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ARTYKULY

Biatka rozpoznajace i wigzace sie z uszkodzonym DNA,;
udziat w mechanizmach naprawy DNA i kancerogenezie

Proteins

recognising and binding damaged DNA;

involvement in DNA repair and carcinogenesis

PIOTR WIDLAK

Spis tresci:

l.  Wstep

Il. Enzymy, ktérych substratem sg zmodyfikowane zasady
DNA

I11. Rozpoznanie uszkodzenn w mechanizmie naprawy przez
wycinanie nukleotydéw

IV. Biatka rozpoznajace pekniecia nici DNA

V. Biatka chromatyny majace powinowactwo do uszko-
dzonego DNA

V1. Czynniki transkrypcyjne majace powinowactwo do
uszkodzonego DNA

VIl.Rola biatek rozpoznajgcych uszkodzony DNA w pro-
cesach nowotworzenia

Wykaz stosowanych skrotéw: AAAF — N-acetoksy-acetyla-
minofluoren; BER — naprawa przez wycigcie zasady (ang. base
excision repair)-, BPDE — diolepoksyd benzo(a)pirenu;
m-DDP — c/s-dwuchlorodwuamino-platyna; CPD — cyklobu-
tanowy dimer pirymidynowy; DNA-PK — kinaza biatkowa za-
lezna od DNA; DSB — dwuniciowe pekniecie DNA (ang. do-
uble-strand break)-, HMG — ang. high mobility group-, NER —
naprawa przez wyciecie nukleotydu (ang. nucleotide excision
repair)-, NHEJ — naprawa przez rekombinacje niehomolo-
giczng (ang. nonhomologous end-joining)-, PARP — polimeraza
poli(ADP)rybozy; 6-4PP, 6-4 fotoprodukt; SSB — jednonicio-
we pekniecie DNA (ang. single-strand break)-, XP — zespét
skory pergaminowej (ang. xeroderma pigmentosum)-, XRCC —
grupa komplementacyjna naprawy uszkodzen popromiennych

(ang. X-ray repair cross complementation).

*Dr, Zaklad Radiobiologii Dos$wiadczalnej i Klinicznej,
Centrum Onkologii, Oddziat w Gliwicach; Wybrzeze Armii
Krajowej 15, 44-100 Gliwice.
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I, Wstep

Szereg fizycznych i chemicznych czynnikéw $ro-
dowiskowych moze modyfikowaé strukture che-
miczng materiatu genetycznego. Czynnikami takimi
sg promieniowanie elektromagnetyczne (UV i pro-
mieniowanie jonizujgce) i zwigzki chemiczne po-
chodzace ze Srodowiska ,,zewnetrznego” lub bedace
produktami metabolizmu. Efektem dziatania tych
czynnikéw sa pekniecia fosfodwuestrowego tancu-
cha kwasow nukleinowych lub chemiczne modyfika-
cje czterech podstawowych zasad, gtdwnie ich oksy-
dacja lub alkilacja (czy arylacja). Takie modyfikacje
struktury DNA nazywamy jego uszkodzeniami. W
komorkach wszystkich organizméw wykryto obec-
no$¢ biatek swoiscie oddziatujgcych z uszkodzonym
DNA. Maja one wyzsze (czesto o kilka rzedow wiel-
kosci) powinowactwo do DNA zawierajgcego uszko-
dzenia niz do nieuszkodzonego DNA o takiej samej
sekwencji. W terminologii angielskojezycznej
biatka te nazywane sgDamagedDNA-BindingProte-
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in (DDB-protein) lub Damage Recognition Protein.
Cze$¢ tych biatek rozpoznaje zaburzenia struktury
DNA zwigzane z obecnoscig uszkodzenia (odcinki
jednoniciowe, nietypowa geometria), inne maja po-
winowactwo do struktury chemicznej samego uszko-
dzenia. Wiadomo, ze cze$¢ biatek rozpoznajacych
uszkodzony DNA zwigzanajest zmechanizmami na-
prawy DNA i warunkuje przebieg pierwszego etapu
naprawy - detekcje uszkodzenia. Inne biatka z tej

Tabela 1

Ludzkie biatka naprawcze rozpoznajace uszkodzony DNA.

Biaiko (lub kompleks) Funkcja

MGMT Metylotransferaza
UDG Glikozylaza
MPG Glikozylaza
hOGGI Glikozylaza
hNTHI Glikozylaza
APE AP-endonukleaza
Polimeraza
PARP i
poli(ADP)rybozy
XPA - RPA Rozpoznanie uszkodzenia
XPC - HR23B Rozpoznanie uszkodzenia
UV-DDB (XPE) Rozpoznanie uszkodzenia
RAD50 - MRE1 Egzonukleaza
RADS52 Sktadnik rekombinosomu
Ku70 - Ku86 Podjednostka DNA-PK
MSH2 - MSH6
Rozpoznanie uszkodzenia
MSH2 - MSH3

grupy zostaty zidentyfikowane jako biatka chroma-
tyny lub czynniki transkrypcyjne, ktérych powino-
wactwo do DNA ulega zmianie (czesto drastycznie)
w  obecnosci uszkodzen. Aktywnos$¢ biatek
wigzacych sie z uszkodzeniami decyduje o przebiegu
procesow naprawy DNA i ma istotne znaczenie dla
wrazliwosci (czy opornosci) komorki na dziatanie
czynnikow mutagennych i kancerogennych.
Niniejszy przeglad dotyczy gtdwnie tych biatek
wigzacych sie z uszkodzonym DNA, ktére zostaty
wykryte w komdrkach ludzkich. W pracy nie oma-
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Rodzaj naprawy

Naprawa bezposrednia

wiane sg szerzej biatka rozpoznajgce btednie sparo-
wane nukleotydy (np. zwigzane z mechanizmem mi-
smatch repair). W zwigzku z rozlegty literaturg
przedmiotu autor stara sie cytowac jedynie nowsze
prace oryginalne, atam gdzie byto to mozliwe odsyta
do innych prac przeglagdowych. Opisywane biatka
zostaty w sposob sumaryczny przedstawione w dwu
tabelach. Tabela 1 zawiera biatka biorgce udziat w
naprawie DNA, a Tabela 2 - biatka, ktére nie sg bez-

Rozpoznawane uszkodzenie

0 6-metyloguanina

BER Uracyl
N 3metylopuryny
BER N 7-metylopuryny
Hipoksantyna
8-oksoguanina
BER
Formamidopirymidyna
BER Glikol tyminy
BER Miejsca AP
BER SSB, DSB
CPD, 6-4PP;
NER
Addukty: cis-DDP
CPD, 6-4PP;
NER .
addukty: c/s-DDP i AAAF
NER 6-4PP
NHEJ, rekombinacja
. SSB, DSB
homologiczna
Rekombinacja
. SSB, DSB
homologiczna
NHEJ DSB

Mismatch repair

Zle sparowane zasady i petle DNA

posrednio zwigzane z mechanizmami naprawy DNA.
Il. Enzymy, ktorych substratem
sg zmodyfikowane zasady DNA

Szereg biatek naprawczych majgcych powino-
wactwo do chemicznie zmodyfikowanego DNA wy-
kazuje aktywnos$¢ enzymatyczng. Biatka takie maja
powinowactwo do jednego typu uszkodzenia, ewen-
tualnie do niewielkiej grupy zwigzkéw o bardzo
zblizonej strukturze. W przypadku takich biatek roz-
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poznanie uszkodzenia DNA, ktorym zwykle jest
zmodyfikowana zasada, polega na typowym od-
dziatywaniu enzymu z substratem. Umieszczenie
zmodyfikowanej zasady w centrum Kkatalitycznym
biatka poprzedzone jest jej ,wyciggnieciem” poza
helise DNA (mechanizm ang. flip-out). Biatka o po-
wyzszym charakterze zwigzane sg z mechanizmami
naprawy bezposredniej lub naprawy przez wyciecie
zasady (BER, ang. Base Excision Repair).

Tabela 2

Nie zwigzane z naprawg biatka rozpoznajace uszkodzony DNA.

Biatko Funkcja
HMG 1 Gtowne niehistonowe biatka chromatyny
HMG 2 (swoiste dla chromatyny aktywnej)
SSRP1 Biatko z rodziny ,,HMG-box”

Histon wigzacy sie z DNA tacznikowym
histon HI

(swoisty dla chromatyny nieaktywnej)
hUBF Czynnik transkrypcyjny
Spl Czynnik transkrypcyjny
YB-1 Czynnik transkrypcyjny
53 Czynnik transkrypcyjny (udziat w odpowiedzi
P

komoérki na stres, m.in. uszkodzenia DNA)

Przyktadem naprawy bezpos$redniej jest naprawa
Od6-metyloguaniny. Naprawa zalezna jest od poje-
dynczego biatka, 0 6-metyloguanino-metylotransfe-
razy (MGMT), ipolega na przeniesieniu grupy mety-
lowej z guaniny na reszte cysteinowgenzymu [1]. In-
nym przyktadem naprawy bezposredniej jest fotore-
aktywacja uszkodzenn indukowanych przez promie-
niowanie UV, polegajgca narozszczepieniu dodatko-
wych wigzan pomiedzy sasiednimi pier$cieniami za-
sad. Reakcja katalizowana jest w obecnosci $Swiatta
widzialnego przez fotoliazy. Fotoliazy swoiste dla
uszkodzen typu CPD lub 6-4PP wykryto w wielu
grupach organizmoéw, nie znaleziono ich jednak u
ssakdw. W ciemnos$ci fotoliazy mogg wigzac sie z
uszkodzeniami DNA indukowanymi przez promie-
niowanie UV (aréwniez czs-DDP) i modulowaé usu-
wanie tych uszkodzen w mechanizmie naprawy
przez wycinanie [1, 2].

BER jest ztozonym procesem naprawczym, ktore-
go pierwszym etapem jest usuniecie zmodyfikowa-
nej zasady i utworzenie w DNA miejsca apurynowe-
go badz apirymidynowego (miejsce AP). Nastepnie
ni¢ zawierajgca miejsce AP ulega przecieciu, krétki
jej fragment (jeden do kilku nukleotydéw) ulega wy-
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cieciu a nastepnie uzupetnieniu. W usunieciu zmody-
fikowanych zasad, czyli pierwszym etapie naprawy,
biorg udzial swoiste glikozylazy DNA. Katalizujg
one hydrolize wigzania N-glikozydowego pomiedzy
deoksyryboza a puryng lub pirymidyna [3]. Rézne
modyfikacje zasad rozpoznawane sa przez swoiste
glikozylazy. W komorkach ludzkich wykryto gliko-
zylazy DNA rozpoznajgce nastepujagce modyfikacje
zasad: metylopuryny (N3-metyloadenine, N7 i N3

Powinowactwo do uszkodzenia

Addukty: m-DDP, BPDE, AAAF; CPD, 6-4PP
Addukty: cA-DDP

Addukty: cA-DDP

Addukty: c/j-DDP
Addukty: BPDE

Miejsca AP

Petle i pekniecia nici DNA

metyloguanine oraz hipoksantyne), 8-oksoguanineg
(oraz formamidopirymidyne), glikol tyminy, uracyl,
5-formylouracyl i 5-hydroksymetylouracyl. Komér-
ki ludzkie posiadajg rowniez glikozylazy usuwajace
btednie sparowane zasady: adenine sparowang z gu-
aning itymine (bedgca w tym miejscu produktem de-
aminacji metylocytozyny) sparowang z guaning.
Ludzkie geny kodujace wigkszos$¢ glikozylaz zostaty
sklonowane, a glikozylaza uracylu jest pierwszym
ludzkim biatkiem naprawczym o znanej strukturze
krystalicznej [1, 4]. Miejsca apurynowe/apirymidy-
nowe, bedace efektem dziatania glikozylaz lub spon-
tanicznej depurynacji, rozpoznawane S przez
AP-endonukleazy. W komdrkach ludzkich znalezio-
no AP-endonukleaze (biatko HAP/APE) hydroli-
zujgcag wigzanie fosfodwuestrowe po stronie 5’ miej-
sca AP. Niektére glikozylazy (gtéwnie bakteryjne)
wykazujg aktywno$¢ AP-liazy, i rozszczepiajg ni¢
DNA po stronie 3’ miejsca AP. Fragment nici DNA
zawierajgcy miejsce AP usuwany jest i uzupetniany
w ztozonej reakcji wymagajacej wspotdziatania sze-
regu innych biatek (m. in. egzonukleaz, polimeraz i
ligaz DNA) [1, 3-5].

POSTEPY BIOCHEMII 46(3), 2000



I11. Rozpoznanie uszkodzen w mechanizmie
naprawy przez wycinanie nukleotydow

Najbardziej uniwersalnym mechanizmem napra-
wy DNA, usuwajgcym uszkodzenia indukowane
przez promieniowanie UV i wiele czynnikéw che-
micznych, jest naprawa przez wyciecie nukleotydu
(NER, ang. Nucleotide Excision Repair). Kolejnymi
etapami naprawy s3: 1) rozpoznanie uszkodzenia; 2)
rozluznienie struktury chromatyny i rozplecenie he-
lisy DNA; 3) wyciecie fragmentu nici DNA zawie-
rajacego uszkodzenie; 4) synteza i ligacja bra-
kujgcego fragmentu nici DNA; 5) odtworzenie pier-
wotnej struktury chromatyny. Zdolno$é naprawy
wielu réznych typow uszkodzen DNA zwigzana jest
tu z wykorzystaniem do rozpoznania uszkodzenia
biatek nie majgcych funkcji enzymatycznych lecz
mogacych wigzac sie z DNA o zaburzonej strukturze
[1]. W komorkach bakteryjnych {Escherichia coli) w
mechanizmie NER bierze udziat 6 biatek, z czego
UvrA, UvrB i UvrC swoiste sg wytgcznie dla tego
procesu. Uszkodzenie DNA rozpoznawane jest przez
kompleks (UvrA)2UvrB. Dimer UvrA jest czynni-
kiem rozpoznajagcym zaburzenie struktury helisy
DNA, natomiast biatko UvrB katalizuje lokalne roz-
krecenie helisy i wigze sie do uszkodzonej nici. Od
zwigzanego z DNA kompleksu oddysocjowuje di-
mer UvrA, natomiast wigze sie biatko UvrC tworzac
wraz z UvrB aktywng nukleaze [6].

Z mechanizmem NER w komdrkach eukariotycz-
nych zwigzana jest aktywno$¢ okoto 30 peptyddw
nie wykazujacych homologii z biatkami bakteryjny-
mi (podobienstwo obu systemow wynika z konwer-
gencji). Trzy spos$rod kilkunastu biatek catkowicie
niezbednych w mechanizmie NER wykazuja podwy-
zszone powinowactwo dla uszkodzonego DNA; sa to
XPA, RPA i kompleks XPC-HR23B [7], Biatko XPA
(ijego homolog Radl4 z komérek drozdzy Saccha-
romyces cerevisiae) wykazuje niewielkg homologie
z biatkiem UvrA bakterii. Biatko to posiada motyw
palca cynkowego (ang. zinc-finger) i ma podwyzszo-
ne powinowactwo do DNA uszkodzonego przez pro-
mieniowanie UV (gtéwnie do 6-4PP) i cA-DDP [8],
Biatko RPA sktada sie z trzech peptydéw o masach
14, 34 i 70 kDa, ma zdolno$¢ wigzania si¢ zjednoni-
ciowym DNA i bierze udziat réwniez w replikacji
DNA (stad angielska nazwa: Replication Protein A).
Biatko RPA, a $cislej podjednostka p34, ma zdolnosé
oddziatywania z biatkiem XPA. Kompleks
XPA-RPA ma silniejsze powinowactwo do uszko-
dzonego DNA (réwniez do CPD). Najprawdopodob-
niej w warunkach in vivo oba biatka funkcjonuja w
kompleksie [9]. Biatko XPC opisane zostato pier-
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wotnie jako czynnik zwigzany z naprawg genow nie-
aktywnych transkrypcyjnie. Biatko to wystepuje w
kompleksie z biatkiem HR23B (biatka homologiczne
z komorek S. cerevisiae to odpowiednio Rad4 i
Rad23). Kompleks XPC-HR23B wykazuje podwyz-
szone powinowactwo do DNA uszkodzonego przez
UV, cA-DDP i AAAF [10], Wszystkie trzy opisane
powyzej biatka wigzg sie z jednoniciowym DNA, a
ich powinowactwo do uszkodzonego DNA jest sto-
sunkowo niewielkie (10-100 razy wyzsze niz do nie-
uszkodzonego DNA). Wyniki prac opublikowanych
w ostatnim czasie sugeruja, ze pierwotnym czynni-
kiem rozpoznajagcym uszkodzenia jest kompleks
XPC-HR23B. Jego zwiazanie z uszkodzonym DNA
inicjuje utworzenie kompleksu zawierajacego biatka
XPA, RPA i czynnik transkrypcyjny TFIIH (tzw:
ang.preincision complex). Funkcja tego kompleksu
polega na lokalnym rozpleceniu helisy DNA (w
sktad czynnika TFIIH wchodzg helikazy XPB i
XPD) i, weryfikacji” uszkodzenia. Nastepnie z kom-
pleksu usuwane jest XPC-HR23B, a przytgczajg sie
endonukleazy XPG i XPF-ERCCL1 W przypadku na-
prawy nici transkrybowanej, niezaleznej od biatka
XPC, role kompleksu XPC-HR23B mogtaby
spetniaé¢ polimeraza Il RNA zablokowana na uszko-
dzeniu (wraz z biatkami CSA i CSB) [10, 11].
Czynnikiem decydujgcym o prawidtowym prze-
biegu naprawy jest precyzja rozpoznania uszkodze-
nia przy jednoczesnym zachowaniu maksymalnie
duzego spektrum rozpoznawanych uszkodzen. Suge-
ruje sie, ze jest to mozliwe dzieki wykorzystaniu
dwustopniowego mechanizmu rozpoznania. W
pierwszym etapie biatko XPC- HR23B (lub ewentu-
alnie XPA-RPA) rozpoznawatoby zaburzenia dwuni-
ciowej struktury DNA zwigzane z obecnoscig uszko-
dzenia. Wiekszo$¢ uszkodzeh DNA naprawianych
na drodze NER indukuje lokalne rozkrecenie (ang.
unwinding), zagiecie (ang. bending) lub denaturacje
(ang. unpairing) helisy, a uszkodzenia silniej zabu-
rzajgce strukture DNA naprawiane sg szybciej. Na
drugim etapie (weryfikacja) rozpoznawana bytaby
chemiczna modyfikacja nukleotydu iokreslana byta-
by ni¢ zawierajgca to uszkodzenie. Etap ten bytby za-
lezny od aktywnosci helikaz XPB i XPD, ktérych
translokacja wzdtuz nici DNA blokowana jest przez
chemicznie zmodyfikowane nukleotydy [11]. W
zwigzku z olbrzymimi rozmiarami genomu ludzkie-
go (~109par zasad) czynnikiem decydujgcym o efek-
tywnosci naprawy jest szybko$é wyszukiwania
uszkodzen. Mozna wymieni¢ szereg czynnikow
mogacych mie¢ wptyw na wydajno$¢é wyszukiwania
i rozpoznawania uszkodzen. Sg to: 1) Wspditdzia-
tanie wielu oddziatujacych ze soba komplekséw
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(opisane  wcze$niej XPA-RPA, XPC-HR23B,
TFIIH). 2) Udziat biatek majgcych zdolnos$¢ translo-
kacji wzdtuz DNA i ulegajgcych zablokowaniu na
uszkodzeniu (polimerazy RNA i helikazy DNA).
Funkcje takiego detektora uszkodzen peini prawdo-
podobnie kompleks Rad7-Radl6 z komorek S. ce-
revisiae [12]. 3) Udziat dodatkowych biatek rozpo-
znajacych specyficzne typy uszkodzen DNA.
Przyktadem jest biatko UV-DDB majace bardzo sil-
ne powinowactwo do DNA uszkodzonego przez pro-
mieniowanie UV (kilka tysiecy razy silniejsze powi-
nowactwo do DNA zawierajagcego 6-4PP niz do nie-
uszkodzonego DNA). Biatko to sktada sie z dwu pep-
tydow o masach 127 i 48 kDa. Stwierdzono, ze gen
kodujacy peptyd p48 zmutowany jest w 6 z 19 zna-
nych przypadkow syndromu Xeroderma Pigmento-
sum grupy E. Transkrypcja biatka p48 i aktywnosé
UV-DDB stymulowana jest czynnikami uszka-
dzajacymi DNA i zalezna jest od biatka p53 [13].
Biatko UV-DDB jedynie nieznacznie stymuluje na-
prawe nagiego DNA w reakcji in vitro, jest natomiast
istotne dla naprawy in vivo. Moze to sugerowac jego
udziat w zmianach struktury chromatyny w miejscu
zawierajacym uszkodzenie [14]. 4) Indukowane
uszkodzeniami zmiany w strukturze chromatyny.
Rozluznienie struktury lub dekompozycja nukleoso-
mow poprzedzajgca etap wyciecia uszkodzenia ina-
stepnie odtworzenie struktury chromatyny po etapie
syntezy naprawczej sg niezbednym etapami NER.
Mozna jednak zatozy¢, ze niektére zaburzenia struk-
tury chromatyny wynikajgce z obecnosci uszkodze-
nia i poprzedzajace proces naprawy moga utatwiaé
lokalizacje uszkodzenia przez biatka naprawcze [1,
15, 16],

IV. Biatka rozpoznajace pekniecia nici DNA

Promieniowanie jonizujgce i niektore zwigzki
chemiczne (np. bleomycyna) indukujg pekniecia fos-
fodwuestrowego rdzenia DNA. Jesli obie nici DNA
przerwane sg w niewielkiej odlegtosci méwimy o
dwuniciowym peknieciu DNA (DSB, ang. do-
uble-strand break), ktére jest najsilniej cytotoksycz-
nym uszkodzeniem DNA powstajgcym w napromie-
niowanej komérce. Naprawa tego typu uszkodzen
bazuje na mechanizmach rekombinacji. W komar-
kach nizszych eukariotow (drozdze) naprawa DSB
odbywa sie gtownie na drodze rekombinacji homolo-
gicznej zaleznej od biatek z grupy epistatycznej
Rad52. W komorkach kregowcéw naprawa DSB od-
bywa sie gtownie na drodze rekombinacji niehomo-
logicznej (tzw. NHEJ, ang. Npnhomologous
End-Joining), chociaz mechanizmy rekombinacji
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homologicznej sg tu réwniez istotne dla naprawy
peknie¢ [17].

Podobnie jak przy naprawie innych typéw uszko-
dzeh DNA, pierwszym etapem naprawy DSB jest de-
tekcja pekniecia. Detektorami DSB w komdrkach
ludzkich sg biatka Rad52 i Ku70/Ku86. Oba typy
biatek wigzg sie selektywnie z kornicami DNA chro-
nigc je przed egzonukleazami i utatwiajac ich po-
nowne ztgczenie (tworzgc kompleks biatko-DNA).
Detektorem DSB zwigzanym z rekombinacjg homo-
logiczngjest biatko Rad52 [18], Biatko to stymuluje
rowniez katalizowang przez biatko Rad5 1 wymiane
nici DNA pomiedzy homologicznymi odcinkami
chromosoméw. Reakcja katalizowana przez Rad51
jest dodatkowo stymulowana przez biatka RPA,
Rad54 (helikaza DNA) iinne biatka z rodziny Rad51
(w komérkach ludzkich sg to biatka XRCC2 i
XRCC3) [19]. Detektorem DSB zwigzanym z me-
chanizmem NHEJ jest biatko Ku, sktadajace sie z
dwu podjednostek o masach 70 i 86 kDa (kodowane
przez geny XRCC6 i XRCC5) [20]. Z wolnymi kon-
cami DNA oddziatuja N-korcowa i C-koricowa do-
mena Ku70, lecz zdolno$¢ wigzania DNA posiada
heterodimer sktadajacy sie z obu podjednostek [21],
Heterodimer Ku70/Ku86 wraz z biatkiem DNA-
PKCs (podjednostka katalityczna kodowana przez
gen XRCC7) tworzy kinaze biatkowg zalezng od
DNA (DNA-PK). Kinaza aktywowana jest po
przytaczeniu do DNA, ajej aktywnos$¢ jest niezbedna
dla przebiegu NHEJ (chociaz mechanizm molekular-
ny jej dziatania nie jest do koncajasny) [22, 23], Ak-
tywnos$¢ kinazy DNA-PK istotna jest réwniez dla
przekazywania sygnatu tgczgcego rozpoznanie
uszkodzen DNA z regulacjg cyklu komérkowego
[24], Wiadomo, ze (przynajmniej w komoérkach dro-
zdzy) biatko Ku zlokalizowane jest gtéwnie w telo-
merach iregionach subtelomerowych chromosomdéw
(wraz z biatkami Sir). W komérkach poddanych
dziataniu czynnikéw indukujacych pekniecia nici,
biatko Ku ulega przemieszczeniu do miejsc zawie-
rajgcych DSB [25]. Sugeruje sie, ze proporcjonalny
udziat NHEJ irekombinacji homologicznej w napra-
wie DSB w komorkach ludzkich zalezy od poziomu
biatek Rad52 i Ku70/Ku86. Poziom biatka Rad52
zwieksza sie w p6Znej fazie S i fazie G2 cyklu ko-
maérkowego, w tym tez czasie wzrasta udziat rekom-
binacji homologicznej w naprawie DSB. Wydaje sie
rowniez prawdopodobne, ze komorka mogtaby regu-
lowaé powinowactwo obu biatek do DNA, na
przyktad poprzez ich modyfikacje [18, 26].

Pekniecia nici i wolne konce DNA rozpoznawane
sg rowniez przez szereg biatek majacych aktywnos$¢
katalityczng. Jednym z nich jest kompleks
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Rad50-Mrel 1. Kompleks ten ma aktywnos$¢ 3’ do 5’
egzonukleazy ijest zaangazowany w obu typach re-
kombinacyjnej naprawy DSB. W komérkach ludz-
kich sktadnikiem tego kompleksu jest rowniez biatko
p95/NBS 1, aw komdrkach drozdzy biatko Xrs2 [27].
Sugeruje sie, ze kompleks ten moze wigzac sie z ko-
ricami DNA niezaleznie od innych biatek wykry-
wajgcych DSB [20]. Innym enzymem wigzacym sie z
peknieciami nici i koicami DNA (i aktywowanym
przez takie oddziatywania) jest polimeraza poli AD-
P-rybozy (PARP). PARP jest enzymem, ktéry w
obecnosci NAD+ (donor ADP-rybozy) Kkatalizuje
synteze dtugich (do 250 reszt) i rozgatezionych
taricuchow poli ADP-rybozy na grupach karboksylo-
wych biatek. Aktywny enzym moze dziata¢ automo-
dyfikujgco, lub modyfikowaé niektére biatka chro-
matyny (np. histon HI ihiston H2B). Automodyfika-
cja biatka PARP powoduje jego oddysocjowanie od
DNA, utrate aktywnos$ci enzymatycznej i usuniecie
rozgatezionego tancucha poli ADP-rybozy (reakcja
katalizowana przez swoistg baze i glikohydrolaze)
[28, 29], Biatko PARP zwigzane jest z naprawg DNA
w mechanizmie BER. Biatko tojest prawdopodobnie
detektorem jednoniciowych peknie¢ DNA bedacych
efektem dziatania swoistych glikozylaz i AP-endo-
nukleaz. PARP tworzy kompleks =z biatkiem
XRCC1, polimeraza b DNA i ligaza Il DNA [30],
Sugeruje tojego udziat w jednej z dwu wersji mecha-
nizmu BER, tak zwanym short-patchpathway [3]. W
tej chwili nie jest jasne znaczenie aktywnos$ci katali-
tycznej biatka PARP dla naprawy DNA. Sugeruje
sie, ze katalizowana przez PARP modyfikacja histo-
néw moze by¢ czynnikiem utatwiajgcym rearanzacje
chromatyny w trakcie naprawy DNA [31]. Stwier-
dzono, ze biatko PARP moze tworzy¢ kompleksy z
biatkiem Ku, nie jest jednak znana funkcja takich
kompleksoéw in vivo [32], Aktywno$¢ enzymatyczna
PARP moze mie¢ réwniez znaczenie dla przekazy-
wania sygnatu zwigzanego z regulacjg cyklu komor-
kowego. Stwierdzono, ze aktywacja czynnika tran-
skrypcyjnego p53 moze by¢ zalezna od aktywnosci
PARP [33],

V. Biatka chromatyny majgce powinowactwo
do uszkodzonego DNA

Jednym z chemicznych czynnikéw genotoksycz-
nych powszechnie wykorzystywanych w terapii
przeciwnowotworowej jest cA-dwuchlorodwuamin-
oplatyna (cA-DDP). Jego dziatanie cytotoksyczne
zwigzane jest ze zdolno$cig tworzenia w DNA
wigzan sieciujgcych. Obecnos¢ takich uszkodzen in-
dukuje silne zaburzenia struktury DNA (rozkrecenie
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i zagiecie helisy) rozpoznawane przez wiele biatek
jadrowych [34], Stwierdzono, ze biatkami o najsil-
niejszym powinowactwie do DNA zawierajgcego
uszkodzenia indukowane przez cA-DDP (a konkret-
nie wigzania miedzy purynami sasiadujgcymi w tej
samej nici, tzw. ang. 1,2-intrastrand crosslink) sg
biatka HMG-1 i HMG-2 [35], Biatka HMG-1/2 sa
biatkami chromatyny wigzacymi sie z DNA }3czni-
kowym pomiedzy nukleosomami (jedna ich
czasteczka wystepuje na 10-15 nukleosoméw),
gtownie w obrebie chromatyny aktywnej (lub poten-
cjalnie aktywnej) transkrypcyjnie. Majg one silne
powinowactwo do DNA o zmienionej strukturze,
miedzy innymi do fragmentéw zagietych irozkreco-
nych, co wyjasnia ich powinowactwo do uszkodzen
indukowanych przez cA-DDP. Ostatnio poznana zo-
stata struktura krystaliczna takich kompleksow.
Biatka HMG-1/2 oddziatujg poprzez swojg domene
wigzacg DNA (tzw. ,,HMG-nox”) z mniejszym row-
kiem helisy DNA, ktory w miejscu uszkodzenia jest
dodatkowo zawezony [36]. Biatka HMG-1/2 wyka-
zujg podwyzszone powinowactwo rdwniez do in-
nych rodzajow uszkodzen wywotujacych zaburzenia
struktury DNA: wigzan sieciujgcych utworzonych
przez chrom [37], fotoproduktéw indukowanych
przez promieniowanie UV [38] i adduktéw induko-
wanych przez policykliczne weglowodory aroma-
tyczne (BPDE i AAAF) [39], Biatka HMG-1/2 maja
ok. 100-krotnie wyzsze powinowactwo do DNA
uszkodzonego przez cis-DDP, i ok. 10-krotnie wyz-
sze powinowactwo do pozostatych uszkodzen DNA,
niz do nieuszkodzonego DNA.

W komorkach eukariotycznych obecne sgrowniez
inne biatka wigzgce sie z DNA majagce domene
~HMG-nar”. Szereg biatek z tej rodziny wykazuje
podwyzszone powinowactwo do DNA uszkodzone-
go przez cA-DDP. W komérkach ludzkich nalezg do
nich biatka SSRPI (ang. structure spécifie récogni-
tion protein) [40] i hUBF (ang. human upstream bin-
dingfactor) [41], Innym biatkiem chromatyny wyka-
zujacym podwyzszone powinowactwo do DNA
uszkodzonego przez cA-DDP jest histon HI [42], Hi-
ston HI jest gtéwnym biatkiem chromatyny
wigzgcym sie z DNA tgcznikowym pomiedzy nukle-
osomami. Biatka HMG-1/2 i histon HI majg prefe-
rencje do fragmentow DNA o podobnych cechach
strukturalnych. Mozna wiec przypuszczaé, ze me-
chanizm ich oddziatywania z uszkodzonym DNA
jest podobny.

Istnieje szereg hipotetycznych modeli opi-
sujgcych efekty biologiczne oddziatywan biatek
chromatyny z uszkodzonym DNA iich znaczenie dla
wrazliwosci komérek na dziatanie czynnikéw geno-
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toksycznych. Jeden z takich modeli, tzw. repair
shielding model zaktada, ze biatka chromatyny mogg
wspoétzawodniczy¢ z biatkami naprawczymi w
wigzaniu uszkodzonego DNA. Uszkodzony frag-
ment DNA po zwigzaniu biatka HMG nie bytby roz-
poznawany przez biatka naprawcze, co powodo-
watoby opdzZnienie lub uniemozliwienie jego napra-
wy [43], Doswiadczalnym wsparciem tego modelu
jest fakt, ze biatka HMG-1 i hUBF hamujg naprawe
indukowanych przez cA-DDP uszkodzeh DNA w re-
akcji in vitro [44], Inne biatko z tej rodziny, Ixr 1,
spowalnia naprawe takich uszkodzen w komdrkach
drozdzy, za$ szczep drozdzy pozbawiony tego biatka
charakteryzuje sie wyzszg opornoscig na dziatanie
c/s-DDP [45]. Hipotetycznie, zwigzanie biatek HMG
lub histonu HI z uszkodzonym DNA mogtoby réw-
niez utatwi¢ naprawe uszkodzenia. Biatka te, wigzgc
sie z uszkodzonym fragmentem DNA, mogtyby in-
dukowac rearanzacje struktury chromatyny i wymu-
sza¢ przesuniecie uszkodzenia do DNA tacznikowe-
go, ktéry naprawiany jest szybciej i wydajniej niz
DNA zrdzenia nukleosomu. Oddziatywania biatek z
rodziny HMG i innych biatek chromatyny z uszko-
dzonym DNA mogtyby rowniez modyfikowaé meta-
bolizm komdrki niezaleznie od ich wptywu na proce-
sy naprawy DNA. Obecno$¢ uszkodzen DNA powo-
dowataby przesuniecie biatek HMG do tych regio-
néw chromatyny, w ktérych zwykle nie sg obecne.
Efektem bytyby zmiany struktury chromatyny i dere-
presja nieaktywnych gendw.

V1. Czynniki transkrypcyjne majace
powinowactwo do uszkodzonego DNA

Czynniki  transkrypcyjne sg biatkami  od-
dziatujagcymi z sekwencjami regulatorowymi genéw
(najczesciej w obrebie promotoréow lub ,enhance-
row”) i modulujgcymi przebieg transkrypcji. Czyn-
niki transkrypcyjne rozpoznajg i wigzg sie z duzym
powinowactwem do swoistych sekwencji nukleoty-
doéw. Obecnosé zmodyfikowanych nukleotydow w
obrebie sekwencji rozpoznawanej przez czynnik
transkrypcyjny zwykle ostabia to powinowactwo
[46]. Jednak w niektorych przypadkach obecnosé
uszkodzeri DNA powoduje wigzanie czynnikéw
transkrypcyjnych do sekwencji nie bedacych nor-
malnie przez nie rozpoznawanych. Czynnik Spl jest
biatkiem wigzacym sie z blokami sekwencji GC
obecnymi w promotorach wielu genéw. Zaohserwo-
wano, ze obecno$¢ adduktow indukowanych przez
BPDE (modyfikacje guaniny) zwieksza dziesiecio-
krotnie powinowactwo Spl do przypadkowych se-
kwencji DNA [47]. Czynnik YB-1 jest biatkiem
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wigzacym sie z motywem CCAAT obecnym na
przyktad w promotorze genu MDR1 (ang. multidrug
resistance). Biatko to wigze sie rowniez nie swoiscie
do DNA zawierajgcego miejsca AP [48]. Czynni-
kiem transkrypcyjnym z rodziny ,,HMG-60x” jest
biatko hUBF, swoiste dla gendw rRNA. Biatko to
wykazuje podwyzszone powinowactwo do DNA za-
wierajgcego wigzania sieciujgce indukowane przez
cA-DDP [41].

Obecno$¢ uszkodzen DNA moze wptywaé na pro-
cesy transkrypcji trzema drogami; poprzez: (i)
ostabianie powinowactwa czynnikéw transkrypcyj-
nych do swoistych miejsc wigzania [46], (ii) zmniej-
szenie puli dostepnego czynnika transkrypcyjnego
poprzez jego zwigzanie z losowymi sekwencjami
uszkodzonego DNA [41], (iii) wigzanie czynnika
transkrypcyjnego do uszkodzonej sekwencji w obre-
bie promotora genu, ktéry normalnie nie jest regulo-
wany przez to biatko [47]. Wszystkie trzy mechani-
zmy moga prowadzi¢ do deregulacji ekspresji ge-
néw. Zmiany ekspresji genéw zwigzane z obecnoscig
uszkodzonych nukleotydéw majg charakter epigene-
tyczny. Jednak zmiana ekspresji gendw kodujacych
czynniki regulatorowe moze trwale zmieni¢ stan
rownowagi catego uktadu wspotdziatajagcych czynni-
kow (czynniki transkrypcyjne, kinazy biatkowe,
biatka receptorowe), ktéry zostanie przekazany po
podziale do komorek potomnych. Jesli takie zmiany
obejmujg ekspresje czynnikow regulujgcych prze-
bieg cyklu komorkowego, kontrolujagcych przekazy-
wanie sygnatu czy stabilno$é genomu, to mogg miec
decydujace znaczenie dlarozwoju nowotworu [49].

VI1Il. Rola biatek rozpoznajacych uszkodzony
DNA w procesach nowotworzenia

Procesy nowotworzenia zwigzane sg z obecnoscig
w materiale genetycznym nie naprawionych uszko-
dzen, totez defekty genéw kodujacych biatka napra-
wy sg silnym czynnikiem zwiekszajagcym ryzyko
choroby nowotworowej [50]. Wér6d znanych choréb
nowotworowych uwarunkowanych genetycznie Kil-
ka zwigzanych jest z defektami mechanizmdéw napra-
wy DNA, w tym réwniez defektami biatek rozpo-
znajacych uszkodzenia. Najlepiej poznang chorobg
tego typu jest syndrom skory pergaminowej (XP, xe-
roderma pigmentosum), ktérego objawami sg mie-
dzy innymi olbrzymia wrazliwo$¢ na
stoneczne isilnie zwiekszone ryzyko réznych typow
nowotwordw skory (u oséb ponizej 20 roku zyciajest
ono 2000 razy wyzsze niz w normalnej populacji).
Rozpoznano kilka wersji syndromu XP zwigzanych z
defektami réznych genow warunkujgcych przebieg
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NER; ws$rdd nich takie, ktére zwigzane sg z mutacja-
mi genow XPA i XPC. Mutacje genu XPA powodujg
catkowity brak naprawy, za$§ w komdérkach z muta-
cjami genu XPC naprawiane sg wytacznie nici tran-
skrybowane genéw aktywnych transkrypcyjnie.
Wersjg choroby o najtagodniejszym przebiegu jest
XP-E; u cze$ci pacjentéw z tg chorobg stwierdzono
mutacje genu kodujgcego podjednostke p48 biatka
UV-DDB. W komorkach XP-E wydajnosé NER zre-
dukowana jest dwukrotnie [51]. Inng chorobg nowo-
tworowg o podtozu genetycznym jest wrodzony nie-
polipowaty rak jelita grubego (HNPCC, ang. heredi-
tary nonpolyposis colon cancer) zwigzany z defekta-
mi mechanizmu mismatch repair. Mechanizm ten
pozwala na usuniecie z genomu btedéw replikacji w
postaci btednie sparowanych zasad lub insercyjnych
(czy delecyjnych) petli DNA. Zaburzenia struktury
DNA wynikajgce z takich btedéw replikacji rozpo-
znawane sg przez kompleksy
MSH2-MSH6 Ilub MSH2-MSH3. Mutacje genu
MSH2 sg czeste u os6b z HNPCC (lub zdrowych
0s6b z rodzinnym ryzykiem choroby) [52, 53]. Cho-
roba genetyczna charakteryzujaca sie miedzy innymi
nadwrazliwos$cig na promieniowanie jonizujace, nie-
stabilno$cig chromosomoéw i podwyzszonym ryzy-
kiem nowotworéw jest syndrom tamliwosci chromo-
somow Nijmegen (NBS, ang. Nijmegen breakage
syndrome). Przyczyng tej choroby sg mutacje genu
NBS1 kodujgcego biatko p95, ktére wraz z Rad50 i
Mre 11 tworzy kompleks rozpoznajacy pekniecia nici
DNA [54].

Choroby genetyczne wymienione w poprzednim
akapicie nalezg do bardzo rzadkich w populacji. Cze-
stszym zjawiskiem wydaje sie by¢é zmiana ryzyka no-
wotworéw uzalezniona od polimorfizmu genéw ko-
dujacych biatka naprawcze. Przyktadem dotyczacym
biatek rozpoznajacych uszkodzenia DNA jest zwiek-
szone ryzyko nowotworéw ptuc zwigzane z polimor-
fizmem genu MGMT[55]. Defekty niektrych biatek
naprawczych nie dajg bezposrednich efektéw w po-
staci drastycznego wzrostu ryzyka choroby nowo-
tworowej. Jest to zwigzane z faktem, ze cze$¢ uszko-
dzen DNA moze by¢ naprawianych przez wiecej niz
jeden system reperacyjny (w przypadku niesprawno-
§ci jednego z nich uszkodzenie jest usuwane przez
mechanizm komplementarny). Z drugiej strony, brak
obserwacji dotyczacych zwigzkéw pomiedzy choro-
bami nowotworowymi a defektami szeregu biatek
naprawczych moze wynika¢ z letalnych wtasciwosci
takich defektow. Chociaz w wielu przypadkach brak
wykrytych zwigzkéw pomiedzy obserwacjami Kkli-
nicznymi a niesprawnos$cig systemdéw naprawczych,
w uktadach modelowych (linie komérkowe czy

biatkowe
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zwierzeta transgeniczne) obserwuje sie S$ciste
zwigzki pomiedzy defektami biatek naprawczych a
wrazliwoscig komoérek na czynniki genotoksyczne i
ich niestabilnoscig genetyczna. Przyktady zwigzane
z biatkami rozpoznajagcymi uszkodzenia to nadwra-
zliwo$¢ na promieniowanie jonizujace komorek z
mutacjami genow XRCC5 i XRCC6 (kodujacych
podjednostki biatka Ku) [56], nadwrazliwo$¢ na
czynniki alkilujgce komoérek z mutacjami genu
MGMT [1] czy nadwrazliwo$¢ na promieniowanie
jonizujace i czynniki alkilujgce komérek pozbawio-
nych genu PARP [57].

Poniewaz replikacja uszkodzonego DNA moze
prowadzi¢ do powstania mutacji, obecno$¢ uszko-
dzen DNA jest szczegdblnie grozna dla dzielgcych sie
komorek. Organizmy dysponujg mechanizmami po-
zwalajgcymi najednoczesne zainicjowanie naprawy
DNA i zablokowanie cyklu komérkowego do czasu
kiedy uszkodzenia zostang usuniete z genomu. Me-
chanizmy takie, nazywane punktami kontrolnymi
(ang. checkpoints), integruja dziatanie czynnikéw
rozpoznajacych uszkodzenia iregulujgcych przebieg
cyklu, aich defekty silnie stymulujg przebieg proce-
sOw nowotworzenia. W komoérkach ssakéw jednym z
takich integratoréw odpowiedzi na uszkodzenia
DNA jest biatko p53. Biatko p53 jest czynnikiem
transkrypcyjnym aktywowanym w obecnos$ci uszko-
dzen i stymulujgcym ekspresje genéw bezposrednio
biorgcych udziat w regulacji cyklu komoérkowego
(na przyktad gen WAF1/CIP1, kodujacy biatko p21
bedace inhibitorem kinaz zaleznych od cyklin) [58].
Jednym z detektoréw uszkodzeh DNA zwigzanym z
mechanizmami regulacji cyklu komdrkowego jest
wspomniane wczesniej biatko DNA-PK, ktére po
zwigzaniu sie z peknieciami DNA fosforyluje i akty-
wuje biatko p53 [24], Stwierdzono réwniez, ze
biatko p53 (poprzez swojg domene C-koncowaq)
moze wigzac sie z DNA zawierajgcym pekniecia nici
[59] i petle (ang. insertion/deletion mismatches)
[60]. Sugeruje to, ze biatko p53 uczestniczy w me-
chanizmach regulacji cyklu komoérkowego nie tylko
jako element przekazujacy sygnat, ale rowniez jako
czynnik rozpoznajacy uszkodzenia DNA.

Artykut otrzymano 6 marca 2000 r.
Zaakceptowano do druku 15 maja 2000 r.
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Rola struktury mRNA w inicjacji translacji u Eukaryota

Role of mMRNA structure in initiation of translation In

Eukaryotes

KRZYSZTOF SOBCZAK1 WLODZIMIERZ KRZYZOSIAK?2

Spis tresci:

I. Wstep
Il. Budowa eukariotycznego mRNA
I11. Mechanizm inicjacji translacji
IV. Czynniki trans uczestniczgace w inicjacji translacji
IV-1. Biatka rodziny elF-4
IV-2. Czynnik translacyjny elF-2
V. Czynniki cis uczestniczgce w inicjacji translacji
V-l. Struktura m7G cap
V-2. Kontekst kodonu inicjujacego
V-3. Efekt pozycji kodonu inicjujgcego
V-4, Stabilna struktura drugorzedowa w poblizu kodo-
nu inicjujacego
V-5. Diugos¢ sekwencji 5°UTR
V-6. Dtugo$¢ ogona poliadenylowego
V-7. Biatka represorowe wigzace sie z mRNA
V1. Mechanizmy pozwalajace oming¢ pierwszy kodon AUG
VI-1. Skaning przeciekowy
VI-2. Rcinicjacja
VI1-3. Wewnetrzna inicjacja translacji
VI1l.Zwigzek z chorobami cztowieka

Wykaz stosowanych skrétéow: CAT — acetylotransferaza chlo-
ramfenikolu; elF — inicjacyjne czynniki translacyjne Eukarion-
téw; AG — zmiana energii swobodnej; m7G — 7-metylo-guano-
zyna; ORF — otwarta ramka odczytu; PABP —-hiatko wigzace
sie do ogona poli-A; 3’'UTR — region nie podlegajacy translacji
potozony na koficu 3’ mRNA; 5°'UTR — region nie podlegajacy
translacji potozony na koincu 5’ mRNA.

I. Wstep

Kontrola ekspresji genéw eukariotycznych odby-
wa sie na wielu poziomach: (i) aktywno$ci tran-
skrypcyjnej, zwigzanej ze specyficznymi sekwencja-
mi promotorowymi, wzmacniajagcymi czy wyci-
szajacymi, (ii) metabolizmu powstajgcego tran-
skryptu na etapie sktadania mRNA, transportu z
jadra komo6rkowego do cytoplazmy iregulacji stabil-

'Dr, 2prof. dr hab.; Pracownia Genetyki Nowotworéw, Instytut
Chemii Bioorganicznej PAN, Noskowskiego 12/14, 61-704 Po-
znan; wlodkrzy@ man.poznan.pl
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nosci, (iii) efektywnosci procesu translacji informa-
cji genetycznej iwreszcie (iv) potranslacyjnej mody-
fikacji powstajagcego produktu biatkowego. Specy-
ficzna regulacja wszystkich wymienionych powyzej
etapow ekspresji sprawia, ze w réznych komaérkach
tego samego organizmu powstajg zré6znicowane ja-
kosSciowo i ilosciowo produkty okre$lonego genu
(mRNA i biatka). Z jednego genomu moze powsta-
waé zatem wiele réznych transkryptomow ijeszcze
wiecej proteomow. Zbadanie komdrkowego pozio-
mu i aktywnos$ci translacyjnej poszczeg6inych
mRNA w celu skonstruowania specyficznych ,,map
ekspresyjnych” wszystkich genow dla réznych tka-
nek jest najwazniejszym zadaniem powstajgcej no-
wej dyscypliny - transkryptomiki.

Translacja informacji genetycznej regulowana
jest zaréwno na poziomie ogdlnym (dotyczacym
wszystkich mRNA) jak i specyficznym dla kazdej
czasteczki mRNA. Ogolny wymiar kontroli polega
na zmiennosci poziomu i/lub aktywnosci sktadnikow
aparatu translacyjnego innych niz mRNA [1-5]. Z
kolei regulacja specyficzna dla poszczegélnych ge-
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now zalezy gtéwnie od witasciwosci strukturalnych
odpowiadajgcych im czasteczek mRNA [5-9]. Po-
znane dotad zaleznosSci pomiedzy strukturg mRNA i
efektywnoscig procesu inicjacji translacji u Eukary-
ota, ustalone jeszcze w sposéb tradycyjny — w wyni-
ku badan indywidualnych mRNA — zostang pokrot-
ce opisane w tej pracy.

1. Budowa eukariotycznego mRNA

W sekwencji wiekszos$ci dotagd poznanych euka-
riotycznych mRNA zawarta jest informacja do-
tyczaca syntezy tylko jednego tancucha polipeptydo-
wego. Takie mMRNA nazywane sg monocistronowy-
mi. Jednym z nielicznych wyjatkéw jest ludzki infor-
macyjny RNA, kodujacy biatko N-myc, wyizolowa-
ny z nowotworowej linii komérkowej. Ma on dwa
aktywne kodony inicjujace, czego wynikiem jest
synteza z tego mRNA diugiej i krotkiej izoformy
biatka [10].

Sekwencje niemal wszystkich mRNA Eukaryota
mozna podzieli¢ na cztery elementy:

— 5’UTR (ang. 5’untranslated region) — fragment
nie podlegajacy translacji, potozony na kofnicu 57,
pomiedzy strukturg m7G cap (m7GpppN — 7-
metylo-guanozyna potgczona z kolejnym nukle-
otydem mostkiem 5’-5’-tréjfosforanowym) a ko-
donem inicjujgcym. Dtugos$¢ tego fragmentu jest
rézna dla rozmaitych mRNA iwaha sie $rednio od
50 do 200 nukleotydow (wystepujg roéwniez
znacznie dtuzsze sekwencje 5’UTR) [11, 12],

— sekwencje kodujacg, stanowigcg otwartg ramke
odczytu ORF (ang. open reading frame),
potozong pomiedzy kodonem inicjujgcym itermi-
nujacym,

— 3’UTR (ang. 3 "untranslated region) — fragment
nie podlegajacy translacji, potozony ponizej ko-
donu terminujagcego — UAA, UAG, UGA — bar-
dzo zréznicowany pod wzgledem diugosci. Znaj-
dowane sg krétkie 50 nukleotydowe, ale réwniez
bardzo dtugie, okoto 7000 nukleotydowe sekwen-
cje 3’'UTR (np. w mRNA receptora IGF) [12],

— ogon poliadenylowy powstajacy na koricu 3’ wie-
kszosci mMRNA podczas obrdbki potranskrypcyj-
nej, w niewielkiej odlegtosci od sygnatu poliade-
nylacji (najczesciej AAUAAA) — dobudowa-
nych jest okoto 250-300 reszt adenylowych [13].

I11. Mechanizm inicjacji translacji

U Prokaryota mata podjednostka rybosomu
przytgcza sie do mRNA bezposrednio przy kodonie
inicjujgcym, za co odpowiedzialne sg sekwencje SD
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(Shine-Dalgarno) bogate w puryny. Sekwencje te od-
dziatujg na zasadzie komplementarno$ci z fragmen-
tem 16S rRNA potozonym na koncu 3’ czasteczki.
Taki mechanizm inicjacji translacji w sposéb jedna-
kowo wydajny umozliwia synteze biatek kodowa-
nych przez policistronowe mRNA. Z kolei u organi-
zméw eukariotycznych mniejsza podjednostka rybo-
somu 40S, z przytgczonym inicjatorowym Met-
tRNA i specyficznymi czynnikami biatkowymi,
wigze sie z koricem 5’ czasteczki mMRNA, a nastepnie
przesuwajac sie w kierunku 3’ ,,poszukuje” sekwen-
cji AUG, komplementarnej wobec antykodonu Met-
tRNAI. Taki mechanizm inicjacji procesu translacji
zostal nazwany skaningiem. Jego kolejne etapy
przedstawiono schematycznie na rycinie 1. Zostat on
potwierdzony licznymi wynikami eksperymentalny-
mi. Po pierwsze, eukariotyczny rybosom nie jest
zdolny do wigzania sie z cyrkularng forma syntetycz-
nego mMRNA [14]. Po drugie, translacja naturalnych
MRNA jest silnie zalezna od struktury 5’ m7G cap.
Po trzecie, utworzenie kompleksu inicjujacego nie
jest mozliwe przy braku czynnika biatkowego
wigzgcego sie zkoncem 5"mRNA [3-globiny [15]. Po
czwarte przytgczenie rybosomu jest hamowane
przez obecno$é stabilnej struktury drugorzedowej
lub zwigzanie biatka represorowego na koncu 5’
czasteczki mRNA [16, 17].

IV. Czynniki trans uczestniczgce w inicjacji
translacji

W procesie inicjacji translacji uczestniczy caty
szereg czynnikéw biatkowych elF (ang. eukaryotic
initiation factor), z ktérych kilka lepiej poznanych
scharakteryzowano ponizej. Ich sekwencja amino-
kwasowa jest wysoce zachowawcza u wszystkich
Eukaryota, dlatego tez wiekszo$é badan nad mecha-
nizmem procesu inicjacji translacji prowadzonych
jest in vivo w uktadzie drozdzowym.

IV-1. Biatka rodziny elF-4

Biatka rodziny elF-4 odpowiedzialne sg zarozpla-
tanie struktur drugorzedowych wystepujacych w re-
gionach 5’UTR oraz za przytgczanie podjednostki
40S do konca 5" mRNA. Rodzine te tworza cztery
czynniki elF-4E, elF-4A, elF-4B oraz elF-4F. Ostat-
ni z wymienionych czynnikéw sktada sie z trzech
elementéw sktadowych: elF-4E, -4A i -4G. Biatko
elF-4E specyficznie taczy sie ze strukturg m7G cap i
dlatego jest czesto nazywane CBP (ang. cap binding
protein) [18]. Komoérkowy poziom tego biatka
wptywa na efektywnosé inicjacji translacji. Nadeks-
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presja elF-4E prowadzi do transformacji nowotwo-
rowej komorek ssaczych, co moze by¢ wynikiem
zwiekszonego poziomu syntezy biatek onkogennych
[19]. Aktywno$¢ tego czynnika translacyjnego jest
kontrolowana na drodze sygnalizacji zwigzanej z in-
suling i innymi czynnikami wzrostowymi. Jest ona
ufosforylowania biatka

Mot
olF-2GTP UAC
Mot-RNAI ' Mj
Mot
UAC

— AG
( %
k (3
tka 40S ool

PABP
+ olF4F

elF4A

elF-4B

zwigzana ze stopniem

posgeony potrdjny kompleks
o T TTTT P :
# elF-3 E !
— AGU
‘o
kompleks preinicjujacy 43S

— AGU
B elF4A O elF-3 (<> PABP
V¥ elF48 <> elF4G PAIP-1
( - elF4E - elF-5 AUG wems UGA  ORF

Ryc. 1. Schemat przedstawiajacy kolejne etapy inicjacji translacji, prze-
biegajacej wedtug mechanizmu skaningu (szczegdétowy opis w
tekscie).

4E-BP1 (ang. elF-4E bindingprotein) wigzgcego sie
z elF-4E. Nieufosforylowane 4E-BP1 (przy braku
stymulacji czynnikami wzrostowymi) zwieksza swo-
je powinowactwo do tego czynnika translacyjnego, a
wigzgc sie z nim uniemozliwia tworzenie kompleksu
elF-4F, niezbednego do przytaczenia mniejszej pod-
jednostki rybosomu [20, 21].

Kolejne biatko elF-4G, wchodzgce w skiad kom-
pleksu elF-4F, odpowiedzialne jest za przytaczenie
czynnika elF-4E do struktury cap [22]. W przypadku
infekcji komorki wirusem polio, kodujgcym specy-
ficzng proteaze, dochodzi do degradacji elF-4G, a
tym samym znacznego obnizenia wydajnosci trans-
lacji wiekszosci mMRNA komdrki gospodarza [23].
Wowczas mMRNA wirusa, pozbawione struktury m7G
cap, podlegajg preferencyjnej, wydajnej translacji,
zwigzanej z wystepowaniem w nich charakterystycz-
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nych elementéw strukturalnych IRES (ang. internal
ribosome entry site).

Trzeci czynnik opisywanego kompleksu - elF-4A
-jest biatkiem wigzacym sie z czgsteczkami RNA.
Petni on funkcje ATP-zaleznej helikazy RNA, roz-
platajgcej struktury drugorzedowe mRNA [24]. Jest
niezbednym czynnikiem w inicjacji translacji.
Dziatanie tego biatka w kompleksie elF-4F oraz jako
niezaleznego czynnika translacyjnego przygotowuje
miejsce wigzania mniejszej podjednostki rybosomal-
nej do konca 5° mRNA i utatwia proces skaningu.
Jego aktywno$¢ jest stymulowana przez biatko
elF-4B, wyposazone réwniez w domene pozwalajaca
wigza¢ sie z RNA [15].

IV-2. Czynnik translacyjny elF-2

Czynnik translacyjny elF-2 jest odpowiedzialny
za przeniesienie inicjatorowej formy Met-tRNAI na
mata podjednostke rybosomu. W obrebie podjed-
nostki g tego czynnika wystepuje miejsce wigzania
nukleotydow guaninowych [25]. Kompleks
elF-2-GTP ma okoto 400-krotnie wigksze powino-
wactwo do Met-tRNAi w poréwnaniu z kompleksem
elF-2-GDP [26]. Utworzony w cytoplazmie potrdj-
ny kompleks elF-2 «GTP «Met-tRNAi tgczy sie z
podjednostkg 40S. Wigzanie to stymulowane jest
przez kolejny czynnik translacyjny elF-3. Po-
wstajgcy w ten sposdb kompleks preinicjujacy moze
sie wigza¢ do konca 5’ czgsteczki mRNA. Po zakon-
czeniu procesu skaningu na kodonie AUG, rozpozna-
wanym przez antykodon tRNAmet, dochodzi do hy-
drolizy GTP przez elF-2, aktywowanej przez biatko
elF-5 [27, 28]. Hydroliza GTP powoduje zmiany
konformacyjne, umozliwiajgce oddysocjowanie
kompleksu elIF2GDP od matej podjednostki rybo-
somu, ktéra moze wdwczas zwigzaé sie z podjed-
nostkg 60S. Ostatecznie rybosom 80S z Met-tRNAI
w pozycji P jest gotowy do rozpoczecia etapu elon-
gacji syntezy biatka.

Aby czynnik translacyjny elF-2 mdgt przytaczyé
nastepng czgsteczke Met-tRNAI niezbedna jest wy-
miana GDP na GTP, w czym uczestniczy biatko
elF-2B. W komorkach eukariotycznych efektywnosé
procesu translacji jest obnizana poprzez fosforylacje
czynnika elF-2 przy udziale szeregu kinaz aktywo-
wanych réznego rodzaju warunkami stresowymi, ta-
kimi jak np. niedob6r aminokwaséw czy szok ter-
miczny. Ufosforylowana forma elF-2 dziatajak inhi-
bitor kompetytywny, majagc okoto 150-krotnie wiek-
sze powinowactwo do biatka elF-2B niz nieufosfory-
lowany elF-2. Ponadto fosforylacja tego biatka unie-
mozliwia oddysocjowanie od niego GDP [29], a tym

209



samym sprawia, ze czynnik ten nie moze petni¢ sobie
przypisanej funkcji, obnizajgc globalng efektywnosé
procesu translacji w komdrce. Réwniez wiele innych
czynnikéw inicjacyjnych, na przykiad wymieniony
wczesniej elF-2B, w pewnych warunkach moze pod-
lega¢ fosforylacji.

V. Czynniki cis uczestniczgce w inicjacji
translacji

Modulacja inicjacji translacji w komorkach euka-
riotycznych moze by¢ zwigzana z r6znymi elementa-
mi czasteczki mRNA, takimi jak:

— struktura m7G cap,
— pierwszorzedowa struktura otoczenia kodonu

AUG — kontekst kodonu inicjujgcego,

— liczba tripletébw AUG poprzedzajacych ,wiasci-
wy* kodon inicjujacy,

— drugorzedowa struktura wystepujgca powyzej i
ponizej kodonu AUG,

— dlugos¢ sekwencji 5°UTR,

— dtugos¢ ogona poliadenylowego,

— wystepowanie specyficznych struktur - potencjal-
nych miejsc wigzania biatek represorowych.

V-1. Struktura m7G cap

Struktura m7G cap uformowana jest ostatecznie
w procesie potranskrypcyjnej obrobki prekursoro-
wego mRNA. Do struktury tej, wystepujacej na sa-
mym koficu 5" mRNA, wigze sie czynnik translacyj-
ny elF-4F [18]. Jedng z funkcji tak utworzonego
kompleksu jest ochrona mRNA przed dziataniem eg-
zorybonukleaz [30]. Jednak kompleks ten jest takze
nieodzownym elementem w stymulacji inicjacji
translacji, zaréwno w komorkach drozdzowych [31],
jak i ssaczych [32], Szczegdétowe badania przepro-

Tabela 1

rzenia kompleksu inicjujgcego [32, 33]. W niekto-
rych przypadkach metylacja sgsiadujgcego z m7G
nukleotydu moze wptywa¢ aktywujgco na wydaj-
no$¢ inicjacji translacji [34],

V-2. Kontekst kodonu inicjujgcego

Kontekst kodonu inicjujgcego, czyli sekwencja
otoczenia kodonu AUG, w bardzo istotny sposéb
wptywa na efektywnos$¢ inicjacji syntezy biatka. Za-
lezno$¢ te wykazano na drodze ukierunkowanej mu-
tagenezy [35]. Badania te doprowadzity do ustalenia
optymalnego kontekstu nukleotydowego kodonu
AUG - GCC/?CC[AUG](7 (gdzie R symbolizuje pu-
ryne). Obecnos$é puryny, zwlaszcza A w pozycji -3
od kodonu inicjujagcego oraz G w pozycji +4 zardwno
w warunkach in vitro jak i in vivo wywotuje bardzo
silny efekt wzmacniajacy, zwiekszajagcy wielokrot-
nie ilo$¢ syntetyzowanego biatka [35-37]. Inne pozy-
cje otoczenia kodonu AUG maja niewielkie znacze-
nie dla wydajnosci procesu translacji. Optymalne
otoczenie kodonu inicjujacego powoduje najprawdo-
podobniej spowolnienie procesu skaningu, co po-
zwala na efektywne oddziatywanie sekwencji AUG z
antykodonem tRNAnRet.

Takie eksperymentalne ustalenia zostaty skon-
frontowane z sekwencjami 699 r6znych mRNA kre-
gowcéw [11]. Okazato sie, ze puryna w pozycji -3
wystgpita w 97% (z czego A - 61%, G - 36%), aGw
pozycji +4 znaleziono w 46% przeanalizowanych se-
kwencji (tabela 1i 2).

V-3. Efekt pozycji kodonu inicjujgcego
Efekt pozycji kodonu inicjujgcego zwigzany jest z

tym, ze nie kazda trojka nukleotydow AUG moze by¢
odczytana jako sygnal wydajnie inicjujacy proces

Czesto$¢ wystepowania A, G, C i U w poblizu miejsca startu translacji

pozveia: -6 -5 -4
Procent A 17 18 25
Procent G 44 23 15
Procent C 19 39 53
Procent U 20 20 7

-3
61
36
2
1

-2 -1 +4
27 15 23
13 21 AUG 46
49 55 16
11 9 15

Czesto$¢ wystepowania kazdego nukleotydu w okre$lonej pozycji wyrazona jest w procentach iobliczona jest na podstawie analizy sekwencji

699 mRNA kregowcow [11],

wadzone w latach 80-tych wykazaty réwniez, ze
czasteczki mMRNA pozbawione zmetylowanej guano-
zyny (m7G) majg znacznie mniejsza zdolnos$¢ two-
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translacji. Znakomita wiekszos¢ mRNA kregowcow,
bo az okoto 90% ma odpowiedni kontekst nukleoty-
dowy przy pierwszym kodonie AUG, zatem w proce-
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sie skaningu jest on odczytywany jako witasciwy ko-
don inicjujgcy. Jestjednak grupa czagsteczek mRNA,
u ktorych pierwsza od konca 5’ tréjka nukleotydow
AUG z nieznaczng wydajnos$cig zatrzymuje skaning
podjednostki 40S, gdyz w pozycji -3, w stosunku do
potencjalnego kodonu inicjujgcego, nie znajduje sie
puryna, lub przy obecnosci R(-3), brakuje G w pozy-
cji +4. W niektérych mRNA znaczaca role przy ini-
cjacji syntezy biatka z konkretnego tripletu AUG
(nawet bez wymaganego kontekstu nukleotydowe-
go) odgrywa wystepowanie odpowiednio stabilnej
struktury drugorzedowej w poblizu owego kodonu
(patrz podrozdziat V-4).

Rozwazajgc efekt pozycji kodonu inicjujagcego
warto przyjrze¢ sie przyktadom wpitywu kroétkich
otwartych ramek odczytu (ORF), znajdujgcych sie
powyzej (w Kierunku korica 5°) funkcjonalnego miej-
sca inicjacji translacji na efektywno$é syntezy

Tabela 2

Sekwencje otaczajace kodon AUG w mRNA kregowcow

»funkcjonalny™

zarodkdéw poddany translacji in vitro wykazat 10-
krotnie obnizong synteze proenkefaliny, w stosunku
do transkryptu wystepujacego w komorkach soma-
tycznych. Tak znaczne obnizenie wydajnosci trans-
lacji wywotane jest istnieniem w intronie A czterech
krotkich ORF. Taka modyfikacja zwigzana z alterna-
tywnym sktadaniem proenkefalinowego mRNA wy-
jasnia istnienie niskiego stezenia peptydow opioido-
wych wykrywanych w komérkach zarodka szczura
(przy niezmienionej w stosunku do komorek soma-
tycznych ilosci mRNA) [39],

Negatywna kontrola ekspresji wywotana przez
krotkie otwarte ramki odczytu potozone powyzej
funkcjonalnego kodonu inicjujgcego jest réwniez
charakterystyczna dla mRNA kodujgcych szereg
produktéw komoérkowych protoonkogendw (np.
c-sis, lek, c-myc, c-erb-A) oraz innych biatek uczest-
niczacych w regulacji wzrostu i réznicowania komé-

"niefunkcjonalny™

Sekwencja: inicjuja@ kodon AUG w 5'UTR

A +4

A  nnAUG G 175 4
A A 114 5
A C 63 8
A U 73 4
T G 130 8
G A 47 7
G s C 47 5
G e U 27 5
C G 9 7
C A 2 8
C e Y* 4 12
U e G 8 4
U e A 0 13
U e, Y* 0 16

razem # 699 106 AUG z 59 mRNA

Wynik analizy otoczenia kodonu AUG z wykorzystaniem sekwencji 699 mRNA kregowcéw. Poréwnanie otoczenia funkcjonalnych kodonéw
inicjujacych z otoczeniem ,,niefunkcjonalnych“ kodonéw AUG zlokalizowanych w sekwencjach 5’UTR 59 mRNA (* Y — pirymidyna) [11].

biatka. Informacyjny RNA dekarboksylazy ornity-
nowej ma np. jedng krétkg ORF powyzej wiasciwego
kodonu START. Mutacja kodonu AUG w UUG w tej
krotkiej ramce odczytu wywotuje pieciokrotne zwie-
kszenie iloSci syntetyzowanej dekarboksylazy orni-
tynowej [38],

Podczas analizy szczurzych bibliotek cDNA wy-
kazano istnienie dwoéch typow proenkefalinowego
mMRNA. Roéznity sie one jedynie dtugoscig czesci
5’UTR. Dtuzszy mRNA wykryty w komdrkach za-
rodkowych, ma niewyciety ,,somatyczny“ intron A
pomiedzy eksonami 1i2. Transkrypt specyficzny dla
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rek [6], Wszystkie te transkrypty sg nietypowe pod
wzgledem diugosci sekwencji 5’UTR, bowiem ich
funkcjonalny kodon inicjujagcy poprzedzony jest se-
kwencjg czesto znacznie diuzszg niz 200-nukle-
otydowg. Podobnie mRNA transformujgcego czyn-
nika wzrostu TGF-P3 wyposazony jest w jeden z
najdtuzszych 5’UTR z do tej pory zidentyfikowa-
nych. Dtugo$¢ jego sekwencji liderowej przekracza
1,1 tysigca nukleotydéw. Ponadto fragment ten ma
11 otwartych ramek odczytu, Kktore znaczaco
wplywaja na ilos¢ syntetyzowanego funkcjonalnego
biatka. Stopien hamowania translacji przez 5’UTR
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TGF-P3 wykazano stosujgc translacje in vitro tran-
skryptu hybrydowego, zawierajgcego cze$¢ ko-
dujaca acetylotransferaze chloramfenikolu (CAT),
poprzedzona wspomniang diuga sekwencjg lide-
rowa. Zaobserwowano ponad 150-krotne obnizenie
syntezy CAT, wywotane obecno$cig ORF w sekwen-
cji 5’UTR TGF-|33 [40]. W komdrkach nowotworu
sutka znaleziono skrécong forme mRNA tego czyn-
nika wzrostu, ktéry podlegat znacznie wydajniejszej
translacji. Wykazano, ze transkrypt ten pozbawiony
byt bardzo dtugiego, 870 nukleotydowego fragmentu
regionu 5’UTR, zawierajgcego wiekszos$¢ krotkich
ORF [41].

V-4. Stabilna struktura drugorzedowa w poblizu
kodonu inicjujacego

Stabilna struktura drugorzedowa w poblizu kodo-
nu inicjujgcego wielu mRNA ogranicza w znacznym
stopniu zdolno$¢ tworzenia, w tym regionie, kom-
pleksu inicjujacego. W wielu dotad przeprowadzo-
nych badaniach wykazano, ze obnizenie wydajnosci
procesu translacji zalezy od: (i) stopnia termodyna-
micznej stabilno$ci struktury drugorzedowej oraz
(ii) jej potozenia w stosunku do poczatku transkryptu
i kodonu inicjujgcego. Wykazano na przyktad, ze
modyfikowany mRNA, zawierajgcy strukture ,,szpil-
ki do wtoséw* (ang. hairpin structure), o energii
swobodnej tworzenia (AG) wynoszacej okoto -30
kcal/mol, potozong w odlegtosci 12 nukleotydéw po-
nizej m7G cap, jest w niewielkim stopniu zdolny do
utworzenia kompleksu inicjujgcego w warunkach in
vitro. Jednakze ta sama struktura umieszczona 52 nu-
kleotydy ponizej elementu cap nie wywiera zadnego
wptywu na wydajnos$¢ translacji [16]. Konsekwencja
wystepowania tej struktury w poblizu konca
5’ mRNA jest blokowanie dostepu kompleksu pre-
inicjujacego 43S. Z kolei bardziej stabilna struktura
(AG = -50 kcal/mol) umieszczona powyzej kodonu
inicjujgcego wptywa na obnizenie poziomu transla-
cji w bardzo znacznym stopniu, siegajagcym 85-95%.
Podobne wyniki uzyskano prowadzgc badania z uzy-
ciem mniej i bardziej stabilnej struktury w regionie
5’UTR w warunkach in vivo [42].

Inhibicja procesu tworzenia sie kompleksu ini-
cjujacego przez strukture drugorzedowg wyste-
pujacag powyzej kodonu AUG, zwigzana jest bezpo-
$rednio z liniowym skaningiem podjednostki 40S.
Sugeruje sie, ze kompleks preinicjujacy przemiesz-
czajac sie wzdtuz sekwencji 5’'UTR zostaje zatrzy-
many przed barierg, ktérg stanowi stabilna struktura
trzonu i petli, czego konsekwencjgjestjego oddyso-
cjowanie od czagsteczki mRNA. Mata podjednostka
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rybosomalna lub zwigzane z nig czynniki translacyj-
ne maja zdolno$¢ likwidowania takich barier, jedna-
kze zdolno$¢ ta maleje wraz z obnizaniem wartosci
energii swobodnej tworzenia si¢ struktury drugorze-
dowej. W przeciwienstwie do podjednostki 40S, ry-
bosom 80S w czasie elongacji wydajnie rozwija na-
wet bardzo stabilne struktury tworzone przez mRNA
[16].

Wptyw stabilnych struktur w regionach lidero-
wych opisano takze dla wielu naturalnych czasteczek
informacyjnych RNA. Na przyktad dla ludzkiego
mMRNA ptytkowego czynnika wzrostowego
(PDGF2), ktory zawiera dtugg oraz bogatg w G i C
sekwencje liderowa. Wprowadzenie 1022-nukleoty-
dowego 5°UTR tego mRNA do reporterowego
mMRNA CAT, wywotuje 30-40 krotne obnizenie wy-
dajnosci translacji biatka CAT w transfekowanych
komdrkach COS [43]. Wykazano réwniez, ze zaled-
wie 140-nukleotydowy fragment tego regionu, bez-
posrednio poprzedzajgcy kodon AUG wywotuje taki
sam efektjak caty 5’UTR. Usuniecie catej sekwencji
liderowej z mMRNA PDGF2 zwieksza wyraznie jego
zdolno$¢ translacyjng, ktéra koreluje ze wzrostem
potencjatu transformacyjnego komérek NIH 3T3
[43]. °

Réwniez mRNA dekarboksylazy ornitynowej
(ODC) podlega mato wydajnej translacji, wywotanej
obecnoscig bardzo stabilnej struktury typu hairpin
(AG = -97 kcal/mol) tuz za m7G cap, tworzonej przez
prawie 100 nukleotyddéw z duzym udziatem reszt G i
C [38, 44, 45]. Wprowadzenie mutacji obnizajgcych
stabilno$¢ struktury typu szpilki do wtoséw podnosi
wydajno$¢ translacji mMRNA ODC [46], Wykazano
réwniez, ze efektywnos$¢ syntezy bhiatka ODC nie
ulega zmianie po odwrdéceniu orientacji tego frag-
mentu regionu 5°’UTR. Zatem wylgcznie stabilna
struktura, a nie zwigzanie z nig biatka represorowe-
go, hamuje proces translacji.

W ostatnich latach opisano szereg mRNA, ktére w
zaleznosci od typu komérek moga zawierac kilka al-
ternatywnych regionéw 5’UTR, réznigcych sie
znacznie termodynamiczng stabilnoScig tworzonej
struktury RNA, a tym samym majacych rézng zdol-
noi¢ translacyjng. Sa nimi na przyktad mRNA ko-
dujace: receptor interleukiny 1 [47], [3-enolaze [48],
biatko A2A [49], basonuktine [50], biatko NRF-1
[51], czy kinaze PKR [52].

Wystepowanie struktury trzonu i petli moze mie¢
rowniez korzystny wptyw na inicjacje procesu trans-
lacji. Jednakze struktura ta (nawet o stosunkowo nie-
wielkiej energii swobodnej tworzenia okoto -20
kcal/mol) musi znajdowac¢ sie¢ w okreSlonej od-
legtosci (12-15 nukleotydéw) ponizej kodonu ini-
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cjujagcego. W takich warunkach triplet AUG bez wy-
maganego zazwyczaj kontekstu sekwencji, a nawet
inna tréjka nukleotydéw (np. GUG, UUG, ACG,
CUG) moze by¢ odczytanajako funkcjonalny kodon
inicjujagcy [53]. Przyczyng tego zjawiska jest naj-
prawdopodobniej lokalne spowolnienie (lub zatrzy-
manie) przesuwu mniejszej podjednostki rybosomal-
nej wzdtuz czgsteczki mRNA, co umozliwia zwigza-
nie kodonu inicjujgcego z antykodonem Met-tRNAI i
rozpoczecie procesu syntezy biatka.

V-5. Dtugos¢ sekwencji 5’UTR

Dtugos¢ sekwencji 5’UTR w nielicznych przy-
padkach wptywa na efektywnos$é tworzenia kom-
pleksu inicjujgcego. Ma to miejsce tylko wtedy, gdy
sekwencja poprzedzajaca kodon START jest bardzo
krotka. Gdy pierwszy kodon AUG (nawet z odpo-
wiednim kontekstem nukleotydowym) wystepuje w
odlegtosci 12 nukleotydéw ponizej m7G cap, to pod-
jednostka 40S nie rozpoznaje tego kodonu i konczy
skaning dopiero na nastepnej tréjce AUG. Wiadomo
rowniez, ze 5’UTR o dtugos$ci 13-22 nukleotydow w
znacznym stopniu obniza ilo$¢ syntetyzowanego
biatka w warunkach in vitro [54], a wydtuzanie go od
kilkunastu do okoto 80 nukleotydéw wpitywa na
stopniowe zwiekszanie efektywnosci translacji [55].
Naturalne regiony 5’UTR zawierajg zwykle znacz-
nie wiecej niz 20 nukleotydéw, dlatego przedstawio-
ne powyzej informacje mozna wykorzystaé gtdwnie
w interpretacji zdolnosci translacyjnej krotkich ORF,
ktorych kodon AUG wystepuje w poblizu elementu
cap.

V-6. Dtugos¢ ogona poliadenylowego

Dtugos$é ogona poliadenylowego zmniejsza sie we
wszystkich mRNA w czasie ich ,zycia” w komorce,
co zwigzane jest z aktywnoscig specyficznych rybo-
nukleaz cytoplazmatycznych. Roé6zna jest jednak
szybkos$¢ skracania ogonéw poli-A dla rdznych
czasteczek mRNA.

Po przejsciu transkryptu do cytoplazmy, z tancu-
chem poli-A wigzg sie biatka PABP (ang. poli-A bin-
ding protein) o masie ~70kDa. Wykazano, ze kazde z
tych biatek tgczy sie do odcinka zawierajgcego 27
reszt adenylowych, za$ odlegto$¢ pomiedzy kolejny-
mi PABP wynosi 13 reszt A [56]. Biatka PABP moga
oddziatywac z czynnikami translacyjnymi zwigzany-
mi ze strukturgm7G cap [57]. W komdrkach drozdzy
oraz ro$lin biatka te maja domeny umozliwiajace
kontakt bezposrednio z czynnikiem elF-4G (najwie-
ksza podjednostka kompleksu elF-4F), w przypadku
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roslin dodatkowo z elF-4B [58, 59]. Biatka PABP
ssakow nie oddziatujg bezpos$rednio z elF-4G, lecz
za posrednictwem biatek PAIP-1 (ang. PABP-inte-
racting protein) [60], wyposazonych w domeny
wigzace czynniki elF-4A i elF-3, ktore z kolei od-
dziatujg z czynnikiem elF-4G (rycina 1). Kontakt
PABP z elF-4G zwieksza powinowactwo kompleksu
elF-4F do elementu cap oraz PABP do ogona polia-
denylowego. Opisane powyzej oddziatywania spra-
wiajg, ze oba konce eukariotycznych czasteczek
mRNA w warunkach in vivo znajdujg sie blisko sie-
bie.

Ogon poliadenylowy petni trzy wazne funkcje w
potranskrypcyjnej regulacji ekspresji: (i) umozliwia
transport mMRNA z jadra komérkowego do cytopla-
zmy, (ii) w kompleksie z biatkami PABP zapobiega
dziataniu egzorybonukleaz oraz (iii) zwigeksza efek-
tywnos$¢ inicjacji translacji.

Niektére mMRNA majg zaprogramowang w swojej
strukturze — najczesciej w sekwencji regionu
3’UTR — szybkg samodegradacje, czesto zalezng od
warunkéw srodowiska. U drozdzy proces ten rozpo-
czyna sie od usuniecia ogona poliadenylowego z
udziatem rybonukleazy Panlp (ang. PABP-depen-
dentpoly (A) nuclease) [61,62], co powoduje oddyso-
cjowanie od mRNA biatek PABP a w konsekwencji
znaczne zmniejszenie powinowactwa elF-4E do ele-
mentu cap. Wéwczas ,,odstonieta” struktura m7G cap
jest wydajnie usuwana z udziatem specyficznego en-
zymu Dcplp i mMRNA staje sie podatny na dziatanie
5’—3’ egzorybonukleazy Xrnlp [63,64], Réwniez w
komorkach ssaczych deadenylacja prowadzi do
szybkiej, enzymatycznej hydrolizy mRNA, zainicjo-
wanej usunieciem elementu cap [65]. Taki mecha-
nizm degradacji zapobiega syntezie btednej, skroco-
nej formy polipeptydu, kodowanego przez mRNA,
ktérego integralnos$¢ strukturalna zostata naruszona
przez dziatanie egzo- lub endonukleaz.

Udziat zwigzanych z ogonem poli-A biatek PABP
w procesie inicjacji translacji zaobserwowano za-
rowno w warunkach in vitro [66] jak i in vivo [67],
Badania z wykorzystaniem mRNA pozbawionych
ogona poliadenylowego wykazaty, ze takie mutanty
podlegaty znacznie mniej wydajnej translacji. Po-
dobny efekt wywiera dodanie egzogennego, synte-
tycznego kompetytora poli-A do uktadu translacji in
vitro [68]. Przyczyn tego zjawiska jest kilka. Po
pierwsze, 0 czym wcze$niej wspomniano, biatka
PABP zwigzane z koncem 3" mRNA zwiekszajg po-
winowactwo czynnikéw inicjujgcych translacje do
struktury cap, czego wynikiem jest bardziej wydajne
przytagczanie mniejszej podjednostki rybosomalnej
do korica 5" mRNA. Po drugie PABP uczestniczg w
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procesie przytgczania podjednostki 60S do zwigza-
nej zkodonem AUG matej podjednostki 40S [69,70],
Po trzecie fizyczna blisko$¢ obu koncow mRNA
zwieksza lokalne stezenie komplekséw preini-
cjujacych 43S w poblizu struktury cap, poniewaz po
zakonczeniu translacji niektére podjednostki 40S
pozostajg zwigzane z mRNA oraz przesuwajac sie w
kierunku 3” przytaczaja potrojne kompleksy
Met-tRNAI *elF-2 «GTP i moga ponownie zostaé
uzyte do inicjacji translacji [57].

V-7. Biatka represorowe wigzace sie z mRNA

W wielu mRNA wystepujg miejsca potencjalnego
wigzania biatek represorowych. Miejsca te stanowig
zdefiniowane sekwencje nukleotydowe, czesto
uwiktane w specyficzne struktury drugorzedowe.
Nie wszystkie mMRNA wystepujagce w cytoplazmie
ulegajg przepisaniu na polipeptydy, gdyz proces ten
moze byé blokowany miedzy innymi przez biatkowe
represory translacji, mogace wigzac sie do sekwencji
5’'UTR lub 3’UTR [71]. Ten mechanizm kontroli

translacja zalezy od sekwencji o dtugosci 27 nukle-
otydéw, zlokalizowanej w 5°UTR ferytynowego
mRNA. Ten wrazliwy na zelazo element IRE (ang.
iron responsive element) tworzy strukture trzonu i
petli, ktora taczac sie z biatkiem IRP (zdolnym do
wigzania jonéw zelaza) niezasocjowanym z Fe2+
catkowicie inhibuje synteze ferytyny. Kiedy za$
wzroénie stezenie Fe2+ w cytoplazmie biatko to
wigzgc jony zelaza oddysocjowuje od IRE aktywujgc
proces translacji (rycina 2). Utworzenie kompleksu
IRE-IRP uniemozliwia najprawdopodobniej przytg-
czenie mniejszej podjednostki rybosomalnej, ponie-
waz element IRE znajduje sie w poblizu struktury
cap [75]. Motyw IRE znaleziono réwniez w innych
mRNA kodujgcych biatka zwigzane z metabolizmem
zelaza. Konserwatywnymi cze$ciami struktury typu
hairpin tego elementu jest wybrzuszenie C i 6-nukle-
otydowa petla terminalna.

Szereg czasteczek mMRNA kodujgcych biatka apa-
ratu translacyjnego, wigczajagc rybosomalne biatka
strukturalne, w swoich regionach 5’UTR zawiera
ciagi polipirymidynowe (pPy), uczestniczgce w kon-
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Ryc. 2. Schemat mechanizmu
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translacji mRNA fery-
tyny w zalezno$ci od
stezenia jondw zelaza

IRP/Fe
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— szczeg6towy opis

w tekscie. W ramce
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turg drugorzadowga

% elementu IRE znaj-
5 ) dujacego sie w mRNA
tancucha H ludzkiej

60S ferytyny (kursywa za-

znaczono zachowaw-

cze zasady elementu

translacji okreslonych mRNA umozliwia bardzo
szybkag odpowiedz na stymulacje czynnikami tak
wewnatrz- jak i zewngtrzkomdrkowymi.

Model negatywnej kontroli translacji mozna naj-
lepiej przesledzié na przyktadzie syntezy ferytyny -
biatka odpowiedzialnego za wewngtrzkomorkowe
magazynowanie jonow zelaza. Poziom syntezy tego
biatka jest zalezny od stezenia zelaza w cytoplazmie
[72-74]. Badania ze zrekombinowanym genem fery-
tyny wykazatly, ze regulowana przez jony zelaza
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IRE).

troli efektywnosci translacji [76]. W réznych typach
komérek wydajnos$¢ translacji z tych mRNA regulo-
wana jest przez mitogeny i sygnaly rdznicowania
[77]. Réznej diugosci (5-14-nukleotydowe) ciagi
pPy umieszczone sg w sasiedztwie struktury cap, a
mutacje w obrebie tych sekwencji prowadzg do
translacji konstytutywnej, co sugeruje, ze dziataja
one jako element negatywnej regulacji biosyntezy
biatka [78], Wykryto na przykiad, ze jedynie z natu-
ralnymi, a nie z pozbawionymi ciggéw pPy sekwen-
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cjami liderowymi czasteczek mMRNA rybosomowych
biatek L32 i LI czynnik o masie 56 kDa wigze sie
specyficznie [79, 80],

W czasie roznicowania krwinek czerwonych,
mRNA kodujacy erytrocytowg 15-lipooksygenaze
(LOX) jest syntetyzowany przez wszystkie etapy
erytropoezy, lecz aktywnos$¢ translacyjng wykazuje
tylko w retikulocytach krwi obwodowej. 15-LOX
jest enzymem Kkatalizujgcym degradacje fosfolipi-
déw, co prowadzi do niszczenia bton wewnetrznych,
np. mitochondrialnych w dojrzewajgcym retikulocy-
cie. Szczurzy mRNA LOX ma 10, a ludzki tylko 4
tandemowe powtdrzenia 19-nukleotydowych moty-
wow, bogatych w pirymidyny, umieszczonych w cze-
$ci 3’UTR. Do takich segmentow moga specyficznie
przytagcza¢ sie biatka retikulocytowe LOX-BP,
bedace represorami translacji 15-lipooksygenazy
[81-83], Jest to pierwszy opisany przyktad regulacji
inicjacji translacji przez specyficzne interakcje
biatka z sekwencja potozong w 3’UTR informacyj-
nego RNA.

Negatywna kontrola ekspresji z udziatem biatek
represorowych moze odbywaé sie réwniez w syste-
mie autoregulacji. Wéwczas translacja okreslonego
MmRNA znajduje sie¢ pod kontrolg jego produktu
biatkowego. Dobrze poznana jest autoregulacja eks-

presji syntetazy tymidylowej (TS), kluczowego en-
zymu syntezy prekursoréw DNA. Informacyjny
RNA TS zawiera dwa miejsca specyficznego wigza-
nia biatka TS, z ktorych jedno zlokalizowane jest w
sekwencji liderowej i stanowi je 29-nukleotydowa
struktura typu szpilki do wtoséw [84], Wykazano, ze
ludzkie biatko TS specyficznie hamuje wydajnosé
translacji mMRNA TS w uktadzie in vitro [85]. Inhibi-
cja translacji jest jednak catkowicie zniesiona w $ro-
dowisku zawierajgcym substraty dla syntetazy tymi-
dylowej, takie jak np. dUMP.

VI. Mechanizmy pozwalajagce oming¢
pierwszy kodon AUG

Znakomita wiekszo$¢ eukariotycznych mRNA
jest monocistronowych i podlega inicjacji translacji
z pierwszego kodonu AUG. Jednak jak wczes$niej
wspomniano okoto 5-10% czgsteczek mRNA ma je-
den lub wiecej tripletéow AUG w regionach 5’UTR.
W przypadku takich czgsteczek dochodzi do znacz-
nego obnizenia poziomu translacji, co opisano w roz-
dziale V-3. Istniejg trzy mozliwe mechanizmy po-
zwalajgce odczyta¢ wiasciwe, funkcjonalne kodony
inicjujgce (rycina 3) — skaning przeciekowy, reini-
cjacja i wewnetrzna inicjacja translacji.
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liyc. 3. Mechanizmy inicjacji translacji umozli-
wiajace rozpoczecie syntezy biatka z kodo-
nu inicjujacego, potozonego ponizej innego
tripletu AUG. Zwykle translacja zachodzi z

pierwszego od kornica 5’ kodonu AUG (A).
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kodony inicjujace wraz z otoczeniem nukle-
otydowym (Y — pirymidyna).
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VI1-1. Skaning przeciekowy

Skaning przeciekowy polega na tym, ze czes$¢
matych podjednostek rybosomalnych nie rozpoznaje
pierwszego tripletu AUG i zatrzymuje sie na drugim,
czy jeszcze dalszym kodonie AUG. Wiekszo$¢ opi-
sanych dotad przypadkow takiej formy skaningu wy-
nika z braku optymalnego kontekstu sekwencji w po-
blizu tripletow AUG (rozdziat V-2). Zatem im ,,gor-
szy” jest kontekst sekwencji w poblizu pierwszego
tripletu AUG z tym wiekszg wydajnos$cia przebiega
translacja drugiej ORF i vice versa. Opisano ponad
dwadzieScia mRNA (gtéwnie wirusowych), ktérych
pierwsze triplety AUG majgc suboptymalne otocze-
nie sekwencji, pozwalajg na synteze dwoch réznych
biatek zjednego mRNA [6, 37, 86, 87]. Istnieje row-
niez mozliwosé obejscia pierwszego tripletu AUG,
niezaleznie od kontekstu sekwencji, kiedy znajduje
sie on w odlegtos$ci mniejszej niz 20 nukleotyd6éw od
konca 5 mRNA [54, 88, 89]. Nowsze dane ekspery-
mentalne sugeruja rowniez, ze skaning przeciekowy
moze by¢ modulowany w zaleznos$ci od fazy wzrostu
komorek lub temperatury [90, 91].

VI-2. Reinicjacja

Gdy rybosom 80S zakonczy translacje pierwszej
otwartej ramki odczytu, z czasteczkg mRNA moze
pozosta¢ zwigzana mniejsza podjednostka ryboso-
malna 40S. Po przytgczeniu odpowiednich czynni-
kéw inicjacyjnych moze ona powtdrnie rozpoczgé
skaning w poszukiwaniu kolejnego kodonu AUG
(rycina 3). Zdolnos¢ podjednostki 40S do reinicjacji
jest ograniczona dtugos$cig pierwszej ORF. Z jedy-
nych przeprowadzonych dotad badan wynika, ze
dtugos$¢ ta nie powinna przekroczyé 30 kodonow
[92]. Ponadto reinicjacja u Eukaryota przebiega z
najwiekszg wydajnoscig kiedy kodon terminujacy
pierwszej ORF wystepuje w odpowiednio duzej od-
legtosci od nastepnego cistronu [93]. Wynika to z ko-
niecznosci ponownego zwigzania kompleksu
Met-tRNAI «elF-2 przez podjednostke 40S co wyma-
ga odpowiednio dtugiego czasu [94]. Proces reinicja-
cji jest bardzo stabo poznany. Wiadomo jednak, ze
przebiega on z bardzo niskg wydajnoscia.

V1-3. Wewnetrzna inicjacja translacji

Opisano kilka przyktadéw wirusowych czaste-
czek mRNA, ktére podlegajg translacji wedtug me-
chanizmu niezaleznego od struktury m7G cap. W re-
gionie potozonym powyzej otwartej ramki odczytu
majg one element strukturalny okreslany jako wew-
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netrzne miejsce wigzania rybosomu — IRES (ang.
infernal ribosome entry site), ktéry zawiera dtugi,
silnie ustrukturalizowany fragment RNA. Ten ele-
ment strukturalny wraz z szeregiem oddziatujacych z
nim czynnikow biatkowych, wsréd ktérych znajdujg
sie inicjacyjne czynniki translacyjne elF-4F i elF-3
[95], tworzy platforme, do ktérej w poblizu kodonu
AUG wigze sie kompleks preinicjujacy 43S [96-98].
Wykryto takze Kkilka specyficznych dla r6znych
MmRNA biatek, niezbednych do inicjowania translacji
wedtug mechanizmu IRES. Sg nimi na przyktad au-
toantygen La niezbedny do translacji mMRNA wirusa
polio [99, 100] czy biatko PTB wigzace sie do
ciggow potipirymidynowych czasteczek RNA wiru-
sa EMCV [101, 102]. Elementy IRES wykryto
poczatkowo w bogatych w krotkie ORF i bardzo
dtugich regionach 5’UTR niektérych wiruséw [24,
103], jednak p6zniej opisano je réwniez dla kilku ko-
moérkowych mRNA [97, 104, 105]. Mechanizm we-
wnetrznej inicjacji translacji, zwtaszcza w przypad-
ku komdérkowych mRNA, jest jednak nadal kwestio-
nowany przez niektérych autoréw [5, 106].

VIIl. Zwigzek z chorobami cztowieka

Wiele mRNA pochodzgcych z tego samego genu
w zalezno$ci od rodzaju tkanki moze zawierac alter-
natywne regiony 5’UTR, ktére majg znaczaco rézng
zdolnos$¢ translacyjng [5, 98]. Zjawisko to najczes-
ciej zwigzane jest z procesem alternatywnego
sktadania RNA i/lub aktywnos$cig réznych regiondéw
promotorowych w poszczegdlnych typach komoérek.
Informacyjny RNA protoonkogenu c-mos moze na
przyktad zawiera¢ dwie roznigce sie diugoscig i
strukturg sekwencje liderowe (980 i 300 nukleoty-
dow), z ktérych dtuzsza bardzo silnie inhibuje proces
biosyntezy biatka [107]. Z kolei inny gen ATM moze
tworzy¢ az 12 r6znych regionéw 5’UTR, co wynika z
aktywnosci w tym genie kilku regionéw promotoro-
wych oraz z alternatywnego sktadania mRNA. Te se-
kwencje liderowe, znacznie roznigc sie diugoscia
(146-884 nt), zawartoscig krotkich ORF (od 1 do 8)
oraz stabilno$cig struktury drugorzedowej (wartos$¢
AG od -27 do -147 kcal/mol), odgrywajg istotng role
w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genu [108],
Badany w naszym laboratorium mRNA genu supre-
sorowego BRCAL réwniez moze zawiera¢ dwa rézne
regiony 5’UTR (140 i 402 nt). Obie sekwencje lide-
rowe, ze wzgledu na rézng trwato$¢ wystepujacych
w nich struktur ll-rzedowych, mogg by¢ zwigzane z
rozng zdolnosScig translacyjng poszczeg6lnych
mRNA, oraz zaburzona ich dystrybucja w komor-
kach nowotwordéw piersi w poréwnaniu ze zdrowymi
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komdrkami gruczotu sutkowego moze odgrywac
istotng role w patogenezie choroby nowotworowej,
poprzez znaczne obnizenie poziomu biatka BRCA1
[109],

W przypadku niektérych genéw wykryto mutacje
typu substytucji w sekwencjach odpowiadajgcych
regionom 5’UTR lub mutacje prowadzgce do
wydtuzenia czy skrocenia regionéw 5’UTR, odpo-
wiedzialne za réznego rodzaju choroby dziedziczne
[5]. Na przyktad mutacja germinalna prowadzgca do
utworzenia kodonu AUG w sekwencji liderowej
mRNA genu pl6é, zwigzana z dziedziczng forma
czerniaka, znacznie zmniejsza efektywnos¢ syntezy
biatka supresorowego plé, co jest powodowane
obecnos$cig ,nienaturalnej” krotkiej ORF [110]. In-
nym przyktadem moga by¢ mutacje dynamiczne w
genie FMR1, polegajace na ekspansji tréjnukleoty-
dowych powtérzen (CGG)n znajdujgcych sie w se-
kwencji odpowiadajgcej regionowi 5’'UTR mRNA
FMR1. Prowadzg one do obnizenia ekspresji tego
genu, co jest zwigzane ze znacznym zwiekszeniem
stabilnosci struktury drugorzedowej, tworzonej
przez sekwencje liderowg [111], a w konsekwencji
sg odpowiedzialne za cze$¢ przypadkoéw jednostki
chorobowej zwanej zespotem tamliwego chromoso-
mu X.
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trimetyloamonioacetylo) dietanoloaminy DC-Chol — 3P-[N-
(N’,N’-dimetyloaminoetano)karbamoilo] cholesterol; DDAB
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I,2-dioleilooksypropylo-3-dimetylo-hydroksyetyloamoniowy;
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'‘Dr, 2orof. dr hab., Zaktad Biologii Molekularnej, Centrum On-
kologii — Instytut im. Marii Sklodowskiej-Curie, Oddziat Gli-
wice, ul. Wybrzeze Armii Krajowej 15, 44-100 Gliwice

POSTEPY BIOCHEMII 46(3), 2000

Contents:

l. Introduction

Il. Condensation domain

111, Systemic delivery of complex carrier - DNA in vivo
IV. Transfer of complexes into cells

V. Transductional domain

V1. Fusogenic domain

VIIl. Nuclear translocation domain

VIIIl. Final remarks

rol; Spd"-Chol — 3-P-[(N4-spermidyno)karbamoilo]choleste-
rol; TTAB — bromek tetradecylotrimetyloamoniowy.

. Wstep

Podstawowym zalozeniem terapii genowej jest
wprowadzenie do komaérek terapeutycznego genu. W
przypadku terapii genowej nowotworéw dostepne
obecnie metody transferu DNA in vivo (z zastosowa-
niem np. liposoméw czy zmodyfikowanych wiru-
sow) umozliwiajg wprowadzenie do komdérek nowo-
tworowych tzw. genéw samobdjczych (zob. [1]) lub
genéw cytokin pobudzajacych przeciwnowotwo-
rowg odpowiedZ immunologiczng (zob. [2]), gendow
proapoptotycznych (zob. [3]) lub gen6éw hamujacych
angiogeneze (zob. [4]).

Transfer materiatu genetycznego do komdrek
stwarzajednakze niemate ktopoty. Jak dotad brak no-
$nikdw, ktére posiadatyby takie zalety jak np.:
ochrona podanego in vivo DNA przed degradacjg,
tkankowa wybiérczosé¢, niskie ryzyko rekombinacji
genetycznej (aktywacji onkogen6w) i niepozadanej
odpowiedzi immunologicznej. Ogranicza to rozwdj
terapii genowej.

Stosowane obecnie nos$niki terapeutycznego DNA
to pewne zmodyfikowane wirusy lub tzw. nos$niki
niewirusowe.

Do tych ostatnich zaliczajg sie liposomy kationo-
we (sferyczne agregaty lipidowe) [5, 6], obdarzone
tadunkiem oligo- i polipeptydy (np. peptyd I [7], po-
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li-L-lizyna [np. 8], histydylowana poli-L-lizyna [9],
poli-L-ornityna [10]), lipidowe pochodne poliamin
[11]) oraz r6zne kationowe polimery (np. polietyle-
noimina [np. 12-14], dendrymery poliamidoamino-
we [15] polimerosomy (kopolimery polietylenogli-
kolu i polietyloetylenu)[16] oraz polimery poliwiny-
lowe [17]).

Ze wzgledu na ryzyko mutacji insercyjnych i
wywotywanie odpowiedzi immunologicznej gospo-
darza przez nosniki wirusowe obecnej generacji, no-
wym rozwigzaniem, je$li chodzi o transfer DNA w
warunkach in vivo, mogg okazac sie nos$niki niewiru-
sowe, zwtaszcza tzw. ,syntetyczne wirusy“. Pod po-
jeciem ,syntetycznych wiruséw* rozumie sie stabil-
ne w kontakcie z ptynami ustrojowymi uktady supra-
molekulame posiadajagce domeny funkcjonalne po-
dobne lub analogiczne do wystepujacych u natural-
nych wiruséw (patrz Ryc. 1). Dzieki obecnosci ta-
kich modularnych domen syntetyczny wirus moze in
vivo kierowaé sie do okreslonych tkanek, wydajnie

Skladowe syntetycznego wirusa

lipid, domena kondensujaca, gtéwny sktadnik

pochodna lipidowa, domena transdukcyjna

pochodna lipidowa, domena fuzogenna / endosomolityczna

penetrowa¢ btone komorkowg oraz
Swiatto pecherzykoéw endocytarnych.
W przygotowaniu tego rodzaju niewirusowych
nosnikbw DNA wykorzystuje sie zjawisko sponta-
nicznej agregacji czasteczek lipidow w okre$lonych
warunkach [18-20], Agregacja ma miejsce np. pod-
czas sonikacji emulsji lipidéw ultradzwiekami. W
wyniku agregacji czasteczek lipidow powstaje uktad
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supramolekularny charakteryzujacy sie obecnoscig
wspomnianych domen petnigcych okres$lone funk-
cje, np. kondensacji DNA, rozpoznawania recepto-
réw powierzchni komérki, fuzji z btong endosomu i
translokacji jadrowej.

Prostota, niskie koszty, mozliwo$¢ systemowego
wprowadzenia DNA za pomocg posiadajgcego po-
dwojng swoisto$¢ (transdukcyjng i transkrypcyjna)
kompleksu z pochodnymi lipidéw moga okazac sie
zaletami syntetycznych wirusow.

Niniejsza praca stara sie pokaza¢ rozwdj badan
nad uniwersalnym syntetycznym nos$nikiem DNA.

Il. Domena kondensujaca

Podstawowym elementem budowy syntetycznego
wirusa jest tzw. dwuwarstwa lipidowa (ang. lipid bi-
layer) otaczajgca cze$S¢ wewnetrzng omawianej
struktury [18-20]. W sktad tworzacych jg dwu
warstw lipidowych wchodzg obdarzone tadunkiem

Ryc. 1 Syntetyczny wirus. Prowizoryczny schemat
niewirusowego no$nika DNA tzw. synte-
tycznego wirusa zawierajacego cztery pod-
stawowe domeny funkcjonalne. Schemat
pokazuje samoagregujace lipidy upakowane
w tzw. dwuwarstwe lipidowa. Niektore
czasteczki lipidéw posiadaja wypadkowy
tadunek dodatni (domena kondensujgca), do
innych przytaczone sa kowalencyjnie rézne
ligandy (domeny transdukcyjna i fuzogen-
na). Symbolicznie zaznaczono przenoszony
plazmidowy DNA zawierajgcy transgen
oraz jego promotor (mogacy petni¢ réwno-
cze$nie role domeny lokalizacji jadrowej —
patrz tekst).

lipidy kationowe oraz inne lipidy, elektrostatycznie
obojetne. Otoczka tego rodzaju, tzw. domena kon-
densujgca stanowi podstawowg domene syntetycz-
nego wirusa. Jej funkcjg jest kondensacja i ochrona
przenoszonego in vivo plazmidowego DNA przed
enzymatyczng degradacjg. Kondensacja przenoszo-
nego DNA jest podstawowym wymogiem skuteczne-
go transferu przez btone komdrkowga. Bez neutraliza-
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cji ujemnego tadunku i zmniejszenia liniowych roz-
miarow nieskondensowanych czgsteczek transport
DNA przez btone komorki wydaje sie niemozliwy.

W fizjologicznym pH lipidy kationowe liposomo-
wej ,otoczki“ nosnika niewirusowego obdarzone sg
wypadkowym tadunkiem dodatnim. W wyniku zmie-
szania plazmidowego DNA (posiadajgcego tadunek
ujemny) z emulsjg zawierajacg nosnik lipidowy do-
chodzi do ich wzajemnego oddziatywania elektrosta-
tycznego. Jego nastepstwem sg zmiany konforma-
cyjne zaréwno w lipidzie jak iw DNA. Zmiany DNA
obejmuja zmniejszenie jego efektywnych rozmiaréw
(kondensacje) dzieki zobojetnieniu ujemnych tadun-
kéw grup fosforanowych. DNA przyjmuje woéwczas
ksztatt mocno zbitego kiebka. Szereg badan wskazu-
je na niejednorodnos$¢, rézng wielkos¢ oraz ksztatt
komplekséw. Powstawanie komplekséw zalezy od
stosunku molowego sktadowych kompleksu, struk-
tury lipidéw, pH, sity jonowej oraz innych czynni-
kéw. Jest ono najszybsze gdy wypadkowy tadunek
kompleksu waha si¢ w granicach 1,0-1,1, za$ gdy
tadunek wypadkowy kompleksu przewyzsza 1,2
osigganie stanu rownowagi tworzenia kompleksu
jest wydtuzone [21]. Ma to duze znaczenie dla wy-
dajnosci transferu DNA in vivo.

Istnieja rozbieznos$ci co do konformacji po-
wstajgcego kompleksu: cze$¢ danych wskazuje na
powstanie ciggtej struktury lipidowej otaczajacej
czasteczke DNA [22], inna cze$¢ przemawia za loka-
lizacja DNA na powierzchni kompleksu[21], ajesz-
cze inna sugeruje, ze lipidy nie tworzg w kompleksie
dwuwarstwy [23] lub tworzg wysoko uporzgdkowa-
ne struktury wielowarstwowe pomiedzy ktérymi
znajduje sie upakowany DNA [24],

Powstaty kompleks zwany jest lipopleksem jesli
no$nikiem DNA sg liposomy kationowe, za$ jesli w
roli no$nika wystepuja polimery kationowe lub oba
naraz to kompleksy nosza nazwe odpowiednio poli-
pleksu albo lipopolipleksu [25].

Istotnym jest czy wprowadzane systemowo kom-
pleksy DNA i lipidéw kationowych rzeczywiscie
uczestniczg bezposrednio w transferze in vivo DNA
do komdrki czy tez lipidowe skiadniki kompleksu
stuzg jedynie jako pozakomaérkowy nosnik tzw. ,na-
giego“, to jest nieskompleksowanego DNA,
majgcego rowniez zdolno$¢ transfekcji [26]. W
wyjatkowych sytuacjach, np. w transferze terapeu-
tycznych genéw do pewnych typéw guzéw nowo-
tworowych ,,nagi“ DNA moze byé przydatny [27],
Panuje jednak raczej powszechne przekonanie, ze
skuteczno$¢ systemowej terapii genowej nowotwo-
row zalezy od dostarczenia terapeutycznego DNA do
krwiobiegu w postaci kompleksu z no$nikiem. Bada-
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nia dowiodty, ze podanie ,,nagiego“ DNA, nawet w
ilosciach prowadzacych do statego stezenia w suro-
wicy krwi, nie powoduje ekspresji transgenu w tkan-
kach [28]. Natomiast wprowadzenie do krwiobiegu
DNA skompleksowanego z lipidami a nastepnie nie-
DNA nie obniza ekspresji
wpierw wprowadzonego DNA. Dowodzi to, ze no-
$niki lipidowe grajg czynngrole w procesie transfe-
ru genéw a nie uwalniajg jedynie czasteczki DNA
zdolne do transfekcji komdrek. Spostrzezenie grupy
Szoki potwierdza celowos$¢ prac nad syntetycznymi
no$nikami DNA, zdolnymi m. in. do kondensacji
DNA i ochrony przed enzymami litycznymi [28].

Lipidy kationowe to amfipatyczne czgasteczki
sktadajgce sie z czesci hydrofobowej, ktérg tworzg
pochodne lipidow oraz czes$ci hydrofitowej, ktora
stanowig ro6zne protonowalne ugrupowania. Obie
czesci scala (wigzaniami typu eterowego, estrowego,
amidowego lub karbamoilowego) #gcznik o rdznej
liczbie atom6éw wegla w tancuchu. Obecno$¢ tych
elementéw jest wsp6lnym mianownikiem budowy
wszystkich lipidéw kationowych, ktére poza tym
znacznie rdznig sie strukturalnie.

Pierwszy kationowy lipid, DOTMA (nazwy che-
miczne omawianych lipidéw - patrz wykaz stosowa-
nych skrotéw), zsyntezowali w 1987 roku
Feigner i wsp. [5], Nowsze lipidy kationowe
typu DOTMY to DMRIE i DORIE [29], DOTAP,
DOTB oraz DOSC [30]. Obecnie do grupy tych lipi-
déw, zawierajacych jedno lub wiecej ugrupowan ob-
darzonych w warunkach fizjologicznych tadunkiem
dodatnim (pochodne czwartorzedowych zwigzkéw
amoniowych) zalicza sie ponad sto zsyntezowanych
zwigzkow [31].

Wigzanie (obecne np. w DOTMA,
DMRIE) trudno ulega biodegradacji podczas gdy
wigzanie estrowe (obecne np. w DOTAP, DOTB i
DOSC) fatwiej ulega hydrolizie [32], Zwigzkiem na-
lezagcym do omawianego typu lipidéw kationowych,
ktéry ostatnio okazat sie skuteczny (w kombinacji z
DOPE oraz cholesterolem) w transferze DNA in vivo
jest lipid DC-6-14 [33]. Skutecznos$¢ transfekcji z
udziatem tego zwigzku potwierdza przypuszczenia,
ze hydroksyetylowe czwartorzedowe pochodne
amoniowe zawierajgce tancuchy dimirystylowe (jak
np. w DMRIE) lepiej nadajg sie do tworzenia stabil-
nych dwuwarstw lipidowych od pochodnych z fafcu-
chami zaréwno dtuzszymi jak i krétszymi [29].

skompleksowanego

eterowe

Inna grupa zwigzkow kationowych znajdujgcych
zastosowanie w komponowanych nos$nikach niewi-
rusowych to alkiloaminy lub alkiloamidy. Nalezg do
nich m. in. czwartorzedowe detergenty amoniowe:
CTAB, DTAB, TTAB, stearyloamina oraz DDAB [1,
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2, 34], Do zwiagzkéw tych zaliczajg sie réwniez lipi-
dowe pochodne poliamin sperminy i spermidyny wy-
kazujagce zdolno$¢ do samoagregacji i trwatej kon-
densacji DNA w warunkach fizjologicznych np.
DOGS i DPPES [11]. Do lipidowych pochodnych
poliamin zaliczyé nalezy takze DOSPA [35].
Zwigzek ten posiada w czesci hydrofobowej reszty
oleilowe (podobnie jak DOTMA), natomiast do cze-
$ci kationowej dotgczonajest spermina. Przy fizjolo-
gicznym pH wypadkowy tadunek elektryczny czesci
kationowej wynosi +5. Liposomy tego typu wyka-
zujg zwiekszong zdolnos¢ transfekcji komarek in vi-
tro w poréwnaniu z liposomami monokationowymi
(np. DOTMA). Skutecznos$¢ transfekcyjna nosnikow
zawierajgcych lipopoliaminy najprawdopodobniej
jest wypadkowag trzech czynnikéw: 1° zdolnosci do
upakowania DNA, 2° zwiekszonej gestosci tadunku
W grupie aminowej w poréwnaniu z ugrupowaniem
amoniowym (w tym ostatnim tadunek jest rozmyty
na wiekszga ilos¢ protonéw co powoduje stabsze od-
dziatywanie z resztami fosforanowymi i karboksylo-
wymi zwigzkéw wchodzacych w sktad btony komar-
kowej), 3° obecnos$ci zasadowej aminy drugorzedo-
wej (np. w DOGS) posiadajgcej pK~5.4 i mogacej
buforowaé kwasowos$¢ endosomoéw, chronigc po-
$rednio DNA przed degradacja [35].

Jeszcze inny typ lipidéow kationowych to synte-
tyczne pochodne imidazolu, np. DOTIM [36] lub
pewnych fosfatydyloetanoloamin, takich jak DPPES
[11] czy Lys-Pam2-GroEXEtn [21].

Ostatnim typem omawianych zwigzkow kationo-
wych sg pochodne cholesterolu.
zwigzek tego rodzaju uwaza si¢ DC-Chol, zsyntezo-
wany na poczatku lat dziewieédziesigtych przez
Gao i Huanga [6]. W zwiagzkach tego typu chole-
sterol potgczony jest z ugrupowaniami zawie-
rajagcymi pierwszo-, drugo- lub trzeciorzedowe gru-
py aminowe (w odréznieniu od analogéw DOTMA
zawierajgcych zwykle czwartorzedowe ugrupowania
amoniowe) za pomoca réznych tacznikéw. tacznik
obecny w DC-Chol zawiera wigzanie typu karbamo-
ilowego. Dzieki obecnosci takiego wigzania lipidy
typu DC-Chol sg dos$¢ stabilne chemicznie (w porow-
naniu z lipidami zawierajagcymi wigzanie eterowe lub
estrowe), np. nie ulegajg tatwo utlenianiu. Natomiast
w komoérce sg one rozktadane przez esterazy itatwo
metabolizowane. In vitro DC-Chol jest co najmniej
pieciokrotnie mniej toksyczny od DOTMA [6].

Pochodne cholesterolu mogg tworzyé w $rodowi-
sku wodnym, w kombinacji z DOPE, struktury za-
wierajgce dwuwarstwe lipidowg [32]. Obecnos$¢ cho-
lesterolu w no$niku stabilizuje dwuwarstwy lipido-

Za pierwszy

222

we i zwieksza ich opornos$¢ na destrukcyjne dziatanie
biatek osocza krwi ichroni DNA przed enzymami li-
tycznymi [36-38].

W badaniach przydatnosci do transfekcji in vivo
zawierajagcych DC-Chol
obecnos$¢ transgenu w komorkach po uptywie 20 dni
od dozylnego podania zwierzetom [39]. Nie stwier-
dzano objawow zapalnych ani zmian aktywnosci ba-
danych enzymow watroby ani tez nie stwierdzano za-
burzen rytmu pracy serca lub niedokrwienia miesnia
sercowego [40]. DC-Chol byt wykorzystany w pr6-
bach terapii genowej [np. 41],

Cholesterol wykorzystano w syntezie innych lipi-
dow kationowych, np. CHIm [42], BGTC [43],
potaczen cholesterolu ze spermidyng [31,44-46], ga-
laktozg [47]. Transfekcje z udziatem tych pochod-
nych cholesterolu badano zaréwno in vitro jak réw-
niez in vivo.

nosnikow stwierdzono

Réwniez wykorzystywano cholesterol w charak-
terze obojetnego sktadnika liposomdw kationowych
[33, 48, 49]. Kompleksy DNA z no$nikiem zawie-
rajacym cholesterol w potaczeniu z DMRIE, podane
systemowo ciezarnym myszom, okazaty sie zdolne
do pokonania bariery tozysko-ptdd. Ekspresje trans-
genu stwierdzono u potomstwa tych myszy [49].

DC-Chol jest przyktadem monokationowej po-
chodnej lipidowej zas§ BGTC lub pochodne spermi-
dynowe sg przyktadem pochodnych oligokationo-
wych. Substancje, ktére przy fizjologicznym pH sa
protonowane (np. spermidyng) nadajg potaczeniu z
cholesterolem charakter oligokationu. Zwiekszona
gestosé tadunku dodatniego nosnika (w poréwnaniu
z no$nikami monokationowymi) umozliwia wydajne
kompleksowanie i kondensacje posiadajacych ujem-
ny tadunek czgsteczek DNA oraz przyczynia sie do
wzrostu wydajnosci endocytozy takiego kompleksu.
Silnie zasadowg grupe guanidynowg zdolng do kom-
pleksowania DNA zawiera takze arginina [50].
Przyktadem lipidu kationowego opartego na
potaczeniu fragmentu cholowego cholesterolu z mo-
dyfikowang sterycznie argining jest Arg-Chol [51].

Innym jeszcze lipidowym sktadnikiem konstru-
owanych obecnie nosnikdw niewirusowych moze
by¢ fosfatydyloetanoloamina modyfikowana za po-
moca polietylenoglikolu (PEG-PE) [52]. Do kofica
czasteczki PEG moze by¢ dotgczony ligand, jak np.
w amino-PEG-PE, metoksy-PEG-PE i hydrazy-
do-PEG-PE [53], Liposomy zawierajgce pochodne
PEG majg wydtuzony czas pdttrwania w krwiobiegu
gdyz dzieki efektywnemu ekranowaniu przez PEG sg
skuteczniej chronione przed obdarzonymi ujemnym
tadunkiem sktadnikami surowicy [54]. Obecno$¢ gli-
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kolipidowych lub fosfolipidowych pochodnych PEG
w btonach liposomalnych powoduje takze znaczne
zmniejszenie fagocytozy liposomow tego typu [52].

Zalezno$¢ pomiedzy strukturg lipidu kationowego
a wydajnoscig procesu transfekcji jest ztozona po-
niewaz lipidy kationowe moga by¢ elementem budo-
wy takze innych domen syntetycznego wirusa. Wy-
daje sie jednak, ze do bardziej istotnych cech wydaj-
nych transfekcyjnie lipidéw kationowych nalezg; lo
tzw. temperatura przejscia fazowego Tclipidu nizsza
od 37°C [21] (powyzej Tcdwuwarstwa lipidowa jest
w stanie tzw. ciektokrystalicznym i nastepuje samo-
rzutna naprawa jej defektow strukturalnych po-
wstatych w trakcie formowania liposoméw), 2° niska
toksyczno$¢ zwiazku [41], 3° warto$¢ tzw. poten-
cjatu zeta bedacego miarg tadunku powierzchniowe-
go liposomdw, wyznaczajacego rozmiar komplek-
séw danego nos$nika z DNA [55].

Zsyntezowano takze inne struktury mogace petnic
role otoczki sztucznego wirusa. Sg to analogiczne do
liposoméw uktady zwane polimerosomami. Sktadajga
sie one z amfipatycznych kopolimerow zawie-
rajagcych np. glikol polietylenowy (PEG) i polietylo-
etylen [16]. W poréwnaniu z dwuwarstwami lipido-
wymi charakteryzujg sie one o wiele wiekszg odpor-
noscig mechanicznag i mniejszg przepuszczalnoscia
dzieki selektywnos$ci metod sieciowania polimeru.

I11. Systemowe wprowadzanie kompleksu
no$nik-DNA in vivo

Badania nad degradacjg lipoplekséw wykazaty,
ze DNA jest usuwany z krgzenia w ciggu 5 minut od
podania lipopleksu, za$ internalizowany przez ko-
morki nabtonkowe ptuc — w ciggu pierwszych 60
minut [56]. Zatem skutecznie dziatajagcy nosnik nie-
wirusowy podany systemowo powinien przetrwaé w
krwiobiegu przez okres rzedu godziny.

Probuje sie r6znych metod stabilizacji komplek-
sOw nos$nik-DNA w obecno$ci surowicy. Jedng z me-
tod jest tzw. prekondensacja DNA, poprzedzajgca
utworzenie wtasciwego kompleksu z lipidem katio-
nowym. Do tego celu nadajg sie np. bogate w lizyne
albo arginine peptydy kationowe majgce sekwencje
podobne do tych, ktére wystepuja w histonie HI oraz
protaminie. Zwiekszona w wyniku prekondensacji
wydajno$é transfekcji nie zalezy od typu komoérek
[57].

Stabilizacje kompleksu no$nik-DNA w obecnosci
surowicy powoduje tez wprowadzenie uprzednio do
krwiobiegu ,,zwyktych* (niekationowych) liposo-
mow przenoszacych prolek dichlorometylenobisfos-
fonian, hamujacy aktywno$¢ makrofagow [58]. Se-
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lektywnie pobieranie przez makrofagi watroby i $le-
dziony liposomdéw z prolekiem prowadzi do zredu-
kowania liczebnosci populacji tych komorek. Ponie-
waz makrofagi petnig kluczowa role w usuwaniu z
krwiobiegu komplekséw niewirusowych noé$nikéw z
DNA, w wypadku wprowadzenia lipoplekséw do
uktadu krazenia obserwuje sie wzrost wydajnosci
transfekcji.

Opracowano tez metode zamykania plazmidowe-
go DNA w nos$niku-otoczce lipidowej zawierajacej
lipid kationowy, fuzogenny lipid neutralny i zdolng
do dysocjacji czasteczke PEG [59]. Kompleks taki
posiada wymiary ponizej 70 nm, jest oporny na de-
gradacje i nadaje sie do podawania ustrojowego. Jed-
noczesnie czasteczki PEG potgczone z nosnikiem
taricuchami ceramidowymi moga ulega¢ dysocjacji.
Umozliwia to oddziatywanie takich nosnikéw z ko-
morkami docelowymi i destabilizacje btony plazma-
tycznej.

IV. Transfer lipopleksow do komorek

Whnikniecie skompleksowanego DNA do komérki
jest mozliwe dzieki oddziatywaniom elektrostatycz-
nym pomiedzy dodatnio natadowanym lipidowym
no$nikiem DNA w kompleksie a btong komoérkowa
obdarzong tadunkiem ujemnym. Niekiedy w miejscu
adsorpcji dochodzi do destabilizacji i deformacji
btony komérkowej. Destabilizacja ta umozliwia fu-
zje lipidow w miejscu kontaktu nosnika z btong lub
spontaniczng endocytoze kompleksu, w ktérej po-
Sredniczg proteoglikany [zob. 56, 60]. Dla komplek-
sOw zawierajgcych stabilne dwuwarstwy lipidowe
wieksze znaczenie wydaje sie mie¢ endocytoza.
Sama fuzja z btong komérki wydaje sie odgrywaé
mniejsza role, czego zdaja sie dowodzi¢ np. do-
Swiadczenia z udziatem czwartorzedowych deter-
gentow amoniowych zdolnych do transfekcji lecz nie
do fuzji z btona.

Wydajnos$¢ endocytozy zalezy m. in. od ilosci, ro-
dzaju irozktadu przestrzennego tadunkéw dodatnich
lipidu kationowego, rozmiaru powstatych komplek-
sow DNA-lipidy iich tadunku wypadkowego. Wyda-
je sie, ze w warunkach in vitro transfer DNA jest naj-
bardziej skuteczny gdy tzw. wspoétczynnik p kom-
pleksu (stosunek tadunkéw dodatnich do ujemnych
w kompleksie) przekracza 1,2 [21]. Natomiast w wa-
runkach in vivo optymalna warto$¢ wspétczynnika p
wynosi 1,0-1,1 [61]. Internalizacja komplekséw w
drodze endocytozy jest jednak powolna: po uptywie
szeregu godzin nie wiecej niz 70% komplekséw zo-
staje internalizowanych [21].
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V. Domena transdukcyjna

Obecnos¢ lipidu z przytgczonym kowalencyjnie
ligandem podczas spontanicznej agregacji dwuwar-
stwy lipidowej umozliwia rozpoznawanie przez no-
$nik swoistego receptora na powierzchni komérek,
np. nowotworowych. Obecno$¢ tej tzw. domeny
transdukcyjnej powinna umozliwia¢ wysokag swo-
istos¢ wprowadzania DNA do komorek.

Swoiste wprowadzanie DNA do okre$lonych ty-
poéw komoérek umozliwiajg nosniki zawierajgce takie
ligandy jak galaktoza [18, 62], kwas foliowy [63,
64], insulina [65], transferyna [66], peptydy wigzgce
sie z integryng [67, 68] i inne. Np. reszty galaktozo-
we potgczone kowalencyjnie z polilizyng sa rozpo-
znawane przez receptor asjaloorozomukoproteido-
wy (ASOR) [69]. Wbudowanie do dwuwarstwy lipi-
dowej cholesterolu z galaktozg umozliwia rozpozna-
wanie przez liposomy receptoréw asjaloglikoprote-
inowych komorek watroby [47]. W niektorych bada-
niach prébowano réwniez stosowa¢ zwigzany z poli-
lizyng asjaloorozomukoid (po usunieciu neuramini-
dazg kwasu sjalowego) [70].

Do swoistego wprowadzania DNA do komorek
watrobiaka za posrednictwem receptora asjalogliko-
proteinowego wykorzystano potgczenie galaktozy z
histonem HI [71]. Za poSrednictwem receptora ser-
piny do tych komoérek wprowadzono tez kompleks
plazmidowego DNA z koniugatem poli-L-lizyny i
peptydu zawierajgcego sekwencje pieciu aminokwa-
sOw rozpoznawanych przez ten receptor [72].

Do swoistego wprowadzania DNA do okreslo-
nych komérek mozna réwniez wykorzystaé¢ tzw. im-
munoliposomy to jest liposomy, w ktorych funkcje
Uganda petnig monoklonalne przeciwciata. Przykta-
dem takiego zastosowania, in vitro, mogga by¢ immu-
noliposomy potgczone z przeciwciatami skierowa-
nymi przeciwko biatkom CD4 i CD8 na powierzchni
niektorych komérek nowotworowych [73].

V1. Domena fuzogenna

Trzecig domeng, ktdrg powinien zawieraé synte-
tyczny wirus to tzw. domena fuzogenna (endosomo-
lityczna). Domena ta umozliwia destabilizacje iroz-
pad endosomu, tj. struktury cytoplazmatycznej,
wewnatrz ktorej znalazty sie wchioniete w trakcie
endocytozy kompleksy DNA inosnika. Destabiliza-
cja dwuwarstwy lipidowej endocytéw i rozpad pe-
cherzykéw, tzw. endosomoliza, prowadzi do uwal-
niania kompleksu do cytoplazmy [32, 74]. Tylko
okoto 15% endosomoéw ulega procesowi destabiliza-
cji, prowadzacemu do uwolnienia ich zawarto$ci do
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cytoplazmy [75]. Reszta ulega przeksztatceniu w li-
zosomy, w ktérych dochodzi do catkowitej degrada-
cji kompleksow nosnik-DNA.

Destabilizacja btony endosomu i uwolnienie kom-
plekséw nosnik-DNA do cytoplazmy zalezam. in. od
rodzaju lipidu kationowego oraz lipidu dopetnia-
jgcego we wprowadzonym kompleksie oraz pH
wewnatrz endosomu. Destabilizacji endosomu
sprzyja takze zobojetnienie tadunku lipidu kationo-
wego w kompleksie przez spontanicznie przemiesz-
czajace sie z zewnetrznej do wewnetrznej monowar-
stwy endosomu lipidy o charakterze anionowym. Na-
stepujace zobojetnienie tadunku lipidow kationo-
wych zaburza oddziatywania elektrostatyczne tych
lipidéw z DNA iprowadzi dojego uwalniania z kom-
pleksu [75]. Destabilizujgco na endosomy dziata
chlorokina [29]. Zwigzek ten posiada stabo zasado-
wy charakter i gromadzac sie w endosomach zapo-
biega ,dojrzewaniu®“ endosomu oraz jego taczeniu
sie z lizosomami. Podobnie destabilizujgco na en-
dosomy dziatajg inne substancje, np. gramicydyna S
[76], listeriolizyna O [77] czy egzotoksyna A bakte-
rii Pseudomonas [78].

Zalezna od pH endosomoliza moze tez zachodzi¢
dzieki obecnosci w nosniku lipidéw sprzezonych
chemicznie z syntetycznymi peptydami o sekwencji
podobnej do N-konca podjednostki HA-2 hemaglu-
tyniny wirusa grypy [79]. Zalezna od pH fuzja btony
endosomu z tzw. wirosomami zawierajacymi rekon-
stytuowang hemaglutynine oraz wigzace DNA lipidy
kationowe rowniez prowadzi do zwiekszenia ekspre-
sji przenoszonego transgenu [80].

Witasciwosci endosomolityczne wykazuje takze
polietylenoimina (PEI) mogaca rownocze$nie, ze
wzgledu na zdolno$¢ kondensacji DNA, petni¢ funk-
cje dwoch wymienionych wyzej domen [12, 68].
Inng jeszcze mozliwos$cig zwiekszenia wydajnosci
wprowadzania DNA do komérek in vivo w oparciu o
wykorzystanie domeny endosomolitycznej jest ko-
walencyjne sprzeganie lipidéw z peptydami zdolny-
mi do destabilizacji bton, np. melityng [81] czy cze-
sciowo histydylowang poli-L-lizyng [9]. pK uktadu
imidazolowego (~6) powoduje, ze podczas dojrze-
wania endosomu nastepuje protonacja histydyny i
destabilizacja btony endosomu zawierajgcego taki
nosnik.

VII. Domena translokacji jadrowej

Domena syntetycznego wirusa majgca utatwiac
przemieszczanie sie wprowadzanego kompleksu lub
samego transgenu do jadra stransfekowanej komaorki
nosi nazwe domeny translokacji jadrowej.
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Etap zwigzany z wniknieciem czasteczek DNA
do jgdra komorkowego jest krytyczny dla wydajno-
Sci lipofekcji czy polifekcji. Bez wspomnianej do-
meny kompleksy przemieszczajgce sie do jgdra ko-
morki stanowig niewielka ilos$¢ uwolniong z endoso-
moéw [71]. Los komplekséw nos$nik-DNA w cytopla-
zmie nie jest jasny. Mozliwe, ze dochodzi do catko-
witej lub czesSciowej dysocjacji DNA od nos$nika w
drodze wymiany z innymi polianionami (RNA, fos-
fatydyloseryng, proteoglikanami).

Teoretycznie rozmiar poréw w blonie jadrowej
wyklucza dyfuzje czasteczek wiekszych niz 40kDa,
w tym takze DNA [21]. Og6lnie rzecz biorgc, uwol-
niony z endosoméw plazmidowy DNA moze wiec
wnikaé do jadra komorki albo pasywnie, podczas jej
podziatu (co ttumaczytoby tatwosé transfekowania
komdrek intensywnie dzielgcych sie), albo aktywnie
— jezeli towarzyszy mu tzw. sygnat lokalizacji
jadrowej.

Wprowadzenie do nos$nika takiego sygnatu moze
polega¢ na kowalencyjnym potaczeniu czesci lipi-
dow tworzacych nos$nik z histonami, peptydami czy
defektywnymi wirusami. Przykladem jest peptyd |
sktadajacy sie z dwudziestu aminokwaséw korca
NH2 biatka wtdknistego adenowirusa oraz szeregu
reszt lizynowych [7]. Oprécz sekwencji lokalizacji
jadrowej peptyd ten zawiera motyw NPXY zwiek-
szajacy wydajno$¢ endocytozy, a reszty lizynowe
sprzyjaja dodatkowo kondensacji DNA. Innym
przyktadem jest poli-L-lizyna, sprzegnieta z zawie-
rajacym sygnat NLS fragmentem pdznego antygenu
SV40, [82].

Innym rozwigzaniem prowadzacym do obecnosci
sygnatu lokalizacji jadrowej jest odpowiednia kon-
strukcja samego transfekowanego DNA. Polega ona
na wbudowaniu do plazmidu promotora swoistego
tkankowo genu [83]. Promotor taki wigze swoiscie
czynniki transkrypcyjne obecne w cytoplazmie
stransfekowanych komoérek. Poniewaz czynniki te
posiadajg rowniez (inne domeny) sekwencje lokali-
zacji jadrowej mozliwa jest zatem translokacja do
jagdra wtornych komplekséw zawierajgcych czynniki
transkrypcyjne iwprowadzony DNA (by¢ moze zno-
$nikiem). W transporcie (translokacji) bierze udziat
specyficzne biatko receptorowe (importyna) Kkie-
rujagce  kompleks do poréw jadrowych [84].
Przyktadem takiego rozwigzania jest umieszczenie
w plazmidzie promotora dla czynnika transkrypcyj-
nego Pax-6 swoistego dla niektorych komadrek mo-
zgu, lub promotora dla czynnika transkrypcyjnego
AP-2b swoistego dla tkanek gatki ocznej. Innymi
przyktadami sg promotor zawierajacy miejsca
wigzgce dla GATA-1 iczynniki transkrypcyjne swo-
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iste dla komorek uktadu krwiotwdrczego czy wresz-
cie sekwencje promotorowe a-aktyny specyficzne
dla mies$ni szkieletowych [83].

Tak skonstruowana domena translokacji jadrowej
syntetycznego wirusa umozliwia rowniez tkankowa
specyficznosé ekspresji wprowadzanego genu. Dla-
tego domene tworzong przez swoisty promotor kon-
trolujgcy przenoszony terapeutyczny DNA mozna
rowniez uwaza¢ za domene w sensie transkrypcyj-
nym. Przykitadem takiego uktadu jest np. gen samo-
béjczy deaminazy cytozyny pod kontrolg promotora
genu tyrozynazy ulegajgcego swoistej ekspresji w
komérkach czerniaka [1, 2].

IX. Uwagi koncowe

Wydajnos$¢ transferu DNA, zwtaszcza in vivo, za
pomoca nos$nikéw lipidowych oraz ekspresja w ko-
morkach docelowych zalezy od kilku niezaleznych
proceséw: sposobu wprowadzenia kompleksu, endo-
cytozy, endosomolizy i transportu do jadra. Transfer
czasteczek DNA za pomocg obecnej generacji no$ni-
kéw niewirusowych nie jest jeszcze wydajny i wy-
biérczy. Mankamenty te by¢é moze zostang usuniete
jesli uda sie zsyntezowaé takie kowalencyjnie zmo-
dyfikowane lipidy, ktére w drodze samoagregacji
beda zdolne utworzy¢ domeny funkcjonalne zapew-
niajace ochrone kompleksu nos$nik-DNA podczas
krazenia w krwiobiegu, wybiodrczg i szybszg endocy-
toze kompleksu przez docelowe komorki, wydajny
rozpad endosoméw oraz translokacje DNA do jadra
jak i ekspresje wprowadzonego genu. Konstrukcja
nos$nikdw niewirusowych, przenoszacych terapeu-
tyczny DNA jest wiec wyzwaniem dla chemikdow.
Podziekowanie
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Wewnatrzkomorkowy transfer genow

Intracellular genes transfer

ANNA POWOLNY1 HANNA JANSKA?2
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Wykaz skrotéw: kpz— tysigc par zasad.
I. Wstep

Modyfikowanie organizméw przez wprowadze-
nie obcego kwasu nukleinowego jest niewatpliwie
jedng z najwiekszych zdobyczy nauki XX wieku.
Przenoszenie sekwencji nukleotydowych pomiedzy
organellami komorki eukariotycznej jest rédwniez
formg transferu informacji genetycznej, jest to jed-
nak zjawisko naturalnie zachodzgace w przyrodzie.
Proces ten nie jest charakterystyczny dla danej grupy
eukariontéw i wydaje sie by¢ uniwersalny o niebaga-
telnym znaczeniu dla ewolucji. Co wiecej, uwaza sie,
ze jest on ciggle aktywny. Do niedawna utrzymywa-
no, ze transfer materiatu genetycznego moze odby-
waé sie tylko w kierunku jadra [1]. Obecnie znane sg
przypadki ,ucieczki” DNA/RNA zjadra i chloropla-
stow do mitochondriéw. Ponizsza praca ma na celu
przedstawienie poznanych drég naturalnie za-
chodzacego transferu genéw miedzy organellami.

1Licencjat biotechnologii,2dr hab., Instytut Biochemii i Biolo-
gii Molekularnej Uniwersytetu Wroctawskiego; Tamka 2,
50-137 Wroctaw; e-mail: Janska@ bf.uni.wroc.pl
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Il. Informacja genetyczna genomoéw organel-
lowych

Powszechnie akceptowana teoria endosymbio-
tycznego pochodzenia mitochondriéw i chloropla-
stow zaktada, ze byty one niegdy$ wolno zyjacymi
bakteriami, podobnymi do wspo6tczesnych bakterii
purpurowych i cyjanobakterii [2]. Je$li porowna sie
wielko$¢ genomow mitochondrialnych i chloropla-
stowych odpowiednio z proteobakteryjnymi i cyja-
nobakteryjnymi, to okaze sie, ze sg one bardzo zredu-
kowane. Dane oparte na szybko rosngcej liczbie
zsekwencjonowanych genomdw mitochondrialnych
wskazuja na to, ze organizmy eukariotyczne r6znig
sie liczbg i sktadem genéw kodowanych przez mito-
chondria. Tylko cztery geny (cob, cox, rns, ml) zi-
dentyfikowano jako wspolne dla wszystkich bada-
nych genoméw mitochondrialnych [3]. Najwiekszg
liczbe gendw mitochondrialnych zidentyfikowano u
wiciowca Raclinomonas americana. Jego genom mi-
tochondrialny obejmuje 97 gendw, z czego 67 koduje
biatka [4], Mozna z nim porownac jedynie mitochon-
drialne genomy roslinne np. Arabidopsis thaliana, w
ktérym zidentyfikowano 57 genéw kodujacych
biatka, geny rRNA oraz niekompletny zestaw tRNA;
ponadto odnotowano obecno$¢ wielu ramek odczytu
o nieznanej jeszcze funkcji [5]. Szacuje sig, ze ogdl-
na liczba gendéw mitochondrialnych w tym organi-
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zmie moze dochodzié¢ do 100. Nalezy podkresli¢, ze
liczba gendéw nie wigze sie bezposrednio z wielko-
§cig genomu. Na przyktad genom mitochondrialny
Raclinomonas americana ma wielko$¢ 69 kpz, a ge-
nom Arabidopsis 367 kpz. Uwaza sie, ze znaczne
rozmiary genoméw mitochondrialnych ros$lin sg spo-
wodowane nie tylko obecnos$cig dodatkowych ge-
néw, ale rowniez wystepowaniem duzej liczby se-
kwencji powtérzonych, jak i sekwencji pochodzenia
jadrowego oraz chloroplastowego [5]. Powazng re-
dukcje przeszto mitochondrialne DNA zwierzat [3].
Charakteryzuje sie ono obecnos$cia $Srednio 13 gendéw
kodujacych biatka, a takze niekompletnego zestawu
tRNA i rRNA. Z wyjatkiem krdtkiego regionu, ge-
nom ten odznacza sie brakiem sekwencji nieko-
dujacych i z tego wzgledu jego rozmiar u zwierzat
osiaga tylko 17 kpz [6]. Przyktadem skrajnej reduk-
cji genomu mitochondrialnego, a wtasciwie jego bra-
ku, sg hydrogenosomy - organelle wytwarzajgce wo-
dor wykryte u wielu beztlenowych eukariontéw. Jed-
na z hipotez dotyczgca ich pochodzenia méwi, ze sg
to wysoce zmodyfikowane mitochondria przystoso-
wane do anaerobowego S$rodowiska [7]. Pozo-
statoScig po przodkach sg, miedzy innymi, ota-
czajace je podwdjne btony i zdolno$¢ do syntezy
ATP. Hydrogenosomy r6znig sie od mitochondridw
brakiem cytochroméw, brakiem cyklu CKTK i oksy-
datywnej fosforylacji, ale przede wszystkim jednak
catkowitg utratg genomu .

W celu okre$lenia stopnia redukcji genomu chlo-
roplastow poréwnano liczbe biatek konieczng do ich
prawidtowego funkcjonowania z liczbg biatek kodo-
wanych przez genom cyjanobakterii (Synechocystis -
zawiera 3168 genow kodujacych biatka) [8]. Na tej
podstawie oszacowano, ze chloroplasty powinny za-
wiera¢ okoto 2000 réznych biatek, wliczajac row-
niez te, ktére koordynuja funkcjonowanie chloropla-
stow i komdrki oraz izoformy enzyméw. Tymcza-
sem, obok zestaw6w rRNA i tRNA, chloroplasty u
Oryza kodujg 76 biatek, a u Arabidopsis jedynie 31
biatek. Geny pozostate w chloroplastach nalezg
gtéwnie do tancucha fotosyntetycznego, inne nato-
miast odpowiadajg za transkrypcje i translacje, syn-
teze aminokwas6w i kwaséw ttuszczowych [8].

Zgodnie z teorig endosymbiotyczng za zreduko-
wanie genomdw prokariontow do obecnie istniejgcej
postaci odpowiadajg nastepujgce zjawiska [1, 8]:
— utrata gendéw odpowiadajgcych za funkcje nie-

przydatne nowopowstatemu organellum wew-

natrz komorki gospodarza, np. geny kodujace
sktadniki syntezy Sciany komorkowej;

— utrata genéw wystepujacych jednocze$nie w ge-
nomie gospodarza i organizmie kolonizujgcym
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np. szereg genow warunkujgcych podstawowe

funkcje komérkowe (ang. housekeepig genes);
— transfer DNA miedzy organellami.

W poczatkowych etapach ewolucji eukariontow
miat miejsce olbrzymi przeptyw genéw, ktérego for-
ma byta prawdopodobnie odmienna od obecnie
stwierdzanych transferow pojedynczych sekwencji
[1, 8]. Efektem pierwotnego transferu jest skupienie
wiekszosci informacji genetycznej w jadrze. P6z-
niejsze zjawiska przenoszenia materiatu genetyczne-
go sg charakterystyczne dla konkretnego gatunku i
moga by¢ przydatne w badaniach filogenetycznych.

I11. Sposoby transferu materiatu
genetycznego

Btony otaczajgce organella sg strukturami dyna-
micznymi podlegajgcymi zmianom podczas zycia
komarki. Moga one paczkowaé, ulegac fuzji i podle-
ga¢ morfologicznym reorganizacjom. W trakcie tych
procesOw istnieje szansa ucieczki fragmentéw mate-
riatu genetycznego przez powstate miejscowo nie-
szczelnosci btony organelléw [1]. Fragmenty geno-
mu moga by¢ takze uwalniane w trakcie terminalnej
degradacji i lizy organelli przez lizosomy i wakuole .
Prawdopodobna jest rowniez fuzja heterotypowych
bton umozliwiajaca bezposredni transfer DNA mie-
dzy organellami.
tujgcych RNA i biatka do wnetrza organelli stwarza
rowniez mozliwo$¢ niewtasciwego ich wykorzysta-
nia, tzn. transportu kwaséw nukleinowych w prze-
ciwng strone [1, 8]. Poniewaz przenoszenie mate-
riatlu genetycznego moze zaj$¢ za posrednictwem
DNA, jak i RNA, to prawdopodobny staje sie udziat
retrowiruséw jako nosnikéw przenoszacych je mie-
dzy organellami [9]. Wiele faktéw wskazuje na to, ze
miedzy organellami przenoszone sg nie tylko geny
lub ich fragmenty, ale rowniez sekwencje nieko-

Obecnos$¢ systemow transpor-

dujace.
IV. Warunki pomyslnego transferu genow

Sama mozliwo$¢ uwolnienia i przeniesienia kwa-
su nukleinowego z jednego organellum do drugiego
nie wystarczy, aby mozna byto méwié o funkcjonal-
nym transferze genéw. Poniewaz systemy ekspresji i
organizacji genomow rdznig sie miedzy poszczeg6l-
nymi organellami, zatem musi dodatkowo wystapié
szereg sprzyjajacych okolicznosci [8, 10-15].

Pierwszym warunkiem jest obecno$¢ kilku kopii
przenoszonej sekwencji w jej rodzimym przedziale
komérkowym. Je$li transfer sie nie powiedzie (lub
jesli przeniesiona sekwencja nie bedzie kompletna),
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to nie powinno to zagrozi¢ prawidtowemu funkcjo-
nowaniu organizmu. Zaréwno chloroplasty, jak i mi-
tochondria, posiadajg wiele kopii DNA, ajesli wzigé
pod uwage przenoszenie z udziatem RNA, to praw-
dopodobienstwo zaburzenia funkcjonowania organi-
zmu jest jeszcze mniejsze.

Nastepnie musi zaj$¢ fizyczne przeniesienie se-
kwencji z jednego przedziatu komdrkowego do dru-
giego. Mimo Kkilku przedstawionych wyzej drog
transferu kwasow nukleinowych miedzy organella-
mi, proces ten nie jest do kofAca wyjasniony.

Kolejnym etapem jest integracja sekwencji do in-
nego genomu. Nie jest do korica jasne czy zachodzi
to w spos6b przypadkowy, czy tez wystepujg jakie$
zasady wyboru odpowiedniego miejsca integracji.
Mimo wielu staran, nie ustalono cech charaktery-
stycznych sekwencji otaczajgcych przeniesiony
fragment DNA. Prezentowana przez nie réznorod-
no$¢ moze by¢ wynikiem przypadkowej integracji
lub proces6w rearanzacyjnych nastepujacych juz po
witaczeniu obcego elementu. Najwazniejszym i kry-
tycznym etapem pomyslnego transferu genu jest na-
bycie przez wstawiany fragment DNA odpowiedniej
sekwencji promotorowej, regulatorowej, a takze sy-
gnatowej, kierujacej produkt genu do witasciwego
przedziatu. Jesli to nie nastgpi, to przeniesiona se-
kwencja staje sie pseudogenem, a nastepnie ulega
catkowitej degeneracji. Proponowane uzycie RNA
jako nosnika informacji genetycznej miedzy kom-
partmentami rozwigzuje problem redagowania infor-
macji genetycznej, ktére musiatoby zosta¢ przepro-
wadzone w jadrze/mitochondrium [11, 12, 14].

Podczas transferu prawdopodobna jest sytuacja,
w ktérej sekwencja przeniesiona nabyta juz element
promotorowy, lecz nie posiadajeszcze sekwencji sy-
gnatowej. W takim wypadku produkt tego genu zna-
laztby sie w cytosolu wptywajgc na przebiegajgce
tam procesy. Zaleznie od funkcji tego biatka w cyto-
plazmie stan ten moze by¢ przejsciowy lub jesli jest
to korzystne dla komérki utrzymywaé sie. Przykta-
dem gendéw przeniesionych do jadra, ktérych pro-
dukty pozostaty w cytoplazmie, sg enzymy szlaku
glikolitycznego i glukoneogenezy u roslin wyzszych
[8]. Wedtug najnowszych koncepcji pierwotny euka-
riont — gospodarz prekursoréw mitochondriow i
chloroplastow — byt filogenetycznie spokrewniony
z Archaebacteria [2]. W zwigzku z tym uwazano, ze
wymienione wyzej enzymy cytosolowe powinny by¢
pochodzenia archebakteryjnego, a nie jak sie oka-
zatlo, pochodzenia eubakteryjnego [8]. Sadzi sie, ze
archeobakteryjne enzymy szlaku glikolitycznego i
glukoneogenezy zostaty zastgpione produktami ge-
now jadrowych pochodzacych z pramitochondriow

POSTEPY BIOCHEMII 46(3), 2000

badZz prachloroplastow. Mato prawdopodobne jest
wprowadzenie sekwencji do genomu w taki sposob,
aby nastgpita jej natychmiastowa ekspresja i translo-
kacja produktu do rodzimego przedziatu. Bardziej
prawdopodobne jest stopniowe nabywanie odpo-
wiednich sekwencji. Jesli biatko, tzn. produkt prze-
niesionej sekwencji, bedzie efektywnie spetniato
swoja funkcje, to moze nastgpi¢ inaktywacja genu
pierwotnego. Taki gen ulegajgc degeneracji wypada
z puli genetycznej.

V. Przykiady transferu materiatu
genetycznego

Identyfikacja przeniesionych sekwencji ma
zwigzek zrozwojem technik molekularnych, a szcze-
gblnie z coraz wigkszg liczbg zsekwencjonowanych
genomoéw. Wykrywane sg jedynie sekwencje wyka-
zujace znaczny stopien homologii do oryginatu.
Fragmenty ulegajgce zmianom sg najprawdopodob-
niej niewykrywane. Dlatego tez uwaza sie, ze zjawi-
sko transferu materiatu genetycznego miedzy orga-
nellami ma miejsce duzo cze$ciej niz Swiadczg o tym
wykrywane homologie [10]. Przytoczone ponizej
przyktady transferu, to jedynie nieznaczny odsetek
tego zjawiska.

V-l. Transfer z mitochondriéw do jadra

Wsrod wielu udokumentowanych transferéw ge-
néw z mitochondrium do jadra, transfer genu ko-
dujagcego podjednostke oksydazy cytochromowej
(cox2) jest interesujacy ze wzgledu na to, ze na jego
przyktadzie mozna prze$ledzi¢ kolejne etapy transfe-
ru w zaleznosci od rozpatrywanej rosliny z rodziny
motylkowych [11, 12]. U niektérych przedstawicieli
tej rodziny cox2 znajduje sie w genomie mitochon-
drialnym, a u innych w genomie jagdrowym. W gro-
chu gen ten jest obecny zar6wno w jadrze, jak iw mi-
tochondrium, lecz tylko wersja mitochondrialna jest
transkrybowana. Jest to wiec etap, na ktdrym prze-
niesiona sekwencja nie zdobyta jeszcze promotora.
Kolejny stopiefi na drodze transferu prezentuje soja
[12], W jej genomie jadrowym obecna jest aktywna
forma cox2. Mimo to mitochondria zawierajgjeszcze
niefunkcjonalng sekwencje tego genu. Ostatnim eta-
pem transferu jest utrata genu mitochondrialnego i
przejecie wszystkich funkcji przez gen kodowany w
jadrze, co mozemy obserwowaé na przyktadzie fa-
solnika chiriskiego [11]. Podobne zjawisko mozna
obserwowaé w przypadku genu kodujacego ryboso-
malne biatka SIO. W ziemniaku i grochu jest on ko-
dowany przez genom mitochondrialny [13], alejuz u
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Oenothera berteriana i Arabidopsis thaliana jedyna
funkcjonalna forma tego genu obecna jest w jadrze
[14]. Oznacza to, ze transfer rpslO nastgpit w trakcie
ewolucji prowadzacej do powstania tych dwoch ga-
tunkow.

Transfery genu kodujgcego podjednostke oksyda-
zy cytochromowej u soi i genu kodujgcego ryboso-
malne biatka SIO u Arabidopsis majg pewng ceche
wspdlng [11-14]. W obu wypadkach sekwencje DNA
znalezione w jadrze wykazujg wyzszy stopiefi homo-
logii do zredagowanego transkryptu niz do genu mi-
tochondrialnego. Sugeruje to wykorzystanie RNA
jako posrednika miedzy przedziatami. Transfer za
posrednictwem RNA wymaga aktywnosci odwrotnej
transkryptazy w jednym z przedziatdw komorko-
wych. Odwrotna transkrypcja moze zachodzi¢ za-
rowno w mitochondriach, jak i w cytosolu lub w
jadrze. Nalezy jednak pamieta¢, ze jesli odwrotna
transkrypcja zajdzie w pierwszym przedziale, to no-
$nikiem informacji miedzy organellami bytby DNA,
a nie RNA. Analiza sekwencji gendéw jadrowych
cox2 i rpslO wykazata, ze w obu wypadkach intron
oddziela sekwencje sygnatowa od sekwencji homo-
logicznej do mitochondrialnego genu. Teoretycznie
mozliwe jest dopasowanie zupetnie przypadkowej
sekwencji do roli sygnatowej na drodze alternatyw-
nego skladania (ang. splicing). W tym jednak wypad-
ku potozenie intronu sugeruje nabycie N-terminalne-
go polipeptydu przez przetasowania egzonéw (ang.
exon shuffling) [14].

Inny sposéb nabycia sekwencji sygnatowej opisa-
no dla genu rpsll z ryzu [15]. W rezultacie duplika-
cji nastepujacej po transferze dojadra, jest on obecny
w dwoch kopiach — jako rpsll-1 irpsll-2. Obie ko-
pie tego genu poprzedzone sg odmiennymi sekwen-
cjami, homologicznymi do sekwencji sygnatowych
dwoch réznych genéw jadrowych. N-korhicowa se-
kwencja produktu genu rpsll-1 jest homologiczna
do polipeptydu sygnatowego podjednostki p synteta-
zy ATP, natomiast gen rpsll-2 poprzedzony jest se-
kwencjg homologiczng do presekwencji podjednost-
ki Vb oksydazy cytochromowej. Mechanizm uzyska-
nia tych sekwencji nie jest znany. Istnienie w poje-
dynczym genomie dwdch identycznych presekwen-
cji w dwoéch rédznych genach sugeruje, ze sekwencje
sygnatowe moga by¢ uzyskiwane na drodze duplika-
cji/rekombinacji. Z analizy przeprowadzonej za po-
mocg RT-PCR wynika, ze mimo obecnosci dwdch
gendéw rpsll aktywna jest tylko forma rpsll-1.
Rpsll-2 prawdopodobnie nie posiada sygnatéw ini-
cjacji transkrypcji, by¢ moze zostaty one utracone na
drodze ewolucji lub funkcjonuja jedynie w niekto-
rych tkankach.
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Warto zauwazy¢, ze mitochondria ryzu nadal za-
wierajg transkrybowang forme genu rpsll [11]. Jest
ona transkrybowana dzieki sekwencjom gen6éw nadl
i rps4, znajdujacych sie w jej otoczeniu. Mimo to
rpsll zawarty w mitochondriach jestjedynie pseudo-
genem, poniewaz w 229 pozycji zawiera stop kodon.
Ponadto modyfikacje potranskrypcyjne nie tylko nie
zmieniajg go na kodon sensowny, ale prowadzg do
powstania drugiego takiego kodonu w 82 pozycji.
Jest to przyktad genu inaktywowanego na poziomie
transkryptu [15].

Wiekszo$¢ opisanych transferow dotyczy sekwen-
cji kodujacych, co przemawia za transferem za po-
$rednictwem RNA. Jednak w genomie jadrowym
szczura stwierdzono obecno$¢ dwdch sekwencji w
80% homologicznych do niekodujgcego regionu mi-
tochondrialnego DNA, tzw. D-petli [9]. Z uwagi na
duze podobienstwo tych dwoch fragmentow do sie-
bie sugeruje sie, ze ich duplikacja nastgpita juz po
przeniesieniu do genomu jgdrowego. Sekwencja ta
nie jest transkrybowana w mitochondrium, wyklucza
sie zatem udziat RNA jako no$nika informacji. Bar-
dziej prawdopodobny jest udziat retrowirusa, ponie-
waz w sasiedztwie przeniesionych sekwencji znaj-
dujg sie pozostatosci elementéw LINE (ang. long in-
terspersed repetitive element) oraz odcinki homolo-
giczne do wirusowej odwrotnej transkryptazy i RNa-
zy H.

Sekwencje homologiczne do mitochondrialnej
D-petli odnaleziono réwniez w jadrowym genomie
cztowieka [16]. Od momentu ich transferu do jadra
ewoluujg one z szybkos$cig typowg dla innych zawar-
tych w nim sekwencji niekodujgcych, czyli prawie
40 razy wolniej niz w mitochondrium. Fakt ten wy-
korzystano w badaniach filogenetycznych majacych
na celu ustalenie korzeni gatunku ludzkiego [16].

V-2. Transfer z chloroplastéow do jadra

U ros$lin mitochondria nie sa jedynymi donorami
obcych sekwencji nukleotydowych obecnych w
jadrowym genomie. Rownie czesto stwierdza sie se-
kwencje homologiczne do DNA chloroplastéw. W
1995 roku pordwnano sekwencje chloroplastowe,
mitochondrialne ijgdrowe pochodzgce z baz danych
iw poblizu 15 genédw jadrowych wykazano "nieza-
leznych insercji organellowego DNA o wielko$ci od
38 do 785 par zasad [17], W oparciu o te same dane
oszacowano, ze 3-7% genomu jadrowego roslin
tworzg sekwencje pochodzenia organellowego.

Fragmenty homologiczne do DNA chloroplastéw
sg rozrzucone po catym genomie jadrowym, a ich
ilos¢ i dtugos¢ rozni sie w zaleznos$ci od gatunku
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[17]. Pie¢ krotkich chloroplastowych fragmentow,
niektére mniejsze niz 60 pz, zidentyfikowano w ha-
ploidalnym genomie jadrowym szpinaku [17]. U ty-
toniu wykryto fragment sekwencji nukleotydowej o
wielkos$ci 14 kpz zawierajgcy kompletne geny trnS,
tps4, trnT, trnF, psbé, ndhG, trnV, trnM oraz nie-
kompletne atpE i psaA [18]. Jest on doskonatym
przyktadem przeniesienia duzego fragmentu chloro-
plastowego DNA. Znaczne, bo az 99% podobien-
stwo do oryginatu, Swiadczy o tym, ze transfer — w
ewolucyjnej skali czasu — miat miejsce stosunkowo
niedawno. Sekwencja DNA przebywajaca diuzej w
jadrze ulegtaby wiekszym zmianom.

Istniejg przyktady przeniesienia do jadra zardwno
sekwencji transkrybowanych, jak inietranskrybowa-
nych w chloroplastach [17, 19]. Zlokalizowano row-
niez wiele sekwencji chimerycznych, bedacych zlep-
kiem dwdch (lub wiecej) indywidualnych fragmen-
téw znacznie od siebie oddalonych w plastydowym
DNA. Przypadki te $wiadczg o tym, ze translokacja
fragmentéw genomu nastgpita za posrednictwem
DNA.

Jednym z genéw pochodzenia chloroplastowego,
ktéry po przeniesieniu do jadra utrzymat swg funk-
cje, jest gen kodujacy czynnik elongacyjny uczest-
niczacy w syntezie biatka - tufA [20, 21]. Obliczono,
ze procent homologii miedzy chloroplastowym ge-
nem pochodzgcym z Chlamydomonas a jego jadro-
wym odpowiednikiem z Arabidopsis wynosi 77% na
poziomie aminokwaséw i 67% na poziomie nukle-
otyddw. Przypuszcza sie, ze gen ten zostat przenie-
siony z genomu chloroplastowego do jagdrowego na
wczesnym etapie ewolucji Charophyceae, jednej z
klas zielonych glonéw [21]. Na podstawie badan
przeprowadzonych nad Coleochaete orbicularis, ga-
tunku nalezgcego do tej klasy, stwierdzono, ze chlo-
roplastowa forma genu tufA jest nadal obecna w tym
organellum. W zwigzku z tym sugeruje sie, ze zostat
on réwniez zachowany w chloroplastach innych ga-
tunkow tej klasy, ale funkcje petnione przezjego pro-
dukt sg bardzo réznorodne irzadko zwigzane z syn-
tezg biatka.

V-3. Transfer z chloroplastow do mitochondridéw

Obecnos$é chloroplastowego DNA w genomach
mitochondrialnych zostata stwierdzona u wszystkich
zbadanych roslin wyzszych. Dotychczas poznano
catg sekwencje tylko jednego genomu mitochon-
drialnego roslin wyzszych, a mianowicie genomu
Arabidopsis thaliana. Oszacowano, ze w genomie
tym znajduje sie okoto 1% sekwencji homologicz-
nych do materiatu genetycznego chloroplastow [5].
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Przyjmuje sie, ze przeniesienie sekwencji chloropla-
stowych nie byto procesem jednorazowym, lecz na-
stepowato stopniowo w czasie ewolucji. Brak se-
kwencji chloroplastowych w genomie mitochon-
drialnym glonéw iporostnicy wieloksztattnej Swiad-
czy o tym, ze transfer mial miejsce juz po rozejsciu
sie roslin wyzszych i nizszych [22],

Z rbéznej diugosci fragmentdw homologicznych
do DNA chloroplastow najdtuzszy odnaleziono w
mitochondriach kukurydzy [23]. Jest to odcinek o
dtugosci 12 kpz przejawiajacy 90% homologii do
chloroplastowej sekwencji nukleotydowej zawie-
rajagcej geny kodujgce 16S rRNA, trnl oraz trnV. Wie-
kszosé fragmentow plastydowego DNA obecnych w
mitochondriach nie koduje funkcjonalnych genow,
poniewaz zostaty one uszkodzone przez substytucje
zasad, a przede wszystkim przez liczne rearanzacje
zachodzgce bardzo czesto w genomach mitochon-
drialnych. Wyjatkiem sa geny tRNA [24, 25]. W za-
lezno$ci od gatunku ich liczba waha sie od 5 do 6.
Geny trnN, trnM i trnW sg aktywne u wszystkich
zbadanych jedno- i dwulisciennych ro$lin, natomiast
obecnos$¢ i aktywnos$¢ innych plastydowych genéw
rozni sie w zaleznosci od gatunku [24], Wytlumacze-
nia tego zjawiska doszukiwano sie w odpowiednim
otoczeniu sekwencji, nie znaleziono jednak regut po-
zwalajgcych okresli¢ czy dany gen bedzie, czy nie
bedzie ulegat ekspresji. Z drugiej strony wykazano,
ze w niektorych przypadkach plastydowy DNA
moze by¢ zrodtem sekwencji promotorowych dla ro-
dzimych genéw mitochondrialnych. Dowodem tego
jest gen nad9, ktérego miejsca inicjacji transkrypcji
znajduja sie wewnatrz sekwencji przeniesionej z
chloroplastéow [26].

V-4. Transfer z jadra do mitochondriow

Transfer gendw miedzy mitochondrium ijadrem
odbywa sie w obydwu kierunkach. Jak dotychczas, w
wiekszo$ci genomdw jadrowych zsekwencjonowano
gtdwnie funkcjonalne geny i regiony znajdujace sie
w bezposredniej bliskosci sekwencji kodujgcych.
Prawdopodobnie z tego powodu znanych jest wiecej
przyktadéw transferéw gendw, zachodzacych w kie-
runku jadra [27].

Udokumentowano obecno$¢ przeniesionych frag-
mentéw genomu jagdrowego w mitochondrialnym ge-
nomie Oenothera [28]. Odcinek zidentyfikowany w
genomie Oenothera zawiera cze$¢ sekwencji ko-
dujacej 18S rRNA matej podjednostki rybosomu cy-
toplazmatycznego. W poblizu znajduje sie krotka
otwarta ramka odczytu (ORF) o sekwencji wyka-
zujgcej podobienstwo do odwrotnej transkryptazy.
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Prawdopodobnie ORF jest funkcjonalny, poniewaz
jego potozenie sugeruje udziat odwrotnej transkryp-
tazy we wbhudowaniu sekwencji jadrowej do genomu
mitochondrialnego.

W konteks$cie transferu sekwencji jadrowych do
mitochondrium szczegdlne zainteresowanie budzg
ruchome elementy genomu. Poznanie sekwencji re-
trotranspozonow oraz sekwencji genomu mitochon-
drialnego Arabidopsis umozliwito odnalezienie
dziewieciu regionéw tego genomu homologicznych
do trzech Kklas retrotranspozon6éw: IlyMcopia-,
Ty3lgypsy- i rodziny sekwencji nonLTR/LINE [27].
Mimo, ze stwierdzono indywidualne transfery kaz-
dego z elementdw, to nie ustalano zauwazalnych pre-
ferencji w wyborze miejsca integracji. Wykazano
tylko, ze wszystkie umieszczone sg w regionach
miedzygenowych. Zidentyfikowane w genomie mi-
tochondrialnym Arabidopsis sekwencje retrotrans-
pozondw nie mogag by¢ aktywne, poniewaz sg w
znacznym stopniu zdegenerowane — niekompletne,
czesto zawierajg dodatkowe kodony stop lub maja
zmieniong ramke odczytu.

Zastanawiajgca jest obecno$¢ znacznej ilosci se-
kwencji jgdrowych retrotranspozonéw w mitochon-
driach Arabidopsis. Obejmujg one prawie 5% geno-
mu mitochondrialnego, podczas gdy sekwencje po-
chodzenia chloroplastowego stanowig 1% [27, 29].

V-5. Brak transferu do chloroplastéw

Wobec wieloczgsteczkowej i zmiennej organiza-
cji roSlinnych genoméw mitochondrialnych plasty-
dowe DNA wydaje si¢ bardzo zwarte i konserwatyw-
ne [30]. Nie znane sg przyktady transferu sekwencji
nukleotydowych do chloroplastéw. Ten przedziat ko-
morkowy jest donorem sekwencji w wewngtrzko-
morkowym transferze DNA, ale nigdy ich akcepto-
rem. Prawdopodobnie jest to zwigzane witasnie ze
skondensowang i konserwatywng strukturg genomu,
kt6ra nie dopuszcza do wprowadzenia obcego DNA.

V1. Konsekwencje przeniesienia informacji
genetycznej

Znakomitg wiekszo$¢ poznanych do tej pory
przyktadow transferu stanowig sekwencje DNA
naptywajace do jadra. W zwigzku z rozmiarami tego
zjawiska mozna zastanowi¢ sie nad korzysciami ja-
kie ono przynosi oraz nad jego ograniczeniami.

Wydaje sie oczywiste, ze istniejg pewne restryk-
cje, poniewaz mitochondria i chloroplasty nie stra-
city catkowicie swojego DNA. Barierami trudnymi
do pokonania mogg by¢ r6znice w kodzie genetycz-
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nym miedzy organellami, trudnosci z nabyciem mo-
zliwos$ci prawidtowej ekspresji i regulacji oraz skie-
rowaniem produktu genu do witasciwego organel-
lum. Sugerowano réwniez, ze mozliwe jest wejscie
biatek kodowanych przez przeniesione geny na dro-
ge wydzielnicza, jesli bedg one syntetyzowane na ry-
bosomach retikulum endoplazmatycznego [1].
Znacznym utrudnieniem transportu, a w konsekwen-
cji zablokowaniem procesu transferu, mogg by¢ hy-
drofobowe domeny odpowiadajgce transmembrano-
wym segmentom biatek [1]. Obok trudnosci w trans-
porcie wiaze sie to rowniez z problemami z pra-
widtowym wbudowaniem biatka w btone docelowe-
go organellum. Teorii tej przeczy jednak przeniesie-
nie dojadra genu cox2 kodujgcego biatko transmem-
branowe, ktore zawiera kilka domen hydrofobowych
[8, 12]. Inna hipoteza zaktada, ze geny kodujace
biatka kluczowe dla prawidtowego przebiegu proce-
sow bioenergetycznych, muszg pozosta¢ w organel-
lach, poniewaz ich ekspresja jest kontrolowana
zmianami potencjatu oksydoredukcyjnego [31, 32].
Zmiany te sg tak gwattowne, ze tylko obecno$¢ ge-
néw w organellum zapewnia dostatecznie szybka re-
akcje. Prawdopodobne jest tez, ze produkty niektd-
rych genoéw, jesli znajdag sie w cytoplazmie, moga
niekorzystnie wptywac¢ na zywotno$¢ komorki. Na
przyktad pojawienie sie w cytoplazmie cytochromu c
jest jednym z pierwszych etapéw apoptozy [8].

Mimo wielu ograniczen i trudnosci, ktére musi
pokona¢ sekwencja nukleotydowa istniejg okreslone
przyczyny transferu genéw. Zaréwno mitochondria,
jak i chloroplasty, sa przedziatami, w ktorych po-
wstajg najwieksze ilosci wolnych rodnikéw w ko-
maérce. Ze wzgledu na ich mutagenny wptyw na po-
zbawione histonéw DNA transfer do jadra wydaje sie
zjawiskiem korzystnym. Uwaza sie, ze geny odpo-
wiedzialne za funkcje regulatorowe sg z wiekszg
tatwoscig akceptowane przez genom jgdrowy niz
geny odpowiedzialne za funkcje enzymatyczne i
strukturalne [8]. Przyktadem tego jest chloroplasto-
wa Cip proteaza. U wszystkich badanych roslin regu-
latorowa podjednostka tego biatka znajduje sie w
jadrze, a katalityczna zostata w genomie chloropla-
stowym. Prawdopodobnie dzieki przeniesieniu do
jadra genow regulatorowych komérka usprawnia ko-
ordynacje i regulacje proces6w zachodzacych w roz-
nych organellach.

Na los genéw ma rédwniez wptyw efekt zapadki
Mullera (ang. Muller s ratchet). Teoria ta zaklada
szybkg akumulacje mutacji letalnych w populacjach
aseksualnych [8]. Gen przechodzac do jadra zmienia
sposOb dziedziczenia i moze braé¢ udziat w procesie
rekombinacji podczas mejozy. Tym samym zabez-
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piecza sie przed akumulacjg potencjalnie letalnych
mutacji. Wptyw efektu zapadki Mullera jest bardziej
zrozumiaty w przypadku zwierzat, nie moze by¢ jed-
nak przeceniany. Udokumentowano bowiem, ze
wbrew hipotezie Mullera tempo mutacji punktowych
u roslin jest wieksze w genomie jagdrowym niz w po-
zostatych genomach. Wydaje sie, ze zjawiskiem
kompensujgcym efekt zapadki Mullerajest rekombi-
nacja zachodzaca szczeg6lnie czesto w roslinnych
genomach mitochondrialnych.

VII. Podsumowanie

Proces transferu informacji genetycznej wewnatrz
komorki nie zostat jeszcze do konica wyjasniony. Nie
poznano mechanizmoéw pozwalajgcych pokonac po-
dwdjne btony otaczajgce organella. Otwarty pozosta-
je réwniez problem integracji i nabycia zdolnosci do
ekspresji. Interesujacy jest— jesli w og6le mozliwy
— etap funkcjonowania dwo6ch gendw i ich produk-
tdbw réwnoczesnie oraz przetgczenie aktywnosci z
jednego genu na drugi. Obecnie obserwuje sie trans-
fery pojedynczych sekwencji.

Znaczenie i zasieg wewngatrzkomorkowego prze-
noszenia sekwencji nukleotydowych poznamy za-
pewne dopiero po zsekwencjonowaniu i poréwnaniu
genoméw mitochondrialnych, chloroplastowych i
jadrowych u poszczegdlnych gatunkéw i w réznych
liniach filogenetycznych.

Juz po recenzji tej pracy ukazata sie publikacja
dotyczgca sekwencji chromosomu 2 z Arabidopsis
thaliana [Lin X, Kaul S, Shea T, Benito
M, Town C, Fujii C, Manson T, Bow-
man C, Barnstead M, Feldblyum T,
Buell C, Ketchum K, Lee J, Ronning
C, Koo H, Moffat K, Cronin L, Shen
M, Pai G, Aken S, Umayam L, Tallén
L, Gill J, Adams M, Carrere A, Creasy
T, Goodman H, Somerville C, Copen-
haver G, Preuss D, Nierman W, White
O, Eisen J, Salzberg S, Fraser C,Ven-
ter J (1999) Nature 402: 761-768]. Okazato sie, ze
chromosom ten zawiera sekwencje o dtugosci 270
kpz w 99% identyczng z sekwencjg mitochondriale-
go genomu tej rosliny. Sugeruje to, ze okoto 75% ge-
nomu mitochondrialnego A. thaliana zostato nie-
dawno przeniesione do jadra. Wykrycie tak dtugiej
insercji autorzy okreslajg jako nie spodziewane.
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Dendrymery — nie takie zwyczajne polimery

Dendrimers — not so common polymers

DARIUSZ M. DOMANSKI*, MILOSZ A. FABER**

Spis tresci:

l.  Wstep

I1. Synteza dendrymeréw klasy PAMAM

I11. Strategie syntezy dendrymerow
I11-1. Synteza rozbiezna (Divergent)
I11-2. Synteza zbiezna (Convergent)
I11-3.Inne strategie syntezy

IV. Wiasciwosci dendrymeréw

V. Dendrymery optycznie czynne
V-1. Dendrymery zawierajace stereogenny rdzen
V-2. Dendrymery z chiralng powierzchnia
V-3. Dendrymery zawierajgce centra stereogenne w

catej swojej strukturze

V1. Dendrymery zawierajace atomy pierwiastkow
metalicznych
VI-1. Nanokompozyty dendrymerowe
VI1-2. Dendrymery metatoporfirynowe

VI1I. Glikodendrymery

VI1Il. Dendrymery kwasow nukleinowych

IX. Transfer genéw

X. Skuteczno$¢ transfekcji

X1. Cytotoksyczno$é

XI1l. Perspektywy badan nad dendrymerami

Wykaz skréotow: DAB — 1,4 diaminobutan; DEAE — dekstran
— dietyloaminoetylo-dekstran; EDA — etylenodiamina; ESI —

ang. electron spectroscopic image; PAMAM — dendrymer po-
liamidoaminowy; SDS — siarczan dodecylu sodu; TAEA —
tris(2-aminoetylo)amina; TRIS — 2-amino-(hydroksymety-

lo)-1,3 propanodiol
. Wstep

Dendrymery sa nowa, niezwykle interesujaca ro-
dzing polimeréw o architekturze makromolekular-
nej, zwang gesta gwiazdg (ang. dense star).
Czasteczki dendrymerow, inaczej niz klasyczne poli-
mery, posiadajg bardzo wysoki stopien jednolitosci,
specyficzny rozmiar i ksztatt oraz wysokg gestosc
wysycenia powierzchni grupami funkcyjnymi.

*Mgr, **dr; Katedra Biofizyki Og6lnej, Uniwersytetu £ 6dzkie-
go, ul. St. Banacha 12/16,90-237 t6dz
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I.  Introduction

Il. Synthesis of PAMAM dendrimers

I11. Strategies of dendrimer synthesis
111-1. Divergent aproach
111-2. Convergent aproach
111-3. Other strategies

IV. Properties of dendrimers

V. Optically active dendrimers
V-1. Dendrimers with stereogenic core
V-2. Dendrimers with chiral surface
V-3. Dendrimers with stereogenic centers in various

parts of their structure

V1. Dendrimers with metal atoms
VI1-1 Dendritic nanocomposites
VI-2 Metaloporphyrin dendrimers

VI1I.Glycodendrimers

VIII. Nucleic acid dendrimers

IX. Transfer of genes

X.  Efficiency of transfection

XI1. Cytotoxicity

XI1l. Future of dendrimers research

Idea tworzenia silnie rozgatezionych molekut
oraz przewidywanie ich niezwyktych wiasciwosci
pochodzi od F 1lory, laureata nagrody Nobla z roku
1974, zajmujacego sie syntezg polimerow liniowych.
Niestety dostepne wtedy techniki syntezy i analizy
otrzymywanych zwigzk6w nie byty na tyle zaawan-
sowane, by mozna byto pokusi¢ sie o synteze polime-
réw o wyrafinowanych witasciwosciach. Dopiero w
roku 1978 Vo g1 1le poinformowat o istnieniu pierw-
szej czasteczki dendrymeru, jednakze prace jego na-
trafity na sporo problemdw. Mniej wiecej w tym sa-
mym czasie Denkewalter uzyl naturalnie wy-
stepujacego aminokwasu lizyny do tworzenia pierw-
szych dendrymerdw [1]. Prawdziwy przetom iznacz-
ny wzrost zainteresowania dendrymerami nastgpit w
roku 1985, po publikacjach To malii [2] iNew -
ko me [3].

Historia odkrycia dendrymeréw poliamidoamino-
wych (PAMAM) byla w pewnej mierze dzietem
przypadku. Podczas standardowej syntezy polimeru
typu kiebka statystycznego, zbudowanego z dwdch
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monomerdw, akrylanu metylu (CsHe0 2) i etyleno-
diaminy (C2HsN2, To ma lia, aby utatwi¢ miesza-
nie sie reagentéw, wprowadzit do uktadu réwniez
metanol. Whrew wcze$niejszym przewidywaniom
okazato sie, ze dodany rozpuszczalnik modyfikowat
jednak przebieg reakcji, utatwiajgc wymiane ato-
mow wodoru pochodzacych od grup aminowych ety-
lenodiaminy, na akrylan metylu. Otrzymany produkt
wywotat spore zdziwienie badaczy, gdyz nie wyka-
zywal podobieristwa do polimerdw liniowych synte-
tyzowanych wczes$niej tag metodg [2 ].

Il. Synteza dendrymerow klasy PAMAM

Do czasteczek amoniaku (NH3) dodano akrylan
metylu oraz metanol utatwiajacy podstawienie
wszystkich trzech atomoéw wodoru grupami akryla-
nometylowymi. Nastepnie do uktadu wprowadzono
drugi monomer etylenodiamine, wigzgcg sie z wol-
nymi konicami grup akrylanometylowych. Teraz gru-
py aminowe (NH2) etylenodiaminy stanowig swo-
bodne zakonczenia trzech gatezi powstajgcej
czasteczki, co sprawia, ze juz sze$¢ atomow wodoru,
zamiast poczatkowych trzech, moze ulegaé podsta-
wieniu monomerami akrylanometylowymi (Ryc. 1).
Podczas przyrostu kolejnych warstw dendrymeru
(generacji), masa czasteczki zwieksza sie okoto

mencie osiggniecia Srednicy okoto 130 A, co ma
miejsce w generacji dziesigtej (Gi0), niemozliwy
jest juz dalszy przyrost czagsteczki. Rozkiad masy w
czasteczce nie jest doktadnie poznany. Na podstawie
aktualnie istniejacych hipotez mozna sie pokusié je-
dynie o stwierdzenie, ze $rodek masy znajduje sie
gdzie$ pomiedzy rdzeniem a powierzchnig dendry-
meru [4].

Obecnie oprocz czasteczki amoniaku (NH?3), jako
rdzenn stosuje sie takze etylenodiamine (EDA),
tris(2-aminoetylo)amine (TAEA) lub czasteczke
D-glukozy, co wptywa na zmiane niektérych para-
metrow opisujacych czasteczke [5], Dane dotyczace
Srednic, zawartosci powierzchniowych grup funk-
cyjnych oraz mas czgsteczkowych kolejnych genera-
cji dendrymerow zbudowanych wokét réznych ty-
péw czasteczek rdzeniowych przedstawione zostaty
w tabeli 1 Zestawione dane nie sg ze sobg catkowicie
spojne, co ttumaczy¢ mozna skapa liczbg opubliko-
wanych dotychczas doniesien naukowych oraz r6z-
nymi warunkami wykonywania oznaczen. QOdnosi
sie to w szczeg6lnosci do $rednic czasteczek dendry-
inerow.

I1l. Strategie syntezy dendrymerow

Od narodzin pierwszego dendrymeru do dnia dzi-

dwukrotnie, natomiast liczba powierzchniowych siejszego wypracowano kilka réznych strategii syn-
i NH &
1 % X . \&»_ Pc \\- )
7 / s T e g T
a b & s
N
d = x

-

\\T/ )
4%

grup aminowych wzrasta doktadnie dwukrotnie.
Srednica czasteczki przyrasta o okoto 10 A. Gesto$é
upakowania gatezi wzrasta tak znacznie, ze w mo-
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Nyc. 1. Synteza dendrymeru poli-
amidoaminowego PAM-
AM: a) do czasteczki amo-
niaku dotgczany  jest
pierwszy z monomeroéw —
metylu, b)
dotaczenie drugiego mo-

akrylan

—_— nomeru — etylenodiami-
4

ny, c) atomy wodoru wy-
mieniane zostaja na akry-
lan metylu, co powoduje
dalszy przyrost gatezi den-
drymeru, d) druga genera-
cja  dendrymeru typu
PAMAM

tezy czgsteczek tego typu. Majac na uwadze charak-
ter niniejszego opracowania, ograniczymy sie do
doktadniejszego omowienia jedynie dwoch podsta-
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Tabela 1

Podstawowe parametry czasteczek dendrymeréw klasy PAMAM, zawierajacych rézne rodzaje rdzeni (NH3, EDA, TAEA) [5].

Generacja NH3 EDA TAEA
dendrymeru
Srednica Liczba Srednica Liczba Srednica Liczba
Mcz Mcz Mcz
[cl GP [C] GP [l GP
0,0 359 10,8 3 - - 4
1,0 1043 15,8 6 - 8
15 2173 36,2 6 2935 - 8
2,0 2411 22,0 12 3256 - 16
2,5 4671 48,3 12¢ 6011 - 16
3,0 5147 31,0 24 6909 32
3,5 9668 66,1 24+ 12419 - 32
4,0 10619 40,0 48 &4125 50b 64b 10401b - 48b
45 19661 87,9 48 25234 - 64
5,0 21563 53,0 96 58788 128b 21345b 53b 96b
55 39648 103,9% 96 -
6,0 43451 67,0 192 27972 60b 256b 43233b 64b 192b
6,5 79621 126,8 192 - - R
7,0 87227 80,0 384 - 512b
75 159568 147,3" 384
2
8,0 174779 92,0 768 33338 - 1024b
85 . ) ] . )
9,0 349883 105,0 1536 - 2048 - - -
9,5 -
10,0 700091 124,0 3072 - - 4096 - - -

Liczba GP - liczba grup powierzchniowych; aOttaviani MF, Bossmann S., Turro NJ, Tomalia DA (1994)J. Am. Chem. Soc.

2, 661-671; bTang MX, Redemann CT,

wowych, historycznie najstarszych metod oraz zasy-
gnalizowania istnienia pozostatych, odsytajgc zain-
teresowanych czytelnikow do literatury poswieconej
tematowi.

I11-1. Synteza rozbiezna (Divergent)

Wzrost czagsteczki nastepuje od centralnie
potozonego rdzenia, w kierunku zewnetrznym. Ko-
lejne warstwy dendrymeru tworzone sg poprzez sze-
reg nastepujgcych po sobie reakcji przytgczania i ak-
tywacji monomeréw (Ryc. 2). Metoda ta dzieki szyb-
kiemu i tatwemu wzrostowi liczby grup funkcyj-
nych, jest idealnym sposobem syntezy szczegOlnie
dendrymeréw wyzszych generacji, jednakze niemo-
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Szoka FC Jr (1996) Bioconjugate Chem. 7, 703-714

zliwe jest uzyskanie dendrymeru zawierajgcego roz-
ne typy terminalnych grup funkcyjnych w réznych
rejonach czasteczki.

I11-2. Synteza zbiezna (Convergent)

Do wybranej grupy koncowej dobudowywany
jest fragment gatezi w ten sposob, aby pozostata tyl-
ko jedna reaktywna grupa funkcyjna mogaca stuzy¢
do wigzania z innymi, identycznie zsyntetyzowany-
mi podjednostkami dendrymeru (monodendrona-
mi).

Mata liczba mozliwych reakcji ubocznych spra-
wia, ze powstajagca czasteczka pozbawiona jest
utomnosci strukturalnych, poza tym mozliwe jest
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kontrolowanie rodzaju i potozenia grup funkcyjnych
w obrebie catego dendrymeru (Ryc. 3).

I11-3. Inne strategie syntezy

W celu uproszczenia i przyspieszenia syntezy, a
takze by utatwié oczyszczanie ostatecznego produk-
tu, opracowano miedzy innymi, strategie dwustop-

ngzame ) > < Aktxwacli

Czasteczka
rdzeniowa )
Generacja 1

niowego rozbhieznego wzrostu hiperrdzenia, strategie
przytaczania rozgatezionych monomeréw oraz stra-
tegie uzycia dwoch monomerow [¢ ]. Bardzo ciekawg
koncepcje budowy dendrymeru przedstawit wraz ze

Przylaczanie > Aktzwacji >

Przylaczanie
—_— P
Aktywny

fragment
dendrymeru

+ Przylaczanie

Generacja |

swoim zespotem Braam [7], syntetyzujgc, podob-
nie jak Tomalia [s], polimer liniowy, w ktérym
tancuchy boczne zastgpione zostaty czgsteczkami
dendrymerdw (Ryc. 4).

IV. Wiasciwosci dendrymerow

Niezwykte witasciwosci dendrymeru wynikajg
miedzy innymi z ich struktury morfologicznej,
witasciwosci monomerdw budujgcych dendrymer
oraz rodzaju terminalnych grup funkcyjnych, od kto-
rych bardzo czesto zalezy zachowanie catej czgstecz-
ki [9].
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Dendrymery bedace w stanie statym lub stopio-
nym posiadajg zazwyczaj ksztatt sferyczny lub pre-
topodobny, w roztworach natomiast przyjmujg prze-
waznie ksztatt sferyczny [10]. Dendrymery poliami-
doaminowe nizszych generacji charakteryzujg sie
otwartg strukturg i dyskopodobnym ksztattem.
Poczawszy od generacji trzeciej ich ksztatt przecho-
dzi z otwartego w sferyczny, a struktura z kazdg ko-

Wigzanie :

Ryc. 2. Strategia syntezy
rozbieznej —
wzrost nastepuje
od czasteczki

rdzenia w kierun-

Generacja 2 ku zewnetrznym.

lejng generacjg staje sie coraz bardziej zwarta [11].
Rodzaj rozpuszczalnika, w ktorym znajdujg sie
czasteczki dendrymerdw, czesto bardzo silnie
wptywa na strukture catej czgsteczki. Istniejg roz-

_Aktywacjg, Aktywr
fragment
dendrynteru

Przylaczanie Ryc.3. Strategia syntezy
zbieznej — do

grupy koncowej
dobudowywany
jest fragment
gatezi w ten spo-
séb, aby pozostata
tylko jedna reak-
tywna grupa funk-
cyjna stuzaca do
wigzania z innymi
podobnymi

Generacja 2 gateziami.

puszczalniki, w ktérych dendrymery rozwijaja swoja
strukture, oraz rozpuszczalniki sprawiajgce, ze
czasteczka dendrymeru przyjmuje forme zwarta,
utrudniajac tym samym dostep do swego wnetrza.
(Ryc. 5) [7].

Dendrymery zbudowane sg z warstw gatezi wyra-
stajgcych z umieszczonej centralnie czgsteczki rdze-
nia. Budowa taka sprawia, ze w peryferyjnej czesci
czasteczki gatezie sg bardzo ciasno upakowane, pod-
czas gdy wewnatrz pozostaje sporo miejsca, ktore
mozna wykorzysta¢ do przenoszenia mniejszych
molekut (Ryc. s). Pewien problem stanowi kontrolo-
wane otwieranie i zamykanie przestrzeni wewnatrz
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dendrymeru tak, aby mozliwe byto wykluczenie
przypadkowego uwalniania przenoszonych substan-
cji.

Pierwsza udana prdba zamkniecia mniejszych
czasteczek wewnagtrz dendrymeru poczyniona zo-
stata przez zespot M e ij era, ktory jako czynnik za-
mykajacy zastosowal odpowiednio przygotowane
aminokwasy [12]. We wnetrzu dendrymerdéw
PAMAM przenoszono jednocze$nie 4 molekuty
barwnika r6zu bengalskiego oraz od : do s molekut

tancuch
polimeru liniowego Monodendrony

kwasu /~-nitrobenzenowego. Czasteczki fenyloalani-
ny, zamykajace dostep do wnetrza dendrymeru, zo-
staty usuniete po spetnieniu swojej funkcji w wyniku
kwasnej hydrolizy [13]. Seebach ijego wspdtpra-

cownicy, sprawdzajac stabilno$¢ jednego z zsyntety-
zowanych przez siebie dendrymerdw w Srodowisku
zawierajagcym roznego rodzaju hydrolazy, zaobser-
wowali mozliwo$¢ kontrolowanego degradowania
czasteczek dendrymeru przez lipazy, proteazy i este-
razy [14].

Bardzo obiecujagce wydaje sie byC¢ uzycie przez
Vo gi1:1e iwspbipracownikow czgsteczek azobenze-
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nu, jako grup terminalnych, zamykajgcych wnetrze
dendymeréw polipropylenoiminowych. Naswietla-
nie Swiattem o dtugosci fali wynoszacej 313 nm po-
wodowato przechodzenie azobenzenu z konformacji
przestrzennej cis do konformacji trans (Ryc. 7), od-
blokowujgc tym samym dostep do wnetrza dendry-
meru. Zjawisko to byto w petni odwracalne pod
wptywem Swiatta o dtugosci 254 nm [15].

Obecnie czynione sg préby wykorzystania wol-
nych przestrzeni wewnatrz czasteczki dendrymeru

Ryc. 4. W polimerze liniowym
tancuchy boczne
zastapione zostaly przez
fragmenty dendryme-

réw. a) polimer w stanic

zwinietym b) czasteczka
nie skondensowana.

podczas procesu oczyszczania wod, ekstrakcji pro-
duktéw farmaceutycznych z tankéw fermentacyj-
nych, selektywnej enkapsulacji lekéw, w transporcie
substratéw chemicznych do reakcji polimeryzacji

Ryc. 5. Rodzaj rozpuszczalnika
silnie wptywa na struktu-
ra przestrzenng dendry-
meru: a) dostep do wne-
trza czasteczki zamkniety
dzieki oddziatywaniu
rozpuszczalnika, b) wne-
trze czasteczki dendry-
meru wyeksponowane w
rozpuszczalniku innego

typu.

prowadzonej w Srodowisku ciektego dwutlenku we-
gla, bedgcego w stanie nadkrytycznym. W hydrofilo-
wym  dendrymerze czwartej generacji typu
DAB-<7e/?¢/r-(NH2)32 terminalne grupy aminowe zo-
staty zastgpione w okoto 90% przez tancuchy perflu-
oropolieterowe o0 wzorze 0C-CF(CFs)-0-(CF2-
CF(CF3)-0 )s-CF2CF2CF3. Tak przygotowany den-
drymer stat sie praktycznie nierozpuszczalny w wo-
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dzie, w wiekszosci rozpuszczalnikéw nieorganicz-
nych, a takze w takich rozpuszczalnikach jak: meta-
nol, chlorek metylenu, tetrahydrofuran, chloroform
czy aceton. W temperaturze pokojowej, pod cisnie-
niem 76 atmosfer dendrymer wykazywat jednak roz-
puszczalno$s¢ w ciektym dwutlenku wegla. Micele
dendrymerowe tego rodzaju moga przenosi¢ oranz
metylowy (barwnik o charakterze jonowym rozpusz-

Aminokwas
CO,H

czalny wCO02) zroztworu wodnego do ciektego dwu-
tlenku wegla. Mechanizm tego procesu nie jest jesz-
cze precyzyjnie poznany, aczkolwiek autorzy pracy
widzg mozliwos$¢ zastgpienia ogromnych ilosci roz-
puszczalnikéw organicznych zuzywanych w labora-
toriach, poprzez odpowiednio zaprojektowane syste-
my ekstrakcyjne oparte na zastosowaniu dendryme-
réw i ciektego C0: [16].

uv
ciepto lub VIS

trans CIS

Ryc. 7. Azobenzen zmienia swojg konformacje przestrzenng pod
wplywem promieniowania elektromagnetycznego. Proces ten
jest w petni odwracalny.

V. Dendrymery optycznie czynne

Wprowadzenie chiralnych elementéw do struktu-
ry dendrymeru powoduje powstanie niesymetrycz-
nych, niesferycznych czgstek posiadajgcych chiralng
powierzchnie oraz chiralne przestrzenie wewnatrz-
czasteczkowe. Zhudowane w ten sposéb czasteczki
mozna wykorzysta¢ na przyktad do selektywnego
wigzania enancjomerow okre$lonego typu. Podczas
asymetrycznej katalizy chiralna powierzchnia den-
drymeru moze stuzy¢ jako egzoreceptor, za$ wnetrze
jako chiralny endoreceptor [17].
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Chiralne wtasciwosci dendrymeru moga pocho-
dzi¢ z réznych obszarow czgsteczki: z chiralnych
grup terminalnych, chiralnego rdzenia, chiralnych
gatezi budujacych dendrymer lub kombinacji tych
mozliwos$ci [18].

Thomas i Thor [19] zaproponowali podziat
dendrymeréw optycznie czynnych na trzy gtowne
klasy:

Ryc. 6. Niektére dendrymery
moga przenosi¢ w swym

wnetrzu mniejsze

czasteczki. Po umieszcze-
niu dendrymeréw w roz-
tworze barwnika dostep
do ich wnetrza mozna za-
mkna¢ przez przytaczenie
aminokwaséw.

1. dendrymery ze stereogennym rdzeniem,

2. dendrymery z chiralng powierzchnia,

3.  dendrymery zawierajace centra stereogen-
ne w catej swojej strukturze

V-1. Dendrymery zawierajgce stereogenny rdzen

Wszystkie obecnie znane dendrymery tego typu
zawierajg element chiralny doktadnie w swoim rdze-
niu (Ryc. sa). Mozna przewidywac takze stworzenie
innych rodzin dendrymer6w, gdzie stereogenny mo-
nomer zostaje wyparty podczas przytgczania kolej-
nych warstw z rdzenia na peryferie czasteczki
(Ryc. sb) lub gdzie rdzen zawiera wiecej niz jeden
chiralny monomer (Ryc. sc).

Seebach wraz ze swoim zespolem zaobserwo-
watl w dendrymerach gdzie czgsteczke rdzenia stano-
wity rézne pochodne tris(hydroksymetylo) metanu,
zjawisko stopniowego maskowania aktywnosci
optycznej rdzenia poprzez otaczajace go nieczynne
optycznie gatezie. Praktycznie juz w trzeciej genera-
cji obserwowana aktywnos$¢é optyczna spadata do
zera [20].

V-2. Dendrymery z chiralng powierzchnig

Najprostszym sposobem uzyskania tego typu mo-
lekut jest modyfikacja niechiralnego dendrymeru po-
przez przytgczenie chiralnych elementéw do po-
wierzchni ostatniej jego warstwy (Ryc. s d). Dotgcza-
nie kolejnych warstw, tym razem achiralnych, moze
doprowadzi¢ do sytuacji, gdy chiralna warstwa oto-
czona bedzie warstwami achiralnymi (Ryc. sf).
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V-3. Dendrymery zawierajace centra stereogenne w
catej swojej strukturze

Niektére mozliwe rodzaje dendrymeréw zawie-
rajgcych chiralne monomery w catej swojej struktu-
rze przedstawione sg na rycinach sg-i. Uwidocznio-
ne sg tam dendrymery, w ktérych wszystkie mono-
mery posiadajg takg samg konfiguracje absolutng
(Ryc. sg), oraz dendrymery zbudowane z blokow,
plasterk6w lub generacji monomeréw o réznych
konfiguracjach absolutnych (Ryc. sh-si). Jednolitg
powierzchnie chiralng moga tworzy¢ takze elementy
rozmieszczone w sasiadujacych ze sobg gateziach
(Ryc. se) [19].

W roku 1998 grupa pod kierownictwem M eij e -
ra zaproponowata synteze chiralnego dendrymeru
poprzez przytaczenie do czasteczki rdzenia gatezi
pochodzgcych od réznych generacji dendrymeru
(Ryc. 9) [18].

V1. Dendrymery zawierajgce atomy
pierwiastkéw metalicznych

Wprowadzenie atoméw metali do struktury den-
drymeru prowadzi do powstawania czgsteczek oroz-
nych, czesto bardzo interesujgcych wtasciwosciach.
Kilka dotychczas zsyntetyzowanych metalodendry-
merdw opisanych zostato ponizej.
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VI-1. Nanokompozyty dendrymerowe

Trudno$ci w konstruowaniu nanokompozytéw o
precyzyjnie zdefiniowanych rozmiarach i wtasciwo-
Sciach stanowig gtéwne ograniczenie rozwoju
wspdiczesnej nanotechnologii. Wydaje sie wiec, ze
uzycie dendrymeréw charakteryzujgcych sie ideal-
nie powtarzalnym, pozbawionym defektéw ksztat-
tem moze okazac sie obiecujgcym Kkierunkiem roz-
woju tej dziedziny.

Balogh i Tomalia donie$li niedawno
o stworzeniu nanokompozytu opartego o powierzch-
niowo modyfikowany dendrymer PAMAM, Kktéry
kompleksowano jonami dwuwartosciowej miedzi

Ryc. 8. Dendrymery wykazujace ak-
tywno$¢ optyczng moga za-
wiera€ centra stereogenne w
réznych miejscach swojej
struktury (szczeg6towy opis
w tekscie).

(Cu24), w wyniku czego obserwowano przytgczenie
metalicznych domen o rozmiarach znacznie mniej-
szych od rozmiar6w dendrymeru [21]. Nie ustalono
jednak, czy domeny te tworzyty sie na powierzchni,
czy wewnatrz czgsteczki dendrymeru. Kompleks ten
wykazywat niezwykle duzg trwatos$¢, siegajacag w
warunkach beztlenowych 90 dni, niezaleznie od tego
czy znajdowat sie on w roztworze metanolu czy
wody. Badacze przewiduja mozliwo$¢ zastosowania
metalicznych nanokompozytow dendrymerowych w
optoelektronice, do budowy poétprzewodnikéw, w
usuwaniu skazen Srodowiska naturalnego lub jako
katalizatoréw.
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Tilley iwspoétautorzy poinformowali o syntezie
metalodendrymerdéw polikationowych, powstatych
przez zastapienie podstawnikéw benzylowych den-
drymeru weglokrzemianowego przez jony rutenu
(Rub) [22].

®

©

Ryc. 9. Mozliwa jest konstrukcja dendrymeru optycznie czynnego, w
ktorym zrodtem chiralnosci sa gatezie pochodzace z réznych
generacji dendrymeru.

Grupa Reinhoudta przeprowadzita udang
synteze dendrymeru zawierajgcego w swej struktu-
rze jony dwuwartosciowego palladu (Pd2+. Opano-
wano tworzenie trzeciej generacji dendrymeru opie-

rajagc sie o reakcje samoorganizacji monomerow
[23].

Bal zani i jego wspoOtpracownicy zsyntetyzo-
wali metalodendrymery zawierajgce metale grup
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przejsciowych ~w kazdej generacji, poprzez
przytaczanie do metalicznego rdzenia kolejno bloko-
wanych i aktywowanych ligandéw [24],

VI-2. Dendrymery metaloporfirynowe

Odpowiednio modyfikowane metalodendrymery
moga petni¢ funkcje syntetycznych, globularnych
enzymow, nasladujgcych biatka zawierajgce struktu-
ry hemowe, takie jak cytochrom c. Przyczynié sie to
moze do lepszego zrozumienia funkcjonowania tych
biatek w uktadach biologicznych [25, 26, 27].

Gross
tyzowanego zbadania wptywu syntetycznej, pepty-
dopodobnej struktury na potencjat redoks otaczane-
go rdzenia, zsyntetyzowali dendrymer zelazoporfi-
rynowy pierwszej oraz drugiej generacji. Okazato
sie, ze dendrymery generacji drugiej, dzieki gesciej
upakowanym gateziom ograniczajacym kontakt
struktury hemowej rdzenia z otaczajgcym go $rodo-
wiskiem, posiadajg bardziej dodatni potencjat redoks
Fe3H# Fe2+niz dendrymery generacji pierwszej [28],

Zsyntetyzowany przez zespét Collmana den-
drymer zelazoporfirynowy wykazywat w obecnosci
1,2 -dimetyloimidazolu  zdolno$¢ odwracalnego
wigzania 021 CO, przy czym jego powinowactwo do
czasteczek tlenu byto 1000 razy wieksze, niz hemo-
globiny w stanie T (Ryc. 10) [29]

Suslick wraz z kolegami przygotowali nowg
klase nie podatnych na utlenienie dendrymerdw por-

i wspotpracownicy, w celu usystema-

Ryc. 10. Dendrymery zelazo-
porfirynowe wykazuja
podobienstwo struktu-
ralne i funkcjonalne
do zwigzkéw henro-
wych pochodzenia na-
turalnego.

firynowych. Korzystajac ze strategii syntezy zbie-
znej, do rdzenia porfirynowego zawierajagcego w
swym centrum jon manganu (Mn3+) dotaczali mono-
dendrony poliestrowe, zabezpieczajgce metaliczne
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centrum przed utlenieniem. Podczas reakcji epoksy-
dacji olefin tak zbudowana czgsteczka dendrymeru
katalizowata tworzenie 2-4 potgczen epoksydowych
na sekunde, zuzywajac sie w okoto 10% po utworze-
niu 1000 potgczen [30].

Istnieje duze zainteresowanie systemami konwer-
sji energii niesionej przez fotony na energie che-
miczng. Jing i Aida stosowali niskoenergetyczne
fotony promieniowania podczerwonego do zmiany

a)
\ 4
Mlgrnc]n\\ ,/
Swiatto »E""“" \\ \ Swiatto L
Energii
Swiatto’
Morfologia
sferyczna
izomeryzacji przestrzennej duzych, sferycznych

azodendrymerow eteru arylowego [31]. Okazato sig,
ze zmiana izomeryzacji przestrzennej obecnego w
rdzeniu azobenzenu (Ryc. 7) z konformacji cis na
trans ma miejsce wytgcznie w czagsteczkach o
ksztatcie sferycznym, i tylko przy takim ksztatcie
wszystkie 4 podjednostki (gatezie) dendrymeru za-
chowujg sie jak jeden spojny chromofor, w ktérym
energia wzbudzenia nie jest $cisle zlokalizowana
przestrzennie, lecz migruje w trojwymiarowej struk-
turze zrebu, wokdt rdzenia dendrymeru (Ryc. 11).
Zwieksza to prawdopodobienstwo transferu energii z
chromoforu do struktury porfirynowej rdzenia. Me-
chanizm ten jest podobny do sposobu transdukcji
energii z chromoforu do elektroforu u purpurowych
bakterii fotosyntetyzujgcych, gdzie energia przeka-
zywana jest w sposOb rownie szybki i skuteczny
[32].

Rowniez grupa pod kierownictwem Kopelma-
na, analizujgc widma absorpcyjne stworzonych
przez siebie azodendrymeréw, wykryta zjawisko
transferu energii ze struktur otaczajacych rdzen
wprost do elektroforu stanowigcego centrum
czasteczki [33].

VII. Glikodendrymery

Interakcje weglowodandw i biatek sg podstawg
miedzy innymi takich zjawisk jak przerzuty komdrek
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rakowych, transfer leukocytéw do ognisk zapalnych
oraz infekcje bakteryjne i wirusowe [34]. Opracowa-
nie glikopeptydomimetykow, bedacych w stanie
skutecznie rywalizowac z glikopeptydami obecnymi
w zywej komorce moze wywota¢ przetom w profi-
laktyce i leczeniu wielu chordb [35],

Rezultaty wielu badan wspieraja hipoteze, ze poli-
walencyjne oligosacharydy moga stuzy¢ jako efek-
tywne Ugandy wigzgce biatka patogenne pochodze-

\
Migracja
Energii

Morfologia
niesfe czna RyCll-Struktura dendrymeru determinuje
7 skutecznos$¢ transferu energii do

jego wnetrza.

nia bakteryjnego. Kompleksy ztozone z dendryme-
réw polipropyleniminowych i oligopeptydéw MCI
wykazujg wielokrotnie wyzszy stopief inhibicji ad-
hezji holotoksyny cholery oraz enterotoksyny E. coli
do powierzchni natywnej formy MCI immobilizo-
wanej na fazie statej, niz wolne oligopeptydy MCI.
Stezenie zwigzanego z dendrymerem oligopeptydu
MCIl wymagane do zaobserwowania zjawiska inhi-
bicji adhezji jest 1000 razy nizsze niz stezenie wol-
nego MCI [36, 37].

Uzycie specjalnie znakowanych dendrymerow
moze stuzy¢ tatwiejszemu wykrywaniu tworzonych
przez nie komplekséw z przeciwciatami. Qua 1-
man wraz ze wspoOtpracownikami wykorzystali
zsyntetyzowany przez siebie dendrymer poli-
a,e-L-lizynowy, ktérego grupy powierzchniowe zo-
staty wysycone borem do uzyskania w technice ESI
(ang. Electron Spectroscopic Imaging) obrazu prze-
ciwciat zwigzanych na ich powierzchni [38].

VIIl. Dendrymery kwaséw nukleinowych

Grupa badaczy pod kierownictwem Liskampa
opracowata synteze dendrymeréw kwasow nukle-
inowych przy uzyciu strategii syntezy zbieznej opar-
tej o monomery zbudowane z 3,5-bis(2-tert-butyio-
ksykarbonyloaminoetoksy) benzoesanu metylu [39],

Podobng w zatozeniach synteze przeprowadzono
takze uzywajac do konstrukcji czgsteczki dendryme-
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ru monomerdéw zbudowanych z r6znych kwasow hy-
broksybenzenowych i aminoalkoholi [40].

Syntezg rozgatezionych kwasdw nukleinowych
nasladujacych naturalne introny zajeta sie natomiast
grupa pod kierownictwem J. Damhy, ktéra przy
uzyciu strategii rozbieznej przeprowadzita reakcje
na powierzchni ptytki szklanej, stanowigcej faze
statg. Biegta ona w niekonwencjonalnym kierunku
5’—3’ [41].

Nielsen i wspoOtpracownicy doniesli o udanej
syntezie siedmioramiennego dendrymeru DNA, w
ktorym kazda z nici DNA tworzacych ramiona den-
drymeru zawierata na pewnym swym odcinku frag-
ment jednoniciowy o sekwencji zdolnej hybrydyzo-
wac¢ z komplementarnymi sekwencjami kwasu nu-
kleinowego [42].

Uzycie biosensorow opartych o hybrydyzacje
DNA jest nowym, bardzo obiecujgcym narzedziem
w badaniach chordb genetycznych. Immobilizowa-
ny, jednoniciowy oligonukleotyd o wtasciwie dobra-
nej sekwencji, hybrydyzuje z komplementarnym
fragmentem poszukiwanej czasteczki. Uzycie den-
drymeru DNA generacji czwartej, o odpowiednio za-
projektowanych gateziach, immobilizowanego na
ptytce kwarcowej pokrytej cienka warstwa atomo-
wego ztota, zwieksza stopien hybrydyzacji patogenu
pochodzgcego od Cryptosporidium parvum okoto
1o-krotnie w stosunku do pojedynczego oligonukle-
otydu. Teoretycznie mozliwa jest rowniez synteza
dendrymeru DNA generacji dwunastej, ktory
wedtug przewidywan zawieratby 2 miliony ramion
oligonukleotydowych komplementarnych do se-
kwencji badanego patogenu, co bardzo wydatnie
zwiekszatoby czuto$¢ tak zaprojektowanego bio-
sensora [43].

IX. Transfer genéw

Mozliwos¢ wptywania na metabolizm komérki
poprzez modyfikowanie informacji zawartych w jej
materiale genetycznym z pewnoscig stanie sie w nie-
dalekiej przysztosci podstawg wielu niezwykle sku-
tecznych, specyficznie ukierunkowanych terapii. Te-
rapie genowe, aby zagwarantowa¢ wymagang sku-
teczno$é muszg opierac sie na systemie efektywnie
przenoszacym informacje genetyczng do wnetrza ko-
morki oraz zapewniajagcym mozliwie najwyzszy po-
ziom ekspresji przenoszonych genéw. Dobry przeno-
$nik materiatu genetycznego powinien takze tworzy¢
z przenoszonym materiatem stabilne oraz dostatecz-
nie mate oligomery, ktére mogtyby swobodnie wy-
chodzi¢ ze strumienia krwi ptynacej w naczyniach
krwionos$nych i tatwo przenika¢ do wnetrza wybra-
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nego typu komoérek [44]. Dzieki spetnieniu tego wa-
runku mozliwy jest transfer gendéw do wnetrza komoé-
rek zwierzecych za pos$rednictwem drég oddecho-
wych lub tez przez iniekcje domieSniowe [45],

Istniejgce obecnie systemy stosowane w transfek-
cji, takie jak wektory wirusowe lub liposomy, posia-
dajg wiele wad, miedzy innymi charakteryzujg sie
ograniczong pojemnoscia, rekombinujg, powodujg
mutageneze, a takze wywotujg odpowiedz immuno-
logiczng oraz stany zapalne [46], Wektory wirusowe
integrujac sie z genomem transfekowanej komorki
moga takze przyczynic¢ sie do aktywacji protoonko-
gendéw komaérkowych lub inaktywowaé geny supre-
sji nowotworowej [47].

Dendrymery poliamidoaminowe, podobnie jak
wektory niewirusowe, wywotujg kondensacje DNA
[48, 49]. Zachodzi ona dzieki obecnosci na po-
wierzchni dendrymerow dodatnio natadowanych
grup aminowych (NH?2), oddziatujgcych elektrosta-
tycznie z obecnymi w kwasach nukleinowych, ujem-
nie natadowanymi grupami fosforanowymi [48].
Dzieki temu, w poréwnaniu do naturalnych polia-
min, polilizyny i liposomdéw, dendrymery wykazuja
zwiekszong site oddziatywania jonowego z DNA
oraz tworzg z kwasami nukleinowymi stabilniejsze i
lepiej rozpuszczalne kompleksy. Sita oddziatywania
kulombowskiego stabilizujacego kompleks DNA-
dendrymer jest w warunkach fizjologicznych na tyle
duza, ze nawet uzycie silnego detergentu jonowego,
jakim jest siarczan dodecylu sodu (SDS), nie powo-
duje rozpadu kompleksu na podjednostki [49]. Tak
duza trwatosé sprawia, ze wolny kwas nukleinowy
wprowadzony do wnetrza komérki nie ulega degra-
dacji pod wpltywem dziatania endosomoOw oraz
wewnatrzkomorkowych nukleaz [50, 51]. Owiniecie
kwasu nukleinowego wokoét czasteczki dendrymeru
czyni tak powstaty kompleks odpornym na restryk-
cyjne dziatanie endonukleazy i DNazy I. Materiat ge-
netyczny pozostaje jednak dostepny dla polimerazy
RNA 11, co ma fundamentalne znaczenie dla przebie-
gu transkrypcji [46]. Oprocz modyfikacji topolo-
gicznych, wynikajacych ze zmiany 2 i 3 rzedowej
struktury kwaséw nukleinowych, pewng ochronng
role odgrywaja takze zdolnosci buforowe dendryme-
ru w zakresie pH 5-7 [52]. Wynikajg one z tego, ze
w fizjologicznym pH dendrymery PAMAM sg tylko
cze$ciowo uprotonowane, zatem po endocytozie wy-
kazuja wewnatrz komorki cechy stabych zasad, bu-
forujac czesciowo zakwaszenie endosomalne ichro-
niagc tym samym kompleks DNA-dendrymer przed
degradacjg (terminalne grupy aminowe charaktery-
zZUja sie p/¢a=6,9, wewnetrzne natomiast pKa=3,9)
[53].
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X. Skutecznos¢ transfekcji

Przeprowadzone dotychczas préby wykorzystania
dendrymeréw poliamidoaminowych (PAMAM) do
transferu materiatu genetycznego wydajg sie by¢
bardzo obiecujace.

Bielinska wraz ze swojg grupg w bada-
niach nad inhibicjg ekspresji genu lucyferazy przez
antysensowe oligonukleotydy Ilub antysensowe
mRNA przenoszone przez dendrymery, osiagneta
efektywnos$¢ transfekcji rzedu 30-60%. Wynik ten
zalezny byt gtéwnie od generacji uzytego dendryme-
ru, ilosci przenoszonego kwasu nukleinowego oraz
wzajemnego stosunku tadunkéw DNA idendrymeru
w utworzonym kompleksie. Generalnie wyzszg eks-
presje obserwowano w przypadku uzycia do trans-
fekcji dendrymerow wyzszych generacji, niezale-
znie od tego, czy rdzen stanowita czasteczka EDA
czy NH3. Nie obserwowano tworzenia sie komplek-
sow DNA-dendrymer w przypadku uzycia dendry-
merdw generacji nizszych niz czwarta [49]. Korzyst-
nie wptywat réwniez okoto (5-20)-krotny nadmiar
dodatnio natadowanego dendrymeru w stosunku do
DNA, podnoszac wielokrotnie efektywno$¢ trans-
fekcji oraz ekspresji przenoszonego materiatu po-
przez utatwianie wigzania z fosfolipidami bton ko-
mdrkowych, co wywotywato endocytoze. Badania
wptywu inhibitora metabolizmu komérkowego, ja-
kim jest azydek sodu oraz specyficznych inhibitorow
endocytozy, takich jak cytocholazyna B i deoksyglu-
koza na przenikanie kompleksu przez btony komér-
kowe pozwolity ustali¢, ze kompleksy DNA-dendry-
mer wnikajg do wnetrza komoérki na drodze endocy-
tozy energozaleznej [48],

Qin i wspoipracownicy zajmowali sie transfe-
rem genow inhibujgcych powstawanie interleukiny
IL-10 uczestniczacej w aktywowaniu powstawania
limfocytéw T. Zahamowanie wytwarzania tej cytoki-
niny miato na celu zablokowanie powstawania reak-
cji immunologicznej, prowadzgcej do niszczenia ko-
mdrek przeszczepionego mies$nia sercowego przez
organizm biorcy [54].

W celu poprawy efektywnos$ci systemdéw trans-
fekcyjnych opartych o wykorzystanie dendrymeréw
wprowadzano do nich r6znego typu modyfikacje. W
wyniku tego okazato sie na przyktad, ze efektywnos$¢
transfekcji wzrastata znacznie, gdy oprocz dendry-
meru generacji dziewiagtej (z NHs jako czasteczkg
rdzeniowg) stosowano takze DEAE-dekstran, zapo-
biegajacy taczeniu sie komplekséw DNA-dendrymer
w olbrzymie agregaty o $rednicach rzedu setek ang-
streméw. Zabieg taki zwiekszal cytotoksyczny
wptyw ukiadu na transfekowane komorki. Po 24-
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godzinnej inkubacji obserwowano okoto 2 krotny
wzrost $miertelnosci komdrek, siegajacy poziomu
okoto 5-8%. Mimo to ukiad zapewniat od 10 do 100
razy wyzsza skutecznosé transfekcji niz komercyjnie
dostepne lipidy kationowe. Wysoki poziom ekspresji
osiggany byt takze w przypadku opornych na kla-
syczne metody transfekcji fibroblastow cztowieka
oraz linii komérkowych Jurkat [49].

Haensler i Szoka stosujgc do trans-
fekcji dendrymer PAMAM generacji pigtej o rdzeniu
NH3, do ktérego dotgczono peptyd GALAcys desta-
bilizujacy btone komorkowa, zaobserwowali efekty
ekspresji przenoszonych genéw w 80% komorek li-
nii CV-1 oraz mniej niz 1% u opornych na transfek-
cje linii komdrkowych EL-4 i Jurkat [55].

T an g iwspotautorzy, badajgc zdolnosci trans-
fekcyjne cze$ciowo zdegradowanych dendrymerow
stwierdzili, ze do skutecznej transfekcji niezbedny
jest nie tylko duzy nadmiar dodatniego tadunku po-
chodzgcego od grup NH2 obecnych na powierzchni
czasteczki, ale pewng role odgrywa takze masa oraz
elastyczno$é czasteczki dendrymeru. Degradacja
dendrymeru nastepuje podczas solwolizy wigzan
amidowych obecnych w czgsteczce [5]. Wysoka sku-
teczno$¢ transferu gendéw za pomocg dendrymerow
PAMAM wyzszych generacji przypisywana jest ich
sferycznemu ksztattowi oraz Srednicy zblizonej do
Srednicy rdzenia histonowego obecnego w chroma-
tynie, a takze zdolno$ci zaburzania struktury btony
komdrkowej, co utatwia wnikanie kompleksu do
wnetrza komarki [56].

Wymiana terminalnych grup aminowych na cu-
kry, peptydy lub grupy karboksylowe wptywata ha-
mujaco na zdolno$¢ wigzania DNA w stopniu pro-
porcjonalnym do ubytku powierzchniowych grup
aminowych [46].

XI. Cytotoksycznos¢

Roberts
ry PAMAM generacji trzeciej, piatej i si6dmej pod
katem cytotoksycznosci (in vitro i in vivo), zdolnosci
wywotywania odpowiedzi immunologicznej oraz
biodystrybucji w transfekowanych organizmach.
Jako materiat biologiczny do badan in vitro
postuzyty komarki linii V79, badania in vivo prowa-
dzone byty natomiast na myszach linii Swiss-Web-
ster. Okazato sie, ze dendrymer generacji trzeciej
znaczaco wptywat na wzrost Smiertelnosci tylko w
przypadku bardzo wysokiego stezenia wynoszgcego
1 mM. Dendrymer generacji piagtej wykazywat tok-
syczno$¢ juz przy stezeniu 10 pM, natomiast
PAMAM generacji siodmej powodowat $mier¢ ko-

wraz z kolegami badali dendryme-
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maérek w catym badanym zakresie stezed (1 mM, 10
pM, 100 nM). Generalnie stwierdzono, ze dendry-
mery PAMAM nizszych generacji sg mato szkodliwe
w badanym zakresie stezen in vitro oraz nie powo-
duja zadnych problemow przy zastosowaniu ich in
vivo. Szkodliwe dziatanie wyzszych generacji przy-
pisujg badacze polikationowemu charakterowi den-
drymerdw poliamidoaminowych, uwazajac, ze bar-
dzo wysoki nadmiar dodatniego ‘tadunku po-
chodzgcego z terminalnych grup aminowych jest
przyczyna obserwowanej cytotoksycznosci. Réw-
niez nadmiarem dodatniego tadunku na powierzchni
dendrymeréw tlumaczg autorzy sposéb ich bio-
dystrybucji wewngatrz organizmoéw myszy. Zastana-
wiajg sie jednoczes$nie w jaki sposob dendrymery o
stosunkowo duzej Srednicy przenikajg przez kanaliki
nerkowe, podczas gdy biatka o porownywalnej do
dendrymeréw wielko$ci nie sg w stanie [57].
XII. Perspektywy badan nad dendrymerami
Mozliwosé precyzyjnego zaprojektowania
potozenia kazdego z atoméw budujgcych czagsteczke
dendrymeru daje nowe, nieznane dotagd w chemii mo-
zliwosci, ktore coraz chetniej eksplorowane sg przez
badaczy tematu. Owocuje to zwiekszajgca sie z dnia
na dzien liczbg publikacji traktujgcych o syntezie
réznego rodzaju dendrymer6w oraz ich zastosowa-
niach praktycznych. Uzasadnionym optymizmem
napawaja pierwsze doniesienia o udanym uzyciu
dendrymeréw w praktyce medycznej. Dendrymery
jako przenosniki lekéw przeciwnowotworowych ta-
kich jak cisplatyna. Dendrymery jako kontenery
transportujgce fotouczulacze z grupy ftalocyjanin.
Dendrymery jako nowoczesne kontrasty w tomogra-
fii komputerowej czy rezonansie magnetycznym.
Dendrymery jako warstwa pokrywajgca baloniki
uzywane w angioplastyce. Dendrymery jako czynnik
poprawiajacy czutosé immunoblotingu. Dendrymery
jako
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Wspotzaleznosc

funkcjonalna

mitochondriow oraz

siateczki srodplazmatycznej a sygnat wapniowy

Cross-talk between mitochondria and endoplasmic
reticulum, and calcium signalling

MAGDALENA WASNIEWSKA*

Spis tresci:

l. Wstep

Il. Pomiar stezenia jonéw wewngtrzkomdérkowego wapnia

I11. Odbieranie sygnatu wapniowego przez mitochondria

IV. Wspo6izaleznos¢ funkcjonalna mitochondriéw i siateczki
$rédplazmatycznej

V. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrotow: [Ca2]c — stezenie jonéw
wapniowych w cytosolu; [Ca2ym — stezenie jonow
wapniowych w macierzy mitochondrialnej; [Ca2tln— stezenie
jonéw wapniowych w jadrze komoérkowym; ER — siateczka
$rédplazmatyczna; Fura-2 — sonda fluorescencyjna stuzaca do
pomiaru stezenia jonéw wapniowych w cytoplazmie; GFP —
(ang. green fluorescent protein); IP3— 1,4,5-trisfosfoinozytol;
mimsAEQ — akworyna zaopatrzona w sekwencje kierujaca
biatko do przestrzeni miedzybtonowej mitochondrium;
mitoAEQ — akworyna zaopatrzona w mitochondrialng
sekwencje kierujacg; SOC — (ang. store operated channel)
kanat wapniowy w btonie komérkowej; SR — siateczka
sarkoplazmatyczna;

1. Wstep

Zmiany stezenia jondw wapniowych [Ca2+] w
cytosolu moga by¢ odpowiedzig na szereg réznych
bodzcéw. Dzieje sie tak w wiekszosci typow
komérek. Wzrost [Ca2+] w cytosolu moze by¢
zaréwno wynikiem wyptywu jondw wapniowych z
siateczki $rddplazmatycznej (ER), jak i naptywu
tego jonu ze Srodowiska zewnatrzkomorkowego.
Oba te procesy transportowe zachodzg przez
wyspecjalizowane kanaty: w btonie siateczki $réd-

*Mgr, Instytut Biologii Dos$wiadczalnej PAN, Zaktad
Biochemii Komorki, Pasteura 3, 02-093 Warszawa, tel. 659 85
71 w. 313, e-mail: mariaw@ nencki.gov.pl
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plazmatycznej w transporcie jondw wapniowych
uczestniczy kanat — receptor 1,4,5-trisfosfoinozy-
tolu (IPs), za$ na btonie komdrkowej kanat
aktywowany w wyniku oproéznienia siateczki
§rodplazmatycznej z jon6w wapniowych [+] tzw.
SOC — ang. store operated channel znany tez jako
CRAC — ang. calcium release activated calcium
channel.

Stezenie jonéw wapniowych w poszczegélnych
przedziatach komdrkowych jest rézne. W cytosolu i
w jadrze komdrki w stanie spoczynku stezenie jonow
wapniowych wynosi kilkadziesigt nM, w macierzy
mitochondrialnej za$ i wewnatrz siateczki $réd-
plazmatycznej — kilka pM [2]. Pobudzenie komorki
prowadzi do zmian [Ca2+] we wszystkich tych
przedziatach komérki. W pobudzonej komorce
dochodzi do produkcji trisfosfoinozytolu i jego
oddziatywania na wraztiwe kanaty — receptory IP3,
przez co nastepuje opréznienie siateczki $rod-
plazmatycznej z jonow wapniowych. Ten proces
aktywuje wrazliwe na opréznienie siateczki
Srodplazmatycznej z jonow wapniowych kanaty
wapniowe w bionie komérkowej (SOC). W wyniku
pobudzenia komérki, [Ca2+] w cytosolu wzrasta do
wartosci 1-2 pM. Zmiany stezenia jonéw wapnio-
wych zachodzgce w jadrze nasladujg zmiany [Ca2+]
cytosolowego [3].
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W ostatnich latach znacznie wzrosto zaintere-
sowanie udziatem mitochondriow w metabolizmie
jonow wapniowych. Do niedawna uwazano, ze mito-
chondria stuzg za swoisty ,,zaw0r bezpieczenstwa”,
tzn. wychwytujg jedynie nadmiar jon6w wapnio-
wych, gdy ich stezenie osiggnie wartos$¢ kilku pM,
co mogtoby by¢ toksyczne dla komorki. Poniewaz
stezenie jonow wapniowych przekraczato prég
wrazliwoséci uniportu Ca2+ w mitochondriach
niezmiernie rzadko i tylko w warunkach patologii,
sadzono, ze ich rola w metabolizmie jonéw
wapniowych jest marginalna. Wiadomo, ze mito-
chondria pobierajg jony wapniowe, gdy zostang
spetnione dwa warunki: po pierwsze gdy na
wewnetrznej btonie mitochondrialnej jest wysoki
potencjat elektryczny z tadunkiem ujemnym po
stronie macierzy mitochondrialnej, po drugie, gdy
stezenie jonéw Ca2+ w cytosolu osiggnie poziom
kilku pM. Naptyw jonéw wapniowych do mito-
chondriéow nastepuje przez dziatlajacy jedno-
kierunkowo (z cytosolu do macierzy) nos$nik,
selektywny dlajonéw wapnia okreslany jako uniport
wapniowy [4]. Z kolei wyptyw jonéw wapniowych z
mitochondrium odbywa sie przez elektroneutralne
(nie generujace i nie zuzywajgce potencjatu)
wymienniki i jest sprzezony z transportem H+ lub
Na+ [5]. Niskie powinowactwo nos$nika katali-
zujagcego uniport, w stosunku do jonéw Ca2+
sprawiato, ze dtugo nie przypisywano
mitochondriom istotnej roli w regulacji homeostazy
wapniowej w prawidtowej komorce (Kd = 10M,
powinowactwo  okre$§lono w badaniach na
izolowanych mitochondriach). Od kilku lat nowe
techniki pomiarowe, wykorzystujgce miedzy innymi
biatka (takie jak akworyna) lub syntetyczne sondy
fluorescencyjne wigzgce Ca2+ (takie jak Fura-2 czy
Fluo-3) pozwalaja na precyzyjne oznaczanie
stezenia jonow wapniowych nie tylko w pojedyn-
czych komadrkach, ale nawet w organellach.

Il. Pomiar stezenia jondw wapniowych
w komorce

Sondy fluorescencyjne sg stosunkowo tatwe w
uzyciu. Na przyktad wprowadzona do komorki
estrowa pochodna sondy Fura-2 (Fura-2 /AM) ulega
wewnatrz komorki enzymatycznej hydrolizie, co
zapobiega jej wyptynieciu z komérki i nadaje jej
odpowiednie witasciwosci fluorescencencyjne i
wrazliwo$¢ na jony wapniowe. Zaréwno Fura-2
zwigzana z jonami wapniowymi, jak i wolna,
wzbudzone promieniowaniem UV o réznej dtugosci
fali, emitujg promieniowanie elektromagnetyczne o
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maksymalnym  natezeniu przy diugosci fali
Z=510nm. Fura-2 zwigzana z Ca2+jest wzbudzana
promieniowaniem o maksymalnym natezeniu przy
dtugosci fali A,=340 nm, za$ wolna o Z=380nm.
lloraz natezenia fluorescencji Fura-2 wzbudzonej
promieniowaniem o diugosci fali A=340 nm oraz
Z=380 nm jest miarg stezenia jondw wapniowych.
Zmiany [Ca2+]c sprawiaja, ze wieksza lub mniejsza
ilos¢ sondy wiaze sie zjonami wapnia, co wptywa na
stosunek fluorescencji 340/380nm [¢]. Fluoryme-
tryczne badania z uzyciem tej sondy moga by¢
prowadzone [71 lub
pojedynczej warstwie (ang. monolayer) komorek jak
i na poszczeg6lnych komérkach [s]. Obserwacje
pojedynczych komorek doprowadzity do odkrycia
zjawisk zwanych oscylacjami i falami wapniowymi
[9]. Jednak dotychczasowe metody badawcze, cho¢
umozliwiaty doktadng obserwacje zmian [Ca2+c i
pozwalatly na stwierdzenie, Zze stezenie jon6w
wapniowych nie jest rowne w catym cytosolu, to nie
umozliwiaty zbadania zmian [Ca2H]
czego6lnych przedziatach komorki.

zarbwno na zawiesinie

W posz-

I11. Odbieranie sygnatu wapniowego przez
mitochondria

Od kilku lat wiadomo, ze w prawidtowej komarce
mitochondria sg wrazliwe na wzrost [Ca2+c. Aktyw-
nos¢ niektdrych enzymédw mitochondrialnych, jak na
przyktad trzech wrazliwych na stezenie jondw
wapniowych dehydrogenaz (pirogronianowej, izo-
cytrynianowej i 2-oksoglutaranowej), wzrasta jako
odpowiedZz komérki na oscylacje [Ca2+#] [10].
Jednakze pomiary aktywnos$ci dehydrogenaz
mitochondrialnych, choc¢ jedynie w posSredni sposob
mowity o zmianach stezenia jonéw wapniowych w
macierzy mitochondrialnej ([Ca2+m), wskazywaty,
ze wzrost [Ca2+]cpowinien by¢ znacznie wyzszy, niz
wynikatoby to z doSwiadczen.

W 1992 roku w laboratorium T. Pozzana w
Padwie, przeprowadzono doSwiadczenia obrazujace
zmiany stezenia jon6w Ca2+w macierzy mitochon-
drialnej [11]. Metoda opierata sie na wykorzystaniu
akworyny, biatka pochodzgcego z meduzy Aequorea
victoria i reagujacego luminescencjg (emisjg fal
elektromagnetycznych w zakresie dtugosci fal okoto
500nm) na obecno$¢ jonow Ca2+[12], Biatko to sto-
sowano juz wczesniej do pomiaru stezenia jonow
wapniowych, ztym, ze podawano je do komorek me-
todg mikroiniekcji. Zesp6t Pozzana zastosowat
technike rekombinacji cDNA, konstruujgc wektor
zawierajacy cDNA akworyny i cDNA sekwencji ko-
dujacej VIII podjednostke oksydazy cytochromowej.
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Ten fragment peptydu miat stanowi¢ sekwencje kie-
rujagcg akworyne do mitochondrium [13]. Komorki
zawierajagce wektor produkowaty akworyne, ktéra
byta nastepnie transportowana do wnetrza mitochon-
driow. Zastosowanie tej metody umozliwito precy-
zyjng obserwacje zmian stezeniajonéw wapniowych
w mitochondriach i skorelowanie ich ze zmianami
stezenia jondw wapniowych w cytosolu. W ten spo-
sob badania nad czasowo-przestrzenng regulacjg ak-
tywnos$ci mitochondriow przez sygnat wapniowy w
pobudzonej komérce wkroczyty w nowg faze.

W 1993 roku Rizzuto i wsp. przedstawili
hipoteze [14], zgodnie z kt6rg w cytosolu wystepuja
niewielkie obszary o znacznie wyzszym [Ca2+4] niz
Srednie [Ca2+]c. Na skutek pobudzenia komorek
powstaje w nich inozytolotrisfosforan (IPs), ktéry
aktywuje wrazliwe na IPs kanaty wapniowe w
siateczce Srodplazmatycznej. Prowadzi to do
miejscowego jonéw  wapniowych,
wychwytywanych przez mitochondria. Badania
grupy Pozzana z 1999 roku dotyczyty
mikrodomen wapniowych — czyli obszaréw
cytosolu o podwyzszonym  stezeniu jonow
wapniowych [15]. Skonstruowano wektor cDNA
(Ryc. 1) zawierajacy cDNA akworyny, cDNA
sekwencji kierujacej, dzieki ktérej biatko trafiato do

uwalniania

MitoAEQ Ccox AEQ

Ryc. 1. Schemat fragmentu wektora kodujacego mitochondrialng
akworyne zwigzang z sekwencja kierujaca do mitochondrium
(COX) oraz obszarem HA1
immunolokalizacje

umozliwiajacym

mitochondrium i cDNA obszaru umozliwiajgcego
immunolokalizacje biatka zwanego HA1. W innym
wektorze zawarto cDNA sekwencji kierujacej, ktora
powodowata transport nowopowstatego biatka do
Swiatta ER [16]. W komérkach Hela trans-
fekowanych wektorami, powstawaty fuzyjne biatka
— chimery akworynowe, ktore gromadzity sie w
przedziatach komérkowych specyficznych dla
sekwencji kierujgcych i reagowaty Swieceniem po
zwigzaniu jonéw wapniowych. Zaobserwowano w
tych komdrkach, ze cze$¢ mitochondriow i pewne
obszary siateczki $rédplazmatycznej wystepujg w
bardzo bliskim sasiedztwie. Analizujac obrazy
otrzymane z mikroskopu sprzezonego z kamerg,
zauwazono, ze mitochondria i siateczka $rodplaz-
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matyczna tworza funkcjonalna sie¢ wspoétdziatajaca
w przekazywaniu sygnatu wapniowego. Konstrukcja
»mitochondrialnej” akworyny (mito AEQ) umo-
zliwita bezposrednie badanie zmian stezenia jonow
wapniowych w macierzy mitochondrialnej. Gdy
komdrki HelLa poddano dziataniu histaminy —
agonisty receptora btonowego, nastepowata inicjacja
wapniowej kaskady sygnatowej na drodze syntezy
IP3 i wyrzut jon6w wapniowych z magazynéw ER
(Ryc. 2). Wowczas w komdérkach obserwowano
wzrost [Ca2+ w macierzy mitochondrialnej, piecio-
krotnie wyzszy niz w cytosolu. Naptyw jondw
wapniowych do mitochondriow byt $cisle zalezny od
potencjatu na bionie mitochondrialnej, uprzednie
podanie rozprzegacza (CCCP) hamowato ten
naptyw. Juz dzi§ wiadomo, ze taki paradoksalnie
wysoki wzrost [Ca2+jmwystepuje w mitochondriach
wielu réznych komérek, np. nabtonkowych, $rdd-
btonkowych [17], fibroblastach [18], komérkach
miesni szkieletowych [19] czy komdrkach B wysp
Langerhansa [20].

IV. Wspodtzaleznos¢ funkcjonalna mito-
chondriéw i siateczki srodplazmatycznej

Nie byto jasne, w jaki sposéb mitochondria
pobierajg jony wapniowe podczas krotkotrwatego
(< Imin) i niezbyt duzego (< 2 pM) wzrostu ich
stezenia w cytosolu. Badajac uprzepuszczalnione
komoérki wykazano catkowitg niewrazliwo$¢ mito-
chondribw na podwyzszenie stezenia jonéw
wapniowych w cytosolu do poziomu 2 pM — a taki
witasnie poziom obserwowano w cytosolu pobu-
dzonych komérek uzywajagc sondy Fura-2. Za$
perfuzja uprzepuszczalnionych komérek roztworem
IP3powodowata wzrost stezeniajonéw wapniowych
w mitochondriach — jak to ma miejsce w
nieuszkodzonych ipobudzonych komérkach. W nor-
malnych zdrowych komorkach na skutek generacji
sygnatu wapniowego i uwalniania jondw wapnio-
wych z magazynéw wewnatrzkomérkowych przez
zalezne od IP3 kanaly, powstajg obszary o
przejsciowo podwyzszonym [Ca2+c ,wyczuwane”
przez mitochondria [14]. Mozna wiec zatozy¢, ze
bliskie sasiedztwo pewnych obszaréw siateczki
$rodplazmatycznej bogatych w wapniowe kanaty —
receptory IP3, i mitochondriéw wyjasnia mechanizm
odpowiedzi  mitochondrialnej na pobudzenie
komorki. Potwierdzajg to wyniki Rizzuto i
wsp. z 1998 roku [16], ktorzy wykorzystujac
wrazliwe na jony wapniowe biatka GFP (ang. green
fluorescent protein), badali wzajemne oddziaty-
wania ER-mitochondria. Zaobserwowali oni, ze w
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przypadku bliskiego sasiedztwa siateczki $réd-
plazmatycznej, mitochondrium jest wystawione na
dziatanie znacznie wyzszego stezenia Ca2+
uwalnianego z ER, niz wykazano to badajgc $rednie
stezenie jon6w wapniowych w cytosolu. Badacze
uznali na podstawie otrzymanych wynikow, ze

przestrzenne rozmieszczenie struktur wewnatrz-

Obszary o réznym [Ca2¥: PLC - fosfolipaza C

| [Ca24q=kilkadziesiat nM
Gp - biatko G

.\ | [Ca2i]=kilkaset nM

[Ca2t]=5-10 gM DG - diacyloglicerol

SOC - ang. store operated channel

wzajemnym oddziatywaniu ER i blisko potozonych
mitochondridw (Ryc. 3).

Funkcjonalne sprzezenie mitochondriow z
obszarami siateczki $rédplazmatycznej bogatymi w
wapniowe kanatly — receptory IPs ma kluczowe
znaczenie dla funkcjonowania mitochondriow i
aktywacji zaleznych od jonéw wapniowych dehy-

kanat - receptor IP3, strzatka
oznacza wyptyw jonéw
wapniowych z siateczki

PIP2- fosfatydyloinozytolo (4,5)bisfosforan
IP3- 1,4,5-inozytolotrisfosforan

Caz+

Ryc. 2. Pobudzenie komorki rozpoczyna kaskada sygnatowa prowadzacg do syntezy IP3, ktéry pobudza kanaty — receptory IP3w btonie siateczki
$rodplazmatycznej, co prowadzi do wyptywu jonéw wapniowych do cytosolu i indukcji wapniowego kanatu SOC na btonie plazmatycznej

komdrkowych moze mie¢ duze znaczenie w
regulacji sygnatu wapniowego w mitochondriach.
Kolejnym krokiem byto zbadanie zmian stezenia
jondw wapniowych w przestrzeni miedzybtonowej
mitochondrium. Skonstruowano biatko chimeryczne
mimsAEQ (od ang. mitochondrial intermembrane
space aeauorin) zawierajgce sekwencje kierujacag z
dehydrogenazy glicerolo-3-fosforanowej, enzymu
zakotwiczonego w wewnetrznej btonie mitochon-
drialnej. C-koniec biatka, zwigzany z akworyna, byt
eksponowany do przestrzeni miedzybtonowej.
Badajac pobudzone histamina komoérki produkujace
mimsAEQ wykazano wyzszy wzrost stezenia jonow
wapniowych w przestrzeni miedzybtonowej (wzrost
do poziomu 3.5 pM) niz w cytosolu (wzrost do
poziomu 2.5 pM) [15]. Potwierdza to hipoteze o
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drogenaz mitochondrialnych. Szybki i efektywny
pob6r jonéw wapniowych przez mitochondria
wspomaga tworzenie fal wapniowych w oocytach
Xenopus [21]. W pobudliwych komdrkach miesni
szkieletowych  wystepuje  podobne  zjawisko.
Stwierdzono, ze mitochondria potozone w bliskim
sgsiedztwie obszaréw siateczki sarkoplazmatycznej
silniej odpowiadajg na sygnat wapniowy z niej
wychodzacy [15]. Podobny efekt zaobserwowano w
komdrkach chromochtonnych rdzenia nadnerczy,
gdzie po pobudzeniu komoérki w niektorych
mitochondriach [Ca2fmdochodzi wrecz do wartosci
milimolowych. W komérkach chromochtonnych mi-
tochondria biorg udziat w mechanizmie kontro-
lujacym egzocytoze pecherzykéw sekrecyjnych, a
tym samym wydzielanie katecholamin [22],
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[ 1 kanat- receptor IP3, strzatka oznacza
wyptyw jonéw wapniowych

S kaskada reakcji
prowadzaca
do produkcji IP3

bodziec oddziatujgcy
na receptor w
btonie komoérkowej

Obszary o roznym [Ca24:
[Ca2]=kilkadziesigt nM
[Ca2f=kilkaset nM
[Ca2i=1-3 pM
[Ca2j=3-5pM

[Ca24]=5-10 pM

V. Podsumowanie

Badania nad udzialem mitochondriow w
utrzymywaniu homeostazy wapniowej w komorce i
przekazywaniu sygnatu wapniowego zaowocowaty
nowym spojrzeniem na wzajemng zalezno$¢ fun-
kcjonalng siateczki $rodplazmatycznej i mitochon-
driow. Analiza obrazéw komorki otrzymanych
dzieki wykorzystaniu chimer akworyny jako sond
wapniowych pozwolita dostrzec przestrzenng
kolokalizacje tych organelli. Bliskie sasiedztwo
zaleznych od IPs kanatow wapniowych w btonie
siateczki $rodplazmatycznej i czeSci mitochondriow
sprawia, ze w przestrzeni miedzy tymi strukturami
wzrost stezenia jondw wapniowych w cytosolu byt
znacznie (do kilkudziesieciu razy) wyzszy niz
obserwowany S$redni wzrost stezenia jonéw wapnio-
wych w cytosolu. Mitochondria silnie reagowaty na
tak wysokie stezenie jono6w wapniowych i przez
uniport wapniowy na wewnetrznej btonie mitochon-
drialnej mogty intensywnie pobiera¢ jony wapnio-
we. Wyniki prac doswiadczalnych cytowanych w
tym opracowaniu S$wiadczag dobitnie nie tylko o
zroznicowaniu cytosolu pod wzgledem stezenia
Ca2+ ale tez o istnieniu subpopulacji mitochondriéw,
bardziej niz inne odpowiedzialnej za odbieranie
sygnatu  wapniowego. krokiem w
badaniach nad tym zagadnieniem moze by¢ spraw-
dzenie, czy nie istnieja w komdrce wyspecjali-

Dalszym
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Ryc. 3. Wspdtzaleznosé funkcjonalna mito-
chondriéw i siateczki $rédplazma-
tycznej — schemat przekazywania
sygnatu wapniowego

zowane mitochondria réznigce sie miedzy sobg nie
tylko potozeniem wzgledem siateczki $rédplaz-
matycznej ale i strukturg.

Artykut otrzymano 28 lutego 2000 r.
Zaakceptowano do druku 11 maja 2000 r.
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Aneksynopatie — choroby zwigzane z nieprawidtowym
poziomem aneksyn w komorkach

Annexinopathies — annexin-related diseases

JOANNA BANDOROWICZ-PIKULA *

Spis tresci:

I. Wstep

Il. Zaburzenia homeostazy Ca2+w mig$niu sercowym
I11. Aneksyny w uktadzie krwiono$nym

IV. Aneksyny — tarcza ochronna w tozysku

V. Uwagi koncowe

l. Wstep

Aneksynyl Dbiatka wigzace jony wapnia i
fosfolipidy, tworza rodzing rozpuszczalnych
makroczasteczek o budowie domenowej, w
okre$lonych warunkach taczacych sie z btonami
komoérkowymi [1-3]. Podobna struktura czastecz-
kowa wszystkich aneksyn, oraz ich niskie
powinowactwo do Ca2+ ugruntowaty we wczesnym
etapie badan przekonanie, ze rola jakg aneksyny
odgrywajgw organizmach ssakéw nie jest kluczowa.
Wspbiczesne badania nad tymi biatkami zmienity
takie przekonanie, wskazujgc na udziat aneksyn w
regulacji  wielu proceséw, zachodzacych w
komdrkach. Ws$rdd odkrytych dotagd 45 podrodzin
aneksyn, skupiajacych ponad 200 przedstawicieli
[4], 12 podrodzin zidentyfikowano u cztowieka [5,
¢ . Badacze wyrdzniajg trzy podstawowe typy tych
biatek. Najliczniejszym sa aneksyny o krotkim
rejonie N-koncowym i rdzeniu sktadajgcym sie z
czterech, niemal identycznych domen tworzgcych
miejsca wigzania Ca2+ i fosfolipidow. Drugi typ
reprezentuje aneksyna VII, ktora oprocz czterech
powtarzajgcych sie domen, ma dtugi (okoto 200 reszt
aminokwasowych) rejon N-kornicowy. Do trzeciego
typu zakwalifikowano najwiekszag z aneksyn,
aneksyne VI (o m.cz. 67-68 kDa), ktérej rdzen

*Dr, Pracownia Biochemii Lipidéw, Zaktad Biochemii
Komérki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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l. Introduction

I1. Disturbances in Ca2+homeostasis in heart muscle
I11. Annexins in blood circulation

IV. Annexins — a protective shield in placenta

V. Concluding remarks

zbudowany jest z oSmiu powtarzajgcych sie domen.
Aneksyny sg symetrycznymi czasteczkami, o
wyodrebnionych dwoch powierzchniach, wklestej i
wypuktej. Na powierzchni wypuktej zlokalizowane
sg miejsca wigzaniajonow wapnia i fosfolipidow [7,
8].

Aneksyny ulegajg ekspresji w komdrkach
wszystkich typéw tkanek cztowieka, z wyjatkiem
erytrocytow. SzczegOlnie bogate w aneksyny sg
komérki nabtonkowe [2, 3]. Biatka te zidenty-
fikowano réwniez we wszystkich organach, gdzie
ich zawartos¢ i kombinacje, w jakich wystepuja,
zalezg od typu tkanki [9]. Rozmaito$¢ cechuje
rowniez wewnatrzkomérkowe rozmieszczenie
aneksyn. Aneksyny, jako biatka rozpuszczalne,
wystepuja w cytosolu. Jednocze$nie wykazuja
zdolno$¢ wigzania sie z czasteczkami fosfolipidow i
biatek btonowych, dlatego tez spotyka sie je na
powierzchni bton organelli komérkowych i btony
plazmatycznej [3]. Aneksyny sgtakze wydzielane na
zewnatrz komérek i do ptynéw ustrojowych, gdzie
ich stezenie jest jednak bardzo niskie. Wzrost
pozakomoérkowego stezenia aneksyn w roéznych
stanach patologicznych moze stanowié
wskaznik diagnostyczny [10-14],

Niedawno zaobserwowano, ze niektdre choroby
cztowieka sa zwigzane z zaburzeniami syntezy i
funkcji aneksyn. Choroby te okreslono wspélnym
terminem ,aneksynopatie”2, po raz pierwszy uzytym
w 1999 roku przez Jacoba H. Randa z Mount
Sinai School of Medicine w Nowym Jorku [1].
Badacz ten zauwazyt, ze udziat aneksyn w pewnych
stanach chorobowych moze wynikaé¢ z funkcji tych
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biatek w wielu procesach komdrkowych oraz ich
zdolnosci do wigzania sie z réznorodnymi
Ugandami, takimi jak jony, lipidy, nukleotydy,
enzymy hydrolityczne, kinazy biatkowe, kanaty
jonowe ibiatka cytoszkieletu. Z wyjagtkiem aneksyny
X1,  ktéra wybidorczo oddziatuje takze z
fosfatydyloetanoloaming [15], inne aneksyny w
obecnosci jondw wapnia wigzg sie przede wszystkim
z fosfolipidami anionowymi (fosfatydyloseryng i
kwasem fosfatydydowym), oraz kwasami ttusz-

czowymi (np. kwasem arachidonowym) [2]

Aneksyny oddziatujg réwniez z biatkami, m.in. z

-

W A

" %' ’ kalpama 

ER @ Anxl

przedstawicielami wtasnej rodziny. Na przykitad,
aneksyna Il wystepuje w komorkach w formie
heterotetrameru zbudowanego z dwdch czasteczek
aneksyny idwdéch czasteczek biatka pil, nalezacego
do rodziny biatek S100 [16], Ponadto, aneksyny
wigzg sie z biatkiem pecherzykéw synaptycznych,
synapsyng | [17], oddziatujg z biatkami G, np.
dynaming [18] i biatkami regulujacymi aktywno$é
biatek G, np. biatkiem pl20GAP [19, 20], oraz wiaza
sie z biatkami macierzy zewnatrzkomérkowej [11] i
czynnikami krzepniecia krwi [12, 21]. Aneksyny
oddziatujac z biatkami cytoszkieletu fodrynag [22] i
F-aktyng [23], modulujac aktywnos$¢ specyficznych

proteaz [24, 25] i bedac substratami Kkinaz
biatkowych [26, 27], moga wptywaé na procesy
endo- i egzocytozy, co ilustrujg nastepujace

przyktady. W wyniku pobudzenia przez ATP, za

’Aneksynom  powiecone byly nastepujgce  artykuty,

(1999) Post Biochem 45: 177-181

O wydzielanie
zwigzkow

powierzchniowo-

Anxl
-26 aa

ktére ukazaly sie
Bandorowicz-Pikuta J, Pikuta S (1998) Post Biochem 44: 237-244, Danieluk M, Bandorowicz-

posrednictwem receptoréw purynergicznych (P2X),
komoérek nabtonka wysScielajacego pecherzyki
ptucne, wzrasta wewnatrzkomorkowe stezenie Ca2+.
Dzieki temu ulega aktywacji kalpaina — proteaza
zalezna od Ca2+ ktoéra odcina 26 reszt amino-
kwasowych od N-korica aneksyny I. Modyfikacja ta
wywotuje 10-krotny powinowactwa
aneksyny do Ca2+i stymuluje wydzielanie zwigzkdw
powierzchniowo czynnych w ptucach w procesie
egzocytozy, w ktérym uczestniczy zmodyfikowana
aneksyna | [25] (Ryc. 1). Zaobserwowano rowniez,

wzrost

ze fosforylacji aneksyny | towarzyszy wzrost
btona
pneumocytu
typu Il

Ryc. 1. Wplyw proteolizy na

aktywno$¢ aneksyny | w

komoérkach nabtonka pe-

cherzykéw ptucnych (pne-

umocytach typu II). Ane-

ksyna | (Anxl) bierze udziat

czynnych w  zaleznym od Ca2+
wydzielaniu zwigzkoéw
powierzchniowo czynnych
przez komorki nabtonka
ptuc w procesie egzocytozy.
Znak “+” oznacza aktywa-
cje. Inne wyjasnienia za-
mieszczono w
pracy.

tekscie

wydzielania insuliny przez komérki beta wysepek
Langerhansa trzustki [26]. Zardwno w opisanym
przypadku aneksyny I, jak ianeksyny V z ptytek krwi
[27], fosforylacja tych biatek prowadzi do wzrostu
powinowactwa aneksyn w stosunku do specy-
ficznego dla tych biatek receptora bionowego i
aktywacji transportu pecherzykowego. W procesie
endocytozy czasteczek LDL w fibroblastach
stwierdzono, ze aneksyna VI aktywuje proteaze
cysteinowa, ktéra trawi spektryne, przyczyniajac sie
do reorganizacji szkieletu podbtonowego tych
komérek. W wyniku tej reorganizacji pecherzyki
optaszczone klatryng, zawierajgce czasteczki LDL,
mogg oderwaé sie od biony plazmatycznej [24]
(Ryc. 2).

Wptyw btone komoérkowg nie
ogranicza sie tylko do oddziatywania z cyto-

aneksyn na

Biochemii:
Pikuta J

dotychczas w  Postgpach

"Od stéw: aneksyny — biatka wigzgce jony wapnia i fosfolipidy i patheia (gr.) — choroba lub sposéb jej leczenia
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szkieletem lub okreslonymi czgsteczkami biatek i
lipidow btonowych. Oblicza sig, ze gdyby wszystkie
aneksyny w komorce zwiazaty sie z btonami, to
pokrytyby potowe wszystkich czasteczek fosfo-
lipidow. Efekt adsorpcji czasteczek aneksyn w

pecheicyf vpfascuny
klatrynaltransportujacy LDL

[35]. ATP i GTP, wigzac sie z aneksynami V i VI,
wpiywajg prawdopodobnie na udziat tych biatek w
homeostazie jonéw wapnia w miesniu sercowym
[36]. Wreszcie, GTP stymuluje zdolnos$¢ aneksyny
VII do wywotywania fuzji bion [37, 38]. Do

AnxVI

/o

proteaza

%

> ﬂ—.“'q:r.;ww

okreslonym  miejscu na

powierzchni

btony
plazmatycznej, bogatym w fosfatydyloseryne, prze-
nosi sie na inne rejony btony, co zapobiega
oddziatywaniu fosfolipaz lub izoform biatkowej
kinazy C z lipidami [28]. Dzieki tej wiasciwosci
aneksyny wptywaja na lipidow,
wytwarzanie lipidowych przekaznikéw informacji i
regulacje réznych drég przekazywania sygnatow w
komérkach (np. poprzez kinazy biatkowe MAPK/
ERK) [29, 30]. Aneksyny oddziatujg rowniez z
btonami organelli komdérkowych. Aneksyna VI
tworzy w wewnetrznej blonie mitochondrialnej
kanaty wapniowe [31], dzieki czemu prawdopo-
dobnie reguluje stezenie jonéw wapnia w tych
organellach i wptywa na ich metabolizm. Aneksyna
VI, wigzac sie z btong endosomow, uczestniczy
rowniez w transporcie pecherzykowym [32], za$
aneksyna XIlllb, wigzac sie z btonami aparatu
Golgiego, wpitywa na transport biatek i ich
glikozylacje [15],

Coraz wiecej obserwacji sugeruje, ze aktywnos$¢
aneksyn jest regulowana przez nukleotydy. ATP i
cAMP, po zwigzaniu z aneksyng |, wpltywajg na
zdolno$¢ tego biatka do agregacji ziarnistosci
wydzielniczych wyizolowanych z komérek chromo-
chtonnych rdzenia nadnerczy i do wywotywania
fuzji liposoméw [33, 34]. GTP, modulujac
aktywnos$¢ aneksyny V jako kanatu wapniowego w
chondrocytach, reguluje skiad chemiczny peche-
rzykow wydzielniczych, zawierajacych fosforany
wapnia niezbedne w mineralizacji tkanki tgcznej

metabolizm
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cysteinowa

siatka

Ryc. 2. Udziat aneksyny VI w procesie endocytozy
czasteczek LDL w fibroblastach. Pecherzyki
transportujace czasteczki LDL (na rycinie
jako szare kule) sa optaszczone siatka
klatrynowa (czarne linie). Aneksyna VI
aktywuje (+) proteaze cysteinowa, ktéra

(siatka

Dzieki temu szkielet podbtonowy ulega

trawi  spcktryne spektrynowa).

reorganizacji i pecherzyki transportujace
czasteczki LDL odtaczajg sie od btony
plazmatycznej.

zakonczenia stymulacji dochodzi w wyniku
hydrolizy GTP, katalizowanej przez aneksyne VII i
regulowanej przez jony wapnia [37, 38].

Il. Zaburzenia homeostazy Caz+w miesniu
sercowym

Jak juz wspomniano, ws$rdd najwazniejszych
funkcji aneksyn wymienia sie ich udziat w home-
ostazie jonOw wapnia, w transporcie peche-
rzykowym w endo- i egzocytozie oraz w procesach
obronnych organizmu. Czy w zwigzku z tym,
nieprawidtowosci w funkcjonowaniu aneksyn moga
stanowi¢ podtoze niektérych choréb? Wydaje sie, ze
jest to mozliwe. Opisano np. zalezno$¢ pomiedzy
rozwojem pewnych standw chorobowych (dystrofia
miesniowa Duchenna [39]), a nieprawidiowym
poziomem aneksyn w komorkach. W niniejszym
artykule zostang omdéwione trzy przykiady: zabu-
rzenia homeostazy jonéw wapnia w niedokrwionym
miesniu sercowym, krwawienie w niektdrych typach
biataczek oraz zmiany martwicze w
wywotujgce poronienie.

W prawidtowych komérkach serca
ulegajg ekspresji trzy aneksyny: aneksyna I,
zwigzana z btong kardiomiocytu i blonami ziaren
wydzielniczych, aneksyna V, wystepujgca w
cytosolu, zwigzana z biatkami linii Z, ze wstawkami,
btong plazmatyczng, jadrowg i kanalikow T, oraz
izoformy aneksyny VI a i b, zidentyfikowane w
cytosolu oraz zwigzane z sarkolemma, z siateczka

tozysku

ssakow
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sarkoplazmatyczg (SR) i ze wstawkami [40, 41]. W
wyniku zawatlu miesnia sercowego dochodzi do
zmian  wewngatrzkomorkowego rozmieszczenia
aneksyn [42]. Wzrasta stezenie tych biatek w
cytoplazmie, by po 24 do 48 godzinach powrdcic¢ do
normalnego poziomu [36], Zmiany poziomu aneksyn
zaobserwowano réwniez w przerosnietym miesniu
sercowym [36], w wyniku zaburzen krazenia
wiefcowego [41], a takze w zwigzku z zaburzeniami
homeostazy jonéw wapnia w komérce [36].

Myszy transgeniczne, u Kktérych wywotano
10-krotny  wzrost syntezy aneksyny VI w
kardiomiocytach (ang. targeted expression), chara-
kteryzowaly sie przerostem mieSnia sercowego,
zaburzeniami cyklu skurczowo-rozkurczowego w
poréwnaniu ze zwierzetami kontrolnymi i niskim
stezeniem jonéw wapnia w komdrkach serca [36]. U
wielu tych zwierzat, w kilka tygodni po narodzinach,
dochodzito nawet do zawatu serca. Odwrotnie niz u
myszy, ktérym zablokowano ekspresje aneksyny VI
(ang. nuli mutant), i u ktoérych czynnos$¢ serca
pozostawata niezmieniona [43]. Zatem w jaki sposob
nadprodukcja aneksyny VI moze wpltywaé na
zaburzenia homeostazy jonéw wapnia w komdérkach
miesnia sercowego? Na podstawie wynikoéw badan
in vitro, wydaje sie, ze istniejg co najmniej trzy
mechanizmy. Po pierwsze, aneksyny, w tym aneksy-
na VI, odgrywajg w komorce role biatek bufo-
rujgcych jony wapnia, po drugie, tworzg w btonie
kanaty jonowe, a po trzecie, aneksyny wptywajg na
inne systemy transportu Ca2+ w kardiomiocytach,
bezposrednio wigzac sie z tymi biatkami, wptywajac
na te biatka poprzez zmiane dynamiki bton lub
modulujac wytwarzanie lipidowych przekaznikow
informacji [29, 44, 45].

Zdolno$¢ aneksyn do wigzania Ca2+ i wysokie
stezenie tych biatek w komérkach sprawiajg, ze
aneksyny odgrywajg w komdrkach role biatek
buforujgcych jony wapnia. Na przyktad w
komérkach makrofagéw poddanych stresowi oksy-
dacyjnemu, zaobserwowano wzrost wewngtrz-
komdrkowego stezenia jonéw wapnia [46]. Wzrost
ten wynikat z zahamowania aktywnos$ci ATPazy
wapniowej, ktoéra nie usuwata jondw wapnia z
cytosolu, uszkodzenia mitochondriéw, z ktorych
jony wapnia wyptywaty do cytoplazmy, oraz
uszkodzenia btony komorkowej, na skutek czego
zwigzane z btong czasteczki aneksyn dysocjo-
wywaty do cytosolu, uwalniajac jony wapnia [46].

Badacze niemieccy odkryli, ze aneksyny s3
zdolne do btonach  kanatéw
wapniowych zaleznych od potencjatu btonowego i
regulowanych przez nukleotydy oraz czasteczki

tworzenia w
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fosfolipiddw. Badacze ci zidentyfikowali w
czasteczce aneksyny V, bedacej najlepiej scharakte-
ryzowanym pod tym wzgledem przedstawicielem
rodziny aneksyn, reszty aminokwasowe wrazliwe na
zmiany potencjatu btonowego, oraz odpowiedzialne
za otwieranie lub zamykanie kanatu. Okreslili
rowniez, ktore reszty aminokwasowe wyznaczajg
specyficzno$¢ kanatu wobec Ca2+ [47, 48].

Stosujgc metode patch-clamp badacze ameryka-
nscy wykryli inny mechanizm regulacji homeostazy
jonow wapnia przez aneksyny. Odkryli oni, ze in vi-
tro aneksyna VI wptywa na aktywnos$¢ kanatu uwal-
niajagcego jony wapnia z SR, wigzac sie z jego cze-
$cig eksponowang do wnetrza cystern SR. Kanat ten
bedgcy receptorem rianodyny (RyR), to biatko zbu-
dowane z czterech identycznych podjednostek o
m.cz. ok. 500 kDa kazda [49]. Aktywno$¢ kanatu re-
gulowana jest przez fosforylacje, nukleotydy i ich
pochodne, jedno- i dwuwarto$ciowe kationy oraz
biatka (kalmoduling, FKBP12 i kalekscytyne) [50,
51].

Innym biatkiem transportujgcym jony wapnia, z
ktorym mogtyby oddziatywaé¢ aneksyny, jest
wymieniacz s6d/wapn. Biatko to wystepuje w trzech
izoformach. lzoforma NCX1 wulega ekspresji w
miesniu sercowym [52]. Aktywnos$¢ tej izoformy jest
regulowana przez zmiany potencjatu btonowego,
hormony, fosforylacje, nukleotydy, a takze przez
biatka (SCPR i aneksyne VI) [36, 52, 53]. Poniewaz
aktywno$¢ wymieniacza zalezy od asymetrycznego
aminofosfolipidow w  blonie,
utrzymywanego przez translokaze aminofosfo-
lipidow, przypuszcza sie, ze aneksyna VI, majaca
zdolno$¢ oddziatywania z anionowymi fosfo-
lipidami, wptywa posrednio na aktywno$¢ wymie-
niacza, zmieniajgc strukture bton [36], W podobny
sposéb aneksyny mogtyby regulowaé aktywnos¢
ATPazy wapniowej z btony plazmatycznej. Jest to
biatko aktywnie usuwajgce jony wapnia z cytosolu.
Aktywno$¢  ATPazy jest regulowana przez
fosforylacje, oligomeryzacje, nukleotydy, fosfoli-
pidy, a takze przez biatka (np. kalmoduline) [54, 55].

rozmieszczenia

1. Aneksyny w uktadzie krwiono$nym

Na podstawie dotychczas zebranych informacji
wysung¢ niektore
aneksyny funkcjonujag w komdrce nie tylko jako
biatka buforujace, ale takze jako biatka regulacyjne.
Potwierdzeniem takiej funkcji aneksyn sa wtas-
ciwosci aneksyny II, ktéra odgrywa wazna role w
hemostazie, mechanizmie kontrolujgcym prawi-
dtowy przeptyw krwi przez naczynia krwionos$ne,

mozna przypuszczenie, ze
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krzepniecie krwi i rozpuszczanie skrzepu (fibry-
noliza) [12, 56],

W powstawaniu skrzepu bierze udziat ponad 30
rodzajéw makroczasteczek. Podstawowa role w tym
procesie odgrywajg czynniki krzepniecia, proteazy,
ktére ulegajg aktywacji w wyniku proteolizy, oraz

tPAT
@

p11 Anxll
e

cytosol

ich naturalne inhibitory [57-59]. Dzieki wspo6t-
dziataniu proteaz protrombina jest trawiona do
trombiny, ktdra z kolei hydrolizuje fibrynogen,
przeksztatcajac go w fibryne. Czasteczki fibryny
polimeryzujag w dtugie tancuchy, tworzgc osnowe
skrzepu. W osnowie tej zostajg uwiezione krwinki
oraz ptytki krwi. Jednoczes$nie dochodzi do skurczu
§cian naczynia krwiono$nego, zeby zredukowad
przeptyw krwi przez uszkodzone miejsce. RAwnie
waznym procesem jest nastepnie rozpuszczenie
skrzepu, czyli fibrynoliza, ktéra zapewnia drozno$¢
naczyn krwionosnych. Produkty degradacji skrzepu
sg transportowane do watroby, gdzie zachodzi m.in.
resynteza czynnikéw krzepniecia krwi [60].
Aneksyny wystepujg w komorkach srédbtonka
wyScielajgcego naczynia krwionosne w stezeniu
2,5 mg/ml. W osoczu stezenie aneksyn jest 50
tysiecy razy nizsze [61]. Komorki S$rédbtonka
wydzielajg hormony i peptydy, a ich blony
komérkowe zawierajg czasteczki fosfatydyloseryny,
ktére sprzyjaja powstawaniu skrzepu. W procesie
krzepniecia biora udziat takze ptytki Kkrwi,
wydzielajgce ADP; ADP stanowi wazng czgsteczka
sygnatowg [62]. Z komorek $rodbtonka pochodzi
tkankowo-specyficzny aktywator plazminogenu
(t-PA), ktéry stymuluje przeksztatcenie plazmino-
genu w plazmine. Plazmina trawi polimery fibryny.
W procesie fibrynolizy kluczowym etapem jest
zwigzanie t-PA i plazminogenu z biong komorki
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btona komorki

Srédbtonka poprzez aneksyne Il w kompleksie z
biatkiem pil (Ryc. 3). Anxll zapobiega takze
oddziatywaniu t-PA i powstajgcej z plazminogenu
plazminy z ich fizjologicznymi inhibitorami, PAI-1 i
a 2-antyplazming [63]. Jednym z czynnikéw, ktory
hamuje powstawanie kompleksu AnxlI-t-PA i w

. Ryc. 3. Udziat aneksyny Il w
nac_zynle' procesie fibrynolizy. Ry-
krWlonosne cina przedstawia sche-

matycznie, w jaki sposob
aneksyna Il (AnxIl) w

kompleksie z biatkiem pl 1i
jonami wapnia  bierze
udziat w zakotwiczeniu
plazminy i  tkankowo-
specyficznego aktywatora

plazminogenu (t-PA) na

powierzchni btony komorki

arterioskleroza
ot S

srddbtonka wyscielajgcego
naczynia krwionosne. Ho-
mocysteina zapobiega pow-
stawaniu tego kompleksu
(-), co moze prowadzi¢ do

S’r()dbionka arteriosklerozy. Inne objas-
nienia w tekscie pracy.
konsekwencji  fibrynolize jest homocysteina,

produkt demetylacji metioniny. Wzrost stezenia
homocysteiny w cytosolu jest uwazany za czynnik
wzmozonego ryzyka w chorobie wiefcowej [61].

IV. Aneksyny — tarcza ochronna w tozysku

Aneksyny przeciwdziatajg powstawaniu skrze-
pow, oddziatujgc z czynnikami krzepniecia krwi i
tworzagc mechaniczng bariere zapobiegajgcg wigza-
niu sie tych czynnikéw z btong. Ta wiasciwos¢é
aneksyn jest bardzo istotna w ftozysku. tozysko
rozwija sie z kosmowki zarodkowej i btony sluzowej
macicy w 3 miesigcu cigzy. Powierzchnia tozyska od
strony macicy jest bardzo rozbudowana. Tworzg ja
kosmki, ktére kontaktuja sie z krwig matki, ale dzieki
nim krew matki i krew ptodu nie mieszajg sie. W
tozysku wystepujg wszystkie rodzaje aneksyn
spotykane w organizmie cztowieka, w tym aneksyna
V, tagcznie stanowigc 2% wszystkich biatek [1,2, 64],

Obraz tozyskowego
uwidacznia warstwe trofoblastéw oraz powstatych z
nich syncycjotrofoblastow. Bitona syncycjotrofo-
blastu omywanajest krwig matki. Najej powierzchni
zlokalizowana jest aneksyna V, ktora tworzy bariere
przeciwdziatajgcg kontaktowi czynnikéw krzepnie-
cia krwi z fosfatydyloseryng, a wiec zapobiegajaca
powstawaniu skrzepu (Ryc. 4). W chorobie Hughesa,
w ktérej organizm wytwarza przeciwciata przeciwko

mikroskopowy kosmka
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czgsteczkom  fosfatydyloseryny, dochodzi do
powstawania skrzepéw w tozysku, co prowadzi do
martwicy ptodu iporonienia. Stwierdzono, zejedngz
przyczyn tych zmian patologicznych jest 4-krotne
obnizenie poziomu syntezy aneksyny V i zaburzenia
wewnatrzkomoérkowego transportu biatka, czego

o

et

czynniki
_krzepniecia_

s AT sl

2 F1A S A Y | 3
.a.’..@ N P L —
. £ S

btona
syncycjotrofoblastu

PS

wynikiem jest 1000 -krotny spadek liczby czgsteczek
aneksyny V na powierzchni blony syncycjotro-
foblastu w poréwnaniu z normg [1, 65]. Dodatkowo,
przeciwciata przeciwko fosfatydyloserynie zapobie-
gaja wigzaniu sie aneksyny V z btong [1, 65].

Aneksyny, wydzielane na zewngtrz komorki, maja
rowniez zwigzek z pewnymi stanami chorobowymi,
np. biora udziat w infekcji wirusowej, uczestniczac
w procesie endocytozy czgsteczek cytomegalo-
wirusa [s6] lub stanowigc receptory dla wirusa
z6taczki typu B [2].

V. Uwagi kohcowe

W niniejszym artykule omdwiono przykiady
stanéw patologicznych, ktdrym towarzysza zmiany
funkcji lub tempa syntezy i degradacji aneksyn.
Wydaje sig, ze przyktady te usprawiedliwiajg wyroz-
nienie nowego rodzaju choréb — aneksynopatii.
Aneksyny, wplywajac na metabolizm lipidéw i
powstawanie lipidowych przekaznikéw informacji,
moga przyczynia¢ sie¢ do rozwoju astmy [67].
Dobrym przyktadem zwigzku aneksyn z pewnymi
schorzeniami sg zmiany ekspresji genéw kodujacych
aneksyny w nowotworach niektérych typéw. W
przypadku raka watroby, trzustki i piersi zaobser-
wowano zbiezno$¢ zjawisk rozwoju nowotworu i
wzmozonej syntezy aneksyn Ii lt. W przypadku raka
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prostaty wzrostowi syntezy aneksyny | towarzyszyt
rozwoj fenotypu MDR, czyli opornosci
wielolekowej. Tylko w nielicznych przypadkach, jak
np. czerniaka, wzrost stezenia aneksyny VI byt
skorelowany z zahamowaniem rozwoju nowotworu
[6s]. Niewatpliwym przetomem bedzie prowadzenie

Ryc. 4. Aneksyna V petni funkcje
ochronnga, zapobiegajac pow-
stawaniu skrzepow w tozysku.
Na rycinie pokazano, w jaki

o spos6b

- B ciwko fosfatydyloserynie (PS)

AnxV

przeciwciala prze-

niszczag warstwe ochronna,
utworzong przez czasteczki
aneksyny V. (AnxV) na
powierzchni blon syncycjo-
trofobtastow w tozysku. W
wyniku zniszczenia warstwy
ochronnej czynniki krzepnie-
cia krwi (protrombina i inne)
moga wigzac¢ sie z btonami, co
prowadzi do
skrzep6w, rozwoju martwicy i

powstawania

w konsekwencji poronienia.
Inne objasnienia w tekscie

pracy.

badan nad wykorzystaniem aneksyn dla celdw
diagnostycznych, np. rozwoju nowotworu, anemii
sierpowatej i w transplantologii. Szczeg6lnie w tym
ostatnim przypadku, aneksyny znakowane tech-
netem" moga by¢ uzyte do rozpoznawania komdrek
ulegajgcych apoptozie w przeszczepionym organie, a
wiec przyczynié¢ sie do oceny mozliwos$ci odrzucenia
przeszczepu. Jest to metoda mniej inwazyjna, niz
dotagd stosowane biopsje [69, 70].

Podsumowujac, wypada
bedzie mozliwe zapobieganie lub leczenie aneksy-
nopatii? Wiadomo juz, ze przy pomocy zwigzkow
farmakologicznych, pochodnych benzodiazepiny,
mozna wptywac in vitro na aktywnos$¢ aneksyn jako
kanatéw jonowych [71, 72]. Ze wzgledu na
witasciwos¢ aneksyn polegajagcg na zapobieganiu
powstawania skrzepow i stymulacji fibrynolizy,
mozna przewidywaé zastosowanie aneksyn jako
szczepionek. Ostatecznym
okaza¢ sie zmiana poziomu aneksyn w okreslonych
typach komorek, z zastosowaniem glikokortykoidéw

zada¢ pytanie: czy

rozwigzaniem moze

lub metod inzynierii genetycznej. Jednak bez
dogtebnego zrozumienia witasciwosci i funkcji
aneksyn wszystkie wymienione metody beda

obarczone ryzykiem powstania efektu ubocznego,
ktory moze zniweczy¢ wysitki lekarzy zmierzajgce
do wyeliminowania aneksynopatii ze spisu choréb
trapigcych ludzkosc¢.
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Rola urokinazowego uktadu aktywacji plazminogenu w

angiogenezie

Role of urokinase plasminogen activation system in

angiogenesis

BEATA SMOLARZ1 JANUSZ BLASIAKZ ANDRZEJ KULIG3

Spis tresci:

I. Wprowadzenie
Il. Mechanizmy angiogenezy
I11. Angiogeneza w nowotworach ztosliwych
IV. Urokinazowy szlak aktywacji plazminogenu
V. Aktywacja plazminogenu a angiogeneza
V-l. Znaczenie diagnostyczne i prognostyczne w
nowotworach zto$liwych
V-2. Regulacja ekspresji genéw
V-3. Hamowanie angiogenezy
VI. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrétéw: bFGF — zasadowy czynnik
wzrostu fibroblastéw; ECM — macierz zewngtrzkomdrkowa;
HGF — czynnik wzrostu hepatocytéw; HoxD3 — gen z rodziny
genéw Hox kodujacych czynniki transkrypcyjne; IL — interleu-
kiny; IMD — gesto$¢ mikronaczyn; LTBP — biatko wigzace
utajong forme transformujgcego czynnika wzrostowego (3
MMP — metaloproteazy macierzowe; PAI-1, PAI-2 i PAI-3 —
inhibitory aktywatoréw plazminogenu typu 1, 2 i 3; PEX —
C-koncowy fragment MMP-2; PIGF — czynnik wzrostu tozy-
ska; PPARy — receptor czynnika aktywujacego proliferacje pe-
roksysomoéw typu y; Src — kinaza tyrozynowa o M 60kDa;
TGF(3 — transformujacy czynnik wzrostowy P; tPA — aktywa-
tor plazminogenu typu tkankowego; uPA — aktywator plazmi-
nogenu typu urokinazowego, urokinaza; uPAR — receptor uro-
kinazy; VEGF — naczyniowy czynnik wzrostowy $rddbtonka;
VHL — gen supresorowy kodujgcy biatka biorgce udziat w ad-
hezji komarek, jego inaktywacja powoduje zwiekszenie migra-
cji komorek rakowych.

I. Wprowadzenie

Formowanie naczyn krwionosnych obejmuje dwa
rozdzielone w czasie procesy: réznicowanie in situ
prekursorowych komdrek mezodermalnych do

‘Mgr, 2r hab., Katedra Genetyki Molekularnej Uniwersytetu
t 6dzkiego, Banacha 12/16, 90-237 £6dz; 3prof. dr hab., Zak}ad
Patomorfologii Klinicznej Instytutu Centrum Zdrowia Matki
Polki, Rzgowska 281/289, 93-338 £6dz.
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komorek srodbtonka, ktére stopniowo formujg
pierwotne naczynia kapilarne, oraz ich wydtuze-
niowy wzrost, w wyniku ktérego powstaja
charakterystyczne kietkowate struktury (Ryc. 1).
Wszystkie komdrki Srddbtonka biorgce udziat w
tworzeniu naczyn sg pochodzenia mezodermalnego i
wywodzg sie albo z angioblastéw, albo z hemangio-
blastow [1, 2].

Tworzenie naczyh pierwotnych jest ograniczone
do fazy wczesnego rozwoju embrionalnego, podczas
gdy angiogeneza zachodzi zar6wno w rozwoju
zarodkowym jak i w poézniejszych etapach. W
okresie zarodkowym angiogeneza rozpoczyna sie
wowczas, gdy dyfuzja substancji odzywczych do
wnetrza zarodka przestaje funkcjonowaé. Narzady
pochodzenia endodermalnego, takie jak trzustka i
ptuca, podlegajg unaczynieniu pierwotnemu,
podczas gdy w nerkach i o$rodkowym uktadzie
nerwowym oprdcz naczyh pierwotnych rozwijajg sie
takze naczynia procesu angiogenezy [1, 2].

W rozwoju postembrionalnym angiogeneza
przyczynia sie do utrzymania strukturalnej integral-
nosci organizmu. Cykliczny charakter wzrostu
naczyn jest konieczny w jajnikach, endometrium,
czy tez tozysku i gruczotach mlekowych podczas
cigzy. W warunkach prawidtowych proces angio-
genezy trwa okoto 1000 dni, jednakze w pewnych
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przypadkach, na przyktad podczas gojenia ran,
tworzenie naczyn postepuje bardzo szybko — okoto

A) )

Ryc. 1 Giéwne etapy formowania nowych naczyn krwionos$nych.
I. Formowanie naczyn pierwotnych obejmujace wytworzenie
komoérek s$rédbtonka (B) z komérek mezodermalnych (A).
1l. Angiogeneza: komdrki srédbtonka rosngc wydtuzajg sie (C)
i tworzg odgatezienia przybierajace forme kietkéw (D).

5dni [3]. Proces ten zachodzi w wyniku oddziatywan
elementéw znajdujgcych sie na powierzchni
komorek srddbtonkowych ze sktadnikami macierzy
zewnatrzkomérkowej (ECM): fibronektyng, fibryna
i witronektyng. Wazng role podczas odbudowy
uszkodzonych tkanek w miejscu zranienia odgrywa
receptor integrynowy a vPs wigzacy biatka adhezyjne

[4].

Tabela 1

w warunkach fizjologicznych i pataologicznych
Warunki fizjologiczne
A) Rozwoj:
— uktadu sercowo-naczyniowego

— unaczynienia organéw: moézgu, nerek, narzadow
miekkich

B) Regulacja fizjologiczna:

— cykli hormonalnych
— cigzy: tworzenie tozyska i gruczotdéw mlecznych

— gojenie ran, naprawa uszkodzonych tkanek

Oprocz udziatu w prawidtowym rozwoju, angio-
geneza wystepuje w wielu stanach patologicznych
organizmu (Tabela 1). Podczas transformacji
nowotworowej proces angiogenezy uwalnia sie spod
mechanizmdéw kontrolnych, a powstajace naczynia
umozliwiajg przemieszczanie komdrek transformo-
wanych, co prowadzi do przejScia nowotworu z
formy tagodnej w zto$liwg [5]. Angiogeneza nowo-
tworowa uruchamia kaskade oddziatywan pomiedzy
sktadnikami réznych uktadéw biologicznych.

Il. Mechanizmy angiogenezy

Rozwojowi nowych struktur naczyniowych z
kapilar pierwotnych towarzyszg zmiany procesow
adhezyjnych iproteolitycznych. Przed rozpoczeciem
angiogenezy komorki  $rédbtonka muszg ulec
aktywacji, po ktérej zaczynajg oddziatywac¢ z ECM.
W oddziatywaniu tym biorg udziat giéwnie
receptory integrynowe, umozliwiajace wytworzenie
potaczen pomiedzy ECM i cytoszkieletem [6]L1
Uznanym markerem stopnia unaczynienia tkanek
jest receptor integrynowy aw3. Przeciwciata
monoklonalne anty-avp3 moga hamowac tworzenie
naczyn stymulowane przez czynniki angiogenne
bFGF oraz TNFa [7], Nie zaobserwowano natomiast
hamujgcego wptywu tych przeciwciat na proces for-
mowania naczyn pierwotnych. Receptor avp3 moze
byé zatem celem terapii w chorobach przebie-
gajacych z tworzeniem nowych naczyn [7]. Podczas
angiogenezy receptory integrynowe wspétdziatajg z
proteazami, ktére umozliwiajg degradacje elemen-

Warunki patologiczne
— Wozrost i progresja nowotworéw
— Postepujaca arterioskleroza

— Dolegliwo$ci reumatyczne

— Choroby gatki ocznej

’Udziat receptoréw integrynowych w adhezji komérek zostat oméwiony w Postepach Biochemii 45(2)1999
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tow btony podstawnej i ECM. Po miejscowym
strawieniu btony podstawnej, komdrki srodbtonka
przemieszczajg sie i dopasowujg swe wzajemne
potozenia, tworzgc strukture o ksztatcie kietka, ktéra
ze stanu spoczynku szybko przechodzi w stan
wzrostu [5]. Zahamowanie proteolizy i dojrzewanie
nowego nhaczynia nastepuje w wyniku wsp6t-
dziatania integryny avPs i domeny PEX (domeny
przypominajgcej hemopeksyne) obejmujacej
C-koncowy fragment metaloproteazy macierzowej
MMP-2. W nowotworach zto$liwych forma PEX
moze wystepowaé¢ w kompleksie z integryng a vPs.
PEX podczas rozwoju nowotworu oddziatuje z
integrynami ocvPs znajdujgcymi sie na powierzchni
komorek $rédbtonka, regulujagc formowanie naczyn
wzrastajgcego guza [8].

I11. Angiogeneza w nowotworach ztosliwych

Istotnym progresji nowotwordéw
ztosliwych jest wytworzenie nowych naczyh krwio-
nosnych, zaopatrujgcych komorki nowotworowe w
substancje odzywcze i odprowadzajgcych produkty
przemian metabolicznych [9]. Wzrost nowych
naczyn postepuje réwnolegle z rozwojem nowo-
tworu i skupia sie w jego czesSciach peryferyjnych.
Podobnie jak w rozwoju embrionalnym, w rosnagcym
guzie nowotworowym zaopatrywanie komdrek w
substancje odzywcze na drodze dyfuzji staje sie z
czasem niewystarczajgce i pojawia si¢ koniecznos$¢
stworzenia przez guz wilasnej sieci naczyn
krwiono$nych. Badania mysich i szczurzych linii
komoérkowych raka sutka wykazaty, ze juz guz
nowotworowy wielkosci 60-80 komdrek wykazuje
unaczynienie pierwotne. Po przekroczeniu przez
rosngcg populacje komodrek rakowych takiego
rozmiaru, jej rozwdéj wymaga udziatu sgsiednich
komoérek srédbtonka, ktére stajg sie gtéwnymi
elementami uczestniczagcymi w tworzeniu nowych
naczyn krwiono$nych. Poszczegdélne
rakowe wydzielajgc substancje chemotaktyczne
stymuluja komorki $rodbtonka do migracji. W
przypadku guza, ktory obejmuje skupisko 100-300
komérek obserwuje sie obecnos¢ w petni
uksztattowanych mikrokapilar naczyniowych [10].
W procesie wzrostu guza wyrdzni¢ zatem mozna
dwie fazy: przednaczyniowg oraz naczyniowa,
obejmujacg formowanie naczyn pierwotnych i etap
powstawania w petni uksztattowanych dojrzatych
kapilar. Faza przednaczyniowa ma charakter ograni-
czony ze wzgledu na bariere, jakag stanowi
powierzchnia guza dla dyfuzji sktadnikéw odzyw-
czych i katabolitéw, natomiast faza naczyniowa jest

etapem w

komérki
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fazg szybkiego wzrostu o charakterze eksponen-
cjalnym [11, 12],

Komorki nowotworowe i $rddbtonkowe mogag
uwalniaé wiele czynnikow regulujacych angio-
geneze. Podczas rozwoju nowotworu dochodzi do
zaburzenia réwnowagi pomiedzy aktywatorami i
inhibitorami angiogenezy, wywotujacego wzrost
aktywnosci komorek nowotworowych, komdrek
zmienionych zapalnie i sktadnikéw ECM. Zmiany te
sg nastepstwem oddziatywania parakrynnego
substancji  angiogennych. Ich  oddziatywanie
endokrynne przejawia sie zmiang w poziomie
czynnikéw regulujacych angiogeneze, natomiast
dziatanie autokrynne powoduje wzrost aktywnosci
komérek $rédbtonka podczas rozwoju nowotworu
[13].

Czynniki angiogenne, oprécz
wzrostowych o dziataniu naczyniotwérczym,
wywierajg dziatanie mitogenne na komoérki $réd-
btonka oraz niektére komorki nowotworowe
(Tabela 2). W$rdd substancji, wywierajacych wptyw
na aktywacje komérek $rodbtonka, sg zaréwno
aktywatory i inhibitory wytwarzane przez komarki
prawidtowe i nowotworowe. Niektore czynniki
angiogenne mogg pobudza¢ komorki $srédbtonka w
spos6b  posredni  przez stymulacje komdrek
gospodarza i makrofagow do produkcji i uwalniania
czynnikow wzrostowych takich jak: transformujacy
czynnik wzrostowy (TGF), ptytkowy czynnik
wzrostowy (PDGF), czy tez czynnik martwiczy
nowotworéw (TNF). Ruchliwosé¢ komorek jest
stymulowana przez angiogenne czynniki wzrostu —
zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw (bFGF) i
naczyniowy czynnik wzrostowy $rédbtonka (VEGF)
[14], Opr6cz VEGF wykryto dwa inne czynniki
wzrostowe $srodbtonka — VEGF-B i VEGF-C [15],
stymulujgce angiogeneze w procesie formowania
tozyska. Czynniki VEGF i bFGF dzialajg syner-
gistycznie w indukowaniu angiogenezy zaréwno in
vzvojakim vitro. [14], Wiadomo, ze wzrost komorek
syntetyzujacych VEGF podczas angiogenezy
nowotworowej moze zosta¢c zahamowany w wyniku
inaktywacji kinazy Src, bedacej produktem onko-
genu Src (ang. sarcoma, lub chicken sarcoma), ktéra
ochrania komérki $rédbtonka przed apoptozg [16].
Aktywno$¢ czynnika angiogennego VEGF jest
regulowana przez jego receptor Fit-1 [17].

W przeciwienstwie do VEGF i FGF, trans-
formujacy czynnik wzrostowy P (TGFP) i czynnik
martwiczy nowotworow a (TNFa) hamujg wzrost
komérek Srédbtonka in vitro, dlatego okre$lane sg
one jako negatywne regulatory angiogenezy [18].
Moga one jednak

czynnikéw

stymulowa¢ angiogeneze
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posrednio, a to przez pobudzenie wytwarzania
aktywatoré6w w komdérkach zmienionych zapalnie.
Dlatego tez czynniki TGF[3 i TNFa mozna uzna¢ za
aktywatory i inhibitory angiogenezy (Tabela 2). Co
wiecej, takze takie cytokiny jak czynnik wzrostu
hepatocytow (HGF), interleukiny IL-1, IL-6 i IL-12,
interferon oraz czynnik wzrostu tozyska (PIGF) w

Tabela 2

Czynniki regulujace angiogenez

Aktywatory

1. Czynniki wzrostowe

— kwasny fibroblastyczny czynnik wzrostowy (aFGF)
— zasadowy fibroblastyczny czynnik wzrostowy (bFGF)
— czynnik wzrostowy hepatocytéw (HGF)

— czynnik wzrostowy tozyska (PGF)

— naczyniowy czynnik wzrostowy $rédbtonka (VEGF)
— plytkowy czynnik wzrostowy $rédbtonka (PDEGF)
— transformujacy czynnik wzrostowy a (TGFa)

— transformujacy czynnik wzrostowy p (TGFP)

2. Cytokiny

— czynnik martwicy nowotworéw a (TNFa)

—-IL-1, IL-6, 1L-12

— czynnik stymulujacy granulocyty G-CSF

— czynnik wzrostu tozyska PIGF

— proliferyna

3. Enzymy

— angiogenina

— heparynaza

4. Inne czynniki

— pleotropina

— prostaglandyny EI, E2

— czynnik przepuszczalno$ci naczyn (VPF)

— sktadniki uktadu aktywacji plazminogenu (uPA, uPAR, PAI-1)

— hialuronian

okreslonych warunkach regulujg angiogeneze.
Podobnie chemokiny, takie jak czynnik ptytkowy
IV, biatko IP-10 indukujace produkcje interferonu i
biatka gro-p moga kontrolowac angiogeneze, praw-
dopodobnie przez jej hamowanie przez zwiekszenie
ekspresji 1L-12, ktora z kolei obniza ekspresje bFGF
[18].

W regulacji procesu angiogenezy uczestnicza
takze substancje nie bedace ani cytokinami ani
chemokinami, takie jak: skiadniki ECM, czynniki
fibrynolityczne, fragmenty trombospondyny, angio-
statyny, hialuronianu, prostaglandyny, angiogenina
oraz inhibitory metaloproteaz macierzowych [19].
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Sposréd czynnikéw stymulujacych angiogeneze
nowotworowa istotne znaczenie maja sktadniki
uktadu aktywacji plazminogenu, wytwarzane
zaréwno przez komdrki rakowe jak i srodbtonkowe
[20]. Skiadniki tego uktadu odgrywaja szczegdlng
role w pierwszych etapach angiogenezy, w ktérych
nastepuje degradacja elementow ECM i btony

Inhibitory

1. Hamujace proliferacje i chemotaksje
— angiostatyna
— trombospondyna-1
— czynnik plytkowy 4
— tkankowy inhibitor metaloproteinazy-2 (TIMP-2)
— prolaktyna
— transformujacy czynnik wzrostowy b
— interferon a (IFNa)
2. Hamujace chemotaksje
— TIMP-1
— chemokiny C-X-C
a) interleukina 8 (IL-8)
b) IP-10, gro-P
3 .1Inne
— TNFa
— inhibitor chrzastkowy (CDI)
— heparynaza
— interferon p (IFNP)
— protamina
— TIMP-3
— receptor czynnika aktywujacego proliferacje pero-
ksysomoéw y (PPARYy)
— hialuronian

podstawnej, co umozliwia migracje komorek
srodbtonka i formowanie naczyn. Biatka uktadu
aktywacji plazminogenu uwaza sie za czynniki
angiogenne, a ich rola szczegdlnie dobrze zostata
udokumentowana w przypadku nowotworu gruczotu

piersiowego [21].

IV. Urokinazowy szlak aktywacji plazmino-

genu

Gtownymi sktadnikami uktadu aktywacji
plazminogenu sa: aktywatory plazminogenu typu
urokinazowego (uPA, wurokinaza) i tkankowego
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(tPA), receptor urokinazy, uPAR oraz inhibitory
aktywatoréw typu 1 (PAI-1) i 2 (PAI-2) [22-26]2.

Urokinazajest proteazgserynowgo masie 55 kDa,
zbudowang z 411 reszt aminokwasowych. Centrum
aktywne znajduje we fragmencie C-koficowym
czasteczki, natomiast fragment N-kohncowy zawiera
domene kringle idomene o strukturze nabtonkowego
czynnika wzrostu (EGF) [27-29]. uPA moze tgczy¢
sie ze swym receptorem powierzchniowym, uPAR.
UPAR jest biatkiem syntetyzowanym jako czgsteczka
zbudowana z 355 aminokwasow, ktéra w toku doj-
rzewania ulega przeksztatceniu do tancucha zawie-
rajagcego 283 aminokwasy [30]. Jest on zbudowany
jest z trzech domen o podobnej strukturze; struktura
domenowa ma zasadnicze znaczenie dla wigzania
uPA [31].

Aktywnos$¢ uPA jest regulowana przez inhibitory
aktywatoréw plazminogenu typu 1 (PAI-1), typu 2
(PAI-2), typu 3 (PAI-3) oraz proteaze neksynowsg.
Kompleksy uPA-inhibitor sg internalizowane przez
komérki w procesie zaleznym takze od uPAR. Inhibi-
tor aktywatoréow plazminogenu typu 1jest glikopro-
teing o masie 50 kDa [32]. Czasteczka jednotan-
cuchowa PAI-1 zawiera 379 reszt aminokwasowych.
PAI-1 syntetyzowany jest gtownie przez komorki
srodbtonka, megakariocyty, komdérki naczyniowe
mies$ni gtadkich i komdrki watroby.

Geny kodujace biatka uktadu aktywacji plazmino-
genu sg polimorficzne; znanych jest obecnie 9 form
polimorficznych PAI-1 [33, 34], dwie formy poli-
morficzne uPA [35] oraz trzy uPAR [36-38].

Podczas angiogenezy nowotworowej sktadniki
uktadu aktywacji plazminogenu skupiajg sie na
powierzchni komdrek $réodbtonka, otaczajgcych
populacje komdrek rakowych. Powoduje to lokalng
proteolize i przemieszczanie komorek $rodbtonka,
co umozliwia wytwarzanie nowych naczyn niezbed-
nych dla rozwoju nowotworu. Zwiekszenie ilosci
aktywnych enzymow proteolitycznych na powierz-
chni komorek s$rodbtonka moze by¢é wynikiem
zwigkszonej ekspresji
plazminogenu.

receptoréw aktywatorow

V. Aktywacja plazminogenu a angiogeneza

Proteoliza zachodzgca przy udziale réznych
enzymow proteolitycznych: 1) metaloproteaz (kola-
genaz, zelatynaz, stromielizyn) 2) proteaz cysterno-

wych (katepsyn B, D, H i L) 3) proteaz aspartylo-
wych oraz 4) proteaz serynowych (biatka uktadu
aktywacji plazminogenu i plazmina) jest jednym z
pierwszych mechanizméw aktywowanych podczas
inwazji i metastazy nowotworu [39]. Sposrdd
enzymoéw proteolitycznych wszystkich czterech klas
najlepiej poznana w transformacji nowotworowej
jest rola metaloproteinaz macierzowych (MMP) i
sktadnikow uktadu aktywacji plazminogenu. W
wyniku ich skoordynowanego dziatania dochodzi do
degradacji elementéw btony podstawnej i ECM, co
umozliwia inwazje komoérkom nowotworowym.
czynnikiem bezpos$rednio trawigcym
proteoglikany macierzowe, fibronektyne, laminine
oraz kolagen typu IV jest plazmina. Proces trawienia
moze zachodzi¢ takze w sposob posredni w wyniku
aktywacji przez plazmine niektorych proenzyma-
tycznych form metaloproteaz (pro-MMP) [40],
takich jak MMP-2 (zelatynaza A) i MMP-9
(zelatynaza B), ktére degraduja znajdujacy sie w
btonie podstawnej kolagen typu IV. W procesach
fizjologicznych i  patologicznych  aktywnos$¢
dojrzatych metaloproteaz jest kontrolowana przez
ich inhibitory tkankowe (TIMP) [40]. Aktywowane
przez plazmine metaloproteazy stymuluja
proliferacje komodrek $réddbtonka i ich migracje.
Aktywacja metaloproteaz zalezy od sktadnikdw
uktadu aktywacji plazminogenu. uPA, uPAR i PAI-1
wspotdziatajac  z innymi proteazami: metalo-
proteazami oraz katepsynami B, L i D, umozliwiajg
komérkom pokonanie barier,
sprzyjajg ich skupianiu sie i progresji nowotworu;
wymaga to wytworzenia wilasnej sieci naczyh
krwionosnych. Takze w procesie angiogenezy
konieczna jest proteoliza pozwalajgca na przemiesz-
czanie sie komdrek Srédbtonka tworzacych nowe
naczynia [41]. Skiadniki uktadu aktywacji plazmi-
nogenu sa zatem czynnikami aktywujacych zaréwno
angiogeneze jak i inwazje nowotworéw.
Formowanie nowych naczyn w trakcie wzrostu
nowotworu jest mozliwe dzigki oddziatywaniom
pomiedzy skiadnikami uktadu aktywacji plazmino-
genu a czynnikami wzrostowymi, ktére stymuluja
synteze sktadnikéw uktadu aktywacji plazminogenu
w réznych komdérkach, natomiast czynniki wzros-
towe w formie utajonej, to jest w formie nieaktyw-
nych prekursoréw aktywowanych przez strawienie
wigzania peptydowego, ulegajg aktywacji w wyniku

Gtéwnym

nowotworowym

2Problem aktywacji plazminogenu byt poruszany w Postepach Biochemii 36(3-4)1990, 37(3-4)1991, 45(1)1999.
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dziatania uPA [42]. Udziat uktadu aktywacji plaz-
minogenu w aktywowaniu substancji angiogennych
zilustrowa¢ na przykladzie aktywacji
transformujgcego czynnika wzrostowego typu p.
Czynnik ten jest uwalniany w postaci kompleksu
utajonego, ktéry nie ma zdolnosci oddziatywania ze

mozna

swoim receptorem iw ktérym aktywny homodimer o
masie 25 kDa jest zwigzany ze swoim prebiatkiem i
zakotwiczony w ECM [42], Podczas aktywacji
czynnik zostaje uwolniony z kompleksu z biatkiem
LTBP. W pierwszym etapie aktywacji transgluta-
minaza TGFp umozliwia uwolnienie kompleksu
TGFb/LTBP z ECM, ktory staje sie nastepnie celem
dziatania plazminy, poczynajac od C-konca zawiera-
jacego Transgluta-
minaza TGFp, uwalnia w podobny sposob takze
bFGF, ktéory moze powodowaé wzrost poziomu
syntezy uPA i PAI-1 w komorkach $rédbtonka.

Takze czynnik wzrostu hepatocytow (HGF)
wymaga urokinazy dla osiggniecia aktywnosci
angiogennej — urokinaza katalizuje aktywacje HGF
w  wyniku proteolitycznego trawienia jego
prekursora. W petni aktywny HGF stymuluje
ekspresje uPA, PAI-1 ireceptora uPAR w komérkach
$rodbtonka, umozliwiajgc wzmozong degradacje
nici kolagenowych i fibrynowych ECM [43].

Regulacja aktywnosci kompleksu uPA/uPAR jest
kontrolowana przez naczyniowy czynnik wzrostowy
Srodbtonka, VEGF, powodujgcy zwiekszenie
ekspresji kompleksu. Uwalnianie VEGF z miejsc
wigzania w ECM jest zalezne od plazminy oraz
czynnikow wzrostowych, ktére zwiekszajg ekspresje
urokinazy, prowadzacg do powstawania plazminy
trawigcej VEGF i powodujgce jego uwalnianie z
miejsc  wigzania do proteoglikanu siarczanu
heparanu w ECM. Podwyzszona ekspresja VEGF w
guzach nowotworowych moze by¢é sygnatem
regulacyjnym wywotujacym zwiekszong ekspresje
genéw uPA i PAI-1, prawdopodobnie przez czynniki
transkrypcyjne indukowane przez VEGF [44-46].
Ekspresja uPA/uPAR moze by¢ takze indukowana
synergistycznie przez VEGF i bFGF [5, 45-47].
bFGF stymuluje komorki srédbtonka do zwiekszonej
produkcji uPA, integryny av[3 i biatka HoxD3,
bedacego czynnikiem transkrypcyjnym. Hamowanie
ekspresji genu HoxD3 blokuje zdolno$¢ bFGF do
indukowania syntezy uPA iawv(33[48]. Pod wptywem
bFGF i VEGF wzrasta poziom mRNA zaréwno uPA
jak i UPAR; w przypadku PAI-1 nie obserwowano
podobnego efektu [49]. Poziom PAI-1 jak réwniez
aktywatoréw plazminogenu wzrasta w obecnosci
czynnika VEGF-C, nalezacego do rodziny angio-
gennych cytokin YEGF [50].

zmodyfikowang glutamine.
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V-I. Znaczenie diagnostyczne i prognostyczne
w nowotworach ztosliwych

Zwigzki pomiedzy angiogenezg nowotworowg i
aktywacja plazminogenu najczesciej badano w raku
piersi. W zmienionej nowotworowo tkance obser-
wowano podwyzszong ekspresje PAI-1 i uPA, wraz
ze zwiekszonym poziomem VEGF [21].

Gesto$¢ mikronaczyn (IMD) w tkance nowo-
tworowej pochodzacej z guza piersi bez przerzutéw
moze by¢ silniejszym czynnikiem prognostycznym
od tradycyjnych markerdw, takich jak rozmiar guza,
stopief zrdznicowania histologicznego czy stan
receptoréw steroidowych [51]. Wzrostowi gestosci
mikronaczyh towarzyszy wzrost poziomu ekspresji
czynnikéw angiogennych, zwiekszenie tempa
wzrostu nowotworu i zdolno$ci do tworzenia
przerzutdw oraz podwyzszona ekspresja uPA, uPAR
i PAI-1 [21, 52]. Poziom uPA/PAI-1 w komorkach
pochodzgcych z peryferyjnych obszaréw guza piersi
byt wyzszy niz w komdrkach z obszar6w central-
nych; podobna relacja miata miejsce dla IMD [53].

W badaniach przeprowadzonych na zwierzetach
laboratoryjnych stwierdzono, ze inhibitory uPAR
hamuja ruchliwo$¢ komorek srédbtonka, a przeciw-
ciata anty-uPA — formowanie naczyn przez komorki
poddane dziataniu bFGF [54],

Przedstawione wyniki badan wskazujg, ze
podczas angiogenezy moze nastepowa¢ podwyz-
szona ekspresja genu PAI-1, a w konsekwencji
wzmozona synteza biatka PAI-1 przez komorki
$rédbtonka. Pozwala to przypuszczaé, ze PAI-1 jest
jednym z istotnych czynnikéw biorgcych udziat w
procesie tworzenia nowych naczyn. Badania z
zastosowaniem nowotworowych keratynocytow
wszczepionych myszom z zablokowang ekspresja
genu PAI-1 (myszy PAP7) oraz myszom sSzczepu
dzikiego pozwalajg stwierdzi¢, ze komorki rakowe
syntetyzujgce zardéwno aktywatory plazminogenu
jak i PAI-1 wykazywaty inwazyjnos¢ tylko u myszy
szczepu dzikiego [55, 56], Rozwdj nowotworu u tych
myszy byt mozliwy dzieki formowaniu naczyn w
procesie angiogenezy. U myszy PAF" obserwowano
zahamowanie procesu rozwoju i unaczynienia
nowotworu. Wprowadzenie ludzkiego genu PAI-1
powodowato przywrdcenie rozwoju transformacji
mowotworowej i angiogenezy [57], PAI-1 oraz
UPAR sg biatkami wielofunkcyjnymi bioragcymi
udziat nie tylko w proteolizie ECM, lecz takze w
adhezji komoérkowej i migracji [57, 58]. uPA
oddziatuje ze swoim receptorem na powierzchni
komoérek $rédbtonkowych, co
migracje. Indukcja ekspresji kompleksu uPA/uPAR

umozliwia ich
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przez czynniki wzrostu i estry forbolu jest konieczna
dla zaleznej od witronektyny migracji komorek
rakowych. Migracje komérek na witronektynie
mozna blokowaé przez zastosowanie przeciwciat
anty-uPA, hamujgcych wigzanie aktywatora do
receptora. PAI-1 moze blokowaé¢ wigzania miedzy
witronektyng i uPAR obecnym na powierzchni
komoérek srodbtonka i uniemozliwia¢ oddziatywanie
witronektyna-receptor integrynowy (Ryc. 2) [59]3.

Zawiera on cztery miejsca wigzania AP-1:
sekwencje TGAGTTCA w pozycji od -58 do -50,
sekwencje TGAGTGA w pozycji -79 do -72,
sekwencje TGACACA w pozycji -721 do -714 oraz
sekwencje TGTATCA w pozycji -662 do -656 [32],
AP-1 jest czynnikiem transkrypcyjnym wpty-
wajgcym na regulacje ekspresji genu PAI-1 przez
aktywatory kinazy biatkowej C, takie jak sole
forbolu lub czynniki wzrostu.

nadmiar PAI-1
[N

«—

nadmiar uPA

Ryc. 2. Schemat regulacji procesu adhezji komoérkowej przez aktywator plazminogenu typu urokinazy (uPA) i inhibitor aktywatoréw plazminogenu
typu 1 (PAI-1). PAI-1 wspdtzawodniczy z uPA o wigzanie z receptorem uPAR, znajdujacym sie na powierzchni komorki (obszar

zakreskowany), blokujac potaczenie receptor-witroncktyna.

PAI-1 wytwarzany przez komorki prawidiowe i
nowotworowe, moze wptywac¢ na adhezje i promo-
waé lub hamowac¢ ukierunkowang migracje komdrek
nowotworowych [60].

V-2.Regulacja ekspresji genow

Czynniki  biorgce wudziat w transformacji
nowotworowej moga wptywac¢ na sktadniki uktadu
aktywacji plazminogenu podczas angiogenezy. Eks-
presja gendéw uktadu aktywacji plazminogenu moze
by¢ regulowana przez onkogeny iich produkty. Duzy
wptyw na zmiany ekspresji tych genéw mogag miec
onkogeny kodujace biatka o charakterze czynnikdéw
transkrypcyjnych. Onkogenjun koduje biatko, ktore
w formie homodimeru lub heterodimeru z produktem
onkogenu fos tworzy czynnik transkrypcyjny AP-1
[61]. AP-1 moze by¢ aktywatorem transkrypcji
genow zawierajacych w obszarze promotorowym
sekwencje TGAQ/cTCA, na przykiad PAI-1 [62].

Onkogeny moga regulowac ekspresje czynnikéw
uktadu aktywacji plazminogenu pos$rednio, poprzez
stymulacje niektérych wzrostowych czynnikéw
angiogennych. Indukcja ekspresji VEGF przez
onkogen K-ras podobnie jak v-src, czy tez v-rafw
komérkach $rédbtonka wptywajg na inne regulatory
angiogenezy, takie jak cytokiny TGF[3 i TGFa [63,
64]. By¢ moze w podobny spos6b dochodzi do
regulacji poziomu czynnikéw uktadu aktywacji plaz-
minogenu podczas angiogenezy. Aktywnos$¢ innego
onkogenu c-fms wpitywa w sposoéb posredni na
zwiekszenie poziomu uPA [65]. Regulacja ekspresji
UPA przez ten onkogen odbywa sie przy udziale
czynnika angiogennego CSF-1. Aktywno$¢ c-fms
obserwuje sie w réznych nowotworach: raku piersi,
jajnikdw, endometrium, ptuc, jelita grubego [66-69],
Onkogen c-fms koduje biatko o charakterze recep-
tora kinazy tyrozynowej. Czynnik CSF-1 tgczac sie z
receptorem ulega aktywacji, co z kolei wptywa na
zmiane ekspresji uPA.

3Wspotdziatanie receptora urokinazowego aktywatora plazminogenu z integrynami podczas adhezji i migracji komorek zostato

przedstawione w Postepach Biochemii 45(3)1999.
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Obok onkogendw takze geny supresorowe moga
kontrolowa¢ ekspresje sktadnikéw uktadu aktywacji
plazminogenu podczas transformacji nowotwo-
rowej. Do tej grupy genéw nalezy DPC4 potozony w
18¢21.1, obszarze, ktéry charakteryzuje sie wysoka
czestoScig utraty heterozygotycznosci w rakach
trzustki i jelita grubego [70, 71]. DPC4 odgrywa
gtéwng role w przekazywaniu sygnatlow czastecz-
kom z rodziny TGF, a obserwowanej w raku jelita
grubego delecji
adhezji komdrkowej oraz wzrost poziomu ekspresji
UPA oraz PAI-1 [72], Prawdopodobnie ekspresja obu
gendéw jest regulowana posrednio poprzez czynnik
TGF, ktéry z kolei wymaga obecnosci plazminy dla
osiggniecia optymalnej aktywnos$ci. W regulacji
uktadu aktywacji plazminogenu uczestniczg takze
produkty innego genu supresorowego, VHL,
znajdujacego sie w 3p25-25 [73], kodujgcego dwa
biatka pVHL30 i pVHL19, o masach czastecz-
kowych odpowiednio 30 i 19 kDa [74-76]. W raku
nerki inaktywacja VHL koreluje z obnizeniem
poziomu ekspresji genu UuPA i zwiekszeniem
ekspresji PAI-1 [77].

Poziom ekspresji genu PAI-1 moze by¢ zalezny od
czynnika transkrypcyjnego Spl [78]. W PAI-1
zidentyfikowano 8 sekwencji wykazujagcych 90%
homologie z sekwencjami cis oddziatujgcymi z
czynnikiem Spl. Produkty VHL mogg oddziatywac z
Spl i hamowaé jego aktywno$é, obnizajagc poziom
ekspresji PAI-1. W transformacji nowotworowej
inaktywacja VHL wywotuje wzrost aktywnos$ci Spl i
zwiekszenie ekspresji PAI-1. W regulacji uPA przez
VHL bierze udziat kinaza biatka C, ktéra stymuluje
estry forbolu, co powoduje podwyzszenie poziomu
mRNA uPA [79,80]. Obserwowana w chorobach
nowotworowych delecja VHL moze powodowaé
obnizenie poziomu ekspresji urokinazy.

tego genu towarzyszg zmiany

V-3.Hamowanie angiogenezy

Gesto$¢ naczyn krwionosnych w pierwotnym
guzie nowotworowym jest wskaznikiem prognos-
tycznym rozwoju choroby, w szczegdblnosci
zdolnosci do tworzenia przerzutow. Gestosé naczyn
mozna ocenia¢ histologicznie z immunocyto-
chemiczng identyfikacjg komdrek srédbtonkowych.
W guzie nowotworowym mozna oznacza¢ poziom
sktadnikow  uktadu aktywacji  plazminogenu,
dodatnio skorelowany z gesto$cig drobnych naczyn
krwiono$nych. Wysoka  gestos¢ naczyn w
powigzaniu z wysokim poziomem uPA, uPAR i
PAI-1 wskazuje na krotszy okres nawrotu choroby i
krotszy czas przezycia [81]. Skiadniki uktadu

268

aktywacji plazminogenu mogga byé zaten rozwazane
jako cel terapii przeciwrakowej, skierowanej na
hamowanie rozwoju sieci naczyn krwionos$nych
guza.

Sktadniki uktadu aktywacji plazminogenu moga
hamowaé angiogeneze przez wytwarzanie jej inhi-
bitorow, takich jak angiostatyna, zawierajgca
pierwsze cztery domeny kringle plazminogenu, lub
jego domena 5 [82-86]. Systemowe podawanie
angiostatyny, wzglednie odpowiedniego fragmentu
mysiego lub ludzkiego plazminogenu hamuje
wytwarzanie nowych naczyn i ogranicza przerzuty
[86]. Rowniez fragment plazminogenu zawierajacy
miejsce wigzania lizyny 1 hamowa¢
angiogeneze [87]. Ostatnio doniesiono réwniez o
nowym elemencie hamujgcym angiogeneze —
receptorze czynnika aktywujgcego proliferacje pero-
ksysomow typu g (PPARg) [88]. Aktywacja PPARg
hamuje ekspresje gendéw VEGF i uPA, co takze
podkresla zwigzek pomiedzy angiogenezg i uktadem
aktywacji plazminogenu.

moze

V1. Uwagi koncowe

Angiogeneza jest bezposrednio powigzana z
hydroliza macierzy zewnagtrzkomaérkowej, w ktorej
zasadniczarole odgrywajgproteazy, w tym sktadniki
uktadu aktywacji plazminogenu. Aktywatory plaz-
minogenu moga wptywa¢ na rozwdj procesu
angiogenezy takze posrednio poprzez trawienie
btony podstawnej, umozliwiajgce ekspozycje
komdrek srédbtonka na czynniki angiogenne. W
wielu guzach nowotworowych zwiekszonemu pozio-
mowi ekspresji czynnikéw wzrostowych, majacych
zasadnicze znaczenie dla angiogenezy, towarzyszy
zwiekszony poziom skiadnikéw uktadu aktywacji
plazminogenu. Korelacja ta pozwala na rozszerzenie
molekularnych wyznacznikéw chordéb
nowotworwych (markerow) o czynniki aktywacji
plazminogenu. Podwyzszona ekspresja czynnikéw
angiogennych w guzach nowotworowych moze by¢
sygnatem regulacyjnym, wywotujacym zwiekszong
ekspresje gendw uktadu aktywacji plazminogenu.
Obserwuje sie to przede wszystkim na poziomie

zakresu

transkrypcji, co moze zostaé wykorzystane w
antysensowych  strategiach  przeciwnowotworo-
wych.

Podziekowanie
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Wskazdowki
dla Autoréw

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne
kwartalnik ,,Postepy Biochemii" publikuje prace przeglagdowe
omawiajgce nowe osiggniecia, koncepcje i kierunki
badawcze w dziedzinie biochemii i nauk pokrewnych;
publikuje tez noty z historii biochemii, zasady polskiego
stownictwa biochemicznego, recenzje nadestanych ksigzek
oraz sprawozdania ze zjazdow, konferencji i szk6t, w ktérych
biorg udziat cztonkowie Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w ,,Postepach Bioche-
mii" moga mie¢ charakter artykutéw monograficznych (do 20
stron tekstu liczgc pismiennictwo i tabele), minireviews (do 10
stron tekstu), oraz krétkich not o najnowszych osiggnieciach i
pogladach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykulu odpowiadajg za prawidtowos¢ i scistos¢
podawanych informacji oraz poprawno$¢ cytowanego pis-
miennictwa. Ujecie prac winno by¢ syntetyczne, a przedsta-
wione zagadnienia zilustrowane za pomocag tabel, rycin: wy-
kresy, schematy, reakcje, wzory i fotografie.

Wskazany jest podziat artykutéw monograficznych na
rozdzialy i podrozdzialy, ktérycn rzeczowe tytuly tworzg spis
tresci. Zgodnie z przyjeta konwencjg rozdzialy noszg cyfry
rzymskie, podrozdziaty odpowiednio rzymskie i arabskie, np.
11, 12 Poprawno$¢ logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje
jego jednoznacznos$¢ i czytelno$¢. Autorzy przeto winni uni-
ka¢ sktadni obcojezycznej, gwary laboratoryjnej, a takie
ogranicza¢ stosowanie doraznie tworzonych skrétéw, nawet
jesli bywaja uzywane w pracach specjalistycznych. Kazda z
nadestanych do Redakcji prac podlega ocenie specjalistow i
opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja zastrzega sobie mozli-
wos¢ skrocenia tekstu i wprowadzenia zmian nie
wptywajgcych na tre$¢ pracy, deklaruje tez gotowos$¢ konsulto-
wania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do redakcji jest réwnoznaczne z
o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byfa i nie bedzie pu-
blikowana w innym czasopi$mie, jezeli zostanie ogtoszona w
~Postepach Biochemii". W przypadku, gdy Autor(zy) zamie-
rzaja) wiaczy¢ do swego artykutu ilustracje publikowane
przez autoréw prac cytowanych, nalezy uzyskac i przekazac
nam odpowiednig zgode na przedruk.

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujacych
wskazowek szczegbtowych:

TEKST:  prosimy o nadsylanie dwéch egzemplarzy
wydruku oraz dyskietki z tekstem zapisanym jako *.doc w
formacie IBM PC. Wydruk powinien by¢ jednostronny (okoto
30 wierszy na stronie i okoto 60 znakéw w wierszu), z lewym
marginesem okoto 4 cm. W przypadku stosowania w tekscie li-
ter alfabetu greckiego prosimy o wpisanie otéwkiem na
marginesie ich fonetycznego brzmienia.

Strona informacyjna  jest nienumerowana, zawiera
imiona i nazwisko (a) Autora (6w), nazwy, adresy, telefony,
adresy e-mail zaktadéw, w ktérych pracujg Autorzy, adres do

korespondencji, tytut artykutu w jezyku polskim i angielskim
oraz - w prawym dolnym rogu: liczbe tabel, rycin, wzoréw i
fotografii oraz skrécony tytut pracy, zamieszczany na oktadce
czasopisma (do 25 znakéw).

Strona 1 (tytutowa) zawiera imiona i nazwiska Autoréw,
tytut pracy w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tresci
tez w obu jezykach, tytut naukowy kazdego z Autoréw i ich
miejsce pracy z adresem pocztowym i adresem e-mail oraz
wykaz stosowanych skrotow w porzadku alfabetycznym.

Kolejno numerowane dalsze strony obejmujg tekst pracy,
piSmiennictwo, tabele, podpisy i objasnienia rycin, wzoréw i
fotografii.

PISMIENNICTWO:  wykaz pi$miennictwa obejmuje
prace w kolejnosci ich cytowania w tekScie, zaznacza sie je
liczbami porzgdkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np.
[3,7,9-26], Odnosniki bibliograficzne powinny mie¢ nowa,
uproszczong forme. Spos6b cytowania  czasopism (1),
monografii (2), rozdziatow z ksigzek jednotomowych (3),
rozdziatbw z toméw serii opracowanych przez rdéznych
redaktorow (5) wskazujg ponizej podane przyktady.

1 Hildebrandt GR, Aronson N N (1980)
Biochim Biophys Acta 631: 499-502

2. Bostock CJ, Summer AT (1978) The Euca-
ryotic Chromosome, Elsevier, North-Holland, Amsterdam

3. Norberth T, Piscator M (1979) W: Fri-b
erg L Nordberg GF Von VB (red) Handbook on the
Toxicology of Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str.
541-553

4. Dele jJ Kesters K (1975) W: Florki n M,
Stotz EH (red) Cmprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier,
North-Holland, Amsterdam, str. 1-7

5. Franks NRLieb W R(1981) W: Knight
C G (red) Research Monographs in Ceil and Tissue Physio-
logy, t. 7. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str. 243-272

ILUSTRACJE: ryciny powinny byé zapisane na dyskietce
jako: *.tif, lub *.cdr, lub *.psd, lub *eps. Fotografie
czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane na

apierze matowym. Istnieje mozliwos¢ wykonania reprodukc;ji
arwnych, ale ich koszty ponosza Autorzy. Na rycinach nie
nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz postugiwac sie
skrétami. Osie wykreséw powinny by¢ opatrzone napisem
tatwo zrozumiatym. Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny
podejmuje wydawca. llustracji nie nalezy wigczaé w tekst
maszynopisu, lecz odpowiednio ponumerowac: ryciny nosza
cyfry arabskiej, wzory za$ rzymskie. Na marginesie tekstu
nalezy zaznaczy¢  oldwkiem  preferowane  migjsce
umieszczenia ryciny czy wzoru. Stowne objasnienia znakow
graficznych mozna umiesci¢€ w podpisie pod rycing,
rysunkowe za$ jedynie na planszy ryciny. Tytuly i objasnienia
rycin sporzadza sie w postaci oddzielnego wykazu. Wydruki
ilustracji nalezy na odwrocie podpisa¢ imieniem i nazwiskiem
pierwszego z Autorow i pierwszym stowem tytutu pracy oraz
oznaczy¢ ,goéra-dot" (otéwkiem, na odwrocie). Ze wzgledu
na wewnetrzng spoistos¢  artykulu  wskazane  jest
konstruowanie oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na
podstawie danych z piSmiennictwa.

Wydruk i zatgczniki (w dwu egzemplarzach) oraz dyskiet-
ke, wkasciwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie
transportu, prosimy przesta¢ na adres:

Redakcja kwartalnika ,,Postepy Biochemii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

ul. Pasteura 3

02-093 Warszawa
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