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Krajowa Nagroda Naukowa z Zakresu Genetyki Roslin im. Stefana Barbackiego 2000

Rada Naukowa Instytutu Genetyki Roslin PAN w Poznaniu ustanowita Krajowa Nagrode Naukowa
z Zakresu Genetyki Ros$lin im. Stefana Barbackiego.

Idea nagrody jest wyrdznianie mtodych naukowcéw zajmujacych sie genetyka roélin i promowanie
osiagni¢¢ bedacych rezultatem badan prowadzonych w warunkach krajowych laboratoriow.

Nagroda przyznawana jest od 1994 roku corocznie, przez Kapitutg Nagrody, za oryginalne prace ba-
dawcze udokumentowane publikacjg w krajowym lub zagranicznym czasopi$mie w okresie ostatnich trzech
lat, dotychczas nienagradzane.

W roku 2000 zostali wyrdznieni:
nagroda I stopnia — dr MARCIN PRZEWLOKA

(IBER UW, Warszawa) za ,,Prace nad nowymi funkcjami histonéw ro§linnych w procesach wytwarzania gamet”

nagroda II stopnia — dr MARK SZKLARCZYK

(KGHiN AR, Krakdéw) za ,,Badania nad meolekularnymi podstawami cytoplazmatycznej megskiej sterylnosci u mar-
chwi”

Sponsorami funduszu nagrod byli: Agencja Wtlasnosci Rolnej Skarbu Pafistwa — Warszawa, Dom
Handlowy Nauki — Poznan, PlantiCo Hodowla i Nasiennictwo Ogrodnicze Golgbiew — Glgbiew /Kutno, Planti-
Co Hodowla i Nasiennictwo Ogrodnicze w Swigtostawiu — Kruszyn, Poznanska Hodowla Roslin — Tulce k/Po-
znania, ,,Spdjnia” Hodowla i Nasiennictwo Ogrodnicze Nochowo-Srem
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Profesor Kazimierz Zakrzewski

1918 — 2000

Kazimierz Zakrzewski urodzit si¢ 11 listopa-
da 1918 roku w Warszawie. Studiowal medycy-
ne w Warszawie 1 we Lwowie, tam tez uzyskal
dyplom lekarza w roku 1941. Biochemig interc-
sowal sig juz podczas studiéw 1 byt wolontariu-
szem w Zakladzie Chemii Fizjologicznej profe-
sora Stanistawa Przyleckiego w Warszawie, a
pozniej w Zaktadzie Chemii Lekarskiej profeso-
ra Jakuba Karola Parnasa we Lwowie. W latach
194611947, jako stypendysta fundacji Rockefel-
lera, Kazimierz Zakrzewski studiowat w Londy-
nskiej Szkole Higieny i Medycyny Tropikalnej,
potem w Zakladzie Biochemii Instytutu Listera
w Londynie pod kierunkiem profesora Waltera
T.J. Morgana, jednego z tworcOw wspoiczesne)
immunochemii. W latach pdzniejszych pracowat
okresowo w laboratoriach w Paryzu i w Nowym
Jorku. W latach 1959-1960 byt Sekretarzem Na-
ukowym Komitetu ONZ do Badania Skutkow
Promieniowania.

Swa prace zawodowa rozpoczal Kazimierz
Zakrzewski jako inspektor nadzoru przeciwepi-
demicznego. Od 1948 do 1952 roku byt asysten-
tem 1 adiunktem w Zakladzie Chemii Fizjolo-
gicznej Uniwersytetu Warszawskiego, gdzie
doktoryzowat sie¢ w 1949 roku. Stopien docenta
otrzymat w roku 1954, a tytut profesora w 1963
roku.

W 1951 roku zorganizowal Zaktad Biochemii
w nowopowstajacym Instytucie Hematologii,
dokad przenidst sie wraz ze wspolpracownika-
mi, woéwczas jeszcze studentami, i pracowat tam
przez 10 lat. W latach 1955-1973 byt konsultan-
tem w Wytworni Surowic i Szczepionek, tam tez
zorganizowat Centralne Laboratorium, ktorego
zostal kierownikiem. ROwnocze$nie, w okresie
1958-1961, byt konsultantem w Instytucie On-
kologii im. Marii Sklodowskiej-Curie. W latach
1961-1986 pracowat w Instytucie Badan Jadro-
wych, poczatkowo w Zaktadzie Radiobiologii na
Zeraniu, nastegpnie w oddziale Instytucie w
Swierku jako kierownik Zaktadu Radioimmuno-
logii. Pracami Zaktadu kierowat do przejscia na

emeryturg w 1986 roku, pozostal jednak nadal
czynny naukowo jako konsultant, a od 1988 roku
dyrektor do spraw  badawczo-rozwojowych
przedsigbiorstwa innowacyjnego Bion w
Putawach 1 Warszawie.

W swojej dzialalno$ci naukowej profesor Ka-
zimierz Zakrzewski zawsze $cisle taczyt prace
badawcze ze stosowanymi. Wérdd tych ostatnich
miat wiele trwalych osiagnigé, jak technologia
produkcji dekstranu, waznego w medycynie po-
lowej $rodka krwiozastgpczego.

Tematyka prac badawczych profesora Za-
krzewskiego koncentrowata si¢ glownie wokét
zagadnien struktury i1 funkcji makromolekul, a w
szczegoblnosci tych, ktore biorg udziat w zjawi-
skach homeostazy ustrojowej czltowieka. Jego
wczesne badania dotyczyly antygenow soma-
tycznych drobnoustrojéw, ich struktury i zmien-
nos$ci; pozniejsze za$ antygendéw komorek orga-
nizméw wyzszych i antygenéw indukowanych
przez transformujace wirusy.

Badania wilasciwosci  fizykochemicznych
biatek krwi zaowocowaly serig publikacji do-
tyczacych glownie albuminy surowicy ludzkie;j.
W szczegdlnoscei opisat On cechy strukturalne
miejsc wiazania przez nie kwasdéw tluszczo-
wych, wykryl nieznany dotad wariant albuminy
ludzkiej oraz stechiometryczne kompleksy bak-
teryjnych aktywatoré6w z plazminogenem, opi-
sat role grup tiolowych w strukturze cerulopla-
zminy. Szeroko rozbudowat badania nad immu-
noglobulinami ludzi i zwierzat, metodyka ich
izolowania, ruchliwo$cia molekularna, restytu-
cja natywnej struktury z rozdzielonych podjed-
nostek, uzyskat wysokooczyszczone preparaty
ludzkiej substancji grupowej A. Pod Jego kie-
runkiem opracowano szereg procedur oznacza-
nia hormondw i markeré6w nowotworowych me-
toda radioimmunologiczng; znalazly one szero-
kie zastosowanie w polskim lecznictwie. Sto-
sujac dzisiejsze nazewnictwo mozna profesora
Zakrzewskiego okresli¢ jako prekursora bio-
technologii medycznej.



Opublikowany dorobek profesora Zakrzew-
skiego liczy blisko 150 prac, do czego doda¢ na-
lezy patenty. Wiele z nich zyskato wyrdznienia
srodowiskowe 1 nagrody resortowe. Swietnie
wyktadat. Jego prelekcje i seminaria zawsze cie-
szyly si¢ szczegblnie wysoka frekwencjg uczest-
nikow. Seminaria z zakresu biochemii i radiobio-
logii byly na tak znakomitym poziomie, ze gro-
madzily stuchaczy z kilku warszawskich instytu-
tow. Efekty dziatalnosci dydaktycznej Profesora
mozna wyrazi¢ liczba kilkunastu magistrow oraz
kilkunastu doktorow nauk medycznych, biolo-
gicznych 1 chemicznych. Z Jego zakladow
wyszto kilku doktoré6w habilitowanych, pia-
stujacych wysokie godnosci naukowe w kraju 1
zagranica.

Profesor Kazimierz Zakrzewski byt czlon-
kiem Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
od jego powstania w roku 1958, a w Federacji
Europejskich Towarzystw Biochemicznych od
jej utworzenia w roku 1964. Zar6wno w naszym
Towarzystwie, jak i w Federacji uczestniczyl w
wielu komisjach specjalistycznych i peinit funk-
cje prezesowskie. W roku 1960 zostat cztonkiem
Nowojorskiej Akademii Nauk. Byt cztonkiem
wielu komitetow Polskiej Akademii Nauk, rad
naukowych réznych instytutow, a takze rad re-
dakcyjnych czasopism krajowych i migdzynaro-
dowych.

Od poczatkow dziatalno$ci Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego Kazimierz Zakrzewski
byt cztonkiem Zarzadu Gtoéwnego, kolejno jako
skarbnik, wiceprezes, a od 1963 do 1967 roku
jako prezes. W tym czasie powstaly podstawy
organizacyjne 1 pierwszy statut. Aby zapobiec
wpetryfikacji” Towarzystwa przyjeto wowczas,
na wniosek profesora Zakrzewskiego, zakaz
petnienia we wtadzach tej samej funkcji dluzej
niz przez dwie kadencje, z mozliwoécia podjecia

tej samej funkcji po kilkuletniej przerwie.
Uchwalono, takze na Jego wniosek, zasady co-
rocznego odbywania ogélnokrajowych zjazdéw
Towarzystwa doceniajac ich znaczenie szkole-
niowe oraz integrujace $rodowisko biochemicz-
ne. Przyjeto tez zasadg corocznego przyznawa-
nia Nagrody im. Jakuba Karola Parnasa za naj-
lepszg prace doswiadczalng wykonana w kraju
oraz Nagrody im. Bolestawa Skarzynskiego za
najlepszy artykul opublikowany w ,,Postepach
Biochemii™.

W latach sze§c¢dziesiatych Towarzystwo zor-
ganizowato dwa wielkie zjazdy biochemiczue w
czym decydujaca rolg grat Kazimierz Zakrzow-
ski. W 1963 roku odbyl si¢ w Lodzi I Kongres
Biochemii Polskiej, w 1967 roku w Warszawie
[II Zjazd Federacji Europejskich Towarzystw
Biochemicznych. Jako organizator tego zjazdu
profesor Zakrzewski byl wowczas prezesem Fe-
deracji. Chetnie i kompetentnie stuzyt pomoca i
rada organizatorom lokalnych i ogolnokrajo-
wych zjazdow Towarzystwa. Inicjowal i wspie-
ral wspoiprace naszego Towarzystwa z pokrew-
nymi towarzystwami naukowymi.

W okresie 1980-1986 profesor Zakrzewski
ponownie byl przez dwie kadencje prezesem
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. Z
Jego inicjatywy Towarzystwo przystapilo do
ogo6lnokrajowego porozumienia towarzystw na-
ukowych. Zainicjowana wdwczas przez porozu-
mienie akcja zbierania podpiséw pod apelem do
Sejmu w sprawie stanu nauk przyrodniczych wy-
warla duze wrazenie.

Do ostatnich dni nie ustawal w swej dzialalno-
$ci. Propozycje dotyczace niezbgdnej modyfika-
cji statutu Towarzystwa konsultowat z przedsta-
wicielami ~ Oddzialéw.  Mobilizowal  do
wspoéldziatania.

Zofia Zielivska



Wspomnienie o profesorze Zakrzewskim

Piszac o profesorze Kazimierzu Zakrzew-
skim wystgpuje w podwdjnej roli jako jego
uczen 1 dyrektor naukowy Instytutu Hematologii
w Warszawie, ktorego profesor byt wspdlorga-
nizatorem. Moja znajomos¢ z Nim datuje si¢ od
roku 1950, kiedy wraz z moim kolega Krzyszto-
fem Murawskim, obaj zainteresowani nowga
dyscypling biochemia, zjawili$my si¢ w nauko-
wym kolku biochemicznym dla studentow me-
dycyny przy Katedrze Chemii Fizjologicznej
Uniwersytetu Warszawskiego. W nastepnym
roku zabrat nas do nowotworzonego Instytutu
Hematologii gdzie podjgliSmy pracg pod jego
kierunkiem. Profesor Zakrzewski nas
uksztattowal iuczynit pracownikami naukowy-
mi. ByliSmy pod wrazeniem jego silnej osobo-
wosci, szerokich horyzontéw wiedzy, energii 1
zdolnoSci organizacyjnych Z trzech studentow
medycyny, bo byla z nami jeszcze Janka Malec,
kilku chemiczek bez przygotowania naukowego
i jednej lekarki utworzyl dobrze pracujacy ze-
spol. Profesor Zakrzewski miat rozlegle zainte-
resowania naukowe, ale jego ulubiong dziedzing
byly aplikacje, nowe leki i pomoc chorym. W
kraju, ktory dopiero dzwigat sig¢ ze zniszczen
wojennych, w nowym instytucie bez tradycji na-
ukowych, uruchomit na duza skalg i przy pomo-
cy nowoczesnych metod produkcje albumin, im-
munoglobulin, dekstranu oraz catego szeregu in-
nych lekéw. Godnym podkreslenia jest fakt, ze
byly one wtedy wytwarzane tylko w nielicznych
krajach na $§wiecie, Stanach Zjednoczonych, An-

gliii Szwecji. Wiele z nich produkuje si¢ w Pol-
sce do dzi§ wedlug podobnej lub nieco tylko
zmienionej technologii jak np. immunoglobuli-
ny anty-D i anty-HBs. Byty i inne osiagnigcia w
tym dydaktyczne 1 organizacyjne ktoérych
wszystkich nie sposob wymienié. Jestem pe-
wien, ze zdziatalby znacznie wigcej w warun-
kach gospodarki rynkowej. Tym niemniej polska
biochemia, hematologia i transfuzjologia za-
wdzigczaja mu bardzo duzo. Wielu tez pamigta
Jego znakomite wyktady na ré6znych kongresach
1 zjazdach naukowych.

Prof. Zakrzewski byl cztowiekiem wybitnym
ale i bezkompromisowym. Jesli w co$ wierzyt to
o swoje racje walczyt do konca. Teg sama miarg
przykladatl do krytyki naukowej. I tu byl bez-
kompromisowy. Byt cztowiekiem walki. Nieste-
ty nie moégt wygraé walki z nieuleczalna cho-
roba. W pozniejszym okresie jego zycia, gdy
przestaly juz nas taczy¢ stosunki typu mentor-u-
czen odkrytem, ze byt cztowiekiem bardzo sym-
patycznym pod wzgledem towarzyskim. Bardzo
mile wspominamy z Krzysztofem Murawskim
nasze spotkania z Kazikiem przy szklaneczce
whisky na mitej rozmowie o nauce i nie tylko.
Jego cierpienia i zmagania z cigzkg 1 wynisz-
czajacg choroba gieboko nas poruszyly. Bedzie-
my Go zawsze pamigta¢ jako naszego nauczy-
ciela i kolege.

Jerzy Koscielak
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ARTYKULY

CCC DNA — posrednia forma replikacyjna genomu

HBYV

CCC DNA — the intermediate replication form of HBV

genome

MALGORZATA SIDORKIEWICZ

Spis tresci:

I. Wstep
II. Cykl replikacyjny HBV
iI-1. Powstawanie pregenomowego RNA
II-2. Proces odwrotnej transkrypeji
ITI. Rola posredniej formy replikacyjnej HBV — CCC DNA
HI-1.CCC DNA w cyklu Zyciowym HBYV
III-2. CCC DNA w mechanizmie przetrwania zakazZenia
IV. Uwagi koficowe

Wykaz stosowanych skrétéw: HBV— wirus zapalenia watro-
by typu B; IFN o — interferon alfa; CCC DNA— forma kowa-
lencyjnie zamknigtego, kolistego DNA (ang. covalently closed
circular DNA)

I. Wstep

Przewlekle zapalenie watroby, powstajace na sku-
tek nie wyeliminowania wirusa zapalenia watroby
typu B (HBV) przez zakazony organizm, znacznie
zwigksza ryzyko rozwoju pierwotnego raka watroby
i marsko$ci watroby [1, 2]. Obecnie jedynym prak-
tycznie stosowanym sposobem kontroli replikacji
HBYV jest hamowanie aktywno$ci wirusowej polime-
razy. W praktyce klinicznej realizowane jest to przez
stosowanie interferonu alfa (IFN a) [3, 4] oraz analo-

Dr, Zaktad Biochemii, IFiB Akademii Medycznej w Lodzi,
90-131 Lodz, ul. Lindleya 6, e-mail: msidor@psk2.am.lodz.pl
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Contents:

1. Introduction
II. Replication cycle of HBY
II-1. Pregenomic RNA formation
II-2. Process of reverse transcription
1. The role of HBV intermediate replication form — CCC
DNA
I1I-1. CCC DNA in life cycle of HBV
II-2. CCC DNA in the mechanism of infection
persistance
IV. Concluding remarks

gdéw nukleozydéw takich jak famcyklowir [5] i la-
miwudyna [6]. W wyniku stosowanej terapii docho-
dzi u czgsci pacjentéw do zahamowania procesu re-
plikacji[7-9]. Zjawisku temu towarzyszy odpowiedz
immunologiczna organizmu w postaci przeciwciat
skierowanych przeciw antygenowi HBe, rzadziej se-
rokonwersja w ukladzie HBs, obnizenie poziomu
HBV DNA w surowicy. Jednak w wielu przypad-
kach, po zakonczeniu leczenia, replikacja HBV zo-
staje wznowiona, co oznacza, ze leczenie nie dopro-
wadzito do catkowitej eliminacji wszystkich form
wirusa z ustroju [10]. Tak wigc podstawowa wada
wymienionych czynnikdw jest brak trwalej odpowie-
dzi na leczenie oraz pojawianie sig szczepéw opor-
nych na stosowane czynniki [11, 12].

Badania prowadzone na zwierzecych modelach
wiruséw hepatotropowych wskazuja, ze mechanizm
przetrwania zakazenia moze byé bezposrednio
zwiazany z formowaniem trwatych, kowalencyjnie
zamknigtych, kolistych czastek wirusowego DNA
(forma CCC DNA), ktére maja mozliwosé migracji
do jadra hepatocytu i,,przeczekania” terapii przeciw-
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wirusowej [13]. Co wigcej, pula CCC DNA magazy-
nowana w jadrach zakazonych hepatocytow powigk-
sza sig, jesli z jednej strony ograniczone zostajc wy-
dzielanie wiriondw na zewnatrz hepatocytu, z dru-
giej za$ nasila si¢ wewnatrzkomarkowy szlak prze-
ksztalcen, w wyniku ktérego dojrzate czastki nukle-
okapsydowe trafiaja do jadra hepatocytu.

W podobny sposéb moze dochodzi¢ do przetrwa-
nia zakazenia HBV u osob poddawanych terapii an-
tywirusowej, ktéra hamujgc sam proces replikacji,
nie prowadzi do eliminacji wirusowego CCC DNA.
Wydaje sie, ze skuteczno$é metod leczenia przc-
wleklego zapalenia watroby typu B ograniczona jest
gtownie przez brak lekow oddziatujacych bezpo-
$rednio na forme¢ CCC wirusowego DNA.

W ponizszym artykule prze$ledzimy doktadniej
proces replikacji HBV ze szczegdlnym uwzglednie-
niem roli czastek CCC DNA oraz przeanalizujemy
jakie moze by¢ znaczenie formy CCC DNA w me-
chanizmie przetrwania zakazenia HBV w warunkach
presji antywirusowe;.

II. Cykl replikacyjny HBV

Swoistos¢ gatunkowa HBV, ktéry wywoluje zaka-
zenie tylko u wyzszych naczelnych [14], jego Scisty
hepatotropizm oraz brak dostgpnych modeli do ba-
dafi in vitro ograniczaly badania nad strategiq repli-
kacyjna tego wirusa. Dopiero odkrycie innych wiru-
séw hepatotropowych, ktorych gospodarzami sg
zwierzeta oraz wykorzystanie transfekowanych
HBYV komorek ludzkiego watrobiaka [15, 16] dopro-
wadzito do rozwoju wydajnych systemow umozli-
wiajacych badanie mechanizmu zakazenia i replika-
cji HBV.

Genom wirusa zapalenia watroby typu B stanowi
episomalne DNA o dtugo$ci okoto 3200 pz [17]. Jak
u wszystkich Hepadnawiruséw genom [18] wystg-
pujacy w czastkach infekcyjnych zbudowany jest z
czgsciowo dwuniciowej, kolistej czastki DNA. Uni-
kalny sposob replikacji wirusow Hepadna odkryto
dzieki wykazaniu obecnodci duzych ilo$ci nici (-) wi-
rusowego DNA niesparowanych z ni¢mi (+) w zaka-
zonych hepatocytach. Obecno$¢ takich form nie
dawata si¢ wyjasni¢ w oparciu o klasyczny semikon-
serwatywny mechanizm replikacji. Dalsze badania
prowadzone w latach 80-dziesigtych dowiodly, Ze
proces replikacji Hepadnawiruséw jest bardzo
zlozony 1 obejmuje tworzenie pregenomowego
RNA, a nastgpnie jego odwrotna transkrypcjg {19],
ktora rozpoczyna si¢ w cytoplazmie komérek gospo-
darza a konczy wewnatrz wirusowego kapsydu

(Ryc. 1).
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1I-1. Powstawanie pregenomowego RNA

Tak jak w przypadku innych ,,optaszczonych” wi-
rusow wejscie nukleokapsydu do cytosolu komérko-
wego uzaleznione jest od potaczenia otoczki wiruso-
wej z blong komorkowa. HBV przytacza si¢ do hepa-
tocytu poprzez specyficzny, niezidentyfikowany do
tej pory [20] receptor w blonie hepatocytu, ktéry roz-
poznaje na powierzchni otoczki wirusowej fragment
rejonu preS1 (21-47 aa) powierzchniowcego biatka L
[21, 22]. Dla DHBV wykazano bezpo$rednia zale-
zno$¢ zakaznosci wirusa od obecnosci domeny preS1
[23]. Po wniknieciu do hepatocytu, HBV traci otocz-
ke glikoproteinowa, a wirusowy genom, prawdopo-
dobnie jeszcze w postaci nukleokapsydu [24], prze-
dostaje si¢ do jadra hepatocytu. Blokowanie interak-
cji pomiedzy HBV i blonowym receptorem komér-
kowym, a nast¢pnie blokowanie transportu genomu
wirusowego do jadra hepatocytu moga sta¢ si¢ po
identyfikacji ich mechanizmu [25] podstawa nowe;j
strategii antywirusowe;j.

Pierwszy etap replikacji nastepuje po oddzieleniu
biatek rdzeniowych. Asymetryczne czastki wiruso-
wego DNA (forma RC DNA) przeksztalcane sa w
kowalencyjnie zamknigte koliste czastki DNA (for-
ma CCC DNA). Proces ten zachodzi przez dobudo-
wanie nici (+) na matrycy nici (-) dzigki aktywnosci
polimerazy DNA zaleznej od DNA. Po odlaczeniu
biatka i oligorybonukleotydu (stuzacych jako prime-
ry w procesie odwrotnej transkrypcji) nastgpuje liga-
cja i kowalencyjne zamknigcie obu nici DNA [26].
Szybkos¢ whudowywania nukleotydéw do niepelne;j
nici (+) DNA stala sie podstawa pomiaru aktywnoSci
wirusowe] polimerazy (pDNA) in vitro [27], metody
ktora shuzy do oceny poziomu replikacji HBV [28].

Nastgpnym etapem cyklu zyciowego HBV jest
transkrypcja CCC DNA. Poniewaz HBV wykorzy-
stuje komodrkowsa ,,maszyneri¢ transkrypcyjng”,
lacznie z jadrowymi czynnikami transkrypcyjnymi
oraz komorkowa RNA polimerazg Il, bardzo trudne
jest na tym etapie zastosowanie czynnikéw antywi-
rusowych. Cztery gtowne wirusowe RNA transkry-
bowane na matrycy CCC DNA, posiadajg zmodyfi-
kowany koniec 5° (cap) oraz 3’ (poliA), ale nie pod-
legaja sktadaniu [29]. Wszystkie wirusowe promoto-
ry zlokalizowane sg na jednej nici DNA, a wszystkie
transkrypty sg syntetyzowane w tym samym kierun-
ku przez polimeraze RNA 11[30]. Z jadra hepatocytu
transkrypty kierowane sg do cytoplazmy, gdzie sta-
nowig matrycg do syntezy co najmniej siedmiu pro-
duktéw biatkowych genomu HBV.

Najdtuzszy wirusowy transkrypt, inicjowany jest
w promotorze rdzeniowym C. W trakcie jego syntezy
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polimeraza RNA ,jignoruje” [30], w czasie ,,pierw-
szego czytania” matrycy, sygnal poliadenylacji
polozony w bezposrednim sasiedztwie promotora C,
co prowadzi do powstania transkryptu o dlugosci 3,5
kz, czyli przekraczajacej jednostkowsa dtugos¢ geno-
mu HBV. Transkrypt ten wykorzystywany jest jako
matryca do replikacji genomu (tzw. pregenomowe
RNA) w procesie odwrotnej transkrypcji oraz jako
mRNA do syntezy biatka rdzeniowego ¢ (HBcAg),
antygenu e (HBeAg) oraz biatka polimerazy
(biatko P) [31].

Transkrypty o diugosei 2,4 1 2,1 tys zasad koduja
biatka powierzchniowe (biatka otoczki wirusowej)
[32]. Najmniejszy wirusowy transkrypt o diugosci

4

utworzenie pregenomowcgo RNA, proces odwrotnej transkrypeji az do

0,9 kz. koduje biatko X, ktore wykazuje wiasnosci
aktywatora transkrypcji genow wiasnych jak i ko-
morkowych [33, 34]. Biatko X moze okazaé sie do-
godnym celem terapii antywirusowej, wykazano bo-
wiem w badaniach prowadzonych na modelu zwie-
rzgcym z WHV [35], Ze jest ono niezbgdne do zaini-
cjowania infekcji wirusowej in vivo.

Uzycie antysensownych RNA skierowanych prze-
ciw poszczegblnym genom HBV rozwazane jest jako
$rodek hamujacy transkrypeje i translacje HBV, przy
czym szczegblne znaczenie moze mie¢ tutaj antysen-
sowne RNA jako czynnik zmniejszajacy ilo$¢ prege-
nomowego RNA. Oprécz dzialania antywirusowego,
antysensowne RNA jest doskonatym narzedziem do

POSTEPY BIOCHEMII 47(1), 2001



badania funkcji poszczegdlnych rejonéw transkryp-
tow HBV [36].

II-2. Proces odwrotnej transkrypcji

Po procesie translacji pozostajace w cytoplazmie
biatka rdzeniowe i polimerazowe oddziatuja specy-
ficznie z pregenomowym RNA tworzac nukleokap-
syd. Czastki kapsydowe skiadaja si¢ z pregenomo-
wego RNA potaczonego z wirusowq polimeraza i z
240 podjednostek biatka rdzeniowego tworzacego
zewngtrzng czgS¢ kapsydu [37]. Za upakowanie
RNA wewnatrz czasteczki nukleokapsydowej odpo-
wiedzialna jest wystepujaca w RNA sekwencja na-
zwana epsilon (g) [38, 39]. We wnetrzu utworzonych
nukleokapsydéow rozpoczyna sig, niezalezny od
czynnikéw pochodzacych z cytoplazmy komorek go-
spodarza, proces odwrotnej transkrypcji.

Unikalng cecha odwrotnej transkrypcji HBV jest
wykorzystanie reszty
N-kofica wirusowej polimerazy jako startera w syn-
tezie nici (-) DNA [40]. Utworzenie kowalencyjnego
polaczenia pomigdzy pierwszym deoksyrybonukle-
otydem a resztg tyrozyny [41] wymaga oddzialywa-
nia polimerazy ze stabilng II-rzgdowa struktura pe¢ -
tli € [42, 43]. Struktura € obecna jest zar6wno na 5’
jaki3” koficu pregenomowego RNA, ale specyficzna
interakcja polimerazy, inicjujaca proces odwrotne;j
transkrypcji, zachodzi z kopia zlokalizowang na 5’
koncu pregenomu. Sekwencja nukleotydowa zawar-
ta w rejonie € jest wykorzystywana jako matryca do
syntezy 4 pierwszych nukleotydéw nici minus DNA.
Wystepowanie takiej sekwencji (UUAC) w rejonie
epsilon, wykazano we wszystkich genomach ssa-
czych wirusow Hepadna [44].

W pierwszym etapie reakcji pomiedzy polime-
raza, strukturg ¢ i nukleotydami dochodzi do kowa-
lencyjnego polaczenia reszty tyrozynowej z dGMP.
W drugim etapie dobudowywane sg kolejne trzy nu-
kleotydy (Ryc. 2). Kompleks 4 nukleotydy -+ polime-
raza oddysocjowuje nastgpnie od matrycy RNA przy
S’ koncu i przytacza si¢ do komplementarnej se-
kwencji DRI na 3’ koficu pregenomu. Synteza DNA
jest kontynuowana w kierunku 5’ pregenomu.
Wydtuzanie nici (-) DNA w kierunku 5’ pregenomu
powoduje powstanie krotkiego nadmiarowego frag-
mentu koncowego o dlugosci ok. 8 nukleotydow,
ktéory umozliwia prawdopodobnie ,przeskok”
wydluzajacej si¢ nici DNA. Roéwnoczeénie z
wydtuzaniem nici (-) DNA postepuje hydroliza ma-
trycowego RNA dzigki aktywnosci RNA-zy H wiru-
sowej polimerazy. Ograniczona hydroliza pregeno-
mowego RNA prowadzi do pozostawienia na 5’-ko-

tyrozyny pochodzacej z
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ficu RNA 18-rybonukieotydowego fragmentu, ktory
stuzy w nast¢pnym etapie jako primer do inicjacji
syntezy nici (+) DNA [45]. Primer ten ulega translo-
kacji z kofica 3’nici DNA minus [46] do miejsca DR2
na & koncu nici minus DNA. Synteza nici plus poste-
puje od DR2 do konca 37 nici minus [29] na dlugosei
ok. 240 nukleotydéw. Nastepnie na skutek
wewnalrzczasteczkowego ,,przetaczenia” matrycy
synteza kontynuowana jest na 3’ konicu nici minus
[47]. Liniowy DNA jest w ten sposob przeksztatcany
w kolisty cz¢sSciowo dwuniciowy. Specyficzng cechg
procesureplikacji HBV, odpowiedzialng za unikalny
charakter genomu jest wige zachodzace 3-krotnie w
czasie jednego cyklu replikacyjnego ,przefaczania
matrycy”: raz w trakcie syntezy nici minus [41{, 4,
48] oraz dwa razy w trakcie syntezy nici plus {45, 47,
49].

Sktadanie wiriondw (czastek Dane’a) stanowi
koficowy etap cyklu zyciowego HBV. Riatka po-
wierzchniowe zawieraja sekwencje sygnatowe, dzig-
ki ktorym trafiajg bezposrednio po translacii do reti-
kulum endoplazmatycznego [50]. Tam wiazg si¢ one
z dojrzatymi czastkami nukleokapsydowymi i sg wy-
dzielane na zewnatrz hepatocytdw przez konstytu-
tywny szlak wydzielniczy [51]. Bezposredni wplyw
na morfogeneze czastek HBV maja biatka szoku
cieplnego Hes70, oddziatujace z powierzchniowym
biatkiem L [52]. Pozostala cze§é biatek powierzch-
niowych zbierana jest, a nastepnie wydzielana w po-
staci pustych, subwiralnych czastek (HBsAg), kto-
rych wysokie stgZenia obserwuje si¢ w surowicy za-
kazonych osob [53].

Poznanie mechanizmu formowania nukleokapsy-
du, a nastgpnie optaszczania i sekrecji czastek wiru-
sowych z zakazonego hepatocytu {54, 55] moze staé
si¢ podstawa rozwiniecia metod hamowania tego
zlozonego procesu, a tym samym blokowania infek-
c¢ji HBV.

ITI. Rola posredniej formy replikacyjnej
HBV-CCC DNA

W zakaznej czastce wirusowej nici minus DNA, o
dhugos¢ ok. 3200 zasad, towarzyszy komplementar-
na ni¢ plus, ktorej dtugos¢ stanowi 40-60% nici (-)
DNA. Wystepowanie genomu wirusowego w tak nie-
zwyklej, asymetrycznej formie wyjasnié mozna
ograniczong podaza wolnych trifosforanéw deoksy-
nukleozydéw wewnatrz nukleokapsydu podczas
trwania procesu replikacji [56]. Ten niedobér
wplywa hamujaco na synteze nici (+) DNA, pro-
wadzac w efekcie do sekrecji wiriondw wyposa-
zonych w réznej dtugosci nici (+). ,,Luka” w struktu-
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Ryec. 2. Synteza nici DNA w cyklu replikacyjnym HBV: A, oddzialywanie wirusowej polimerazy (P) ze struktura € na 5’koficu pregenomowego RNA
umozliwia utworzenie primera, skiadajacego sig z krotkiego oligonukleotydu polaczonego z N-koncowa reszta Tyr polimerazy; B, przeniesie-
nie primera na komplementarng sekwencje DRI na koricu 3° RNA, synteza nici (-) DNA odbywa sie dzigki aktywnoséci odwrotnej transkrypta-
zy; C, wydluzanie nici (-) DNA z jednoczesna hydroliza pregenomowego RNA (aktywnoéé RNazy H); D, przeniesienie oligomern RNA z3’do
komplementarnej sekwencji na 5° koncu nici (-) DNA; E, rozpoczgcie syntezy nici (+) wirusowego DNA; F, wydluzanic nici (+) DNA, utwo-
rzenie czgsciowo dwuniciowej, cyrkularnej struktury genomu charakterystycznej dla wiruséw Hepadna.

rze genomu niec wywoluje zadnych konsekwencji w
funkcjonowaniu genomu. Niemniej jednak do rozpo-
czgcia procesu replikacji niezbgdne jest prze-
ksztalcenie czgSciowo dwuniciowej kolistej formy
genomu HBV (forma RC) w dwuniciowa, kowalen-
cyjnie zamknigta kolista form¢ DNA (CCC DNA).
Przeksztatcenie formy RC w forme¢ CCC odbywa
si¢ bezposrednio po wniknigciu genomu HBV do
jadra hepatocytu. Synteza CCC DNA zachodzi dzig-
ki aktywnos$ci wirusowej polimerazy DNA zaleznej
od DMNA [26], cho¢ nie wyklucza si¢ udziatu w tym
procesie enzymow komdrkowych [57]. Analiza cy-
klu replikacyjnego HBV sugeruje, ze forma CCC
DA powstawaé moze w pierwszym etapie replika-
cji z wiriondw, ktére wnikngly do hepatocytu z no-
wosynietyzowanych czastek nukleokapsydowych,

6

ktére poprzez wewnatrzkomoérkowy szlak prze-
ksztalcen kierowane sg z cytoplazmy do jadra ko-
morkowego. Obecno$¢ CCC DNA w surowicy sy-
gnalizowana w pewnych doniesieniach [58] moze
by¢ ttumaczona lizg hepatocytow nastgpujaca w wy-
niku ataku specyficznych cytotoksycznych komorek
T [59]. Z drugiej strony na obecno$¢ formy CCC w
surowicy wplywac moze pozawatrobowa replikacja
wirusa. Chociaz organem docelowym zakazenia
HBV jest watroba to w wielu badaniach wykazano
obecnosé¢ HBV DNA réwniez w szpiku kostnym, $le-
dzionie, nerkach, zoladku itd [60]. Nierozstrzygnieta
pozostaje mozliwo$¢ replikacji HBV w jednojadrza-
stych komorkach krwi (PBMC) [61, 62]. Ze wzglgdu
na wystepujacy przy zakazeniu HBV wysoki poziom
wiremii we krwi, mozliwe wydaje si¢ przedostawa-
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nie czastek wirusa do tych komorek poprzez proces
fagocytozy lub pinocytozy bez nastepujacego po tym
cyklu replikacyjnego [63].

111-1. CCC DNA w cyklu Zyciowym HBY

Forma CCC DNA odgrywa kluczowa rolg w cyklu
zyciowym HBYV jako jedyna matryca do syntezy
wszystkich wirusowych transkryptéw. Nie jest wy-
kluczone, Ze aby do procesu transkrypcji doszto, wi-
rus musi utworzy¢ strukture nukleosomaing [64, 65],
a nastepnie strukture minichromosomu. Obecno$é
takich ztozonych struktur wykryto w jadrach ka-
czych hepatocytow zakazonych przez DHBV [64].
Badania nad organizacja kompleksow CCC DNA z
biatkami w jadrze komérkowym ujawnity wystepo-
wanie genomu DHBV w postaci minichromosomu
ztozonego z 20 nukleosomow. Jezeli podobne kom-
pleksy tworzone sg przez genom HBV w ludzkich he-
patocytach, to formowany minichromosom powi-
nien sktadad si¢ z 21 nukleosomow, ze wzgledu na
roznice w dtugosci genomu HBV (jest o okoto 150 pz
dtuzszy od genomu DHBV). Dotychczasowe wyniki
badan minichromosoméw tworzonych w komérkach
hepatoma zawierajacych zintegrowany genom HBV,
wykazuja obecno$é minichromosomow zlozZonych
glownie z 18 nukleosomow [65].

Transkrypcyjna  aktywno$é  eukariotycznego
jadrowego DNA jest zdeterminowana przez specy-
ficzna organizacj¢ materialu genetycznego w postaci
chromatyny i nie mozna wykluczy¢, ze takze w przy-
padku genomu HBV odczytanie informacji gene-
tycznej przez eukariotyczna RNA polimerazg II jest
uwarunkowane przez nukleosomowg ,prezentacje”
CCC DNA w jadrach hepatocytow.

Podobna sytuacja wystepuje w przypadku cyklu
replikacyjnego retrowiruséw [66]. Dwuniciowe
DNA, ktoére powstaje z genomowego RNA w czasie
odwrotnej transkrypcji retrowirusdéw nie stanowi
substratu dla II polimerazy RNA gospodarza dopoki
nie zostanie, dzigki dzialaniu integrazy wirusowej,
wiaczone do genomu gospodarza (faza prowirusa).

Mimo ze proces integracji HBY DNA lub jego
czesci do ludzkiego DNA bardzo czgsto towarzyszy
przewleklej postaci zakazenia HBV, to z pewnoS$cia
proces ten nie stanowi niezbgdnego etapu w cyklu
zyciowym wirusa. U Zadnego z poznanych przedsta-
wicieli hepadnawirusow nie stwierdzono obecnosci
enzymow stuzacych do integracji. Tworzenie mini-
chromosoméw przez hepadnawirusy moze wigc sta-
nowi¢ odpowiednik fazy integracji retrowiruséw i
bez ktérego nie mozliwy jest proces transkrypcji ge-
noéw wirusowych. Wyjasnienie czy wirusowe CCC
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DNA wystepuje w jadrach zakazonych hepatocytow
w postaci komplekséw nukleosomalnych z biatkami
histonowymi i czy ich utworzenie jest niezbgdnym
etapem cyklu zyciowego HBV stanowi¢ mozZe cenna
wskazéwke w projektowaniu nowych strategit anty-
wirusowych.

II1-2. CCC DNA w mechanizmie przetrwania zaka-
Zenia

W czasie terapii antywirusowej dochodzi w wielu
wypadkach do zahamowania procesu replikacji
HBV. Jednak po zakonczeniu leczenia u czgsci pa-
cjentéw obserwuje sie wznowienie replikacji wirusa.
Trwalos¢ i odpornos¢ czastek CCC DNA zmagazy-
nowanych w jadrach zakazonych hepatocytéw moze
wiec stanowi¢ jeden z glownych powodow malej
skuteczno$ci terapii antywirusowej. Replikacja
HBV zostaje ponownie ,,uruchomiona” poprzez pro-
dukcjg wirusowego m-RNA na matrycy zgromadzo-
nych w jadrach hepatocytow czastek wirusowego
CCC DNA.

Badania prowadzone na zwierzecym modelu he-
patotropowego  wirusa  zakazajacego  kaczki
(DHBYV), blisko ,,spokrewnionego” z ludzkim HBV
wskazuja, ze wirusowa forma CCC DNA DHBV
utrzymuje si¢ mimo stosowania diugotrwalej terapii
zardwno z uzyciem IFN a [67] jak i analogdw nukle-
ozyddéw [68]. Fakt ten mozna thumaczy¢ dwojako. Po
pierwsze w trakcie leczenia, na skutek obnizenia po-
ziomu replikacji zmniejsza si¢ ekspresja antygenow
powierzchniowych wirusa, w tym preS1. Przy niedo-
statecznej podazy antygenu preS1, odpowiedzialne-
go za rozpoznanie specyficznego receptora na po-
wierzchni hepatocytu, ograniczone zostaje tworze-
nie i wydzielania nowych czastek wirusowych na
zewnatrz hepatocytu. W tej sytuacji nasila sig
wewnatrzkomorkowy szlak przeksztalcen [69], za
sprawg ktorego nowotworzone czastki nukleokapsy-
dowe sa ponownie kierowane do jadra komérkowe-
go. Forma RC genomu wirusowego jest prze-
ksztatcana w forme CCC DNA [13, 69]. W efekcie
doprowadzi¢ to moze do zwigkszenia ilosci zmaga-
zynowanych w jadrze hepatocytu czgstek CCC
DNA, przy jednoczesnym obnizeniu poziomu DNA
HBYV we krwi. W przypadku zakazenia DHBY, ilo&¢
CCC DNA w jadrze hepatocytu jest regulowana przez
wirusowe biatko preS1 [70] na zasadzie ujemnego
sprzgzenia. Wydaje si¢ prawdopodobne, ze wszelkie
mutacje wystepujace w rejonie preS majace wplyw na
ekspresje biatka preS1 lub zmiany w jego budowie
beda rowniez wplywaty na iloé¢ CCC DNA ,,depono-
wanego” w jadrach zakazonych hepatocytow.



Utrzymywanie si¢ formy CCC DNA w hepatocy-
tach zalezy od odpornosci tych czgstek na czynniki
degradujace. Podtrzymywanie fizycznej i funkejo-
nalnej aktywnosci CCC DNA stwierdzone podczas
wydiuzonej terapii antywirusowej u kaczek zaka-
zonych DHBV sugeruje, ze czgstka CCC DHBYV jest
strukturalnie ztoZzona, odporna na degradacjg i pozo-
staje funkcjonalna w postaci episomu przez dhugi
okres [71]. Struktury wyzszego rzedu (nukleosomy,
minichromosomy) formowane przez genom wiruso-
wy wykryto w przypadku innych wiruséw takich jak:
wirus Epsteina-Barra, wirus opryszczki czy wirus
mozaiki kalafiorowej [72-74].

Nieznany jest do tej pory okres pOitrwania czgstek
CCC DNA w ludzkich hepatocytach. Nie wiadomo
réwniez jak szybko zachodzi rozpad wirusowego
CCC DNA, kiedy na skutek zastosowanej terapii
[FNo. zostaje calkowicie zahamowana replikacja
HBYV oraz wewnatrzkomorkowy szlak przeksztalcen
wirusowego DNA (formy RC w CCC). Wiele
przestanek wskazuje, ze forma CCC wirusowego
DNA ze wzgledu na mozliwo§¢ tworzenia nukleoso-
mow jest bardzo odporna na dziatanie nukleaz czy
czynnikow terapeutycznych przez co stanowi¢ moze
w przypadkach niesprzyjajacych (np. terapia antywi-
rusowa) forme ,,przetrwalnikows” wirusa [10].

Analiza roli formy CCC wirusowego DNA w cy-
klu zyciowym HBV i mechanizmie przetrwania za-
kazenia wskazuje na znaczenie czynnikow terapeu-
tycznych, ktére wplywaly by na tworzenie i trwatosé
formy CCC DNA. W badaniach prowadzonych wy-
kazano hamujace dzialanie na tworzenie CCC DNA
interkalujacych i nicinterkalujacych inhibitoréw to-
poizomerazy Il oraz girazy [75, 76]. Podobne bada-
nia, wykonane in vivo na kaczym modelu zapalenia
watroby typu B, potwierdzity wptyw tych czynnikow
na zmniejszanie ilosci wirusowego CCC DNA, wy-
kazujac jednoczesnie ich wysoka toksycznosé [10].

IV. Uwagi koncowe

CCC DNA czyli kowalencyjnie zamknigte, koli-
ste czastki genomu HBV powstaja we wezesnym eta-
pie cyklu replikacyjnego wirusa, a ich obecnoé¢ jest
charakterystyczna dla jader komoérkowych zaka-
zonych hepatocytow. Badania prowadzone na
zwicrzgcych modelach wiruséw hepatotropowych
wskazuja, ze mechanizm przetrwania zakazenia
maie by¢ bezposrednio zwiazany z formowaniem
czasick CCC DNA, ktore maja mozliwo$¢ migracji
do jadra hepatocytu 1 ,,przeczekania” terapii prze-
ciwwirusowej. W podobny sposéb moze dochodzié
do pizetrwania zakazenia HBV u 0s6b poddawanych
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terapii antywirusowej, ktora hamujgc sam proces re-
plikacji, nie prowadzi do eliminacji wirusowego
CCC DNA.

Forma CCC DNA odgrywa kluczowa rolg w cyklu
zyciowym HBV, gdyz jest jedyng matrycg do syntezy
wszystkich wirusowych transkryptow tacznie z pre-
genomowym RNA. Tworzenic struktur wyzszego
rzedu przez wirusowe CCC DNA (nukleosomy, mi-
nichromosomy) stanowi prawdopodobnie ,,warunek
konieczny” procesu transkrypcji, umozliwiajacy
dziatanie polimerazy RNA II. Z drugiej strony obec-
no$¢ takich stabilnych struktur moze zwigkszaé
szansg przetrwania wirusa w organizmie w warun-
kach presji antywirusowej, prowadzac w ¢lekeie do
matej skutecznoéci stosowanych terapii.

Brak skutecznych czynnikow terapeutycznych
oddzialujacych bezposrednio na form¢ CCC DNA
jest w dalszym ciggu jednym z gtéwnych ograniczef
w leczeniu przewlektego zapalenia watroby typu B.
Wynika z tego, Ze terapia antywirusowa powinna za-
rdwno blokowaé dostarczanie wewnatrzkomérko-
wych prekursorow potrzebnych do utworzenia
czastek CCC DNA przez zahamowanie replikacji wi-
rusowej, jak i wptywac na destabilizacje procesu for-
mowania czastek CCC DNA i na trwalo$é juz ist-
niejacych. Pierwszy postulat realizowany jest obec-
nie przez stosowanie [FN o oraz analogéw nukleozy-
dow takich jak famcyklowir lub lamiwudyna. Bezpo-
$redni wplyw na trwato$¢ czastek CCC DNA majg
inhibitory topoizomeraz. Jednak kliniczna realizacja
drugiego postulatu wydaje sig by¢ jeszcze odlegta ze
wzgledu na silne efekty uboczne, ktore towarzysza
stosowaniu tych czynnikéw. W najblizszej perspek-
tywie badania interakcji formy CCC wirusowego
DNA z biatkami jadrowymi hepatocytow doprowa-
dzi¢ moga do zaprojektowania nowej, skuteczne;j te-
rapii przeciwwirusowe;j.
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Czynnik transkrypcyjny Sp1l

Sp1 transcription factor

MALGORZATA CZYZ

Spis tresci:

I. Wstep

II. Spliinne bialka rodziny Sp/XKLF
I1-1. Miejsca wigZgce czynnik transkrypceyjny Spl
II-2. Miejsca docelowe regulacji transkrypeji z

udzialem Sp1

IIL. Sp1 uczestniczy w regulacji ekspresji genéw tkanko-
wo-specyficznych

IV. Sp1 a metylacja DNA

V. Znaczenie fizjologiczne biatka Spl

V1. Uwagi konicowe

Wykaz stosowanych skrétow: AP-1 — czynnik transkrypeyj-
ny, biatko aktywatorowe 1 (ang. activator protein 1); AP-2rep
— czynnik transkrypcyjny z rodziny Kriippel bedacy represo-
rem transkrypcji biatka AP-2; BTEBI,2 — czynniki transkryp-
cyjne z rodziny Kriippel, biatka wiazace podstawowy element
transkrypeyjny 1,2 (ang. basic transcription element binding
protein 1,2); CD11b — podjednostka receptora integrynowego;
CD14 — podjednostka receptora integrynowego; C2H2 — ro-
dzaj bialkowej domeny wigzacej si¢ z DNA, w ktorej dwie cy-
steiny i dwie histydyny tworza kompleks z jonami cynku czyli
tzw. palec cynkowy; CPBP —czynnik transkrypeyjny z rodziny
Kriippel (ang. core promoter binding protein); C-koniec — ko-
niec karboksylowy biatka; CREB — czynnik transkrypcyjny,
biatko wiazace sie z sekwencja CRE (ang. cyclic AMP-respon-
sive element binding protein); CRSP — biatko uczestniczace w
aktywacji transkrypcji z udziatem czynnika transkrypcyjnegp
Sp! (ang. cofactor required for Spl activation); CTC — se-
kwencja regulatorowa zawierajgca kilkukrotne powtorzenie se-
kwencji: cytozyna-tymina-cytozyna (ang. CTC repeats); DNA
— kwas deoksyrybonukleinowy; E2F — czynniki transkrypcyj-
ne zaangazowane w kontrolg poziomu proliferacji (ang. E2 fac-
tors); EKLF — czynnik transkrypeyjny z rodziny Kriippel zna-
leziony w komoérkach erytrocytéw; EGF — naskérkowy czyn-
nik wzrostu (ang. epidermal growth factor); EGR-a. — czynnik
transkrypcyjny, izoforma czynnika transkrypcyjnego TIEGH;
Ets-1 — czynnik transkrypcyjny (ang. E-twenty six virus);
FKLF — czynnik transkrypcyiny z rodziny Kriippel znaleziony
w komoérkach plodowych (ang. feral); GATA-1,-2,-3 — czynniki
transkrypcyjne wiazace si¢ z sekwencjami guanina-adenina-ty-

Dr, Zaktad Chemii Ogdlnej, Instytut Fizjologii i Biochemii,
Akademia Medyczna w Lodzi, ul. Lindleya 6, 90-131 LédZ;
e-mail: mezyz@psk2.am.lodz.pt
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VL. Concluding remarks

mina-adenina (GATA) w regionach regulatorowych gendw;
GBF — czynnik transkrypeyjny z rodziny Kriippel (ang.
GC-rich binding factor); GC-box — sekwencja regulatorowa
genu bogata w guanine i tyming zblizona lub identyczna z se-
kwencja GGGGCGGG; GKLF — czynnik transkrypeyjny z ro-
dziny Krlppel znaleziony w komorkach nablonkowych jelita
(ang. gut); GT-box — sekwencja regulatorowa genu bogata w
guaning i tymine zblizona lub identyczna z sekwencjg
GGTGTGGGG; HeLa — linia ludzkich komérek nowotworo-
wych pozyskana po raz pierwszy od p. Helen Lane; HL-60 — li-
nia komérkowa ludzkich limfocytow; HNF4 — czynnik tran-
skrypeyjny (ang. hepatocyte nuclear factor 4); housekeeping ge-
nes — okreslane terminem angielskim geny, ktérych ekspresja
daje biatka niezbedne do utrzymania metabolizmu komérkowe-
go np. geny kodujace biatka rybosomalne czy enzymy cyklu
Krebsa; IKLF — czynnik transkrypcyjny z rodziny Kriippel
znaleziony w jelicie (ang. intestine); K, — stata dysocjacji; kD
— masa czasteczkowa wyrazona w kilodaltonach; KDR — ki-
naza tyrozynowa komorek srédbtonka (ang. kinase domain re-
ceptor); LKLF — czynnik transkrypcyjny z rodziny Kriippel
znaleziony w plucach (ang. Jung); MeCP2 — biatko wiazace sig
z fragmentami DNA zawierajgcymi zmetylowane cytozyny w
sekwencji cytozyna-guanina (ang. methyl-CpG binding profe-
in); MyoD — czynnik transkrypcyjny istotny w réznicowaniu
fibroblastow w komérki miesniowe; NF-kB — czynnik tran-
skrypeyjny (ang. nuclear factor of kappa chain B cells); N-ko-
niec — koniec aminokwasowy biatka; p53 — czynnik tran-
skrypcyjny; PAI-1 — inhibitor aktywatora plazminogenu-I
(ang. plasminogen activator inhibitor-1); RNA — kwas rybonu-
kleinowy; Sp1,2,3,4 — czynniki transkrypeyjne (ang. specificity
protein 1,2,3.4); SV-40 — malpi wirus 40 (ang. simian virus
40); TAF,, — podjednostka czynnika transkrypcyjnego TFIID
(ang. TBP-associated factor II); TATA — sekwencja tymi-
na-adenina-tymina-adenina w regionie promotorowym genu od-
powiedzialna za wiazanie podjednostki TBP ogolnego czynnika
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transkrypcyjnego TFIID; TBP — podjednostka czynnika tran-
skrypcyjnego TFIID wiazaca sig z sekwencja TATA (ang.
TATA binding protein); TIEG1,2 — czynniki transkrypcyjne
indukowane przez TGFf; TFIID — ogolny czynnik transkryp-
cyjny, skfadnik kompleksu inicjujacego transkrypcje z udzialem
polimerazy RNA 1I (ang. transcription factor 11 D); TGFB -

transformujacy czynnik wzrostu B (ang. transforming growth
factor B); UKLF - czynnik transkrypcyjny z rodziny Kriippel
(ang. ubiquitous); XKLF — czynniki transkrypcyjne podobne
do czynnika Kriippel (ang. Kriippel like faciors), literg X zaste-
puje pierwsza litera angielskiej nazwy tkanki lub organu, z kt6-
rego dany czynnik zostat wyizolowany; Zf9 czynnik transkryp-
cyjny z rodziny Kriippel (ang. zinc finger9); ZNF741 czynnik
transkrypcyijny z rodziny Kriippel (ang, zinc finger protein741).

I. Wstep

Ekspresja genéw eukariotycznych wymaga
ztozonych mechanizméw kontroli. Istotna rolg w re-
gulacji ekspresji genow odgrywaja biatka regulato-
rowe nazywane czynnikami transkrypcyjnymi. Jed-
nym z pierwszych odkrytych czynnikow transkryp-
cyjnych bylo biatko Spl. Poczatkowo uznano je za
konstytutywny czynnik transkrypcyjny wiazacy sie
w regionach promotorowych gendw z sekwencjami
bogatymi w guaniny i cytozyny i odpowiedzialny za
ekspresje na statym poziomie genéw kodujacych
biatka niezbedne do utrzymania metabolizmu ko-
mérkowego (ang. housekeeping genes). Zadna cze§é
tej definicji nie wytrzymata proby czasu. Ponad 2600
publikacji przynosi informacje na temat struktury i
funkcji biatka Spl. Wynika z nich, ze chociaz obecny
w kazdej komorce, czynnik transkrypcyjny Spl od-
grywa istotng rolg nie tylko w ekspresji genéw tran-
skrybowanych na statym poziomie w kazdej tkance,
ale rowniez gendw tkankowo-specyficznych lub in-
dukowanych w pewnych tylko warunkach fizjolo-
gicznych lub etapach rozwoju organizmu. Spl jest
pierwszym odkrytym, ale nie jedynym biatkiem, kto-
rego domena wigzaca DNA sktada sig¢ z trzech pal-
cow cynkowych. Za pomoca drugiego i trzeciego
palca wiaze si¢ w regionach promotorowych z se-
kwencjami bogatymi w guaniny i cytozyny (ang.
GC-box) lub guaniny i tyminy (ang. GT-box), ale wy-
kazuje rowniez duze powinowactwo do sekwencji
zawierajacych powtérzenia cytozyna-tymina-cyto-
zyna (ang. CTC repeats). Analiza publikacji do-
tyczgcych sposobu dziatania i biologicznych funkcji
czynnika transkrypcyjnego Spl daje obraz ztozono-
$ci mechanizmoéw regulacji transkrypcji.

I1. Spli inne bialka rodziny Sp/XKLF

Spl (Specificity protein 1) zostal zidentyfikowany
jako czynnik transkrypcyjny wiazacy sig w regionie

POSTEPY BIOCHEMII 47(1}, 2001

promotorowym wirusa SV40 [1, 2] oraz genu ko-
dujacego kinaze tymidynowa [3]. cDNA biatka Spl
otrzymano z komérek HeLa [4]. Do chwili obecnej
odkryto 15 czynnikéw transkrypcyjnych spokrew-
nionych z biatkiem Spl (Tabela 1). Objeto je
wspolng nazwa czynniki transkrypcyjne Sp/XKLF.

Kazdy z nich zawiera co najmniej dwie odrgbne do-

meny, z ktorych jedna stuzy do wigzania sie z DNA,

druga do transaktywacji czyli do oddzialywania z in-

nymi elementami aparatu transkrypcyjnego (Ryce. 1).

Domena wigzaca si¢ z DNA znajduje si¢ w regionie

C-koncowym czasteczki i jest wspolnym elementem

budowy wszystkich bialek rodziny Sp/XKLF. Do-

mena ta ma we wszystkich przypadkach te samg
dlugos¢ i prawie identyczng sekwencjg. Zawiera

trzy palce cynkowe typu C2H2 ( ang. zinc fingers), w

ktorych jon cynku tworzy kompleks z dwiema cyste-

inami i dwiema histydynami. W biatkach Spl, Sp3,

Sp4, BTEBI, TIEG! i TIEG2 w kazdym z trzech pal-

cow cynkowych wystgpuja trojki identycznych ami-

nokwaséw, prawdopodobnie odpowiedzialne za
kontakt z DNA: w pierwszym sq to lizyna-histydy-
na-alanina (KHA), w drugim arginina-kwas glutami-
nowy-arginina (RER) i w trzecim palcu cynkowym
arginina-histydyna-lizyna (RHK). Pomigdzy po-

szczegdinymi bialkami istnieja niewielkie réznice w

sekwencji aminokwasowej elementéw Iaczacych

palce cynkowe. Znaczne roznice w skladzic amino-

kwasowym wystgpuja natomiast w $rodkowych i

N-koncowych fragmentach czasteczek czyli w do-

menach odpowiedzialnych za aktywacjg badz repre-

sjgtranskrypcji. Philipsen i Suske [5]napod-
stawie tych roznic zaproponowali nastgpujaca klasy-
fikacje:

(i) czynniki transkrypcyjne Sp: Spl, Sp2, Sp3 i Sp4
zawierajace bogate w glutaming regiony akty-
wujace transkrypcje;

(i) czynniki transkrypcyjne BTEBI, TIEGI i
TIEG2, ktorych domeny represorowe bogate sg
w proling lub aminokwasy kwasne;

(iii) czynniki transkrypcyjne XKLF (ang.Kriippel-
like factors): EKLF, GKLF, LKLF, IKLF, BKLF,
UKLF, ZNF741, ZF9 i AP-2rep o bardzo zrézni-
cowanej budowie domen aktywujacych i ha-
mujacych transkrypcje.

Biatka Sp maja bardzo podobna strukture (Ryc. 1).
Podobnie rozmieszczone sg domeny bogate w gluta-
ming i domeny serynowo-treoninowe. Sp2 rézni sig
od pozostatych bialek Sp jednym aminokwasem w
pierwszym palcu cynkowym: histydyna jest
zastgpiona przez leucyne. W kazdej komorce obecne
sa czynnik transkrypcyjny Spl oraz przynajmniej
jedna z trzech izoform czynnika transkrypcyjnego
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Sp3. Biatko Spl pelni role aktywatora transkrypcji,
natomiast biatko Sp3 moze zaréwno aktywowac jak i
hamowac¢ transkrypcje. Ekspresja czynnika tran-
skrypcyjnego Sp4 jest ograniczona do kilku tkanek.
Wysoki poziom tego biatka stwierdzono w mozgu.
Niewiele jest wiadomo na temat biatka Sp2. Obec-
no$¢ regionu bogatego w glutamine wskazuje na
udzial tego czynnika w aktywacji transkrypcji.

Czynnik transkrypeyjny BTEB! (basic transcrip-
tion element binding protein 1), zawierajacy krotka
domene bogatg w aminokwasy kwasne, wigze tzw.
podstawowy element transkrypcyjny w promotorze
genu kodujacego cytochrom P-4501A1 [6]. Charak-
terystyczne dla obu biatek TIEG, TIEGL i TIEG2, sg
fragmenty bogate w proling chociaz czynnik tran-
skrypeyjny TIEG2, poza domeng wigzgca DNA, jest

Tabela 1
Charakterystyka biatek rodziny Sp/XKLF
Czynnik Nur'ner Y Lokalizacja w | .. B i Pismienni-
transkryp- | bazie da- . Miejsce ekspresji Uwagi
. genomie ctwo
cyjny nych
Spl J03133 12q13 w kazdej komorce patrz Tabela 2 1-5, 26-91
Sp2 M97190 17q21.3-q22 w liniach kOlT.lél'kO\f'}’Ch; nie wie.;ic sig z sekwcncjz} GC; bogatalw 92
D28588 w tkankach nie stwierdzono glutaming domena aktywujaca trankrypcjg
aktywator lub represor transkrypcji w zale-
X68560 ot L TR
$p3 231 w kazdej komoree znoscei od typu komorki i §eku encjl w pro 69-74, 93
552144 motorze; bogata w glutaming domena akty-
wujaca trankrypeje; trzy izoformy
Sp4 X68561 7p15.3-p21 glownic w . mozgu; takZze w | bogata w glutaming domena aktywujaca 94
S50516 nabtonkach, jadrze trankrypcjg i
na poziomic mRNA w kazdej ko- oziom biatka regulowany potranskrypcyj-
BTEBI D31716 9q13 moérce, na poziomie biatka w pe xa feguiowany p YPEV | 6
L nie; aktywuje ekspresjg AP-2a;
watrobie i mozgu
N-koniec bogaty w proling; biatko induko-
U21847 wysoki poziom w ostcoblastach, | V21€ TGFb; wysoka ckspresja wywoluje
TIEGH 8q22.2 Y Y poz > | apoptoze w komorkach nablonkowych | 7-13
S82439 migéniach i trzustce . . "
trzustki; aktywator transkrypcji; hamuje
syntezg DNA
TIEG2 AF028008 w kazde; komorf:c;. \fV)fSOkl po- | biatko .x‘ndukowanc TGFB; represor tran- 711413
ziom w trzustce i mig$niach skrypcji
fosforylowany i acctylowany; N-koniec
EKLF U65404 19p13.2 komérki erytroidalne bogaty w proling; istotny dla ekspresji genu | 14, 15
dla B-globiny
GKLF U70663 | 9g31 jelito, tozysko, fibroblasty negatywny regulator podziaiow komérko- | ¢
wych w jelicie
U25096 i ionoé -
LKLF . 19p13.11-pi13.13 ph’Jca? naczynia krwionosne, ko istotny dla spoczynkowych komérek T 18
(mysi) morki hematopoetyczne
w kaidej komoroe; wysoki po- ak’tywator lul_). represor; kontrola na pozio-
U36340 . ) . . mie translacji; negatywny regulator po-
BKLF ; ziom w moézgu i komorkach he- ., , . . . 20
(mysi) matopoetycznych dziatéw komérek szpiku; oddziatywuje z
postyczny represorem mCtBP2
UKLF ABO15132 | 2q32 w kazdej komorce aktywator transkrypcji 25
w kazdej komoérce; wysoki w
ZF9 ABO017493 | 10pls fozysku, migéniach, watrobie i | aktywator transkrypcji 23,24
| limfocytach
wysoki poziom w proliferujacych komor-
BTEB2 D14520 fozysko, nabtonck jelita kach nabtonka jelita; aktywator transkryp- | 22
cji
Y 14295 t lator ek ji AP-2; pod-
AP-2rep . mézg, nerka, watroba, pluca negatywny reguta OF CKSpres]t AL=2; pod- 5,
(1ny51) wyzszony poziom podczas rozwoju nerki
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tytko w 44% podobny do biatka TIEGI [7]. TIEG]
(TGFB-inducible early gene) zostat sklonowany w
linii komorkowej ludzkich osteoblastow po stymula-
cji TGFB [8]. Ten sam gen, ale z innego promotora
ulega w linii komorek prostaty ekspresji zaleznej od
androgenow jako biatko o nazwie EGRe [9]. TIEG1
rozni sie od EGRa zaledwie 11 aminokwasami w
N-koncowym fragmencie czasteczki [10]. Ekspresja
czynnikow transkrypeyjnych TIEG ulega zwigksze-
niu w odpowiedzi na czynnik wzrostu TGFf [11],
EGF i estrogeny [12, 13].

sadowe (ang, basic) [20], AP-2rep jako represor tran-
skrypcji biatka AP-2 [21], BTEB2 od ang. basic
transcription element binding protein 2 [22],
ZNF741 od ang. zinc finger proteinl41, 29 od ang.
zine finger protein 9 [23], rbwniez nazywany CPBP
od ang. core promoter binding protein lub GBF od
GC-rich binding factor [24]. To ostatnie bialko jest
bardzo podobne w swojej strukturze do UKLF (ang.
ubiquitous) [25]. Na N-koncu znajduja sie bogate w
aminokwasy kwasne domeny odpowiedzialne za
transaktywacjg, przy czym sekwencja pierwszych

Spl NR T A TFE A ] EEN_]C 778 539619
Sp2 Nf 7] I L 606  520-600
Sp3 N T A =] a | R TRHL_JC 697 539619
Spd N{ T A T ] A ] IR _C 784 649-729
BTEBI NA T TKRC 244 145-225
TIEGI N R ... TIicC 480  371-451
TIEG2 N T . R. .. ... HiRe 512 396-476
EKLF ) 362 281-360
GKLF NEA o R.. . IHBC 470 380-468
LKLF N KR 354  273-352
ZNF741 N =4 THIRC 359 276-357
AP2-REP N [ZZ R IIRC 402 319-399
BKLF NR.. ... JIENC 344 261341
BTEB2 NA L THIEC 219 137-216
IKLF 446 364444
ZF9 290 209-289
UKLF 302 221-300
Domeny kwacne [] Domeny bogate w glutaminé
Domeny serynowo-treoninowe [-J Domeny bogate w proliné

BB paice cynkowe

A - aktywacja

R - represja

Ryc. 1. Cechy strukturalne biatek rodziny Sp/XKLF. Czarne prostokaty oznaczaja palce cynkowe; A — domeng biatka odpowiedzialng za aktywacjg;
R — zarepresje. Zaznaczono fragmenty czasteczki z przewaga okreslonego typu aminokwasow. Wielkosé biatek podana po prawej stronie od-
powiada liczbie aminokwasdw w biatkach ludzkich, za wyjatkiem LKLF, AP-rep, BKLF i IKLF, ktore dotycza bialek mysich. W ostatniej ko-

lumnie podano pozycje palcow cynkowych w czasteczce biatka.

Czynniki transkrypcyjne XKLF rozpoznane zo-
staty jako biatka specyficzne dla okre$lonych tkanek.
Nazwy wigkszo§ci z nich powstaly przez zastapienie
litery X pierwsza litera angielskiej nazwy tkanki lub
organu, z ktorego zostaty wyizolowane. I tak: EKLF
znaleziono w komorkach erytrocytow [14, 15],
GKLF w komorkach nabtonkowych jelita (ang. gut)
[16], IKLF w jelicie {(ang. intestine) [17], LKLF w
plucach (ang. fung) [18] lub FKLF w komoérkach
plodowych (ang. fetal) [19]. Nazwy pozostalych
bialek XKLF tworzonc w rézny sposob: BKLF po-
niewaz posiada N-koniec bogaty w aminokwasy za-
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47 aminokwasdw jest prawie identyczna w przypad-
ku obu bialek.

Z powyzszego opisu wynika, ze wszystkie biatka
Sp/XKLF posiadaja prawie identyczne domeny
wiazace si¢ z DNA i rézne domeny transaktywacji.
Ponadto, czes§¢ z omawianych czynnikdw transkryp-
cyjnych np. Spl, Sp3 czy UKLF to czynniki konsty-
tutywne, obecne w kazdej komérce. Inne, np. LKLF
czy Sp4 sg specyficzne dla okreslonych tkanek.
Stwarza to mozliwo$ci wiclopoziomowej regulacji
transkrypcji z udziatem tych czynnikéw. Z jednej
strony okre$lone zestawy czynnikow transkrypceyj-
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nych, konstytutywnych i specyficznych, wspolza-
wodniczg o podobne miejsca wigzania w regionach
regulatorowych genow. Z drugiej strony, ,,wygry-
wajacy” to wspolzawodnictwo czynnik transkryp-
cyjny za posrednictwem charakterystycznej domeny
transaktywacji moze oddziatywac tylko z okre$lony-
mi skladnikami wielobiatkowego kompleksu tran-
skrypcyjnego, uczestniczac w aktywacji badz hamo-
waniu transkrypcji danego genu.

cachod 4,1 x 10'%do 5,3 x 1079 [29]. O tym, ktéry z
czynnikdéw rodziny Sp/XKLF zostanie zwigzany z
promotorem danego genu decyduje rodzaj sekwencji
DNA (element GC, element GT, powtérzenie CTC),
jej dostepnos¢ wynikajaca ze struktury chromatyny,
sekwencje sgsiadujace z miejscem wigzania umozli-
wiajgce synergistyczne lub antagonistyczne od-
dziatywanic z innymi czynnikami transkrypcyjnymi,
oraz poziom ckspresji danego biatka regulatorowego

Tabela 2

Struktura biatka Spl
Pozycja w sekwencji ami- , e
nokwasowej Budowa/funkcja PiSmiennictwo
57-162 i;:;:;? A; bogata w glutaming; konicezna do aktywacji synergi- 33, 89
263-405 Domena B; bogata w glutaming; wazna dla multimeryzacji 33
304-485 Wazna dla bezposredniego oddziatywania z biatkiem Oct-1 90
471-537 Wazna dla synergistycznego wiazania razem z SREBP-1 89 -
539-561 Palec cynkowy 1
569-591 Palec cynkowy 2; odpowicdzialny za kontakt z DNA
599-619 Palec cynkowy 3; odpowicdzialny za kontakt z DNA
612-678 Region ulegajacy fosforylacji 91
620-696 Domena D; wymagana dla aktywacji synergistycznej 89

Opracowano na podstawic informacji zawartych na stronach hitp://transfac.gbf-braunschweig

II-1. Miejsca wigzace czynnik Spl

Regiony regulatorowe genéw zawierajq szereg se-
kwencji, ktére sa miejscami wiazacymi specyficzne
czynniki transkrypcyjne. Biatka rodziny Sp/XKLF
posiadajac prawie identyczng domeng wiazaca DNA
wykazuja powinowactwo do podobnych sekwencji
nukleotydowych. Czynnik transkrypcyjny Sp1 zostat
rozpoznany najpierw jako biatko wiazace sekwencjg
promotorowa bogata w guaning tzw. element GC
(GGGGCGGG) a podzniej GT (GGTGTGGG).
Stwierdzono, ze biatko Sp1, podobnie jak inne biatka
Sp ma wigksze powinowactwo do sekwencji GC niz
GT [26]. Czynniki transkrypcyjne XKLF wykazuja
natomiast preferencje do sekwencji bogatych w GT
[20, 25, 27]. Ostatnio ukazaly sig prace wskazujace,
ze oprocz sekwencji GC i GT réwniez sekwencje za-
wierajace powtorzenia CTC moga by¢ wigzane przez
biatko Spl iinne czynniki transkrypcyjne tej rodziny
[28]. Warto$¢ Ky kompleksu Spl z sekwencja CT-
CCTCCTCCT wynosi 3,8 x 10'°, natomiast kom-
pleksu Sp3 z ta sama sekwencja wynosi 2,7 x 10710
[28]. Dla pordwnania, wartosci Ky komplekséw Spl
z sekwencjami bogatymi w GC mieszcza sig w grani-
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uwarunkowany przez swoiste przekazniki wtoérne.
Dowodéw na specyficzno$¢ promotorowa dostar-
czyly m.in. do§wiadczenia z biatkami EKLF i Spl.
Po fuzji z biatkiem Gal4 czynnik transkrypcyjny
EKLF aktywuje wlasciwy sobie promotor genu dla
B-globiny znacznie wydajniej niz czynnik transkryp-
cyjny Spi [30].

I1-2. Miejsca docelowe regulacji transkrypcji z
udzialem Sp1

Kazdy czynnik transkrypcyjny wiazacy sig¢ w re-
gionie regulatorowym genu oddzialywuje posrednio
lub bezposrednio z ogdlnymi czynnikami transkryp-
cyjnymi towarzyszacymi polimerazie RNA 1L
Stwierdzono, ze bogata w glutaming domena akty-
wacyjna biatka Spl wchodzi w interakcje z bialkiem
TAF;, ktore jest podjednostka czynnika TFIID
wiazgcego sie za poSrednictwem TBP (ang. TATA
binding protein) z sekwencja TATA w regionie pro-
motorowym genu [31]. Ponadto, Tjian i wsp. do-
wiedli, Zze aktywacja transkrypcji zudzialem Spl wy-
maga utworzenia kompleksu ze zbudowanym z dzie-
wieciu podjednostek biatkiem CRSP (ang. cofactor
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required for Spl activation) [32]. Nie wiadomo, z
ktorymi elementami kompleksu inicjujgcego tran-
skrypcje wchodza w interakeje pozostate biatka ro-
dziny Sp/XKLF. Na podstawie réznic w budowie
N-koncowych regionow tych biatek mozna oczeki-
waé roznic w sposobie oddzialywania z ogdlnymi
czynnikami transkrypeyjnymi, a wiec i efektu konco-
wego: aktywacji, jej poziomu, badZ represji tran-
skrypcji okres$lonego genu.

III. Spl uczestniczy w regulacji ekspresji
genow tkankowo-specyficznych

Rola biatka Sp1 w regulacji ekspresji genéw ko-
morkowych 1 wirusowych jest dobrze udokumento-
wana [33]. W ciagu ostatnich kilku lat pojawito sig
wiele prac wskazujacych na istotny udzial biatka Sp!
w procesach takich jak proliferacja czy réznicowa-
nie. Stwierdzono, ze poprzez oddziatywanie z se-
kwencjami GC/GT czynnik transkrypcyjny Spl
uczestniczy w regulacji szeregu procesé6w komoérko-
wych od wiaczania genoéw tzw. housekeeping do
wlaczania gendow specyficznych dla okreslonych
tkanek, od regulacji cyklu komérkowego do utrzy-
mywania okreslonego wzoru metylacji DNA [34,
35]. Tak wiec, chociaz obecny w kazdej komorce,
czynnik transkrypcyjny Spl moze uczestniczyé w
ekspresji gendw specyficznych dla poszczegdlnych
tkanek. Po pierwsze, odbywa sie to poprzez zmiany
w iloSci biatka Spl w jadrze komérkowym. Takie
zmiany odnotowano np. w czasie réznicowania ko-
morek uktadu krwiotworczego, przy czym zmiany te
byly potaczone z podwyzszona ekspresja okreslo-
nych genow [36]. I tak, od poziomu biatka Sp1 zale-
zy m.in. specyficzna dla megakariocytow ekspresja
podjednostek receptoréw integrynowych: CDIlb
[37]1 CD14[38]. Poziom biatka Sp1 i/lub jego ak-
tywno$¢ moze ulec podwyzszeniu na skutek zwigk-
szonej ekspresji onkogenow [39-41], czynnikéw
wzrostu [42-44] lub cytokin [45, 46]. Innym mecha-
nizmem, poprzez ktéry Spl uczestniczy w tkanko-
wo-specyficznej ekspresji okre§lonych gendw, jest
oddzialywanie z czynnikami transkrypcyjnymi, kto-
re sa obecne tylko w pewnych typach tkanek. W
przypadku ekspresji wielu genow obecnos¢ czynnika
transkrypcyjnego Spl jest bowiem warunkiem ko-
niecznym, ale niewystarczajacym. Na przykiad, gen
receptora erytropoetyny ulega ekspresji w komor-
kach erytroidalnych, jesli w jego regionie regulatoro-
wym wigzZe si¢ czynnik Spl oraz specyficzny dla ko-
morek erytroidalnych czynnik transkrypcyjny
GATA-1 [47]. Oddziatywania tego rodzaju wystg-
puja miedzy Spl i nastepujacymi czynnikami tran-
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skrypeyjnymi: GATA-1 [36, 47, 48], GATA-2 i
GATA-3 [48, 49], HNF4 [50], Ets-1 [S1, 52}, MyoD
[53] oraz receptory estrogenowe [54]. Wykazano
rowniez, ze biatko Spl moze oddziatywac synergi-
stycznie z czynnikami transkrypeyjnymi poja-
wiajacyni si¢ w jadrze po zadzialaniu okre§lonego
bodzca. Takie interakcje obserwowano z czynnikami
transkrypcyjnymi  NF-xB [55, 56] czy APl {57].
Transkrypcja z udziatem Spl moze by¢ takze modu-
lowana przez supresorowe biatko Rb (retinoblasto-
ma), ktore wigZac inhibitor biatka Spl o masie 20 kD
(Sp!-I) uwalnia aktywne czasteczki Sp1 [58]. Inne
biatko inhibitorowe uwalniane jest z kompleksu z
czynnikiem Spl zwigzanym z regionem promotoro-
wym genu PAI-1, jesli wzroénie poziom glukozy w
komorkach migéni gladkich naczyn krwionoénych
[59].

Zdolno$¢ biatka Spl do wiazania z DNA i transak-
tywacji jest takze modulowana poprzez modyfikacje
potranslacyjne takie jak: glikozylacja [60, 61] czy
fosforylacja {62, 63]. Fosforylacja biatka Spl moze
zarowno wplywac na aktywnos¢ wiazaca DNA jak i
na zdolno$¢ do transaktywacji [64-67]). Badania in
vitro wykazaly, ze traktowanie ekstraktow jadro-
wych fosfatazg znacznie obniza aktywnos$¢ wiazaca
DNA wykazywana przez biatko Sp1 obecne w eks-
traktach [62]. In vivo, w czasie ostatecznego rdznico-
wania komorek watroby, zdolno§¢ biatka Sp! do
wigzania DNA maleje na skutek fosforylacji [65,
66]. Natomiast aktywacja kinazy bialkowej A w ko-
morkach HL-60 opornych na doksorubicyng prowa-
dzi do zwigkszonej fosforylacji biatka Spl i w konse-
kwencji do wzrostu aktywno$ci wiazacej DNA i
zdolno$ci do transaktywacji [68]. Aktywnos¢ biatka
Spl moze byé réwniez regulowana poprzez wspolza-
wodnictwo pomiedzy Spl i innym czynnikiem tran-
skrypcyjnym o to samo miejsce wigzania w regionie
promotorowym okreslonego genu. Na przyktad, eks-
presja kinazy tyrozynowej specyficznej dla komorek
$rodblonka (KDR; ang. kinase domain receptor) jest
indukowana przez wigzanie Spl i obnizana przez
wigzanie izoformy biatka Sp3 o aktywnosci represo-
ra z ta samg sekwencja nukleotydowa w promotorze
genu [69, 70]. Pozwala to na specyficzna dla koméo-
rek srodbtonka ekspresje KDR zalezna od poziomu
biatka Sp! [71], gdyz w komoérkach $rédblonka sto-
sunek Sp1/Sp3 jest znacznie wyzszy niz w innych ro-
dzajach komoérek. W komoérkach prekursorowych ke-
ratynocytow natomiast poziom Sp3 jest wyZszy niz
Spl. W czasie rdéznicowania in vitro stosunek
Sp3/Spl ulega odwrdceniu [72] co sugerowatoby, ze
wzgledna ilos¢ biatek Spl i Sp3 jest istotna dla eks-
presji gendw zwiazanych z réznicowaniem. Zmiany
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w poziomie bialek Spl i Sp3 obserwowano réwniez
w komdrkach mies$ni hodowanych w warunkach nie-
dotlenienia. Obnizenie zawarto$ci tlenu powoduje
spadek poziomu Sp3 przy niezmienionej ilosci
biatka Spl [73]. Stwierdzono, ze spadek poziomu
Sp3, a tym samym poziomu represji, uaktywnia geny
kodujace enzymy glikolizy aktywne w warunkach
niedotlenienia np. P-enolazg. Innym przykladem
wspolzawodnictwa jest wigzanie poszczegodlnych
biatek rodziny Sp w réznych pozycjach regionu re-
gulatorowego jednego genu. W promotorze genu dla
podjednostki integrynowej s znajduja sig trzy miej-
sca wigzace biatka Sp1 lub Sp3, kazde o innej aktyw-
nosci. Pierwsze z nich dziala jak staby wzmacniacz,
drugie silnie aktywuje ekspresjg, natomiast trzecie jg
hamuje, przy czym udzial kazdego z tych miejsc
wiazania Sp1/Sp3 w ekspresji genu 35 zalezy od ro-
dzaju komorek [74].

Poza rola biatka Sp1 w regulacji transkrypcji sze-
reg prac wskazuje na potencjalny udzial tego biatka
w regulacji cyklu komdrkowego. Odnotowano bo-
wiem oddzialywanie Spl z takimi biatkami regulato-
rowymi jak p53 [75], retinoblastoma (Rb) [76-78]
czy cykliny [79].

IV. Spl a metylacja DNA

Metylacja DNA w genomie ssakOw wystgpuje w
pozycji 5 cytozyny glownie w sekwencji CpG.
Czynniki transkrypcyjne, ktérych micjsca wigzania
zawieraja przynajmniej jeden dinukleotyd CpG zo-
staly podzielone na dwie grupy: wrazliwe i niewra-
zliwe na metylacje. Podziatu dokonano na podstawie
zmian w powinowactwie do metylowanego DNA w
poréwnaniu z DNA nie zawierajacym grup metylo-
wych w cytozynie [80]. Do czynnikoéw wrazliwych
na metylacjg zalicza si¢ m.in. CREB [81]1 E2F [82].
Biatko Spl wydawalo sig by¢ jednym z czynnikéow
transkrypcyjnych, ktérych powinowactwo do DNA
nie zmienia si¢ nawet jesli cytozyna w sekwencji
CpG jest zmetylowana [83]. Clark i wsp. wyka-
zali jednak, Ze w komoérkach ssakéw cytozyna moze
by¢ metylowana w sekwencji CpNpG plazmidowe-
go DNA [84]. Takic miejsca metylacji sa obecne w
regionach promotorowych gendéw eukariotycznych
m.in. w jednym 2z miejsc wigzacym Spl
(5’-CCGCCC). Wykazano w badaniach in vitro, Ze
metylacja typu "Cp"CpG hamuje wiazanie Spl.
Rowniez z mniejsza wydajnoscia biatko Spl wiaze
sie z DNA, ktory jest czeécia struktur nukleosomal-
nych [85]. Nie wiadomo jednak, czy jest to spowodo-
wane sama metylacja DNA czy tez obecno$cia duze-
go kompleksu bialkowego, w sktad ktérego wchodzi

16

m.in. biatko zwane MeCP2 (ang. methyl-CpG bin-
ding protein), ktore z kolei oddziatywuje z deacety-
laza histonu. Prowadzi to do wyciszenia ekspresji ge-
ndw na poziomie chromatyny by¢ moze réwniez dla-
tego, Ze ograniczony jest dostgp do miejsc wigzania
Spl lub innych czynnikéw transkrypeyjnych.

V. Znaczenie fizjologiczne bialtka Sp1

Zdecydowana wigkszo§¢ regiondw regulatoro-
wych gendéw zawiera jedno lub wigeej miejsc
wigzacych czynnik transkrypcyjny  Spl. Na
przyktad, spoéréd 12 scharakteryzowanych regio-
néw regulatorowych podjednostek receptorow inte-
grynowych tylko jedna, PBs, nie posiada migjsca
wiazacego Spl [86]. Biorac pod uwage jak wiele
funkcji spetnia biatko Sp1 uczestniczac w aktywacji
genéw transkrybowanych w kazdej komoérce (ang.
housekeeping genes) jak i specyficznych dla po-
szczegblnych tkanek 1 faz réznicowania komérki, a
takze uczestniczac w utrzymywaniu okre$lonego
wzoru metylacji DNA, mozna byloby przypuszczac,
ze brak Sp! jest dla komorki mutacjq letalng. Tym-
czasem stwierdzono, ze zarodkowe komorki macie-
rzyste (ang. embryonic stem cells) pozbawione genu
Sp1 dzielg sie normalnie 1 mozna wywotaé ich rézni-
cowanie podobnie jak komorek dzikich [87]. Sp1 jest
jednak potrzebny dla normalnego rozwoju zarodko-
wego. Mysie zarodki pozbawione genu Sp/ ging w
11 dniu ciazy. Wydaje si¢ wigc, Ze czynnik transkryp-
cyjny Spl jest niezbedny dla roznicujacych sig ko-
morek po 10 dniu rozwoju zarodka. Niezaleznie od
powaznych defektdéw we wczesnym rozwoju zarod-
kowym stwierdzono, ze ekspresja szeregu genow
uwazanych za aktywowane przez Spl wyst¢puje na
normalnym poziomie. Jak dotad udato si¢ wykazac,
z¢ dwa geny transkrybowane sg z mniejsza wydajno-
$cig w zarodkach pozbawionych Sp/. Sa to geny ki-
nazy tymidynowej i biatka wiazacego zmetylowane
CpG (MeCP2) [87]. Stwierdzono duze podobiefistwa
fenotypow zarodkéw z delecja genu Sp/ i zarodkow
z delecja genu MeCP2 [88]. Mogtoby to wskazywac
na znaczacy udziat biatka Spl w ekspresji MeCP2.

Dos$wiadczenia z usuwaniem z genomu Imyszy
genu kodujacego biatko Spl (ang. knock-out experi-
ments) wykazaty, ze czynnik transkrypcyjny Spl nie
jest konieczny dla ekspresji szeregu genéw, ktorych
ekspresja w do$wiadczeniach opartych o transfekcje
komérek wydawata si¢ by¢ zalezna od obecnosci
biatka Spl w jadrze komérkowym. By¢ moze inne
biatko z rodziny Sp/XKLF moze chociaz czg§ciowo
kompensowa¢ brak Spl. Dobrym kandydatem jest
jedna z izoform biatka Sp3 posiadajaca zdolnos¢ ak-
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tywacjl transkrypcji. Ponadto, poniewaz delecja
genu Sp! jest letalna w 11 dniu rozwoju zarodkowe-
go, trudno jest na tej podstawie wnioskowaé o funk-
cji tego biatka w catkowicie zréznicowanych tkan-
kach.

VI. Uwagi koncowe

Postgp badan w biochemii i biologii molekularne;j
wskazuje na zlozonos$¢ proceséw regulacyjnych od-
powiedzialnych za ekspresj¢ genéw eukariotycz-
nych. Od badafi, ktére koncentrowaly si¢ gloéwnie
wokol aktywnos$ci gendéw na poziomie interakcji
DNA-czynniki transkrypcyjne przechodzi sie do sto-
sowania biologii strukturalnej w celu definiowania
wielobiatkowych komplekséw. Istotnym stato sie nie
tylko gromadzenie informacji o obecnosci specyficz-
nych biatek regulatorowych, ale réwniez poznanie
zwiazkow pomigdzy poszczegdlnymi sktadnikami
kompleksow biatkowych w inicjacji i elongacji tran-
skrypcji. Wiele elementdw maszynerii bialkowej za-
angazowane] w ekspresje¢ gendw zbudowanych jest z
domen o réznych aktywnosciach, a wiec musza by¢
one rozpatrywane z jednej strony jako biatka posia-
dajace powinowactwo do okre§lonych sekwencji
DNA, z drugiej strony jako czynniki posiadajace
zdolnos$¢ wchodzenia w interakcje z innymi biatkami
jadrowymi, Wzrost zainteresowania funkecja chro-
matyny jako catoScig w ekspresji gendéw oraz szybki
rozwdj nowych technik typu ,DNA microchip ar-
rays”, powinny przynie$¢ odpowiedzi na wiele nie-
rozstrzygnigtych dotad pytan.

Podzigkowanie

Autorka dzigkuje prof. dr hab. Markowi Gniazdow-
skiemu za uwagi dotyczace przygotowywanego arty-
kutu.

Praca finansowana z grantu nr 4 POSF 021 19 z Ko-
mitetu Badan Naukowych.

Artykut otrzymano 12 pazdziernika 2000 v,
Zaakceptowano do druku 28 grudnia 2000 r.

Pi§miennictwo

1. Dynan W S, Tjian R (1983) Cell 35: 79-87

2. Gidoni D, Dynan W §, Tjian R (1984) Nature 312:
409-413

3. Jones K A, Yamamoto K R, Tjian R (1985) Cell 42:
559-572

4. KadonagaJ T, Carner KR, Masiarz F R, TjianR
(1987) Celi 51: 1079-1090

5. Philipsen S, Suske G (1999) Nucleic Acids Res 27:
2991-3000

POSTEPY BIOCHEMII 47({1), 2001

1

—

12.

14.
15.

N

23.

24,

25,

26.

27.

28.

29.

30.

31
32.

33.

34.

35.

36.

Imataka H, Sogawa K, Yasumoto K, Kikuchi VY,
Sasano K, Kobayashi A, Hayami M, Fujii-Ku-
riyama Y (1992) EMBO J 11: 3663-3671

Cook T, Gebelein B, Mesa K, Mladek A, Urrutia
R (1998) J Biol Chem 273: 25929-25936

Subramaniam M, Harris S A, Oursler MJ, Ra-
smussen K, Riggs BL, Spelsberg T C (1995) Nucleic
Acids Res 23: 4907-4912

Blok L J, Kumar M V, Tindall D J (1995) Prostate 26:
213-224

.Fautsch M P, Vrabel A, Subramaniam M, Heffe-

ren TE, Spelsberg TC, Wieben E D (1998) Genomics
51: 408-416

.Yajima S, Lammers C H, Lee S H, Hara Y, Mizu-

mo K, Mouradian M M (1997) J Neurosci 17: 8657-8666
Blok LJ, Grossmann ME, Perry JE, Tindall D J
(1995) Mol Endocrinol 9: 1610-1620

.Tau K R, Heffcran T E, Waters K M, RobinsonJ

A, Subramaniam M, Riggs B L, Spelsberg T C
(1998) Endocrinology 139: 1346-1353

Miller I ] Bieker J J (1993) Mol Cell Biol 13:2776-2786
Southwood C M, Downs KM, Bieker I J (1996) Dev
Dyn 206: 248-259

.Shields J M, Christy RJ, Yang V W (1996) J Biol

Chem 271: 20009-20017

.Conkright M D, Wani M A, Anderson K P, Lin-

grel J B (1999) Nucleic Acids Res 27: 1263-1270

.Anderson K P,Kern CB, Crable SC, LingrelJB

(1995) Mol Cell Biol 15: 5957-5965

.Asano H, L1 X S, Stamatoyannopoulos G (1999)

Mol Cell Biol 19: 3571-3579

.Crossley M, Whitelaw E, Perkins A, Williams

G, Fujiwara Y, Orkin S H (1996) Mol Cell Bio! 16:
1695-1705

JImhof A, Schuierer M, Werner O, Moser M,

Roth C, Bauer R, Bucttner R (1999) Mol Cell Biol 19:
194-204

.Sogawa K, Imataka H, Yamasaki Y, kusume H,

Abe H, Fujii-Kuriyama Y (1993) Nucleic Acids Res 21:
1527-1532

Ratziu V, Lalazar A, Wong L, Dang Q, Collins
C, Shaulian E, Jensen S, Friedman S L (1998) Proc
Natl Acad Sci USA 95: 9500-9505

Suzuki T, Yamamoto T, Kurabayashi M, Nagai
R, Yazaki Y, Horikoshi M (1998)J Biochem (Tokyo) 124:
389-395

Matsumoto N, Laub F, Aldabe R, Zhang W, Ra-
mirez F, Yoshida T, Terada M (1998) J Biol Chem 273:
28229-28237

Thiesen H J, Bach C (1990) Nucleic Acids Res 18:
3203-3209

Feng W C, Southwood CM, Bieker JJ (1994)J Bio/
Chem 269: 1493-1500.,
Czyz M, Cierniewski
638-644

Letovsky J, Dynan W S (1989) Nucleic Acids Res 1T:
2639-2653

Bieker J J, Southwood C M (1995) Mol Cell Biol 15;
852-860

Hoey T (1993) Cell 72: 247-260

RyuS,Zhou S, Ladurner A G, Tjian R (1999) Nature
397: 446450

Courey A J, Tijan R (1992) w Transcriptional Regulation,
re: McKnight S L, Yamamoto K R; Cold Spring Harbor
Laboratory Press, str.743-769

Macleod D, Charlton J, Mullins J, Bird A P (1994)
Genes Dev 8: 2282-2292

Brandeis M, Frank D, Keshet I, Siegfried Z,
Mendelson M, Nemes A, Temper V, Razin A,
Cedar H (1994) Nature 371: 435-438

Minie M E, Kimura T, Felsenfeld, G (1992) Deve-
lopment 115: 1149-1164

C S (1999) Eur J Biochem 265:

17



37.

38.

40.

4

o

42.
43,
44.

45.

46.
47.

48.
49,

50.
51.
52.
53.
54.

55.

56.
57.

58.

59.
60.

61.
62.

63.

64.

65.

18

Chen H.-M, Pahl H L, Scheibe R J, Zhang D-E,
Tenen D G (1993) J Biol Chem 268: 8230-8239

Zhang D-E, Hetherington CJ, Tan S, Dzicnnis S
E,GonzalesDA,ChenH-M, Tenen D G (1994)J Biol
Chem 269: 11425-11434

.SafferJ D, Jackson S P, Thurston S J (1990) Genes

Dev 4; 659-666
Sif S, Capobianco AJ, Gilmore T D (1993) Oncogene
8:2501-2509

.MiltenbergerRJ, FarnhamPJ,SmithDE, Stom-

mell] M Cornwell M M (1995) Cell Growth Diff 6: 549-556
Alemany J, Borras T, De Pablo F (1990) Proc Natl
Acad Sci USA 87: 3353-3357

Borrellini F, Glazer R I (1993) J Biol Chem 268:
7923-7928

Ilnagaki Y, Truter S, Ramirez F (1994) J Biol Chem
269: 14828-14834

Hamanaka R, Kohno K, Seguchi T, Okamura K,
Morimoto A, Ono M, Ogata J, Kuwano M (1992)J
Biol Chem 267: 13160-13165

Sanceau J, Kaisho T, Hirano T, Wietzerbin J
(1995) J Biol Chen 270: 27920-27931

Chin K, Oda N, Shen K, Noguchi CT (1995) Nucleic
Acids Res 23: 3041-3049

Merika M, Orkin S H (1995) Mol Cell Biol 15:2437-2447.
Oosterwegel M, Timmermann J, Leiden 1J,
Clevers H (1992) Dev Immunol 3: 1-11.

TalianidisI, Tambakaki A, ToursounovalJ, Zan-
nis V I (1995) Biochemistry 34: 10298-10309

Gegonne A, Bosselut R, Bailly R-A, GhysdaelJ
(1993) EMBO J 12: 1169-1178

Youn B-S, Kim K-K, Kwon B S (1996) J Immunology
157: 3499-3509

Sartorelli V, Webster K A, Kedes L (1990) Genes Dev
4: 1811-1822

Krishnam V, Wang X, Safe S (1994) J Biol Chem 269:
15912-15917

Perkins N, Edwards N L, Duckett C S, Agranoff
A B, Schmid R M, Nabel G J (1993) EMBO J 12:
3551-3558

Perkins N, Agranoff A B, Pascal E, Nabel G J
(1994) Mol Cell Biol 14: 6570-6583

NotiJ D, Reinemann B C, Petrus M N (1996) Mol Cell
Biol 16: 2940-2950

Chen L I, Nishinaka T, Kwan K, Kitabayashi I,
Yokoyama K, Fu Y H, Grunwald S, Chiu R (1994)
Mol Cell Biol 14: 4380-4389

Chen YQ, Su M, Walia RR, Hao Q, Covington
IM, Vovughan DE (1998) J Biol Chem 273: 8225-8231
Schufele F, West B L, Reudelhuber T L (1990)J Bio/
Chem 265: 17189-17196

Jackson S P, Tijan R (1988) Cell 55: 125-133.

Kumar A P, Butler A P (1998) Biochem Biophys Res Com-
mun 252: 517-523

Jackson S P, MacDonald J J, Lees-Miller S, Ti-
jan R (1990) Cell 63: 155-165

Vlach J, Garcia A, Jacque J-M, Rodriguez M S,
Michelson S, Virelizier J-L (1995) Virology 208:
753-761
LeggettRW, Armstrong S A, Barry D, Mueller C
R (1995) J Biol Chem 270: 25879-25884

—

—

66. Armstrong S A, Barry D A, Leggett R W, Mucl-

fer C R (1997)J Biol Chem 272: 13489-13495

LeeY I, LeeS,LeeY,Bong ¥ S, HyunS W, Yoo

Y D, KimS, KimY w, Poo H R (1998) Oncogene 16:
2367-2380

RohlffC, Ahmad S, Borellini F,LetJ, GlazerR 1

(1997) J Biol Chem 272: 21137-21141
Kumar A P, Butler A P (1997)J Biol Chem 25:2012-2019

.Hagen G, Mucller S, Beato M, Suske G (1994)

EMBQ J13: 3843-3851

.HataY,DuhE, Zhang K, Robinson G S, Aicllo L

P (1998) J Biol Chem 273: 19294-19303

LAptD, Watts RM, Suske G, Bernard H U (1996) Vi-

rology 224: 281-291

.Discher D J, Bishopric NH, Wu X, PctersonC A,

Webster K A (1998) J Biol Chem 273: 26087-26093

.Feng X, Teitelbaum SL, QuirozME, ChengS-L,

Lai C-F, Avioli L V, Ross F P (2000) J Bio! Chemn 275:
8331-8340

.Gualberto A, Baldwin A S Jr (1995) J Biol Chem 270:

19680-19683

.Udvadia AJ, Rogers KT, Higgins PD R, Murata

Y, Martin K H, Humphrey P A, Horowitz J M
(1993) Proc Natl Acad Sci USA 90: 3265-3269

.Udvadia AJ, Templeton D J, Horowitz J M (1995)

Proc Natl Acad Sci USA 92: 3953-3957

. Kim S-J, OnwutaUS,LeeY I, LiR,Botchan M

R, Robbins P D (1992) Mo! Cell Biol 12; 2455-2463

Shao Z, Robbins P D (1995) Oncogene 10: 221-228
Ehrlich M, Ehrtich K C (1993)W:Jost J-P, Saluz H
P (red) DNA Methylation: Molecular Biology and Biological Signi-
ficance. Birkhauser Verlag, Basel, Switzerland, str 145-168

.Iguchi-Ariga SM M, Schaffner W (1989) Genes Dev

3:612-619

.Kovesdi I, Reichel R, Nevins J R (1987) Proc Nail

Acad Sci USA 84: 2180-2184

.Radtke F, Hug M, Georgiev O, Matsuo K,

Schaffner W (1996) Biol Chem Hoppe-Seyler 377: 47-56.

.Clark S J, Harrison J, Molloy P L (1997) Gene 195:

67-71

.LiB,Adams CC, Workman J L (1994)J Biol Chem 269:

7756-7763
Czyz M (2000) Acta Haematol Pol 31: 17-23

.Martin M, Karis A, Visser P, Grosveld F, Philip-

sen S (1997) Cell 89: 619-628

.Tate P, Skarnes W, Bird A (1996) Nat Genet 12. 205-208
.Yieh L, Sanchez H B, Osborne T F (1995) Proc Nail

Acad Sci USA 92: 6102-6106

.Stroem A-C, Forsberg M, Lillhager P, Westin G

(1996) Nucleic Acids Res 24: 1981-1986

.Black AR, JensenD,LinS Y, Azizkhan J C (1999)

J Biol Chem 274: 1207-1215

92.Scohy S, Van Vooren P, Szpirer C, Szpirer J

(1998) Cytogent Cell Genet 81: 273-274

93.Kalff-Suske M, KunzJ,Grzeschik K-H, Suske G

(1996) Genomics 37: 410-412

94.Kalff-Suske M, KunzJ,Grzeschik K-H, Suske G

(1995) Genomics 26: 631-633

POSTEPY BIOCHEMII 47(1), 2001



Struktura rybosomu prokariotycznego

Structure of procaryotic ribosome

BEATA DUDZINSKA', TOMASZ TWARDOWSKI®

Spis tresci

I. Wprowadzenie

II. Wzajemne oddzialywanie podjednostek rybosomainych

IT1. Oddziatywania rRNA z bialkami rybosomalnymi

IV. Modele wigzania tRNA w rybosomie podczas etapu
elongacji

V. Oddzialywanie tRNA i mRNA w miejscach A, PiE z
komponentami podjednostek

VI. Oddzialywanie rRNA z czynnikami elongacyjnymi

VII.Podsumowanie

Wykaz stosewanych skritow: AA-tRNA —aminoacylo-tRNA;
D-tRNA — deacylowany tRNA; miejsce A — migjsce wigzania
aminoacylo-tRNA; miejsce E — miejsce wigzania deacylowa-
nego tRNA; miejsce P — miejsce wigzania peptydylo-tRNA;
P-tRNA — peptydylo-tRNA; PRE — stan pretranslokacyjny ry-
bosomu; POST — stan posttransiokacyjny rybosomu; tRNA —
dowolna czasteczka tRNA bez rozréznienia na formy.

I. Wprowadzenie

Rybosom jest rybonukleoproteing o cigzarze
czasteczkowym 3-4 miliony daltondw, ktdra realizu-
je tylko jedna funkcje: synteze fancucha polipepty-
dowego. Badania nad tym makrokompleksem trwajq
juz wiele lat i dotyczg réznych zagadnien, przede
wszystkim korelacji migdzy struktura i funkcja [por.
nasze wcze$niejsze opracowania w Postepach Bio-
chemii: 1, 2 1 prace tam cytowane]. W artykule tym
chcemy przedstawi¢ najnowsze dane dotyczace bu-
dowy rybosomu prokariotycznego, a w szczegdlno-
§ci role rybosomalnych kwasow nukleinowych w
procesie elongacji tanicucha polipeptydowego. Pro-
ces biosyntezy polipeptydu charakteryzuje bardzo
wysoka wydajnos¢, ktora najlepiej opisuja dwa para-
metry: minimalna liczba bledow (10™*) oraz szyb-
kos¢ syntezy polipeptydu (10% aminokwaséw na mi-

"Megr, 2prof. dr hab., Instytut Chemii Bioorganicznej PAN; No-
skowskiego 12/14, 61-704 Poznaf, tel. 061 8528-503 w. 133,
134, e-mail: twardows@ibch.poznan.pl
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nutg). Kluczem do wyjasnienia i zrozumienia mecha-
nizmu dzialania rybosomu jest poznanie jego
ztozonej struktury.

Istniato wiele koncepcji stereochemicznej lokali-
zacji tRNA 1 mRNA na rybosomie. W latach szes¢-
dziesigtych Watson 1 Lipmann postulowali
mechanizm biosyntezy peptydu oparty na istnieniu
dwaoch miejsc* wiazgcych tRNA: peptydylo-tRNA
(ang. P-site) i aminoacylo-tRNA (ang. 4-site). Ten
klasyczny model dwoch miejsc wigzacych przewidy-
wal, ze rybosom w stanie pretranslokacyjnym
(ang. PRE state) zawiera dwie czasteczki aminoacy-
lo-tRNA (wzglednie aminoacylo-tRNA i peptydy-
lo-tRNA) odpowiednio w miejscu A i P, a w stanie
posttranslokacyjnym (ang. POST state) tylko jeden
peptydylo-tRNA w miejscu P. W 1968 rokuHaen -
ni i Lucas-Lenard zaproponowali model ry-
bosomu, ktory wigzaltby jednoczeénie trzy czasteczki
tRNA, podobny tréjmiejscowy model postulowat w
1978 roku Kirillov bez wyjasnienia lokalizacji
tych czasteczek na rybosomie. W latach osiemdzie-
siatych zaproponowano istnienie trzeciego, oprocz
miejsc A i P, rybosomalnego miejsca wiazacego:
AA-tRNA (aminoacylo-tRNA) jako miejsce wstgp-
nego rozpoznania (R-site, od terminu ang.

*Nazwy: “miejsce”, “obszar” i “region” uzywane w opisach mo-
deli wiazania tRNA na rybosomie podczas etapu elongacji, za-
stosowano wg oryginalnego nazewnictwa.
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recognition — rozpoznawanie); model ten propono-
wany przez Lak ¢’ a nie zostal zweryfikowany eks-
perymentalnie [3]. D-tRNA (deacylowany-tRNA),
nowy region, nazwany miejscem E od angielskiego
terminu exit (wyjscie), miat wigzaé wytacznie deacy-
lowany tRNA. Obecnoéé trzech miejsc wiazacych
tRNA zostata potwierdzona w rybosomach po-
chodzacych z Escherichia coli [4], jak rowniez w ry-
bosomach z archebakterii Halobacterium halobium
[5], drozdzy Saccharomyces cerevisiae [6], ryboso-
moéw pochodzacych z watroby krélika [7] i ryboso-
mow ludzkich [8]. Przyjmuje sig, Ze trzy miejsca
wiazace tRNA na rybosomie sg uniwersalng cecha
rybosomoéw.

II. Wzajemne oddzialywanie podjednostek
rybosomalnych

W 1999 roku rozwiazano metodami rentgenogra-
ficznymi strukture rybosomu 70S z Thermus ther-
mophilus [9]. Badania te w znacznym stopniu przy-
czynity si¢ do okre$lenia wzajemnych oddziatywan
migdzy podjednostkami rybosomu. W obrgbie malej
podjednostki 30S (Ryc. 1A), ktora zbudowana jest z

A Centralna
wypuklosé

Wypuklo$é L1

[ 3 o

Stupek L7/L12

stajace w bliskim kontakcie z wierzcholkiem podjed-
nostki, tworzac szczeling migdzy tymi elementami;
oddziatywanie to jest niezbgdne dla stabilnoscirybo-
somu [10]. Stwierdzono réwniez dwa dodatkowe
potaczenia migdzy wierzchotkiem i platforma:
pierwsze od strony zewnetrznej w poblizu przewgze-
nia, drugie od strony wierzchotka na kofcu platfor-
my. Na dole po prawej stronie podstawy znajduje sig
wystajaca helisa RNA nazwana ostroga (spur).
Duza podjednostka 50S (Ryc. 1B), ktora zbudo-
wana jest z 23S rRNA (Ryc. 3A), 5S rRNA i 34
biatek (L1 — L34), skiada si¢ z czterech podstawo-
wych elementow: podstawy (body), stanowiace]
dolng cze$¢ podjednostki oraz trzech wypukiosci w
gomej czgéci, wypuktosci L1 (LI protuberance),
centralnej wypuklo$ci (central protuberance) i
stupka L7/L12 (L7/L12 stalk). Stwierdzono, ze
stupek L7/L12 ma budowe elastyczna, co jest nie-
zbgdne dla prawidlowego funkcjonowania rybosomu
[11]. Podjednostki rybosomu po zasocjowaniu
tworza wewngtrzng przestrzen (wnekg), ktora zawie-
ra miejsca wigzania D-tRNA, AA-tRNA, peptydy-
lo-tRNA oraz czynnikéw EF-Tu i EF-G. Dno wngki
jest utworzone przez wiele mostkow taczacych pod-

Przeweienie

Ramig

Ostroga
Podstawa

Ryc. 1. Schemat podjednostek rybosomu 70S, na podstawie [9). A — podjednostka 50S z wyréznionymi elementami strukturalnymi, B — podjednost-

ka 308 z wyréznionymi elementami strukturalnymi.

16S rRNA (Ryc. 2A) i 21 biatek (S1-S21), wyro6z-
niono wierzchotek (head), ktoéry potaczony jest z
podstawg (body) przez przewezenie (neck) w poblizu
platformy (platform). Po prawej stronie podstawy
znajduje si¢ niewielkie ramig (shoulder), pozo-
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stawe i platforme podjednostki 30S z przednia cze-
$cia podjednostki 50S [9]. Powyzej wneki dodatko-
wy mostek faczy wierzchotek 30S z centralng wy-
puktoscia i palcem miejsca A (4-site finger) 508S.
Mostki migdzy podjednostkami zbudowane sg za-
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rowno z oddziatywan RNA-RNA jak i RNA-biatko.
Pierwsze z nich, RNA-RNA, wystepuja w centralnej
czesci obszaru wzajemnego oddziatywania podjed-
nostek (obszary te sa okreslane jako: B2a, B2c, B3,
BS, B7), natomiast drugie, RNA-biatko, umiejsco-
wione sa peryferyjnie (odpowiednio nazwane: Bla,
B1b, B4, B6).

Cztery elementy 16S rRNA tworza mostki
RNA-RNA z podjednostka 50S [9, 12], natomiast
mostki RNA-biatko powstaly zaréowno dzigki od-
dziatywaniom bialek z matej jak i duzej podjednostki
[9] (Tabela 1).

podjednostka do formy rybosomu 70S. Okazalo sig,
7e wolne rodniki generowane przez zelazo (11}, ciety
235 rRNA w petli domeny II (715, 716). W celu po-
twierdzenia, Ze biatko S15 oddziatuje z sekwencjg
zgodng z sekwencja petli domeny II 23S rRNA, za-
socjowano biatko S15 z pegtla domeny ITA U2 sn-
RNA, ktéra ma sekwencje identyczna z sekwencja
domeny I1 23S rRNA E. coli, ale rdzniacq sie¢ dwoma
nukleotydami w petli od sekwencji tej samej domeny
T. termophilus. Na podstawie tych eksperymentow
mozna sugerowaé, ze niezwykle wazne dla od-
dzialywania biatka S15-23S rRNA, jest obecnosé pu-

Tabela 1
Mostki taczace malq 1 duzg podjednostke rybosomalna
Rodzaj most- . _— . . . , Ozna-
Ka Region RNA Polozenie regionu RNA QOddzialywanie (RNA lub bialko) czenie Rysunek
RNA-RNA Helisa 790 Platforma B2b IAIB
16S IRNA 241 C
Helisa 690 Platforma B7 1AiB
16S rRNA 241 C
Czteronukleotydo- | Centrum podjednostki, w | Od strony podjednostki 30S oddziatuje z | B2c 1AiB
wa petla 900 poblizu polaczenie trzech | wyzlobieniem utworzonym przez helisg 790 JAIC
16S rRNA gtébwnych  domen  16S | 16S rRNA 3AiB
rRNA +Qd strony podjednostki 50S laczy sig prawdo-
pedobnie z helisa 1700 23S rRNA, ktora cha-
rakteryzuje si¢ fragmentem oddziatywan nicka-
nonicznych [13].
Przedostatnia heli- | Pionowy rowek przebie- | eOddziatuje z duzz podjednostka w trzech | B2a, IAIB
sa 16S fRNA gajacy przez cala dugos¢ | miejscach przypadajacych na skret helisy; B3,BS |24iB
(1400-1490) podstawy podjednostki 305 | eMost B2a taczy koniec lodygi tej helisy z he- 3A
lisg 1910 domeny IV 23S rRNA
RNA-biatko | Palec miejsca A Goma cze$é podjednostki | Biatko pochodzace z wierzchotka podjednostki | Bla IAiB
(helisa RNA) 508 308
Element RNA Centralna wypukio$¢ pod- | a-helisa biatka z wierzchotka podjednostki 30S | Bib IAiB
jednostki 50S
Przedostatnia heli- | Pionowy rowek przebie- | Biatko potozone w dolnej czgéci podstawy pod- | B6 l1AiIB
sa 165 rRNA, re- | gajacy przez calay dlugoéé | jednostki 50S
gion oddzialywan | podstawy podjednostki 308
niekanonicznych
Helisa 715 II do- Biatko §185, polozone w dolnej czgéci platfor- | B4 l1AiB
meny 23S rRNA my podjednostki 30S 3A3 C

W odniesieniu do mostka B4 przeprowadzono ba-
dania w celu usci$lenia miejsc oddziatywania mig-
dzy rRNA i biatkiem [14]. Miejsce na 23S rRNA,
ktére mogtoby oddziatywaé z biatkiem S15, ozna-
czono na drodze hydrolizy wolnymi rodnikami.
Zmodyfikowana zelazem dwuwarto$ciowym cyste-
ina zostata wiaczona do biatka S15 przez bezposred-
nig mutageneze w pozycjach 12, 36, 46 1 70. Nastgp-
nie zrekonstytuowang mata podjednostke z zelazo-
wymi pochodnymi cysteiny, zasocjowano z duza
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ryny wpozycji 7151716 petli domeny I 235 rRNA.

III. Oddzialywanie rRNA z bialkami
rybosomalnymi

Rybosomy sa kompleksami biatek i kwaséw rybo-
nukleinowych. Biatka oddziatujac z RNA stabilizuja
strukture rybosoméw. Jednoczesnie oddzialywania
te chronig sekwencje istotne dla aktywnoSci rybose-
mu i stymuluja zmiany konformacyjne, a dosko-
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nalym przykladem takich interakcji jest domena
a-sarcyny. Zmiany konformacyjne tej domeny od-
grywajq zasadnicza rolg w cyklu przeksztalcen kon-
formacyjnych rybosomu przy przejéciach ze stanu
pre- do posttranslokacyjnego [15, 16 i prace tam cy-
towane].

W malej podjednostce rybosomalnej w organi-
zmach prokariotycznych znajdujg si¢ biatka, ktorych
polgczenie z TRNA jest funkcjonalnie wazne, ponie-

nalnie region— hclisa H27, ktory jest istotny dla
przeksztatcen konformacyjnych rybosomu pod-
czas procesu translacji, a w jego poblizu znajdu-
je sig biatko S5.

Wigkszo$¢ biatek znajduje si¢ na zewngtrznej
stronie oraz z boku podstawy podjednostki 30S,
jednakze dwa biatka: $71S12, umiejscowione sg
na matlej podjednostce po stronie obszaru wza-
jemnego oddziatywania podjednostek [17]. Na
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Ryc. 2. Struktura II-rzgdowa 16S rRNA,

na podstawie [9, 17, 18]. A — za-
znaczone sa fragmenty struktury
dyskutowane w tekscie; rysunki
B, C i D koreluja z odpowiednimi
zaciemnionymi obszarami; B —
przedostatnia domena 168 rRNA
(1400-1500); gwiazdkami zazna-
czono mostki RNA-RNA miedzy
podjednostkami, w kolejnoSci za-
czynajac od petli: B6, BS, B3, B2a
— na koncu fodygi; C —centralna
domena 16S rRNA; D — obszar
oddzialywania biatka S7 z 16S

C

waz na powierzchni podjednostki 30S znajduja sig
miejsca A, P i E, tj. miejsca, w ktérych oddzialuja ze
soba mRNA i tRNA. Centralna domena 16S rRNA
zawiera nukleotydy 565-885 (Ryc. 2C). Ten frag-
ment rRNA, wraz z asocjowanymi bialkami,
ksztattuje platforme i cze$é podstawy podjednostki
208, Na podstawie badan stwierdzono, ze wewngtrz-
na struktura trzeciorzgdowa centralnej domeny 16S
rRNA — to wiele krotkich helis wspolnie upakowa-
nych [17]. Labilna struktura platformy zawiera do-
meny 690 1 790, ktore zidentyfikowano jako elemen-
ty o decydujacym znaczeniu dla wigzania tRNA w
miejscu P oraz asocjacji podjednostek. Na koncu 3
domeny centralnej znajduje sig inny wazny funkcjo-

rRNA

podstawie wynikow tych eksperymentdw mozna
postawié¢ teze, ze fragmenty 16S rRNA znaj-
dujgce sie¢ w obszarze wzajemnego oddziatywa-
nia podjednostek zaangazowane sg takze w inne
procesy, a mianowicie interakcje miedzy podjed-
nostkami. Inne oddziatywania biatek rybosomal-
nych wewnatrz podjednostek przedstawione sg
w Tabeli 2.

Synteza wigzania peptydowego zachodzi na
dnie tunelu w podjednostce 50S. Aminokwas na
zaminoacylowanym konicu CCA tRNA jest prze-
noszony na nastgpny aminokwas razem z prze-
mieszczeniem sig¢ peptydylo-tRNA do odpo-
wiedniego regionu na tej podjednostce [24].
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Przypuszczac mozna, ze wydluzajacy si¢ polipeptyd
przechodzi przez tunel, przez $rodek podjednostki
508 [25]. Rozwiazanie struktury duzej podjednostki
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rybosomalnej [26] pozwolito okreslié¢ w jaki sposéb
zbudowany jest tunel, w ktérym zachodzi elongacja
tancucha polipeptydowego. Okazalo sie, Zze brzegi
tego tunelu sktadaja si¢ w duzej mierze z diugich,
prostych duplekséw RNA, powstatych na skutek na-

gromadzenia sig podwojnie skreconych helis RNA,
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pochodzacych z kilku réznychregiondw 23S rRNA.
W duzej podjednostce znajduje sig takze centrum
GTPazowe, odpowiedzialne za przylaczenie czynni-

Rye. 3. Struktura Il-rzedowa 238
rRNA, na postawie {9, 13, 14,
19-22]. A — zaznaczone sg
fragmenty struktury dyskuto-
wane w tekécie; rysunki B, C,
D, E i F koreluja z odpowied-
nimi zaciemnionymi obszara-
mi; B dorena 1700,
kotkami zaznaczono obszar
oddziatywatr  nickanonicz-
nych; C — domena 715 z
E. colii odpowiednio pgtla do-
meny 11 U2 snRNA i petla z
T Termophilus  korespondu-
jaca z helisg 715 z E.coli
wyttuszczonym drukiem za-
znaczono nukleotydy  od-
dzialujace z biatkiem S15; D
— domeny: HS5 (domena
o-sarcyny) t H97, miejsce od-
dziatywanis z biatkiem L6; E

fragment 23S rRNA

(1051-1108} oddzialuigey z

biatkiem Lil; F — domena

235 RNA (1794-18Z5) od-

dziatujacy z biatkiem L2

kow elongacyjnych EF-G i EF-Tu oraz czynnika ini-
cjujacego IF2 i czynnika terminujacego RF3. Ten re-
gion zawiera biatka L6, L11, L14 i stupek L7/L12,
jak rowniez domeneg a-sarcyny i region 1055-1{80
23S rRNA [27].



IV. Modele wigzania tRNA na rybosomie
podczas etapu elongacji

Translacja jest procesem sktadajacym sig z trzech
etapéw: inicjacji, elongacji i terminacji biosyntezy
biatka. W rybosomie, podczas wydluzania fancucha
polipeptydowego, zachodzg trzy zasadnicze proce-
sy:

1. utworzenie dupleksu kodon-antykodon miedzy
mRNA i1 tRNA;

2. synteza wigzania peptydowego;

3. przesunigcie tRNA i mRNA wzdhiz rybosomu.

Rozwazane sg trzy zasadnicze modele etapu elon-
gacji na rybosomie:

Tabela 2

czasteczki (w tym przypadku fragmentu ryboso-
mu) powodujgca zmiane powinowactwa do ligan-
du, czyli do transferowego RNA. Zgodnie z ta de-
finicja AA-tRNA przylaczony w miejscu A powo-
duje zmiang struktury rybosomu obnizajac powi-
nowactwo deacylowanego tRNA do miejsca E 1
odwrotnie, jezeli miejsce E obsadzone jest przez
deacylowany tRNA to miejsce A posiada obni-
zone powinowactwo do AA-tRNA [28]. Oba sta-
ny konformacyjne rybosomu oddzielone sa ba-
rierg energetyczng roéwng w przyblizeniu 120
kJ/mol [29]. W jej obnizeniu zasadniczg rolg od-
grywaja czynniki elongacyjne: EF-Tu i EF-G.
Czynniki elongacyjne obnizajac energi¢ aktywa-

Oddziatywania biatek rybosomalnych z komponentami podjednostek rybosomalnych

Rodzaj od-

dzialywania Bialko

Oddzialywanie i polozenie

Rysunek

biatko-RNA | §7

ebliski kontakt z pgtla antykodonowg tRNA w obszarze micjsca P i mRNA wre- | 2D

gionie dekodujgcym
eznajduje si¢ wewnatrz helis H28-H30 1 H41-H43 16S rRNA, ktorc potozone sg
w czgéel glowy matej podjednostki 18]

S6, S8, SII,
S15, 818

ecentralna domena 16S rRNA, obszar polaczenia helis: H20, H21 i H22 [17]
ebiatko S15 zwiazane jest do matego rowka utworzonego przez helisy H20 i
H22, przy czym goérna czg$¢ tego biatka znajduje sig blisko helisy H21 i micjsca
potaczenia tych trzech helis

ow biatku S8 lizyna w pozycji 55 wiaze si¢ z nukleotydem U653, a helisa na ko-
ficu aminowym ma kontakt z matym rowkiem helisy H25

sbialko S17 znajduje si¢ blisko helisy H21, gdzie lizyna w pozycji 29 wigze si¢z
nukleotydem U632

2C

L6

wiaze sie z helisami H95 (domena a-sarcyny) i H97 znajdujacymi sig w dome-
ni¢ VI 23S rRNA [19]

b

LIl

taczy sig z fragmentem 58 nukleotydéw 23S rRNA (1051-1108) [20,21]

3E

L2

znajduje sig blisko centrum tranferazy peptydylowej; oddziatuje ono z krétkg
domeng (1794-1825) 23S rRNA [22]

3F

biatko-bialko | S4, S5, S8

shelikalna domena S4 oddziatuje z przednia czgécia biatka S5 [17]

estruktura B7 (aminokwasy 90-96) domeny korica karboksylowego biatka S8
tworzy wiazania wodorowe ze struktura f biatka S5, takze na koricu karboksylo-
wym {23]

ewyeksponowany fragment B2 (aminokwasy 50-54) na koricu aminowym biatka
S8 jest zaangazowany w wiazanie z innym blisko polozonym biatkiem, prawdo-
podobnic S12 {17]

-— Allosteryczny model tréjmiejscowy (ang. allo-
steric three-site model). Rybosom w mys§l tego
modelu ma trzy miejsca wiazace tRNA, jednakze
na rybosomie znajdujg sie zawsze dwie czasteczki
sp0érod: AA-tRNA (aminoacylo-tRNA), P-tRNA
fpeptydylo-tRNA) i D-tRNA (deacylowanego
tRNA). Jego gldwna cecha jest allosteryczne od-
dziatywanie mi¢dzy miejscami A i E. Termin allo-
steria definiowany jest jako zmiana struktury

24

cji przyspieszaja proces translacji, a prze-
ksztalcajac rybosomy z jednego stanu w drugi
okreslaja kierunek reakcji [30]. Zgodnie ze sche-
matem przedstawionym na rycinie 4A rybosomy
znajduja si¢ w stanie POST, kiedy P-tRNA
zwiazany jest w miejscu P, a D-tRNA w miejscu E
i maja niskie powinowactwo do znajdujgcego sie
w  poblizu  trojsktadnikowego  kompleksu
AA-tRNA-EF- Tu-GTP. Utworzenie prawidtowe-
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na podstawie [29]; A — model allosteryczny; B — model hy-
brydowy; C — modcl a-€.

go wigzania kodon-antykodon migdzy tym kom-
pleksem a mRNA jest sygnatem dla rybosomu do
allosterycznego przejécia ze stanu POST do stanu
PRE. W konsekwencji nastepuje uwolnienie
D-tRNA z migjsca E i rownoczesne silne zwiaza-
nie kompleksu AA-tRNA-EF-Tu-GTP z miejscem
A. GTP ulega hydrolizie i kompleks EF-Tu-GDP
opuszcza rybosom. Ten stan z AA-tRNA w miej-
scu A i P-tRNA w miejscu P jest krotkotrwaly, po-
niewaz nastgpuje utworzenie nowego wigzania
peptydowego, tj. peptydu z aminoacylo-tRNA,
P-tRNA, wydhizone o jeden aminokwas, pozosta-
je przylaczone do miejsca A, natomiast utworzo-
ny D-tRNA pozostaje w miejscu P. Rybosomy w
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stanie  PRE sa substratem dla kompleksu
EF-G-GTP, ktérego przytaczenie wywoluje reak-
cje translokacji. P-tRNA przesuwa si¢ z miejsca A
do P, a D-tRNA z miejsca P do E. GTP ulega hy-
drolizie i kompleks EF-Tu-GDP opuszcza rybo-
som bedacy juz w stanie POST. Wyjatkiem od
tego schematu jest pierwszy cykl elongacyjny, tuz
po przylaczeniu fMet-tRNA; w cyklu inicjacyj-
nym. Wowczas miejsce A jest zajgte przez
tréjsktadnikowy kompleks
[AA-tRNA-EF-Tu-GTP]. Kazdy nastgpny cykl
rozpoczyna sig na rybosomach w stanie POST z
zajgtym miejscem E [29].

— Model stanu hybrydowego (ang. Aybrid-site mo-
del). Badania nad umiejscowieniem tRNA na ry-
bosomie z zastosowaniem chemicznej metody fo-
otprinting doprowadzity do odkrycia pewnych
stanow posrednich, w ktérych dwa konce tRNA
moga znajdowac si¢ w roznych miejscach na obu
podjednostkach rybosomu. Oznacza to, ze tRNA
moze rownoczes$nie zajmowaé na przyktad miej-
sce A w podjednostce 30S i miejsce P podjednost-
ki 508 [31]. Taki stan moze powsta¢ na skutek
przechylenia sig czasteczek tRNA lub ruchu pod-
jednostki 50S wzgledem podjednostki 30S. Inter-
pretacja tych eksperymentow jest model stanow
hybrydowych, przedstawiony na rycinie 4B, kté-
ry ukazuje przynajmniej sze$¢ standw wiazacych
tRNA (A/T, A/A, A/P, P/P, P/E 1 E) [32]. Stan
POST rybosomu podczas cyklu elongacyjnego w
modelu hybrydowym, charakteryzuje sig obecno-
Scia P-tRNA w stanie P/P, odpowiadajacy kla-
sycznemu miejscu P (Ryc. 4BI). Oznacza to, ze je-
den jego koniec zakotwiczony jest w miejscu P
podjednostki 308, a drugi w miejscu P podjed-
nostki 50S. Przejscie rybosomu w stan pretranslo-
kacyjny nastgpuje po zwigzaniu kompleksu
AA-tRNA-EF-Tu-GTP w stanie A/T (Ryc. 4BII),
tj. antykodon tRNA oddziatuje z kodonem mRNA
w miejscu A matej podjednostki, podczas gdy ko-
niec akceptorowy znajduje sig¢ miejscu T. Miejsce
T okres$la potozenie nowo zwigzanego AA-tRNA,
kiedy ten jest jeszcze utrzymywany przez faktor
EF-Tu [33, 34]. Po hydrolizie GTP i uwolnieniu
kompleksu EF-Tu-GDP, AA-tRNA przesuwa si¢
na rybosomie zajmujac stan A/A, ktory jest odpo-
wiednikiem klasycznego miejsca A (Ryc. 4BIII).
Po utworzeniu wigzania peptydowego, oba tRNA
przechodza przez hybrydowe stany wiazace
(Ryc. 4BIV). P-tRNA, wydtuzony o jeden amino-
kwas, znajduje sie w stanie A/P czyli jego koniec
antykodonowy jest w miejscu A podjednostki
308, podczas gdy koniec akceptorowy zwigzany
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jest z miejscem P podjednostki 50S. D-tRNA w
tym samym momencie znajduje si¢ w stanic P/E
co oznacza, ze jego koniec antykodonowy jest w
podjednostce 30S w miejscu P, a koniec akcepto-
rowy w podjednostce 50S w miejscu E. Przesunig-
cie to jest spontaniczne i ma miejsce niezaleznie
od czynnika EF-G i GTP. Podczas translokacji
oba tRNA 1 mRNA, synchronicznie przesuwaja
si¢ z pretranslokacyjnych do po$rednich post-
translokacyjnych pozycji (Ryc. 4BV) [35].
P-tRNA znajduje sig¢ w stanie P/P, a w miejsce E
przesuwa si¢ D-tRNA. Ostatni etap translokacji
obejmuje dysocjacj¢ D-tRNA z miejsca E i po-
wrot rybosomu do stanu, w ktorym jest gotowy do
przyjecia AA-tRNA w kolejnym cyklu elongacyj-
nym (Ryc.4BI). P-tRNA zajmuje wowczas pozy-
cje P (stan P/P), podczas gdy miejsca A 1 E sg wol-
ne [33, 35]. Zasadnicza rolg w translokacji odgry-
wa czynnik elongacyjny G. W ogélnie akcepto-
wanym modelu zaklada sie, ze EF-G-GTP wiaze
si¢ z rybosomami w stanie PRE i indukuje ich
konformacyjng zmiang pozwalajaca na transloka-
cje. Biatkowy czynnik G hydrolizuje GTP i dzigki
obnizonemu powinowactwu do GDP, oddysocjo-
wuje od rybosomu. Model ten jest oparty na ob-
serwacji, ze¢ EF-G w obecnosci GMPCP, czyli
analogu nieulegajacego hydrolizie, nadal wzmac-
nia (przyspiesza) translokacje w stosunku do re-
akcji spontanicznej, ale ogranicza ja do poje-
dynczego cyklu [35].

— Model a-¢ [36]. Zasadnicza cecha tego modelu
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jest obecno$¢ dwoch ruchomych obszaréw, moc-
no wigzacych tRNA w trakcie ich translokacji i
przeksztalcajacych sig razem z nimi z miejsca A i
P odpowiednio w miejsce P i E. Obszar rybosomu,
z ktorym oddziatuje AA-tRNA w miejscu A przed
translokacja zostat nazwany ,,0”. Natomiast ob-
szar rybosomu, z ktéorym oddzialuje D-tRNA w
miejscu E po translokacji nosi miano ,,&”. W re-
gionie P w stanie pretranslokacyjnym znajduje sig¢
obszar g, natomiast w stanie posttranslokacyjnym
obszar o.. W tym uj¢ciu miejsca A, P i E sa raczej
regionami, w ktorych w zaleznosci od stanu trans-
lokacyjnego pojawiaja sig obszary a i . W mode-
lu tym do programowanych rybosomoéw moga
przylaczy¢ si¢ maksymalnie trzy czasteczki tRNA
i na rybosomie znajduja si¢ trzy obszary wiazania
tRNA. Dwa, wykazujace si¢ wysokim powino-
wactwem do tRNA, czyli bszary a i €, odpowied-
nio w regionie P i E oraz trzeci obszar, tzw. cen-
trum dekodujace & (ang. decoding center §) o ni-
skim powinowactwie do tRNA. Znajduje sig ono
w regionie A, oddzielonym w stanie POST od ob-

szaru a-g, ale zazgbiajacym sig z obszarem o w
stanie PRE [2, 29]. Zgodnie ze schematem cyklu
elongacji (Ryc. 4C) zajmowanie regionu A jest
rozdzielone dwoma etapami. Podczas procesu
rozpoznania (reakcja la) rybosomy znajduja sigw
stanie POST czyli obszary o i € mieszcza sig¢ w po-
zycjach P i E. Petla antykodonowa AA-tRNA,
bgdacego w kompleksie z EF-Tu i GTP, od-
dziatuje z centrum & i na rybosomie zostaja
zwigzane trzy czasteczki tRNA. Prawidlowe od-
dzialywania kodon-antykodon indukujg zmiang
konformacji rybosomu. Ma miejsce uwolnienie

kompleksu EF-Tu-GDP, jak réwniez D-tRNA z

regionu E na skutek przesunigcia obszaru a-€ z

pozycji P-E w pozycje A-P (reakcja 1b). Kolej-

nym etapem jest przeniesienie tancucha peptydo-
wego na AA-tRNA z utworzeniem wigzania pep-

tydowego (reakcja 2) oraz translokacja (reakcja 3)

polegajaca na przesunigciu obszaru o-¢ razem z

dwoma tRNA i mRNA, ktore sa z nia silnie

polaczone zardwno przed, w trakcie, jak i po reak-
cji translokacji. W ten sposéb otrzymuje sig stan

POST rybosomow, ktore sg gotowe do kolejnego

cyklu elongacyjnego. Z badan termodynamicz-

nych wynika, ze translokacji towarzyszy zmiana

konformacji kompleksu rybosomalnego [37]. W

modelu a-g krytycznym momentem jest reakcja

1b (por. Ryc. 4C) obsadzenia regionu A, a nie
translokacja, jak mialo to miejsce we wezesniej-
szych modelach. Reakcja 1b jest charakteryzowa-
na przez zalezno$ci pomigdzy kompleksem

(tRNA),-mRNA a rybosomem, co jest zgodne z

obserwacjami, Ze proces zajmowania regionu A

jest czynnikiem limitujacym przebieg cyklu elon-

gacyjnego w tym modelu [37, 38].

Trzy przedstawione modele funkcjonowania ry-
bosomu w trakcie procesu elongacji, mimo pozor-
nych podobienstw sa zasadniczo odmienne. Istota
réznicy polega na dynamice zmian konformacyj-
nych, ktére determinujg szybko$¢ i bezbtgdnos¢ syn-
tezy wiazania peptydowego. Zrozumienie mechani-
zmu syntezy kolejnego wigzania peptydowego win-
no zblizy¢ nas do poznania podstaw molekularnego
rozpoznania przez rybosom tego jedynego wlasciwe-
go AA-tRNA zgodnego z kodonem spo$rod 64 in-
nych AA-tRNA, w tym bardzo podobnych (jak izo-
akceptorowe AA-tRNA).

V. Oddzialywanie tRNA i mRNA w miejscach
A, P, E z komponentami podjednostek

Podczas biosyntezy biatka tRNA zajmuje na rybo-
somie trzy rézne pozycje: miejsca A, P i E. Koniec
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CCA czasteczki tRNA w miejscu P jest skrecony i
stabilny, dzigki czemu tatwo widoczny w opisane;
strukturze rybosomu [9]. Ramie CCA, a wlasciwie
ultrakonserwatywny nukleotyd C74, paruje z zasada
(2252 23S rRNA . Nukleotyd A76 skierowany jest
w strone tunelu, ktorym polipeptyd opuszcza rybo-
som [26]. W przypadku nie obsadzonego miejsca A,
P-tRNA oddzialuje z rybosomem w miejcu P.
Stwierdzono, ze w matej podjednostce gldwnym ob-
szarem taczenia P-tRNA z komponentami podjed-
nostki 30S, jest petla antykodonowa zwigzana z
mRNA. Oprécz potaczenia kodon-antykodon istnie-
je szes¢ innych obszar6w wigzania t(RNA i mRNA do
rybosomu w miejscu P (Ryc.5). Trzy z nich (ozna-
czone na rysunku 5 jako palce A, B i C) tworzg mole-
kularng zwrotnice kierujaca todyge petli antykodo-
nowej we wiasciwe polozenie:
— palec A wiaze sig wokot nukleotydoéw 29 i 30
todygi domeny antykodonowej tRNA;
— palec B oddziatuje w poblizu nukleotydow 31141
fodygi domeny antykodonowej tRNA;
— po przeciwnej stronie todygi, palec C wigze sig w
poblizu nukleotydow 38 i 39 domeny antykodo-
nowej tRNA.

petla DH

palec A—» 29
palec A———3 30
palec B—» 31

4| €——— palec B

39€—— palec C
38 4——— palecC

— palec F ma zupeinie inny charakter w poréwnaniu

z wymienionymi polaczeniami, ktére oddziatuja

z helisg kodon-antykodon w poblizu jej konca.

Jego specyfika polega na stabilizacji parowania

potroéjnego dupleksu kodon-antykodon. Stanowi

on przedluzenie tego ukladu, w konsekwencji

czego powstaje czwarte ramig kompleksu. Palec F

pomaga rowniez w odpowiednim ulozeniu

mRNA w migjscu A.

Na podstawie badan krystalograficznych [9] po-
stuluje si¢ minimalne oddziatywania mRNA z rybo-
somem w przypadku nie obsadzonego miejsca A.
Prawdopodobnie konieczna jest pewna elastyczno$c¢
miejsca A, aby moglo zaj§¢ przemieszczenie
AA-tRNA, opuszczenie rybosomu przez EF-Tu i pa-
rowanie kodon-antykodon. Stwierdzono réowniez, ze
koniec mRNA polozony jest wewnatrz szczeliny
utworzonej migdzy wierzchotkiem i podstawa pod-
jednostki 30S. AA-tRNA zwiazane w miejscu A, aw
szczegolnosci nukleotyd N1 z konca 5° czasteczki
tRNA jest zwigzany z A1492 1 A1493 16S rRNA.
Nukleotyd N1 potozony jest 15A dalej niz kompleks
mRNA-tRNA i umiejscowiony po przeciwnej stro-
nie podjednostki 50S w poblizu mostka B2a.

petla TYC

mRNA

palec

palec E

Kolejne trzy obszary wigzania tRNA i mRNA do
rybosomu prowadzacych do wytworzenia centrum
syntezy polipeptydu to:

— palec D, oddziatujacy w poblizu nukleotydu 34 w
petli antykodonowej tRNA;

— palec E, ktéry wchodzi w interakcje z mRNA w
matym rowku, przy pozycji pierwszej i drugiej
kodonu. Te wymienione palce pomagaja stabili-
zowa¢ parowanie kodon-antykodon;
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Rye. 5. Schemat oddziatywan tRNA z komponen-
tami podjednostek, ognaczonymi jako pal-
ce A, B, C, DiE, w migjscu P na ryboso-
mie.

D-tRNA w miejscu E oddziatuje w trzech obsza-
rach struktury rybosomu z jego komponentami:

— 3’ koniec CCA znajduje si¢ w szczelinie migdzy
stupkiem L1 i centralnym wybrzuszeniem pod-
jednostki 508S;

— petla TYC oddzialuje z biatkiem L1;

— petla antykodonowa wiaze si¢ ze szczeling mig-
dzy platforma i wierzchotkiem 30S, w sasiedz-
twie miejsca P,
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VI. Oddzialywanie rRNA z czynnikami
elongacyjnymi

Biosynteza biatka rozpoczyna sig, gdy kompleks
sktadajacy sig z: podjednostki 30S, czynnikéw ini-
cjujacych, fMet-tRNA; i mRNA przytacza si¢ do
podjednostki 50S. W ten sposob powstaje aktywny
kompleks inicjujacy, w ktorym fMet-tRNA, zajmuje
miejsce P. Kolejnym etapem jest przylaczenie sig
AA-tRNA do miejsca A na rybosymie razem z czyn-
nikiem elongacyjnym EF-Tu, zaleznym od hydrolizy
GTP. EF-Tu ochrania wigzanie estrowe zacylowane-
2o AA-tRNA przed hydroliza pod wptywem wody
oraz jest zangazowany w dostarczeniec AA-tRNA do
wilasciwego miejsca na rybosomie. Hydroliza GTP
do GDP znacznie zmniejsza powinowactwo tego
czynnika do AA-tRNA 1 powoduje oddysocjowanie
EF-Tu od rybosomu. Ramig akceptorowe AA-tRNA
polaczone jest z EF-Tu, podczas gdy czynnik ten od-
dziatuje z podstawa stupka L7/L12 podjednostki
50S. W tym miejscu na duZej podjednostce znajdujg
si¢ rowniez biatka L101L11 oraz domena a-sarcyny
23S rRNA [39]. W pracach eksperymentalnych wy-
kazano, ze wiazanie EF-Tu do rybosomu ochrania
cztery nukleotydy znajdujace si¢ w domenie o-sar-
cyny przed dzialaniem wolnych rodnikow: G2655,
A2660, G2661 1 A2665 [40]. Miejsce wiazania
EF-Tu, pokrywa si¢ czeSciowo z obszarem interakcji
innego czynnika elongacyjnego EF-G.

Czynnik elongacyjny EF-Tu oddziatuje z mala
podjednostka w poblizu regionu dekodujacego. W
miejscu tym znajduja si¢ biatka S4, S51S12 oraz od-
dziatujaca z nimi domena 530 16S rRNA (Rys. 2A).
Okazalo sig, Ze ten fragment 16S rRNA spina szcze-
ling migdzy biatkiem S12 i regionem dekodujacym
[41].

Kolejnym czynnikiem elongacyjnym, zaleznym
od hydrolizy GTP, jest EF-G, ktory odpowiedzialny
jest za translokacje tRNA odpowiednio z miejsc AiP
do PiE, czemu towarzyszy przesunigcie mRNA o je-
den kodon. Struktura tego czynnika skiada si¢ z pig-
ciu domen, w tym domena I zbudowana jest z dwadch
poddomen: G — wiazaca GTP i dodatkowg G’, kté6-
rej funkcja nie jest jeszcze poznana [11]. Na podsta-
wie wynikdw przeprowadzonych badan wnioskuje
si¢, ze hydroliza GTP jest konieczna zaréwno do
zwigzania wszystkich domen EF-G do kompleksu
pretranslokacyjnego jak i do utatwienia reakcji trans-
lokacji, a w obydwu rybosomalnych podjednostkach
(30S i 50S) konformacyjne zmiany znaczgco
wplywajg na wiazanie EF-G i hydrolize GTP. Wigza-
nie EF-G wptywa na konformacje trzonu L.7/L12 po-
przez wniesienie i rozwini¢cie go oraz powoduje wy-
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sunigcie si¢ podstawy stupka, co przyczynia sig do
powstania polgczenia z EF-G, okre$lanego przez au-
torow [10] jako ,tukowate”. W przeciwienstwic do
stanu  EF-G-GDP, zauwazono, ze dla formy
EF-G-GTP istnieja roznice w konformacji ryboso-
mu:
— formowane jest ,,nietukowate” potaczenie pomig-
dzy podstawg stupka L7/0.12, a domena G EF-G;
— stupek L7/L12 wydluza sie i przechodzi w dwie
rozszczepione subdomeny.

Region matej podjednostki oddziatujacy z do-
meng Il EF-G oraz obszar interakcji petli antykodo-
nowej tRNA w miejscu A lub alternatywnie szczytu
domeny IV EF-G, sa, jak sig okazuje najbardziej ela-
stycznymi miejscami podjednostki 30S. Uwidocz-
niono réznice konformacyjne rybosomu w stanie
EF-G-GTP i EF-G-GDP. Po zwiazaniu EF-G do ry-
bosomu gtowa podjednostki 30S przemieszcza si¢ o
okoto 10 A w kierunku biatka L1 podjednostki 508,
podczas gdy ostroga (spur) obraca sig ku gorze, w
kierunku ramienia, o kat okoto 20°. Zdolnoé¢ gtowy
(head) do niezaleznego przemieszczania sig jest mo-
zliwa, poniewaz jest ona zwigzana z resztg podjed-
nostki tylko poprzez pojedyncza helis¢ 16S rRNA.

VII. Podsumowanie

Rybosom jest specyficzng organella komorkowa.
Pomimo intensywnych prac badawczych trwajacych
juz kilkadziesigt lat nadal wiemy niewiele, a istotne
pytania pozostaja bez wyjasnien. Przyktadowo
struktura i sktad rybosomu nie ulegaja zmianie w
trakcie procesu starzenia si¢ organizmu, ale szyb-
kos¢ biosyntezy biatka ulega zasadniczemu obnize-
niu. Podobnie, na podstawie proponowanych obec-
nie trzech skomplikowanych mechanizméw
wydluzania tancucha polipeptydowego 1 towa-

‘rzyszacych temu procesowi przemian konformacyj-

nych rybosomu w trakcie wydtuzania tancucha poli-
peptydowego nadal nie mozna wyjasni¢ w sposob za-
dawalajacy dynamiki, przemian energetycznych czy
tez niewielkiej liczby bigddw tego procesu. Poja-
wiaja si¢ réwniez nowe koncepcje dotyczace funkcji
rybosomow, jak sugestie, Ze tunel przez ktéry peptyd
opuszcza rybosom determinuje konformacje¢ biatka
[42]; sa to jednakze raczej spekulacje, a nie udoku-
mentowane hipotezy naukowe.

Z pewnoscig tak istotne osiagnigcia jak okreslenie
struktury rybosomu z rozdzielczoscig 7.8 A [9] sta-
nowig istotny krok w zrozumieniu tych zasadniczych
procesow.

W 2000 roku rozwiazano strukture podjednostki
508 rybosomu prokariotycznego przy rozdzielczosei
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2.4 A [43]. Wyniki te pozwolily uszczegélowié
strukture 1 oddziatywania poszczegdlnych kompo-
nentéw podjednostki. Okazato sig, miedzy innymi,
ze w tym modelu rybosomu petla C 5S rRNA nie od-
dzialuje przestrzennie z pgtla D, jak sadzono dotych-
czas [44]. Oprocz tego opracowano mechanizm syn-
tezy wiazania peptydowego [45] 1 wysunigto tezg, ze
rybosom jest rybozymem zaleznym od strukturalne-
go ,,wsparcia” ze strony komponentéw biatkowych.
Przekonujacym argumentem tej hipotezy moze byc
aspekt chemiczny: substratem rybosomoéw sg
AA-tRNA i mRNA, ktore szczegdinie dobrze dopa-
sowuja si¢ specyficznie rozpoznawanych innych
RINA przez tworzenie par zasad i trypleksow. Ponad-
to RNA jest dostosowany do zmian konformacyj-
nych, ktére przeciez zachodza podczas biosyntezy
biatka [45].*

Artykut otrzymano 10 kwietnia 2000 r.
Zaakceptowano do druku 8 stycznia 2001 r.
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Rola bialek GreA i GreB w elongacji transkrypcji

bakteryjnej

A role of the GreA and GreB factors in bacterial

transcription elongation

BEATA NOWICKA-SANS', KRYSTYNA I. WOLSKA’
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I. Wstep
II. Elongacja transkrypcji
IIL. Bialka GreA i GreB Escherichia coli
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I. Wstep

Niezaklocony przebieg transkrypcji, pierwszego
etapu wyrazania si¢ informacji genetycznej, decydu-
je o prawidlowym funkcjonowaniu, adaptacji do sro-
dowiska oraz réznicowaniu i rozwoju komorki.

Zasadnicza rol¢ w tym procesie odgrywa
DNA-zalezna polimeraza RNA. W komoérkach pro-
kariotycznych wystgpuje tylko jeden rodzaj tego en-
zymu {1]. Polimeraza RNA (pol. RNA) izolowana z
bakterii wilasciwych w formie tzw. holoenzymu
skiada si¢ z dwoch czgéci podstawowych: rdzenia
zlozonego z 4 podjednostek (20, B i ) oraz z czyn-
nika o. Eksperymenty polegajace na rekonstytucji
enzymu wykazaly funkcjonalng roéwnocennos$¢ po-
szczegdlnych podjednostek izolowanych z réznych
gatunkow bakterii [2]. Struktura pol. RNA Escheri-
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chia coli jest dobrze poznana, Wzajemne topogra-
ficzne utozenie poszczegodlnych podjednostek w ob-
rebie czasteczki enzymu zostato okreslone wieloma
metodami chemicznymi i genetycznymi, jak rowniez
za pomoca krystalografii [3, 4].

Transkrypcje dzieli sig tradycyjnie na trzy etapy:
inicjacje, elongacje i terminacjg. Caty proces podle-
ga precyzyjnym mechanizmom regulacyjnym
majacym zasigg globalny lub ograniczajacym si¢ do
kontroli jednego operonu. Kontrola transkrypcji jest
zjawiskiem bardzo ztozonym [5-8]. Kazdy z etapdw
regulowany jest zarowno przez sygnaly genetyczne
dzialajace na poziomie DNA lub RNA, jak i przez
liczne biatka regulacyjne [9-11].

Poczatkowo uwazano, ze kontrola transkrypcji
dotyczy jedynie etapu inicjacji. W latach 70-tych
opisano liczne mechanizmy kontroli terminacji. Z
poczatkiem lat 90-tych zaczely si¢ natomiast poja-
wiaé doniesienia $wiadczace o regulacji rdwniez na
poziomie elongacji. Obalilo to zatem powszechne
przekonanie o niezakléconym przebiegu syntezy
RNA, jednostajnym od promotora do sekwencji ter-
minatorowej lub inaczej — od rozpoczecia polime-
ryzacjiaz do rozpadu kompleksu transkrypcyjnego.

W przedstawianym artykule czytelnik znajdzie
przeglad danych dotyczacych kontroli elongacji
transkrypcji bakteryjnej ze szczegoélowym uwzgled-
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nieniem roli biatek GreA 1 GreB (ang. growth regu-
lator) w tym procesie.

I1.Elongacja transkrypeji

Holoenzym pol. RNA (rdzen w kompleksie z pod-
jednostks o) wiaze sie¢ poczatkowo z dowolng se-
kwencja DNA. Podjednostka o umozliwia przesuwa-
nie si¢ enzymu po matrycy w poszukiwaniu sekwen-
cji promotorowych. Zwiazanie holoenzymu z pro-
motorem prowadzi do wytworzenia tzw. dwuskladni-
kowego komplcksu zamknigtego (DNA + pol.
RNA}, ktory po denaturacji przynajmniej 11 pz w re-
gionie promotora przechodzi w tzw. kompleks
otwarty. Oddziatywnia holoenzymu z matrycg sg
do$¢ luzne i zwigkszajg sig dopiero po oddysocjowa-
niu podjednostki o.

Oddysocjowanie czynnika ¢ od kompleksu i
opuszczenie promotora przez rdzen pol. RNA defi-
niuje rozpoczgcie elongacji [12, 13]. Etap ten
Zwiazany jest z przesuwaniem sig enzymu po matry-
cowej nici DNA w kierunku 3’— 5°, od sekwencji
promotora do sekwencji terminatora i prowadzi do
wydtuzenia krétkiego transkryptu powstatego w se-
kwencji promotora podczas inicjacji. Transkrypcyj-
ny kompleks elongacyjny przedstawiony na Ryc. 1,

ztozony z enzymu, DNA i nowo syntetyzowanego
RNA jest bardzo stabilny (nawet w duzym stgzeniu
soli) i rozpada si¢ dopiero w miejscach terminatoro-
wych [14, 15]. Trwatos¢ i aktywnos$é kompleksu
elongacyjnego uwarunkowane sa istnieniem kilku
miejsc oddziatywan pol. RNA z kwasami nukleino-
wymi. Enzym zawiera dwa miejsca wigzace RNA i
dwa miejsca wiazace DNA [16-20]. Opublikowana
ostatnio struktura krystaliczna rdzenia pol. RNA Tag
(Thermus aquaticus) umozliwita, po zastosowaniu
techniki wiazan krzyzowych (ang. crosslinking),
doktadniejsza analiz¢ tych oddziatywan [21].
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Dlugos¢ zdenaturowancgo DNA w kompleksic
transkrypeyjnym czyli wielko$¢ tzw. banki tran-
skrypeyjnej (ang. transcription bubble) winna micé
dtugosd co najmniej 11 pz aby zapewnié stabilnos¢
transkrypcyjnego kompleksu elogacyjnego. W od-
dziatywaniach pol. RNA z kwasami nukleinowymi
biora udzial podjednostki p i [, Jedno z dwéch
miejsc wiazania si¢ DNA z enzymem znajduje si¢
przed centrum katalitycznym pol. RNA 1 tworzy
struktur¢ podobng do klamry otaczajacej DNA —
tzw. przedni koniec miejsca wiaZzacego DNA [17,
21]. Drugie miejsce wigzania DNA obejmuje jeden
nukleotyd przed centrum katalitycznym enzyinu
oraz hetrodupleks DNA:RNA. Miejsce wigzania
DNA w regionie heterodupleksu DNA:RNA pokry-
wa si¢ z miejscem luznego wigzania RNA. Wspdéliie
tworzg one tzw. miejsce wigzania heterodupleksu
[19,21]. Miejsce luznego wigzania RNA obejmujgce
8-9 nukleotydéw od konca 3’ transkryptu wiaze
RNA niestabilnie co moze by¢ przyczyng cddysocjo-
wania krotkich fragmentéw RNA od kompleksu
transkrypcyjnego podczas inicjacji lub nukleolitycz-
nego trawienia RNA podczas elongacji [20-24]. Dru-
gie miejsce wigzania RNA zwane miejscem $cistego
wiazania RNA obejmuje 8 nukleotydow  nie
wchodzacych w skiad heterodupleksu DNA i RNA i

Ryc. 1. Model transkrypcyjnego
kompleksu elongacyjnego.
CK — centrum katalityczne,
Pol. RNA — polimeraza
RNA, P — przedni ko-
nicc micjsca wiazaccgo
DNA, L — migjsce luznego
wigzania RNA (takze miejs-
ce wigzania heterodupleksu
DNA:RNA), § — miejsce
$cislego wiazania RNA. Wg
Nowickiej-Sans [66]. Opis
w tekicie.

powstaje po osiagnigciu przez transkrypt dlugosci
co najmniej 8-9 nukleotydéw [16, 19, 21].

Obecnie uwaza sig, ze centrum katalityczne poli-
merazy przetwarza energi¢ chemiczna w energig ki-
netyczng czasteczki. Przy kazdym rybonukleotydzie
wbudowanym do transkryptu, polimeraza przesuwa
sig do przodu, wlaczajac kolejny nukleotyd z matry-
cy DNA do heterodupleksu i przedniego miejsca
wigzania DNA. Nastepuje elongacja, bgdaca wyni-
kiem kinetycznych zaleZzno$ci migdzy procesem
wbudowywania rybonukleotydu, przesuwania sie
kompleksu do przodu, topnienia dupleksu DNA i
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przepchnigeia transkryptu przez migjsce $cistego
wigzania RNA. Wszystkie te zdarzenia wymagaja
koordynacji oddzialywan roznych miejsc w centrum
katalitycznym. Oczywiste jest wige, ze wszelkie
zakldcenia w tych zaleznosciach mogg prowadzié do
przerwania elongacji [5, 10, 25].

Przerwanie elongacji zwiazane jest z oddysocjo-
waniem kofica 3’ transkryptu od centrum katalitycz-
nego polimerazy. Stan taki, o ile jest przejSciowy i
mija samoisinie, nazywamy zatrzymaniem tran-
skrypeji (ang. pausing). W bakteriach jelitowych
sygnaty zatrzymujace transkrypcije nalezace do tzw.
klasy I odnajdywane sa czgsto w odcinkach lidero-
wych operondéw biosyntezy aminokwasdéw. Roznig
sig one od sygnatéw zatrzymujacych transkrypcjg u
organizmdéw wyzszych [25a]. Czasami dochodzi jed-
nak do tzw. zablokowania transkrypcji (ang. arrest).
Przerwaniu elongacji w tym wypadku towarzyszy
cofanie sig polimerazy po matrycy DNA (ang. back-
tracking) pod wplywem dysocjacji heterodupleksu
DNA:RNA, na wzér rozsuwania si¢ zamka btyska-
wicznego [19, 26, 27]. Wprawdzie cofajaca si¢ poli-
meraza RNA powoduje denaturacjg DNA w odwrot-
nym kierunku, utrzymujac tym samym matrycows
ni¢ w heterodupleksie. Stan taki jest trwaly i jego

GreA, GreB

inicjacja 4 Opuszezenie N
promotora

nromotor

III. Bialka GreA i GreB E. coli

W poprzednim rozdziale wykazano, ze elongacja
transkrypcji jest procesem nieciagtym, a wszelkie jcj
zakltdcenia majg negatywny wplyw na syntezg RNA.
Zniesienie lub nawet zapobieganie takim zakldce-
niom transkrypcyjnym mozliwe jest jednak dzigki
wspéldziataniu  dwéch dodatkowych czynnikow
elongacyjnych, GreA i GreB. Oba biatka pelnig role
pozytywnych regulatorow transkrypeji dzialajacych
zarOwno na etapie elongacji jak inicjacji (opuszcze-
nia promotora).

I1i-1. Rola w transkrypcji

Badania lat ostatnich dostarczyly dowoddw, ze
GreA i GreB petnig réznorodne funkcje w transkryp-
cji. Etapy transkrypcji kontrolowane przez GreA i
GreB przedstawiono schematycznie na Ryc. 2. Do
nich naleza: 1) uwolnienie polimerazy ze stanu za-
blokowania elongacyjnego [23, 24], 2) kontrola
doktadnosci transkrypcji [28] oraz 3) supresja inicja-
cji poronnej, a przez to stymulacja elongacji i nowej
inicjacji [29]. Wszystkie te funkcje mozliwe sa dzig-
ki istnieniu oddzialywan miedzy biatkami GreA i

elongacja

rybosomy

mRNA

E Polimeraza RNA

zniesienie wymaga udziatu dodatkowych czynnikdw
trangikrypeyjnych.

Doiychezas nie znana jest zadna stata sekwencja
determinujgca przerwy w elongacji. Wiadomo jed-
nak, z¢ zablokowanie transkrypcji i cofanie si¢ kom-
plelsu elongacyjnego wystgpuje czgsto w pozycjach
bogatych w pary A-U [20, 26, 27].
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DNA

Ryc. 2. Etapy transkrypcji kontrolowane przez GreA
i GreB.

GreB a pol. RNA, co wykazano w badaniach gene-
tycznych i biochemicznych.

Gen gred zostal zidentyfikowany jako supresor
temperaturowrazliwej mutacji w podjednostce f3 pol.
RNA [30] i zlokalizowany w 69,2 min mapy gene-
tycznej E. coli [31]. Badania biochemiczne nad zja-
wiskiem zablokowania transkrypcji doprowadzity
natomiast do izolacji bialek GreA [22] 1 GreB [23].
Zauwazono bowiem, ze kompleks sztucznie zatrzy-
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many w czasie transkrypcji in vitro posiadat aktyw-
nos¢ endonukleolityczna [32]. Krotkie produkty tra-
wienia od konca 3’ nowo syntetyzowanego RNA po-
jawiaty sig nawet w trakcie inicjacji, gdy podjednost-
ka o byla jeszcze zwigzana z polimeraza. Trawienie
umozliwialo kontynuacje elongacji, poczynajac od
nowo utworzonego konca 3’. Na podstawie tych ob-
serwacji zaloZono, Ze trawienie jest wynikiem zanie-
czyszczenia preparatu polimerazy RNA innym
biatkiem i w ten sposob, izolujac aktywnos¢ endonu-
kleolityczna, otrzymano oba czynniki Gre [23, 24].

Dalsze badania wykazaly, Ze rola czynnikow Gre
w trawieniu transkryptu jest posrednia. Trawienie
jest wistocie wynikiem wewngtrznej aktywnosci en-
donukleolitycznej pol. RNA [33], a bialka Gre
dziatajg jedynie jako wzmacniacze (ang. enhancers)
stymulujace t¢ aktywnosé. Wyizolowane biatka
GreA 1 GreB nie przejawiaja zadnej aktywno$ci nu-
kleolitycznej wzgigdem RNA 1 heterodupleksu
RNA:DNA. Trawienie obserwuje si¢ tylko w obec-
nosci pol. RNA. Ponadto wolna od czynnikéw Gre
polimeraza, odtworzona przez zmieszanie indywi-
dualnych podjednostek, wykazuje pozostalosci ak-
tywno$ci nukleolitycznej po wydtuzeniu czasu inku-
bacji zatrzymanego kompleksu transkrypcyjnego
[23,34]. Silnym argumentem wspierajacym hipotezg
o istnieniu nukleolitycznej aktywnosci enzymu jest
réwniez fakt, ze trawienie w nieobecno$ci czynni-
kow Gre jest zwiekszone w pH alkalicznym [33].
Normalna aktywno$¢ enzymatyczna pol. RNA waha
sie od 100% do 13% w pH rzedu 6,0-10,0, z optimum
7,8-8,2. W warunkach optymalnych dla polimeryza-
¢ji (pH 7,5) i pirofosforolizy (pH 6,5) aktywno$é nu-
kleolityczna polimerazy jest hamowana. Mozna ja
indukowa¢ eksperymentalnie przez podniesienie pH
powyzej 8,0. W pH 8,0-9,5 przewaza trawienie typu
A (krotkie fragmenty), za§ w pH 10,0 trawienie typu
B (dluzsze fragmenty), co odpowiednio zapobiega
wejsciu w stan zablokowania [ub umozliwia wyjscie
z tego stanu. Ostatnie badania wykazaty obecno$¢
nukleolitycznej aktywnosci GreA i GreB w komor-
kach bakteryjnych [34a]. Udzial bialek Gre w induk-
cji aktywnosci nukleolitycznej pol. RNA zostanie
doktadniej omowiony w dalszym rozdziale.

Ocenia sie, 7e czesto$¢ bledéw popetnianych
przez pol. RNA E. coli jest okoto 1000 razy mniejsza
niz to szacowano na podstawie roznic w ilosci ener-
gii swobodnej przy tworzeniu si¢ poprawnych i bled-
nych par zasad [35]. Roznica jest wynikiem naprawy
biedéw transkrypeyjnych, w ktorej uczestnicza takze
biatka GreA i GreB stymulujace hydrolize koca 3’
transkryptu w nieaktywnych stanach kompleksu
elongacyjnego, podobnie jak to czynig czynniki tran-
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skrypcyjne Eukaryota [28, 33, 36-40]. Istniejg dane
wskazujace, ze tempo hydrolizy RNA zaleznej od
czynnikow Gre jest znacznie mniejsze od szybkosci
elongacji. Zmniejsza to zatem prawdopodobienstwo
zajscia hydrolizy po inkorporacji wlasciwego nukle-
otydu. Podstawienie bigdnego nukleotydu wydtuza
natomiast czas jego przytaczenia z milisekund do mi-
nut, co umozliwia hydrolize w miejscach blednej in-
korporacji 1 w konsekwencji resyntezg usunigtego
fragmentu [28, 41, 42].

Jak juz wspomniano poprzednio, pozytywna rola
GreA i GreB w procesie clongacji polega rowniez na
supresji inicjacji poronnych, Podczas inicjacji po-
ronnej pol. RNA zatrzymuje si¢ lub zostaje zabloko-
wana w jednym lub nawet kilku miejscach przed
opuszczeniem promotora, cofa sie po matrycy DNA
bez oddysocjowania i rozpoczyna nowa runde synte-
zy. Taki cykl moze powtarza¢ sig wielokrotnie, do-
prowadzajac do uwalniania krotkich (poronnych)
transkryptow dlugosci rzedu 2-9 nukleotyddéw
[43-46]. Zjawisko to jest wprawdzie powszechnie
obserwowane in vitro u bakterii [47], bakteriofagow
[48] i Eukaryota [49], ale jego rola w procesie opusz-
czania promotora (ang. promoter clearance) jest
jeszcze stabo poznana. Wiadomo na przykiad, ze
zmiany w sekwencji regionu rozpoznawania promo-
tora w znaczny sposob zmieniajg zdolnosc pol. RNA
do jego opuszezenia [45, 50]. Przypuszcza sig ponad-
to, ze zatrzymanie pol. RNA w obrgbie promotora
jest konsekwencja wiazania represorow transkrypcji
[51-54].

Bakteryjne biatka Gre utatwiajg opuszczenie pro-
motora przez transkrybujacy enzym, zapobiegajac
inicjacji poronnej. W ten sposéb stymulujg wydajna
elongacje i nowe rundy inicjacji. Ich rola polega
prawdopodobnie na utrzymaniu konca 3° RNA w
centrum katalitycznym polimerazy, a w wypadku od-
dysocjowania konca 3’ transkryptu od centrum katli-
tycznego i cofnigcia sig kompleksu transkrypeyjnego
- na indukcji trawienia nukleolitycznego warun-
kujacego dalsza elongacjg [29].

I11-2. Struktura

Biatko GreA E. coli zostato ostatnio skrystalizo-
wane, co pozwolilo na doktadna analize jego struktu-
ry {55, 56]. GreA jest biatkiem zlozonym ze 158 aa
(17,63 kDa), zbudowanym z dwdch wyraznych do-
men, z ktérych kazda obejmuje w przyblizeniu
potowe czasteczki (Ryc. 3). Domena aminoterminal-
na (NTD), ktérej dtugosé wynosi 63 A, stanowi di-
mer wytworzony przez antyrownolegle zwinigeie
a-heliksu (pozycje 1-75 aa). Kilka miejsc NTD jest
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szczegblnie  interesujacych.  Na  wyroznienie
zastuguje tu migdzy innymi charakterystyczne wy-
brzuszenie przy walinie w pozycji 24 1 zwinigcic
przy prolinie w pozycji 27. Superzwinigta struktura
NTD jest stabilizowana przez liczne wigzania wodo-
rowe, mostki jonowe 1 krdtka rownolegta strukture B.

CTD

BP.

Rye. 3. Model struktury GreA opracowany przez analizg komputerowa,
Zaznaczono migjsce zasadowe (BP ang. basic patch) = nukle-
otydy R37 i R52. Opis w tekécie.

Domena karboksyterminalna (CTD) stanowi prze-
strzennie krotsze ramig czasteczki GreA (pozycje 76
~158). Jej dlugosé wynosi 35 A itaczy siconazNTD
za posrednictwem 12-aminokwasowej petli. Lacznik
ten opisuje si¢ czesto jako szczeline tatwo dostgpna
dla czasteczek wody. CTD skiada sie zasadniczo z
jednego heliksu a otoczonego przez S-tancuchows
strukturg B.

Wyrazna asymetria w strukturze GreA przejawia
si¢ rowniez w sposobie rozlozenia tadunkéw na po-
wierzchni tego biatka. Jedna jego strona jest silnie
kwasowa, podczas gdy strona przeciwna jest obojet-
na, z wyjatkiem niewielkiego regionu zasadowego,
BP (ang. basic patch), utworzonego gtéwnie przez
argining w pozycji 52. Ten dodatnio natadowany
aminokwas jest konserwowany ewolucyjnie. Obojgt-
na powierzchnia GreA zawiera ponadto wyekspono-
wany region hydrofobowy, takze konserwowany
ewolucyjnie,

NTD biatka GreA, chociaz nieco krotsza, swoja
struktura przypomina syntetaze serylo-tRNA. Spi-
ralnie zwinigte ramig tego biatka takZe odgrywa
pewna rol¢ w oddziatywaniach z RNA, co zostalo

34

wykazane u Thermus thermophilus za pomocy kry-
stalizacji z tRNA 5 [55],

Wprawdzie biatko GreB nie zostato jeszcze skry-
stalizowane, ale jego hipotetyczna struktura trojwy-
miarowa zostala opracowana przy uzyciu technik
komputerowych w oparciu o duzg homologie z
biatkiem GreA. Oba biatka wykazuja spore podo-
bienstwo zaréwno w konformacji jak i w rozlozeniu
tadunkow powierzchniowych. Jedyna istotna réznica
dotyczy regionu zasadowego w NTD. Jest on znacz-
nie wickszy w biatku GreB, ale takze jest w stanie
kontaktowac si¢ z koficem 3’ transkryptu, jak to zo-
stalo wykazane poprzednio dla GreB przy pomocy
techniki wiazan krzyzowych [34].

III-3. Bakteryjne homologiii eukariotyczne analogi
GreA i GreB

GreA 1 GreB E. coli, ze wzgledu na tg sama wiel-
kos¢ i homologie w sekwencji aminokwasowej sta-
nowig interesujacy przyktad ewolucyjnej dywergen-
cji funkcji. Ostatnie lata przyniosty ponadto wiele
doniesieft o innych bakteryjnych homologach tych
dwoch czynnikéw transkrypeyjnych. W Rickettsia
provazekii wykryto biatko skladajace sig z 162 aa
(18,23 kDa), ktére wykazuje 50,3% homologii ami-
nokwasowej z GreA [56]. Podobienstwo to jest
szczegdlnie wyrazne w regionie miedzy 34 a 64 aa,
gdzie sigga 83%.

Ogolnie, geny kodujace GreA i GreB zidentyfiko-
wano i zsekwencjonowano dotychczas juz w ponad
30 gatunkach bakteryjnych, m. in. Haemophilus in-
Sfluenzae, Mycobacterium leprae, Psedomonas aeru-
ginosa i Bacillus subtilis {57]. Powszechno$é wystg-
powania obu czynnikéw sugeruje ich duze znaczenie
biologiczne. Gen gred jest obecny nawet w chromo-
somie Mycoplasma genitalium, najmniejszym zna-
nym genomie wolno Zyjacego organizmu [34, 59].

Funkcjonalnie GreA i GreB przypominaja euka-
riotyczny czynnik elongacyjny SII, chociaz nie wy-
kryto tutaj Zadnej homologii sekwencji aminokwaso-
wej [36, 39, 60].

W komorkach eukariotycznych zidentyfikowano
dwic klasy czynnikow elongacyjnych od-
dziatujacych z kompleksem transkrypcyjnym pol. II
RNA i przez to zwigkszajacych wydajnos¢ tran-
skrypcji [61]. Przedstawicielem pierwszej klasy jest
biatko TFIIF pochodzace z hodowli komdrek HeLa.
Zwigksza ono czestoéé kolejnych rund transkrypeji,
ale nie jest w stanie uwolni¢ polimerazy ze stanu za-
blokowania [62]. Druga kategori¢ czynnikow elon-
gacyjnych reprezentuja biatka nazywane ogolnie
czynnikiem SII. Czynnik ten wyizolowany zhodow-
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li komérek wielu przedstawicieli Eukaryota, z
cztowickiem wiacznic, jest biatkiem wielko$ci 35-38
kDa zdolnym do wigzania pol. RNA II. Zwigzanie
czynnika stymuluje rybonukleolityczng aktywno$é
kompleksu elongacyjnego, powodujac supresje
przerw i standw zablokowania transkrypcji. Obser-
wowano dwa rodzaje produktéw trawicnia — dlugic
(do 14 nukleotyddw) 1 krotkie (7-9 nukleotydow), co
przypomina dziatanie GreB. Przypuszcza sie, ze
wigzanie biatka SII wywoluje zmiany w konformacji
centrum katalitycznego pol. I RNA i moze powodo-
waé wytwarzanie nietypowych naprezen w RNA
prowadzacych do trawienia. Podobne wewngtrzne
wlasciwoscl nuklcolityczne polimeraz zostaly juz
uprzednio stwierdzone dla polimeraz DNA, odwrot-
nych transkryptaz oraz polimerazy RNA 1111l Euka-
ryota [39, 63, 64].

[11-4. Mechanizm dzialania bialek GreA i GreB

Rola czynnikéw GreA i GreB jako pozytywnych
regulatorow transkrypcji ma u swych podstaw dwa
roézne mechanizmy. Przejawia sie to wyraznie w
wiclkosci produktow trawienia transkryptu, ktére sg
krotkie (2-3-nukleotydowe) w wypadku dziatania
GreA (typ trawienia A) i diuzsze (2-18-nukleo-
tydowe) w wypadku GreB (typ trawienia B) [24, 65].
GreB zapobiega wejsciu w stan zablokowania, ale
przede wszystkim bezposérednio atakuje zablokowa-
ny kompleks, indukuje trawienie i umozliwia powto-
rzenie syntezy usunigtego fragmentu. GreA za$ nie
jest w stanie znie$¢ juz istniejacego bloku transkryp-
cyjnego, moze natomiast zapobiec jego wytworze-
niu, co nie zawsze musi sig wigza¢ z indukcja trawie-
nia. Mozliwe jest, ze w tym wypadku GreA zapobie-
ga jedynie tworzeniu przez pol. RNA konformacji
charakterystycznej dla stanu zablokowania tran-
skrypcji [24].

Dalsze badania fizyko-chemiczne i biochemiczne
umozliwity glebsze zrozumienic mechanizmu
dziatania czynnikow Gre. Wykazano mianowicie nie
tylko mozliwo$¢ oddzialywania obojgtnej po-
wierzchni biatek Gre z kompleksem transkrypcyj-
nym, ale takZze mozliwo$¢ oddziatywania aminokwa-
sow zasadowych (BP) w NTD z koficem 3’ mRNA
uwiezionym w kompleksie [34, 56]. Analiza bialek
hybrydowych GreA:GreB, utworzonych przez
potaczenie NTD jednego biatka z CTD drugiego
biatka wykazala, Ze wprawdzie obiec domeny uczest-
niczq w wiazaniu z kompleksem transkrypeyjnym i
decyduja o kompletnej aktywnosci biatek, ale supre-
sja bloku transkrypcyjnego oraz typ trawienia (A lub
B) zalezy wylacznie od NTD [34]. Jak wspomniano
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uprzednio, NTD czynnikow Gre posiada na swej po-
wierzchni obszary zasadowe — mate w wypadku
GreA it wigksze w wypadku GreB. Ich rola w funk-
cjonowaniu obu biatek zostata ostatnio blizej wyja-
$niona [S8]. Za pomoca mutagenezy ukierunkowanej
wprowadzono w geny gred i greB szereg mutacji,
ktérych efektem sa zmiany w wiclko$ei i roztozeniu
obszarow zasadowych w NTD. Takie biatka podda-
no badaniom biochemicznym i genetycznym. Uzy-
skane wyniki wykazaly, Ze analizowane aminokwa-
sy nie uczestniczg bezposrednio w indukeji trawienia
nukleolitycznego, a jedynie wiazg koniec 3° RNA i
utrzymuja go we wiasciwym potozeniu w komplek-
sic transkrypeyjnym, co ultatwia zajécic rcakceji tra-
wienia. Jednoczesénie sugeruje sig, ze omawiane do-
meny zasadowe moga petnié role ,,linijki molekular-
nej” (ang. molecular ruler), wyznaczajacej dtugos¢
odcinanego fragmentu RNA, a tym samym typ tra-
wienia A lub B. Zgodnie z tym modelem, diuzsze
produkty trawienia stymulowanego przez GreB wy-
nikalyby z obecnosci wigkszego obszaru zasadowe-
go w NTD tego bialka.

Reasumujac, funkcja NTD polega na stymulacji
aktywnosci nukleolitycznej polimerazy. CTD, choé¢
nie wykazuje takiej aktywnogci, wzmacnia dziatanie
NTD, a wigc obie domeny sa niezbgdne do uzyskania
maksimum aktywnosci czynnikow Gre.

Obecnie wiadomo, ze CTD jest domena odpowie-
dziaing za wigzanie si¢ bialek Gre z pol. RNA w
miejscu, ktore zostalo niedawno zlokalizowane w
sposob posredni. Rolg CTD w funkcjonowaniu czyn-
nikow Gre wyjasniono w oparciu o badania z zasto-
sowaniem indywidualnie wyizolowanych obu do-
men GreA i obserwacjg zjawiska konkurencji mig-
dzy CTD a czynnikami Gre o to samo miejsce na po-
limerazie [66].

Podobne obserwacje przyniosta rowniez mikro-
skopia elektronowa, w ktorej obiektem badan byly
dwuwymiarowe krysztaty komplekséw pol. RNA z
CTD, NTD lub kompletnym biatkiem GreB. Region
CTD odpowiedzialny za wigzanie polimerazy RNA i
determinujacy aktywno$¢ transkrypcyjng GreA zi-
dentyfikowano natomiast dzigki badaniom genetycz-
nym [67]. Wyizolowano bowiem mutanty GreA po-
zbawione nie tylko zdolnoéci wigzania z pol. RNA in
vitro, ale rowniez wszystkich znanych funkcji in
vivo. Zidentyfikowany region zawiera aminokwasy
konserwowane ewolucyjnie u pozostatych znanych
czynnikéw Gre i, jak ostatnio wykazano, pokrywa
sig z regionem wiazania pol. RNA w CTD biatka
GreB E. coli [68].

Biochemiczne cechy domen Gre przypominaja
analogiczne biatka eukariotyczne mimo braku homo-
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logii ich sekwencji [69, 70]. Pelna aktywnosc biatek
eukariotycznych zalezy takze od obu funkcjonalnych
domen, z ktorych jedna odpowiedzialna jest za
wigzanie z polimerazg, druga za$ bierze udzial w
specyficznych interakcjach z mRNA i w stymulacii
reakcji nukleolitycznej w kompleksie clongacyjnym
[38,71,72]. Sugeruje sie, ze czynniki transkrypcyjne
Pro- i Eukaryota majg ten sam molekularny mecha-
nizm dziatania, co wyraZnie oznacza, ze trawienie w
kompleksie transkrypcyjnym jest funkcja konserwo-
wang ewolucyjnie [59].

IV. Uwagi koncowe

W niedawno odkrytej kontroli elongacji tran-
skrypeji istotng role odgrywaja biatka E. coli, GreA i
GreB. Istnienie bakteryjnych homologdéw i eukario-
tycznych analogdéw tych biatek zdaje sie §wiadczy¢
zaréwno o ich ewolucyjnej konserwacji, jak i fizjolo-
gicznym znaczeniu. W zwiazku z powyzszym, zasta-
nawiajacy jest fakt, ze pozbawienie komorki tych
bialek, jak to ma miejsce w mutancie AgredgreB, nie
pociaga za soba globalnego defektu w ekspresji ge-
néow [Newlands i Das, praca w przygotowa-
niu], chociaz mutant ten nie jest zdolny do wzrostu w
temperaturze 42°C. Sugeruje to, ze biatka Gre moga
by¢ wymagane do ekspresji specyficznych gendw,
ktorych produkty bylyby istotne do wzrostu w pod-
wyzszonych temperaturach.

Wstepna analiza produktéw kilku genow pozy-
tywnie regulowanych przez GreA i GreB wykazata
jednak, ze niekoniecznie musza by¢ one krytyczne
dla wzrostu [Newlands i Das, praca w przygo-
towaniu, 67]. Dopiero izolacja mutantéw supresoro-
wych, przywracajacych przezywalno$¢ mutanta
AgredgreB w 42°C, a tym samym zasadnicze funk-
cje GreA i GreB, umozliwita identyfikacje loci
zwigzanych ze wzrostem komorek 1 odpowiedzia na
stres, sugerujac jednoczesnie istnienie dodatkowych,
poza czynnikami GreA i GreB, regulatoréw zaanga-
zowanych w kontrole wzrostu bakterii. Supresorowe
mutacje AgreAgreB mapuja si¢ migdzy 82 a 92 mi-
nuta genomu £. coli, w co najmniej czterech roznych
pozycjach, z ktoérych jedna zlokalizowana jest w ge-
nach rpoBC kodujacych podjednostki 1 B’ polime-
razy RNA [67].
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Naprawa DNA w komorkach ssakow: mechanizm

rekombinacji homologicznej

DNA repair in mammalian cells:
homologous recombination

mechanisms of

ANDRZEJ TRZECTAK', JANUSZ BLASIAK?
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Konweneja zapisu genéw eukariotycznych: rad5/ — gen eu-
kariontow; Rad51 — gen zwierzat; RAD3] — gen cztowieka;
zapis gendw RPAI, RPA2, RPA3, Ku70, Ku80 jest identyczny u
wszystkich eukariontow.

Wykaz stosowanych skrotow: BLM — biatko zwigzane z wy-
stgpowaniem syndromu Blooma; BRCAl — ludzkie biatko
zwigzane z wystepowaniem raka sutka; DNA-PK — kinaza
biatkowa zalezna od DNA; DMC1 ~— ludzki homolog bialka
zwigzanego z wystgpowaniem zaburzonej mejozy u drozdzy;
Ku70 i Ku80 — podjednostki antygenu Ku; MRE11 — ludzki
homolog biatka mre11 drozdzy uczestniczacego w rekombinacji
mejotycznej; NBST — gen zwiazany z wystgpowaniem syndro-
mu peknigé Nijmegen; p95¥8S! — biatko o masie 95 kDa kodo-
wane przez gen NBS/; PIRS1 — biatko oddziatujace z RADS1;
RADS31, RADS2, RADS4 — ludzkie homologi rad51, rad52,
rad54; rad51, rad52, radS4, rad53, radS7, rad59, rdh54, mrell,
xrs2 — drozdzowe biatka nalezgce do grupy epistatycznej rad52
uczestniczace w naprawie DNA przez rekombinacjg homolo-
giczng; RecA, RecBCD, RecG, RecQ, RuvA, RuvB, RuvC, Rus,
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SbeC, SbeD — biatka Escherichia coli biorace udzial w rekom-
binacji homologicznej DNA; RECQL4 — ludzki homolog
RecQ, typ IV; RPA — biatko replikacyjne A; RUVBLI — ludz-
ki homolog RuvB; SSB — bialko £, coli wiazace jednoniciowy
DNA; TBP — biatko wiazace sckwencje TATA; TIP49 —
biatko o masie 49 kDa wigzgce sig z TBP; UBL1 — ludzki ho-
molog ubikwityny; WRN — biatko zwigzane z wystepowaniem
syndromu Wernera; XRCC2 — ludzki homolog biatka chomika
syryjskiego zwiazanego z 11 grupa komplementacyjng mutan-
téw nadwrazliwych na promieniowanie jonizujace.

Komérki ES — zarodkowe komorki pnia; Rad5/~~ — mutant
zawierajacy dwa nicaktywne allele genu Rad3/; sekwencjay —
sekwencja 5°-GCTGGTGG-3’ E. coli.

1. Wprowadzenie

DNA komorek ssaké6w narazony jest na dziatanie
wielu czynnikéw uszkadzajacych. Czynniki takie jak
promieniowanie jonizujace 1 UV, wolne rodniki, jony
1 zwiazki metali przejsciowych, zwiazki alkilujace
powoduja powstanic pojedynczych i podwdjnych
peknigé nici DNA, miejsc apurynowych i apirymidy-
nowych, produktow deaminacji zasad, monoadduk-
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tow, wewnatrz- 1 migdzyniciowych wiazan krzy-
zowych oraz fotoproduktow. Uszkodzenia te, z
wyjatkiem podwdjnych pgknigé DNA, sa substratem
dla systemdéw naprawy DNA przez wycinanie: zasad,
nukleotydéw oraz systemu naprawy btednie spa-
rowanych zasad. Usuwanie uszkodzen DNA przez te
trzy systemy naprawy odbywa sie w dwoch etapach.
Pierwszym z nich jest wyciecie uszkodzenia w wyni-
ku czego tworzone jest pojedyncze peknigcie DNA.
Podczas drugiego etapu nast¢puje synteza napraw-
cza I uzupelnienie powstatej luki DNA,

Podwojne peknigeia DNA i miedzyniciowe
wigzania krzyzowe stanowig powazne zagrozenie
dla zycia komoérek. Podwdjne peknigeia DNA sg wy-
nikiem blisko siebie poloZzonych pojedynczych pek-
ni¢¢ na dwdch niciach DNA, ktére moga powstawaé
w wyniku dziatania systeméw naprawy DNA przez
wycinanie. Peknigcia podwdjne moga rowniez two-
rzy¢ si¢ podczas replikacji, kiedy na matrycy DNA
wystepuje pojedyncze pekniecie DNA, a takZe jako
konsekwencja aktywnos$ci topoizomeraz typu II lub
ekspozycji komorek na promieniowanie jonizujace.
Miedzyniciowe wiazania krzyzowe sa indukowane
przez czynniki alkilujgce, takie jak mitomycyna C,
cyklofosfamid 1 iperyt azotowy oraz niektore jony i
zwiazki metali przejsciowych. Nienaprawione pgk-
niecia podwdjne i migdzyniciowe wiazania krzy-
zowe blokuja replikacjg i transkrypcj¢ sekwencji, w
ktorych wystegpuja. Niekompletna naprawa takich
uszkodzen moze prowadzi¢ do utraty cz¢Sci chromo-
somow, a wolne konce DNA powstate w wyniku pek-
ni¢é sa sygnatem dla biatek biorgcych udziat w kon-
troli cyklu komdrkowego.

Rekombinacja genetyczna DNA to proces, w wy-
niku ktorego z dwaoch roznych czasteczek DNA po-
wstaje jedna. Rekombinacja jest niezbedna w napra-
wie peknig¢ podwodjnych DNA 1 migdzyniciowych
wigzan krzyzowych, we wzajemnej wymianie frag-
mentdw DNA pomigdzy homologicznymi chromo-
somami zachodzgcej podczas mejozy, w rdznicowa-
niu si¢ immunoglobulin oraz w transpozycji i re-
trotranspozycji; biatka rekombinacyjne uczestniczg
takze w stabilizacji i wydtuzaniu telomerdéw. U cuka-
riontdéw opisano trzy systemy naprawy rekombina-
cyjnej DNA: naprawe DNA przez rekombinacjg ho-
mologiczng (ang. homologous recombination repa-
ir), nichomologiczna (ang. nonhomologous end-jo-
ining) oraz dopasowywanie pojedynczych nici DNA
(ang. single strand annealing). W naprawie podwaj-
nych peknie¢ DNA biorg udziatl wszystkie systemy
naprawy rekombinacyjnej DNA [1, 2]. W naprawie
miedzyniciowych wigzan krzyzowych gltowng role
odgrywaja naprawa przez rekombinacje homolo-
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giczna i dopasowywanie pojedynczych nici DNA. W
komorkach réznych grup systematycznych przewaza
jeden ze sposobow naprawy peknieé podwdinych
DNA — w komorkach ssakow naprawa przez rekom-
binacje niehomologiczna, natomiast u Saccharomy-
ces cerevisiae przez rekombinacje homologiczng.
Co wiegcej, w komorkach ssakéw podezas fazy G i
weczesne] S stwierdzono uruchamianie przede
wszystkim procesdéw rekombinacji niehomologicz-
nej naprawy DNA, za$ podczas poznej fazy S oraz
fazy G, procesdéw rekombinacji homologicznej [3].

Rekombinacja homologiczna DNA to rekombina-
cja zachodzaca migdzy homologicznymi odcinkami
DNA. Naprawa DNA przez rekombinacje homolo-
giczng w komorkach ssakéw i innych eukariontéw
oraz wilasciwosci bialek biorgcych w niej udziat
przypominaja rekombinacje homologiczng DNA za-
lezng od biatek RecA 1 RecBCD 1 przebicgajaca u
Escherichia coli.

Il. Rekombinacja homologiczna
u Escherichia coli

W rekombinacji homologicznej DNA zaleznej od
RecA 1 RecBCD u Escherichia coli biorg udziat na-
stgpujace bialka: RecBCD, SSB, RecA, RuvA,
RuvB, RuvC, RecG, Rus, polimerazy DNA 11 III, 1i-
gaza DNA, topoizomerazy oraz biatka systemu na-
prawy blednie sparowanych zasad azotowych. Re-
kombinacja homologiczna u £. coli jest konieczna
podczas ostatniego etapu koniugacji do wymiany in-
formacji genetycznej pomigdzy chromosomem bak-
teryjnym komorki biorcy i odcinkiem DNA po-
chodzacym z komoérki dawey. Moze ona takze odgry-
wac role w naprawie peknigé podwojnych DNA 1
migdzyniciowych wiazan krzyzowych. Ponadto re-
kombinacja DNA jest niezbedna do naprawy luk w
obrebic syntetyzowanej podczas replikacji nici DNA
w miejscu, w ktorym w nici stanowiacej matryce
wystapity np. dimery pirymidynowe.

Najlepicj poznanym procesem zachodzacym u £.
coli z udziatem rekombinacji homologicznej jest ko-
niugacja. Proces ten sklada si¢ z kilku podstawo-
wych etapow: wytworzenia jednoniciowego DNA,
formowania presynaptycznego kompleksu nuklco-
proteinowego, tworzenia tréjniciowego kompleksu
synaptycznego, wymiany nici oraz tworzenia hete-
rodupleksu i petli D, formowania struktury Holli-
daya, przemicszcezania si¢ rozgalezienia, rozdziele-
nia czasteczek DNA.,

W inicjacji rekombinacji homologicznej bicrze
udzial kompleks bialek RecBCD o wlasciwoS$ciach
helikazy, egzonukleazy i endonuklcazy jednonicio-
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Tabela 1

Bialka cztowieka biorace udzial w naprawie DNA przez rekombinacje homologiczna” (na podstawic: [3])

Masa czastecz-
Biatko/ podjednostka  Gen | Locus kowa [kDal Oddzialywanic 2 Wiasciwosel 1 funkeje
(ilo$¢ amino- innymi biatkami
~ kwasow)
RPA] RPA] 17pl3.1 70 (616) RPA:Z_’ RPA3, RADS, bierze udzial we wszystkich ctapach na-
- RADS2, PCNA, p53 prawy; usuwa struktury drugorzgdowe
< RPA2 RPA? 1p35-36.1 32 (270 RPAI, RPA3, RADS2 | tworzone przez jednoniciowy DNA;
~ wigze sig z petla D tworzona podezas wy-
miany nici przeprowadzanc] przez
RADS31 uniemozliwiajac przebieg reakeii
RPA3 RPA3 7p22-21 14 (121) RPA1, RPA2 . . o
w przeciwnym kicrunkuy
MREI1 MREI] 11g21 (708) RADS0, Ku70 ma aklywnos¢ egzonukleazy 3’5"
<
e}
) i wigze sie z DNA w sposdb zalezny od
RADSO RADSO 5q23-31 153 (1312 MRE!1l, BRCAl ) o 11
é d (1313 » BRC ATP; zwigksza aktywnod¢ MREL1
e stabilizuje 1 zwigksza aklywno$¢ kom-
95 NBSI 21 754 ? 7
g b s (79 pleksu MREIT/RADS]
p200” |2 ? 200 ? ? -
B p400 ? ? . ~350 ? ?
MREIIB B 7 lub 11q217 | (708) ? ?
kontroluje  akiywno$¢  egzonukleoli-
RADS1, RPAL, RPA2, tyczng MRE11/ RADSO (7); uczestniczy
RADS2 RADS2 12pl3-12.2 (41 N ’
P (#18) UBLI, UBE2L w tworzeniu kompleksu presynaptyczne-
¢0 1 wyniianic nici przez RADS1
koordynuje dziatania MREI/RADS0 i
. RADS0, RADSI, RADS31; bierze udziat w regulacji napra-
BRCA1 : 792 22 : L
« BRCAL 17921 0 (1563) BRCA2, ATM, pS3 wy DNA przez rckombinacj¢ homolo-
N - giczna
icrz ial w regulacji naprawy DN
BRCA2 BRCA2 13q12.3 384 (3418) BRCAL, RADSI bierze udzial w regulacji nuprawy DNA
| przez rckombinacjq homologiczng
1 najwaznigjsze biatko rckombinacji homo-
| RPAL, RADS2, RAD34, | logicznej DNA; tworzy presynaptyczny
RADSI RADSI 15415.1 37.0 (339) XRCC3, RADSIC, kompleks nuklcoproteinowy, tréjniciowy
(RADS1A) (RAD31A4) 45 S0 PIRSI,BRCA1,BRCA2, | komplcks synaptyczny 1 przeprowadza
¢-Abl, p53, UBL1, UBE2 | wymiang nici z wytworzeniem heterodu-
. pleksu i pgtli D
RADSIB o . o .
RAD5IB/ (RADSILI) 14q23.3-24 | {350) RADSIC uczestuiczq w wymianic nici jako biatko
pomocnicze dla RADST (?); RADSIB
- RAD51IB, RADSID, uczestniczy w regulacji cyklu komoérko-
(37 o S . .
71’{1&.D5IC RAD3IC 179 (376 XRCC2 wego dzigki aktywnoscei kinazy biatkowe]
9
RADSID RADSID 17q11 (328) RADSIC, XRCC2 @)
XRCC2 XRCC2 7q36.1 (280) RADSID uczestnicza w wymianic nici jako biatka
pomocnicze dla RADSI (?); biora udzial
XRCC3 XRCC3 14932.3 (346) RADSI, RADSIC w naprawic migdzyniciowych wigzan
) B krzyzowych (7)
powoduje destabilizacje struktury nukle-
RAD34 RADS4% 1p32 (747) RADS1 osomalngj podezas rekombinacji homolo-
. giczngj (?7)
_RADS4B RAD54B" 8q21.3-22 3 (910) ? ?
PIRST — IPIRS] 15p13.2-13.1  (335) RADS1 ?
RUVBLI
RUVBLI 3g21 54 (456) ? :
(TIr494) przemieszczaja rozgalezienia struktury
-, Hollidaya (?)
RUVBL2 3
2 ? 463) ?
RUVEL s | (463
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Opisano nastgpujace homologi biatek RADS4 i
MREI1!L cziowieka: RAD54B [11] i MREI1B [23]
(Tabela 1). Bialko MRE 1B w poréwnaniu z MRE11
zawicra dodatkowg 28-aminokwasowsg insercj¢ oraz
28-aminokwasowsq delecje w poblizu C-konca [23].
Nie wiadomo, czy biatko MRE11B jest kodowane
przez ten sam gen co biatko MREI1. Wyniki otrzy-
manc metoda hybrydyzacji fluorescencyjnej in situ

Tabela 2

RuvB [12, 13] i RuvC [14] (Tabela ! 1 2) uczest-
niczgcych w przemieszezaniu rozgatezien struktury
Hollidaya 1 rozdzielaniu czasteczek DNA uczest-
niczacych w rekombinacji homologicznej. Stwier-
dzono takze istnienie ludzkich homologdw biatka
RecQ E. coli: helikaz BLM, WRN, REQL, REQL4 1
REQLS [8, 25]. Bakteryjne biatko RecQ uczestniczy
w rekombinacji homologiczncj zaleznej od RecA i

Homologi niektérych bialek Escherichia coli uczestniczacych w rekombinacji homologicznej u roznych grup systematycznych

Escherichia coli  fag T4 Saccharomyces cerevisiae Homo sapiens
RecBCD - ? ?
SbeC T4 pd6 rad50 RAD30
SbeD T4 pd7 mrell MREI11, MREIB
— — xrs2 p93Es @
RADS1, RAD 51C 5 (RCC2
RecA UvsX radsl, radss, rads7, dmel XRCC3, DMC 12)] B, RADSIC, RAD5ID, XRCC2,
SSB T4 p32 RPA (RPAIL, RPA2, RPA3) ¥ RPA (RPA1, RPA2, RPA3)
— UvsY rad52, rads9 RADS2
— — rad54, rdh54 RADS4, RAD54B
? ? ? PIRS1
RuvA T4 ps9? 2 ?
RuvB T4 pa1? ruvBLI, ruvBL2 RUVBLI, RUVBL2
RecG UvsW? 2 ?
RuvC ? 7 79
Rus ? ? ?

Wyszczegdlniono homologi bialek Escherichia coli uczestniczacych w rekombinacji DNA zaleznej od RecA i RecBCD do etapu rozdzielenia
rekombinujacych czasteczek DNA. W przypadku, gdy u danego organizmu wystgpuje kilka biatek z danej grupy homologdw pogrubiong
czcionka oznaczono biatko odgrywajace najwaznicjsza role w rekombinacji; w nawiasach podano nazwy podjednostek; znak “?” oznacza, Ze
nic wiadomo czy biatko homologiczne istnieje, natomiast znak “~” oznacza, ze takie biatko nie istnicje. “Homologia poriedzy drozdzowym
xrs2 | ludzkim p95*%' wystepuje tylko w obrebie ich domen N-terminalnych; *u myszy opisano inny homolog RecA: biatko Kinl17; “eukario-
tyczne biatka RPA1 i RPA2 wykazuja niski stopict homologi z bakteryjnym SSB; “bialka te pelnia podobna funkejg jak biatka E. cofi; “bialko

homologiczne do bakteryjncgo RuvC wykryto u chomika syryjskiego 1 cielgcia

wskazuja na istnienie dwoch kopii gendéw zawie-
rajacych sekwencje homologiczne do cDNA MRE!]
iznajdujacychsig w chromosomach 71 11 [23, 24].
W komarkach ssakéw w naprawie DNA przez re-
kombinacj¢ homologiczna moga bra¢ udziat takze
inne biatka. Opisano homologi bakteryjnych bialek

RecF. Biatkiem, ktore moze braé udzial w rekombi-
nacji homologicznej niezaleznej od RADSI jest
TLS/FUS. Bialtko to przeprowadza niezalezng od
ATP reakcjg pomigdzy komplementarnymi sekwen-
cjami jednoniciowego DNA i superskr¢conego dwu-
niciowego DNA z wytworzeniem heterodupleksu i

Objasnienia do Tabeli 1. “W powyzszej tabeli wzigto pod uwage bialka uczestniczace w naprawie przez rekombinacje homologiczng
DNA zalezng od RADS]I do etapu rozdzielenia rekombinujacych czasteczek DNA; ¥podano tylko te oddziatywania, ktdre moga miec
znaczenie w naprawic przez rekombinacje homologiczna DNA; “podano funkeje biatka RPA w odniesieniu do naprawy przez rekombi-
nacje homologiczng DNA; “biatko p200 moze byé identyczne z bialkiem BRCA1 (dyskusja w tekscie); “nie wiadomo czy biatko
MREI11B jest kodowane przez ten sam gen, co biatko MRE11 (dyskusja w tekécie); ? stwierdzono wystgpowanie 3 alternatywnych pro-
duktéw skladania mRNA [9]; ¥w obrebie genu RAD34 opisano 4 rodzaje polimorfizméw [10]; ”w obrebie genu RADS54B opisano 2 ro-
dzaje polimorfizméw [11]; znak “7” oznacza brak dostepnych informacji, natomiast “(?)” przypuszczalng funkejg biatka.
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petli D, Mutanty myszy pozbawione genu T1S sa
nieptodne i1 nadwrazliwe na promieniowanie joni-
zujace [26].

Biatka rad51, rad52, rad54, wystgpujace w ko-
morkach roznych cukariontéw, zawierajg domeny
charakteryzujace si¢ brakiem homologii. Domenami
takimi sa odcinki C-terminalne drozdzowego rad52 i

Tabela 3

niowaniem [32]. U mutantéw Rad54” komérek ES
myszy obserwuje sie 2-krotny wzrost wrazliwo$ci na
promieniowanie jonizujace i spadek czestosci re-
kombinacji genetycznej [33]. Réznice we wrazliwo-
$ci mutantow réznych gatunkow eukariontdw pozba-
wionych tych samych genéw $wiadcza o istnieniu
réznic funkcjonalnych pomigdzy biatkami kodowa-

Podobienstwo pomigdzy ludzkimi i drozdzowymi homologami bialka RecA (na podstawie: [15])

Stopien podobicnstwa [%] do biatka kodowanego przez gen drozdzowy:

Gen czlowieka

rad5] dmel rad55 rad57
RADS! 82,6 65,5 43,0 50,1
DMCI 70,1 71,5 44,4 48,5
RADS5IB 50,6 52,2 45,8 54,7
RADSIC 50,3 52,4 46,3 52,1
RAD3ID 49,8 51,5 48,5 51,3
XRCC2 473 47,5 45,8 48,0
XRCC3 49,4 50,0 46,3 533

ludzkiego RADS2 odpowiedzialne za wiazanie
rad51[27]. Roznice w sposobie oddzialywania glow-
nych biatek rekombinacyjnych oraz odmienne zesta-
wy biatek pomocniczych (Tabela 2) sugeruja réznice
w przebiegu naprawy przez rekombinacje homolo-
giczng u roznych organizmow. Potwierdza to row-
niez brak petnego odzyskania funkcji po wprowadze-
niu homologu pochodzacego z innego organizmu do
komérek charakteryzujgcych si¢ mutacjg w genie ko-
dujacym biatko rekombinacyjne.

Mutanty drozdzy Saccharomyces cerevisiae po-
zbawione funkcjonalnych genéw: rad51™", rad52™",
rad54” cechuja si¢ podobnymi defektami w napra-
wie 1 rekombinacji genetycznej; mutanty S. cerevi-
siae z jedng z tych mutacji cechuje duza wrazliwo$¢
na promieniowanie jonizujace [28]. U drozdzy Schi-
zosacharomyces pombe mutacja w genie rad52
powoduje mniejsze defekty naprawy niz mutacje w
rad51 i rad54 [29]. Mutacja Rad5!”" powoduje u
ssakow $§mieré podczas rozwoju zarodkowego [30].
Mutacje w genach Rad32 i Rad54 powoduja mniej
powazne skutki, a osobniki pozbawione tych gendw
sq zdolne do przezycia. Mutanty Rad52”" komorek
ES (zarodkowych komoérek pnia) myszy nie sa
nadwrazliwe na promieniowanie i okazujq zmniej-
szona czgstoscia rekombinacji genetycznej [31]; na-
dekspresja Rad52 powoduje niewielki wzrost odpor-
nosci na promieniowanie oraz zwigkszona czestosé
rekombinacji spontanicznej 1 indukowanej promie-
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nymi przez te geny oraz isinieniem odmiennych ze-
stawdw bialek pomocniczych.

IV. Naprawa DNA przez rekombinacje
homologiczna w komodrkach ssakéw

Rekombinacja homologiczna jest efektywnym 1
charakteryzujacym si¢ duza wiernoscia szlakiem na-
prawy peknieé podwojnych DNA, w ktérym do od-
tworzenia struktury chromosomu wykorzystywany
jestjego nieuszkodzony homolog. Naprawa przez re-
kombinacjg homologiczng moze przebiega¢ w ko-
morkach ssakow z inwazja jednej lub dwoch nici
DNA z czasteczki DNA biorcy do DNA dawcy. Prze-
bieg rekombinacji homologicznej u ssakow najlepiej
opisuje schemat OSI (jednostronnej inwazji; ang.
one-side invasion) [34], ktory powstal w oparciu o
schemat DSBR (naprawy podwdjnych peknigé
DNA; ang. double strand break repair) opracowany
pierwotnie dla rekombinacji mejotycznej drozdzy
[35] (Ryc. 3). Schemat DSBR opisuje przebieg re-
kombinacji konserwatywnej, tzn. takiej, podczas
ktorej nic nastgpuje utrata informacji genetyczne;.
Schemat OSI, oprécz rekombinacji konserwatywne;j,
przewiduje takze rekombinacjg niekonserwatywna z
mozliwoscia delecji lub insercji w obrebie czasteczki
biorcy w poblizu jednego z koncdw fragmentu DNA
podlegajacego rekombinacji. Schemat ten uwzgled-
nia takze przypadki rekombinacji konserwatywnej,
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nie jest homologiczna z sekwencjq drugiego konca
biorcy, to zachodzi nieuprawnione laczenie koncow
czasteczki biorcy, czego konsekwencjg moze by¢ de-
lecja lub insercja sekwencji nukleotydowej w tej
czagsteczee (Ryc. 3C).

Mechanizm naprawy przez rekombinacjg¢ homolo-
giczng moze by¢ rézny w komoérkach réznych typow
[36]. W komorkach linii zarodkowej pnia ES myszy
[37] zachodzi w wigkszym stopniu rekombinacja
konserwatywna niz w mysich fibroblastach 3T3 [38].
Wskazuje to na roznice w mechanizmie rekombina-
¢ji homologicznej w komoérkach somatycznych roz-
nych typdw.

Naprawa DNA przez rekombinacje homologiczna
rozpoczyna sig¢ wykryciem peknie¢ podwojnych w
DNA przez RADS52 i kompleks MRE11/RADS0. Ko-
lejnym etapem tego szlaku naprawy jest wytworze-
nie jednoniciowych fragmentow DNA zakonczo-
nych wolna grupa 3°-OH. Biatko RADS1 przy
wspoludziale biatek towarzyszacych wchodzgcych
w skfad kompleksu rekombinacyjnego RADS1 two-
rzy kompleks presynaptyczny z pojedyncza nicig
DNA, anastepnie rozpoznaje homologiczna sekwen-
cje DNA i przeprowadza wymiang nici. Pod koniec
rekombinacji nastgpuje rozdzielenie czasteczek
DNA biorcy i dawcy oraz naprawa bigdnie sparowa-
nych zasad azotowych w przypadku dwie nici DNA
stanowigce produkt rekombinacji nie sa w pelni
komplementarne (Ryc. 4).

IV-1. Kompleks MRE11/RADS0

Kompleks MRE11/RADS50 moze uczestniczy¢ za-
réwno w naprawie DNA przez rekombinacjg homo-
logiczna jak i niehomologiczng. Komoérki zarodkowe
pnia ES myszy Mrell™ nie sq zdolne do przezycia
[39] podobnie jak komorki myszy RadS1™" [30], na-
tomiast komorki myszy pozbawione genu Ku70 lub
Ku80 zachowuja zdolnosc¢ przezycia. Dane te suge-
ruja, ze Mrell ssakow bierze udzial w naprawie
przez rekombinacje homologiczna. Z drugiej strony
MREI11 bierze udzial in vitro w taczeniu niehomolo-
gicznych koncow DNA przez ligaze DNA [ w reak-
cji, w ktdrej biora udziat 1-5 nukleotydowe odcinki
homologiczne w poblizu peknigeia podwojnego
DNA. Poniewaz odcinki te wykorzystywane sg
rowniez w procesie naprawy DNA przez rekombina-
cje niehomologiczng in vivo, kompleks MREL1/
RADS0 moze takze uczestniczy¢ w tym szlaku na-
prawy DNA [40]. MRE1l moze oddzialywaé z
biatkiem Ku70, ktérego obecnosé w jadrze komdrko-
wym decyduje o tym czy peknigcia podwdjne DNA
bgda naprawiane poprzez rckombinacj¢ niechomolo-
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giczna zalezna od DNA-PK, ¢zy tez poprzez rekom-
binacjg homologiczna [41].

Kompleks MRE11/RADS0 sktada sie z 5 podjed-
nostek [20] (Tabela 1). Kompleks ten posiada
wlasciwoscel cgzonukleazy 3’5" [42] w zwiazku z
czym, aby wytworzyé jednoniciowe zakonczenie
DNA z wolna grupa 3’-OH wymagane sa helikazy
zwigzane z MRE11/RADS0 lub egzonukleazy o ak-
tywnosci 5’3, Aktywnos¢ egzonukleolityczna
3’5’ jest wynikiem dziatania biatka MREL1 [40].
RADS0, biatko wykazujace zdolnos¢ wiazania DNA
w sposob zalezny od ATP, podwyzsza aktywnos¢ eg-
zonukleolityczng MREI11 [40]. Znaczenie pozo-
statych biatek kompleksu nie zostato jeszcze pozna-
ne. Jednakze wiadomo, ze w syndromie pgknig¢ Nij-
megen, w przypadku ktorego wystepuje mutacja w
obrebie genu NBSI, obserwuje sig zwigkszone ryzy-
ko wystgpienia nowotwordw, defekty w cyklu ko-
morkowym i nadwrazliwo$¢ na promieniowanie jo-
nizujace. Ponadto niedobor biatka p95™*%' moze zno-
si¢ tworzenie si¢ skupisk MRE11 1 RADS0 w jadrach
komorkowych eksponowanych na promieniowanie
jonizujace [43]. Kolejnym bialkiem, ktore moze
wchodzi¢ w skiad kompleksu MRE11/RADS0 moze
by¢ BRCA1 (Tabela 1). W ludzkich komérkach raka
sutka HCC1937 charakteryzujacych sig¢ homozygo-
tyczng mutacja w genie BRCAI obserwuje sig
Zmniejszona czestosé tworzenia skupisk
zawierajacych MRE11, RADS0, p95™% i BRCAL.

IV-2. Bialka koordynujace dzialanie kompleksow
rekombinacyjnych MRE11/RADS0 i RADS1

Kompleks MRE11/RADSO0 jest obecny w komor-
kach cztowieka w fazie G), podczas gdy RADSI
przeprowadza wymiang nici podczas faz S i G; [44].
Przebiegajace w roznych fazach cyklu komorkowe-
go reakcje przeprowadzane przez oba kompleksy
moga by¢ sprzegane przez biatka RADS2 lub/i przez
BRCAL1 {45], dzicki ich zdolno$ciom do oddziatywa-
nia zaréwno z MRE11/RADS50 jak i RADSI.

Ludzkie biatko RADS2 moze si¢ przytaczaé do
jedno- i dwuniciowych zakonczen dwuniciowego
DNA powstatych w wyniku peknigé i zabezpieczac
w ten sposdb DNA przez atakiem egzonukleaz [2].
Podobnie u drozdzy pozbawionych genu rad52 ob-
serwuje si¢ szybsza degradacje DNA niz w komor-
kach typu dzikiegoe [46]. RADS52 moZze wige
odgrywa¢ analogiczng funkcje jak biatko Ku i petni¢
bezposrednia kontrole nad aktywnoscia egzonukleo-
lityczng MRE11/RADS0 [2]. RADS2 rowniez sty-
muluje tworzenie kompleksu presynaptycznego i
wymiang nici przez RADS1.
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$cia wymiany nici w porownaniu z RecA [52, 53].
Réznice dotyczg rowniez wymagan w stosunku do
ATP jako kofaktora i zrodla energii. W przypadku
RecA przylaczenie si¢ ATP wystarcza do przeprowa-
dzenia wymiany nici DNA, jednakze hydroliza ATP
jest niezbedna do koncowego rozdzielenia heterodu-
pleksow. Zastosowanic ATPYS, analogu ATP nie
ulegajacego hydrolizie, a takze mutacja w domenie
odpowiedzialnej za hydroliz¢ ATP w genie ko-
dujacym RecA, nie majaca znaczenia dla wigzania
ATP, hamuje wymiane nici. Ponadto RecA zawie-
rajace mutacje w domenie hydrolizujacej ATP nie
uzupetnia braku RecA u szczepodw E. coli pozbawio-
nych tego biatka [54]. U czlowieka zastosowanie
analogu ATP nie ulegajacego hydrolizie nie przyczy-
nia si¢ do zahamowania reakcji przeprowadzane]
przez biatko RADSI, natomiast mutacja w genie ko-
dujacym RADS1, znoszaca aktywno$é ATP-azy i nic
wplywajaca na zdolno$é biatka do wigzania ATP,
powoduje jedynie czg$ciowe zmniejszenie aktywno-
$ci zmutowanego biatka [55].

W wymianie nici w procesie rekombinacji homo-
logicznej w komoérkach cukariontéw oprécz RPA
uczestniczy szereg innych biatek pomocniczych dla
gfownego biatka rekombinacyjnego rad51: grupa pa-
ralogéw radS1, a takze bialtka rad52 i rad54 wraz z
homologami. Dodatkowym biatkiem pomocniczym
wystepujacym w komorkach czlowieka jest naj-
prawdopodobniej biatko PIRS51 (Tabela 2).

IV-4. RPA i RADS2

U drozdzy do jednoniciowego zakonczenia DNA
biorcy przytaczaja si¢ bialka RPA 1 rad5l.
Sktadajace sig z trzech podjednostek bialko RPA
usuwa struktury drugorz¢gdowe tworzone przez poje-
dynczg ni¢ DNA, umozliwiajac wydajne tworzenie
kompleksu presynaptycznego przez rad51. Przy bra-
ku RPA biatko rad51 oddziatuje z jednoniciowym
DNA 1 stabilizuje tworzone przez niego struktury
drugorzedowe, hamujac w ten sposéb tworzenie si¢
kompleksu presynaptycznego [56]. Jednoczesnie
RPA wspolzawodniczy z rad5] o wigzanie z poje-
dyncza nicig DNA [57]. Wspdlzawodnictwo o sub-
strat zaobserwowano takze pomigdzy ludzkimi
biatkami RPA i RADS1 [58]. Rowniez u bakterii
biatka SSB konkurujg z RecA o miejsce wigzania z
jednoniciowymi odcinkami DNA, jednakze ha-
mujacy wplyw SSB na proces rekombinacji zaobser-
wowano u szczepOw charakteryzujacych sig podwy-
zszong ekspresjg tych biatek [59]. O ile u bakterii ha-
mujacy wpltyw SSB przezwycigza biatko RecA, tou
drozdzy utworzenie kompleksu presynaptycznego
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przezrad51iprzemieszezenie RPA na pgtle D mozli-
we jest dzieki obecnosei rad52 oraz heterodimeru
rad55/rad57 [57, 60, 61].

Funkcjonalnym odpowiednikiem drozdzowego
biatka rad52 w komorkach czlowieka moze by¢
RADS2. RADS2 oddziatuje z RADS1, z podjednost-
kami RPA1 i RPA2 biatka RPA {27, 62], a takze, po-
dobnie jak RADS1, z jedno- 1 dwuniciowym DNA
[63]. RADS2 ulega wyparciu z jednoniciowego DNA
przez RADS1 znacznie fatwiej w poréwnaniu z dwu-
niciowym [63]. Wiasciwos$ci te mogg decydowaé o
stymulujacym wptywie RADS2 na tworzenie kom-
pleksu presynaptycznego 1 wymiang nici przez
RADSI.

Biatka biorace udziat rekombinacji homologicz-
nej charakteryzuja si¢ wysokim stopniem zachowa-
nia miedzygatunkowego. Dotyczy to szczegélnie
biatek SSB 1 RecA Escherichia coli, T4p32 1 UvsX
faga T4 oraz eukariotycznych biatek RPA i radSl
[64, 57, 52]. Z drugiej jednak strony mozna dostrzec
takze istotne réznice. Domena RADS52 odpowie-
dzialna za oddziatywanie z RAD51 nie wykazuje ho-
mologii do drozdzowego rad52, co sugeruje, ze od-
dzialywanie miedzy tymi biatkami jest specyficzne
gatunkowo [27].

IV-5. Inne bialka uczestniczgce w wymianie nici

W kompleksie przeprowadzajacym wymiang nici
w komorkach ssakéw oprocz biatek Rad51, Rad52,
RPA, Breal i Brea2 znajdujg sie rowniez inne biatka:
paralogi Rad51, a takze Rad54 i Rad54B.

Sposrdd licznych paralogow Rad51 wigkszo$é
uczestniczy w naprawie DNA przez rekombinacje
homologiczna. Wszystkie one moga oddziatywaé
bezposrednio lub posrednio z Rad51 (Tabela 1). Brak
ekspresji Rad51B i Rad51D przyczynia sig, podob-
nie jak w przypadku braku Rad51, Breal, czy tez
Brea2, do $mierci myszy we wezesnych etapach roz-
woju zarodkowego [65]. Defektom w obu allelach
gendw kodujacych Xrec2 i Xree3 towarzyszy 25-
100-krotne zmniejszenie czesto$ci naprawy rekom-
binacyjnej DNA oraz zwigkszona wrazliwo$¢ na pro-
mieniowanie jonizujgce i mitomycyneg C [66, 67]. Do
tej pory nie udato sie okresli¢ roli paralogéw Rad51
w naprawie DNA. Wiadomo jednakze, ze ekspresja
poszczegdlnych paralogdw RadS1 jest specyficzna
gatunkowo 1 moze sie zmienia¢ podczas rozwoju
osobniczego organizmu. Przypuszcza sig, ze po-
szczegOlne biatka moga uczestniczy¢ w naprawie
réznego rodzaju uszkodzen i odgrywac¢ wigksze lub
mniejsze znaczenie w rekombinacji mitotycznej lub
mejotycznej. Biatko RadS51B ponadto wykazujace
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aktywno$¢ kinazy biatkowej m.in. w stosunku do
p53, moze by¢ zaangazowane w regulacje cykiu ko-
moérkowego w odpowiedzi na wykryte uszkodzenia
DNA [68].

Biatka Rad54 i RadS4B zalicza sie do rodziny
swi2/snf2 zawierajacej 7 motywGw charakterystycz-
nych dla helikaz DNA i RNA. U drozdzowego rad54,
podobnie jak u innych przedstawicieli rodziny
swi2/snf2, nie stwierdza si¢ aktywnosci helikazowej
[69]. W zwiazku z tym, ze drozdZzowe i ludzkie
biatka z rodziny swi2/snf2 wykorzystuja energig po-
chodzgaca z hydrolizy ATP do destabilizacji struktury
nukleosomalnej, Rad54 moze uczestniczy¢ w prze-
budowywaniu chromatyny podczas rekombinacji
homologicznej [70].

IV-6. Bialka koncowych etapéw rekombinacji
homologicznej

Koncowe ectapy rekombinacji homologicznej w
komorkach ssakow zostaly stabo poznane. Przy-
puszcza sig, 7e moga bra¢ w nich udzial m.in. homo-
logi bakteryjnych biatek uczestniczacych w prze-
mieszczaniu rozgatezien struktury Hollidaya, roz-
dzielaniu czasteczek DNA, topoizomerazy, polime-
razy DNA, ligazy DNA, biatka systemu naprawy
przez wycinanie bi¢dnie sparowanych zasad oraz
najprawdopodobnicej biatka systemu naprawy przez
wycinanie nukleotydow. Poza wymienionymi
biatkami rozwaza si¢ takze udzial w rekombinacji
homologéw bakteryjnego biatka RecQ: helikaz
WRN i BLM [25].

W koméorkach czlowieka wykryto 2 homologi
bakteryjnego bialka RuvB: RUVBLI [12] i
RUVBL2 [13]. Poza prawdopodobnym udzialem w
rekombinacji RUVBL1 i RUVBL2 moga one uczest-
niczy¢ w transkrypcji. Inne biatko, homolog bakte-
ryjnego RuvC, zostato wykryte w komorkach grasicy
cielgcia i komorkach CHO chomika syryjskiego
[14].

W rekombinacji homologicznej biora takze udziat
biatka systemu naprawy blgdnie sparowanych zasad.
Uczestnicza one w usuwaniu blednie sparowanych
zasad znajdujacych sie w obrebie heterodupleksowe-
go DNA. Mutacja w mysim genie Pms2 przyczynia
sig do nieprawidlowosci w koniugacji chromoso-
mow i nieptodnosci u samcow {71]. Podobny efekt,
ale zwigzany z oogeneza, wystepuje w przypadku
braku prawidlowego genu MIh/ [72]. Biatka Pms2 i
Mlh! moga u ssakéw bra¢ udzial w naprawie DNA
przez rekombinacje homologiczna.

U drozdzy opisano szereg bialek, ktore uczest-
niczg w rekombinacji mejotycznej. Wydaje sie, Ze
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mogg one tez uczestniczy¢ w naprawie DNA przez
rekombinacjg homoelogiczna. Biatko systemu napra-
wy przez wycinanie blednie sparowanych zasad,
msh2, oraz endonukleaza systemu naprawy przez
wycinanie nukleotydéw radlO/radl moga byé
odpowicdzialne za usuwanie wickszych obszarow
niesparowan w obrgbie heteroduplekséw, np. petli
tworzonych przez jedna z nici DNA. Biatko msh2
najprawdopodobniej rozpoznaje strukture petlowa, a
kompleks rad10/radl przecina ni¢ DNA naprzeciw
petli [73]. Inne drozdzowe bialtka systemu naprawy
przez wycinanie zasad msh4 i msh5 moga z kolei
bra¢ udzial w rozdzielaniu czgsteczek DNA uczesi-
niczacych w rekombinacji. Mutacje w genach msh4 i
msh5 powoduja obnizenie czgstosci wzajemne) wy-
miany dwuniciowych odcinkow DNA pomigdzy
czasteczkami biorcy i dawcy [74, 75]. Opisano sze-
reg ludzkich homologéw: MSH2, ERCCI1/XP-F,
MSH4 i MSHS, jednakze w chwili obecnej brak jest
doniesien o ich roli w rekombinacji DNA. W przy-
padku myszy Msh2™" nie stwierdzono zaburzeh w re-
kombinacji mejotycznej, co moze wskazywaé na to,
ze biatko Msh2 nie bierze udzialu w rekombinacji
mejotycznej u ssakow [76].

V. Udzial bialek rekombinacji homologicznej
w naprawie DNA przez dopasowywanie
pojedynczych nici

System naprawy DNA przez dopasowywanie po-
jedynczych nici (ang. SSA — single strand anne-
aling) zostat najlepiej scharakteryzowany u drozdzy
Saccharomyces cerevisiae. Biatka naprawcze tego
szlaku wykorzystujg krotkie sekwencje powtérzone
znajdujgce si¢ w najblizszym sasicdztwie pgknigeia
do wzajemnego dopasowania jednoniciowych kon-
cow dwoch fragmentéw DNA, a nastgpnie ich
polaczenia. W pierwszym etapie specyficzne egzo-
nukleazy 5°—3’ trawig oba dwuniciowe konce DNA.
Utworzenie polaczenia pomigdzy dwoma dwunicio-
wymi czasteczkami DNA mozliwe jest dzigki hybry-
dyzacji odcinkéw zawierajacych powtdrzenia znaj-
dujace si¢ w obrgbie jednoniciowych zakoficzen
DNA. W dalszej kolejnosci zachodzi usuniecie nie-
homologicznych koficéw, synteza naprawcza DNA i
ligacja koncédw (Ryc. 4). Opisywany sziak naprawy
charakteryzuje si¢ zatem matg wiernoécig poniewaz
sekwencje pomigdzy podwojnym peknigeioni DNA i
jednostkami powtdrzonymi sa tracone.

Biatkami, ktore biorg udzial w SSA u drozdzy sg
mrell/rad50, rad52, RPA, radl, rad10, msh2, msh3 i
srs2. U szezepow drozdzy pozbawionych rad52 lub
skladnikéw kompleksu mrell/rad50, rad30 i xrsz,
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obserwuje sig zmniejszong czgstodé delecji [46, 77].
Biatka mrell/rad50 i rad52 moga petnié tutaj po-
dobng funkcje jak w naprawie DNA przez rekombi-
nacje homologiczna. Ponadto, rad52 i RPA uczest-
nicza w hybrydyzacji powtdrzen DNA [78]. Biatka
msh2 i msh3 najprawdopodobniej rozpoznaja, nato-
miast radl i rad10 usuwaja jednoniciowe fragmenty
DNA o nichomologicznej sekwencji [79].

Nie wiadomo czy system naprawy DNA przez do-
pasowywanie pojedynczych nici jest czynny w na-
prawie uszkodzen DNA w komorkach ssakow. Argu-
mentem §wiadezacym za funkcjonowaniem systemu
SSA u ssakow jest wykrycie homologow wszystkich
biatek drozdzowych uczestniczacych w tym syste-
mie naprawy DNA, z wyjatkiem srs2. Ponadto, mu-
tanty gendw Erccl i Ercc4 kodujacych homologi
drozdzowych bialek Rad10 i Radl, charakteryzuja
si¢ wrazliwos$cia na promieniowanie jonizujace; ce-
chy tej nie maja mutanty gendéw kodujacych inne
biatka systemu naprawy przez wycinanie nukleoty-
déw. Swiadezy to o udziale Erccl i Ercc4 w naprawie
podwojnych pgknigé DNA.

VI. Uwagi konicowe

Naprawa przez rekombinacje homologiczng DNA
w komorkach ssakow jest procesem stosunkowo
stabo poznanym. Oproécz naprawy DNA zaleznej od
RADS] i naprawy DNA przez dopasowywanie poje-
dynczych nici DNA, moga istnie¢ réwniez inne szla-
ki naprawy przez rekombinacjg homologiczna. Opi-
sano szereg bialek, ktore mogg uczestniczy¢ w takich
szlakach. Przyktadami sa homologi bakteryjnej heli-
kazy RecQ oraz biatko TLS.

W naprawie DNA przez rekombinacjg homolo-
giczng zalezng od RADSI najlepiej poznanym eta-
pem jest wymiana nici. Jednakze poza wzglednie do-
brze poznanymi biatkami RADS51, RAD52 i RPA
niewicle wiadomo o funkcji innych biatek uczest-
niczacych w tym etapie naprawy. Pojawiajq sig nowe
doniesienia o czynnikach, ktére moga by¢ zaan-
gazowane w wymiang nici DNA [80].

Wielos¢ biatek uczestniczacych w rekombinacji
homologicznej DNA wynika z tego, Ze sa one specy-
ficzne w procesie rekombinacji mitotycznej lub me-
jotyeznej i moga by¢ zaangazowane tylko w naprawg
DNA, czy tez rekombinacjg genetyczng, lub tez jed-
noczeinie w oba te procesy. Ponadto w przypadku
biatek bioracych udzial w naprawie DNA czg$¢ z
nich moze uczestniczy¢ w naprawie okreslonych
uszkodzen DNA. Przykladami takich bialek sa
XRCC2 i XRCC3, ktore biorg najprawdopodobniej
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udziat w usuwaniu migdzyniciowych wiazan krzy-
zowych.

Badania naprawy pgknieé¢ podwoinych dostar-
czyly dowodow na przyczynowy zwiazek pomigdzy
zaburzeniami w naprawie a wystepowaniem nowo-
tworow i innych defektow genetycznych. Postep w
badaniach procesdéw naprawy takich peknigc pozwo-
li na lepsze zrozumienie zalezno$ci pomiedzy droga-
mi powstawania uszkodzenh DNA, naprawa DNA i
chorobami genetycznymi. Bgdzie on réwnicz mial
wplyw na mozliwo$¢ oceny narazenia ludzi na pro-
mieniowanie jonizujace i inne czynniki uszkadzajace
oraz udoskonali sposdb zastosowania lekow w tera-
pii antynowotworowe;j.
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Czy w mitochondriach dzialaja skuteczne mechanizmy

naprawy DNA?

Mechanisms of DNA repair — are they effective in

mitochondria?

RYSZARD OLINSKI', MAREK JURGOWIAK®
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II-1.1.2. Czy mechanizm naprawy
powigzanej z  procesem transkrypcji
(TCR) uczestniczy w naprawie mtDNA?
11-1.1.3. Naprawa miejsc apurynowych i
apirymidynowych (AP)
1I-1.2. Naprawa alkilacyjnych uszkodzei DNA
1. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrotéw: AP — miejsca apurynowe i api-
rymidynowe w DNA; A, T,G,C — literowe skroty oznaczaja za-
sady azotowe: adenina, tymina, guanina, cytozyna; BER — na-
prawa przez wycinanie zasad azotowych; biatka OGG — gliko-
zylazy wycinajace z DNA 8-oksyguaning to funkcjonalne ho-
mologi biatka Fpg u drozdzy, cztowieka i innych ssakow; FapyA
— 4,6-diamino-5-formamidopirymidyna; FapyG — 2,6-diami-
no-4-hydroksy-5-formamidopirymidyna; Fpg — formamidopi-
rymidyno-DNA glikozylaza, bakteryjna glikozylaza 8-oksy-
guaniny; MMR — naprawa niedopasowanych zasad; mtDNA
— mitochondrialny DNA; NER — naprawa przez wycinanie
nukleotydow; 8-oksyG — 8-oksyguanina; 8-oksydG — 8-oksy-
2’-deoksyguanozyna; 8-oksydGTP — 8-oksy-2’-deoksyguano-
zyno-5-trifosforan; PCR — polimerazowa reakcja fancuchowa;
TCR — naprawa gendéw aktywnych transkrypcyjnie.
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I. Wstep

Komorki zywych organizméw eksponowane sg na
dziatanie czynnikéw egzogennych i endogennych,
ktore moga uszkadzaé ich jadrowy i mitochondrialny
DNA (mtDNA). Coraz powszechniej zwraca sig
uwage na znaczenie mozliwych defektéw genomu
mitochondrialnego (mtDNA, u czlowieka, to kolista
czasteczka zbudowana z 16 569 pz i zawierajaca 37
genow) jako czynnika w patogenezie chordb
czlowieka i naturalnego starzenia sig [1-3]. Duze za-
interesowanic badaczy wzbudzaja takZze mutacje
mtDNA wykrywane w ludzkich tkankach nowotwo-
rowych, majace implikacje w nieprawidlowym meta-
bolizmie i zmianach apoptotycznych w komérkach
stransformowanych [4]. Mutacje mtDNA moga mie¢
miejsce zardwno w komorkach linii piciowej, jak i w
komoérkach somatycznych. Liczne mutacje w komor-
kach linii ptciowej sa przyczyng wielu choréb prze-
kazywanych potomstwu przez matk¢ (komérka jajo-
wa jest zrodtem mitochondridw, a tym samym mit-
DNA dla rozwijajacego si¢ zarodka), podczas gdy
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akumulacja mutacji somatycznych w obrebie tkanek
postmitotycznych powoduje postepujacy spadek wy-
dolnosci mitochondriéw prowadzac do rozwoju wie-
lu chordb i starzenia sie [1, 2, 5].

Ze wzgledu na lokalizacje mtDNA w poblizu mi-
tochondrialnego taficucha transportu elektronow
(generujacego anionorodnik ponadtlenkowy, 057)
staly poziom oksydacyjnych uszkodzen DNA powi-
nien by¢ relatywnie wyzszy w mtDNA w poréwna-
niuz DNA jadrowym. MtDNA, oprécz powstajacych
w nim uszkodzen oksydacyjnych, jest réwniez za-
grozony uszkodzeniami wywotanymi przez srodki
alkilujace i policykliczne aromatyczne weglowodory
[6].

Ocenia sig, ze poziom oksydacyjnych uszkodzen
mtDNA jest wysoki [7] i szacowany jest nawet na
163 czasteczki 8-o0ksy-2’-deoksyguanozyny
(8-0ksydG)/ genom (4840 / 10° zasad) w mtDNA izo-

Tabela 1

O tym, Ze opisane powyzej uszkodzenia stanowig
zagrozenie dla prawidtowego funkcjonowania ko-
morek, przekonuje fakt obecnosci enzyméw specy-
ficznie rozpoznajacych i usuwajacych oksydacyjnie
zmodyfikowane zasady azotowe oraz zmodyfikowa-
ne przez czynniki innego rodzaju (np. pochodne alki-
lowane). Uszkodzenia takie usuwane sq z jadrowego
DNA na drodze reperacji przez wycinanie zasad azo-
towych (ang. Base excision repair, BER) 1 wycinanie
nukleotydéw (ang. Nucleotide excision repair,
NER). Stabiej poznane sg natomiast mechanizmy na-
prawcze dzialajace w mitochondriach.

Obscrwowany, wyzszy poziom uszkodzonych
oksydacyjnie zasad i mutacji w mtDNA, niz w DNA
jadrowym, moze wynika¢ z kilku przyczyn:

1) z lokalizacji mtDNA w poblizu wewngtrznej
blony mitochondrialnej gdzie generowane sg
oksydanty;

Mechanizmy naprawy DNA obcene w jadrze komérkowym i mitochondriach — dane réznych autorow, a gléwnic wg [44], zmodyfikowane.

| Obecny w jadrze komérkowym

Obecny w mitochondriach

Mechanizm naprawy DNA

Fotoliaza (naprawa fotodimeréw powstatych pod wpiywem pro- .

+
mieniowania UV
DNA metylotransferaza (enzym indukowany juz pod wplywemni- | +
skich dawek czynnikow metylujgeych (alkilujacych) '
BER (naprawa przez wycinanic zasad) .
— uszkodzenia alkilacyjne .
— uszkodzenia oksydacyjne .
— peknigeia pojedynczej nici
MMR (naprawa nicdopasowanych zasad) + ?
NER (naprawa przez wycinanie nuklcotydow) + ?

TCR (naprawa genéw aktywnych transkrypeyjnie) (patrz réwniez +
tekst)

Naprawa rekombinacyjna +

lowanym z serca szczuréw w wieku 100-tygodni [8].
Poziom 8-0ksydG w mtDNA hodowlanych komoérek
HeLa oceniony zostal na 0,08/ 10® zasad. W innych
pracach wykazano, ze w mtDNA watroby szczura
powstawa¢ moze od 4/10° do 110/ 10% uszkodzonych
zasad [9, 10]. W mtDNA izolowanym z watroby §wi-
ni wykazano obecno$¢ 4,4 razy wigkszej liczby
czasteczek 8-oksyguaniny (8-oksyG) w poréwnaniu
z DNA jadrowym. Podobne wyniki uzyskane zostaty
podczas detekcji 5-hydroksycytozyny (5-OHC) w tej
samej tkance. Nalezy podkreéli¢, ze 8-oksyG i
5-OHC charakteryzuje wysoki potencjat mutagenny

[11].
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2) z faktu, ze mtDNA nie jest skompleksowany z
bialkami (brak histonéw i bialek nichistono-
wych, ktére w jadrze komdrkowym wchodzg w
sktad chromatyny);

3) z faktu, ze mtDNA ssakéw ( w tym i czlowieka)
nie zawiera introndw, a wiec do utrzymania funk-
cji bioenergetycznych niezbgdna jest ekspresja
calego genomu;

4) oraz jak sadza niektorzy autorzy z faktu, ze mecha-
nizmy naprawy DNA w mitochondriach dziataja
mniej skutecznie niz w jadrze komérkowym.

Jednakze, ostatnio pojawiaja si¢ prace wyka-
zujace obecno$¢ wydajnie funkcjonujacych syste-
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mow naprawiajacych uszkodzenia DNA w mito-
chondriach. Niniejszy artykut podwiccony jest temu
nadal kontrowersyjnemu zagadnieniu.

II. Mechanizmy naprawy DNA w mitochon-
driach

I1-1. Naprawa przez wycinanie zasad (BER)

Gléwnym mechanizmem naprawiajacym uszko-
dzenia zwiazane z obecnoscig oksydacyjnie zmody-
fikowanych zasad azotowych w DNA jest BER. Na-
prawa przez wycinanie zasad rézni si¢ od innych me-
chanizméw naprawy (NER i naprawy niedopasowa-
nych zasad — MMR, ang. Mismatch repair) obecno-
$cia specyficznych enzymow rozpoznajacych i usu-
wajacych uszkodzone zasady oraz rozmiarami luki
powstajacej po usunigciu uszkodzenia [12-14].

Oksydacyjnie zmodyfikowane zasady azotowe
mogg zosta¢ wyciete z faficucha DNA z udziatem —
DNA glikozylaz. Enzymy te specyficznie rozpoznaja
zmodyfikowane zasady purynowe, badZz pirymidy-

posrednim sgsiedztwic uszkodzenia. Daje to 3'OH
wolny koniec dla dzialania polimerazy DNA.

Glikozylazy/AP liazy dokonuja cigcia na koficu
3’AP. Nacigcle i usunigcic micjsca apurynowego i
apirymidynowego przez endonukleazy AP zachodzi
w sposob skoordynowany i daje jednonukleotydowa
luke w nici DNA (w komorkach ssakow 75% reszt
8-0ksydG jest naprawiana z powstaniem jednonukle-
otydowych luk, a tylko 25% z powstaniem luk kil-
kunukleotydowych) [15]. Skoordynowane dziatanie
polimerazy DNA i ligazy taczy wolne kofice DNA.
Jest to giéwna droga usuwania uracylu z czasteczki
DNA oraz adduktéw zasad z prostymi zwigzkami al-
kilujacymi.

Ostatnio zidentyfikowano inng mozliwo$¢ napra-
wy przez wycinanie zasad azotowych. Dowodow na
obecno$¢ mechanizmdéw usuwajacych zmodyfiko-
wane zasady niezaleznie od obecnosci polimerazy
dostarczyly do$wiadczenia z komoérkami fibrobla-
stow otrzymanych z embrionéw myszy pozbawio-
nych genu kodujacego polimeraz¢ [ (ang. Pol
B-knock down mouse). Takie komorki sg wrazliwe na

MECHANIZMY NAPRAWY DNA
W KOMORKACH SSAKOW
NAPRAWA NAPRAWA
BER REKOMBINA- NIEDOPASOWANYCH ’
CYJINA ZASAD (MMR, ang. NER
Mismatch repair) .
Ryc. 1. Gléwne mechanizmy naprawy DNA w ko-
moérkach ssakow — dane roznych autorow, a
gtéwnie wg [72] — zmodyfikowane. BER-
? .
naprawa przez wycinanie zasad, NER — na-
NAPRAWA GENOW NAPRAWA NA , - inani 4
AKTYWNYCH POZIOMIE prawa przez wycma.mc nuklcotydow.
TRANSKRYPCYJINIE ?ENé)IMb(;I Wedtug ostatnio opublikowanych danych
TCR (ang. Transcription ang. Global ~ 5 4 o
coupled DNA repain) genome repair) [71] flaprawa typu TLR moze stanow1,c me
chanizm nadrzgdny (?) i polaczony ze Scicz-

nowe. Glikozylazy moga wycina¢ zmodyfikowane
zasady w wyniku hydrolizy wigzania N-glikozydo-
wego taczacego zmodyfikowana zasadg z reszta cu-
krowa. W komorkach obecne sg dwa typy glikozy-
laz: (a) Glikozylazy hydrolizujace wigzanie N-gliko-
zydowe, co prowadzi do powstania w tancuchu DNA
miejsc apurynowych i apirymidynowych (miejsca
AP); (b) Glikozylazy/AP liazy to enzymy nie tylko
hydrolizujace wigzanie N-glikozydowe, ale jedno-
cze$nie majac whasciwosci liazowe nacinajg w DNA
miejsca apurynowe i apirymidynowe.

Miejsca apurynowe i apirymidynowe sg usuwane
przez odpowiednie endonukleazy AP rozszcze-
piajace wigzania fosfodiestrowe od konca 5’ w bez-
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kami naprawczymi typu BER i NER.

dziatajgce na nie zwiazki alkilujace, ale uszkodzenia
powstajace po ekspozycji na reaktywne formy tlenu
sa usuwane réwnie efektywnie, jak w komorkach
kontrolnych. W tym kontekécie nalezy zwrdci¢ uwa-
ge na roznice pomigdzy glikozylazami rozpo-
znajacymi uracyl i alkilowane zasady oraz enzyma-
mi rozpoznajacymi oksydacyjnie zmodyfikowane
zasady. W pierwszym przypadku zasada jest rozpo-
znawana przez glikozylazg bez aktywno$ci AP endo-
nukleazy. W drugim przypadku kompleks enzyma-
tyczny nie tylko hydrolizuje wiazanie N-glikozydo-
we, ale dzieki aktywno$ci AP liazy nacina ni¢ DNA.
Postuluje sie, ze naprawa inicjowana przez ten typ
glikozylaz moze przebiegac 1I-ga $ciezkg naprawy,
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zalezna od polimeraz replikacyjnych (8 i ¢), czynni-
ka proliferacyjnego PCNA (ang. proliferating cell
nuclear antigen) i od endonukleazy typu FEN (ang.
Flap-endonuclease). Ta Sciczka reperacyjna pozo-
stawia 2-5 nukleotydowg lukg wypetniana przez po-
limerazy replikacyjne, ktore przytaczalyby sie do
DNA za posrednictwem czynnika PCNA [16].

Jak zaznaczono wcezeséniej, okoto 25% 8-oksyG
usuwane jest przez dtuzsza ciezk¢ naprawy, nie zna-
czy to jednak, ze pozostale zmodyfikowane zasady
usuwane sa na drodze zaleznej od polimerazy 3. Wy-
niki cytowanej powyzej pracy sugeruja, ze nawet po-
wstajaca w wyniku wycinania 8-oksyG jednonuklc-
otydowa luka moze by¢ wypetniana przez polimera-
zy DNA inne niz polimeraza f.

Glikozylaza, ktorej aktywnos¢ po raz picrwszy
wykazano w mitochondriach jest DNA glikozylaza
uracylu (ang. Uracil DNA glycosylase, UDG) [17].
Nastepnie okazato sig, ze mitochondrialna UDG izo-
lowana z watroby szczura wykazuje niewielkie roz-
nice biochemiczne w poréwnaniu do UDG jadrowej
[18, 19]. W drozdZzach mutacyjna inaktywacja jadro-
wej izoformy DNA glikozylazy uracylu nie ma
wplywu na aktywno$¢ enzymu mitochondrialnego
[20]. Wynik ten sugerowal, Ze jadrowa i mitochon-
drialna forma UDG kodowane sg przez dwa rozne
geny. Jednakze po przeprowadzeniu dalszych badan
udato sie wykaza¢, ze izoformy — mitochondrialna i
jadrowa sg produktem tego samego genu i powstaja
przez alternatywny splicing oraz poprzez wykorzy-
stanie dwoch roznych kodonéw stare [21-23]. Jest to
enzym wysoce specyficzny wobec uracylu w DNA.
Moze usuwaé uracyl z pary A-U, jak 1 G-U elimi-
nujac skutek dezaminacji cytozyny i przeciw-
dziatajac zmianom mutagennym.

Z badan in vitro wynika, ze substratami dla DNA
glikozylazy uracylu moze by¢ takze 5-hydroksy-
uracyl (5-OHU) i S5,6-dihydroksyuracyl (5,6-di-
OHU). Gen kodujacy ten enzym zlokalizowany w
locus 12q23-q24.1 skiada sig z 7 cksondéw obej-
mujacych 13,8 Kz. Jest w wysokim stopniu konser-
watywnym ewolucyjnie i wykazujacym duze podo-
bienstwa miedzygatunkowe. Dwie formy glikozyla-
zy uracylowej — UDG1 i UDG2 zlokalizowane sa
odpowiednio w mitochondriach i w jadrach komor-
kowych. W migjscach promotorowych genu glikozy-
lazy uracylowej brak jest sekwencji TATA, wyste-
puja natomiast liczne wyspy CpG, co sugeruje kon-
stytutywny charakter genu [24]. mRNA dla glikozy-
lazy mitochondrialnej koduje biatko ztozone z 304
aminokwasdw, z ktorych 35 pierwszych jest unikal-
nych dla tej formy. W mRNA glikozylazy UDG2 za-
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warta jest informacja dla biatka skladajacego sie z
313 aminokwasow, z ktorych pierwsze 44 s charak-
terystyczne dla formy jadrowej. Unikalne, N-konco-
we sekwencje sa niezbedne dla lokalizacji glikozy-
laz, nie majg natomiast znaczenia dla ich wiasciwo-
$ci katalitycznych. W 269 aminokwasowym frag-
mencie wspélnym dla obu form znajduje sic domena
katalityczna zlozona z 220 aminokwaséw oraz czesé
N-terminalna, do ktérej moze przylaczac sig biatko
replikacyjne A. Do tzw. kieszeni w centrum aktyw-
nym glikozylazy uracylowej moze wejs¢ tylko ura-
cyl, a nie moze tymina, czy cytozyna. Odpowiada za
to obecno$¢ asparaginy w pozycji 204 enzymu, ktora
tworzy wigzanie wodorowe z O pierécienia pirymi-
dynowego uracylu, a nie tworzy takiego wiazania z
grupa NH,, co uniecmozliwia wejscie cytozyny.
Obecnos¢ tyrozyny w pozycji 147 stanowi barierg
przestrzenng dla grupy CHj tyminy. Zmiang specy-
ficznosci tej glikozylazy powoduje zamiana amino-
kwaséw w wymienionych dwéch pozycjach [25].

I1-1.1. Naprawa oksydacyjnych uszkodzen DNA

Oksydacyjne modyfikacje zasad azotowych mo-
zna podzieli¢ na dwie grupy: a) potencjalnic muta-
genne, oraz b) blokujace proces replikacji DNA. Ty-
powym przykladem oksydacyjnego uszkodzenia
DNA prowadzacego do bloku replikacyjnego jest po-
wstawanie glikolu tyminy. Ponadto jest prawdopo-
dobne, Ze obecnos¢ w czasteczce DNA obu produk-
tow czeSciowego rozpadu pier$cienia purynowego
tzn. 2,4-diamino-5-formamidopirymidyny (FapyA) i
2,6-diamino-4-hydroksy-5-formamidopirymidyny
(FapyG) moze skutkowaé¢ zahamowaniem procesu
replikacji [12, 26, 69].

Badania z zastosowaniem roznych metod bioche-
micznych, badan specyficznej genowo naprawy, czy
tez metod bazujacych na PCR pozwolily stwierdzié,
ze w mitochondriach obecne sq sprawnie funkcjo-
nujace mechanizmy naprawy oksydacyjnych uszko-
dzen DNA. Naprawa uszkodzen w mtDNA komorek
eukariotycznych, zachodzaca z udziatem funkcjonal-
nych homologdw biatka Fpg (Fpg to pierwsza opisa-
na glikozylaza 8-hydroksyguaniny u E. coli), zostala
stwierdzona w komoérkach szczura, komérkach CHO
(ang. Chinese hamster ovary cells) oraz komorkach
cztowieka [12, 27-29]. Okazalo sig, ze uszkodzenia
DNA indukowane przez oranz akrydynowy (AO) i
$wiatlo podlegaja naprawie, zar6wno w sekwencjach
jadrowego, jak i mtDNA. Ciekawe jest, Ze naprawa
w czasteczkach mtDNA zachodzila w opisywanym
eksperymencie z ta sama szybkoscia, lub nawet szyb-
ciej niz w obrgbie jadrowego DNA.
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Takze w badaniach z zastosowaniem metod geno-
wo specyficzne] naprawy DNA stwierdzona zostala
naprawa 8-oksydG w obrgbic mtDNA czlowieka
[27]. Po ekspozycji komdrek na dzialanie czynnika
specyficznie indukujacego powstanie 8-oksyd(, ja-
kim jest bigkit metylenowy/$wiato uzyto glikozyla-
zy do detekcji oksydacyjnych uszkodzen mtDNA. W
tym przypadku stwierdzono [27], Ze usuwanie z
DNA uszkodzen w postaci 8-oksydG nie zachodzi na
drodze naprawy polaczonej z procesem tanskrypcji
(ang. Transcription coupled repair, TCR) (patrz
réwniez dalej).

I1-1.1.1. Niejednorodnos¢ biatek OGG1, jako wynik alterna-
tywnego sktadania mRNA

Funkcjonalnymi  homologami  bakteryjnego
biatka Fpg jest u drozdzy, cztowieka i innych ssakéw
rodzina biatek OGG1 (ang. 8-oxoguanine glycosyla-
se). Biatka te uczestniczg w naprawie utlenionej gu-
aniny w DNA.

Gen kodujacy OGGI z komorek cztowieka wyka-
zuje 38% identycznosci z homologicznym genem
drozdzy S. cerevisiaze [30]. Analiza sekwencyjna
c¢DNA cztowieka pozwolita na wykrycie dwéch ty-
pow mRNA, z otwarta ramka odczytu, kodujacych
biatka zawierajace 345 i 424 aminokwasy (odpo-
wiednio o i B hOGGI). Poréwnanie sekwencji obu
typow wykazato, ze dwa biatka kodowane przez te
mRNA maja identyczne 316 aminokwaséw od konca
-NH,. Obie formy zawieraja mitochondrialng se-
kwencje sygnatows, obejmujaca pierwszych 30 ami-
nokwasow konca -NH, podczas gdy sekwencja ko-
fica -COOH jest zupelnie rozna. Sekwencje ludzkie-
go o hOGG1 idrozdzowego OGG1 sa bardzo podob-
ne, szczegblnie w rejoniec jadrowej sekwencji sy-
gnatowej. Stwierdzono obecnos¢ obu form mRNA w
wiekszos$ci tkanek czlowieka.

Ludzki o mRNA glikozylazy 8-oksyguaniny za-
wiera okoto 7Kz i obejmuje 7 eksondéw. Natomiast 8
OGG1 dzieli 6 pierwszych eksonéw z forma o, ale w
konsekwencji alternatywnego sktadania 7 ekson jest
zastapiony przez inny, ulokowany okoto 8Kz w dét
(w kierunku 3”) od ostatniego eksonu formy a. Cie-
kawe jest, ze terminalne sekwencje eksonu 7 genu
0GG I odpowiadaja antysensownej nici genu kinazy
kalmodulinowej I (CaMK1). Oba geny sa transkry-
bowane z zachodzacych na siebie sekwencji. Formg
o, zlokalizowano w jadrze komoérkowym, natomiast
forme B w mitochondrium [30].

Ostatnie badania wykazaly, Ze w wyniku alterna-
tywnego sktadania w obrebie dwoch opisanych po-
wyze] typow mRNA ludzkiej glikozylazy 8-oksy-
guaniny powstaje 7 alternatywnie skfadanych rodza-
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jow mRNA kodujacych rozne biatka enzymatyczne
[31]. Tylko jeden z tych enzymow zostal zlokalizo-
wany w jadrze, a pozostate w mitochondrium. Bada-
nia immunocytochemiczne pozwolity na lokalizacje
enzymu mitochondrialnego w obrebic wewnetrznej
bony mitochondrialnej. Stwierdzono, ze ekspresja
genu OGG1 zachodzi we wszystkich badanych tkan-
kach (mozg osobnikéw dojrzatych 1 ptodow, nerki,
grasica, jadra, jajniki i ptuca) ale jej poziom jest naj-
Wyzszy w mozgu.

Gen OGGI zostal zlokalizowany w locus 3p26.
Typ a, izoforma I zawierajaca siedem cksonow obej-
muje 7421 pz. Region promotorowy nic zawiera ka-
sety TATA. Region ten jest bogaty w pary GC, co jest
charakterystyczne dla gendw konstytutywnych. Se-
kwencja ostatnich 55 zasad, od konica 3° nie ule-
gajacych transtacji, w eksonie 7 jest bardzo podobna
w materiale genetycznym organizmow roznych ga-
tunkéw. Zwiazane jest to prawdopodobnice z obecno-
$cia. w tym micjscu sekwencji kodujacych gen
CaMK] (patrz wyzej). W rejonice introndow 3 14 zna-
leziono 7 sekwencji Alu, co moze czyni¢ ten region
podatny na rearanzacje,

Skuteczna naprawa migjsc
dziatanie biatka Fpg wskazuje, ze mitochondria za-
opatrzone sq w enzymy wycinajace utleniona guani-
ne z DNA. W jadrowym DNA ssakéow oksydacyjne
uszkodzenia guaniny s3 eliminowane dzigki
dziataniu 8-oksydG DNA glikozylazy/AP liazy
(biatko OGG1), DNA glikozylazy adeninowej
{OGG2) usuwajacej 8-oksyG sparowanag z adening
oraz fosfatazy 8-oksy-2’-deoksyguanozyno-5’-trifo-
sforanu (8-oksydGTPazy) [12, 32]. W jednym z do-
$wiadezen uzyte zostaty izolowane mitochondria
watroby szczura do uzyskania enzymu 8-oksydG
DNA glikozylazy/AP liazy usuwajacego specyficz-
nie 8-oksydG. Glikozylaza izolowana z mitochon-
driow szczura wycinajgca 8-oksyG nazwana zostala
mtODE. Enzym ten rozpoznaje specyficznie pary
8-oksydG:dC [16]. Substratem mtODE jest
8-0ksydG w kontekscie pary 8-0ksydG:dC podobnie
jak w przypadku wczeéniej izolowanego jadrowego
OGG1 [33]. Nie jest dotad pewne, czy enzymy izolo-
wane z mitochondriow aktywne sa tylko w mito-
chondriach, czy tez moze wykazuja aktywnos$¢ na-
prawczg takzc w jadrze. MtODE wycina 8-oksydG i
rozcina ni¢ DNA na drodze B-eliminacji (enzym ten
ma mase czasteczkowa 25 000-30 000). MtODE nie
ma jednak zdolno$ci usuwania z DNA Fapy-7TMeG.
Wydajnoéé naprawy 8-oksydG przez ten enzym zale-
zna jest od zasady z ktéra to uszkodzenie zostato spa-
rowane. Preferowane sq pary z C, natomiast pary z G
lub A sa bardzo stabo rozpoznawanc i metabolizowa-

wrazliwych na
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ne. Wedlug niektérych autoréw [16] mtODE naj-
prawdopodobniej nie jest mitochondrialng forma
OGG1, pomimo, ze geny mysich i ludzkich homolo-

tak zmodyfikowanego nukleotydu do DNA [35].
8-oksydG ma znaczenie promutagenne tworzac pary
z A podczas replikacji DNA. 8-oksydGTPaza uzna-

Zatrzymanie transkrypceji w miejscu uszkodzenia

POL II RNA

RNA

DNA

Zahamowanie i uwolnienie polimerazy 11 RNA 7z udzialem CSB, CSA i innych czynnikéw

C D

S —
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N

Przylaczenie biatek XPG i TFHIH i,,wybor” drogi naprawy
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dziataniv UV) kierowane sg na
droge naprawy typu NER

N

Np. oksydacyjnie uszkodzone zasady
po aktywacji glikozylaz i innych czynnikéw
reperowane s na drodze naprawy typu BER

Rye. 2, Uszkodzenia takie jak 8-oksyguanina i gliko! tyminy sa usuwane z DNA na drodze naprawy potaczonej z transkrypejg (TCR). Naprawa dodat-
kowo wymaga zaangazowania mechanizmu typu BER. Polimeraza IT RNA jest hamowana przez uszkodzenie {w tym wypadku 8-cksygua-
ning). Zaproponowano cickawy model reperacji powiazanej z transkrypcja, ktory laczy mechanizmy naprawy typu NER i BER. Po osiagnigciu
micjsca, ktore wymaga reperacji (&%) polimeraza zostaje uwolniona z udziatem czynnikéw CSA | CSB, a do uszkodzonego miejsca sa
przytaczane biatka XPG i TFIIH, kidre ,,oceniaja” rodzaj uszkodzenia i w zaleznoéei od tego decyduja o zaangazowaniu mechanizmu naprawy
typu NER Jub BER (w §wietle ostatnich danych [71] w przypadku 8-oksyG jest to proces naprawy typu BER) (na podstawie [70] — zmodyfiko-

wane).

gow OGG1 zawieraja sekwencje sygnatowe kie-
rujace do mitochondriow i ich produkty sg kierowane
do mitochondriow [34]. §-oksy-2’-deoksyguano-
zyno-5’-trifosforan (8-oksydGTP) jest usuwany z
puli nukleotydow poniewaz wstawienie tak zmodyfi-
kowanego nukleotydu do DNA, przez polimerazy
DNA, zwigksza czestotliwo$¢ mutacji. Jezeli
8-0ksydGTP nie zostanie zhydrolizowany przez od-
powiednia fosfataze (bialtko Mut T w komorkach
bakteryjnych lub jego homologi w komorkach euka-
riotycznych) to 8-oksyG moze byé wilaczana do
nowo syntetyzowanej nici naprzeciwko adeniny.
Usunigeie utlenionego nukleotydu jest mozliwe
dzieki aktywno$ci 8-oksydGTPazy, ktora rozkfada
8-0ksydGTP do 8-oksydGMP i zapobiega wlaczaniu
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wana jest za funkcjonalny analog bakteryjnego
biatka MutT. 8-oksydGTPaza jest biatkiem o masie
18kDa, ktore zapobiega wilgczaniu uszkodzonego
nukleotydu do puli trifosforanow nukleotydéw i
DNA, gdyz kinaza guanylowa fosforylujaca dGMP
do dGDP i dGTP jest nieaktywna wobec
8-oksydGMP, a nukleotydaza wydajnie defosforyiu-
je 8-0ksydGMP do nukleozydu, ktéry wydalany jest
poza komorke [36]. Mitochondria takze posiadajg
8-oksydGTPaze, ktéra zapobiega wilaczaniu muta-
gennych nukleotydow do nowo replikowanych niei
DNA [37]. Najprawdopodobniej jadrowy gen MTH
koduje, zaréwno jadrowg, jak i mitochondriaing iz¢-
forme bialka enzymatycznego. Jezeli 8-oksydGT¥F
nie zostanie zhydrolizowany przez odpowiednia fos-
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fataze, to 8-0ksyG moze by¢ wiaczana do nowo syn-
tetyzowanej nici naprzeciwko adeniny. W komor-
kach bakteryjnych taka mutagenna zmiana moze by¢
korygowana przez biatko mutY, ktore wycina adeni-
ne z utworzonej pary zasad. W komarkach cztowieka
zidentyfikowano enzym o analogicznej funkcji
(biatko MYH). Jednak droga naprawy z udziatem
tego enzymu jest malo precyzyjna. W miejsce wycig-
tej adeniny moze by¢ wlaczona cytozyna, mozliwe
jest jednak ponowne wilaczenie adeniny. W komor-
kach HeLa wykryto aktywnos$¢ enzymu OGG2. Po-
stuluje sig, ze biatko to usuwa 8-0ksyG tylko z nowo
zsyntetyzowanej nici zapobicgajac w ten sposob mu-
tacjom wynikajacym z braku hydrolizy 8-oksydGTP
[38].

Ludzki gen MYH (hMYH) koduje biatko zlozone z
535 aminokwaséw, ktore wykazuja 41% homologii
do bakteryjnego biatka MutY [30]. Jako wynik alter-
natywnego skladania genu AMYH powstaja biatka
dwu typdéw enzymatycznych. Pierwsze zlokalizowa-
ne w mitochondriach, oraz drugie w jadrze komérko-
wym. Poziom ekspresji biatka mitochondrialnego
jest wyzszy niz formy jadrowej. Poziom ekspresji
obu izoform jest wyraZznie wyzszy w szybko
dzielacych sig komorkach, co mozna tlumaczyé ak-
tywnoécia tych enzymdw skierowana na korekcje
blgdow powstajacych podczas replikacji, wyni-
kajacych z wlaczania 8-oksyG naprzeciwko adeni-
ny[40].

8-oksydG jest modyfikacja czgsto powstajaca w
mitochondriach i uznang jako swoisty marker oksy-
dacyjnych uszkodzen mitochondriéw [41], ale nie
jest to jedyna oksydacyjna modyfikacja powstajaca
w mtDNA. W mtDNA stwierdzono powstawanie
oksydacyjnie zmodyfikowanych pochodnych piry-
midyn [42, 11]. Jedng z takich pochodnych jest glikol
tyminy powodujacy silny blok replikacyjny. W okre-
§lonym  kontek$cie zasad 5’-C(Tg)C-3° i
5’-C(Tg)A-3’ modyfikacja ta moze prowadzi¢ do
tranzycji T->C z czestoscia 0,3-0,45% [43]. Napra-
wa glikolu tyminy w jadrowym DNA przebiega
wedtug podobnego mechanizmu jaki opisany zostat
dla naprawy 8-oksydG. DNA glikozylazy ktorych
substratem jest glikol tyminy i inne pochodne piry-
midynowe, hydrolizuja wiazanie N-glikozydowe po-
migdzy cukrem a uszkodzong zasada, w wyniku cze-
go nowstaja miejsca AP podlegajace naprawie. Takie
DNA glikozylazy/AP liazy, pochodzace z roéznych
organizmdw, w tym cztowieka, zostaly izolowane 1
skionowane (przeglad wg. [44]).

Obecnie dopuszcza sig istnienie co najmniej
trzech enzyméw mitochondrialnych (aktywno$¢ en-
zymatyczna badana byta w mitochondriach watroby

5%

szczura) specyficznie usuwajacych glikol tyminy z
helisy DNA [47]. Jednym z takich enzymow jest mi-
tochondrialna endonukleaza glikolu tyminy (ang.
Mitochondrial thymine glycol endonuclease, mtT-
Gendo). Aktywno$¢ mtTGendo powiazana jest z ak-
tywno$ciag AP liazowa. Enzym ten nie ma zdolnosci
wycinania z DNA 8-oksydG, jak rowniez uracylu.
Masa czasteczkowa mitochondrialnej endonukleazy
glikolu tyminy wynosi okoto 30kDa. Pierwsza gliko-
zylaza opisang jako enzym naprawiajacy w DNA
utlenione pirymidyny byta endonukleaza Il z E. coli
kodowana przez gen nth [48]. Strukturalne analogi
biatka Nth —rodzine biatek NTG (ang. Endonuclease
of thymine glycol) opisano w komorkach eukario-
tycznych. Sa to, zar6wno komorki S. cerevisiae, jak i
komorki czlowieka [49-51]. Dwie izoformy endonu-
kleazy glikolu tyminy tj. NTG1 i NTG2 rdznig sig
kilkoma cechami, migdzy innymi tym, ze NTG2 zna-
leziono wytacznie w jadrze komérkowym, a NTG1
znaleziono w jadrze i mitochondriach [52]. Ludzki
enzym NTG1 zlokalizowany zostal zar6wno w
jadrze, jak i mitochondriach [40]. Najprawdopodob-
niej NTG! pochodzacy z S. cerevisiae zawiera se-
kwencje sygnatowa kierujaca go do mitochondrium
[53]. Ciekawe sa spostrzezenia dotyczace poziomu
tych enzymow w odpowiedzi na stres oksydacyjny.
Okazalo sig, ze biatko NTG2 jest enzymem konstytu-
tywnym, a poziom NTG! wyraznie wzrasta pod
wplywem dziatania na komérki czynnikow utle-
niajacych [52]. Specyficznos¢ substratowa NTGI i
NTG2 jest do§¢ podobna. Zaobserwowano jednakze,
ze NTG1 wycina rowniez 8-0ksydG sparowang z gu-
anina. Natomiast oba enzymy naprawiaja glikol ty-
miny, S5-hydroksyuracyl, S-hydroksy-5-metylo-
hydantoing, 5-hydroksy-6-hydrouracyl, S5-hydro-
ksy-6-hydrotyming [54], jak réowniez puryny z
otwartym pier§cieniem imidazolowym. Biatko
NTG! mniej wydajnie niz NTG2 naprawia 5-hydro-
ksycytozyne. NTG1 lepiej natomiast naprawia foto-
produkty cytozyny powstale na skutek naswietlania
UV [52]. Lokalizacja wewnatrzkomérkowa NTG1 i
NTG2 moze sugerowac, ze rola NTG2 jest naprawa
DNA jadrowego, natomiast NTG1 uzupetnialby tg
aktywno$é w stanie stresu oksydacyjnego, w ktérym
mitochondria wytwarzaja wigksze iloSci reaktyw-
nych form tlenu, a tym samym ilo$¢ uszkodzen prze-
kraczajacych zdolno$¢ naprawcza NTG2. Jednak
gtowna funkcjg NTGI jest naprawa DNA mitochon-
drialnego [52].

Jedna z zaproponowanych hipotez [45] zaklada,
ze dla reperacji glikolu tyminy wymagane s biatka
uczestniczgce w naprawie typu BER i bialko XPG -
bedace jednym z czynnikéw w naprawie NER.
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Biatko XPG jest jednym z bialek systemu na-
prawczego NER (zmutowane w chorobie Xeroderma
pigmentosum charakteryzujacej sie wzrostem wra-
zliwosci na $wiatto UV i powstawaniem nowotwo-
réow skory). Mozliwe sa dwa typy szlakéw naprawy
glikolu tyminy (prawdopodobnie rdwniez 8-oksyG)
— szybszy 1 wolniejszy. Pierwszy jest transkryp-
cyjna naprawg przez wycinanie zasad 1 wymaga
udzialu biatek: XPG (aktywno$¢ niezalezna od
wlasciwosci nukleazowej), CSB lub CSA (te biatka
enzymatyczne uczestnicza w mechanizmie naprawy
typu TCR — patrz nizej; brak aktywnosci bialtek
CSA i CSB stwierdzono u chorych z zespolem Coc-
kaynea — patrz réwniez [70]) i aktywnosci glikozy-
lazy/AP liazy. Drugi typ naprawy, operujacy na po-
ziomie calego genomu wymaga biatka XPG i aktyw-
noéci glikozylazy/AP liazy. Model ten zostat ostat-
nio uzupetniony o jeszcze jeden typ naprawy usu-
wajacy obok glikolu tyminy réwniez 8-oksyguaning.
Ten typ naprawy, wymagajacy wszystkich bialek
uczestniczacych w naprawie typu NER i aktywnosci
nukleazowej biatka XPG, zaproponowano w przy-
padku naprawy jadrowego DNA [46]. Niewykluczo-
ne, ze podobne mechanizmy moga funkcjonowacé
rowniez w mitochondriach.

II-1.1.2. Czy mechanizm naprawy powiazanej z procesem
transkrypcji (TCR) uczestniczy w naprawie
mtDNA?

Do niedawna uwazano, z¢ w mechanizmie napra-
wy przez wycinanie nukleotydow (NER) mozna wy-
rézni¢ dwie Sciezki reperacyjne. Jedna operujaca na
poziome calego genomu (ang. Global genome repa-
ir, GGR) i druga, szybsza zalezna od RNA polimera-
zy II, ograniczajaca naprawe do gendéw aktywnych
transkrypcyjnie (dotyczy to giownie nici stuzacej
jako matryca). Nazwe tej drugiej drogi naprawy
(ang. Transcription coupled repair) mozna
przettumaczy¢ jako naprawa powiazana z procesem
transkrypcji (TCR). Warto w tym miejscu zacytowad
najnowsze poglady dotyczace roli naprawy powiaza-
nej z procesem transkrypcji w usuwaniu oksydacyj-
nie zmodyfikowanych zasad. W $wietle wynikow
opublikowanych niedawno w czasopi$mie Cell wy-
daje sig, ze TCR moze by¢ mechanizmem nadrzed-
nym w stosunku do naprawy typu NER i BER i
polaczonym z obu tymi $ciezkami reperacyjnymi
[70, 71]. Autorzy cytowanej powyzej pracy stwier-
dzili, ze 8-oksyguanina, podobnie jak glikol tyminy,
jest usuwana na drodze naprawy powigzanej z tran-
skrypcja, ale naprawa uszkodzenia wymaga zaanga-
zowania mechanizmu naprawy typu BER. Wykaza-
no, ze¢ polimeraza II RNA jest hamowana przez
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uszkodzenie (w tym przypadku 8-oksyG). Zapropo-
nowano cieckawy schemat reperacji powiazanej z
transkrypcja, ktory taczy mechanizmy naprawy typu
NER i BER. Po osiagnigciu miejsca, ktore wymaga
naprawy polimeraza musi zosta¢ uwolniona, a do
uszkodzonego miejsca sg przytaczane biatka XPG i
TFIIH, ktére ,,oceniaja” rodzaj uszkodzenia i w zale-
zno$ci od tego decyduja o zaangazowaniu mechani-
zmu naprawy typu NER lub BER (w $wietle wyni-
kéw ostatnich badan [71] w przypadku 8-oksyG jest
to proces naprawy typu BER). Wprawdzie nie ma
jeszcze dowodow na udzial opisanego wyzej mecha-
nizmu naprawy w usuwaniu oksydacyjnych uszko-
dzel z mtDNA, ale wobec zaangazowania w prace
wielu o§rodkéw badajacych mitochondrialne mecha-
nizmy naprawy DNA, wydaje sig, ze jest tylko kwe-
stia czasu stwierdzenie tego faktu.

1I-1.1.3. Naprawa miejsc apurynowych i apirymidynowych
(AP)

Miejsca apurynowe i apirymidynowe (AP), jak
wiadomo, moga by¢ zrédlem mutacji. Miejsca AP
powstawa¢ moga wskutek oddzialywania z DNA
roznych zwiazk6w chemicznych, na skutek dziatal-
no$ci DNA glikozylaz (np. mitochondrialnej gliko-
zylazy uracylu), badZ na skutek spontanicznej hydro-
lizy zasad.

Naprawy miejsc apurynowych i apirymidyno-
wych dokonuja AP endonukleazy. Enzymy te tna
wigzanie po stronie 5’ AP co daje wolny koniec
3’OH i 5’-fosfodeoksyryboze [12, 56, 57].

Badania mitochondrialnych AP endonukleaz ko-
morek HeLa z zastosowaniem przeciwcial wykazaly,
ze odpowiadaja one pasmom wielkosci 66kDa. Nato-
miast cytoplazmatyczna forma AP endonukleazy
myszy odpowiada 41kDa. Niektorzy autorzy [58] su-
geruja, ze mato prawdopodobne jest aby mitochon-
drialna AP endonukleaza byta produktem jadrowego
genu dla AP endonukleazy identycznym z AP endo-
nukleazg zlokalizowana w jadrze. Tez¢ ta poparly ba-
dania [40], w ktérych wykluczono mitochondrialna
lokalizacje jadrowej formy AP endonukleazy. Na-
stgpnym krokiem byto sklonowanie genu mitochon-
drialnej AP endonukleazy.

Z niedawno przeprowadzonych badan [59] wyni-
ka, ze skuteczna naprawa uszkodzen mtDNA prze-
biega z udzialem enzymow mitochondrialnych. Au-
torzy cytowanej pracy obserwowali naprawe miejsc
AP w warunkach in vitro uzywajac w eksperymencie
izolowanych sktadowych mitochondrialnych. W ba-
daniach uzyto mitochondrialng AP endonukleaze,
mitochondrialng glikozylaze uracylu, polimeraze
DNA (poly)iligaze. W eksperymencie tym wykaza-
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no, ze mitochondrialna polimeraza DNA (pol v)
uczestniczy w szlaku naprawy typu BER w rekonsty-
tuowanym systemie mitochondrialnym. Cytowani
autorzy izolowali réwniez ligaze mitochondrialng o
masie 100 kDa, sugerujac, ze mitochondrialna ligaza
moze powstawal jako alternatywny produkt genu
DNA ligazy Il

I1-1.2. Naprawa alkilacyjnych uszkodzenn DNA

Alkilacyjne uszkodzenia DNA sa naprawiane
efektywnic z udzialem systemu BER. W mitochon-
drialnym DNA wykazano obecnos¢ alkilowanych
zasad (metylowanych, etylowanych). Do takich pro-
duktow alkilacji nalezg 7-metyloguanina, 3-metyl-
oguanina, 3-metyloadenina. Najczgsciej metylo-
wana zasada jest guanina, Czynnikami alkilujgcymi
DNA, stosowanymi w badaniach uszkodzen mtD-
NA, sa np. streptozotocyna, metylonitrozomocznik i
sulfonian metano-metylowy [rézni autorzy, wg 44].
W cksperymentach, w ktorych stosowano wszystkie
z wymienionych wyzej czynnikow alkilujacych, na-
prawa w mtDNA zachodzila tak jak w genomie
jadrowym. Iperyt azotowy jest czynnikiem rowniez
inicjujacym uszkodzenia alkilacyjne DNA, jednak
nic obscrwowano naprawy powstajacych pod jego
wplywem uszkodzenn w obrebie mtDNA [55]. By¢
moze dlatego, ze czynnik ten odpowiedzialny jest za
powstawanie poprzecznych wiazan miedzynicio-
wych. W jadrowym DNA kompleksy takie sq napra-
wiane przez system NER. Jak jednak obecnie przy-
puszcza sig system naprawy NER nie jest aktywny w
mitochondriach, badz jest bardzo mato wydajny.

I11. Uwagi koncowe

W komorkach organizmoéw eukariotycznych me-
chanizmy naprawy DNA sa bardziej zlozone w po-
rownaniu z komorkami Prokaryota. Jest to wynikiem
bardziej ztozonej struktury genomu eukariotycznego
w pordwnaniu z prokariotycznym, skomplikowane-
go przebiegu cyklu komoérkowego, oraz obecnoscia
organelli zawierajacych wlasne genomy (plastydy i
mitochondria). W toku ewolucji mechanizméw na-
prawy DNA powstaty takze enzymy dziatajace w or-
ganeilach komérkowych [60].

Przecietna komorka ciata czlowieka, za jaka uwa-
zany moze by¢ np. hepatocyt, zawieraé moze tysiace
czasteczek mtDNA. Zalezne jest to od liczby mito-
chondriow obecnych w komorce, a kazde mitochon-
drium zawieraé moze od 2 do 10 czasteczek mtDNA.
Mitochondria stanowi¢ moga nawet 12% objetosci
komdérki. W obliczu tak duzej liczby mitochondridw,
zatem i kopii mtDNA obecnych w kazdej komorce
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mozna zastanowic sig, czy z energetycznego punktu
widzenia komorce ,oplaca sie” wydatkowaé duza
ilo$¢ energii na utrzymanie i funkcjonowanie wydaj-
nych systemow naprawiajacych DNA w mitochon-
driach. Wiadomo jest obecnie, ze uszkodzenia mt-
DNA moga odpowiada¢ za deficyt energii w komor-
ce (spowodowany spadkiem wydolnosci mitochon-
driow), co ostabia jej prawidlowa aktywnos$¢, jak
rowniez ogranicza mozliwosci adaptacyjne komérki
w warunkach rdéznego typu szoku fizjologicznego
[61]. Moze to by¢ powodem rozwoju rdéznego typu
stanéw chorobowych (nowotwory [39], choroby
uktadu krazenia, niedobory uktadu immunoclogiczne-
go, choroby neurodegeneracyjne) oraz zmian
zwiazanych ze starzeniem sig. Mitochondria okre$la-
ne sa nawet jako ,,swoisty zegar biologiczny” odmie-
rzajacy czas zycia organizmu [62]. Jeszcze kilkana-
Scie lat temu za dogmat uwazano brak mechanizméw
naprawy DNA w mitochondriach. Od kilku lat, w
wielu publikacjach, potwierdza si¢ juz wprawdzie
obecno$¢ systemow naprawczych w mitochon-
driach, ale podkreslajac jednocze$nie ich niewielka
wydajnos$é. Jako potwierdzenie podawany jest fakt
5-10 -krotnie wigkszego tempa powstawania mutacji
w mtDNA ssakow w porownaniu do DNA jadrowego
[63]. Mitochondria sq miejscem przebiegu szczegdl-
nie intensywnych proceséw oksydacyjnych. Oksy-
dacyjne uszkodzenia zasad sq kumulowane w mt-
DNA, co jest przyczyng mutacji i ma udzial w proce-
sach starzenia i $mierci komorki. W tym aspekcie in-
teresujgce sa wyniki niedawno opublikowanych ba-
dan dotyczace aktywnosci mitochondrialnej glikozy-
lazy wycinajacej 8-oksyG (mtODE) w mitochon-
driach watroby i serca starzejacych si¢ szczurow
[64]. Wykazano w tych badaniach wyzsza aktywno$¢
mtODE u 12-1 23-miesigcznych szczurdw, w poréw-
naniu do zwierzat mtodszych (6-miesigcznych), za-
rowno w ekstraktach watroby, jak i serca. Wyniki te
sugernja, ze zdolnoé¢ naprawy 8-oksydG, ktora aku-
mulowana jest w mtDNA wraz ze wzrastajacym wie-
kiem, nie obniza sig, a raczej wzrasta wraz z wie-
kiem. W przypadku innych enzyméw (np. DNA gli-
kozylazy uracylu) z ekstraktéw mitochondrialnych
uzyskiwanych od szczurdéw w roznym wieku nie od-
notowano zmian zwigzanych z wiekiem. Specyficz-
ny wzrost aktywnosci 8-oksydG endonukleazy suge-
ruje mozliwo$¢ indukeji tej drogi naprawy wraz ze
wzrastajacym wiekiem [64].

Z biologicznego, ale 1 z klinicznego punktu wi-
dzenia istotny wydaje sig¢ fakt, ze 8-oksydG bedaca
swoistym markerem oksydacyjnych uszkodzen
DNA, ma dziatanie promutagenne [39]. Poziom
8-0ksydG mitochondrialnego DNA w migéniu prze-
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pony czlowieka, w wieku 85 lat, stanowi okoto 0,5%
czasteczek deoksyguanozyny (dG) w DNA tej orga-
nelli. Poréwnanie tego wyniku z mtDNA izolowa-
nym od osobnikéw mtodych wskazuje na 25-krotny
wzrost poziomu 8-oksydG wraz z wiekiem. Wysoki
poziom §-oksydG (0,87% czasteczek dG) obserwo-
wano takze w mtDNA izolowanym z tkanki moézgu,
pochodzacej od osobnika w wieku 90 lat [65].
Powigzanie coraz wigkszej grupy choréb z uszkodze-
niami mtDNA [66], takZze choréb nowotworowych
[67] powoduje, ze coraz wigksza uwage zwraca sig
na mechanizmy naprawy DNA funkcjonujgce w mi-
tochondriach. Niniejsze opracowanie, opierajgce sie
na najnowszych doniesieniach pochodzacych z przo-
dujacych laboratoridéw zajmujacych si¢ naprawa
DNA, potwierdza wspolczesne sugestie o wydajnie
funkcjonujacych mechanizmach naprawczych w mi-
tochondriach. Dotyczy to przede wszystkim wydaj-
nej naprawy oksydacyjnych i alkilacyjnych uszko-
dzen mtDNA z udzialem systemu BER. Nadal kon-
trowersyjnym pozostaje udzial systemu NER w na-
prawie mtDNA Ostatnie doniesienia wskazujg jed-
nak na aktywno$¢ przynajmniej niektérych mechani-
zmow naprawczych zwigzanych z naprawg rekombi-
nacyjna w DNA mitochondrialnym. Kompleksy ci-
splatyna-DNA tworzgee migdzyniciowe wiazania
krzyzowe naprawiane drogg naprawy rekombinacyj-
nej stwierdzono w mtDNA komoérek chomika {S5].

Biatko MSH1 drozdzy jest enzymem mitochon-
drialnym, homologiem bakteryjnego MutS (uczest-
niczgcego w naprawic niedopasowanych zasad —
MMR). W jednej z ostatnio opublikowanych prac
[73] wykazano, Ze szczepy drozdzy z mutacjami
genu mshl charakteryzuje destabilizacja naprawy
genomu mitochondrialnego. Potwierdzaloby to
wczeéniejsze dane [74], ze MSHI1 odgrywa rolg w
naprawie mtDNA. W mitochondriach komorek
cztowieka wykryto biatko MYH, ktore jest rowniez
cze$cig systemu usuwajacego biednie sparowane za-
sady (patrz powyzej). W artykule przedstawiono mo-
zliwo$¢ usuwania oksydacyjnie zmodyfikowanych
zasad w wyniku wspéldziatania biatek enzymatycz-
nych bioracych udziat w naprawie typu BER i NER.
Roéwniez btednie sparowane zasady naprawiane sq w
wyniku polaczenia pewnych elementéw mechani-
zmow naprawy typu NER i MMR [68]. Wydaje si¢
prawdopodobne, ze w niedalekiej przysztosci mozna
spodziewac si¢ odkry¢ potwierdzajacych obecnos¢
biatek uczestniczacych w naprawie typu NER w mi-
tochondriach.

Artykut otrzymano 6 lipca 2000 .
Zaakceptowano do druku 8 stycznia 2001 r.
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endocytozie bialek blony komorkowej u drozdzy

Role of Rsp5p ubiquitin-protein ligase in endocytosis of
plasma membrane proteins in yeast
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Wykaz stosowanych skrétéw: © — aminokwas hydrofobowy;
aa— aminokwasy; ABC — ang. ATP Binding Cassette; APC —
ang. Anaphase Promoting Complex; C2 — ang. protein kinase C
homology 2; D — kwas asparaginowy; D-box — ang. destabili-
zing box; ER — retikulum endoplazmatyczne; F — fenyloalani-
na; G — glicyna; Hect — ang. Homologous to E6-AP C-termi-
nus; [— izoleucyna; K — lizyna; L — leucyna; M — metionina;
MFS — ang. Multi Facilitators Superfamily; motyw PY — se-
kwencja xPPxY; N — asparagina; P— prolina; PKC — kinaza
biatkowa C; S — seryna; SCF — Skp1, Cullin, F-box; T — tre-
onina; VBC — ang. The von Hippel-Lindau (VHL), elongin B,
elongin C; WW — domena zawierajaca dwie reszty tryptofano-
we; X — dowolny aminokwas; Y — tyrozyna.

I. Wstep

Ubikwitynacja to proces posttrauslacyjnej mody-
fikacji, w ktérym 76-aminokwasowy polipeptyd
zwany ubikwityng jest przylaczany do bialek [1].
Opis tego procesu byl rowniez przedmiotem arty-

'Doc. dr hab., mgr, Zaktad Genetyki, Instytut Biochemii i Biofi-
zyki PAN, ul. Pawinskiego Sa, 02-106 Warszawa,
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kutéw w Postgpach Biochemii [2, 3]. W procesie ubi-
kwitynacji bierze udziat kilka enzymow tj.: E1, E2,
E3. Enzym aktywujacy (E1) aktywuje ubikwityne w
sposob zalezny od ATP przez utworzenie wigzania
tioestrowego pomigdzy cysteing w centrum aktyw-
nym enzymu a C-koficem ubikwityny. Ubikwityna
jest nast¢pnie przenoszona na cysteing w centrum ak-
tywnym enzymu koniugujacego (E2), a niekiedy ta-
kze na cysteing w centrum aktywnym ligazy ubikwi-
tynowej (E3). W reakcji ubikwitynacji substratu
biatkowego, katalizowanej przez enzym E2 przy po-
mocy enzymu E3, lub bezposrednio przez E3, wy-
tworzone zostaje wigzanie izopeptydowe migdzy
C-terminalna glicyng ubikwityny i grupa e-aminowa
lizyny w ubikwitynowanym biatku. Mozliwe jest
réwniez powstanie tancucha poliubikwitynowego
bedace rezultatem przytaczenia kolejnej ubikwityny
do lizyny 48 lub innych lizyn w rosngcym fancuchu.
Enzymy E3 maja wazne zadanie rozpoznania biatka
podlegajacego ubikwitynacji. Najlepiej poznane kla-
sy enzymow E3 to kompleksy zawierajace biatka z
domena RING-finger takie jak: APC, SCF, VBC [4],
rodzina biatek c¢-Cbl [5] oraz grupa bialek zawie-
rajacych domene Hect (ang. Homologous to EG-AP
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carboxy terminal) [6]. Wérdd biatek E3 z domena
Hect wyrdznia sig rodzing [igaz ubikwityno-
wo-biatkowych Nedd4/RspSp, do ktérej nalezy
RspSp, znane takze jako Npilp i Mdplp [7]. W pro-
ces poliubikwitynacji niektorych biatek, ktére maja
przytaczone juz trzy reszty ubikwityny, zaanga-
zowany jest enzym E4 [8]. Poliubikwitynacja wielu
biatek cytosolowych oraz biatek retikulum endopla-
zmatycznego (ER) prowadzi do ich degradacji przez
proteasom 268S. Proteasom jest to wielopodjednost-
kowy kompleks proteazowy, skladajacy sig z rdzenia
20S i dwdch komplekséw regulatorowych 19S [9].
Degraduje on cykliny, czynniki transkrypcyjne,
biatka szlakow przekazywania sygnatu (ang. signal
transduction), enzymy szlakéw metabolicznych,
ktore wymagaja §cistej regulacji ilo§ci w komorce
[1]. Nieprawidlowo zwiniete lub zmutowane biatka
ER sa degradowane przez proteasom po przetrans-
portowaniu ich do cytosolu [10]. W uwalnianiu ubi-
kwityny z degradowanych biatek oraz w procesie
biosyntezy i dojrzewania ubikwityny biora udzial en-
zymy deubikwitynujace (Ubp 1 Uch).

W ostatnich latach stato sig jasne, ze rowniez licz-
ne biatka transmembranowc btony komoérkowej sa
ubikwitynowane, a modyfikacja ta odgrywa zasad-
niczg rolg w ich endocytozie i degradacji w wakuoli
(drozdzowy odpowiednik lizosomu w komorce
zwierzgceej) [11, 12]. Stan wiedzy o roli ubikwityna-
¢ji w endocytozie oraz regulacji tego procesu przez
ligazg ubikwitynowo-biatkowa Rsp5p jest przedsta-
wiony ponizej.

II. Rodzina ligaz ubikwitynowo-biatkowych
Nedd4/Rsp5Sp

Rodzina Nedd4/Rsp5p nalezy do grupy enzymow
E3 z domeng Hect. Bialka tej rodziny, jako jedyne
enzymy z grupy E3, tworza tiocster z ubikwityna i
bezposrednio katalizujg ubikwitynacj¢ substratu.
Wszystkie biatka nalezace do rodziny Nedd4/Rsp5p
zawieraja: domeng C2, dwie do czterech domen WW
oraz C-terminalng domene Hect [7] (Ryc. 1).

Domena C2, pierwotnie zidentyfikowana w kina-
zie biatkowej C (PKC), sktada si¢ z okoto 130 amino-
kwasow. Tworza ja dwie antyrownolegle harmonijki
B, z ktorych kazda zlozona jest z czterech nici. Czte-
ry reszty kwasu asparaginowego obecne w tej dome-
nie tworza wiazanie koordynacyjne z Ca*" [13].Wy-
kazano, ze domena ta jest zdolna do wiazania fosfoli-
pidéw i blon w sposéb zalezny od jonow Ca’" w ta-
kich biatkach jak: synaptotagmina, fosfolipaza C,
rasGAP [13], co wskazuje, ze odgrywa role w wiaza-
niu biatka z blona i ma znaczenie dla jego lokalizacji.
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Niektore domeny C2 maja zdolnos¢ wiazania specy-
ficznych biatek w sposob zalezny od jonéw Ca*". Na
przyklad druga domena C2 synaptotagminy [ od-
dzialuje z podjednostka kompleksu AP2 zwigzanego
z klatryna [13].

Domena WW (nazwana tak od dwoch reszt trypto-
fanowych wystgpujacych w kazdej domenie) sklada
si¢ z okoto 40 aminokwasow, przyjmuje strukturg
trzyniciowej harmonijki p i odpowiada za wiazanic
biatka z innymi biatkami [14]. Domena ta zostala
znaleziona, miedzy innymi, w biatkach szlakéw
przekazywania sygnatu i wigze sekwencje bogate w
proling. Dotychczas opisano cztery typy sekwencji
wiazacych domeny WW: motyw PY (xPPxY) (x -
dowolny aminokwas) [15], motyw PPLP [16], mo-
tyw PGM (bogaty w glicyng i metioning) [17] oraz
specyficzne motywy zawierajgce fosforylowana se-
ryng i treoning [18]. RspSp ma trzy domeny WW,
preferencyjnie wigzace sekwencje xPPxY [19]. U
réznych cztonkdéw rodziny Nedd4/Rsp5p liczba do-
men WW wynosi od dwdch do czterech, co wskazu-
je, Ze enzym ten moze rownocze$nie wchodzi¢ w
kompleksy z roznymi biatkami.

Domena Hect zlokalizowana na C-koficu biatek z
rodziny Nedd4/Rsp5p ma dlugoé¢ 350 aminokwa-
sOw 1 jest odpowiedzialna za aktywno$¢ enzyma-
tyczna tej grupy ligaz ubikwitynowo-biatkowych.
Zostata pierwotnie zidentyfikowana w E6-AP, biatku
bioragcym udziat w ubikwitynacji p53 [6]. Domena
Hect ma niezbedng do peinienia funkcji cysteine,
ktdra tworzy wiazanie tioestrowe z ubikwityna, po
jej przeniesieniu z E2 [6], a nastepnie przenosi ja na
grupg e-lizyny w biatku substratowym lub w ubikwi-
tynie na koncu tancucha poliubikwitynowego [20].
Enzymy E2, ktore przenosza ubikwityng na domeng
Hect Rsp5Sp to Ubcdp i UbceSp [21]. Struktura dome-
ny Hect E6-AP w kompleksie z UbcH7, ludzkim ho-
mologiem Ubc4/5, zostala ostatnio poznana [20].
Sktada sig ona z dwdch platow (N i C), pomiedzy
ktérymi jest katalityczne zaglebienic z niezbgdng cy-
steing. Ptat N wiaze E2. Mechanizm przeniesienia
ubikwityny z E2 na domeng¢ Hect nie jest na razie
znany.

Najlepiej zbadana funkcjg biatka Rsp5p, omo-
wiona w tej pracy, jest regulowanie przez ubikwity-
nacje stabilno$ci licznych bialek transblonowych
blony komoérkowej. Modyfikacja ta prowadzi do ich
endocytozy a nastgpnie degradacji w wakuoli. Inne
funkcje biatka RspSp sg przedstawione tylko skréto-
wo.

Jednym z biatek wiazacych sie z Rsp5p jest naj-
wigksza podjednostka RNA polimerazy Il (Rpblp).
Wzajemne oddziatywanie jest stymulowane przez
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uszkodzenia DNA 1 wymaga udzialu domen WW2 i
WW3 RspSp oraz C-konfica Rpblp, ktéry ma liczne
motywy YSPTSPS {22]. Prowadzi to do ubikwityna-
cji 1 degradacji Rpblp przez proteasom {23]. RspSp
jest zaangazowane réwniez w degradacje biatka
wigzacego jednoniciowe DNA, Rfalp [24], mito-
chondrialno-cytoplazmatyczna dystrybucje biatek
[25] oraz dziedziczenie mitochondriéw [26]. Mecha-
nizm wptywu RspSp na ten ostatni proces nie jest
znany. By¢ moze wspoluczestniczy w nim biatko
Bullp, ktére wiaze RspSp i stymuluje jego aktyw-
nosc [26, 27]. Oba te biatka warunkuja rowniez wra-
zliwo§¢ komodrek drozdzy na anestetyki wziewne
[28]. Rsp5p wplywa tez na aktywacje H'-ATPazy
Pmalp przez glukoze [29]. Proces aktywacji nie jest
do konica poznany, lecz wiadomo, ze Pmalp nie jest
ubikwitynowana, ani nie zmienia sig jej stabilnos¢.
Roéwnoczesnie mutacja pmal-t, prowadzaca do pod-
stawienia aminokwasowego w domenie wigZzacej
ATP Pmalp, przywraca zdolnos¢ mutantow rsp5 do
wzrostu w temperaturze 37°C [30]. Najnowsze wyni-
ki wskazuja, Zze RspSp jest niezbedne do aktywacji
aktywatora transkrypcji Spt23p, a przez to wplywa
na poziom enzymu Olelp i poziom nienasyconych
kwasow tluszczowych w komoérce [31]. Homolog
RspSp w Schizosaccharomyces pombe Publ, nie tyl-
ko reguluje stabilno$¢ permeaz btonowych, podob-
nie jak RspSp (patrz ponizej), lecz rowniez wplywa
na stabilno$¢ fosfatazy tyrozynowej cde25, jednego
z biatek regulujgcych cykl komérkowy [32].

IIL Proces endocytozy u drozdzy

Proces endocytozy u drozdzy jest ztozony, wielo-
etapowy i zblizony do endocytozy zachodzacej u ssa-
koéow. Polega na internalizacji fragmentéw blony ko-
morkowej, wraz z biatkami transblonowymi, oraz
zwigzkow rozpuszczalnych w wodzie, a nastepnie na
ich transporcie przez wezesne i pdzne endosomy do
wakuoli. Biatka blony komérkowej (receptory, trans-
portery, kanaly jonowe) podlegaja selekcji i przenie-
sieniu do obszaru tworzacego si¢ pgcherzyka endo-
cytarnego, za$ zwigzki rozpuszczalne w wodzie po-
bierane sa w sposob nieselektywny. Powstajacy pg-
cherzyk jest otaczany biatkami ptaszcza rekrutowa-
nymi z cytosolu, ulega oderwaniu od blony komor-
kowej i przemieszczeniu do wnetrza komoérki. Tam
biatka ptaszcza oddysocjowuja od btony pgcherzyka.
W dalszych etapach biatka blonowe i substancje
plynne sg transportowane poprzez wczesny i pdzny
endosom do wakuoli, gdzie biatko ulega degradacii.
W endosomach zachodzi sortowanie bialek, cze$é z
nich moze wroci¢ na powierzchni¢ komorki, Endo-
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cytoza zachodzi z udziatem pgcherzykow pokrytych
klatryna oraz droga niezalezng od kiatryny. Klatry-
nowy koszyczek jest przytaczany do blony komorko-
wej przez kompleks bialek adaptorowych AP2,
zlozony z czterech podjednostek niezalenie
wiazacych klatryne, blone plazmatyczna lub biatko
substratowe. Internalizacja pecherzykow endocytar-
nych zachodzi z udzialem cytoszkieletu aktynowego
oraz licznych bialek wplywajacych na jego pra-
widtowe funkcjonowanie (patrz ponizej) [11, 12,
33].

IV. Regulacja bialek blony komoérkowej
zalezna od RspSp

Badania endocytozy u drozdzy prowadzono z za-
stosowaniem dwoch typow biatek blony kemdérko-
wej jako biatek modelowych. Do jednej grupy naleza
dwa receptory feromondéw drozdzowych, sprzg¢zone
z biatkiem G. Sg to: Ste2p, receptor czynnika a, I
Ste3p receptor czynnika a. Zawieraja one N-koniec
skierowany na zewnatrz komorki, siedem domen
transbtonowych i cytoplazmatyczny C-konicc. Oba
receptory podlegaja konstytutywnej endocytozie i
endocytozie indukowanej zwiazaniem liganda.
Zwigzanie feromondw przez receptor inicjuje szlak
przekazywania sygnatu, prowadzac do zmian, nie-
zbednych do krzyZowania sie komorek [34]. Do dru-
giej grupy naleza dwa transportery z rodziny ABC
(ang. ATP Binding Cassette) i liczne transportery z
rodziny MFS (ang. Multi Facilitators Superfamily).
Biatka te maja 10-12 hydrofobowych segmentéw
transbtonowych otoczonych domenami hydrofilo-
wym, przypuszczalnie skierowanymi w strong cyto-
plazmy [35]. Transportery te odgrywajq wazng rolg
w regulacji tempa wzrostu komorki. Wigkszos¢ z
nich podlega konstytutywnej endocytozie i endocy-
tozie indukowanej takimi czynnikami jak nadmiar
substratu, obfito§¢ sktadnikéw pokarmowych czy
stres. Ta §cista regulacja obecnosci transporterdw w
btonie komorkowej jest niezbgdna do adaptacji ko-
morki drozdzowej do szybko zmieniajacych sig wa-
runkéw zewngtrznych [36].

Pierwsza wskazowka wptywu ubikwitynacji na
endocytozg biatek byly wyniki badan nad Stetp,
transporterem z rodziny ABC, biorgcym udziai w
wydzielaniu drozdzowego czynnika a. Stwierdzono
akumulacje ubikwitynowanych form tego transpor-
tera w blonie komdrkowej mutantdw zaburzonych w
procesie endocytozy. Ste6p bylo stabilniejsze w nou-
tantach pozbawionych enzyméw koniugujacych
Ubcdp i UbcSp (E2), co wskazywalo na rolg ubtkwi-
tynacji w regulacji stabilnosci tego biatka [37].
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Dalszych informacji dostarczyty badania genec-
tyczne, analiza mutantéw niezdolnych do katabo-
licznej inaktywacji transporteréw cukréw i amino-
kwasow. Zaobserwowano, ze w mutantach npi/ po
dodaniu amoniaku do hodowli zaburzona jest inter-
nalizacja i degradacja permeazy aminokwasowej,
Gaplp [38]. Te same mutanty wykazywaly réwniez
defekt w zaleznej od czynnikdw stresowych interna-
lizacji i wakuolarnej degradacji innego transportera,
permeazy uracylowej Furdp, Klonowanie genu
NPII, ktory jest niezbedny do zycia komorki, wyka-
zalo, ze koduje on ligazg ubikwitynowo-biatkowg
Rsp5p [38]. Wykazano réwniez, ze Gaplp i Furdp
podlegaja zaleznej od RspSp, zachodzacej w blonie
komoérkowej ubikwitynacji, niezbednej do internali-
zacji [39, 40]. In vivo ubikwitynacja Gaplp wymaga
udziatu cysteiny w domenie Hect RspSp [41],
tworzacej wiazanie tioestrowe z ubikwityna [42].

Podobne wyniki otrzymane dla innych biatek
btony komérkowej potwierdzily, ze ubikwitynacja
dziala jako sygnat do internalizacji biatek. Defekt
RSP5 lub UBC1/4/5 powodowat zaburzenia ubikwi-
tynacji i endocytozy receptorow Ste2p i Ste3p, trans-
porterow cukrow: Malllp, Mal61p, Hxt6p i Hxt7p,
permeazy tryptofanu Tat2p i transportera cynku
Zrtlp [43; 44-49]. Rowniez mutacje punktowe lub
delecja izopeptydazy ubikwityny, Ubp4p/Doadp, po-
wodowaty zaburzenie ubikwitynacji i internalizacji
niektérych z tych biatek [43, 46, 47, 50-52]. Wcze-
$niej mutanty ubp4/doa4 byty wyizolowane jako mu-
tanty npi2, wykazujace zaburzenia w indukowanej
amoniakiem regulacji permeazy Gaplp. Badania se-
kwencji koniecznych do ubikwitynacji Ste2p i Stebp
wykazaly, ze zachowuja si¢ one jak autonomiczne
sygnaly do ubikwitynacji [53, 54].

Poniewaz ubikwitynowane biatka zwykle podle-
gaja degradacji w proteasomie, stato sig¢ niezbgdne
okreslenie systemu proteolitycznego zaangazowane-
go w degradacje ubikwitynowanych biatek btony ko-
moérkowej. Dla wigkszo$ci biatek wymienionych po-
wyzej byto to zbadane podobna metoda eksperymen-
talng. Receptor Ste2p, ABC transporter PdrSp oraz
transportery Gal2p, Furdp, Htx6p, Htx7p i Malllp
wykazywaly normalna konstytutywna i indukowang
degradacjg w szczepach ze zmutowang podjednostka
katalityczng lub regulatorowa proteasomu (odpo-
wicdnio prel pre2, yta5, cim3, cim5 )[39, 45, 46,
55-57} a degradacja byla silnie zahamowana w mu-
tantach z zaburzong aktywnoscia proteaz wakuolar-
nych (pep4, pepd prbl, pral pra2) [37, 39, 40, 43,
45, 46, 55-58]. Wydaje si¢ wigc jasne, ze drozdZzowe
bialka btony komdrkowej podlegajq ubikwitynacji w
blenie, co powoduje ich wejscie na drogg endocytozy
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i degradacje w wakuoli [11]. Za modyfikacj¢ wiclu z
tych bialek jest odpowiedzialna ligaza ubikwityno-
wo-bialkowa RspSp . Taka sama role biatka z rodzi-
ny Nedd4/Rsp5p petnig rowniez w innych gatunkach
drozdzy. Ostatnio wykazano, Zze Publ, jeden z homo-
logdw RspSp w Schizosaccharomyces pombe, [7]
jest konieczny do indukowanej amoniakiem regula-
cji permeaz aminokwasowych [59] oraz innych
transporterdw [60]. Pomimo, Zze RspSp jest niezbed-
ne in vivo do ubikwitynacji wielu biatek bltonowych,
dotychczas nie wykazano bezpodredniej interakcji
RspSp z zadnym z nich, ani nie potwierdzono ich ubi-
kwitynacji w warunkach in vitro.

V. Sekwencje sygnalowe niezb¢dne do
ubikwitynacji bialek blony komorkowe;j

Klasyczne sygnaly do endocytozy zidentyfikowa-
ne w biatkach blony komérkowej ssakow takie jak:
Yxx® (¥, aminokwas hydrofobowy np. leucyna),
NPxY, LL, wiaza podjednostki kompleksu adaptoro-
wego AP2 oddziatujacego z klatryna [61]. W niektd-
rych przypadkach podobne sygnaty zidentyfikowano
u drozdzy (Tabela I). Jeden z nich to sekwencja
NPFTD, ktora jest niezbgdna do zaleznej od klatryny
endocytozy receptora Ste3p [62]. Drugi przyklad to
motyw LL konieczny do endocytozy permeazy
Gaplp [63]. W zadnym z tych przypadkéw nie znane
jest biatko, ktore oddziatuje z danym motywem. W
pozostatych przypadkach zidentyfikowano motywy
warunkujace ubikwitynacje. Dla endocytozy recep-
tora Ste2p z C-terminalna delecja istotna jest se-
kwencja SINNDAK;3;SS [64], a szczegolnie lizyna
337. Dalsze badania nad Ste2p wyja$nily, ze podlega
on podstawowej, konstytutywnej fosforylacji seryn
obecnych w sekwencji SINNDAKSS. Wigzanie
czynnika o indukuje zmiang konformacyjna, pro-
wadzaca do hyperfosforylacji seryn i treoniny w po-
blizu tej sekwencji [11]. Fosforylacja wymaga obec-
noéci aktywnej kinazy kazeinowej I, Ycklp lub
Yck2p. Stymulowana zwiazaniem liganda hyperfos-
forylacja Ste2p poprzedza regulowang ubikwityna-
cje lizyny 337 [45, 52, 64].

Podobny do sekwencji SINNDAKSS, motyw
DAKTI, nazwany D-box (ang. destabilizing box) zi-
dentyfikowano w Ste6p. Wystepuje on w 117-amino-
kwasowym faczniku pomigdzy dwiema homologicz-
nymi domenami tego transportera ABC i warunkuje
jego konstytutywna endocytoze. Jednakze tylko se-
kwencja dtuzsza, 52-aminokwasowa, bogata w kwa-
sowe tancuchy boczne aminokwaséw, zawicrajaca
DAKTI, przytaczona do H-ATPazy Pmalp powodu-
je jej ubikwitynacje 1 destabilizacje [53].
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Znaczenie regiondw o charakterze kwasowym,
zwanych PEST, stanowigcych sygnat do ubikwityna-
cji, zostalo wykazane migdzy innymi dla Ste3p [54].
Sekwencje PEST (bogate w proling, glutamine, sery-

wrotny [68]. Wskazuje to, ze seryny w sekwencji
PEST sa fosforylowane przed ubikwitynacjg. Fosfo-
rylacja, a w konsekwencji ubikwitynacja tego regio-
nu jest tylko cze$ciowo zalezna od kinaz Ycklip/Ye-

Tabela 1
Motywy warunkujace ubikwitynacjg biatek blony komérkowe;j
bialko Sekwencja sygnalowa pi§miennictwo
SINNDAKSS, C-koniec
Ste2p . . [64]
zawicra docelowg lizyng
Ste3p sekv.vcncja PEST (5'8 aa), C-koniec (54]
zawiera docelowe lizyny
Ste6p kwasowy D-box (52 e.xa) z selfwench DAKTI, (53]
wewnetrzna sekwencja tacznikowa
sekwencja PEST (20 aa), N-koniec
Furdp ! (20 22) ‘ (68; 69]
poprzedzona przez dwie docelowe lizyny
31 aa, N-koni
Tat2p da oniec . [43]
zawicra docelowe lizyny
docelowa lizyna K195,
Zrtlp [44]
wewngtrzna petla

n¢ i treoning) okazaly si¢ uprzednio istotne dla ubi-
kwitynacji regulatorowych, krétkotrwatych bialek
cytosolowych [1]. C-koncowa sekwencja Ste3p za-
wiera dwa oddzielne regiony odpowiedzialne za kon-
stytutywnag 1 regulowana feromonem endocytoze.
Sygnal NPFTD, opisany powyzej, niezbedny do en-
docytozy indukowanej czynnikiem a, dziata niezale-
znie od ubikwitynacji [62]. Region zawierajacy se-
kwencje PEST jest konieczny do konstytutywnej en-
docytozy i jest wystarczajacy oraz niezbedny do ubi-
kwitynacji [54]. Zmutowana, krétsza forma recepto-
ra Stedp podlega zaleznej od kinaz YcklIp/Yck2p
fosforylacji w regionie PEST. Modyfikacja ta po-
przedza ubikwitynacjg [65] trzech lizyn w tym regio-
nie [66].

Innym przykiadem wskazujacym na istotnos¢ re-
gionu PEST w procesie ubikwitynacji i endocytozie
bialka blony komédrkowej jest permeaza uracylowa,
Furdp. Podlega ona konstytutywnej endocytozie w
komorkach rosnacych, a w obecnoéci nadmiaru sub-
stratu [67] lub w warunkach stresu [39, 58] proces
ten jest przyspieszony. Region PEST (~20aa) w
Furdp znajduje si¢ w cytosolowym N-koficu 1 jest
niezbedny tak dla konstytutywnej jak i indukowanej
endocytozy. Zamiana pigciu seryn na alaniny w tej
sekwencji, upo$ledza fosforylacje 1 ubikwitynacje,
co stabilizuje Furdp w blonie komorkowej. Podsta-
wienie reszt kwasu glutaminowego, ktore sa podob-
ne do fosforylowanych seryn, powoduje za$ efekt od-
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k2p [69]. Dwie lizyny podlegajace ubikwitynacji w
Furdp [50] sa potozone blisko sekwencji PEST [69].
Wigkszos¢ sekwencji  sygnatowych warun-
kujacych endocytoze w biatkach blony komorkowe;j
jest rowniez sygnatem do ubikwitynacji tych bialek.
Wyjatkiem jest sekwencja NPFTD w Ste3p [62] i
C-koncowy motyw LL w Gaplp. Mutacje motywu
LL w Gaplp zaburzaja endocytoze, ale nie ubikwity-
nacje permeazy, wskazujac na udziat tego motywu w
procesie endocytozy juz po zaj$ciu ubikwitynacji
{40, 63]. Zidentyfikowane sygnaly do ubikwitynacji
sa sekwencjami raczej dlugimi, o odczynie kwa-
$nym, z sasiadujgcymi lizynami podlegajacymi ubi-
kwitynacji. Sekwencje te nie zawierajg motywow
bogatych w proling, ktére moglyby bezposrednio
wigza¢ si¢ z domenami WW Rsp5p. Elementem
wspoOlnym w procesie endocytozy Ste2p, Furdp i
Ste3p jest potencjalny wplyw fosforylacji na zajscie
ubikwitynacji [64, 65, 68]. Istnienie sygnaiu zale-
znego od fosforylacji wydaje sig uzasadniona hipo-
teza, gdyz ubikwitynacja tak jak i endocytoza bialek
blonowych jest czesto regulowana przez ligandy,
substraty i dostgpnos$¢ substancji pokarmowych. W
przypadku Ste2p udowodniono, Ze ligand mdukuje
hyperfosforylacje receptora, a to zapoczatkowuje
jego ubikwitynacje. Mozliwe jest, ze bialtka te po-
przez fosforylowane seryny oddziatuja z domenami
WW RspSp. Byloby to zgodne z ostatnim raportem
donoszacym, ze domeny WW Nedd4 wiaza peptydy
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zawierajgce fosfoseryne [18]. Ewentualnie moga ist-
nie¢ inne, jeszcze nieznane motywy wiazace domeny
WW. Jest tez mozliwe, ze biatka btonowe oddziatuja
posrednio z Rsp5p, z udziatem biatek adaptorowych.
Niezaleznie od sposobu wiazania, pokazano, ze mu-
tacje konserwowanych reszt aminokwasowych w do-
menach WW2 i WW3 RspSp, uczestniczacych w
wiazaniu motywow PY [14, 70], hamujg internaliza-
cj¢ i degradacje Furdp [71]. Udzial domeny Hect w
rozpoznaniu miejsc ubikwitynacji nie jest jasny, za$

domena
C2

ludzki Nedd4
mysi Nedd4

S.cerevisiae Rspsp

nacji transporterow (Furdp, Gaplp, Zrtip) [44, 50,
51]ujawnita, ze ubikwitynowana jest jedna do trzech
lizyn, kazda jedng, dwoma lub trzema czasteczkami
ubikwityny. Znaczy to, ze liczba przylaczanych ubi-
kwityn jest za mata, aby laicuch byl rozpoznany
przez protcasom,

Typ wiazania pomiedzy ubikwitynami w fancuchu
okreslono dla transporteréw Furdp i Gaplp w mutan-
tach ubp4/doa4 defektywnych w aktywnosci izopep-
tydazy ubikwitynowej. Mutanty te maja zreduko-

domena
WwW Hect

7 m

vl

Rye. 1. Struktura domenowa niektorych bialek z rodziny Nedd4/Rsp5p.

domena C2 wydaje sig¢ nic by¢ zaangazowana w ten
proces [41].

V1. Typ modyfikacji ubikwityna bialek blony
komoérkowej

Obserwacja, ze wigkszos¢ biatek blony komorko-
wej jest degradowana w wakuoli a nie jest rozpozna-
wana przez proteasom zrodzila podejrzenie, ze w
tym przypadku ma miejsce innego typu modyfikacja
ubikwityna. Rozpoznanie ubikwitynowanych bialek
przez proteasom wymaga obecnosci fancucha po-
liubikwityny o dlugoséci co najmniej czterech jedno-
stek polaczonych przez lizyng 48 (K48) ubikwityny
[72]. Jednakze w komorkach drozdzy obserwowano
réwniez, in vivo 1 in vitro, powstawanie fancuchow
poliubikwityny przez lizyny 29 1 63 [73].

Ste6p, Gal2p, i Tat2p sa ubikwitynowane wieloma
czasteczkami ubikwityny [37, 43, 53, 56] jednak nie
jest jasne, czy sa to modyfikacje tancuchami poliubi-
kwitynowymi, czy tez ubikwitynacja wielu lizyn po-
jedynczymi ubikwitynami. Dla Ste2p wykazano po-
wstawanie mono- i triubikwitynowych pochodnych
form receptora [45], chociaz monoubikwitynacja
zmusowane) formy receptora jest wystarczajgca do
internalizacji. Dane wskazuja, Ze receptor ten podle-
g monoubikwitynacji z udziatem kilku lizyn, z kto-
rych dwie s najczgstszym miejscem ubikwitynacji
[52]. Mapowanie miejsc ubikwitynacji w Ste3p wy-
kazato, Ze do trzech lizyn przylaczane sg tancuchy
mono-, di- 1 triubikwitynowe [66]. Analiza ubikwity-
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wang ilo§¢ wolnej ubikwityny [$1] co zaburza endo-
cytozg wielu biatek. Nadekspresja genow ubikwity-
ny przywraca ich ubikwitynacje¢ i internalizacjg [50-
52]. Nadekspresja zmutowanych genow ubikwityny,
ktore uniemozliwiaja tworzenie wigzaf przez lizyny
29, 48 lub 63, w mutantach ubp4/doad pozwolita na
analize wzoru ubikwitynacji. Stwierdzono, Ze trans-
portery Furdp i Gaplp maja po dwie lizyny, ktére
moga przylaczac jedna lub dwie (trzy w przypadku
Gaplp) czasteczki ubikwityny polaczone miedzy
sobg wigzaniem z przez lizyng 63 [50, 51]. Monoubi-
kwitynacja dwoch lizyn wystarcza do zaj$cia endo-
cytozy na podstawowym poziomie, a ubikwitynacja
dalszych lizyn zwigksza jej wydajnosc¢.

Biatko z przylaczonymi krétkimi taficuchami ubi-
kwitynowymi przez lizyng 63 ubikwityny nie jest
substratem dla proteasomu. Powstato pytanie co wa-
runkuje taka poliubikwitynacj¢ i czy oprécz RspSp
udzial biora jeszcze inne biatka np. E4, podobne do
tych bioracych udziat w tworzeniu tanicuchow przez
lizyne 29 [8]. Na udzial Rsp5p w powstawaniu
wigzan przez lizyng 63 wskazuje obserwacja, ze de-
fekt w dziedziczeniu mitochondriéw niektérych mu-
tantow rsp5 jest odwracany przez nadekspresje genu
kodujacego ubikwityne, a warunkiem jest obecnosé
niezmutowanego kodonu dla lizyny 63 czasteczki
ubikwityny [26]. Trudno pogodzi¢ te obserwacje z
danymi o udziale Rsp5p w ubikwitynacji podjednost-
ki polimerazy I RNA-Rbplp, ktéra prowadzi do de-
gradacji tej podjednostki przez proteasom [22]. Wy-
maga to bowiem obecnosci tancuchdéw ubikwityno-
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wych powstalych przez wiazanie czasteczek ubikwi-
tyny przez lizyng 48. Mozliwe jest, ze enzymatyczne
wiasciwosci RspSp sa modyfikowane przez biatka
adaptorowe lub zaleza od bialka substratowego.

VII. Ubikwityna jako sygnal do internalizacji

Zaproponowano kilka hipotez thumaczacych w
jaki sposob ubikwityna ulatwia internalizacje biatek
btony komorkowej. Sugerowano, ze ubikwityna pro-
muje dimeryzacje receptorow, powoduje odstonigcie
sygnahu do internalizacji lub tez indukuje ruch biatka
do subdomen blony wykazujgcych aktywna endocy-
toze [74]. Mozliwe jest rOwniez, ze ubikwityna sama
stanowi sygnal | wigze si¢ do jednego z biatek kom-
pleksu warunkujacego endocytoze [45, 74]. Najnow-
sze wyniki badania receptoréw Ste2p i Ste3p po-

blona komérkowa

—for

[VVAN

(JUUL

WW3

sygnal ————p fosforyiacja ———pm ubikwitynacja

m biatko blony komoérkowej

[ ] ubikwityna
[y | Zwiazki rozpuszczalne w wodzie

WW1, WW2, WW3, C2 - domeny Rspbp

jednej czasteczki ubikwityny jest wystarczajgcym
sygnalem. Wyniki te sugeruja, ze ubikwityna nie
odstania ukrytego sygnalu do endocytozy lecz raczej
sama stanowi ten sygnat. Potwierdza to rOwniez ob-
serwacja, ze fuzja ubikwityny ze stabilng H'-ATPaza
Pmalp stymulyje jej endocytozg [75].

Wymiana poszczegdlnych aminokwasoéw po-
wierzchniowych ubikwityny na alaning wykazata, ze
jej struktura trzeciorzgdowa jest wazna dla promo-
wania internalizacji Ste2p, a szczegblna role odgry-
waja dwie powierzchnie hydrofobowe [75]. Wydaje
si¢ wigc, ze moze istnieé receptor specyficzny dla
ubikwityny, ktory odgrywalby role w internalizacji
biatek. Receptor ten powinien teZ rozpoznawac
tancuchy ubikwityny potaczone wiazaniem przez li-
zyng 63 i powinien by¢ odizolowany od pochodnych
ubikwitynowych bialek, bioracych udziat w innych

o B2 [ ~
1 Ny
= —J
=

Sy

ww2 WW1?2

2 ) WW3

g Selekcjado o endocytoza

pecherzyka
wezesny
endosom

péiny l
endosom
wakuola ¢

degradacja

Rye. 2. Hipotetyczny udziat domen WW i C2 ligazy ubikwitynowo-biatkowej RspSp w endocytozie bialek blony komérkowej.

twierdzaja tg ostatnia hipotezg. Fuzja ubikwityny ze
Ste2p pozbawionym C-kofncowych miejsc ubikwity-
nacji przywracala jego zdolnos$¢ do internalizacji po
przylaczeniu czynnika o [75]. Podobnie biatko Ste3p
pozbawione regionu PEST po fuzji z ubikwityna
podlega endocytozie i degradacji w wakuoli [66].
Ubikwityna pozbawiona lizyn byla tak samo aktyw-
na jak zwykla ubikwityna w promowaniu endocyto-
zy w fuzji ze Ste2p. Wskazuje to, ze przylaczenie
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procesach komoérkowych, dla ktorych wykazano
obecno$é tancuchdéw tego samego typu [26].

VIII. Aparat bialkowy biorgcy udzial w inter-
nalizacji ubikwitynowanych bialek:
wplyw RspSp

Dane genetyczne uzyskane z doswiadczen na dro-
zdzach pozwolily na zrozumienie podstawowych
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mechanizmow endocytozy, wykazaly udziat aktyny i
licznych biatek z nig zwiazanych oraz udzial lipidéw
w tym procesie [33, 76]. Jednak mechanizmy mole-
kularne rzadzace internalizacjg ubikwitynowanych
biatek pozostajq nieznane. Odmiennie niz u ssakow,
gdzie udzial klatryny w endocytozie jest udowodnio-
ny, nie jest jasna rola tego biatka w endocytozie u
drozdzy. Delecja genu kodujacego tancuch cigzki
klatryny (CHCI) lub mutacja w tym genie (chci-ts)
powoduje tylko 50% inhibicji internalizacji Ste2p i
Ste3p [33] oraz transportera maltozy [77]. Endocyto-
za transportera Furdp jest niezmieniona w mutancie
chel-ts [78]. Delecje genow kodujacych podjednost-
ki kompleksu adaptorowego AP2 nie powoduja de-
fektu endocytozy [79]. Wskazuje to na obecnosé dru-
giej drogi endocytozy, niezaleznej od klatryny.
Istnieja jednak pewne podobienstwa endocytozy u
ssakow 1 drozdzy. Drozdzowy homolog ssaczego
Eps15 zaangazowanego w endocytoze poprzez aso-
cjacje z podjednostka AP2, biatko Panlp, tez bierze
udzial w tym procesie, a mutanty panl-ts maja silny
defekt endocytozy [80]. Charakteryzuja si¢ tez zabu-
rzong organizacjg szkieletu aktynowego i gltgbszymi
wgigciami btony komérkowej w pordwnaniu do ko-
morek kontrolnych [76]. Panlp wykazuje interakcje
z wieloma biatkami niezb¢dnymi do endocytozy:
End3p {81], yAP180, homologami epsin Entlp i
Ent2p, homologiem synaptojaniny Slj1p [76, 82, 83].
Zaproponowano wigc, ze peini ono rolg multiwalent-
nego adaptora niezbednego do endocytozy [76]. Ob-
serwacja genetycznej interakcji pomig¢dzy mutanta-
mi panl i rsp5 oraz defekt mutantéw rspS5/mdpl w
endocytozie zwigzkdw rozpuszezalnych w wodzie
(marker Lucifer Yellow) byla pierwsza wskazdwka
udziatlu RspSp w endocytozie, odrgbna od roli tego
biatka w ubikwitynacji internalizowanych bialtek
[25]. RSPS5 wykazuje takZe genetyczng interakejg z
VRPI/MDP2 [25], innym genem niezbgdnym do
wlasciwej organizacji szkieletu aktynowego i zajscia
endocytozy [84, 85]. Defekt endocytozy zwiazkdw
rozpuszczalnych w wodzie jest réwniez obserwowa-
ny w mutantach z podstawieniami aminokwaséw w
domenie WW3 Rsp5p [71]. Analiza mutantow
rspS-w doprowadzita do powstania modelu, w kto-
rym Rsp5p odgrywa role w kilku etapach endocytozy
biatek. Domeny WW2 i WW3 sa wazne dla procesow
poprzedzajacych internalizacje, a domeny WW3 1
przypuszczalnie WW 1 biora udziat w procesie inter-
nalizacji [71]. Ponadto, komoérki z Rsp5p pozbawio-
nym domeny C2 normalnie ubikwitynuja Gaplp, ale
maja zaburzong internalizacjg, co sugeruje, ze dome-
na C2 uczestniczy w procesie internalizacji lub po-
$redniczy w oddziatywaniach czynnikéw niezbegd-
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nych w tym procesie [41] (Ryc. 2). Biatko Rsp5p zo-
stato ostatnio zlokalizowane w komorce drozdzy me-
toda posredniej immunofluorescencii. Znajduje si¢
ono w strukturach punktowych zaréwno blisko blony
komorkowej jak 1 wewnatrz komorki, moze by¢ lu-
zno zwiazane z blong plazmatyczna i z blonami orga-
nelli takich jak ER czy aparat Golgiego, ale nie wy-
stepuje w jadrze i w mitochondriach [71]. Aby lepiej
zrozumie¢ role RspSp na etapic internalizacji ubi-
kwitynowanych biatek btony komoérkowej potrzebne
sq dalsze badania nad identyfikacja bialck wiazacych
Rsp5p 1 udziatem poszczegdlnych domen w tych in-
terakcjach.

VIII. Uwagi koficowe

Otrzymane w ostatnich latach wyniki sugeruja, ze
RspS5Sp odgrywa zasadniczg role w regulowaniu en-
docytozy zaleznej od ubikwityny dla licznych biatek
blony komérkowej drozdzy. Otrzymano takze dowo-
dy na udziat ludzkiego homologa Rsp5p, Nedd4, w
podobnych procesach dotyczacych nicktérych ludz-
kich bialek blony komodrkowej. Zaburzenie od-
dziatlywania podjednostek kanatlu sodowego ENaC z
Nedd4 prowadzi do dziedzicznego nadci$nienia zwa-
nego zespolem Liddle’a [86]. Wiele pytaf pozostaje
jeszcze bez odpowiedzi. Czy sama ubikwityna posia-
da wystarczajace determinanty (obszary hydrofobo-
we) warunkujace endocytoze? Przez jakie biatko sa
one rozpoznawane? Czy podobnie proces ten zacho-
dzi u ssakow? Czy rodzaj wigzania migdzy ubikwity-
nami w tafiicuchach (przez lizyne 63) jest wazny dla
selektywnos$ci? W jaki sposob RspSp wiaze biatka,
ktore nie maja motywow PY? Znalezienie na nie od-
powiedzi wymaga dalszych badan. Przyczynia sig
one do pelnego zrozumienia jak ubikwitynacja
biatek blonowych sygnalizuje konieczno$¢ zajScia
endocytozy oraz jaki jest udziat RspSp w tych proce-
sach.

Podzigkowania

Praca zostala wykonana w ramach grantu
6P04B02416 Komitetu Badan Naukowych

Artykut otrzymano 14 listopada 2000 r.
Zaakceptowano do druku 1 lutego 2001 r

PiSmiennictwo

1. Hershko A, Ciechanover A (1998) Annu Rev Biochem 67:
425-479

2. Tobiasz A, Zotadek T (1997) Post Biochem 43: 91-97

3. Piotrowska U (1993) Post Biochem 39; 8-16

POSTEPY BIOCHEMII 47(1), 2001



wn

10.
It
12.
13.

2

—_—

22.
23.
24,
26.
27,
28.
29.
30.
3L
32.
33.
34,
3s.
36.
37.
38.
39.

40.
41

42.
43,
44,

45.
46.

Jackson PK, Eldridge AG, Freed E, Furstenthal
L, Hsu JY, Kaiscr BK, Reimann JDR (2000) Trends
Cell Biol 16: 429-439

Zheng N, Wang P, Jeffrey PD, Pavletich NP
(2000) Cell 1022 533-539

Huibregtse JM, Scheffner M, Beaudenon §,
Howley PM (1995) Proc Natl Acad Sci US4 92: 2563-2567
Harvey KF, Kumar S (1999) Trends Cell Biol 9: 166-169
Koegl M, Hoppe T, Schlenker S, Ulruch HD,
Mayer TU, Jentsch S (1999) Cell 96: 635-644
Hochstrasser M (1996) dAnnu Rev Genet 30: 405-439
Sommer T, Wolf D (1997) FASEB J 11: 1227-1233
Hicke L (1999) Trends Cell Biol 9: 107-112

Strous GJ, Govers R (1999)J Cell Science 112: 1417-1423
Nalefski EA, Falke JJ (1996) Protein Science 5:
2375-2390

.Macias MJ, Hyvénen M, Baraldi E, Schultz J,

Sudol M, Saraste M, Oschkinat H (1996) Nature 382:
646-649

.Chen HI, Sudol M (1995) Proc Nat! Acad Sci 92: 7819-7823
Bedford MT, Chan DC, Leder P (1997) EMBO J 16:

2376-2383

.Bedford MT, Reed R, Leder P (1998) Proc Natl Acad Sci

US4 95: 10602-10607

.LuPJ,. Zhou XZ, Shen M, Lu KP (1999) Science 283:

1325-1328

.Chang A, Cheang S, Espancl X, Sudo! M (2000) J

Biol Chem 275: 20562-20571

.Huang L, Kinnucan E, Wang G, Beaudenon S,

Howley PM, Huibregtse JM, Pavletich NP (1999)
Science 286: 1321-1326

.Nuber U, Schwatz S, Kaiser P, Schneider R,

Scheffner M (1996)J Biol Chem 5: 2795-2800

Wang G, Yang J, Huibregtse JM (1999) Mol Cell Biol
19: 342-352

Beaudenon SL, Huacani MR, Wang G, McDonell
DP, Huibregtsc JM (1999) Mol Cell Biol 19: 6972-6979
Erdeniz N, Rothstein R (2000) Mol Cell Biol 20: 224-232

.Zotadek T, Tobiasz A, Vaduva G, Boguta M,

Martin NC, Hopper AK (1997) Genetics 145: 595-603
Fisk HA, Yaffc MP (1999) J Cell Biol 145: 1199-1208
Yashiroda H, Kaida D, Toh-¢ A, Kikuchi Y (1998)
Gene 225: 39-46

Wolfe D, Reiner T, Keeley JL, Pizzini M, Keil
RL (1999) Mol Cell Biol 19: 8254-8262

dela Fucnte N, Maladonado AM, Portillo F (1997)
FEBS Leti 411: 308-312

Kamifskal, Tobiasz A, Gniewosz M, Zotadek T
(2000) Gene 242: 133-140

Hoppe T, Matuszewski K, Rape M, Schlenker S,
Ulrich HD, Jentsch § (2000) Cell 102: 577-586
Nefsky B, Beach D (1996) EMBO J15: 1301-1312

Geli MI, Riezman H (1998) J Celi Sci 11: 1031-1037
Rieczman H (1998) Sem Cell Dev Biol 9: 129-134

André B (1995) Yeast 11: 1575-1611

Horak J (1997) Biochim Biophys Acta 1331: 41-79

Kolling R, Hollenberg CP (1994) EMBOJ13: 3261-3271
Hein C,. Springael JY, Volland C, Haguenau-
er-Tsapis R, André B (1995) Mol Microbiol 18: 77-87
Galan JM, MoreauV, André B, Volland C, Hagu-
enauer-Tsapis R (1996) J Biol Chens 271: 10946-10952
SpringaclJY, André B (1998) Mol Biol Cell9: 1253-1263
Springacl JY, D¢ Craenc JO, André B (1999) Bio-
chem Biophys Res Com 257: 561-566

Huibregtse JM, Yang JC, Beaudenon SL (1997)
Prac Natl Acad Sci USA 94; 3656-3661

Beck T, Schmidt A, Hall MN (1999) J Cell Biol 146:
1227-1237

Gitan RS, Eide DJ (2000) Biochem J 346: 329-336
Hicke L, Riezman H (1996) Cell 84: 277-287

Krampe S, Stamm O, Hollenberg CP, Boles E
(1998) FEBS Lert 441: 343-347

POSTEPY BIOCHEMII 47(1), 2001

£
~3

48.

49.
50.

5

—_

52,

53.
54.

35

58,

59.

60.

61.
62.

63.
64.

635.
66.
67.
68.
69.

70.

71.

72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
g1.
82.

3.

84.

85.

86.

Lucero P, Lagunas R (1997) FEMS Microbiol Lett 147:

273-277

Medintz I, Jiang H, Michels CA (1998) J Bio/ Chem
273: 34454-34462

Roth AF, Davis NG (1996) J Cell Biol 134: 661-674
Galan JM, Haguenauer-Tsapis R (1997) EMBO J 16:
5847-5854

.Springael }JY, Galan JM, Haguenaucr-Tsapis R,

André B (1999).J Cell Sci 112: 1375-1383

Terrell ], Shih S, Dunn R, Hicke L (1998) Mo! Cell 1:
193-202

Kolling R, Losko S (1997) EMBO J 16: 2251-2261

Roth AF, Sullivan DM, Davis NG (1998) J Cell Biol
142: 949.961

Egner R, Mah¢ Y, Pandjaitan R, Kuchler K (1995)
Mol Cell Biol 15: 5879-5887

56. Hordk J, Wolf DH (1997) J Bacteriol 179: 1541-1549
.Riballo E, Herweijer M, Wolf DH, Lagunas R

(1995) J Bacteriol 177: 5622-5627

Volland C, Urban-Grimal D, Géraud G, Hagu-
enauer-Tsapis R (1994) J Biol Chem 269: 9833-9841
Karagiannis J, Saleki R, Young PG (1999) Curr Ge-
net 35: 593-601

Saleki R, Jia Z, Karagiannis J, Young PG (1997)
Mol Gen Genet 254: 520-528

Robinson M (1997) Trends Cell Biol 7: 99-102

Tan PK, Howard JP, Payne GS (1996) J Cell Biol 135:
1789-1800

Hein C, André B (1997) Mol Microbiol 24: 607-616
Hicke L, Zanolari B, Riezman H (1998) J Cell Biol
141: 349-358

Feng Y, Davis NG (2000) Mo! Cell Biol 20; 5350-5359
Roth AF, Davis NG (2000) J Biol Chem 275: 8143-8153
Seron K, Blondel MO, Haguencauer-Tsapis R,
Volland C (1999) J Bacieriol 181: 1793-1800

Marchal C, Hagueneuer-Tsapis R, Urban-Gri-
mal D (1998) Mol Cell Biol 18; 314-21

Marchal C, Haguencuer-Tsapis R, Urban-Gri-
mal D (2000)J Biol Chem 275: 23608-23614

Chen HI, Einbond A, Kwak SJ, Linn H, KocpfE,
Peterson S, Kelly JW, Sudol M (1997)J Biol Chem 272:
17070-17077

Gajcwska B, Kaminska J, Jesionowska A, Mar-
tin NC, Hopper AK, Zotadek T (2001) Genetics 157:
91-101

Pickart CM (1997) FASEB J 11; 1055-1066

Arnason T, Ellison MJ (1994) Mo! Cell Biol 14: 7876-7883
Hicke L (1997) FASEB J11: 1215-1226

Shih SC, Sloper-Mould KE, Hicke L (2000) EMBO J
19; 187-198

Wendland B, Emr SD, Riczman H (1998) Curr Opi Cell
Biol 10: 513-522

Penalver E, Lucero P, Moreno E, Lagunas R
(1999) J Bacteriol 181: 2555-2563

Rotin D, Staub O, Haguenauer-Tsapis R (2000) J
Membr Biol 176: 1-17

Huang K, D'Hondt K, Riezman H, Lecmmon §
(1999) EMBO J 18: 3897-3908

Tang HY, Munn A, Cai M (1997) Mol Cell Biol 17: 4294-
4304

Bénédetti H, Raths S, Crausaz F, Riezman H
(1994) Mol Biol Cell 8: 1023-1037

Santolini E, Salcini AE, Kay BK, Yamabhai M,
Di Fiore PP (1999) Exp Cell Res 253: 186-209

Wendland B, Steece KE, Emr SD (1999) EMBO J 18:
4383-4393

Zotadek T, Vaduva G, Hunter LA, Boguta M, Go
BD, Martin NC, Hopper AK (1995) Mol Cell Biol 15:
6884-6894

Munn AL, Stcvenson BJ, Geli MI, Riezman H
(1995) Mol Biol Cell 6: 1721-1742

StaubO,Dho S,HenryPC,Correal,IshikawaT,
McGlade J, Rotin D (1996) EMBO J 15: 2371-2380

71



Receptor estrogenowy [ — budowa, regulacja i funkcja*

Estrogen receptor 3 — structure, regulation and function

Marta Tkaczykl, Katarzyna Kalita’

Spis tresci:

I Wstep

II. Rodzina receptoréw jgdrowych

III. Receptory estrogenowe — funkcjonowanie w koméree
IV. Dwa receptory estrogenowe — poréwnanie

V. lIzofermy ER (3

VI. Oddzialywanie ER 8 z innymi bialkami

VIIL Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrotéw: AF1 — domena transaktywa-
cyjna | (ang. activation function 1), AF2 — domena transakty-
wacyjna 2 (ang. activation function 2), DBD — domena wiazaca
DNA (ang. DNA binding domain), ER — receptor estrogenowy
(ang. estrogen receptor), ERE — sekwencja nukleotydow
wiazgca receptor estrogenowy (ang. estrogen responsive ele-
ment), ERK — kinazy regulowane zewnatrzkomorkowo (ang.
extracellular regulated kinases), INK — kinazy ¢-Jun amino-
wego konca biatka (ang. c-Jun N-ferminal kinases), kinazy
MAP — kinazy aktywowane przez mitogen (ang. mitogen ac-
tivated protein kinases), LBD — domena wiaZaca ligand (ang.
ligand binding domain), SFRE — element odpowiadajacy na
SF1 (ang. SF1 responsive element), SHR — receptory hormo-
now steroidowych (ang. steroid hormon receptors).

1. Wstep

Znanych jest obecnie okoto 150 biatek nalezacych
do grupy receptoréw jadrowych. Nazwano je tak ze
wzgledu na miejsce dziatania oraz lokalizacje. Ich li-
gandy to male, lipofilne czasteczki przechodzace
przez blong cytoplazmatyczng na zasadzie dyfuzji.
Nalezg do nich hormony steroidowe i tyroidowe, re-
tinoidy, witamina D5 i niektore prostaglandyny [1-7].
Receptory dla tych substancji po utworzeniu kom-
pleksu z ligandem sa zdolne do oddzialywania z
DNA i regulowania transkrypcji. Ostatnio zwrdcono
uwage na zaskakujaca lokalizacje jednego z tych re-

'Mgr, *Mgr, Pracownia Neurobiologii Molekularnej, Zaklad
Neurcbiologii Molekulamej i Komdrkowej, Instytut Biologii
Doswiadczalnej, im, M. Nenckiego, Pasteura 3 02-093 Warsza-
wa, tel. 659 8571 wew. 336,

e-mail martat@nencki.gov.pl, e-mail kalitak@nencki.gov.pl
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ceptordw, receptora estrogenowego, [8] w btonie cy-
toplazmatycznej oraz jego zdoino$¢ do pobudzania
kaskady wtornych przekaznikow [9-12]. Wydaje sig,
wige, Ze receptory estrogenowe moga wystgpowacé w
dwoch kompartmentach komérkowych i funkcjono-
wac na dwa rézne sposoby. Po pierwsze jako czynni-
ki transkrypcyjne oraz dodatkowo jako receptory
blonowe. Estrogeny i receptory estrogenowe odgry-
waja wazng role w prawidtowym rozwoju i funkcjo-
nowaniu zenskich tkanek rozrodezych m.in.
ksztaltowaniu si¢ gruczotu mlekowego podczas em-
briogenezy oraz dojrzewaniu pgcherzykow Graafa w
trakcie cyklu miesigcznego. Odgrywaja one takze
wazng role w utrzymaniu homeostazy wapniowej, co
ma znaczenie m.in. dla prawidlowego funkcjonowa-
nia tkanki kostnej [13-15]. Choroby takie jak oste-
oporoza, nowotwory piersi i endometrium oraz cho-
roby krazenia sa czesto zwigzane z zaburzeniami w
funkcjonowaniu receptoréw estrogenowych.

II. Rodzina receptoréw jadrowych

Receptory jadrowe zbudowane sa z 6 domen ozna-
czonych literami od A do F [5, 16] (Ryc. 1). Domeny
A i B, zlokalizowane na kofcu aminowym bialka,
maja funkcje aktywujace transkrypcjg (ang. activa-
tion function 1 — AF1) niezalezne od przylaczenia
liganda. Domena C jest zaangazowana w dimeryza-
cje receptora oraz za przylaczanie kompleksu ligand-
receptor do specyficznej sekwencji w DNA (ang.
DNA binding domain — DBD). Domena ta jest w du-
zym stopniu zachowywana w toku ewolucji. We
wszystkich receptorach jadrowych ma budowg tzw.
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palcéw cynkowych [17, 18]. Rdéwniez wlasciwo$é
wigzania DNA wykazuje w pewnym stopniu domena
D nazywana tez zawiasem (ang. hinge). Jej sekwen-
cja jest bardziej zmienna niz sekwencja domeny C,
region ten zawiera sygnal lokalizacji jadrowej NLS
(ang. nuclear localization signal). Nast¢pna, w kie-
runku karboksylowego konca biatka, jest zachowy-
wana w toku ewolucji domena E. Domena ta zawiera
strukture hydrofobowej kieszeni przylaczajacej spe-
cyficzny ligand (ang. ligand binding domain —
LBD). Domena E umozliwia takze dimeryzacjg re-
ceptoréw jadrowych, a jej fragment potozony na ko-
ncu karboksylowym jest odpowiedzialny za aktywa-
cj¢ transkrypcji, zalezna od przylaczenia liganda
(ang. activation function 2 — AF2). Co ciekawe, re-
ceptory sztucznie pozbawione LBD sa konstytutyw-
nymi transaktywatorami tzn. aktywuja transkrypcje
mimo nieobecno$ci liganda. Niektore receptory, w
tym i receptory estrogenowe (ang. estrogen receptor
—- ER), zawierajg rowniez domeng F, ktorej rola nie
jest do kofica wyjasniona.

III. Receptory estrogenowe — funkcjono-
wanie w komdrce

Nie zwiazane z ligandem receptory estrogenowe
znajdujg sig¢ w jadrze komoérkowym, gdzie potaczone
sa z duzym kompleksem bialek opiekunczych z ro-
dziny Hsp. W ten sposdb utrzymywane sg w stanie
nieaktywnym, ale w zdolnosci do przylaczenia ligan-
da [19].

Podobnie jak inne receptory jadrowe, receptory
estrogenowe sa czynnikami transkrypcyjnymi, ktore
po przylaczeniu jednego z estrogenow zdolne sa do
regulowania transkrypcji innych genéw (Ryc. 2).
Przytaczenie liganda jest takze warunkiem dimery-
zacji, ktora jest niezbgdna do utworzenia funkcjonal-
nego  czynnika  transkrypcyjnego.  Dimery
przytaczaja si¢ do odcinkéw DNA majacych budowe
odwroconych powtorzen czyli sekwencji palindro-
mowych. Receptory estrogenowe przylaczaja sig do
fragmentu DNA okreslanego jako element odpowia-
dajacy na estrogen (ang. estrogen responsive element
— ERE) o nastepujacej sekwencji:

5’ GGTCAnnnTGACC 37,

3’ CCAGTonnACTGG 5
gdzie n oznacza dowolny nukleotyd. Kolejno$¢ pig-
ciu nukleotyddw konca 5’ jednej nici jest taka sama,

jak kolejno$é pigciu nukleotydéw konica 5° drugiej
nici, ale w odwrdéconym porzadku. Co za tym idzie
analogiczng prawidtowos$¢ wykazuja odcinki z ko-
fcow 3.

Jak juz zasygnalizowano receptor estrogenowy
moze pelni¢ jeszcze druga funkcje, dziatac jako re-
ceptor blonowy. Przypuszczenie to potwierdzaja do-
niesienia o aktywacji wtornych przekaznikéw po
podaniu estrogenéw w przeciagu kilku minut. Prze-
kaznikami tymi sa: cAMP [20], Ca™ [21], diacylogli-
cerol (DAG) oraz inozytolotrifosforan (IP3) [22, 23].
Najnowsze dane wskazujg nie tylko na wystgpowa-
nie receptoréw estrogenowych w blonie komorko-
wej, ale takze na ich aktywno$¢ w tym kompartmen-
cie komdrkowym. W badaniach tych jako model do-
$wiadczalny wybrano linig komérkowa, w ktorej nie
wykryto obecnosci zadnego z ER. Aby uzyska¢ ich
ekspresje wprowadzono do komdrek ¢DNA ko-
dujace te biatka. Reakcja z przeciwcialem i
przylaczanie wyznakowanego radioaktywnie estra-
diolu wykazaty ich obecno$¢ w btonie komérkowej.
Co wazniejsze po raz pierwszy stwierdzono, zZe re-
ceptory estrogenowe zlokalizowane w btonie komor-
kowej sa aktywne. Po przylaczeniu estradiolu wy-
daja si¢ pobudza¢é biatka G, zewnatrzkomérkowo re-
gulowane kinazy ERK (ang. extracellular regulated
kinases — ERK) i kinazy JNK (ang. c-Jun N-termi-
nal kinases — JNK) [8]. Ta sama grupa badaczy za-
obserwowala, Ze endogenny receptor estrogenowy
moze réwniez by¢ zlokalizowany w bionie komorko-
wej komérek w hodowli tkankowej [24]. Niestety
dane o pobudzaniu wtérnych przekaznikow przez re-
ceptory estrogenowe zlokalizowane w blonie komor-
kowej pochodza z jednego laboratorium i sg na razie
niepotwierdzone przez innych badaczy, aczkolwiek
wezesniejsze badania wskazywaly obecnos¢ ER
rowniez w blonie komarkowej [25-28].

IV. Dwa receptory estrogenowe, poréwnanie

Przez wiele lat uwazano, ze istnieje tylko jeden re-
ceptor, przez ktory estrogeny moga oddzialywac na
komorki [1, 5]. W 1996 r., w kilku laboratoriach nie-
zaleznie, odkryto u szczura, myszy i cztowieka dru-
gi, specyficzny dla estrogendw, receptor [29-31].
Wczesniej poznane 1 scharakteryzowane biatko
okreslono jako receptor estrogenowy a (ERa) za$ to
nowe jako receptor estrogenowy beta (ERp). Recep-

*Praca na temat receptora estrogenowego alfa (ERa) zastata opublikowana w Postepach Biochemii, Kulig E , Receptor estrogenowy:
budowa i funkcje w normalnej i neoplastycznej tkance® 1994 (40): 222-229.
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tory o i B nie sg wzajemnymi izoformami, lecz dwo-
ma réznymi biatkami, kodowanymi przez dwa od-
rebne geny zlokalizowane na roznych chromoso-
mach. Gen kodujacy receptor estrogenowy beta
(ERP) znajduje si¢ w genomie myszy na 12 chromo-
somie, natomiast u czlowieka na 14. Sklada sie z
8 eksondw rozmieszczonych na obszarze okoto 40 kb
(Ryc. 6a). Oba receptory, pod wzgledem budowy i od-
dziatywan na poziomie molekularnym, sa podobne do
siebie, ale wystgpujace roznice wskazujg na odmien-
ne, specyficzne dla kazdego z nich funkcje biolo-
giczne. Budowa obu receptoréw wykazuje cechy
wspblne ze wszystkimi receptorami jadrowymi (por.
Rye. 11 Ryc. 3). Mysi ERq sktada si¢ z 599 amino-

Jedng z wlasciwosci biochemicznych, wspélnych
dla obu receptoréw, jest przytqczanie sig do charak-
terystycznej sekwencji DNA, czyli wspomnianej juz
ERE. Omowiona juz sekwencja: 5° GGTCAnnnT-
GACC 3’ zostata nazwana sekwencja konsensusowa,
Wystepuje ona np. w promotorze genu vitellogeniny.
Receptory estrogenowe tacza si¢ roéwniez z szere-
giem sckwencji ERE rozniacych sig budowsa od se-
kwencji konsensusowej wystepujacych w promoto-
rach innych genéw [31]. Jednak powinowactwo ERa
do tych sekwencji jest inne niz powinowactwo ER
[31, 33]. Odkryto rowniez, ze do sekwencji zlozonej
z jednej potowy palindromu ERE poprzedzonej trzy-
nukleotydows sekwencjg TCA [34] ERa przylacza

Rye. 1. Schemat budowy receptoréw jadrowych. A/B-AF1 — domeny A i B— funkcja aktywacji transkrypcji 1, C-DBD — domena C — przylaczanic
do DNA, D-H — domena D — zawias, E-LBD-AF2 — domena E — przylaczanic liganda, funkcja aktywacji transkrypeji 2, F — domena F

kwaséw, natomiast ERp jest nieco mniejszy i sktada
si¢ z 485 aminokwasdow. Najwieksza homologie re-
ceptory te wykazujg w obrgbie domeny C-DBD —
97% i E-LBD — 60%. Najmniej za§ zachowany w
toku ewolucji jest koniec aminowy tych biatek, w ob-
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rebie ktorego znajduje si¢ domena transaktywujaca
AF1. Te cechy pokazuja, ze biatka te mimo duzego
podobienstwa moga petni¢ rdzne funkcje.
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si¢ aktywujac transkrypcjg, natomiast nie obserwuje
sig¢ przylaczenia ERP [32].

Wazna wladciwoscia biochemiczna wspolng dla
obu receptoréw estrogenowych jest przytaczenie li-
ganda. Naturalnie wystepujacymi ligandami dla obu

i .
Lestradiol

Ryc. 2. Schemat funkcjonowania receptorow estro-
genowych w komorce. ER — receptor es-
trogenowy, 90 — biatko Hsp90, TIF —
czynniki inicjujace transkrypcje (ang.
transcription initiation factors), TBP —
biatko tgczace sig z sekwencja TATA (ang.
TATA binding protein), TAFs — czynniki
aktywujace transkrypcje (ang. franscrip-
tion activating factors), Pol Il — polimera-
za Il

z nich jest 17Bestradiol, estron i estriol (Ryc. 4), jed-
nak powinowactwo tych ligandéw do kazdego z ER
wydaje sie by¢ rozne. Wykazano na przyklad mniej-
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sze powinowactwo estradiolu do ERB niz ERo [31].
Poznane, endogennie wystepujace ligandy ER sg w
wigkszosci tkanek agonistami, czyli ligandami akty-
wujacymi receptor. Znanych jest teZ szereg synte-
tycznych zwiazkéw bedacych ligandami ER. Niekto-
re z nich sa agonistami, inne antagonistami czyli li-

mi. Hipoteze te potwierdza istnienie trzech grup pep-
tydow (1) taczacych si¢ z oboma receptorami
zwiazanymi z estradiolem, (2) specyficznych dla
ERa i (3) specyficznych dla ERB. Jezeli w dod$wiad-
czeniu zmienimy ligand i zamiast estradiolu ER beds
zwigzane z OHT to ERa 1 ERf oddzialywuja z inny-

17,5% 97% 30% 59,1% 17,9%
AB-AFL | CDBD | DH ) | F
! ' AR2
Ser122 Tyr541
A/B-AFI D-H F
| 1
Ser60 Tyrd43 AF2

Ryc. 3. Pordwnanie budowy receptora estrogenowego o i receptora estrogenowego . A/B-AF1 — domeny A i B, funkcja aktywujaca teanskrypeig 1,
C-DBD — domena C, funkcja przylaczania do DNA D-H — domena D, zawias, E-LBD — domena E, funkcja przytaczania liganda, F — do-
mena F, AF2 — funkcja aktywujaca transkrypcje 2. Dane w procentach wskazuja na stopiet homologii poszczegdlnych domen. Zaznaczono
réwniez pozycje aminokwaséw waznych w modulowaniu funkcji receptora.

gandami hamujacymi te receptory. W przypadku re-
ceptordw estrogenowych ten sam ligand moze petni¢
role raz agonisty, raz antagonisty w zalezno$ci od
tego, czy laczy si¢ z ERa czy z ERP. Przyktadem
moze tu by¢ estradiol. Wystgpujac w kompleksie z
ERp spelnia rolg agonisty, poniewaz aktywuje tran-
skrypcje genu vitellogeniny, w ktérego promotorze
znajduje si¢ sekwencja ERE. Jednoczesnie bedac w
tym samym kompleksie z ERB hamuje transkrypcje
genu TNF-a, w ktérego promotorze znajduje sig spe-

mi peptydami [37]. Zjawisko to wynika zapewne z
budowy struktur pierwszorzedowych tych dwoch re-
ceptorow, wykazujacych daleko idace homologie,
ale jednak odmiennych i sugeruje istnienie wielu dal-
szych réznic w regulacji transkrypcji przez receptory
estrogenowe.

Przylaczenie liganda powoduje aktywacje¢ ER. Ist-
nieja jednak takze inne mechanizmy modulujace ich
funkcje. Jednym z nich jest fosforylacja. Analiza de-
lecyjna i mutacyjna ERa wykazata dwa miejsca fos-

estradiol

cyficzna sekwencja DNA odpowiedzialna za tg inhi-
bicje [35]. Podobnie 4-hydroksytamoksifen (OHT)
wykazuje wladciwosei agonisty ERa, a nie wykazuje
takich wtasciwosci dla ER w tych samych warun-
kach {32, 36].

Uwaza sig, ze rozne efekty biologiczne dziatania
ERa i ERp zaleza bezposrednio od rdznych dla kaz-
dego z receptordw zmian konformacyjnych powodo-
wanych przez rézne ligandy, a co za tym idzie, od-
dziatywan z réznymi koaktywatorami i korepresora-
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Rye. 4. Schemat struktury naturainych
estrogenow.

forylacji wptywajace na aktywacje transkrypeji. Jed-
nym z nich jest Ser118 w ludzkim ERa, ktéra wydaie
sie by¢ wazna dla pelnej aktywnosci AF1 [3%] bedge
substratem dla kinaz MAP (ang. mitogen activated
protein kinases) [39,40]. Drugim jest Tyr537 w ludz-
kim ERa polozona w bezposrednim sastedziwie
AF2, bedaca substratem dla rodziny src kinaz tyrozy-
nowych {41]. Zamiana tej reszty aminokwasowei, na
zawierajacq mniejsze tancuchy boczne np. alanine
lub majace mniejszg hydrofobowos¢ np. asparapgi-
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nian lub glutaminian, powoduje powstanie biatka ak-
tywujacego transkrypcje niezaleznie od przytaczenia
liganda [42, 43]. Takze w ERP wystepuja reszty ami-
nokwasowe odpowiadajace wspomnianym miej-
scom fosforylacji. Jest to Ser105 i Tyr488 w mysim
biatku [31, 44, 45].

Receptory estrogenowe, podobnie do innych re-
ceptorow steroidowych, wykazuja zdolno$¢ do hete-
rodimeryzacji. Po przylaczeniu liganda moga one
tworzy¢ zar6wno homodimery a-a i B-, jak i hete-
rodimery a-B in vitro i in vivo [46-48] (Ryc. §). Wy-
daje sig, ze odrgbne funkcje domeny AF1 sg zacho-
wywane po utworzeniu heterodimeru i obie domeny
A/B niezaleznie przejawiaja swoje specyficzne ak-
tywnoséci. Jezeli chodzi o AF2 obie funkcjonalne do-
meny sa niezb¢dne do aktywacji transkrypcji in vivo,
ale heterodimer spetnia rolg aktywujaca, gdy tylko

jeden z partneréw przytaczyl ligand [49]. Odrgbne
$ciezki regulacji i wiaSciwosci biochemiczne obu re-
ceptord6w moga wige by¢ polaczone, gdy aktywuja
one transkrypcjg jako heterodimer.

V. Izoformy ERJ

W wyniku obrébki posttranskrypeyjnej mRNA
genéw, kodujacych zaréwno biatka ERa 1 ERB,
moze powsta¢ wiele roznych izoform. Proces two-
rzenia izoform, w ktoérym z pierwotnego transkryptu
zostaja usunigte introny oraz niektore eksony nazy-
wamy alternatywnym skladaniem (ang. alternative
splicing). Informacja genetyczna zawarta w genie, w
tym wypadku receptora estrogenowego alfa i beta,
moze by¢ ,przedstawiona” jako kilka roznych
czasteczek mRNA, na podstawie ktorych, po transla-
cji, powstang rézne bialka. Receptor estrogenowy
beta, jak juz wspomniano wczeéniej, ma bardzo do-
brze scharakteryzowane domeny (Ryc. 6b), silnie za-
chiowane w toku ewolucji, ktore maja duze znaczenie
w jego funkcjonowaniu. Dlatego tez mozna oczeki-
wad, iZ biatka pozbawione pewnych obszaréw beda
peini¢ odmienne funkcje. Do tej pory udato sig¢ wy-
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izolowac kilka réznych izoform ERP zaréwno u
cztowieka [50] jak i u szczura [51, 52] (Ryc. 6¢).
Roznice w funkcjonowaniu poszczegélnych izo-
form nie sg jeszcze do kofica poznane. Na przyktad,
szczurze biatko ERB2, posiadajace w pordwnaniu z
ERpI, dodatkowo 18 aminokwaséw w obrebie do-
meny wigzacej ligand (ang. ligand binding domain
— LBD ) tworzy homo- i heterodimery. Natomiast
jego zdolnos¢ przylaczania estrogenu jest zmniejszo-
na w stosunku do formy ER31. ERB2 dziala najpraw-
dopodobniej jako negatywny dominujacy mutant,
hamujgc aktywnos$¢ transkrypcyjna po utworzeniu
dimerow z aktywujacymi izoformami receptora es-
trogenowego zaréwno o jak i B, czyli jest negatyw-
nym regulatorem funkcji estrogenu. Izoformy
ERB263 oraz ERB163, pozbawione fragmentu odpo-
wiedzialnego za faczenie si¢ z DNA (ang. DNA bin-

Ryc. 5. Schemat dimeryzacji ERa i ERB.
Strzatkami oznaczono polowy palin-
dromu ERE.

ding domain — DBD) — struktury palca cynkowego
— posiadaja zdolno$¢ do dimeryzacji z ERa i ERB,
same za$ nie facza si¢ z sekwencja ERE. Wydaje sig,
Ze po zwiazaniu z innym receptorem estrogenowym
hamuja jego zdolnos¢ do transaktywacji. Natomiast
izoforma ERB134 posiada delecjg w obrebie regionu
H, czyli pozbawiona jest sygnatu lokalizacji jadro-
wej (ang. nuclear localization signal — NLS).
Biatko to mozna zlokalizowa¢ w jadrze i cytopla-
zmie w przeciwienstwie do ERb1, ktére jest obecne
tylko w jadrze.

Co ciekawe, izoformy ERp zidentyfikowane u
szczura roznig si¢ od tych wystgpujacych u cztowie-
ka. Do tej pory scharakteryzowano trzy, ktore posia-
dajg delecj¢ w obrebie domeny LBD, natomiast po-
zostate r0znig sie miedzy sobg gléwnie w obrgbie do-
meny F (na koncu karboksylowym biatka). Najczeg-
sciej nie posiadajg one ostatniego eksonu. Utworzo-
ne sztucznie mutanty ERf3 pozbawione z karboksylo-
wego konca biatka 50 aminokwasow sa zdolne do di-
meryzacji z receptorem o i f3, natomiast blokujg
zdolnoéé do transaktywacji tych kompleksow [53].
Mechanizm tego procesu nie jest poznany, reakcja
taka moze na przyktad zachodzi¢ poprzez kompety-
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cjg o ERE, tworzenie nieaktywnych heterodimerow z
dzikim ER lub wyciszaniu transkrypcji (ang. silen-
cing).

Istnienie tak wielu izoform receptora estrogeno-
wego beta daje potencjalng mozliwoé¢ réznorodno-
$ci w sile przylaczania liganda, oddziatywania z se-
kwencja ERE jak rowniez aktywnos$ci transkrypcyj-
nej. Mozliwe, ze specyficzne typy komorek znaj-

da. Jest to wyjatkowa sytuacja wérdd receptorow
jadrowych — aktywacja transkrypcji przez czynniki
niesteroidowe wymagajaca przytaczenia koaktywa-
tora [54].

Inne oddzialywanie zaobserwowane do tej pory w
przypadku ERP zachodzi prawdopodobnie z czynni-
kiem transkrypcyjnym AP1. Podobnie, jak w przy-
padku SRC1, ERa i ERp oddziatuja z tym biatkiem
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Rye. 6. Schemat budowy genu ER i jego izoform u szczura. a) Schemat budowy genu kodujacego ERB u szczura. b) Schemat budowy biatka ERB. c)

Sklonowanc izoformy ERp u szczura.

dujace sig¢ w okre$lonym stanie fizjologicznym zwig-
kszaja poziom ekspresji poszczegdlnych izoform.
Wystepowanie tak duzej réznorodno$ci biatek ERP
by¢ moze by¢ istotnym czynnikiem regulujagcym ko-
morkowa odpowiedz na estrogen.

V1. Oddzialywanie ER[} z innymi bialkami

Jak do tej pory znane sa dwa biatka
oddziatywujace z ERB. Jednym z nich jest koaktywa-
tor receptorow steroidowych 1 (ang. steroid receptor
coactivator 1 — SRCI), ktory oddziahije z szere-
giem receptoréw steroidowych. Do zaistnienia od-
dziatywania z ERP koniecczna 1 wystarczajaca jest
domena AF1 fosforylowana przez kinaze MAP. Od-
dziatywanie to jest niezalezne od przylaczenia ligan-
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w odmienny sposob. Jezeli bowiem ligandem jest na-
turalnie wystepujacy 17p — estradiol, to ERa powo-
duje wzrost poziomu transkrypcji genu, w ktoérego
promotorze wystgpuje miejsce przytaczenia AP-1,
natomiast ERP powoduje obniZzenie poziomu tran-
skrypcji tego genu. Co wiecej trzej sztucznie otrzy-
mani antagoni$ci ERa tj. tamoxifen, raloxifen i ICI
164384 powoduja aktywacje transkrypcji w przypad-
ku ERJ oddzialujacym z biatkiem AP-1 [55].

VII. Podsumowanie
Roznice w funkcjonowaniu dwoch typdw recepto-
roéw estrogenowych na poziomie molekularnym maja

takze swoje konsekwencje na poziomie organizmu.
Swiadczg o tym fenotypy myszy sztucznie pozba-
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wionych gendw ERa 1 ERB. Pozbawienie myszy
ERa powoduje catkowitg bezplodnos$é. Samice nie
wytwarzajq ciatka zéltego i cierpia na torbiele jajni-
kow. Samce wykazujg atrofie jader, zmniejszonag
spermatogenez¢ i mniejsza gestosé plemnikow w
spermie [14]. Poza tym obserwuje sig u tych zwierzat
aberracje w zachowaniach reprodukcyjnych i rozwo-
ju gruczotéw mlecznych [56].

Natomiast pozbawienie myszy ERf nic powoduje
catkowite] bezplodnoéci tych zwierzat [57]. Samice
wykazuja zmniejszong plodnosé spowodowana za-
blokowaniem ostatniego etapu dojrzewania peche-
rzyka Graafa przed owulacjg, wobec tego wytwa-
rzaja niewiele, albo wcale nie wystgpuje u nich
ciatko z6tte. Samce sa catkowicie plodne. Sugeruje
sig jednak udziat ER w przeros$cie prostaty [29, 58].

Niezaleznie od mechanizméw kompensujacych
brak danego biatka w trakcie rozwoju zwierzgcia wy-
niki przedstawionych wyzej badan wskazuja, ze fe-
notyp myszy bez ERa jest diametralnie rézny od fe-
notypu myszy bez ERp. Swiadczy to o odmiennym
wplywie obu receptordéw na funkcjonowanie organi-
zmu. Wyniki tych badan moggq by¢ jednak kwestio-
nowane, poniewaz u osobnikdw mozna wykry¢ nie-
ktore izoformy usuwanego receptora estrogenowe-
go. Na przyklad w macicy jednego ze szczepow my-
sich pozbawionych ERa mozna wykry¢ to biatko
przy pomocy przeciwciata. Nie wiadomo jednak, czy
uzyte przeciwciato jest catkowicie specyficzne tylko
dla ERa [14]. Natomiast w jajnikach jednego ze
szczepOw myszy pozbawionych ERP wykryto przy
pomocy techniki RT-PCR istnienie fragmentéw ko-
nca 5° mRNA dla tego biatka [59].

Dodatkowym potwierdzeniem hipotezy o rdznej
funkeji, ktéra pelnig oba receptory jest ich rézna lo-
kalizacja tkankowa. Wydaje sie, ze ERo ulega eks-
presji w wiekszej ilosci tkanek niz ERP. Wystepuja
tkanki gdzie nie wykryto obecno$ci mRNA dla ERp,
w ktorych jednak wystgpuje mRNA dla ERa np. gru-
czol mleczny, nerka i aorta [60]. W r6znych tkankach
wystepuje takze odmienny poziom mRNA dla kazde-
go z tych dwdch bialek. Na przyktad dominujaca
forma receptora estrogenowego w jajniku i w
ptucach pod wzgledem ilosci mRNA jest ERf, w
prostacie 1 w najadrzu wystepuja rowne ilo§ci obu
transkryptow, a w podwzgorzu u obu pici obserwuje
si¢ dwukrotnie wigksza ekspresj¢ ERa niz ERB [60].

Wszystkie te dane zaréwno na poziomie moleku-
larnym, jak i calego organizmu §wiadcza o dwdch
drogach oddzialywania estrogendéw na funkcjonowa-
nie komdrek. Drogi te sg z jednej strony odmienne, a
z drugiej strony $cisle zazebiaja sie ze soba.
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Rola receptoréow chemokin w procesie infekcji HIV oraz

leczeniu AIDS

Role of chemokine receptors in HIV-1 infection and

AIDS therapy

PAWEL P. JAGODZINSKI

Spis tresci:

I. Wprowadzenie

II. Chemokiny i ich receptory

II1. Receptory chemokin wigzgce wirusa HIV-1

IV. Rola koreceptoréw wirusa HIV-1 w terapii AIDS
V. Uwagi konicowe

Wykaz stosowanych skrétow: AIDS — (ang. Acquired immu-
nodeficiency syndrome), ALX40 — 4C-polipeptyd wyizolowa-
ny z Limulus polyphemus, AMD3100 — fenylobis-(metyle-
no)-bis-(1,4,8,11)-tetraazocyklotetradekan , AOP — RANTES
(RANTES z przytaczonym na N-koficu aminooksypentanem),
CD4 — biatko (antygen) réznicowania limfocytéw T, o (CXC)
— grupa chemokin zawierajaca w lancuchu polipeptydowym
dwie pierwsze reszty cysteiny N-konica rozdzielone jedna reszta
aminokwasowa, B (CC) — grupa chemokin zawierajaca na
N-koncu lancucha polipeptydowego obok siebie, dwie reszty
cysteiny, y (CX,C) — grupa chemokin zawierajgca w taicuchu
polipeptydowym dwie pierwsze reszty cysteiny N-kofica roz-
dzielone trzema resztami aminokwasowymi, § (C) — grupa
chemokin zawierajaca na N-koncu lafcucha polipeptydowego
jedna resztg cyteiny, CCR — receptory chemokin nalezacych do
grupy B (CC), CCRS5 — receptor chemokin wigzacy monocy-
to/makrofagotropowe wirusy HIV-1, CCR2B,CCR3 i CCR8 —
receptory chemokin wigzace duotropowe wirusy HIV-1, CXCR
— receptory chemokin wiazace chemokiny grupy o (CXC),
CXCR4 — receptor chemokin wigzacy limfocytotropowe wiru-
sy HIV-1, 2D7 — monoklonalne przeciwcialo skierowane prze-
ciwko CCRS, DARC — (ang. Duffy Antigen/Receptor for Che-
mokines), ELR — rodzaj chemokin o (CXC) zawierajaca tripep-
tyd (Glu, Leu, Arg) na N-koncu fancucha polipeptydowego,
12GS — menoklonalne przeciwciato skierowane przeciwko
CXCR4, gag — sekwencja kodujaca biatka strukturalne nukle-
okapsydu i kapsydu, gp41 — glikoproteina 41, gp120 — gliko-
proteina 120, met — RANTES (RANTES z przytaczona na
N-koncu reszta metioniny), MIP — la, B (zapalne biatka na-
krofagow), nonELR — rodzaj chemokin ¢ (CXC) nie zawie-

Dr n. przyr., Katedra i Zaklad Biochemii i Biologii Molekular-
nej Akademii Medycznej. ul. Swigcickiego 6, 60-781 Poznan.
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rajaca tripeptydu (Glu, Leu, Arg) na N-koncu tancucha polipep-
tydowego, R5 — monocyto/makrofagotropowe szczepy wirusa
HIV-1, RANTES — (czynnik chemotaktyczny wydzielany
przez aktywowane limfocyty T), R5X4 — duotropowe szczepy
wirusa HIV-1, SDF-1 — (ang. stromal cell — derived factor 1),
T-22 — syntetyczny peptyd stanowigcy analog domeny czynni-
ka transkrypcyjnego TAT, TAT — czynnik transkrypcyjny wi-
rusa HIV-1, vMIP — II ( ang. viral macrophage inflammatory
protein I), VS pecherzykowe zapalenie jamy ustnej (ang. vesi-
cular stomatitis), X4 — limfocytotropowe szczepy wirusa
HIV-1.

I. Wprowadzenie

Cytokiny to peptydy Iub biatka o malej masie
czasteczkowe] biorace udzial w miedzykomorko-
wym przekazywaniu informacji oraz utrzymaniu ho-
meostazy w organizmie. Ze wzgledu na ich dzialanie
wyrozniamy: interleukiny, interferony, czynniki
wzrostu, czynniki chemotaktyczne i czynniki mar-
twicy nowotwordw. Podobienstwa w strukturze trze-
ciorzgdowej pozwalajg uznaé za cytokiny takze in-
terleukiny 1, hematopoetyng, czynnik martwicy no-
wotworéw, transformujacy czynnik wzrostu-f§ i
transformujacy czynnik wzrostu-a.

W ostatnich latach wykryto w materiale biolo-
gicznym wiele maltoczasteczkowych biatek (masa
czasteczkowa od 8 do 12kD) o podobnej strukturze
trzeciorz¢dowej, ktore zaliczono do rodziny chemo-
kin. Wiazg sie one ze specyficznymi receptorami na
powierzchni komérek uktadu odporno$ciowego po-
wodujac ich proliferacjg i réznicowanie oraz przy-

POSTEPY BIOCHEMII 47(1), 2001



cigganie do ognisk zapalnych (chemotaksje) [1-5].
Wykazano, ze receptory chemokin odgrywaja wazng
rolg w procesie infekeji wirusem HIV-1 (wirusem
nabytego  zespolu upo$ledzonej odpornosci),
wywotujacym A[DS.

Stwierdzono, ze wystepujace na powierzchni ko-
morek uktadu odpornosciowego biatko CD4 bedace
antygenem roznicowania limfocytoéw T oraz niektdre
receptory wiaza sie podczas infekeji z glikoproteina
gp120 otoczki wirusa HIV-1 [6-8].

Odkrycie udziatu receptoréw chemokin w infek-
cji komorek wirusem HIV-1, otworzylo nowe per-
spektywy leczenia AIDS. Pomimo ukazania si¢ prac
opisujacych funkcje chemokin i ich receptorow,
nadal brak jest opracowan dotyczacych mozliwosci
ich wykorzystania w terapii AIDS [2-4]. W niniej-
szej pracy podjeto probg podsumowania stanu wie-
dzy na temat udziatu receptoréw chemokin w infek-
cji komdrek wirusem HIV-1 oraz ich funkcji w lecze-
niu AIDS.

II. Chemokiny i ich receptory
Charakterystyczng cecha struktury chemokin jest

obecno$¢ w tancuchu polipeptydowym czterech
reszt cysteiny (C) tworzacych dwa wewnatrz-

réwnoleglych struktur B (B, Pz, Bs), rozdzielone
dwiema resztami C (Ryc. 1). Na koficu karboksylo-
wym czasteczki natomiast  wystepuje struktura
a-helisy (Rye. 1) {9, 10].

Klasyfikacja chemokin, wyrézniajaca cztery gru-
py: a (CXC), p (CO), ¥ (CX5C) 1 8 (C), opiera si¢
glownic na liczbic reszt aminokwaséw znajdujacych
sie pomiedzy dwiema resztami cysteiny N-konca
(Ryc. 1) [3, 11, 12].

1. Polipeptydy grupy o (CXC) zawieraja dwie
pierwsze cysteiny N-konca rozdzielone jedng resztg
aminokwasowa. W grupie tej rozréozniamy dwa ro-
dzaje chemokin: ELR zawierajaca tripeptyd (Glu,
Leu, Arg) pomiedzy N-koficowg reszta aminokwa-
sowa a pierwsza reszta Cys oraz nonELR nie zawie-
rajaca tego motywu {3, 11, 12]. Chemokiny grupy o
(CXC) przyciagaja do miejsc zapalnych niektore ko-
morki, zwlaszcza neutrofile, limfocyty T, monocyty i
komorki NK.

2. Wystepowanie obok siebie dwdch nierozdzielo-
nych reszt cysteiny N-konca fancucha polipeptydo-
wego jest cecha charakterystyczng chemokin grupy
B (CO).

Czasteczki te indukuja migracje gtownie monocy-
tow i limfocytow T, jak réwniez bazofili, eozynofili i
komoérek NK do miejsc zapalnych [3].

GRUPA STRUKTURA LoCus
cXC c c
aexe) S L s Sy Mete
p1 p2 (3
cC c c
17q11.2-12

T L LI
[ p2 B

7{CX5C)

(o}
5e) -—-T———E{>—i:>—t(>—fﬁmm 1923
1 B2 [i5

Sekwencja aminokwasowa Struktura fatdowana 3 Struktura o-heliksu

2awierajgca reszty cysteiny

Rye. 1. Schemat struktury i lokalizacja genéw chemokin zaliczanych do poszezegélnych podrodzin. Chemokiny zawieraja na N-kofcu trzy regiony o
strukturze fatdowej: B1 2 i B3 rozdziclone resztami cysteiny (C), a na konicu karboksylowym region o strukturze a-heliksu. W zaleznosci od
liczby reszt aminokwasow, pomigdzy dwicma resztami cysteiny na N-koricu chemokiny wyrdzniamy grupy: o (CXC), B (CC}i v (CX,0).

Wyjatek stanowi podrodzina 8(C), ktora na N-koficu zawiera tylko jedna resztg cysteiny.

czasteczkowe wigzania dwusiarczkowe, nadajace im
strukturg trzeciorzedowa warunkujacg ich aktyw-
noé¢ biologiczng (Ryc. 1). Na N-koncu czasteczki
znajduja si¢ dwie reszty C oraz trzy regiony przeciw-
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3. Przedstawicielem grupy y (CX;C) jest fraktalki-
na zawierajagca w tancuchu polipeptydowym dwie
pierwsze reszty cysteiny N-konca rozdzielone trze-
ma resztami aminokwasowymi. Fraktalkina jest inte-
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gralna glikoproteing blon komorkowych wiazaca
monocyty, limfocyty T, neutrofile oraz komérki NK
[3].

4. Przedstawiciclem grupy & (C) jest limfotaktyna
roznigca sig¢ od innych grup chemokin obecnoscia
tylko jednej reszty cysteiny na N-konicu faiicucha po-
lipeptydowego. Limfotaktyna indukuje przyciaga-
nie do miejsc zapalnych limfocytéw CD4 [3].

Receptorami chemokin sa biatka zawierajace sie-
dem polipeptydowych segmentéw przezbtonowych,
sprzezone z biatkami G. Wedlug nazewnictwa ujed-
noliconego w 1996 r. receptory, ktére wiaza che-
mokiny CXC, zaliczono do grupy CXCR, natomiast
oddziatywujace z chemokinami CC do grupy CCR
(13, 14].

Receptory te charakteryzujq si¢ mata specyficz-
no$cig, gdyz jak wykazano, ten sam receptor moze
wigzaé¢ roézne chemokiny nalezace do tej samej gru-
py, jak i receptory stanowigce grupg moga by¢ akty-
wowane przez tg samg chemoking. Chemokiny akty-
wujace receptory CXCR nie wiazg sie z receptorami
CCR. Wyjatkiem jest wystgpujacy na powierzchni
krwinek czerwonych oraz komoérek érédbtonka na-
czyn postkapilarnych antygen Duffy, znany takze
jako DARC ( Duffy Antigen/Receptor for Chemoki-
nes), wykazujacy duze powinowactwo zaréwno do
chemokin grup: o (CXC) jak i B (CC). Wydaje sig,
ze funkcjonuje on rowniez jako ,,bufor chemokino-
wy” kontrolujacy stezenie chemokin w osoczu krwi
[15-17].

ITI. Receptory chemokin wigzace wirusa
HIV-1

Giownymi komoérkami docelowymi wirusa HIV-1
sa limfocyty CD4 oraz monocyty i makrofagi [2].
Ze wzgledu na rodzaj infekowanych komérek wy-
rdznia si¢ nastepujace wirusy HIV-1:

I. Limfocytotropowe infekujace limfocyty CD4
oraz komorki ustalonych linii biataczkowych T, nie
infekujace natomiast monocytow i makrofagéw [18].

2. Monocyto/makrofagotropowe infekujace mo-
nocyty i makrofagi oraz limfocyty CD4, a nie infe-
kujace komoérek ustalonych linii biataczkowych T
[18].

3. Duotropowe wykazujgce cechy limfocytotro-
pewych i monocyto/makrofagotropowych wirusow i
infekujace zardwno monocyty i makrofagi, jak i ko-
morki ustalonych linii biataczkowych pochodzacych
od limfocytow T [18].

Zauwazono, ze komorki izolowane z organizmow
zwizrzat nie nalezacych do naczelnych, transfeko-
wane cDNA biatka CD4 nie dajg si¢ infekowac
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HIV-1, co sugeruje wystgpowanie na powierzchni
komérek docelowych dodatkowych biatek (korecep-
torow), ktore wspblnie z biatkiem CD4 wiaza
HIV-1[2]. W roku 1996 odkryto, zZe receptory che-
mokin CXCR4 i CCRS5 sg koreceptorami wirusa
HIV-1. Wykazano réwniez, z¢ infekcja wirusami
limfocytotropowymi (X4) wymaga obecnosci na
powierzchni komarek docelowych biatka CD4 i re-
ceptora chemokin CXCR4, natomiast bialtko CD4 i
receptor chemokin CCRS konieczne sa do infekeji
komérek docelowych wirusami monocyto/makrofa-
gotropowymi (R5) [19, 20]. Wirusy duotropowe
(R5X4) wykorzystuja do infekcji komorek docelo-
wych oprocz biatka CD4 nastgpujace receptory che-
mokin: CCR2B, CCR3 oraz CCR8 (Tabela 1) [21].

Zaobserwowano, ze infekcja komérek docelo-
wych HIV-2 wymaga wylacznie receptora CXCR4
co potwierdzito rolg receptoréw chemokin w infekcji
HIV [22].

Uwaza sig, ze wirusy RS opowiedzialne sg za in-
fekcje organizmu cztowieka, natomiast wirusy X4 za
progresje AIDS [23]. Receptor chemokin CCRS5 wy-
stepuje na ogot na powierzchni limfocytow CD4 pa-
mieci immunologicznej (CD4SRA/CD45RO™ i
CD26") a receptor CXCR4 na powierzchni komérek
limfocytéw CD4 dziewiczych (CD45RA™/CD45RO
iCD267) co moze $wiadczy¢ o ich roznej roli w pro-
gresji AIDS [24 ]. W Tabeli 1 zestawiono zidentyfi-
kowane receptory chemokin wigzace wirusa HIV.

Odkrycie  koreceptorow HIV-1  umozliwilo
doktadniejsze okreslenie mechanizmu wiazania sig
wirusa z komoérkami docelowymi. Obecnie uwaza
sig, ze HIV-1 wiaze sig z biatkiem CD4 za pomocy gp
120. Przylaczenie sig wirusa prowadzi do okre$lo-
nych zmian konformacji regionéw gpl120 oznaczo-
nych V1/V2 i V3. Zmiany konformacyjne regionu
V3 prowadza do ckspozycji ukrytych sekwencji,
ktére wiazac sie z odpowiednim receptorem chemo-
kin prowadza do polaczenia hydrofobowe;j glikopro-
teiny gp41 z blong komorkowa i ostatecznie do fuzji
wirusa z komorka docelowa (Ryc. 2) [25].

IV. Rola koreceptoréw wirusa HIV-1 w
terapii AIDS

Odkrycie koreceptorow wirusa HIV-1, odpowie-
dzialnych za fuzje wiruséw HIV-1 z komdrkami do-
celowymi, stworzylo nowe mozliwosci leczenia
AIDS. Jedna z metod jest obnizenie iloéci korecepto-
row wirusa HIV-1 na powierzchni komorek docelo-
wych (Tabela 2, Ryc. 3). Wykazano, ze inkubacja
limfocytow CD4 z przeciwciatami anty-CD28 i an-
ty-CD3 prowadzi do zmniejszenia ilo$ci transkryptu
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Tabela 1

Udzial receptoréw chemokin w infekeji komarek dacelowych. Zestawienie receptorow chemokin bioracych razem z biatkiem CD4 udzial w infekeji
komoérek docelowych wirusami HIV-1. W pierwszej kolumnie umieszczono receptory chemokin, w drugiej przynaleznos$é chemokin do okredlonej
grupy, w trzeciej chemokiny wigzace si¢ z danym receptorem chemokin, w czwartej wirusy HIV, w piatej pi$miennictwo

Receptor chemokin Podrodzina chemokin Chemokina Wirus Pi$miennictwo

CXCR4 a SDF1 X4,R5X4 [3]

CCR2 ] MCP-1,MCP-2, MCP-3 R5X4 [21]
RANTES, MIP-1a,

CCR3 B MCP-3, MCP-4 R5X4 (21}
RANTES, MIP-lq, -

CCRS B MIP-1p R5,R5X4, HIV-2 [4]

CCR8 1-309 R5X4 HIV-2 [26]

BOB/GPR-15 ? ? R5X4 {27, 28]

V28/CX3CR Y Fraktalkina R5X4,HIV-2 [29]

STRL33/BONZO ? ? R5X4 [27]

U28 (cytomegalowirus) B ;Aéf_rlES’ MIP-la, R5X4 [30]

genu i produktu biatkowego CCRS na powierzchni wplywaé na zwigkszenie ich zawarto$ci u 0s6b cho-
limfocytdéw CD4 [31, 32]. Podanie chorym autolo- rych [31-33].

gicznych limfocytow stymulowanych przeciw- Innym podejéciem w leczeniu AIDS jest zastoso-
ciatami anty-CD28 i anty-CD3 doprowadzilo do wanie ekspresji cytoplazmatycznych ligandéw (in-

VAN
cD4
BLONA .
KOMORKOWA /f/
v KORECEPTOR

RECEPTOR

Ryec. 2. Oddziatywanic HIV-1 z komdrkg docelowa. HIV-1 wiaze si¢ z biatkicm CD4 na powierzchni komérki docelowej poprzez gp120 (A-B).
Wiazanie to zmienia konformacjg regiondw V1/V2 gp 120, co prowadzi do zmiany konformacji regionu V3 i ckspozycji reszt aminokwaso-
wych wigzacych sig z koreceptorem (C). Konsekwencja zmian konformacyjnych jest odiaczenie hydrofobowej gp41 od gp120 i zwigzanic jej z
blona komorkowa (D) oraz fuzja wirusa z komorka docclowa (E).

zmniejszenia zawarto$ci czastek wirusowych w oso- trakin), ktére moga wiazac si¢ z receptorami chemo-
czu krwi. NiZzsza zawarto§¢ wirusa stwarzata mniej- kin CCRS i CXCR4 w komorkach docelowych witu-
sze zagrozenie infekcja limfocytow CD4 co moglo sa HIV-1, a takie kompleksy moga w siateczce $rod-
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CHEMOKINA LUB
JEJ ANTAGONISTA

BLONA —)
KOMORKOWA Q(

KORECEPTOR

RECEPTOR

Ryc. 3. Mozliwosci wykorzystania koreceptoréw HIV-1 w terapii
AIDS. HIV-1 wykorzystuje receptory chemokin jako czasteczki
umozliwiajace fuzjg z komodrkami docclowymi. Zablokowanie
koreceptora za pomocg zwiazku o budowic podobnej do che-
mokin lub czasteczki zawicrajacej reszty aminokwaséw o se-
kwencji przypominajacej kolejnog¢ aminokwasow regionu V3
2p120, uniemozliwia fuzj¢ wirusa z komorka docelowg.

plazmatyczne] ulega¢ enzymatycznej hydrolizie.
Skonstruowano wektory zawierajace zmodyfikowa-
ny ¢cDNA chemokin: RANTES i SDF-1, ktorych

Tabela 2

czek CCRS i CXCR4 na powierzchnig komorki ale
rowniez infekeje limfocytéw CD4 wirusami RS lub
X4 [34, 35].

Komorki replikujace wirusa HIV-1 mozna takze
transfekowaé wektorami zawierajacymi zmodyfiko-
wany cDNA  przeciwcial  (intraprzeciwciat).
Czasteczki intraprzeciwciat pozostaja w cytopla-
zmie, gdzie wiazac biatka wirusa zapobiegajg jego
dojrzewaniu [36-38]. Zwrdcono roéwniez uwage na
mozliwo$¢ wiazania sig ,,intraprzeciwcial” z recep-
torami chemokin w cytozolu, co zapobiega infekeji
komorek docelowych wirusem HIV-1 [36-39].

W terapii AIDS mozZna tez uzy¢ czasteczek RNA
(rybozymow) specyficznie rozcinajacych RNA. Ry-
bozymy po raz pierwszy wykorzystano do enzyma-
tycznego trawienia sekwencji RNA gag wirusa
HIV-1 [40] ale mozna ich takze uzy¢ do trawienia
RNA receptora chemokin CCRS, co zapobiega infek-
cji komorek docelowych [33].

Do celow terapeutycznych probuje sig¢ rowniez
uzy¢ RNA antysensowny wobec mRNA CCRS i
CXCR4 [40]. Zaobserwowano, ze komorki linii COS
posiadajace na powierzchni czasteczki CXCR4 i
CD4 inkubowane z RNA antysensownym wobec
mRNA CXCR4 nie ulegaty infekcji wirusami HIV-1
[41].

Receptory chemokin wykorzystywane w terapii AIDS. W picrwszej kolumnie umieszezono sposoby leczenia AIDS, w drugiej kolumnie przedstawio-
no mechanizmy terapii, w trzeciej docelowy receptor chemokin, w czwartej stopien zaawansowania w leczeniu.

Strategia terapii Mechanizm terapii Czgsteczka docelowa Etap badan
Immunoterapia Przeciwciata monoklonaine CCRS, CXCR4 przedkliniczne
Odbudowa ukladu odporno$ciowego | Endocytoza koreceptoréw CCR5 | CCRS kliniczne
met-RANTES CCRS przedkliniczne
Hamowanie fuzji wirusa HIV-1 AOP-RANTES CCRS przedkliniczne
z komdrka docelowa T-22 CXCR4 przedkliniczne
ALX40-4C CXCR4 przedkliniczne
Caasteczki nicpeptydowe hamujace | ) ins 40 CXCR4 przedkliniczne
fuzjg¢ wirusa HIV-1
Rybozymy CCR5, CXCR4 przedkliniczne
Intrakiny " CCR5, CXCR4 przedkliniczne
Terapia genowa Antysensowy RNA CCRS, CXCR4 koncepeja
Cytoplazmatyczne faficuchy CCR5, CXCR4 koncepeja
przeciwciat CCRS, CXCR4 koncepcja

kowe produkty ekspresji wykazuja wiasciwosci
in. Limfocyty CD4 transfekowane takimi wek-
i produkuja zmodyfikowane RANTES i
-1, taczace sig w cytoplazmie z receptorami che-
mckin, Hydroliza kompleksow tych chemokin 1 ich
receptorow uniemozliwia nie tylko migracj¢ czaste-
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Pomyélne proby leczenia AIDS przeciwceiatami
neutralizujacymi wirusa HIV-1 zwrécity uwage na
mozliwos¢ zastosowania ich w wigzaniu z domenami
zewnatrzkomorkowym receptoréw CCRS i CXR4
[42]. Wyprodukowane mysie przeciwciata monoklo-
nalne skierowane przeciwko receptorom CXCR4 i

POSTEPY BIOCHEMII 47(1), 2001



CCRS, oznaczono odpowiednio symbolami 12G5 i
2D7 {22, 43]. Przeciwcialo 2D7 blokuje wiazanie i
chemotaksje indukowana chemokinami RANTES,
MIP-ta i MIP-1f oraz infekcje komoérek docelo-
wych niektorymi wirusami RS 1 R5X4 [43].

Wykazano roéwniez, ze komorki zainfekowane
HIV-1 eksponujace na powierzchni wirusowe gpl20
mozna niszczy¢ przy pomocy ,,wektorow zaboj-
cow™.

Do konstrukceji takich wektoréw uzyto zmienione
genetycznie wirusy wécieklizny oraz pecherzyko-
watego zapalenia btony §luzowej jamy ustnej (VS).
Zmodyfikowane wirusy zawieraja w ostonce lipido-
wej czasteczki  CD4 1 CXCR4, pozwalajace na
wigzanie si¢ z gp120 obecng na powierzchni limfo-
cytéw, co prowadzi do $§mierci zainfekowanych ko-
morek [44-46]. Rozwaza si¢ rowniez mozliwosé eli-
minacji zakazonych limfocytéw, poprzez wigzanie
czasteczek CD4, CCRS lub CXCR4 potaczonych z
toksynami do eksponowanej na powierzchni komo-
rek gp120 [22].

Zwigkszong opornos¢ na infekcje HIV-1 mozna
uzyska¢ wykorzystujac hamowanie transdukeji sy-
gnatu przez receptor CCRS (ang. down regulation)
wywolanej podaniem zmodyfikowanych chemokin
met-RANTES i AOP-RANTES {47, 48, ]. Met-RAN-
TES powstaje przez dodanie reszty metioniny do
N-konca chemokiny RANTES natomiast AOP-
RANTES uzyskano przytaczajac aminooksypentan
do N-konicowej reszty aminokwasowej chemokiny.
Zmienione w ten sposob chemokiny sa antagonista-
mi naturalnych chemokin-hamujg infekcje komoérek
docelowych wirusami RS oraz nie  wykazuja
wlasciwoéci  chemotaktycznych. Na przyktad
(AOP)-RANTES hamuje infekcje monocytow, ma-
krofagéw oraz timfocytow CD4 szczepami wirusow
R5 [48-50].

Odkryto rowniez, ze peptyd LGASWHRP-
DKCCLGYQKRPLP stanowiacy fragment N-konca
chemokiny vMIP-11 (ang. viral macrophage inflama-
tory protein-II) wigze sig¢ z receptorem CXCR4 1 ha-
muje infekcje komorek docelowych wirusami X4 i
R5X4 [49]. Wydaje sie, ze peptyd taki podawany
dozylnie moéglby ogranicza¢ replikacje wiruséw X4
u o0séb z petnoobjawowym AIDS. Peptyd T-22,
sktadajacy si¢ z 18 reszt aminokwasowych, wyizolo-
wany z krwinck ostrogona (Limulus polyphemus)
oraz syntetyczny  peptyd ALX40-4C-stanowiacy
fragment czynnika transkrypcyjnego TAT wirusa
HIV-1 hamuja in vitro fuzje wirusdéw X4 z komadrka
docelowa. Na etapie badan przedklinicznych
sprawdza sie skuteczno$¢ podawania czgsteczek
T-22 1 ALX40-4C [51, 52]. Bada si¢ rowniez hamo-
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wanie infekcji komoérek docelowych niebiatkowymi
zwigzkami chemicznymi. Wiadomo np ze
AMD3100 (fenylobis(metyleno)-bis-(1,4,8,11-tetra-
azocyklotetradekan) wiaze si¢ z koreceptorem
CXCR4, hamuje fuzje wiruséw X4 z komdrka doce-
lows, a takze blokuje wiazanie SDF-1 z CXCR4 i
chemotaksj¢ komorek docelowych [53,54]. Badania
farmakokinetyczne podanego ludziom dozylnie lub
doustnie AMD 3100 daty pomyS$lne rezultaty [53,
54]. Obecnie zwiazek ten jest sprawdzany w I fazie
badan klinicznych na pacjentach z AIDS [53, 54].

V. Uwagi koricowe

W artykule krétko opisano budowg chemokin i
funkcje odpowiadajacych im receptorow w infekcji
komorek docelowych wirusem HIV-1 oraz oméwio-
no mozliwosci ich wykorzystania w terapii A1DS.
Starano si¢ przedstawi¢ najnowsze poglady na me-
chanizm infekcji komérek docelowych wirusem
HIV-1, dlatego pominigto wiele szczegotow do-
tyczacych charakterystyki chemokin umieszczonych
we wczedniejszych pracach pogladowych [5-7].

Wirus HIV-1 podczas infekcji wiaze sie z
biatkiem CD4 i z odpowiednim receptorem chemo-
kin: CXCR4, CCRS, CCR3 lub CCR2B, pozwolifo to
wyréznic nastgpujace szczepy wirusa: X4, RS, R5X4
(Tabela 1). Receptory chemokin uzywane przez
HIV-1 do fuzji zkomdrka docelowa staty si¢ elemen-
tem, ktory moze byé wykorzystany w leczeniu AIDS
(Tabela 2). Opisane metody polegaja na zmniejsze-
niu ilosci receptoréw chemokin, albo wiazaniu do
nich, w sposéb kompetycyjny, zwigzkow organicz-
nych lub nieorganicznych blokujacych fuzjg HIV-1 z
komorka docelows (Ryc. 3). Uniemozliwienie fuzji
wirusa moze wspomagaé dziatanie inhibitoré6w od-
wrotnej transkryptazy i wirusowej proteazy, uzywa-
nych w terapii AIDS.
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Rodzicielskie pietno genomowe w zespole Pradera-

Williego

Genomic imprinting in Prader-Willi syndrome

AGNIESZKA SZPECHT-POTOCKA
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Wykaz stosowanych skrétéw: AS — zespdt Angelmana (ang.
Angelman syndrome); AS-SRO — minimalny obszar ulegajacy
delecji w AS (ang. AS the smallest region of deletion overlap);
BD — gen regulator ekspresji pietnowanej domeny transkryp-
cyjnej w PWCR (ang. Barbel Dittrich gene); bp — pary zasad
(ang. base pair); DMR — sekwencja podlegajaca specyficznej
metylacji DNA zaleinej od rodzicielskiego pochodzenia genu
(ang. defferencially methylated region), DNMT! — gen ko-
dujacy metylotransferazg 1; GI — rodzicielskie pietno genomo-
we! (ang. genomic imprinting); IC — centrum pigtnowania (ang.
imprinting center); IM — mutacja regulatorowa rodzicielskiego
pigtna genomowego (ang. imprinting mutation); IPW — pigtno-
wany gen zespotu Pradera-Williego (ang. imprinted Prader-Wil-
li gene); kb — tysiac par zasad (ang. kilo-base pair); Mb — mi-
lion par zasad (ang. mega-base pair), mUPD — matczyna diso-
mia (ang. maternal disomy); NDN — gen kodujacy nektyng
(ang. necdin gene); ORFs — otwarte ramki odczytu (ang. open
reading frames); PWCR — region chromosomu 15 zwigzany z
zespotem Pradera-Williego (ang. Prader-Willi chromosome re-
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gion); PWS — zespdt Pradera-Williego (ang. Prader-Willi syn-
drome); PWS-SRO — minimalny obszar ulegajacy delecji w
PWS (ang. PWS the smallest region of deletion overlap); RFLP
— analiza polimorfizmu diugoéci fragmentéw restrykeyjnych
(ang. restiction fragment lenght polimorphism); SIS — miejsce
inicjacji przetaczenia rodzicielskiego pigtna genomowego (ang.
swich initiation site); SNRPN — gen kodujacy maty jadrowy po-
lipeptyd N (ang. small nuclear ribonucleoprotein polypeptide N
gene); UPD — jednorodzicielska disomia (ang. uniparental di-
somy); XX — zenska linia komérek rozrodczych; XY — meska
linia komérek rozrodezych

Stownik niektérych terminéw stosowanych w tekscie: Czyn-
niki epigenetyczne — czynniki odpowiedzialne za modyfikacje
genomu nie zwigzane ze zmianami sekwencji nukleotydow. Do
czynnikow epigenetycznych zalicza sig: metylacjg DNA, mody-
fikacje posttranslacyjne bialek histonowych, strukturg chroma-
tyny, czas i miejsce replikacji DNA. Epimutacje — zmiany w
zakresie czynnikéw epigenetycznych modyfikujacych DNA,

'W nomenklaturze polskiej dopuszcza sig réwniez okreélenia:
pigtno genomowe lub teZ pigtnowanie genomowe (na okresle-
nie procesu, ktorego efektem jest ostateczne ustalenie wzoru
GI).
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ktérych efektem jest ustanowienie niewlasciwego wzoru rodzi-
cielskiego pigtna genomowego i nieprawidlowa ekspresja ge-
néw podlegajacych regulacji przez Gl. Jednorodzicielska
(matczyna lub ojcowska) disomia — zjawisko polegajace na
dziedziczeniu obu alleli genu lub obu chromosoméw tej same;j
pary tylko od jednego z rodzicow. Wyrdznia si¢ heterodisomig,
w ktorej dwa rézne allele genu dziedziczene sa od jednego ro-
dzica, oraz izodisomig, w ktérej od matki lub ojca dziedziczony
jest jeden allel podlegajacy nastgpnie podwojeniu. Matczyne
Iub ojcowskie pigtno genamowe — ckspresja tylko ojcowskich
lub matczynych kopii genu (domeny, regionu, chromosomu).
Matczyny lub ojcowski wzér rodzicielskiego pietna genomo-
wego — wypadkowa epigenetycznych modyfikacji DNA, spe-
cyficznych dla matczynego lub ojcowskiego pochodzenia regio-
nu. Pigtnowany gen (domena, region, chromosom) — frag-
ment genomu, ktérego ekspresja jest regulowana przez mecha-
nizm rodzicielskiego pigtna genomowego. Pseudoekson —
Hfalszywy™ ekson wyznaczony przez migjsca ,,psudosplicingo-
we” charakteryzujace si¢ duzym podobienistwem do konserwo-
wanych sekwencji styku intron/ekson. Powstawanie pseudoek-
sonow wynika z faktu, Ze sekwencje styku intron/ekson nie sg
wystarczajace do stalego bezbi¢dnego rozpoznawania miejsc
wycinania introndw w typowych, duzych transkryptach wyz-
szych eukariota.

I. Wstep

Rodzicielskie (matczyne lub ojcowskie) pigtno
genomowe (GI) jest zjawiskiem polegajacym na spe-

BIWALENTY GAMETY

A) Linia XX RI X@’@
~[ar | "@"@\Zf

B) Linia XY

noéw, zalezna od ich rodzicielskiego pochodzenia.
Jest to jeden z mechanizméw regulacji ekspresji ge-
now opisany u roélin, owadéw i ssakow. Nazwa
czynniki epigenetyczne okre$la si¢ czynniki decy-
dujace o modyfikacjach genomu, innych niz zmiana
sekwencji nukleotydow w DNA. Zalicza si¢ do nich
metylacje DNA, acetylacje histondw, sama strukture
chromatyny, oraz kolejnosé¢ replikacji poszczegdl-
nych obszaréw genomu [1, 2]. Wypadkowa wzajem-
nych oddziatywan tych czynnikéw jest monoalle-
liczna (matczyna lub ojcowska) ekspresja genu.

Wz6r modyfikacji genomu, stanowiacy istote G,
ustanawiany jest w czasie gametogenezy 1 wczesne-
go rozwoju zarodkowego i nie jest przekazywany z
pokolenia na pokolenic. Wzdr ten jest natomiast
specyficzny plciowo, a wiec zalezny od tego czy
jest ustanawiany w czasie spermatogenezy, czy 00-
genezy.

Mechanizm ustanawiania wzoru rodzicielskiego
pigtna genomowego jest prawdopodobnie dwuetapo-
wy (Ryc. 1). Najpierw usuwany jest wzor GI charak-
terystyczny dla komorek somatycznych, a nastgpnie
ustanawiany jest wzoér specyficzny dla linii komorek
rozrodczych, kopiowany w procesie replikacji DNA
w komérkach somatycznych. Warunkuje to wlasciwa

ZYGOTA

¥

Chromatyda z matczynym X Oznaczenie gamety

wzorem pietna genomowego z chromosoemem pici X

Chromatyda z ojcowskim Y Oznaczenie gamety

wzorem pietna genomowego z chromosomem pici Y

Chromatyda z ,wymazanym" R' mejoza Zl zaplodnienie

wzorem pigtna genomowego : . L ,
Ryc. 1. Powstawanie wzoru rodzicielskiego pigtna

cyficznej, epigenetycznej modyfikacji genomu po-
wodujacej monoalleliczng ekspresje niektérych ge-

38

genomowego (GI) w liniach rozrodezych. A
— W czasie oogenezy (linia XX). B — W
czasie spermatogenezy (linia XY).

organizacj¢ informacji genetycznej i, co si¢ z tym
wigze, prawidlowy rozwdj organizmu.
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1. Modyfikacje DNA

Metylacja jest najczesciej wystepujaca u Eukary-
ota modyfikacja DNA i polega na enzymatycznym
przytaczaniu reszt metylowych (-CHj) do nukleoty-
doéw. Zwykle metylowana jest cytozyna w pozycji 5
(C5) w obregbie dinukleotydowych sekwencji CG.
Wzdr metylacji DNA ustanawiany jest u ssakow w
czasie gametogenezy i wezesnego rozwoju zarodko-
wego [3, 4]. Po zaptodnieniu, w czasie pierwszych
podziatow komorek, dochodzi do calkowitej deme-
tylacji DNA. Nastepstwem lego sq procesy metylacji
de novo, wystgpujace po implantacji zarodka. Ak-
tywno$¢ metylacyjna nie utrzymuje sie na jednako-
wym poziomie przez caly okres rozwoju zarodkowe-
go — np. po gastrulacji ulega obnizeniu [5]. Osta-
teczny wzdr metylacji DNA ustala sie w okresie 6-14
tygodnia zycia ptodowego [2].

Molekularne mechanizmy kierujace demetylacja i
metylacjg de novo specyficznych sekwencji sa mato
znane [6-10]. Wiadomo jednak, Ze za procesy mety-
lacjiidemetylacji odpowiedzialne sg w komérce me-
tylotransferazy DNMT. U czlowieka brak aktywnego
genu DNMTI prowadzi do niekontrolowanej deme-
tylacji genomu, czego konsekwencja jest zaburzenie
transkrypcji. Badania nad mysimi mutantami genow
Dnmtl, Dnmt3a, Dnmt3b wskazuja, ze do kazdora-
zowej calkowitej demetylacji i metylacji de novo wy-
magana jest obecno$¢ enzyméw kodowanych przez
te geny. Mysz z mutacjq w genie Dumt3a lub Dnmt3b
moze remetylowaé demetylowane, powtarzajace sig¢
sekwencje CpG. Mysz z defektem w obu genach
catkowicie traci aktywno$¢ metylowania DNA de
novo, co prowadzi do $mierci plodu we wezesnym
stadium postimplantacyjnym. Prawdopodobnie en-
zymy Dnmt3a i Dnmt3b wykazuja specyficzno$é
tkankowa podczas pdzniejszych etapdw rozwoju za-
rodka, oraz zmienna aktywno$¢ w roznych stadiach
rozwojowych [11].

U krggowcdw niezmetylowane sekwencje CpG
stanowig zaledwie 1-2% genomu, tworzac tzw. wy-
spy CpG [12]. Potozone sg one preferencyjnie w kie-
runku 5’ od poczatku gendw lub pokrywaja sie¢ z re-
gionami promotorowymi genéw metabolizmu pod-
stawowego 1 wiekszosci gendw tkankowo specyficz-
nych [2, 13]. W ich obrebie stwierdza sie niewielka
gesto$¢ upakowania nukleosomow, wysoki stopien
acetylacji histonow korowych H3 i H4, a takzZe nie-
dobér histonu H1, co jest charakterystyczne dla tran-
skrypeyjnie aktywnej chromatyny [14]. Acetylacja
histonéw jest rodzajem posttranslacyjnej modyfika-
¢ji 1 waznym elementem rodzicielskiego pietna ge-
nomowego tj. elementem regulacji ekspresji infor-
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macjl genetycznej. Acetylacja powoduje zmiane od-
dziatywan histonéow z DNA [15, 16]. Potencjalnie
moze by¢ wige rowniez odpowiedzialna za zmiane
uktadu nukleosomoéw we wioknie chromatyny [17].
Acetylacja histonow korowych, powodujac powsta-
wanie specyficznych struktur chromatyny, utatwia
czynnikom transkrypcyjnym dostgp do matrycey, a
tym samym wplywa na aktywno$¢ transkrypcyjna
wystepujacych w tym obszarze gendw [18].

W szczegblnych przypadkach wyspy CpG ulegaja
metylacji, co prowadzi do represji gendéw, w ktorych
wystepuja. Przykladem tego jest metylacja wysp
CpG gendw regulowanych przez GI [19]. W genach
tych metylacji ulegaja wyspy CpG tylko jednego z
rodzicielskich alleli, czyniac go nieaktywnym tran-
skrypcyjnie. Sposéb, w jaki metylotransferaza wy-
roznia wyspy CpG majace ulec metylacji, nie jest
znany.

Tkankowo specyficzne oraz zaleine od pochodze-
nia rodzicielskiego wzory metylacji stanowig wigc
element kontroli ekspresji genéw w czasie rozwoju
organizmu [20-26]. Zwiazek metylacji DNA z two-
rzeniem niedostgpnej dla czynnikow regulatorowych
konformacji chromatyny, glownie poprzez specy-
ficzne rozmieszczenie biatek histonowych w obrebie
nukleosoméw zawierajacych metylowane wyspy
CpG, decyduje rowniez o kolejnosci replikacji roz-
nych obszarow DNA [27]. W fazie S podzialu ko-
morkowego silnie metylowane, nieaktywne obszary
DNA, ze wzgledu na skondensowang konformacje
chromatyny, ulegaja replikacji pozniej niz regiony
aktywnej euchromatyny {2]. Dlatego tez w pigtnowa-
nych regionach genomu obserwuje si¢ asynchro-
niczng replikacje rodzicielskich alleli [28].

II1. Zespol Pradera-Williego (PWS) — natu-
ralny model do badania rodzicielskiego
pigtna genomowego u czlowicka

Zespot Pradera-Williego, obok zespotu Angelma-
na (AS), jest najlepiej poznanym w genetyce
cztowieka przyktadem i zarazem modelem do bada-
nia monoallelicznej ekspresji genow uwarunkowa-
nej rodzicielskim pigtnem genomowym. Defekty od-
powiedzialne za zespot Pradera-Williego dotycza za-
burzen matczynego pigtna genomowego w podcen-
tromerowym regionie ql1-13 chromosomu 15 po-
chodzacego od ojca.

PWS jest wiecloukladowym schorzeniem o
podiozu genetycznym, w szczegodlnoscei dotyczacym
rozwoju 1 funkcjonowania uktadu nerwowego, w
tym glownie podwzgorza. Zespol Angelmana, ktory
dotyczy zaburzenia mechanizimu ojcowskiego pigtna
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genomowego w regionie q1 1-13 chromosomu 15 po-
chodzacego od matki, jest choroba o odmiennym od
PWS obrazie klinicznym?®.

III-1. Obraz kliniczny PWS

PWS charakteryzuje sig gigboka hipotonia migéni
i stabym odruchem ssania w okresie noworodko-
wym, ktore przeradzajg si¢ w nadmierne, a nastgpnie
patologiczne faknienie prowadzace do karykatural-
nej otyloSci w okresie dziecigcym. Typowym obja-
wem klinicznym zespotu jest takze uposledzenie
rozwoju umystowego 1 emocjonalnego. Przecigtnie

disomig (mUPD) chromosomu 15 (26-28% przypad-
kow). Natomiast brak funkcji tego regionu moze wy-
nika¢ z utraty aktywnosci gendéw znajdujgcych sig w
tym obszarze na skutek mutacji o charakterze regula-
torowym (2-4% przypadkow) (Ryc. 2). Efektem mu-
tacji regulatorowych (IM) jest zaburzenie wzoru ro-
dzicielskiego pigtna genomowego w genach zlokali-
zowanych w chromosomie ojcowskim w regionie
PWS [30].

U 0s6b z zespolem Pradera-Williego stwierdza sie
takze, cho¢ rzadko, inne niz przedstawione wyzej,
zmiany cytogenetyczne w regionie 15q11-13. Opisa-
no takie rearanzacje jak inwersje, duplikacje, trans-

oM OM MM oM
oe O 00 XO
' centromer
O  aktywny region PWS
QO nieaktywny region PWS
32( region PWS inaktywowany
przez mutacje
prawidlowe ojcowska matczyna mutacje M chromosom matczyny
dziedziczenie deiecja disomia 24% O . .
70% 26-28% chromosom ojcowski

50-55% chorych wykazuje uposledzenie umystowe
w stopniu lekkim i umiarkowanym, a u 5% pacjen-
tow jest ono znaczne lub gigbokie. U okoto 30%
chorych z PWS iloraz inteligencji ksztattuje si¢ na
granicy normy, a prawidlowy rozwdj umystowy
stwierdza sig w 5% przypadkow. Wérdd cech feno-
typowych PWS stwierdza sig takze hipogenitalizm
i hipogonadyzm, niski wzrost, oraz mate dlonie i
stopy. Zespdt Pradera-Williego jest choroba rzadka.
Czesto$é wystgpowania szacuje signa 1/ 15000 zy-
wych urodzen [29].

1I1-2. Defekty odpowiedzialne za PWS
Przyczyng PWS jest fizyczny lub funkcjonalny
brak regionu 15q11-13 pochodzacego od ojca. Brak

fizyczny moze by¢ spowodowany delecja ojcowskiej
kopii tege regionu (70% przypadkéw) lub matczyng

Ryc. 2. Rodzaje i czgstosé wystepowania defektow mole-
kularnych w zespole Pradera-Williego (PWS).

lokacje oraz dodatkowe male markery pochodzace z
chromosomu 15. Aberracje, w ktére zaangazowane
sa inne chromosomy, lub ktore dotycza duzych ob-
szaréw chromosomu 15, moga by¢ odpowiedzialne
za rodzinne wystgpowanie duzych delecji towa-
rzyszacych nieprawidlowosciom kariotypu i zwigk-
szone ryzyko powtorzenia choroby w rodzinie. Moga
tez wskazywaé na wystapienie rekombinacji soma-
tycznej w chromosomach 15 pary [31, 32].

ITI-3. Geny odpowiedzialne za prawidlowg funkcje
PWCR

Cytogenetyczny regionu 15q11-13, odpowie-
dzialny za wystepowanie zespotu Pradera-Williego
(PWCR), stanowi prawdopodobnie jedna wielka,
rozciagajaca sie na przestrzeni ponad 300 kb, dome-
ne¢ transkrypcyjna o monoallelicznej ojcowskiej eks-

*Rorg K., Szpecht-Potocka A, ,,Przyczyna zespotu Angelmana — nowe spojrzenie na mechanizm rodzicielskiego pigtna genomo-

wego”, str. 98,
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presji. Sugeruje to, ze fenotyp PWS jest uwarunko-
wany przez wiele gendw. Za najwazniejsze uwaza
sie trzy geny: SNRPN, IPW, oraz NDN.

I11-3.1. Gen SNRPN

Produktem genu SNRPN jest maly jadrowy poli-
peptyd N, bedacy komponentem kompleksu biatek
zaangazowanych w proces sktadania RNA w komor-
kach uktadu nerwowego, serca i w tkankach ptodo-
wych. Uwaza si¢, ze mutacje w SNRPN moga by¢ od-
powiedzialne za zmiany w rozwoju i funkcjonowa-
niu tych uktadéw, a w szczegdlnosci uktadu nerwo-
wego. Matczyna kopia SNRPN ulega metylacji, co
prowadzi do jej inaktywacji [33].

SNRPN ma wielko$§¢ okoto 30 kb isktadasiez 10
eksonow oznaczonych E1-E10. Ekson 1 jest czescia
wyspy CpG. Region DNA rozciagajacy si¢ na dtugo-
sci 35 kb wokdt wyspy CpG genu SNRPN jest szcze-
golnie bogaty w sekwencje powtarzajace sig. Obec-
nos¢ takich sekwencji jest charakterystyczna dla
pigtnowanych regiondw genomu. Promotor genu
SNRPN nalezy do klasy promotoréw pozbawionych
sekwencji TATA, natomiast bogatych w zasady G +
C. Metylacja in vitro znosi jego aktywno$¢. Sugeruje
to, ze represja matczynej kopii SNRPN moze by¢
bezposrednia konsekwencja metylacji jego promoto-
ra. Eksony 4-10 genu SNRPN majg otwarte ramki od-
czytu (ORFs) i ulegajg transkrypcji tylko z ojcow-
skich alleli co oznacza, ze SNRPN wykazuje matczy-
ne pietno genomowe [34, 35].

II1-3.2. Gen IPW

Pigtnowany gen zespotu Pradera-Williego (IPW)
potozony jest dystalnie (150 kb) w stosunku do
SNRFPN i sktada sig z 3 cksonow [36]. Kazdy ekson
posiada kodon “stop” dla wszystkich trzech otwar-
tych ramek odczytu. Pierwotny transkrypt genu IPH
podlega skiadaniu i poliadenylacji. W komorkach
cztowieka stwierdza sie obecno$é od dwdch do
trzech frakcji mRNA-/PW o roznej dtugosci. Ponie-
waz najdluzszy mozliwy zakodowany przez gen
IPW peptyd moglby mieé zaledwie 45 aminokwa-
sow, wydaje sig¢ wige, Ze raczej czasteczka mRNA
tego genu a nie peptyd pelni funkcje regulatorowe w
PWCR. U chorych z PWS, u ktérych stwierdza si¢
delecje 15q11-13, nie znajduje si¢ produktéw IPW co
sugeruje zalezng od pochodzenia rodzicielskiego,
monoalleliczna ekspresjg tego genu. Wiadomo, ze
we wszystkich analizowanych tkankach czlowieka
(kosSci, tkanki chrzgstne, migsnie, nerka, $ledziona,
grasica, przedmozgowie, mozdzek, pepowina i tozy-
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sko) IPW wykazuje matczyne pigtno genomowe, tj.
ekspresji ulega tylko ojcowska kopia genu.

11-3.3. Gen NDN

Odkryty w 1997 roku, gen kodujacy nektyne
(NDN) polozony jest proksymalnie w stosunku do re-
gulatorowej sekwencji okre$lanej jako centrum pigt-
nowania (IC) i ulega ekspresji we wszystkich tkan-
kach czlowieka, z wyjatkiem leukocytéw krwi ob-
wodowej [37]. Szczegdlnie wysoki poziom ekspresji
obserwuje si¢ w komorkach mozgu i tozyska. Mysi
homolog Ndn wyrazany jest prawie wylgcznie w ko-
morkach centralnego systemu nerwowego [38]. W
komorkach mozgu i fibroblastach cztowicka stwicr-
dza sig aktywnoé¢ transkrypeyjna tylko ojcowskiego
allelu, co wraz z asynchronicznng replikacja NDN
(allel ojcowski replikowany jest wezesniej niz mat-
czyny) stanowi dowod matczynego pigtna genomo-
wego [37, 39]. I rzeczywiscie, u chorych z PWS wy-
kazano calkowita metylacj¢ matczynej kopii NDN
[40]. Funkeja produktu tego genu nie jest catkowicie
wyjasniona. Mysia nektyna prawdopodobnie pelni
rolg w ustanawianiu albo utrzymywaniu (trwaniu)
postmitotycznego spoczynkowego wzrostu komorek
nerwowych. Brak ekspresji ludzkiego genu ko-
dujacego nektyne mogiby wige by¢ jedna z przyczyn
nieprawidlowego rozwoju moézgu u chorychz PWS.

[II-4. Mutacje regulatorowe odpowiedzialne za
zaburzenie rodzicielskiego pietna genomo-
wego (GI) w PWS

U okoto 2% przypadkéw chorych z kliniczng eks-
presja PWS, prawidlowo dziedziczacych chromo-
som 15 od obojga rodzicéw, obserwuje si¢ zaburze-
nia metylacji DNA polegajace na obecnolci w
PWCR tylko matczynego wzoru pigtna genomowe-
go, Oznacza to, Ze u 0s6b tych matczyny wzor mety-
lacji DNA ma takze chromosom ojcowski {41, 42].
Przyjmuje si¢, ze w tych przypadkach za zaburzenia
metylacji DNA odpowiedzialne sa mutacje regulato-
rowe (IM). Powstaja one de novo na etapie gameto-
genezy w pokoleniu rodzicow lub na etapie bardzo
wezesnego rozwoju zarodkowego, badz tez sg dzie-
dziczone od dziadkéw. Prawie wszystkie opisane
dotad w PWS mutacje regulatorowe majg charakter
mikrodelecji. Uniemozliwiaja one zmiang wzoru ro-
dzicielskiego pigtna genomowego z matczynego na
ojcowski, w czasie spermatogenezy. W konsekwan-
cji, na ojcowskim chromosomie 15 jest niepra-
widtowy, matezyny wzor modyfikacji DNA (Rye. 1}
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Znane sg jednak pojedyncze przypadki IM bez zmian
strukturalnych w centrum pigtnowania (rozdziat VI).

W przypadkach dziedzicznych mutacje regulato-
rowe powstaja w czasie tworzenia gamet w pokole-
niu dziadkow tj. u babki od strony ojca i przekazywa-

Ekspresja regionu PWS
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u osoby zdrowej
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region IC. Eksony regionu IC potozone przed 5° ko-
ncem SNRPN zaangazowane sg w formowanie alter-
natywnych transkryptdéw, zwigzanych z ustanowie-
niem w czasie gametogenezy prawidlowego wzoru
Gl w pigtnowanej domenie chromosomu 15. Eksony

ssessasesess mat

ojc

Rye. 3. Efekt mutacji regulatorowej (IM)
w centrum pigtnowania (IC). U
chorego z PWS, ojcowski chro-
mosom ma matczyny wzor pigt-
na genomowego (wyrazony
matczynym wzorem metylacji

CH; kopia metylowana centrum

***+ matczyny wzér pigtna

]Z(a

= ojecowski wzér pietna

nieaktywna kopia

mmaqaw.c

DNA), co powoduje brak aktyw-
nosci regionu PWS i ekspresje

regionu PWS
aktywna kapia kliniczng choroby. Oznaczenia:
regiony PWS mat — chromosom matczyny,

ne sg przez pokolenie rodzicow tj. ojca bedacego ich
nosicielem. Podczas gdy u chorego mutacja wystg-
puje w chromosomie ojcowskim, zaréwno jego oj-
ciec, jak i babka (matka ojca) przenoszag te mutacje w
chromosomie pochodzenia matczynego. W defek-
tach rodzinnych mikrodelecje obejmuja zawsze
ekson | genu SNRPN [43].

IV. Region IC

W odleglosci okolo 160 kb od konca 5’ genu
SNRPN, znajduje sie sekwencja regulatorowa —
centrum pigtnowania (IC). Wykazuje ona dwuczg-
sciowg strukturg. Sktada sig¢ z regionu PWS-SRO o
wielkosci <4,3 kb obejmujacego wyspg CpG genu
SNRPN, oraz z regionu AS-SRO (okoto 900 bp) znaj-
dujacego si¢ dystalnie w stosunku do alternatywnego
eksonu IC3 (Ryc. 4) [44]. Delecje w PWS-SRO i
AS-SRO maja charakter mutacji regulatorowych bo-
wiem uniemozliwiaja ustanowienie wlasciwego
wzoru GI w liniach komorek rozrodczych. Zaréwno
eksony regionu IC, jak i sekwencje wokot nich, wy-
kazuja wysoki stopien homologii co sugeruje, Ze re-
gion ten powstal w wyniku wielokrotnych duplikacji
blokéw sekwencji [44]. W obrebie IC wykazano ist-

nienie 17 alternatywnych transkryptow, z ktorych za-
den nie zawiera eksonu 1 genu SNRPN, natomiast
wszystkie zawierajg sekwencje eksonu 2 tego genu.
W wszystkich transkryptach IC eksony genu
SH#PNwystepujana 3” konicu, SNRPN jest wigc czg-
$cia «tozonej jednostki transkrypeyjnej, obejmujace;
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ojc — chromosom ojcowski.

te nie biora bezposrednio udziatu w regulacji tran-
skrypcji gtownego mRNA genu SNRPN, ktérego
produktem jest maly jadrowy polipeptyd N.

IC ulega ekspresji w komoérkach plodowych mé-
zgu, watroby, pluc, nerek, a u dorostych w prostacie,
jadrach i jajnikach. Szczegolnie silng ekspresjg ob-
serwuje si¢ w komorkach migénia sercowego i mo-
zgu. W innych badanych tkankach dorostego
cztowieka, takich jak: watroba, phuca, nerki, trzust-
ka, $ledziona, grasica, mie$nie szkieletowe, krew ob-
wodowa, oraz w tozysku transkryptow IC nie wykry-
to [43].

V. Hipotetyczne mechanizmy ustanawiania
wzoru GI w liniach komorek plciowych

Przypuszcza sie, ze ekspresja gendéw w pigtnowa-
nej domenie chromosomu 15 jest regulowana przez
oddzialtywania cis na obszarze 1C. Wszystkie propo-
nowane hipotezy, majace na celu wyjasnienie me-
chanizmu zmiany wzoru rodzicielskiego pigtna ge-
nomowego w liniach komérek plciowych, sugeruja
wiec dwuczesciows strukture IC.

W modelu ,przetaczania wzoru GI” proponowa-
nym przez B. Dittrich i wsp. [44] autorzy
zakltadaja, ze centrum pigtnowania zawiera sekwen-
cj¢ BD (eksony ,,u”), tzw. imprintor (z ang. imprin-
tor) oraz miejsce inicjacji przelaczania pigtna (SIS).
Gen BD ulega ekspresji tylko z ojcowskiego chromo-
somu i dziata w ukiadzie ¢is na miejsce inicjacji tran-
skrypcji, ktora stanowi promotor SNRPN. Wprowa-
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dza to lokalne zmiany konformacji chromatyny,
prawdopodobnie wplywajgce bezposrednio na tran-

Ic AS-SRO

ud ud ud

GI, polegajacy na ,,wymazaniu” istniejacego a na-
stepnie nadaniu nowego wzoru, odpowiadajacego li-

PWS-SRO SNRPN

IC3II )

E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 EB8 E9 E10

mat  kopia matczyna [:] ekson SNRPN
qjc  kopia ojcowska I
ekson bogaty w sekwencje Ay
miejsce startu .
transkrypeji otwarte ramki odczytu (ORF)
D ekson regionu IC

sekwencja catkowicie metylowana

metylacja sekwencji
obserwowana w 50% komaérek

sekwencja metylowana w wiekszo$ci komérek

®
9
O sekwencja niemetylowana
0
o

sekwencja nie metylowana w wigkszo$ci komorek

Ryec. 4. Struktura centrum piginowania (IC) i genu SNRPN. W obrgbic IC znajduja sig: PWS-SRO, AS-SRO, alternatywny region IC3 oraz nie ule-
gajace translacji eksony: ulB (BD1B), ulA (BD1A), u2 (BD2), u4 (BD3), u5, ulD i pseudocksony [45]: ulB* (BD1B*), wulC, yulA*,
yulD*. Pseudoekson ul B* jest 27 nukleotydowa sekwencja, stanowiaca duplikacjg korica 5° eksonu 2 genu SNRPN.

skrypt BD i jego oddziatywanie z DNA (Rye. 5). Hi-
poteza B. Dittrich zaktada, ze promotor SNRPN
zawiera elementy regulatorowe, krytyczne dla usta-
nowienia wzoru GI w meskiej linii rozrodczej. Nato-
miast za powstanie wzoru GI w Zenskiej linii komo-
rek rozrodczych odpowiedzialny jest hipotetyczny,

nii komoérek rozrodczych, w ktorej powstaje
(Ryc. 6). Hipoteza ta rowniez zaklada istnienie se-
kwencji: imprintora oraz SIS, jednak bez udziatu
czynnika trans.

Hipoteza noszaca nazwe ,konkurencji wzmacnia-
cza o promotory” autorstwa S. Tilghmana i

cis
SNRPN
BD ekson 1 *
ojc I imprintor I SIS I

_ trans

S—
55

rozprzestrzenianie matczynego pigtna

SNRPN
BD ekson 1

mat ] imprintor | SIS I

rozprzestrzenianie ojcowskiego pietna

XX

XY

Rye. 5. Hipoteza , przelaczania” wzoru rodzicielskiego pigtna genomowego. Wedtug B. Dittrich [44] w zenskie] linii komérek rozrodezych (XX),
hipotetyczny czynnik dzialajacy w ukladzie trans, zaangaZowany jest w ,,przelaczenie” wzoru pigtna genomowego (GI) i/albo inicjacjg dwu-
kierunkowego ,,rozprzestrzenianie sic” (z ang. spread) matczynego wzoru GI w chromosomie pochodzenia ojcowskicgo. Efekiem tego jest in-
aktywacja imprintora (sekwencja regulatorowa BD, jeden z dwdch clementdw regionu IC). Jesli brak jest czynnika trans (meska linia komérek
rozrodczych XY), matczyne pigtno w chromosomie pochodzacym od matki jest , tracone”, poczawszy od miejsca SIS (drugi element regionu
1C), w ktdérym rozpoczyna sig , rozprzestrzenianic” ojcowskiego wzoru GL. To przetaczenie wzoru GI z matczynego na ojcowski moze by¢ spo-
wodowane nicobecno$cia specyficznego dla pici zefiskicj czynnika trans, lub obecnoéeia innych, blizej nic okreslonych czynnikéw regulatoro-
wych. Oznaczenia: mat — chromosom matczyny, ojc — chromosom ojcowski.

specyficzny dla tej linii czynnik, dzialajacy w
uktadzie trans.

Hipoteza ,,zamiany wzoru GI”, ktdrej autorka jest
A. Ferguson-Smith [46] proponuje dwueta-
powy mechanizm powstania prawidtowego wzoru
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wsp. [47] prébuje wyjasnié, w jaki sposob czynniki
epigenetyczne np. metylacja DNA, modyfikujace ro-
dzicielskie chromosomy, wptywaja na elementy cis
procesu transkrypcji tj. promotor, wzmacniacz, czy
wyciszacz. Dwuczes$ciowa strukture regionu IC sta-
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nowi hipotetyczny wzmacniacz i promotor jednego z
dwoch genow: SNRPN 1 UBE3A, zwiazanych z ze-
spotami odpowiednio PWS i AS. Jest to jedyna hipo-
teza bezposrednio zakiadajaca udzial innego genu,
poza SNRPN, w regulacji ekspresji regionu 15q11-13
(Ryc. 7) [47].

Proponowane mechanizmy zmiany wzoru rodzi-
cielskiego pietna genomowego nie ttumacza wszyst-
kich szczegdtow tego zjawiska. Hipoteza ,.konkuren-
¢ji wzmacniacza” nie wyjasnia, dlaczego mikrodele-
cje w IC u chorych z PWS inaktywuja rOwniez geny
potozone w duzej odleglodci przed wzmacniaczem

jego ekspresja ma migjsce tylko w chromosomie oj-
cowskim.

VI. Konsekwencje zaburzenia wzoru GI w
regionie 15¢

Niezaleznie od mechanizimu zmiany wzoru pigtna
genomowego w rodzicielskich chromosomach, wy-
daje sig, ze mikrodelecje w centrum pigtnowania nie
sg wystarczajacg przyczyng PWS. Przyczyna jest za-
chowanie niewtasciwego lub usunigcie wlasciwego
dla ptci wzoru Gl w czasie gametogenezy. Dowodem

A B
XX XY XX XY
imp
E SIS
c ojc
mat (R SRR ot mat CESEES e e
@ czynnik frans E G E Q
wymazanle
mat BT T8
ojc=e>mat G przetaczenie BT B {} nadanie nowego G
E matsses0jc g pigtna
@ ojc = mat ojc = mat
mat CETEREENENEER  gamety &ZI’J:J ojc mat (CORNNREER gamety EE::II:! ojc

Rye. 6. Porownanie hipotez , przetaczania” (A) 1 ,,zamiany” (B) wzoru rodzicielskiego pigtna genomowego w Zefiskiej (XX) i meskiej (XY) linii ko-

mérek rozrodezych. A. Hipoteza ,,przetaczania” wzoru pigtna genomowego (GI) [44]. W linii XX imprintor (sekwencja regulatorowa BD, ele-
ment regionu IC) jest aktywny w chromosormie pochodzenia ojcowskiego. Aktywno$¢ imprintora uinozliwia oddziatywanie regionu SIS (drugi
element regionu IC) ze specyficznym dla linii rozrodezej Zefiskiej czynnikiem trans. Inicjuje to ,,rozprzestrzenianie si¢” matezynego wzoru GL
W chromosomie pochodzenia matczynego wzdr rodzicielskiego pigina genomowego zostaje zachowany (nie pokazane na rysunku). W linii
XY matezyny wzdr GI jest zastgpowany przez meski, poczawszy od micjsca inicjacji SIS. Hipoteza nic wyjadnia tego etapu. Ojcowski chromo-
som nie ulega modyfikacji w meskiej linii komoérek rozrodczych. Ekspresja imprintora nie ma tu znaczenia przy braku, specyficznego dla ze-
fiskiej linii rozrodczej, czynnika trans. B. Hipoteza ,,zamiany” wzoru pigtna genomowego (GI). W liniach rozrodezych XX oraz XY rodziciel-
ski wzor G jest najpierw ,,wymazywany”, poczawszy od miejsca SIS. Imprintor jest aktywny (dluga strzatka) w zenskiej linii komérek rozrod-
czych, co powoduje ustanowienie matczynego wzoru pietna. Nadanie ojcowskiego wzoru GI w linii rozrodezej meskicj zwiazane jest z bra-
kiem aktywnosci imprintora. Oznaczenia: mat ~chromosom matczyny, ojc —chromosom ojcowski, Imp — imprintor (0znaczono trojkatem),
SIS — miejsce inicjacji transkrypeji (oznaczono kétkiem), kolor czamy — matczyny wzér Gl, kolor szary — 6jcowski wzor Gl, XX oraz XY
— odpowiednio Zeaska oraz meska linia komérek rozrodezych.

na to jest po pierwsze fakt wystgpowania wéred cho-

(np. gen IPW) i wplywajq na metylacjg oraz na kolej-
no$é replikacji poszczegélnych regionéw DNA w
calej domenie transkrypcyjnej [48-50]. Model B.
Dittrich tlumaczy to faktem poloZzenia promotora
SNRPN w obrgbie sekwecji SIS, stanowiacej cen-
trum zmian kondensacji heterochromatyny, ktérych
konsekwencjg sa zmiany metylacji i kolejno$¢ repli-
kacji DNA. Jednak i ta hipoteza nie jest spojna.
Sprzeczna wydaje sie np. mozliwosé¢ oddziatywania
genu BD w zenskiej linii rozrodczej, podezas gdy
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rych z PWS mutacji regulatorowych bez zmian struk-
turalnych w IC. Opisane dotychczas przypadki miaty
jednak charakter sporadyczny i mogly by¢ rezulta-
tem spontanicznych pre- lub postzygotycznych
bleddéw, ktorych efektem bylyby zmiany od-
dzialywan cis poza centrum pigtnowania. Przyczyna
tego typu defektéw moga byé rowniez epimutacje
lub mutacje gendéw kodujacych czynniki trans [51,
52]. Po drugie, zaobserwowano, ze we wszystkich
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przypadkach IM w PWS, zardwno z delecja jak i bez
delecji w IC, chromosom z nieprawidtowym wzorem
GI, pochodzi zawsze od babki ze strony ojca [52]. W
przeciwienstwie do PWS, w AS nieprawidlowy chro-
mosom z delecja w IC dziedziczony jest od dziadka
ze strony matki, a chromosom z nieprawidiowym

czato, ze delecje w IC moga by¢ niewystarczajace do
uszkodzenia mechanizmu zmiany wzoru rodziciel-
skiego pigtna genomowego w czasie gametogenezy,
a wige nie sg takze bezposrednia i/lub jedyna przy-
czyng PWS. Dowodzi to rowniez, ze mechanizm za-
miany wzoru Gl na wlasciwy ptci, w ktérej powstaje,

L]

gy o

SNRPN PW UBE3A

:}— mat

ZNF127  NON ?

e
I

e

A) osoba zdrowa

PWS

AS

Ryc. 7. Hipoteza , konkurencji wzmacniacza o promotory genow”. A, Ekspresja gendw u osoby zdrowej. Szarym kolorem zaznaczono geny ulegajace

ckspresji z kopii ojcowskicj, czarnym — z kopii matczynej. Kotkiem oznaczono hipotetyczny wzmacniacz, Strzatki wyznaczaja oddziatywa-
nie wzmacniacza na promotor genu. Dlugie pionowe kreski —— matczyny wzor pigtna genomowego wyrazony metylacja DNA; krotkie piono-
we kreski — metylacja somatyczna; mat — chromosom matezyny, ojc — chromosom ojcowski. B. Efekt delecji w obrgbie promotora genu
SNRPN w chromosomie ojcowskim. W ksztalcie rombu zaznaczono obszar ulegajacy delecji. C. Efekt delecji w regionie lezacym w kierunku
5" od promotora SNRPN w chromosomie matczynym. W ksztatcie rombu zaznaczono obszar ulegajacy delecji. Hipoteza zaklada, ze wzér mo-
dyfikacji DNA w obrgbie promotora SNRPN reguluje doslep wzmacniacza do sekwencji promotora. Hipotetyczny wzmacniacz stanowi jeden z
dwdch clementéw dwuczgdciowej struktury IC. Wzmacniacz ten, potozony przed 5’ konicem genu SNRPN, oddzialuje z promotorem genu
SNRPN, stanowiacym drugi element IC, U osoby zdrowej promotor SNRPN nie jest metylowany w chromosomie ojcowskim, a wigc jest do-
stgpny dla wzmacniacza, co umozliwia ekspresjg genu. Metylacja promotora SNRPN w chromosomie matczynym ogranicza dostgp jego sc-
kwencji dla wzmacniacza, ktéry ,przenosi” swg aktywnos§¢ na promotor UBE34 (genu, w ktérym mutacje odpowiedzialne sg za AS), umozli-
wiajac jego ekspresje (A). Mikrodelecje obejmujace sekwencjg promotorowa genu SNRPN inaktywuja sam promotor, a pozostawiajg aktywne
geny zlokalizowane w zasiggu oddziatywania wsp6lnego wzmacniacza tj. gen UBE34 (B). Efcktem tego jest fenotyp PWS, U chorych z AS,
delccja w matczynym chromosomic przed promotorem SNRPN powoduje zaburzenie metylacji DNA. W efekcie tego chromosom matczyny
pozostajc niemetylowany i jest dzicdziczony od matki z nieprawidiowym ojcowskim wzorem modyfikacji DNA. Powoduje to brak ekspresji
genu UBE3A w chromosomie matczynym, co stanowi przyczyng AS (C).

wzorem GI ale bez delecji w IC pochodzi od babki ze
strony matki. Wyniki te rzucaja $wiatto na mecha-
nizm zmiany rodzicielskiego pigtna genomowego w
czasie gametogenezy. Sugerujg, ze fragmenty DNA
zaangazowane w ten proces i dziatajace w konforma-
¢ji cis, nie sa Scisle zalezne od ich sekwencji albo, ze
obejmuja PWS-SRO tylko czeéciowo. Aktywnos¢
regionu odpowicdzialnego za zmiang wzoru GI w li-
niach rozrodczych jest bowiem zalezna od wielkosci
obszaru ulegajgcego defektowi. Mimo, ze za inakty-
wacjg clementdw cis zwigzanych z ustanawianiem
prawidtowego wzoru GI w PWS-SRO, odpowie-
dzialny jest fragment 2135 bp obejmujacy promotor
SNRPN, to jednak mutacje obejmujace wigkszy ob-
szar wywotuja znacznie silniejszy efekt [50]. Ozna-
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jest dwuetapowy i sktada sig z usunigcia istniejacego
(1 etap) oraz aktywnego nadawania nowego (II etap)
wzoru GI. Aktywno$¢ regionu IC odpowiedzialna
jest za pierwszy z tych procesow.

Pochodzenie od babki ze strony matki chromoso-
mu z nieprawidlowym (ojcowskim) wzorem pigina
genomowego u chorych z AS wskazuje, Ze pierwot-
nym, ,,domys$Inie” ustanawianym jest ojcowski wzor
GI. Powstaje on zardwno w mgskiej jak 1 w zenskie]
linii komorek rozrodczych w przypadku, gdy brak
jest matczynego czynnika trans-dziatajacego (linia
XY) lub gdy miata miejsce mutacja regulatorowa,
powodujaca defekt w nadawaniu wiasciwego wzoru
GI (linia XX u chorych z AS z IM) [51].
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Ustanowienie ojcowskiego wzoru pigtna genomo-
wego w czasie spermatogenezy w chromosomie po-
chodzacym od babki wymaga ,,wymazania” wzoru
matczynego, czyli oddziatywania w konformacji ¢is
sekwencji PWS-SRO. W przypadku braku pra-
widlowej sekwencji (chorzy z PWS z mikrodelecja w
IC), matczyny wzor pigtna genomowego w chromo-
somie ojca pochodzgcym od babki nie jest usuwany
w meskiej linii rozrodezej i chromosom z niepra-
widtowym wzorem GI przekazywany jest potom-
stwu, u ktorego wywotuje efekt kliniczny. U chorych
z PWS z mutacja regulatorowa ale bez delecji w IC,
przyczyna ,hiewymazania” matczynego wzoru GI
nie jest znana.

Nadanie matczynego wzoru pigtna genomowego
w czasie oogenezy wymaga oddzialywania w kon-
formacji cis sekwencji AS-SRO oraz specyficznego
dla linii XX czynnika trans. Fizyczny brak elementu
cis (chorzy z AS z delecja w IC) lub inna nieznana
przyczyna uniemozliwiajaca oddzialywania cis w
AS-SRO (chorzy z AS bez delecji w IC) powoduje,
Ze ,wyczyszczony” ze wzoru rodzicielskiego pigtna
genomowego chromosom (niezaleznie od tego czy
pochodzi od dziadka czy od babki za strony matki)
biednie nabywa pierwotny, nadawany domys$lnie oj-
cowski wzor Gl.

VIL. Post¢powanie diagnostyczne w PWS

Weryfikacja rozpoznania klinicznego PWS pole-
ga na ustaleniu rodzicielskiego pochodzenia badane-
go regionu qll-13 chromosomu 15, co umozliwia
analiza metylacji DNA. Obecno$¢ tylko matczynego
wzoru metylacji DNA stanowi potwierdzenie PWS i
wymaga dalszej analizy DNA celem okre$lenia ro-
dzaju defektu molekularnego. Badania te oparte sa
na analizie dawki genu, analizie polimorfizmu mi-
krosatelitow oraz RFLP.

VIII. Mutacje regulatorowe a ryzyko
genetyczne

Istnienie dwoch klas mutacji regulatorowych tj. z
delecja w IC oraz bez delecji, pociaga za soba waine
konsekwencje dla poradnictwa genetycznego. W
przypadku powstatej de novo delecji w regionie IC,
ryzyko genetyczne jest populacyjne, tzn. < 1%. Dzie-
dzicznej delecji w IC (jedno z rodzicow jest nosicie-
lem mutacji) towarzyszy 50% ryzyko genetyczne. W
rodzinach, w ktérych nie stwierdza sie delecji w re-
gionie IC, ryzyko wydaje si¢ by¢ niskie (do 5%).
Brak znajomosci natury tych defektow, nie pozwala
jednak na doktadne okreSlenie ryzyka i absolutne
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wykluczenie mozliwosci powtdrzenia choroby w ro-
dzinie [51].

IX. Uwagi koncowe

Mimo, Ze zespot Pradera-Williego jest chorobg
niculeczalng, to jednak jego wczesnc rozpoznanic
daje szansg ztagodzenia, bardzo niekorzystnych dla
zdrowia chorego, skutkow choroby. Werytikacja dia-
gnozy klinicznej jest podstawg do zaplanowania po-
stgpowania przeciwdzialajacego rozwojowi nad-
miernej otyto$ci i zwiazanych z nig powiktan ze stro-
ny ukiadu krazenia, oddechowego oraz kostnego.
Ustalenie rodzaju defektu molekularnego umozliwia
okreslenie wielkosci ryzyka genetycznego, co stano-
wi jeden z podstawowych elementow poradnictwa
genetycznego oraz jeden z warunkdéw zakwalifiko-
wania chorego z PWS do terapii hormonem wzrostu.

Artykul otrzymano 13 wrzesnia 1999 v,
Zaakceptowano do druku 8 stycznia 2001 r.
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Przyczyna zespolu Angelmana — nowe spojrzenie na
mechanizm rodzicielskiego pigtna genomowego

The cause of Angelman syndrome — the new look on the
mechanism of genomic imprinting

KATARZYNA BORG', AGNIESZKA SZPECHT- POTOCKA®

Spis tresci:

I. Wstep
I1. Podloze molekularne AS
II1. Rodzicielskie pigtno genomowe w regionie 15q
III-1.UBE3A — nietypowy pietnowany gen
I11-1.1. Produkt UBE3A
II1-1.2. Budowa i ekspresja UBE3A
111-1.3. Mutacje w UBE3A
III-2. Mutacje regulatorowe rodzicielskiego pigtna
genomowego w regionie IC
IV. Diagnostyka molekularna AS
V. Uwagi koficowe

Wykaz stosowanych skrétow: AS — zespdt Angelmana (ang.
Angelman syndrome); AS-SRO — minimalny obszar ulegajacy
delecji w AS (ang. AS the smallest region of deletion overlap);
bp — pary zasad (ang. base pair); BWS — zespét Bekwi-
tha—Wiedemana (ang. Bekwith-Wiedeman syndrome); CNS —
centralny uklad nerwowy (ang. central nervous system); DMR
— region odmiennie metylowany (ang. differential methylated
region); FISH — fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (ang. flu-
orescent in situ hybridization); GI — rodzicielskie pietno geno-
mowe (ang. genomic imprinting}; IC — centrum pigtnowania
(ang. imprinting center); IM — mutacja regulatorowa rodziciel-
skiego pigtna genomowego (ang. imprinting mutation); kbp —
tysiac par zasad (ang. kilo-base pair); kb — tysiac zasad; Mb —
milion par zasad (ang. mega-base pair); pUPD — ojcowska di-
somia (ang. paternal disomy); PWS — zesp6t Pradera ~Willie-
go (ang, Prader-Willi syndrome); PWS-SRO — minimalny ob-
szar ulegajacy delecji w PWS (ang. PWS the smallest region of
deletion overlap); UPD — jednorodzicielska disomia (ang. uni-
parental disomy).

I. Wstep

Zzspol Angelmana jest rzadka neurogenetyczng
choraby wystepujaca z czgstoscia okoto 1 : 15000 zy-

TI: . logii, “Dr n. biol., Zaktad Genetyki Medycznej, Insty-
tut Matki 1 Dziecka, 01-211 Warszawa, ul. Kasprzaka 17A,
e-mzii: aspotocka@hotmail.com

98

Contents.

I. Introduction
II. The molecular base of AS
III. The genomic imprinting in the region 15q
III-1. UBE3A — untypical imprinted gene
III-1.1. The product of the UBE3A
HI-1.2. The structure and expression of the
UBE3A
I11-1.3. Mutations of the UBE3A4
III-2. Imprinting mutations in IC region
IV. The molecular diagnosis of AS
Y. Concluding remarks

wych urodzen. Obraz kliniczny charakteryzuje sig
gigbokim uposledzeniem umystowym z zaburzenia-
mi rozwoju mowy i opéznionym rozwojem rucho-
wym oraz cechami dysmorfii twarzy. Objawami to-
warzyszacymi sa: nieprawidlowy, charakterystycz-
ny zapis EEG, czgste drgawki padaczkowe oraz za-
burzenia snu. Zesp6t Angelmana jest, obok zespotu
Pradera-Williego (PWS) i zespotu Bekwitha-Wiede-
mana (BWS), jednym 2z najlepiej poznanych
przyktadéw choréb czlowieka zwigzanych z zabu-
rzeniami rodzicielskiego pigtna genomowego. Re-
gion, ktoérego defekt odpowiedzialny jest za AS wy-
kazuje ojcowskie pigtno genomowe co oznacza, ze
geny polozone w jego obszarze wykazuja monoalle-
liczng ekspresj¢ tylko z matczynych kopii. AS spo-
wodowany jest wiec dysfunkcja regionu o przeciw-
nym pigtnie genomowym w stosunku do regionu od-
powicdzialnego za PWS.

I1. Podloze molekularne AS

Za zespdt Angelmana odpowiedzialne sg defekty
molekularne w regionie q11-13 chromosomu 15 po-
chodzacego od matki (Ryc. 1). W 70% przypadkéow
defekt stanowi rozlegta delecja powstata de novo.
Rzadko delecje maja charakter rodzinny i dziedzi-
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czone sa wowczas po matce. W 2-5% przypadkow
przyczyna AS zwigzana jest z wystepowaniem jed-
norodzicielskiej disomii chromosomu 15.
Jednorodzicielska disomia (UPD) polega na
dziedziczeniu obu alleli genu lub obu chromoso-
mow tej samej pary tylko od jednego z rodzicow.
Przyczyna UPD jest btad segregacji chromosomow
(nondysjunkcja) podczas redukcyjnego podziatu
komérkowego [1]. Wyroznia sie heterodisomie i

oM O M 00 oM
00 O 00 OoOX
’ centromer
O aktywny region AS
O nieaktywny region AS
Bgi region AS inaktywowany
przez mutacje
prawidiowe  matczyna ojcowska mutacje M chromosom matczyny
dzjedziczenie dc;;enz]a dl;_%':/‘;a 23-28% O chromosom ojcowski

III. Rodzicielskie pietno genomowe w regionie
15¢q

Region q11-13, o wielkosci okoto 4 Mb, jest piet-
nowanym obszarem chromosomu 15 czlowieka. Zja-
wisko rodzicielskiego pigtna genomowego polega na
monoallelicznej ekspresji genu, zaleznej od jego ro-
dzicielskiego pochodzenia i jest wynikiem specy-
ficznej, epigenetycznej modyfikacji genomu'. Wzér

Ryec. 1. Rodzaje i czgsto$é wystgpowania defektéw molekulamych w

izodisomig. W zespole Angelmana stwierdza sig
wystgpowanie disomii pochodzenia ojcowskiego
(pUPD).

W 2-4% przypadkdéw AS uwarunkowany jest
utratg funkcji regionu w chromosomie matczynym,

Ekspresja regionu AS

zespole Angelmana (AS).

GI ustanawiany jest podczas gametogenezy i wcze-
snego rozwoju zarodkowego. Prawidtowa ekspresja
pigtnowanego regionu 15q11-13 wymaga zmiany
wzoru rodzicielskiego pigtna genomowego na
wiasciwy danej plci w czasie ,,przejscia” chromoso-

Chy
. ‘0.000.0'...lOlll‘.llol.!t..ll..tO sesen mat
u osoby zdrowej
N v .
IC 1 AS J ojc

S Rye. 2. Efekt mutacji regulatorowej
(IM) w centrum pigtnowania
orven ojc (IC) w zespole AS. U chorego z
u chorego z AS l__AiJ mat AS, matczyny chromosom ma
I Ic f—;s"ﬂ . ojcowski wzér pigtna genomo-
L= | S | o wego (wyrazony ojcowskim
wzorem metylacji DNA), co po-
woduje brak aktywnosci regio-
Cl-g kopia metylowana ;z:tnrcl;\:vnania nf:ktxvsvna kopia nu AS i ekspresje kliniczng cho-
**** maiczyny wzdr pigtna genu roby. Oznaczenia: mat — chro-
= ojcowski wzor pigtna Emutac}'a wiC ;zmﬂzg kopia mosom matezyny, ojc — chro-

mosom ojcowski.

na skutek mutacji regulatorowej rodzicielskiego
pietna genomowego (IM) w centrum pietnowania. U
23-26% chorych z AS przyczyna choroby sa mutacje
punktowe w obrebie genu UBE34. Mutacje te (po-
dobnie jak IM) moga mie¢ charakter dziedziczny, lub
moga powstawac de novo (Ryc. 2) [2].

mu przez oogeneze lub spermatogeneze.

Jednym z najlepiej poznanych czynnikdw regula-
cji ekspresji genow jest metylacia DNA. Razem z in-
nymi mechanizmami prowadzi do okresowej lub
konstytutywnej inaktywacji jednego z alleli pigtno-
wanego genu. Metylacja jest mechanizmem konco-

'por. artykul Szpecht-Potocka A. ,,Rodzicielskie pietno genomowe w zespole Pradera-Williego”, str. 87.
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wym iostatecznie stabilizujacym wzor rodzicielskie-
go pigtna genomowego. Prawie wszystkie pigtnowa-
ne geny eukariotyczne wykazujg specyficzna, zale-
zng od rodzicielskiego pochodzenia, metylacie DNA
[3]. Ezymami odpowiedzialnymi za utrzymanie w
komérce odpowiedniego poziomu metylacji DNA sa
metylotransferazy.

Ustanowiony pierwotnie wzor metylacji de novo
nic moze byé modyfikowany w kolejnych po-
dzialach komdrkowych, lecz jest replikowany ra-
zem z matrycg DNA [4]. Probg wytlhumaczenia me-
chanizmu ustanawiania w gametach wzoru GI spe-
cyficznego dla plei 1 utrzymywania go w komor-
kach somatycznych jest model wzajemnego wyklu-
czania (Ryc. 3). Hipoteza ta zaktada, Zze w obrebie
pigtnowanych domen znajduja si¢ regiony, ktérych
kopie matczyne i ojcowskie sg odmiennie metylo-
wane [5].

GENERACJA METYLACJI DNA
W GAMETACH

ZYGOTA

II-1. UBE3A — nietypowy pietnowany gen

Odkrycie genu UBE34, ktérego mutacje odpo-
wiedzialne sa za kliniczna ekspresjg zespotu Angel-
mana, zmodyfikowato dotychczasowe poglady na
temat podtoza molekularnego AS a takze, uwarun-
kowanej rodzicielskim pigtnem genomowym, regu-
lacji ekspresji gendéw. W wielu tkankach, gen
UBE3A4 ulega bowiem ckspresji z obu rodziciel-
skich kopii [6].

I11-1.1. Produkt UBE34

Produktem genu UBE3A jest ligaza E3 (ligaza
biatko:ubikwityna). Zostata ona zidentyfikowana
dzieki swej zdolno$ci do reakcji z biatkiem E6 ludz-
kiego brodawczaka i inicjacji degradacji w komérce
biatka p53 [7]. Ligaza E3 zaliczana jest do jednej z

UTRZYMANIE METYLACJI DNA
W KOMORKACH SCMATYCZNYCH

Rye. 3. Hipoteza ,,wzajemnego wyklu-
czania”. A. Metylacja chromo-
somu matczynego. B. Metylacja
chromosomu ojcowskiego. Hi-
poteza wzajemncgo wyklucza-
nia opiera si¢ na zjawisku kon-
kurencji (i jednoczesnym, wza-
jemnym wykluczaniu) miedzy
dwoma czynnikami: metylacja
DNA a bialkami niehistonowych
o oddzialywanie z regionami
DMR. Przylaczenic do DMR
specyficznych bialek nichistono-
wych powoduje przyjgcie okre-
$lonej konformacji chromatyny i
zapobicga metylacji alleli. Nato-
miast metylacja jednego z rodzi-
cielskich alleli i zwigzany z tym
podwyZszony stopieni kondensa-

m O ¢ji  chromatyny  zapobiega

wiazaniu bialek nichistonowych

do DMR. Te dwa kompetycyjne

czynniki — metylacja DNA i

konformacja chromatyny — sa

obszary
metylowane

chromosom
matczyny

mm  piciowo specyficzny

wzor metylacji

chromosom
ojcowski

zaangazowane w ustanowienie i
utrzymanie matczynego i gjcow-
skiego wzoru rodzicielskiego
pigtna genomowego w czasic

specyficzne
biatka

Oe

rozwoju 1 catego Zycia organi-
zmu [5].
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czterech klas biatek wspoéldziatajacych w selekcjo-
nowaniu na drodze ubikwitynizacji substratéw
biatkowych przeznaczonych do degradacji [§]. Pro-
ces degradacji rozpoczyna si¢ od utworzenia wyso-
koenergetycznego wigzania tioestrowego pomigdzy
aktywnym koncem cysteinowym jednego z enzy-
moéw klasy E1, a C koncowym aminokwasem ubi-
kwityny. Zaktywowana w ten sposob ubikwityna jest
przenoszona przez szereg enzymow klasy E2 na liga-
z¢ E3. Kompleks ten specyficznie rozpoznaje sub-
straty biatkowe przeznaczone w koméree do degra-
dacji. Ligaza E3 modyfikuje substrat poprzez kowa-
lencyjne przytaczenie ubikwityny [9]. Takie
potaczenie aktywuje proteolize biatka.

Ligaza E3 odbiera ubikwityng od kilku enzyméow
klasy E2, wyznaczajac do degradacji co najmniej
cztery biatka komoérkowe. Mechanizm ten moze
mie¢ jednak o wiele szerszy zasieg tj. dotyczy¢ de-
gradacji innych, niz dotychczas znane, biatek komor-
kowych [10]. Brak funkcji UBE34 moze wigc u cho-
rych z AS by¢ odpowiedzialny za zaburzenia tego
procesu, Bylby to pierwszy przyktad choroby gene-
tycznej czlowieka zwiazanej z proteoliza zalezng od
ubikwityny.

I11-1.2. Budowa i ekspresja UBE34
Gen UBE3A4 skiada sie z 10 eksonéw (oznaczo-

nych od 1-10) kodujacych podstawowy transkrypt,
eksondéw Ul-U4 polozonych w kierunku 5° w sto-

Transkrypt UBE3A wystepuje zasadniczo w
dwdch formach. We wszystkich tkankach organizmu
wykazano obecno$¢ dwdch frakeji mRNA: o wielko-
$ci okoto 4,5 kz oraz okoto 10 kz. Réznica pomigdzy
wiclko$cig transkryptow wynika prawdopodobnie z
istnienia alternatywnych sygnatéw poliadenylacji.
Sonda komplementarna do regionu kodujacego wy-
krywa rowniez dodatkowy, maty transkrypt o wiel-
koSci okoto | kz, o nieznanej funkeji [11]. W tkan-
kach ptodowych stwierdza sie ponadto obecnosé
dwoch transkryptow nie ulegajacych translacji.
Transkrypt o wiclko$ci 0,7 kz powstaje z promotora
P1 i obejmuje region OP2, eksony U1-U2-U4 oraz
ekson 1. Transkrypt wigkszy, o wielkosci 1,7 kz po-
chodzi z promotora P2 i obejmuje eksony U3-U4, a
takze U3a i U3b, oraz ekson 1 (Ryc. 4). Wykrycie
miejsc alternatywnego sktadania genu, potozonych
przed koncem 5° genu UBE3A4 (eksony U3ai U3b),
sugeruje mozliwo$§¢ powstawania biatkowych izo-
form produktu tego genu.

W wielu komorkach (fibroblastach, limfobla-
stach, kardiomiocytach i hepatocytach) gen UBE34
nie jest pietnowany i ulega ekspresji z obu rodziciel-
skich kopii. Natomiast w mdzgu ekspresji ulega tyl-
ko matczyny allel UBE34 co oznacza, Ze gen ten wy-
kazuje ojcowskie pigtno genomowe [7, 12]. Stwier-
dzono, ze u myszy objawy choroby, podobne do wy-
stepujacych u ludzi z zespotem AS, sa bezposrednio
skorelowane z objawami towarzyszacymi utracie

0oP2 Proksymalnie od 5’korica Region kodujacy Dystalnie od 3'korica
PI CPG 5 AUG
‘ 7 9-16
o 5 M Ilm usaIMI m
174 22 120 29 13 1311 196 2 239
: sensowny dystainy transkrypt
>3
[Fet -t 6,5 kz
Transkrypt P1 3 Y fansie '
ZHEI P1-0,7 kz
174 120 196

Transkrypt P2

29 113 1311 196

II-I\/I P2-171z

Rye. 4. Struktura genu UBE34 i jego transkryptow nie ulegajacych translacji oraz transkryptéw sensownych i antysensownych. Eksony oznakowane sa
wg dwdch systemow numeraciji, z ktérych jeden wyréznia region OP2, nie ulegajace translacji eksony U i ulegajace translacji eksony 1-10, a
drugi numeruje wszystkie eksony w kolejnoéci od 1-16 (pochylym drukiem). Pod eksonami zaznaczono ich wielkoé¢ wyrazona w parach zasad.
P1, P2 — sckwencje promotorowe oraz kierunck transkrypcji (zaznaczony choragiewka). Inne oznaczenia: tel — telomer, cen— centromer, kz

-— tysigce zasad.

sunku do eksonu 1, oraz dwoch eksonéw regionu
OP2tj. OP2a i1 OP2b (Ryc. 4). W regionie OP2 znaj-
duje si¢ wyspa CpG. Transkrypcja genu UBE3A4
przebiega w kierunku od telomeru do centromeru

[11].
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ekspresji matczynej kopii genu UBE34 w hipokam-
pie (r6g Ammona) i moézdzku [13].

Fakt, ze gen UBE3A w niektorych tkankach nie
jest pietnowany, a w innych podlega temu zjawisku,
przejawia sig obecnoécig dwoch rodzajow transkryp-
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tow: niepietnowanych — pochodzacych z obu rodzi-
cielskich kopii oraz pietnowanych — matczynych
mRNA.

Regulacja ekspresji genu UBE34 jest réwniez nie-
typowa dla pigtnowanego genu. Analiza wzordw me-
tylacji alleli matczynych i ojcowskich wykazuje bo-
wiem brak preferencji w metylacji wyspy CpG na
ktorymkolwiek z rodzicielskich homologow [11].
Najnowsze badania genu UBE3A4 wskazuja, Ze w re-
gulacj¢ ekspresji pigtnowanych genoéw zaangazowa-
ne sa sensowne i antysensowne transkrypty tego
genu [14]. Pierwotny transkrypt UBE3A nie podlega
wycinaniu introndw i pochodzi tylko z antysensow-
nej nici. Obejmuje on przynajmniej potowg genu, od
eksonu 11 (wg najnowszej numeracji ,,po kolei”) do
konca 3°, oraz dodatkowa sekwencje polozong dy-
stalnie w stosunku do 3’ konca. Transkrypt ten ma
wielko$¢ 6,5 kz (Ryc. 4). W mozgu, gdzie gen
UBE3A wykazuje ojcowskie pigtno genomowe (eks-
presji ulega matczyna kopia genu), antysensowny

TYP MUTACJ
Zmiana ramki Mutacje Zmiana Inne
odczytu nonsens . sekwencii
SUTR aminokwasow
ATG
645insA oty
856delG 8
1
904del5
980delAG
1461del14
W305X ——
1522delG
1552delA ————me—o——— 9
1559del7 ~———————
1694deld —— | S349P
193006IAG ——mnt TX 7
R482X ————
2037del10
Y533X ——
] VS 9-8 A—G
2230del26insA ——-————— 10
1
11
1
2527insA ———————
2567ins4 112
13
W768X —— | 782
15 ———-—%mw
3033insA 04K
3093ins5 ——¥—:Iﬁ 16 ]
3093deld } 3142del15
JUTR

Ryc. 5. Mapa mutacji w genie UBE34. Schemat zachowuje proporcje
wiclkodci eksondw od 8-16; poczatkowe eksony od 1-7 zostaty
pominigte; introny nie zachowuja proporcji.
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transkrypt powstaje tylko z alleli ojeowskich, czyli
wykazuje pigtno matczyne. Oznacza to, ze wzor ro-
dzicielskiego pigtna genomowego antysensownego
transkryptu jest przeciwny do wzoru Gl samego
genu. Brak tego transkryptu w komoérkach moézgu
moglby wiec powodowacé, ze gen UBE34 bytby tran-
skrybowany z obu rodzicielskich alleli, co jest obser-
wowane w innych niz mézgowa tkankach ludzkiego
organizmu [15]. Nie jest jednak znany mechanizm,
w jaki antysensowny transkrypt warunkuje w komor-
kach mozgu ekspresje UBE3A tylko z matczynego
allelu.

III-1.3. Mutacje w genie UBE3A

Mutacje, znalezione dotychczas w genie UBE34,
rozproszone sg na catym obszarze ulegajacym trans-
lacji (Ryc. 5) [16]. Sa zréznicowane zaréwno pod
wzgledem typu jak i pochodzenia.

Do konca 1999 roku wykryto 41 mutacji w genie
UBE3A4. Zmiany maja gtdwnie charakter mikrodele-
cji powodujacych zmiany sensu oraz zmiany typu
nonsens. Zdecydowana wigkszo§¢ mutacji w genie
UBE3A prowadzi do przedwczesnej terminacji trans-
lacji na skutek zmiany ramki odczytu. W 42% przy-
padkow mutacje stanowia delecje o wielkosci od
1-26 nukleotydow. Druga pozycj¢ pod wzgledem
czesto$ci wystepowania zajmuja insercje. Najwig-
ksza zmienno$¢ wykazuja eksony 91 16, co moze by¢
uwarunkowane ich wielkoscia i pozycja w genie.

HI-2. Mutacje regulatorowe rodzicielskiego pig¢tna
genomowego w regionie IC

Za prawidlowa ekspresj¢ pigtnowanego regionu
15q11-13 odpowiedzialny jest element regulatorowy
IC, ktorego szczegolnie silna ekspresjg obserwuje sie
w komérkach migénia sercowego i mézgu (Ryc. 6).

IC znajduje si¢ w odlegtosci okoto 160 kb od kon-
ca 5’ genu SNRPN i wykazuje dwuczgsciowa struk-
turg. Skfada si¢ z regionu PWS-SRO o wielko$ci
<4,3 kb obejmujacego wyspe CpG genu SNRPN oraz
z regionu AS-SRO (880 bp) potozonego dystalnie w
stosunku do alternatywnego eksonu IC3 [17].

Delecje de novo obejmujace obszar AS-SRO sta-
nowig mutacje regulatorowe rodzicielskiego pietna
genomowego [18]. Uniemozliwiaja one zmiang wzo-
ru GI z ojcowskiego na matezyny w zeniskiej linii ko-
morek rozrodezych. W przypadkach rodzinnych AS,
mikrodelecja powstaje w czasie spermatogenezy u
dziadka chorego dziecka od strony matki. Defekt w
IC przekazany matce (bezobjawowy nosiciel) unie-
mozliwia zamiang woru GI z ojcowskiego na mat-
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czyny (wiasciwy dla plci zenskiej) w czasie cogene-
zy. Haplotyp komérek linii piciowej matki obarczo-
ny jest wige blednym wzorem pietna na chromoso-
mie 15 na skutek mikrodelecji w IC. Dzieci bezobja-
wowych nosicielek dziedziczq nicaktywne allele, co
ujawnia si¢ fenotypem AS.

Nie zawsze przyczyna defektéw rodzicielskiego
pietna genomowego powodujacych AS sa mikrode-

Analiza metylacji DNA jest wstepnym badaniem
molekularnym umozliwiajacym weryfikacje rozpo-
znaniaklinicznego AS. W badaniu tym wykorzystuje
sig fakt specyficznej metylacji rodzicielskich alleli
genow potozonych w kierunku 5’ od UBE34 w pigt-
nowanym regionie 15q, co umozliwia rozréznienie
metylowanego chromosomu 15 pochodzacego od
matki od chromosomu niemetylowanego — pocho-

A)
o 3 5 3o
s tr 8z Y0828 gy7eg go3 5w
Soh e 0o _58Hhaonn 532 =9 2 0
sgpe cefzrogooesn 22829 fag & o 9
NZoo 0o o Loas>booao 022006 o o a
cen
B) iC_J~—
«©
£
e £ 2 o P <3
o Q o9 Q 7
| [
AS-SRO PWS-SRO
(> polimorficzne O geny o ekspresji = AS - SRO
markery DNA dwuallelicznej PWS - SRO
pigtnowane T
® geny eksony

Ryc. 6. Schemat chromosoniu 15g. A — Uklad gendw i znanych markeréw DNA na chromosomie 15q. B — Mapa [izyczna centrum pigtnowania.

Oznaczenia: tel — telomer, cen — centromer.

lecje w IC. Opisano chorych z AS, wykazujacych
nieprawidlowy wzor metylacji DNA, u ktérych nie
stwierdza si¢ zmian strukturalnych w IC, 1 ktorzy
dziedzicza chromosom z nieprawidlowym wzorem
pigtna genomowego od babci chorego dziecka ze
strony matki (w przeciwienstwie do chorych z mikro-
delecja w IC, dziedziczacych chromosom z mutacja
od dziadka ze strony matki). Znalezione dotad IM,
nie powodujace zmian strukturalnych w IC, mialy
charakter sporadyczny [18, 19].

IV. Diagnostyka molekularna AS

AS jest choroba niculeczalng, jednak wezesna dia-
gnoza umozliwia zapobieganie nicktorym jej skut-
kom. Szerokie spektrum defektéw molekularnych w
regionie 15q11-13 prowadzacych do ekspresji AS
sprawia, ze diagnostyka molekularna tego zespotu
jest zréznicowana 1 wieloetapowa.
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dzenia ojcowskiego. Zmiany wzoru metylacji DNA
obserwowane sa u chorych z AS z duzymi delecjami
w regionie 15q, z matczyna disomig chromosomu 15
i z mutacja regulatorowa w regionie IC.

Wsrod chorych wykazujacych nieprawidtowy
wzor metylacji DNA, identyfikacj¢ defektu rozpo-
czyna si¢ od poszukiwania delecji, gdyz stanowia
one przewazajaca liczbg przypadkéw AS.

Brak delecji sugeruje mozliwos¢ wystgpowania
jednorodzicielskiej disomii. Identyfikacja UPD
oparta jest na analizie polimorfizmu mikrosatelitow
— badaniu o charakterze rodzinnym tj. u chorego i
cztonkow jego rodziny. Jako markery wykorzystuje
sie¢ zmiany polimorficzne okre$lajace indywidualny
charakter badanej czasteczki DNA. Porownuje sig
sposob dziedziczenia markera polimorficznego w ro-
dzinie chorego.

Nieprawidlowy wzér metylacji DNA u chorych z
AS, u ktorych nie wykryto delecji lub UPD, sugeruje
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Tabela 1

Ryzyko genetyczne dla poszezegdlnych rodzajow defektéw molekularnych w zespole Angelmana.

Rodzaj defektu molekularnego

Ryzyko genetyczne AS

Rozlegta delecja 15q

1% (populacyjnc)

Disomia chromosomu 15

~2%

Mutacja punktowa powstala de novo w genieUBE3A

1% (populacyjne)

cow (forma dziedziczna)

IM — mikrodelecja w [C gdy nosicielem jest jedno z rodzi-

do 50%

IM bez stwierdzonej mikrodelecji w IC

bliskic 1% (populacyjne) i < 5%

tywnych

Mutacje recesywne lub dominujace czynnikow trans-ak-

25 —50%

wystepowanie IM. Wowczas poszukiwane sg mikro-
delecje w regionie IC lub gdy ich brak, przeprowa-
dzana jest analiza segregacji haplotyp6éw, umozli-
wiajgca zidentyfikowanie chromosomu z niepra-
widlowym wzorem pigtna genomowego 1 przesle-
dzenie sposobu dziedziczenia go w rodzinie.

Pacjenci z obrazem klinicznym odpowiadajacym
AS, u ktérych wykluczono wystgpowanie delecji,
UPD i IM moga mie¢ mutacje w genie UBE34. Po-
szukiwanie nowych mutacji w tym genie wymaga za-
stosowania jednej z metod przesiewowych a nastgp-
nie sekwencjonowania okreslonych fragmentow
DNA.

V. Uwagi koncowe

Podloze molekularne zespotu AS nadal nie jest do
konca wyjasnione. Zagadka pozostaja mutacje regu-
latorowe v chorych z AS, u ktorych nie stwierdza sig
delecji w IC. Nie wyjasniona jest rOwniez rola alter-
natywnych transkryptow w regulacji ekspresji
UBE3A, uwarunkowanej rodzicielskim pigtnem ge-
nomowym. Mimo to, mozliwa jest diagnostyka mo-
lekularna AS odgrywajaca gtéwna rolg w poradnic-
twie genetycznym (Tabela 1) i bedaca podstawa do
zastosowania leczenia objawowego skutkow tej cho-
roby.

Artykut otrzymano 13 wrzesnia 1999 r.
Zaakceptowano do druku 8 stycznia 2001 r.
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Dinukleozydopolifosforany: wyst¢powanie, metabolizm i

funkcje

Dinucleoside polyphosphates: occurrence, metabolism

and function
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Wrykaz skrotow: Ap,A — adenozyno(5’)difosfo(5’)adenozy-
na; Ap,A — diadenozyno-5’,5"-P!,P3-trifosforan = adenozy-
no(5)trifosfo(3’)adenozyna; Ap,A — diadenozy-
no-5",5""-P! P4-tetrafosforan = adenozyno(5" )tetrafosfo(5")ade-
nozyna; ApsA — adenozyno(5’)pentafosfo(5)adenozyna;
ApA — adenozyno(5’)sekstafosfo(5’)adenozyna; Ap,A —
adenozyno(5’)septafosfo(5’)adenozyna; Ap,A — adenozy-
no(5”)oligofosfo(5’)adenozyna; Ap,G — adenozyno(5’)oligo-
fosfo(5’)guanozyna; Ap;N — adenozyno(5°)trifosfo(5’)nukle-
ozyd; Ap,N — adenozyno(5’)tetrafosfo(5’)nukleozyd; cAMP
— cykliczny AMP; DIPP — fosfohydrolaza polifosforanu di-
fosfoinozytolu; FHIT gen kodujacy biatko Fhit z , famliwym,,
motywem HIT (ang. fragile histidine triad); Gp,G — guanozy-
no(5")trifosfo(5’)guanozyna; Gp,G — guanozyno(5 )tetrafos-
fo(5’)guanozyna; Gp,G — guanozyno(5’)pentafosfo(5’)guano-
zyna; Gp,G — guanozyno(5’)oligofosfo(5)guanozyna; HIT —
triada histydynowa; Np,N’, dinukleozydopolifosforany = nukle-
ozydo(57)oligofosfo(5’)nukleozyd = P! Pn-bis(5’-nukleozydy-
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loyoligofosforan; PP-InsP; — pentafosforan difosfoinezytolu;
(PP),-InsP,— tetrafosforan bis(difosfoinozytolu}; Up,U —ury-
dylo(5”)difosfo(5 Jurydyna.

I. Struktura dinukleozydopolifosforanow

Dinukleozydopolifosforany zbudowane sa z
dwoch nukleozyddéw purynowych lub pirymidyno-
wych, identycznych lub réznych, potaczonych
tancuchem polifosforanowym poprzez wigzanie fos-
foestrowe w pozycjach 5° (Ryc. 1). Oficjalna che-
miczna nazwa tej klasy zwiazkéw okreSlona przez
komisje IUPAC-IUB w 1977 r. to: nukleozy-
do(5")oligofosfo(5’)nukleozyd Iub P'P"-bis(5’-nu-
kleozydylo)oligofosforan, np. Aps;A to adenozy-
no(5’)tetrafosfo(5’)adenozyna. W literaturze wyste-
puje takze na rownych prawach starsze nazewnic-
two: diadenozyno-5",5""-P' P*-tetrafosforan [1].
Najczg$ciej spotykane sg polifosforany diadenozy-
nowe polaczone resztami fosforanowymi, kidrych
liczba waha si¢ miedzy 2 do 7, a sposrdd nich najezs-
sciej wystepuja: diadenozyno-5,5°"-P' P*-tetrafos-
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foran (ApsA) oraz diadenozyno-S’,S”’-PI,P3—trifos-
foran (Ap;A). Dla uproszczenia stosuje sie skroty
Np,N’, gdzie n oznacza liczbe fosforanéw. )

NH,
= N
N
N ~N
? 9 9
1
o HZCO-F!’—O-P—O-I?—OCHZ o
OH OH OH
(N N\\] OH OH
!
NH,

Rye. 1. Struktura diadenozyno-5’,5"-P!,P3-trifosforanu, Ap;A.

II. Odkrycie

Pierwsze doniesienia dotyczgce dinukleozydopo-
lifosforanéw (Np,N’) pochodza z 1953 r. Uzyskano
wowczas, jako produkty uboczne podczas syntezy
ApU, Ap,A oraz Up,U [2, 3]. Dopiero 10 lat pozniej
wykazano wystgpowanie dinukleozydopolifosfora-
now w zywych organizmach [4]. Jako pierwsze wy-

wanie dinukleozydopolifosforanami ze wzgledu na
udzial w syntezie DNA [7-10] i odpowiedzi na stres
[11-15]. Intensywniejszy rozwoéj badan wigze si¢ z
odkryciem genu FHIT (ang. fragile histidine triad),
bedacego prawdopodobnie supresorem rozwoju no-
wotwordow, kodujacego biatko wykazujace aktyw-
nosé hydrolazy ApsA [16-20].

ITI. Wystepowanie

Dinukleotydy wystepujg powszechnie we wszyst-
kich organizmach (Tabela 1), Dinukleozydopolifos-
forany sa bardziej stabilne niz ATP i ADP, a ich stg-
zenie w komorkach wyzszych organizméw wynosi
0d 0,01 do 1 uM [21-24]. U niektérych bakterii i dro-
zdzy (Salmonella typhimurium, Escherichia coli i
Saccharomyces cerevisiae) stgzenie dinukleozydo-
polifosforanéw w komorkach moze wzrosngé w cza-
sie stresu termicznego nawet powyzej 100 uM [23,
24].

Sposrod wielu dinukleozydopolifosforanéw w
plytkach krwi czlowieka, jako pierwsze zostaly zi-
dentyfikowane Ap;A i ApsA [24]. W organizmie
cziowieka wykryto ponadto obecnoé¢ innych dinu-
kleozydopolifosforandéw: Ap,A [23], ApsA, ApsA
[26], ApsA [27], Ap,G (n=3-6), Gp,G (n=3-6) [27].

Tabela 1
Wystepowanie dinukleozydopolifosforanow
Np,N Wystgpowanie
ApA Migsien sercowy [25]
Ap;A Prokariota i Eukariota [23, 25, 34], migsicn sercowy [25], ptytki krwi [35, 24-29}
Salmonella typhimurium {11], innc Prokariota [23], organ elektryczny Torpedo [36], plytki
ApiA krwi [24, 37], miesien sercowy [25], pgcherzyki synaptyczne [26, 31, 38], ziamistoSci chro-
mochlonne [25, 26, 39], rdzeh nadnerczy [26, 31], rézne Eukariota [21, 23, 40]
ApA Organ elektryczny Torpedo {36], pecherzyki synaptyczne [26, 31, 38],
Ps plytki krwi [41], ziarnisto$ci chromochlonne [26, 30, 39]
ApsA Ptytki krwi [26, 41], ziarnistoéci chromochlonne [26, 30, 39]
Ap;A Phytki krwi [27]
ApG (0=3-1), Plytki krwi [42, 27], Prokariota i Eukariota [4, 6, 23, 40]
Ap4N
Gp,G (n=3-6) Prokariota [15], skorupiaki [4, 6, 43, 44], plytki krwi {42, 27]
CpU, UpU, CpsC, .
GpaU, GpC Prokariota [15]

kryto GpsG oraz GpsG w otorbionych, odwodnio-
nyck embrionach krewetki Artemia salina [6]. Po-
wstawanie zwigzkow typu ApsA in vitro zostato za-
obscrwowane podczas dziatania syntetazy lizy-
lo-tRNA [5]. W latach 70-tych wzrosto zaintereso-
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Dinukleotydy wystgpuja w gestych ziarnisto$ciach
plytek krwi cztowieka (ang. platelet dense granules)
[24-29], jak rowniez w ziarnisto$ciach chromochton-
nych (ang. chromaffin granules) [26, 30], choliner-
gicznych pecherzykach synaptycznych {26,311, sy-
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naptosomach $rodmoézgowia [31-33], mieéniu serco-
wym [25], rdzeniu nadnerczy [26, 31]. Taka lokaliza-
cja moze $wiadczy¢ o istotnym znaczeniu Np,N’ w
przemianach.

IV. Przemiany dinukleozydopolifosforanow
1V-1. Biosynteza

Enzymatyczna synteza ApsA zostata po raz pierw-
szy wykazana w 1966 roku w laboratoriumZ amec -
nika podczas badania wlasciwosci syntetazy lizy-
lo-tRNA z E. coli [5]. Katalizuje ona dwustopniowg
reakcje [45]:

I aminokwas + ATP + E &
E-aminoacylo-AMP + PP;

II E-aminoacylo-AMP + ATP «>
Ap4A + aminokwas + E

Chociaz wigkszos¢ przebadanych syntetaz amino-
acylo-tRNA u zwierzat, drozdzy i bakterii jest zdolna
do tworzenia Np,A jako produktéow ubocznych, to
tylko kilka z nich syntetyzuje je z wieksza wydajno-
$ciq [45]. Sa to syntetazy: lizynowa [35, 45, 46], feny-
loalaninowa [45, 47] i alaninowa. Nie jest jasne, dla-
czego u roslin tylko nieliczne syntetazy (serynowa i
fenyloalaninowa) moga syntezowac¢ Np,A [47].

Adenozynotetrafosforan (psA) i adenozynopenta-
fosforan (psA) syntetyzuje inny znany enzym, synte-
taza acylo-CoA z Pseudomonas fragi [EC 6.2.1.8]; z
mniejsza za$§ wydajnoscig takze ApsA, ApsA oraz
ApsN [48].

Dinukleozydopolifosforany mozna wydajnie
otrzymywac wykorzystujac lucyferazg ze §wietlika
[EC 1.13.12.7], ktora przenosi reszty adenylowe na
polifosforany (P3, P4) lub na NTP, co prowadzi do po-
wstania odpowiednio p,A, (n=3-20) oraz ApsN,
(n=4-16) [49]. Reakcja przebicga nastepujaco:

I lucyferyna+ ATP+E —
E-lucyferyno-AMP + PP;

IV E-lucyferyno-AMP + ATP —
ApsA + lucyferyna + E

Niektore ligazy, jak ligaza DNA faga T4 [EC
6.5.1.1]1[50] i ligaza RNA faga T4 [EC 6.5.1.3] [51]
katalizuja rowniez syntezg ApsN (z ATP i NTP) [ub
psA (z ATP i Py), pod nieobecnosé DNA lub RNA w
probie badanej. Ligaza DNA faga T4 katalizuje trdj-
etapowa reakcje:

V  E+ ATP —» E-AMP + PPi
V1l E-AMP + DNA-5-P —
E-DNA-5’-PP-*5A
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VI[ E-DNA-5-PP-‘5A + HO-3’-DNA —
E + DNA-5’-P-3’-DNA + AMP

Do tej pory nie wykazano obecno$ci enzymdw
syntetyzujacych wylacznie dinukleozydopolifosfo-
rany.

1V-2. Degradacja

Opisano wiele enzymow u ssakow, roélin, niz-
szych eukariontéw i prokariontéw, zdolnych do spe-
cyficznej degradacji okre$lonych dinukleotydow
[52]. W tym procesie biora rowniez udziat fosfodie-
sterazy, ktore niespecyficznie rozpoznaja substrat.
Enzymy wewnatrzkomorkowe (gtdwnie hydrolazy i
fosfatazy — Tabela 2) wykazuja bardzo duzg specy-
ficznos¢ wobec dinukleozydopolifosforanow. Zew-
natrzkomorkowe enzymy, zaréwno rozpuszczalne
jak i zwiazane z powierzchnig komorki wydaja sie
by¢ mniej specyficzne [26, 53]. Formy rozpuszczal-
ne sg prawdopodobnie izoenzymami alkalicznej fos-
fodiesterazy [EC 3.1.4.1]. W¢rdd nich jest wydziela-
na na zewnatrz hydrolaza diadenozynopolifosfora-
noéw (ang. ecto(diadenosine polyphosphate hydrola-
se), ecto-Ap,Aase) zwigzana z blona plazmatyczna
[53, 54].

Enzymy rozkfadajace Np,N mozna klasyfikowaé
ze wzgledu na budowe miejsca wigzania nukleoty-
dow na zawierajace domeng HIT (od ang. histidine
triad) lub motyw MutT/Nudix (Ryc. 2). Jedynym
znanym enzymem degradujacym Np,N, podobnym z
kolei do rodziny fosfataz serynowo-treoninowych,
jest symetryczna hydrolaza ApsA z E. coli, kodowa-
na przez gen apaH.

1V-2.1 Enzymy typu MutT/Nudix

Enzymy zawieraja w miejscu katalitycznym
wiazania nukleotydow, wysoce konserwatywng se-
kwencje GX;EX;REUXEEXGU, gdzie U oznacza I,
L lub V, a arginina jest jednym z czterech wysoce
konserwatywnych aminokwasdw. Sekwencja ta zo-
stata wczeSniej wyrézniona dla prokariotycznych
biatek MutT. Poniewaz do tej grupy naleza hydrolazy
NpuN, rozkladajace z wieksza lub mniejszg specy-
ficznoscig Ap,A, gdzie n= 4-6 [55-56], zapropono-
wano dla nich nazwe hydrolazy Nudix (ang. nucle-
oside diphosphate linked to some X moiety). Motyw
MutT/Nudix tworzy unikatowq strukturg petla-heli-
sa-petla umozliwiajaca wigzanie dinukleozydopoli-
fosforandw [57].

Do biatek zawierajacych motyw MutT/Nudix na-
leza hydrolazy ApsA wystepujace w tkankach
cztowicka, APAH! [55], w tkankach $wini [58], w
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tkankach hubinu [59], jak i jgczmienia [60]. Takze
hydrolazy ApsA reprezentowane przez biatko Apsl z
Schizosaccharomyces pombe [61-62], jak i kodowa-
ne przez gen yorl63w z S, cerevisiae [56, 62] zawie-
raja ten motyw.

Bardzo ciekawym przykladem jest biatko infek-
cyjne lalA z Bartonella bacilliformis [56, 63], ktore
podobnie jak eukariotyczne hydrolazy ApsA, hydro-
lizuje substrat asymetrycznie.

Fosfohydrolaza polifosforanu difosfoinozytolu
DIPP (ang. diphosphoinositol polyphosphate pho-
sphohydrolase) katalizuje tak rézne substraty jak
ApgA oraz pentafosforan difosfoinozytolu PP-InsPs,
(ang. diphosphoinositol pentakisphosphate) 1 tetra-
fosforan bis(difosfoinozytolu) (PP),-InsP, (ang.
bis-diphosphoinositol tetrasphosphate) [64]. Porow-
nujac strukturg tego enzymu z innymi bialkami hy-
drolizujacymi diadenozynopolifosforany i difosfo-
inozytolopolifosforany (Apsl z S. pombe 1 yori 63w
z S. cerevisiae) wysunie¢to hipoteze, Ze to samo cen-
trum aktywne fosfohydrolazy polifosforanu difosfo-
inozytolu DIPP czynne jest w procesie hydrolizy za-
réwno Ap,A jak i difosfoinozytolopirofosforanow
[56, 62, 64]. Motyw Nudt (ang. Nudix-type), zawie-
rajacy wysoce konserwatywne reszty glutaminowe,
otoczony jest sekwencjami flankujacymi bogatymi

Tabela 2

Enzymy biorace udzial w katabolizmie dinukleozydopolifosforandw.

w reszty glicynowe (motywy GR1 1 GR2). Wydaje
sig, ze aktywno$¢ enzymu wobec tak roznych sub-
stratow wynika z obecno$ci sekwencji bogatej w gli-
cyn¢ w poblizu konca C biatka (motyw GR2,
GX,GXsG). Biatka nie hydrolizujace polifosfora-
néw difosfoinozytolu, takie jak: APAHI u cztowieka
czy lalA z B. bacilliformis, nie posiadaja motywu
GR2 [64].

IV-2.2 Enzymy typu HIT

Biatka HIT zawieraja w poblizu konca C trzy resz-
ty histydynowe (ang. histidine triad) HXHXHXX,
gdzie X stanowia aminokwasy hydrofobowe.
Poczatkowo przypuszczano, ze motyw HIT tworzy
miejsce wigzania jondow cynku [65]. Wydaje sig, ze
motyw ten uczestniczy w wigzaniu nukleotydéw
[18]. Wirdd rodziny biatek HIT wyr6znia sig biatka
Hint (ang. histidine triad nucleotide-binding prote-
in), wystepujace u wszystkich organizmow.
Przyktadem takich enzymoéw sg nukleotydylotrans-
ferazy (ang. nucleotidy! transferases) oraz hydrolazy
o blizej nie sprecyzowanych substratach.

Pozostate biatka IHIT sg charakterystyczne tylko
dla organizméw eukariotycznych [17, 18, 66].
Przykladem jest hydrolaza Ap;A w tkankach

Enzym Substrat Katalizowana reakcja Pismiennictwo
Fosforylaza ApsA 1 [EC 2.7.7.53]} ApeA, Ap;A ApsA + P> ATP + ADP | [73, 74]
Fosforylaza ApsA 1T [69, 71,75, 76, 77}
Fosforylaza Ap;A/Ap,A [75, 78]
Symetryczna pirofosfohydrolaza Ap,A [EC 3.6.1.41] ApiA ApsA — 2 ADP [78-82]
Asymetryczna pirofosfohydrolaza Ap,A [EC3.6.1.17] | ApsA ApsA — ATP + AMP {4,19,55,59, 60,74,
81, 83-90]
Hydrolaza dinuklcozydopolifosforanéw lalA ApiA, ApsA, ApeA, GpiG, | ApsA — 2 ATP [63,91]
GpsG, psA, psA ApsA — ATP + AMP
Hydrolaza Ap;A [EC 3.6.1.29] Api;A Ap;A — ADP + AMP {16, 17, 20, 72, 48,
78, 81, 85, 92-98]
Hydrolaza ApsA ApsA, ApsA, pDsA, PsA, ApsA — pA + ADP [56, 61, 62]
PP-InsPs, (PP),InsPy ApsA — 2 ATP

Fosfohydrolaza polifosforanu difosfoinozytolu DIPP PP-InsPs, (PP),InsPy, ApsA ApsA — AMP + ADP [62, 64]

Fosfodiesteraza [ [EC 3.1.4.1]

ApyA-azy ADP

cAMP, ATP, ADP, ApsA, ApiA | ApyA — AMP + ADP | [24, 52, 54, 85, 99,

100
Oligonukleotydaza [EC 3.1.13.3} i [10(1]
Nukleotydopirofosfataza [EC 3.6.1.9] 199]
5° nukleotydaza [EC 3.1.3.5] [92]
Zewngtrzne nukleotydazy, Ap.A, ATP, ADP Ap.A — AMP + Apay {30, 53, 54]
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czlowieka, kodowana przez gen FHIT, hydrolaza
ApsA kodowana przez gen apaH! z S. pombe [19,
67], jak rowniez analog hydrolazy Ap;A wyste-
pujacy w komoérkach S. cerevisiae, a kodowany przez
gen aphli/hnt? [68).

Motyw -
konserwatywny
‘miejsca katalitycznego

i HXHXH

Motyw

HXHXQ

konserwatywny
miejsca katalitycznego

Galt ||
transferaza
urydylowa galakiozo-
| 1-fosforanu
L
[ HINT FHIT

((ang. histidine triadi hydrolaza Ap;A cztowiek

—

|nucleotide-binding | | ApaH1
| protein) wszedzie  hydrolaza Ap,A S. pombe
- — aphl/hnt2 \

|
Fiydrolaza ApA S, cerevisiaq

S. cerevisiae ‘

S

rek 1 tkanek zwezZaja 1 rozszerzaja naczynia krwio-
noéne, reguluja agregacje i rozpad plytek krwi [24,
29, 26, 31, 54]. Wplywaja rowniez na podziaty ko-
morek [97, 105], ich roznicowanie i apoptoze komo-
rek [98, 101]. Prowadzone sg bardzo intensywne ba-

Fosfatazy MutT
Serynowo- Nudix
treoninowe Nudt
; ""’*@Iﬁ’ R ‘M?lyw konsei.rwatyrv}n)}“
 symetryczna hydrolaza | | DI%5¢a kazaluycznegoﬂ
ApAE coli | gﬁxmzsuxmxcu;

UV __J 0 U—
ApaliApa2 N
i ffosforylazy ApsAl i APAHI1

[ Konserwatywna sekwencja || hydrolazy ApsA
| Mankujaca miejsce katalityczne| rczlowiek, $winia, tubin|

l GX:GXsG Tall |
e )1 biatko infekeyjne
Bzrtanella baciliformis
" DIPP 1 Aps | ;
; fosfohydrolaza | hydrolaza ApsA S. pombe |
difosfoinozytolopirofosforanul yorl63w !

! ﬂlydro]aza ApsA §. cerevisiae.
- |

Rye. 2. Klasyfikacja enzymow degradujacych Ap, A w zaleznosci od budowy miejsca katalitycznego.

Biatka zawierajace glutaming w miejsce ostatniej
histydyny (HXHXQ) charakteryzujg sie strukturg i
mechanizmem reakcji podobng do biatek typu HIT
[16, 17, 43, 53]. Do tej grupy nalezy biatko GalT,
bedace transferazg urydylilowa galaktozo-1-fosfo-
ranu [EC 2.7.7.12] (ang. galactose-1-phosphate uri-
dylyltransferase) czy fosforylaza Ap4A. U nizszych
eukariontdéw nie zawierajacych hydrolazy ApsA
moze wystgpowac jedna lub wiccej fosforylaz ApsA
[69-71]. U S. cerevisiae wystepuja dwie fosforylazy:
Apal i Apa2 kodowane odpowiednio przez geny
apaliapa2. Napodstawie struktury trojwymiarowej
powyzszych enzymow wyrdzniono biatka typu
GAFH, ktérych nazwe utworzono z pierwszych liter
nazw enzyméw (z ang. GalT, Ap,A phosphorylase,
FHIT, Hint) [66, 72].

V. Funkcje dinukleozydopolifosforanow

Dinukleozydopolifosforany sa przypuszczalnie
waznymi sygnatami zewnatrz- 1 wewnatrzkomorko-
wymi, ale rownie dobrze moga by¢ uwazane za zbed-
ne, toksyczne metabolity, powstajace w warunkach
stresowych. Dinukleozydopolifosforany moga zabu-
rzaé procesy zalezne od ATP. Uczestnicza w wielu
procesach zachodzacych na poziomie komérek i or-
ganizmu, np. stymulujg syntez¢ DNA, reguluja mito-
ze, aktywuja transkrypcje genow [98, 101]. W
btonach reguluja poziom wapnia, hamuja dziatanie
kanatu potasowego [102-104]. Na poziomie komo-
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dania nad udzialem dinukleozydopolifosforanow w
neurotransmisji [ 105, 106].

V-1. Dinukleozydopolifosforany jako neuro-
transmitery

Dinukleozydopolifosforany spelniaja wszystkie
kryteria chemicznych transmiteréw. 1) Przechowy-
wane sa razem z acetylocholing i katecholaminami.
2) Uwalniane sa w wyniku stymulacji zakofczen sy-
naptycznych. 3) Posiadajg specyficzne receptory. 4)
Inaktywowane sa przez zewngtrzne nukleazy [53].
Ap.A dzialajg jako zewnatrzkomoérkowe czgsteczki
sygnatowe poprzez interakcje z receptorami adeno-
zyny typu Al [107, 108], podtypem P2 receptordéw
purynowych [26, 32, 33, 109] i/lub przez specyficzne
receptory dinukleozydopolifosforandw, niewrazli-
wych na antagonistow ATP [32, 33, 109], inicjujac
lub zmieniajac wiele proceséw biologicznych.
Uwolnione dinukleozydopolifosforany (sa bardziej
stabilne od ATP i ADP), mogg dziata¢ bezposrednio
jako dlugodystansowe czasteczki sygnalowe, dyfun-
dujac daleko od miejsca uwalniania. Nie wnikajg do
komérek przez nie naruszone blony komoérkowe
[31]. Dzialanie na caty organizm Np,N’ moze wyste-
powacé juz przy stezeniach od 0,1 nM do I uM, a lo-
kalnie w miejscu uwalniania stgzenie moze docho-
dzié nawet do 100 uM [24]. Dinukleozydopolifosfo-
rany moga réwniez dziafa¢ posrednio przez produkty
swojej degradacji [24, 26]. Enzymy rozkiadajace
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dinukleozydopolifosforany pelnia wiec podwdjng
funkejg: w terminacji sygnatu oraz w tworzeniu pu-
rynergicznie aktywnych produktow, takich jak:
ATP, ADP czy AMP [26, 53]. Ap,A (n=4-6) inhibuja
agregacjg ptytek krwi indukowanag przez ADP. Ap;A
w niskich stezeniach dziala jako proagonista aktywa-
¢ji ptytek krwi [26]. Z kolei ATP i ADP mogag
wplywac na tempo hydrolizy Ap,A we krwi poprzez
inhibicje odpowiednich hydrolaz [53].

V-2. Regulacja ukladu sercowo-naczyniowego
przez dinukleotydy

Dinukleozydopolifosforany sg uwalniane z plytek
krwi podczas ich aktywacji. Lokalnie efekty zacho-
dzi¢ moga przy bardzo duzych stezeniach, nawet do
100 uM, podczas gdy systemowe efekty zachodza
juz przy stezeniach od 0,1 nM do 1 pM.

Dinukleozydopolifosforany, w zaleznosci od
miejsca dziatania i receptora, z ktérym si¢ wiaza,
dzialajg jako czynniki rozszerzajace lub zwegzajace
naczynia w watrobie, nerkach czy migsniach glad-
kich [26, 27, 31]. Ap;A pobudza agregacje ptytek
krwi, podczas gdy Ap,A, gdzie n=4-6, hamuja ten
proces [31]. Wskazuje to na mozliwo§¢ wykorzysta-
nia analogédw i antagonistow dinukleozydopolifosfo-
ranéw w celach terapeutycznych. Prowadzone sa ba-
dania nad otrzymaniem stabilnych analogéw Ap,A,
ktére dzicki wiasciwosciom antyagregacyjnym
moglyby by¢ bezpiecznym czynnikiem obnizajacym
cisnienie [29], jednak ze wzglgdu na wielofunkcyj-
nos¢ dinukleozydopolifosforanow, specyficznosé
tkankowa i gatunkowa ekspresji ich receptorow, nie
jest to prostym zadaniem.

V-3. Oddzialywanie z bialkami

Dinukleozydopolifosforany hamuja lub aktywuja
wiele enzymow [110]. Sg inhibitorami kinazy adeno-
zynowej [111], kinazy adenylanowej [112], cyklazy
adenylanowej [113], koficowej transferazy dezoksy-
nukleotydylowej [114], a takze polimerazy
poli(ADP-rybozy) [115]. ApsA, ApsA aktywuja fos-
forylaze glikogenu [116], deaminazg AMP [117]
oraz 5’-nukleotydaze cytozolowa [118]. ApsA oraz
Gp4G wplywaja na metabolizm puryn [117], a ponad-

to, u Artemia Gp4G i Gp;G stanowig zrodto puryn do -

syntezy RNA i DNA. Dinukleozydopolifosforany
(Ap.A(n=3-6)) biora udziat w regulacji wzrostu ko-
mdrki poprzez: aktywacje genu Egr-1, regulacje re-
plikacji DNA: interakcje z polimeraza DNA [7, 8,
21, 26, 103, 119, 120].
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U wyzszych eukariontéw dinukleozydopolifosfo-
rany wydaja sie by¢ wewnatrzkomoérkowymi przeno-
$nikami zewnatrzkomérkowych sygnatéw. Biorg
udzial w odpowiedzi na glukozg¢ w komérkach f3
trzustki [121]. Rowniez stymuluja glukoneogeneze
w tkankach szczura [122].

Nietypowe nukleotydy wplywaja na regulacje
kanatdéw potasowych wrazliwych na ATP w komor-
kach B 1 migéniu scrcowym [123, 124]. Ponadto,
dinukleozydopolifosforany indukuja oscylacje jo-
néw Ca®' [102] oraz reguluja uwalnianie Ca’" przez
receptory ryanodynowe w miesniach szkieletowych i
w mozgu [103, 104]. Wszystkie Ap,A stymuluja
wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia wapnia
[125].

V-4. Dinukleozydopolifosforany a stres

Poziom dinukleozydopolifosforanéw w cytopla-
zmie wzrasta w czasie stresu, stad sugeruje sie ich
funkcje w regulacji cyklu komérkowego [11, 14,
126]. U organizméw prokariotycznych stwierdzono
akumulacj¢ Ap,A w warunkach stresu cieplnego
[11], tlenowego oraz gtodu [11, 14, 15]. W organi-
zmach eukariotycznych zwiazek poziomu dinukle-
otydoéw ze stanem komoérki wymaga jeszcze wielu
badan, nie uzyskano do tej pory jednoznacznej odpo-
wiedzi [14, 62, 127, 128].

Cickawym przyktadem jest biatko IalA u B. baci-
liformis rozktadajace migdzy innymi ApsA. Dysku-
tuje sie mozliwos¢ ulatwiania przez to biatko infekcji
bakteryjnej [91]. Ap,N wiaze sig z kilkoma biatkami
stresowymi (DnaK, GroEL, ClpB) [120]. Wzrost po-
ziomu ApsA, bgdacego prawdopodobnym sygnatem
taczacym replikacje DNA z podziatami komoérki w
E. coli [120], wywoluje przedwczesne podziaty ko-
morki, co moze hamowaé proces infekcji. Ponadto
ApsN moze hamowac lub aktywowaé wiele roznych
enzymoéw. Stad obecno$¢ dodatkowego enzymu
rozktadajacego Ap4N obok konstytutywnej hydrola-
zy ApsN wydaje si¢ by¢ konieczna dla przezycia bak-
terii [91]. Sugeruje si¢ rowniez, ze enzym ten
rozktadajac Ap,A do ATP i AMP, stwarza dodatkowe
zrodlo zaopatrzenia w energig [91].

V-5. Stosunki ilosciowe Ap;A i Ap,A a funkcje
komérki

Niektorzy badacze sugeruja, ze bardzo istotny dla
komorek jest stosunek ApsA do ApsA [105]. Wiado-
mo, ze poziom Ap,A zwigksza si¢ w warunkach stre-
sowych. Przypuszcza sig, ze ApsA jest skladnikiem
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odpowiedzi antyproliferacyjnej u ssakow, induko-
wanej przez interferon (Ap;A jest koinduktorem roz-
nicowania), podczas gdy ApsA, bedacy czynnikiem
zwigzanym z podzialami, moze by¢ antagonisty tej
drogi [17]. Rézine czynniki indukujace apoptoze
(promieniowanie 7y, bleomycyna, szok cieplny,
kadm, etanol, arsenian, stres §rodowiskowy) powo-
duja jednoczeé$nie wzrost stezenia ApsA [13, 101,
129], podczas gdy stezenie Ap;A zmniejsza sie. Do-
danie do kultury tkankowej ApsA wywotuje apopto-
z¢g, podczas gdy samo ApsA nie indukuje bezposred-
nio ani apoptozy, ani roznicowania komorek. Stosu-
nek Ap;A/ApsA prawdopodobnie decyduje o po-
dziatach, roznicowaniu i apoptozie komorek [98,
101, 105]. Elementem kluczowym moze by¢ tu
biatko FHIT [62,101], bedace prawdopodobnym su-
presorem nowotworow cztowieka [16, 17, 20, 66,
97]. Gen kodujacy biatko FHIT (147 AA biatko)
znajduje si¢ na 3 chromosomie w locus pl14.2, obej-
mujacym tamliwe miejsce FRA3B, w ktorym zaob-
serwowano czeste delecje [67, 72, 98]. Prawdopo-
dobnie do dziatania przeciwnowotworowego biatka
FHIT (wykazujacego aktywno$¢ hydrolazy ApsA),
wystarcza samo zwiazanie sie z substratem [17, 72,
97]. Mutacja w genie FHIT powodujaca zamiang
H—N w kodonie 96, usuwajaca aktywno$¢ hydrola-
zowg, nie obniZa jednak aktywnosci supresorowej
[130]. Kompleks enzym-substrat bierze udzial w
kontroli podziatébw komorki [98, 105]. Ap;A po
potaczeniu z biatkiem FHIT, dziata antyproliferacyj-
nie [72, 97, 98]. Zmienia sie cykl komérkowy i do-
chodzi do apoptozy komorek [98]. W procesie tym
prawdopodobnie odgrywaja role oddzialywania
biatka FHIT z mikrotubulami [20, 56].

V1. Zakonczenie

Pomimo, ze dinukleozydopolifosforany znane sa
juz od ponad trzydziestu lat, wcigz niewiele wiado-
mo o ich funkcji. Wzrasta zainteresowanie ich
udzialem w regulacji metabolizmu i przekazywaniu
sygnalow w komorce.

Dinukleozydopolifosforany podlegaja jednocze-
énie Scistej kontroli enzymatycznej. Réznorodnosé
efektéw biologicznych wywieranych przez dinukle-
ozydopolifosforany otwiera duze mozliwosci zasto-
sowan farmakologicznych i terapeutycznych, co jed-
nak wymaga wielu badan. Bardzo duze zaintereso-
wanie dinukleozydopolifosforanami obserwuje sig¢ w
badaniach nad nowotworami, ze wzgledu na odkry-
cie powiazania mutacji genu FHIT z wystgpowaniem
wielu typow nowotworow, jak rowniez znaczeniem
stosunkow iloSciowych poszczegdlnych Ap,A w
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tych procesach. Inna dziedzing intensywnie rozwi-
jajaca sie jest udziat Np,N w przekazywaniu sy-
gnatow drugorzedowych w uktadzie krwiono$nym i
nerwowym. W Polsce prowadzi si¢ badania nad en-
zymologia dinukleotydow. Niniejszy artykul jest
pierwsza proba przyblizenia znaczenia dinukleozy-
dopolifosforanéw w jezyku polskim.

Artykui otrzymano 28 wrzesnia 2000 r.
Zaakceptowano do druku 11 stycznia 2001 1.
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Genom ludzki 2001*

Human genome

EWA BARTNIK

15 lutego br. w czasopi$mie Science 1 16 lutego w
Nature opublikowano szereg artykutdéw o sekwencji
genomu ludzkiego. Autorami sa (oddzielnie) na-
ukowcy z prywatnej firmy Celera kierowancj przez
Craiga Ventera oraz badacze zwigzani z Progra-
mem Poznania Genomu Ludzkiego (Human Ge-
" nome Project -HGP).

HGP powstat ponad 10 lat temu po to by zbada¢
genom ludzki. Plany zakladaly najpierw sporzadze-
nie ré6znego rodzaju map, a nastgpnie systematyczne
sekwencjonowanie — genom miat byé podzielony
na duze kawalki, ktore po sklonowaniu i uporzadko-
waniu miano dzieli¢ na mniejsze fragmenty i te pod-
da¢ dalszemu sekwencjonowaniu. Spodziewano sig,
ze badania prowadzone przez grupy naukowcodw w
USA, Anglii, Japonii, kilku krajach Europy Zachod-
niej i Chin zostang zakonczone okoto 2005 roku.

Prace HGP ulegly znacznemu przyspieszeniu w
wyniku coraz wigksze] automatyzacji procesu se-
kwencjonowania oraz dlatego, ze powstatl konkuren-
cyjny, finansowany przez prywatne firmy projekt
szybkiego sekwencjonowania genomu ludzkiego
—— stad nazwa instytucji — Celera.

Projekt badawczy Celera istnieje zaledwie od kil-
ku lat, a jego plany badawcze byly od poczatku inne
niz plany HGP, Nie porzadkowano klonéw ludzkiego
DNA, tylko je sekwencjonowano i nastepnie uklada-
no w odpowiedni¢j kolejnosci uzyskane sekwencje.
Metoda ta (shotgun sequencing — co mozna
przettumaczy¢ jako podejscie losowe) byla trakto-
wana podejrzliwie przez cze$¢ naukowcow, jako ze
uprzednio sprawdzono jg tylko na obiektach typu
plazmidy i fagi, o malutkich w pordéwnaniu z
cztowiekiem genomach. Jednak Venter z powo-
dzeniem zastosowal to podejécie do ustalenia se-
kwencji DNA kilku bakterii a nastepnie takze Dro-
sophila melanogaster.

Prof. dr hab., Zaktad Genetyki, Wydziat Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego i Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Pawi-
skiego Sa, 02-106 Warszawa
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Otrzymane wyniki — Celera i HGP — sa mocno
niedoskonale —stanowia jakby pierwsze przyblizenie
do poznania genomu ludzkiego, nie jego rzeczywistg
sekwencj¢. To, co jest rozszyfrowane, ma jeszcze
mnostwo luk oraz prawdopodobnie bledéw — i w
sekwencjach, i w ich uporzadkowaniu. Zdaniem Ce-
lera, ich wyniki sa lepsze i dokladniejsze, ale nie
musi to by¢ w pehni prawdziwe. Jedna z prac, ktore
ukazaly si¢ we wspomnianym numerze Science,
oparta o niezalezny sposdéb mapowania i porzadko-
wania fragmentow DNA ludzkiego pokazuje braki
zbieznosci wlasnych wynikéw mapowania fragmen-
tow ludzkiego DNA 1 pozostatych obu zestawow da-
nych o genomie ludzkim. Sekwencje Celera w tym
podejsciu nie wypadly lepiej od sckwencji HGP.

Publikacje w Science i Nature sa efektem pracy ty-
sigcy 0s0b — biologéw, informatykow, réznego ro-
dzaju menedzeréw. Same gtdwne prace maja po kil-
kuset autoréw, Wnioski, ktore wynikaja z tych prac
nie sg ostateczne, i na pewno nie poznali$my jeszcze
wszystkich ludzkich genéw -— dopéki w proponowa-
nej sekwencji sg bledy porzadkowania i nierozpo-
znane fragmenty struktury, tzw. luki — nawet najle-
piej zaprogramowane kompufery nie sg w stanie
wyciaggna¢ z sekwencji danych, ktore sg w niej nie-
obecne. Zreszta role komputeréow i informatykow
przy analizie uzyskanych danych trudno jest przece-
nié,

Niewatpliwic mamy mniej gendw niz przypusz-
czano, chot to, ze jest ich okoto 35000 postulowano
juz od pewnego czasu — a dokladnie od opublikowa-
nia przez HGP sckwencji najmniejszych Iudzkich
chromosoméw — 21. i 22. Ekstrapolacja zawartych
w nich okoto 700 genéw na wielkos$¢ catego genomu
data do$¢ dobre przyblizenie uzyskanych przez HGP
i Celere wynikow.

Nie wiemy, ile bialek jest zakodowanych w ludz-
kim genomie. Nie ma Zadnych podstaw dla poja-
wiajacej si¢ w mediach liczby typu 250000 —ponie-
waz znaczyloby to, ze kazdy gen steruje synteza
okolo 10 bialek. Tak na pewno nie jest, a dane o r6z-
norodnos$ci opieraja sie raczej na ilosciach tzw. EST
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(ang. expressed sequence tags — etykiety ekspresyj-
ne), ktore sa sekwencjonowanymi fragmentami klo-
nowanych jako ¢cDNA transkryptéw. Na pewno sza-
cunki oparte na EST sg zawyzone. Dopiero jednak
bezposrednia analiza bialek —dziedzina nauki zwana
proteomikg — pokaze w przysziosci ile nasz genom
koduje biatek. Analiza wystepujacych w biatkach
motywoéw moze troche uzasadni¢ nasze poczucie
wyzszo$el w stosunku do muszki owocowej Dro-
sophila melanogaster (13000 gen6éw), czy nicienia
Caenorhabditis elegans (19000 gendw). Nasze
biatka sg bardziej skomplikowane i jest w nich wie-
cej roznych domen funkcjonalnych. Samych genéw
nie jest jednak wiele wigcej. To, co nas zreszta rézni
od innych ssakéw, to na pewno nie liczba naszych
genow. Mozna tez bez obawy powiedzie¢, Ze nie
znajdziemy genu na wynalezienie pisma czy na bu-
dowanie piramid. Cho¢ w przyszlosci poréwnanie
naszych genéw z genami myszy i malp czleko-
ksztaltnych moze pokaza¢ np. réznice w liczbie ge-
néw zwiazanych z rozwojem czy funkcjonowaniem
uktadu nerwowego.

Wiemy, Ze geny nie sa réwnomiernie rozmiesz-
czone w naszym genomice i Ze olbrzymia cz¢$¢ nasze-

go DNA stanowia rézne rodzaje sekwencji powtd-
rzonych. Nie sg to dane nieoczekiwane. Ale tez sg
bardziej precyzyjne niz dotychczasowe wynikajace
np. z badania reasocjacji DNA, czy ogladania
prazkOw na barwionych chromosomach (od dawna
wiadomo, Ze w ciemnych prazkach jest mato gendw,
w jasnych duzo).

Wiadomo tez, ze sekwencje DNA 0s6b réznych
ras roznia sic nieznacznie — mniej wigcej 1 nukle-
otyd na 2000. Jednak w sumie tych réznic moze by¢
sporo. Moze w odleglej przysztosci bedzie mozliwe
opracowanie odpowiedniej terapii oraz by¢ moze
profilaktyki dla danej konkrctnej osoby.

W laboratoriach i Celera, i HGP dalej prowadzone
sa proby sekwencjonowania i mapowania nierozpo-
znanych dotad fragmentéw genomu, przewiduje sie
mozliwo$¢ rozpoznania kolejnych genow. Z tego wy-
nikna w przyszlosci olbrzymie korzys$ci dla nas
wszystkich — wczesne wykrywanie predyspozycji
do uwarunkowanych genetycznic chordb czy tez in-
dywidualne przypadki podatno$ci lub opornosci na
pewne leki, patogeny, itd., itp. Nalezy zatem pamig-
tac, ze opublikowane w lutym wyniki to dopiero za-
konczenie pewnego etapu — a nie koniec prac nad
poznaniem naszego genomu.

*W ,,Postepach Biochemii” (Tom 46, str. II okladki oraz str. 187-195) Czytelnik znajdzie notg o odczytaniu przez firmg C@I?’ra sekwen-
¢ji genomu ludzkiego oraz artykut p.t. ,,Sekwencjonowanie genomu czlowieka — dwa projekty badawcze, dwie strategie”.
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Wskazdwki
dla Autordéw

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar-
talnik ,Postgpy Biochemii” publikuje prace przeglgdowe oma-
wiajgce nowe osiqgnigcia, koncepcie i kierunki badawcze w
dziedzinie biochemii i nauk pokrewnych; publikuje tez noty z hi-
storii biochemii, zasady polskiego stownictwa biochemicznego,
recenzje nadestanych ksiqzek oraz sprawozdania ze zjazddw,
konferencji i szkét, w ktdrych biorg udziat cztonkowie Towarzy-
stwa.

Prace przeznaczone do pubtikacji w ,Postepach Biochemii”
mogq mie¢ charakter artykutéw monograficznych (do 20 stron
tekstu liczqe pismiennictwo i tabele), minireviews {do 10 stron tek-
stu), oraz krétkich not o najnowszych osiggnigciach i pogladach
{do 5 stron tekstu}.

Autorzy artykutu odpowiadaijq za prawidlowosé i scistosé
podawanych informacji oraz poprawnoéé cytowanego pismien-
nictwa. Ujgcie prac winno byé syntetyczne, a przedstawione za-
gadnienia zilustrowane za pomocq tabel, rycin: wykresy, schema-
ty, reakcje, wzory i fotografie.

Wskazany jest podziat artykutéw monograficznych na roz-
dzialy i podrozdziaty, ktdrych rzeczowe tytuly tworzq spis freéci.
Zgodnie z przyigtq konwencjq rozdzialy noszq cyfry rzymskie,
podrozdzialy odpowiednio rzymskie i arabskie, np. 11, 1-2. Po-
prawno$¢ logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jedno-
znacznoéd i czytelnosé. Autorzy przeto winni unikaé skfadni ob-
cojgzycznej, gwary laboratoryjnej, a takze ograniczaé stosowa-
nie doraznie tworzonych skrétéw, nawet jedli bywajq uzywane w
pracach specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakeji
prac podlega ocenie specjalistéw i opracowaniu redekeyjnemu.
Redakeja zastrzega sogie mozliwo$é skrécenia tekstu i wprowa-
dzenia zmian nie wplywajgeych na tredé pracy, deklaruje tez go-
towosé konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykulu do redakeji jest réwnoznaczne z
oéwiadczeniem, Ze nadestana praca nie byta i nie bedzie publiko-
wana w innym czasopiémie, jezeli zostanie ogloszona w ,Poste-
pach Biochemii”. W przypadkuy, gdy Autor(zy) zamierzaljq)
wiqczyé do swego ortykuru ilustracje publikowane przez auto-
réw prac cytowanych, nalezy uzyskad i przekazaé nam odpo-
wiedniq zgodg na przedruk.

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujgeych
wskazéwek szczegétowych:

TEKST: prosimy o nadsylanie dwéch egzemplarzy wydruku
oraz dyskietki z tekstem zapisanym jako *.doc w formacie (BM
PC. Wydruk powinien byé jednostronny z lewym marginesem
okofo 4 cm, z zachowaniem podwdinego odstepu migdzy wier-
szami, z uzyciem czcionki Arial CE 11 lub 12. W przypadku sto-
sowania w fekicie liter alfabetu greckiego prosimy o wpisanie
oféwkiem na marginesie ich fonetycznego brzmienia.

Strona informacyjna jest nienumerowana, zawiera imiona i
nazwisko {a) Autora (Sw), nazwy, adresy, telefony, adresy e-mail

zakladéw, w kiérych pracujg Autorzy, adres do korespondencij,

tytut artykutu w jezyku polskim i angielskim oraz - w prawym dol-
nym rogu: liczbe tabel, rycin, wzordw i fotografii oraz skrécony

fkytu*)prczcy, zamieszezany na oktadce czasopisma (do 25 zna-
Sw).

Strona 1 {tytutowa} zawiera imiona i nazwiska Autordw,
tytut pracy w jezyku polskim | angielskim, rzeczowy spis freéci tez
w obu jezykach, tytut naukowy kazdego z Autordw i ich miejsce
pracy z adresem pocztowym i adresem e-mail oraz wykaz stoso-
wanych skrétéw w porzgdke alfabetycznym,

Kolejno numerowane dalsze strony obejmuiq tekst pracy, pié-
miennictwo, tabele, podpisy i objasnienia rycin, wzordw i fotogre-

fii.
PISMIENNICTWO: Wykaz pismiennictwa obe]muie prace

w kolejnodci ich cytowania w tekscie, zaznacza sig je liczbami
porzgdkowymi ujgtymi w nawiasy kwadratowe, np. [3, 7, 9-26].
Odnosniki bibliograficzne powinny mieé nowq, uproszczong for-
me. Sposéb cytowania czasopism (1], monografii (2], roz-
dziatéw z ksigzek jednotomowych (3}, rozdziatéw z tomdw serii
opracowanych przez réznych redaktorédw (5) wskazujg ponizej
podane przyktady.

1. Hildebrandt GR,Aronson NN {(1980) Bio-
chim Biophys Acta 631: 499-502

2. Bostock CJ,Summer AT(1978] The Eucary-
ofic Chromosome, Elsevier, North-Holland, Amsterdam

3. Norberth T,Piscator M (1979} W: Fri
bergl, Nordberg GF Von V B {red) Hondbook on the
Toxicology of Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str.
541.553

4. Delej ), Kesters K{1975)W: Florkin M,
Stotz EH {red) Cmprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier,
North-Holland, Amsterdam, str. 1-7

5. Franks NP Lieb WR(1981}W: Knight C
G (red) Research Monographs in Cell and Tissue Physiology, t. 7.
Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str. 243-272

[LUSTRACIE: ryciny powinny by¢ zapisane na dyskietce
jako: * fif, lub *.cdr, lub * psd, lub * .eps. Fotografie czarno-biate
{kontrastowe} powinny byé wykonane na papierze matowym. Ist-
nieje mozliwoéé wykonania reprodukeiji barwnych, dle ich koszty
ponoszg Autorzy. Na rycinach nie nalezy umieszczaé opiséw
stownych, lecz postugiwaé sig skrétami. Osie wykreséw powinny
by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Decyzjg o stopniu
zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca. llustracji nie nalezy
wigezaé w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio ponumerowad:
ryciny noszq cyfry arabskiej, wzory za$ rzymskie. Na marginesie
tekstu nalezy zaznaczyé oféwkiem preferowane miejsce umiesz-
czenia ryciny czy wzoru. Stowne objasnienia znakéw graficz-
nych mozna umieicié w podpisie pod rycing, rysunkowe za$ je-
dynie na planszy ryciny. Tytuly i objasnienia rycin sporzqdza sie
w postaci oddzielnego wykazu. Wydruki ilustracji nalezy na od-
wrocie podpisaé imieniem i nazwiskiem pierwszego z Autordw i
Eierwszym stowem tytutu pracy oraz oznaczyé ,géra-dét” (ofdw-

iem, na odwrocie). Ze wzgledu na wewneirzng spoistoéé arty-
kutu wskazane jest konstruowanie oryginalnych rycin t zbiorczych
tabel na podstawie danych z pismiennictwa.

Wydruk i zatqezniki {w dwu egzemplarzach) oraz dyskietke,
wlaiciwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie trans-
poriu, prosimy przestaé na adres:

Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii”
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

ul. Pasteura 3
02-093 Warszawa
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