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IV edycja konkursu na najlepsza prace doktorska
z biochemii w 2008 roku

Polskie Towarzystwo Biochemiczne i firma Merck Sp. z 0.0. ogtasza trzecig edycje konkursu na najlepsza
prace doktorska z biochemii wykonang w polskiej instytucji naukowej. Warunkiem uczestnictwa jest
przyznanie autorowi pracy tytutu doktora przez wiasciwg rade naukowa lub rade wydziatu w 2008 roku.
Nagroda obejmuje premie pieniezng dla autora w wysokosci 4 500 zi, ufundowang przez firme Merck,
oraz opublikowanie tez doktoratu w 4 numerze kwartalnika ,Postepy Biochemii" w 2009 roku. Nagrode
przyznaje NOWTFNiNPolskiego Towarzystwa Biochemicznego w porozumieniu w firma Merck.
Zgtoszenia kandydatéw do Nagrody moga dokonywacé pracownicy naukowi ze stopniem doktora habilito-
wanee”rlub tyttj Yfesora.7

Zgtojeenia w przi /odniego wraz pracg doktorska w formacie pdf nalezy przesta¢ w
nie#rzekra< cminie 31 maja 20Q&rok ty Lektroniczna ng adres:

s.pikulai >v.pl
RoZstrzyc conki 31 sierpnia”® roa reczenie Nagrody odbedzie sie
na doroa Jzk marzystwa Bio< Igo wj
Patronat sprawuje redalcji talnika 'ytania dotyczace
konlursu mozr je pod nastepujacy adres poczty elektronicznej:

profesor Stawomir Pikuta
Instytut Biologii Doswiadczalnej PAN im. Marcelego Nenckiego
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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Real-time PCR

AMaxima™ SYBR Green

High specificity

y O All the advantages at a glance

Specificity - Maxima™ Hot Start Tag DNA Polymerase and the
optimized buffer eliminate non-specific amplification and formation
of primer dimers.

Sensitivity - detects low copy number targets.

Wide linear range - accurate quantification across 9 orders

of magnitude.

Universal - can be used on most real-time thermal cyclers.
Reproducibility and convenience - ready-to-use 2X master

mix minimizes pipetting error and reduces set-up time.

Applications

+ Real-time PCR using SYBR Green dye.
+ Real-time RT-PCR using SYBR Green dye.

Maxima' SYBR Green gPCR Master Mix (2X)

Cat. No.  Appl.
K0221 2x1.25 ml (for 200 reactions of 25 jul)
K0222 10x1.25 ml (for 1000 reactions of 25 j

AMaxima™ Probe gPCR

High sensitivity

y O All the advantages at a glance

Sensitivity - detects low copy number targets.

Specificity - Maxima™ Hot Start Tag DNA Polymerase and the
optimized buffer eliminate non-specific amplification and formation
« of primer dimers.

+ Wide linear range - accurate quantification across 9 orders

of magnitude.

Universal - can be used with sequence-specific probes on most
real-time thermal cyclers.

Reproducibility and convenience - ready-to-use 2X master mix
minimizes pipetting error and reduces set-up time.

Applications

+ Real-time PCR using sequence-specific probes.
+ Real-time RT-PCR using sequence-specific probes

Maxima' Probe gPCR Master Mix (2X)

gqPCR Master Mix (2X)
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Melting curve analysis confrms high gPCR specifcity.

Amplification of 10-fold dilutions of supercoiled plasmid DNA, starting from
10 ng down to 0.1 fg, using the Maxima™ SYBR Green qPCR Master Mix
(2X) in duplicate reactions. Reactions were performed on the Eppendorf
Mastercycler® ep realplex instrument. NTC is the non-template control.
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Highly sensitive two step qRT-PCR.

Amplification of human PPP1CA gene was performed on serial 10-fold

dilutions of Jurkat cell total RNA (from 1 ng to 1 pg). First strand cDNA was
generated with the RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (#K1621).
cDNA was amplified with the Maxima™ Probe gPCR Master Mix (2X) using
the TagMan® assay specific for PPP1CA. Reactions were performed on an

Cat. No.  Appl. ABI PRISM® 7000 instrument. 1 pg of total RNA was successfully detected
K0231 2x1.25 ml (for 200 reactions of 25 iy NTC is the non_temmate control.
K0232 10x1.25 ml (for 1000 reactions of 25 f \)
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Innovative Sample Standardization and Preparation
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PIECDZIESIAT LAT DZIALALNOSCI
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Lech Wojtczak

POWSTANIE | ROZWOJ
TOWARZYSTWA

Polskie Towarzystwo Bioche-
miczne powstato przez wyodreb-

to sie w Warszawie pierwsze Walne
Zebranie, ktére wytonito pierwszy,
powotany w wyniku wyboréw, Za-
rzad Gitowny. Na jego czele stangt

wybitny krakowski bio-

chemik, profesor Uni-
wersytetu Jagiellonskie-
go, a nastep-

nienie z Polskiego
Towarzystwa Fizjo-
logicznego. Przed
wojng i w pierw-
szym okresie powo-
jennym naukowcy
pracujagcy w zakre-
sie biochemii sku-
piali sie gtownie w
powstatym jeszcze
w okresie miedzy-
wojennym Polskim
Towarzystwie  Fi-
zjologicznym. Stop-
niowo narastata

nie krakow-
skiej Akade-
mii Medycz-
nej, Bolestaw
Skarzynski
(Fot. 2). To-
warzystwo
nasze liczy-
to wbwczas
okoto 200
cztonkow. k

Pierwszy
statut Polskie-

jednak Sswiadomos¢
odrebnosci bioche-
mii w stosunku do
innych nauk fizjolo-

i

Fotografia 1. Prof. Wtodzimierz Nie-
mierko (1897-1985), przewodniczacy
Komitetu Zatozycielskiego (1957) i Za-
rzadu Tymczasowego (1958) Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego.

go Towarzy-

stwa Biochemicznego za-
ktadat dwuletnig kadencje
wiadz. W wyniku zmiany

gicznych. Wyrazem

tego stata sie inicja-

tywa kilkunastu wybitnych profeso-
row wchodzacych w sktad Komitetu
Biochemii Polskiej Akademii Nauk
powotania do zycia Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego. Pod
koniec 1957 roku powstata grupa
zatozycielska pod przewodnictwem
prof. Wiodzimierza Niemierki (Fot.
1), profesora Uniwersytetu War-
szawskiego ijednoczesnie kierowni-
ka Zaktadu Biochemii Instytutu Bio-
logii Doswiadczalnej im. Marcelego
Nenckiego, ktérej zadaniem byto
utworzenie naszego Towarzystwa.
Zarejestrowanie Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego i wciggniecie
do rejestru stowarzyszen nastgpito
22 marca 1958 roku idate te przyjmu-
jemy jako oficjalny termin narodzin
naszego Towarzystwa. Tymczasowy
Zarzad pod kierownictwem Wtodzi-
mierza Niemierki rozpoczat przyj-
mowanie cztonkéw i zakladanie
struktur Towarzystwa. W rezultacie
12 grudnia tego samego roku odby-
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statutu w 1972 r. kaden-
cje te przediuzono do lat

Tabela 1. Walne Zebrania i wybrani na nich Prezesi.

Nr Walnego Rok Miejsce
Zebrania i Walnego
kadencji Zebrania

| 1958 Warszawa
1 1961 Warszawa
11 1963 L6dz

\Y 1965 Gdansk

\Y 1967 Krakow
VI 1969 Wroctaw
Vil 1971 Katowice
Vil 1974 Warszawa
IX 1977 Gdansk

X 1980 Warszawa
Xl 1983 Szczecin
Xl 1986 Katowice
X1 1989 Torun
A\ 1992 Lodz

XV 1995 Warszawa
XVI 1998 Biatystok
XV 2001 Torun
XVIII 2005 Lublin
XIX 2008 Olsztyn

trzech. Tabela 1 pokazuje terminy i
miejsca kolejnych Walnych Zebran
Towarzystwa. Warto w tym miejscu
przypomnieé, ze statut Polskiego To-

Fotografia 2. Prof. Bolestaw Skarzynski (1901-1963), pierwszy Prezes
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w latach 1958-1961. Po prawej
jego asystenci, Tadeusz Szczepkowski i Wtodzimierz Ostrowski.

warzystwa Biochemicznego dopusz-
cza petnienie funkcji prezesa tylko
przez dwie kolejne kadencje, lecz nie
wyklucza mozliwosci ponownego
wyboru po przerwie.

Nazwisko wybranego Prezesa i Oddziat,
z ktérego pochodzit

Bolestaw Skarzynski (Krakow)
Bronistaw Filipowicz (L6dz)
Kazimierz Zakrzewski (Warszawa)
Kazimierz Zakrzewski (Warszawa)
Zofia Zielinska (Warszawa)

Zofia Zielinska (Warszawa)
Tomasz Borkowski (Lublin)

Lech Wojtczak (Warszawa)

Lech Wojtczak (Warszawa)
Kazimierz Zakrzewski (Warszawa)
Kazimierz Zakrzewski (Warszawa)
Zofia Porebska (Warszawa)

Zofia Porgebska (Warszawa)

Liliana Konarska (Warszawa)
Liliana Konarska (Warszawa)
Jolanta Baranska (Warszawa)
Jolanta Baranska (Warszawa)

Lech Wojtczak (Warszawa)
Andrzej Dzugaj (Wroctaw)
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Statutowg siedzibg Towarzystwa
jest miasto stoteczne Warszawa. Wia-
dze Polskiej Akademii Nauk przy-
znaty Towarzystwu skromny lokal
w gmachu przy ul. Freta 16, gdzie
juz wczesdniej ulokowano Polskie To-
warzystwo Chemiczne. Jest to histo-
ryczny budynek (Fot. 3), w ktérym

Fotografia 3. Pierwsza siedziba Zarzadu Gtéwnego
Towarzystwa w Warszawie przy ul. Freta 16.

przyszta na $Swiat Maria Sktodowska-
Curie. Miesci sie w nim réwniez po-
Swiecone jejf muzeum. W 1998 r. biuro
Zarzadu Gtownego przeniosto sie do
gmachu Instytutu Biologii DoSwiad-
czalnej im. Nenckiego przy ul. Pa-
steura 3, ktdrego dyrekcja udostepnita
naszemu Towarzystwu znacznie wy-
godniejsze pomieszczenie. Mieszczg
sie tam réwniez redakcje obu wyda-
wanych przez Polskie Towarzystwo
Biochemiczne czasopism, ,,Postepow
Biochemii" i ,,Acta Biochimica Polo-
nica". Wiecej informacji o pierwszych
pietnastu latach dziatalno$ci Polskie-
go Towarzystwa Biochemicznego
znajdzie Czytelnik w opracowaniu
prof. Bronistawa Filipowicza [1].

Liczba cztonkdw Towarzystwa
szybko rosta i juz w 1974 r. prze-
kroczyta 1000. W nastepnych latach
wzrost ilosciowy byt znacznie wol-
niejszy. Wprawdzie przybywato no-
wych cztonkow, lecz starsze pokolenia
odchodzity na emeryture. Wiele oséb
zmieniato miejsce pracy i zamieszka-
nia. Niektérzy wyjezdzali na dtuzszy
okres lub na state za granice. Dos¢
czeste byly réwniez przypadki wie-
loletniego zalegania przez cztonkow
z optacaniem skiladek. W rezultacie
wiadze Towarzystwa utracity kontakt
z czeScig swych cztonkow i przez pe-
wien czas doktadng liczebno$é nasze-
go Towarzystwa trudno byto ustalié.

328

Zarzad Giéwny kadencji 2005-2008
wykonat Zzmudng prace uporzadko-
wania listy cztonkéw, w wyniku cze-
go skreslono z listy cztonkéw osoby,
z ktorymi nie udato sig, mimo wielo-
krotnych préb, nawigza¢ kontaktu, a
takze cztonkdw zalegajacych, mimo
upomnien, z optacaniem sktadek. W
rezultacie lista cztonkéw Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego w dru-
giej potowie 2008 r. zamkneta sie licz-
ba okoto 1200.

Zgodnie ze statutem ,,cztonkiem
zwyczajnym Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego moze by¢ obywatel polski
lub obcy posiadajgcy dorobek naukowy
z biochemii lub dziedzin pokrewnych".
Wymog dorobku naukowego, rozu-
miany jako posiadanie przez kandy-
data na cztonka przynajmniej jednej
peinej publikacji (lecz na przyktad nie
streszczenia komunikatu zjazdowe-
go), byt przez wiele lat rygorystycznie
przestrzegany. Jednakze pod koniec
ubiegtego stulecia, kiedy szeroko
otworzyty sie, rowniez dla mtodych
doktorantéw i studentéw, mozliwo-
§ci naukowych wyjazdow zagranicz-
nych, w tym na kursy organizowane
przez Federacje Europejskich Towa-
rzystw Biochemicznych (FEBS) oraz
mozno$¢ ubiegania sie o stypendia
FEBS, coraz liczniej zaczeli sie do na-
szego Towarzystwa zgtasza¢ miodzi
biochemicy, nie mogacy wykazac sie
publikacjami naukowymi w takim
rozumieniu. FEBS bowiem uzalezniat
udzielanie wsparcia finansowego na
te wyjazdy od przynaleznosci kan-
dydata do jednego z krajowych towa-
rzystw biochemicznych zrzeszonych
w Federacji. By wyj$¢ naprzeciw tym
wymaganiom, Zarzad Gtowny w 1995
r. postanowit rozszerzy¢ mozliwosci
przynalezno$ci do Towarzystw two-
rzac status ,,cztonka-studenta"”, ktéry
nie bytby obowigzany wykazywac
sie dorobkiem naukowym, ale tez nie
miatby petnych praw cztonkowskich,
przede wszystkim praw wyborczych
do witadz Towarzystwa i prawa gtosu
stanowigcego na Walnym Zebraniu.
Krok ten otworzyt wrota Towarzy-
stwa licznej rzeszy miodziezy bio-
chemicznej i tym samym umozliwit
wielu z niej skorzystanie z réznego
rodzaju bardzo atrakcyjnej pomocy
finansowej ze strony FEBS. Wiadze
Towarzystwa byty jednak $wiadome
niezgodnos$ci tego rodzaju cztonko-
stwa ze statutem Towarzystwa, kto-

ry jasno stwierdzat, ze ,,czionkowie
zwyczajni Towarzystwa majg prawo do
.. czynnego i biernego wyboru do wtadz
Towarzystwa". By znalez¢ wyjscie z tej
ktopotliwej sytuacji, Zarzad Gtowny
minionej kadencji (2005-2008) zaprze-
stal przyjmowania nowych cztonkow
na status cztonka-studenta, natomiast
znacznie ztagodzit definicje dorobku
naukowego, uznajac za takowy row-
niez krotkie doniesienia zjazdowe, a
takze prace magisterskie i licencjackie
z biochemii lub nauk pokrewnych.

Statut Towarzystwa przewidu-
je tworzenie Oddziatdéw w osrod-
kach akademickich skupiajacych co
najmniej 15 cztonkéw. Totez juz w
pierwszych trzech tfatach istnienia
naszego stowarzyszenia powstaty
Oddziatly w Biatymstoku, Gdansku,
Krakowie, Lublinie, Lodzi, Poznaniu,
Szczecinie, Warszawie i Wroctawiu, a
w ciggu nastepnych Kilku lat kolejno
w Olsztynie, Katowicach i Toruniu.
Najliczniejszym sposrdd tych dwuna-
stu oddziatow jest Oddziat Warszaw-
ski, skupiajacy ponad potowe wszyst-
kich cztonkow Towarzystwa. Gtdwng
formg dziatalnosci Oddziatdw byly
zebrania naukowe z referatami zapro-
szonych gosci, nierzadko z zagranicy.
W p6zniejszym okresie jednak, wobec
czestszego organizowania otwartych
zebran naukowych przez placéwki
badawcze, ta forma dziatalnos$ci osta-
bta. Odrodzita sie jednak w ostatnich
latach w formie organizowania mono-
tematycznych mini-sympozjow. Przo-
duje tu Oddziat Warszawski, ktory z
duzym sukcesem zorganizowat Kilka
takich spotkan wspoélnie z warszaw-
skim oddziatem Towarzystwa Biolo-
gii Komoérki. Inng formg dziatalnosci
oddziatdw, bardzo istotng a zarazem
stanowigcg powazne wyzwanie, jest
organizacja dorocznych zjazdéw To-
warzystwa, o czym dalej.

OGOLNOPOLSKIE ZJAZDY
POLSKIEGO TOWARZYSTWA
BIOCHEMICZNEGO

Do gtéwnych statutowych zadan
Towarzystwa nalezy organizowanie
zjazddw, sympozjow i konferencji na-
ukowych. Pierwsze takie ogolnopol-
skie sympozjum odbyto sie w 1960 r.
w Biatymstoku i poSwiecone byto en-
zymom oddechowym, rozdzielaniu i
oczyszczaniu biatek oraz przemianom
aminokwaséw. Nastepne sympozjum
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Fotografia 4. Prof. J6zef Heller (1896-1982), pierwszy redaktor naczel-

stwami naukowymi o zbli-
zonym profilu.

WYDAWNICTWA

Drugg wazng formg
dziatalno$ci Polskiego To-
warzystwa  Biochemicz-
nego jest dziatalno$¢ wy-
dawnicza. Bezposred-
nio po swoim powsta-
niu Towarzystwo nasze
przejeto wydawanie
przegladowego czaso-
pisma ,,Postepy Bioche-
mii". Pismo to zostato
utworzone kilka lat

ny ,Postepéw Biochemii" w latach 1953-1958, i prof. Irena Mochnacka

(1905-1979), wchodzaca w sktad pierwszego zespotu redakcyjnego

»Acta Biochimica Polonica" w latach 1954-1979.

zorganizowane w 1962 r. w Poznaniu
miato za tematyke biochemie krwin-
ki czerwonej. Natomiast pierwszy
ogdlnopolski szerokotematyczny
zjazd naszego Towarzystwa odbyt sie
w 1963 r. w todzi. Nazwany Pierw-
szym Kongresem Biochemii Polskiej,
zapoczatkowat coroczne (z nielicz-
nymi wyjatkami) spotkania, juz pod
skromniejszg nazwg ,,Zjazdoéw", kto-
rych ostatni, czterdziesty trzeci, miat
miejsce w 2008 r. w Olsztynie (w tym
przypadku, poniewaz byto to spotka-
nie zorganizowane wspolnie przez
Polskie Towarzystwo Biochemiczne i
Polskie Towarzystwo Biologii Komér-
ki, zjazd otrzymat nazwe Kongresu
Biochemii i Biologii Komorki).

Organizacja Zjazdéw, zaréwno od
strony technicznej, logistycznej jak i
programowej, pozostaje niemal wy-
tacznie w gestii oddziatu, na terenie
ktérego Zjazd sie odbywa. Jest to po-
wazne wyzwanie nie tylkodlazarzadu
oddziatu, ale takze wobec szerokich
rzesz jego cztonkéw. Nalezy stwier-
dzi¢, ze wszystkie oddziaty z zadania
tego wywigzywaty sie znakomicie.
O popularnosci Zjazdéw, a zarazem
o0 ich potrzebie, $wiadczy fakt, ze juz
w pierwszym z nich w 1963 r. wzie-
to udziat ponad 600 biochemikow, a
w nastepnych liczba ta utrzymywata
sie na poziomie 400-600 uczestnikow,
by w 2008 r. osiagna¢ liczba okoto 800
0s6b. Sukces tego ostatniego, zorga-
nizowanego, jak juz wspomniano, ra-
zem z Polskim Towarzystwem Biolo-
gii Komorki, byé moze przyczyni sie
do czestszego odbywania krajowych
zjazdéw wspoélnie z innymi towarzy-
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wczesniej i prowadzone
przez Komitet Bioche-
mii  PAN. Pierwszym
redaktorem naczelnym
»,Postepdw", rdwniez po przejeciu
pisma przez nasze Towarzystwo,
byt prof. Jozef Heller, dyrektor po-
wstatego w tym okresie Instytutu
Biochemii i Biofizyki PAN (Fot. 4).
Po nim redaktorem pisma byt#a prof.
Irena Chmielewska z Uniwersytetu
Warszawskiego, a nastepnie przez
prawie 30 lat (1973-2000) kierowa-
fa Redakcjg ,,Postepow™ prof. Zofia
Zielinska
z Insty-
tutu im.
Nenckiego
(Fot. 5).

~Postepy
Biochemii"
od swego
powstania
w 1953 r. (na
Fot. 6 przed-
stawiono
oktadke
tego histo-
rycznego
zeszytu)
cieszg sie duzym zainteresowaniem
polskiej spotecznos$ci biochemicznej, i
to zaréwno mtodych adeptéw bioche-
mii, studentow, jak i doSwiadczonych
pracownikéw naukowych. Spetniajg
bowiem wazng role zar6bwno w po-
gtebianiu naszej wiedzy biochemicz-
nej, jak rowniez jako pomoc dydak-
tyczna. Obecnie, pod redakcjg prof.
Stawomira Pikuty (Instytut Biologii
Doswiadczalnej im. Marcelego Nenc-
kiego) ,,Postepy” przyciggaja uwage
czytelnika réwniez niezwykle barwng
strong graficzna.

Fotografia 5. Prof. Zofia Zie-
linska, redaktor naczelna ,,Po-
stepéw Biochemii" w latach
1973-2000.

Drugim sztandarowym pismem
naszego Towarzystwa sg ,,Acta Bio-
chimica Polonica". Pismo to powsta-
to w 1954 r. i przez wiele lat, bo az
do roku 1992, byto wydawane przez
Komitet Biochemii i Biofizyki PAN.
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

przystapito do

BIOCHEMII

KOMITET BOOKEMCAWY POLSKIE! AKADEMI NACK

ROK 1 - ZESZYT t

wspotwydawania

»Acta" w
1993 r., ale
faktycznie
stato sie za-
rowno pod
wzgledem
merytorycz-
nym jak i
organizacyj-

nym giow-

nym jego

wydawca.

& Pierwszy
Redakcyj-

ny ,Acta"

Fotografia 6. Strona tytutowa pierw-  skfadat sie z
e s postoon B0t profesorow
1953-1954 przez Parstwowe Zaklady W todzimie-
Wydawnictw Lekarskich. W 1955 rza Mozo-
Patstwone Wygswniatwo Nako, 10 WSkiego
we, zaczynajac numeracje tomow od  (Fot. 7), Ire-
poczatku. ny Mochnac-
kiej (Fot. 4)

i Ignacego

Reifera. Na skutek dwczesnej sytu-
acji politycznej i nacisku wtadz pan-
stwowych
»~Acta"
byty po-
czatkowo
wydawane
w  jezyku
polskim.
Szybko jed-
nak udato
sie  przejsé
na jezyk
angielski,
dzieki cze-
mu pismo
to  mogto
skutecznie
wypetniac
swojg misje
prezentacji
osiggniec
polskiej biochemii na arenie mie-
dzynarodowej. Przez 20 kolejnych
lat (1979-1999) redaktorem naczel-
nym ,Acta" byta prof. Konstancja
Raczynska-Bojanowska (Fot. 8),
ktéra doprowadzita do indeksowa-

Prof. Wtodzi-
mierz  Mozotowski  (1895-
1975), cztonek pierwszego
komitetu redakcyjnego ,Acta
Biochimica Polonica" w latach
1954-1968.

Fotografia 7.
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nia pisma w Medline
i innych duzych ba-
zach danych i dzieki
ktorej ,,Acta" maja
swéj impact factor.
Przez ostatnie dzie-
wieé lat redaktorem
naczelnym »Acta"
byta prof. Liliana
Konarska z War-
szawskiego Uniwer-
sytetu Medycznego
(Fot. 9). Po Jej Smier-
ci w sierpniu 2008 r.
przed pismem sta-
neto trudne zadanie
znalezienia réwnie oddanego i kom
petentnego redaktora naczelnego.

ska-Bojanowska,

1979-1999

Inicjatorzy powstania
»~Acta Biochimica Polo-
nica" postawili przed
pismem trzy gtéwne za-
dania: (1) stworzenie fo-
rum, na ktérym polscy
biochemicy mogliby pre-
zentowaé swoje osiggnie-
cia, (2) utworzenie wizy-
towki osiggnie¢ polskiej
biochemii na zewnatrz i
(3) pomoc polskim bio-
chemikom w pisaniu prac

zadanie, cho¢ nigdy expli-
cite nie sformutowane,
stanowito gtdwng troske
pierwszych redaktoréow
pisma, Wiodzimierza Mozotowskiego
i Ireny Mochnackiej. Z drugiej strony
idea ,,Acta" jako platformy publikacyj-
nej dla polskich biochemikow stata sie
z czasem nieco anachroniczna wobec
coraz czestszego publikowania przez
nich swych osiggnie¢ w czasopismach
zagranicznych i miedzynarodowych.
Niemniej staty naptyw manuskryp-
tow zaréwno z kraju jak i z zagranicy
oraz impact factor utrzymujacy sie w
ostatnich latach na przyzwoitym po-
ziomie (Ryc. 10) $wiadczg, ze pismo
jest potrzebne.

Pismo juz od dawna, mimo swej
nazwy ,Polonica”, publikuje prace
rowniez autoréw zagranicznych. W
ciggu ostatnich trzech lat 25% opubli-
kowanych prac pochodzito catkowi-
cie z zagranicy, a 12% byto wynikiem
wspétpracy polskich biochemikow z
ich zagranicznymi kolegami. Redak-
cja przyktada duza wage do utrzy-
mania wysokiego poziomu meryto-
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Fotografia 8. Prof. Konstancja Raczyn-
redaktor
»Acta Biochimica Polonica” w latach

Fotografia 9. Prof. Liliana Ko-
naukowych, To ostatnie narska (1944-2008), redaktor
naczelna ,,Acta Biochimica Po-
lonica" w latach 1999-2008.

rycznego pisma, czego
wynikiem jest spory
odsetek odrzutéw (42%
w ciggu ostatnich trzech
lat). Przez ponad 50 lat
swego istnienia ,,Acta”
rowniez przeszty prze-
miane swojej  szaty
graficznej (Fot. 11) i sg
obecnie redagowane i
wydawane w sposdb
profesjonalny. Zarow-
no biezace prace, prace
w druku, jak i artykuty
archiwalne (na razie do
1994 roku wstecz) sg
bezptatnie dostepne na stronie inter-
netowej pisma (www.actabp.pl).

naczelna

W okresie drugiej ka-
dencji Zarzadu Gtdwnego
(1961-1963) Towarzystwo
rozpoczeto wydawanie
»Monografii Biochemicz-
nych". Poszczeg6lne ze-
szyty ,Monografii”, uka-
zujgce sie w nieregular-
nych odstepach czasu, byty
poswiecone  wybranym,
waskotematycznym  za-
gadnieniom wspoiczesnej
biochemii i byty opraco-
wywane przez znawcow
przedmiotu. Stanowity
one warto$ciowe uzupet-
nienie literatury bioche-
micznej, szczegOlnie w

-
“ -
{ | I |
- " - _ - . e

S~ B -
Yoars

Rycina 10. Zmiany wartos$ci impactfactor ,,Acta Bio-
chimica Polonica" w latach 1998-2007.

]
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Fotografia 11. Strona tytutowa ,Acta Biochimica
Polonica" w latach 1954 (pierwszy zeszyt czasopi-
sma), 1993 i 2007.

okresie, kiedy dostep do biezacej li-
teratury w wielu polskich osrodkach
akademickich byt utrudniony. Ostat-
ni, 45-ty zeszyt ,Monografii" ukazat
sie w 2002 r.

Zupetnie odmienng role petnig wy-
dawane kwartalnie od 1984 r. ,Listy
do cztonkow". Jest to medium stuzg-
ce informowaniu cztonkéw naszego
Towarzystwa o aktualnych wydarze-
niach w naszej spotecznosci. Stano-
wisko Redaktora ,Listow" sprawuje
z wielkim oddaniem dr Teresa Weso-
towska z Oddziatu Szczecinskiego.

SEOWNICTWO BIOCHEMICZNE

Powstanie polskojezycznych wy-
dawnictw biochemicznych zwr6ci-
to uwage na potrzebe ujednolicenia
polskiej terminologii w tej dziedzinie
nauki. Totez juz na poczatku lat sze$¢-
dziesigtych Towarzystwo nasze po-
wotato Komisje Stownictwa Bioche-
micznego pod przewodnictwem prof.
Tadeusza Korzyniskiego. Wynikiem
kilkuletnich prac tej Komisji byto opu-
blikowanie w ,,Postepach Biochemii"
zasad polskiej terminologii bioche-
micznej [2] i wydanie polskiej wersji
miedzynarodowego nazewnictwa
enzymoOw zatwierdzonego przez Mie-
dzynarodowg Unie Biochemiczng [3].
Niejako kontynuacja tej dziatalnosci
na polu nomenklatury jest wydawa-
ny wytgcznie w wersji internetowej
~Leksykon". Strona internetowa jest
obecnie przebudowywana i czasowo
nie jest dostepna.

NAGRODY TOWARZYSTWA

Na poczatku lat szesédziesigtych
Zarzad Gtéwny Towarzystwa ufun-
dowat dwie doroczne nagrody: imie-
nia Jakuba Karola Parnasa za naj-
lepszg prace wykonang w polskim
laboratorium i opublikowang w roku
poprzednim iimienia Bolestawa Skar-
zynhskiego za najlepszy artykut opu-
blikowany w ,Postepach Biochemii"
w roku poprzednim. Nagrode im.
Parnasa Towarzystwo nasze traktuje
jako najbardziej prestizowa. Jej lau-
reaci zapraszani sg kazdorazowo do
wygtoszenia odczytu na dorocznym
zjezdzie Towarzystwa. Laureaci obu
nagrod otrzymujg dyplom honorowy
oraz pewng kwote pieniezng. Z cza-
sem tworzono inne nagrody. Ich licz-
ba wynosi obecnie osiem, a peten wy-
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Tabela 2. Nagrody Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

czestotliwosc
Przyznawania
J

Patron nagrody Nazwa

za najlepszg prace z zakresu biochemii

]—akub Karol Parnas - ;
wykonang w polskim laboratorium

za najlepszy artykut opublikowany

Bo’les+awSkarzxnsk| w Postepach Biochemii

A za najlepsze doniesienie na dorocznym Zjezdzie
Wiodzimierz Jlep M !

Mozotowski Polskiego Towarzystwa Biochemicznego corocznie
przedstawione przez mitodego naukowca

Janina Opieriska- za naj_lepsze doniesienie na doroc_znym Zjezdzie _

Blauth Polskiego Towarzystwa Biochemicznego corocznie
przedstawione przez studenta

Antoni Dmochowski Zi_i osm_gnlema w nau_c;ar?lu b|ochem_|_|, co 2 lata
biologii molekularnej i biotechnologii
za najlepszg prace z chemii i biochemii .

A . corocznie

kwasow nukleinowych

Bronistaw Filipowicz  za popularyzacje biochemii i nauk pokrewnych co 3 lata
za najlepsza prace doktorska z biochemii corocznie

*Nagroda nosi imie Wtodzimierza Mozotowskiego od 1975 roku
'Fundatorem nagrody pienieznej od 1997 r. jest dr Piotr Chomczynski, prezes Molecular Research Center, Inc., USA
ZFundatorem nagrody pienieznej jest firma Sigma-Aldrich, Polska
’Fundatorem nagrody pienieznej jest firma Merck, Polska

kaz ilustruje Tabela 2. Informacje na
temat laureatéw wszystkich nagrod
za ostatnie kilkanascie lat znajduja sie
na stronie internetowej Towarzystwa:
www.ptbioch.edu.pl.

DZIALALNOSC
MIEDZYNARODOWA

Bardzo waznym aspektem dzia-
talnosci naszego Towarzystwa byta

czacy sie na jednej kartce papieru
(Fot. 13).

Polska od samego poczatku bardzo
czynnie wigczyta sie w prace FEBS, bo
juz dwa lata p6zniej, wiosng 1966 r.,
trzeci zjazd FEBS zostat zor-
ganizowany w naszym kra-
ju. Miejscem obrad byt Patac
Kultury i Nauki w Warsza-
wie. Zjazd ten stat sie nie-

od samego poczatku zwykle
jego istnienia wspoét- waznym
praca  zagraniczna. wydarze-
Nalezy tu przede niem w zy-
wszystkim  zaliczyé ciu nasze-
udziat Polskiego To- go Towa-
warzystwa  Bioche- rzystwa, a
micznego w Federacji zarazem i
Europejskich Towa- W rozwo-
rzystw Biochemicz- ju polskiej
nych, FEBS. Towarzy- biochemii.
stwo nasze jest czton- ) - W Zjez-
Kiem-zafozycielem FIURIL Pl Kammen Skl ggie waie-

tej organizacji. Wraz
z siedemnastoma in-
nymi towarzystwami
biochemicznymi Europy utworzyto
na poczatku 1964 roku Federacje.
Prezesem naszego Towarzystwa byt
woéwczas prof. Kazimierz Zakrzew-
ski (Fot. 12) i on to wzigt udziat w
pierwszym posiedzeniu Rady FEBS
w Londynie, na ktérym przyjeto
pierwszy statut tej Federacji, miesz-

latach 1966-1967.

Postepy Biochemii 54 (4) 2008

1963-1967 i 1980-1986), prezydent FEBS w to

udziat
ponad
tysigc na-
ukowcéw z catego Swiata,
wsrod nich pieciu laureatéow
Nagrody Nobla. W okresie
ograniczonych kontaktéw z
biochemig Swiatowa Zjazd
FEBS w Warszawie byt
przede wszystkim dla mto-
dych polskich biochemikéw

Pierwszy raz

przyznana Forma nagrody
w roku o

dyplom, nagroda
1962 pienieznali zaproszenie

do wygtoszenia wyktadu
1962 dyplom inagroda pienigzna
1968* dyplom inagroda pieniezna
1994 dyplom inagroda pienigzna
1996 dyplom i medal
1997 dyplom inagroda pienigzna2
2001 dyplom i medal

dyplom, nagroda
2006 pieniezna3i zaproszenie

Federation of European Biochemical Societies

do wygtoszenia prelekcji

nieoceniong okazjag bezposredniego
zetknigcia sie z dwczesnymi twdrcami
wspotczesnej biochemii. Na Fotogra-
fii 14 uwieczniono posiedzenie Rady
FEBS z udziatem Komitetu Organi-

These Ststutes wore sigoed o the Fim
Meeting, London, 23 March 1964

Statutes of The Federation

O
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Fotografia 13. Pierwszy statut Federacji Europejskich Towarzystw
Biochemicznych przyjety 23 marca 1964 r. Podpis prof. Zakrzew-
skiego zaznaczono strzatka.
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FEBARATION OF IVEOPIAR MIOCRIWICAL SOCIITHE
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Fotografia 14. Posiedzenie Rady FEBS wraz z komitetem organizacyjnym Il

Inng formg dziatalno-
$ci sg ,,fora mtodych"
— imprezy nauko-
we poprzedzajgce
doroczne kongresy
FEBSu i przezna-
czone wytacznie dla
mtodych biochemi-
kéw. Ta dziatalnos¢
cieszy sie  duzym
zainteresowaniem i
corocznie korzysta z
niej od kilku do dzie-
sieciu 0séb z naszego
kraju (w Forum tra-
dycyjnie uczestniczy
100 os6b).

Zjazdu FEBS w Warszawie, Patac Kultury i Nauki, kwiecien 1966 r. Identyfi-

kacja niektérych uczestnikéw: lewa strona stotu: drugi od lewej — Uriel Littau-
er (Izrael), piaty (w kétku) — Kazimierz Zakrzewski, 6smy (z fajkg) — Frank
Lundquist (Dania); prawa strona stotu: pierwsza od prawej (w kétku) — Zofia
Zielinska, drugi —Severo Ochoa (USA), trzeci —Tadeusz Ktopotowski, czwar-

Towarzystwo na-
sze nie tylko korzy-
sta z dobrodziejstw

ty — Theodor Biicher (Republika Federalna Niemiec), siodmy (na tle tablicy) ~ FEBS, ale rowniez

— Prakash S. Datta (Skarbnik FEBS, Wielka Brytania), dziesigty (widoczny
czesciowo) — William J. Whelan (Sekretarz Generalny FEBS, Wielka Brytania),

czynnie bierze
udziat w dziatalno-

jedenasty (ostatni, widoczny cze$ciowo) — Jozef Heller. Zdjecie ze zbioréw

prof. Tadeusza Ktopotowskiego udostepnione przez doc. Zofie Zarebska.

zacyjnego tego Zjazdu w jednej z sal
Patacu Kultury w Warszawie.

Musiato uptynaé 38 lat, by nasze
Towarzystwo ponownie zdecydowato
sie podjac trud organizacji tej wielkiej
imprezy, teraz juz w zupetnie innych
warunkach zaréwno politycznych, lo-
gistycznych i ekonomicznych. Dwu-
dziesty dziewiaty zjazd, po raz pierw-
szy pod oficjalng nazwa ,Kongresu
FEBS", odbyt sie w Warszawie w 2004
r. Wedtug powszechnej oceny, nie tylko
naszej, byta to réwniez bardzo udana
impreza. Cze$¢ materiatow kongreso-
wych zostata opublikowana w ,Acta
Biochimica Polonica"”, co miedzy inny-
mi przyczynito sie do skokowego wzro-
stu impactfactor. Wyk#ad inauguracyjny
wygtosit laureat nagrody Nobla, Kurt
Wiittrich (Fot. 15). W Kongresie licznie
reprezentowani byli doktoranci kKierun-
kéw biochemicznych naszych uczelni i
instytutow badawczych.

Inng formg dziatalnosci FEBS sg
stypendia naukowe, z ktérej to pomo-
cy korzystajg liczne rzesze naszych
mtodszych kolegéw. Przyktadowo, w
latach 2005 - 2007 rézne formy krotko-
terminowych stypendiow naukowych
uzyskato 35 cztonkéw naszego Towa-
rzystwa, a 2 osoby przebywaty na sty-
pendiach dtugoterminowych. Ponadto
rokrocznie kilkanascie osdb z Polski
uczestniczy na koszt FEBS w kursach
organizowanych przez te Federacje.
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$ci Federacji, uczest-
niczymy bowiem we
witadzach FEBS. Po pierwsze, dwoch
prezesdw naszego Towarzystwa pet-
nito funkcje Prezydenta Federacji.
Byli to prof. Zakrzewski wtedy, kiedy
Polskie Towarzystwo Biochemiczne
organizowato Ill Zjazd FEBS w War-
szawie, i prof. Jolanta Baranska, Kie-
dy to kolejny kongres FEBS ponownie
zorganizowalismy w Polsce. Obecnie
dwoch naszych kolegédw od kilku lat
sprawuje wazne funkcje w Federacji,
a mianowicie prof. Maciej Natecz jest
przewodniczagcym Komisji Stypen-
dialnej, a prof. Adam Szewczyk jest
doradca do spraw kongresow FEBS.
Ponadto w sktad Komisji do spraw
Europy Srodkowej i Wschodniej
wchodzi prof. Andrzej Dzugaj, a do
Komisji Wydawniczej zostat ostatnio
wybrany prof. Mariusz Jaskdlski.

Fotografia 15. Z obrad 29. Kongresu FEBS w War-
szawie (26.6.2004-1.7.2004). Od lewej: David Shu-
gar, Kurt Wiittrich (laureat Nagrody Nobla), Piotr
Weglenski i Wtodzimierz Zagoérski-Ostoja w czasie
sesji otwarcia.

Sposréd europejskich towarzystw
biochemicznych szczegélnie bliskie
stosunki tgcza nasze Towarzystwo z
Towarzystwem Biochemicznym Ukra-
iny. Gtéwng forma tej wspotpracy sa
regularne wspdlne konferencje nauko-
we noszace imie wybitnego polskiego
biochemika, przed wojng profesora
Uniwersytetu Jana Kazimierza we
Lwowie, Jakuba Karola Parnasa [4-6].
Zapoczatkowane w 1996 roku, odby-
wajg sie one co dwa lata, na przemian
w Polsce ina Ukrainie. Ostatnia, szosta
z kolei, taka konferencja miata miejsce
w Krakowie w 2007 r., a nastepna prze-
widywana jest w 2009 r. w Jalcie.

ZAKONCZENIE

Pétwiecze w istnieniu towarzy-
stwa naukowego to we wspdicze-
snym S$wiecie spory odcinek czasu,
zwtaszcza dla tak wzglednie miodej
nauki, jakg jest biochemia. Mozna
przyjac¢, ze aktywnie pracujgce mto-
de pokolenie polskich biochemikdw,
ktdrzy stanowig wiekszos¢ cztonkow
naszego Towarzystwa, to juz czwarta
generacja w stosunku do ,,0jcéw zato-
zycieli" Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego sprzed 50 lat. W okresie
tym wiele zmienito sie w nauce, ktéra
uprawiamy: problemy, metody, wy-
zwania. Zmienito sie réwniez znacze-
nie naszego Towarzystwa. Wydaje sie
jednak, ze jest ono nadat potrzebne i
dobrze spetnia swa role w spotecz-
nym ruchu naukowym.
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SPRAWOZDANIE Z KONGRESU

BIOCHEMII |
OLSZTYN,

W dniach 7-11 wrzes$nia 2008 roku
odbyt sie w Olsztynie Kongres Bio-
chemii i Biologii Komérki. Organi-
zatorami Kongresu byt Oddziat Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicznego
w Olsztynie i Oddziat Polskiego To-
warzystwa Biologii Komdrki w War-
szawie. Obrady odbywaty sie w Cen-
trum Konferencyjnym Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olszty-
nie (Fot. 1-4). Gtownymi Sponsorami
Kongresu byty firmy Sigma-Aldrich
oraz abo Grazyna Borejsza. Ponad-
to finansowo i rzeczowo Kongres
wsparli: Ministerstwo Nauki i Szkol-
nictwa Wyzszego, Komitet Cytobiolo-
gii PAN, Sie¢ Naukowa Mechanizmy
Ruchéw Komoérkowych — MOBILI-
TAS PL, Polska Sie¢ Mitochondrialna
— Mitonet. PI, Precoptic Co. —Nikon
— sponsor sesji "Cykl komoérkowy

BIOLOGII

KOMORKI

7-11 WRZESNIA 2008 ROKU

i Smier¢ komorki", Carl Zeiss Sp. z
0.0. —sponsor sesji ,,Komorki macie-
rzyste —wyzwania biologiczne, bio-
chemiczne i biomedyczne", Wydaw-
nictwo naukowe PWN S.A., Merck
Sp.o.0., Bio-Rad Polska Sp. z 0.0. Trzy
firmy: SHIM-POL A.M. Borzymowski
sp.j., Olympus Polska Sp. z 0.0., Selvi-
ta Sp. z 0.0, zaprezentowaty specjali-
styczne wyktady. Dodatkowo w kon-
gresie uczestniczyto 26 firm z bogata
ofertg aparaturowo-odczynnikowsg.

Uroczysto$¢ inauguracji Kongre-
su poprzedzona byta posiedzeniami
Zarzadow Giéwnych Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego, ktore-
mu przewodniczyt Prezes prof. Lech
Wojtczak i Polskiego Towarzystwa
Biologii Komorki, ktéremu przewod-
niczyta prof. Barbara Plytycz.

NOWE WLADZE POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Walne Zebranie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, ktére odbyto sie 9
wrzes$nia 2008 r. w czasie Kongresu Biochemii i Biologii Komaérki w Olszty-
nie, powotato nowe witadze Towarzystwa na lata 2008-2011. W sktad Zarzadu
Gtdwnego, obok Prezesa i wice-Prezesa Towarzystwa, ktérymi zostali prof.
Andrzej Dzugaj (Wroctaw) i prof. Jolanta Baranska (Warszawa), weszli prof.
Wanda Baer-Dubowska (Poznan), dr hab. Joanna Bandorowicz-Pikuta (War-
szawa), prof. Edward Bankowski (Biatystok), prof. Jan Barciszewski (Poznan),
prof. Jozef Dulak (Krakéw), dr Anna Dygas (Warszawa), prof. Teresa Jakubo-
wicz (Lublin), prof. Hanna Janska (Wroctaw), prof. Wiestawa Jarmuszkiewicz
(Poznan), prof. Piotr Laidler (Krakéw), doc. Maria Jolanta Redowicz (Warsza-
wa), prof. Adam Szewczyk (Warszawa) i dr Teresa Wesotowska. Do Komisji
Rewizyjnej zostaty ponownie wybrane prof. Ewa Birkner (Zabrze), prof. Wir-
ginia Janiszowska (Warszawa) i prof. Zofia Szweykowska-Kulinska (Poznan).
Na posiedzeniu Zarzadu Gtéwnego Towarzystwa w dniu 23 wrze$nia zosta-
to wytonione jego prezydium w sktadzie, Prezes i wice-Prezes oraz dr Anna
Dygas (skarbnik), doc. Jolanta Redowicz (sekretarz), prof. Edward Bankowski
(cztonek), prof. Jan Barciszewski (cztonek) i dr Teresa Wesotowska (cztonek).

Jolanta Redowicz
Sekretarz Towarzystwa
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W organizacji Kongresu uczestni-
czyli przedstawiciele olsztynskiego
i warszawskiego $rodowiska nauko-
wego, ktorymi kierowat Komitet Or-
ganizacyjny pod przewodnictwem
prof. Elzbiety Kostyra i prof. Jerzego
Moraczewskiego (Fot. 5). Funkcje
sekretarza Kongresu petnity dr Be-
ata Jarmotowska oraz dr hab. Hanna
Fabczak. W$éréd cztonkéw Komitetu
Organizacyjnego znalezli sie ponadto:
prof. Olga Olszowska, prof. Wtodzi-
mierz Kordan, dr hab. Anna Wasik,
dr hab. Pawet Pomorski, dr Agniesz-
ka Strzelecka-Kiliszek, dr Stanistaw
Krawczuk, dr Katarzyna Sobierajska,
mgr Elzbieta Kocik, mgr Matgorzata
Iwan, mgr Krzysztof Bielikowicz.

Honorowy patronat nad Kongre-
sem objeli: Senator RP, J.M. Rektor
Uniwersytetu Warminsko-Mazur-
skiego prof. dr hab. Ryszard Gérecki,
Zastepca Prezydenta Miasta Olsztyn
Tomasz Gtazewski oraz J.M. Rektor
Uniwersytetu Warszawskiego prof.
dr hab. Katarzyna Chatasiniska-Macu-
kow.

Do Komitetu Honorowego Kongre-
su organizatorzy zaprosili Cztonkéw
Honorowych Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego i Polskiego Towa-
rzystwa Biologii Komérki: prof. czt.
rzecz. PAN Marie Olszewska, prof.
czt. rzecz. PAN Wincentego Kilarskie-
go, prof. zw, Stanistawa Przestalskie-
go, prof. Jerzego Kawiaka, prof. zw.
Zofie Bielanska-Osuchowsksa, prof.
zw. Janine Kwiatkowska-Korczak,
prof. Mirostawe Morawiecka, prof.
Konstacje Raczyriska-Bojanowska,
prof. zw. czt. rzecz. PAN Wtodzimie-
rza Ostrowskiego, prof. zw. czt. rzecz.
PAN Mieczystawa Chorgzego, prof.
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Fotografia 1.

zw. czt. PAN Davida Shugara, prof,
zw. Jerzego Chmielowskiego, prof,
zw. Mariusza Zydowo, prof. Zyg-
munta Machoya, prof. zw. Magdalene
Fikus. Poza wymienionymi zaprosze-
nie do Komitetu Honorowego przy-
jeli: Podsekretarz Stanu w Minister-
stwie Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
prof, dr hab. czt. koresp. PAN Jerzy
Duszynski, Prezes Polskiej Akademii
Nauk prof, dr hab. czt. rzecz. PAN
Michat Kleiber, Przewodniczaca Ko-
mitetu Cytobiologii PAN prof, dr hab.
Elzbieta Wyroba, Prezes Zarzadu na
Rzecz Nauki Polskiej prof, dr hab. czt.
rzecz. PAN Maciej Zylicz, Prezes Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicznego
prof. zw. dr hab. czt. rzecz. PAN Lech
Wojtczak, Prezes Polskiego Towarzy-
stwa Biologii Komorki prof, dr hab.
Barbara Piytycz.

Komitet Naukowy Kongresu two-
rzyli przewodniczacy sesji kongre-
sowch: prof. Jolanta Baranska, prof.
Jan Barciszewski, prof. Grzegorz
Bartosz, prof. Jacek Bartkowiak, prof.
Barbara Grzelakowska-Sztabert, prof.
Mieczystaw Chorgzy, dr hab. Maria
Ciemerych-Litwinienko, prof. An-
drzej Dzugaj, prof. Bozena Kamin-
ska, prof. Jerzy Kawiak, prof. Lilia-
na Konarska® prof. Henryk Kostyra
(przewodniczacy), prof. Bogustaw
Machalinski, prof. Zbigniew Madeja,
prof. Marek Maleszewski, prof. Jerzy
Moraczewski (przewodniczacy), prof.
Agnieszka Mostowska, prof. Mieczy-
staw Obiedzinski, prof. Maria Jolanta
Redowicz, prof. Krzysztof Rolka, prof.

Fotografia 2.
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Ewa Sikora, prof. Elzbieta Skrzydlew-
ska, prof. Adam Szewczyk, prof. Zofia
Szweykowska-Kuliriska, prof. Julian
Swierczynski, prof. Stanistaw Weid-
ner, prof. Stanistaw Wojtaszek, prof.
Lech Wojtczak prof. Krzysztof Zwierz,
prof. Krystyna Z6towska.

Fotografia 3.

Pro memoria: W czasie organizacji
Kongresu odeszto od nas dwoje nie-
odzatowanych profesoréw, naukow-
cow i ludzi szczerego serca, prof. dr
hab. Liliana Konarska i prof dr hab.
Przemystaw Janik. Przed uroczysto-
$cig otwarcia Kongresu uczczono ich
pamie¢ chwilg ciszy.

Uroczyste otwarcie Kongresu od-
byto sie 7 wrzes$nia o godz. 17:00 w
Centrum Konferencyjnym UWM w
Olsztynie. Uczestnikéw Kongresu
przywitali przewodniczagcy Komi-
tetu Organizacyjnego prof. Elzbieta
Kostyra i prof. Jerzy Moraczewski,

Fotografia 4.

akcentujac fakt, ze Kongres jest wyda-
rzeniem szczegdélnym, poniewaz po
raz pierwszy odbywa sie w konwen-
cji potgczonego spotkania Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego i Pol-
skiego Towarzystwa Biologii Komor-
ki. W imieniu wtadz wojewo6dztwa
pozdrowienia i gratulacje przekazat
petnomocnik Wojewody Warminsko-
Mazurskiego mgr Bogumit OsinAski.

Dodatkowg ozdobg Kongresu byty
obchody jubileuszu 50-lecia Polskie-
go Towarzystwa Biochemicznego. Z
tej okazji Prezes, prof. Lech Wojtczak

wygtosit okolicznosciowe przemo-
wienie, prezentujgc historie Towarzy-
stwa, sylwetki ludzi o wyjatkowych
zastugach w jego powstaniu i rozwo-
ju. Konstatujac dziatalno$¢ Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego stwier-
dzit, ze zajmuje ono znaczaca pozycja
na mapie naukowej Polski i stanowi
dobrg ptaszczyzne do rozwoju i pro-
mocji polskiej biochemii oraz stwarza
coraz korzystniejsze warunki do mie-
dzynarodowych kontaktow, szczeg6l-
nie miodym naukowcom. Przedsta-
wicielem FEBS-u z okazji tego dostoj-
nego jubileuszu byt prof. Rolf K. Berge
z Institute of Medicine, University of
Bergen z Norwegii, ktéry w dalszej
czesci Kongresu wygtosit wykitad pt.:
,Dissipating excess energy as a stra-
tegy to prevent metabolic syndrome".
Natomiast z ramienia International
Union of Biochemistry and Molecu-
lar Biology w Kongresie uczestniczyt
cztonek wiadz tej organizacji prof.
Knut-Jan Andersen.

2 -
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Fotografia 5. Prof. Elzbieta Kostyra i prof. Jerzy Mo-
raczewski.

Dziatalno$¢ Polskiego Towarzy-
stwa Biologii Komérki przedstawita
Prezes prof. Barbara Ptytycz. Podczas
otwarcia Kongresu odbyta sie réwniez
uroczysto$¢ wreczenia dyplomow
Cztonkoéw Honorowych Polskiego To-
warzystwa Biologii Komérki Paniom
Profesor Zofii Bielanskiej-Osuchow-
skiej i Marii Olszewskiej. Uroczysta
laudacje dla prof. Zofii Bielanskiej
Osuchowskiej wygtosita prof. Barbara
Ptytycz, a dla prof. Marii Olszewskiej
prof. Stanistaw Przestalski.

Tradycyjnym elementem otwarcia
Kongresu bylo rowniez wreczanie
nagrod Towarzystw i sponsorow.
Nagrode Mayzla, ufundowang przez
firme Roche, pani Michalinie Mar-
niewicz i panu prof. Przemystawowi
Wojtaszkowi za publikacje ,,Pocho-
dzenie i ewolucja $mierci komorki",
opublikowang w PBK, 34: 599-734,
2007 wreczyli prof. Barbara Plytycz
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(PTBK) i pan Rafat Kochanowski (RO-
CHE). Nagrode im. Jakuba Karola
Parnasa za prace pt.: ,Ribonuclese di-
cer cleaves triplet repeat hairpins into
shorter repeats that silence specific
targets”, opublikowang w Molecular
Cell, 2007, 25(4): 575-586 otrzymat ze-
spot w sktadzie: J. Krél, A. Fiszer, A.
Mykowska, K. Sobczak, M. de Mezer
i W.J. Krzyzosiak. Nagrode im. Bole-
stawa Skarzynskiego otrzymaty Joze-
fa Wesierska-Gadek, Jolanta Bednarek
i Zofia M. Kilianska za publikacje:
»Nowe oblicza biatek antyapoptotycz-
nych. Il. Surwiwina", zamieszczong w
Postepach Biochemii 2007, 53(3): 239-
253. Wyrdznienie natomiast uzyskata
praca ,Rola i znaczenie surwiwiny
w przebiegu mitozy", autorstwa Ka-
milii Wolanin i Katarzyny Piwockiej,
opublikowana w Postepach Bioche-
mii, 2007, 53(1): 10-18. Nagrode ZG
PTBioch i firmy Sigma-Aldrich za naj-
lepszg publikacje z chemii i biochemii
kwaséw nukleinowych otrzymat ze-
spot: Katrzyna Skiba, Elzbieta Sochac-
ka, Julia KaZmierczak-Bararnska, Ma-
ria Maszewska, Magdalena Janicka,
Genowefa Nowak i Barbara Nawrot
za publikacje pt.: ,,Effect of base modi-
fications on structure, thermodynamic
stability, and gen silencing activity
of short interfering RNA", ogtoszong
w RNA, 2007, 13(8): 1301-1316. W re-
fleksyjnej atmosferze zostata wreczo-
na rowniez nagroda PTBioch i firmy
Merck Sp. z 0.0. za najlepszg prace
doktorska z biochemii wykonang w
polskiej instytucji badawczej, ktérg
otrzymata dr Aleksandra Ellert-Mi-
klaszewska za prace pt.: ,,Molekular-
ne mechanizmy proapoptotycznego
dziatania kannabinoidéw na komaérki
glejakéw". Promotorem tej pracy byta
$p. prof. Liliana Konarska. Wszystkie
nagrody PTBioch-u wreczyt Prezes
Towarzystwa prof. Lech Wojtczak.

Obrady Kongresu rozpoczat wy-
ktad pt.: ,RNA interference of CUG
and CAG repeat sequences" wy-
gtoszony przez prof. Wilodzimierza
Krzyzosiaka, laureata ubiegtorocznej
nagrody im. Jakuba Karola Parnasa.
Przewodnig sesjg Kongresu byta Sesja
Plenarna poswiecona tematyce ko-
morek macierzystych, zatytutowana:
»Komorki macierzyste — wyzwania
biologiczne, biochemiczne i biome-
dyczne", wspdtorganizowana przez
Komitet Cytobiologii PAN. Sesje te
prowadzili profesorowie Marek Ma-
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leszewski i Bogustaw Machalifski.
Wprowadzenia do Sesji dokonat prof.
Jerzy Moraczewski, a prof. Elzbieta
Wyroba, Przewodniczaca Komitetu
Cytobiologii zaprezentowata historie
Komitetu Cytobiologii PAN, z atencja
przedstawiajgc wyjatkowego Jubila-
ta, jednego z kreatorow historii tegoz
Komitetu, prof. Jerzego Kawiaka. 80-
lecie urodzin Profesora zbiegajace sie
z 25-leciem pierwszej konferencji Pol-
skiego Towarzystwa Biologii Komorki
byto najpiekniejszym prezentem dla
uczestnikéw Kongresu.

Pozostata tematyka byta prezen-
towana w 13 nastepujacych sesjach:
Ruch i $srodowisko zewngtrzkomér-
kowe, Genomika i proteomika, Nowo-
twory - patologia sygnatu komorko-
wego, Struktura, wiasciwosci i funkcje
peptyddéw i biatek, Cykl komérkowy i
$mier¢ komorki, Biochemia i biologia
molekularna komérki roslinnej, Bio-
chemia kliniczna, Biochemia lipidow i
weglowodanéw, Bioenergetyka, Stres
oksydacyjny, Biochemia zywnosci i
zywienia, Biologia nowotwordéw, Se-
sja Mtodych. Sesje podzielone byty na
cze$¢ prezentacji ustnych i plakato-
wych. Prezentacje ustne obejmowaty
referaty sesyjne i komunikaty. W su-
mie wygtoszono 62 wyktady i 52 ko-
munikaty ustne oraz zaprezentowano
497 posterow.

Podczas Kongresu wytoniono
tradycyjnie laureatéw  konkurséw
0 nagrode im. Wilodzimierza Mo-
zotowskiego i nagrode im. Janiny
Opienskiej-Blauth. Nagrode im. Wio-
dzimierza Mozotowskiego otrzymata
Aleksandra Wiczk za prace pt.: "Invo-
Ivement of S6 kinase in the response
of cancer cell to sulforaphane, a cru-
ciferous vegetable-derived anticancer
agent". Natomiast nagrode im. Janiny
Opienskiej-Blauth przyznano Jackowi
Grebowskiemu i Paulinie Kazmier-
skiej za prace: pt.: ,,Laser biostymula-
tion in generation photodynamic effect
with N-methylfulleropyrrolidine™.
Wszystkie nagrody wreczat Prezes
P.T.Bioch. prof. Lech Wojtczak. Obok
nagrody im. Wtodzimierza Mozotow-
skiego przyznano dodatkowo dwa
wyréznienia: Monice Kusio za prace
pt.: ,Bcr-Abl-mediated resistance to
damage-induced apoptosis —the role
of p53 acetylation" oraz Annie Waw-
rzucie za prace pt.: ,The influence of
PDT of the melanoma cells in vitro".
Po raz pierwszy przyznano nagrody

i wyr6znienia mtodym naukowcom,
ktorzy prezentowali swoje prace w
Sesji Mitodych. Nagrode ufundowang
przez firme OLYMPUS za plakat pt.:
»The study of MDR1 polymorphisms
frequency in breast cancer patients
from Poland” otrzymata Pani Anna
Potrolniczak, a jej wreczenia dokonat
przedstawiciel fundatora nagrody dr
Krzysztof Borkowski. W przeprowa-
dzonym rdwnolegle konkursie Orga-
nizatorow na najlepszy plakat w Sesji
Miodych pierwsze miejsce, uhono-
rowane nagrodg pieniezng, zajat An-
drzej Prokop za prace pt. ,,Ethidium
bromie — diffusion throw the diffe-
rent kinds of laboratory glovers", za$
dwa wyro6znienia wreczono: Marcie
Fiotce za plakat pt.: ,,Raoultella plan-
ticola —gut bacterium of Dendrobaena
veneta (Annelida) possess antimicrobial
activity against five strains of Mycobac-
terium" oraz Ewie Kuzbida za plakat
pt.: ,, The influence of glycation on bio-
logical and immunological properties
of peanut 7S globulin”. Po raz drugi
natomiast przyznano Nagrode Pol-
skiej Sieci Mitochondrialnej ufundo-
wang przez firme OLYMPUS Polska
za najlepsze krdtkie wystapienie. Te-
goroczne wyrdznienie otrzymata Han-
na Gatganska za referat ,,The cytosol
redox state in Saccharomyces cerevisiae
cells in mediated by VDAC isoforms
and influences protein expression in
mitochondria”. Zarzad Gtdéwny Pol-
skiego Towarzystwa Biologii Komor-
ki w konkursie na najlepsze prace wy-
réznit llone Kalaszczynskg za prace
pt.: ,Cyclin A function in the mouse",
tukasza Majewskiego za prace pt.: ,,
Nuclear localization of myosin VI in
secretory PCI12" i Daniela Kierzkow-
skiego za prace pt.: ,Subcellular lo-
calization and visualization of in vivo
intractions between actin izovariants
in Arabidopsis thaliana leaf epidermal
cells".

W olsztyfAskim spotkaniu bioche-
mikow i biologéw komorki wzieto
udziat okoto 800 osoéb, wsérdéd nich
goscie z zagranicy (Biatorusi, Nor-
wegii, Danii). Kongres byt znakomi-
tym przyktadem integracji naukowej
i towarzyskiej réznych $rodowisk z
catej Polski. Mtodos$¢ ozywiata grona
seniorskie, refleksje przeplataty sie
z twérczym optymizmem, a hedo-
niczne odczucia dotyczyly zaréwno
podniebienia, jak i radosci wspdlnych
tanecznych plasow, ktére sympatycz-
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nie prowokowat Zespo6t Pieéni i Tanca
»Kortowo" Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego. Mito$nicy piekna nie-
powtarzalnej przyrody mieli okazje
uczestniczy¢ w malowniczym rejsie
po Kanale Ostrédzko-Elblaskim, Swia-
towej atrakcji turystycznej (Fot. 6).

Mgietka czasu pokrywa juz olsztynski
Kongres, ale przepiekne zaproszenie
na kolejne spotkanie przedstawione
przez tédzki Oddziat P.T.Biochem.
zrodzito nadzieje na dalszy rozkwit
intelektualnych i towarzyskich przy-
g6d. Wszystkim uczestnikom Kon-
gresu pieknie dziekujemy i mamy
nadzieje, ze wywiezione z Olsztyna
wrazenia bedg mile wspominane.

Na zakonczenie w imieniu wszyst-
kich uczestnikéw Kongresu sktadamy
serdeczne gratulacje nowo wybranym
witadzom Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego: Prezesowi — prof.
Andrzejowi Dzugajowi, wice-Pre-
zes — prof. Jolancie Baranskiej oraz
wszystkim cztonkom Zarzadu GHow-
nego i Komisji Rewizyjnej, jak rowniez

ROZSTRZYGNIECIE KONKURSU
POLSKIEGO TOWARZYSTWA
BIOCHEMICZNEGO

Il FIRMY MERCK SP.

Z0.0.

NA NAJLEPSZA PRACE
DOKTORSKA

Z BIOCHEMII

Zarzad Gitowny Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego, na podsta-
wie opinii komisji w sktadzie: prof.
Jan Barciszewski, prof. Piotr Laidler,
prof. Jacek Otlewski, prof. Grzegorz
Wegrzyn, prof. Ludmita Zylinska, i
prof. Stawomir Pikuta (przewodni-
czacy), ogtasza, ze wsrdd zgtoszo-
nych na konkurs prac doktorskich
nagrode w wysokosci 4 000 zt otrzy-
mata Pani dr Aleksandra Ellert-Mi-
klaszewska za prace doktorska p.t.
»Molekularne mechanizmy pro-
apoptotycznego dziatania kannabi-
noidéw na komorki glejakow"™ wy-
konana w Katedrze i Zaktadzie Bio-
chemii i Chemii Klinicznej Uniwer-
sytetu Medycznego we wspotpracy
z Pracownig Regulacji Transkrypcji
Instytutu Biologii DosSwiadczalnej
im. Marcelego Nenckiego PAN w
Warszawie pod kierunkiem prof. dr
hab. Liliany Konarskiej. Wreczenie
nagrody odbyto sie 7.09.2008 r. pod-
czas uroczystosci inauguracji Kon-
gresu Biochemii i Biologii Komarki
w Olsztynie.
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SYLWETKA ALEKSANDRY
ELLERT-MIKLASZEWSKIEJ

Aleksandra Ellert-Miklaszewska
ukonczyta studia na Wydziale Far-
maceutycznym Uniwersytetu Me-
dycznego w Warszawie o specjalnosci
analityka kliniczna. Tytut magistra
farmacji uzyskata w 1998 r. za prace
pt. ,,Arginaza jako marker w ocenie
i diagnostyce tagodnych i ztosliwych
guzow tarczycy i gruczotu piersio-
wego" wykonang w Katedrze i Za-
ktadzie Biochemii i Chemii Klinicznej
pod kierunkiem prof. dr hab. Liliany
Konarskiej. W 2000 r. rozpoczeta stu-
dia doktoranckie na Wydziale Far-

nowemu Zarzgdowi Gtdwnemu Pol-
skiego Towarzystwa Biologii Komor-
ki: Prezes — prof. Alicji J6zkowicz,
wice-prezes — prof. Barbarze Plytycz
i pozostatym cztonkom. Ponadto ser-
deczne gratulacje i zyczenia zdro-
wia kierujemy pod adresem nowych
Cztonkéw Honorowych P.T.Bioch.
w osobach prof. Jolanty Baranskiej,
prof. Edwarda Bankowskiego, prof.
Andrzeja Dzugaja, prof. Aleksandra
Koja i prof. Hilarego Koprowskiego z
Filadelfii.

W imieniu Komitetu Organizacyjnego

prof. Elzbieta Kostyra
i prof. Jerzy Moraczewski

maceutycznym UM w Warszawie, a
rok poézniej zostatla ponadto uczest-
nikiem kursu doktorskiego Studium
Medycyny Molekularnej przy UM w
Warszawie. Projekt doktorski Alek-
sandra Ellert-Miklaszewska wyko-
nywata pod kierunkiem prof. dr
hab. Liliany Konarskiej w Katedrze
i Zaktadzie Biochemii i Chemii Kili-
nicznej we wspdipracy z Pracownig
Regulacji Transkrypcji Instytutu Bio-
logii Doswiadczalnej im. Marcelego
Nenckiego PAN. Wspotprace z IBD
rozpoczeta w ramach potrocznego
stazu finansowanego ze Stypendium
Polskiej Sieci Biologii Molekular-
nej i Komorkowej UNESCO/PAN.
Nastepnie w latach 2001-2006 bra-
ta czynny udziat w realizacji 3 pro-
jektow badawczych: grantéw KBN
mtodego naukowca i grantu promo-
torskiego oraz grantu Fundacji na
Rzecz Wspierania Rozwoju Polskiej
Farmacji i Medycyny POLPHARMA
SA. Praca doktorska zostata obro-
niona z wyroznieniem 14.11.2007 r.
przed Radg Wydziatu Farmaceutycz-
nego. Recenzentami pracy byli prof.
dr hab. Joanna Strosznajder i prof. dr
hab. Pawet Szulczyk.

Aleksandra Ellert-Miklaszewska
jest wspdtautorka 4 publikacji oraz roz-
dziatu w ksiazce ,,Receptory i mecha-
nizmy przekazywania sygnatu" pod
red. Nowak J.Z., Zawilska J.B. Dwie
publikacje, w ktérych doktorantka jest
pierwszym autorem, dotyczg bezpo-
Srednio przedmiotu pracy doktorskiej i
opublikowane zostaty w czasopismach
0 zasiegu miedzynarodowym. Jest lau-
reatkg dwoch nagréd zespotowych za
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osiggniecia naukowe przyznawanych
przez rektora Uniwersytetu Medycz-
nego w Warszawie.

Po ukonczeniu badan w ramach
rozprawy doktorskiej Aleksandra
Ellert-Miklaszewska rozpoczeta pra-
ce w Instytucie Biologii Dos$wiad-
czalnej im. Marcelego Nenckiego
PAN, gdzie nadal zajmuje sie za-
gadnieniami biologii molekularnej
glejakow, nowotworéw osrodkowe-
go uktadu nerwowego. Uczestniczy
m.in. w realizacji polsko-niemiec-
kiego projektu dotyczacego roli od-
dziatywania komérek glejaka z ko-
morkami mikrogleju, wchodzgcymi
w sktad mikrosrodowiska guza, w
patogenezie tych nowotworow.

MOLEKULARNE MECHANIZMY
PROAPOPTOTYCZNEGO
DZIALANIA KANNABINOIDOW
NA KOMORKI GLEJAKOW

STRESZCZENIE PRACY
Aleksandra Ellert-Miklaszewska

Katedra i Zaktad Biochemii i Chemii Kli-
nicznej, Wydziat Farmaceutyczny, Uniwer-
sytet Medyczny, Warszawa

Obecnie: Pracownia Regulacji Transkrypcji,
Instytut Biologii Doswiadczalnej im. Marce-
lego Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093
Warszawa; e-mail: aellert@nencki.gov.pl

Glejaki, nowotwory wywodzace
sie z komorek gleju, stanowig grupe
najczestszych pierwotnych guzow
osSrodkowego uktadu nerwowego
(OUN), a ich ztosliwe formy odzna-
czajg sie wyjagtkowo niekorzystnym
rokowaniem dla pacjenta [1]. Na sku-
tek silnej inwazyjnosci glejaki tworzg
z reguty rozlegte guzy, co utrudnia
skuteczng interwencje chirurgiczng.
Ponadto wyjatkowo wysoka czestosé
i heterogenno$¢ mutacji w genach
supresorowych i protoonkogenach,
przyczyniajaca sie do patogenezy
nowotworu oraz zaburzenia me-
chanizméw programowanej $mierci
komérek (apoptozy), prowadzi do
opornosci glejakéw na tradycyjne te-
rapie przeciwnowotworowe. Istotne
jest zatem znalezienie nowych, sku-
tecznych lekéw, ktérych mechanizm
dziatania bytby odmienny niz wyko-
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rzystywany przez konwencjonalne
terapie.

Kilka lat temu wykazano po raz
pierwszy, ze zawarte w konopiach
indyjskich (Cannabis sativa) substan-
cje czynne zwane kannabinoidami,
a takze ich syntetyczne analogi, ha-
muja proliferacje komérek nowo-
tworowych w warunkach in vitro i
ograniczajg wzrost guzéw u zwierzat
dosSwiadczalnych [2,3]. Niewatpliwg
zaleta kannabinoidow jest recepto-
rowy mechanizm dziatania, zapew-
niajagcy mozliwos¢  selektywnego
oddziatywania na komorki wykazu-
jace synteze witasciwych receptorow.
Stwierdzono, ze w dziataniu antypro-
liferacyjnym kannabinoidéw moga
posredniczy¢ oba poznane metabo-
tropowe receptory blonowe, zwane
CB1 i CB2. W komoérkach nowotwo-
rowych, w tym w komérkach gleja-
kéw, w poréwnaniu do tkanki prawi-
dtowej, moze natomiast dochodzi¢ do
znaczgcego wzrostu ekspresji genu i
poziomu biatka receptora CB2 [3-5].
Potencjalne zastosowanie kannabino-
idow w terapii glejakow cztowieka
powinno zatem dotyczyé zwiazkow,
ktore selektywnie aktywujg receptory
CB2, zwtaszcza ze pozwala to unik-
na¢ niepozadanych psychotropowych
efektow ubocznych typowych dla
marihuany, zaleznych od pobudzenia
neuronalnych receptorow CB1.

Celem badan opisanych w rozpra-
wie doktorskiej byto poznanie mole-
kularnych mechanizméw dziatania
wybranych syntetycznych kannabi-
noidéw na komorki glejaka szczurze-
go, ocena wrazliwosci komoérek roz-
nych linii glejakéw cztowieka na te
zwigzki oraz zbadanie wptywu kan-
nabinoidow na komarki prawidtowe -
astrocyty. W doswiadczeniach wyko-
rzystano syntetyczne kannabinoidy:
WIN55,212-2, agoniste obu typow
receptorow kannabinoidowych CB1 i
CB2 oraz JWH133, zwigzek dziataja-
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Rycina 1. Wzory strukturalne syntetycznych kan-
nabinoidéw wykorzystanych w pracy: JWH133 i
WIN55,212-2.

cy selektywnie poprzez receptor CB2
(Rye. 1).
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Rycina 2. Translokacja biatka Bad do mitochon-
driow (A) i aktywacja kaskady kaspaz (B) jako
elementy mitochondrialnego szlaku apoptozy
indukowanej w komdrkach C6 przez syntetyczny
kannabinoid. A. Strzatki na zdjeciu z mikrosko-
pu konfokalnego wskazujg przyktadowe komér-
ki poddane dziataniu WIN55,212-2, w ktdérych
widoczne jest natozenie fluorescencji: zielonej
odzwierciedlajgcej lokalizacje Bad i czerwonej
pochodzacej od znacznika mitochondriéw (Mi-
toTracker Red). Poziom aktywnych form kaspaz
w komdrkach, jak réwniez poziom cietej proteoli-
tycznie polimerazy PARP (substratu kaspazy 3),
wzrastajace zaleznie od czasu ekspozycji, wykry-
wano metodg Western-blot.

W rozprawie wykazano, ze kanna-
binoidy hamuja proliferacje i induku-
ja apoptoze komdrek glejakéw w ho-
dowli in vitro za po$rednictwem obu
typéw receptoréw: CBl i/lub CB2.
Stwierdzono, ze proces apoptozy uru-
chamiany jest przy udziale tzw. szlaku
mitochondrialnego, gdyz w komar-
kach traktowanych kannabinoidami
dochodzito do zmian potencjatu bton
mitochondrialnych, aktywacji kaspaz
i fragmentacji DNA (Ryc. 2). Komér-
ki glejaka linii C6, tworzace u szczura
guzy przypominajgce morfologicznie
glejaki wielopostaciowe u cztowieka,
postuzyty do blizszej charakterystyki
molekularnych mechanizméw dzia-
tania kannabinoidéw. Sprawdzono
wptyw WIN55,212-2 i JWH133 na
gtéwne szlaki przekazujace sygnat
prozyciowy od receptoréw czynni-
kéw wzrostowych oraz na aktywnos$¢
kinaz MAP, uczestniczacych w odpo-
wiedzi na stres komoérkowy. Wykaza-
no znaczace réznice w molekularnych
mechanizmach dziatania kannabino-
idow, zaleznie od typu pobudzanych
receptoréw (Ryc. 3). Wazna role w
indukcji apoptozy przez WIN55,212-2
odgrywato zahamowanie aktywnosci
prozyciowej kinazy Akt oraz aktywa-
cja proapoptotycznego biatka Bad i
zalezna od czynnika transkrypcyjnego
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FKHR indukcja ekspresji
genu cytotoksycznej cyto-

kiny — liganda Fas. Efek- L

téw tych nie wywotywato
podanie JWH133, co moze
wskazywaé na zalezno$é
wspomnianych zjawisk od
aktywacji wytagcznie recep-
tora CB1.

Wykazano takze, ze ko-
morki ludzkich glejakéw,
linii  ustalonych (T98G, e
U87MG, U373MG i LN229) e
oraz linii pierwotnych po-
chodzace z guzéw o naj-
wyzszych stopniach ztosli-
wosci (II1i IV wg. WHO) sg
wrazliwe na cytotoksyczne
dziatanie kannabinoidéw.
W komérkach tych wrazli-
wos$¢ na kannabinoidy ko-
relowata z ekspresjg genow
receptorow CBl1 i CB2.
Sprawdzono takze, czy
obecno$é mutacji w genach
supresorowych w komor-
kach glejakéw, powoduja-
cych opornos¢ na wiele tra-
dycyjnych cytostatykow,
wptywa na sposéb odpo-
wiedzi na kannabinoidy.
Przyktadem takich zabu-
rzen genetycznych sg mu-
tacje w genach kodujacych
dwa supresory nowotwo-
réw: czynnik transkryp-
cyjny p53 - uczestniczacy
w blokowaniu cyklu ko-
morkowego i indukcji apoptozy oraz
fosfataze biatkowo-lipidowg PTEN —
bioracg udziat w regulacji odpowiedzi
na sygnaty prozyciowe. Stwierdzono,
ze kannabinoidy indukuja apoptoze
niezaleznie od tego, czy w komor-
kach obecne jest funkcjonalne biatko
p53 oraz aktywna fosfataza PTEN,
a molekularny mechanizm $mierci
przebiega podobnie jak w glejaku C6,
tj. poprzez uruchomienie szlaku mito-
chondrialnego.

G0 eterr swra123

W pracy przeanalizowano takze
wptyw kannabinoidow na nietrans-
formowane komérki glejowe, wyko-
rzystujagc do tego celu pierwotne ho-
dowle astrocytéw z kory moézgowej
szczura. Stwierdzono, ze WIN55,212-
2 w dawkach indukujgcych apopto-
ze w komorkach glejakéw wptywat
takze na zywotno$¢ komorek prawi-
dtowego gleju, podczas gdy JWH133
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Rycina 3. Proponowany mechanizm dziatania syntetycznych kannabinoidéw na komérki
glejaka C6. W komdrkach C6, IWH133 —selektywny agonista receptora kannabinoidowego
CB2, podobnie jak WIN55,212-2 wigzacy sie z receptorami CB1 i CB2, uruchamia zmiany
typowe dla procesu apoptozy, ale mechanizm dziatania obu zwigzkéw nie jest identyczny.
JWH133 i WIN55,212-2 wywotuja spadek aktywnos$ci kinaz MAP (ERK1/2) w komérce (la),
ale dziatanie WIN55,212-2 prowadzi dodatkowo do hamowania aktywnosci drugiej kinazy
prozyciowej —AKkt (Ib) iw wyniku tego do zwigekszenia puli nieufosforylowanego biatka Bad
(2). W takiej postaci Bad ulega translokacji do btony mitochondrialnej (3), co w konsekwencji
powoduje zniesienie potencjatu tej btony (4), warunkujace wyptyw z mitochondriéw czynni-
kéw biorgcych udziat w procesie apoptozy. Do aktywacji mitochondrialnego szlaku $mierci
komérek dochodzi takze pod wptywem dziatania JWH133 (4). Oba zwiazki inicjuja w kon-
sekwencji aktywacje kaskady kaspaz (5,6) wraz z proteolizg biatka PARP (7) i apoptotyczng
fragmentacje DNA (8). Spadek fosforylacji Akt w wyniku dziatania WIN55,212-2 prowadzi
takze do zwigkszenia puli aktywnego czynnika FKHR (9) i jego translokacji do jadra (10),
gdzie czynnik ten moze przyczynia¢ sie do indukcji ekspresji genu cytokiny cytotoksycznej
FasL (11), zdolnej do uruchomienia receptorowego (zewnetrznego) szlaku apoptozy. Dane o [6]’
procesach nieoznaczonych liczbami pochodza ze Zrédet literaturowych.

nie dziatat toksycznie na komérki nie-
transformowane.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze
dzieki odmiennemu mechanizmo-
wi dziatania niz stosowane obecnie
cytostatyki, kannabinoidy mogtyby
potencjalnie stanowi¢ alternatywe
w leczeniu glejakéw opornych na
radio- i chemioterapie. Jako zwigzki
silnie lipofilne z tatwos$cig przenika-
ja przez bariere krew-moézg, ktora
ogranicza biodostepnos$¢ i przez to
stanowi przeszkode w uzyciu wie-
lu lekéw stosowanych z powodze-
niem w terapii innych nowotwordw.
Szczegblne zastosowanie mogg mieé
zwigzki selektywnie pobudzaja-
ce receptor CB2. Dajg one bowiem
mozliwo$¢ eliminacji komorek gle-
jakow, bez szkodliwego wptywu na
prawidtowe komdrki glejowe i nie-
pozadanych psychotropowych efek-
tow ubocznych. Poniewaz jednak

ich skuteczno$¢ tera-
peutyczna ogranicza-
taby sie do glejakow,
w ktorych wykrywa
sie obecno$¢ recepto-
row CB2, dalszych ba-
dan nad mozliwoscia
wykorzystania kan-
nabinoidéw w terapii
glejakéw nie nalezy
zawezaé jedynie do tej
grupy zwigzkéw. Po-
nadto, jak wykazano w
tej pracy, zdolno$¢ do
pobudzenia receptora
CB1 zwieksza skutecz-
no$¢ antyproliferacyj-
na i cytotoksycznos$¢
kannabinoidéw w
stosunku do komo-
rek nowotworowych.
Przeprowadzone w
ostatnich latach pierw-
sze badanie kliniczne
z zastosowaniem kan-

nabinoidu w terapii
ztosliwych  glejakow
obejmowato doguzo-

we podawanie wyste-
pujacego w konopiach
Agtetrahydrokannabi-
nolu (AgTHC), niese-
lektywnego agonisty
obu typow receptoréw
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Profesor Jozef Dulak (Fot. 1), kie-
rownik Zaktadu Biotechnologii Me-

Informacje o IMI oraz o konkursie
znajduja sie na stronie http://imi.eu-

dycznej Wydziatu Bioche-
mii, Biofizyki i Biotechno-
logii UJ, zostal wybrany
w drodze kilkuetapowego
konkursu do Komitetu
Naukowego Innovative
Medicine Initative (IMI).
Jest to jedna z kilku wspol-
nych inicjatyw technolo-
gicznych (European Joint
Technology Initiative) koor-
dynowanych przez Komi-
sje Europejska, a powstata
jako wynik porozumienia
Komisji Europejskiej oraz przemystu
farmaceutycznego, reprezentowa-
nego przez European Federation of
Pharmaceutical Industries and Asso-
ciations (EFPIA). Celem IMI jest prze-
zwyciezenie ograniczen w rozwoju
medycyny innowacyjnej w Europie
i wspieranie badan zmierzajacych do
opracowania nowych lekéw. Komi-
tet Naukowy odpowiedzialny jest za
plan naukowy i ustalanie priorytetéw
badawczych IMI. Komitet sktada sie z
15 oso6b, przedstawicieli europejskie-
go $rodowiska naukowego, przemy-
stu farmaceutycznego, agencji regu-
lujacych rejestracje lekéw oraz przed-
stawicieli organizacji bronigcych inte-
resow pacjentow. Na realizacje celow
IMI przeznaczono budzet w wysoko-
§ci 2 mld Euro, budowany w réwnej
czesci przez Komisje Europejska oraz
EFPIA. Fundusze KE, pochodzace
ze Srodkow 7 Programu Ramowe-
go, beda przeznaczone w catosci na
wsparcie badan prowadzonych w
instytucjach naukowych oraz w tzw.
matych i érednich przedsiebiorstwach
(SME). Przemyst farmaceutyczny be-
dzie finansowat w catosci swdj udziat
w badaniach realizowanych przez
konsorcja naukowo-przemystowe.

W biezacym roku zostat ogtoszony
pierwszy otwarty konkurs na projek-
ty badawcze. W pierwszym etapie
konsorcja przedstawity swoje plany.
Po ich zaakceptowaniu i wyborze naj-
lepszych propozycji, pod koniec roku
planowane jest rozpoczecie drugiego
etapu konkursu, ktéry wytoni pro-
jekty przeznaczone do finansowania.
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Fotografia 1. Prof. J6zef Dulak.

ropa.eu. Jednym z celéw
\ IMI jest takze utworze-
nie do roku 2013 Euro-
pejskiej Akademii Badan
Medycznych (EMRA
— European Medicines
Research Academy),
ksztalcgcej specjalistow
w zakresie biomedycy-
ny, w szczeg6lnosci w
dziedzinach zwigzanych
z odkrywaniem i wpro-
wadzaniem nowych le-
kéw oraz opracowanie
i wdrozenie programu europejskich
studiow doktoranckich.

W roku 2008 (jak w latach ubie-
gtych: 2006 i 2007) w Oddziale
L 6dzkim Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego odbywaty sie ze-
brania naukowe ,,Forum Mitodych",
podczas ktérych mtodzi pracownicy
naukowi przedstawiali swoje osia-
gniecia. Spos$rod dziewieciu pre-
zentowanych prac wytoniono jedng
najlepszg, a uczestnik otrzymat na-
grode ksigzkowag w formie podrecz-
nika ,Podstawy Biologii Komorki".
Ujmujac wydarzenia chronologicz-
nie na kolejnych posiedzeniach na-
ukowych w Oddziale wyniki badan
naukowych prezentowali w formie
wyktadéw — 25 kwietnia 2008 r.
mgr Magdalena Bieniasz z Katedry
Biochemii Medycznej UM w todzi
(Analiza ekspresji metaloproteaz,
ich inhibitoréw oraz biatek morfo-
genetycznych kosci w ocenie pro-
gresji choroby nowotworowej ptuc),
mgr inz. Tomasz Boczek z Katedry
Biochemii Medycznej UM w todzi
(Charakterystyka wybranych biatek
komoérek PC12 w warunkach zabu-
rzonej homeostazy wapniowej), mgr
Aneta Rogalska z Katedry Termobio-
logii Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska Ut (Indukcja apoptozy
przez aklarubicyne w nowotworo-
wych komdérkach A549, HepG i MCF-
7); 30 maja 2008 r. mgr inz. Tomasz
Florczak z Instytutu Biochemii Tech-
nicznej Wydziatu Biotechnologii i
Nauk o Zywnosci Politechniki £6dz-
kiej (Wykorzystanie lipaz Beauveria
sp. do enancjoselektywnego rozdzia-
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tu mieszanin racemicznych alkoholi
Il1-rzedowych), mgr Joanna Rywa-
niak z Katedry Biochemii Ogolnej
Ut (Markery apoptozy w plytkach
krwi w stresie oksydacyjnym), mgr
inz. Katarzyna Struszczyk z Instytu-
tu Biochemii Technicznej Wydziatu
Biotechnologii i Nauk o Zywnosci PL
(Enzymatyczne preparaty z plesni
Mucor i ich wykorzystanie do otrzy-
mywania oligoaminosacharydéw);
13 czerwca 2008 r. mgr Mariusz Mali-
nowski z Instytutu Biologii Medycz-
nej PAN (Charakterystyka ekspresji
i aktywno$ci metaloproteaz macie-
rzowych w komorkach $rédbtonka
aktywowanych tymozyng (34), mgr
Izabela Redzynia z Pracowni Badan
Strukturalnych Instytutu Biochemii
Technicznej Politechniki tddzkiej
(Poznanie struktur Kkrystalicznych
komplekséw chagasyny z enzymami
proteolitycznymi w celu znalezienia
leku przeciw chorobie Chagasa), mgr
Maciej Zelazowski z Zaktadu Kance-
rogenezy Molekularnej UM (Analiza
molekularna apoptozy iproliferacji w
raku jelita grubego). Nagrode otrzy-
mata mgr lzabela Redzynia (Fot. 2).

Fotografia 2. Mgr Izabela Radzynia i prof. dr hab.
inz. Grzegorz Bujacz.

Lauretka ukonczyta studia dzienne
na Wydziale Biotechnologii i Nauk
o Zywnosci Politechniki 6dzkiej, na
kierunku Biotechnologia i specjaliza-
cji Biochemia techniczna. W trakcie
studiéw uczestniczyta w projekcie
badawczym prowadzonym przez
prof. dr hab. inz. Grzegorza Bujacza
(Fot. 2), a dotyczacym krystalizacji
biatka aneksyny VI w kompleksie z
biatkiem S-100. Tematem pracy ma-
gisterskiej laureatki byly badania
strukturalne zwigzkéw fenolowych
wyizolowanych z drzew iglastych
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Picea abies i Pinus siluestris. Podczas
studiow doktoranckich brata udziat
w projekcie europejskim AIMs, w
ramach VI FP UE. Mgr lzabela Re-
dzynia uczestniczyta w badaniach
strukturalnych fragmentu Fc immu-
noglobuliny 1gGl w kompleksach z
ligandami —aktywnymi komponen-
tami wypetnien kolumn chromato-
graficznych. W ramach pracy doktor-
skiej prowadzita badania struktural-
ne chagasyny — inhibitora proteaz
cysteinowych, biorgcego udziat w
rozwoju pasozyta wywotujacego
tropikalng chorobe Chagasa. Podob-
nie jak prace magisterska, tak i prace
doktorskg mgr Redzynia wykonuje
w Pracowni Badan Strukturalnych
Instytutu Biochemii Technicznej PL,
a prof. dr hab. inz. Grzegorz Bujacz
jest promotorem obydwu tych prac.
Pracownia Badan Strukturalnych
Instytutu Biochemii Technicznej PL
jest przystosowana do prowadzenia
badan strukturalnych makromolekut
oraz niskoczasteczkowych zwiagz-
kéw biologicznie czynnych metoda-
mi krystalograficznymi. W Pracow-
ni realizowane sg projekty: Badania
strukturalne nienukleozydowych in-
hibitordw odwrotnej transkryptazy
HIV-1; Badania strukturalne inhibi-
torow proteazy wirusa HIV; Badania
strukturalne biatek zwigzanych z pa-
togeneza roslin klasy PR10; Krystali-
zacja biatek selektywnie wigzgcych
cytokininy (CSBP); Badania krysta-
lograficzne enzymoéw zaangazowa-
nych w synteze czynnika modulacyj-
nego bakterii Rhizobium zyjacymi w
symbiozie z ro$linami motylkowymi;
Struktura biatek wigzgcych hormony
juwenilne (JHBP); Synteza cysteiny
w bakteriach, czynniki transkryp-
cyjne CysB i Cbl; Badania struktu-
ralne biatkowego inhibitora proteaz
serynowych (AGTI) z nasion kakolu
polnego oraz jego kompleksu z tryp-
syna; Badania strukturalne dome-
ny Fc przeciwciat monoklonalnych

z peptydomimicznymi ligandami;
Okres$lenie struktury krystalicznej
chagasyny — inhibitora proteaz cy-

steinowych oraz jej komplekséw z
enzymami proteolitycznymi; Bada-
nia krystalograficzne czynnika trans-
krypcyjnego wyizolowanego z Ther-
motoga maritima (TM1030); Badania
strukturalne dehydrogenazy mlecza-
nowej w kompleksie z pirogronia-
nem i oksyminianem (LDL).
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FEBS Advanced Course

Cytochrome P450 Systems: from Structure to Application
September 23-28. 2008

Kranjska Oora, Slovenia

FEBS Advanced Course. W dniach
23-28 wrzes$nia b.r. w Kranjskiej Go-
rze w Stowenii, pod patronatem FEBS,
odbyt sie trzeci kurs poswiecony
cytochromom P450, szeroko rozpo-
wszechnionej nadrodzinie enzyméw,
uczestniczacych w metabolizmie kse-
nobiotykow, i wielu zwigzkéw en-
dogennych, np. hormonéw, kwasdéw
z6tciowych, kwasdéw ttuszczowych,
witamin, czy cholesterolu. Podobnie
jak szes¢ lat wczesniej, Organizator-
kami Kursu oraz Przewodniczacy-
mi Komitetu Naukowego byli: prof.
Bronislava Cre$nar (Uniwersytet w
Ljubljanie, Stowenia) oraz prof. Rita
Bernhardt (Uniwersytet Saarland,
Niemcy). Polske reprezentowaty trzy
osoby: dr Marta Kot (Instytut Farma-
kologii PAN w Krakowie), dr Michat
Cichocki (Uniwersytet Medyczny im.
Karola Marcinkowskiego w Pozna-
niu) i student Rafat Skowronek (Sla-
ski Uniwersytet Medyczny w Kato-
wicach; Fot. 3). Warto wspomnie¢, iz
wszyscy polscy uczestnicy przywiezli
ze sobg plakaty, ktére prezentowali
w trakcie, podzielo-

ska), doskonale znani badaczom CYP.
W trakcie wyktadow i warsztatow
przedstawiono nowoczesne trendy
wszystkich gtéwnych ,gatezi" wspot-
czesnej nauki o cytochromach P450:
medycyny, fizjologii, farmakologii,
toksykologii, mikrobiologii, chemii,
nauki o ro$linach i owadach, bioinfor-
matyki, biotechnologii oraz nauk $ro-
dowiskowych. Niezwykle oryginalne
i interesujace byty wyktady prof. Ar-
chakova (Instytut Chemii Biomedycz-
nej, Rosja), ktory przedstawit problem
przetwarzania stale rosngcej liczby
danych naukowych oraz wyjasnit,
jak z pomoca nanotechnologii, mozna
teoretycznie, ,,odwroci¢ liczbe Avo-
gadro”. Inne wybrane ciekawe zagad-
nienia poruszone przez wyktadow-
cow to: epigenetyka ekspresji gendw
CYP, ich rola w metabolizmie mézgu,
zastosowanie mikromacierzy DNA
do badania profili ekspresji genow;
niedobory enzymatyczne jako istotny
problem kliniczny, np. niedob6r CYP
19 (aromatazy), zesp6t Antler Bixler
(jak sie okazato, pierwotny niedob6r
reduktazy NADPH:cytochrom P450)
oraz wykorzystanie hydroksylaz ste-
rydowych jako celéw w terapii nadci-
$nienia, zespotu metabolicznego, raka
sutka, raka gruczotu kro-

nej na dwa dni sesji
plakatowej obejmu-
jacej trzydziesci dzie-
wie¢ komunikatow.
Dr M. Kot przed-
stawita opracowanie
»Is the activity of
liver CYP regulated
by brain noradre-
nergic or serotoner-
gic system?", dr M.
Cichocki ,, The effect
of initiating doses of
benzo[a]pyrene and
7,12-dimethylbenz[alanthracene on
the expression of cytochrome P450
and phase Il enzymes in mouse epi-
dermis”, a R. Skowronek ,Does the
long-term administration of dalarelin
—a GnRH receptor agonist — influ-
ence hepatic hormone-dependent
CYP3A expression pattern?”. Pod
wzgledem naukowym kurs byt przy-
gotowany wysmienicie. Wsrod zapro-
szonych wyktadowcéw znalezli sie
najlepsi specjalisci — gtownie euro-
pejscy, np. prof. Urs Meyer (Uniwer-
sytet w Bazylei) i prof. Magnus Ingel-
man-Sundberg (Uniwersytet Karolin-

Fotografia 3. FEBS Advanced Course
—Rafat Skowronek prezentuje prace Ka-
tedry Morfologii SUM na sesji posterowej
(fot. Michat Cichocki).

kowego etc. Lacznie wy-
gtoszono siedemnascie
wyktadow oraz prze-
prowadzono cztery za-
jecia warsztatowe: ,,Hu-
man cytochrome P450
deficiencies and gene
polymorphisms”, ,,Sys-
tems biology"”, ,New
cytochrome P450s and
their role in health and
disease", ,,P450 expres-
sion systems". Organi-
zatorzy oczywiscie nie
zaniedbali aspektu towarzyskiego.
W trakcie zorganizowanej wycieczki
uczestnicy zwiedzili zabytkowe cen-
trum miasteczka Radovljica, gdzie
sprébowali wyrabianego w sposéb
tradycyjny piernika, a takze zobaczyli
stynne jezioro Bied z uroczym kosciot-
kiem na wyspie. W czasie wolnym od
spotkann naukowych studenci mogli
podziwiaé malownicze krajobrazy
Alp Julijskich i rozwija¢ nowo nawig-
zane znajomosci. Kurs zgromadzit w
Kranjskiej Gorze 75 oséb reprezen-
tujacych wszystkie dziedziny badan
nad cytochromami P450 z 14 krajow:
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Francji, Hiszpanii, Kazachstanu, Nie-
miec, Polski, Rosji, RPA, Stowenii,
Szwajcarii, Szwecji, Turcji, Wegier,
Wielkiej Brytanii i Wioch. Staraniem
organizatorow przygotowano ksigz-
ke zjazdowa, w ktorej opublikowano
streszczenia wszystkich wyktadow,
warsztatow i komunikatéw nauko-
wych prezentowanych na Kursie.

Relacje przygotowat Rafat Skowronek,
student IV roku Slaskiego Uniwersytetu
Medycznego z Kola STN przy Zaktadzie
Histologii Katedry Morfologii SUM w Ka-
towicach.

Nagrody
Ministra Nauki
i Szkolnictwa
Wyzszego za
wybitne  osig-
gniecia nauko-
we i nauko-
wo-techniczne
(Fot. 4) przy-
znano w trzech
kategoriach. W
kategorii ,,Ba-
dania na rzecz
rozwoju nauki"
nagrode otrzy-
mat specjalista
od teorii chaosu
prof. Marian Mrozek z UJ za zastoso-
wanie narzedzi matematycznych do
wyjasniania zjawisk przyrodniczych i
atmosferycznych. W kategorii ,,Bada-
nia na rzecz rozwoju spoteczenstwa"
nagrode otrzymat onkolog z Kliniki
Gastroenterologii Centrum Onkolo-
gii - Instytut im. Marii Sktodowskiej-
Curie w Warszawie, prof. Jarostaw
Reguta. Profesor Reguta koordynuje
rozlegte badania przesiewowe meto-
da kolonoskopii, ktérych celem jest
wczesne wykrywanie nowotworow
jelita grubego. Nagrode w kategorii
»,Badania narzecz rozwoju gospodar-
ki" otrzymat prof. Zdzistaw Smorag,
biotechnolog z Instytutu Zootechni-
ki PAN w Krakowie, zajmujacy sie
wspomaganiem rozrodu zwierzat
hodowlanych przez zastosowanie
m.in. zaptodnienia in vitro. W wyni-
ku prowadzonych przez Laureata ba-
dan uzyskano transgeniczne Swinie o
zmodyfikowanej barierze immunolo-
gicznej cztowiek-Swinia. Efekty tych
prac stwarzajag nowe mozliwosci dla
rozwoju medycyny i farmacji oraz
hodowli. Uroczysto$¢ wreczenia na-
grod odbyta sie 8 pazdziernika 2008
w Zamku Kroélewskim w Warszawie,
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w obecno$ci Premiera RP, Donalda
Tuska. Nominowanymi do nagrody
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyz-
szego byli poza laureatami: w kate-
gorii badan na rzecz rozwoju nauki,
prof. Michat Gtowinski (specjalista
jezyka propagandy oraz zideologi-
zowanej mowy publicznej, oraz prof.
Henryk Koztowski zajmujacy sie
problematykag modelowania ukta-
dow bionieorganicznych, a szcze-
g6lnie badaniem biatek wiazacych
jony metali w przebiegu chor6b neu-
rozwyrodnieniowych: Alzheimera i
Parkinsona oraz choréb demencyj-

Fotografia 4. Laureaci nagrody ministra nauki i szkolnic-
twa wyzszego za wybitne osiggnigcia naukowe i nauko-
wo-techniczne.

nych; w kategorii
badan na rzecz
rozwoju  spote-
czenstwa  prof.
Jerzy Mikutow-
ski Pomorski,
autor szeregu
prac naukowych
z dziedziny ko-
munikacji in-
terpersonalnej;
prof. Ewa Przy-
bylska, tworczy-
ni  miedzynaro-
dowego projektu
TEACH - Te-
aching Adult Educators in Continu-
ing and Higher Education, w ramach
ktérego postawiono diagnoze kon-
cepcji ksztatcenia w krajach Europy
Srodkowo-Wschodniej i Potudnio-
wo-Wschodniej, przeprowadzono
ewaluacje tej koncepcji oraz wypra-
cowano szereg rozwigzan wspiera-
jacych jakos¢ ksztatcenia ustawicz-
nego. W kategorii badan na rzecz
rozwoju gospodarki nominowano
prof. Andrzeja Jajszczyka, znawce
zagadnien z obszaru telekomunika-
cji i sieci komputerowych nowej ge-
neracji, a w szczegdlnosci wiasnosci
kombinatorycznych pél komutacyj-
nych oraz metodologii zapewnienia
niezawodnosci i zwiekszenia odpor-
nosci na uszkodzenia optycznych pél
komutacyjnych.

Firma L'Oreal przyznata juz po
raz 6smy stypendia habilitacyjne
i doktoranckie dla kobiet — na-
ukowcow. Stypendia habilitacyjne
otrzymuja dr Barbara Klajnert z
Uniwersytetu to6dzkiego, dr Ilwona
takomska z Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu, a stypendia
doktoranckie otrzymuja: mgr Edy-
ta Dyguda-Kazimierowicz z Wro-

ctawia, mgr Joanna Matyjasik z
Zaktadu Genetyki i Patomorfologii
Pomorskiej Akademii Medycznej w
Szczecinie oraz mgr Katarzyna Sta-
chowicz z Krakowa.

Prezydium PAN w oparciu o re-
komendacje Kapituty Medalu przy-
znato Medal PAN im. Mikotaja Ko-

Fotografia 5. Medal PAN im. Mikotaja Kopernika.

pernika (Fot. 5) profesorowi Wto-
dzimierzowi  Zago6rskiemu-Ostoi
(Fot. 6) za wybitne osiaggniecia

Fotografia 6. Prof. Wtodzimierz Zagdrski-Ostoja
wraz z prof. Liliang Konarska na Zjezdzie FEBS w
Warszawie w czerwcu 2004 roku (z archiwum re-
dakcji).

naukowe w dziedzinie wirusologii
molekularnej i biotechnologii roslin.
Wiodzimierz Zagorski-Ostoja nalezy
do najwybitniejszych wspotczesnych
polskich biochemikdéw, ktorzy przy-
czynili sie swoimi pracami do roz-
woju nauk przyrodniczych w Polsce
i na Swiecie; specjalizuje sie w bada-
niach mechanizmu biosyntezy biat-
ka i zwigzanej z tym ekspresji gene-
tycznej wiruséw roslinnych. W 1963
roku ukonczyt studia na Wydziale
Biologii Uniwersytetu Warszaw-
skiego. Prace badawcza rozpoczat
w Katedrze Biochemii UW w 1963
r. Zajmowat sie woéwczas procesami
oddechowymi bakterii tlenowych.
Prace poswiecone izolacji i okreSle-
niu wtasnosci kilku enzymoéw odde-
chowych Mycobacterium phlei weszty
w skiad jego pracy doktorskiej obro-
nionej w 1968 roku. W tym samym
roku prof. Zagdrski podjat prace w
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Instytucie Biochemii i Biofizyki Pol-
skiej Akademii Nauk, gdzie zajmo-
wat sie dwoma zagadnieniami: me-
chanizmami syntezy biatka i ekspre-
sja genetyczng wirusdw o0 genomie
wystepujagcym w postaci tzw. nici
(+) RNA. Duzym sukcesem prof. Za-
gorskiego byto stworzenie w latach
1970-1978 warsztatu metodyczne-
go zezwalajgcego na prowadzenie
badan nad regulacjg syntezy biatek
wirusowych. Badania nad mecha-
nizmami i regulacjg syntezy biatek
RNA fagéw zostaty wyrdznione w
1978 roku Nagrodg Panstwowg I-go
stopnia. Naturalnym rozwinieciem
tych badan byto zajecie sie translacjg
i ekspresjg genetyczna wiruséw ro-
$linnych, a w konsekwencji mecha-
nizmami syntezy biatek w komorce
roslinnej. Doprowadzito to do opra-
cowania uniwersalnego roslinnego
systemu translacji i stato sie podsta-
wa przyjetej w literaturze metody
syntezy biatek roslinnych. Badania
nad regulacjg syntezy biatek wiru-
sowych w uktadzie komérkowym,
oparte o fosforylacje czynnikéw
inicjujacych, zostaty opublikowane
w kilku pracach, nagrodzonych w
1981 roku przez Wydziat 1l Nauk
Biologicznych PAN. Kontynuacja
prac prowadzonych przez prof.
Zagorskiego nad wirusami roslin-
nymi byly badania budowy geno-
mow wiruséw ziemniaczanych. Byt
to rezultat kilkuletniej wspotpracy
z zespotami naukowcoéw Polsce i
spoza kraju. Po zsyntetyzowaniu i
sklonowaniu kopii DNA fragmen-
tbw genomoéw roznych patogendow
ziemniaka, prof. Zagdérski wraz z
zespotem wykazali, ze ich zastoso-
wanie pozwala w niezawodny spo-
s6b wykry¢ patogeny —nawet przy
infekcjach bezobjawowych. System
ten byt pierwszym krajowym zasto-
sowaniem w skali masowej progra-
mu diagnostycznego w rolnictwie
opartego o metody inzynierii gene-
tycznej. Za opracowanie metodyki
hybrydyzacyjnego wykrywania wi-
roida ziemniaczanego prof. Zagor-
ski i jego zesp64t otrzymali w 1985 r.
nagrode Sekretarza PAN. Sprawny
system detekcji jest w dalszym cig-
gu podtrzymywany jako standard
krajowy. Elementy metodyczne sys-
temu sg podstawg dwu patentow
uzyskanych w 1992 roku. W 1991 r.
prof. Zagoérski rozpoczat prace nad
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analizg sekwencyjng szczepéw wi-
roida ziemniaczanego (PSTV) po-
chodzacych z polskich kolekcji la-
boratoryjnych i podjat badania nad
synteza biatek i sktadaniem gendéw
u drozdzy, wychodzac z zatozenia,
ze ta wiedza moze sta¢ sie przydat-
na do rozwazan nad patogeneza
wiroidéw. Badania nad patogenami
ro$lin i genetyka drozdzy doprowa-
dzity do podjecia systematycznych
prac nad sekwencjonowaniem du-
zych odcinkéw genomu drozdzy. W
latach 1990-2007 prof. Zagoérski pet-
nit funkcje dyrektora Instytutu Bio-
chemii i Biofizyki PAN. Na podkre-
Slenie zastuguja tu osiagniecia prof.
Zagorskiego przy budowie nowej
siedziby Instytutu oraz stowarzy-
szenia Instytutu z Uniwersytetem
Warszawskim. Na uznanie zastuzyt
rozwo6j w tym czasie stosunkéw In-
stytutu z laboratoriami zagraniczny-
mi. Dzieki tym dziataniom zespoty
Instytutu weszty w zwigzek bliznia-
czy z laboratoriami CNRS, przetwo-
rzony w Polsko-Francuskie Centrum
Biotechnologii Ros$lin. Wspoipraca
zagraniczna prof. Zagdrskiego jest
bardzo obszerna. W latach 1974-
1976 pracowat na Uniwersytecie w
Wisconsin, za$ w latach 1980-1991
zatrudniony byt jako profesor sto-
warzyszony VI i VII Uniwersytetu
Paryskiego. W latach 1989-1990 pet-
nit funkcje Directeur de Recherche
CNRS, Centrum Genetyki Moleku-
larnej CNRS w Gif-sur-Yvette. Prof.
Zagorski petnit rowniez wiele funk-
cji organizacyjnych, miedzy innymi
byt: przewodniczacym Komitetu Or-
ganizacyjnego XXIX Kongresu FEBS
Warszawa 2004, ekspertem Komi-
tetu Programowego ,,Genomics for
Health and Environment" VI Pro-
gramu Ramowego Komisji Europej-
skiej, przedstawicielem Polski w Ko-
mitecie Programowym ,,Quality of
Life" V Programu Ramowego Unii
Europejskiej. Na wzmianke zastugu-
je takze praca prof. Zagorskiego w
Radzie Dyrektoréw Placowek PAN,
ktoérej byt przewodniczacym. Prof.
Zagorski jest cztonkiem korespon-
dentem Polskiej Akademii Umiejet-
nosci i Towarzystwa Naukowego
Warszawskiego.

Medal PAN im. Mikotaja Koper-
nika zostat przyznany takze prof. dr
hab. Tadeusz Chojnackiemu, pro-
fesorowi Instytutu Biochemii i Biofi-

zyki PAN i zastuzonemu biochemi-
kowi. Jego zainteresowania badaw-
cze koncentrujg sie na metabolizmie
lipidéw oraz na biochemii poréw-
nawczej. Wyksztatcenie lekarskie
prof. Chojnackiego pozostawito $lad
w jego dziatalnosci i wielokrotnie
powodowato powroty do zagadnien
zwigzanych z klinikg i analityka le-
karska. Prof. Chojnacki wspétpraco-
wat z wieloma uznanymi na $wiecie
zespotami botanikéw, fitochemikéw
i chemikéw w zakresie izopreno-
idow roslinnych. Wiele jego prac
prowadzonych jest we wspdtpracy z
Karolinskim Instytutem Medyczno-
Chirurgicznym w Sztokholmie oraz
z o$rodkami naukowymi w Indiach
i Japonii. Dorobek naukowy prof.
Chojnackiego to przede wszystkim
wyniki badan nad specyficznosciag
enzymow biosyntezy fosfolipidow,
prace nad strukturg, funkcjg i meta-
bolizmem izoprenoidéw roslinnych.
Wielka jego zastugg jest utworzenie
w Instytucie Biochemii i Biofizyki
PAN os$rodka referencyjnego dla ba-
dan nad koenzymami lipidowymi.
Na to zagadnienie ztozyty sie publi-
kacje na temat struktury i funkcji po-
liprenoli, dolicholi i ich pochodnych
oraz opracowania dotyczace metod
syntezy i analityki tych substancji.
Prof. Tadeusz Chojnacki badat row-
niez mozliwos$ci pozyskiwania tych
zwigzkow z materiatu roslinnego,
czesto pochodzacego zegzotycznych
rejonéw Swiata. W ostatnim okresie
opublikowat okoto 50 prac doswiad-
czalnych, w ogromnej wiekszosci w
recenzowanych czasopismach spe-
cjalistycznych o wysokim ,impact
factor". Jego osiggniecia badawcze
sqg wymieniane w podrecznikach
biochemii. Jest uznanym miedzyna-
rodowym autorytetem w dziedzinie
biochemii lipidow.

Program komputerowy do loka-
lizowania obszaru teczéwki w ob-
razie oka uzyskanym przy pomocy
specjalnej kamery, opracowany w
Katedrze Mikroelektroniki i Tech-
nik Informatycznych Politechniki
t 6dzkiej (PL), zajat drugie miejsce w
miedzynarodowym konkursie zor-
ganizowanym przez University of
Beira Interior z Portugalii. Autorem
wyréznionego rozwiazania jest mgr
inz. Wojciech Sankowski (Fot. 7), a
opiekunem jego pracy prof. Andrzej
Napieralski. Zaprezentowany pro-
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gram realizuje segmentacje obrazu
oka, co umozliwia zlokalizowanie
obszaru teczowki w obrazie oka uzy-
skanym przy pomocy specjalnej ka-
mery. Rozwigzanie Po-

Festiwalu Nauki w Jabtonnie dr Paz-
dro opowiadata nie tylko o walorach
odzywczych ryb, ale tez o wystepu-
jacych w nich i w morzu zwigzkach

lakéw w prezentacji oka-
zato sie na tyle nowator-
skie i konkurencyjne na
tle innych prac konkur-
sowych z calego $wiata,
ze jury zadecydowato o
przyznaniu mu drugiej
nagrody. Segmentacja
obrazu oka, czyli pre-
cyzyjne zlokalizowanie
w obrazie wykonanym
kamerg, teczoéwki oraz
elementéw ja przestania-
jacych, takich jak powie-
ki czy odbtyski wystepujace na po-
wierzchni oka, pozwala na przetwo-
rzenie zlokalizowanego obrazu na
liczby. Uzyskuje sie matematyczny
opis struktury teczéwki. To pozwala
na rozpoznanie fotografowanej oso-
by przez poréwnanie z istniejgcymi
opisami zgromadzonymi w bazie
danych, ale koniecznym warunkiem
prawidtowego procesu identyfikacji
jest poprawna segmentacja obrazu
oka. Niezhedne sg dalsze badania,
dzieki ktérym mozliwe bedzie uzy-
cie technologii identyfikacji osob na
podstawie wzoru teczowki oka w tak
wymagajacych systemach, jak np. sie-
ci bankomatéw. Katedra Mikroelek-
troniki i Technik Informatycznych
juz od kilku lat prowadzi badania
nad identyfikacjg os6b na podstawie
wzoru teczdwki. Rownolegle roz-
wigzywany jest problem i ztozony,
i niezwykle istotny z punktu widze-
nia mozliwych zastosowan w wielu
osrodkach badawczych na S$wieci.
Konkurs miat charakter prestizowy,
a autorzy najlepszych o$miu rozwig-
zan zostali zaproszeni do publika-
cji swoich wynikéw w czasopismie
»Elsevier Image and Vision Com-
puting”, ktére znajduje sie wsrod
najwyzej ocenianych czasopism na
Swiecie. Do konkursu zgtosito sie 97
o$rodkéw badawczych, a ostatecznie
przystapito 27 osrodkdw, a sposrod
nich wybrano osiem najlepszych. Ich
autorami byli Chinczycy, Portugal-
czycy, Koreanczycy, Amerykanie,
Wiosi, Hiszpanie i Polacy.

Apteka z gtebin morskich wg dr
hab. Kseni Pazdro z Instytutu Oce-
anologii PAN w Sopocie. Podczas
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Fotografia 7. Mgr inz. Woj-
ciech Sankowski.

aktywnych biologicznie
wykorzystywanych w me-
dycynie i kosmetologii.
Farmakologicznie aktywne
zwigzki pochodzace z morz
bywajg skuteczniejsze w
zwalczaniu dolegliwosci
i chordb, niz leki syntety-
zowane w laboratoriach
chemikdw. Thuszcze rybie
zawierajg wielonienasyco-
ne kwasy ttuszczowe (ome-
ga-3) redukujace stezenie
cholesterolu lipoprotein
o niskiej gestosci (LDL-C)
i ograniczajgce choroby krazenia.
Glony (np. morszczyn zyjagcy w Mo-
rzu Battyckim) sg Zrddtem jodu, po-
tasu, magnezu, wapnia i zelaza. W
przemys$le zywieniowym wykorzy-
stuje sie agar izolowany z krasnoro-
stéw i brunatnie. Nazwano go E-406
i zastosowano w wielu produktach
jako zageszczacz, substancje zelu-
jaca. Przetworzony wodorost mor-
ski Eucheuma to karagen oznaczony
symbolem E-407, stosowany jest
m.in. w jogurtach i skondensowanej
bitej $Smietanie. Biorac pod uwage
zawarto$¢ korzystnych dla zdro-
wia elementéw, nie zawsze ,,E" za-
warte w produktach spozywczych
jest czyms$, przed czym konsument
powinien sie broni¢. Farmakologia
morska to dziedzina wiedzy zaj-
mujagca sie izolowaniem

wy etap — testy kliniczne — moga
trwaé od 7 do 30 lat, a koszt opra-
cowania jednego leku wynosi okoto
800 milionéw dolaréw. Przyktadem
lekéw z ,,gtebinowej apteki” jest Zy-
konotyd, srodek do leczenia silnego
bélu neuropatycznego, okoto stu
razy bardziej aktywny niz morfina.
Lek uzyskiwany jest ze Slimakow
morskich Conus zyjacych w Pacy-
fiku. Ich jad zawiera paralizujgce
toksyny. Drugi lek, o ktérym wspo-
mniata badaczka Instytutu Oceano-
logii PAN, ma dziatanie przeciwno-
wotworowe. Uzyto w nim substan-
cji wydzielanych przez organizmy
morskie (w tym wypadku glony).
Badania wykazaty, ze neurotoksycz-
ne i hepatotoksyczne zakwity mozna
wykorzysta¢ w farmakologii. Toksy-
ny izolowane z cyjanobakterii wyka-
zaty aktywno$¢ przeciwnowotworo-
wa, antybakteryjna, cytotoksyczna,
antywirusowg i antygrzybiczng.

Zwyciezcg pierwszej edycji kon-
kursu na najlepszy tekst popular-
nonaukowy w polskiej prasie za
rok 2008 zostat Adam Zubek. Nie-
zalezne jury, w osobach prof. Mag-
daleny Fikus z Instytutu Biochemii i
Biofizyki PAN, Anny Mazurkiewicz
— dyrektor Wyzszej Szkoty Komu-
nikowania i Mediow Spotecznych
im. J. Giedroycia w Warszawie izna-
nego dziennikarza telewizyjnego —
Wiktora Niedzickiego, nagrodzito
dwa artykuty Zubka: ,,Dolina pieciu
skarbow" i ,, A jednak potop". Oba
teksty ukazaty sie w ,,Polityce”. Pre-
zes Polskiego Stowarzy-

z morza organizmow i
substancji o potencjale
leczniczym.  Biologiczna
aktywnos$¢ tych zwigzkow
moze przektada¢ sie na
aktywnos$¢ farmakologicz-
ng. W ciggu 30 lat rozwo-
ju farmakologii morskiej
wyizolowano i opisano 20
tys. zwigzkdw o takim po-
tencjale —substancji anty-
bakteryjnych, antywiruso-
wych, antygrzybicznych
i antynowotworowych. pik.
Opatentowano 300 z nich,

a kilkanascie dopuszczono

do obrotu. Komercyjne wykorzysta-
nie zidentyfikowanych substancji
aktywnych farmakologicznie wy-
maga wielu dtugoletnich zabiegdw
badawczo-rozwojowych. Ich konco-

Fotografia 8. Prof. Ewa Bart-

szenia Dziennikarzy Na-
ukowych ,Naukowi.pl"
Stawomir Zagorski (lau-
reat z roku 2008 nagro-
dy im. Prof. Bronistawa
Filipowicza, przyznawa-
nej przez Polskie Towa-
rzystwo Biochemiczne),
poinformowat, ze jury
przyznato tez trzy hono-
rowe wyréznienia. Nad-
to organizator konkursu
przyznat takze specjalng
honorowag nagrode dla
naukowca przyjaznego
mediom. Laureatkg za
rok 2008 zostata prof. Ewa Bartnik
(Fot. 8) z Uniwersytetu Warszaw-
skiego i Instytutu Biochemii i Biofi-
zyki PAN. Przyznawane w tym roku
po raz pierwszy powyzsze nagrody
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sg inicjatywa Polskiego Stowarzy-
szenie Dziennikarzy Naukowych
»Naukowi.pl". Nagroda nosi imieg
Karola Sabatha — zmartego przed-
wcze$nie w pazdzierniku 2007 r.
cztonka Stowarzyszenia, najlepsze-
go znawcy i popularyzatora dino-
zauréw w Polsce.

Tematem dorocznej, trzynastej
juz konferencji z cyklu Fundacji
dyskusje o nauce, przeprowadzonej
w Serocku k. Warszawy w dn. 16-18
pazdziernika, byta ,Odpowiedzial-
no$¢ uczonych". Uczestniczyto w
niej kilkudziesieciu uczonych, za-
proszonych z roznych os$rodkdw
naukowych z catego kraju. Tema-
tyke konferencji wyznaczyly dwa
podstawowe aspekty odpowiedzial-
nosci uczonych, tj. jej ujecie ,we-
wnetrzne" czyli odpowiedzialno$¢
naukowcdw za jako$¢ badan, za
dobdr ich tematyki, za przesuwa-
nie granic podejmowanych badan,
a takze ujecie ,zewnetrzne" czyli
odpowiedzialno$¢ uczonego wobec
Srodowisk pozanaukowych, zwigza-
na z wykorzystywaniem wynikow
badan, ich populary-
zacjg i uzywaniem w
dyskusjach publicz-
nych. Referaty przed-
stawione podczas
konferencji przez
profesorow: Piotra
Weglenskiego, Da-
riusza Dolinskiego,
Andrzeja Friszke, Ry-
szarda Gryglewskie-
go, Antoniego Sutka,
Zbigniewa Jaworow-
skiego, Andrzeja Sta-
ruszkiewicza i An-
drzeja Szostka oraz
gtosy w dyskusjach
zainspirowanych
podnoszonymi w nich problemami,
opublikowane zostang w kolejnym
tomiku z serii Fundacji dyskusje o na-
uce. Wyjatkowym wydarzeniem te-
gorocznej konferencji byto uroczyste
wreczenie Honorowych Odznaczen
FNP dwom osobom, ktore od wielu
lat w szczeg6lny sposéb wspierajg
dziatania Fundacji: prof. Barbarze
Skardze i prof. Lechowi Szczuckie-
mu.

Fundacja Nauki Polskiej dzieku-

je darczyncom, ktoérzy przekazali
w tym roku 1% swojego podatku
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Fotografia 9. Prof. Krzysztof Matyja-
szewsKi.

dochodowego na dobro Fundacji.
Zgodnie z nowg procedurg od 1
stycznia do 31 sierpnia br. urzedy
skarbowe przekazaty na konto FNP
43 240,80 z+. Kwota ta stanowi pra-
wie dwukrotno$é S$rodkow, ktore
Fundacja otrzymywata z odpisow
na organizacje pozytku publicznego
w latach ubiegtych. JesteSmy nie-
zmiernie wdzieczni wszystkim dar-
czyhncom. Dzieki przekazanym daro-
wiznom 15 tegorocznych laureatéw
programu POWROTY/HOMING
— miodych, zdolnych naukowcdw
powracajgcych do Polski po dtugo-
terminowym pobycie naukowym
za granicg, otrzyma wyzsze sty-
pendium. Stypendium kazdego z
laureatbw programu POWROTY/
HOMING — edycja 2008, zostanie
podwyzszone o 4.000 zt. Na kwote
te sktadaja sie $rodki otrzymane z
odpiséw 1% podatku, a takze cze$¢
darowizny w wysokosci 100 tys. zi,
przekazanej Fundacji w roku 2006
przez indywidualnego darczynce.

W todzi powstaje Centrum
Bio- i Nanotechnologii (CBNT). W
jego tworzenie zaan-
gazowaty sie przede
wszystkimPolitechnika
todzka oraz instytuty
PAN. Centrum ma by¢
jednym z najnowocze-
$niejszych  osrodkoéw
badawczych w kraju,
kierunkowo zgodnych
z priorytetami badaw-
czymi Programu Ra-
mowego UE. CBNT ma
by¢ wspomagane przez
Miedzynarodowy Ko-
mitet Doradczy, kto-
remu przewodniczy
prof. Krzysztof Ma-
tyjaszewski (Fot. 9) z
Carnegie Mellon University w Pit-
tsburgh Jest to ceniony na $wiecie
specjalista od polimeréow, wymie-
niany jako jeden z kandydatéow do
Nagrody Nobla. W skiad komitetu
wchodzg takze naukowcy m.in. z
Wioch, Wielkiej Brytanii i Belgii. W
Centrum prace prowadzi¢ bedg ze-
spoty naukowcow z polskich izagra-
nicznych os$rodkow akademickich i
przemystowych. Ma to sprzyja¢ do-
taczeniu do Swiatowych liderow w
dziedzinie zaawansowanych tech-
nologii. Tematycznie badania bedg
sie skupia¢ przede wszystkim wokoét

ochrony Srodowiska, energii i medy-
cyny, a realizacja ma nastepowac od
badan teoretycznych do wdrozen.
Na potrzeby realizacji konkretnych
projektéw beda powotywane kon-
sorcja badawczo-wdrozeniowe.

Prof. Tadeusz Wieckowski, rek-
tor elekt Politechniki Wroctaw-
skiej, zostat nowym przewodniczg-
cym Kolegium Rektoréw Uczelni
Wroctawia i Opola. Zastgpit na tym
stanowisku prof. Tadeusza Lutego
z Politechniki. Kadencja Kolegium
bedzie trwata 4 lata, a funkcje prze-
wodniczacego bedzie petnit wybra-
ny prof. Tadeusz Wieckowski przez
jeden rok, a przez nastepne trzy lata
Kolegium bedzie prowadzone przez
aktualnych wiceprzewodniczacych
(w kolejnosci j.n.), prof. dr hab.
Marka Bojarskiego, prof. dr hab.
Bogustawa Fiedora i prof. dr hab.
Ryszarda Andrzejaka. Zmiana prze-
wodniczagcego nastgpowaé bedzie
15 listopada, poczynajac od 2009 r.,
kiedy to prof. Wieckowskiego zastg-
pi prof. Bojarski. Misjg Kolegium,
obradujgcego raz w miesigcu, jest
integracja $Srodowiska akademickie-
go Wroctawia i Opola, wspieranie
rozwoju spotecznego i gospodarcze-
go poprzez przyblizanie Srodowiska
akademickiego i wiedzy, ktéra w
nim powstaje, mieszkancom regio-
nu, politykom i przedsiebiorcom
oraz dziatania lobbingowe na rzecz
rozwigzan zmierzajagcych do popra-
wy polskiej nauki.

Powstato Wroctawskie Centrum
Akademickie, czyli instytucja, kto-
rej zadaniem bedzie koordynacja
miejskich projektow edukacyjnych
oraz wspotpraca miasta z uczelnia-
mi. Bedzie to miejsce nawigzywania
kontaktéw i pozyskiwania informa-
cji dotyczacych wroctawskiego $ro-
dowiska akademickiego, a przede
wszystkim przyczyni sie ono do
integracji $rodowiska akademickie-
go. Z Centrum wspotpracowaé beda
mogty takze niepafstwowe uczelnie
i oSrodki naukowe. Na czele Cen-
trum stangt prof. Tadeusz Luty.

Po czerwcowym spotkaniu z
wspdtodkrywcg DNA prof. Jame-
sem Watsonem w listopadzie br. w
Collegium Maius UJ odbyty sie dwa
spotkania z cyklu ,,Nauka a prze-
myst" z wybitnymi uczonymi, zaj-
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mujacymi sie naukami biomedycz-
nymi — prof. Chrisem Lipinskim i
prof. Johnem Martinem. Organiza-
torami tych wydarzen byty CITTRU,
Jagiellonskie Centrum Badan Me-
dycznych, Fundacja Kosciuszkow-
ska oraz Klaster Life. Prof. Chris
Lipinski jest uznanym

réoznymi stylami polszczyzny, a tak-
ze prof. Andrzej Szczeklik (Fot. 10)
—za jezyk pozwalajacy na porusza-
nie w twdrczosci probleméw egzy-
stencjalnych w sposob prosty, lecz
wrazliwy i peten humanizmu. God-
no$¢ Ambasadora Polszczyzny poza

autorytetem w dziedzi-
nie chemii lekéw, kon-
sultantem naukowym
wielu firm farmaceutycz-
nych oraz wspdéttwdrca
innowacyjnej firmy Me-
lior Discovery. Jednym z
jego waznych osiggniec
jest opracowanie tzw.
»reguty pieciu”, ktora
dotyczy badania wiasci-
wosci lekéw. Prof. John
Martin zas, wybitny spe-

pii farmakologicznych i
genetycznych oraz zatozyciel firmy
biotechnologicznej ARK Therapeu-
tics, mowit o wspoétpracy z biznesem
jako najlepszej drodze do urzeczy-
wistniania.

Tytut ,Ambasadora Polszczy-
zny", Kktory bedzie przyznawany
za wybitne zastugi w krzewieniu
pieknej, poprawnej i etycznej pol-
szczyzny, ustanowita Rada Jezy-
ka Polskiego Polskiej Akademii
Nauk. Przewodniczacy kapituty
tytutu, prof. Andrzej Markowski,
poinformowat, iz godno$¢ ta bedzie
nadawana w pieciu kategoriach:
Ambasadora Polszczyzny w Mowie,
Ambasadora Polszczyzny w Pismie,
Ambasadora Polszczyzny poza Gra-
nicami Kraju, Mtodego Ambasadora
Polszczyzny oraz Ambasadora Pol-
szczyzny Regionalnej. Ambasadora-
mi Polszczyzny w Mowie zostat: abp
Tadeusz Goctowski za wystapienia
odznaczajgce sie bardzo dobrg pol-
szczyzng oraz zwieztos$cig i prostota,
prof. Franciszek Ziejka —w uznaniu
jego wybitnego talentu oratorskiego
—oraz red. Grazyna Wronska-Wal-
czak za radiowe audycje z cyklu ,,Je-
zyk na zakrecie". Tytuty Ambasado-
ra Polszczyzny w PiSmie otrzymaja:
felietonista Jacek Fedorowicz za tek-
sty poruszajgce czesto problematyke
kultury jezyka i sprawnosci porozu-
miewania sie, prozaik i dramaturg
Janusz Gtowacki —m.in. za umiejet-
no$¢ swobodnego postugiwania sie
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. R Fotografia 10. Prof. Andrzej Szcze-
cjalista-kardiolog, autor «ii.

wielu nowatorskich tera-

Granicami Kraju
kapituta przyznata:
prof. Yi Lijun — thu-
maczce i badaczce
literatury polskiej
kierujacej Katedrg

Jezyka Polskiego Pe-
kinskiego Uniwersy-
tetu Jezykdw Obcych;
prof. Barbarze Rzyski,
popularyzujacej pol-
ska historie, kulture i
jezyk w Brazylii oraz
dr Annie Baranczak,
zarazajacej polszczy-
zng swoich studen-
tow w Uniwersytecie
Flarvarda.

Jubileuszowy 20. Ogdlnoeuro-
pejski Konkurs Prac Mtodych Na-
ukowcéw Unii Europejskiej, ktory
odbywat sie w dniach 19-26 wrze-
$nia 2008 r. w Kopenhadze, za-
konczyt sie podwdjnym sukcesem
Polakdw. 19-letni Pawet Maryniak
z Nysy otrzymat przyznang przez
dunski rzad nagrode specjalng za
badania nad zachowaniem hodowa-
nych przez siebie karaczandw ma-
dagaskarskich; okazato sie, ze samce
radzg sobie z orientacjg przestrzen-
nag lepiej od samic. Jedng z trzech
pierwszych nagréd po 7 tysiecy
euro przyznano 17-letniej Magdale-
nie Bojarskiej za badania nad teorig
grafow.

Podczas XXII Miedzynarodo-
wych Mistrzostw w Grach Matema-
tycznych i Logicznych w Paryzu,
przeprowadzonych 29 i 30 sierp-
nia 2008 r. mtodzi Polacy zdobyli 8
medali (dwa ztote, pie¢ srebrnych i
brazowy). W mistrzostwach wzieto
udziat ok. 300 oséb z 12 krajow, w
tym 27 oséb z Polski. Polski zespot
wytoniono w Kkrajowych elimina-
cjach sposréd najlepszych uczniéw
szko6t podstawowych, Srednich i stu-
dentow.

Prof. dr hab. inz. Wojciech Wro-
blewski z Wydziatu Chemicznego
Politechniki Warszawskiej, otrzy-

mujac z ragk Prezydenta RP tytut
profesora nauk chemicznych, stat
sie najmtodszym ,belwederskim"
profesorem na tej uczelni; nauko-
wiec uzyskat stopiernn profesora w
wielu 39 lat. Prof. Wroblewski spe-
cjalizuje sie w chemii analitycznej
(miniaturowe systemy analityczne).
Dorobek naukowy jest bogaty; obej-
muje trzy patenty i trzy zgtoszenia
patentowe, okoto 60 publikacji z
listy filadelfijskiej (sumaryczny Im-
pact Factor 108,958), liczne referaty
i wystgpienia konferencyjne oraz ar-
tykuty w czasopismach recenzowa-
nych i monografie. Od 1992 r. prof.
Wojciech  Wroblewski prowadzi
takze aktywnag dziatalno$¢ dydak-
tyczno-wychowawczg. Jest wykia-
dowca, kierownikiem laboratorium,
promotorem rozpraw doktorskich i
kilkunastu prac magisterskich. Jest
takze cztonkiem Rady Programo-
wej miedzywydziatlowego Kkierun-
ku studiow ,,Ochrona Srodowiska"
oraz prodziekanem ds. Nauki Wy-
dziatu Chemicznego PW w kadencji
2005/08. Najmtodszy profesor PW
byt wielokrotnie wyrézniany za swe
osiagniecia naukowe i dydaktyczne.
W swoim dorobku ma m.in. nagrody
rektora PW, granty KBN i MNiSzW.

Laureatem ,,Ztotej rozy" — Il
edycji nagrody Festiwalu Nauki, In-
stytutu Ksigzki i Redakcji Nowych
Ksigzek, zostat dr Marek Ostrow-
ski, przyrodnik z Uniwersytetu
Warszawskiego. Ksigzki jego autor-
stwa — ,,Spojrzenie Warsa", ,,0Obli-
cze Sawy" i ,Pokolenie Varsovia.pl”
z cyklu ,, Tryptyk Warszawski", zo-
staty uznane przez jury za najlepsze
ksigzki popularnonaukowe w sezo-
nie wydawniczym 2007/2008. Rada
Programowa FN wyro6znita takze
miodego badacza dr. Michata Bile-
wicza z Wydziatu Psychologii UW
za prezentacje ,,Swoi i obcy. Jak ich
widzimy?"

Odszedt ojciec nowoczesnej me-
dycyny, prof. dr hab. med. Tadeusz
Ortowski (Fot. 11), pionier trans-
plantologii, tworca interny w Pol-
sce, wielki naukowiec, wychowawca
wielu pokolen lekarzy, taternik i al-
pinista. Tadeusz Ortowski uwazany
jest za pioniera polskiej transplan-
tologii i ojca interny. Urodzit sie 13
wrzes$nia 1917 w Kazaniu nad Wot-
gg. Dyplom lekarza uzyskat na taj-
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nym Uniwersytecie Warszawskim w
1943 r., na ktérym byt pdézniej wy-
ktadowca i gdzie w 1949 r. uzyskat
tytut doktora. W czasie Powstania
Warszawskiego pracowat jako le-
karz w warszawskich

przez zwykte potgczenia telefonicz-
ne pomiedzy wieloma instytucja-
mi. Gtéwne prace nad mozliwoscig
przesytania informacji pomiedzy
komputerami rozpoczety sie pod
koniec lat 80. Polscy

szpitalach. Nalezat do
AK. Byt odznaczony
m. in. Warszawskim
Krzyzem Powstan-
czym oraz Krzyzem
Komandorskim z
Gwiazdg Orderu Od-
rodzenia Polski. Prof.
Tadeusz Ortowski byt
wybitnym specjalistg
w zakresie medycyny
wewnetrznej, nefrolo-
gii oraz transplanto-
logii. Stworzyt polska
szkote dializoterapii.
W  roku 1959 wuru-
chomit w Warszawie
osrodek dializacyjny,
tzw. sztuczng nerke.
Dzieki pracy profesora ijego zespotu
udato sie wyprodukowac iopatento-
wac polska sztuczng nerke arkuszo-
wg i dializatory zwojowe. W 1966 r.
wraz z prof. Janem Nielubowiczem
dokonat pierwszego udanego prze-
szczepu nerki ze zwiok. W 1975 r.
z jego inicjatywy powstat Instytut
Transplantologii Akademii Medycz-
nej w Warszawie. W 1986 r. profesor
przeszedt na emeryture, ale niemal
do ostatnich dni zycia poswiecat sie
badaniom nad przeszczepianiem
wysepek trzustkowych u chorych z
cukrzyca. Jego pasjg byto wspina-
nie sie po goérach. W latach 1939-45
prof. Ortowski zasiadat w zarzadzie
konspiracyjnego Klubu Wysokogor-
skiego oraz byt redaktorem tajnego
pisma , Taternik".

17 sierpnia 1991 roku wysta-
no pierwszego polskiego e-maila.
Wiadomos¢ (ale nie list tylko pakiet
IP) przestali z budynku Instytutu Fi-
zyki Uniwersytetu Warszawskiego
Krzysztof Heller i Rafat Pietrak do
Jana Sorensena, szefa O$rodka Kom-
puterowego Uniwersytetu Kopen-
haskiego. Bezposrednie polgczenie
miedzy serwerami dwdch uniwersy-
tetobw, umozliwiajagce przestanie ma-
ila, nastgpito juz w lipcu 1991 roku,
a juz wczesniej polscy naukowcy
mogli taczy¢ sie z placowkami na-
ukowymi w Europie, ale bylo to
bardzo skomplikowane i osiggalne
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Fotografia 11. Prof. dr hab. med. Tade-
usz Ortowski, po lewej.

profesorowie nawig-
zali wowczas kontakt
z profesorami z Kklu-
czowych uczelni ame-
rykanskich. Odegrali
oni kluczowg role w
podigczeniu Polski
do Internetu. Szesciu
naukowcéw —w tym
Rafat Pietrak — otrzy-
mato od prezydenta
Aleksandra Kwa-
$niewskiego Krzyz
Zastugi. Rafat Pietrak
w roku 1991 roku byt
jedynie mtodym pra-
cownikiem Instytutu
Fizyki Uniwersyte-
tu Warszawskiego,
a pbézniej byt bezrobotny. Kilka lat
wczesniej skonczyt studia. Zaintere-
sowat sie komputerami i byt jedynie
czescig Srodowiska, ktéremu zaleza-
to na przytaczeniu Polski do global-
nej sieci internetowej. Ofi-

cjalne przytaczenie Polski

do globalnej sieci interne-

Richard J. Epstein

ne, listopadowe spotkanie poprowadzit
prof. Jan Kwiatowski (Instytut Botaniki
UW), apodczas nastepnych gtos naleze¢
bedzie do profesorow — Andrzeja Ka-
czanowskiego (Instytut Zoologii UW),
Tomasza Uminskiego (Szkota Wyzsza
Przymierza Rodzin), Krzysztofa Spali-
ka (Instytut Botaniki UW) i Piotra Da-
widowicza (Instytut Zoologii UW). 11l
cykl wyktaddw zakonczy w kwietniu
przysztego roku —rok 2008/2009 jest
rokiem Karola Darwina na Uniwersyte-
cie Warszawskim —referat prof. Piotra
Weglenskiego (Instytut Biochemii i Bio-
fizyki PAN), bytego rektora UW, zaty-
tutowany ,,Wszystkie geny cztowieka".

Biologia molekularna cztowieka
(Fot. 12) to podrecznik obejmujacy wie-
dze nie tylko z zakresu biologii moleku-
larnej, ale rowniez genetyki, biotechno-
logii i cytologii. Zaprezentowano w nim
najnowsze odkrycia w badaniach nad
genami, genomem, komdrkami, wiru-
sami i bakteriami. Omdéwiono m.in.:
chromatyny i chromosomy, ekspresje
genu, RNA itranslacje, strukture i funk-
cje biatek, btony i kanaty, receptory na
powierzchni komérki i rozpoznawanie
antygenu, biatka cytoszkieletu, prze-
wodzenie sygnatu, bioaktywne lipidy

i cytokiny poSredniczace
w procesach zapalnych,

- - hormony i czynniki wzro-
towej nastapito w stycz- BIOIOQIa stowe gzynniyki hemopo-
niu 1991 roku, po zgodzie molekularna etyczr;e czynniki angio-
administracji éwczesnego cztowieka genne ]czynniki 0 aktyw-
prezydenta USA Georgea IrA 1 A ;

Busha. Dzisiaj szacuje sie,
ze z Internetu Kkorzysta
ponad 800 milionéw o0séb,
z czego w naszym Kraju
—ponad 9 milionéw.

Biologiczne uwarunko-
wania zycia cztowieka, ge-
netyczny $lad wedrowek
organizmoéw w czasie i
przestrzeni, zwigzki ekologii z biolo-
gia ewolucyjng — to tylko niektére z
catej serii wyktadoéw, jakie proponu-
je wszystkim chetnym Wydziat Bio-
logii  Uniwersytetu Warszawskiego,
w trzecim juz cyklu comiesiecznych,
poniedziatkowych spotkan z biologia
XXl wieku. Organizatorzy zaprasza-
jg do uczestnictwa przede wszystkim
ucznidéw i nauczycieli biologii i nauk
pokrewnych. Pierwsze spotkanie z serii
odbyto sie na poczatku pazdziernika.
W jego trakcie prof. Jerzy Dzik (Instytut
Paleobiologii PAN) moéwit o granicach
poznania w biologii ewolucyjnej. Kolej-

Fotografia 12.

nosci naczyniowej, a takze
rozwoj i jego przebieg,
metabolizm, zagadnienia
zwigzane z krwig, proble-
my odpornosci i funkcje
przeciwciat, zagadnienia
zwigzane z neurobiolo-
gia, genetyczne uklady
eksperymentalne, badania
gendw i biatek, nokauty
genetyczne oraz transgeniczno$é i klo-
nowanie. Podrecznik uzupetniajg licz-
ne tabele i ryciny. Na koncu kazdego
rozdziatu zamieszczono pytania kon-
trolne, ktére pozwalajg na sprawdzenie
przyswojonej wiedzy. ,Biologia mole-
kularna cztowieka™ prezentuje najnow-
sze dane w tej bardzo szybko rozwija-
jacej sie dziedzinie nauki. Profesjonalne
opracowanie tekstu oraz indeks haset
utatwiajg zrozumienie i odszukanie po-
trzebnych informacji.

Dziat pod redakcjg Teresy Weso-
towskiej
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Z przykroscig stwierdzam, ze
niektére artykuty opublikowane w
Postepach Biochemii w latach 2006-
2007 zawierajg btedy rzeczowe i
nomenklaturowe. A przeciez Poste-
py Biochemii sg jedynym czasopi-
smem polskojezycznym, poswieco-
nym tej (jakze waznej) dyscyplinie
naukowej. Majg by¢ autorytetem w
zakresie terminologii biochemicz-
nej i zrédtem nowoczesnej wiedzy,
przede wszystkim dla mtodych bio-
chemikéw i innych adeptéw szero-
ko pojetej biologii.

Przedstawiam dos$¢ diuga liste
razgcych uchyhien.

Zdziwieniem napawa stwierdze-
nie, ze autorzy zgtaszajgcy prace
na temat patobiochemii procesu
krzepniecia krwi nie potrafig nawet
poprawnie nazwa¢ opisywanych
zjawisk i opisujg rzeczy sprzeczne
z elementarng wiedzg na ten temat.
Produktem Kkrzepniecia krwi wy-
naczynionej jest skrzep krwi (fac.
coagulum sanguinis, ang. blood ciot),
natomiast w $wietle naczynia po-
wstaje zakrzep, czyli skrzeplina
(tac. thrombus, ang. thrombus). Nie
ma ,skrzepow wewnatrznaczy-
niowych™, sg natomiast zakrzepy,
czyli skrzepliny i to wytgcznie we-
wnatrznaczyniowe [1],

Nie istnieje ,,tromboza"™. To dzi-
wolgg jezykowy wprowadzony
przez Autorow. Zespo6t chorobowy
polegajacy na powstawaniu zakrze-
pow (skrzeplin) nosi nazwe zakrze-
picy. Nie istniejg ,,skrzepy miazdzy-
cowe"[!] Nie istnieje ,,ostry proces
trombozy" [1], Nie jest prawda, ze
»hiskie dawki kwasu acetylosalicy-
lowego zwiekszajg przepuszczal-
nos$¢ skrzepow u ludzi zdrowych"
[1], chociazby dlatego, ze u ludzi
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zdrowych ,skrzepy" nie powsta-
ja. Nonsensem jest twierdzenie, ze
»proces polimeryzacji fibryny roz-
poczyna sie od przeciecia przez
trombine peptydéw A i B fibryny
od N-konca tancuchéw Aa i B(3"
[1], Fibryna w ogdle nie zawiera ani
peptydow A i B, ani tancuchow Aa
i Bp. To fibrynogen zawiera takie
tancuchy. To fragmenty N-kohco-
we tancuchéw Aui B*fibrynogenu,
a nie fibryny, odpowiednio fibry-
nopeptyd A i fibrynopeptyd B sg
odtgczane na drodze proteolitycz-
nej przez trombine. Nie jest praw-
da, ze ,monomery fibryny asocjuja
w dwuniciowag macierz" [1]. Taka
»dwuniciowa macierz" w ogdle
nie istnieje. Nie jest tez prawda, ze
widkna fibryny sg rozgatezione [1].

Fibrynogen nie jest ,czynnikiem
ryzyka  wystepowania choroby
wiencowej, udaru mozgu i $Smier-
telnosci niezaleznej od uktadu
krwionosnego" [1]. Szkoda, ze nie
wymieniono choc¢by jednej choro-
by ,niezaleznej od uktadu krwio-
nosnego" i wywotanej przez fibry-
nogen. Biatko to jest normalnym,
fizjologicznym sktadnikiem osocza.
To nie fibrynogen lecz hiperfibry-
nogenemia predysponuje do roz-
woju niektorych chordb. Skrzep nie
jest ,,odporny™ [1] lecz oporny na
lize. Odpornos$¢ i opornos¢ to rézne
zjawiska.

Kwas salicylowy nie wptywa na
uktad bodzco-przewodzacy serca,
dlatego nie ma zastosowania w ,,le-
czeniu migotania przedsionkow"
[1], OczywisScie moze zapobiegac
powstawaniu zakrzepdw w migo-
cacych przedsionkach. W polskiej
terminologii medycznej i bioche-
micznej nie funkcjonuje ,uremia”
ani ,koagulacja krwi" [1], Wtasci-
we terminy to ,,mocznica™ i, krzep-
nigcie krwi". Nie jest prawdg, ze
mocznik jest przeksztatcany w
»~izocyjanat", ktéry powoduje ,kar-
bamylacje' biatek [1], Taki zwigzek
w og0le nie istnieje, a wspomniany
proces nie zachodzi. W cytowanym
oryginale jest mowa o isocyanate,
czyli o izocyjanianie i o carbamoila-
tion, czyli o karbamoilacji.

Nie ma oséb ,potencjalnie zdro-
wych" [1], sg natomiast osoby zdro-
we lub chore. Zmiany, o ktérych
mowa w tym artykule nie sg ,,pato-
genne™ lecz patologiczne.

Znajomo$¢ chemii przydaje sie
takze i biochemikowi. Trudno uwie-
rzy¢, ze biochemik nie odrdznia
siarczanu od sulfonianu [2,9]. Sul-
fonowanie tyrozyny jest mozliwe
jedynie in vitro, i to w drastycznych
warunkach. In vivo reszty tyrozy-
lowe nie podlegajg sulfonowaniu,
lecz siarczanowaniu. A przeciez w
cytowanych oryginatach proces ten
jest nazwany poprawnie; sulfation
czyli siarczanowanie.

Nie jest prawdg, ze ,metabolity
rezorcynolu okazaty sie ...sulfono-
wymi i glukurono-sulfonowymi ko-
niugatami" [9], Sulphate nie jest sul-
fonianem lecz siarczanem. Metabo-
lity, o ktorych mowa, sg estrami siar-
czanowymi lub glukuronianowymi
rezorcynolu. Zdziwieniem napawa
rycina 3 w pracy [9]. Przedstawia
ona ,,proponowany szlak degrada-
cji alkilorezorcynoli”. W jednym z
etap6w tego procesu ma zachodzié
.koniugacja z glukuronianami i
sulfonianami”. A przeciez istnie-
je tylko jeden kwas glukuronowy i
jeden anion zwany glukuronianem.
Szkoda, ze nie wymieniono cho-
ciazby jednego ,sulfonianu", ktéry
»koniuguje sie" z alkilorezorcynola-
mi. Przeciez to zupetny nonsens. A
prawda jest taka, ze w procesie bio-
transformacji alkilorezorcynoli nie
uczestnicza zadne ,glukuroniany"
ani ,sulfoniany", lecz reszty gluku-
ronianowe i siarczanowe, ktorych
dostarczycielami sg odpowiednio
UDP-glukuronian i 3'-fosfoadeno-
zyno-5'-fosfosiarczan, zwany takze
aktywnym siarczanem. Powstaja
siarczan lub glukuronian odpo-
wiedniego alkilorezorcynolu.

Nie jest prawdg, ze ,podjednost-
ki CYP4A i CYP4F cytochromu P&
katalizujg niespecyficzng co-hydrok-
sylacje..." (9). Takie podjednostki
w og6le nie istnieja. Wymienione
symbole oznaczajag odpowiednie
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izoformy (izoenzymy) cytochromu
PMA) a nie jego podjednostki.

Cytochromy P4 podzielono na
rodziny i podrodziny, a kazde-
mu izoenzymowi przypisanemu
do okreslonej podrodziny nadano
indywidualny numer identyfika-
cyjny. CYP oznacza przynaleznos¢
enzymu do cytochroméw P40 Na-
stepujacy po nim symbol cyfrowy
oznacza przynaleznos$é izoenzymu
do okreslonej rodziny tych cyto-
chroméw. Kolejny symbol litero-
wy oznacza podrodzine w obrebie
rodziny, a dalszy symbol cyfrowy
wskazuje indywidualny numer
identyfikacyjny izoenzymu w obre-
bie podrodziny.

Nie ma hamowania ,kompe-
tencyjnego" [9], Proces, o ktérym
mowa w cytowanym artykule jest
hamowaniem kompetycyjnym. Ta-
bela 1 w artykule [9] przedstawia
sktad procentowy catych ziaren
zbéz. Suma zawartosci wymienio-
nych tam sktadnikéw wynosi 130,6
%. A wydawatoby sie, ze powinna
wynosi¢ 100%.

Przedrostek ,extra" w tacinie i
jezyku angielskim oznacza ,,poza",
np. extravascularis, extravascular
(pozanaczyniowy), extraperitonealis,
extraperitoneal (pozaotrzewnowy),
extrauterinas, extrauterinal (poza-
maciczny). To tacinski i angielski
przedrostek ,,inter" odpowiada pol-
skiemu przedrostkowi ,miedzy",
np. intercellularis, intercellular (mie-
dzykomoérkowy). Dlatego extracellu-
lar matrix jest macierzg pozakomor-
kowa, a nie ,,miedzykomoérkowg"
[2], Ta ostatnia, gdyby istniata, no-
sitaby nazwy, tacinska i angielska,
odpowiednio matrix intercellularis i
intercellular matrix.

Reszty tyrozyny — to reszty ty-
rozylowe, a reszty leucyny, to resz-
ty leucylowe, przez analogie do
innych reszt kwasowych: formy-
lowych, acetylowych, propionylo-
wych, butyrylowych, etc. Terminy:
»reszta ,,tyrozynowa", ,reszta leu-
cynowa' , ,reszta serynowa' [2] s3
niepoprawne. Mozna je zaakcepto-
waé w wersji rzeczownikowej: np.
reszta tyrozyny, reszta leucyny,
reszta seryny.
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Nie istnieje ,syntetaza tlenku
azotu" [2], Nitric oxide synthase jest
syntaza. Syntazy i syntetazy to zu-
petnie rézne enzymy, nalezg do
roznych klas, odpowiednio do 4-gj
i 6-¢j.

Nie ma ,drugorzedowych prze-
kaznikéw informacji" [2], sg nato-
miast wtérne przekazniki (secondary
messengers). Terminy te funkcjonuja
w polskiej terminologii biochemicz-
nej co najmniej od poczatku lat 70-
tych ubiegtego wieku. Wielki Stow-
nik Angielsko-Polski przypisuje an-
gielskim terminom second i seconda-
ry szereg polskich odpowiednikdéw.
Nie ma wéréd nich terminu: ,dru-
gorzedowy". Okreslenie to ozna-
cza co$ zupetnie innego. W chemii
i biochemii jest zarezerwowane dla
okreslenia struktury przestrzennej:
amin, alkoholi, kwaséw nukleino-
wych i biatek.

PI1-3K  (phosphoinositide-3 kinase
inaczej phosphatidylinositol-3-kinase)
nie jest kinazg 3-fosfatydyloino-
zytolu [2,6], bo nie fosforyluje 3-
fosfatydyloinozytolu. Zresztg taki
zwigzek w ogole nie istnieje. Nie
jest tez kinazg 3-fosfo-fosfatydylo-
inozytolu [5]. Jest po prostu 3-kina-
zg fosfatydyloinozytolu lub fosfaty-
dyloinozytolo-3-kinazg. Fosforyluje
grupe -OH w pozycji 3 pierscienia
inozytolu zawartego w fosfatydy-
loinozytolu. Tej poprawnej nazwy
uzywa Autorka innej pracy opu-
blikowanej w Postepach Biochemii

[7)-

Z calg pewnoscia nie zachodzi
»mutacja aminokwaséw" [2]. To nie
aminokwasy, lecz DNA (u niekt6-
rych wiruséw RNA) ulega mutacji.

Aminoheksozy, to odpowiednio:
glukozoamina, galaktozoamina i
mannozoamina, a nie ,,glukozami-
na", ,galaktozamina” czy ,manno-
zamina" [3], Nie ma ,heksozamin",
sg heksozoaminy.

Nie jest prawda, ze w skiad cza-
steczki owomukoidu ,wchodzg
trzy tancuchy polipeptydowe utozo-
ne liniowo i potagczone wigzaniami
peptydowymi" [4], Jezeli trzy tan-
cuchy polipeptydowe sg utozone li-
niowo i potgczone wigzaniami pep-

tydowymi, to sg jednym tafcuchem
polipeptydowym. Tak tez wynika z
ryciny 1, zawartej w cytowanej pra-
cy. Owomukoid jest polipeptydem
jednotancuchowym, ztozonym ze
186 reszt aminokwasowych. Bar-
dzo jestem ciekaw, na czym polega
»~redukcja wolnych grup amino-
wych w owomukoidzie" [4]? Co
jest produktem tej reakcji? Przeciez
azot wystepujacy w tej grupie jest
maksymalnie zredukowany. Grupa
aminowa nie moze sie redukowac,
moze sie jedynie utlenia¢. Co to sg
.izomeryczne tancuchy inhibito-
row" wchodzace w skiad owomu-
koidu [4]? To dziwna forma izo-
merii. Kazdy z trzech ,izomerow"
ma inny sktad aminokwasowy. Na
czym wiec polega ta izomeria? Co
to znaczy ,,nonkowalentny potpro-
dukt" [4]? Co to jest ,determinant
antygeniczny" [4]? DomysSlam sie,
ze chodzi o determinante antygeno-
wg? Determinanta jest rzeczowni-
kiem rodzaju zenskiego i wcale nie
jest ,,antygeniczna", lecz antygeno-
wa. Bezsensownym jest twierdze-
nie, ze ,pomiedzy alergenami jaj
roznych gatunkéw ptakow istnieje
reakcja krzyzowa" [4]. Reakcje nie
istniejg, lecz zachodzg, lub przebie-
gaja. Ciekaw jestem w jaki sposéb
alergen jaja przepiorki japonskiej
reaguje z alergenem jaja strusia
afrykanskiego? Przeciez antyge-
ny (wsréd nich alergeny) reaguja
krzyzowo nie pomiedzy sobg, lecz
z przeciwciatami. Co to jest ,inak-
tywacja aktywnosci” [4]?

Z lektury artykutu [4] dowie-
dziatem sig, o mozliwosci ,,mecha-
nicznego usuniecia owomukoidu z
biatka". Czy w ogdle mozna usuna¢
mechanicznie jakiekolwiek biat-
ko z biatka, czy z jakiegokolwiek
materiatu biologicznego? Byitby to
nowy, nieznany dotad sposéb izo-
lacji biatka. Szkoda, ze Autorki
nie wyjasnity na czym to polega.
Niezwykle ,ciekawa" jest tabela 1
w cytowanej pracy [4]. Jak wyni-
ka z legendy ma ona wskazywac
sumiejscowienie centrow aktyw-
nych w trzech domenach owomu-
koidow wybranych gatunkow pta-
kow", ale ich nie wskazuje. Zamiast
3 domen Autorki przedstawiajg 7
nieobjasnionych symboli: P., P2 P,
P, P',,P'3iP" .Whrew informacji
zawartej w legendzie nie wskazuja
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,umiejscowienia centréw aktyw-
nych". Przedstawiajg jedynie (nie
wiadomo po co) trzyliterowe sym-
bole niektérych aminokwaséw. A
przeciez czasteczka owomukoidu
zawiera wiele reszt Cys, Thr, Leu,
etc. Ktére z nich tworzg ,centra
aktywne"? Rownie ,ciekawa" jest
tabela 2 w tym samym artykule [4].
Przedstawia ona miedzy innymi
~chemiczng charakterystyke owo-
mukoidu”. Dziwna to charaktery-
styka. Pokazuje zawarto$¢ réznych
sktadnikéw w 1 molu owomuko-
idu. Sg tam wymienione miedzy in-
nymi heksoza, ,mannowa" (praw-
dopodobnie chodzi o mannoze),
galaktoza i glukozamina, ,reszta
acetylowi", tyrozyna oraz trypto-
fan, ktérego nie ma. A przeciez nie
istnieje cukier o nazwie ,heksoza".
Tym terminem okre$la sie wszyst-
kie cukry szesScioweglowe. Galak-
toza, mannoza i glukozoamina sg
wiasnie heksozami. Dlaczego wiec
suma ich zawartos$ci jest wielokrot-
noscig ilosci heksoz wymienionych
w tabeli?

Odrebng pozycje stanowig zwigz-
ki azotowe wystepujgce w owomu-
koidzie. Ich zawarto$¢ wynosi 22
mole na mol owomukoidu. A jakiez
to ,,zwigzki azotowe" moze zawie-
raé owomukoid? Jest on biatkiem,
a kazdy z aminokwaséw w nim
zawartych jest ,zwigzkiem azoto-
wym". 1 mol owomukoidu zawiera
186 moli aminokwasow, czyli nie
mniej niz 186 moli zwigzkéw azoto-
wych. A przeciez glukozoamina za-
warta w tej glikoproteinie jest takze
zwigzkiem azotowym. Skad wiec
wzieta sie wartos$¢: ,,22 mole zwigz-
kéw azotowych na mol owomuko-
idu"? Stwierdzenie, ze ,w skitad
trzeciego z homologéw owomu-
koidu" jaja gesi domowej wchodzi
51 reszt aminokwasowych" [4] jest
pozbawione jakiegokolwiek sensu.
Z calg pewnoscig ,trzecia domena
owomukoidu" [4] nie jest ,trzecim
homologiem" tego biatka [4],

Nie ma czasteczek ,niskich™ ani
~wysokich", dlatego nie moze by¢
zwigzkéw ,,niskoczasteczkowych"
[4] ani ,wysokoczasteczkowych
[2]". Sg natomiast czgsteczki mate
(drobne) lub wielkie, stad zasadny-
mi sg terminy ,,matoczgsteczkowy",
»drobnoczgsteczkowy" lub ,wiel-
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koczasteczkowy".  Anglojezyczne
terminy: ,,low" i ,,high" nie sg by-
najmniej prostymi odpowiednika-
mi naszych przymiotnikdw: niski i
wysoki. Przeciez cztowieka niskie-
go wzrostu nie okreslamy terminem
»low", lecz ,,short", a wysokiego nie
okre$lamy przymiotnikiem ,high"
lecz ,tali". Czy jakiekolwiek bia}-
ko moze by¢ ,,niskoczasteczkowe™
[8]? Przeciez biatko jest typowym,
podrecznikowym przyktadem sub-
stancji wielkoczasteczkowej. Prze-
ciez rézni sie od podobnie zbudo-
wanych peptydow witasnie wysoka
masa czasteczkowg.

Co to sg ,ttuszcze catkowite" lub
»btonnik catkowity" [9]? Czy ist-
nieja ttuszcze ,niecatkowite” (np.
.potttuszcze™)? Angielski termin
»total' ma szereg znaczen. Total
lipids oznacza catkowitg (og6lna,
sumaryczng) ilos¢ ttuszczow, a nie
Lttuszcze catkowite".

Receptor purynoergiczny P2YD
nie jest ,tarcza" [2] lecz ,,celem” dla
lekéw przeciwzakrzepowych (vide
J.  Stanistawski, Wielki Stownik
Angielsko-Polski). Jest miejscem,
poprzez ktére lek odnajduje ko-
madrke docelowg (target cell). Gdyby
receptor byt ,tarcza", nie wigzatbhy
leku, lecz (jak na tarcze przystato)
chronitby komorke przed jego wig-
zaniem.

Gorgco zapewniam, ze nie ma
choroby zwanej ,artretyzmem" [7],
Nie mozna méwié o ,tkance tgcznej
i kostnej" [7], To tak, jakby kto$ opo-
wiadat o zwierzetach i wielbtgdach.
Przeciez wielbtad to tez zwierze, a
kos¢ to takze tkanka tgczna.

Wydawatoby sie, ze nazewnic-
two hormonow, przynajmniej tych
znanych od dziesiecioleci, to spra-
wa oczywista i juz zamknieta. A
jednak nie. Pojawit sie neologizm
i to zupetnie bezzasadny. FSH (fol-
licle-stimulating hormone) — nie jest
»hormonem folikularnym" [7], lecz
(jak wskazuje jego anglojezyczna
nazwa) jest hormonem pobudza-
jacym pecherzyki (Graafa), lub jak
zaleca Wielki Stownik Medyczny
PAN-PZWL Warszawa 1996, hor-
monem folikulotropowym.

Goragco apeluje o zwiekszenie
nadzoru redakcyjnego nad Postepa-
mi Biochemii. Wyzej opisane ,wy-
padki przy pracy" nie powinny sie
powtarzac.

Z wyrazami szacunku,

Edward Bankowski

Zaktad Biochemii Lekarskiej
Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
ul. Mickiewicza 2c, 15-089 Biatystok

Biatystok, 24 wrzes$nia 2008 r.
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STRESZCZENIE

eny reporterowe sag zwykle uzywane do monitorowania zmian wydajnosci transkrypcji,

ktére moga zachodzi¢ bardzo szybko, w odpowiedzi na specyficzne reakcje wewnatrz
komarki. Ponizej przedstawiono podstawy dotyczace oznaczen z wykorzystaniem biolumi-
nescencyjnych systemoéw gendw reporterowych oraz ich zastosowan w badaniach nauko-
wych.

WPROWADZENIE

Bioluminescencja jest specyficzng formg chemiluminescencji, zachodzacg w
organizmach zywych. Ten rodzaj chemiluminescencji jest procesem katalizowa-
nym przez enzymy, w ktérym wysoka efektywnos¢ emisji fotonu zostata osig-
gnieta na drodze naturalnej ewolucji. Enzymy odpowiedzialne za ten proces
nazywane sg lucyferazami, a zdolne do emisji fotonéw substraty lucyferynami.
Systemy oznaczen, wykorzystujgce bioluminescencyjne witasciwosci chemiczne
réznych zwigzkow, powstaty z réznych, niezaleznych zrddet i sktada sie na nie
wiele charakterystycznych czasteczek. Posrod wielu naturalnych form, do wy-
konywania oznaczen z wykorzystaniem systemow gendw reporterowych, dwie
uzywane sg powszechnie: lucyferaza ze swietlikow i lucyferaza z renilli [1],

Geny reporterowe sg szeroko wykorzystywane w badaniach farmakologicz-
nych, biomedycznych, w biologii molekularnej oraz biochemii, jako wskazniki
ekspresji gendw oraz reakcji wewngatrzkomdrkowych z nig powigzanych. Zwy-
kle gen reporterowy jest klonowany wraz z badang sekwencjag DNA w wektor
ekspresyjny, ktorym nastepnie transfekowana jest wybrana komérka. Po trans-
fekcji, komorki bada sie na obecno$¢ genu reporterowego poprzez bezposredni
pomiar obecnosci produktu —biatka reporterowego lub tez posrednio, poprzez
oznaczenie aktywnosci enzymatycznej tego biatka. Dobrej jakosci gen reportero-
wy jest tatwy do identyfikacji i oznaczen ilosciowych, jesli tylko ulega ekspresji
w badanym organizmie lub komdrkach.

Na uzytek laboratoriéw opracowano caty szereg technologii reporterowych.
Oznaczenia wykorzystujace jako reporter lucyferaze odznaczajg sie nieporéw-
nywalng z innymi metodami czutoscig, zakresem dynamicznym, wszechstron-
noscig i tatwoscig uzycia. Wiekszos¢ technologii wykorzystujagcych systemy
genow reporterowych zostato opracowanych przez firme Promesa. Ponizszy
artykut bedzie wiec koncentrowat sie na dwdch z nich, w ktérych zastosowanie
znalazta lucyferaza ze Swietlika lub renilli, oraz na rozwoju technologii rekombi-
nowanych biatek iich zastosowan w oznaczeniach z wykorzystaniem systemow
podwdéjnych gendéw reporterowych. Oméwione takze zostang czynniki majace
wptyw na dobo6r odpowiedniego dla danego reportera wektora ekspresyjnego,
a takze korzysci ptynace z wykorzystania zjawiska bioluminescencji oraz inne
zastosowania reporterdw lucyferazowych.

PRZEWAGA BIOLUMINESCENCJI

Bioluminescencyjne oznaczenia genow reporterowych majg znaczng przewa-
ge nad oznaczeniami fluorescencyjnymi, np. wykorzystujagcymi zielone biatko
fluorescencyjne (GFP), poniewaz dzieki ich zastosowaniu osigga si¢ od 10 do
1000 razy wyzszg czutosé. Tak zwiekszona czuto$¢ moze znaczaco poprawic
jako$¢ wykonywanych analiz, szczeg6lnie je$li oznaczenia wykonywane sg na
ztozonych prébkach biologicznych [2]. Przyczyna takiego stanu rzeczy staje sie
jasna, kiedy przesledzi sie mechanizmy produkcji Swiatta poprzez fluorescencje
i luminescencje. W wyniku obydwoch proceséw wytwarzane sg fotony, w kon-
sekwencji przechodzenia elektronéw z orbitali molekularnych w stanie energe-
tycznego wzbudzenia do stanu o nizszej energii. Jednakze procesy te r6znig sie
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sposobem wywotywania stanu wzbudzenia elektronéw. W
luminescencji, stany wzbudzenia sg produktem egzoter-
micznych reakcji chemicznych, podczas gdy w przypadku
fluorescencji stany wzbudzenia powstajg poprzez absorpcje
Swiatta. W analizie reporteréw, bioluminescencja wykazuje
przewage nad fluorescencjg, poniewaz do zaistnienia sta-
nu wzbudzenia nie jest wymagane dostarczenie fotonéw z
zewnatrz. Dzieki temu, nie mogg one doktada¢ sie do po-
wstawania efektu Swiecenia tha, ktére ma miejsce podczas
mierzenia wyptywu fotonéw z wzbudzonej probki, w cza-
sie pomiarow fluorescencyjnych. W rezultacie mozliwy jest
niezwykle precyzyjny pomiar niewielkich zmian w emisji
Swiatta z probek, zachowujacy w oznaczeniach luminescen-
cyjnych liniowos$¢ w zakresie od czterech do o$Smiu rzedéw
wielkosci.

REPORTERY LUCYFERAZOWE

Technologia reporteréw lucyferazowych oparta jest na
oddziatywaniach enzymu lucyferazy z luminescencyjnym
substratem - lucyferyna, uwalniajacg Swiatto na drodze pro-
cesu bioluminescencji. Bioluminescencja wystepuje natu-
ralnie u szeregu organizmdéw, jednakowoz, ze wzgledu na
osiggang czuto$¢ oznaczen, jak i wygode stosowania oraz
silne sprzezenie syntezy biatka z aktywnos$cig enzymu, naj-
czesciej wykorzystywanym do badan naukowych reporte-
rem bioluminescencyjnym jest lucyferaza $Swietlika (Photi-
nus pyralis). Ten monomeryczny enzym (61 kDa) katalizuje
dwustopniowg oksydacje w celu wytworzenia S$wiatta,
mieszczacego sie zwykle w zakresie spektralnym od zieleni
do zbkci — 550-570 nm (Ryc. 1). W wyniku zmieszania z
substratami, lucyferaza Swietlika produkuje wstepny wy-
rzut Swiatta, ktory nastepnie ulega zanikowi, przez okoto 15
sekund, osiggajac po tym czasie niski poziom trwatej lumi-
nescencji. Gen kodujacy lucyferaze Swietlika (luc) to cDNA
i nie wymaga potranslacyjnych modyfikacji. Oznacza to, ze
jest on dostepny, jako enzym bezposrednio po translacji z
MRNA, co jest szczegllnie wazne, jesli wykorzystuje sie gen
reporterowy poza jego rodzimym Srodowiskiem.

Inng powszechnie uzywang lucyferazg jest lucyferaza z
renilli (Renilla reniformis), jamochtona (Coelenterata), odpo-
wiadajgcego jasnozielonymi btyskami na stymulacje doty-
kowq. Lucyferaza z renilli (36 kDa) jest monomerycznym
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enzymem, katalizujgcym oksydacje koelenterazyny,
w wyniku ktérej powstaje czasteczka koelenterami-
du iwydzielane jest niebieskie $wiatto, o fali 480 nm
(Ryc. 1). Tak jak lucyferaza $wietlika, gen reportero-
wy Renilla to cDNA nazywany Rluc, ktéry nie wy-
maga modyfikacji potranslacyjne;j.

Poprzez wigzanie funkcjonalnych elementow re-
gulatorowych z ekspresjg genu lucyferazy, zazwy-
Czaj, poprzez umieszczenie ich ,upstream”™ —w po-
zycji poprzedzajacej gen kodujacy lucyferaze, reakcja
wewnatrzkomdrkowa moze zostaé wykryta przez
pomiar sygnatu luminescencyjnego. W ten sposob,
sygnalizacja lub proces komorkowy moze zosta¢
poddany badaniom bez koniecznosci bezposrednie-
go oznaczania komorkowego produktu genu. Zwy-
kle, geny reporterowe lokuje sie ,,downstream" czyli
w pozycji po sklonowanych elementach odpowiedzi.
Transfekowane do komarki, w potaczeniu z silniej-
szymi promotorami, wywotujg one zwiekszong synteze luc
MmRNA, a w nastepstwie produkcje zwiekszonej ilosci biat-
ka. Intensywnos$¢ Swiatta wytwarzanego w obecnosci lucy-
feryny umozliwia wiec naukowcom okreslenie sity uzytego
w danym systemie doswiadczalnym promotora lub stwier-
dzenie jak dany promotor odpowiada na poddawanie dzia-
taniu zewnetrznych czynnikéw chemicznych.

LUCYFERAZY OPTYMALIZOWANE

Naturalne lucyferazy, takie jak lucyferaza ze Swietlika i
renilli, nie zawsze stanowig optymalne reportery genetycz-
ne. W zwigzku z tym, wzmocnione zostato dziatanie tych
natywnych biatek, poprzez: poprawienie ich zdolnosci do
ekspresji w doswiadczalnych systemach ssaczych, a tym
samym redukcje ryzyka wystgpienia w nich ekspresji nie-
typowej, w niektdrych przypadkach prowadzacej do ich
destabilizacji. Aby wzmocni¢ ekspresje u ssakow, zopty-
malizowano wykorzystanie kodonéw w procesie translacji
biatek lucyferazy ze $wietlika i Renilli. Dodatkowo, zmini-
malizowano ilo$¢ wystepujacych niewtasciwych lub nieza-
mierzonych sekwencji regulatorowych transkrypcji, ktore
mogtyby by¢ uzyte w komérkach ssakow. W rezultacie tych
dziatan uzyskano rekombinowane reportery lucyferazowe,
wykazujgce znacznie wyzszg ekspresje specyficzng w syste-
mach ssaczych.

Predkos¢, z jaka reporter genetyczny moze odpowiedzieé
na zmiany w natezeniu procesu transkrypcji skorelowana
jest ze stabilnoScig samego reportera wewnatrz komorki.
Wysoce stabilne reportery gromadzg sie w komérkach w
wiekszej ilodci, ale ich koncentracje zmieniajg sie powoli,
w wyniku zmian zachodzacych w procesie transkrypcji.
I na odwrdt, nizsza stabilno$¢ reporteréw powoduje ich
mniejsza akumulacje, ale znacznie przyspiesza tempo sa-
mej odpowiedzi. Aby dostarczy¢ systemow reporterowych
spetniajacych r6zne wymagania badawcze, stworzono ro-
dziny genow lucyferazy majgce roézne stabilnosci wewnatrz
komorki. Promega rozwineta systemy destabilizowanych
reporterow lucyferazowych, poprzez fuzje genetyczng se-
kwencji degradacji biatka z genami lucyferazy [3] w wek-
torze ekspresyjnym. Dzieki zwiekszeniu tempa ich degra-
dacji, destabilizowane reportery odpowiadajg szybciej i cze-
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sto wykazujg wiekszy zakres odpowiedzi na nagte reakcje
transkrypcji.

OZNACZENIA ZWYKORZYSTANIEM SYSTEMOW
PODWOJINYCH GENOW REPORTEROWYCH (DLR)

W tradycyjnych oznaczeniach wykorzystujgcych sys-
temy genow reporterowych uzywa sie pojedynczego
reportera, celem monitorowania badanej aktywnosci
transkrypcyjnej. Ograniczeniem tej metody jest fakt, ze w
niektérych warunkach doswiadczalnych mogg wystapic
zmiany luminescencji powodowane czynnikami poza kon-
trola transkrypcyjna podlegajaca badaniu. Na przyktad,
w trakcie szybkich badan ekspresji genu reporterowego,
moga pojawi¢ sie w nich niezgodnosci typu ,,well-to-well",
powodowane zmienng wydajnoscig procesu transfekcji
pomiedzy badanymi prébkami. Pojawia sie takze inna
kwestia, kiedy w wyniku doswiadczalnego zadziatania na
komorki zewnetrznymi czynnikami, obnizona zostaje ich
zywotnos$é, co prowadzi do nietranskrypcyjnej redukcji w
sygnale lucyferazy.

Termin ,podwdjny reporter" (dual reporter) odnosi sie
do symultanicznej ekspresji i pomiaru aktywnosci dwéch
indywidualnych enzymdéw reporterowych w pojedynczym
systemie. W normalnych warunkach, badany reporter jest
skorelowany jedynie z efektem specyficznych warunkow
doswiadczenia, natomiast aktywnos$¢ kotransfekowanego,
drugiego reportera dostarcza wewnetrznej kontroli stuza-
cej do wyznaczenia punktu poczatkowego odpowiedzi.
Normalizacja aktywnos$ci reportera doswiadczalnego do
poziomu kontroli wewnetrznej, minimalizuje zmienno$¢
powodowang réznicami w zywotnosci komoérek lub w
efektywnosci transfekcji. Inne zrédta zmiennosci, takie
jak: rozbiezno$¢ w pipetowanych objetosciach, réznice w
wydajnosci lizy komérkowej oraz efektywnos$ci oznaczen,
moga takze zosta¢ wyeliminowane. Dlatego tez, oznacze-
nia wykorzystujagce systemy podwdjnych genéw reporte-
rowych, czesto pozwalajg na dokonanie bardziej wiary-
godnej interpretacji danych doswiadczalnych. Lucyferazy
ze Swietlika i Renilli, z powodu ich ré6znego pochodzenia
ewolucyjnego, posiadaja odmienne struktury enzymatycz-
ne, a co za tym idzie —wymagania substratowe. Rdznice
te umozliwiajg wybiérczo réznicowanie ich biolumine-
scencyjnych reakcji, w pojedynczej prébie, bez konieczno-
§ci dzielenia lizatu.

Oznaczenia DLR sktadajg sie z: genu lucyferazy Swietli-
ka, umieszczonego ponizej badanego elementu odpowie-
dzi; drugiego reportera, lucyferazy renilli - kontrolowane-
go przez promotor genu ,,housekeeping” lub przez promotor
pochodzenia wirusowego, zaprojektowany tak, by zacho-
wywat aktywno$¢ we wszelkich mozliwych warunkach;
oraz odczynnikow detekcyjnych, ktére moga mierzyé se-
kwencyjnie aktywno$¢ lucyferazy. Dwa przyktady takich
odczynnikéw, ktére wprowadzajg Swietlikowy substrat
- lucyferyne, wygaszajg jej sygnat, a po dodaniu drugiego
substratu renilli - koelentrazyny stanowig funkcjonalng
catos¢, to Dual-Luciferase® Reporter (DLR™) Assay i Dual-
Glo® Assay (Ryc. 2). Toksyczno$¢ komaorki i zmienno$¢ w
wydajnosci transfekcji moga by¢é normalizowane poprzez
sporzadzenie wykresu wzbudzenia lucyferazy ze Swietlika
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w stosunku zaleznym od odczytu wzbudzenia lucyferazy
z renilli.

DOBOR WEKTORA DO REPORTERA

Punkt poczatkowy kazdego oznaczenia wykorzystuja-
cego systemy reporterowe stanowi dobo6r wtasciwego wek-
tora, bedacego czynnikiem krytycznym dla prawidtowego,
catosciowego przebiegu badania. Cata paleta wektorow dla
reportera lucyferazy istnieje z powodu tego, ze kazdy z nich
sprawdza sie lepiej w innym systemie biologicznym. Wybér
wektora musi zaleze¢ od warunkéw doswiadczenia. Czy w
przebiegu doSwiadczenia zamierza sie bada¢ elementy od-
powiedzi takie, jak CRE, nowo odkryty wzmacniacz, nowo
zdefiniowany promotor lub szlak sygnatowy? Czy badanie
wymagac bedzie stabilnej, czy krétkotrwatej transfekcji? Czy
dokonywany bedzie pomiar punktu koncowego, czy sygnat
bedzie monitorowany w sposdb ciggty? Czy oznaczenie z
wykorzystaniem jedynie reportera lucyferazy da wystar-
czajacg ilos¢ informacji, czy préba ,dual-reporter” bedzie
bardziej wtasciwa? Czy potrzebny bedzie bardziej wrazli-
wy gen reporterowy do przestudiowania nagtych zdarzen
transkrypcyjnych, czy raczej zajdzie potrzeba wygenerowa-
nia najsilniejszego mozliwego sygnatu luminescencyjnego?
Zrozumienie tego, czego oczekuje sie po badaniu i w jaki
sposéb powinny zostaé zmierzone jego rezultaty pomaga
okresli¢, ktore wektory
sa najwiasciwsze w da-
nym przypadku.

Z tych powodow, fir-
ma Promega dysponuje

szerokim wachlarzem 100yl LAR Il
wektoréow do lucyferaz /—
ze Swietlika i renillli. W

rzeczywistosci, wektory
zrodziny pGL4 Lucifera-
se Reporter Vectors ucie-
le$niajg w sobie szereg
postepowych osiagniec
w dziedzinie technologii
genow reporterowych,
wiaczajac w to: optyma-
lizacje kodonéw genu
reporterowego stuza-
cg wzmocnieniu jego
ekspresji w komdrkach
ssakow, inkluzje genow
reporterowych, ktore od-
powiadajg natychmiast
na dynamike procesu
transkrypcji, wbudowa-
nie ssaczych markeréw
selekcyjnych, utatwiajg-
cych stabilne tworzenie
linii komérkowych [4-6],
Poprzez wybdr wiasci-
wego wektora pGL4 dla
wybranego systemu eks-
perymentalnego, w po-
taczeniu z uzyciem Lu-
ciferase Assay Systems

/" ul PLB Lysate

First Measurement

(Firefly Luciferase)
%'é :
/—— 100u! Stop &

Second Measurement
(Renilla Luciferase)

3.é
Rycina 2. Schemat protokotu DLR™.

Przedrukowane za zgodg Promega Cor-
poration.
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Rycina 3. Oznaczenia z wykorzystaniem genéw reporterowych sa proste do zaprojektowania i fatwe do przeprowa

dzenia. Przedrukowane za zgodg Promega Corporation.

firmy Promega, mozna wykonac¢ bardzo czute oznaczenia,
umozliwiajgce precyzyjne badanie mechanizmoéw regula-
cyjnych iaktywnoSci biatek lub tez catego szlaku sygnaliza-
cji wewnatrz komdrek lub w ich lizacie.

zosta¢ zmierzony poprzez okresle-
nie ilosci aktywnej lucyferazy, kt6-
ra ulegta ekspresji (Ryc. 3). Z szer-
szym aspektem ekspresji gendéw
wigze sie znacznie wiecej niz tylko
sama transkrypcja, a systemy ge-
noéw reporterowych moga by¢ wy-
korzystywane do badania szeregu
innych zdarzen komodrkowych
[7,8], Rycina 4 przedstawia wiele
mozliwos$ci zastosowania ich w ba-
daniach, do ktérych doskonale na-
dajg sie proste oznaczenia genéw
reporterowych typu ,dodaj-wy-

mieszaj-zmierz" (ang. add-mix-measure), takich jak badania
nad zrozumieniem struktury promotoréw, mechanizmami
aktywacji/wigzania receptor6w powierzchniowych (np.

GPCRs), monitorowaniem réznicowania sie komdrek ma-

ZASTOSOWANIA REPORTEROW
BIOLUMINESCENCYJNYCH

Powszechnie, konfigurowanie genu reporterowego wig-
Ze sie z wstawieniem genu reporterowego ponizej elementu
promotor/odpowiedz w ssaczym wektorze ekspresyjnym,
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Rycina 4. Promega stworzyta systemy gen6éw reporterowych do wielu kluczowych aplikacji, w tym do badan:
transkrypcji imechanizmoéw regulatorowych genéw, funkcji receptoréw i mechanizméw przekazu sygnatéw
wewnatrzkomoérkowych, metabolizmu i struktury biatek, interakcji patogenéw z komérkami organizmu go-
spodarza oraz supresji funkcji genéw przez RNAI. Przedrukowane za zgodg Promega Corporation.

Bioluminescent Reporter Genes
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ABSTRACT

cierzystych, analizg struktury czynnikow transkrypcyjnych,
obserwacjg infekcji wirusowych i mechanizmami aktywacji
receptorow jadrowych.
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Reporter genes typically are used to monitor changes in transcriptional rate, which can vary quickly in response to a specific cellular event.

Here we give background on bioluminescent reporters and assays and their uses in research.
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STRESZCZENIE

iatach sze$cdziesiatych ubiegtego stulecia James Watson postulowat mechanizm

biosyntezy polipeptydu oparty na istnieniu dwéch rybosomalnych miejsc wiazg-
cych tRNA: P, dla peptydylo-tRNA przed utworzeniem wigzania peptydowego, oraz A, dla
aminoacylo-tRNA, gdzie zachodzi odszyfrowanie informacji genetycznej zakodowanej w
mRNA. Dwadzie$cia lat p6zniej odkryto miejsce E, ktore jest specyficzne dla deacylowanej
czgsteczki tRNA. Jednakze pomimo istnienia trzech miejsc wigzania, w rybosomie jedno-
cze$nie znajdujg sie maksymalnie dwie czgsteczki tRNA: w miejscach A i P przed translo-
kacjg (stan PRE) lub w miejscach P i E po translokacji (stan POST). Wystepowanie dwo6ch
czasteczek tRNA w stanie POST byto intensywnie badane w ciggu ostatnich 25 lat. Wykaza-
no, ze obecnos$¢ czasteczki tRNA w miejscu E chroni system przed przytgczaniem btednych
aminokwaséw do tworzonych w rybosomie polipeptydéw oraz przed utratg ramki odczytu.
Innymi stowy, rybosomalne miejsce E jest istotnym czynnikiem kontrolnym poprawnosci
biosyntezy biatek w komérkach.

WPROWADZENIE

Rybosom jest kompleksem rybonukleoproteinowym o ciezarze czasteczko-
wym 3-4 miliony daltonéw, ktérego podstawowg funkcjg jest synteza tancucha
polipeptydowego. Badania nad tym makrokompleksem trwajg juz wiele lat i
dotyczg réznych zagadnien, przede wszystkim zaleznosci miedzy strukturg i
funkcjg (patrz prace cytowane w: [1-3]). Proces biosyntezy polipeptydu charak-
teryzuje bardzo wysoka efektywnos$é, ktorg najlepiej opisujg dwa parametry:
liczba bteddw (10 4 oraz szybkos¢ syntezy polipeptydu (102aminokwasow na
minute dla rybosomu prokariotycznego).

Proponowano wiele modeli przewidujacych lokalizacje czasteczek tRNA w
rybosomie. W latach szes$c¢dziesiatych James Watson postulowat mechanizm
biosyntezy polipeptydu oparty na istnieniu dwéch miejsc wigzania tRNA: migj-
sca P, dla peptydylo-tRNA (ang. P-site), i miejsca A, dla aminoacylo-tRNA (ang.
A-site). Ten klasyczny model dwumiejscowy przewidywat, ze rybosom w stanie
przed translokacja (stan PRE) zawiera dwie czasteczki aminoacylo-tRNA (AA-
tRNA) w miejscach A i P, a w stanie po translokacji (stan POST) —tylko jedna
czasteczke peptydylo-tRNA (P-tRNA) w miejscu P [4,5], Model rybosomu, ktory
wigzatby jednoczes$nie trzy czasteczki tRNA zaproponowali po raz pierwszy w
1968 roku Anne-Lise Haenni iJean Lucas-Lenard [6], a nastepnie Stanislav Ki-
rillov w 1978 roku [7], jednak bez wyjasnienia lokalizacji tRNA w rybosomie. W
latach osiemdziesigtych zaproponowano istnienie trzeciego, oprocz miejsc A i P,
rybosomalnego miejsca E (ang. exit site) [8-10], jednakze te trzy miejsca sg zdolne
do jednoczesnego wigzania tylko dwéch czasteczek tRNA.

Podczas cyklu elongacji w procesie biosyntezy biatka, czgsteczki tRNA suk-
cesywnie zajmujg poszczegdlne miejsca w rybosomie. Najpierw zajmujg miejsce
A, jako AA-tRNA, nastepnie, po utworzeniu wigzania peptydowego, ulegaja
translokacji do miejsca P, jako P-tRNA, aby w konicu zajagé miejsce E, jako de-
acylowane tRNA przed opuszczeniem rybosomu. Rybosomalne miejsca A i P sg
dobrze scharakteryzowane, natomiast znacznie mniej wiadomo na temat loka-
lizacji, charakterystyki i funkcji miejsca E. Uwaza sie, ze rybosomalne miejsce E
moze odgrywac niezwykle istotng role w procesie translacji. Wigzanie czasteczki
tRNA w miejscu E przed jej uwolnieniem z rybosomu moze wptywac stymuluja-
co na translokacje [11,12] lub/i regulowaé¢ doktadno$é biosyntezy biatka [13].

Nieprawidtowosci w procesie biosyntezy polipeptydéw w rybosomach wyni-
kajg z btednej selekcji AA-tRNA w miejscu A, a w konsekwencji z przytgczenia
nieprawidtowej reszty aminokwasowej do tworzonego tancucha polipeptydo-
wego lub przesuniecia ramki odczytu (ang.frameshifting). Wiernos$¢ przepisywa-
nia informacji genetycznej zawartej w mRNA na odpowiednig sekwencje ami-
nokwasdw jest niezwykle istotna dla prawidtowego funkcjonowania komorki.
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Zmiana jednego nukleotydu w kodonie mRNA (lub bted-
ne odczytanie) moze skutkowa¢ przedwczesng terminacja
translacji (gdy kodon sensowny jest odczytywany jako ko-
don STOP lub gdy ma miejsce przesuniecie ramki odczytu)
lub utworzeniem zmodyfikowanego polipeptydu (gdy wia-
czony zostanie nieprawidtowy aminokwas lub przesunieta
zostanie ramka odczytu). Wiele badan wskazuje na zasad-
niczg role miejsca E w kontroli procesu powstajgcego w ry-
bosomie polipeptydu.

Koncepcje zaleznosci struktury i funkcji rybosomu (allo-
sterii czy tez bardziej aktualnego modelu alfa-epsilon, nie-
zwykle zresztg zbieznego z modelem hybrydowym wydtu-
zania polipeptydu), jak i mechanizm regulatorowy miejsca
E sg nadal w trakcie badan, jak rowniez sg przedmiotem
licznych dyskusji, a przez niektorych badaczy sg nawet
kwestionowane. Natomiast nie ulega watpliwosci jak pod-
stawowe znaczenie ma proces wydtuzania tafcucha pep-
tydowego, zachodzacy w rybosomie zardwno w zakresie
badan podstawowych, jak i w potencjalnym wykorzystaniu
do preparatywnej biosyntezy biatka w uktadzie wolnoko-
morkowym. Naszg intencja jest prezentacja funkcji ryboso-
malnego miejsca E w kontek$cie wczesniejszych publikacji
omawiajgcych proces biosyntezy polipeptydu w rybosomie
[1,3]. Przedstawione w tym tekScie wyniki i analizy zwigza-
ne sa wytacznie z rolg miejsca E, ktore dla wielu ekspertéw
nadal sg dyskusyjne; bardzo prawdopodobne, ze w bliskiej
przyszto$ci poznamy nowe dane, ktore po raz kolejny zmie-
nig nasze poglady. W tej dziedzinie juz wielokrotnie wyda-
wato nam sie, ze wiemy ,,wszystko"; tym bardziej koniecz-
na jest popularyzacja i krytyczna analiza tych zagadnien.

BLEDY W ODSZYFROWYWANIU
INFORMACJI GENETYCZNEJ

UWOLNIENIE NIEPELNEJ DLUGOSCI PEPTYDU

W rzadkich przypadkach kodon STOP moze zosta¢ po-
miniety przez kompleks aminoacylo-tRNA/EF-Tu/GTP, co
prowadzi do utworzenia wydtuzonego produktu. Jednakze
w wiekszosci przypadkow btedy procesywnosci (ang. pro-
cessivity errors) prowadzg do przedwczesnego uwolnienia
nieprawidtowego peptydylo-tRNA. Czesto$¢ z jakg to za-
chodzi zostata oszacowana na 4 uwolnienia zbyt krétkiego
peptydu na 10000 wprowadzonych aminokwasow. Uwol-
niony tRNA, niosacy nieprawidtowy peptyd, moze prze-
szkadza¢ w komoérce, gdyz wigzanie estrowe, ktére wigze
reszte peptydylowga z czasteczkg tRNA jest bardziej stabil-
ne niz wigzanie estrowe w aminoacylo-tRNA. W konse-
kwencji, rozpoznawane jako nieprawidtowe, P-tRNA bedg
kumulowane w komorce i odizolowywane od maszynerii
translacyjnej, ograniczajac biosynteze biatka. Aby temu za-
pobiec, enzym cytoplazmatyczny — hydrolaza peptydylo-
tRNA —przecina wigzanie estrowe wolnego P-tRNA, tym
samym uwalniajgc czasteczke tRNA [14]. W badaniach nad
biatkiem o dtugosci ponad 1000 aminokwaséw (P-galakto-
zydaza), frakcje rybosomow, ktore nie zakonczyty syntezy,
oszacowano na 20%. Efekt ten byt spowodowany zaréwno
przedwczesnym uwolnieniem peptydu, jak i skréconym
mRNA, powstatym w wyniku nieprawidtowej transkryp-
cji genu lacZ [15]. Stwierdzono, ze prawdopodobienstwo
przedwczesnego uwolnienia peptydu jest zr6znicowane w
zaleznosci od kodonu, zalezy takze od wptywu sasiaduja-
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cych kodondw i zachodzi czesciej w przypadku krotkich
peptydylo-tRNA.

Wptyw tego rodzaju btedéw na bilans energetyczny jest
znacznie wiekszy niz w przypadku btedéw zmiany sensu
— gtéwnej przyczyny nieprawidtowosci w procesie deko-
dowania mRNA. Strata energii spowodowana btedami pro-
cesywnosci jest szacowana na 3% catkowitego obrotu ener-
gii szybko dzielgcych sie komérek [16].

W przypadku czasteczek mRNA, ktére nie sg prawidtowa
matrycg do biosyntezy biatka (jesli np. brak kodonu STOP
wprowadzajgcego prawidtowg terminacje), syntetyzujacy
rybosom moze zosta¢ zatrzymany (ang. stalled) na czasteczce
mRNA. Aby temu zapobiec, bakterie posiadaja stabilng cza-
steczke RNA o diugosci okoto 350 nukleotydéw, nazwang
10S RNA lub tmRNA (ang. transfer-messenger RNA). Funkcja
tmMRNA jest rozpoznanie transkryptu bez kodonu STOP w
rybosomie, dokonczenie syntezy wadliwego biatka w proce-
sie trans-translacji i przywrocenie rybosomom stanu aktyw-
nosci translacyjnej. tmRNA naznacza jednocze$nie wadliwe
mRNA iniekompletny polipeptyd do degradacji [17]. Korice
5 i3 tmRNA moga utworzy¢ strukture podobng do tRNA,
zawierajgcg petle zamiast ramienia i petli DHU czasteczki
tRNA oraz nie zawierajgcg antykodonu tRNA (wewnetrzne
wypetlenie obserwowane w tmRNA E. coli, t3czone przez
niektdrych badaczy z petlag antykodonowg tRNA nie jest za-
chowane w ewolucji). Czgsteczka tmRNA niesie na 3' koA-
cu aminokwas alanine i wigze sie za pomocg EF-Tu/GTP i
biatka SmpB do rybosomalnego miejsca A [18]. Powstajacy
w uwiezionym rybosomie peptyd zostaje przeniesiony z
P-tRNA na reszte alaninowg tmRNA (funkcja tRNA), a na-
stepnie tmRNA przetacza swojg funkcje i dziata jako matry-
ca programujaca dodanie kolejnych reszt aminokwasowych
(10 w przypadku E. coli), jak i uporzagdkowang terminacje
poprzez kodon STOP (funkcja mRNA). W zwigzku z tym,
funkcjg tmRNA jest po pierwsze oznaczanie nieprawidto-
wych peptydow przez dotgczanie dodatkowej sekwencji
na koncu C, co sprawia, ze takie peptydy sa przeznaczone
do degradacji, a po drugie — uwalnianie uwiezionych ry-
bosomoéw [17,19], Stwierdzono, Zze uwalnianie uwiezionych
rybosoméw nie zalezy wytgcznie od obecnosci tmRNA; u
bakterii E. coli mutanty bez tmRNA sa nadal zywotne. Jed-
nakze, u innych szczepow bakteryjnych, np. Bacillus subtilis,
tmRNA jest niezbedny do zycia komorki.

Istnieje kilka zjawisk mogacych powodowaé biedy pro-
cesywnosci translacji. Gtéwna przyczyng ich wystepowa-
nia jest prawdopodobnie zdarzenie zachodzgce zaraz na
poczatku syntezy biatka, po zakotwiczeniu rosngcego tan-
cucha peptydowego w tunelu rybosomalnym. Tunel wyj-
Scia polipeptydu z rybosomu moze zakotwiczy¢ sekwencje
o dtugosci ok. 30 aminokwaséw, zanim rosnacy tancuch
peptydowy pojawi sie w cytosolu otaczajacym rybosom.
Antybiotyk, erytromycyna, prowokuje akumulacje oligo-
peptydylo-tRNA (zawierajgcego mniej niz osiem reszt ami-
noacylowych) w cytosolu, poprzez blokowanie wejscia do
tunelu [20], Innym mechanizmem jest btedne zatrzymanie,
kiedy kodon sensowy jest nieprawidtowo rozpoznany przez
czynnik uwalniajacy, prowadzac do terminacji syntezy biat-
ka. Jednak fatszywy kodon STOP wystepuje dos¢ rzadko, z
czestotliwoscia okoto 1(T6.
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Substytucje zmiany sensu —prowadzace do wstawienia
nieprawidtowego aminokwasu — wystepujg z czestoscig
3x104 [16], Trzeci nukleotyd kodonu jest najczesciej bted-
nie odczytywanym nukleotydem, a srodkowy —niezwykle
rzadko. Wedtug pobieznych obliczen, tylko jeden na 400
przypadkéw btedu zmiany sensu zakonczy sie utworze-
niem nieaktywnego produktu [21]. Tak niewielkie znacze-
nie btednego wstawienia aminokwasu moze by¢ zwigzane
z selektywnoscig rybosomalnego procesu dekodowania
lub tez z organizacjg stownika kodonéw. Rybosom popet-
nia btad raz na okoto 3000 reakcji selekcji [22], a w przy-
padku btedu rybosom wybiera AA-tRNA z antykodonem
najbardziej podobnym do wiasciwego. Mozna wyrdznié
trzy klasy AA-tRNA: prawidtowy (ang. cognate), zblizony
do prawidtowego (ang. near-cognate) oraz nieprawidtowy
(ang. non-cognate). Te klasy r6znig sie miedzy sobg wyraz-
nie zuzyciem GTP: prawidtowy AA-tRNA zuzywa jedng
do dwoch czasteczek GTP na jedno wigczenie odpowied-
niego aminokwasu do tafncucha, zblizony do prawidtowego
—trzy do sze$ciu GTP, anieprawidtowy nie zuzywa GTP w
ogole, gdyz nie oddziatuje z miejscem A [23].

Stownik kodonowy jest zorganizowany wediug waz-
nej, logicznej reguty, ktora przypisuje podobne kodony do
chemicznie podobnych aminokwaséw. Ma to wazne kon-
sekwencje w tym, ze rybosom bedzie akceptowat tylko
aminokwas, ktory jest chemicznie podobny do wasciwego,
pasujacego aminokwasu. Btedy w selekcji prowadzace do
przytaczenia podobnego aminokwasu maja miejsce w przy-
padku wszystkich aminokwaséw z jednego ,,boksu rodzin-
nego", np. istniejg cztery kodony GCN dla aminokwasu ala-
niny (Ala) (Ryc. 1) isg one odczytywane przez cztery roézne
izoakceptorowe czasteczki tRNA.

Na zredukowanie czestosci wystepowania biedow
zmiany sensu pozwala podstawowy proces dekodowania
informacji genetycznej zakodowanej w mRNA, tj. korekta
kinetyczna (ang. kinetic proofreading) [24,25], W procesie tym
mozemy wyodrebni¢ dwa zdarzenia narzucone przez EF-
Tu [26]. Kompleks EF-Tu/GTP/AA-tRNA przytacza sie do
rybosomalnego miejsca A, ale GTP nie jest hydrolizowane
przez krotki czas. Prawidtowe i nieprawidtowe komplek-

e E P A

UCCUCCA
UUAGGGGGUAUCUUUGACUC
SD AUA GA(

4

SD

3! UCCUCCA
UUAGGGGGUAUCUUUGACUC
)r.\‘ > 4

Rycina 1. Stownik kodon6éw w postaci tzw. ,,storica kodonowego™.

sy tRNA wigzag rybosom w procesie przebiegajacym z taka
samg kinetyka, ale prawidtowe kompleksy nie sg usuwane
z rybosomu, natomiast nieprawidtowe dysocjujg szybciej
niz EF-Tu hydrolizuje GTP. W zwiazku z tym wiekszo$¢
nieprawidtowych komplekséw jest odrzucana juz na tym
etapie. Po hydrolizie, EF-Tu/GDP nie oddysocjowuje z ry-
bosomu przez krotki czas i po raz kolejny w tym momencie
nieprawidtowy kompleks, ktéry nadal bytby zwigzany z ry-
bosomem, jest usuwany z rybosomu znacznie szybciej niz
EF-Tu moze oddysocjowac od tRNA.

PRZESUNIECIE ORAZ UTRATA
PRAWIDLOWEJ RAMKI ODCZYTU

Przesuniecie ramki odczytu mRNA (ang. frameshifting)
wystepuje dos¢ rzadko, z czestoscig okoto 3 x 1(T5na kodon

- ‘g\'\P‘ E P A

UCCUCCA
UUAGGGGGUAUCUUUGACUC
SD AN

] »

Rycina 2. Przesunigcie ramki odczytu o +1 podczas translacji mMRNA RF2 (objasnienia mechanizmu w tekscie) [41].
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Rycina 3. Miejsca wigzania tRNA w rybosomie [54]. (A) Bakteryjny rybosom zbudowany jest z dwéch

POST

czym wigzanie do miejsc A lub P pozostaje
na niezmienionym poziomie [27], Co wie-
cej, wykazano, ze specyficzne oddziaty-
wania miedzy koricem 3' deacylowanego
tRNA a miejscem E sg niezbedne dla efek-
tywnej translokacji [12].

W literaturze wymienia sie trzy cechy,
ktore charakteryzujg rybosomalne miejsce
E: (1) czasteczka deacylowanego tRNA
obecna w miejscu E (E-tRNA) jest z nim
zwigzana w spos6b stabilny; (2) E-tRNA
jest potgczone z czasteczkg mMRNA poprzez
specyficzne oddziatywania kodon-antyko-
don [28]; (3) istnieje obustronna zaleznos¢
funkcjonalna miedzy miejscami E i A (al-
losteryczny model trojmiejscowy elonga-
cji polipeptydu [29,30]). Te trzy atrybuty
miejsca E nie sg powigzane z reakcjami
zachodzacymi w innych regionach rybo-
somu, aczkolwiek oczywista jest wzajem-
na zalezno$¢ i powigzanie funkcjonalne z
kompleksowg architektura tej makrocza-
steczki.

podjednostek: matej 30S (niebieski) i duzej 50S (pomararniczowy), na kazdg sktadajg sie: rybosomalne RNA
(kolor jasny) i biatka (kolor ciemny). tRNA w rybosomalnych miejscach A, P i E oznaczono, odpowiednio

kolorami: rézowym, zielonym i turkusowym. (B) Stany: przed translokacja (PRE) i po translokacji (POST)
konformacji rybosomu. Zaznaczono odlegtosci miedzy ryboza (przedstawiona jako piercien) reszty 37 A-,

P- lub E-tRNA.

[16]. Przesuniecie ramki odczytu o jeden nukleotyd ,do
przodu" (3') jest okreslane jako +1 i daje taki sam efekt jak
delecja jednego nukleotydu bezpos$rednio po ostatnim kodo-
nie przed przesunieciem ramki odczytu (Ryc. 2). Natomiast
przesuniecie ramki odczytu o jeden nukleotyd ,do tytu"
(5", okreslane jako -1, jest rGwnowazne z insercjg jednego
nukleotydu. Po przesunieciu ramki odczytu, sekwencja
kodowanego peptydu, ktéry ma by¢ syntetyzowany, roz-
ni sie od oryginalnej. W zaleznosci od pozycji najblizszego
kodonu STOP w nowej ramce odczytu, powstajacy produkt
moze by¢ dtuzszy lub krotszy.

W warunkach zwiekszonej czestosci substytucji zmiany
sensu, wzrasta czesto$¢ przesuniecia ramki odczytu. Jest
prawdopodobne, ze niewtasciwie wyselekcjonowany AA-
tRNA w miejscu A ma wiekszg tendencje do ,,wyslizgiwa-
nia" sie z ramki odczytu w prawo lub lewo, jesli moze zo-
sta¢ utworzony lepszy kontakt z mRNA [16].

Przesuniecie ramki odczytu o -1 ma miejsce czesto w
przypadku charakterystycznych heptanukleotydowych
sekwencji X XXY YYZ, konczacych sie tzw. ,,gtodnym ko-
donem™" (YYZ), gdzie stosunek poprawnych do niepopraw-
nych komplekséw potréjnych AA-tRNA/EF-Tu/GTP (ko-
dowanych odpowiednio przez YYZ i YYY) jest maty, tym
samym promujac selekcje tych ostatnich.

CECHY RYBOSOMALNEGO MIEJSCA E

Rybosomalne miejsce E jest specyficzne wytgcznie dla
deacylowanej czasteczki tRNA [10]. Wykazano, ze mody-
fikacje konca 3' czasteczki tRNA zmniejszaja lub nawet cat-
kowicie eliminujg powinowactwo tRNA do miejsca E, przy
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Fakt, ze czasteczka E-tRNA jest zwig-
zana w miejscu E w sposob stabilny zostat
wykazany zaréwno in vivo, jak i in vitro.
W warunkach odpowiadajacych sytuacji
in vivo (dla przyktadu: 45 mM Mg2+ 100
mM K+oraz 2 mM spermidyna [31]) zaobserwowano, ze
wiekszos¢ rybosoméw znajduje sie w stanie po translokacji
(POST), tj. z przytgczonymi tRNA w miejscach P i E. Sta-
bilne wiazanie E-tRNA obserwowano réwniez w funkcjo-
nalnych kompleksach Escherichia coli z pomoca mikroskopii
krioelektronowej (krio-EM) [32] oraz stwierdzono zwigza-
nie tRNA w miejscu E w krysztatach rybosomoéw 70S Ther-
mus thertnophilus [33].

Przez wiele lat dyskutowano nad mozliwos$cig oddziaty-
wan antykodonu tRNA w miejscu E z komplementarnym
kodonem w mRNA. W strukturze krystalicznej rybosomu
70S obserwowana konformacja miejsca E wykluczata moz-
liwos¢ takich oddziatywan [33], Jednakze w innych bada-
niach wykazano, ze odlegto$¢ miedzy nukleotydami w po-
zycji 37 (3 pozycja antykodonu) tRNApgew miejscach A i P
wynosi 23A, a w miejscach P i E jest nawet krétsza (21A).
Sugeruje to, ze czasteczki tRNA w miejscach P i E mogg od-
dziatywa¢ z odpowiednimi kodonami w mRNA w bardzo
podobny sposéb jak czasteczki w miejscach A i P (Ryc. 3).
Oddziatywania kodon-antykodon w rybosomalnym miej-
scu E zaobserwowano zaréwno poprzez analize krio-EM
rybosoméw w stanie POST [32], jak i w krysztatach ryboso-
mow [34,35] (Ryc. 4).

Trzecig wazng cechg rybosomalnego miejsca E jest jego al-
losteryczne oddziatywanie z miejscem A (Ryc. 5). Termin al-
losteria definiowany jest jako dynamiczna zmiana struktury
czasteczki (w tym przypadku fragmentu rybosomu) powo-
dujgca zmiane powinowactwa do ligandu, czyli do tRNA.
Zgodnie z tg definicjag AA-tRNA przylgczone w miejscu A
powoduje zmiane struktury rybosomu, obnizajagc powino-
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mniana juz, allosteryczna zalezno$¢ mie-
dzy miejscami A i E [30], tj. zajete przez
deacylowany tRNA miejsce E powoduje
obnizone powinowactwo AA-tRNA do
miejsca A. Na podstawie wielu badan sg-
dzi sie, ze istnieje allosteryczne potaczenie
miedzy miejscami A i E. Dla przykiadu:
(1) powigzano energie aktywacji wiazania
AA-tRNA do miejsca A z istnieniem w

5 ) R i 43 .1 rybosomie E-tRNA [39], Stwierdzono, ze
e GGCM?EA&GAU Az mRNA 5' GGCAAGGAGGUUULUULULLULL U iej
16SRNA 3'  UDUEEUEEACUAGG A S e v 2 w rybosomach z obsadzonym miejscem

antykodon
tRNA

kodon
mRNA

5

Rycina 4. Oddziatywanie kodon-antykodon w miejscu E [34]. (A, B) struktura kodonéw w miejscach E, P,
A w kompleksie inicjatorowym translacji (A) i po inicjacji (B). Przedstawiono sekwencje dupleksu mRNA-
SD (czerwony). (C, D) Oddziatywanie antykodonu E-tRNA z kodonem mRNA w kompleksie inicjatoro-
wym translacji (C) i po inicjacji (D). (E) Mapa gestosci elektronowej Fouriera (Fo-Fc) obliczona z rozdziel-

czoscig 5.5 A.

wactwo deacylowanego tRNA do miejsca E i odwrotnie, je-
zeli miejsce E obsadzone jest przez deacylowany tRNA, to
miejsce A posiada obnizone powinowactwo do AA-tRNA
[29,30,36]. Niezwykle wazng konsekwencja allosterycznego
potgczenia miejsc A i Ejest fakt, iz w trakcie cyklu elongacyj-
nego w procesie biosyntezy biatka w rybosomie znajduja sie
zawsze tylko dwie, anigdy trzy czasteczki tRNA. Czasteczki
tRNA zajmuja rybosomalne miejsca A i P przed translokacjg
oraz P i E po translokacji [37], Ostatnio precyzyjnie opisano
etap obsadzania miejsca A, powodujgcy uwalnianie tRNA z
miejsca E [38], Zajecie miejsca A przez AA-tRNA zachodzi
dwuetapowo: w pierwszym etapie ma miejsce odszyfrowa-
nie informacji genetycznej, a kompleks potrojny AA-tRNA/
EF-Tu/GTP oddziatuje z kodonem w mRNA. W kolejnym
etapie nastepuje: hydroliza GTP przez czynnik elongacyjny
EF-Tu, oddysocjowanie kompleksu EF-Tu/GDP z ryboso-
mu oraz zajecie miejsca A przez AA-tRNA (akomodacja).
Uwolnienie E-tRNA nastepuje po etapie odszyfrowania in-
formacji genetycznej, ale przed hydroliza GTP zalezng od
EF-Tu i akomodacjg AA-tRNA w miejsce A. Nalezy jedno-
cze$nie podkresli¢, ze w proces zaangazowany jest caty ry-
bosom, aczkolwiek w przedstawianym opisie koncentruje-
my sie na ,intelektualnie” wyizolowanym fragmencie tego
organellum.

FUNKCJONOWANIE MIEJSCA E PODCZAS
WLEACZANIA AMINOKWASU

Jak juz wspomniano we wprowadzeniu, btedne przyts-
czenie aminokwasu do tworzonego polipeptydu ma miejsce
raz na 3000 whudowan [22], ale tylko jedna z 400 btednych
przytaczen jest szkodliwa dla komdrki [21]. Niezwykle
waznym mechanizmem chronigcym przed zwigzaniem
nieprawidtowego AA-tRNA (ang. non-cognate) jest, wspo-
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E przez deacylowany tRNA, energia ak-
tywacji niezbedna do obsadzenia miejsca
A byta trzykrotnie wyzsza niz w ryboso-
mach z wolnym miejscem E (odpowied-
nio, 120 kj/mol i 40 kj/mol); (2) stwier-
dzono, ze antybiotyk edeina, ktory blokuje
miejsce E matej podjednostki rybosomal-
nej, uniemozliwiajgc zwigzanie czgsteczki
deacylowanego tRNA, powoduje wigcza-
nie btednego AA-tRNA w miejsce A [31];

Sil, ktore ostabiajg oddziatywania petli
antykodonowej E-tRNA z rybosomem,
powodujg powazne btedy w selekcji AA-
tRNA do miejsca A, takie jak przytaczenie
nieprawidtowego aminokwasu lub prze-
suniecie ramki odczytu [40]; (4) pokazano,
ze ostabienie lub utrata oddziatywan kodon-antykodon w
rybosomalnym miejscu E prowadzi do przesuniecia ramki
odczytu informacji [40,41]; oraz (5) stwierdzono, ze mody-
fikacja koinca CCA-3' tRNA powoduje znaczne obnizenie
powinowactwa deacylowanej czasteczki tRNA do miejsca
E [27], co moze ttumaczy¢ wzrost biednego przylaczania
AA-tRNA do miejsca A w przypadku obecnos$ci w migjscu
EtRNAWdze zmutowanym koricem CCA [42], Allosteryczne
powigzania miedzy miejscami A i E obserwowano réwniez
w strukturze krystalicznej rybosomu 70S T. termophilus z
rozdzielczoscig 5.5 A [33],

Istniejg dowody na to, ze E-tRNA, powodujac obnizenie
powinowactwa AA-tRNA do miejsca A, zwieksza istotnos$¢
oddziatywan kodon-antykodon [13]. Wyniki tego ekspery-
mentu przedstawione zostaty w Tabeli 1. Do rybosoméw
zaprogramowanych poli(U) przytagczono AcPhe-tRNA
w miejsce P. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej dodano
kompleks potrojny, zawierajacy EF-Tu, GTP oraz — w
jednym przypadku Phe-tRNA (kodon UUU), a w drugim
przypadku Asp-tRNA (kodon GAU/C), w celu obsadze-
nia miejsca A. Btedy w dekodowaniu ujawniono poprzez

Tabela 1. Doktadno$¢ wigzania AA-tRNA do miejsca A w zaleznos$ci od obsadze-
nia miejsca E (szczeg6towe objasnienia w teksécie; na podstawie [16]).

Stan rybosomu Miejsce E Btad wiazania [%)]
4x wolne 0.72
prawidtowy kodon

zajete 0.05
4x wolne 12
nieprawidtowy kodon

zajete 1.6
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3) wykazano, iz mutacje w
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analize utworzonych dipeptydéw metodg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC). Okazato sie, ze wysokie
powinowactwo do miejsca A spowodowane brakiem obsa-
dzenia miejsca E moze prowadzi¢ do przytaczenia niepra-
widtowej czasteczki AA-tRNA do miejsca A (obserwowano
btad w dekodowaniu wynoszacy 0,72%). Natomiast przy
obsadzonym miejscu E niemal nie obserwowano takich bte-
dow (0,05%). Ponadto, stwierdzono, ze obecno$¢ tRNALa
(kodon UUG/A) w miejscu E nie chroni przed bledami w
przytaczeniu aminokwasow. Innymi stowy, oddziatywania
kodon-antykodon w miejscu E wydaja sie niezbedne dla
przejscia rybosomu do stanu POST oraz dla prawidtowej
selekcji kompleksu potréjnego.

UTRZYMYWANIE PRAWIDLOWEJ RAMKI
ODCZYTU PRZEZ MIEJSCE E

Najwazniejszym elementem kontroli jakosci translaciji,
a zarazem nadzwyczajng cechag rybosomu jest zdolnos¢
utrzymywania prawidtowej ramki odczytu, a w konse-
kwencji — zdolno$¢ do syntezy petnej dtugosci polipepty-
du, prawidtowego pod wzgledem sekwencji aminokwaso-
wej. Spontaniczne przesuniecie ramki odczytu ma miejsce
raz na 30000 whudowanych aminokwasow [15].

Ostatnio, dzieki badaniom procesu translacji mRNA ko-
dujgcego czynnik uwalniajagcy RF2 (ang. releasefactor), od-
kryto zasadniczg role rybosomu w procesie utrzymywania
prawidtowej ramki odczytu [41,43]. mMRNA kodujace RF2
posiada kodon STOP UGA rozpoznawany przez RF2 w 26-
tej pozycji. Mamy zatem do czynienia ze zjawiskiem regu-
lacji translacji poprzez ujemne sprzezenie zwrotne. Kiedy
w komorce wystepuje odpowiednio wysokie stezenie RF2,
wowczas biosynteza tego biatka ulega przedwczesnej ter-
minacji z wykorzystaniem kodonu STOP w pozycji 26-tej

e
nicjacja \ £PA

Terminacja ‘
Pi \
s EF-TUrGTP.
POST 1
EF-G+GTP 4 ,T
Elongacja %
PRE POST
3 2
Pi

PRE

Rycina 5. Cykl elongacyjny biosyntezy biatka w kontek$cie modelu allosterycz-
nego tréjmiejscowego (zmodyfikowane na podstawie [54,55]). 1- odszyfrowanie;
2 — akomodacja miejsca A; 3 — synteza wiazania peptydowego; 4 — translo-
kacja. PRE — stan przed translokacjg; POST — stan po translokacji. Kolorami
z6ktym, czerwonym izielonym w rybosomie oznaczono miejsca wigzania tRNA:
A PiE
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i uwalniany 25-mer jest poddawany szybkiej degradaciji.
Natomiast kiedy w komérce utrzymuje sie niskie steze-
nie czynnika uwalniajgcego RF2, wowczas ma miejsce
przesuniecie ramki odczytu o +1 z wydajnoscig do 100%
[44,45]. Stwierdzono, ze przesuniecie ramki odczytu o +1
wystepuje u 70% bakterii, dla ktérych zsekwencjonowano
gen kodujacy RF2 [46]. Oznacza to, ze istnieje mechanizm
utrzymywania prawidtowej ramki odczytu, wytgczany
podczas syntezy RF2. W wielu badaniach wykazano za-
sadniczg role sekwencji Shine-Dalgarno w mRNA RF2 w
przesunieciu ramki odczytu o +1. Na podstawie danych
pochodzacych z mutagenezy wnioskowano réwniez o
waznej roli regionu znajdujacego sie¢ pomiedzy SD a miej-
scem przesuniecia ramki odczytu [47], Stwierdzono, ze ist-
nieje kompetycja pomiedzy oddziatywaniem [SD — anty-
SD] [48] a oddziatywaniem kodon-antykodon w miejscu E
[41]. Oddziatywanie SD — anty-SD stanowi zawade prze-
strzenng dla oddziatywan kodon-antykodon w miejscu E,
skutkiem czego dochodzi do przedwczesnego uwolnienia
E-tRNA z rybosomu (oznaczone jako 1 na Ryc. 2). Obec-
nos¢ w rybosomie tylko jednej czasteczki tRNA (peptydy-
lo-tRNALauw miejscu P) prowadzi do jego destabilizaciji,
ktéra pobudza przesuniecie ramki odczytu o +1 (etap 2
na Ryc. 2), a zatem nastepuje przesuniecie oddziatywan
kodon-antykodon w miejscu P o jedng pozycje. Skutkiem
tego mozliwe jest przytgczenie czasteczki Asp-tRNA w no-
wej ramce odczytu.

W strukturze krystalicznej rybosomu 70S [33] wida¢, ze
P-tRNA oraz struktura formowana przez oddziatywanie
SD w mRNA z anty-SD w 16S rRNA, tworzg upakowa-
ng strukture otaczajgcg czasteczke tRNA w miejscu E. W
przypadku syntezy RF2, E-tRNA odgrywa istotng role w
destabilizowaniu oddziatywan kodon-antykodon w miej-
scu P ijednoczes$nie w stabilizowaniu oddziatywania ko-
don-antykodon w ramce +1, ktdéra jest nowa, prawidtowg
ramka odczytu genu RF2 i prowadzi do syntezy czynnika
uwalniajgcego [43,47].

Analiza in vivo innego wysoce efektywnego procesu
przesuniecia ramki odczytu potwierdzita zasadniczg role
oddziatywan kodon-antykodon w miejscu E w utrzymy-
waniu odpowiedniej ramki odczytu informacji genetycz-
nej [49], Badano pos$lizg czasteczki tRNA w bakteryjnym
rybosomie E. coli z wykorzystaniem tmRNA. Czasteczka
tmRNA zawiera w swojej budowie kanoniczne dla tRNA
ramie akceptorowe oraz ramie ipetle TWC, wiec oddziatu-
je zduzg podjednostkag rybosomalng w pozycjach charak-
terystycznych dla tRNA zajmujagcego miejsce E. Jednak-
ze tmRNA nie posiada petli antykodonowej. Co wiecej,
odpowiednik ramienia antykodonowego (P2 w tmRNA)
tworzy duzo wiekszy kat z ramieniem akceptorowym
tmRNA (-120°) w poréwnaniu z czasteczkg tRNA (~90°)
[18,50]. Te uderzajgce réznice w ksztalcie czasteczek na-
suwajg wniosek, iz tmRNA nie jest zdolny do prawidto-
wego obsadzenia miejsca E. Obserwowano, ze obsadze-
nie rybosomu czasteczkg tmRNA powoduje przesunigcie
ramki odczytu o jedng pozycje, co jest dalszym argumen-
tem potwierdzajacym, ze prawidtowe obsadzenie miejsca
E przez tRNA pozwala na unikniecie poslizgu czasteczki
MRNA iutrzymuje odpowiednig ramke odczytu [49],
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Inny, dobrze zdefiniowany proces przesuniecia ramki
odczytu o +1 ma miejsce w przypadku translacji mRNA
kodujacego eukariotyczny antyzym, biatko uczestniczace w
regulacji poziomu poliamidéow w komoérce [51,52], Miejsce
przesuniecia ramki odczytu w mRNA antyzymu wykazu-
je pewng dywergencje miedzy organizmami [51]. Jednakze
dwa elementy w mRNA antyzymu sag w 100% zachowane
w ewolucji, to jest: kodon STOP (UGA), stymulujacy prze-
suniecie ramki odczytu, oraz reszta urydyny w pierwszej
pozycji kodonu znajdujgcego sie w miejscu E. Co wiecej, ko-
don ten moze by¢ rozpoznany jedynie przez trzy czasteczki
tRNA (Cys, Trp lub Tyr) z szeSciu mozliwych, ktére odczy-
tujg U w pierwszej pozycji kodonu (Cys, Leu, Ser, Phe, Trp i
Tyr). Stwierdzono zatem, ze oddziatywania pomiedzy cza-
steczkami tRNA w miejscach P i E odgrywajg istotng role w
utrzymywaniu prawidtowej ramki odczytu mRNA koduja-
cego antyzym.

Na podstawie ostatnich analiz wykazano réwniez, ze ry-
bosomalne miejsce E odgrywa bardzo wazng role podczas
przesuniecia ramki odczytu o -1. Jesli kodon XXY znajduje
sie w miejscu P, przesuniecie ramki odczytu o -1 ma miejsce
tylko wtedy, gdy E-tRNA zawiera reszte pseudourydyny
(ip) w pozycji 39 (od strony 3' antykodonu) [53], Reszta ip w
pozycji 39 moze ostabiaé oddziatywanie kodon-antykodon
w miejscu E, tym samym powodujgc przedwczesne uwol-
nienie tRNA podczas etapu dekodowania. Inng, aczkolwiek
mniej prawdopodobng mozliwoscia, jest destabilizacja od-
dziatywania kodon-antykodon w miejscu P przez ip 39 w
miejscu E, co promuje przesuniecie ramki odczytu.

UWAGI KONCOWE

Rybosomalne miejsce E zostato odkryte znacznie p6zniej
niz miejsca A i P. Pomimo zaawansowanych badan, do dzi$
szczeg6ty mechanizmu funkcjonowania tej specyficznej cze-
§ci rybosomu pozostajg dla nas w duzym stopniu tajemnicg
i w konsekwencji sg zrodtem wielu watpliwosci i sceptycz-
nego stosunku do proponowanych mechanizméw i funkcji
regulatorowej. Jednak juz odkryte fakty, Swiadczace o zna-
czacej roli miejsca E nie tylko dla rybosomu i translacji, ale
dla catego cyklu zyciowego komorki, stajg sie bodzcem do
dalszego zgtebiania ztozonej i jednoczes$nie niezwykle pre-
cyzyjnej maszynerii biosyntezy biatka.
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ABSTACT

In the sixties of the last (20th) century James Watson presented a two-sites model for the ribosome comprising the P site for the peptidyl
transfer RNA (tRNA) before peptide-bond formation and the A site, where decoding takes place according to the codon exposed there. Twen-
ty years later the E site, which was specific for deacylated tRNA was detected. However, despite having three tRNA binding sites, only two
tRNAs occupy the ribosome simultanously during protein synthesis: at the A and P sites before translocation (PRE state) and at the P and E
sites after translocation (POST state). The importance of having two tRNAs in the POST state has been revealed during the last 25 years. It
has been shown, that the E-tRNA prevents misincorporation of aminoacids and loss of reading frame. In other words, the ribosomal E site is

a guard for accuracy of the polypeptide synthesized in the ribosomes.
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STRESZCZENIE

racyl jest jedng z czterech zasad azotowych, ktore najczesciej wystepujg w prawidto-

wym RNA. Uracyl moze znalez¢ sie takze w DNA wskutek enzymatycznej lub nie-
enzymatycznej deaminacji cytozyny oraz wprowadzenia dUMP zamiast dTMP do DNA
przez polimeraze DNA podczas replikacji. Uracyl z DNA moze by¢é usuwany przez enzy-
my naprawy DNA, w procesie dajacym jako produkt posredni miejsce apirymidynowe,
natomiast gdy nie zostanie usuniety, to w kolejnej rundzie replikacji para C:G w rodzi-
cielskim DNA moze sie zamieni¢ w pare T:A w potomnym DNA, co wskazuje, ze obec-
no$¢ uracylu w DNA moze prowadzi¢ do mutacji. Uracyl, podobnie jak tymina, tworzy
najbardziej stabilne wigzania wodorowe z adening, nie zmienia wiec wtasciwosci kodu-
jacych DNA. Uracyl w DNA jest rozpoznawany przez glikozylazy DNA uracylu (UDGs),
zapoczatkowujace proces naprawy DNA przez wycinanie zasad azotowych, w ktérym
uracyl jest usuwany z DNA i zastgpiony tymina lub cytozyng, w przypadku, kiedy by}
wynikiem deaminacji cytozyny. U eukariontéw znajdujg sie co najmniej cztery jadrowe
UDGs: UNG2, SMUGI, TDG i MBD4, natomiast w mitochondrium dziata UNG1. UNG2
bierze udzialt w naprawie zwigzanej z replikacja, oddziatujgc z biatkami PCNA i RPA.
Uracyl moze by¢ takze produktem posSrednim w tworzeniu repertuaru przeciwciat limfo-
cytéw B. Enzymatyczna deaminacja wirusowego DNA przez komérki gospodarza moze
by¢ mechanizmem obronnym przed zakazeniem wirusowym, w tym zakazeniem HIV-
1. Glikozylazy UNG2, MBD4 i TDG moga wspdtdziata¢ z biatkami naprawy btednego
parowania zasad, a TDG moze ponadto uczestniczy¢ w szlaku naprawy przez wycinanie
nukleotydéw.

WPROWADZENIE URACYLU W DNA

Uracyl jest zasadg azotowg wystepujacg w prawidtowym RNA i tworzy
z adening prawidtowg pare komplementarnych zasad, analogiczng do pary
tymina-adenina i prawdopodobnie wystepowat réwniez we wczesnych for-
mach DNA, zanim zostat zastgpiony przez swojg pochodng —tymine (5-me-
tylouracyl). W genomach niektérych wirusow DNA nadal znajduje sie ura-
cyl, a nie tymina. Zatem czy uracyl w DNA to uszkodzenie? Jest to przeciez
prawidtowa zasada azotowa nie zmieniajgca wtasciwosci kodujagcych DNA.
Nie wdajac sie w rozwazania nad definicjg uszkodzenia DNA, mozna stwier-
dzi¢, ze uracyl w DNA uszkodzeniem jest, gdyz jest rozpoznawany przez
wyspecjalizowane biatka, ktérych dziatania na og6t prowadzag do usuniecia
uracylu z DNA i zastagpienie go tyming lub cytozyng. Z drugiej strony, wy-
niki niedawnych badan sugeruja, ze ssaki moga wykorzystywac uracyl wy-
stepujacy w DNA jako gtowny produkt posredni w tworzeniu repertuaru
dojrzatych przeciwciat [1]. Uracyl w DNA limfocytow B jest produktem po-
Srednim w procesie tworzenia dojrzatych przeciwciat w odpornosci nabytej,
jak réwniez bierze udziat w obronie przeciwko zakazeniom retrowirusowym
w odpornosci wrodzonej [2-4].

Uracyl jest obecny w DNA w niewielkich ilo$ciach i powstaje poprzez
deaminacje cytozyny lub wigczenie dUMP zamiast dTMP do tancucha po-
linukleotydowego podczas replikacji DNA. Polimerazy DNA, z wyjatkiem
Vent i Pfu, nie réznicujg pomiedzy dUTP i dTTP, w efekcie czego czestos¢
wstawiania dUMP do DNA zalezy od stosunku dUTP/dTTP w komérkowej
puli nukleotydéw i w konsekwencji do genomu cztowieka zostaje wstawio-
nych okoto 104reszt dUMP podczas jednej rundy replikacji [5], Polimerazy
Vent i Pfu nalezg do termostablinych polimeraz DNA, syntetyzowych przez
mikroorganizmy nalezgce do Archaea - Pfu pochodzi ze szczepu Pyrococ-
cus furiosus, a Vent ze szczepu Thermococcus litoralis. Wykazujg one aktyw-
no$¢ 3'—5 egzonukleazy, co daje im mozliwo$¢ korekty (ang. proofreading)
prekursorow nukleotydéw w replikacji DNA. Enzymy te cechuje znacznie
nizsza czesto$¢ wprowadzania btedéw do nowo syntetyzowanej nici DNA,
niz inne polimerazy DNA [6,7]. Polimerazy DNA hipertermofilnych bakterii
(szczepow Pyrococcus furiosus, Pyrococcus woisei, Pyrococcus horikishii, Sulfolo-
bus solfataricus, Thermococcus litoralis, Thermococcus gorgonarius, Sulfurispha-
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era ohwakuensis, Aeropyrum pernix i Pyrodictium occultum)
oraz mezofilnych (szczepu Methanosarcina acetivorans) na-
lezagce do grupy polimeraz B rozpoznajg uracyl w DNA,
w wyniku czego powodujg zatrzymanie replikacji. Nato-
miast takie polimerazy DNA, jak bakteryjna polimeraza
11, eukariotyczne polimerazy jadrowe 8 i 8 oraz polime-
raza mitochondrialna p nie rozpoznajg uracylu. Z kolei
eukariotyczna polimeraza e, ktéra wykazuje homologie
do polimeraz DNA Archaea grupy B, moze rozpozna-
waé uracyl, ale nie powoduje zatrzymania replikacji [8],
Enzymem kontrolujacym wewnatrzkomaérkowy poziom
dUTP jest UTPaza. Enzym ten przeprowadza reakcje hy-
drolizy dUTP do dUMP i pirofosforanu (PPi). Redukujac
poziom dUTP, dostarcza dUMP, ktdry jest nastepnie wy-
korzystywany do biosyntezy dTTP. UTPaza jest waznym
elementem doktadnosci replikacji oraz naprawy DNA [9].
Wstawienie uracylu moze powodowaé¢ powstanie kolej-
nej pary U:A w nastepnej replikacji, jednakze wiekszo$¢
uracylu jest usuwana przez glikozylazy uracylowe DNA,
a powstajagce miejsca apurynowe/apirymidynowe (AP)
sg potencjalnie mutagenne, jesli nie zostang naprawio-
ne przed kolejng rundg replikacyjng. Miejsca AP moga
by¢ rowniez cytotoksyczne, gdy wystepujag w obszarach
przytaczania biatek regulatorowych [10].

Zréodtem uracylu w DNA moze by¢ deaminacja cytozy-
ny, mogaca prowadzi¢ do mutagennego sparowania U:G.
Deaminacja cytozyny zachodzi z szybkoscig 7-8 wigkszg w
cyklubotanowych dimerach pirymidynowych (CPD), beda-
cych najczestszymi uszkodzeniami DNA indukowanymi
przez promieniowanie UV, niz w innych obszarach DNA
[11-13], Rycina 1 przedstawia wzory strukturalne cytozyny,
5-metylocytozyny, uracylu oraz tyminy.

Niesparowania U:G powstajagce podczas deaminacji
cytozyny sg kluczowym produktem posrednim zmienia-
jacym geny immunoglobulin podczas somatycznej hiper-
mutacji (SHM) i procesu przetaczania klasy przeciwciat
(CSR) [2,4], Procesy te majg udziat w rozwoju specyficz-
nych przeciwciat o zréznicowanych funkcjach efektoro-
wych [1]. Deaminacja cytozyny w DNA moze by¢ skutkiem
dziatania biatek z rodziny APOBEC (ang. apolipoprotein
B editing cata-

lytic  polypep-

NH, NH, tide), z kto-
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Rycina 1. Deaminacja cytozyny (C) do uracylu (U) i 5-
metylocytozyny (5-meC) do tyminy (T).
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obszarze zmiennym (V) i w obszarze przetgczania (S),
utatwiajgce SHM i CSR [2], Powstaty w tym procesie U
jest usuwany w procesie naprawy DNA przez wycinanie
zasad azotowych (BER), ktory zostaje zainicjowany przez
glikozylaze DNA uracylu (UDG) UNG2 [15]. Uszkodzenia
wywotane przez deaminaze AID usuwane sg takze przez
system naprawy DNA przez niehomologiczne taczenie
koncéw (NHEJ) przy udziale endonukleazy MRE11/
RADS50 i polimerazy DNA p [16]. Osoby z defektami
glikozylazy UNG2 moga by¢ narazone na nawracajace
zakazenia, chtoniaki oraz charakteryzujg sie niespraw-
nymi mechanizmami rekombinacji, powodujgcymi pod-
wyzszenie poziomu immunoglobulin IgM iobnizenie po-
ziomu immunoglobulin 1gG, IgA i IgE [2], Mutacje genu
AID moga sie przyczynia¢ do rozwoju chtoniakéw, gdyz
biatko AID bierze udziat w deaminacji wielu protoonko-
gendw [17]. Zmiana poziomu deaminacji, takze wskutek
mutacji AID, moze przyczyniaé sie do translokacji genu
immunoglobiny, ktére z kolei moga zaburzaé¢ ekspresje
genow cyklin D, MYC i RAS [18].

Pokswirusy, herpeswirusy i retrowirusy kodujg dUT-
Paze i/lub UDG, co moze by¢ Swiadectwem, ze nawet te
prymitywne formy zycia sg wrazliwe na uracyl w DNA
[19]. Geneza uracylu w wirusowym DNA jest zresztg taka
sama jak w DNA cztowieka —wstawienie podczas repli-
kacji i deaminacja cytozyny. Oprécz tego, cytozyny ge-
nomow wielu wiruséw cztowieka sg celem biatek APO-
BEC gospodarza, odgrywajacych wazna role w obronie
organizmu przed zakazeniami wirusowymi. Dotyczy to
takze zakazen HIV-1 —biatko APOBEC3G wykazuje wy-
soka aktywno$¢ przeciw temu wirusowi, blokujgc jego
replikacje w limfocytach i makrofagach. Mechanizm tego
efektu moze by¢ oparty na deaminacji cytozyny do ura-
cylu w wirusowym DNA przez APOBEC3G, usunieciu
uracylu przez UNG2 cztowieka, trawieniu powstatego
miejsca AP przez endonukleaze AP (APE1), prowadzace-
go do ostatecznej degradacji wirusowego DNA [20]. Wy-
soka sprawnos$é enzymatycznej deaminacji cytozyny do
uracylu moze naleze¢ do mechanizmoéw obronnych, skie-
rowanych przeciwko zakazeniom retrowirusowym [17].
Uracyl z DNA jest usuwany przede wszystkim w szlaku
naprawy DNA przez wycinanie zasad azotowych (BER).

NAPRAWA DNA PRZEZ WYCINANIE
ZASAD AZOTOWYCH

Modyfikacje zasad azotowych sg jednymi z najczesciej
wystepujacych uszkodzen DNA. Powstajg one najczesciej
w wyniku dziatania reaktywnych form tlenu (ROS), ktére
moga powstawa¢ podczas metabolizmu komdrkowego
lub wskutek wielu czynnikéw fizycznych, przede wszyst-
kim promieniowania jonizujgcego i promieniowania UV,
oraz zwigzkéw chemicznych. Do oksydacyjnie zmodyfi-
kowanych zasad nalezg 8-oksoguanina (8-0ksoG) i glikol
tyminy, uznawane czasem za wyznaczniki (markery) stre-
su oksydacyjnego. 8-oksoG moze byé mutagenna, gdyz,
jezeli nie zostanie naprawiona, moze tworzy¢ pare z ade-
ning podczas replikacji, co moze prowadzi¢ do transwer-
sji G:C—>T:A Inng grupe zmodyfikowanych zasad DNA
stanowig zasady alkilowane, w tym 7-metyloguanina, 3-
metyloadenina i 3-metyloguanina. N-alkilowane puryny
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sg podatne na spontaniczng hydrolize wigzania N-gliko-
zydowego, prowadzacg do powstania miejsca apuryno-
wego lub apirymidynowego (miejsca AP) [21].

Zmodyfikowane zasady DNA sg substratami dla sys-
temu naprawy DNA przez wycinanie zasad azotowych

BER (ang. base excision repair), ktorej pierwszy etap obej-

muje rozpoznanie uszkodzonej zasady przez glikozyla-
ze DNA. Glikozylaza hydrolizuje wigzanie glikozydowe
pomiedzy zasada azotowa a dezoksyrybozga, co prowadzi
do usuniecia nieprawidtowej zasady z DNA i powstania

Txrect

YEBDEBX

Szlak podstawowy

Rycina 2. Naprawa DNA przez wycinanie zasad azotowych BER.
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miejsca AP. Glikozylazy DNA komorek eukariotycznych
mozna podzieli¢ na 2 klasy: glikozylazy typu I, ktore
usuwajg zasade, a nic DNA jest przecinana przez endo-
nukleaze AP (APE1) oraz glikozylazy typu Il, ktéra ma
aktywnos$¢ 3'-endonukleazy (liazy AP) i trawi wigzanie
fosfodiestrowe, w wyniku czego powstaje wolny koniec
3'-OH oraz koniec 5'-fosforanu (5'-P) oraz via p-elimina-
cje powstaje 3'-fosfo-a,p-nienasycony aldehyd (3'-PUA),
ktéry dopiero w dalszym etapie zostaje usuniety przez
AP-endonukleaze i powstaje wtedy koniec 3'-OH; 5'de-
oksyrybozo-5-fosforan  (5'-
dRP) i 3'-OH powstajg przy
dziataniu AP-endonukleazy
na miejsce AP, bedace wyni-
kiem dziatania glikozylazy
typu | lub hydrolizy spon-
tanicznej [22], Drugi etap
BER obejmuje odsuniecie na
zewnatrz nici DNA od kon-
ca 5 i synteze pierwszego
nukleotydu na koncu 3' przy
udziale polimerazy DNA [3
Kolejny etap moze zachodzi¢
na drodze dwoch szlakow:
podstawowego, w ktorym
nastepuje usuniecie konca
5'-dRP przez polimeraze [3
majaca aktywnos$é liazy AP,
oraz potgczenie koncow 3'-
OH i 5'-P dzieki komplek-
sowi ligazy DNA 1ll z biat-
kiem XRCC1. Kofice 5 DNA
w formie aldehydowej nie
moga by¢ wydtuzane przez
polimeraze [3i wtedy naste-
puje odtgczenie polimerazy
i przytgcznie w jej miejsce
kompleksu biatkowego, skta-
dajacego sie z polimerazy 5/ e
i jadrowego antygenu komo-
rek proliferujgcych (PCNA).
Kompleks ten wydtuza ni¢
DNA od miejsca AP, przy
czym fragment kohAcowy 5'
zostaje jeszcze bardziej od-
suniety od czasteczki DNA.
Nastepnie odstajacy koniec
5'-dRP  zostaje  usuniety
przez endonukleaze FEN1, a
przerwa w DNA zostaje po-
tagczona przez ligaze DNA |
(Ryc. 2) [23-25],

GLIKOZYLAZY
URACYLOWE DNA
SSAKOW

Uracyl w DNA jest rozpo-
znawany jako uszkodzenie
przez glikozylazy DNA ura-
cylu (UDG, ang. uracil-DNA
glycosylase). Istnieje wiecej

Szlak alternatywny
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Tabela 1. Glikozylazy uracylowe DNA cztowieka.

Enzym Lokalizaja chromosomalna Lokalizacja w komérce
UNGI/2  12q23-24.1 Jadro komorkowe

oraz mitochondrium
SMUGI 12ql3.13 jadro komérkowe
TDG 12¢24.1 jadro komorkowe
MBD4 3921.22 jadro komorkowe

niz jedna klasa UDG, albowiem myszy pozbawione UDG
kodowanej przez gen ung i nazwanej UNG rozwijaty sie
prawidtowo [26]. W komdrkach ssakéw zidentyfikowano
do tej pory cztery glikozylazy uracylowe DNA. Nalezg
do nich: UNG1/UNG2, SMUGI (ang. single strand selecti-
ve monofunctional uracil-DNA glycosylase), TDG (ang. thy-
mine/uracil mismatch DNA glycosylase) oraz MBD4 (ang.
methyl binding domain 4 protein) [15,27], U myszy wykryto
takze glikozylaze NEIL1, ktéra moze usuwaé uracyl oraz
tymine z btednie sparowanych par zasad DNA, a jej efekt
biologiczny nie zostat do konica poznany [28]. Sposrod
glikozylaz uracylowych DNA UNG, SMUGI oraz TDG
nalezg do tej samej rodziny biatek UDG, natomiast gliko-
zylaza MBD4 nalezy do rodziny biatek HhH-GPD (ang.
helix-hairpin-helix and Gly/Pro rich loop (GP) followed by a
conserved aspartate (D)). UDG charakteryzujg sie podobng
budowg oraz, przypuszczalnie, w trakcie ewolucji wy-
dzielity sie z jednego genu [29], Enzymy te petnig rozne
funkcje w komérce, ale prawdopodobnie moga réwniez
dodatkowo wspotdziata¢ z innymi UDG. Charakterysty-
ka glikozylaz uracylowych cztowieka przedstawiona zo-
stata w Tabeli 1.

UNG

Gen ung koduje dwie formy uracylowej glikozylazy
DNA: forme mitochondrialng UNG1 zbudowang z 304
reszt aminokwasowych oraz jadrowg UNG2, skiadajgca
sie z 313 reszt aminokwasowych. Jest to mozliwe dzie-
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Rycina 3. Parowanie uracylu z adening oraz paralogéw uracylu z zasadami azotowymi.
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ki alternatywnemu sktadania eksonéw oraz
wykorzystaniu dwoch sekwencji promoto-
rowych genu ung [30], UNGL1 jest jedyna gli-

Substrat kozylaza uracylu wystepujacg w mitochon-
Uw ssDNA drium, reszta glikozylaz zlokalizowana jest
i dsSDNA w jadrze komdrkowym. Gen ung, o wielkosci
U, 5-hmeU 14 kb, potozony jest na dtuzszym ramieniu
UG TG chromosomu 12 (12924.1) i zawiera 7 ekso-
ECG ' néw. Synteza mRNA dla biatek UNG2 re-
T:06-meG gulowana jest przez promotor PA potozony
UG, T:G powyzej eksonu 1A. Ekson ten koduje poli-

peptyd o 44 aa unikatowy dla UNG2 [30,31].

Polipetyd ten bierze udziat w transporcie

oraz oddziatywaniu z biatkami PCNA i RPA
(ang. Replication Protein A) [32,33]. Druga sekwencja pro-
motorowa zapewniajgca ekspresje mRNA biatka UNG1
jest potozona powyzej eksonu IB. Dzieki wykorzystaniu
dwdch sekwencji promotorowych obydwa biatka majg
unikatowg domene N-kofAcowgq. Biatko UNG1 ulega na-
stepnie w mitochondriach modyfikacji potranslacyjnej,
w ktoérej, wskutek trawienia proteolitycznego, zostaje
odciety fragment zawierajgcy 29 aa. Powstaje w ten spo-
s6b aktywna forma biatka UNG1, zawierajgca tylko czes$¢
rdzeniowa, ktora jest charakterystyczna dla biatek UNG
[34], Sekwencje promotorowe PAi PBstanowig niezalezne
jednostki transkrypcyjne, pomimo tego ze zawierajg pew-
ne wspdlne elementy [35].

Glikozylaza UNG1 wystepuje w najwiekszej ilosci w
tkankach bogatych w mitochondria, w tym w mie$niach i
sercu [35], Gen kodujacy UNG1 znajduje sie pod kontrolg
promotora PB majacego strukture typowg dla promoto-
row genéw kodujacych biatka podstawowego metabo-
lizmu komodrkowego (ang. housekeeping). Biatko UNG1
jest syntetyzowane jako biatko prekursorowe, a jego ak-
tywacja nastepuje podczas transportu do mitochondriow
w wyniku degradacji proteolitycznej, polegajacej na od-
cieciu sekwencji ztozonej z 29 reszt aminokwasowych z
fragmentu N-koncowego, najprawdopodobniej przez mi-
tochondrialng peptydaze MPP, przez co powstaje funk-
cjonalne biatko UNG1 o masie 31 kDa. Analiza ekstrak-
tébw uzyskanych z mitochondriow cztowieka pozwolita

na identyfikacje kolejnej
izoformy glikozylazy
H UNG1 o masie 26 kDa,
ale nie mozna wykluczyé,
iz biatko to powstaje w
wyniku niespecyficznej
degradacji biatka UNG1
w mitochondriach [34].
Wedtug innej hipotezy w
mitochondriach znajduja
sie dwie aktywne formy
glikozylazy UNG1, réz-
nigce sie zar6wno masg
N czasteczkowa, jak i wraz-
liwoscig na miejsca AP
H [34],

W przeciwienstwie
UNGI, UNG2 wystep
je w najwiekszej ilosci
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tkankach intensywnie namnazajgcych sie (jelito i genita-
lia) [35]. Biatko to jest transkrybowane z sekwencji pro-
motorowej PA potozonej powyzej eksonu 1A. Ekspresja
genu tego biatka jest najwyzsza w fazach GI i S cyklu
komdrkowego [35]. Gen ung2 koduje biatko jadrowe zbu-
dowane z 313 reszt aminokwasowych. Biatko to wyste-
puje w komorce w kompleksach replikacyjnych razem
z PCNA i RPA. Obecno$¢ UNG2 w takich kompleksach
sugeruje role tego biatka — usuwanie uracylu z DNA
podczas replikacji DNA [30,33,36]. UNG2 usuwa réw-
niez uracyl powstajagcy w wyniku deaminacji cytozyny.
UNG2 jest biatkiem, ktére uczestniczy réwniez w proce-
sach réznicowania limfocytéw. Ponadto, wydaje sie, ze
biatko to uczestniczy w skitadaniu kompleksu CENP-A,
ktory uczestniczy w prawidtowym rozdziale chromoso-
mow komdrek potomnych podczas procesow podziatow
komérkowych [36].

SMUGI

Kolejnym biatkiem, ktére usuwa uracyl wystepujacy w
DNA w parach U:G, powstajacych wskutek deaminacji cy-
tozyny, jest SMUGI. Glikozylaza SMUGI po raz pierwszy
zostata zidentyfikowana u zaby Xenopus laevis, podczas ba-
dan nad proteomem tego ptaza. Odpowiednik tego enzymu
u cztowieka zostat odkryty podczas analizy poréwnawczej
sekwencji genoméw X. laezi's oraz sekwencji genoméw czto-
wieka [37], SMUGI wykazuje wigksze preferencje do usu-
wania uracylu z dwuniciowego niz jednoniciowego DNA
[38,39]. Gen kodujacy biatko SMUGI, podobnie jak geny
kodujace biatka UNG oraz TDG, znajduje sie w poblizu cen-
tromeru chromosomu 12 w obszarze 12ql3.13. Smugi ma 6.3
kb, zawiera 4 eksonow, a jego ekspresja nie zalezy od fazy
cyklu komérkowego [15]. SMUGI, w odrdznieniu od biatka
UNG2, nie jest akumulowane w skupiskach replikacyjnych
w fazie S. Ponadto, biatko SMUGI wystepuje w wiekszej ilo-
$ci w jaderku niz biatko UNG2. Moze to Swiadczy¢ o odmien-
nych funkcjach tych biatek, jakie petnig w komérce. SMUGI
usuwa uracyl oraz 5-hydroksymetylouracyl (5-hmeU) z jed-
no- i dwuniciowego DNA. 5-hmeU moze powstawaé pod-
czas utleniania grupy metylowej tyminy w pozycji 5 wskutek
dziatania promieniowania jonizujgcego w komdrkach [40].
5-hmeU moze powstawaé réwniez podczas dwuetapowej re-
akcji: utleniania grupy metylowej 5-meC w wyspach CpG, w
wyniku ktorej powstaje 5-hmeC, a nastepnie deaminacji do
5-hmeU [41]. SMUGI usuwa uracyl z par U:G, U:A [37,39].
Rycina 3 przedstawia substraty dla poszczeg6lnych glikozy-
laz uracylowych (parowanie uracylu z adening oraz btedne
parowanie paralogéw uracylu z poszczeg6lnymi zasadami
azotowymi). Glikozylaza SMUGI moze rowniez usuwac z
mniejszg efektywnoscig 3,N4-etenocytozyne (ec) [39],

Biatko SMUGI cztowieka ma mase 30 kDa i zbudowa-
ne jest z 270 reszt aminokwasowych. Biatko to jest w 60%
identyczne z SMUGI Xenopus leavis. U myszy z nieaktyw-
nym genem ung, SMUGI peini funkcje gtownej glikozyla-
zy usuwajgcej uracyl z DNA [37,42],

TDG

Glikozylaza TDG zostata po raz pierwszy zidentyfiko-
wana u matpy jako biatko o masie czasteczkowej 55 kDa,
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majace aktywnos¢ korekcyjng w stosunku do btednych spa-
rowan T:G [43]. Dopiero badania z klonowaniem cDNA po-
zwolity oceni¢ jego mase czgsteczkowg na 46 kDa, wartos¢
przyjmowana obecnie. Gen tdg znajduje sie w 12q24.1 [44],
Biatko TDG wykazuje aktywno$¢ glikozylazowg w stosunku
do dwuniciowego DNA, usuwa uracyl oraz tymine z bted-
nie sparowanych par zasad U:G i T:G [45]. Glikozylaza ta z
mniejszg efektywnos$ciag moze usuwac uszkodzenia sC oraz
5-hmeU. TDG usuwa réwniez btedne sparowanie G:T, beda-
ce skutkiem deaminacji 5-meC w wyspach CpG. Deamina-
cja cytozyny w komdrkach cztowieka jest gtdéwng przyczyng
mutacji typu tranzycji G—A [43,45]. Glikozylaza TDG moze
petni¢ rowniez funkcje czynnika transkrypcyjnego [45]. Biat-
ko to moze rowniez usuwaé z mniejszg efektywnoscig T z par
C:T oraz T:T w stosunku do par G:T, zatem hierarchie pre-
ferencji usuwania btednych sparowan mozna opisa¢ relacja:
G:T » C:T >T. U Escherichia coli zidentyfikowano homolog
TDG, biatko MUG. Biatko TDG cztowieka oraz bakteryjny
homolog MUG moga usuwac uszkodzenia bedgce produk-
tem alkilacji, w tym ec. Wycinanie tego typu uszkodzenia
moze by¢ jedng z gtéwnych funkcji tych glikozylaz [45-47],
eC powstaje w komorce w wyniku dziatania rakotworczego
chlorku winylu oraz podczas peroksydacji lipidow [48]. TDG
jest glikozylazg specyficzng dla dwuniciowego DNA, jednak-
ze wyniki niektérych badan przeprowadzonych ostatnio su-
geruja, ze biatko to wykazuje rowniez aktywnos$¢ w stosunku
do jednoniciowego DNA, usuwajac z niego 5-fluorouracyl
(5-FU) [46]. TDG usuwa réwniez 5-meC z wysp CpG i T z
par T:OhmeG [45,49]. Demetylacja OtmeG przez 0 GmetyloG-
transferaze DNA powoduje powstanie btednego sparowania
G:T, ktore, oprécz TDG, moze by¢ naprawiane przez biatka
naprawy btednie sparowanych zasad (MMR). TDG jest sty-
mulowana przez endonukleaze BER, APE, moze bra¢ udziat
W usuwaniu guaniny znajdujgcej sie naprzeciw miejsca AP
(G:AP) i moze podlega¢ kowalentnej modyfikacji przez ubi-
kwitynopodobne biatka SUMO-1 oraz SUMO-2/3 [50,51],
TDG wykazuje mniej niz 10% podobieAstwa do UNG, ale
sekwencja bakteryjnego homologu MUG pokrywa sie w 37%
z sekwencjg glikozylazy TDG cztowieka [46,52,53], Badania
krystalograficzne biatek MUG i UNG wykazaty $cistg homo-
logie obu glikozylaz. Zawierajg one podobnie utozone a-heli-
sy oraz centralnie zlokalizowang strukture harmonijki p. Oba
biatka majg dwa aktywne, ewolucyjnie zachowane motywy
- w UNG1 wystepuje sekwencja 143-GQDPY-147 oraz 268-
HPSPLS-273, identyczna do wystepujacej u E. coli, drozdzy
oraz wirusa Herpes. W MUG znajduje sie motyw 16-GINPGL-
20, identyczny do wystepujacego w biatku TDG oraz sekwen-
cja 140-NPSGLS-145, odpowiadajagca motywowi MPSSSS gli-
kozylazy TDG cztowieka [46], TDG moze takze oddziatywac
z receptorem kwasu retinoidowego RAR (ang. retinoid acid
receptor) oraz retinoidowym receptorem RXR (ang. retinoid X
receptor). RAR oraz RXR sg receptorami wewnatrzkomarko-
wymi, ktére po zwigzaniu z ligandem petnig funkcje czynni-
kéw transkrypcyjnych [54], Ponadto, TDG okazata sie silnym
inhibitorem czynnika transkrypcyjnego TTF-1 [55], Zatem
TDG moze odgrywac role w regulacji transkrypcji.

MBD4

Glikozylaza MBD4, znana réwniez jako MED1, moze
sie wigzac z btednie sparowanymi zasadami T:G i U:G w
wyspach CpG oraz moze z mniejszg efektywnos$cig usu-
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wac¢ zmodyfikowane zasady pirymidynowe. MBD4 wy-
kazuje podobne preferencje substratowe jak TDG, moze
usuwa¢ 5-FU oraz mniej efektywnie wycina eC [56].
MBD4 ma specyficzng domene wigzacg grupy metylowe,
przez co moze oddziatywa¢ z metylowanymi wyspami
CpG. MBD4 bierze takze udziat w naprawie btednie spa-
rowanych zasad, poprzez bezposrednie oddziatywanie z
biatkiem MLH1. Mechanizm ten po raz pierwszy zostat
zaobserwowany w drozdzach.

Gen mbd4 cztowieka znajduje sie na dtuzszym ramie-
niu chromosomu 3 w 3921.22 i jest jedynym genem spo-
§rdd wszystkich genéw kodujacych glikozylazy uracylo-
we DNA zlokalizowanym poza chromosomem 12 [56].
Uszkodzenia w genie mbd4, podobnie jak zaburzenia
funkcji genu tdg, moga odgrywac¢ role w procesie trans-
formacji nowotworowej [45]. Biatko MBD4 zalicza si¢ do
rodziny glikozylaz HhH-GPD (ang. helix - hairpin - he-
lix (HhH) and Gly/Pro rich loop (GP) followed by a conserved
aspartate (D)). Nazwa tej rodziny biatek pochodzi od cha-
rakterystycznego motywu strukturalnego helisa-spinka
do wioséw-helisa i petli bogatej w glicyny oraz proliny
potozonej za ewolucyjnie zachowang resztg kwasu aspa-
raginowego. Domena HhH-GPD jest rdwniez charakte-
rystyczna dla innych biatek biorgcych udziat w szlakach
naprawy DNA, w tym dla glikozylazy Endolll usuwajacej
glikol tyminy oraz glikozylazy MutY, ktéra wycina ade-
nine sparowang w DNA z 8-oksoguaninig [57],

Glikozylaza MBD4 zostata odkryta jako pierwsza z ro-
dziny biatek wigzacych sie specyficznie z metylowanym
DNA in vitro [58], Zawiera domene homologiczng do
domen glikozylaz/liaz oraz wykazuje aktywno$¢ endo-
nukleazowg [59]. Wyniki p6zniejszych badan pozwolity
na identyfikacje MBD4 jako monofunkcyjnej glikozylazy
biorgcej udziat w wycinaniu btednie sparowanych par
zasad G :T oraz U:G [57]. MBD4 jest zbudowana z 580
aa, a na swym N-koncu, pomiedzy aminokwasami 82 i
147, ma domene MBD (ang. methyl-binding domain), bio-
racg udziat w wigzaniu grup metylowych, natomiast na
C-koncu, pomiedzy aminokwasami 401 i 580, ma domene
glikozylazowg. MBD4 wykazuje silne preferencje wig-
zania do btednych sparowan 5meCpG:TpG, natomiast
nie wykazuje takich wiasciwosci lub wykazuje bardzo
stabe w stosunku do nie zmetylowanych CpG:TpG oraz
5meCpG meCpG. MBD4 przeciwdziata mutagennemu
procesowi deaminacji 5-meC, w wyniku ktérego powsta-
je tymina [60]. Biatko rozpoznaje takze 5-meC, szczegol-
nie w hemimetylowanym DNA [61].

UDZIAL GLIKOZYLAZ DNA URACYLU W
INNYCH SZLAKACH NAPRAWY DNA

Wyniki rosnacej liczby badan sugeruja, ze glikozylazy
DNA, wigczajac w to glikozylazy uracylu, oddziatujg z
biatkami innych szlakéw naprawy DNA. Pomimo ze w
wielu takich przypadkach mechanizm oddziatywania nie
jest do konca znany, to nie ulega watpliwosci, ze oddzia-
tywanie to, okre$lane mianem crosstalk, moze mie¢ istot-
ne znaczenie dla reakcji komorki na uszkodzenia DNA.
Oddziatywanie to wskazuje rowniez, ze szlaki naprawy
DNA nie sg autonomicznymi przejawami dziatania nie-
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zaleznych systemoéw, a ich wspdlna regulacja moze mieé
miejsce na wielu poziomach, nie tylko w czasie poczatko-
wej integracji sygnatéw o uszkodzeniu DNA.

Biatka systemu MMR, przede wszystkim MutSa, moga
bezposrednio rozpoznawa¢ metylowane zasady, przy-
czyniajgc sie do wigzania z uszkodzonym DNA kom-
pleksu ATR-ATRIP i przestania informacji o zaburzeniu
cyklu komérkowego [62], MutSa, moze rozpoznawa¢c
i wigza¢ 06-metyloguanine (06-meG), ktéra moze pro-
wadzi¢ do btednego wstawienia tyminy naprzeciw niej
podczas replikacji. Tymina ta jest wycinana przez MutSa
[63]. Podczas wigzania fragmentu DNA zawierajgcego
06-meG, aktywno$s¢ MMR moze by¢ blokowana przez
biatka systemu BER, gdyz w usuwaniu 06-meG moze
bra¢ udziat TDG. Poniewaz hiatka MMR moga wigzac
06-meG/T, a wycinanie 06-meG przez TDG nie jest in-
dukowane zwigzkami alkilujgcymi, to TDG moze usuwac
06-meG jedynie w parze 06-meG/C, ktdra nie jest sub-
stratem dla MMR [64], Przy takim zatozeniu MMR i TDG
operowatyby niezaleznie, jednakze nie mozna wykluczy¢
ich wspdlnego dziatania w naprawie 06-meG, albowiem
mozna zatozy¢, ze wybor odpowiedniego szlaku napra-
wy, MMR czy BER, przynajmniej w poczatkowej fazie
naprawy 06-meG, musi by¢ koordynowany i okre$lany
wspotdziataniem MMR i TDG, na przyktad w rozpozna-
waniu konformacji uszkodzonego fragmentu DNA.

Glikozylaza MBD4 moze rowniez oddziatywac¢ z biat-
kami systemu MMR. MBD4 ma podobng aktywnos$¢
biochemiczng do TDG w stosunku do Zle wstawionych
reszt G in vitro i wigze zmetylowane zasady w regionach
bogatych w dinukleotydy CpG [57], W przeciwieAstwie
do TDG, MBD4 moze rozpoznawac¢ uszkodzenia DNA
spowodowane przez leki alkilujgce [65], MBD4 oddziatu-
je bezposrednio z biatkiem MLH1, bedacych kluczowym
elementem MMR. Oddziatywanie to moze mie¢ znacze-
nie w sygnalizacji alkilacji/ deaminacji DNA w punktach
kontrolnych cyklu komdérkowego.

Wspominany juz proces réznicowania przeciwciat
moze zawiera¢ oddziatywanie pomiedzy biatkami szla-
ku MMR i UNG2 [66]. Dimer MSH2/MSH6 bierze udziat
w hipermutacji somatycznej (SHM) prowadzacej do
zréznicowania przeciwciat, kierujagc biatko AID i praw-
dopodobnie inne biatka regulatorowe do miejsca rekom-
binacji (faza I). Wskutek dziatania deaminazy AID moze
powstaé U, rozpoznawany przez UNG2, ktérej dziatanie
prowadzi do powstania miejsca AP (faza Il). Uszkodzenie
zainicjowane przez dziatanie deaminazy AID jest napra-
wiane poprzez niehomologiczne tgczenie koricow (NHEJ)
przy udziale endonukleazy MRE11/RAD50 i polimerazy
rl. Zdarzenia te prowadzg do mutacji typu tranzycji C:
G->T:A [16].

Glikozylaza TDG moze réwniez wspoétdziata¢ z biatka-
mi systemu naprawy przez wycinanie nukleotydéw. TDG
oddziatuje bezposrednio z kompleksem XPC-HR23B,
podstawowym sktadnikiem systemu NER cztowieka w
naprawie ogélnogenomowej (GGR, ang. global genome re-
pair) [67,68], Wspotdziatanie to dotyczy naprawy biedne-
go sparowania T:G, w ktorej kompleks XPC-HR23B wigze
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sie z TDG zwigzanag z DNA, stymulujac jej aktywnos$¢ i
utatwiajgc uwolnienie TDG z miejsca AP po usunieciu T
z miejsca btednego sparowania [69].

Btedne sparowania G/T i G/U, wystepujgce czesto
w wyspach CpG, sg usuwane przez glikozylazy MBD4 i
TDG. Poniewaz pierwotng przyczyng btednego sparowa-
nia jest proces metylacji, a w wyspach CpG metylacja jest
zwigzana z wyciszaniem genéw, obydwie glikozylazy
uracylowe wspotdziatajg z aktywatorami i represorami
transkrypcji. TDG moze by¢ wigzana iacetylowana przez
biatko wigzagce CREB (CBP), scalajgce r6znorodne szlaki
regulacyjne w chromatynie. CBP potagczone z TDG nie
jest aktywatorem transkrypcji i nie zmienia funkcji TDG.
Acetylacja TDG przez CBP prowadzi do jej uwolnienia z
kompleksu TDG/CBP i hamuje wigzanie endonukleazy
APE1 do miejsca pozbawionego zasady. Mozliwe zatem,
ze poziom acetylacji TDG decyduje o zmianie jej funkcji
w transkrypcji na funkcje w naprawie [70],

Nie mozna wykluczyé, ze to co wiemy o oddziatywa-
niu gtikozylaz uracylowych DNA z biatkami innych sys-
temdw naprawy to jedynie ,wierzchotek géry lodowej" i
by¢ moze nasz podzial na w miare autonomiczne syste-
my naprawy DNA jest arbitralny i nie oddaje ztozonych
powigzah pomiedzy biatkami i szlakami przesytania sy-
gnatéw, bedacych wyrazem jedno$ci Natury. Konieczne
sg zatem dalsze badania w tym kierunku, a rozwijanie
problematyki gtikozylaz uracylowych DNA oddziatuja-
cych z biatkami/szlakami MMR wydaje sie szczegolnie
uzasadnione ze wzgledu na istnienie szeregu wynikow
wnoszacych wkiad w poznanie mechanizméw tego od-
dziatywania.

UDZIAL GLIKOZYLAZ W REGULACJI TRANSKRYPCJI

Glikozylazy TDG oraz MBD4 moga bra¢ udziat w re-
gulacji transkrypcji niektérych genéw. TDG moze od-
dziatywa¢ bezposrednio z wieloma czynnikami trans-
krypcyjnymi oraz ich aktywatorami, w tym receptora
estrogenowego (ER) i koaktywatora receptora steroido-
wego 1 (SRC1). W oddziatywaniu tym TDG petni funk-
cje aktywatora ER regulujgcego transkrypcje, aktywacja
ta jest niezalezna od domeny glikozylazowej TDG. TDG
moze petni¢ réwniez funkcje modulatora steroidowych
receptorow jadrowych poprzez bezposrednie taczenie sie
z tymi receptorami. Receptory te sg aktywowane przez
androgeny, glukokortykoidy oraz progesteron [62],

Ostatnie doniesienia sugerujg, ze TDG moze petnié
rowniez funkcje w hamowaniu transkrypcji, jednak funk-
cja ta jest jeszcze stabo poznana. TDG, oddziatujgc z inny-
mi glikozylazami, w tym glikozylaza MPG, ktéra usuwa
3-metyloadenine i 7-metyloguanine, powoduje hamowa-
nie transkrypcji gendw zalezng od receptora ER. Ponadto,
TDG moze tworzy¢é kompleks z biatkiem MBD1, wigzacy
sekwencje zmetylowane DNA w rejonie wysp CpG. Kom-
pleks MPG/MBDImoze braé¢ udziat w represji transkryp-
cji poprzez oddziatywanie z metylowanymi promotorami
in vitro oraz in vivo, nie zaobserwowano takiego oddziaty-
wania w przypadku braku metylacji. Mechanizmy zwig-
zane z naprawg uszkodzen DNA potaczone z regulacja
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genow sg jak do tej pory stabo poznane. Wiadomo jednak,
ze gdy dochodzi do uszkodzenia DNA, biatko MBD1 zo-
staje uwolnione z kompleksu z biatkiem MPG, wowczas
glikozylaza MPG jest zdolna do rozpoznawania uszko-
dzen alkilacyjnych i zapoczatkowuje proces naprawy.
Podobnie jak glikozylaza MPG, represorem transkrypcji
moze by¢ rowniez glikozylaza MBD4 poprzez wigzanie
z hipermetylowanymi promotorami. W procesie tym nie-
zbedne jest oddziatywanie glikozylazy MBD4 z deace-
tylazg histonowga. Udziat gtikozylaz w szlaku naprawy
DNA zwigzanego z transkrypcjg TCR (ang. transcription
coupled repair) jest obecnie przedmiotem intensywnych
badan [62,71],
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ABSTRACT

Uracil is one of four nitrogen bases, most frequently found in normal RNA. Uracyl can be found also in DNA as a result of enzymatic or
non-enzymatic deamination of cytosine as well as misincorporation of dUMP instead of dTMP during DNA replication. Uracil from DNA
can be removed by DNA repair enzymes with apirymidine site as an intermediate. However, if uracil is not removed from DNA a pair C:G in
parental DNA can be changed into a T:A pair in the daughter DNA molecule. Therefore, uracil in DNA may lead to a mutation. Uracil in DNA,
similarly to thymine, forms energetically most favorable hydrogen bonds with adenine, therefore uracil does not change the coding properties
of DNA. Uracil in DNA is recognized by uracil DNA glycosylase (UDGs), which initiates DNA base excision repair, leading to removing of
uracil from DNA and replacing it by thymine or cytosine, when arose as a result of cytosine deamination. Eukaryotes have at least four nuclear
UDGs: UNG2, SMUGI, TDG i MBD4, while UNG1 operates in the mitochondrium. UNG2 is involved in DNA repair associated with DNA
replication and interacts with PCNA and RPA proteins. Uracil can also be an intermediate product in the process of antigen-dependent anti-
body diversification in B lymphocytes. Enzymatic deamination of viral DNA by host cells can be a defense mechanism against viral infection,
including HIV-1. UNG2, MBD4 and TDG glycosylases may cooperate with mismatch repair proteins and TDG can be involved in nucleotide
excision repair system.
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Plazmocytoidalne komdrki dendrytyczne
w patofizjologii procesow odpornosciowych

STRESZCZENIE

lazmocytoidalne komérki dendrytyczne (pDC) to unikalna populacja komérek dendry-

tycznych, morfologicznie przypominajacych komaorki produkujace przeciwciata. Chociaz
pDC stanowig bardzo niewielki odsetek wérdd komdrek krazacych, sg uwazane za komorki
0 kluczowym znaczeniu w odpowiedzi przeciwwirusowej. Charakteryzuja sie wysokim po-
ziomem ekspresji genéw kodujacych wewnatrzkomoérkowe receptory Toll-podobne, TLR7 i
TLR9. Receptory te rozpoznaja jednoniciowy RNA wiruséw oraz niemetylowane sekwencje
wirusowego i bakteryjnego DNA, czego konsekwencja jest produkcja interferonu typu I,
sztandarowej cytokiny tych komérek. W procesie dojrzewania, pDC nabywaja charakteru
typowych komérek dendrytycznych o dobrze wyksztatconym systemie wypustek i zdolnosci
do prezentacji antygenéw charakterystycznych dla limfocytéw. Ich zdolno$¢ do efektywnej
syntezy interferonu typu | oraz umiejetno$¢ prezentacji antygendw sprawia, ze komorki te
stanowig jedno z najwazniejszych ogniw w systemie regulacji odpowiedzi odpornos$ciowej
organizmu. Jest to réwniez przyczyna, dla ktérej pDC stopniowo zajmujg jedno z gtéwnych
miejsc w badaniach immunologicznych.

WPROWADZENIE

Komorki dendrytyczne (DC), jako komdrki koordynujgce procesy odporno-
sciowe, znajdujg sie w centrum zainteresowania wielu dziedzin biologii. Wéréd
komdrek dendrytycznych wystepujacych u cztowieka wyrdznia sie dwa pod-
stawowe typy, mieloidalne i plazmocytoidalne komoérki dendrytyczne (odpo-
wiednio mDC i pDC) [1]. Podczas gdy mieloidalne komérki dendrytyczne sa
stosunkowo dobrze opisane, znacznie mniej wiadomo na temat funkcji pDC.
Najnowsze doniesienia wskazujg na pDC jako komdrki o bardzo duzym znacze-
niu w regulacji odpowiedzi obronnej organizmu.

KOMORKI DENDRYTYCZNE JAKO DYRYGENCI
PROCESOW ODPORNOSCIOWYCH

W odpowiedzi na zakazenie bakteryjne lub wirusowe dochodzi do aktywacji
limfocytow. Limfocyty pierwotnie dojrzewajg w szpiku kostnym igrasicy (odpo-
wiednio limfocyty BiT). Wymienione populacje limfocytdw przechodza nastep-
nie koncowy etap dojrzewania pod wptywem swoistych antygendw. Proces ten
zachodzi w $ledzionie i weztach chtonnych (wtérnych organach limfatycznych).
Warunkiem tego etapu dojrzewania limfocytow jest otrzymanie ,,odpowiednich
sygnatow" od komorek prezentujgcych antygen, wsrdd ktérych centralne miej-
sce zajmujg komorki dendrytyczne [1], W trakcie zapalenia DC sg $ciggane do
miejsc zakazenia przez ,prozapalne” chemoatraktanty. Naptywajgce komorki
dendrytyczne potrafig rozpozna¢ komérki mikroorganizmoéw lub wasne zmie-
nione komorki jako ,,obce", ktore nastepnie fagocytuja a w dalszej kolejnosci
przetwarzajg rozpoznany materiat. W obwodowych narzgdach limfatycznych,
do ktérych przemieszczajg sie komorki dendrytyczne, pochtoniety materiat zo-
staje zaprezentowany limfocytom naiwnym (dziewiczym), ktore ulegaja prze-
ksztatceniu w komdrki efektorowe. W odr6znieniu od limfocytéw naiwnych,
limfocyty efektorowe sg wyposazone w cechy, ktére pozwalajg na szybka re-
akcje na rozpoznawany antygen [1], Jesli w procesie prezentacji uczestnicza w
petni zaktywowane (dojrzate) DC, to dojdzie do powstania swoistej odpowiedzi
odpornosciowej. Z kolei prezentacja antygenow przez ,niedojrzate” DC moze
doprowadzi¢ do powstania tolerancji na prezentowany antygen. Proces napty-
wania komérek dendrytycznych do wtérnych tkanek limfatycznych warunkuje
powstanie odpowiedzi swoistej. Zasiedlanie weztow chtonnych przez komoérki
dendrytyczne jest kontrolowane przez czynniki chemotaktyczne w wiekszosci
wydzielane bezposrednio przez komorki weztéw chtonnych; proces ten wy-
maga obecnosci na DC swoistych receptorow, takich jak CCR7 [2], Zarysowany
scenariusz udziatlu DC w wytworzeniu odpowiedzi swoistej dotyczy gtownie
mieloidalnych komdrek dendrytycznych. Odkrycie pDC stawia nowe pytania
dotyczace miejsca tych komérek w systemie obrony organizmu.
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CHARAKTERYSTYKA pDC

Plazmocytoidalne komdrki dendrytyczne zawdzieczajg
swojg nazwe morfologicznemu podobieAstwu do komdrek
produkujacych przeciwciata, tzw. komorek plazmatycz-
nych. Niedojrzate pDC posiadajg zaokraglony regularny
ksztatt, nerkowate jadro, zasadochtonng cytoplazme oraz
dobrze rozbudowang szorstkg siateczke Srédplazmatyczna,
umozliwiajagcg komorkom pDC szybka i efektywng synteze
biatek, gtownie interferonu typu | [3]. Pod wplywem sty-
mulacji, pDC przeksztatcaja sie w ,,profesjonalne” komaorki
dendrytyczne, co objawia sie miedzy innymi ,nabyciem"
charakterystycznej ,dendrytycznej" morfologii, zwigksze-
niem poziomu czasteczek MHC typu Il na powierzchni oraz
zdolnoscig do stymulacji naiwnych limfocytow [4],

Komérki pDC mozna wykry¢ gtéwnie w narzgdach
limfatycznych, a takze we krwi. U cztowieka stanowig
one mniej niz 0,5% populacji jednojgdrzastych komdrek
kragzacych w krwiobiegu [3]. pDC cztowieka nie posiadajg
zadnych typowych znacznikéw charakteryzujgcych limfo-
cyty B (CD19, CD20), limfocyty T (CD3), monocyty (CD14,
CD16), komoérki NK (CD56, CD16) lub mieloidalne komorki
dendrytyczne (CDlIc). Komérki pDC wyrdznia natomiast
wysoki poziom syntezy L-selektyny, CD45RA, CD4 oraz
CD123 [5]. Ten ostatni znacznik jest czesto wykorzystywa-
ny w potgczeniu ze znacznikiem BDCA-2 do identyfikacji
pDC cztowieka. Ze wzgledu na fakt, ze synteza BDCA-2,
lektyny, zaangazowanej w proces wigzania i internalizacji
antygendw, jest zalezna od stopnia zréznicowania pDC, do
identyfikacji pDC stosuje sie réwniez biatko z rodziny se-
maforyn, BDCA-4 [6]. U myszy, ktdre sg czesto wykorzy-
stywane w badaniach immunologicznych, pDC definiuje sie
w oparciu o synteze kilku znacznikéw powierzchniowych,
takich jak CDllc, Ly6C lub zamiennie Gr-1, B220 i PDCA-1
(ang. plasmacytoid dendritic cells antygen-1). pDC myszy, w

WEZEL CHLONNY

mDC Naaytycz e wprowadzajace

Naczynia limfatyczne
wyprowadzajace tetnica

zyta

Rycina 1. Najwazniejsze czasteczki uczestniczace w migracji pDC do weztéw chtonnych.
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odroznieniu od pDC cziowieka, posiadajag na swojej po-
wierzchni antygen charakterystyczny dla mieloidalnych
komérek dendrytycznych, CDIllc. Jednakze poziom syn-
tezy tego antygenu jest znacznie nizszy w poréwnaniu z
mDC. Coraz czesciej do identyfikacji pDC u myszy stosuje
sie przede wszystkim PDCA-1, ktory jest uwazany za jeden
z najbardziej swoistych znacznikéw tych komaérek [7], Do-
ktadne pochodzenie pDC jest przedmiotem kontrowersji.
Poczatkowo zaktadano, ze pDC s3 pochodzenia limfoidal-
nego. Jednak wyniki najnowszych badan wskazujg, ze pDC
moga réznicowac¢ zaréwno z mieloidalnych, jak i limfoidal-
nych komoérek progenitorowych [8].

MIGRACJA pDC

Sredni okres zycia mysich plazmocytoidalnych komé-
rek dendrytycznych wynosi 2 tygodnie [9]. W warunkach
prawidtowych pDC, w odr6znieniu od mieloidalnych ko-
morek dendrytycznych, raczej nie spotyka sie w tkankach
"pozalimfatycznych”. Warto jednak podkresli¢, ze dotyczy
to przede wszystkim skory, ktora jest czestym obiektem ba-
dan w kontekscie roli pDC w regulacji odpowiedzi obron-
nej. Jednakze w stanach zapalnych, towarzyszacych takim
chorobom, jak toczen rumieniowaty, tuszczyca, a takze no-
wotwory, czesto obserwuje sie nacieki plazmacytoidalnych
komorek dendrytycznych w tkankach obwodowych [10-12],
Naptyw mDC oraz limfocytow do wtdrnych narzadow lim-
fatycznych inicjuje kaskade procesow, ktérych konsekwen-
cjajest powstanie odpornosci lub tolerancji na dany antygen.
Zgodnie z obecnym stanem wiedzy droga migracji pDC do
weztéw chtonnych jest podobna do drogi migracji dziewi-
czych limfocytow T, ale zupetnie odmienna od wedrowki
klasycznych mieloidalnych komdrek dendrytycznych. Te
ostatnie dostajg sie do drenujgcych tkanki obwodowe we-
ztéw chtonnych przez wprowadzajgce naczynia limfatyczne
[2], Tq samg drogg z tkanek obwodowych objetych zapale-
niem, mogg naptywac do we-
ztdw patogeny. Tymczasem
pDC do obwodowych tkanek
limfatycznych migrujg bezpo-
$rednio z krwi przez naczy-
nia wyscielone tzw. wysokim
$rédbtonkiem HEV (ang. high
endothelial cell venule) i sytuuja
sie w obszarach zasiedlanych
przez limfocyty T, ktdre jak
wspomniano, sg ,rekrutowa-
ne" do weztéw chtonnych ta
samg droga, tj. przez HEV [13]
(Rye. 1). Niedojrzate pDC po-
siadajg na swojej powierzchni
nie tylko duzg ilos¢ L-selekty-
ny, ktéra wzorem limfocytéw
dziewiczych  najprawdopo-
dobniej uczestniczy roéwniez
we wczesnych etapach ad-
hezji pDC do HEV, ale takze
szeroki repertuar receptoréw
dla chemokin, ktére moga po-
$redniczy¢ w migracji pDC do
weztdw chilonnych w stanie
homeostazy lub w stanach
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zapalnych. Oprdécz CCR7, swego rodzaju ,kierunkowska-
zu" wskazujacego droge limfocytom, a takze mieloidalnym
komérkom dendrytycznym do weztéw chionnych, pDC
syntetyzujg CXCR4, a takze CXCR3 i CCRS5, ktdre stanowig
receptory dla chemokin pojawiajacych sie na HEV podczas
zapalenia [14]. Ponadto, cechg charakterystyczng niedoj-
rzatych pDC jest synteza receptora CMKLR1, ktory od-
dziatuje z chemoatraktantem chemeryng [15,16], Zar6wno
GlyCAM-1 i CD34 (ligandy dla L-selektyny), jak i CXCL12
(ligand dla CXCR4) oraz chemeryng (ligand dla receptora
CMKLR1), sa prezentowane na powierzchni HEV. Ponadto,
pojawiajacy sie we krwi w wyniku systemowego zakazenia
TNF-a wptywa na wzrost syntezy CXCL9, ligandu dla re-
ceptora CXCR3 na powierzchni HEV [13]. Badania in vitro
pokazaly, ze réwnolegta aktywacja receptor6w CXCR3 i
CXCR4 na pDC zwigksza wtasciwosci chemotaktyczne tych
komdrek [17]. Poniewaz ligandy dla CXCR4 ulegajg kon-
stytutywnej syntezie na powierzchni HEV, natomiast stan
zapalny indukuje produkcje chemokin rozpoznawanych
przez CXCR3, wydaje sie prawdopodobne, ze pDC migrujg
z krwi do wezta przy udziale obu tych komponentow. Uwa-
za sie, ze stymulacja komorek pDC ligandami dla receptora
CXCR3 uwrazliwia komorke na nizsze stezenia ligandow
dla receptora CXCR4 i w ten sposob zwieksza witasciwosci
chemotaktyczne pDC. Wyniki najnowszych badan wskazu-
ja, ze integryny LFA-1 oraz VLA-1, ktére sg eksponowane
na powierzchni pDC, sg zaangazowane w migracje pDC do
zapalnych weztéw chtonnych (Ryc. 1). Ligandy dla integry-
ny LFA-1, takie jak ICAM-1 oraz ICAM-2, ulegajg konsty-
tutywnej syntezie na powierzchni HEV, natomiast ligandy
dla integryny VLA-1, takie jak VCAM-1, sg indukowane na
powierzchni HEV pod wptywem zapalenia [18].

KOMORKI pDC JAKO ,,ZRODLO™ CYTOKIN
REGULUJACYCH ODPOWIEDZ IMMUNOLOGICZNA

Jedng z najbardziej charakterystycznych cech pDC
jest zdolno$¢ do szybkiej produkcji interferonu a oraz p
(IFNa/P), ktore sg zaliczane do rodziny interferonédw typu

I. Interferony typu | sg syntetyzowane przez szereg ko-

morek pod wptywem zakazenia wirusowego. Ich gtéwng
funkcja jest wprowadzenie komorek gospodarza w ,stan
opornosci" przeciwko wirusowi. Pod wptywem IFN typu
pierwszego komérki syntetyzujg szereg czynnikow, ktére
zapobiegajg replikacji wirusa [19]. Pomimo tego, ze wiek-
szo$¢ zakazonych komoérek moze produkowaé IFNa/p,
pDC sg uwazane za gtéwnych producentéw IFNa/p w
organizmie, a zarazem kluczowe komérki zaangazowa-
ne w inicjacje reakcji przeciwwirusowej. Komorka pDC
moze wyprodukowa¢ od 3 do 10 pg IFNa w 24 godziny
po stymulacji wirusem, co wskazuje, ze pDC jest od 100
do 1000 razy bardziej efektywna niz inne komdrki syntety-
zujace interferon typu | [3], Komorki pDC dzieki temu, ze
posiadajg receptory Toll-podobne, TLR7 i TLR9, rozpozna-
jg wirusowy jednoniciowy RNA (ssRNA) oraz sekwencje
oligonukleotydowe bogate w pary CpG, wystepujgce w
wirusowym oraz bakteryjnym DNA. Zaréwno TLR7, jak
i TLR9 sg zlokalizowane w endosomach [20], Aktywacja
tych receptoréw uruchamia program produkcji IFNa/p.
Poprzez wydzielanie IFNa/p, pDC regulujg, miedzy inny-
mi, dojrzewanie mieloidalnych komérek dendrytycznych.
Pod wptywem IFNa/p mDC syntetyzujg cytokine IL12,
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ktora jest zaangazowana w rozwoj limfocytow Thl wspie-
rajacych tzw. odpowiedZ komérkowa [21].

Obok IFN typu 1, kolejng charakterystyczng cytoking
produkowang przez pDC jest IL-6. IL6 obok IFNa/p jest
zaangazowana w rdznicowanie limfocytow B do komdrek
plazmatycznych produkujacych przeciwciata [22], Jednak
w odroznieniu od IFNa/p uwalnianego przez pDC natych-
miast po zakazeniu wirusowym, IL6 jest wydzielana przez
dojrzate komérki dendrytyczne. Dziatanie pDC jako induk-
toréw produkcji przeciwciat nie wymaga bezposredniego
kontaktu pDC z limfocytami B, ale odbywa sie poprzez pro-
dukcje cytokin, odpowiednio IFNa/p i IL-6 [23].

KOMORKI pDC JAKO KOMORKI
PREZENTUJACE ANTYGEN

Przypuszcza sie, ze w ciggu pierwszych 24 godzin od
momentu zakazenia wirusowego, pDC sg gtéwnie zaan-
gazowane w synteze IFN typu I. Jednakze, w kolejnych
etapach zakazenia, pDC zazwyczaj dojrzewajg w kierunku
profesjonalnych komadrek prezentujagcych antygen. Niedoj-
rzate pDC charakteryzuja sie niskg zawarto$cig czasteczek
gtdwnego uktadu zgodnosci tkankowej typu drugiego
(MHCII) na powierzchni oraz czgsteczek pomocniczych,
takich jak CD80 czy CD86 [24], Jednakze zaktywowane,
dojrzate pDC przeksztatcajg sie w profesjonalne komorki
prezentujace antygen, ktére sa w stanie ro6znicowaé limfo-
cyty T CD4 zarowno w kierunku limfocytow efektorowych
typu Thl, jak i Th2 [3]. W odrdznieniu od limfocytéw Thl,
wspomagajacych np. zabojcze funkcje makrofagow lub cy-
totoksycznych limfocytéw T CD8, limfocyty Th2 wpieraja
tzw. odpowiedZ humoralng, opartg na produkcji przeciw-
ciat przez limfocyty B.

Wptyw pDC na polaryzacje limfocytow T CD4 w kie-
runku Thl lub Th2 jest najprawdopodobniej pochodng
dziatania rédznych czynnikéw aktywujgcych pDC. Czynniki
te moga stymulowa¢ odmienne ,programy dojrzewania"
plazmocytoidalnych komoérek dendrytycznych. Dla przy-
ktadu, INFa oraz TNFa wptywajg na réznicowanie pDC
w taki sposob, ktory prowadzi do polaryzacji limfocytow T
CD4 w kierunku Thl [25], Z kolei stymulacja plazmocyto-
idalnych komérek dendrytycznych ligandem dla CD40 oraz
IL3, cytoking produkowang przez takie komorki, jak bazofi-
le czy eozynofile podczas zakazen pasozytami, sprawia, ze
pDC dojrzewajg i stymulujg limfocyty T do rdznicowania
w kierunku limfocytéw typu Th2 [26]. Ten ostatni przykitad
wskazuje, ze komoérki pDC moga mie¢ udziat nie tylko w
rozwoju swoistej odpowiedzi skierowanej przeciwko wiru-
som, ale takze przeciwko pasozytom.

UDZIAL pDC W STYMULACJI ODPORNOSCI
IW TOLERANCJI IMMUNOLOGICZNE]J

W odpowiedzi przeciwwirusowej, w ktorej pDC bez wat-
pienia petnig funkcje stymulujgca powstanie odpornosci, na
pierwszy plan wysuwa sie wptyw pDC na mieloidalne ko-
morki dendrytyczne. Wykorzystujagc mysi model skérnego
zakazenia wirusem opryszczki (HSV-1) pokazano, ze w cia-
gu dwoéch dni od momentu podania wirusa, pDC migruja z
krwi do objetego zapaleniem wezta chtonnego, gdzie sytu-
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uja sie w bliskim sgsiedztwie mDC. Co wazniejsze, obecnosé
pDC w wezle chtonnym jest niezbedna do rozwoju przeciw-
wirusowych cytotoksycznych limfocytow T. Komérki pDC
poprzez bezposredni kontakt z mieloidalnymi komdrkami
dendrytycznymi wezta, jak réwniez synteze IFNa, dostar-
czajg komérkom mDC ,,sygnatdw" niezbednych do rozwoju
odpowiedzi cytotoksycznej. Zablokowanie oddziatywania
pomiedzy pDC a mDC prowadzi do zahamowania rozwoju
limfocytow T cytotoksycznych. Wyniki badan in vitro wy-
kazatly ponadto, ze integryna LFA-2 oraz czasteczka pomoc-
nicza CD40L, ktore sg eksponowane na powierzchni doj-
rzatych komorek pDC, sg zaangazowane w proces adhezji
komérek pDC do mDC [27], W opisanym przyktadzie, pDC
aktywujg odpowiedz odpornosciowsq. Jednakze, pojawiajg
sie rowniez doniesienia wskazujace na udziat niedojrzatych
plazmocytoidalnych komérek dendrytycznych w rozni-
cowaniu dziewiczych limfocytéw T w kierunku komorek
regulatorowych, czyli hamujacych odpowiedZz immunolo-
giczng [28,29], Jednym z przykiadéw hamujgcego dziatania
pDC na uktad obronny jest, opisane ponizej, zaangazowa-
nie tych komoérek w utrzymanie tolerancji immunologicznej
w stosunku do wdychanych alergendw.

Wyniki najnowszych badah wskazujg ponadto, ze pDC
odgrywaja wazng role w ,akceptacji" alogenicznych prze-
szczepbw sercowo-naczyniowych przez organizm biorcy.
Komérki pDC pobierajg alloantygeny z przeszczepionej
tkanki, a nastepnie migruja do lokalnych weztéw chiton-
nych, gdzie stymulujg powstanie regulatorowych limfocy-
tow T. Usuniecie komérek pDC badz zablokowanie ich mi-
gracji do weztow chtonnych prowadzi do utraty tolerancji
w stosunku do przeszczepionej tkanki [30].

Sposréd znanych mechanizmoéw wykorzystywanych
przez komorki pDC do hamowania reakcji odpornosciowej
mozna zaliczy¢ i) mechanizm oparty na metabolizmie tryp-
tofanu oraz, ii) polaryzacje limfocytéw T w kierunku komo-
rek regulatorowych przy udziale czasteczki ICOS-L (ang.
inducible costimulator ligand).

W pierwszym przypadku syntetyzowany miedzy inny-
mi bezposrednio przez pDC enzym IDO (ang. indoleamine
2,3-dioxygenase), przyczynia sie do degradacji tryptofanu,
ktory jako niezbedny aminokwas musi by¢ stale obecny w
Srodowisku komoérek. Drugi z mechanizméw hamowania
odpowiedzi obronnej przez pDC oparty jest na zaleznym od
czasteczki ICOS-L powstawaniu limfocytow T o wasciwo-
$ciach regulatorowych. Swiezo izolowane z krwi komérki
pDC charakteryzuje niski poziom ICOS-L na powierzchni.
Jednakze, synteza ICOS-L wzrasta pod wptywem aktywa-
cji pDC. ICOS (ang. inducible costimulator), czgsteczka po-
mocnicza nalezgca do tej samej rodziny co CD28, a zarazem
receptor dla ICOS-L, ulega ekspozycji na powierzchni zak-
tywowanych limfocytéow T. Stymulacja limfocytéw T za po-
mocg ICOS-L polaryzuje limfocyty T w kierunku komérek
wykazujgcych cechy charakterystyczne dla komoérek regu-
latorowych. Takie limfocyty stabo proliferujag w odpowiedzi
na stymulacje swoistym antygenem, natomiast hamujg pro-
liferacje autologicznych dziewiczych limfocytow T [31].

Podsumowujac, istnieje wiele danych pokazujacych, ze
komorki pDC w znaczacym stopniu przyczyniajg sie do
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rozwoju odpowiedzi przedwwirusowej. Syntetyzujac pro-
zapalne cytokiny, takie jak IFN typu pierwszego lub ILS6,
pDC aktywujg komorki uktadu immunologicznego, takie
jak mieloidalne komorki dendrytyczne czy limfocyty B.
Jednak w sytuacji, gdy dojrzata komérka pDC funkcjonuje
jako komorka prezentujgca antygen, jest wysoce prawdo-
podobne, ze reakcja odpornosciowa zostanie wygaszona
miedzy innymi poprzez indukowane przez pDC limfocyty
T regulatorowe. Obserwacja, ze dojrzate komérki pDC sty-
muluja powstanie regulatorowych limfocytéw T, odroznia
je od komérek mDC, ktére tylko w formie niedojrzatej moga
polaryzowa¢ limfocyty T w kierunku komérek regulatoro-
wych [32], Ta r6znica moze wskazywac¢ na immunoregula-
cyjna role komérek pDC w trakcie zapalenia.

KOMORKI pDC A ALERGIA

Zaburzenie rownowagi pomiedzy pDC i mDC najpraw-
dopodobniej odgrywa wazng role w powstawaniu stanu za-
palnego obserwowanego w astmie [33]. W poréwnaniu do
usytuowanych w ptucach pDC, ptucne mDC wydajg sie by¢
bardziej dojrzate, gdyz wykazuja synteze, miedzy innymi,
CD80, CD86 czy MHCII na wyzszym poziomie niz pDC. Te
réznice w produkcji markerow powierzchniowych zaanga-
zowanych w prezentacje antygenu i kostymulacje limfocy-
tow T sg interesujace ze wzgledu na to, ze mogg odzwier-
ciedla¢ rézne funkcje petnione przez poszczegélne typy
komorek dendrytycznych. Postuluje sie, ze niedojrzate pDC
w ptucach sg odpowiedzialne raczej za tolerogenng odpo-
wiedZ immunologiczng, natomiast bardziej dojrzate mDC
miatyby gtéwnie uczestniczy¢ w zapoczatkowaniu swoistej
odpowiedzi immunologicznej w ptucach [34],

Istniejg rowniez dowody na to, ze immunoregulacyjne
dziatanie pDC w ptucach chroni przed rozwojem procesu
zapalnego drog oddechowych w odpowiedzi na nieszkodli-
we antygeny. Wykazano obecno$¢ pDC w ptucach myszy,
ktore produkuja znaczne ilosci IFNa pod wptywem stymu-
lacji oligodeoksynukleotydami CpG. Te komorki zdolne sg
do pobierania catego antygenu, podanej drogg wziewng
owoalbuminy sprzezonej z FITC, ktéry nastepnie transpor-
tujg do drenujacych ptuca $rodpiersiowych weztéw chion-
nych. Inhalacja nieszkodliwym antygenem myszy, ktore
zostaty wcze$niej pozbawione pDC, prowadzi do rozwoju
objawow charakterystycznych dla astmy. Podanie komorek
pDC do organizmu, z ktérego zostaly usuniete, zapobiega
powstaniu choroby. Wspomniane wyniki sugeruja, ze w
obecnos$ci pDC dochodzi do indukcji tolerancji na wdycha-
ny alergen. Tolerogenne dziatanie pDC prawdopodobnie
polega na hamowaniu powstawania funkcji efektorowych
w dziewiczych limfocytach T, ktore ulegajg namnazaniu w
odpowiedzi na antygen prezentowany przez mDC. Wska-
zuje na to fakt, ze w przypadku braku pDC obserwuje sie
znaczny wzrost produkowanych przez limfocyty T cytokin
efektorowych (IL-5, IL-10, IL-13, IFN-y), natomiast nie ma
wyraznych réznic w namnazaniu sie limfocytéw T pomie-
dzy osobnikami posiadajgcymi pDC iosobnikami, z ktérych
usunieto te komorki [35], Doktadny mechanizm tego zjawi-
ska nie jest znany, ale dane pochodzace zaréwno z badan in
vitro, jak i in vivo sugerujga, ze pDC bezpos$rednio oddziatuja
z mDC, znoszac ich potencjat do tworzenia limfocytéw T
efektorowych. Komoérki pDC moga takze stymulowaé po-
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wstawanie limfocytow regulatorowych T, prawdopodobnie
na drodze zaleznej od ICOS-L [33].

Pomimo dowodéw pochodzacych z badah prowadzo-
nych na zwierzetach, wskazujacych na antyalergiczne wia-
sciwosci pDC, rola tych komdérek w przebiegu astmy u ludzi
wciaz pozostaje niejasna. Wykazano, ze stymulacja alerge-
nem powoduje wyrazny naptyw zarowno pDC, jak imDC z
krwi obwodowej do ptuc pacjentéw z astma. Sugeruje to, ze
nie tylko mDC, ale takze pDC mogg by¢ odpowiedzialne za
patogeneze astmy u ludzi [36],

KOMORKI pDC W CHOROBACH
AUTOIMMUNIZACYJINYCH

O znaczeniu regulacji odpowiedzi odpornosciowej przez
pDC moga $wiadczy¢ choroby autoimmunizacyjne, takie
jak toczen rumieniowaty lub tuszczyca, u podioza ktérych
lezy brak prawidtowego dziatania tych komorek. Toczen
rumieniowaty uktadowy (SLE, ang. systemie lupus erythe-
matosus), to systemowa choroba, polegajagca na skierowaniu
odpowiedzi immunologicznej przeciwko witasnym tkan-
kom, takim jak nerki, centralny uktad nerwowy czy skora.
Choroba rozwija sie wskutek ztozonych zaburzen uktadu
immunologicznego, prowadzacych do przewlektego sta-
nu zapalnego w wielu narzgdach, ktory czesto konczy sie
$miercig. Jednym z symptomodw choroby jest podwyz-
szone w surowicy miano IFN typu pierwszego oraz auto-
przeciwciat skierowanych przeciwko wtasnemu DNA [37],
Etiologia tocznia nie jest jeszcze w peini poznana. W jego
powstaniu mogg uczestniczy¢ r6zne czynniki, w tym zaka-
zenia wirusowe, ktore by¢ moze stanowig czynnik wyzwa-
lajacy nadmierng produkcje IFNa/B. Postuluje sie takze, ze
kompleksy immunologiczne ztozone z DNA pochodzgcego
prawdopodobnie z wasnych komdrek apoptotycznych i
z DNA-reaktywnych autoprzeciwciat, moga stymulowaé
pDC do produkcji IFNa/R [37], Leukocyty pacjentéw cier-
piagcych na SLE wykazujg podwyzszong ekspresje genow
indukowanych przez IFN typu pierwszego. Taki ,interfero-
nowy odcisk palca" dobrze zalezy od stopnia nasilenia cho-
roby. Komérki pDC sg uwazane za gtéwnych producentéw
IFNa/f wruktadowym toczniu rumieniowatym. Ich nagro-
madzenie obserwuje sie w skorze objetej zmianami choro-
bowymi osdb cierpigcych na SLE.

W stanie homeostazy niedojrzate mDC wychwytujg ciat-
ka apoptotyczne i prezentuja ich autoantygeny autoreak-
tywnym limfocytom bez udziatu czgsteczek pomocniczych
co powoduje, ze limfocyty te ulegajg apoptozie. U ludzi
posiadajacych predyspozycje do SLE czesto dochodzi do
nadprodukcji IFNa/p utrzymujacej sie przez dtuzszy czas,
ktéra prowadzi do aktywacji niedojrzatych mDC. Konse-
kwencja stymulacji mDC przez IFNa/p jest aktywacja au-
toreaktywnych limfocytow T, co sprzyja rozwojowi autore-
aktywnych limfocytéw B. IFNa/p dziata nie tylko na mDC,
ale takze bezposrednio na limfocyty, umozliwiajgc m.in.
réznicowanie limfocytow B w komaérki plazmatyczne pro-
dukujgce autoprzeciwciala, ktore tworzg zawierajgce kwasy
nukleinowe kompleksy immunologiczne [37].

Drugim przykiadem choroby o podtozu autoimmuno-
logicznym, w ktorej kluczowg funkcje petnig pDC, jest
tuszczyca. Ta choroba skory, réwniez charakteryzuje sie
przewlektym stanem zapalnym, za ktdry odpowiedzial-
ne sg przede wszystkim efektorowe limfocyty CD8 oraz
limfocyty CD4 o profilu Thl, jak rowniez wydzielane
przez nie cytokiny, takie jak TNFa czy IFNy. Pod wzgle-
dem klinicznym +tuszczyce charakteryzuje wzmozona
proliferacja i roznicowanie keratynocytow w naskorku,
co objawia sie zar6zowionymi, ptaskimi, grudkami, po-
krytymi srebrzystg nawarstwiajgcg sie tuskg. Komorki
pDC, a zwtaszcza produkowany przez nie IFNa, wyda-
je sie mie¢ strategiczne znaczenie dla rozwoju tuszczycy
[38], Tak jak w przypadku tocznia, u pacjentow cierpig-
cych na tuszczyce pokazano masywne nacieki pDC w
skorze zmienionej chorobowo. Jednakze, je$li w toczniu
gtownym czynnikiem uruchamiajgcym lub nasilajgcym
produkcje IFNa sg kompleksy immunologiczne zawiera-
jace DNA gospodarza, w przypadku tuszczycy role taka
wydajg sie odgrywaé kompleksy wtasnego DNA z pep-
tydem antybakteryjnym LL37 [38], Jak uprzednio wspo-
mniano, pDC dzieki temu, ze posiadajg receptory TLR7
i TLR9, sg zdolne do rozpoznawania wirusowych badz
bakteryjnych kwaséw nukleinowych. Komérki pDC nor-
malnie nie odpowiadajg na genomowe DNA cztowieka,
jednakze w skorze objetej tuszczycag dochodzi do lokal-
nej aktywacji pDC pod wptywem wiasnego DNA. Skore
zdrowg od skéry objetej zmianami tuszczycowymi od-

Tabela 1. Najwazniejsze réznice pomiedzy komdrkami dendrytycznymi cztowieka [3,32].

Fenotyp

Morfologia

Markery powierzchniowe stuzace do
identyfikacji komérek we frakcji PBMC

Obecnos$¢ receptoréw Toll-podobnych
Funkcje

Obecnos$¢ cytokin

Stymulacja regulatorowych limfocytéw T

Zdolnos$¢ do fagocytozy
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pDC

komoérki przypominajace
komorki plazmatyczne

CD123, BDCA-2

TLR7, TLR9

IFNa/p

w formie dojrzatej

staba

mDC (forma niedojrzata)

komorki o typowej
dendrytycznej morfologii

CDllc

TLR1-6, TLR8, TLR10

1L12
w formie niedojrzatej

silna
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roznig obecnos$é w tej ostatniej antybakteryjnego peptydu
LL37, jedynego wystepujagcego u ludzi przedstawiciela
rodziny katelicydyn — kationowych antybakteryjnych
peptydow ulegajacych ekspresji w uszkodzonej skorze
i dziatajacych jako naturalne antybiotyki. LL37, ktory
strukturalnie przypomina kationowe, amfipatyczne pep-
tydy stosowane do transfekcji komorek, gdy jest podany
wraz z genomowym DNA cztowieka, indukuje pDC do
produkcji IFNa. Zatem peptyd LL37 sprawia, ze wtasne
DNA, normalnie niezdolne do stymulacji pDC, staje sie
silnym aktywatorem tych komérek. LL37 tworzy z DNA
kompleks, w ktérego utrzymaniu istotng role odgrywaja
oddziatywania jonowe, zachodzace pomiedzy anionowy-
mi grupami fosforanowymi DNA, a kationowymi amino-
kwasami w obrebie LL37. Zwigzanie DNA przez LL37
indukuje takze agregacje czasteczek DNA. Kompleks
LL37-DNA aktywuje pDC poprzez receptor TLR9. Uwa-
za sie, ze wewnatrzkomoérkowe umiejscowienie TLR9 w
endosomach stanowi forme zabezpieczenia przed stymu-
lacjag wtasnym DNA, a jednocze$nie utatwia rozpoznanie
DNA wirusowego badz bakteryjnego, ktére jest uwalnia-
ne do endosomoéw, w trakcie zakazenia. Do przetamania
wrodzonej tolerancji dochodzi, poniewaz LL37 umoz-
liwia wtasnemu DNA przedostanie si¢ do przedziatow
endosomalnych. Stymulacja TLR9 moze prowadzi¢ albo
do produkcji IFNa, jesli zachodzi we wczesnych endo-
somach, albo do produkcji TNFa i IL6 oraz dojrzewania
pDC, jesli zachodzi w p6znych endosomach. Kompleks
LL37 z DNA selektywnie indukuje ,transmisje" sygna-
tu przez TLR9 we wczesnych endosomach i stymuluje
pDC do produkcji znacznych ilosci IFNa. Podsumowu-
jac, zdolnos¢ LL37 do przeksztatcenia wiasnego DNA w
czynnik silnie stymulujgcy produkcje IFNa, zalezy od
jego zdolnosci do agregacji i zatrzymania DNA wewnatrz
wczesnych przedziatow endosomalnych, umozliwiajgc w
ten spos6b selektywng i dtugotrwaty aktywacje TLR9 we
wczesnych endosomach [38].

PODSUMOWANIE

Przedstawiony opis komorek pDC wskazuje na wyrazne
réznice pomiedzy ta populacjg komdrek a mieloidalnymi
komérkami dendrytycznymi. Najlepiej udokumentowane
réznice pomiedzy pDC i mDC cztowieka zamieszczono w
Tabeli 1. Pomimo tego ze istniejgce doniesienia wskazujg na
pDC, jako na komérki o istotnym znaczeniu w odpowiedzi
przeciwwirusowej i waznym przyczynku do rozwoju nie-
ktérych choréb autoimmunizacyjnych, informacje na temat
pDC sa ciagle fragmentaryczne. Jednakze, unikalne cechy
pDC, takie jak ,reaktywno$¢" na niektdore sekwencje DNA,
sprawia, ze gruntowna wiedza na temat tej populacji ko-
morek moze zaowocowaé nowym spojrzeniem na regulacje
funkcji uktadu obronnego organizmu.
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Plasmacytoid dendritic cells in pathophysiology of immune responses
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ABSTRACT

Plasmacytoid dendritic cells (pDC), so named because of histological similarities to antibody-producing plasma cells, comprise a unique
dendritic cell population. Despite their low numbers in blood they play a key role in anti-viral immunity, mainly through secreting massive
amounts of type 1 interferon following an engagement of their Toll-like receptors, such as TLR7 and TLR9, by viral nucleic acids. In a mature
state, pDC display a propensity to present antigens to naive lymphocytes. Through their unique potential to rapidly and efficiently secrete
type | interferon and serve as antigen presenting cells, pDC are currently considered as one of the major regulators of immune responses.
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STRESZCZENIE

Bia}ka z rodziny kinaz tyrozynowych Src petniag kluczowg role w morfologii, prolifera-
cji, ruchliwos$ci i przezyciu komérek w procesie megakariocytopoezy. W megakariocy-
tach (Mk) wykazano obecno$¢ szesciu kinaz Src — Fyn, Lyn, Fgr, Hck, Src i Yes. Kinazy Src
uczestniczg w regulacji megakariocytopoezy indukowanej trombopoetyna. Inhibitory kinaz
Src moga by¢ uzyteczne jako czynniki indukujace dojrzewanie megakariocytéw. Doswiad-
czenia z wykorzystaniem inhibitoréw kinaz Src, prowadzone w hodowli progenitoréw me-
gakariocytéw oraz linii komérkowych o potencjale megakariocytéw umozliwity poszerzenie
wiedzy na temat udziatu enzyméw w rozwoju megakariocytéw. Stosowane inhibitory kinaz
Src to m.in. rodzina zwigzkéw pirolo-pirymidynowych, czy inhibitor o szczeg6lnie wyso-
kiej selektywnosci, SU6656. W hodowli ex vivo progenitoréw megakariocytéw obecnos¢ in-
hibitora hamuje proliferacje przy réwnoczesnej indukcji zmian w morfologii, fenotypie i
poziomie ploidii $wiadczacych o dojrzewaniu komérek. Inhibitory kinaz Src moga réwniez
odgrywac role terapeutyczng. Dasatinib, inhibitor kinaz Bcr-Abl/Src, charakteryzuje sie wy-
sokg aktywnoscig i indukuje hematologiczng oraz cytogenetyczng odpowiedZ u pacjentow
w kryzie blastycznej przewlektej biataczki szpikowej.

WPROWADZENIE - BIALKA RODZINY KINAZ TYROZYNOWYCH Src

Kinaza Src oraz pozostate enzymy rodziny kinaz tyrozynowych Src petnig
role w cyklu komoérkowym, w proliferacji i przezyciu komérki, w morfologii i
ruchliwo$ci komorki, oraz w procesie onkogenezy [1-8]. Kinazy Src nie posia-
daja specyficznych receptoréw i sg kontrolowane przez receptory integryn, cy-
tokin, hormonéw sterydowych, a takze przez receptory zwigzane z biatkiem G,
antygenem czy tez Fc. A zatem kinazy Src posredniczg w przenoszeniu sygnatu
inicjowanego przez niektdre cytokiny (gtéwnie przez interleukiny i interferony),
antygeny i integryny. Substratami kinaz Src sg liczne biatka zlokalizowane w
poblizu btony komérkowej (np. biatka cytoszkieletu, biatka Ras, kinaza 3-fosfo-
inozytolu (PI3K)) i produkty onkogendw komérkowych (np. c-Myc). Rodzina
kinaz tyrozynowych Src cztowieka sktada sie z 8 biatek 0 masie czasteczkowej
55-62 kDa: BIk, Fgr, Fyn, Hck, Lek, Lyn, Src i Yes, ktore posiadajg podobng aran-
zacje domen enzymatycznych (Ryc. 1). N-koncowy fragment biatek Src (50-70
AA) charakteryzuje sie obecnoscig kwasu mirystynowego (zwigzanego w po-
zycji G2), ktéry jest odpowiedzialny za przytaczenie enzymu do wewnetrznego
listka btony komoérkowej. Dalej w kierunku konca C wystepujg dwie regulacyjne
domeny: SH3 i SH2 oraz domena katalityczna, SH1. Regulacyjna domena SH2
(-100AA) wigze sie w swoisty sposéb z krétkimi sekwencjami aminokwasowy-
mi, zawierajgcymi reszte fosfotyrozyny zaréwno w biatkach Src, jak réwniez
w innych biatkach w komdrce. Natomiast domena SH3 jest ztozona z 50 do 60
reszt aminokwasowych irozpoznaje sekwencje aminokwasowe bogate w reszty
proliny. W C-koricowym fragmencie biatka Src, w pozycji 527 w kinazie pta-
kéw 1508 w kinazie cztowieka, znajduje sie reszta tyrozyny, ktéra moze ulegac
odwracalnej fosforylacji. Fosforylacja reszty tyrozyny w tej pozycji utrzymuje
aktywno$¢ kinazy na niskim poziomie, a jej defosforylacja zwieksza aktywnos$é
kinazowg. v-Src, biatko wirusa, jest kodowane przez onkogen wirusa miesaka
Rousa ptakow, natomiast komdérkowy homolog Src jest kodowany przez fizjo-
logiczny gen, pierwszy z poznanych protoonkogenéw. Geny kinaz Src ulegaja
ekspresji prawie we wszystkich komorkach, jednak w mdézgu, osteoklastach i
ptytkach krwi ulegajg ekspresji na 5-200 razy wyzszym poziomie niz w innych
komorkach. Biatka z rodziny kinaz Src petnig kluczowg role w morfologii, pro-
liferacji, ruchliwosci oraz przezyciu komoérek w procesie megakariocytopoezy, a
takze w procesie trombopoezy oraz w aktywacji ptytek krwi.

MEGAKARIOCYTOPOEZA
Megakariocytopoeza jest wieloetapowym procesem (Ryc. 2), w ktérym z wie-

lopotencjalnej komaorki pnia powstajg dojrzate megakariocyty, ktére w procesie
trombopoezy uwalniajg ptytki [9]. Zidentyfikowano szereg komdrek prekurso-
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{'kwas mirystynowy

domena | |domena| | domena
unikalna| | SH3 SH2 SH1

miejsce negatywnej
regulacji

Rycina 1. Schemat budowy biatka rodziny kinaz tyrozynowych Src.

rowych uktadu megakariocytowego. Najbardziej pierwotng
komérka tego szeregu jest komorka o duzym potencjale
proliferacyjnym, tworzgca kolonie megakariocytowe in vi-
tro (HPP-CFU-MKk). Nastepnie pojawiajg sie dwie klasy pre-
kursorow megakariocytow: miodsze BFU-Mk (ang. burst
forming unit-megakaryocyte) oraz bardziej dojrzate CFU-Mk
(ang. colonyforming unit-megakaryocyte). Na komorkach pre-
kursorowych jest obecny antygen CD34 charakterystyczny
dla komdrek macierzystych. W trakcie dalszego rozwoju i
proliferacji komdrek prekursorowych pojawiajg sie naste-
pujace formy megakariocytow: megakarioblasty, prome-
gakariocyty, megakariocyty ziarniste oraz megakariocyty
dojrzate, ktore wykazujg obecno$é specyficznych glikopro-
tein ptytkowych. Glikoproteina Itb/I11a (CD41a), receptor
dla fibrynogenu, czynnika von Willebranda, fibronektyny i
vitronektyny, jest obecna na powierzchni megakariocytow
i ptytek krwi. Antygen CD4la jest wczesnym markerem
progenitorow megakariocytdw, ktéry pojawia sie w proce-
sie megakariocytopoezy na etapie CFU-Mk [10]. Antygen
CD42b, integralna podjednostka a glikoproteiny Ib (Gplb),
jest p6zniejszym markerem, ktéry pojawia sie na bardziej
dojrzatych komérkach megakariocytow [11]. Kompleks
Gplb-GplIX jest ptytkowym receptorem dla czynnika von
Willebranda i bierze udziat w adhezji ptytek do naczynio-
wego $rodbtonka. Glikoproteina Gplb jest réwniez recep-
torem wigzacym trombine. Megakarioblast posiada duze
jedno- lub dwuptatowe jadro z widocznymi jaderkami, a
jego cytoplazma wykazuje znaczny stopien zréznicowania.
W cytoplazmie obecne sa dwa typy ziarenek oraz struktu-

BFU-MK CFU-MK promegakarioblast megakarioblast

-9 -© (00§

ry btonowe majace zwigzek z btong komoérkowa, tworzace
zespot btona rozdzielajacych cytoplazme (DMS, ang. demar-
cation membrane system). DMS jest ultrastrukturg charakte-
rystyczng tylko dla megakariocytéw. Promegakariocyt (14
— 30 pm) posiada jadro w ksztatcie podkowy, a system
DMS ulega znacznemu rozwinieciu i powstajg ,,pola ptyt-
kowe", wyznaczajgce wielkos$¢ i ksztatt przysztych ptytek.
Dojrzaty megakariocyt, o $rednicy powyzej 40 pm, posiada
wieloptatowe jadro, liczne ziarnistosci i organelle komor-
kowe. Na obrzezach komérki widoczne sg odsznurowujace
sie ptytki krwi. Fragmentacja megakariocytdw prowadzi
do oddzielenia duzych fragmentéw zwanych proptytkami,
ktore ulegaja podziatom na pojedyncze ptytki. Pojedynczy
dojrzaty megakariocyt cztowieka tworzy od 2000 do 5000
ptytek krwi [9,10,12], Megakariocyty sg unikalnymi komor-
kami hematopoetycznymi nie tylko ze wzgledu na ich wiel-
kos$¢, srednica komdrki moze osiaga¢ nawet 100 pm oraz na
obecno$¢ zespotu bton rozdzielajgcych cytoplazme (DMS)
ale réwniez na obecno$¢ duzego, poliploidalnego jadra (na-
wet 0 128N), powstajagcego w wyniku endomitozy. Komor-
ki prekursorowe MKk rozwijajg sie i podlegaja podziatom
mitotycznym do stadium promegakarioblastu a nastepnie
po przejsciu do przedziatu megakariocytéw, réznicujg sie
i dojrzewajg. Na tym wi#asnie etapie ukierunkowane ko-
morki megakariocytopoezy zatrzymujg podziaty mitotycz-
ne i kontynuujg reptikacje DNA. W endomitozie kolejnym
cyklom replikacyjnym DNA nie towarzyszy rozchodzenie
sie chromosomoéw, nie zachodzi podziat jadra, ani cytoki-
neza. Endomitoza prowadzi do zwielokrotnienia liczby
chromosoméw w komdrce. W wyniku podziatéw endomi-
totycznych powstajg jadra o ploidii 4N, 8N, 16N, 32N, 64N
a nawet 128N. Dojrzewanie cytoplazmy w progenitorach
megakariocytow poprzedza uzyskanie przez komaérki okre-
Slonego stopnia ploidalnosci. Kluczowa cytokina regulujaca
endomitoze jest trombopoetyna. Innym cytokinom, jak np.
interleukinie 6 (IL-6) czy chemokinie SDF-1, przypisuje sie
wptyw na wzrost ploidii megakariocytéw [9,10,12],

W ostatnich latach zidentyfikowano szereg cytokin i
krwiotwérczych czynnikéw wzrostowych, stymulujacych
proliferacje i dojrzewanie prekursoréw megakariocytow,

endomitoze iw kon-

promegakariocyt

sekwencji  powsta-
megakariocyt ptytki wanie - ptytek n.a.l
drodze fragmentacji

» 5 cytoplazmy mega-
S kariocytéw [9,13,14].
» 2, % Aktywno$¢é czynni-
ka  stymulujacego
megakariocyty po-

—_——

endomitoza

V siada interleukina-3
(IL-3), interleuki-

()

na-6 (IL-6), czynnik
stymulujgcy kolonie
granulocytarno-ma-

< glikoproteina lib/illa (CD41a)

11 (IL-11), czynnik

komorek macierzy-

<: glikoproteina Ib (CD42b)

Rycina 2. Schemat megakariocytopoezy z uwzglednieniem syntezy antygenéw powierzchniowych: CD34, CD41la oraz CD42b. i
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(TPO). Inne cytokiny, jak interleukina-1 (IL-1) czy hamujacy
czynnik biataczkowy (LIF), modulujg uwalnianie ptytek w
skojarzeniu z innymi cytokinami ptytkotworczymi. Jednak
tylko trombopoetyna posiada aktywnos$¢ specyficzng dla
megakariocytéw [15].

AKTYWACJA KINAZ Src NA SZLAKU
SYGNALOWYM TROMBOPOETYNY

Trombopoetyna jest syntetyzowana w watrobie jako
biatko prekursorowe, zbudowane z 353 reszt aminokwa-
sowych, o masie czasteczkowej 36 kDa [16]. Po odtgczeniu
peptydu sygnatowego, skladajgcego sie z 21 reszt amino-
kwasowych, biatko ulega glikozylacji i ostatecznie powstaje
glikoproteina o masie czasteczkowej 80-90 kDa, ktéra jest
uwalniana do krwiobiegu. Glikozylacja jest niezbedng po-
translacyjng modyfikacjg trombopoetyny warunkujacg sta-
bilizacje biatka oraz przedtuzenie okresu poéttrwania. Gen
kodujacy trombopoetyne ulega ekspresji gtéwnie w paren-
chymalnych komorkach watroby oraz w matych ilosciach
w nerkach, miesniach szkieletowych, sercu, mézgu, Sle-
dzionie, jadrach i w szpiku kostnym. Trombopoetyna jest
najwazniejszym czynnikiem wptywajacym na dojrzewanie
megakariocytéw, pomnazajac ich liczhe, zwieksza endo-
reduplikacje i ploidalno$é jadra oraz utatwia fragmentacje
megakariocytow i tworzenie proptytek [16]. Trombopoety-
na jest niezbedng hematopoetyczng cytoking, ktéra reguluje
megakariocytopoeze poprzez receptor c-Mpl, ktory jest pro-
dukowany przez hematopoetyczne komérki macierzyste i
megakariocyty [17]. c-Mpl nalezy do rodziny receptoréw
cytokin typu |, ktére nie posiadajg wewnetrznej aktyw-
nosci kinazy tyrozynowej. Receptor c-Mpl, po zwigzaniu
trombopoetyny, ulega dimeryzacji tworzagc homodimer i
aktywuje towarzyszace mu biatka z rodziny kinaz Janus

Jadre komorkowe

Rycina 3. Schemat szlaku sygnalizacyjnego trombopoetyny (TPO). Przedstawio-
no trzy gtéwne drogi przekazywania sygnatu: JAK2-Ras-Raf-MAPK(ERK), JAK2-
STAT3/STATS5 oraz PI3K-AKkt, ktére sg aktywowane w wyniku przytaczenia TPO
do receptora c-Mpl.
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(JAK) [18]. Kinaza JAK?2 jest krytyczna dla rozwoju mega-
kariocytow, fosforyluje ona czwartg reszte tyrozyny w cy-
toplazmatycznej domenie c-Mpl (Y112). JAK2 uczestniczy
w aktywacji szlaku przekazywania sygnatu JAK/STAT
(ang. signal transducer and activator of transcription), a takze
biatka Ras/biatka Raf/MAPK (ang. mitogen activated prote-
in kinases) [19]. Droga JAK/STAT jest niezbedna w procesie
proliferacji stymulowanej trombopoetyng, podczas gdy ak-
tywacja MAPK pobudza réznicowanie komoérek, szczego6l-
nie podczas diugotrwatej aktywacji. Aktywacja obu drég
JAK/STAT i MAPK przez trombopoetyne zostata dobrze
udokumentowana, zaréwno w liniach komorkowych, jak
i w pierwotnych komdrkach. Rodzina kinaz Src jest akty-
wowana na skutek oddziatywania trombopoetyna/c-Mpl
[4] (Ryc. 3). Do substratow, ktére sg fosforylowane przez
kinazy Src nalezg receptory oraz biatka STAT. Uwaza sie,
ze za aktywacje STAT3 i STATS sg odpowiedzialne raczej
kinazy Src niz kinazy JAK. Kinazy Src regulujg indukowa-
ng przez trombopoetyne proliferacje i megakariocytopoeze,
prawdopodobnie poprzez ograniczenie czasu trwania i in-
tensywnosci aktywacji MAPK. Kinazy Src modyfikujg pro-
liferacje indukowang przez trombopoetyne, regulujac cykl
komdérkowy podczas megakariocytopoezy. SCF jest jedng
z najwazniejszych cytokin podczas hematopoezy, reguluja-
cych proliferacje i przezycie komdrek macierzystych i pro-
genitorowych. Pomimo ze sam SCF nie warunkuje tworze-
nia kolonii megakariocytowych, to jednak ujawnia on silne
dziatanie synergistyczne w procesie megakariocytopoezy,
prowadzonej w obecnos$ci trombopoetyny [20]. Stymulacja
komaérek linii M07-e trombopoetyng powoduje aktywacje
STATS5, ktéra wzrasta 1,6-krotnie w wyniku réwnoczesnej
stymulacji trombopoetyny i SCF, podczas gdy sam SCF nie
indukuje transkrypcyjnej aktywnosci STAT5. JAK2 oraz ki-
nazy Src posredniczg w fosforylacji reszty tyrozyny STATS.
Réwnoczesna aktywacja JAK2 i kinaz Src moze uczestni-
czy¢ we wzmochnieniu sygnatu STAT5 w obecnosci trombo-
poetyny i SCF. Receptor dla SCF, c-kit, nalezy do rodziny
receptorow o aktywnosci kinaz tyrozynowych i ulega au-
tofosforylacji podczas wigzania SCF, w rezultacie aktywuje
wiele biatek sygnatowych, takich jak PI3K, kinazy Src, She,
Grb2, Grb7 oraz Ras [20],

KINAZY Src W MEGAKARIOCYTACH

W procesie megakariocytopoezy wazng role odgrywaja
biatka z rodziny kinaz Src. Lannutti i wsp. [21] jako pierwsi
zidentyfikowali, ktére z biatek rodziny kinaz tyrozynowych
Src s obecne w megakariocytach. Uzyskanymi wynikami
potwierdzili obecno$¢ szesciu kinaz Src: Fyn, Lyn, Fgr, Hck,
SrciYes (Fyn, Lyn >Src, Yes, Fgr, Flek) w megakariocytach,
ale tylko dwie z nich, Fyn i Lyn, wyréznialy sie wysokim
poziomem syntezy. W wybranych dniach hodowli komorek
CD34+4/CD38'", izolowanych ze szpiku kostnego, poddanych
ekspansji w medium promujacym megakariocytopoeze, ba-
dano ekspresje genow rodziny kinaz Src. Nie zaobserwowa-
no ekspresji genow Blk i Lek. W 10 dniu hodowli obserwo-
wano zmiany w poziomie ekspresji genu Fyn 6-krotne, Lyn
1,2-krotne, Yes 1,7-krotne, Src 1,5-krotne, Fgr 0,4-krotne oraz
Hck 0,3-krotne w stosunku do zerowego dnia hodowli. Na
uwage zastuguje fakt, ze tylko Fyn ulega znaczacej ekspresji
podczas réznicowania megakariocytow. W hodowli izolo-
wanych ze szpiku megakariocytéw, po stymulacji trombo-

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

SU6656
N
(HyC),NO,S J 5N
o]
N
H

Rycina 4. Struktura chemiczna wybranych inhibitoréw kinaz tyrozynowych Src:
PP1, PP2 i SU6656.

poetyna, aktywno$¢ Fyn wzrosta w komdrkach 6-krotnie a
Lyn 5-krotnie, co dodatkowo potwierdzito istotng role Fyn i
Lyn w procesie megakariocytopoezy. Obecno$é trombopo-
etyny w hodowli in vitro nie miata wptywu na aktywnos$¢
pozostatych czterech kinaz Src. A zatem trombopoetyna se-
lektywnie aktywuje Fyn i Lyn w pierwotnych komaérkach
megakariocvtow [21].

INHIBITORY KINAZ Src W PROCESIE DOJRZEWANIA
PROGENITOROW MEGAKARIOCYTOW

Kinazy Src sg regulatorami megakariocytopoezy induko-
wanej trombopoetyng. Kinazy Src hamujg proliferacje, roz-
nicowanie i dojrzewanie progenitordw megakariocytéw. A
zatem inhibitory kinaz Src moga by¢ uzyteczne jako czyn-
niki indukujace r6znicowanie megakariocytéw. Znane i sto-
sowane pirolo-pirymidynowe inhibitory kinaz Src, takie jak
PP1, PP2 (Ryc. 4) lub A-419259, hamuja aktywnos$¢ nie tylko
kinaz Src, ale rowniez wykazuja specyficznos¢ do receptora
ptytkowego czynnika wzrostu (PDGF, ang. platelet-derived
growth factor) [22], Natomiast inhibitor nowszej generacji,
SU6656 (Ryc. 4), zwigzek o niskiej masie czgsteczkowej, wy-
kazuje wysokga efektywnos¢ oraz selektywnos$¢ w stosunku
do Src oraz innych przedstawicieli rodziny Src, takich jak
Fyn, Yes, Lyn, natomiast znacznie stabiej hamuje Lek [23],
Zarowno PP1, PP2, jak i SU6656 wspétzawodniczg z sub-
stratem, ATP, o miejsce wigzania w domenie katalitycznej
kinazy [24], Lannutti i wsp. [25] wykazali efekt dziatania
inhibitora kinaz Src, SU6656, na dojrzewanie megakario-
cytow. W obecnosci SU6656 obserwowano zahamowanie
podziatbw komérek linii megakariocytowej UT-7/TPO,
przy jednoczesnej kontynuacji akumulacji DNA w procesie
endomitozy. Inhibitor stymulowat takze wzrost ekspresji
antygenu CD41(Gpllb) oraz CD61(Gpllla). Podobny efekt
na proliferacje, poliploidyzacje i r6znicowanie komoérek byt
obserwowany w hodowlach linii komérkowych posiadaja-
cych potencjat megakariocytéw innych niz UT-7/TPO oraz
w czasie ekspansji ex vivo megakariocytéw ze szpiku kostne-
go pacjentow z zespotem mielodysplastycznym (MDS) [25],
A zatem SUG6656 jest uzyteczny, nie tylko jako czynnik in-
dukujacy réznicowanie megakariocytow, ale rowniez moze
by¢ stosowany w badaniach prowadzacych do zrozumienia
molekularnych podstaw endomitozy megakariocytow. Wil-
son i wsp. [22] wykazali, ze obecno$¢ inhibitorow PP2 i A-
419259 w hodowli komaérek linii przewlektej biataczki szpi-
kowej (PBS), posiadajacych chromosom Philadelphia (Ph),
takich jak: K562 i Meg-01, hamuje proliferacje oraz indukuje
apoptoze komoérek. PP2 i A-419259, stosowane w tych sa-
mych stezeniach, nie miaty jednak wptywu na namnazanie
i zywotno$¢ komérek linii biataczkowych, ktére nie posia-
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dajg chromosomu Ph: TF-1 i HEL. Chromosom Philadelphia
powstaje w wyniku wzajemnej translokacji dtugich ramion
chromosoméw 9 i 22 (99+;22g-). Nastepstwem tego jest po-
wstanie patologicznego genu Bcr/Abl, ktéry koduje biatko
p210, wykazujace nieprawidtowg, zwiekszong aktywnosé
kinazy tyrozynowej. Przyjmuje sie, ze witasnie ekspresja
genu kinazy Ber/ Abl jest podstawowym czynnikiem trans-
formacji nowotworowej w przewleklej biataczce szpikowej
(PBS) [26]. Lannutti i wsp. [27] zaobserwowali, ze w ho-
dowlach komoérek izolowanych ze szpiku kostnego myszy
w obecnos$ci PP1 pojawiato sie wiecej dojrzatych megakario-
cytdw o podwyzszonej ploidii jadra.

Przeprowadzono rowniez analize dziatania inhibitora ki-
naz Src, SU6656, na progenitory megakariocytdw uzyskane
w hodowli in vitro z komérek CD34+izolowanych z krwi
pepowinowej [28]. Inhibitor hamowat proliferacje oraz in-
dukowat zmiany w morfologii, fenotypie i ploidii komérek
wskazujgce na dojrzewanie progenitordw megakariocytéw.
W 4 dniu hodowli, w obecnosci SU6656, obserwowano
wieksze komarki z licznymi ziarnistosciami i duzymi jadra-
mi, w pordwnaniu z hodowlg kontrolng bez inhibitora. Jed-
noczesnie odsetek komorek CD34+byt czterokrotnie nizszy
(kontrola —23%, SU6656 — 6%), natomiast odsetek komo-
rek CD4la+ CD42b+i CD184+ (CXCR4, receptor dla SDF-
1) byt wyzszy, odpowiednio, o 21%, 8% i 14%, w obecnosci
SU6656. Obserwowano rowniez wyzszy odsetek komérek
o fenotypie CD4la+z podwyzszong ploidia w obecnosci
inhibitora. Jednak prezentowane dane poziomu ploidii w
progenitorach megakariocytow z krwi pepowinowej [28], w
porownaniu z wynikami badan przeprowadzonych na pro-
genitorach megakariocytow ze szpiku kostnego [25], wska-
zujg na stabszg indukcje endomitozy w obecnos$ci SU6656 w
komédrkach z krwi pepowinowej. Wiadomo, ze w hodowli
in vitro progenitory megakariocytéw uzyskane z krwi pepo-
winowej wykazujg nizszg ploidie w poréwnaniu z megaka-
riocytami ze szpiku kostnego [29],

Analiza komorek Meg-01 eksponowanych na dziatanie
inhibitora kinaz Src, SU6656, potwierdzita indukcje rézni-
cowania badanych komorek [28]. Hamowanie proliferacji
ze spadkiem ekspresji antygenu CD71 (receptor transferyny
obecny na proliferujacych komérkach), pojawianie sie du-
zych komorek z wieloptatowym jadrem wskazujacym na
indukcje endomitozy, poliploidyzacja jadra, wzrost syntezy
antygenu CD4la, jednoznacznie $wiadczg o dojrzewaniu
megakarioblastow Meg-01 w obecnosci SU6656. Uzyskane
wyniki sa zgodne z danymi literaturowymi dla komdrek
linii Meg-01 hodowanych w obecnosci inhibitoréw kinaz
Src, takich jak PP2 i A419259 [22] oraz dla innych linii ko-
morkowych o potencjale megakariocytdw hodowanych w
obecnosci SU6656 [25],

UDZIAL INHIBITORA KINAZ Src,
SU6656, W TROMBOPOEZIE

Gandhi i wsp. [30] przedstawili wyniki potwierdzajace
udziat inhibitora kinaz Src, SU6656, w procesie trombopoezy
in vitro. Badania przeprowadzono na megakariocytowej linii
komadrkowej, UT-7/TPO oraz na niedojrzatych pierwotnych
megakariocytach cztowieka. Po 6 dniach, w obecnosci trom-
bopoetyny i SU6656, obserwowano wzrost ploidii komdrek
oraz zapoczatkowanie uwalniania fragmentéw komorek
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podobnych do ptytek. Fragmenty nie agregowaty sponta-
nicznie, jednak szybko agregowaty w odpowiedzi na kazdy
ze standardowych agonistow: kolagen, kwas arachidowy,
ADP iepinefryne. Po 72 godzinach ekspozycji na SU6656, w
pierwotnych progenitorach megakariocytéw obserwowano
powstawanie systemu bton demarkacyjnych, ziarnistosci
gestych oraz fragmentéw podobnych do ptytek. Uwalniane
fragmenty megakariocytéw funkcjonalnie byty podobne do
ptytek krwi z wykluczeniem spontanicznej agregacji. Auto-
rzy udokumentowali udziat SU6656 nie tylko w réznicowa-
niu megakariocytéw, ale rowniez w trombopoezie in vitro
[30]. Kinazy Lyn i Fyn odgrywajg role w aktywacji ptytek
krwi, uczestniczac w fosforylacji y-tancucha Fc-receptora
podczas aktywacji glikoproteiny VI (GpVI) przez kolagen
[7], Lyn posredniczy rowniez w aktywacji ptytek induko-
wanej y-trombing [7],

MYSZY Lyti(-/-) W BADANIACH ROLI
KINAZY Lyn W MEGAKARIOCYTACH

Badania prowadzone na liniach komérkowych wykazaty,
ze kinaza Lyn jest negatywnym regulatorem indukowanej
trombopoetyng proliferacji. Uzyskane wyniki zachecity do
dalszych badan enzymu w procesie megakariocytopoezy,
tym razem obiektem badan byly myszy knock-out pozba-
wione genu biatka Lyn (lyn(-/-)) [31], Zaobserwowano, ze
ze szpiku kostnego myszy lyn(-/~) jest uwalnianych wiecej
komdrek o fenotypie megakariocytéw, wykazujacych obec-
no$¢ charakterystycznych antygendéw powierzchniowych:
CDA41 ic-Mpl, w poréwnaniu z myszami dzikiego szczepu.
W szpiku myszy zmodyfikowanych genetycznie obser-
wowano rowniez wiecej CFU-Mk. Podczas indukowanej
trombopoetyng ekspansji in vitro komérek macierzystych
izolowanych ze szpiku myszy lyn(-/~) wzrosta wielokrotnie
liczba dojrzatych megakariocytéw wraz ze wzrostem pozio-
mu ploidii komorek. Analiza histologiczna szpiku kostnego
i Sledziony myszy \yn(-/~) wykazata wzrost liczby megaka-
riocytéw. Stymulacja trombopoetyng komdrek megakario-
cytéw izolowanych z myszy lyn(-/~) nie miata wptywu na
poziom fosforylacji: JAK2, STAT3, STAT5 i MEK (MAPK).
W megakariocytach lyn(-/-) obserwowano podwyzszo-
na aktywnos¢ kinaz Erk 1/2 (MAPK) i Akt. Potwierdzono
rowniez redukcje fosforylacji tyrozyny w fosfatazie inozy-
tolu, SHIP. Wyniki jednoznacznie potwierdzity, ze kinaza
Lyn jest negatywnym regulatorem sygnatu trombopoetyny

[31].
PODSUMOWANIE

Jak juz wspominano, aktywacja rodziny biatek kinaz ty-
rozynowych Src odgrywa istotng role w wielu procesach
zyciowych komorki. Wykazanie obecno$ci kinaz Src w
megakariocytach i poznanie udziatu kinaz Src w procesie
megakariocytopoezy wzbogacito wiedze na temat kontro-
li rozwoju megakariocytow. Wykazano, ze inhibitory ki-
naz Src moga by¢ uzyteczne, nie tylko w badaniu procesu
megakariocytopoezy kontrolowanej przez kinazy Src, ale
réwniez jako czynnik indukujgcy dojrzewanie megakario-
cytow. W ostatnich latach wykazano, ze inhibitory kinaz
Src moga réowniez odgrywaé role terapeutyczng. | tak, na
przyktad, lek Dasatinib, podwaojny inhibitor kinaz Bcr-Abl/
Src, jest nie tylko inhibitorem kinazy Bcr/Abl, ale réwniez
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rodziny kinaz Src [32], Dasatinib jest wysoce aktywny i in-
dukuje hematologiczng oraz cytogenetyczng odpowiedz u
pacjentéw w kryzie blastycznej PBS. Do grupy podwojnych
inhibitorow Bcr-Abl/Src naleza réwniez Bosutinib (SKI-
606), INNO-406, PD166326, PD173955, PD180970, AP234664
oraz AZD0530, ktérych zastosowanie zaré6wno w leczeniu
zespotdw mieloproliferacyjnych, jak i innych choréb nowo-
tworowych jest w fazie badan klinicznych [26,33].
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ABSTACT

Src family protein tyrosine kinases play key roles in cell morphology, proliferation, motility, and survival in megakaryocytopoiesis. Six of Src
family kinases (Fyn, Lyn, Fgr, Hck, Src and Yes), are present in megakaryocytes (Mks). Src kinases are negative factors of megakaryocytopoi-
esis induced by thrombopoietin. The inhibitors of Src kinases might be useful as agents inducing maturation of Mks. The experiments with
inhibitors of Src kinases used in culture of Mk progenitors and potential megakaryocyte cell lines gave new information about the role of
Src kinases in the development of Mks. The pyrrolo-pyrimidyne reagents family and highly selective inhibitor, SU6656, are known and used
inhibitors of Src kinases. The presence of inhibitor in ex vivo culture of Mk progenitors blocks proliferation and simultaneously induces the
changes in cell morphology, phenotype and ploidy level, indicating the maturation of the cells. The inhibitors of Src kinases also might play
the therapeutic role. Dasatinib, dual Bcr-Abl/Src kinase inhibitor, is of high activity and induces hematologic and cytogenetic responses in

patients with chronic myelogenous leukaemia in blast crisis.
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Wykaz skrétéow: ATL (ang. alternative telomere
lengthening) — alternatywne wydtuzanie telo-
merow; hTERT (ang. human telomerase reverse
transcriptase) — podjednostka Kkatalityczna
telomerazy cztowieka o aktywnos$ci odwrot-
nej transkryptazy; hTR (ang. human telomerase
RNA) — podjednostka RNA telomerazy czto-
wieka; RISC (ang. KNA-induced silencing com-
plex) — kompleks wyciszajacy indukowany
przez RNA; shRNA (ang. short hairpin RNA)
—krotkie RNA o strukturze spinki do wtosow;
siRNA (ang. small interfering RNA) — krotkie
interferencyjne RNA; snoRNA (ang. small nuc-
leolar RNA) —mate jaderkowe RNA; TBP (ang.
telomerase binding proteins) — biatka wigzace
telomery; TEP1 (ang. human telomerase associa-
ted protein) — biatko zwigzane z telomeraza
cztowieka
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STRESZCZENIE

ekwencje telomerow to zlokalizowane na koficach chromosoméw, bogate w guanine po-

wtdrzenia, petnigce funkcje ochronne. Z kazdym podziatem komoérki ulegajag one skro-
ceniu, stanowigc tym samym swoisty zegar molekularny ograniczajacy liczbe podziatéw.
Telomerowe DNA moze jednak podlega¢ odbudowie przy udziale telomerazy (polimerazy
zaleznej od RNA), co zapewnia komérkom nieograniczony potencjat proliferacyjny. W ko-
mérkach nowotworowych wykazano znaczng aktywnos¢ telomerazy, przy czym w prawidto-
wych komérkach somatycznych jest ona niewykrywalna. Z tego wzgledu enzym ten stat sie
atrakcyjnym celem dla terapii przeciwnowotworowej. Obecnie najbardziej obiecujgcg meto-
da modulacji aktywnos$ci telomerazy jest interferencja RNA. W wielu badaniach, ukierun-
kowujac siRNA na rézne podjednostki telomerazy (najczesciej hTERT), udato sie uzyskac
znaczacy spadek syntezy i aktywnosci tego enzymu, a w rezultacie zahamowac proliferacje
komérek. Jak wykazano, jest to metoda zaréwno efektywna, jak i specyficzna, ale wyma-
gajaca jeszcze optymalizacji warunkow. Terapia z wykorzystaniem siRNA skierowanego
przeciwko genom kodujgacym elementy kompleksu telomerazy moze by¢ rodzajem terapii
wspomagajacej w leczeniu nowotworow.

WPROWADZENIE

Telomeraza, enzym odpowiedzialny za wydtuzanie telomerdw, zostata od-
kryta i opisana w 1985 roku u Tetrahymena thermophila. Podczas intensywnych
badan aktywnos$ci tego enzymu stwierdzono brak lub niewielki poziom jego
aktywnosci w wiekszosci prawidtowych komdrek cztowieka. Jak wykazano jed-
nak, niemal 90% komdrek nowotworowych charakteryzuje sie wysoka jej ak-
tywnos$cig. Wielokierunkowo$¢é badan nad funkcjg i mechanizmami dziatania
telomerazy caly czas sie poszerza i wynika z ogromnego znaczenia enzymu dla
przewidywania i przebiegu choréb nowotworowych. Ogromne nadzieje wigza-
ne sa z mozliwosciag kontroli ekspresji genu kodujgcego telomeraze i aktywnosci
telomerazy jako kluczowego czynnika dla rozwoju nowotwordw, w zwigzku z
czym wiele osrodkéw badawczych zajmuje sie problematyka regulacji aktyw-
nosci tego enzymu za posrednictwem mechanizmu interferencji RNA. Mimo
obiecujacych rezultatow Swiadczacych o mozliwosci regulacji ekspresji genu
i aktywnosci enzymu, nadal pozostaje wiele istotnych pytan i problemoéow do-
tyczacych doboru wiasciwego wektora, a takze sposobu dostarczenia i rodzaju
czasteczki siRNA do komoérki nowotworowej. Problem efektywnosci dziatania
siRNA dotyczy rowniez wyboru docelowej podjednostki kompleksu telomera-
zy, ktérej wyciszenie przyniostoby najsilniejszy i najbardziej specyficzny efekt,
co stanowi obecnie przedmiot intensywnych badan.

TELOMERY - MOLEKULARNA KLEPSYDRA

Pierwszych obserwacji telomeréw dokonali juz w latach trzydziestych nie-
zaleznie Muller i McClintock [1], Te dynamiczne struktury zlokalizowane na
koncach chromosoméw petnig kluczowa funkcje w utrzymaniu spojnosci ge-
nomu Eukaryota: zapobiegajg utracie informacji genetycznej w czasie replikacji
(problem replikacji konca), chronig chromosomy przed fuzjg, dziataniem egzo-
nukleaz oraz nieprawidtowg rekombinacja [1-3].

Telomery zbudowane sg z wielokrotnych (150-2000) powtdrzen motywow 5'-
TTAGGG-3', potgczonych z biatkami wigzgcymi telomery (TBP, ang. telomerase
bindingproteins) [1-6], Poczatkowo zaktadano, ze telomery majg budowe liniowa i
przyjmuja posta¢ dwuniciowej struktury z wystajacym, jednoniciowym koricem
3' bogatym w guanine [5]. Jak jednak wykazano podczas szczegdtowych badan
tych struktur, telomery posiadajg bardziej ztozong konformacje przestrzenna,
ukonstytuowang w postaci petli, odcinkéw jedno-, dwu- oraz wieloniciowych
czasteczek DNA [3]. Podstawowymi elementami struktury telomeréw sa: za-
chowana w ewolucji petla t oraz mniejsza petla D. Istotne znaczenie w procesie
formowania tych petli odgrywaja biatka z grupy TBP: TRF1 i TRF2 (ang. telome-
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re repemfactor 1 i telomere repeatfactor 2) [3,5,7,8]. Wiadomo
réwniez, iz w obrebie telomeréw wystepujg struktury czte-
roniciowe, tzw. tetrapleksy, powstajagce wskutek oddzia-
tywan czterech reszt guaninowych, tworzgcych tetrade-G,
czyli pcdstawowg jednostke tetrapleksow [9].

Gidwng przyczyna skracania telomerowego DNA jest
tzw. ,problem replikacji konca", opisany juz przez Jamesa
Watsom [5], Jak wykazano, podczas kazdego podziatu ko-
morki dochodzi do utraty sekwencji telomerowej o dtugosci
ok. 50-200 pz [10], co w rezultacie prowadzi do ogranicze-
nia liczby podziatéw komorki i jej starzenia [1,4,8]. Zwigzek
skracania telomeréw z procesem starzenia komérek po-
twierdzity badania u os6b z zespotem Wernera oraz Hut-
chinsona-Gilforda (formy progerii), u ktérych stwierdzono
znaczne skrocenie tych struktur [8], Jak wykazano, dtugosé
telomerdw dziata niczym wewnatrzkomérkowy zegar, kt6-
ry stancwi swoisty sygnat informujacy komérke o przekro-
czeniu przez nig krytycznej liczby podziatéw (limit Hay-
flick'a) 1,5,11], Wskutek skrdcenia telomeréw dochodzi do
zaburzenia ich struktury, co wynika z utraty mozliwosci
utworzenia petli t. Réwnocze$nie dochodzi tez do skrdcenia
kodujacej sekwencji DNA, zlokalizowanej w obrebie korca
chromosomu, co jest skutkiem utraty telomeréw. W konse-
kwencji dochodzi do licznych aberracji, a w konhcu do za-
trzymania podziatdw —komdrka wchodzi w faze spoczyn-
ku lub jest kierowana na droge apoptozy [2,4,5,8,12,13].

ZATRZYMAC ZEGAR

Niesmiertelnos¢, czyli mozliwo$é nieograniczonej liczby
podziatéw zapewnia komdrce nie tyle dtugos¢ telomeréw,
co ich stabilizacja na poziomie pozwalajagcym ochrone se-
kwencji kodujgcych DNA. W komdrkach nowotworowych
telomery zazwyczaj sg krotsze niz w komoérkach prawi-
dtowych, ale jednoczes$nie wysoka aktywno$¢ telomerazy
utrzymuje ich dtugo$¢ na statym poziomie, nie dopuszcza-
jac do utraty informacji zawartych w DNA iumozliwia dal-
sze podziaty komo6rkowe [2,7,14-16].

Telomeraza wykazuje aktywnosé RNA zaleznej polime-
razy DNA i posiada zdolno$¢ dobudowywania telomero-
wych powtdrzen, przez co przyczynia sie do utrzymania
dtugosci telomeréw. Moze ona takze tworzy¢ nowe zakon-
czenia ztamanych chromosomdw w procesie tzw. ,leczenia
chromosomoéw™ [1,16]. Wiekszos¢ prawidtowych komorek
cztowieka wykazuje bardzo niskg aktywnos$¢ telomerazy (z
wyjatkiem komdrek rozrodczych, macierzystych, aktywo-
wanych limfocytéw oraz komadrek krypt jelitowych). Jej wy-
soka aktywnos$¢ jest natomiast charakterystyczna dla okre-
su embrionalnego oraz dla komérek nowotworowych (ok.
90% z nich wykazuje aktywnos¢ telomerazy) [16-19], Wyka-
zano, ze pojawienie sie lub wzrost aktywnos$ci telomerazy
jest waznym, a nawet kluczowym etapem dla kontynuacji
podziatéw komaérkowych w procesie nowotworzenia [20],
Nalezy jednak zachowac¢ ostrozno$¢ w okreslaniu przyczy-
nowo-skutkowych zaleznosci miedzy aktywnos$cig telome-
razy a procesem nowotworowym, bowiem jej aktywnosé
wykazano zaré6wno w komérkach o tagodnych procesach
rozrostowych (przerost stercza, zapalny przerost tarczycy,
gruczolakowtdkniaki piersi), jak i w nowotworach ztosli-
wych [21], Aktywno$¢ telomerazy wzrasta bardzo wczesnie
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w nowotworach gruczotu piersiowego, gtowy i szyi, ptuc,
skory oraz watroby. Wzrost ten jednak nastepuje w sposéb
wtorny wzgledem procesu nowotworzenia. Zgodnie z tym
mechanizmem najpierw w wyniku inicjacji kancerogene-
zy komorka wchodzi w proces nowotworzenia, a dopiero
pézniej, pomimo uszkodzen w DNA, nie jest kierowana do
apoptozy, lecz wtdrnie przywracana jest aktywnos$¢ telo-
merazy. Aktywnos$¢ enzymu wzrasta z kolei p6zno w no-
wotworach jelita, tarczycy i trzustki. Stwierdzono réwniez,
ze pojawienie sie aktywno$ci telomerazy wskazuje jedynie
na potencjalne istnienie nowotworu i nie zawsze jest z nim
jednoznaczne [20], co wynika ze ztozonosci wieloczynniko-
wego procesu nowotworzenia. Z drugiej strony wykazano,
ze poziom ekspresji genu i aktywnos$ci telomerazy moze
wspotzaleze¢ od ekspresji onkogenow, ale takze moze przy-
czynia¢ sie do hamowania ekspresji gendw supresorowych,
indukujgc proces nowotworowy w komédrkach nabtonko-
wych i fibroblastach [16]. Biorac pod uwage rezultaty do-
tychczasowych badan, stuszne wydaje sie wiec przyjecie
tezy, ze telomeraza moze by¢ postrzegana jako marker pro-
liferacji, ale i samego procesu nowotworzenia [21],

Wykazano, ze istnieje alternatywny mechanizm wydtu-
zania telomeréw, w ktérym nie uczestniczy telomeraza
[3,5]. Cho¢ wykazano niskg aktywnos$¢ telomerazy w nie-
ktérych prawidtowych komérkach somatycznych, sugeruje
sie funkcjonowanie w tych komérkach mechanizmu ATL
(ang. alternative telomere lengthening). Poznanie tych dwéch
mechanizméw iich zréznicowania moze stac¢ sie podstawg
do indywidualizacji rodzaju terapii oraz do prognozowa-
nia.

BUDOWA TELOMERAZY

Telomeraza jest kompleksem rybonukleoproteinowym,
w ktorego sktad wchodza: podjednostka katalityczna o
aktywnosci odwrotnej transkryptazy (hTERT; ang. human
telomerase reverse transcriptase), czasteczka RNA (hTR, ang.
human telomerase RNA), kt6ra stanowi matryce dla wydtuza-
nia jednoniciowego fragmentu telomeru oraz biatka pomoc-
nicze (Ryc. 1) [16,18,22].

Rycina 1. Model budowy kompleksu telomerazy. Telomeraza jest ztozonym
kompleksem enzymatycznym, w ktérego sktad wchodzi zar6wno biatko petnia-
ce funkcje katalityczng (hTERT), jak i biatka pomocnicze (NOP10, GAR1, NHP2,
TEP1, HSP90, p23,dyskeryna) oraz czasteczka RNA (hTR), ktdra zawiera sekwen-
cje komplementarng do sekwencji telomeru (objasnienia skr6téw i funkcji czaste-
czek w tekscie i w Tabeli 1).
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Tabela 1. Biatka zasocjowane z telomerazg i wymieniane najczesciej jako wchodzace w sktad stabilnego kompleksu telomerazy. Kompleks telomerazy do petnej aktywno-
$ci wymaga szeregu podjednostek, ktérych funkcja nadal nie zostata do korica poznana (szczeg6towy opis podjednostek w tekscie).

Biatko Chromosom Funkcja Podjednostka zasocjowana

TEP1 14qll.2 strukturalne, formowanie kompleksu (?) hTR, hTERT

p23 12 biatko opiekuncze, formowanie kompleksu hTERT

Hsp90 1921.2-922 biatko opiekuricze, formowanie kompleksu hTERT

Dyskeryna Xq28 dojrzewanie i formowanie kompleksu, hTR
stabilizacja, lokalizacja

hGARI 4q dojrzewanie i formowanie kompleksu, hTR
stabilizacja, lokalizacja

hNOPIO 15 nieznana hTR

hNHP2 5 dojrzewanie i formowanie kompleksu, hTR
stabilizacja, lokalizacja

L22 3926 lokalizacja, dojrzewanie hTR hTR

Podjednostka katalityczna hTERT zostata po raz
pierwszy wyizolowana i zidentyfikowana jako biatko
p23 w Euplotes aediculatus [23]. Jest ona kodowana przez
gen zlokalizowany na krotkim ramieniu chromoso-
mu 5 (5pl5.33), zawierajagcy 16 eksondéw i 15 intronow
[24], Promotor tego genu oddziatuje miedzy innymi z
onkogenem myc, receptorami estrogenowymi i proge-
steronowymi [1,25]. Istotny wpityw na poziom aktyw-
nosci telomerazy ma proces obrébki potranskrypcyjnej
mRNA dla podjednostki hTERT. Wykazano, ze rézne
warianty alternatywnego skiadania mRNA wystepujg
w komorkach prawidtowych i nowotworowych, przy
czym, jak zaobserwowano, w tkance nigdy nie wystepu-
je tylko jeden z wariantow, ale przynajmniej kilka [18].
Podjednostka katalityczna zawiera w swoim regionie
C-koncowym motyw odwrotnej transkryptazy, zacho-
wany w toku ewolucji, podobnie jak zlokalizowane w
N-koncowym fragmencie domeny funkcjonalne. Frag-
ment N-koncowy zawiera takze tzw. domene T [7,26,27].
Ekspresja genu kodujgcego hTERT jest wysoce zalezna
od aktywnosci telomerazy [18] ijest obnizona w komor-
kach prawidtowych oraz podwyzszona w komdrkach
nowotworowych [16], sugerujac istotng role tej podjed-
nostki w regulacji aktywnos$ci enzymu.

Jak wykazano, obecno$¢ telomerazowego RNA obser-
wuje sie w tkankach cztowieka niezaleznie od aktywno-
sci kompleksu telomerazy [16,18]. Czasteczka ta kodo-
wana jest przez gen zlokalizowany na dtugim ramieniu
chromosomu 3 (3926.3). Dojrzaty transkrypt zbudowa-
ny jest z 451 nukleotydéw, natomiast obszar stuzacy
jako matryca dla odbudowy telomerow ztozony jest z 11
nukleotydéw [7,16], Podjednostka hTR posiada dobrze
zachowang w ewolucji strukture drugorzedowg [16,28].
Koniec 3' zawiera kasete H/ACA odpowiedzialng za
prawidtowe formowanie, dziatanie oraz stabilno$¢ kom-
pleksu. Z kolei w regionie konca 5' znajduje sie domena
matrycowa oraz sze$cionukleotydowe, bogate w resz-
ty uracylu odcinki odpowiedzialne za oddziatywanie
z biatkami Cl i C2 z grupy hnRNPs (ang. heterogeneous
nuclear ribonucleoproteins) [8,16,28]. Wielu badaczy do-
nosi o mozliwo$ci zastosowania podjednostki hTR jako
markera choréb nowotworowych, m. in. uktadu krwio-
twdrczego, tkanki nerwowej, czerniaka skdry czy raka
endometrium [29].
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BIALKA TOWARZYSZACE

Biorgc pod uwage aktywnos$¢ telomerazy ztozonej z pod-
jednostek hTERT i hTR in vitro, zaktadano, ze te dwie skta-
dowe zapewniajg funkcjonowanie enzymu. Jak jednak wy-
kazano, w warunkach in vivo telomeraza jest kompleksem
ztozonym z wielu podjednostek (Tab. 1), w ktérego skiad
wchodzi szereg biatek zasocjowanych z czasteczkami hTR
i/lub hTERT, koniecznych do funkcjonowania enzymu w
komorce [1,16]. Najczesciej, jako najsilniej zwigzane z telo-
merazg i petnigce najbardziej istotng funkcje, wymieniane
sg biatka TEP1, p23, FIsp90 oraz dyskeryna [16,30].

Zbudowana z 2629 reszt aminokwasowych, podjednost-
ka TEP1 (ang. human telomerase associated protein) jest homo-
logiem biatka p80 zidentyfikowanego w Tetrahymena termo-
phila, zasocjowana z telomerazowym RNA oraz hTERT. Na
jej aminowym koncu zlokalizowany jest region (900 reszt
aminokwasowych) homologiczny z biatkiem p80, odpo-
wiedzialny za oddziatywanie z RNA, natomiast na koncu
karboksylowym zidentyfikowano powtérzenia WD40, mo-
tyw zaangazowany w oddziatywania miedzy czasteczkami
biatek [16]. Wykazano, ze ekspresja genu kodujacego TEP1
wzrasta w aktywowanych limfocytach T ijest zwigzana z
aktywnos$cig telomerazy w komérkach nowotworowych
[21], Mechanizm dziatania TEP1 nie zostal jeszcze do konca
poznany, a jego rola nie jest jasna. Przypuszcza sig, iz moze
ono petni¢ funkcje strukturalne w kompleksie telomerazy,
bra¢ udziat w jego formowaniu lub by¢ zaangazowane w
proces progresji nowotworu [30].

Biatka p23 i Hsp90 (z rodziny biatek szoku cieplnego),
nalezace do grupy biatek opiekunczych, sa niezbednym
sktadnikiem kompleksu, a ich brak uniemozliwia funkcjo-
nowanie telomerazy [1]. Jak wykazano, biatka te w stabilny
spos6b oddziatuja z podjednostka katalityczng, wptywajac
na prawidtowe formowanie enzymu i jego konformacje
przestrzenng [16,31].

Kolejna podjednostka kompleksu, dyskeryna (NAP57)
nalezy do biatek wigzacych snoRNA (mate jaderkowe RNA,;
ang. small nucleolar RNA) ijest zwigzana z RNA telomerazy.
Biatko to oddziatuje z regionem H/ ACA czasteczki hTR. Su-
geruje sie jej udziat w formowaniu, dojrzewaniu, stabilizacji
i lokalizacji hTR [16,30,32], jakkolwiek rola ta nie zostata w
petni potwierdzona.
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ZATRZYMAC TELOMERAZE

Regulacja aktywnos$ci telomerazy jest procesem ztozo-
nym, obejmujagcym kontrole transkrypcji, alternatywne
sktadanie RNA, modyfikacje potranslacyjne oraz szereg
czynnikdw wptywajacych na dziatanie enzymu zaréwno
hamujace, jak i pobudzajgce [18]. Mimo ze dziatanie mecha-
nizmoéw regulujacych aktywnos$¢ telomerazy nie jest jeszcze
do konica poznane, wiadomo, ze wzrasta ona w wyniku po-
budzenia kinazy biatkowej C. Na podwyzszenie aktywno-
§ci enzymu wptywa réwniez obecnos$¢ antygenéw aktywu-
jacych limfocyty T, estrogendw, zwigkszonej ekspresji genu
c-myc, czynnika wzrostu naskérka, promieniowania y oraz
wielu karcynogendw chemicznych. Z kolei wzrost stezenia
wapnia w komérce i metylacja promotora hTERT obniza ak-
tywnos$¢ telomerazy [7], co sugeruje udziat czynnikéw epi-
genetycznych w procesie regulacji ekspresji tego enzymu.

Wkrétce po odkryciu telomerazy i okresleniu jej znacze-
nia, podjeto préby wykorzystania tej wiedzy w terapii prze-
ciwnowotworowej. Zapoczatkowato to szereg badan maja-
cych na celu zahamowanie aktywnosci enzymu i w wyniku
skrdcenia telomerdw kierowanie komdrek nowotworowych
na droge starzenia i apoptozy. Obecnie, dynamicznie i obie-
cujaco rozwijajg sie badania nad immunoterapig skierowa-
na przeciwko telomerazie, ktdre osiggnety w niektdrych
wypadkach I, Il, a nawet Il faze badan klinicznych. Sukce-
sy w tej dziedzinie opieraja sie gtéwnie na wykorzystaniu
peptydow homologicznych z podjednostkg hTERT [5,33],
Istnieje takze mozliwo$¢ blokowania aktywnos$ci telome-
razy poprzez bezpos$rednie zastosowanie chemicznych in-
hibitorow. Prowadzone sg badania nad réznymi, gtdwnie
matoczasteczkowymi, zwigzkami chemicznymi, ktdre majg
selektywnie hamowac¢ telomeraze (np. grupa inhibitorow

BIBR) lub jej podjednostke hTERT [34-36], Szereg prac przy-
nosi rowniez informacje na temat stabilizacji kwadruplek-
séw z zastosowaniem matych czgsteczek whudowujgcych
sie w struktury G-tetrapleksoéw i hamujgcych przytgczanie
telomerazy, a przez to odbudowe telomerow [5,37,38], Ak-
tywnosc¢ telomerazy moze by¢ takze redukowana przez inne
zwiazki wbudowujace sie w struktury DNA telomerowego,
takie jak AZT [5,38]. Mozliwe jest rowniez zablokowanie
dostepu telomerazy do telomeréw, np. poprzez zastosowa-
nie inhibitorow tankyrazyl [5,39].

Jednak najwieksze nadzieje wigze sie z metodami, ktére
bezposrednio ingerujgw genom komérek nowotworowych,
powodujac wyciszenie ekspresji genu, aw konsekwencji in-
aktywacje telomerazy. Jedng z pierwszych metod byto za-
stosowanie oligonukleotydéw antysensownych (10-20nt),
komplementarnych do czasteczek mRNA, odpowiedzial-
nych za aktywacje RNazy H lub hamowanie translacji po-
przez zablokowanie rozpoznania mRNA przez rybosom.
Ze wzgledu na toksyczno$¢ komdrkowg oraz niespecyficz-
ne wigzanie endogennych biatek przez oligonukleotydy,
metoda ta nie znalazta szerszego zastosowania [40,41],
mimo ze czes¢ wynikdw byta bardzo obiecujgca. Stwier-
dzono np., ze zastosowanie oligonukleotydéw antysen-
sownych skierowanych przeciwko hTR hamuje aktywnos¢
telomerazy i zmniejsza dawke promieniowania konieczne-
go do skutecznej radioterapii [42], Duze nadzieje wigze sie
tez z zastosowaniem modyfikowanych oligonukleotydéw
antysensownych, ktore nie wywotujg tylu skutkéw ubocz-
nych, a ich dostarczenie do komorki jest mniej ktopotliwe
[5], Nieco po6zniej rozpoczeto badania nad rybozymami,
katalitycznymi czgsteczkami RNA swoiscie hydrolizujacy-
mi mRNA iuniemozliwiajagcymi synteze biatka [41], Rybo-
zymy wymagajg jednak uzycia relatywnie duzych stezen,
a ich zastosowanie obarczone jest wysokim
ryzykiem niespecyficznego dziatania [40].
Niemniej jednak zaobserwowano m. in., Ze
degradacja podjednostki hTR w komoérkach
raka piersi wywotata spadek aktywnosci te-
lomerazy iindukcje apoptozy [5], Jako szanse
dla terapii genowej uznaje sie tez zastosowa-
nie gendéw samobojczych lub genéw wirusow
odpowiedzialnych za cykl lityczny komorki
zwtaszcza w potgczeniu z promotorem genu
hTERT, ktéry wykazuje wysokg aktywno$¢ w
komérkach nowotworowych [5].

MECHANIZM DZIAELANIA siRNA

Wiele badan poréwnawczych dowiodto,
ze siRNA znacznie skuteczniej hamuje eks-
presje gendw niz ma to miejsce w przypadku
oligonukleotydéw antysensownych czy rybo-
zymow [40]. W ostatnich latach metoda inter-
ferencji wzbudza coraz wieksze zaintereso-
wanie takze wsrod naukowcéw pracujgcych

Ograniczenie liczby
podzialéw komérkowych

nad blokowaniem telomerazy. Zwraca sie
uwage na wysoka specyficznos$é i wydajnosé

Rycina 2. Schemat blokowania aktywnos$ci telomerazy poprzez zastosowanie interferencji RNA.
Transfekcja komorki nowotworowej siRNA (a), formowanie kompleksu RISC w komérce (b), od-
nalezienie komplementarnej sekwencji w obrebie mRNA podjednostki telomerazy (c), degradacja

mRNA (d).
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tej metody [40,43]. Wykorzystuje sie w niej
naturalny proces wyciszania ekspresji genéw
zalezny od dwuniciowego RNA, petnigcego
funkcje swoistego straznika genéw (Ryc. 2).
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Czasteczki siRNA to krotkie 21-23 nukleotydowe fragmen-
ty, posiadajgce na koncu 3' niesparowane nukleotydy oraz
grupe fosforanowg na koricu 5' [40-44], Dwuniciowe RNA
(shRNA, ang. short hairpin RNA) po dostaniu sie do komor-
ki ulega degradacji do postaci SiRNA pod wptywem dzia-
tania enzymu zwanego Dicer. Enzym ten posiada dwie do-
meny o aktywnosci RNazylll, domene PAZ, domeneg heli-
kazy oraz domene wigzacg dsRNA [40,43-46], W kolejnym
etapie dochodzi do procesu formowania kompleksu wyci-
szajacego RISC (ang. RNA-induced silencing complex), pod-
czas ktérego siRNA ulega rozpleceniu [43], O tym, ktora z
nici SiRNA zostanie zwigzana z RISC decyduje jej struktu-
ra i sekwencja nukleotydéw [40], W sktad kompleksu RISC
wchodzg biatka z rodziny Agronaute, biatka wigzace dsR-
NA oraz biatka o aktywnosci helikaz i nukleaz. Po rozpo-
znaniu przez siRNA komplementarnej sekwencji mRNA,
endonukleaza Ago2 (rodzina Argonaute) rozcina mRNA
w $rodkowej czesci sekwencji komplementarnej do siRNA.
W konsekwencji dochodzi do nukleolitycznej degradacji
docelowego mRNA [40,43,44]. Czasteczki siRNA moga
by¢ wprowadzane do komoérki z zastosowaniem wekto-
row wirusowych, plazmidéw, liposomdw czy tez elektro-
poracji. Opracowywane s3 takze metody wykorzystujgce
biatka zdolne do przenoszenia makromolekut przez btony
komérkowe, w tym m. in. nanoczasteczki, immunosomy
i przeciwciata [40,41]. Ekspresja dSRNA w komdrce moze
by¢ takze wywotana poprzez synteze dwoch komplemen-
tarnych nici lub sekwencji o strukturze spinki do wtosow
(shRNA), gdzie dwie komplementarne nici sg potgczone
petla zawierajacg 3-9 nukleotydéw. Wykorzystuje sie w
tym celu odpowiednie wektory ekspresyjne (plazmidowe
lub wirusowe) [41].

SiRNA PRZECIW TELOMERAZIE

CEL I - hTERT mRNA

W badaniach najczesciej probe zahamowania aktywnosci
telomerazy podejmuje sie na drodze wyciszenia podjednost-
ki hTERT. Skuteczno$¢ takiego postepowania potwierdzo-
no w szeregu badan prowadzonych np. z wykorzystaniem
komdérek raka prostaty PC3 i DU145 (obnizenie aktywnosci
telomerazy odpowiednio o 80% i 55%). Wykazano, ze zasto-
sowanie czasteczek siRNA skierowanych przeciwko mRNA
kodujgcemu te podjednostke prowadzito do redukcji jego
poziomu, a w konsekwencji —do obnizenia poziomu ilosci
produktu biatkowego kodowanego przez ten gen. W rezul-
tacie obserwowano znaczne zahamowanie wzrostu komo-
rek w ciggu Kilku dni [47], Podobnie zahamowanie wzrostu
komdrek po zastosowaniu siRNA przeciwko hTERT obser-
wowano w komoérkach HT29 [48]. W innych badaniach prze-
prowadzonych na komérkach raka szyjki macicy (HelLa)
transfekowanych za pomocg plazmidu zawierajgcego siR-
NA skierowanego przeciwko hTERT, wykazano spadek
poziomu mRNA, produkcji biatka i zmniejszenie aktywno-
Sci telomerazy, jakkolwiek nie zaobserwowano zmian we
wzroscie komérek [49], Wykazano rowniez, ze w komor-
kach HelLa wyciszenie podjednostki hTERT powodowato
zaréwno zahamowanie proliferacji komorek, jak i zwieksze-
nie wrazliwosci komorek na radioterapie i zasugerowano,
ze transfekcja siRNA potencjalnie moze by¢ stosowana jako
terapia wspomagajaca [50]. Z kolei w badaniach komérek
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nowotworowych zotgdka (SGC7901), transfekowanych za
pomoca wektora pU6-hTERT-siRNAs specyficznym siRNA,
wykazano statg jego ekspresje, a w efekcie znaczace wyci-
szenie podjednostki hTERT [51]. Podobne wyniki osiagnie-
to w badaniach na komdérkach watroby SMMC-7721, gdzie
interferencja RNA skierowana przeciw hTERT wywotywata
spadek poziomu mRNA iekspresji genu kodujgcego hTERT
oraz dodatkowo zahamowanie proliferacji komoérek w spo-
séb zalezny od stezenia siRNA [52]. W tym samym o$rodku
potwierdzono skutecznos¢ interferencji RNA, tym razem z
zastosowaniem siRNA w komorkach nowotworowych pe-
cherza moczowego (T24). W badaniach wykazano obnize-
nie poziomu mRNA podjednostki hTERT (z 99,4 do 53,1%),
produkcji biatka (z 86,3 do 46,6%) oraz zredukowano wzrost
komdrek o 37,5% [53]. Analogiczne rezultaty przyniosty ba-
dania na komoérkach raka pecherza (T24), gdzie transfekcja
wektorem ph2-shRNA wywotata spadek aktywnosci telo-
merazy oraz hamowata wzrost nowotworu [54], Podobnie
w komorkach raka krtani (Hep2) odnotowano znaczacy
spadek aktywnosci telomerazy, ekspresji genu kodujgcego
hTERT, proliferacji i wzrostu komérek po uprzedniej trans-
fekcji plazmidem niosgcym odpowiednio shRNA, pshR-
NA1 i pshRNA2 [55]. Jak wykazano, w komoérkach SEG-1
zastosowanie siRNA przeciwko réznym regionom hTERT
mRNA, spowodowato obnizenie produkcji podjednostki
telomerazy o 95%, znaczny spadek aktywnos$ci enzymu w
poréwnaniu do kontroli (o ok. 77% po 1 dniu i catkowite jej
zablokowanie po 3 dniach), zahamowanie wzrostu komo-
rek po 28 dniach (77-85% w pordéwnaniu do kontroli), in-
dukcje starzenia, skrécenie telomerdw, a w efekcie apopto-
ze. Dodatkowo, w transfekowanych komérkach wykazano
zmiane profilu ekspresji gendw uczestniczgcych w regulacji
cyklu komorkowego (p21, pl6, GADDA45), apoptozy (FasL,
Fas, CARDY, kaspazy 3, 7 i 9), naprawy uszkodzen DNA
(HR23B, p53, p63, p73, E2F1, MDM2) oraz wielu innych, w
sumie ok. 600 genow [56].

Badania przeprowadzone nakomorkach glejaka (U87MG)
z zastosowaniem lentiwirusa w celu transdukcji siRNA do-
prowadzity do obnizenia ekspresji genu kodujagcego hTERT
oraz aktywno$ci telomerazy (analiza TRAP) do pozioméw
bliskich dolnej granicy detekcji. Jednoczesnie nie wykazano
zmian w przebiegu cyklu komoérkowego, wzroscie komorek
czy dtugosci telomeréw. Zaobserwowano jednak, ze aplika-
cja wektorow zawierajacych specyficzne siRNA powodo-
wata zahamowanie wzrostu komorek glejaka in vivo. Co
wiecej, zauwazono, ze zahamowanie rozwoju komorek na-
stepuje w okresie, kiedy zmiany dtugosci telomeréw sg nie-
wykrywalne. Spostrzezenie to moze sugerowac, iz wycisze-
nie genu kodujgcego hTERT powoduje zahamowanie roz-
woju glejaka niezaleznie od diugosci telomerow, a wptyw
ten jest widoczny przed wystapieniem skutkow w postaci
ich skrocenia [57], Brak skrdcenia telomeréw odnotowano
takze w badaniach prowadzonych na liniach komoérkowych
raka prostaty PC-3 i DU134 [47], Z kolei w badaniach na linii
HT29 (komérki kanalikowego gruczolakoraka odbytnicy),
po transfekcji plazmidem posiadajagcym zdolnos$¢ ekspresji
w komdrkach eukariotycznych, zawierajagcym czasteczki
shRNA, wykazano zaréwno spadek produkcji hTERT i za-
blokowanie aktywnosci telomerazy, jak i dramatyczne skro-
cenie dtugosci telomeréw. W rezultacie obserwowano zaha-
mowanie wzrostu i proliferacji komorek [48], Kluczowym
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czynnikiem okazato sie kryterium czasu, gdyz, jak zaobser-
wowano, skrocenie telomerdw nie jest wykrywalne w kilka
dni po transfekcji, a dopiero po uptywie tygodni lub mie-
siecy (w zaleznosci od linii komérkowej). Wykazano, ze w
komdrkach SEG-1 znaczace skrocenie telomerdw nastgpito
po 3 tygodniach od transfekcji [56], Nalezy wiec zachowa¢
ostroznos$¢ w interpretacji wynikéw badania zawartosci te-
lomerowego DNA i stosowaniu oceny dtugosci telomeréw
jako wyktadnika skutecznosci interferencji. Tym bardziej
biorgc pod uwage istnienie alternatywnych dla telomerazy
mechanizméw wydtuzania telomerow. Jak udowodniono,
na podstawie przeprowadzonej w komadrkach HelLa inter-
ferencji, mozliwe jest dtugoterminowe ttumienie ekspre-
sji genu kodujacego telomeraze poprzez wywotanie statej
ekspresji ShRNA w komorkach. Skutkiem tych zabiegow
okazat sie by¢ spadek produkcji hTERT, znaczne skrécenie
telomerdéw, ostabienie wzrostu komérek oraz wywotanie
starzenia komorkowego i apoptozy [58],

WPLYW WYCISZENIA EKSPRESJI GENU
KODUJACEGO hTERT NA CYKL KOMORKOWY

Skuteczno$¢ wyciszenia ekspresji gendw kodujgcych
podjednostki telomerazy mierzona jest efektywnos$cig zaha-
mowania wzrostu komorek nowotworowych. Ocena cyklu
komaérkowego w komoérkach SMMC-7721 transfekowanych
specyficznym siRNA wykazata wzrost ilosci komérek w fa-
zie GO/G1 oraz spadek liczby komoérek w fazie S [53], Po-
dobnie, stwierdzono spadek liczebnosci komérek w fazie S
oraz wzrost iloSci komorek w fazie GO/G1 w komorkach
T24 w wyniku indukcji interferencji specyficznym siRNA
[54], Jak wykazano w badaniach Zhang i wsp. [59] wzrost
komorek raka watroby HepG2 i SMMC-7721 poddanych
transfekcji zrekombinowanym plazmidem (p-Silencer 3.1-
H1 neo-shTERT) ulegt zahamowaniu w fazie G2/M. Za-
obserwowano rédwniez wzrost ilosci komorek w stadium
apoptozy, a takze wzrost odsetka komdrek wykazujgcych
cechy starzenia replikacyjnego w poréwnaniu z komdrka-
mi kontrolnymi. Co wiecej wykazano, iz siRNA zwieksza
apoptoze wywotang przez TRAIL (czynnik martwicy no-
wotworu indukujacy apoptoze) [59], Z kolei w komdrkach
SEG-1 (gruczolakorak Barett'a) apoptoze wykazano w 86%
komérek transfekowanych specyficznym siRNA [56]. Co
ciekawe, w badaniach komérek ptaskonabtonkowego raka
jamy ustnej KB wykazano, ze transfekcja siRNA powoduje
zmniejszenie ekspresji genu na poziomie mRNA, jak i ob-
nizenie syntezy biatka, a co za tym idzie — obnizenie ak-
tywnosci telomerazy. Efekt ten utrzymywat sie przez 48h,
a proliferacja komorek malata po 48h do 30%. Poziom ten
utrzymywat sie do 120h i byt efektem zahamowania cyklu
komérkowego na poziomie przejScia faz G1 i S. Nie obser-
wowano natomiast wzrostu liczby komoérek apoptotycz-
nych [60]. Znaczne zwiekszenie liczebnosci komdrek w sta-
dium apoptozy odnotowano z kolei w komérkach watroby
HCCM3 poddanych transfekcji siRNA przeciw hTERT w
poréownaniu do préby kontrolnej. Zaobserwowano réwniez
spadek aktywnosci telomerazy (o 76% w poréwnaniu do
kontroli) oraz syntezy hTERT [61]. Podobnie, apoptoza zo-
stata wywotana przez shRNA skierowane przeciw hTERT w
komérkach Hep-2 w dwéch badaniach tego samego zespotu
[55,62], Jak wykazano, wskaznik apoptozy zalezat od regio-
nu oddziatywania shRNA. | tak np. w jednej z prac wyka-
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zano, iz po 24h ekspozycji na shRNAI wskaznik apoptozy
wyniost 32,3%, a po 48h 34,5%, z kolei ShARNA2 (skierowa-
ne przeciwko innemu regionowi hTERT) wywotato wzrost
liczby komorek apoptotycznych do wartosci 29,2% i 30,1%
(odpowiednio czasy inkubacji 24 i 48h) [62],

CEL Il - hTR

Drugg podjednostka, przeciw ktorej najczesciej kierowa-
ne jest sSiRNA, jest podjednostkg hTR. Badania takie prowa-
dzone byty, m. in., z wykorzystaniem komérek Hela, gdzie
za pomocg adenowirusa transfekowano komérki siRNA
pod kontrolg promotora U6, uzyskujagc znamienng reduk-
cje poziomu mRNA hTR (79,21%) oraz aktywnos$ci enzymu
(58,87%) [63], Osiagniete efekty sugeruja, ze podjednostka
hTR réwniez moze by¢ dogodnym celem dla skutecznej in-
terferencji RNA. Niektore badania sugerujg nawet, iz blo-
kowanie ekspresji genu kodujacego hTR jest skuteczniejsze
od hamowania genu kodujagcego hTERT [64], Z kolei w
komoérkach nowotworowych nerki (HRCCs) wykazano, ze
zaréwno hTR, jak i hTERT sg réwnie skutecznym celem dla
SiRNA. Zaobserwowano znaczgcy spadek poziomu mRNA
obu podjednostek, co prowadzito do obnizenia aktywnosci
telomerazy (do33% dla hTR i 35% dla hTERT) oraz zahamo-
wania proliferacji, a w rezultacie kohcowym do — indukcji
apoptozy w sposéb zalezny od stezenia siRNA. Jednoczesne
zastosowanie siRNA dla hTR i hTERT nie zwigkszato jednak
efektu wywieranego przez poszczeg6lne siRNA podawane
osobno [65]. W badaniach prowadzonych przez Kosciotek
i wsp., w ktorych stosowano siRNA skierowane przeciw-
ko hTR lub hTERT w szeregu komorek nowotworowych
(HCT15, HeLa, NCIH23, A4311, CCL, HT1080), zaobserwo-
wano zahamowanie aktywnos$ci telomerazy w zaleznosci
od stezenia zastosowanego SiRNA. Spadek aktywnosci w
komoérkach miesakéw trwat krocej niz w pozostatych li-
niach, ale zarédwno hTR, jak i hnTERT uznano za dogodny cel
dla wyciszania telomerazy za pomoca siRNA. Skuteczno$é
interferencji i wyciszania RNA telomerazy potwierdzono,
stosujac struktury shRNA w celu oceny dtugoterminowych
efektow. Zaobserwowano takze, iz powyzej pewnych gra-
nicznych stezen wzrost ilosci stosowanego siRNA, jak row-
niez powtarzanie dawek nie powodowalo wzmocnienia
efektu. Mimo ze wielu badaczy wykazuje wieksza skutecz-
no$¢ hamowania hTR, sugeruje sie, ze wyciszenie podjed-
nostki hTERT daje lepsze wyniki ze wzgledu na wiekszg
specyficznos¢ i efektywno$¢ hamowania aktywnosci telo-
merazy. Jak wykazano, podjednostkg hTR wystepuje takze
w komérkach prawidtowych, co zmniejsza specyfike terapii
kierowanej przeciw tej podjednostce w odniesieniu do ko-
moérek prawidtowych [48].

WPLYW WYCISZENIA GENU KODUJACEGO
hTR NA CYKL KOMORKOWY

Jak wykazano, w komoérkach raka nerki HRCCs trans-
fekcja siRNA skierowanym przeciwko podjednostce hTR
prowadzita do indukcji apoptozy. Proces ten zaobserwowa-
no w 39% komorek w poréwnaniu z 10% komorek apop-
totycznych w obrebie kontroli. Wykazano takze zmniejsze-
nie ilosci komérek wykazujgcych aktywnos$¢ proliferacyjna
0 63% [65], Podobnie, stwierdzono indukcje apoptozy w
przypadku interferencji RNA w komérkach HelLa gdzie
wykazano takze zahamowanie wzrostu guza (in vivo) [63],
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Przeprowadzono takze badania, w ktérych, poza skuteczna
interferencja RNA skierowang przeciw hTR, prowadzacg
do obnizenia ekspresji kodujgcego ja genu, zahamowania
aktywnosci telomerazy i wzrostu komérek oraz skierowa-
nia komdrek na droge apoptozy, wykazano réwniez syner-
gistyczne dziatanie siRNA z zastosowaniem zmutowanego
RNA telomery. W komorkach, w ktérych wczesniej przy
uzyciu lentiwirusa wywotano nadmierng ekspresje zmuto-
wanego genu kodujgcego hTR, siRNA ukierunkowane na
forme dzika wzmagato proces apoptozy i szybko ostabiato
wzrost komadrek [17].

INNE SKEADNIKI KOMPLEKSU JAKO CEL DLA siRNA

W badaniach nad zahamowaniem ekspresji i aktywnosci
telomerazy podjeto takze proby zahamowania ekspresji po-
szczegO6lnych podjednostek kompleksu. Celem terapii staty
sie réwniez czasteczki Hsp90 zardwno izoforma a, jaki @W
wyniku uzyskania stabilnej ekspresji SiRNA w komadrkach,
zaobserwowano znaczne obnizenie produkcji Hsp90. Nie
zaobserwowano natomiast zmian proliferacji i aktywnosci
telomerazy w poréwnaniu z kontrolg. Jednakze zahamo-
wanie Hsp90 wywotato skrécenie telomeréw, a wyniki te
moga sugerowac, ze by¢ moze Hsp90 jest nie tyle niezbedne
do funkcjonowania kompleksu telomerazy, ile do wydtuza-
nia telomeréw [66],

PODSUMOWANIE

Identyfikacja i poznanie zjawiska interferencji RNA przy-
czynito sie do poznania i opracowania nowych metod re-
gulacji ekspresji gendw. Sposob ich przeprowadzenia i wy-
korzystania determinowany jest przez takie czynniki, jak
trwato$¢ wyciszenia genu docelowego oraz tatwosc i efek-
tywnos¢ dostarczenia siRNA do docelowej komorki/tkanki
z réwnoczesnym zachowaniem aktywnos$ci czasteczki, a
takze brakiem wystepowania efektow ubocznych. Koncep-
cja wyciszania gendéw z zastosowaniem siRNA data pod-
waliny licznym badaniom, w tym takze nad efektywnym
sposobem blokowania ekspresji genu kodujgcego telomera-
ze i aktywnosci tego biatka w komérkach nowotworowych.
Podjednostka, przeciw ktdrej najczesciej kierowane jest spe-
cyficzne siRNA, jest podjednostka katalityczna enzymu. W
dotychczas przeprowadzonych badaniach istniejg jednak
pewne rozhieznosci dotyczgce wiedzy o skutecznosci elimi-
nacji aktywnosci telomerazy za pomocg transfekcji komaérek
roznymi czasteczkami siRNA.

Kompleks telomerazy jest ztozony z wielu podjednostek,
ale jak dotad nie udato sie udzieli¢ odpowiedzi na pytanie,
wyciszenie ktérej podjednostki za pomocg siRNA bedzie
najbardziej efektywne. Jak sie sugeruje skuteczno$¢ takie-
go wyciszania moze by¢ w duzym stopniu uzalezniona od
rodzaju badanych komorek. Jak wykazano w licznych ba-
daniach in vitro, mozliwos$¢ regulacji aktywnosci telomerazy
wydaje sie by¢ jednym ze sposobow zwalczania komorek
nowotworowych, jakkolwiek podwyzszona aktywnos$¢ te-
lomerazy w komorkach nowotworowych, cho¢ rozpozna-
wana jako cecha wysoce swoista, moze charakteryzowac
rowniez niektére komarki prawidtowe [16-19], W strategie
poszukiwania takiego sposobu doskonale wpisuje sie pro-
ba zastosowania siRNA do zablokowania ekspresji genow
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kodujacych sktadniki kompleksu enzymatycznego telome-
razy, a w efekcie koncowym — do zahamowania jej ak-
tywnosci. Jak wykazano, jest to metoda zaréwno efektyw-
na, jak i specyficzna, ale wymagajgca jeszcze optymalizacji
warunkéw, podwyzszenia specyficzno$ci odpowiedzi, ale i
trwatosci efektu bez rdwnoczesnego wystgpienia skutkow
ubocznych. Wykazano istotne znaczenie metody w warun-
kach in vitro, jak i in vivo, jakkolwiek wcigz wielu autordw
postuluje konieczno$¢ prowadzenia dalszych badan celem
okres$lenia skutecznosci metody dla poszczegdinych typow
nowotworow irodzajéow komérek docelowych.

Badania majgce na celu wykorzystanie siRNA w terapii
schorzen weszty juz w Il, a nawet Ill faze kliniczng, nadal
pozostaje jednak wiele obaw zwigzanych z ta terapig. W
wyniku prowadzonych badan obserwowano bowiem licz-
ne efekty uboczne, m. in. tzw. "off-terget”, czyli przypadki
niespecyficznego oddziatywania siRNA. Jak sie postuluje
stosowanie interferencji SiRNA niesie takze ze sobg ryzyko
aktywacji uktadu immunologicznego w sposéb zalezny od
sekwencji (odpowiedz interferonowa i apoptoza). Jak wy-
kazano w badaniach skutecznosci siRNA, w organizmie
myszy obserwowano powazne uszkodzenia watroby, a na-
wet Smieré zwierzat w wyniku zastosowania zbyt duzych
dawek siRNA [67], W badaniach prowadzonych na naczel-
nych wykazano jednak, ze stosowanie techniki transfekcji
siRNA do wyciszania ekspresji genu ApoB jest skuteczne i
bezpieczne [68], co daje nadzieje na podobne rezultaty w
przypadku préb wyciszania innych genéw w tym koduja-
cych podjednostki telomerazy. W nielicznych badaniach in
vivo dotyczacych stosowania siRNA przeciwko podjednost-
kom telomerazy wykazano, ze shRNA-hTERT moze by¢
skutecznym inhibitorem proliferacji komdrek raka pecherza
[54].

Badajac skutecznos$¢ i mozliwo$¢ wykorzystania siRNA,
podnosi sie tez kwestie jego wspdtzawodnictwa z czastecz-
kami microRNA o dostep do elementéow kompleksu RISC.
Kolejnym problemem do rozwigzania jest bezpieczny spo-
séb podania siRNA czy to na drodze inhalacji (drogg przez
btony Sluzowe), czy to drogg pokarmowg lub za pomoca
elektroporacji, mikroiniekcji albo wektorow — plazmido-
wych lub wirusowych. Na liscie chordob, w ktoérych zwal-
czanie angazowane jest SiRNA znajduja sie juz (w co naj-
mniej | fazie klinicznej) m.in.. AMD (zwyrodnienie plamki
z6tej zwigzane z wiekiem), zakazenie RSV (ang. respiratory
syncytial virus), wirusowe zapalenie watroby typu C, HIV,
AIDS, astma. Planuje sie réwniez obja¢ ta metodg leczenie
cukrzycy, a takze przeciwdziatanie odrzucaniu przeszcze-
poéw [41].

Oczywistym jest, ze terapia z wykorzystaniem siRNA skie-
rowanego przeciwko genom kodujgcym elementy kompleksu
telomerazy moze by¢ rodzajem terapii wspomagajacej w lecze-
niu nowotwordw, co wynika z charakteru i funkcji enzymu.
Jak bowiem wykazano, zablokowanie telomerazy w sposéb
znaczacy spowalnia rozwoj choroby, mimo ze nie zawsze w
trybie natychmiastowym eliminuje nowotworowo zmienione
komérki [50-58,67], Niewatpliwie jednak zarowno odkrycie
zjawiska interferencji RNA, jak i wykorzystanie tego zjawiska
w terapii przeciwnowotworowej czy przeciwwirusowej daje
duze nadzieje na lepsze efekty terapeutyczne [69,70],
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SIRNA targeting telomerase — effective tool in anti-cancer therapy?
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ABSTRACT

Telomeres are guanine-rich repeated sequences located at the ends of chromosomes. The loss of telomeric repeats after each cell division may
function as a biological clock limiting the cell proliferation ability. Telomerase is a RNA-dependent DNA polymerase that synthesisezes
telomeric DNA and thus enables cancer cells an unlimited proliferative potential. Human telomerase is a ribonucleoprotein complex com-
posed of reverse transcriptase —hTERT, RNA component —hTR (functioning as a template for the telomeric DNA addition) and associated
proteins. Telomerase activity is present in most malignant cells but undetectable in most normal cells. The enzyme and its altered activity
distinguishing cancer cells, is an attractive molecular target for anti-cancer therapy. One of the most promising methods for modulation of
the telomerase activity is RNA interference. Many investigators showed that targeting different subunits of telomerase (mainly hTERT) with
siRNA had inhibitory effects on expression and activity of the enzyme and cells proliferation. SiRNA targeting telomerase has the possibility

to became effective anti-cancer agent especially in an adjuvant therapy.
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Molekularne odpowiedzi aparatu fotosyntetycznego
ro$lin na dtugoterminowe zmiany natezenia Swiatta

STRESZCZENIE

odpowiedzi na dtugoterminowg zmiane (co najmniej 1-3 h) natezenia $wiatta struk-

tura i funkcje aparatu fotosyntetycznego roslin ulegajg modulacjom, ktérych sensem
fizjologicznym jest dgzno$¢ do utrzymania, w zmienionych warunkach o$wietleniowych,
réwnowagi pomiedzy iloscig energii wzbudzenia elektronowego docierajacej za posrednic-
twem anten energetycznych do centréw reakcji fotosystemow a iloScig energii wzbudzenia
elektronowego, wykorzystywana w formie transportu elektronéw i reakcji ciemnych foto-
syntezy. W odpowiedzi na dtugoterminowy wzrost natezenia $wiatta dochodzi do ostabienia
intensywnosci przeniesienia energii wzbudzenia elektronowego przez gtowny kompleks
zbierajacy $Swiatto fotosystemu Il (LHCII) i jednocze$nie wzmocnienia intensywnosci foto-
syntetycznego transportu elektronéw i reakcji ciemnych fotosyntezy. Reakcja na poziomie
LHCII polega na zmniejszeniu udziatu tej anteny wéréd komplekséw barwnikowo-biatko-
wych btony tylakoidowej, a wydarzenia regulacyjne dotycza ekspresji gendw kodujacych
apobiatka LHCII lub/i biosyntezy chlorofilu b. Reakcja na poziomie fotosyntetycznego trans-
portu elektronéw obejmuje, miedzy innymi, wzrost puli cytochromu/, plastochinonu (PQ) i
aktywnosci katalitycznej ATPazy. Z kolei intensywno$¢ reakcji ciemnych fotosyntezy wzra-
sta w rezultacie uruchomienia szlakéw sygnalizacyjnych wiodacych do wzrostu puli oraz
aktywnosci katalitycznej rubisco i innych enzymoéw cyklu Calvina.

WPROWADZENIE

Natezenie i sktad spektralny Swiatta, ktdre stanowi dla roslin zrodto energii
promienistej, niezbednej dla procesu fotosyntezy, moze zmienia¢ sie w bardzo
szerokim zakresie. Fluktuacje natezenia Swiatta mogg w naturalnym s$rodowi-
sku zachodzi¢ w zréznicowanej skali czasowej, od trwajgcych kilka sekund do
wielodniowych. Krétkoterminowe zmiany natezenia $wiatta docierajgcego do
liscia moga by¢ konsekwencjg niestabilnosci pokrywy chmur, wzglednie zasta-
niania i odstaniania przez inne liscie (tej samej lub sasiedniej rosliny) wskutek
zmian sity i kierunku wiatru. Z kolei zmiany dtugoterminowe sg uwarunkowa-
ne gtéwnie rytmami sezonowymi i dobowymi, a takze zastanianiem i odstania-
niem lisci w konsekwencji trwatych zmian morfologii sgsiednich roslin. Inng
przyczyng dtugoterminowych zmian natezenia Swiatta moze byé znalezienie
sie rosngcych lisci w strefie cienia rzucanego przez nieruchome obiekty nieozy-
wione (np. skaty). Pojecie ,,zmiany krdtkoterminowe" i,zmiany dtugotermino-
we" nie sg Scisle zdefiniowane, ale przyjmuje sie, ze granice miedzy jednym i
drugim przedziatem wyznacza czas ok. 1-3 h [1],

Ogromny sukces ewolucyjny jaki osiggnety rosliny opanowujac $Srodowiska
skrajnie r6znigce sie warunkami oSwietleniowymi, zwigzany jest z wyksztatce-
niem szerokiej gamy mechanizméw umozliwiajgcych skuteczng odpowiedz za-
rowno na krétko-, jak i dtugoterminowe zmiany natezenia (atakze sktadu spek-
tralnego Swiatta). Odpowiedzi na dtugoterminowe zmiany natezenia Swiatta
tradycyjnie dzieli sie na takie, ktore realizowane sg na poziomie catej rosliny, na
poziomie liscia oraz na poziomie aparatu fotosyntetycznego [2]; przedmiotem
niniejszego opracowania jest przeglad stanu wiedzy na temat molekularnych
podstaw odpowiedzi na poziomie aparatu fotosyntetycznego.

Badania zmierzajgce do wyjasnienia mechanizmoéw lezagcych u podstaw od-
powiedzi na zmiany natezenia Swiatta rzadko wykonuje sie na ro$linach ro-
snacych w ich naturalnym $rodowisku, w niszach o zr6znicowanym poziomie
natezenia Swiatta. Zdecydowanie przewazaja ilosciowo studia odnoszace sie do
roslin hodowanych w kontrolowanych warunkach (w komorach fitotronowych).
Najczesciej stosowanym modelem badawczym sg populacje roslin hodowanych
(az do osiagniecia przez liscie fazy dojrzatosci) w warunkach ekspozycji na
Swiatto o okreslonym natezeniu, a nastepnie aklimatyzowane w réznym czasie
(krotkie lub dtugie okresy) do $Swiatta o natezeniu zmienionym (obnizonym lub
podwyzszonym). Innym, stosowanym rzadziej, modelem badawczym sa popu-
lacje roslin hodowanych w komorach fitotronowych w warunkach ekspozycji
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na $wiatto o zr6znicowanym natezeniu. Pojecia ,, $wiatto o
podwyzszonym natezeniu" i ,$wiatlo o obnizonym nate-
zeniu", czesto uzywane przez Autoréw pracy w jej dalszej
czesci, nawigzujg do pierwszego z dwéch modeli badaw-
czych wymagajacych uzycia komor fitotronowych. Pojecia
te oznaczajg Swiatto, ktére dojrzatym lisciom roslin wyho-
dowanych w komorze fitotronowej w okre$lonych warun-
kach $wietlnych jest aplikowane w okresie ich aklimatyzacji
do nowych warunkéw. Natezenie tego $wiatta jest, odpo-
wiednio, wyzsze lub nizsze od tego, przy ktérym roslina
zostata wyhodowana.

ODPOWIEDZI NA DLUGOTERMINOWE ZMIANY
NATEZENIA SWIATEA NA POZIOMIE LHCII

Juz w latach osiemdziesigtych ubiegtego stulecia zauwa-
zono, ze wraz z podwyzszaniem natezenia $wiatta, na ktore
rosliny sg eksponowane podczas hodowli w komorze fito-
tronowej, spada wzgledny udziat LHCII wsér6d komplek-
sow barwnikowo-biatkowych btony tylakoidowej [3]. Ob-
serwowany efekt wigzany byt ze spadkiem puli tzw. ,,sub-
populacji peryferycznej" LHCII. Wykazano mianowicie, ze
jej udziat w catkowitej puli LHCII u roslin eksponowanych
na niskie natezenie Swiatta wynosi okoto 70%, podczas
gdy w warunkach ekspozycji roslin na wysokie natezenie
Swiatta udziat ten spada do okoto 58% [4], Tozsamos$¢ bio-
chemiczna ,,subpopulacji peryferycznej” LHCII pozostaje
niewyjasniona. Sugeruje sie, ze w btonach tylakoidowych
szpinaku te podjednostke wspottworzy grupa trimerycz-
nych subkomplekséw LHCII charakteryzujgcych sie niski-
mi wartosciami pi [5]. Uwaza sie, ze sensem fizjologicznym
spadku wielkos$ci puli LHCII w odpowiedzi na ekspozycje
na Swiatto o podwyzszonym natezeniu jest zmniejszenie
ilosci tego kompleksu przypadajgcego na pojedynczy kom-
pleks rdzeniowy PSU. Ma to prowadzi¢ do ograniczenia
ilosci energii wzbudzenia elektronowego przenoszonego
do centréw reakcji PSU i tym samym zmniejszenia ryzyka
fotouszkodzenia PSU.

REGULACJA AKUMULACIJI TRANSKRYPTOW LHCB
OBEJMUJACA SZLAKI SYGNALIZACYJINE INICJOWANE
PRZEZ ODDZIALYWANIE SWIATLO:FOTORECEPTOR

Wedtug jednej z hipotez wielko$¢ puli LHCII regulowa-
na jest w odpowiedzi na dlugoterminowe natezenia Swia-
tta na poziomie akumulacji transkryptéw LHCB, tzn. ja-
drowych genow kodujgcych apobiatka LHCII. Hipoteza ta
znajduje potwierdzenie w obserwacjach wykazujgcych, iz
poziom transkryptow apobiatek LHCII spada w odpowie-
dzi na Swiatto o podwyzszonym natezeniu. Wykorzystujac
technike ,,Northern blotting"”, u rzodkiewnika stwierdzono
spadek poziomu transkryptéw LHCB1 w odpowiedzi na
dtugoterminowg (24h) ekspozycje na podwyzszone nateze-
nie Swiatta [6]. W ostatnich latach do badan nad modulacjg
poziomu transkryptéw LHCB w odpowiedzi na zmieniaja-
ce sie natezenie Swiatta wykorzystuje sie technike mikro-
macierzy DNA. W jednej z prac nalezagcych do tego nurtu
przeanalizowano zmiany poziomu ekspresji 7000 gendéw
rzodkiewnika w odpowiedzi na trwajaca 3 h ekspozycje sie-
wek na Swiatto o podwyzszonym natezeniu i zaobserwo-
wano ostabienie poziomu ekspresji czterch genéw koduja-
cych apobiatka typu LHCB 1 (LHCB1.2, LHCBL1.3, LHCB1.4
i LHCB1.5) oraz dwoch gendw kodujacych apobiatka typu
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LHCB 2 (LHCB2.1 oraz LHCB2.2) [7], Spadek poziomu eks-
presji LHCB1 i LHCB2 zaobserwowali réwniez autorzy w
innej pracy, analizujgcej zmiany poziomu ekspresji 6500
genéw w odpowiedzi na trwajacg 3 h ekspozycje na pod-
wyzszone natezenie Swiatla, nie generujace stresu Swietlne-
go; obserwacja ta dotyczyta LHCB1.3, LHCB1.5, LHCB2.2 i
LHCB2.4 [1],

Ustalono, ze mechanizmy regulacji transkrypcji genéw
kodujgcych apobiatka LHCIl w odpowiedzi na dtugoter-
minowe zmiany natezenia $wiatta mogg obejmowac ,kla-
syczne" dla roslin szlaki przekazywania sygnatu inicjowane
przez oddziatywanie Swiatto:fotoreceptor. Jednym z fotore-
ceptorow bioracych udziat w regulacji transkrypcji genéw
kodujacych apobiatka LHCII jest fitochrom. Chromoprote-
id, jakim jest fitochrom, wystepuje w formie homodimeru
przyjmujacego dwie fotoodwracalne konformacje: ,Pr"-
forma absorbujaca swiatto czerwone i,,Pfr"- forma absorbu-
jaca swiatto dalekiej czerwieni. Czasteczki fitochromu roslin
wyzszych przejawiajg aktywnos$¢ kinaz serynowo-treonino-
wych. Pojedynczy polipeptyd ma mase czasteczkowg okoto
125 kDa i pozostaje zwigzany kowalencyjnie z czasteczka
chromoforu — fitochromobiliny. Domena N-kofAcowa po-
lipeptydu odpowiada za percepcje bodzca S$wietlnego,
podczas gdy domena C-kofncowa odpowiedzialna jest za
dimeryzacje biatka i przekazywanie informacji o odebraniu
bodzca do kolejnych czasteczek szlaku przekazywania sy-
gnatu [8], Czasteczki fitochromu biorg udziat w regulacji
poziomu ekspresji gendéw poprzez trzy typy reakcji: VLFR,
LFR i HIR. Reakcje typu VLFR uruchamiane sqg w odpowie-
dzi na pulsy Swiatta czerwonego lub Swiatta dalekiej czer-
wieni o natezeniu od 0,001 do 1 pmoli kwantéow Swiatta *
m'2s'l Z kolei do reakcji typu LF dochodzi w wyniku eks-
pozycji rosliny na $wiatto o natezeniu mieszczacym sie w
przedziale od 1 do 1000 gmoli kwantéw Swiatta * nr2s'l a
reakcje typu HIR sg uruchamiane w odpowiedzi na kontakt
rosliny z natezeniem Swiatta powyzej 1000 pmoli kwantow
Swiatta x m'2s'1[9], W reakcjach typu VLFR i LFR aktywng
forme fitochromu stanowi Pfr, a w reakcjach typu HIR ele-
mentem aktywnym fizjologicznie jest krotkotrwaty potpro-
dukt powstajacy w czasie fotokonwersji Pfr do Pr [10].

Regulacja poziomu ekspresji genéw z rodziny LHCB naste-
puje gtownie jako element reakcji typu LFR lub VLFR, doty-
czy to w szczeg6lnosci LHCB1.1, LHCB1.4 i LHCB2.1 [11,12],
U rzodkiewnika, sposrod pieciu scharakteryzowanych do-
tychczas produktow gendéw kodujacych apobiatka fitochro-
mu (PHYA-PHYE) [13], kluczowg role w regulacji poziomu
ekspresji genéw z rodziny LHCB odgrywaja PHYA i PHYB.
W reakcjach typu VLFR gtéwnym fotoreceptorem uczestni-
czacym w S$ciezce przekazywania sygnatu jest PHYA, nato-
miast w reakcjach typu LFR —PHYB [9], W Sciezce przeka-
zywania sygnatu prowadzacej od PHYB (a takze od PHYA)
do modulacji poziomu ekspresji LHCB, istotng role odgrywa-
jg czynniki transkrypcyjne PIF3 i CCALl. Ustalono, ze forma
Pfr PHYB moze specyficznie i fotoodwracalnie oddziatywac
na terenie nukleoplazmy z PIF3 (nalezgcym do czynnikow
transkrypcyjnych z rodziny bHLH) skompleksowanym w
formie dimeru z promotorami genéw kodujacych czynniki
transkrypcyjne z rodziny Myb [14-16]. Motywem rozpozna-
wanym przez PIF3 jest kaseta typu G (CACGTG), jeden z
szerszej grupy elementéw obecnych w promotorach genéw,
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ktérych transkrypcja jest regulowana przez Swiatto (LRE)
[17]. Oddziatywanie to prowadzi do aktywacji transkryp-
cji stosownych gendéw. Jednym z gendw, ktorych ekspresja
podlega tego rodzaju regulacji jest CCAl. Produkt tego genu
reguluje z kolei ekspresje genéw z rodziny LHCB poprzez
oddziatywanie z odnaleziong w promotorach LHCB sekwen-
cja AAA/CTCT, nalezacg do LRE [9,18] (Ryc. 1). W Sciezke
transdukcji sygnatu, w ktérej posredniczy PHYA, zaanga-
zowany moze by¢ ponadto czynnik transkrypcyjny HFR1
nalezacy do rodziny bHLH. Biatko to funkcjonuje jako pozy-
tywny sygnat regulatorowy w formie homodimeru lub hete-
rodimeru z PIF3. W promotorze genu LHCBI.I rzodkiewnika
zidentyfikowano réwniez dwa inne elementy biorgce udziat
w zaleznej od fitochromu S$ciezce transdukcji sygnatu: cis-
element regulacyjny o rdzeniowej sekwencji ACGT, oddzia-
tujacy z czynnikiem transkrypcyjnym CUF-1 oraz motyw
o dtugos$ci 78pz, zawierajagcy zachowane w ewolucji kasety
GATA, rozpoznawany przez czynnik transkrypcyjny CGF-1
[19]. U Lemna gibba za zalezng od Swiatta czerwonego regu-
lacje poziomu ekspresji LHCBI.I odpowiedzialne sa z kolei
dwie sekwencje o diugosci 10pz, z ktorych jedna zawiera
motyw AACCAA, druga natomiast motyw CGGATA [20].
Oba motywy sg zachowane w ewolucji i wystepuja w wielu
sekwencjach promotorowych genéw z rodziny LHCB roslin
wyzszych, miedzy innymi u rzodkiewnika w promotorach
genoéw LHCBI.I, LHCBI.I i LHCB1.3, u grochu w promoto-
rach: LHCB 1.2, LHCB1.3, LHCB1.4 oraz LHCBI.I, a takze u
pszenicy i kukurydzy w promotorze LHCBI.I [21],

komoérkowe

1S -

cytoplazma

Rycina 1. Hipotetyczny mechanizm kontroli ekspresji LHCB przez PHYB (we-
dtug [9], zmienione). W reakcjach typu LFR-PHYB S$ciezke przekazywania sy-
gnatu, prowadzacg od formy Pfr PHYB do zmienionej ekspresji LHCB, inicjuje
specyficzne oddziatywanie Pfr PHYB z czynnikiem transkrypcyjnym PIF3 (rodzi-
na bHLH). W oddziatywanie to wchodza dimeryczne czgsteczki PIF3 tworzace
kompleksy z promotorami genéw kodujacych czynniki transkrypcyjne z rodzi-
ny Myb, w tym z promotorem CCAl. Oddziatywanie prowadzi do aktywacji
transkrypcji CCAl, a motywem rozpoznawanym przez PIF3 jest kaseta typu G
(CACGTG). Produkt biatkowy CCAIl aktywuje transkrypcje genéw z rodziny
LHCB poprzez oddziatywanie w obrebie promotora z sekwencja AAA/CTCT.
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U niektérych gatunkéw roslin LHCB1-3 pozostajg row-
niez pod kontrolg Swiatta niebieskiego. Wydarzenia regu-
lacyjne rozgrywaja sie zaréwno na poziomie transkryp-
cyjnym, jak i dotyczg poziomu stabilnosci mRNA, jednak
wszystkie istniejgce dane odnoszg sie do reakcji na pulsy o
r6znym natezeniu, a nie na dtugoterminowe zmiany nate-
zenia Swiatta niebieskiego [22,23].

REGULACIA AKUMULACIJI TRANSKRYPTOW
LHCB OBEJMUJACA SZLAKI SYGNALIZACYJNE
INICJOWANE PRZEZ SYGNALY CHLOROPLASTOWE

Poziom ekspresji genéw kodujgcych apobiatka LHCII
podlega regulacji takze przez sygnaty pochodzenia chloro-
plastowego (sygnaty retrogradowe), z wykorzystaniem me-
chanizmdéw nie inicjowanych przez typowe oddziatywania
Swiatto:fotoreceptor. Jednym z lepiej poznanych sygnatéw
retrogradowych jest prekursor metaboliczny chlorofilu, a
mianowicie ester metylowy magnezoprotoporfiryny IX (Mg
ProtoMe IX). Wykazano, ze akumulacja Mg ProtoMe IX w
komaérkach Chlamydomonas reinhardtii wywotana traktowa-
niem czynnikami blokujagcymi synteze chlorofilu prowa-
dzi do obnizenia poziomu akumulacji mMRNA genéw LHC
[24], Taki sam efekt obserwowano takze u roslin wyzszych
— Lepidium sativum [25] oraz rzodkiewnika [26]. Udziat Mg
ProtoMe IX (a takze jego bezpos$redniego prekursora meta-
bolicznego — magnezoprotoporfiryny IX, Mg Proto IX) w
regulacji poziomu ekspresji potwierdzajg réwniez badania
z wykorzystaniem mutantow gun (1-5) rzodkiewnika [27],
Brak sygnalizacji retrogradowej sprawia, ze u tych mutan-
tow fotouszkodzenie plastydow nie prowadzi, jak w przy-
padku roélin typu dzikiego, do zahamowania transkrypcji
genow z rodziny LHCB. Ustalono, ze GUN5 koduje pod-
jednostke H chelatazy Mg2 — enzymu katalizujagcego re-
akcje przeksztatcenia protoporfiryny IX do Mg Proto IX
zlokalizowanego w wewnetrznej btonie otoczki chloropla-
stowej [28]. Z kolei produkt GUN4 aktywuje podjednostke
H, a GUN2 i GUN3 zwigzane sg z przeksztatcaniem hemu
w fitochromobiline (GUN2 koduje oksygenaze hemu, GUN3
syntaze fitochromobiliny) [29], Mechanizm przekazywania
sygnatu, prowadzacy do zmiany poziomu ekspresji genow
w wyniku zmian poziomu Mg Proto IX i Mg ProtoMe IX,
pozostaje nieznany. Istniejgce dane doSwiadczalne pozwa-
lajg powaznie rozwaza¢ dwa mozliwe szlaki przekazywania
sygnatu [30,31]; obydwa przypisujg istotng role podjedno-
stce H chelatazy Mg2+oraz biatku GUN4, ktére wydaja sie
petnié¢ funkcje gtéwnego ,sensora" zmian stezenia magne-
zoprotoporfiryn w otoczce chloroplastowej, byé moze jako
sktadniki kompleksu obejmujgcego ponadto monometylo-
transferaze Mg Proto IX iinne enzymy. Jeden z mozliwych
szlakéw bytby inicjowany przez wydostanie sie Mg Proto
IXi Mg ProtoMe 1X z chloroplastu do cytosolu gdzie —hby¢
moze poprzez oddziatywanie z nieznanymi czynnikami
— dochodzitoby do ciggu reakcji wiodgcych do aktywacji
represora lub dezaktywacji aktywatora transkrypcji LHCB.
Alternatywny scenariusz obejmuje oddziatywanie Mg Proto
IX i Mg ProtoMe IX z hipotetycznym kompleksem otoczki
chloroplastowej sktadajagcym sie z podjednostki H chelatazy
Mg2+(oraz, by¢ moze, czgsteczek innych enzyméw) i GUN4.
Oddziatywanie takie miatoby prowadzié¢ do uruchomienia
w cytosolu ciggu reakcji konczacych sie takze aktywacjga re-
presora lub dezaktywacjg aktywatora transkrypcji LHCB.
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Istotng réznicg w stosunku do pierwszego z mozliwych
szlakow jest fakt, ze Mg Proto IX i Mg ProtoMe IX pozostajg
wewnatrz chloroplastu (Ryc. 2).

Dalszych danych na temat tozsamosci chloroplastowych
sygnatow retrogradowych uczestniczacych w regulacji eks-
presji apobiatek LHCII dostarczyty badania nad mutantem
lafé rzodkiewnika (obnizona reaktywnos$¢ na ciggte oswie-
tlenie dalekg czerwienig), charakteryzujgcym sie ostabie-
niem poziomu ekspresji genéw z rodziny LHCB. Ustalono,
ze lafé mapuje sie w genie AtNAPI kodujacym biatko zlo-
kalizowane w stromie chloroplastu, wykazujace znaczng
homologie do nie zwigzanych integralnie z btonami trans-
porteréw typu ABC cyjanobakterii i glondw [32,33]. Mutant
lafé charakteryzuje sie obnizong zdolnos$cia do syntezy chlo-
rofilu, ktéra zostaje zatrzymana na etapie protoporfiryny
IX (Proto 1X). Nastepujace w wyniku akumulacji Proto IX
zmiany poziomu ekspresji genéw LHCB wskazujg na udziat
takze tego prekursora chlorofilu w sygnalizacji retrogrado-
wej na szlaku chloroplast-geny kodujgce apobiatka LHCII
[32], AtNAPI jest Fe-zalezng ATP-aza, ktérej nieobecnos¢
u mutanta laf6 prowadzi do wzrostu stezenia Fe na tere-
nie stromy i do akumulacji Proto IX. Przyczyng tych zmian
jest prawdopodobnie zakidcenie stanu réwnowagi mie-
dzy intensywnoscig syntezy chlorofilu i hemu, wynikajgce
ze zmian aktywnosci zawierajacych centra Fe-S enzymdw
szlaku biosyntezy tetrapiroli [33].

W regulacji poziomu ekspresji genéw LHCB w odpowie-
dzi na zmiany natezenia $Swiatta biorg udziat rowniez chlo-
roplastowe sygnaty redoks, odzwierciedlajgce intensywnos¢
PET. Wykazano, ze u glonu Dunaliella tertiolecta poziom
ekspresji genéw LHCB jest zalezny od statusu redoks puli
PQ [34], W hodowanych w warunkach statego natezenia
Swiatta koloniach tej zielenicy catkowite utlenienie puli PQ
wskutek podania 3-(3-4-dichlorofenylo)-l,I-dimetylo mocz-
nika (DCMU), powodowato w ciggu 12 h ponad dwukrotny
wzrost poziomu transkryptow LHCB, imitujgc efekt wy-
stepujacy podczas aklimatyzacji do obnizonego natezenia
Swiatta. Podanie koloniom glonow 2,5-dibromo-3-metylo-6-
izopropylo-p-benzochinonu (DBMIB), prowadzgce do cat-
kowitej redukcji puli PQ, powodowato 75% spadek pozio-
mu transkryptéw LHCB, imitujgc efekt nastepujacy podczas
aklimatyzacji do podwyzszonego natezenia Swiatta. Wyniki
te wskazujg na stymulacje transkrypcji LHCB przez PQ i jej
hamowanie przez PQH2 [34], Przypuszcza sig, ze przeka-
zywanie sygnatu pochodzacego od statusu redoks puli PQ
do jadra odbywa sie z udziatem kaskady fosforylacyjnej, a
mianowicie PQH., miatby aktywowac kinaze fosforylujaca
niezidentyfikowane biatko efektorowe btony tylakoidowej,
co w konsekwencji prowadzitoby do jego przejscia w forme
rozpuszczalng. Biatko to przedostawatoby sie nastepnie do
cytoplazmy, gdzie doprowadzatoby, przez kolejng fosfory-
lacje, do aktywacji represora blokujacego region promoto-

Mg™ Proto IX

monometylotransferaza
Mg Proto IX

rowy genéw LHCB [34],
Wyniki wielkoskalowej
analizy zmian profilu
ekspresji genéw rzod-
kiewnika w odpowiedzi
na $wiatto wzbudzajace
preferencyjnie PSI lub
PSU wskazuje jednak,
ze status redoks puli
PQ moze nie odgrywaé
istotnej roli w regula-
cji poziomu ekspresji
LHCB w odpowiedzi
na ekspozycje roslin na
zmienione natezenie
Swiatta przez czas <3 h.
Otéz ekspozycja przez
3 h roslin rzodkiewni-
ka hodowanych przy
umiarkowanym nateze-
niu Swiatla na Swiatto
biate o podwyzszonym

Rycina 2. Hipotetyczny mechanizm kontroli ekspresji LHCB przez Mg ProtolX, Mg ProtoMe IX oraz podjednostke H chelatazy
Mg2+i produkt genu GUN4. Proto IX i jony Mg2+sa substratami w reakcji katalizowanej przez, zlokalizowang w wewnetrznej
btonie otoczki chloroplastowej, chelataze Mg2t enzymu zbudowanego z podjednostek D, H i I. Produktem reakcji jest Mg Proto
IX. Chelataza Mg2prawdopodobnie tworzy kompleks z biatkiem GUN4 i z kilkoma enzymami zaangazowanymi w biosynteze
chlorofilu, w tym z monometylotransferaza Mg Proto IX, katalizujacg synteze Mg ProtoMe IX. Dane doswiadczalne z jednakowym
prawdopodobienstwem wspierajg dwa alternatywne szlaki sygnalizacyjne prowadzace od akumulacji Mg Proto IX i Mg ProtoMe
IX w otoczce chloroplastowej do zahamowania transkrypcji LHCB na terenie jadra komdérkowego. W obydwu szlakach istotng role
odgrywa podjednostka H chelatazy Mg2-oraz GUN4. W przebiegu jednego z prawdopodobnych szlakéw (lewa cze$¢ ryciny) Mg
Proto IX i Mg ProtoMe IX wydostajg sie do cytosolu i tam, w nieznany sposéb, uruchamiaja ciag reakcji prowadzacy do aktywacji
represora lub dezaktywacji aktywatora transkrypcji LHCB. Drugi szlak (prawa cze$¢ ryciny) nie obejmuje przechodzenia Mg Proto
IX'i Mg ProtoMe IX do cytosolu. Metabolity te pozostajg w otoczce chloroplastowej, ale oddziatujg tam z podjednostka H i GUN4
w spos6b skutkujacy wytworzeniem nieznanej czasteczki sygnatowej, przemieszczajacej sie z otoczki chloroplastowej do cytosolu.
Tam nieznana czasteczka sygnatowa uruchamia ciag reakcji prowadzacych do aktywacji represora lub dezaktywacji aktywatora
transkrypcji LHCB. Objasnienia symboli: A i C —domniemane represory transkrypcji LHCB, Bi D —domniemane aktywatory
transkrypcji LHCB, D, H i | —podjednostki D, H i I chelatazy Mg24 Proto IX, Mg Proto IX, Mg ProtoMe IX —protoporfiryna IX,
magnezoprotoporfiryna IX, ester metylowy magnezoprotoporfiryny IX, odpowiednio, X —domniemany transporter uczestniczacy
w przenoszeniu Mg Proto IX, Mg ProtoMe IX do cytosolu, Y —nieznana czasteczka sygnalna. Na podstawie prac [28,29].
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natezeniu i na S$wiatto
preferencyjnie wzbu-
dzajgce PSI powodowa-
ta spadek poziomu eks-
presji LHCB1 i LHCB2,
mimo iz nowe warunki
Swietlne prowadzity do
osiggania przez plasto-
chinon przeciwnych sta-
now redoks [1]. Autorzy
sugerujg, ze plastochi-
non moze bra¢ udziat
w  regulacji poziomu
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ekspresji LHCB1 i LHCB2 podczas aklimatyzacji do natezen
Swiatta trwajgcych dtuzej niz 3 h. Teza ta znajduje powazne
potwierdzenie eksperymentalne w doniesieniach sugeru-
jacych, ze u Dunaliella tertiolecta status redoks puli plasto-
chinonu uczestniczy w regulacji poziomu ekspresji LHCB1
tylko w odpowiedzi na zmiany natezenia $wiatta trwajace
>8 h [35],

REGULACJA AKUMULACJI TRANSKRYPTOW

LHCB OBEJMUJACA SZLAKI SYGNALIZACYJNE
INICJOWANE PRZEZ WSPOLDZIALANIE SYGNALU
CHLOROPLASTOWEGO | CYTOPLAZMATYCZNEGO

Regulacja poziomu ekspresji LHCB w odpowiedzi na
dtugoterminowe zmiany natezenia $wiatta podlega row-
niez bardziej ztozonej kontroli, wymagajacej wspétdziatania
sygnatu chloroplastowego — prawdopodobnie w formie
statusu redoks puli glutationu lub tioredoksyny — oraz sy-
gnatu cytoplazmatycznego w formie puli cukréw rozpusz-
czalnych [36], Okazato sie, ze represja transkrypcji LHCB
nastepujgca u rzodkiewnika w warunkach dostepnosci
wysokiego stezenia rozpuszczalnych cukréw egzogennych
jest obserwowana réwniez w warunkach gtodu cukrowego,
jezeli siewkom podany zostanie DCMU. Zwazywszy, ze
pula plastochinonu pozostaje utleniona zardwno w warun-
kach wysokiego stezenia cukréw, jak i w warunkach gto-
du cukrowego, sygnatem plastydowym wspotdziatajagcym
z sygnatem pochodzacym ze stezenia cukréw w komorce
musi by¢ inny czynnik niz status redoks puli plastochino-
nu [36]. Sugeruje sie, ze jest nim status redoks puli gluta-
tionu lub tioredoksyny. Miatby on petni¢ w tym mechani-
zmie funkcje pozytywnego regulatora poziomu ekspresji
LHCB, podczas gdy zalezny od wysokiego stezenia cukrow
rozpuszczalnych sygnat cytosolowy miatby funkcjonowac
jako regulator negatywny [36]. Sugestia co do roli statusu
redoks puli glutationu w mechanizmie regulacji poziomu
ekspresji LHCB wydaje sie prawdopodobna w zwigzku z
istnieniem danych wskazujgcych na to, iz metabolizm glu-
tationu w istotny sposéb wptywa na ekspresje gendw roslin
(a mianowicie kilkudziesieciu genéw jadrowych rzodkiew-
nika zwigzanych z odpowiedzig na stres) [37], podczas gdy
brak podobnych informacji w odniesieniu do tioredoksyny.
Glutation moze regulowac ekspresje genéw, zmieniajac sto-
pieri utlenienia grup tiolowych biatek regulatorowych albo
zmieniajagc aktywnosé tych biatek przez bezposrednia glu-
tationylacje [37].

REGULACJA AKUMULACIJI LHCB NA POZIOMIE
ENZYMATYCZNEJ DEGRADACIJI BIALKA

Istnieje szereg dowoddw wskazujacych na to, ze obok
mechanizmow dziatajagcych na poziomie akumulacji trans-
kryptéw LHCB istotng role w zaleznej od difugotermino-
wych zmian natezenia $wiatta regulacji wielkosci puli
LHCII odgrywa enzymatyczna degradacja gotowych czg-
steczek apobiatek LHCB1-3. U rzodkiewnika jako prote-
aze zaangazowang w proteolityczng degradacje LHCB1 w
odpowiedzi na diugoterminowg ekspozycje (24-72 h) na
Swiatto 0 podwyzszonym natezeniu zidentyfikowano chlo-
roplastowg metaloproteaze FtsH6. Dowo6d na to pochodzi
z oceny intensywnosci degradacji LHCB1 w tylakoidach
serii mutantéw rzodkiewnika, u ktérych drogg mutage-
nezy insercyjnej indywidualnie wyciszono geny kodujace

Postepy Biochemii 54 (4) 2008

rézne proteazy nalezace do rodziny FtsH [38]. Do rodzi-
ny tej nalezg ATP- icynkozalezne metaloproteazy bedace
integralnymi biatkami btony tylakoidowej. W degradacji
LHCB2 w odpowiedzi na trwajgcg 48-72h ekspozycje szpi-
naku na Swiatto o podwyzszonym natezeniu odgrywa role,
dotad niezidentyfikowana, tzw. proteaza aklimatyzacyjna.
Enzym ten rozpoznaje i degraduje LHCB2 wchodzacy w
sktad monomerycznej formy LHCII. Do tej pory nie usta-
lono jednoznacznie, czy jest to proteaza typu serynowego
czy cysteinowego. Elementem umozliwiajgcym rozpozna-
nie i degradacje LHCB2 w sktadzie monomerycznej formy
LHCII jest dostepno$¢ N-koncowej sekwencji, niedostepnej
w przypadku formy trimerycznej. Proteaza aklimatyzacyj-
na odpowiada za degradacje LHCB2 wchodzgcego w skiad
»Subpopulacji peryferycznej” LHCII, co prowadzi do 20-
30% redukcji przekroju optycznego PSII. Aktywnos$¢ prote-
azy aklimatyzacyjnej jest regulowana zar6wno na poziomie
enzymu, jak i na poziomie jego substratu [39],

Poza opisanymi powyzej przyktadami potwierdzajacy-
mi mozliwos¢ regulacji wielkosci puli LHCII w odpowie-
dzi na dtugoterminowe zmiany natezenia Swiatta na pozio-
mie transkrypcji oraz enzymatycznej degradacji apobiatek
LHCII istniejg dane wskazujace, ze poziom apobiatek LHCII
spada wraz ze wzrostem natezenia Swiatta, ale nie wskazu-
jace jednoznacznie poziomu, na ktérym moga sie rozgrywacé
wydarzenia regulacyjne. U rzodkiewnika zaobserwowano
mianowicie, ze wraz z podwyzszaniem natezenia $wiatta,
na ktére eksponowane sg rosliny podczas hodowli wyraz-
nie spada poziom LHCB1 i LHCB2 [2]. Z kolei u szpinaku
po 72 h aklimatyzacji do $wiatta 0 podwyzszonym nate-
zeniu obserwowany byt spadek poziomu LHCB1-3, przy
czym spadek poziomu biatka LHCB1 widoczny byt dopiero
w warunkach aklimatyzacji do Swiatta o natezeniu $wiatta
indukujacym umiarkowany stres Swietlny [5],

REGULACJA NA POZIOMIE BIOSYNTEZY CHLOROFILU B

Zdaniem niektorych badaczy wielko$¢ puli LHCII jest
regulowana w odpowiedzi na dtugoterminowe zmiany na-
tezenia Swiatta nie na poziomie ekspresji apobiatek LHCII,
lecz na poziomie biosyntezy chlorofilu b [40], Wed#tug tej hi-
potezy do btony tylakoidowej wigczane sg tylko apobiatka
LHCII, ktore zwigzaty chlorofil b, pozostate natomiast zostajg
zdegradowane przez proteazy. Hipoteza ta pozostaje w zgo-
dzie z licznymi doniesieniami wskazujagcymi na pozytywng
zalezno$¢ pomiedzy dostepnosciag chlorofilu b a akumulacja
LHCII w btonie tylakoidowej [41], Wedtug tej hipotezy przy-
czyng obserwowanego u glonéw dramatycznego zwieksze-
nia puli LHCIl w odpowiedzi na dtugoterminowg ekspozy-
cje na Swiatto o obnizonym natezeniu jest stymulacja tempa
biosyntezy chlorofilu b i chlorofilu catkowitego. Kluczowym
enzymem biosyntezy chlorofilu b wydaje sie oksygenaza
chlorofilidu a (CAO), ktéra katalizuje przeksztatcenie chlo-
rofilidu a w chlorofilid b. Zaré6wno poziom biatka CAO, jak
poziom jego mMRNA znaczgco wzrastajg u Dunaliella salina w
odpowiedzi na $wiatto 0 obnizonym natezeniu [42], Podobng
zalezno$¢ zaobserwowano w przypadku rzodkiewnika [43].
Hipoteze o kluczowej roli CAO potwierdza ponadto obser-
wacja, ze nadekspresja CAO powoduje u ro$lin transgenicz-
nych rzodkiewnika 10-20% wzrost puli LHCII bez modyfika-
cji natezenia Swiatta [44].
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Niezaleznie od tego czy wielko$¢ puli LHCII jest w
istocie regulowana w odpowiedzi na diugoterminowe
zmiany natezenia Swiatta tylko na poziomie ekspresji
apobiatek LHCII, tylko biosyntezy chlorofilu b, czy na
obydwu tych poziomach jednocze$nie, efektem spadku
udziatu LHCII podczas ekspozycji na $wiatto o podwyz-
szonym natezeniu jest wzrost stosunku ilosciowego chi
a/chl bispadek tego stosunku w odpowiedzi na Swiatto
0 obnizonym natezeniu [3]. Zalezne od natezenia Swia-
tta zmiany puli LHCII i stosunku ilosciowego chi a/chi b
potwierdzono takze w odniesieniu do licznych gatunkow
roslin badanych na naturalnych stanowiskach o zrézni-
cowanym rezimie Swietlnym [45]. Konsekwencjg zmian
wielkosci puli LHCII sg takze inne odpowiedzi obserwo-
wane na poziomie chloroplastu, np. wraz ze wzrostem
natezenia Swiatta, przy ktéorym hodowano rosliny obser-
wowano spadek stosunku ilosciowego tylakoidéw zespo-
lonych do niezespolonych oraz liczby tylakoidéw zespo-
lonych w pojedynczym granum [41].

ODPWIEDZI NA DLUGOTERMINOWE
ZMIANY NATEZENIA SWIATEA NA POZIOMIE
MNIEJSZOSCIOWYCH, PERYFERYCZNYCH
ANTEN ENERGETYCZNYCH PSU

W odpowiedzi na ekspozycje na $wiatto o podwyzszo-
nym natezeniu zaobserwowano rowniez spadek poziomu
transkryptéw gendw kodujgcych apobiatka innych niz
LHCII peryferycznych anten PSU (tzn. anten mniejszos$cio-
wych). W wyniku zastosowania techniki mikromacierzy
DNA stwierdzono mianowicie, ze u rzodkiewnika w wa-
runkach ekspozycji na Swiatto o podwyzszonym nateze-
niu, nie generujagcym stresu Swietlnego nastepuje spadek
poziomu ekspresji LHCB4.2 i LHCB6 [1]. W zgodzie z tymi
obserwacjami pozostaje doniesienie wskazujace, ze wraz
ze wzrostem natezenia $wiatta, przy ktérym hodowane sg
rosliny rzodkiewnika spada poziom LHCB4-6 [2]. Sensem
fizjologicznym spadku wielkosci puli mniejszo$ciowych an-
ten peryferycznych PSIl, podobnie jak w przypadku LHCII,
jest ograniczenie ilosci energii wzbudzenia elektronowego
dostepnej dla P680 i zmniejszenie ryzyka fotouszkodzenia.
W literaturze brak danych dotyczacych ewentualnej roli
szlak6éw sygnalizacyjnych inicjowanych oddziatywaniami
Swiatto:fotoreceptor i sygnatami retrogradowymi w regula-
cji poziomu ekspresji genow kodujgcych apobiatka mniej-
szosciowych anten peryferycznych PSII.

ODPOWIEDZI NA DLUGOTERMINOWE ZMIANY
NATEZENIA SWIATLA - BIALKA ZWIAZANE Z
PET | REAKCJAMI CIEMNYMI FOTOSYNTEZY

U licznych gatunkéw roélin w odpowiedzi na diugoter-
minowg ekspozycje na $wiatto o podwyzszonym natezeniu
réwnolegle ze spadkiem wielkosci puli LHCII obserwuje sie
wzrost liczby czastek PSII w przeliczeniu na catkowity chlo-
rofil liscia, podczas gdy liczba czastek PSI nie zmienia sie zna-
czaco [46]. Mozna oczekiwac, ze ekspozycja na $wiatto o pod-
wyzszonym natezeniu oznacza, wobec spadku wielkosci puli
LHCII, zwiekszong akumulacje przynajmniej niektérych poli-
peptydow kompleksu rdzeniowego PSII. Jednak w literaturze
Swiatowej brakuje danych jednoznacznie potwierdzajacych to
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oczekiwanie. Zwiekszonej akumulacji w odpowiedzi na dtu-
goterminowy wzrost natezenia $wiatta mozna oczekiwac np.
w odniesieniu do PsbS (poniewaz wzrasta poziom transkryp-
tu [8]) czy w przypadku PsbA (poniewaz wzrasta pula PQ
[40]). Ponadto wiadomo, ze poziom akumulacji transkryptoéw
PsbA i PsbP wzrasta przy przejsciu ciemnos$¢:Swiatto [47,48],
Transkrypcja genéw kodujacych biatka kompleksu rdzenio-
wego PSII moze pozostawaé pod kontrolg fitochromu [47]. U
szpinaku $wiatto czerwone wydaje sie rowniez kontrolowac
poziom transkryptu PshS na etapie potranskrypcyjnym [48].

REGULACIA AKUMULACII | AKTYWNOSCI
KATALITYCZNEJ BIALEK ZWIAZANYCH Z
PET ORAZ AKUMULACIJI PRZENOSNIKOW
REDOKS ZWIAZANYCH Z PET

Diugoterminowe zmiany natezenia $wiatta prowadzg do
zmian w poziomie ekspresji gendw biatek kompleksu cyto-
chromowego b6f. Ekspozycja siewek jeczmienia na $wiatto
0 podwyzszonym natezeniu (7 dni) prowadzi do znacznego
zwiekszenia puli cytochromu/ [49], a u Kilku gatunkéw ro-
$lin (np. tytoniu, rzodkiewnika) obserwowano, ze ekspozycji
na $wiatto o podwyzszonym natezeniu towarzyszy wzrost
poziomu transkryptu PETC, kodujgcego biatko Rieskego
[50], W siewkach tytoniu i pomidora zmiany te regulowane
sg na drodze zaleznej od fitochromu i kryptochromu [51],
Akumulacja biatka Rieskego w odpowiedzi na diugoter-
minowe zmiany natezenia $wiatta moze by¢ kontrolowana
réwniez na poziomie potranskrypcyjnym [50]. Wykazano
ponadto, ze u szpinaku promotor genu PetH kodujgcego
reduktaze ferredoksyna:NADP dziata w spos6b zalezny od
Swiatta [52]. Jakkolwiek obserwowano, ze w odpowiedzi na
Swiatto o podwyzszonym natezeniu nastepuje niewielki spa-
dek puli polipeptydéw wchodzacych w sktad podjednostki
katalitycznej syntazy CF1 ATP [53], to jednak aktywno$¢
katalityczna tej podjednostki silnie wzrasta [41]. Wzrost puli
cytochromu f, PQ i aktywnosci katalitycznej ATPazy w od-
powiedzi na $wiatto 0 podwyzszonym natezeniu czeSciowo
ttumaczy powody, dla ktérych rosliny wielu gatunkéw ro-
sngce w Srodowiskach naturalnych na stanowiskach silnie
nastonecznionych cechujg sie znaczaco wyzszymi wartoscia-
mi maksymalnej wydajnosci fotosyntezy w poréwnaniu z ro-
$linami egzystujgcymi na stanowiskach zacienionych, mimo
posiadania zredukowanej puli LHCII [45].

REGULACJA AKUMULACII | AKTYWNOSCI
KATALITYCZNEJ RUBISCO | INNYCH ENZYMOW
UCZESTNICZACYCH W FAZIE CIEMNEJ FOTOSYNTEZY

Natezenie $wiatta wpltywa réwniez na poziom ekspresji
1laktywno$¢ enzyméw fazy ciemnej fotosyntezy. Dotyczy to
miedzy innymi rubisco, enzymu katalizujacego reakcje kar-
boksylacji RuBP w chloroplastach wszystkich zielonych ko-
marek roslin typu C3i CAM oraz w chloroplastach komdrek
pochwy wokoétwigzkowej roslin typu C4 Zaobserwowano, ze
w odpowiedzi na diugotrwata ekspozycje na Swiatto o pod-
wyzszonym natezeniu u licznych gatunkoéw roslin dochodzi
do wzrostu puli oraz aktywnosci rubisco (ktorej miarg jest sto-
pien karbamylacji czasteczek enzymu) [2,54,55], Mechanizm
prowadzacy do zmian puli rubisco w stromie w odpowiedzi
na zmiany natezenia Swiatta obejmuje zmiany w poziomie
transkrypcji gendw jadrowych, kodujacych mate podjednost-
ki rubisco (SSU). U grochu regulacja poziomu transkrypcji
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gendw kodujgcych SSU pozostaje zaréwno pod kontrolg
Swiatta niebieskiego, jak i czerwonego. Mechanizm ten za-
lezny jest rowniez od rytmu okotodobowego i etapu rozwoju
rosliny [56], Promotory genéw RBCS (kodujacych mniejsza
podjednostke rubisco) zawierajg liczne LRE —sg to miedzy
innymi kasety typu | (GATAA), typu G (CACGTG), typu L
(AATTAACCAA), elementy GT (GTGTGGTTAATATG), mo-
tyw GGCCACT oraz elementy AT [57-61], Zidentyfikowano
réwniez wiele elementéw frans-regulatorowych biorgcych
udziat w regulacji poziomu ekspresji genéw RBCS, a miano-
wicie: GT-1 (oddziatujacy z elementami GT), PIF3 (oddziatu-
jacy z kasetami typu G), 3AF1 i AT-1 (wigzace sie w rejonach
promotorowych bogatych w adenine i tymine) oraz czynniki
transkrypcyjne z grupy IBF-1 [16,58,62-64]. Aktywnos$¢ nie-
ktérych z wymienionych wyzej czynnikéw podlega regulacji
potranslacyjnej. Dotyczy to miedzy innymi biatek AT-1 i GT-1,
ktére podlegajg odwracalnej fosforylacji. Czynnik transkryp-
cyjny AT-1 pozostaje aktywny w formie nieufosoforylowanej
[65] podczas gdy w przypadku czynnika transkrypcyjnego
GT-1 fosforylacja powoduje zwiekszenie aktywnosci [66], Za-
lezna od natezenia $wiatta regulacja moze funkcjonowac takze
na poziomie translacji, obejmujac zaréwno etap inicjacji, jak i
elongacji [67], Istniejg ponadto powody by sadzi¢, ze pewng
role w zaleznej od dtugoterminowych zmian natezenia Swiatta
regulacji puli rubisco odgrywa enzymatyczna degradacja goto-
wych czasteczek duzej podjednostki enzymu (LSU). Udowod-
niono bowiem, ze potéwki lisci tytoniu (wyhodowanego przy
umiarkowanym natezeniu $wiatta) eksponowane na $wiatto o
niskim natezeniu miaty nizszy poziom iaktywno$c¢ rubisco niz
potéwki tego samego liscia eksponowane na Swiatto o wyso-
kim natezeniu, mimo iz obie potdwki zawieraty identyczng
pule mRNA dla LSU [68].

Aktywno$¢ rubisco (mierzona stopniem karbamylacji cza-
steczek) jest, obok puli tego enzymu, czynnikiem w istotnym
stopniu okreslajagcym szybkos$¢ przyswajania dwutlenku we-
gla i tempo cyklu Calvina. W odpowiedzi na o$wietlenie ro$li-
ny obserwuje sie karbamylacje nieaktywnej w ciemnos$ci puli
czasteczek rubisco, a stopien karbamylacji wzrasta wraz ze
wzrostem natezenia Swiatta, na ktdre roslina jest dtugotermi-
nowo eksponowana. Za aktywacje rubisco na Swietle poprzez
umozliwienie karbamylacji czasteczek odpowiedzialna jest
aktywaza rubisco. Ten ATP-zalezny enzym doprowadza naj-
prawdopodobniej do zmian konformacji centrum katalitycz-
nego rubisco i przejécia struktury centrum z zamknietej (ze
zwigzanymi w centrum Kkatalitycznym fosforanami cukréw)
w otwartg (po dysogacji fosforanow cukrow). Otwarcie cen-
trum katalitycznego czyni je dostepnym dla czasteczek C02
dokonujacych karbamylacji reszty aminokwasowej Lys 201
i umozliwiajgcych zwigzanie jonow Mg2+ [68], U niektorych
gatunkéw rosélin aktywaza rubisco moze stymulowaé karba-
mylacje takze przez usuwanie z centrum katalitycznego czg-
steczek karboksyarabinitol 1-fosforanu (CALP), tzw. nocnego
inhibitora rubisco. Wydajno$¢ stymulacji karbamylacji przez
aktywaze rubisco wzrasta wraz ze wzrostem natezenia $wia-
tha, przy ktérym roslina jest hodowana [68],

W odpowiedzi na dtugoterminowe zmiany natezenia $wia-
tta zmienia sie tez poziom ekspresji genéw kodujgcych inne
enzymy fazy ciemnej fotosyntezy oraz aktywno$é gotowych
czasteczek enzymow, w tym tych ktore katalizujg reakcje skta-
dajace sie na cykl Calvina. Zmiany natezenia $wiatta wptywaja
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na poziom transkrypcji genow kodujgcych zalezng od NADP
dehydrogenaze jablczanows, dikinaze pirogronian-ortofosfo-
ran, dehydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego, aldolaze
fruktozo-1,6-bisfosforanu, kinaze fosforybutozy, fruktozo-1,6-
bisfosfataze oraz izomeraze rybulozo-5-fosforan [69], Poziom
ekspresji gendw kodujacych dehydrogenaze aldehydu 3-fos-
foglicerynowego, kinaze fosforybulozy oraz izomeraze rybu-
lozo-5-fosforanu pozostaje pod kontrolg fitochromu [47], W
promotorach genéw GapA i GapB, kodujacych odpowiednio
podjednostki A i Bdehydrogenazy aldehydu 3-fosfogliceryno-
wego, znaleziono dwa LRE, a mianowicie kasete Gap (ATGA-
A(A/G)A) oraz element AE (AGAAACTT) [70,71], Ponadto,
tylko w promotorze GapB znajduje sie kilka innych LRE: PI
(AGGTACCG), PIl (TTGGTTTTGATCAAAACCAA), XXIlI
(CCCCATATGTATCTTA CCTACAT) oraz dwie kasety typu
T (GGTACC) [72], U tytoniu z promotorami GapA i GapB od-
dziatuje miedzy innymi czynnik transkrypcyjny GAPF [71].

Na poziomie aktywnosci katalitycznej niektére enzymy
zwigzane z cyklem Calvina podlegaja regulacji zaleznej od
natezenia Swiatta w nastepstwie odwracalnej redukcji ich
mostkéw dwusiarczkowych przez system ferredoksyna/tio-
redoksyna. Dotyczy to miedzy innymi takich enzyméw, jak
fruktozobisfosfataza, sedoheptulozo-I,7-bisfosfataza, fosfory-
bulokinaza oraz dehydrogenaza aldehydu 3-fosfogliceryno-
wego. Enzymy te charakteryzujg sie wysoce ujemng wartoscig
potencjatu oksydoredukcyjnego i mogg by¢ redukowane jedy-
nie przez zredukowang tioredoksyne, powstajacg na Swietle w
wyniku redukcji utlenowanej tioredoksyny przez zredukowa-
ng ferredoksyne. Zredukowana, aktywna forma wspomnia-
nych enzyméw utrzymuje sie zatem tylko w warunkach eks-
pozycji rosliny na $wiatlo, a wzrost natezenia Swiatta prowa-
dzi do wzrostu stopnia redukqgi mostkéw dwusiarczkowych
i wzrostu aktywnosci katalitycznej. Wykazano, ze w aktywacji
fruktozobisfosfatazy bierze udziat tioredoksyna f. W przypad-
ku grochu kluczowag role w regulacji aktywnosci tego enzymu,
zaleznej od statusu redoks puli ferredoksyny, odgrywaja trzy
reszty aminokwasowe, a mianowicie Cys-173, Cys-178 oraz
Cys-153. Tioredoksyna f aktywuje rowniez fosforybulokinaze
i dehydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego. Sedoheptu-
lozo-1,7-bisfosfataza jest z kolei aktywowana zaréwno przez
tioredoksyne f, jak i tioredoksyne m [69].

W zrost puli oraz aktywnos$ci enzymatycznej rubisco i in-
nych enzymoéw cyklu Calvina —wraz z opisanym wcze$niej
wzrostem puli cytochromu f, PQ i aktywnosci katalitycznej
ATPazy —w petni wyjasnia dlaczego rosliny rosngce w $ro-
dowiskach naturalnych na stanowiskach silnie nastonecz-
nionych osiggaja znaczaco wyzsze wartosci maksymalnej
wydajnosci fotosyntezy w poréwnaniu z roslinami egzystu-
jacymi na stanowiskach zacienionych [45].
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Molecular responses of photosynthetic apparatus of plants to long term

irradiance changes
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ABSTRACT

In response to long term (at least 1-3 h) irradiance changes the responses are elicited at the level of structure and function of photosynthetic
apparatus of plants which are thought to be aimed to keep the balance between the level of excitation energy funneled to the reaction centers of
the photosystems by energetic antennae and the utilization of this energy in the form of photosynthetic electron transfer and dark reactions. At
high vs medium irradiances the rate of excitation energy transfer via LHCII is reduced while the rate of electron flow and photosynthetic dark
reactions is increased. The reaction at LHCII level stems from the reduction of its pool per PSII reaction center and the regulatory events comprise
changes in the expression of LHCII apoproteins and/or chi b biosynthesis. The basis for higher electron flow capabilities lies in significant incre-
ases in the content of some electron carriers and the catalytic activity of ATP synthase. The upregulation of photosynthetic dark reaction in turn is
due to the activation of signaling pathways leading to the increase in the pool and catalytic activities of rubisco and other Calvin cycle enzymes.
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STRESZCZENIE

iarka, jeden z makroelementéw, wystepuje w przyrodzie na kilku stopniach utlenienia
S(S-Pvl, SHV S", S°). W wiekszos$ci zwigzkdw organicznych siarke znajdujemy w formie zre-
dukowanej (S™), natomiast wiekszo$¢ siarki w srodowisku nieozywionym to siarka utlenio-
na w formie siarczanu (S+M). Zwierzeta, w tym cztowiek, potrafig asymilowa¢ siarke pocho-
dzaca jedynie ze zrédet organicznych, gtéwnie aminokwaséw siarkowych. Rosliny, wiele
grzybdw i bakterii posiadajg unikatowa zdolnos¢ do pobierania ze Srodowiska nieorganicz-
nego siarczanu, jego redukcji oraz wbudowania w zwigzki organiczne. Poznanie regulacji
tego procesu ma podstawowe znaczenie dla zrozumienia zaleznosci pomiedzy dostepnoscia
zrodta siarki a wzrostem i rozwojem roslin, ich odpornos$cig na stresy oraz, w przypadku
roélin jadalnych, ich wartoscia odzywczg i zdrowotng. USwiadomienie sobie powyzszych
faktoéw stworzyto silng motywacje dla szeregu grup badawczych do prowadzenia w ostatniej
dekadzie intensywnych badan dotyczacych metabolizmu siarki w roslinach oraz regulacji
tego procesu. Praca ta ma na celu przyblizenie polskiemu czytelnikowi nowych wynikéw i
koncepcji dotyczacych tej tematyki.

WPROWADZENIE

Siarka jest jednym z makroelementow wchodzgcych w sktad organizmow
zywych. Wystepuje w wielu biatkach, odgrywajgc istotng role w ksztatto-
waniu ich odpowiedniej struktury drugo- i trzeciorzedowej poprzez mostki
dwusiarczkowe, wchodzi w sktad centrow aktywnych wielu enzymoéw, jest
niezbedna do biosyntezy szeregu waznych metabolitéw oraz innych sktad-
nikdw komorki. Nieorganiczna forma siarki (np. siarczan, siarczyn) moze
by¢ wykorzystywana przez rosliny, bakterie i niektére grzyby, natomiast dla
organizméw zwierzecych (w tym cztowieka) jedyng dostepng formg siarki
jest jej forma organiczna, tj. aminokwasy siarkowe (cysteina i metionina)
wchodzace w skiad biatek. Rosliny odgrywajg kluczowa role w obiegu siar-
ki w przyrodzie dzieki zdolnoSci pobierania i asymilacji siarczanu. Sa one
najwazniejszymi w biosferze producentami aminokwasow siarkowych oraz
gtdéwnym zrddiem tych aminokwasow dla zwierzat. Cywilizacyjna dziatal-
nos$¢ cztowieka istotnie wptywa na zmiany iloSciowe siarczanu w glebie, wy-
wotujac zaréwno niedobér, jak i nadmiar, co z kolei powoduje konsekwencje
rolnicze i srodowiskowe, np. spowolniony wzrost roslin, mniejszg wydajnos$¢
plonéw, wiekszg wrazliwosé na stresy biotyczne i abiotyczne. Znajomos$¢
szlaku asymilacji siarczanu oraz metabolizmu zwigzk6éw siarki w roslinach
na poziomie biochemicznym i molekularnym jest niezwykle istotna z punk-
tu widzenia mozliwos$ci optymalizacji procesu obiegu siarki w przyrodzie.
Wiedza ta moze znaleZz¢ w przysztoSci bezposrednie przetozenie na takie
dziedziny gospodarcze, jak: rolnictwo, ochrona przyrody, nauka o zywieniu
i zywnosci czy nawet farmakologia i medycyna.

Ostatnie lata obfitowaly w prace poruszajgce problematyke odpowiedzi
roslin na gtodzenie siarkowe oraz roli nalezytego nawozenia siarkowego
w rozwoju roslin, ich odpornosci na stresy i choroby. Tematyka ta stata sie
szczegOlnie popularna ze wzgledu na coraz czestsze wystepowanie objawow
charakterystycznych dla niedoborow siarki u roslin uprawnych. Niedobo-
ry te, widoczne u roslin o bardzo duzym lub duzym zapotrzebowaniu na
siarke (np. rzepak, gorczyca, kapusta, rzodkiew, rzepa, cebula, czosnek),
spowodowane sg przede wszystkim zmniejszonym opadem, pochodzacych
z zanieczyszczen, zwigzkow siarkowych na powierzchnie p6l. W krajach eu-
ropejskich oraz w USA emisja dwutlenku siarki do atmosfery stale maleje,
na przyktad w latach 1980-2006 emisja tego zwigzku w USA spadta o 66%,
aw Europie w okresie 1980-2004 az o 73% [1]. W Azji natomiast, utrzymuje
sie tendencja wzrostowa, a na czele emiterow dwutlenku siarki znajdujg sie
Chiny, ktore dopiero w roku 2006 wprowadzity pierwszy narodowy plan
redukcji emisji tego zwigzku, o 10% do roku 2010. W Polsce, wedtug danych
szacunkowych GUS, catkowita emisja dwutlenku siarki spadta o 62% w
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okresie 1990-2005. Kolejnym czynnikiem odpowiedzial-
nym za ogdlne zmniejszenie zawartosci siarki w glebach
jest powszechne stosowanie w rolnictwie nowoczesnych,
bezsiarkowych (lub z niska zawartoscig siarki) nawozow
mineralnych. Deficyt siarki w glebie obniza wydajnos¢
plonéw roslin uprawnych, wptywajac na ograniczenie
pobierania azotu, redukujac zawarto$¢ bogatych w siar-
ke metabolitow, ktére odpowiedzialne sg za odpornosé
roslin na stresy biotyczne i abiotyczne [2], a takze obni-
zajac jakos$¢ produktow roslinnych przeznaczonych do
spozycia [3], Celem tego opracowania jest przyblizenie
i usystematyzowanie obecnego stanu wiedzy w zakresie
metabolizmu siarki w roélinach z naciskiem na regulacje
tego procesu w warunkach niedobordw siarki.

TRANSPORT | REDUKCJA SIARCZANU

Pobrany z gleby siarczan jest transportowany do wigzek
przewodzacych, ktérymi dociera do pozostatych organow.
Podczas pobierania i dystrybucji siarczan kilkukrotnie musi
pokonywa¢ btony biologiczne za pomoca transporterow w
nich ulokowanych. Pierwszg bariera jest btona cytoplazma-
tyczna komaérek najbardziej zewnetrznej warstwy epidermy
korzenia przy pobieraniu siarczanu z gleby, nastepnymi sg
btony tkanki przewodzgcej podczas przenoszenia pomie-
dzy organami rosliny i wreszcie btony komdrek mezofilu
lisci. Wewnatrz komérek rowniez zachodzi transport trans-
btonowy do organelli, takich jak plastydy czy wakuole.
Liczne badania potwierdzaja, ze rosliny sg w stanie dosto-
sowywac aktywnos$¢ transporteréw oraz poziom pobierania
siarki zaréwno do witasnych potrzeb, jak i do zewnetrznych
warunkoéw S$rodowiska [4], Stezenie siarczanu w cytopla-
zmie utrzymywane jest na wzglednie statym poziomie, a
jego nadmiar magazynowany jest w wakuoli. Transport
siarczanu jest gtdwnym etapem podlegajacym regulacji w
rolinie. Pozostate mechanizmy regulacyjne sg z nim po-
taczone w celu optymalizacji wydatkéw energetycznych
rosliny, utrzymania homeostatycznego poziomu siarczanu
w cytoplazmie oraz zapobiegania nadmiernej akumulacji
produktéw asymilacji siarczanu. Skoordynowana ekspresja
genow kodujacych transportery siarczanu umozliwia rosli-
nie whasciwe zarzadzanie zasobami siarczanu. Dotychczas

Tabela 1. Transportery siarczanu w Arabidopsis thaliana (wedtug Buchner i wsp. [6]).

Nazwa Gen Nr sekwencji cDNA w GenBank
Grupal  SULTRI1;1 At4g08620 AB018695
SULTR1;2 Atlg78000 AB042322
SULTR1;3 Atlg22150 AB049624
Grupa2 SULTR2;1 At5gl0180 AB003591
SULTR2;2 Atlg77990 D85416
Grupa3 SULTR3;1 At3951895 D89631
Sultr3;2 At4g02700 AB004060
Sultr3;3 Atlg23090 AB023423
Sultr3;4 At3g15990 B054645
SULTR3;5 At5gl19600 AB061739
Grupa4 SULTR4;1 At5g13550 AB008782
SULTR4;2 At3gl2520 ABO052775
Grupa5 SULTR5;1 Atlg80310 NP_178147
SULTRS5;2 At2¢25680 NP_180139
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poznane roslinne transportery siarczanu, wliczajac w to 14
transporterow Arabidopsis thaliana (Tab. 1), grupuja sie w
pie¢ rodzin strukturalnych [5].

Kontrola pobierania siarczanu z gleby zachodzi przede
wszystkim na poziomie ekspresji gendéw kodujacych
transportery pierwszej grupy, tj. transportery o wyso-
kim powinowactwie do siarczanu, SULTR1;1 i SULTR1;2.
U A. thaliana poziom mRNA AtSULTRI;l w warunkach
optymalnej zawartos$ci siarki w podtozu jest bardzo niski,
a wzrost poziomu ekspresji w odpowiedzi na gtodzenie
siarkowe —bardzo wyrazny. Gen kodujacy AtSULTRI;2
podlega stabszej regulacji — stwierdzono znacznie wyz-
szy poziom mRNA AtSULTRI;2 w warunkach optymal-
nych oraz stabszg indukcje gtodzeniem siarkowym w
porownaniu do AtSULTRI;I [7]. Rosliny z wytagczonymi
genami AtSULTRI;I i AtSULTRI;2 sg catkowicie niezdol-
ne do pobierania siarczanu [8]. Wymienione geny ule-
gaja ekspresji gtownie w epidermie i warstwie korowej
korzeni oraz kodujg transportery charakteryzujgce sie
wysoka specyficznoscig wzgledem siarczanu. Transpor-
ter AtSULTRI;3 jest nieco odmienny niz pozostate, gdyz
wystepuje w btonach komdrek towarzyszacych we flo-
emie, petnigc prawdopodobnie funkcje w redystrybucji
siarczanu [9].

Transportery drugiej grupy charakteryzuje nizsza spe-
cyficznos¢ w stosunku do siarczanu. Ich ekspresja zacho-
dzi w tkankach przewodzacych, co sugeruje, ze moga by¢
odpowiedzialne za dystrybucje siarczanu oraz jego re-
dystrybucje, wspotdziatajagc ze wspomnianym wcze$niej
biatkiem AtSULTRI;3 z grupy pierwszej. Geny koduja-
ce biatka grupy drugiej ulegaja ekspresji we wszystkich
organach A. thaliana (liscie, todygi i korzenie). Regula-
cja ekspresji AtSULTR2;2 u A. thaliana jest odmienna od
regulacji ekspresji jego homologa u Brassica oleracea [4].
Obserwacja ta uSwiadamia nam konieczno$¢ prowadze-
nia badan z uzyciem réznych gatunkéw roslin w celu do-
ktadniejszego scharakteryzowania transportu siarczanu
oraz roli poszczegdblnych transporterow w tym procesie.
Ro6znice w dystrybucji i zawarto$ci siarczanu w korze-
niach i pedach wyzej wspomnianych gatunkéw roslin sa

Prawdopodobna funkcja

pobieranie, szczeg6lnie w warunkach niskiego stezenia
pobieranie/stabiej regulowany niz SULTR1;1
redystrybucja pomiedzy organami/floem

redystrybucja przez tkanki przewodzace
redystrybucja/stabiej regulowany niz SULTR2;1

niejasna rola/ekspresja genu w lisciach
niejasna rola/ekspresja genu w lisciach
niejasna rola/ekspresja genu w lisciach
niejasna rola/ekspresja genu w lisciach
redystrybucja/wspomaga funkcje SULTR2;1

transport przez btone tonoplastu/mobilizacja zasobow
transport przez btone tonoplastu/mobilizacja zasobéw

niejasna rola
niejasna rola
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prawdopodobnie skutkiem réznic w ekspresji genéw ko-
dujagcych homologiczne transportery.

Trzecia grupa transporterOw pozostaje stabo funkcjo-
nalnie scharakteryzowana i by¢ moze, ze wzgledu na
wielko$¢, zostanie w przysztosci podzielona na podgru-
py. Do tej pory badania koncentrowano gtdwnie na izo-
formie AtSULTR3;5, ktéra ma zwigzek z intensywnoscia
transportu siarczanu z korzeni do czesci nadziemnych
[10]. Na podstawie badan w drozdzach wysunieto wnio-
sek, iz biatko to petni funkcje transportera tylko w postaci
heterodimeru z biatkiem AtSULTRZ2;l, ktérego gen ulega
wzmozonej ekspresji w warunkach obnizonej zawartosci
siarki w podtozu. Odmienne wyniki uzyskano z homolo-
giem AtSULTRS3;5, pochodzacym z Lotus japonicus, ktory
lokuje sie w btonie symbiosomu z bakteroidem i odpo-
wiada za dostarczanie siarki do sktadnika nieroslinnego.
Biatko to w przeciwienstwie do AtSULTR3;5 pochodzace-
go z A. thaliana jest zdolne petni¢ swoja funkcje w komor-
kach drozdzy samodzielnie, bez koniecznosci dimeryzacji
z innym transporterem, a takze wydaje sie petni¢ funkcje
w asymilacji azotu atmosferycznego [11].

Grupy czwarta i pigta zawierajg transportery zlokalizo-
wanie w blonie tonoplastu. Transportery czwartej grupy
wydajg sie by¢ zaangazowane w przenoszenie (remobiliza-
cje) siarczanu z wakuoli do cytoplazmy isg regulowane po-
zytywnie przez gtodzenie siarkowe [12]. Rola biatek grupy
piatej nie zostata dotychczas poznana. Wiecej informacji na
temat transporterdw siarczanu w ro$linach czytelnik moze
znalezé w szerokich opracowaniach przeglagdowych na ten
temat [5],

Wewnatrzkomérkowy siarczan stanowi, zaleznie od za-
sobnosci gleby oraz wieku i aktywnos$ci metabolicznej tkan-
ki roslinnej, 70-90% catkowitej siarki zawartej w lisciach
[13]. Inne formy siarki nieorganicznej (np. siarka elementar-
na [S°], siarczyn [SH\], siarczek [S*]) obecne sg w tkankach
roslinnych w mniejszej ilosci. Pozostata siarka znajduje sie
we frakcji organicznej, wchodzac w sktad biatek, polipepty-
déw, lipidéw chloroplastowych oraz wtérnych siarkowych
metabolitow.

Wiekszo$¢ zwigzkdw organicznych zawiera siarke w for-
mie zredukowanej (S*). Redukcja siarczanu zachodzi szcze-
gblnie preznie w chloroplastach intensywnie fotosyntety-
zujacych lisci oraz stopniowo stabnie w miare starzenia sie
tkanki lisciowej. W mniejszym stopniu proces ten zachodzi
réwniez w plastydach korzeni. Siarczan jest zwigzkiem sta-
bilnym. Z tego powodu redukcja pobranego z podtoza siar-
czanu do siarczku jest procesem bardzo energochtonnym i
zachodzi w trzech etapach. Pierwszym etapem jest, katali-
zowany przez sulfurylaze ATP (EC 2.7.7.4), proces aktywa-
cji, w ktorym przy udziale ATP powstaje aktywny siarczan
(5'-fosfosiarczan adenozyny; APS). U A. thaliana izoenzymy
sulfurylazy ATP istniejg zaré6wno w chloroplastach, jak i w
cystosolu. APS jest nastepnie redukowany przez redukta-
ze APS (EC 1.8.4.9) do siarczynu. Do reakcji tej potrzebny
jest GSH. Czytelnik zainteresowany szczegdtami tej reakcji
i whasciwosciami enzymu odsytany jest do niedawnej pracy
przegladowej [14]. Ostatnim etapem jest redukcja siarczynu
do siarczku katalizowana przez reduktaze siarczynowg (EC
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1.8.7.1). Warto wspomnie¢, ze biatko to, oprocz funkcji ka-
talitycznej, wydaje sie petni¢, niezbyt dobrze zdefiniowana,
dodatkowag funkcje w chloroplastach roslinnych, wykazujac
silne powinowactwo do DNA i zwiekszajac upakowanie
nukleoidéw, co z kolei wptywa na ograniczenie aktywno-
Sci transkrypcyjnej DNA chloroplastowego [15]. Obecnie
przyjmuje sie, ze zardwno siarczyn, powstajagcy w wyniku
redukcji APS, jak isiarczek, powstajacy w nastepnym etapie
wystepujg w formie wolnej [16], a nie w formie zwigzanej
z jakim$ zwigzkiem organicznym, jak poprzednio spekulo-
wano.

Nalezy wspomnieé o tym, ze siarka jest wbudowywa-
na w zwigzki organiczne takze w formie niezredukowa-
nej (SMH). Transfer grupy siarczanowej na rédznorodne
substraty (np. biatka, peptydy, lipidy, flawonoidy, kseno-
biotyki) katalizowany jest przez sulfotransferazy. W wy-
niku tych reakcji powstajg siarczanowe estry i koniugaty,
ktérych witasciwosci (np. rozpuszczalnos¢) i biologiczna
aktywno$¢ odbiegajg od ich niezmodyfikowanych odpo-
wiednikow. Spekuluje sie, ze enzymy te moga odpowia-
da¢ za modulacje takich proceséw, jak wzrost, rozwdj i
odpowiedZ na stresy srodowiskowe [17]. Uniwersalnym
donorem reszty siarczanowej w reakcjach katalizowa-
nych przez biatka z tej rodziny jest 5'-fosfosiarczan 3'-fos-
foadenozyny (PAPS), powstajacy w wyniku fosforylacji
APS przez kinaze APS. Uwaza sie, ze w przeciwienstwie
do plastydowej izoformy tego enzymu, ktéra produkuje
APS wykorzystywany nastepnie do asymilacyjnej reduk-
cji siarczanu, cytosolowa izoforma produkuje PAPS stu-
zacy jako substrat dla sulfotransferaz. Jedynie u nizszych
roslin (np. Physcomitrella patens), podobnie jak u bakterii,
PAPS jest redukowany do siarczynu przy uzyciu reduk-
tazy PAPS [18].

Siarczyn moze zosta¢ ponownie utleniony do siarcza-
nu dzieki aktywnos$ci oksydazy siarczynowej, zawie-
rajacej molibden jako kofaktor w centrum aktywnym.
Obecno$¢ tego enzymu w peroksysomach jest dobrze
udokumentowana, aczkolwiek do niedawna wzbudzata
kontrowersje w srodowisku naukowcéw zajmujacych sie
metabolizmem siarki. Enzym ten stuzy prawdopodobnie
jako ,,zawér bezpieczenstwa" niezbedny do detoksyfika-
cji nadmiaru siarczynu w tkankach, przy czym siarczyn
mogtby pochodzi¢ zarowno ze zrédta zewnetrznego (za-
nieczyszczenie atmosfery), i ze zrédta wewnetrznego
(dziatanie szlaku asymilacji siarczanu) [19,20],

BIOSYNTEZA ORAZ METABOLIZM CYSTEINY

W przeciwieAstwie do asymilacyjnej redukcji siarcza-
nu, ktéra zachodzi gtéwnie w chloroplastach, biosynte-
za cysteiny jest mozliwa zar6wno w plastydach, jaki i w
cytoplazmie i mitochondriach. Cysteina powstaje w wy-
niku dziatania liazy O-acetyloserynowo-tiolowej (OAS-
TL), katalizujacej reakcje przytaczenia siarczku do O-ace-
tyloseryny (OAS). OAS, ktéry jest dawca szkieletu ami-
nokwasowego, powstaje w wyniku przeniesienia grupy
acetylowej, pochodzacej z acetylo-CoA, na seryne przy
udziale acetylotransferazy serynowej (SAT). Cysteina jest
pierwszym zwigzkiem organicznym zawierajacym zre-
dukowang siarke (Ryc. 1).
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Rycina 1. G¥éwne metabolity siarkowe i ich pochodne w roslinach. Schemat przygotowano na podstawie danych zawartych w KEGG Pathways Database (Wwww.genome.
ad.jp/kegg/pathway.html). ACC —kwas 1-aminocyklo-propano-I-karboksylowy; OAS — O-acetylo-L-seryna; SAM —S-adenozylometionina; SMM —S-metylometio-

nina.

Cysteina jest whudowywana w biatka, a takze jest sub-
stratem do produkcji glutationu (GSH), metioniny i innych
metabolitow. Metionina jest z kolei bezposrednim prekur-
sorem S-adenozylometioniny (SAM), ktéra jest nie tylko
uniwersalnym donorem grup metylowych potrzebnych do
syntezy olbrzymiej liczby metabolitéw, ale rowniez substra-
tem do produkcji tak istotnych zwigzkéw, jak etylen, niko-
tianamina i poliaminy. Gtéwna forma wystepowania metio-
niny w obecnosci tlenu czgsteczkowego jest sulfotlenek me-
tioniny, ktoéry jak wiele sulfotlenkéw wykazuje negatywny
wpiyw na wzrost grzybni, co zwigzane jest z odpornoscia
ro$lin na patogeny. Rosliny do wielu proceséw potrzebujg
metioniny w stanie zredukowanym, ktéry utrzymuja przy
uzyciu kontroli statusu redoks za pomocg glutationu oraz
dzieki aktywnos$ci reduktazy sulfotlenku metioniny (EC
1.8.4.6) [21].

Cysteina jest potrzebna do produkcji centrow zelazo-siar-
kowych niezbednych do przeprowadzania kluczowych pro-
ceséw metabolicznych [22], stuzy jako substrat do produkcji
gtukozynolatow, fitoaleksyn, licznych biatek i polipepty-
dow, w tym biatek bogatych w siarke (SRPs), a takze bierze
udziat w syntezie p-cyjano-alaniny, niezbednej w procesie
detoksykacji cyjanku, bedgcego ubocznym produktem syn-
tezy etylenu, oraz odzyskiwania zredukowanego azotu w
nim zawartego do produkcji aminokwaséw [23].

Glutation jest trojpeptydem (y-glutamylo-cysteinylo-
glicyna) syntetyzowanym enzymatycznie w dwoch kolej-
nych etapach. Jego stezenie wielokrotnie przekracza ste-
zenie wolnej cysteiny w komoérce, co pozwala zatozy¢, ze
zwigzek ten stuzy do magazynowania itransportu zredu-
kowanej siarki. Glutation petni w komadrce wiele funkcji
zwigzanych nie tylko z metabolizmem siarki, ale réwniez
z regulacjg wzrostu i rozwoju, odpowiedzig na stresy, re-
gulacjg ekspresji genéw, detoksykacjg szkodliwych me-
tabolitow i ksenobiotykéw; jest substratem do syntezy
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fitochelatyn wigzgcych szkodliwe metale. Zwigzek ten
moze wystepowac¢ zardwno w formie zredukowanej, jak
i w formie utlenionej. Dzieki temu jest on fizjologicznym
regulatorem wielu reakcji z udziatem grup tiolowych i
uwazany jest za gtowny czynnik regulujacy potencjat re-
doks komarki [24].

REGULACJA SZLAKU - POSTULOWANA
ROLA OAS | GLUTATIONU

Podwyzszenie poziomu OAS w czasie stresu gltodze-
nia siarkowego oraz jego silny wptyw na synteze cyste-
iny byly podstawg do wysuniecia hipotezy, ze OAS petni
w metabolizmie siarki w roslinach podwoéjng funkcje —
strukturalng (jako szkielet weglowo-azotowy) i regulato-
rowa, podobng do funkcji OAS w bakteriach, w ktérych
wigze sie bezposrednio do biatka CysB, stymulujac trans-
krypcje gendw szlaku asymilacji siarczanu [25]. Hipoteze
te wydawaty sie potwierdzac liczne doSwiadczenia suge-
rujgce, iz akumulacja OAS jest silnym sygnatem indukcji
wszystkich etapow szlaku asymilacji siarczanu do cyste-
iny, co wptywa na zwigkszenie zawartos$ci tioli, a takze
badania wykazujace, ze egzogennie podany 1mM OAS
indukuje wiele genéw sposrdd tych, ktére regulowane sg
rowniez podczas gtodzenia siarkowego [26], Ostatecznie
jednak hipoteza ta jest raczej kwestionowana. Po pierw-
sze, pomimo wielokrotnych prdb nikomu nie udato sie
zidentyfikowac¢ biatka roslinnego wigzacego OAS. War-
to zaznaczyé, ze biatka z rodziny LysR, do ktdrej nalezy
CysB, wystepuja jedynie w komadrkach bakteryjnych, co
bytoby dodatkowym argumentem za bakteryjng specy-
ficznoscig tego typu regulacji. Po drugie, znaczace zwiek-
szenie poziomu OAS obserwowane byto w roslinach do-
piero po dtugim okresie gtodzenia siarkowego, co wska-
zuje, ze jest to raczej konsekwencja gtodzenia niz element
wczesnej odpowiedzi, czego nalezatoby oczekiwaé¢ od
czasteczki sygnalnej [27]. Po trzecie, okazato sie, ze zna-
czaca zaleznos$¢ ekspresji genow pod wptywem gtodze-
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nia siarkowego itraktowania egzogennym OAS obserwo-
wano tylko w lisciach i jedynie dla wybranych gendéw.
Doktadniejsza analiza wykazata brak takiej zaleznosci
w przypadku szeregu innych gendw, co sugerowato, ze
OAS nie moze by¢ jedynym sensorem gtodzenia siarko-
wego [28], Obecnie za najbardziej prawdopodobng uwa-
za sie hipoteze, ze akumulacja OAS, ktéry w normalnych
warunkach jest zwykle limitujgcym substratem, jest je-
dynie wskaznikiem braku zré6wnowazenia metabolizmu
siarki i azotu, wobec czego zwiekszona akumulacja OAS
odczytywana jest btednie przez komorki jako informacja
0 gtodzeniu siarkowym lub zwigekszonym zapotrzebowa-
niu na metabolity siarkowe [4].

Metabolity zawierajgce grupy tiolowe, cysteina i GSH,
wywierajg antagonistyczny do OAS wptyw na przepusto-
wos¢ szlaku asymilacji siarczanu. Zwtaszcza glutation jest
postulowany jako czasteczka sygnalna odpowiedzialna
za represje gendw szlaku i mediator statusu siarkowego
rosliny. Ze wzgledu na bardzo szerokg role tego zwigzku
ljego udziat w wielu réznych procesach zwigzanych z
odpowiedzig na stresy srodowiskowe oraz regulacja sta-
tusu redoks w cytoplazmie komérek funkcja glutationu
jako mediatora statusu siarkowego ro$liny wydaje si¢
jednak dyskusyjna.

WPLYW GEODZENIA SIARKOWEGO NA ROSLINY

Odpowiedz rodlin na gtodzenie siarkowe mozna podzie-
li¢ na trzy gtéwne etapy [4], W fazie poczatkowej zmiany
ograniczone sg do szlaku asymilacji siarczanu i polegaja
gtéwnie na optymalizacji pobierania siarczanu ijego wyko-
rzystania, a takze na uwalnianiu rezerw siarczanu z waku-
oli. Nastepny etap obejmuje zmiany innych szlakow meta-
bolicznych, w tym mobilizacje siarki z zasobéw organicz-
nych (np. zainicjowanie degradacji glukozynolanéw w A.
thaliana), dostosowanie metabolizmu azotu do obnizonego
metabolizmu siarki oraz zainicjowanie odpowiedzi typowej
dla streséw srodowiskowych (indukcja antyoksydantow).
W ostatniej fazie roslina ukierunkowuje metabolizm na
szybsze zakorczenie wzrostu wegetatywnego i wejscie w
okres generatywny. Charakterystyczne dla tego etapu jest
m.in. ograniczenie wzrostu, zmniejszenie stosunku dtugo-
$ci pedéw do korzeni, zainicjowanie proceséw starzenia sie
tkanek oraz podjecie préby wydania nasion.

Jednym z charakterystycznych objawéw diugotrwatego
gtodzenia siarkowego jest chloroza, dotykajgca zwtaszcza
najmtodsze liScie w poblizu wierzchotka pedu. W warun-
kach niedoboru siarki dochodzi do zmniejszenia ilosci syn-
tetyzowanego chlorofilu oraz zawartosci sulfolipidow w
liSciach [29], Skutkuje to zahamowaniem btonowych proce-
séw energetycznych, w szczeg6lnosci intensywnosci foto-
syntezy, poczynajac od tkanek najmtodszych. W przypadku
postepujacych niedobordw ilos¢ dystrybuowanej iredystry-
buowanej siarki do mtodych organéw ulega obnizeniu, jed-
nak jest to spadek wiekszy niz wynikajacy ze zmniejszenia
dostepnosci zrodta. Prawdopodobnie zatem diugotrwate
gtodzenie siarkowe prowadzi do wystania hipotetycznego
sygnatu do jak najszybszego zakonczenia wzrostu wege-
tatywnego i podjecia préby wydania nasion. Poczgtkowo
zahamowany zostaje wzrost czesci nadziemnej przy jed-
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noczesnym zwiekszonym wzroscie korzeni lateralnych. W
przypadku niepowodzenia strategii poszukiwania nowych
zrodet siarki w glebie, w obliczu zmniejszajacych sie rezerw
zwigzkow siarkowych, hamowany jest wszelki rozrost
organéw wegetatywnych, w tym réwniez korzeni. Jest to
prawdopodobnie zwigzane z przestawieniem metabolizmu
w kierunku wytworzenia organ6w generatywnych.

Szczegdlng role w odpornosci roslin na stresy srodowi-
skowe odgrywajg czynniki odpornosci zawierajgce siarke
(SDCs; ang. sulfur-containing defence compounds). Nalezg do
nich zwigzki silnie zwigzane z odpornoscig, jak: glutation,
glukozynolaty, biatka bogate w siarke; a takze te o dotych-
czas niepotwierdzonej roli w mechanizmach odpornoscio-
wych roslin, jak: fitoaleksyny, lotne zwigzki siarkowe oraz
siarka elementarna [2,30], Zwigzki te ulegajg akumulacji w
wyniku zakazenia i wykazuja dziatanie toksyczne w sto-
sunku do chorobotwérczych grzybow, niektdrych gram-
dodatnich bakterii, owadéw oraz nicieni. Gromadzenie
niektérych z tych zwiazkéw, wydaje sie by¢ zwigzane z ilo-
$cig dostepnej siarki w podtozu. W wyniku gtodzenia siar-
kowego dochodzi do zmniejszenia ilosci roslinnych SDCs
w roslinach zdrowych oraz obnizenia intensywnosci odpo-
wiedzi na patogeny w roS$linach zakazonych. Postepujace
wraz ze zwiekszeniem stezenia zrodta siarki, gromadzenie
SDCs podnosi odporno$¢ roslin na przyszte zakazenia, a
prawdopodobnie takze tolerancje na metale ciezkie. Wyko-
rzystywane jest to w ogrodnictwie gdzie, aby zwiekszy¢ od-
pornos$c¢ roslin, dostarcza sie im dodatkowego zrodta siarki,
powodujac tym samym zwiekszenie stezenia SDCs w upra-
wianych roslinach.

REGULACJA TRANSKRYPCJI

Badania zmian ekspresji genéw pod wptywem gtodze-
nia siarkowego byty prowadzone intensywnie przez wiele
zespotdw badawczych. Najbardziej kompletne dane po-
chodzg z eksperymentéow nad transkryptomem A. thaliana
[26,31,32]. Mimo ze badania te dotyczyty tylko czeSci trans-
kryptomu (okoto 7000-9000 gendw) oraz nie pozwalaty zi-
dentyfikowa¢ genéw o niskim konstytutywnym poziomie
ekspresji, ulegajagcych indukcji w warunkach gtodzenia
siarkowego, wyznaczyty kolejnym badaczom grupe gendéw
potencjalnie zaangazowanych w odpowiedz na niedobory
siarki oraz pozwolity na postawienie hipotez tgczacych roz-
ne procesy z tg odpowiedzig. Wykryto bowiem, ze wsréd
genow regulowanych na poziomie transkrypcji, poza tymi
zwigzanymi z pobieraniem, asymilacjg i metabolizmem
siarki, licznie reprezentowane sg geny powigzane ze szla-
kami flawonoidéw, auksyn czy kwasu jasmonowego, geny
zaangazowane w synteze i degradacje biatek, odpowiedz na
inne stresy (biotyczne i abiotyczne), a takze grupa genéw o
innych funkcjach. Na podstawie analizy mikromacierzy sza-
cuje sie, ze okoto 7-10% wszystkich genéw A. thaliana cha-
rakteryzuje korelacja poziomu transkrypcji z dostepnoscig
zrédta siarki. W naszym laboratorium, stosujac metode bi-
bliotek subtrakowanych, zidentyfikowaliSmy szereg genow
tytoniu regulowanych przez krotkoterminowe (48 godzin)
gtodzenie siarkowe [33]. Nasze obserwacje w duzym stop-
niu pokrywaja sie z wynikami uzyskanymi dla A. thaliana.
Szerzej zainteresowanych wynikami badan transkryptomu
oraz powigzania transkryptomu z metabolomem odsytamy
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do prac oryginalnych oraz zgrabnego pordwnania wynikow
pochodzacych z kilku eksperymentéw [29,34-37],

Ze wzgledu na postulowang wage regulacji na pozio-
mie transkrypcji przeprowadzono wiele eksperymentéw,
ktérych celem byto poszukiwanie komponentow szlaku
przekazywania sygnatu zapewniajgcego skoordynowang
regulacje ekspresji genéw metabolizmu siarki. Udato sie
zidentyfikowaé 16-nukleotydowe fragmenty sekwencji
promotorow (elementy cis), ktére sg niezbedne do in-
dukcji genu w warunkach gtodzenia siarkowego rosliny,
zwane sekwencjami SURE (ang. sulfur-responsive elements)
[38], jednakze czynnik transkrypcyjny zdolny do wigza-
nia sie do tych sekwencji nie zostat dotagd zidentyfikowa-
ny. Sekwencje SURE wystepuja w promotorach wielu, ale
nie wszystkich genéw indukowanych przez gtodzenie
siarkowe. Co wiecej, mozna je znalezé w genach, ktore
przez niedobor siarki nie sg regulowane. Uzasadniona
zatem wydaje sie konkluzja, ze sekwencje SURE nie moga
by¢ jedynymi elementami cis determinujgcymi regulacje
ekspresji gendéw przez gtodzenie siarkowe.

Ostatnio zidentyfikowano aktywator gendéw pozytyw-
nie regulowanych w warunkach gtodzenia siarkowego,
SLIM1 (ang. sulfur limitation 1) [39], ktdry okazat sie iden-
tyczny z czynnikiem transkrypcyjnym, znanym poprzed-
nio jako EIL3 (ETHYLENE-INSENSITIVE3-LIKE3). Bada-
nia, z uzyciem m.in. ilosciowych technik monitorowania
ekspresji genéw, potwierdzity wptyw SLIM1 na trans-
krypcje genow kodujacych transportery siarczanu z gru-
py 1, 3i4 oraz biatka zwigzane z biosyntezg i degradacja
glukozynolatow. Jednakze, indukcja wielu innych genéw
regulowanych przez gtodzenie siarkowe, w tym genéw
kodujacych wszystkie izoformy reduktazy APS, jest nie-
zalezna od SLIM1 (w mutantach pozbawionych biatka
SLIM1 byty one indukowane przez gtodzenie siarkowe
w podobnym stopniu, co w roslinach niezmutowanych).
Obserwacja ta sugeruje, ze pomimo tego iz SLIM1 jest
niezbedny do prawidtowej odpowiedzi na gtodzenie siar-
kowe, nie jest jej naczelnym ani jedynym regulatorem.

Kolejnym genem zwigzanym z regulacjg transkrypcji ge-
noéw odpowiedzi na stres gtodzenia siarkowego jest BIG, ko-
dujacy biatko odpowiadajgce za polarny transport auksyn
[40]. Prawdopodobnie nie jest to jedyna funkcja biatka BIG,
gdyz mutanty z uszkodzonym genem charakteryzowaty
sie plejotropowymi defektami, miedzy innymi w zakresie
wrazliwos$ci na cytokininy, etylen i inhibitory transportu
auksyn, wykazywaty zmiany w szlakach sygnalizacji gibe-
relin i Swiatta, r6znity sie poziomem ,,cieniozno$nosci" oraz
posiadaty zmieniong charakterystyke odpowiedzi na niedo-
bér fosforu na poziomie zmian w morfologii organéw. BIG,
w przeciwienstwie do SLIM1 dziatajacego jako aktywator,
wydaje sie negatywnie regulowac ekspresje genow meta-
bolizmu siarki, co stwierdzono dla APR1 oraz promotora
genu p-konglicyny. Nie do konca wiadomo jednak jaki jest
mechanizm tej regulacji. Autorzy, na podstawie dodatko-
wych doswiadczen z ro$linami traktowanymi auksynami,
dyskutuja, ze by¢ moze nastepujg lokalne, ograniczone do
poszczegblnych organéw, zmiany poziomu auksyn w ro-
$linie, co sugeruje, ze obserwowane zjawisko regulacji jest
zwigzane z efektem plejotropowym genu BIG.
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Glukozynolaty syntetyzowane sg gtdwnie przez rosli-
ny z rodziny Brasicaceae, do ktdrej nalezy wykorzystywa-
na w badaniach modelowych A. thaliana. Zwigzki te uwa-
zane sg za magazyn siarki organicznej, poniewaz w jednej
czasteczce zawierajg 2-3 atomy siarki. Sg to rownoczes$nie
zwigzki wykorzystywane przez rosliny do obrony przed
patogenami. Gtodzenie siarkowe negatywnie reguluje
trzy aktywatory gendéw biorgcych udziat w biosyntezie
glukozynolatéw: PMG1/Myb28, PMG2/Myb29 i ATR1/
Myb34, z ktérych jeden (ATR1/Myb34) jest, posrednio
lub bezposrednio, pod kontrolg SLIM1/EIL3 [41].

REGULACJA METABOLIZMU SIARKI
PRZEZ FITOHORMONY

Bardzo prawdopodobne jest, ze niektére fitohormony
ro$linne sg czasteczkami sygnatowymi zwigzanymi z od-
powiedzig na deficyt siarki. Nalezy jednak podkresli¢, ze
trudno jest okreslic wptyw poszczeg6lnych pojedynczych
hormonéw z powodu naktadajacych sie, czesto plejotropo-
wych efektdw.

Rola auksyn w regulacji ekspresji genéw w odpowie-
dzi na gtodzenie siarkowe jest ciggle niejasna i kontro-
wersyjna, a uzyskane wyniki w duzym stopniu zalezg
od metodyki doswiadczenia, np. czasu gtodzenia siar-
kowego, fazy odpowiedzi roslin na gtodzenie siarkowe,
badanego genu itego, czy badania prowadzone sg w ko-
rzeniach czy pedach. Ostatnio pojawito sie doniesienie
o pozytywnej regulacji transkrypcji SULTR2;2 oraz, w
mniejszym stopniu, APR1 przez IAA [40], Nalezy jednak
podkresli¢, ze analiza dostepnych wynikdéw z uzyciem
mikromacierzy nie wykazata wptywu IAA na ekspre-
sje gendw SULTR2;2 i APR1 A. thaliana (Genvestigator;
https:// www.genevestigator.ethz.ch). W innej publikacji
stwierdzono, ze IAA nie wywiera wptywu na ekspresje
APR2 w warunkach gtodzenia siarkowego, a jego wptyw
na promotor wspomnianego wczesniej genu At2g44460
zalezy od badanego organu rosliny [42], Interpretacje roli
auksyn komplikuje fakt, ze zaré6wno ekspresja genéw po-
trzebnych do biosyntezy auksyn [36], jak i ekspresja wie-
lu gendw indukowanych przez auksyny [32,34] wzrasta
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Rycina 2. Hipotetyczny model wyjasniajagcy za pomoca obserwowanych zmian
ekspresji genéw i poziomu metabolitéw wystepowanie zmian morfologicznych
i rozwojowych w ro$linach poddanych gtodzeniu siarkowemu (zmodyfikowane
wedtug [33,36], wyjasnienia w tekscie). Wyjasnienia skrétéw: PMAP — poten-
cjalne biatko zwigzane z myrozynaza (ang. putative myrosinase-associated protein);
ACO —oksydaza kwasu 1-amino-cyklopropano-I-karboksylowego.
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podczas gtodzenia siarkowego. Zaproponowana zostata
hipoteza sugerujgca, ze udziat auksyn w sygnalizacji gto-
dzenia siarkowego madgtby podlega¢ wyciszeniu przez
czynnik transkrypcyjny 1AA28, ktéry dziatatby posred-
nio lub bezposrednio jako element negatywnego sprzeze-
nia zwrotnego (Ryc. 2). Hipoteza ta powstata w wyniku
badania powigzan miedzygenowych z uzyciem metod
bioinformatycznych [36], Nie zostata ona jednak jeszcze
eksperymentalnie zweryfikowana.

Rownie hipotetyczne jest przyspieszenie dojrzewania
kwiatow i nasion wskutek wzmozonej syntezy etylenu
w wyniku gtodzenia siarkowego (Ryc. 2). Proponowa-
ny przez nas model opiera sie jedynie na stwierdzeniu
zwiekszonej ekspresji w tych warunkach tytoniowego
genu NtACO03 [33], kodujacego jedng z izoform oksydazy
kwasu l-amino-cyklopropano-l-karboksylowego. Enzym
ten katalizuje ostatni etap biosyntezy etylenu, hormonu
petnigcego funkcje, miedzy innymi, we wzroscie gene-
ratywnym roslin. Produkcja etylenu jest $cisle zwigzana
z metabolizmem siarki, poniewaz jego bezpos$rednim
prekursorem jest kwas 1-amino-cyklopropano-l-karbok-
sylowy (ACC), ktéry powstaje z S-adenozylometioniny
(SAM). Oba etapy biosyntezy etylenu katalizowane sg
przez enzymy kodowane przez wielogenowe rodziny [43]
jednak, wedtug danych literaturowych regulacja syntezy
etylenu odbywa sie gtéwnie poprzez kontrole poziomu
ACC [44]. Ponadto, nalezy podkresli¢, ze nie ma opubli-
kowanych danych na temat poziomu etylenu w roslinach
hodowanych w warunkach deficytu siarki.

Cytokininy, chociaz nieregulowane w odpowiedzi na
stres niedoboru siarki, zostaty zidentyfikowane jako re-
gulatory transkrypcji genéw metabolizmu siarkowego.
Na ten temat ukazaty sie prace kilku grup badawczych.
Jedna z grup wykazata, ze zeatyna indukuje ekspre-
sje genow kodujacych — p podjednostke [3-konglicyny,
gtdbwnego biatka zapasowego w nasionach soi, nisko-
wydajny transporter siarczanu (SULTR2;2) oraz jedng z
izoform reduktazy APS (APR1) [45]. Wydaje sie jednak,
ze zeatyna dziatata w przypadku dwéch ostatnich gendw
(SULTR2;2 iAPRI) raczej posrednio, zwiekszajac stezenie
sacharozy, czyli poprzez $ciezke niezalezng od gtodzenia
siarkowego. Inni autorzy stwierdzili negatywny wptyw
zeatyny na ekspresje genow SULTR1;1 i SULTR1;2, kodu-
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Rycina 3. Regulacja biosyntezy cysteiny poprzez tworzenie kompleksu syntazy
cysternowej (CS) przez biatka OASTL i SAT. Szczeg6ty regulacji opisano w tek-
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jacych wysoko specyficzne transportery siarczanu indu-
kowane w korzeniach A. thaliana przez gtodzenie siarko-
we. Traktowanie roslin zeatyng skutkowato obnizeniem
transkrypcji tych gendéw oraz pobierania siarczanu o 75%
w porownaniu do roslin kontrolnych. Ostatnio ukazata
sie praca pokazujgca negatywny wptyw cytokinin na in-
dukcje przez gtodzenie siarkowe genu APR2 oraz genu
At2944460, kodujgcego prawdopodobng tioglukozydaze
[42], Zdaniem autoréw tej pracy cytokininy petnig istotng
funkcje w ogolnej odpowiedzi na deficyt siarki, podczas
gdy auksyny biorg udziat jedynie w regulowaniu pew-
nej podgrupy genéw, np. genéw kodujacych biatka od-
powiedzialne za uwolnienie siarki z wewnatrzkomorko-
wych rezerw.

Kwas jasmonowy (JA) zostat zidentyfikowany jako in-
duktor gendw szlaku asymilacji siarki kodujgcych SAT i
APR oraz biosyntezy glutationu [46,47], co jest zwigzane
z jego wazng rolg w przekazywaniu sygnatu w réznych
stresach. Pomimo tego ze geny biosyntezy JA sa zaindu-
kowane w czasie gtodzenia siarkowego [26,31,32] nie ma
bezposrednich danych na temat poziomu JA w tych wa-
runkach.

Poziom GSH wzrasta po traktowaniu roslin zar6wno
kwasem abscysynowym [48], jak i kwasem salicylowym
[49], jednak trudno jest oceni¢ czy obserwowane rdznice
wynikajg z bezposredniego czy posredniego wptywu tych
hormonéw na ekspresje genow szlaku asymilacji siarki.

REGULACJA ZA POMOCA mikroRNA

Niedawno wykazano, ze ten typ regulacji potranskryp-
cyjnej, ktéry polega na kontrolowaniu stabilno$ci lub hamo-
waniu translacji wybranych transkryptow przez specyficz-
nie wigzace sie do nich, krotkie (20-24 nt) czasteczki, tzw.
mikroRNA, ma znaczenie w odpowiedzi roslin na stresy
biotyczne i abiotyczne oraz gtodzenie fosforanowe i siar-
kowe [50]. Czasteczka mikroRNA395 odgrywa potencjalng
role w regulacji homeostazy siarczanu w ro$linach poprzez
regulacje ekspresji genu kodujgcego transporter siarczanu
SULTR2;1 oraz gendw kodujacych trzy izoformy reduktazy
APS [51]. Fizjologiczne znaczenie oraz szczegdty tego typu
regulacji nie sg jeszcze poznane.

REGULACJA POTRANSLACYJNA

Dziatanie potranslacyjnych mechanizméw regulacyjnych
wykazano w przypadku transporterow siarczanu, ktdre
oprécz N-kohncowej domeny trans membranowej, posiada-
ja, oddzielong facznikiem, C-koricowg domene STAS (ang.
sulfate transporters anti-sigma antagonist domain) [52-54], Do-
mena ta przypomina domeny biatek bakteryjnych, a muta-
cje w niej nie wptywaja na btonowg lokalizacje biatka, ale
mimo wszystko istotnie redukujg transport siarczanu przez
transportery. Domena STAS wydaje sie by¢ niezbedna nie
tylko do prawidtowej aktywnosci transporteréw, ale takze
do ich biogenezy i stabilnosci.

Innym biatkiem szlaku, ktére wydaje sie by¢ regulowane

potranslacyjnie jest reduktaza APS, dla ktérej zapropono-
wano model regulacji zalezny od proceséw redoks [55],
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Funkcjonowanie kompleksu syntazy cysteinowej jest,
jak dotad, jednym z lepiej scharakteryzowanych przykta-
dow regulacji potranslacyjnej. Poziom syntetyzowanej
cysteiny kontrolowany jest za pomocg dwoch naktadaja-
cych sie mechanizmow. Pierwszy to klasyczne sprzezenie
zwrotne, wykorzystujgce hamowanie niektérych roslin-
nych izoform SAT poprzez hamowanie produktem (ang.
feedback inhibition), czyli cysteing [56]. Z dziataniem tego
mechanizmu bardzo $ciSle wigze sie niedawno odkryte
zjawisko fosforylacji biatka GmSERAT2;l (izoforma SAT
z soi zlokalizowana prawdopodobnie w cytosolu) przez
zalezng od wapnia kinaze CDPK (ang. calcium-dependent
protein kinase). Fosforylacja ta zachodzi w odpowiedzi na
stres oksydacyjny, a jej skutkiem jest zniesienie wrazli-
wosci SAT na hamowanie produktem, co skutkuje zwiek-
szong produkcjg cysteiny [57], Funkcjonowanie tego me-
chanizmu regulatorowego jest uzasadnione przez wzrost
zapotrzebowania na GSH i inne metabolity siarkowe w
czasie stresu oksydacyjnego. Drugi mechanizm regula-
cyjny wykorzystuje fakt, ze czasteczki SAT wystepuja
zar6bwno w stanie wolnym, jak réwniez w kompleksie z
OAS-TL, tworzac tzw. syntaze cysteinowg, ktoérej funk-
cjonowanie stwierdzono po raz pierwszy w bakteriach,
a nastepnie potwierdzono w roS$linach [58], Aktywnosé
obu enzymoéw zalezy od tego czy wystepujg one w stanie
wolnym czy jako skiadniki kompleksu (Ryc. 3). Wolna
forma OAS-TL, ktdra jest obecna zawsze, ze wzgledu na
to, ze jej stezenie w komarce jest 300 razy wyzsze niz ste-
zenie SAT, odpowiada za synteze cysteiny w warunkach
dostepnosci siarczku i OAS. Wolna forma SAT jest nieak-
tywna, natomiast SAT jako sktadnik kompleksu katalizu-
je powstawanie OAS. Kompleks SAT-OAS-TL tworzy sie
przy niskim stezeniu OAS, a rozpada sie przy wysokim
stezeniu tego zwigzku.

Bardzo prawdopodobna jest rGwniez regulacja szlaku
przez inne kinazy biatkowe niz wspomniana powyzej
CDPK. Kinazy z rodziny SnRK2 podobne sg do biatka
SAC3 z Chlamydomonas reinchardii, ktére zostato zidenty-
fikowane jako jeden z trzech regulatorow metabolizmu
siarkowego w tych glonach [59], Niedawno okazato sie,
ze gtodzenie siarkowe indukuje transkrypcje co najmniej
kilku genéw A. thaliana nalezacych do tej rodziny. Wy-
kazano ponadto, ze w mutantach z nieaktywng kinaza
SnRK2.3 odpowiedZ na gtodzenie siarkowe jest stabsza
niz w linii kontrolnej, co sugerowatoby udziat tej kinazy
w regulacji szlaku asymilacji siarczanu [60].

PODSUMOWANIE

Siarka jest makroelementem istotnym dla prawidtowe-
gowzrostu irozwoju roslin. Jej pobieranie, asymilacja oraz
witaczanie do dalszych szlakéw metabolicznych podlega-
ja regulacji zapewniajacej optymalne dopasowanie meta-
bolizmu siarkowego do dostepnosci zrodta siarki oraz do
zapotrzebowania na metabolity siarkowe. Zrozumienie
mechanizméw regulacyjnych zajmuje szczeg6lng role
w badaniu metabolizmu siarki, ze wzgledu nie tylko na
duzg warto$¢ poznawcza, ale takze pdzniejszg mozliwos$é
wykorzystania uzyskanej wiedzy w pracach aplikacyj-
nych. Mimo iz ta gataz biologii roslin rozwija sie bardzo
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intensywnie, ciggle jeszcze istnieje konieczno$é przepro-
wadzenia wielu badan w poszukiwaniu odpowiedzi na
otwarte pytania dotyczace gtéwnych elementéw szlaku
przekazywania informacji o statusie siarkowym rosliny
oraz molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za
dostosowanie metabolizmu roslin do dostepnosci zrédta
siarki. Wiedza ta pozwoli uzyska¢ rosliny optymalnie
wykorzystujgce zasoby $rodowiskowe, odporne na bio-
tyczne i abiotyczne stresy oraz zawierajgce pozadany po-
ziom metabolitéw siarkowych.
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ABSTRACT

Sulfur, one of the vital macroelements, is present in nature in several redox forms (S, SHV, S'1l S°). In most organic compounds sulfur is pre-
sent in the reduced form (S'I), while most inorganic sulfur is oxidized, in a form of sulfate (S+M). Animals and humans can incorporate only
the organic forms of sulfur, present in sulfur-containing amino acids. Plants, most bacteria and fungi are able to uptake inorganic sulfate, gra-
dually reduce it and assimilate it into variety of organic compounds. Knowledge of the regulatory mechanisms of this process is a key factor
for understanding relationships between availability of sulfur source and plant growth and development, their resistance to environmental
stresses and nutritional value of edible crops. Recently, a number of research groups conducted intensive investigations on sulfur metabolism
and its regulation in plants. The aim of this review is to inform the Polish reader about the new results and concepts in this field.
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Wykaz skrétéw: ABA — kwas abscysynowy;
ABI1 (ang. ABA-insensitivel) — fosfataza biat-
kowa typu 2C; AtGCRI (ang. A. thaliana G-cou-
pled receptor!) —receptor sprzezony z biatkiem
G A. thaliana; AtRGSI (ang. A. thaliana regulator
ofG-protein signalingl) —biatko regulujace sy-
gnalizacje zalezng od biatka G A. thaliana; GDI
(ang. GDP dyssociation inhibitor) — inhibitor
dysocjacji GDP; GPCR (ang. G-protein-coupled
receptor) — receptor sprzezony z biatkami G;
HHP (ang. heptahelical protein) —biatka z sied-
mioma helisami; MLO (ang. mildew resistance
locus 0) — locus 0 zwigzany z odpornos$cia na
plesn; PD1 (ang. prephenate dehydratasel) —de-
hydrataza prefenianowal; PsiP (ang. pollen-
signalling protein) — biatko pytku wykazujace
aktywno$¢ cyklazy adenytanowej; THF1 (ang.
thylakoid formation!) —biatko btonowe plasty-
déw; XLG (ang. extra-large GTP-binding protein)
—ekstra-duze biatko wigzace GTP
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STRESZCZENIE

adrodzina receptoréw sprzezonych z biatkami G (GPCR) ssakéw jest jedng z najwigk-
N szych i najbardziej zréznicowanych grup biatek. Roéliny, w przeciwienstwie do zwie-
rzat, dysponuja znaczaco mniej licznym zestawem receptoréw wspétdziatajacych z biatkami
G. Mozliwo$¢ fizycznego oddziatywania z biatkiem G potwierdzono tylko w przypadku
AtGCRI i AtRGSI. Takze liczba poszczegdlnych podjednostek biatka G u roslin w poréw-
naniu z innymi eukariontami jest zdecydowanie mniejsza. Po jednym genie Ga i G/t oraz
po dwa Gy zidentyfikowano u A. thaliana i ryzu. Nieliczne sg tez biatka efektorowe oddzia-
tujace z podjednostkg Ga i dimerem GPy. Najlepiej poznanym efektorem jest fosfolipaza
D (PLDal). Potencjalnymi biatkami efektorowymi sg takze: Atpirinl zawierajagce domene
kupinowa, dehydrataza prefenianowa —enzym cytoplazmatyczny uczestniczacy w regulacji
szlaku kwasu szikimowego oraz zlokalizowane w btonie plastydéw biatko THF1. Ponadto,
nieliczne doniesienia sugerujg mozliwos$¢ oddziatywania Ga z kanatami jonowymi oraz fos-
folipazami A2i C, a dimeru GPy z transporterem heksoz zlokalizowanym w btonach aparatu
Golgiego

WPROWADZENIE

Receptory sprzezone z biatkami G (GPCR) (ang. G-protein-coupled receptor)
tworzg u zwierzat najwieksza i funkcjonalnie najbardziej zréznicowana grupe
receptoréw, ktére tagczy wspolny schemat budowy. Wszystkie GPCR maja sie-
dem odcinkdw transbtonowych (TMI — TMVII) potgczonych trzema petlami
zewnatrzkomaérkowymi (el-e3) i trzema petlami wewnatrzkomaérkowymi (il-
i3). Zakonczenie tancucha biatkowego z wolng grupa aminowa znajduje sie na
zewnatrz, natomiast C-koniec skierowany jest do wewnatrz komérki. Odpo-
wiednie odcinki petli wewnatrzkomérkowych GPCR, zwykle jest to petla i3,
wigzg nieaktywny heterotrimer biatka G (Ga-GDP/GPy). Zmiany konforma-
cyjne towarzyszace wigzaniu liganda, przenoszone poprzez petle wewnatrzko-
morkowe na podjednostke Ga-GDP, wymuszajg oddysocjowanie zwigzanego
z nig GDP oraz przytagczenie, wystepujgcego w cytoplazmie w wyzszym steze-
niu, GTP. Wymiana GDP na GTP oraz zalezne od niej zmiany konformacyjne w
Ga rozluzniajg wigzanie miedzy Ga-GTP a heterodimerem GPy, umozliwiajgc
niezalezne oddziatywanie obu biatek z odpowiednimi efektorami wewnatrzko-
moérkowymi —enzymami lub kanatami jonowymi (Ryc. 1). Oddziatywanie Ga-
GTP z biatkiem efektorowym zostaje przerwane wraz z hydrolizg zwigzanego
GTP. Aktywno$¢ GTPazowa podjednostki Ga moze by¢ stymulowana przez
samo biatko efektorowe badZz przez dodatkowe biatko RGS (ang. regulator of
G-protein signaling). Zmiany konformacyjne w Ga-GDP, towarzyszace odszcze-
pieniu reszty fosforanowej, umozliwiajg reasocjacje Ga z GPy i zwigzanie hete-
rotrimeru z GPCR. W kompleksie receptora z Ga-GDP/GPy, dimer GPy dziata
jako inhibitor dysocjacji GDP (GDI) (ang. GDP dyssociation inhibitor) hamujacy
spontaniczne uwalnianie GDP z Ga. GPCR moze takze podlega¢ samoregula-
cji poprzez desensytyzacje (odwrazliwienie), ktéra polega na fosforylacji przez
odpowiednig kinaze biatkowg reszt serynowych i treoninowych potozonych w
petli i3 i odcinku C-koAcowym GPCR i przytaczeniu dodatkowego biatka - are-
styny [1,2]. Dimer G(3y moze wigza¢ fosducyne (PDC) badz jej homologi, biatka
przeciwdziatajgce reasocjacji heterodimeru z Ga.

W bazach danych zdeponowano juz prawie pie¢ tysiecy sekwencji koduja-
cych receptory nadrodziny GPCR, podzielonej - przez réznych autoréw - na
pie¢, szes¢, a nawet siedem gtéwnych klas [3-6, baza sekwencji GPCR http://
www.gpcr.org/7tm/]. Najliczniejszg klase tworzg biatka podobne do rodop-
syny (okoto 4350 sekwencji) z ponad 700 biatkami kodowanymi przez genom
cztowieka [7]. Pozostate klasy GPCR sa mniej liczne. Klasa biatek podobnych
do sekretyny liczy okoto 200 sekwencji, biatka podobne do metabotropowego
receptora glutaminianergicznego - 135 sekwencji, a najmniej liczne klasy tworzg
biatka podobne do receptora feromonu u grzybéw (24 sekwencje) i receptory
CAMP u Dictyostelium discoideum (5 sekwencji) [4], W sumie genom cztowieka
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Rycina 1. Aktywacja heterotrimerycznego biatka G przez GPCR oraz mechanizmy wygaszania sygnatu i regulacji aktywnosci

podjednostek Ga i G(3y.

zawiera okoto 900 genéw typu GPCR [6], genom Caenorhab-
ditis elegans ponad 1000, a u Drosophila melanogaster zidenty-
fikowano ponad 250 genéw GPCR [5],

Nieporownywalnie mniejsza jest liczba GPCR u ro$lin,
bowiem genom rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis
thaliana) zawiera od szesciu [5] do okoto dwudziestu ge-
now GPCR [6,8,9], Wiekszg liczhe GPCR sugeruje sie w
doniesieniu z przed dwoch lat, w ktdrym, opierajac sie
na nowym algorytmie, wytypowano w A. thaliana 394 se-
kwencje kodujace biatka z siedmioma helisami transbhto-
nowymi, z czego az 54 sekwencje —wg autoréw — po-
winny by¢ brane pod uwage jako potencjalne geny GPCR
[10]. Niestety, badania eksperymentalne nie nadazaja
za poszukiwaniami in silico, gdyz do dzisiaj w A. thalia-
na udato sie zidentyfikowac tylko jeden gen (AtGCRI),
ktérego przynalezno$¢ do nadrodziny GPCR nie budzi
watpliwosci [8]. Ponadto, poznano gen AtRGSI kodu-
jacy biatko z siedmioma odcinkami transbtonowymi i
wewngtrzkomérkowg domeng RGS, ktore, jak pokazuja
najnowsze doswiadczenia, wydaje sie petni¢ funkcje czuj-
nika zewnatrzkomdérkowego stezenia glukozy [11,12].
Nadzieja na przetamanie impasu pojawita si¢ w ubiegtym
roku, po tym jak doniesiono, ze nowo poznany gen GCR2
A. thaliana koduje biatko typu GPCR, bedgce recepto-
rem kwasu abscysynowego (ABA) [13]. Niestety, wyniki
najnowszych badan poddaja w watpliwosé poprawnosé
metodyczng powyzszych badan, a ponadto dowodza, ze
GCR2 nie tylko nie jest receptorem ABA, ale w ogdle nie
nalezy do biatek nadrodziny GPCR [14,15].

Bardziej kompletna jest wiedza na temat heterotrime-
rycznych biatek G u roslin. Wyniki przeprowadzonych juz
badan ujawnity, ze genomy trzynastu przebadanych ros$lin
(trzech jednolisciennych i dziesieciu dwulisciennych) za-
wierajg po jednym genie, a tylko u grochu, soi i tytoniu zna-
leziono po dwa geny Ga [16]. Wszystkie badane rosliny, z
wyjatkiem grochu i tytoniu, majg takze po jednym genie G/,
a po dwa geny Gy znaleziono w genomach rzodkiewnika,
ryzu i grochu [16,17]. Dla poréwnania warto przypomniec,
ze genom cztowieka zawiera 16 genow Ga, ktére w wyniku
alternatywnego sktadania kodujg 23 biatka dzielone na 4 ro-
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dziatujagcych z Ga-GTP i
dimerami GPy. To dzigki
tym nowym technikom
udato sie w A.thaliana zi-
dentyfikowaé kilka bia-
tek efektorowych, ktore
nie maja swoich odpo-
wiednik6w u zwierzat.
Z drugiej strony, wartym podkreslenia jest fakt, iz w geno-
mach rzodkiewnika i ryzu nie znaleziono sekwencji, ktore
by potwierdzaty wystepowanie w roslinach cyklaz adeny-
lanowych czy fosfolipazy C(3 (PLC(3) - enzymow efektoro-
wych szczegdtowo badanych u zwierzat i drozdzy.

BIALKA EFEKTOROWE

Celem niniejszej pracy jest préba podsumowania wyni-
kéw dotychczasowych badahA poswieconych receptorom
typu GPCR, biatkom G oraz aktywowanym przez nie szla-
kom sygnatowym u ros$lin. Praca jest trzecim z kolei artyku-
tem przegladowym poswieconym receptorom btonowym
u roélin. Dwie wczesniejsze prace, opublikowane w Po-
stepach Biochemii, dotyczyty receptoréw btonowych o ak-
tywnosci kinaz histydynowo/asparaginianowych [18] oraz
kinaz serynowo/treoninowych [19]. Uwadze zaintereso-
wanego Czytelnika polecamy takze artykuty przegladowe
opublikowane w ostatnich latach w czasopismach o zasiegu
ogo6lnoswiatowym [16,20-23],

POSZUKIWANIA RECEPTOROW GPCR, BIALEK
G | ENZYMOW EFEKTOROWYCH U ROSLIN

RECETORY SPRZEZONE Z BIALKAMI G

Przed jedenastu laty w genomie A. thaliana zidentyfiko-
wano sekwencje kodujgcg 326 aminokwasowe biatko z sied-
mioma hydrofobowymi odcinkami, ktérego sekwencja ami-
nokwasowa jest w 23% identyczna z sekwencjg receptora
cAMP (CAR1) z Dictyostelium discoideum [24]. Dwie reszty
cysteiny, potozone podobnie jak u wielu GPCR w obrebie
petli el ie2, a takze obecno$¢ kilku innych ewolucyjnie za-
chowanych motywoéw, wskazywata na przynalezno$¢ biat-
ka GCR1 (ang. G-coupled receptorl) do nadrodziny GPCR
[25,26], Fenotyp ro$lin z obnizonym poziomem transkryptu
GCR1, przypominajacy fenotyp mutanta cyrl niewrazliwe-
go na cytokinine, sugerowat, ze GCR1 moze by¢ recepto-
rem cytokinin. W kolejnych doSwiadczeniach sugestia ta
nie zostata pozytywnie zweryfikowana [27], natomiast po-
twierdzono mozliwos$¢ fizycznego oddziatywania GCR1 z
podjednostkg Ga [8]. Wykorzystujac technike immunostrg-
cania oraz jedng z technik drozdzowego systemu dwuhy-
brydowego, okreslang jako ,,split ubiquitin system", ktora
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Rycina 2. Schemat budowy oraz proponowane mechanizmy funkcjonowania AtRGSI jako receptora btonowego. A —region N-
koncowy AtRGSI zawiera siedem odcinkéw transbtonowych, natomiast w czeéci C-koricowej potozona jest zbudowana z 133 reszt
aminokwasowych domena RGS z resztg kwasu glutaminowego (N3X), posredniczaca w oddziatywaniu z Ga; B — AtRGSI moze
funkcjonowac jako receptor typu GPCR, aktywujacy Ga-GDP/GPy, zawierajagcy dodatkowo domene RGS inaktywujacg Ga-GTP,
badzZ jest receptorem, ktéry bezposrednio nie oddziatuje z Ga-GDP/GPy» natomiast zmiany towarzyszace wigzaniu liganda (D-glu-
kozy?) w czesci btonowej modyfikuja aktywnos¢ jego domeny RGS. Opracowano na podstawie [11,12]; szczegdty w tekscie.

umozliwia badanie oddziatywan miedzy biatkami zako-
twiczonymi w btonie, ustalono, ze w wigzaniu Ga uczest-
niczag motywy potozone w petlach i2 i i3 oraz w odcinku
C-koicowym GCR1 [8]. Niestety, mimo ze od pierwszego
doniesienia na temat GCR1 uptyneto juz jedenascie lat, to
nadal nie jest znany jego ligand, a wyniki sugerujace udziat
GCR1 w szlakach sygnatowych aktywowanych przez ABA i
cukry [28], a takze w szlakach aktywowanych przez $wiatto
niebieskie o niskim natezeniu [29,30] pochodzg wytgcznie z
badan prowadzonych na mutantach.

Ortologiem GCR1 jest poznany w grochu gen PsGCRI
kodujacy biatko zbudowane z 335 reszt aminokwasowych,
ktérego sekwencja jest w 50% identyczna z AtGCRI. Biatko
PsGCRI oddziatuje z obydwoma wystepujacymi tu biatka-
mi Ga [17]. W ubiegtym roku, w artykule opublikowanym
w Science, doniesiono o wyselekcjonowaniu w A. thaliana
drugiego obok GCR1 genu z nadrodziny GPCR kodujgcego
receptor kwasu abscysynowego (ABA) [13,31]. Wyniki tych
doswiadczenn zostang omoOwione w dalszej czeSci pracy,
mimo ze najnowsze doniesienia nie potwierdzajg recepto-
rowej roli AtGCR2.

Kilka lat temu w genomie A. thaliana poznano gen AtRGSI
kodujacy biatko zbudowane z 459 reszt aminokwasowych,
ktore w N-koncowym fragmencie ma siedem odcinkéw
transbtonowych, aw cytoplazmatycznym fragmencie C-kon-
cowym posiada domene charakterystyczng dla biatek RGS
(ang. regulator of G-protein signaling) (Rye. 2A) [11], Obec-
no$¢ odcinkéw transbtonowych, odrézniajacych AtRGSI od
poznanych wczesniej u zwierzat cytoplazmatycznych biatek
RGS [32], sugeruje, ze AtRGSI moze by¢ zmienionym recep-
torem funkcjonujgcym w sprzezeniu z biatkami G, a dodat-
kowo aktywujacym hydrolize GTP zwigzanego z Ga, badz
ze jest receptorem, w ktorym oddziatywanie domeny RGS
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z Ga-GTP moze bhy¢
modyfikowane przez
ligand wigzany w cze-
sci btonowej (Ryc. 2B).
Wyniki najnowszych
badan, poparte wcze-
$niejszymi  obserwa-
cjami zmian fenotypo-
wych towarzyszacych
mutacji Atrgsl, wydaja
sie potwierdza¢ udziat
AtRGSI w odbiorze
zmian zewnatrzko-
moérkowego  stezenia
glukozy [12].

W ostatnim czasie
zwrécono uwage na
rodzine HHP (ang.
heptahelical protein)
obejmujaca w A. thalia-
na pie¢ gendéw, ktorych
produkty sa podobne
do receptoréw proge-
styny i adyponektyny
[9], Poznany niedawno
receptor progestyny,
syntetycznego hormo-
nu steroidowego o aktywnosci zblizonej do progesteronu, u
ryby Cynoscion nebulosus jest rzeczywiscie przedstawicielem
jednej z grup receptoréw GPCR [33], natomiast receptory
adyponektyny (AdipoRI i AdipoR2), mimo ze majg siedem
odcinkéw transbtonowych, to strukturalnie i funkcjonalnie
nie przynalezg do nadrodziny GPCR [34], Rola biatek HHP
na razie nie jest znana, a wyniki dotychczasowych doswiad-
czen informujg jedynie o warunkach ekspresji poszczegol-
nych HHP, ktoéra, jak sie okazuje, aktywowana jest przez
Swiatto i sacharoze oraz podlega regulacji przez niektére
fitohormony [9],
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Genom A. thaliana zawiera co najmniej 15 genéw homo-
logicznych z poznanym w jeczmieniu genem MLO (ang.
mildew resistance locus 0) kodujagcym biatko zbudowane z
siedmiu odcinkéw transbtonowych, ktére odgrywa role
negatywnego regulatora odpowiedzi obronnych przeciw
patogennemu grzybowi Blumeria graminis f. sp. hordei [35],
Okazato sie jednak, ze MLO oddziatuje z kalmoduling i
syntaksyng ROR2 i przypuszczalnie uczestniczy w proce-
sach zwigzanych z transportem pecherzykowym [36]. Brak
funkcjonalnego zwigzku MLO z biatkiem G w jeczmieniu
poddaje w watpliwosé przynalezno$¢ MLO-like A. thaliana
do nadrodziny GPCR, bowiem wszystkie biatka MLO-po-
dobne o zréznicowanej wielko$ci (od 476 do 593 reszt ami-
nokwasowych) w czeéci C-koAcowej majg motyw wigzacy
wapn, z ktorym oddziatuje kalmodulina [37,38], Wydaje sie
wiec, ze biatka typu MLO A. thaliana, zaliczane przez nie-
ktérych autoréw do GPCR, faktycznie funkcjonujg niezalez-
nie od biatek G. W tym miejscu warto przypomnie¢, ze u
zwierzat zidentyfikowano wiele biatek z siedmioma odcin-
kami transbtonowymi, niektore takze zawierajace motyw
wiazacy kalmoduling, petnigce rézne funkcje niezaleznie
od biatek G [39].
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HETEROTRIMERYCZNE BIALKA G

W 1990 roku zidentyfikowano i sklonowano gen GPA1l
kodujacy w A. thaliana biatko Ga [40], a rok pdzniej u po-
midora poznano jego ortolog — TGAI [41]. W nastepnych
latach wyselekcjonowano geny Gaw komonicy, soi, grochu,
tytoniu i ryzu [16,17,23] oraz poznano niektére wasciwosci
rekombinowanego biatka Ga ryzu uzyskanego w bakteryj-
nym uktadzie ekspresyjnym [42,43], Biatka Ga z wszyst-
kich trzynastu badanych dotychczas roslin maja zblizong
wielko$¢ (380-385 reszt aminokwasowych) i sg identyczne
w ponad 80%. Podohienstwo do Ga z innych organizmow
jest stosunkowo niewielkie, bowiem poziom identycznosci
w tym wypadku nie przekracza 34-42% [23], Na rycinie 3
pokazano schemat budowy polipeptydu Ga A. thaliana,
ktory, podobnie jak biatka z innych roélin, na N-koricu ma
motyw MGXXCS z resztami glicyny i cysteiny ulegajacy-
mi mirystylacji i S-acylacji [44,45]. Pierwsze 23 reszty na N-
koncu tworzg helise a, ktéra oddziatuje z podjednostkg G[3
i uczestniczy w wigzaniu z GPCR. Sekwencja aminokwaso-
wa tego fragmentu biatek Ga z r6znych roslin jest wyraznie
zréznicowana [44], natomiast wspdlng cechg wszystkich
biatek Ga roslin, a takze biatek pochodzacych z innych or-
ganizmow, jest obecno$¢ czterech ewolucyjnie zachowa-
nych motywow (A,C,G,l) oraz szesciu krétszych sekwencji
(G1 do G6) uczestniczagcych w wigzaniu nukleotydu gu-
anidynowego (Ryc. 3) [16,39,44]. Motyw A (GHAGESGKS)
tworzy petle P rozpoznajgcg nukleotyd, motyw C, a szcze-
gblnie zawarta w nim sekwencja G4 (DZBvVGGQ) gra klu-
czowag role w aktywnosci GTPazowej, natomiast sekwencja
NZBKFD « obrebie motywu G5 rozpoznaje guanine. Reszta
argininy (R19) potozona w odcinku G3 moze by¢ ADP-ry-
bozytowana przez toksyne cholery, skutkiem czego zostaje
zablokowana aktywno$¢ GTPazowa. Biatko Ga moze takze
utraci¢ aktywno$¢ GTPazowg w wyniku mutacji polegajacej
na zastgpieniu reszty glutaminy (Q”2 potozonej w G4 przez
leucyne (mutacja QL) [16]. Trzy odcinki okre$lane jako prze-
taczniki -1 (reszty 188 dol99), -1l (reszty 218 do 237) i -IlI
(reszty 249 do 260) tworzg gietkie regiony, ktére zmieniaja
konformacje w odpowiedzi na wymiane nukleotydow badz
hydrolize GTP. Wyro6znia sie tez trzy regiony EBR (ang. ef-
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Rycina 3. Schemat budowy polipeptydéw Ga, G(3i Gyl Arabidopsis thaliana. Opracowano na podstawie [16,40,44,47,51]; szczegbty

w tekscie.
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fector-binding region) posredniczace w oddzialtywaniach z
biatkiem efektorowym. W roslinnych Ga sekwencje EBRL i
EBR2 wykazujg wyrazng zachowawczo$¢ ewolucyjng, pod-
czas gdy region EBR3 jest wyraznie zréznicowany. W czesci
C-koncowej potozony jest zbudowany z okoto 40 reszt ami-
nokwasowych odcinek RBR (ang. receptor binding region),
ktéry posredniczy w wigzaniu Ga z receptorem GPCR. W
jego koncowej czesci brakuje reszty cysteiny, ktéra w nie-
ktérych Ga zwierzat moze by¢ ADP-rybozylowana przez
toksyne krztusca, co zaburza wigzanie Ga z GPCR. Na uwa-
ge zastuguje wyrazniejsze podobienstwo odcinka C-konco-
wego Ga roslin dwulisciennych z odpowiednimi odcinkami
Ga, zwtaszcza Gi i Go, ssakow. Ten sam fragment Ga z ro-
$lin jednolisciennych (ryz, jeczmien, pszenica) jest wyraz-
nie odmienny, co moze nasuwaé pewne przypuszczenia o
zréznicowaniu biatek receptorowych w roslinach jedno- i
dwulisciennych [16], Istotna r6znica miedzy biatkami Ga
roslin, a ich odpowiednikami u zwierzat dotyczy aktyw-
nosci GTPazowej, ktéra w roslinnych Ga jest bardzo niska,
natomiast stosunkowo wysoka jest szybko$¢ wymiany GDP
na GTP. W konsekwencji biatko Ga izolowane z ros$lin ma
zwykle zwigzany GTP [12,16], Niska aktywno$¢ GTPazowa
roslinnych Ga moze mie¢ kluczowe znaczenie dla mecha-
nizmu przenoszenia sygnatu, ktory —jak sugerujg ostatnio
niektérzy autorzy —u roslin moze by¢ krancowo odmienny
od tego, jaki poznano u zwierzat [12],

Oprocz genu kodujgcego klasyczne biatko Ga, genom
A. thaliana zawiera 3, a ryzu 4 geny ekstra-duzych biatek
G (XLG) o nieznanej funkcji [46]. Biatka XLG, dwukrotnie
wieksze od klasycznych Ga (800-900 reszt aminokwaso-
wych), majg w czesci C-koncowej sekwencje homologiczng
z Ga, natomiast w cze$ci N-koncowej region bogaty w resz-
ty cysteiny oraz motyw NLS kierujacy biatko do jadra.

U wiegkszosci badanych ro$lin, w tym takze w genomie
rzodkiewnika i ryzu, zidentyfikowano po jednym genie
G/t [16,23], a po dwa jego ortologi znaleziono tylko u ty-
toniu i grochu [17,44,47], Ponadto wykazano, ze ekspresja
G/t zachodzi we wszystkich badanych tkankach, a chimere
G(3-GFP lokalizowano w btonie plazmatycznej i jadrze ko-
morkowym [48-50], Po-
lipeptyd G(3 A. thaliana,
zbudowany z 377 reszt
aminokwasowych (41,3
kDa), w czesci N-kon-
cowej tworzy helise a, a
dalej strukture $migta z
siedmioma ,topatkami”
utworzong przez sie-
dem motywow WD-40
(Ryc. 3). [16,47], C-kon-
cowy 35 aminokwasowy
odcinek tworzy ,kieszen
farnezylowg", w ktorej,
po uwolnieniu z btony
heterodimeru GPy w
wyniku dziatania fosdu-
cyny, chowa sie reszta
farnezylu zwigzanego z
Gy. W genomie A. tha-
liana nie znaleziono se-
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kwencji arestyny, natomiast wystepuje pojedyncza sekwen-
cja kodujaca odpowiednik zwierzecej fosducyny [16].

Wykorzystujgc technike drozdzowego systemu dwuhy-
brydowego, poznano w A. thaliana dwa geny AGG1 i AGG2,
kodujagce zbudowane z 98 i 100 reszt aminokwasowych
podjednostki Gy (10,8 i 11,1 kDa), posiadajace w czesci C-
konncowej motyw CLIL z resztg cysteiny ulegajaca prenyla-
cji (Ryc. 3) [51,52]. W najnowszych badaniach potwierdzono
doSwiadczalnie mozliwo$¢ przytaczenia farnezylu lub ge-
ranylgeranylu do AGG1, a w przypadku AGG2 — dodat-
kowo reszty kwasu palmitynowego [53]. Biatka Gy maja
trzy, zachowane w ewolucji, motywy z sekwencjg DEPLL
w $rodkowym motywie, oddziatujaca z Gp (Ryc. 3) [51].
Po dwa geny Gy zidentyfikowano takze u grochu i ryzu
[17,54], Biatko Gyl (10,5 kDa) ryzu jest podobne do biatek
z rzodkiewnika, natomiast Gy2 (16,9 kDa) ma zbudowane
z 57 reszt aminokwasowych przedtuzenie na N-koncu, a w
odcinku C-koricowym nie posiada motywu prenylacji [54],

Poziom identycznos$ci sekwencji aminokwasowej biatek
G roslin i ssakow jest stosunkowo niski, bowiem w przy-
padku Ga siega zaledwie okoto 30%, 42% w przypadku Gp,
aw odniesieniu do Gy miesci sie w przedziale od 25 do 35%.
Nieco wyzszy poziom podobienstwa tych biatek umozli-
wia, dzieki odpowiednim programom komputerowym,
uzyskanie przyblizonego obrazu struktury przestrzennej
wszystkich trzech biatek G A. thaliana, ktory, jak sie okazuje,
w ogblnym zarysie jest podobny do obrazu struktury biatek
G ssakoéw [16].

BIALKA EFEKTOROWE ROSLIN

Juz przed kilkunastoma laty wyniki niektérych doswiad-
czen wskazywaty na fosfolipaze D jako potencjalny enzym
efektorowy, ktérego aktywnos¢ jest regulowana przez biat-
ko G [20,23], jednakze mozliwos$¢ bezposredniego oddzia-
tywania Ga z PLDal —jedng z 12 fosfolipaz D A. thaliana
— potwierdzono dopiero przed paru laty [5556]. PLDal
zawiera motyw DRY, wystepujacy takze w wielu recepto-
rach GPCR, z resztg lizyny zaangazowang w oddziatywa-
nie z Ga (Ryc. 4). Efektem oddziatywania miedzy dwoma
biatkami jest stymulacja aktywnosci GTPazowej w Ga oraz
wyrazne hamowanie aktywnos$ci fosfolipazy D, znoszone
w warunkach, gdy GDP zostanie wymieniony na GTP [56].
Fosfolipaza Dal jest jednym z elementow szlakéw sygna-
towych kwasu abscysynowego i w tym kontekscie jej rola
zostanie omowiona w dalszej czesci pracy.

Istniejg nieliczne doniesienia, ktére sugerujg, ze Ga od-
dziatuje takze z fosfolipazami A2i C. W doSwiadczeniach
prowadzonych na Eschscholzia californica wykazano, ze Ga
wigze PLAZ2 a jej aktywno$¢ hydrolityczna jest stymulo-
wana przez GTPyS — nie ulegajacy hydrolizie analog GTP
[57], Fosfolipaza C (PLCO) grochu oddziatuje z Ga poprzez
domene wigzacg wapn (fnl), a efektem takiego oddziatywa-
nia jest wzrost aktywnosci GTPazowej [17].

Technika drozdzowego systemu dwuhybrydowego wy-
selekcjonowano i zidentyfikowano AtPirinl —Kkolejne biat-
ko efektorowe oddziatujace z Ga [58]. W A. thaliana jest to
biatko (31 kDa) zbudowane z 287 reszt aminokwasowych,
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Rycina 4. Schemat szlaku sygnatowego aktywowanego przez receptor kwasu ab-
scysynowego (ABA) sprzezony z biatkami G. A —schemat budowy polipeptydu
fosfolipazy D (PLDal); B — ABA wiazany przez receptor (AtGCR2?) wymusza
wymiane GDP na GTP wigzanego z Ga, aktywujac w ten sposéb PLDal. Powsta-
jacy kwas fosfatydowy zakotwicza w bionie fosfataze biatkowg AB11, petnigca
w szlaku sygnatowym funkcje elementu negatywnego. ABI1 oraz inne fosfatazy
biatkowe z rodziny PP2C reguluja aktywnos$¢ kinaz biatkowych z rodziny SnRK,
a takze oddziatuja z innymi biatkami o zréznicowanych funkcjach. Opracowano
na podstawie [55,56,70,72,73]; szczegdty w tekscie.

zawierajagce dwa motywy kupinowe (fac. cupa - mata be-
czutka), tworzace struktury wigzace jony metali [59], AtPi-
rinl oraz dwa jego homologi z A. thaliana podobne sg do
piryny — biatka, ktére u ssakow oddziatuje z czynnikiem
transkrypcyjnym NFI/CTF1 (ang. nuclear factorl/ CCAAT
box transcription factorl), wigzanym przez motyw CCAAT
i aktywujagcym polimeraze RNA 1l [59], Biatko AtPirinl od-
dziatuje z Ga i to niezaleznie od zwigzanego z nim nukle-
otydu di- czy trifosforanowego [58]. Zmiany fenotypowe
towarzyszagce mutacjom Atpirinl sg podobne do zmian ob-
serwowanych u mutanta pozbawionego Ga, co $wiadczy o
tym, ze w szlaku sygnatowym biatko to znajduje sie ponizej
Ga. AtPirinl funkcjonuje w regulacji kietkowania nasion i
rozwoju siewki [58], a takze, jak wynika z nowszych badan,
w szlaku sygnatowym aktywowanym przez $wiatto niebie-
skie [30].

W jednym ze szlakéw sygnatowych aktywowanych
przez Swiatto niebieskie uczestniczy inny enzym efektoro-
wy —dehydrataza prefenianowa (PD1), katalizujaca prze-
miane prefenianu do fenylopirogronianu, prekursora feny-
loalaniny ityrozyny [29], Regulacja przemian szlaku kwasu
szikimowego jest szczegOlnie wazna, gdyz dostarcza on
prekursoréw lignin, ktére u niektérych roslin moga stano-
wi¢ do 35% suchej masy, a ponadto umozliwia biosynteze
wielu zwigzkdw o kluczowych dla rosliny funkcjach regu-
lacyjnych i ochronnych. Biatko Ga oddziatuje z dehydra-
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tazg prefenianowg, stymulujac jej aktywno$¢ w obecnosci
GTPyS. Proponuje sig, ze elementami szlaku sygnatowego,
aktywujacego przez Swiatto niebieskie synteze fenyloalani-
ny ityrozyny, sg GCR1, Ga i PD1, bowiem mutacje eliminu-
jace ktorys z tych elementéw catkowicie blokujg aktywujacy
wptyw Swiatta [29],

W doswiadczeniach prowadzonych na mutantach A.
thaliana pozbawionych funkcjonalnego Ga zwrécono uwa-
ge na wzrost wrazliwosci zmutowanych osobnikéw na D-
glukoze, ktéra w wyzszych stezeniach hamuje kietkowanie
nasion i wzrost zielonych siewek [11,60], Poszukujac biat-
ka efektorowego funkcjonujacego w tym szlaku, technika
drozdzowego systemu dwuhybrydowego wyselekcjono-
wano gen THF1 (ang. thylakoidformationl), kodujacy biatko
oddziatujace z Ga [61], THF1 jest biatkiem zbudowanym z
300 reszt aminokwasowych, ktére ma jeden lub dwa odcinki
transbtonowe. Wystepuje w btonie chloro- i amyloplastow
oraz w stromulach — tubularnych strukturach gczacych
btony plastydéw z btong komdrkowa. Wykazano, ze wzrost
korzenia u mutanta thfl-1 pozbawionego THF1, podobnie
jak u mutanta ga, jest wyraznie silniej hamowany przez 6%
roztwor D-glukozy, a fenotyp podwdjnego mutanta ga/thfl-
1 jest identyczny z thfl-1 [61]. Na razie nie wiadomo jaka
funkcje petni THF1, ale biorgc pod uwage jego lokalizacje
oraz lokalizacje biatka RGS1 mozna zaktada¢, ze THF1 jest
jednym z elementéw szlaku aktywowanego przez zewng-
trzkomérkowe stezenie glukozy [12].

Nieliczne doSwiadczenia wskazuja, ze Ga moze aktywo-
wacé kanaly wapniowe w btonie plazmatycznej pomidora
[62], a takze moze regulowa¢ kanaty potasowe komoérek
mezofilowych tytoniu [63] i komérek szparkowych [64],
Nalezy jednakze podkres$li¢, ze w zadnym z tych do$wiad-
czen nie sprawdzano czy dochodzi do bezposredniego od-
dziatywania biatka G z badanymi kanatami.

Warto podkresli¢, ze genomy rzodkiewnika i ryzu nie za-
wierajg sekwencji homologicznych z poznanymi wczesniej
w innych organizmach btonowymi i cytoplazmatycznymi
cyklazami adenylanowymi i guanytanowymi. Jednakze
brak u roslin klasycznych cyklaz nie wyklucza mozliwo-
§ci, iz struktura pierwszorzedowa enzyméw roslinnych
odbiega od struktury enzymoéw pochodzacych z innych or-
ganizméw. Sugestie takg wydaje sie potwierdza¢ pojedyn-
cze doniesienie 0 wyizolowaniu z pytku kukurydzy i Aga-
panthus umbellatus mMRNA zawierajgcego krotkie motywy
homologiczne z cytoplazmatyczng cyklazg adenylanowg
Neurospora crassa. Ponadto wykazano, ze rekombinowane
biatko PSiP (ang. pollen-signalling protein), uzyskane w bak-
teryjnym uktadzie ekspresyjnym rzeczywiscie syntetyzuje
cAMP [65],

SZLAKI SYGNALOWE AKTYWOWANE PRZEZ
RECEPTORY SPRZEZONE Z BIALKAMI G

BLONOWE | WEWATRZKOMORKOWE
RECEPTORY KWASU ABSCYSYNOWEGO

W prowadzonych od wielu lat poszukiwaniach recepto-
row ABA wykorzystywano gtéwnie komorki szparkowe,
najczesciej z lisci bobu i komeliny oraz komérki aleuronowe
ziaren zb6z. Uzyskiwane wyniki sugerowaty, ze receptory
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ABA powinny by¢ zlokalizowane zaréwno w btonie komor-
kowej, jak réwniez wewnatrz komorki, jednakze izolowane
biatka wigzace fitohormon na ogét nie spetniaty kryteriéw
stawianych biatkom receptorowym [66], Wyrazny przetom
nastapit dopiero w ostatnich dwéch latach, po tym jak w
A. thaliana zidentyfikowano najpierw dwa wewnatrzko-
morkowe receptory ABA [67,68], a nastepnie receptor typu
GPCR kodowany przez gen GCR2 [13],

Biatko GCR2, zbudowane z 401 reszt aminokwasowych,
zlokalizowane jest w btonie komérkowej i wigze Ga. Fizycz-
ne oddziatywanie miedzy dwoma biatkami potwierdzono
czterema réznymi technikami, a ponadto wykazano, ze w
wigzaniu Ga uczestniczy odcinek C-koncowy, powyzej 290
reszty aminokwasowej, GCR2. Rekombinowane biatko uzy-
skane w £. coli wigze tylko aktywne stereoizomery ABA, a
zmiany towarzyszace wigzaniu liganda ostabiajg oddziaty-
wanie GCR2 z Ga. Trzy alleliczne mutanty gcr2, zawiera-
jace skrocony transkrypt, wykazuja wyrazne zaburzenia w
indukowanym przez ABA zamykaniu aparatow szparko-
wych i hamowaniu otwierania szparek, a takze sg wyraznie
mniej wrazliwe na ABA w reakcji hamowania kietkowania
nasion i wzrostu siewek. Ponadto, u mutantow gcrl stwier-
dzono brak hamujgcego wptywu ABA na kanaty K+odpo-
wiedzialne za otwieranie szparek oraz obserwowano wy-
razne obnizenie ekspresji kilku genéw indukowanych przez
ABA. Zmiany fenotypowe obserwowane u roélin z nade-
kspresjag GCR2 sg takze zgodne z oczekiwaniami i Swiadcza
0 zwiekszonej wrazliwosci na ABA [13,69]. We wszystkich
doswiadczeniach wykorzystujagcych mutanty gcr2 obserwo-
wano wyrazne hamowanie odpowiedzi na ABA, ale nie ich
catkowity zanik, co moze dowodzi¢ komplementacji zmu-
towanego GCR2 przez dwa jego homologi GCL (ang. GCR-
like) obecne w genomie A. thaliana [13,31,69].

Wyniki powyzszych badan budzg nadal duze zaintere-
sowanie, mimo ze w ostatnim czasie zostaty niemalze w ca-
tosci zakwestionowane, najpierw wynikami szczeg6towych
analiz sekwencji aminokwasowej GCR2 [14], a pO6zniej tak-
ze wynikami doswiadczen [15]. Analiza poréwnawcza se-
kwencji aminokwasowej ujawnita wyrazne podobienistwo
GCR2 do syntetazy lantioninowej (LanC) prokariontéw
—enzymu uczestniczacego w biosyntezie cyklicznego pep-
tydu antybakteryjnego. Ponadto, biatko LANCL1 ssakéw o
nieznanej roli, podobne do GCR2, jest biatkiem tylko pery-
ferycznie zwigzanym z blong. Jeszcze wiecej watpliwosci
whniosty wyniki najnowszych badan, w ktérych badano trzy
alleliczne mutanty gcr2 oraz podwdjnego mutanta gcr2/gell
[15]. W obu przypadkach nie stwierdzono zadnych znacza-
cych zmian w hamujacym wptywie ABA na kietkowanie
nasion i rozwoj siewek. Nie obserwowano takze zadnych
zmian w ekspresji aktywowanych przez ABA genéw mar-
kerowych (RD29A, KIN5, ABI5, RAD29B, RAB18) [15],

Pomimo tych kontrowersji, z duzg dozg prawdopodo-
bienstwa mozemy przyjaé, opierajac sie gtownie na wyni-
kach wczesniejszych badan, ze receptorem btonowym ABA
jest rzeczywiscie biatko typu GPCR. Przemawiajg za tym
miedzy innymi wyniki doSwiadczen zwigzanych z aktywa-
cja przez ABA fosfolipazy Dal oddziatujacej z biatkiem Ga
[56,70,71]. Jak juz wcze$niej wspomniano, PLDal zawiera
motyw DRY, niemal identyczny z sekwencja wystepujaca
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w trzeciej petli cytoplazmatycznej u ponad 200 GPCR, w
ktorym reszta lizyny posredniczy w oddziatywaniu z Ga
(Ryc. 4). PLDal oddziatuje tylko z Ga-GDP, a jego efek-
tem jest wyrazne hamowanie aktywnosci fosfolipazowej.
Wzrost aktywnosci PLDal w obecnosci Ga-GTP mozna za-
tem interpretowac jako efekt rozluznienia wigzania miedzy
dwoma biatkami. W protoplastach z lisci A. thaliana trak-
towanych ABA prawie dwukrotnie ro$nie poziom kwasu
fosfatydowego (PA) pochodzgcego z hydrolizy fosfatydylo-
choliny [70], Powstajacy w btonie kwas fosfatydowy wigze
fosfataze biatkowa ABI1, jeden z kluczowych elementéw
szlakdw sygnatowych ABA. ABI1 nalezy do rodziny fos-
fataz biatkowych PP2C, liczacej w A. thaliana 69 genow. W
wigzaniu kwasu fosfatydowego przez ABI1 pos$redniczy
reszta argininy (R7), a jego efektem jest catkowite zahamo-
wanie aktywnos$ci fosfatazowej ABI1. Przypuszczalnie, nie
bez znaczenia jest rowniez fakt, ze ABI1 zakotwiczona po-
przez PA w btonie komoérkowej nie migruje do jadra, gdzie
przypuszczalnie defosforyluje biatko/biatka substratowe
[70,71],

Wiele dotychczasowych badan dowodzi, ze ABI1, a tak-
ze kilka innych fosfataz z tej rodziny (ABI2, HAB1, HAB2,
AHG3/PP2CA, AHGL1), petnigcych w szlakach sygnato-
wych ABA funkcje negatywnych elementéw, oddziatuje
z szeregiem biatek o zréznicowanej funkcji [69,70], ABI1
wigze czynnik transkrypcyjny ATHB6 zawierajagcy home-
odomene, odgrywajacy takze role elementu negatywnego
w szlaku sygnatowym [69,70]. Fosfataza AtPP2CA od-
dziatuje z kanatami K+~AKT2 z rodziny shaker oraz AKT3
transportujacym jony potasu do komorki [69,70]. Jednakze
najwiecej uwagi poswieca sie badaniom zwigzanym z re-
gulacjg przez fosfatazy PP2C kinaz biatkowych, zwitaszcza
kinaz z rodziny SnRK, obejmujacej w A. thaliana 38 ge-
néw. Niektére z tych kinaz sa pozytywnymi elementami
szlaku regulujagcego zamykanie aparatéw szparkowych.
Taka role odgrywa oddziatujagca z ABU kinaza SnRK2.6/
OST1/SRK2E [72,73]. ABI2, a w mniejszym stopniu row-
niez ABI1, oddziatuje z kinazami PKS3 i SOS2 wspotdzia-
tajacymi z biatkami sensorowymi SCaBP5 i SOS3 wigzacy-
mi jony wapnia. Jeszcze inne kinazy fosforytujg czynniki
transkrypcyjne ABF [72,73].

W kontekscie badahn zwigzanych z poszukiwaniem
receptorow ABA, zastanawia fakt, iz odpowiedzi na fi-
tohormon badane w przypadku GCR2 (hamowanie kiet-
kowania nasion i rozwoju siewek, otwieranie i hamowa-
nie zamykania szparek) brane sg takze pod uwage jako
gtdwne kryterium w doswiadczeniach weryfikujacych
funkcje receptorowg biatek wewngtrzkomaérkowych. Jed-
nym z takich biatek w A. thaliana okazata sie najwieksza
podjednostka CHLH heterotrimerycznej chelatazy wpro-
wadzajgcej jon magnezu do protoporfiryny IX [68]. Pod-
jednostka CHLH (GUN5/CCH), zbudowana z 1322 reszt
aminokwasowych, jest jednym z elementow retrogratyw-
nego szlaku sygnatowego przekazujacego informacje z
chloroplastow (plastydow) do jadra. Jak sie obecnie przy-
puszcza, czasteczkg sygnatowg w tym szlaku jest Mg-
protoporfiryna IX lub jej ester metylowy. W kontekscie
badan zwigzanych z retrogratywnym przekazywaniem
informacji, wyniki badan dowodzace, iz podjednostka
H oprécz wigzania protoporfiryny IX wigze takze ABA,
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okazujg sie juz mniej zaskakujgce. Funkcje receptorowg
podjednostki H chelatazy wydajg sie potwierdza¢ zmia-
ny obserwowane u dwoch allelicznych mutantow gun5
i cch. Mutant cch jest niewrazliwy na fitohormon w re-
akcjach hamowania kietkowania nasion, wzrostu siewek,
a takze w indukowanych przez ABA ruchach aparatow
szparkowych [68].

W trakcie badan prowadzonych na komérkach warstwy
aleuronowej jeczmienia, zidentyfikowano rozpuszczalne
biatko ABAP1 wigzace ABA, homologiczne z biatkiem FCA
(ang.flowering time control protein A), poznanym wczes$niej u
p6zno kwitngcego mutanta A. thaliana [68,72,73]. Szczegdto-
we badania pokazaty, ze gen FCA w drodze alternatywnego
sktadania moze kodowaé cztery biatka (a, @y i0), z ktorych
najwiekszy, 747 aminokwasowy polipeptyd y, w czesci N-
koncowej zawiera dwa motywy RRM (ang. RNA recognition
motif), a w odcinku C-koAcowym — motyw WW, odpo-
wiedzialny za oddziatywania z innymi biatkami. Biatko
FCAYy, poprzez odcinek C-koncowy, oddziatuje z biatkiem
FY funkcjonujacym w ,,obrébce™ korica 3-RNA, a ponadto,
przez ten sam fragment C-koricowy wigze ABA [68], Wyda-
je sie wiec, ze FCAy, wigzac ABA, nie moze tworzy¢ aktyw-
nego heterodimeru z FA regulujgcego poziom transkryptu
FLC kodujacego biatko represorowe hamujace kwitnienie
[68,72,73],

BIALKO GCR1 JAKO ELEMENT SZLAKOW
SYGNALOWYCH AKTYWOWANYCH PRZEZ
ABA, CUKRY | SWIATLO NIEBIESKIE

GCR1 jest jedynym genem A. thaliana, ktérego przyna-
lezno$¢ do nadrodziny GPCR nie budzi dzisiaj watpliwo-
Sci [8,24]. Po wykluczeniu funkcji receptorowej GCR1 w
sygnalizacji cytokininowej [27], jego role zaczeto wigzac
z regulacjg cyklu komérkowego, szczeg6lnie po tym jak
sie okazato, ze mutacja w genie Ga ogranicza podziaty ko-
morkowe [74]. Nadekspresja GCR1, a takze Ga, w komaor-
kach tytoniu przyspiesza wbudowywanie do DNA zna-
kowanej tymidyny, a w przypadku A. thaliana powoduje
skrécenie badZz wyeliminowanie stanu spoczynkowego
nasion oraz przyspieszenie zakwitania [75,76]. Ponadto,
w doswiadczeniach prowadzonych na komorkach ty-
toniu BY2 dowiedziono, ze GCR1 i Ga aktywujg fosfo-
lipaze C podnoszac poziom 1,4,5-trifosfoinozytolu [76].
Mozliwo$¢ oddziatywania Ga z fosfolipazg C5 grochu
(PI-PLC), swoistg wzgledem fosfatydyloinozytolu, po-
twierdzono takze w badaniach wykorzystujgcych techni-
ke drozdzowego systemu dwuhybrydowego [17],

W Swietle wynik6éw najnowszych badan, rola GCR1
okazata sie jednak bardziej ztozona iwciaz jeszcze bardzo
niejasna. W doswiadczeniach poswieconych badaniom
wptywu glukozy i ABA na kietkowanie nasion, wzrost
korzenia i siewki, wykazano, ze mutacja w Ga podnosi
wrazliwos$¢ osobnikéw pozbawionych Ga na hamujace
dziatanie obu czynnikéw [58,60]. Jeszcze wyrazniejsze
objawy nadwrazliwosci przejawiajg osobniki z mutacja
w G/t, co wskazuje, iz obydwie podjednostki funkcjonuja
w tym samym szlaku [28], Zmiany fenotypowe towarzy-
szace mutacji gerl, podwojnej mutacji gcrlga lub gerigf,
a takze potrojnej mutacji gcrlgagf pokazaty, ze w represji
kietkowania przez glukoze i ABA wszystkie trzy biatka
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funkcjonuja w tym samym szlaku sygnatowym [8,28], Ina-
czej jest w przypadku regulacji ruchéw aparatu szparko-
wego. Mutacja w Ga prowadzi do zaniku wrazliwos$ci na
ABA w reakcji hamowania przez fitohormon otwierania
aparatu szparkowego [64], a takze do zaniku wrazliwo-
$ci na sfingozyno-I-fosforan [77], natomiast mutacja w
GCR1 podnosi wrazliwo$¢ na ABA i sfingozyno-I-fosfo-
ran. W Swietle tych wynikow nalezy sadzic¢, iz w regulacji
ruchéw aparatu szparkowego w szlaku zaleznym od Ga
biatko GCR1 petni funkcje elementu represyjnego [8,28],

Jeszcze inng role GCR1 odkryto w badaniach posSwie-
conych regulacji syntezy fenyloalaniny przez S$wiatto
niebieskie [29], Okazato sie bowiem, ze Ga oddziatuje z
dehydratazg prefenianowg (PD1), cytoplazmatycznym
enzymem funkcjonujgcym w szlaku biosyntezy fenylo-
alaniny [29], Swiatto niebieskie stymuluje aktywno$¢ PD1
i podnosi poziom fenylopirogronianu —bezposredniego
prekursora fenyloalaniny. Wyniki doSwiadczen przepro-
wadzonych na mutantach gcrl, ga i pdl wydaja sie po-
twierdza¢ udziat wszystkich trzech biatek w szlaku sy-
gnatowym odpowiedzialnym za regulacje przez Swiatto
niebieskie biosyntezy fenyloalaniny (Ryc. 5).

Jak juz wczes$niej wspomniano, jednym z biatek efekto-
rowych oddziatujgcych z Ga jest biatko AtPirinl z rodzi-
ny biatek kupinowych wigzacych zelazo, homologiczne z
poznang u cztowieka piryna, oddziatujaca z czynnikiem
transkrypcyjnym wigzanym przez sekwencje CCAAT
[58], Motyw CAAAT u roélin jest jednym z elementow cis,
waznym w odpowiedziach ro$lin na $wiatto niebieskie o
niskim natezeniu [58]. Wyniki najnowszych doswiadczen
dowodzg, ze GCR1, Ga, AtPirinl oraz heterotrimeryczny
czynnik transkrypcyjny Y funkcjonujg w szlaku sygna-
towym regulujacym ekspresje genu Lhch aktywowanym
przez Swiatto niebieskie i ABA (Ryc. 5) [30].

SWIATLO NIEBIESKII

RECEPTOR

DEHYDRATAZA PIRYNA |
PREFENIANOWA

BIOSYNTEZA CZYNNIK TRANSKRYPCYINY
FENYLOALANINY NF-Y

Rycina 5. Hipotetyczny udziat biatka GCR1 w szlakach sygnatowych aktywowa-
nych przez $wiatto niebieskie i kwas abscysynowy. Opracowano na podstawie
[8,28-30,58]; szczegbty w tekscie.
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BIALKO RGS1 - CZUJINIK ZEWNATRZKMORKOWEGO
STEZENIA GLUKOZY

Poznany w A. thaliana AtRGSI koduje biatko zbudo-
wane z 459 reszt aminkwasowych, zawierajgce siedem
helis transbtonowych w odcinku N-koAcowym oraz do-
mene RGS, charakterystyczng dla biatek stymulujgcych
aktywno$¢ GTPazowg biatka Ga, w czesci C-korncowej
(Ryc. 2) [11], Biatka RGS zwierzat, opr6cz domeny RGS,
majg inne motywy mogace posredniczy¢ w oddziatywa-
niach typu biatko-biatko, lecz zadne z nich nie zawiera
domeny transbtonowej [1,12]. Gen AtRGSI wprowadzo-
ny do drozdzy z mutacjg sst2, komplementuje drozdzowe
biatko RGS, przywracajagc normalng wrazliwos$¢ drozdzy
na feromon [11], W doswiadczeniach wykorzystujacych
bakteryjny uktad ekspresyjny potwierdzono mozliwos¢
wigzania odcinka C-koricowego AtRGSI przez rekombi-
nowane biatko Ga, szczegdlnie efektywne w obecnosci
tetrafluorku glinu, stabilizujgcego strukture aktywnej
GTPazy [11], Siewki A. thaliana z mutacjg eliminujaca Ga
rosng w ciemnosci wolniej, gdyz ulegty zahamowaniu
podziaty komdrek. Wolniej niz ro$liny dzikie rosng takze
osobniki z nadekspresjg RGS1. Mutacja eliminujgca RGS1
przyspiesza wzrost wydtuzeniowy hypokotyla, podobnie
jak mutacja typu QL w Ga, z zahamowang aktywnoscig
GTPazowg. Tak wiec brak AtRGSI wydtuza czas dziata-
nia Ga-GTP, a w efekcie w ciemnos$ci ulega przyspiesze-
niu wzrost wydtuzeniowy, a na Swietle ro$nie czestotli-
wos¢ podziatdow komodrek merystemu wierzchotkowego
korzenia i pedu [11]. Reasumujac, mozna wiec stwierdzi¢,
ze AtRGSI inaktywuje Ga-GTP.

Wykazano takze, ze mutant Atrgsl jest miej wrazliwy
na wyzsze stezenie glukozy, hamujace kietkowanie na-
sion i rozwoéj siewek, a takze wykazuje obnizong wrazli-
wos$¢ na ABA, podczas gdy siewki z nadekspresjg RGS1
sag nadwrazliwe na glukoze i ABA [78,79], Ponadto u
osobnikoéw z nadekspresjg RGS1 obserwowano wzmozo-
nag ekspresje genéw zwigzanych z biosyntezag ABA oraz
wzrost poziomu fitohormonu [79,80].

Wyniki najnowszych doswiadczen potwierdzajg mozli-
wos$¢ bezposredniego oddziatywania AtRGSI z Ga-GTP,
ktore ulega zaburzeniu po zastgpieniu w RGS1 reszty glu-
taminianu (E3Y) przez lizyne (Ryc. 2). Co wazniejsze, wy-
kazano, ze D-glukoza w stezeniu 6% stymuluje tworzenie
aktywnego kompleksu AtRGSI-Ga [12]. Analizujgc subko-
morkowa lokalizacje tworzacych sie komplekséw, mozna
przypuszczaé, ze w szlaku sygnatowym ponizej RGS1 i
Ga funkcjonuje wspominane wczes$niej biatko THF1 od-
dziatujgce z Ga. THF1, zlokalizowane w btonie chloro- i
amyloplastdw, odgrywa pewnag, jeszcze nieokreslong role,
miedzy innymi w rozwoju tylakoidéw [12,61], Udziat bial-
ka G w sygnalizacji cukrowcowej moga takze potwierdzac
zmiany fenotypowe towarzyszace mutacji w genie SGB1
A. thaliana, kodujagcym zlokalizowany w aparacie Golgie-
go transporter heksoz. Mutanta sgbl-2 wyselekcjonowano
jako mutanta supresorowego w stosunku do mutacji w G/t
w odpowiedziach ro$lin na wyzsze stezenie glukozy [81].
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UWAGI KONCOWE

Zmiany fenotypowe towarzyszgce mutacjom w genach
kodujacych podjednostki biatka G sugeruja mozliwos¢
udziatu GPCR i biatek G takze w szlakach innych fito-
hormonéw, w szlakach aktywowanych przez fitochromy
— receptory Swiatta czerwonego, a takze w szlakach re-
gulujgcych odpowiedzi roslin na dziatanie biotycznych i
abiotycznych czynnikéw stresowych. Badany od kilku lat
kartowaty mutant dl ryzu pozbawiony Ga wykazuje mniej-
szg wrazliwo$¢ na niskie stezenia GAy podczas gdy fitohor-
mon w stezeniu powyzej 1 pM przywraca fenotyp roslin
linii dzikiej [22,82]. Takze nasiona A. thaliana z mutacjg w
Ga sg okoto 100-krotnie mniej wrazliwe na gibereline (GA)
[60,83], natomiast nasiona z mutacjg QL charakteryzuja sie
ekspresjg genu a-amylazy nawet w warunkach braku gibe-
reliny [82], Odkrycie w ostatnich dwéch latach, najpierw w
ryzu, a pozniej w rzodkiewniku, wewnatrzkomadrkowych
receptoréw gibereliny, sktania do krytycznej oceny wcze-
$niejszych wynikéw. Zmiany fenotypowe obserwowane u
mutanta A. thaliana pozbawionego wszystkich trzech ge-
now AtGIDla,b i ¢ moga $wiadczy¢ o tym, ze kodowane
przez nie wewnatrzkomdrkowe biatka sg jedynymi recep-
torami gibereliny [84], Podobnie jest w przypadku auksyn.
Po odkryciu wewngtrzkomérkowych receptorow IAA za-
czyna sie przypuszczac, ze indukowane przez auksyny po-
dziaty komdrkowe nie sg bezposrednio zalezne od biatka
Ga, ktore miatoby jedynie modulowaé¢ wrazliwos$¢ rosliny
na fitohormon [85]. Receptorem brasinosteroidéw (BR) jest
btonowa serynowo/treoninowa kinaza biatkowa BRI/BAK
[19], ale zmiany towarzyszgce mutacjom w GCR1, a takze w
Ga i G/l sugeruja, ze szlaki sygnatowe brasinosteroidéw sa
w jaki$ sposob powigzane ze szlakami zaleznymi od biatek
G [60,83,86],

Przed kilkunastu laty dowodzono udziatu biatka G w
fitochromowym szlaku sygnatowym aktywowanym przez
Swiatto czerwone. Wyniki nowszych badaniach, wykorzy-
stujacych rosliny z nadekspresjg Ga sugeruja, ze biatko G
odgrywa pewng role w jednym z odgatezien szlaku, regu-
lujgcym wzrost wydtuzeniowy siewki [22], Jednakze w in-
nych doswiadczeniach opartych na wykorzystaniu mutan-
tow pozbawionych funkcjonalnych biatek Ga i Gp catkowi-
cie wykluczono udziat biatek G w fitochromowym szlaku
sygnatowym regulujagcym wzrost hypokotyla [87],

Od wielu lat probuje sie takze szukaé¢ zwigzkow miedzy
biatkami G, a odpowiedziami roslin na stres wywotany
réznymi czynnikami biotycznymi i abiotycznymi. Wyniki
niektdrych badan zwracajg uwage na mozliwos$¢ udziatu
biatek G w reakcjach obronnych przeciw patogenom, w tym
m. in. w regulacji biosyntezy fitoaleksyn i alkaloidéw, czy
tez w produkcji aktywnych form tlenu [22,23,88], Publiko-
wane obecnie prace [89-92] skianiajg do przypuszczen, ze
ten kierunek badan bedzie w najblizszym latach rozwijat sie
najszybcie;j.
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G-proteins and protein effectors in plants
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ABSTRACT

The superfamily of G-protein-coupled receptors (GPCRs) is one of the largest and most diverse family of proteins in mammals. Plants, in
contrast to animals, have a greatly simplified repertoire of GPCRs. To date, only AtGCRI and AtRGSI have been shown to physically interacts
with a plant G-protein. Also, the number of G-protein complex components in plants is dramatically less than in other Eukaryotes. Only one
prototypical Ga subunit, one Gp and two Gy subunits have been identified in A. thaliana and rice. Similarly, there are few known downstre-
am effectors that physicaly interact with either the plant Ga subunit or the GPy dimer. The best-characterized effector is phospholipase D
(PLDal). Besides, the potential Ga effectors are: cupin-domain protein designated as Atpirinl, prephenate dehydratase —a cytosolic enzyme
involved in regulation of the shikimate pathway, and THF1 protein located in plastid membranes. Indirect evidences suggest that Ga may
interact with ion channels and phospholipases A, and C, whereas Gpy dimer supposedly interacts with a Golgi-localized hexose transporter.
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Regulacja ekspresji genow w komarce
bakteryjnej przy udziale biatek z rodziny Fur

STRESZCZENIE

iemal wszystkie bakterie potrzebujg do wzrostu zelaza. Do tego celu wykorzystujg one
N specyficzne mechanizmy pobierania ze $rodowiska oraz transportowania do wnetrza
komoérki ten cenny pierwiastek. Z drugiej strony, nadmiar zelaza jest toksyczny dla komorki,
gtéwnie ze wzgledu na udziat w wytwarzaniu wolnych rodnikéw. Poniewaz do tej pory nie
zidentyfikowano mechanizméw usuwania zelaza poza komérke bakteryjng, uwaza sie, ze
regulacja komoérkowego stezenia tego metalu odbywa sie poprzez kontrole transportu oraz
odpowiedni poziom syntezy biatek koordynujgcych i magazynujacych zelazo. Wiekszos$¢
genéw zaangazowanych w utrzymanie homeostazy zelaza w komdrce bakteryjnej wydaje
sie pozostawac pod kontrolg gtéwnego czynnika regulacyjnego czyli represora Fur. W pra-
cy tej przedstawiono strukture biatek z rodziny Fur oraz funkcje petniong przez te biatka
w utrzymaniu odpowiedniego poziomu zelaza oraz regulacji ekspresji genéw w komorce
bakteryjnej.

WPROWADZENIE

Zelazo jest czwartym pod wzgledem czestosci wystepowania pierwiastkiem
chemicznym w przyrodzie. W warunkach naturalnych przewaza forma utlenio-
na zelaza, gtéwnie w postaci wodorotlenku zelaza (Felll). Jest ona jednak bardzo
stabo rozpuszczalna w roztworach o pH 7.0, przez co potencjalnie niedostep-
na dla organizméw zywych. Forma zredukowana zelaza (Feli) jest relatywnie
dobrze rozpuszczalna w warunkach fizjologicznych, natomiast w $rodowisku
tlenowym praktycznie nieobecna. W zaleznosci od otoczenia chemicznego w
jakim sie znajduja, jony zelaza zdolne sg do przyjmowania réznych stanéw spi-
nowych zarowno w formie zredukowanej, jak i utlenionej. Rdwniez ich potencjat
oksydoredukcyjny moze ulega¢ zmianie w szerokim zakresie, przyjmujac war-
tosci od -300 do +700 mV. Powszechna dostepno$¢ zelaza oraz jego specyficzne
wiasnos$ci sprawity, ze stato sie ono elementem sktadowym szeregu biatek juz
na bardzo wczesnych etapach formowania sie zycia, gdy na Ziemi panowaty
warunki beztlenowe [1]. Bakterie z rodzaju Lactobacillus, bytujace w Srodowi-
sku wysoce ubogim w zelazo, uniezaleznity swéj metabolizm od jego obecno-
ci, opierajac istotne procesy komoérkowe o jony manganu [2,3], Z wyjatkiem
jeszcze kilku wewnatrzkomdérkowych patogendéw, takich jak Borrelia burgdorferi
oraz Treponema pallidium, u ktérych stwierdzono niestychanie niskg zawarto$¢
zelaza, pierwiastek ten jest niezbedny do prawidtowego funkcjonowania kaz-
dej zywej komérki, odgrywajac istotng role w takich procesach, jak: fotosynteza,
asymilacja N,, metanogeneza, cykl kwaséw tréjkarboksylowych, przyswajanie
i produkcja wodoru, transport elektronéw w tarficuchu oddechowym oraz bio-
synteza DNA. Z tego wzgledu bakterie wytworzyty wiele ztozonych systeméw
pobierania zelaza ze Srodowiska zewnetrznego oraz jego transportu do wnetrza
komarki [4],

Mimo iz zelazo stanowi grupe prostetyczng wielu biatek komérkowych,
to jego nadmiar jest dla komérki szkodliwy. Zelazo w warunkach tlenowych
prowadzi do generowania reaktywnych form tlenu i azotu, niszczacych biony
biologiczne oraz powodujgcych uszkodzenia DNA, stad jego stezenie w komar-
ce musi znajdowac sie pod precyzyjnym nadzorem. Poniewaz do tej pory nie
zidentyfikowano mechanizméw usuwania zelaza poza komorke bakteryjna,
uwaza sie, ze regulacja komoérkowego stezenia tego metalu odbywa sie poprzez
kontrole transportu oraz odpowiedni poziom syntezy biatek koordynujgcych
i magazynujacych zelazo. W odréznieniu od komdrek eukariotycznych, ktére
kontrolujg ten proces na etapie translacji poprzez wigzanie sie biatek regulatoro-
wych do mRNA [5], bakterie wyksztatcity mechanizmy kontroli ekspresji genéw
na poziomie transkrypcji, oparte o dwa biatka, Fur (ang. ferric uptake regulator)
oraz DtxR (ang. diphtheria toxin repressor), wystepujace, odpowiednio, u bakterii
gramujemnych i gramdodatnich z wysoka zawarto$ciag GC w genomie oraz u
bakterii gramdodatnich o niskiej zawartosci GC.
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Po raz pierwszy biatko Fur zostato opisane w roku 1981
u mutantdw bakterii Escherichia coli, u ktérych produkcja
niektdrych biatek (szlakow produkcji sideroforéw oraz bio-
syntezy specyficznych receptoréw wystepujacych w btonie
zewnetrznej) byta fundamentalna i niezalezna od obecnosci
metalu w pozywce w porédwnaniu z komdérkami posiada-
jacymi niezmutowany gen fur [6], Mutanty te otrzymaty
nazwe fur (ang. ferric uptake regulation). Odkrycie to przy-
czynito sie do dalszych badan majgcych na celu zrozumie-
nie regulacji transportu zelaza u bakterii. Nieco pdzniej gen
fur zostat zmapowany, sklonowany i zsekwencjonowany, a
jego produkt biatkowy oczyszczony w celu poznania jego
wiasciwosci [7-9], Od tego czasu represory homologiczne
do Fur z £. coli odkryte zostaty u wielu bakterii gramujem-
nych, m.in. u Yersiniapestis [10], Salmonella typhimurium [11],
Vibrio cholerne [12], Pseudomonas aeruginosa [13], Helicobacter
pylori [14], Campylobacter jejuni [15], Biatka podobne do Fur
znaleziono takze u bakterii gramdodatnich Bacillus subtilis
[16] oraz Staphylococcus epidermidis [17],

Bakterie posiadajg geny, ktérych ekspresja jest zalezna od
poziomu zelaza lub innych metali w komérce bakteryjnej
oraz geny, ktdrych ekspresja podlega regulacji przy udziale
biatka Fur lub innych biatek z tej rodziny, m.in. Zur, Mur,
Nur [18], Biatkami nalezacymi do rodziny biatek Fur, ktore
reguluja ekspresje genow w zaleznosci od warunkow oksy-
dacyjnych oraz dostepno$ci hemu w komérce bakteryjnej,
sq PerR oraz Irr, ktdére zidentyfikowano m.in. u bakterii z
rodzaju Bacillus, Campylobacter oraz Bradyrhizobium [18]. W
warunkach fizjologicznych biatko PerR, oprécz obecnego
rowniez u innych przedstawicieli rodziny Fur cynku struk-
turalnego, posiada miejsce wigzania dla jonu manganu lub
zelaza. Mozliwos$é koordynacji jednego z dwoch jonéw po-
woduje, ze PerR wystepuje w komoérce w jednej z dwdéch
form, odpowiednio, PerR:Zn,Mn oraz PerR:Zn,Fe, przy
czym kazda z tych form wykazuje inng wrazliwo$¢ na po-
wstajgce w stresie tlenowym wolne rodniki. Obecnie uwaza
sie, ze pierwotnie biatko Fur miato charakter dwufunkcjo-
nalny, stopniowo ewoluujac z wytworzeniem dwdch odreb-
nych biatek o wyzszym stopniu specjalizacji, jak ma to miej-
sce, miedzy innymi, w przypadku bakterii C. jejuni, gdzie
biatko Fur reguluje procesy transportu i magazynowania
zelaza, a biatko PerR - ekspresje gendéw biorgcych udziat w
odpowiedzi komo6rki na warunki oksydacyjne.

Stosujagc metode mikromacierzy, wykazano, ze w komor-
ce £. coli znajduje sie ponad 90 gendw, ktorych ekspresja
regulowana jest przez biatko Fur [19], Podobny poziom re-
gulacji stwierdzono m.in. u bakterii z rodzaju Campylobacter
i Yersinia [20,21], W przypadku mikroorganizméw chorobo-
tworczych, dla ktérych zmiany poziomu zelaza w otoczeniu
sg sygnatem, ze znalazty sie one w organizmie gospodarza,
biatka z rodziny Fur i DtxR petnig dodatkowg funkcje, kon-
trolujgc ekspresje tzw. genow wirulencji, ktérych produkty
determinujg przystosowanie sie bakterii do nowych warun-
kéw bytowania wewnatrz organizmu gospodarza [20-23].

STRUKTURA BIALEK Z RODZINY FUR

Najlepiej scharakteryzowanym i opisanym pod wzgle-
dem struktury jest obecnie biatko z bakterii P. aeruginosa
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Rycina 1. Struktura biatka Fur z bakterii Pseudomonas aeruginosa (kod PDB: 1MZB)
[24] wykonana za pomoca programu SwissPDB-Viewer. Kolorem czerwonym
zaznaczono reszty aminokwasowe biorace udziat w koordynacji strukturalnego
jonu cynku. Lokalizacja jonu na granicy domeny C- i N- koricowej sugeruje role
tego jonu w oddziatywaniach pomiedzy domenami. Kolorem zéttym zaznaczono
reszty tworzace miejsce regulatorowe w warunkach in vivo zajete przez jon zelaza
Fe2t.

(FurPA; kod PDB: 1MZB) [24] oraz struktura domeny wig-
zacej DNA z £. coli (FureC; kod PDB: 2FU4) [25], Biatko Fur
z P. aeruginosa jest polipeptydem o masie 15,2 kDa, wyste-
pujacym w komorce jako homodimer i tylko w takiej for-
mie zdolne jest do petnienia swojej funkcji regulatora trans-
krypcji. Kazda z podjednostek monomeru zbudowana jest
z dwoch wyraznych domen (Ryc. 1). Domena N-koricowa
biatka Fur z P. aeruginosa (reszty 1-83) odpowiedzialna jest
za rozpoznawanie i wigzanie sie do DNA. Zbudowana jest
ona z 4 helis aC H1-H4), tworzacych charakterystyczny mo-
tyw WH (ang. winged helix), po ktérym nastepuje sekwen-
cja dwoch antyréwnolegtych widkien p (S1-S2). Domena
C-koncowa (reszty 84-135) odgrywa role w formowaniu
sie funkcjonalnego dimeru Fur. Tworzona jest ona przez 3
antyréownolegte wtokna p (S3-S5), ktére dodatkowo nakryte
sg pojedynczg helisg a (H5) (Ryc. 1). Formowanie dimeru
Fur oparte jest na oddziatywaniu hydrofobowym i hydrofi-
lowym wytworzonym pomiedzy witdknami S3, S4, S5 z od-
powiadajgcymi im wtdknami drugiego monomeru, tworzac
tym samym regularng strukture zbudowang z 6 wtdkien p.
Cata struktura dodatkowo stabilizowana jest przez reszty
AspKB oraz Argl09, zlokalizowane na ostatniej helisie (H5)
i tworzgce mostki solne odpowiednio z resztami Argl09’
i Aspl03' drugiego monomeru. Ich mutacja w przypadku
bakterii P. aeruginosa powodowata obnizenie zdolnosci re-
presora do wigzania sie do DNA [26]. Reszty te nie sgjednak
silnie zachowane w obrebie rodziny biatek Fur, sugerujac
przede wszystkim role oddziatywan hydrofobowych, jako
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gtéwnego czynnika stabilizujgcego dimer, w tym wysoce
zachowanej reszty Phell9. W rodzinie Enterobacteriaceae
reszta Phe zastgpiona jest rowniez hydrofobowa resztg lle
(Ryc. 2). Dimeryzacja sprzyja stabilizacji regionu C-konco-
wego, jednoczes$nie w przypadku bakterii E. coli powoduje
ona zmiany konformacyjne w rejonie oddziatywania z DNA.
W poréwnaniu z biatkiem FurPA, FurEC posiada analogicz-
ne 4 helisy a jedynie w formie monomerycznej, a tworzenie
funkcjonalnego dimeru powoduje interkalacje poczatkowej
helisy odpowiadajgcej helisie HI u P. aeruginosa, przy czym
motyw WH pozostaje nadal zachowany [25],

Pojedynczy monomer Fur posiada w swojej strukturze
dwa miejsca koordynacji jonow dwuwartosciowych. Jed-
no z miejsc obsadzone jest przez bardzo silnie wigzany jon
Zn2; nazywany cynkiem strukturalnym. Struktura miejsca
koordynujacego jon cynku nie jest zachowana w obrebie
rodziny biatek Fur i moze rézni¢ sie znacznie pomiedzy
poszczego6lnymi gatunkami bakterii. FurPA wigze jon cyn-
ku przy udziale reszt zlokalizowanych w obu domenach
(His32, Glu80, His89, GIlulOO) [26], Pomimo obecnosci reszt,
ktore wigzg cynk strukturalny u P. aeruginosa, wystepuja-
cych takze u innych gatunkéw bakterii (m.in. E. coli), model
wigzania Zn2+jest u tych bakterii inny i opiera sie o koordy-
nacje jonu, miedzy innymi, przez reszty Cys92 i Cys95. W
przypadku E. coli wigczenie jonu cynku w strukture biat-
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115 Rycina 2. Analiza poréwnawcza sekwencji amino-
104 kwasowych (A) oraz drzewo filogenetyczne (B) biatek
92 z rodziny Fur pochodzacych z wybranych gatunkéw
113 bakterii, wykonane za pomoca programu ClustalW.
Kolorem czerwonym zaznaczono najbardziej zacho-
wane w ewolucji aminokwasy i/lub aminokwasy klu-
czowe dla funkcjonowania represora, kolorem z6ttym
zaznaczono aminokwasy zachowane w ewolucji w
stopniu umiarkowanym. Bacillus subtilis (P54574), Sta-
phylococcus aureus JH9 (A51T26), Clostridium acetobuty-
licum (A971F9), PseudomonasBuorescens Pf-5 (Q4KIH4),
Pseudomonas aeruginosa (Q03456), Escherichia coli K12
(POA9A), Salmonella typhimurium (Q7CQY3), Yersinia
pestis (P33086), Bradyrhizobium japonicum (085206),
Helicobacter pylori (025671), Campylobacter jejuni
81116 (P48796), Bacteroides fragilis (Q64QR6), Bactero-
ides tethaiotaomicron (Q8ABN3), Streptomyces coelicolor
(A) (Q9K4F8), Anabaena sp. PCC 7120 (Q8YU8L1), Porphy-
romonas gingivalis (Q9KJG2).

ka, potaczone z redukcjg mostka disiarczkowego pomiedzy
obiema cysteinami, jest konieczne do dimeryzacji podjed-
nostek in vitro [25], Pohl i wsp. [24] zasugerowali role jonu
cynku w procesie przenoszenia sygnatu z domeny C-korico-
wej do domeny wigzgcej DNA podczas aktywacji represora.
Niektére biatka z rodziny Fur sg jednak pozbawione cynku
strukturalnego, jak ma to miejsce w przypadku biatka Fur
z Bradyrhizobium japonicum [27], stad rola tego jonu nie jest
nadal do korica wyjasniona. Duzo lepiej poznana jest nato-
miast rola drugiego miejsca wigzacego metal, ktérym w wa-
runkach fizjologicznych sg jony Fe2+ Wigzanie zelaza przez
biatko Fur powoduje jego aktywacje oraz indukuje zmiany
w konformacji, umozliwiajgce wigzanie sie biatka Fur do
DNA. Uwaza sie, ze zwigzanie metalu zmienia wzajemng
orientacje podjednostek, stabilizujgc represor w stanie o
wysokim powinowactwie do kwasu nukleinowego. Wy-
kazano, ze in vitro biatko Fur moze by¢ aktywowane row-
niez przez inne metale dwuwarto$ciowe, w tym jony Zn2
Co2; Mn2+oraz Ni2, jak rowniez w pewnym stopniu przez
jony zelaza Fe3+[28,29], Ich poziom w komérce jest jednak
zbyt niski, aby mogty one zastepowac jony zelaza Fe2w
jego funkcji. W niektérych przypadkach wigzanie metalu
nie jest niezbedne do aktywacji represora, co wykazaty ba-
dania nad biatkiem Fur z Helicobacter pylori [30], W oparciu
o strukture biatka Fur uzyskang dta P. aeruginosa zidenty-
fikowano miejsce koordynacji jonu aktywujgcego, ktdre
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tworzone jest przez 4 reszty aminokwasowe (His86, Asp88,
Glul07, Hisl24) oraz strukturalng czasteczke HX. Obec-
nos$¢ tych reszt u wiekszosci gatunkéw (Ryc. 2), w tym takze
u bakterii E. coli, sugeruje podobny mechanizm wigzania.
Jednak nie wszystkie gatunki zachowaty w ewolucji reszty
odpowiedzialne za koordynacje in vivo jonu zelaza. Bakterie
z gatunku Porphyromonas gingivalis oraz Bacteroid.es utracity
wszystkie 4 wyzej wspomniane reszty (Ryc. 2), sugerujac
tym samym wystepowanie jeszcze jednego, dodatkowego
mechanizmu wigzania jonu i aktywacji represora, badz tez
jego dziatanie niezaleznie od obecnosci jonéw zelaza, na za-
sadzie podobnej do dziatania Fur u bakterii H. pylori.

REGULACJA POZIOMU ZELAZA
PRZY UDZIALE BIALEK FUR

Najlepiej wyjasnionym mechanizmem funkcjonowania
Fur jest regulacja na poziomie transkrypcyjnym. W warun-
kach duzej dostepnos$ci zelaza represor Fur wigze jon Fe2+
i podlega zmianom konformacyjnym, ktére umozliwiajg
oddziatywanie z DNA. Oddziatywanie biatka Fur z DNA
zachodzi przy udziale reszt aminokwasowych zlokalizowa-
nych na helisie H4 w przypadku P. aeruginosa lub odpowia-
dajacej jej helisie H3 u E. coli. Kluczowa dla tego procesu jest
obecnos$¢ reszty tyrozyny w pozycji 55w przypadku FurPA.
Jest to najsilniej zachowana ewolucyjnie reszta obecna we
wszystkich analizowanych gatunkach, wchodzaca w skiad
zachowanej w ewolucji sekwencji Thr-Val-Tyr-Arg (Ryc. 2).
Reszta Tyr55 kontaktuje sie bezposrednio z dwiema naste-
pujagcymi po sobie resztami tyminy w sekwencji nukleoty-
dowej GATTAT, bedacej elementem sktadowym sekwencji
konsensusowej dla miejsca wigzgcego dla Fur (ang. Fur box),
sugerujac ich zasadniczg role w procesie rozpoznawania i
wigzania sie represora do DNA [31]. Wiazanie Fur-Fe2+do
specyficznej sekwencji nukleotydowej w rejonie promotoro-
wym nie pozwala na przytgczenie sie polimerazy RNA, co
hamuje transkrypcje gendw znajdujacych sie pod kontrolg
danego promotora. Region rozpoznawany przez represor
Fur w wiekszosci przypadkdw zlokalizowany jest w rejo-

5"GATAATGATAATCATTATC 3*

A
STCTATTACTATTAGTAATAG 5°

g 5 GATAATGAT(A/T)ATCATTATC 3
3-CTATTACTA(T/A)TAGTAATAG 5"
5" tGATAATGATAATCATTATCa 3°

C

Rycina 3. Modele wigzania sie represora Fur do DNA. Kluczowe dla wigzania
sie biatka Fur s powtdérzone heksamery GATAAT w dowolnej konfiguracji (A).
Model, w ktérym biatko Fur rozpoznaje nukleotydowe sekwencje palindromowe
o dtugos$ci 9 par zasad po obu stronach helisy (B). Model zaproponowany przez
Baichoo i Helmann [37] (C). Kluczowy dla rozpoznania promotora jest motyw
7-1-7 obecny na obu niciach DNA iczeSciowo na siebie nachodzacy. Wedtug tego
modelu represor Fur wigze sie tylko w obrebie jednej nici, rozpoznajac motyw 7-
1-7. W obrebie promotora dochodzi zatem do wigzania sig dwéch dimeréw Fur.
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nie pomiedzy kluczowymi dla formowania sie kompleksu
transkrypcyjnego regionami -10 oraz -35. W ten sposéb re-
presor Fur hamuje ekspresje gendéw kodujacych biatka bez-
posrednio zwigzane z transportem zelaza lub hemu, jak re-
ceptory wystepujgce w btonie zewnetrznej czy enzymy syn-
tezy sideroforéw, gdy poziom tego pierwiastka w komorce
jest juz wystarczajacy. Wiele prac potwierdzito takze wig-
zanie biatka Fur do wtasnego promotora, powodujgce auto-
regulacje genu fur [32], W przypadku bakterii C. jejuni gen
fur znajduje sie pod kontrolg 2 promotoréw [33]. Wiekszos$¢
prokariotycznych biatek oddziatujgcych z DNA poprzez
motyw HTH (ang. helix-turn-helix) rozpoznaje nukleotydo-
we sekwencje palindromowe o dtugosci okoto 12 par zasad
(Ryc. 3). Badania nad takimi sekwencjami nukleotydowymi
u bakterii E. coli doprowadzity do ustalenia rejonu wigzania
represora Fur stanowigcego 19-nukleotydowe odwrdcone
powtdérzenie GATAATGATAATCATTATC [34]. Znacznie
pézniej zauwazono, ze sekwencja ta moze by¢ takze inter-
pretowana jako potréjnie powtérzony heksamer GATAAT
w konfiguracji ,,gtowa-gtowa-ogon"”. W przeprowadzonych
badaniach z wykorzystaniem syntetycznych oligonukleoty-
dow wykazano wigzanie biatka Fur do sekwencji nukleoty-
dowych zawierajacych przynajmniej trzy takie 6-nukleoty-
dowe motywy [35]. Wyniki te zasugerowaty, iz to wtasnie
sekwencja GATAAT jest jednostkg rozpoznawang przez
represor. Ostatnia hipoteza dotyczgca oddziatywania Fur z
DNA powstata w oparciu o analize sekwencji nukleotydo-
wych rozpoznawanych przez represor Fur z B. subtilis oraz
struktury krystaliczne biatka Fur z P. aeruginosa i biatka DtxR
z Corynebacterium diphtheriae (kod PDB: 1DDN), petnigcego
funkcje podobng do biatka Fur w bakteriach gramdodatnich
[36], Represor DtxR, podobnie jak Fur, funkcjonuje jako di-
mer i oddziatuje z rozpoznawang sekwencjg nukleotydowg
po zwigzaniu jonu zelaza. Model ten zaktada, ze pierwotnie
rozpoznana 19-nukleotydowa sekwencja w rzeczywistosci
stanowi dwa zachodzgace na siebie odwr6cone powtérzenia,
z ktérych kazdy wigzany jest przez dimer Fur [37], W rze-
czywisto$ci motyw rozpoznawany przez dimer Fur sktada
sie jedynie z dwdch z pierwotnie sugerowanych trzech hek-
samerdw, tworzac tym samym motyw 7-1-7 (tGATAAT-
nATTATCa). W ten spos6b w obrebie promotora wigzane
sg dwa dimery Fur, kazdy rozpoznajacy jeden z dwdch na-
chodzacych na siebie motywdw 7-1-7 (Ryc. 3).

Niektére badania dodatkowo modyfikujg obecnie obo-
wigzujacy model wigzania si¢ biatka Fur do promotora. Wy-
kazano, ze inkubacja in vitro represora z fragmentem pro-
motora bedgcego pod kontrolg Fur, powoduje jego ochrone
przed dziataniem DNazy | na znacznie wiekszym odcinku
niz wskazywataby na to wielko$¢ dimeru. Wielkos¢ ta byta
ré6zna w zaleznosci od analizowanego fragmentu i mogta
oscylowaé w przedziale od 31 par zasad dla modelu propo-
nowanego przez Baichoo i Helmann [37], do nawet 100 par
zasad w przypadku promotora dla gendw syntezy aerobak-
tyny [38]. Autorzy tej hipotezy zaproponowali mechanizm
dziatania oparty na wigzaniu sie biatka Fur w rejonie se-
kwencji nukleotydowej, tworzacej klasyczny ,,Fur box", do
ktérej biatko wykazuje najwieksze powinowactwo. Promuje
to jednoczesnie wigzanie sie kolejnych czasteczek represora
w rejonach sasiadujgcych o zdecydowanie nizszym powi-
nowactwie. W efekcie prowadzi to do oligomeryzacji kilku
dimeréw Fur i zablokowania znacznie wigkszego fragmen-
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tu promotora przez utworzenie struktury wokét DNA po-
dobnej do spirali zbudowanej z kolejno utozonych po sobie
dimeréw Fur. Podobny mechanizm wykazano réowniez w
przypadku autoregulacji ekspresji genu fur u bakterii H.
pylori [39], W tym przypadku Fur reguluje transkrypcje
wiasnego genu poprzez wigzanie sie do wiecej niz jednego
miejsca w obrebie promotora. U niektérych bakterii wyka-
zano obecno$¢ podobnych fragmentdw wigzacych Fur w
rejonie promotora, ale o niskim powinowactwie, a wigzanie
Fur zachodzito przy stezeniach mikromolarnych [32,40-42]
w poréwnaniu ze stezeniami nanomolarnymi w przypadku
miejsc wigzacych o wysokim powinowactwie. Mechanizm
ten wyjasnia stosunkowo duza jak na biatko regulatoro-
we ilos¢ kopii biatka Fur, ktéra w fazie stacjonarnej siega
10000 czasteczek przypadajagcych na jedng komérke [43],
Powszechnos$¢ biatka Fur w cytoplazmie bakterii podykto-
wana jest réwniez znaczna liczbg gendw znajdujacych sie
pod jego wptywem (>90), jak réwniez potencjalng rolg tego
biatka jako czynnika buforujgcego poziom jonow zelaza. Ze
wzgledu na stala powinowactwa represora do jonow Fe2
wynoszacg ok. 10 pM [19], ktéra oscyluje w okolicach fizjo-
logicznego stezenia wolnego zelaza w komdrce, funkcja ta
wydaje sie by¢ bardzo prawdopodobna.

Znane sg réwniez przyktady negatywnej regulacji po-
Sredniej zachodzacej przy udziale biatka Fur [4], W takich
wypadkach represor Fur hamuje ekspresje innego regula-
tora, ktéry z kolei wptywa na geny transportu zelaza do
komorki. Przyktadami tego typu czynnikéw pozostajgcych
pod kontrolg Fur sg regulatory syntezy i wykorzystania
sideroforé6w AraC oraz alternatywne czynniki sigma po-
limerazy RNA, umozliwiajgce transkrypcje waskiej grupy
gendéw. Polgczenie mechanizmu negatywnej regulacji po-
$redniej i bezpos$redniej przez represor Fur zaobserwowano
w przypadku systemu kontroli pobierania przez komarki
£. coli zelaza kompleksowanego przez czasteczki kwasu
cytrynowego. Taka forma jest powszechnie obecna w 0so-
czu i wykorzystywana przez patogenne szczepy E. coli jako
potencjalne Zrodto zelaza. Geny fecABCDE tworzace jeden
operon i kodujace biatka systemu transportujagcego cytry-
nian zelaza do cytoplazmy znajdujg sie pod kontrolg specy-
ficznego dla nich czynnika sigma Fecl nalezgcego do typu 4
duzej rodziny czynnikéw sigma70. Zdolno$¢ wigzania sie
Fecl do promotora i formowanie kompleksu transkrypcyj-
nego warunkowane jest poziomem zelaza ze wzgledu na
obecno$¢ sekwencji nukleotydowej rozpoznawanej przez
represor Fur w obrebie promotora. Dodatkowo, ekspresja
samego biatka Fecl kontrolowana jest rGwniez przez repre-
sor Fur sprawiajac, ze kluczowy dla regulacji poziomu zela-
za wewnatrz komorki proces jego transportu jest podwéjnie
kontrolowany [44].

Niektore bakterie nie sg zdolne do syntezy hemu ze
wzgledu na brak petnego szlaku biosyntezy tej czasteczki.
Dlatego tez oprocz zelaza musza one pobiera¢ ze $rodo-
wiska zewnetrznego pier$cien porfirynowy. Mechanizm
przyswajania zelaza oraz protoporfiryny IXw postaci hemu
zidentyfikowany zostat u bakterii Porphyromonas gingivalis.
Ekspresja gendéw hmuYR, ktérych produkty biatkowe od-
powiedzialne sg za wigzanie i transport hemu do wnetrza
komorki bakteryjnej, podobnie jak w przypadku poszcze-
golnych elementédw szlaku przyswajania zelaza u E coli, jest
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zalezna od poziomu zelaza w komorce bakteryjnej [45], Nie
wiadomo jednak czy regulacja ekspresji tych genéw jest
zalezna od biatka Fur, gdyz w regionie promotora nie zna-
leziono typowej sekwencji nukleotydowej rozpoznawanej
przez biatko Fur.

Biatko Fur wydaje sie by¢ zaangazowane w regulacje du-
zej liczby genéw nie tylko bezposrednio zwigzanych z po-
zyskiwaniem zelaza. Zaobserwowano jego wptyw takze na
takie procesy komorkowe, jak odpowiedzZ na niskie pH $ro-
dowiska, obrona przed reaktywnymi formami tlenu, che-
motaksja, bioluminescencja czy produkcja toksyn i innych
czynnikow wirulencji. Przyktadami produktéw ekspresji
takich genow s3: dysmutaza ponadtlenkowa SodA i SodB
u E. coli [46], biatka tolerancji na obnizone pF4 u Salmonella
typhimurium [47], bakteryjne ferrytyny Bfr i Ftn oraz ako-
nitaza AcnA z E. coli [48], W zadnym z tych przypadkéw
nie zidentyfikowano sekwencji nukleotydowej rozpozna-
wanej przez Fur w rejonach promotorowych. W ostatnich
latach ukazato sie wiele prac dotyczacych mechanizmu
pozytywnej regulacji niektérych gendw przez kompleks
Fur-Fe2+ Udowodniono, ze ten typ regulacji jest uzalez-
niony od funkcji matych czasteczek RNA (sRNA) [46,49],
Najdoktadniej scharakteryzowanym sRNA tego typu jest
RyhB z bakterii E. coli [50,51], Podobne czasteczki odkryto
rowniez u szeregu innych gatunkéw, m.in. u Vibrio cholerne
[22], Shigellaflexneri [52], Anabaena sp. [53]. Analiza ekspresji
gendw u E. coli wykonana przy zastosowaniu mikromacie-
rzy wykazata, ze RyhB wptywa na poziom 18 transkryptow
kodujgcych 56 biatek [54], Ostatnio zidentyfikowanym od-
powiednikiem czasteczki RyhB u bakterii Neisseria menin-
gitidis jest NrrF [55]. Czasteczka ta nie wykazuje homologii
w sekwencji nukleotydowej w stosunku do RyhB, petnigc
jednak analogiczne do niej funkcje. U P. aeruginosa gen ko-
dujacy funkcjonalny homolog czgsteczki RyhB ulegt w toku
ewolucji podwojeniu. PrrFl i PrrF2 wystepuja w genomie
P. aeruginosa tandemowo powtérzone i sg w ponad 95% ho-
mologiczne do siebie. Dodatkowo, kazdy gen poprzedzony
jest odrebnym promotorem, w ktérym obecny jest region
rozpoznawany przez biatko Fur [56], Ortolog i paralog czg-
steczki RyhB, czyli RfrA i RfrB, wykryto réwniez u bakterii
z rodzaju Salmonella [57],

W rejonie promotora poprzedzajgcego gen kodujacy czga-
steczki RyhB obecny jest region ,,Fur box". W ten sposéb
poziom ekspresji tego genu jest regulowany bezpos$rednio
przez biatko Fur i zalezny od aktualnego poziomu zelaza
w komorce. RyhB dziata na poziomie potranskrypcyjnym
poprzez wigzanie sie do mMRNA w rejonie sekwencji nukle-
otydowej rozpoznawanej przez rybosom (RBS, ang. ribo-
some binding site) oraz obnizanie stabilno$ci transkryptow
niektorych gendw, takich jak: sodB, sdhC, fumA, bfr, ktérych
produkty wykorzystujg zelazo jako kofaktor. Wstrzymanie
produkcji SRNA przez Fur prowadzi do spadku szybkosci
degradacji transkryptow, co w efekcie obserwowane jest
jako pozytywna regulacja, posrednio spowodowana dzia-
taniem biatka Fur (Ryc. 4). Hamujacy efekt SRNA na do-
celowy mRNA zachodzi przy udziale zaleznego od biatek
opiekunczych oddziatywania miedzy sRNA i mRNA [58],
Hfg to mate (11,2 kDa) biatko o wtasciwos$ciach biatka opie-
kunczego, wystepujace w postaci heksameru [59], ktore po
raz pierwszy odkryto jako czynnik wymagany do replikacji
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1
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ZMNIEJSZONE MAGAZYNOWANIE
ZELAZA, ZWIEKSZONE
PRZYSWAJANIE ZELAZA
(ZWIEKSZONA SYNTEZA BIALEK
TRANSPORTUJACYCH ZELAZO
DO WNETRZA KOMORKI)
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ZELAZA, ZMNIEJSZONE PRZYSWAJANIE
ZELAZA (ZMNIEJSZONA SYNTEZA BIALEK
TRANSPORTUJACYCH ZELAZO

DO WNETRZA KOMORKI)

Rycina 4. Schemat regulacji poziomu zelaza w komérce bakteryjnej przy udziale
biatka Fur. SRNA, maty RNA; RyhB, maty RNA wystepujacy w bakteriach E. coli;
frn, transkrypt ferrytyny.

faga QB w bakteriach E. coli. Jego rola polega na stabiliza-
cji kompleksu mMRNA-sRNA poprzez utatwienie przyjecia
okreslonej struktury przestrzennej poszczeg6lnych czaste-
czek RNA oraz utatwienie parowania nukleotydéw pomie-
dzy nimi, ktére w wielu przypadkach nie sa w 100% kom-
plementarne [60], Formowanie tréjsktadnikowego kom-
pleksu RyhB-mRNA-Hfq prowadzi w efekcie koncowym
do degradacji mRNA przy udziale RNazy E [61,62]. RNaza
E jest kluczowa endorybonukleaza zaangazowang w pro-
cesowanie i degradowanie komdérkowego mRNA. Razem
z kilkoma innymi biatkami tworzy ona kompleks zwany
degradosomem [63], Za formowanie kompleksu odpowie-
dzialny jest region C-koncowy RNazy E. Badania nad mu-
tantami pozbawionymi tego regionu wykazujg obnizenie
efektywnosci degradacji kompleksdw mRNA, sugerujac,
ze caly proces jest wieloetapowy i zalezny od wzajemnego
wspotdziatania poszczegdlnych sktadnikéw [61].

Pomimo wykorzystywania zelaza jako kofaktora przez
niektére enzymy zwigzane ze szlakiem syntezy nukleoty-
déw, takich jak reduktaza rybonukleotydéw oraz dehy-
drataza dihydroksykwasow, ekspresja ich genéw wydaje
sie by¢ niezalezna od biatka Fur [64], W stanach niedoboru
zelaza w $rodowisku synergistyczne dziatanie biatka Fur
oraz RyhB jest kluczowe zaréwno dla pozyskania tego pier-
wiastka z otoczenia, jak réwniez skierowania jego zapaséw
w strone najbardziej istotnych szlakéw metabolicznych po-
przez zahamowanie ekspresji gendw kodujacych mniej istot-
ne biatka, rowniez korzystajagcych z komoérkowych zapasow
zelaza. Szereg badan uwidacznia takze role RyhB wedtug
zblizonego mechanizmu w indukcji czynnikéw wirulencji
u wielu bakterii, w tym u V. cholerne. Mutanty RyhB tej bak-
terii wykazywaty obnizong zdolno$¢ do formowania biofil-
mu oraz chemotaksji, chociaz dodanie zelaza do hodowli
powodowato przywrécenie fenotypu charakterystycznego
dla stanu wirulencji. Pokazuje to, ze co prawda RyhB nie
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jest niezbedny do indukcji markeréw wirulencji, jednak w
stanach niedoboru zelaza, jakie majg miejsce wtasnie w or-
ganizmie gospodarza, kieruje jego zapasy w kierunku pro-
cesOw tworzenia biofilmu i chemotaksji [22].

W ostatnim czasie pojawity sie doniesienia o bezpo-
Srednim dziataniu biatka Fur jako aktywatora transkrypciji.
Mechanizm ten byt niezalezny od czasteczki RyhB i ziden-
tyfikowany zostat u bakterii N. meningitidis. Wykazano, ze
do efektywnej transkrypcji genéw norB, pani oraz nuoA ko-
nieczna jest obecnos$¢ sekwencji rozpoznawanej przez biat-
ko Fur w rejonie promotora poprzedzajgcego te geny [65],
Podobny efekt zaobserwowano u Mycobacterium tuberculosis
w przypadku biatka IdeR, nalezgcego do rodziny biatek Fur,
ktore zdolne byto do aktywacji genu bfr, kodujacego bakte-
rioferrytyne [66]. Niewiele wiadomo o podobnych mecha-
nizmach u innych gatunkoéw bakterii, stagd trudno okresli¢
konkretng role biatka Fur w procesie aktywacji bakteryjnej
polimerazy RNA (RNAP), tym bardziej, ze zarbwno Fur z
N. meningitidis, jak rGwniez z Mycobacterium sg w istotnym
stopniu homologiczne z pozostatymi przedstawicielami ro-
dziny inie posiadajg w swojej strukturze domeny potencjal-
nie zaangazowanej w aktywacje RNAP.

PODSUMOWANIE

Zdolno$¢ pozyskiwania zelaza jest jednym z podstawo-
wych elementéw warunkujgcych patogenno$¢ mikroorga-
nizméw. Ograniczona dostepno$¢ zelaza jest dla licznych
bakterii chorobotwdrczych sygnatem, iz znalazty sie w or-
ganizmie gospodarza. Konieczno$¢ kontroli szerokiej gamy
genow zwigzanych z przyswajaniem, magazynowaniem
i dystrybucjg zelaza, indukcjg czynnikdéw wirulencji oraz
ochrong przed reaktywnymi formami tlenu przez tylko
jedno biatko, wymusza na komdérce wypracowanie mecha-
nizmoéw pozwalajgcych na modulowanie aktywnosci repre-
sora Fur. Liczne doniesienia pojawiajgce sie w prasie nauko-
wej pozwalajg okresli¢ funkcje biatka Fur jako nadrzednego
czynnika regulujgcego procesy transkrypcji. Pomimo sto-
sunkowo wysokiej homologii pomiedzy poszczeg6lnymi
przedstawicielami biatek z rodziny Fur, mechanizmy dzia-
tania u poszczeg6lnych gatunkéw wydaja sie by¢ rozne i
dostosowane do wymogow stawianych organizmowi przez
Srodowisko. Rowniez w obrebie tego samego gatunku biat-
ko Fur moze dziata¢ wedtug réznych modeli, pozwalajac
tym samym na bardzo precyzyjna kontrole i zréznicowanie
poziomu ekspresji poszczegdlnych genéw. Udowodniono,
ze szczeg6towe poznanie podstawowych mechanizmow
zachodzacych w zywych organizmach, a zwitaszcza tych,
ktore sg wykorzystywane przez bakterie chorobotwércze,
umozliwia opracowanie testow diagnostycznych oraz me-
tod zapobiegania chorobom oraz ich leczenia.
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Regulation of gene expression in the bacterial cell by Fur family proteins
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ABSTRACT

Bacteria require iron for growth. To acquire environmental iron and transport it into the bacterial cell, they evolved sophisticated mechanisms.
However, an excess of iron may be toxic for the cell, mostly by its involvement in the generation of reactive species. To date, no mechanisms of
excretion of iron outside the bacterial cell were found, thus cellular iron level regulation is performed by control of its transport and appropriate
synthesis of iron-coordinating and iron-storage proteins. The majority of genes engaged in iron homeostasis in the bacterial cell are under a global
regulator, repressor Fur. In this work, structure and function of proteins comprising Fur family and their involvement in iron level regulation is
presented.
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Fluorescencyjne metody badania oligomeryzacji
receptorow zwigzanych z biatkami G

STRESZCZENIE

etody fluorescencyjne opierajace si¢ na zjawisku rezonansowego przeniesienia energii
M na odlegto$¢, stanowig obecnie szeroko stosowane narzedzie do badania proceséw bio-
logicznych, m.in. oddziatywan biatek, w tym receptoréw zwigzanych z biatkami G. Dzieki
rozwojowi inzynierii molekularnej mozliwe stato sie badanie zjawiska oligomeryzacji recep-
toréw w zywych komoérkach, poprzez sprzeganie ich z biatkami fluorescencyjnymi. Obecnie
uwaza sie, ze poznanie fizycznych oddziatywan receptoréw moze mie¢ ogromne znaczenie w
opracowywaniu czynnikéw terapeutycznych, ingerujgcych w subtelnie regulowany przekaz
informacji w poprzek btony komérkowej. Niniejsze opracowanie omawia techniki fluore-
scencyjne stosowane w badaniach oligomeryzacji receptoréw btonowych. Badania porow-
nawcze wskazuja, ze nawet stosunkowo prosta technika, jaka jest stacjonarna spektroskopia
fluorescencji, pozwala na wyciggniecie wnioskéw dotyczacych oddziatywania receptoréw.
Natomiast metody bardziej zaawansowane, jak mikroskopia konfokalna i mikroskopia cza-
sow zycia fluorescencji, nie tylko dostarczajg precyzyjnych informacji ilosSciowych, ale po-
zwalajg tez na okres$lenie lokalizacji wewngtrzkomérkowej badanych czasteczek.

WPROWADZENIE

Receptory zwigzane z biatkami G (GPCRs, ang. G-Protein Coupled Receptor)
naleza do wielkiej rodziny biatek btonowych, ktére mimo strukturalnego po-
dobieAstwa stanowig najbardziej zréznicowang funkcjonalnie grupe receptoréw
wigzacg rozmaite hormony, neurotransmitery ichemokiny.Receptory te poprzez
oddziatywania ze specyficznymi trimerycznymi biatkami G, sklasyfikowanymi
w cztery podrodziny (Gs G., Gqi G12, przekazujg sygnaty dochodzace do komo-
rek na rozmaite enzymy efektorowe, takie jak m. in. cyklaza adenylowa czy fos-
folipaza C, stymulujac badz hamujgc ich aktywnos$¢, co wptywa na wytworzenie
we wnetrzu komorki przekaznikéw drugiego rzedu. Zainicjowane w ten sposéb
kaskady zdarzen biochemicznych wptywaja na metabolizm komérkowy oraz
na ekspresje gendw [1]. Od tego, jak funkcjonujg GPCRs zalezy, w jaki sposob
sygnaty dochodzace do komdrek zostang przez nie odebrane. Dlatego tez zabu-
rzenia w funkcjonowaniu GPCRs czesto prowadzg do powaznych schorzen. W
o$rodkowym uktadzie nerwowym prawidtowe funkcjonowanie uktadéw recep-
torowych ma szczego6lnie istotne znaczenie — neurony i inne komérki mézgu
komunikujg sie ze sobg za pomocg neurotransmiterdw i neuromodulatorow, z
ktorych ogromna wiekszos¢ dziata poprzez GPCRs [2], W obrebie ligandow tych
receptorow znajduje sie wiekszo$¢ lekow stosowanych w terapii schorzen neu-
ropsychiatrycznych, podobnie —wt#asnie w tej grupie zwigzkéw poszukuje sie
nowych substancji o potencjalnym znaczeniu terapeutycznym, najlepiej takich,
ktorych selektywno$¢ dziatania bytaby najwieksza.

Ostatnio pojawity sie doniesienia, ze GPCRs mogg ze sobg oddziatywac i
tworzyé homo- badz heterooligomery w btonie komaérkowej [1,3,4]. Jako hetero-
oligomeryl—receptory te mogg funkcjonowac nieco inaczej niz wtedy, gdy dzia-
tajg niezaleznie od siebie, dlatego tez mozliwe jest wystapienie dodatkowego
—bardzo specyficznego —poziomu regulacji fizjologicznej i farmakologicznej.
Zwtiaszcza, ze pary receptorow mogace tworzy¢ heterooligomery, nie zawsze sg
zlokalizowane na tych samych komoérkach — stosujac zwigzki dziatajace spe-
cyficznie na poziomie heterooligomeréw, mozna potencjalnie bardzo selektyw-
nie regulowac procesy przekazywania sygnatu. Przyktadowo, dla receptorow
opioidowych 5 i« zlokalizowanych w rdzeniu kregowym i tam tworzacych he-
terooligomery, wykazano odmienng wrazliwo$¢ na specyficzne ligandy [5], co
moze mie¢ znaczenie w poszukiwaniu selektywnych lekéw przeciwbdlowych.
Z kolei dla opracowania nowych strategii leczenia choroby Parkinsona wielkie
znaczenie moze mieé specyficznos¢ dziatania pewnych zwigzkéw na poziomie
heterooligomerdw receptoréw dopaminowych DnD, [6], Niedawno wykazano,
ze jednoczesna stymulacja receptoré6w dopaminowych Dj i D, (nasilajgca two-
rzenie heterooligomeréw tych receptoréw) prowadzi do aktywacji fosfolipazy

'W $wietle ostatnich opracowan, kwestig nierozstrzygnieta pozostaje czy receptory tworza w btonie komoérkowej he-
terodimery, czy tez bardziej skomplikowany uktad heterooligomerdw, tzw. mozaike receptorow [3].
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C iwzrostu wewngtrzkomdrkowego stezenia wapnia, a nie
regulacji poziomu cyklicznego AMP, co ma miejsce podczas
oddzielnej stymulacji tych receptorow [7], Dziatanie far-
makologiczne na poziomie heterooligomeréw D,-D, moze
zapewniac selektywno$¢ efektéw terapeutycznych, gdyz
receptory te sg zlokalizowane razem tylko na niewielkiej
czesci mozgowych komdrek nerwowych. Selektywno$¢ te
bardzo trudno osiggna¢é w obrebie ligandéw receptorow
dopaminowych dziatajagcych na ich monomery, ze wzgle-
du na udziat tych receptoréw w regulacji wielu procesow
w mozgu.

Oddziatywania miedzy réznymi receptorami, nie tylko
w obrebie tej samej klasy, ale takze pomiedzy receptorami
nalezacymi do odlegtych strukturalnie rodzin (jak np. re-
ceptora NMDA czy GABA&, bedacych kanatami jonowymi
0 budowie podjednostkowej, z receptorami dopaminowy-
mi, odpowiednio Dj i D), wystepujg do$¢ powszechnie,
cho¢ mechanizm regulacji i znaczenie funkcjonalne tych od-
dziatywan wcigz pozostajg nieznane. Wigze sie to z faktem,
ze badania biatek btonowych, w tym receptorow GPCRs,
zakotwiczonych w mozaice biatkowo-lipidowej, ktora na-
wet u najprostszych organizmdw jest ztozong i dynamiczng
strukturg, stanowig duze wyzwanie. Istnieje kilka metod
badawczych, ktore potwierdzajg zachodzenie oligomeryza-
cji receptoréw GPCRs, m. in. immunoprecypitacja, Western
btot (wymagajace zastosowania lizy komérek i uzycia prze-
ciwciat) oraz metody wykorzystujagce rezonansowe prze-
niesienie energii na odlegto$¢ (RET, ang. Resonance Energy
Transfer). Jedynie wykorzystanie tego ostatniego zjawiska
umozliwia prowadzenie badan w uktadzie natywnym i mo-
nitorowanie oligomeryzacji GPCRs w zywych komorkach,
zapewniajac réwnoczes$nie wysokg rozdzielczo$¢ czasowg
1przestrzenna. Niniejsza praca traktuje o trzech gtdwnych
wariantach tej techniki wykorzystujgcych zjawisko fluore-
scencji: stacjonarnej spektroskopii fluorescencyji, mikrosko-
pii konfokalnej oraz mikroskopii czaséw zycia fluorescencji.
Wiele aspektow przedstawiono na przyktadzie badan oli-
gomeryzacji receptoréw dopaminowych, gdyz receptory te
znajdujg sie w obszarze zainteresowan Autoréw niniejsze-
go opracowania.

REZONANSOWE PRZENIESIENIE ENERGII

Rezonansowe przeniesienie energii na odlegtos¢, to zja-
wisko przekazu energii wzbudzenia miedzy czasteczkami
donora i akceptora w procesie bezpromienistym, odbywa-
jacym sie na zasadzie rezonansu, poprzez sprzezenie typu
dipol-dipol. Warunkiem koniecznym do wystgpienia zjawi-
ska RET jest czeSciowe naktadanie sie widma emisji donora
z widmem absorpcji akceptora. Od wyboru donora energii
zalezy z jakim zjawiskiem mamy do czynienia. W przypad-
ku, gdy jestnim lucyferyna —substrat, ktory w wyniku utle-
niania (katalizowanego poprzez enzym lucyferaze) generuje
Swiatto —mowimy o zjawisku bioluminescencyjnego rezo-
nansowego przeniesienia energii na odlegto$¢ (BRET, ang.
Bioluminescence Resonance Energy Transfer) [4]. Natomiast,
gdy funkcje donora petni fluorofor wzbudzany Swiattem
o0 odpowiedniej dtugosci fali, mamy do czynienia z Forste-
rowskim rezonansowym przeniesieniem energii (FRET, ang.
Forster Resonance Energy Transfer) [8], W obu przypadkach
akceptorem energii wzbudzenia jest chromofor — najcze-
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Sciej bedacy takze fluoroforem. Wydajnos¢ przekazu energii
(E) jest silnie zalezna od odlegtosci pomiedzy donorem iak-
ceptorem (r) i w metodzie FRET opisuje ja zalezno$¢:

r‘'+«0 ()]

gdzie parametr R) —zwany odlegtoscia Forstera, jest wiel-
koscig charakterystyczng dla danej pary donor-akceptor,
réwng odlegtosci, przy ktorej wydajnos¢ transferu energii
wynosi 50%. Wielkos$¢ ta zalezna jest od takich czynnikow,
jak: wydajno$¢ kwantowa fluorescencji donora (Qn), wza-
jemna orientacja dipoli przejscia dla donora i akceptora (za-
leznos¢ te okresla wspétczynnik «), wspotczynnika zatama-
nia Swiatta (n), jak rowniez od stopnia naktadania widma
emisji donora iabsorpcji akceptora okreslana poprzez znor-
malizowang catke naktadania widm (J). Odlegto$¢ Forstera
okre$lana jest rownaniem:

=979-10**ZA[A] ()

Pomiary przeniesienia energii umozliwiajg $ledzenie
wielu zjawisk manifestujgcych sie zmiang odlegtosci po-
miedzy donorem a akceptorem energii. Stad tez technika ta
doskonale nadaje sie do badania oddziatywan miedzy cza-
steczkami. Zwykte w takich doSwiadczeniach donor i ak-
ceptor fluorescencji ulokowane sg na dwoch réznych mole-
kutach, co schematycznie przedstawiono na rycinie 1. Coraz

P,

)

) o

(\5 ¢
St

FRET

Light
emission

Rycina 1. Schemat eksperymentu FRET badania zjawiska oligomeryzacji GPCRs.
Receptory sprzezone z biatkami fluorescencyjnymi CFP i YFP. Wzbudzenie do-
nora (CFP) $wiattem o dtugosci fali 434 nm: (A) GPCRs nie oddziatujg ze sobg —
zjawisko FRET nie zachodzi, jedynie CFP emituje $wiatto (niebieskie); (B) GPCRs
oligomeryzuja ze sobag — zjawisko FRET zachodzi, intensywno$¢ fluorescencji
CFP maleje, pojawia sie $wiatto emitowane przez YFP.
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powszechniej w tego typu doswiadczeniach jako fluorofory
wykorzystywane sg biatka fluorescencyjne, w szczegdlnosci
gdy pomiary wykonywane sg w zywych komérkach.

BIALKA FLUORESCENCYJNE W BADANIACH
OLIGOMERYZACJI GPCR

Historia biatek fluorescencyjnych (FP, ang. Fluorescent
Protein) rozpoczeta sie od odkrycia i wyizolowania z me-
duzy Aequorea Victoria zielonego biatka fluorescencyjnego
(GFP, ang. Green Fluorescent Protein), ktére po wzbudzeniu
Swiattem fioletowym emituje zielone Swiatto fluorescencji
[9], Poprzez wprowadzenie mutacji uzyskano szereg no-
wych wariantéw tego biatka. Liczacg obecnie siedem klas,
rodzine FP stanowig biatka o przesunietych maksimach ab-
sorpcji i emisji fluorescencji [10]. Jako narzedzie badawcze
wprowadzono nie tylko odmiany emitujagce fluorescencje
w innym zakresie widma, jak niebiesko Swiecgce BFP (ang.
Blue Fluorescent Protein) czy z6te YFP (ang. Yellow Fluore-
scent Protein), ale rowniez stworzono warianty tych biatek o
lepszych wtasnosciach spektralnych, w tym jasnoniebieskie
ECFP (ang. Enhanced Cyan Fluorescent Protein), ktdre posiada
wyzszg wydajnosé fluorescencji oraz wiekszg fotostabilnos$¢
[10]. Udato sie ponadto wyizolowac z koralowca Discosoma
biatko DsRed (ang. Red Fluorescent Protein), ktérego widmo
emisji jest przesuniete w kierunku fal dtuzszych [11]. Po-
nadto, z fluorescencyjnych koralowcéw emitujacych jasno-
niebieskie Swiatto, Acropara sp., i pomaranczowo $wiecacych
Fungia concinna zebranych w poblizu wysp Okinawa, uzy-
skano odpowiednio biatka nazwane MiCy (jap. Midori-ishi,
ang. Cyan) oraz mKO (jap. Kusabira, ang. Orange) [12].

Metody inzynierii genetycznej umozliwiajg tworzenie
biatek fuzyjnych, sktadajacych sie z FP i badanego biatka,
ktdre ulegajg syntezie w wybranym uktadzie zywym, takim
jak np. eukariotyczna linia komérkowa HEK293. Dzieki
spontanicznemu przybieraniu wiasnosci fluorescencyjnych
przez FP mozliwe jest okreslenie lokalizacji badanych mo-
lekut w komdrce. Ponadto, wiasnosci spektralne biatek flu-
orescencyjnych, w szczegélno$ci zakresy absorpcji i emisji
poszczeg6lnych wariantéw GFP, umozliwiajg ich wykorzy-
stanie jako par donor-akceptor w metodzie FRET. Daje to
mozliwo$¢ badania homo- i heterooligomeryzacji recepto-
réw, a takze ich oddziatywania z biatkami G (Ryc. 2 i 3).
Przy doborze pary fluoroforéw trzeba pamietac, ze biatka te
powinny ulega¢ wydajnej syntezie w komaérce, nie wywotu-
jac rownoczes$nie efektow toksycznych [12-14], W badaniach
FRET szczegdlnie istotna jest wysoka wydajno$¢ kwantowa
donora i duzy wspoétczynnik absorpcji akceptora, a sygnat
emisji fluorescencji powinien by¢ znacznie wiekszy od au-
tofluorescencji komoérek [10], dlatego tez jedng z powszech-
niej wykorzystywanych par donor-akceptor jest para ECFP-
EYFP (ang. Enhanced Yellow Fluorescent Protein).

METODY FLUORESCENCYJNE Z
WYKORZYSTANIEM ZJAWISKA FRET

STACJONARNA SPEKTROSKOPIA FLUORESCENCIJI

Relatywnie prostg metodg pozwalajgcg na badanie od-
dziatywan miedzy czasteczkami z wykorzystaniem zjawi-
ska FRET, jest stacjonarna spektroskopia fluorescencji, w
ktérej dokonuje sie porownania widm dla uktadu donor-ak-
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ceptor i uktadéw zawierajacych jedynie czasteczki samego
donora badz akceptora. O wystepowaniu transferu energii
pomiedzy fluoroforami Swiadczy pojawienie sie fluorescen-
cji charakterystycznej dla akceptora podczas wzbudzania
jedynie donora. Zjawisko to ma tym wieksze natezenie im
wiekszy jest spadek intensywnosci fluorescencji donora po
wprowadzeniu do uktadu akceptora.

Specyficzno$¢ zastosowanej metody ilustruje przyktad
badania oddziatywan receptoréw dopaminowych D]i D2z
odpowiednimi podjednostkami a biatek G [1]. Po uprzed-
nim skonstruowaniu nastepujgcych biatek fuzyjnych: D2
YFP, DM-YFP, a -CFP, a.-CFP, potwierdzono doswiadczal-
nie oddziatywanie receptorow dopaminowych Dj i D2z
odpowiednimi podjednostkami a biatek G, co przedstawia
rycina 2. W tym przypadku pomiary wykonane zostaty w
zawiesinie komdrek. Zgodnie z teoretycznymi zatozeniami,
otrzymane wyniki wskazujg na oddziatywanie receptora
dopaminowego Dtz podjednostkg as (Ryc. 2A szara krzy-
wa) oraz receptora dopaminowego D2z podjednostka a.
(Ryc. 2B szara krzywa). Przy wzbudzeniu donora, ktérym

A
Ge+S -
w
g
=
§ des5
<
8
; 2e+S
?
$
-
0
1 1 1 1 L
460 480 500 520 540
Diugosé fali [nm)
12e+6 - B
1,0e+6 -
g
S 80e+S
=
g
]
]
§
2 60e5
<
i
a
§ 40e+5
&
2.0e+5
0.0 L i ! ! 1
480 480 500 520 540
Diugosé faki [nm)

Rycina 2. Widma fluorescencji zawiesiny komérek HEK293, w ktorych zachodzi
synteza biatek fuzyjnych: receptoréw dopaminowych Dj, D, oraz podjednostek
asoraz a. biatek G. (A) Komorki HEK293 kotransfekowane plazmidami koduja-
cymi biatka fuzyjne: D2YFP iassCFP —krzywa szara; Dj-YFPi a-CFP —krzywa
czarna; (B) Komorki HEK293 kotransfekowane plazmidami kodujacymi biatka
fuzyjne: D2YFP i a-CFP — krzywa szara; D2YFP i asCFP — krzywa czarna.
W zbudzenie fluorescencji przy 434 nm (CFP).
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Rycina 3. Widma fluorescencji dla mieszaniny dwoéch populacji komérek
HEK?293, w kazdej z nich obecne jest tylko jedno biatko fuzyjne. (A) Komérki
HEK293 transfekowane plazmidem kodujacymi biatko fuzyjne DAYFP zmiesza-
ne z populacja komoérek transfekowanych plazmidem kodujagcym asCFP. (B)
Komérki HEK293 transfekowane plazmidem kodujgcymi biatko fuzyjne D2YFP
zmieszane z populacjg komérek transfekowanych plazmidem kodujacym a -CFP.
Linia czarna, wzbudzenie przy 434 nm (CFP); linia szara, wzbudzenie przy 475
nm (YFP).

w tym uktadzie byto biatko CFP, Swiattem o diugosci fali
434 nm, mozna zaobserwowaé zmniejszenie intensywnosci
fluorescencji donora (CFP) i pojawienie sie emisji fluore-
scencji akceptora (YFP). Poniewaz akceptor nie byt wzbu-
dzany bezposrednio, to pojawienie sie jego fluorescencji
Swiadczy o wzbudzeniu akceptora w wyniku przekazania
energii, ilustrujagc tym samym oddziatywanie wyznakowa-
nych molekut.

W tego typu doswiadczeniach konieczne staje sie po-
twierdzenie, czy obserwowany FRET jest rzeczywiscie wy-
nikiem oddziatywania badanych czastek, czy tez moze by¢
efektem np. przypadkowego zblizenia fluoroforéw. Dlate-
go tez kontrolg takiego eksperymentu jest przeprowadzenie
analogicznego doswiadczenia dla uktadu, w ktdrym obecne
sg te same fluorofory, jednakze sprzezone z biatkami, ktore
nie oddziatujg ze soba. Rycina 2A przedstawia widma flu-
orescencji dla uktadu, w ktérym znajduje sie zaréwno re-
ceptor Dt jak i podjednostka a. i w takim przypadku nie
dochodzi do przeniesienia energii po wzbudzeniu donora
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(CFP) — obecne jest maksimum emisji przy 475nm, nato-
miast nie pojawia si¢ maksimum przy 535nm, ktore $wiad-
czytoby o emisji fluorescencji przez akceptor (YFP). Z kolei
z poréwnania widm na rycinie 2B mozna wnioskowac¢, ze
faktycznie receptor dopaminowy D2 oddziatuje z podjed-
nostka a. (maksimum emisji przy 535 nm; krzywa szara), a
nie oddziatuje z podjednostka cy (krzywa czarna).

Kolejng wazng kontrole stanowi uktad, w ktérym oby-
dwa fluorofory przytaczone do biatek oddziatujacych ze
sobg obecne sg w badanej prdbce, ale nie w tej samej ko-
morce (jak to miato miejsce wyzej), lecz kazdy z nich ule-
ga syntezie w oddzielnej populacji komorek (ktére zostaty
zmieszane ze sobg bezposrednio przed pomiarem). Widma
przedstawione na rycinie 3 wskazuja, iz zjawisko FRET nie
zachodzi w zawiesinie dwdch populacji komdrek, z ktérych
jedna posiada podjednostke asCFP, druga za$ receptor do-
paminowy Dj-YFP (Ryc. 3A), ani w sytuacji obecnosci w
osobnych populacjach komérek receptora D2YFP i podjed-
nostki a.-CFP (Ryc. 3B). Przy wzbudzeniu $wiattem o dtu-
gosci fali 434 nm w widmie obserwuje sie maksimum emi-
sji charakterystyczne jedynie dla CFP (mimo ze w badanej
prébce obecne byly oba biatka fluorescencyjne). Podobnie,
dla wzbudzenia falg 475 nm mozna zaobserwowac jedynie
fluorescencje charakterystyczng dla YFP (Ryc. 3, krzywe
czarne). Pomimo iz doswiadczenia te jedynie potwierdza-
ja znany fakt oddziatywania receptorow dopaminowych
z wiasciwymi typami biatek G, stanowig one doskonaty
przyktad, pokazujacy specyficzno$¢ zastosowanej metody
badawczej.

Poniewaz w komorkach transfekowanych genami ba-
danych biatek uzyskuje sie znacznie wyzszg ekspresje niz
w tkance natywnej, tego typu podejscie badawcze bywa
krytykowane. W warunkach takiej nadekspresji zjawisko
FRET moze zachodzi¢ ze wzgledu na niefizjologiczne za-
geszczenie biatek. Przytoczony powyzej przyktad pokazuje
jednak, ze zjawisko to rzeczywiscie monitoruje fizjologiczne
oddziatywania, gdyz w tym samym ukladzie ekspresyjnym
przy takim samym ,zageszczeniu" dochodzi do fizyczne-
go kontaktu molekut tylko dla specyficznie oddziatujacych
biatek.

Mimo niewatpliwej zalety jaka jest tatwo$¢ wykonania
pomiarow prowadzonych w zawiesinie komorek, w przy-
padku niskiej intensywnosci fluorescencji donora czy tez
akceptora czuto$¢ metody spektrofotometrycznej moze byé
zbyt mata, aby zaobserwowaé réznice w emisji donora w
uktadzie z akceptorem i bez niego. Czynnikiem wptywaja-
cym na intensywnos$¢ fluorescencji jest stezenie fluorofora
w prébce, podczas gdy w pomiarach z komdrkami transfe-
kowanymi przejsciowo nie zawsze mozliwe jest doktadne
okreslenie ilosci donora i akceptora, silnie zalezne od wy-
dajnosci transfekcji oraz poziomu ekspresji genu biatka re-
ceptorowego sprzegnietego z FP.

MIKROSKOPIA KONFOKALNA

Mikroskop konfokalny pozwala na obserwacje struktury
komérki poprzez zogniskowanie wigzki laserowej o odpo-
wiedniej dtugosci fali w niewielkiej objetosci pojedynczej
warstwy preparatu, a nastepnie detekcje fluorescencji z tego
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obszaru. Uzyskany w ten spos6b obraz cechuje sie wyzszg
rozdzielczos$cig i lepszym kontrastem w poréwnaniu z ob-
razem otrzymanym w tradycyjnym mikroskopie fluore-
scencyjnym. Dodatkowa zaleta mikroskopu konfokalnego
jest mozliwos¢ rejestrowania obrazow cienkich warstw pre-
paratu na réznej gtebokosci, a uzyskane przekroje optyczne
pozwalaja w efekcie na stworzenie tréojwymiarowej projek-
cji badanego obiektu.

Wysoka jako$¢ uzyskiwanych obrazéw w potgczeniu z
mozliwos$ciami projekcji 3D stanowity dotychczas gtéwne
zalety mikroskopu konfokalnego. Jednakze w ostatnich
latach nastgpit olbrzymi postep w dziedzinie mikroskopii
konfokalnej i obecnie, w potgczeniu z zaawansowanymi
technikami analitycznymi, mozliwa jest nie tylko wizuali-
zacja molekut w pojedynczej komérce, ale rowniez pomiar
odlegtosci miedzy oddziatujgcymi czasteczkami, czy tez
ocena ruchliwosci wyznakowanych biatek w obrebie ko-
morki. Techniki te opierajg sie gtownie na mozliwosciach
przeprowadzenia fotowybielania (ang. photobleaching), czyli
destrukcji fluoroforéw przy pomocy wigzki Swiatta lasero-
wego o duzej intensywnosci absorbowanej przez ten fluoro-
for. Do technik, ktére najczesciej wykorzystuje sie przy tego
typu pomiarach z zastosowaniem mikroskopu konfokalne-
go, nalezg m.in. FRAP (ang. Fluorescence Recovery After Pho-
tobleaching) i FLIP (ang. Fluorescence Loss In Photobleaching)
oraz, wspomniany wyzej, FRET [16-18].

Do oceny wydajnoSci transferu energii przy uzyciu mi-
kroskopu konfokalnego, podobnie jak w przypadku stacjo-
narnej spektroskopii fluorescencyjnej, konieczne jest okre-
Slenie intensywnos$ci fluorescencji donora w obecnosci i
nieobecnosci akceptora. Mimo to pomiar wykonywany jest
na pojedynczym preparacie zawierajacym zaréwno donor,
jak i akceptor fluorescencji. Po okresleniu intensywnosci flu-
orescencji donora w preparacie (Dpe), doprowadza sie do
fotowybielania akceptora, po czym ponownie mierzy sie in-
tensywnos$¢ fluorescencji donora (D ). W tym przypadku,
jesli tylko zjawisko FRET zachodzi, intensywnos$¢ fluore-
scencji donora powinna by¢ wieksza, a wydajno$c¢ transferu
energii (E) okresli¢ mozna korzystajac z zaleznosci:
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Liczne opracowania wskazujg jednak na pewne ogra-
niczenia mikroskopii konfokalnej, wynikajagce m.in. z pro-
blemu fotoblaknigcia fluorofora, efektéw fototoksycznych
w komorce, czy autofluorescencji komorek [18-20], Z kolei
fluktuacje termiczne prébki i obiektywu mogg stanowic
Zrédto btedow przy pomiarach iloSciowych. Mimo ze ska-
ningowy mikroskop konfokalny pozwala na badanie cien-
kich przekrojoéw preparatu i zapewnia wysokg jakos$¢ otrzy-
manego obrazu, to przy tego typu pomiarach naktadanie sie
widm emisyjnych CFP i YFP staje sie problemem technicz-
nym znacznie utrudniajgcym interpretacje wynikow (tzw.
efekt spectral bleed-through). Przy wzbudzeniu biatka CFP
(donora), wzbudza sie takze akceptor YFP, w konsekwencji
fluorescencja akceptora (YFP) moze byé nie tylko wynikiem
FRET, ale tez bezposredniego wzbudzenia YFP. Dodatko-
wo, niewielka czes¢ fluorescencji zbieranej w zakresie emisji
akceptora pochodzi od emisji donora (tzw. efekt cross-talk).
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Wysokie stezenie akceptora skutkowaé moze jeszcze jednym
niekorzystnym efektem —tzw. efektem filtra wewnetrzne-
go, gdzie chromofor ten, absorbujgc promieniowanie cha-
rakterystyczne dla akceptora, zmniejsza obserwowane dla
niego natezenie emisji fluorescencji [20].

Jednakze — mimo réznych zastrzezen — mikroskopia
konfokalna jest obecnie szeroko stosowana nie tylko w celu
wizualizacji biatek, ale rdwniez w badaniach ich oligome-
ryzacji. Zwtaszcza, ze technika ta umozliwia obrazowanie
zarbwno na utrwalonych preparatach komoérek oraz tka-
nek wyznakowanych znacznikami fluorescencyjnymi, jak
i obserwacje przyzyciowe. Odpowiednio dobrane zestawy
filtrow pozwalajg ogranicza¢ niekorzystne efekty, ponadto
przy interpretacji otrzymanych wynikéw stosuje sie odpo-
wiednie modele matematyczne i algorytmy ,,rozplatujace"
sygnat od poszczegolnych fluoroforow [21]. Wykorzystanie
do wzbudzen promieniowania z bliskiej podczerwieni, jak
to ma miejsce w przypadku metody wzbudzenia wielofo-
tonowego, pozwala na zmniejszenie szkodliwego wptywu
promieniowania na komdrki w poréwnaniu z klasyczng
metoda jednofotonowa opartg o promieniowanie UV [17].

MIKROSKOPIA CZASOW ZYCIA FLUORESCENCII

Mikroskopia czas6w zycia fluorescencji FLM (ang. Flu-
orescence Lifetime Microscopy) jest niezwykle czutg metoda,
ktora pozwala bada¢ oddziatywania miedzy czasteczkami
zachodzace w pojedynczych, zywych komérkach. Fluore-
scencja znacznikéw charakteryzowana jest nie tylko przez
intensywnos$¢ emisji fluorescencji, ale réwniez przez cha-
rakterystyczny czas jej zycia. Jest on definiowany jako czas,
w ktérym intensywnos¢ fluorescencji zmniejsza sie e-krot-
nie (ok. 2,72 razy) i dla wiekszo$ci zwigzkow wykorzysty-
wanych w badaniach biologicznych jest rzedu nanosekund
[22], Czas zycia fluorescencji nie zalezy od stezenia fluoro-
fora oraz dtugosci drogi optycznej, co stanowi niewatpliwg
zalete w poréwnaniu z metodami opartymi na pomiarach
intensywnosci fluorescencji [22], Z drugiej strony, czas ten
ulega skroceniu, gdy w jego otoczeniu znajdzie sie akceptor
fluorescencji, dlatego tez poprzez pomiar zmian czasu zycia
fluorescencji donora w obecnosci akceptora mozna $ledzi¢
proces przeniesienia energii.

Czasy zycia fluorescencji mozna mierzy¢é w oparciu o
technike fazowa, polegajaca na wzbudzaniu probki $wia-
ttem ciggtym o modulowanej intensywnosci, lub tez techni-
ka pojedynczego zliczania fotonéw TCSPC (ang. Time-Cor-
related Single Photon Counting). W drugiej z wymienionych
technik, po wzbudzeniu fluorescencji impulsowg wigzka
Swiatta (obecnie czesto jest to impulsowa dioda laserowa),
rejestruje sie zanik fluorescencji w czasie, I(t). Zanik taki ma
charakter mono- lub multi- ekspotencjalny, opisany zalez-
noscia:

I(t) =Yjaie ' r 4
=i

gdzie: a -sktadowa amplituda dla czasu t=0, r —sktadowa

czasu zycia fluorescenciji.

Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczany jest $red-
ni czas zycia fluorescencji:
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Wydéjnoéé FRET liczona ze $rednich czaséw zycia do-
nora w nieobecnosci (xD) oraz w obecnosci akceptora (tDY
wynosi:

(Ey=1-(22

Pomiary FRET przy uzyciu metody TCSPC pozwalajg
na obserwacje oddzialywan receptoréw w pojedynczych
komérkach. Wykorzystujagc pomiary czaséw zycia fluore-
scencji, potwierdzono heterooligomeryzacje receptoréw
dopaminowych w komdrkach HEK293 kotransfekowanych
plazmidami Dj-YFP oraz D*-CFP [23] oraz homo- i hetero-
oligomeryzacje receptoréw: adenozynowego A,ao0raz sero-
toninowego 5HT|X[24], a co réwnie wazne — pokazano i
oszacowano wptyw niektérych ligandéw na ten proces.

Interpretacja zmian czaséw zycia fluorescencji donora,
jako obraz zmian efektywnosci zjawiska FRET towarzyszg-
cego tworzeniu oligomerdw receptoréw sprzezonych z biat-
kami fluorescencyjnymi po zwigzaniu liganda, spotyka sie
czasami z pewng krytyka. Postuluje sie bowiem niekiedy, ze
obserwowane efekty moga by¢ wynikiem zmian konforma-
cyjnych zachodzacych w obrebie biatka fuzyjnego receptor-
FP, a pochodzenie tych zmian moze by¢ dwojakiego rodzaju.
Po pierwsze, zmiany konformacyjne zachodzace w obrebie
receptora po zwigzaniu liganda, moga propagowac na biatko
fluorescencyjne, powodujagc zmiane wydajnosci kwantowej
jego fluorescencji. Tym samym obserwowana zmiana czasu
zycia fluorescencji donora moze by¢ niezalezna od bliskiej
obecnosci akceptora. Po drugie, te same zmiany konforma-
cyjne moga powodowac zmiane odlegtosci pary donor-ak-
ceptor i takze prowadzi¢ do zmiany czasu zycia fluorescencji
donora, niezaleznie od stopnia oligomeryzacji receptorow.

Badajac wptyw liganddw na proces oligomeryzacji recepto-
réw, nalezy zatem najpierw przeprowadzi¢ pomiar czasu zycia
fluorescencji donora w ich obecnosci, bez akceptora. Gdy uzy-
skane wartosci sa rowne tym, ktdre mierzy sie dla donora bez
obecnosci liganda, oznacza to, iz obserwowana zmiana czasu
zycia fluorescencji donora w obecnos$ci akceptora nie jest spo-
wodowana zmianami wydajnosci kwantowej donora wywota-
nymi przez przytaczenie sie liganda do receptora, a jest wyni-
kiem wptywu liganda na proces oligomeryzacji receptorow.

Druga ewentualno$¢ niepoprawnej interpretacji uzyskiwa-
nych wynikow bytaby mozliwa, gdyby zmiany konformacyj-
ne zachodzace w obrebie C-koncowej petli receptora, do ktd-
rej przytagczone jest FP, byty wystarczajaco duze, aby zmieni¢
wydajno$¢ przeniesienia energii. | tak np. dla pary receptoréw
dopaminowych DpD, wyznaczono wydajnos$¢ przeniesienia
energii na 3,73% [23] —biorgc pod uwage te warto$¢ oraz zna-
jac odlegtos¢ Forstera dla pary ECFP-EYFP (4,9 nm) i korzysta-
jac z zaleznos$ci 1, mozna oszacowac, iz odlegto$é donor-akcep-
tor w nieobecnosci liganda wynositaby 8.42 nm.

W tym przypadku spodziewang zmiane przeniesienia

energii (AE) wywotang zmiang konformacyjng mozna z ko-
lei oszacowac, korzystajac ze wzoru:
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Szacowana zmiana AE bezposrednio zalezy od wielkosci
zmian konformacyjnych, ktére dla szeregu receptoréw wy-
noszg typowo ok. 0,1 nm inie stwierdzono, aby byty wieksze
niz 0,2 nm [25,26]. Przyjmujac warto$¢ maksymalna, obliczo-
na zmiana przeniesienia energii towarzyszaca temu proceso-
wi wynositaby 0,51%. Jest to warto$¢ znacznie mniejsza niz
uzyskiwana zwykle w badaniach oligomeryzacji receptoréw,
dlatego tez mozna sadzi¢, iz to nie zmiany konformacyjne w
obrebie receptoréw po zwigzaniu ligandéw sa zrédtem ob-
serwowanych zmian wydajnos$ci przeniesienia energii.

Mikroskopia czasow zycia fluorescencji jest zatem bardzo
cennym narzedziem badawczym, aczkolwiek wymaga uzy-
cia kosztownej i zaawansowanej technicznie aparatury. Po-
mimo catej gamy zalet wyzej wymienionej techniki, nalezy
jednak pamietaé, iz metoda ta wykorzystywana do pomia-
réw in vivo wymaga niezwykle restrykcyjnych warunkow,
m.in. statej temperatury i stabilnego Zzrédta Swiatta.

PODSUMOWANIE

Wszystkie trzy przedstawione techniki stosowane w pomia-
rach zjawiska FRET sg wysoce precyzyjne, trzeba jednak by¢
Swiadomym stabszych stron kazdej z nich i eliminowac je po-
przez odpowiedni dobdér warunkéw doswiadczenia. Mikrosko-
pia czaséw zycia fluorescencji wydaje sie najbardziej wiarygod-
na w badaniach wydajno$ci FRET, przede wszystkim z powodu
niezaleznosci czasu zycia fluorescencji od stezenia fluoroforéw,
co znacznie utatwia analize uzyskanych rezultatow. Nalezy
jednak zauwazy¢, ze w wielu przypadkach zarowno stagonar-
na spektroskopia fluorescencji, mikroskopia czaséw zycia flu-
orescencji, jak i mikroskopia konfokalna uzupetniajg sie i przy
uwaznym zaplanowaniu do$wiadczen —potwierdzajg wyniki
uzyskane za pomocga kazdej z tych metod z osobna. Nalezy za-
znaczy¢, ze opisane badania moga by¢ prowadzone w uktadach
modelowych in vitro, ale czesto stanowia uzupetnienie, a niejed-
nokrotnie i wyjasnienie wynikow uzyskanych innymi technika-
mi stosowanymi ex vivo lub in vivo.

Badania oligomeryzacji receptoréw prowadzone in vitro
majg jeszcze dodatkowg zalete —sprzegajgc badane receptory
z biatkami fluorescencyjnymi, mozna réownocze$nie dokony-
wacé mutacji punktowych w obrebie tych receptoréw. Mutacje
te mozna wprowadzaé¢ w celu identyfikacji reszt aminokwa-
sowych biorgcych udziat w samym procesie oligomeryzacji,
albo tez wprowadzaé¢ zmiany w tych miejscach, ktére znane
sg jako tzw. polimorfizmy receptoréw (tym samym okresli¢
osobnicze réznice w funkcjonowaniu receptoréw). Poniewaz
czesto okreslone polimorfizmy zalezne sg od wiekszej podat-
nosci na wystepowanie danego schorzenia (jak np. polimorfi-
zmy w obrebie czesci kodujacej receptor dopaminowy Dn—z
podatnos$cig na schizofrenie czy uzaleznienia [27]) lub odmien-
ng wrazliwos$cig na terapie, dlatego tez wydaje sie, ze badanie
wptywu tych polimorfizméw na oligomeryzacje receptoréw
moze pomdéc w zrozumieniu mechanizmow tych zjawisk. W
efekcie moze przyczyni¢ sie wkrétce do opracowania howo-
czesnych, bardzo specyficznych czynnikéw terapeutycznych,
ktére beda dziata¢ poprzez stymulacje badz hamowanie po-
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wstawania heterooligomeréw w obrebie okre$lonych recepto-
réw btonowych.
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Fluorescence studies of G-protein coupled receptors oligomerization
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ABSTRACT

Fluorescence methods based on the resonance energy transfer phenomenon are currently extensively used to study biological processes, par-
ticularly interactions of G-protein coupled receptors. The development of molecular engineering has made it feasible to produce fluorescently
tagged fusion proteins, which constitute a model system for studies of receptors oligomerization. Itis widely accepted, that physical interactions
between receptors might be of great importance for development of potential therapeutic factors, which influence signal transduction across the
membrane. Here, we report on a variety of fluorescence approaches commonly used to investigate receptors oligomerization. Comparative stu-
dies reveal that even a relatively simple method, such as steady-state fluorescence spectroscopy could be useful in verifying receptor interactions.
However, more sophisticated techniques as confocal microscopy and fluorescence lifetime microscopy not only provide quantifiable data of high
relevance but also allow observations of dynamic processes in complex biological systems.
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Kilkuletnie starania o pozyskanie srodkow finansowych z funduszy strukturalnych UE w okre-
sie 2004-2006 zakonczyly sie wielkim sukcesem Centrum Zaawansowanych Technologii
»Biotechnologii, Informatyki Stosowanej i Medycyny - Kampus Ochota"”. W ramach pro-
jektu Wyposazenie Laboratorium Obrazowania Biologicznego i Medycznego, koordynow-
anego przez Instytut Biologii Doswiadczalnej PAN im. M. Nenckiego, a realizowanego wspol-
nie z Akademia Medyczng i Uniwersytetem Warszawskim, zrealizowane zostang inwestycje
aparaturowe o wartosci ponad 15 milionow ztotych. Jest to najwiekszy tego typu projekt reali-
zowany w ramach SPOWKP 1.4 w Polsce.
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mikrotubule w komérce nabtonkowej wyznakowane przeciwciatami
skoniugowanymi z barwnikiem Atto 647

W ramach projektu zostang rowniez zakupione:

W ramach projektu zostanie m.in. zakupi-
ony nowoczesny mikroskop konfokalny
wyposazony w unikatowa technike STED
(ang. stimulated emission-depletion)
(Leica), pozwalajacg na obserwacje z
rozdzielczoscig 90 nm, tzn. 2.5 raza lepszg
niz tzw. limit Abbego - wartos¢ od ponad
100 lat uznawana za nieprzekraczalng.
Ten przetomowy wynalazek jest dzietem
niemieckiego naukowca, Prof. Stefana
Helia, pioniera mikroskopii ,superro-
zdzielczej". Urzadzenie, Kktére zosta-
nie zakupione przez Instytut Biologii
Doswiadczalnej PAN, jest jednym z
pierwszych na Swiecie. Mikroskop bedzie
przystosowany do prowadzenia badan
przyzyciowych, obrazowania grubych
preparatéw (> 200 pm) oraz badah z zas-
tosowaniem technik FRET i FRAP.

zestaw do badan metoda Tomografii Rezonansu Magnetycznego: pierwszy w Polsce system MRI

wykorzystujgcy 32-kanatowg technologie RF
mikroskop elektronowy transmisyjny z systemem umozliwiajacym obrazowanie rozkiadu pier-

wiastkéw w preparacie biologicznym
stanowisko umozliwiajgce archiwizacje danych obrazowych w formie cyfrowej oraz zaawansowane
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System Genome Sequencer FLX

Diuzsze odczyty
sekwencjonowania
to wiecej aplikacji

Rok 2005, premiera systemu Genome Sequencer 20
Dtugos$¢ odczytu: 100 par zasad
1 20 milion6w par zasad w mniej niz 5 godzin

Rok 2007, premiera systemu Genome Sequencer FLX
Dtugos$¢ odczytu: 250-300 par zasad
1 100 milionéw par zasad w mniej niz 8 godzin

Rok 2008, udoskonalenie odczynnikéw do systemu Genome Sequencer FLX
1 Diugosé odczytu: >400 par zasad
1 1miliard par zasad w mniej niz 24 godziny

Wiecej aplikacji to wiecej publikaciji

Udowodnione dziatanie na podstawie rosnacej listy aplikacji
oraz ponad 200 dostepnych publikacji.
Dowiedz sie wigcej na stronie www.genome-sequencing.com

Sekwencjonowanie poprzez synteze: uzywajgc enzymatycznej

reakcji, gdy pojedynczy nukleotyd zostaje wbudowany Ustuga sekwencjonowania z uzyciem aparatu Genome Sequencer FLX
generowanyjest sygnat $wietlny. Setki tysiecy pojedynczych jest juz dostepna w Polsce. Wiecej szczeg6téw na stronie www.oligo.pl
fragmentow DNA je st sekwencjonowanych jednoczesnie. lub telefonicznie 022 592 24 19.
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