-mail: abo@abo.com.pl; www.abo.com.pl
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Merck Sp. z o.0.

Aleje Jerozolimskie 178 s

02-486 Warszawa Novage“

tel.: 022 53 59 770

fax: 022 53 59 945 Czy firma Merck moze poprawic

dzial.handlowy@ merck.pl ) )
proces zatezania probek?

www.merck-chemicals.pl

U-Tube™ koncentratory

poprawiajg odzysk biatek,

koncentracje, szybko$¢ otrzymania wynikéw,

oraz redukuja ryzyko wysuszenia prébek.

That's what's in it for you. Merck Chemicals

Cechy i korzysci:

Membrana polieterosulfonowa (PES)
lub Hydrosart® (typ ,Ultra-low protein binding")

Niewielka podatno$¢ do wigzania biatek
i wysoki wskazZnik odzysku

Wysoki przeptyw umozliwia szybkag
koncentracje probek

Ustalony punkt koricowy zapobiega
wysychaniu probek

R6zne pojemnosci koncentratoréw
- od 0,5 ml do 20 ml

R6zne wartosci punktu odciecia
- od 3 kDa do 30 kDa

tatwe i wygodne w uzyciu

www.merck-chemicals.pl
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