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Fot. 1. Gliwickie Spotkania Naukowe 2011 - uczest-
nicy na sali obrad.

W dniach 18-19 listopada 2011 r.
odbyta sie po raz pietnasty doroczna
miedzynarodowa konferencja Gliwic-
kie Spotkania Naukowe 2011 (Fot.
1-3). Cykliczne spotkania stanowig
platforme wymiany informacji mie-
dzy polskimi naukowcami, przede
wszystkim naukowcami regionu $la-
skiego, i pracownikami naukowymi z
wiodacych o$rodkéw na catym Swie-
cie. Obecna edycja Spotkan zorgani-
zowana zostata przez Centrum Onko-
logii-Instytut im. Marii Sktodowskiej-
-Curie Oddziat w Gliwicach, Woje-
wodztwo Slaskie, Stowarzyszenie na
Rzecz Wspierania Badan nad Rakiem
i Politechnike Slaska. W konferencji
uczestniczyto 199 os6b, w tym 16 z
zagranicy (Francja, Fliszpania, Niem-
cy, Ukraina, Czechy, Anglia, Szwecja,
Kanada i USA). Oprdcz pracownikow
naukowych w konferencji od kilku lat
uczestniczg studenci starszych lat stu-
diow, dla ktérych optata konferencyj-
na zostata obnizona do symbolicznej
ceny biletu do kina. Studenci stuchali
wyktadow i dyskutowali z naukow-
cami prezentujacymi plakaty, a takze
w wielu przypadkach byli czynnymi
uczestnikami, jako wspétautorzy pla-
katow prezentujacy wyniki swoich
badah prowadzonych w ramach prac

Fot. 2. Od lewej prof. prof. Mieczystaw Chorazy,
Czestaw Radzikowski iJan Filipski.
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inzynierskich i dyplomowych. Wy-
daje sie, ze wiaczenie studentéw do
powaznej miedzynarodowej konfe-
rencji zacheca ich do zainteresowania
sie nauka. Sprawozdanie z Konferen-
cji autorstwa uczestniczki, studentki
kierunku Biotechnologia Politechniki
Slaskiej, mozna przeczytaé w czaso-
piSmie ,Dolina Biotechnologiczna"
(http:// dolinabiotechnologiczna.pl/
diagnostyka/ xv-gliwickie-spotkania-
-naukowe-juz-za-nami/). Studenci
Politechniki Slaskiej od kilku lat
uczestnicza takze w pracach organi-
zacyjnych przed i po konferencji.

Tematyka konferencji od poczat-

Fot. 3. Prof. Joanna Rzeszowska-Wolny.

ku zwigzana jest z komdrkowymi
mechanizmami regulacyjnymi, ktére
rzadza ekspresjag genow w przehiegu
prawidtowych i patologicznych pro-
cesOw na poziomie komorki i orga-
nizmu. W tegorocznych Spotkaniach
tematyka poszczeg6lnych sesji i do-
niesien plakatowych koncentrowata
sie wokot mutagenezy i kanceroge-
nezy, mechanizméw przerzutowania,
mechanizmow regulacji genéw przez
mikroRNA i odpowiedzi komérko-
wej na promieniowanie jonizujace.
Trzy gtéwne sesje: ,Mechanisms
of metastasis", ,,Regulation of gene
expression at the transcript level™ i

KRAJOWE

"Genes and response to radiation”
prowadzone byty przez prof. Macie-
ja Ugorskiego z Instytutu Immuno-
logii i Terapii Doswiadczalnej PAN
we Wroctawiu, dr Martin Simarda z
Universytetu Laval w Quebec w Ka-
nadzie oraz przez prof. Carmel Mo-
thersill z Uniwersytetu McMaster w
Hamilton w Kanadzie.

Sesja pierwsza, zatytutowana ,,Me-
chanisms of metastasis”, obejmowata
6 wyktadéw, z ktérych pie¢ zostato
wygtoszonych przez gosci zagranicz-
nych. Jako pierwsza wystgpita Clau-
dine Kieda (Centre for Molecular
Biophysics, UPR 4301 CNRS, Orlean,
Francja), ktérej wyktad poswiecony
byt terapii polegajacej na normaliza-
cji nowotworowych naczyn krwio-
nosnych, co w konsekwencji ma za-
pobiegaé¢ tworzeniu sie przerzutow.
Kolejne wystgpienie Angels Sierra
(Bellvitge Biomedical Research Insti-
tute — IDIBELL, Barcelona, Hiszpa-
nia) dotyczyto biomarkeréw w raku
gruczotu piersiowego pozwalajgcych
na wytypowanie tych nowotworéw,
ktore daja przerzuty do mézgu. Wy-
ktad trzeci, wygtoszony przez Inge
Tinhofer (Fot. 4) (Departament of
Radiooncology, Carte campus Mitle,
Berlin, Niemcy), posSwiecony byt z

Fot. 4. Prof. Czestaw Radzikowski i prof Ingeborg
Tinhofer.

kolei roli krgzacych komoérek nowo-
tworowych w raku gtowy i szyi. Na-
stepnie Ludmila Drobot (Palladin In-
stitute of Biochemistry, National Aca-
demy of Sciences of Ukraine, Kijow,
Ukraina) omowita role kompleksu
biatkowego Ruk/CIN85 w progresji
raka gruczotu piersiowego, a kolejny
wyktadowca, Marek Los (Integrati-
ve Regenerative Medicine Centem,
Linképing Univiversity, Linkdping,



Szwecja) poswiecit swoje wystapienia
antybiotykowi salinomycynie, ktéra
preferencyjnie niszczy nowotworowe
komdrki macierzyste. Sesje zakonczyt
referat Macieja Ugorskiego (Institu-
te of Immunology and Experimen-
tal Therapy PAN, Wroctaw, Polska),
ktéry omoéwit role enzymu UGTS8 i
galaktozyloceramidu w rozwoju raka
gruczotu piersiowego.

Sesja druga koncentrowata sie na
problemach regulacji ekspresji genéw
poprzez mechanizmy angazujgce mi-
kroRNA. Dr Martin Simard, ktory te
sesje prowadzit i organizowat, pracu-
je obecnie jako kierownik grupy na
Uniwersytecie Laval, ale wywodzi sie
z grupy badawczej laureata nagrody
Nobla dr Craiga Mello i jest jednym z
najlepszych specjalistow w tej dziedzi-
nie na Swiecie. W sesji wyktady wy-
gtosili naukowcy z Kanady, Niemiec,
Republiki Czeskiej, Wielkiej Brytanii,
Stanéw Zjednoczonych i Polski. Te-
matyka mikroRNA stata sie najwaz-
niejszg dziedzing badan nad mecha-
nizmami ekspresji gendw w ostatnim
dziesiecioleciu. Mate niekodujace
czasteczki RNA sterujg poziomami
transkryptéw i biatek we wszystkich
komorkach eukariotycznych i czesto
decydujg o przebiegu proceséw pato-
logicznych, dlatego staty sie waznym
obiektem w poszukiwaniach nowych
celéw dla terapii przeciwnowotworo-
wej, a takze w leczeniu innych choréb.

W sesji ,,Genes and response to ra-
diation" dyskutowane byty problemy
komunikacji miedzykomdrkowej i jej
wptywu na losy populacji komdrek
prawidtowych i nowotworowych
poddanych dziataniu promieniowa-
nia jonizujagcego. Bardzo interesujace
doniesienia z tej dziedziny wskazujg
na mozliwe obnizanie efektu radio-
terapii przez sasiadujgce z nowo-
tworem komérki prawidtowe. Od
kilkunastu lat wiadomo, ze komarki
sgsiadujace z komdérkami ekspono-
wanymi na promieniowanie odbie-
rajg sygnaty, ktére powodujg w nich
uruchamianie proceséw produkcji
wolnych rodnikéw i pojawianie sie
uszkodzen podobnych do tych, jakie
wystepuja w komdrkach bezposred-
nio napromienianych. Wyktad na ten
temat miata prof. Carmel Mothersill
jeden z radiobiologéw najczesciej pu-
blikujgcych i specjalizujagcych sie w
badaniach efektu ,,bystander”. W wy-
stapieniu prof. Marii Widet (Fot. 5)

2

przedstawione zostatly wyniki badan
nad odwrotnym efektem. Prof. Widet
wykazata, ze niektore komorki nie
napromienione pod wptywem takich
sygnatow wysytaja sygnaty wtdrne,

Fot. 5. Prof. Maria Widet i prof. Andrzej Swierniak.

ktére obnizajag efekt terapeutyczny
w komdrkach poddanych dziataniu
promieni jonizujagcych. W sesji poja-
wita sie rdwniez tematyka dotyczaca
zmian w transkryptomie i proteomie
wywotanych promieniowaniem jo-
nizujgcym oraz r6zne podejscia do
modelowania matematycznego pro-
ces6w zwigzanych z oddziatywa-
niem miedzy komérkami. Podczas
konferencji zorganizowano zebranie
polskich cztonkéw Europejskiego
Stowarzyszenia Badan nad Rakiem
(European Association for Cancer
Research, EACR). Natomiast nowg
inicjatywa byt udziat w tegorocz-
nych Spotkaniach niewielkiej grupy
mitodziezy ze szkét Srednich, ktéra
stuchata wyktadéw dwaéch sesji kon-
ferencyjnych; znalazto to pozytywny
oddzwiek wséréd miodziezy.

Sesja plakatowa byta prezenta-
cjg 92 doniesien z roznych, gtéwnie
polskich os$rodkéw, cho¢ byly tak-
ze doniesienia z Niemiec i Ukrainy.
W ramach sesji plakatowej odbyt sie
konkurs na najciekawsze doniesie-
nia i ich prezentacje ustng w drugim
dniu konferencji. Plakaty oceniane
byty przez dwie komisje: jedng pro-
fesjonalng pod kierunkiem prof. Jana
Filipskiego i drugg studenckga ztozong
ze studentéw ostatnich lat kierunku
Biotechnologia Politechniki Slaskiej.
W przeprowadzonym konkursie naj-
lepsze plakaty nagrodzono dyploma-
mi. Najwyzsze dziesie¢ miejsc uzy-
skali: Matgorzata Sekuta, Katarzyna
Miekus, Marcin Majka (Krakéw) za
prace ,SDF-1/ITAC - CXCR7 axis
in biology of cervical carcinoma";
Katarzyna Lubecka-Pietruszewska,
Agnieszka Kaufman-Szymczyk, Ka-

tarzyna Majda, Barbara Cebula, Piotr
Smolewski, Krystyna Fabianowska-
-Majewska (L6dz) za prezentacje
»Clofarabine regulates transcriptio-
nal activity of selected tumour sup-
pressor genes in breast cancer lines";
Tomasz Owczarek, Jarostaw Suchan-
ski, Ewa Stanczyk, Maciej Ugorski
(Wroctaw) za doniesienie ,,Ceramide
galactosyltransferase (UGT8) expres-
sion facilitates breast cancer metasta-
sis through proapoptotic ceramide
glycosylation”; Artur Bal (Gliwice)
za prace "Segmentation of aggregate
objects on the example of comet assay
images"; Artur Zajkowicz, Malgo-
rzata Krzes$niak, lwona Matuszczyk,
Marek Rusin (Gliwice) za prezentacje
"NUTLIN-3a - the MDM2 antagonist
and p53 activator helps to save the re-
plicative potential of cancer cells tre-
ated with the getotoxic dose of rese-
rvatrol”; Tomasz Kujawa, Katarzyna
Kujawa, Monika Kowal, Ewa Zemba-
la-Nozynska, Katarzyna Lisowska
(Gliwice) za prace ,,Periostin (POSTN)
may potentially serve as prognostic
marker for serious ovarian cancer";
G. Pasichnyk, N. Byts, A. Fedoseenko,
A.Basaliy, A. Samoylenko, L. Drobot
(Kijow) za prezentacje ,, The regulato-
ry role of adapter protein RUK CIN85
in the development and maintenance
of cancer initiating cell phenotype";
Lidia Brodziak-Jarosz, Clarissa Ger-
hauser, Tobias Dick (Heidelberg) za
prace ,Xanthohumol - cancer che-
moprevention through redox modu-
lation?"; R. Komor, W. Kowalczyk,
R. Musiot, G. Pastuch, J. Polanski, M.
Serda, W. Szeja (Gliwice) za doniesie-
nie "Synthesis and potential spectrum
of biological activities of sugar deri-
vatives of quinoline and isoquinoli-
ne"; Ewa Btaszczyk, lzabela Fulara,
Danuta Ligocka, Stawomir Brzezin-
ski, Ryszard Wiaderkiewicz, Danu-
ta Mielzynska-Svach (Katowice) za
prace ,Non - invasive biomarkers in
monitoring children's environmem-
tal exposure to PAHs". Wyr6zniono
nastepujace plakaty: I. Roman Jaksik,
Joanna Rzeszowska-Wolny (Gliwice)
»The journey towards under stand-
ing the compositional properties of
vertebrate genomes"; Il. M. Szczygiet,
B. Borori, A. Susz, Z. Matuszak, K
Urbanska, L. Fiedor (Krakow) "Trans-
dermal fluorescence measurement for
in vivo monitoring of photosensitizer
level”; I1ll. Ewa Btaszczyk, lzabela
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Fulara, Danuta Ligocka, Stawomir
Brzezinski, Ryszard Wiaderkiewicz,
Danuta Mielzyriska-Svach (Katowice)
»~Non-invasive biomarkers in moni-
toring children's environmental expo-
sure to PAHs". Konferencja potgczona
byta z prezentacjag wyrobow firm pro-
dukujgcych odczynniki i sprzet labo-
ratoryjny oraz ze sprzedazg polskiej i
zagranicznej literatury naukowej (wg
relacji prof. Joanny Rzeszowskiej-
Wolny i prof. Macieja Ugorskiego)

Z inicjatywy i determinacji prof.
Mieczystawa Chorgzego, czynnego
cztonka PAU oraz Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego, Polska Aka-
demia Umiejetnosci oraz Miasto Gli-
wice zorganizowaty jesienig ub. roku
Wszechnice Naukowo-Kulturalng w
Gliwicach. Projekt jest realizowany
wraz ze Slaskim Kuratorem Oé$wiaty
i jego Delegaturg w Gliwicach obej-
mujacg swoim zasiegiem Gliwice,
Zabrze, Rude Slaska oraz powiat gli-
wicki. Wykitady finansowane sg przez
Miasto Gliwice w ramach wspierania
realizacji zadania publicznego. W ra-
mach Wszechnicy Naukowo-Kultu-
ralnej odbyty sie juz i przewiduje sie
kolejne wykitady z cyklu wyktadow z
zakresu najnowszych osiggnie¢ nauki
i probleméw kultury. Na spotkania
z wybitnymi osobowosciami Nauki
polskiej organizatorzy zapraszajg
mtodziez szkoét Srednich oraz mio-
dziez akademicka i wszystkich zain-
teresowanych. Dzigki przyjaznym ge-
stom Kurii Diecezjalnej w Gliwicach
spotkania odbywaty sie w sali Cen-
trum Edukacyjnego Jana Pawita Il w
Gliwicach, miejscu umozliwiajagcym
uczestnictwo duzej liczbie stuchaczy.
Wyktad inauguracyjny w pazdzierni-
ku 2011 r. poprowadzit prof. Janusz
Sylwester z Zaktadu Fizyki Stonca
Centrum Badan Kosmicznych PAN
we Wroctawiu. Temat wyktadu Uczo-
ny zawart w tytule: ,Stonice coraz
badamy lecz nie do konca rozumie-
my". Kolejne, comiesieczne wykitady
poprowadzili: prof. Piotr Skubata z
Katedry Ekologii Wydziatu Biologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Slaskiego w Katowicach, p.t. ,,Czy do-
bre czasy sie skofnczyty" oraz prof. Je-
rzy Janik z Instytutu Fizyki Jadrowej
im. Henryka Niewodniczanskiego
PAN w Krakowie, p.t. ,,Fizycy a pro-
blem Boga. Pokora fizyka".

W VII edycji konkursu ,,Populary-
zator Nauki 2011" organizowanego
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przez serwis internetowy Nauka w
Polsce PAP we wspoétpracy z Mini-
sterstwem Nauki i Szkolnictwa Wyz-
szego nagrody 1 lutego b.r. wreczali
prezes PAP red. Jerzy Paciorkowski,
przewodniczacy konkursowego jury
prezes Polskiej Akademii Nauk prof.
Michat Kleiber oraz podsekretarz
stanu w Ministerstwie Nauki i Szkol-
nictwa Wyzszego prof. Witold Jurek.
Podczas finatu konkursu prof. Lukasz
Turski z Centrum Fizyki Teoretycznej
Polskiej Akademii Nauk odebrat Na-
grode Specjalng za caloksztatt dzia-
talnosci popularyzatorskiej. Laureat
wymyslit Piknik Naukowy w Warsza-
wie. Byt jednym z pomystodawcow
Centrum Nauki Kopernik. Ponadto
nieustajgco popularyzuje fizyke i wie-
dze o zjawiskach fizycznych, ktore
mozna odnalez¢ w codziennym zyciu.
Jest pionierem ruchu popularyzator-
skiego w Polsce, udato mu sie zreali-
zowaé wielkie wyzwanie: wyprowa-
dzi¢ nauke z zamknietych laborato-
riow i sal wyktadowych ,,do ludzi" i
pokazaé jg w atrakcyjny i przystepny
sposob.

W Kkategorii Naukowiec/Insty-
tucja naukowa laureatami zostali
prof. Stanistaw Czachorowski (Fot.
6) z Uniwersytetu Warminsko-Ma-
zurskiego, ktéry popularyzuje biolo-
gie, Agata Jurkowska doktorantka
na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Jagiellonskiego, organi-
zujgca m. in. warsztaty przyrodnicze i
geologiczne dla dzieci i mtodziezy w
kinach i w centrach handlowych, oraz

Fot. 6. Prof. Stanistaw Czachorowski.

dr Tomasz Samojlik (Fot. 7) pracow-
nik naukowy Zaktadu Badania Ssa-
kéw PAN w Biatowiezy, twoérca bo-
gato ilustrowanych przyrodniczych
ksigzek dla dzieci i komikséw popu-
larnonaukowych, na co dzien bada-
jacy tajemnice Puszczy Biatowieskiej.
Prof. Czachorowski popularyzuje
biologie, gtownie entomologie i eko-

Fot. 7. Dr Tomasz Samojlik (fot. P. Kieracifiski).

logie, a takze po czesci filozofie przy-
rody. Naukowo specjalizuje sie w nie-
wielkich owadach, chruscikach. Jest
jednym z inicjatorow Olsztynskich
Dni Nauki i Sztuki, twdércag kawiarni
naukowej, blogerem i autorem wielu
kampanii spotecznych. Mgr Agata
Jurkowska jest koordynatorkg Insty-
tutu Nauk Geologicznych UJ pod-
czas Festiwalu Nauki w Krakowie.
Warsztaty, ktére wspoétorganizowata
razem z kolejnymi grupami studen-
téw, pasjonatow, dotyczyly geologii,
mineralogii, speleologii, ornitologii,
botaniki, entomologii, paleontologii i
neurobiologii. Jurkowska prowadzita
akcje zaopatrywania szkot w geolo-
giczne kolekcje dydaktyczne. Dziata
w Krakowskim Towarzystwie Przyja-
ciot Nauk i Sztuk.

W kategorii, Dziennikarz/Redak-
cja/lnstytucja Nienaukowa, na liscie
nagrodzonych znalezli sie: dzienni-
karz Marek Nowicki, ktéry w ,,Fak-
tach" TVN przybliza widzom m.
in. przelomowe operacje oraz nowe
narzedzia stosowane w medycynie;
Fundacja NANONET, ktorej jednym
z celow jest informowanie o korzy-
$ciach i zagrozeniach ptyngcych z na-
notechnologii, oraz Stowarzyszenie
Delta, wtasciciel trzech placéwek o
nazwie JuraPark, popularyzujgcych
wiedze o dinozaurach i czasach, w
ktdrych one zyty.

Nagrody w konkursie Populary-
zator Nauki przyznano réwniez w
konkursowej kategorii Prezentacja
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popularnonaukowa. Laureatami zo-
stali: Marek Gotka, nauczyciel fizyki
i techniki z Gimnazjum nr 5 im. Jacka
Malczewskiego w Radomiu (za po-
kazy w dziedzinie fizyki), dr Marek
Jurgowiak z Collegium Medicum
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika
w Toruniu (za wyktad ,,Granice diu-
gowiecznosci") oraz Ewa Sumelka z
Uniwersytetu Medycznego im. Karo-
la Marcinkowskiego w Poznaniu za
»,Biol Top Models, czyli komoérka w
szpilkach na wybiegu" (wykitad pota-
czony z pokazem kostiumdw i taica).
Wyréznienie dla rzecznikdw,
przyznane przez serwis Polskiej
Agencji Prasowej Nauka w Polsce,
otrzymat rzecznik Akademii Gorni-
czo-Hutniczej im. Stanistawa Staszica
w Krakowie Bartosz Dembinski. Ce-
lem konkursu jest promowanie ludzi
nauki, zespotow naukowych, dzien-
nikarzy i redakcji, wyrézniajacych sie
w popularyzacji nauki polskiej wsrod
miodziezy i dorostych. Pierwsza edy-
cja Konkursu odbyta sie w 2005 roku.
Sylwetki uczestnikéw konkursu w
edycji roku 2011 byty prezentowane
na tamach serwisu Nauka w Polsce
(www.naukawpolsce.pap.pl).

Fundacja na rzecz Nauki Polskiej
udziela wsparcia naukowcom prowa-
dzacym badania o istotnym znaczeniu
dla nauki w Polsce, ktérzy nie moga
uzyska¢ dofinansowania z innych
zrodet. Nowy program proponowa-
ny badaczom nosi nazwe Exterius/
Poza szlakiem. Poprzez ten program
Fundacja chce elastycznie i szybko re-
agowac, w miare swoich mozliwosci
finansowych, na réznorodne potrze-
by nauki, wykraczajagce poza zakres
jej aktualnych programéw. Fundacja
nie okreslita listy dziatan obejmowa-
nych programem, a wnioski rozpa-
truje indywidualnie. Oceniane sg: za-
sadno$¢ wniosku, jego walory nauko-
we, spoteczne lub techniczne, a nade
wszystko znaczenie danej inicjatywy
dla $rodowiska naukowego. Funda-
cja rozpatruje wnioski instytucji na-
ukowych i organizacji wspierajacych
rozw6j nauki w Polsce oraz wnioski
autoréw indywidualnych i zespotow
naukowych. Konkurs odbywa sie w
trybie ciggtym.

Profesor Ryszard Horodecki, fi-
zyk, laureat Nagrody FNP w obszarze
nauk Scistych z 2008 r. otrzymat pre-
stizowy Advanced Grant przyznawa-
ny doswiadczonym badaczom przez
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European Research Council (ERC) w
programie ,ldeas". Prof. Horodecki
otrzymat blisko 2 min euro na reali-
zacje projektu ,,Kwantowe zasoby:
koncepcje i zastosowania". Bedzie
go realizowat do konca 2016 r. na
Uniwersytecie Gdanskim, we wspot-
pracy z innymi osrodkami polskimi
i zagranicznymi tj. z Centrum Fizy-
ki Teoretycznej PAN, Politechnika
Gdanska, Uniwersytetem im. Adama
Mickiewicza, Uniwersytetem Ludwi-
ga Maximiliana w Monachium oraz
Uniwersytetem w Sztokholmie. Prof.
Horodecki jest trzecim polskim laure-
atem ERC Advanced Grant. Pozostali
dwaj, prof. Tomasz Dietl (fizyk, grant
w 2008 r.) i prof. Andrzej Udalski
(astronom, grant w 2009 r.) sg takze
laureatami Nagrody FNP. Advanced
Grant jest przyznawany przez ERC
uczonemu bez wzgledu na uprawia-
ng dziedzine naukowa, narodowos$¢
naukowca ijego wiek.

Prof. Michael Giersig (Fot. 8), spe-
cjalista w dziedzinie fizyki czastek
elementarnych i nanotechnologii z
Wolnego Uniwersytetu w Berlinie,
jest tegorocznym laureatem Polskie-
go Honorowego Stypendium im.
Aleksandra von Humboldta. Wyro6z-
nienie przyznaje Fundacja na rzecz
Nauki Polskiej wybitnym niemieckim
uczonym. Polskie Honorowe Stypen-
dium im. A. von Humboldta honoruje
osiggniecia naukowe laureatéw oraz
stymuluje dtugookresowg wspotpra-
ce pomiedzy polskimi i niemieckimi
badaczami. Jest odpowiednikiem
»Humboldt-Forschungspreis", pre-
stizowego wyrdznienia dla uczonych
zagranicznych znanej niemieckiej
Fundacji Aleksandra von Humbold-
ta. Prof. Michael Giersig otrzymat
stypendium na szeSciomiesieczny

pobyt w Poznaniu. Swoje badania
bedzie prowadzit na Uniwersyte-
cie im. Adama Mickiewicza (UAM)

Fot. 8. Prof. Michael Giersig.

oraz w Wielkopolskim Centrum Za-
awansowanych Technologii. Laureat
przyjezdza do Polski na zaproszenie
profesora Bogdana Marcinnca z UAM.
Uczony urodzit sie w Wielkopolsce
i studiowat na UAM. Swa Kkariere
naukowg kontynuowal w niemiec-
kich instytucjach naukowych m.in.:
Instytucie Maxa-Plancka w Berlinie,
Uniwersytecie Poczdamskim. Prof.
Giersig zajmuje sie nanometrowymi
péiprzewodnikowymi, metaliczny-
mi  czasteczkami magnetycznymi.
Tworzy réwniez specjalne nano-
struktury oparte na pojedynczych
nanoczastkach. Jest autorem ponad
200 publikacji naukowych dotycza-
cych chemii, inzynierii materiatowej,
fizyki, biochemii, medycyny oraz
nanotechnologii. Profesor jest laure-
atem nagrody naukowej Inovation
competition in Medical Technology
BMBF, zdobywca medalu I stopnia za
wybitne zastugi dla rozwoju Wydzia-
tu Inzynierii Fizycznej Politechniki
Czeskiej w Pradze. Otrzymat réwniez
stypendium Fulbrighta na badania w
Boston College oraz Harvard Medical
School. Stypendium im. Aleksandra
von Humboldta przyznawane jest na
podstawie porozumienia z 1995 r. po-
miedzy FNP a Fundacjg Humboldta.
Dzieki tej umowie FNP dotgczyta do
podobnych organizacji z 19 krajow,
ktore z Fundacjag Humboldta podpi-
saty analogiczne partnerskie porozu-
mienia 0 wzajemnym przyznawaniu
tych wyréznien najwybitniejszym
uczonym. Patron stypendium Alek-
sander von Humboldt (1769-1859) byt
niemieckim przyrodnikiem, podréz-
nikiem i geografem. Wspdipracowat
z wieloma Polakami, byt honorowym
cztonkiem Towarzystwa Przyjaciot
Nauk w Warszawie i pierwszym pro-
pagatorem poezji Adama Mickiewi-
cza w Niemczech.

Dr Marcin Nowotny (Fot. 9) z Mie-
dzynarodowego Instytutu Biologii
Molekularnej i Komérkowej w War-
szawie (IIMCB) otrzymat prestizowa
nagrode International Early Career
Award (IECS) amerykanskiego Insty-
tutu Medycznego Howarda Hughesa
(HHMI) jest jednym z 28 tegorocz-
nych laureatow tej nagrody. Nagroda
wspierajgca naukowcow na wcze-
snym etapie kariery naukowej jest
piecioletnim grantem, w ramach kto-
rego naukowiec moze zakupi¢ sprzet
i materiaty oraz zatrudni¢ wykonaw-
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Fot. 9. Dr Marcin Nowotny.

cow projektu. Dr Nowotny jest kie-
rownikiem Laboratorium Struktury
Biatka w Miedzynarodowym Instytu-
cie Biologii Molekularnej i Komorko-
wej w Warszawie. Celem jego badan
jest okreslenie mechanizmu dziatania
deadenylaz, zaangazowanych w pro-
ces usuwania czasteczek RNA z ko-
morki. Warunkiem przystapienia do
konkursu byto prowadzenie wilasnej
pracowni w naukach biomedycznych
przez nie wiecej niz 7 lat, odbycie stu-
diéw doktoranckich lub stazu podok-
torskiego w jednym z os$rodkow w
Stanach Zjednoczonych oraz publika-
cje w Swiatowej klasy czasopismach
naukowych, a najwazniejszym Kkry-
terium wyboru byta jako$¢ naukowa
kandydatéw; rozwazano dotychcza-
sowe osiggniecia, potencjat naukowy,
a takze jasno$¢ przedstawienia pro-
jektu naukowego oraz mozliwos$¢ na-
wigzania kontaktow i trwatej wspot-
pracy z naukowcami amerykanskimi.
Laureaci IECS bedg zapraszani na or-
ganizowane przez Instytut spotkania
i konferencje, na ktérych beda mogli
prezentowaé wyniki swoich prac. Na-
groda IECS to najnowsza edycja gran-
tébw miedzynarodowych udzielanych
przez Instytut Howarda Houghesa
od 1991 r. Do tej pory HHMI wydat
na ten cel ponad 145 min dolarow.
HHMI to amerykarnski naukowy in-
stytut medyczny o charakterze non-
-profit, znajdujacy sie w Chevy Cha-
se, w stanie Maryland. Instytut zato-
zony zostat w 1953 r. przez Howarda
Hughesa. Jest jedng z najwiekszych
prywatnych organizacji finansuja-
cych oraz prowadzacych biologiczne
i medyczne badania naukowe w USA
i na Swiecie. ZHHMI zwigzanych jest
13 laureatow Nagrody Nobla i 147
cztonkéw Amerykanskiej Akademii
Nauk. Wiecej informacji o dr Marcinie
Nowotnym mozna znalezé na stronie
http:// www.hhmi.org/research/
iecs/nowotny_bio.html, a o samej na-
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grodzie IECS na strome http://www.
hhmi.org/news/iecs20120124.html.

Wybitne kobiety polskiej nauki
(Fot. 10) otrzymaly w styczniu b.r.
odznaczenia panstwowe z rgk pre-
zydenta Bronistawa Komorowskie-
go. Nagrodzono je za osiggniecia i
zastugi w pracy naukowo-badawczej,
dydaktycznej i spotecznej, populary-
zowanie nauki w Polsce i na Swiecie.
Krzyzem Oficerskim Orderu Odro-
dzenia Polski odznaczone zostaty
Panie profesor: Mirostawa Marody,
Maria Nowakowska, Jadwiga Puzyni-
na, Elzbieta Fragckowiak, Ewa Kamler,
Teresa Michatowska, Irena Szumiel.
Krzyzem Kawalerskim Orderu Od-
rodzenia Polski wyr6znione zostaly
Panie profesor: Ewa Bartnik, Alina
Nowicka-Jez, Renata Bilewicz, Barba-
ra Bilinska, Ewa Damek, Matgorzata
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Fot. 10. Odznaczenia dla kobiet nauki polskiej.

Fuszara, Malgorzata Kujawinska,
Ewa tojkowska, Dorota Rosiriska, Te-
resa Rzgca-Urban, Barbara Zupaﬁska,
Matgorzata Witko. Krzyz Komandor-
ski Orderu Odrodzenia Polski otrzy-
mata prof. Hanna Swida-Ziemba, a
prof. Janina Jézwiak Krzyz Koman-
dorski z Gwiazdg Orderu Odrodzenia
Polski. Ztoty Krzyz Zastugi otrzyma-
ty: dr hab. Joanna Cichy, prof. Maria
Jarymowicz, dr hab. Barbara Klajnert,
dr hab. Hanna Kocka-Krenz, prof. Jo-
lanta Zakrzewska-Czerwinska. Pre-
zydent gratulowat uhonorowanym
uczonym, mowigc, ze reprezentujg
one najwyzszy poziom polskiej nauki,
aspiracji i ambicji kobiet. Podobnie do
Marii Sktodowskiej-Curie majg tez
umiejetno$¢ dziatania w nietatwych
warunkach.

Profesorowie Arkadiusz WJjs,
Andrzej Kowalczyk i Andrzej Ka-
dtuczka odebrali 16 grudnia 2011
r. w Warszawie nagrody Ministra
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego za
najwybitniejsze osiggniecia nauko-
we. Nagrody Ministra Nauki i Szkol-

nictwa Wyzszego sg przyznawane
co roku w trzech kategoriach: badan
podstawowych, badan na rzecz roz-
woju gospodarki i badan na rzecz roz-
woju spoteczenstwa. W tym roku w
dziedzinie badan podstawowych na-
grode otrzymat prof. Arkadiusz Wajs
(Fot. 11) z Instytutu Fizyki Politech-
niki Wroctawskiej. Jego prace moga
przyblizy¢ uczonych do wybudowa-
nia komputera kwantowego. Prof.
Wojs jest specjalistg w dziedzinie fizy-
ki materii skondensowanej, a szcze-
gélnie niskowymiarowych uktadow
elektronowych. Do jego szczegdlnych
osiagnie¢ nalezg trzy prace przedsta-
wione w 2010 roku w prestizowym
czasopismie fizycznym ,,Physical Re-
view Letters". Wtasnie one stanowity
przetom w badaniach nad fizyczna
realizacjg ,egzotycznych statystyk
kwantowych", waznych w kontekscie
realizacji komputera kwantowego.
Prof. Andrzej Kowalczyk z Insty-
tutu Fizyki Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika otrzymat nagrode w kate-
gorii badan na rzecz rozwoju gospo-
darki. Naukowiec prowadzi badania
z zakresu optyki stosowanej, a jego
wielkim osiggnieciem jest opracowa-

Fot. 11. Prof. Arkadiusz Wéjs.

nie metody i wdrozenie w praktyce
spektralnego tomografu optycznego.
Metoda ta jest stukrotnie szybsza i le-
piej wykorzystuje Swiatto niz metody
stosowane do tej pory. Ze wzgledu na
te wiasciwos¢ tomograficzne badania
okulistyczne staty sie bardziej przyja-
zne dla pacjenta.


http://www.hhmi.org/research/

W kategorii badan na rzecz roz-
woju spoteczenstwa nagrode odebrat
prof. Andrzej Kadtuczka z Instytutu
Historii Architektury i Konserwacji
Zabytkéw Politechniki Krakowskiej.
Laureat od 35 lat prowadzi badania
nad integracjg zabytkowej architek-
tury z potrzebami wspdiczesnego
spoteczenstwa. Do jego najwazniej-
szych osiaggnie¢ nalezy zrealizowanie
unikalnego w skali miedzynarodowej
Podziemnego Muzeum Rynku Gow-
nego w Krakowie.

Nagrody Ministra za caloksztaht
dorobku otrzymato dziesiecioro na-
uczycieli akademickich: prof. Andrzej
Antoszewski z Uniwersytetu Wro-
ctawskiego; prof. Stanistaw Biatousz
z Politechniki Warszawskiej; prof.
Maria Dzielska z Uniwersytetu Jagiel-
loriskiego; prof. Kazimierz Goebel z
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodow-
skiej; prof. Andrzej Jakubowski z
Politechniki Warszawskiej; prof. An-
drzej Korzeniowski z Uniwersytetu
Ekonomicznego w Poznaniu; prof.
Jan toboda z Uniwersytetu Wro-
ctawskiego; prof. Rudolf Michatek z
Uniwersytetu Rolniczego im. H. Kot-
tataja; prof. Andrzej Skret z Uniwer-
sytetu Rzeszowskiego i prof. Aniela
Sty$ z Uniwersytetu Ekonomicznego
we Wroctawiu. Nagrody Ministra sg
przyznawane od 2006 r.; do tej pory
uzyskato je 15 wybitnych uczonych.
W tym roku do konkursu wptyneto 61
zgtoszen. Wsrod kandydatur znalazto
sie 18 kobiet; najwiecej zgtoszen, bo
21, wptyneto z warszawskich instytu-
cji naukowych.

Szesciu naukowcéw nagrodzito
Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego w ramach programu ,,Ide-
as Plus™. W programie ustanowionym
przez ministerstwo nauki w listopa-
dzie 2010 r. dofinansowanie na reali-
zacje catosci lub czesci swoich badan
naukowych otrzymujg uczeni, kto-
rzy zgtosili je wczesniej do konkursu
IDEAS Europejskiej Rady Badan Na-
ukowych. Najwyzsze dofinansowa-
nie uzyskat dr Szymon Swiezewski
(Fot. 12) z Instytutu Biochemii i Bio-
fizyki PAN w Warszawie, praca pt.
»Molekularne podstawy porastania
Arabidopsis thaliana", prof. Ryszard
Horodecki z Wydziatlu Matematyki,
Fizyki i Informatyki Uniwersytetu
Gdanskiego, praca pt. ,,Wydajnos¢
kwantowo-mechanicznych zasobow™
i dr hab. Szczepan Zapotoczny z Wy-

dziatu Chemii Uniwersytetu Jagiel-
lonskiego, praca pt. ,,Nanostruktural-
ne uktady polimerowe do konwersji
energii stonecznej".

Dr hab. Grzegorz Piestrzynski z
Wydziatu Fizyki Uniwersytetu War-
szawskiego otrzymat dofinansowanie
na zrealizowanie badarn w ramach
pracy ,Doktadna kalibracja kosmicz-
nej skali odlegtosci oraz precyzyjne
wyznaczanie parametrow fizycznych
gwiazd" oraz prof. Piotr Bogustaw
Mucha z Instytutu Matematyczne-

Fot. 12. Dr Szymon Swiezewski.

go PAN w Warszawie, autor pracy
,Uktady fizyczne oczyma matema-
tyki". WS$rdd szoéstki nagrodzonych
znalazta sie rowniez dr hab. Grazyna
Jasienska z Collegium Medicum UJ
prowadzgca badania w ramach pro-
jektu: ,,Ptodnos¢ a starzenie sie i dtu-
gosé zycia kobiet".

Wedtug zatozen MNiSW program
Ideas Plus ma m.in. przeciwdziatac
tendencji spadku zainteresowania
polskich naukowcow udziatem w
konkursach organizowanych przez
miedzynarodowe instytucje oraz ma
rowniez zwiekszy¢ dynamike i kre-
atywno$¢é badan prowadzonych w
jednostkach naukowych, wykraczajg-
cych poza granice dzisiejszej wiedzy.
Europejska Rada Badan Naukowych
finansuje prowadzenie pionierskich
badan o wysokim stopniu ryzyka, na
granicy obecnej wiedzy. Preferowane
sg badania interdyscyplinarne, moga-
ce doprowadzi¢ do nowych, funda-

mentalnych odkry¢. Program IDEAS
ma pomdc naukowcom w urzeczy-
wistnianiu i wdrazaniu najbardziej
nowatorskich pomystéw z réznych
dziedzin wiedzy.

Autor 130 patentéw, dr hab. Sta-
nistaw Szczepaniak zostat uhonoro-
wany Wielkim Krzyzem Oficerskim
Orderu Wynalazczos$ci, nadanym
przez Najwyzszg Komisje Odzna-
czen Kroélestwa Belgii. Wyrdznienie
zostato wreczone podczas specjal-
nego posiedzenia Senatu i Konwen-
tu Politechniki Swietokrzyskiej oraz
Rady Miasta Kielce. Odznaczenie jest
przyznawane wynalazcom i racjo-
nalizatorom, posiadaczom licznych
patentow. Do tej pory jedynie 4 Po-
lakéw zostato odznaczonych Wiel-
kim Krzyzem. Stanistaw Szczepaniak
opatentowat 130 wynalazkéw i racjo-
nalizatorskich rozwiazan. Jest preze-
sem innowacyjno-wdrozeniowej fir-
my Inwex, zajmujgcej sie produkcjg i
sprzedaza ekologicznych rozwigzan
m.in. dla przemystu metalowego,
hutniczego, gorniczego, motoryza-
cyjnego, budowlanego i rolniczego.
Produkty Szczepaniaka prezentowa-
ne podczas krajowych i $wiatowych
targow wynalazkéw byty wielokrot-
nie nagrodzone ztotymi medalami.
Tylko w roku 2011 Urzad Patentowy
Rzeczypospolitej Polskiej udzielit 13
patentdw na rozwigzania Stanistawa
Szczepaniaka.

Nagrode im. Jana Uphagena, wy-
réznienie dla miodych naukowcow
z uczelni Trdjmiasta, otrzymaty dr
Sylwia Freza i dr Magdalena Giers
z Uniwersytetu Gdanskiego. Dr
Sylwia Freza, adiunkt na Wydziale
Chemii UG, zostata doceniona za ba-
dania nad strukturg elektronowg nie-
typowych anionéw molekularnych
oraz innych zagadnien zwigzanych z
projektowaniem i przewidywaniem
stabilnoSci czasteczek chemicznych.
Badaczka uczestniczy w projektach
europejskich (MULTIPOL 2009-2011,
PARYLENS 2011-2013 dotyczgcym
modelowania kinetyki reakcji poli-
meryzacji i kopolimeryzacji parylenu)
oraz zakwalifikowanym do finanso-
wania polsko-szwajcarskim projekcie
badawczym ENERLIQ-2011-2014 do-
tyczacym konwersji energii w oparciu
0 ciecze jonowe i nowatorskg techno-
logie SOLID.

Dr Magdalena Giers otrzymata
nagrode w kategorii nauk humani-
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stycznych za prace dotyczace funkcjo-
nowania i rozwoju dzieci z zespotem
Wiliamsa. Praca doktorska Laureatki
~Funkcjonowanie poznawcze i spo-
teczno-emocjonalne oséb z zespotem
Williamsa" stanowi wazne Zrédio
wiedzy o rozwoju dzieci z tym rzad-
kim schorzeniem genetycznym. Pra-
ca ta, wraz z projektem badawczym,
byta przygotowywana w Instytucie
Psychologii Uniwersytetu Gdanskie-
go we wspdipracy z Gdanskim Uni-
wersytetem Medycznym, z zespotem
lekarzy genetykéw.

Nagroda im. Jana Uphagena to pre-
stizowe wyrdéznienie, ktore otrzymuja
najlepsi mtodzi naukowcy z uczelni
Trdéjmiasta. Co roku przyznawane sg
nagrody w dwdch kategoriach: jedna
w kategorii nauk humanistycznych,
a druga w kategorii nauk Scistych i
przyrodniczych. Laureatéw wyta-
nia kapituta, w ktoérej sktad wchodza
przedstawiciele uczelni Trdjmiasta,
PAN oraz reprezentant Urzedu Pre-
zydenta Miasta. Nagrody im. Jana
Uphagena przyznawane sg od 2003
roku. Do 2006 roku nagroda nosita na-
zwe ,Mtody Heweliusz". Szczegoty
na stronie: http://www.ug.edu.pl/.

Michat Mikulski (Fot. 13) dokto-
rant Politechniki Slaskiej zwyciezyt
w Il edycji konkursu Akademicki
Mistrz Innowacyjnosci. Jego praca
pt. ,,Prototyp biomedycznego ramie-
nia robotycznego sterowanego elek-
tromiogramem" uznana zostala za
najciekawsza sposréd 36 projektéow
zgtoszonych do konkursu. Laure-
ata konkursu Michata Mikulskiego
z Zaktadu Sterowania i Robotyki,
Instytutu Automatyki Wydziatu Au-
tomatyki, Elektroniki i Informatyki
Politechniki Slaskiej nagrodzono za
prototyp robota noszonego, ktdéry z
sukcesem moze stuzy¢ do rehabilitacji
ruchowej os6b z amputacjami wyso-
kimi, zanikiem mies$ni lub chorobami
pokrewnymi. Obecnie na Politechnice
Slaskiej laureat konkursu pracuje nad
egzoszkieletem konczyn dolnych,
czyli nietypowym robotem noszonym
na nogach utatwiajgcym poruszanie
sie osobom niepetnosprawnym, bez
obcigzania kregostupa, i co istotne
z mozliwoscig sterowania robotem
przez uzytkownika lub lekarza. Z
konstrukcji mogg korzysta¢ réowniez
osoby sprawne, bowiem egzoszkielet
wzmacnia konczyny, ktére utracity
calg lub cze$¢ swojej funkcjonalnosci.
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Fot. 13. Mgr Michat Mikulski.

Konkurs Akademicki Mistrz Inno-
wacyjnosci jest adresowany do ab-
solwentéw szkot wyzszych, ktdrych
prace magisterskie dotyczg zagad-
nien: ekoinnowacji, innowacji w sek-
torze ustug, popytowego podejscia
do tworzenia innowacji lub nowego
podejscia do zamowien publicznych.
Akademickim Mistrzem Innowacyj-
nosci moze zosta¢ autor pracy, kto-
ra uzyskata ocene minimum dobrg
i obroniona zostata w terminie prze-
widzianym w regulaminie konkursu.
Prace podlegaja niezaleznej ocenie
dwéch cztonkdw kapituty. Kryteria
uwzgledniajg powigzanie zakresu
pracy z tematyka konkursu, innowa-
cyjno$¢ i oryginalno$¢ przedmiotu
pracy, a takze praktyczne mozliwosci
wdrozenia przedstawionego w pracy
rozwigzania.

Profesorowie Mirostaw Szreder
i Andrzej Szutowicz zostali laure-
atami Nagrody Naukowej Miasta
Gdanska im. Jana Heweliusza za
rok 2011; nagrody, Pomorskie No-
ble, wreczono w koncu stycznia b.r.
w Ratuszu Staromiejskim w Gdan-
sku. Sg one przyznawane od 1987
roku reprezentantom gdanskiego
$rodowiska naukowego za wybitne
osiggniecia naukowe o charakterze
poznawczym. Prof. Mirostaw Szreder
z Katedry Statystyki Wydziatu Za-
rzagdzania Uniwersytetu Gdanskiego
otrzymat nagrode w kategorii nauk
humanistycznych. Uczony jest wy-
bitnym ekonomistg specjalizujgcym

sie w rozwoju i nowych zastosowa-
niach nauk ilosciowych. Kierowat
miedzynarodowymi projektami ba-
dawczymi z zakresu analiz sektora
matych i $rednich przedsiebiorstw
oraz rynkéw pracy w okresie trans-
formacji. Laureat jest doSwiadczonym
dydaktykiem, pracowat jako wykta-
dowca (ang. visiting lecturer) staty-
styki i ekonometrii w uniwersytetach
brytyjskich, University of Leicester i
University of Edinburgh. Prof. Szre-
der petni takze wazne funkcje w pol-
skim Srodowisku naukowym; jest
m.in. sekretarzem naukowym Komi-
tetu Statystyki i Ekonometrii PAN,
redaktorem naczelnym kwartalnika
naukowego ,,Przeglad Statystyczny".
W 2009 r. zostat odznaczony Krzy-
zem Kawalerskim Orderu Odrodze-
nia Polski przez Prezydenta Rzeczy-
pospolitej Polskiej. W kategorii nauk
$cistych i przyrodniczych Nagrode
Naukowg Miasta Gdanska otrzymat
prof. Andrzej Szutowicz, specjalista w
dziedzinie diagnostyki laboratoryjnej
Katedry Biochemii Klinicznej Gdan-
skiego Uniwersytetu Medycznego.
W 2011 roku otrzymat takze Nagro-
de im. Tadeusza Browicza Polskiej
Akademii Umiejetnosci za wybitne
osiggniecia w dziedzinie medycyny.
Jest cztonkiem honorowym Polskiego
Towarzystwa Diagnostyki Laborato-
ryjnej.

Filtr akustyczny do tlumienia
hatasu, wykonany przez Wojciecha
tapke z Politechniki Poznanskiej
zdobyt tytut ,,Wynalazku roku™ w
konkursie organizowanym przez
Miasto Poznan. Konkurs przezna-
czony byt dla mtodych wynalazcow,
naukowcow i studentéw. Do finatu
zakwalifikowano sze$¢ projektow.
Zwycieski projekt opiera sie na kon-
cepcji tzw. $ruby Archimedesa. Na-
grodzony w konkursie projekt to
filtr, ktéry mozna umiesci¢ w insta-
lacjach kominowych, wentylacyjnych
i klimatyzacyjnych. Rozwigzanie to,
umieszczane wewnatrz instalacji, re-
dukuje hatas wywotywany przez te
urzadzenia. Koncepcja jest prosta i
tania w zastosowaniu. Wynalazca juz
zgtosit wniosek o uzyskanie patentu
na swoj projekt. Laureat otrzymat na-
grode pieniezng. Organizatorem kon-
kursu ,,Wynalazek roku" jest Miasto
Poznan. Projekt jest elementem pro-
gramu edukacyjnego ,,Poznan know
how workshops" i ma na celu wyréz-
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nianie i promocje zdolnych twércow,
ich unikatowych pomystéw i ambit-
nych przedsiewzie¢ biznesowych.

Srebrne medale na Swiatowej
Olimpiadzie Fizycznej (WoPhO) dla
Wojciecha Tarnowskiego i Adama
Wyrzykowskiego, studentéw pierw-
szego roku studiéw matematyczno-
-przyrodniczych Uniwersytetu Jagiel-
lonskiego. Olimpiada odbyta sie na
przetomie grudnia i stycznia w Ma-
taram na indonezyjskiej wyspie Lom-
bok. W fizycznych zmaganiach udziat
wzieto 109 uczestnikow z 15 krajow.
Oprécz dwoch reprezentantéw Polski
w Olimpiadzie uczestniczyli studenci
pochodzacy z Chin, Turcji, Kazach-
stanu, Stowacji, Estonii, Hong Kongu,
Singapuru, Wegier, Rosji, Butgarii,
Biatorusi, Niemiec, Brazylii i Indo-
nezji. Jury ztozone z przedstawicieli
srodowisk naukowych réznych kra-
jow wytonito 11 zdobywcéw ztotego
medalu, ws$réd ktorych znaleZli sie
olimpijczycy z Chin, Estonii, Niemiec,
Wegier, Rosji, Indonezji, Singapuru i
Stowacji.

Srebrny medal otrzymato 12
uczestnikéw pochodzacych z Sin-
gapuru, Indonezji, Polski, Butgarii,
Kazachstanu, Biatorusi, Butgarii i
Niemiec. Przyznano réwniez 11 bra-
zowych medali, z czego 7 olimpijczy-
kom z Indonezji, a pozostate uczniom
z Rosji, Wegier, Hong Kongu i Turcji.
Olimpiada miata wytonié najlepszego
z najlepszych, dlatego do udziatu w
niej zaproszono ztotych i srebrnych
medalistow Miedzynarodowej Olim-
piady Fizycznej (IPhO) i Azjatyckiej
Olimpiady Fizycznej (APhO). Wzieli
w niej rowniez udziat zawodnicy wy-
tonieni z tzw. Selection Round, ktére
polegato na rozwigzaniu 10 zadan
wymagajacych niestandardowych
rozwigzan, diugich rachunkéw lub
obliczen numerycznych. Wojciech
Tarnowski zostat zaproszony do
wziecia udziatu w Olimpiadzie jako
medalista IPhO, natomiast Adam Wy-
rzykowski uzyskat najlepszy wynik w
Selection Round.

W Instytucie Biologii Doswiad-
czalnej PAN im. Mercelego Nenckie-
go uruchomiona zostata $srodowisko-
wa Pracownia Obrazowania Moézgu
w ramach Centrum Neurobiologii.
Kierownikiem Pracowni, wybranym
w wyniku konkursu, zostat dr Stefan
Gazdzinski. Jest On absolwentem
kierunku fizyki medycznej Uniwer-
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sytetu Jagiellonskiego. Studiowat
réwniez na Wydziale Psychologii UJ.
Jego rozprawa doktorska dotyczy-
ta badania dynamiki molekularnej
wody za pomocg metod rezonansu
magnetycznego. Dr Gazdzinski odbyt
staz podoktorski na Wydziale Radio-
logii Uniwersytetu Kalifornijskiego
w San Francisko, USA. Nastepnie
pracowat w Center for Imaging of
Neurodegenerative Diseases w San
Francisko, USA oraz na Wydziale Fi-
zyki Uniwersytetu Jagielloriskiego. W
ostatnim dziesiecioleciu zajmowat sie
obrazowaniem magnetycznego rezo-
nansu w chorobach neurodegenera-
cyjnych. W nowopowstatej pracowni
bedg prowadzone badania z uzyciem
technik badawczych rezonansu ma-
gnetycznego, w tym: funkcjonalnego
obrazowania moézgu, spektroskopii,
rejestrowania przeptywu krwi w mo-
zgu oraz tensora dyfuzji. Techniki te
pozwalajg na prowadzenie badan w
bardzo szerokim zakresie tematycz-
nym, od psychologii poznawczej, po-
przez choroby neurodegeneracyjne,
po badania dziatania lekdw.

W 2007 r. powstata grupa bedaca
zalgzkiem konsorcjum Centrum Ba-
dan Przedklinicznych i Technologii
CePT, ktdre dzi$ tworzg: Warszawski
Uniwersytet Medyczny (WUM), Uni-
wersytet Warszawski, Politechnika
Warszawska oraz siedem instytutow
PAN: Instytut Biologii DosSwiadczal-
nej im. M. Nenckiego, Instytut Bio-
chemii i Biofizyki, Instytut Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej im. M.
Mossakowskiego, Miedzynarodo-
wy Instytut Biologii Molekularnej
i Komoérkowej, Instytut Podstawo-
wych Problemoéw Techniki, Instytut
Wysokich Cisnien, Instytut Biocy-
bernetyki i Inzynierii Biomedycznej.
Koordynacjg prac zajat sie WUM,
bezposredni beneficjent unijnej do-
tacji. To najwieksze przedsiewziecie
biomedyczne i biotechnologiczne w
Europie Srodkowo-Wschodniej byto
mozliwe dzieki ustaleniu programow
operacyjnych, w tym przypadku Pro-
gramu Operacyjnego Innowacyjna
Gospodarka. Koszty kwalifikowane
w wysokosci 85% pokrywane sg ze
srodkéw Europejskiego Funduszu
Rozwoju Regionalnego, natomiast
15% stanowi wktad krajowy, ktory
bedzie zapewniony ze $rodkéw bu-
dzetu panstwa. W pierwszym etapie
naukowcy wystgpili do Ministerstwa

Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, ktére
pomogto projektowi CePT znaleZ¢ sie
na liscie priorytetowych programéw
inwestycyjnych w obszarze nauki.
Potem wspélnie z ministerstwem za-
czeli projekt przygotowywaé. Przez
pottora roku trwaty prace koncepcyj-
ne, potem zostalo przeprowadzone
studium wykonalnosci.

Najwieksza inwestycja jest realizo-
wana przez Warszawski Uniwersytet
Medyczny. Od podstaw budowane
jest tu Centrum Badan Przedklinicz-
nych, oddzielny budynek z wyposa-
zeniem technicznym i bardzo cenng
aparaturag badawcza. Druga inwe-
stycja jest realizowana w Instytucie
Nenckiego PAN, a kolejne w Instytu-
cie Wysokich Cisnien i w Instytucie
Medycyny Doswiadczalnej i Klinicz-
nej PAN. Okre$lono 124 szczeg6towe
projekty planowane do realizacji we
wspoétpracy pomiedzy partnerami
w roznych obszarach medycznych.
Na kampusie Ochota powstat klaster
biotechnologiczno-medyczny BTM
Mazowsze, czyli konsorcjum roz-
maitych organizacji, sa partnerzy z
CePT, przedstawiciele prywatnych
inwestoréw, mate i Srednie przedsie-
biorstwa, ktére dziatajg w przemysle
farmaceutycznym w Polsce. Do tego
klastra zapraszane bedg takze duze
firmy farmaceutyczne. Atutem pro-
jektu CePT jest potgczenie potencjatu
wybitnych naukowcéw z mozliwo-
$ciami sieci laboratoriéw wyposa-
zonych w specjalistyczng aparature
najwyzszej klasy, uwzgledniajacej za-
rowno laboratoria fizykochemiczne,
biomolekularne i biotechnologiczne,
laboratoria inzynierii biomedycznej i
technologii biomateriatow, jednostki
prowadzace badania przedklinicz-
ne na zwierzecych modelach chordb
cywilizacyjnych, jak i specjalistyczng
baze do badan klinicznych.

W ramach prowadzonego przez
Zaktad Genetyki i Patomorfologii
PUM miedzynarodowego projek-
tu Eco4Life cyklicznie odbywaja
sie bezptatne warsztaty kierowane
do naukowcdw, przedsiebiorcow i
administracji. W styczniu b.r. w Za-
ktadzie Genetyki i Patomorfologii
odbyto sie spotkanie poswiecone te-
matyce ochrony patentowej pt. ,,Prak-
tyczne aspekty ochrony patentowej
dla wynalazkéw uzyskiwanych w
wyniku prowadzonych prac badaw-
czych'™. Warsztaty prowadzit Rafat
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Witek z Kancelarii Patentowej WTS
z Wroctawia, od 2004 r. wpisany na
liste europejskich rzecznikéw paten-
towych, specjalizujacy sie w ochronie
i komercjalizacji wynalazkéw z dzie-
dziny biotechnologii i farmacji; jeden
z niewielu rzecznikéw patentowych
w Polsce majagcy w swoim dorobku
przeprowadzone z sukcesem poste-
powania przed urzedem europejskim
i amerykanskim.

Naukowcy z Zaktadu Genetyki i
Patomorfologii PUM (pod kierownic-
twem prof. Jana Lubinskiego) sg auto-
rami unikatowego zestawu patentéw,
obejmujacych testy DNA i preparaty
chemoprewencyjne. Zestaw ten two-
rzy 15 przyznanych patentow (w tym
8 patentéw zagranicznych oraz 7 pol-
skich) oraz 17 zgtoszen patentowych
(12 zagranicznych, 5 polskich). 3 przy-
znane patenty zagraniczne dotyczg
USA.

Ochrona wtiasnosci intelektualnej
za granicg jest zwykle kosztowna.
Réwniez w przypadku zespotu na-
ukowcow z Zaktadu Genetyki i Pa-
tomorfologii PUM, wiadze uczelni
stwierdzity, ze jest to zbyt ryzykow-
ne, a wiec zaproponowano powo-
tanie wiasnej spotki, ktéra otrzyma
licencje wytaczng na komercjalizacje
w $wiecie wynikéw badan. Uczelnia
zagwarantowata sobie 20% zysku od
przychodéw. W ten sposéb w 2005 r.
powstata spotka spin-off przy PUM,
Read-Gene SA. Naukowcy z Zaktadu
Genetyki i Patomorfologii PUM od
wielu lat wspéipracujg z Kancelaria
Patentowg WTS z Wroctawia, ktdra
od poczatku miata duze ambicje i ra-
zem z zespotem PUM uczyta sieg, jak
uzyska¢ patent miedzynarodowy.
Wedtug prof. Lubifnskiego patentowa-

KWESTIA REGULACIJI

nie to zabezpieczenie witasnosci inte-
lektualnej i jednoznaczne udokumen-
towanie pierwszenstwa: zabezpiecza,
ze nikt nam nie zabroni korzystania z
uzyskiwanych wynikéw w dalszych
pracach. We wspotczesnym Swiecie
patentowanie jest fundamentalne na
drodze prowadzacej do komercja-
lizacji odkryé lub wynikéw badan.
Informacje na temat planowanych w
najblizszym czasie warsztatéw moz-
na uzyskaé na stronie internetowej
projektu: www.eco4life.info.

Niedob6r dopaminy jest oznaka
ciezkich choréb uktadu nerwowego.
Badania stezenia dopaminy, ktore w
ptynach fizjologicznych sa zazwyczaj
bardzo mate, sg drogie i wymagaja
specjalistycznej aparatury, niedostep-
nej w gabinetach lekarskich. Dzigki
wynalazkowi z Instytutu Chemii
Fizycznej PAN (IChF PAN) w War-
szawie sytuacja ta moze sie zmienié.
W Instytucie Chemii Fizycznej Pol-
skiej Akademii Nauk w Warszawie
skonstruowano elektrody pokryte
nanoczastkami wegla osadzonymi na
drobinach polikrzemianowych. Elek-
trody z powodzeniem wykorzystano
do badania stezen dopaminy w roz-
tworach w obecnosci kwaséw moczo-
wego i askorbinowego oraz paraceta-
molu, a sg to substancje utrudniajgce
analize. Opracowana metoda detekcji
dopaminy otwiera droge do tanich i
szybkich testéw medycznych, np. w
diagnostyce choroby Parkinsona. Za-
tem metoda miataby istotne znacze-
nie medyczne. Na razie metoda ma
naturalny prég detekcji; pozwala na
ustalenie, ze dopaminy w organizmie
jest za mato, lecz nie mozna okresli¢ w
jakim stopniu za mato. Tworcy elek-

trod majg nadzieje na dalsze zwigk-
szenie czutosSci metody.

Nowe elektrody, pokryte nano-
czgstkami wegla osadzonymi na dro-
binach polikrzemianowych, pozwala-
ja tatwo i tanio wykrywaé¢ dopamine
w roztworach. Elektrody opracowa-
ne w Instytucie Chemii Fizycznej
PAN skiadajg sie z naprzemiennych
warstw drobin polikrzemianowych
i nanoczastek wegla. Polikrzemia-
nowe drobiny majg rozmiary od 100
do 300 nanometréw (miliardowych
czeéci metra). Jako nie przewodzace,
petnig jedynie role szkieletu rozbu-
dowujacego powierzchnie elektro-
dy. Polikrzemiany sa gesto pokryte
nanoczastkami wegla (w rozmiarach
od 8 do 18 nm), ktdre tworzg wiasci-
wa, przewodzacg prad powierzchnie
roboczg. Wytwarzanie elektrod z no-
wymi pokryciami jest tanie. Elektrody
pokryte nanoczastkami weglowymi
osadzonymi na polikrzemianach po-
wstaty w ramach grantu ,,Kwantowe
nanostruktury pétprzewodnikowe do
zastosowan w biologii i medycynie".
Grant, wartosci ponad 73 min ztotych,
jest finansowany w 85% z Europej-
skiego Funduszu Rozwoju Regional-
nego w ramach Programu Operacyj-
nego Innowacyjna Gospodarka 2007-
2013. Gtownymi uczestnikami grantu
sg Instytut Fizyki PAN (koordynator),
Instytut Chemii Fizycznej PAN i In-
stytut Wysokich Cisnien PAN. Wyni-
ki badan, poprzedzone zgtoszeniem
patentowym, opublikowano w cza-
sopi$mie ,Biosensors and Bioelectro-
nics".

pod redakcja
Teresy Wesotowskiej

CYKLU KREBSA

W ASPEKCIE DYDAKTYCZNYM

Szanowny Panie Redaktorze,

Zdaje sobie sprawe z tego, ze cza-
sopismo ,Postepy Biochemii" jest
przeznaczone przede wszystkim zeby
publikowaé¢ artykuty przegladowe
0 najnowszych osiggnieciach w tej
dziedzinie. Tym nie mniej odwazy-
tem sie zwré6ci¢ do Pana z proshg o
opublikowanie tego listu z kilkoma
uwagami krytycznymi dotyczgacymi
przedstawiania w podrecznikach bio-
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chemii kluczowego zagadnienia, re-
gulacji cyklu Krebsa, ktére bazuje na
do$¢ dawno uzyskanych danych. W
gruncie rzeczy nietatwo znalez¢ inng
mozliwos$¢ upublicznienia takiego ro-
dzaju spostrzezen o zabarwieniu dy-
daktycznym, niz na tamach Postepdw
Biochemii.

Obecnie biochemia zajmuje wazne
miejsce w programie szeregu kierun-
kéw studiow. Opanowanie podstaw

tego ztozonego przedmiotu przez
studentéw odbywa sie w znacznej
mierze za pomocg podrecznikéw
biochemii, ktérych dzisiaj na rynku
wydawniczym nie brakuje. Majg one
zazwyczaj S$wietng szate graficzng
oraz zawierajg duzo informacji wery-
fikowanej i uzupetnianej w kolejnych
wydaniach. Mozna domniemywac, ze
narastajgca lawina wiedzy z zakresu
genomiki, proteomiki, metabolomiki
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i innych rozdziatéw dziedziny stano-
wi nietatwe wyzwanie dla autoréw
podrecznikow. Jednak doswiadcze-
ni autorzy przy dobrym dostepie do
baz informacji z reguty Swietnie sobie
radzg z jej nadmiarem. Utatwieniem
jest tez zapewne to, ze niektore rdze-
niowe zagadnienia biochemii, miano-
wicie szlaki metaboliczne, stanowia
sobg dos¢ ustabilizowang od wielu lat
wiedze.

Nie ma potrzeby podkresla¢, jak
wyjatkowo wazng role wsérod szla-
kéw metabolicznych odgrywa cykl
Krebsa, bedacy faktycznie ich inte-
gratorem. Ta kluczowa pozycja cyklu
Krebsa wymaga oczywiscie doskona-
fej jego regulacji. Jasne jest, ze tylko
wyselekcjonowane w toku ewolucji
nieliczne enzymy tego cyklu potra-
fig petni¢ oprocz katalitycznej tez
role regulacyjng. Ktére wiec ogniwa
enzymatyczne cyklu Krebsa sg jego
punktami kontrolnymi? W jaki spo-
séb jest regulowana aktywno$¢ tych
enzymow?

Student, a nawet poczatkujacy
nauczyciel akademicki, poszukujgc
jednoznacznej odpowiedzi na te w
zasadzie elementarne pytania, po zaj-
rzeniu do podrecznikéw biochemii
moze zosta¢ nieco zdezorientowany.
Jeden z enzymoéw, mianowicie dehy-
drogenaza izocytrynianowa (IDH)
zalezna od NAD, od lat 60. ubiegtego
stulecia na podstawie badan Chen i
Plaut [1] i innych stusznie jest uzna-
wany za allosteryczny oraz wazny
punkt kontrolny cyklu Krebsa. Infor-
macje o gtéwnych efektorach IDH sg
w podrecznikach [2-6] zazwyczaj bez-
btedne (aktywatory: ADP i Ca, inhi-
bitory: ATP i NADH). Funkcjonujacy
obok IDH wieloenzymowy kompleks
dehydrogenazy 2-oksoglutaranowej
(OGDHC) réwniez eksploatuje me-
chanizm regulacji allosterycznej, be-
dac bardzo istotnym czynnikiem kon-
troli cyklu Krebsa. Jednak jako$ tak
sie ztozyto, ze informacje o efektorach
OGDHC w podrecznikach biochemii
sg niepetne i niedoktadne [2-6], By¢
moze dlatego, ze zasadnicze dane o
regulacji OGDHC uzyskano dopiero
na przetomie lat 80-90., gdy zaczeta
narasta¢ lawina prac z zakresu geno-
miki i proteomiki, odwracajac nieco
uwage od klasycznej enzymologii. W
kazdym badz razie w kwestii regula-
cji OGDHC w podrecznikach najcze-
Sciej sie pisze, ze hamujg go jedynie
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produkty reakcji, sukcynylo-CoA i
NADH [2,3,6], Natomiast notorycz-
nie pomijana jest pierwszoplanowa
rola nukleotydéw adenylanowych
oraz jonéw Ca2t Opublikowany w
2011 r. w Postepach Biochemii artykut
przegladowy na ten temat prezentuje
zweryfikowang przez wielu badaczy
wiedze o regulacji OGDHC [7], Jest
w nim troche szczeg6tdéw ciekawych
dla enzymologéw. Ale w kontekscie
dydaktycznym dobrze by sie stato,
gdyby do podrecznikéw biochemii
oraz $wiadomosci nauczycieli trafita
najbardziej podstawowa informa-
cja o kontroli aktywnosci OGDHC
cztowieka i zwierzat. Mianowicie, ze
ADP i Pi sg silnymi aktywatorami
allosterycznymi OGDHC, wielokrot-
nie zwiekszajagcymi jego powinowac-
two do substratu. Podobne dziatanie
wykazujg jony Ca2-w matych steze-
niach. Ponadto inhibitorami sg suk-
cynylo-CoA oraz NADH, ale o tych
produktach hamujagcych OGDHC na
zasadzie ujemnego sprzezenia zwrot-
nego, wzmianki w podrecznikach
zawsze sg obecne [2-6]. Podobnie do
regulacji IDH aktywno$¢ OGDHC
jest bardzo skutecznie kontrolowa-
na w pierwszej kolejnosci przez sto-
pien ufosforylowania nukleotydow
adenylanowych, czyli tzw. potencjat
fosforylacyjny: [ATP] / [ADP] [PJ.
Tak wiec, OGDHC powinien by¢
traktowany jako jedno z kluczowych
ogniw wptywu na bioenergetyke po-
przez funkcjonowanie cyklu Krebsa.
Nieco zaskakuje fakt, ze dwa gtdwne
punkty kontrolne (IDH i OGDHC) w
10-etapowym cyklu Krebsa sg ulo-
kowane obok siebie i regulowane w
podobny sposéb. W tym tandemie
enzymem limitujgcym przebieg cyklu
Krebsa jest raczej OGDHC. Swiadcza
o tym wyniki badan Cooney et al. [8]
oraz to, ze stezenie 2-oksoglutaranu
w tkankach zwierzat jest znacznie
wieksze niz izocytrynianu [9], czyli
przeptyw tych substratéw jest ograni-
czony aktywnoscig OGDHC.

W  kwestii regulacyjnych mozli-
wosci innych enzymow cyklu Krebsa
mozna powiedzie¢, ze sg one nieduze.
W przypadku organizméw wyzszych
dla zadnego innego enzymu cyklu
Krebsa, oprécz IDH i OGDHC, nie
ma przekonujagcych dowoddéw reali-
zacji mechanizmu allosterycznego.
Owszem, produkty reakcji szeregu
enzymow cyklu moga w jakiej$s mie-

rze hamowacé ich aktywnos¢, ale jest
to inhibicja na poziomie centrow ak-
tywnych, czyli izosteryczna, ktéra ma
ograniczong efektywnos¢. W wiek-
szo$ci podrecznikéw [2-6] zostat wy-
mieniony jako allosteryczny i wazny
w kontroli cyklu Krebsa enzym - syn-
taza cytrynianowa. Rzeczywiscie, u
niektérych mikroorganizmoéw, mia-
nowicie E. coli, tak jest [10]. Natomiast
w przypadku zwierzat nie ma pod-
staw zalicza¢ syntazy cytrynianowej
do grona enzymow allosterycznych
oraz waznych czynnikéw regula-
cyjnych cyklu Krebsa. Juz we wcze-
snych badaniach w latach 60. zostato
stwierdzone, ze wszystkie nukleoty-
dy adenylanowe (ATP, ADP, AMP)
wykazujg jednokierunkowe dziata-
nie - hamujace, ktore realizuje sie na
poziomie centrow aktywnych i jest
dosc¢ stabe [11]. Chociaz ATP jest nie-
co efektywniejszym inhibitorem niz
ADP i AMP, ale wysoka warto$¢ Ki
przeszkadza uznaé go za istotny re-
gulator. Podobnie jest z cytrynianem,
NADH oraz sukcynylo-CoA [12], kt6-
re zas w przypadku syntazy cytrynia-
nowej mikroorganizméw sa skutecz-
nymi regulatorami allosterycznymi
[10]. Nalezy zaznaczy¢, ze w ostatnim
polskim wydaniu popularnego ame-
rykanskiego podrecznika biochemii
rola syntazy cytrynianowej w regula-
cji cyklu Krebsa zostata przedstawio-
na wilasciwie: istotna u mikroorga-
nizmoéw, lecz mato istotna u ssakow
[13]. W innych podrecznikach nie jest
to niestety rozrézniane.

Jak wiadomo, z funkcjonowaniem
cyklu Krebsa S$cisle jest powigzana
oksydacyjna dekarboksylacja piro-
gronianu, dostarczajaca acetylo-CoA.
Katalizuje ten proces wieloenzymowy
kompleks dehydrogenazy pirogro-
nianowej. Warto podkresli¢, ze jego
wielostronna kontrola jest opisana w
podrecznikach szczeg6towo i catkiem
poprawnie. Zreszta, na temat regula-
cji dehydrogenazy pirogronianowej
mozna znalez¢ tez artykuty przegla-
dowe w polskich periodykach [14,
15].

Chciatoby sie mie¢ nadzieje, ze
moje spostrzezenia zostana zauwazo-
ne przez autorow podrecznikéw oraz
nauczycieli akademickich i przyczy-
niag sie do bardziej doktadnego przed-
stawiania i wyktadania podstaw re-
gulacji cyklu Krebsa. Kilka tat temu
podjatem tez prébe zwrécenia uwa-
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gi za granicg na niedoceniang role
OGDHC, publikujac artykut pod dosé
wymownym tytutem ,,Often ignored
facts about the control of the 2-oxo-
glutarate dehydrogenase complex”
[16]. Czas pokaze, czy te dwie skrom-
ne publikacje sg w stanie cokolwiek
zmieni¢ w tej kwestii.

Z powazaniem,

Stawomir Strumito, prof.

Zaktad Cytobiochemii

Instytut Biologii Uniwersytetu w
Biatymstoku,

ul. Swierkowa 20 B, 15-950 Biatystok
e-mail: sstrum@uwb.edu.pl

Biatystok, 16 czerwca 2011 roku
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Uwypuklajgca problem ciekawost-
ka... Ukazato sie 4. wydanie ,,Bioche-
mistry” (2011) autorstwa D. Voet'a,
redaktora czasopisma BAMBED, kto-
ry w 2005 r. recenzowat mdj artykut o
OGDHC, zgadzajac sie z jego trescia.
Tym nie mniej, w w/w podreczniku
(s. 816) nadal brak informacji o naj-
wazniejszych efektorach OGDHC.

NIE BAC SIE RYNKU BIOCHEMIKALI11
W KONCU TROCHE SIE NA TYM ZNAMY
KOLEKCJA POLIPRENOLI W

BIOCHEMII

Szanowny Panie Redaktorze

W latach 70. ubiegtego wieku po-
wstato kilka naszych publikacji, w
ktorych nieodzowne dla publiko-
wania nowe spojrzenie na problem
funkcji biologicznej lipidéw uzyska-
no dzieki opracowaniu nowych me-
tod i materiatow. Dzieki wykorzysta-
niu tych elementéw znaczgca kwota
wptywa na nasze subkonto w IBB
kazdego roku od odbiorcéw naszych
unikalnych biochemikalii. Posiadane
preparaty wywodzace sie z naszych
wiasnych prac warunkujg postep
badan innych zblizonych grup tema-
tycznych i w ten sposob wytwarzajg
witasng, niepodwazalng dobrg pozy-
cje takze poprzez wspdtautorstwo
publikacji zespotdw korzystajacych z
naszych metod i materiatdw nie tylko
poprzez cytowania naszych prac.
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BIOFIZYKI
30 LATACH

Kilka lat temu w amerykanskim pe-
riodyku Journal of Biological Chemi-
stry ukazata sie publikacja (Bentinger
et al. 283,14645, 2008), ktorej wspdbt-
autorami sg pracownicy Instytutu
Biochemii i Biofizyki PAN w Warsza-
wie. Dzielimy wraz z zespotem sztok-
holmskim wspo6tautorstwo tej pra-
cy, ktora zawiera dobra wiadomos$é
- mozliwos$¢ korzystnego wzmagania
wytwarzania bardzo potrzebnego or-
ganizmowi cztowieka koenzymu Q
przy jednoczesnym zmniejszeniu po-
wstawania cholesterolu.. Trzeba pod-
kresli¢, ze dzielimy z grupg szwedzka
zainteresowanie lipidami izopreno-
idowymi, o ktéorych mowa w tytule
publikacji. Po naszej stronie zaintere-
sowanie tg grupg zwigzkow trwa juz
ponad 40 lat. Od okoto 30-u lat towa-
rzyszy nam bliska wspétpraca z gru-
pa profesora Dallnera z Karolinska i

INSTYTUCIE
PAN PO PONAD

Uniwersytetu w Sztokholmie. Szwe-
dzi sg ukierunkowani na biologie
medyczng. Po naszej stronie tez jedna
osoba z zespotu ma dyplom lekarza.
To ,,skrzywienie" lekarskie wcale nie
prowadzito do jednostronnego ukie-
runkowania w naszych dziataniach w
nauce. Przeciwnie, medycyna zawsze
stosowata szeroko$¢ obserwacji az
do pogranicza ze sztuka. No i jeste-
Smy gteboko zakorzenieni w biologii
poréwnawczej, ktéra kaze wybiegaé
poza organizmy modelowe i kaze pa-
mieta¢, ze r6znorodnos$¢ jest jedng z
podstawowych cech $wiata zywego.
Tu jest miejsce by przypomnie¢ takze
0 promowaniu biochemii poré6wnaw-
czej przez Jézefa Hellera, twérce na-
szego Instytutu, tez lekarza, zajmuja-
cego sie biochemig owaddéw, co dato
w IBB PAN poczatek oryginalnym
badaniom nad biosyntezg biatka, nad
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sktadowymi kwaséw nukleinowych,
nad ubichinonem i rolg fosforanow.
To byto pod koniec lat 1950-ych. Nie
stosowano wdwczas oceny nume-
rycznej; trzeba byto ocenia¢ warto$é
naukowg bez niej. Ale czy to ozna-
czato, ze subiektywnie, ze biednie?
Atrakcyjnosé tytutu tej naszej publi-
kacji i jej zawarto$¢ sa tym, co obec-
nie nadaje jej stosunkowo wysoka
ocene, nie tylko w systemie punkto-
wania opartym o warto$¢ IF. A potem
moze dojdzie i dobra warto$¢ SCI.
Ale znam publikacje, o ktérych sie juz
nie pamieta mimo dobrych punkto-
wych legitymacji. Sprébujmy patrze¢
na te publikacje bez liczb, sprobujmy
widzie¢ bez pomocy liczb znaczenie
tej publikacji dla poznania nowych
elementéw determinujacych patofi-
zjologie cztowieka oraz zobaczy¢ ja
W procesie powstawania. Sprébujmy
zobaczy¢ jak ksztattowata sie tematy-
ka tych badan, bo zwykle zadna pu-
blikacja nie powstaje na pustyni.

Gdy przed 40-u laty rozpoczyna-

lismy w IBB PAN w Pracowni Fosfo-
lipiddw nasze badania nad wymie-
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nionymi w tytule
izoprenoidami, do
cholesterolu, ubichi-
nonu i tokotrienoli
byto nam daleko. W
drugiej potowie lat
1950-ych  poszuki-
walismy punktu za-
czepienia dla badan
nad biologiczng rolg
lipidow. Tradycyjne
tematyki dotyczace
lipidéw powsta-
jacych z jednostek
dwuweglowych nie
spetniaty oczeki-
wan. Z jednej strony
zatozenia prof. Hel-
lera przewidywaty
dla nowopowstaja-
cej placowki tema-
 tyke lipidows, a z
| drugiej natrafiaty na
| grunt dziewiczy, nie
| obcigzony znajomo-
- $cig 6wczesnej ,lipi-
| dologii".

Gdy w tygodni-
ku Science ukazata
| sie praca Robbinsa
o lipidowych koen-
zymach zbudowanych z oligomeréw
izoprenowych  stanowito to ocze-
kiwane novum i wazng nisze, ktéra
zdecydowalisSmy wykorzysta¢. Taka
nisza oznacza w praktyce brak w ka-
talogach specjalnych biochemikalii i
specjalnych podej$¢ metodycznych
oraz brak petniejszego rozpoznania
nowego obszaru badan ale za to stwa-
rza mozliwos$¢ samodzielnego opano-
wania tego nowego, nieznanego ob-
szaru. Trzeba wdéwczas stwarzaé wia-
sne podejscia metodyczne i zaplecze
materiatowe. Tak byto w przypadku
robbinsowskich linijnych polimeréw
jednostek piecioweglowych o masie
okoto 1000 daltonéw. Rozwijane na
potrzeby badan nad tradycyjnymi
lipidami (kwasy ttuszczowe) meto-
dy chromatografii gazowej nie obej-
mowaly tego zakresu mas molekut,
a technika spektrometrii mas (np. w
przyrzagdach LKB z lat 1960-ych) z
trudem pozwalata widzie¢ masy po-
wyzej 500 daltonéw. Niezbedna dla
poruszania sie w nowym obszarze
badan wysokosprawna chromatogra-
fia cieczowa notowata dopiero swe
poczatki, a kowalencyjnie zwigzane

fazy do takiej chromatografii, a takze
do chromatografii cienkowarstwowej,
nie bylty powszechnie znane. Gdy za-
mierzaliSmy bada¢ role lipidowych
koenzymdw izoprenoidowych, po-
trzebny do tego celu undekaprenol
byt izolowany z lisci fikusa rosngce-
go w Banku Rotunda w Warszawie
(pp A i W. Jankowscy). Juz wowczas
widaé bylo, ze nie kazdy egzemplarz
Ficus etastica jest zrodtem undekapre-
nolu (liscie mtodych pedéw z Ogro-
du tazienkowskiego nie nadawaty
sie do preparatyki). Nie wypadato
nam prosi¢ Autora publikacji z An-
glii o kilka miligramoéw standardu
do naszych prac nad wptywem faga
lizogennego na biosynteze O-antyge-
nu u Shigellaflexnerii, ktérej hodowle
prowadzita nam z wielkim oddaniem
niezapomniana dr Ewa Janczura a
patronowat mdj kierownik - profesor
Tadeusz Korzybski (tez lekarz). lzo-
lacje i identyfikacje potrzebnego nam
undekaprenolu przeprowadzilismy
z nowo przyjetym mgr Wiestawem
Jankowskim i zaprzyjaznionymi L.D.
Bergelsonem i W.A. Wawerem z mo-
skiewskiego Instytutu Zwigzkéw Na-
turalnych.

Bogatsi o to doSwiadczenie po-
zyskiwaliSmy potem szereg innych
poliprenoli z lisci wielu gatunkow
roslin pochodzacych z krajowych ar-
boretéw, a takze z dalekich, egzotycz-
nych fitoregionéw Azjii i Ameryki
Potudniowej. Powstata w ten sposob
na podstawie badan kilku tysiecy
gatunkow niepisana, oryginalna che-
motaksonomia ros$lin oparta o nasza
»prenologie”. Po naszych pierwszych
publikacjach o roli koenzyméw lipi-
dowych (dolicholi i poliprenoli) do-
szto do zainicjowania komercjalizacji
naszych lipidéw izoprenoidowych.
Najpierw dr W. Jankowski zapako-
wat kilkadziesigt 5-0 miligramowych
porcji jako probki bezptatne naszego
unikalnego preparatu dolicholu-11,
ktore pani Maria Knapik z Przedsie-
biorstwa Odczynnikéw Chemicznych
Gliwice rozestata do wskazanych
przez nas potencjalnych odbiorcow.
Odzew byt znaczny; POCh okreslio
nasza akcje i jej wyniki jako wzor-
cowe. Potem ponad 20 naszych pre-
paratéw umieszczono w katalogach
Calbiochem i Sigma, a od potowy lat
1980-ych produkcjg undekaprenylo-
fosforanu zainteresowano Dom Han-
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dlowy Nauki PAN, ktory zatrudnit
w celu prowadzenia produkcji i mar-
ketingu pracownika (absolwentke
Wydziatu Chemii UW, ktéra obecnie
jest kierownikiem Zaktadu Bioche-
mii Lipidow w IBB PAN). Nie znam
doktadnie dochodow jakie z naszej
dziatalnosci uzyskiwat IBBi DHN. W
tym czasie byty préby bardziej racjo-
nalnego uzasadniania ceny naszych
preparatéow dla pani Ewy Kanskiej
- ksiegowej w IBB PAN. Okazato sie
to niemozliwe; kapital materiatowy
owszem, dat sie ustali¢, ale warto$¢
inwencji i nasze dziatania oszczed-
nosciowe byty nie do sprecyzowania.
ZostaliSmy do chwili obecnej przy
cenach ,,wzietych z sufitu” zasugero-
wanych przez od lat pracujacg z nami
panig Jozefine Hertel: zawsze powy-
zej 300 USD za 5 miligramow.

Od poczatku naszej naukowo-ko-
mercyjnej dziatalnoSci towarzyszyta
nam nazwa ,Kolekcja poliprenoli”.
Juz w latach 80. ubiegtego stulecia
uzyliSmy jej w pierwszym naszym
katalogu wydanym w 400 egzempla-
rzach. Po 10-u latach nastepny nasz
katalog obejmujacy ponad sto pozycji
dolicholi, poliprenoli i ich pochod-
nych miat 1500 egzemplarzy. Tak to
dokumentowalismy, nie tylko w pu-
blikacjach naukowych, poszerzanie
naszej wiedzy o poliprenolach, ale
stawalismy sie takze osrodkiem refe-
rencyjnym dla tej grupy zwigzkoéw.
Na oktadkach widniaty albo Sorbus
suecica albo Potentilla aurea, nasze
najciekawsze gatunki roslin bogate w
poliprenole o szczeg6lnie dtugim tan-
cuchu. Poniewaz w tamtych czasach
zaistnialy nasze urzedowe kontakty z
Wydziatem Nauk Biologicznych PAN
sympatyczne panie urzedniczki eks-
pediujgce poczte z Prezydium Akade-
mii rozsytaty nasze katalogi po kilka
sztuk dziennie przez catly rok i nasz
Instytut zaoszczedzit w ten sposob
kilka tysiecy ztotych. Te zyczliwosé
z ich strony przyjmowalismy jako
prawdziwg aprobate spoteczng.

Przy innych okazjach styszato sie,
uczestniczagc w réznych gremiach, ze
w wypadku gdy placdwka naukowa
uzyskuje korzysci finansowe z ko-
mercjalizacji swych badan powinno
sie obnizy¢ jej finansowanie o kwote
uzyskiwang na przyktad ze sprze-
dazy opracowanych preparatéw. Na
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szczescie dyrektor naszego Instytutu
prof. W. Zago6rski nie byt tego zdania
i za zachetg z jego strony oraz apro-
batag naszej wspoltpracy z szwedzka
firmg Larodan mogliSmy podtrzymy-
wac dziatalno$¢ naszej ,,Kolekcji" w
IBB PAN. Ta dziatalno$¢ mogta da-
wac bezposrednie finansowe korzysci
Instytutowi oraz mozliwo$¢ wspot-
pracy z znaczacymi zagranicznymi
partnerami zainteresowanymi prepa-
ratami ,,Kolekcji Poliprenoli" jak to
miato miejsce w wypadku publika-
cji o epoksydach poliizoprenoidow.
»Kolekcja" nie dala nam znaczjcej
satysfakcji i korzysci z patentowania
dwu witasnych wynikéw badan. Poza
jednym przypadkiem przy naszych
zgtoszeniach patentowych nie ze-
tknelisSmy sie niestety z rada i pomoca
kompetentnego fachowca. Osoby ior-
ganizacje przewidziane do petnienia
w Polsce takiej funkcji nie umiejg tej
luki wypetniac. Sg to sprawy, ktérych
musieliSmy nauczy¢ sie sami. Ale i
bez tego mozemy mieé satysfakcje z
préby samodzielnego opanowania
niszy w nauce i wypetnienia trescig
popularnych haset ,innowacja" czy
»inicjatywa".

Wchodzenie na
mniej restrykcyjny
rynek biochemika-
lii ograniczany za-

bedzie mogta zastapi¢ bardziej am-
bitnych zamierzen, wchodzenia na
wazne rynki gospodarcze, w tym far-
makomedycyny, ani zastgpi¢ w nauce
powaznych badan podstawowych.
Ostatnie lata przyniosty w naszym
Zaktadzie Biochemii Lipidow, kiero-
wanym przez prof. Ewe Swiezewska
nowe mozliwosci Kkierunkowania
inicjatywy ,,Kolekcji" dzieki nowym
tematykom izoprenoidowym, roz-
wijanym w Zaktadzie, biologii mole-
kularnej, poznawaniu alternatywe-
go szlaku biosyntezy izoprenoiddw
oraz badan nad nienaturalnymi, ka-
tionowymi izoprenoidami Te nowe
obszary tez zawierajg nisze (bo nisze
sg wszedzie) i stara nazwa ,,Kolekcji
Poliprenoli”, jej doswiadczenia i or-
ganizacja moga okazac¢ sie uzyteczne
i zachecajace.

Z wyrazami szacunku

Profesor Tadeusz Chojnacki
Instytut Biochemii i Biofizyki
PAN w Warszawie

e-mail: tc@ibb.waw.pl lub tich@gazeta.pl

Warszawa, 5 pazdziernika 2011 roku
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przypomnieé mato
znany fakt, ze uni-
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Stowa kluczowe: fitohormony, gibereliny,
struktura GA, biosynteza GA, katabolizm GA

Wykaz skrétow: CDP-ME — 4-difosfocyty-
dylo-2-metylerytritol; CDP-MEP — 2-fosfo-
ran 4-difosfocytydylo-2-metylerytritolu; CPP
(ang. ent-copalyl pyrophosphate) — pirofosforan
ent-kopalilu; DMAPP (ang. dimethylallyl dipho-
sphate) — pirofosforan dimetyloallilu; DXP
(ang. I-deoxyxylulose 5-phosphate) — 5-fosforan
1-deoksyksylulozy; FPP (ang. famesyl pyropho-
sphate) —pirofosforan farnezylu; GA (ang. gib-
berellins) —gibereliny; GA200x (ang. gibberellin
20-oxidases) — 20-oksydazy giberelinowe; GA-
30x (ang. gibberellin 3-oxidases) — 3-oksydazy
giberelinowe; GA2o0x (ang. gibberellin 2-oxida-
ses) — 2-oksydazy giberelinowe; GGPP (ang.
genanylgeranyl pyrophosphate) — pirofosforan
geranylogeranylu; G3P (ang. glyceraldehyde
3-phosphate) — aldehyd 3-fosfoglicerynowy;
GPP (ang. geranyl pyrophosphate) — pirofosfo-
ran geranylu; HMBPP (ang. hydroxymethylbute-
nyl 4-diphosphate) — 4-pirofosforan hydroksy-
metylbutenylu; IPP (ang. isopenthenyl pyropho-
sphate) — pirofosforan izopentenylu; ME-cPP
(ang. ME 2,4-cyclodiphosphate) — 2,4-cyklodi-
fosforan metylerytritolu; MEP (ang. 2-methy-
lerythritol 4-phosphate) — 4-fosforan 2-metyle-
rytritolu; MVA (ang. mevalonic acid) — kwas
mewalonowy

Podziekowanie: Praca powstata w trakcie
realizacji projektéw badawczych MNiISW
NN303811240 i NN303333436.
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STRESZCZENIE

ibereliny (GA), jako jedne z podstawowych fitohormonéw, kontrolujg tak wazne pro-
G cesy wzrostu i rozwoju ro$lin jak kietkowanie nasion, wydtuzanie todyg i indukcje
kwitnienia. Pomimo zidentyfikowania ponad stu trzydziestu réznych GA, zaledwie kilka
wykazuje aktywno$¢ biologiczng, natomiast pozostate sg ich prekursorami lub produktami
katabolizmu. W ciggu ostatnich kilkunastu lat, dzieki uzyciu biochemicznych i genetycznych
technik badawczych poznano wigkszo$¢ gendéw kodujgcych biatka zwigzane z biosyntezg i
dezaktywacjg GA, co pozwolito na lepsze zrozumienie funkcjonowania tych hormonéw u
roslin. Wiekszo$¢ enzymoéw zaangazowanych w metabolizm GA wykazuje wielofunkcyj-
nos¢, dlatego mniejsza ich liczba, niz zaktadano na poczatku, potrzebna jest do tworzenia
takich struktur GA, ktére biorg czynny udziat w kontroli wielu proceséw fizjologicznych.
Gtownym celem niniejszej pracy jest podsumowanie obecnego stanu wiedzy na temat bio-
syntezy i dezaktywacji GA, w tym przedstawienie szczegétowej charakterystyki genow i
enzymow zaangazowanych w te procesy.

WPROWADZENIE

Sposrod siedmiu klas fitohormonow, GA zajmuja kluczowa pozycje w regu-
lacji wzrostu i rozwoju roslin. W cyklu zyciowym kazdej rosliny caty cigg pro-
cesOw, poczynajac od kietkowania nasion i wzrostu wydtuzeniowego hypoko-
tyli oraz miedzywezli, poprzez rozrost lisci i indukcje kwitnienia, a konczac na
rozwoju kwiatéw i dojrzewaniu owocéw, regulowany jest przez GA. Zgodnie
z definicjg hormonu, czasteczki GA sg naturalnymi substancjami organiczny-
mi charakteryzujgcymi sie aktywnos$cig w bardzo matych stezeniach rzedu 10'6
mol/l, powszechnoscig wystepowania oraz zdolnos$cig do przemieszczania w
ro$linie [1-3]. Poczatki badan nad strukturg, biosyntezg i dezaktywacjg GA oraz
odbiorem i przekazywaniem sygnatu giberelinowego miaty miejsce juz w po-
towie ubiegtego stulecia, jednak dopiero znaczny rozwoj technik stosowanych
w biochemii, genetyce i biologii molekularnej, przyczynit sie do wnikliwego
opisu funkcjonowania tych fitohormonéw. Punktem wyjscia do podjecia badan
na poziomie molekularnym byto poznanie poszczeg6lnych genoéw i kodowa-
nych przez nie enzymow zaangazowanych w szlaki biosyntezy i dezaktywacji
GA zaréwno u roélin, grzybow, jak i bakterii. W ostatnich latach w pismiennic-
twie Swiatowym opublikowano kilka prac przegladowych podsumowujgcych
osiggniecia w tej dziedzinie [4-9]. Do chwili obecnej zagadnienia te nie zostaty
jednak szczeg6towo omdéwione w polskich czasopismach naukowych, dlatego
w niniejszej pracy opisano metabolizm GA u roélin zar6wno na poziomie bio-
chemicznym, jak i molekularnym, ktadac szczegdlny nacisk na charakterystyke
poszczegdlnych gendw i enzymow.

STRUKTURA GA

Wszystkie GA oznaczone sa numerami (,,giberelina A numer"), ktére zostaty
im nadane w porzadku chronologicznym w zalezno$ci od czasu identyfikacji
(http://www .plant-hormones.info/ gibberellin_nomenclature.htm). W chwili
obecnej znanych jest 136 w petni scharakteryzowanych czasteczek (GAaGAIH.
128 z nich zostato zidentyfikowanych u roéznych gatunkéw roslin naczynio-
wych, natomiast pozostatych osiem u bakterii i grzybow (http://www .plant-
-hormones.info/ galinfo.htm).

GA to tetracykliczne, diterpeno-
idowe kwasy karboksylowe, ktérych
struktura bazuje na szkielecie weglo-
wym ent-giberelanu. Wyr6zniamy
GA o rdzeniu zbudowanym z dzie- Ryc. 1. Struktura giberelin o szkielecie 20- (GAL) i
wigtnasty (CIGA) | dwudziestu (CO L5 200 (AR oy S ntod o
-GA) atomoéw wegla (Ryc. 1). CBOGA terami od A do D oznaczono poszczegdlne pierscienie
posiadajq przy czwartym atomie we- w czasteczce GA. Szczeg6ly w tekscie.
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Rycina 2. Wzory strukturalne bioaktywnych GA. Szczegéty w tekscie.

gla grupe karboksylowa, natomiast w przypadku CigGA
pomiedzy czwartym i dziesigtym atomem wegla zawsze
powstaje wigzanie laktonowe, a czasami pomiedzy dzie-
wiagtym ipietnastym atomem wegla tworzy sie rowniez do-
datkowy pierscien cyklopropanowy. Zaréwno pozycja, jak i
stereochemia wszystkich wymienionych podstawnikéw jest
niezwykle istotna poniewaz wptywa na aktywnos$¢ biolo-
giczng poszczegdlnych czasteczek hormonu [10].

Pomimo duzej liczby czasteczek GA, tylko kilka, GA4
GA3 GA4i GA? wykazuje aktywnos¢ biologiczng i bierze
czynny udziat w regulacji proceséw fizjologicznych (Ryc.
2). Pozostate wystepujg w tkankach jako ich prekursory lub
dezaktywowane metabolity. Aktywne czasteczki C,)GA
charakteryzuja sietym, ze posiadajg grupe 3p-hydroksylowg
przy trzecim atomie wegla, grupe karboksylowg przy sz6-
stym atomie wegla oraz wspomniany wczes$niej lakton
pomiedzy czwartym i dziesigtym atomem wegla. Grupa
3(3-hydroksylowa moze by¢é w niektérych przypadkach
przesunieta pomiedzy drugi i trzeci atom wegla tworzac
podwojne wigzanie, tak jak ma to miejsce w czasteczkach
GAj. i GA6 W zwigzku z tym wymienione GA moga row-
niez funkcjonowac jako bioaktywne czgsteczki [7,10].

Do niedawna przyjmowano, ze dominujacg gibereling u
ro$lin jest GAr Zostato to potwierdzone m. in. u kukurydzy
(Zea mays), grochu (Pisum sativum) i u 84 innych gatunkow.
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Rycina 3. Szlaki syntezy izoprenoidéw iich rozmieszczenie w komérce roélinnej.

GA —gibereliny, BR —brasinosteroidy, ABA —kwas abscysynowy. Szczegoty,
w tym pozostate nazwy zwiazkéw, w tekscie. Na podstawie [15], zmodyfikowa-

Postepy Biochemii 58 (1) 2012

SZLAK MEP
£

SZLAK GGPP
{ /
L
§
i
o
ri\
3
i )
37
ol

SZLAK ent-kaurenu
=
°
o

Rycina 4. Pierwszy etap biosyntezy GA w plastydach prowadzacy do powstania
enf-kaurenu. Szczeg6ty w tekécie. Petne nazwy enzymoéw przedstawiono w tabeli
1. Na podstawie [10], zmodyfikowane.

Obecnie wiadomo, ze u modelowej rosliny dnia dtugiego,
rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana), oraz wielu roslin z ro-
dziny dyniowatych (Cucurbitaceae) istotng role odgrywa
rowniez GA4 Réznica w budowie pomiedzy tymi dwiema
GA polega na obecnosci (GAJ lub braku (GAJ grupy hy-
droksylowej przy trzynastym atomie wegla dotgczanej przy
udziale domniemanej 13-oksydazy giberelinowej (GA130x),
ktérej identyfikacja umozliwitaby wyjasnienie potencjalnej
réznicy w ich funkcjonowaniu [10]. Zidentyfikowanie u
ryzu rozpuszczalnego receptora giberelin GID1 (ang. gibbe-
rellin insensitive dwarf 1) [11] oraz jego homologdw u rzod-
kiewnika [12] uzmystowito wielu badaczom, ze r6znice wy-
stepujace pomiedzy w/w aktywnymi GA moga wynikac z
ich odmiennego powinowactwa do receptora, jak i zdolno-
Sci do tworzenia kompleksu pomiedzy GA, GID1 i biatkami
DELLA, bedgcymi gtdwnymi represorami w szlaku przeka-
zywania sygnatu giberelinowego [10,13]. Inna bioaktywna
gibereling A3 zwana kwasem giberelowym, zostata ziden-
tyfikowana u 45 gatunkow roslin, ale uwazana jest za gtow-
ng GA wystepujacg u grzybow (m. in. u Gibberellafujikuroi),
skad jest zresztg pozyskiwana w celach komercyjnych [6],

BIOSYNTEZA GA U ROSLIN

Ze wzgledu na wewnatrzkomérkowe rozmieszczenie
enzymow katalizujgcych kolejne reakcje, szlak biosyntezy
GA mozemy podzieli¢ na 3 etapy: biosynteza ent-kaurenu
w plastydach (Ryc. 4), powstanie aldehydu GAr w siateczce
$rodplazmatycznej (ER) (Ryc. 5) oraz synteza CigGA i CD
-GA w cytosolu (Ryc. 6) [14], ktére szczeg6towo opisano
dalej.

Przez dtugi czas uwazano, ze pirofosforan izopenteny-
lu (IPP, ang. isopenthenyl pyrophosphate), jeden ze zwigzkow

15



kwas ent-7o-hydroksy-kaurenowy

aldehyd GA,;

Rycina 5. Drugi etap biosyntezy GA w ER prowadzacy do powstania aldehydu
GAJ2 Szczegbty w tekécie. Petne nazwy enzymoéw przedstawiono w tabeli 1. Na
podstawie [10], zmodyfikowane.

wystepujacych na wczesnych etapach biosyntezy GA, moze
powstawaé wytgcznie w szlaku kwasu mewalonowego
(MVA, ang. mevalonic acid). Z czasem okazato sie jednak, ze
istnieje inna droga prowadzgca do powstania aktywnych
czagsteczek hormonu (Ryc. 3). Alternatywny szlak posiada
kilka okreslen: szlak niemewalonianowy (ang. non-mevalo-
nate pathway), szlak Rohmera (od nazwiska jednego z od-
krywcow), szlak fosforanu deoksyksylulozy (szlak DXP,
ang. deoxyxylulose phosphate pathway), czy szlak fosforanu
metylerytritolu (szlak MEP, ang. methylerythritol phosphate
patway), jednak ostatnie sformutowanie uzywane jest naj-
czesciej [15]. Podczas gdy wiekszo$¢ organizmow posia-
da albo szlak MVA (grzyby i zwierzeta), albo szlak MEP
(wiekszo$¢ bakterii whasciwych i glonéw), to rosliny i ich
bezposredni przodkowie Charophyceae (ramieniowe, glony
nalezace do gromady zielenic), posiadajg obydwa. Szlaki, o
ktorych mowa wystepujg w réznych przedziatach komor-
kowych, przez co powstajacy IPP ma rdzne przeznaczenie.
U roélin szlak MV A jest zlokalizowany w cytoplazmie, a po-
wstajagcy IPP jest przeksztatcany w seskwiterpeny (C,.) lub
triterpeny (C33Inp. sterole). Z kolei szlak MEP jest zlokalizo-
wany w plastydach, a powstajacy IPP przeksztatca sie na-
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Rycina 6. Trzeci etap biosyntezy GA w cytosolu prowadzacy do powstania
aktywnych czasteczek hormonu. Szczegéty w tekscie. Petne nazwy enzymoéw
przedstawiono w tabeli 1. Na podstawie [10], zmodyfikowane.
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stepnie w monoterpeny (C1, diterpeny (C,(, np. gibereliny,
fitol) lub tetraterpeny (C” np. karotenoidy). IPP moze by¢
réwniez transportowany do mitochondriow gdzie w wyni-
ku dalszych jego przemian powstajg ubichinony [10]. Mimo
istnienia wazkich dowoddw potwierdzajacych fakt, ze GA
powstajg z IPP wytworzonego w szlaku MEP [16,17], to jed-
nak nie odrzuca sie wspotdziatania zarowno szlaku MVA,
jak i MEP [18]. Z kolei u grzybéw wiadomym jest, ze tylko
szlak MVA prowadzi do powstania wszystkich terpenéw,
wigcznie z GA [9].

Szlak MEP rozpoczyna sie od potgczenia jednostki dwu-
weglowej (CHjCO-), powstajgcej w wyniku dekarboksylacji
pirogronianu, z jednostka trzyweglowg, aldehydem 3-fos-
foglicerynowym (G3P, ang. glyceraldehyde 3-phosphate), da-
jac piecioweglowy zwigzek 5-fosforan 1-deoksyksylulozy
(DXP, ang. I-deoxyxylulose 5-phosphate) (Ryc. 4). DXP ulega
redukcji i wewnetrznej rearanzacji w wyniku czego powsta-
je rozgateziony 4-fosforan 2-metylerytritolu (MEP, ang.
2-methylerythritol 4-phosphate), od ktérego bierze sie nazwa
catego szlaku. W trzech kolejnych etapach, przez 4-difosfo-
cytydylo-2-metylerytritol (CDP-ME) i 2-fosforan 4-difosfo-
cytydylo-2-metylerytritolu (CDP-MEP), MEP przeksztatca-
ny jest w 2,4-cyklodifosforan metylerytritolu (ME-cPP, ang.
ME 2,4-cyclodiphosphate). Pierscien wystepujacy w ME-cPP
ulega otwarciu w wyniku czego powstaje 4-pirofosforan hy-
droksymetylbutenylu (HMBPP, ang. hydroxymethylbutenyl
4-diphosphate). Ostatecznie, HMBPP moze byé przeksztatco-
ny w pirofosforan izopentenylu (IPP) lub jego izomer, pi-
rofosforan dimetyloallilu (DMAPP, ang. dimethylallyl dipho-
sphate). Te dwa ostatnie zwigzki moga kondensowac ze soba,
tworzac szereg potgczen o réznej liczbie jednostek pieciowe-
glowych. W wyniku potaczenia jednej czasteczki DMAPP z
jedng czasteczka IPP powstaje pirofosforan geranylu (GPP,
ang. geranyl pyrophosphate, C1), po przytgczeniu kolejnej
czagsteczki IPP, pirofosforan farnezylu (FPP, ang.farnesyl py-
rophosphate, C15, a po przytgczeniu nastepnej czasteczki IPP,
pirofosforan geranylogeranylu (GGPP, ang. genanylgeranyl
pyrophosphate, C3). GGPP zawiera wiec cztery reszty izo-
prenowe i ulegajgc kolejnym reakcjom cyklizacji, poprzez
pirofosforan ent-kopalilu (CPP, ang. ent-copalyl pyrophospha-
te), powstaje ent-kauren. Szereg przemian oksydacyjnych
enf-kaurenu (eni-kauren/ enf-kaurenol/ enf-kaurenal/ kwas
enf-kaurenowy/kwas e«f-7a-hydroksykaurenowy) zakon-
czonych kontrakcjg, czyli zmniejszeniem liczby cztonow
jednego z pierscieni kwasu enf-7a-hydroksykaurenowego,
prowadzi do powstania aldehydu GA” (Ryc. 5). Utlenienie
grupy aldehydowej do karboksylowej powoduje powstanie
pierwszej gibereliny A12 Z kolei hydroksylacja GARprzy
trzynastym atomie wegla prowadzi do powstania GAR
GADLi GA-3s3 bezposrednimi prekursorami odpowiednio
szlaku 13-niehydroksylowanego i 13-hydroksylowanego.
Dalsze reakcje utleniania oraz dehydratacji z utworzeniem
dodatkowego pierscienia laktonowego prowadzg do po-
wstania wszystkich czasteczek rodziny GA (Ryc. 6) [10].
Ostatni, trzeci etap szlaku metabolizmu GA w cytoplazmie
zostat szczegdtowo opisany w kolejnych rozdziatach.

GENY I ENZYMY BIOSYNTEZY GA

Do chwili obecnej poznano wiekszo$¢ genéw i kodo-
wanych przez nie bialek zaangazowanych w synteze GA
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Tabela 1. Skroty i petne nazwy enzyméw zwigzanych z biosyntezg GA.

EkiOf
polska
DXS syntaza 5-fosforanu 1-deoksyksylulozy
DXR reduktoizomeraza 5-fosforanu 1-deoksyksylulozy
CMS syntaza 4-difosfocytydylo-metylerytritolu
CMK kinaza 4-difosfocytydylo-metylerytritolu
MCS syntaza 2,4-cyklopirofosforanu metylerytritolu
HDS syntaza 4-pirofosforanu hydroksymetylbutenylu
IDS/DDS syntaza pirofosforanu izopentenylu/dimetytoallilu
GPS syntaza pirofosforanu geranylu
FPS syntaza pirofosforanu farnezylu
GGPS syntaza pirofosforanu geranytogeranylu
CPS syntaza pirofosforanu ent-kopalilu
KS syntaza enf-kaurenu
EKO 19-oksydaza enf-kaurenu
KAO oksydaza kwasu ent-kaurenowego
GA130x (?) 13-oksydaza giberelinowa
GA200x 20-oksydaza giberelinowa
GA3ox 3-oksydaza giberelinowa

u réznych gatunkdw roslin. Znaczna czes¢ enzymoéw wy-
kazuje wielofunkcyjno$¢, dlatego mniejsza ich liczba, niz
zaktadano na poczatku, potrzebna jest do tworzenia takich
struktur GA, ktdére biorg czynny udziat w kontroli wielu
procesow fizjologicznych. Ze wzgledu na skomplikowane
nazewnictwo enzymow, szczegdlnie tych biorgcych udziat
na wczesnych etapach syntezy GA, ich skréty i petne nazwy
przedstawiono w tabeli 1, a katalizowane przez nie reakcje
na rycinie 4,5 i 6.

SZLAK FOSFORANU METYLERYTRITOLU (SZLAK MEP)

Wszystkie geny oraz kodowane przez nie enzymy szla-
ku MEP po raz pierwszy zidentyfikowano u bakterii Esche-
richia coli [15]. W chwili obecnej ich ortologi w przypadku
genow i homologi w przypadku biatek znane sg rowniez u
wielu organizmdw eukariotycznych [19], w tym gtéwnie u
rzodkiewnika (baza danych AIR, ang. Arabidopsis Informa-
tion Resources; http://www.Arabidopsis.org). Roslinne en-
zymy, o ktérych mowa, kodowane sg przez geny jadrowe i
posiadajg N-kofncowa, kierujacg je do plastyddw sekwencje,
ktora wskazuje na docelowe miejsce ich funkcjonowania.
Pod wzgledem struktury sg bardzo zblizone do enzymow
prokariotycznych, za wyjatkiem enzymu HDS (GCPE), kto-
ry zawiera duzg domene o nieznanej funkcji, specyficzng
tylko dla roslin [20].

Szlak MEP prowadzi do wytworzenia IPP, a enzymem,
ktéry limituje powstanie tego zwigzku jest syntaza DXP
(DXS), kodowana u rzodkiewnika przez gen CLA1l (ang.
chloroplasts altered 1). Mutanty clal charakteryzujg sie feno-
typem albinotycznym, co spowodowane jest bardzo niska
zawarto$cia czasteczek chlorofilu i karotenoidéw. Pomimo
wymienionych objawoéw siewki rzodkiewnika z mutacjg
clal przezywajg poniewaz w ich genomie zidentyfikowano
dodatkowo dwa inne homologi CLA1 — DXS2 i DXS3, kt6-
rych biatkowe produkty w pewnym stopniu rekompensuja
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Petna nazwa enzymu

angielska
1-deoxyxylulose 5-phosphate synthase
1-deoxyxylulose 5-phosphate reductoisomerase
4-diphosphocytidyl-methylerythritol synthase
4-diphosphocytidyl-methylerythritol kinase
methylerythritol 2,4-cyclodiphosphate synthase
hydroxymethylbutenyl 4-diphosphate synthase
isopentenyl/dimethylallyl diphosphate synthase
geranyl diphosphate synthase
farnesyl diphosphate synthase
geranylgeranyl diphosphate synthase
enf-copalyl diphosphate synthase
enf-kaurene synthase
enf-kaurene 19-oxidase
enf-kaurenoic acid oxidase
gibberellin 13-oxidase
gibberellin 20-oxidase

gibberellin 3-oxidase

utracony gen. Rosliny z cze$ciowym albinizmem majg cie-
kawie urozmaicony wyglad i czesto sg uprawiane jako ro-
§liny ozdobne. Inne enzymy szlaku MEP, np. DXR, CMS czy
HDS kodowane sg u rzodkiewnika przez pojedyncze geny,
stad mutanty dxr, cms i hds sa w zupetnosci albinotyczne i
nie maja szans przezycia. Dziatanie enzymu DXR jest catko-
wicie hamowane przez pochodzacg z bakterii Streptomyces
fosmidomycyne, przez co antybiotyk ten dziata jak herbi-
cyd [15,21].

Enzymy DXS i DXR zostaty zidentyfikowane u wielu ga-
tunkdéw roslin, odpowiednio u 16 i 20, podczas gdy pozosta-
te enzymy szlaku MEP zaledwie u kilku gatunkéw. Petne
sekwencje reszt aminokwasowych enzyméw HDS i HDR
znane sg jedynie u dwéch gatunkéw roslin, odpowiednio
u tytoniu (Nicotiana benthamiana) i ryzu (Oryza sativa Japo-
nka) oraz u tytoniu i rzodkiewnika. W przypadku biatka
CMS petna sekwencja znana jest u rzodkiewnika, mitorza-
bu (Ginkgo biloba) i ryzu (O. sativa Japonica i Indica), w przy-
padku CMK u rzodkiewnika, pomidora (Lycopersicon escu-
lentum), miety (Mentha x piperita) i ryzu (O. sativa Jap6nica),
natomiast w przypadku MCS u rzodkiewnika, mitorzgbu,
ryzu (O. sativa Japonica i Indica) oraz cisu (Taxus x media) [19].

SZLAK GGPP

Kolejne enzymy uczestniczgce na etapie przeksztatcania
IPP w GGPP, syntaza GPP (GPS), syntaza FPP (FPS) i syn-
taza GGPP (GGPS), zostaly scharakteryzowane u bakterii,
drozdzy, owaddw, ssakéw i roslin. U rzodkiewnika ziden-
tyfikowano pie¢ aktywnych izoenzymow GGPS (GGPS1-4,
GGPS6) kodowanych przez mata rodzine jadrowych ge-
néw. Istnieje takze dodatkowy enzym GGR, ktory poczat-
kowo zaliczano do syntaz GGPP, jednak wnikliwa analiza
zachowanych w ewolucji domen ujawnita znaczace réznice,
ktdre nie pozwolity przypisa¢ GGR do tej rodziny biatek. Z
uwagi na fakt, iz IPP moze by¢ syntetyzowany w r6znych
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przedziatach komérkowych, wymienione enzymy zlokali-
zowano m. in. w chloroplastach (GGPS1, GGPS3) gdzie wy-
stepuja najliczniej, w wakuoli (GGPS2) i ER (GGPS4) oraz
w mitochondriach (GGPS6). Nalezy zaznaczy¢, ze reakcje
zachodzace na wczesnych etapach metabolizmu GA prze-
prowadzajg jedynie te enzymy, ktére posiadaja sekwencje
kierujacg je do plastydow. W odr6znieniu od GGPS, synta-
zy FPP najliczniej wystepujg w ER i cytosolu. U rzodkiew-
nika potwierdzono obecno$¢ dwoch aktywnych izoform
syntaz FPP - FPS1 i FPS2, ktore wykazujg wzgledem siebie
bardzo wysokie podobienstwo sekwencji aminokwaso-
wych (90,6%). Z kolei syntazy GPP wystepuja najliczniej w
cytosolu lub plastydach. Przyjmuje sie, ze istniejg dwie izo-
formy GPS, ktére posiadajg lub nie sygnat lokalizacji plasty-
dowej (PLS, ang. plastid localization signal), a zwigzane jest to
ze sposobem syntezy tych biatek na rybosomach. W przy-
padku translacji od pierwszej reszty metioniny powstaje
izoforma zawierajgca PLS, natomiast rozpoczecie translacji
od drugiej reszty metioniny powoduje powstanie izoformy
transportowanej do cytosolu. Poréwnanie trzech rodzajéw
opisanych powyzej syntaz rzodkiewnika przy uzyciu pro-
gramu BlastP wykazato stosunkowo niskie podobienstwo
ich sekwencji aminokwasowych. Syntazy GPP wykazujg
zaledwie 24,4% identycznos$ci sekwencji aminokwasowych
w stosunku do syntaz FPP i 28,7% w stosunku do syntaz
GGPP [10].

SZLAK BIOSYNTEZY ENT-KAURENU

Cyklizacja liniowego GGPP bedgcego wspdlnym pre-
kursorem wszystkich diterpenoidéw do tetracyklicznego
weglowodoru enf-kaurenu zachodzi z udziatem dwoch en-
zymoOw CPS i KS nalezacych do klasy syntaz terpenowych
(TPS, ang. terpene synthases). U rzodkiewnika enzym AtCPSI
kodowany jest przez pojedynczy gen GAIl. Mutant gal wy-
kazuje silnie kartowaty fenotyp jednak zawiera $ladowe ilo-
§ci GA, co sugeruje, ze w genomie tej rosliny moze istnie¢
dodatkowy, niezidentyfikowany do tej pory homolog tego
genu [10]. Z kolei w genomie ryzu zidentyfikowano trzy
geny CPS - OsCPSI, OsCPS2 (OsCyc2) i OsCPS4 (OsCycl)
oraz 1 pseudogen - OsCPS3. Sposéréd wszystkich enzymow
kodowanych przez w/w geny tylko OsCPSI uczestniczy w
szlaku biosyntezy GA, natomiast OsCPS2 i OsCPS4 zaan-
gazowane sg w szlak biosyntezy fitoaleksyn, niskoczgstecz-
kowych zwiazkéw, syntetyzowanych i akumulowanych
w roélinach narazonych na atak patogena [22], Analiza se-
kwencji reszt aminokwasowych biatka AtCPSI wykazata
najwyzsze, 41% podobienstwo do biatka OsCPSI inizsze w
stosunku do OsSCPS2 i OsCPS4 (35%-37%) [10].

U rzodkiewnika zarébwno AtCPSI, jak i AtKSI posiadaja
N-koncowg sekwencje aminokwasowg kierujgca je do stro-
my plastydow. Enzym AtKSI kodowany jest przez poje-
dynczy gen GA2, ktérego utrata catkowicie hamuje synteze
GA [23]. U ryzu zidentyfikowano 9 homologéw gendw KS
(OsKSI-9) w tym 1 pseudogen (OsKS9), z czego w szlak hio-
syntezy GA zaangazowany jest prawdopodobnie tylko je-
den, OsKSI. Biatko OsKSI wykazuje 43% identycznosci se-
kwencji aminokwasowych w stosunku do AtKSI, natomiast
pozostate biatka ryzu w przedziale 37-41% [24]. U innych
gatunkow roslin, m. in. u stewii (Stevia rebaudiana) zidenty-
fikowano dwa geny KS [10], natomiast u grzybdw, m. in. G.
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fujikuroi i Phaeosphaeria stwierdzono obecno$¢ enzymu, kté-
ry wykazuje aktywnos$¢ zardwno CPS, jak i KS [4],

SZLAK BIOSYNTEZY GAR

Utlenianie ent-kaurenu do GA12katalizowane jest przez
zlokalizowane na terenie ER enzymy nalezace do klasy mo-
nooksygenaz cytochromu P450 (P450, ang. cytochrome P450
monooxygenases). Za przeprowadzenie pierwszych trzech
reakcji od ent-kaurenu do kwasu ent-kaurenowego odpo-
wiedzialny jest enzym EKO (CYP701A wg nomenklatury
P450, http:// drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html)
[25,26], a nastepne trzy reakcje od kwasu ent-kaurenowego
do GARzachodzg z udziatem enzymu KAO (CYP88A). U
rzodkiewnika zidentyfikowano jeden gen EKO (GA3) ko-
dujacy biatko AtKOI oraz dwa geny KAO kodujace biatka
AtKAOI i AtKA02. Wyniki doswiadczen z uzyciem biat-
ka zielonej fluorescencji (GFP, ang. green fluorescent protein)
wykazaty, ze biatko KAO zlokalizowane jest na terenie ER,
natomiast biatko EKO wystepuje po zewnetrznej stronie
btony plastydu. Potwierdza to fakt, ze ostatnio wymienio-
ny enzym bierze udziat w pierwotnym przeksztatcaniu ent-
-kaurenu przemieszczajacego sie z plastydow do ER [23].
Homologi enzymow EKO (OsKOI-5) i KAO (OsKAOQ)
zidentyfikowano réwniez w genomie ryzu. Poréwnujac
sekwencje aminokwasowg biatka AtKOIl wykazano naj-
wyzsze podobieristwo wzgledem 0sK01-0sK03 (-53%), a
nizsze w stosunku do OsK04 (47%) i OsK05 (46%). Z kolei
biatko OsKAO wykazuje okoto 51% podobieAstwo do bia-
tek AtKAOI i AtKA02. Analiza filogenetyczna wykazala,
ze biatka KAO wystepujace u roslin jednolisciennych wy-
kazujg wyzsze podobieAstwo (76-77%) wzgledem samych
siebie niz wzgledem tych samych biatek wystepujacych u
roslin dwulisciennych (51-54%) [24].

Homologi w/w enzymow zidentyfikowano réwniez u
grzyboéw (np. u G.fujikuroi), ale wykazuja one bardzo mate
podobienstwo (-10%) sekwencji aminokwasowych w po-
rownaniu do enzymow roslinnych i prawdopodobnie nie
sg z nimi powigzane ewolucyjnie. Pochodzacy z grzybow
enzym EKO (CYP503) katalizuje takg samg reakcje jak jego
roslinny homolog, natomiast enzym KAO (CYP68A) wsrdd
wielu rodzajow aktywnos$ci posiada réwniez aktywnosc
3p-hydroksylazy, w wyniku czego przeksztatca kwas ent-
-kaurenowy w GA M4 (3p-hydroksy-GA1) [6],

SZLAK BIOSYNTEZY CISGA

Reakcje zachodzace na pdznych etapach biosyntezy GA
katalizowane sg przez rozpuszczalne dioksygenazy zalezne
od kwasu 2-oksoglutarowego (20DD, ang. 2-oxoglutarate-
-dependent dioxygenases). W$rod nich wyrézniamy 20-oksy-
dazy giberelinowe (GA200x) oraz 3-oksydazy giberelinowe
(GA30x). Wymienione enzymy kodowane sg przez duze
rodziny gendéw wykazujgcych zréznicowang czasowo i
przestrzennie aktywnos$¢ transkrypcyjng. U rzodkiewnika
zidentyfikowano pie¢ genow GA200x (AtGA200xI-5) i czte-
ry geny GA3ox (AtGA3oxl-4), natomiast u ryzu cztery geny
GA200x (OsGA200xI-4) oraz dwa geny GA3ox (OsGA3oxl/2)
[10]. Biatka kodowane przez wymienione geny odszuka-
no w bazie danych NCBI, a nastepnie ich sekwencje ami-
nokwasowe poréwnano przy uzyciu programu ClustalW.

www.postepybiochemii.pl



Arabidopsis thaliana

CA200x!
. Oryza sativa

C
CA200z4

A200x2
CA200z3

GA3ozx1
CA200x4

CA30x2
CA200x1
CA3o0z1
A CA200z3
CA30x2
CA200z2
CA30z4
CA30z3

Rycina 7. Dendrogramy uzyskane po poréwnaniu sekwencji reszt aminokwaso-
wych biatek z rodziny dioksygenaz zaleznych od kwasu 2-oksoglutarowego u
rzodkiewnika i ryzu przy uzyciu programu Clustalw.

Otrzymane wyniki przedstawiono w formie dendrogra-
mow (Ryc. 7). Z analiz filogenetycznych wynika, ze u rzod-
kiewnika mozna wyréznic¢ trzy klasy zaré6wno GA200x, jak i
GA3o0x, natomiast u ryzu trzy klasy GA20o0x ijedng GA3ox.
Pozostate informacje dotyczace zaréwno genow, jak i biatek
u tych dwoch gatunkéw roslin przedstawiono w tabeli 2.

W zwigzku z tym, ze utrata jednego genu moze by¢ re-
kompensowana w okreslonym stopniu przez biatkowe pro-
dukty innych genéw z tej samej rodziny, ro$linne mutanty
charakteryzuja sie fenotypami pétkartowatymi. Kazdy z ge-
noéw kodujacych dioksygenazy moze byé regulowany przez

Tabela 2. Charakterystyka kluczowych genéw i kodowanych przez nie biatek zwigzanych z biosynteza GA u rzodkiewnika i ryzu. Sekwencje nukleotydowe genéw rzod-
kiewnika zostaty zidentyfikowane w trakcie projektu AGI (ang. Arabidopsis Genome Initiative), natomiast sekwencje nukleotydowe genéw ryzu zostaty zidentyfikowane w
trakcie projektu RAP (ang. Rice Annotation Project, http://rapdb.lab.nig.ac.jp/). Domeny poszczegdlnych biatek wyznaczono przy uzyciu programu BlastP; G —gatunek,

N —nazwa, aa —reszty aminokwasowe.

G N Gen AGI/ RAP

Domeny biatkowe (potozenie, aa) aa

-domena PLN03176 charakterystyczna dla nadrodziny 3-hydroksylaz flawonowych (31-139)

AtGA200xI

[GAS] At4g25420

-domena 20G-Fell_Oxy charakterystyczna dla nadrodziny oksygenaz zaleznych
od dwuwarto$ciowego zelaza i kwasu 2-oksoglutarowego (223-322) 377

-multidomena PLN02276 charakterystyczna dla 20-oksydaz giberelinowych (24-373)

AtGA200x2 At5g51810

Mo@r oo
ox

AtGA200x3 At5907200

>0 adg
-

AtGA200x4 Atlg60980

AtGA200x5 Atlg44090

No»

-domena PLNO03176 (46-137)
-domena 20G-Fell_Oxy (221-319)
- multidomena PLN02276 (23-377)

- domena PLNO03176 (41-137)
-domena 20G-Fell_Oxy (222-321)
-multidomena PLN02276 (17-380)

-domena PLN03176 (40-136)
-domena 20G-Fell_Oxy (223-322)
-multidomena PLN02276 (16-376)

-domena PLN03176 (34-128)
-domena 20G-Fell_Oxy (229-324)
-multidomena PLN02276 (24-383)

378

380

376

385

-domena PLNO03176 charakterystyczna dla nadrodziny 3-hydroksylaz flawonowych (69-127)

' -domena 20G-Fell_Oxy charakterystyczna dla nadrodziny oksygenaz

AtGA3oxI

[GAd] Atlgl5550

AtGA3ox2 Atlg80340

AtGA30x3 At4921690

88 &, g

AtGA3ox4 Atlg80330

zaleznych od dwuwarto$ciowego zelaza i kwasu 2-oksoglutarowego (107-340) 358
-multidomena PLN02254 charakterystyczna dla 3p-dioksygenaz GA (24-383)

-domena PLN03176 (50-120)
-domena 20G-Fell_Oxy (149-333)
-multidomena PLN02254 (1-347)

-domena PLN03176 (27-102)
-domena 20G-Fell_Oxy (97-335)
-multidomena PLN02254 (1-349)

-domena PLN03176 (13-104)
-domena 20G-Fell_Oxy (149-338)
-multidomena PLN02254 (1-354)

347

349

355

-domena PLN03176 charakterystyczna dla nadrodziny 3-hydroksylaz flawonowych (18-120)
-domena 20G-Fell_Oxy charakterystyczna dla nadrodziny oksygenaz zaleznych

OsGA200xI 0s0390856700

OsGA200x2
[SD1]

o€ ocv g

0s0190883800

8

OsGA200x3 0s0790169700
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2

OsGA200x4 0s0590421900

od dwuwarto$ciowego zelaza i kwasu 2-oksoglutarowego (210-309) 372
-multidomena PLN02276 charakterystyczna dla 20-oksydaz giberelinowych (13-367)

-domena 20G-Fell_Oxy (225-324)
-multidomena PLN02276 (33-372)

-domena PLN03176 (11-115)
-domena 20G-Fell_0Oxy (200-304)
-multidomena PLN02276 (1-362)

389

367

-domena ATT_I charakterystyczna dla nadrodziny aminotransferaz
asparaginianu typu | zaleznych od fosforanu pirydoksalu (152-222)
-domena 20G-Fell_Oxy (1-32)

331

-multidomena PLN02276 (1-82)

OsGA3oxI 0s0590178100

-domena 20G-Fell_0Oxy (159-358)

384

X -multidomena PLN02254 (32-380)

v 0OsGA30ox2

[D18] 0Os0lgOI77400
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-domena PLN03176 (63-111)
-domena 20G-Fell_0Oxy (206-300)
-multidomena PLN02254 (4-348)

370
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inne czynniki wewnetrzne (m. in. hormony) i Srodowisko-
we (m. in. $wiatto, temperatura, stres), jak i by¢ zaangazo-
wany w odmienne procesy fizjologiczne [9,27].

W wyniku kolejnych reakcji utleniania, GA200x prze-
ksztatcajg GALR (R=H) i GAB (R=0OH) do czasteczek z gru-
pa hydroksylowg (odpowiednio GALi GA”), aldehydowga
(GA2i GAD, a nastepnie do CI9GA z 4,10-laktonem (GA9i
GAZQ (Ryc. 6). Istotne jest, aby czgsteczki posrednie tj. GAIS
i GA” zawieraty wolng grupe hydroksylowg (formy otwar-
tych laktonéw) poniewaz tylko wtedy moga wej$¢ w dalszy
cykl przemian. W przeciwnym uk#tadzie, czyli tam gdzie do-
chodzi do wytworzenia 6-laktonu, GA200x nie moga dalej
katalizowa¢ reakcji utleniania. W organach wegetatywnych
poza nasionami stwierdzono obecno$¢ enzymu zdolnego
do przeksztatcenia 5-laktonu w grupe aldehydowg [28]. W
zwigzku z tym w sytuacji, gdy GA20ox wykazywatyby ni-
skg aktywnos$¢ biologiczna, mégtby to by¢ istotny mecha-
nizm regulacji zawartosci CI3GA w tkankach roslinnych.
Istnieje rowniez mozliwo$¢ przeksztatcania grupy aldehy-
dowej w grupe karboksylowg w GA2i GA1 a produktami
tych reakcji sg odpowiednio GAXSi GA1.. Gen kodujacy en-
zym GAZ200x, ktory katalizuje opisang powyzej reakcje po
raz pierwszy zidentyfikowano w bielmie i dojrzewajacych
zarodkach dyni (Cucurbita maxima), natomiast nie wykry-
to go u zadnego innego gatunku roélin. Do chwili obecnej
nie zostat wyjasniony jednak chemiczny mechanizm utraty
C-20 w GASi GAT. Dane te mogg stanowi¢ istotny dowdd
na to, ze lakton wystepujacy w GA9i GADutworzony zosta-
je w wyniku przeksztatcenia grupy karboksylowej konkret-
nie przy 19 atomie wegla [10].

Za bezposrednie wytworzenie biologicznie aktywnych
GA odpowiadajg enzymy okres$lane jako GA3ox. Wyste-
pujaca u rzodkiewnika i wykazujgca wysoka specyficz-
nos$¢ tkankowg, gtowna oksydaza, GA3oxl odpowiada
za wytworzenie GA4 (R=H) lub GA1l (R=0OH) w wyniku
3p-hydroksylacji odpowiednio GA9lub GAZ Ponadto u in-
nych gatunkdw roslin stwierdzono réwniez wystepowanie
GA3ox, ktore zdolne sg do utleniania drugiego i trzeciego
atomu wegla w wyniku czego powstaje pomiedzy nimi po-
dwdjne wigzanie. Tego typu wigzania wystepujg w 2,3-di-
dehydro-GA9 (R=H) i 2,3-didehydro-GA5 (R=0H). Kolejne
oksydacje ostatnio wymienionych GA, poczatkowo przy
C-1, a nastepnie przy C-3, prowadzg do powstania odpo-
wiednio GA7i GAj. Podczas gdy wiekszos¢ GA3ox wyka-
zuje wysokg specyficzno$¢ w stosunku do CJ3-GA, to u nie-
ktérych gatunkow roslin, np. u dyni, stwierdzono wystepo-
wanie enzymadw, ktére utleniajg C2A-GA [8,29],

DEZAKTYWACJA GA

Przeksztatcanie fizjologicznie czynnych czasteczek GA
w formy nieaktywne jest istotnym procesem pozwalajgcym
regulowac zawarto$¢ hormonu w tkankach roslinnych. Wy-
rozniamy trzy gtowne drogi dezaktywacji GA: hydroksyla-
cje, epoksydacje i metylacje (Ryc. 8).

Najlepiej scharakteryzowanym szlakiem tworzenia kata-
bolitow jest utlenianie (2p~hydroksylacja) drugiego atomu
wegla w czasteczkach GA, katalizowane przez 2-oksydazy
giberelinowe (GA20x) (Ryc. 8Li Il). Taki mechanizm dezak-
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Rycina 8. Sposoby dezaktywacji GA. (1) i (1) 2p-hydroksylacja. Jako GA20x ozna-
czono oksydazy klasy 1 i I, natomiast jako GA20x* oznaczono oksydazy klasy
I1; (1) epoksydacja; (IV) metylacja. Szczegdty w tekscie. Petne nazwy enzymow
przedstawiono w tabeli 3. Na podstawie [9,10], zmodyfikowane.

tywacji funkcjonuje w przypadku bioaktywnych GAli GA4
oraz ich bezposrednich prekursoréw GA9i GAA natomiast
nie funkcjonuje w przypadku GA3 GA7 GA5i GAG czego
powodem jest obecno$¢ w czasteczkach podwojnych wig-
zan pomiedzy pierwszym idrugim (GA3i GA? lub drugim
i trzecim (GA. i GA6 atomem wegla. W zwigzku z powyz-
szym ostatnie z wymienionych GA wykazujg przez dtuzszy
czas aktywnos¢ biologiczna niz na przyktad GALli GA4[10],
Z opisanych powoddw wynikajg takze ich odmienne zaan-
gazowania w poszczeg6lne procesy fizjologiczne. U zycicy
(Lolium temulentum) GA. i GA6wykazujg wiekszg bioaktyw-
no$¢ w procesie kwitnienia, podczas gdy GAli GA4w pro-
cesie wydtuzania pedu [30]. Wyniki poczatkowych badan
doprowadzity do identyfikacji GA20x, ktore jako substrat
wykorzystujg C19GA (Ryc. 811) [31], natomiast w 2003 roku
odkryto dodatkowo GAZ2ox, ktére przeksztalcajag w kata-
bolity C2GA (Ryc. 81) [32], Do chwili obecnej nie poznano
jednak znaczenia dezaktywacji jeszcze nie funkcjonalnych
czasteczek hormonu.

Wyniki badan na recesywnym mutancie eui (ang. elonga-
ted uppermost internode) u ryzu doprowadzity do odkrycia
alternatywnego sposobu dezaktywacji GA (Ryc. 8l1l). Oka-
zato sie, ze enzym EUI, odpowiedzialny za epoksydacje po-
dwdjnego wigzania przy 16 i 17 atomie wegla w czastecz-
kach GA nieprzeksztatconych przez enzym GA13ox (np.
GA4 GA9i GAD), przyspiesza tworzenie katabolitdw. Re-
akcja na poziomie biochemicznym zostata przedstawiona w
nastepujacy sposob: GA4przy udziale enzymu EUI zostaje
przeksztatcona w 16a,17-epoksy-GA4 a nastepnie w obec-
nosci czasteczek wody w 16-17-dihydro-16a,17-dihydroksy-
GAA4 Taki mechanizm unieczynnienia czasteczek GA moze
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Tabela 3. Enzymy uczestniczace w procesach dezaktywacji GA.

Petna nazwa enzymu
Skrot .
polska angielska

2-oksydaza

GA20x . .
giberelinowa

gibberellin 2-oxidase
gibberellin 16,17-oxidase /
elongated uppermost
internode

16,17-oksydaza

GA16,170x/ EUI . .
giberelinowa

metylotransferaza
giberelinowa

gibberellin

GAMT methyltransferases

by¢ powszechny dla réznych roslin ze wzgledu na swojg
prostote oraz ttumaczy zagadkowo wysokie stezenie ostat-
nio wymienionego zwigzku u wielu gatunkow roslin [33].

Innymi enzymami wystepujacymi u rzodkiewnika, kto-
rych funkcjonowanie moze by¢ Scisle zwigzane z tworze-
niem katabolitow GA, sg metylotransferazy giberelinowe
GAMT1 i GAMT2 (ang. gibberellin methyltransferases 1/2),
ktore wykorzystujagc S-adenozyno-L-metionine (SAM, ang.
S-adenosine-L-methionine) jako donor grupy metylowej, kata-
lizujg reakcje metylacji grupy karboksylowej zlokalizowa-
nej przy szdstym atomie wegla (C-6) tworzac w ten sposob
estry metylowe GA (MeGA, ang. metyl esters of gibberellin)
(Ryc. 81V) [34], Mimo faktu, iz reakcje metylacji powszech-
nie wystepuja u eukariontéw, ten sposéb obnizania stezenia
aktywnych GA nie zostat uznany za powszechny iwymaga
dalszych dodatkowych badan.

GENY | ENZYMY KATABOLIZMU GA

Odkrycia ostatnich lat dotyczace nowych sposobow
zmniejszania zawartosci czgsteczek hormonu w tkankach
roslinnych ujawnity ztozono$¢ omawianych procesow. W
chwili obecnej znane sg trzy podstawowe grupy enzymow
przeprowadzajacych reakcje metabolicznej dezaktywacji
GA. Petne nazwy tych enzymoéw i ich skréty zatgczono w
tabeli 3.

Tak jak GA200x i GA3ox, GA2o0x zaliczane sg do rodzi-
ny dioksygenaz zaleznych od kwasu 2-oksoglutarowego
(20DD). Wszystkie GA20x, jak rowniez metylotransferazy i
epoksydazy wystepujace u rzodkiewnika i/lub ryzu odszu-
kano w bazie danych NCBI, a nastepnie ich sekwencje ami-
nokwasowe poréwnano w programie ClustalW. Otrzyma-
ne wyniki przedstawiono w formie dendrogramow (Ryc. 9).
Pozostate informacje dotyczgce zaréwno gendw, jak i biatek
u tych dwoch gatunkéw roslin przedstawiono w tabeli 4.

Arabldopsls thallana
CAZ2ox1
CA20z2
CA20z3
CA20z4

CAZ2026

CA20z7
GAZ028
CAMT? Eul
CAMT2

Rycina 9. Dendrogramy uzyskane po poréwnaniu sekwencji aminokwasowych
biatek z rodziny dioksygenaz zaleznych od kwasu 2-oksoglutarowego (20DD),
metylotransferaz giberelinowych (GAMT) oraz monooksygenaz cytochromu
P450 (P450) u rzodkiewnika i ryzu przy uzyciu programu Clustalw.
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Bazujac na pokrewienstwie filogenetycznym, GAZ2o0x
podzielono na trzy klasy. Do klasy pierwszej i drugiej za-
kwalifikowano oksydazy, ktore odpowiedzialne sg za
2|3-hydroksylacje czasteczek hormonu, lub jak stwierdzono
w przypadku liscieni i rozwijajacych sie nasion grochu, za
tworzenie grupy ketonowej przy drugim atomie wegla w
czasteczkach GA. Nalezy zaznaczy¢, ze tworzenie grupy
ketonowej ma miejsce tylko i wytgcznie wtedy, gdy steze-
nie enzymu jest bardzo wysokie. Niemniej jednak analiza
funkcyjna wykazata, ze wszystkie GA2ox klasy pierwszej
i drugiej wykazujg powinowactwo do CI3GA (GA4 GA4
GAg GAQ i przyjeto sie okreslac je jako Cig-GA20x [10]. U
rzodkiewnika omawiane dwie klasy enzyméw kodowane
sq przez szes¢ gendow (AtGA2o0xI-AtGA20x6) chociaz jeden
z nich (AtGA20x5) zawiera duzg wstawke DNA i prawdo-
podobnie nie ulega ekspresji [35]. Z kolei w genomie ryzu
zidentyfikowano cztery geny OsGA20xIl-OsGA2o0x4 kodu-
jace biatka o tych samych nazwach [24]. Do trzeciej klasy
zaliczono te GA2o0x, ktoére jako substrat wykorzystujag CO_
-GA (GAL2 GAB i okresla sie je jako CDGA20x. U rzod-
kiewnika kodowane sg one przez dwa geny AtGA20x7 oraz
AtGA20x8. Biatka GA20x7 i GA20x8 wykazujg niski procent
podobienstwa (zaledwie 16-23%) w poréwnaniu do po-
zostatych GA2ox [32], U ryzu GA2ox zaliczane do trzeciej
klasy kodowane sg rowniez przez dwa geny OsGA20x5 i
OsGA20x6 [9],

Zbudowany z 577 reszt aminokwasowych enzym EUI,
okreslany rowniez jako CYP714D1, zaliczany jest do klasy
monooksygenaz cytochromu P450. Wyniki pierwotnych
badan komérek epidermy cebuli z uzyciem GFP pokazaty,
ze biatka EUI zlokalizowane sg w cytoplazmie, a kolejne
analizy potwierdzity rowniez ich obecno$¢ na powierzch-
ni bton ER. Transgeniczne siewki ryzu z nadekspresja genu
EUI charakteryzujg sie skrajng kartowatoscig i nie sg zdolne
do wytwarzania nasion. Aplikacja roztworu GAlpromuje
szybki wzrost niskich roslin, natomiast podanie GA4i GAg
nie wptywa na ten proces. Jest to spowodowane tym, ze
ostatnio wymienione GA naleza do szlaku 13-hydroksy-
lowanego, a takie czasteczki hormonu sg wykorzystywa-
ne jako substraty w reakcjach katalizowanych przez EUI.
Z kolei brak aktywnego enzymu EUl w komérkach ryzu
skutkuje akumulacjg aktywnych biologicznie GA na bardzo
wysokim poziomie. Oba przedstawione powyzej przyktady
potwierdzajg dezaktywujaca funkcje enzymu EUI [33,36].

Zidentyfikowane po raz pierwszy u rzodkiewnika enzy-
my GAMTL1 i GAMT2 charakteryzujg sie zmienng aktyw-
noscig biologiczng w odniesieniu do réznych GA (Tab. 5).
Wykazano, ze GAMTL1 z najwyzszg efektywnoscig metyluje
GAgi GAZY natomiast GAMT2 gibereline A4 Ponadto en-
zym GAMT1 moze dezaktywowaé GA, ktdre nie zawierajg
y-laktonu (GAigi GA4), natomiast GAMT2 nie wykazuje ta-
kich zdolnosci. Biatko GAMT1 o m. cz. 41,5 kD zbudowane
jest z 376 reszt aminokwasowych, natomiast GAMT2 o m.
cz. 43,3 kD skiada sie z 387 reszt aminokwasowych. Biatka
te wykazujg 58% identycznosci [34], a wérdd innych biatek
rzodkiewnika najbardziej podobne, zarowno do GAMTL i
GAMT?2, jest biatko IAMT1 (34%), ktore metylujagc auksyny
wytwarza ich estry (MelAA, ang. metyl indole-3-acetic cicid)
[37]. W celu sprawdzenia dezaktywujgcej funkcji omawia-
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Tabela 4. Charakterystyka kluczowych genéw i kodowanych przez nie biatek zwigzanych z dezaktywacja GA u rzodkiewnika i ryzu. Sekwencje nukleoty dowe genéw
rzodkiewnika zostaty zidentyfikowane w trakcie projektu AGI, natomiast sekwencje nukleotydowe genéw ryzu zostaty zidentyfikowane w trakcie projektu RAP. Domeny
poszczeg6lnych biatek wyznaczono przy uzyciu programu BlastP; G —gatunek, N —nazwa, KL —klasa, aa —reszty aminokwasowe.

G N KL Gen AGI/RAP Domeny biatkowe (potozenie, aa) aa

-domena PLN03176 charakterystyczna dla nadrodziny 3-
hydroksylaz flawonowych (18-72)

-domena 20G-Fell_Oxy charakterystyczna dla nadrodziny
oksygenaz zaleznych od dwuwartosciowego zelaza i kwasu 2-
oksoglutarowego (166-273)

-multidomena PLN02156 charakterystyczna dla 2(3-dioksygenaz
giberelinowych (17-329)

-domena PLN03176 (28-87)
-domena 20G-Fell_Oxy (180-283)
-multidomena PLN02156 (1-340)

-domena PLNO03176 (27-76)
-domena 20G-Fell_Oxy (176-278)
-multidomena PLN02156 (1-335)

-domena PLNO03176 (14-71)
-domena 20G-Fell_Oxy (157-269)

AtGA20x4 Atlg47990 -domena PcbC charakterystyczna dla syntaz izopenicylinowych i 321
pokrewnych dioksygenaz (13-309)

I - domena PLN03176 (20-83)
-domena 20G-Fell_Oxy (176-280)
AtGA20x6 Atlg02400 -multidomena PLN02750 charakterystyczna dla oksydoreduktaz 329
i oksygenaz 20G-Fell (15-311)

-domena PLN03176 (39-116)
-domena 20G-Fell_Oxy (196-291)

AtGA20x7 Atlg50960 - multidomena PLN02365 charakterystyczna dla dioksygenaz 336
zaleznych od kwasy 2-oksoglutarowego (40-315)

m -domena PLN03176 (41-105)
-domena 20G-Fell_Oxy (191-290)
AtGA20x8 At4g21200 -multidomena PLN02403 charakterystyczna dla oksydaz
aminocyklopropanokarboksylowych (40-333)

AtGA2oxI Atlg78440 329

AtGA20x2 Atlg30040 341

AtGA20x3 At2934555 335

20 ydazy gibera? omng
GA200x

NSy

338

H GAMT1 At4926420 -domena charakterystyczna dla metylotransferaz (43-375) 376

CA

GAMT2 At5956300 -domena charakterystyczna dla metylotransferaz (51-386) 387

-domena 20G-Fell_Oxy charakterystyczna dla nadrodziny
oksygenaz zaleznych od dwuwarto$ciowego zelaza i kwasu 2-
oksoglutarowego (174-278)

-multidomena PLNO02156 charakterystyczna dla 2(3-dioksygenaz
giberelinowych (1-327)

-domena 20G-Fell_Oxy (116-177)
-multidomena PLN02156 (1-112,124-235)

-domena 20G-Fell_Oxy (237-321)
-multidomena PLN02156 (61-368) 382

OsGA20x3 0s0190757200 327

OsGA2ox4 0s0590514600 242

OsGA2oxl 0s05g0158600

Xgo oo

(@)
<2

I - domena 20G-Fell_Oxy (187-306) 370
OsGA20x2 050190332300 ~multidomena PLN02156 (37-352)

-domena PLN03176 (41-102)
-domena 20G-Fell_Oxy (193-290)

OsGA20x5 0s07g0103500 -multidomena PLN02984 charakterystyczna dla oksydoreduktaz 341
irodziny oksygenaz 20G-Fe(ll) (7-339)

-domena PLN03176 (49-121)
-domena 20G-Fell_Oxy (213-308)
-multidomena PLN02984(29-351)

z 22
e d z

OsGA20x6 050490522500 358
- domena p450 charakterystyczna dla nadrodziny monoksygenaz
cytochromu p450 (110-532)

050590482400 -multidomena PLN02290 charakterystyczna dla trans- 577
hydroksylaz cytokininowych (27-554)

=0

EUI/
CYP714D1

nych biatek u rzodkiewnika postuzono sie zar6wno mutan- charakteryzowaty sie wyraznie nizszymi, ciemnozielony-
tami, jak i roslinami, ktére wykazywaty nadekspresje ge- mi rozetami lisSciowymi. Witacznie do 3 miesigca rosty one
néw GAMT1 i GAMT2 pod silnym promotorem. W porow- bardzo wolno i rozwijaty sie w kartowato-krzaczaste rosli-
naniu do roslin typu dzikiego, 4-tygodniowe transgeniczne ny. W tym czasie niektdre z nich w ogéle nie wytworzyty
rosliny ze zwiekszong iloscig transkryptéw genu GAMT1 kwiatéw, chociaz rosliny typu dzikiego zaczynaja kwitna¢
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Tabela 5. Aktywno$¢ biologiczna enzyméw GAMTL i GAMT2 u rzodkiewnika
wzgledem wybranych czgsteczek GA. Kolorem czerwonym zaznaczono GA po-
siadajgce przy trzynastym atomie wegla grupe hydroksylowa, natomiast niebie-
skim GA nie posiadajagce grupy OH. Szczeg6ty w tekscie. Na podstawie [34],

Wzgledna aktywno$¢ (%)

ouvuusudl

GAMT1 GAMT2

GA, 25 30
ga3l 80 45
GA, 69 100
ga9 100 60
gal 9 0
gald 19 0
GA,0 95 15

46 80
GA* 32 16

juz od 6 tygodnia, a tam gdzie powstaty kwiaty, byty one
mate i czesto sterylne. Potraktowanie ros$lin roztworem
GA4 przywracato po pewnym czasie pokroj rosliny typu
dzikiego, natomiast aplikacja roztworu Me-GA4nie dawata
takich efektéw. Podobne rezultaty otrzymano w przypad-
ku tytoniu (Nicotiana tabacum) i petuni (Petunia hybrida). Z
kolei transgeniczne siewki rzodkiewnika z nadekspresja
genu GAMT2 wzrastajgce na pozywce MS (ang. Murashige
and Skoog) nie wykazywaty kartowatego fenotypu we wcze-
snych etapach rozwoju i nie r6znity sie od roslin typu dzi-
kiego. W momencie przeniesienia 3-tygodniowych roslin
do ziemi, rodliny transgeniczne zaczety wykazywaé inny
wzorzec rozwoju, ktdry charakteryzowat sie spowolnionym
wzrostem, wiekszg liczbg odgatezien, co dawato pokroj
krzaczastej rosliny potkartowatej. Niektore z nich wykazy-
waty obnizong ptodnosé, jednak zdecydowana wiekszosé
posiadata normalnie wyksztatcone nasiona. R6znica pomie-
dzy fenotypami roslin z linii z nadekspresjg genu GAMTL i
GAMT2 nie zacierata sie réwniez podczas uprawy roslin w
réznych warunkach swietlnych. Z kolei podwo6jne mutanty
gamtl gamt2 wykazywaty ponad przecietnie wysokg zawar-
to$¢ aktywnych GA ibyty bardziej odporne na dziatanie in-
hibitorow biosyntezy hormonu w poréwnaniu z ros$linami
typu dzikiego [34],

W celu okreslenia roli enzymoéw GAMT1 i GAMT2 usta-
lono profil ekspresji genow, ktére je kodujg. Wykrywalny
poziom aktywnosci transkrypcyjnej obu genéw zaobserwo-
wano w kietkujacych i dojrzewajgcych nasionach, natomiast
szczegblnie wysoki w koncowej fazie rozwoju tuszczynek
rzodkiewnika. Z tym rozktadem transkryptéw w/w gendéw
pokrywa sie rowniez obecno$¢ kodowanych przez nie bia-
tek, co potwierdzono przy uzyciu przeciwciat poliklonal-
nych [9,34].

PODSUMOWANIE

Gibereliny stanowig bardzo liczng i wcigz powiekszaja-
cg sie grupe zwigzkéw hormonalnych o skomplikowanej
strukturze chemicznej. Synteza GA zachodzi w dojrzewa-
jacych nasionach i owocach, w precikach kwiatow, w mto-
dych lisciach, wierzchotkach wzrostu pedéw i w korzeniach
[38-40]. Pierwsze etapy biosyntezy sg wspolne dla wszyst-
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kich terpenoidéw. Dalsze reakcje utleniania grupy alde-
hydowej do karboksylowej, oksydacyjnej dekarboksylaciji,
hydroksylacji pierscienia, odwodorowania z utworzeniem
podwojnego wigzania oraz dehydratacji z utworzeniem do-
datkowego pier$cienia laktonowego prowadzg do powsta-
nia wszystkich cztonkéw rodziny GA. Gibereliny o najwyz-
szym stopniu utlenienia majg nieznaczng aktywnos¢ biolo-
giczng, a koncowe produkty oksydacyjnych przeksztatcen
utlenionych GA s3 jej catkowicie pozbawione i uwaza sie
je za produkty metabolicznej dezaktywacji tych hormondéw
(31

Wyniki badan na poziomie molekularnym doprowadzi-
ty do identyfikacji wiekszosci gendw zwigzanych ze szla-
kiem biosyntezy i degradacji GA u bakterii, organizméw
plechowych oraz ros$lin nasiennych. W chwili obecnej jed-
nym z wyzwan jest potwierdzenie obecnosci domniemanej
GA13o0x, ktdra przeksztatca GALRw jej analog GASpoprzez
dotgczenie grupy wodorotlenowej do trzynastego atomu
wegla w czasteczce GA. Opisana reakcja jest kluczowym
momentem, od ktérego powstajg dwa niezalezne szlaki
metaboliczne, odpowiednio 13-niehydroksylowany i 13-hy-
droksylowany. Zastanawiajgca jest rowniez obecno$¢ tyl-
ko w organach wegetatywnych enzymu odkrytego przez
Ward'a i wspo6tpracownikéw w 1997 roku zdolnego do
przeksztatcania 5-laktonu giberelin A /A" w grupe alde-
hydowg giberelin A2/ A 19 [28], Konieczne sg dalsze bada-
nia w celu doktadnego okreslenia znaczenia tego procesu.
Wedtug danych literaturowych istnieje rowniez mozliwo$¢
przeksztatcania grupy aldehydowej GAZ/GADBw grupe
karboksylowa, a produktami tych reakcji s odpowiednio
GAZiGAll co ciekawe, gen kodujacy enzym GA200x, ktd-
ry przeprowadza opisang reakcje, zidentyfikowano u dyni,
ale nie odkryto u zadnego innego gatunku roslin. Tak wiec
mimo wielu lat badan nad szlakiem biosyntezy GA istniejg
jeszcze zagadnienia niewyjasnione.

Zdecydowana wiekszo$¢ poznanych genow zwigza-
nych z biosyntezg GA nalezy do duzych rodzin, ktorych
synteza regulowana jest przez rézne czynniki wewnetrzne
(m. in. hormony) i zewnetrze (m. in. $wiatto, temperatura,
stres) [41]. Taka sytuacja umozliwia czasowo-przestrzenne
zréznicowanie zawartosci kodowanych przez nie biatek w
poszczego6lnych organach i tkankach na réznych etapach
rozwoju rosliny. Ponadto wiele z enzymow, nalezacych
gtéwnie do trzech klas: syntaz terpenowych, monooksyge-
naz cytochromu P450 oraz oksygenaz zaleznych od kwasu
2-oksoglutarowego, moze petni¢ r6znorodne funkcje.

Zawarto$¢ biologicznie aktywnych GA zalezy zaréwno
od tempa biosyntezy, jak i od przeksztatcania ich w formy
nieaktywne. Odkrycie dwdch nowych sposobow regulacji
zawartosci GA w tkankach roslinnych, epoksydacji u ryzu
i metylacji u rzodkiewnika, zrodzito wiele pytan, w tym o
powszechno$¢ wystepowania tych reakcji. Interesujgce jest
réwniez odkrycie Schomburg'a i wspoétpracownikow w
2003 roku dotyczace identyfikacji trzeciej, zupetnie nowej
klasy GA2o0x, ktére jako substrat wykorzystujg CD-GA [32],
Sens i cel unieczynnienia jeszcze nie funkcjonalnych czaste-
czek hormonu nie jest znany, natomiast odkrycie to z pew-
noscig zmienia sposob postrzegania mechanizméw dezak-
tywacji GA ipodkresla ztozonos¢ tych procesow.
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Mimo znacznego postepu wiedzy odnos$nie metabolizmu

GA, zrozumienie mechanizmoéw funkcjonowania hormonu
u organizmoéw eukariotycznych wymaga takze znajomosci
sposobow regulacji metabolizmu GA, jak i sposobu odbiera-
nia i przekazywania sygnatu giberelinowego [42],
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Gibberellins —structure, biosynthesis and deactivation in plants
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ABSTRACT

Gibberellins (GA), as one of the most important phytohormones, control different aspect of plant growth and development such as seed
germination, stem elongation and floral induction. Although identified more than a hundred and thirty GA, only a small number of them are
biological active. Many non-bioactive GA are present in plant tissues as precursors or deactivated metabolites. Biochemical and genetic ap-
proaches have led to the recognition most of the genes that encode GA biosynthesis and deactivation enzymes, and conducted investigation
has helped us to better understand GA functions in plants. Many enzymes involved in GA metabolism are multifunctional and therefore
fewer enzymes than might be expected are required to created the various gibberellins structures. In this review, we summarized current
knowledge on the GA biosynthesis and deactivation pathways in plants and showed precise characteristic of genes and encoding protein
which are involved in gibberellins metabolism.
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STRESZCZENIE

asmoniany sg hormonami ro$linnymi zaangazowanymi w kontrole wielu proceséw wzro-
Jstu i rozwoju. Uczestniczg rowniez w reakcjach obronnych roélin. Dokonany na przeto-

mie kilku ostatnich lat postep w badaniach nad biosyntezg oraz przekazywaniem sygnatu

jasmonianowego przyczynit sie¢ do zrozumienia mechanizmoéw regulujgcych zawarto$¢ tych
hormonéw w komérce. Utrzymanie odpowiedniego poziomu jasmonianéw, warunkujgcego
wtasciwa reakcje rosliny na zmieniajgce sie warunki, mozliwe jest dzieki duzej liczbhie ge-
néw kodujagcych enzymy uczestniczace w biosyntezie tych hormonéw i wielopoziomowej
kontroli ich syntezy.

WPROWADZENIE

Jasmoniany sa hormonami roslinnymi biorgcymi udziat w regulacji wielu
procesow fizjologicznych, m. in. kietkowania nasion, wzrostu korzenia, two-
rzenia organoéw zapasowych, kwitnienia, dojrzewania owocéw oraz starzenia
sie lisci [1]. Wptywajg one takze na ekspresje gendw uczestniczacych w reak-
cjach obronnych roélin, wywotanych biotycznymi i abiotycznymi czynnikami
stresowymi. Zawarto$¢ tych fitohormondéw w tkankach mie$ci sie w granicach
od 10 ng do nawet 3 pg na gram $wiezej masy ro$liny. Ich synteza jest zwy-
kle bezposrednio stymulowana niekorzystnymi czynnikami zewnetrznymi, np.
uszkodzeniem mechanicznym, patogenami czy stresem osmotycznym. Proces
biosyntezy jasmonian6w najlepiej poznano w szlaku przekazywania sygnatu
zranienia, w duzej mierze dzieki mutantom oraz ro$linom transgenicznym [1-4].
Wptyw na poziom jasmoniandw majg takze inne fitohormony, m. in. auksyny,
etylen i salicylany [5-7], Odkrycie receptora jasmonianéw, biatka COI1, sprawi-
to, ze wiekszo$¢ badan prowadzonych na przestrzeni kilku ostatnich lat dotyczy
poznania molekularnych mechanizméw funkcjonowania tych fitohormonéw.
Szczeg6towe omoOwienie tego zagadnienia zostato przedstawione przez Fran-
kowskiego i in. [8]. Niniejsza praca stanowi podsumowanie aktualnych danych
dotyczacych regulacji biosyntezy jasmonianéw, ze szczeg6lnym uwzglednie-
niem badan prowadzonych na Arabidopsis thaliana i Lycoperiscon esculentum.

BIOSYNTEZA JASMONIANOW

Jasmoniany sg pochodnymi wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych. Pre-
kursorem jasmonianow jest kwas a-linolenowy (18:3) (LA), uwalniany z bton
chloroplastowych przez lipazy (DAD1, DGL, PLA2 [9]. Wyniki badan prowa-
dzonych u rzodkiewnika pospolitego i pomidora wykazaly, iz moze on réwniez
powsta¢ z kwasu 7Z, 10Z, 13Z-heksadekatrienowego (16:3) [10]. W nastepnym
etapie obydwa zwigzki prekursorowe ulegajg dioksygenacji odpowiednio do
kwasu 13(S)-hydroperoksy-9,12,15-oktadekatrienowego (13-HPOT) i kwasu
I1(S)-hydroperoksy-heksadekatrienowego (11-HPHT) przy udziale 13-lipok-
sygenazy (13-LOX), enzymu kluczowego dla regulacji biosyntezy jasmoniandw
(Ryc. 1). Z 13-HPOT w obecnos$ci syntazy tlenku allenowego (AOS) powstaje
niestabilny kwas 12,13(S)-epoksy-oktadekatrienowy (12,13(S)-EOT), ktéry w
$srodowisku wodnym spontanicznie hydrolizuje do a- i y-ketoli. Natomiast, w
reakcji enzymatycznej, katalizowanej przez cyklaze tlenku allenowego (AOC)
12,13(S)-EOT ulega cyklizacji do kwasu 12-oksofitodienowego (12-oxo-PDA,
OPDA) [4], Na tym etapie biosyntezy tworzony jest wytgcznie enancjomer cis-
-(9S,13S)-OPDA. Jednoczes$nie 11-HPHT moze by¢ przeksztalcony przez AOS
do kwasu (11S)-10,ll-epoksy-oktadekatrienowego (10,11-EHT), z ktérego w
obecno$ci AOC powstaje dinor-okso-fitodienowy (7S,11S)-dnOPDA.

Powstanie OPDA i dnOPDA jest ostatnim etapem biosyntezy jasmonianow
zachodzacym w chloroplastach. Jednakze, doktadny mechanizm uwalniania
obydwu zwigzkoéw z plastyddw nie zostat do tej pory poznany. Nie zidentyfiko-
wano rowniez specyficznego transportera posredniczagcego w ich przemieszcza-
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Rycina 1. Szlak biosyntezy jasmonianéw. Szczegdétowy opis w tekscie (wg [8]
zmodyfikowane).

niu do peroksysoméw. W przypadku OPDA znaczacg role
w tym procesie przypisuje sie COMATOSE (CTS), okres$la-
nemu réwniez jako PXA1l lub PED3 [11], CTS zawiera ka-
sete ABC (ang. ATP-binding cassette) i katalizuje zalezne od
ATP pobieranie substratow oraz ich p-oksydacje w perok-
sysomach [12]. Natomiast, w niezaleznym od CTS imporcie
dnOPDA do peroksysomoOw, istotng role odgrywa praw-
dopodobnie r6znica pH pomiedzy peroksysomami a cyto-
plazmg, co umozliwia bierny transport tego zwigzku ijego
zatrzymanie w peroksysomach (tzw. ,,putapka anionéw").

W kolejnym etapie dochodzi do redukcji podwojnego
wigzania w pierscieniu cyklopentenowym (9S,13S)-OPDA
oraz (7S,I1S)-dnOPDA przy udziale reduktazy OPDA
(OPR3), i powstania odpowiednio kwasu 3-okso-2-(2'(2)-
-pentenyl)-cyklopentano-l-oktanowego (OPC-8:0) i kwasu
heksanowego (OPC-6:0) [13], Nastepnie, ligaza OPC-8:CoA
1 (OPCL1) katalizuje przytaczenie CoA do reszty acetylowej
OPC-8:0 i prawdopodobnie OPC-6:0.

Koncowy produkt w postaci izomeru kwasu (+)-7-izo-
-jasmonowego powstaje wskutek dwu- (dla OPC-6:0) lub
tréjetapowej (dla OPC-8:0) p-oksydacji, katalizowanej przez
oksydaze acetylo-Co-A (ACX, ang. acyl-CoA oxidase), wielo-
funkcjonalne biatka (MFP, ang. enoyl-CoA hydratase and b-
-hydroxy-acyl-CoA dehydrogenase activities) oraz tiolaze 3-ke-
toacylo-CoA (KAT) [4]. Po przetransportowaniu do cytopla-
zmy moze ulec on dalszym przemianom metabolicznym,
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jak np. tworzy¢ fizjologicznie aktywne lub nieaktywne po-
chodne z aminokwasami, cukrami, a w reakcji katalizowa-
nej przez metylotransferaze zosta¢ przeksztatcony w ester
metylowy kwasu (+)-7-izo-jasmonowego [14],

CHARAKTERYSTYKA | REGULACJA
AKTYWNOSCI ENZYMOW ZAANGAZOWANYCH
W BIOSYNTEZE JASMONIANOW

LIPAZY

Ze wzgledu na wystepowanie w lipazach charaktery-
stycznych zachowanych w ewolucji sekwencji reszt amino-
kwasowych dzielimy je na dwie rodziny. Pierwsza z nich,
nazywana zwykle ,klasyczng", posiada unikalng sekwencje
GxSxG, natomiast druga sekwencje GDSL. Centrum kata-
lityczne lipaz rodziny pierwszej stanowi triada reszt ami-
nokwasowych (Ser-His-Asp/Glu), podczas gdy w centrum
aktywnym enzymoéw z rodziny GDSL obecna jest sekwen-
cja SDH.

Na podstawie analiz filogenetycznych, lipazy ro$linne
podzielono na 4 grupy (Ryc. 2). Biatka grup I-11l zawierajg
motyw GDSL charakterystyczny dla rodziny GDSL, nato-
miast biatka grupy IV przypisano do lipaz rodziny GxSxG.
Ekspresja genéw kodujgcych biatka grupy | zachodzi gtow-
nie w weztach i korzeniach. Natomiast, biatka grupy Il
obecne sg w réznych tkankach i organach. Geny kodujace
biatka grupy Il (gtownie biatka EXL) ulegaja ekspresji w
otoczce pyiku.

Dotychczas ,klasyczne" lipazy sklonowano u papai,
bobu, ryzu, pomidora irgcznika pospolitego. Mniej poznane
sg lipazy nalezace do rodziny GDSL. Niektdre z nich wyizo-
lowano i scharakteryzowano jedynie u nielicznych gatun-
kéw roslin, jak np. rzodkiewnika pospolitego i stonecznika.
Badania prowadzone na rzepaku wskazuja, ze u tego gatun-
ku moga wystepowaé lipazy zarbwno z motywem GDSL,
jak i GxSxG [15]. Poziom ekspresji genéw kodujgcych lipa-
zy jest rézny w réznych organach i moze by¢ regulowany
zaréwno przez czynniki wewnetrzne, jak i zewnetrzne. U
rgcznika pospolitego, lipaza RcOBLI (RcLIPI) wystepuje w
ciatach oleistych endospermu, a gen kodujacy to biatko ule-
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Rycina 2. Analiza filogenetyczna roslinnych lipoksygenaz (wg [24] zmodyfiko-
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ga ekspresji jedynie w dojrzatych nasionach bezposrednio
przed kietkowaniem. Z kolei, u gozdzika obecno$¢ trans-
kryptu genu DcLIP stwierdzono w lisciach, podczas gdy u
pomidora LeLIPI ulega ekspresji w kietkujgcych nasionach,
a poziom jego transkryptu jest zaledwie wykrywalny w li-
Sciach.

Wyniki badan przeprowadzonych na meskosterylnym
mutancie A. thaliana dadl (ang. defective in anther dehiscien-
cel) wykazaty, ze biatko DADL1 jest fosfolipazg Al, a eks-
presja DAD1 zachodzi w komérkach epidermy liscia. Biatko
DAD1 uczestniczy w biosyntezie jasmonianow, ktéra ma
miejsce w pOzniejszych etapach odpowiedzi obronnej roslin
na zranienie [9]. Sekwencje reszt aminokwasowych DAD1
z A. thaliana oraz niektorych lipaz grzybowych charaktery-
zuja sie znacznym podobienstwem, szczeg6lnie w obrebie
centrum Kkatalitycznego. W genomie A. thaliana znajduje
sie 12 gendéw kodujacych biatka o sekwencjach homolo-
gicznych z DAD1. Ze wzgledu na podobienstwo ich czesci
N-koncowych oraz regionéw katalitycznych wyrézniono
3 klasy biatek DAD-like. N-koniec w biatkach klasy | od-
powiada za ich transport do chloroplastu, natomiast biatka
klasy 1l i Ill sa transportowane odpowiednio do cytosolu
i mitochondriéw. Z kolei, biatko DONGLE (DGL), homo-
log DAD1, jest zaangazowane w biosynteze jasmoniandw
w pierwszej godzinie po zranieniu [9,16]. W indukowanej
urazem mechanicznym biosyntezie jasmonianéw uczest-
niczy rowniez fosfolipaza D (PLD, ang. phospholipase D)
i fosfolipaza A (PLA) PLA-Iyl [9], W hydrolizie lipidow i
uwalnianiu kwasu a-linolenowego u A. thaliana uczestnicza
cztery formy PLD. W odpowiedzi na zadziatanie czynnika
stresowego nastepuje synteza PLDa, 3 yl oraz PLDy2. Li-
paze uczestniczacg w wywotanej zranieniem biosyntezie
jasmonianow zidentyfikowano réwniez w plastydach Nico-
tiana attenuata, GLA1 [17].

LIPOKSYGENAZY

Lipoksygenazy roslinne sg kodowane przez geny naleza-
ce do dwoch rodzin: Loxl i Lox2. W sktad pierwszej z nich
wchodzi wiekszo$¢ dotychczas poznanych genéw, kodu-
jacych biatka o wysokim stopniu podobienstwa sekwencji
reszt aminokwasowych (ok. 75%). Dodatkowo, peptydy te
nie zawierajg sekwencji sygnatowej Kkierujacej je do chloro-
plastow. Natomiast, rodzine Lox2 tworzg geny kodujgce en-
zymy o niskim stopniu homologii (ok. 35%), ktére posiadaja
wspomniang sekwencje lokalizacji komorkowej.

Ekspresja genow kodujacych poszczeg6lne izoformy
lipoksygenaz jest specyficzna w stosnku do okres$lonych
organéw ro$liny. U A. thaliana wykazano, ze ekspresja
AtLOX-2 zachodzi w lisciach i kwiatach. Podwyzszony po-
ziom transkryptu tego genu obserwowano po aplikacji es-
tru metylowego kwasu jasmonowego oraz lotnych substan-
cji organicznych wytwarzanych w odpowiedzi rosliny na
stres [18]. Co ciekawe, wraz z postepujagcym procesem sta-
rzenia poziom ekspresji AtLOX-2 ulegat obnizeniu. Aktyw-
nos$¢ transkrypcyjng genu AtLOX-3 stwierdzono w korze-
niach. Natomiast, zarowno AtLOX-3, jak i AtLOX-4 ulegaja
ekspresji w rozwijajacych sie lisciach, a poziom ich mRNA
wzrasta pod wptywem egzogennych jasmonianéw [19].
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U kukurydzy zidentyfikowano dwa geny 13-LOX
(ZmLOX10 i ZmLOXII), kodujace biatka zlokalizowane w
chloroplastach [20]. Jak wykazano, ZmLOX10 ulega ekspre-
sji w lisciach, a ZmLO X1l w zenAskich kwiatach. Akumulacja
MRNA ZmLOX10 jest stymulowana przez kwas jasmono-
wy, kwas salicylowy, kwas abscysynowy, chtéd oraz zra-
nienie, podczas gdy poziom ekspresji ZmLOXII ro$nie pod
wptywem ABA [20].

Lipoksygenazy (LOX) sa niehemowymi dioksygenaza-
mi wielonienasyconych kwaséw tluszczowych zawierajg-
cych uktad wigzan (1Z, 4Z) pentadienowych [21]. Pierwszg
roslinng lipoksygenaze zidentyfikowano u soi i nazwano
LOXI. W budowie tego biatka wyrdézniono dwie domeny.
Domena | zlokalizowana na N-koncu sktada sie z 8 anty-
rownolegtych struktur p i petni funkcje regulacyjne przy
wigzaniu, transporcie i uwalnianiu substratow oraz pro-
duktéw. Natomiast, domena Il utworzona w wigkszosci z a
helis obejmuje centrum katalityczne, jak réwniez dwie cha-
rakterystyczne kieszenie biorace udziat w przemieszczaniu
czasteczki tlenu oraz wigzaniu substratu.

Poszczeg6lne izoformy LOX roznig sie specyficznoscig
substratowg i optimum pH. Lipoksygenazy typu pierwsze-
go (I-LOX) s aktywne w Srodowisku zasadowym, podczas
gdy optimum pH dla aktywnosci izoform typu drugiego
(2-LOX) wynosi ok. 7. Sekwencje reszt aminokwasowych
poszczeg6blnych izoform lipoksygenaz (za wyjatkiem N-
-koncdw) charakteryzuja sie wysokim stopniem podobien-
stwa. Ro$linne LOX sag monomerycznymi biatkami o ma-
sach czasteczkowych 95—100 kDa. W czesci N-koricowej
biatka, 0 masie 25—30 kDa, wystepuje struktura p-beczutki
przypominajgca budowg domene C2 innych biatek [22],
Centrum Kkatalityczne LOX zawiera zwigzany niehemowo
atom zelaza. W wigzaniu metalu biorg udziat trzy zachowa-
ne w ewolucji reszty His (499, 504, 690), zlokalizowana na
karboksylowym kohAcu reszta lle oraz atom tlenu czasteczki
wody. Sz6stym potencjalnym ligandem bioragcym udziat w
wigzaniu metalu jest atom tlenu pochodzacy z Asp.

Ze wzgledu na miejsce przytgczania czasteczki tlenu do
substratu lipoksygenazy podzielono na dwie grupy. Pierw-
sza grupa, aktywna w cytosolu (9-LOX), katalizuje reakcje
powstawania 9(S)-wodoronadtlenkdw kwaséw ttuszczo-
wych, podczas gdy grupa druga, aktywna w plastydach
(13-LOX), bierze udziat w tworzeniu 13(S)-wodoronadtlen-
kéw kwasow ttuszczowych [23]. U soi i ziemniaka zidenty-
fikowano takze LOX, ktére wykazujg podwojng aktywnos¢,
katalizuja powstanie zaréwno 9- jak i 13-wodoronadtlen-
kéw kwasow ttuszczowych. W biosyntezie kwasu jasmo-
nowego kluczowg role petni 13-LOX, ktora dla aktywnosci
katalitycznej wymaga obecno$ci dwuwartosciowych katio-
néw (gtéwnie Ca2, dzigeki czemu wigze sie z btong chlo-
roplastdw [21]. U A. thaliana istnieja cztery formy 13-LOX:
At-LOX 2, 3, 4 oraz 6 [24]. Wykazano, ze zlokalizowana w
btonach tylakoidow AtLOX2 odpowiada za wytwarzanie
okoto 75% kwasu jasmonowego w uszkodzonych lisciach.
Co ciekawe, enzym ten odgrywa tez kluczowg role w po-
wstawaniu nowego typu oksylipin (ang. arabidopside) ziden-
tyfikowanych u A. thaliana, tworzonych przez rosliny w od-
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powiedzi na czynniki stresowe i zaangazowanych w reakcje
obronne [25],

SYNTAZY TLENKOW ALLENOWYCH

Pierwsza syntaze tlenku allenowego zaangazowang w
biosynteze jasmonianéw sklonowano z nasion Inu. Geny
AOS zidentyfikowano réwniez u gwajuli srebrzystej, rzod-
kiewnika pospolitego, pomidora i jeczmienia. Ekspresja
AOS jest zr6znicowana organowo, wysoka w kwiatach po-
midora, mniejsza w todygach i korzeniach, natomiast nie
zachodzi w owocach i lisciach. Badania prowadzone na A.
thaliana wskazujg réwniez na istnienie zaleznosci pomie-
dzy poziomem ekspresji AOS, a stadium rozwojowym po-
szczegolnych tkanek. Gen ten ulega ekspresji we wczesnych
etapach rozwoju stupka oraz jest zaangazowany w dojrze-
wanie ziaren pytku. Wykazano, ze podczas morfogenezy
kwiatéw ekspresja AOS jest skorelowana z poziomem en-
dogennych jasmoniandw oraz zapotrzebowaniem na te hor-
mony w ksztattujgcych sie pylnikach. U A. thaliana zranienie
stymuluje ekspresje AOS zaréwno w miejscu zadziatania
czynnika stresowego, jak i systemicznie. Natomiast, poda-
nie egzogennego OPDA lub JA podnosi poziom transkryp-
tu AOS tylko lokalnie. Mutanty AOS sg mesko-sterylne, nie
akumuluja kwasu jasmonowego bezpos$rednio po zranieniu
oraz charakteryzujg sie obnizong ekspresja genéw, ktorych
aktywnos¢ jest indukowana przez JA.

AOS nalezag do podrodziny cytochroméw P-450 (Cyt-
450) nazywanej CYP74. W odr6znieniu od Cyt-450, enzymy
z podrodziny CYP74 nie wymagaja kofaktorow w postaci
tlenu czasteczkowego i NAD(P)H, a jako Zzrédto rownowagi
redukcyjnej i zarazem donoréw tlenu wykorzystujg wo-
dorotlenki kwasow ttuszczowych. AOS wykazujg rézng
specyficzno$¢ wzgledem 9(S)- oraz 13(S)-wodoronadtlen-
kéw kwasow ttuszczowych [26]. Podczas, gdy wiekszosc
cytochroméw P-450 dziata jako monooksygenazy, enzymy
z podrodziny CYP74 przeksztatcajg wodoronadtlenki kwa-
sow tluszczowych w rdznigce sie strukturalnie produkty;
13-A0S katalizujg powstanie kwasu 12,13(S)-epoksy-okta-
dekatrienowego (12,13(S)-EOT) i kwasu (11S)-10,ll-epok-
sy-oktadekatrienowego (10,11-EHT), syntazy eteru dwu-
winylu (DES) przeksztatcaja wodoronadtlenki kwaséw
ttuszczowych do eterow dwuwinylowych, a liazy wodo-
ronadtlenkowe (HPL) produkujg nietrwate hemiacetale,
ktore sg nastepnie rozktadane do aldehydéw i co-kwasow
thuszczowych [27], Wyniki prowadzonych badan wskazuja,
ze punktowa mutacja moze zmieni¢ AOS w liaze wodoro-
nadtlenkowg [28].
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Rycina 3. Schemat przebiegu reakcji katalizowanej przez syntaze tlenku alleno-
wego. Szczeg6towy opis w teksécie (wg [7] zmodyfikowane).
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13-A0S sg syntetyzowane w cytosolu [4], a nastepnie
transportowane do plastydéw. Wyjatek stanowi AOS gwa-
juli srebrzystej, ktédra na N-koncu nie zawiera 58-amino-
kwasowej sekwencji tranzytowej, charakterystycznej dla
13-A0S kierowanych do chloroplastéw. AOS taczg sie z
plastydami za pomocg duzych niepolarnych fragmentow
znajdujacych sie na powierzchni enzymu [29].

AOS z Inu jest monomerem o masie 58,2 kDa [28], C-ko-
niec biatka jest homologiczny do wiekszosci cytochromow
P-450, zawierajagcych hem wigzacy cysteine. Syntazy tlen-
kéw allenowych gwajuli oraz rzodkiewnika sg strukturalnie
podobne do klasycznych cytochromdéw P-450, grupa henro-
wa znajduje sie miedzy dwoma a-helisami, helisg I i helisg
L o strukturze zachowanej w ewolucji. Ligandem zwigza-
nego hemowo zelaza jest zlokalizowana w petli pomiedzy
helisami K' oraz L reszta cysteiny. W petli tej znajduje sie
réwniez sekwencja, sktadajaca sie z dziewieciu reszt amino-
kwasowych, charakterystyczna dla enzyméw CYP74, kto-
ra sprawia, ze wigzanie zelazo-siarka jest znacznie dtuzsze
u CYP74, niz u pozostatych cytochromow P-450. Wptywa
to na wiasciwosci redukcyjne zwigzanego hemowo zelaza
oraz specyficznos¢ przeprowadzanej reakcji i powstajgcego
produktu [28]. Enzymy z podrodziny CYP74 nie posiadaja
w helisie | zachowanego w ewolucji motywu (A/G)GxxT)
odpowiadajgcego za wigzanie tlenu. W helisie | klasycz-
nych cytochromoéw P-450 znajduje sie umieszczona nad
zwigzanym hemowo zelazem reszta glicyny. Tymczasem w
AOS gwajuli srebrzystej (N276) i rzodkiewnika (N321), po-
dobnie jak w innych enzymach z podrodziny CYP74, miej-
sce to zajmuje reszta asparaginy (Asn321) (Ryc. 3). Grupa
karboksyamidowa tanicucha bocznego Asn321 jest istotna z
katalitycznego powodu, poniewaz wspomaga homolitycz-
ny rozpad wiagzania miedzy dwoma atomami tlenu w nad-
tlenkowych substratach. Rodnik alkoksylowy (RO ) dotacza
do substratu miedzy Cli a C12 tworzac epitlenek pomiedzy
weglem C12 a C13, C11 pozostaje z niesparowanym elektro-
nem (C°). Stabilnos$¢ rodnika oraz karbokationu przy weglu
C11 jest wazna dla funkcji katalitycznych AOS. Lee iin. [28]
stawiajg hipoteze, ze pierScien aromatyczny fenyloalaniny
w pozycji 137 (Phel37) moze by¢ istotny dla stabilnosci rod-
nika i dlatego odgrywa kluczowg role dla specyficznosci
powstajacego produktu w reakcjach katalizowanych przez
CYP74. Reszta fenyloalaniny 137 wystepuje w sekwencjach
wszystkich znanych AOS.

CYKLAZY TLENKOW ALLENOWYCH

Gen kodujacy cyklaze tlenku allenowego zostat po raz
pierwszy wyizolowany z nasion kukurydzy, a kilka lat p6z-
niej AOC sklonowano u pomidora, rzodkiewnika pospoli-
tego i jeczmienia. U pomidora i jeczmienia cyklaza tlenku
allenowego kodowana jest przez pojedynczy gen, natomiast
u rzodkiewnika pospolitego przez matg czteroelementowg
rodzine (AOC1-4). Ekspresja AOC w wegetatywnych tkan-
kach pomidora zachodzi w wigzkach naczyniowych i jest
stymulowana kwasem jasmonowym oraz systeming (zbu-
dowany z 18 reszt aminokwasowych peptyd, uwalniany z
prosysteminy, uczestniczy w reakcjach obronnych roslin na
stres) [30]. Duzg ilos¢ AOC, ktdrej towarzyszy wysoki po-
ziom endogennego JA i OPDA stwierdzono w poszczeg6l-
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nych czesciach kwiatu pomidora. U A. thaliana ekspresja ge-
néw AOC1-AOC4 jestindukowana zranieniem, a transkryp-
ty badanych genéw sg obecne zaréwno w bezposrednim
miejscu mechanicznego uszkodzenia, jak i innych czesciach
rosliny. Najwyzszy poziom ekspresji wykazuje AOC2.

AOC nalezg do rodziny lipokalin. Enzymy te sg synte-
tyzowane w cytosolu, a nastepnie dzieki zlokalizowanemu
na N-koncu peptydowi sygnatowemu kierowane sg do pla-
stydow [31]. Biorgc pod uwage fakt, ze w wodnych roztwo-
rach cyklizacja tlenkéw allenowych nastepuje spontanicz-
nie, AOC nie petni funkcji katalizatora obnizajacego energie
aktywacji tej reakcji, a raczej przypomina dziataniem biatka
opiekunicze. Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja,
ze to raczej czynniki biatkowe narzucajg ograniczenia do-
tyczace stereoizomeryczno$ci substratow, a zachodzaca
pod wptywem AOC cyklizacja przeciwdziata spontanicznej
reakcji [31]. Wigzanie substratu nie wymaga indukcji [32],
proces ten podobnie jak prawidtowe utozenie przestrzenne
substratu (12,13(S)-EOT) utatwiajg hydrofobowe czynniki
biatkowe oraz nieliczne reakcje jonowe, obejmujgce silnie
zwigzane czasteczki wody i reszty glutaminy 23 (Glu23),
ktéra jest kluczowa dla aktywnosci AOC2 u A. thaliana [26].
Po przytgczeniu do AOC, tlen epoksydowy niestabilnego
kwasu 12,13-EOT zostaje koordynacyjnie zwigzany z czg-
steczkg wody. Delokalizacja podwdjnego wigzania znajdu-
jacego sie miedzy C15 a C16 przy udziale reszty Glu23 po-
maga w otwieraniu epitlenku, a powstajgcy anion tlenkowy
jest stabilizowany przez wigzanie czasteczki wody. Istotna
dla stereospecyficznosci reakcji cyklizacji, ostatniego etapu
powstawania (9S,13S)-OPDA, jest izomeryzacja trans—cis
wokdt wigzania miedzy Cli a CIO wymuszona przez hy-
drofobowag cze$¢ kieszeni wigzacej [26].

REDUKTAZA KWASU 12-OKSOFITODIENOWEGO

Reduktaza kwasu 12-oksofitodienowego (OPR3) nalezy
do niewielkiej rodziny enzymoéw, ktore sg zalezne od mono-
nukleotydu flawinowego (FMN) i katalizujg, zachodzacg w
peroksysomach, redukcje podwdjnego wigzania znajdujg-
cego sie miedzy ClO a Cli w (9S,13S)-OPDA oraz (7S,11S)-
-dnOPDA [11,33]. Pierwszag OPR oczyszczono z zawiesiny
kultur komoérkowych Corydalis semperuirens. Kolejne ziden-
tyfikowano u A. thaliana, L. esculentum oraz Oryza sativa.

Sposréd trzech izoform OPR wystepujacych u A. thaliana
(OPR1-3), OPR3 wydaje sie odgrywac¢ kluczowg role w re-
dukcji (9S, 13S)-OPDA. Jak wykazano, mutanty A. thaliana
z niefunkcjonalnym genem AtOPR3 sg mesko-sterylne, co
sugeruje, ze aktywne biatka OPR1 oraz OPR2 nie sg w sta-
nie zastagpi¢ OPR3. Mimo, ze OPR1 i OPR2 nie wplywaja
bezposrednio na biosynteze kwasu jasmonowego, to jednak
usuwaja (9R, 13R)-OPDA, ktory jest produktem spontanicz-
nej cyklizacji kwasu 12,13-epoksytrienowego (prekursora
OPDA), przez co zwiekszajg wydajno$¢ biosyntezy OPDA.

OPR3 z L. esculentum jest monomerycznym biatkiem o
masie czasteczkowej 44,6 kDa. Enzym ten ma strukture a/p-
beczutki, w ktorej 8 rownolegtych Il rzedowych struktur p
jest otoczonych przez 8 a-helis (P/a)g [33]. Taka budowa
jestrowniez charakterystyczna dla biatka OPR1 oraz innych
enzymow nalezacych do rodziny flawoprotein OYE (Old
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Rycina 4. Regulacja biosyntezy jasmonianéw (wg [11 ]).

Yellow Enzyme). Niekowalencyjnie zwigzany z enzymem
FMN jest stabilizowany przez wigzania wodorowe i od-
dziatywania hydrofobowe. Helisa aA jest zlokalizowana w
petli L4 blisko centrum aktywnego enzymu i uczestniczy w
polaryzacji grup karbonylowych substratu. Natomiast, dla
regulacji aktywnos$ci enzymatycznej OPR3 istotna wydaje
sie by¢ petla L6. Ma ona ksztatt umozliwiajacy oddziatywa-
nie z drugim protomerem, co blokuje wigzanie substratu.

Analiza krystalograficzna OPR u L esculentum umozli-
wita wyjasnienie mechanizmu redukcji substratu, ktérego
istotnym elementem jest NAD(P)H [33-35], W pierwszej ko-
lejnosci tlen pochodzacy z grupy karbonylowej w pierscie-
niu cyklopentenowym taczy sie wiazaniami wodorowymi
z dwiema resztami His (Hisl87 i HisI90 OPR1 u pomidora,
Hisl86 i Hisl89 OPR1 u A. thaliana), co prowadzi do pola-
ryzacji podwdjnego wigzania a/p i aktywacji substratu. Cf
jest akceptorem wodoru pochodzacego ze zredukowanego
FMN, natomiast Caulega protonacji przy udziale reszty Tyr
(Tyrl92 u pomidora i Tyrl91 u A. thaliana). Po redukcji pier-
Scienia cyklopentenowego do cyklopentanowego, NAD(P)
H redukuje FMN, ktéry moze by¢ wykorzystany w kolej-
nym cyklu reakcji.

REGULACJA BIOSYNTEZY JASMONIANOW

Zmiany poziomu endogennych jasmoniandw wywotane
dziataniem czynnikéw wewnetrznych, jak i srodowisko-
wych, wynikajg ze ztozonej regulacji na poziomie ekspresji
gendéw kodujacych enzymy ich biosyntezy oraz regulacji
potranslacyjnej. Wyniki badan prowadzonych na A. thaliana
wskazujg na istnieje przynajmniej trzech mechanizméw re-
gulujgcych biosynteze tych hormonow.

Pierwszy z mechanizmdw zwigzany jest z dostepnoscig
substratow [14]. Transgeniczne rosliny A. thaliana z konsty-
tutywng nadekspresjag AOS nie wykazujg podwyzszonego
poziomu kwasu jasmonowego, ale zawierajg go wiecej niz
rosliny typu dzikiego narazone na stres mechaniczny. Co
wiecej, w petni rozwiniete liScie A. thaliana mimo znacznej
zawartosci LOX, AOS, AOC charakteryzujg sie rGwniez sto-
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sunkowo niskim poziomem OPDA i kwasu jasmonowego.
Przejsciowy wzrost poziomu jasmonianéw nastepuje dopie-
ro w odpowiedzi na zadziatanie bodzcoéw zewnetrznych,
np. zranienie, i ma miejsce jeszcze przed akumulacjg trans-
kryptdw gendw zaangazowanych w ich biosynteze. Mecha-
nizm regulacyjny zwigzany z dostepnoscig substratow nie
funkcjonuje jednak we wszystkich organach, np. rozwijaja-
cych sie kwiatach pomidora. Nadekspresja AOC w tej cze-
§ci rosliny prowadzi zazwyczaj do wzmozonej biosyntezy
jasmonianow.

Kolejnym mechanizmem regulujagcym poziom jasmo-
nianéw jest pozytywne sprzezenie zwrotne funkcjonujace
w szlaku przekazywania sygnatu tych hormonéw (Ryc. 4)
[8]. Mechanizm ten odgrywa istotng role w tkankach znaj-
dujacych sie w bezposrednim sgsiedztwie zadziatania czyn-
nika stresowego, gdzie dochodzi do gwattownego wzrostu
zawartosci kwasu jasmonowego [25]. Podniesienie pozio-
mu jasmonianéw aktywuje kompleks ligazy ubikwityny
SCFcon, ktéra wyznacza biatka JAZ (represory transkrypcji)
do degradacji w proteasomie 26S i prowadzi do uwolnienia
z heterodimeru JAZ-MYC2 czynnikéw transkrypcyjnych
MYC2, ktére z kolei zwiekszajg aktywnos$¢ transkrypcyjng
genow kodujgcych enzymy zaangazowane w biosynteze
kwasu jasmonowego [19] (Ryc. 5).

U A. thaliana regulacja biosyntezy kwasu jasmonowego
zachodzi takze zgodnie z mechanizmem ujemnego sprzeze-
nia zwrotnego. Przy niskim poziomie kwasu jasmonowego,
czynnik transkrypcyjny AtMYC2 aktywuje ekspresje genu
JAZ3 [36], ktérego produkt (JAZ3) wskutek oddziatywania z
AtMYC2 hamuje zwrotnie aktywno$¢ transkrypcyjna JAZ3.
Istnienie takiego mechanizmu pozwala na utrzymanie wita-
§ciwego poziomu hormonu, Ktéry umozliwia wywotanie
odpowiedniej reakcji fizjologicznej. Badania ostatnich tat
wykazaty, ze kwas jasmonowy wzmaga produkcje wiek-
szosci represorowych biatek JAZ, co moze wskazywac na
udziat innych niz MYC2 czynnikéw transkrypcyjnych lub
dowodzié istnienia innego mechanizmu regulacyjnego [8],

Znaczacym w regulacji biosyntezy kwasu jasmonowego
jest zapewnienie odpowiedniego poziomu zaréwno biatka
transportujagcego OPDA do peroksysoméw (COMATOSE),
jak i funkcjonalnego enzymu przeksztatcajacego ten substrat
w kwas jasmonowy (OPR3). Wykazano, ze aktywne biatko
OPR3 funkcjonuje w postaci monomeru, a utworzenie ho-
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Rycina 5. Model regulacji ekspresji gendéw indukowanych przez jasmoniany
(wg [1] zmodyfikowane).
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modimeru prowadzi do zahamowania aktywnosci tego en-
zymu. U L. esculentum kluczowg role w regulacji aktywno-
§ci OPR3 odgrywa zlokalizowana w petli L6 reszta Glu291,
ktora bezposrednio blokuje centrum aktywne. U mutantéw,
u ktorych reszte Glu291 zastgpiono resztg Lys, OPR3 nie
jest zdolna do homodimeryzacji. Regulacja aktywno$ci OPR
przez homodimeryzacje jest charakterystyczna wytacznie
dla izoformy OPR3 [33]. Stwierdzono réwniez, ze w warun-
kach in vitro do stabilizacji procesu dimeryzacji niezbedne
sg jony siarczanowe, ktore ulokowane w poblizu reszty
Tyr364, imitujg fosforylacje tego aminokwasu zachodzacg
w warunkach in vivo. Zatem, mozliwe jest, ze w warunkach
in vivo procesy fosforylacji i defosforylacji reszty Tyr364 sta-
nowig istotny element stabilizujagcy dimeryzacje biatka, a
przez to regulujacy jego aktywnos¢ [4,33].

Istotna w regulacji poziomu jasmoniandéw jest takze zroz-
nicowana czasowo i przestrzennie ekspresja gendéw kodu-
jacych poszczeg6lne enzymy zaangazowane w biosynteze
tych hormonéw. W korzeniach siewek A. thaliana ekspresja
poszczego6lnych AOC1-4 zachodzi tylko w $cisle okreslo-
nych stadiach rozwojowych [14]. Do podobnych wnioskéw
doszli réwniez autorzy prac, w ktérych badano ekspresje
AOS w réznych organach roslin A. thaliana i N. tabacum.

Biosynteza jasmonianéw jest takze zalezna od wptywu
innych hormon6éw, m. in. auksyn. Na podstawie badan
prowadzonych u A. thaliana stwierdzono, Ze egzogenny
IAA obniza poziom transkryptéw genéw LOX, AOS, AOC i
OPR3 [6], W proces ten zaangazowane sg rowniez czastecz-
Ki miRNA - gtdwnie miR167 i miR319. Elementami docelo-
wymi dla miR167 sa transkrypty genéw ARF6 i ARF8, kt6-
rych produkty regulujg m. in. wydtuzanie todygi kwiatowej
i nitki precikowej, pekanie pylnikéw, dojrzewanie stupkow
oraz otwieranie pagkéw kwiatowych [37], Jak wykazano u A.
thaliana, nadekspresja miR167 powoduje degradacje trans-
kryptow ARF6 i ARF8, co prowadzi do zatrzymania rozwo-
ju kwiatu. Niektdre cechy takiego fenotypu sg konsekwen-
cjg obnizonej produkcji kwasu jasmonowego. W kwiatach
podwdjnych mutantéw arféarf8 poziom kwasu jasmonowe-
go znajduje sie ponizej progu detekcji, co wskazuje, ze ARF6
i 8 s3 zaangazowane w proces syntezy tego hormonu. Na
podstawie analizy promotorow genéw LOX2, AOS i OPR3
stwierdzono w nich obecno$é¢ motywu AuxRE (ang. AUXIN
RESPONSIVE ELEMENT) o sekwencji TGTCTC wigzace-
go czynniki transkrypcyjne ARF. Dodatkowo, w regulacje
ekspresji genu LOX2 jest zaangazowany miR319, ktéry kon-
troluje poziom transkryptu TCP4 [38], Produkt tego genu,
biatko TCP4, oddziatuje z odcinkiem promotorowym LOX2
(GGACCA), jednak doktadny mechanizm tej regulacji nie
zostat do konca poznany.

W regulacje biosyntezy kwasu jasmonowego wpisujg sie
réwniez oddziatywania innych fitohormonow, jak etylen
czy kwas salicylowy. Szczegotowe mechanizmy tych od-
dziatywan zostaly opisane zar6wno w polskich [39], jak i
zagranicznych pracach przegladowych [40],

PODSUMOWANIE

Jasmoniany, jako pochodne lipidowe, nie majg skompli-
kowanej budowy chemicznej, jednakze szlak ich biosynte-
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zy, obejmujacy trzy przedzialty komoérkowe, jest ztozony.
Pierwszy etap powstawania jasmoniandw zachodzi w chlo-
roplastach, gdzie dzieki aktywnosci 13-LOX, AOS i AOC
dochodzi do oksydacji kwasu 18:3 lub 16:3 i powstania od-
powiednio OPDA Ilub dnOPDA. Obydwa zwiazki bedace
bezposrednimi prekursorami kwasu jasmonowego zosta-
jg przetransportowane do peroksysoméw i przy udziale
OPR3, ACX, MFP oraz KAT zostajg najpierw zredukowane,
a nastepnie podlegaja (3-oksydacji zakonczonej powstaniem
kwasu (+)-7-/zo-jasmonowego. Ekspresja poszczeg6lnych
genow kodujacych enzymy zaangazowane w hiosynteze
jasmonianéw jest organowo specyficzna, a ich produkty
cechujg sie zréznicowanymi witasciwosciami biochemicz-
nymi, np. OPR3 mogac tworzy¢ homodimer prowadzi do
zahamowania swojej aktywnosci. Istotne znaczenie dla sta-
bilnosci enzymdw biorgcych udziat w biosyntezie jasmonia-
néw majg rowniez procesy fosforylacji i defosforylacji bia-
tek. Dodatkowo w regulacje biosyntezy jasmonianéw wpi-
suje sie funkcjonujgcy w szlaku przekazywania sygnatu me-
chanizm pozytywnego sprzezenia zwrotnego. Tak ztozony
mechanizm regulacyjny wynika z udziatu jasmonianow w
kontroli wielu réznorodnych proceséw fizjologicznych.
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Jasmonate biosynthesis —the latest discoveries
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ABSTRACT

Jasmonates are plant hormones involved in many growth and development processes. They also participate in plant defense responses. Cur-
rent progress in the study on biosynthesis and signaling of jasmonates has contributed to the understanding of the mechanisms regulating
concentration of these hormones in the cell. Sustaining a proper level of jasmonates allow the plant to respond appropriately to changing
conditions. It is possible due to the large number of enzymes and genes involved in biosynthesis of these hormones as well as multilevel
control of their expression.
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Stowa kluczowe: karbonylacja biatek, kietko-
wanie nasion, reaktywne formy azotu, reak-
tywne formy tlenu

Wykaz skrotéw: APX - peroksydaza askorbi-
nianowa; CAT - katalaza; GR - reduktaza glu-
tationowa; GSNO - nitrozoglutation; GSNOR
- reduktaza S-nitrozoglutationu; GSSG - for-
ma utleniona glutationu; RCS - reaktywne po-
chodne karbonylowe; RFA - reaktywne formy
azotu; RFT - reaktywne formy tlenu; SOD -
dysmutaza ponadtlenkowa

Podziekowania: Badania karbonylacji biatek
nasion jabtoni podczas usuwania spoczynku i
kietkowania zostaty zapoczatkowane i nastep-
nie kontynuowane w ramach projektéw ba-
dawczych Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego NN303 090534 oraz NN 303 5522 39.

STRESZCZENIE

eaktywne formy tlenu (RFT) pojawiaja sie w komaorkach organizmoéw ros$linnych, w
R prawie wszystkich organellach komérkowych jako czasteczki sygnatowe, oraz w odpo-
wiedzi na dziatanie r6znego rodzaju streséw. Rosliny wykorzystujg RFT jako wtérne prze-
kazniki informacji w regulacji wielu proceséw fizjologicznych, takich jak np. dojrzewanie
owocow, starzenie lisci czy kietkowanie nasion. Analiza efektéw pojawienia si¢ stresu oksy-
dacyjnego coraz czesciej obejmuje modyfikacje strukturalne biatek wywotane przez RFT.
Nalezy do nich m.in. modyfikacja reszt aminokwasowych przez tworzenie grup karbony-
lowych. Prowadzi ona do zmiany aktywnos$ci biatka lub petni role znacznika kierujgcego
biatko na droge proteolizy. Celem niniejszej pracy jest przedstawienie najnowszych danych
dotyczacych karbonylacji biatek w organizmach roslinnych. Dyskutujemy takze wspétdzia-
tanie RFT i reaktywnych form azotu (RFA) w procesie utleniania biatek w komaérkach ro-
$linnych.

WPROWADZENIE - REAKTYWNE FORMY TLENU, ROLA FIZJOLOGICZNA
I REGULACJA ICH STEZENIA W KOMORKACH ROSLINNYCH

Do reaktywnych form tlenu (RFT) zalicza sie wzbudzone czasteczki tlenu: (i)
tlen singletowy (0 2, ktdry ma dwa sparowane elektrony na jednym orbitalu lub
po elektronie na kazdym z dwdch orbitali, (ii) nadtlenek wodoru (HD 2, beda-
cy produktem dysmutacji spontanicznej anionorodnika ponadtlenkowego (02)
w warunkach kwasnego pH lub dysmutacji tej czasteczki katalizowanej przez
dysmutaze ponadtlenkowg (SOD) oraz (iii) wolne rodniki tlenowe. Do wolnych
rodnikéw tlenowych zaliczane sa miedzy innymi: wspomniany wcze$niej 0 2/,
powstajgcy wskutek jednoelektronowej redukcji 0 2lub w wyniku reakcji kata-
lizowanej przez oksydaze NADPH [1] oraz rodnik hydroksylowy (OH) bedacy
produktem reakcji 0 2 z H200 (reakcja Haber-Weiss, ktéra w warunkach fizjo-
logicznych zachodzi bardzo wolno) lub reakcji Fentona, w ktorej uczestniczg
niezwigzane przez biatko jony metali. Wsér6d wolnych rodnikéw wyrézniamy
ponadto rodniki organiczne np.: alkoksylowe (ROJ, nadtlenkowe (ROO), acy-
loksylowe (RCOO) powstajgce w reakcjach wolnych rodnikéw tlenowych ze
zwigzkami organicznymi obecnymi w komorce.

RFT sa wytwarzane na terenie komorki roslinnej w cytoplazmie, chloropla-
stach, mitochondriach, peroksysomach i $cianie komé6rkowej. Jednym z gtdw-
nych zrodet RFT sg tancuchy transportu elektronéw. Podczas transportu elek-
tronéw w mitochondrialnym tafAcuchu transportu elektronéw, RFT w postaci
0 2 moga by¢ wytwarzane w (i) kompleksie | i uwalniane do matriks, (ii) kom-
pleksie 11, z ktérego sa uwalniane do matriks oraz przestrzeni miedzybtonowej
[2-4]. Produkcja RFT moze réwniez nastepowac w trakcie transportu zwrotnego
elektronéw z kompleksu Il na kompleks | [2], Powstajgcy wowczas O,' moze
by¢ transportowany przez btone mitochondrialng poprzez zalezne od napiecia
kanaty anionowe (VDAC, ang. voltage-dependent anion chanel) lub ulega enzyma-
tycznemu przeksztatceniu do HD 2(przy udziale SOD, peroksydazy askorbi-
nianowej (APX), peroksyredoksyny). HD 2jest nastepnie transportowany przez
akwaporyny do cytoplazmy [3],

W chloroplastach, RFT sg generowane podczas transportu elektrondw z fo-
touktadu I na O, oraz w wyniku transportu elektronéw z ferredoksyny na O,
w reakcji Mehlera [4,5]. W fotouktadzie Il, w warunkach nadmiernej redukcji
fotosyntetycznych przenos$nikéw, po wzbudzeniu stanu trypletowego chlorofi-
lu generowany jest 10z [4-6], W chloroplastach, podobnie jak w mitochondriach
O," ulega przeksztatceniu do HD" przy udziale SOD, a nastepnie detoksykacji
do H® . obecnosci askorbinianu [5]. W ros$linach C3, gdy spada dostepnos¢
dwutlenku wegla (C032, karboksylaza/oksygenaza rybulozol,5-bisfosforanu
(Rubisco) katalizuje reakcje oksygenacji rybulozol,5-bisfosforanu, w nastep-
stwie czego uruchamiane jest fotooddychanie. Wspétdziatanie chloroplastow i
peroksysoméw w tym cyklu metabolicznym prowadzi do powstawania H2 2w
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peroksysomach dzieki aktywnos$ci oksydazy glikolanowej
[5,7]. Peroksysomy roslinne sg zatem gtéwnymi organella-
mi odpowiedzialnymi za wewngtrzkomdérkowg produkcje
H20z W starzejgcych sie lisciach peroksysomy przeksztat-
caja sie w glioksysomy. Wykazano, ze w organellach tych
dochodzi do wzrostu aktywnos$ci oksydazy ksantynowej
i oksydazy moczanowej. Produktem aktywnosci oksyda-
zy ksantynowej jest O,-, natomiast produktem aktywnosci
oksydazy moczanowej jest HD 2 W starzejacych sie liSciach
indukowane sg tez inne procesy prowadzgce do wzrostu
stezenia RFT. W btonie peroksysoméw wystepuje krétki
tancuch transportu elektronéw ztozony z flawoproteiny,
reduktazy NADPH oraz cytochromu, ktéry odpowiada za
wytwarzanie O,' [7], Znaczne ilosci RFT powstajg w perok-
sysomach takze w procesie p-oksydacji kwaséw ttuszczo-
wych, w enzymatycznej reakcji z udziatem oksydaz flawi-
nowych oraz w procesie dysproporcjonowania O, [7,8].

Obecna w bionie cytoplazmatycznej oksydaza NADPH
réwniez uczestniczy w redukcji 02 do 02, ktéry zostaje
przeksztatcony do OH przez peroksydazy $ciany komorko-
wej [1,9]. Powstajacy OH uczestniczy np. w rozluznianiu
Sciany komorkowej w wyniku, czego mozliwe jest wydtu-
zanie komorek [9], Prawdopodobnie ,ciecie" tancuchéw
polisacharydowych tworzgcych $ciane komdrkowg naste-
puje w poblizu miejsca syntezy RFT [10]. Takie rozluznienie
struktury $ciany komdrkowej obserwuje sie np. w trakcie
wydtuzania osi zarodkowej w czasie kietkowania nasion
[10,11],

W warunkach zbyt wysokiego stezenia RFT, komorka
znajduje sie w stanie stresu oksydacyjnego. W celu przeciw-
dziatania niekontrolowanemu wzrostowi stezenia RFT, w
komorce aktywowany jest system antyoksydacyjny. Gtow-
nymi elementami enzymatycznego systemu antyoksydacyj-
nego sg: SOD usuwajgca 0 2, katalaza (CAT) i peroksydazy
(Prx) przeksztatcajagce HD 2do HD i 0 2[6]. Oprécz wyzej
wymienionych enzymoéw istotne znaczenie majg réwniez:
reduktaza glutationowa (GR), reduktaza monodehydro-
askorbinianowa (MDAR), reduktaza dehydroaskorbiniano-
wa (DHAR), peroksydaza askorbinianowa (APX), redukta-
za tioredoksyny (TrxR). Natomiast do niskoczgsteczkowych
nieenzymatycznych antyoksydantéw zaliczamy: glutation
(GSH), askorbinian (AsA) (przeciwutleniacze hydrofilowe),
melatonine (przeciwutleniacz o witasciwosciach hydrofil-
nych i hydrofobowych), tokoferole, karotenoidy (przeciwu-
tleniacze hydrofobowe), tioredoksyny [12,13],

Dziatanie RFT nie ogranicza sie tylko do odpowiedzi ko-
morki na stres biotyczny lub abiotyczny [14,15]. Uczestni-
czg one w przekazywaniu sygnatdw [16] oraz biorg udziat
w regulacji przebiegu szeregu procesow fizjologicznych,
takich jak: ustepowanie spoczynku [17] oraz kietkowanie
nasion [18,19], starzenie lisci [20,21], starzenie owocow [22],
wydtuzanie komorek [10,11,18], rozw6j wtosnikow [9] oraz
ruchy aparatéw szparkowych [23], Z badan przeprowadzo-
nych na nasionach réznych roslin wynika, ze odpowiednie
stezenie RFT jest potrzebne zaréwno do ustgpienia spo-
czynku jak i kietkowania [18,24,25], Znaczenie RFT w biolo-
gii nasion zostato szczegdtowo opisane w pracach przegla-
dowych w jezyku polskim [25,26],
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Reaktywne czasteczki, bedace ubocznym produktem
metabolizmu tlenowego reaguja ze znajdujagcymi sie w ko-
morce: biatkami, lipidami, cukrami oraz kwasami nukleino-
wymi. W dalszej czesci pracy skupiono sie przede wszyst-
kim na reakcjach RFT z biatkami.

Zmiany struktury biatek, bedace wynikiem oddziatywan
z RFT, w znaczny sposob wptywajg na metabolizm komor-
ki. Modyfikacje biatek wywotane przez RFT polegaja na ich
utlenieniu, w tym miedzy innymi karbonylacji, przez utwo-
rzenie grupy karbonylowej w niektérych resztach amino-
kwasowych [27-30]. W ostatnich latach coraz wiekszg uwa-
ge poswieca sie identyfikacji biatek ulegajacych karbonylacji
w tkankach roslinnych i znaczeniu tego procesu w fizjologii
roslin. Do takich modyfikacji dochodzi podczas niekorzyst-
nych warunkéw $rodowiska spowodowanych obecnoscia
metali ciezkich np. kadmu [31-33], rteci [33,34], otowiu, alu-
minium, cynku, miedzi, kobaltu, niklu, chromu [33], a takze
w atmosferze o podwyzszonym stezeniu CO, [35], w stresie
chtodu [36-38], suszy [39], zasolenia [40] lub po zastosowa-
niu herbicydéw [37]. Z drugiej strony coraz wiecej danych,
wskazuje, ze karbonylacja biatek zachodzi rédwniez w trak-
cie niezaktdconego rozwoju roslin [28], w czasie starzenia
[41,42] oraz podczas ustepowania spoczynku jak rowniez w
procesie kietkowania nasion [17,28]. Powszechno$¢ wyste-
powania karbonylowanych biatek powoduje, ze proponuje
sie uznanie ich za jeden z markerow stresu oksydacyjnego
[29,30]. Juszczuk i wspdtautorzy [43] podkreslajg, ze wyso-
kie stezenie karbonylowanych biatek moze sygnalizowac
wysoki poziom RFT w komoérce, ktéremu nie jest w stanie
przeciwdziata¢ system antyoksydacyjny. Zaletag karbony-
lowanych biatek stosowanych jako znacznik stresu oksy-
dacyjnego jest ich wzglednie duza stabilno$¢ oraz tatwe i
niedrogie metody detekcji [30].

Niniejsza praca stanowi prébe podsumowania istnie-
jacych dotychczas informacji dotyczacych roli karbonylo-
wanych biatek w organizmach roslinnych. Zagadnienie
to, dopiero od kilku lat stanowi przedmiot zainteresowa-
nia biochemikéw i fizjologéw roslin, dlatego w niektdrych
przypadkach, postuzono sie odniesieniami do prac wyko-
nanych na innych organizmach (bakterie, grzyby, tkanki
zZwierzece).

MODYFIKACJE BIALEK WYWOLANE PRZEZ RFT

Pod wptywem RFT biatka ulegaja utlenieniu. Dziatanie
RFT na grupy sulfhydrylowe biatek prowadzi do powsta-
nia mostkow disiarczkowych (RS=SR) lub grup sulfeniano-
wych (R-SOH), sulfinianowych (R-SCXH), sulfonianowych
(R-SO3H). Utlenienie moze by¢ odwracalne, gdy powstaja
RS=SR, R-SOH lub nieodwracalne, gdy tworzg sie: R-SO,H,
R-SOH [4,6,44,45]. Wynikiem tych modyfikacji moze by¢
uzyskanie badz utrata funkcji biatka [45,46]. Oksydacyjnym
modyfikacjom moga ulegaé wszystkie biatkowe i niebiatko-
we grupy tiolowe [45], W przypadku biatek niezalezne od
stanu redoks komorki najbardziej podatne na modyfikacje
sg grupy tiolowe majace istotne znaczenie dla aktywnosci
biatka [45].
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Oddziatywanie RFT na czasteczke biatka nie zawsze kon-
czy sie utlenieniem reszt siarkowych cysteiny, moze tez pro-
wadzi¢ do karbonylacji. Karbonylacja polega na utworzeniu
grupy karbonylowej (ketonowej lub aldehydowej) w resz-
tach takich aminokwaséw jak: lizyna, prolina, treonina, czy
arginina [30]. W wyniku tej reakcji z reszty proliny powstaje
2- pirolidon, z reszty argininy semialdehyd glutaminowy,
z reszty lizyny semialdehyd aminoadypinowy, natomiast
z reszty treoniny kwas 2-amino-3-ketomastowy [30], Skut-
kiem takiej modyfikacji jest zmiana konformacji biatka, co
z kolei wptywa na jego funkcje. Niektérzy badacze rozréz-
niajg karbonylacje bezposrednig (ang. primary protein carbo-
nylation) oraz karbonylacje posredniag (ang. secondary protein
carbonylation) [30,47,48], O karbonylacji bezposSredniej mowi
sie w przypadku bezposredniego, katalizowanego przez
jony metali ataku oksydacyjnego (MCO, ang. metal cataly-
zed oxidative attack) na wyzej wymienione reszty aminokwa-
sowe [21]. Natomiast modyfikacje posrednie polegaja na
oddziatywaniu reaktywnych pochodnych karbonylowych
(RCS, ang. reactive carbonyl species) na reszty cysteinowe,
histydynowe oraz lizynowe. Do RCS zaliczamy produkty
peroksydacji lipidéw: 4-hydroksy-trans-nonenal (HNE), al-
dehyd akrylowy (akroleina, ACR), glioksal (GO), dialdehyd
malonowy (MDA) i metyloglioksal (MGO) [30,47,49,50],
Powstajace w wyniku utlenienia lipidow zwigzki moga re-
agowac z grupg aminowa reszty lizyny, grupg imidazolowa
reszty histydyny lub z grupg sulfhydrylowg reszty cysteiny.
Do RCS zalicza sie rowniez zwigzki powstajgce w reakcji
RFT z cukrami redukujgcymi lub produktami ich utlenienia
(ketoaminami, ketoaldehydarni). W tym przypadku RCS sa
przytaczane do grupy aminowej reszty lizyny [30,47,49,50],
a nastepstwem reakcji jest powstanie koncowych produk-
téw glikacji (AGE, ang. advanced glycation end products) [50],
Wydaje sie jednak, ze podziat na karbonylacje bezposred-
nig i posrednig nie ma wiekszego znaczenia fizjologiczne-
go, poniewaz do tej pory nie stwierdzono réznic miedzy
biatkami zawierajgcymi grupy karbonylowe bedgcymi
wynikiem bezpos$redniego oddziatywania z RFT, a biatka-
mi karbonylowanymi w reakcji z RCS [30], Natomiast na-
lezy zwroci¢ uwage, ze liczebnos$¢ karbonylowanych biatek
moze w znacznym stopniu ulec zmniejszeniu przez podanie
zwigzk6éw usuwajacych RCS. Wykazano, ze np. proantocy-
janidyna B2, obecna w korze cynamonowca (Cinnamomum)
hamuje tworzenie koncowych produktéw glikacji [51].

Uwaza sie, ze zakres zmian oksydacyjnych, ktérym pod-
lega dane biatko zalezy od wielu czynnikéw, do ktérych za-
licza sie miedzy innymi: stezenie i lokalizacje samego biatka
oraz utleniacza, szybkos$¢ reakcji biatka z utleniaczem oraz
miejsce powstawania utleniacza i funkcjonowanie systemu
antyoksydacyjnego [27], Regulacja stezenia RFT jest bar-
dzo wazna szczegélnie wtedy, gdy organizm znajduje sie
w warunkach stresu. Wykazano, ze tiamina gromadzona
w siewkach rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana), poddane-
go dziataniu stresu: solnego, cieplnego, osmotycznego lub
oksydacyjnego, moze ogranicza¢ akumulacje RFT (gtdwnie
H2 2 oraz karbonylowanych biatek [52], Stezenie H2Xk w
siewkach traktowanych parakwatem i tiaming byto nizsze
niz w siewkach rosngcych na pozywce zawierajacej tylko
parakwat. Znaczne obnizenie ilosci grup karbonylowanych
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biatek oznaczono w siewkach rzodkiewnika rosngcych na
pozywce z parakwatem po podaniu tiaminy [52],

Sugeruje sie, ze chociaz karbonylacji podlegaja wszystkie
biatka, to niektore wydaja sie by¢ bardziej podatne na te mo-
dyfikacje i w zaleznosci od rodzaju utleniacza nastepuje ona
w okreSlonym miejscu czasteczki [47], 1lo$¢ powstajgcych
grup karbonylowych moze byé uwarunkowana strukturg
przestrzenng biatka. Przykiadem jest krucyferyna (biatko
zapasowe nasion rzodkiewnika), ktérej podjednostka a jest
fatwiej i szybciej karbonylowana w poréwnaniu, z podjed-
nostkg @ mniej eksponowang na zewnatrz struktury biatka
[53]. Podobnie wykazano, ze aktywnos$¢ dehydrogenazy
aldehydu-3-fosfoglicerynowego (GAPDFF) jest hamowana
pod wptywem HNE [54], Zmiana aktywno$ci tego enzymu
nastepuje na skutek modyfikacji reszt histydyny-164 oraz
cysteiny-281 znajdujgcych sie na powierzchni biatka, a nie
jak wczesdniej sadzono, reszty cysteiny zlokalizowanej w
miejscu katalitycznym [54], Wskazuje to, ze reszty cysteilo-
we, histydylowe oraz lizylowe znajdujgce sie na powierzch-
ni biatka sg tatwiej modyfikowane. Z kolei wyniki badan
Wong i wspotpracownikéw [48] uzyskane na materiale
zwierzecym sugeruja, ze proces karbonylacji konkretnych
biatek moze by¢ determinowany rodzajem RFT.

DEGRADACJA BIALEK ZMODYFIKOWANYCH
ZA POSREDNICTWEM RFT

Biatka uwaza sie za czasteczki najczesciej modyfikowane
przez RFT [27]. Gebicki i Bartosz [55] sugerujg, ze lipidy i
kwasy nukleinowe sg wtérnymi obiektami ataku RFT. Poza
tym biatka mogg ulega¢ uszkodzeniu nawet wtedy, gdy
gtdwnym celem ataku RFT sg lipidy btonowe lub kwasy
nukleinowe. Biatka modyfikowane w wyniku karbonylacji
ulegajg degradacji na drodze proteolizy [56] lub autofagii
[57], chociaz znane sg tez przyktady takich biatek, ktére po
karbonylacji nie sa degradowane [48], Do tej pory nie wia-
domo, dlaczego biatka po karbonylacji sg bardziej podat-
ne na atak proteolityczny. Mozna przypuszczac, ze grupy
karbonylowe stanowig pewnego rodzaju znacznik, dzieki
ktéoremu biatka naznaczone sg do degradacji [6,43,58], De-
gradacja karbonylowanych biatek odbywa sie gtdwnie przy
udziale proteasoméw 26S [59], Wzmozong degradacje zmo-
dyfikowanych biatek obserwuje sie w roslinach poddanych
réznym warunkom stresowym. W lisciach grochu (Pisum
sativum), po podaniu jondw kadmu (50 pM CdClJ, zauwa-
zono nie tylko akumulacje karbonylowanych biatek, ale tak-
ze wzrost aktywnos$ci endoproteaz [31]. Przypuszcza sie, ze
fizjologiczny sens wzmozonej karbonylacji biatek itowarzy-
szacy jej wzrost aktywnosci proteolitycznej moze by¢ zwig-
zany z zabezpieczeniem dostarczania aminokwaséw nie-
zbednych do syntezy biatek de novo [21]. Wowczas, spraw-
ny system degradacji zmodyfikowanych biatek mdgtby by¢
waznym mechanizmem zwigekszajacym tolerancje roslin na
stres. W takim uktadzie proteoliza karbonylowanych bia-
tek np. w lisciach stonecznika (Helianthus annuus), w stresie
zwigzanym z obecnoscig kadmu (100-300 pM), mogtaby do-
starcza¢ aminokwaséw do syntezy biatek wigzacych metale
ciezkie [32], Warto takze zwr6ci¢ uwage na fakt, ze w mito-
chondriach, chloroplastach lub peroksysomach, w ktorych
produkcja RFT i karbonylowanych biatek jest intensywna,
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Rycina 1. Hipotetyczny model obrazujacy dwie strategie dziatania RFT. RFT
moga uczestniczy¢ w przekazywaniu sygnatu, a ich stezenie jest kontrolowane
przez sprawnie dziatajacy system modyfikujacy stezenie RFT. Metabolizm ko-
moérki moze by¢ regulowany dzigki karbonylacji pewnych biatek, ktére nastepnie
sg degradowane (a). W warunkach zbyt wysokiego stezenia RFT moze dochodzi¢
do masowej karbonylacji biatek, a proces ten wymyka si¢ spod kontroli syste-
mu modyfikujacego stezenie RFT. Wéwczas, modyfikowane biatka w wigkszosci
tworza w komérce agregaty (b).

obecne sg nie tylko enzymy systemu antyoksydacyjnego,
ale rowniez aktywne proteazy [43,58],

Jak juz wspomniano, nie wszystkie biatka po karbony-
lacji sg degradowane, cze$¢ z nich moze tworzy¢ agregaty,
ktore akumulujg sie w komorce (Ryc. Ib). Zahamowanie
proteolizy moze by¢ efektem powstania grup zmodyfiko-
wanych biatek, niewrazliwych na degradacje i skutecznie
blokujgcych proteasom [21]. Nagromadzenie takich agre-
gatéw biatkowych moze w rezultacie prowadzi¢ do $mier-
ci komorki (Ryc. Ib). Stwierdzono, ze wzrost karbonylacji
biatek w czasie starzenia moze by¢ zwigzany wilasnie z
gromadzeniem sie w komoérce agregatow biatkowych, a nie
ze spadkiem aktywnos$ci enzymow systemu antyoksyda-
cyjnego [21,60]. Taka sytuacje obserwowano w komaérkach
pateczki okreznicy (Escherichia coli) [61]. Podczas detekcji
karbonylowanych biatek nie wykazano zmian ich mas mo-
lekularnych, co dowodzi pos$rednio, ze biatka te nie byty
degradowane. Ponadto zmiana warunkéw kultury bakterii
z tlenowych na beztlenowe, w celu zahamowania karbony-
lacji, nie spowodowata zmniejszenia zawarto$ci zmodyfiko-
wanych biatek [61]

Zarowno u roslin jak i u zwierzat obserwuje sie znacz-
nie nizszg zawartos¢ karbonylowanych biatek w fazie ge-
neratywnej mimo tego, Zze w ontogenezie tych organizméw
nastepuje przejsciowe nagromadzanie zmodyfikowanych
biatek [41]. Nie mozna wykluczyé, ze zjawisko to moze
mie¢ zwigzek albo ze wzrostem aktywnos$ci mechanizmoéw
odpowiedzialnych za degradacje biatek o zmienionej struk-
turze, lub ze wzrostem aktywnosci sytemu antyoksydacyj-
nego usuwajgcego RFT. Na tym tle interesujace sg wyniki
doswiadczen, w ktérych zbadano zmiany zawartosci kar-
bonylowanych biatek w lisciach rzodkiewnika w jego cyklu
zyciowym [41]. Okazato sie, ze w fazie wegetatywnej do-
chodzi do stopniowego gromadzenia sie karbonylowanych
biatek, po czym, tuz przed rozpoczeciem kwitnienia (okoto
20 dnia kultury) ich zawarto$¢ spada. W trakcie kwitnie-
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nia rzodkiewnika zawarto$¢ karbonylowanych biatek w
lisciach nie ulegata zmianie i byta podobna do zawartosci
zmodyfikowanych biatek, jakg obserwowano w pierwszych
dniach fazy wegetatywnej [41], Z doSwiadczen przepro-
wadzonych na drozdzach (Saccharomyces cerevisiae) wyni-
ka, ze komérki potomne zawierajg niewiele karbonylowa-
nych biatek w poréwnaniu z komorkami macierzystymi, u
ktérych wraz ze wzrostem liczby podziatéw wzrasta ilos¢
zmodyfikowanych biatek [62]. Biatka te pozostajg na terenie
komarki macierzystej inie sg kierowane do komérki potom-
nej. Nalezy tu jednak zwr6cié uwage na fakt, ze komorki
drozdzy ulegajg wielokrotnym podziatom, po ktorych stajg
sie fenotypowo starsze (akumulujg sie w nich niefunkcjo-
nalne mitochondria i pozachromosomowy kolisty rDNA).
Komorki te jednak zachowujg zdolno$é do podziatéw. Na
razie nie wyjasniono, w jaki sposob w komaérkach drozdzy
nie dochodzi do przekazania zmodyfikowanych biatek do
komadrek potomnych [62].

ZNACZENIE FIZJOLOGICZNE KARBONYLACJI BIALEK

Karbonylacja, poprzez wptyw na aktywnos$¢ specyficz-
nych biatek, moze regulowac reakcje fizjologiczng organi-
zmu na warunki $rodowiska [32,33]. W siewkach ogdrka
{Cucumis sativus) rosngcych na podtozu z 250 i 500 pM oto-
wiem zaobserwowano wysoki poziom karbonylowanych
biatek [34], Siewki te jednocze$nie charakteryzowaty sie
niskg aktywnoscig CAT i APX. Natomiast w siewkach roz-
wijajgcych sie na podtozu zawierajgcym otéw w nizszych
stezeniach (0,5; 50 pM) lub na podtozu bez metalu ciezkiego
obserwowano wyzszg aktywno$¢ enzymow systemu an-
tyoksydacyjnego oraz mniejszg zawarto$¢ grup karbony-
lowych w biatkach. Biorac to pod uwage, nie mozna wy-
kluczy¢, ze wzrost stezenia RFT w warunkach stresowych
moze by¢ skutkiem niskiej aktywnosci niektorych enzymoéw
systemu antyoksydacyjnego, wynikajacej np. z ich karbony-
lacji [6]. | tak, zwiekszong karbonylacje SOD, CAT oraz GR
zaobserwowano w ekstraktach z lisci grochu rosngcego w
obecnosci 50 pM kadmu [31], Podobnie, w peroksysomach
izolowanych z bielma nasion fasoli (Phaseolus vulgaris) trak-
towanych OH obserwowano karbonylacje CAT, skorelowa-
ngjednoczesnie z obnizeniem aktywnosci tego enzymu [63].

Z drugiej strony, wzrost ilosci grup karbonylowych bia-
tek w ekstraktach z komorek E. coli traktowanych strep-
tomycyng (0,01-1 pg mll) nie powodowat zahamowania
aktywnosci enzymow systemu antyoksydacyjnego: SOD,
CAT oraz wzrostu stezenia 0 2" [64], Podobng karbonylacje
biatek obserwowano u E. coli po podaniu streptomycyny w
wyzszym stezeniu (10 pg m 1) [61], Mozna wigc przypusz-
czac, ze zawartos¢ zmodyfikowanych biatek pojawiajgcych
sie u E. coli nie jest bezpos$rednim rezultatem stresu oksy-
dacyjnego, wyrazajgcego sie zwiekszonym stezeniem RFT,
tym bardziej, ze karbonylacja moze byé spowodowana tak-
ze dziataniem produktéw utleniania lipidéw. Karbonylacja
biatek nie bytaby zatem limitowana tylko produkcjg RFT.
Autorzy wskazujg, ze w tym przypadku nasilenie karbony-
lacji zalezy prawdopodobnie od dostepnosci substratu pod-
legajacego utlenianiu, czyli np. od ilosci nieprawidtowych
biatek w komérkach. Z kolei znakowanie nieprawidtowych
biatek poprzez tworzenie grup karbonylowych moze spra-
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wiac, ze biatka takie nie podlegajg mechanizmom naprawy,
a sa w pierwszej kolejnosci degradowane [63],

Ciekawe doswiadczenie obrazujgce jak karbonylacja
okreslonego biatka moze wpitywa¢ na metabolizm ko-
morki przedstawili Iwai i wsp6tautorzy [65], Biatko IRP 2
(ang. iron regulatory protein 2), inkubowane w roztworze
FeCl3o0 réznych stezeniach (5-50 pM) ulegato karbonylacji,
a nastepnie ubikwitytacji przed ostateczng degradacjg w
proteasomach [65]. W obecnosci donora zelaza (cytrynian
amonowo-zelazowy) oznaczono karbonylacje biatka IRP.
Stosujac przeciwciata przeciwko ubikwitynie oraz inhibitor
hamujacy dziatanie proteasoméw (MG-132), obserwowano
nagromadzanie sie koniugatow ubikwityny i karbonylowa-
nych biatek IRP w immunoprecypitatach komérek tetnicy
ptucnej bydta. W warunkach obnizonego stezenia jonéw
zelaza, kiedy komérki inkubowano ze specyficznym chela-
torem tych jondw (deferoksamina) oraz zahamowania ak-
tywnosci proteasoméw przez podanie inhibitora (MG-132),
nie stwierdzono obecnosci komplekséw ubikwityny zna-
kujgcej karbonylowane biatko IRP [65]. Na podstawie tych
doswiadczen zaproponowano sekwencje zdarzen, w ktorej
(i) IRP 2 wiaze jony zelaza, ulegajac karbonylacji w obecno-
ci tlenu, (ii) karbonylowane IPR2 jest poddawane zaleznej
od ubikwityny degradacji w proteasomach. Przy niedobo-
rze zelaza IRP 2 pozostaje aktywnym, niezmodyfikowanym
biatkiem [65].

Biorgc pod uwage fakt, ze reakcje na stres dotyczg kon-
kretnego przedziatu komdrki, coraz ciekawsze stajg sie
dane dotyczace subkomorkowej lokalizacji biatek z grupa-
mi karbonylowymi. Tak zmodyfikowane biatka zlokalizo-
wano w: peroksysomach [31], mitochondriach i chloropla-
stach [31,43,66,67]. Okazuje sie, ze w lisciach pszenicy (Tri-
ticum aestivum) poddanych dziataniu stresu suszy najwiecej
karbonylowanych biatek obserwowano w mitochondriach
[39], ktdre w niefotosyntetyzujgcych tkankach sg jednym z
gtéwnych zrédet RFT. Juszczuk i wspotautorzy [43] sadzg
jednak, ze wieksza ilo$¢ biatek moze ulegaé karbonylacji w
chloroplastach. Ci sami autorzy zwracajg uwage, ze prote-
azy obecne w chloroplastach moga efektywniej degradowacé
zmodyfikowane biatka niz proteazy w mitochondriach.

Istniejg przestanki, ze podczas kolejnych etapow w on-
togenezie roslin dochodzi do karbonylacji konkretnych
biatek. Zwiekszona karbonylacja biatek wystepuje podczas
przechodzenia ze stanu spoczynku i w trakcie kietkowa-
nia zarodkdw stonecznika [17] i jabtoni (Malus domestica)
(dane wtiasne niepublikowane). Zaobserwowano zmiany
karbonylacji okreslonych biatek w nasionach stonecznika
w trakcie dojrzewania posprzetnego [17], Zmniejszata si¢
np. ilos¢ karbonylowanych podjednostek a proteasomow
26S. Aktywne proteasomy, w ktérych podjednostka a nie
ulegta kerbonylacji w trakcie kietkowania, sg odpowiedzial-
ne za degradacje biatlek, a powstajagce peptydy moga by¢
wykorzystane do syntezy nowych biatek. Z kolei czynnik
elongacyjny translacji EF-2, byt karbonylowany w wiek-
szym stopniu. Oksydacyjna modyfikacja czasteczki czyn-
nika EF-2 by¢ moze hamuje biosynteze biatek w trakcie
przechowywania nasion [17], Biatka szoku cieplnego (HSP)
wydajg sie by¢ jednym z gtéwnych celéw ataku RFT, cho-
ciaz podczas dojrzewania posprzetnego nasion stonecznika
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poziom karbonylacji tych biatek nie ulegat zmianie. Nato-
miast w starzejgcych sie tkankach karbonylacja HSP moze
powodowaé zwiekszenie uszkodzehn wywotanych przez
stres oksydacyjny. Wedtug innych badaczy HSP sg czesciej
karbonylowane w mitochondriach starzejgcych sie owocow
brzoskwini (Prunus persica) (przechowywanych w tempera-
turze pokojowej przez 12 dni) oraz mitochondriach owocéw
traktowanych przez 20 min 100 mM H2v niz w mitochon-
driach izolowanych ze $wiezo zerwanych owocéw [22], W
mitochondriach starzejgcych sie owocoéw brzoskwini kar-
bonylacji ulegaty réwniez enzymy cyklu Krebsa, glikolizy
oraz MnSOD. Modyfikacja MnSOD wywotywata obnizenie
aktywnoséci SOD oraz zwiekszong akumulacje O,'. Auto-
rzy sugeruja, ze w starzejacych sie tkankach karbonylacja
MnSOD powoduje nagromadzanie RFT, co znacznie zwiek-
sza stres oksydacyjny [22],

Jak juz wspominano, nastepstwem karbonylacji biatek
moze by¢ utrata ich funkcji, co moze wywotywac¢ zmiany
w metabolizmie komdrki. Proponuje sie nawet uznanie
stopnia karbonylacji biatek za jeden z markeréw jakosci
nasion. W suchych, dojrzatych nasionach rzodkiewnika
karbonylacji ulegaja w wigkszosci biatka zapasowe, co uta-
twia ich mobilizacje w czasie kietkowania [28], Natomiast
w kietkujacych nasionach gtéwnie modyfikowane sg biat-
ka cyklu Krebsa, szlaku glikolitycznego, glukoneogenezy,
biosyntezy ttuszczy, metabolizmu aminokwaséw, a takze
czynniki translacyjne i biatka zaangazowane w odpowiedz
ro$liny na warunki stresowe [17,28], Job i wsp6tautorzy [28]
sugeruja, ze jest to jeden z mechanizmow kontroli szlakéw
metabolicznych. Modyfikacja np. enzymoéw glikolizy, moze
powodowaé wzrost przeptywu ekwiwalentéw glukozy
przez szlak pentozofosforanowy, a powstajgca sita reduk-
cyjna w postaci NADPH moze by¢ wykorzystana przez
system antyoksydacyjny [28] do zapobiegania wzrostowi
stezenia RFT [17]. Z doswiadczen przeprowadzonych na
nasionach rzodkiewnika wynika, ze obecna w btonie oksy-
daza NADPH jest jednym z gtdwnych Zrddet RFT w czasie
dojrzewania posprzetnego nasion [11], Zaobserwowano,
ze mutanty AtrbohB nie wykazujgce aktywnos$ci oksydazy
NADPH, charakteryzowaty sie znacznie mniejszg karbony-
lacjg biatek i jednoczes$nie op6znionym dojrzewaniem po-
sprzetnym.

Karbonylacja biatek moze mie¢ rowniez znaczenie jako
jedna z drég transdukcji sygnatu. Indukowang karbonylacja
aktywacje ekspresji gendw wykazano u bakterii na przykta-
dzie czynnika transkrypcyjnego PerR [68]. Geny (miedzy
innymi geny kodujgce biatko CAT) podlegajgce regulacji
przez PerR sg indukowane H2 2w stezeniu ponizej 10 pM.
Prawdopodobnie w przypadku czynnika transkrypcyjnego
PerR w reakcji MCO dochodzi do utleniania histydyny itak
zmodyfikowane biatko PerR ulega degradacji, co z kolei
powoduje zahamowanie aktywnos$ci odpowiednich genow
[68].

Karbonylacja biatek moze takze dotyczy¢ przekazywania
sygnatu ze Srodowiska zewnetrznego do wnetrza komarki.
Stwierdzono, ze po przytaczeniu sie ligandu (endoteliny,
ET), wydzielanej przez komérki $rédbtonka naczyn krwio-
no$nych do receptora obecnego w tetnicy ptucnej cielat,
dochodzito do zwiekszonej karbonylacji biatek [69], Po 10-
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cio minutowym traktowaniu ET (30 nM) komérek izolowa-
nych z tetnicy ptucnej cielat zaobserwowano karbonylacje
biatek HSP, peroksyredoksyny, aneksyny, dehydrogenazy
fosfoglicerynianu. Rownolegle juz po 5-cio minutowym
traktowaniu komdrek tetnicy ET obserwowano wzrost za-
wartosci TLCk. Zmodyfikowane biatka podlegatly degra-
dacji w proteasomach lub procesowi ,,dekarbonylacji”. Jak
dotad nie ma jednak jednoznacznych odpowiedzi na pyta-
nie o odwracalno$¢ procesu karbonylacji. Po traktowaniu
komaérek tetnicy ptucnej ET przy réwnoczesnym podaniu
2% p-merkaptoetanolu (jako zwigzku redukujacego), nie
obserwowano zmian liczby grup karbonylowych w biat-
kach. Moze to potwierdza¢ teze, wedtug ktérej ,,dekarbo-
nylacja" zachodzi w wyniku reakcji redukcji. Wong i wspo6t-
pracownicy [69] jako pierwsi opisali, na przyktadzie tkanek
zwierzecych, mozliwo$¢ wystepowania ,,dekarbonylacji”.
Na uwage zastuguje fakt, ze po traktowaniu komoérek ET
wzrastat poziom tioredoksyny. Autorzy sugeruja, ze nie
ulegata ona karbonylacji, ale po reakcji z grupg karbonylo-
wa biatka, byta redukowana przez reduktaze tioredoksyny.
Jednym z dowod6éw potwierdzajagcym stusznos¢ tej hipote-
zy jest wzrost karbonylacji biatek nastepujacy po podaniu
inhibitora reduktazy tioredoksyny [69], Autorzy wskazuja,
ze mechanizm dekarbonylacji moze byé zwigzany z reduk-
cjg grup karbonylowych w obecnosci zwigzkéw zawierajg-
cych grupy tiolowe (-SH) [48], przy czym prawdopodobnie
chodzitoby w tym przypadku o uruchamianie proceséw en-
zymatycznych prowadzgcych do redukcji grup karbonylo-
wych, a nie 0o oddzialywania bezposrednie. Alternatywnym
postulowanym mechanizmem ,dekarbonylacji" moze by¢
dalsze przeksztatcanie grup karbonylowych w inne grupy
funkcyjne [48], co mogtoby by¢é wyja$nieniem zmian ilo-
$ciowych biatek karbonylowanych (szczeg6lnie spadku ich
zawartosci) przy jednoczesnym braku zmian aktywnosci
proteolitycznej.

Opisana powyzej reakcja dekarbonylacji w obecnosci
trioredoksyny bytaby w pewnym sensie podobna do reak-
cji denitrozylacji biatek (usuwania modyfikacji biatek wy-
wotanej przez reaktywne formy azotu), zachodzacej przy
udziale glutationu w reakcji katalizowanej tym razem przez
reduktaze S-nitrozoglutationu (GSNOR). S-nitrozylacja,
tak jak karbonylacja jest modyfikacja potranslacyjng, pole-
gajacg na podstawieniu NO do reszty cysteiny w wyniku
czego powstajg S-nitrozotiole [70,71]. Denitrozylacja biatka
zachodzgca przy udziale glutationu (transnitrozylacja glu-
tationu) prowadzi do powstania nitrozoglutationu (GSNO).
Moze on ulec przeksztatceniu w forme utleniong glutatio-
nu (GSSG), dzieki aktywnosci GSNOR [7,72,73], W proce-
sie denitrozylacji biatek, podobnie jak w dekarbonylacji,
moze uczestniczy¢ tioredoksyna [74], Proponowany jest
mechanizm polegajacy na (i) tworzeniu przez tioredoksyne
kompleksu z biatkiem za pomocg powstatego miedzy nimi
mostka disiarczkowego lub (ii) tioredoksyna nie tworzy
kompleksu z biatkiem, ale ulega S-nitrozylacji. S-nitrozylo-
wana tioredoksyna bytaby przeksztatcana do tioredoksyny
za pomocgy reakcji katalizowanej przez reduktaze tioredok-
syny [74],

Interesujgcg hipoteze dotyczacg funkcji fizjologicznej
karbonylacji biatek przedstawili Sweetlove i Molier [75].

Sugeruja oni, ze peptydy powstajagce po degradacji proteoli-
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tycznej karbonylowanych biatek mogg uczestniczy¢ w prze-
kazywaniu sygnatu w czasie stresu oksydacyjnego [58,75].
Badacze ci postuluja, ze sygnat RFT jest sygnatem ogdinym,
poniewaz nawet pomimo zdefiniowania komdrkowego
miejsca produkcji RFT nie zawsze dochodzi do zmiany
ekspresji genéw specyficznych dla tego organellum. Przy
takim zatozeniu, peptydy powstajace z karbonylowanych
biatek w okreSlonym przedziale komorki (mitochondria,
chloroplasty, peroksysomy), zawierajagce utlenione amino-
kwasy, mogtyby uczestniczy¢ w aktywowaniu genéw spe-
cyficznych dla danego przedziatu komdrkowego [58,75].
Takie sygnatowe peptydy mogtyby funkcjonowaé, jako dru-
gorzedowe przekazniki informacji RFT kierowane do jadra
komorki (Ryc. la).

REGULACJA PROCESOW KARBONYLACIJI
| UTLENIENIA BIALEK PRZEZ
REAKTYWNE FORMY AZOTU

Do reaktywnych czgsteczek wystepujagcych w komar-
kach zaliczamy oprécz RFT réwniez reaktywne formy azotu
(RFA) np.: tlenek azotu NO, ditlenek azotu N 02oraz nad-
tlenoazotyn ONOO [12]. Te czasteczki modyfikujg biatka
na zasadzie S-nitrozylacji (o czym wspominano wczesniej)
lub nitracji, polegajacej na przytaczeniu NO do pierscienia
aromatycznego reszty tyrozyny. Modyfikacje biatek wywo-
tane przez NO zostaty szczegétowo opisane w pracy prze-
gladowej w 56 tomie Postepow Biochemii [70]. RFA réwniez
moga posrednio uczestniczy¢ w modyfikacji biatek przez
utlenianie [4,27,45] lub moga wptywac na zawarto$é karbo-
nylowanych biatek [76]. Dla przyktadu, po krotkotrwatym
traktowaniu ONOO' zawiesiny chloroplastow izolowanych
z lisci soi (Glycine max), wzrasta zawarto$¢ karbonylowa-
nych biatek chloroplastowych [76]. Natomiast krotkotrwate
traktowanie chloroplastébw GSNO nie powoduje wzrostu
zawartosci karbonylowanych biatek, a nawet prowadzi do
obnizenia ich stezenia.

Nie mozna wykluczyé, ze RFA moga uniemozliwiac
karbonylacje niektérych biatek. NO, reagujac bezpos$rednio
z RFT, moze wptywaé na modyfikacje struktur komarko-
wych. Powstajgcy w takich reakcjach np. ONOOQ' rozpada
sie do NO/ i OMlub uczestniczy w utlenianiu reszt amino-
kwasowych cysteiny, metioniny, tryptofanu [71]. Pojawia
sie coraz wiecej przestanek Swiadczacych o wspotdziataniu
RFT i RFA w modyfikacji struktury i funkcji biatek.

Doswiadczenia przeprowadzone na pomaranczy gorz-
kiej (Citrus aurantium) traktowanej przez 48 h 100 pM ni-
troprusydkiem sodu (SNP) podczas wzrostu w warunkach
stresu solnego wykazaly, ze zawarto$¢ karbonylowanych
biatek w lisciach roslin kontrolnych (nie poddanych stre-
sowi) i poddanych stresowi zasolenia byta podobna [40],
Autorzy sadzag, ze modyfikacja biatek wywotana przez
NO, czyli S-nitrozylacja moze ogranicza¢ karbonylacje bia-
tek [40], S-nitrozylacja reszt cysteinowych prowadzgca do
zmian w strukturze przestrzennej biatka, moze zabezpie-
czaé biatko przed karbonylacjg [40]. Ta obnizona podatnosé
biatka na karbonylacje mogtaby by¢ zwigzana z ogranicze-
niem dostepu RFT do odpowiednich reszt aminokwaso-
wych takich jak: arginina, lizyna, prolina, czy treonina. Hi-
poteza ta, jest tym ciekawsza, ze okazato sie, iz biatka, ktére
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Tabela 1. Wykaz przyktadowych biatek podlegajacych modyfikacji za posrednic-
twem RFT i/lub RFA

biatko organizm rodzaj Pismien-
9 modyfikacji nictwo

aldolaza droz_dze kgrbopylaqa [81]
ssaki nitracja [82]

fruktozo-1,6 . .
bisfosforanu ryz karbonylacja [66]
rzodkiewnik S-nitrozylacja [83]
dehydrogenaza drozdze karbonylacja [84]
aldehydu-3- ssaki nitracja [85]
fosfoglicerynowego rzodkiewnik S-nitrozylacja [83]
drozdze karbonylacja [86]
Enolaza ssaki nitracja [87]
drozdze karbonylacja [88]
akonitaza ssaki, nitracja [85]
ryz karbonylacja [66]
rzodkiewnik S-nitrozylacja [83]
dehydrogenaza bakterie karbonylacja [88]
a-ketoglutaranu ssaki nitracja [89]
drozdze karbonylacja [90]
ssaki nitracja [85]
syntaza ATP ryz karbonylacja [66]
rzodkiewnik S-nitrozylacja [83]
SOD dysmutaza ssa}kl nitracja _ [91]
onadtlenkowa ryz karbonylacja [66]
P rzodkiewnik  S-nitrozylacja [83]
drozdze karbonylacja [81]
CAT Kkatalaza ssaki nitracja [91]
ryz karbonylacja [66]
GPX peroksydaza ssaki karbonylacja [92]
glutationowa rzodkiewnik S-nitrozylacja [83]
drozdze karbonylacja [88]
HSP 60 ssaki nitracja [93]
ryz karbonylacja [66]
ssaki karbonylacja [94]
Aktyna drozdze nitracja [91]
rzodkiewnik S-nitrozylacja [83]
ssaki karbonylacja [95]
Tubulina ssaki nitracja [96]
rzodkiewnik S-nitrozylacja [83]
. ryz karbonylacja [66]
Rubisco rzodkiewnik  S-nitrozylacja [83]

sg karbonylowane mogg réwniez podlega¢ S-nitrozylacji
lub nitracji (Tab. 1). Mozna przypuszcza¢, ze S-nitrozylacja
jako modyfikacja odwracalna, mogtaby tymczasowo zmie-
nia¢ funkcje biatka (aktywowac lub dezaktywowaé enzym)
w zaleznosci od panujacych w komorce warunkow. Sun i
wspoétpracownicy juz w 2006 roku [77] sugerowali, ze mo-
dyfikacje wywotane przez RFA mogg chronic¢ biatka przed
dalszym utlenieniem.

Modyfikacje biatek wywotane przez RFA moga réwniez,
podobnie jak karbonylacja, istotnie wptywac na ich funkcje
oraz na poziom powstajacych w komoérce RFT. Przyktadem
antyoksydacyjnej funkcji NO moze by¢ S-nitrozylacja tio-
redoksyny w komdrkach srédbtonkowych uktadu zylnego
cztowieka, powodujgca aktywacje tego biatka co prowadzi
do ograniczenia wewngtrzkomorkowego stezenia RFT [78].
Okazuje sie, ze aktywno$¢ enzymow biorgcych udziat w
kontrolowaniu stezenia RFT, a zawierajagcych aktywna resz-
te cysteiny (ang. active Cys), takich jak CAT, GR, GPX, moze
by¢ regulowana przez S-nitrozylacje [77]. NO moze réwniez

40

uczestniczy¢ bezposrednio w hamowaniu powstawania
OH, przez wigzanie wolnych jonéw Fe+2[79] lub posrednio
w wyniku przeksztatcania akonitazy obecnej w cytosolu w
IRP (ang. iron regulatory protein) [80], W ten spos6b nie po-
wstaje niebezpieczny OH, odpowiadajacy miedzy innymi
za tworzenie grup karbonylowych w biatkach.

PODSUMOWANIE

RFT w zaleznosci od réznych czynnikéw, w tym takze
stresow $rodowiskowych, mogag petni¢ rézne funkcje w
komérkach roslinnych: cytotoksyczne lub/i informacyjne
(Rye. 1). W trakcie niezaktéconego rozwoju organizmu ro-
§linnego RFT sg stale produkowane w takich organellach
komoérkowych jak: mitochondria, chloroplasty, peroksy-
somy, $ciana komoérkowa, a takze w obrebie cytoplazmy.
Spetniajg wowczas funkcje sygnatowg i razem z RFA moga
regulowac¢ metabolizm komérki oraz znakowaé np. niepra-
widtowe biatka powstajgce w trakcie btednej transkrypcji
lub translacji [64] (Ryc. la). Mozna przypuszczaé, ze majg-
ca wowczas miejsce, modyfikacja biatek jest specyficzna i
stanowi swoisty element szlaku sygnalizacyjnego, a takze
uczestniczy w ochronie komoérki przed nieprawidtowymi
biatkami. W warunkach, kiedy komdérkowy system anty-
oksydacyjny, dziatajacy jako system modyfikujacy stezenie
RFT, nie jest w stanie dostatecznie kontrolowac stezenia
RFT/RFA mozemy mowié¢ o indukcji stresu oksydacyjne-
go i stresu nitrozacyjnego, ktore towarzyszg wielu stresom
abiotycznym i biotycznym. Prawdopodobnie wdwczas z
powodu wysokiego stezenia RFT dochodzi do przypadko-
wej modyfikacji niespecyficznych biatek za posrednictwem
RFT. Modyfikacje te moga prowadzi¢ do utraty funkcji
przez niektére enzymy, w tym takze kluczowe enzymy
systemu antyoksydacyjnego, przez co komédrka nie jest w
stanie diuzej przeciwdziata¢ wzrastajgcemu stezeniu RFT, a
to prowadzi do jej Smierci (Ryc. Ib). Karbonylacja biatek be-
daca jedng z potranslacyjnych modyfikacji biatek moze by¢
z jednej strony uznawana za marker stresu oksydacyjnego,
ale jednoczes$nie prawdopodobnie stanowi istotny element
w sygnalizacji wewngatrzkomérkowej, podobnie jak mody-
fikacje biatek wywotywane przez NO [70]. Jak przedstawio-
no na rycinie la, peptydy powstajagce w konkretnych orga-
nellach komérkowych po proteolitycznej degradacji karbo-
nylowanych biatek, mogtyby modyfikowaé transkrypcje
genow specyficznych dla danego przedziatu komérkowe-
go. Takie sygnatowe peptydy mogtyby funkcjonowac, jako
drugorzedowe, przekazniki informacji RFT kierowane do
jadra komorki.
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Protein carbonylation and its role in physiological processes in plants

Karolina Debska, Renata Bogatek, Agnieszka Gniazdowska
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ABSTRACT

Plant cells produce reactive oxygen species (ROS) continuously as a byproducts of oxygen metabolism and reaction to various environmental
stresses. ROS are considered as chemicals inducing damage of cellular components (DNA, lipids and proteins), but also might act as signaling
agents. Protein oxidation is one of covalent modification of protein induced by ROS or other products of oxidative stress. Carbonylation of
particular amino acid residues (arginine, lysine, treonine or proline) is one of the most commonly occurring oxidative modification of proteins.
This modification might lead to alteration in protein activity, its proteolytic breakdown or, in the opposite, aggregate formation. Carbonylated
proteins have been identified in many plant species at different stage of growth and development. The analysis of subcellular localization of
carbonylated proteins arised the hypothesis on their signaling function. We summarize the current knowledge on the detection of carbonyl-
ation protein in plants taking to the account the conditions which may influence their production or removal. We present also their putative
role in plant physiology and discuss interaction between ROS and RNS in regulation of protein carbonylation.
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STRESZCZENIE

otosynteza C4 jest serig zmian anatomicznych i biochemicznych zwiekszajgcych stezenie

CO02w miejscu dziatania Rubisco, w celu ograniczenia/wyeliminowania procesu foto-
oddychania. Prowadzi to do wzrostu wydajnosci fotosyntetycznej i przyrostu biomasy. Jest
przystosowaniem do wysokich natezen $wiatta, podwyzszonej temperatury i suszy. U ro-
§lin C4 wystepuja zwykle dwa typy komoérek otaczajacych radialnie wigzke przewodzaca
i uczestniczacych w fotosyntezie, komoérki mezofilu i komérki pochew okotowigzkowych.
Procesy asymilacji i redukcji C02rozdzielone sg przestrzennie i katalizowane sg przez dwa
rézne enzymy. Jedynie w chloroplastach komdrek pochew okotowigzkowych zachodzi cykl
Calvina i wystepuje Rubisco, natomiast pierwotne wigzanie C02odbywa sie w komérkach
mezofilu przy udziale karboksylazy fosfoenolopirogronianowej, a w chloroplastach zacho-
dzg tylko reakcje Swietlne fotosyntezy. Ré6znice te prowadza réwniez do zmian potencjatu
redoks w obu typach komérek. Rosliny C4 zostaty podzielone na trzy podtypy ze wzgledu na
mechanizm dekarboksylacji C4 kwaséw. Rosliny o typie ,,C4-like" stanowi¢ bedg podstawe
wyzywienia ludzi oraz zwierzat w najblizszych dziesiecioleciach.

WPROWADZENIE - EWOLUCJA ROSLIN C4

Fotosynteza typu C4 wystepuje u ponad 7500 gatunkoéw roslin. Ewolucja ro-
§lin C3 do C4 zachodzita niezaleznie ponad 50 razy w co najmniej 19 rodzinach
roslin, zaréwno jednolisciennych, jak i dwulisciennych i okoto 75% przedstawi-
cieli typu C4 znajduje sie w czterech rodzinach Chenopodiaceae, Amaranthaceae,
Euphorbiaceae i Asteraceae [1]. Ewolucja C4 jest znakomitym przykiadem zmian
konwergencyjnych w odpowiedzi na zmiany $rodowiska. Jest adaptacjg roslin
pozwalajacg na wysoka produktywno$¢ w warunkach podwyzszonej tempera-
tury i obnizonego stezenia CO,,. Fotosyntetyczna produktywnos¢ roslin C4 jest
1,5-2razy wyzszaniz uroslin C3, dlatego tez prowadzone sg intensywne badania
nad wykorzystaniem roslin C4 jako zrédta energii oraz w inzynierii genetycznej
do uzyskania ryzu ,,C4 -like" waznego w produkcji zywnosci [2,3], Zmieniajgce
sie warunki srodowiskowe byty gtbwnym motorem w procesie ewolucji prowa-
dzacej do roznych podtypow fotosyntezy C4. Poznanie mechanizmdw fotosyn-
tezy C4 jest wyzwaniem dla inzynierii genetycznej w celu projektowania roslin
.,C4-like" o zwiekszonej wydajnosci fotosyntetycznej w r6znych strefach klima-
tycznych. Badania przeprowadzone na roslinach ryzu wykazaty, ze wzrost syn-
tezy biatek kluczowych enzyméw fotosyntetycznych miat nieznaczny wptyw na
natezenie fotosyntezy, a jednocze$nie obserwowano kartowacenie otrzymanych
roslin [3]. Jak dotad nie powiodty sie badania nad uzyskaniem z ro$lin C3 roslin
,C4-like".

Rosliny C4 wystepuja w strefie tropikalnej, subtropikalnej oraz strefach o
podwyzszonej temperaturze (np. Australia, Afryka wschodnia, Ameryka Pot-
nocna (Meksyk), Ameryka Potudniowa, Azja Centralna). Wiekszos¢ roslin C4
nalezy do traw (okoto 4500 gatunkdéw), u ktérych fotosynteza C4 po raz pierw-
szy pojawita sie okoto 35-24 min fat temu, najmtodsze pochodzg sprzed 7-5 min
lat. Najwieksza liczba gatunkéw C4 wystepuje w podrodzinie Chloridoideae i
Panicoideae. Hamowanie natezenia fotosyntezy pod wptywem suszy, podwyz-
szonej temperatury i zasolenia zwieksza sie u roslin w atmosferze o obnizonym
stezeniu CO, ograniczajgc ich wzrost i reprodukcje [1]. Poniewaz rosliny C4 wy-
stepuja gtownie w regionach goracych, suchych i/lub stonych, przyjmuje sie, ze
szlak C4 wyksztatcit sie jako odpowiedZ na obnizenie stezenia CO, w atmosferze
do poziomu nizszego niz wystepujacy obecnie. Ws$réd roslin C4 wystepujg tez
gatunki przystosowane do zycia w obnizonej temperaturze, spotykane sg one
zar6wno w tundrze, jak ilasach borealnych. Chociaz gatunki te sg przystosowa-
ne do obnizonej temperatury, wymagaja jednak podczas dnia wyzszych tempe-
ratur, co bezposrednio wynika z wasciwosci katalitycznych enzymu Rubisco.
Fotosynteza C4 wystepuje réwniez u glonow [4].
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Fotosynteza C4
Optymalizagja
proceséw
Integraga proceséw

Wzrost aktywnosci
PEPC
Dekarboksylagja glicyny w komorkach

pochew okotowigzkowych

Wzrost liczby chloroplastéw w komérkach
otaczajacych wigzke przewodzaca

ekspresja gendow

MOUWIAZUD DSOMIDSEM

Zmiany anatomiczne (wzrost gestosci wiazek)

[ Zmiany genetyczne (np. duplikaga gendéw) l
Fotosynteza C3

Rycina 1. Model przedstawiajacy gtéwne etapy ewolucji roslin C4.

Zmiany ewolucyjne roslin C4 dotyczg zar6wno anato-
micznych, jak i biochemicznych modyfikacji, nie jest nato-
miast jasne, ktore z nich pojawity sie jako pierwsze. Istnieje
wiele gatunkdw roslin wykazujgcych witasciwosci posred-
nie miedzy roslinami C3 i C4, okre$la sie je jako roSliny
przejsciowe typu C3-C4 [5], Metabolizm C4 jest komplekso-
wag adaptacjg drogi C3 prowadzgcg do ograniczenia procesu
fotooddychania. Dokonato sie to poprzez zwigkszenie ste-
zenia CO, w miejscu dziatania Rubisco, przy udziale pom-
py biochemicznej C02 Rédwniez ewolucja C4-specyficznej
karboksylazy fosfoenolopirogronianowej (PEPC) zachodzi-
ta niezaleznie co najmniej 8 razy z tego samego C3-PEPC
enzymu. Obserwowane réznice pomiedzy C3 PEPC i C4
PEPC dotycza zmian w obrebie 21 reszt aminokwasowych
[6], Drogi ewolucji ro$lin C4 mozna podzieli¢ na kilka eta-
péw (Ryc. 1).

Do najwazniejszych nalezg zmiany genetyczne prowa-
dzace do powstania wielu kopii genow i nastepnie ich mo-
dyfikacji, z jednoczesnym zachowaniem pierwotnej funkcji
oraz zmiany anatomiczne, polegajace na zwiekszeniu za-
réwno liczby, jak i gestosci wigzek przewodzgcych, wazne
w warunkach o ograniczonej dostepnos$ci wody i majgcych
rdbwniez znaczenie mechaniczne. Spowodowato to w kon-
sekwencji zwiekszenie liczby komérek otaczajacych wigzke
i wzrost liczby chloroplastow, peroksysomoéw i mitochon-
driow w tych komorkach. Zmiany w ekspresji gendw ko-
dujacych podjednostki dekarboksylazy glicyny, kluczowe-
go enzymu fotooddechowego i obecno$é ich w komaérkach
otaczajacych wigzke przewodzacg miaty istotny wptyw na
zwiekszenie stezenia CCL w tych komdrkach. Decyduja-
ce znaczenie dla powstania metabolizmu C4 miato jednak
zwiekszenie zawarto$ci PEPC i anhydrazy weglanowej w
cytoplazmie komérek mezofilowych (M) oraz oddzielenie
przestrzenne dwdch reakcji karboksylacji, zenzymem Rubi-
sco wystepujacym tylko w chloroplastach komorek pochew
okotowigzkowych (BS). Rdzne zapotrzebowanie energe-
tyczne ina czynniki redukcyjne komérek M i BSumozliwi-
to optymalizacje i integracje roznych drég metabolicznych
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w komorkach. Sugeruje sie, ze regulacja ekspresji gendéw
odpowiedzialnych za rozwdj i réznicowanie dwoch typow
komarek u roslin C4 nie jest znaczaco rézna od dziatajacej u
roslin C3. Procesy rozwojowe i metaboliczne roslin C3 sta-
nowity platforme dla pojawienia sie zmian anatomicznych
i metabolicznych charakterystycznych dla rosélin C4. Brak
jest jednak informacji o czynnikach regulacyjnych odpo-
wiedzialnych za ekspresje genéw w obu typach komorek.
Wykrycie roznej ekspresji gendw czynnikdw transkrypcyj-
nych GOLDEN2-LIKE (GLK) w M i BS moze stanowi¢ istot-
ny krok w badaniach regulacji funkcji genéw w obu typach
komorek [7].

METABOLIZM C4

Fotosynteza C4 to cykl reakcji enzymatycznych zacho-
dzacych w komdrkach mezofilu i pochew okotowigzko-
wych takich roslin, jak np. kukurydza, sorgo, trzcina cukro-
wa i innych traw strefy podzwrotnikowej, pozwalajacy na
wigzanie C02iprzeksztatcenie go do cukréw. Rosliny o tym
typie fotosyntezy charakteryzuje najczesciej radialna budo-
wa anatomiczna, gdzie wigzka przewodzgca otoczona jest
komoérkami tzw. pochwy okotowigzkowej, ktére nastepnie
otoczone sg komdrkami mezofilowymi (budowa Kranz).
Komérki pochwy okotowigzkowej majg u wielu gatunkow
grube S$ciany zewnetrzne, przesycone suberyng utrudnia-
jaca dyfuzje C02 Kontakt miedzy komérkami zapewniajg
plazmodesmy. W fotosyntezie typu C4, procesy asymilacji
i redukcji C02rozdzielone sg przestrzennie i katalizowane
przez dwa rézne enzymy: PEPC oraz Rubisco. Asymilacja
dwutlenku wegla zachodzi w cytoplazmie komérek mezo-
filu, gdzie CO, przeksztatcany jest poczatkowo przez anhy-
draze weglanowag do jonu H C03, ktéry nastepnie jest przy-
tagczany do fosfoenolopirogronianu (PEP) z wytworzeniem
szczawiooctanu (OAA). Ten etap jest wspdlny dla wszyst-
kich typow fotosyntezy C4. Nastepne etapy metabolizmu
szczawiooctanu réznig sie u poszczeg6lnych podtypow
roslin C4. OAA przeksztatcany jest do jabtczanu lub aspara-
ginianu i kwasy te transportowane sg do komérek pochew
okotowigzkowych, w ktérych nastepuje ich dekarboksyla-
cja.

Proces dekarboksylacji moze by¢ katalizowany przez
trzy rodzaje enzymoéw: enzym jabiczanowy zalezny od
NADP, enzym jabtczanowy zalezny od NAD oraz przez
karboksykinaze PEP. Uwolniony w procesie dekarboksy-
lacji, CO, ulega asymilacji przez enzym Rubisco (ktérego
wystepowanie ogranicza sie tylko do chloroplastow komé-
rek BS) i zachodzi redukcja CO, w cyklu Calvina-Bensona.
Powstajagce w procesie dekarboksylacji zwigzki, powracaja
do komoérek mezofilu, gdzie regenerowany jest fosfoenolo-
pirogronian (PEP), pierwszy akceptor CO,. Reakcja fosfo-
rylacji pirogronianu do PEP jest katalizowana przez enzym
dikinaze fosfopirogronianu (PPDK), zlokalizowang w chlo-
roplastach komoérek mezofilu i w ten sposéb dochodzi do
zamkniecia cyklu [8]. Takie przestrzenne rozdzielenie pro-
ces6w asymilacji i redukcji CO, pozwala nawet na ponad
dziesieciokrotne (w poréwnaniu ze stezeniem CO, w po-
wietrzu) zwiekszenie stezenia dwutlenku wegla w komor-
kach BS [9], Utrzymanie wysokiego stezenia CO, w komér-
kach BSwigze sie po czesci rowniez z brakiem lub niewielka
zawartoscia enzymu anhydrazy weglanowej. Zapobiega to
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szybkiemu przeksztatcaniu dwutlenku wegla w anion we-
glanowy, ktéry nie jest substratem dla Rubisco [10].

Procesy syntezy sacharozy i skrobi sg rdwniez rozdzie-
lone miedzy dwa typy komorek. Sacharoza syntetyzowana
jest gtéwnie w komdrkach mezofilu, natomiast skrobia w
komdrkach pochew okotowigzkowych, ale enzymy odpo-
wiedzialne za przeprowadzenie tych reakcji zostaty znale-
zione w obu typach komoérek [11].

BUDOWA LISCI ROSLIN C4

Przestrzenne rozdzielenie proceséw asymilacji i redukcji
C02pociaga za sobg szereg przystosowan w anatomii i ul-
trastrukturze liscia [8]. Wyr6zniono rozne typy budowy li-
Sci roslin C4. W najczesciej spotykanym typie, odznaczajgce
sie grubymi $cianami komdrki pochew okotowigzkowych,
Scisle otaczajg pojedynczg wigzke przewodzacg, natomiast
komdrki mezofilu, o znacznie cieniszych $cianach, zlokali-
zowane sa miedzy epiderma liscia a komérkami BS [12].
Natomiast u niektorych roslin C4 z rodzaju Cleome, a takze
u przedstawicieli z rodziny astrowatych (Asteraceae) oraz
komosowatych (Chenopodiaceae), kilka wigzek przewodzg-
cych otoczonych jest przez jeden pierScien komdrek pochew
okotowigzkowych, a te z kolei otacza pojedynczy pierScien
komoérek mezofilu [13,14]. Ponadto komorki mezofilu z ko-
morkami pochew okotowigzkowych taczy gesta sie¢ pla-
smodesm, przez ktére zachodzi intensywny transport meta-
bolitow [8]. W lisciach roslin C4 wystepuje znacznie wiecej
wigzek przewodzacych, w poréwnaniu z lis§émi roslin C3
[15]. U rodlin dwulisciennych z rodzaju Flaveria nie dotyczy
to zageszczenia wigzek gtéwnych, lecz tych o wyzszej rze-
dowosci (od czwartorzedowych w gore) [16]. Zwiekszenie
gestosci wiazek przewodzacych poprawia zaopatrzenie li-
§ci w wode, co jest wazne w goracych i suchych warunkach.
Ma tez wptyw na wiasciwosci mechaniczne liscia, co nie jest
bez znaczenia w siedliskach wietrznych [1]. Stwierdzono
takze, ze u roslin C4 stosunek ilosci komérek M do BS jest
nizszy w poréwnaniu z C3 i u niektoérych przedstawicieli
moze on wynosi¢ nawet 1:1 [15,16]. Zwykle w fotosyntezie
typu C4 reakcje karboksylacji rozdzielone sg przestrzennie
miedzy dwa typy komorek, jednakze u niektérych gatun-
kéw caty proces moze odbywacé sie w obrebie jednej ko-
morki. Dotyczy to zarowno gatunkdéw wodnych, takich jak
Hydrilla oertillata i Egeria densa [18], jak i ladowych: Bienertia
cycloptera i Borszczowia aralocaspica [19].

U Suaeda aralocaspica (wczes$niej Borszczowia aralocaspica),
dwa typy chloroplastow przeprowadzajacych rézne reak-
cje fotosyntetyczne, rozmieszczone sa w innych cze$ciach
komérki miekiszu, jeden przy Scianie graniczacej z wigzka
przewodzgca, a drugi po przeciwnej stronie komarki [19].
Natomiast u Bienertia cycloptera i Bienertia sinuspersici, asy-
milacja CO, z udziatem karboksylazy PEP zachodzi w pery-
ferycznej cze$ci komorek migkiszu, gdzie zlokalizowane sg
rowniez chloroplasty posiadajgce enzym dikinaze pirogro-
nian:Pi zaangazowang w regeneracje PEP. Natomiast proce-
sy dekarboksylacji i redukcji dwutlenku wegla (charaktery-
styczne dla komérek BS) zachodzg w centralnym przedziale
komarki, odznaczajagcym sie duzym skupiskiem chloropla-
stow, mitochondriow i peroksysomow, tworzacych kolistg
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strukture. Oba te przedzialy oddzielone sg od siebie duza
wakuola [20],

WEASCIWOSCI ENZYMOW C4

Enzymy charakterystyczne dla fotosyntezy typu Cé4:
karboksylaza fosfoenolopirogronianowa (PEPC), dikinaza,
enzymy przeprowadzajgce proces dekarboksylacji kwaséw
w komodrkach pochew okotowigzkowych, aminotransfera-
zy, obecne sg réwniez w komdrkach roslin C3, jednakze ich
aktywnos$¢ u roslin C4 jest od kilkunastu do kilkudziesieciu
razy wyzsza w poréwnaniu z roslinami C3 [8]. W przypad-
ku karboksylazy PEP, sekwencja reszt aminokwasowych
enzymu wystepujgcego u przedstawicieli C3 i C4 rodzaju
Flaceria, jest homologiczna w 96%, enzymy te r6znig sie
jednak wiasciwosciami kinetycznymi [21] oraz sposobem
regulacji [22]. Fakt, ze rézne reakcje fotosyntezy, zachodza
w mezofilu i komérkach pochew okotowigzkowych roslin
C4, wigze sie z inng ekspresjg gendw w tych komarkach.
Wydaje sig, ze regulacja ekspresji genéw specyficznych dla
komaérek mezofilu odbywa sie gtéwnie na poziomie trans-
krypcji [23], podczas gdy dla komérek BS moze odbywac
sie zarbwno na poziomie transkrypcji, jak i na poziomie
potranskrypcyjnym (np. ekspresja genéw kodujacych Ru-
bisco) [24].

PODTYPY METABOLICZNE ROSLIN C4

W zaleznosci od enzymu przeprowadzajacego proces
dekarboksylacji, miejsca dekarboksylacji w komadrkach
pochew okotowigzkowych, a takze od rodzaju transporto-
wanego kwasu karboksylowego, w fotosyntezie typu C4
wyrozniono trzy podtypy metaboliczne: NADP-ME, NAD-
-ME i PEP-CK [25], Oprocz réznic w reakcjach fazy ciemnej
fotosyntezy, rosliny nalezace do poszczegdlnych podtypow
charakteryzujg sie swoistymi cechami anatomicznymi i
ultrastrukturalnymi. Cechy charakterystyczne poszcze-
gélnych podtypéw reprezentujgcych fotosynteze typu C4
przedstawione zostaty w tabeli 1.

U podtypu NADP-ME (Ryc. 2), ktérego przedstawiciela-
mi sa m. in.: kukurydza, trzcina cukrowa, sorgo, powstaty
w reakcji karboksylacji fosfoenolopirogronianu szczawiooc-
tan, redukowany jest do jabtczanu. Reakcja ta zachodzi w
chloroplastach komorek mezofilu i katalizowana jest przez

Rycina 2. Rozmieszczenie chloroplastow w komérkach mezofilowych (M) i po-
chew okotowigzkowych (BS) kukurydzy (podtyp NADP-ME) (zdjecie A. Dro-
zak).
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Tabela 1. Cechy charakterystyczne dla wyréznienia podtyp6w roslin C4 opraco-
wane na podstawie literatury.

NADP-ME
podtyp

NAD-ME
podtyp

PEPCK
podtyp

M BS M BS M BS

Cecha

Rubisco (plastyd) + + +
PEPC (cytosol) + + +
Pobieranie CO, + + +

NADP- ME

(plastyd)

NAD- ME

(mitochondrium)

PEPCK (cytosol) - - + +

Transport
jabtczanu + - +
(plazmodesmy)

Transport

pirogronianu + +
(plazmodesmy)

Transport

asparaginianu + +
(plazmodesmy)

Transport alaniny

+ +
(plazmodesmy)

M, mezofil; BS, komérki pochew okotowigzkowych; +, obecny; -, brak

enzym dehydrogenaze jabiczanowgq, zalezng od NADPH.
Nastepnie jabtczan transportowany jest do chloroplastow
komérek pochew okotowigzkowych, gdzie nastepuje jego
dekarboksylacja, katalizowana przez enzym jabiczanowy
zalezny od NADP. W wyniku tej reakcji powstaje C 02 ktory
jest wigczany do cyklu Calvina-Bensona oraz pirogronian,
ktory transportowany jest do chloroplastow komorek me-
zofilowych. Tam dikinaza fosfopirogronianowa, zuzywajac
ATP, przeksztatca pirogronian do fosfoenolopirogronianu.
W ten sposéb cykl ulega zamknieciu [8].

Charakterystyczna cecha roslin o podtypie fotosyntezy
NADP-ME jest obecno$¢ warstwy suberyny w $cianie ko-
morek pochew okotowigzkowych, sasiadujagcych z komar-
kami mezofilu [26], odSrodkowe utozenie chloroplastow
w komérkach BS (Ryc. 2), a takze zréznicowanie struktury
chloroplastéw. Chloroplasty w mezofilu maja budowe gra-
nowg i sg mniejsze od chloroplastow komdrek pochew oko-
towigzkowych, ktore sa bezgranowe lub posiadaja szczat-
kowe grana (Ryc. 3) [27,28].

Chloroplasty dwéch typéw komdrek roznig sie takze
udziatem poszczegdlnych fotosysteméw w btonach tylako-
idowych. Dominujacym fotouktadem w chloroplastach BS
jest fotouktad I (PSI). Poczatkowo uwazano, ze chloroplasty
te nie posiadajg fotouktadu Il (PSU) [29,30], Potem stwier-
dzono, ze jest on obecny, ale jest go znacznie mniej niz w
chloroplastach granowych ijest nieaktywny, ze wzgledu na
brak biatka OEC33 z kompleksu utleniajagcego wode oraz, ze
budowg PSU odpowiada kompleksowi z bton stromowych
chloroplastow roslin C3 (wystepuje w postaci monomeru)
[31]. Wykazano jednak, ze PSU w chloroplastach z komoérek
pochew okotowigzkowych posiada wszystkie podjednostki
kompleksu utleniajagcego wode ijest w stanie transportowac
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elektrony zH2 [32], Mimo ze chloroplasty BS nie posiadajg
gran, obecne sg tam biatka komplekséw antenowych LHCII
[33]. W przypadku Lhcbl i Lhcb2 stosunek ich zawartosci
w poréwnaniu z zawartoscig biatek rdzeniowych PSU jest
znacznie wyzszy niz w chloroplastach mezofilowych [34].
Ponadto PSU w chloroplastach BS wystepuje w formie di-
meru, a nawet wraz z kompleksem antenowym LHCII,
moze tworzy¢ superkompleksy i swojg strukturg nie przy-
pomina PSU zlokalizowanego w lamellach stromy roslin C3
[35]. Rola PSU w chloroplastach pochew okotowigzkowych
nie jest jeszcze doktadnie poznana, ale mozna przypusz-
czaé, ze chroni PSI przed fotooksydacja.

Struktura chloroplastéw komorek pochew okotowigzko-
wych, a takze znacznie wiekszy udziat PSI niz PSU, $wiad-
cza otym, ze w chloroplastach BS zachodzi gtownie cyklicz-
ny transport elektronéw, a produktem fazy jasnej jest ATP.
Potwierdza to takze obecnos¢ dwdch izoform ferredoksyny,
réznigcych sie powinowactwem do reduktazy ferredoksy-
na: NADP+[36], ktdrych synteza jest tkankowo specyficzna.
Ponadto ferredoksyna Il (specyficzna dla chloroplastéw BS)
wydaje sie mie¢ wiekszg zdolnos¢ do transportu elektronéw
na kompleksy biorgce udziat w transporcie cyklicznym [37],
Zaobserwowano réwniez wiekszg ekspresje genéw kodujg-
cych kompleks dehydrogenazy (NDH) [38] oraz zwiekszo-
ng zawarto$¢ biatka w komérkach BS w poréwnaniu z M.
Ostatnie badania prowadzone na ro$linach z rodzaju Flave-
rha przeprowadzajacych fotosynteze typu: C4, C3-C4 oraz
C3 wykazaty zwiekszong zawarto$é kompleksu NDH oraz
biatka PGR5 w roslinach C4, w poréwnaniu z pozostatymi
typami oraz ich specyficzng lokalizacje w komodrkach BS

Rycina 3. Ultrastruktura chloroplastéw komorek pochew okotowigzkowych (BS)
i mezofilu (M) kukurydzy (zdjecie A. Drozak).
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boksylaza/oksygenaza rybulozo-1,5-bisfosforanu.

[39], Udziat biatka PRG5 w cyklicznym transporcie elektro-
now réwniez potwierdzono u Arabidopsis thaliana [40].

U podtypu NADP-ME gtéwnym produktem fazy jasnej
fotosyntezy w chloroplastach BSjest ATP, NADPH potrzeb-
ne do redukcji 3-fosfoglicerynianu (3-PGA) w cyklu Calvi-
na-Bensona, pochodzi z reakcji dekarboksylacji jabtczanu
przeprowadzanej przez enzym jabiczanowy zalezny od
NADP+ (Ryc. 4). Potowa powstajgcego 3-PGA transporto-
wana jest do chloroplastow mezofilowych, gdzie zachodzi
jego redukcja do aldehydu 3-fosfoglicerynowego (G3P), kt6-
ry nastepnie moze by¢ transportowany do chloroplastow BS
i wigczany na dalszym etapie do cyklu Calvina-Bensona [8].

U ros$lin C4 reprezentujgcych podtyp NAD-ME (Ryc. 5),
ktérego przedstawicielem jest np. proso zwyczajne, po-
wstajacy w cytoplazmie szczawiooctan przeksztatcany jest
przez enzym aminotransferaze asparaginianowg (AsSpAT)
do asparaginianu i w tej postaci transportowany do mi-
tochondriéw komoérek pochew okotowigzkowych. Tam
nastepuje jego deaminacja i ponowne przeksztatcenie w
szczawiooctan, ktéry redukowany jest do jabtczanu przez
enzym dehydrogenaze jabiczanowg, zuzywajagcg NADH.
W mitochondriach zachodzi réwniez dekarboksylacja jabt-
czanu, katalizowana przez enzym jabtczanowy zalezny od
NAD. Produktami tej reakcji sg: C02 ktory jest wigczany w
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chloroplastach do cyklu Calvina-Bensona oraz pirogronian,
ktory w cytoplazmie przeksztatcany jest przez aminotrans-
feraze alaninowg (A1AT) do alaniny i nastepnie transporto-
wany do komorek mezofilu. W cytoplazmie komdrek me-
zofilu zachodzi odtworzenie pirogronianu, a jego fosfory-
lacja i przeksztatcenie do fosfoenolopirogronianu zachodzi
w chloroplastach i jest katalizowana przez enzym dikinaze
fosfopirogronianu [8].

Pod wzgledem budowy anatomicznej, przedstawiciele
podtypu NAD-ME wyro6zniaja sie dosrodkowym umiesz-
czeniem chloroplastéw i mitochondriéw w komaérkach po-
chew okotowigzkowych [27], znacznie wiekszym udziatem
tych organelli (szczegélnie mitochondriow) w komorkach
BS [28] oraz brakiem warstwy suberyny w $cianach komor-
kowych [26] (Ryc. 6).

Takie utozenie chloroplastéw i mitochondriéw zapobie-
ga dyfuzji C02z komorek BS przy braku dodatkowej barie-
ry, jakg stanowi warstwa suberynowa. Charakterystyczng
cechag podtypu sg tez wieksze rozmiary chloroplastéw i pe-
roksysomow zlokalizowanych w komoérkach BS w poréw-
naniu z mezofilowymi, natomiast wielko$¢ mitochondriow
nie rézni sie w obu typach komoérek [28]. Chloroplasty M i
BS majg strukture granowg [27], zdolne sg do wytwarzania
ATP i NADPH w fazie jasnej fotosyntezy [8], ale r6znig sie
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Rycina 5. Reakcje fazy ciemnej fotosyntezy u podtypu metabolicznego NAD-ME
ro$lin C4. Schemat wykonano na podstawie Hatch'a [8]. Kolorem czerwonym
oznaczono enzymy katalizujace reakcje. ALAT - aminotransferaza alaninowa;
AspAT - aninotransferaza asparaginianowa; MDH - dehydrogenaza jabtczano-
wa; ME - enzym jabtczanowy; OAA - szczawiooctan; PEP - fosfoenolopirogro-
nian; PEPC - karboksylaza PEP; PPDK - dikinaza pirogronian:Pi; Rubisco - kar-
boksylaza/oksygenaza rybulozo-1,5-bisfosforanu.
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Rycina 6. Rozmieszczenie chloroplastéw w komdérkach mezofilowych (M) i po-

chew okotowigzkowych (BS) prosa zwyczajnego (podtyp NAD-ME) (zdjecie A.
Drozak).

ultrastrukturg i udziatem PSU. Chloroplasty komérek po-
chew okotowiazkowych u roélin nalezagcych do podtypu
NAD-ME charakteryzuje wiekszy udziat bton $ciesnionych
Il [42,43] w poréwnaniu z chloroplastami mezofilowymi.
Podobne strukturalne zréznicowanie chloroplastéw wyste-
puje u Binertia cycloptera, rosliny nalezacej do podtypu NAD-
-ME [44], u ktérej proces fotosyntezy zachodzi w obrebie
jednej komorki. Chloroplasty znajdujace sie w centralnym
przedziale komoérki (funkcjonalnie odpowiadajace chloro-
plastom z komérek BS) majg 1,5-raza wiekszy indeks grano-
wy iwiekszy rozmiar gran w poréwnaniu z chloroplastami
zlokalizowanymi w czesci peryferycznej (odpowiadajacymi
chloroplastom z komdérek mezofilu) [45]. W przeciwien-
stwie do roslin z podtypu NADP-ME, u tego podtypu pro-
ponuje sie wiekszy udziat cyklicznego, zaleznego od NDH,
transportu elektronéw w chloroplastach mezofilowych w
porownaniu z chloroplastami komérek pochew okotowiaz-
kowych. Znajduje to odzwierciedlenie w znacznej réznicy
w zawartos$ci biatka NDH miedzy komérkami M i BS [46],
Moze mie€ to rowniez zwigzek z wigkszym zapotrzebowa-
niem komérek mezofilu na ATP powstajagce w fazie jasnej
fotosyntezy [8].

W przeciwienstwie do wczesniej opisanych podtypow,
ktorych przedstawiciele nalezg zaréwno do roslin jedno-,
jak i dwulisciennych, podtyp PEPCK spotykany jest wy-
facznie u roslin jednolisciennych [47], Charakteryzuje si¢ on
bardziej ztozonym przebiegiem fazy ciemnej fotosyntezy
(Ryc. 7). Z komorek mezofilu do komorek pochew okoto-
wigzkowych mogg by¢ transportowane zardwno jabtczan,
jak i asparaginian, a reakcja dekarboksylacji moze zachodzi¢
przy udziale dwoch enzyméw. W pierwszym przypadku,
powstajacy, w wyniku karboksylacji fosfoenolopirogronia-
nu (PEP) szczawiooctan, moze by¢ przeksztatcany (tak jak
u podtypu NAD-ME) w asparaginian, ktéry jest nastepnie
transportowany do cytoplazmy komérek pochew okoto-
wigzkowych. Asparaginian ulega tam deaminacji do szcza-
wiooctanu, substratu dla karboksykinazy PEP (PEP-CK).
Enzym ten, zuzywajgc czasteczke ATP, przeksztatca OAA
do fosfoenolopirogronianu i CO, [48]. Nastepnie PEP wraca
do komorek mezofilu, gdzie moze by¢ ponownie karboksy-
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lowany, a CO, witgczany jest do cyklu Calvina-Bensona w
chloroplastach BS.

Drugim z mozliwych sposob6w przebiegu fazy ciemnej,
jest redukcja szczawiooctanu do jabtczanu. Reakcja ta, po-
dobnie jaku u podtypu NADP-ME zachodzi w chloropla-
stach mezofilu i katalizowana jest przez dehydrogenaze
jabtczanowa, zalezng od NADP. Jabtczan transportowany
jest do mitochondriow komorek BS i tam zachodzi jego
dekarboksylacja przy pomocy enzymu jabtczanowego za-
leznego od NAD. Uwolniony CO, wigczany jest do cyklu
Calvina-Bensona, a powstajgcy NADH moze stuzy¢ jako
substrat dla tancucha oddechowego. Produktem tej reakcji
jest rowniez pirogronian, przeksztatcany w cytoplazmie do
alaniny. Alanina transportowana jest do komorek mezofi-
lowych, tam ulega deaminacji, a odtworzony pirogronian
stuzy jako substrat dla dikinazy fosfopirogronianu i prze-
ksztatcany jest w PEP [8]. Szacuje sig, Zze oba te sposoby de-
karboksylacji dostarczaja w rownym stopniu CO, do cyklu
Calvina-Bensona. ATP, zuzywany przez karboksykinaze
PEP moze pochodzi¢ z utlenienia NADH, wytwarzanego w
mitochondriach w reakcji dekarboksylacji jabtczanu przez
enzym jabtczanowy zalezny od NAD [49].

U roslin wykazujacych ten podtyp fotosyntezy, zaobser-
wowano obecnos¢ warstwy suberyny w tej czesci Sciany
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Rycina 7. Reakcje fazy ciemnej fotosyntezy u podtypu metabolicznego PEP-CK
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oznaczono enzymy katalizujace reakcje. AIAT - aminotransferaza alaninowa;,
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komoérek pochew okotowigzkowych, ktdra graniczy z me-
zofilem [26], Chloroplasty i mitochondria wystepujg liczniej
w komorkach BS w poréwnaniu z komoérkami M i dodat-
kowo majg wieksze rozmiary [28], Organelle w komérkach
pochew okotowigzkowych mogg by¢ utozone odsrodkowo
lub rozmieszczone réwnomiernie w catej komdrce [28,47].
Chloroplasty w obu typach komorek majg strukture grano-
wa, ale réznig sie wielkoscig gran, w komorkach mezofilu
grana majg uktad centryfugalny i zawierajg wiecej bton tyla-
koidowych przypadajgcych na granum [47] (Ryc. 8)

U wszystkich badanych podtypéw zaobserwowano
wiekszy udziat organelli w komorkach pochew okotowigz-
kowych w poréwnaniu z mezofilem, jednakze w odniesie-
niu do catego liscia, udziat chloroplastow BS w og6lnej puli
wynosi od 30 do 46% u wszystkich podtypoéw. Natomiast
mitochondria, wystepujace w komoérkach pochew okoto-
wigzkowych stanowia od 30 do 85% catkowitej zawartosci
w lisciu. Najmniej mitochondriéw zaobserwowano u przed-
stawicieli podtypu NADP-ME, natomiast najwiecej u roslin
z podtypu PEPCK [28], Liczba mitochondriéw w komor-
kach jest Scisle skorelowana z r6znym zapotrzebowaniem
energetycznym ros$lin reprezentujgcych podtypy C4.

Opisany powyzej mechanizm koncentracji C02 rozwi-
niety przez rosliny C4 w komérkach pochew okotowigz-
kowych, jak réwniez inne przystosowania takie jak obec-
no$¢ warstwy suberynowej w $cianie komorkowej, miejsce
zachodzenia procesu dekarboksylacji i jego odlegto$¢ od
warstwy mezofilu, jak tez rozmieszczenie chloroplastow
i mitochondriow w komorce, maja réwniez na celu zapo-
bieganie ,ucieczce" dwutlenku wegla z komoérki [50]. Po-
wstanie przystosowan zwiekszajgcych stezenie C02w ko-
morkach pochwy okotowiazkowej u roslin C4 praktycznie
wyeliminowato aktywno$¢ oksygenazowg Rubisco i proces
fotooddychania. Warunkuje to szybszy wzrost ro$lin i wigk-
sze przyrosty biomasy. Wykorzystanie istniejgcych szlakow
metabolicznych wymagato zmian witasciwosci kinetycz-
nych enzymoéw i ich regulacji oraz wytworzenia specyficz-
nosci tkankowej. Fotosynteza C4 uzupetnia zatem metabo-
lizm C3.

FOTOSYNTEZA C4 A STRES SRODOWISKOWY

ZMIANY LOKALIZACJI CHLOROPLASTOW
W OBREBIE KOMORKI W WARUNKACH
DZIALANIA STRESU SRODOWISKOWEGO

Zmieniajace sie warunki Swietlne podczas wzrostu roslin
indukujg procesy aklimatyzacyjne zachodzace w komorce.
Powszechnie znany jest fakt, ze chloroplasty moga zmieniac
swojg wewnatrzkomorkowa lokalizacje w celu optymaliza-
cji aktywnosci fotosyntetycznej oraz zmniejszenia uszko-
dzen aparatu fotosyntetycznego w odpowiedzi na dziatanie
Swiatta [51]. W ciemnosci chloroplasty sg rozmieszczone
zwykle pod wszystkimi Scianami komérki. W Swietle o
niskim i wysokim natezeniu gromadzg sie odpowiednio,
przy $cianach prostopadtych lub réwnolegtych do kierunku
jego padania [52], Te formy odpowiedzi chloroplastéw na
natezenia Swiatta moga by¢ modyfikowane rowniez przez
inne czynniki srodowiskowe [53,54]. Niewiele uwagi po-
Swiecono ruchowi chloroplastéw w komaérkach roslin typu
C4. Obserwacje zmian w wewnatrzkomdrkowej lokalizacji
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chloroplastow u tych ro$lin w odpowiedzi na stresy $rodo-
wiskowe, inne niz Swiatto, zapoczgtkowane zostaty przez
Lal i Edwards [55]. Wykazano wéwczas, ze chloroplasty
komoérek mezofilowych kukurydzy poddane dziataniu su-
szy lokalizujg sie wzdtuz $cian komorkowych, natomiast
chloroplasty komérek pochew okotowigzkowych tracity
swg odsrodkowg pozycje. Efekt ten nie byt tak wyrazny u
Amaranthus cruentus przedstawiciela podtypu NAD-ME.
Wykazano réwniez, ze chloroplasty mezofilu w liSciach eks-
ponowanych na wysokie natezenia Swiatta, zaré6wno u pod-
typu NADP-ME, jak i NAD-ME skupiaty sie, podczas gdy
chloroplasty komoérek pochew okotowigzkowych nie zmie-
niaty potozenia. Opisane zmiany rozmieszczenia chloropla-
stow mezofilowych mialy miejsce rowniez w warunkach
zasolenia oraz suszy. Obserwacje wewnatrzkomorkowego
rozmieszczenia chloroplastéw w warunkach dziatania stre-
su $rodowiskowego wskazujg na to, ze potozenie chloro-
plastow w obu typach komdrek podlega innej kontroli, a
skupianie sie chloroplastéw w komorkach mezofilowych
jest mechanizmem adaptacyjnym w warunkach stresowych
[51].

TOLERANCJA NA CHEOD ROSLIN C4

Produktywnos$¢ wielu gatunkow roslin reprezentujgcych
fotosynteze typu C4, wiaczajac gatunki zb6z takich jak ku-
kurydza, sorgo czy trzcina cukrowa jest limitowana przez
niskg wydajnos¢ fotosyntetyczng w obnizonych temperatu-
rach. Do wyjatkow nalezy m.in. Miscanthus x giganteus, wie-
loletnia trawa, ktéra nie tylko jest w stanie przetrwa¢ w ni-
skich temperaturach, ale jest wysoce produktywna w chtod-
nym klimacie [56], W Wielkiej Brytanii jej produkcja wynaosi
ponad 30 ton suchej masy/ha/rok. Natomiast u kukurydzy
rosngcej w 14°C maksymalne natezenie fotosyntezy jest ob-
nizone 0 90% w poréwnaniu ze wzrostem w temperaturze
25°C. Temperatura 14°C podczas wzrostu nie zmniejsza
wydajnosci fotosyntezy u Miscanthus x giganteus a niewiel-
kie obnizenie natezenia procesu obserwuje sie w tempera-
turze 10°C [57]. Molekularny mechanizm, dzieki ktéremu
gatunki C4 tolerujace chtéd utrzymujg wysokg wydajnosé
fotosyntezy pozostaje nieznany. Wykazano natomiast, ze
u gatunkdéw roslin C4 nietolerujgcych chtodu (temperatura
ponizej 15°C) poza obnizeniem asymilacji C02dochodzi do
fotoinhibicji aparatu fotosyntetycznego [56]. U gatunku Mi-
scanthus x giganteus nie stwierdza sie takich uszkodzen, jest
wysoki poziom asymilacji C02i obserwuje sie zwiekszenie
niefotochemicznego wygaszania nadmiaru energii, ktdre
bezposrednio zwigzane jest ze zwiekszeniem udziatu cyklu

Rycina 8. Rozmieszczenie chloroplastéw w komérkach mezofilowych (M) i po-
chew okotowigzkowych (BS) prosa olbrzymiego (podtyp PEP-CK) (zdjecie A.
Drozak).
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ksantofilowego oraz wyzszag zawartoscig antyoksydantow
[57], Indukowane chtodem obnizenie natezenia fotosyntezy
u roslin C4 jest skorelowane ze zmniejszeniem: wydajnosci
karboksylacji PEP, regeneracji PEP, aktywnos$ci Rubisco
badZz hamowania w réznym stopniu wyzej wymienionych
procesow [56], Nie obserwowano jednak zwiekszenia za-
warto$ci Rubisco u roslin C4 w odpowiedzi na dziatanie
niskiej temperatury. Ponadto, wczedniejsze analizy Miscan-
thus x giganteus potwierdzity, ze zawartosci tego biatka po-
zostawata na statym poziomie przy zmianie temperatury
(z 14 na 25°C) podczas wzrostu ro$lin. Jednocze$nie stwier-
dzono wyrazne zwiekszenie zawartosci PPDK [58]. W jaki
sposdb zatem utrzymana jest maksymalna wydajnos¢ foto-
syntezy u gatunkow C4 tolerujacych/preferujgcych wzrost
przy obnizonej temperaturze? Wykazano, ze enzym Rubi-
sco u roslin C3 pochodzacych z chtodnych $rodowisk w po-
rownaniu z ro$linami srodowisk cieptych charakteryzowat
sie wyzszg wartoscig statej karboksylacji. Stwierdzono row-
niez, wyzsza wartos¢ tej statej dla roslin szpinaku rosnacych
w niskiej temperaturze [59], Poréwnujac Rubisco z dwoch
gatunkow: kukurydzy i z roslin Miscanthus wykazano 91%
oraz 89% homologii, odpowiednio w sekwencji cDNA i
biatka. Sekwencje odpowiadajgce za stabilno$¢ termiczng
enzymu, tworzeniu holoenzymu sg zachowane w ewolucji.
Odpowiedz roslin, zaré6wno C3jak i C4 na zmiany tempera-
tury zalezy od natezenia Swiatta i stezenia CO,. U roslin C4
wzrost temperatury powoduje zwiekszenie pobierania CO,
wraz z natezeniem Swiatfa.

FOTOSYNTEZA C4 A STRES WODNY

Stres wodny jest jednym z czynnikdw, ktory w najwiek-
szym stopniu ogranicza produktywno$¢ roslin, a spowo-
dowany jest brakiem dostepnej wody w S$rodowisku gle-
bowym oraz w atmosferze. G¥dwnymi symptomami zwig-
zanymi z dziataniem stresu wodnego na rosliny typu C4
sg zmniejszenie aktywnos$ci enzymoéw cyklu Calvina oraz
obnizenie zawartosci ATP [60], W odpowiedzi na susze do-
chodzi do syntezy biatek np. enzymoéw antyoksydacyjnych,
biatek odpowiedzialnych za przekazywanie sygnatu oraz
biatek opiekunczych [61]. Wiekszo$¢ roslin C4 jest lepiej za-
adaptowana do stresu zwigzanego z suszg niz przedstawi-
ciele roélin C3. Zrozumienie mechanizmdw rdéznicowania i
rozdziatu funkcji pomiedzy komorki mezofilowe i pochew
okotowigzkowych jest kluczowa u roslin C4 w wykorzysta-
niu potencjatu fotosyntetycznego tych roslin w warunkach
niekorzystnych.

FOTOSYNTEZA C4 A NATEZENIE SWIATLA

Swiatto jest gtéwnym czynnikiem odpowiedzialnym za
budowe anatomiczng liscia. Wptywa ono na ilos¢, wielkos¢
i utozenie chloroplastéw w komorce oraz ich ultrastruktu-
re [62]. Wiadomo réwniez, ze natezenie Swiatta warunkuje
zawarto$¢ kompleksow w tylakoidach jak tez reguluje wiel-
kos¢ i sktad komplekséw antenowych [63].

Weczedniej uwazano, ze natezenie Swiatta nie ma wpty-
wu na ultrastrukture chloroplastow roslin C4, szczegdlnie
u podtypu NADP-ME [27], Badania ostatnich lat wykazaty,
ze rosliny C4 prezentujg roézne strategie pozwalajgce na jak
najlepsze wykorzystanie $wiatta. Dla kukurydzy (podtyp
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NADP-ME) zwigzane jest to ze zmianami wielko$ci anten
LHCII bez wptywu na ultrastrukture chloroplastéw, nato-
miast u podtypu NAD-ME i PEP-CK ze zmianami liczby i
wielkos$ci gran bez zmian w obrebie biatek antenowych [64].
Zwigkszanie liczby gran takze wptywa na efektywno$é wy-
chwytywania $wiatta, gdyz przekazywanie energii wzbu-
dzenia moze zachodzi¢ nie tylko miedzy kompleksami zlo-
kalizowanymi w obrebie jednej btony, ale takze pomiedzy
kompleksami sgsiadujacych ze sobg $ciesnionych bton [65].
Zrdznicowana struktura granowa pozwala tez na utrzyma-
nie rbwnowagi miedzy cyklicznym i niecyklicznym trans-
portem elektronow [66]. Moze to zatem ttumaczyé zmiany
w strukturze chloroplastéw roslin C4 w celu jak najlepsze-
go wykorzystania $wiatta. Chociaz rosliny C4 dostosowaty
sie do wzrostu w warunkach silnego oswietlenia i wysokiej
temperatury [8], to stwierdzono, ze podobnie jak u ro$lin C3
ich aparat fotosyntetyczny rowniez ulega fotoinhibicji.

U roslin C4 Sciste wspétdziatanie chloroplastéw z dwéch
rodzajow komorek, pozwala na wyeliminowanie procesu
fotooddychania w warunkach silnego oswietlenia i wyso-
kiej temperatury. Rosliny te nie potrafig jednak tak dobrze
jak rosliny C3, przystosowacé sie do wzrostu w srodowi-
skach zacienionych oraz do efektownego wykorzystywania
krétkich bityskow $wiatta o wysokim natezeniu. Rosliny C4
nalezace do trzech podtypdéw metabolicznych, wytworzyty
odmienne strategie zapewniajgce przystosowanie do roz-
nych warunkéw Swietlnych $rodowiska. Dotyczy to dosto-
sowania przez zmiane wielko$ci kompleksow antenowych
lub zmiany struktury chloroplastu. Wydaje sie, ze réznice w
intensywnosci reakcji sSwietlnych fotosyntezy przebiegaja-
cych w zroznicowanych strukturalnie i funkcjonalnie chlo-
roplastach komérek mezofilowych i pochew okotowigzko-
wych rodlin C4 sg waznym strategicznym mechanizmem
umozliwiajagcym roslinom C4 lepsze przystosowanie sie do
wysokich natezen Swiatta podczas wzrostu z jednoczesnym
obnizeniem strat energii niewykorzystywanej w fotosynte-
zie. Charakter polifiletyczny ewolucji roslin C4 sugeruje, ze
modyfikacje anatomiczne i biochemiczne, ktére pojawity
sie u wielu gatunkéw roslin wymagaty stosunkowo nie-
wielkich zmian gtéwnie w ekspresji genéw warunkujacych
dostosowanie aparatu fotosyntetycznego. Zatem uzyskanie
roslin C3 o funkcji typu ,,C4-like" jest teoretycznie mozliwe.
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ABSTRACT

C4 photosynthesis includes several anatomical and biochemical modifications that allow plants to concentrate C 02at the site of Rubisco. The
photorespiratory pathway is repressed in C4 plants, since the rates of photosynthesis and biomass production are increased. This is an adap-
tation to high light intensities, high temperatures and dryness. C4 plants contain two distinct types of photosynthetic cells, mesophyll and
bundle sheath. The processes of assimilation and reduction of CO, are separated spatiality and catayzed by two different enzymes. Only the
bundle sheath chloroplasts perform the reactions of the Calvin-Benson cycle with the help of the Rubisco enzyme present exclusively in this
cell type. The primary CO,fixation occurs in mesophyll cells through the action of the phosphoenolpyruvate carboxylase. The light-dependent
reactions of the photosynthesis occur exclusively in the latter cell type. These differences in photochemistry lead to distinct redox profiles in
both types of cells. C4 plants are divided into three biochemical subtypes on the basis of differences in the mechanisms of decarboxylation of
the C4 acids. C4 plants will provide the main source of food for humans and animals in the nearest decade.
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STRESZCZENIE

komdrkach roélin, podobnie jak w komérkach zwierzat, kanaty/transportery aniono-

we odgrywaja znaczacg role w kontrolowaniu metabolizmu, utrzymaniu gradientu
elektrochemicznego protonéw w poprzek btony oraz $ciezkach przekazywania sygnatow w
odpowiedzi na stresy biotyczne i abiotyczne. Jedng z wazniejszych klas biatek transportu-
jacych aniony jest rodzina kanatéw chlorkowych C1C, kt6ra tworzg dwie podklasy: kanaty
Cl" oraz antyportery 2C1/H+ Biatka te wystepujg niemal we wszystkich organizmach, zarow-
no prokariotycznych, jak i eukariotycznych. Wszyscy przedstawiciele tej rodziny sg homodi-
merami, w ktérych kazdy monomer tworzy indywidualng droge przenikania jonéw Cl oraz
zawiera kluczowe reszty aminokwasowe umozliwiajace wigzanie jonéw i determinujace se-
lektywno$¢ anionowga. Wiekszo$¢ C1C posiada takze dtugie cytosolowe fragmenty taicucha
zwolng grupa karboksylowga zawierajgce dwie domeny syntetazy p-cystationinowej (CBS),
ktdre sa kluczowe dla regulacji aktywnosci tych biatek. Ponizsza praca jest podsumowaniem
dostepnej wiedzy na temat tej duzej i waznej rodziny biatek, ze szczegélnym uwzglednie-
niem ro$linnych kanatéw chlorkowych C1C oraz petnionych przez nie funkcji.

WPROWADZENIE

W$rod réznych systemdw transportu zaangazowanych w podstawowe funk-
cje komérkowe kanaty anionowe stanowig bardzo duzg klase biatek uczestni-
czacych w wielu procesach fizjologicznych. W komorkach roslin wyzszych sa
odpowiedzialne za zachowanie turgoru [1,2], ruchy aparatéw szparkowych [3-
5], transport sktadnikdw pokarmowych [1,6] oraz za procesy zwigzane z odpor-
noscig roslin na metale ciezkie [7], Wazng grupg biatek transportujacych aniony
jest rodzina kanatéw chlorkowych C1C (ang. chloride channel), zidentyfikowana
w niemal wszystkich typach komorek eukariotycznych oraz w wielu organi-
zmach prokariotycznych. Pierwszy przedstawiciel rodziny C1C, C1C-0, zostat
wyizolowany z organu elektrycznego ryby Torpedo marmorata [8,9], U Escherichia
coli CIC-ecl promuje wyrzucanie protoné6w w warunkach niskiego pH $rodowi-
ska [10], W btonach aparatu Golgiego komdrek Saccharomyces cerevisiae obecny
jest pojedynczy kanat chlorkowy C1C kodowany przez gen GEF1 [11], kt6ry od-
grywa kluczowg role w stabilizacji potencjatu btonowego i balansowaniu do-
datnich tadunkéw wynikajacych z pompowania protonéw i transportu jonéw
miedzi [12].

W komdrkach ssakéw zidentyfikowano 9 genéw C/C kodujacych biatka oréz-
nym rozmieszczeniu w tkankach i komoérkach. Badania nad chorobami cztowie-
ka o podtozu genetycznym wykazaty udziat tej rodziny w stabilizacji potencjatu
btonowego, kontroli pobudliwosci, zakwaszaniu pecherzykéw synaptycznych
oraz w regulacji egzocytozy pecherzykéw sekrecyjnych [13].

Pierwszymi zidentyfikowanymi u roslin genami kodujgcymi biatka nalezace
do tej rodziny byty CIC-Ntl z Nicotiana tabacco [14] oraz cztery geny w komar-
kach Arabidopsis thaliana [15]. Obecnie w genomie Arabidopsis znanych jest 7 ho-
mologow C1C [16]. Uniwersalng wtaSciwoS$cig rodziny C1C wszystkich eukario-
tycznych organizmow jest przynalezno$¢ do niej biatek o charakterze kanatow
anionowych, jak i biatek o charakterze wtdrnych transporteréw. Niektore C1C
moga zmienia¢ swoje wiasciwosci i w zalezno$ci od warunkoéw $Srodowisko-
wych funkcjonowaé jako kanaty, badz jako transportery aktywne [17], Ponad-
to przedstawiciele tej rodziny nalezacy do podklasy antyporteréw roslinnych
charakteryzujg sie wysokg specyficznoscig anionowg. Antyportery wystepujace
w komdrkach cztowieka, a takze bakteryjne biatko CIC-ecl, wykazujg znacznie
stabszg selektywno$¢ anionowa. Moga one funkcjonowaé jako antyportery CI"/
H+ ale réwniez transportowacé azotany, przy czym transport azotanow nie jest
sprzezony z transportem protonéw. Najprawdopodobniej wigze sie to z nie-
wielka zawartoscig azotanow w komoadrkach zwierzecych, przez co rozroznie-
nie miedzy tymi anionami nie jest konieczne. Transport azotandw sprzezony z
transportem protondw jest charakterystyczny jedynie dla roslinnych biatek C1C
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(AtCICa). Transportery roslinne wykazujg ponadto wyzszg
selektywnos$¢ wobec azotanéw niz anionéw chlorkowych.
Komdérki roslin musza transportowa¢ obydwa aniony, a
rozroznienie miedzy nimi jest kluczowe dla fizjologii ko-
morki [18].

Dotychczas udato sie poznaé budowe oraz molekularne
podstawy transportu anionéw a takze selektywnosci anio-
nowej tej grupy biatek u Escherichia coli oraz Salmonella typhi-
murium [19], a ostatnio réwniez u krasnorostu Cyanidioschy-
zon merolae [20]. Wysoki stopienn zachowania struktury w
ewolucji, obserwowany w rodzinie C1C, pozwala z duzym
prawdopodobienstwem okresli¢ mechanizm transportu w
homologach wystepujacych u innych organizmoéw, w tym
takze u roslin. Poniewaz w ostatnich latach stale wzrasta
zainteresowanie ta rodzing biatek, ponizsza praca dokonuje
zestawienia dotychczasowej wiedzy na ich temat, ze szcze-
g6Inym uwzglednieniem roslinnych kanatéw chlorkowych
CIC.

STRUKTURA REGIONU TRANSBLONOWEGO ORAZ
MOLEKULARNE PODSTAWY WIAZANIA JONOW Cl

Poznanie struktury biatka transporterowego umozliwia
wglad w mechanizmy jego funkcjonowania, dlatego tez
krystalizacja biatek CIC-ecl z Escherichia coli oraz StCIC z
Salmonella typhimurium stata sie krokiem milowym w ba-
daniach nad rodzing kanatéw chlorkowych [19]. CIC-ecl
jest homodimerem zbudowanym z dwoéch identycznych
podjednostek, z ktérych kazda posiada 18 a-helis o réznej
dtugosci oraz krotkie, eksponowane po cytoplazmatycznej
stronie btony, rejony N- i C-konicowe. Podjednostki wyka-
zujg antyrownolegtg architekture: kazda zawiera dwie od-
powiadajgce sobie strukturalnie potéwki przecinajace btone
w przeciwlegtej orientacji [17].

Kazda podjednostka zawiera trzy miejsca wigzania anio-
ndéw: wewnetrzne, centralne i zewnetrzne (Ryc. 1). Miejsce
wewnetrzne i zewnetrzne kontaktujg sie bezposrednio z
roztworami wewnatrz- i zewnatrzkomorkowym, podczas
gdy miejsce centralne zlokalizowane w $rodku warstwy
lipidowej btony jest izolowane od hydrofilowego $rodowi-
ska. Miejsce to okre$lane jako centralne miejsce wigzace San
(ang. central binding site) stanowig zachowane w ewolucji
reszty tyrozyny w pozycji 445 (Y445; numeracja dla AtCICa)
i seryny w pozycji 107 motywu GSGIP. Wewnetrzne miejsce
wigzgce St (ang. internal binding site) tworzg atomy azotu
grupy amidowej reszt glicyny (G149), izoleucyny (1356) i
fenyloalaniny (F357) w mniejszym stopniu zachowanego
w ewolucji fragmentu tancucha gtéwnego. Zewnetrzne
miejsce wigzace (Set ang. external binding site) obejmuje
natomiast reszty aminokwaséw zachowanych w ewolucji
motywow GK/REGP oraz GXFXP. Szczeg6lng funkcje w
tym miejscu petni reszta glutaminianu w pozycji 148 (E148;
Glu J. Te trzy miejsca wigzgce tworzg wspolnie droge,
wzdtuz ktorej jony CI" przemieszczaja si¢ zgodnie ze swoim
gradientem elektrochemicznym [21].

Jon CI"w miejscu Sfen jest czeSciowo lub catkowicie od-
wodniony i zwigzany koordynacyjnie z atomami tlenu
grupy hydroksylowej reszt seryny w pozycji 107 (S107) i
tyrozyny w pozycji 445 (Y445), znanych rowniez jako Ser
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i Tyren przez atomy azotu grup amidowych reszt glicyny
w pozycji 149 (G149), izoleucyny w pozycji 356 (1356), feny-
loalaniny w pozycji 357 (F357) oraz reszty glutaminianu w

Rycina 1. Budowa i mechanizm transportu CI' przez kanatowe biatko C1C. A)
Struktura podjednostki biatka C1C ukazujaca antyréwnolegta architekture. Na
czerwono zaznaczono regiony tworzace filtr selektywnoéci. Na podstawie [19];
zmienione. B) Schemat przedstawia wszystkie najwazniejsze motywy oraz reszty
aminokwasowe bioragce udziat w transporcie anionu Cl' przez biatko C1C. Szcze-
goétowy opis w tekscie. Na podstawie [22]; zmienione.
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pozycji 148 (E148, Glutl [19,22], Znajdujgca sie w miejscu
S, biatek C1C ujemnie natadowana reszta Glu,, prawdopo-
dobnie konkuruje z jonem CI' 0 miejsce wigzania. Dlatego
anion Cl‘'moze byé¢ przekazany w miejsce Sexjedynie wtedy,
gdy Gluexjest konstytucyjnie uprotonowana albo usunieta
poprzez mutacje [22,23]. Wszystkie trzy miejsca wigzg jony
raczej stabo, z milimolarnym powinowactwem [23,24]. Ba-
dania wykazaty, ze wigzanie CEjest najsilniejsze w miejscu
San Kd-0,7-3 mM, posrednie w Sex (Kd-0,9-3,9 mM) i naj-
stabsze w S.in(z powinowactwem >20 mM). Ostatnio pozna-
no takze strukture krystaliczng eukariotycznego biatka C1C,
CmCIC z Cyanidioschyzon merolae. Budowa rejonu transpor-
tujacego jest niezwykle podobna do odkrytego u CIC-ecl.
Udato sie jednak zaobserwowaé nowy stan konformacyjny
biatka, nieznany do tej pory, w ktéorym bramkujgca reszta
glutaminianu zajmuje centralng pozycje w miejscu wigza-
cym Scn Ponadto reszta glutaminianu wigzgca jony H+u
CIC-ecl zostata zastgpiona w przypadku biatka CmCIC
resztg treoniny [20],

DROGA TRANSPORTU JONOW CE

Struktura krystaliczna CIC-ecl wykazata obecnos$¢ tu-
kowatego kanatu, ktérym jony CE przekraczajg btone [22]
(Ryc. 1). Dwa odmienne strukturalnie elementy reguluja
przestrzennie dostep jonéw do wnetrza biatka. Pierwszy
z nich to tancuch boczny reszty Gluex (E148) bramkujacy
dostep jonéw z zewnatrzkomérkowego roztworu. Mutacje
Gluexprowadzg do powstania stale otwartych kanatow C1C
[22] itransporterdéw, ktore nie sprzegaja transportu anionéw
z transportem protondw. Potwierdza to role reszty glutami-
nianu w pozycji 148 jako zewnatrzkomdrkowej bramki [22],

Natura wewnatrzkomorkowej bramki jest mniej jasna.
Najprawdopodobniej tworzg jg reszty Tyrani Serwn, bowiem
mutacje, w ktérych Tyrcenjest podstawiana przez alanine
lub seryne, powoduja otwarcie drogi od strony wewnatrz-
komorkowej i indukujg transport CE [25], W wypadku tej
mutacji obserwowane jest takze rozprzezenie transportu
anionéw z transportem H+[25].

Poznanie struktury krystalicznej kolejnego biatka na-
lezacego do rodziny C1C, CmCIC, pozwolito stworzy¢ hi-
potetyczny cykl zmian konformacyjnych obrazujacy dro-
ge transportu jondw chlorkowych. Najpierw dochodzi do
protonacji grupy karboksylowej reszty glutaminianu w
miejscu Sex Umozliwia to zmiane pozycji grupy karboksy-
lowej Glu ix otwarcie kanatu i wigzanie dwoch anionéw CE
W miejscu Sex Zwigzanie aniondw powoduje jednoczesna
dysocjacje protonu i powro6t grupy karboksylowej Glu xdo
pozycji wyjsciowej. Skutkiem takiej zmiany konformacyjnej
jestuwolnienie anionéw chlorkowych z miejsca S xi zwigza-
nie w miejscu Scen W rezultacie nastepuje przemieszczenie
dwdch jonéw chlorkowych przez btone i uwolnienie anio-
now do wnetrza komorki. Jednocze$nie reszta glutaminia-
nu zlokalizowana w S x ponownie znajduje sie w pozycji
umozliwiajacej przyjecie H+ Kazda przemiana w tym cyklu
jest odwracalna [20].
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DROGA TRANSPORTU JONOW H+

W przeciwienstwie do transportu CE, droga transportu
H+przez CI1C jest stabiej poznana. Badania wykazaty, ze
dwie reszty glutaminianu, w pozycji 148 i 203 (Gluexi Glujn
numeracja dla E.coli) z CIC-ecl moga by¢ zewnatrz- i we-
wnatrzkomadérkowymi akceptorami H+[26]. Ich rola zosta-
fa potwierdzona takze w innych transporterach C1C [27],
Reszta glutaminianu w pozycji 203 zlokalizowana po cy-
toplazmatycznej stronie btony najprawdopodobniej wigze
protony i przekazuje na bramkujgca reszte glutaminianu
w pozycji 148 (E148), co skutkuje powigzaniem transportu
anionowego z protonowym [28-30], Gdy Glu,xi Glujn po-
przez mutacje punktowe zostang zastgpione resztami ami-
nokwasowymi nieulegajgcymi protonacji, antyportery C1C
tracg zdolno$¢ transportu H+ podczas gdy transport CE jest
zachowany. Zamiana innych reszt glutaminianowych lub
asparaginianowych w biatku ma niewielki wptyw na wta-
Sciwosci kinetyczne i sprzezenie pomiedzy transportem jo-
néw chlorkowych i protonéw, przynajmniej w przypadku
ClC-ecl. Powyzsze fakty sugeruja, ze tylko reszty Glu xi
Glujnw obrebie proteiny C1C sg bezposrednio zaangazowa-
ne w transport H+

Miejsca wejscia i wyjscia H+w transporterach C1C roz-
dziela tancuch o dtugosci -14A zbudowany gtdwnie z reszt
aminokwasow hydrofobowych. Nie jest jednak jasne, w
jaki sposéb protony przekraczajg te warstwe. Obecnie su-
geruje sie, ze wewngatrz hydrofobowego rdzenia CIC-ecl,
dzieki wigzaniom wodorowym, formowany jest fanicuch
czasteczek wody, ktory przejsciowo tgczy Glu.noraz Gluex
pozwalajagc na przeptyw H+ [31]. Najnowsze badania nad
ClIC-ecl pozwolity na stworzenie hipotetycznego mode-
lu ttumaczacego, w jaki sposéb transport dwoch jonéw
CE moze by¢ sprzezony z transportem H+ Odkryto, ze jon
CE zwigzany w miejscu San za posrednictwem czterech czga-
steczek wody, tgczy sie z E148, hipotetyczng strong wyjscia
protonu. Zaktadajac przejsciowe tworzenie chlorowodorku
w San CIC-ecl, tancuch czasteczek wody mogtby tworzyé
transbtonowg droge transportu protonu zaczynajac od E203
na E148 konczac [32].

STRUKTURA | FUNKCJA DOMEN
CYTOPLAZMATYCZNYCH

Wszystkie eukariotyczne biatka C1C oraz -50% biatek
prokariotycznych posiada duze cytoplazmatyczne domeny
z wolng grupa karboksylowg i aminowa, ktére odgrywajg
kluczowag role w regulacji aktywnosci tych biatek. Mutacje
w domenach cytoplazmatycznych C1C komoérek cztowieka
prowadzg do powaznych choréb genetycznych, takich jak
choroba Thomsona czy zesp6t Barrtera. Domena C-konco-
wa odgrywa kluczowa role w regulowaniu aktywnosci ka-
natdow i antyporterow CI1C, a przynajmniej w jednym przy-
padku otwarcie kanatu jest zwigzane ze zmianami konfor-
macyjnymi w tej domenie [33].

Chociaz poziom zachowania w ewolucji sekwencji re-
jonu cytoplazmatycznego nie jest wysoki, wszystkie biat-
ka CI1C zawierajg w jej obrebie dwie domeny syntetazy
P-cystationinowej (CBS). Domeny zbudowane z -50 reszt
aminokwasowych rozdzielone sg fragmentami tancucha
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0 réznej dtugosci i roznym stopniu hydrofobowosci [34],
Struktura krystaliczna cytoplazmatycznej domeny kana-
tu CIC-Ka wykazata, ze domeny CBS skladajg sie z dwoch
uporzadkowanych wzdtuz dwukrotnej osi symetrii subdo-
men (CBS1 i CBS2). Dwie subdomeny CBS2 tworzg duzg
powierzchnie oddziatywania (>2000A2, natomiast waski
kanat wyscielony jest czasteczkami wody [35], Domeny CBS
sq podobnie skonstruowane w przypadku kanatu C1C-0 i
transportera C1C-5, co sugeruje zachowany w ewolucji cha-
rakter cytoplazmatycznych domen biatek CI1C.

WIAZANIE NUKLEOTYDOW

Ostatnie badania wykazaty, ze nukleotydy adenozy-
ny, takie jak ATP, mogg wigzac¢ sie z cytoplazmatycznymi
domenami niektorych biatek C1C, modulujac transport jo-
néw. Wewnatrzkomdrkowe ATP w rézny sposob wptywa
na aktywnos$é biatek C1C: hamuje aktywno$¢ kanatu C1C-1
oraz transportera AtCICa, natomiast aktywuje transporter
C1C-5. Najlepiej mechanizm modulacji transportera CI1C
przez ATP wyjasniajag badania przeprowadzone na biatku
AtCICa. Wysokie stezenie wewnatrzkomorkowego ATP
redukuje dwukrotnie aktywnos$¢ transportowg AtCICa. W
przeciwienstwie do C1C-1 i C1C-5, AtCICa rozréznia nukle-
otydy adenozyny: wigzanie ATP hamuje transport, ADP
wydaje sie nie mie¢ wptywu, natomiast AMP wspo6tzawod-
niczy z ATP o miejsce wigzania i zmniejsza jego hamujacy
efekt, ale sam nie wptywa na aktywno$¢ transportera [36].

MOLEKULARNE PODSTAWY
SELEKTYWNOSCI ANIONOWEJ

Wiekszo$¢ kanatéw i antyporterow z rodziny C1C wy-
kazuje podobng sekwencje selektywno$ci wobec anionow:
SCN->CI->Br>N03>r [26,29], Selektywno$¢ biatek CI1C
wydaje sie by¢ wyznaczona przez pojedyncze miejsce San
podczas gdy miejsce Sexjest nieselektywne, a S wykazuje
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niewielka preferencje wobec SCN' [23]. Badania wykazaty,
ze selektywnos$¢ C1C zalezy gtéwnie od reszty Ser U mu-
tanta C1C-0 S123T (mutacja w obrebie nukleotydéw kodu-
jacych reszte seryny w miejscu Sax) obserwowano wzrost
przepuszczalnosci dla | oraz Br [37], Potwierdzeniem kry-
tycznej roli Ser w determinowaniu selektywnosci stato sie
odkrycie, ze w antyporterze NOy/TPz Arabidopsis thaliana
(AtCICa) reszta seryny jest podstawiona przez reszte pro-
liny [1], Kilka zespotéw badawczych zauwazyto, ze trans-
portery C1C-5, CIC-ecl oraz kanat C1C-0, w ktorych Seran
zostata zamieniona na reszte proliny, wykazywaty prefe-
rencje wobec aniondéw azotanowych. [24,38,39], Natomiast
mutanta AtCICa z resztg seryny podstawiong w miejscu
reszty proliny charakteryzowata aktywno$¢ antyportera
Cl/H +[39], Najnowsze badania nad AtCICa potwierdzity
zaangazowanie reszty proliny w pozycji 160 w transport
azotandw. Wykazano ponadto, ze zmiany w transporcie
azotanow u mutanta P160S AtCICa wynikajg jedynie ze
zmian selektywnosci anionowej biatka [18]. Powyzsze wy-
niki dowodzg, ze selektywno$¢ anionowa w rodzinie bia-
tek CI1C jest regulowana przez pojedynczg zamiane reszty
aminokwasowej w miejscu Son reszta proliny odpowiada
za specyficzno$¢ wobec azotanow, podczas gdy reszta se-
ryny determinuje selektywno$¢ chlorkowg. Mechanizm se-
lektywnoS$ci bazujgcy na bezpos$rednich oddziatywaniach
pomiedzy substratem a pojedynczym tancuchem bocznym
CI1C jest zupetnie odmienny i bardziej elastyczny niz w
przypadku innych systemow transportu. Kanaty K+ Na+i
Ca2+posiadajg podobng strukture poru, ale selekcja jonow
zachodzi na drodze ré6znych mechanizmow [21].

FIZJOLOGICZNE FUNKCJE ROSLINNYCH CIC

Obecnie w genomie rzodkiewnika znanych jest 7 genéw
kodujacych CI1C, ktére mozna podzieli¢ na dwie klasy. Do
pierwszej z nich nalezg biatka AtCICa-d ig, tworzace odreb-
ng gatgz drzewa filogenetycznego wszystkich poznanych

Rycina 2. Drzewo filogenetyczne wszystkich znanych roélinnych przedstawicieli rodziny kanatéw chlorkowych C1C utworzone w oparciu o podobieristwo sekwencji
aminokwasowych (pochodzacych ze strony GenBank database, www.ncbi.nIm.nih.gov/Genbank/). Drzewo wygenerowano za pomoca programu MEGAS5.0. Na rycinie
wskazano takze prawdopodobne lokalizacje subkomérkowe oraz funkcje przedstawicieli rodziny wystepujacych w komdrkach Arabidopsis thaliana.
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dotychczas C1C. Do drugiej klasy nalezg tylko dwa biatka
AtCICe i f zlokalizowane, odpowiednio, w chloroplastach
i mitochondriach. Wykazujg one homologie z biatkami C1C
wystepujagcymi w komérkach organizmoéw zaliczanych do
innych krélestw, szczegdlnie z biatkami cyjanobakterii.
Analiza pokrewienstwa roslinnych biatek C1C pokazuje, ze
tworzg one 5 odrebnych podklas (Ryc. 2).

Pierwszg podklase tworza biatka zawierajgce motyw
GKEGP, GXFXP, reszte proliny w motywie GPGIPE oraz
reszte glutaminianu w pozycji 270 (Ryc. 2). Nalezg tutaj mie-
dzy innymi biatka AtCICa oraz AtCICb. Najlepiej scharak-
teryzowanym przedstawicielem tej podklasy jest AtClCa.
Eksperymenty z uzyciem fuzji tego biatka z biatkiem zie-
lonej fluorescencji GFP wykazaly jego tonoplastowg loka-
lizacje, potwierdzong takze w do$wiadczeniach z uzyciem
specyficznych przeciwcial anty-AtCICa [1,16]. Badania
technikg patch-clamp dowiodty, ze AtCICa funkcjonuje
jako antyporter 2N 03'/H+i jest odpowiedzialny za maga-
zynowanie azotanéw w wakuoli [1] (Ryc. 2). Ekspresja genu
AtCICa zachodzi zaréwno w korzeniu, jak i pedzie i jest
stymulowana azotanami. Badania wykazaty, ze mutant clca
jest zdolny do akumulacji jedynie potowy ilosci azotanéw
gromadzonej w ros$linach typu dzikiego [40,41], Badania te
sugeruja, ze w komadrkach Arabidopsis obecne sg takze inne
geny odpowiedzialne za zatadunek azotanéw do wakuoli.

Rowniez w tonoplascie zlokalizowane jest biatko AtCICb.
Ekspresja genu AtCICb takze jest stymulowana azotanami,
ale w przeciwienstwie do AtCICa jest silniejsza w korzeniu,
natomiast znikoma w lisciach i tkankach kwiatostanu [16].
Ostatnie badania potwierdzity jego aktywno$¢ antyporte-
rowga [42] (Ryc. 2). Nadal nie jest jednak jasne, czy AtCICb
bierze udziat w zatadunku czy roztadunku azotanéw z wa-
kuoli.

Druga podklasa, do ktérej nalezy m.in. biatko AtCICe,
charakteryzuje sie obecnoscia motywow GSGIPE i GKEGP
oraz obecnoscig E270. Stad tez sg one prawdopodobnie wy-
miennikami H+C1". Potwierdzona zostata tonoplastowa
lokalizacja biatka [16] (Ryc. 2). AtCICe przywraca normal-
ny wzrost drozdzowemu mutantowi gefl. U mutanta clcc-1
zaobserwowano zmieniong zawarto$¢ nie tylko azotanow,
ale takze chlorkéw, jabtczanéw i cytryniandw, sugerujac
szerszg specyficzno$¢ anionowg niz w przypadku AtCICa
[43]. Transkrypcja AtCICe jest hamowana przez azotany,
ale efekt ten moze zosta¢ odwrocony przez dodanie anio-
noéw CI"[43], Istniejg silne dowody na zaangazowanie biatka
AtCICe w regulacje ruchow aparatéw szparkowych. AtCICe
ulega silnej ekspresji w komérkach szparkowych oraz w
pytku, natomiast stabiej w korzeniu [16,44]. Cztery mu-
tanty T-DNA w genie AtCICe wykazaty zaburzenia w in-
dukowanym Swiattem otwieraniu aparatéw szparkowych
oraz w indukowanym ABA zamykaniu szparek. Zmiany te
korelowaly ze zmianami stezenia jondw Cl w komarkach
szparkowych. Ponadto mutanty clcc wykazywaty wrazli-
wos¢ na stres solny, co objawiato sie zahamowaniem wzro-
stu. Redukcja wzrostu pedu mutantéw w odpowiedzi na
zasolenie miata charakter szybkiej odpowiedzi zwigzanej ze
wzrostem zewnetrznego ci$nienia osmotycznego oraz wol-
niejszej odpowiedzi pdznej, zwigzanej z akumulacjg tok-
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sycznych jonow [45]. Wydaje sie, ze AtCICe bierze udziat w
drugiej fazie odpowiedzi na zasolenie [44].

Kolejng podklase biatek C1C (podklasa Ill) stanowig
biatka zawierajace motywy GSGIPE, GKEGP, reszta gluta-
minianu w pozycji 270 oraz reszta glutaminy w motywie
GQFXP. Nalezy tutaj, zlokalizowany w sieci trans aparatu
Golgiego (TGN), AtCICd (Ryc. 2). Podobnie jak AtCICe,
AtCICd moze komplementowaé mutanta drozdzowego
gefl. Synteza AtCICd jest staba we wszystkich organach,
nieco silniejsza w hydatodach oraz kwiatach (szczegoélnie
pylnikach i pytku). Jest rozwojowo regulowana i relatywnie
silniejsza w korzeniach mtodych siewek. Mutanty clcd nie
wykazujg zmian w akumulacji jonéw NOy czy CI"w poréw-
naniu z roslinami typu dzikiego, co sugeruje, ze CICd nie
uczestniczy w transporcie jonow i utrzymaniu homeosta-
zy anionowej [46], Liczne badania wskazujg na udziat en-
dosomalnych kanatéw CICd w zakwaszaniu przedziatdw
wewnatrzkomdrkowych [47], Z badarh nad izolowanymi
zwierzecymi endosomami wiadomo, ze zakwaszanie jest
bardziej efektywne w obecno$ci zewnatrzpecherzykowych
chlorkéw [48]. Badania in situ nad pecherzykami sieci trans
aparatu Golgiego wskazujg na zalezno$¢ stopnia zakwasze-
nia od poziomu chlorkéw w cytosolu [49]. Ponadto AtCICd
wraz z AtCICa sg zaangazowane w mechanizmy odporno-
$ci na metale ciezkie, w szczegélnosci kadm. Badania wy-
kazaty, ze funkcjonalnie dzialajgce AtCICa oraz AtCICd
zwiekszajg akumulacje metali ciezkich w wakuoli i/lub w
kwasnych pecherzykach, i w ten sposob biorg udziat w de-
toksykacji cytoplazmy. Odporno$¢ roslin na toksyczne dzia-
tanie jonéw Cd2+jest duzo nizsza w przypadku podwojnych
mutantéw atclcad. Ponadto zaobserwowano, ze obecno$¢ w
pozywce jondw wapnia przywraca normalny wzrost i roz-
woj korzeni u rosdlin traktowanych kadmem jedynie w przy-
padku roslin z prawidtowo dziatajgcymi biatkami AtCICa
oraz AtCICd [7].

Czwartg podklase tworza biatka, ktére nie posiada-
ja w swojej strukturze motywu GS/PGIPE, a w motywie
GKEGP reszta lizyny zastagpiona jest przez reszte proliny,
stad: GPEGP. W tej grupie nieobecna jest takze reszta glu-
taminianu w pozycji 270 (E270). Nalezg tu biatka AtCICe
i AtCICT (Ryc. 2). Badania wykazaty, ze AtCICe zwigzany
jest z btonami tylakoiddw, co posrednio potwierdza silna
ekspresja w tkankach zielonych w poréwnaniu z korze-
niem [50], Subkomaérkowa lokalizacja AtCICe sugeruje bar-
dzo specyficzng funkcje i rzeczywiscie mutanty knock-out
AtCICe wykazujg zmieniong aktywno$¢ fotosyntetyczna.
Ponadto obserwuje sie wyrazny spadek akumulacji azota-
néw przy jednoczes$nie wysokiej akumulacji azotynéw [41].
Sekwencja aminokwasowa zawiera w miejscu reszty proli-
ny w pozycji 160, reszte seryny, co wskazuje na zdolnosé
do transportu jonéw Cl [41]. Obecnie jednak przypisuje sie
biatkom AtCICe raczej udziat w translokacji azotynéw ze
stromy do wnetrza tylakoidéw [51]. Drugie biatko podklasy
czwartej, AtCICf, podobnie jak CICd, zaliczane do podklasy
trzeciej, zwigzane jest z btonami aparatu Golgiego [50], Gen
kodujacy biatko AtCICf, wprowadzony do komdrek droz-
dzy komplementuje mutanta gefl, co sugeruje jego udziat
w zakwaszaniu pecherzykow cis aparatu Golgiego [50,16].
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AtCICg jest cztonkiem kolejnej podklasy (V), ktéra zosta-
fa wytypowana na podstawie obecnosci motywow GSGIPE
i GKAGP oraz E270 (Ryc. 2). Podklasa ta prawdopodobnie
grupuje biatka funkcjonujace jako prawdziwe kanaty anio-
nowe. Podobnie jak AtCICa-c biatko AtCICg zlokalizowane
jest w tonoplascie komérek roslinnych [16]. Na razie jego
funkcja nie jest znana.

PODSUMOWANIE

Od momentu sklonowania pierwszego przedstawicie-
la kanatow chlorkowych C1C zainteresowanie tg rodzing
biatek stale wzrasta. Przyczyn popularnosci tej grupy ka-
natéw anionowych jest wiele. Przede wszystkim cztonkéw
tej rodziny odnalezé mozna w komdrkach wszystkich eu-
kariotdbw oraz wielu prokariotow, zarowno w btonach ze-
wnetrznych, jak i w wewnetrznych. Ponadto petnig wiele
kluczowych dla organizmu funkcji, o czym Swiadczy stale
powiekszajaca sie lista choréb genetycznych spowodowa-
nych mutacjami w genach kodujacych kanaty C1C komo-
rek cztowieka. Ostatnia dekada przyniosta ze sobg cztery
wazne odkrycia dotyczace rodziny biatek C1C. Po pierwsze
poznanie struktury krystalicznej CIC-ecl ujawnito ztozong
budowe regionu transbtonowego tego biatka. Krystalizacja
pierwszego eukariotycznego przedstawiciela, CmCIC, po-
twierdzita wysoka homologie w obrebie tej grupy. Obec-
nie znane sg cztery struktury krystaliczne bhiatek CI1C, ktore
umozliwity stworzenie hipotetycznego modelu wyjasniaja-
cego transport aniondw sprzezony z transportem protonow.
Po drugie wykazano, ze w obrebie tej rodziny wystepuja
nie tylko biatka o charakterze kanatowym, ale takze o cha-
rakterze antyporterow anionowo-protonowych. Co wiecej,
niektdre z tych biatek moga petni¢ obie funkcje. Po trzecie,
niedawno opisano modulujacy wptyw nukleotydéw adeni-
nowych na funkcjonowanie C1C. Po czwarte, wykazano, ze
selektywnos$¢ anionowa determinowana jest przez pojedyn-
czg reszte aminokwasowa.

Odkrycia te wyznaczyty nowe kierunki badan. Obecnie
konieczne wydaje sie zbadanie struktury prawdziwych ka-
natdw chlorkowych, a przez to poznanie roéznic pomiedzy
kanatami i transporterami rodziny C1C. Ostatecznie petnego
wyjasnienia wymagaja takze zmiany konformacyjne biatka
podczas transportu anionu oraz znalezienie odpowiedzi
na pytania dotyczace komunikacji i oddziatywania ze sobg
domen cytoplazmatycznych i transbtonowych. Nadal nie-
kompletna jest rGwniez nasza wiedza na temat funkcji nie-
ktorych z nich w komorkach roslinnych.
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ABSTRACT

The chloride channel superfamily (C1C) is the large group of anion transporters expressed in nearly every cell of eukaryotic as well as prokary-
otic organisms. Functionally, C1C proteins can be divided into two classes: anion channels and secondary-active anion/proton transporters.
Proteins from both classes are two-pore homodimers with monomers forming an individual anion-permeation pathway and key residues
for ion binding and selectivity. Most CIC's have also large C-termini cytosolic domains containing two cystathionine p- synthetase domains
(CBS) that are crucial for regulation of their activity. In plant cell, C1C proteins are present in membranes of various organelles including

vacuole, Golgi and chloroplast. Although most of them is involve in CI' transport, recent studies on Arabidopsis thaliana have revealed that at

least tonoplast AtCICa can act as a N 0 3/H+exchanger, suggesting the role of proteins from C1C family also in nitrate transport. Here we sum-
marize recent advances in the molecular characterization of this family and its role in plants, especially in N 03 distribution within the cell.
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Udziat biatek NRT1 w transporcie azotandw u roslin

STRESZCZENIE

natlenionych glebach azotany sg gtéwnym Zrodtem azotu dla roslin. W warunkach
Wzmiennego poziomu jondw azotanowych w glebie wzrost i rozwdj roslin, w tym wielu
gatunkéw powszechnie uprawianych, zalezy od efektywnos$ci pobierania, akumulacji oraz
rozmieszczenia azotanéw w obrebie réznych komoérek i tkanek. Procesy te angazujg m.in.
specyficzne biatka btonowe wykazujgce zré6znicowane powinowactwo do azotanéw. U ro-
§lin wyzszych (m.in. u Arabidopsis tlialiana) zidentyfikowano do tej pory trzy typy transporte-
row jonéw N 03, ktére warunkuja utrzymanie statego stezenia azotanéw w cytoplazmie. Sg
to biatka nalezace do rodzin NRT1, NRT2 i C1C. Intensywne badania prowadzone w ostat-
nich dziesigciu latach pozwolity okresli¢ role niektérych biatek z tych rodzin w pobieraniu
azotanéw z roztworéw glebowych, w transporcie jonéw do komoérki i do réznych organel-
li komérkowych, a takze w wydzielaniu azotanéw do $ciany komdérkowej oraz dalekiego
transportu jonéw miedzy réznymi tkankami i organami roslinnymi. W niniejszym artykule
przegladowym zaprezentowano najnowsze informacje o biatkach NRT1, a w szczegdlnosci
dotyczace ich fizjologicznego znaczenia w prawidtowym wzroécie i rozwoju roslin.

WPROWADZENIE

Azot nalezy do grupy makroelementéw niezbednych dla prawidtowego
wzrostu i rozwoju wszystkich roslin. Wchodzi w sktad biomolekut o kluczo-
wym znaczeniu dla metabolizmu komérkowego, takich jak aminokwasy bedace
sktadnikiem peptydow i biatek czy zasad pirymidynowych i purynowych bu-
dujacych nukleotydy kwasow nukleinowych. Azot jako sktadnik tych i wielu in-
nych zwigzkow uczestniczy w wiekszosci reakcji biochemicznych zachodzacych
w organizmach zywych, dlatego nawet krotkotrwaty niedobdr tego pierwiastka
moze znacznie ogranicza¢ wzrost i plonowanie roslin. Azot moze by¢ dostepny
dla ro$lin w postaci réznych zwigzkdw w zalezno$ci od typu podtoza, pH, natle-
nienia gleby czy obecnosci i rodzaju mikroorganizmdw glebowych.

Do organicznych form azotu wykorzystywanych przez rosliny nalezg mocz-
nik i aminokwasy, do nieorganicznych - azotany i amoniak. Obecny w glebie
azot organiczny jest w niewielkim stopniu dostepny dla roslin, ktére gtéwnie
przyswajajg ten pierwiastek w postaci azotan6éw i amoniaku. Stezenie jonow
amonowych w roztworach glebowych jest dtugotrwale ustabilizowane, ponie-
waz sg one wigzane w kompleksach sorpcyjnych gleby (za sprawg tadunku
dodatniego). Kationy amonowe, tatwo asymitowane przez rosliny, w wyso-
kich stezeniach sg toksyczne dla komorki roslinnej dlatego dla wiekszosci ro-
$lin, szczegolnie gatunkéw uprawnych strefy umiarkowanej, gtéwnym zrédiem
azotu sg azotany. Jony azotanowe (NO?) ze wzgledu na swdj ujemny tadunek
nie sg wigzane przez kompleksy sorpcyjne gleby, dlatego pozostajg dostepne
w roztworach glebowych dla roslin. Jednakze stezenie azotan6w w roztworach
glebowych czesto sie zmienia nie tylko z powodu intensywnego pobierania tych
jonéw przez rosliny, ale takze na skutek wyptukiwania przez intensywne opa-
dy deszczu czy aktywnosci glebowych mikroorganizmoéw denitryfikujacych [1].
Okresowo poziom azotanéw w glebie moze sie znacznie zmieniaé¢ (nawet trzy-,
czterokrotnie), zatem rosliny musiaty rozwingé skuteczne mechanizmy adapta-
cyjne umozliwiajace szybka odpowiedz i efektywne dostosowanie do zmienne-
go poziomu azotanéw w glebie. W warunkach wysokiego stezenia azotanéw w
roztworze glebowym, rosliny pobierajg jony NOy, korzystajagc z systemu trans-
portowego LATS (ang. Low Affinity Transport System) o niskim powinowactwie
(powyzej 1 mM) do azotandéw, natomiast przy niskich stezeniach egzogennych
azotandw uruchamiajg system pobierania typu HATS (ang. High Affinity Trans-
port System) o wysokim powinowactwie do tych aniondw (ponizej 1 mM) [2].
Dzieki temu, niezaleznie od zewnetrznego stezenia azotanow, rosliny w sposob
ciggly zaopatruja swoje tkanki w azot.

Procesy pobierania i translokacji jonéw azotanowych w komoérkach roslin-
nych polegajg na aktywnym transporcie azotanéw przez btone plazmatyczng i
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tonoplast, przy udziale szeregu specyficznych biatek btono-
wych petnigcych funkcje transporteréw azotanowych. Do-
tychczasowe badania pokazaty, ze w sktad obydwu syste-
mow transporterowych typu HATS i LATS wchodzg biatka
konstytutywne (cHATS i cLATS), ktorych synteza odbywa
sie niezaleznie od obecnosci azotanéw w $rodowisku, lub
biatka, ktorych synteza jest indukowana (iHATS i iLATS)
tylko w obecno$ci NOy w roztworze glebowym [2]. Ostatnie
badania koncentrujg sie nad okresleniem tozsamosci biatek
uczestniczacych w pobieraniu azotanéw z podtoza, trans-
portu anionéw do réznych komoérek i tkanek oraz akumula-
cji i remobilizacji NOy z wakuoli. U ro$lin wyzszych ziden-
tyfikowano do tej pory trzy typy transporteréw wykazuja-
cych specyficzne powinowactwo do NO/, ktére warunkujg
utrzymanie statego stezeniajonow w cytoplazmie [2-5]. Sg to
biatka nalezgce do rodzin NRT1 i NRT2 (ang. Nitrate Trans-
porter) uczestniczace w selektywnym transporcie azotanéw,
a takze kanaty chlorkowe C1C (ang. Chloride Chanels) o szer-
szym powinowactwie do anionéw. W przeciwienstwie do
transporteréow NRT kanaty chlorkowe zbadano i szeroko
opisano u zwierzat i ludzi ze wzgledu na kluczowy udziat
tych biatek w utrzymaniu biologicznych wasciwosci bton
komaérkowych (potencjatu btonowego i objetosci komérek).
Biatka NRT1 i NRT2 wystepuja tylko u roslin i niektérych
grzybow, ktére asymilujg azotany, wykorzystujac je do syn-
tezy aminokwasOw iinnych zwigzkéw azotowych. Sposréd
trzech klas biatek transportujgcych azotany, NRT1, NRT2 i
CLC, fizjologiczna rola rodziny transporteréw NRT1 zosta-
fa jak dotad stosunkowo najstabiej poznana. Badania kilku
ostatnich lat znacznie przyblizyty molekularng nature oraz
kinetyke transportu azotandéw przez biatka NRT1, a takze
okres$lity subkomdrkowg i tkankowa lokalizacje niektorych
transporteréw, dzieki czemu mozemy ostroznie wniosko-
wac o potencjalnym znaczeniu rodziny NRT1 w rozwoju i
funkcjonowaniu roslin. Prezentowana praca podsumowuje
dotychczasowy stan wiedzy na temat transporteréw NRT1,
przedstawiajac najnowsze wyniki badan otrzymane w toku
doswiadczen prowadzonych przede wszystkim na modelo-
wej roslinie Arabidopsis thaliana.

BUDOWA | FUNKCJA TRANSPORTEROW NRT1 (PTR)

Transportery NRT1 nalezg do duzej rodziny biatek bto-
nowych PTR obejmujacej tez transportery specyficzne wo-
bec aminokwaséw oraz di- i tripeptydéw. Biatka PTR zi-
dentyfikowano u tak réznych filogenetycznie organizmow
jak bakterie, archebakterie, rosliny, zwierzeta i ludzie.
Niemniej jednak u roslin rodzina gendw kodujacych trans-
portery PTR jest duzo liczniejsza niz u pozostatych organi-
zméw. U dwéch modelowych roslin: jednolisciennej Oryza
sativa i dwulisciennej Arabidopsis thaliana zidentyfikowano
odpowiednio 80 i 53 geny PTR, czyli znacznie wiecej niz
u cztowieka (6), nicienia Cenorhabditis elegans (4), muszki
owocowej (3) i drozdzy (2) [2], Liczebno$¢ i r6znorodnosc
roslinnych biatek PTR sugeruje, ze petnig one szczeg6lnie
istotne funkcje we wzroscie, rozwoju i metabolizmie orga-
nizméw roslinnych. Analizy sekwencji aminokwasowych
transporterow sugerujg, ze biatka posiadajg od 12 do 13
alfa helis tworzgcych domeny transbtonowe i sg zbudowa-
ne z 450-600 reszt aminokwasowych u bakterii i z 600-750
rerszt aminokwasowych u organizmoéw eukariotycznych.
Ponadto, miedzy 6 i 7 domeng transbtonowg biatek wyste-
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puje petla hydrofilowa, ktérej funkcja do tej pory pozostaje
niejasna [2]. Coraz liczniejsze badania wskazuja, ze biatka
PTR funkcjonuja w btonie jako symportery, przy czym sto-
sunek jonéw wodorowych do przenoszonych substratow
jest bardzo zmienny i zalezy przede wszystkim od tadun-
ku tych ostatnich [6]. Wszystkie biatka PTR zaliczono do
jednej rodziny na podstawie kilku zachowanych w toku
ewolucji motywow w obrebie sekwencji aminokwasowych.
Wsrod tych motywow szczegOlnie istotny jest tzw. motyw
sygnaturowy, unikatowa sekwencja aminokwasowa FING
(FYXXINXGSL), ktérg do tej pory znaleziono jedynie w
rodzinie biatek PTR. Pozostate zachowane w ewolucji rejo-
ny transporterow PTR (np. YKEVNKGSLS) nie sg juz tak
unikatowe i charakterystyczne tylko dla tej rodziny biatek,
poniewaz wykazujg ponad 60% homologii do motywéw
aminokwasowych wystepujagcych w ponad 50 biatkach na-
lezacych do innych rodzin.

Badania prokariotycznych i zwierzecych biatek PTR
wskazywaty, ze transportery nalezace do tej rodziny wy-
korzystuja gradient elektrochemiczny protonow gtéwnie
do transportu di- i tripeptydoéw przez btony komorkowe
[6], stad tez rodzine tych biatek okreslono dwoma skrota-
mi: PTR (transportery peptydowe, ang. Peptide Transporter)
lub POT (transportery oligopeptydéw zalezne od gradien-
tu protonéw, ang. Proton-coupled Oligopeptide Transporters).
Nastepnie okazato sie, ze biatka tej rodziny wykazujg bar-
dziej zréznicowang specyficznos¢ substratowg i niektdre z
nich zamiast krotkich peptydoéw transportujg aminokwa-
sy lub azotany. Transportery peptydéw i aminokwasow
A. thaliana scharakteryzowano funkcjonalnie w niewielkim
stopniu [2]. Heterologiczna ekspresja AtPTRI w komdr-
kach drozdzy i oocytach Xenopus laeifs sugeruje, ze biat-
ko kodowane przez gen uczestniczy w transporcie di- i
tripeptyddw, ale nie przenosi przez btony aminokwaséw
czy wiekszych peptyddw [7], W wyniku syntezy fuzyjnego
biatka AtPDRI-GFP w protoplastach izolowanych z tyto-
niu Nicotiana tabacum zaobserwowano, ze transporter zlo-
kalizowany jest w btonie plazmatycznej [7], Z kolei analizy
aktywnos$ci promotora AtPDRI z wykorzystaniem genu
reporterowego p-glukuronidazy (GUS) wykazaly, ze gen
A. thaliana ulega ekspresji przede wszystkim w naczyniach,
co pozwala przypuszczac, ze biatko PDR1 petni szczegblng
role w dalekim transporcie krétkich peptydéw [7], Specy-
ficznos$é substratowg kolejnego transportera PTR A. thalia-
na, AtPTR2, takze okreslono wykorzystujgc oocyty Xenopus
laevis i technike patch-clamp wykazujac, ze biatko uczestni-
czy w translokacji di- i tri-peptydow, ale nie transportuje
azotanéw [6]. Co ciekawe, w uktadach heterologicznych
biatko AtPDR2 transportowato peptydy w bardzo szerokim
zakresie stezeh: od 30 pM do 3 mM [6]. Podobnie jak biatka
PTR1 i PTR2 takze transporter AtPTR3 uczestniczy w trans-
porcie dipeptydow do komérki, co wykazano w badaniach
z uzyciem odpowiednich mutantéw drozdzowych [8]. Za-
obserwowano réwniez, ze ekspresja genu AtPTR3 jest indu-
kowana w wyniku mechanicznego uszkodzeniami tkanki
ro$linnej, ataku patogenéw, w warunkach stresu solnego
oraz pod wptywem aminokwaséw, kwasu salicylowego,
kwasu jasmonowego i ABA (ang. abscisic acid) [8,9]. Wydaje
sie zatem, ze AtPDR3 uczestniczy w odpowiedzi ros$lin na
stresy biotyczne i abiotyczne.
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sie z 5-6 hydrofobowych domen transbtonowych (Ryc. 1).
Dzieki intensywnym badaniom prowadzonym w ostatnim
dziesiecioleciu transportery azotanowe NRT1 A. thaliana to
najlepiej do tej pory scharakteryzowane biatka z rodziny
PTR. Ponizej przedstawiono krotkg charakterystyke po-
szczegdblnych biatek NRT1 rzodkiewnika.

Oprocz transporterow peptydowych A. thaliana, dos¢ do-
brze scharakteryzowano dipeptydowy transporter HvPTRI
syntetyzowany w kietkujacych ziarnach jeczmienia [10,11].
Ekspresja genu kodujagcego biatko HYPTRI jest wysoce spe-
cyficzna i zachodzi gtéwnie w epidermalnych komoérkach
kietkujgcego zarodka [10]. Prawdopodobnie HvPTRI od-
powiada za wychwytywanie matych peptydéw powstajg-

cych w wyniku hydrolizy biatek zapasowych bielma i ich ROSLINNE TRANSPORTERY NRT1

transport do rozwijajacego sie zarodka [10]. W odpowiedzi TRANSPORTER NRTL.1 (Atlgl2110)
na wzrost poziomu aminokwasow, w pdézniejszych etapach
rozwoju zarodka aktywno$¢ transportera dipeptydowego Biatko NRT1.1 to najlepiej poznany transporter azotano-
jest hamowana na drodze modyfikacji potranslacyjnych wy z rodziny NRT1. Gen kodujacy to biatko ulega najsilniej-
[12]. Przypuszcza sie, ze biatko HVPTRI moze stanowic szej ekspresji w mtodych czesciach korzenia (szczeg6lnie w
kluczowy element systemu regulujgcego poziom azotu or- czapeczce), w rozwijajacych sie korzeniach bocznych oraz
ganicznego w bielmie podczas kietkowania nasion [2]. w tkankach przewodzacych walca osiowego korzenia [13].
Liczne badania wykazaty, ze NRT1.1 uczestniczy w pobie-
Wsrod 53 biatek PTR u A. thaliana do tej pory wyrdzniono raniu azotandéw z roztwordw glebowych i ich transporcie
9 biatek, ktére prawdopodobnie transportujg tylko azotany, do innych czesci organizmu roslinnego. Jednak w przeci-
natomiast nie uczestniczg w translokacji peptydow czy ami- wienstwie do pozostatych biatek z obydwu rodzin trans-
nokwasow. Dla odroznienia od pozostatych biatek PTR gru- porteréw azotanowych (NRT1 i NRT2), NRT1.1 wykazuje
pe transporteréw azotanowych nazwano NRTL1. Przewidy- zréznicowane powinowactwo do azotanow z zaleznoSci
wang topologie btonowg biatek NRT1 A. thaliana przedsta- od ich egzogennego stezenia. Mianowicie, przy wysokich
wiono na rycinie 1. W zasadzie odpowiada ona schematowi stezeniach azotanéw w Srodowisku biatko wykazuje niskie
typowego biatka PTR: w obrebie sekwencji aminokwasowej powinowactwo (Km~4 mM) do tych jondw, natomiast przy
transporterdw wystepuje duza petla cytoplazmatyczna niskich stezeniach egzogennych NO/, NRT1.1 cechuje wy-
dzielgca tancuch na dwie czesci, z ktérych kazda sktada sokie powinowactwo (Km~ 50 pM) do azotanow [13]. Dzieki
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Rycina 1. Topologia transblonowa transporteréw NRT1 wykazujacych powinowactwo do transportu azotanéw. Przewidywane struktury drugorzedowe biatek wygene-
rowano z uzyciem sekwencji aminokwasowych transporteréw dostepnych w bazie Aramemnon (http://aramemnon.botanik.uni-koeln.de/index.ep) oraz powszechnie
dostepnych narzedzi bioinformatycznych: TMHMM 2.0 Server (http://www.cbhs.dtu.dk/servicessTMHMM) i TMRPres2D [28].
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temu biatko moze funkcjonowac jako transporter o niskim
lub wysokim powinowactwie do azotan6w, stanowigc od-
powiednio element jednego z dwdch systeméw pobiera-
nia azotanéw z roztworu glebowego: systemu LATS lub
systemu HATS [13]. Transporter NRT1.1 moze wiec petnic
istotng funkcje w adaptacji roslin do $rodowiska o bardzo
zmiennym poziomie azotan6w w podiozu. Zmiana powi-
nowactwa NRTL1.1 nastepuje w wyniku modyfikacji potran-
slacyjnej biatka: fosforylacji lub defosforylacji treoniny w
pozycji 101 [2]. Wykazano, ze AtNRTI.l z ufosforylowang
ThrlOl dziata jako transporter azotanéw wysokiego powi-
nowactwa, podczas gdy defosforylacja reszty treoninowej
zmienia powinowactwo transportera na niskie [14]. Fosfo-
rylacja biatka NRT1.1, nastepujgca w warunkach niskiego
stezenia azotandw w podtozu, jest katalizowana przez kina-
ze CIPKS8, aktywowang przez wigzacg wapn kalcyneuryne
typu B (CBL) [13]. Mechanizm potranslacyjnej modyfikacji
aktywnos$ci NRT1.1 przedstawiono na rycinie 2A.

NRT1.1 moze wspotdziata¢ z transporterami z rodzi-
ny NRT2: NTR2.1 i NRT2.2 w ramach systemu pobierania
azotanow typu HATS [2] lub z innym biatkiem z rodziny
NRT1, NRT1.2, uczestniczac w systemie pobierania N0O3'
typu LATS [15]. Przypuszcza sie, ze NRT1.1 peini takze role
receptora odbierajagcego informacje o poziomie azotanow w
srodowisku zewnetrznym [2], Jako sensor egzogennego ste-
zenia azotanéw NRTL1.1 reguluje synteze i aktywnos$¢ biatka
NRT2.1, ktére jest gtdwnym transporterem zaopatrujagcym
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Rycina 2. Funkcja NRT1.1 w korzeniach ro$lin (wg [13], zmodyfikowany). W wa-
runkach niskiego stezenia azotanéw w glebie NRT1.1 stymuluje aktywacje kom-
pleksu kinazy biatkowej CIPK23 oddziatujacej z kalcyneuryng typu B (CBL9), co
prowadzi do fosforylacji reszty treoniny 101 (ThrlOl) w biatku NRT1.1. Ufosfory-
lowane biatko NRT1.1 wykazuje wysokie powinowactwo do azotanéw i pobiera
do komorki nawet najmniejsze ilosci azotanéw obecne w $rodowisku (<1 mM),
zapewniajac ciggte zaopatrzenie ro$lin w N03 W obecnosci wyzszych stezen
azotanow (> 1 mM) fosforylacja NRT1.1 nie zachodzi i biatko pozostaje w btonie
jako transporter azotanéw o niskim powinowactwie, indukujac aktywacje pierw-
szorzedowej odpowiedzi ro$lin na azotany (stymulacja ekspresji genéw pobie-
rania i asymilacji azotanéw). W przekazywaniu sygnatu zaleznego od nieufos-
forylowanego biatka NRT1.1 uczestniczy kinaza biatkowa CIPK8 aktywowana
przez nieznang kalcyneuryne typu B. CIPK8 fosforyluje NRT1.1 w miejscu innym
niz ThrlOIl. W korzeniach ro$lin, NRT1.1 odbiera sygnat o zewnetrznym steze-
niu azotanéw a takze transportuje azotany do komdrek korzeni, uczestniczagc w
regulacji aktywnosci transportera NRT2.1 za posrednictwem nieznanych czaste-
czek sygnatowych. Ekspresja genu NRT2.1 jest regulowana na drodze zaleznej
od NRT1.1 a takze hamowana na drodze sprzezenia zwrotnego przez produkty
asymilacji azotanéw, np. aminokwasy.

64

rosliny w azotany w warunkach niskiego stezenia tych jo-
noéw w glebie (Ryc. 2B).

Niespodziewanym odkryciem ostatniego roku byty wy-
niki badan, sugerujgce udziat NRT1.1 w transporcie auksyn.
Wydaje sig, ze w warunkach niskiego stezenia azotanéw w
roztworze glebowym, NRT1.1 uczestniczy w translokacji
auksyn do komorek epidermy korzeni bocznych A. thalia-
na, indukujac bazypetalny transport hormonéw w kierun-
ku podstawy korzeni bocznych i zahamowanie ich wzrostu
[16]. Z kolei wzrost stezenia azotandw w podtozu prawdo-
podobnie powoduje zahamowanie transportu auksyn przez
NRT1.1 i, co za tym idzie, akumulacje tych hormonoéw w
merystemach wierzchotkowych korzeni bocznych i stymu-
lacje wzrostu tych organow [16]. Zatem NRT1.1 moze wpty-
wac na rozwo0j i architekture korzeni bocznych poprzez
regulacje gradientu auksyn w tych organach. Jako receptor
odbierajacy informacje o stezeniu azotandw w Srodowisku
zewnetrznym NRT1.1 juz wczes$niej postrzegany byt jako
element inicjujacy rozmaite reakcje komérki roslinnej. Ba-
dania sugerujg, ze to wtasnie z udziatem NRT1.1 azotany
indukuja ekspresje gendw zaangazowanych w asymilacje
i pobieranie azotan6w, wpltywajg na architekture korzeni
bocznych, a takze na kietkowanie nasion [16]. Reasumujac,
biatko NRT1.1 petni bardzo istotne funkcje w komérkach
roslinnych jako: (i) receptor stezenia azotanéw w roztwo-
rach glebowych, regulujacy procesy pobierania, transportu
i asymilacji NOy w roslinach; (ii) transporter azotandw do
komorki rodlinnej w warunkach zaréwno wysokich, jak i
niskich stezen jonéw azotanowych w roztworze glebowym;
(iii) regulator transportu i akumulacji auksyn w korzeniach
roslin, a co za tym idzie wzrostu korzeni bocznych.

TRANSPORTER NRT1.2 (Atlg69850)

W poréwnaniu z NRT1.1, pozostate transportery NRT1
scharakteryzowano w duzo mniejszym stopniu. Wiadomo
juz, ze biatko AtNRT1.2 funkcjonuje jako konstytutywny
transporter systemu pobierania azotandw typu LATS [17].
Wprowadzenie RNA komplementarnego do genu kodujg-
cego NRT1.2 (cRNA) do oocytdw Xenopus laevis pozwolito
okresli¢ kinetyke i specyficzno$¢ transportera A. thaliana:
biatko syntetyzowane w oocytach cechowato sie wysoka
specyficznoscig i niskim powinowactwem do azotanow
(Kne 6mM) [17], Dotychczasowe analizy ekspresji genu u
rzodkiewnika sugeruja, ze biatko NRT1.2 jest syntetyzowa-
ne przede wszystkim w korzeniach, a doktadnie we wto-
$nikach korzeniowych i w komoérkach ryzodermy [17,18].
Wydaje sie¢ zatem, ze biatko moze by¢ bezposrednio zaan-
gazowane w pobieranie azotanéw z podioza [17]. Stosun-
kowo niewielkg ilo$¢ transkryptu genu zlokalizowano takze
w pedach (okoto 10% transkryptu obserwowanego w korze-
niach) [19], co mogtoby wskazywac¢ na udziat NRT1.2 w da-
lekim transporcie azotanéw z korzeni do pedéw. Wykazano
takze, ze stezenie azotanéw w $Srodowisku nie wptywa na
ekspresje genu AtNRT1.2 w korzeniach i w pedach [17,18],
dlatego biatko NRT1.2 klasyfikuje sie jako transporter o ni-
skim powinowactwie do azotanéw, bedacy komponentem
systemu cLATS (konstytutywnego systemu niskiego powi-
nowactwa).
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TRANSPORTER NRT1.3 (At3g21670)

Biatko NRT1.3 to najstabiej poznany transporter z ro-
dziny NRT1. Jego funkcja wtasciwie do tej pory pozostaje
niewyjasniona. Analiza ekspresji genu w warunkach zroz-
nicowanego zywienia azotanowego sugeruje, ze prawdo-
podobnie tak jak NRT1.2, NRT1.3 jest komponentem syste-
mu transportowego o niskim powinowactwie do azotanéw
(LATS) [18,19]. Gen AtNRT1.3 ulega ekspresji zar6wno w
korzeniach, jak i w pedach rzodkiewnika [19]. Jednak w
odpowiedzi na zmiany stezenia azotandw zmiany pozio-
mu transkryptu w obydwu organach przebiegajg zupetnie
inaczej. W pedach ekspresja NRT1.3 jest wyraZnie stymu-
lowana w ciggu 12-72 godzin wzrostu roslin na pozyw-
kach wzbogaconych w azotany; w tych samych warunkach
uprawy poziom transkryptu NRT1.3 w korzeniach znacz-
nie spada juz po 3 godzinach traktowania roslin azotanami
[19]. Takie wyniki sugeruja, ze funkcja fizjologiczna NRT1.3
moze by¢ zupetnie inna w korzeniach niz w lisciach A. tha-
liana. W przeciwienstwie do pozostatych biatek NRT1, nie
analizowano dotad funkcjonalnie biatka NRT1.3 w oocy-
tach Xenopus laevis czy drozdzach. Nie wiemy zatem, czy
NRT1.3 to typowy transporter azotanowy, czy tez jest to
biatko zblizone funkcjg do pozostatych biatek PTR zdolnych
do transportu krétkich peptydow.

TRANSPORTER NRT1.4 (At2g26690)

Kinetyke transportu z udziatem biatka NRT1.4 okre$lono
w komarkach oocytoéw Xenopus laevis [20], Transporter Ara-
bidopsis funkcjonowat w oocytach jako importer azotanéw
wykazujgc niskie powinowactwo do tych anionéw (Km~ 2,5
mM) [20], stad mozna przypuszczac, ze jest to kolejny kom-
ponent systemu transportu azotanéw typu LATS u roslin.
W przeciwienstwie do pozostatych genéw NRT1, gen kodu-
jacy transporter NRT1.4 ulega ekspresji przede wszystkim
w ogonkach lisciowych [20]. To witasnie z tg specyficzng
lokalizacjg biatka wigze sie jego funkcja polegajgca prawdo-
podobnie na akumulacji azotanéw w ogonkach lisciowych
[20]. Przypuszcza sie, ze ogonek lisciowy stanowi magazyn
azotanéw w organizmie ro$linnym, poniewaz poziom azo-
tanéw w tym organie jest bardzo wysoki przy réwnoczesnej
stosunkowo niskiej aktywnosci reduktazy azotanowej [20].
Badania prowadzone na ogonkach lisciowych Arabidopsis
sugeruja, ze organy te aktywnie uczestnicza w regulacji i
utrzymaniu rébwnowagi w stezeniu azotanéw pomiedzy pe-
dem i lisciem [20]. Zaktada sig, ze to wiasnie biatko NRT1.4
spetnia kluczowg funkcje w tym procesie [20].

TRANSPORTER NRTL1.5 (Atlg32450)

Kolejne biatko NRT1 Arabidopsis, AtNRTL1.5, jest zlokali-
zowane w btonie plazmatycznej, gdzie odpowiada za dwu-
kierunkowy transport azotandéw przez btone komérkowa
[21]. Stosujac metode hybrydyzacji in situ, wykazano, ze
AtNRT1.5 ulega ekspresji gtéwnie w komorkach perycy-
klu korzenia przylegajacych bezposrednio do ksylemu [21].
Stad zaktada sie, ze transporter uczestniczy przede wszyst-
kim w zatadunku azotanéw do ksylemu korzenia, umoz-
liwiajac daleki transport tych anion6w do czesci nadziem-
nych rosliny [21]. Potwierdzeniem tej hipotezy jest fenotyp
mutantow Arabidopsis z funkcjonalng delecjg biatka NRT1.5:
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zmutowane roéliny wykazujg znacznie ograniczony trans-
port azotan6w z korzeni do lisci w porownaniu z ro$linami
niezmodyfikowanymi [21]. W badaniu z wykorzystaniem
oocytéw Xenopus laevis wykazano, ze kierunek transportu
jonow azotanowych przez NRT1.5 zalezy od gradientu pH
i potwierdzono, ze transporter funkcjonuje jako symporter
N 03/H +o niskim powinowactwie (Km~5-6mM) do azota-
now [21]. Wydaje sie zatem, ze biatko moze odpowiadac za
transport azotanéw w dwaéch kierunkach: do naczyn (zata-
dunek ksylemu) iz naczyn (roztadunek ksylemu). Podobnej
regulacji podlega transporter sacharozy SUT1, ktory odpo-
wiada za import sacharozy do floemu w dojrzatych lisciach
i eksport sacharozy z floemu w tkankach docelowych [22].

Badania ekspresji genu AtNRT1.5 pokazaty, ze poziom
transkryptu jest regulowany przez azotany, cykl okoto-
dobowy, pH oraz dostepno$¢ potasu [21]. Podobnie jak
NRTL1.1, transporter NRT1.5 mozna okres$li¢ jako ,,induko-
wany przez azotany"”, poniewaz ekspresja genu kodujgce-
go to biatko jest indukowana obecnos$cig jonow N O' [21].
Najwyzszy poziom ekspresji genu AtNRT1.5 zaobserwowa-
no u roslin uprawianych na podtozu o pH 5,5 [21]. Zmia-
na pH pozywki na 7,4 powodowata znaczne zahamowanie
transkrypcji genu. Niedobor potasu, a takze obecnos$¢ sodu
w $rodowisku zewnetrznym réwniez prowadzity do obni-
zenia ekspresji NRT1.5 [21]. Sugeruje sie zatem, ze daleki
transport azotandw z korzeni do pedéw podlega regulacji
przez m.in. poziom potasu w komdrkach. Ponadto zaobser-
wowano, ze poziom mRNA NRTL1.5 jest regulowany przez
cykl okotodobowy: obniza sie stopniowo w ciggu dnia,
natomiast wzrasta w ciggu nocy, osiggajac maksimum tuz
przed zakonczeniem okresu ciemnosci [21]. Mozna zatem
przypuszczaé, ze biatko jest szczegdlnie aktywne w ciaggu
dnia, gdy najbardziej intensywne sa procesy transpiracji i
fotosyntezy.

TRANSPORTER NRT1.6 (Atlg27080)

Funkcjonalne analizy biatka AtNRTI.6 w oocytach Xeno-
pus laevis wykazaty, ze jest to specyficzny transporter azota-
nowy o niskim powinowactwie do jonow NOy (Km~ 6 mM)
[23]. Szczegdlnie wysoki poziom ekspresji genu NRT1.6 ma
miejsce w kwiatach bezposrednio po zapyleniu, co sugeru-
je, ze biatko jest zaangazowane w dostarczanie azotanow
do rozwijajacego sie zarodka [23]. Ekspresja genu reporte-
rowego kodujgcego (3-glukuronidaze (GUS) pod promoto-
rem genu AtNRTI.6 wykazata najwiekszg aktywnos¢ trans-
krypcyjng promotora w tkance przewodzacej wieszadetka
i tuszczyny nasion [23]. Z kolei u mutantéow A. thaliana po-
zbawionych transportera (atnrtl.6) obserwowano zaburze-
nia podziatéw komorkowych w obrebie wieszadetka, utrate
turgoru w komorkach tej struktury, a takze obnizong aku-
mulacje azotan6w w nasionach i obumieranie nasion [23].
Wydaje sie zatem, ze NRT1.6 petni bardzo wazng funkcje w
rozwoju zarodkow w nasionach.

TRANSPORTER NRTL1.7 (Atlg69870)

Analizy funkcjonalne AtNRT1.7 w oocytach Xenopus la-
evis sugeruja, ze w komdrkach A. thaliana biatko funkcjonuje
jako specyficzny transporter azotanowy wykazujacy nieco
wyzsze powinowactwo do NOy (Km~ 2,8 mM) w pordw-
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naniu do NRT1.1-1.2 i NRT1.4-1.6, ale nadal klasyfikowa-
ny jako komponent systemu LATS [24]. Analiza ekspresji
genu AtNRT1.7 i rozmieszczenia biatka kodowanego przez
ten gen z uzyciem specyficznych przeciwcial wykazata,
ze NRTL1.7 wystepuje przede wszystkim w lisciach, i ze
zawarto$¢ biatka znacznie wzrasta (nawet 25-krotnie) w
trakcie starzenia si¢ tych organéw [24]. W poréwnaniu do
lisci, poziom transkryptu NRT1.7 w korzeniach byt znacz-
nie nizszy [24], Badanie z uzyciem genu reporterowego
P-glukuronidazy wykazato takze, ze aktywno$¢ transkryp-
cyjna promotora genu AtNRT1.7 byta zdecydowanie naj-
wieksza w dystalnych partiach lisci, co moze sugerowac, ze
transporter odpowiada za wycofywanie azotanéw ze star-
szych do mtodszych czesci tych organow [24]. Co wiecej, ob-
serwacje mutantow pozbawionych niezdolnych do syntezy
AtNRTL1.7 sugeruja, ze biatko odpowiada takze za kierun-
kowy transport jonéw N O/ze starszych do mtodszych lisci:
w pordwnaniu z ros$linami niezmodyfikowanymi, rosliny
atnrtl.7 akumulowaty wiecej azotanéw w starszych niz w
mtodszych lisciach [24], Ponadto, w soku floemowym wig-
zek przewodzacych lisci mutantow stwierdzono znacznie
obnizony poziom jonéw NO/ [24]. Zatem u roslin pozba-
wionych transportera NRT1.7, procesy wycofywania azota-
now z organow bogatych w te jony do organéw o duzym
zapotrzebowaniu na azotany byty wyraznie zredukowane
[24], Prawdopodobnie biatko uczestniczy w zatadunku azo-
tandw do floemu wiazek przewodzacych starszych, boga-
tych w azotany lisci w celu dalszego transportu tych jonow
do mtodszych lisci lub do innych organéw akceptorowych.

TRANSPORTER NRT1.8 (At4g21680)

Badanie aktywnosci biatka AtNRT1.8 w oocytach Xeno-
pus laevis wykazato, ze transporter odpowiada za pobiera-
nie azotanéw do komérki i, w poréwnaniu do pozostatych
biatek NRT1, wykazuje duzo nizsze (Km~ 12 mM) powino-
wactwo do jonéw N O/ [25]. Zaréwno metoda hybrydyzacji
in situ jak i analiza aktywnos$ci promotora genu AtNRT1.8
z uzyciem genu reporterowego p-glukuronidazy wykazaty,
ze poziom transkrypcji genu rzodkiewnika jest najwyzszy
w komdrkach miekiszu ksylemu, przylegajgcych bezpo-
$rednio do naczyn [25]. Udziat biatka w transporcie azota-
noéw do komorki roslinnej potwierdzono w badaniach na
protoplastach A. thaliana syntetyzujgcych fuzyjne biatko
AtNRT1.8-GFP, ktore pokazaty, ze transporter kierowany
jest do btony plazmatycznej [25], W pordwnaniu z rosli-
nami niezmodyfikowanymi, mutanty Arabidopsis pozba-
wione transportera (atnrtl.8) akumulowaly znaczne ilosci
azotandw w ksylemie [25]. Wydaje sie zatem, ze to biatko
btony plazmatycznej uczestniczy w roztadunku ksylemu,
transportujac jony NO/ z naczyh do przylegajacych ko-
morek miekiszu ksylemowego [25]. Pod wzgledem budo-
wy, AtNRT1.8 wykazuje 64% homologii do transportera
AtNRT1.5, ktoéry uczestniczy w transporcie azotandéw do
ksylemu. Podobienstwo strukturalne obydwu biatek praw-
dopodobnie przektada sie na podobne wiasnosci funkcjo-
nalne transporterow: obydwa biatka odpowiadajg za daleki
transport (zatadunek albo roztadunek) azotanéw [26]. Co
ciekawe, ekspresja genu NRT1.8 jest stymulowana przez
azotany, a takze przez kadm [25], Rownocze$nie mutanty
atnrtl.8 wykazujg zwiekszong wrazliwos$¢ na kadm w obec-
nosci 25-50 mM azotandw w $rodowisku zewnetrznym [25].
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Zatem mozna przypuszczac, ze biatko NRT1.8 jest w jaki$
sposob zaangazowane takze w tolerancje roslin na obecnos¢
kadmu w $rodowisku. Zaobserwowano, ze w obecnosci
kadmu rosliny magazynuja wiecej azotandw w korzeniach
niz w pedach. Zwiekszona akumulacja jonéw w korzeniach
prawdopodobnie sprzyja utrzymaniu wysokiej aktywnosci
reduktazy azotanowej i azotynowej (wrazliwych na kadm
kluczowych enzymow szlaku asymilacji azotanéw) i umoz-
liwia prawidtowy wzrost oraz rozwoj systemu korzeniowe-
go w warunkach stresu [25,26]. Ponadto, zwigzki syntety-
zowane z azotanéw w korzeniach (aminokwasy, peptydy,
GSH, fitochelatyny) moga uczestniczy¢é w wigzaniu i depo-
nowaniu kadmu i tym samym chroni¢ organy nadziemne
(w tym fotosyntetyzujace liscie) przed destrukcyjnym wpty-
wem tego metalu [25,26], W zwigzku z tym wydaje sig, ze
regulowany przez NRT1.8 poziom azotanéw w korzeniach
moze mie¢ istotne znaczenie dla odpornosci roslin w $rodo-
wisku zanieczyszczonym kadmem.

TRANSPORTER NRTL1.9 (Atlgl8880)

Najnowsze badania nad funkcjg transporteréw NRT1
u roslin dotyczg biatka NRT1.9. Wiadomo juz, ze produkt
genu AtNRT1.9 jest takze elementem systemu niskiego po-
winowactwa do azotanéw (LATS), ktérego synteza jest sty-
mulowana podczas dluzszej ekspozycji roslin na azotany
[27], Funkcjonalna charakterystyka AtNRT1.9 w oocytach
Xenopus laevis potwierdzita, ze jest to biatko transportujace
tylko azotany [27], Analizy z uzyciem biatka zielonej fluore-
scencji (GFP) i (3-glukoronidazy wykazaty, ze transporter
wystepuje w blonie plazmatycznej komérek towarzyszg-
cych floemu korzeni [27], Mutanty Arabidopsis pozbawione
biatka (atnrtl.9) wykazywaty znacznie obnizony poziom
azotanow we floemie korzeniowym oraz zredukowany
transport azotan6w z czeéci nadziemnych do korzeni, co
sugeruje, ze AtNRT1.9 uczestniczy w zatadunku azotanéw
do floemu wigzek przewodzacych korzeni i stymuluje ba-
zypetalny transport tych jonéw [27]. W obecnosci wysokich
stezen azotandw u tych samych mutantow obserwowano z
kolei wzmozony ksylemowy transport azotandéw z korze-
ni do pedow i stymulacje wzrostu rodlin, co wskazuje na
wzajemng korelacje ksylemowego i floemowego transportu
azotanéw [27], Ksylem przewodzi ogromng wiekszos$¢ azo-
tan6w miedzy korzeniem i pedem, ale nie podlega watpli-
wosci, ze procesy transportu jondw azotanowych floemem
sg takze istotne w regulacji translokacji azotandw pomiedzy
cze$ci nadziemne i podziemne ro$lin [27],

PODSUMOWANIE

Intensywne w ostatnich latach badania nad ro$linnymi
transporterami NRT1 doprowadzity do czeSciowego wyja-
$nienia molekularnych podstaw procesow istotnych z punk-
tu widzenia wzrostu i rozwoju roélin: pobierania azotandw
z roztworu glebowego, translokacji tych jonéw w obrebie
réznych komérek, tkanek i organow czy tez akumulacji albo
wycofywania azotanéw z organéw donorowych (starszych
albo bogatych w azotany lisci, ogonkéw, liscieni) do akcep-
torowych (mtodszych, rozwijajgcych sie tkanek). Ws$rdd
licznych biatek zaangazowanych w fizjologiczng adaptacje
ro$lin do zmiennej dostepnosci azotanéw w S$rodowisku,
transportery NRT1 wydajg sie zajmowac szczegdlng po-
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Rycina 3. Lokalizacja i fizjologiczna funkcja transporteréw azotanéw NRT1 u Ara-
bidopsis thaliana. Doktadniejszy opis funkcji poszczegdlnych biatek znajduje sie w
tekécie. Rysunek przedstawiajacy pokrdj rosliny zaczerpnigto ze strony http://
www.ens-lyon.fr/RDP/SiCE/english/thaliana-uk.html i zmodyfikowano.

zycje ze wzgledu na swojg lokalizacje i funkcje. Znacze-
nie fizjologiczne, a takze funkcjonalne powigzanie biatek
NRT1 u Arabidopsis przedstawiono na rycinie 3. NRTL1.1 i
NRT1.2 razem z dwoma biatkami z rodziny NRT2 (NRT2.1
i NRT2.2) odpowiadajg za pobieranie azotan6w przez wto-
$niki korzeniowe. Filogenetycznie blisko spokrewnione
biatka NRT1.5 i NRT1.8 odpowiadajg za import azotanow
do naczyn (zatadunek) i eksport azotanéw z ksylemu do
tkanek docelowych (roztadunek). Natomiast biatko NRT1.9
uczestniczy w transporcie jonow azotanowych do floemu,
regulujac jednoczesnie transport NO/ naczyniami. NRT1.4
odgrywa istotng role w akumulacji azotanéw w ogonkach
lisciowych, a NRT1.7 uczestniczy w remoblizacji azotanéw
i ich transporcie ze starych do mtodych rozwijajacych sie
organow (np. ze starszych do mtodszych lisci). Wyjatkowa
funkcja NRT1.6 polega na dostarczaniu azotanéw do roz-
wijajacych sie zarodkéw w nasionach. Ws$rod wszystkich
biatek NRT1 szczeg6blnie wyréznia sie NRT1.1, ktéry od-
powiada nie tylko za transport azotanow w roslinach, ale
rowniez za percepcje informacji o stezeniu azotandw w $ro-
dowisku zewnetrznym oraz prawdopodobnie za regulacje
transportu auksyn w komorkach korzeni bocznych. Mecha-
nizm percepcji stezenia jonow azotanowych przez NRTL1.1 i
zmiany funkcji tego biatka z receptorowej na transportowg
nie zostat jeszcze wyjasniony.
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ABSTRACT

Nitrate is the main source of inorganic nitrogen for plants grown in aerobic soil conditions. The growth and development of many species,
including cultivated crops is strictly dependent on the effective processes of nitrate uptake, its accumulation and remobilization within the
plant tissues under frequent fluctuations of NOs level in soil. The proteins engaged in nitrate translocation across cellular membranes are the
key players governing nitrate distribution within the plant body. Two families of proton-coupled symporters, NRT1 and NRT2, and one type
of proton-coupled antiporters, CIC, have been shown to be involved in nitrate transport in higher plants. The recent progress in research on
NRT1 proteins has shed the light on the localization and physiological function of those nitrate transporters in the N 03 uptake, NO 'cell-to-
cell and tissue-to-tissue distribution, nitrates accumulation and efflux within the model plant Arabidopsis thaliana. This review focuses on the
recent findings of the new molecular mechanisms controlling N 03 transport and signaling which employ nine NRT1 proteins of A. thaliana,
with the emphasis on the physiological function and relevance of these proteins for the proper plant growth and development.
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Rola czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny LSF/Grainyhead
w powstawaniu i funkcjonowaniu powtok ciata zwierzat

STRESZCZENIE

zynniki transkrypcyjne z rodziny LSF/Grainyhead to biatka, ktérych struktura i funkcje
Czosta+y zachowane w toku ewolucji organizméw eukariotycznych, od prymitywnych or-
ganizméw jednokomérkowych po organizmy ztozone. W organizmach wielokomérkowych
czynniki te wykazujg specyficzno$¢ tkankowag i sg aktywne przede wszystkim w nabtonku
okrywajacym. Funkcje czynnikéw GRHL sg zwigzane z regulacja ekspresji genéw istotnych
dla prawidtowego réznicowania i funkcjonowania nabtonkéw, za$ profile ich ekspresji sg
zmienne, zwitaszcza podczas rozwoju embrionalnego. Biatka te sg istotne dla prawidtowe-
go rozwoju i funkcjonowania organizmu. Obecnie badania nad rolg czynnikéw transkryp-
cyjnych GRHL prowadzone sg zaréwno na poziomie komérki jak i organizmu ztozonego.
Obnizenie ekspresji genéw Grhl u zwierzat doswiadczalnych prowadzi do wielu schorzen,
m.in. do zaburzen w szlakach przekazywania sygnatéw waznych dla prawidtowego prze-
biegu takich proceséw, jak gojenie sie ran czy zamykanie cewy nerwowej. Zmiany poziomu
ekspresji genéw GRHL maja réwniez znaczenie dla procesu nowotworzenia. Czynniki trans-
krypcyjne GRHL funkcjonujg bowiem w szlakach przekazywania sygnatéw regulujacych
proces proliferacji komérek i apoptoze.

WPROWADZENIE

Scista regulacja ekspresji genéw pozwala na generowanie w komérce cha-
rakterystycznego zestawu transkryptéw, transkryptomu, na matrycy ktérego
powstaje specyficzny zestaw biatek decydujgcych o biochemicznym charakterze
komadrek danego typu, proteom. W zaleznosci od potrzeb, transkryptom oraz
proteom ulegajg ciggtym, kontrolowanym zmianom. Na poziomie organizmu
zjawisko to jest obserwowane w komorkach danego typu m.in. podczas takich
proceséw, jak: rozwd6j embrionalny, ré6znicowanie komérek i powstawanie tka-
nek czy odpowiedz na sygnatly zewnatrzkomérkowe (np. na stres). Kluczowym
etapem regulujgcym proces transkrypcji danego genu jest powstanie charakte-
rystycznego kompleksu inicjacyjnego. Kompleks ten tworzy sie w wyniku od-
dziatywania miedzy specyficznymi sekwencjami DNA, potozonymi w poblizu
genu, a swoistymi biatkami, tj. zaleznej od DNA polimerazy RNA oraz specy-
ficznymi czynnikami transkrypcyjnymi, ktére moga inicjowaé¢ lub hamowac
proces transkrypcji [1,2]. Kompozycja kompleksu inicjacyjnego zalezy nie tylko
od genu, ktérego ekspresja jest kontrolowana, ale takze od etapu rozwoju czy
rodzaju tkanki, dlatego bardzo czesto mowi sie o czynnikach transkrypcyjnych
tkankowo-specyficznych czy specyficznych dla danego procesu biologicznego
lub etapu rozwoju.

Czynniki transkrypcyjne z rodziny LSF/Grainyhead powszechnie wystepuja
w organizmach nalezacych do krélestwa zwierzat Metazoa [3], Te tkankowo-spe-
cyficzne biatka sg regulatorami takich procesow, jak: morfogeneza i histogeneza
powtok ciata, zamykanie nabtonkowych struktur pochodzenia ektodermalnego,
utrzymywanie funkcji i struktury nabtonka okrywajacego oraz gojenie sie ran.
Funkcje te zapewniajg utrzymanie integralno$ci powtoki ciata oraz homeosta-
ze catego organizmu i sg zachowywane podczas ewolucji. Warto podkresli¢, ze
ewolucyjne pojawienie sie tych czynnikdéw poprzedzito (i by¢ moze spowodo-
wato) wyksztatcenie sie ektodermalnej tkanki nabtonkowej.

CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE Z RODZINY LSF/GRAINYHEAD

Rodzina czynnikow transkrypcyjnych LSF/Grainyhead skiada sie z dwéch
podrodzin: LSF (ang. Late SV40 Factor, nazywanej réwniez TFCP2) i GRH (ang.
Grainyhead) (Ryc. 1). Biatka nalezagce do obu podrodzin wykryto u jednoko-
morkowego eukariotycznego organizmu ameboidalnego (nalezacego do stare-
go ewolucyjnie rodzaju) Capsaspora owczarzaki [4], jak i u wielokomdrkowcéw
Metazoa (np. Homo sapiens, Xenopus laevis, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis
elegans) [3].
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Grzyby

Rycina 1. Filogeneza biatek z rodziny LSF/Grainyhead. LSF — Late SV40 Factor; GRH — Grainyhead; Amg — Amphimedon

queenslandic; Asn —Aspergillus Niger; Brf — Branchiostomafloridae; Cap — Capitella species; Cii — Ciona intestinalis; Dap — Da-

Wszystkie biatka z rodziny

phnia pulex; Dme — Drosophila melanogaster; Hos — Homo sapiens; Log — Lottia gigantean; Myf — Mycosphaerellafijiensis; Myg LSF/G rainyhead maja podob-
— Mycosphaerella graminicola; Mob — Monosiga brevicollis; Nev — Nematostella vectensis; Phb — Phycomyces blakesleeanus; Tra —
Trichoplax adhaerens; Trv — Trichoderma virens; Vam — Vallicula multiformi. Opracowano na podstawie [3] i wykorzystano za ng Sthkthe domenowq (Ryc.

zgodg autoréw i wydawcy, zmodyfikowane.

Ewolucyjne rozejscie sie podrodzin GRH i LSF/CP2 na-
stapito jeszcze przed rozdzieleniem sie linii ewolucyjnych
prowadzacych do dzisiejszych Metazoa i Capsaspora owcza-
rzaki, czyli okoto 1,6 mld lat temu. W gatezi wiodacej do
wspotczesnie zyjagcych wiciowcdw i grzybow doszto praw-
dopodobnie do utraty genéw z podrodziny Grainyhead,
gdyz znaleziono u nich wytgcznie biatka z podrodziny LSF/
TFCP2 [3], Pierwsze geny LSF i Grh powstaty prawdopo-
dobnie w wyniku duplikacji genu protoplasty lub w nastep-
stwie powielenia catego genomu (WGD, ang. whole genome
duplication). Poczatkowo te blizniacze geny i kodowane
przez nie czynniki transkrypcyjne mogty spetnia¢ podobne
funkcje, po czym ulegty subfunkcjonalizacji (rozdziat funk-
cji) lub neofunkcjonalizacji (pozyskanie nowych funkcji)
[5,6]. WGD, powigzane ze zjawiskiem silnej selekcji i utraty
gendw, odegrato bardzo wazng role w rozwoju morfolo-
gicznej ztozonoSci oraz specjacji tkankowcow. Szczegodlng
grupa genow, ktore ulegaty specyficznemu zachowaniu po
WGD, sa geny regulatorowe, w tym geny kodujgce czynniki
transkrypcyjne. Liczba kopii takich genow jest istotna dla
prawidtowego funkcjonowania komorek eukariotycznych i
organizméw wielokomoérkowych [7,8].

Historycznie pierwszym zidentyfikowanym cztonkiem
podrodziny Grainyhead byt wystepujacy u muszki owoco-
wej (Drosophda melanogaster) czynnik transkrypcyjny GRH
(Grainyhead) [9-13], U ssakow zidentyfikowano do tej
pory trzy ortologiczne do niego biatka oraz trzy nalezgce
do podrodziny LSF/TFCP2 (Tab. 1). Te ostatnie sg aktywne
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2) [25], W ich budowie moz-
na wyrézni¢ trzy charakte-
rystyczne czesci: N-koncowg
domene transaktywacyjng (TAD), C-kohAcowg domene oli-
gomeryzacyjng (OD) i znajdujacg sie miedzy nimi unikalng
domene wigzacg DNA (DBD). Sekwencja biatkowa dome-
ny DBD w czynnikach transkrypcyjnych z rodziny LSF/
Grainyhead nie wykazuje podobieristwa do wczesniej zi-

Tabela 1. Homologi biatek z rodziny LSF/Grainyhead u ssakéw. Na podstawie:
www.genenames.org,www.informatics.jax.org

symbol synonimy
podrodzina LSF/TFCP2
Tcfep2 CP2, CP-2, LSF, LBP-Ic,
LBP-Id, LBP1, LSF, UBP-1
*3 Ubpl LBP-la, LBP-Ib, NF2d9
g Tcfep211 LBP-9, CRTR-1, Cp211
podrodzina GRFI
i Grhll LBP-32, p6| MGR, p70 MGR, Tcfcp212
Grhl2 BOM, Tcfcp213, FLJ13782
Grhl3 ct, Som, Getl, nmf231
podrodzina LSF/TFCP2
TFCP2 CP2, LBP-1C, LSF, TFCP2C
S UBP1 LBP-la
g' TFCP2L1 LBP-9, CRTR-1
§ podrodzina GRFI
= GRHL1 LBP-32, MGR
GRHL2 BOM, FLJ13782
GRHL3 SOM
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Rycina 2. Schemat struktury genéw z rodziny LSF/Grainyhead. TAD —domena
transaktywacyjna; DBD —domena wigzaca DNA; OD —domena oligomeryza-
cyjna; SAM —motyw alfa. Opracowano na podstawie [20,24],

Podrodzina
LSF/TPCP2

dentyfikowanych domen typowych dla innych czynnikow
transkrypcyjnych. Natomiast jej trojwymiarowa struktura
jest zblizona do struktury domeny wiazacej DNA biatek z
rodziny p53, co sugeruje, ze obie grupy tych regulatoréw
miaty wspolnego przodka. Biatka z podrodziny LSF/TFCP2
posiadajg dodatkowo domene SAM (motyw alfa), uczestni-
czacg w oddziatywaniach miedzy biatkami [20].

Wykazano, ze pomiedzy biatkami z podrodzin LSF/
TFCP2 i GRH istniejg zasadnicze réznice w sposobie oli-
gomeryzacji i w sekwencji DNA, do ktdrej sie wigzg [21-
23]: czynniki z podrodziny GRH wigzg sie do pojedynczej
sekwencji DNA jako homo- lub heterodimery, natomiast
czynniki z podrodziny LSF/TFCP2 wigzg sie do dwdch bez-
posrednio powtdrzonych sekwencji DNA jako homo- lub
heterotetramery. Co ciekawe, mimo bliskiego pokrewien-
stwa, biatka nalezace do podrodziny GRH nie sg zdolne do
tworzenia komplekséw z biatkami nalezagcymi do podro-
dziny LSF/TFCP2 [24-26]. Za specyficznos¢ regulacji eks-
presji gendw przez czynniki transkrypcyjne z podrodziny
GRH odpowiadajg: (1) zalezne od tkanki i etapu rozwoju
profile ekspresji tych czynnikéw, (2) ich wspoétdziatanie z
innymi czynnikami ulegajgcymi selektywnej ekspresji w
tkance danego typu, (3) zmiany w strukturze chromatyny w
obszarach regulowanych genow, (4) specyficzno$¢ sekwen-
cji DNA, do ktorej czynniki te sie wigzg (sekwencja konsen-
susowa DNA, do ktdrej wigza sie czynniki transkrypcyjne z
podrodziny GRH, to 5'-~AACCGGTT-3' [12,23,27-29]) oraz
(5) powstawanie w wyniku réznicowego skfadania mRNA
specyficznych, zréznicowanych pod wzgledem aktywnosci
izoform [24,26,30-32]. Dla przyktadu, w przypadku ortolo-
gow biatek cztowieka z podrodziny GRH: GRHL1 wyste-
puje w 2 izoformach [25], za$ biatko GRHL3 w 3 izoformach
[32]; u muszki owocowej GRH ma przynajmniej 4 izoformy
[27].

ROLA CZYNNIKOW Z PODRODZINY GRAINYHEAD
W POWSTAWANIU POWLOK CIALA ZWIERZAT

Od momentu, gdy na Ziemi pojawity sie zwierzeta wie-
lokomérkowe, najbardziej zewnetrzna warstwa komdarek
petnita funkcje granicy pomiedzy srodowiskiem wewnetrz-
nym organizmu a otoczeniem. Niezaleznie od architektury
i sktadu molekularnego powtoki ciata (jednowarstwowy
naskorek u prostych organizméw wielokomdérkowych,
pancerz chitynowy u owadéw, kolagenowy oskorek u pier-
Scienic, wielowarstwowy naskorek kregowcéw), petni ona
funkcje ochronng przed infekcjg patogenow. Dzieki swojej
strukturze zapobiega réwniez nadmiernej utracie wody z
organizmu, zabezpiecza przed uszkodzeniami mechanicz-
nymi i szkodliwym dziataniem czynnikoéw fizykochemicz-
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nych, co pozwala na zachowanie homeostazy organizmu
[33,34]. Do wytworzenia ochronnej i nieprzepuszczalnej po-
wioki, zarowno u bezkregowcow, jak i u kregowcow, nie-
zbedne sg czynniki transkrypcyjne z podrodziny GRH [35],

FUNKCJE BIALEK Z PODRODZINY
GRAINYHEAD U BEZKREGOWCOW

Funkcje biatka GRH zostaty najdoktadniej zbadane u
muszki owocowej (Drosophila melanogaster). GRH regulu-
je wiele proceséw rozwojowych zwigzanych z tkankami
nabtonkowymi pochodzenia ektodermalnego, m.in. for-
mowanie kutikuli, wydtuzanie tchawek czy zamkniecie
grzbietowe ciata embrionu [10,21]. W wyniku réznicowego
sktadania pre-mRNA powstajg transkrypty kodujace rozne
izoformy, miedzy innymi GRH-N syntetyzowany w o$rod-
kowym uktadzie nerwowym oraz GRH-O syntetyzowany
w epidermie, nabtonku przedniej i tylnej czesci jelita pier-
wotnego oraz w nabtonku tworzacym system tchawek [9],

Powtoka ciata owadéw (pancerz) sktada sie z komérek
nabtonkowych lezgcych na bionie podstawowej (membra-
na basalis) oraz jego tworu, oskdrka (cuticula) ztozonego z
oskérka powierzchniowego (epicuticula), zewnetrznego
(exocuticula) i wewnetrznego (endocuticula) [36], Oskdrek
zawiera chityne, lipidy i usieciowane biatka, ktére razem
tworzg warstwe twardej, nieprzepuszczalnej macierzy ze-
wnatrzkomorkowej, petnigcej funkcje szkieletowg i ochron-
ng. Oskoérek pokrywa cate ciato, wysciela takze fragmenty
jelita, tchawki i cze$¢ uktadu rozrodczego [36], Enzymami
niezbednymi do twardnienia kutikuli sa dekarboksylaza L-
-DOPA i hydroksylaza tyrozynowa, kodowane odpowied-
nio przez geny Ddc i ple. Oba biatka katalizujg kolejne re-
akcje przeksztatcenia tyrozyny w chinony, ktére nastepnie
taczg sie kowalencyjnie z bocznymi resztami aminowymi
histydyn, co prowadzi do kowalencyjnego wigzania biatek
itwardnienia kutikuli [36], Poziom ekspresji jednego z tych
genow, tj. Ddc, jest bezposrednio regulowany przez czyn-
nik transkrypcyjny GRH [37], Ponadto przypuszcza sie, ze
GRH reguluje ekspresje genu syntazy chityny DmCHSI,
gdyz w pierwszym intronie tego genu, odpowiedzialnym
za regulacje procesu wytwarzania chityny podczas rozwo-
ju, zlokalizowano sze$¢ sekwencji DNA, do ktérych moze
wigzac sie ten czynnik transkrypcyjny [38]. Wiadomo na-
tomiast, ze GRH bezposrednio reguluje ekspresje gendw:
fasciclin 3 (Fas3) oraz coracle (Cora), kodujacych biatka, ktore
sag komponentami potaczen Scistych w epidermie, odpowia-
dajacych za szczelno$¢ powtoki okrywajacej ciato muszki
owocowej [39].

Inaktywacja obu alleli genu grh jest letalna dla Droso-
phila melanogaster na etapie embriogenezy, muszki o geno-
typie grh'l’ nie przezywajg wykluwania sie z jaj. Embrio-
ny sg nieprawidtowo uksztattowane, mimo prawidtowej
segmentacji, a ich kutikula jest cienka, nabrzmiata i tatwo
ulega uszkodzeniu (tzw. fenotyp ,.blimp") [37]. Charakte-
rystycznym zaburzeniem rozwojowym larw jest granularna
i nieciggta struktura puszki gtowowej (stad nazwa genu:
grainyhead) oraz stabo rozwiniety aparat gebowy (Ryc. 3).
Ponadto, stwierdzono przerost drzewa tchawkowego (be-
dacego tworem epidermy) pod wzgledem diugosci i ilosci
odndg oraz zaobserwowano, ze rurki tchawkowe sg pofal-
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Caenorhabditis elegans

Drosophila melanogaster

Rycina 3. Fenotyp larw Drosophila melanogaster oraz Caenorhabditis elegans wy-
jetych z otoczki witelinowej. Drosophila melanogaster: obraz z mikroskopu
kontrastowo-fazowego larw z nieaktywnym biatkiem GRH (grh'/) oraz typu
dzikiego (wt). (A) boczny widok na ciata larw, kutikula w embrionach mutan-
tow (grh'7) jest pekata i rozdeta w poréwnaniu do larw typu dzikiego (wt) (B)
puszka gtowowa: szkielet gtowy larw grh" ma nietypowa, granularng strukture;
przednig cze$¢ gtowy wskazujg groty strzatek; mniejsze strzatki wskazujg haki
gebowe, ktére u larw grh7-sg mniejsze niz u larw wt. (C) zabki znajdujace sie na
powierzchni ciata larwy grh sa mniejsze i nieuporzadkowane. Caenorhabditis
elegans: tréjwymiarowy obraz uzyskany za pomocg mikroskopu z kontrastem
interferencyjnym Nomarskiego. Wt — larwa nicienia typu dzikiego, grh —larwy
nicieni zwyciszonym za pomoca RNAi genem Ce-grh-1; u mutantéw grh otoczka
nabtonkowa jest nieprawidtowo pofatdowana (biata strzatka), a z wnetrza ciata
wystaja skupiska komadrek (czarna strzatka). Opracowano na podstawie [11, 25] i
wykorzystano za zgodg autoréw i wydawcy, zmodyfikowane.

dowane. Fenotyp ten jest zwigzany z zaburzeniem prawi-
dtowego formowania sie szczytowej powierzchni komorek
podczas wzrostu tchawek, regulowanego przez szlak prze-
kazywania sygnatu zapoczatkowany przez receptor Breath-
less aktywowany przez Branchless (biatko z rodziny FGF).
Czynnik transkrypcyjny GRH peini funkcje negatywnego
regulatora przekazywania sygnatu w tym szlaku, w spo-
séb zalezny od kinazy ERK, prowadzac do kontrolowanego
zahamowania wzrostu tchawek [40,41]. Stad, u mutantow
muszki pozbawionych biatka GRH wzrost tchawek wydaje
sie nadmierny i niekontrolowany.

Zaburzenia w rozwoju nabtonka okrywajgcego zaobser-
wowano réwniez u nicieni Caenorhabditis elegans pozbawio-
nych funkcjonalnego biatka Ce-GRH-1, bedacego ortolo-
giem GRH. Wyciszenie genu kodujgcego to biatko za po-
mocg RNAI prowadzi do letalnego fenotypu, podobnie jak
u muszki owocowej, nieprawidtowo uformowany oskorek
uniemozliwia poruszanie sie i wykluwanie. U ok. 8% em-
brionéw nicieni z wyciszonym genem Ce-grh-1 zaobserwo-
wano w nabtonku okrywajgcym pekniecia oraz wystajace z
nich skupiska komérek (Ryc. 3) [23].

72

FUNKCJE BIALEK GRHL U KREGOWCOW

U ssakow najbardziej zewnetrzng powtoke okrywajaca
ciato organizmu stanowi wielowarstwowy naskorek i jego
twory (m.in. wtosy, paznokcie oraz gruczoty: fojowe i poto-
we). Wywodzi sie on z ektodermy, zewnetrznego listka za-
rodkowego, powstajagcego na etapie gastrulacji. W rozwoju
ptodowym myszy bariera epidermalna pojawia sie ok. 16,5
dnia rozwoju embrionalnego (E) w cze$ci grzbietowej i fa-
lowo rozbudowuje sie w kierunku brzusznym, az do dnia
E18,5 [42],

Z procesem morfogenezy nabtonka okrywajgcego oraz z
utrzymaniem prawidtowej struktury i funkcji bariery epi-
dermalnej zwigzane s ssacze czynniki transkrypcyjne z
podrodziny GRHL (ang. Grainyhead-like), tj. GRHL1, GRHL?2
i GRHL3. Ich ekspresja u myszy pojawia sie w ektodermie
w dniach E8,5-E10,5 i utrzymuje sie przez cate zycie zwie-
rzecia [43]. Powstawanie bariery skornej to proces bardzo
ztozony, o czym $wiadcza defekty u mutantéw zwierzat
doswiadczalnych. Mutacje u tych organizméw wystepuja
m.in. w genach kodujacych biatka odpowiedzialne za struk-
ture nabtonka (enzymy uczestniczagce w biosyntezie lipi-
déw oraz kowalencyjnym wigzaniu biatek i lipidow, biatka
wchodzace w sktad kompleksow potaczen miedzykomor-
kowych) oraz czynniki transkrypcyjne charakterystyczne
dla tej tkanki [44-46]. U myszy z mutacjami w genach Grhl
rowniez dochodzi do zaburzeA w powstawaniu bariery
skérnej. Funkcja GRHL3 w tym procesie (ale rowniez w
procesie gojenia sie ran, patrz dalej) jest zwigzana z bezpo-
Srednig kontrolg ekspresji genu transglutaminazy I (Tgml)
[19,47], Enzym ten katalizuje reakcje kowalencyjnego wig-
zania biatek w macierzy zewngtrzkomorkowej zrogowa-
ciatej warstwy naskoérka, analogicznie jak DDC katalizuje
sieciowanie biatek w kutikuli u muszki owocowej. U my-
szy pozbawionych funkcjonalnego genu Grhl3 (Grhi3'f') po-
ziom transglutaminazy |, jak rowniez biatek wchodzacych
w skiad potaczen miedzykomorkowych, okludyny i klau-
dyny, jest obnizony [19,47]. W tworzgcym sie u mutantow
G rh13naskérku zaobserwowano morfologiczne zmiany,
tj. nadmierng proliferacje keratynocytow oraz zaburzenia
procesu ich ré6znicowania w korneocyty. W warstwie zrogo-
waciatej nie dochodzi do utworzenia szczelnej, hydrofobo-
wej bariery, noworodki rodzg sie, lecz umierajg z powodu
odwodnienia od razu po urodzeniu [19]. Co ciekawe, czyn-
nik transkrypcyjny GRHLS3 petni istotng funkcje w powsta-
waniu i utrzymaniu funkcjonalnosci innego nabtonka tj.,
ulega on ekspresji na wysokim poziomie w réznicujacych
sie komadrkach baldaszkowatych nabtonka wyscietajacego
Swiatto pecherza moczowego, gdzie bezposrednio reguluje
poziom syntezy uroplakiny Il [30].

Z prawidtowym funkcjonowaniem bariery skdrnej zwia-
zany jest rowniez czynnik transkrypcyjny GRHL1. Mutacja
G rhllnie jest letalna dla myszy, ale powoduje rogowace-
nie podeszwy tapek (PPK, palmoplantar keratoderma) oraz
szybka utrate wtoséw, spowodowang stabym zakotwicze-
niem trzonéw wioséw w cebulkach. Cechy te zwigzane
sg z zaburzeniem ekspresji genu desmogleiny 1 (Dsgl),
bezposrednio regulowanego przez czynnik transkrypcyj-
ny GRHL1 [48]. Desmogleina 1 jest komponentem desmo-
somoéw i u myszy Grhll'l jej poziom jest obnizony o okoto
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70%. Z tego powodu desmosomy sg krotsze, a ich struktura
zaburzona, co prowadzi do powstawania opisanego powy-
zej fenotypu [48],

U embrionéw myszy Gr/i/z'7 dochodzi natomiast do wie-
lu defektow zwigzanych z nieprawidtowym taczeniem sie
tkanek, m.in. wady cewy nerwowej (WCN) w obrebie czasz-
ki (bezczaszkowie irozszczep twarzy), defekty zamkniecia
powtok brzusznych oraz rozszczep nerwu wzrokowego.
Ponadto, wykazuja one wady serca i ptuc, syndaktylie oraz
molekularne zmiany w naskorku i mieszkach wtosowych
[49]. Do ich $mierci dochodzi okoto dnia EI1,5 [50]. Badania
in vivo, jak i in vitro, pozwolity wykaza¢, ze czynnik trans-
krypcyjny GRHL2 (oraz prawdopodobnie GRHL3) reguluje
ekspresje genéw kodujgcych biatka wchodzace w sktad po-
taczen miedzykomorkowych, tj. E-kadheryny oraz klaudy-
ny 4 [51]. Z kolei, u myszy Axd ze zwiekszonym poziomem
ekspresji Grhl2 wystepuje, opr6cz wad cewy nerwowej, syn-
drom otwartej powieki [52],

U ptazéw zaburzenia w ekspresji ortologéw GRH pro-
wadzg, podobnie jak w przypadku muszki owocowej i
myszy, do zaburzen w rozwoju powtoki ciata. Kluczowym
szlakiem przekazywania sygnatdw w rozwoju epidermy u
ptazow jest szlak zwigzany z BMP4 (biatkiem nalezagcym do
rodziny TGF[3). Badania pokazaty, ze w skdrze zaby szlak
ten reguluje rowniez ekspresje genéw XGrhll oraz XGrhl3.
Czynniki transkrypcyjne XGRF1L1 oraz XGRHL3 regulujg
nastepnie ekspresje genu keratyny 8 (XK81A1) [53,54], Z ko-
lei w modelu rybim (Danio rerio) gen grhll ulega ekspresji w
perydermie oraz w komorkach progenitorowych jonocytow
epidermalnych. Kodowany przez niego czynnik transkryp-
cyjny petni funkcje represora wiasnej transkrypcji podczas
réznicowania jonocytdw. W przeciwienstwie do innych kre-
gowcow, nie jest on niezbedny dla prawidtowego rozwoju
powtoki ciata ryb [55],

UDZIAL CZYNNIKOW TRANSKRYPCYJINYCH
GRH W PROCESIE GOJENIA SIE RAN

Czynniki transkrypcyjne z podrodziny Grainyhead, poza
udziatem w procesie rozwoju powtok nabtonkowych kre-
gowcow i bezkregowcow, odgrywajg wazng role w procesie
gojenia sie ran. Utrzymanie ciggtosci powtoki okrywajacej,
stanowigcej bariere miedzy Srodowiskiem wewnetrznym
a otoczeniem, jest kluczowe dla zachowania homeostazy i
prawidtowego funkcjonowania organizméw. Mechanizmy
gojenia sie ran sg ewolucyjnie stare, stad istnieje wiele po-
dobienstw w tych procesach u tak odlegtych ewolucyjnie i
morfologicznie organizmoéw jak ssaki i owady. Po pierwsze,
powstaje czop sklejajgcego brzegi rany, ktéry zapobiega
wyptywowi ptyndw ustrojowych oraz uniemozliwia wni-
kanie do wnetrza ciata obcych organizméw, bakterii, wiru-
sow i pasozytéw. Po drugie, naptywajace do rany komarki
uktadu odpornosciowego oczyszczaja rane z patogendéw i
uszkodzonych tkanek. Po trzecie, podczas gojenia sie ran
dochodzi do lokalnej reorganizacji architektury uszkodzo-
nej tkanki w celu odtworzenia jej prawidtowej struktury.

Nieco inaczej przebiega proces gojenia sie ran u ssakéw

w okresie ptodowym. W S$rodowisku aseptycznym, jakie
panuje podczas rozwoju embrionalnego ssakéw w owodni,
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Rycina 4. Drogi przekazywania sygnatéw w procesie gojenia sie ran u muszki
owocowej. Wyjasnienia w tekécie. Opracowano na podstawie informacji zawar-
tych w [58,59].

tworzenie czopu i aktywacja komdrek uktadu odpornoscio-
wego nie wystepuja. Pod btong komérkowa, w czesci szczy-
towej komdrek znajdujgcych sie na brzegu rany, tworzy sie
aktyno-miozynowy pierscien, ktéry zaciesniajac sie powo-
duje wspdlng migracje komorek nabtonka z brzegéw rany
do jej $rodka.

FUNKCJE CZYNNIKA GRH W PROCESIE
GOJENIA SIE RAN U MUSZKI OWOCOWEJ

W procesie gojenia sie ran u muszki owocowej Drosophi-
la melanogaster w komorkach nabtonka wokét rany tworzy
sie pierscien aktyno-miozynowy (podobnie jak u ssakow w
okresie ptodowym). Za jego powstanie odpowiedzialne sg
sygnaty w szlaku kinazy MAP [56], Szlak ten jest aktywo-
wany po uszkodzeniu oskorka przez sygnaty pobudzajace
receptor wykazujacy aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej z ro-
dziny Ret, kodowany przez gen stit (stitcher). Dodatkowo
zaobserwowano aktywacje kinazy ERK, ktéra m.in. prowa-
dzi do fosforylacji reszty Ser91 w biatku GRH [57]. Fosfory-
lacja ta jest specyficzna tylko dla procesu gojenia si¢ ran, nie
ma natomiast znaczenia dla rozwoju embrionalnego (Ryc.
4). Dopiero tak zmodyfikowane biato GRH bezposrednio
(i we wspotpracy z innym czynnikiem, tj. AP-1) aktywuje
ekspresje Ddc iple, gendéw kodujacych enzymy konieczne do
odbudowy architektury naskérka owada [38,58], oraz genu
stit, tworzgc sprzezenie zwrotne w regulacji procesu gojenia
sie ran [57], U mutantéw muszki owocowej grhl proces go-
jenia sie ran jest zaburzony, gdyz nie dochodzi do zaleznego
od zranienia wzrostu ekspresji genéw Ddc i ple [59], Zabu-
rzone jest takze powstawanie witdknistego czopu tworza-
cego sie chwile po zranieniu [58], Dla procesu odbudowy
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architektury powtoki ciata u muszki owocowej istotne sg
rowniez biatka wchodzace w sktad potaczen Scistych mie-
dzy komérkami nabtonka, Fasciclin 3 oraz Coracle. Ekspre-
sja genéw kodujacych te biatka jest regulowana przez GRFt
[39]. Czynnik ten uczestniczy takze w szlaku przekazywa-
nia sygnatu PCP (ang. planar celi polarity) poprzez regula-
cje ekspresji genu flamingo/starry night (Stan) [60]. Sygnaty
szlaku PCP sg odpowiedzialne za prawidtowg polaryzacje i
migracje komérek, w tym architekture nabtonka produkuja-
cego chityne oraz jego tworéw. Sygnaty PCP reguluja m.in.
biegunowos$¢ segmentéw ciata owada, proces segmentacji
w embriogenezie, a takze proces powstawania odnézy w
trakcie przepoczwarzenia [61,62],

Keratynocyt w naskérku

POLIMERYZACJA = GOJENIE
AKTYNY RANY

GRHL3 +/+

GRHL3 -/-

Rycina 5. Gojenie si¢ ran u myszy. (A) Schemat funkcjonowania czynnika trans-
krypcyjnego GRHL3 w szlaku przekazywania sygnatu PCP. GRHL3 reguluje
ekspresje genu aktywatora matej GTPazy RhoA (RhoGEF19). (B) Obraz w mikro-
skopie elektronowym gojacych sie ran myszy Grhl3 /' w poréwnaniu do myszy
typu dzikiego (Grhl3*/*) w dniach E12,5 oraz E16,5 (¢ —epiderma; OW —ang.
open wound, otwarta rana; CW — ang. closed wound, zagojona rana). Opracowa-
no na podstawie informacji zawartych w [19,70]; zdjecie zamieszczone za zgodg
autoréw i wydawcy.
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FUNKCJE CZYNNIKOW GRHL W PROCESIE GOJENIA
SIE RAN U KREGOWCOW NA PRZYKLADZIE SSAKOW

Sposrod ssaczych czynnikéw z podrodziny Grainyhead,
ulegajacych ekspresji w naskoérku, z procesem gojenia sie
ran zwigzany jest GRHL3 [19]. Gojenie sie ran u myszy po-
zbawionych genu Grhll (Grhll'/) nie jest zaburzone [48], Z
kolei myszy Grhll'l umierajg w dniu Eli,5 po zaptodnieniu
i nie dozywaja etapu rozwoju naskdérka [42,50],

Badania nad procesem gojenia sie ran wykazaty, ze ist-
nieje analogia miedzy udziatem biatek z podrodziny Gra-
inyhead w procesie gojenia sie ran u myszy i u muszki owo-
cowej. Po pierwsze, zaobserwowano w komdrkach na brze-
gach rany zalezny od GRHL3 wzrost ekspresji genu koduja-
cego enzym sieciujacy biatka w naskdrku (Tgml). Obecnos¢
tego enzymu (podobnie jak obecnos$¢ enzyméw DDC i PLE
u muszki) jest niezbedna do odtworzenia struktury bariery
skdrnej po zasklepieniu sie rany, a jego brak, jak rowniez
brak czynnika GRHL3, powoduje, ze rany nie goja sie (Ryc.
5B) [19]. Po drugie, GRHL3 wydaje sie funkcjonowaé w szla-
ku, w ktérym TGFa prowadzi do aktywacji kinazy MAP i
w nastepstwie do pobudzenia keratynocytéw, tj. zmiany ich
ksztattu, wytworzenia filopodiéw i utworzenia pierscienia
aktyno-miozynowego w linii brzegowej migrujagcych komé-
rek [63]. Mozliwe, ze GRF1L3 jest posrednio zwigzany z fos-
forylacjg kinazy ERK1/2 [64] lub jest biatkiem ulegajagcym
fosforylacji przez te kinaze [63], podobnie jak ma to miejsce
w przypadku gojenia sie ran u muszki owocowej [56],

U myszy pozbawionych genu Grhl3 (Grhl3_/) zaobser-
wowano zaburzenia w przebiegu wielu proceséw embrio-
nalnych wymagajacych skoordynowanego ruchu komorek,
wystepuje rdwniez nieprawidtowe zamykanie cewy nerwo-
wej [65,66] czy syndrom otwartej powieki EOB (ang. Eyes
Open at Birth), na ktéry ma wptyw tto genetyczne i/lub réw-
noczesna delecja LMO04, biatkowego partnera dla GRHL3
[47,64], Fenotyp ten spowodowany jest prawdopodobnie
zaburzeniem regulacji $ciezki sygnatowej TGFa/EGFR/
ERK (podobnie jak w przypadku procesu gojenia sie ran) i
procesu polimeryzacji aktyny oraz formowania filopodiow
w keratynocytach linii brzegowej rozwijajacej sie powieki
[67-69], Po trzecie, wykazano funkcje czynnika GRHL3 w
szlaku przekazywania sygnatu PCP [70]. Szlak PCP u ssa-
kéw, podobnie jak u owaddw, reguluje wiele komérkowych
i rozwojowych proceséw, ktére wymagaja polaryzacji ko-
morek w plaszczyznie oraz skoordynowanego i ukierun-
kowanego ruchu [70]. GRHL3 aktywuje w keratynocytach
synteze RhoGEF19, regulatora jednego z biatek szlaku PCP,
RhoA (Ryc. 5A). Ta mata GTPaza jest niezbedna do reorga-
nizacji cytoszkieletu aktynowego podczas migracji komo-
rek nabtonkowych. Brak GRHL3 lub RhoGEF19 powoduje
nieprawidtowg polimeryzacje aktyny oraz zaburzenia w
polaryzacji komorek [71]. Ponadto wykazano, ze w procesie
gojenia sie ran u myszy gen Grhl3 genetycznie oddziatuje z
inny genem szlaku PCP, Vangl2 (homolog genu Vang/Stbm
u muszki owocowej) [70],

GENY Z PODRODZINY GRAINYHEAD A NOWOTWORY

Gen GRHL3 jest zlokalizowany u cztowieka na chromo-
somie Ip36.11 (www.ensembl.org). Delecja obszaru Ip36
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prowadzi do specyficznego syndromu charakteryzujgcego
sie niedorozwojem umystowym, bez wystepowania wad
cewy nerwowej [72], Proksymalna delecja obszaru Ip36 jest
zjawiskiem bardzo rzadkim, a pacjenci pozbawieni obu al-
leli genu GRHL3 nie zostali jak dotad zidentyfikowani, za-
tem skutki zredukowanej ekspresji tego genu u ludzi nie sg
znane [73]. Wiadomo jednak, ze w genomowym regionie
Ip36 czesto zachodzg rearanzacje specyficzne dla nowotwo-
réw, co wskazuje na obecno$¢ genéw w tym regionie, ktdre
sg wazne dlarozwoju i progresji nowotworéw. Nowotwory
charakteryzujace sie wysokim stopniem utraty ramienia Ip
u heterozygot, to m.in. glejak (oligodendroglioma), nowotwaér
pecherzyka zétciowego, nerwiak (neuroblastoma) i struniak
(ichordoma) [74,75]. Badania na komaérkach raka kolczystoko-
morkowego u myszy i ludzi pokazaty, ze GRHL3 funkcjo-
nuje jako supresor nowotworzenia poprzez bezposrednia
regulacje ekspresji genu kodujgcego biatko PTEN [76].

Czynnik transkrypcyjny GRHL3 moze mie¢ zwigzek z
procesami naciekania i przerzutowania nowotworow zalez-
nymi od prozapalnego czynnika TNFa. Cytokina ta, wzma-
gajac ekspresje Grhl3, prowadzi do silnej stymulacji migracji
komdrek $srédbtonka in vitro [77]. Proces angiogenezy wa-
runkuje progresje i agresywno$¢ nowotworow in vivo [78],

GRHL2 wykazuje aktywno$¢ onkogenna, gdyz pozy-
tywnie reguluje proliferacje niektérych komérek nowotwo-
rowych i hamuje apoptoze. Gen GRHL2 zlokalizowano w
okolicach regionu 822, wysoce amplifikowanego w wielu
nowotworach cztowieka. Badania wykazaty, ze czynnik
transkrypcyjny GRHL2 moze funkcjonowac jako represor
apoptozy zaleznej od sygnatow zewnatrzkomorkowych
poprzez hamowanie ekspresji gendw kodujacych receptory
Smierci (FAS, DR5) [79], Apoptoza jest zaprogramowanym
mechanizmem komérkowym, ktéry pozwala organizmom
wielokomérkowym na utrzymanie integralnej struktury
tkanek oraz ich funkcji poprzez eliminowanie komoérek
uszkodzonych lub zbednych. Przypuszcza sie, ze komor-
ki nowotworowe tracg zdolno$¢ do apoptozy zaleznej od
FASL w wyniku nadekspresji m.in. genu GRHL2, ktéra pro-
wadzi do obnizenia poziomu receptoréw $mierci. Badania
wykazaty rowniez, ze w komadrkach raka watroby HCC (he-
patocellular carcinoma) podwyzszony poziom ekspresji genu
GRHL2 przyczynia sie do wczesnego nawrotu raka (remisja
1-3 lata po leczeniu). Podwyzszenie poziomu jest na tyle
duze i powtarzalne, ze biatko GRHL2 stato sie kandydatem
na marker choroby nowotworowej watroby. Wyciszenie
ekspresji genu GRHL2 prowadzi do zahamowania wzro-
stu komorek HCC, co sugeruje, ze czynnik transkrypcyjny
GRHL2 ma znaczenie w procesie proliferacji komorek [80].
Czynnik ten jest rGwniez zwigzany z procesem unieSmier-
telniania keratynocytéw podczas transformacji nowotwo-
rowej, prowadzacej do powstania raka kolczystokomaorko-
wego jamy ustnej (OSCC, ang. oral squamous cell carcinoma).
W nowotworach tego typu zaobserwowano podwyzszony
poziom syntezy biatkowej podjednostki telomerazy, hTERT
[31]. Badania prowadzone na linii normalnych keratynocy-
téw cztowieka (NHK) pokazaty, ze GRHL2 hamuje metyla-
cje wysepek CpG m.in. w promotorze genu hTERT, przez
co pozytywnie reguluje jego transkrypcje. Podwyzszenie
ekspresji GRHL2 w keratynocytach prowadzi do podwyz-
szonego poziomu telomerazy i przez to do nadmiernej pro-
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liferacji tych komoérek oraz zahamowania ich réznicowania
[81]. Niekontrolowana proliferacja i zahamowane réznico-
wanie komorek jest jedng z oznak nowotworzenia [82], Co
ciekawe, nadmierng proliferacje oraz zaburzony proces roz-
nicowania keratynocytéw zaobserwowano réwniez u my-
szy Grhl3v~19].

Przypuszcza sie rdwniez, ze GRHL2 jest genem supreso-
rowym, bowiem mutacje inaktywujgce w tym genie majg
zwigzek z migracjag komorek nowotworowych poprzez ob-
nizenie poziomu syntezy E-kadheryny. E-kadheryna jest
jednym z biatek tworzacych potaczenia przylegajace (ang.
adherens junctions) miedzy komdérkami. Biatko to jest kluczo-
wym supresorem ruchéw komorek, w tym réwniez nacie-
kania i przerzutowania nowotworow, gdyz utrudnia odry-
wanie sie komoérek nowotworowych i ich migracje [83,84].
Obecnie wiadomo, ze czynnik transkrypcyjny GRHL2 bez-
posrednio reguluje poziom syntezy E-kadheryny u myszy
[51], nie zostato to zbadane u ludzi.

GENY Z PODRODZINY GRAINYHEAD
A CHOROBY CZtOWIEKA

Zaburzenie aktywnos$ci czynnikéw transkrypcyjnych,
bedacych regulatorami ekspresji genéw na réznych eta-
pach rozwoju, moze prowadzi¢ do zaburzenia homeostazy
organizmu i do stanu chorobowego, czy nawet Smierci. W
przypadku czynnikéw tkankowo-specyficznych zaburze-
nia te mogg dotyczy¢ jednej tkanki lub organu, a powikta-
nia moga wptywaé na funkcjonowanie catego organizmu.
Wyniki wielu badan wykazaty, ze zaburzenia w syntezy czy
funkcjonowaniu biatek z podrodziny Grainyhead mogga by¢
powigzane z wieloma chorobami. U ludzi mutacje w genie
GRHL2 sg zwigzane z uszkodzeniami stuchu. Zmiana ram-
ki odczytu prowadzgca do pojawienia sie przedwczesnego
kodonu ,stop"” jest odpowiedzialna za autosomalng domi-
nujgcg forme progresywnej utraty stuchu [85]. Niezalezne
badania asocjacyjne u pacjentéw z utratg stuchu zalezng od
wieku réwniez wskazujg na zwigzek z GRHL2 [86]. Biorac
pod uwage, ze Grhl2 i GrhI3 sg zwigzane z WCN u myszy,
interesujgce bytoby zbadanie ich znaczenia dla WCN u lu-
dzi, gdyz relatywnie mato wiadomo o genetycznych czyn-
nikach ryzyka wystepowania wad cewy nerwowej.

PODSUMOWANIE

Czynniki transkrypcyjne z rodziny Grainyhead sg stara
ewolucyjnie grupa regulatoréw transkrypcji, ktére pojawity
sie juz u jednokomorkowych organizméw eukariotycznych.
Prawdopodobnie mialy one duzy wplyw na powstanie i
wyspecjalizowanie sie nabtonka okrywajacego u wieloko-
morkowcdw. Poprzez regulacje transkrypcji odpowiednich
genow czynniki GRHL wptywajg na prawidtowe powsta-
wanie ektodermy podczas embriogenezy oraz wywodzg-
cych sie z niej struktur, takich jak kutikula i tchawki u musz-
ki owocowej czy naskorek, cewa nerwowa, ptuca i mieszki
wiosowe u myszy. Zaburzenia w ekspresji genéw Grhl lub
w aktywnosci kodowanych przez nie czynnikéw prowadza,
zarowno u zwierzat laboratoryjnych, jak i u ludzi, do po-
waznych chorob —wystepujg problemy z gojeniem sie ran,
wady cewy nerwowej czy rogowacenie podeszwy dtoni i
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stop. Istniejg rdwniez dowody na zwigzek zaburzenia po-
ziomu ekspresji genow GRHL z procesem nowotworzenia.

Geny z rodziny Grainyhead zostaty zidentyfikowane sto-
sunkowo niedawno wiec prace badawcze nad udziatu czyn-
nikow GRHL w réznych szlakach sygnatowych oraz nad ich
znaczeniem dla prawidtowego funkcjonowania organizmu
sg obecnie na etapie realizacji. Majg one charakter zarow-
no poznawczy, jak i praktyczny, bowiem opracowanie w
przysztosci skutecznej farmakoterapii choréb zwigzanych z
zaburzeniami funkcjonowania biatek z rodziny Grainyhe-
ad moze sie opiera¢ na zdobyciu wiedzy dotyczacej udziatu
tych biatek w szlakach przekazywania sygnatu w komorce.
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The role of LSF/Grainyhead transcription factors in development
and function of epidermal barrier in animals
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ABSTRACT

The LSF/Grainyhead family of transcription factors consists of proteins whose structure and functions have been preserved in the course
of eukaryotic evolution - from primitive unicellular life forms to complex multicellular organisms. In the latter, these factors display tissue
specificity and are active mainly in the covering epithelium. The roles of GRH factors are associated with regulation of expression of genes es-
sential for correct differentiation and functioning of the epithelia of ectodermal origin. The Grh gene expression profiles are diverse and vari-
able, especially during embryonic development. Research on the role of GRHL transcription factors is carried out on cellular and organismal
level. In experimental animals, aberrant Grh gene expression leads to many diseases, including failure of epidermal wound healing and neural
tube defects. Changes of these genes' expression levels are also linked to carcinogenesis. GRHL transcription factors participate in signaling

pathways involved in cellular proliferation and apoptosis.
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Szlaki kinaz biatkowych MAP - ewolucja i rolaw przebiegu

wybranych chorédb neurozwyrodnieniowych

STRESZCZENIE

iteratura naukowa obfituje w doniesienia dotyczace udziatu kinaz biatkowych MAP w

wielu aspektach fizjologii poszczegdlnych organizméw. Niewiele jest natomiast prac,
poswieconych ewolucji tych szlakéw. W niniejszym artykule dokonano przegladu literatu-
ry naukowej, opisujacej jak w toku ewolucji zmieniaty sie szlaki przekazywania sygnatow
komérkowych. Dlaczego fosforylacja reszt serynowych, treoninowych i tyrozynowych w
biatkach oraz kaskadowy system odwracalnej fosforylacji biatek okazaty sie dla Eukary-
ota bardziej korzystne niz dwusktadnikowy system regulacyjny, oparty na fosforylacji reszt
histydyny i kwasu asparaginowego, jaki dominuje u bakterii? Jak wedtug danych literatu-
rowych powstaty i ewoluowaty szlaki kinaz biatkowych MAP? W korcu, jak wazng role
enzymy te odgrywajg w prawidtowym funkcjonowaniu naszego organizmu? Zaburzenia
w aktywnosci szlakow kinaz biatkowych MAP prowadza do niekontrolowanej proliferacji
komérek i rozwoju m. in. chor6b nowotworowych. W zwigzku ze wzrostem $redniej dtugo-
§ci zycia ludzi coraz czesciej spotykamy sie rowniez z chorobami neurozwyrodnieniowymi,
ktére prowadza do demencji lub paralizu. W niniejszej pracy opisano obecny stan wiedzy o
zaburzeniach tych szlakéw w trzech chorobach: Alzheimera, Parkinsona oraz w stwardnie-
niu zanikowym bocznym (ALS).

WPROWADZENIE

FOSFORYLACJA BIALEK JAKO MECHANIZM PRZEKAZYWANIA
SYGNALOW KOMORKOWYCH U BAKTERII | EUCARYOTA

Kazdy zywy organizm posiada system przekazywania sygnatow, umozliwia-
jacy wiasciwa reakcje na zmieniajgce sie warunki otoczenia. Rodzaj tego systemu
jest zdeterminowany przez takie czynniki jak: budowa komdrek, metabolizm
oraz $rodowisko zycia. Komorki bakteryjne nie maja przedziatdw komdrko-
wych, a ich materiat genetyczny znajduje sie w cytoplazmie. Z kolei komorki eu-
kariotyczne, majace wiele przedziatow, takich jak: jadro komdrkowe, siateczka
$rédplazmatyczna, mitochondria, aparat Golgiego, potrzebujg rozbudowanego
systemu przekazywania sygnatdw, ktory zapewni im nalezytg koordynacje me-
tabolizmu w catej komérce. Jak wiadomo, w komorkach bakteryjnych dominuja
tzw. dwusktadnikowe systemy regulacyjne (TCS, ang. two-component systems).
W sktad takiego systemu wchodzi kinaza histydylowa, ktdra jest enzymem wie-
lofunkcyjnym. Posiada bowiem domene receptorowg, odbierajgca dany sygnat
oraz wykazuje aktywnos$¢ kinazy i fosfatazy [1]. Po zadziataniu odpowiednie-
go bodzca ulega ona autofosforylacji w reszcie histydylowej, korzystajac z ATP
jako donora reszty fosforanowej. Nastepnie ten sam fosforan jest przenoszony
na drugi sktadnik systemu, reszte kwasu asparaginowego w tzw. biatku regula-
torowym. Regulator odpowiedzi moze bezposrednio wptywac na ekspresje od-
powiednich gendw. W odrdznieniu od bakterii, u organizméw eukariotycznych
dominuja tzw. wielosktadnikowe systemy regulacyjne (MCS, ang. multi-compo-
nent systems). Sa one oparte na fosforylacji biatek w resztach serynowych (S),
treoninowych (T) i tyrozynowych (Y) (system kinaz STY, STYK). Doskonatym
przyktadem sg tu szlaki kinaz biatkowych MAP. W ich sktad wchodzg m.in. trzy
enzymy, kolejno aktywowane przez fosforylacje. Biatka MAPKKK, usytuowane
»hajwyzej", po odebraniu sygnatu fosforyluja reszty serynowe w kinazach kinaz
MAP (MAPKK). Te z kolei katalizujg fosforylacje reszt treoniny i tyrozyny w
scisle zachowanych domenach aktywacyjnych kinaz MAP (MAPK), ktére moga
regulowac aktywnos$é wielu czynnikéw transkrypcyjnych [2].

Roznica w obu typach przekazywania sygnatdw jest istotna. W systemie
dwusktadnikowym, kinazy histydylowe przenosza ,wtasng" reszte fosfora-
nowg (z reszty histydyny) na biatko akceptorowe (regulatorowe). W systemie
STYK, fosforylacja jednego enzymu powoduje zmiane jego aktywnosci. Nie
»0ddaje” on wiasnej reszty fosforanowej, ale korzystajagc z ATP jako donora,
moze katalizowac fosforylacje kolejnego biatka. Warto zaznaczy¢, ze ten typ fos-
forylacji jest szybszy, chociaz bardziej energochtonny. Nie jest to przeszkoda,
jako ze ze wzgledu na obecno$¢ mitochondriow, komorki eukariotyczne maja
wystarczajaca ilos¢ ATP. Poréwnanie obydwu typow systemdw ilustruje rycina
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1. Intrygujacym wydaje sie wiec by¢ pytanie, dlaczego ko-
morki eukariotyczne rozwinety wielosktadnikowy system
regulacyjny, oparty na kinazach serynowych, treoninowych
i tyrozynowych tak, ze stat sie on dominujacy? Okazuje sie,
ze z fizykochemicznego punktu widzenia jest on dla komo-
rek eukariotycznych korzystniejszy [3]. Po pierwsze, obec-
no$¢ jadra komdrkowego wymusita konieczno$é regulacji
importu biatek do tego organellum. Tylko niewielka liczba

A. Dwusktadnikowy system regulacyjny

sygnat 1 sygnat 2 sygnat 3
v v v
KH-2 H KH-3 H
~ATP ATP AENATP
o v
KH-2 H-P KH-3 H-P

geny regulowane geny regulowane
sygnatem 1 sygnatem 2

geny regulowane
sygnatem 3

B. Wielosktadnikowy system regulacyjny
u Eucaryota

sygnat1 sygnat2 sygnat3

4 v »
R1 R2 R3

euoq

EMOYJOWIOY

4V »
Ras

v

WAPKKR-» ATP
v

MAPKK) > ATP

v
@AAP@-P ATP

v jadro
czynniki transkrypcyjne

A Y A
geny regulowane geny regulowane geny regulowane
sygnatem 1 sygnatem 2 sygnatem 3

Rycina 1 Poréwnanie dwu- (A) i wielosktadnikowego (B) systemu regulatorowe-
go. (A) Kinaza histydylowa (KH) po odebraniu danego sygnatu ulega autofos-
forylacji w reszcie histydylowej - H (a). Nastgpnie fosforan jest przenoszony na
reszte kwasu asparaginowego - D, w tzw. regulatorze odpowiedzi - RO (b), ktéry
moze petni¢ role czynnika transkrypcyjnego. (B) W systemie wielosktadnikowym
(np. szlaki kinaz MAP) sygnaty odbierane z receptoréw powodujg aktywacje (np.
za posrednictwem biatek Ras) kaskady enzymoéw (MAPKKK, MAPKK i MAPK).
Aktywowany w wyniku fosforylacji enzym, katalizuje modyfikacje kolejnego,
korzystajac z ATP jako Zrédta reszty fosforanowej. Biatka znajdujace sie na dole
szlaku moga ulegaé translokacji do jadra komérkowego, gdzie modyfikuja czyn-
niki transkrypcyjne, ktdére regulujg ekspresje odpowiednich genéw. Réznice po-
miedzy tymi systemami regulatorowymi opisane sg w tekécie. Na podstawie [3],
zmodyfikowano iuzupetniono.
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biatek ma ,,prawo wstepu" do jadra i to w okreslonych wa-
runkach. Wielosktadnikowy system regulacyjny umozliwia
konwergencje kilku impulséw w jednym miejscu, przy za-
chowaniu specyficznosci odpowiedzi na dany bodziec (Ryc.
1). Na przyktad kinaza ERK jest aktywowana w cytopla-
zmie w odpowiedzi na rozne sygnaty. Reguluje ona ekspre-
sje gendw, ktorych produkty biatkowe biorg udziat w takich
procesach jak r6znicowanie i proliferacja. Reakcja komorki
zalezy od czasu aktywacji ERK. Krétki czas aktywacji tego
enzymu skutkuje proliferacjg komérek, podczas gdy dtugo-
trwata aktywacja prowadzi do zatrzymania wzrostu i roz-
nicowania [4], MCS umozliwia sprawng, wydajna regulacje
czasu trwania sygnatu w danym punkcie. Po drugie kaska-
dowy system jest szybszy, umozliwia amplifikacje sygnatu,
»ignorowanie" nieistotnych lub zbyt stabych impulséw oraz
mozliwos$¢ dodatkowej stymulacji poszczegblnych kompo-
nentéw szlakéw pochodzacg od innych sygnatéw [3],

BAKTERYJINE KINAZY ,, TYPU EUKARIOTYCZNEGO"

Eukariotyczne kinazy biatkowe zawierajg $cisle zachowa-
ng, obejmujacg okoto 300 reszt aminokwasowych sekwen-
cje, tworzgcg ich centra katalityczne. W obrebie tego katali-
tycznego rdzenia Steven Hanks wyodrebnit 12 subdomen o
najwyzszym stopniu homologii, dlatego w piSmiennictwie
naukowym przyjeto sie okreslenie ,kinazy biatkowe typu
Hanksa" [5], To wtasnie sekwencja reszt aminokwasowych
w obrebie katalitycznego rdzenia stanowi punkt odniesie-
nia w poszukiwaniu nowych cztonkéw rodziny kinaz MAP.

Przez wiele lat uwazano, ze obecnos$¢ kinaz serynowo-
-treoninowych typu Hanksa cechuje tylko organizmy eu-
kariotyczne, natomiast fosforylacja w komérkach prokario-
tycznych oparta jest jedynie na opisanym powyzej modelu
dwusktadnikowego systemu regulacyjnego. Jak wczesniej
wspomniano dominuje on w tych komodrkach, okazuje sie
jednak, ze nie jest jedyny. Poczatkowo badania biochemicz-
ne prowadzone na modelach bakteryjnych wskazywaty na
obecno$¢ kinaz serynowo-treoninowych oraz tyrozyno-
wych w komoérkach Escherichia coli [6,7]. Kamieniem milo-
wym w odkryciu biatek zblizonych do kinaz typu Hanksa
w komorkach bakteryjnych byto sklonowanie w 1991 roku
genu pknl, kodujacego kinaze serynowo-treoninowg ,,typu
eukariotycznego" z glebowej bakterii gram-ujemnej Myxo-
coccus xanthus [8]. Okazato sie, ze ekspresja tego genu jest
regulowana w zaleznosci od stopnia zr6znicowania komo-
rek. Usuniecie genu powodowato przedwczesne rdznico-
wanie oraz produkcje spor. W wyniku dalszych badan, u
w/w bakterii, zidentyfikowano wiecej gendw kodujacych
kinazy zblizone do eukariotycznych. Nalezg do nich pknl,
pkn5, pknd, pkn9. Co wazne, wykazano regulacyjng role ki-
nazy Pkn9 w syntezie pieciu biatek btonowych (nazwanych
biatkami KREP9). Fakt, ze kinaza Pkn9 jest biatkiem btono-
wym, sugeruje jej role jako receptora odbierajgcego sygnaty
zewnatrzkomaérkowe w celu regulacji ekspresji odpowied-
nich gendéw [9]. Ponadto kinazy ,typu eukariotycznego"
znaleziono u Anahaena sp. Yershinia pseudotuberculosis, Yer-
shinia pestis i Streptomyces coelicolor [10].

Interesujacy przykitad bakteryjnej kinazy biatkowej, za-
wierajacej w swojej czasteczce domene kinazy histydylo-
wej oraz serynowo-treoninowej ,typu eukariotycznego"
znaleziono u cyjanobakterii Anabaena sp. PCC7120. Anaba-
ena moze wykorzystywac jako zrodto azotu NOy lub NH/.
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Przy niedoborze tych Zrédet niektére komoérki wchodzace
w skiad filamentéw rdéznicujg sie w heterocysty, wyspe-
cjalizowane w wigzaniu azotu atmosferycznego. W proce-
sach metabolicznych zachodzgcych w heterocystach bierze
udziat kinaza HstK. Posiada ona N-koncowga domene kina-
zy serynowo-treoninowej oraz C-kofncowg domene kinazy
histydylowej. Ta niezwyk}a aranzacja dwoch funkcjonal-
nych domen katalitycznych w jednej czasteczce dowodzi
udziatu kinaz biatkowych zblizonych do typu Hanksa oraz
kinaz histydylowych w regulacji tych samych proceséw
metabolicznych cyjanobakterii. Ponadto okazato sie, ze ,,eu-
kariotyczna" domena katalityczna bakteryjnej kinazy HstK
(podobnie jak w przypadku PknB, o czym bedzie mowa po-
nizej) moze funkcjonalnie zastepowa¢ domene katalityczng
drozdzowej kinazy MAP, Hogl [11].

Co ciekawe, odkrycia ostatnich lat wskazujg na obecnos¢
kinaz, przypominajgcych kinazy MAP u bakterii! U gron-
kowca ztocistego (Staphylococcus aureus) znaleziono seryno-
wo-treoninowg kinaze PknB, ktora jest wydzielana na ze-
wnatrz komdrek, do organizmu gospodarza, co powoduje
fosforylacje biatek cztowieka, zaburzajgc tym samym prze-
kazywanie sygnatow komorkowych. Umozliwia to prze-
bieg patogenezy. Doktadna analiza miejsc fosforylowanych
przez PknB wskazuje, ze akceptor reszty fosforanowej znaj-
duje sie zawsze w poblizu proliny. Obecnos$¢ reszty préb-
ny w motywie rozpoznawanym przez enzym jako miejsce
fosforylacji upodabnia go do grupy kinaz CMGC, do ktérej
nalezg kinazy MAP. Podobnie jak kinazy MAP cztowieka,
PknB ma zdolnos¢ fosforylacji czynnika transkrypcyjnego
ATF-2 in vitro. PknB odgrywa istotng role w regulacji meta-
bolizmu S. aureus, w tym metabolizmu $ciany komoérkowej i
jest uznawana za pierwszy prokariotyczny enzym podobny
do kinaz biatkowych MAP [12].

EWOLUCJA SZLAKOW KINAZ BIALKOWYCH MAP

Powstanie komorki eukariotycznej datuje sie na oko-
fo 2.5 biliona lat temu. Istnieje kilka hipotez, probujacych
opisa¢ to zjawisko [13]. Waznym etapem byto wyksztatce-
nie mitochondrium. Wedtug jednej z teorii, organellum to
powstato w wyniku endocytozy a-proteobakterii przez ar-
chebakterie (Archeona). Endocytoza ta okazata sie korzyst-
na dla obu typéw komorek. Wiekszo$¢é gendw powstatego
endosymbionta zostata skopiowana, a nastepnie przenie-
siona do genomu gospodarza, uzalezniajagc go catkowicie
od Archebakterii. Z czasem endosymbiont przeksztatcit
sie ' w mitochondrium. Material genetyczny gospodarza
zostat otoczony btong jagdrowa, co miedzy innymi zabez-
pieczato jego DNA przed ,,bombardowaniem™ ruchomymi
elementami genetycznymi. Wyksztatcity sie rowniez inne
organella komdrkowe, m.in. siateczka $rddplazmatyczna
oraz aparat Golgiego. Wiecej informacji dotyczgcych teorii
powstawania komdrek eukariotycznych znajdzie czytelnik
w nastepujacych pracach [14-17], Tak wiec w wyniku ewo-
lucji z prostych komorek prokariotycznych powstata duza
komorka eukariotyczna, zawierajaca liczne przedzialy ko-
morkowe i posiadajgca zdolno$¢ syntetyzowania duzej ilo-
§ci ATP. Zrodzito to zapotrzebowanie na taki system prze-
kazywania sygnatéw komorkowych, ktory zintegrowatby
przeptyw informacji w obrebie calej komorki. Biorac pod
uwage korzysci wyptywajace z kaskadowego przekazywa-
nia sygnatéw w komdrkach eukariotycznych oraz fakt, ze
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bakterie posiadaty w swoich genomach sekwencje kodujace
proste formy kinaz zblizonych do typu Hanksa, wysunie-
to przypuszczenia, ze z czasem zaczety one ewoluowac i
rozwijac¢ sie, dajac poczatek eukariotycznej rodzinie kinaz
biatkowych MAP. Jednoczes$nie na znaczeniu zaczety nieco
traci¢ kinazy histydylowe.

Ewolucja szlakéw przekazywania sygnatow komérko-
wych jest dtugotrwatym i skomplikowanym procesem. To-
warzyszy ona specjacji, czyli powstawaniu nowych gatun-
kéw. Sktadajg sie na nig duplikacje jednych gendw oraz de-
lecje tych, ktérych produkty biatkowe stajg sie coraz mniej
potrzebne w zmieniajgcych sie organizmach. W ewolucji ist-
nieje tendencja do duplikacji catych zespotdw genow, ktd-
rych produkty biatkowe oddziatujg ze sobg, co umozliwia
wyksztatcanie sie nowych kaskad enzymatycznych. Geny
wystepujace u réznych gatunkéw, rozdzielone w wyniku
specjacji, powstate w wyniku duplikacji wspélnego genu,
przodka, nazywamy genami ortologicznymi. Natomiast
geny wystepujace u danego gatunku, powstate w wyniku
duplikacji jednego genu nazywamy paralogami. Jesli dupli-
kacja genu miata miejsce przed specjacja, geny paralogiczne
mozna wowczas znalez¢ u osobnikéw réznych gatunkéw.

Rodzina kinaz biatkowych MAP, nalezy do grupy euka-
riotycznych kinaz CMGC [5], Grupa ta sktada sie z 4 rodzin
0 duzym stopniu podobienistwa: kinazy zalezne od cyklin
(ang. Cyclin-dependent kinases), kinazy MAP (ang. MAP-ki-
nases), kinazy syntazy glikogenu 3 (ang. Glycogen synthase
kinases 3) oraz kinazy podobne do zaleznych od cyklin- Clk
(ang. Cdc-like kinases). Cechg wyrdzniajgca kinazy MAP jest
obecnos¢ w domenie Kkatalitycznej charakterystycznego
motywu [LIVM][TSIXX[LIVM]XT[RK][WYTYRXPX[LIVM]
[LIVM] (dopuszczona jest zmienno$¢ w jednej pozycji, w se-
kwencjach ujetych w nawias) [18]. Kinazy MAP rozpoznaja
motyw TiX[S/T] P (gdzie Tloznacza proline lub aminokwas
alifatyczny, X - dowolny aminokwas) jako miejsce fosfory-
lacji w tancuchu polipeptydowym. W pozycji +1 miejsca
fosforylacji zawsze znajduje sie prolina dlatego kinazy MAP
okres$la sie jako ,,prolinolubne™ [19].

Na podstawie analizy filogenetycznej kinazy MAP z
réznych organizméw (pierwotniaki, sluzéwce, drozdze, ro-
$liny, bezkregowce, kregowce) mozna podzieli¢ na 3 duze
podgrupy: ERK (ang. extracellular signal- regulated kinases),
SAPK (ang. stress-activated protein kinases) oraz MAPK3
(Tab. 1). Wiekszo$¢ kinaz MAP charakteryzuje sie zachowa-
nym w ewolucji motywem TXY (fosforylowana reszta tre-
oniny oraz tyrozyny, przedzielona innym aminokwasem)
w petli aktywacyjnej. Fosforylacja reszt treoniny i tyrozyny
wewnatrz tego motywu powoduje aktywacje enzymatycz-
ng kinazy. Wszystkie podrodziny podgrupy ERK posiadajg
motyw TEY (kwas glutaminowy pomiedzy treoning a tyro-
zyng). Wyjatek stanowi drozdzowa kinaza Smklp, najbar-
dziej ewolucyjnie odlegta od pozostatych. W podrodzinie
SAPK wystepuje motyw TPY (grupa SAPKI, czyli kinazy
IJNK) oraz TGY (grupa SAPK2, czyli p38 oraz Hoglp). Wiele
kinaz, sposrdd grupy MAPK3 posiada motyw TEY, cze$¢
kinaz MAP u pierwotniakéw, motyw TDY. Niektére podro-
dziny MAPK3, w petli aktywacyjnej sg fosforylowane tylko
w jednej pozycji, w motywie SEG lub THE [18,20].

Jak wczes$niej wspomniano, kinazy podgrupy ERK oraz
liczni przedstawiciele podgrupy MAPK3, w petli aktywa-
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Tabela 1. Klasyfikacja kinaz MAP, sporzadzona na podstawie analizy filogene-
tycznej dokonanej przez Dietmara Kultz i wsp. [18,20] z zaznaczeniem motywow
w petli aktywacyjnej. W wiekszo$ci kinaz MAP sg to miejsca podwojnie fosfo-
rylowane w resztach treoniowych i tyrozynowych (motyw TXY), oddzielonych
charakterystycznym dla danej podrodziny aminokwasem tj. glicyna, proling lub
kwasem asparaginowym. Wyjatek stanowig motywy TNY i TDY. Niektére kina-
zy MAP podgrupy MAPKS3 posiadajg motywy z jednym miejscem fosforylacji,
np. SEG czy THE. Jednoliterowe oznaczenia aminokwaséw wg. formatu FASTA.

Kinazy MAP
SAPK ERK MAPK3
SAPKI (zwierzeta) PERK (rosliny) MAPKS3 (zwierzeta)
T-P-Y T-E-Y S-E-G
SAPK2 (zwierzeta) ERKI (zwierzeta) Inne MAPK
T-G-Y T-E-Y T-E-Y (pierwotniaki)
YSAP;Z(;br;)ZdZE/ ERKS5 (zwierzeta) T-D-Y (pierwotniaki)
T-G-Y T-E-Y T-H-E (C. elegans)
YERK1 (drozdze/
grzyby)
T-E-Y
YERK1 (drozdze/
grzyby)
T-E-Y
SMK1 (S. cerevisiae)
T-N-Y

cyjnej posiadajg motyw TEY. Wszystkie znane kinazy MAP
pierwotniakéw naleza do podgrupy MAPK3. Na podstawie
analizy filogenetycznej przypuszcza sig, ze kinazy ERK oraz
MAPK3 wywodzg sie od wspblnego genu-przodka, zawie-
rajacego motyw TEY, ktéry powstat jeszcze przed wyod-
rebnieniem linii pierwotniakéw i $luzowcoéw od linii, ktéra
pézniej data poczatek zwierzetom
i grzybom. Wynika z tego, ze Ki-
nazy MAP miatyby juz okoto 1-1,5
biliona lat i pojawity sie stosunko-

wo szybko po powstaniu komorek niedob6r
eukariotycznych. Jako najstarsze feromony azotu
filogenetycznie, kinazy MAP za- Stell Stell
wierajace motyw TEY, znajduja sie

u wszystkich Eukaryota. Z kolei Ste7 Ste?
kinazy SAPK znajdujg sie jedynie u

zwierzat i grzybow, brak ich u ro- Fus3 Kss1
§lin. Ta podgrupa kinaz MAP wy- TEY TEY

daje sie by¢é najmtodsza filogene-
tycznie i powstata w wyniku dupli-
kacji i zmian w genach kodujgcych
kinazy ERK, w linii prowadzacej do Homo sapiens
wyodrebnienia sie tkankowcow i
grzybow juz po oddzieleniu sie linii

koniugacja

Saccharomyces cerevisiae

wzrost inwazyjny/
pseudostrzepkowy

klasyczne kinazy MAP

U prostych organizméw eukariotycznych, jakimi sg
drozdze paczkujace Saccharomyces cerevisiae, kinazy ERK
ewoluowaty dalej, wyodrebniajgc kinazy Ksslp, Fus3p (na-
lezagce do podrodziny YERK1, patrz Tab.l) oraz bardziej
filogenetycznie odlegta Mpklp (Slt2p), zawierajace motyw
TEY (podrodzina YERK?2) (Ryc. 2) Geny prowadzace do po-
wstania kinaz Ksslp i Fus3p zostaty zduplikowane w linii
prowadzacej do powstania grzybow (ale jeszcze przed spe-
cjacjg grzybéw) po oddzieleniu jej od linii prowadzacej do
powstania zwierzat. Dlatego u ssakéw nie ma odpowied-
nika kinaz Ksslp i Fus3p (ich funkcja jest Scisle zwigzana z
fizjologig grzybdw tj. z regulacjg wzrostu filamentacyjnego
i koniugacjg), niemniej jednak kinazy te oraz kinazy ERK
cztowieka pochodzg od wspélnego genu-przodka [21].

Stosunkowo mato poznane jest pochodzenie drozdzo-
wych kinaz M pklp (SIt2p) oraz Smklp. Jak wcze$niej wspo-
mniano, Mpklp, mimo ze zawiera motyw TEY wydaje sie
by¢ ewolucyjnie odlegta od Ksslp czy Fus3p. Istniejg przy-
puszczenia, ze Smklp powstata w wyniku duplikacji genu
kodujacego kinaze Slt2p w linii grzybdw, ale nie ma na to
przekonujacych dowoddéw. Ssaczy ortolog tej kinazy praw-
dopodobne ulegt delecji. U ludzi w wyniku duplikacji ERK
powstaty kinazy ERKI i ERK2 (obie nalezgce do podgrupy
zwierzecych kinaz ERKI, patrz Tab. 1 oraz Ryc. 2). Ludz-
ka kinaza ERK5 nie ma odpowiednika u drozdzy, co moze
Swiadczy¢ o delecji ortologa tego genu. Pochodzenie ludz-
kich kinaz ERK3, ERK4 i ERK7 nie jest znane. Sekwencje ge-
noéw kodujacych te kinazy nie tworzg filogenetycznej grupy
z jakimikolwiek kinazami MAP drozdzowymi czy zwierze-

uszkodzenie $ciany

stres osmotyczny komoérkowej gtéd sygnat
Stell Ssk2/22 Bckl MAPKKK
Pbs2 Mkk1/2 MAPKK
Hog1l Mpk1 Smk1 MAPK
T-GY T-E-Y T-N-Y
synteza metabolizm
glicerolu Sciany komdérkowej sporulacja odpowiedz

“nietypowe” kinazy MAP

ro$lin. Co ciekawe liczba cztonkdéw czynniki wzrostu, stres, czynniki wzrostu, stres oksydacyjny,
mitogen cytokiny zapalne ? cytokin mitogen
podgrupy SAPK wzrasta u coraz geny yrokiny zap stres ytoxiny geny
to wyzszych ewolucyjnie organi- Raf-1 TAK1.ASK1, MEKK1-4, MLKs, MEKK2/3,
< ; i c-Mos MEKK1-4  ASK1/2, MLKs, TPL2 > TAK1. 2 ?
;rr_low, 0 czym bedzie mowa poni TAOLI2' LZK TAKL TPL2, :
zej [18,20,21], DLK, MLTK
Rycina 2. Szlaki kinaz biatkowych MAP u droz- MEKZ1/2 MKK3/4/6 MKK4/7 MEKS5 ERK3K? HIPK2? ?
dzy Saccharomyces cerevisiae i cztowieka (Homo
sapiens). Analizujac ewolucje tych szlakéw na
poziome MAPK, MAPKK i MAPKKK mozna ERK1/2 p38 JINK ERKS5 ERK3/4  NLK ERK7?
TEY T-GY T-P-Y TEY SE-G T-QE T-EY

stwierdzi¢, ze w toku ewolucji caty drozdzowy
szlak HOG ulegt duplikacji, dajac poczatek szla-
kom aktywowanym stresem tj. p38 i INK. Po-
wiazania filogenetyczne pomiedzy poszczegdl-
nymi sktadnikami szlakéw opisane sg w tekscie.

proliferacja
réznicowanie
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zahamowanie
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cymi. W pismiennictwie naukowym okreslane sg one jako
»hietypowe kinazy MAP" [22] (Ryc. 2).

Warto wspomnie¢, ze ro$linne kinazy MAP, ze wzgledu
na brak kinaz aktywowanych stresem (SAPK), nabyty z cza-
sem zdolno$¢ przekazywania sygnatdw w odpowiedzi na
zmieniajace sie warunki abiotyczne $rodowiska zewnetrz-
nego. W ten sposob spetniajg u roslin te funkcje, ktére u
zwierzat petnig kinazy SAPK.

Jak wczesniej zaznaczono, kinazy podgrupy SAPK s3 fi-
logenetycznie miodsze od kinaz ERK. U drozdzy paczkuja-
cych S. cerevisiae jest tylko jedna kinaza SAPK, a mianowicie
kinaza Hoglp. Zawiera ona motyw TGY w petli aktywacyj-
nej iwchodzi w sktad szlaku HOG aktywowanego w stresie
osmotycznym (Ryc. 2). Porownujac odpowiedZ drozdzy S.
cerevisiae i bakterii E. coli na stres osmotyczny, mozna zaob-
serwowac zalezno$¢ miedzy budowg komoérki, a pojawie-
niem sie kaskadowego typu przekazywania sygnatéw ko-
moérkowych. U obu organizméw w detekcji ciSnienia osmo-
tycznego bierze udzial dwusktadnikowy system regulacyj-
ny (Ryc. 3), tj. kinaza histydylowa, EnvZ u E. coli oraz Sinlp
u S. cerevisiae oraz regulatory odpowiedzi, odpowiednio
OmpR iSsklp. W przypadku bakterii regulator odpowiedzi
bezposrednio wptywa na ekspresje genoéw kodujgcych po-
ryny (OmpF i OmpC). W przypadku drozdzy biatko Ssklp
reguluje aktywno$¢ szlaku kinaz biatkowych MAP (szlaku
HOG), ktérego aktywna kinaza Hoglp, po przemieszczeniu
do jadra komérkowego, reguluje aktywno$¢ odpowiednich
czynnikéw transkrypcyjnych. Mozna wiec zaobserwowac
~wstawienie" szlakdw kinaz MAP miedzy dwusktadniko-
wy system przekazywania sygnatéw a czynniki transkryp-
cyjne. Jest to przyktad ilustrujacy, jak budowa komorki de-
terminuje sposob przekazywania sygnatow komorkowych,
0 czym wspomniano w pierwszej czesci niniejszego artyku-
tu.

Z czasem kinazy SAPK, reprezentowane przez jedng ki-
naze Hoglp u S. cereoisiae, ulegty dywersyfikacji. U gabek
(Porifera) obserwuje sie rozdziat tych enzymoéw na SAPKI
(INK) oraz SAPK2 (p38). Wyksztatcenie sie tych prostych
form organizmoéw wielokomérkowych datuje sie na okoto
600 milionéw lat temu. Kinazy p38 oraz JNK gabek w pe-
tli aktywacyjnej zawierajg odpowiednio motywy TGY oraz
TPY, charakterystyczne dla kinaz SAPK Metazoa. Wyka-
zano, ze obydwa enzymy moga komplementowaé kinaze
Hoglp w odpowiedzi drozdzy S. cerevisiae na stres osmo-
tyczny [23], Genom prostego organizmu bezkregowego,
nicienia C. elegans posiada po jednym genie kodujacym Ki-
nazy SAPKI, SAPK2 oraz SAPK3. Ze wzrostem ztozonosci
organizmow eukariotycznych obserwuje sie coraz wieksza
dywersyfikacje kinaz SAPK. Genom czlowieka zawiera
co najmniej 3 geny kodujgce kinazy SAPKI (JNK1, JNK2,
JNK3) oraz cztery, kodujgce kinazy SAPK2 (p38a, p38p,
p38y i p385). Ponadto w wyniku alternatywnego sktada-
nia transkryptéw powstajg dodatkowe formy kinaz SAPK.
Dywersyfikacja kinaz SAPK u wyzszych organizmow eu-
kariotycznych, wiaze sie m.in. z rozwojem uktadu immu-
nologicznego, w tym z wyksztatceniem odpornosci naby-
tej. Kinazy tej podgrupy sg silnie aktywowane cytokinami
lodgrywajg niezwykle istotng role w regulacji odpowiedzi
immunologicznej zwigzanej z limfocytami T oraz powsta-
waniem stanéw zapalnych. Ponadto, sg one, podobnie jak
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u innych organizmédw eukariotycznych, aktywowane w
stresie osmotycznym. Wykazano, ze kinazy SAPKI i SAPK2
cztowieka komplementujg funkcjonalnie kinaze Hoglp z
drozdzy [24,25]. Wiekszg homologie sekwencji obserwuje
sie wérod izoform p38 (SAPK2) w poréwnaniu z kinazami
JNK (SAPKI). Te drugie ulegaty bowiem znacznie szyb-
szym zmianom w toku ewolucji. To przyspieszenie zmian
ewolucyjnych kinaz JNK obserwuje sie w linii zwierzat po
oddzieleniu od linii drozdzy, ale jeszcze przed wyodrebnie-
niem sie bezkregowcow. Najnowsze informacje dotyczace
kinaz MAP u ludzi znajdzie czytelnik w pracy przeglado-
wej [26].

U cztowieka wyréznia sie klasyczne oraz tzw. ,nietypo-
we" kinazy MAP. Aktywowane sg one roznymi czynnikami
i biorg udziat w regulacji wielu aspektéw naszej fizjologii.
Obrazuje je dolna cze$é ryciny 2. Analiza filogenetyczna ki-
naz MAP wykazuje wysokie pokrewieAstwo ludzkich kinaz
p38 z drozdzowa kinazg Hoglp. Na poziomie analizy se-
kwencji genoéw kodujacych kinazy MAPKK wykazano wy-
razne pokrewienstwo drozdzowej kinazy Pbs2p (sktadnik
szlaku HOG) ze ssaczymi kinazami MKK4, MKK7, MKK3
i MKK6. Wynika z tego, ze gen PBS2 ulegt w toku ewolu-
cji duplikacjom wytaniajagc geny kodujace w/w enzymy i
jest ich ortologicznym protoplasta. Pochodzenie pozosta-
tych gendéw kodujacych ludzkie kinazy MAPKK tj. MEK1,
MEK2, MEKS5 nie jest jasne. Analiza ich sekwencji nie wy-
kazuje istotnego podobienstwa do znanych, drozdzowych
kinaz MAPKK. Z drugiej strony, jak do tej pory nie udato sie
zidentyfikowac¢ ludzkiego ortologa genéw drozdzowych Ki-
naz MAP: Mkklp i Mkk2p; by¢ moze w toku ewolucji ulegt
on delecji [18,20,21]. Na podstawie analizy filogenetycznej
wnioskuje sie, ze sposrdd kinaz fosforylujacych kinazy

E. coli S. cerevisiae
KH [Sin1 )

KH Sho1
RO RO { Sski1

‘OmpF, OmpC 888, St MAPKKK

TPbS2 ™ mAPKK

Hog1 MAPK

Ia ro
A\

Hog1

czyﬁnim
transkrypcyjne

GPD1,TPS2HSP12.0DR2

Rycina 3. Szlaki przekazywania sygnatéw w odpowiedzi na stres osmotyczny u
E. coli i S. cerevisiae. U obu organizméw w odbiorze i przekazaniu sygnatu bierze
udziat dwusktadnikowy system regulacyjny tj. kinaza histydylowa (KH): od-
powiednio EnvZ i Sini oraz regulator odpowiedzi (RO): odpowiednio OmpR i
Ssklp. W przypadku bakterii RO jest jednocze$nie czynnikiem transkrypcyjnym
regulujacym ekspresje genéw poryn: OmpF, OmpC w zalezno$ci od ci$nienia
osmotycznego $rodowiska. U drozdzy RO aktywuje szlak kinaz MAP-HOG.
Aktywna kinaza MAP ulega translokacji do jadra komérkowego, gdzie reguluje
ekspresje genéw m.in. dehydrogenazy glicerolo-3 fosforanu (GPD1), fosfatazy
trehalozo-6-fosforanu (TPS2), biatek aktywowanych stresem (HSP12, DDR2). Na
podstawie [20], zmodyfikowano.
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MAPKK (MAPKKK) ortologami sg ludzka kinaza MEKKA4,
i kinazy Ssk2/22p (réowniez szlaku HOG) drozdzy S. cereui-
siae. Istnieje takze przypuszczenie o homologii ludzkich Ki-
naz MEKKI, MEKK2, MEKK3 z drozdzowg Stellp, jednak
analiza drzewa filogenetycznego dokonana przez Caffrey i
wsp. [21] nie daje podstaw do jednoznacznego stwierdze-
nia, ze sg one ortologami. Ponadto nie znaleziono homologa
kinazy Askl. Moze to oznacza¢, ze ulegt on delecji, lub dale-
ko idgcym zmianom ewolucyjnym. Podobnie pochodzenie
pozostatych ssaczych kinaz MAPKKK nie jest znane. Ana-
liza ich sekwencji nie upowaznia do jakichkolwiek jedno-
znacznych stwierdzen. U drozdzy nie zidentyfikowano ki-
naz Raf, obecnych u zwierzat i roslin. Sugeruje to, ze w toku
ewolucji, po rozdzieleniu zwierzat, roslin i grzybow, w tej
ostatniej linii miata miejsce delecja genu RAF.

Podsumowujac: wyniki badan filogenetycznych szla-
kéw kinaz biatkowych MAP na poziomie MAPK, MAPKK
i MAPKKK, wskazujg na to, ze w toku ewolucji drozdzowy
szlak HOG ulegt duplikacji i dat poczatek szlakom kinaz
MAP aktywowanych stresem bardziej ztozonych organi-
zmoéw eukariotycznych. Wedtug Pertseva i Shpakov, ewo-
lucja eukariotycznych szlakéw przekazywania sygnatdw
komorkowych dokonata sie najprawdopodobniej poprzez
modyfikacje dwusktadnikowego systemu regulacyjnego
oraz wyksztatcenie z prokariotycznych prekursoréw kinaz
serynowo-treoninowych eukariotycznej rodziny kinaz biat-
kowych. W toku dalszej ewolucji, kiedy powstawaty orga-
nizmy wielokomérkowe, kinazy MAP zaczely odgrywac
role w przekazywaniu sygnatéw komérkowych pochodza-
cych nie tylko ze Srodowiska zewnetrznego organizmu, ale
rowniez w komunikacji miedzy poszczeg6inymi komérka-
mi tego samego organizmu. Wigzato sie to z rozwojem m.in.
uktadu immunologicznego, nerwowego oraz dokrewnego
[27].

SZLAKI KINAZ MAP W PRZEBIEGU CHOROB
NEUROZWYRODNIENIOWYCH

Jak napisano wyzej u ludzi istniejg szlaki kinaz biatko-
wych MAP, regulujace wiele aspektow naszej fizjologii (Ryc.
2). W uproszczeniu szlak ERK bierze udziat w przekazywa-
niu sygnatéw komdrkowych aktywowanych czynnikami
wzrostu i mitogenami, za$ szlaki JNK i p38 sa aktywowane
stresem biotycznym lub abiotycznym [26]. Zadaniem tych
drugich jest przywro6cenie homeostazy komorkowej lub,
jezeli jest to niemozliwe, indukcja apoptozy. Prawidiowe
funkcjonowanie szlakéw jest wiec warunkiem wiasciwego
rozwoju i funkcjonowania organizmu cztowieka, za$ skutki
zaburzen drog przekazywania sygnatdw w komorce moga
by¢ dramatyczne. W ostatnich kilku latach pojawity sie do-
niesienia o zaburzeniach w prawidtowym funkcjonowaniu
szlakow kinaz MAP w chorobach neurodegeneracyjnych,
co bedzie tematem dalszej czesci niniejszego opracowania.
Przyczyny oraz molekularne mechanizmy przebiegu tych
choréb nie sg szczeg6towo poznane, dlatego ich leczenie
ciggle nie jest skuteczne. By¢é moze badania nad przekazy-
waniem sygnatow komdérkowych przyczynia sie do odkry-
cia sposobu ich skutecznej terapii.

CHOROBA ALZHEIMERA

Choroba Alzheimera jest to choroba neurodegeneracyjna,
charakteryzujaca sie nieprawidtowym funkcjonowaniem
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osrodkowego uktadu nerwowego, w tym zaktéceniami w
tej czesci mdzgu, ktora jest odpowiedzialna za czynnosci
poznawcze oraz pamie¢. Rozwdj choroby prowadzi do de-
mencji (otepienia). Nazwa schorzenia pochodzi od nazwiska
niemieckiego psychiatry Aloiza Alzheimera, ktory w latach
1901-1906 monitorowat przebieg rozwoju otepienia u swojej
pacjentki Augusty D, a poczynione obserwacje przedstawit
na forum medycznym. Zapadalno$¢ na chorobe Alzheimera
wzrasta z wiekiem. Szacuje sie, ze dotyka ona okoto 8-12%
ludzi po 65 roku zycia oraz 40-50% po 85 roku zycia [28-30],
W moézgu os6b chorych obserwuje sie tzw. blaszki starcze
oraz splatki biatkowe. Gtéwnym sktadnikiem blaszek star-
czych jest amyloid A[342. Powstaje on z transhtonowego
biatka prekursorowego APP (ang. amyloid prekursor protein),
bedacego glikoproteing o dotychczas nieznanej funkcji. APP
jest intensywnie syntetyzowane w synapsach nerwowych.
Wiekszos¢ biatka APP ulega proteolitycznemu cieciu przez
a-sekretaze, a nastepnie y-sekretaze, prowadzgc do powsta-
nia nieamyloidogennych peptydéw. Alternatywnie, biatko
APP moze byé trawione przez (3-sekretaze i y-sekretaze,
powodujgc powstanie amyloidogennego fragmentu A(342
oraz fragmentu C-koincowego biatka APP, AICD (Ryc.4A).
Moga takze powstawac peptydy nieznacznie réznigce sie
dtugosciag: A[340, A(342, Ap36. Wiekszos¢ A(340 i Ap42 jest
wydzielana na zewnatrz komorek, zas wewngtrzkomarko-
we A[342 powodujg mitochondrialny stres oksydacyjny. W
regulacji ekspresji genéw kodujacych sekretazy biora udziat
szlaki kinaz biatkowych MAP [31-34], Szlak kinazy ERK
stymuluje ekspresje genu a-sekretazy, promujgc wytwarza-
nie niefibrynogennych peptydéw, za$ aktywacja szlakdw
stresu tj. p38 i INK stymuluje ekspresje genu [3-sekretazy,
odpowiedzialnej za powstawanie neurotoksycznego amy-
loidu A(342.

Peptydy Ap moga wystepowa¢ w formie rozpuszczal-
nych mono- lub oligomeréw, jak rowniez widkien sktadaja-
cych sie z duzych agregatdw biatkowych, ktére precypitujg
tworzac wspomniane blaszki starcze. Najbardziej fibryno-
genny a zarazem neurotoksyczny jest peptyd Ap42. Wy-
kazano jednak, ze réwniez rozpuszczalne formy amyloidu
Ap42 moga prowadzi¢ do zaburzen w przekaznictwie neu-
ronalnym. Mianowicie peptyd ten moze wigzac sie do recep-
tora RAGE (ang. receptor for advanced glycation end produkt)
[35], Nalezy on do rodziny immunoglobulin ijest zdolny do
wigzania r6znych ligandéw, regulujac m.in. migracje i roz-
nicowanie komdrek nerwowych w czasie ontogenezy czy
procesy powstawania stanéw zapalnych [36,37]. Wewnatrz-
komoérkowa domena receptora RAGE bierze udziat w ak-
tywowaniu szlakow przekazywania sygnatow, w tym szla-
kéw kinaz biatkowych MAP [38,39]. W tym miejscu warto
wspomnieé, ze w komorkach cztowieka szlaki MAP: ERK,
p38 oraz JNK odgrywajg istotng role w regulacji tzw. pla-
stycznos$ci synaptycznej, czyli zdolnosci uktadu nerwowego
do zmiany napigcia synaptycznego. Na plastyczno$¢ sktada
sie m.in. dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne (LTP, ang.
long-term potentiation), polegajagce na wzmocnieniu komuni-
kacji miedzy dwoma neuronami pre- i postsynaptycznym.
Moze ono polega¢ na zwiekszeniu wrazliwosci neuronu
postsynaptycznego na neuroprzekazniki, wysytane przez
komdrke presynaptyczng. Zwiekszona wrazliwo$s¢ moze
by¢ skutkiem podwyzszonej aktywnosci lub liczby recepto-
row na powierzchni neuronu postsynaptycznego. Procesem
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Rycina 4. Szlaki kinaz biatkowych MAP w przebiegu choroby Alzheimera. (A) Fibrynogenny amyloid Ap42, gtéwny sktadnik
blaszek starczych, powstaje w wyniku protelitycznego cigcia biatka prekursorowego APP przez (3 i y-sekretazy. Ekspresja genu
P-sekretazy jest regulowana przez szlaki kinaz biatkowych MAP: pozytywnie-przez szlak JNK i p38, za$ negatywnie przez szlak
ERK. (B) Ap42 wigze sie do receptora RAGE, ktéry aktywuje szlaki kinaz biatkowych MAP w komérkach nerwowych. Szlaki te
biorg udziat w regulacji plastycznosci synaptycznej, ktéra jest podstawg uczenia si¢ i pamieci. Zaburzenia prawidtowej regulacji
szlakéw kinaz biatkowych MAP powoduja zaburzenia przekazywania sygnatéw. Dlatego jednymi z pierwszych objawéw cho-
roby Alzheimera sg zaburzenia czynnosci poznawczych i pamieci krotkoterminowej. (C) Amyloid Ap42 powoduje aktywacje
szlaku p38 w komdrkach mikrogleju, ktére w odpowiedzi wydzielajg czynnik martwicy nowotworu TNFa oraz interleuking 1.
Powoduje to aktywacje szlaku p38 w astrocytach. Komorki te wydzielajg tlenek azotu (NO) oraz interleuking ip. Cytokiny proza-
palne aktywuja szlaki kinaz MAP w komérkach nerwowych, co przyczynia sie do indukcji apoptozy. (D) Dimeryzacja biatka APP
stabilizowana m.in. przez jego fosforylacje katalizowang przez kinazy JINK powoduje aktywacje szlaku p38. Aktywna kinaza p38
fosforyluje biatko Tau, przyczyniajac sie do powstawania splatkéw neurofibrylarnych. Na podstawie [42,43], zmodyfikowano.

przeciwstawnym jest dtugotrwate ostabienie synaptyczne
(ang. long-term depression). Plastycznos$¢ synaptyczna jest
podstawa proceséw uczenia sie i pamieci [40,41]. Zwigzanie
Ap42 do receptora RAGE prowadzi do zaburzen prawidto-
wego funkcjonowania szlakéw kinaz biatkowych MAP w
neuronach i, konsekwentnie, do zaburzeA w plastycznosci
synaptycznej. Dlatego wi#adnie zaburzenia czynnosci po-
znawczych i pamieci krdtkoterminowej sg pierwszymi ob-
jawami choroby Alzheimera (Ryc. 4B) [42].

W chorobach neurozwyrodnieniowych, w tym w choro-
bie Alzheimera, obserwuje sie przewlekty stan zapalny mé-
zgu. Wigze sie to z aktywacjg przez A(342 komdrek mikro-
gleju. Wskutek aktywacji szlaku kinaz MAP, p38, komaérki
te wydzielaja czynnik martwicy nowotworu TNF oraz in-
terleukine 1. Cytokiny te aktywuja nastepnie szlak p38 w
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porazng, dotyka 1% ludzi
w wieku 40-60 lat. Jest to
powoli postepujgca, zwy-
rodnieniowa choroba osrod-
kowego uktadu nerwowe-
go. Jej nazwa pochodzi od
nazwiska londynskiego le-
karza, Jamesa Parkinsona,
ktory jako pierwszy w 1817
roku opisat jej przebieg. W
patogenezie tego schorzenia
dochodzi do zmian zwyrodnieniowych neuronéw dopami-
nergicznych w istocie czarnej mozgu. Jak nazwa wskazu-
je, wytwarzajg one neuroprzekaznik, dopamine, ktora jest
odpowiedzialna za przekazywanie impulsu do miesni, ko-
ordynacje oraz napiecie miesni. Dzieki temu ruchy zalez-
ne od naszej woli sa ptynne. Kiedy komorki, produkujgce
dopamine ulegaja zniszczeniu, wowczas tracimy kontrole
nad ruchami. W poczatkowym etapie chorych cechuje spo-
wolnienie oraz niezgrabnos$¢ ruchowa. Po pewnym czasie
dochodzag zaburzenia réwnowagi, wreszcie trudnos$ci z
wykonywaniem nawet prostych czynnosci. Przyczyng utra-
ty neuronéw dopaminergicznych jest kumulacja tzw. ciat
Lewiego, zawierajgcych zmienione formy biatka zwanego
a-synukleing [47].
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W warunkach fizjologicznych a-synukleina uczestni-
czy w szeroko pojetym metabolizmie dopaminy, reguluje
bowiem jej biosynteze, magazynowanie, uwalnianie z pe-
cherzykéw synaptycznych oraz wychwytywanie zwrotne
z przestrzeni synaptycznej. Utrata fizjologicznej funkcji
a-synukleiny moze zachodzi¢ wskutek mutacji w genie ko-
dujgcym to biatko. Ma to czesto miejsce wtasnie w chorobie
Parkinsona [48]. W wyniku powstania nieprawidtowych
form tego biatka dochodzi do jego oligomeryzacji i agrega-
cji. Odktadanie sie a-synukleiny w ciatach Lewiego powo-
duje apoptoze komérek nerwowych. Zachodzi ona na sku-
tek stresu oksydacyjnego, stanu zapalnego oraz zaburzen
prawidtowego funkcjonowania szlakéw kinaz biatkowych
MAP [49-51], Agregaty a-synukleiny powodujg aktywacje
szlakéw p38, ERK oraz INK w komérkach mikrogleju [52],
Produkujg one wéwczas cytokiny, takie jak: IL-ip, TNFa,
oraz IL-6, ktére dziatajac na sgsiadujgce neurony dopami-
nergiczne wywotujg ostry stan zapalny. W astrocytach z
kolei agregaty a-synukleiny indukujg ekspresje genow ko-
dujacych IL-6 oraz ICAM-1, co wywotuje ostry stan zapalny
mézgu. Wszystko to sprzyja wywotaniu apoptozy komé-
rek nerwowych (Ryc. 5A). Ponadto agregaty a-synukleiny
nagromadzone w cytoplazmie powodujg wytwarzanie
wolnych rodnikéw przez mitochondria neuronéw oraz
uwolnienie cytochromu c. Aktywuje to szlak wewnetrzny
apoptozy. Poza tym aktywna kinaza p38 powoduje fosfo-
rylacje biatka p53, ktére z kolei indukuje ekspresje genéw
proapoptotycznego biatka Bax, co sprzyja permeabilizacji
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Rycina 5. Szlaki kinaz biatkowych MAP w przebiegu choroby Parkinsona. (A)
Agregaty a-synukleiny powodujg aktywacje szlakéw kinaz biatkowych MAP w
komadrkach mikrogleju i w astrocytach. Wydzielajg one wéwczas cytokiny pro-
zapalne (IL-ip, TNF-a i IL-6, ICAM-1), oddziatujagce na komorki sgsiadujacych
neuronéw dopaminergicznych. Przedtuzajacy sie stan zapalny indukuje ich
apoptoze. (B) Agregaty a-synukleiny w komérkach nerwowych powodujg stres
oksydacyjny. Skutkiem tego jest uwolnienie cytochromu c i indukcja apoptozy.
Ponadto, aktywna kinaza p38 katalizuje fosforylacje biatka p53, ktére z kolei jest
czynnikiem transkrypcyjnym, indukujagcym synteze proapoptotycznego biatka
Bax. Na podstawie [43], zmodyfikowano.

zewnetrznej btony mitochondrialnej [53,54] prowadzac w
efekcie do apoptozy (Ryc.5B).

W chorobie Parkinsona czesto obserwuje sie mutacje w
genie, kodujacym biatko parkine oraz DJ-1. Jak sie okazu-
je ma to rowniez zwiazek z aktywacjg szlakdw kinaz biat-
kowych MAP. Parkina jest to ligaza ubikwitylowa E3, do
substratow ktérej nalezg m.in. a-synukleina. Mutacje par-
kiny powoduja spadek jej aktywnosci, co jest zwigzane z
wystgpieniem rodzinnej, miodzienczej postaci choroby
Parkinsona. Trudno jest okres$li¢, czy wadliwa degradacja
biatek w systemie zaleznym od ubikwityny spowodowana
mutacjami w genie parkiny jest przyczynag czy skutkiem
choroby Parkinsona. Ogdlnie, mozna powiedzie¢, ze neu-
roprotekcyjna rola parkiny polega na udziale w degra-
dacji biatek toksycznych dla neuronéw oraz w usuwaniu
uszkodzonych mitochondriéw przez autofagie. Parkina
ma dziatanie antyapoptotyczne dla komérek nerwowych,
dzieki hamowaniu szlaku kinaz MAP-JNK. Mutacje w ge-
nie kodujgcym to biatko powodujg zaburzenia tej funkcji
i aktywacje kinazy JNK, co przyczynia si¢ do wywotania
apoptozy neuronéw dopaminergicznych [55,56]. DJ-1 jest
to neuroprotekcyjne biatko o aktywnosci peroksydazy oraz
koaktywatora transkrypcyjnego. Przypuszcza sie, ze chroni
ono mitochondria przed stresem oksydacyjnym, bowiem
wytaczenie genu kodujacego DJ-1 powoduje produkcje
dziesieciokrotnie wiekszej ilosci tlenku azotu w astrocytach
w odpowiedzi na LPS. Ekspresja genu syntazy tlenku azotu
jest stymulowana przez szlak p38 w odpowiedzi na LPS, a
DJ-1 hamuje aktywnos¢ tego szlaku. Podobnie jak parkina,
DJ-1 hamuje aktywno$¢ szlaku JNK. Biatko to oddziatuje
bezposrednio z kinazg MEKKI. Zmutowane formy obu bia-
tek tj. parkiny i DJ-1 powoduja aktywacje szlaku INK i majg
dziatanie proapoptotyczne [43,57,58]

Poza mutacjami w genach kodujgcych w/w biatka, w
chorobie Parkinsona obserwuje sie rowniez mutacje w ge-
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nach kodujgcych biatka: LRRK2 oraz PINK-1. LRRK2 jest
duzym biatkiem, okoto 280kDa, ktére in vitro posiada ak-
tywnos¢ kinazy MAPKKK w stosunku do kinaz MKK3/6 i
MKK4/7. Pink-1 z kolei jest to biatko o aktywnosci m.in. ki-
nazy serynowo-treoninowej. Peini funkcje ochronng wobec
biatek w czasie stresu oksydacyjnego [43],

STWARDNIENIE ZANIKOWE BOCZNE

Stwardnienie zanikowe boczne (ALS, ang. amylotrophic
lateral sclerosis), nazywane jest takze chorobg Leu Gehrin-
ga. Byt to znany amerykanski bejsbolista, ktéry zmart na te
chorobe w 1941 roku, w wieku 37 lat. Jest to postepujgca
choroba prowadzgca m.in. do zaniku neuronéw ruchowych
(motorycznych). Uszkodzeniu ulega réwniez kora mézgo-
wa, piefi moézgu irogi przednie rdzenia kregowego. W cia-
gu Kkilku lat postepujgce ALS prowadzi do $mierci wskutek
niewydolnosci uktadu oddechowego. Choroba pojawia sie
Srednio okoto 50 roku zycia u 1-2 0s6b na 100 000 rocznie.
Wiekszos$¢ przypadkow ALS okresla sie jako sporadyczne
( SALS, ang. sporadic ALS), za$ cze$¢, tj. okoto 10% jako ro-
dzinne (FALS, ang. familial ALS) [59,60], Okoto 20% chorych
na FALS posiada mutacje w genie kodujagcym dysmutaze
ponadtlenkowg (SOD1). Jest to enzym, katalizujgcy reak-
cje: 20/ +2H+—HD 2+ 0 2Istnieje Scista zaleznos¢ miedzy
istnieniem zmutowanych form dysmutazy a aktywacjg
szlakéw kinaz biatkowych MAP prowadzacg do apoptozy
neuronéw motorycznych. Wykazano, ze nieprawidtowe
formy SOD1 powodujg powstanie warunkOw stresowych
w siateczce $rédplazmatycznej i aktywacje odpowiedzi na
nadmiar niesfatdowanych biatek (UPR, ang. unfolded protein
response). Powoduje to aktywacje szlakow kinaz p38 i JNK,
ktore z kolei powoduja indukcje apoptozy [61]. Jak to sie
dzieje? Jak wiadomo, siateczka $rédplazmatyczna jest miej-
scem gdzie trafiaja nowosyntetyzowane biatka przezna-
czone do sekrecji lub whudowania w btony komdrkowe.
W jej Swietle znajdujg sie biatka opiekuncze, takie jak BiP/
GRP78, GRP94, ktére nadajg biatkom witasciwg konforma-
cje. Niesfatdowane lub nieprawidtowo zwiniete biatka sg
z powrotem kierowane do cytoplazmy (retrotranslokacja),
gdzie po ubikwitylacji ulegajg degradacji w proteasomie
(ERAD, ang. ER-associated degradation). Jesli ilos¢ niepra-
widtowo sfatdowanych biatek przewyzsza zdolnosci kon-
trolne siateczki srodplazmatycznej, méwimy o warunkach
stresowych. Nagromadzone w siateczce $rédplazmatycznej
nieprawidtowo zwiniete biatka powodujg oddysocjowanie
od wewnetrznej powierzchni btony, biatka GRP78, a tym
samym od znajdujgcych sie w niej biatek ATF6, PERK oraz
IRE1, powodujgc ich aktywacje. Biatko ATF6 jako czynnik
transkrypcyjny powoduje zwiekszong ekspresje genéw nie-
ktérych biatek opiekuriczych, np. GRP78. PERK z kolei jest
kinaza serynowo-treoninowa, ktéra fosforyluje podjednost-
ke a czynnika inicjacji translacji elF2, co skutkuje zahamo-
waniem syntezy wiekszosci biatek. W wyniku aktywnosci
ATR1 i PERK ma wiec miejsce zmniejszenie zawartosci nie-
prawidtowo zwinietych biatek w Swietle siateczki $rédpla-
zmatycznej. Aktywacja IRE-1 ma takze wptyw na zahamo-
wanie translacji biatek. Ponadto IREL1 powoduje aktywacje
szlaku: TRAF2-ASK1-MKK4/ 7-JNK, a wiec szlaku kinaz
biatkowych MAP, ktory indukuje apoptoze [62-64], Tak
wiec aktywacja UPR prowadzi do redukcji stresu w RE, co
sprzyja przezyciu. Jednak przedtuzajacy sie stres moze pro-
wadzi¢ do apoptozy, poprzez indukcje CHOP, aktywacje
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kaspazy 12, czy w koncu indukcje wspomnianego szlaku
kinaz biatkowych MAP, JNK.

Wykazano, ze zmutowane formy dysmutazy ponad-
tlenkowej (SOD1*) oddziatuja z kompleksem biatek od-
powiedzialnych za retranslokacje niesfatdowanych biatek
przez btone siateczki $rédplazmatycznej do cytoplazmy w
celu ich degradacji, a doktadnie z jednym ze sktadnikdw
tego kompleksu, biatkiem derlin-1. Przytaczenie SOD1* do
biatka derlin, powoduje zahamowanie retrotranslokacji zle
sfatdowanych biatek, co skutkuje ich kumulacjg w Swietle
siateczki Srédplazmatycznej. Wywotuje to stres w siateczce
$rédplazmatycznej [65]. Przedtuzajacy sie stres powoduje
indukcje apoptozy poprzez aktywacje szlaku kinaz MAP:
ASK1-MKK4/7-JNK. Opisane zjawisko ilustruje rycina 6.

W 2008 roku Harraz i wsp. [66] wykazali, ze zar6wno
prawidtowe, jak i zmutowane formy dysmutazy ponad-
tlenkowej oddziatujg z biatkiem Racl, nalezgcym do GTPaz
typu Rho. Biatko to jest aktywatorem oksydazy NADPH
(Nox), w warunkach redukujacych. To transbtonowe biatko
katalizuje produkcje anionu ponadtlenkowego w komor-
kach immunologicznych takich jak komoérki mikrogleju,
ktdry jest toksyczny dla patogennych mikroorganizméw.
Zmutowane formy SOD1, maja jednak wieksze powino-
wactwo do biatka Racl, powodujac statg aktywacje biatka
Nox, nawet w warunkach utleniajgcych. Wywotuje to okoto
dziesieciokrotne zwiekszenie produkcji anionu ponadtlen-
kowego, ktéry wydzielany jest poza komorke. Ma on dzia-
tanie toksyczne dla sasiadujgcych komorek. Czy oddziaty-
wanie SOD1 z biatkiem Racl, odgrywajacym, jak wiadomo,
istotng role w przekazywaniu sygnatow komadrkowych, ma
wptyw na szlaki kinaz MAP, pozostaje do wyjasnienia. Jest
to prawdopodobne, wykazano bowiem $cistg korelacje po-
miedzy obecnoscig zmutowanych form SOD1, a aktywno-
$cig szlaku p38 oraz JNK w neuronach motorycznych i ko-
morkach mikrogleju. Wykazano, ze kinazy te powodujg nie-
prawidtowg fosforylacje neurofilamentéw, co prowadzi do
ich agregacji i zaburzenia funkcji cytoszkieletu neuronow
motorycznych rdzenia kregowego, przyczyniajac sie do ich
degradacji [67,68]. Ponadto aktywna forma kinazy p38, po-
woduje aktywacje proapoptotycznego szlaku zwigzanego
z receptorem Fas w neuronach motorycznych. Ta kinaza
MAP aktywuje czynnik transkrypcyjny genu syntazy tlen-
ku azotu, ktéry z kolei indukuje synteze ligandu receptora
Fas (FasL). Przytgczenie FasL do Fas prowadzi do powsta-
nia kompleksu Disc (ang. Death-inducing signaling complex),
indukujac apoptoze (Ryc. 7) [43,69,70],

PODSUMOWANIE

Przekazywanie sygnatow jest niezbednym elementem
utrzymania homeostazy organizmdw w zmieniajacych sie
warunkach $rodowiska. Rodzaj i mechanizm tego procesu
zalezy od stopnia ztozono$ci danego organizmu. Jednym
z istotnych elementéw regulujagcym aktywnos$¢ biatek jest
ich odwracalna fosforylacja katalizowana przez Kkinazy
biatkowe. U bakterii dominujg dwusktadnikowe systemy
regulacyjne zwigzane z fosforylacjg reszt histydyny i kwa-
su asparaginowego, cho¢ posiadajg one réwniez enzymy
modyfikujace tafcuchy biatkowe w resztach serynowych,
treoninowych, a nawet tyrozynowych. Komorki eukario-
tyczne wyksztatcity niezwykle bogata rodzine kinaz sery-
nowo-treoninowych oraz tyrozynowych, ktére sg w stanie
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Rycina 6. Zmutowane formy SOD1 indukuja stres siateczki §rédplazmatrycznej.
Przytaczaja sie do biatka derlin-1, sktadnika kompleksu, przez ktéry transpor-
towane sa nieprawidtowe biatka przeznaczone do degradacji. Nagromadzenie
nieprawidtowo sfatdowanych biatek powoduje tzw. stres siateczki $rédplazma-
tycznej i indukuje mechanizmy odpowiedzi. Jednym z mechanizméw aktywo-
wanych w odpowiedzi na przedtuzajacy sie stres siateczki $rédplazmatycznej
jest aktywacja szlaku kinaz biatkowych MAP, JINK. W wyniku tego indukowana
jest apoptoza. Wiecej szczegdtéw znajduje sie w tekécie. Na podstawie [61,64],
zmodyfikowane.

czas trwania stresu ER

przezycie

sprosta¢ ich zapotrzebowaniu na komunikacje, nie tylko
ze Srodowiskiem zewnetrznym, ale z innymi komdrkami
tego samego organizmu. Dlatego wraz ze wzrostem stopnia
ztozonosci danego organizmu eukariotycznego obserwuje
sie coraz wiekszg liczbe gendw kodujacych biatka szlakow
sygnatowych. O istotnej roli, jakg te szlaki sygnatowe od-
grywajg u ludzi, $wiadczy liczba i powaga choréb zwigza-
nych z nieprawidtowym funkcjonowaniem szlakéw kinaz
MAP. Niekontrolowana proliferacja komérek prowadzi do
nowotworzenia, za$ dysfunkcje szlakéw odpowiedzialnych
za reakcje na warunki stresowe — do powstania toksycz-
nych warunkéw indukujgcych apoptoze. W przypadku ob-
umierania komérek nerwowych mamy do czynienia z tzw.
chorobami neurozwyrodnieniowymi jak ALS, choroba Al-
zheimera czy Parkinsona. Wszystkie wymienione choroby
charakteryzuje obecno$¢ biatek o niewtasciwej konformacji
oraz stan zapalny mézgu [71]. Stan ten wyraza sie aktywa-
cja komdrek mikrogleju, syntezag mediator6w stanu zapal-
nego i tworzeniem wolnych rodnikéw, szkodliwych dla
komorek nerwowych. Stan zapalny to odpowiedZ organi-
zmu na uszkodzenie lub infekcje, majaca na celu ochrone
tkanki lub narzadu. Przedtuzajacy sie stan zapalny maézgu
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Rycina 7. (A) Szlaki kinaz biatkowych MAP w przebiegu ALS. Aktywacja kina-
zy p38 i INK powoduje fosforylacje neurofilamentéw, ktére tworzac agregaty,
powodujg dysfunkcje cytoszkieletu, zmniejszajac szans¢ komérki na przezycie.
(B) Kinaza MAP, p38 aktywuje ekspresje genu syntazy tlenku azotu, ktéry z kolei
indukuje synteze biatka FasL. Zwigzanie tego biatka do receptora indukuje apop-
toze. Na podstawie [43].

moze jednak by¢ szkodliwy i prowadzi¢ do neurodegenera-
cji. By¢ moze zastosowanie kliniczne inhibitorow szlakow
przekazywania sygnatéw komorkowych, w tym szlakow
kinaz biatkowych MAP datoby nadzieje na zahamowanie
stanu zapalnego mézgu. Chronitoby to przed postepujaca
neurodegeneracjg. Jednak z uwagi na udziat szlakow kinaz
biatkowych MAP w regulacji wielu proceséw w réznych
narzadach nie jest to proste. Inhibitory te powinny bowiem
hamowac izoformy kinaz, specyficzne dla danego organu,
nie zaktécajac innych proceséw niezbednych dla prawi-
dtowego funkcjonowania organizmu. Jak choéby mozna
przywotac proby zastosowania inhibitordw szlaku JNK np.
zwigzek o nazwie CEP-1347. Jest to inhibitor kompetycyjny
kinaz MLK (kinazy MAPKKK w szlaku JNK), tj. wspotza-
wodniczy z ATP o miejsce wigzania do MLK. Wykazano, ze
u myszy i matp, zwigzek ten ma dziatanie neuroprotekcyj-
ne. Obecnie trwaja badania kliniczne Ill fazy nad zastoso-
waniem tego zwigzku w terapii choroby Alzheimera i Par-
kinsona [73]. Kolejny zwigzek hamujgcy aktywnos$¢ szlaku
JNK to SP600125, majacy takze dziatanie neuroprotekcyjne,
co wykazano na modelach zwierzecych. Prowadzone sg
réwniez proby z zastosowaniem inhibitoréw peptydowych,
zawierajgcych motywy JBD (ang. [NK-binding domains). Mo-
tywy te zawierajg biatka, ktore wigzg sie do kinazy JNK np.
c-Jun czy JIP-1. Istota dziatania tych inhibitoréw polega na
blokowaniu dostepu substratéw do kinazy JNK, co unie-
mozliwia ich fosforylacje Wiecej informacji na temat pierw-
szych préb zastosowania inhibitoréw znajdzie czytelnik w
pracach [72-74],
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MAP Kkinase pathways - their evolution and role in some neurodegenerative diseases
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ABSTRACT

The scientific literature is rich in reports concerning the participation of MAP kinases in various aspects of the physiology of different orga-
nisms. There are, however few papers devoted to the evolution of these pathways. This paper offers asurvey of the scientific literature descri-
bing how MAP kinase pathways have evolved. Why is the cascade of protein phosphorylation on serine, threonine and tyrosine residues more
advantageous in Eucaryota than the two-component regulatory system, based on the phosphorylation of histidine and aspartic acid, which
predominates in bacteria? How were these pathways formed and evolved? Finally, how important role do they play in the physiology of hu-
man organism? Disturbances in the proper functioning of the MAP kinase pathways lead to uncontrolled cell proliferation and the emergence
of various diseases including cancer. Because the average life span has lenghtened we hear more and more often about neurodegenerative di-
seases that lead to dementia or paralysis. Disturbances in the proper functioning of the MAP kinase pathways in neurodegenerative diseases
have also been reported recently. Therefore, in this paper | present the current state of research on the dysfunction of these pathways in three
diseases: Alzheimer's, Parkinson's and amyotrophic lateral sclerosis (ALS).
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Bazy danych mikroRNA

STRESZCZENIE

zgsteczki mikroRNA (miRNA) sg malymi czasteczkami RNA, petnigcymi kluczowe

funkcje w regulacji wielu procesow komérkowych. Wigze sie z nimi nadzieje na roz-
wigzanie szeregu probleméw wspétczesnej medycyny, biotechnologii i innych nauk biolo-
gicznych. Liczba projektéw badawczych na ich temat, jak réwniez publikacji, nieustannie
roénie, czemu towarzyszy przyrost danych oraz liczby baz danych. Aktualnie istnieje 51 baz
danych miRNA, a ich liczba dynamicznie wzrasta, przez co coraz trudniej jest sie po nich
porusza¢. Dodatkowo, niematym problemem staly sie takie zjawiska, jak niewystarczajgca
dokumentacja lub niska jako$¢ danych czy interfejsu graficznego. Nadziejg na rozwigzanie
tych probleméw jest stale podnoszacy sie standard baz danych, tendencja do tworzenia zin-
tegrowanych systeméw bazodanowych, udostepniajgcych dane zawarte w kilku tematycz-
nych bazach danych w jednolitym formacie oraz systeméw do automatycznego pozyskiwa-
nia informacji.

WPROWADZENIE

Czasteczki miRNA sg matymi, niekodujagcymi czasteczkami RNA, petnigcymi
liczne regulatorowe funkcje w komarkach zwierzat i roslin. miRNA regulujg
miedzy innymi odpowiedz na stres srodowiskowy [1], szlaki przekazywania
sygnatdw [2] czy procesy rozwojowe [3]. Liczne miRNA powigzano z chorobami
u cztowieka, takimi jak na przyktad biataczka [4], rak trzustki [5] czy choroba
Alzheimera [6]. Z tych powodo6w identyfikacja miRNA i poznawanie ich funkcji
stato sie niezwykle waznym zagadnieniem nie tylko w biologii molekularnej, ale
réwniez w naukach medycznych irolniczych.

Powstawanie dojrzatych czasteczek miRNA przebiega w kilku etapach [7],
Najpierw gen miRNA ulega transkrypcji z udziatem polimerazy RNA Il lub IlI.
Powstaty transkrypt, zwany pri-miRNA, podlega dalszej obrébce - cieciom ka-
talitycznym, prowadzacym do otrzymania tzw. czasteczki pre-miRNA, zwykle
o dtugosci 50-100 nukleotydow. Czasteczka ta posiada charakterystyczng struk-
ture drugorzedowa typu spinki do wioséw (ang. hairpin loop, stem-loop), w ktorej
mozna wyrézni¢ cze$¢ osiowg (trzonek, ang. stem), zawierajgcg komplementar-
ne do siebie fragmenty sekwencji oraz petle z niesparowanymi nukleotydami.
Dojrzate miRNA jest wycinane z czesSci osiowej pre-miRNA, po czym wbudowa-
ne zostaje w kompleks wyciszajagcy RISC (ang. RNA-Induced Silencing Complex),
gdzie uczestniczy w procesach regulowania ekspresji gendw na zasadzie ciecia
docelowego mRNA badZz hamowania jego translacji.

W ciggu ostatniej dekady opracowano szereg algorytmoéw i programéw kom-
puterowych stuzacych do identyfikacji i analizy funkcjonalnej miRNA in silico
(metodami bioinformatycznymi). Jednoczes$nie pojawity sie innowacyjne techni-
ki laboratoryjne, stuzagce do odkrywania nowych miRNA, analizy ich poziomu
ekspresji czy funkcji molekularnych. Skutkiem zwiekszonego zainteresowania
tematyka miRNA jest szybko narastajgca ilos¢ danych na ich temat. Znajduje to
odzwierciedlenie w liczbie artykutéw o miRNA, ktérych w samym 2010 roku
opublikowano 4012, wobec jedynie 5w roku 2001 (Ryc. 1).

Gtownym powodem tak dynamicznego przyrostu danych sg analizy skon-
centrowane na poszukiwaniach nowych miRNA, w oparciu o dane pochodzgce
z sekwencjonowania matych czasteczek RNA technikami nowej generacji (NGS,
ang. Next Generation Sequencing) oraz analizy in silico na poziomie genomoéw i
transkryptomoéw. Znaczna ilos¢ danych generowana jest rowniez w trakcie kom-
puterowych poszukiwan potencjalnych docelowych mRNA dla miRNA. Nie
ulega zatem watpliwosci, ze istnieje obecnie ogromne zapotrzebowanie na repo-
zytoria, ktére pozwalatyby na przegladanie, filtrowanie i analize danych. W od-
powiedzi na te potrzebe powstato juz 51 internetowych baz danych zwigzanych
z miRNA (PubMed, grudzien 2011), a ich liczba narasta coraz szybciej (Ryc. 2).
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Rycina 1. Wzrost liczby publikacji na temat miRNA. Stan na grudziefi 2011 r.

Niestety, przyrost liczby baz danych, cho¢ ogdlnie jest po-
zytywnym zjawiskiem, stwarza niematy klopot uzytkowni-
kowi, chcagcemu otrzymac potrzebne informacje. Wielokrot-
nie, aby uzyskac¢ dostep do istniejgcych danych na temat in-
teresujgcej nas czgsteczki miRNA, trzeba przeszukac¢ kilka a
nawet kilkanascie baz danych. Brakuje takze repozytorium
baz danych miRNA, dzieki ktéremu uzytkownik mdgiby
pozna¢ wszystkie dostepne zrodta oraz dowiedzie¢ sie ja-
kiego rodzaju dane sg zdeponowane w konkretnej bazie.
Niniejsze opracowanie, bedace przegladem istniejacych,
opublikowanych baz danych miRNA, wychodzi naprzeciw
potrzebom uzytkownikéw.

ZRODEA INFORMACJI W BAZACH DANYCH miRNA

llos¢, jakos$¢ oraz charakter informacji gromadzonych w
bazach danych miRNA S$cisle zalezy od metody, ktora po-
stuzyta do ich otrzymania. Najogélniej, metody te mozna
podzieli¢ na in silico oraz eksperymentalne. Te pierwsze
zwykle charakteryzujg sie wysoka czutosScig oraz niska
specyficznoscig. Z tego powodu nieustannie rozwijane sg
nowe algorytmy pozwalajgce na obnizanie odsetka bted-
nych danych. Metody eksperymentalne z kolei, choé zwy-
kle pozwalajg na uzyskanie danych o duzo wyzszej jakosci,
cechujg sie wysokg czaso- i pracochtonnoscig oraz wigzg sie
z wyzszymi kosztami niz analizy bioinformatyczne. Dlate-
go jedynie znikoma cze$¢ informacji zdeponowanych w ba-
zach danych posiada potwierdzenie eksperymentalne.

IDENTYFIKACJA miRNA

W przypadku metod in silico stuzacych do identyfikacji
miRNA, mozemy wyrdzni¢ dwie gtdwne grupy. Pierw-
sza skupia metody oparte na zachowaniu sekwencji i/lub
struktury drugorzedowej miRNA, pozwalajace na iden-
tyfikacje ortologéw i paralogéw znanych juz miRNA; nie
znajdujg one jednak zastosowania w przypadku poszuki-
wania miRNA nalezacych do nowych rodzin. Druga grupa
to algorytmy oparte na metodach nauczania maszynowe-
go, takich jak ukryte modele Markowa (HMM, ang. Hidden
Markov Models), maszyna wektoréw podpierajacych (SVM,
ang. Supported Vector Machine) czy sieci neuronowe [8,9]. Ich
zaletg jest zdoIno$¢ do odkrywania nowych rodzin miRNA,
jednakze muszg zosta¢ odpowiednio wytrenowane na wy-
sokiej jakosci podzhiorze znanych miRNA - zaréwno pro-
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ces trenowania, jak i przygotowanie odpowiedniego zbioru
jest sporym wyzwaniem dla bioinformatykow.

Metody bioinformatyczne, zwtaszcza w przypadku ana-
liz przeprowadzanych na poziomie genomoéw, zwykle pro-
wadzg do otrzymania znacznego odsetka fatszywie pozy-
tywnych wynikéw. W ostatnich latach sposobem na zmniej-
szenie tego problemu stato sie wsparcie wynikéw wygene-
rowanych poprzez analize sekwencji genomowych danymi
pochodzacymi z eksperymentéw NGS, ktdre dostarczajg
informacji na temat ekspresji - a wiec istnienia - dojrzatego
miRNA. Tak dziatajg m.in. miRDeep [10] oraz miRanalyzer
[11]. Istniejg rowniez algorytmy, ktore poszukujg miRNA
w znacznikach sekwencji ulegajgcych ekspresji (EST, ang.
Expressed Sequence Tags) [12,13], badz tez wytgcznie w opar-
ciu o dane z eksperymentow NGS [14]. W tym drugim przy-
padku zazwyczaj odkrywa sie jedynie dojrzate miRNA,
jako ze dtugos$¢ zsekwencjonowanych czasteczek RNA jest
mniejsza niz dtugosé prekursoréw miRNA.

Badania eksperymentalne, ktore coraz czesciej sa niero-
zerwalnie powigzane z analizami in silico, koncentrujg sie
na dostarczeniu dowodu eksperymentalnego na istnienie
miRNA, jak réwniez stuzg do weryfikacji przewidzianych
komputerowo funkcji miRNA. Eksperymentalne metody
stuzace do wykazania obecnosci miRNA i poznania po-
ziomu ich ekspresji musza pokona¢ kilka trudnosci, takich
jak maty rozmiar dojrzatych miRNA, brak ogonéw poli(A)
i znaczne podobienstwo sekwencji (a nawet identycznos¢)
pomiedzy réznymi przedstawicielami tej samej rodziny
miRNA. Wykorzystywane tutaj metody to gPCR (ang. quan-
titative Polymerase Chain Reaction), sekwencjonowanie, Nor-
thern biot oraz mikromacierze. Zostaty one wykorzystane z
powodzeniem w wielu badaniach, niemniej jednak posia-
dajg liczne techniczne ograniczenia. Na przyktad niektére
z metod wymagajg duzych ilosci poczatkowego materiatu
(np. > 10 ag catkowitego RNA), podczas gdy inne - wzbo-
gacenia RNA we frakcje matych RNA [15], Poza tym niekté-
rych metod nie mozna stosowa¢ w eksperymentach wiel-
koskalowych, jak Northern biot, ktéry jest czasochtonny i
dodatkowo charakteryzuje sie stosunkowo niska czutoscia.

16 7 15
14

Liczba nowych baz danych
®
L

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

Przyrost liczby baz danych miRNA w latach
Rycina 2. Wzrost liczby baz danych miRNA od 2004 r. Stan na grudzien 2011 r.
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POZNAWANIE FUNKCJI miRNA

Poznanie docelowych mRNA dla miRNA ma kluczowe
znaczenie podczas rozszyfrowywania ich funkcji regulato-
rowych. Stosowane tutaj metody bioinformatyczne mozna
podzieli¢ na dwie kategorie. Programy i metody nalezace
do pierwszej z nich sprawdzajg komplementarno$¢ pozy-
cji 2-8 dojrzatego miRNA (tzw. regionu seed) z sekwencja
3'UTR regulowanego mRNA, energie swobodng zwijania
sie kompleksu RNA-RNA oraz stopiert zachowania miedzy
gatunkami sekwencji dojrzatego miRNA ijego miejsca wig-
zania na mRNA. W oparciu o te kryteria dziatajg DIANA-
-microT [16], RNAhybrid [17] czy microlnspector [18].

Druga kategoria metod oparta jest na nauczaniu ma-
szynowym. Sztandarowym przyktadem jest tutaj program
PicTar [19], ktory skanuje przyréwnane do siebie sekwencje
3'UTR w poszukiwaniu zachowanych w ewolucji fragmen-
tow, komplementarnych do regionu seed miRNA, a nastep-
nie filtruje dupleksy mRNA-3'UTR na podstawie ich sta-
bilnosci termodynamicznej. Ostatecznie, kazdy kandydat
otrzymuje punktacje wyliczang z wykorzystaniem ukrytych
modeli Markowa (HMM).

Docelowe mRNA dla miRNA, ktére zostaly przewidzia-
ne bioinformatycznie, powinny zosta¢ potwierdzone me-
todami laboratoryjnymi. Najlepiej, jesli uda sie wykazag,
ze para miRNA-mRNA speinia wszystkie cztery ponizsze
kryteria [20],

a) Fizyczne oddziatywanie miedzy miRNA a mRNA.
Podejscie eksperymentalne polega tutaj najczesciej na wklo-
nowaniu catej sekwencji 3'UTR potencjalnego genu docelo-
wego do plazmidu z otwartg ramkg odczytu dla lucyferazy
lub GFP (biatko zielonej fluorescencji, ang. Green Fluorescent
Protein). Plazmid i miRNA sg transfekowane do komorek
gospodarza, a nastepnie mierzy sie aktywnos¢ lucyferazy
badz luminescencje.

b) Koekspresja in vivo mRNA i miRNA.

Koekspresje mozna sprawdzaé szeregiem metod stuzacych
do badania poziomu ekspresji mMRNA, jak Northern biot czy
gPCR. Z kolei by wykaza¢ koekspresje tkankowospecyficz-
ng lub nawet na poziomie pojedynczej komoérki, stosuje sie
hybrydyzacje in situ, wykorzystujgc m.in. znakowane di-
goksygening (DIG) antysensowne miRNA.

c) Wptyw miRNA na ilo$¢ produktu genu, bedacego pod
jego kontrola.

Jesli mMRNA jest pod kontrola okreslonego miRNA, ilos¢
powstajgcego z niego biatka powinna male¢ w obecno-
sci miRNA. By to sprawdzié¢, komdrki transfekuje sie pla-
zmidem zawierajacym sekwencje, ktoéra udaje docelowe
mRNA, ‘'podkradajac’ miRNA. Skutkiem tego, poziom
prawdziwego docelowego mRNA oraz odpowiedniego
biatka powinien by¢ wyzszy niz w przypadku proby kon-
trolnej bez plazmidu. llo$¢ biatka sprawdza sie metodg We-
stern biot. Alternatywnie, do wykazania réznic w ekspresji
biatka mozna wykorzystaé test immunoenzymatyczny ELI-
SA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).
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d) Regulacja mMRNA poprzez miRNA wigze sie z modyfi-

kacjag odpowiedniej funkcji biologicznej.

W zaleznosci od regulowanego mRNA, czesto mozliwe jest
zaobhserwowanie odpowiednich zmian fenotypowych. By je
dostrzec, stosuje sie tutaj szeroki wachlarz technik biologii
molekularnej, jako ze zmiany moga dotyczy¢ na przyktad
szlakdw przekazywania sygnatéw, podziatdéw komérek, ich
réznicowania, programowanej $mierci czy migracji komaé-
rek.

BAZY DANYCH miRNA

Dzieki analizom bioinformatycznym i molekularnym po-
siadamy coraz wiecej informacji o miRNA iich roli w szla-
kach metabolicznych i regulatorowych. Towarzyszy temu
zapotrzebowanie na klasyfikowanie danych i stworzenie
szybkich systeméw stuzacych do ich przechowywania i
przeszukiwania. W rezultacie powstaty liczne interneto-
we bazy danych miRNA, ktore kolekcjonujg sekwencje
miRNA, a takze réznego rodzaju dane dotyczace ich bio-
logii, wiaczajac regulowane przez nie geny czy profile eks-
presji w réznych tkankach. Ponizej omdwionych zo-
stato kilka baz danych miRNA, reprezentujacych rdzne kie-
runki badan nad miRNA. Dodatkowo przedstawiono baze
miRNEST, ktora jest probg integracji danych zawartych w
réznych bazach danych w ramach jednolitego systemu ba-
zodanowego. Krotka charakterystyka 51 opublikowanych
do tej pory baz danych miRNA znajduje sie w Tabeli 1.

miRBase

Baza miRBase jest referencyjnym repozytorium sekwencji
miRNA [21]. W wersji 17 obejmuje 16 772 sekwencje prekur-
soréow miRNA (pre-miRNA) i 19 724 sekwencje dojrzatych
miRNA ze 153 gatunkéw. Gtéwne zadania spetniane przez
te baze danych to utrzymywanie konsekwentnego systemu
nazewnictwa nowych miRNA oraz petnienie funkcji cen-
tralnego repozytorium opublikowanych sekwencji miRNA.

Kazdy wpis w bazie, oprocz nazwy i sekwencji dojrza-
tego miRNA i pre-miRNA, zawiera numer dostepu, ktdre-
go format jest staly i nie ulega zmianie pomiedzy wersjami
bazy danych. W przypadku, gdy znane sg sekwencje geno-
mowe gatunku, udostepniane sg wspotrzedne genomowe
pre-miRNA. miRNA sa dzielone na rodziny, w ktérych ob-
rebie znajduja sie homologiczne geny miRNA. Uzytkownik
korzystajacy z miRBase moze uzyskaé¢ dostep do danych,
poprzez i) przeglagdanie wszystkich dostepnych wpisow
w bazie, ii) przeszukiwanie na podstawie podobienstwa
do zadanej sekwencji, iii) podanie przedziatdw wspdtrzed-
nych genomowych, iv) wyszukiwanie z uzyciem stéw klu-
czowych, v) masowe $ciggniecie wszystkich dostepnych
danych. miRBase znajduje sie pod adresem http://www.
mirbase.org/.

miRNEST

miRNEST [12] kolekcjonuje zwierzece, roslinne i wiruso-
we miRNA. Centralng cze$¢ tej bazy danych stanowiag 10
004 miRNA ze 199 gatunkow roslin oraz 221 gatunkow
zwierzat, zidentyfikowane metodg bioinformatyczng. Po-
szukiwanie nowych miRNA zostato przeprowadzone z
wykorzystaniem sekwencji EST w oparciu o zachowanie
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sekwencji dojrzatego miRNA (identyfikacja homologow
znanych juz miRNA). W przypadku 29 gatunkéw do pre-
-miRNA zmapowano odczyty pochodzgce ze 192 bibliotek
matych RNA pobranych z bazy GEO (ang. Gene Expression
Omnibus) [22], Dodatkowo, miRNEST zostat wyposazony
w dane pochodzgce z 13 zewnetrznych baz danych miR-
NA oraz dwu publikacji. Dane te dotyczg sekwencji miR-
NA (miRBase [21], microPC [13], PMRD [23]), ich ekspresji
(phenomiR [24], dbDEMC [25]), polimorfizméw (Patrocles
[26]), docelowych mRNA i funkcji miRNA (miRDB [27],
miRTarBase [28], miRecords [29], PMRD [23], ASRP [30]),
regulacji miRNA i ich promotoréw (dPORE-miRNA [31],
PMRD [23]), genomiki (CoGemiR [32]) oraz imprintingu
(ncRNAimprint [33]). Wszystko to sprawia, ze miRNEST
jest obecnie najwiekszym repozytorium miRNA, obejmuja-
cym 544 gatunki, gromadzacym dane pochodzgce z wielu
Zrédet i udostepniajacym je w jednolitym formacie. Istnieje
tutaj mozliwo$¢ przeszukiwania i przegladania danych, a
takze wykonywania podstawowych analiz, takich jak prze-
szukiwanie programem BLASTN [34] czy tez przyréwnanie
wielu sekwencji programem ClustalW [35]. Baza jest do-
stepna pod adresem http:// mirnest.amu.edu.pl.

miRecords

Baza miRecords [29] jest zintegrowanym repozytorium
informacji o interakcjach miRNA - gen docelowy u zwie-
rzat. Dostepna pod adresem http://mirecords.biolead.org
baza podzielona jest na dwie czesci, jedna jest poSwiecona
miejscom docelowym miRNA, ktére zostaly potwierdzo-
ne eksperymentalnie, a druga - miejscom przewidzianym
in silico. W cze$ci poswieconej potwierdzonym miejscom
docelowym zdeponowane sg informacje dotyczace 2 286
interakcji pomiedzy 548 miRNA a 1 579 genami docelo-
wymi w 9 gatunkach zwierzat. Dane te pozyskano z lite-
ratury. Szczeg6lny nacisk ktadziony jest na systematyczng
i dobrze zorganizowang dokumentacje eksperymentalnych
dowodow na istnienie interakcji pomiedzy miRNA a da-
nym genem. Druga czes¢ bazy miRecords poswiecona jest
miejscom docelowym przewidzianym za pomocg az 11 r6z-
nych programoéw bioinformatycznych (Tab. 1, pozycja 16).
Dostep do informacji o potwierdzonych i przewidzianych
miejscach docelowych mozliwy jest poprzez wyszukiwarki
umieszczone na gtéwnej stronie bazy. Interakcji miRNA-
-gen mozna szuka¢ poprzez wprowadzenie nazwy gatun-
ku, nazwy miRNA oraz opcjonalnie nazwy bgdZ numeru
dostepu genu docelowego. Na stronie wynikow wyszu-
kiwania w kazdym wierszu zawarta jest nazwa miRNA,
nazwa i numer identyfikacyjny docelowego genu w bazie
RefSeq [36], odnos$nik do szczegdtowych danych na temat
interakcji miRNA z genem docelowym oraz informacje na
temat interakcji miRNA-gen wygenerowane przez kazdy z
11 programdw. Gtéwna strona bazy miRecords umozliwia
dostep do dokumentacji projektu, jak réwniez pozwala $cia-
gna¢ zawarto$¢ bazy w postaci arkusza programu Excel.

miR2Disease

Baza miR2Disease [37] jest repozytorium informacji na te-
mat regulowania genow przez miRNA w réznych choro-
bach u cztowieka. W tej adnotowanej przez kuratoréw ba-
zie znajdujg sie 3 273 powigzania pomiedzy 349 sekwencja-
mi miRNA a 163 chorobami, wprowadzone na podstawie
przeanalizowania ponad 100 artykutéw z serwisu PubMed.
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Kazdy wpis zawiera szczeg6towe informacje o zwigzku
miRNA-choroba, takie jak numer identyfikacyjny miRNA
(ID), nazwa choroby, krétki opis wystepujgcego zwigzku,
wzOr ekspresji miRNA i sposéb w jaki analizowano eks-
presje miRNA, eksperymentalnie potwierdzone docelowe
MRNA dla miRNA oraz odnos$niki do literatury. Wszyst-
kie wpisy odnosnie terminologii choréb zostaty zorgani-
zowane wedtug kontrolowanego stownictwa medycznego
wykorzystujagcego Jednolity System Jezyka Medycznego
(UMLS, ang. Unified Medical Language System) [38], Opro6cz
tatwego w obstudze systemu wyszukiwania za pomocg
miRNA ID, nazwy choroby lub genéw bedacych celem dla
miRNA, prezentowane sg uzytkownikowi odnosniki do in-
nych baz danych miRNA, zawierajgcych dalsze informacje
o wyszukiwanej frazie lub miRNA ID. Dodatkowg zaletg
systemu zaimplementowanego w miR2Disease jest funkcja
przeszukiwania rozmytego (ang. fuzzy search), pozwalajgca
w potaczeniu z kontrolowanym stownictwem medycznym
na znalezienie w bazie informacji o zwigzku miRNA-cho-
roba nawet w przypadku, gdy uzytkownik nie zna doktad-
nej nazwy choroby zapisanej w bazie danych. Uzytkownik
ma ponadto mozliwos$¢ przestania wiasnych informacji o
powigzaniach miRNA-choroba, ktére po analizie przez ku-
ratorbw bazy moga zosta¢ dodane do miR2Disease. Baza
miR2Disease jest dostepna pod adresem http://www.mir-
2disease.org/.

PhenomiR

Baza PhenomiR (http://mips.helmholtz-muenchen.de/
phenomir) jest zrédtem informacji o ekspresji miRNA w
chorobach i procesach biologicznych [24]. Zawarte w bazie
dane pochodzg z 296 artykutéw opisujacych 542 przypad-
ki deregulacji miRNA. Kazdy przypadek zapisywany jest
w bazie danych z takimi informacjami na temat miRNA i
warunkow eksperymentu, jak charakter zmiany ekspre-
sji miRNA (wzrost lub spadek), metoda eksperymentalna
(mikromacierze, RT-PCR, Northern biot), wskaznik zmiany
poziomu ekspresji miRNA czy pochodzenie probki biolo-
gicznej. Kazdemu wpisowi przyporzadkowany jest numer
PubMed ID oraz odno$nik do odpowiedniej publikacji w
serwisie PubMed. Do adnotacji miRNA wykorzystane zo-
staty dane z miRBase [21]. Adnotacje choréb przeprowa-
dzono w oparciu o OMIM Morbid Map (ang. Online Men-
delian Inheritance in Man Morbid Map) [39], alfabetyczny spis
chorob opisanych w OMIM. Przewagg OMIM Morbid Map
nad takimi stownikami choréb, jak DO (ang. Disease Ontol-
ogy) lub MeSH (ang. Medical Subject Heading) jest zawarcie
dodatkowych informacji dotyczacych choroby, wliczajac
cechy kliniczne, genetyke populacji i powigzane z nig geny.
Adnotacje proceséw biologicznych przeprowadzono zgod-
nie z terminami zawartymi w Gene Ontology [40], nato-
miast w przypadku linii komérkowych i tkanek - wykorzy-
stujagc BTO (ang. Brenda Tissue Ontology) [41].

INNE BAZY DANYCH miRNA

W Tabeli 1 wyszczego6lnionych zostato 51 baz danych
poswieconych miRNA. Oprdcz nich istniejg bazy danych o
szerszym zakresie gromadzonych danych, ktére gromadza
dane na temat miRNA, jednak nie jest to podstawowe zada-
nie, jakie spetniajg. Nalezy tutaj wspomnie¢ przede wszyst-
kim przegladarki genomowe (UCSC Genome Browser [42],
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Tabela 1. Istniejace bazy danych miRNA.

Nazwa bazy
Nr danych
1 miRBase
2 PMRD

3 microPC

4 miROrtho

Vir-Mir db

Sekwencje miRNA
(4]

6 miRNAMap

7 GrapeMiRNA

8 mMiRNEST

miRWalk

9 (dawniej:

Argonaute)

10 HOCTAR

11 RepTar

12 miRTarBase

13 miRGator

14 starBase

15 miRSel

Docelowe mMRNA

16 miRecords

17 TarBase

18 miRDB

19 MicroRNA.org

20 MiRonTop
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Gatunki (liczba)

zwierzeta, rosliny,
wirusy (153)

rosliny (123)

rosliny (125)

zwierzeta (46)

wirusy (1491)

zwierzeta (13)

winoros$l

zwierzeta, rosliny,
grzyby (544)

cztowiek,
mysz, szczur

cztowiek

cztowiek, mysz

zwierzeta, rosliny,
wirusy (14)

cztowiek, mysz

cztowiek, mysz, C.
elegans, rzodkiewnik
pospolity, ryz,
winoro$l

cztowiek,
mysz, szczur

zwierzeta (9)

zwierzeta (6)

cztowiek, mysz,
szczur, pies, kura

cztowiek, mysz,
szczur, muszka
owocowa, C. elegans

cztowiek,
mysz, szczur

Rodzaj danych

opublikowane miRNA, referencyjne
zrédto adnotacji miRNA

przewidziane in silico miRNA, ich
ekspresja i mMRNA docelowe

przewidziane in silico miRNA

przewidziane in silico miRNA

przewidziane in silico miRNA

potwierdzone eksperymentalnie
miRNA iich mRNA docelowe

przewidziane in silico miRNA

miRNA przewidziane in silicoi/lub
potwierdzone eksperymentalnie,
mRNA docelowe, polimorfizm
iregulacja ekspresji miRNA

przewidziane oraz potwierdzone
mRNA docelowe

mRNA docelowe

przewidziane in silico
mRNA docelowe

mRNA docelowe

mRNA docelowe miRNA
iich ekspresja, powigzania
miRNA z chorobami

mRNA docelowe

mRNA docelowe

mRNA docelowe

mRNA docelowe (tylko
eksperymentalne)

mRNA docelowe oraz adnotacja

funkcjonalna miRNA

mRNA docelowe i ekspresja miRNA

mRNA docelowe

Metody i Zrédta danych

literatura, dane od uzytkownikow,
program RNAfold

literatura, eksperymenty
mikromacierzowe

algorytm do identyfikacji
miRNA w sekwencjach EST

programy: R-COFFEE,
RNAplfold, RNAalifold

program Srnaloop,
baza danych NCBI

programy: miRanda, RNAhybrid,
TargetScan, eksperymenty qPCR

program FindMiRNA

literatura, algorytm do
identyfikacji miRNA w
sekwencjach EST, 13 baz danych
miRNA (patrz: podrozdziat
miRNEST), GEO, NCBI

bazy danych: GenBank, Ensembl,
miRBase, programy: DIANA-
microT, miRanda, miRDB, PicTar,
PITA, RNA22, TargetScan/
TargetScanS, miRWalk

programy: miRanda,
TargetScan, PicTar.

nowy algorytm oparty

na zatozeniu, ze miRNA
moze posiadaé wiecej niz
jedno miejsce wigzania do
pojedynczej sekwencji UTR

literatura

bazy danych: PhenomiR,
GEO, ArrayExpress,
programy: targetScan, PITA,
miRanda, miRbridge

eksperymenty CLIP-Seq
i Degradome-Seq

bazy danych: HGNC, MGD,
Entrez Gene, Swiss-Prot Protein
Database, miRGen, miRBase

literatura, programy:
DIANAmicroT, Microlnspector,
miRanda, miTarget, MirTarget2,
NbmirTar, PicTar, PITA,

RNA 22, RNA Hybrid,
TargetScan/TargetScanS

literatura

baza danych miRBase,
nowy algorytm do szukania
mRNA docelowych

literatura, program miRanda,
bazy danych: miRBase, UCSC

bazy danych: miRBase, NCBI,
programy: Targetscan, MicroCosm
Targets, Miranda, PicTar

PMID*

20205188

19808935

19660144

18927110

17702763

16381831

19563653

22135287

21605702

21435384

21149264

21071411

21062822

21037263

20233441

18996891

18957447

18426918

18158296

20959382
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21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

a4

42

CIRCUITSdb

mESAdb

miRNeye

dbDEMC
miReg

PuTmiR

S-MED

PhenomiR

miRGen

TransmiR

miR2Disease

GenomeTraFaC

miSolIRNA

MirZ (dawniej:
mammalian
miRNA
expression atlas)

mireX

mimiRNA

mirConnX

miRvar

Patrocles

PolymiRTS

dPORE-miRNA

dbSMR

cztowiek, mysz

cztowiek, mysz,
danio pregowany

mysz

cztowiek
cztowiek

cztowiek

cztowiek

cztowiek

zwierzeta (11)

zwierzeta
cztowiek

cztowiek, mysz

pomidor,
rzodkiewnik
pospolity

cztowiek,
mysz, szczur

rzodkiewnik
pospolity

cztowiek

cztowiek, mysz

cztowiek

zwierzeta (7)

cztowiek, mysz

cztowiek

cztowiek

regulacja ekspresji miRNA przez
czynniki transkrypcyjne

ekspresja miRNA iich
mRNA docelowych

ekspresja miRNA w oku myszy

ekspresja miRNA w tkankach
nowotworowych

regulacja ekspresji genéw miRNA

regulacja ekspresji genéw miRNA
przez czynniki transkrypcyjne

ekspresja miRNA w sarkomie

ekspresja miRNA w chorobach i
réznych procesach biologicznych

regulacja ekspresji miRNA,
polimorfizm, mRNA docelowe

regulacja ekspresji miRNA przez
czynniki transkrypcyjne

ekspresja miRNA w chorobach

regulacja ekspresji miRNA przez
czynniki transkrypcyjne

ekspresja miRNA oraz ich funkcje
w szlakach metabolicznych

ekspresja miRNA

ekspresja miRNA

ekspresja miRNA

regulacja ekspresji miRNA

polimorfizm ijego funkcjonalne
konsekwencje

polimorfizm miRNA i
mRNA docelowych

polimorfizm w mRNA docelowych

polimorfizm iregulacja
ekspresji miRNA

polimorfizm miRNA

literatura, bazy danych: TransmiR,
TarBase, Myc Target Gene

bazy danych: Ensembl, miRBase,
microCosm, HUGE, KEGG, GO

eksperyment: hybrydyzacja
RNA in situ z wykorzystaniem
modyfikowanych
nukleotydéw LNA

literatura
literatura
bazy danych: miRBase, UCSC

eksperymenty z wykorzystaniem
systemu BeadArrays

literatura, bazy danych: OMIM
Morbid Map, Gene Ontology,
BRENDA Tissue Ontology

literatura, program mathTM
tool (szukanie TFBS), bazy
danych: mammalian miRNA
expression atlas, UCSC, dbSNP

literatura, baza danych
UCbase & miRfunc

literatura, baza danych TarBase

bazy danych: Homologene,
NCBI, MGI, miRBase

literatura

eksperymenty sekwencjonowania
w technologii NGS

eksperymenty real-time PCR

literatura, programy: TargetScan,
RNA22, PicTar, algorytm
ExParser, bazy danych: Hypertext
cell line database, mammalian
miRNA expression atlas, GEO

bazy danych: TarBase, miRBase,
DBTSS, UCSC, The Eukaryotic
Promoter Database, programy:
CoreBoost_HM, PITA, miRANDA,
TargetScan, RNAhybrid, Pictar

literatura, bazy danych: SNPdb,
UCSC Genome Browser, miRBase,
programy: PHDcleav, RISCbinder

literatura, bazy danych: miRBase,
Ensembl, program RNAfold

bazy danych: dbSNP, miRBase

bazy danych: UCSC, PhenomiR,
Tarbase, KEGG, program
BIOBASE MATCH

bazy danych: miRBase,
Ensembl, programy: miRanda,
RNAHybrid, TargetScan

20731828

21177657

21171988

21143814

20693604

20398296

20212452

20089154

19850714

19786497

18927107

17178752

21059227

17604727

22013167

19933167

21558324

21618345

19906729

17099235

21326606

19371411
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.3 UCbase & cztowiek, funkcje miRNA; konserwacja bazy danych: miRBase, 18945703
miRfunc mysz, szczur sekwencji miRNA UCSC, NCBI
. cztowiek, mysz, udziat miRNA w $ciezkach bazy danych: miRBase,
44 miRNApath szczur, kura metabolicznych miRGen, miRGen, KEGG 18058708
bazy danych: miRBase,
mammalian miRNA expression
(5] .
= . . . . . atlas, miRecords, NCBI, GO
M 45 R t k - ' ' ’ ’
< miRo cztowie powigzania miRNA-fenotyp Genetic Association Database, 20157481
Lf programy: TargetScan,
PicTar, miRanda
46 miREnvironment :(\al\gl?r:?/e?i?) powigzania miRNA-fenotyp literatura 21984757
. . programy: TargetScan,
47 miTALOS cztowiek, mysz ;’dzrﬁ'“?;?'f'nAc";’] szlakach TargetScan, PicTar, Pita, RNA22, 21441347
Yo yiny bazy danych: KEGG, NCBI
48 IntmiR cztowiek, mysz |ntron0we.m|RNA, |c.h MRNA brak danych 21423893
docelowe i deregulacja w chorobach
enomika i konserwacja bazy danych: miRBase,
49 CoGemiR zwierzeta (36) 9 L ! Ensembl, SymAtlas, CoGemiR, 18837977
sekwencji miRNA g :
y program miRNAminer
¢ . . .
50 AntagomirBase cztowiek antagomlry (cza,ste.c.zkl s%,uzalce_ do programy: Sfold, mfold 21904438
wyciszania ekspresji gendw miRNA)
miRNA powigzane z
51 HNOCDB cztowiek nowotworami gtowy i szyi literatura 22024348

oraz nowotworem szczeki

Bazy danych podzielono na pie¢ kategorii, w zaleznos$ci od charakteru przechowywanych w nich danych. Dodatkowo wyszczeg6lniono kategorie Inne dla baz IntmiR,
CoGemiR, AntagomirBase i HNOCDB ze wzgledu na unikalny charakter danych. *PMID - PubMed ID, identyfikator publikacji w serwisie PubMed.

Map Viewer [43] i Ensembl [44]), ktére pozwalajg $ledzié
otoczenie genowe pre-miRNA, cho¢ prawie zawsze infor-
macja na temat budowy genu miRNA nie jest dostepna.
W bazie danych RFAM [45], ktdra gromadzi dopasowania
wielu sekwencji roznych klas RNA, znajduja sie zwierzece,
roslinne i wirusowe sekwencje pre-miRNA podzielone na
452 rodziny na podstawie podobienstwa sekwencji, deep-
Base [46] jest kolekcjg matych regulatorowych RNA i gro-
madzi sekwencje miRNA nalezace do 7 gatunkéw. W bazie
ASRP (ang. Arabidopsis thaliana Smali RNA Project) mozna
znalez¢ krétkie sekwencje RNA z eksperymentéw NGS
zmapowane do pre-miRNA u Arabidopsis thaliana [30], za$
CSRDB (ang. Cereal Small RNA Database) kolekcjonuje mate
niekodujagce RNA, rowniez z eksperymentéw NGS, ale zi-
dentyfikowane u ryzu i kukurydzy [47], Dodatkowo, in-
formacji o miRNA mozna szuka¢ w bazach ENCODE [48],
RNAdb [49] i ncRNAdb [50], kolekcjonujacych niekodujgce
RNA oraz ncRNAimprint [51], bazie zawierajacej RNA be-
dace przedmiotem imprintingu.

ZAUTOMATYZOWANE PRZESZUKIWANIE
| POBIERANIE DANYCH

Gtownym problemem podczas korzystania z wielu baz
danych jako zrédta informacji o0 miRNA, jest brak jednoli-
tego interfejsu wyszukiwania i pobierania potrzebnych in-
formacji. Poszczeg6lne serwery bazodanowe przechowuja
dane w charakterystyczny dla siebie sposob, co prowadzi
do duzego zréznicowania formatéw plikow i danych. Od-
powiedzig na taki stan rzeczy jest miRMaid [52], Jest to
system utatwiajgcy wyszukiwanie i $ciaganie potrzebnych
informacji z r6znych serweréw bazodanowych, zaprojekto-
wany do wspbtpracy z bazag miRBase, ale w przysztosci pla-
nowane jest rozszerzenie jego funkcjonalnosci na inne bazy
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danych miRNA. miRMaid pozwala na dostep do danych
poprzez interfejs oparty na jezyku Ruby oraz poprzez sie¢
WWW, korzystajac z interfejsu REST (ang. Representational
State Transfer). Po zainstalowaniu na serwerze, miRMaid
moze automatycznie pobiera¢ dane z obecnej wersji bazy
miRBase, a nastepnie tworzy¢ lokalna baze danych na kom-
puterze uzytkownika.

PODSUMOWANIE

Istnieje kilka czynnikéw decydujacych o uzyteczno-
§ci bazy danych dla spotecznosci naukowej. Sg to przede
wszystkim: jako$¢ danych, ich ilos¢, oryginalnos¢, jak row-
niez jakos¢ interfejsu. Jakos¢ danych mocno zalezy od me-
tody, ktora postuzyta do ich otrzymania. Jednakze duzg
niedogodnoscig jest to, ze nierzadko brak wymiernej, licz-
bowej informacji na temat jakosci danych, jak np. wartosSci
prawdopodobienstwa czy P-value, a jesli jest, to w jednost-
kach, ktére nie pozwalajg na poréwnania z podobnymi ba-
zami danych. Poza tym, nalezy sie liczy¢ z faktem, ze bazy
danych posiadajg pewng ilo$¢ przyktadow fatszywie pozy-
tywnych oraz innego rodzaju btedéw, zwtaszcza jesli nie sg
sprawdzane przez kuratoréw i nie sa aktualizowane. Jesli
chodzi o rozmiar bazy danych, to istnieje obecnie tendencja
do tworzenia dos¢ duzych i wszechstronnych baz danych,
jako ze te o waskiej tematyce, skoncentrowane na przykitad
na jednym gatunku i jednej tkance, jak np. miRNeye [53],
sg skierowane jedynie do waskiego grona specjalistow,
przez co ich uzytecznos$¢ jest mocno ograniczona. W przy-
padku udostepniania przez baze danych/serwis danych z
zewnetrznych zrédet danych, powinny by¢ one jasno wska-
zane. Ostatnim kryterium mowiacym o uzytecznosci bazy
danych jest jakos$¢ interfejsu. Zdarza sie, ze baza gromadzi
niezwykle ciekawe, oryginalne dane, jednakze posiada nie-
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intuicyjny interfejs graficzny lub pojawiajg sie liczne btedy
ze strony serwera czy przegladarki internetowej. Stworze-
nie bazy danych, ktéra posiadataby wysokiej jakosci, ory-
ginalne dane dostepne poprzez prosty w obstudze i nowo-
czesny interfejs graficzny jest trudnym zadaniem, z ktérym
niektorzy tworcy baz danych miRNA sobie nie poradzili.

W chwili obecnej istnieje 51 baz danych miRNA i coraz
szyhciej powstajg nowe. Sa to gtéwnie bazy danych sekwen-
cji miRNA, ich mRNA docelowych, funkcji oraz poziomu
ekspresji. Cho¢ ciagle istnieja kierunki badan nad miRNA,
ktore nie doczekaty sie bazy danych, np. budowa gendéw
miRNA, wazna z punktu widzenia badan nad regulacjg eks-
presji miRNA oraz ich ewolucja, to liczba baz danych oraz
ich niekonsekwentna struktura i niepetna dokumentacja
sprawiajg, Ze poruszanie sie w tej materii wigze sie z coraz
wiekszymi trudno$ciami. Prawdopodobnym kierunkiem,
w jakim moze podazaé tworzenie nowych baz danych, sa
zintegrowane systemy kolekcjonujgce dane dostepne do-
tychczas w réznych repozytoriach i udostepniajagce je w
zestandaryzowanym formacie poprzez jednolity interfejs
graficzny.
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ABSTRACT

microRNAs (miRNAs) are small RNAs that play key roles in regulation of cellular processes and therefore could largely contribute to solving
many problems in medicine, biotechnology, and other biological sciences. As a result, the numbers of research projects and publications on
miRNAs are constantly growing, which is accompanied by increasing amounts of new data and databases need to be created for data stor-
age. There are 51 dedicated miRNA databases at the moment, what make it quite difficult for the users to find relevant data. Moreover, such
problems as insufficient documentation, low quality of data or flaws in the graphical interface make the things even worse. However, there
are positive signs, including standardization of database interfaces, a tendency to create integrated systems that collect data from a number of
databases and present it in a uniform format, and emergence of systems for automated data search and download.
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STRESZCZENIE

B iatka inherentnie nieuporzadkowane (IDPs) to stosunkowo niedawno odkryta i stale ro-
sngca grupa biatek. W przeciwienstwie do biatek globularnych, w warunkach uznanych
za natywne, funkcjonalne IDPs pozbawione sg stabilnej struktury trzeciorzedowej, charak-
teryzuje je natomiast nadzwyczajna plastycznos$¢ i dynamika konformacji. Dzieki swym nie-
zwyktym wiasciwosciom IDPs, moga tatwo przyjmowaé¢ odmienne stany konformacyjne w
odpowiedzi na zmiane warunkéw Srodowiska, czy na skutek oddziatywania z rozmaitymi
partnerami. Dodatkowo, duza labilno$¢ i ekspozycja tancucha polipeptydowego IDPs spra-
wia, ze biatka te stanowig cel licznych modyfikacji potranslacyjnych, co dodatkowo zwigk-
sza repertuar mozliwych do przyjeciach konformacji i umozliwia szybka regulacje aktyw-
nosci IDPs. Z tego powodu IDPs zaangazowane sg w rozmaite szlaki regulacyjne i procesy,
podczas ktérych dochodzi do sktadania supramolekularnych komplekséw. Odkrycie IDPs
ujawnia nieznane oblicze biatek i stanowi nowe wyzwanie dla wspétczesnej biochemii.

WPROWADZENIE

Przez dziesigtki lat, analizy oddziatywarn enzyméw z substratami zaktada-
ty, iz biatka te posiadajg jednoznacznie zdefiniowang i w duzej mierze stabil-
ng trzeciorzedowaq strukture, warunkujgcag specyficzng funkcje. Dwa modele,
ttumaczgace na tej podstawie, oddziatywanie enzymu z substratem, jeden wpro-
wadzony w 1894 r. przez Emila Fischera, ,,model zamka i klucza" [1] oraz drugi
»-model wymuszonego dopasowania"™ zaproponowany przez Daniela Koshlan-
da w 1958 r. [2], zdominowaty na dtugi czas rozumienie zaleznos$ci pomiedzy
strukturg a funkcja, nie tylko enzymow, ale takze innych biatek. Takze badania
Christiana Anfinsenalnad renaturacja rybonukleazy utwierdzity w przekona-
niu, ze w warunkach fizjologicznych dane biatko przyjmuje tylko jedng struk-
ture, natywng, odpowiadajacg minimum energetycznemu dla danej sekwencji
reszt aminokwasowowych [3], | tak przez wiele lat badania skupiaty sie na po-
znawaniu struktur i funkcji kolejnych biatek zgodnie z paradygmatem: sekwen-
cja —>stabilna struktura trzeciorzedowa —* okreslona funkcja. Dzi$§ wiadomo,
ze paradygmat ten nie moze by¢ uogdlniany na wszystkie biatka, a w braku
strukturalnego uporzadkowania upatruje sie daleko idacych korzysci. Biatka o
inherentnie2 nieuporzadkowanej strukturze (IDPs3 ang. intrinsically disordered
yroteins) to biatka, ktére w warunkach uznawanych za fizjologiczne, nie posiada-
ja stabilnej struktury drugo- i trzeciorzedowej, a mimo to petnig istotne funkcje
biologiczne [4-10]. IDPs swoje funkcje petnig albo bezposrednio w stanie nie-
uporzadkowanym, albo po przejsciu ze stanu nieuporzadkowanego do stanu
uporzagdkowanego/sfatdowanego [11], Brak stabilnej, Scisle okreslonej struktu-
ry trzeciorzedowej stwierdzono do tej pory gtéwnie w biatkach zaangazowa-
nych w mechanizmy regulacyjne oraz szlaki przekazywania sygnatéw [6,12,13],
Obszerng baze IDPs, o potwierdzonych do$wiadczalnie, charakterystycznych
dla tej grupy biatek, wiasciwosciach, wraz ze zwieztym opisem funkcji, mozna
znalez¢ na serwerze DisProt (http://www.disprot.org/).

Juz w latach 60. i 70. XX wieku, zauwazono odstepstwa od wcze$niej obo-
wigzujgcego paradygmatu strukturalno-funkcjonalnego. Jednak poczatkowo
informacje dotyczace IDPs byly rozproszone, a badacze, ktérzy napotykali na
nie pasujgce do paradygmatu wiasciwosci biatek/domen, albo obserwacje te
traktowali jako artefakty i ignorowali, albo réznie je ttumaczyli i r6znie nazy-

1Nagroda Noblaw roku 1972, w dziedzinie chemii, za badania nad powigzaniem sekwencji aminokwasowej
lbiologicznie aktywnej konformacji biatka.

2 Pojecie inherentny oznacza: tkwigcy w czym$ w istocie, strukturze, zasadniczym charakterze czego$, w
naturze czego$; nieodtgczny, nieodzowny (za Stownikiem Jezyka Polskiego PWN, 2007 r.). Okreslenie to
wydaje sie najtrafniej oddawaé¢ znaczenie angielskiego stowa intrinsic (nieodtaczny). Brak stabilnej struktury
drugo- itrzeciorzedowej, okre$lany jako nieuporzadkowanie (disorder), jest nieodtagczng wtasciwoscia biatek
zaliczanych do IDPs i tkwi w ich naturze, tj. w sekwencji reszt aminokwasowych taficucha polipeptydowego.
3 W niniejszym artykule stosowany bedzie skrot literowy IDP, ktéry odnosi¢ sie bedzie do pojedynczego
biatka inherentnie nieuporzadkowanego oraz skrét IDPs, oznaczajacy, zgodnie z literatura anglojezyczna,
wiekszg ich grupe. Ta sama zasada bedzie obowigzywac takze dla innych skrétow.
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wali, co nie pozwalato dostrzec skali zjawiska [9], Sytuacja
zmienita sie dopiero pod koniec lat 90., kiedy cztery grupy
badawcze, niezaleznie od siebie, postanowity przyjrzec¢ sie
blizej tej niezwyktej grupie biatek [6,8,14,15]. Obecnie wia-
domo, ze zjawisko strukturalnego nieuporzadkowania jest
bardzo powszechne. Jak wynika z analiz bioinformatycz-
nych, 25-30% eukariotycznych biatek jest w duzej mierze
nieuporzadkowanych [15], wiecej niz potowa posiada dtu-
gie nieuporzadkowane regiony [16,17], a ponad 70% biatek
zaangazowanych w kaskady przekazywania sygnatu, wy-
posazonych jest w ditugie nieuporzagdkowane regiony [12],
Dodatkowo z przeprowadzonych analiz wynika, ze biatka
Eukaryota wykazujg wiekszy stopien nieuporzagdkowania w
postaci dtugich regiondw pozbawionych struktury (52-67%)
niz Prokaryota (16-45%) czy Archea (26-51%) [16,17]. Praw-
dopodobnie wzrost nieuporzagdkowania w krélestwie Euka-
ryota ma zwigzek ze wzrostem ztozonosci szlakéw sygna-
towych w wielokomdérkowych organizmach [8,16,17]. Nie
dziwi zatem, ze zainteresowanie IDPs jest coraz wieksze i,
ze w ciggu ostatniej dekady odnotowano prawdziwa eks-
plozje liczby publikacji poswieconych tej grupie biatek [9].

W pismiennictwie spotkaé mozna kilka termindw, przy
pomocy ktérych probowano odda¢ nature nieuporzadko-
wanych biatek/regionéw: rheomorphic [18], intrinsically di-
sordered [8], natively denatured [19], natively unfolded [14,20],
intrinsically unstructured [6,14], mostly unstructured [21] nati-
vely disordered [22]. Kazdy z wymienionych terminéw posia-
da jakie$ ograniczenia, jednak, by unikng¢ znaczeniowego
chaosu, zaproponowano okreslenie inherentnie nieuporzad-
kowany (ID, ang. intrinsically disordered) [9]. Zasugerowano
takze wprowadzenie poje¢: unfoldome i unfoldomic. Okresle-
nie unfoldome oznaczatoby zbi6r obejmujacy IDPs, ale takze
regiony ID, obecne w obrebie biatek globutarnych (IDRs,
ang. intrinsically disordered regions), tymczasem okreslenie
unfoldomic, oznaczatoby dziedzine zajmujgcg sie unfoldome-
‘em, a wiec nie tylko identyfikacjg nowych IDPs/IDRs, ale
takze badaniem ich funkgcji, struktury, ewolucji oraz oddzia-
tywan w jakie sg zaangazowane [23].

STAN INHERENTNIE NIEUPORZADKOWANY
- WEASCIWOSCI IDPs/IDRs

Stan ID, to stan, w ktérym biatko, w roztworze, w wa-
runkach uznawanych za natywne, wystepuje w postaci
zespotu roznych konformeréw. Ma to zwigzek ze zja-
wiskiem fluktuacji atoméw tancucha polipeptydowego.
W przypadku biatek globutarnych, posiadajacych upo-
rzagdkowang strukture, katy Ramachandrana (o i ip) oraz
pozycje atoméw tancucha gtéwnego wykazujg niewielkie
odchylenia wzgledem ich lokalnego otoczenia. Nieznaczne
fluktuacje atoméw sg spowodowane przypadkowymi
ruchami termicznymi oraz niewielkimi, kooperatywnymi
zmianami lokalnej konformacji i w duzej mierze zalezg od
stopnia upakowania sasiadujacych reszt aminokwasowych.
A poniewaz struktura biatek globutarnych wykazuje silne
upakowanie, odchylenia te sg stosunkowo niewielkie i
mozna okresli¢ usrednione pozycje, w ktérych atomy
znajduja sie przez wiekszo$¢ czasu [24], W przypadku IDPs/
IDRs, pozycje atomow tancucha gtdwnego oraz wartosci
katdw @i ip wykazuja znacznie wieksze fluktuacje, co ma
zwigzek z bardzo matym stopniem upakowania czgsteczki.
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Takie rozumienie braku uporzadkowania struktury biatka
nie wyklucza jednak mozliwosci przejsciowego wystepo-
wania struktur drugorzedowych, ktére fluktuuja z powodu
braku stabilizujgcych oddziatywan dalekiego zasiegu [24],
Innymi stowy, w przeciwienstwie do ustrukturyzowanych
i uporzadkowanych biatek globutarnych, ktérych struktura
trzeciorzedowa jest wzglednie stabilna, a wartos$ci katow
Ramachandrana nieznacznie tylko fluktuuja, w przypadku
IDPs/IDRs mamy do czynienia z dynamicznym zbiorem
konformerdow, w ktérym wartosci katow Ramachandrana
zmieniajg sie drastycznie, tak, ze trudno jest wyrdzni¢ stan
rownowagi, w ktorym konformery podlegajg niekoopera-
tywnym przeksztatceniom strukturalnym [9]. Stad uwaza
sie, ze w takim zbiorze istnieje pewien statystyczny roz-
ktad mozliwych konformacji, a obserwowana, wypadkowa
struktura odzwierciedla ten rozktad [11].

Intensywne badania prowadzone w ostatniej dekadzie na
IDPs, sugerujg znaczng r6znorodnos$¢ konformacyjna biatek
zaliczanych do tej grupy. R6znorodnos¢ ta przyczynita sie
do wyréznienia dwéch klas IDPs: biatek o charakterystyce
podobnej do stanu zdenaturowanego biatek globutarnych
(U-podobne; ang. unstructured-like), o konformacji kiebka
statystycznego oraz biatek o charakterystyce podobnej do
stanu stopionej globuli (MG-podobne; ang. molten globule-
-like) (Ryc. 1) [25]. Jaki$ czas pdzniej zaproponowano tez
istnienie dodatkowego stanu: o charakterystyce podob-
nej do stanu stopionej globuli typu PMG (PMG-podobne;
ang. premolten globule-like), bedacego stanem przejsciowym
pomiedzy stopiong globulg a kiebkiem statystycznym (Ryc.
1) [5]. Zaproponowane nazwy stanéw, w jakich moga wy-
stepowac IDPs/IDRs, wywiedziono z badan nad faldowa-
niem i denaturacjg biatek globutarnych [26-28]. Jednak w
przypadku biatek globutarnych, stany te sg z reguty nie-
funkcjonalne, tymczasem IDPs/IDRs moga petni¢ swoje
funkcje w kazdym z wymienionych stanéw [29], IDPs/IDRs
w stanie MG-podobnym, cechuje brak sztywnej struktury
trzeciorzedowej i stabe upakowanie, mozliwa jest jednak
spora zawartos$¢ struktur drugiego rzedu. Biatka w tym sta-
nie wykazujg wieksza podatno$¢ na trawienie proteazami
niz biatka globularne [5]. Struktury PMG-podobne majg
jeszcze mniejszy stopien upakowania i nizszg zawarto$é
drugorzedowych struktur w poréwnaniu do struktur MG-
-podobnych. Konformacja U-podobna wykazuje cechy wta-
Sciwe dla stanu rozfatdowanego, a wiec duzg elastycznos¢,
brak lub niewielkg zawarto$¢ struktur drugorzedowych

IDPs typu extended IDPs typu collapsed

kigbok statystyczny
(U-podobne)

PMG-podobne MG-podobne

Rycina 1. Konformacje przyjmowane przez IDPs. Na schemacie przedstawiono
dwie gtéwne konformacje przyjmowane przez IDPs: konformacje typu extended
oraz typu collapsed. W obrebie IDPs typu extended wyrdznia si¢ dwie odmienne
konformacje: o charakterystyce podobnej do stanu zdenaturowanego biatek glo-
bularnych, kiebka statystycznego (U-podobne) oraz o charakterystyce podobnej
do stanu stopionej globuli typu PMG (PMG-podobne). Biatka o charakterystyce
podobnej do stanu stopionej globuli (MG-podobne), zalicza si¢ do IDPs typu col-
lapsed. Na podstawie [28], zmodyfikowano.
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Rycina 2. Wptyw stanu ID na objeto$¢ hydrodynamiczng. Schemat przedstawia
wplyw stanu ID na objetos¢ hydrodynamiczng biatek. Ponizej przyktadowych
czasteczek w danym stanie konformacyjnym przedstawiono sferyczne modele,
odpowiadajace ich hydrodynamicznym objetosciom; od lewej: globularny (O),
stopionej globuli typu MG (MG), stopionej globuli typu PMG (PMG), kiebka sta-
tystycznego (Coil). Na podstawie [8], zmodyfikowano.

oraz bardzo stabe upakowanie [5,30]. Czesto takze mozna
spotka¢ inny podziat IDPs, na dwie klasy. Pierwsza to tzw.
collapsed disorder IDPs, do ktorej zalicza sie biatka typu MG-
-podobnego, druga to tzw. extended disorder IDPs, do ktérej
zalicza sie biatka o strukturze PMG-podobnej i U-podobnej
[8,22,31] (Rye. 1). Ze wzgledu na réznice w zawartos$ci struk-
tur i upakowaniu, biatka wystepujgce w konkretnym stanie
konformacyjnym wykazujg odmienng objetos¢ hydrodyna-
miczng. | tak biatka w stanie MG podobnym, PMG-podob-
nym oraz U-podobnym wykazujg 1,5; 3 i 12 razy zawyzong
objeto$¢ hydrodynamiczng czasteczki, w poréwnaniu do
biatka globularnego o takiej samej masie czgsteczkowej [9]
(Ryc. 2).

Liczba mozliwych konformacji, stopiert upakowania, jak
rowniez dtugos$¢ fragmentu, ktory ulega fluktuacjom, zde-
terminowana jest przez strukture pierwszorzedowg biat-
ka. Analiza poréwnawcza struktur pierwszorzedowych
wszystkich poznanych do tej pory IDPs/IDRs, pozwolita
okresli¢ ich cechy wspdlne. Okazuje sie, ze posiadajg one
odmienny skiad aminokwasowy niz ten obserwowany w
przypadku biatek globularnych, a mianowicie: wyraznie za-
wyzong zawarto$¢ reszt promujacych nieuporzagdkowanie
(ang. disorder-promoting residues): A, R, G, Q, S, E, K, P ijed-
nocze$nie znaczacy niedomiar reszt promujacych strukture
uporzadkowang (ang. order-promoting residues): W, Y, F, I, L,
V, C, N [8,32-35] (Ryc. 3). Spora zawarto$¢ kwasnych i zasa-
dowych reszt w sekwencjach ID, wprowadzajgca wiele nie-
skompensowanych tadunkéw, w potgczeniu z matg zawar-
toscig reszt hydrofobowych, wyraznie odréznia te biatka od
biatek globularnych i wydaje sie by¢ istotnym warunkiem
dla braku scisle upakowanej struktury [15],

PRZEWIDYWANIE STANU ID - ANALIZY
BIOINFORMATYCZNE

Zaohserwowanie kombinacji matej $redniej hydrofobo-
wosci i wzglednie duzego, wypadkowego tadunku, zaowo-
cowato opracowaniem metody definiujgcej wartosci gra-
niczne, pozwalajacej na rozréznienie IDPs/IDRs od biatek
globularnych, na podstawie zestawienia ze sobg tadunku
wypadkowego czasteczki biatka i jej hydropatii — wykres
CH (ang. charge-hydropathy plot) [15]. W oparciu o specyficz-
ny sktad aminokwasowy, wskaznik hydropatii i tadunku,
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tendencje do przyjmowania struktur a lub 3 a takze inne
wiasciwosci analizowanych sekwencji biatek globularnych
i IDPs/IDRs, powstato wiele algorytmdw, ktore analizujg
sekwencje aminokwasowe i przewidujg w nich obecno$¢
IDRs. Je$li w pierwszorzedowej strukturze biatek globu-
larnych ukryta jest informacja o strukturze trzeciorzedowej
i sposobie jej osiggniecia, to powinna tam znalez¢ sie tak-
ze informacja o braku uporzadkowania dla IDPs [9,29,39].
Pierwszym, opracowanym w 1997 r., programem do prze-
widywania IDPs/IDRs, byt PONDR® [40], Od tamtego cza-
su powstato ponad 50 innych, a wiekszo$¢ z nich dostepna
jest w bazie DisProt [36], Programy przewidujgce obecnos¢
IDRs dziatajg przewaznie na zasadzie sieci neuronowych,
trenowanych na sekwencjach aminokwasowych biatek, kté-
rych przynalezno$¢ do IDPs potwierdzono doswiadczalnie.
Algorytmy te analizujg nie tylko strukture pierwszorzedo-
wag, ale rowniez sktad aminokwasowy, gdyz zauwazono,
ze fragmenty przyjmujace rozciggnietg, nieuporzagdkowang
konformacje cechuje zazwyczaj mata ztozono$¢ sekwencji
[34], Z ostatnich doniesien wynika réwniez, ze IDPs czesto
zawierajg powtdrzone ciagi kilku reszt aminokwasowych,
stad sugeruje sie nawet, ze biatka te ewoluowaty poprzez
rozprzestrzenianie sie okre$lonego, dla danego biatka, mo-
tywu [41], Zorganizowane w ten sposéb elastyczne iniesfat-
dowane regiony odseparowujg niezaleznie sfatdowane do-
meny w obrebie czagsteczki biatkowej, stanowigc tzw. tgcz-
niki. £aczniki réznig sie znacznie dtugoscig i sktadem reszt
aminokwasowych, ale w wiekszosci bogate sg w polarne,
nienatadowane reszty S, T, Q, N, poprzedzielane resztami
A, G, P [7], Zprzeprowadzonych analiz bioinformatycznych
wynika rowniez, iz IDRs ewoluowaty znacznie szybciej niz
regiony globularne, jednak poziom tej szybkosci zalezat od
funkcji danego regionu. | tak, jesli porownano fragmenty
angazowane w oddziatywania biatko-biatko, biatko-DNA,
biatko-RNA, czy fragmenty bedace elastycznymi tacznika-
mi, najwolniej ewoluowaty regiony zaangazowane w od-
dziatywania biatko-DNA[42].

Zauwazono takze mozliwos$¢ wyciggania dodatkowych
wnioskéw z analiz otrzymanych przy pomocy réznych

14

I DisProt 3.4
fiiE PDB S25

A/SwissProt51

WCFIYVLHMATRGQSNPDEK

-1

reszta aminokwasowa

Rycina 3. Sktad aminokwasowy IDPs/IDRs. Analiza wykonana za pomocg pro-
gramu Composition Profiler, dostepnego na stronie http:// www.cprofiler.org
[33]. Poréwnanie sktadu aminokwasowego biatek o strukturze nieuporzadkowa-
nej z bazy DisProt 3.4 [36] (stupki czarne) i biatek o strukturze uporzagdkowanej
z bazy PDB S25 [37] (stupki zakreskowane) ze sktadem aminokwasowym biatek
z bazy SwissProt 51 [38]. Warto$ci ujemne oznaczaja nizsza niz w bazie Swis-
sProt 51 zawarto$¢ danego aminokwasu, a warto$ci dodatnie wyzsza.
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algorytmow. Dla przyktadu biatka przewidywane jako
ID jednocze$nie przy pomocy wykresu CH i algorytmu
PONDR, sa najprawdopodobniej typu extended (Ryc. 1), jesli
natomiast algorytm PONDR zakwalifikuje biatko jako ID,
podczas gdy wykres CH uzna je za globularne, w takim
przypadku mamy najprawdopodobniej do czynienia z biat-
kiem typu collapsed [16] (Ryc. 1). Jednak w celu identyfikacji
IDPs/IDRs nie mozna ograniczy¢ sie tylko i wytgcznie do
zastosowania narzedzi bioinformatycznych. Analiza kom-
puterowa moze by¢ stosowana jako narzedzie wspottowa-
rzyszace i pozwalajgce na planowanie doSwiadczen.

IDENTYFIKACJA STANU ID - METODY
EKSPERYMENTALNE

Do badan doswiadczalnych, pomocnych w identyfikacji
stanu ID, zalicza sie miedzy innymi: analize rentgenogra-
ficzng biatek w krysztale [8,43-45], heterojadrowag, wielowy-
miarowg spektroskopie jadrowego rezonansu magnetycz-
nego (NMR) [14,46-49], spektroskopie dichroizmu kotowe-
go (CD) w dalekim i bliskim ultrafiolecie [6,9,47-49], spek-
troskopie fourierowskg w podczerwieni (FTIR), ré6znicowa
mikrokalorymetrie skaningowg (DSC) [50], niskokatowe
rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego (SAXS)
[51], metody wykorzystujgce techniki fluorescencyjne i
wiele innych [9], Wymienione powyzej metody stosuje sie
zwykle do charakteryzowania biatek globularnych, a obec-
no$¢ stanu ID stwierdza sie na podstawie braku sygnatéw
typowych dla biatek globularnych. Dla przyktadu, analiza
rentgenograficzna biatek w krysztale, pozwala stwierdzié¢
stan ID, gdy nie jest mozliwe ustalenie wspotrzednych ato-
mow badanego fragmentu [8. NMR pozwala na bezpo-
Srednig obserwacje heterogennosci konformacyjnej, nawet
w przypadku biatek catkowicie pozbawionych struktury
trzeciorzedowej [52], a spektroskopia CD w dalekim ultra-
fiolecie pozwala okresli¢ zawarto$¢ lub brak struktur dru-
gorzedowych [6]. Dzieki analizie sedymentacyjnej, metoda
ultrawirowania analitycznego, mozna oszacowac ksztatt i
usrednione wymiary badanej czastki, ktore dla IDPs czesto
odpowiadajg wymiarom biatka globularnego, o takiej samej
masie, ale badanego w warunkach denaturujgcych [6]. Wid-
ma absorpcyjne i fluorescencyjne umozliwiajg stwierdzenie
istnienia lub braku zdefiniowanej struktury trzeciorzedowej
poprzez obserwacje otoczenia aromatycznych chromofo-
row w biatkach [53], W spos6b posredni, o braku struktury
dowodzi réwniez o wiele wieksza wrazliwo$¢ IDPs na pro-
teolize, gtownie ze wzgledu na silng ekspozycje tancucha
polipeptydowego [5], Zawyzona, o 20-80%, warto$¢ pozor-
nej masy czasteczkowej, szacowana na podstawie ruchli-
wosci elektroforetycznej, podczas elektroforezy w warun-

Rycina 4. Przyktad indukowanego dopasowania. IDR biatka Bad (czarna wstaz-
ka) oddziatujacy z czynnikiem anty-apoptotycznym Bcl-xL (szara czasteczka
globularna). Po zwigzaniu do czynnika Bcl-xLnieuporzadkowany fragment Bad
przybiera posta¢ helisy a. Na podstawie [65], zmodyfikowano.
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kach denaturujgcych w obecnosci SDS, spowodowana duzo
stabszym wigzaniem SDS przez IDPs, to takze przestanka
sugerujgca stan ID [5,6,54], Nietypowy skiad aminokwaso-
wy iwszystkie konsekwencje z nim zwigzane, sprawiajg, ze
IDPs/IDRs reagujg w charakterystyczny sposéb na zmia-
ny srodowiska [29]. IDPs charakteryzuje m.in. (i) stabe na-
chylenie krzywej denaturacyjnej lub nawet catkowity brak
sigmoidalnego przejscia, podczas eksperymentéw rozfat-
dowywania tafcucha polipeptydowego pod wptywem de-
naturanta (chlorowodorku guanidyny, mocznika); (ii) brak
specyficznego szczytu absorpcji ciepta na krzywej topnie-
nia, charakterystycznego dla biatek globularnych, podczas
eksperymentéw DSC; (iii) mozliwo$¢ wzrostu ustruktu-
ryzowania w odpowiedzi na ciepto, tzw. odwrotna odpo-
wiedz na ogrzewanie (ang. ,,turned out" response to heat) lub
drastyczne zmiany pH; (iv) mozliwo$¢ wzrostu ustruktu-
ryzowania w obecnos$ci jonéw zapewniajgcych neutraliza-
cje nieskompensowanego tadunku, osmolitéw, zwigzkéw
nasladujacych warunki/sgsiedztwo bton hiologicznych, f{j.
fosfolipidow, SDS, 2,2,2-trifluoroetanolu, czy etanolu; (v)
strukturyzowanie pod wptywem makromolekularnego tto-
ku (ang. macromolecular crowding) lub w obecnosci partnera
[29]. Co ciekawe, zastosowanie wielu z wymienionych po-
wyzej czynnikow, wywotujagcych wzrost ustrukturyzowa-
nia i stabilizujgcych IDPs/IDRs, w przypadku typowych
biatek globularnych spowodowatoby ich denaturacje [29],

FUNKCJONALNOSC STANU ID

Mimo niestabilnej konformacji, IDPs/IDRs petnig Scisle
okreslone funkcje w komorce [4,12,13], Jedna z zapropono-
wanych klasyfikacji tej grupy biatek, wyréznia pie¢ podsta-
wowych klas IDPs, uwzgledniajac rodzaj petnionej przez
nie funkcji. | tak pierwszg grupe stanowig tzw. tancuchy
entropowe (ang. entropie chains), ktérych mechanizm dzia-
tania wynika bezposrednio ze stanu ID, tworzg one przede
wszystkim elastyczne tgczniki pomiedzy domenami biatka.
Druga grupe stanowig biatka efektorowe (ang. effectors),
wywierajagce wptyw na dziatanie innych biatek. Kolejne
grupy to tzw.: biatka wychwytujace (ang. scavengers), kto-
re przechowujg i neutralizujg matoczgsteczkowe ligandy,
biatka sktadajace (ang. assemblers), ktére sktadaja, stabilizu-
ja i regulujg wielopodjednostkowe kompleksy (rybosomy,
cytoszkielet, chromatyne, macierz zewngtrzkomorkows),
a takze biatka eksponujgce fragmenty sekwencji (ang. di-
splay sites), utatwiajgce w ten sposéb miedzyczasteczkowe
rozpoznanie miejsc ulegajacych potranslacyjnym modyfi-
kacjom (PTMs), fosforylacji, proteolizie [6,11]. Wiekszos¢
sposrdd wyzej wymienionych funkcji, realizowana jest
poprzez tzw. molekularne rozpoznanie, a procesowi temu
towarzyszy przejscie konformacyjne IDPs/IDRs w kierun-
ku bardziej uporzagdkowanej struktury, pod wptywem od-
dziatywan z partnerem, okreslane mianem indukowanego
dopasowania [49,55] (Ryc. 4).

Swietnym przyktadem molekularnego rozpoznania,
ale takze réznorodnos$ci wigzanych partnerdw przez ten
sam IDR, jest polimorfizm strukturalny miejsc wigzacych,
obecnych w biatku p53 (Ryc. 5). Biatko p53 posiada cztery
domeny: nieuporzagdkowang, transaktywacyjng domene N-
-koncowag, centralng, globularng domene wigzaca DNA oraz
nieuporzadkowang C-koricowa domene, odpowiedzialng
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za tetrameryzacje, zakoficzong domeng regulatorowg. IDRs
p53 mogga przybieraé, w zaleznos$ci od biatka partneruja-
cego, posta¢ helis a, struktur p lub kiebka statystycznego
(Ryc. 5). Uderzajace jest bogactwo komplekséw, ktére do
oddziatywan angazuja IDRs p53. Co ciekawe, czesto tylko
krétki fragment IDR p53 podlega przejsciu konformacyj-
nemu w bardziej uporzgdkowang forme, pod wptywem
wigzania partnera. Te same krotkie IDRs angazowane sg w
oddziatywania z réznymi partnerami, a oddziatywania te
wymuszajg przyjmowanie odmiennej struktury, jak to ma
miejsce, na przyktad, w przypadku C-konca p53, wigzanego
przez czterech ré6znych partneréw (Ryc. 5). Okazuje sie, ze
niektdre z tych oddziatywan mozna skorelowaé z wynikiem
przewidywania nieuporzadkowania wykonanego dla biat-
ka p53 przy pomocy programu PONDR (Ryc. 5). Zasuge-
rowano, ze wyrazne obnizenie wartosci parametru skorelo-
wanego z nieuporzagdkowaniem, moze sugerowac istnienie
tzw. elementow molekularnego rozpoznania (MoREs, ang.
molecular recognition elements lub MoRFs, ang. molecular re-
cognition features), a wiec IDRs, ktére pod wptywem kon-
taktu z partnerem podlegajg przejsciu nieuporzadkowany
do uporzagdkowanego (ang. disorder-to-order transition). W
zaleznosci od rodzaju struktury, jakg przyjmujg MoRFs w

ELMs sa przewaznie pozbawione struktury i w duzej
mierze naktadaja sie z MoRFs [64].

W 2000 r. analizy IDPs z uzyciem NMR zasugerowaty
istnienie wstepnie uformowanych, specyficznych elemen-
tow strukturalnych, okreslanych mianem pre-existing, pre-
-organized, structural pre-ordering [21,65-67], Takze nastepne
doniesienia méwity o lokalnych, ograniczonych obszarach,
posiadajagcych struktury wyzszego rzedu (gtownie helisy
a), w obrebie regionéw uznanych za IDRs [68]. Zasugero-
wano wiec, ze obecnos¢ tych krétkich ustrukturyzowanych
region6w moze mie¢ kluczowe znaczenie podczas oddzia-
tywan z docelowym partnerem i ze mogtyby one stanowi¢
centra inicjacji fatldowania. Istniejg jednak dowody, iz w
wielu przypadkach IDPs sg catkowicie nieuporzgdkowane,
co dla przyktadu pokazata analiza struktury 4EBP1, wyko-
nana za pomocg NMR. Dopiero zwigzanie z partnerem, w
tym przypadku z czynnikiem elF4E, powoduje utworze-
nie krétkich, uporzagdkowanych fragmentéw, tu helisy a,
co ciekawe, w obrebie sekwencji, dla ktérej obserwowano
wyrazne obnizenie wartosci parametru skorelowanego ze
stanem D, podczas przewidywania nieuporzadkowania
4EBP1 programem PONDR [69].

kompleksie z partnerem, ele-
menty te podzielono na trzy
grupy: a-MoRFs, ktore tworza
helisy a, p-MoRFs, ktére two-
rzg struktury (3 oraz i-MoRFs,
tworzace struktury bez regular-
nego uktadu wigzan wodoro-
wych [56]. Na podstawie wielu
przeprowadzonych tego typu
analiz, sugeruje sie istnienie
w analizowanym polipepty-
dzie a-MoRFs i p-MoRFs, jesli
mozliwe jest zaobserwowanie
wyraznych zmian na wykresie
PONDR, wskazujacych na ist- MDM2

Prawdopodobienstwo
nieuporzadkowania

nienie struktury uporzadkowa-
nej. i-MoRFs trudniej przewi-
dzie¢, gdyz w takim przypadku
wykres PONDR przebiega bez
wyraznych zmian [57]. Obec-
nie dostepne sg nawet algoryt-
my do przewidywania MoRFs:
MoRF [58] oraz ANCHORs
[59]. Tymczasem badania po-
wierzchni oddziatywan biatko-
-biatko, polegajagce na analizie
sekwencji, za poSrednictwem
ktérych odbywa sie molekular-
ne rozpoznanie i oddziatywa-
nie z partnerem, zasugerowaty
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istnienie tzw. krotkich linio- Rycina 5. Oddziatywanie z r6znymi partnerami na przyktadzie biatka p53. Oddziatywanie IDPs/IDRs typu ,jeden z wie-

wych motywoéw (SLiMs, ang.

loma", na przyktadzie p53. W centralnej czes$ci schematu umieszczono wykres ilustrujacy przewidywanie stopnia nieupo-
rzadkowania dla biatka p53, przy uzyciu algorytmu PONDR (warto$ci na osiy > 0,5 —region nieuporzadkowany; warto$ci

short Unear motifs [60761] lub < 0,5 —uporzadkowany). Wokétwykresu, przyktady struktur, potwierdzonych doswiadczalnie, przyjmowanych przez rézne
ELMs, ang. eukaryotic linear mo- regiony p53, pod wptywem oddziatywania z 14 r6znymi partnerami. Poszczegdlnym regionom p53 przypisano konkretny

tifs [62,63]) zaangazowanych w

kolor, co zaznaczono na wykresie PONDR w postaci kolorowych paséw. Koloru przypisanego do konkretnego regionu p53
uzyto nastepnie do zaznaczenia fragmentu biatka p53 w odpowiedniej strukturze. Dodatkowo, strzatkami wskazano odwota-

inicjowanie powierzchni Kon- nie danego regionu p53 do konkretnej struktury. Poczynajac od lewej, gomej struktury, w kierunku zgodnym z ruchem wska-
taktu biatko-biatko. Najnowsze z6wek zegara, p53 w kompleksie z: DNA (pdb 1TSR), 53BP1 (pdb 1GZH), tGen5 (pdb 1Q2D), p53 - domena tetrameryzacyjna

badania wykazaty, iz SLiMs/
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(pdb3SAK), SET9 (pdb 1XQH), cyklin A (pdb 1H26), sirtuina (pdb 1MA3), CBP (pdb 1JSP), slOOpp (pdb 1DT7), SV40f Ag (pdb
2H1L), 53BP2 (pdb 1YCS), Tfbl-PH (pdb 2GS0), MDM2 (pdb 1YCR), Rpa70 (pdb 2B3G). Na podstawie [8], zmodyfikowano.
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Zgodnie z zaproponowanym niedawno modelem ist-
nienia i fatldowania IDPs/IDRs [39], IDPs nie mogg sponta-
nicznie fatdowac¢ do postaci zwartej czgsteczki, tak jak ma to
miejsce w przypadku biatek globularnych. Niektére z nich
jednak podlegajg catkowitemu przeksztatceniu w uporzad-
kowang strukture podczas oddziatywania z partnerem, je-
$li entalpia swobodna kompleksu jest mniejsza niz entalpia
swobodna IDP ijego partnera, zanim zaczng oddziatywac.
Fatdowanie nieuporzadkowanego regionu jest kosztowne
entropowo, zatem konieczne jest utworzenie wigkszej po-
wierzchni kontaktu obu partneréw biatkowych, aby zapew-
ni¢ entalpowg kompensacje [5,15,29-31], Czesciej jednak
tylko fragment IDP, element specyficznie rozpoznawany
przez partnera, podlega procesowi sprzezonego fatdowania
i wigzania [14,49,56,58,68,70]. Znane sg dwa modele opisu-
jace proces sprzezonego faldowania i wigzania. W pierw-
szym, partner wybiera z dostepnego zbioru konformerow
IDP, specyficzng konformacje, ktéra najbardziej odpowiada
tej ostatecznej, przybieranej przez IDP po zwigzaniu z tym
partnerem, model wybieranej konformacji (ang. conformatio-
nal selection model). W drugim modelu, indukowanego fal-
dowania (ang. inducedfolding model), IDP, w stanie catkowi-
cie pozbawionym struktury, wigze sie z partnerem i dopie-
ro pod wptywem asocjacji dochodzi do fatdowania [71]. W
przypadku modelu wybieranej konformacji, duze znacze-
nie odgrywajg wstepnie uformowane elementy struktural-
ne [68], podczas gdy w modelu indukowanego fatdowania
istotng role odgrywaja MoRFs [56,58,70].

Gtowna korzyscia, jaka piynie z przyjmowania przez
IDPs zdefiniowanej konformacji podczas oddziatywania z
partnerem jest ,rozprzezenie" specyficznosci oddziatywa-
nia ijego sity, cowynika ze zmniejszenia entropii konforma-
cyjnej uktadu. Dzieki temu mozliwe sg wysoce specyficz-
ne, a jednoczes$nie szybkie i odwracalne oddziatywania [6],
Duza specyficznos¢, potgczona z matym powinowactwem
podczas oddziatywania z wieloma partnerami, wydaje sie
by¢ nieodtgcznym elementem w czasie molekularnego roz-
poznawania, odbierania i przekazywania sygnatéw oraz
kontroli i regulacji szlakéw sygnatowych. Mozliwos¢ przyj-
mowania wielu konformacji, utatwiajaca IPDs/IDRs do-
pasowanie do wielu réznych struktur (biatek, DNA, RNA,
itd.), a takze zapewniajaca duzg specyficzno$¢ podczas od-
dziatywania z kazdg z nich, okreslana jest czesto mianem
swobody wigzania (ang. binding promiscuity) [6,72] lub sy-
gnalizacjg typu jeden-do-wielu (ang. one-to-many signalling)
[8], Dzieki temu, IDPs, oddziatujgce i odbierajgce sygnaty
od rozmaitych partneréw moga sprzega¢ ze sobg rdézne
szlaki przekazywania sygnatow, czego Swietnym przykia-
dem jest, przytaczane wczes$niej, biatko p53. IDPs moga
takze petni¢ role tzw. biatek weztowych (ang. hub proteins)
[73-75]. Sg to biatka zlokalizowane w weztach ztozonych
sieci przekazywania sygnatdw, odbierajgce i przekazujace
sygnat, od i do rozmaitych partnerow. Biatka te mogg by¢
catkowicie nieuporzadkowane, lub tez zawiera¢ IDRs, wte-
dy obszary oddzialywania w wiekszos$ci znajdujg sie wia-
$nie w obrebie IDRs. Co ciekawe, zidentyfikowano rowniez
dwa wysoce uporzagdkowane biatka weztowe, 14-3-3 oraz
kalmoduline, w takim przypadku to partnerzy tych biatek
przynalezg do IDPs [76], Zaproponowano wiec istnienie
dwéch mechanizméw, za posrednictwem ktérych stan ID
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jest tak powszechnie uzywany podczas oddziatywania bia-
tek uczestniczacych w ztozonych szlakach sygnatowych.
Pierwszy to sygnalizacja typu jeden-do-wielu, gdy jeden
IDR moze wigza¢ wielu réznych partnerow oraz sygnaliza-
cje typu wielu-do-jednego (ang. many-to-one signalling), kie-
dy wiele ré6znych IDRs wigze jedno miejsce danego biatka
uporzadkowanego [77]. Dodatkowo w obrebie biatek we-
ztowych wyrdzniono podrodzine biatek okreslanych mia-
nem biatek rusztowania (ang. scaffold proteins). Biatka te po-
siadajg znacznie mniejszg liczbe partnerow, z ktdrymi moga
oddziatywac, jednak zlokalizowane sg czesto w centralnych
punktach wielopodjednostkowych komplekséw, gdzie od-
dziatujg z wiekszoscig swoich partneréw jednoczesnie [75].
Biatka rusztowania wyposazone sg w kilka domen umozli-
wiajgcych rownoczesne zaangazowanie ich réznych obsza-
row w oddziatywania z rozmaitymi partnerami [78], Moga
zatem, poprzez jednoczesne oddziatywanie z wieloma part-
nerami, zaangazowanymi w poszczegOlne szlaki, wptywaé
na specyficzno$¢ i szybkos$¢ procesdw sygnalizacyjnych, a
wiec modyfikowaé Sciezki dalszych oddziatywan [79], Nie-
ktore z biatek rusztowania stanowig centralny punkt dla
czasowej i przestrzennej koordynacji enzymatycznej aktyw-
noéci kinaz i fosfataz [79]. Biatko BRCAL (ang. breast cancer
type 1 susceptibility protein), MAP2 (ang. microtubule-associa-
ted protein 2) czy tytyna, to tylko niektdre sposrod tej grupy
biatek. Zlokalizowane w ich obrebie plastyczne IDRs wy-
dajg sie mie¢ kluczowe znaczenie podczas petnienia przez
te biatka funkcji rusztowania dla tworzonych, wielopodjed-
nostkowych komplekséw biatkowych [78].

KONTROLA STANU ID

Cho¢ wydaje sie, ze IDPs/IDRs, przez swojg labilnos¢
i plastyczno$é, a co za tym idzie r6znorodno$¢ konforma-
cyjna, umozliwiajgcg oddziatywania z réznymi partnera-
mi, wprowadzajg chaos do $wiata biatek i sieci sygnaliza-
cyjnych, to jednak okazuje sig, ze chaos ten jest pod Scisty
kontrolg [80]. Pomimo poréwnywalnej szybkosci syntezy
MRNA kodujgcych IDPs i biatka globularne, liczba trans-
kryptéw kodujacych IDPs jest znacznie mniejsza, ze wzgle-
du na ich szybszg degradacje [81]. Takze stezenie IDPs w
komorce, jest znacznie mniejsze w poréwnaniu do poziomu
biatek globularnych. Ma to zapewne zwiagzek z wolniejsza
synteza tanicuchow ID, a takze krotszym czasem ich potr-
wania. Duzy wptyw na regulacje czasu poéttrwania tancu-
chéw ID majg PTMs, jak dla przyktadu fosforylacja [82],
Okazuje sie, ze IDPs sg substratami dla kinaz dwa razy
czesciej niz ma to miejsce w przypadku biatek globularnych,
a wiekszo$¢ kinaz zaangazowanych w regulowanie funkcji
IDPs, to kinazy zwigzane z regulacjg cyklu komoérkowego
lub aktywowane pod wptywem konkretnych czynnikéw
stymulujacych, np. stresu [82], Stad rola PTMs moze nie
ogranicza¢ sie tylko i wylgcznie do ,dostrajania” funkcji
IDPs/IDRs, ale takze w istotny spos6b moze wptywac na
ich dostepno$¢ w komoérce. Jedne modyfikacje moga kiero-
wac biatko do szybkiej degradacji, inne za§ moga zapewniaé
jego obecnos¢ i funkcjonalno$¢ przez dtugi czas [81]. Oprécz
tego natura wyposazyta komoérki takze w inne mechanizmy
ochronne, zalezne od chaperonow czy proteasomu, tak by
mogty one zapobiega¢ ,,niebezpiecznym™ oddziatywaniom,
nie tylko niezwykle reaktywnych, z racji swojej plastycz-
nosci, IDPs/IDRs, ale i biatek globularnych [81]. Dzieki tej
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Scistej kontroli, IDP dostepne jest tylko w okreslonym czasie
i odpowiednim stezeniu, a kiedy przestaje by¢ ono potrzeb-
ne, zostaje szybko i wydajnie usuniete [81].

ZABURZENIA ZWIAZANE ZE STANEM ID - POJECIE D2

Czesto$¢ wystepowania IDPs/IDRs w niektorych pro-
cesach biologicznych jest wyraznie wieksza niz w pozo-
statych. Korelacja ta najsilniej zaznacza sie w procesach:
(i) regulacji transkrypcji; (ii) transmisji sygnatu i regulacji
cyklu komérkowego; (iii) biogenezy i funkcjonowania or-
ganelli zawierajgcych kwasy nukleinowe; (iv) procesowa-
nia mRNA; (v) organizacji i biogenezy cytoszkieletu [42],
Zapewne wiasnie z tego powodu zaobserwowano rowniez
wyrazny zwigzek IDPs/IDRs z wystepowaniem pewnych
standw patologicznych (Ryc. 6, Tab. 1). Poczatkowo, z uwa-
gi na stan ID, przyczyn obserwowanej zalezno$ci upatry-
wano w procesach nieprawidtowego fatdowania [83-87],
Jedli jednak przyja¢, ze wybor pomiedzy mozliwymi kon-
formacjami zalezy od warunkdéw panujacych w komdrce, to
u podstaw wielu tzw. choréb konformacyjnych zapewne nie
lezy sam proces nieprawidtowego fatldowania, ale takze nie-
poprawna identyfikacja (ang. misidentification), niepopraw-
na regulacja (ang. misregulation) czy tez niepoprawne prze-
kazywanie sygnatu (ang. missignaling). Zatem mutacje, czy
drastyczne zmiany w $rodowisku komérki, mogg sprawic,
ze biatko przestanie prawidtowo funkcjonowac, co w przy-
padku IDPs oznacza m.in. ograniczenie zdolnos$ci do prawi-
dtowego rozpoznawania odpowiednich partneréw, a to w
konsekwencji moze prowadzi¢ m.in. do tworzenia niefunk-
cjonalnych agregatéw. Nieprawidtowe rozpoznawanie czy
przekazywanie sygnatu to takze nieprawidtowa aktywacja
kaskad transmisji sygnatu i innych biatek zaangazowanych
w sieC potaczen.

W zwiagzku z wyrazng korelacjg wystepowania IDPs/
IDRs w okres$lonych procesach biologicznych [42], a przez
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Rycina 6. IDRs w obrebie biatek zwigzanych z okre$lonymi stanami chorobo-
wymi. Procentowy udziat biatek wigzanych z wyszczegélnionymi stanami cho-
robowymi, zawierajagcych nieuporzadkowane ciagi reszt aminokwasowych o
dtugos$ci od > 30 do >100 reszt. Dla poréwnania przeanalizowano takze udziat
biatek bogatych w IDRs w obrebie bazy biatek globularnych (PDB S25) i biatek
zaangazowanych w szlaki przekazywania sygnatu. Przeanalizowane zestawy
biatek zawieraty: 1786, 487, 689 i 285 czasteczek zaangazowanych w choroby no-
wotworowe, uktadu sercowo-naczyniowego (CVD, ang. cardiovascular disease),
neurodegeneracyjne i cukrzyce. Na podstawie [83], zmodyfikowano.
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Tabela 1. Wybrane stany chorobowe i zwigzane z nimi IDPs/IDRs [42].

Choroba Zaangazowane biatko/region biatka

Choroba Alzheimera Peptyd A p (IDP)

Choroba Alzheimera Biatko Tau (IDP)

Choroba Parkinsona a-synukleina (IDP)

Plasawica Huntingtona Huntingtyna (IDR, poliQ)

Gabczaste zwyrodnienie

] Biatko prionowe (IDR)
moézgu

Ataksja rdzeniowo-

mézdzkowa Ataksyna (IDR, poliQ)

Choroba Kennedy'ego Receptor androgenowy (IDR, poliQ)

Syndrom Worster-Drought ABri (IDP)

Amyloidoza ApoAl koniec N apolipoproteiny Al (IDR)

Cukrzyca typu Il Amylina (IAPP) (IDP)

Rak rdzeniasty tarczycy Kalcytonina (IDP)

Przedsionkowy peptyd

Amyloidoza przedsionkowa natriuretyczny (IDP)

Procesy nowotworzenia p53 (IDR)

W tabeli zebrano przyktady choréb, w patogenezie ktérych biorg udziat IDPs lub
IDRs przytoczonych biatek. Je$li dany stan chorobowy ma zwigzek z ekspansja
wielokrotnie powtérzonych reszt glutaminowych, fakt ten zaznaczono w nawia-
sie jako poliQ.

to z ich niewatpliwym udziatem w rozwoju okre$lonych
patologii, zaproponowano pojecie D2(ang. D2concept), czyli
idee nieuporzadkowania w zaburzeniach (ang. disorder in
disorders). Zdaniem twdrcow tego pojecia, IDPs/IDRs moga
stanowi¢ atrakcyjny cel dla projektowanych lekéw. Leki te
bytyby kierowane w obszar oddziatywania biatko-biatko i
uniemozliwiatyby np. nieprawidtowe oddziatywania IDP/
IDR z partnerem/-ami lub zapewniatyby prawidtowe roz-
poznawanie i poprawng regulacje szlakéw przekazywania
sygnatow kontrolowanych przez IDP/IDR [88,89].

STAN ID - PODSUMOWANIE

Labilno$¢ i brak, w nieobecno$ci partnera, stabilnej, $ci-
$le okreslonej konformacji, pozwala IDPs/IDRs petnic role
niezwykle czutych elementéw w procesach molekularnego
rozpoznawania, podczas ktorych rejestrowanie, przetwa-
rzanie i przekazywanie sygnatu wymaga precyzyjnych
zmian konformacyjnych [6]. Daje to, w pewien sposdb,
przewage IDPs nad biatkami catkowicie sfatdowanymi,
gdyz dzieki swojej plastycznosci IDPs predysponowane sg
do tatwiejszego odbierania i przekazywania sygnatu, a dzie-
ki mozliwosci przyjmowania wielu ré6znorodnych struktur,
zdolne sg do oddziatywan z wieloma ré6znymi partnerami.
Rozprzezenie specyficznosci i sity wigzania jest kluczowe
w czasie molekularnej identyfikacji. Gwarantuje ono duzg
specyficznosc¢ reakcji, potaczona z matym powinowactwem,
a to wiasnie zapewnia szybkos$¢ i odwracalnosé procesow,
dajac jednoczesnie mozliwo$¢ oddziatywania z wieloma
réznymi partnerami zdolno$¢ do oddziatywan: jeden-do-
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-wielu i wielu-do-jednego, za kazdym razem z duzg specy-
ficznoscig. Umozliwia takze tworzenie rozlegtej powierzch-
ni kontaktu, powierzchnia ta ro$nie w miare postepujacego
fatldowania, w wyniku kontaktéw z partnerem [7,13,90].
IDPs/IDRs fatdujg do specyficznej konformacji, wymaganej
podczas oddziatywan z ustrukturyzowanym partnerem, w
oparciu o wzor fatdowania dostarczany przez tego partne-
ra. Szybko$¢ wigzania gwarantowana jest przez zwieksze-
nie zasiegu ,,skanowania" przestrzeni reakcji w poszukiwa-
niu powierzchni oddziatywan. Stan ID pozwala na obejscie
sterycznych restrykcji, gwarantujgc powstanie wiekszej
powierzchni kontaktéw w oddziatywaniach komplekséw,
biatko-biatko, biatko-ligand, od tej jaka tworzy sie pod-
czas oddziatywan biatek o sztywnej strukturze. Elementy
wstepnie uformowane oraz MoRFs, sg najprawdopodobniej
kluczowe dla przejscia nieuporzgdkowany do uporzadko-
wanego. Przy czym, regiony zawierajagce wiekszy udziat
fragmentdw wstepnie uformowanych, dostarczajg wiecej
entalpii swobodnej do wigzania podczas oddziatywania
z partnerem, niz regiony pozbawione takich fragmentow.
Najprawdopodobniej na dalszych etapach oddziatywania
biatek, dochodzi do stopniowego wzrostu sity oddziatywan
miedzy partnerami, takze na skutek rosngcej powierzchni
kontaktu. Brak strukturalnego uporzadkowania umozliwia
takze tworzenie stabo zasocjowanych, wielopodjednostko-
wych komplekséw biatkowych, ktdre moga podlega¢ ta-
kim przeksztatceniom konformacyjnym, na jakie akurat w
danym momencie jest zapotrzebowanie [13,90]. Co wiecej,
miejsca PTMs: fosforylacji, metylacji, ubikwitylacji, sumo-
ilacji, zlokalizowane sg czesto wtasnie w IDRs, co znacznie
utatwia dostep enzymom modyfikujgcym do docelowych
reszt tancucha polipeptydowego, a co za tym idzie przy-
spiesza ,,dostrajanie" funkcji biatka w zaleznosci od potrzeb
[13,90]. Plastyczno$¢ tancuchdéw IDPs pozwala maskowaé
lub odstania¢ miejsca oddziatywan/modyfikacji/proteoli-
zy. Stan ID umozliwia wiec wydajng regulacje aktywnosci
IDPs poprzez PTMs, ale takze przez degradacje tancucha
polipeptydowego.

Powyzej przedstawiono najwazniejsze z korzysci ptyna-
cych ze stanu ID i przej$cia nieuporzadkowany do uporzad-
kowanego [8,14,34,77,78]. Wszystkie z zalet, wynikajgce ze
stanu ID wydajg sie by¢ kluczowe dla regulacji i kontroli
wielu istotnych procesow zachodzgcych w komérkach
zywego organizmu. Duzy, cho¢ najpewniej nie nieskon-
czony potencjat konformacyjny jaki posiadaja IDPs/IDRs,
ma prawdopodobnie ogromne znaczenie podczas wielu
skomplikowanych proceséw jakim jest choéby kontrola i
regulacja transkrypcji czy kaskady sygnatowe. Zapewne
stan ID jest kluczowy podczas dostrajania powierzchni od-
dziatywan pomiedzy parterami i tworzenia swoistego ro-
dzaju platformy do rozmaitych oddziatywan, w zaleznosci
od zapotrzebowania na formowane kompleksy. Poznanie
regut rzadzacych stanem ID ijego konsekwencji, moze oka-
zac sie istotne dla petnego zrozumienia skomplikowanych
mechanizméw dziatania poszczegdlnych elementéw pro-
teomow, sktadania wielopodjednostkowych kompleksow,
ich regulacji na poszczeg6lnych poziomach. Kazda z hipo-
tez wysnuwanych na temat IDPs/IDRs jest mniej lub bar-
dziej prawdopodobna, dlatego tez identyfikacja kolejnych
przyktadow biatek/regionéw z tej grupy ma duze znacze-
nie, gdyz oprécz nowych informacji na temat samego spo-
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sobu ich dziatania, regulacji czy struktury, umozliwi takze
ulepszenie algorytméw komputerowych, dzieki czemu od-
najdywane podczas analiz bioinformatycznych przyktady
kolejnych przedstawicieli IDPs beda bardziej wiarygodne i
poprawne.
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ABSTRACT

Intrinsically disordered proteins (IDPs) belong to the newly discovered and still growing group of proteins. In contrast to globular proteins
IDPs fail to fold into a well-defined tertiary structure under physiological conditions and they are characterized by extraordinary structural
flexibility and plasticity. These features enable IDPs to adopt different conformations in response to different stimuli or different partners.
Additionally, a pliable polypeptide chain, much more accessible in IDPs, causes that IDPs can undergo extensive posttranslational modifica-
tions which might lead to further modulation of IDPs conformation enabling rapid regulation of IDPs activity. In this way IDPs are involved
in regulation of various regulatory pathways and promoting the assembly of supramolecular complexes. IDPs discovery reveals a new face of
proteins and constitutes a new challenge for modern biochemistry.

Postepy Biochemii 58 (1) 2012 109


mailto:andrzej.ozyhar@pwr.wroc.pl

Wybrane aspekty amyloidogenezy

Dariusz Stepkowski

Zaktad Biochemii, Instytut Biologii Do$wiad-
czalnej im. Marcelego Nenckiego PAN

Zaktad Biochemii, Instytut Biologii Doswiad-
czalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3,
02-093 Warszawa; e-mail: d.stepkowski@ nenc-
ki.gov.pl

Artykut otrzymano 9 listopada 2011 r.
Artykut zaakceptowano 22 grudnia 2011 r.

Stowa kluczowe: amyloidogeneza, widkna
amyloidowe, struktura fibryli amyloidowych

110

STRESZCZENIE

iepozadana agregacja biatek do wtdkien amyloidowych wynikajgca z wadliwego fatdo-

wania biatka jest zwigzana z etiologig wielu choréb cztowieka i zwierzat. Mechanizm
tego procesu jest intensywnie badany. Uwaza sie, ze wtékna amyloidowe sg najbezpiecz-
niejszg forma odktadania zle sfatdowanego biatka, a formy najbardziej toksyczne dla komé-
rek wystepuja na wczesniejszych etapach agregacji. Z tego wzgledu w niniejszym artykule
przedstawiono najwazniejsze osiggniecia nauki w tej dziedzinie omawiajgc poszczegdlne
etapy reakcji amyloidogenezy. Omoéwiono stan monomeryczny, etap oligomeryzacji az do
pogladowego omdwienia struktury dojrzatych witékien z uwzglednieniem przyczyn poli-
morfizmu strukturalnego tych obiektéw.

WPROWADZENIE

Amyloidogeneza jest rodzajem uporzadkowanej agregacji peptydow i biatek
do widkien amyloidowych. Zwigzana jest z wadliwym fatdowaniem struktu-
ry polipeptydéw i biatek. Wystepuje zaréwno w organizmach zywych jak i w
warunkach laboratoryjnych. Z amyloidogenezg okre$lonych polipeptydéw czy
biatek jest zwigzanych ponad 40 choréb wystepujacych u cztowieka [1], a niekto-
re majg swoje odpowiedniki u zwierzat. Najbardziej rozpowszechniong chorobg
zwigzang z niepozgdang agregacjg polipeptydu jest choroba Alzheimera (okoto
27 milionéw chorych na $wiecie [2]). Amyloidozy, choroby zwigzane z powsta-
waniem wiokien amyloidowych stanowia zatem znaczny problem zdrowotny i
spoteczny. Mimo wieloletnich usilnych badan molekularny mechanizm powsta-
wania wiokien amyloidowych nie zostat do konca poznany. Niniejszy artykut
ma za zadanie przyblizy¢ czytelnikowi aktualny stan badan nad wybranymi
aspektami tej tematyki.

REAKCJA AMYLOIDOGENEZY

Reakcje amyloidogenezy mozna skrétowo opisa¢ jako cigg zdarzen wedtug
nastepujacego schematu.: monomer* - oligomer- protofibryla- fibryla (*w przy-
padku wiekszych monomerdw do zajScia oligomeryzacji potrzebne jest cze-
Sciowe rozfaldowanie struktury). Do pewnego stopnia reakcja amyloidogenezy
jest podobna do znanej z chemii polimerdéw reakcji nukleacji, polimeryzacji z
charakterystyczng fazg op6Znienia (ang. lag phase) opisywang przez krzywa sig-
moidalng. Etap oligomeryzacji jest zatem odpowiednikiem nukleacji, po ktérym
nastepuje faza wydtuzania. Uwaza sie, ze etap powstawania oligomeréw moze
by¢ powigzany z ich konformacyjng restrukturyzacja do oligomeréw kompe-
tentnych do tworzenia fibryli [3] jak réwniez, ze niektére rodzaje oligomerdéw
moga by¢ poza $ciezka zmian konformacyjnych prowadzacych do powstania
fibryli. Nie jest tez jasne czy fibryle powstajg z bocznej asocjacji protofilamentéw
czy tez rosng tworzac zasocjowane in statu nascendi protofilamenty [11],

MONOMERY

Reakcji amyloidogenezy ulegajg bardzo réznorodne peptydy i biatka. Ze
wzgledu na wielkos¢ monomeru mozna je podzieli¢ na peptydy (poczawszy
od sekwencji o dtugosci kilku reszt aminokwasowych), polipeptydy i biatka.
Wydaje sie, ze wieksze biatka majg mniejszg tendencje do agregacji do wtdkien
amyloidowych tworzac chetniej agregaty nieuporzgdkowane [4], Ze wzgledu
na ustrukturyzowanie monomery mozna podzieli¢ na nieustrukturyzowane,
a-helikalne, mieszane zawierajgce a-heliksy i pasma p-struktury oraz zawie-
rajace w przewadze p-struktury. Sekwencje aminokwasowe biatek ulegajacych
amyloidogenezie r6zniqg sie bardzo i raczej istotne dla transformacji do wiékien
amyloidowych sg krétkie odcinki sekwencji o resztach aminokwasowych o okre-
Slonych wiasciwosciach [5-7]. Uwaza sie nawet, ze nieomal kazde biatko mozna
zmusi¢ do takiej agregacji stosujgc okreslone sposoby cze$ciowego rozfatdowa-
nia struktury [8], To, ze tylko nieliczne z biatek ulegajg tej transformacji in vivo
nalezy przypisa¢ duzej stabilno$ci struktur natywnych [8], Jak juz wspomniano
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monomery majg bardzo rézng zawarto$¢ struktur drugo-
rzedowych, poczawszy od struktury kiebka nieuporzad-
kowanego do duzej zawartosci a-heliksow lub (3-struktury.
Przejscie do etapu oligomeréw wymaga zatem réznej dro-
gi transformacji do formy o duzej zawartosci (3-struktury
(poprzecznie utozone w stosunku do osi widkna pasma
P-struktury-sg charakterystyczne dla widkien amyloido-
wych) w zaleznosci od struktury poczatkowej.

OLIGOMERY

Oligomery sg stosunkowo najtrudniejszym do badania
etapem reakcji amyloidogenezy ze wzgledu na ich znacz-
ng niestabilno$¢ i ro6znorodno$¢ strukturalng. Wydaje sie
tez, ze nie wszystkie oligomery sg na $ciezce prowadzacej
do powstania widkien amyloidowych. Takim przykiadem
moga by¢ globulomery p-amyloidu, sferyczne agregaty tego
peptydu [9,10], Z wystepowaniem oligomerdéw wigze sie tez
problem cytotoksycznosci tych agregatéw. W przypadku
P-amyloidu uwaza sie, ze dojrzate widkna sg znacznie mniej
neurotoksyczne niz oligomery (11). Cze$¢ badaczy uwaza,
ze dojrzate widkna sg sposobem usuniecia bardziej cytotok-
sycznych form irodzajem magazynu niepotrzebnego biatka
,anawet formg zmiatacza form toksycznych [12]. Wystepo-
wanie réznych oligomeréw rodzi pytanie czy wszystkie sg
jednakowo toksyczne. Stwierdzona dla p-amyloidu wiek-
sza cytotoksycznos$¢ form oligomerycznych moze by¢ praw-
dziwa dla wiekszosci biatek amyloidogennych. Na $ciezce
transformacji do witokien amyloidowych prawdopodobnie
dla wigkszos$ci rodzajow monomeréw koniecznym etapem
przejsciowym jest helikalny stan posredni. Istnienie takiego

(303332) x 174 pm y:1.150 pm z: 0.004209 pm

000 400 800 pm

Rycina 1. Obrazy witoékien p-amyloidu 1-40 otrzymane technika mikroskopii
sit atomowych. Udostepnione dzieki uprzejmosci Andrzeja Szczepankiewicza i
Danka Elbauma.
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stanu przejsciowego dla wielu peptydéw i polipeptydow
a nawet dla niektorych biatek jest dobrze udowodnione
[11,13-16], Ciekawym spostrzezeniem jest fakt, ze zblizenie
do siebie helikalnych peptydéw, umocowanych jako réwno-
legta wigzka na szkielecie czgsteczki makrocyklu, zwieksza
znakomicie efektywnos$¢ transformacji do p-struktury [17].
Naturalnym wnioskiem z tych badan jest stwierdzenie, ze
dla zajscia transformacji do bogatej w p-strukture formy fi-
bryli potrzebne jest oddziatywanie miedzy helisami. Zatem
dla matych i $rednich monomerdw prawdopodobnym szla-
kiem transformacji do wtdokien amyloidowych jest przejscie
przez stan helikalny. Powstawaniu takiego stanu sprzyjac
moga warunki $rodowiska np. oddziatywanie z btong li-
pidowgq. Postuluje sie np. dla p-amyloidu, ze przyjmuje on
konformacje helikalng w kontakcie z lipidami tworzgacymi
dwuwarstwe [18]. Dla szeregu peptydéw stwierdzono, ze
dodanie do $Srodowiska trifluoroetanolu (TFE), czynnika he-
liksotwdrczego [19], przyspiesza transformacje do widkien
amyloidowych [20,21]. Obszerne omdéwienie koncepcji heli-
kalnych standw posrednich jest zawarte w artykule Abedini
i Raleigh [22], Dla wiekszych biatek postuluje sie jako waru-
nek konieczny dla zajscia amyloidogenezy czesciowe rozfat-
dowanie natywnej struktury sprzyjajacej transformacji [8],
Z topologicznego punktu widzenia mozna rozwazy¢ istnie-
nie dwoch wariantdw reakcji amyloidogenezy dla tych bia-
tek. Wyjscie od struktury helikalnej i wyjscie od p-struktury.
W pierwszym przypadku musi nastapi¢ rozkrecenie helisy,
zwigzane z rotacjg duzych fragmentow biatka (P-struktura
jest strukturg rozciggnietego gtdwnego tancucha polipepty-
dowego o ksztatcie pity zebatej, z ktérego, z atomu wegla
C-alfa, wystajg na obie strony tafncuchy boczne). W drugim
przypadku mozliwe jest po wstepnym niewielkim rozfat-
dowaniu, ze istniejgce pasma p-struktury zaczng ze sobg
oddziatywaé miedzy monomerami i w ten sposéb dokona
sie transformacja do wtdkna bez rotacji duzych fragmen-
téw biatka. Alternatywnie mozna postulowac, ze czeSciowe
rozfatldowanie doprowadzi do powstania helikalnych frag-
mentdw, a z kolei oddziatywanie tych fragmentéw wedtug
wariantu pierwszego doprowadzi do agregacji do wiokna
amyloidowego. Majac na uwadze wyniki dosSwiadczen dla
P-mikroglobuliny, biatka p-strukturalnego wydaje sie, ze w
tym przypadku etap helikalny jest omijany [23-25].

WELOKNA AMYLOIDOWE

Widkna amyloidowe sg strukturami prostymi i nierozga-
tezionymi. Przyktadowy obraz takich wtékien w mikrosko-
pii sit atomowych jest przedstawiony na rycinie 1. Czesto
morfologia tych widkien jest helikalna co wynika z wzajem-
nego okrecania sie protofibryli wzgledem siebie. Cechg cha-
rakterystyczng tych widkien jest wystepowanie poprzecz-
nie utozonych pasm p-struktury. Wspotczesne techniki
NMR ciata statego, dyfrakcji promieni Xirdznych rodzajow
mikroskopii a takze, w przypadku matych peptydéw amy-
loidogennych, krystalizacji, pozwolity na czesciowe scha-
rakteryzowanie struktury protofilamentéw niektérych po-
lipeptydow. StopieA komplikacji struktury protofilamentu
jest przedstawiony na rycinie 2, obrazujacej schematycznie
utozenie pasm p-struktury wzorowane na strukturze pro-
tofilamentu p-amyloidu zaproponowanej przez zesp6t Ro-
berta Tycko [26]. Rycina 3 pokazuje prawdopodobny uktad
utozenia protofilamentow w hipotetycznej fibryli wedtug
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Rycina 2. Schemat utozenia pasm p-struktury protofilamentu wzorowany na mo-
delu struktury protofilamentu p-amyloidu 1-40; opracowano na podstawie [25],

autora niniejszego artykutu. Ryciny 2 i 3 sg poglagdowe i
warto wspomniec, ze jest to jedna z mozliwosci oraz, ze pro-
ponowane dla innych biatek modele strukturalne wtékien
amyloidowych oparte moga by¢ na innej zasadzie organi-
zacji przestrzennej [27], WHdkna p-amyloidu charakteryzujg
sie r6zng morfologig zalezng od srodowiska w jakim po-
wstajg. Ostatnio opublikowano artykut pokazujacy mozli-
wag przyczyne polimorfizmu wtdkien p-amyloidu [28]. Opi-
sano w nim wystepowanie tak zwanego suwaka steryczne-
go (ang. steric zipper) w 11 rodzajach krysztatow krotkich
peptydéw p-amyloidu zawierajgcych odcinki amyloidogen-
ne. Autorzy postulujg, ze polimorfizm witékien p-amyloidu
moze wynika¢ z tworzenia suwaka sterycznego przez rdézne
fragmenty sekwencji p-amyloidu [28].Wspdtczesna wiedza
na temat struktury wdkien p-amyloidu jest przedstawiona
szczeg6towo w artykule Fandrich i wsp. [29], Polimorfizm

Rycina 3. Przyktadowy sposéb utozenia protofilamentéw w fibryli proponowany
przez autora. Dwa protofilamenty sa utozone réwnolegle do siebie. Powierzchnie
kontaktu miedzy nimi mogg tworzy¢ suwak steryczny.

112

0% fibryli

O poprzeczna B-struktura

Rycina 4. Idea topologii utozenia pasm P-struktury réwnolegtej i w rejestrze. Tra-
fianie identycznych reszt aminokwasowych na siebie wzdtuz osi fibryli pokazano
na przyktadzie reszt fenyloalanin 19 i 20 p-amyloidu. Rysunek jest wyidealizo-
wanym przedstawieniem utozenia taficuchéw bocznych. W rzeczywistosci tan-
cuchy te majg pewnga swobode konformacyjna powodujaca zapewne odstepstwa
w regularnosci ich utozenia. Jednakze regularno$é moze réwniez wigzaé sie z
zyskiem energetycznym i przedstawiony obraz moze nie odbiega¢ wiele od rze-
czywistego utozenia taficuchéw bocznych zwtaszcza aromatycznych.

strukturalny witékien amyloidowych jest prawdopodobnie
cechg wspdlng wszystkich rodzajow widkien amyloido-
wych [28], Cechg charakterystyczng modelu protofilamen-
tu P-amyloidu wedtug Petkova i wsp. [26] jest topologia
utozenia tancuchow polipeptydowych tworzacych pasma
P-struktury. Tak zwana réwnolegta i w rejestrze (ang. pa-
rallel and in register). Oznacza ona, ze kierunek fancucha po-
lipeptydowego od kohAca aminowego do karboksylowego
jest dla réwnolegtych w strukturze poprzecznej tancuchéw
ten sam oraz, ze sg one ustawione tak, ze reszty o tej samej
numeracji w sekwencji trafiajg na siebie wzdtuz osi proto-
filamentu (Ryc. 4). Taka topologia jest preferowana przez
wieksze polipeptydy gdyz zapewnia wiekszg liczbe oddzia-
tywan hydrofobowych wzdtuz osi protofilamentu [31]. Zja-
wisko to ilustruje rycina 5 przedstawiajaca oddziatywania
miedzy pasmami struktury poprzecznej i wewnatrz jednej
warstwy poprzecznej protofilamentu. Wystepuja zatem
dwa rodzaje oddziatywan: rownolegte wzgledem osi wtok-
na i poprzeczne. Wzdtuz osi wtdkna wystepujg oddziatywa-
nia fancuchow bocznych oraz bardzo wazne ze wzgledu na
stabilizacje wtdkna wigzania wodorowe miedzy poprzecz-
nymi gtdwnymi taricuchami polipeptydowymi. Oddziaty-
wania poprzeczne do osi wtdkna wystepujg miedzy war-
stwami (3-kartek i prawdopodobnie niektére z nich tworzg
suwak steryczny (Ryc. 6). Takie oddziatywania pierwotnie
stwierdzono w krysztatach peptydu pochodzacego z biatka
Sup35 prionu drozdzy. Takie ugrupowanie przestrzenne
nazwano "(3-spine” postulujac, ze jest gtownym kregostu-
pem powstajgcego widkna amyloidowego [32]. Rozwazania
utozenia przestrzennego oddziatywan we witdéknie prowa-
dzg jednak do wniosku, ze ilos¢ oddziatywan wzdtuz osi
witdkna (wigzania wodorowe i oddziatywania hydrofobo-
we faricuchéw bocznych) jest znaczgco wieksza niz oddzia-
tywan poprzecznych tancuchéw bocznych (suwak sterycz-
ny). Zaktadajac, ze nie ma dramatycznych réznic miedzy
efektami energetycznymi zapinania suwaka sterycznego
i wigzan wodorowych oraz oddziatywan hydrofobowych
wzdtuz osi wiokna wieksza ilos¢ tych dwoch ostatnich od-
dziatywan wskazywataby na ich wiekszg role w stabilizacji
wibékna. Z drugiej strony suwak steryczny stwierdzono w
krysztatach peptyd6éw, co uzasadnia pytanie na ile strukture
krystaliczng mozna przenosi¢ na warunki, w ktérych krysz-
taty nie powstajg. Badania przy uzyciu spektroskopii NMR
(ang. nuclear magnetic resonance) nad wtdéknami amyloido-
wymi peptydu z Sup35 wskazuja na wiekszg r6znorodnosé
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Rycina 5. Wystepowanie oddziatywan podtuznych i poprzecznych w stosunku
do osi fibryli. Zaznaczono oddziatywania hydrofobowe oraz wodorowe. Po-
kazano przekréj przez protofilament zawierajacy dwie warstwy monomerow.
Oddziatywania poprzeczne mozna podzieli¢ na pionowe (w uktadzie rysunku)
oraz boczne asocjacje tancuchéw bocznych (oddziatywania poziome w uktadzie
rysunku, nie s uwidocznione). Zaproponowany schemat pokazuje raczej idee
ukierunkowania kontaktéw miedzy tancuchami bocznymi kolejnych warstw pro-
tofilamentu niz rzeczywisty obraz oddziatywan. Takie podejScie pozwala osza-
cowac liczbe oddziatywan podtuznych i poprzecznych i ich relatywny wktad w
stabilizacje wtdkna.

strukturalng obecna w tych wiéknach niz w krysztatach
nie wykluczajgc jednak wystepowania suwaka sterycznego
[30]. Stwierdzenie, ktore z oddziatywan: podtuzne czy po-
przeczne sg najistotniejsze dla stabilizacji struktury wtdkna
bedzie miato znaczenie dla rozpoznania ciggu zdarzen pro-
wadzgcych do powstania wtdkna amyloidowego.

REGIONY AMYLOIDOGENNE

W sekwencjach aminokwasowych biatek wystepuja rejo-
ny kilku przylegajacych do siebie reszt, ktére majg poten-
cjat amyloidogenny [5-7], Wydaje sie, ze mogg to by¢ dwa
rodzaje odcinkdw sekwencji. Obszar przylegajacych reszt
hydrofobowych [33,34] lub reszt asparaginy i glutaminy jak
w biatkach prionéw drozdzy lub w biatkach o powtarza-
jacych sie sekwencjach glutaminowo-asparaginowych (ang.
glutamine, asparagine repeats). Senguen i wsp. [33,34] poka-
zali zalezno$¢ efektywnosci transformacji do (3-struktury,
od hydrofobowosci kluczowych reszt aminokwasowych
analogéw fragmentu (3-amyloidu 16-22. Opr6cz hydrofobo-
wosci rdwniez wielko$¢ przestrzenna reszt miata znaczenie
dla efektywnosci transformacji. Na podstawie tych badan
mozna wysnu¢ wniosek, ze im bardziej hydrofobowy odci-
nek amyloidogenny sekwencji tym bedzie bardziej sprzyjat
transformacji do p-struktury. Inna sytuacja jest w przypad-
ku powtdrzen sekwencji glutaminowo-asparaginowych o
wysokiej zdolno$ci do tworzenia suwaka sterycznego [32]
gdzie najprawdopodobniej oddziatywania van der Waalsa
miedzy upakowanymi gesto tancuchami bocznymi uczest-
niczacych w suwaku sterycznym reszt aminokwasowych
z przylegajacych p-kartek decyduja o trwatosci takiego
ugrupowania przestrzennego (Ryc. 6). Opracowanych jest
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Rycina 6. Schematyczne przedstawienie wzajemnego oddziatywania tancuchéw
bocznych dwéch przylegajacych warstw p-kartki w ramach suwaka sterycznego.
Jest to przyktad oddziatywan poprzecznych.

szereg metod teoretycznych przewidywania odcinkéw
amyloidogennych opartych o rézne zasady (statystyczne i
fizykochemiczne badZ ich potgczenie) [35]. Znaczenie tych
metod jest potencjalnie bardzo duze gdyz znajomo$¢ od-
cinka amyloidogennego moze pomdéc w opracowaniu leku
skierowanego na te sekwencje, hamujgcego transformacje
do p-struktury. W przypadku amyliny (IAPP) matego po-
lipeptydu (hormonu) znajomo$¢ amyloidogennych reszt
aminokwasowych doprowadzita do opracowania synte-
tycznej amyliny, ktora zostata zarejestrowana do leczenia
ludzi w przypadku cukrzycy typu pierwszego idrugiego, w
ktorej amylina tworzy witokna amyloidowe. W syntetycznej
amylinie zastapiono reszty hydrofobowe F25, L28,129 przez
reszty proliny, znany tamacz p-struktury, przez co zmienio-
no jej wtasciwosci w kierunku braku tendencji do agregacji.
Dalszy rozw6j metod teoretycznego wyszukiwania odcin-
kéw amyloidogennych sekwencji aminokwasowych biatek
i peptydow bedzie sprzyjat opracowaniu metod zapobiega-
nia ich amyloidogenezie.

PODSUMOWANIE

Ostatnie lata przyniosty znaczny postep w badaniach nad
amyloidogenezg. Tworzgce sie w reakcji amyloidogenezy
oligomery uwazane sg za formy szczegélnie cytotoksyczne
podczas gdy dojrzate widkna w ztogach amyloidowych sg
zapewne mniej szkodliwe i prawdopodobnie moga spetniaé
role zmiataczy szkodliwych form oligomerycznych. Jezeli
chodzi o formowanie sie oligomeréw to wydaje sig, ze od-
dziatywania hydrofobowe majg znaczng role. Polimorfizm
dojrzatych wiékien moze wynika¢ z zapoczatkowania oli-
gomeryzacji przez inny odcinek amyloidogenny. Dla wielu
polipeptydéw pierwszym etapem tworzenia oligomerdw
jest wyjsciowy lub przejsciowy stan helikalny. Rozwdj teo-
retycznych metod przewidywania odcinkdw amyloidogen-
nych moze utatwi¢ projektowanie zwigzkéw chemicznych
(np. peptydéw) do ich blokowanie w celu zapobiezenia
agregacji.
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ABSTRACT

Unwanted aggregation of proteins into amyloid fibrils caused by protein misfolding is connected with many human and animal diseases.
Mechanism of this process is intensively studied. In the present paper main achievements in this field are described. Some researchers pos-
tulate that fibrils are the less harmful species and the most toxic species are the earlier aggregates on the path to mature fibrils..Therefore,
monomeric, oligomeric and finally mature fibrils stages of the reaction of amyloidogenesis are reviewed with attention payed to the problem

of structural polymorphism of fibrils.
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