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Ostatni numer kwartalnika ,,Postepy Biochemii* w tym roku jest numerem specjalnym, poswieconym przede wszystkim dwém zagad-
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KONKURS

Rozstrzygniecie konkursu Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego i firmy MERCK sp. z o0.0.
na najlepszg prace doktorska z biochemii w 2005 roku

Zarzad Giéwny Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego, na podsta-
wie opinii komisji w sktadzie: prof.
Tadeusz Chojnacki, prof. Mieczy-
staw Chorgzy, prof.
Andrzej Dzugaj, prof.
Teresa  Jakubowicz,
prof. Piotr Laidler i
prof. Stawomir Piku-
ta (przewodniczacy),
ogtasza, ze wsrdd
zgtoszonych na kon-
kurs prac doktorskich
nagrode w wysoko-
§ci 4000 zt otrzymuje
Pani dr Malgorzata
Rzychon za prace
doktorskg pt.: ,,Stafo-
statyna B: nowy typ
inhibitora  proteinaz
cysternowych" wy-

cjalnos¢: chemia hiologiczna) za prace
pt. ,Biochemiczna charakterystyka
proteinazy cysteinowej Staphylococcus
epidermidis”, wykonang w Instytucie
Biologii  Molekularnej
UJ pod kierunkiem prof.
dr hab. Adama Dubina.
W 2001 roku zostata
przyjeta na Studia Dok-
toranckie Biochemii i
Biofizyki na Wydzia-
le Biotechnologii UJ.
Odbyta dwa staze na-
ukowe: trzymiesieczny

konang w Zakladzie

Biochemii Analitycznej Wydziatu Bio-
technologii Uniwersytetu Jagiellon-
skiego pod kierunkiem prof. dr hab.
Adama Dubina oraz w Laboratorium
Biologii Strukturalnej Miedzynarodo-
wego Instytutu Biologii Molekularnej
i Komérkowej w Warszawie pod Kkie-
runkiem dr Matthiasa Bochtlera.

Prof. Lech Wojtczak

Prezes Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego

Prof. Stawomir Pikuta

Sekretarz Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego

Biatystok, 12.09.2006 r.

Wreczenie nagrody odbyto sie 26
pazdziernika 2006 roku w Instytucie
Biologii Doswiadczalnej PAN im.
Marcelego Nenckiego w Warszawie.

SYLWETKA MALGORZATY
RZYCHON

Matgorzata Rzychon ukoAczyta
Studia Matematyczno-Przyrodnicze
na Uniwersytecie Jagiellonskim uzy-
skujac stopien magistra chemii (spe-

Postepy Biochemii 52 (2) 2006

na Wydziale Chemii
Klinicznej Uniwersy-
tetu w Lund w Szwecji
w ramach programu
TEMPUS oraz roczny w
Laboratorium Biologii
Strukturalnej Miedzy-
narodowego Instytutu

Biologii Molekularnej i Komoérkowej
w Warszawie. W latach 2004-2005
byta stypendystkg Fundacji na rzecz
Nauki Polskiej. Prace doktorska pt.:
»Stafostatyna B: nowy typ inhibitora
proteinaz cysternowych" wykonata
w Zaktadzie Biochemii Analitycznej
Wydziatu Biotechnologii Uniwersy-
tetu Jagiellonskiego pod kierunkiem
prof. dr hab. Adama Dubina oraz w
Laboratorium Biologii Strukturalnej
Miedzynarodowego Instytutu Bio-
logii Molekularnej i Komdrkowej w
Warszawie pod kierunkiem dr Mat-
thiasa Bochtlera. Obrona rozprawy
doktorskiej odbyta sie 11.10.2005 r.
Praca doktorska Matgorzaty Rzychon
zostata wyrdzniona przez Rade Wy-
dziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego oraz uzyskata nagro-
de indywidualng Ministra Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego. Malgorzata
Rzychon jest wspodtautorkg siedmiu
prac w czasopismach miedzynarodo-
wych, m.in. w Biological Chemistry,
Molecular Microbiology, Journal of
Biological Chemistry i Protein Scien-
ce, z ktérych praca w Biol Chem 2001,
382: 1575-1582 zostata wyrézniona
nagrodg firmy Merck Sp. z 0.0. Obec-

nie Pani doktor Matgorzata Rzychon
jest asystentem w Zaktadzie Genetyki
Molekularnej Wydziatu Biochemii,
Biofizyki i Biotechnologii Uniwersy-
tetu Jagiellonskiego w zespole dr hab.
Alicji Ziemienowicz. Bierze udziat w
projekcie badawczym dotyczacym
transformacji genetycznej komorek
ssakow za pomocg T-DNA Agrobac-
terium tumefaciens, badaniach poréw-
nawczych wektoréw wirusowych
i plazmidowego DNA. Matgorzata
Rzychon zajmuje sie réwniez pracg
dydaktyczna. Prowadzi ¢wiczenia
i seminaria z inzynierii genetycznej
oraz genetyki molekularnej dla stu-
dentow Il i Ill roku biologii i biotech-
nologii.

Stafostatyna B:
nowy typ inhibitora
proteinaz cysteinowych

—streszczenie pracy
Matgorzata Rzychon

Zaktad Genetyki Molekularnej, Wydziat
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, Uni-
wersytet Jagiellonski, ul. Gronostajowa 7, BO
SS? Krakéw; e-mail: mrzychon@mol.uj.edu.pl,
malgosiarz@poczta.onet.pl, tel.: (012) 664 63 76

Kontrola proceséw proteolitycz-
nych, niezbedna do prawidtowego
funkcjonowania komorek i catych
organizmow, zachodzi na wielu po-
ziomach, od regulacji ekspresji, wy-
dzielania i aktywacji pro-proteinaz,
poprzez specyficzne degradowanie
dojrzatych enzymoéw, az do blokowa-
nia ich aktywnos$ci na drodze hamo-
wania. Ze wzgledu na mozliwos¢ za-
stosowania specyficznych inhibitoréw
proteinaz do celéw terapeutycznych,
szczegOlnie wiele uwagi poswieca sie
badaniom mechanizméw lezgcych u
podstaw procesu hamowania.

Praca opisuje badania, ktdre dopro-
wadzity do zidentyfikowania nowej

grupy inhibitoréw proteinaz cyste-
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operon proteinazy serynowej

i SspC, ko-
dowanych

(ang. staphylococcus serine £rotease - ssp): przez geny

o1 SSspA

proteinaza serynowa

operon proteinazy cysteinowej

(ang. staphylococcus cysteine jsrotease - sep):
ScpA

proteinaza cysternowa
(stafopaina A)

proteinaza cysteinowa
(vV8) (stafopaina B)

znajdujg-
1 1 ce sie bez-
inhibitor posrednio

stafopainy B za genami
(stafostatyna B) struktural-
nymi stafo-

pain, odpo-

1 1 wiednio, A
inhibitor ' B (Ryc. .1)'
stafopainy A Okazato sie,
(stafostatyna A ze obydwa
biatka sg

Rycina 1. Schemat organizacji operonu proteinazy serynowej (sspABC) i operonu prote- bardzo spe-
inazy cysternowej (scpAB) u S. aureus. Gen sspB kodujacy stafopaine B stanowi element A )
operonu sspABC, w ktérym gen sspA koduje proteinaze V8, a gen sspC koduje biatko, kt- cyficznymi
rego funkcja nie byta znana w chwili rozpoczecia opisywanych tu badan. Podobnie, gen jnhibitorami

sg)A kodujacy stafopaine A zlokalizowany jest w operonie scpAB wspdlnie z genem scpB,
réwniez kodujacym biatko o funkcji nieznanej w chwili rozpoczecia opisywanych tu badan
(Rice i wsp. 2001, Karlsson i Arvidson 2002, Shaw i wsp. 2004).

inowych. Nazwano je stafostatynami,
gdyz posiadajg zdolnos¢ specyficzne-
go hamowania stafopain —enzymoéw
papaino-podobnych produkowanych
zewnatrzkomorkowo przez bakterie z
rodzaju Staphylococcus, uwazanych za
jedne z czynnikéw chorobotwérczo-
sci tych bakterii. Sg to pierwsze wiel-
koczasteczkowe inhibitory proteinaz
cysteinowych, jakie zostaty opisane
i scharakteryzowane u organizmow
prokariotycznych.

Pierwszym etapem pracy byto
otrzymanie w komoérkach E. caoli,
oczyszczenie i okreSlenie funkcji
nieznanych wczeséniej biatek ScpB

A

SUBSTRAT

s2fs1)st

STAFOSTATYNA B

c
s2] s1]st]sz]sz
STAFOPAINA B

N

stafopain
(biatkoScpB,

stafostatyna
A, hamuje
aktywnos¢ proteolityczng stafopainy
A inie hamuje stafopainy B, a biatko

A

Rycina 2. Analiza struktury przestrzennej stafostatyny
wstazkowy model struktury przestrzennej stafostatyny

P stafostatyny B.

Sspc, stafopaina B, jest inhibitorem
stafopainy B, nie hamujgc przy tym
aktywnosci stafopainy A).

Dalsze badania pozwolity na
potwierdzenie istnienia odpowied-
nich komplekséw enzym-inhibitor,
ustalenie ich niekowalencyjnego
charakteru, okresSlenie stechiome-
trii wigzania biatek jako 1:1 oraz
wykazanie, ze w procesie przyta-
czania inhibitora zablokowane zo-
staje miejsce aktywne proteinazy.
Stwierdzono ponadto, ze stafostaty-
na B jest obecna wytgcznie we frak-
cji cytoplazmatycznej komérek S.
aureus. Stafostatyny prawdopodob-
nie petnig funkcje tzw. inhibitoréw
progowych, tworzgcych rezerwowy
system ochrony przed procesami
proteolitycznymi mogacymi nastg-
pi¢c w wyniku niekontrolowanej,
przedwczesnej aktywacji prostafo-
pain we wnetrzu komorki.

y ERc B 4 56 78

(kod PDB: Inyc). A —krysztat stafostatyny B; B —

; C —topologiczny schemat utozenia nici w arkuszu

Rycina 3. Stafostatyna B wiaze si¢ z miejscem aktywnym stafopainy Bw spos6b przypominajacy wigzanie substratu. A —schemat oznaczania reszt aminokwasowych
substratu (P2-P3') oraz kieszeni wigzgcych substrat (52-S3') wg Schechtera i Bergera (1967). Strzatka zaznaczono hydrolizowane wigzanie peptydowe; B - schematyczne
przedstawienie sposobu wigzania stafostatyny Bz miejscem aktywnym stafopainy B; C —stereograficzny schemat struktury kompleksu stafostatyny Bi stafopainy B (kod
PDB: Ipxv) przedstawionej w tzw. standardowej orientacji. Kolorem z6ttym zaznaczono taricuch gtdwny stafostatyny B, kolorem niebieskim taficuch gtéwny domeny R
stafopainy B, kolorem ciemnoniebieskim taricuch gtéwny domeny L stafopainy B, a kolorem jasnoniebieskim N-koricowy odcinek stafopainy Bwprowadzony do czastecz-
kina skutek zastosowania wektora ekspresyjnego. Kazda co dziesiagtg reszte aminokwasowg zaznaczono kropka. Do sporzgdzenia rysunku wykorzystano taricuch gtéwny
enzymu oznaczony symbolem A itanicuch gtéwny inhibitora o symbolu C (cze$¢ rysunku zaczerpnieto z pracy Filipek i wsp. 2003).

340

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

Przeszukiwanie baz danych ujaw-
nito istnienie kolejnych biatek posia-
dajgcych sekwencje homologiczne ze
stafostatynami A i B, wystepujacych u
innych gronkowcdédw koagulazo-ujem-
nych. Jednoczes$nie okazato sie, ze sta-
fostatyny nie wykazuja wyraznej ho-
mologii z zadnym z poznanych dotad
inhibitoréw proteinaz cysteinowych.

W drugim etapie pracy podjeto
prébe poznania mechanizmu dzia-
fania stafostatyn. W tym celu skry-
stalizowano i okre$lono strukture
przestrzenng stafostatyny B w formie
niezwigzanej oraz w kompleksie ze
stafopaing B. Czasteczka stafosta-
tyny posiada strukture zamknietej,
o$Smioniciowej mieszanej barytki p i
budowag najbardziej przypomina lipo-
kaliny (Ryc. 2). Odmienna topologia
tancucha polipeptydowego oraz brak
zdolnos$ci wigzania ligandu sugeruja
jednak, ze barytka p typu stafostatyny
reprezentuje nowg, odrebng rodzine
homologiczna.

Niespodziewanie okazato sie, ze
stafostatyna B wigze sie z enzymem
w spos6b przypominajacy wiazanie
substratu, mimo to nie ulegajgc pro-
teolizie (Ryc. 3). Ustalono, ze kluczo-
we znaczenie dla procesu hamowa-
nia ma reszta glicyny zlokalizowana
w pozycji odpowiadajagcej miejscu

Pl substratu, zachowana w ewolucji
we wszystkich znanych sekwencjach
stafostatyn. Przyjmuje ona nietypo-
wa, bardzo napietg konformacje, kto-
ra bylaby sterycznie zabroniona dla
kazdej innej reszty aminokwasowej.
Konformacja ta sprawia, ze reakcja
proteolizy zostaje zablokowana na
poczatkowym etapie. Wydaje sie, ze
spos6b oddziatywania stafostatyny B
ze stafopaing Breprezentuje nieznang
wczesniej strategie hamowania papa-
ino-podobnej proteinazy cysteinowej
przez inhibitor biatkowy.

Stafostatyny stanowig nowg, do
tej pory nie opisang grupe inhibito-
row proteinaz cysteinowych, wysoce
specyficznych wzgledem stafopain
— enzymow produkowanych i wy-
dzielanych przez bakterie z rodzaju
Staphylococcus. Z poznaniem mecha-
nizméw lezacych u podstaw funkcjo-
nowania biatkowych inhibitoréw pro-
teinaz wigze sie nadzieje na postep w
leczeniu schorzen przebiegajacych z
udziatem enzymow proteolitycznych,
np. w terapii przeciwdziatajgcej roz-
wijaniu sie gronkowca ztocistego.

Podziekowania: Praca doktorska
byta wykonana w Zaktadzie Bioche-
mii Analitycznej Wydziatu Biotechno-
logii UJ pod kierunkiem prof. dr hab.
Adama Dubina i w Laboratorium
Biologii Strukturalnej Miedzynarodo-

wego Instytutu Biologii Molekular-
nej i Komdrkowej w Warszawie, pod
kierunkiem dr hab. Matthiasa Boch-
tlera. Cze$¢ pracy zwigzana z bada-
niami strukturalnymi wykonywana
byta wspélnie z dr Renatg Filipek z
Laboratorium Biologii Strukturalnej
MIBMiK. Badania byty wykonywane
rowniez we wspotpracy z dr Arturem
Sabatem i prof. dr hab. Janem Potem-
pa z Zaktadu Mikrobiologii WBt UJ.
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i Il edycja konkursu na najlepszg prace doktorskg

- g -

. Zz biochemii w 2006 roku

Polskie Towarzystwo Biochemiczne i firma Merck Sp. z 0.0. ogtasza drugg edycje konkursu na najlepsza prace
doktorskg z biochemii wykonang w polskiej instytucji naukowej. Warunkiem uczestnictwa jest przyznanie
autorowi pracy tytutu doktora przez wtasciwa rade naukowa lub rade wydzialu w 2006 roku. Nagroda obejmuje
premie pieniezng dla autora w wysokosci 4 000 zt, ufundowang przez firme Merck, oraz opublikowanie tez
doktoratu w 4 numerze kwartalnika ,Postepy Biochemii" w 2007 roku. Nagrode przyznaje Zarzad Gléwny
Polskiego Towarzystwa BiofcHemicznego w porozumieniu w firma Merck.
ZgtoszenigRandydatéw do Nagrody moga dokonywaé pracownicy naukowi ze stopniem doktora habilitowanego

lub tytutem profesora.

Zgtoszenia wférmie listu przewodniego z dotgczonym jednym egzemplarzem pracy doktorskiej nalezy przesytac¢
pocztg w nieprzekraczalnym terminie do 31 maja 2006 roku z dopiskiem ,Doktoraty 2006", na adres:

profesor StawomirPikuta

Sekretarz Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
Instytut Biologii Doswiadczalnej PAN im. Marcelego Nenckiego

ul. Pasteura 3, Q2=093 Warszawa

Jednoczes$nie prosimy przesta¢ list przewodni wraz z praca doktorskg w formacie pdf droga elektroniczng na

adresrs.pikula@nencki.gov.pl

Rozstrzygniecie konkursu nastapi do.|| sierpnia 2006 roku, a uroczyste wreczenie Nagrody odbedzie sie na
dorocznym Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w Szczecinie we wrzesniu 2007 roku.
Patronat medialny nad konkursem sprawuje redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii".

Postepy Biochemii 52 (2) 2006

341


mailto:adresrs.pikula@nencki.gov.pl

SPRAWOZDANIE Z XLI

ZJAZDU POLSKIEGO

TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

BIALYSTOK,

W dniach 12-16 wrze$nia 2006 roku
odbyt sie w Biatymstoku XLI Zjazd
Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego. Miejscem obrad i imprez towa-
rzyszacych byty obiekty Politechniki
Biatostockiej, zlokalizowane przy ul.
Wiejskiej 45 A. Wiekszo$¢ uczestni-
kéw byta zakwaterowana w Domach
Studenckich tej Uczelni.

Komitet Honorowy Zjazdu stano-
wili Cztonkowie Honorowi Polskie-
go Towarzystwa Biochemicznego,
Profesorowie: Jerzy Chmielowski,
Mieczystaw Chorgzy, Janina Kwiat-
kowska-Korczak, Zygmunt Machoy,
Bronistawa Morawiecka, Wtodzi-
mierz Ostrowski, Konstancja Raczyn-
ska-Bojanowska, David Shugar, Lech
Wojtczak, Zofia Zielinska i Mariusz
Zydowo.

Komitet Organizacyjny Zjazdu
zostat powotany sposréd cztonkéw
Oddziatu Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego w Biatymstoku - za-
trudnianych w miejscowej Akademii
Medycznej, z udziatem dwojga o0s6b
spoza tej organizacji: specjalisty w za-
kresie finansow oraz eksperta w dzie-
dzinie informatyki. Oto skiad tego
Komitetu:

Edward Bankowski — przewod-
niczacy, Krzysztof Sobolewski — se-
kretarz, Nina Syrewicz — skarbnik

oraz cztonkowie: Marzanna Cechow-
ska-Pasko, Zofia Galewska, Tomasz
Gogiel, Andrzej Matkowski, Lech
Romanowicz, Elzbieta Skrzydlewska
oraz Matgorzata Wolanska.
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12-16 WRZESNIA 2006 R.

Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

BIALYSTOK

Komitet Naukowy Zjazdu tworzy-
li profesorowie - specjalisci z r6znych
dziedzin biochemii - zatrudnieni w
réznych osrodkach, wéréd nich jeden
pracujacy za granicg. Byli to: Jan Bar-
ciszewski (Poznan), Grzegorz Bartosz
(L6dZ), Mieczystaw Choragzy (Gliwi-
ce), Andrzej Dzugaj (Wroctaw), An-
drzej Gindzienski (Biatystok), Liliana
Konarska (Warszawa), Elzbieta Ko-
styra (Olsztyn), Wiestaw Oleszek (Pu-
tawy), Jerzy Patka (Biatystok), Adam
Szewczyk (Warszawa), Julian Swier-
czynski (Gdansk), Tomasz Twardow-
ski (Poznan), Janusz Wegrowski (Re-
ims, Francja) oraz Krzysztof Zwierz
(Biatystok).

W Zjezdzie uczestniczyto okoto 620
0s6b, wsérod nich 30 gosci z nastepuja-
cych krajow: Australii, Austrii, Biato-
rusi, Grecji, Francji, Hiszpanii, Litwy,
Niemiec, Stanoéw Zjednoczonych
Ameryki, Wielkiej Brytanii i z Witoch.

Uroczyste otwarcie Zjazdu odby-
to sie w auli Wydziatu Elektrycznego
Politechniki Biatostockiej. Po powi-
taniu uczestnikéw przez przewodni-
czacego Komitetu Organizacyjnego
i Rektora Akademii Medycznej w
Biatymstoku, nastgpity krotkie wy-
stapienia: Prezesa Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego —Prof. Le-
cha Wojtczaka —na temat biezgcych
probleméw tej organizacji oraz Pre-
zydenta Federacji Europejskich To-
warzystw Biochemicznych — Prof.
Jolanty Baranskiej — na temat dzia-
talnosci FEBS. Prof. Dariusz Chlubek
zaprosit uczestnikéw na XLIlI Zjazd
PTB w Szczecinie, a przedstawiciel
Oddziatu Krakowskiego na VI Kon-
ferencje im. J. K. Parnasa. Wreczono
nagrody Towarzystwa oraz firmy
Sigma-Aldrich, Polska. Wyk#tad inau-
guracyjny, pt.: Endokrynna i wydziel-
niczafunkcja tkanki ttuszczowej wygto-
sit Prof. dr hab. Julian Swierczynski
z Zaktadu Biochemii Akademii Me-
dycznej w Gdansku. Uroczystosc
zakonczyt koncert Kwartetu Podla-

12-15 WRZESNIA 2006

skiego oraz spotkanie uczestnikéw
Zjazdu przy lampce wina.

Nagrode im. Jakuba Karola Parna-
sa, za najlepszg prace doswiadczalna
wykonang w Kraju i opublikowang
w roku 2005, otrzymat zespoét autor-
ski w skfadzie: Karolina Michalska,
Krzysztof Brzezinski i Mariusz Jaskol-
ski, z Zaktadu Krystalografii Uniwer-
sytetu im. A. Mickiewicza w Pozna-
niu. Wspomniana praca, pt.: Crystal
structure of isoaspartyl aminopeptidase
in complex with L-aspartate, zostata
opublikowana w Journal of Biological
Chemistry 280: 28484-91, 2005.

Nagrode im. Bolestawa Skarzyn-
skiego, za najlepszy artykut opu-
blikowany w kwartalniku Postepy
Biochemii w roku 2005 (tom 51, str.
171-187), otrzymat zespdl autorski w
sktadzie: Stanistaw Kowalczyk, Emi-
lia Hadowska i Anna Piekarska, z
Zaktadu Biochemii Uniwersytetu im.
Mikotaja Kopernika w Toruniu. Tytut
artykutu: Roslinne uktady ubikwitylacji i
degradacji biatek w proteasomach - Kklu-
czowe elementy hormonalnych szlakéw
sygnatowych.

Nagrode za najlepszg prace z
chemii i biochemii kwasow nukle-
inowych - przyznawang przez Sekcje
Kwasow Nukleinowych Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego i firme
Sigma-Aldrich, Polska - otrzymali
Piotr Sliwa i Ryszard Korona, z In-
stytutu Nauk o Srodowisku Uniwer-
sytetu Jagielloriskiego w Krakowie.
Praca ta, pt.: Loss ofdispensable genes is
not adaptive in yeast ukazata sie w Pro-
ceedings of the National Academy of
Sciences of USA 102:17670-4, 2005.

W kolejnych dniach odbyty sie ob-
rady 12 sesji monotematycznych oraz
1 wielotematyczna sesja plakatowa.
Oto ich problematyka: Biochemia kli-
niczna, Biochemia nowotworéw, Bio-
chemia zywnos$ci a nutrigenomika,
Biochemia macierzy pozakomérko-

www.postepybiochemii.pl



wej, Biochemia lipiddw, Biochemia
w rolnictwie, Bioenergetyka, Bio-
technologia, Glikokoniugaty, Kwasy
nukleinowe, Struktura i metabolizm
komérki miesniowej, Wolne rodniki
w biologii i medycynie. Organiza-
torami sesji byli wyzej wymienieni
Cztonkowie Komitetu Naukowego.
Prof. Mariusz Jaskolski wygtosit
wyktad im. J. K. Parnasa, pt.: L-argi-
anazy, ich krewni i znajomi. ktacznie
wygtoszono 102 wyktady, 89 komu-
nikatow ustnych oraz przedstawio-
no 373 doniesienia plakatowe. Ich
streszczenia zostaty opublikowane w
jezyku angielskim, w Acta Biochemica
Polonica, jako suplement 1 do tomu 53,
2006.

Rozstrzygnieto konkursy o na-
grode im. Wiodzimierza Mozotow-
skiego oraz o nagrode im. Janiny
Opienskiej-Blauth. Komisjom kon-
kursowym przewodniczyta Prof. Ja-
nina Kwiatkowska-Korczak z Zakta-

du Biochemii Lekarskiej Akademii
Medycznej we Wroctawiu. Laure-
atkag pierwszego zostata Magdale-
na Spiechowicz, z Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego w
Warszawie, za komunikat, pt.: Biatko
Sgtl - badanie wkasciwosci ko-chape-
ronowych, a zwyciezcg drugiego An-
drzej Btaut, z Zaktadu Biofizyki Mo-
lekularnej Uniwersytetu to6dzkiego,
za komunikat pt.: Rola komdrkowych
uktaddw antyoksydacyjnych w opornosci
nabtonka dolnych drég oddechowych na
stres oksydacyjny.

W dniu 14 wrzes$nia, w godzinach
wieczornych, odbyto sie spotkanie
kolezenskie uczestnikow Zjazdu w
Klubie ,,Gwint" Politechniki Biato-
stockiej.

Sktadamy serdeczne podziekowa-
nia Zarzadowi Gitéwnemu Polskie-
go Towarzystwa Biochemicznego
za wsparcie naszych dziatan orga-

nizacyjnych, Ministerstwu Szkolnic-
twa Wyzszego i Nauki za znaczaca
dotacje finansowg, Organizatorom
sesji, Wyktadowcom oraz Autorom i
Prezenterom komunikatéw ustnych i
plakatowych za Ich wktad w sukces
naukowy Zjazdu. Dzigkujemy Redak-
cji Acta Biochimica Polonica za sprawng
publikacje streszczeh wyktadéw i ko-
munikatéw zjazdowych. Wyrazamy
wdzieczno$¢ Rektorowi i Kanclerzowi
i Pracownikom Politechniki Biatostoc-
kiej za udostepnienie pomieszczen
tej Uczelni oraz obstuge techniczng
Zjazdu. Dziekujemy Sponsorom i
Wystawcom: ksigzek, aparatury i od-
czynnikéw za wsparcie materialne.

W imieniu Komitetu Organizacyjnego

dr Krzysztof Sobolewski
Sekretarz

prof. Edward Bankowski
Przewodniczacy

Sesja ,,Biotechnologia. Dokad zmierza polska biotechnologia?'

Sesja  ,,Biotechnologia. Dokad
zmierza  polska  biotechnologia?
- Spdr o genetycznie zmodyfikowane
organizmy (GMO)"™ XLI Zjazd Pol-
skiego Towarzystwa Biochemiczne-
go, Biatystok

W ramach XLI Zjazdu Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego, w
Biatymstoku, 12-16.09.2006 r. odbyty
sie z inicjatywy przewodniczacego
Komitetu Organizacyjnego p. prof.
Edwarda Bankowskiego obrady se-
sji ,,Biotechnologia. Dokad zmie-
rza polska biotechnologia? - Spor
0 genetycznie zmodyfikowane or-
ganizmy (GMO)"™ zorganizowane i
koordynowane przez prof. Tomasza
Twardowskiego. W ramach tej sesji
obrady prowadzone byty na czterech
posiedzeniach:

Rezolucja przyjeta w trakcie obrad se-
sji ,,Biotechnologia. Dokad zmierza pol-
ska biotechnologia? - Spor ogenetycznie
zmodyfikowane organizmy (GMO)"

XLI Zjazdu Polskiego Towarzy-

stwa Biochemicznego w Biatymstoku
13.09.2006 r.

Postepy Biochemii 52 (2) 2006

1) ,Jaka jest dzisiejsza biotechnolo-
gia /

2) ,Kierunki rozwoju biotechnolo-
gii

3) .,Dyskusja okraggtego stotu" i
uchwalenie ,rezolucji" uczestnikow
sesji,

4) Prezentacje ,,mtodych naukow-
cow".

Najwieksze zainteresowanie i ozy-
wiong polemike wywotata dyskusja
,»0kragtego stotu" prowadzona przez
red. M. Rotkiewicza z ,Polityki".
Kontekstem do obrad byty zaréwno
referaty zwolennikow biotechnologii
prezentujgce stan polskiej biotechno-
logii (profesorowie Stanistaw Bielecki,
Stefan Malepszy, Janusz Zimny), jak i
sceptykéw (prof. Ludwik Tomiatojc).
Wybrane kierunki rozwoju biotech-
nologii w naszym kraju zostaty omé-

Rezolucja

Biotechnologia stanowi najbar-
dziej istotng czes¢ biogospodarki, po-
wszechnie uznawanej jako szansaroz-
woju cywilizacyjnego w tym stuleciu.
Rozwdj biotechnologii w Polsce jest w
zasadniczym stopniu uwarunkowany
przez normy prawne. W odpowiedzi
na liczne apele polskiego srodowiska

wione w nastepnym cyklu referatow
profesorowie Zdzistawa Libudzisz,
Andrzej Mackiewicz, Ryszard Stom-
ski, Ewa tojkowska, Matgorzata Kor-
bin]. Nader istotny dla przebiegu dys-
kusji byt glos (jakze rzadko styszany)
przedstawicieli przemystu: Roberta
Gabarkiewicza [Monsanto]; Toma-
sza Stawatynca [Hoffman-la Roche]
i Marka Przezdziaka [Rada ds. Zyw-
nosci przy Ministerstwie Rolnictwa i
Rozwoju Wsi]. Ttem jak i motywem
dominujacym w dyskusji byta kwestia
opracowywanej legislacji, projektu no-
wej ustawy zwanej ,,Prawo o GMO".

z ogromnym zadowoleniem
wszystkich uczestnikéw ,rezolucje"
przyjeto przez aklamacje, co przy ma-
jacych miejsce réznicach w pogladach
pomiedzy np. ekologami a biotechno-
logami, ma istotne znaczenie.

prof. Tomasz Twardowski

biotechnologicznego powstata idea
nowelizacji ustawy o organizmach
genetycznie zmodyfikowanych, ktéra
zmaterializowata sie w postaci przy-
gotowanego w Ministerstwie Srodo-
wiska projektu (z 23 sierpnia 2006 r.)
nowej Ustawy, znanej pod nazwg
»Prawo o GMO". Celem tej godnej po-
parcia idei jest adaptacja do polskich
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warunkéw odpowiednich przepiséw
prawnych Unii Europejskiej w obsza-
rze dziatan dotyczacych organizmow
genetycznie zmodyfikowanych.

Z uwagi na fakt, ze stworzenie
podstaw biogospodarki w naszym
kraju wymaga wtasciwych norm
prawnych, zmiany w projekcie usta-
wy ,,Prawo o GMO" z 29 maja 2006 r.
powinny uwzglednié nastepujace cele
gtéwne:

1 Zapewnienie réwnosci wszyst-

kich podmiotow w Swietle prawa.

WIADOMOSCI

KOLOSTRYNINA (ang. Colostry-
nin) —kompleks biatek znajdujacy sie
w siarze ssakow — moze by¢ produ-
kowany na skale przemystowg dzie-
ki badaniom profesorow Antoniego
Polanowskiego (Fot. 1) i
Tadeusza Wilusza (Fot. 2)
z Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Wroctawskiego
(dotychczas Instytut Bioche-
mii i Biologii Molekularnej
uw).

Kolostrynina wystepuje w
siarze w roznych ilosciach,
zaleznie od fazy laktacji. Naj-
wyzszy poziom tych pepty-
dow jest w siarze wydzielanej
od kilku do kilkudziesigeciu
pierwszych godzin po poro-
dzie. Potem jej zawarto$¢ w mleku
matki stopniowo spada. Zapewnia
ona substancje odpornosciowe niewy-
ksztatconemu jeszcze uktadowi im-
munologicznemu nowo narodzonego
ssaka — cztowieka, owcy, krowy itd.
do czasu az sam zacznie produkowac
witasne przeciwciata. Naukowcy nie
znajg jeszcze doktadnego pochodze-
nia kolostryniny, ale wiadomo, ze
cze$¢ peptydow, jakie wystepujg w
kompleksie kolostryniny pochodzi z
innego biatka, kazeiny lub aneksyny.
Dla czesci peptydoéw nie znaleziono
biatka, z ktérego mogtyby powsta-
wac, co moze wskazywac na to, ze sg
one produktami bezposredniej synte-
zy w organizmie matki.

Badania poréwnawcze nad im-
munoglobulinami surowicy i siary
owiec — prowadzone w latach 70.
w Instytucie Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej (IITD) PAN we Wro-

344

Fotografia 1. Profesor An
toni Polanowski.

Prace, np. mikrobiologa, rolnika i pro-
ducenta biofarmaceutykow sg réwno-
cenne dla nauki i gospodarki.

2. Stymulowanie rozwoju ksztat-
cenia, nauki i wdrozen w Polsce jest
sprawg priorytetowg dla gospodarki.

3. Zgodno$¢ z prawem Unii Euro-
pejskiej i konwencjami miedzynaro-
dowymi.

4. Tworzona legislacja nie moze
stwarzac sytuacji korupcjonogennych,
prawnie nieprzejrzystych zaréwno
dla naukowcdw, jak i dla przedstawi-
cieli gospodarki czy administracji.

ctawiu przez prof. Jozefa Lisowskie-
go i doc. Marie Janusz — skierowaly
uwage badaczy na towarzyszgce tym
biatkom niskoczgsteczkowe immuno-
regulatory. Byly to peptydy zwigzane
z frakcjg immunoglobulin,
wyrozniajgce sie wysoka
zawartoscig aminokwasu
proliny (ok. 22%). Dlatego
nazwano je w skrocie PRP
(ang. proline rich polipepti-
des).

Kompleks biatkowy
znany obecnie pod nazwa
firmowa Colostrynin (kolo-
strynina) zawiera ponad 30
roznych peptydéw. Kom-
pleks ten charakteryzuje sie
szczegbélnymi  wiasciwo-
Sciami biologicznym, potencjalnie te-
rapeutycznymi. Wykazano, ze posia-
da on interesujgce wtasciwosci immu-
noregulatorowe, wptywajac m.in. na
indukcje cytokin majacych kluczowe
znaczenie w uktadzie immunologicz-

Szczego6towa analiza projektu Usta-
wy prowadzi jednak do wniosku, ze
nie spetnia on zasad dobrej techniki
legislacyjnej, gdyz duch tego projektu
jest wyraznie sprzeczny z komplek-
sowym rozwojem innowacyjnej na-
uki i technologii oraz rozwojem go-
spodarczym Kkraju. W zwigzku z tym
apelujemy o zmiane projektu Ustawy
uwzgledniajgcg wymienione priory-
tety.

prof. Tomasz Twardowski

KRAJOWE

by Alzheimera. W badaniach klinicz-
nych, prowadzonych przez dr hab.
med. Jerzego Leszka, na matej prébie
pacjentow udato sie wykaza¢ leczni-
cze dziatanie kolostryniny.

Produkcja kolostryniny jest kla-
sycznym przyktadem umiejetnego
potaczenia badan podstawowych z
aplikacyjnymi. Pierwotny cel badan
miat charakter czysto poznawczy.
Wyniki pozwolity naukowcom na
sformutowanie hipotezy roboczej na
temat wiasciwosci terapeutycznych
odkrytych peptydow i zastosowanie
ich w praktyce medycznej. Kolo-
strynina wyraznie spowalnia proces
niszczenia komérek mdzgu, do Kkto-
rego dochodzi w wyniku choroby Al-
zheimera. W 1998 roku zastosowanie
kolostryniny do leczenia choroby Al-
zheimera zostato opatentowane przez
IITD im. Hirszfelda we Wroctawiu.

W 2000 roku patent ten zostat
sprzedany brytyjskiej firmie biotech-

nym. Zdol-
no$¢ PRP do
indukowania
cytokin, ma-
jacych hamu-
jacy  wptyw
na powstawa-
nie w mozgu
toksycznych
ztogébw amy-
loidowych
sprawita, ze
Anna Dubow-
ska-Inglot,
Maria Janusz i
Jozef Lisowski
rozpoczeli prace nad zastosowaniem
PRP z siary owiec do leczenia choro-

nologicznej ReGen
Therapeuties Pic,
ktéra  postanowi-
ta przeprowadzié
szersze badania do-
tyczace przydatno-
§ci preparatu w le-
czeniu Alzheimera.
Przeprowadzenie
badan  wymagato
jednak duzej ilosci
preparatu, co przy
ztozonej i czaso-
chtonnej metodyce
jego oczyszczania
byto swego rodza-
ju wyzwaniem. Pierwsze proby pre-
paracji na wiekszg skale podjeto w

www.postepybiochemii.pl
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jednym z laboratoriéw niemieckich.
Uzyskany tam preparat nie speiniat
oczekiwanych wymogdéw. Nastepne
zlecenia ReGen skierowat do labo-
ratorium brytyjskiego i do polskich
naukowcow — prof. Polanowskie-
go i prof. Wilusza, zajmujacych sie
od lat specjalistycznymi badaniami
nad biatkami. Po dwéch miesigcach
pierwsze proby polskiego preparatu
przeszty pomysSinie testy fizykoche-
miczne i biologiczne w Niemczech
oraz w Anglii i Polacy rozpoczeli
czteroletniag owocng wspotprace z fir-
ma ReGen. Po zaspokojeniu potrzeb
wynikajgcych z prowadzonych badan
klinicznych, w kolejnych miesigcach
profesorowie Polanowski i Wilusz
podjeli sie w swoich laboratoriach
opracowania nowej metody prepara-
cji, ktdra pozwalataby na produkcje
kolostryniny w skali przemystowej.
Polscy naukowcy opracowali prosta
metode pozyskiwania kolostryniny
na skale przemystowa z mleka owiec i
kréw. Miedzynarodowy patent przy-
znano w 2005 roku. Jego twdrcami sg
naukowcy polscy, ale wiascicielem
jest brytyjska firma ReGen Therapeu-
ties Pic.

Przemystowe otrzymywanie kolo-
stryniny jest w zasadzie dwuetapowe.
W pierwszym sg wytracane z siary za
pomocg alkoholi niepotrzebne biatka,
gtownie kazeina i immunoglobuliny
z réwnoczesng dysocjacja peptydow
aktywnych od immunoglobulin, z
ktorymi wystepujg w kompleksie. W
drugim etapie z otrzymanego ptynu,
w okre$lonym pH, wytraca sie aktyw-
ne biatka prostym sposobem wysala-
nia. Osad po pozhyciu sie soli stanowi
czysta kolostrynine.

W Polsce preparat zawierajacy ko-
lostrynine zostat przetestowany na
ponad 150 osobach cierpiacych na
chorobe Alzheimera. Efekty sa bar-
dzo obiecujgce. U chorych zaobser-
wowano m.in. spowalniane efektow
chorobowych i polepszenie ogéinych
funkcji behawioralnych, z wyraznym
usprawnieniem zdolno$ci zapamie-
tywania. Poprawa byta widoczna
przede wszystkim u pacjentéw cier-
piagcych na poczatkowe i $rednio za-
awansowane stadium choroby. U
pacjentow bedacych w zaawansowa-
nym stadium efekty nie byty tak jed-
noznaczne. Jest szansa na op6znienie,
a by¢ moze nawet cofniecie objawdéw
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choroby. Wptyw kolostryniny na po-
lepszenie funkcji pamieciowych po-
twierdzono réwniez w badaniach na
zwierzetach wykazujac, Zze podawanie
starym szczurom preparatu przyspie-
sza proces zapamietywania, poprawia
pamieC przestrzenng i incydentalng.
W USA trwa uruchamianie produkcji
kolostryniny jako dodatku do zywno-
§ci, bo produkcja takiego preparatu
nie jest obwarowana tak wielkimi wy-
maganiami, jak produkcja leku. Pro-
dukcjg zajmie sie firma Sterling Tech-
nology. Aby kolostrynina mogta trafi¢
na rynek farmaceutyczny, konieczne
jest dokonczenie trwajgcych kilka lat
badan klinicznych. Jest substancja cat-
kowicie naturalng. Nie wykazano do-
tychczas zadnych efektéw ubocznych.
Kolostrynina powinna znalez¢ zasto-
sowanie nie tylko w leczeniu choroby
Alzheimera, ale takze jako dodatek do
odzywek dla dzieci, ktore z r6znych
powodoéw zostaty pozbawione mozli-
wosci karmienia piersia.

Prof. Antoni Polanowski i jego ze-
sp6t pracujg rownolegle nad innym,
wyodrebnionym przez siebie z siary
owiec i krow biatkiem - nonapepty-
dem nazwanym NP-Pol. Biatko, ktore
moze poma&c w leczeniu choroby Par-
kinsona czeka na opatentowanie w
Londynie (wg witryny Nauka w Pol-
sce i za zgoda autorow metody).

PROFESOR KORNEL GIBINSKI
(Fot. 3) zostat patronem Centralnego
Szpitala Klinicznego Slaskiej Akade-
mii Medycznej w Katowicach na mocy

rologii. W latach 60. zajmowata Go
warto$¢ diagnostyczna aktywnosci
gamma-glutamylotranspeptydazy,
poszukiwat inhibitorow enzymu w
ustrojowych ptynach ciata. Badat i
wykorzystywat w diagnostyce inter-
nistycznej fibrynolityczng aktywnos¢
osocza i proteolityczng aktywnos¢
leukocytéw. Pracowat nad wykorzy-
staniem analogéw prostaglandyny
E2 w leczeniu owrzodzenr zotadka i
dwunastnicy. Z Jego Kliniki wyszty
pierwsze w Polsce prace poswiecone
diagnostyce i leczeniu pierwotnego
aldosteronizmu. Na szczegélng uwa-
ge zastugujg badania Profesora doty-
czace czynnosci gruczotéw potowych
w trudnych warunkach klimatycz-
nych. W poczatkowym okresie swojej
pracy zawodowej zajmowat sie nowa-
torska, jak na tamte czasy, poligraficz-
ng oceng struktury i czynnosci serca.
W latach poéZniejszych zajmowaty
Profesora czynniki ryzyka miazdzycy
i sposoby prewencji. Prace z zakresu
farmakologii klinicznej przyczynity
sie do wprowadzenia standardéw
kontrolowanych badan klinicznych,
a zwiaszcza przestrzegania i stosowa-
nia zasad etycznych. Jako pierwszy w
Polsce, dostrzegt znaczenie zjawisk
chronobiologii i ich znaczenie dla far-
makoterapii. Profesor Kornel Gibin-
ski jest zwigzany ze Slaska Akademia
Medyczng od 1953 r. kiedy podjat sie
organizacji IIL Kliniki Choréb We-
wnetrznych w Bytomiu. W szpitalu
w Ligocie zatozyt pierwszg w kraju
Klinike Gastroenterologii. Profesor

decyzji Senatu Uczel-
ni. Nestor internistéw
polskich, prof. dr hab.
med., dr h.c.mult.
Kornel Gibinski oso-
biscie wzigt udziat w
uroczystosci. Profesor
jest wybitnym auto-
rytetem w dziedzinie
choréb wewnetrznych
i farmakologii klinicz-
nej, tworcag $laskiego
osrodka klinicznego,
prowadzacego pio-
nierskie badania w
zakresie wielu zagad-

niefn dotyczacych cho- Fotografia 3. Profesor Kornel Gibiriski.

rob wewnetrznych.

Szerokie zainteresowania badawcze
Profesora Gibinskiego obejmujag za-
gadnienia kardiologii i enzymologii
klinicznej, a zwitaszcza gastroente-

Gibinski jest symbolem
najwyzszych  wartosci
moralnych. Cechuje Go
wrazliwo$é na proble-
my ludzi chorych i cier-
piacych oraz gotowos$¢
| w niesieniu  pomocy
| kazdemu potrzebujace-
mu. W przekonaniu po-
mystodawcow uroczy-
stosci  Publiczny Cen-
tralny Szpital Kliniczny
imienia prof. Kornela
Gibinskiego bedzie
symbolem tych wszyst-
kich warto$ci, ktorych
uosobieniem jest Patron
szpitala. Profesor zwyk#
mowic ,,...lekarze widzg
chore organy, komorki, ale nie widzg
cztowieka. ZaczelisSmy leczy¢ Smier¢,
a to nonsens, bo $mierci sie nie uleczy.
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Ludzie sg madrzy i wiedzg, ze muszg
umrzeé. Ratowac trzeba od choroby"
i w innym miejscu dodaje ,,rozum i
serce lekarza to rzeczy, ktérych w me-
dycynie zgubi¢ nie wolno".

Z dniem 1 wrze$nia wchodzg w
zycie NOWE PRZEPISY OBEJMU-
JACE SPRAWY PRACOWNICZE
NAUCZYCIELI AKADEMICKICH
(Ustawa z dnia 27 lipca 2005 r. Pra-
wo o szkolnictwie wyzszym; Dz.U. nr
164, poz. 1365 oraz z 2006 r. Dz.U. nr
46, poz.328), a dotyczg one dodatko-
wego zatrudnienia, rozwigzywania
stosunku pracy i podstawowosci za-
trudnienia.

KATEGORIE JEDNOSTEK NA-
UKOWYCH, ustalone wcze$niej
przez komisje Rady Nauki, zgodnie
z zasadami okre$Slonymi w 2005 r.
zatwierdzit podsekretarz stanu prof.
Krzysztof J. Kurzydtowski w koncu
sierpnia b.r. Sg one podstawg trybu
przyznawania i rozliczania srodkow
finansowych na nauke. Ocena para-
metryczna bedzie miata decydujacy
wptyw na wysoko$¢ finansowania da-
nej jednostki naukowej przez MNiSW
przez najblizsze cztery lata. Minister-
stwo zapewnia, ze jednostki, ktore
podniosty swoja ocene otrzymajg wy-
rownanie z tytutu réznic w wysokosci
finansowania jednostek réznych kate-
gorii i nastapi to pod koniec czwarte-
go kwartatu br.

FUNDACJA na rzecz NAUKI
POLSKIEJ w piatej edycji konkursu
przyznata 11 Krajowych Stypendidw
Wyjazdowych umozliwiajgcych wy-
jazd na staz do innej niz macierzysta
placéwki badawczej. Otrzymali je

(nauki matematyczno-przyrodnicze):

dr Ewa Brucka — Jastrzebska z Wy-
dziatu Nauk Przyrodniczych Uniwer-
sytetu Szczecinskiego na staz na Wy-
dziale Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu tddzkiego; dr Artur
Gotawski z Wydziatu Rolniczego
Akademii Podlaskiej w Siedlcach na
staz w Zaktadzie Ekologii Behawioral-
nej UAM; dr Zbigniew Kasprzykow-
ski z Wydziatu Rolniczego Akademii
Podlaskiej w Siedlcach na staz w Ka-
tedrze Ekologii i Zoologii Kregowcéw
Uniwersytetu Gdanskiego; dr Marcin
Palusiak z Wydziatu Fizyki i Che-
mii Uniwersytetu £6dzkiego na staz
w Instytucie Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego; dr Piotr Przybylski
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z Wydziatu Chemii Uniwersytetu im.
A. Mickiewicza na staz na Wydziale
Technologii i Inzynierii Chemicznej
Politechniki Szczecinskiej; dr Justy-
na Rosicka-Kaczmarek z Wydziatu
Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Po-
litechniki £6dzkiej na staz na Wydzia-
le Biochemii i Biologii Molekularnej
Uniwersytetu Wroctawskiego.

PHIL EPISTEMONI - nagroda
ustanowiona w 1986 r. przyznawana
jest dziennikarzom popularyzujacym
problemy, w kategorii ogdlnopol-
skiej, szkolnictwa wyzszego, nauKki
oraz kultury i sztuki, przez Kolegium
Rektoréw Szkoét Wyzszych Krakowa.
Tegorocznym laureatem Nagrody, i
to po raz trzeci, jest p. Marian Nowy,
redaktor ,,Dziennika Polskiego". Na-
grode Phil Epistemoni otrzymali w
dwudziestoleciu m.in. znani dzien-
nikarze Janina Paradowska, Ignacy
Rutkiewicz, Zbigniew Swiech, Jerzy
Wunderlich, Lestaw Peteres, Jerzy Sa-
decki.

L'OREAL POLSKA przy wsparciu
Polskiego Komitetu do Spraw UNE-
SCO ogtosit w 2001 r. pierwszg edy-

cje konkursu na roczne stypendia
dla pigciu MLODYCH POLEK
- NAUKOWCOW prowadza-

cych badania w dziedzinach biolo-
giczno-medycznych. Celem tej inicja-
tywy byta pomoc mtodym kobietom
w realizacji ich pracy badawczej. O
stypendia ubiega¢ sie mogg kobiety
zajmujace sie badaniami naukowymi
w dziedzinach biologiczno-medycz-
nych, ktérych prace majg charakter
aplikacyjny: doktorantki, bedgce w
ostatnim roku realizacji swej pracy
doktorskiej, ktore nie ukonczyty 35
lat oraz habilitantki, konczace prace
habilitacyjng, ktore nie przekroczyty
45 roku zycia. Wytonione w wyniku
konkursu trzy laureatki na pozio-
mie doktoratu przez rok otrzymujg
stypendia w wysokos$ci 1.500 zt mie-
siecznie, natomiast dwie habilitantki
nagrodzone zostajg rocznym sty-
pendium wynoszacym 1.800 ztotych
miesiecznie. Stypendia ufundowane
przez L'Oreal Polska sg inicjatywg
lokalng. Zrédiem inspiracji polskiej
inicjatywy jest miedzynarodowa
umowa zawarta w Paryzu miedzy
Grupg L'Oreal i UNESCO: ,For
Women in Science". W jej ramach,
kazdego roku, w paryskiej siedzibie
UNESCO wybitne przedstawicielki

Swiata nauki oraz mtode badaczki z
pieciu kontynentéw otrzymujg na-
grody pieniezne.

Aspiracjag polskiego programu sty-
pendiow jest lokalna promocja mto-
dych kobiet — naukowcéw. Celem
L'Oreal Polska jest zaangazowanie
sie w wazng akcje pomocy kobietom i
dziatanie w spos6b skuteczny i dtugo-
trwaty. Program stypendiow L'Oreal
Polska dla Kobiet i Nauki przy wspar-
ciu Polskiego Komitetu do spraw
UNESCO pragnie zacheci¢ kobiety do
wiekszego zaangazowania na wszyst-
kich poziomach zycia naukowego.
W biezgcym roku wnioski konkurso-
we mozna byto sktada¢ w terminie 1
maja-31 lipca. Warto $ledzi¢ na stro-
nie www.lorealdlakobietnauki.pl in-
formacje dotyczace konkursu w roku
2007.

W biezacym roku spo$réd ponad
80 kandydatek stypendia otrzyma-
ty habilitantki: w dziedzinie biologii
ogblnej — dr Maria Anna Cieme-
rych-Litwinienko z Zaktadu Embrio-
logii Instytutu Zoologii Uniwersytetu
Warszawskiego, temat pracy: ,Rola
cyklin D w rozwoju zarodkowym
myszy oraz w nowotworzeniu" oraz
w dziedzinie dermatologii i wenero-
logii — dr Joanna Narbutt z Kliniki
Dermatologii i Wenerologii Uniwer-
sytetu Medycznego w todzi, temat
pracy: ,Wptyw promieniowania ul-
trafioletowego na wybrane parametry
uktadu immunologicznego skory".

Stypendia doktoranckie otrzyma-
ty: w dziedzinie biochemii — Beata
Peptonska z Instytutu Medycyny Do-
Swiadczalnej i Klinicznej PAN w War-
szawie, temat pracy: ,Poszukiwanie
zmian w genie MAPT w przypadkach
otepienia czotowo-skroniowego", w
dziedzinie modelowania molekular-
nego —Magdalena Slusarz z Katedry
Chemii Teoretycznej, Zaktadu Mode-
lowania Molekularnego, Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Gdanskiego,
temat pracy: ,,Modelowanie moleku-
larne biatek GPCR i ich oddziatywan
z bioligandami"; w dziedzinie bio-
technologii molekularnej i biokatalizy
—Maltgorzata Zakrzewska z Zaktadu
Inzynierii Biatka, Wydziatu Biotech-
nologii Uniwersytetu Wroctawskie-
go, temat pracy: ,Analiza mutacyjna
ludzkiego kwasnego czynnika wzro-
stu fibroblastow - FGF-1".
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Celem organizowanego, po raz
dziewigty, KONKURSU NA NAJ-
LEPSZA PRACE DOKTORSKA i
MAGISTERSKA przygotowang z
zastosowaniem narzedzi statystyki
i analizy danych zawartych w pro-
gramach z rodziny Statistica, jest
promocja autoréw najlepszych prac i
popularyzacja nowoczesnych metod
analizy danych. Do Konkursu moga
by¢ zgtaszane prace przygotowane w
polskich wyzszych uczelniach i insty-
tutach naukowych, ktére przed termi-
nem zgtoszenia do Konkursu zostaty
obronione lub uzyskaty pozytywne
recenzje i zostat wyznaczony termin
ich obrony. Zgtoszenia prac do Kon-
kursu dokonujg autorzy, promotorzy
lub dziekani wydziatéw. Zgtoszenia
przyjmuje sekretarz Komisji Konkur-
sowej pod adresem: StatSoft Polska,
30-11- Krakow, ul. Kraszewskiego 36
do dnia 15 grudnia 2006 r. Konkur-
sowi patronuje Polskie Towarzystwo
Statystyczne. Wiecej informacji na
stronie www.statsoft.pl.

NAGRODE DLA NAJLEPSZEGO
MEODEGO POPULARYZATORA na
zakonczenie X Festiwalu Nauki w War-
szawie odebrat Takao Ishikawa, dokto-
rant Wydziatu Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego. Ishikawa urodzony w
Tokio (z matki Polki) studiowat na UW
i czuje sie silnie zwigzany z Zaktadem
Biologii Molekularnej UW. Podczas
zakonczonego 24 wrzes$nia b.r. X Festi-
walu Nauki w Warszawie prezentowat
wyktad dotyczacy prionéw w droz-
dzach. Méwit o stanie obecnej wiedzy
na temat chor6b powodowanych przez
priony oraz o wiasciwosciach tych bia-
tek, wystepujacych w drozdzach pie-
karniczych. Zdaniem Takao Ishikawa
Japoriczycy, organizujac imprezy po-
pularnonaukowe, powinni wzorowaé
sie na Polakach. Mtody naukowiec jest
peten podziwu dla idei Festiwalu i od-
wagi mitodych naukowcow dzielenia
sie wiedzg ze stuchaczami — uczest-
nikami dorocznej imprezy popularno-
naukowej. Wedtug prof. Magdaleny
Fikus, przewodniczacej Rady Progra-
mowej X Festiwalu Nauki, prezentacja
Ishikawy byta wzorem wyktadu popu-
larnonaukowego. Profesor z radosScig
zauwazyta, ze rosng nowe pokolenia
popularyzatorow.

NOWOCZESNE LABORATO-
RIUM ANALIZ FARMACEUTYCZ-
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NYCH powstanie w ciggu roku w na
Wydziale Farmaceutycznym Akade-
mii Medycznej w Biatymstoku, dzie-
ki dofinansowaniu z UE (koszt 1,5
miliona zt) z programu Interreg IlIA.
Jednostka bedzie dziata¢ na potrze-
by catego transgranicznego obszaru
polsko-litewskiego, gdzie do tej pory
nie ma takiego laboratorium. Partne-
rami w projekcie sg litewskie szpitale
w Lazdijai, Mariampolu i Kalwarii.
Laboratorium bedzie pomocne leka-
rzom, ale zakresem analiz w nim wy-
konywanym sg takze zainteresowane
rézne instytucje, np. stuzby graniczne
i celne, policja i prokuratura. W la-
boratorium mozliwe bedzie badanie
0s6b zatrutych farmaceutykami nie-
znanego pochodzenia —na przykiad
lekami kupionymi na bazarze czy po-
chodzgcymi z niekontrolowanej wy-
miany przygranicznej oraz analizo-
wanie lekdw sprzedawanych na ryn-
ku, badanie substancji chemicznych
czy toksycznych w lekach, zywnosci
lub prébkach krwi czy moczu. Na te-
renie przeznaczonym dla nowej jed-
nostki trwajg prace dostosowawcze i
réwnolegle prowadzone jest szkole-
nie kadry. Informacja prof. Elzbiety
Skrzydlewskiej, kierownika Zaktadu
Chemii Nieorganicznej i Analitycznej
AMB dla PAP (3.09.2006).

Byly minister nauki i informatyza-
cji, prof. MICHAL KLEIBER (Fot. 4),
ZOSTAEL WYBRANY cztonkiem
prestizowej Europejskiej

todzi, w dniach 19-20 pazdzierni-
ka 2006 r. Na targach Bio-Forum od
szesciu lat spotykaja sie ludzie nauki
i biznesu zwigzani z przemystem
kosmetycznym i farmaceutycznym.
Serwis Nauka w Polsce patronuje te-
gorocznej imprezie. Naczelng idea
tych spotkan jest prezentacja osig-
gnie¢ osrodkéw badawczo-rozwojo-
wych przedstawicielom polskich firm
kosmetycznych, farmaceutycznych,
producentom zywnosci funkcjonalnej
(réwnocze$nie odzywiajacej i oddzia-
tujacej pozytywnie na zdrowie i od-
porno$¢ cztowieka), a takze innych,
w ktérych moga by¢ wykorzystane
osiggniecia biotechnologii. Bio-Forum
jest szczeg6lng gietda ofert, stuzacych
podniesieniu poziomu innowacji w
sektorze biogospodarki. Do udziatu
w targach zaproszeni zostali przed-
siebiorcy zagraniczni, gtdwnie z rejo-
nu Europy Srodkowej i Wschodniej.
Wystawcami byli autorzy projektéw
badawczo — wdrozeniowych, w
ktorych zatozeniu jest zawarta mysl
0 wykorzystanie ich w dziatalnosci
gospodarczej. Zespoty naukowe mo-
gly dodatkowo zaprezentowa¢ oferte
ustugowa laboratoriow, dysponu-
jacych droga i unikatowa aparaturg
naukowg, a takze nowatorskimi me-
todami badawczymi.

W programie targéw zawarto licz-
ne seminaria adresowane zarowno do
polskich producentéw, jak réwniez

Akademii Nauk i Sztuk
w Salzburgu. Jest to mie-
dzynarodowa, interdy-
splinarna organizacja,
zrzeszajaca blisko 15
tys. osob. Decyzjg wiadz
Akademii prof. Kleiber,
pracujacy w Instytucie
Podstawowych Proble-
mow Techniki PAN, zo-
stat zaliczony do grona jej
cztonkéw w sekcji Nauk
Technicznych i Ochrony Fotografia 4.
Srodowiska. Prof. Kleiber yjeiber.

jest specjalista z zakresu

informatyki stosowanej

i metod komputerowych mechaniki,
laureatem Nagrody Fundacji na rzecz
Nauki Polskiej, tzw. polskiego Nobla.
W latach 2001-2005 byt ministrem na-
uki i informatyzacji.

TARGI BIOTECHNOLOGII |1
BIOBIZNESU zorganizowano w

Profesor Michat

do tych naukowcow, kto-
rzy sa zainteresowani re-
alizacjg biotechnologicz-
nych projektéw badaw-
czo-wdrozeniowych, ale
nie majg w tym wzgledzie
wystarczajacej wiedzy i
doswiadczenia. Osiggnie-
cia prezentowali naukow-
cy, realizujacy projekty z
zakresu biotechnologii
w  ochronie zdrowia,
ochronie $rodowiska i
kosmetologii, farmacji

nauk biomedycznych,
nanotechnologii, bioma-
teriatow, diagnostyki
molekularnej, testéw alternatywnych
oraz zywnosci funkcjonalnej. Rozwdj
biotechnologii stanowi jeden z prio-
rytetobw w strategii rozwoju regionu
tédzkiego. | dlatego Urzad Miasta
todzi ufundowat zatrudnionym w
tym regionie naukowcom specjalne
stypendia, przeznaczone na pokry-
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cie kosztow uczestnictwa w Targach
Bioforum. Prezentacja projektdw ba-
dawczo-wdrozeniowych w ramach
Targéw umozliwi ich konfrontacje z
potrzebami rynku.

POLITECHNIKA SZCZECIN-
SKA OBCHODZI 60.LECIE ISTNIE-
NIA (Fot. 5.) 28 wrzes$nia, na uroczy-
stej konferencji naukowej spotkali sie
naukowcy i przedstawiciele instytucji
odpowiedzialnych za szkolnictwo
wyzsze. Analize szkolnictwa wyzsze-
go na Pomorzu Zachodnim przedsta-
wit prof. Mieczystaw Wysiecki (PS).
O Politechnice w roku jubileuszu
opowiadat jej rektor, prof. Wtodzi-
mierz Kiernozycki (Fot. 6). Rektor
Politechniki Gdanskiej, prof. Janusz

Fotografia 5. Medale z okazji jubileuszu 60. lecia ist-
nienia Politechniki Szczecinskiej.

Rachon, oméwit wplyw Ustawy o
Szkolnictwie Wyzszym na obecng

bl()l()(rm

m()lckulan na
baktern

\‘ Redakcia naukowe

Indwige B

" §  Zdrislay Markiéwicz

sytuacje polskich uczelni. Niektore
wystapienia dotyczyty waskiej tema-
tyki zwigzanej z edukacjg techniczna.
0 minimum kadrowym niezbednym
dla prowadzenia kierunkéw studiow
mowit prof. Wojciech Mitkowski
(Rada Gtowna Szkolnie-
twa Wyzszego). Standar-
dy nauczania na studiach
1i Il stopnia przedstawit
prorektor ds. ksztaktcenia
PL, prof. Edward Jezierski.
Przewodniczacy Komisji
Akredytacyjnej Uczelni
Technicznych prof. Jerzy
Swigtek moéwit o celach i
zadaniach komisji. Rektor
Politechniki Krakowskiej,
prof. Jozef Gawlik, omo-
wit zalety Centréw Trans-
feru Technologii i Parkéw

dzielit sie ze stuchaczami

wiasnymi doswiadczenia-

mi w tym zakresie. W tym roku PS
byta gospodarzem czwartego posie-
dzenia Konferencji Rektoréw Polskich
Uczelni Technicznych.

Od szesciu miesiecy przed Kampu-
sem Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Pychowicach czas
odmierza ZEGAR SEONECZNY. Ini-

1)1()]()01&

m()ld\ulan na
w medycy
,.]:f";.lr:"r%\.‘ll];:'vk||m Zne

A . Fotografia 6. Profesor Wito-
Technologicznych i po-  gzimierz Kiernozycki.

cjatorem budowy zegara byt prof. Alek-
sander Koj, biochemik, $wiatowej rangi
naukowiec, nie tak dawno rektor UJ. |
jest to miejsce szczegdlne dla tego in-
strumentu, bowiem w jego bezposred-
nim sasiedztwie uprawiane sg nauki
biologiczne i nauki o srodowi-
sku. Wyjatkowy chronometr
bedzie odmierzat czas polskich
nowych osiggnie¢ naukowych.
Zegar jest dzietem architekta
Stanistawa Denki, a autorem
niezbednych wyliczed, po-
twierdzonych przez astrono-
ma dr Jana Mietelskiego, byt
January Weiner. Budowa zega-
ra zostata zrealizowana dzieki
hojnosci rodziny Sulimirskich,
dla ktorej inicjatywa prof. Koja
byta sposobem uczczenia pa-
mieci wybitnego profesora
archeologii UJ i wieloletniego
rektora Polskiego Uniwersy-
tetu w Londynie. Witold Su-
limirski z Fundacji Kosciuszkowskiej
podziekowat wiadzom Uniwersytetu,
prof. A. Kojowi i wszystkim osobom
zaangazowanym przy realizacji pro-
jektu za pozytywny finat budowy (wg
Alma Mater, lato 2006).

pod redakcja
Teresy Wesotowskiej
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GENETYKA MOLEKULARNA pod redakcjg naukowga Piotra Wegleriskiego. Nowe wydanie podrecznika genetyki molekularnej obejmuje najwazniejsze dziaty ge-
netyki, w tym krotki rozdziat poswigconym genetyce klasycznej. W podreczniku oméwiono podstawowe koncepcje genetyczne i metody analizy genetycznej; budowe,
strukture i fizyczng organizacje materiatu genetycznego; kod genetyczny i biosynteze biatek; inzynierie genetyczng; budowe i dziatanie genéw prokariotycznych i euka-

riotycznych; genomike i proteomike, geny aréznicowanie sie i rozw6j; molekularne podtoze choréb odpornosciowych; genetyczne podtoze choréb nowotworowych; geny
a ewolucja; nowy wspaniaty $wiat biotechnologii. Wydanie 6 zmienione, pazdziernik 2006 roku.

BIOLOGIA MOLEKULARNA W MEDYCYNIE. Elementy genetyki klinicznej pod redakcja naukowa Jerzego Bala. Podrecznik prezentuje szeroki zakres zastosowan biologii
molekularnej w medycynie i genetyce cztowieka. Przedstawione sg najwazniejsze dziaty medycyny, w ktérych analiza kwaséw nukleinowych okre$la zaréwno nowoczesnos¢, jak
iwyzwania najblizszych dziesigcioleci. Nowe wydanie obejmuje podstawy genetyki molekularnej; informacje o genomie cztowieka i zréznicowaniu genetycznym populacji ludz-
kiej; zasady dziedziczenia i zmiennosci genetycznej; metody badan genomu; diagnostyke molekularng choréb genetycznie uwarunkowanych; podtoze molekularne modelowych
choréb dziedzicznych inowotworowych; gtéwne kierunkiw leczeniu choréb genetycznie uwarunkowanych; podstawy farmakogenetyki i immunogenetyki; zasady poradnictwa
i profilaktyki choréb genetycznie uwarunkowanych; metodyke analizy DNA w medycynie sagdowej; zastosowania biotechnologii w medycynie; wybrane prawne aspekty badan
genetycznych cztowieka. W podreczniku uwzgledniono najnowoczes$niejsze osiaggniecia z zakresu cytogenetyki molekularnej. Wydanie 2 zmienione, luty 2006 roku.
BIOLOGIA MOLEKULARNA BAKTERII pod redakcjg naukowg Jadwigi Baj i Zdzistawa Markiewicza. Pierwszy ijedyny na rynku polskim nowoczesny podrecznik
opisujacy w sposob tak dogtebny i kompleksowy bakterie od strony molekularnej. Autorzy, nauczyciele akademiccy z Instytutu Mikrobiologii Uniwersytetu Warszaw-
skiego, opierajac sie na najnowszych badaniach zapoznaja Czytelnika z fascynujacym $wiatem bakterii zasiedlajacych bardzo réznorodne nisze ekologiczne. Obejmuje
przeglad aktualnych danych na temat budowy i ich funkcjonowania oraz wybrane zagadnienia wigzace sie z ich znaczeniem. Podrecznik zawiera bogaty materiat ilustra-
cyjny oraz wybrane definicje i skréty, co utatwia Czytelnikowi przyswajanie zawartej w nim wiedzy. Wydanie 1, wrzesiefi 2006 roku.
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Na poiki biblioteki Instytutu Bioche-
mii i Biofizyki PAN trafit w pazdzierni-
ku 2006 roku numer specjalny Journal of
Biochemical Chemistry (JBC), wydany
z okazji stulecia czasopisma. Otrzymali-
$my ten specjalny zeszyt, wydany przez
Amerykanskie Towarzystwo Biochemii
i Biologii Molekularnej, z rgk profesora
Gustava Dallnera, naszego przyjaciela
i wspotpracownika z Karolifska Insti-
tuted i Arrhenius Laboratory Uniwer-
sytetu Sztokholmskiego. JesteSmy pro-
fesorowi Dallnerowi za to wdzieczni
jako, ze 6w (gruby) zeszyt nie znajduje
sie w normalnym obiegu i mimo staran
nie udato sie bibliotece dotagd go zaku-
pi¢. Przekazujac egzemplarze zeszytu
JBC bibliotekom Instytéw Biochemii i
Biofizyki oraz Biologii Doswiadczalnej
im. Marcelego Nenckiego profesor Dal-
Iner dzieli sie z naszym $rodowiskiem
swoim prywatnym ksiegozbiorem, do
ktorego wspomniany zeszyt trafit jako
kopia przekazywana cztonkom FASEB.
Dobrze sie staje, ze ten specjalny zeszyt
znajdzie sie w obu naszych bibliote-
kach, zawiera on bowiem zestaw arty-
kutéw odzwierciedlajagcych znakomicie
historie rozwoju naszej dziedziny. Hi-
storia magistra vitae — ta prawda do-
tyczy réwniez nauk Scistych, totez ten
wyktad historii biochemii przyda sie w
naszych wspotczesnych laboratoriach,
jako nie tylko nauka o rozwoju mysli
badawczej, ale i refleksja nad wyborem
zagadnien, ktérym poswiecamy aktual-
nie uwage.
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Omawiany tom dzieli sie na dwie
czesci. Pierwsza to ,,Reflections”, wy-
petniona artykutami omawiajgcymi
dzieje biochemii i przypominajgcymi,
ze historia biochemii z grubsza dzie-
li sie na trzy fazy. Poczatkowo, gdy
nazywano ja ,chemia fizjologiczng",
byta to dziedzina analityczna, Sci$le
zwigzanaz medycyngiotoczona lekka
pogardg przedstawicieli wielkiej che-
micznej szkoty niemieckiej przetomu
XIX i XX wieku, ktdrzy owga chemie
fizjologiczng nazywali ,schmerche-
mie". Ale juz od lat trzydziestych XX
wieku pojawia sie w biochemii kwe-
stia poznania przemian zwigzkdéw
biologicznych - rodzi sie ,,biochemia
dynamiczna". Rzeczywisty rozwdj
dziedziny nastepuje jednak po Il woj-
nie Swiatowej, gdy jej centralnym te-
matem staje sie problem biosyntez.

Eugene Kennedy w artykule ,,Hitler's
gift and era of biosynthesis" przypomi-
na, zew 1945roku, gdy rozpoczat studia
doktoranckie na University of Chicago,
wiedza na temat syntezy gtéwnych
sktadnikdéw komorki (wielocukréw, li-
pidéw, biatek, kwaséw nukleinowych)
byta po prostu zadna. Sama kwestia po-
znania tancuchéw syntez, prowadza-
cych do powstania makromolekut, po-
stawiona zostata w istocie przez grupe
uczonych wygnanych z Europy przez
nazistowski antysemityzm dziatajacy
w imie zbrodniczych tez rasistowskich.
Owg grupe wielkich umystow przytuli-
ty Stany Zjednoczone i Wielka Brytania.
Ich imigracje Kennedy nazywa ,,Darem
Hitlera” dla kultury anglosaskiej. W
grupie tej byty trzy wielkie osobowosci,
z ktérymi Kennedy bezposrednio ze-
tknat sie w trakcie swojej pracy badaw-
czej. Wsrod nich na pierwszym miejscu
wymienia Fritza Lippmana (ur. w 1899
roku w Kroélewcu) ucznia Otto Meyer-
hofa w Kaiser-Wilhelm Institiit w Ber-
linie, uciekiniera z Niemiec, ktéry w
swoim laboratorium w Massachusetts
General Hospital sformutowal pojecie
»Wigzania wysokoenergetycznego" i
za serie prac prowadzaca do poznania
struktury i funkcji  acetylokoenzymu
A otrzymat w 1953 roku nagrode No-
bla. Istotny wkiad w nowe myslenie
0 biochemii wnidst tez Rudolf Schoen-
cheimer (ur. w 1898 roku w Berlinie)

BIOCHEMICAL

wspotpracujacy z G. Hevesy'm nad
stosowaniem izotopéw w biologii, po
ucieczce do USA, w laboratorium H.
Urey'a (odkrywcy deuteru i noblisty),
wdrazajacy  stosowanie  stabilnych
izotopéw w badaniu przemian biolo-
gicznych. To jemu zawdzieczamy dzi$
zda sie oczywiste, ale wtedy niezna-
ne stwierdzenie, ze sktadniki makro-
molekularne komoérki znajdujg sie w
ciggtym procesie dynamicznych prze-
mian. Wreszcie do wspomnianej trojki
zalicza Kennedy Konrada Blocha (ur. w
1902 roku w Nysie), ktory w 1934 roku
ucieka do Szwajcarii, gdzie w 1936 roku
wiadze odmawiajg mu prawa pobytu;
przed powrotem do Niemiec i pewng
$miercig ratuje go zaproszenie od H.
Clarke z Yale University. Zaproszenie
miato posta¢ dwoéch listbw — pierw-
szy, formalny, pozwolit na uzyskanie
wizy do Stanéw, drugi mniej formalny,
stwierdzit, ze Clarke nie ma dla Blocha
pieniedzy... (skad my to znamy...). W
Stanach w 1940 roku Bloch podejmuje
prace nad biosynteza cholesterolu. Ken-
nedy przypomina w tym kontekscie, ze
zaledwie 12 lat przedtem, Windaus w
swoim wyktadzie noblowskim stwier-
dzit ,,budowa cholesterolu jest wysoce
skomplikowana ... jego synteza dla che-
mika bedzie niezwykle trudna, wiec jej
nie podejmowatem, jako ze szansa na
sukces jest nikta ... Fizjolodzy uznaja,
Ze organizm zwierzecy nie jest zdolny
do jej przeprowadzenia". Badania Blo-
cha pozwolity jednak poznaé przebieg
syntezy ,,aktywnego donora izoprenu"
i wskaza¢ jak z octanu przez mewalo-
nian, syntetyzowane sg sterydy. Bloch
wraz z Lynenem otrzymat za te bada-
nia w 1964 roku nagrode Nobla.

Podobna mys$l, o owym ,darze
Hitlera", pojawia sie w artykule Ar-
thura Kornberga ,,Remembering our
teachers", posSwieconym Carlowi i
Gerry Cori, absolwentom Wydziatu
Medycznego Uniwersytetu Karola,
uchodzacym do Stanéw w 1922 roku
przed narastajagcym antysemityzmem
w Czechach. W USA ich badania nad
przemiang glikogenu doprowadza-
jag do poznania roli ,estru Corich"
(glukozo-l-fosforanu) i uwiefczone
zostaja nagrodg Nobla w 1959 roku.
Przez laboratorium Corich przewing-
ta sie cata seria przysztych noblistow
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— S. Ochoa, A. Kornberg, L. Leloir,
E. Sutcherland, E. Krebs, Ch. de Duve.
Ten ostatni wspomina, ze gdy tuz po
wojnie opublikowat prace nad rolg
insuliny i chciat je kontynuowac w la-
boratorium Corich, otrzymat od nich
suchy list, iz nie zgadzaja sie z jego hi-
potezami, ale moze odby¢ u nich staz.

Uwage przycigga tez artykut P. D.
Boyera (noblisty z 1997 roku) posSwie-
cony historii badan nad mechanizmem
fosforylacji oksydatywnej. Autor opi-
suje przebieg poszukiwania posredni-
kéw biatkowych, historie zwrdcenia
uwagi na zmiany konformacyjne bia-
tek bioracych udziat w syntezie ATP
oraz poczatkowego odrzucenia teorii
chemiosmotycznej Mitchella przez
wiekszo$¢ badaczy i wreszcie rozpo-
znania struktury ATPazy mitochon-
drialnej i mechanizmu jej dziatania.

Istotng dla samowiedzy o naszym
srodowisku jest refleksja P. Reicharda
»O0svald T. Avery and Nobel prize in
medicine". Autor, cztonek Komitetu
Noblowskiego wyjasnia, czemu Ave-
ry, odkrywca roli DNA jako nos$nika
gendéw, nagrody Nobla nie otrzymat
mimo, ze Komitet dyskutowat wielo-
krotnie nad jego kandydaturg. Zasad-
niczym powodem byto to, ze pewni
cztonkowie Komitetu z Karolinska
Institutet zajmujacy sie kwasami nu-
kleinowymi sami nie umieli dobrze
oczys$ci¢ DNA od biatek i sadzili wo-
bec tego, ze oczyszczenie DNA od
biatek jest praktycznie niemozliwe;
nalezy doda¢, ze biatka byty tez roz-
patrywane jako kandydaci do funkcji
nosnikow gendéw.

Druga cze$¢ tomu zatytutowana
»Classics", to wybér z artykutéw opu-
blikowanych w ciggu 100 lat w JBC,
artykutéw, ktére dzi$ rozpoznajemy
jako najwazniejsze w dorobku pisma.
Trudno tu omdwic¢ wszystkie wybrane
artykuty, ale rzeczywiscie widac¢, ze w
pismie znalazt swoje odbicie caty roz-
woj biochemii i biologii molekularnej.
To w JBC w 1926 roku J. B. Sumner
(nagroda Nobla z chemii za 1946 rok)
publikuje serie prac o krystalizacji ure-
azy, ktore zostajg wéwczas ostro skry-
tykowane przez Wilstattera uwazaja-
cego, ze ,,czyste" enzymy nie zawiera-
jg biatka. Badacz ten, sam oczyszczajac
enzymy, biatka przede wszystkim
odrzucat. To w JBC ukazuje sie pierw-
sza praca poswiecona krystalografii
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TMV (R. Wyckoff, R. Corey, 1936 rok)
otwierajgca badania krystalograficzne
makromolekut. W JBC ukazuje sie tez
pierwsza reklama spektrofotometru
Beckmana DV (35000 egzemplarzy
tego aparatu znalazto sie potem w roz-
nych laboratoriach, a na jego kopiach
pracowalismy swego czasu w Polsce).
Tu tez znalazty swoje miejsce prace E.
E. Snella (1940 rok) omawiajgce odkry-
cie, izolacje i wkasnosci awidyny, A.
Waksmana (laureata nagrody Nobla z
1952 roku) i M. Tischlera (1942 rok) po-
Swiecona strukturze aktynomycyny.

W JBC V. du Vigneaud publikuje
serie prac poswieconych hormonom
peptydowym, zwiefAczong Nagrodg
Nobla w 1955 roku, L. Leloir —prace
nad strukturami nukleozydéw (No-
bel za 1970 rok), G. Pallade —oczysz-
czaniu i mikroskopii elektronowej
mitochondriéw (Nobel za 1974 rok),
G. Wald —prace poswiecone barwni-
kom wzrokowym i izomerom retino-
lu (Nobel za 1967 rok).

W JBC A. Kornberg donosi o synte-
zie DNA przez polimeraze DNA (No-
bel za 1959 rok), S. Moore i W. H. Stein
przedstawiajg serie prac o strukturze
rybonukleazy (Nobel za 1972 rok), R.
A. Holley opisuje strukture tRNAAa
(Nobel za 1968 rok), a S. Bergstrom i B.
Samuelson omawiajg wyniki swoich
badan nad prostaglandynami (Nobel
za 1982 rok wraz z J. R. Vane). Przy-
pomniane sg takze prace E. Chargaffa,
podajgce stosunki molowe miedzy za-
sadami w czasteczkach ré6znych DNA.
Jak wspomina Chargaff, ktory juz
przedtem bytautorem wielu przyjetych
do druku w JBC prac, te akurat zostaty
przez jednego z recenzentéw odrzuco-
ne, bo ten nie wiedziat, dlaczego autor
odnosi te stosunki do zawarto$ci mo-
lowej dezoksyrybozy, ktérej zdaniem
recenzenta w DNA nie ma. Chargaff
wspomina, ze napisat wtedy do redak-
tord JBCrzeczywiscie niegrzeczny list. |
wreszcie warto wspomniec, ze to w JBC
ukazata sie praca najczesciej cytowana
w literaturze Swiatowej. Jest to artykut
O. H. Lowry'ego i wspéipracownikow
(JBC 1951, 193:265-275) poswiecony
metodzie oznaczania stezenia biatek,
majacy do 2004 roku 275 669 cytowan.
Tyle, ze Lowry tez pamieta, ze praca w
pierwszej wersji zostata przez redakcje
odrzucona i musiat sie niezle natrudzi¢
nad jej skroceniem do jednej trzeciej, a i
tak ledwo przeszia.

Bodzcem do omowienia tego wy-
dania JBC jest réwniez to, ze kilkaset
stronic tej ksigzki pochodzi spod pid-
ra autordw-biochemikéw, bedacych
najwiekszymi zyjacymi autorytetami
naszej dziedziny nauki. Wielu z nich,
tworcéw tego tomu, pamietamy jako
gosci Instytutu Biochemii i Biofizyki,
gdy wygtaszali seminaria w sali wykta-
dowej starego budynku przy ul. Rako-
wieckiej, atakze zichbytnosciw naszym
juz nowym gmachu na ul. Pawinskiego
w Warszawie. A niemal wszystkich
autorow ,,Refleksji" wspomina wielu
pracownikéw Instytutu Biochemii i
Biofizyki PAN, ktorzy odbywali staze
naukowe w kierowanym przez nich
laboratoriach i przynosili nam od Nich
do Kraju nowe idee, kierunki badawcze
a takze materialng pomoc.

Myslac o zestawie prac zaliczonych
do ,,Classics" warto zda¢ sobie sprawe
z tego, ze to tylko préba czasu okresla,
ktéra z tysiecy publikacji znajdzie kie-
dy$ swoje miejsce w takim wyborze.
W tym znalazty sie oczywiscie prace,
0 ktdrych dzi$ wiemy, ze legly u zro-
det wielkich odkry¢. Nie tak sie miata
sprawa w chwili przyjmowania owych
prac do druku, co dowodnie wida¢ we
wspomnieniach Chargaffa, Lowry'ego
linnych badaczy. | tu oczywiscie na-
tychmiast powstaje pytanie o tzw.
»,naukometrie™ czyli ocene wartosci
dziatan naukowych opartg o analizy a
posteriori. Ciekawe, czy autorzy owych
»Classics", gdy rozpoczynali swoje
badania nad zupetnie nieeksplorowa-
nymi uprzednio dziedzinami biosyn-
tezy makroczasteczek, mieli w swoim
dorobku odpowiednio wysoki kumu-
lacyjny wspotczynnik przebicia (IF),
pozwalajgcy na uzyskanie stosownych
wspar¢. Chyba nie. Stad nastepujgca
refleksja. Ocena nowych mysli odby-
wa sie w istocie a priori i opiera sie na
czyms$ co, w przypadku wydawcy cza-
sopismanaukowego, obejmuje elemen-
ty takie, jak doSwiadczenie, znajomos$é
dziedziny, ale i otwarto$¢ na nowe i
wreszcie co$ zupetnie nieuchwytnego
— smak naukowy. A w przypadku
decydenta — laika, ocena taka winna
by¢ przede wszystkim wsparta o sza-
cunek dla opinii srodowiskowej.

prof. Wtodzimierz Zagorski-Ostoja
prof. Tadeusz Chojnacki

Instytut Biochemii i Biofizyki PAN
ul. Pawinskiego 5a, 02-106 Warszawa
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Wedrdwki receptoréw jonotropowych
—do synapsy i z powrotem

STRESZCZENIE

obudzajaca transmisja synaptyczna w moézgu oparta jest na glutaminianie i angazuje

gtéwnie receptory jonotropowe AMPA i NMDA (nazwy pochodzg od selektywnych
agonistow receptoréw), zazwyczaj wspotwystepujgce w synapsie. Regulacja liczby i wtasci-
wosci tych receptoréw jest waznym elementem kontroli, zapewniajacej wiasciwe przekazy-
wanie informacji z neuronu do neuronu, ale réwniez przyczynia sie do powstawania zmian
plastycznych, lezagcych u podstaw dojrzewania uktadu nerwowego, uczenia si¢ i pamigci.
Receptory glutaminianu nie sg statycznymi elementami synapsy, przeciwnie, sa dostarcza-
ne do i usuwane z bton synaptycznych w sposéb regulowany przez aktywno$¢ neuronalna,
czyli przez stopien pobudzenia elektrycznego neuronu, lub raczej sieci neuronéw, wskutek
dziatania specyficznych bodZzcéw. Regulacja przemieszczania sie receptoréw do synaps jest
wieloetapowa i obejmuje transport z siateczki srédplazmatycznej, wedréowke wzdtuz den-
drytéw oraz lokalny transport w zakonczeniu synaptycznym. Proces ten kontrolujg liczne
biatka, oddziatujace z receptorami poprzez domeny PDZ oraz same receptory, mogace regu-
lowa¢ swojg liczebno$¢ w synapsie.

WPROWADZENIE

Neurony w uktadzie nerwowym przekazujg miedzy sobg informacje dzieki
wyspecjalizowanym strukturom - synapsom. W trakcie pobudzenia neuronu z
zakonczenia presynaptycznego do szczeliny synaptycznej uwalniany jest neu-
roprzekaznik, aktywujacy specyficzne receptory jonotropowe, w ktérych sktad
wchodzi kanat jonowy, umiejscowione w btonie postsynaptycznej. Aktywacja
tych receptoréw powoduje otwarcie tych kanatéw, naptyw jonéw do wnetrza
komorki i uruchomienie kaskady proceséw w neuronie postsynaptycznym. Ist-
niejg neuroprzekazniki pobudzajace, ktérych uwolnienie wywotuje depolaryza-
cje neuronu postsynaptycznego ijego pobudzenie, oraz hamujace, wywotujgce
hyperpolaryzacje btony i zmniejszenie pobudliwo$ci neuronu. Gt¥dwnym neu-
roprzekaznikiem pobudzajgcym w oSrodkowym uktadzie nerwowym jest kwas
glutaminowy (glutaminian), a hamujacym kwas y-aminomastowy (GABA). Nie-
zwyktg cechg synaps jest to, ze majg zdolno$¢ do modyfikacji swojej efektywno-
$ci. Zjawisko to nosi nazwe plastycznosci synaptycznej ilezy u podstaw uczenia
sie i zapamietywania. Plastyczno$¢ synaptyczna polega, w duzym uproszczeniu,
na zmianie ,,sity" synapsy, czyli zwigkszenia lub zmniejszenia wydajnosci prze-
wodzenia impulséw nerwowych, wskutek zmian jej aktywnosci [1]. Sposéb, w
jaki dochodzi do wzmocnienia synapsy od wielu lat jest przedmiotem dyskusji.
Receptory glutaminianu posredniczace w transmisji synaptycznej, przykuwaja
uwage badaczy, poniewaz ich liczba i wtasciwos$ci majg przemozny wptyw na
efektywnos¢ przekazywania pobudzenia. Tradycyjnie uwazano, ze wystarczaja-
cym wyjasnieniem funkcjonalnych zmian przekaznictwa sg modyfikacje tkwig-
cych w btonie postsynaptycznej receptoréw, np. fosforylacja, co prowadzi do
zmiany ich przewodnosci, czyli przepuszczalnosci dla jonéw czy powinowac-
twa do glutaminianu. Badania ostatniej dekady zburzyty ten statyczny obraz sy-
napsy iujawnity jej dynamiczng strukture, w ktoérej receptory stale krgzg miedzy
cytoplazmg a btong postsynaptyczng.

Wieksza cze$¢ przekaznictwa z udziatem glutaminianu odbywa sie za po-
Srednictwem dwdch klas receptoréw: receptorow AMPA (kwas a-amino-3-hy-
droksy-5-metylo-4-izooksazolopropionowy), przepuszczalnych dla jondw sodu
i potasu oraz receptorow NMDA (kwas N-metylo-D-asparaginowy), przepusz-
czalnych dodatkowo dla wapnia [2]. Kazdy z nich odgrywa nieco inng role w
przekaznictwie synaptycznym: receptory AMPA biora udziat w podstawowej
transmisji synaptycznej, podczas gdy receptory NMDA, przepuszczalne dla jo-
now wapnia, aktywowane sg przy silnym pobudzeniu komdrki i sg istotnym
elementem w indukowaniu zmian plastycznych. Receptory jonotropowe glu-
taminianu sg prawdopodobnie tetramerami, sktadajacymi sie z kilku rodzajéw
podjednostek. Sktad podjednostkowy stanowi o wiasciwosciach danego recep-
tora, dlatego tez podlega Scistej regulacji [3], Wiekszo$¢ biatek receptoréw neu-
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roprzekaznikéw syntetyzowana jest w ciele neuronu i tam
tez dochodzi do tworzenia kompleksow receptorowych,
ktore nastepnie transportowane sg do synapsy [4], Synteza i
transport receptordw sg procesami, na ktére sktada sie wiele
etapoéw. Wydaje sie, ze kazdy z nich moze by¢ regulowany
w sposob zalezny od aktywnosci neuronalnej iw ten sposéb
przyczynia¢ sie do powstawania zjawisk plastycznych.

RECEPTORY AMPA

SYNTEZA | EKSPORT Z SIATECZKI
SRODPLAZMATYCZNE]J

Znane sg cztery geny kodujace podjednostki receptora
AMPA: GIluRIl, GluR2, GIuR3 i GluR4. Receptory AMPA
sg heterotetramerami, zbudowanymi prawdopodobnie z
czterech podjednostek utozonych w rozmaitych kombina-
cjach. Podjednostki receptora charakteryzujg sie wysokim
stopniem homologii i zblizong budowg [2], Posiadajg duzg
domene N-koncowa, zlokalizowang na zewnatrz komorki,
cztery domeny wewnatrzbtonowe TM1-TM4 oraz najbar-
dziej zmienng ewolucyjnie domene C-konicowg. Domena
TM2, wspéttworzaca kanat receptora, nie penetruje przez
calg szeroko$¢ btony, stanowigc raczej hydrofobowa petle
zagtebiong w btonie od strony cytoplazmy (Ryc. 1), przez

N GluR2

M0

domena
rozpoznajaca PDZ

NR1

I AN
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_/
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Rycina 1. Schemat budowy podjednostki GluR2 receptora AMPA i podjednostki
NR1 receptora NMDA. N-koniec obu podjednostek potozony jest na zewnatrz
komérki, natomiast C-koniec skierowany jest do cytoplazmy. W domenie TM2
podjednostki GluR2 zaznaczono miejsce edytowania (Q/R) odpowiedzialne za
regulacje przepuszczalno$ci receptora dla jonéw wapnia oraz za regulacje eks-
portu receptoréw z siateczki srédplazmatycznej. Domena C-koricowa GIuR2 za-
wiera miejsce wigzania czynnika NSF, regulujacego egzo- i endocytoze GIuR2,
oraz sekwencje rozpoznajaca biatka z rodziny PDZ. W domenie C-koncowej
podjednostki NR1 receptora NMDA zaznaczono miejsce réznicowego sktadania
eksonéw C2/C2".
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co C-koncowa domena biatka skierowana jest do wewnatrz
i stanowi punkt zaczepienia dla innych biatek. Podjednostki
GIuRl i GIuR4 majg dtugie domeny C-kohAcowe, natomiast
podjednostki GIuR2 i GIluR3 —krdtkie [5].

Z badan nad skiadem podjednostkowym receptoréw z
hipokampa mézgu szczura wynika, ze naczesciej spoty-
kane kombinacje to GIuURI/GIuR2 oraz GIuR2/GIuR3 [6].
Mechanizm tgczenia sie monomeréw w okreslone kombi-
nacje nie jest doktadnie poznany. Wydaje sie, ze istotng role
moze tu odgrywa¢ domena N-koricowa, bowiem delecja
najbardziej proksymalnej czesci tej domeny znosi zdolno$¢
oligomeryzacji takiego biatka [4], Kompleksy GluRI/GIuR?2
stosunkowo szybko opuszczajg siateczke Srédplazmatycz-
ng i kierowane sg do aparatu Golgiego, gdzie ulegajg gli-
kozylacji. Natomiast kompleksy GIuR2/GIuR3 pozostajg
w siateczce $rodplazmatycznej znacznie diuzej. De facto,
duza pula GIuR2 zwigzana z GIuR3 (ok. 60 % catkowitego
GluR2) zdaje sie funkcjonowac w siateczce Srédplazmatycz-
nej jako stabilna pula niedojrzatych, czesciowo tylko gliko-
zylowanych receptoréw (Ryc. 2). Co ciekawe, uwiezienie
podjednostki GIuR2 w siateczce $rddplazmatycznej zalezy
w gtéwnej mierze od jednego tylko elementu — obecno$ci
reszty argininy w tzw. miejscu Q/R potozonym w regionie
uczestniczacym w formowaniu kanatu jonowego [7], Pod-
czas transkrypcji kodon kodujacy glutamine zostaje zamie-
niony na kodon argininy. Zamiana ta ma ogromny wptyw
na wiasciwosci receptora, powoduje bowiem zablokowanie
kanatu jonowego dla jondw wapnia [8], Pomiary elektrofi-
zjologiczne wskazuja, ze synaptyczne receptory AMPA sg
w przewazajgcej wiekszosci nieprzepuszczalne dla wapnia,
wiekszos¢ z nich musi wiec zawiera¢ podjednostke GIuR2
w formie redagowanej. By¢ moze pula wewngtrzkomérko-
wa, zwigzana z siateczkg srédplazmatyczng, stanowi zapas
tej kluczowej dla funkcjonowania receptora podjednostki.
Nie jest jeszcze poznane biatko, ktore przetrzymuje GluR2
w siateczce $rédplazmatycznej. Badania wykonane metodg
koimmunoprecypitacji GIuR2 z innymi biatkami wykazaty

GIuR2/GIuR3 GluR1/GluR2

’ GluR1
. GluR2
\ aktywnos$¢ synaptyczna
GluR3
+ arginina w miejscu Q/R

M czynnik zatrzymuijacy receptor

p< w bionie ER =

Rycina 2. Selektywny mechanizm eksportu receptoréw o r6znym sktadzie pod-
jednostkowym. Receptory GIuRI/GIuR2, po pobudzeniu neuronu opuszczaja
bez przeszkéd siateczke $réodplazmatyczng (ER) transportowane przez SAP97.
Niewielka liczba receptoréw GluR2/GIuR3 opuszcza siateczke $rédplazmatycz-
na przy udziale PICK1, wigkszo$¢ pozostaje w btonie siateczki $rédplazmatycz-
nej, zatrzymana przez lokalne biatka szaperonowe, wigzace si¢ z GluR2.
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Sciste wspotwystepowanie tej podjednostki z biatkiem BiP
(ang. immunoglobulin binding protein) i kalneksyng, biatka-
mi opiekuriczymi charakterystycznymi dla siateczki $rod-
plazmatycznej, zaangazowanymi w proces kontroli prawi-
dtowego zwijania nowo zsyntetyzowanych biatek [9]. By¢
moze biatka te, oprécz typowej dla biatek opiekunczych
funkcji, odpowiedzialne sg rowniez za przetrzymywanie
frakcji niedojrzatych receptorow w btonie siateczki $rédpla-
zmatycznej, stuzacych jako pula zapasowa. Eksport recep-
torbw AMPA z siateczki Srddplazmatycznej zalezy réwniez
od obecnosci sekwencji rozpoznajagcych domeny PDZ (ang.
PSD-95, disc large, zona occludens 1). C-koncowy fragment
podjednoski GIuR2 wigze sie miedzy innymi z domeng
PDZ biatka PICK1 (ang. protein interacting with C-kinase-1).
Biatko to, wykrywane zwykle we frakcji synaptosomalnej,
wykryto rdwniez w siateczce srédplazmatycznej gdzie, jak
sie wydaje, bierze udziat w regulacji wczesnych etapéw eks-
portu receptordw AMPA [10].

Mimo istnienia mechanizmu aktywnie zatrzymujgcego
kompleksy GIuR2/GIuR3 w siateczce srodplazmatycznej,
cze$¢ tych receptorow eksportowana jest do synapsy. Proces
ten ma charakter konstytutywny, jest w duzym stopniu nie-
zalezny od aktywnosci neuronu i stuzy podtrzymaniu pod-
stawowej transmisji pobudzajgcej [11], Natomiast transport
receptoréw GIluRI/ GIuR2 jest regulowany przez aktywnos$¢
neuronalng i zalezy od pobudzenia receptora NMDA. Sadzi
sie, ze inicjowane przez zwiekszong aktywnos$¢ neuronu
whbudowywanie receptorow GIuRI/ GIuR2 lezy u podstaw
szybkich zmian plastycznych, ktérych najlepiej opisanym
przyktadem jest diugotrwate wzmocnienie synaptyczne
(LTP, ang. long term potentiation) [12]. C-koniec podjednostki
GIuRI réwniez zawiera sekwencje wigzace sie zdomenami
PDZ. W przypadku tej podjednostki wykazano, ze wigze sie
ona z PDZ biatka SAP97 (ang. synapse associated protein 97)
[13]. Jest to jak dotad jedyne znane biatko wigzace sie z C-
koncowg domeng GIluRI. Biatko SAP97, wykryte poczatko-
wo W presynaptycznej czesci synapsy, jest obecne réwniez
w cytoplazmie i wspétwystepuje z niedojrzatymi, czescio-
wo glikozylowanymi receptorami AMPA w przedziale ER
- ds-Golgi [14]. Zmutowanie domeny wigzgcej SAP97 w
podjednostce GIuRI znosi indukowane aktywnos$cig neu-
ronalng pojawianie sie receptoréw GIuRI/GIuR2 w btonie
postsynaptycznej, sugerujac udziat SAP97 w transporcie re-
ceptoréw do synapsy [15].

TRANSPORT RECEPTOROW WZDtUZ DENDRYTOW
| W KOLCACH DENDRYTYCZNYCH

Wiekszo$¢ mRNA kodujgcego podjednostki receptoréw
glutaminianu znajduje sie w ciele neuronu. Tam tez do-
chodzi do syntezy biatka, tworzenia komplekséw recep-
torowych i ich dojrzewania w aparacie Golgiego. Gotowy
receptor musi by¢ wiec przetransportowany, czasem na
duza odlegto$é, wzdtuz dendrytow. Pecherzyki btonowe
zawierajgce receptory AMPA sg aktywnie transportowane
wzdtuz dendrytéw przez biatka motoryczne z rodziny ki-
nezyn (Ryc. 3) [16]. Szczeg6towy mechanizm tego zjawiska
nie jest jeszcze opisany. Prawdopodobnie uczestniczy w
nim biatko GRIP1/ABP (ang. glutamate receptor interacting
protein 1/AMPA binding protein), nalezgce do wigkszej rodzi-
ny biatek zawierajgcych kilka domen PDZ. W duzej iloSci
wystepuje w synapsach, ale znajdowane jest rowniez w pe-
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Rycina 3. Transport receptoréw AMPA wzdtuz widkien cytoszkieletu. Ruch re-
ceptorow AMPA wzdtuz mikrotubul wymaga interakcji pomiedzy C-korficem
podjednostki GIuR2 i domeng PDZ biatka GRIP/ABP, ktére z kolei oddziatuje z
kinezyna KIF1 poprzez biatko liprin-a. W kolcach dendrytycznych, ktdre nie za-
wierajg mikrotubul ruch receptoréw odbywa sie wzdtuz filamentéw aktynowych
za posrednictwem biatek 4.1N/G.

cherzykach opuszczajgcych aparat Golgiego, gotowych do
dalszego transportu. GRIP1/ABP rozpoznaje podjednostki
GluR2, GIuR3, oraz GluR4, jak réwniez ma zdolno$¢ bezpo-
$redniego wigzania kinezyny [17,18]. Takie potréjne kom-
pleksy GIluR2, GRIPI/ABP/kinezyna wykrywa sie metodg
koimmunoprecypitacji w lizatach z mézgu. Do kompleksu
GRIPI/ABP/GIuR2 przytacza sie tez biatko liprin-a, rozpo-
znajace specyficzng neuronalnie kinezyne KIF1A (ang. kine-
sinfamily protein 1A) oraz biatko GIT1, wigzace sie z kolei z
liprin-a [19-21]. Jego funkcja w transporcie kompleksu jest
niejasna, niemniej jednak zaburzenie oddziatywania tego
biatka z liprin-a powoduje znaczacy spadek poziomu synap-
tycznych receptorow AMPA [19].

Koncowy etap wedrowki wzdtuz witdkien cytoszkieletu
odbywa sie w kolcach dendrytycznych, na ktérych umiej-
scowiona jest wiekszo$¢ synaps pobudzajacych. Kolce
dendrytyczne nie zawierajg mikrotubul, receptory trans-
portowane sg wiec wzdtuz widkien aktynowych. Mecha-
nizm tego transportu jest bardzo stabo poznany, wiadomo
jednak, ze depolimeryzacja aktyny powoduje zaburzenia w
dostarczaniu receptoré6w do synapsy [22], Prawdopodob-
nym posrednikiem miedzy receptorem AMPA a cytoszkie-
letem aktynowym sg adaptorowe biatka 4.1N i 4.1G, kotwi-
czace rozmaite biatka do szkieletu aktynowego. Maja one
zdolno$¢ wigzania sie z podjednostkg GIuRIl i GIuR4 w C-
koncowej czesci tych biatek [23], Wykazano, ze prawidtowe
funkcjonowanie biatka 4.1N jest warunkiem pojawienia si¢
receptorow AMPA na powierzchni btony postsynaptycznej
[23], jednak molekularne podstawy tego zjawiska wymaga-
ja dalszych badan.

WBUDOWYWANIE SIE RECEPTOROW AMPA
DO BLONY POSTSYNAPTYCZNEJ

Ostatnim etapem na diugiej drodze receptoréw do sy-
napsy jest ich wbudowanie w btone postsynaptyczng. Jest
to poces niezwykle dynamiczny. Wydaje sie, ze przynajm-
niej czes¢ receptorow podlega naprzemiennej egzocytozie i
internalizacji [24], Kierowanie receptoréw do btony postsy-
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naptycznej odbywa sie na drodze oddziatywania domeny
C-koncowej podjednostek receptorowych z wieloma biatka-
mi. Jak juz wspomniano, receptory GIuRI/GluR2 docierajg
do synapsy w odpowiedzi na pobudzenie komérki dzieki
oddziatywaniom z biatkiem SAP97, natomiast receptory
GluR2/GIuR3 korzystaja z innego mechanizmu transpor-
towego, angazujagcego PICK1-GRIP1/ABP. Jak sie wydaje,
biatka te uczestnicza takze w koncowym etapie transportu
receptoréw do btony oraz ich stabilizacji [10] (Ryc. 4). Po-
niewaz zawierajg one wiele domen PDZ, moga stuzy¢ jako
pomosty taczace receptory z wieloma innymi biatkami, np.
biatkami rusztowania (ang. scaffolding proteins) lub kinaza-
mi, fosforylujagcymi receptory i w ten sposéb wptywajacymi
na ich wkasciwosci.

Oprécz wyzej wspomnianych, réwniez inne biatka wy-
krywane sg w kompleksach z receptorami AMPA. Nalezg
do nich NSF (ang. N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein),
stargazyna (ang. stargazin), obecne w zageszczeniu postsy-
naptycznym (PSD, ang. postsynaptic density). NSF, ATPaza
zaangazowana w procesy fuzji bton plazmatycznych wig-
ze sie bezposrednio z podjednostkg GIuR2 [25]. Z drugiej
strony posiada tez zdolno$¢ oddziatywania z kompleksami
biatkowymi SNARE (ang. soluble N-ethylmaleimide-sensitive-
factor attachment protein receptor), obecnymi w czesci postsy-
naptycznej synapsy, do ktérych nalezy vSNARE na peche-
rzykach i tSNARE na btonie docelowej. Zniszczenie kom-
pleksow SNARE, np. przy uzyciu botuliny podanej do za-
konczenia postsynaptycznego, wywotuje znaczacy spadek
transmisji synaptycznej zaleznej od receptorow AMPA [26],
a zablokowanie wigzania NSF i podjednostki GIuR2 powo-
duje zmniejszenie powierzchniowej ekspresji receptoréow
AMPA oraz zaleznej od nich transmisji [27,28]. Wszystkie te
obserwacje wskazujg na uzaleznienie obecnosci funkcjonal-
nych receptorow AMPA w synapsie od procesow fuzji bton
plazmatycznych, a wiec od egzocytozy.

W dostarczaniu receptoréw AMPA do btony postsynap-
tycznej prawdopodobnie bierze réwniez udziat stargazyna
oraz jej homologi tworzace rodzine TARP (ang. transmembra-
ne AMPAR regulatory proteins) [29], Biatka te niewybi6rczo
wigzg sie ze wszystkimi znanymi podjednostkami receptora
AMPA oraz z domeng PDZ biatka PSD-95 (ang. post-synap-
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Rycina 4. Lokalny transport receptoréow AMPA w synapsie. Receptory GIuR I/
GluR2 docierajg do synapsy za posrednictwem biatka SAP97. Receptory GluR2/
GluR3 zwigzane z biatkiem GRIP/ABP sa whudowywane w btone do bton przy
udziale czynnika NSF. NSF konkuruje o miejsce wigzania z AP2, odpowiedzial-
nym za internalizacje tych receptoréw.
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tic density-95), niezwykle istotnym sktadnikiem zageszcze-
nia postsynaptycznego, tworzacym jego rusztowanie [29],
Powigzanie receptoréw z PSD-95 poprzez stargazyne jest
niezbedne, aby pojawié sie mogty w btonie postsynaptycz-
nej [30]. Pozbawienie stargazyny ostatnich czterech ami-
nokwaséw rozpoznajagcych domene PDZ w biatku PSD-95
powoduje, ze receptory AMPA pojawiajg sig, co prawda, na
powierzchni komorki, ale poza obszarem synapsy. Cieka-
we, Ze stargazyna wykrywana jest w towarzystwie recepto-
row AMPA rowniez na wczesnych etapach ich biosyntezy,
0 czym $wiadczy jej wspoétwystepowanie z niedojrzatymi,
czesciowo glikozylowanymi podjednostkami [29],

Nie jest jasne jak te dwa mechanizmy, selektywny w
stosunku do podjednostek receptora oraz nieselektywny,
wspoétpracujg ze sobg w procesie regulacji liczby receptoréow
AMPA w synapsie. Sugeruje sie, ze mechanizm nieselek-
tywny, zalezny od biatek TARP miatby nadrzedng funkcje
zapewniajac staty doptyw receptoréw gotowych do wbudo-
wania w btone postsynaptyczng, natomiast mechanizm se-
lektywny maégtby decydowaé o konkretnym sktadzie pod-
jednostkowym i w efekcie o wiasciwosciach biofizycznych
receptorow oraz plastycznosci [29],

USUWANIE RECEPTOROW AMPA Z SYNAPSY

Usuwanie receptorow z btony postsynaptycznej jest tak
samo istotnym etapem regulacji sity synapsy i plastycz-
nosci synaptycznej jak ich inkorporacja. Stwierdzono, ze
okre$lona pula receptoréw ulega ciagtej rotacji. Sadzi sie, ze
zarobwno konstytutywna jak i stymulowana internalizacja
receptorow zachodzi na drodze mechanizmu zaleznego od
klatryny, typowego dla wielu biatek btonowych [31]. Kon-
stytutywny obrot receptordw jest nieselektywny w stosun-
ku do podjednostek receptora i dotyczy zaréwno GIuRI i
GIluR2/3 [31]. Ciekawe, ze eksperymentalna ingerencja w
procesy endocytozy nie obniza liczby receptoréow AMPA w
btonie postsynaptycznej, sugerujac istnienie mechanizmu
wspoétkontrolujacego endo- i egzocytoze, zabezpieczajace-
go obecno$¢ statej liczby receptoréw w btonie i tym samym
transmisje synaptyczng przed zaburzeniami [32], Regulo-
wana endocytoza, prowadzaca do zmiany poziomu recep-
tor6w w btonie wydaje sie zaleze¢ réwniez od aktywnosci
synaptycznej i pobudzenia receptorow AMPA lub NMDA,
lub tez od dziatania innych czynnikow. Wykazano np., ze
w warunkach doswiadczalnych insulina wywotuje endo-
cytoze receptoréw, nie wptywajgc jednoczesnie na proces
egzocytozy, co skutkuje zmniejszeniem liczby receptorow
AMPA na powierzchni i ostabieniem transmisji synaptycz-
nej [31]. Taki mechanizm by¢ moze lezy u podstaw niekto-
rych procesow plastycznych, takich jak np. diugotrwate
ostabienie synaptyczne (LTD) [6,11]. Regulowana insuling
endocytoza wydaje sie by¢é procesem wybiérczym w sto-
sunku do sktadu podjednostkowego i dotyczy okreslonej
puli receptoréw zawierajacych podjednostke GIuR2. Opie-
ra sie na oddziatywaniach biatka NSF z jej C-koncem [31].
W postaci zwigzanej z GluR2, NSF stabilizuje receptory
AMPA w btonie postsynaptycznej. W regulacji endocytozy
uczestniczy réwniez PICK1, ktdrego obecno$é stymuluje in-
ternalizacje komplekséw receptorowych. Biatko PICK1 ma
zdolno$¢ wigzania kinazy C. W kompleksie z PICK1/ GIuR2
kinaza C fosforyluje podjednostke GIuR2 i blokuje jej od-
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dziatywanie z GRIP/ABP majacym zdolno$¢ utrzymania
receptorow AMPA w btonie. Oddziatywanie PICKI-GIuR2
jest regulowane przez czynnik NSF. Zwigzanie czynnika z
podjednostka GIuR2 indukuje jego aktywno$é ATPazowsg i
powoduje dysocjacje kompleksu PICKI-GIuR2, umozliwie-
nie wigzania GRIP/ABP i stabilizacje receptorow w btonie
postsynaptycznej [33]. Odtaczenie NSF, oprdcz opisanych
powyzej skutkdw, prawdopodobnie prowadzi réwniez do
odblokowania miejsca wigzania kompleksu adaptorowego
AP2, ktory inicjuje zalezng od klatryny szybka endocytoze
receptorow [34],

Wydaje sie jednak, ze procesy endo- i egzocytozy nie
zachodzg bezposrednio w obrebie zageszczenia synaptycz-
nego. Receptory AMPA majg zdolnos$¢ dyfuzji bocznej w
btonie plazmatycznej. Stymulacja neuronéw glutaminia-
nem zwieksza ich ruchliwo$¢ w btonie iredukuje zlokalizo-
wang w synapsie stabilng, mato ruchliwg pule receptorow
na korzys$¢ ruchliwych receptoréw pozasynaptycznych [35].
Réwniez podczas LTD, obserwuje sie przyspieszong dyfuzje
receptorow z synapsy do okolic przylegajacych, a nastepnie
dopiero ich internalizacje na drodze endocytozy. Hipoteze
te potwierdza odkrycie ,,goragcych plam™ endocytozy zlo-
kalizowanych w poblizu zageszczenia postsynaptycznego
[36], To moze wskazywac na udziat dyfuzji bocznej recepto-
row w regulacji ich liczby podczas proceséw plastycznych.
Mechanizmy regulujagce dyfuzje boczng receptorow nie sg
jeszcze wyjasnione. Wydaje sie jednak, ze istotng role moze
tu odgrywac lokalne stezenie wapnia. Wiadomo bowiem,
ze wzrost jego stezenia prowadzi do zmniejszenia ruchli-
wosci receptorow w blonie cytoplazmatycznej, by¢ moze
poprzez modyfikacje oddziatywan receptora i biatka rusz-
towania, lub poprzez wptyw na organizacje cytoszkieletu
podbtonowego [35].

Dalsze losy receptoréw, ktére ulegty internalizacji zale-
73 od stopnia pobudzenia neuronu. W warunkach podsta-
wowej transmisji synaptycznej (kiedy receptory NMDA s3
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Rycina 5. Sortowanie internalizowanych receptoréw AMPA. Po pobudzeniu receptoréow AMPA glutami-
nianem internalizowane receptory kierowane sa do pdznego endosomu i w efekcie do degradacji. Stymula-
cja receptora NMDA wywotuje internalizacje receptorow AMPA, po ktdrej nastepuje szybkie powtérne ich

whbudowanie.
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recykling

w duzej mierze nieaktywne) wiekszos¢ internalizowanych
receptorow ulega ponownemu whudowaniu do btony sy-
naptycznej. W przypadku silnego pobudzenia synapsy
aktywacji ulegajg zaréwno receptory AMPA jak i NMDA.
W badaniach przeprowadzonych na hodowlach neuro-
néw stwierdzono, ze w przypadku pobudzenia receptoréw
AMPA powrot receptoréw do btony jest bardzo powolny
i nie wszystkie receptory ponownie sa whudowywane w
btone, podczas gdy pobudzenie receptorow NMDA powo-
duje gwattowny i niemal catkowity powrdt internalizowa-
nych receptorow AMPA do btony (Ryc. 5). Niezaleznie od
tego, przez jaki receptor wywotana zostata internalizacja
receptordw, trafiajg one do wczesnego endosomu. Stamtad
receptory internalizowane wskutek pobudzenia receptora
AMPA trafiajg do p6znego endosomu i do kompartmentu
lizosomalnego, a receptory internalizowane po pobudzeniu
receptora NMDA ulegajg recyklingowi. Procesowi inter-
nalizacji receptora AMPA po pobudzeniu przez receptory
NMDA towarzyszy szybka defosforylacja podjednostki
GHuRlI, po ktorej nastepuje jej szybka ponowna fosforylacja,
skorelowana z kolei z powtérnym whudowaniem receptora
w btone [32]. Sugeruje to prosta regulacje wedrdwki recep-
tora poprzez jego fosforylacje.

RECEPTORY NMDA

Receptory NMDA odgrywajg kluczowa role w wielu for-
mach plastyczno$ci mézgu. Ich pobudzenie jest niezbedne
dla powstania dtugotrwatego wzmocnienia synaptyczne-
go LTP, ale i dla dtugotrwatego ostabienia synaptycznego
LTD w wiekszosci zbadanych sieci neuronéw [1], Receptory
NMDA zbudowane sg, podobnie jak inne receptory jonotro-
powe glutaminianu, z czterech podjednostek. Znanych jest
kilka genow kodujgcych podjednostki receptora NMDA:
NR1, NR2A-D, oraz NR3 [2]. Budowa podjednostek recep-
tora NMDA jest zblizona do opisanej dla receptora AMPA
(Ryc. 1).

EKSPORT RECEPTOROW NMDA Z ER

Pierwszy etap regulacji receptorow
NMDA odbywa sie juz na etapie trans-
5 krypcji i zalezy od pobudzenia neuronu, a
polega na alternatywnym wigczaniu badz
wytgczaniu (ang. alternative splicing) ekso-
nu 22 z sekwencji mMRNA kodujacego pod-
jednostke NR1. W sytuacji zablokowania
aktywnosci neuronalnej ekson 22 jest usu-
wany z pre-mRNA NR1, co skutkuje synte-
zg podjednostki NR1 zawierajacej tzw. do-
mene C2' w C-koncowej czesci sekwencji
NR1. Natomiast silne pobudzenie neuronu
inicjuje wigczenie eksonu 22 i zmianeg se-
kwencji C-koiAcowej na taka, ktora koduje
domene C2. Domena C2' zawiera sekwen-
cje utatwiajgce uwalnianie NR1 z siatecz-
ki Srédplazmatycznej poprzez wigzanie
kompleku COPII (ang. coat protein complex
I) ikierowanie receptora do miejsc, z kto-
rych uwalniane sg pecherzyki migrujgce
nastepnie do dalszych przedziatéw btono-
wych [37,38]. W sytuacji niskiego pobudze-

reinsercja

355



obnizona aktywno$¢ neuronalna

00000

ekspresja w bionie
postsynaptycznej

%

1 pecherzyk transportujacy
receptory do synapsy

eksport z ER

.
™

normalna transmisja

domena C-koricowa
. podjednostek recepto-
rowych, oddziatujgca
z domenami PDZ bia-
tek wspomagajacych
transport. Podjednost-
ka NR1 posiada ra-
czej krétki C-koniec,
w dodatku najczesciej
spotykany wariant nie
zawiera zadnej dome-

zwigkszona aktywnos$¢ neuronalna

COPII

ny PDZ. Natomiast
podjednostki NR2
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meryczne  receptory
NR1 pozostajg w ER,
natomiast podjednost-
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czaja sie do synaps
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Rycina 6. Model zaleznego od aktywnos$ci eksportu receptorow NMDA z siateczki $rédplazmatycznej (ER). Przy niskiej aktywnosci
neuronalnej w wyniku réznicowego sktadania mRNA NR1 powstajg formy NR1-C2', sprzyjajace szybkiemu eksportowi podjednostki
NR1 z siateczki $rédplazmatycznej. Stymulacja neuronu przesuwa réwnowage na korzy$¢ form C2, zatrzymywanych w siateczce $réd-

plazmatycznej.

nia neuronalnego mamy wiec do czynienia ze zwiekszonym
uwalnianiem receptora NMDA z siateczki $roplazmatycz-
nej. Prawdopodobnie prowadzi to do zwigkszenia dostep-
nosci receptora dla inkorporacji w btony postsynaptyczne
i tym samym przyczynia sie do utrzymania homeostazy.
Podobnie, mechanizm ten dziata w odwrotnym kierunku
(Ryc. 6). Sposéb, w jaki aktywno$¢ neuronalna wptywa na
obrobke mRNA NR1 nie jest poznany. Sugeruje sie tu udziat
kinaz biatkowych, ktdre regulujg zaréwno réznicowe skita-
danie jak i liczbe receptorow NMDAw synapsie. Wydaje
sie, ze kinaza biatkowa A i kinaza biatkowa C majg zdol-
nos$¢ synergistycznej fosforylacji, stymulujgcej opuszczenie
siateczki srodplazmatycznej przez podjednostke NR1 [37],

TRANSPORT RECEPTOROW NMDA Z ER DO SYNAPSY

Jak wynika z badan nad receptorami AMPA, w trans-
porcie receptoréw glutaminianu z siateczki $rédplazma-
tycznej do synapsy istotng role odgrywa cytoplazmatyczna
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aczkolwiek po ich
usunieciu z biatka
niewielka cze$¢ re-
ceptorow nadal byta
transportowana do
synaps, CO sugeruje
istnienie dodatkowego mechanizmu transportu, niezalez-
nego od oddziatywan z PDZ [39],

Transport receptorow wzdtuz dendrytdw odbywa sie za
posrednictwem kinezyny KIF17 wigzacej sie z podjednost-
ka NR2B poprzez biatko LIN 10 [40]. W obrebie kolca den-
drytycznego receptory transportowane sg prawdopodobnie
przez miozyny lub inne biatka motoryczne, zwigzane ze
szkieletem aktynowym [41].

LOKALNY TRANSPORT RECEPTOROW NMDA
W ZAKONCZENIU POSTSYNAPTYCZNYM

Receptory NMDA podlegajg statemu cyklowi wbudo-
wywania i internalizacji do i z btony postsynaptycznej na
drodze egzo- i endocytozy [42]. Analogicznie jak w przy-
padku receptorow AMPA, liczba receptordw NMDA jest
wynikiem ustalonej réwnowagi miedzy szybko$ciami z
jakimi zachodza te procesy. Co wiecej, rownowaga ta jest
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wyraznie zalezna od aktywnos$ci neuronalnej. Kinaza biat-
kowa C szesciokrotnie zwieksza tempo inkorporacji recep-
torow NMDA w btony na drodze egzocytozy regulowanej
przez kompleksy SNARE [43]. W btonie postsynaptycznej
receptory NMDA zakotwiczone sg poprzez biatka ruszto-
wania zageszczenia postsynaptycznego. Podjednostki NR2
majg zdolno$¢ wigzania sie z domeng PDZ biatka PSD-95
[44], Poprzez PSD-95 receptory NMDA majg mozliwo$¢ od-
dziatywan z kompleksem sygnatowym, obejmujgcym m.in.
syntaze tlenku azotu i synGAP (ogniwo tgczace receptor
NMDA z kaskadg ERK/MAPK) [45-47],

Endocytoza receptorow NMDA rowniez jest regulowana
przez aktywno$¢ synaptyczng. Niskoczestotliwo$ciowa sty-
mulacja, pobudzenie receptorow metabotropowych gluta-
minianu czy zwigzanie liganda —wszystkie te procesy sty-
mulujg zwigzanie receptora z kompleksem AP2 i interna-
lizacje receptora [37], Egzocytoza i endocytoza receptordw
NMDA, podobnie jak AMPA, zachodzi w wyspecjalizowa-
nych obszarach potozonych pozasynaptycznie [36,48]. Re-
ceptory w potozeniu pozasynaptycznym stanowig ruchliwg
pule, tatwo dostepng w razie potrzeby.

Nie tylko liczba, ale i sktad podjednostkowy receptora
NMDA jest modyfikowany w procesie lokalnego transpor-
tu w synapsie. Insercja podjednostek NR2B ma charakter
konstytutywny i nie wymaga aktywnos$ci synaptycznej,
podczas gdy podjednostka NR2A pojawia sie w synapsie
po pobudzeniu neuronu [39], Réwniez internalizacja pod-
jednostek na drodze endocytozy zachodzi z r6zng wydaj-
noscig, podjednostki NR2A i NR2B majg bowiem rdznigce
sie miedzy sobg sekwencje rozpoznawane przez kompleks
AP2, majace rézne do niego powinowactwo [42,49], Rze-
czywiscie, endocytoza podjednostki NR2B zachodzi szyb-
ciej niz NR2A [42]. Podjednostki NR2B sg znacznie czesciej
wykrywane w potozeniu pozasynaptycznym, co rowniez
przyczyniac sie moze do zwiekszenia tempa internalizacji.
Po endocytozie pecherzyki zawierajgce podjednostki NR2A
kierowane sg najczesciej do p6znego endosomu i przezna-
czone do degradacji, natomiast pecherzyki niosgce podjed-
nostke NR2B podlegajg recyklingowi [49].

RECEPTORY KAINIANOWE

W przeciwienistwie do receptorow AMPA, ktdre uczest-
niczg w gtoéwnej transmisji synaptycznej, receptory kainia-
nowe sg odpowiedzialne raczej za regulowanie aktywnosci
sieci neuronalnych [50], Petnig rozmaite funkcje w neuro-
nach, zaleznie od miejsca, w ktorym sg zlokalizowane. Re-
ceptory kainianowe znajdowane sa w synapsach lub perisy-
naptycznie, wystepuja tez presynaptycznie, gdzie dziataja
jako autoreceptory regulujgce wydzielanie glutaminianu.
Nie stwierdzono zadnej specyficznosci co do pre- lub post-
synaptycznej lokalizacji poszczego6lnych typéw podjed-
nostek. Molekularny mechanizm sortowania receptoréw
kainianowych do aksonéw lub dendrytéw ciagle pozostaje
nieznany. Receptor kainianowy jest tetramerem, w ktérego
sktad moga wchodzi¢ podjednostki GIuR5, GIuR6, GIuR?7,
KA i KA2 [51]. Dodatkowe urozmaicenie wprowadza réz-
nicowe ciecie i sktadanie mRNA, stwierdzone w przypad-
ku podjednostek GIuR5 -7, oraz edycja mMRNA [2], Budowa
podjednostki receptora kainianowego jest bardzo zblizona
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do podjednostek innych receptorow glutaminianu, z ze-
whnatrzplazmatyczng czesciag N-koricowg i C-koricowym
cytoplazmatycznym ogonem.

Podobnie jak inne receptory glutaminianu, tetramery re-
ceptoréw kainianowch sktadane sg juz w siateczce $rodpla-
zmatycznej [52]. O eksporcie z siateczki $rédplazmatycznej,
a raczej o zatrzymaniu podjednostki receptorowej w prze-
dziale wewnatrzkomérkowym decyduje obecno$¢ okreslo-
nej sekwencji biatkowej w C-koncowej domenie receptora.
Wykryto takie sekwencje w podjednostkach KAI i GluR5c
(jeden z wariantow réznicowego sktadania). W komplek-
sach homomerycznych podjednostki te nie opuszczajg ER
[53,54]. Opuszczajg one siateczke $rodplazmatyczng dzieki
podjednostce GIuR6a, ktéra zar6wno w kompleksach homo-
jak i heteromerycznych tatwo opuszcza siateczke $rddpla-
zmatyczng [53]. Pojawianie sie receptorow w synapsie re-
gulowane jest przez oddziatywania C-koricowych domen
podjednostek receptora z domenami PDZ innych biatek. Co
ciekawe, zablokowanie oddziatywan C-konca z PDZ nie za-
burza transportu receptordw z siateczki srodplazmatycznej,
ma natomiast wptyw na ich wbhudowywanie sie w btone
komérkowa. Swiadczy to o odrebnych mechanizmach re-
gulujacych transport receptoréw na wczesnym i koicowym
etapie. Podjednostka GluR6a, zaréwno in vitro jak in vivo ma
zdolnos$¢ rozpoznawania takich biatek jak PSD-95, SAP97,
SAP102 (ang. 102kDa synapse associated protein), CASK (ang.
calmodulin-associated serine/threonine kinase), synteniny oraz
wspomnianych juz GRIP i PICK1 [50]. Rdwniez podjednost-
ka GIuR5 wigze GRIP i PICK1 [55], Podjednostka GIuR6
dodatkowo ma zdolno$¢ oddziatywania z kompleksami
adhezyjnymi kadheryna - katenina, wystepujacymi szcze-
golnie licznie w obszarach perisynaptycznych. By¢ moze
oddziatywania GIuR6 z tymi biatkami odpowiedzialne sg
za kierowanie receptoréw kainianowych do tych witasnie
okolic [56].

Liczba receptoréw kainianowych regulowana jest na
drodze endocytozy. W warunkach podstawowej transmi-
sji synaptycznej cze$¢ receptoréw podlega internalizacji.
Zwiekszenie aktywnos$ci komdrki znacznie przyspiesza
tempo tego procesu. Losy pecherzykéw endocytotycznych
sg uzaleznione od sposobu pobudzenia komorki. Jesli endo-
cytoza receptorow kainianowych zachodzi wskutek pobu-
dzenia receptora NMDA, receptory szybko wracajg do bto-
ny. Natomiast aktywacja samych receptoréw kainianowych
(aktywacja ligandem) prowadzi do ich szybkiej degradacji
w lizosomach [57],

PODSUMOWANIE

Mimo ogromnego postepu dokonanego w ciggu ostatniej
dekady, wiedza na temat mechanizmdw regulacji przekaz-
nictwa synaptycznego i roli receptoréw w plastycznosci
uktadu nerwowego ciggle jest wyrywkowa. Wiele pytan
pozostaje jeszcze otwartych: jakie inne biatka oddziatujg
z receptorami i jaki majg wptyw na ich funkcje? Czy me-
chanizmy regulacji receptoréw sa dla wszystkich rodzajow
neuronow jednakowe? Jakie znaczenie dla przekaZznictwa
i plastyczno$ci majg receptory kainianowe? Niezbedne sg
badania opisujace szczegdtowo, stabo jak dotad poznane,
poczatkowe etapy transportu, w odréznieniu od tych za-
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chodzacych w synapsie oraz opisanie maszynerii bezpo-
Srednio uczestniczacej w transporcie receptoréw. Z drugiej
strony, niezbedne sg badania przeprowadzone na bardziej
fizjologicznych modelach. Nalezy pamieta¢, ze wiekszos¢
danych pochodzi z eksperymentéw przeprowadzonych w
najlepszym wypadku na hodowlach pierwotnych neuro-
néw, a gtdwnie z badan nad ekspresjg rekombinowanych
receptordw w komorkach nieneuronalnych. Czy wszystkie
dane uzyskane z tych badan zostang potwierdzone in vivo
—pozostaje nadal nierozstrzygnietg kwestig.
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ABSTRACT

Glutamate is a major excitatory neurotransmitter in brain. It engages mainly ionotropic glutamate receptors of AMPA and NMDA type. Thus,
regulation of the number and properties of the receptors is crucial for correct neuronal communication, but also contributes to various forms
of synaptic plasticity, namely neuronal development, learning and memory. Glutamate receptors are not static components of synapses. On
the contrary, they are continuously delivered and removed from postsynaptic membranes and this process is regulated by synaptic activity.
Receptor trafficking to synapses is a multi-step process, involving exit from endoplasmic reticulum, transport along dendrites, incorporation
to postsynaptic membrane and finally removing them from synapses. The transport is regulated by numerous proteins, especially those be-
aring PDZ domains, or by receptors themselves.
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STRESZCZENIE

zynniki nalezace do duzej rodziny transformujacych czynnikéw wzrostu p kontrolu-

jg wiele proceséw komérkowych takich jak podziaty komoérkowe, réznicowanie, czy
morfogeneza. Uczestnicza w rozwoju zwtdknienia, inicjujg proces apoptozy, towarzyszac
rozwojowi wielu stanéw patologicznych. Przedstawiciele rodziny TGF-P sg syntetyzowani
jako duze czasteczki prekursorowe, wydzielane na zewnatrz komoérki w formie nieaktyw-
nej. Zapobiega to wigzaniu czynnika wzrostu do jego receptora. Po aktywacji ligandy TGF-P
wigzg sie z receptorem na powierzchni komérki. Wynikiem aktywacji kinazy receptora jest
ufosforylowanie wewngatrzkomdrkowych substratéw przez zaktywowang kinaze receptora
i w rezultacie transdukcja sygnatu do jadra komdérkowego. Najlepiej poznanymi biatkami
efektorowymi sygnalizacji TGF-p sa biatka Smad. Przedstawiciele rodziny TGF-P uczestni-
czg takze w przekazywaniu sygnatéw na drogach niezaleznych od biatek Smad. Regulacja
przekazywania sygnatow, rola biatek Smad oraz innych efektoréw w szlakach sygnatowych
rodziny TGF-p wskazuje na ztozono$¢ regulacji i oddziatywan, ktére towarzysza odpowie-
dzi komorkowej.

WPROWADZENIE

Cytokiny z rodziny miedzykomoérkowych czynnikéw sygnalizacyjnych
TGF-p (ang. transforming growth factor jJ) wykazuja r6znorodne funkcje in vitro
i in vivo. Sq one regulatorami proliferacji, r6znicowania, rozwoju zarodkowe-
go i morfogenezy, uczestniczac takze w rozwoju zwtoékienia oraz wielu stanow
patologicznych [1-3]. Przedstawiciele rodziny TGF-p odpowiadajg rowniez za
indukcje procesu apoptozy [4]. Badania nad biologiczng rolg czynnikéw wzro-
stu z rodziny TGF-p w rozwoju zarodkowym i regeneracji wielu typow tkanek
rozwinety sie intensywnie w drugiej potowie lat 80. XX wieku, kiedy zidentyfi-
kowano sekwencje cDNA TGF-p cztowieka oraz strukture genu jego prekursora
[5], Wczesne badania nad TGF-p dotyczyty przede wszystkim jego zwigzku z
procesem nowotworzenia. Poczagtkowo sgdzono, ze TGF-P jest czynnikiem od-
powiedzialnym jedynie za transformacje nowotworowg komorek. Kiedy stato
sie jasne, ze TGF-p skuteczne blokuje cykl komérkowy, ajego dziatanie ma zwig-
zek z wieloma schorzeniami, np. artretyzmem [6], osteoporozg [7], czy procesem
gojenia ran [8,9], badania rozszerzono na wszystkie komérki pochodzenia me-
zenchymalnego, skupiajac sie przede wszystkim na tkance tgcznej [10] i kostnej
[11].

RODZINA CZYNNIKOW TGF-p

W tkankach ssakdéw opisano prawie 40 przedstawicieli rodziny czynnikéw
wzrostu TGF-p. Ze wzgledu na réznice w ich budowie oraz w procesach, w kto-
re s§ zaangazowane, czynniki wzrostu z rodziny TGF-p zostaty podzielone na
kilka grup, wyréznionych w obrebie dwoch podstawowych podrodzin: TGF-p/
aktywiny oraz BMP/GDF (ang. bone morphogenetic protein/growth and differentia-
tionfactor). Nalezg do nich trzy izoformy transformujacego czynnika wzrostu-p
(TGF-P): TGF-pi, -p2 i ~p3, bedace prototypami catej rodziny: BMP, aktywiny,
inhibiny, nodal, miostatyny i innych (Tab. 1). Ich dziatanie zwigzane jest z roz-
nymi tkankami i typami komdrek [3,12,13],

Biatka wchodzace w sktad podrodziny BMP opisywane sg jako czynniki in-
dukujgce tworzenie tkanki kostnej i chrzastki. Odgrywaja one istotng role w in-
dukcji mezodermy brzusznej, réznicowaniu tkanki nerwowej i organogenezie
[14-16]. Przedstawiciele grupy aktywin peinig funkcje aktywatoréw hormonu
folikularnego (FSH) wydzielanego przez przysadke [17], Znana jest rowniez
ich funkcja promujgca proces erytropoezy [18], Natomiast TGF-pi, TGF-P2 oraz
TGF~p3 regulujg formowanie miotub, rozw6j motoneuronéw czy utrzymanie
otoczki mielinowej [13]. Przedstawiciele tej grupy czynnikéw wzrostu uczest-
niczg takze w regulacji ekspresji integryn, produkcji biatek macierzy zewnatrz-
komérkowej oraz formowaniu i réznicowaniu tkanki tacznej, indukujac takze
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Tabela 1. Przedstawiciele rodziny TGF-p [2,23,33,34].

Podrodzina Grupa Ligand
TGF-B/ TGF-p TGF-pl
Aktywiny TGF-P2
TGF-p3

aktywiny aktywina A [pA~pA]

aktywina B [(3BpB]
aktywina AB [pApB]
inhibina A [inhibina
a-aktiwina pA]
inhibina B [a-pB]
nodal nodal [Ndr]
lefty lefty
leftyl [lefty A/EBAF]
lefty2 [lefty B]
BMP2 [BMP2A]
BMP4 [BMP2B]
BMP5/6/7 BMP5
BMP6 [Vgrl/DVR6]
BMP7 [OP1 ]
BMP8A [OP2]
BMP8B [OP3/PC8]
GDF1 GDF1
GDF3 [Vgr2]

inhibiny

BMP/GDF BMP2/4

GDF5/6/7 GDF5 [CDMP1]
GDF6 [CDMP2/BMP13]
GDF7 [BMP12]

BMP9/10 BMP9 [GDF2 ] #
BMP10

BMP3 BMP3 [osteogenina]

BMP3b [GDF10/
sumitomo-BIP]

GDF9 GDF9
GDF9b [BMP15]
GDF15 [MIC1/PLAB/

PTGFB/PDF]
GDF8 GFD8 [miostatyna]

GDF11 [BMP11]
MIS MIS [MIF/AMH]

rozwdj widknienia w wielu tkankach in vivo. Podwyzszona
ekspresja czynnikéw nalezacych do TGF-p zwigzana jest
m.in. z zaburzeniami architektury tkanki, jakie pojawiajg sie
podczas rozwoju wielu dystrofii miesniowych [19],

KONTROLA BIOAKTYWNOSCI TGF-p

Biatka z rodziny TGF-p sg syntetyzowane jako duze czga-
steczki prekursorowe, ktore poddawane sg w aparacie Gol-
giego dziataniu endopeptydaz (np. furyny). Rozcinajg one
czasteczke prekursorowa na dojrzaty TGF-p i reszte N-konco-
wg nazwang LAP (ang. latency-associated peptide). LAP pozo-
staje jednak nie kowalencyjnie przytgczona do TGF-p, tworzac
kompleks, ktérego stabilnos¢ jest znacznie wyzsza niz aktyw-
nego TGF-p. Zapobiega to wigzaniu czynnika wzrostu do
jego receptora. Wewnatrz aparatu Golgiego, LAP dodatkowo
kowalencyjnie oddziatuje z biatkiem LTBP (ang. latent TGF-fi
binding protein) tworzac duzy, nieaktywny kompleks. Dotych-
czas scharakteryzowano cztery homologi LTBP, zwiekszajgce
stabilno$¢ kompleksu TGF-p-LAP i ulatwiajgce jego wydziela-
nie. Zapewniajg one prawidtowe utozenie i przeniesienie kom-
pleksu nieaktywnego TGF-p do macierzy zewnatrzkomérko-
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wej [20,21]. LTBP1, LTBP2, LTBP4 zawierajg takze sekwencje
RGD, bedgcg miejscem wigzania integryn. Wykazano, ze duzy
nieaktywny kompleks TGF-p-LAP-LTBP bezposrednio od-
dziatuje z integrynami (np. integryng aVpi) na powierzchni
komoérki, co moze umozliwia¢ przedstawicielom rodziny TGF-
P aktywacje sygnalizacji poprzez te biatka transbtonowe [22],

Przeksztatcenie kompleksu TGF-p-LAP-LTBP do for-
my biologicznie aktywnej TGF-p jest kontrolowane przez
enzymy (np. plazming), ktore rozcinaja LAP oraz poprzez
taczenie LAP z receptorem mannozo-6-fosforanowym. Po
odcieciu fragmentu C-koncowego, uwalniany jest czynnik
wzrostu, zdolny do aktywacji receptora i szlakéw przeka-
zywania sygnatdw w komérce. Innym mechanizmem, wig-
czonym w aktywacje TGF-p jest deglikozylacja LAP. Dodat-
kowo, waznym aktywatorem TGF-p in vivo wydaje sie by¢
trombospondyna-1, ktéra indukuje zmiany konformacyjne
LAP iaktywuje TGF-p. Takze czynniki hamujgce aktywacje
plasminogenu do plazminy posrednio negatywnie kontro-
luja aktywacje TGF-p [12,21], Po aktywacji, najczesciej spo-
tykanymi formami czynnika wzrostu biorgcymi udziat w
Sciezkach przekazywania sygnatu, sg homodimery takie jak
TGF-J31, TGF-P2 lub TGF-(33, cho¢ zidentyfikowano takze
heterodimery, np. TGF-pi.2 czy TGF-P2.3 [23].

Wiele biatek macierzy zewnatrzkomdérkowej posiada
zdolno$¢ wigzania i modyfikowania aktywnosci TGF-p,
zmieniajgc w rézny sposob ich aktywnos$¢ [21]. Niektdre
biatka zwigzane z powierzchnig komérki (dekoryna, bigli-
kan oraz biatka z rodziny EGF-CFC: zawierajgce motyw
EGF-podobny oraz domene bogatg w reszty cysteinowe
— CFC) dziatajg jako koreceptory przedstawicieli rodziny
TGF~p. Poprzez wiazanie z czynnikami wzrostu, sktadniki
macierzy zewnatrzkomorkowej zdolne sg do modyfiko-
wania ich bioaktywnosci. Proteoglikany takie jak dekory-
na hamujg aktywacje TGF-p, natomiast zwigzanie przez
fibronektyne promuje bioaktywnos$¢ czynnikéw wzrostu,
umozliwiajgc uwolnienie aktywnego TGF-p z kompleksu
TGFp-LAP-LTBP. Za magazynowanie bioaktywnych form
TGF-pi, TGF-P2 i TGF-P3 w macierzy zewnatrzkomadrko-
wej odpowiada natomiast kolagen IV [24-26],

SZLAK SYGNALOWY RODZINY TGF-p

Czynniki z rodziny TGF-p przekazujg sygnat przez hete-
rodimerowy, srédbtonowy kompleks sktadajacy sie zdwoch
receptoréw typu Il i dwoch receptoréw typu | o aktywnosci
kinazy serynowo-treoninowej. W stanie niewzbudzonym,
receptory typu Il oraz typu | wystepuja na powierzchni
komérki w formie homodimerow. Zwigzanie liganda z
jednym z nich nie jest jednak wystarczajacym bodzcem do
zaktywowania szlaku sygnatowego. W odpowiedzi na wig-
zanie liganda, kompleks receptorow sktadajacy sie z dwéch
receptordw typu Il tworzy stabilny kompleks z dwoma re-
ceptorami typu I, czemu towarzyszy proces fosforylacji cze-
§ci cytoplazmatycznej receptora typu I, w tym domeny GS.
Proces ten powoduje zmiany konformacyjne, ktére zapobie-
gajg wigzaniu czynnikéw zdolnych do blokowania przeka-
zywania sygnatéw poprzez ich oddziatywania z receptorem
i odstaniaja miejsce wigzania dla aktywowanych receptorem
efektoréw, uczestniczacych w przekazywaniu sygnatu [21],
Wynikiem aktywacji kinazy receptora jest ufosforylowanie
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Tabela 2. Receptory sygnalizacji TGF-p [23,24,30,32,35,55].

autofosforylacje domen cytoplazmatycznych.
Obecnie postuluje sig, ze oba typy receptorow
sg niezbednymi komponentami kompleksu

Receptor ' Ligand receptorowego, potrzebnymi do zainicjowa-
Receptor typu | grupa  Alki ) nia szlaku przekazywania sygnatu, w ktorym
AlKi TGF-p, aktywina A . . . Iy
Alk2 TGF-p, aktywina A, MIS, BMP6/7 recep_tory ty’pu | odpowmda’]a za swm_stosc
grupa  Alk3 oddziatywan wewnatrzkomaérkowych indu-
Alk3 BMP2/4, BMP6/7 kowanych przez cytokiny z rodziny TGF-p
Alk6 BMP2/4, GDF5/6, GDF9b, MIS,BMP6/7 [2,25,26,28],

grupa Alk 5 . . . . .
Alk4 aktywina A, GDF1, nodal Sygnalizacja TGF-p jest takze zwigzana z
(z EGF-CFC), GDF11 obecnoscig czynnikdw okreslanych jako recep-
Alk5 TGF-p tory typu Il (TpRIII). Nalezg do nich betagli-
Alk7 Nodal kan (proteoglikan) lub endoglina (glikopro-
Receptor typu Il TGF-G RII TGF-p teina). Ten typ receptora zostat opisany tylko

BMP RII

Act RII (ang.activin
type 11 receptor)

Act RUB aktywina A, inhibina A/B, nodal,
BMP2, BMP6/7, GDF5, GDF8/11
MIS RII (ang. MIS

mullerian inhibitory
substance type

11 receptor)
Receptor typu Il betaglikan TGF-p
endoglina TGF-p

wewngatrzkomoérkowych substratéw i w rezultacie przeka-
zanie sygnatu do jagdra komorkowego [2,26-28],

R6znorodnos$¢ ligandéw moze sugerowaé udziat wielu
typow receptoréw I1/1 oraz wigzanie wielu ligandéw przez
kompleks receptorowy. U ssakéw scharakteryzowano 7 ty-
péw receptora | whaczonych w przekazywanie sygnatow -
ALK 1-7 (ang. activin-like kinese 1-7) i pie¢ typow receptora
Il (Tab. 2). Kazdy przedstawiciel rodziny TGF-p zdolny jest
do wiazania charakterystycznej kombinacji receptora typu |
i Il, ktéra nastepnie aktywuje specyficzng grupe wewnatrz-
komérkowych substratow [23-25,29]. Cytokiny z rodziny
TGF-p mozna podzieli¢ na dwie podrodziny, w zaleznosci
od szlaku przekazywania sygnatu, ktory aktywuja. TGF-pi,
TGF-P2, TGF-(33, nodal oraz aktywiny wigzg sie najpierw z
receptorami typu drugiego, podczas gdy czynniki z rodzi-
ny BMP }aczg sie poczatkowo gtéwnie z receptorem typu
pierwszego [2,16,27,30-32],

Przyjmuje sie, ze kluczowy szlak sygnalizacyjny rodzi-
ny czynnikéw wzrostu TGF-p, prowadzi od kinazy recep-
tora typu drugiego (typ Il), poprzez kinaze receptora typu
pierwszego (typ 1), do biatek efektorowych [2,8], ktore na-
stepnie przemieszczajg sie do jadra komoérkowego, gdzie
wptywajg na transkrypcje genéw docelowych [12,13,33].
Wyniki badan zespotu Ebnera wskazywaty, ze w wyni-
ku zwigzania TGF-p, typ | receptora moze posredniczy¢
w aktywacji genéw zaangazowanych w oddziatywania
pomiedzy komdrka a macierzg zewngatrzkomorkowa, bez
koniecznos$ci oddziatywania z typem Il receptora. Jednak
zaréwno te doniesienia, jak i aktywacja szlaku sygnato-
wego poprzez receptor typu Il bez udziatu receptora typu
I, do tej pory nie zostaty potwierdzone przez inne grupy
badaczy, cho¢ zaobserwowano takze wigzanie ligandu do
homodimerdw receptora typu Il lub I, ktére zainicjowato
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inhibina A (z TGFRIII), BMP2/
4,BMP6/7, GDF5/6, GDF9b
aktywina A, inhibina A/B, GDF1 i
nodal (z EGF-CFC), BMP2, BMP6/7,
GDF5, GDF9b, GDF8/11

dla przedstawicieli grupy TGF-p i nie zostat
zidentyfikowany w przypadku innych grup
ligandéw. W odrdznieniu od receptoréw typu
Lill, typ Il receptora odgrywa gtéwng role w
regulacji wigzania ligandu i prezentacji ligan-
du receptorowi typu Il [34],

Betaglikan jest transbtonowym biatkiem
o krotkiej domenie cytoplazmatycznej boga-
tej w reszty seryny, posiadajgcym w swojej
domenie zewnatrzkomoérkowej kilka miejsc
wigzania dla TGF-pi, p2 i p3 o wysokim po-
winowactwie. Forma zwigzana z btong moze
by¢ odcinana na jej powierzchni przez plazmine, dzieki
czemu betaglikan wystepuje w dwdch formach: jako pro-
teolikan zwigzany z btong oraz w formie rozpuszczalnej.
Obie formy wykazujg odmienny, a zarazem przeciwstaw-
ny wptyw na szlak przekazywania sygnatu przedstawicieli
rodziny TGF-p. Podstawowa funkcja petniona przez forme
zwigzang z btong jest wigzanie, a nastepnie prezentowanie
ligandu receptorowi typu Il. Utatwia to potgczenie TGF-p z
receptorem typu drugiego, co ma szczegdlne znaczenie w
przypadku TGF-P2, ktéry charakteryzuje sie niskim powi-
nowactwem do TpRIIl. Natomiast rozpuszczalna forma be-
taglikanu, poprzez wigzanie aktywnych form ligandu, dzia-
fa jako inhibitor sygnalizacji TGF-p [17,23,24,26,30], Takze
endoglina zaangazowana jest w przekazywanie sygnatow
przez rodzine czynnikéw TGF-p. Mechanizm jej dziatania
pozostaje jednak wcigz niejasny. Wydaje sie, ze tworzac
kompleks z receptorem endoglina utatwia oddziatywanie
czynnikéw wzrostu z receptorem i modyfikuje odpowiedz
komodrkowa [34-36].

Sygnalizacja TGF-p jest takze modyfikowana przez caty
szereg czasteczek oddziatujgcych bezposrednio z receptora-
mi. Nalezg do nich m.in. FKBP12 (ang. FK506-binding protein
12), BAMBI (ang. BMP and aktioin membrane bound inhibitor),
czy BRAML1 (ang. BMP receptor associated molecule 1), ktorych
specyficzne wigzanie z receptorem typu | blokuje przekazy-
wanie sygnatéw przez przedstawicieli poszczegblnych grup
rodziny TGF-p. FKBP12 wigzac TpRI zapobiega fosforylacji
receptora typu | przez receptor typu Il, hamujac przekazy-
wanie sygnatéw przez TGF-pi, TGF-P2, TGF-P3. BAMBI za-
pobiega formowaniu aktywnego kompleksu receptorowe-
go w sygnalizacji BMP i aktywin, natomiast BRAM1, wigzac
receptor BMPRI, hamuje przekazywania sygnatu jedynie
przez BMP [37-39],
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LAP Nieaktywny
ngend TGFf aktywadja CoEleks
proteolityczna ‘ ; : ’ TGFf
Receptor Receptov LTBP
Typu ll Typu |

A, fa

hibitorowe (ang. inhibitory Smad) i C-Smad (ang.
common Smad), odpowiedzialne za wigzanie i
przemieszczanie kompleksu Smad do jadra ko-
moérkowego, gdzie wspotpracujg z innymi czyn-
nikami aktywujac transkrypcje okreslonych ge-
now [2,24,26,40],

PR L!J _ll Fap1z /Bioka datwan BMP W o_dpowiedzi na przykazyw_anie sygnatu
Nodal P vam B BAMBI do’egepm AMH  przez ligandy z rodziny TGF-p, Kinaza recepto-
g g EIPZ:"\lczy’;",':'czzfj,'::”mI i o) ra typu | fosforyluje R-Smad. Kazdy przedstawi-
SARA ciel rodziny czynnikéw wzrostu TGF-p wigzac

[._ o Hoe si? z réinym? kombina(fjam,i. receptqréw typu

—_— I i Il stymuluje aktywacje réznych biatek typu

R-Smad R-Smad R-Smad, ktére posrednicza w generowaniu réz-

— norodnych odpowiedzi komoérkowych. TGF-p

i aktywiny poprzez receptor typu | aktywuja

Smad 2 i 3, podczas gdy Smad 1,5 i 8 sg celami

aktywacji receptora typu I dla sygnalizacji BMP

[13,24,41]. Dwa biatka: SARA (ang. Smad anchor

for receptor activation) i Hgs zawierajagce domeny

FYVE, odpowiedzialne za wigzanie fosfolipidow

w btonie komérkowej, oddziatujg bezposrednio

Aktywatory z R-Smad, utatwiajgc im dostep do aktywnego

o S receptora [42,43], W wyniku krétkotrwatego od-

/ DNA ,\ [‘ ’;’:m’sfg An;i%s dziatywania R-smad z receptorem typu I, na C-

SR \R. koncu biatka ulega fosforylacji reszta serynowa,

b:;.:i o Sttt co powodUJ_e od’rqcza_n_le sig R-smad od_receptora.

AML Represory c-Myc Fosoforylacja destabilizujgca potgczenie R-Smad

‘;f:z":é:' ROTPISS SL‘I& z SARA, pozwala na ich oddysocjowanie i odsto-

DNA | C-Smad ;‘3'1 niecie miejsca wigzania. Umozliwia to potgczenie

Kompleks oddziatujacy z DNA

Rycina 1. Szlaki sygnatowe rodziny TGF-(3 zalezne od biatek Smad. Biatka z rodziny TGF-p trans-
portowane sa do macierzy zewngtrzkomoérkowej jako duzy nieaktywny kompleks TGF-p-LAP-

dwéch ufosforylowanych R-smad zaréwno w
homodimer, jak i stworzenie heterotrimerowego
kompleksu z kolejnym przedstawicielem rodziny
Smad: C-Smad [2,25].

LTBP, zapobiegajacy wiazaniu czynnika wzrostu do jego receptora. Po odcieciu C-koricowego frag-

mentu LAP, uwalniany jest aktywny czynnik wzrostu, zdoIlny do aktywacji receptora, fosforylacji
R-Smad (Smad 2, Smad 3 lub Smad 1, Smad 5, Smad 8) i zainicjowania szlaku przekazywania sygna-
téw w komérce. Szlak inicjowany przez aktywiny, nodal, miostatyne czy przedstawicieli rodziny
TGF-p zwiazany jest z przytaczeniem liganda w pierwszej kolejnosci do receptora typu Il i akty-
wacja szlaku przekazywania sygnatéw przez Smad 2 lub Smad 3. Sygnalizacja przez BMP i AMH
zwigzana jest z wigzaniem liganda poczgtkowo z odpowiednim dla niego receptorem typu | oraz
aktywacja szlaku przekazywania sygnatéw przez Smad 1, Smad 5 lub Smad 8. Fosoforylacja destabi-
lizujaca potacze-nie R-Smad z biatkami utatwiajacymi dostep R-Smad do receptora, pozwala na ich
oddysocjowanie i utworzenie homodimeru, sktadajacego sie z dwéch ufosforylowanych R-Smad,
a nastepnie stworzenie heterotrimerycznego kompleks z C-Smad (Smad-4). Kompleks R-Smad/
C-Smad przemieszcza sie do jadra, gdzie reguluje ekspresje docelowych genéw przy wspdétpracy
czynnikéw wigzacych DNA oraz ko-aktywatordw lub ko-represoréw transkrypcji. Proces przeka-
zywania sygnatu kontrolowany jest przez 1-Smad (Smad 6 lub Smad 7), ktére poprzez tworzenie
stabilnego kompleksu z receptorem typu |, zapobiegaja aktywacji R-Smad. Dodatkowo regulacja
przekazywania sygnatu przez biatka Smad jest zwigzana z procesem ich ubikwitylacji i degradacji w
proteasomach przy wykorzystaniu biatek Smurf. Strzatki i bloki wskazujg kierunek przekazywania

sygnatu od receptora do jagdra komdérkowego lub miejsca hamowania sygnalizacji.

BIALKA Smad - SCIEZKI SYGNALIZACJI
TGF-R ZALEZNE OD Smad

Najlepiej poznanymi efektorami sygnalizacji TGF-R sg
biatka Smad (Rye. 1) [25,33,34]. Pierwszy z przedstawicieli
rodziny Smad — MAD zostat zidentyfikowany u Droso-
phila, a nastepnie zidentyfikowano homologiczne biatka
sma-2, sma-3 i sma-4 u C. elegans. MAD-podobne biatka
zidentyfikowano takze u kregowcow, okre$lajac je jako
Smad. Obecnie znanych jest 9 przedstawicieli rodziny bia-
tek Smad (Tab. 3). Ze wzgledu na réznice w petnionych
przez nie funkcjach, biatka te zostaty podzielone na trzy
kategorie: Smad oddziatujgce z receptorem — R-Smad
(ang. receptor-activated Smad); I-Smad, petnigce funkcje in-
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Smad 4, bedacy przedstawicielem C-Smad zo-
stat po raz pierwszy opisany jako DPC4. Podob-
nie jak w przypadku R-Smad, C-Smad réwniez
wigzane sg z btong komoérkowa poprzez biatka
kotwiczgce. Czynnikiem zaangazowanym w ten
proces wydaje sie by¢ TRIP1 (ang. TGF-p receptor
interacting protein 1), biatko oddziatujgce z recep-
torem typu I. Po aktywacji receptora, TRIP1 jest
uwalniany, wigzac C-Smad, co utatwia oddziaty-
wania z aktywowanym receptorem Smad. TRIP1
wydaje sie utatwiaé przemieszczenie C-Smad do
R-Smad [32],

Po utworzeniu kompleksu R-Smad/C-Smad,
biatka kompleksu przemieszczane sg do jagdra komodrko-
wego, gdzie wigzg sie z odpowiednimi sekwencjami DNA.
Oddziatujg i wspotpracujg z szeregiem czynnikéw trans-
krypcyjnych, ktore wiazg sie z sekwencjami regulatorowy-
mi promotorow wymagajgc wspdtaktywatoréw (np. CBP,
ang. CREB-binding protein i p300, MSG, ang. monosodium glu-
tamate czy SMIF, ang. Smad4-interacting protein), wzmagajac
transkrypcje lub wspoétrepresorow hamujgcych ten proces.
R-Smad (za wyjatkiem Smad 2) wigzg sie z sekwencjg DNA
ze 100 razy nizszym powinowactwem niz czynniki trans-
krypcyjne. Jednak potgczenie to jest warunkiem prawidto-
wego przekazywania sygnatdéw w odpowiedzi na TGF-p
[28,31,40],
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Tabela 3. Biatka Smad uczestniczace w przekazywaniu sygnatéw przez rodzine TGF-P [2,11,25,33,34,40,47].

| Podrodzina Biatko Smad Oddziatywanie
Smad 1 BMPs i niektére GDFs
R-Smad Smad 2
(wiazace sie z receptorem)  Smad 3
Smad 5 BMPs iniektére GDF
Smad 8 BMP iniektére GDF
o Smad 7 TGFp/ aktywiny/BMP
I-Smad (inhibitorowe)
Smad 6 BMP
, . Smad 4 wigzanie R-Smad
C-Smad (posredniczace) . .
Smad 4B wigzanie R-Smad

W odréznieniu od dobrze udokumentowanego wspot-
dziatania Smad z czynnikami transkrypcyjnymi aktywuja-
cymi transkrypcje, mechanizm, ktéry jest podstawg repre-
sji, w ktorej posredniczg efektory Smad jest stabo poznany.
Uwaza sig, ze jeden z mechanizmow jest zwigzany z oddzia-
tywaniem Smad 3 z represorami transkrypcji i tym samym
hamowaniem transkrypcji genéow docelowych. W proces
ten zaangazowanych jest wiele réznych korepresorow [44],
Po aktywacji receptora przez TGF-|3, kompleks biatkowy
zawierajacy Smad 3, E2F3 i DPI oraz wspdtrepresor pl07
przenoszony jest do jadra i rozpoznawany przez miejsce na
promotorze c-myc, powodujac zahamowanie transkrypcji.
Podobnie Smad 3tworzy kompleks z represorem transkryp-
cji ATF3 na promotorze Idl i hamuje transkrypcje [29]. W
obu przypadkach wymagane jest wigzanie Smad do specy-
ficznej sekwencji DNA w docelowym promotorze i prawdo-
podobnie ono stabilizuje kompleks hamujacy transkrypcje.
Drugi mechanizm powodujacy represje szlaku TGF-(3-Smad
zwigzany jest z blokowaniem wigzania Smad 4 do wspotak-
tywatora. Czynniki takie jak SNIP-1 (ang. Smad nuclear inte-
racting protein 1) poprzez ich zdolno$¢ do tgczenia z Smad4
i cbp-p300, uniemozliwiajg oddziatywanie Smad 4 z wspot-
aktywatorami transkrypcji. SNIP-1 dodatkowo wptywa tak-
ze na hamowanie jagdrowego czynnika kappa B (9NF-kB),
poprzez wigzanie z domeng CBP-p300 [45].

W regulacji przekazywania sygnatdw przez biatka efek-
torowe Smad, wazng funkcje petniag Smad inhibitorowe
[46]. Smad 6 i Smad 7, bedace przedstawicielami I-Smad
dziatajg poprzez tworzenie stabilnego kompleksu z recep-
torem |, zapobiegajac fosforylacji, a tym samym aktywacji
R-Smad. Mechanizm ten mogtby powodowac niespecyficz-
ng negatywna regulacje przekazywania sygnatow przez li-
gandy nalezace do TGF-|3. Wykazano jednak, ze Smad 7 jest
silnym inhibitorem przekazywania sygnatéw przez TGF-(3,
podczas gdy Smad 6 hamuje drogi sygnalizacji wewnatrz-
komdrkowej indukowane BMP [2,34,47].

Regulacja przekazywania sygnatu przez Smad jest row-
niez zwigzana z procesami ubikwitylacji i degradacji w pro-
teasomach [2]. Smurfl i Smurf2 zostaty zidentyfikowane
jako biatka homologiczne ligazy E6-AP E3, ktdre oddziatuja
z bogatg w reszte proliny domeng Smad, promujac ich ubi-
kwitylacje i degradacje w proteosomach. Smurf-1 i Smuf-2
za posrednictwem Smad 7 wigzane sg takze do receptora
TGF-|3, naznaczajgc go do degradacji, hamujgc tym samym
szlak sygnalizacyjny. Takze przedstawiciele R-Smad zdolni
sg do indukowania degradacji innych biatek poprzez wig-
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TGF-p 1, -p2, -p3, aktiwiny, nodal, niektére GDF
TGF-p 1, -p2, -p3, aktiwiny, nodal, niektére GDF

zanie Smurf. Smad2 wykazuje zdol-
no$¢ przytaczania Smurf2 do wspot-
represora SnoN, powodujac degra-
dacje ubikwityno-zalezng SnoN w
proteasomie. Smad3 natomiast wig-
ze APC (kompleks aktywujacy ana-
faze) do SnoN, co zapewnia alterna-
tywny mechanizm przeznaczenia
SnoN do degradacji [48,49],

ALTERNATYWNE SCIEZKI
SYGNALIZACIJI TGF-P

Biatka Smad nie sg jedynymi zna-
nymi efektorami sygnalizacji indukowanej przez cztonkéw
rodziny TGF-p. Przedstawiciele rodziny TGF-P uczestniczg
takze w przekazywaniu sygnatéw poprzez alternatywne
szlaki sygnatowe. W nazwanych niezaleznymi od Smad
szlakami przekazywania sygnatow, efektorami w odpowie-
dzi na sygnat TGF-P stajg sie np. Ras, PI3K czy biatka RhoA
(Ryc. 2) [26,41,50],

Mechanizm przekazywania sygnatéw od receptoréw
TGF-p poprzez alternatywne szlaki sygnatowe nie jest jesz-
cze dobrze poznany. Mogg one wigzac sie i posredniczy¢
w sygnalizacji Smad-zaleznej, badZ stanowi¢ catkowicie od-
rebny szlak sygnatowy w réznych typach komoérek [23].

Oddziatywania zaleznych od Smad i niezaleznych od
Smad szlakéw przekazywania sygnatow czesto oparte sg
na ich wspdtpracy. Niektore z oddziatywan, mogg wyni-
ka¢ z indukowania docelowych genéw szlaku zaleznego od
Smad poprzez szlaki alternatywne. Aktywacja MAPK moze
np. oddziatywaé na poziom transkrypcji, w ktérej uczestni-
cza biatka Smad, poprzez bezposredni wptyw na czynniki
transkrypcyjne wigzace sie ze Smad, np. c-Jun czy ATF-2.
Takze indukowana przez biatka z rodziny TGF-p aktywacja
szlakéw przekazywania sygnatéw przez ERK i INK moze
powodowac fosforylacje biatek Smad i regulowac ich funk-
cjonowanie. TGF-p moze blokowac przekazywanie sygnatu
poprzez p38 MAPK indukujgc ekspresje fosfatazy MAPK na
drodze zaleznej od Smad [51]. Chociaz oddziatywania za-
leznych od Smad i alternatywnych szlakéw przekazywania
sygnatdéw czesto zwigzane sg ze wspotpracg obu szlakéw,
mogg one wywotywaé¢ odmienne efekty. Smad 6 moze by¢
wiagzany do TAKI, co obniza jego aktywno$¢, podczas gdy
Smad 7 moze wzmaga¢ aktywacje JNK [2,12,50].

Niezalezne od Smad przekazywanie sygnatéw stanowi
takze odrebny szlak w réznych typach komérek. Sygnaliza-
cja poprzez JNK i p38 MAPK wigczona jest poprzez kinazy
MAPK w odpowiedzi na rézne ligandy. Bezposrednia re-
gulacja szlakow alternatywnych moze wynika¢ z zaleznych
od typu liganda oddziatywan z kompleksem receptorowym
[23]. Zar6wno TGF-p jak i BMP-4 moga aktywowaé kinaze
JNK [2], Opisywano takze oddziatywania pomiedzy PI3K i
receptorem TGF-p, w ktérych szlak sygnatowy inicjowany
jestza posrednictwem biatek nalezacych do podrodziny TGF-
P czy BMP. Mozna do nich zaliczy¢ aktywacje PI3K przez
TGF-p czy BMP2 w réznych typach komarek [52]. Inne efek-
tory rowniez moga uczestniczy¢ w przekazywaniu sygnatu
poprzez szlaki alternatywne. Rodzina biatek Rho wigczona
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Rycina 2. Szlaki sygnatowe rodzinyTGF-p niezalezne od biatek Smad. Receptory czynnikéw z ro-
dziny TGF-p umozliwiajg r6znorodno$¢ odpowiedzi na sygnalizacje, a aktywacja receptoréw moze
zapoczatkowac alternatywne szlaki przekazywania sygnatéw. Biatka z rodziny TGFp aktywuja ka-
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skade sygnatéw, w ktérych posrednicza MAPK, ERK, JNK, p38 MAPK, PI3K, kinaza biatkowa C.

Przekazywanie sygnatéw przez szlaki niezalezne od biatek Smad oraz ich biologiczne konsekwencje

sg jednak stabo poznane.

jest w aktywacje JNK, aktywacje ERK MAPK, czy TAKI-za-
lezng aktywacje p38 MAPK przez TGF-p [53]. Takze oddzia-
tywania pomiedzy fosfatazg serynowo-treoninowg, PP2A a
kompleksem receptorowym typu /1l powoduje gwattowng
defosforylacje i zahamowanie aktywacji p70 S6K [23].

Aktywacja receptora rodziny TGF-p rozpoczyna takze
polimeryzacje aktyny i reorganizacje cytoszkieletu w wielu
réznych typach komoérek [54]. Kinaza LIMK1, ktéra reguluje
polimeryzacje aktyny poprzez zwigzang z fosforylacjg inakty-
wacja kofiliny, jest zwigzana z sygnalizacja, w ktorej posred-
niczy receptor Il BMP. Sygnat przekazywany przez, np. BMP
4 powoduje przemieszczenie LIMK1 do peryferyjnych obsza-
row komorki, fosforylacje kofiliny i przeksztatcenia cytoszkie-
letu aktynowego. Wskazuje to, ze sygnalizacja poprzez BMP
RII aktywuje szlak sygnatowy, w ktérym uczestniczy LIMK1,
regulujac szlak niezalezny od sygnalizacji Smad [55].

Regulacja przekazywania sygnatow, rola biatek Smad
oraz innych efektoréw w szlaku sygnatowym rodziny TGF-p
wskazuje na ztozonos¢ regulacji i oddziatywan, ktére towa-
rzysza odpowiedzi komérkowej. Poznanie roli poszczegdl-
nych czynnikéw uczestniczgcych w przekazywaniu sygna-
téw oraz ich wzajemnych oddziatywan moze przyczynic¢ sie
do zrozumienia specyficznej i zaleznej od typu komoérek od-
powiedzi na TGF-p towarzyszacej utrzymaniu homeostazy
komorkowej jak i rozwojowi wielu stanow patologicznych.
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Transforming growth factor p (TGF-P) signaling controls varies of cellular processes, including cell proliferation, differentiation, fibrosis,
apoptosis and specification of developmental fate during embryogenesis as well as in mature tissues. The members of TGF-ps family are
secreted as inactive (latent) precursors, what prevents uncontrolled activation of the cognate receptors. After activation TGF-P ligand initia-
tes signaling by binding to and bringing together type | and type Il receptor serine/threronine kinases on the cell surface. Recent cellular,
biochemical and structural studies have revealed significant insight into the mechanisms of the activation of TGF-P receptors through ligand
binding, the activation of Smad proteins through phosphorylation as well as Smad independent pathways.
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Szlaki sygnatowe hormonu wzrostu

STRESZCZENIE

ostatnim dziesiecioleciu odnotowano znaczny postep na drodze poznania skompliko-

wanego mechanizmu, jakim jest przekazywanie sygnatu hormonu wzrostu w komérce.
Sygnat zainicjowany przez hormon wzrostu cechuje sie uruchomieniem pewnych szlakéw,
wiaczajgc w to szlak kinazy regulowanej przez sygnaty zewnagtrzkomdérkowe (ERK), szlak
biatek Stat i kinazy 3'-fosfatydyloinozytolu (PI13. Artykut przedstawia obowigzujacy mo-
del, gdzie dimeryzacja receptora, obro6t podjednostek i aktywacja kinazy tyrozynowej JAK2
inicjuja calg kaskade zdarzen. W dalszych etapach kompleks GH-(GHR)2(JAK2)2moze ak-
tywowac takie molekuty sygnatowe jak Stat, IRS-1 i IRS-2, a zwtaszcza catg kaskade biatek
aktywujacych kinaze MAP. Te szlaki reguluja podstawowe funkcje komaorki, wtaczajac w to
transkrypcje docelowych genow, aktywno$é enzymatyczna i transport metabolitéw. Dlatego
hormon wzrostu uwazany jest za gtdéwny regulator postnatalnego wzrostu i metabolizmu,
prawdopodobnie takze wzrostu i rozwoju gruczotu mlecznego.

WPROWADZENIE

Olbrzymi potencjat, jaki przypisuje sie hormonowi wzrostu (ang. growth hor-
mone — GH), czyli somatotropinie, w doskonaleniu bydta w kierunku zwiek-
szenia produkcji mleka sprawia, ze niezbedne jest doktadne poznanie dziatania
hormonu wzrostu zarébwno na poziomie molekularnym, jak i komdrkowym.
Analiza molekularna gendw osi somatotropowej (GHRH, GH, GHR, IGF-I), jak
i aktywnosci szeregu innych waznych mediatoréw $rodkomérkowych, dostar-
czyta juz wystarczajacego zestawu ,,narzedzi" do badan dotyczacych przekazy-
wania sygnatu w komérkach docelowych przez hormon wzrostu. Na ich pod-
stawie polepszyto sie zrozumienie tego niezwykle ztozonego i niekiedy tkan-
kowo specyficznego procesu, zwaszcza w zakresie poczatkowych zdarzen w
przenoszeniu sygnatu przez hormon wzrostu.

HORMON WZROSTU

Hormon wzrostu wydzielany jest przez przedni ptat przysadki mdzgowej.
Wydzielanie kontrolowane jest przez dwa neurohormony podwzgdrza: somato-
liberyne (pobudzanie wydzielania) i somatostatyne (hamowanie wydzielania).
Hormon wzrostu dziata na tkanki obwodowe zaréwno bezposrednio jak i po-
$rednio, aw dalszym przekazywaniu jego sygnat posredniczy insulinopodobny
czynnik wzrostu | (ang. insulin-like growth factor - IGF-I) [1], 5 eksondw genu
GH1 koduje prekursor hormonu wzrostu sktadajacy sie z 217 aminokwasow, a
dojrzaty hormon liczy sobie 191 reszt aminokwasowych. Taka dojrzata forma,
0 masie 22 kDa, sktada sie z czterech a-helis i z dwéch mostkéw dwusiarczko-
wych [2], Stanowi ona okoto 85% puli kragzagcego w osoczu hormonu wzrostu.
Reszte puli stanowig formy powstate w wyniku réznicowego ciecia i sktadania
mRNA, gtownie (5-10 %) mniejsza forma 20 kDa pozbawiona pietnastu reszt
aminokwasowych (reszty od 32 do 46 dojrzatego taricucha hormonu wzrostu)
[1]. W przypadku hormonu wzrostu cztowieka helisy 1, 2, 3 i 4 zlokalizowa-
ne sg odpowiednio w pozycjach 9-34, 72-92, 106-128 oraz 155 — 184 tanicu-
cha aminokwaséw. Mostki dwusiarczkowe zlokalizowano pomiedzy resztami
Cys35-Cysl65 oraz Cysl82-Cysl89. Hormon wzrostu zawiera takze hydrofo-
bowy rdzen, sktadajacy sie z okoto 20 reszt aminokwasowych [3]. Trzecia helise
uwaza sie za najbardziej istotng w biologicznej aktywnos$ci tego hormonu, aw jej
obrebie reszte glicyny w pozycji 120 hormonu wzrostu cztowieka (u bydta 119).
Liczne badania wykorzystujgce metode mutacji punktowej wykazaty, ze zamia-
na tej reszty aminokwasowej na inng prowadzi do zahamowania, promujacej
wzrost, aktywnosci hormonu wzrostu [4].

BUDOWA RECEPTORA HORMONU WZROSTU

Specyficzna budowa przestrzenna hormonu wzrostu determinuje jego zalez-
nos$¢ od swoistego receptora (ang. grozoth hormone receptor —GHR), zaliczanego
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do klasy IA, grupy receptorow nie posiadajgcych wiasnej
kinazy tyrozynowej [5-7], stanowigcych nadrodzine recep-
tor6w cytokin/hematopoetyn. Receptory nalezace do tej
grupy sktadajg sie z dwoch duzych tancuchow polipepty-
dowych, potgczonych krétkim tancuchem transbtonowym.
Domena zewngtrzkomdrkowa jest odpowiedzialna za wia-
zanie hormonu wzrostu, natomiast domena wewnatrzko-
morkowa okre$la wiasciwosci katalityczne receptora. Rejon
N-koncowy biatka receptora znajduje sie na zewnatrz ko-
morki, za$ C-koniec w cytoplazmie [5], U cztowieka pre-
kursorowy receptor hormonu wzrostu sktada sie z 638 reszt
aminokwasowych (u bydta z 634 reszt), przy czym reszty 1-
18 to peptyd sygnatowy, na domene zewngtrzkomérkowa
przypadajg reszty 19-264 (u bydta 19-260), region transbto-
nowy to struktura a-helisy sktadajgca sie z 24 reszt amino-
kwasow GHR2Zb28(. bydta GHRAL_ ), pozostate 350 reszt
aminokwasowych buduje domene wewnatrzkomdrkowa
[3,8,9]. Masa czasteczkowa receptora hormonu wzrostu
cztowieka to okoto 70 kDa, jakkolwiek obserwowano takze
formy o masie w zakresie 100 do 130 kDa. Spowodowane to
moze by¢ odmienng potranslacyjng glikozylacja i ubikwity-
lacja [3],

Klasa IA (podrodzina receptora hormonu wzrostu) obej-
muje, obok receptora hormonu wzrostu, takze receptor pro-
laktyny (ang. prolactin receptor — PrIR), erytropoetyny (ang.
erythropoietin receptor —EpoR) i czynnika pobudzajacego ko-
lonie granulocytéw (ang. granulocyte colony stimulating factor
— G-CSF). Charakterystyczny dla tej klasy receptoréw jest
region receptora na zewngatrz komorki, zawiera on bowiem
dwie domeny fibronektyn typu Ill, a kazda z nich posiada
wyr6zniajacy sie motyw. N-koAcowa domena fibronektyn
zawiera siedem zachowanych w ewolucji reszt cysteiny (w
tym sze$¢ w parach, potgczonych mostkami dwusiarczko-
wymi) i pojedynczg reszte tryptofanu. Druga domena fibro-
nektyn, wykryta po raz pierwszy u myszy, jest definiowana
przez tzw. sekwencje WSXWS (W —tryptofan, S —seryna, X
—dowolny aminokwas, W —tryptofan, S —seryna) zazwy-
czaj zlokalizowang proksymalnie wzgledem btony komoérko-
wej [10]. W receptorze hormonu wzrostu ssakow sekwencja
taka nie wystepuje. Obecna jest natomiast sekwencja YXXFS
(Y —tyrozyna, X —to jedna z reszt aminokwasowych: glicy-
na, seryna, lizyna lub kwas glutaminowy, F —fenyloalanina,
S —seryna) [3]. U cztowieka ekwiwalentem takiego motywu
jest Y2-G-E-F-S24 za$ u bydla jest to sekwencja YZBG-K-F-
S240 Analiza analogicznego motywu w doswiadczeniach na
krolikach wykazata, ze substytucje, badz delecje, dotyczace
reszty tyrozyny (pierwsza reszta aminokwasowa motywu)
i reszty seryny (ostatnia reszta aminokwasowa tego moty-
wu) drastycznie zaburzajg przekazywanie sygnatu hormo-
nu wzrostu za posrednictwem jego receptora [11], Wyzej
wymieniona sytuacja jest m.in. przyczyng zespotu Larona u
cztowieka [12]. Wielu pacjentéw z tym zespotem cechuje sie
mutacjami genetycznymi w eksonach kodujacych domene
zewnatrzkomaérkows.

W domenie wewngtrzkomdrkowej rozpoznano réw-
niez u myszy charakterystyczne motywy reszt aminokwa-
sowych. Motyw bogaty w reszty proliny, oznaczony jako
boxl, usytuowany jest w poblizu btony komdrkowej. Ma on
dtugosc¢ 8 reszt aminokwasowych o sekwencji ij/ XXXA1PXP
(il - aminokwas hydrofobowy, X - dowolny aminokwas,
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Al. - aminokwas alifatyczny, P - prolina) [10]. U cztowieka
ma on postaé 128-L-P-P-V-P-V-P-K3b [13], za$§ w przypad-
ku receptora hormonu wzrostu bydta odpowiadajacg mu
sekwencja jest 128 L-P-P-V-P-V-P31 [8,12]. Inny cytoplazma-
tyczny motyw (box2), usytuowany analogicznie jak boxl,
zaczyna sie grupg aminokwaséw hydrofobowych utozo-
nych na przemian z aminokwasami o charakterze kwaso-
wym i konczy sie jedng lub dwoma dodatnio natadowa-
nymi resztami aminokwasowymi [10]. Dla cztowieka sg to
reszty aminokwasowe 325-338 [8]. Uwaza sie, ze box2 jest
wymagany do petnej aktywacji JAK2 przez hormon wzro-
stu. Analiza substytucji lub delecji reszt aminokwasowych
w obrebie box| i/lub box2 w receptorze hormonu wzrostu,
receptorze prolaktyny oraz receptorze erytropoetyny suge-
ruje, ze regiony te odgrywajg decydujaca role w przenosze-
niu sygnatu przez te receptory [14-16]. Badania Rowland i
wsp. [16] wykazaty, ze dystalny odcinek receptora hormo-
nu wzrostu myszy (poczawszy od reszty aminokwasowej
391) jest niezbedny do postnatalnego wzrostu, fosforylacji
Stat5 oraz aktywacji IGF-I.

POCZATKOWY ETAP PRZEKAZYWANIA SYGNALU

Jaka jest wiec prawdopodobna kaskada zdarzen naste-
pujacych po sobie podczas przenoszenia sygnatu hormonu
wzrostu? Poczgtkowo hormon zostaje przechwycony przez
receptor poprzez oddziatywanie z miejscami o wysokiej
swoistosci przytgczania hormonu do receptora (tzw. ,site
1"). Do tak zwigzanego hormonu asocjuje drugi receptor,
tym razem za pomocg innego miejsca, juz o niskiej swoisto-
Sci przytgczania do receptora (tzw. ,site 2") [17]. Zwigzanie
hormonu wzrostu indukuje wiec homodimeryzacje dwdch
czasteczek receptora hormonu wzrostu, co zwieksza powi-
nowactwo kazdej molekuty receptora hormonu wzrostu do
kinazy JAK2 [18] i zbliza jednocze$nie dwie molekuty JAK2
do siebie. Kazda z JAK2 nastepnie transfosforyluje jedng lub
wiecej tyrozyn w odpowiedniej domenie kinazy w parze
JAK2, w nastepstwie czego aktywuje sgsiednig JAK2. W tym
samym czasie fosforylacji ulegajg takze tyrozyny zlokalizo-
wane w domenie wewnatrzkomorkowej receptora [10,17],
Hormon wzrostu, jak i wigkszo$¢ cytokin, wymaga dwéch
czgsteczek kinaz JAK2 do przeniesienia sygnatu [5]. Kinaza
JAK2 jest cztonkiem cytoplazmatycznych kinaz tyrozyno-
wych z rodziny Janus, ktdra obejmuje: JAKI, JAK2, JAK3 i
tyk2 [19,20], Sposrdd nich jedynie kinaza JAK2 okazata sie
~wrazliwa" na obecno$¢ hormonu wzrostu i byta wykrywa-
na na wystarczajgco wysokim poziomie we wszystkich ba-
danychtypach komoérek [18,21]. Wykazano tylko nieznaczng
stymulacje fosforylacji tyrozyn w JAKI [22], JAK3 [23] i tyk2
[20] w warunkach in vitro. We wczes$niejszych badaniach
nie wykryto zaleznej od hormonu wzrostu fosforylacji tyk2
[21], chociaz taka aktywacja, wystepujgca na bardzo niskim
poziomie, mogtaby by¢ przeoczona. Tyk2 uwaza sie raczej
za gtéwng kinaze szlaku sygnatowego IFNa [18]. Badania z
uzyciem skroconych (GHR4 oraz GHR4&)hbadZz zmutowa-
nych form receptora hormonu wzrostu pokazaty, ze bogaty
w reszte proliny motyw box| w receptorze jest niezbedny
dla zaleznej od hormonu wzrostu asocjacji GHR-JAK2 i dla
fosforylacji tyrozyn w JAK2, przez co boxl jest mato tole-
rancyjny na mutacje. To sugeruje fakt bezposredniego przy-
taczania JAK2 do motywu boxl receptora [15,17,19]. Posta-
wiono wiec hipoteze, jakoby aktywacja JAK2, obok dime-
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ryzacji receptora, byta inicjujacym krokiem w przenoszeniu
sygnatu hormonu wzrostu przez jego receptor [14]. Brown
i wsp. [24] oraz Waters i wsp. [25] uwazajg, ze dimeryzacja
receptora sama w sobie nie jest wystarczajgca do jego pet-
nej aktywacji. Proponujg dodatkowy mechanizm aktywacji,
obejmujacy zmiany konformacyjne receptora spowodowane
obrotem jednej podjednostki wzgledem drugiej w ramach
uksztattowanego dimera receptora po przytgczeniu hormo-
nu wzrostu. Podjednostki receptora potozone sg wowczas
asymetrycznie wzgledem siebie, przy czym podjednostka
druga (potgczona z ,site 2") jest bardziej zblizona do bto-
ny komérkowej. Taka konformacja sprawia, ze nieaktywna
transbtonowa a-helisa zmienia swojg orientacje w forme ak-
tywng. To usztywnia krotki tgcznik (SBK-Q-Q-R-1-K-M-L-
I-L28 miedzy regionem transbtonowym a boxl. Wéwczas
boxl ustawiony jest optymalnie dla JAK2, ktére przytaczaja
sie i transfosforylujg sie wzajemnie, co inicjuje sygnat.

Boxl nie jest jedynym regionem receptora hormonu
wzrostu, wchodzgcym w interakcje z JAK2; dla maksymal-
nej fosforylacji wymaganych reszt tyrozyny niezbedny jest
rowniez udziat pozostatej, proksymalnej do btony komor-
kowej, czesci receptora (mniej wiecej 1/3 regionu cytopla-
zmatycznego) [10,14,15]. Dla receptora hormonu wzrostu
cztowieka (hGHR) i szczura (rGHR) jest to odcinek sktada-
jacy sie z 85 reszt aminokwasowych (GHRZ63f) [14]. Na ba-
zie analogii mozna przypuszczac, ze u bydta jest to odcinek
GHR23/ z boxl zlokalizowanym w regionie GHRZB3L W
samej czasteczce JAK2, na kt6rg sktada sie 1132 reszt amino-
kwasowych, miejsce, ktére oddziatuje z receptorem wyda-
je sie by¢ zlokalizowane w obszarze N-koricowym (region
obejmujacy okoto 1/3 czasteczki JAK2, reszty aminokwaso-
we 37-380) (domeny FERM JH4 —7), charakterystycznym
dla wszystkich cztonkéw rodziny kinaz JAK z potencjal-
nym miejscem fosforylacji tyrozyn IDGYYRL. Srodkowg
czes¢ kinazy JAK2 (reszty aminokwasowe 545-809) okresla
sie jako domene pseudokinazy (JH2), za$ witasciwg aktyw-
no$¢ kinazy ma domena JH1 sktadajaca sie z reszt amino-
kwasowych w pozycji 849-1124 (z potencjalnym motywem
ulegajacym autofosforylacji EYYKYKE) [19,26], Aktywnos$¢
kinazy JAK2 regulowana jest przez biatko SIRPal, majace
zdolno$¢ asocjacji zaréwno z kinazg JAK2, jak i z biatkiem
SHP [27], Dzieki aktywnosci fosfatazy, jaka charakteryzuje
sie biatko SHP, nastepuje defosforylacja reszt tyrozyny w
czasteczce JAK2 iwyciszenie jej aktywnosci.

Fosforylacja reszt tyrozyny, jako wyraz czynnos$ciowej
modyfikacji biatek, czesto prowadzi do ich pdzniejszego
wigzania z domeng SH2 (domeny homologiczne do pro-
duktu onkogenu Src, ang. Src Homology 2), co wyznacza ak-
tywacje specyficznych szlakow sygnatowych. Domena SH2,
ktéra ma okoto 100 reszt aminokwasowych, wigze sie z fos-
forem reszty tyrozyny w sposéb sekwencyjnie istotny [5,7].
Badania prowadzone na réznych gatunkach wykazaty, ze
domena cytoplazmatyczna receptora hormonu wzrostu po-
siada kilkanascie zachowanych w ewolucji reszt tyrozyny:
Y333 y3B[728] Y3 Y36 [16], Y3, Y437 [7] Y47 [1529] Y4B
[16], Y534 Y538 Y35 Y65 [10,29], mogacych ulegaé fosforyla-
cji i tym samym przytaczac sie do biatek z domeng SH2, co
prawdopodobnie odgrywa istotng role w zréznicowanym
dziataniu receptora. Natomiast kinaza JAK2 zawiera az 48
reszt tyrozyny (badania przeprowadzone na gryzoniach),
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co umozliwia jej oddziatywanie z wieloma czgsteczkami
sygnatowymi [18]. Niemniej jednak w przypadku czastecz-
ki JAK2 nie stwierdzono obecnos$ci typowej domeny SH2,
ktora wigzataby reszty fosfotyrozyny, czy SH3 [19], rozpo-
znajacej i wigzacej motyw PXXP (prolina — dwa dowolne
aminokwasy —prolina). Role takg przypisuje sie domenom
JH4 i JH3 (reszty aminokwasowe 401-482) w JAK2 [26].
Nie jest jeszcze wiadomym, ktére reszty tyrozyny (zar6w-
no w receptorze, jak i w kinazie JAK2) sg fosforylowane w
odpowiedzi na tylko i wytgcznie jeden specyficzny sygnat
hormonu wzrostu, co wynika z braku jednoznacznych wy-
nikdw badan [6,7,28]. Sadzi sie raczej, ze wymagana jest
kombinacja i wspo6tdziatanie wielu ufosforylowanych reszt
tyrozyny, zar6wno w czesci absolutnie niezbednej do od-
dziatywania z kinazg JAK2 (4 reszty tyrozyny), jak iw zroz-
nicowanej gatunkowo, C-koncowej czesci receptora (6 reszt
tyrozyny).

AKTYWACJA SZLAKU KINAZ MAP

Oddziatywanie z domeng SH2 aktywuje gtdwnie szlak
sygnatowy kinazy biatkowej aktywowanej przez mitogeny
(ang. mitogen-activated protein kinase —MAPK). Kinazy MAP
sg serynowo-treoninowymi kinazami, ktére wymagaja do
swej aktywacji zarowno fosforylacji reszt tyrozyny, jak i
reszt treoniny w obrebie swojej czgsteczki [30]. Sposrod po-
nad dwudziestu izoform kinazy MAP poznano cztery takie
biatka, ktore sa gwattownie fosforylowane i aktywowane w
odpowiedzi na hormon wzrostu, mianowicie: ERKI (kinaza
MAP p44), ERK2 (kinaza MAP p42), jako gtdwne kinazy,
oraz kinaze p38 i kinaze JNK (ang. c-Jun aminoterminal ki-
nase) [31]. Pierwszym elementem aktywacji kinaz ERK1/2
jest biatko SHC, posiadajgce domene SH2, ktére to asocjuje
z kinazg JAK2 i jest przez nig fosforylowane [6,7,10]. Na-
stepnie juz do ufosforylowanego i zwigzanego biatka SHC
przytacza sie biatko adaptorowe Grb2 (o budowie SH2-SH3-
SH2). Ten etap takze zostat potwierdzony doswiadczalnie
[6]. W przypadku sygnatu hormonu wzrostu aktywacja
pozostatych molekut w tej kaskadzie sygnatowej, czyli sos
(ang. ,,sons-of~sevenlesswymiennik GDP-GTP dla Ras), Ras
(jedno z biatek G aktywne w formie Ras-GTP), Raf (kinaza
treoninowo-serynowa) i MEK (,kinazy kinaz"; fosforyluja
reszty tyrozyny i treoniny w MAPK) [6,30,32] nie zostata
jeszcze dobrze poznana, zwtaszcza u bydia. Nie ulega jed-
nak watpliwosci, ze obecnos$¢ aktywnej kinazy JAK2 i zaan-
gazowanie biatek SHC i Grb2 sg wczesnymi wydarzenia-
mi w zaleznej od hormonu wzrostu aktywacji kinaz MAP.
Kinazy MAP znane sg z aktywowania wielu innych biatek,
m.in. fosfolipazy A2 biatek cytoszkieletu, kinaz biatkowych
(np. p70rk p90rK) oraz czynnikow transkrypcyjnych (np.
Elk-1, c-fos, spi 2.1, ATF-2) [6,10,28,30,31]. Ostatnie wyniki
badan Zhu i wsp. [33] wskazujg na inny, catkowicie nieza-
lezny od kinazy JAK2, szlak kinaz MAP. Mianowicie przy-
tagczenie hormonu wzrostu do receptora moze aktywowac
kinaze c-Src, ktéra to angazuje w dalszych etapach tylko
biatka nalezace do tej samej rodziny co biatka Ras (a sg to
biatka RalA i RalB). Maja one potencjalng zdolno$¢ do kon-
tynuowania wczesniej opisanego szlaku (raf, MEK, MAPK).
Jest to (obok transportu Ca2tprzez jego kanat; reszty ami-
nokwasowe 465-517 w receptorze hormonu wzrostu [16])
drugi przyktad wykorzystania przez receptor hormonu
wzrostu kinaz niezaleznych od aktywnie dziatajacej kinazy
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JAK2. By¢ moze i inne kinazy z rodziny kinaz Src (np. c-
Fyn) sg aktywowane niezaleznie od kinazy JAK2. Jednak,
aby nastgpita petna aktywacja RalA i RalB przez hormon
wzrostu, wymagana jest obecno$¢ obu aktywnych kinaz (c-
Src i posrednio Jak2 aktywujgca biatko Ras).

Przypuszcza sie rowniez, ze aktywacja innych enzymow,
a mianowicie kinaz biatkowych C (ang. protein kinase C —
PKC), moze réwniez odbywac sie bez udziatu kinazy JAK2.
W zaleznos$ci od izoformy kinazy, do jej aktywacji niezbed-
ne sg 1,2-diacyloglicerol (DAG) i/lub Ca2+[10].

AKTYWACJA SZLAKU BIALEK STAT/IGF-I

Inny wazny szlak, przez ktéry hormon wzrostu regu-
luje transkrypcje genéw docelowych, to zaangazowanie w
przenoszenie sygnatu biatek Stat (ang. signal transducers
and actiuators of transcription). Biatka Stat sg ,u$pionymi"
cytoplazmatycznymi czynnikami transkrypcyjnymi. Dzia-
tajg przypuszczalnie przez oddziatywanie swych domen
SH2 i SH3 z C-koncem receptora przy udziale kinazy JAK2
(juz aktywnej). Biatka te po fosforylacji jednej reszty tyro-
zynowej ulegajg dimeryzacji. W tym stanie przemieszczajg
sie do jadra, t3czg z DNA i aktywujg transkrypcje docelo-
wych gendw [34], po uprzednim rozpoznaniu sekwencji
zgodnej GAS: TTNCNNNAA (T —tymina, N —dowolna
zasada azotowa, C —cytozyna, A —adenina) [5], Dla hor-
monu wzrostu opisano indukowanie fosforylacji tyrozyny
w czasteczkach Statl, Stat3 i Stat5 [10,28,29], Szczegdlnie
godny uwagi jest czynnik Stat5, nieodtacznie kojarzony z
gruczotem mlecznym, ktéry do swojej aktywacji wymaga
dystalnego odcinka GHR (~ 40 reszt aminokwasowych w
pozycji 477-516), definiowanego jako box3 [15] oraz przy-
najmniej jednej z czterech ufosforylowanych reszt tyrozyny
(Y487, Y534 Y36 lub Y&7) w C-koncowej czesci receptora [29].
W grupie czynnik6w transkrypcyjnych Stat5 wyrdznia sie
Statbb —najlepiej poznane biatko z tej rodziny —oraz Sta-

tba — w 96% identyczne ze Stat5b. Stwierdzono, ze oba
te czynniki w znacznym stopniu posredniczg w zaleznej
od somatotropiny aktywacji transkrypcji genu IGF-Iw wa-
trobie [16,35] poniewaz w promotorze IGF-1 stwierdzono
obecnos$¢ charakterystycznych sekwencji tgczacych sie z
biatkiem Stat5 [36], U cztowieka Stat5 do swej aktywacji
wymaga potaczenia z YA i/lub YS6w hGHR [13], zas u
myszy niezbedna jest tyrozyna Y4&Boraz w mniejszym
stopniu Y3i Y36 [16], Natomiast Statl wydaje sie nie wy-
maga¢ box3, poniewaz odnotowuje sie jego dziatanie w
obecnosci tylko boxl i aktywnej kinazy JAK2 [29], Stat3
rowniez wydaje sie wymagacé tylko aktywnej kinazy JAK2.
Wiadomo, ze kinaza JAK2 zawiera dwa motywy wigzace
Stat3 (YXXQ). Jedynie mutacje w box| redukowaty istotnie
aktywnos$¢ Stat3 [13], Aktywacja specyficznych Stat przez
hormon wzrostu moze r6znié¢ sie w zaleznosci od gatunku,
jak itypu komorek docelowych [18]. Mozliwe jest takze od-
dziatywanie z biatkami Ras, dlatego uwaza sie, ze aktywa-
cja Stat moze by¢ zalezna, badZ niezalezna od tych biatek
[32]. Wyciszanie sygnatu GH-GHR-Stat5 odbywa sie przy
udziale biatek SOCS (ang. suppressor of cytokine signalling),
ktore maja zdolno$¢ kompetycji ze Stat5, a mianowicie -
czg sie one z resztg tyrozyny w pozycji 498 jak rdwniez z
koncowym odcinkiem receptora hormonu wzrostu [16].

AKTYWACJA ELEMENTOW SZLAKU INSULINY

Hormon wzrostu, poza opisanymi wczesniej wtasciwo-
§ciami, znany jest rdwniez z insulino-podobnej aktywno-
Sci, wlgczajagc w to podwyzszenie transportu aminokwa-
séw, transportu glukozy i lipogenezy [10]. Powyzsze in-
formacje mogg sugerowac, ze hormon wzrostu i insulina
(jak réwniez IGF-1, majacy takze swdj wiasny skompliko-
wany szlak sygnatowy) aktywujg pewne wspdlne szlaki
sygnatowe. Hormon wzrostu stymuluje fosforylacje reszty
tyrozyny w IRS-1 i IRS-2 (ang. insulin receptor substrates 1
and 2) [37]. Natura stymulowanego hormonem wzrostu

oddziatywania jego receptora z IRS-1
jest prawdopodobnie inna, niz analo-

Rycina 1. Szlak sygnatowy hormonu wzrostu.

370

giczne oddziatywanie z receptorem
dla insuliny (IR). Byé moze wyma-
gana jest obecnos$¢ aktywnej kinazy
JAK2. Fosforylacja reszty tyrozyny w
IRS-1 i IRS-2 w odpowiedzi na insu-
line lub hormon wzrostu umozliwia
powstawanie miejsca wigzania dla
specyficznych biatek, zawierajgcych
domeny SH2, wiaczajagc w to SHPTP2
(ang. SH2 protein-tyrosine phosphatase),
Grb2 oraz podjednostke regulatorowg
kinazy 3'-fosfatydyloinozytolu (P13
0 masie czasteczkowej rzedu 85kDa
[37], Kinaza PF bierze udziat w takich
procesach, jak stymulowany insuli-
ng transport glukozy, synteza DNA,
laktywacja p70rk [10]. IRS-1 zawiera
20 reszt tyrozyny, mogacych ulega¢
fosforylacji, z ktérych przynajmniej
osiem jest fosforylowanych po stymu-
lacji insuling [38], Ro6znice w aktywa-
cji kinaz przez IRS-1 (w zaleznosci od
liganda) moga by¢ rezultatem fosfory-
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lacji unikalnych reszt tyrozyny. Taka wszechstronna moz-
liwos¢ oddziatywania IRS-1 i IRS-2 z wieloma molekutami
sygnatowymi sprawia, ze czasteczki te prawdopodobnie
sg sktadowymi elementami szlaku sygnatowego hormonu
wzrostu.

UWAGI KONCOWE

Jak zaprezentowano powyzej, szlak sygnatowy hor-
monu wzrostu to skomplikowany proces biochemiczny
(Ryc.l), ktérego poszczegdlne elementy sktadowe nie zo-
staly jeszcze do konhca poznane. Pelne zrozumienie tego
mechanizmu mogtoby umozliwic¢ racjonalne wyttumacze-
nie laktogennego i galaktopoetycznego wptywu egzogen-
nego hormonu wzrostu, jaki odnotowuje sie po jego poda-
niu krowom. Ponadto pozwolitoby na zrozumienie ewen-
tualnego wptywu mutacji punktowych, prowadzgcych do
substytucji aminokwas6w w poszczeg6lnych czgsteczkach
biatkowych elementéw szlaku osi somatotropowej, na
ilos¢ produkowanego mleka ijego sktad. Specyficzne od-
dziatywanie (m.in. ograniczenie gatunkowe) miedzy hor-
monem wzrostu areceptorem sprawia, Zze pole dziatania w
tym wzgledzie jest niezwykle ograniczone.
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Growth hormone signaling pathways
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ABSTRACT

The substantial improvement in the studies on avery complicated mechanism —growth hormone signaling in a cell, has been noted in last
decade. GH-induced signaling is characterized by activation of several pathways, including extracellular signal-regulated kinase (ERK), the
signal transducer and activator of transcription and phosphatidylinositol-3 kinase (P13 pathways. This review shows a current model of the
growth hormone receptor dimerization, rotation of subunits and JAK2 kinase activation as the initial steps in the cascade of events. In the next
stages of the signaling process, the GH-(GHR)2(JAK2)2complex may activate signaling molecules such as Stat, IRS-1 and IRS-2, and particu-
larly all cascade proteins that activate MAP kinase. These pathways regulate basal cellular functions including target gene transcription, en-
zymatic activity and metabolite transport. Therefore growth hormone is considered as a major regulator of postnatal growth and metabolism,
probably for mammary gland growth and development too.
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Rola kanatow jonowych w procesie apoptozy

STRESZCZENIE

W btonie plazmatycznej oraz w mitochondrialnej btonie wewnetrznej i zewnetrznej wy-
stepuje liczna grupa kanatéw jonowych, ktére sg odpowiedzialne nie tylko za prawidtowe
funkcjonowanie komérek w warunkach fizjologicznych, ale uczestniczag réwniez bezpo-
Srednio w procesie apoptozy. W komdrkach apoptotycznych aktywowane kanaty potasowe
i chlorkowe btony plazmatycznej kontrolujg objeto$¢ komoérek oraz posredniczg w regulacji
aktywnosci proteaz i nukleaz. Kanaly obecne w btonie zewnetrznej i wewnetrznej mito-
chondriéw uczestniczg w transporcie jonéw oraz apoptogennych czynnikéw z przestrzeni
miedzybtonowej do cytosolu. Podczas apoptozy bardzo wazng role w uprzepuszczelnieniu
zewnetrznej btony mitochondrialnej petniag biatka rodziny Bcl-2. W artykule zamieszczono
najnowsze dane o roli kanatéw jonowych w komoérkach apoptotycznych oraz o udziale bia-
tek Bcl-2 w regulacji apoptozy.

WPROWADZENIE

Apoptoza (programowana $mier¢ komorek) jest najbardziej powszechng for-
ma $mierci komdrek zaréwno podczas rozwoju i dojrzewania wielokomorko-
wych organizmoéw jak i w procesach ich prawidtowego funkcjonowania. Roz-
réznienia apoptozy od nekrotycznej Smierci komérek dokonujemy na podstawie
specyficznych zmian morfologicznych i biochemicznych: zmiany objetosci ko-
morek oraz integralnosci btony plazmatycznej, asymetrii lipidéw, powstawania
ciatek apoptotycznych, zmiany wewngtrzkomoérkowego stezenia wapnia, frag-
mentacji DNA i degradacji biatek komorkowych [1].

Liczne publikacje na temat indukcji apoptozy przez r6znego typu czynniki
chemiczne oraz fizyczne sg bogatym zrodtem informacji o subkomérkowej i
molekularnej regulacji tego procesu. Najbardziej intensywnie prowadzone
do tej pory badania dotyczyty przede wszystkim poznania proceséw uwal-
niania apoptogennych biatek z mitochondriéw, powstania apoptosomu, ak-
tywacji kaspaz oraz oligonukleosomalnej degradacji DNA [2-4]. Natomiast
znacznie mniej uwagi poswiecono roli i udziatowi biatek transportujgcych
jony poprzez btony komoérkowe podczas apoptotycznej sSmierci komdrek.
Badania uczonych réznych osrodkéw naukowych wskazujg, ze mediatora-
mi apoptozy sa nie tylko proteazy, nukleazy i reaktywne formy tlenu, ale
proces jest rowniez regulowany przez jony komérkowe. Btona plazmatyczna
jak i zewnetrzna i wewnetrzna btona mitochondrialna zawierajg kanaty po-
tasowe, chlorkowe, wapniowe oraz kanaty anionowe zalezne od potencjatu
btonowego (VDAC) [5], Kanaly te nie tylko kontrolujg objetos¢ komaérek, ale
podczas apoptozy regulujg takze aktywno$¢ kaspaz i nukleaz [6-8], W mi-
tochondriach ponadto wystepujg wielobiatkowe kompleksy zwane megaka-
natami (MPTP — ang. mitochondrial permeability transition pore), kanaty MAC
(ang. mitochondrial apoptosis-induced channel) oraz kanaty utworzone przez
biatka rodziny Bcl-2. Wymienione kanaty aktywowane sg zaréwno w ze-
wnetrznym (receptorowym) jak i wewnetrznym (mitochondrialnym) szlaku
apoptozy. Proces apoptozy z udziatem mitochondriéw przebiega pod kon-
trolg regulatorowych biatek rodziny Bcl-2 oraz modulowany jest przez biatka
cytoplazmatyczne i lipidy btonowe [9-11].

AKTYWACJA KANALOW JONOWYCH BLONY PLAZMATYCZNEJ
W ZEWNETRZNYM SZLAKU APOPTOZY

W zewnetrznym szlaku apoptozy uczestniczg obecne w btonie plazmatycz-
nej receptory $mierci rodziny TNF. Nalezy do niej najlepiej poznany receptor
Fas(apo-1/ CD95) oraz receptory TNF-R1, TRAMP (DR3), TRAIL-R1 (DR4),
TRAIL-R2 (DR5) i DR6. Receptor Fas po przytagczeniu liganda FasF ulega trime-
ryzacji. Rozmieszczone w cytoplazmatycznych regionach Fas domeny $mierci w
oddziatywaniu z biatkiem adaptorowym FADD tworzg kompleks sygnalizacyj-
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Bcl-2; DISC (ang. death inducing signaling
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dukujacy $mier¢; FADD (ang. Fas-associated
death domain) — Fas — zasocjowane biatko
z domeng $mierci; MAC (ang. mitochondrial
apoptosis-induced channel) — kanat induku-
jacy apoptoze w mitochondriach; PS (ang.
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MPTP (ang. mitochondrial permeability trans-
ition pore) — mitochondrialny megakanat;
TNF (ang. tumor necrosis factor) — czynnik
nekrozy nowotworu; VDAC (ang. voltage-
dependent anion channel) — kanat anionowy
regulowany przez zmiany potencjatu bto-
nowego.
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Rycina 1. Uproszczone dwa gtdwne szlaki apoptozy. (A) Szlak receptorowy (zewnetrzny), rozpoczynajacy
sie w btonie plazmatycznej. (B) szlak mitochondrialny (wewnetrzny), regulowany przez biatka rodziny Bcl-2

obecne podczas apoptozy w zewnetrznej btonie mitochondrialne;j.

ny DISC, ktéry aktywuje prokaspaze 8/10 do enzymatycz-
nie aktywnej kaspazy 8/10. Kaspaza 10jest homologiem ka-
spazy 8, ktory wystepuje tylko w tkankach cztowieka. (Ryc.
1A). Dalsze etapy apoptozy stymulowanej przez receptor
Fas zalezg od typu komoérek. W komorkach zawierajgcych
wysoki poziom aktywnej kaspazy 8 dochodzi do bezpo-
$redniej aktywacji wykonawczej kaspazy 3 i proteolitycznej
kaskady reakcji bez udziatu mitochondriow. W przypadku

Czynnik indukujacy
apoptoze

e

Aktywacja kanatow K* Aktywacja kanatow Cl

l l

1K' (Cll¢
Wyplyw H,0
z komérek
Redukcja

objetosci komorki

|

Aktywacja proapoptotycznych
sygnatow
enzymow

APOPTOZA

Rycina 2. Udziat kanatéw K+i CI' w indukcji apoptozy. Czynniki apoptotyczne
aktywujac kanaty jonowe btony plazmatycznej prowadzg do wycieku jonéw K+
Cl"iwody do $rodowiska zewnegtrznego oraz do apoptotycznej redukcji objetosci
komérek. Zmiany [K4., [CI"], jak i objetosci komoérek moga posredniczy¢ w akty-
wacji kaspaz i endonukleaz.
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dATP/ATP.
Kaspaza 9 4—/ \

Prokaspaza 9

komérek zawierajgcych mate ilosci kaspa-

zy 8, enzym trawi biatko proapoptotycz-
e DNA ne Bad. Uwolniony aktywny polipeptyd
znany jako tBid zapoczatkowuje akty-
wacje innych biatek uczestniczacych w
procesie apoptozy zaleznej od mitochon-
dridw (Ryc. IB). W nieobecnosci kaspazy
8, biatko Bid aktywowane jest takze przez

kaspaze 10 [12,13].

Wewnetrzna blona

bdesly it Podczas apoptotycznej $mierci ko-
B moérek btona plazmatyczna zachowu-
je integralno$é, pomimo iz zachodzg w
niej liczne zmiany zaréwno witasciwosci
strukturalnych jak i funkcjonalnych. W
btonie plazmatycznej w procesie apop-
tozy obserwowana jest eksternalizacja
fosfatydyloseryny (PS) [14]. Translokacja
PS z monowarstwy wewnetrznej btony
do zewnetrznej monowarstwy wywotana
jest wzrostem aktywnosci skramblazy ak-
tywowanej przez jony Ca2oraz spadkiem
aktywnosci translokazy aminofosfolipi-
doéw. Badania Ishii i wsp. [15] opubliko-
wane w 2005 roku sugeruja, ze fosfatydy-
loseryna w komorkach apoptotycznych
obecna jest w tych obszarach btony, w
ktérych wystepuja réwniez tratwy lipi-
dowe. Zaobserwowano, ze kiedy dochodzi do uszkodzenia
tratw rownoczes$nie maleje liczba komaérek apoptotycznych
zawierajacych fosfatydyloseryne w warstwie powierzch-
niowej btony plazmatycznej. W komérkach apoptotycznych
notowana jest takze zmiana ptynnosci btony plazmatycznej
oraz aktywacja kanatéw jonowych [7],

Zewneglrzna blona
mitochondrialna

Apoptosom

AKTYWACJA KANALOW POTASOWYCH

We wczesnych etapach apoptozy komdrki kurczg sie
i dochodzi do wycieku jonow K+ CI' oraz wody (Ryc. 2).
Apoptotyczna redukcja objetosci komorek (AVD) jest 2-eta-
powym procesem. Pierwsza faza zmiany objetosci komorek
obserwowana jest przed uwalnianiem cytochromu cz mito-
chondriéw i aktywacja kaspaz [16,17]. Druga faza zmniej-
szenia rozmiaréw komorki zwigzana jest z fragmentacjg
jadra/DNA [18]. Oznacza to, ze w komaérkach apoptotycz-
nych obie fazy AVD indukowane sg na drodze réznych me-
chanizmow, podczas ktérych w obu przypadkach dochodzi
do aktywacji kanatdw jonowych i transporterow. Krytyczng
role w regulacji objetosci komorek jak i w procesie apoptozy
petnig kanaly potasowe oraz w mniejszym stopniu kanaty
chlorkowe. W komorkach apoptotycznych jony potasowe
wyciekajg z komorek zarowno poprzez kanatly potasowe,
jak i drogg symportu razem z jonami chlorkowymi, badz
wigzanego antyportu K¥H +C1'/HCO03 (Ryc. 3) [19]. Pod-
czas apoptozy stezenie wewnatrzkomoérkowego potasu
[KH, maleje do 50 mM w fibroblastach [20] oraz do 35-50
mM w apoptotycznych tymocytach i limfocytach [21,22], W
wiekszosci przypadkow komorki tolerujg 20-30% spadek
zawartosci catkowitego stezenia jondw K+ Po przekrocze-
niu stezenia [K+H. <50% komorki wkraczajg na droge apop-
tozy [23], Rycina 4 przedstawia w porzadku chronologicz-
nym procesy apoptotyczne w komaérkach regulowane przez
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Rycina 3. Rozmieszczenie jonéw K+ Na+ Ca2+i CI" po obu stronach btony pla-
zmatycznej oraz kierunki ich przeptywu w komérkach apoptotycznych. Jony wy-
ptywaja z cytosolu poprzez kanaty jonowe oraz drogg symportu i antyportu.

jony K+ Inicjatorami apoptozy stymulowanej przez jony K+
moga by¢ receptory $mierci TNFa i Fas, prowadzace do
aktywacji kanatéw potasowych w btonie plazmatycznej, a
w kolejnych etapach apoptozy do zmiany przewodnictwa
kanatéw potasowych btony mitochondrialnej. Apoptotycz-
na redukcja objetosci komorek poprzedzona jest szeregiem
zmian zachodzgcych w mitochondriach: zwiekszong pro-
dukcja reaktywnych form tlenu (RFT), spadkiem zawartosci
ATP i zahamowaniem aktywnosci Na+K+ATPazy. Kolejne
etapy apoptozy, zaréwno zalezne od kaspazy jak i nieza-
lezne, dotyczg aktywacji procesow degradacji DNA i biatek
prowadzacych do $mierci komarek.

Jony K+ petnigce funkcje regulatoréw réznych enzymow
w wielu typach komorek w procesie apoptozy wywiera-
jg rowniez znaczacy wptyw na biatka odpowiedzialne za
$mieré¢ komorek. Hughes i wsp. [18,22] oraz Bortner i Ci-
dlowski [24] donoszg, ze spadek wewngtrzkomdrkowego
stezenia jonéw K+nie tylko powoduje aktywacje kaspazy
3 i endonukleazy, ale rdwniez przyspiesza uwalnianie cy-
tochromu c¢ z limfocytow. Aktywacja kaspazy i nukleazy
byta catkowicie hamowana w $srodowisku zawierajagcym fi-
zjologiczne (~140mM) stezenie [KH.. Wysokie stezenia [KH.
blokujg takze tworzenie apoptosomu oraz apoptoze indu-
kowana przez receptory $mierci [25,26]. W wielu typach
komdrek skutecznymi inhibitorami apoptozy sg zwigzki
hamujace funkcjonowanie kanatéw potasowych: sole tetra-
metylo-amoniowe (TEA), tetrapentylo-amoniowe (TPeA),
4-aminopirydyna (4-AP), chinina, chinidyna [22,23,27].

W btonach komoérek apoptotycznych w procesie uwalnia-
nia jonéw K+uczestniczg przede wszystkim kanaty zalezne
od napiecia btony (KJ. Aktywacja kanatdw potasowych
jest jedng z pierwszych odpowiedzi komérek nowotworo-
wych cztowieka i gryzoni w procesie apoptozy indukowa-
nej przez receptory Smierci TNF [28], W proapoptotycznym
wyptywie jonéw K+z komorek posrednicza rowniez kanaty
aktywowane przez Ca2+(KG) oraz kanaty wrazliwe na ATP
(KA [23], Inhibitorami aktywacji kanatéw potasowych sg
antyapoptotyczne biatka Bcl-2 [29]. Mechanizmy interakcji

Postepy Biochemii 52 (4) 2006

Bcl-2 z kanatami potasowymi nie sg jeszcze poznane. Do-
tychczasowe wyniki badan nad rolg jonow K+w apoptozie
nie pozwalajgjednoznacznie okres$li¢ czy spadek [K4, nalezy
uzna¢ za czynnik indukujgcy $mieré komdrek czy przyjac,
ze zaburzenia poziomu jonéw K+sg konsekwencjg proce-
sow towarzyszacych procesowi apoptozy. Yu [23] na pod-
stawie wiasnych badan oraz innych autoréw [21,22] sugeru-
je, ze, pomimo iz redukcja wewnatrzkomdrkowego stezenia
jonow K+jest konieczna i prawdopodobnie powszechna w
apoptotycznej $Smierci komoérek, to w wielu przypadkach
potrzebne sg dodatkowe sygnaty aktywujace apoptoze, aby
wspolnie z obnizonym [K4, mogta by¢ skutecznie realizo-
wana programowana $mieré komorek.

AKTYWACJA KANALOW CHLORKOWYCH
I WAPNIOWYCH

W komorkach apoptotycznych z wyptywem jonow K+
jednoczes$nie obserwowany jest wyptyw jonéw CL. Wzrost
zawartosci pozakomorkowych jonéw chlorkowych wywie-
ra istotny wptyw na AVD i prawdopodobnie rowniez na
kolejne fazy apoptozy. W btonie plazmatycznej w procesie
apoptozy udziat biorg kanaty chlorkowe aktywowane przez
jony Ca2+ (Clti) i kanaty wrazliwe na zmiany objetosci ko-
morek [7,16]. O udziale jonéw CL w apoptozie $wiadcza
m. in badania przeprowadzone w obecnosci zwigzkow
blokujacych aktywacje kanatow. Szabo i wsp. [30] donoszg
0 hamowaniu przez DIDS i DPC apoptozy indukowanej
przez receptor CD95 w limfocytach T. Antagonisci kanatow
chlorkowych zapobiegajg takze uwalnianiu cytochromu c,
aktywacji kaspazy 3 oraz fragmentacji DNA [31,32],

Aktywacja kanatow wapniowych w btonie plazmatycz-
nej powoduje przede wszystkim zwiekszony transport tych
jonéw do komorek, co prowadzi do wzrostu ich objetosci, a
w kolejnych etapach do nekrotycznej Smierci. Dane o udzia-
le jonbw Ca2+ w apoptozie sg kontrowersyjne. Wynika z
nich, ze umiarkowany wzrost wewngatrzkomadrkowego ste-
zenia jonéw wapnia [Ca24., szczeg6lnie w pierwszym okre-
sie zmian, moze pos$redniczy¢ w przekazywaniu sygnatow
indukujacych apoptoze [33]. Natomiast wzrost [Ca2{, w
ostatniej fazie apoptozy prowadzi do aktywacji proteaz i
endonukleaz [34-36], Powyzsze spostrzezenia sugeruja, ze
jakkolwiek jony Ca2+rwywierajg istotny wptyw na funkcjo-
nowanie komérek, zmiana samego tylko stezenia [Ca24, nie
jest zdolna do bezposredniej indukcji apoptozy. Jony Ca2+
moga natomiast aktywnie uczestniczy¢ w przekazywaniu
sygnatéw apoptotycznych prowadzacych do aktywacji ka-
natdw KG ClGoraz transporterow tych jonéw obecnych w
btonie plazmatycznej komarek.

KANALY ANIONOWE REGULOWANE PRZEZ
POTENCJAL BLONOWY (VDAC)

W btonie plazmatycznej komaérek prawidtowych oraz
apoptotycznych wykryto kanat aniono-selektywny re-
gulowany przez zmiany potencjatu btonowego (VDAC1)
bedacy izoformg 1 kanatu VDAC dotychczas znanego w
zewnetrznej btonie mitochondrialnej [8,37], lzoformy za-
sadniczo zachowujg podstawowe witasciwosci VDAC, ale
w zaleznos$ci od typu komoérek moga petnié rozne funk-
cje regulatorowe. Kanatowi VDAC1 btony plazmatycz-
nej przypisywano zdolnos$¢ wigzania plazminogenu [38],
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W komorkach apoptotycznych uwolniony

Peticislind MmN e ; cytochrom crazem z Apaf-1 i dATP/ATP two-

Caynniki Bkl rzy apoptosom aktywujacy prokaspaze 9. W
indukujace Aktywacja Hiperpolaryzacja ATPY kolejnym etapie aktywna kaspaza 9 aktywuje
apoptoze o R ey i kaspazy wykonawcze 3,6,7 odpowiedzialne
Bel2/Bid za destrukcje komoérek. W komérkach prawi-

dtowych cytochrom cuczestniczy w tancuchu

oddechowym mitochondriéw, a jego podsta-

wowg funkcjg jest transport elektronéw po-

;m::):o::x  blona miedzy kompleksem Il (reduktaza ubichinol

Hamowanie et by s~ it — cytochrom c) a kompleksem 'IV (oksydaza
Na'K- L Depolaryzacja Aktywacia cytochromowa). Dotychczas wiadomo byto,

el Jbiona Py kaspazy 9 ze cytochrom ¢ w mitochondriach wystepuje

e w formie niezwigzanej oraz przytgczony jest

do zewnetrznej powierzchni wewnetrznej

gl P btony mitochondrialnej. Ciekawych danych
Aktywacja DNA i bialek APOPTOZA 0 rozmieszczeniu cytochromu ¢ w mitochon-

endonukleaz

Rycina 4. Regulacja apoptozy przez jony K+ Aktywacja kanatéw potasowych przez receptory $mierci in-
dukuje szereg zmian w btonie plazmatycznej i mitochondrialnej komérek, ktére prowadza do uwalniania
cytochromu cz mitochondrium, aktywacji kaspaz oraz degradacji DNA i biatek [wg 23].

steroidow [39] oraz wiasciwosci reduktazy NADH:zela-
zicyjanek [40]. Kolejne badania potwierdzity, ze redukta-
za NADHizelazicyjanek, o masie czasteczkowej okoto 35
kDa, wyizolowana z bton plazmatycznych jest identyczna
z VDACL. Biatko moze uczestniczy¢ w transporcie zelaza
oraz regulujac poziom NADH/NAD+moze takze modu-
lowa¢ proces apoptozy [41]. Kanaly te sg konstytutywnie
obecne w blonie plazmatycznej komérek prawidtowych i
apoptotycznych, ale w formie aktywnej wystepuja tylko
w komorkach, ktére wkroczyty na droge apoptozy [42],
VDACL1 petni rézng funkcje w bionie plazmatycznej obu
typow komorek. W komorkach prawidtowych jest odpo-
wiedzialny za utrzymanie gradientu potencjatu btonowe-
go, zas w komdrkach apoptotycznych uczestniczy w trans-
porcie anionow do $rodowiska zewnetrznego w pierw-
szych etapach apoptozy [42],

Elinder iwsp. [42] aktywacje kanatu VDAC1 obserwowa-
li w btonie plazmatycznej dwdch linii komérek nerwowych,
HT22 i SK-N-MC podczas apoptozy indukowanej przez
2,3-dimetoksy-1,4 naftochinon i 7,8-tlenek styrenu. W obu
przypadkach inhibitory kanatu, anty-VDACI przeciwciata,
hamowaty wyciek anionéw oraz apoptotyczng $mier¢ ko-
mdrek. Pomimo poczynionych znacznych postepéw w ba-
daniach wiasciwosci VDAC1 bton plazmatycznych koniecz-
ne sg dalsze prace, ktére wyjasnig budowe i role kanatu w
komoérkach prawidtowych a takze funkcje jaka petni biatko
w apoptozie indukowanej przez rozne czynniki chemiczne i
fizyczne w réznego typu komorkach.

AKTYWACJA KANALOW JONOWYCH W
WEWNETRZNYM SZLAKU APOPTOZY

Kluczowg funkcje w wewnetrznym szlaku apoptozy
petnig mitochondria (Ryc. IB). Pod wptywem czynnikéw
uszkadzajgcych DNA oraz w obecnosci biatka Bid, a wia-
Sciwie jego aktywnej formy tBid, dochodzi do aktywacji
mitochondriéw, podczas ktorej z przestrzeni miedzybtono-
wej uwalniany jest do cytosolu cytochrom coraz inne biatka
apoptogenne [43,44].
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drialnej btonie wewnetrznej dostarczyty bada-
nia Brdiczki i wsp. [45]. Na podstawie analizy
subfrakcji mitochondriow nerek, otrzymanych
metodg wirowania w gradiencie sacharozy,
stwierdzono, ze 25% cytochromu c zawierajg
miejsca kontaktowe tgczace btone wewnetrzng z biong ze-
wnetrzng organelli. Pozostate 75% biatka wystepuje w Kri-
stach mitochondrialnych.

Przepuszczalno$¢ btony zewnetrznej jak i wewnetrznej bto-
ny mitochondrialnej dla jonéw i substratow regulowana jest
przez dwa rézne mechanizmy. Przepuszczalno$¢ btony we-
wnetrznej kontrolowana jest przez megakanat MPTP, a akty-
wacja kanatu przez jony Ca2+i czynniki indukujgce stres oksy-
dacyjny prowadzi do zaburzenia proceséw energetycznych i
nekrotycznej Smierci komorek. Proces uprzepuszczelnienia
mitochondrialnej btony zewnetrznej regulowany jest przez
biatka rodziny Bcl-2. Biatka te kontrolujg zarowno uwalnianie
biatek apoptogennych z mitochondriéw do cytosolu jak i regu-
lujg transport jonéw w procesie apoptozy [46,47],

CHARAKTERYSTYKA BIALEK RODZINY Bcl-2

Biatka nalezgce do rodziny Bcl-2 (ang. B-cell lymphoma 2)
zbudowane sg z 1-4 domen BH (ang. Bcl-2 homology doma-
ins), ktére decydujg o wtasciwosciach poszczeg6lnych grup
biatek. W prawidtowych komorkach biatka Bcl-2 wystepu-
ja w zewnetrznej btonie mitochondrialnej, btonie jadrowej i
siateczki srodplazmatycznej oraz w cytosolu. W komdrkach
apoptotycznych biatka cytoplazmatyczne przemieszczajg sie
do zewnetrznej btony mitochondrialnej [48,49]. Ze wzgledu
na strukture i petnione funkcje biatka Bcl-2 dzielimy na 3 gru-
py: 1/ antyapoptotyczne, 2/ proapoptotyczne wielodome-
nowe i 3/ proapoptotyczne zawierajgce tylko domene BH3
(Ryc. 5) [50,51], Biatka antyapoptotyczne nazywane sg takze
biatkami przezycia. Do najbardziej znanych nalezg: Bcl-2,
Bcl-XL, Bel-W, Mcl-1. Biatka te zawierajg domeny BH1-BH4,
ale tylko domena BH4 konieczna jest do petnienia funkcji an-
tyapoptotycznych. Antyapoptotyczny mechanizm dziatania
biatek polega na bezposrednim oddziatywaniu z biatkami
proapoptotycznymi. Przytgczenie biatka Bcl-2 hamuje pro-
ces oligomeryzacji biatek proapoptotycznych oraz tworze-
nie poréw/kanatow w zewnetrznej btonie mitochondrialnej
[52,53]. Biatka proapoptotyczne wielodomenowe zawierajg
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F ANTYAPOPTOTYCZNE

y BH4 BH3 BH1 BH2
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BOK/MTD T ——

Zawierajace tylko domene BH3

BIK/NBK _—
HRK —

—
BNIP3 V—

Rycina 5. Struktura biatek rodziny Bcl-2. Biatka pro- i antyapoptotyczne réznia
sie liczbg domen BH oraz wystepowaniem transbtonowej, hydrofobowej dome-
ny TM. Obszary pomiedzy domeng BH4 i BH3 petnig funkcje regulatorowg. Za
tworzenie kanatdw odpowiedzialne sa regiony BH1-BH2, a w procesie oligome-
ryzacji uczestniczg domeny BH1, BH2 i BH3.

BH1-BH3 domeny. W przeciwienistwie do biatek antyapopto-
tycznych bezpos$rednio uczestnicza w programowanej Smier-
ci komérek. Do grupy tej naleza biatka Bax, Bak oraz Bok, Bcl-
Xs[43]. Pomimo iz biatka te zawierajg identyczne, zachowane
w ewolucji domeny, ich subkomdrkowa lokalizacja jest cat-
kowicie rozna. Bak jest transbtonowym biatkiem zewnetrznej
btony mitochondrialnej i nie zmienia swojej lokalizacji w ko-
maérkach apoptotycznych. Z kolei Bax wystepuje gtownie w
cytosolu oraz jako peryferyczne biatko mitochondrialne [54].
W warunkach fizjologicznych Bax wystepuje w stanie nie-
aktywnym. W odpowiedzi na apoptotyczne sygnaty biatko
zmienia swojg konformacje. Podczas aktywacji Bax dochodzi
do odstoniecia N-terminalnej domeny oraz modyfikowane
sq C-terminalne regiony biatka (Ryc. 6). Aktywne biatko Bax
przenoszone jest do zewnetrznej btony mitochondrialnej, w

Nieaktywne
cytoplazmatyczne
biatko Bax

Aktywne
biatko Bax

tBid

Zewnetrzna btona
mitochondrialna

Rycina 6. Model aktywacji biatka Bax. W komdrkach prawidtowych Bax wyste-
puje w cytosolu, a jego C-terminalny region znajduje si¢ w hydrofobowej kieszeni
utworzonej przez domeny BH1, BH2 i BH3. W komoérkach apoptotycznych Bax
zmienia konformacje po przytaczeniu aktywnej formy proapoptotycznego biatka
Bid (tBid). Aktywne biatko Bax z odstonietym regionem N-terminalnym i zmo-
dyfikowanym C-terminalnym przemieszcza si¢ do zewnetrznej btony mitochon-
drialnej gdzie ulega oligomeryzacji.

ktorej zaréwno Bax jak i obecne w niej biatko Bak ulegajg oli-
gomeryzacji i tworzg pory badz kanaly jonowe. Aktywacje
Bax i Bak stymuluje biatko Bid a takze biatko p53, endofili-
na Bl i biatko ASC [54-55]. Inhibitorami procesu aktywacji
biatek sg: humanina, Ku70, biatka ARC, 14-3-3 oraz biatka
szoku cieplnego HspéO i Hsp70 [54,56]. Do trzeciej grupy na-
lezg biatka proapoptotyczne zawierajace tylko domene BH3
(biatka domeny BH3). Biatka nazywane sg takze mediatora-
mi apoptozy, gdyz posrednicza w przekazywaniu sygnatow
$mierci do wielodomenowych biatek proapoptotycznych Bax
i Bak [57], Wiekszo$¢ biatek grupy 3 (Bid, Bim, Bmf, Bad, Bik,
Puma, Noxa) w odpowiedzi na proapoptotyczne sygnaty po
przeksztatceniu w aktywne czasteczki przenoszona jest z cy-
tosolu do mitochondrium [43], Aktywowane transkrypcyjnie
badz potranslacyjnie biatka domeny BH3 przytaczajg sie do
proapoptotycznych i antyapoptotycznych biatek, powodujac
odpowiednio ich oligomeryzacje badz

miejsca niekontaktowe
mitochondrialnej

oligomeryzacja

inaktywacje. Wazng role w procesie
uprzepuszczelnienia zewnetrznej bto-
ny mitochondrialnej i wycieku cyto-
chromu c do cytosolu petni biatko Bid
[54,58],

KANALY UCZESTNICZACE W
TRANSPORCIE CYTOCHROMU ¢

Bax/Bak

blony zewnetrznej

A
uwolniony
Bel-X, cytochrom ¢

B miejsca kontaktowe reorganizacja

mitochondrialnej krist

Bid(tBid) blony zewnetrznej mitochondrialnych
[interakcja z kardioliping (CL)]
utlenienie lipidow, CL
C

RFT

MPTP

Cyklosporyna A

Rycina 7. Aktywacja mitochondriéw przez biatka proapoptotyczne Bid. tBid przytgcza sie do mitochondrialnej
btony zewnetrznej do obszaréw bogatych w biatka proapoptotyczne Bax/Bak (A) oraz do miejsc kontaktowych
taczacych mitochondrialng btone wewnetrzng z btong zewnetrzng. Miejsca kontaktowe zawierajg tBid, kardiolipine
i cytochrom c (B). tBid oddziatujac z MPTP indukuje uwalnianie cytochromu c z krist mitochondrialnych po od#a-
czeniu cytochromu cod utlenionej kardiolipiny przez reaktywne formy tlenu (RFT) (C).
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depolaryzacja

Znane sg co najmniej dwa rézne
mechanizmy uwalniania cytochromu
¢z mitochondriow do cytosolu regu-
lowane przez proapoptotyczne biat-
ko Bid [59]. W zalezno$ci od miejsca
lokalizacji Bid w zewnetrznej btonie
mitochondrialnej, biatko indukuje
oligomeryzacje wielodomenowych
biatek proapoptotycznych Bax/Bak
badz inicjuje procesy prowadzace do
reorganizacji krist mitochondrialnych
(Ryc. 7). Pierwszy mechanizm uwal-

antyoksydanty
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niania cytochromu coparty jest na interakcji biatko-biatko
w obszarach zewnetrznej btony mitochondrialnej boga-
tych w biatka proapoptotyczne (Rye. 7A). Proces oligome-
ryzacji biatek Bax i Bak oraz kolejne etapy prowadzace do
uprzepuszczelnienia btony zewnetrznej nie sg doktadnie
poznane. Z badahA wielu autoréw wynika, ze proapopto-
tyczne biatka Bax i Bak, aktywowane przez tBid tworzg
w modelowych btonach lipidowych pory/kanaty jonowe
[60-62], Rozmiary poréw utworzonych przez Bax sg wy-
starczajgco duze dla cytochromu c ale nie dla wiekszych
biatek uwalnianych z mitochondriow [62], Biatko Bax ak-
tywowane przez tBid tylko w obecnosci lipidéw tworzy
w liposomach pory przepuszczalne dla 2 MDa dekstranu,
poprzez ktdre moze by¢ takze uwalniany cytochrom cjak i
inne apoptogenne czynniki [63]. Poprzez kanaty Bax/Bak
transportowany jest niezwigzany cytochrom c. Tworzenie
kanatéow oraz wyciek cytochromu c¢ do cytosolu hamowa-
ne sg przez konstytutywnie obecne w zewnetrznej btonie
mitochondrialnej antyapoptotyczne biatka Bcl-2 [46], Role
biatek Bax/Bak w procesie uwalniania cytochromu cz mi-
tochondriow do cytosolu jak i ich udziat w regulacji apop-
tozy potwierdzono na komdrkach myszy pozbawionych
obu biatek. W komérkach nie zawierajgcych Bax i Bak, w
odpowiedzi na sygnat $Smierci, nie obserwowano uprze-
puszczelnienia zewnetrznej btony mitochondrialnej [64], W
przypadku drugiego typu mechanizmu uwalniania cyto-
chromu cz mitochondriéw w procesie apoptozy mamy do
czynienia z wystepowaniem interakcji biatko-kardiolipina
w regionach btony zewnetrznej zawierajacej niewielkie ilo-
§ci Bax i Bak [59], Majac na uwadze, ze tBid wystepuje tyl-
ko w zewnetrznej btonie mitochondrialnej a kardiolipina
gtéwnie w btonie wewnetrznej mitochondridw, interakcje
tBid — kardiolipina w komorkach apoptotycznych moga
zachodzi¢ w miejscach kontaktowych tgczgcych obie bto-
ny mitochondrialne (Ryc. 7b). Obecnos$¢ kardiolipiny w
miejscach kontaktowych potwierdzono stosujgc barwnik,
oranz 10-nonyl-akrydyny, selektywnie tgczacy sie z fosfo-
lipidem [65]. O wystepowaniu tBid w miejscach kontakto-

wych donoszg prace Luttera i wsp. [66] wykorzystujgce do
badan mikroskop elektronowy. Bezposredniego dowodu
na wystepowanie interakcji pomiedzy t-Bid a kardioliping
w mitochondriach dostarczyty réwniez oznaczenia lipi-
dow wyekstrahowanych z mitochondriéw traktowanych
tBid w oparciu o metode spektroskopii masowej [65], In-
terakcje zachodzace pomiedzy t-Bid a kardioliping moga
takze prowadzi¢ do zmiany przepuszczalno$ci wewnetrz-
nej btony mitochondrialnej, regulowanej przez megakanat
MPTP (Ryc. 7c). Sprzezone z funkcjonowaniem megaka-
natu procesy depolaryzacji mitochondriéw oraz reakcje
generowania RFT prowadzag w kolejnych etapach do utle-
niania lipidow, w tym réwniez kardiolipiny i zmian struk-
turalnych krist mitochondrialnych [65,67]. Na tym etapie
reaktywne formy tlenu nie tylko powodujg utlenianie kar-
diolipiny, ale takze przyspieszajg dysocjacje kompleksu
cytochrom ¢ — kardiolipina i uwalnianie cytochromu z
miejsc kontaktowych oraz zmagazynowanego w Kkristach
mitochondrialnych. Mechanizm uwalniania cytochromu c
oparty na interakcji tBid — kardiolipina nie jest hamowa-
ny przez antyapoptotyczne biatka Bcl-2, ale w obecnosci
cyklosporyny A, inhibitora megakanatu [59,67],

Ostatnio zaproponowano nowy mechanizm uwalnia-
nia cytochromu c z przestrzeni miedzybtonowej do cyto-
solu po odkryciu w zewnetrznej btonie mitochondrialnej
kanatu MAC (ang. mitochondrial apoptosis-induced channel).
Kanat ten powstaje w mitochondriach podczas wczesnych
etapdw apoptozy i transportuje cytochrom c poprzez in-
tegralng zewnetrzng btone mitochondrialng [68,69]. Po-
nadto wiadomo, Ze $rednica kanatu MAC wynosi >5nm
i jest wystarczajgco duza dla czgsteczek cytochromu c o
$rednicy ~ 3 nm, uwalnianych z mitochondridw. Aktyw-
ne kanaty MAC wykryto w mitochondriach na szlaku
wewnetrznym apoptozy fibroblastow embrionéw myszy,
komoérek HelLa oraz w réznych klonach komorek hema-
topoetycznych FL512 [70], Istnieja réwniez dowody, ze
kanat MAC jest regulowany przez biatka rodziny Bcl-2
[68,71].
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Rycina 8. Mechanizm uprzepuszczelnienia mitochondrialnej btony zewnetrznej. Niezwigzany cytochrom cwy-
cieka przez kanaty Bax/Bak (A). Cytochrom cobecny w kristach mitochondrialnych uwalniany jest do cytosolu

przez megakanat MPTP oraz poprzez kanaty VDAC i MAC (B).
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& W komorkach apoptotycznych, w

przestrzeni miedzybtonowej mitochon-
driow, oprocz cytochromu c znajdujg
sie nastepujgce biatka: Smac/DIABLO,
AIF, endonukleaza G, HtrA2/0mi
(Ryc. 8). Charakterystyka i funkcja
biatek apoptogennych, uczestnicza-
cych w procesie apoptozy szlaku mi-
tochondrialnego, oméwiona zostata w
artykule Bednarek i Kilianskiej opu-
blikowanym w Postepach Biochemii
w 2005 roku [72], Natomiast doktadny
mechanizm uwalniania tej grupy biatek
z mitochondriéow do cytosolu nie jest
znany. Wielu autoréw sugeruje, ze wy-
mienione biatka apoptogenne mogga by¢
uwalniane z mitochondriéw do cytoso-
lu, podobnie jak cytochrom c, poprzez
kanaty utworzone przez proapopto-
tyczne wielodomenowe biatka Bax/Bak
jak réwniez za posrednictwem kanatéw
VDAC [73,74],
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MITOCHONDRIALNY KANAL VDAC

W zewnetrznej btonie mitochondrialnej wystepuje kanat
anionowy regulowany przez zmiany potencjatu btonowego
(VDAC). Kanat ten czesto jest utozsamiany z poryng, zacho-
wanym w ewolucji, integralnym biatkiem mitochondrialnym.
Jednak Colombini, ze wzgledu na niejasno$¢ pochodzenia
ewolucyjnego VDAC, uwaza, ze nazwa ,mitochondrialna
poryna" jest zwodnicza [74]. Mitochondrialny kanat VDAC
jest przepuszczalny dla czgsteczek o masie czgsteczkowej nie
przekraczajgcej 5000 Da: ATP, ADP, fosfokreatyny, anionow,
1 i 2-warto$ciowych kationow. Metabolity i jony sg przeno-
szone z przestrzeni miedzybtonowej do cytosolu jak i w kie-
runku przeciwnym [75]. VDAC wystepuje w trzech stanach
funkcjonalnych. Kanat w stanie otwartym (o duzym prze-
wodnictwie) jest przepuszczalny gtéwnie dla anionéw. Kanat
o niskim przewodnictwie, w stanie zamknietym jest dostepny
dla kationéw [8]. Ostatnio wykryto nowy stan funkcjonalny
VDAC, o duzym przewodnictwie, przepuszczalny dla ka-
tionéw [76]. Strukturalne modyfikacje, zachodzgce podczas
zmiany stanu przewodnictwa kanatu nie sg znane.

Istniejg r6zne hipotezy na temat funkcjonowania VDAC
w zewnetrznej btonie mitochondrialnej i udziatu kanatu w
przenoszeniu apoptogennych biatek z mitochondriéw do
cytosolu. Vander Heiden i wsp. [77] sugeruja, ze proapop-
totyczne biatka z mitochondriéw uwalniane sg podczas
stanu zamknietego VDAC. W tym czasie zablokowana jest
wymiana ATP i ADP pomiedzy cytosolem a matriks mito-
chondrialng oraz dochodzi do nagromadzenia fosfokreaty-
ny w przestrzeni miedzybtonowej. Akumulacja fosfokreaty-
ny wskazuje, ze to nie mitochondrialna btona wewnetrzna,
ale btona zewnetrzna stanowi bariere dla przeptywajacych
czasteczek. Nie jest wyjasnione w jaki sposéb dochodzi do
uwolnienia biatek apoptogennych poprzez zamkniety kanat
VDAC. Badania wykonane na modelowych btonach lipido-
wych oraz po wprowadzeniu biatek Bcl-X[ i Bid do synapsy

VDAC

ADP, ATP
inne metabolity

Wewnetrzna
btona mitochondrialna

katamarnicy olbrzymiej, wykazaty, ze VDAC regulowany
jest przez rodzine biatek Bcl-2. Badania te sugeruja, ze an-
tyapoptotyczne biatko Bel-XLpromuje otwarty stan VDAC
oraz utatwia przenikanie metabolitdw przez zewnetrzna
btone mitochondrialng [78]. W przeciwienstwie do Bcl-XL,
proapoptotyczne biatko Bid stymuluje stan zamkniety ka-
natu [79]. Powyzsze doniesienia wskazujg, ze metabolity i
biatka apoptogenne sg przenoszone z przestrzeni miedzy-
btonowej do cytosolu podczas réznych stanéw funkcjonal-
nych VDAC. Transport metabolitow jak i biatek jest hamo-
wany przez NADH, ktdry nie tylko moduluje wtasciwosci
kanatu, ale takze w okres$lonych warunkach indukuje jego
zamkniecie [74].

Kolejna hipoteza zaktada wystepowanie bezposredniego
oddziatywania pomiedzy proapoptotycznym biatkiem Bax
a VDAC. Badania przeprowadzone na tiposomach oraz na
ptaskich btonach lipidowych sugerowaty, ze Bax oddziatujac
z VDAC tworzy nowy, duzy kanat przepuszczalny dla cyto-
chromu c [80]. Powstawanie tego typu kanatow kwestionuje
Rostovtseva iwsp. [79], Ta grupa badaczy uwaza, ze zar6wno
monomery jak i oligomery Bax nie oddziatujg bezposrednio z
VDAC wyizolowanym z mitochondriow ssakow. Z kolei Shi
z liczng grupa wspotpracownikéw sugeruja, ze przynajm-
niej in vitro biatka Bcl-XLi Bax, bezposrednio oddziatujac z
VDACL, tworzg heterotrimeryczny kompleks VDAC1/Bax/
Bcl-XL Konformacja kanatu VDAC1 w tym kompleksie regu-
lowana jest przez stosunek Bax/Bcl-XL[81].

Niektérzy autorzy taczg VDAC z megakanatem MPTP,
ktory spaja mitochondrialng btone wewnetrzng z btong ze-
wnetrzng. MPTP jest wielobiatkowym kompleksem, w skad
ktérego oprécz VDAC wchodzg: translokaza nukleotydow
adeninowych (ANT), obecna w btonie wewnetrznej, recep-
tor benzodiazepiny, kinaza kreatynowa, heksokinaza oraz
cyklofilina D [9,10]. Czynniki indukujace apoptoze, ktére
powodujg osmotyczne pecznienie matriks, powodujg tak-
ze czesto rozerwanie zewnetrz-
nej btony mitochondrialnej [10],
W tym przypadku VDAC moze
modulowaé przepuszczalnosé
btony zewnetrznej, ale nie jest ko-
nieczny podczas uwalniania bia-
tek apoptogennych z przestrzeni
miedzybtonowej do cytosolu.

Zewnetrzna
blona mitochondrialna

KANALY | PRZENOSNIKI
JONOW W WEWNETRZNEJ]
BLONIE MITOCHONDRIALNE]

W wewnetrznej btonie mito-
chondrialnej na szczeg6lng uwa-
ge zastuguja kanaty chlorkowe
(mitoCl) oraz kanaly potasowe
(mitoK) (Ryc. 9). Kanaty chlor-
kowe, regulujac przemieszczanie
sie komdrkowych anionow, de-
cydujg o potencjale btonowym,
wewngtrzkomdrkowym pH i ob-
jetosci komorek [82]. Ekspresja
genéw kanatéw chlorkowych jest

Rycina 9. Kanaly jonowe zewnetrznej i wewnetrznej btony mitochondrialnej uczestniczace w regulacji apoptozy. Kanaty regulowana przez dwa czynniki
btony zewnetrznej uczestniczg w transporcie z mitochondrium do cytosolu zaréwno jondw jak i apoptogennych czynni- proapoptotyczne, biatko p53 i

kéw, w tym réwniez cytochromu ¢/ zmodyfikowany [wg 19]/.
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TNFa a zmiany przepuszczalno$ci wewnetrznej btony dla
jonow Cl“prowadzg do aktywacji kanatéw w zewnetrznej
btonie mitochondrialnej i do apoptozy [19,83].

W btonie wewnetrznej mitochondriéw funkcjonujg dwa
typy kanatdw potasowych, aktywowane przez jony Ca2+
(mitoKG&) oraz hamowane przez ATP (mitoKAIp [84,85].
Poprzez te kanaly jony K+transportowane sg do matriks
mitochondrialnej a ich nadmiar wydalany jest do prze-
strzeni miedzybtonowej na drodze antyportu K+H + [86].
Mitochondrialne KAlpwykryto w neuronach, kardiomiocy-
tach oraz w watrobie [87-89]. Kanaty mitoKAIP, uczestniczg
takze w regulacji objetosci mitochondriéw oraz odpowie-
dzialne sg za utrzymanie gradientu pH i transbtonowego
potencjatu. Czynniki apoptotyczne jak etopozyd powodujg
w komorkach HL-60 aktywacje kanatdw mitoKAIp zwiek-
szony transport jondw K+ pecznienie mitochondriéow oraz
uwalnianie cytochromu c [90], Transport jonéw K+do mito-
chondriéw komorek apoptotycznych blokowany jest przez
5-hydroksydekanat, inhibitor kanatéw mitoKAlp Biatka ro-
dziny Bcl-2 reguluja stopien uszkodzenia mitochondriow
oraz kontrolujg poziom mitochondrialnych jondw K+ An-
tyapoptotyczne biatka Bcl-2 stymulujg wydalanie jonow K+
z mitochondridéw. Z kolei proapoptotyczne biatko Bid, ktore
podczas apoptozy przemieszcza sie do zewnetrznej btony
mitochondrialnej, przyspiesza transport jonéw do wnetrza
organelli oraz uwalnianie cytochromu cdo cytosolu [90].

Kanaty mitoKQG podobnie jak mitoKAptransportuja jony
K+do wnetrza mitochondriéw. W procesie apoptozy akty-
wowane kanaty mitoKtaw neuronach indukujg wzrost prze-
puszczalnosci wewnetrznej btony mitochondrialnej dla jo-
néw i przyspieszajg wyciek miedzybtonowych biatek apop-
togennych do cytosolu. Specyficzny inhibitor kanatu, charyb-
dotoksyna, op6znia apoptotyczng $mier¢ komoérek [91].

UWAGI KONCOWE

W procesie apoptozy szlaku zewnetrznego w blonie pla-
zmatycznej aktywowane sg kanaly potasowe, chlorkowe
i wapniowe. Kanaly te odpowiedzialne sg przede wszyst-
kim za zmiany objetosci komérek. Zmiany strukturalne i
funkcjonalne mitochondrialnej btony wewnetrznej i btony
zewnetrznej podczas apoptozy sg znacznie wieksze niz bto-
ny plazmatycznej. Aktywowane sg konstytutywnie obecne
w wewnetrznej btonie mitochondrialnej kanaty potasowe i
chlorkowe, a w btonie zewnetrznej kanaty anionowe regu-
lowane przez zmiany potencjatu btonowego. Kanaty bton
mitochondrialnych uczestniczg zarébwno w transporcie jo-
now jak i apoptogennych biatek. W transporcie cytochromu
c z mitochondriéw do cytosolu udziat biorg kanaty Bax/
Bak, VDAC oraz MAC. Wymienione kanaty regulowane
sg przez biatka rodziny Bcl-2, ale do peinej ich aktywacji
konieczne sg takze lipidy [92,93], W procesie apoptotycz-
nej Smierci komdrek wazng funkcje petnig oddziatywania
biatek proapoptotycznych i antyapoptotycznych z kardio-
liping. Mechanizmy uwalniania innych biatek apoptogen-
nych z przestrzeni miedzybtonowej do cytosolu sa niezna-
ne. Wielu autoréw uwazato, ze istotng funkcje w procesie
apoptozy petni nieselektywny megakanat MPTP, po otwar-
ciu ktorego, poprzez uszkodzong zewnetrzng btone mito-
chondrialng uwalniane sg miedzybtonowe, apoptogenne
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czynniki [94,95]. W 2005 roku, dwa rozne zespoty naukowe
opublikowatly w Nature prace w ktérych przedstawity, ze
megakanaty MPTP nie uczestniczg w apoptotycznej $mier-
ci komorek ale indukujg nekroze, ktéra nie jest regulowana
przez biatka rodziny Bcl-2 [96,97]. Autorzy wykryli, ze in
vitro mitochondria myszy nie zawierajace cyklofiliny D, jed-
nego ze sktadnikéw megakanatu, sa odporne na dziatanie
cyklosporyny A, specyficznego inhibitora kanatu.
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ABSTRACT

The plasma membrane as well as the mitochondrial outer and inner membranes contain a number of ion channels that are responsible not
only for existence of cells under physiological conditions but they also participate directly in apoptosis. In the apoptotic cells the activated K+
CI' channels of plasma membrane control the cell volume and mediate the regulation of protease and nuclease activities. The mitochondrial
channels are involved in the ionic movements and leakage of apoptogenic factors from the intermembrane space to cytosol. During apoptosis,
an important role in the permeabilization of the outer mitochondrial membrane play Bcl-2 family proteins. In this review the recent findings
on the function of ion channels in apoptotic cells and the role played by Bcl-2 proteins in the control of apoptosis are discussed.
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Plejotropowy efekt fosforylacji biatek
wigzacych RNA bogatych w seryne i argininy

STRESZCZENIE

B iatka wigzace RNA, tzw. biatka SR (ang. serine-arginine rich proteins), biorg udziatw for-
mowaniu spliceosomu, dynamicznego kompleksu katalizujgcego wycinanie intronéw
z pre-mRNA. Wyniki najnowszych badan wykazaty, ze biatka SR biorg réwniez udziat w
innych procesach metabolizmu RNA, w transporcie transkryptu do cytoplazmy i w trans-
lacji. Zidentyfikowano kilka kinaz biatkowych fosforylujacych biatka SR. Fosforylacja jest
powszechng modyfikacjag potranslacyjng wielu biatek, jednak w przypadku biatek SR ma
znaczenie szczeg6lne. Reakcja ta, katalizowana przez liczne kinazy biatkowe, ograniczona
jest do stosunkowo waskiego rejonu domeny bogatej w reszty seryny i argininy (RS). Nagro-
madzenie reszt fosforanowych na obszarze zaledwie kilkudziesigciu reszt aminokwasowych
wplywa decydujgco na wszystkie aspekty funkcjonowania biatek SR, poczawszy od lokali-
zacji komorkowej, po wybhor proceséw, w ktérych biatka te uczestniczg.

BIALKA SR: BUDOWA | FUNKCJA

Biatka SR odgrywajg istotng role w sktadaniu pierwotnego transkryptu, w
eksporcie mMRNA z jadra komérkowego i w translacji. Biatka z tej grupy wyste-
puja u wszystkich przebadanych do tej pory zwierzat tkankowych i roslin [1-8].
U cztowieka zidentyfikowano do tej pory 10 biatek SR (Ryc. 1). Biatka SR cha-
rakteryzuja sie obecnoscig jednej lub dwéch domen wigzacych RNA (zwanych
RRM, ang. RNA recognition motifi RBD, ang. RNA binding domain i RNP, ang.
ribonucleoprotein domain [9]), zlokalizowanych w czesci N-koricowej oraz C-kon-
cowej domeny RS, bogatej w reszty seryny iargininy (w biatku SF2/ASF reszty
te stanowig 76% wszystkich reszt domeny). Uwaza sie, ze gtdéwnga rolg domeny
RS jest posredniczenie w oddziatywaniach z innymi biatkami, rdGwniez posiada-
jacymi domeny RS [10]. Istniejg jednak odstepstwa od tej reguty [11,12]. Reszty
seryny w domenie RS podlegajg intensywnej fosforylacji przez kilka kinaz biat-
kowych. Modyfikacja ta ma istotne znaczenie dla funkcjonowania biatek.

Fizjologiczne znaczenie biatek SR potwierdza szereg doSwiadczen przepro-
wadzanych in vivo. Wykazano, ze biatko SF2/ ASF jest niezbedne do przezycia
linii komdrek kurczaka DT40 [13], a brak tego biatka powoduje utrate stabilno-
§ci genomu i fragmentacje DNA [14]. Dysrupcja genu SRp55/B52 u Drosophila
melanogaster [15], SRp20, SC35 i SF2/ASF u myszy jest letalna dla embrionéw
[16,17,18], Podobny efekt daje wyciszanie genu biatka CeSF2/ASF u Caenorhab-
ditis elegans [19].

Poczatkowo funkcjonowanie biatek SR ograniczano jedynie do udziatu w
sktadaniu pierwotnego transkryptu. Najnowsze badania pokazujg jednak, ze
biatka SR odgrywaja tez role w eksporcie mRNA z jadra komérkowego do cyto-
plazmy oraz w translacji. Wszystkie te procesy podlegajg regulacji przez naste-
pujace po sobie reakcje fosforylacji i defosforylacji biatek SR.

SRp20- 1 RRMIrsi KINAZY FOSFORYLUJACE

sc3s 1RRMI RS | BIALKA SR

SRp45 IRRM I RS |

SRp54 I RRM1 RS ! Kinazy fosforylujace biatka SR
SRp30c | RRMIRRM mozna podzieli¢ na kilka grup: kinazy
SF2/ASF | RRM | RRM~IRS1 SRPK, Clk, PRP4, topoizomeraza | i ki-
SRp40 I RRMIRRM | RS | naza cdc?2 (Tab 1)

SRp55 | RRMIRRM | RS  —1

SRp75  1RRMIRRM | RS I Miedzy kinazami z grupy CIk/Sty
9G8 I RRM 1ZI RS |

i SRPK istniejg interesujgce podobien-
stwa w budowie domeny Kkinazowej.

Rycina 1. Biatka SR cztowieka [wg 72, zmienione]. Kinazy Clk/Sty nalezg do grupy Kki-
RRM —domena wigzaca RNA; RS —domena bogata

w reszty argininy i seryny; Z —motyw palca cynko- naz za\{vierajqcyf:h motyw LAMMER’
wego. decydujacy najprawdopodobniej o
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Tabela 1. Kinazy fosforylujace biatka SR.

I Nazwa kinazy Lokalizacja Pismiennictwo 1
Kinazy SRPK: cytoplazma, jadro [23,45,67]

SRPK1, SRPK2

Kinazy Clk (Cdc2-like kinase):  jadro [20,69-71]
Clkl/sty, CIk2, CIk3, Clk4

PRP4 jadro [30]
Topoizomeraza | jadro [34]

cdc2 cytoplazma, jadro [40]

specyficznosci substratowej enzymu [20], Poréwnanie se-
kwencji kinaz Clk/Sty i SRPK1 pokazuje, ze wprawdzie w
sekwencji SRPK1 caty motyw nie jest zachowany, niemniej
konserwowany jest charakterystyczny uktad aminokwaséw
(Ryc. 2). Oprdcz tego zachowane sg kluczowe aminokwasy
w petli katalitycznej (subdomena 6): arginina, ktéra jest wy-
soko konserwowana u wigkszosci innych kinaz biatkowych,
zastgpiona jest przez treonine w CIlk/Sty i SRPK1 (Thr286
w Clk/Sty). Obie kinazy posiadajg rowniez konserwowang
reszte argininy, odpowiadajacg pozycji 345 w sekwencji Clk/
Sty. Wymienione konserwowane aminokwasy znajdujg sie
w kieszeni stanowigcej miejsce wigzania substratu. Pomimo
opisanych wyzej podobienstw w budowie (domeny kinazo-
we CIlk/Sty i SRPK1 zachowujg 30% podobienstwo na po-
ziomie sekwencji), specyficzno$¢ substratowa kinazy SRPK1
jest znacznie wezsza niz Clk/Sty [22]. Tylko kinaza CIk/Sty
jest w stanie fosforylowa¢ zasadowe biatka, takie jak histon
H1 izasadowe hiatko mieliny, chociaz w mniejszym stopniu
niz SF2/ASF. Nie fosforyluje bardziej kwasnych substratow
takich jak [l-kazeina, enolaza i N-koncowy rejon c-Jun. Kina-
za CIlk/Sty posiada w czesci N-koncowej domene bogatg w
reszty seryny iargininy, za posrednictwem ktérej oddziatuje
z biatkami SR [20], oddziatywanie to jednak ma najprawdo-
podobniej charakter staby i przejSciowy, w odr6znieniu od
silnie wigzacych sie z SF2/ ASF kinaz SRPK [23],

Obie kinazy majg zdolnos¢ fosforylacji tego samego biat-
ka SF2/ASF, lecz kinaza SRPK1 jest 150 razy bardziej ak-
tywna wobec tego substratu niz Clk/Sty [22], Kazda z kinaz
fosforyluje inny rejon domeny RS biatka SF2/ASF. Kinaza
Clk/Sty fosforyluje reszty seryny zlokalizowane w rejonie
miedzy 220 a 248 aminokwasem biatka SF2/ ASF [24], Decy-
dujaca role w reakcji katalizowanej przez SRPK1 odgrywa
motyw dokujacy zlokalizowany pomiedzy 184 a 197 ami-
nokwasem biatka SF2/ ASF (Ryc. 3). Obecno$¢ tego motywu
powoduje ograniczenie fosforylacji przez kinaze SRPK1 do
rejonu miedzy 197 a 219 aminokwasem domeny RS substra-
tu. Delecja motywu powoduje, ze fosforylacji przez SRPK1

SRPK1 DEDHIALII1ELLGKVPRKLIV 582
SRPK2 DEDHIAHIIELLGSIPRHFAL 602
Clk/Sty SKEHLAMMERILGPLPKHMIQ 404

* O oo o
| I

Rycina 2. Poréwnanie sekwencji kinaz Clk/Sty, SRPK1 i SRPK2 w rejonie Clk/
Sty zawierajgcym motyw LAMMER. Aminokwasy identyczne we wszystkich
sekwencjach zaznaczono gwiazdkami. Ponizej sekwencji kinazy Clk/Sty zazna-
czono motyw LAMMER. Poréwnanie sekwencji wykonano za pomocga programu
ClustalW (http://www .ebi.ac.uk/clustalw/) [73]. Numery dostepu sekwencji
biatek w bazie Entrez/Protein: CIk/Sty: NP_004062, SRPK1: S45337, SRPK2:
AAC29140.
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ulegajg reszty seryny na catej dtugosci domeny RS. Oddzia-
tywanie miedzy motywem substratu a rowkiem dokujgcym
w strukturze SRPK1 umozliwia procesywny charakter reak-
cji, co oznacza, ze enzym pozostaje zwigzany z substratem
az do ukonczenia fosforylacji wszystkich dostepnych reszt
seryny [24,25]. Procesywnos$¢ reakcji katalizowanej przez
SRPK1 jest cechg wyjatkowa wsrod kinaz biatek SR.

Gtdwnym miejscem dziatania kinaz SRPK jest cytoplazma,
chociaz enzymy te lokalizuje sieréwniez w nukleoplazmie [27],
podczas gdy kinazy Clk/Sty funkcjonujg wytacznie w jadrze
[20]. ROzny jest efekt ekspresji nieaktywnych katalitycznie mu-
tantow obu kinaz. Podczas gdy ekspresja nieaktywnej formy
SRPK2 powoduje gromadzenie sie biatka SF2/ ASF w cytopla-
zmie [23], ekspresja nieaktywnej formy CIlk/Sty nie powoduje
wiekszych zmian w lokalizacji biatka SF2/ ASF [24,264],

Kinaze PRP4 zidentyfikowano poczatkowo jako biatko
biorace udziat w sktadaniu pre-mRNA u drozdzy Schizosac-
charomyces pombe [28], p6zniej odkryto jej homologi u myszy
i cztowieka [29,30]. Kinaza PRP4, podobnie jak kinaza Clk/
Sty ma zdolnos¢ fosforylacji reszt seryny/treoniny oraz ty-
rozyny [31], podlega réowniez autofosforylacji [32]. N-kon-
cowy rejon kinazy PRP4 zawiera domene RS oraz sygnat
lokalizacji jadrowej [30],

Funkcja kinazy PRP4 nie zostata jeszcze doktadnie po-
znana. Badania ostatnich lat wskazujg gtdwnie na role
kinazy PRP4 w formowaniu spliceosomu z udziatem bia-
tek nie zawierajagcych domeny RS [32,33] oraz w regulacji
struktury chromatyny przez biatka tworzace kompleksy z
receptorami jadrowymi hormonéw [32]. Wiadomo jednak,
ze kinaza PRP4 lokalizuje sie w skupiskach ziarnistosci
wewnatrzchromatynowych wraz z zawierajagcym domene
RS biatkiem SF2/ASF [30]. W odr6znieniu od kinaz SRPK
i Clk/Sty nadekspresja kinazy PRP4 nie wptywa na prze-
mieszczanie si¢ biatek SR [30]. Z kolei jadrowa lokalizacja
kinazy PRP4 jest regulowana przez kinaze Clk/Sty, ktora
katalizuje fosforylacje w obrebie domeny RS kinazy PRP4.
Efektem fosforylacji jest przemieszczanie sie kinazy PRP4 z
ziarnistosci na obszar catego jadra komérkowego [30].

Wsrod wszystkich kinaz biatkowych fosforylujacych
biatka SR topoizomeraza | jest enzymem szczegdlnym.
Wyrbdzniajg jg dwie cechy: zdolno$¢ katalizowania dwadch

RRM RRM | RS

cdc2 cdc2

1981rSp Sygrsxsrsr Srsrs.rsrsn srsrsysprr srgspryspr hsrsrsrtl248
Topo |

SRPK
Clk/Sty

PRP4

Rycina 3. Rejony biatka SF2/ASF fosforylowane przez rézne kinazy biatkowe. Ki-
nazy SRPK, Clk/Sty itopoizomeraza | (Topo 1) fosforyluja seryny w dipeptydach
SR, kinaza cdc2 fosforyluje seryny w dipeptydach SP. M - potozenie motywu
dokujacego dla kinazy SRPK1, na podstawie [21,22,24,30,35,40],
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rodzajow reakcji (kinazowej i relaksacyjnej) oraz brak kano-
nicznych motywdéw wigzacych ATP. Pomimo braku takie-
go motywu topoizomeraza | wigze ten nukleotyd ze stalg
dysocjacji 50 nM, co odpowiada wartos$ci statych dysocjacji
innych kinaz biatkowych [34]. Topoizomeraza | jako kinaza
jest bardzo wasko wyspecjalizowana: jej substratami sg wy-
tacznie biatka SR. Podobnie jak kinazy z grupy SRPK i Clk/
Sty, topoizomeraza | fosforyluje reszty seryny znajdujace
sie w obrebie dipeptydow SR, przy czym sekwencja kon-
sensusowa musi sktadac sie z co najmniej pieciu powtorzen
takich dipeptydow [35],

Fosforylacja biatek SR przez topoizomeraze | ma istotne
znaczenie fizjologiczne. W hodowli komérek mysich pozba-
wionych topoizomerazy | nastepuje gromadzenie biatek SR
o niskim poziomie fosforylacji (hipoufosforylowanych). W
konsekwencji, w komdrkach tych nastepuje uposledzenie
alternatywnego sktadania zaleznego od sekwencji ESE [36],
Zahamowanie aktywnosci topoizomerazy | w ekstrakcie ko-
morek HeLa za pomocg specyficznego inhibitora (NB-506)
powoduje brak fosforylacji biatka SF2/ASF oraz zatrzyma-
nie formowania spliceosomu na etapie kompleksu A [37],
W odro6znieniu od pozostatych kinaz fosforylujgcych biat-
ka SR, oddziatywanie miedzy topoizomerazg | a SF2/ASF
ma charakter dwukierunkowy. Jego efektem jest nie tylko
fosforylacja biatka SF2/ASF, ale i przetagczanie aktywnosci
enzymu z relaksacji DNA na aktywnos$¢ kinazowg [38,39],

Informacje na temat fosforylacji biatek SR przez kinaze
cdc2 sg skape iograniczajg sie do jednej pracy opublikowa-
nej w 1998 roku przez Okamoto i wsp. [40], W cytowanej
pracy autorzy wykazali, ze kinaza cdc2 fosforyluje biatko
SF2/ASF in vitro, za$ nadekspresja kinazy cdc2 w komadr-
kach Sf9 powoduje pojawienie sie ufosforylowanych form
biatek SR.

WPLYW FOSFORYLACJI NA
FUNKCJONOWANIE BIALEK SR

Gtownym miejscem fosforylacji sg reszty seryny w di-
peptydach SR, fosforylowane przez kinazy z grupy SRPK,
Clk/Sty i topoizomeraze | (Ryc. 3). Fosforylacji podlegaja
tez seryny potozone w sasiedztwie proliny (reakcja katali-
zowana przez kinazy cyklu komdérkowego) [40]. W sekwen-
cji aminokwasowej biatka SF2/ASF znajdujg sie tez poten-
cjalne miejsca fosforylacji przez kinazy PKC i PKA, jednak
nie wiadomo czy fosforylacja ta zachodzi in vivo.

Fizjologiczne znaczenie kinaz fosforylujgcych biatka SR
zostato potwierdzone w licznych eksperymentach in vivo.
Przyktadem sa badania prowadzone nad homologiem kina-
zy Clk/Sty cztowieka u Drosophila melanogaster, kinazg Doa
[41]. Substratem Doa sg biatka SR: RBP1, Tra i Tra2. Mutacja
w genie Doa powoduje zahamowanie sktadania pre-mRNA
genu doublesex, natomiast nie ma zadnego wptywu na skia-
dania pre-mRNA genu fruitless. W sktadaniu produktow
obu genow biorg udziat biatka Tra, Tra2 i RBP1, z tym, ze
w przypadku genu doublesex regulujg wybor miejsca 3'ss,
natomiast w przypadku genu fruitless, wptywajg na wybor
miejsca 5'ss. Obserwacja ta sugeruje, ze proces sktadania z
udziatem miejsc 3'ss i 5'ss wymaga innego ufosforylowania
domeny RS biatek SR.
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BIALKA SR JAKO CZYNNIKI UCZESTNICZACE
W PROCESIE SKEADANIA mRNA

W procesie sktadnia pre-mRNA biatka SR funkcjonujga jako
czynniki uczestniczace w regulacji tego procesu oraz biorg
udziat w formowaniu spliceosomu — dynamicznego kom-
pleksu, katalizujgcego wycinanie intronéw z pre-mRNA. W
sktad spliceosomu wchodzi pie¢ czasteczek matych, jadro-
wych RNA (snRNA) i okoto trzysta biatek [42], Czgsteczki
snRNA tworzg z czescig biatek kompleksy, formujgc tzw.
mate, jadrowe czgstki rybonukleinowo-biatkowe (SnRNP):
Ul, U2, U4, U5 i U6 snRNP. Formowanie spliceosomu prze-
biega z utworzeniem komplekséw przejsciowych: E, A, B
Aktywny katalitycznie spliceosom (kompleks C) powstaje
w wyniku oddziatywan RNA-RNA i RNA-biatko.

Biatka SR biorg udziat w konstytutywnym i alternatyw-
nym procesie sktadania mRNA. W konstytutywnym skia-
daniu pierwotnego transkryptu biatka SR posredniczg w
oddziatywaniach elementéw spliceosomu przytgczonych
do miejsc 3'ss (ang. 3' splice site) i 5'ss (ang. 5'splice site).
Uwaza sie, ze oddziatywania te pozwalajg na odrdznienie
eksonow (ktore sa na ogot krétkimi sekwencjami) od intro-
néw, znacznie od nich dtuzszych. W procesie alternatywne-
go sktadania pre-mRNA biatka SR moga regulowa¢ wybor
miejsc 3'ss i 5'ss. Wigzac sie do specyficznych sekwencji
ESE (ang. exon splicing enhancer) stymulujg wycinanie sasia-
dujacych intronéw [43], Najprawdopodobniej dzieje sie to
poprzez rekrutacje pozostatych komponentéw spliceosomu
do tzw. ,stabych™ miejsc sktadania mRNA (ang. weak spli-
ce site) dzieki oddziatywaniu za posrednictwem domen RS
[10]. Okreslenie miejsca sktadania jako ,stabe" oznacza, ze
trakt polipirymidynowy nie jest do kofica zgodny z sekwen-
cjg zachowang w ewolucji.

Podstawg funcjonowania biatek SR jest ich zdolnos¢
do oddziatywania z innymi biatkami oraz z RNA. Fosfo-
rylacja moze w rézny sposéb wptywaé na oddziatywa-
nia SF2/ASF z biatkowymi partnerami, powodujgc ich
wzmocnienie (tak dzieje sie w przypadku oddziatywania
z U1-70K [44,45,46]), badz ostabienie (oddziatywanie z
SRp40, hTra2a, SF2/ASF [47], p32 [48], TAP [49]). Fosfo-
rylacja zapobiega réwniez niespecyficznemu wigzaniu sie
biatek z RNA [46]. Wzmacnianie badZ ostabianie tych od-
dziatywan przektada sie bezposrednio na funkcjonowanie
biatek SR w procesach obrébki mRNA. Zaréwno nadmier-
na fosforylacja, jak i zbyt niski jej poziom uniemozliwiajg
funkcjonowanie biatek SR w procesie sktadania [50,51,52].
Defosforylacja biatek SR cztowieka, obserwowana pod-
czas infekcji adenowirusem komoérek Hela, prowadzi do
zmniejszenia aktywnos$ci biatek SR w sktadaniu pierwot-
nego transkryptu [50], Podczas wczesnego rozwoju em-
brionéw glisty ludzkiej (Ascaris lumbricoides) zaobserwo-
wano niskg aktywnos$¢ biatek SR robaka. Wykazano, ze na
tym etapie rozwoju glisty biatka SR wystepuja w wysoko
ufosforylowanej (hiperufosforylowanej) formie. Dalszym
etapom rozwoju glisty towarzyszy czesciowa defosforyla-
cja biatek, powodujaca ich aktywacje [52]. Wykazano, ze
tylko ufosforylowana forma SF2/ASF aktywuje sktadanie
pre-mRNA tat wirusa HIV [46] oraz wydajnie zastepuje
biatka SR w ekstrakcie komdérek HelLa pozbawionych tych
biatek, aktywujac sktadanie pre-mRNA [53].
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pre-mRNA

reszty seryny na obszarze potowy domeny RS,
zlokalizowanej blizej motywu (Ryc. 3). Zgodnie
z modelem zaproponowanym przez Ngo i wsp.
[24], znajdujace sie w cytoplazmie biatko SF2/
ASF podlega czesciowej fosforylacji przez kina-
ze SRPK1, po czym oddysocjowuje od enzymu
i wigze sie z biatkiem transportujgcym, trans-
portyng SR, a nastepnie caty kompleks wedruje
do jadra komorkowego (Ryc. 4). W jadrze trans-
portyna SR oddysocjowuje od biatka SF2/ASF,
ktére gromadzi sie w strukturach IGC, skad
uwalniane jest po ufosforylowaniu pozostatych
reszt seryny domeny RS przez kinaze CIk/Sty.

Fosforylacja reguluje réwniez przemieszcza-
nie sie biatka SF2/ASF miedzy jadrem a cyto-
plazma. Ekspresja w komoérkach HelLa zmuto-
wanej formy SF2/ASF, w ktdrej dipeptydy RS
zostaty zamienione w KS (co uniemozliwia fos-
forylacje), powoduje gromadzenie sie biatka w
cytoplazmie, a takze w powiekszonych struktu-
rach IGC [44], Wedrédwka nieufosforylowanego
biatka SF2/ASF do cytoplazmy ma zwigzek z
transportem mRNA. Proces ten szerzej oma-
wiany jest nizej.

Rycina 4. Wptyw fosforylacji na funkcjonowanie biatek SR. Nieufosforylowane biatka SR sa groma-

dzone w ziarnistosciach IGC, z ktérych uwalniane sg dzigki fosforylacji przez kinaze Clk/Sty (ozna- UDZIAL BIALEK SR W EKSPORCIE
czona 1). Ufosforylowane biatka biorg udziat w procesie sktadania mMRNA. Na tym etapie zachodzi

fosforylacja przez topoizomeraze | (oznaczona 2). W czasie obrébki pre-mRNA zachodzi defosfory- mMRNA Z ‘]ADRA

lacja i biatka SR z grupy ,wedrujacej" wigzg sie z gotowymi do eksportu czastkami mRNP. Biatka

»hiewedrujace" nie ulegaja fosforylacji i oddysocjowuja z kompleksow mRNP. Wraz z mRNA biatka
SR opuszczajg jadro. W cytoplazmie wigzg sie z rybosomami i biorg udziat w translacji. Nastepnie,
wskutek fosforylacji katalizowanej przez kinaze SRPK1 (oznaczona 3) oddysocjowujg z komplekséw
translacyjnych, wiaza sie z biatkami transportujagcymi TRN-SR i powracajg do jadra.

REGULACJA LOKALIZACJI WEWNATRZKOMORKOWEJ
| WEWNATRZJADROWEJ

Biatka SR sg gtéwnie zlokalizowane w jadrze komérko-
wym, jednak pewna ich pula wedruje nieustannie miedzy
jadrem a cytoplazma [26], Wykazano, ze fosforylacja jest
wymagana do translokacji biatka SF2/ASF z cytoplazmy
do jadra komoérkowego, a takze do rekrutacji z jadrowych
struktur, zwanych IGC (ang. interchromatin granule clu-
sters, skupiska ziarnistosci wewnatrz chromatyny) (Ryc. 4).
Struktury te, okre$lane rdwniez jako ang. ,,speckles" (cetki,
tatki), sg swoistymi jadrowymi magazynami czastek snRNP
oraz biatek uczestniczagcych w sktadaniu pierwotnego trans-
kryptu [54], Transkrypcja nie odbywa sie w IGC, a czynni-
ki uczestniczace w procesie sktadania sag uwalniane z tych
struktur dzieki fosforylacji domeny RS [55], Nadekspresja
aktywnych form kinaz z grupy SRPK i Clk/Sty powoduje
rozpraszanie biatek SR z ziarnisto$ci na obszar nukleopla-
zmy [20,67-70], Zastapienie reszt seryny resztami glicyny,
uniemozliwiajgce fosforylacje, powoduje, ze biatko SF2/
ASF gromadzi sie w ziarnisto$ciach i nie jest stamtad uwal-
niane po indukcji transkrypcji.

Kinazy z grupy SRPK, zlokalizowane gtéwnie w cyto-
plazmie i kinaza jadrowa Clk/Sty, odgrywajg r6zng role w
przemieszczaniu sie biatek SR w komérce. Jak wspomniano
wyzej, oddziatywanie miedzy biatkiem SF2/ASF a kinaza
SRPK1 determinuje motyw dokujacy zlokalizowany miedzy
domenami RRM a domeng RS substratu [24], Obecno$¢ tego
motywu powoduje, ze kinaza SRPK1 fosforyluje jedynie
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Synteza i obrobka eukariotycznego mRNA na-
stepuje w jadrze komdrkowym, skad transkrypt
jest transportowany do cytoplazmy, gdzie pod-
lega translacji. Podczas transkrypcji mRNA two-
rzy kompleksy z tzw. heterogennymi jadrowymi
rybonukleoproteinami (hnRNP, ang. heterogeneous nuclear
ribonucleoproteins), tworzac czastki mRNP [56]. Po zakon-
czeniu sktadania pre-mRNA do utworzonych kompleksow
mRNP dotaczajg sie czynniki eksportujgce, umozliwiajace
transport z jadra do cytoplazmy. Najlepiej do tej pory scha-
rakteryzowanym czynnikiem eksportu mRNA z jadra jest
biatko NXF1/TAP, oddziatujace bezposrednio z biatkami
tworzacymi kompleks poru jadrowego [57],

Jak wspomniano wyzej, wséréd biatek SR daje sie wyod-
rebni¢ pewna grupa, wedrujgca nieustannie miedzy jadrem
a cytoplazma [26]. Badania z wykorzystaniem linii komor-
kowej HeLa i oocytdw Xenopus wykazaty, ze biatka z gru-
py ,wedrujacej" (ang. shuttling), SRp20 i 9G8 biorg udziat
w eksporcie mMRNA z jadra komorkowego do cytoplazmy
[58]. Stwierdzono rowniez, ze biatka te mogg funkcjono-
waé jako adaptory w jadrowym eksporcie ztozonego pre-
mRNA, wigzac sie z biatkiem NXF1/TAP [49,59,60]. Czgs¢
sposrod wedrujacych miedzy jadrem a cytoplazma biatek
SR oddziatuje bezposrednio z czynnikiem eksportu jadro-
wego NXF1/TAP poprzez sekwencje zlokalizowane w ob-
rebie domen RRM, ale interakcja ta wymaga defosforylacji
C-koncowej domeny RS.

W 2005 r. Lin i wsp. wykazali, ze biatka SR z grupy ,,we-
drujacej" i,,niewedrujgcej” odgrywajg inngrole podczas doj-
rzewania mRNA [61]. Analizujac sktad réznych jadrowych
i cytoplazmatycznych frakcji izolowanych z linii unie$mier-
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telnionych embrionalnych mysich fibroblastéw wykazali,
ze biatka ,,wedrujace"” (np. SF2/ASF) pozostajg zwigzane z
mRNA ibiora udziat w transporcie transkryptu do cytopla-
zmy. Bialka ,,niewedrujgce™ (np. SC35) oddyscojowujg od
gotowego transkryptu i nie biorg udziatu w dalszych eta-
pach dojrzewania mRNA. Do utworzenia komplekséw z
MRNA konieczna jest fosforylacja domeny RS biatek SR. Do
eksportu kompleksu SR-mRNA wymagana jest defosforyla-
cja biatka SR, co prawdopodobnie umozliwia oddziatywa-
nie z innymi czynnikami utatwiajgcymi transport z jadra. Z
niewyjasnionych do tej pory przyczyn defosforylacja biatek
z grupy ,niewedrujacej" nie jest mozliwa. Autorzy pracy
zaproponowali model, w ktdrym potencjalnymi czynnika-
mi determinujagcymi oporno$¢ na dziatanie fosfatazy moga
by¢ nastepujace po fosforylacji zmiany konformacyjne tej
grupy biatek SR, badZ przytgczenie jakiego$ czynnika, kt6-
ry blokuje defosforylacje. W efekcie ,,niewedrujgce"” biatka
SR pozostajg ufosforylowane, oddysocjowujg od mRNA i
moga wzig¢ udziat w nastepnej rundzie sktadania.

W cytowanej pracy opisano rowniez zaskakujgcg obser-
wacje: w komoérkach pozbawionych biatka SF2/ASF lub
syntetyzujacych biatko pozbawione mozliwosci przemiesz-
czania sie miedzy jadrem a cytoplazmg nie stwierdzono
zadnych zaburzen w eksporcie mRNA. Autorzy podajg
kilka mozliwych przyczyn takiego stanu rzeczy, m.in. za-
stapienie funkcji SF2/ASF w transporcie mRNA przez inne
biatka ,wedrujagce"”, badz hipoteze, ze biatka SR stymulujg
eksport mMRNA lecz nie sg w tym procesie czynnikami nie-
zbednymi. Obserwacja ta czeka na wyjasnienie w dalszych
badaniach.

Po wyeksportowaniu transkryptu do cytoplazmy powroét
biatek SR do jadra odbywa sie za posrednictwem recepto-
réw importu TRN-SR1 i TRN-SR2 [62,63,64], Co najmniej w
przypadku TRN-SR2 oddziatywanie z biatkami SR odby-
wa sie w sposéb zalezny od fosforylacji [63,64], Wykazano,
ze TRN-SR2 wigze sie wytacznie z ufosforylowang dome-
ng RS, a w wyniku tego oddziatywania nastepuje jadrowa
akumulacja biatek SR. Co wiecej, opisywany w cytowanych
pracach jadrowy import biatek SR jest mozliwy wytgcznie
w obecnosci ekstraktu cytosolowego i ATP, co wskazuje na
role zlokalizowanych w cytoplazmie kinaz SRPK. Zanim
biatka SR powrdca do jagdra komdrkowego, biorg udziat w
jeszcze co najmniej jednym procesie.

BIALKA SR | TRANSLACJA mRNA

Udziat biatek SR w metabolizmie mMRNA nie konczy sie
na towarzyszeniu eksportowi z jadra. W 2004 r. Sanford i
wsp. wykazali, ze dwa biatka nalezace do grupy ,,wedruja-
cej", SF2/ASF i SRp20, oddziatujg z przeprowadzajgcymi
translacje rybosomami oraz stymulujg translacje reporte-
rowego mRNA in vitro i in vivo [65], Rok p6zZniej ten sam
zesp6t badaczy wykazat, ze udziat biatek SR w procesie
translacji mMRNA jest regulowany stopniem ufosforylowa-
nia domeny RS [66]. Biatko SF2/ASF wigzato sie z maszy-
nerig translacyjna komarki w stanie niepetnej fosforylacji
(hipoufosforylowane). Nadekspresja kinaz fosforylujgcych
biatko SF2/ASF, CIk/Sty i SRPK2, powodowata zmniej-
szenie translacji genu reporterowego. Jednocze$nie wy-
kazano, ze mutacje w domenie RS (zamiana dipeptyddéw
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RS na RG), nasladujace efekt niepetnej fosforylacji biatka
SF2/ASF powodowaty wzmocnienie oddziatywania biat-
ka z cytoptazmatycznym mRNA. Autorzy pracy postuluja,
ze nieufosforylowana domena biatka RS moze dziata¢ jako
~kotwica jonowa", unieruchamiajgca SF2/ ASF na mRNA.
Co ciekawe, sama domena RS nie bierze bezposredniego
udziatu w translacji, poniewaz biatko SF2/ASF pozbawio-
ne domeny RS stymuluje translacje genu reporterowego. Z
kolei domena RRM2, a doktadnie zachowany w ewolucji
uktad aminokwasow SWQDLKD jest niezbedny do akty-
wacji translacji przez SF2/ASF, poniewaz zamiana trojki
aminokwaséw WQD na AAA powoduje znaczne zmniej-
szenie aktywacji.

PODSUMOWANIE

Z opisanych powyzej wynikéw badan nad funkcjonowa-
niem biatek SR wynika, ze podstawowym czynnikiem, decy-
dujacym o tym, w ktérym rejonie komorki, w jakim procesie i
w jaki sposéb biatka SR biorg udziat, jest fosforylacja (Ryc. 4).
Podczas r6znicowego ciecia i sktadania pre-mRNA w jadrze
komorkowym fosforylacja domeny RS przez kinaze Clk/Sty
stymuluje rekrutacje biatek SR z IGC do miejsc aktywnych
transkrypcyjnie. Fosforylacja domeny RS powoduje wzmoc-
nienie oddziatywan biatko-biatko miedzy czynnikami bio-
ragcymi udziat w sktadaniu zawierajagcymi domeny RS oraz
utatwia specyficzne wigzanie sekwencji ESE przez domeny
RRM, prawdopodobnie powodujac neutralizacje dodatnio
natadowanych reszt argininy i stad powodujac zmniejsze-
nie niespecyficznych oddziatywan z pre-mRNA. Fosforyla-
cja determinuje tez rézng role biatek ,,wedrujacych” i ,nie-
wedrujgcych™ w transporcie gotowego transkryptu z jadra.
Biatka z grupy ,,niewedrujgcej", oporne na dziatanie fosfataz,
pozostajg ufosforylowane i oddysocjowuja z komplekséw
MRNP. Biatka z grupy ,,wedrujacej” ulegaja defosforylacji i
wraz z transkryptem migruja z jadra do cytoplazmy, gdzie
biorg tez udziat w translacji. Powrot do jadra komdrkowego
jest mozliwy po ponownej fosforylacji domeny RS, tym ra-
zem przez kinaze SRPK1. Dzieki oddziatywaniu z motywem
dokujagcym w obrebie substratu, kinaza SRPK1 fosforyluje je-
dynie cze$¢ seryn domeny RS, pozostawiajgc pozostate miej-
sca fosforylacji dostepne dla kinazy CIlk/Sty zlokalizowanej
w jadrze. Czesciowo ufosforylowane biatka SR w kompleksie
zreceptorami transportu TRN-SR powracajg do jadra komor-
kowego, gdzie po oddysocjowaniu transportyny gromadzg
sie w strukturach IGC, skad uwalniane sg po ufosforylowa-
niu przez kinaze Clk/Sty.

Wytaniajacy sie z dotychczasowych badan model regu-
lacji funkcjonowania biatek SR przez fosforylacje jest nadal
niepetny. Nie ma na razie odpowiedzi na wiele pytan, np.:
jak istotny jest udziat nieufosforylowanych biatek SR w
transporcie mRNA, skoro brak biatka SF2/ASF nie powo-
duje zaburzen tego transportu? Czy, analogicznie do kinaz
biatkowych, specyficznych dla biatek SR, istniejg tez specy-
ficzne fosfatazy? Na wyjasnienie czeka tez doktadna rola
innych kinaz fosforylujgcych biatka SR: topoizomerazy | i
hPRP4. Pomimo tych luk juz obecna wiedza na temat biatek
SR pozwala dostrzec, w jak precyzyjny sposéb modyfikacja
potranslacyjna jednego tylko typu zawiaduje funkcjonowa-
niem biatek tej grupy w skomplikowanych procesach ob-
robki mRNA.
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Phosphorylation of serine-arginine rich proteins —pleiotropic effect

of one type posttranslational modification
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ABSTRACT

SR proteins are components of the spliceosome, a dynamic complex catalysing removal of pre-mRNA introns during splicing reaction. Recent
studies have shown additional functions for SR proteins in mRNA transport and translation. Several protein kinases have been identified
that can phosphorylate SR proteins. Phosphorylation is acommon posttranslational modification among proteins. However in the case of SR
proteins it has got a special meaning. Phosphorylation of serine residues clustered in a narrow area of RS domains affects all aspects of SR
proteins functions. It influences subcellular localization and determines process in which the proteins take part.
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Stowa kluczowe: degradacja mRNA nio-
sacych przedwczesny kodon stop (NMD),
przedwczesny kodon stop (PTC), eksono-
wy kompleks tagcznikowy (EJC), sktadanie
RNA

Wykaz skrotéw: CBC (ang . cap-binding
complex) — biatka wiagzace sie z kapem;
DSE (ang. downstream sequence element)
— sekwencja zlokalizowana ponizej; EJC
(ang. exon-exon junction complex) — ekso-
nowy kompleks tgcznikowy; NMD (ang.
nonsense-mediated mMRNA decay) — degrada-
cja mMRNA niosacych przedwczesny kodon
stop; PTC (ang. premature termination codon)
— przedwczesny kodon stop; UTR (ang.
untranslated region) — rejon nie ulegajacy
translacji
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STRESZCZENIE

egradacja mMRNA niosacych przedwczesny kodon stop (NMD, ang. nonsense-mediated
D mRNA decay) jest procesem kontroli jakosci mMRNA. Dzigki niemu z transkryptéw za-
wierajacych przedwczesny kodon stop (PTC, ang. premature termination codon) nie powstaja
skrécone biatka, ktére mogtyby by¢ szkodliwe dla komérki. NMD podlegaja nie tylko wa-
dliwe mRNA zawierajace PTC jako wynik mutacji w obrebie genu, btedéw w transkrypcji
czy nieprawidtowego sktadania RNA, ale rowniez okoto 10% prawidtowych transkryptéw,
ktérych ekspresja wydaje sie by¢ regulowana przez NMD. NMD jest obecny u wszystkich,
badanych dotad, organizmoéw eukariotycznych (ssaki, drozdze, nicienie, owady i rosliny), a
kluczowe czynniki zaangazowane w ten proces charakteryzuja sie duza ewolucyjna zacho-
wawczos$cig. Jednak mechanizm NMD ro6zni sie w szczegétach miedzy gatunkami.

WPROWADZENIE

Degradacja mRNA niosgcych przedwczesny kodon stop (NMD) jest proce-
sem kontroli jakosci mMRNA, ktéry wykrywa i niszczy transkrypty zawierajace
przedwczesny kodon stop (PTC). PTC mogga powsta¢ w wyniku mutacji, btedow
w transkrypcji czy nieprawidtowego sktadania mRNA. Translacja takich mRNA
prowadzitaby do powstania skroconych wersji biatek, z ktorych czes¢ mogtaby
nadal petni¢ swoje funkcje, ale wiekszo$c¢ stataby sie niefunkcjonalna. Produkcja
takich biatek bytaby w najlepszym razie stratg energii, ale czesciej —szkodliwa
dla komérki. Jednak NMD podlegajg tez pewne naturalne transkrypty, ktérych
ekspresja jest w ten sposéb regulowana. Szczegdlng role odgrywa NMD w re-
gulacji poziomu mRNA bedacych produktami réznicowego ciecia i sktadania
mRNA.

Cho¢ NMD jest procesem wystepujagcym u wszystkich dotad zbadanych orga-
nizméw eukariotycznych (ssaki, drozdze, nicienie, owady i rosliny), szczegoéty
przebiegu tego procesu réznig sie miedzy gatunkami. Réznice dotycza czynni-
kéw zaangazowanych w NMD, mechanizmu rozpoznania PTC, lokalizacji pro-
cesu w czasie i przestrzeni oraz sposobu degradacji mRNA zawierajgcych PTC.

Czynniki biorgce udziat w NMD sg tez zaangazowane w szereg innych pro-
cesoOw komorkowych zwiagzanych z translacjg, cyklem komérkowym oraz za-
bezpieczaniem stabilnosci informacji genetycznej. Rdznorodno$¢ proceséw, w
jakie zaangazowany jest NMD oraz inne funkcje petnione przez czynniki biorgce
udziat w NMD sprawia, ze badania nad nim majg duzg warto$¢ poznawczg.
Natomiast znaczenie NMD w przebiegu pewnych chordb u cztowieka nadaje
badaniom réwniez charakter uzytkowy.

Niniejszy artykut przedstawia obecny stan wiedzy na temat procesu NMD,
podkreslajac podobieAstwa irdznice miedzy gatunkami.

MRNA PODLEGAJACE PROCESOWI NMD

Proces NMD zapewnia szybka degradacje mRNA zawierajagcych przed-
wczesny kodon stop. PTC mogg powstawa¢ w wyniku np. mutacji: substy-
tucji wprowadzajagcych kodon stop czy insercji lub delecji zmieniajgcych
ramke odczytu. Réwniez btedy w transkrypcji oraz nieprawidtowe sktadanie
mRNA moga spowodowac¢ powstanie PTC. Oprécz niszczenia takich wadli-
wych transkryptéw, uwaza sie, ze NMD bierze udziat w regulacji pewnych
shormalnych” mRNA, kodujacych funkcjonalne biatka. Badania prowadzone
na liniach komdrkowych ssakéw [1], muszki owocowej [2], na drozdzach [3]
i nicieniach [4] pozbawionych pewnych komponentéw NMD wykazaty istnie-
nie szerokiej gamy transkryptow, ktérych ekspresja jest regulowana przez ten
proces. mMRNA te mozna podzieli¢ na kilka klas w zaleznosci od posiadanej
cechy, ktéra wywotuje NMD: 1) mRNA zawierajgce otwarte ramki odczytu
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potozone w rejonie 5' UTR (UORF, ang. upstream ORF); 2)
MRNA z PTC wprowadzonymi przez alternatywne skia-
danie (u cztowieka nawet 1/3 produktéw alternatywnego
sktadania moze byé substratami dla NMD [5]); 3) mRNA
zawierajgce introny w 3' UTR; 4) mRNA selenoprotein,
w przypadku ktérych kodon dla selenocysteiny (bedacy
kodonem stop), przy braku selenu odczytywany jest jako
PTC; 5) mMRNA podlegajace nieprecyzyjnemu skanowaniu
(ang. leaky scanning) podczas inicjacji translacji, w wyni-
ku czego prawidtowy kodon start jest pomijany, a trans-
lacja zaczyna sie od nastepnego, w innej ramce odczytu; 6)
mRNA, ktére w wyniku nieprawidtowej obrobki zachowu-
ja introny po eksporcie do cytoplazmy; 7) mRNA, ktérych
translacja zachodzi z przesunieciem ramki odczytu o +1
nukleotyd; 8) policistronowe mRNA; 9) mRNA, w ktoérych
dochodzi do pominiecia kodonu stop (ang. read-through),
a zatem kodon terminacyjny odczytywany jest jako kodu-
jacy i nie zachodzi terminacja; oraz 10) mRNA kodowane
przez transpozony, retrowirusy lub pseudogeny. W tabeli
1 zestawiono typy naturalnych substratéw NMD zaobser-
wowane u réznych organizmow.

Oprécz wyzej wymienionych cech mRNA wywotujg-
cych NMD sprawdzano, czy zidentyfikowane mRNA cha-
rakteryzujg sie innymi wasciwosciami, odrdzniajagcymi je
od innych transkryptéw. W przypadku drozdzy stwier-
dzono jedynie, ze w komérkach dzikiego typu wystepuja
one na duzo nizszym poziomie niz w komodrkach pozba-
wionych ktéregos$ z czynnikéw biorgcych udziat w NMD.
Jest to zrozumiate, jezeli podlegajg one niszczeniu na dro-
dze NMD. Geny tych mRNA wykazywaty tez tendencje do
nielosowego rozktadu na chromosomach, gromadzac sie
w poblizu telomerdw [3], Natomiast w badaniach nad Dro-
sophila zauwazono, ze oprdécz niskiego poziomu ekspresji
w komorkach typu dzikiego, transkrypty regulowane na
drodze NMD sg diuzsze i zawierajg wiecej introndw niz
inne mMRNA, a ich geny sg nadreprezentowane na chromo-
somie 1V [2].

MRNA regulowane naturalnie przez NMD sg kodowane
przez szerokg game gendw zwigzanych z réznymi funkcja-
mi [1-3]. Jednak poréwnanie takich mMRNA o podwyzszonej
ekspresji przy braku aktywnego NMD u ssakéw, muszek
owocowych i drozdzy wykazato istnienie tylko dwéch
MRNA reprezentowanych we wszystkich organizmach,
dodatkowo o$miu wspdlnych dla Drosophila i drozdzy oraz
dziesieciu wystepujacych u Drosophila i ssakéw [2], Wyni-
ka stad, ze cho¢ NMD bierze udziat w regulacji ekspresji

Tabela 1. Cechy naturalnych substratow dla NMD okre$lone jak dotad u ré6znych organizméw eukariotycznych.

| Cecha wywotujgca NMD
uORF + +
Alternatywne sktadanie
Intron w 3' UTR
Selenoproteiny
Nieprecyzyjne skanowanie
pre-mRNA w cytoplazmie
Przesuniecie ramki odczytu +1 nt
Policistronowe mRNA

+ o+ o+ +

Pominigcie kodonu stop +
Transpozony, pseudogeny, retrowirusy + +
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pewnych genéw we wszystkich badanych organizmach,
to spektrum genéw regulowanych przez NMD rézni sie
miedzy gatunkami. Mendell i wsp. [1] zauwazyli, ze wsrod
naturalnych substratdbw NMD u ssakéw wyraznie nadre-
prezentowane sg transkrypty gendéw zaangazowanych w
metabolizm aminokwaséw i odpowiedz na gtéd amino-
kwasowy.

CZYNNIKI BIORACE UDZIAL W NMD

NMD jest kompleksowym procesem, w ktéry zaangazo-
wanych jest wiele biatek. Czynniki biorgce udziat w NMD
zostaly po raz pierwszy zidentyfikowane u S. cerevisiae i
C. elegans. Ortologi trzech z nich: Upfl, Upf2 i Upf3 (u C.
elegans odpowiednio: Smg2, Smg3 i Smg4) wystepujg we
wszystkich organizmach, u ktérych stwierdzono NMD i
sg kluczowymi czynnikami w tym procesie. Upf3 jest biat-
kiem gtéwnie jadrowym, cho¢ kursuje miedzy jadrem a cy-
toplazma i oddziatuje z Upf2 oraz czynnikiem uwalniaja-
cym eRF3. U ludzi wystepuje w dwéch izoformach: Upf3a
i Upf3b itgczy sie w jadrze z dojrzatym mRNA przez in-
terakcje z eksonowym kompleksem tgcznikowym (EJC,
ang. exon-exon junction complex). Jest to kompleks biatek
lokalizujacy sie okoto 20-24 nukleotydy powyzej miejsca
tagczenia eksonow [6]. Upf2 jest biatkiem okotojadrowym,
ktore oddziatuje z Upf3 i Upfl oraz eRF3 [6], Upfl to biat-
ko wystepujace w cytoplazmie, bedace helikaza RNA gru-
py |, posiadajace aktywno$s¢ RNA-zaleznej ATPazy i ATP-
zaleznej 5'—3 helikazy. taczy sie ono z Upf2 oraz eRFI i
eRF3, a cykl jego fosforylacji-defosforylacji jest kluczowy
dla procesu NMD. Dowiedziono, ze o ile u drozdzy i ni-
cieni brak biatka Upfl nie jest letalny, o tyle mysie zarodki
pozbawione genu dla tego biatka nie przezywajg [7]. U ro-
§lin dotychczas potwierdzono udziat tylko biatka Upf3 w
procesie NMD [8].

Druga grupe czynnikéw zaangazowanych w NMD two-
rzg biatka odpowiedzialne za fosforylacje i defosforylacje
Upfl. Sg to wykryte u C. elegans biatka Smgl oraz Smg5-7.
Ich ortologi nie wystepuja u drozdzy, sa natomiast obecne
u ssakéw oraz D. melanogaster (opr6cz Smg7). U roslin ist-
niejg potencjalne ortologi biatek Smg, lecz ich funkcja nie
zostata jak dotad zbadana. Kinaza Smgl wystepuje zarow-
no w jadrze, jak i w cytoplazmie, nalezy do rodziny kinaz
podobnych do kinazy 3-fosfo-fosfatydyloinozytolu (ang.
phosphoinositide 3-kinase (P13-kinase)-related kinase — PIKK).
Jej rola w NMD polega na fosforylacji Upfl [9,10], Ufosfo-
rylowane biatko Upfl podlega defosforylacji przez biatka
Smg5-7. Biatka te sg podobne
do siebie, wszystkie zawierajg
domene podobng do wyste-
pujacej w biatkach z rodziny
14-3-3, ktore wigzg fosfose-
ryne. Biatka Smg5-7 mogg 13-
czy¢ sie z ufosforylowanym
Upfl. Smg7 wydaje sie by¢
tym biatkiem, ktore wigze
dwa etapy procesu NMD:
rozpoznanie transkryptu za-
wierajagcego PTC ijego degra-
+ dacje [11,12] (patrz podroz-

dziat Od rozpoznania PTC do

. sapiens A. thaliana

+ + + + + T
+
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Tabela 2. Czynniki bioragce udziat w NMD u réznych organizméw eukariotycznych. + bierze udziat, — brak udziatu/

czynnik nie wystepujacy w danym organizmie, ? brak wynikow.

S. cerevisiae  C. elegans
Czynniki NMD

Upfl +

Upf2
Upf3
Smg5 -

Smg6 -

Smg7 -

Sktadniki kompleksu EJC

elF4AlII - -
Magoh - -
Y14 - -
RNPS1 -
MLN51/ Barentsz - -
PYM - -
Czynniki degradujgce mRNA
Decpl

Dcp2

Xrnl

Ski kompleks

Egzosom

PARN - ?

o+ o+ o+ o+ o+

:
+ + + + 4+ o+ o+

+ o+ o+ o+ o+
o+ o+ o+

degradacji mMRNA). Pewna rozhieznos$¢ istnieje w przypadku
roli Smgl u muszek owocowych. Gatfield i wsp. [13] poka-
zali, ze wyciszenie kazdego z biatek Upf lub Smgl, 5i 6 po-
wodowato stabilizacje transkryptu zawierajgcego PTC, przy
czym dla Smgl efekt byt najstabszy. Natomiast Chen i wsp.
[14] wykazuja, ze Smgl jest zbedny dla przebiegu NMD u
D. melanogaster. By¢ moze znaczenie ma tu fakt, iz pierwszy
eksperyment wykonywany byt na liniach komékowych S2,
a drugi na dorostych muszkach oraz zastosowanie réznych
metod badawczych.

Trzecia grupa czynnikéw biorgcych udziat w NMD to
biatka tworzace kompleks EJC. U drozdzy i Drosophila ich
obecnos¢ nie jest konieczna dla przebiegu NMD, natomiast
u ssakow ich brak hamuje ten proces. Cze$¢ sktadnikdw EJC
ssakdw wystepuje tylko w jadrze, odtacza sie od dojrzate-
go mRNA zanim znajdzie sie on w cytoplazmie i nie bierze
udziatu w NMD. Nalezg tutaj Aly/REF, SrmldO i UAP56
[15]. Pozostate sktadniki EJC sg zaangazowane w proces
NMD. elF4AlIl taczy sie bezposSrednio z mRNA w jadrze i
sugeruje sie, ze tworzy platforme, na ktorej zakotwiczajg sie
pozostate komponenty komplekséw EJC [16]. Jednak dyna-
mika powstawania kompleksow EJC nie zostata jak dotad
doktadnie poznana. Do elF4Alll wigze sie biatko MLN51/
Barentsz oraz heterodimer Y14-Magoh. Z heterodimerem
Y14-Magoh oddziatujg tez biatka PYM oraz RNPS1. Wszyst-
kie te sktadniki sa niezbedne dla przebiegu NMD u ssakow,
co pokazaty miedzy innymi eksperymenty z wyciszaniem
ich genéw [9,17]. Z heterodimerem Y14-Magoh i biatkiem
RNPS1 wigze sie tez Upf3, stanowigc pomost miedzy biat-
kami EJC ardzeniem NMD. U drozdzy biatkiem, ktére spet-
nia podobng do EJC role znakowania transkryptow, cho¢
nie wykazujgcym homologii do zadnego sktadnika EJC, jest
biatko podobne do hnRNP-Hrplp. Mutacje w tym biatku
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D. melanogaster

zwiekszajg stabilnos$¢ transkryp-
téw zawierajacych PTC. Hrplp
tagczy sie specyficznie z mRNA
oraz oddziatuje z Upfl [18],

H. sapiens  A. thaliana |

Biatka uczestniczace w ostat-
nim etapie NMD — degradacji
mRNA — tworzg kolejng grupe
istotnych czynnikéw. Naleza tu
enzymy usuwajace kap (Dcpl i
Dcp2 u ssakow i drozdzy), de-
adenylazy (PARN u ssakow)
oraz endo- i egzonukleazy (Xrnl
oraz egzosom i kompleks Ski u
ssakow, drozdzy i muszek) [6].
Zestawienie czynnikow biorg-
cych udziat w procesie NMD u
réoznych organizmoéw eukario-
tycznych przedstawia tabela 2.

N )

+ + + + o+ o+ +
Y Y Y+

+ o+ o+ o+ o+ o+
A I B A v ]

PRZEBIEG PROCESU NMD

Chociaz NMD wystepuje po-
wszechnie u Eucaryota, przebieg
tego procesu rézni sie miedzy
gatunkami. RoOznice te dotyczg
zarbwno rozpoznania przed-
wczesnego kodonu stop jak i
lokalizacji procesu w czasie i
przestrzeni oraz sposobu degradacji mMRNA zawierajace-
go PTC.

+ 4+ o+ + o+ 4+

ROZPOZNANIE PRZEDWCZESNEGO KODONU STOP

Odroznienie przedwczesnego kodonu stop od normal-
nego opiera sie na kontekscie w jakim kodon terminacyjny
sie znajduje i zalezy od pewnych sygnatow dzialajgcych
w cis (patrz Ryc. 1). U ssakOw zauwazono, ze procesowi
NMD podlegajag tylko mRNA wywodzace sie z gendw za-
wierajgcych introny; transkrypty genéw bezintronowych
nie sg degradowane na tej drodze [19]. Wynika to stad, ze
sygnatem dla rozpoznania kodonu stop jako przedwcze-
snego jest obecno$¢ na mRNA kompleksu EJC, ktory w
czasie sktadania lokalizuje sie nieco powyzej kazdego miej-
sca tgczenia eksonéw. Podczas pierwszej rundy translacji
wedrujagcy po mRNA rybosom usuwa po kolei kompleksy
EJC, kiedy znajdzie sie okoto 50-55 nukleotyddw powyzej
kazdego z nich. Kiedy rybosom napotka kodon termina-
cyjny, przytaczaja sie czynniki uwalniajagce eRFI i eRF3, a
wraz z nimi biatka Upfl i Smgl. Jesli ponizej kodonu stop
nie majuz zadnego kompleksu EJC, to zachodzi terminacja
translacji. Jesli jednak 50-55 lub wiecej nukleotydéw po-
nizej kodonu terminacyjnego znajduje sie kompleks EJC,
Upfl oddziatuje z Upf2 zwigzanym z EJC i uruchamiany
jest proces NMD. Od tej reguty sa wyjatki: transkrypt |3
receptora komoérek T (TCR- (3 podlega NMD nawet jesli
kodon stop znajduje sie mniej niz 50-55 nt powyzej EJC.
Jak dotad, brak wyjasnienia tego zjawiska. Z kolei mRNA
formy jelitowej apolipoproteiny B, ktéry w wyniku reda-
gowania ma wprowadzony kodon stop mniej wiecej w po-
towie transkryptu, nie podlega NMD, mimo Ze reguta 55
nukleotyddw jest spetniona. Najprawdopodobniej biatka
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Rycina 1. Mechanizm rozpoznania przedwczesnego kodonu stop zalezy od od-
dziatywania miedzy rybosomem zatrzymanym na kodonie stop a sygnatami po-
tozonymi ponizej. A) U ssakéw sygnatem jest biatkowy eksonowy kompleks tacz-
nikowy (EJC), jezeli znajduje sie >50-55 nt ponizej przedwczesnego kodonu stop
(PTC). B) U drozdzy sygnatem jest biatko Hrplp wiazace sie do sekwencji DSE
(ang. downstream sequence element) lub nadmierna dtugo$¢ 3' UTR. C) U owaddéw
i nicieni mechanizm rozpoznania PTC nie jest znany, ale przypuszcza sig, ze jest
podobny do tego u drozdzy, gdyz kompleks EJC nie jest konieczny do przebiegu
NMD u muszek. D) U roélin mechanizm takze nie jest znany. Wiadomo, ze NMD
podlegaja transkrypty, w ktérych PTC znajduje sie w rejonie odpowiadajacym
maksymalnie 70-80% dtugo$ci mRNA.

bioragce udziat w redagowaniu mRNA chronig go przed
rozpoznaniem jako substrat NMD [20].

W przeciwienstwie do ssakéw, u drozdzy, nicieni, mu-
szek i roslin mRNA bedace produktami genéw nie posia-
dajgcych intronéw podlegajg NMD. Inne muszg by¢ wiec
tutaj sygnaty decydujace o rozpoznaniu kodonu stop jako
przedwczesnego. Jak dotad, taki sygnat zidentyfikowano
tylko u drozdzy. Jest to specyficzna sekwencja znajdujgca
sie ponizej kodonu stop (ang. downstream sequence element
- DSE): TGYYGATGYYYYY, gdzie Y=T lub C. Im wiecej
razy ta sekwencja jest powtorzona, tym efektywniej wywo-
tywany jest proces NMD [21]. Z sekwencjg DSE wigze sie
biatko Hrplp, ktdre jest konieczne dla przebiegu NMD u
drozdzy. Inny model zaktada, ze sygnatem dla rozpoznania
kodonu stop jako przedwczesnego jest nadmiernie diugi 3'
UTR — by¢ moze pewne oddziatywania czynnikéw termi-
nacyjnych z koincem 3' sg niezbedne do prawidtowego za-
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konczenia translacji [22], U muszek i nicieni kompleks EJC
nie jest zaangazowany w proces NMD, wiec rozpoznanie
PTC moze przebiega¢ podobnie jak u drozdzy; przypusz-
czenie to wymaga jednak potwierdzenia doSwiadczalnego.

U roslin procesowi NMD podlegajg zaréwno produk-
ty genow zawierajgcych introny [8] jak i bezintronowych
[23,24], W przypadku gendw bezintronowych znaczenie
miato miejsce, w ktérym wprowadzono przedwczesny
kodon stop: wstawienie PTC w rejonie odpowiadajgcym
maksymalnie 70-80% dtugosci mRNA powodowato NMD,
natomiast transkrypty z PTC blizej 3' korica nie podlegaty
temu procesowi [23,24]. Z kolei w innym badaniu stwier-
dzono, ze dla zajscia NMD konieczne byto wyciecie intronu,
ale znajdujacego sie nie —jak u ssakdw —ponizej PTC, lecz
powyzej [25], By¢ moze wiec, u roslin wystepuja obie drogi
rozpoznawania przedwczesnych kodon6éw stop: jedna po-
dobna do tej obecnej u drozdzy, a druga —do ssaczej.

LOKALIZACJA NMD W CZASIE | PRZESTRZENI

U wszystkich organizmow eukariotycznych proces NMD
przebiega w czasie translacji imoze by¢ hamowany przez an-
tybiotyki bedgace inhibitorami translacji (np. cykloheksamid,
puromycyna), inaktywacje czynnikow inicjujacych transla-
cje lub przez obecno$é supresorowych tRNA [20]. Réznice
dotyczg natomiast czasu, w ktdrym NMD moze zajs¢: czy
zachodzi tylko w trakcie pierwszej czy takze kolejnych rund
translacji oraz lokalizacji tego procesu w komorce: w jadrze
czy w cytoplazmie. Szczegoty dotyczace tych kwestii zosta-
ty jak dotad poznane tylko u ssakow idrozdzy.

Model postulowany dla ssakéw zaktada, ze NMD zacho-
dzi tylko podczas pierwszej (ang. pioneer) rundy translacji.
Od kolejnych rund translacji pierwsza rdzni sie tym, ze za-
chodzi na mRNA, ktéry na koicu 5' ma biatka wigzace sie z
kapem (CBC):CBP20iCBP80, ana koricu 3' —biatko wigzace
sie zogonem poliA —PABP2. Po pierwszej rundzie transla-
cji biatka te zastepowane sg odpowiednio przez: elF4E oraz
PABP1. Poniewaz u ssakéw do przebiegu NMD konieczne
sg biatka wchodzace w sktad komplekséw EJC, logiczne wy-
daje sie, ze proces ten moze zachodzi¢ tylko podczas pierw-
szej rundy translacji, gdyz potem EJC nie sg juz zwigzane z
mRNA. Pierwszych wskazan, ze faktycznie tak sie dzieje,
dostarczyty badania Ishigaki i wsp. [26], w ktérych poka-
zano, ze mRNA zwigzane z CBC podlegajg translacji, oraz
ze degradacja mMRNA zawierajagcych PTC zachodzi, gdy sa
one zwigzane z CBP80. W testach immunoprecypitacyjnych
MRNA zawierajace PTC i zwigzane z CBP80 stanowity 17%
MRNA typu dzikiego (czyli nie zawierajgcego PTC), nato-
miast udziat mRNA niosgcych PTC i zwigzanych z elF4E
byt zredukowany do 12% poziomu mRNA typu dzikiego.
Ré6znica ta miesci sie w granicach btedu ekperymentalnego,
ale nie mozna wykluczy¢, ze cze$¢ transkryptow podlega
NMD takze wtedy, gdy jest zwigzana z elF4E. Za tym, ze
NMD zachodzi podczas pierwszej rundy translacji przema-
wiajg kolejne fakty. Inhibitor translacji 4E-BP1, ktory wigze
sie z elFAE, hamuje p6zniejszg translacje, nie ma natomiast
wptywu na NMD. Rowniez elF4Alll, czynnik zaangazowa-
ny w NMD, zwigzany jest tylko z mRNA z przytgczonym
CBP80 [27], Mozna wiec przyja¢, ze NMD u ssakéw zacho-
dzi podczas specyficznej, pierwszej rundy translacji, ktora
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rézni sie od kolejnych rund translacji. Nie wiadomo jednak,
czy biatka CBC biorg udziat w NMD, czy tez NMD tylko za-
chodzi na mRNA zwigzanych z tymi biatkami, a one same
w proces ten nie sg zaangazowane. Niedawno zostata opu-
blikowana praca, ktéra wskazuje, ze CBP80 moze bra¢ czyn-
ny udziatw NMD [28].

U drozdzy NMD réwniez podlegajg transkrypty zwigza-
ne z CBC, jednak pod nieobecno$¢ biatek CBC proces ten
nie jest zahamowany i moze zachodzi¢ na mRNA z przy-
taczonym elF4E [29], Nie ma tez ograniczenia co do czasu,
w jakim NMD moze zachodzi¢ —nie tylko podczas pierw-
szej rundy translacji, ale tez podczas kolejnych. Swiadczy o
tym fakt, ze mMRNA zawierajagce PTC (ktére akumuluja sie
gdy szlak NMD jest wytgczony) sg szybko degradowane po
przywrdceniu aktywnos$ci NMD [30].

Lokalizacja procesu NMD w komorce jest jeszcze kwestig
sporng. Sugeruje sie, ze u ssakéw pewne transkrypty pod-
legajga NMD w cytoplazmie, ale inne — w jadrze. Jadrowa
lokalizacja translacji budzi kontrowersje [31], ale obserwuje
sie, ze niektdre mMRNA zawierajace przedwczesny kodon
stop wystepujg we frakcji jadrowej. Moze by¢ jednak tak,
ze ich translacja nie zachodzi w jadrze, lecz podczas ich eks-
portu do cytoplazmy, kiedy nadal sg z jagdrem zwiazane. Jak
dotad brak danych, ktére jednoznacznie stwierdzityby, czy
przy catkowicie zablokowanym eksporcie mRNA z jadra
zachodzi proces NMD. U drozdzy natomiast wykazano, ze
proces NMD moze mie¢ miejsce tylko w cytoplazmie, gdyz
jest on hamowany przez zablokowanie eksportu mRNA
[32].

OD ROZPOZNANIA PTC DO DEGRADACIJI mRNA

Obecnie wiadomo, w jaki sposéb PTC sg rozpoznawane u
réznych organizmdw, znane sg tez drogi degradacji mRNA,
ktére zawierajg PTC. Natomiast to, jak transkrypt z rozpo-
znanym przedwczesnym kodonem stop jest kierowany do
degradacji, zostato jak dotad blizej — cho¢ jeszcze nie do
konca —scharakteryzowane tylko u ssakéw. Dla zajscia pro-
cesu NMD kluczowy jest cykl fosforylacji-defosforylacji biat-
ka Upfl. Fosforylacje przeprowadza kinaza Smgl, natomiast
defosforylacja zalezna jest od biatek Smg5, Smg6 i Smg7, kt6-
re tworzg kompleks i wigzg fosfataze biatkowg PP2A. Jakie
doktadnie zmiany i rearanzacje w obrebie kompleksu NMD
wywotuje fosforylacja/defosforylacja Upfl —nie wiadomo.
Stwierdzono jednak, ze Smg7 moze by¢ tym biatkiem, ktore
wigze dwa etapy procesu NMD: rozpoznanie PTC z kierowa-
niem mRNA do degradacji [11], Smg7 gromadzi sie w tzw.
ciatkach P, w ktérych zachodzi degradacja mRNA, ajego nad-
ekspresja sprawia, ze réwniez Smg5 i Upfl sg tam gromadzo-
ne. Biatko Smg7 bytoby wiec czynnikiem doprowadzajgcym
transkrypty z rozpoznanym przedwczesnym kodonem stop
do miejsc, gdzie mogg one ulec zniszczeniu. Role Smg7 w
kierowaniu mRNA do degradacji potwierdzaja eksperymen-
ty, w ktdrych biatko Smg7 na state zwigzane do mRNA po-
wodowato jego szybki rozktad, nawet jesli powyzej miejsca
zwigzania nie byto kodonu stop. Sugeruje to, ze Smg7 dziata
w poznej fazie NMD, gdy PTC zostat juz rozpoznany ikieru-
je taki transkrypt do degradacji. Do wywotania takiego efek-
tu wystarcza C-koricowa domena Smg7, natomiast koniec N,
ktéry zawiera domene podobng do biatek z rodziny 14-3-3,
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Rycina 2. Degradacja mRNA zawierajacych PTC. A) U ssakéw i drozdzy degra-
dacja mMRNA moze zachodzi¢ przez 1) niezalezne od deadenylacji usunigcie kapu
i degradacje przez egzonukleaze XRN1 lub 2) deadenylacje i degradacje przez
egzosom i kompleks Ski. B) U muszki owocowej rozktad inicjowany jest przez
endonukleolityczne ciecie w poblizu PTC, a powstate fragmenty degradowane
sg od obu nowo utworzonych koricéw bez konieczno$ci usuwania kapu czy de-
adenylacji.

oddziatuje z Upfl oraz Smg5 [11,12], U C. elegans, ktory po-
siada ortologi wszystkich biatek Smg, proces moze zachodzié¢
w podobny sposéb. Natomiast u Drosophila obecno$é biatka
Smg7 nie jest konieczna dla procesu NMD [13]. Tak wiec, u
owaddéw kierowanie mRNA z rozpoznanym PTC do degra-
dacji moze zachodzi¢ na innej drodze niz u ssakéw. U droz-
dzy nie wystepuja ortologi biatek Smg, ale biatko Upfl takze
moze by¢ fosforylowane [33]. Nie wiadomo jednak, czy ma to
znaczenie dla przebiegu NMD.

Kiedy transkrypt zawierajacy rozpoznany PTC zosta-
nie skierowany do degradacji, jego rozktad moze przebie-
ga¢ réznymi drogami (Ryc. 2). U drozdzy i ssakow mRNA
moze by¢ degradowany od obu koncdw. Czesciej zachodzi
degradacja od konca 5', ktérg zapoczatkowuje niezalezne
od deadenylacji usuniecie kapu przez enzymy Dcpl i Dcp2.
Dalej nastepuje degradacja przez egzonukleaze Xrnl. Druga
mozliwos$¢ to deadenylacja mMRNA przeprowadzana u ssa-
kéw przez enzym PARN (poliA rybonukleaza), au drozdzy
przez inng, jak dotad nie scharakteryzowang, deadenylaze.
Nastepnie mRNA jest degradowany przez egzosom (kom-
pleks 3'—5 egzonukleaz) i kompleks Ski [6]. Inaczej wygla-
da rozktad mRNA u Drosophila. Degradacja jest inicjowana
przez endonukleolityczne ciecie w poblizu PTC, a powstate
fragmenty mRNA s3g degradowane od nowo powstatych 5'
i 3' koncow przez Xrnl w kierunku 5'—3 oraz egzosom i
kompleks Ski w kierunku 3'—5'. Nie ma koniecznosci usu-
wania kapu czy deadenylacji mRNA [34].

INNE FUNKCJE CZYNNIKOW BIORACYCH
UDZIAL W PROCESIE NMD

Biatka Upf i Smg, peinigce kluczowg role w procesie
NMD, oraz biatka wchodzgce w sktad kompleksu EJC oka-
zujg sie by¢ zaangazowane takze w inne procesy komor-
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Tabela 3. Inne funkcje, w ktére zaangazowane sa czynniki biorgce udziat w
NMD.

1Funkcja Biatko

Upfl, Upf2, Upf3, Y14,
Magoh, RNPS1
Zwiekszenie poziomu mRNA RNPS1

Prawidtowa terminacja translacji Upfl, Upf2, Upf3

Stymulacja translacji

Regulacja cyklu komérkowego Upfl, Smgl
Replikacja/naprawa DNA Upfl
Utrzymanie telomeréw Smg6

kowe (Tab. 3). Zauwazono, ze obecno$¢ jednego lub wie-
cej introndw w genie zwieksza poziom dojrzatego mRNA,
a takze ilos¢ biatka [35], Za ten efekt odpowiedzialne sg
wiasnie biatka zaangazowane w proces NMD. Upfl, Upf2
i Upf3 oraz heterodimer Y14-Magoh zwiekszajg wydajnos¢
translacji, a RNPS1 stymuluje translacje i podnosi poziom
mRNA. Natomiast te biatka kompleksu EJC, ktére nie sg
zaangazowane w proces NMD, nie majg wptywu na trans-
lacje. Biatka Upf zwiekszajg tez wierno$¢ terminacji trans-
lacji — ich brak powoduje odczytanie kodonu stop jako
sensownego i powstawanie biatek o wydtuzonym koncu C.
Prawdopodobnie znaczenie ma tu fakt, ze biatka Upf moga
sie wigzac z czynnikami uwalniajgcymi: Upfl oddziatuje z
eRFI oraz eRF3, a Upf2 i Upf3 —tylko z eRF3 [36].

Biatko Upfl jest tez zaangazowane w przebieg cyklu
komoérkowego oraz naprawe DNA. Komorki pozbawione
Upfl zatrzymujg sie w fazie S cyklu komérkowego. Nie ma
to zwigzku z NMD, poniewaz podobny efekt nie byt ob-
serwowany, gdy wyciszono Upf2. Obserwowano, ze pod
wpltywem promieniowania y wzrasta ilo$¢ biatka Upfl,
zwitaszcza we frakcji zwigzanej z chromatyng. Istotna jest tu-
taj fosforylacja Upfl przez kinaze ATR (nalezaca do tej samy
rodziny kinaz PIKK co Smgl) poniewaz w komaérkach po-
zbawionych ATR nie obserwowano zwigzania Upfl z chro-
matyng. Nie wiadomo jak dotad, jakie funkcje peini biatko
Upfl zwigzane z chromatyng, ale postuluje sie, ze bierze
udziat w zabezpieczaniu stabilnosci informacji genetycznej
przez udziat w replikacji i/lub naprawie DNA. Potwierdza
to fakt, ze Upfl oddziatuje z polimerazg DNA 5 [37],

W zabezpieczaniu stabilnosci informacji genetycznej
bierze tez udziat kinaza Smgl. Jest ona aktywowana pod
wptywem promieniowania jonizujgcego oraz Swiatta UV i
charakteryzuje sie zdolnoscig do fosforylowania biatka p53,
waznego regulatora cyklu komérkowego. Pozbawienie ko-
morek biatka Smgl powodowato wzrost uszkodzen DNA,
zwiekszong wrazliwo$¢ na promieniowanie jonizujace oraz
zatrzymywato komérki w fazie  [38],

Inne biatko Smg, Smg6, jest homologiem drozdzowego
biatka Estl, zaangazowanego w utrzymywanie telomeréw.
Nie wiadomo, na czym doktadnie polega jego rola w wy-
dtuzaniu telomeréw; proponowane sg dwa modele: Estl
umozliwia zwigzanie telomerazy do 3' konca telomeru lub
telomeraza jest tam ciggle obecna, a biatko Estl ja tylko ak-
tywuje. Testy immunoprecypitacyjne wskazujg na wystepo-
wanie Smg6 w kompleksie z telomeraza, a jego nadekspre-
sja powoduje takie zmiany w budowie zakonczen telomero-
wych chromosomow, ktére umozliwiajg telomerazie dostep
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do tych struktur. Zmiany te najprawdopodobniej obejmujg
obecnos¢/brak pewnych biatek zwigzanych z zakoriczenia-
mi telomerowymi lub zmiany w strukturze DNA wyZszego
rzedu (np. obecnos¢ petli itp.) [39], Problemy te wymagaja
jeszcze dalszych badan.

W zwigzku z zaangazowaniem czynnikow biorgcych
udziat w NMD w inne procesy komérkowe mozna posta-
wi¢ pytanie, czy wyewoluowaty one jako sktadniki procesu
NMD, czy tez dla petnienia innych funkcji, a NMD jest tylko
korzystnym produktem ubocznym?

NMD A INTERFERENCJA RNA | MIKRO RNA

Oprécz NMD potranskrypcyjna regulacja ekspresji ge-
néw zachodzi tez m. in. na drodze interferencji RNA (RNAI)
oraz przy udziale endogennych mikro RNA (miRNA). W
procesie RNAI krotkie interferujgce RNA (siRNA), w petni
komplementarne do docelowych mRNA, przytaczaja sie do
nich i powodujg ich degradacje. Natomiast miRNA dziatajg
w rozny sposoéb u zwierzat i u rodlin. U zwierzagt miRNA sg
tylko cze$ciowo komplementarne do 3' UTR swych docelo-
wych transkryptéw i hamuja translacje. U roslin za$ miR-
NA sg niemal catkowicie komplementarne do docelowych
czasteczek mMRNA i powodujg ich degradacje, podobnie
jak podczas interferencji RNA. Aby spetnia¢ swojg funkcje,
siRNA i miRNA musza potgczy¢ sie z kompleksem wyci-
szajagcym (RISC), w sktad ktérego wchodzg miedzy innymi
biatka z rodziny Argonaute [41]. Biatka te, podobnie jak
czynniki zaangazowane w NMD (Smg5, Smg7 i Upfl), loka-
lizuja sie w ciatkach P. Tam tez znajduja sie biatka potrzebne
do degradacji mMRNA w kierunku 5'—*3" enzymy usuwajace
kap (Dcpl i Dcp2) oraz egzonukleaza Xrnl. Powstaje wiec
pytanie, czy wyciszanie RNA za pomocg siRNA i miRNA
oraz proces NMD sa w jakis$ sposob ze sobg powigzane?

Zagadnienie to zostato sprawdzone doswiadczalnie u
nicienia [42] i muszki owocowej [43], O ile u C. elegans wy-
ciszenie Upfl, Smg5 i Smg6 zniosto efekt interferencji RNA,
o tyle u D. melanogaster nie wykazano zaleznosci miedzy
procesami NMD, RNAI oraz regulacja ekspresji na drodze
miRNA. Mimo wspdlnej lokalizacji przebiegu koricowych
etapow tych procesdw, zaktocenie jednego z nich nie ha-
muje innych. Kwestia ta wymaga jednak dalszych badan u
innych organizmow.

ZNACZENIE PROCESU NMD U CZLOWIEKA

O istotnosci NMD najlepiej Swiadczg r6znorodne proce-
sy, w jakie jest on zaangazowany. Poniewaz NMD zostat
najdoktadniej poznany u ssakéw, najpetniejszy obraz da
przedstawienie przyktadéw znaczenia NMD u cztowieka.

NMD jest postrzegane przede wszystkim jako mecha-
nizm kontroli jakosci mMRNA, dzieki ktéoremu nie powstaja
biatka niepetnej dtugosci. Kontrola jakosci mRNA doty-
czy réwniez produktdw alternatywnego skiadania, ktdre
umozliwia produkcje zréznicowanych biatek z jednego pre-
MRNA, jednak nie zawsze prowadzi do powstania funkcjo-
nalnych biatek. Uwaza sie, ze okoto jedna trzecia produk-
tow alternatywnego skiadania generuje PTC i jest usuwana
w drodze NMD [5]. Szczegdlnie istotne jest to w przypadku
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Rycina 3. Biatko wigzace sie z traktem polipirymidynowym (PTB) reguluje po-
ziom swojej ekspresji przez alternatywne sktadanie pre-mRNA i NMD. A) Gdy
PTB jest nieobecne, powstaje petny mRNA, z ktérego jest syntetyzowane biatko.
B) Gdy biatka PTB jest duzo, w sktadaniu z jego pre-mRNA wycinany jest 11.
ekson, co powoduje pojawienie sie PTC i w rezultacie transkrypt jest niszczony w
drodze NMD, biatko nie powstaje.

immunoglobulin oraz receptoréw limfocytéw T. Ogromna
réznorodnos¢ tych biatek wynika z rearanzacji dokonywa-
nych w obrebie gendéw, jednak wprowadzajg one w czesci
produktow przedwczesny kodon stop i w rezultacie nie po-
wstatyby z nich funkcjonalne biatka. Takie transkrypty sg
skutecznie usuwane na drodze NMD [22],

Inng istotng funkcjg NMD jest regulacja ekspresji czesci
genow. Przyktadem moga by¢ tu geny selenoprotein, ktore
w obecnos$ci selenu sg syntetyzowane, a gdy brakuje tego
pierwiastka, kodon dla selenocysteiny jest odczytywany
jako przedwczesny kodon terminacji translacji (PTC) itrans-
krypt podlega degradacji [1], Green i wsp. [5] proponuja
model regulacji ekspresji genéw przez sktadanie, nazwany
przez nich regulowanym, nieproduktywnym skitadaniem

A)
zmutowany allel normalny allel

i translacjg (RUST, ang. regulated unproductive splicing and
translation). Regulacja odbywa sie¢ na skutek zmian w oto-
czeniu, w jakim zachodzi sktadanie i obecnosci czynnikow
warunkujacych sktadanie, co decyduje o powstaniu funk-
cjonalnych lub niefunkcjonalnych form mRNA. Ich funkcjo-
nalno$¢ jest weryfikowana w trakcie translacji. Przyktadem
moze by¢ tutaj autoregulacja poziomu biatka wigzacego sie
z traktem polipirymidynowym (PTB), ktdre jest czynnikiem
zaangazowanym w sktadanie. Wzrost iloSci PTB sprawia,
ze z jego pre-mRNA wycinany jest 11. ekson, co z kolei po-
woduje przesuniecie ramki odczytu i powstanie PTC [22]
(Ryc. 3). Innym przyktadem zaangazowania NMD w regu-
lacje ekspresji genéw moze by¢ regulacja ekspresji genéw
odpowiedzialnych za metabolizm aminokwaséw i odpo-
wiedz na gtdd aminokwasowy. Zauwazono, ze geny te ule-
gaja podwyzszonej ekspresji w komorkach, w ktérych nie
zachodzi proces NMD [1]. Badacze wysnuli wiec przypusz-
czenie, ze w warunkach niedoboru aminokwaséw proces
NMD, ktory zachodzi podczas translacji, jest hamowany i
poziom transkryptow biatek syntetyzujgcych aminokwasy
jest podwyzszony. Normalnie za$, gdy aminokwasow jest
dos¢ i nie jest potrzebna ich produkcja, ekspresja odpo-
wiednich genow jest hamowana przez NMD. Jednak, jesli w
przypadku gtodu aminokwasowego NMD jest hamowany z
powodu zatrzymania lub znacznego zwolnienia translacji,
to tak samo nie moze zachodzi¢ produkcja biatek syntety-
zujgcych aminokwasy. By¢ moze jest wiec tak, ze kompleks
EJC sam oddysocjowuje od mRNA po jakim$ czasie, a gdy
wystepuje niedostatek aminokwaséw, to translacja trwa
dtuzej i kompleksy EJC zdgzg sie odtgczy¢ od transkryptu.
Wtedy kodon stop nie moze byé rozpoznany jako przed-
wczesny i mMRNA zamiast by¢ degradowany jest przepisy-
wany na niezbedne biatka.

Znaczenie procesu NMD stwierdzono rowniez w przebie-
gu réznych choréb. Ot6z, moze on tagodzi¢ objawy pewnych
schorzen, takich jak R-talasemia, choroba von Willebranda,
podatnos$¢ na zakazenia pratkowe, krotkopalczasto$¢ typu
B czy degeneracja siatkowki. Fenotyp heterozygot zalezy
bowiem od potozenia mutacji wprowadzajacej kodon stop
w danym genie. Mutacje znajdujace sie w ostatnim eksonie
majg charakter dominujacy, poniewaz kodon stop nie jest
rozpoznawany jako przedwczesny i mRNA ulega transla-
cji. Jednak mutacje we wczesniejszych eksonach powoduja,
ze kodon stop zostaje uznany za przedwczesny i skrécone

zmutowany allel normalny allel

TS R RS > [ A P

e R (VT | i 1O

l translacja

&)

nieprawidiowe biatko

l translacja

prawidtowe biatko

osoba chora

l translacja, NMD l translacja

brak biatka

prawidtowe biatko

osoba zdrowa

Rycina 4. Potozenie mutacji wprowadzajacej kodon stop ma znaczenie dla fenotypu heterozygot. A) Kodon stop w ostatnim eksonie nie jest rozpoznawany jako przed-
wczesny, powstaje nieprawidtowe biatko, ktére dominuje nad forma prawidtowa, wywotujac chorobe. B) Kodon stop we wcze$niejszych eksonach jest rozpoznawany
jako przedweczesny, transkrypt jest niszczony i nieprawidtowe biatko nie powstaje. Z normalnego allelu produkowane jest prawidtowe biatko, co wystarcza, by nie byto

objawéw choroby.
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biatko nie powstaje, a jego prawidtowa forma produkowa-
na z drugiego allelu genu wystarcza, by osoba byta zdrowa.
Mutacja jest wtedy recesywna (Ryc. 4). Podobnie dzieje sie
w przypadku nowotworéw. Dzieki NMD nie ulegajg eks-
presji zmutowane biatka supresorowe, w ktdrych pojawit
sie PTC. Przyczynia sie to do opdZnienia rozwoju nowotwo-
réw, przynajmniej dopéki drugi allel genu supresorowego
nie nabedzie mutacji [40].

Jednak NMD jest bronig obosieczng i moze zaostrzy¢

przebieg innych chorob genetycznych, takich jak mukowi-
scydoza, syndrom Hurlera, syndrom Frasiera czy dystrofia
miesniowa Duchenne'a. W tych przypadkach skrécone biat-
ka nadal spetniatyby swoje funkcje, przynajmniej czescio-
wo, ale ich mRNA sg degradowane na drodze NMD. Pewne
polepszenie daje stosowanie antybiotyk6w aminogliko-
zydowych. Trudno wyobrazi¢ sobie jednak ich rutynowe
stosowanie, poniewaz wytgczenie NMD nie jest w tej sytu-
acji selektywne i moze prowadzi¢ do powaznych skutkow
ubocznych [40].

WNIOSKI

NMD jestwaznym iztozonym procesem petnigcym istot-

ne funkcje nie tylko w zabezpieczaniu komorek przed szko-
dliwymi, skroconymi formami biatek, ale tez i w regulacji
ekspresji genow.Czynniki biorgce udziatw NMD sgréowniez
zaangazowane w inne istotne procesy komorkowe zwiaza-
ne z translacjg, cyklem komoérkowym oraz zabezpieczaniem
stabilnosci informacji genetycznej. Z badan nad ssakami i
drozdzami wytania sie coraz bardziej kompleksowy obraz
procesu NMD, jednak wiele jego aspektéw wymaga dal-
szego scharakteryzowania. Istotne jest tez blizsze poznanie
szczeg6tow tego procesu u innych organizmow, zwiaszcza
u ros$lin, u ktérych jest on najstabiej zbadany. Pogiebienie
wiedzy na temat NMD moze przyczynic si¢ do zrozumienia
takze innych proceséw zachodzacych w komoérkach.
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Nonsense-mediated mMRNA decay (NMD) —on guard of mRNA quality

Agnieszka Dzikiewicz, Zofia Szweykowska-Kulifnska

Department of Gene Expression, Institute of Molecular Biology and Biotechnology, Adam Mickiewicz University, 5 Miedzychodzka St., 60-371

Poznan, Poland

e-mail: agnieszkadzikiewicz@o02.pl

Key words: nonsense-mediated mMRNA decay, mMRNA degradation, premature termination codon, exon-exon junction complex, splicing

ABSTRACT

Nonsense-mediated mMRNA decay (NMD) is a surveillance pathway that protects cells from potentially harmful effects of truncated prote-
ins that would otherwise be translated from mRNAs bearing premature termination codons (PTC). NMD targets not only aberrant mRNAs
possessing PTCs resulting from mutations, transcription errors or abnormal splicing but is also thought to be involved in regulating the
expression of several wild-type transcripts (approximately 10% of the transcriptome). NMD is a conserved pathway present in all eukaryotic
organisms studied so far (yeast, nematoda, flies, mammals and plants). The key players involved in NMD are also conserved among these
species. However, details of NMD mechanism vary among eukaryotic organisms studied so far.
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Wirus zapalenia watroby typu C
—budowa i replikacja a mozliwosci
terapeutyczne i zjawisko opornosci

STRESZCZENIE

ateriat genetyczny wirusa zapalenia watroby typu C (HCV, ang. hepatitis C virus) to jed-
M noniciowy, liniowy RNA. Charakterystyczng cechg HCV jest zmiennos$¢ genetyczna,
ktéraw potaczeniu z niezwyklym potencjatem replikacyjnym oraz presja selekcyjng wywie-
rang przez organizm gospodarza staje sie gtdwng przyczyng powstawania niewrazliwych na
dziatanie uktadu immunologicznego i opornych na leki mutantéw HCV. W ciggu jednego
zaledwie dnia w organizmie pacjenta moze zosta¢ wytworzonych 1022czastek wirusowych,
z ktérych wiele obdarzonych jest mutacjami. Dzigki ci$nieniu selekcyjnemu wywieranemu
przez system immunologiczny oraz stosowane leki dochodzi do wyselekcjonowania nowych
niewrazliwych na terapeutyki wariantéw HCV. Celem pracy jest zwrdcenie uwagi na pro-
blemy terapeutyczne towarzyszgce przewlektemu zapaleniu watroby typu C (pzw C) wyni-
kajace z budowy i sposobu replikacji wirusa. Prezentowane rozwazania nie dotyczg szeroko
omawianych w literaturze czynnikéw prognostycznych zaleznych od pacjenta.

WPROWADZENIE

Kiedy w potowie lat sze$¢dziesigtych poprzedniego stulecia zidentyfikowano
wirus zapalenia watroby typu B [1], stato sie jasnym, ze obok niego musi istnie¢
jaki$ dodatkowy czynnik wywotujacy ostre i przewlekte stany zapalne watroby,
bardzo czesto zwigzane z przetoczeniem krwi (tzw. poprzetoczeniowe zapalenie
watroby). Chcac uzyskaé wiecej informacji na jego temat pobierano od os6b cho-
rych na poprzetoczeniowe zapalenie watroby surowice i zakazano nig zwierzeta
laboratoryjne (gtownie szympansy). Nastepnie analizowano obraz kliniczny cho-
roby oraz parametry biochemiczne, oceniano zmiany patomorfologiczne biopta-
téw watroby. W rezultacie zaobserwowano, iz podczas choroby dochodzi¢ moze
do powstawania komplekséw tubularnych ztozonych ze zdwojenia bton siateczki
Srédplazmatycznej hepatocytéw. Dodatkowo w zainfekowanych komorkach byto
widoczne uszkodzenie mitochondriow i zwiekszenie liczby lizosomow [2].

W 1989 roku po wieloletniej zmudnej pracy zespét badawczy Michaela Ho-
ughtona (Chiron Corporation, Kalifornia, USA) ogtosit na tamach Science odkry-
cie nowego czynnika infekcyjnego. Zgodnie ze zwyczajem przyporzagdkowywa-
nia wirusom zapalenia watroby kolejnych liter alfabetu nazwano go wirusem
zapalenia watroby typu C (HCV) [3,4], HCV zostat sklasyfikowany jako jedyny
przedstawiciel rodzaju Hepacivirus w obrebie rodziny Flaviviridae.

BUDOWA HCV

Wirusowa czastka HCV ma $rednice okoto 50 nm i sktada sie z otoczki, we-
wnatrz ktorej ulokowany jest kapsyd zawierajacy materiat genetyczny wirusa,
czyli jednoniciowy, liniowy RNA, o dtugosci ok. 9,6 tysiecy zasad i polarnosci
MRNA ((+)RNA wirus). Otoczka zbhudowana jest z btony gospodarza, w ktorej
osadzone sg kodowane przez wirusa glikoproteiny EIl i E2 (Tab. 1). W obrebie
genomu HCV wyrézni¢ mozna dwie sekwencje niekodujace ulokowane na kon-
cu 3'i5 (tzw. 3'UTR i 5'UTR, ang. untranslated regions) oraz centralnie potozong
sekwencje kodujacg. Oba UTR-y wykazujg duzg zachowawczo$¢ (ponad 90%),
gdyz petnig wazne funkcje regulatorowe podczas proceséw replikacji i translacji
[5]. Usytuowana pomiedzy 3'UTR i 5'UTR pojedyncza otwarta ramka odczytu
(ORF, ang. open readingframe) koduje poliproteine ztozong z ponad 3000 amino-
kwasow. Po translacji poliproteina ta ulega rozszczepieniu na biatka struktural-
ne (S) i niestrukturalne (NS).

BIALKA STRUKTURALNE (S)
Do biatek strukturalnych zalicza sie: biatko rdzeniowe C (ang. core protein)
tworzace nukleokapsyd oraz glikoproteiny El i E2 (ang. envelope proteins), ktore

sg zakotwiczone w zewnetrznej ostonce wirus (Rye. 1).
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Tabela 1. Lokalizacja w genomie i funkcja poszczegdlnych biatek;w obrebie HCV.

Kodowane biatko  Lokalizacja sekwencji kodujacej  Funkcja

5'UTR 1-341

c 342-914

El 915-1490

E2 1491-2579

E2-p7 1491-2768 nieznana
p7 2580-2768

NS2 2769-3419 proteaza
NS3 3420-5312

NS4A 5313-5476

NS4B 5477-6257

NS5A 6258-7600

NS5B 7601-9374

3'UTR 9375-9621

Biatko rdzeniowe C. Biatko C ma ciezar czgsteczkowy od 21
do 23 kDa. Wystepuje ono gtdwnie w cytoplazmie, aczkol-
wiek ,,okrojony" fragment o ciezarze czasteczkowym od 19
do 21 kDa zostat zidentyfikowany w jadrze. In vitro wyka-
zano, iz biatko to wchodzi w interakcje z biatkami gospoda-
rza, np. czynnikiem martwicy nowotworéw alfa (TNF-alfa)
czy z jadrowym czynnikiem kappa B (NF-kappaB) [6], W
zwigzku z powyzszym wydaje sie by¢ oczywistym, ze biat-
ko to moze zaburzaé funkcje komdrkowe, a nawet wywoty-
wac transformacje nowotworowag.

Biatka otoczki - glikoproteiny El i E2. Biatka te posiadaja
domene hydrofobowag, dzigki temu moga wigzac sie z bto-
nami komdrkowymi. Stwierdzono, ze E2 moze powstawac
z dwéch prekursoréw: E2-NS2 i E2-p7. Obecnos¢ i rola p7
oraz E2-p7 w zainfekowanych komadrkach sg przedmiotem
badan. Niezwykle wysoki stopiei zmiennosci zostat zaob-
serwowany we fragmencie biatka E2, pomiedzy resztami
aminokwasOw 384 a 410 poliproteiny (fj. pomiedzy resztami
aminokwasow 1i 27 E2). Ten genetycznie niestabilny frag-

HCV RHA

1 342 2580

Biatka .
e Biatka niestrukturalne \ j
biatek

p22 gp35 gp70

II-
s G

Biatka otoczki Region Proteazy NS2-3
HVR1 Helikaza

Hukleokapsyd Proteaza

serynowa

Rycina 1. Organizacja genomu HCV i zakodowane w nim biatka.

400

inicjacja translacji, replikacja
tworzace nukleokapsyd biatko strukturalne

biatko strukturalne, wigzanie receptoréw i
rozpoznawanie wrazliwych komoérek

biatko strukturalne, wigzanie receptoréw i
rozpoznawanie wrazliwych komérek

prawdopodobnie transblonowy kanat wapniowy

proteaza, helikaza, NTP-aza

kofaktor proteinazy serynowej NS3
nieznana-komponent kompleksu replikacyjnego
komponent kompleksu replikacyjnego

polimeraza RNA zalezna od RNA

replikacja, pakowanie genomowego RNA do wirion6w

Biatko Biatko warunkujace
warunkujace
Kofaktory opornosc nalFH rybawiryne

PRZYPUSZCZALHNA ROLA BIALEK

ment nazwany zostat re-
gionem hiperzmiennym
(HVR1). Zaobserwowa-
no, ze w trakcie trwania
przewlektego zakazenia
HCV przeciwciata spe-
cyficzne do epitopow
HVR1 mogg ulegac istot-
nym zmianom. Pozwala
to sgdzi¢, ze region HVR1
jest poddawany silnemu
cisnieniu selekcyjnemu,
co wiecej zmiany zacho-
dzace w obrebie tego re-
jonu moga by¢ odpowie-
dzialne za powstawanie
mutantdéw nierozpozna-
walnych przez system
immunologiczny [71,
Pod koniec lat dziewigé-
dziesigtych doniesiono, ze biatko E2 moze by¢ efektywnie
fosforylowane przez kinaze biatkowag odpowiedzialng za
aktywacje czynnika inicjujgcego translacje (elF2alfa). E2
moze wiec hamowac fosforylacje elF2alfa i w ten sposéb
zatrzymywac synteze biatek komdrkowych. Ta wtasciwosé
E2 moze leze¢ u podstaw jednego z mechanizméw, poprzez
ktéry HCV unika odpowiedzi interferonowej [8], EI i E2
rozpoznajg i wigzg sie ze specyficznymi receptorami usytu-
owanymi na wrazliwych komérkach (hepatocyty, komarki
krwi) [9], W hiperzmiennym rejonie biatka E2 ulokowane
sg epitopy neutralizujace, stad przeciwciata anty-HVRI-E2
uniemozliwiajg wigzanie E2 do receptoréw komdrkowych.
Dzieki zastosowaniu odpowiedniej ilosci immunoglobulin
skierowanych przeciwko temu rejonowi mozna zabloko-
wac infekcje w kulturze tkankowej [10].

BIALKA NIESTRUKTURALNE (NS)

Do biatek niestrukturalnych zalicza sie: NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A, NS5B. Dodatkowo w zakazonych komorkach
powstaje, wspomnia-
ne wczesniej, biatko p7.
Niedawno doniesiono, iz
p7 jest biatkiem ulegaja-
cym integracji z btonami,
w ktorych tworzy pory
funkcjonujace jako kanat
wapniowy. W  obrebie
niestrukturalnych
znaleziono helikaze, dwie
proteazy oraz polimeraze
| RNA zalezng od RNA.

9375 9621

P°"m°""“ o Biatko NS2. Biatka HCV

zostaty nazwane przez
analogie do biatek wirusa
26Hej goraczki. Poniewaz

| w obrebie HCV nie zna-
T leziono biatek podobnych
do NS1 wirusa zétej go-
raczki, dlatego ich nazew-
nictwo rozpoczyna sie

opornose¢ na
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od NS2. Biatko to zostaje wydzielone z poliproteiny przez
komérkowa peptydaze oraz wirusowga proteaze ztozong z
NS2 i NS3. Uwaza sie, ze proteaza NS2-3 dokonuje katali-
tycznego ciecia w obecnosci jonéw cynku. Jest to biatko o
charakterze transbtonowym. Hydrofobowy C-koniec ulo-
kowany jest w Swietle siateczki $rddplazamatycznej, a N-
koniec w cytoplazmie. Sugeruje sie, ze NS2 moze odgrywac
istotng role w akumulacji wirusa, fosforylacji biatka NS5A,
jest takze inhibitorem apoptozy i modulatorem transkrypcji
gendéw.

Biatko NS3. NS3 funkcjonuje jako proteaza serynowa,
NTP-aza i helikaza RNA. Aktywnos¢ biologiczna domeny
proteazowej zostata dos¢ dobrze scharakteryzowana, gdyz
jest ona konieczna do wycinania biatek z poliproteiny wi-
rusowej. Biatko NS3 bierze udziat w proteolizie wigzania
pomiedzy biatkiem NS2 a NS3 oraz w uwolnieniu pozosta-
tych biatek NS [11]. Domena proteazowa obejmuje pierw-
szych 181 aminokwas6w. Przy poréwnaniu sekwencji
aminokwasow roznych izolatow HCV okazuje sie, ze biat-
ko NS3 zawiera trzy zachowane w ewolucji reszty amino-
kwasow: His-1083, Asp-1107 i Ser-1165, ktdre reprezentujg
katalityczng triade charakterystyczng dla rodziny proteaz
serynowych. Biatko NS4A funkcjonuje jako kofaktor pro-
teazy serynowej NS3 i jest niezbedne dla ciecia NS3/4A
i NS4B/5A oraz przyspiesza ciecie NS4A/4B i NS5A/5B.
NS3, podobnie jak trypsyna, posiada miejsce wigzgce cynk.
Jak dotad stosunkowo niewiele wiadomo o roli, jakg w cy-
klu replikacyjnym wirusa spetniajg dwie pozostate dome-
ny NS3: helikazowa i NTP-azowa [12]. Obie zlokalizowa-
ne sg w C-koncowej czesci (465 reszt aminokwasowych).
Przypuszcza sie, ze helikaza rozwija podwojng ni¢ RNA
w czasie replikacji oraz wszelkie drugorzedowe struktury
RNA utrudniajgce replikacje i translacje, NTP-aza dostar-
cza energie potrzebng dla efektywnego funkcjonowania
helikazy.

Biatko NS4. NS4 jest prekursorem dla dwdch biatek :

NS4A i NS4B. Funkcja hydrofobowego biatka NS4B jest
nieznana, aczkolwiek wiadomo, ze razem z NS4A i NS3
uczestniczy ono w fosforylacji NS5A. NS4A, jak wspo-
mniano wczes$niej, jest kofaktorem proteazy serynowej
NS3. W jego skiad wchodzg 54 reszty aminokwasowe,
domena N-koncowa jest hydrofobowa, a C-konncowa hy-
drofitowa. Region NS4A, konieczny do aktywacji NS3,
znajduje sie miedzy 21 a 34 resztg aminokwasowg [13].
Stabilne wigzanie pomiedzy biatkami NS3 a NS4A moze
wiec ulec destabilizacji przez mutacje w NS4A. Stwier-
dzono na przyktad, izw wyniku mutacji w pozycji 28 NS4
nie dochodzi do jego oddziatywan z NS3 [14]. Wydaje sie,
ze biatko NS4A nie jest konieczne dla wszystkich funkcji
proteazy serynowej.

Biatko NS5. Polipeptyd jest przetwarzany na dwa funkcjo-
nalne biatka: NS5A i NS5B. Biatko NS5A jest fosfoproteing,
pierwotna jego funkcja jest nieznana, cho¢ na podstawie do-
tychczasowych badah wydaje sie, ze uczestniczy w replika-
cji wirusowego RNA. Liczne badania kliniczne sugeruja, ze
NS5A indukuje brak wrazliwosci na interferon [15]. Wyste-
pujace na koncu C poliproteiny biatko NS5B wydaje sie by¢
zwigzang z btonami fosfoproteing o aktywnosci polimerazy
RNA zaleznej od RNA.

Postepy Biochemii 52 (4) 2006

Ze wzgledu na znaczny polimorfizm genetyczny HCV,
wyrozniono kilka jego genotypdw i podtypow. Podstawa
dokonanej klasyfikacji byty konserwatywne regiony geno-
mu wirusa, gtdwnie kodujgce biatka C, EI i NS5. Dotych-
czas wyodrebniono 6 podstawowych genotypow HCV
(oznaczonych kolejnymi cyframi arabskimi) i ponad 50 pod-
typow (oznaczonych kolejnymi literami alfabetu).

Genotypy la i Ib wystepujg powszechnie w Stanach
Zjednoczonych i Zachodniej Europie, genotypy 4,51 6 do-
minujg w Egipcie, Republice Potudniowej Afryki, potudnio-
wo-wschodniej Azji.

REPLIKACJA HCV

Ze wzgledu na brak modelowych systeméw ekspery-
mentalnych nasza wiedza na temat rozwoju i przebiegu
ostrych iprzewlektych zakazern HCV jest dos¢ ograniczona.
Z dotychczasowych obserwacji wynika, ze w trakcie wire-
mii, w ciggu jednej doby tworzy sie ok. 102nowych wirio-
ndw, ktérych okres pottrwania wynosi 2,7-5 godzin. Mimo,
ze z perspektywy catego organizmu liczba ta wydaje sie
by¢ olbrzymia, to jednak w przeliczeniu na jedng komorke
ulega ona istotnej redukcji. Jesli przyja¢, ze ok. 10% hepato-
cytow jest zakazonych HCV oraz, ze watroba zawiera ok.
2x10Lkomorek, to stezenie nowych wiriondw wynosi 50
sztuk na komorke. Jeszcze kilka lat temu wydawato sie, ze
HCV wykazuje tropizm jedynie do hepatocytow, p6zniej-
sze badania pokazaty, ze wirusy te mozna znalez¢ w lim-
focytach, komdérkach nabtonkowych jelita, szpiku kostnym
czy w osrodkowym uktadzie nerwowym [16-19]. Jednak to
hepatocyt pozostaje gtownym miejscem replikacji wirusa i
oddziatywan z gospodarzem (Ryc. 2).

Dotychczas nie udato sie opracowaé odpowiedniego
systemu komdrkowego Ilub zwierzecego umozliwiajg-
cego efektywng replikacje HCV. Obecnie szympans jest
gtéwnym modelem badawczym umozliwiajgcym analize
zarowno przebiegu zakazenia jak i rozwoju choroby (po-
dobiefAstwo pomiedzy genomem czlowieka a szympansa
wynosi ok. 98,5%). Chociaz przebieg wirusowego zapalenia
watroby typu C (wzw C) u szympansow jest tagodniejszy,
to model ten umozliwia analize wiremii, odpowiedzi sero-
logicznej, biochemicznej czy zmian patomorfologicznych
w watrobie. Przewlekle zakazenie rozwija sie tylko u ok.
30% do 50% zakazonych szympanséw, natomiast dotyka az
70%-80% zainfekowanych ludzi. Stworzono réwniez alter-
natywne modele umozliwiajgce badanie replikacji HCV in
vivo. Jednym z nich sg transgeniczne myszy, innym chin-
skie ryjowki (Tupaia belangeri chinensis) z prowincji Yunnan.
Ostatnio udato sie uzyskac czesciowg replikacje HCV w li-
niach komérkowych raka watroby HuH7. Jednak, podobnie
jak to miato miejsce w przypadku badan nad przewlektym
zapaleniem watroby typu C, brak odpowiednich systemow
doswiadczalnych uniemozliwia szczegétowe badania cyklu
replikacyjnego HCV. Dodatkowych informacji na temat re-
plikacji HCV dostarczajg prowadzone in vitro badania po-
szczegO6lnych biatek wirusowych otrzymanych na drodze
ekspresji w komdrkach bakteryjnych lub owadzich [20],
Jednak pierwszy znaczgcy postep dokonany zostat dzieki
zastosowaniu heterologicznych systemoéw umozliwiajacych
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ekspresje pojedynczych biatek wirusowych [21] czy repli-
kondw [22-23] lub funkcjonalnych pseudoczastek HCV [24-
25]. Ostatnio wielkim sukcesem byto stworzenie infekcyj-
nych czastek HCV w kulturze komérkowej [26-27]. Uzyska-
no wysoce skuteczny pod wzgledem infekcyjnosci system
in vitro zdolny do produkcji 104105 czgstek wirusowych
na ml supernatantu. Opracowano warunki umozliwiajgce
rozprzestrzenianie sie wirusa w kulturze komdrkowej ijego
pasazowanie. Obecnie zaktada sie, ze replikacja HCV za-
chodzi analogicznie jak u pokrewnych wiruséw RNA, czyli
w cytoplazmie. Najpierw dochodzi do tgczenia sie wirusa z
receptorami umiejscowionymi na powierzchni wrazliwych
komérek. Jak dotad, zidentyfikowano trzy receptory HCV.
Pierwszym jest czasteczka CD81, ktora taczy sie z glikopro-
teing E2, nastepnymi receptory LDL (ang. low density lipo-
protein) oraz VLDL (ang. very-low-density lipoprotein). Ostat-
nio doniesiono o kolejnym receptorze HCV, nalezagcym do
rodziny tzw. resztkowych ,,zmiataczy" (ang. human scaven-
ger receptor class B type 1) [28]. Uwaza sig, ze samo zwigzanie
sie glikoproteiny El i E2 z receptorem umozliwia wejscie
wirusa do komoérki, nie ma jednak dowodu na to, ze zawsze
inicjowana jest infekcja. Rola biatka El w procesie tgczenia
wirusa z komorka nie jest poznana, wiadomo jedynie, ze
sama glikoproteina E2 nie wystarcza do rozpoznania wraz-
liwych komérek. Po wniknieciu wirusa na drodze endocy-
tozy, nastepuje pozbycie sie ostonki i uwolnienie dodatniej
nici RNA. Translacja genomowej czasteczki RNA jest zalez-
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na od usytuowanej na koncu 5' sekwencji IRES (ang. inter-
nal ribosome entry site), ktdra tgczy sie z podjednostkami 40S
rybosoméw. Kompleks ten uzupetniony o czynnik inicjuja-
cy synteze biatek elF3 (ang. eukaryotic initiation factor) oraz
inicjatorowy tRNA, tgczy sie z duza jednostka rybosomalng
80S. W rezultacie rozpoczeta zostaje synteza poliproteiny,
z ktdrej uwalniane sg funkcjonalne biatka wirusowe. Nici
(-)RNA ponownie przepisywane sg przez polimeraze na ni¢
(+)RNA, ktdra stuzy zaréwno jako genom wirusowy jak i
matryca do syntezy biatek. Wiriony HCV prawdopodobnie
formuja sie w siateczce $rodplazmatycznej. Dojrzate czastki
uwalniane sg z komorki przez pgczkowanie.

LEKI STOSOWANE W TERAPII PRZEWLEKLEGO
ZAPALENIAWATROBY TYPU C

Interferony stanowiag grupe cytokin wytwarzanych i
uwalnianych przez komorki w odpowiedzi na zakazenie
wirusami, pod wptywem antygendw czy polinukleotyddw,
odgrywajg wiodaca role w odpornosci przeciwwirusowej.
Zostaty odkryte przez lIsaacsa i Lindemanna w 1957 roku.
Wykazujg dziatanie przeciwwirusowe, antyproliferacyjne i
immunomodulujgce [29],

Komérki cztowieka wytwarzajg pie¢ podstawowych
rodzajow interferonéw: a, 3 «, oa, y. Dawniej dzielono je
na typ | i Il. Interferony typu I (a, 3 k, <o) Wytwarzane sg
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przede wszystkim przez traktowane wirusem leukocyty
— interferon a (IFN a), keratynocyty — interferon « (IFN
) lub fibroblasty —interferon B (IFN P). Natomiast interfe-
rony typu Il —interferon y (IFN y), czyli immunologiczne,
wytwarzane sg przez limfocyty T traktowane antygenami,
cytokinami lub mitogenami, przez komorki NK, NKT i w
niewielkich ilo$ciach przez aktywowane makrofagi. Orga-
nizm cztowieka wytwarza ponad dwadziescia rodzajow
interferonéw a (okreslanych dodatkowg liczbg arabska, np.
IFN- al, IFN- a2) i po jednym rodzaju interferondw p, «, co,
y. Naturalny IFN-a jest zatem mieszaning wielu podtypdéw
i moze mie¢ wiasciwosci nieco odmienne od ,,rekombino-
wanego" IFN-a, ktdry sktada sie z identycznych czasteczek
nalezacych do jednego podtypu. Interferony nie wykazujg
bezposredniego dziatania przeciwwirusowego, ale wytwo-
rzone pod wptywem wiruséw, oddziatujg na inne komarki
indukujagc w nich powstanie czynnikdéw przeciwwiruso-
wych i ,,stanu gotowos$ci przeciwwirusowej". Warunkiem
dziatania interferon6w jest potgczenie ze swoistymi recep-
torami. IFN-a wigze sie z receptorem zbudowanym z pod-
jednostek IFNAR-1 i IFNAR-2. Liczba receptoréw jest rézna
dla poszczeg6lnych komérek i waha sie od 2x102do 6x103
Dziatanie interferonow zwigzane jest z aktywacja przez nie
réznych gendw, zwanych genami stymulowanymi przez in-
terferon (ISG, ang. IFN-stimulated genes), ktérych wzmozong
transktrypcje obserwuje sie juz po 5-10 minutach od zadzia-
tania interferonu. Po zwigzaniu sie interferonu z receptorem
w bionie komérkowej dochodzi do aktywacji tyrozynowych
kinaz biatkowych —TYK2 i JAKI [30], Kinazy te fosforylu-
jg rézne biatka, ktore nastepnie tgcza sie ze sobg, przecho-
dzg do jadra komdrkowego i poprzez utworzenie czynnika
transkrypcyjnego, a nastepnie potgczenie sie ze specyficzng
sekwencja regulatorowg, zwang regionem odpowiedzi sty-
mulowanej przez interferon (ISRE, ang. interferon-stimulated
response element), aktywuja ekspresje gendéw odpowiedzial-
nych za produkcje biatek efektorowych. W$rdd biatek efek-
torowych najwazniejsza jest kinaza biatkowa (PKR, ang.
protein kinase R), ktérej aktywno$¢ pod wptywem interfero-
nu wzrasta 20 razy i 2,5-oligoadenylosyntetaza (2',5-OAS,
2'.5'-oligoadenylate synthase). Aktywno$¢ tej ostatniej, pod
wptywem interferonu, wzrasta 50-100 razy i w obecnosci
dwuniciowego RNA indukuje powstanie oligonukleoty-
dow adenylanowych aktywujacych latentna endorybonu-
kleaze-RNaze L przyspieszajgca degradacje mRNA wirusa.
Kinaza biatkowa ulega autofosforylacji i fosforyluje biatka
komadrkowe, wérod ktorych wiele bierze udziat w replika-
cji wiruséw. W rezultacie zostaje zahamowana translacja i
synteza biatek wirusowych [31]. Kolejnym mechanizmem
przeciwwirusowym indukowanym przez IFN-a i IFN-p jest
aktywacja genu Mx, ktory jest obecny w komdérkach wszyst-
kich ssakéw. Produkt tego genu hamuje drastycznie, w nie-
znany sposob, replikacje przede wszystkim wirusa grypy i
niektérych innych wiruséw RNA. Jednoczes$nie oba powyz-
sze interferony dziatajg najefektywniej przeciwwirusowo
w catej swej grupie. W przypadku niektérych wiruséw,
interferon hamuje ich wigzanie z komdrkami, penetracje, a
takze uwalnianie nukleokapsydu z otoczki. Jak wida¢ inter-
feron indukuje w komdrce r6znorodne mechanizmy prze-
ciwwirusowe. Wydaje sie, ze czynniki indukowane przez
interferon mogg hamowac tempo zakazenia komérki przez
wirusy, a takze interferuja z replikacjg wiruséw na pozio-
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mie transkrypcji i translacji oraz utrudniajg formowanie sie
wirionow. Nalezy pamietac, ze przeciwwirusowe dziatanie
interferonu zalezy cze$ciowo takze od ich wptywu na uktad
odpornosciowy. Wzmagaja one np. fagocytoze, ekspresje
niektorych czasteczek i receptoréw powierzchniowych, ak-
tywno$¢ komérek cytotoksycznych (komérek K, NK, lim-
focytow T cytotoksycznych) zdolnych do zabicia wiasnych
komaérek zakazonych przez wirusy, a takze wzmagaja cyto-
toksyczng i fagocytarng aktywno$¢ makrofagéw oraz eks-
presje czasteczek gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej,
indukujg ekspresje innych cytokin (np. IL-1, IL-6, TNF itd.).
Poza tym interferony hamuja proliferacje i indukujg rézni-
cowanie wielu komdrek, najefektywniej w tym wzgledzie
dziata IFN-y. Interferony ze wzgledu na swe dziatanie an-
typroliferacyjne sg inhibitorami krwiotworzenia, z drugiej
strony stymulujg, gtéwnie IFN-y, réznicowanie komadrek
szeregu mieloidalnego w kierunku monocytéw. Dziatanie
przeciwnowotworowe jest wynikiem hamowania replikacji
wiruséw onkogennych, ale przede wszystkim hamowania
proliferacji i pobudzania ré6znicowania komérek nowotwo-
rowych. Rzadziej interferony bezposrednio oddziatuja cyto-
toksycznie na komorki nowotworowe. Istotng role przeciw-
nowotworowg odgrywaja poprzez zwiekszong ekspresje
antygenow nowotworowych i hamowanie powstawania
naczyn w obrebie zmiany oraz poprzez modulacje proce-
sow dojrzewania i réznicowania komdérek immunokompe-
tentnych (gtéwnie aktywacja makrofagow poprzez IFN-y).

Ze wzgledu na swe liczne zalety interferon zaczeto sto-
sowac w terapii. Jednak do konca lat 70-tych, jego kliniczne
zastosowanie byto ograniczone, gtéwnie z powodu matej
dostepnosci leku. W latach 60-tych opracowano bardzo
czasochtonng i kosztowng metode uzyskiwania interferonu
poprzez inkubacje leukocytow cztowieka pochodzacych z
krwi dawcow z wirusem Sendai. Uzyskiwany produkt byt
mieszaning réznych interferonéw, byt oczyszczany tiocyja-
nianem potasowym, lecz nadal zawierat inne biatka. Wy-
twarzaniem pierwszych interferondw zajmowat sie fifski
badacz Kari Cantell. Okoto 10 lat pézniej opracowano inny
spos6b otrzymywania interferonu. Naukowcy z Wellcome
Research Laboratories w Beckenham uzyskali interferon
limfoblastoidalny z hodowli komérek z linii Namalwa po
stymulacji wirusem Sendai. Byt on mieszaning 22 podtypow.
W 1980 roku zastosowano do produkcji interferonu metode
rekombinacji genetycznej, gdzie komarki Escherichia coli zo-
staty transformowane plazmidem niosagcym gen kodujacy
interferon. Metoda ta umozliwita masowg produkcje prepa-
ratu. Interferon jako biatko o wtasciwosciach antygenowych
moze indukowa¢ powstawanie przeciwcial neutralizuja-
cych, zwitaszcza przy diugotrwatym stosowaniu. Trudno
jednoznacznie odpowiedzie¢ na pytanie czy pojawianie sie
przeciwcial neutralizujgcych ma zwigzek z odpowiedzia na
leczenie przeciwwirusowe [32]. Zauwazono, ze czestos$¢ po-
jawiania sie przeciwciat neutralizujgcych zalezy od rodzaju
stosowanego IFN-a [33]. Rekombinowany IFN-a2 obejmuje
trzy podtypy: 2a, 2b i 2c r6znigce sie miedzy sobg sekwen-
cja aminokwasow. Skuteczno$¢ IFN-a w leczeniu pzw C
ograniczona jest wtasciwosciami czasteczki biatkowej, m.in.
jej niestabilnoscia, krotkim okresem péttrwania i immuno-
gennoscig. Okres pdéttrwania IFN-a wynosi 4-16 godzin, a
stezenie maksymalne w surowicy krwi po podaniu domie-
sniowym lub podskérnym osiggane jest po 3-8 godzinach.
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W 24 godziny po podaniu domiesniowym poziom IFN-a w
surowicy jest bardzo niski lub niewykrywalny. Witasciwo-
Sci IFN-a pociggajg za sobg szereg konsekwencji. Miedzy
innymi konieczno$¢ utrzymania w surowicy krwi stezenia
terapeutycznego leku jest zwigzana z czestym podawa-
niem tego preparatu. W leczeniu przewlektego zapalenia
watroby typu C standardowe podawanie IFN-a polega
na trzykrotnych iniekcjach w ciggu tygodnia, ale nawet
przy zachowaniu tego schematu obserwuje sie duze wa-
hania stezenia leku w surowicy po kazdym podaniu. Jed-
noczesnie maksymalnym stezeniom leku odpowiada duza
czestos¢ wystepowania takich dziatan niepozadanych jak:
goraczka, dreszcze, béle gtowy, béle miesniowe, zawroty
gtowy [34], Z drugiej strony wystepujg okresy jego braku
w surowicy, a to oznacza brak supresji wirusa i mozliwo$é
jego ponownej replikacji. Obecnie w leczeniu zakazen HCV
stosuje sie: rekombinowane IFN-a (jak wyzej wspomniano
réznig sie sktadem aminokwasoéw), consensus IFN (miesza-
nina IFN-a, IFN-(3, IFN-00), naturalny IFN-a z leukocytéow
cztowieka oraz pegylowany IFN-a. Pegylacja byta kolejnym
etapem majacym na celu zwiekszenie skutecznosci leczenia
przeciwwirusowego. Glikol polietylenowy (Peg) jest stabil-
nym polimerem stuzagcym do modyfikacji wtasciwosci cza-
steczek. Zmodyfikowane za jego pomocg biatka wykazuja
szereg zalet terapeutycznych: wydtuzenie okresu péttrwa-
nia poprzez obnizenie klirensu nerkowego i komérkowego,
zwiekszong ochrone przed proteoliza, a takze zmniejsze-
nie toksycznosci, antygenowosci, zwiekszenie stabilnosSci
termicznej i mechanicznej [35], Tak wiec, celem pegylacji
biatek jest poprawa witasciwosci farmakokinetycznych i far-
makodynamicznych, przy zachowaniu ich aktywnosci bio-
logicznej. Glikol polietylenowy jest polimerem sktadajgcym
sie z powtarzajgcych sie podjednostek tlenku etylenu, kazda
jednostka tlenku etylenu jest silnie zwigzana z 2-3 czastecz-
kami wody. Powoduje to powstanie wokot czasteczki pegy-
lowanego biatka ochronnej warstwy zabezpieczajgcej przed
opsonizacja, fagocytozg i endocytozg oraz przed proteoliza
(chymotrypsyng i trypsyna).

Poczatkowo w leczeniu pzw C stosowano IFN a - tzw.
monoterapie interferonowg. Uzyskiwane wowczas efekty
terapeutyczne, polegajace na eliminacji wirusa i normaliza-
cji aktywnosci aminotransferaz byly niesatysfakcjonujace.
Mimo réznych modyfikacji leczenia IFN-a, a wiec dtuz-
szego stosowania leku, zwiekszenia jego dawki przez catg
terapie lub inicjujaco tylko na poczatku przez kilka pierw-
szych tygodni, nie uzyskiwano zadowalajacych efektéw. W
rezultacie zaczeto stosowac terapie skojarzong, dotgczono
do IFN-a rybawiryne.

Rybawiryna jest analogiem nukleozydowym — I-p~D-
ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-carboxamid. Jej struktura nie
przypomina zadnego z naturalnych nukleozydéw, ale ma
podobng strukture do AICAR (5-aminoimidazol-4-caboxa-
mid-|3-D-ribosid), biosyntetycznego prekursora purynowe-
go, ktéry jest posrednikiem w syntezie de novo nukleotydéw
purynowych. Zazwyczaj tego typu sktadniki sg prolekami,
ktore muszg by¢é zamienione na metabolity nukleozydowe,
aby osiggnaé¢ aktywnos$¢ przeciwwirusowa. Wiekszos¢ wi-
ruséw nie wytwarza enzymow, ktore sg konieczne do akty-
wacji analogow nukleozydowych. Dlatego do tego procesu
wykorzystywane sg enzymy metaboliczne purynowe lub
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Rycina 3. Budowa rybawiryny i AICAR

pirymidynowe gospodarza i w efekcie dochodzi do zamia-
ny na nukleotydy hamujgce replikacje wirusa (Ryc. 3).

Rybawiryna zostata po raz pierwszy zsyntetyzowana w
1972 roku. Wykazuje ona przeciwwirusowe dziatanie wo-
bec r6znych rodzin wirusé6w RNA: Paramyxoviridae, Flavivi-
ridae, Picomaviridae, Orthomyxoviridae, Arenaviridae, Reoviri-
dae, Bunyaviridae. Rybawiryna wykazuje réwniez dziatanie
w kulturach komoérkowych wobec niektérych wiruséw
DNA. Jest aktualnie stosowana u ludzi do leczenia pzw C
w potaczeniu z IFN-a, a w monoterapii w leczeniu goracz-
ki Fassa i zakazeh spowodowanych wirusem RS (HRSV
— syncytialny wirus oddechowy cztowieka, ang. human
respiratory syncytial virus). Zainteresowanie wzbudzit fakt,
ze jest ona efektywna wobec wiruséw niezwigzanych, na-
lezagcych do trzech odrebnych rodzin. Wkrétce po odkryciu
rybawiryny zasugerowano, ze jej doS¢ obszerne spectrum
dziatania przeciwwirusowego polega na zahamowaniu de-
hydrogenazy monofosforanu inozyny (IMPDH, ang. inosine
monophosphate dehydrogenase). W efekcie dochodzi do spad-
ku wewngatrzkomérkowego poziomu GTP, a to pociagga
za sobg ograniczenie replikacji wirusowych genoméw. Z
jednej strony mechanizm ten wyjasnia szerokie spectrum
dziatania przeciwwirusowego rybawiryny, jednak nie jest
on najwazniejszy i mimo wszystko nie jest wystarczajacy.
Pewnym wyjasnieniem tej zagadki byta koncepcja dziatania
rybawiryny jako immunomodulatora. Badania prowadzo-
no na myszach i zaobserwowano, ze rybawiryna wptywa
na poziom IF-10 obnizajgc go. Jednak immunomodulacyj-
ne dziatanie rybawiryny jest niewielkie w stosunku do jej
efektu przeciwwirusowego. ,Smiertelna mutageneza" lub
inaczej ,katastrofa z nadmiaru btedow" okazata sie by¢
najwazniejszym mechanizmem dziatania rybawiryny [36],
Udowodniono te teze na podstawie badan nad wptywem
rybawiryny ijej dawki na pojawianie si¢ mutacji wirusa po-
lio, gdzie rybawiryna poprzez polimeraze RNA zalezng od
RNA jest wbudowywana do genomu jako analog GTP lub
ATP, a w kolejnych cyklach w jej miejsce zostaje wprowa-
dzony dowolny nukleotyd [37]. Skuteczno$¢ rybawiryny
jako mutagenu wirusowego RNA moze by¢ réwniez uza-
lezniona od jej kumulacji w réznych tkankach, np. w wa-
trobie przy podazy doustnej lub w nabtonku oddechowym
przy stosowaniu aerozoli. R6znice w skutecznos$ci dziata-
nia moga wynika¢ z rdznego tempa wigczenia rybawiry-
ny przez polimerazy RNA zalezne od RNA do genoméw
poszczegoOlnych wiruséw, by¢ moze istniejg rézne mecha-
nizmy dziatania tego leku na poszczegdlne wirusy RNA.
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Swiadczy¢ o tym moze fakt, ze rybawiryna nie znalazta
zastosowania jako lek stosowany w monoterapii pzw C.
Okazato sie, ze pozytywnie wptyneta, po 24 tygodniach lub
12 miesigcach stosowania, na aktywno$¢ aminotransferaz
i zmiany histopatologiczne w watrobie, lecz pozostata bez
wptywu na wiremie HCV. Dobre efekty stosowania rybawi-
ryny w zakazeniach wirusem gorgczki Lassa oraz RSV by¢
moze sg wynikiem leczenia ostrej a nie chronicznej infekcji.
Mimo wszystko, jak dotad, trudno wyjasni¢ to zjawisko.
Istotne jest, ze rybawiryna nie powoduje mutacji genomu
cztowieka [36-37]. W potgczeniu z IFN-a zostata rekomen-
dowana do leczenia pzw C w wielu krajach. Od 1999 roku
leczenie IFN-a irybawiryng jest obowigzujagcym schematem
postepowania z chorymi na pzw typu C w Europie. Naj-
nowsze doniesienia pokazujg, ze wprowadzenie do leczenia
pzw C pegylowanego IFN-a podawanego raz w tygodniu
w skojarzeniu z rybawiryng stosowang codziennie pozwala
uzyskac¢ petne zahamowanie replikacji HCV u 50-59% cho-
rych ludzi [38-40].

OPORNE NA LECZENIE MUTANTY HCV

Gtéwnym zrédtem zmiennos$ci genetycznej HCV jest
nieprecyzyjna replikacja genomowych czasteczek RNA. W
efekcie generowane sg nowe warianty wirusowe mogace
wymykac sie spod kontroli immunologicznej. Wptyw na to
zjawisko ma m.in. brak mechanizmu korygujgcego biedy
polimerazy RNA. W zwigzku z tym krazace we krwi czgst-
ki HCV sa mieszaning réznych pseudotypéw HCV, czyli
tworzg tzw. quasi-gatunek. Réznica w sktadzie nukleotydo-
wym pomiedzy poszczegdlnymi wariantami wchodzgcymi
w sktad quasi-gatunku dochodzi do 5%. Nowopowstate
mutanty sg z op6znieniem rozpoznawane przez ukfad im-
munologiczny itym samym nieustannie wymykajg sie spod
jego kontroli. Istnieje jednak czynnik ograniczajacy zakres
mozliwych mutacji, jest nim ci$nienie selekcyjne decydu-
jace, ktore z powstatych wariantow moga kumulowac sie
w zainfekowanej komérce, zakaza¢ nowe komorki i dalej
ulega¢ replikacji. W organizmie chorego trwa zatem ciagta
selekcja najlepiej dostosowanych wariantéw wirusowych.
Koncowy rezultat tego procesu zalezy od wielu czynnikow,
miedzy innymi od sprawnosci systemu immunologicznego,
czy stosowanego leku.

W ostatnich latach pojawity sie liczne doniesienia wska-
zujace na istnienie wariantow HCV opornych na stosowa-
ne leki. Pokazano, ze powstanie odpowiednich mutacji w
niestrukturalnym biatku NS5A moze prowadzi¢ do braku
wrazliwos$ci wirusa na terapie interferonowga. Znalezienie
tych mutacji byto mozliwe dzieki wczes$niejszej identyfi-
kacji rejonu NS5A wptywajacego na odpowiedz interfero-
nowga (ISDR, ang. interferon sensitivity determining region;
reszty aminokwasowe 2209 do 2248) [41-42], Jednak pro-
blem istnienia korelacji pomiedzy obecnos$cig okreslonej
mutacji w regionie ISDR a opornoscig na interferon nadal
budzi wiele kontrowersji. Przytoczone powyzej informacje
dotyczyty pacjentéw pochodzacych z Japonii. Przedsta-
wione w nich rezultaty nie znalazty potwierdzenia w Kkilku
badaniach prowadzonych w Europie Zachodniej [43-45],
Pawlotsky i wsp. [46] scharakteryzowali szereg mutacji
wystepujacych w biatku NS5A u pacjentdw zakazonych
genotypem Ib leczonych interferonem. Uznano, ze opor-
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no$¢ HCV-Ib na interferon jest raczej zwigzana z kinetyka
wirusowej replikacji, niespecyficznymi ztozonymi mu-
tacjami oraz odpowiedzig immunologiczng gospodarza,
a nie z okreslonymi zmianami w obrebie NS5A. Wydaje
sie raczej, ze biatko to poprzez wigczenie do kompleksu
polimerazy odgrywa krytyczng role w regulacji wirusowej
replikacji [46]. Kolejne lata przyniosty nowe spostrzezenia
i hipotezy. Obecnie uwaza sie, Zze oporno$¢ na interferon
niekoniecznie zaleze¢ musi od obecnosci lub nieobecno-
§ci mutacji w ISDR. By¢ moze inne regiony biatka NS5A,
potozone na zewnatrz ISDR moga by¢ takze wiaczone w
mechanizm opornosci na interferon, na przyktad mutacje
w obrebie domeny odpowiedzialnej za wigzanie kinazy
biatkowej (PKR) czy w zmiennej domenie V3 [47], Anali-
za calej sekwencji kodujacej NS5A, pozwolita stwierdzic,
ze bardziej zréznicowane genetycznie sg izolaty uzyskane
z krwi pacjentéw, ktorzy odpowiedzieli na leczenie [48-
49]. Ostatnio pojawity sie takze doniesienia informujace o
istotnej roli biatka E2 w powstawaniu opornos$ci na interfe-
ron, jednak w kilku innych pracach przedstawiono wyniki
podwazajace ich prawdziwo$¢ [49-50].

Niezwykle ciekawe spostrzezenia przyniosty ostat-
nie prace, w ktérych testowano hipoteze, ze rybawiryna
dziata jako mutagen. Zauwazono, ze obecno$¢ rybawiry-
ny wyraznie uprzywilejowuje substytucje A do G i U do
A. Ponadto zauwazono, ze w biatku NS5B pojawiajg sie
niezwykle czesto, istotne z klinicznego punktu widzenia,
mutacje polegajagce na zamianie aminokwasu 415 z Phe
do Tyr (F415Y). W obecnosci biatka NS5B415F dochodzito
do zmniejszenia wydajnosci replikacji HCV RNA. Wydaje
sie zatem, ze drugi mutant NS5BF415Y reprezentuje wa-
riant oporny na rybawiryne [51]. W ostatnim czasie ziden-
tyfikowano w NS5B dwie kolejne mutacje bezposrednio
zwigzane z ogromnym spadkiem wiremii podczas terapii
skojarzonej (interferonem i rybawiryng). Stwierdzono po-
nadto, ze mutacje te, tj. substytucja kwasu glutaminowego
do lizyny w pozycji 124 (E124K) oraz izoleucyny do waliny
w 85 pozycji (185V), mogg u pacjentéow z genotypem Ib i
wysoka wiremig umozliwi¢ prognozowanie skutecznosci
terapii skojarzonej [52],

NOWE KIERUNKI TERAPII PRZEWLEKLEGO
ZAPALENIA WATROBY TYPU C

Obecnie w trakcie badan klinicznych sg leki tzw. Il
generacji. Nalezg tutaj preparaty skierowane wybiorczo
przeciwko dobrze poznanym morfologicznie i czynno-
sciowo biatkom niestrukturalnym HCV, ktére jednocze-
$nie sg enzymami biorgcymi udziat w cyklu replikacyj-
nym HCV. Przykladem sg preparaty blokujgce aktyw-
no$¢ proteazy kompleksu NS3/NS4A, inhibitory helika-
zy w obrebie NS3 czy leki dziatajace na biatko NS5B. ldea
dziatania lekéw tzw. Ill fazy polega z kolei na celowanym
ataku na struktury biatkowe mato dotad poznane, np.:
NS5A, NS4B, p7, NS2 itd. Odmienng mozliwoscia tera-
peutyczng jest wptyw na niektére enzymy komoérkowe,
co posrednio moze utrudnia¢ replikacje HCV oraz sty-
mulacja niektérych genéw komdrkowych (IRF-3), ktora
moze modulowa¢ odpowiedZ antywirusowg [53], Istniejg
jeszcze inne drogi poszukiwan do szczepionek terapeu-
tycznych wiacznie.
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ABSTRACT

Genetic material of HCV consists of single-strained RNA. Generation of HCV mutants insensitive to the immune system activity and resistant
to used medications seem to be a consequence of HCV genetic variability, unusual replication potential and selection pressure of the host
organism. During only one day 1012f viral particles may be formed, many of which contain mutations. Selection pressure put by the immune
system and used medications lead to the selection of new HCV variants insensitive to therapeutics. The aim of the study is to draw attention
(by means of discussing the structure and replication of HCV) to therapeutical problems of chronic hepatitis C consisting of the biology of the
virus. Clinical and laboratory factors dependent on the patient (e.g. biochemical, histopathological, genotype) were omitted.
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STRESZCZENIE

raca stanowi przeglad metod molekularnych stosowanych wspoétczesnie w hematoon-

kologii dzieciecej do celow szeroko pojetej diagnostyki, obejmujacej zaréwno analizy
wykonywane przy rozpoznaniu choroby i ustalaniu rokowania, jak réwniez badania stuzace
ocenie skutecznos$ci zastosowanego leczenia. Zaprezentowano najwazniejsze kierunki i me-
tody badan molekularnych w hematoonkologii pediatrycznej na przyktadzie identyfikacji
gendéw fuzyjnych o znaczeniu prognostycznym oraz monitorowania poziomu minimalnej
choroby resztkowej w ostrej biataczce limfoblastycznej, najczestszej biataczce wieku dzie-
ciecego. Przedstawiono takze problematyke badan ilosciowych chimeryzmu komérkowego
po allogenicznej transplantacji komérek krwiotwérczych. Prezentowane metody obejmuja
m.in. fluorescencyjna hybrydyzacje in situ, reakcje odwrotnej transkrypcji, standardows i
iloSciowa reakcje tanicuchowa polimerazy oraz metody genotypowania w oparciu o analize
polimorfizmu markeréw mikrosatelitarnych, polimorfizmu pojedynczych nukleotydéw oraz
markeréw typu Indel.

WPROWADZENIE

Podstawe diagnostyki hematoonkologicznej stanowi ocena mikroskopowa
morfologii komoérek krwi i szpiku kostnego, badania cytochemiczne oraz im-
munofenotypowanie w oparciu o cytofluorymetrie przeptywowga. Techniki
molekularne stanowig natomiast narzedzie bardziej szczeg6towej diagnostyki,
umozliwiajac identyfikacje genetycznych podtypdéw w obrebie zdiagnozowane-
go typu biataczki i klasyfikacje pacjentéw do grup ryzyka, w oparciu o kryteria
molekularne, jak np. wystepowanie okre$lonych gendéw fuzyjnych o znaczeniu
rokowniczym. Uwzglednienie kryteriow molekularnych we wspdtczesnej stra-
tyfikacji leczenia hematoonkologicznego umozliwia znacznie bardziej precy-
zyjne okreslenie grupy ryzyka, a co za tym idzie bardziej trafny dobdr inten-
sywnosci terapii, w poréwnaniu ze stratyfikacjg opartg wytgcznie o klasyczne
kryteria prognostyczne, jak np. odpowiedz na prednizon, uzyskanie petnej re-
misji biataczki w zaplanowanym czasie, czy wstepna liczba blastéw we krwi
obwodowej iich immunofenotyp [1,2]. Intensywnie rozwijajgca sie molekularna
diagnostyka hematoonkologiczna obejmuje takze metody oceny efektywnosci
terapii, czego przyktad stanowi monitorowanie poziomu przetrwatych komoérek
nowotworowych (minimalnej choroby resztkowej) lub monitorowanie efektyw-
nosci transplantacji komdrek krwiotwdrczych (analiza ilosciowa chimeryzmu
komérek hematopoetycznych).

W pracy przedstawiono znaczenie i metodyke analiz molekularnych we
wspdiczesnej hematoonkologii dzieciecej, na przyktadzie badan wybranych
gendw fuzyjnych i minimalnej choroby resztkowej w ostrej biataczce limfobla-
stycznej (ang. acute lymphoblastic leukemia, ALL), najczestszej biataczce wieku
dzieciecego, oraz potransplantacyjnego monitorowania chimeryzmu komoérek
hematopoetycznych.

GENY FUZYJNE W OSTREJ BIALACZCE LIMFOBLASTYCZNEJ

Wykrywanie genéw fuzyjnych, powstajacych gtdwnie na skutek translokacji
wzajemnych chromosomoéw, stanowiwazng dziedzine diagnostyki molekularnej
biataczek. W efekcie translokacji geny potozone na dwoch nie homologicznych
chromosomach ulegajg rearanzacji, prowadzac do powstania genu fuzyjnego i
do ekspresji biatek fuzyjnych o zmienionej, w stosunku do biatek natywnych,
funkcji biologicznej. W komorkach, w ktérych obecne sg geny fuzyjne, docho-
dzi do zaburzen, ktére w zaleznosci od aktywnosci biatka fuzyjnego, posrednio
badz bezposrednio, odpowiedzialne sg za transformacje nowotworowg lub od-
powiedz na zastosowane leczenie (lepsze/gorsze rokowanie). Najczesciej biatka
fuzyjne zakldcajg takie istotne dla komaérki procesy, jak regulacja ekspresji ge-
néw, transdukcja sygnatu, apoptoza, mechanizmy naprawcze DNA czy adhezja
komorek. Pierwszg dobrze poznang aberracjg chromosomowg powigzana z wy-
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stepowaniem choroby nowotworowej u cztowieka byt gen
fuzyjny BCR/ABL i chromosom Philadelphia, powstajace w
efekcie translokacji t(9;22)(q34;qll) [3], Jest to aberracja wy-
stepujaca u okoto 5-8% dzieci i u 20% dorostych chorych z
ostrg biataczkg limfoblastyczng (ALL), a takze u okoto 90%
pacjentow z przewlektg biataczkg szpikowa (ang. chronic
myelogenous leukemia, CML) [4], Obecno$¢ genu fuzyjnego
BCR/ABL jest zwigzana z niepomysinym rokowaniem w
ALL, natomiast w CML jest lepszym czynnikiem progno-
stycznym niz brak tego genu. Mechanizm onkogenny biat-
ka fuzyjnego BCR/ABL jest do$¢ dobrze poznany i polega
gtownie na konstytutywnej aktywnosci kinazy tyrozynowej
BCR/ABL, prowadzacej do zaburzenia transdukcji sygnatu
i nadmiernej stymulacji proliferacji komorek [3]. BCR/ABL
stanowi jednoczes$nie doskonaty przyktad wykorzystania
zdobyczy biologii molekularnej do zaprojektowania strate-
gii terapeutycznej ukierunkowanej na okreslony defekt mo-
lekularny. Lek o nazwie Glivec (Imatinib, STI571), ktory jest
inhibitorem kinazy tyrozynowej BCR/ABL, okazat sie sku-
teczny w blokowaniu podstawowego mechanizmu onko-
gennego w biataczkach Philadelphia-pozytywnych (Ph+),
a dzieki wzglednej selektywnosci dziata niemal wytgcznie
na komérki nowotworowe, charakteryzujac sie niskg tok-
sycznos$cig i wywotywaniem niewielu objawéw ubocznych
[3,5,6].

Kolejnymi aberracjami chromosomowymi o istotnym
znaczeniu rokowniczym w ALL sg rearanzacje genu MLL
(locus 11g23) z okoto 50 r6znymi genami potozonymi na
wszystkich chromosomach [7], Rearanzacje z udziatem genu
MLL sa typowe dla ostrych biataczek o ztym rokowaniu,
zaréwno dla ostrej biataczki limfoblastycznej (ALL) (okoto
10% chorych), ostrej biataczki szpikowej (ang. acute myeloge-
nous leukemia, AML) (okoto 6% chorych), biataczek wtérnie
wystepujacych po chemioterapii (okoto 80% pacjentow), a
przede wszystkim dla biataczek wieku niemowlecego (oko-
o 80% pacjentdw ponizej 1 roku zycia); w nielicznych przy-
padkach rearanzacja genu MLL wigze sie z korzystnym ro-
kowaniem [4,7]. Wptyw gendw fuzyjnych z udziatem MLL
na mechanizm leukemogenezy nie jest doktadnie poznany.
Wiadomo, ze produkt natywnego genu MLL jest istotny dla
regulacji procesu apoptozy oraz ekspresji gendw uczestni-
czacych w prawidtowej proliferacji iréznicowaniu komaérek
hematopoetycznych [8], Nie znaleziono natomiast znacznej
homologii miedzy genami, ktére ulegaja fuzji z genem MLL,
cho¢ wiadomo, iz geny AF4, AF9 i ENL, najczesciej ulegajace
rearanzacji z genem MLL wskutek translokacji, odpowied-
nio, t(4;I1), t(9;I1) i t(l1;19), kodujg czynniki aktywujgce
transkrypcje [7], W przypadku niektérych gendéw fuzyjnych
z udziatem MLL wykazano dziatanie antyapoptotyczne, co
moze istotnie przyczyniac si¢ do rozplemu klonu biataczko-
wego [8]. Cho¢ potencjat onkogenny biatek fuzyjnych po-
wstajgcych z udziatem genu MLL nie jest do korica poznany,
ich znaczenie rokownicze i wptyw na przebieg terapii sta-
nowig o wazkosci tych badan we wspotczesnej diagnostyce
molekularnej biataczek.

Genem fuzyjnym, ktérego wykrycie w dzieciecej ALL
jest dobrym czynnikiem prognostycznym jest gen ETV6/
RUNX1, wedtug starszej nomenklatury nazywany TEL/
AML1, powstajacy na skutek translokacji t(12;21)(pl2;q22).
Translokacja ta stanowi przyktad aberracji kryptycznej, tj.
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czesto niezauwazalnej w klasycznym badaniu cytogene-
tycznym, wykrywanej zaledwie u okoto 0,05% pacjentéw,
za$ przy pomocy technik molekularnych identyfikowanej
w okoto 25% przypadkow ALL [9,10]. Produkt biatkowy
genu ETV6 jest czynnikiem transkrypcyjnym, istotnym
dla hematopoetycznej aktywnos$ci szpiku kostnego, za$
RUNX1 koduje podjednostke a czynnika transkrypcyjne-
go CBF (ang. core binding factor), rozpoznajacego motyw
nukleotydowy specyficzny dla sekwencji promotorowych
i wzmacniajgcych wielu genéw, w tym genéw istotnych
dla prawidtowego przebiegu hematopoezy [9,10]. W efek-
cie translokacji t(12;21) dochodzi do zaburzenia ekspresji
wielu genow, normalnie podlegajacych regulacji czynni-
koéw transkrypcyjnych CBF i ETV6. Ze wzgledu na wyjat-
kowo dobre rokowanie zwigzane z wykryciem tej aberra-
cji (89-100% wyleczalno$ci w poréwnaniu z okoto 70-80%
wyleczalnosci ogdlnie w ALL) jej identyfikacja jest kluczo-
wa dla wiasciwej klasyfikacji do grupy niskiego ryzyka i
odpowiedniego leczenia.

DETEKCJA | IDENTYFIKACJA GENOW
FUZYJNYCH - ODWROTNA TRANSKRYPCJA,
REAKCJA £t ANCUCHOWA POLIMERAZY,
FLUORESCENCYJNA HYBRYDYZACJAIN SITU

Podstawe diagnostyki aberracji chromosomowych, w tym
genow fuzyjnych o ustalonym znaczeniu prognostycznym,
stanowi klasyczna cytogenetyka. Wynika to przede wszyst-
kim z mozliwosci catoSciowej analizy kariotypu i wykrycia
dodatkowych nieprawidtowos$ci chromosomowych, ktore
rowniez moga wptywac na rokowanie, oraz ze stosunkowo
prostej techniki i niskich kosztéw badan. Podstawowg wadga
tej techniki jest natomiast konieczno$¢ uzyskania prepara-
tow komoérek w stadium metafazy, co w przypadku komo-
rek nowotworowych mozliwe jest zaledwie w okoto 60-70%
przypadkow [4], Postep w biologii molekularnej umozliwit
stworzenie metod alternatywnych i uzupetniajgcych w sto-
sunku do klasycznego kariotypowania, ktére nie wymagaja
preparatdéw komoérek w metafazie, charakteryzujg sie znacz-
ng czutoscig oraz umozliwiajg identyfikacje aberracji kryp-
tycznych. Reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase
chain reaction, PCR) oraz reakcja odwrotnej transkrypcji w
potaczeniu z PCR (ang. reverse transcriptase polymerase chain
reaction, RT-PCR) umozliwiajg wykrycie genéw fuzyjnych
odpowiednio na poziomie genomowego DNA i na pozio-
mie mRNA, dzieki uzyciu starterow komplementarnych do
sekwencji otaczajgcych miejsce ztgcza genu fuzyjnego po
stronie 5' i 3'. W przypadku wiekszo$ci gendéw fuzyjnych
zastosowanie znajduje RT-PCR, ze wzgledu na udziat intro-
now w translokacjach i rozlegta lokalizacje miejsc peknie¢
genow ulegajacych fuzji, co uniemozliwia amplifikacje se-
kwencji fuzyjnych na matrycy genomowego DNA. Jedno-
czesne zastosowanie kilku par starterow w wielokrotnej
(multiplex) reakcji RT-PCR umozliwia szybkg i relatywnie
efektywng, pod wzgledem kosztéw, identyfikacje najwaz-
niejszych prognostycznie genéw fuzyjnych [4]. Ponadto,
potaczenie reakcji odwrotnej transkrypcji z iloSciowa reak-
cjg PCR (ang. reverse transcriptase real-time quantitative poly-
merase chain reaction, RT-RQ-PCR) znajduje zastosowanie w
monitorowaniu efektywnosci leczenia poprzez wykrywa-
nie przetrwatych komorek biataczkowych (monitorowanie
choroby resztkowej) [11], Czuto$¢ metody RT-RQ-PCR wy-
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nosi okoto 10'510'6 co oznacza mozliwos$¢ wykrycia jednej
komorki nowotworowej na tle 100 000-1 000 000 komdrek
prawidtowych.

Alternatywna metode detekcji genow fuzyjnych stanowi
fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (ang. fluorescent in situ
hybridization, FISH) oparta o hybrydyzacje znakowanych
fluorescencyjnie sond DNA, komplementarnych wobec
poszukiwanych w preparacie regionéw chromosomdéw/ca-
tych chromosomdéw [11]. Podstawowg zaletg techniki FISH
jest mozliwos¢é wykorzystania preparatéw chromosomoéw
metafazowych, a w sytuacji braku mozliwosci uzyskania
komérek w metafazie — preparatow jader interfazowych,
co w praktyce oznacza znaczne utatwienie techniczne. FISH
jestszczegOlnie przydatna do identyfikacji translokacji kryp-
tycznych oraz takich, ktére ze wzgledu na rozlegta lokaliza-
cje miejsc peknieé¢ gendw, nie moga by¢ wykrywane techni-
kg PCR (sondy DNA uzywane w technice FISH sg znacznie
wieksze niz startery do reakcji PCR). Istnieje obecnie wiele
komercyjnie dostepnych zestawéw sond DNA do wykry-
wania genow fuzyjnych technika FISH, w oparciu o roézne
strategie detekcji, w zaleznosci od lokalizacji sond. Strategia
dwukolorowej FISH z fuzjg sygnatéw (ang. dual color-fusion
signal FISH) wykorzystuje dwie sondy znakowane rozny-
mi fluorochromami, z ktérych kazda jest komplementarna
wobec jednego z genéw tworzacych gen fuzyjny; detekcja
sygnatu fuzyjnego w analizowanym preparacie wskazuje
na wystepowanie fuzji genéw [11]. Strategia dwukolorowej
FISH z rozszczepieniem sygnatu (ang. dual color-split signal
FISH) stuzy detekcji genow, ktore ulegaja fuzji z wieloma
potencjalnymi ,genami partnerami”, jak w przypadku re-
aranzacji genu MLL [11]. Dwie sondy, kazda znakowana
innym fluorochromem, komplementarne wobec sekwencji
zlokalizowanych po obu stronach miejsca pekniecia genu
MLL, emitujg sygnat fuzyjny w komérkach prawidtowych.
Sygnat ulega natomiast rozszczepieniu w przypadku pek-
niecia irearanzacji genu MLL z jakimkolwiek innym genem.
Mimo wielu zalet techniki FISH jej przydatno$¢ ogranicza
sie do detekcji aberracji chromosomowych w trakcie dia-
gnozowania choroby oraz przy wystgpieniu wznowy, gdy
poziomy komdrek nowotworowych sg wysokie. Czutosé
techniki FISH jest natomiast niewystarczajgca dla potrzeb
monitorowania minimalnej choroby resztkowej, gdyz wy-
nosi zaledwie 10~2

W ostatnim czasie opracowana zostata metoda umozli-
wiajgca nie tylko detekcje rearanzacji genu MLL z innym
genem, ale réwniez identyfikacje ,,genu-partnera fuzyjne-
go" [7], Metoda wykorzystuje fakt, ze na skutek rearanzacji
zmienia sie uktad miejsc trawienia enzymu restrykcyjnego
w obrebie miejsca pekniecia genu MLL (ang. MLL breakpo-
int cluster region, MLL-ber) w poréwnaniu do uktadu miejsc
restrykcyjnych w prawidtowym allelu MLL. Zmiane te
wykrywa sie poprzez trawienie genomowego DNA odpo-
wiednim enzymem restrykcyjnym, ligacje prowadzacg do
powstania kolistych fragmentéw DNA obejmujacych MLL-
ber, a nastepnie amplifikacje kolistych produktow ligacji z
uzyciem Kkilku par starterow, generujacych produkty PCR o
okreslonej dtugosci. Rozdziat elektroforetyczny produktow
amplifikacji ujawnia okre$lony ,wzdr pragzkowy" w przy-
padku niezrearanzowanych alleli genu MLL, a odmienny
od prawidtowego w przypadku fuzji genu MLL z jakim-
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kolwiek innym genem. Wyciecie z zelu ,nietypowych"
prazkow, elucja DNA, sekwencjonowanie iporéwnanie
uzyskanych sekwencji z bazami danych ludzkich genéw
pozwala na ostateczng identyfikacja ,,genu-partnera fuzyj-
nego" MLL. Mozliwos¢ identyfikacji gendw ulegajacych fu-
zji z MLL, wysoka wydajno$¢ analiz oraz mozliwo$¢ uzycia
niewielkich ilosci DNA do badan stanowig o niewatpliwych
zaletach tej nowatorskiej metody i jej przydatnosci w dia-
gnostyce hematoonkologicznej.

MINIMALNA CHOROBA RESZTKOWA W ALL

Termin minimalna choroba resztkowa (ang. minimal
residual disease, MRD) okre$la populacje komérek nowo-
tworowych, ktére nie ulegty eradykacji w trakcie lecze-
nia, a ktére mogg zapoczatkowaé wznowe choroby [12].
Leczenie ALL, prowadzone wedtug wcigz udoskonala-
nych protokotéw terapeutycznych, oparte jest gtéwnie o
wielolekowg chemioterapie (polichemioterapia) i odbywa
sie etapowo. Leczenie indukujgce remisje hematologicz-
ng prowadzi w ponad 95% przypadkéw do ustapienia
objawow klinicznych choroby i przywrdcenia prawidto-
wych parametrow hematologicznych. Kolejny etap inten-
sywnej chemioterapii to leczenie konsolidujgce, majace
na celu dalsze obnizenie ilosci komérek biataczkowych,
po ktérym nastepuje leczenie reindukujace remisje. U pa-
cjentéw z grupy Sredniego i wysokiego ryzyka stosuje sie
dodatkowo bloki leczenia intensyfikujgcego. Przez caly
okres intensywnej chemioterapii prowadzona jest profi-
laktyka osrodkowego uktadu nerwowego (chemioterapia
dokanatowa, a u dzieci z grupy wysokiego ryzyka oraz
u dzieci z T-ALL dodatkowo — napromienianie mézgo-
wia). Ostatni etap — leczenie podtrzymujace remisje —
trwa co najmniej 2 lata od rozpoznania choroby, polega
na doustnym podawaniu cytostatykéw i realizowane jest
w trybie ambulatoryjnym.

Przy uzyciu mikroskopii $wietlnej, standardowej techni-
ki oceny efektywnosci terapii nowotworéw uktadu krwio-
tworczego po leczeniu indukujagcym remisje, u okoto 95%
chorych z ostrg biataczkg limfoblastyczng (ALL) stwierdza
sie remisje hematologiczng. Oznacza to, ze w badaniu mi-
kroskopowym rozmazu szpiku stwierdza sie prawidiowy,
tj.<5%, poziom komorek blastycznych (niedojrzatych ko-
morek krwiotworczych). Jednak uzycie technik o wiekszej
czutosci — immunocytofluorymetrii (czuto$¢ 10'310'H, a
zwtaszcza metod molekularnych opartych o PCR (czutos¢
10~4109, pozwala na wykrycie u wigkszosci pacjentéw w
remisji hematologicznej obecnosci przetrwatych komorek
nowotworowych [13-15]. Wyniki badan klinicznych wy-
kazujg znamienng warto$¢ prognostyczng poziomow mi-
nimalnej choroby resztkowej, oznaczanych w ciggu pierw-
szych trzech miesiecy leczenia ALL, najczesciej na zakon-
czenie leczenia indukujacego remisje oraz przed konsolida-
cja [2,16,17]. W nowoczesnych protokotach terapeutycznych
ALL stanowia one podstawe klasyfikacji pacjentéw do grup
ryzyka i odpowiedniej stratyfikacji dalszej terapii, tj. inten-
syfikacji lub zmniejszenia intensywnosci leczenia, w zalez-
nosci od grupy ryzyka, do ktérej chorego zakwalifikowano.
Istotnie przyczynia sie to do poprawy wynikdw leczenia tej
biataczki, takze w przypadku dzieci leczonych z powodu
wznowy [17,18].
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Oznaczenia poziomu MRD wykonuje sie takze u pacjen-
tow kierowanych do transplantacji komoérek krwiotwdr-
czych, ze wzgledu na ustalony zwigzek miedzy przedtran-
splantacyjnym poziomem MRD a ryzykiem nawrotu cho-
roby po transplantacji [19,20]. W przypadku wykrycia wy-
sokiego poziomu przetrwatych blastéw istnieje mozliwosé
zastosowania dodatkowej chemioterapii w celu obnizenia
poziomu MRD przed transplantacjg.

REARANZACJE GENOW Ig/TCR -
REAKCJA £t ANCUCHOWA POLIMERAZY
W CZASIE RZECZYWISTYM

Rearanzacje genoéw V-D-J (ang. V, variable; D, diversity; J,
joining), kodujacych czeSci zmienne receptoréw immuno-
globulinowych limfocytéw B (Ig) i receptoréw limfocytow
T (TCR) oraz proces insercji i delecji przypadkowych nukle-
otydoéw na zlgczach V-D-J generujg zmiennos$¢ strukturalng
receptorow limfocytarnych, a tym samym r6znorodno$¢
swoistosci antygenowej ludzkiego uktadu immunologiczne-
go [21,22]. Efektem rearanzacji jest powstanie, unikatowych
dla kazdego chorego, sekwencji ztgcz genéw V-D-J, wyko-
rzystywanych jako markery przetrwatych komdrek biatacz-
kowych (tzw. ,odciski palca" danej biataczki, czyli danego
chorego). Wykrywanie tych sekwencji w ilosciowej reakcji
PCR w czasie rzeczywistym (RQ-PCR) stanowi obecnie naj-
bardziej rozpowszechniong metode monitorowania MRD
w chorobach limfoproliferacyjnych [12,23]. Metoda charak-
teryzuje sie czutoscig 104 1(h5i mozliwoscig zastosowania
u ponad 95% chorych. DNA wyizolowany ze szpiku kost-
nego chorego na etapie diagnozowania biataczki poddaje
sie amplifikacji w reakcji PCR z zastosowaniem kombinacji
starteréw, specyficznych wobec okreslonych rearanzacji ge-
noéw Ig/TCR [24], Dla odrdznienia klonalnych produktow
amplifikacji (potencjalnych markeréw komorek biataczko-
wych) od poliklonalnych produktéw PCR (pochodzacych
od poliklonalnych, prawidtowych limfocytéw T) najczesciej
stosuje sie analize heteroduplekséw. Denaturacja i powol-
na renaturacja produktéw PCR umozliwia formowanie du-
pleksow, ktdre rozdzielane sg elektroforetycznie w niedena-
turujgcym zelu poliakrylamidowym (ang. polyacrylamide gel
electrophoresis, PAGE) [25].

Identyfikacja rearanzacji i sekwen-
cji ztgcz, poprzez sekwencjonowanie
klonalnych produktow PCR ianalize
porownawczg sekwencji z bazami
danych niezrearanzowanych genow
Ig/TCR, umozliwia projektowanie
starterow oligonukleotydowych,
specyficznych dla kazdego chore-
go (ang. allel specific oligonucleotides,
ASO), ktore w trakcie leczenia wy-
korzystuje sie do oznaczen poziomu
s00bp Cchoroby resztkowej metodg RQ-PCR.

W odréznieniu od konwencjonalnej

PCR, ktoéra nie jest metoda ilosciowa

ze wzgledu na pomiar ilosci produk-

plekséw. Przykiad poliklo- ¢, \wykonywany po zakoriczeniu
nalnego (P) imonoklonalne- . . .

g0 (M) produktu PCR. (mw) '€akcji (w tzw. fazie plateau), istotg

marker wielkosci 100 bp. technologii ,real-time" jest analiza

400 bp

P M mw

Rycina 1. Analiza heterodu-
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Rycina 2. (A) Krzywe amplifikacyjne uzyskane w reakcji RQ-PCR. (CT® ang.
threshold cycle, tj. numer cyklu PCR, w ktérym krzywa amplifikacyjna préby
oznaczonej jako ,,e" przecina warto$¢ progowa fluorescencji. (B) Wartosci CTpo-
szczeg6lnych préb stuzg analizie iloSciowej w oparciu o krzywa wzorcowg (linig
przerywang oznaczono odczyt rozcieficzenia préby oznaczonej jako ,.e").

ilosci produktu PCR w fazie wyktadniczej reakcji, w ktdrej
przyrost ilosci amplifikowanej sekwencji jest proporcjo-
nalny do poczatkowej ilosci sekwencji w badanej prdbie.
Kluczowym elementem reakcji jest sonda wyznakowana
na jednym konicu flourochromem reporterowym, emituja-
cym sygnat fluorescencyjny, a na drugim —fluorochromem
wygaszajacym sygnat, komplementarna do amplifikowa-
nej sekwencji (najczesciej stosowana technologia TagMan).
[23,26], W czasie syntezy DNA sonda ulega rozpadowi na
skutek egzonukleazowej aktywnosci (5'—3) polimerazy, co
powoduje wzrost intensywnos$ci emitowanej fluorescencji,
odzwierciedlajgcy przyrost ilosci produktu PCR. Poziom
MRD okresla sie na podstawie wartosci CT, od ang. threshold
cycle, tj. na podstawie liczby cykli PCR niezbednych do prze-
kroczenia progowej wartosci fluorescencji. Wartos¢ CTdla
kazdej préby jest proporcjonalna do ilosci sekwencji marke-
rowej w badanym materiale (im wyzszy poziom komoérek
biataczkowych tym nizsza warto$¢ CT). Amplifikacja DNA
uzyskanego w danym punkcie czasowym leczenia odbywa
sie rownolegle z amplifikacja serii rozcienczen dziesietnych
DNA uzyskanego w momencie diagnozy (proba referencyj-
na), w celu wykreslenia krzywej standardowej i kalkulacji
poziomu choroby resztkowe;j.

GENY FUZYJINE - ODWROTNA TRANSKRYPCJA
| REAKCJA Lt ANCUCHOWA POLIMERAZY
W CZASIE RZECZYWISTYM

Podstawowg zaletg monitorowania MRD w oparciu o
wykrywanie genéw fuzyjnych jest wysoka czuto$¢ metody
(10'410~6) i stabilnos¢ tych markeréw w przebiegu choroby,
wadg natomiast ograniczone mozliwosci zastosowania, ze
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wzgledu na czesto$¢ wystepowania tych aberracji [12]. W
ostrej biataczce limfoblastycznej geny fuzyjne wykrywa sie
u okoto 45% chorych z B-prekursorowg ALL (monitorowa-
nie MDR w oparciu o BCR-ABL, MLL-AF4, rzadziej ETV6/
RUNX1) oraz u okoto 25% pacjentow z T-ALL (gtdwnie SIL-
TAL1). Geny fuzyjne stuzg jako markery do oznaczen ilo-
sciowych poziomu choroby resztkowej metodg odwrotnej
transkrypcji i PCR w czasie rzeczywistym (RT-RQ-PCR) na
zasadzie analogicznej jak w przypadku techniki wykorzy-
stujgcej rearanzacje Ig/TCR. W tej jednak metodzie krzywa
kalibracyjna sporzadzana jest na postawie serii rozcienczen
plazmidowego DNA, zawierajacego wklonowany okreslo-

ny gen fuzyjny.

CHIMERYZM KOMOREK HEMATOPOETYCZNYCH

Allogeniczna transplantacja komorek hematopoetycz-
nych (komdrki pochodza od spokrewnionego lub niespo-
krewnionego dawcy odpowiednio dobranego w zakresie
antygenow gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej) znajdu-
je zastosowanie w leczeniu zaré6wno rozrostowych choréb
uktadu krwiotwdrczego (np. ostre i przewlekte biataczki,
chtoniaki), jak i choréb nienowotworowych (np. niedobory
odpornosciowe, hemoglobinopatie). Po transplantacji allo-
genicznej chory staje sie ,molekularng chimerg", ze wzgle-
du na wspotwystepowanie w jego organizmie komorek o
dwéch réznych genotypach, dawcy i biorcy. Potransplan-
tacyjne monitorowanie chimeryzmu hematopoetycznego
polega na okreslaniu pochodzenia komérek krwi lub szpi-
ku pacjenta i jest przydatne przede wszystkim w ocenie
przyjecia lub ewentualnego odrzucenia przeszczepionych
komorek, jak rowniez w ocenie ryzyka wystgpienia wzno-
wy (w przypadku choréb nowotworowych) [27]. Zjawisko
chimeryzmu moze przyjmowac rdzng postac. Wykrywanie
wytacznie komorek pochodzacych od dawcy okre$lane jest
jako petny chimeryzm (ang. complete chimefism, CC); wspdi-
wystepowanie zarowno komorek dawcy, jak i biorcy, okre-
$lane jest jako chimeryzm mieszany (ang. mixed chimensm,
MC), natomiast wykrywanie wytgcznie witasnych komorek
chorego (biorcy) $wiadczy o braku chimeryzmu. Dopdki w
badaniach potransplantacyjnych stosowano wytgcznie tech-
niki jakosciowe, wystapienie MC uznawano za zty czynnik
prognostyczny i zapowiedZz wznowy. Obecnie wiadomo, ze
wykrycie MC moze $wiadczy¢ o obecnosci prawidtowych
komorek pacjenta, wspétwystepujacych z komoérkami daw-
cy, cho¢ moze by¢ takze zapowiedzig nawrotu choroby,
zapoczatkowanego przez resztkowe komorki biataczkowe.
Wspotczesnie stosowane techniki iloSciowe umozliwiajg nie

tylko réznicowg identyfikacje komorek dawcy i biorcy, ale
takze ustalenie procentowego udziatu wykrywanych komo-
rek w badanym materiale. Umozliwia to $ledzenie kinetyki
zmian chimeryzmu i definiowanie trzech rodzajéw chime-
ryzmu mieszanego: przejsciowego, trwalego i progresyw-
nego chimeryzmu mieszanego, z ktérych kazdy charaktery-
zuje sie inng wartoscig prognostyczng (Tab. 1) [28].

Obecnie najpowszechniejsze metody identyfikacji komo-
rek dawcy ibiorcy oparte sg o wykrywanie polimorficznych
réznic w sekwencji DNA badanych os6b. Analiza dotyczy
najczesciej polimorfizmu sekwencji STR (ang. short tandem
repeats) rzadziej VNTR (ang. variable number of tandem repe-
ats), polimorfizmu pojedynczych nukleotydéw (ang. sin-
gle nucleotide polymorphism, SNP) lub tzw. markeréw Indel
(ang. insertion/deletion polymorphism). W sytuacji, gdy dawca
i biorca szpiku sg réznej pici, zastosowanie znajduje meto-
da fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH), pozwalaja-
ca na identyfikacje komérek dzieki uzyciu fluorescencyjnie
znakowanych sond DNA, specyficznych dla chromosomoéw
ptci (np. locus DYZ1 na chromosomie Y oraz DXZ1 na chro-
mosomie X) [29]. Ze wzgledu na ograniczone mozliwosci
zastosowania tej metody (dawca i biorca szpiku roznig sie
ptcig w ok. 50% przeprowadzonych transplantacji) pozosta-
je ona raczej metodg stosowang jedynie w sytuacji, gdy nie
jest mozliwa analiza chimeryzmu poprzeszczepowego w
oparciu o polimorfizm DNA.

ANALIZA POLIMORFIZMU STR - FLOURESCENCYJNA
REAKCJA L ANCUCHOWA POLIMERAZY

Polimorfizm  dlugosci sekwencji minisatelitarnych
(VNTR) i mikrosatelitarnych (STR) polega na réznicy w ilo-
$ci powtdérzen, w danym locus, motywu nukleotydowego
(1-6 nt i 10-100 nt, odpowiednio dla sekwencji STR i VNTR)
[30]. Amplifikacja sekwencji STR z uzyciem fluorescencyj-
nie znakowanych starteréw stanowi obecnie jedna z najbar-
dziej powszechnych metod monitorowania chimeryzmu.
Informatywny marker STR to taki, ktéry w danym locus u
dawcy i u biorcy wykazuje réznice w diugosci sekwencji.
Kazdorazowo amplifikacji poddaje sie DNA wyizolowany
z komdrek dawcy, z komorek biorcy przed transplantacja
oraz z komorek biorcy po transplantacji, w celu poréwnania
genotypdow i okresdlenia rodzaju chimeryzmu. Analiza pro-
duktow fluorescencyjnej PCR odbywa sie automatycznie
podczas rozdziatu elektroforetycznego, w warunkach dena-
turujacych, w aparacie wyposazonym w laser. Wzbudzenie
fluorescencji migrujacych fragmentéw DNA przez wigzke

Tabela 1. Rodzaje chimeryzmu po allogenicznej transplantacji komdérek krwiotwérczych.

Rodzaj chimeryzmu Komentarz

. complete
Petny chimeryzm chimerism (CC)
stable mixed

chimerism (SMC)

Trwaty chimeryzm
mieszany

transient mixed
chimerism (TMC)

Przejsciowy chimeryzm
mieszany

progressive mixed
chimerism (PMC)

Progresywny
chimeryzm mieszany
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wykrywanie we krwi/szpiku biorcy wytacznie komorek
dawcy; dobry czynnik prognostyczny

wspotwystepowanie, przez dtugi czas po transplantacji, komo6rek dawcy ibiorcy we
wzglednie statym stosunku iloSciowym (zazwyczaj komorki biorcy stanowig <20%);
dobry czynnik prognostyczny

wspotwystepowanie, przez pewien czas po transplantacji, komoérek dawcy z komérkami
biorcy (komérki biorcy zazwyczaj <5%); najczesciej nastepuje przejscie TMC w CC;
dobry czynnik prognostyczny

wspotwystepowanie komorek dawcy z komorkami biorcy, ktérych udziat

procentowy zwigksza sie z uptywem czasu; zty czynnik prognostyczny;

zazwyczaj stanowi zapowiedZ wznowy biataczki
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Rycina 3. Przyktad petnego chimeryzmu po allogenicznej transplantacji komérek
krwiotwdrczych. (A) allele wykrywane u dawcy, (B) allele wykrywane u biorcy
przed transplantacjg, (C) u biorcy po transplantacji wykrywane sa wytacznie al-
lele specyficzne dla dawcy.

lasera umozliwia ocene dtugosci oraz ilosci produktéw
PCR. Predko$¢ migracji zdenaturowanych produktéw PCR
jest zalezna wytgcznie od ich wielko$ci (identyfikacja alleli
STR dawcy i biorcy na podstawie dtugosci sekwencji) za$
intensywno$¢ emitowanej fluorescencji jest proporcjonalna
do ilosci danego fragmentu DNA (analiza ilosciowa chime-
ryzmu) [31,32].

Modyfikacja tej techniki, tzw. wariant multipleksowy
PCR, dzieki zastosowaniu kilku par starteréw znakowanych
réoznymi fluorochromami, umozliwia analize kilku loci STR
w jednej reakcji PCR, co zwieksza wiarygodno$¢ oznaczen
chimeryzmu [27,33].

ANALIZA POLIMORFIZMU TYPU INDEL
- REAKCJA LANUCHOWA POLIMERAZY
W CZASIE RZECZYWISTYM

Metoda fluorescencyjna STR-PCR stanowi uznane narze-
dzie molekularnej oceny przyjecia/odrzucenia przeszczepu.
Jej przydatnos$¢ we wczesnym wykrywaniu wznowy biata-
czek pozostaje jednak kontrowersyjna, szczeg6lnie w odnie-
sieniu do biataczek ostrych, gdzie proces nawrotu choroby
moze postepowac bardzo gwattownie. Dlatego poszukuje
sie metod umozliwiajgcych jeszcze bardziej precyzyjng ana-
lize chimeryzmu. W ostatnim czasie opracowano metode
identyfikacji komdrek dawcy i biorcy w oparciu o analize
biallelicznych markerdw typu Indel w reakcji PCR w czasie
rzeczywistym (RQ-PCR) w technologii TagMan [34], Poli-
morfizm markeréw typu Indel polega na réznicy dtugosci
sekwencji w danym locus na skutek insercji lub delecji od 1
do kilkuset par zasad [35]. Pod wzgledem czutosci analizy
(10"3 metoda przewyzsza technike fluorescencyjnej STR-
PCR (5x10'). Ponadto, wyniki analizy chimeryzmu techni-
ka STR-PCR moga by¢ obarczone btedem wynikajgcym ze
zjawiska kompetycji miedzy allelami dawcy i biorcy, am-
plifikowanymi w jednej reakcji przy uzyciu tej samej pary
starteréw (krotsze fragmenty ulegajg amplifikacji z wieksza
wydajnoscig niz allele dtuzsze). W RQ-PCR allele dawcy i
biorcy amplifikowane sg w niezaleznych reakcjach PCR z
uzyciem starterdw specyficznych wobec informatywnych
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Rycina 4. Przyktad chimeryzmu mieszanego po allogenicznej transplantacji ko-
moérek krwiotwérczych. (A) allele wykrywane u dawcy, (B) allele wykrywane u
biorcy przed transplantacja, (C) u biorcy po transplantacji wykrywane sg zaréw-
no allele specyficzne dla dawcy jak i allele specyficzne dla biorcy, co $wiadczy o
wspoétwystepowaniu komérek dawcy i biorcy.

markerow Indel dawcy i biorcy, zidentyfikowanych wcze-
$niej sposrdd panelu analizowanych markeréw polimor-
ficznych. Analiza ilosciowa chimeryzmu wykonywana jest
w oparciu o krzywe kalibracyjne, powstate przez amplifi-
kacje odpowiednich serii rozcieficzen DNA dawcy i biorcy.
Szybkos¢, wysoka czutos¢ oraz coraz wieksza dostepnosc
technologii ,real-time" wptywaja na stopniowe upowszech-
nianie sie tej metody w diagnostyce potransplantacyjnej.

POLIMORFIZM POJEDYNCZYCH
NUKLEOTYDOW - REAKCJA L ANCUCHOWA
POLIMERAZY W CZASIE RZECZYWISTYM,
PIROSEKWENCJONOWANIE | GENOTYPOWANIE
W TECHNOLOGII MIKROMACIERZY

Najnowoczes$niejsze metody monitorowania chimery-
zmu potransplantacyjnego oparte sg o analize polimorfi-
zmu pojedynczych nukleotydéw. Na przydatno$¢ SNP jako
markeréw genetycznych wpiywa ich powszechne wyste-
powanie w ludzkim genomie ($rednio 1 SNP/1,3 kb) oraz
fakt, ze sg to najczesciej markery bialleliczne, ktorych allele
réznig sie tylko jednym nukleotydem, co znacznie utatwia
ich identyfikacje [36]. Jedng z metod analizy chimeryzmu w
oparciu o markery SNP jest genotypowanie technikg PCR w
czasie rzeczywistym (RQ-PCR), charakteryzujace sie czuto-
Scig 10 310'4[37], Zastosowanie sond typu TagMan, starte-
row specyficznych wobec kazdego z analizowanych alleli
SNP, oraz krzywej kalibracyjnej w postaci serii rozcienczen
DNA SNP-pozytywnego wodg lub DNA SNP-negatyw-
nym, umozliwia analize iloSciowg chimeryzmu na zasadzie
analogicznej, jak we wcze$niej opisanych zastosowaniach
techniki RQ-PCR.

Technika genotypowania markeréw SNP specyficznych
dla dawcy i biorcy, pozwalajaca na szybkie i wydajne pro-
wadzenie badan ilosciowych chimeryzmu (analiza 96 préb
W czasie ponizej 2 godzin) jest metoda pirosekwencjonowa-
nia [38]. Technika okre$lana takze jako sekwencjonowanie
w czasie rzeczywistym, wykorzystuje aktywnos¢: polime-
razy DNA (wydtuzajgcej starter sekwencyjny, zlokalizowa-
ny tuz przed analizowang sekwencja, poprzez dotgczanie
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kolejnych trifosforanéw deoksynukleozyddw, podawanych
automatycznie do mieszaniny reakcyjnej), sulfurylazy ATP
(przeksztatcajgcej pirofosforan, uwolniony na skutek wbu-
dowania dNTP do nici DNA, w ATP), lucyferazy (prze-
ksztatcajgcej, przy udziale ATP, lucyferyne w oksylucyfe-
ryne, co powoduje emisje Swiatta proporcjonalnie do ilosci
ATP, a zatem do ilosci wbudowanych nukleotydéw) oraz
apirazy (degradujacej nadmiar ATP iniezwigzanych nukle-
otyddw, co zapewnia regeneracje mieszaniny reakcyjnej)
[39, www.pyrosequencing.com]. Automatyczne dozowanie
reagentOw w pirosekwenatorze zapewnia sekwencyjne po-
dawanie tylko jednego z czterech rodzajow dNTP w danym
cyklu. Poniewaz whudowanie podanego dNTP do nici DNA
wigze sie z emisjg Swiatta, a brak sygnatu Swietlnego po po-
daniu danego nukleotydu oznacza brak danego nukleotydu
w sekwencji DNA, mozliwe jest odczytanie analizowanej
sekwencji nukleotyd po nukleotydzie i identyfikacja alleli
SNP specyficznych dla dawcy i biorcy. Analize iloSciowg
chimeryzmu wykonuje sie w oparciu o krzywe kalibracyjne
wyznaczone poprzez pirosekwencjonowanie znanych roz-
cienczen DNA dawcy w DNA biorcy [38],

Inng metoda genotypowania markeréw SNP jest techni-
ka minisekwencjonowania, okre$lana takze skrétem SNuPE
od ang. single nucleotide primer extension [36,40]. Istotg mini-
sekwencjonowania jest uzycie polimerazy DNA do wydtu-
zenia startera sekwencyjnego, komplementarnego do rejo-
nu bezposrednio sgsiadujgcego z analizowanym wariantem
SNP, poprzez przytaczenie pojedynczego, znakowanego
ddNTP (didoeksynukleotydu), komplementarnego do ge-
notypowanego nukleotydu. W ostatnim czasie opracowano
opartg o minisekwencjonowanie, wysoko wydajng, dwufa-
zowg metode analizy chimeryzmu: | etap — identyfikacja
informatywnych dla danej pary dawca/biorca markeréw
SNP, Il etap — iloSciowa analiza chimeryzmu [36]. Mini-
sekwencjonowanie w | etapie prowadzone jest z uzyciem
znakowanych fluorescencyjnie ddNTP (kazdy z czterech
ddNTP znakowany innym fluorochromem) i starterow se-
kwencyjnych znakowanych na koncu 5' ,,sekwencjg znacz-
nikowg" (ang. tag secjuence). Analiza produktéw minise-
kwencjonowania oparta jest o technologie mikromacierzy.
Hybrydyzacja produktéw minisekwencjonowania do oligo-
nukleotydéw komplementarnych wobec sekwencji znaczni-
kowych, naniesionych na ptytke w formie mikromacierzy,
umozliwia automatyczng analize fluorescencji wydtuzo-
nych starterow sekwencyjnych i identyfikacje informatyw-
nych markeréw SNP [36,41].

W Il etapie minisekwencjonowanie prowadzi si¢ na mikro-
ptytkach, ktorych dotki optaszczone sg streptawidyng, dzieki
czemu mozliwa jest immobilizacja analizowanych fragmen-
téw DNA (amplifikowanych z uzyciem starteréw znakowa-
nych biotyng) i minisekwencjonowanie z uzyciem starteréw
sekwencyjnych i nukleotydéw znakowanych 3. Genotypo-
wanie SNP oparte jest o pomiar scyntylacyjny radioaktyw-
nosci wydtuzonych starteréw sekwencyjnych (kazdemu z
HANTP odpowiada inna warto$¢ Ci/ mmol). Analize iloscio-
wa chimeryzmu wykonuje sie na podstawie procentowego
udziatu obu wariantow allelicznych w analizowanej probie
(w przypadku homozygoty cato$¢ sygnatu radioaktywnego
reprezentuje dany wariant alleliczny SNP; w przypadku he-
terozygoty sygnat radioaktywny odpowiada potowie udziatu
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Rycina 5. Identyfikacja markeréw SNP informatywnych dla danej pary dawca:
biorca, w celu analizy iloSciowej chimeryzmu potransplantacyjnego (etap 1). Mi-
nisekwencjonowanie z uzyciem znakowanych fluorescencyjnie dideoksynukle-
otydéw (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) i réznych starteréw sekwencyjnych,
komplementarnych wobec potencjalnych markeréw SNP (czerwone i niebieskie
strzatki), znakowanych sekwencjg znacznikowg (Z). Analiza fluorescencji pro-
duktéw minisekwencjonowania odbywa si¢ automatycznie, dzigki hybrydyzacji
sekwencji znacznikowej do komplementarnych oligonukleotydéw (oligo), nanie-
sionych na mikroptytke, w formacie mikromacierzy.

procentowego danego markera SNP w badanej proébie). Pod
wzgledem czuto$ci analizy chimeryzmu pirosekwencjonowa-
nie (5x10-2 i minisekwencjonowanie (10-2) nie przewyzszajg
metody opartej o PCR w czasie rzeczywistym. Ich niewatpli-
wa zaletg jest natomiast skuteczno$¢ odrozniania wariantow
allelicznych SNP, wysoka powtarzalno$¢ wynikéw oraz moz-
liwos¢ zautomatyzowania procedur, wptywajaca na szybko$¢
i wysoka wydajnos¢ tych metod.

PODSUMOWANIE

Przedstawiony w niniejszej pracy przeglad technik i stra-
tegii molekularnych obrazuje rosnace znaczenie metod bio-
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Rycina 6. Analiza iloSciowa chimeryzmu potransplantacyjnego (etap II). DNA
biorcy po transplantacji amplifikowany jest w oddzielnych reakcjach PCR z uzy-
ciem starteréw specyficznych wobec markeréw SNP informatywnych dla dawcy
ibiorcy (czerwone iniebieskie strzatki). Jeden ze starterow kazdej pary znakowa-
ny jest biotyng (B), dzieki czemu mozliwa jest immobilizacja produktéw PCR na
mikroptytce, ktérej dotki optaszczone sg streptawidyna. Minisekwenqonowanie
odbywa sig z uzyciem starterow sekwencyjnych, komplementarnych wobec in-
formatywnych markeréw SNP (niebieska i czerwona strzatka) oraz nukleotydéw
znakowanych 3. Pomiar scyntylacyjny radioaktywnosci produktéw minise-
kwencjonowania w poszczeg6lnych dotkach umozliwia identyfikacje alleli daw-
cy i biorcy oraz analize iloSciowa chimeryzmu.
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logii molekularnej w hematoonkologii. Choé podstawe dia-
gnostyki biataczek nadal stanowig techniki niemolekularne,
jak mikroskopia swietlna, immunofenotypowanie cytoflu-
orymetryczne, czy klasyczna cytogenetyka, zastosowanie
technik molekularnych ma znaczenie uzupeiniajgce i po-
zwala sprecyzowac postawiong diagnoze, zakwalifikowac
chorego do grupy ryzyka i wtasciwie ukierunkowac terapie.
Nieodzowne jest natomiast zastosowanie technik moleku-
larnych do monitorowania efektywnos$ci leczenia, poprzez
wykrywanie niewielkiej nawet liczby komdrek nowotwo-
rowych (detekcja choroby resztkowej), czy tez identyfikacje
i precyzyjna analize ilosciowg komoérek dawcy i biorcy w
przypadku badan potransplantacyjnych. Wysoka czutos¢,
specyficznos¢ i wydajnos¢ metod analizy molekularnej,
mozliwo$¢ prowadzenia precyzyjnych badan ilosciowych
oraz wysoki stopief powtarzalno$ci wynikéw, utatwiaja-
cy standaryzacje, wptywajg na coraz bardziej dynamiczny
rozwdéj szeroko pojetej molekularnej diagnostyki hematoon-
kologicznej i przyczyniajg sie do dalszej poprawy wynikéw
leczenia biataczek u dzieci.
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ABSTRACT

This paper is a review of current diagnostic applications of molecular methods in pediatric hematooncology, including analyses performed
at disease presentation, evaluation of prognosis as well as those for assessment of treatment effectiveness. Here we present the examples of
important fields of application of molecular methods in pediatric hematooncology, i.e. identification of clinically significant fusion genes in
acute lymphoblastic leukemia and monitoring of minimal residual disease in this most frequent childhood malignancy. Moreover, we present
the methodology and clinical significance of quantitative analysis of hematopoietic chimerism after allogeneic stem cell transplantation. The
methods presented include fluorescent in situ hybridization, reverse transcription, conventional and quantitative polymerase chain reaction,
as well as methods of genotyping based on analysis of microsatellite marker polymorphism, single nucleotide polymorphism, and Indel
markers.
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Rola tiolaktonu homocysteiny w
niektorych chorobach cztowieka

STRESZCZENIE

artykule przedstawiono w skrécie wyniki najnowszych badan dotyczacych udziatu

homocysteiny (Hcy), jej cyklicznego tioestru (tiolaktonu homocysteiny), a takze N-ho-
mocysteinylacji biatek w niektdrych stanach chorobowych ludzi. Oméwiono funkcje enzy-
mu tiolaktonazy homocysteiny/paraoksonazy, ktéra jest $cisle zwigzana z frakcjg lipoprote-
in o wysokiej gestosci (HDL) oraz wptyw modyfikacji HDL na ich biologiczng aktywnos¢.
Opisano réwniez efekty terapii witaminowej (kwasem foliowym, witaming Bhoraz BJ?) sto-
sowanej w celu obnizenia poziomu homocysteiny u ludzi.

WPROWADZENIE

Homocysteina (Hcy) jest waznym czynnikiem ryzyka rozwoju miazdzycy
oraz chordb neurodegeneracyjnych u ludzi. Wysoki poziom tego niebiatkowe-
go aminokwasu jest skorelowany rowniez z chorobami nerek, nieprawidtowym
funkcjonowaniem trzustki, a takze z nieprawidtowymi witasciwosciami skrze-
pow fibrynowych, ktdre stajagc sie odporne na hydrolize, moga przyczyniaé sie
do powstania zakrzepicy. Catkowita zawarto$¢ homocysteiny (tHcy) powyzej
10,2 pmol/1 przyczynia sie do dwukrotnego, a powyzej 20 pmol/1 do 8,9-krot-
nego wzrostu ryzyka wystgpienia chorob uktadu krazenia. Mechanizmy tok-
sycznosci homocysteiny, bedace przedmiotem badari w wielu laboratoriach na
Swiecie, w tym w Polsce, obejmujg sktonno$¢ do trombozy oraz uposledzong
trombolize, wzmozong produkcje nadtlenku wodoru, dysfunkcje $rédbtonka
naczyn krwionos$nych, a takze wzmozone utlenianie lipoprotein [1], Jedna z hi-
potez sugeruje, ze do toksyczno$ci homocysteiny przyczynia sie przeksztatca-
nie jej w tiolakton homocysteiny [2], Tiolakton homocysteiny jest cyklicznym
tioestrem homocysteiny, powstajagcym w reakcji katalizowanej przez syntetaze
metionylo-tRNA. Tiolakton homocysteiny jest chemicznie reaktywny i tworzy
addukty z biatkami, w ktérych grupa karboksylowa homocysteiny jest zwigzana
wigzaniem amidowym z grupg £-aminowg reszt lizyny biatka (N-Hcy-biatka)
(Ryc. IB i C). Modyfikacja ta powoduje zmiane struktury biatek i wptywa nega-
tywnie na ich funkcje.

W metabolizmie tiolaktonu homocysteiny bierze udziat tiolaktonaza homocy-
steiny/paraoksonaza. Enzym ten, zwigzany z frakcja HDL osocza, hydrolizuje
tiolakton homocysteiny do homocysteiny. Wykazano, ze aktywno$¢ tiolaktona-
zy homocysteiny jest znacznie wyzsza u pacjentow z chorobg wienicowg ser-
ca niz u os6b zdrowych [3]. Modyfikacje czasteczek HDL majg w zwigzku z
tym duze znaczenie dla metabolizmu tiolaktonu homocysteiny: zredukowana
aktywnos$¢ hydrotityczna tiolaktonazy homocysteiny podwyzsza poziom tego
toksycznego zwigzku we krwi.

Jedng z metod obnizania poziomu homocysteiny jest podawanie pacjentom
zwiekszonych dawek witamin: B Bp oraz kwasu foliowego [1]. Terapia taka
redukuje poziom homocysteiny i poprawia funkcjonowanie srodbtonka naczyn
krwionos$nych. Patofizjologiczna rola tiolaktonu homocysteiny i mechanizm
N-homocysteinylacji biatek byly przedmiotem Kkilku poprzednich opracowan
[2,4,5], w tym rowniez na tamach ,,Postepow Biochemii" [6], W tym artykule
przedstawiono wyniki najnowszych badan w tej dziedzinie.

MODYFIKACJA FIBRYNOGENU TIOLAKTONEM
HOMOCYSTEINY ZMIENIA WEASCIWOSCI SKRZEPOW

Smiertelnoéé spowodowana chorobami uktadu krazenia wynika gtéwnie z
niewtasciwego tworzenia i lizy skrzepéw krwi. Wiekszos$¢ badan skupia sie jed-
nak tylko na wptywie homocysteiny na komorki $rédbtonka naczyn krwiono-
$nych, a tylko nieliczne na wptywie homocysteiny na biatka zaangazowane w
tworzenie i lize skrzepow krwi. Fibrynogen jest podstawowym biatkiem uczest-

Postepy Biochemii 52 (4) 2006

Marta Sikoral
Tomasz Twardowskil

Hieronim Jakubowski12

‘Instytut Chemii Bioorganicznej PAN,
Poznan

AUniversity of Medicine and Dentistry of
New Jersey, New Jersey Medical School,
International Center for Public Health,
Newark, New Jersey 07103, USA

Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, ul.
Noskowskiego 12/14, 61-704 Poznah; e-
mail: martas@ibch.poznan.pl, tel.: (061) 852
85 03, faks: (061) 852 05 32

Artykut otrzymano 8 wrze$nia 2006 r.
Artykut zaakceptowano 27 wrze$nia 2006 r.

Stowa kluczowe: tiolakton homocysteiny,
N-homocysteinylacja biatek, choroby czto-
wieka

Wykaz skrotéw: CAD (ang. coronary artery
disease) — choroba niedokrwienna serca;
CHD (ang. coronary heart disease) —choroba
wiencowa; HDL (ang. high density lipopro-
teins) — lipoproteiny o wysokiej gestosci;
LDL (ang. low density lipoproteins) — lipo-
proteiny o niskiej gestosci; receptor NMDA
(ang. N-methyl D-aspartate) —jonotropowy
receptor kwasu glutaminowego; SA (ang.
salicylic acid) —kwas salicylowy; tHcy (ang.
total homocysteine) — catkowita zawartos$¢
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Rycina 1. Addukty Hcy z biatkami osocza, (a) Biatko S-homocysteinylowane na
grupie tiolowej reszty cysteiny, (b) Biatko N-homocysteinylowane na grupie e-
aminowej reszty lizyny, (c) Biatko N-homocysteinylowane na grupie e-aminowej
reszty lizyny. Hcy moze tworzy¢ mostek dwusiarczkowy z Cys (na podstawie

[19]).

niczagcym w procesie koagulacji krwi; polimeryzujac tworzy
struktury skrzepu fibrynowego. Biatko to jest glikoproteing

0 c.cz. 340 kDa, ztozong z dwoch symetrycznych czesci.
Kazda z nich zawiera trzy tancuchy peptydowe: Aa, Bpiy.

Proces polimeryzacji fibryny rozpoczyna sie od przecie-
cia przez trombine peptydéw A i Bfibryny od N-konca tan-
cuchéw Aa i Bp. Monomery fibryny asocjujg w dwuniciowg
macierz. Dalsza asocjacja pogrubia widkna i prowadzi do
rozgatezien oraz tworzenia ztozonej siatki fibryny. Proces
fibrynolizy jest niezbedny do usuwania skrzepéw podczas
gojenia sie ran, jak i do usuwania wewnatrznaczyniowych
skrzepéw, ktére moga w przeciwnym razie prowadzi¢ do
trombozy. Wewnatrznaczyniowe odktadanie sie fibryny
jest zwigzane z rozwojem miazdzycy. Wobec tego wydajny
system fibrynolityczny chroni organizm przed miazdzyco-
wa chorobg naczyn krwiono$nych i przed ostrym procesem
trombozy. Fibrynoliza jest procesem, w wyniku ktérego
skrzepy fibrynowe zostajg rozpuszczone. Inicjacja tego pro-
cesu nastepuje, gdy tkankowy aktywator plazminogenu
(tPA) i plazminogen wigzg sie do skrzepu fibrynowego,
wskutek czego aktywator plazminogenu trawi plazmino-
gen do plazminy. Plazmina wigze sie do reszt lizyny fibryny
ltrawi trzy tancuchy fibryny w wielu miejscach.

Fibrynogen osocza jest czynnikiem ryzyka wystepowa-
nia choroby wienncowej (CAD, ang. coronary artery disease),
udaru mézgu i $miertelnosci niezaleznej od uktadu krwio-
nosnego [7], W 2006 r. opublikowano prace [8], w ktdrej au-
torzy sugeruja, ze zmienione witasciwosci skrzepu fibryno-
wego, a szczegllnie wzrost odpornosci na lize, zwiekszaja
ryzyko wystepowania choréb naczyniowych zwigzanych

z powstawaniem skrzepdw miaz-
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OAddukty Hey-lizyna

* Mutacje trombogenne
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| dzycowych. Ponadto wskazuja, ze
|
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podwyzszonym poziomem fibryno-
genu i protrombiny), ktére zmieniajg
strukture skrzepdw w taki sposdb,

\
b
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ze stajg sie one mniej przepuszczal-
ne dla czynnikéw fibrynolitycznych i
mniej podatne na lize. Zredukowana
fibrynoliza u pacjentéow z hiperhomo-
cysteinemig jest najprawdopodobniej

Region D Region D spowodowana matym rozmiarem

poréw w sieci fibryny, jak to wykaza-

BB i T ;’» o = Bp no u pacjentéw z cukrzyca [9], Geste
5

y : U
tPA Pg
312324  Ax148-160

sieci fibryny charakteryzujg sie obni-
zong podatnoscig na lize z powodu
mniej wydajnego transportu czynni-
kow fibrynolitycznych przez skrzep
[10]. Wynika z tego, ze konfiguracja
sieci fibryny, a nie $rednica pojedyn-
czego widkna fibryny ma istotniejszy
wptyw na szybkos¢ fibrynolizy [11],

Molekularny mechanizm lezacy
u podtoza zmian we witasciwosciach
skrzepéw moze by¢ zwigzany z mo-
dyfikacja fibrynogenu przez tiolakton
homocysteiny. Jak wiele innych bia-

Rycina 2. N-homocysteinylowane reszty lizyny w fibrynogenie. Homocysteinylowane reszty lizyny sg pokazane }ek' fibrynogen tatwo ulega modyfi-

po prawej stronie czasteczki, natomiast miejsca wigzania tPA i plazminogenu (Pg) po lewej stronie. Pokazana jest
réwniez struktura 3D regionu D z taricuchami Bp w kolorze ré6zowym, y w kolorze niebieskim oraz Aa na czerwono.

Homocysteinylowane reszty lizyny sg pokazane sferycznie [12].
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kacji przez tiolakton homocysteiny in
vitro (Ryc. 2) [12], co powoduje zmia-
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ne jego wiasciwosci a nawet denaturacje [2,4,5,13]. Modyfi-
kacja ta zachodzi rowniez in vivo, na co wskazuje obecnos¢
zwigzanej wigzaniem amidowym homocysteiny w fibry-
nogenie [14]. Zmiana funkcji fibrynogenu obserwowana u
ludzi [8] i krélikéw [15,16] z hiperhomocysteinemig moze
przyczyniac sie do rozwoju patologii naczyn krwiono$nych.
Modyfikacja reszt lizyny przez tiolakton homocysteiny w
fibrynogenie zmienia strukture powstajagcych widkien i za-
burza zdolno$¢ enzyméw fibrynolitycznych do wigzania i
trawienia zmodyfikowanej fibryny [8,15]. Zmiany obejmuja
tworzenie skrzepow, ztozonych z ciefszych, scislej upako-
wanych witokien, zmienionej zdolnosci odpowiedzi na ste-
zenie wapnia oraz odporno$¢ powstatego skrzepu na lize
przy udziale kompleksu tPA/plazminy [15,16].

Kwas acetylosalicylowy ze wzgledu na dziatanie anty-
agregacyjne jest lekiem powszechnie stosowanym w za-
pobieganiu zakrzepom w naczyniach tetniczych, a wiec w
zapobieganiu zawatom serca, udarom mézgu, miazdzyco-
wym zmianom w tetnicach konczyn dolnych, a takze w le-
czeniu migotania przedsionkow. Niskie dawki tego kwasu
zwiekszajg przepuszczalno$¢ skrzepdw u zdrowych o0séb
[8], Mate dawki leku, tj. okoto 75 mg/dobe, wystarczaja
by zahamowa¢ agregacje ptytek krwi, co ma bardzo duze
znaczenie w procesie tworzenia zakrzep6w. Zaobserwowa-
no jednak, ze skrzepy tworzace sie u pacjentéw z chorobg
niedokrwienng serca zazywajacych niskg dawke kwasu
acetylosalicylowego (75 mg/ ml dziennie), byty mniej prze-
puszczalne, a czas lizy byt wtasciwie niezmieniony w po-
rownaniu ze zdrowymi osobami z podobnym stezeniem
fibrynogenu. To sugeruje, ze w zmianach koagulacji krwi
zwigzanych z chorobg niedokrwienng serca, gtowny wptyw
na strukture skrzep6w maja inne czynniki, takie jak catko-
wita zawarto$é homocysteiny [8]. Przyjmowanie kwasu fo-
liowego, niezbednego do przeksztatcenia homocysteiny do
metioniny (Met), przez chorych na hiperhomocysteinemie
przez 4 tygodnie prowadzi do korzystnych zmian we wita-
sciwosciach skrzepu fibrynowego [8],

Podsumowujac, poziom homocysteiny ma wptyw na
strukture skrzepu u ludzi. Zmiany w tej strukturze sg za-
pewne spowodowane protrombotycznym dziataniem tio-
laktonu homocysteiny. N-homocysteinylacja fibrynogenu
przez tiolakton homocysteiny zaburza jego biologiczng
funkcje. Potrzebne sg jednak dalsze badania okre$lajace
role zmian we wtasciwosciach sieci fibryny spowodowa-
nych tiolaktonem homocysteiny w zakrzepicy miazdzy-
cowej.

WZROST HOMOCYSTEINYLACJI BIALEK OSOCZA
U PACJENTOW PODDAWANYCH HEMODIALIZIE

Wyniki wczesniejszych badan wykazaty, ze N-homo-
cysteinylowane biatka wystepujg we krwi cztowieka, a
ich poziom jest zalezny od catkowitej zawarto$ci homo-
cysteiny [14,17,18]. Hiperhomocysteinemig, jako niezalez-
ny czynnik ryzyka choréb uktadu kragzenia, wystepuje u
wiekszosci pacjentow poddawanych hemodializie. Perna
i wsp. [19] zmierzyli poziom homocysteinylacji biatek w
grupie pacjentéw poddawanych hemodializie w poréwna-
niu z grupg kontrolng, a takze zbadali efekt terapii kwa-
sem foliowym.
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Wykazano, ze N-homocysteinylacja oraz S-homocyste-
inylacja, polegajaca na tworzeniu wigzan -S-S- z resztami
Cys (Rye. 1A) wystepuja ze zwiekszona czestotliwoscig u
pacjentow z chorobami nerek poddawanych hemodializie
niz u oséb zdrowych. Nie jest to szczeg6lnie zaskakujace
zwazywszy na wyzszy wskaznik catkowitej zawartosci ho-
mocysteiny, ktorym charakteryzujg sie ci pacjenci [19,20].
Wzrost homocysteiny we krwi niesie ze sobg wzrost liczby
N-homocysteinylowanych biatek [17]. To z kolei moze by¢
zwigzane z wyzszym poziomem tiolaktonu homocysteiny
we krwi spowodowanym zwiekszong jego produkcjg [21],
a takze zredukowang aktywnos$cia tiolaktonazy homocy-
steiny, enzymu hydrolizujgcego tiolakton homocysteiny. W
najnowszych doniesieniach wykazano, ze aktywno$¢ tiolak-
tonazy homocysteiny w osoczu jest zredukowana u pacjen-
téw z chroniczng niewydolnos$ciag nerek [19].

Poziom N-Hcy-biatek u pacjentow poddanych hemo-
dializie jest okoto dwukrotnie wyzszy w poréwnaniu z
grupa kontrolng, natomiast poziom homocysteiny w o0so-
czu i S-Hcy-biatek jest okoto pieciokrotnie wyzszy niz w
grupie kontrolnej. Ta rozbieznos¢ moze by¢ spowodowa-
na naktadaniem sie takich proceséw, jak np. karbamylacja
biatka. Rzeczywiscie, w warunkach wysokiego poziomu
mocznika we krwi (np. uremia), mocznik jest spontanicznie
przeksztatcany w izocyjanat, ktory reaguje z koricowg gru-
pa aminowg biatek iz grupg e-aminowa reszty lizyny (kar-
bamylacja) [22], Sa to te same grupy chemiczne, z ktérymi
reaguje tiolakton homocysteiny podczas tworzenia formy
N-Hcy-biatka. Dlatego uzasadnione jest przypuszczenie,
ze oba te czynniki wspdtzawodniczg in vivo, prowadzac do
nizszego niz mozna sie spodziewac wzrostu stezenia formy
N-Hcy-biatek.

Przeanalizowano réwniez funkcje homocysteinylowanej
albuminy in vitro. Albumina jest biatkiem produkowanym
przez watrobe. Stanowi 60% wszystkich zawartych w oso-
czu biatek. Prawidtowy poziom albuminy we krwi ludzkiej
wynosi od 3,5 do 5,0 g/dl. Albumina peini podstawowg
role w utrzymaniu ci$nienia onkotycznego niezbednego do
zachowania prawidtowych proporcji miedzy iloscig wody
zawartg we krwi a ilosciag wody w ptynach tkankowych.
Rolg albuminy jest takze dziatanie buforujgce pH oraz
transport niektorych hormonéw, lekéow i kwaséw ttusz-
czowych. W przypadku uremii zdolno$¢ albuminy do wig-
zania transportowanych czasteczek jest zredukowana. W
badaniach wykorzystano fakt, ze wigzanie ligandéw przez
albumine powoduje jej zmiany konformacyjne, a co za tym
idzie mozliwo$¢ $ledzenia zmian na drodze doswiadczalnej
— wygaszanie fluorescencji reszt tryptofanu. Przetestowa-
no trzy rozne leki: warfaryne, kwas salicylowy i diazepam,
ktore wigzg sie do r6znych miejsc w czasteczce albuminy.
Wigzanie warfaryny i kwasu salicylowego przez homocy-
steinylowang albumine nie réznito sie od nie modyfikowa-
nej albuminy. Okazato sie natomiast, ze homocysteinylowa-
na albumina wigze mniej diazepamu, w poréwnaniu z nie
modyfikowang albuming. Jest to zapewne spowodowane
tym, ze reszta Lys55 gtowne miejsce N-homocysteinylacji
w albuminie [18], jest cze$cia domeny wigzacej benzodiaze-
piny (grupa lekow, do ktdrej nalezy m.in. diazepam) [19].
Wsrod pacjentéw z uremig przeprowadzono 2-miesieczng
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terapie kwasem foliowym, w wyniku ktdrej znacznie obni-
zyt sie u nich poziom homocysteiny, jednakze nie osiggnat
normalnego poziomu. N-homocysteinylacja biatek zostata
znacznie zredukowana i osiggneta prawie normalny po-
ziom. Natomiast S-homocysteinylacja, pomimo iz zostata
zredukowana, nie osiggneta normalnego poziomu.

Podsumowujac: wykazano, ze homocysteinylacja biatek,
jeden z czynnikdw toksycznosci homocysteiny, wystepuje
u pacjentow z uremig poddawanych hemodializie, a przyj-
mowanie kwasu foliowego wykazuje dziatanie hamujgce na
ten proces.

STRUKTURALNE MODYFIKACJE HDL A
KONSEKWENCJE FUNKCJONALNE

Bardzo wazng role w metabolizmie tiolaktonu homocy-
steiny odgrywa tiolaktonaza homocysteiny, znana wcze-
$niej jako paraoksonaza (PONI), enzym zalezny od jonow
wapnia i zwigzany z frakcjg HDL osocza [23,24], Jak wyka-
zano, PONI ulegajgca ekspresji w transgenicznych myszach
chroni przed miazdzycg [25], a podczas badan na cztowieku
odkryto, ze aktywnos$¢ tiolaktonazy homocysteiny w duzo
wiekszym stopniu niz polimorfizm PONI [26] pozwala
przewidzie¢ chorobe wiencowg. Udowodniono, ze wysoki
poziom aktywnosci tiolaktonazowej in vitro chroni biatka
osocza przed N-homocysteinylacja za pomoca tiolaktonu
homocysteiny [23], a HDL hamuje tworzenie tiolaktonu
homocysteiny oraz formy N-Hcy-biatek w komorkach $rod-
btonka naczyn krwionos$nych ex vivo [27]. Aktywnos$¢ tio-
laktonazy homocysteiny jest znacznie wyzsza u pacjentow
z chorobg wiencowg serca niz u 0séb zdrowych [3], co suge-
ruje, ze wystepowanie tej choroby lub jej brak determinuje
aktywnos¢ tiolaktonazy homocysteiny. Aktywnos$¢ PONI
w stosunku do tiolaktonu homocysteiny jest podwyzszona
w grupie os6b chorych po przebytym zawale. Jednoczes$nie
obserwuje sie zwiekszong umieralno$¢ chorych charaktery-
zujacych sie niskim poziomem aktywnosci tiolaktonazowej
[3], Ponadto zaobserwowano, ze aktywnos$¢ tiolaktonazy
homocysteiny PONI jest skorelowana z podwyzszonym
stezeniem LDL (ang. low density lipoproteins), HDL oraz ich
komponentami w przypadku pacjentéw cierpigcych na
CAD, natomiast tej zalezno$ci nie stwierdzono u oséb zdro-
wych. To sugeruje, ze aktywno$¢ tiolaktonazowa moze by¢
regulowana w rézny sposob u chorych na CAD oraz u 0s6b
zdrowych [3].

Modyfikacje strukturalne czasteczek HDL majg duze zna-
czenie i wptyw na aktywnos$¢ tego enzymu. Lipoproteiny o
wysokiej gestosci sg wrazliwe na modyfikacje strukturalne,
takie jak np. utlenianie, glikozylacje, homocysteinylacje i
degradacje enzymatyczng. Zmiany strukturalne czgsteczek
HDL moga wptywac na ich funkcje i wtasciwosci miazdzy-
coochronne. Substancje utleniajgce i modyfikujgce, m.in.
jony metali, lipoksygenazy, dym papierosowy [28] moga
zmienia¢ zaréwno powierzchnie (biatka, fosfolipidy i chole-
sterol) jak i komponenty rdzeniowe czasteczek HDL (estry
cholesterolowe) [29]. Réwniez mieloperoksydaza, aniono-
rodnik ponadtlenkowy (02™) oraz H® 2 uwalniane przez
aktywowane fagocyty, moga by¢ potencjalnymi czynnika-
mi utleniajgcymi czasteczki HDL in vivo. Niektorzy badacze
wskazujg na udziat jonéw metali przejSciowych w mody-
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fikacji lipoprotein w obrebie $cian naczyn krwionos$nych.
Przypuszcza sie, ze utlenianie czasteczek HDL in vivo ma
miejsce w mikrosrodowisku zapalnym, takim jak zmienio-
ne miazdzycowo $ciany naczyn, a nie w krgzacym 0soczu.
Utlenianie indukuje liczne modyfikacje strukturalne i skta-
du chemicznego czasteczek HDL.

Modyfikacje czasteczek HDL prowadzg do zmienionej
aktywnosci biologicznej tych czasteczek izwigzanych z nimi
enzymOw. Zaobserwowano znaczne obnizenie aktywnosci
paraoksonazy we frakcji utlenionych czasteczek HDL [30,
31] i zasugerowano, ze inaktywacja PONI moze by¢ przy-
czyng obnizonego efektu ochronnego przeciw czasteczkom
LDL i utlenianiu btony komoérkowej [30]. Powodujg one
takze utrate wiasciwosci przeciwzapalnych i ochronnych
komorek. Zmiany strukturalne w czasteczkach HDL moga
odgrywac role w patogenezie miazdzycy ichoréb neurode-
generacyjnych, takich jak choroba Alzheimera.

Interesujgce sa obserwacje, z ktdrych wynika, ze toksycz-
no$¢ homocysteiny moze by¢ zwigzana z jej wptywem na
poziom HDL we krwi. Wykazano na przyktad, ze u ludzi
obnizenie stezenia biatkowych sktadnikow HDL, takich jak
PONI [32] i ApoAl [33] zwigzane jest ze wzrostem stezenia
homocysteiny. Najprawdopodobniej homocysteina wpty-
wa hamujaco na ekspresje genow tych biatek. W badaniach
prowadzonych na hodowlach komdrkowych wykazano, ze
homocysteina obniza aktywno$¢ promotorow PONI [32] i
ApoAl [33],

Homocysteina i pokrewne aminotiole, kwas homocysty-
nowy, kwas cystynowy, sulfinian homocysteiny i sulfinian
cysteiny, ktére prawdopodobnie mogg by¢ produktami
przejsciowymi szlaku katabolizmu homocysteiny, zostaly
opisane jako neurotoksyny. Sugeruje sig, ze zwigzki te dzia-
faja przez nadmierna stymulacje receptoréow NMDA (jo-
notropowy receptor kwasu glutaminowego) w neuronach.
Neurony wykazujg fenotypowe podobieAstwo do komadrek
beta trzustki [34], W zwigzku z tym zbadano wptyw ho-
mocysteiny, tiolaktonu homocysteiny oraz aminotioli na
wydzielanie insuliny w odpowiedzi na glukoze [34], We
wczesniejszych badaniach wykazano, ze tiolakton homocy-
steiny niekorzystnie wptywa na funkcje insuliny w komor-
kach trzustki [35]. Zaré6wno homocysteina jak i tiolakton
homocysteiny sg toksyczne dla wielu linii komoérkowych,
wiacznie z komérkami srodbtonka. Tiolakton homocysteiny
jest bardziej efektywny niz homocysteina: $mier¢ komdrek
obserwuje sie przy nizszych stezeniach tiolaktonu homocy-
steiny niz samej homocysteiny [27],

Homocysteina uposledza podstawowe, jak i stymulowa-
ne glukozg wydzielanie insuliny, w sposéb zalezny od steze-
nia [36]. Wptyw aminotioli na funkcje komorek beta trzustki
jest tagodniejszy niz wptyw homocysteiny. To sugeruje, ze
negatywny wptyw homocysteiny nie jest spowodowany
przez jej utlenianie do aminotioli, ale moze raczej polegaé
na konwersji homocysteiny do tiolaktonu homocysteiny.
Ten cykliczny tioester wykazuje podobny, zalezny od ste-
zenia, wptyw na wydzielanie insuliny. Ponadto jego po-
ziom jest wprost proporcjonalny do poziomu homocysteiny
[17], Zaréwno homocysteina jak i tiolakton homocysteiny
znaczaco redukujg stymulujgcy efekt L-alaniny, KC1, Ca2
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GLP-1, forskolinu i PMA (ang. phorbol 12-myristcite 13-aceta-
te) na wydzielanie insuliny. Potwierdza to hipoteze, ze Hcy
wptywa ujemnie na funkcje trzustkowych komdrek beta i
wydzielanie insuliny, skoro jej tioester wywotuje podobny
efekt hamujacy na wydzielanie insuliny w odpowiedzi na
podstawowe stymulatory wydzielania tego hormonu.

CZY PRZYIJMOWANIE WITAMIN CHRONI
PRZED UDAREM MOZGU?

Terapia witaminowa kwasem foliowym, pirydoksyng
(witamina Bf) oraz kobalaming (witamina B|2 redukuje po-
ziom homocysteiny i przywraca funkcjonalno$¢ srédbtonka
naczyn krwionosnych. W latach 1996-2003, w Stanach Zjed-
noczonych, Kanadzie, a takze w Szkocji przeprowadzono
badania wptywu przyjmowania witamin B(, Bp oraz kwasu
foliowego na catkowitg zawarto$¢ homocysteiny [1], Prze-
badano 2155 pacjentow (37% kobiet), ze Srednig wieku 66 +
10,7 lat. Wyeliminowano tych pacjentéw, u ktérych poziom
witaminy Bp byt bardzo niski lub bardzo wysoki (<250 i
> 637 pmol/1), aby wykluczy¢ efekt ztego wchtaniania lub
przyjmujacych witamine B|2dodatkowo, poza terapig, a tak-
ze tych z nieprawidtowym funkcjonowaniem nerek. Zaob-
serwowano, ze poziom catkowitej homocysteiny w osoczu
znaczaco wzrasta kiedy stezenie B2spada ponizej sredniego.
Poziom BRwarunkujacy niskie stezenia homocysteiny jest
wyzszy niz zwykle uznawany za normalny. Z poréwnania
grup przyjmujacych duzg i matg dawke witamin wynika,
ze nastepuje 21% obnizenie ryzyka w grupie przyjmujacej
zwiekszong dawke witamin. W analizie Kaplana-Meiera,
poréwnujacej 4 grupy, pacjenci u ktérych okreslono poziom
B12jako $redni lub wyzszy niz $redni i przyjmujacy duzg
dawke witamin Bf, B|2i kwasu foliowego, osiggali najlepsze
wyniki jesli chodzi o obnizenie ryzyka udaru moézgu, choro-
by wienicowej czy $mierci. Natomiast ci, u ktérych poziom
Bp byt ponizej sredniej, a poddani byli terapii matg dawka
witamin, osiggali najgorsze wyniki. Jak sie okazato podczas
analiz, grupa pacjentéw ze $rednim poziomem witaminy
B|2 miata najwieksze szanse na pozytywne efekty tej terapii.
Wydaje sie prawdopodobne, ze przyczyng lepszej odpowie-
dzi na terapie u pacjentéw z poziomem Bp powyzej $red-
niej jest lepsza zdolnos¢ jej absorpcji. Paradoksalnie, osoby
z wysokim poziomem homocysteiny, ale o uposledzonej
zdolnosci wchtaniania witaminy Bp, nie mogty skorzysta¢
z terapii witaminowej.

Wzbogacanie produktéw zbozowych w kwas foliowy w
Stanach Zjednoczonych i Kanadzie od 1996r. spowodowato
wzrost stezenia kwasu foliowego i spadek stezenia homo-
cysteiny we krwi, a co za tym idzie, odnotowano spadek
$miertelnosci z powodu udaru moézgu [37],

Wald i wsp. [38] ustalili, ze redukcja poziomu homocyste-
iny o 3 pmol/1 wigzataby sie z 24% spadkiem ryzyka udaru
mozgu oraz 16% spadkiem ryzyka CAD. Natomiast zasto-
sowana terapia witaminowa pozwolita na zaobserwowanie
korelacji pomiedzy wyzszym poziomem homocysteiny a
ryzykiem powtdrnego wylewu; zostato ono zmniejszone
w grupie przyjmujacej wysoka dawke witamin. W dobie
wzbogacania produktéw zbozowych o kwas foliowy, od-
powiedZ na terapie witaminowa, czyli obnizenie catkowitej
zawarto$ci homocysteiny, jest w wiekszym stopniu zalezna
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od witaminy Bp. Wieksze dawki tej witaminy (obok innych
terapii) bedg niezbedne do osiagniecia optymalnej redukcji
homocysteiny.

Podwyzszony poziom homocysteiny moze wywoty-
wa¢ odpowiedZz autoimmunologiczng in vivo. Wykazano,
ze przeciwciata przeciwko N-Hcy-biatkom sg powigzane
z udarem mozgu [39], a takze z wczesng postacig choroby
niedokrwiennej serca u ludzi [40], Undas i wsp. [41] zbada-
li wptyw przyjmowania kwasu foliowego (1 mg dziennie)
na poziom przeciwciatl przeciwko formie N-Hcy albuminy
oraz formie N-Hcy hemoglobiny. Przeprowadzono bada-
nia z udziatem 20 zdrowych mezczyzn oraz 12 pacjentéw
z chorobg niedokrwienng serca, przy czym w obu grupach
stwierdzono hiperhomocysteinemie (poziom catkowitej ho-
mocysteiny >15 (iM). Ponadto obie grupy nie réznity sie, je-
$li chodzi o wiek, poziom: catkowitej homocysteiny, kwasu
foliowego, witaminy Bp oraz profil lipidow. Jedyng réznica
pomiedzy pacjentami chorymi na chorobe niedokrwien-
ng serca a zdrowymi osobami byt poziom przeciwciat 1gG
przeciw formie N-Hcy albuminy. Przyjmowanie kwasu
foliowego przez 3 miesigce doprowadzito do redukcji po-
ziomu homocysteiny o okoto 30% oraz wzrostu poziomu
kwasu foliowego w osoczu o ok. 230% w obu grupach. Dal-
sza 3-miesieczna kuracja nie zmienita tych wartosci. Poziom
przeciwciat zardwno przeciw formie N-Hcy albuminy jak i
formie N-Hcy hemoglobiny znaczaco spadt po 3-miesiecz-
nej terapii kwasem foliowym u zdrowych oséb. Natomiast
u pacjentow z chorobg niedokrwienng serca nie zaobserwo-
wano znaczacej redukcji poziomu tych przeciwciat. Dalsze
3 miesigce terapii rowniez nie daty rezultatu w postaci dal-
szego obnizenia poziomu przeciwciat, zar6wno u pacjen-
téw, jak i 0s6b zdrowych. Jednakze wyjSciowy poziom ho-
mocysteiny ijej obnizenie zaindukowane kwasem foliowym
byto bardzo podobne w obu grupach. Co wiecej, okazato
sie, ze poziom przeciwciat przeciw formie N-Hcy albuminy
jest raczej zwigzany z iloscig kwasu foliowego obecnego w
0soczu, a nie z zawartoscig catkowitej homocysteiny u zdro-
wych oséb wykazujgcych hiperhomocysteinemie [41].

U os6b zdrowych przed terapig zaobserwowano znaczng
korelacje pomiedzy poziomem homocysteiny a poziomem
przeciwciat przeciw formie N-Hcy albuminy i N-Hcy he-
moglobiny. Poziom kwasu foliowego przed terapig wyka-
zywal negatywng korelacje z tymi przeciwciatami, zaréwno
u 0s6b zdrowych, jak i pacjentow z chorobg niedokrwien-
ng serca. Terapia kwasem foliowym spowodowata zanik
korelacji pomiedzy catkowita zawartoscia homocysteiny
a przeciwciatami u zdrowych oséb. Jednakze u chorych z
chorobg niedokrwienng serca po terapii zaobserwowano
silny zwigzek miedzy catkowita zawartoscig homocysteiny
a przeciwciatami przeciw formom N-Hcy albuminy i N-Hcy
hemoglobiny.

Brak wptywu kwasu foliowego (pomimo iz z wysoka
efektywnoscig redukuje on poziom homocysteiny) na po-
ziom przeciwciat przeciwko formie N-Hcy biatek u pacjen-
tow z choroba niedokrwienng serca sugeruje, ze zaawanso-
wane zmiany patogenne nie mogg by¢ zniwelowane przez
terapie obnizajacg catkowita zawartos¢é homocysteiny [41].
Z drugiej strony, obserwacje ze kwas foliowy obniza po-
ziom przeciwciat przeciwko N-Hcy biatkom sugeruja, iz
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poczatkowe zmiany patogenne (ktére moga zachodzi¢ u
potencjalnie zdrowych oséb) sg odwracalne. W tym kon-
tekScie, zapobiegawcza terapia obnizajgca poziom homocys-
teiny bytaby wskazana.

UWAGI KONCOWE

W tym artykule przedstawiono wyniki najnowszych
badan dotyczacych toksycznosci homocysteiny oraz jej cy-
klicznego tioestru — tiolaktonu homocysteiny w kontek-
scie chorob cztowieka. Tiolakton modyfikujgc fibrynogen,
zaburza jego biologiczng funkcje, tym samym utrudniajac
prawidtowg hydrolize skrzepdw i przyczyniajac sie do roz-
woju zakrzepicy (trombozy). Znaczny wzrost poziomu N-
homocysteinylowanych biatek obserwuje sie u pacjentéw z
chorobami nerek, u ktérych zaobserwowano zmiane funkcji
albuminy. Wykazano réwniez negatywny wptyw tiolak-
tonu homocysteiny na funkcje komorek trzustki i wydzie-
lanie insuliny. Bardzo waznym elementem metabolizmu
tiolaktonu homocysteiny jest frakcja HDL osocza, z ktorg
jest zwigzany enzym hydrolizujacy tiolakton (tiolaktonaza/
paraoksonaza). Aktywnos$¢ tiolaktonazy homocysteiny jest
znacznie wyzsza u pacjentéw z chorobg wiencowg serca niz
u os6b zdrowych, co sugeruje, ze wystepowanie tej choro-
by lub jej brak determinuje aktywnos¢ tiolaktonazy homo-
cysteiny. Lipoproteiny o wysokiej gestosci sg wrazliwe na
modyfikacje strukturalne za posrednictwem réznych me-
chanizmoéw, a zmiany strukturalne czasteczek HDL moga
wptywacé na zmieniong aktywnos$¢ biologiczng zwigzanych
z nimi enzymoéw, tacznie z paraoksonaza.

Przeciwdziatanie negatywnym skutkom wysokiego po-
ziomu homocysteiny, a co za tym idzie, tiolaktonu homo-
cysteiny, moze by¢ czesciowo dokonane przez stosowanie
terapii witaminami B(, Bp oraz kwasem foliowym. Na pod-
stawie wynikow badan przeprowadzonych w USA, Ka-
nadzie, a takze w Anglii i Walii, mozna sadzi¢, ze terapia
taka pozwala na spadek ryzyka udaru mdzgu oraz choroby
wienicowej.

Opisane najnowsze doniesienia potwierdzajg hipoteze,
ze przyczyng patogennos$ci homocysteiny u cztowieka jest
jej wbudowywanie do biatek. Niniejsza praca wskazuje na
duze znaczenie badan nad tiolaktonem homocysteiny w
wyjasnieniu patogenezy wielu choréb cztowieka. Mimo du-
zego postepu wiele waznych zagadnien dotyczacych tok-
syczno$ci homocysteiny pozostaje nie wyjasnionych.
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ABSTRACT

In the present article we discuss the most recent data regarding the role of homocysteine, its cyclic thioester —homocysteine thiolactone and
the process of protein N-homocysteinylation in human disease. The protective role of thiolactonase/paraoxonase enzyme, carried on high den-
sity lipoproteins (HDL) in human blood, as well as the influence of structural modifications on HDL function are discussed. We also describe
the effect of vitamin therapy (folic acid, vitamins: B® B12) used for lowering the homocysteine level in humans as well.
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STRESZCZENIE

elicobacter pylori - to gramujemna pateczka bedaca czynnikiem etiologicznym stanéw
H zapalnych, wrzod6éw zotgdka i dwunastnicy oraz choroby nowotworowej zotgdka. Cho-
ciaz patogenem tym zarazona jest ponad potowa populacji ludzkiej tylko u pewnego pro-
centu oséb dochodzi do rozwoju powaznych objawéw chorobowych. Poznanie sekwencji
nukleotydowej genoméw dwoéch szczepdw Helicobacter pylori (26695 i J99) ukazato rézno-
rodnos$¢ genetyczng przedstawicieli tego gatunku bakterii i umozliwito rozpoczecie badan
nad jego proteomem. Stosowana obecnie terapia antybiotykowa nie zawsze okazuje sie
skuteczna, a dostepne testy diagnostyczne potwierdzajg tylko obecno$¢ Helicobacter pylori.
Immunoproteomika jest technika tagczacg metody klasycznej proteomiki z wykorzystaniem
immunologicznej identyfikacji antygenu. Wydaje sie ona by¢ odpowiednig strategiag umoz-
liwiajacag identyfikacje nowych antygenéw o potencjalnej wartosci diagnostycznej i profi-
laktycznej. Wytypowanie nowych antygenéw powinno doprowadzi¢ do stworzenia wiary-
godnych testéw diagnostycznych umozliwiajacych okreslenie ryzyka rozwoju konkretnej
jednostki chorobowej u zainfekowanych pacjentéw. Jednocze$nie identyfikacja silnie im-
munogennych, powierzchniowych biatek o zachowanej w ewolucji sekwencji aminokwaso-
wej powinna umozliwi¢ stworzenie skutecznych preparatéw profilaktycznych.

WPROWADZENIE: CHARAKTERYSTYKA
PATOGENU, OBJAWY CHOROBOWE

Helicobacter pylori jest mikroaerofilng, ruchliwg, gramujemna, spiralng pa-
teczka, przedstawicielem klasy Epsilonproteobacteria, do ktorej nalezg takze ro-
dzaje Campylobacter i Wolinella. Do rodzaju Helicobacter nalezy, poza najdoktad-
niej przebadanym H. pylori, takze wiele inny gatunkéw izolowanych z uktadu
pokarmowego zwierzat (np. pséw, kotow, fretek): H. canis, H. felis, H. mustelae.
Poszczegdlne gatunki charakteryzujg sie silnie zaznaczonym tropizmem gatun-
kowym; patogenami cztowieka sg miedzy innymi H. pylori oraz H. hepaticus [1].
Mikroorganizmy rodzaju Helicobacter izolowane byty z przewodu pokarmowego
zwierzat i ludzi juz stosunkowo dawno (od konca XIX wieku), ale dopiero w 1982
roku dwom australijskim naukowcom (Barry Marshall i Robert Warren) udato sie
wyhodowac¢ H. pylori na sztucznych podtozach i udowodnié¢, ze patogen spetnia
tzw. postulaty Kocha [2]. Za wyjasnienie roli H. pylori w indukcji stanu zapalnego
btony $luzowej zotgdka oraz choroby wrzodowej obaj naukowcy zostali w 2005
roku uhonorowani nagroda Nobla z dziedziny fizjologii i medycyny. Badania
przeprowadzone przez australijskich uczonych doprowadzity do wprowadzenia
terapii antybiotykowej w leczeniu stanéw zapalnych zotadka i choroby wrzodo-
wej. Mikroorganizmem H. pylori zakazone jest ponad 50% ludzkiej populacji. W
krajach rozwijajacych sie odsetek zakazonych siega nawet 90%. W Europie wynosi
okoto 35%, w Polsce 87%. Infekcja nabyta przewaznie we wczesnym dziecinstwie
utrzymuje sie przez cate zycie cztowieka [3]. H. pylori jest czynnikiem etiologicz-
nym stanéw zapalnych oraz choroby wrzodowej zotgdka i dwunastnicy. Obecnie
nie ma tez watpliwosci, ze chroniczna infekcja H. pylori jest powaznym czynni-
kiem ryzyka rozwoju raka zotgdka (ang. adenocarcinoma) i chtoniaka zotgdka typu
MALT. U okoto 5% zainfekowanych os6b kolonizacja btony $luzowej zotgdka
przez H. pylori skutkuje rozwojem choroby nowotworowej nawet w 50 lub wie-
cej lat od momentu zakazenia. Rak zotgdka jest drugim pod wzgledem czestosci
wystepowania nowotworem zto$liwym na Swiecie a choroba ta jest przyczyng
10% wszystkich przypadkéw $miertelnych powodowanych przez nowotwory.
W 1994 r. Swiatowa Organizacja Zdrowia zaliczyta H. pylori do I klasy kancero-
genow. Pomimo wielu lat badah mechanizm patogenezy, a w szczeg6lnosci me-
chanizm indukcji zmian nowotworowych stymulowanych zakazeniem H. pylori
nie jest w petni zrozumiaty. Wystepowanie konkretnej jednostki chorobowej, bez
watpienia, zalezne jest od genotypu zar6wno patogenu jak i organizmu gospoda-
rza oraz od czynnikéw Srodowiskowych.

Czynniki wirulencji odpowiedzialne za zwiekszone ryzyko rozwoju raka zo-
tadka to: polimorfizm genu vacA (ang. vacuolating cytotoxin), obecno$¢ w geno-
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mie i struktura genetyczna wyspy patogennos$ci PAI oraz
wystepowanie gendéw kodujgcych réznorodne adhezyny
jak np. babA (ang. blood-group antigen-binding), kodujacy
adhezyne wigzaca sie z antygenami Lewis B na powierzch-
ni komérek nabtonkowych. Cytotoksyna wakuolizujgca
VacA, oligometryczne biatko sekrecyjne, warunkuje po-
wstanie endosomalnych wakuoli w cytosolu komdrek na-
btonkowych zotadka i dodatkowo wptywa w réznorodny
spos6b na aktywno$¢ komorek uktadu immunologiczne-
go [4], Wyspa patogenno$ci, obszar chromosomu o duzej
zmiennosci pod wzgledem liczby zawartych genow, kodu-
je biatka budujace aparat sekrecyjny typu IV. Markerem jej
obecnosci w genomie H. pylori jest gen cagA (ang. cytoto-
xin- associated gene), kodujacy biatko CagA, ktére po prze-
kazaniu do komérki nabtonkowej zotadka ulega fosforyla-
cji przez tyrozynowg kinaze biatkowga Src, a nastepnie, po
wbudowaniu w btone komoérki, wigze sie z eukariotyczny-
mi biatkami, miedzy innymi z tyrozynowg fosfatazg SHP-2
(ang. Src homology 2 (SH2) domain containing protein-tyro-
sine phosphatase). Proces ten prowadzi do aktywacji wielu
szlakdw przekazywania sygnatu [5]. Gen cagA podobnie
do vacA charakteryzuje sie wysokim polimorfizmem do-
tyczacym gtdéwnie obszaréw kodujacych motywy podle-
gajace fosforylacji [6], Czasteczkami efektorowymi uktadu
sekrecyjnego sg takze fragmenty rozpadu peptydoglikanu
stymulujagce wewnatrzkomorkowe receptory NOD (ang.
nucleotide-binding oligomerization domain proteins), co skut-
kuje aktywacjg czynnika transkrypcyjnego NF-kB (ang.
nuelear factor «B) i produkcjg cytokin stanu zapalnego [7],
Receptory NOD nalezg do grupy biatek okreslanych jako
PRR (ang. pattern recognition receptors), zdolnych do selek-
tywnego rozpoznawania konkretnych, konserwatywnych
zwigzkow charakterystycznych dla mikroorganizmow tzw.
PAMP (ang. pathogen-associated molecular patterns), takich
jak np. lipoproteiny, flagellina czy LPS. W przeciwienstwie
do wiekszosci szczegb6towo juz przebadanych przedstawi-
cieli PAMP, roznych klas receptoré6w TLR (ang. Toll-like
receptors) umiejscowionych w btonie komoérek, receptory
NOD sg biatkami cytosolowymi [8],

Kliniczne izolaty H. pylori przyporzadkowano do dwu
grup tzw. typu | i typu Il. Szczepy wykazujgce aktywnos$é
wakuolizujgcg i wytwarzajgce biatko CagA, fenotypowo
CagA+i VacA+nalezg do typu I. Szczepy typu Il nie zawierajg
w genomie genu cagA i nie wyrazajg aktywnosci wakuolizu-
jacej, chociaz jak wykazano metodami hybrydyzacyjnymi,
zawierajg sekwencje homologiczne do vacA. Szczepy Tox+Ca-
gA+(Tox - wytwarzajacy toksyne VacA) z wyzszg czestoscig
izolowane sg od pacjentéw z objawami wrzodéw zotgdka lub
atroficznego stanu zapalnego, niz od os6b zainfekowanych
H. pylori i nie wykazujgcych powyzszych objawow chorobo-
wych. W ostatnich latach przy zastosowaniu mikromacierzy
przeprowadzono badania zaleznosci indukowanych infekcjg
objawéw chorobowych oraz wptywu patogenu na ekspresje
genow komorek gospodarza od sktadu genetycznego wyspy
patogennosci. Wykazaty one, ze zaklasyfikowanie konkret-
nego szczepu do typu I lub Il winno opieraé sie na analizie
sktadu genetycznego wyspy patogennosci a nie tylko na
przebadaniu obecnosci genu cagA [9,10], Czytelnikom zainte-
resowanym analizg czynnikow wirulencji jak i réznorodnych
aspektow mechanizméw patogenezy H. pylori polecamy Kil-
ka prac przeglagdowych [4,11-14],
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GENOMY SZCZEPOW HELICOBACTER

W 1997 roku zostata opublikowana pierwsza petna se-
kwencja nukleotydowa genomu H. pylori szczepu 26695,
wyizolowanego od pacjenta z chronicznym zapaleniem bto-
ny $luzowej zotgdka [15], a dwa lata pézniej zsekwencjono-
wano genom szczepu J99 [16] - szczep od chorego cierpigce-
go nawrzody dwunastnicy. Obydwa szczepy majg genomy
w postaci kolistego chromosomu o zblizonej wielkosci 1,67
Mb -szczep 26695 i 1,64 Mb - szczep J99. Obszary kodujace
zajmujg odpowiednio 91% i 90.8% genomu szczepu 26695
i J99. Zawarto$¢ par GC w obu szczepach jest jednakowa
i wynosi 39%, ale zar6bwno genom szczepu 26695 jak i J99
posiadaja obszary o odmiennej zawartosci par GC [17], 23%
genow H. pylori nie posiada homologéw w materiale gene-
tycznym innych organizméw zywych, sg to geny unikato-
we dla tego gatunku bakterii [16], Poréwnanie sekwencji
nukleotydowych tych dwdch szczepow H. pylori wykaza-
to obecnos¢ 6-7% gendw szczepowo-specyficznych. Celem
doswiadczenia przeprowadzonego przez Salama i wsp. [18]
w 2000 roku byto wyjasnienie réznorodnosci genetycznej
H. pylori. Wykorzystano w nim technike mikromacierzy
DNA do analizy genomo6w 15 klinicznych izolatéw, pocho-
dzacych od pacjentéw z réznych rejonéw geograficznych,
z ré6znymi objawami chorobowymi, a takze z przypadkéw
asymptomatycznych. Okazato sie, ze 1281 gendw (ok. 78%)
obecnych byto we wszystkich szczepach; uznano je za geny
konieczne do funkcjonowania organizmu. Pozostate geny
(168 - 175) kodowaty m.in. biatka zaangazowane w proces
restrykcji i modyfikacji DNA, biatka btonowe i transpozazy.
Liczbe 1281 zawezono ostatnio, po przebadaniu metodg po-
réwnawczej hybrydyzacji genomow 54 szczepéw H. pylori,
do 1111 genow [19]. Zastosowanie mikropaneli i weryfika-
cja otrzymanych danych metodg PCR i sekwencjonowania
potwierdzity takze wysoki poziom zmiennos$ci sekwencji
nukleotydowych genoméw H. pylori podczas chronicznych
infekcji [20],

W roku 2003 zsekwencjonowano genom drugiego ga-
tunku rodzaju Helicobacter: H. hepaticus ATCC 51449, pa-
togenu wywotujagcego u myszy chroniczny stan zapalny
watroby skutkujgcy rozwojem choroby nowotworowej
[21], DNA H. hepaticus izolowano takze z ludzi z objawa-
mi chordb watroby, lecz bezposredni zwigzek pomiedzy
chorobami nowotworowymi watroby cztowieka a infekcjg
H. hepaticus nie zostat wykazany. Poréwnanie genomow
tych dwéch gatunkéw rodzaju Helicobacter udokumento-
wato jak w trakcie procesu ewolucyjnego przystosowaty
sie one do zasiedlania innych nisz ekologicznych. H. hepa-
ticus posiada genom zblizony wielkoscig do H. pylori; 1.79
Mb (1 875 ORF). 938 biatek posiada ortologi w proteomie
H. pylori a 953 w komdrkach C. jejuni, patogenu koloni-
zujgcego pokrewnag do H. hepaticus nisze ekologiczng (je-
lito cienkie). 821 biatek wystepuje zarébwno w proteomach
obu gatunkéw Helicobacter jak i gatunku C. jejuni. Pod
wzgledem kodowanych czynnikéw wirulencji genom H.
hepaticus przypomina genom H. pylori jak i genom C. je-
juni. Cecha charakterystyczna dla H. pylori i H. hepaticus
jest aktywnos$¢ ureazy (enzym rozktadajagcy mocznik do
amoniaku i dwutlenku wegla). Amoniak produkowany
w wyniku dziatania ureazy zobojetnia kwasne Srodowi-
sko zotgdka i umozliwia przezycie H. pylori. Ureaza nie
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jest enzymem niezbednym do kolonizacji watroby przez
H. hepaticus, wyjasnienie jej roli w tym etapie infekcji wy-
maga dalszych badan. H. pylori i H. hepaticus posiadajg
odmienne systemy zdobywania i transportu niklu, pier-
wiastka niezbednego do funkcjonowania ureazy. Geny
warunkujace transport niklu H. hepaticus sg ortologami ge-
néw E. coli nieobecnymi w genomach H. pylori i C. jejuni.
W przeciwieAstwie do systemow pobierania i transportu
niklu systemy transportu jonéw zelaza sg podobne w ko-
maérkach dwdch badanych gatunkow rodzaju Helicobacter.
W genomie H. hepaticus brak jest wielu istotnych czynni-
kéw wirulencji H. pylori (np. genéw kodujgcych toksyne
wakuolizujgca, gendéw wyspy patogennosci Cag), choé
zawiera on ortologii genéw H. pylori kodujacych istotne
adhezyny, biatka OM (ang. outer membrane), nalezgce do
dwdch podrodzin Hop iHor [21]. Z drugiej strony H. hepa-
ticus produkuje cytotoksyne CDT wytwarzang takze przez
C. jejuni oraz posiada ortologi niektérych adhezyn Cam-
pylobacter. W genomie H. hepaticus zidentyfikowano nowa
wyspe patogennos$ci HHG1 (70 ORF, w wiekszosci o nie-
znanej funkcji). Dane poréwnawczej genomiki wskazuja,
ze obszar ten moze kodowac biatka aparatu sekrecyjnego
typu IV. Ortologii niektdrych genéw tej wyspy patogenno-
$ci zidentyfikowano w genomie C. jejuni ATCC 43431 [22],
Podobnie tez do komorek Campylobacter, a inaczej niz w
komérkach H. pylori w procesie naturalnej transformacji
uczestniczy¢ moga prawdopodobnie biatka biogenezy pili
typu IV [21].

Kazdy zywy organizm posiada zdolno$¢ do regulacji
ekspresji swoich gendw w odpowiedzi na warunki $rodo-
wiska. W genomie H. pylori stosunkowo niewielka liczba
gendw (tylko 1.1% wszystkich otwartych ramek odczytu)
koduje biatka regulujgce ekspresje genéw, co najprawdopo-
dobniej jest wynikiem wysokiego stopnia przystosowania
bakterii do srodowiska i braku konkurencji ze strony innych
mikroorganizmow. W chromosomie obydwodch szczepéw
H. pylori wystepuje tylko kilka genéw kodujacych biatka
uktadéw dwusktadnikowych biorgcych udziat w procesie
przekazywania sygnatu. W genomie H. pylori znaleziono
cztery ortologi HK (kinaza histydynowa) i sze$¢ ortologow
RR (biatko regulatorowe) [23]. Genom H. pylori koduje tez
zaledwie trzy czynniki sigma RNAP. W$r6d przedstawicieli
Epsilonproteobacteria najwyzsza liczbe gendw kodujacych
biatka o funkcjach regulatorowych odnaleziono w genomie
Wolinella succinogenes, mikroorganizmu bedacego komensa-
lem bydta [24].

Obserwowana réznorodno$¢ genetyczna klinicznych
izolatow H. pylori jest prawdopodobnie skutkiem dziatania
kilku réznych mechanizméw: nagromadzania mutacji punk-
towych, rearanzacji DNA oraz horyzontalnego transferu ge-
néw. Wysoki poziom polimorfizmu genéw kodujacych dwa
istotne czynniki wirulencji H. pylori: toksyne VacA i bial-
ko CagA wskazuje na istotng role nagromadzania mutacji
punktowych w procesie ewolucji genomoéw H. pylori. Fakt
ten potwierdzono réwniez przy uzyciu strategii MLST (ang.
multi locus sequence typing) [25]. Udziat procesow rekombi-
nacji w generowaniu réznorodnosci genoméw potwierdza
obecnosé elementoéw insercyjnych (IS 605, IS 606), a efektem
horyzontalnego transferu gendw jest wyspa patogennosci
Cag o bardzo zréznicowanej organizacji genetycznej [17].
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Okreslenie petnej sekwencji nukleotydowej genomaéw
dwoch szczepéw H. pylori 26695 (1590 ORF) oraz J99 (1495
ORF) umozliwito przeprowadzenie licznych doSwiadczen
proteomiki poréwnawczej, analizy zaleznosci sktadu prote-
omow patogenu od warunkéw wzrostowych oraz oddzia-
tywania pomiedzy biatkami. Klasyczny protokét analiz pro-
teomicznych polega na rozdziale mieszaniny biatek otrzy-
manych z catych komérek lub odpowiednich przedziatdw
komorkowych metodg dwukierunkowej elektroforezy
(2-DE) i ich identyfikacji z zastosowaniem réznych metod
spektrometrii mas. Metodyka ta, cho¢ niezwykle uzyteczna
zar6wno w badaniach o charakterze poznawczym jak iapli-
kacyjnym, posiada jednak wiele ograniczen. Dosy¢ czesto
nie pozwala na identyfikacje biatek wystepujacych w nie-
duzej ilosci oraz hydrofobowych, trudno rozpuszczalnych
biatek btonowych. Takze biatka o zasadowym punkcie izo-
elektrycznym sg reprezentowane na niskim poziomie przy
zastosowaniu standardowych metod rozdziatu. Ten ostatni
punkt stanowi istotny problem w eksperymentach anali-
zy proteomow H. pylori. Teoretyczna analiza produktow
translacji 1590 ORF H. pylori wskazuje, ze az 1005 z nich
(63,2%) posiada pi wyzszy od 7,0, a 543 (34,2%) charaktery-
zuje sie pi wyzszym od 9,0 [26].

Liczba zidentyfikowanych metoda dwukierunkowej
elektroforezy punktdw biatkowych przewyzsza czesto licz-
be podlegajacych translacji ORF obecnych w genomach.
Przyczyn wystepowania produktu jednego genu w Kilku
formach moze by¢ wiele. Liczne biatka podlegajg procesom
potranslacyjnych modyfikacji (fosforylacja, glikozylacja czy
proteoliza), co powoduje ich obecnos¢ w Kkilku rejonach
zelu. Dodatkowo niektére techniki przygotowywania prob
wplywajg na modyfikacje biatek.

Jak dotad ponad 1800 réznych rodzajow biatek H. pylori
udato sie rozdzieli¢ metodg dwukierunkowej elektrofore-
zy [27]. Do najczesciej analizowanych proteoméw nalezg
proteomy ze szczepdw o zsekwencjonowanych genomach.
Analiza biatek pochodzacych z catych komorek H. pylori
26695 rozdzielanych metodg 2-DE na duzych Zzelach po-
zwolita na identyfikacje 384 biatek, produktéw 290 genow
[28]. Wiekszos$¢ z nich jest produktami 1281 gendéw sta-
nowigcych niezmienny trzon informacji genetycznej tego
gatunku, zachowanych w ewolucji pomiedzy réznymi kli-
nicznymi izolatami [29], Analizowano takze sktad biatkowy
szczepu H. pylori SS1 zdolnego do kolonizacji przewodu
pokarmowego myszy oraz kilku klinicznych izolatéw pa-
togenu [30,31], Badania te potwierdzity réznorodnos¢ ge-
netyczng analizowanych szczepdw. Zidentyfikowano takze
wiele homologicznych biatek o réznej ruchliwosci zwigza-
nej z roznicami w ich punkcie izoelektrycznym. Efekty te
sg odzwierciedleniem wysokiego poziomu polimorfizmu
kodujacych sekwencji nukleotydowych H. pylori lub/i po-
translacyjnych modyfikacji biatek.

Sktad proteomu H. pylori uzalezniony jest od warun-
kéw Srodowiska i fazy wzrostu hodowli bakterii. Trzeba
zaznaczy¢, ze prowadzone badania sg jednymi z pierw-
szych analiz zaleznos$ci skiadu proteomu od warunkéw
Srodowiskowych. Przewaznie dostarczajg one wielu infor-
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macji, ktore nie zawsze jesteSmy w stanie wyttumaczy¢. W
komérkach H. pylori hodowanych na podifozu ptynnym
zaobserwowano spadek ilosci biatek zwigzanych z proce-
sami syntezy biatek i aminokwasow oraz biatek biorgcych
udziat w procesach detoksykacji komorki w poréwnaniu
z proteomem bakterii hodowanych na podtozach statych.
Odwrotng korelacje zaobserwowano dla UreB (ang. urease
beta subunit) i GroEL (ang. chaperone; heat shock protein HspB)
[32], Stonczewski i wsp. [33] analizowali wptyw pH pod-
toza na sktad biatek mikroorganizmu. Stosowano podtoze
wzrostowe o pH 5,7 i 7,5. W obu warunkach wzrostowych
biatkami wystepujacymi w najwiekszej ilosci byty, podob-
nie jak w badaniach opisanych wyzej, podjednostka ureazy
UreB i biatko opiekuricze GroEL. W warunkach kwasnego
pH wyraZnie wzrastata ilo§¢ UreB, co potwierdzito wcze-
$niejsze obserwacje dotyczgce regulacji ekspresji operonu
ureazowego przez pH $Srodowiska. Dodatkowo z komorek
mikroorganizmu izolowano biatko eukariotyczne, pocho-
dzace z surowicy bydlecej dodawanej do podtoza wzrosto-
wego, apolipoproteine A-l. Autorzy sugeruja, ze pobieranie
tego biatka utatwia patogenowi pozyskiwanie cholesterolu i
synteze glikozydow cholesterolowych (glikolipidow) stano-
wigcych 25 % lipidéw komdrki. W warunkach alkalicznych,
bedacych dla H. pylori warunkami stresowymi wyraznie
wzrastata ilos$¢ biatek opiekunczych GroEL (HspB), GroES
(ang. cochaperone HspA) oraz biatka TsaA (ang. alkyl hydro-
peroxidase reductase; 26 kDa antigen), homologa AhpC (ang.
alkyl hydroperoxidase reductase) bedacego antyoksydantem.
W komérkach hodowanych w warunkach stresu tlenowe-
go (20% 0 2 zaobserwowano zmiany w poziomie 10 eks-
prymowanych biatek. Wyrazny spadek ilosci odnotowano
dla UreE (biatko opiekuncze ureazy) oraz AhpC. Uzyskane
wyniki potwierdzono takze analizg na poziomie RNA (RT-
PCR) [34], R6znice w zmianach poziomu TsaA i AhpC w
warunkach stresowych moga wskazywac na inne substraty
tych antyoksydantow.

Proteomy komoérek mozna takze analizowa¢ w sposob
posredni, metodag mikropaneli, badajagc zmiany poziomu
transkrypcji genow (transkryptomy) w zaleznos$ci od wa-
runkéw wzrostu. | tego typu globalne analizy zostaty prze-
prowadzone dla szczepow H. pylori. Przebadano wpiyw
pH $rodowiska, stezenia jonéw zelaza oraz fazy wzrostu
hodowli bakteryjnej na poziom transkrypcji genéw [35,36,
37], Szczegbtowe poréwnywania tych globalnych analiz
wykracza poza tematyke tej pracy przeglagdowej. Trzeba jed-
nak podkresli¢ znaczace rozhieznosci pomiedzy wynikami
eksperymentéw wykonywanych w réznych laboratoriach.
Podobnie trudno jest poréwnywaé zaleznosci pomiedzy ba-
danymi transkryptomami i proteomami szczepéw hodowa-
nych w podobnych warunkach. W wiekszosci przypadkdéw
liczba genow, ktorych transkrypcja zalezna jest od konkret-
nego czynnika Srodowiska znacznie przewyzsza liczbe bia-
tek, ktérych poziom warunkowany jest tym samym czyn-
nikiem. Obserwowane rozbieznos$ci moga odzwierciedlac
zar6wno niedoskonatosci stosowanych metod jak i skom-
plikowane mechanizmy regulacyjne.

Jedng ze strategii stosowanych w celu zwiekszenia roz-
dzielczosci analiz prowadzonych metodg 2-DE jest analiza
subproteomoéw, czyli biatek zlokalizowanych w r6znych
przedziatach komérkowych. Zastosowano jg takze w od-
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niesieniu do proteoméw mikroorganizméw rodzaju Heli-
cobacter. Otrzymywane dane eksperymentalne winny by¢
whnikliwie analizowane; nie opracowano, bowiem jak dotad
techniki pozwalajacej na uzyskanie 100 %rozdziatu biatek z
réznych bakteryjnych frakcji.

Analizy in silico pozwolity na zidentyfikowanie w prote-
omie Helicobacter pylori 26695 160-164 biatek bedacych inte-
gralnymi sktadnikami bton i okoto 500 biatek posiadajgcych
sekwencje sygnatowe [38]. Analiza proteomiczna stabo roz-
puszczalnych biatek btonowych jest szczeg6lnie utrudnio-
na. W ostatnich latach opracowano jednak metody umoz-
liwiajagce dosy¢ doktadng analize tego subproteomu, co po-
zwolito na badanie sktadu biatek btony zewnetrznej kilku
gatunkoéw bakterii [39,40], Analiza proteomiczna frakcji bia-
tek nierozpuszczalnych w sarkozylu H. pylori 26659 prze-
prowadzona przez Baik i wsp. [41] pozwolita na rozdziat
80 biatek, z ktérych zidentyfikowano 62 bedace produktami
35 gendw. 16 biatek zaklasyfikowano jako OMP (ang. outer-
membrane proteins), podczas gdy analizy in silico wskazujg
na obecnos$¢ w genomie tego szczepu 32 ORF potencjalnie
kodujacych biatka btony zewnetrznej [15]. Wigekszo$¢ OMP
H. pylori zidentyfikowanych w tym doswiadczeniu posia-
da, w przeciwienstwie do biatek OM innych badanych gram-
ujemnych bakterii, zasadowy punkt izoelektryczny.

Backert i wsp. [38] pordwnywali zestaw rozpuszczalnych
(cytosolowych) protein H. pylori z biatkami zwigzanymi z
ostonami komdrkowymi. Z rozdzielonych okoto 1000 biatek
cytosolowych i 800 btonowych do dalszej analizy wybrano
po 50 wystepujagcych w dostatecznie duzej ilosci w danej
frakcji. Cho¢ w wiekszosci przypadkéw konkretne biatka
wystepowaty w jednej frakcji, to zidentyfikowano pewng
grupe tych makroczasteczek, istotnych czynnikow wirulen-
cji, obecnych w obu frakcjach komérkowych, co moze wy-
jasnia¢ opisywane uprzednio kontrowersje dotyczace ich
lokalizacji. Tak np. z dwéch, tworzacych kompleks, biatek
opiekunczych GroEL (HspB) i GroES (HspA), wytwarza-
nych przez H. pylori w duzych ilosciach, GroEL byto obecne
gtownie we frakcji oston komérkowych, podczas gdy biat-
ko opiekuncze GroES wystepowato w réwnych ilosciach
we frakcji rozpuszczalnej i btonowej. Nieoczekiwanie kilka
czynnikéw wirulencji (NapA, ang. neutrophil-activating pro-
tein, KatA, ang. catalase, czy Ggt, ang. gamma-glutamyltran-
speptidase) odnaleziono we frakcji rozpuszczalnej. Autorzy
sugeruja, ze by¢ moze lokalizacja tych biatek jest modulo-
wana kontaktem z komérkami gospodarza. Dane do$wiad-
czalne tej grupy niemieckich naukowcoéw dotyczace analiz
proteomicznych subproteomdw sa dostepne na stronie in-
ternetowej http:// www.mpiib-berlin.mpg.de/2D-PAGE.

Analizowano takze sekretom, czyli zestaw biatek sekre-
cyjnych H. pylori. Proteomiczna analiza sekrecyjnych biatek
H. pylori nie jest tez tatwym zadaniem ze wzgledu na wy-
stepowanie zjawiska autolizy komorek oraz niska stabilnosé
wydzielanych do $rodowiska biatek. Bumann i wsp. [42]
rozdzielili metoda 2-DE 33 biatka izolowane z supematantu
hodowli, z czego zidentyfikowano 26. Mechanizm sekrecji
nie wszystkich udato sie okresli¢. Szesnascie z nich posiada
sekwencje sygnatowe, kilka protein to biatka zwigzane z bio-
geneza lub wchodzace w skiad aparatu ruchu (lll typ trans-
portu). Zidentyfikowano tez fragmenty toksyny YacA, beda-
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cej autotransporterem. Kilka z sekrecyjnych biatek nalezy do
klasy oksydoreduktaz bioragcych udziat we wprowadzaniu
mostkéw dwusiarczkowych do innych biatek, co potwierdzito
wczesniejsze obserwacje o zdolnosci patogenu do modyfikacji
poziomu wigzan dwusiarczkowych w biatkach gospodarza
[43]. Sekrecyjnym biatkiem okazata sie by¢ tez serynowa prote-
aza HtrA, uznawana za opiekunicze biatko peryplazmatyczne.
Niewykluczone, ze odgrywa ona réwniez role w modyfikacji
mikrosrodowiska w jakim bytuje patogen. Osiem analizowa-
nych biatek nie ma okreslonej funkcji.

W ostatnich latach opracowano wiele metod pozwalaja-
cych analizowa¢ oddziatywanie pomiedzy biatkami zaréw-
no w testach in vivo jak i in vitro. Nalezg do nich réznorodne
uktady dwuhybrydowe, mikromacierze biatkowe czy tech-
niki analizy komplekséw biatkowych z wykorzystaniem
chromatografii powinowactwa i masowej spektrometrii [44],
Jak dotad, najczesciej stosowang strategia jest drozdzowy
uktad dwuhybrydowy (Y2H, ang. yeast two hybrid). Trzeba
jednak pamieta¢, ze wyniki otrzymane przy zastosowaniu
tej technologii winny by¢ weryfikowane innymi metodami.
Technika drozdzowego uktadu dwuhybrydowego generuje
wiele zar6wno pozytywnie jak i negatywnie fatszywych da-
nych wynikajgcych z wielu przyczyn, jak np. niewtasciwego
pofatdowania biatek czy ich niewtasciwej lokalizacji. H. py-
lori byt pierwszym mikroorganizmem patogennym, ktd-
rego interaktom zostat przeanalizowany z zastosowaniem
Y2H systemu. W doswiadczeniach, w ktérych uzyto 285
fragmentéw DNA jako przynety, a biblioteka genomowe-
go DNA zawierata 2xl06réznorodnych regionéw DNA, zi-
dentyfikowano 1524 oddziatywan pomiedzy biatkami [45].
Dane te dostepne sg pod adresem internetowym: http://
pim.hybrigenics.com. Terradot i wsp. [46] potwierdzili wia-
rygodnos$¢ prezentowanych danych analizujgc 17 opisanych
oddziatywan pomiedzy 31 biatkami metodami biochemicz-
nymi i w 76% otrzymali wyniki pozytywne. Dodatkowo,
ich badania zaowocowaty wykryciem nowych kompleksow
biatkowych, gtownie zwigzanych ze sktadnikami aparatu
sekrecyjnego typu IV.

ZASTOSOWANIE IMMUNOPROTEOMIKI W
DIAGNOSTYCE HELICOBACTER PYLORI

KLASYCZNE METODY DIAGNOSTYKI
INFEKCJI HELICOBACTER

Ze wzgledu na powszechne wystepowanie zakazenia
H. pylori opracowano wiele metod diagnostycznych [47],
Niestety zadna z nich nie charakteryzuje sie odpowiednio
wysokim poziomem czutosSci i swoistosci. Techniki diagno-
styczne wykrywania zakazenia Helicobacter pylori mozna
podzielié na bezposrednie, czyli inwazyjne, ktére wymagaja
wykonania badania endoskopowego z pobraniem wycinka
btony S$luzowej zotgdka i coraz czesciej stosowane metody
nieinwazyjne. Pierwsze z nich pozwalajg nie tylko na udo-
kumentowanie zakazenia, ale takze na ocene zaawansowa-
nia stanu zapalnego btony Sluzowej zotadka. Obecnos$é pa-
togenu w bioptatach potwierdzana jest przy uzyciu metod
hodowlanych, testu ureazowego oraz testow molekularnych
(hybrydyzacja, test PCR z zastosowaniem specyficznych
starterow oraz PCR w czasie rzeczywistym, ang. Real - Time
PCR). Niektore z nich pozwalajg takze na oceng wrazliwosci
mikroorganizmu na antybiotyki.
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Metody nieinwazyjne nie wymagaja pobierania wycin-
kéw sluzowki i wykonywania endoskopii. Nalezg do nich:
testy oddechowe i testy serologiczne. Te pierwsze polegaja
na doustnym podaniu pacjentom roztworu mocznika znako-
wanego izotopem wegla 1 lub 4C. Mocznik w organizmie
pacjenta jest rozktadany do amoniaku i dwutlenku wegla
(efekt aktywnosci ureazy), a powstajacy dwutlenek wegla
przenika do krwi i jest wydalany przez ptuca. Obecnos¢
izotopdw wegla mierzona jest w wydychanym powietrzu.
Ogolnie dostepne testy serologiczne, gtéwnie testy ELISA,
polegajg na okresleniu obecnosci specyficznych przeciwciat
IgG (anty-Helicobacter) we krwi lub kale (HpSA, ang. H. py-
lori stool antigen). Ze wzgledu na stosunkowo dtugo po era-
dykacji utrzymujacy sie w organizmie pacjentow wysoki
poziom swoistych przeciwciat technika ta nie wykrywa ak-
tualnego zakazenia, a jedynie kontakt z bakterig. Nie umoz-
liwia takze rozpoznania konkretnej jednostki chorobowej.
Dodatkowo testy ELISA charakteryzuja sie stosunkowo ni-
skg czutoscig. W badaniach przeprowadzonych przez Mini
i wsp. [48] 95,5% surowic pacjentow zaklasyfikowanych
jako negatywne w stosunku do H. pylori w testach ELISA
wykazywato immunoreaktywnos$¢ z biatkami patogenu w
testach wykonanych metodga ,,Western biot".

Ze stosowanych metod diagnostycznych tylko metody
inwazyjne dajg mozliwos$¢ oceny opornosci badanych szcze-
péw na antybiotyki, przeprowadzenia analiz genetycznych
czy oceny skuteczno$ci terapii (RT-PCR). Przeprowadzenie
tego typu analiz wymaga jednak odpowiednio przeszko-
lonego personelu i odpowiedniego wyposazenia laborato-
rium.

IMMUNOPROTEOMIKA W DIAGNOSTYCE H. PYLORI

Immunoproteomika to technika badan bedaca potacze-
niem metod klasycznej proteomiki z wykorzystaniem im-
munologicznej identyfikacji antygendéw. Elektrotransfer
rozdzielonych biatek konkretnego mikroorganizmu z zelu
poliakryloamidowego na btone nitrocelulozowg i inkubacja
z odpowiednig surowicg (surowice pacjentow lub zwierzat
doswiadczalnych) pozwala na okre$lenie immunoprote-
omu patogenu.

W pierwszych badaniach prowadzonych pod koniec
XX wieku starano sie zidentyfikowa¢ immunogenne biatka
H. pylori analizujgc proteomy réznych klinicznych izolatow.
W tych eksperymentach poréwnywano przewaznie wzory
antygenowe otrzymane przy uzyciu mieszanych surowic
od os6b zainfekowanych H. pylori z tymi otrzymanymi przy
zastosowaniu surowic pobranych od oséb niezainfekowa-
nych. W 1998 roku McAtee i wsp. [49] badali antygenowos¢
biatek szczepu H. pylori ATCC 43504 w reakcji z surowica-
mi pobranymi od 14 pacjentow zainfekowanych H. pylori.
Kontrole stanowity biatka tego samego patogenu poddane
reakcji z mieszaning surowic od 14 os6b niezakazonych. Zi-
dentyfikowano 30 antygendéw. Kilka z nich byto juz wcze-
$niej opisanych, tj. flagellina, ureaza, VacA i CagA, ale udo-
kumentowano immunogennos$¢ nowych biatek. Wystepujace
w duzej ilosci i silnie immunogenne biatka obecne byly tez
w proteomach szesSciu przebadanych klinicznych izolatéw
pochodzacych z réznych regionéw geograficznych (wsréd
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nich byt szczep o zsekwencjonowanym genomie; H. pylori
26695. Lock i wsp. [50] poréwnywali immunoreaktywnos$¢
biatek réznych szczepéw H. pylori z przeciwciatami klasy
1gG i IgA obecnymi w puli surowic od 20 pacjentéw z ob-
jawami stanu zapalnego zotgdka lub choroby wrzodowej. |
w tych badaniach nie wykryto réznic pomiedzy szczepami.
Wiekszo$¢ immunoreaktywnych biatek [UreB, TufA, (ang.
elongation factor Tu; EF-Tu), HspB, FlaA] wystepowata w
postaci kilku izoform. Wykazywaly one znaczace réznice w
reakcji z przeciwciatami dwdch klas, np. biatko HspB reago-
wato gtéwnie z przeciwciatami 1gG a flagellina z dwoma kla-
sami przeciwciat. Niektore immunogenne biatka wystepuja
w lizatach komdrek w matej ilosci, co utrudnia ich wykrycie
przy zastosowaniu klasycznego protokotu proteomicznego.
Frakcjonowanie biatek z uzyciem heparynowej chromato-
grafii powinowactwa pozwala przezwyciezy¢ ten problem.
Stosujac te technike Utt i wsp. [51] w ekstrakcie glicynowym
biatek referencyjnego szczepu CCLJG 17874 zidentyfikowali
dwa nowe immunogenne biatka H. pylori: HP0175 (ang. celi
binding factor-2) i HP0231 (ang. heparin binding protein). Liste
zidentyfikowanych do roku 2006 immunogennych biatek
H. pylori zamieszczono w kilku publikacjach [30,31,52].

W celu stworzenia wiarygodnych testow diagnostycz-
nych, dzieki ktdrym bedziemy w stanie przewidzie¢ rozwoj
konkretnych objaw6éw choroby spowodowanych infekcja
H. pylori, prowadzi sie badania, w ktérych rozdzielone me-
todg elektroforezy dwukierunkowej biatka patogenu pod-
daje sie reakcji z surowicami pacjentow z réznymi objawami
chorobowymi. Najistotniejsze wydaje sie by¢ poszukiwanie
markerdw pozwalajgcych na zdiagnozowanie ryzyka roz-
woju choroby nowotworowej zotgdka. Stworzenie prostej
metody diagnostycznej opartej na tescie serologicznym po-
zwolitoby przeprowadzi¢ ,,screening" osob zainfekowanych
H. pyloriiwyszuka¢ wsrod nich te, u ktérych ryzyko wysta-
pienia choroby nowotworowej jest wysokie.

Kimmel i wsp. [53] jako pierwsi podjeli sie proby po-
szukiwania zwigzku pomiedzy profilem antygenowym
patogenu (szczep H. pylori G27) a rodzajem indukowanej
zakazeniem choroby. Poréwnano wyniki analiz zestawu
biatek patogenu poddanych reakcji z surowicami otrzyma-
nymi od 0séb z réznymi objawami chorobowymi: pacjen-
téw ze stanem zapalnym btony $luzowej zotagdka, z chorobg
wrzodowg, z nowotworem zotgdka (ang. cidenocarcinoma)
i z chorobg nowotworowg tkanki limfatycznej — MALT.
Kontrole stanowity surowice od pacjentéw niezakazonych
H. pylori. W badaniu zostato zidentyfikowanych tgcznie 29
antygendw, z ktorych 9 biatek byto juz opisane uprzednio
przez McAtee'ego i wsp. [49]. Wiele ze zidentyfikowanych
immunopozytywnych biatek okazato sie by¢ biatkami me-
tabolizmu podstawowego, niektére z nich o przewidywanej
lokalizacji cytoplazmatycznej. Pézniejsze analizy proteomu
H. pylori wykazaty jednak, ze niektdére z tych biatek jak np.
biatka Hsp sg obecne zar6wno we frakcji biatek rozpusz-
czalnych jak i zwigzanych z ostonami komoérkowymi. Nie
udato sie wykaza¢ powigzania pomiedzy profilem antyge-
nowym patogenu a indukowanymi zakazeniem objawami
chorobowymi.

Podobne doswiadczenia przeprowadzili takze w roku
2002 roku Haas i wsp. [54], Obiektem badan byt H. pylori
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26695. Analizujagc zwigzek pomiedzy specyficzng odpowie-
dzig immunologiczng a wystgpieniem okreslonej choroby
zastosowano surowice pobrane od pacjentéw negatywnych
wzgledem H. pylori i od pacjentéw ze stanem zapalnym bto-
ny $luzowej zotgdka i ze zdiagnozowang chorobg wrzodowg
lub nowotworowg. Punkty biatkowe rozpoznawane przez
surowice (310) stanowity 17% wszystkich zidentyfikowa-
nych (116 punktow biatkowych byto rozpoznawanych jedy-
nie przez surowice od os6b zainfekowanych H. pylori, 156 z
wiekszg intensywnos$cig przez surowice oso6b H. pylori-pozy-
tywnych w poréwnaniu z surowicami od pacjentéw H. pylo-
ri-negatywnych, a 38 z identyczng intensywnos$cig niezalez-
nie od zrédta surowicy). Sposrod 32 najsilniejszych antyge-
néw dziewie¢ nie byto wczedniej opisanych. Wiekszos¢ anty-
genow byta z duzo wiekszg intensywnos$cig rozpoznawana
przez surowice 0s6b H. pylori-pozytywnych; a sze$¢ z nich:
HP0231, HtrA (ang. protease), Cag 3, Cag 26, CIpB (ang. ATP-
dependent protease binding subunit), HP0795 (ang. trigger fac-
tor), wytgcznie przez surowice pobrane od oséb chorych. W
wypadku kilku biatek ich immunoreaktywno$¢ uzalezniona
byta od izoformy biatka. Reakcja biatek H. pylori z surowica-
mi oséb niezakazonych odzwierciedla prawdopodobnie ich
podobienistwo immunologiczne do biatek innych mikroorga-
nizmow (Campylobacter, Escherichia coli czy Salmonella). Nie-
ktére antygeny byty z duzo wiekszg intensywnoscig i czesto-
$cig rozpoznawane przez surowice 0so6b z chorobg wrzodo-
wa niz od o0s6b ze stanem zapalnym, co moze odzwierciedla¢
réznice w intensywnosci stanu zapalnego. Zauwazono tez
réznice w intensywnosci i czestosci reakcji niektorych biatek
z surowicami od pacjentéw z chorobg wrzodowa w poréw-
naniu z surowicami od pacjentéw z chorobg nowotworowa.
Badania te nie doprowadzity do identyfikacji konkretnych
antygendéw uzytecznych w testach diagnostycznych, ale
wskazaty na skuteczno$¢ stosowanych metod i pozwolity na
wytypowanie biatek do dalszych badan.

Minni i wsp. [31] w przeciwienstwie do poprzednich ba-
dan poréwnywali proteomy dwoch réznych klinicznych
szczepow G39 (wyizolowany od pacjenta z wrzodami dwu-
nastnicy) i 10K (pochodzacy od chorego z nowotworem zo-
tadka). Zidentyfikowano 9 biatek, ktére réznity oba szczepy,
a wiec mogtyby sta¢ sie potencjalnymi znacznikami danej
choroby, dwa z nich wystepowaty w obu szczepach, ale w
postaci roznych izoform. Proteomika poréwnawcza po-
miedzy szczepami H. pylori zwigzanymi z pojawianiem sie
réznych objawoéw chorobowych jest zdaniem autoréw po-
tencjalnym sposobem do odnalezienia znacznikéw diagno-
stycznych, pod warunkiem przebadania duzej liczby szcze-
péw odpowiedzialnych za wywotywanie ré6znych objawoéw
chorobowych. Scharakteryzowanie profilu biatkowego da-
nego szczepu umozliwi takze rozpoznanie czy nieskuteczna
préba eradykacji patogenu jest spowodowana ciggta infekcjg
tym samym szczepem czy jest nastepstwem infekcji innym.
Autorzy dodatkowo do analizy poréwnawczej proteoméw
przeprowadzili takze immunoproteomiczng analize w celu
identyfikacji profili antygenowych réznych szczepédw H. py-
lori stosujac surowice pobrane od pojedynczych pacjentéw
z r6znymi objawami chorobowymi (choroba nowotworowa
oraz choroba wrzodowa). W badaniu zidentyfikowano 30
antygenow, z czego 21 byto juz wczedniej opisanych. Nie-
ktére z nich reagowaty z surowicami pobranymi od wszyst-
kich pacjentéw, niezaleznie od zdiagnozowanych objawdw
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chorobowych. Ws$réd antygenow rozpoznawanych tylko
przez surowice pochodzace od pacjentdw z chorobg wrzo-
dowg znalazty sie biatka Ppa (ang. inorganic pyrophosphatase)
i UreG. Do potencjalnych znacznikdw raka zotgdka mozna
zaliczy¢ wczesdniej juz zidentyfikowane, a tu potwierdzo-
ne HyuA (ang. hydantoin utilization protein A), GroES, TypA
(ang. GTP-binding protein; homolog BipA o nieznanej funk-
cji), BipA (ang. GTP-binding protein), a takze dotgczy¢ do tej
listy AhpC i DnaK (ang. chaperone; heat shock protein 70). Ba-

dania te wykazaly zalezno$¢ odpowiedzi immunologicznej
zaréwno od szczepu patogenu jak i organizmu gospodarza
ijeszcze raz udokumentowaty, ze zidentyfikowanie uniwer-
salnego znacznika detekcji choroby nowotworowej wymaga
wielu dalszych badan z uzyciem klinicznych izolatéw a nie
tylko szczepdw o zsekwencjonowanych genomach. Tabela 1
przedstawia wyniki dotychczasowych badar dotyczacych
identyfikacji znacznikéw specyficznych dla konkretnej jed-
nostki chorobowej indukowanej infekcja H. pylori.

Tabela 1. Immunogenne biatka Helicobacter pylori wytypowane jako markery choroby nowotworowej lub/i choroby wrzodowej.

Antygen Nazwa genu
Biatko opiekuncze, biatko szoku cieplnego* groEL
Biatko opiekuricze groEs
Syntaza cytrynianowa gitA
Dehydrogenaza izocytrynianowa* icd
Biatko pomocnicze syntezy ureazy ureG
Podjednostka (Bureazy* ureB
Podjednostka a ureazy ureA
Biatko opiekuricze; biatko szoku cieplnego dnaK
Flageltina B flaB
Czynnik 2 wigzacy sie do komorki

Reduktaza fumaranowa* frdA
Biatko aktywujace neutrofile napA
Tiolowa peroksydaza, adhezyna tagD
Biatko warunkujace tolerancje na penicyline

Biatko wigzgce GTP yihK
Syntaza glutaminianowa ginA
Biatko Cag PAI* cag26
Reduktaza grupy 3 ketoacylowej zwigzanej z fabG
biatkiem przenoszacym grupe acylowg

Flageltina A flaA
Pirofosfataza pirofosforanowa ppa
Niehemowa ferrytyna pfr
Biatko A wykorzystujace hydantoine* hyuA
Biatko hipotetyczne

Akonitaza B* acnB
Podjednostka proteolityczna zaleznej clpP
od ATP Cip proteazy

Tioredoksyna trxA
Katalaza katA
Hydrogenaza hypB
Biatko hipotetyczne

Niewrazliwa na tlen nitroreduktaza NAD(P)H

Podjednostka y oksydoreduktazy pirogronian:ferrodoksyna

tancuch a syntazy ATP atpA
Biatko Ffh rozpoznajgce czgsteczki sygnatowe ffh
Flawodoksyna A fldA
L7/L12 biatko rybosomalne rpl7/H2
Tioredoksyna

Peryplazmatyczne biatko wigzace zelazo* ceukE
Reduktaza wodoronadtlenku alkilowego ahpCl/tsaA

ORF Badania Jungblut iwsp.3 Badania Mini iwsp.h
zastosowana surowica zastosowana surowica
Hp c w Hp c w
HP0010 + + + —_ +++ +
HPO0011 — + + — + -
HP0026 - + — n n n
HP0027 - + — n n n
HP0068 n n n — — +
HP0072 - + — — ++ +
HP0073 + + - n n n
HP0109 n n n — + -
HPO0115 n n n — +++ +
HP0175 B + — n n n
HP0192 . — + —_ + —
HP0243 n n n —_ + +
HP0390 - + — n n N
HP0400 - + - n n N
HP0480 — + — n n N
HP0512 - - n n N
HP0547 - N + — + +
HP0561 — + - n n N
HP0601 n n n — +++ +
HP0620 n n n - - +
HP0653 n n n - + +
HP0695 n n n - + +
HP0697 - + - - + +
HP0779 - + - n n N
HPO0794 n n n + + +
HP0824 n n n - + +
HP0875 + + - - + -
HP0900 — + + n n N
HP0902 n n n + +
HP0954 - + - n n N
HP1108 - + - n n n
HP1134 n n n - ++ +
HP1152 - + — n n N
HP1161 - - - + +
HP1199 - + + +++ +
HP1458 n n n - + +
HP1562 - + - n n N
HP1563 n n n - ++ +

Hp' — surowica od pacjentéw H. pylori negatywnych; ¢ — surowica od pacjentéw z chorobg nowotworowga (adenocarcinoma); w — surowica od
pacjentéw z chorobg wrzodowa; @w badaniach przeprowadzonych przez Jungbluta iwsp. [30] stosowano szczep H. pylori 26695 i surowice: Mpi40(Hp_
), Mpid4(c), Mpi54(w); + — pozytywna reakcja; - — brak reakcji; n — nie zidentyfikowano; Hw badaniach przeprowadzonych przez Mini i wsp.
[31] stosowano 3 szczepy H. pylori: 328, G39, 10K wyizolowane odpowiednio od pacjentéw z stanem zapalnym zotadka, wrzodami dwunastnicy
i nowotworem zotgdka. Analizowano reakcje biatek tych szczepéw z 4 r6znymi surowicami pobranymi od pacjentéw z nowotworem (E1136,
F824,F840,F123) i z jedng pochodzaca od pacjenta z chorobg wrzodowg (G39). +++ —9-12 reakcji pozytywnych; ++ —5-8 reakcji pozytywnych;+
— 1-4 reakcji pozytywnych;— —brak reakcji; n —nie zidentyfikowano; * —antygeny wytypowane takze w do$wiadczeniach Haas i wsp. [54] jako

markery choroby nowotworowej.
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IMMUNOPROTEOMIKA - IDENTYFIKACJA
ANTYGENOW, KANDYDATOW DO KONSTRUKCJI
SKUTECZNYCH SZCZEPIONEK

W skali globalnej Helicobacter pylori jest drugim pod
wzgledem czestosci wystepowania patogenem cztowieka.
Infekcja tym mikroorganizmem moze skutkowaé powaz-
nymi objawami chorobowymi. Zastosowanie nawet najbar-
dziej skutecznych terapii antybiotykowych potgczonych z
podaniem inhibitora pompy protonowej (PPI) prowadzi do
eradykacji patogenu tylko u ok. 80% pacjentéw. Gtéwnym
powodem nieskutecznosci terapii jest wzrastajgca opornosc
klinicznych izolatéw H. pylori na antybiotyki [55], Terapia
jest kosztowna i wymaga zdyscyplinowania pacjenta; czes¢
chorych uskarza sie rdwniez na wystepowanie skutkow
ubocznych.

Powszechnie uwaza sie, ze szczepienia bytyby najsku-
teczniejszag metodg zapobiegania zakazeniu H. pylori i in-
dukcji wywotywanych przez ten mikroorganizm objawow
chorobowych. Rozwazane jest uzycie dwo6ch rodzajow
szczepionek: szczepionki profilaktycznej, czyli aplikowanej
przed zakazeniem H. pylori albo terapeutycznej, podawanej
osobie juz zakazonej. Podawanie drugiego typu szczepionki
bedzie miato na celu wspomaganie leczenia oraz zapobiega-
nie ponownemu zakazeniu patogennym mikroorganizmem.
Uzycie szczepionki profilaktycznej budzi wiele kontrower-
sji. Infekcja nabywana jest gtownie przed 3 rokiem zycia, a
ryzyko zakazenia powyzej 5roku zycia jest niewielkie [56].
Tak wiec, ten typ szczepionki powinien by¢ preparatem
przeznaczonym dla dzieci. Prowadzenie badan na mode-
lu osdb dorostych opieratoby sie na przypuszczeniach, ze
infekcja jak i szczepionka indukuja odpowiedz immuno-
logiczng jednakowg u dorostych i dzieci [57]. Dodatkowo
przeprowadzone w ostatnich latach badania epidemiolo-
giczne wykazaly, ze w krajach rozwinietych, gdzie na szero-
ka skale wprowadzono terapie antybiotykowe, zwiekszyta
sie czestos¢ schorzen przetyku. W niektorych przypadkach
choroba refluksowa przetyku prowadzi do rozwoju tzw.
przetyku Barretta, a nastepnie raka gruczotowego, szcze-

Tabela 2. Charakterystyka potencjalnie ochronnych antygenéw Helicobacter pylori.

golnie niebezpiecznej formy raka [58]. Niektorzy naukowcy
stawiajg hipoteze o ochronnym dziataniu infekcji H. pylori.
jej potwierdzenie wymaga jednak dalszych dtugotrwatych
badan epidemiologicznych. Tak wiec, szczepionka anty-He-
licobacter bedzie prawdopodobnie szczepionkg terapeutycz-
ng dla oséb z grup podwyzszonego ryzyka. Do gtéwnych
probleméw dotyczacych skutecznej i wiasciwej immuni-
zacji naleza: wybor wiasciwego antygenu lub kombinacji
antygenéw, wybdr drogi podania antygenu i sposobu zain-
dukowania wiasciwej odpowiedzi immunologicznej. W ce-
lach diagnostycznych poszukiwane sg silnie immunogenne
biatka obecne lub eksprymowane w szczepach wywotuja-
cych konkretne objawy chorobowe. W celach profilaktycz-
no/terapeutycznych zamierzeniem jest zidentyfikowanie
wsrod klinicznych izolatow biatek zachowanych w ewolu-
cji i spetniajacych kilka kryteriéw (wysoki poziom immuno-
gennosci, powierzchniowa lokalizacja, wysoki poziom wy-
twarzania). W dosSwiadczeniach laboratoryjnych i przedkli-
nicznych przetestowano: katalaze, biatka Hsp, IceA, BabA,
CagA, VacA oraz podjednostki ureazy, ale niektére z nich
w zwigzku z zachowanymi w ewolucji sekwencjami amino-
kwasowymi indukowaty krzyzowe reakcje immunologicz-
ne. Dodatkowo nie wszystkie z wymienionych antygendw
sg obecne w proteomach wszystkich klinicznych izolatow. |
tak np. nie wszystkie szczepy kodujg CagA, a Yan i Mao [59]
wykazali, ze tylko u 65,6% H. pylori gen vacA ulega ekspre-
sji. Jest wysoce prawdopodobne, ze skuteczna szczepionka
podjednostkowa bedzie zawierata kilka antygenow.

Szczepionka moze by¢ podawana droga doustng jak i
pozajelitowg. W wiekszo$ci doswiadczen zwigzanych z
immunizacjg doustng, antygeny byty aplikowane razem z
adiuwantem. Najczesciej stosowane adiuwanty to rézno-
rodne warianty toksyn LT i CT oraz sole glinu. Pozajelitowa
immunizacja to przede wszystkim préby szczepionek DNA
zwigzanych z wprowadzeniem wektora plazmidowego,
kodujgcego silnie immunogenne biatka H. pylori [60,61].
Wedtug Johansson i wsp. [62], ktérzy pordwnywali rézne
drogi immunizacji najbardziej optymalng jest immunizacja
doustna, ktora indukuje odpowiedz specyficzng zwigzang z

produkcjg prze-

ciwciat I1gA w
Nazwa Wykryte Wysoki Wysoki poziom Powierzchniowa btonie Sluzo-
metodami poziom immunogennosci lokalizacja wej zotadka. Do
proteomicznymi  wytwarzania najbardziej  za-
Ureaza A + + + awansowanych
E;‘t-‘:lzaaf : : : +l- doswiadczen, z
z . . .
HspA N N ] . ktorych n_|e_kto-
HspB + + + .l re weszty juz w
VacA + + + faze badan Kkli-
Lipoproteina Lpp20 - n.w. - + nicznych nalezg
L?/L12 biatko r.ybosomalne . + + + n.w. trzy  prototypy
Hipotetyczne biatko sekrecyjne HP1488 n.w ? szczepionek: za-
Hipotetyczne biatko sekrecyjne HP1117  — n.w . ? . . .
Hemolizyna biatko + + + ? wierajgca mal,(tyf
sekrecyjne prekursor + + . n.w wowane komorki
Syntaza cytrynianowa + + + + Helicobacter (Heli-
NapA + + + + vax), szczepionka
CagA * * * * podjednostkowa
HP0231 + + + + o
HPO410 zawierajgca trzy
Skroty: n.w. — nie wykryto, +/— dane kontrowersyjne; ? — dane nie potwierdzone doswiadczalnie, lokalizacja “mty8eny CagA,
powierzchniowa przewidywana w oparciu o badania in silico, ale teoretycznie mozliwe [20], Wedtug [29] za zgodg wydawcy YacA | JNapA
Wiley-VCH Verlag GmbH & Co KG. * * oraz szczepion-
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ka, gdzie jako nosnik gendw Helicobacter (ureaza) wykorzy-
stywany jest atenuowany szczep rodzaju Salmonella.

Istotnym problemem jest takze sposéb dostarczenia an-
tygenu tak, aby zaindukowaé ochronny typ odpowiedzi im-
munologicznej. Naturalna infekqa H. pylori indukuje u ludzi
mieszany typ odpowiedzi immunologicznej: aktywaqe limfo-
cytéw Thl i Th2. Analiza profilu wytwarzanych cytokin wska-
zuje raczej na przewage stymulacji limfocytéw Thl odpowie-
dzialnych za indukcje odpowiedzi typu komdrkowego. Orga-
nizm nie jest jednak w stanie zwalczy¢ infekcji. Rozwazane sg
dwie mozliwosci: zastosowanie adiuwantéw wzmacniajacych
odpowiedz immunologiczng typu Thl lub modulowanie
odpowiedzi immunologicznej w kierunku Th2. Poza tym w
niektorych przypadkach dane doswiadczalne dotyczace sku-
tecznosci testowanych prototypow szczepionek otrzymane na
modelu zwierzecym (myszy) nie potwierdzaty sie przy aplika-
cji tych samych preparatéw ludziom [63].

Przed okresleniem sekwencji nukleotydowej genomu
H. pylori strategie selekcji potencjalnych kandydatéw do
konstrukcji podjednostkowych szczepionek bazowaty na
empirycznej analizie poszczegdlnych biatek bedacych istot-
nymi czynnikami wirulencji. W nastepnym etapie wymie-
nione techniki zastgpiono immunologicznym (surowice
mysie i od os6b zainfekowanych H. pylori) przeszukiwa-
niem bibliotek chromosomowego DNA konstruowanych w
komoérkach £. coli oraz typowaniem potencjalnie uzytecz-
nych do celéw terapeutyczno/profilaktycznych biatek me-
todami in silico. Ta ostatnia strategia wykorzystuje sekwen-
cje nukleotydowe materiatlu genetycznego tylko dwdch
szczepdw H. pylori, a jak wielokrotnie wykazano poszcze-
golne kliniczne izolaty H. pylori mogg zawiera¢ od 15-22%
unikatowych, charakterystycznych dla szczepu genéw [18].
Dodatkowo analizy in silico nie zawsze sg w stanie okresli¢
prawidtowo lokalizacje biatek. Jak wspomniano wyzej, Kil-
ka pozacytoplazmatycznych biatek H. pylori, zgodnie z bio-
informatycznymi przewidywaniami, powinno by¢ umiej-
scowione w cytoplazmie (np. Hsp czy katalaza).

Wyniki badan wskazujg na zestaw ok. 300-400 biatek
H. pylori bedacych punktem wyjscia do wyboru wtasciwego
kandydata do stworzenia szczepionki. Na podstawie dostep-

Wysoki poziom
immunogenno$ci(59)
“—  Powierzchniowa
400 ‘ lokalizacja(35)
10 b Wysoki poziom

wytwarzania(1

Rycina 1. Poréwnanie metody konwencjonalnej selekcji antygenéw (po lewej)
i selekcji antygendéw z uzyciem metod proteomicznych (po prawej). Duze kota
przedstawiaja caty proteom Helicobacter, szare obszary odpowiadaja pojedynczo
testowanym antygenom, a czarne obszary reprezentuja zidentyfikowane antyge-
ny protekcyjne. Liczba zidentyfikowanych antygenéw nalezacych do kazdego z 3
subproteoméw podana jestw nawiasach. Cze$¢ wspélna 3 subproteomoéw zawie-
ra 15 antygen6w, z czego przynajmniej 8 to antygeny protekcyjne [20], Wedtug
[29] za zgodg wydawcy Wiley-VCH Verlag GmbH & Co KG.
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nych danych doswiadczalnych mozna stwierdzié¢, ze tylko
2,5% wszystkich biatek stanowig antygeny protekcyjne [64].
Dodatkowo okoto 4-7% wszystkich gendéw ulega ekspre-
sji jedynie in vivo, gdy patogen znajduje sie w organizmie
gospodarza. Analizujgc zaréwno metodami klasycznymi
jak i proteomicznymi biatka patogenu hodowanego in vitro
nie identyfikujemy biatek eksprymowanych in vivo. Meto-
dy immunoproteomiki oferujg rozwigzanie, dzieki ktéremu
powinna zaistnie¢ mozliwos¢ identyfikacji zestawu biatek
H. pylori spetniajacych przedstawione wyzej kryteria. Wiek-
szo$¢ wytypowanych we wcze$niejszych doswiadczeniach
antygenéw zostata takze wyselekcjonowana w badaniach
proteomicznych, co potwierdzito wiarygodnos¢ techniki
[27,30,651. Kazda z przeprowadzonych analiz immunopro-
teomicznych doprowadzata do wytypowania kilku nowych
biatek, o potencjalnym zastosowaniu terapeutyczno/profi-
laktycznym [31,50,54,66]. Niektére z nich byty z pozytyw-
nym efektem testowane na modelu zwierzecym, np. biatko
HP0410 i HP0231 [52]. Trzeba jednak podkresli¢, ze znane sg
silnie immunogenne biatka rzadko lub nigdy nie wykryte w
testach immunoproteomicznych ze wzgledu na réznorod-
ne ograniczenia tej techniki. Do tej grupy mozna zaliczy¢
miedzy innymi dwie btonowe lipoproteiny (biatko Lpp20 i
HpaA-HP0797) [67,68]. W opublikowanych w ostatnim roku
wynikach badan, opisanych wyzej, przeprowadzonych przez
Mini i wsp. [31], zwrécono uwage na istotng role poréwnaw-
czej immunoproteomiki prowadzonej z uzyciem nie tylko
surowic otrzymanych od pacjentéw z réznymi objawami
chorobowymi, ale takze biatek izolowanych z komoérek jak
najwiekszej liczby klinicznych izolatéw. Tabela 2 przedsta-
wia zidentyfikowane (do roku 2004) protekcyjne antygeny
H. pylori, a rycina 1 poréwnanie skutecznosci dwoch strate-
gii do identyfikacji kandydatéow do konstrukcji szczepionek.

W wiekszo$ci badan zmierzajagcych do wytworzenia
skutecznej szczepionki na etapie przedklinicznym, do oce-
ny immunogennosci biatek oraz efektu ochronnego immu-
nizacji stosowany jest model mysi. H. pylori nie infekuje
myszy z wyjatkiem nielicznych zaadaptowanych szczepow,
jak np. H. pylori SS1 [69], Dodatkowo, w badaniach klinicz-
nych prototypy szczepionek wykazujgce wysoki poziom
protekcji na modelu mysim okazywaty sie mato skutecz-
ne. Takze objawy chorobowe indukowane infekcjg sg roz-
ne u ludzi i zwierzat. W celu oceny wiarygodnos$ci modelu
mysiego Bumann i wsp. [70] przebadali immunoproteom
szczepu H. pylori SS1, a otrzymane dane poréwnali zwyni-
kami badan otrzymanymi z uzyciem surowicy ludzkiej [30].
Generalnie nie zauwazono znaczacych réznic w rozpozna-
wanych przez przeciwciata biatkach, co raczej potwierdza
przydatno$¢ modelu mysiego. Trzeba jednak pamieta¢ o
ogromnych rozbiezno$ciach wystepujacych pomiedzy da-
nymi doswiadczalnymi w badaniach stosujgcych ludzkie
surowice (mniej niz 50% biatek identyfikowanych jest we
wszystkich doswiadczeniach).
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Immunoproteomics of Helicobacter pylori — strategy for
improvement of diagnostic tests and vaccine development
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ABSTRACT

Helicobacter pylori, Gram-negative spiral-shaped bacteria, member of e-Proteobacteria, colonizes the gastric mucosa of humans. H. pylori has
been identified as the causative agent of chronic inflammation, chronic gastritis and peptic ulceration and is considered a risk factor for the
development of mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma and adenocarcinoma of the stomach. Although more than 50% of human pop-
ulation is infected with H. pylori only a subset develops disease. The completion of two H. pylori genome sequences revealed the enormous
strain heterogeneity and permitted comparative proteome analysis. Immunoproteomics, a novel strategy combining standard proteomics with
immunological screening, is currently method of choice for identification of new antigens of diagnostic and protective values. Highly specific
antigens will be used as biomarkers of different pathology induced by H. pylori infection whereas novel highly immunogenic, conserved,
abundant and surface-located proteins will facilitate efficient anti-Helicobacter vaccine construction.
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Pierwsza dekada ery genomicznej —przeglad
metod stosowanych w poszukiwaniu funkcji
genow drozdzy Saccharomyces cerevisiae

STRESZCZENIE

statnie dziesie¢ lat, ktore uptynety od zsekwencjonowania genomu drozdzy Saccharo-
Omyces cerevisiae, przyniosty olbrzymi rozwéj w technikach badania genéw i ich produk-
tow —biatek na skale globalna. Ta pierwsza okragta rocznica ery genomicznej prowokuje do
podsumowan. Powstat caty szereg nowych technik badawczych. Stworzono biblioteki szcze-
poéw drozdzy niosacych insercje transpozonowe, delecje genéw, badZz znakowane epitopami
biatka. Ich wykorzystanie umozliwia sukcesywne poznawanie fenotypéw korelujacych z
delecjami poszczegdlnych gendw oraz aktywnosci biologicznych, lokalizacji i ewentualnych
modyfikacji ich produktéw. Zastosowanie seryjnej analizy ekspresji genéw i mikromacierzy
DNA pozwala na okre$lanie wzorcéw ekspresji genéw i budowanie sieci wspotzaleznosci
regulacyjnych. Analiza biatkowych zeli dwukierunkowych, spektrometria masowa, macie-
rze biatkowe i system dwuhybrydowy dostarczaja informacji o wspotdziataniu, modyfika-
cjach i aktywnosciach biatek. Wszystkie wymienione metody pozwolity znacznie rozszerzy¢
liste genéw, ktorych udziat w procesach komérkowych zostat juz poznany. Co wiecej, ich
przetestowanie na modelowym organizmie eukariotycznym jakim sa drozdze S. cerevisiae
umozliwito ich zastosowanie do badania innych organizmow.

WPROWADZENIE

Przez ostatnie dziesie¢ lat jesteSmy $wiadkami ogromnego przedsiewziecia
jakim jest projekt sekwencjonowania genoméw (patrz Tab. 1). Efekt tej pracy,
sekwencje zgromadzone w bazach danych, staty sie wstepem do dalszych badan
tak ewolucyjnych jak i funkcjonalnych.

Tabela 1. Poznawanie sekwencji genomoéw.

Genomy Gotowe Sktadane  Sekwencjonowane Razem
Organizmy eukariotyczne 21 100 164 285
w tym:

Jednokomaérkowce 5 11 33 49
Grzyby 9 43 31 83
Owady 1 16 27 44
Ssaki 2 20 23 45
Rosliny 3 2 29 34
Bakterie 321 248 312 881
Archebakterie 27 2 24 53
Wirusy 1626 1626

Stan na dzien 12.06 06 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genomes/).

Wraz z sekwencjonowaniem genomu drozdzy [1], a nastepnie skonstruowa-
niem kolekcji szczepéw drozdzy pozbawionych poszczegdlnych ramek odczytu
(ang. Yeast Genome Deletion Project) [2], pojawita sie szansa systematycznego zba-
dania genomu drozdzy. Gdyby jednak nie rozwijajace sie w ogromnym tempie
technologie badan opartych na catym genomie (genomika) i proteomie (prote-
omika) —szansy tej nie bylibySmy w stanie w petni wykorzysta¢. Prowadzenie
badan nad tysigcami genéw metodami konwencjonalnymi trwatoby niezmier-
nie dtugo. Do ery genomicznej lepiej przystajag metody globalne. Np. podejscia
eksperymentalne, w wyniku ktérych jesteSmy w stanie przypisa¢ wiele genow
jednemu lub kilku kluczowym procesom komaérkowym (takim jak np. cykl ko-
morkowy, mitoza, transport przez btony itp. [3]). Pozyskiwane w ten sposob
informacje zachecajg badaczy do projektowania doswiadczen umozliwiajacych
powigzanie specyficznych proceséw komdrkowych z dang grupg biatek wspot-
dziatajgcych dla osiggniecia okre$lonego celu oraz okreslenia jakie aktywnosci
réznych systemoéw komoérkowych sg tu zaangazowane. | tak, dzieki kreatyw-
nosci wielu oséb, z prostej potrzeby poznania funkcji genéw oraz z potaczenia
konwencjonalnych podej$¢ eksperymentalnych z nanotechnologia i podejsciem
globalnym, powstat caty szereg nowych technik badawczych (Ryc. 1). Przygoto-
wano biblioteki szczepéw niosacych insercje transpozonowe, delecje genéw, czy
znakowane epitopami biatka. Ich wykorzystanie umozliwia poznawanie feno-
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Ekspresja genéw
Ustalenie, ktére geny podlegaja
podobnej ekspresji w réznych

warunkach oraz okre$lenie
mutacje ktérych genéw
powoduja podobne zmiany w

Fenotyp utraty funkcji
Przeszukiwanie biblioteki
szczep6w niosacych
delecje poszczegélnych
genoéw w poszukiwaniu
okres$lonych fenotypow

profilu ekspresjii genéw w celu komoérkowych.
wytonienia grup genéw o
podobnej funkcji. T
Interakcje biatko-biatko \
System dwu-hybryd .
ystem dwu-hybrydowy Funkcja

oczyszczanie kompleksow

: —_—
biatkowych, mikromacierze e genu/blalka

Interakcje genetyczne
Konstruowanie szczepow
niosacych dwie mutacje,
ktore testowane sg nastepnie
fenotypowo, metoda
zastosowana m.in.do badania
koletalnosci.

genow drozdzy przypisano dotychczas
funkcje na poziomie molekularnym. O bli-
sko potowie gendw drozdzy nie wiadomo
co witasciwie robig w komorce! Przypusz-1
czalnie diugo jeszcze poczekamy na po-
znanie funkcji wszystkich genéw drozdzy.
A przeciez przed nami jeszcze pare innych
gatunkdéw... Warto zatem przyjrze¢ sie bli-
zej metodom genomiki funkcjonalne;j.

Lokalizacja biatek
Wykorzystanie znakowania
biatek okres$lonymi
epitopami na skale globalng
umozliwia stopniowg

METODY ANALIZY
TRANSKRYPTOMU | PROTEOMU
STOSOWANE W DROZDZACH
SACCHAROMYCES CEREVISIAE

biatkowe. Wszystko co moze
postuzy¢ wykazaniu
oddziatywan miedzy biatkami.

lokalizacje wszystkich biatek
komérkowych za
posrednictwem

INSERCJE TRANSPOZONOWE

b

i L

Modyfikacje post-
translacyjne biatek Struktura biatek
Izolowane z r6znych komplekséw Tysigce juz
biatka poddawane sg rozwigzanych struktur
spektrometrii masowej, co biatkowych
umozliwia identyfikacje takich umozliwiajg

modyfikacji jak np. fosforylacja,
acetylacja czy ubikwitylacja.

modelowanie struktur
kolejnych biatek.

Rycina 1. Podejécia genomiczne stosowane w drozdzach Saccharomyces cerevisiae.

typoéw bedacych wynikiem delecji poszczegdlnych gendw,
lokalizacje ich produktow oraz ich ewentualne modyfikacje
i aktywnos¢ biologiczng. Zastosowanie seryjnej analizy eks-
presji genow (SAGE, ang. Serial Analysis of Gene Expression)
imikromacierzy DNA pozwala na okres$lanie wzorcow eks-
presji gendw i budowanie sieci wspotzaleznosci regulacyj-
nych. Analiza zeli dwukierunkowych, spektrometria ma-
sowa, mikromacierze biatkowe i system dwuhybrydowy
(THS, ang. Two-Hybrid System) przynoszg wiadomosci o
interakcjach, modyfikacjach i aktywnosci biatek.

Wszystkie wymienione powyzej podej$cia eksperymen-
talne pozwolity znacznie rozszerzy¢ liste genéw, ktdrych
udziatw procesach komérkowych jest znany. Tym niemniej,
wsérod 6 604 potencjalnych otwartych ramek odczytul(ORF,
ang. Open Reading Frame), ktérych obecnos$¢ stwierdzono
w genomie drozdzy, zweryfikowano dotychczas zaledwie
4 4032 Funkcja wielu z nich jest wcigz hipotetyczna. 1377
potencjalne ORF-y nie sa nawet scharakteryzowane3. Za$
824 kolejnych ma status ORF-6w watpliwych4 (stan z dnia
12.06.06, Saccharomyces Genome Database, http://www.
yeastgenome.org/cache/genomeSnapshot.html).  Innymi
stowy, dopiero dla 2/3 genéw drozdzy wykazano istnienie
ich produktéow w komorce. Za$ zaledwie 3 655 produktom

'ORF ang. Open Reading Frame — odcinek DNA, ktéry moze kodowac
polipeptyd, a ktéry zaczyna sie od kodonu 'start’ — ATG, a konczy
jednym z 3 kodon6w 'stop'. Za dobrego kandydata na gen kodujacy
biatko przyjmuje sie ORF kodujacy biatko o dtugosci przynajmniej 100
aminokwaséw. ORF moze réwniez kodowaé¢ RNA.

Za zweryfikowane uwaza sie ORF-y, dla ktérych istniejg dowody eks-
perymentalne, ze ich produkty sg obecne w komaérkach S. cerevisiae
Fa niescharakteryzowane uznaje si¢ ORF-y, ktére uwazane sg za geny
ze wzgledu na istnienie ich ortologdw w innych organizmach, ale dla
ktérych nie ma dowoddéw eksperymentalnych na obecno$¢ ich produk-
tow w komorkach S. cerevisiae

&Zawatpliwe uwaza sie ORF-y, dla ktérych nie ma dowodéw doswiad-
czalnych na obecno$¢ ich produktow w komorkach S. cerevisiae

436

Aktywnos¢ biochemiczna
Znakowane biatka z kolekcji
proteomicznej sg oczyszczane,
a ich aktywno$¢ biochemiczna
testowana jest w roztworze,
lub z wykorzystaniem
mikromacierzy biatkowych.

immunocytofluorescencji.

W podejsciu tym wykorzystuje sie
mini-transpozon mTn-3xHA/lacZ, beda-
cy modyfikacjg bakteryjnego transpozonu
Tn3. Zawiera on gen reporterowy lacZ,
kodujacy R-galaktozydazy (B-gal), pozba-
wiony zaréwno promotora jak i kodonu
inicjujacego. Wprowadzenie transpozonu
do sekwencji kodujacej genu drozdzy z za-
chowaniem ramki odczytu, tzn. stworze-
nie fuzji genowej miedzy danym genem
a lacZ spowoduje produkcje R-gal. Dodat-
kowo, mTn-3xHA/lacZ zawiera miejsca lox w poblizu obu
koncéw Tn3, przy czym jedno z nich przylega do sekwen-
cji kodujacej epitop hemaglutyninowy (3xHA). Produkcja
rekombinazy Cre w drozdzach nosgcych mTn wywotuje
rekombinacje w miejscu lox, co prowadzi do wyciecia frag-
mentu DNA, a w rezultacie do redukcji mTn do fragmentu
279 bp (odpowiadajacego 93 kodonom) kodujacego epitop
3xHA. W efekcie otrzymujemy fuzje genowa w naturalnym
locus pozwalajgcg na produkcje wyznakowanego epitopem
biatka petnej dtugosci.

mTn zostaty wprowadzone do genomu drozdzy me-
todg dwustopniowg (Ryc. 2). Najpierw bank genomo-
wych sekwencji DNA drozdzy zostat zmutagenizowany
w komorkach E. coli przy uzyciu mTn. Nastepnie DNA
genomowe drozdzy zawierajagce mTn zostalo wyciete z
plazmidéw wyizolowanych z bakterii. Fragmenty DNA
postuzyty do transformacji diploidéw drozdzy, w ktérych
na drodze rekombinacji homologicznej zastgpity jedng z
kopii danego genu. Etap ten przeprowadzono przy uzyciu
ptytek titracyjnych zawierajgcych 96 dotkéw, co umozli-
wito jednoczesng obrdobke setek szczepéw. Zachowywane
byty: dysruptanty (czyli szczepy niosace delecje okres$lone-
go genu) drozdzy przejawiajgce aktywnos$¢ R-gal, pocho-
dzgce od nich szczepy niosgce biatka wyznakowane epi-
topem 3xHA, oraz oryginalne plazmidy uzyskane z bak-
terii. Otrzymana tag metodg kolekcja szczepow drozdzy,
zawierajgca wstawki w znanych loci, umozliwita zbadanie
zmian poziomu ekspresji pokaznej grupy biatek w ponad
20 réznych warunkach, takich jak wzrost wegetatywny,
sporulacja, traktowanie komérek feromonem ptciowym,
kofeing, kalkofluorem czy SDS [4], Wskazano na wyraz-
ne roznice miedzy poziomem ekspresji genéw a iloscig ich
biatkowych produktéw w komadrce w tych samych warun-
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Mutagenizacja biblioteki genomowej drozdzy z uzyciem mTn

Preparatyka indywidualnych DNA

%gg

Transformacja dysrupcyjna drozdzy

l Trawienie Notl poszczegdinych kionéw DNA

Test na aktywnos¢ B-gal
Badanie poziomu biatek

OCWOOOOOOO
SRS
CooDOoOOoBO

Rekombinacja cre-lox

Rycina 2. Schemat postepowania w projekcie insercji mTn.

kach hodowli. Metodg immunocytochemiczng okreslono
lokalizacje 201 biatek [5]. Metoda ta, cho¢ daleka od dosko-
natosci, zawiera w sobie wiele watkéw podchwyconych i
udoskonalonych w podejsciach metodycznych opisanych
dalej, np. w projektach konstruowania delecji czy wpro-
wadzania tag-ow (tj. peptydéw znacznikowych, dla kto-
rych przeciwciata dostepne sg komercyjnie) do wszystkich
genow drozdzy.

SERYJNA ANALIZA EKSPRESII GENOW

Zastosowanie seryjnej analizy ekspresji genoéw (SAGE,
ang. Serial Analysis of Gene Expression) pozwala okres$li¢ po-
ziom ekspresji genow bez znajomosci ich sekwencji. SAGE
wymaga wypreparowania i konkatameryzacji 15-nukle-
otydowych unikalnych sekwencji pochodzacych z 3' konca
klonéw cDNA oraz ich p6Zniejszego sekwencjonowania [6],
Sekwencje unikalne uzyskuje sie przez trawienie dwuni-
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Synteza cDNA
Trawienie restryktaza Nialll miejsca najblizszego 3' korica

—DD—DP—aman PP aaana

l Dodanie linkeréw BsmF/

Trawienie restryktaza BsmF/

——
— —
——

l Ligacja krétkich unikalnych

fragment6éw prowadzaca do
powstania konkatemeréw

AP
l Sekwencjonowanie

Analiza transkryptomu
Korelacja z genomem

SWD3  ECM31 YBR178W

B

&

NPL4 SMY2 UMP1 EHTI  FZO01
YBR174C

SAGE tag w obrebie genu
SAGE tag poza ramkq odczytu

Rycina 3. Zastosowanie techniki SAGE w drozdzach. Na dole rysunku pokazano
przyktadowy wynik SAGE - korelacje tagéw z okre$lonym rejonem genomu
drozdzy (wszystkie dane dostepne sag w bazie danych SGD - http://www .yeast-
genome.org/).

ciowego cDNA restryktaza Nlalll. Do oczyszczonej frakcji
fragmentéw poliadenylowanych dodaje sie oligonukleotyd
tacznikowy, umozliwiajacy odtworzenie miejsca restryk-
cyjnego. Sekwencja rozpoznawana przez restryktaze Bsm-
El pokrywa sie z ta rozpoznawang przez Nlalll, ale miejsce
ciecia dla tego enzymu znajduje sie 14 nukleotydéw dalej.
Uzyskane w wyniku trawienia BsmFI krotkie fragmenty
DNA 1taczy sie na drodze ligacji, amplifikuje w reakcji PCR,
a nastepnie sekwencjonuje (Ryc. 3).

Metoda ta pozwala na doktadne okre$lenie liczby trans-
kryptéw przypadajacych na komérke w danych warun-
kach. Wykazano, ze komérka drozdzy zawiera przecietnie
15 000 transkryptow reprezentujacych okoto 76% wszyst-
kich ORF-6w. Znakomita wiekszo$¢ transkryptow (az 75%
z nich) jest reprezentowana zaledwie przez jedng kopie na
komorke [6]. Wynika stad, ze aby pokry¢ caty transkryp-
tom5nalezatoby zsekwencjonowac niemal 60 000 sekwencji
unikalnych. Jest to zatem precyzyjna, ale niezwykle praco-
chtonna metoda. SAGE ma jednak dodatkowg zalete. Po-
zwala na identyfikacje dotychczas nieznanych gendéw. Jak
dotad, technika ta z sukcesem postuzyta do badania pozio-
mu ekspresji genéw w komaérkach wegetatywnych i zatrzy-
manych w réznych fazach cyklu komérkowego [6] oraz do
identyfikacji nowych gendéw peroksysomalnych w badaniu
poréwnawczym komorek typu dzikiego i komorek niosa-
cych mutacje pip2A i oaflA (mutacje w genach kodujgcych
czynniki transkrypcyjne wymagane do indukcji genéw ko-

8ranskryptom —obraz ekspresji wszystkich genéw w danych warun-
kach okreslony przez poziomy mRNA
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dujgcych biatka peroksysomalne) hodowanych w pozywce
z kwasem olejowym [7],

PROJEKT DELECJI WSZYSTKICH GENOW
DROZDZY | ANALIZA FUNKCJONALNA

Stosunkowo niedawno zostal ukonczony wyjagtkowo
pracochtonny projekt tworzenia biblioteki szczepéw droz-
dzy niosacych delecje poszczegélnych ORF-6w (ang. Yeast
Genome Deletion Project) [2]. Dostepnos¢ kolekcji mutantow
delecyjnych w jednolitym tle genetycznym pozwala na
przeprowadzenie bardzo wiarygodnych doswiadczeh po-
rownawczych. Korzysta sie z tej mozliwos$ci na skale maso-
wg. Przeprowadzono wiele doSwiadczen poréwnawczych,
w ktérych testowano szczep po szczepie wypatrujac réznic
w ich wzro$cie w réznorodnych warunkach (np. projekt
poznawania funkcji gendw drozdzy EUROFAN), badz de-
fektow w procesach komérkowych (takich jak np. wybor
miejsca paczkowania [8]).

Innym podej$ciem do tego samego problemu jest meto-
da réwnoczesnej analizy funkcjonalnej wszystkich genow
z wykorzystaniem 'kodéw paskowych' zwana dalej 'po-
pulacyjng genomika funkcjonalng' [9]. Projektujac delecje
poszczegblnych ramek odczytu zadbano o to, by wpro-
wadzi¢ do genomu drozdzy krotkie (20 bp) i unikalne se-
kwencje DNA specyficzne dla danej ramki odczytu istano-
wigce swego rodzaju 'kod paskowy' danego genu (patrz:
Ryc. 4, [10]). Kazdy z genow otrzymat w efekcie dwa ta-
kie znaczniki: UPTAG i DOWNTAG (UP i DN na Ryc. 4).
Natomiast znaczniki otoczone sg, jednakowymi dla nich
wszystkich, krétkimi sekwencjami DNA (Ul, U2, DI, D2
na Ryc. 4), co umozliwia uzycie tylko dwoch par starteréw
do namnozenia technikg PCR sekwencji UPTAG i DOWN-
TAG kazdej delecji obecnej w danej probce DNA. W ten
sposob wprowadzenie molekularnego 'kodu kreskowego'

UPTAG starter
rejon

homologii
| ..ate [ut] uP Juz

pz |

kanMX4 ___|D2]

umozliwia wykrycie obecnosci poszczegélnych konstruk-
téw delecyjnych w puli mutantéw. Zmiany poziomu ilo-
§ci poszczegdlnych tag-6w w puli mogg byé wychwycone
dzieki hybrydyzacji do mikromacierzy zawierajgcej oli-
gonukleotydy homologiczne do poszczegdinych tag-6w
(patrz Ryc. 5, [9,11]).

Populacyjna genomika funkcjonalna sprawdzita sie juz
wielokrotnie od czasu jej wynalezienia. Postuzyta m.in.
do identyfikacji nowych gendw koniecznych do sporula-
cji i kietkowania [12]; zaangazowanych w proces tgczenia
niehomologicznych koncow DNA (ang. Nonhomologous
End-joining, NHEJ — [13]); czy koniecznych dla wtasciwej
ochrony przed roznego rodzaju stresem [14]. Metoda ta
moze by¢ wykorzystana do identyfikacji wszelkich zmian
w reprezentacji poszczeg6lnych delecji w puli mutantéw w
zmieniajacych sie warunkach fizjologicznych.

INTERAKCJE GENETYCZNE CZYLI ANALIZA
SYNTETYCZNEJ KOLETALNOSCI

Badaniu interakcji genetycznych postuzyta catkowicie
zautomatyzowana metoda zwana SGA (ang. Synthetic Ge-
netic Array). Do potrzeb SGA, szczep niosacy mutacje in-
teresujacego nas genu oraz dodatkowo reporter HIS3 pod
promotorem genu MFA1 ulegajacego ekspresji wytacznie w
komérkach typu MATa (system umozliwiajgcy p6zniejsza
selekcje haploidow) jest systematycznie krzyzowany z kaz-
dym z mutantéw delecyjnych z biblioteki szczepéw droz-
dzy (Ryc. 6). Uzyskane diploidy poddawane sg sporulacji, a
wyselekcjonowane haploidy niosgce dwie mutacje analizu-
je sie pod wzgledem ich potencjalnych defektow wzrosto-
wych. Mutacje, ktore zestawione w jednej komérce hamuja
jej wzrost (mutacje koletalne) dobitnie Swiadczg o istnieniu
interakcji genetycznej miedzy genami, ktérych dotycza.
Analiza SGA umozliwia identyfikacje catych sieci interak-
cji genetycznych, przynosi tez nowe informacje o funkcji
wielu genéw. Juz pierwsze zastosowanie
tej metody pozwolito na stworzenie sieci
oddziatywan miedzy genami zaangazo-
wanymi w organizacje cytoszkieletu oraz
synteze ireperacje DNA [15].

PCRI
Tworzenie kasety dysrupcyjnej

<m TR KT

rejon homologii
DOWNTAG starter

MIKROMACIERZE DNA

Mikromacierze DNA sg to macierze
prob DNA upakowanych z wysoka gesto-

<=

[ ..ate [ur] uP [uz] kanMX4

[pz]| DN [D1] Taa.. |

§cig i unieruchomionych na powierzchni

PCRII
Wydluzanie rejonu homologii l

szkta, uzywane sg gtdwnie do monitoro-
wania ekspresji genéw. mRNA uzyskane
z interesujacych nas komorek oraz z puli
kontrolnej, znakowane sg fluorescencyj-

[ homologia fut| UP [uz2|  kanMX4

[o2] DN [D1] homologia |

nie i hybrydyzowane ze zdefiniowang

Rekombinacja homologiczna

grupa fragmentoéw DNA (np. reprezentu-
jacych wszystkie potencjalne ORF-y droz-
dzy) umieszczonych na mikromacierzy

(Ryc. 7). Laserowy odczyt fluorescencji

!

umozliwia jej kwantyfikacje i okre$lenie
wzglednych ilosci poszczegélnych mRNA

{ DNA genomowe [u1] up uz] kanMX4 |pz2] DN [o1]

DNA gonomowe | w komorkach badanych i kontrolnych.

Rycina 4. Schemat konstrukcji kasety dysrupcyjnej kanMX i strategia wprowadzania molekularnych ,,kodéw

paskowych" do usuwanych gendw.
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Mikromacierzowa analiza transkrypto-
mow pozwala zatem na wytonienie grup
genéw, ktore ulegajg wspolnej regula-
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Szczepy drozdzowe zawierajace indywidualne
.kody paskowe” dla poszczegélnych genéw

Hodowla populacji w warunkach selekcji

Amplifikacja i znakowanie TAG-6w

e R

ll Hybrydyzacja I

Stabszy sygnat

oy
N
Mocniejszy sygnat

Rycina 5. Zastosowanie biblioteki szczepdw zawierajacych delecje genéw wyzna-
kowane ,,kodami paskowymi" w do$wiadczeniu fizjologicznym.

cji w okreslonych warunkach (np. w warunkach stresu i
uszkodzen DNA [16,17], w rdznych warunkach wzrostu
[18,19]), czasie (np. w roznych fazach cyklu komdérkowego

J

l | Sponlaca |

S

Selekcja haploidéw MATa
(MFA1pr-HIS3)

d!'f’<€!|f' C!'f'

Selekcja podwdjnego ] et e
mutanta 1 T | Testy wzrostowe

Q.ﬁ
e

Rycina 6. Strategia SGA. T — tetratyp, zawiera jedng spore niosgcg obie mutacje,
NPD (ang. nonparental ditypes) — typ przeciwny do rodzicielskiego zawiera dwie
spory niosace podwdjng mutacje, PD (ang. parental ditypes) — typ rodzicielski
zawiera spory o genotypie identycznym z genotypem rodzicow.
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Rycina 7. Uzycie mikromacierzy DNA do badania transkryptomu drozdzy.

[20]) lub procesie (np. sporulacji [21]). Technika ta jest juz
tak rozpowszechniona, ze nie sposob wyliczy¢ jej wszyst-
kich zastosowan. Dane z przeprowadzonych doswiadczen
zgromadzone sg w kilku bazach danych m.in. w 'yeast mi-
croarray global viewer' (http:// www.transcriptome.ens.fr/
ymgv/), 'expression conection' (http://genome-www.stan-
ford.edu/cgi-bin/SGD/expression/expressionConection),
‘webminer' (http://webminer.ucsf.edu.) i 'ArrayExpress’
(http://www .ebi.ac.uk/arrayexpress/).

Mikromacierze DNA mozna stosowac nie tylko do bada-
nia transkryptomow, ale i do innych celéw (patrz Tab. 2,
[22]). Stosujac jako substrat do znakowania DNA genomo-
we mozna z ich pomocga okresli¢ wzgledng liczbe kopii ge-
noéw. Ten rodzaj doSwiadczenia pozwala udokumentowac
wystepowanie aneuploidii i duplikacji genéw [23], umozli-
wia okreslenie dynamiki replikacji [24], zmapowanie miejsc
rekombinacji [25] czy detekcje polimorfizmu [26].

Innym zastosowaniem techniki mikromacierzy DNA
jest rownoczesna analiza funkcjonalna wszystkich gendéw
(omodwiona szerzej w podrozdziale 'Projekt delecji wszyst-
kich genoéw drozdzy i analiza funkcjonalna') i tzw. re-se-
kwencjonowanie, czyli sprawdzanie znanych sekwencji i
wykrywanie ewentualnych wariantow mutacyjnych, a w
szczegblnosci: SNP (ang. Single Nucleotide Polymorphism) ftj.
polimorfizmu pojedynczych nukleotydéw [27], uzywane
obecnie w diagnostyce medycznej.

Wprowadzenie do procedury kolejnej modyfikacji, do-
prowadzito do powstania jeszcze jednej technologii wy-
korzystujagcej mikromacierze, tym razem do badania m.in.
czynnikéw transkrypcyjnych, tzw. ChIP-chip (ang. Chro-
matin Immunoprecipitation - DNA chip analysis). Metoda ta
stuzy identyfikacji sekwencji docelowych DNA, z ktérymi
bezposrednio wigze sie interesujace nas biatko [28]. W tym
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przypadku mikromacierze zawierajg sekwencje promotoro-
we genow, a znakowane jest DNA, ktdre ulegto koprecypi-
tacji podczas immunoprecypitacji badanego biatka (Ryc. 8).
Podejscie to pozwala na bezposrednig identyfikacje genéw
(nawet tych o bardzo niskiej ekspresji, czy tych, na ktérych
ekspresje badany czynnik transkrypcyjny wptywa choé-
by marginalnie) bedacych pod kontrolg danego czynnika
transkrypcyjnego [29,30], Metoda ta umozliwita tez m.in.
identyfikacje ongin replikacji (miejsc startu replikacji) w ge-
nomie drozdzy [31].

Tabela 2. Rodzaje mikromacierzy DNA i ich zastosowania.

Mikomacierze DNA

ANALIZA TROPOW' GENETYCZNYCH
(ANG. GENOMIC FOOTPRINTING)

Ta analiza fenotypowa wykorzystuje zdoIno$¢ zmodyfi-
kowanej wersji endogennego transpozonu Tyl drozdzy do
transpozycji wywotywanej zmiang warunkéw zewnetrz-
nych. W duzej populacji komorek indukcja retrotranspozy-
cji Tyl prowadzi do jego wstawienia w najrdzniejsze miejsca
genomu. Populacje komorek poddaje sie odpowiedniej se-
lekcji i z puli zmutagenizowanych komérek izoluje sie DNA
genomowe, ktére stuzy nastepnie jako matryca w reakcji

PCR z uzyciem startera
do Tyl i startera dla kon-
kretnego genu (Ryc. 9).

transkryptomowe genomiczne ChlpP Do pokrycia genomu po-

DNA lub RNA trzeba ponad 6000 indy-

Substrat mRNA DNA zwigzane z biatkami widualnych starteréow.
Zn’akowana RNA DNA kodujace lub nie kodujace DNA lub RNA Porownujac spektrlfm
proba otrzymanych produktow
. . . - miejsca wigzace dla biatek PCR, uzyskanych dla wa-

Odczyt poziomy transkryptow liczba kopii DNA L ' . )
- wiazacych DNA lub RNA runkéw  selekcyjnych i

okreslanie wzorcow :;eﬂff'i‘l’(fc'_z onow kontrolnych, zaobserwu-

ekspresji dyr?amikajreglikacji budowanie sieci jemy utrate niektérych z

Interpretacja  budowanie sieci detekcja polimorfizmu wspotzaleznosci nich. Brak okreslonych

wspotzaleznosci
regulacyjnych

mapowanie miejsc rekombinacji
populacyjna genomika funkcjonalna

regulacyjnych

produktéw PCR w puli
badanej $wiadczy o tym,

§ R ——
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Rycina 8. Schemat przedstawiajacy technike ChlP-chip wykorzystujacag znakow-
ane epitopami biatka wiazace DNA.

440

ze insercja Tyl w dany
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[ badany gen ]
l Analiza wielkosci otrzymanych

fragmentéw PCR na Zelu
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Rycina 9. ‘Tropy' genetyczne. Obecno$¢ insercji Ty w obrebie genomu drozdzy
moze by¢ monitorowana za posrednictwem fragmentéw PCR powstatych przy
uzyciu starteréw specyficznych do elementu Ty i znakowanego fluorescencyjnie
startera dla okre$lonego genu.
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region DNA doprowadzita do zaniku z populacji komo-
rek niosgcych te insercje, a tym samym, ze gen, w obrebie
ktérego nastgpita insercja jest konieczny do przetrwania
komérki w danych warunkach selekcji [32,33]. Takie po-
dejscie eksperymentalne, cho¢ niestychanie pracochtonne,
stanowi jednak alternatywe dla wczesniej opisanych metod,
wykorzystujagcych mTn czy kolekcje szczepow z delecjami
wszystkich ORF-6w drozdzy. Posiada bowiem ceche uni-
kalng — pozwala mianowicie na analize mutantéw w wa-
runkach selekcji bez stosowania prehodowli. Umozliwia to
badanie gendw, ktdrych usuniecie czyni komorke niezdolng
do wzrostu w warunkach standardowych. Ponadto, mozli-
we staje sie ustalenie warunkéw pozwalajgcych na wzrost
szczepdw z takimi delecjami. Wykazano np., ze szczep
niosagcy mutacje genu chol, ktérg uznawano dotychczas za
letalng, moze przezywaé¢ w podtozu uzupetnionym 0,9M
NaCl [11].

KINETYCZNY RT-PCR

Kinetyczny RT-PCR (ang. real time reverse transcription
polymerase chain reaction) jest najczulsza znang dotychczas
metodg detekcji niskich pozioméw mRNA otrzymywanych
z niewielkiej ilosci badanego materiatu. Jest to metoda enzy-
matycznej amplifikacji okre$lonych sekwencji RNA in vitro,
przy uzyciu dobrze zaplanowanych starteréw [34], ktora
podczas jednego eksperymentu, pozwala na analize réz-
nych préb z tak niewielkiej ilosci materiatu jak pojedyncza
komoérka [35,36]. Doswiadczenia, w ktérych wykorzystano

| lzolacja mRNA
| Synteza cDNA

—TTTTTT
e TTTTTT
TTI7TTY
—ee TTTTTT
o e e S
| Amplifikacia DNA metodq
l PCR z uzyciem starterow
E— specyficznych dla danego |
l genu i w obecnoéci BrEt ‘

l | Analiza kinetyki reakcji PCR w czasie |

Numer cykiu

Rycina 10. Schemat kinetycznego RT-PCR. Na dole rysunku pokazano
przyktadowy wynik kinetycznego RT-PCR otrzymanego dla jednej pary starte-
réw, przy uzyciu RNA otrzymanego odpowiednio z 103 104i 105komérek, oraz
dla kontroli bez matrycy.
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te technike wykazaly, ze ilos¢ danego transkryptu przypa-
dajacego na jedng komérke moze wynosi¢ nawet 0,001. Fakt
ten wyjasnia dlaczego przy uzyciu takich podejs¢ ekspery-
mentalnych jak SAGE czy mikromacierze transkryptomowe
nie udato sie wykazac ekspresji 1/4 genéw drozdzy. Po-
ziom czutosci wspomnianych technik wynosi bowiem 0,3-
0,5 transkryptu przypadajacego na komérke [37],

Kinetyczny RT-PCR moze byé uzywany nie tylko do
detekcji rzadko wystepujacych transkryptow, ale takze do
poréwnania pozioméw mRNA w rdznych populacjach
komoérek w celu okreslenia wzorédw ekspresji mRNA, do
odroznienia podobnych mRNA, czy do analizy struktury
RNA [36]. W metodzie tej stezenie specyficznych cDNA jest
determinowane przez tempo akumulacji ich produktow
PCR (Ryc. 10). Poniewaz do kazdej reakcji PCR dodaje sie
fluorescencyjny indykator DNA (jak np. bromek etydyny),
to akumulacja produktu moze by¢ monitorowana na kaz-
dym etapie jej przebiegu.

Badania poziomu transkrypcji 65 genéw z lewego ra-
mienia chromosomu Il drozdzy oraz 185 czynnikéw trans-
krypcyjnych wykazaty, ze geny, ktérych transkrypty wy-
stepujg w komdrce najobficiej (50-200 kopii na komdrke)
petnig funkcje zwigzane z syntezg biatek lub metabolizmem
komérkowym. Tymczasem poziomy transkryptéw czyn-
nikow transkrypcyjnych nalezg do najnizszych w komorce
[37], Przy uzyciu kinetycznego RT-PCR sprawdzono row-
niez poziom i stabilnos¢ mMRNA genow zwigzanych z repe-
racja DNA [38],

SYSTEM DWU-HYBRYDOWY

System dwu-hybrydowy (THS, ang. two-hybrid system)
stuzy do identyfikacji par biatek zdolnych oddziatywac ze
sobg fizycznie [39]. Dziatanie systemu opiera sie na fak-
cie, ze dwie niezalezne domeny czynnika transkrypcyjne-
go Gal4: domene aktywacji transkrypcji i domene wigzacg
DNA, mozna fizycznie rozdzieli¢ bez szkody dla ich funkcji.
Rekonstrukcja czynnika transkrypcyjnego przez stworzenie
sztucznego pomostu miedzy domenami, umozliwia trans-
krypcje z promotorow podlegajacych regulacji Gal4 (np. z
promotora GALI). W THS pomost ten ma zapewni¢ kon-
strukcja dwdch biatek hybrydowych, z ktérych jedno to fu-
zja miedzy domeng wigzagcg DNA z Gal4 a biatkiem bada-
nym A, a drugie to fuzja miedzy domeng aktywatora trans-
krypcji z Gal4 a biatkiem badanym B (Ryc. 11). Natomiast
pod promotor GALI podtgczone sg geny reporterowe i/lub
geny umozliwiajgce selekcje klonow, w ktorych zachodzi
oddziatywanie. Jesli biatko A tworzy dimer z biatkiem B ob-
serwujemy transkrypcje gendw reporterowych.

W uktadzie THS zaadoptowanym do potrzeb genomicz-
nych, fuzje genowe poszczegdlnych ORF-6w tworzone sg
przez klonowanie ich do wektoréw niosacych sekwencje
kodujagce odpowiednio: domene wigzagca DNA z GAL4
('przyneta’) i domene aktywacji transkrypcji GAL4 (‘'zdo-
bycz'). Plazmidy niosgce 'przynety' i 'zdobycze' transfor-
mowane sg do szczepow o odmiennym typie ptciowym.
Szczepy te sg nastepnie krzyzowane, a selekcji diploidow
towarzyszy selekcja pod katem aktywacji transkrypcji z
promotora GALI (Ryc. 11). Petna analiza interakcji miedzy
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poszczegbinymi domenami GAL4

R

| [ Transtomacia pazmicem | |

| s v gt eororomyen ]|

Maoe Base

Brak transkrypciji Ekspresja genow
l reporterowych
Szczepnie rosniena | |Szczep rosnie na podiozach
podiozach selekcyjnych selekcyjnych
Bialy w tescie na B-gal Niebieski w tescie na B-gal

8 - biatko A - ‘przyneta’ 2 - biatko B - ‘zdobycz'

Rycina 11. Zastosowanie THS do potrzeb proteomiki.

biatkami drozdzy wymagataby przeprowadzenia 6 604
X 6604 = 43 612 816 krzyzéwek. Przeprowadzenie takiej
liczby krzyzéwek przekracza obecne mozliwosci badaczy.
Nie zdecydowano sie zatem na przeprowadzenie analizy
indywidualnej 'kazdy ORF z kazdym ORF'. Zastosowano
inne podejscia: strategie grupowa oraz badania wybranych
gendw [40,41]. Ito i wspOtpracownicy [40], uzywajgc stan-
dardowych technik klonowania przygotowali konstrukty
niosgce w postaci 'przynety' i 'zdobyczy' niemal kazdy
ORF drozdzy. Nastepnie przeprowadzili transformacje
szczepOw na ptytkach titracyjnych (96-dotkowych) wpro-
wadzajac indywidualne 'przynety’ do szczepu o genotypie
MATa GAL2::ADE2 GAL1::HIS3 a 'zdobycze' do szczepu o
genotypie MA Ta SPAL10::UPA3 UASGAL1::HIS3. Wszyst-
kie klony z danej ptytki titracyjnej, pozostate po odrzuce-
niu klonéw aktywujgcych geny reporterowe bez udziatu
partnera dwuhybrydowego, tworzyty po zmieszaniu poje-
dynczg pule. Ostatecznie stworzono 62 pule zawierajace do
96 klonéw kazda, zaréwno dla klonéw niosgcych 'przyne-
ty' jak i 'zdobycze'. Uzywajac techniki jednoczesnej filtra-
cji prob przeprowadzono 3 844 krzyzéwki pomiedzy po-
szczeg6lnymi pulami. Genotypy szczep6w rodzicielskich
umozliwity selekcje, uzyskanych w wyniku krzyzéwek ko-
morek diploidalnych, na podtozu bez adeniny, histydyny
i uracylu. Otrzymane klony pasazowano, by potwierdzi¢
aktywacje genéw reporterowych. Z wybranych klonéw
odzyskiwano sekwencje ‘przynety' i 'zdobyczy', stosujac
kolejno PCR kolonijny i sekwencjonowanie jego produktu.
Uzyskane sekwencje stuzyty do przeszukiwania bazy da-
nych sekwencji gendw drozdzy w celu ich identyfikacji. W
rezultacie otrzymano 15 523 klonéw pozytywnych, w tym
4 546 par interaktantow pomiedzy 3 278 biatkami. Szcze-
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gétowe dane dostepne sg pod adresem: http://genome,
c.kanazawa-u.ac.jp/Y 2Fl.

Uetz wraz ze wspGtpracownikami [41] podeszli do
zagadnienia inaczej. Skonstruowali macierz okoto 6 000
transformantéw drozdzy niosacych 'zdobycze'. Uzyskane
klony byty systematycznie krzyzowane ze 192 szczepami
drozdzy niosagcymi 'przynety'. W drugim podejsciu ba-
dacze ci zmieszali 6 000 szczepéw niosgcych potencjalne
‘zdobycze' i uzyli tak skonstruowanej puli do stworzenia
biblioteki drozdzy, po czym uzyli tej biblioteki do krzy-
z6wek z poszczeg6lnymi '‘przynetami'. W rezultacie udato
sie wykry¢ 957 potencjalnych oddziatywan, w ktorych bra-
ty udziat 1 004 biatka.

ZNAKOWANIE BIALEK NA SKALE GENOMOWA

Korzysci ptynace z badania znakowanych biatek (biatek
z dotgczonym do nich znacznikiem peptydowym zwanym
inaczej tag-iem lub epitopem, do ktérego istniejg produ-
kowane komercyjnie przeciwciata) sg na tyle duze, ze
probe wyznakowania biatek na skale globalna podjeto nie-
zaleznie kilka zespotéw badawczych. Oprécz fuzji biatek
drozdzy z P~gal i epitopem 3xHA (patrz rozdziat ,,Insercje
transpozonowe"), wykonano rowniez fuzje z GST (ang.
glutation S-transferase), GFP (ang. green fluorescent protein) i
TAP-tagiem (ang. tandem affinity purification).

Do potrzeb znakowania ORF-6w GST wykorzystano
wyprodukowane in vitro w reakcji PCR liniowe czastecz-
ki DNA specyficzne dla kazdego genu. Tak uzyskane
DNA wprowadzono nastepnie, na drodze rekombinacji
homologicznej w drozdzach (Ryc. 12), do wektoréw eks-
presyjnych pod promotor indukowany jonami miedzi

i 3 <+t<=
ORF_

PCR ze starterami

l[wﬁerejonuhomologii ] l mm

Rekombinacja w dro2dzach prowadzaca
do powstania fuzji danego genu z GST
Selekcja transformantéw na podiozu bez
uracylu

g

Rycina 12. Schemat strategii, w ktérej plazmidy, niosace fuzje genowe GST-ORF
pod promotorem CUP1 indukowanym jonami miedzi, powstajg na drodze re-
kombinacji w drozdzach.
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[42], W ten sposdb uzyskano 6144 niezaleznych plazmi-
dow ekspresyjnych niosacych fuzje genowe poszczeg6l-
nych ORF-6w drozdzy z GST. Nadprodukowane biatka
izolowane na drodze chromatografii powinowactwa do
glutationu mogg zosta¢ zbadane pod interesujgcym nas
wzgledem. Martzen i wspoétpracownicy [42] przebadali
64 pule zawierajgce po 96 oczyszczonych biatek w trzech
réznych testach aktywnos$ci enzymatycznych, o ktérych
nie byto wiadomo jakie biatko je katalizuje. Za kazdym
razem obserwowang aktywno$¢ mozna byto przypisaé
pojedynczej puli biatkowej. Dalsza analiza umozliwiata
identyfikacje pojedynczych fuzji GST-ORF odpowiedzial-
nych za dang reakcje. Postepowanie to doprowadzito do
identyfikacji trzech enzymow: fosfodiesterazy cyklicznej
dziatajgcej na cykliczny 1"-2"fosforan adenozynorybozy
(Appr>p), enzymu procesujgcego Appr-I"-p, i metylo-
transferazy cytochromu c.

Fuzje poszczeg6lnych ORF-6w z TAP-tagiem umiesz-
czonym na C-koAcu wprowadzono bezposrednio do
genomu, w ich naturalne loci. Fuzje genowe uzyskano
na drodze rekombinacji homologicznej w drozdzach z
uzyciem fragmentéw DNA otrzymanych podczas reak-
cji PCR z zastosowaniem specyficznych dla danego ORF
starteréw i kasety niosgcej oprocz tag-a rowniez marker
selekcyjny HIS3M X6 (Ryc. 13). Sam TAP-tag jest zaprojek-
towany w ten sposob, by umozliwi¢ wydajne i doktadne
oczyszczenie wyznakowanego biatka (Ryc. 14). Sktada sie
on z dwéch epitopoéw: peptydu wigzagcego kalmodulineg i
powtorzonej dwukrotnie domeny wiazgacej 1gG, oddzie-
lonych krotkim tgcznikiem zawierajacym sekwencje roz-
poznawang przez proteaze TEV. TAP-tagowane biatka
wychwytuje sie z ekstraktdw komdérkowych na kolumnie
powinowactwa do IgG, a nastepnie trawi proteazg TEV
w celu uwolnienia zwigzanego materiatu. Eluat inkubu-
je sie ze ztozem optaszczonym kalmoduling w obecnosci
jonéw wapnia. Etap ten umozliwia nie tylko usuniecie
proteazy TEV, ale i uwolnienie oczyszczanego biatka od
resztek zanieczyszczen pozostatych po pierwszym etapie
oczyszczania. Po doktadnym odptukaniu zwigzany mate-
riat odzyskuje sie ze ztoza uzywajac EGTA. Przedstawio-

Transformacja drozdzy liniowym fragmentem DNA
uzyskanym w reakcji PCR z uzyciem starterow
specyficznych do C-korica danego genu.

[ [map | Hissmxs |

]
homologiczna
pomowor|] ORF | ] | |

l Selekcja transformantéw zdolnych

do wzrostu bez histydyny

[promoto__ORF _ |

Badania poziomu biatka

Ustalanie jego lokalizacji komérkowej
Oczyszczanie biatka i badanie jego aktywnosci
Oczyszczanie kompleksow biatkowych

| TAP |  Hissmxs | | ]

Rycina 13. Schemat przedstawiajacy zasade konstrukcji fuzji genowych poszcze-
gbélnych ORF-6w z TAP-tagiem w ich naturalnych loci.
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=) sekwencja rozpoznawana
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biatka

domena
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Etap |
Kolumna powinowactwa do IgG
Ciecie proteaza TEV

Etap Il
Kolumna powinowactwa do
kalmoduliny

Elucja kompleksu EGTA

l

Rycina 14. Strategia oczyszczania biatek znakowanych TAP-tagiem.

na metoda umozliwia pozyskanie materiatu do przepro-
wadzenia testow aktywnos$ci badanych biatek; pozwala
rowniez na oczyszczanie kompleksdw biatkowych [43],
Skonstruowanie petnej kolekcji fuzji genowych dla kaz-
dego ORF z TAP-tagiem w potgczeniu z immunodetekcja
umozliwito zbadanie poziomu ekspresji wszystkich bia-
tek drozdzy [44], DowiedzieliSmy sie m.in., ze okoto 80%
proteomu jest wyrazane w logarytmicznej fazie wzrostu
w warunkach standardowych hodowli. Ilo$¢ biatek w ko-
morce waha sie od kilkudziesieciu do miliona czasteczek
na komorke. A wiele z biatek kluczowych dla zycia ko-
morki oraz wiekszo$¢ czynnikow transkrypcyjnych wy-
stepuje w komorce w tak niewielkiej ilosci, ze inne meto-
dy proteomiczne czy genomiczne nie byty nawet w stanie
ich wychwycic.

N-terminalne fuzje z GFP stworzono przez integracje
do genomu liniowego fragmentu DNA, otrzymanego w
reakcji PCR, z uzyciem kasety loxP kanM X4 loxP-yEGFP
i 70-nukleotydowych starterow o sekwencji homologicz-
nej odpowiednio do sekwencji znajdujgcej sie tuz przed i
tuz za kodonem START danego genu (Ryc. 15). Obecny
w kasecie marker kanMX4 umozliwia selekcje integran-
tébw na G-418. Wprowadzenie do otrzymanych szczepow
plazmidu ekspresyjnego niosgcego gen kodujacy rekom-
binaze Cre, umozliwia zajscie rekombinacji Cre-loxP po
indukcji promotora, co w efekcie prowadzi do powstania
fuzji genowej GFP-ORF z naturalnego promotora. Otrzy-
mane w ten sposéb fuzje genowe z GFP umozliwiaja
przeprowadzenie badan lokalizacyjnych poszczegélnych
biatek [45],
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Transformacja drozdzy liniowym fragmentem DNA
uzyskanym na drodze PCR z uzyciem
specyficznych dla danego genu starteréw.

[loxP | kanMx4 [mp] yEGFP |

Rekombinacja hW

|[terminator |

Selekcja transformantéw
opornych na G-418

(proneor Jioxp] RariXe JioeP] yEGeP | G Jemina]

GALIp| cre |

ﬁ URA3

[foxP | kanux4 [ oxp |

prpter |__vecr |G

Rycina 15. Schemat przedstawiajacy zasade konstrukcji fuzji genowych GFP-ORF
w naturalnych loci poszczeg6lnych genéw.

Transformacja plazmidem
Indukcja galaktozg

||terminator

BIALKOWE ZELE DWUKIERUNKOWE
| SPEKTROMETRIA MAS

Innym podejsciem do zrozumienia funkcji genu jest stu-
diowanie wiasciwosci biatka, ktére dany gen koduje. Odpo-
wiedzi na pytania o to, czy badane biatko ulega modyfikacji
w okreslonych warunkach i czy znana jest funkcja biatek, z
ktéorymi tworzy kompleks, moga nam zasugerowaé funkcje
jaka dane biatko petni. Technika, ktéra dobrze sprawdza sie
w badaniach mieszanki biatek jest elektroforeza dwukie-
runkowa wysokiej rozdzielczosci. Przy jej uzyciu mozemy
rozdzieli¢ probki uzyskane na drodze immunoprecypitacji
kompleksow komérkowych, a nawet ekstrakty komorkowe
uzyskane z komérek hodowanych w réznych warunkach.
Uzyskane podczas rozdziatu elektroforetycznego plamy
odpowiadajgce poszczegdlnym biatkom, a uwidocznione
badz barwieniem, badz radiograficznie, moga by¢ nastep-
nie wyciete z zelu i poddane dalszej analizie. Jeden ze stoso-
wanych sposobow identyfikacji plam obejmuje okreslenie:
masy, punktu izoelektrycznego oraz poziomu wigczonego
znakowanego radioaktywnie aminokwasu dla kazdej pla-
my poréwnanie wynikéw z danymi wydedukowanymi dla
poszczegolnych biatek [46], Inng metodg identyfikacji plam

Tabela 3. Rodzaje mikromacierzy biatkowych i ich zastosowania.

Mikromacierze Unieruchomiona frakcja

przeciwciato

Znakowana préba

. przeciwciato
Immunologiczne

antygen przeciwciato
biatko
. farmaceutyk
Analityczne biatko
substrat
liposom
Analityczne ligand biatko
biatko tigand
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jest stosowana coraz czesciej spektrometria mas. Badane
biatko trawi sie enzymatycznie, a uzyskane peptydy podda-
je analizie w spektrometrze masowym. Uzyskane dane, po
porownaniu z przewidywanymi dla poszczegdlnych biatek
danych teoretycznych, umieszczonych w bazach danych i
obejmujacych caty proteom drozdzy, pozwalajg na identy-
fikacje biatek w prdbce [47,48], Technike te zastosowano z
powodzeniem do badania zmian proteomu spowodowa-
nych: szokiem cieplnym [46], stresem oksydacyjnym [49]
lub osmotycznym [50]. Z jej pomoca wykazano réwniez,
m.in. N-acetylacje wielu biatek oraz obecno$¢ biatek beda-
cych produktami genéw, ktérych mRNA podlega sktadaniu
[46]. Technika ta stuzy¢ moze rowniez identyfikacji nowych
komponentéw danego procesu, jak w przypadku badania
rybosomdéw [51].

ANALIZA 'TROPOW METABOLICZNYCH!

'Tropy metaboliczne', to zestaw metabolitow, ktore po-
zostawia po sobie lub wydziela do podtoza kazda komoérka.
Szczepy niosgce mutacje réznych gendw réznig sie miedzy
sobg w sposéb powtarzalny ‘tropami metabolicznymi’,
ktére moga by¢ zanalizowane spektrometrig mas poprzez
bezposrednie wstrzykniecie badanej probki do elektroroz-
pylacza [52] lub spektroskopig w podczerwieni z transfor-
macjg Fourier'a. Czesto zmiany w aktywnosci okreslonego
enzymu powoduja tylko niewielkie zmiany w wydajnosci
danej sciezki metabolicznej i moga pozosta¢ niezauwazone
w typowych testach fenotypowych. Tymczasem, zmiany
takie moga mie¢ olbrzymi wptyw na stezenie metabolitéw
posrednich szlaku. Przedstawiona tu metoda jest tania i
ma duzg wydajno$é. Stosujgc liczne kontrole metaboliczne
oraz badajac komorki wystawione na dziatanie czynnikéw
0 znanym sposobie dziatania, mozna stworzy¢ wzorce roz-
poznawania dla tej techniki [53].

MIKROMACIERZE BIALKOWE

Powszechnie obecnie stosowane mikromacierze umozli-
wiajg wygodng i szybkga detekcje tysiecy uporzgdkowanych
w znany sposéb elementéw, ktoérych wiasciwosci moga byé
mierzone rownoczes$nie. W przypadku mikromacierzy biat-
kowych [54,55,56] molekuty wigzace sg unieruchamiane na
powierzchni no$nika, a nastepnie testowana jest ich aktyw-
nos$¢ biochemiczna (Tab. 3). Ze wzgledu na fakt, ze funkcjo-
nowanie biatek czesto zalezy od ich stanu, tji. modyfikacji,
wspotwystepowania w kompleksach i lokalizacji —oczysz-
czenie biatek do celé6w mikromacierzowych stanowi duze
wyzwanie. Poczyniono jednak olbrzymie postepy w pozy-
skiwaniu aktywnych biatek do umieszczania ich na macie-

rzach (opisano macierze zawierajace od
100 biatek do catego proteomu). Istnieje
rowniez wiele sposobéw przytwier-

Badane oddziatywanie
antygen-przeciwciato

biatko-biatko
biatko-mata czgsteczka
enzym-substrat
biatko-lipid

receptor-ligand

dzania biatek do powierzchni macierzy
(Tab. 4) i rozmaite sposoby ich detekcji
(Tab. 5). Tym niemniej pod wzgledem
powszechnos$ci i rozwoju technologii
mikromacierze biatkowe znajdujg sie
daleko w tyle za mikromacierzami DNA.
Sktada sie na to wiele przyczyn, wsrod
nich labilno$¢ konformacji i aktywnosci
unieruchomionego polipeptydu. Totez
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Tabela 4. Sposoby przytaczania biatek do powierzchni mikromacierzy biatkowych.

Sposo6b przytgczenia Powierzchnia

PVDF*
Absorbcja i adsorbcja  nitroceluloza

powlekanie polilizyng
aktywowanie grupg aldehydowa
lub epoksydowa

silikon powlekany ztotem
nanostudzienki PDMS**

tréjwymiarowa wyscidtka z zelu

Wigzanie
kowalencyjne

Dyfuzja cienki film agarozowy
Hybrydyzacja powlekanie DNA/RNA
Wigzanie powlekanie awidyna

powinowactwa powlekanie Ni-NTA***

*PVDF —polifluorek winylidenu, **PDMS —polidimetylosiloksan, ***Ni-NTA —ztoze niklowe

Tabela 5. Metody detekcji uzywane w eksperymentach z wykorzystaniem mikromacierzy biatkowych.

Znakowanie

ezymatyczne
fluorescencyjne

Detekcja Odczyt danych

. kamera CCD

Immunologiczna -
skanowanie laserem

fosfoobrazowanie

Izotopowa izotopowe

konduktometria
spektrometria mas

Elektrochemiczna sprzezenie z metalem

Bezposrednia brak

Klisza rentgenowska

macyjnej masy Kkrytycz-
nej, ktéra wyzwoli fale
nowych odkryc¢.

Modyfikacja Orientacja biatka

biatka Warto jednak pamie-
ta¢, ze tak w biologii kla-

brak przypadkowa sycznej jak i genomicznej
najwazniejsze s pra-

widtowe formutowanie

brak przypadkowa pytan i wiasciwy wybér
warunkow doswiadcze-

nia. O ile jednak stoso-

brak przypadkowa wanie technik genomiki
brak uporzadkowana funkcjonalnej przyczynia
biotynylacja uporzadkowana sie do zwieks_zenia tem-
Hisx6-tag pa zdobywania nowych

danych, o tyle metody
biologii konwencjonalnej
umozliwiajg nie tylko we-
ryfikacje tych danych, ale
i projektowanie nowych
podejs¢ metodycznych.
Wszak przy ich tworze-
niu bazuje sie na dotych-
czasowej wiedzy.

PISMIENNICTWO

pomiar zmian powierzchni mikroskopig sit atomowych

pomiar wspéitczynnika zatamania Swiatta 1

mimo pojedynczych publikacji dowodzgcych wielkich moz-
liwosci mikromacierzy biatkowych [57,58], musimy jeszcze
poczekac na ich upowszechnienie.

PODSUMOWANIE

Opisane powyzej metody, ktérych dziatanie przetesto-
wane zostato na przyktadzie modelowego organizmu euka-
riotycznego jakim sg drozdze S. cerevisiae moga by¢, a nawet
juz sg stosowane do badania dowolnego innego organizmu
[59-64], Oprécz informacji, ktére uzyska¢ mozna réwnie
dobrze (chociaz wolniej), korzystajagc z metod biologii kon-
wencjonalnej, jest co$ jeszcze, co oferuje nam nowe geno-
miczne podejscie. Poznajemy mianowicie sieci zaleznosci
pomiedzy genami, biatkami, szlakami metabolicznymi czy
tez procesami komorkowymi. Nie tyko uzyskujemy wia-
domosci o pojedynczych genach i ich funkcji, ale mozemy
je rowniez umiejscowi¢ w organellum komérkowym czy fa-
zie cyklu komoérkowego. Dodatkowy atut stanowi fakt, ze
informacje, ktére o genach pozyskujemy, ukazujg nam je z
réznych stron, co prowadzi do poznania rzeczywistej roli
ich produktow w komoérce. Wydaje sie tez, ze stosowanie
metod genomiki funkcjonalnej i budowanie sieci zaleznosci
miedzy genowych utatwi¢ moze wyjasnienie uzyskanych
dawniej, ale dotad niejasnych danych, np. istoty dziatania
supresorow uzyskanych dla niektérych gendéw.

Prowadzenie badan w skali globalnej praktycznie elimi-
nuje mozliwo$¢ stosowania 'mys$lenia zyczeniowego'. Moz-
na powiedzieé¢, ze takie podejscie eksperymentalne sprzyja
obiektywizacji uzyskiwanych wynikéw. Wydaje sie tez, ze
uzycie technik globalnych zbliza nas do osiggniecia infor-
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ABSTRACT

The last ten years, since yeast Saccharomyces cerevisiae genome was sequenced, brought a big impact in genome-wide techniques. The tenth
anniversary of genomic era provokes the following resume: a lot of new methods were invented. The yeast strains libraries carrying transpo-
son insertions, gene deletions or tagged proteins have been created. Using them, the phenotypes of gene deletions, as well as the biological
activity, cellular localization and possible modifications of their protein products were elucidated. SAGE analysis and DNA microarray ex-
periments showed gene expression profiles and allowed to build interaction networks of gene regulation. The two dimensional gels, mass
spectrometry, protein arrays and two-hybrid system carry information about protein interactions, modifications, and biochemical activities.
All these methods permit to increase the number of genes with known cellular functions. Moreover, testing these techniques on yeast S. cere-
visiae - a model eukaryotic organism - opened the door for their usage in all other species.
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STRESZCZENIE

osnace zapotrzebowanie na wydajng produkcje rekombinowanych biatek stawia liczne

wyzwania; poczgwszy od optymalizacji hodowli komérek w warunkach nadekspresji,
dostosowania sekwencji wektora, genu i kodowanego biatka do systemu biosyntezy biatka
gospodarza, poprzez poznawanie mechanizméw zwijania biatek, konstrukcje biatek fuzyj-
nych i uktadéw koekspresyjnych, po konieczno$¢ ulepszania metod oczyszczania i renatu-
racji biatek. Obecnie Escherichia coli jest najbardziej zdefiniowanym i najtafiszym syste-
mem biosyntezy biatka. Z bogactwem dostepnych i wyprébowanych mutantéw najlepiej sie
nadaje do ekonomicznego testowania nowych konstrukcji genowych i podejmowania préb
zwiekszania skali produkcji rekombinowanych biatek.

WPROWADZENIE

Systemy ekspresji rekombinowanych biatek w komdrkach pro- i eukariontow
opracowuje sie by tanio, szybko i bezpiecznie produkowac¢ duze ilosci biatka lub
enzymu, ktéry mozna tatwo oczysci¢. Oprécz systemow, ktérych gospodarzem
jest E. coli, do najpopularniejszych nalezg: Bacillus subtilis oraz Saccharomyces ce-
revisiae i Pichia pastoris [1]. Nadprodukcja biatek w komaérkach ssakow i owadow
ogranicza sie do skali laboratoryjnej ze wzgledu na drogie podtoza do hodowli.
Zwierzeta i rosliny transgeniczne znajdujg zastosowanie w produkcji rekombi-
nowanych biatek na duzg skale, lecz poczatkowy koszt uzyskania, w przypadku
zwierzat, a w przypadku roslin spetnienia wymogoéw bezpieczenstwa, zwigza-
nych z nierozprzestrzenianiem moze by¢ wysoki [2], Rekombinowane biatka
warto zatem produkowaé w systemach eukariotycznych wtedy, gdy nie mozna
ich otrzyma¢ w systemach ekspresyjnych E. coli ani w uktadach drozdzowych.

Systemy ekspresyjne E. coli ze wzgledu na dobrze poznang sekwencje geno-
mu, najlepiej zdefiniowany uktad transkrypcyjny i translacyjny, duzy wybér
opisanych promotorow, replikondw oraz mutantéw, tatwo$¢ ich samodzielnego
przygotowania, a takze mozliwos$¢ prowadzenia hodowli w tanich pozywkach i
z wykorzystaniem tak prostych czynnikéw selekcyjnych jak antybiotyki, sg naj-
czesciej stosowane do nadprodukcji rekombinowanych biatek. Trudnos$ci nadal
sprawiajg biatka bardzo duze, zawierajgce liczne mostki dwusiarczkowe, liczne
niesparowane grupy tiolowe oraz takie, ktére wymagajag modyfikacji potransla-
cyjnych. W komarkach E. coli z powodzeniem produkuje sie interferon, albumi-
ne cztowieka, hormony wzrostu i prawie wszystkie rekombinowane enzymy dla
diagnostyki i biologii molekularnej [3].

WARUNKI HODOWLI ESCHERICHIA COLI

Od warunkéw w jakich prowadzi sie hodowle E. coli zalezy to jaka ilos¢ re-
kombinowanego biatka mozna uzyskaé, w jaki sposob i jakiej jakosci produkt
bedzie mozna oczys$ci¢. Poniewaz nadprodukcja biatek w formie ciat inkluzyj-
nych, wymaga ich denaturacji i ponownego zwijania, co bywa skomplikowane,
a na wiekszg skale zbyt kosztowne, dazy sie do uzyskania produktu w formie
rozpuszczalnej. Poza doborem warunkéw hodowli wazne jest rowniez coraz
lepsze poznawanie mechanizméw zwijania biatek, roli biatek opiekuriczych i
izomeraz w tym procesie, a takze mechanizméw sekrecji, co pozwala na wy-
korzystanie przydatnych mutantéw i zastosowanie koekspresji biatek systemu
sekrecyjnego. Po opracowaniu systemu wydajnego w skali laboratoryjnej po-
jawia sie zadanie zwiekszenia skali produkcji. Tylko na rynku amerykanskim
co roku sprzedaje sie okoto 100 ton wotowego hormonu wzrostu, a w przy-
padku produkcji biatka o zastosowaniach terapeutycznych produkcje trzeba
rozpoczyna¢ od kilkudziesieciu kilogramdw rocznie [3,4]. Proces zwigkszania
skali nie jest prosty i wymaga doktadnego skalkulowania optacalnosci, a to cze-
sto wymusza prowadzenie hodowli o duzej gestosci (HCDC — ang: high celi
density cultures), przekraczajgcej 50g suchej masy komorek na litr [g(DCW)I_]
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(ang: dry celi weight). Zeby planowaé zwiekszanie skali
trzeba bardzo dobrze pozna¢ fizjologiczne uwarunkowa-
nia dynamiki wzrostu i metabolizmu E. coli w warunkach
nadprodukcji okre$lonego biatka. Mimo ograniczen, ktdre
trzeba przezwyciezyé¢, takich jak gorsza wymiana gazowa
i cieplna, inhibicja substratowa i gromadzenie sie substan-
cji hamujacych wzrost (koszt dializy bywa za wysoki), ta-
kie podejscie czesto sie w koncu optaca. Niektére sktadniki
pozywek hamujg wzrost komérek E. coli kiedy wystepuja
w zbyt wysokich stezeniach, stad proste zwiekszenie ste-
zenia sktadnikow pokarmowych nie daje dobrych efektow.
Przyktady granicznych stezen niektérych sktadnikéw po-
zywek: glukoza (50 g/l), amoniak (3 g/l), zelazo (1,15 g/1),
magnez (8,7 g/l), fosfor (10 g/l), cynk (0,038 g/l) [4], Nie
jest proste odniesienie warunkow produkcji biatka w kolbie
do fermentora, gdzie w warunkach hodowli o duzej gesto-
§ci trzeba uzupetniaé sktadniki pozywki, kontrolowa¢ pH,
natlenienie i wymiane cieplnag, a jesli to konieczne, usuwac
powstajace substancje hamujgce wzrost. Jako uzupetniajgce
Zrédto azotu mozna stosowac¢ np. wodorotlenek amonu by
jednoczesnie kontrolowa¢ pH pozywki. Najwieksze gesto-
Sci E. coli jakie udato sie uzyskac dla szczepéw Bto 174 g(D-
CWijl', w warunkach dializowanej hodowli, gdzie zrddtem
wegla byt glicerol. Zwiekszanie gestosci hodowli E. coli po-
wyzej 200 g(DCW)H nie ma juz sensu. Przy takich gesto-
Sciach nastepuje gwattowny wzrost lepkosci hodowli. Przy
400 g(DCW)H, jesli przyjac, ze $rednia cylindryczna komor-
ka ma 3 pm dtugosci i 1 pm $rednicy, pozywka stanowi juz
tylko 25% objetosci hodowli. Jednym z najwiekszych pro-
blemow zwigzanych z kulturami E. coli o duzej gestosci jest
produkcja octanu, ktéra pojawia sie zwykle w warunkach
ograniczonego natlenienia lub nadmiaru glukozy. Nadmiar
glukozy powoduje, ze bakterie produkujg octan nawet w
warunkach tlenowych na skutek wysycenia szlaku kwaséw
trikarboksylowych. Stezenie octanu przekraczajace 5 g/l w
pH = 7,0 juz hamuje wzrost komérek E. coli. Uprotonowa-
ny octan blokuje produkcje ATP zmniejszajac udziat ApH
w sile protonomotorycznej. To skutkuje zahamowaniem re-
plikacji, transkrypcji i translacji. Octan powstaje takze kiedy
tempo wzrostu jest za wysokie —najczesciej rzedu 0,2-0,35
h 1 ale zalezy to od sktadu pozywki i od szczepu. Problem
hamowania biosyntezy biatka przez nadmierng produkcje
octanu rozwigzuje sie przez ograniczenie zrodet C i N [4,5].
Kiedy Zrodtem wegla jest glicerol, octan zwykle nie powsta-
je, prawdopodobnie z powodu powolnego pobierania glice-
rolu i spowolnienia przeptywu wegla przez szlak glikolizy.
Czasami wystarczy obnizenie temperatury, co zmniejsza
tempo wzrostu i zapotrzebowanie na tlen, a jednoczes$nie
ogranicza powstawanie ciat inkluzyjnych. W niektérych
przypadkach, zaleznie od nadprodukowanego biatka,
warto pozywke uzupetni¢ odpowiednimi aminokwasami
— np. glicyng czy metioning. Mutacje genéw Ack (kinazy
octanowej) lub Pta (fosfotransacetylazy acetylo-CoA), ktore
zaangazowane sg w uwalnianie octanu z acetylo-CoA row-
niez pozwalajg na ograniczenie akumulacji octanu. Mutan-
ta pta wykorzystano z powodzeniem w warunkach gestej
hodowli do nadprodukcji ludzkiej interleukiny 2 i lipazy.
Mozna tez ograniczy¢ pobieranie glukozy stosujac jej ana-
log —nietoksyczny kompetycyjny inhibitor pobierania glu-
kozy — metylo-a-glukozyd. Czynnikiem ograniczajgcym
wzrost w HDCD bywa takze stezenie tlenu. W stanie na-
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syconym ilo$¢ tlenu rozpuszczonego w wodzie o tempera-
turze 25°C wynosi 7 mg/litr. Jego ilos¢ w hodowli nalezy
zwiekszyé — przez napowietrzanie (zastosowanie czystego
tlenu nie jest tanie), szybkie mieszanie pozywki. Czasami
stosuje sie hodowle pod zwiekszonym cisnieniem lub ko-
ekspresje hemoglobiny. Dobre mieszanie pozywki zapew-
nia jednorodno$¢ produktu —wszystkie komdérki powinny
mie¢ jednakowy dostep do tlenu i do uzupetnianych sktad-
nikéw pozywki. Stezenie C02ma wptyw na tempo wzrostu
HCDC, poniewaz jego czastkowe ci$nienie wieksze niz 0,3
atm zmniejsza tempo wzrostu E. coli i powoduje gromadze-
nie sie octanu. Najbardziej kontrolowane warunki wzrostu
uzyskuje sie stosujagc wyktadnicze uzupetnianie pozywki,
dostosowane do logarytmicznego tempa podziatdw komo-
rek. W hodowlach o duzych gestosciach problemem staje
sie nawet metaboliczna produkcja ciepta [4], Trzeba pamie-
ta¢, ze juz wydajna replikacja plazmidu w komorce jest stre-
sem, a nadprodukcja rekombinowanego biatka wprowadza
»molekularne zamieszanie", ktére objawia sie zmiang tem-
pa podziatdw, wzrostu i metabolizmu komérki w wyniku
gwattownej utraty energii i zapasu substancji niskoczastecz-
kowych. Stezenie biatka w komorce E. coli waha sie od 200-
300 mg/ml. Nadmierna produkcja heterologicznego biatka
czesto konczy sie powstawaniem ciat inkluzyjnych lub (i)
jego czesciowg degradacja [6].

WYBOR PROMOTORA

Promotor powinien byé¢ indukowany i pozwala¢ na wy-
dajng produkcje rekombinowanego biatka, tak by jego ilos¢
w krotkim czasie mogta osigga¢ 10-30% catkowitego biat-
ka komérki. Podstawowa ekspresja z takiego promotora
(bez indukcji) powinna by¢ jak najmniejsza. Powinien by¢
tatwo indukowany — fizycznie lub chemicznie, z wyko-
rzystaniem prostego induktora, jak L-arabinoza lub IPTG.
Poniewaz IPTG jest toksyczny, nie zawsze mozna go stoso-
waé, np. do produkcji biatek o zastosowaniach leczniczych.
Indukcja termiczna jest prosta, ale szczep powinien mieé
zmutowany gen rpoH, inaczej przy zmianie temperatury zo-
stanie wzbudzona ekspresja biatek opiekunczych i proteaz.
Najpopularniejsze systemy do ekspresji biatek w E. coli wy-
korzystujg specyficzng transkrypcje z udziatem polimerazy
RNA faga T7, ktorej gen pod kontrolg promotora lac mozna
indukowa¢ za pomocg IPTG. Najczesciej wykorzystywane
sg plazmidy pET (Novagen) — aktualnie ponad 40 wersji.
W roku 2003 ponad 90% struktur zdeponowanych w PDB
(Protein Data Bank) byto wynikiem nadprodukcji biatek w
tym systemie [7].

Ekspresja w systemie pET najczesciej polega na tym, ze
genom gospodarza ma wbhudowany fragment genomu faga
(ADE3), zawierajacy gen polimerazy RNA faga T7, pod kon-
trolag promotora ZacUV5. Chociaz promotor /¢?cUV5 jest mniej
wrazliwy na regulacje przez cAMP-CRP niz promotor lac,
dodatek glukozy do pozywki w iloéci 1% ogranicza poziom
cAMP iwzmacnia jego represje. Biatko Lacl lub jego 10 razy
bardziej skuteczny mutant Laclgjest represorem promotora
lacUV5 i hybrydowego promotora T7/ lac, znajdujgcego sie
na plazmidzie ekspresyjnym. Gen lacl naturalnie wystepu-
je na chromosomie E. coli, a w niektorych systemach takze
na plazmidzie ekspresyjnym — zawieraja go wektory pET
iich pochodne. Kiedy IPTG wigze sie z Lacl, tetrameryczny
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Rycina 1. Indukcja ekspresji genu z promotorem T7 za pomocg IPTG w systemie
pET (Novagen).

represor uwalnia promotor polimerazy RNA T7 i hybrydo-
wy promotor na plazmidzie ekspresyjnym, co uruchamia
transkrypcje i translacje polimreazy T7. Powstata polimera-
za RNA T7 rozpoznaje promotor T7 — unikalng 20-nukle-
otydowg sekwencje (TAATACGACTCACTATAGGG) pla-
zmidu ekspresyjnego i rozpoczyna transkrypcje z szybko-
§cig osiggajaca 230 nt/s —prawie pieciokrotnie szybciej niz
polimeraza RNA E. coli (50 nt s'1). Sladowy (podstawowy)
poziom ekspresji polimerazy RNA T7 jest dodatkowo eli-
minowany przez koekspresje lizozymu T7 — naturalnego
inhibitora polimerazy RNA T7 z plazmidu pLysS (silent) lub
pLysE (expressed). Ramka odczytu lizozymu na tych dwdch
plazmidach ma r6zng orientacje —zgodng (pLysE) lub od-
wrocong (pLysS) w stosunku do promotora Tc - indukowa-
nego przez tetracykline [7] (Ryc. 1).

WYBOR SZCZEPU ESCHERICHIA COLI

Do nadprodukcji biatek w systemach zaleznych od poli-
merazy RNA faga T7 najczesciej wybieramy odpowiednie
szczepy typu (DE3). Szczepy trxB/gor — zapewniajg $ro-
dowisko dla powstawania mostkéw dwusiarczkowych w
cytoplazmie, np. szczep Origami (Novagen). Szczep E. coli
Turner (Novagen) ma uszkodzony gen permeazy laktozy —
lacY, co pozwala na ptynng regulacje ekspresji rekombino-
wanych biatek w tym systemie stezeniem IPTG. Jest to przy-
datne gdy obnizenie poziomu produkcji rekombinowanego
biatka pozwala uzyska¢ produkt o lepszej rozpuszczalnosci
i aktywnosci. Szczepy Rosetta i Rosetta-gami (Novagen) z
plazmidami pLysRARE pozwalajg na ekspresje heterolo-
gicznych biatek, ktérych ramki odczytu zawierajg rzadko
wykorzystywane u E. coli kodony, np. AGA.

Szczepy C41(DE3) i C43(DE3) to mutanty przeznaczone
do ekspresji biatek btonowych, ktére w innych szczepach
tworzg ciata inkluzyjne. W warunkach nadprodukcji biatka
dochodzi raczej do proliferacji bton, anizeli do powstawania
ciat inkluzyjnych. Zwiekszong stabilnos¢ mRNA zapewnia-
ja szczepy BL21, posiadajace mutacje mel131.

W przypadku biatek silnie toksycznych, gen polimerazy
T7 wprowadza sie infekujac szczepy, ktdre nie posiadaja
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genu polimerazy RNA T7 (np. BL21, BLR) bakteriofagiem
ACES6. BLR to pochodna BL21 z uszkodzonym genem recA
co pozwala na utrzymanie i stabilng ekspresje genu z se-
kwencjami powtorzonymi, a B834 ma uszkodzone geny
proteaz lon i ompT. Infekcja hodowli fagiem ACE6 wprowa-
dza konstytutywnie eksprymowany gen polimerazy RNA
faga T7. Nie dochodzi do lizy komérek, a w ciggu 2-3 go-
dzin mozna uzyska¢ do 200 mg rekombinowanego biatka z
1 litra hodowli [8],

REPLIKON

Gen stuzacy do nadprodukcji rekombinowanego biatka
najczesciej wiacza sie do plazmidu o niskiej liczbie kopii,
zwykle zawierajacy replikon ColEl lub pl5A, aby jego re-
plikacja nie obcigzata nadmiernie metabolizmu komorki.

Scista kontrola liczby kopii plazmidu ekspresyjnego po-
zwala takze na ograniczenie $ladowej ekspresji wprowa-
dzonego genu przed indukcjg. Plazmid ekspresyjny pET-
coco (Novagen), dzieki zastosowaniu elementéw replikonu
episomu F — onS i repE, a takze elementéw cis parABC,
zapewniajacych rozdziat plazmidéw miedzy komoérki po-
tomne, moze by¢ przed indukcjg utrzymywany w liczbie 1
kopii na komorke w pozywce LB zawierajacej 0,2% D-glu-
koze. Przed indukcja ekspresji wprowadzonego genu moz-
na zwiekszy¢ liczbe kopii plazmidu przez dodanie do po-
zywki L-arabinozy (0,01%), co powoduje, ze replikator TrfA
uruchamia miejsce poczatku replikacji on'V i liczba kopii
plazmidu w komdrce zwieksza sie do 20-50. Zastosowanie
takiego wektora w szczepie Turner pozwala na testowanie
bardzo szerokiego zakresu poziomu ekspresji wprowadzo-
nego genu [9].

Otrzymanie wieloenzymatycznego kompleksu czy bada-
nie oddziatywan biatko-biatko moze wymagaé koekspresji
dwoéch biatek, podobnie, uzyskanie aktywnego, prawidto-
wo zwinietego biatka moze wymagaé jego koekspresji z
biatkiem opiekunczym. Ramki odczytu umieszcza sie albo
na jednym wektorze typu Duet (Novagen) (Tab. 1), albo na
kilku, ktérych replikony nalezg do réznych grup niezgod-
nosci (Tab. 2). Dzieki mozliwosci utrzymania w komérce
£. coli jednoczesnie 4 z pieciu wektoréw typu Duet mozli-
wa jest koekspresja nawet o$miu biatek [10].

Tabela 1. Replikony plazmidéw w systemach ekspresyjnych E. coli, na podstawie
katalogu Novagen 2006/2007.

Plazmid(y) Replikon Liczba kopii
(pochodzenie)

PET (all) ColEl (pBR322) -40

pETDuetTM-1

pACYCDuetTM-1 P15A (pACYC184) 10-12

pLysS

pLysE

pLacl

pRARE

pRSF (all) RSF1030 >100

pCDF (all) CloDF13 20-40

pPETBIlueTM (all) ColEl (puC) >500

pTriEXTM (all)
pETcoco (all) Mini-F/RK2 (2) 1, ampliikowalny
(pBeloBACII, RK2) do -40

pCOLADuetTM-1 ColA -20-40
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Kiedy warunki nadprodukcji i sposéb oczyszczania re-
kombinowanego biatka sg juz dopracowane, warto pomy-
$le¢ o trwatym zabezpieczeniu hodowli, ktorej skala ma by¢
powiekszona przed pojawianiem sie segregantdw nie posia-
dajacych wprowadzonego genu. Jednym ze sposobdw jest
zbudowanie takiej konstrukcji genetycznej cis (locus parABC
plazmidu RI, j.w. lub ccdAB plazmidu F) lub trans (komple-
mentacja uszkodzenia niezbednego genu na chromosomie
supresorem kodowanym przez plazmid), w ktérej utrata
plazmidu spowoduje $mieré¢ komoérki, a innym — ustabili-
zowanie szczepu przez whudowanie jednej lub kilku kopii
genu do chromosomu [7].

STABILNOSC | SEKWENCJA NUKLEOTYDOWA mRNA

Okres péttrwania mRNA w komaérkach E. coli wynosi od
kilku sekund do 20 minut. Wydajne wigzanie rybosomdw
zwieksza stabilnos¢ mRNA, a zmniejsza wystepowanie
struktur drugorzedowych i konca poli-A. W komorkach E
coli za poliadenylacje odpowiadajg dwie poliadenylujace
polimerazy RNA: PAPI i PAPU, a za degradacje, przede
wszystkim dwie egzonukleazy: RNaza Il i PNPaza iendo-
rybonukleaza RNaza E. Poliadenylacja utatwia degradacje
MRNA z udziatem RNazy Il i PNPazy. Koniec 5° mRNA
nie powinien zawiera¢ sekwencji tworzgcych struktury
spinki do wtoséw, co moze utrudni¢ wigzanie rybosomu
i przyspieszy¢ jego degradacje. Chociaz udaje sie stabili-
zowac¢ koniec 5' mRNA przez wprowadzenie struktury
spinki do wtoséw (przyktad ompA), nie moze ona zawie-
ra¢ niesparowanych nukleotydow po stronie 5'. Strukture
spinki do wtoséw z pewnos$cig warto umiesci¢ w rejonie
3'-UTR. Na obydwu kofncach mRNA mozna umiesci¢ do-
datkowe sekwencje stabilizujagce —np. ompA na koncu 5'
lub GFP na konicu 3'. Nie jest jednak znana uniwersalna se-
kwencja lub struktura zwiekszajaca stabilno$¢ wszystkich
mRNA [6,7].

W rejonie inicjacji translacji musi sie znalez¢ miejsce
wigzania rybosomu zawierajgce sekwencje Shine-Dalgar-
no (SD: UAAGGAGG) potozone 7+2 nt powyzej kodonu
AUG. Jesli ma dojs¢ do wydajnej inicjacji translacji rejon
ten musi by¢ bogaty w reszty A i T, a pierwszym nukle-
otydem za kodonem AUG powinna by¢ adenina. Jesli se-
kwencja SD wchodzi w skiad struktur Il-rzedowych na
koncu 5 mRNA, silnie zmniejsza sie wydajnos¢ inicjacji
translacji. Zmniejszenie odlegtosci miedzy SD a kodonem
AUG do 4 nt lub zwigkszenie powyzej 14 nt takze znacznie
ostabia wydajnos$¢ inicjacji translacji. Nalezy pamieta¢, ze
okoto 8% miejsc inicjacji translacji E. coli to kodony GUG,
UUG lub AUU [6,7].

Wydajnos$¢ inicjacji translacji moze istotnie wzmocni¢ se-
kwencja DB (ang: downstream box) potozona tuz ponizej ko-
donu AUG, jesli jej konsensus: 5'-AUGAAUCACAAAGUG-
3' zawiera zasady komplementarne do zasad 1469-1483 16S
rRNA. Wzmacniajacy efekt tej sekwencji jest zalezny od
witasciwego dziatania sekwencji SD i utrzymuje sie w zakre-
sie przesunie¢ poczatku DB od pozycji +1 do +6 sekwencji
kodujacej [6,7,11].
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Ponizej sekwencji kodujacej powinno sie znajdowacé
miejsce terminacji transkrypcji (palindromowa sekwencja
tworzgca strukture spinki do wtosoéw), co poprawia stabil-
no$¢ mRNA. Najlepiej jesli to sa dwa kolejne kodony stop
zaczynajace sie tetranukleotydem UAAU poniewaz u E. coli
najskuteczniejszym kodonem stop jest kodon UAA, zwitasz-
cza kiedy wystepuje po nim reszta U. Czesto$¢ wykorzysta-
nia poszczegblnych kodonéw w komorce E. coli doktadnie
odpowiada poziomowi poszczegdlnych aminoacylo-tRNA
w cytozolu [12]. Jesli zatem ramka odczytu zawiera liczne
kodony, ktdre rzadko wystepujg w sekwencjach kodujgcych
gendéw E. coli, jej ekspresja obniza sig, poniewaz dochodzi
do substytucji (np. arginina jest zastepowana lizyng), prze-
sunie¢ ramki odczytu, a nawet przeskoku dwdch kolejnych
kodonoéw argininowych AGA albo przedwczesnej termi-
nacji translacji. Ramka odczytu nie powinna tez zawierac
kolejno po sobie wystepujacych kodonéw lizyny AAG, od-
czytywanych przez tRNALSUUU [13,14].

Dane dotyczace czestosci wykorzystywania poszcze-
golnych kodondéw u réznych organizméw mozna znalezé
na stronie Codon Usage Database: www. kazusa.or.jp/co-
don/. Sg to dane statystyczne, ktérych istotno$¢ zalezy od
liczby zsekwencjonowanych gendw organizmu i wtasciwe-
go okreslenia sekwencji kodujacych.

STABILNOSC I STRUKTURA PRODUKTU TRANSLACJI

Na stabilnos¢ rekombinowanych biatek znaczny wplyw
ma reszta aminokwasowa wystepujaca bezposrednio po
metioninie (w komérkach E coli — fMet). Od niej zalezy
wydajno$¢ usuwania formylometioniny. W komdrkach
E. coli, takie ciecie jest katalizowane przez aminopeptyda-
ze metioninowa. Jezeli zaraz po f-Met wystepuje reszta His,
Gin, Glu, Phe, Met, Lys, Tyr, Trp lub Arg, ciecie nastepuje
z wydajnoscig rzedu 16%. W pozostatych przypadkach for-
mylometionina jest odcinana z wydajnos$cig 97%. Jezeli po
odcieciu f-Met pierwszg resztg jest: Arg, Lys, Phe, Leu, Trp
albo Tyr, okres péttrwania biatka w komoérce E. coli wynosi
zaledwie 2 minuty, podczas gdy w pozostatych przypad-
kach dochodzi do 10 godzin. Najgorsza sytuacja ma miejsce
kiedy za metioning wystepuje reszta leucyny, wtedy istnieje
wysokie prawdopodobienstwo odciecia formylometioniny
(powyzej), a powstaty polipeptyd posiadajagcy na amino-
wym konAcu leucyne, ulega szybkiej proteolizie. By unikngé
takiej sytuacji, nalezy wzigé pod uwage mozliwos¢ zmiany
sekwencji aminokwasowej korica N lub umieszczenie do-
datkowej domeny przed Met-Leu [14].

Jesli produkt translacji rekombinowanego biatka ma
oryginalny koniec karboksylowy nalezy zwréci¢ uwage by
jego sekwencja aminokwasowa nie byta zbyt podobna do
peptydu ANDENYALAA, syntetyzowanego w komdrkach
E. coli na koncach przedwczes$nie terminowanych tancu-
chéw polipeptydowych, powstatych w wyniku translacji
uszkodzonych mRNA, ktére nie posiadajg kodonow stop.
Sekwencje prokariotycznych peptydow, bedacych znaczni-
kami uszkodzonych produktéw translacji mozna znalez¢ na
stronie tmRNA Database:://www.ag.auburn.edu/mirror/
tmRDB/.
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ROZPUSZCZALNOSC NADPRODUKOWANEGO BIALKA

To, czy w wyniku nadekspresji mozna otrzymaé¢ duze
ilosci rozpuszczalnego i dobrze zwinietego, a zatem aktyw-
nego biatka zalezy od kilku czynnikéw. Zwykle tym trud-
niej im rekombinowany polipeptyd jest dtuzszy, im wiecej
zawiera skretéw, reszt proliny, cysteiny i reszt hydrofobo-
wych, a takze od tego czy do prawidtowego zwijania moze
dojs¢ bez odpowiednich biatek opiekunczych i bez modyfi-
kacji potranslacyjnych i czy w komérce E. coli jest podatny
na proteolize. Dta zwiekszenia wydajnosci translacji i pra-
widtowego zwijania w E. coli, a takze po to zeby zwiekszy¢
rozpuszczalno$¢ rekombinowanych biatek, na koncu N
dotgcza sie biatko wigzace maltoze — MBP (40kDa), NusA
(54,8 kDa) lub IF2(17,4 kDA). Indeks rozpuszczalnosci biat-
ka w cytosolu E. coli mozna wyliczy¢ na stronie: www.bio-
tech.ou.edu. Jest to tylko kalkulacja, ktéra sprawdza sie dla
wiekszosci biatek [15].

Do nadprodukcji krotkich peptydéw, ktérych rozpusz-
czalne produkty ekspresji sg toksyczne lub szybko degra-
dowane, wykorzystuje sie N-koncowy, silnie hydrofobowy
fragment bakteryjnej izomerazy ketosteroidowej, ktéry w
komorkach E. coli ulega wydajnej translacji (peptyd KSI;
pET-31b, Novagen). Umieszcza sie go na koncu N takiego
peptydu lub jego tandemowych powtérzen (wtedy nalezy
stosowaé szczep BLR, Novagen). Produkt zostanie zdepo-
nowany w postaci ciat inkluzyjnych [16]. Oczyszczanie bia-
tek ktore tworzg ciata inkluzyjne na wieksza skale zwykle
sie nie optaca, jednak niektére enzymy deponowane w tych
porowatych strukturach zachowujg aktywno$¢, a inne po
solubilizacji ciat inkluzyjnych w obecnosci soli chaotropo-
wych, w $rodowisku redukujgcym mozna zrenaturowac.
Ciata inkluzyjne powstaja w wyniku znacznego nagroma-
dzenia biatek (>50% catkowitego biatka komorki) tatwo
wchodzacych w ,,niespecyficzne" oddziatywania hydrofo-
bowe. Zwykle ponad 90% masy ciat inkluzyjnych stanowi
nadprodukowane biatko, ktdre nie uzyskato wtasciwej kon-
formacji ze wzgledu na proteolize, niemozno$¢ utworzenia
mostkéw dwusiarczkowych, brak modyfikacji potranslacyj-
nych czy nieobecnos$¢ odpowiednich biatek opiekunczych.
W skitad ciat inkluzyjnych wchodzg takze biatka opiekuncze
E. coli: GroEL, DnaK, IbpA i IbpB, ktdre uczestniczg w ich
solubilizacji in vivo, w warunkach zahamowanej biosyntezy
biatka.

Powstawanie ciat inkluzyjnych mozna ograniczy¢
przez zmiane warunkdw hodowli (sktadu pozywki, tem-
peratury, obnizenie poziomu ekspresji —szczep Turner),
zastosowanie koekspresji izomeraz prolilowych lub disul-
fidowych (DsbA i DsbC), a takze wysoko lub niskoczg-
steczkowych biatek opiekunczych. Ograniczenie proteoli-
zy wymaga stosowania szczepow z defektywnymi gena-
mi proteaz lub z uszkodzonym systemem odpowiedzi na
szok termiczny. W przypadku ,trudnych" biatek o cha-
rakterze hydrofobowym dobre efekty przynosi stosowa-
nie szczepéw C41(DE3) lub C43(DE3) pochodzacych od
BL21(DE3), w ktorych mozna produkowac biatka btono-
we, poniewaz w wyniku nadekspresji dochodzi raczej do
proliferacji wewnetrznych bton anizeli do powstawania
ciat inkluzyjnych [17],
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Uzyskanie wydajnej nadprodukcji heterologicznego
biatka w E. coli, w formie rozpuszczalnej, mimo ze ukitad
jest najlepiej poznany wymaga zwykle wyprébowania kil-
ku réznych konstrukcji, w ré6znych warunkach hodowli, z
zastosowaniem réznych szczep6w albo podjecia préb solu-
bilizacji renaturacji i doczyszczenia biatka zdeponowanego
w ciatach inkluzyjnych. W tym ostatnim przypadku trzeba
podjac jeszcze wiecej préb, optymalizujgc tempo renatura-
cji, pH zastosowanego buforu, temperature, site jonowa, za-
stosowanie detergentu ijego stezenie, soli chaotropowych,
czynnikéw redukujacych, zwigzkéw chelatujgcych, jonow
metali czy niskoczasteczkowych dodatkéw utatwiajgcych
zwijanie, jak np. glicyna albo L-arginina. Ponad 600 proto-
kotow renaturacji biatek z solubilizowanych ciat inkluzyj-
nych mozna znalez¢ w bazie danych REFOLD: http://re-
fold.med.monash.edu.au. W oparciu o te dane opracowano
96-dotkowy system iFOLD (Novagen) pozwalajacy na szyb-
kie wyszukanie warunkow renaturacji rekombinowanego
biatka zblizonych do optymalnych [18],

SEKRECJA DO PRZESTRZENI PERIPLAZMATYCZNEJ

Cytosol E. coli to srodowisko redukujace, gdzie nie do-
chodzi do powstawania mostkéw dwusiarczkowych. Za-
obserwowano to na przyktadzie alkalicznej fosfatazy, ktora
zostaje wiasciwie zwinieta dopiero w przestrzeni peripla-
zmatycznej. W cytosolu E. coli nie sg wiasciwie zwijane
rowniez te biatka, ktére w natywnej konformacji zawierajg
liczne, niesparowane reszty cysteiny. W takich przypad-
kach mamy do wyboru albo pozosta¢ przy ekspresji biatka
w cytosolu i stosowac szczepy z uszkodzonym systemem
tioredoksyny (trxB) (szczep AD494, Novagen) lub takze
glutaredoksyny (trxB/gor) (Origami, Novagen), zastosowac
koekspresje izomerazy disulfidowej DsbC pozostajacej w
cytosolu, albo zdecydowaé sie na ekspresje rekombinowa-
nego biatka kierowanego do przestrzeni periplazmatycznej.
W tym celu, na koncu N dotgcza sie peptyd sygnatowy roz-
poznawany przez translokaze Sec. Podczas translokacji jest
on odcinany przez proteaze zwigzang z wewnetrzng btona,
ktérej centrum aktywne znajduje sie po stronie periplazma-
tycznej. Najczesciej stosowane peptydy sygnatowe pocho-
dzg z genéw ompT, ompA, pelB (pET22b), phoA, malE, lamB
i z p-laktamazy. Zwykle sktadajg sie z 18-30 reszt amino-
kwasowych: dwoch lub wiekszej liczby reszt zasadowych
na koncu aminowym, siedmiu reszt budujgcych hydrofobo-
wy rdzen i hydrofilowego konca C, rozpoznawanego przez
proteaze. Hydrofilowy koniec zawiera zwykle mate reszty
(Ala, Gly lub Ser) w pozycjach od -1 do -3 (jesli +1 to pierw-
sza pozycja dojrzatego biatka), poprzedzone w pozycji -6
reszta tamiacg helise (Pro lub Gly) [17,19].

Niektore biatka tworzg ciata inkluzyjne takze w peri-
plazmie, stad, przydatna bywa koekspresja izomeraz di-
sulfidowych, eksportowanych do tego przedziatu. Inne
zalety to mniejsze ryzyko proteolizy, tatwe uwolnienie
produktu z tego przedziatu przez szok osmotyczny i
mniejsza pula biatek na poczatku oczyszczania. System
wykorzystujgcy sekrecje nadprodukowanego biatka do
periplazmy ma takze wady. Moze on wymaga¢ ograni-
czonej nadekspresji, by system sekrecji nie zostat zablo-
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Tabela 2. Zastosowanie wektoréw Duet i szczepéw do koekspresji od czterech do osmiu rekombinowanych biatek, na podstawie katalogu Novagen 2006/2007.

Odpowiednie kombinacje wektorow

Wektor 1
pETDuet™-l1 (AmpR

pRSFDuet™-I lub
pCOLADuet-1(KanR
pETDuet-1 (AmpR

pACYCDuet-1 (CamBR

pETDuet-1 (AmpR
pETDuet-1 (AmpR
pACYCDuet-1 (CamR
pETDuet-1 (AmpR

pETDuet-1 (AmpR

pRSFDuet-1 lub
pCOLADuet-1(KanR

pETDuet-1 (AmpR

Grupy szczepow
Grupa A
B834(DE3)
BL21(DE3)
BLR(DE3)
HMS174(DE3)
NovaBlue(DE3)
Origami™ 2(DE3)*
Tuner™ (DE3)

Wektor 2

pACYCDuet™-| (CamR

pCDFDuet-1 (SmR
pACYCDuet-1 (CamR

pRSFDuet-1 tub
pCOLADuet-1(KanR
pACYCDuet-1 (CamR
pACYCDuet-1 (CamR
pCDFDuet-1 (SmR
pRSFDuet-1 lub
pCOLADuet-1(KanR

pRSFDuet-1 lub
pCOLADuet-1(KanR

pCDFDuet-1 (SmR

pCDFDuet-1 (SmR

Grupa B

B834(DE3)
BL21(DE3)
BLR(DE3)
HMS174(DE3)
NovaBlue(DE3)
Origami(DE3) *
Origami 2(DE3)*
Origami B(DE3)
Tuner(DE3)

Wektor 3
pRSFDuet™-1 lub

pCOLADuet™-|(KanR
pACYCDuet-1 (CamBR

pRSFDuet-1 lub

pCOLADuet-1(KanR

zaden

pCDFDuet-1
zaden
zaden

pCDFDuet-1 (SmR

zaden
zaden

zaden

Grupa C

B834(DE3)
B834(DE3)pLysSt
BL21(DE3)
BL21(DE3)pLysSt
BLR(DE3)
BLR(DE3)pLysSt
HMS174(DE3)
HMS174(DE3)pLysSt
NovaBlue(DE3)
Origami 2(DE3)*
Origami 2(DE3) pLysS*t
Rosetta™ (DE3)

Rosetta (DE3)pLysSt
Rosetta 2(DE3)

Rosetta 2(DE3)pLysSt
RosettaBlue™ (DE3)
RosettaBlue(DE3)pLysSt
Rosetta-gami™ 2(DE3)*

Rosetta-gami 2(DE3) pLysS*4

Tuner(DE3)
Tuner(DE3)pLysSf

Rekombinowane Grupa
biatka odpowiednich
(liczba) szczepow
W ektor 4
pCDFDuet™- 8 A
1(SmR
zaden 6 A
zaden 6 A
zaden 4 A
zaden 6 B
zaden 4 B
zaden 4 B
zaden 6 C
zaden 4 C
zaden 4 C
zaden 4 d m
Grupa D
B834(DE3) Rosetta-gami (DE3)*
B834(DE3)pLysS Rosetta-gami (DE3)pLysS*
BL21(DE3) Rosetta-gami 2(DE3)*
BL21(DE3)pLysS Rosetta-gami 2(DE3)pLysS*
BLR(DE3) Rosetta-gami B(DE3)
BLR(DE3)pLysS Rosetta-gami B(DE3)pLysS
HMS174(DE3) Tuner(DE3)
HMS174(DE3)pLysS Tuner(DE3)pLysS

NovaBlue(DE3)
Origami (DE3)*
Origami (DE3) pLysS*
Origami 2(DE3)*
Origami 2(DE3)pLysS*
Origami B(DE3)
Origami B(DE3)pLysS
Rosetta(DE3)

Rosetta (DE3)pLysS
Rosetta 2(DE3)

Rosetta 2(DE3)pLysS
RosettaBlue(DE3)
RosettaBlue(DE3)pLysS

*Szczepy posiadajace mutacje rpsL, dajacg oporno$¢ na streptomycyne; stad do selekcji rekombinantéw pCDFDuet trzeba uzywaé spektynomycyny.
Szczepy zawierajace plazmid z replikonem P15A; przy stosowaniu do koekspresji plazmidéw pETDuet-1 i pRSFDuet-1, moze wystapi¢ znaczne
obnizenie poziomu ekspresji ramek odczytu wklonowanych do pRSFDuet-1. Taki efekt nie wystepuje, kiedy zamiast pRSFDuet-1 stosuje sie
wektor pCOLADuet-1. Oznaczenia opornosci na antybiotyki: AmpR ampicylina/karbenicylina; KanR kanamycyna; CamR chloramfenikol; SmR
streptomycyna/spektynomycyna. Informacje dotyczace szczep6w mozna znalez¢ na stronie: www.novagen.com

kowany. Mozna zdecydowac sie na koekspresje sktadni-
kow systemu Sec-SecY i SecE na poziomie zblizonym do
ekspresji genu rekombinowanego biatka. Inny problem
to tatwe przedostawanie sie biatek z przestrzeni peripla-
zmatycznej przez zewnetrzng btone do pozywki. System
nadekspresji z sekrecjag do periplazmy pozwala czasem
uzyska¢ aktywna forme ,trudnego” enzymu, lecz ko-
nieczno$¢ ograniczenia nadprodukcji i problemy z utrzy-
maniem produktu w tym przedziale czynig system sekre-
cyjny mato przydatnym do produkcji rekombinowanych
biatek na duzg skale. Wazne jest uzyskanie szczepéw o
bardzo sprawnym systemie sekrecji i optymalizacja wa-
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runkéw ich hodowli na przyktad w warunkach szoku
osmotycznego, np. z zastosowaniem takich dodatkow jak
sorbitol i glicylobetaina [17,19],

ZNACZNIKI ULATWIAJACE OCZYSZCZANIE
REKOMBINOWANYCH BIALEK

Produkcja rekombinowanych biatek to czesto jedyna
lub najtansza metoda otrzymania homogennego prepa-
ratu enzymu, biatka, peptydu, pozwalajgcego na zbada-
nie jego struktury i funkcji, czesto jedyny sposob, zeby
enzym produkowany na potrzeby medycyny byt dobrze
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scharakteryzowany. Je$li rekombinowane biatko ma by¢
narzedziem w przemys$le, rolnictwie, przetwarzaniu
zywnosci, biologii molekularnej — umozliwia wprowa-
dzenie pozadanych zmian struktury (unieruchomienie na
wybranym podtozu, poprawienie odpornosci na wyma-
gane warunki jak pH, temperatura, sita jonowa) i funkcji
(zmiana specyficznosci substratowej czy wprowadzenie
nowych mozliwosci aktywacji lub blokowania aktywno-
sci itp.).

Zeby osiggnaé powyzsze cele trzeba wyprodukowane
w kontrolowanych warunkach biatko oczysci¢ jak najszyb-
ciej i z jak najwiekszg wydajnosciag. Dlatego ramki odczytu
rekombinowanych biatek tgczy sie z sekwencjami koduja-
cymi krotkie peptydy lub cate domeny innych biatek, kto-
re pozwalajg na oczyszczenie rekombinowanego biatka w
wyniku jednostopniowej chromatografii powinowactwa,
przeprowadzonej niemal natychmiast po jego uwolnieniu
z komoérki.

Dotaczony peptyd nie powinien zmienia¢ aktywnosci en-
zymu ani zaburzac jego struktury i powinien sie nadawacé
do oczyszczania wielu réznych biatek z wykorzystaniem
tego samego, niedrogiego ztoza (nosnik - fgcznik - ligand).
Jesli trzeba dodany peptyd usunaé, rekombinowane biatko
musi by¢ tak zaprojektowane, by po lub w trakcie oczysz-
czania mozna go byto odcigé. Oczyszczanie rekombino-
wanych biatek na ztozu powinno by¢ mozliwe w réznych
warunkach, czyli przy réznym stezeniu soli, pH, w obecno-
Sci detergentow, czynnikéw chelatujgcych, redukujacych i
zwigzkoéw chaotropowych. Elucja biatka ze ztoza powinna
przebiega¢ w tagodnych warunkach tak, by nie dochodzito
do jego denaturacji na tym etapie. Ztoze powinno by¢ trwa-
fe: odporne na modyfikacje chemiczne, proteolize i powin-
no sie nadawac¢ do wielokrotnego wykorzystania —tatwe i
skuteczne usuwanie pozostatosci oraz regeneracja.

Najbardziej wyprobowanym peptydem dotaczanym
do rekombinowanych biatek jest heksapeptyd His } ktory
mozna umieszczaé¢ na koricu N lub C rekombinowanych
enzymow, rzadko hamuje ich aktywnos$¢ i jest z powo-
dzeniem stosowany w pro- i eukariotycznych uktadach
ekspresyjnych.

W roku 1975 po raz pierwszy opisano mozliwos¢ wig-
zania i oczyszczania biatek zawierajacych reszty histydy-
ny, cysteiny i tryptofanu na ztozach chromatograficznych
z unieruchomionymi jonami metali przejsciowych, takich
jak Co2; Niz; Cu2+i Zn2(IMAC, ang: immobilized metal
ion chromatography). Pierwszym uzytym w tym celu ligan-
dem chelatujgcym jon metalu byt kwas iminodioctowy.
Okazato sie, ze najwydajniej mozna w ten sposéb oczysz-
cza¢ biatka zawierajgce liczne, wystepujgce po sobie resz-
ty histydyny. PierScienie imidazolowe histydyny sg w
pH fizjologicznym donorami elektronéw tworzac koor-
dynacyjne wigzania z unieruchomionymi jonami metali.
Zwigzane biatka zawierajgce trakty reszt histydyny moz-
na wymy¢ ze ztoza obnizajac pH (4,5-5,9) lub stosujac
imidazol (50-500 mM) [20].

W 1987 roku Hochuli opracowat sposéb wigzania Ni2+do
statego podtoza za pomocg kwasu nitrylotrioctowego (Ni2~
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NTA). Czterowarto$ciowe wigzanie chelatujgce jon niklu,
pozostawia dwie wolne wartoSciowosci, ktére mogg by¢
wykorzystane do wigzania biopolimeréw. Biatka z moty-
wem His@wiagza sie wydajnie do takiego ztoza tylko w wa-
runkach natywnych, np. w buforach fosforanowych, a His@
takze w wysokim stezeniu soli i w obecnosci zwigzkow cha-
otropowych, takich jak mocznik czy chlorowodorek guani-
dyny. W ztozach TALON jon kobaltu jest nieco silniej zwia-
zany ze statym podtozem —np. sefarozg za posSrednictwem
karboksymetyloasparaginianu (Co2~CMA), co zmniejsza
ryzyko wymycia jonéw kobaltu razem z oczyszczanym
biatkiem. Ztoza Co2~CMA pozwalajg na elucje zwigzanych
biatek w tagodniejszych warunkach, ajednocze$nie powsta-
je mniej wigzan niespecyficznych niz na ztozach Ni2=NTA.
Pojemnos$¢ z46z Ni2=NTA i Co2~CMA zwykle miesci sie w
zakresie od 5 do 15 mg biatka na Ig ztoza.

Jednostopniowa chromatografia na takich ztozach po-
zwala na ponad 95% oczyszczenie biatek ze znacznikiem
His® Wiazanie biatek przeprowadza sie zwykle w bufo-
rach zawierajacych niewielkie stezenia imidazolu —zwy-
kle 5-20 mM, co zabezpiecza przed niespecyficznym wigza-
niem biatek zawierajgcych mniejszg ilos¢ kolejno wystepu-
jacych reszt histydyny. W komaérkach E. coli nie wystepuja
biatka z dtuzszymi traktami reszt histydyny. Zeby unikna¢
izolacji biatek, ktére moga wiazaé sie z rekombinowanym
biatkiem-His@)poprzez mostki dwusiarczkowe w buforach
do lizy komérek stosuje sie dodatek (3-merkaptoetanolu w
stezeniu do 20 mM w przypadku zt6z Ni2=NTA, do IOmM
w przypadku Co2~CMA. Dla unikniecia niespecyficznych
oddziatywan oczyszczanego biatka-His{) z innymi biatka-
mi iz kwasami nukleinowymi stosuje sie detergenty (0,1-
1% Triton X-100 lub 0,5% sarkozynian sodowy), wysokie
stezenie soli — nawet 2 M NaCl, a w celu ograniczenia
oddziatywan hydrofobowych — dodatek etanolu lub gli-
cerolu (do 30%) [20,21].

Na ztozach Co2~CMA, w podobnych warunkach mozna
oczyszczaé biatka zawierajgce polihistydynowy znacznik
naturalnego pochodzenia —tzw. HAT-tag. HAT to 19 ami-
nokwasowa sekwencja pochodzaca z korica N kurzej, mie-
$niowej dehydrogenazy mleczanowej, ktéra ma mniejszy
tadunek i mniej wptywa na rozpuszczalno$é rekombinowa-
nych biatek niz His(). Mocznik ostabia wigzanie peptydu
HAT do Co2~CMA bardziej niz chlorowodorek guanidyny
[15,21],

Strep-tag to nonapeptyd (AWRHPQFGG), wigzacy sie
do streptawidyny w kieszeni, w ktorej przytacza sie bio-
tyna, a zatem biotyna lub jej pochodne sg kompetytorem
wigzania tego peptydu ze streptawidyng. Strep-tag moz-
na umieszczaé tylko na koicu C rekombinowanych bia-
tek, aby byto mozliwe utrzymanie mostka solnego miedzy
wolng grupag karboksylowg, a resztg Arg streptawidyny.
W wyniku poszukiwan uniwersalnego peptydu nadajace-
go sie takze do umieszczenia na koicu N rekombinowa-
nych biatek wyselekcjonowano strep-tagll (IBA GmBH) o
sekwencji NWSHPQFEK, ktéry mozna skréci¢ do WSH-
PQFEK (pET 51, Novagen). Taki peptyd wykazuje obni-
zone powinowactwo do streptawidyny (KD= 13 pM). W
wyniku losowej mutagenezy petli (pozycje od 44-52) znaj-
dujacej sie w poblizu kieszeni streptawidyny wigzacej bio-
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tyne udato sie wyselekcjonowaé mutanty silniej wigzace
strep-tagll (KD= 1 pM), mutant 2-44 Glu-lle, 45 Ser-Gly,
47 Val-Arg. Tak zmodyfikowana streptawidyna wystepuje
pod handlowa nazwga Strep-Tacin (IBA GmBH). Strep-Ta-
cin wigze strep-tagll okoto 100 razy silniej niz streptawi-
dyna. Strep-tag pozwala na jednostopniowe oczyszczenie
rekombinowanego biatka w 99%, a ze wzgledu na neutral-
ny sktad reszt aminokwasowych zwykle nie wptywa na
aktywnos$¢ rekombinowanych enzyméw i zwykle nie ma
potrzeby usuwania tego znacznika. W przeciwienstwie do
His-tagu nie powoduje agregacji i wytrgcania sie biatek w
obecnosci jonow metali ciezkich, a sposéb oczyszczania nie
stwarza zagrozenia wystepowaniem paramagnetycznych
zanieczyszczen uniemozliwiajgcych zastosowanie NMR
do badania struktury oczyszczonego biatka. Mozliwos¢
zastosowania tagodnych warunkéw wigzania i elucji (2,5
mM detiobiotyng) pozwala na oczyszczanie aktywnych
biatek i komplekséw wieloenzymatycznych. Strep-tagll
jest takze przydatny do oczyszczania rekombinowanych
biatek btonowych, a najwiekszg jego zaletg jest jego ,,kom-
plementarno$¢” z His-tagiem, a mianowicie mozliwos¢
stosowania zwigzkoéw chelatujgcych (EDTA, EGTA) i re-
dukujacych (DTT i R-merkaptoetanolu — do 50 mM), a
takze umiarkowanych stezen soli chaotropowych (GuHCI
do 1 M), detergentéw. 6M mocznik niszczy wigzanie strep-
tag —Strep-Tacin, lecz nie denaturuje sterptawidyny [22],

Do zt6z Strep-Tacin wigzg sie endogenne biotynylowane
biatka, lecz mozna temu zaradzi¢ stosujagc bufory ekstrak-
cyjne zawierajagce awidyne. Kolejng zaleta takiego znacz-
nika jest uniwersalny sposob detekcji rekombinowanego
biatka z wykorzystaniem streptawidyny i biotynylowanego
przeciwciata sprzezonego z fosfatazg lub peroksydazg [23].

GFP — znajduje zastosowanie do produkcji rekombi-
nowanych biatek btonowych, utatwia ich oczyszczanie
poprzez chromatografie oddziatywan hydrofobowych, po-
zwala na monitorowanie ich ekspresji [24],

PKA — motyw o sekwencji RRASV (pET33, Novagen),
fosforylowany przez kinaze biatkowg A, pozwala nawyzna-
kowanie oczyszczonego biatka fosforanem 3P lub 3PyATP
w obecnosci kinazy z mie$nia sercowego zaleznej od cAMP,
a nastepnie detekcje rekombinowanego biatka, produktéw
jego modyfikacji i proteolizy w badanym ekstrakcie, a takze
oddziatywan z innymi biatkami [25].

S-tag —to 15-aminokwasowy fragment rybonukleazy A,
odcinany przez subtylizyne, ktory silnie wigze (K = 10_9V)
pozostaty czes¢ RNazy A - tzw. biatko S. Komplementacja
przywraca aktywno$¢ RNazy A, a sztuczny substrat ArU-
AA z fluoroforem na koncu 5' i z wygaszaczem na koncu
3' pozwala na technicznie proste wykrycie ilosci rekom-
binowanego biatka mniejszych niz 1 fmol oraz okreslenie
poziomu ekspresji badanego genu w surowych ekstraktach
komérkowych [23].

ZAKONCZENIE
Systemy nadekspresji genow heterologicznych biatek w

komérkach E. coli s3 wcigz udoskonalane. Hodowle labora-
toryjne moga by¢ automatyzowane. Opracowano pozywki
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zapewniajgce autoindukcje (OvernightExpress, Novagen).
Nadekspresje mozna zatem szybko optymalizowaé w coraz
wiekszej liczbie wariantow. Udato sie przezwyciezyé ,,prze-
ciekanie" ekspresji promotora T7 (pETcoco, Novagen), a
takze opracowac technologie wykorzystania wielu, réwniez
nie wymienionych tu peptydéw do detekcji i oczyszczania
rekombinowanych biatek. Ktopotliwg pozostaje koniecz-
no$¢ stosowania licznych antybiotykéw i niestabilno$¢
wielokrotnych transformantdw - stad trudnos$ci w przygo-
towaniu zamrozonych zaszczepek o identycznym mianie.
Istotne jest dopracowanie niezawodnych sposobéw odcina-
nia znacznikéw i dalsze gromadzenie danych dotyczacych
zwijania i renaturacji poszczegdlnych biatek.
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Recombinant protein production in Escherichia coli
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ABSTRACT

Growing needs for efficient recombinant production pose new challenges; starting from cell growth optimization under overexpression condi-
tions, improving vectors, gene and protein sequence to suit them to protein biosynthesis machinery of the host, through extending the know-
ledge of protein folding, fusion protein construction, and coexpression systems, to improvements in protein purification and renaturation

technologies. Hitherto Escherichia coli is the most defined and the cheapest protein biosynthesis system. With its wealth of available mutants
tested is the best suited to economically test new gene constructs and to scale up the recombinant protein production.
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