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Professor Michael Laskowski, Junior
1930-2004

Michael Laskowski Junior urodzit sie 13 marca
1930 roku w Warszawie. W Polsce otrzymat wy-
ksztatcenie podstawowe i $rednie, ktdrym pozniej
bardzo sie szczycit. Szczeg6lnie cenit sobie znako-
mite podstawy z matematyki i fizyki uzyskane w pol-
skim liceum. Jego ojciec — prof. Michat Laskowski
Senior — byt znanym icenionym chemikiem biatka i
enzymologiem. Mozna przypuszczaé, ze wptyw ojca
byt decydujacy na p6Zniejsze zainteresowanie syna
nauka.

Wybuch Il wojny $wiatowej rozdzielit rodzine La-
skowskich. Ojciec, nominowany na profesora tuz
przed wybuchem wojny, wzigt udziat w kampanii
wrzesniowej jako oficer rezerwy, a nastepnie wal-
czyt na froncie francuskim. W 1941 roku, dzieki po-
mocy Fundacji Rockefellera, znalazt si¢ w Stanach
Zjednoczonych, gdzie podjat prace w laboratorium
J.B. Sumnera w Cornell University. Synowi nato-
miast przyszto tutaé sie w czasie zawieruchy wojen-
nej po Polsce pod opieka babci, aby potaczy¢ sie z ro-
dzicami w USA dopiero w 1947 roku. Wcze$niej jed-
nak mtody Michat Laskowski brat udziat w Powsta-
niu Warszawskim jako kurier. Wtedy to, ochraniajgc
kolege, zostat ranny granatem. Przezycia wojenne
musiaty wywrze¢ silny wptyw na prof. Laskowskie-
go — nawet znacznie p6zniej, z perspektywy amery-
kanskiej, niechetnie do nich wracat.

Po potgczeniu z rodzicami w USA Michael La-
skowski studiowat w Lawrence College, a wolny
czas lubit spedzaé w laboratorium ojca. Pierwsze fa-
scynacje praca laboratoryjng szybko przerodzity sie
w partnerskie stosunki — wspo6lnie pracowali nad
oczyszczaniem oksydazy ksantynowej. Dodawaniu
trypsyny w pierwszych etapach preparatyki towa-
rzyszyty klopoty zwigzane z powtarzalnos$cig wyni-
kéw. Mtody Michael szybko zorientowat sie, ze wy-
nikaja one z obecnosci inhibitora trypsyny w wyjs-
ciowym wyciggu. Nieco p6zniej stwierdzit obecnosé
inhibitora trypsyny takze w siarze bydlecej i wykry-
stalizowat go majgc zaledwie 19 lat, co byto
poczatkiem Jego btyskotliwej kariery badawczej. W
tym czasie, po ukoniczeniu zwyréznieniem college’u
w 1950 roku, Michael Laskowski zaczat pracowac w
laboratorium prof. H. Scheragi w Cornell University.
W 1954 roku zostat promowany na doktora jako
pierwszy z licznej grupy doktorantow prof. Haralda
Scheragi. Jego doktorat dotyczyt termodynamiki re-
akcji, w ktdrych biorg udziat biatka. Tematyka ta be-
dzie dominowac¢ w Jego pOzniejszej dziatalnosci na-
ukowej.

W roku 1957 Michael Laskowski, Jr. zostat
powotany na stanowisko profesora uniwersyteckie-
go na Wydziale Chemii Uniwersytetu Johna Purdue.
Z uniwersytetem tym zwigzana bedzie cata Jego



dziatalno$¢ naukowa. W 1965 roku, w wieku 35 lat,
zostaje powotany na stanowisko profesora. W
poczagtkowym okresie niezaleznej dziatalnosci ba-
dawczej rozwingt technike powszechnie znang jako
solventperturbation, ktéra umozliwia ocene stopnia
ekspozycji do rozpuszczalnika grup chromoforo-
wych biatek. W latach 60. i 70., awiec w okresie, gdy
metody krystalografii ijgdrowego rezonansu magne-
tycznego w zastosowaniu do badania struktury ma-
kroczasteczek byty w powijakach, technika ta byta
szeroko stosowana jako jedna z nielicznych umozli-
wajacych precyzyjny wglad w otoczenie tancuchéw
bocznych aminokwaséw aromatycznych.

Na poczatku lat 60. prof. Laskowski wraca do te-
matyki inhibitordw proteaz serynowych. Wspolnie z
doktorantami precyzyjnie okreSla energie od-
dziatywania trypsyny z sojowym inhibitorem trypsy-
ny (STI) poprzez pomiar liczby zwolnionych proto-
now jako sygnatu wskazujgcego na tworzenie kom-
pleksu. Szczeg6towa analiza faz kinetyki procesu
zwalniania protonéw pozwolita zaproponowa¢ Mu
tzw. standardowy mechanizm oddziatywania protea-
za serynowa — inhibitor biatkowy. Zgodnie z tym
mechanizmem inhibitory biatkowe sgrozpoznawane
jak substraty, a wigzanie peptydowe Pi-Pf, nazwane
przez Niego centrum reaktywnym, moze by¢ selek-
tywnie hydrolizowane i resyntetyzowane przez pro-
teaze. Mechanizm ten oryginalnie zaproponowany
dla oddziatywania trypsyna — STI zostat pdzniej po-
twierdzony dla wszystkich 18 rodzin biatkowych in-
hibitordw proteaz. Drugim powaznym osiggnieciem
tamtego okresu byta enzymatyczna wymiana reszty
aminokwasowej Pi flankujgcej centrum reaktywne w
inhibitorze STI. Stosujac cigg reakcji odwracalnej
proteolizy z uzyciem trypsyny oraz karboksypepty-
dazy B wymienit reszte argininy pozycji Pi na Lys, a
pézniej uzywajac chymotrypsyny i karboksypepty-
dazy A ,zmutowat” arginine do fenyloalaniny itryp-
tofanu. Osiggniecia te byty mozliwe, gdyz doskonale
rozumiat On zasady odwracalnosci reakcji chemicz-
nych, nawet tak ,nieodwracalnych” jak hydroliza
wigzan peptydowych. Byly to pierwsze udane do-
Swiadczenia wymiany reszt aminokwasowych w
biatkach, dokonane na wiele lat przed wprowadze-
niem metod genetycznych.

W latach 70. laboratorium prof. Laskowskiego
zwrocito sie w kierunku badan owomukoidéw jaj
ptasich. Te glikozylowane biatka zbudowane sg z
trzech domen typu Kazata liczagcych po okoto 60
reszt aminokwasowych. Kazda z domen odpowie-
dzialnajest za oddziatywanie z proteazg. Szczegdlne
zainteresowanie wzbudzita trzecia domena: byta ona
tylko czesciowo glikozylowana i dawata sie stosun-

kowo tatwo wyodrebni¢ z catego owomukoidu po-
przez zastosowanie ograniczonej proteolizy. W la-
tach 70 i 80. laboratorium prof. Laskowskiego doko-
nato ogromnego wysitku sekwencjonowania 159
trzecich domen owomukoidéw, a ponadto wielu
pierwszych i drugich domen. Jaja ptak6éw pozyski-
wane byty z ogrodéw zoologicznych catego Swiata, z
ferm ptasich, a szczeg6lnie dzieki uprzejmosci orni-
tologow. Badania te pozwolity odkry¢ zdumiewajaca
ceche owomukoidow — reszty aminokwasowe od-
powiedzialne za kontakt z enzymem, a wiec funkcjo-
nalne, okazaty sie by¢ daleko bardziej zmienne ewo-
lucyjnie niz reszty pozostate. Jak wiadomo, zazwy-
czaj w biatkach reszty fukcjonalne nalezg do najbar-
dziej ewolucyjnie zachowywanych. Ponadto efekt
podstawien aminokwasowych na oddziatywanie z
poteazabyt zwykle addytywny, tzn. nie zalezat od in-
nych podstawien. Witasciwos¢é addytywnosci efek-
tow energetycznych jest jedng z najwazniejszych
cech reakcji chemicznych, aw zastosowaniu do inzy-
nierii biatka w znakomity sposéb upraszcza liczbe
wariantéw potrzebnych do ustalenia zaleznos$ci mie-
dzy sekwencjg biatka a jego reaktywnoscia.

Badania nad naturalnie wystepujgcymi owomuko-
idami pozwalaty prof. Laskowskiemu rozwija¢ zain-
teresowania ewolucjg biatek a takze ptakéw, lecz nie
dostarczaty one danych o wariantach biatek o syste-
matycznie zmienianej sekwencji aminokwasowej.
Badanie efektéw addytywnych dla oddziatywania
trzecich domen owomukoidéw z proteazami seryno-
wymi wymagaty tymczasem peinej kolekcji 191 wa-
riantow, w ktérych kazda z dziesieciu pozycji typu
dzikiego tego biatka (za typ dziki przyjat on sekwen-
cje trzeciej domeny owomukoidu z jaj indyka)
wchodzgcych w kontakt z enzymem bytaby zmuto-
wana do kazdego z naturalnie wystepujgcych amino-
kwasow. Wszystkie potrzebne mutanty biatka szcze-
$liwie udato sie uzyska¢ w formie rekombinowanej.
Zmierzenie ich oddziatywania z szeScioma proteaza-
mi serynowymi dostarczyto informacji o wkiadzie
energetycznym kazdej z pozycji kontaktowej w ener-
gie asocjacji. Zaktadajgc efekty addytywne, prof. La-
skowski maégt teraz przetestowaé zalezno$¢ miedzy
sekwencjg biatka a jego reaktywnoscig. Algorytm
zostatl przetestowany na szeregu naturalnie wyste-
pujacych biatek, ktore r6znia sie wieloma podstawie-
niami od sekwencji typu dzikiego. Ostateczny wynik
testow-obliczen byt wielkim sukcesem — analiza
pokazata, ze w okoto 90% przypadkéw mozna prze-
widzie¢ z duza doktadnos$cig warto$¢ energii asocja-
cji poprzez zatozenie efektow addytywnych, tzn. su-
mujac efekty energetyczne zmierzone dla mutantow
jednopodstawionych.



Dalsze prace nad rozwijaniem algorytmu prze-
rwata przedwczesna S$mier¢ prof. Laskowskiego
2 sierpnia 2004 r. Michat zmart w wieku 74 lat naroz-
leglty zawat serca w czasie letnich wakacji spedza-
nych, jak corocznie, w ukochanych gérach Grand Te-
tons. Posiadat silng osobowos$é, ktdérej nie sposob
byto sie oprze¢. Miat precyzyjny i analityczny
umyst, w codziennych dyskusjach przytaczat z pa-
mieci ogromne ilosci danych literaturowych. Kochat
liczby i dazyt do iloSciowego ujmowania rzeczywi-
stosci, takze biologicznej. Wielkie nadzieje wigzat z
komputerami. Zawsze gotow byt do dyskusji, lubit

formutowaé oryginalne hipotezy, czasem tylko po to,
aby innych wciggnaé w dyskusje i zmusi¢ do mySle-
nia. Do ostatnich dni zycia byt cztowiekiem catkowi-
cie oddanym nauce. W koncowych trzech latach
swojego zycia utrzymywat swojg duzg grupe z fun-
duszy wiasnych. Nauke rozumiat jako formutowanie
testowalnych hipotez. Dewizg Michata byto stwier-
dzenie: ,,Badacz, ktory chce traktowa¢ maty obszar
nauki jako swoje lenno, powinien dazy¢ do tego, aby
zostawié go prostszym i bardziej spéjnym niz je za-
stat.”

Jacek Otlewski
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ARTYKULY

Nagroda Nobla z chemii, czyli o systemie degradacji

biatek komorkowych

Nobel Prize in
degradation system

TERESA ZOtADEK

Tegoroczna Nagroda Nobla w dziedzinie chemii
zostata przyznana Aaronowi Ciechanoverowi, Avra-
mowi Hershko, obaj z Technion, lIzraelskiego Insty-
tutu Technologicznego (lzrael) oraz Irwinowi Rose z
Uniwersytetu Kalifornijskiego (USA) (Fot. 1) za od-

Fot. 1. Aaron Ciechanover, Avram Hershko, Irwin Rose.

krycie regulowanej degradacji biatek zaleznej od
ubikiwtyny. Naukowcy ci na poczatku lat 80-tych
XX wieku opublikowali wspdlnie trzy prace bioche-
miczne [1, 2, 3], w ktérych wykazali, ze mate biatko
wyizolowane z retikulocytow (tj. ubikwityna, na-
zwane przez nich wtedy APF-1) jest przytgczane ko-
walencyjnie do r6znych biatek. Wykazali tez, ze
przytaczenie wielu czasteczek ubikwityny (poliubi-
kwitynacja) warunkuje degradacje biatek i wymaga
zuzycia energii w postaci ATR Prace te zapoczatko-
waty odkrycie catego systemu ubikwityny, co umo-

Dr, Zaktad Genetyki, Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska
Akademia Nauk, Pawinskiego 5a, 02-106 Warszawa, Tel: (48
22) 592-1304; e-mail: teresa@ibb.waw.pl
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Chemistry and

cellular protein

zliwito zrozumienie mechanizmu molekularnego re-
gulacji waznych procesow komorkowych, takich
jak: cykl komoérkowy, naprawa DNA, transkrypcja
genéw, szlaki przekazywania sygnatu, odpowied?
immunologiczna. System ubikwityny warunkuje de-
gradacje biatek prawidtowych, zwykle tych krotko
zyjacych, przeprowadza tez kontrole jakosci no-
wosyntetyzowanych biatek i degraduje biatka uszko-
dzone np. zmutowane, zdenaturowane, Zle zwiniete
[4]. Ten sposdb degradacji jest wysoce selektywny,
tzn. degradowane sg tylko wybrane biatka. Biatko
przeznaczone do degradacji jest znakowane przez
przytaczenie ubkwityny, ktéra jest matym globular-
nym biatkiem, zawierajgcym 76 aminokwaséw, od-
krytym przez Goldsteina i wspdtpracownikow [5].
Poliubikwitnowane biatka sg rozpoznawane przez
kompleks proteazowy zwany proteasomem 268,
sktadajgcy sie zrdzenia 20S i dwdch komplekséw re-
gulatorowych 19S. Przechodzac przez proteasom
biatka sg ciete na mate fragmenty (peptydy o diugo-
§ci 7-9 aminokwasow). Fragmenty te podlegajg dal-
szemu rozktadowi do aminokwasOw. Zanim degra-
dowane biatko przejdzie przez proteasom ubikwity-
na jest uwalniana i moze by¢ ponownie uzyta. W
uwalnianiu ubikwityny od degradowanych biatek
oraz w procesie dojrzewania ubikwityny biorg udziat
enzymy deubikwitynujace [4, s ].

Zanim tegoroczni Noblisci dokonali swego odkry-
cia wiadomo byto, ze duza cze$¢ biatek komodrko-
wych ulega rozktadowi w obrebie lizosoméw (u ro-
§lin i grzybéw zwanych wakuolami). Trafiajg one
tam drogg endocytozy, fagocytozy, autofagocytozy
lub z aparatu Golgiego drogg transportu pecherzyko-

POSTEPY BIOCHEMII 50(4), 2004
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wego. Degradacja lizosomalna jest w duzym stopniu
nieselektywna. W ostatnich latach stato sie jasne, ze
liczne biatka receptorowe, transportery i kanaty
btony plazmatycznej sg ubikwitynowane w bitonie
komdrkowej a modyfikacja ta odgrywa zasadniczg
role w ich endocytozie i degradacji w lizosomie
[7].Tak wiec ubikwitynacja petni réwniez inne role,
niezwigzane z degradacjg przez proteasomy.

Poznanie systemu ubikwitynacji przyczynito sie
do poznania mechanizmdw powstawania niektorych
choréb iw przysztosci moze sie przyczynic do ich le-
czenia. Wiele choréb genetycznych jest zwigzanych
z zaburzeniem systemu ubikwitynacji. Zidentyfiko-
wano mutacje w genach kodujgcych enzymy ubikwi-
tynujace, enzymy deubikwitynujace, badZz w genach
kodujgcych wazne biatka substratowe [s]. Przykta-
dem jest choroba Angelmana przebiegajgca z zabu-
rzeniami umystowymi i epilepsjg oraz dziedziczne
nadci$nienie nerkowe (zesp6t Liddle’a). Bezposred-
ni zwigzek chordob neurodegeneracyjnych z syste-
mem ubikiwtyny zostat wykazany dla kilku rzadkich
przypadkéw choroby Alzheimera i recesywnej
mtodziericzej choroby Parkinsona. Zwrdcito to uwa-
ge badaczy na udziat zaburzen degradacji w patoge-
nezie tych chorob [9], Akumulacja ciatek inkluzyj-
nych zasocjowanych z ubikwityng, konjugatami ubi-
kwityny, proteasomami i pewnymi charakterystycz-
nymi dla choroby biatkami byta zaobserwowana juz
dawno w wielu chorobach neurodegeneracyjnych,
takich jak: choroba Alzheimera, choroba Parkinsona
(réwniez ich form spontanicznych) oraz choroba
Huntingtona zwigzana z wystgpieniem powtdrzen
polyglutaminy w zmutowanym biatku. W wigkszosci
przypadkow zwigzek tych choréb z systemem ubi-
kwityny jest poSredni ijest odzwierciedleniem nie-
udanych prob usuniecia uszkodzonych lub nienor-
malnych biatek przez ten system.

System ubikwityny stat sie interesujgcym obsza-
rem badan w kierunku opracowania nowych lekéw.
Dziatanie terapeutyczne leku moze mie¢ miejsce na
poziomie ubikwitynacji i na poziomie aktywnosci
proteasomow. Preparaty moga hamowaé system ubi-
kwitynacji zapobiegajgc degradacji pewnych waz-
nych biatek lub tez zwiekszaé jego aktywnosé tak
aby zniszczy¢ niechciane, nagromadzone biatko. Na-
tomiast inhibitory proteasoméw moga by¢ uzyteczne
w chorobach przebiegajacych z ich nadaktywnoscig,
tj. w chorobach ze stanem zapalnym oraz w choro-
bach nowotworowych. Obecnie inhibitor proteaso-
mu Velcade jest stosowany klinicznie w leczeniu
choroby nowotworowej, szpiczaka mnogiego.
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Nagroda Nobla zostata przyznana za odkrycie
sprzed dwudziestu kilku lat. Nad czym obecnie pra-
cuja Noblisci? Zespdt kierowany przez A. Hershko
zajmuje sie zalezng od ubikwityny degradacjg regu-
latorow cyklu komorkowego, cykliny B i inhibitora
kinazy zaleznej od cyklin. Jest to wazne dla zrozu-
mienia patogenezy i leczenia choréb nowotworo-
wych, ktére sg spowodowane niekontrolowanym
wzrostem i podziatem komérek. Zespdt A. Ciecha-
novera bada regulowang przez ubikwityne aktywacje
i degradacje regulatoréw transkrypcji, takich jak:
gtowny modulator systemu immunologicznego
NF-kB, supresor nowotworow p53 iregulator rézni-
cowania miesni MyoD. I. Rose zajmuje sie zagadnie-
niami niezwigzanymi z systemem ubikwityny. Inni
znani badacze, ktorzy wspotpracowali z Noblistg
A. Ciechanoverem, A. Varshavsky i D. Finley [10,
11], majg takze wielkie zastugi w badaniach systemu
ubikwityny i sg wyr6zniani waznymi nagrodami na-
ukowymi. Wychowali oni i wyksztatcili liczne rze-
sze badaczy, ktérzy nastepnie zatozyli wtasne labo-
ratoria i kontynuujg prace nad ubikwitynacjg. Obec-
nie jest to bardzo dynamicznie rozwijajgca sie dzie-
dzina wiedzy.

System ubikwitynacji byt przedmiotem artykutow
w Postepach Biochemii w 1997r., Tom 43, Nr 2,
91-97, Tobiasz A. i Zotagdek T.: ,,System ubikwityna-
cji ijego rola u drozdzy Saccharomyces serevisiae”
oraz w 200Ir., Tom 47, Nr 1, 63-71, Zotadek T. i Ka-
minska J.: ,Rola ligazy ubikwitynowo-biatkowej
Rsp5p w endocytozie biatek btony komérkowej u
drozdzy”.
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. Wstep

W roku 1995 Krieg i wsp. udowodnili, ze pla-
zmidowy DNA wprowadzony do organizmu
zwierzat wywotuje odpowiedz uktadu odpornoscio-
wego. OdpowiedZ ta polegata na aktywacji komoérek
uktadu immunologicznego takich jak: limfocyty B,
makrofagi, komdrki dendrytyczne oraz komérki NK
[t]. Aktywacja uktadu odpornosSciowego byta
zwigzana z obecnoscig sekwencji dinukleotydowych
CpG w bakteryjnym DNA. Motywy te sktadajg sie z
potozonych obok siebie w jednym tancuchu fosfo-
diestrowym nici DNA zasad azotowych: cytozyny i
guaniny. W genomie bakterii motywy CpG wyste-
puja z wiekszg czestotliwoscig niz w genomie kre-
gowcow. Dodatkowo, okoto 75% sekwencji CpG u
kregowcow jest metylowana w pozycji cytozyny,
podczas gdy bakteryjny DNA zawiera prawie
wytgcznie dinukleotydy CpG niemetylowane.

Podanie niemetylowanych sekwencji CpG
wywotuje trzy rodzaje odpowiedzi organizmu kre-
gowcOw. W pierwszym rzedzie, bakteryjna sekwen-
cja CpG indukuje synteze cytokin prozapalnych ta-
kichjak: interferony (IFN-y), interleukina 12 (IL-12)
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oraz czynnik martwicy nowotworu-a (TNF-a). Dru-
gim efektem dziatania sekwencji CpG jest zmniej-
szenie ilosci biatych krwinek oraz ptytek krwi (leu-
kopenia, trombocytopenia). Trzecim — podniesienie
poziomu transaminaz: aminotransferazy alaninowej
(ALT) i aminotransferazy asparaginianowej (AST)
[2]

Terapia genowa jest metodg naprawy uszkodzo-
nych genéw, badz wprowadzeniem nowych gendw,
kompensujgcych uszkodzenie lub brak genu. Terapia
ta polega na wprowadzeniu do organizmu genu w no-
$niku jak np. wektor plazmidowy, ktory to gen ulega
ekspresji i tworzone jest funkcjonalne biatko [3].

Transfer do ptuc genéw obecnych w plazmidach,
przez podawanie komplekséw wprost do krwioobie-
gu, wywotuje silng reakcje uktadu odpornosciowego
i indukcje syntezy cytokin prozapalnych (IL-12,
TNF-a, IFN-y). Podawanie samego plazmidowego
DNA lub lipidéw kationowych bez DNA wywotuje
jedynie stabg indukcje cytokin prozapalnych [4].
Taka droga podania prowadzi gtéwnie do transfekcji
komérek s$rodbtonka ptuc. Transfer gendw za po-
mocg lipopleksdw mozliwy jest dzieki agregacji no-
$nika lipidowego indukowanej przez biatka surowi-
cy krwi. Strumien krwi, w ktérej znajdujg sie agrega-
ty, wedruje do ptuc, gdzie w naczyniach $rédbtonka,
dzieki swojemu duzemu rozmiarowi, zostajg ,uwie-
zione” i sg nastepnie internalizowane przez komorki
srddbtonka. Podczas gdy agregacja nos$nika umozli-
wia wzajemne oddziatywanie wprowadzonego DNA
z komorkami docelowymi, to jednocze$nie kontakt
komorek uktadu odpornosciowego z sekwencjami
CpG znajdujacymi sie w wektorze bakteryjnym in-
dukuje szybka aktywacje cytokin prozapalnych [4,
5].

Podawanie komplekséw lipidow kationowych z
genem terapeutycznym w plazmidowym wektorze
ekspresji moze ograniczac ich zastosowanie w tera-
pii genowej, gdyz indukujg one stan zapalny i ha-
muja ekspresje genéw terapeutycznych. Z drugiej
jednak strony wykazano, ze sekwencje CpG hamuja
rozwo6j guzoéw pierwotnych oraz przerzutéw [s].
Efekt ten wywotany jest indukcjg cytokin prozapal-
nych, ktére aktywuja komérki uktadu odpornoscio-
wego, a ich aktywno$¢ ogranicza wzrost nowotwo-
réw. Zjawisko to moze by¢ wykorzystane w produk-
cji szczepionek DNA, ktére hamujg wzrost nowo-
tworow, zapobiegajg infekcjom bakteryjnym lub wi-
rusowym, badz moga sie przyczyni¢ do skutecznego
zapobiegania alergii.

Celem niniejszej pracy jest omoéwienie immuno-
stymulacyjnych wtasciwosci sekwencji CpG. Stara-
lismy sie przedyskutowaé ich negatywny wptyw na
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terapie genowg z wykorzystaniem plazmidowego
DNA oraz korzysci jakie przynosza w leczeniu no-
wotwordw, infekcji bakteryjnych i wirusowych oraz
choréb takich jak alergia czy astma.

I1. Mechanizm aktywacji immunologicznej przez se-
kwencje CpG

Nie tylko obecnos$¢ niemetylowanej sekwencji
CpG jest niezbedna do aktywacji uktadu odporno-
$ciowego, rownie wazne w stymulacji aktywnosci
immunomodulacyjnej sa sekwencje flankujgce. Se-
kwencje DNA zawierajace niemetylowany motyw
CpG bedace w otoczeniu dwu puryn na korncu 57 i
dwu pirymidyn na konicu 3’,jak np. GACGTT, pobu-
dzajg uktad odpornosciowy myszy o wiele mocniej
niz sekwencje CpG w otoczeniu nukleotydu C na ko-
ficu 571 G na konicu 3’. Inne motywy sekwencji flan-
kujagcych sg rozpoznawane przez ludzkie komarki
odpornosciowe (GTCGTT, TTGCTT), a inne np.
przez mysie [7].

Za rozpoznanie specyficznych motywdw kwaséw
nukleinowych obecnych w bakteriach i wirusach sg
odpowiedzialne dwa receptory: TLR3 i TLR9. Re-
ceptor TLR9 jest biatkiem cytoplazmatycznym i
znajduje sie w retikulum endoplazmatycznym (ER)
[¢]. Receptor ten rozpoznaje wytacznie niemetylo-
wane sekwencje CpG [9]. Czasteczki DNA z se-
kwencjami CpG muszg dosta¢ sie do komorek drogg
endocytozy przy udziale klatryn, ktore ulatwiajg
tworzenie pecherzykéw endosomalnych. Tworzenie
i dojrzewanie pecherzykéw endosomalnych zawie-
rajgcych DNA z sekwencjami CpG jest regulowane
przez PI3K i Rab 5oraz EEA-1 [10, 11] (Ryc. 1). Po
pobudzeniu komérek dendrytycznych i makrofagéw
przez motywy CpG, zarowno TLR9 jak i MyDss sg
szybko kierowane do endosomoOw zawierajacych
zinternalizowane czgsteczki DNA z sekwencjami
CpG. W endosomach biatko TLR9 bezposrednio
taczy sie z ligandem i inicjuje szereg reakcji [s].
Efektem pobudzenia receptora jest indukcja czynni-
kéw transkrypcyjnych iwzrost ekspresji cytokin pro-
zapalnych, protoonkogendw i gendw hamujgcych
apoptoze [1:].

Ligand, ktérym jest sekwencja CpG, inicjuje
potagczenie biatka MyDss z domeng Toll/IL-IR
(TIR), ktéra jest czescig receptora TLR9. Nastepnie
do biatka MyDss zostaje przytgczone biatko IRAK,
do ktérego wigze sie biatko TRAF.s i biatko TAKI.
Utworzony kompleks pobudza kinaze JNK, biatko
p38 iinhibitor kB. Pobudzenie tych biatek aktywuje
z kolei czynniki transkrypcyjne AP-1 i NF-kB.

297



Natomiast RNA wirusowy a takze dwuniciowy
RNA rozpoznawany jest przez receptor TLR3. Re-
ceptor tenjest biatkiem znajdujacym sie w btonie ko-
morkowej. Rezultatem pobudzenia biatka TLR3 jest
potaczenie domeny TIR tego receptora z biatkiem
MyDs s . Dalszy etap transdukcji sygnatu jest podob-
ny jak w przypadku biatka TLR9. Ostatecznie akty-
wowane sg biatka AP-1 i NF-kB iekspresja cytokin
prozapalnych [13] (Ryc. 1).

Bakteryjny DNA,
plazmidowy DNA
z sekwencjami CpG
Dwuniciowy RNA —grc —
\ Endosom s
Rabs
TLR3 / Rabs Rab$
: EEA-1
: PI3K()
Domena —ae
TR =
PI3K(1)
Domena
MyD38 TR ER
Cytoplazma IRAK
- s
TAK1
IKB: { /\ MAPK
wexe & (P38, ERK, JNK)
¢ AP-1
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\ Jadro /

Ryc. 1. Mechanizm rozpoznania obcego DNA i RNA przez receptory
TLR9 i TLR3.
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Rozpoznanie sekwencji CpG w czasteczkach
DNA przez receptor TLR9 i pobudzenie réznych
czynnikdéw transkrypcyjnych aktywuje bezposrednio
lub posrednio kilka rodzajow komorek uktadu odpor-
nosciowego (Ryc. 2). Sekwencje CpG bezpos$rednio
indukuja podziaty limfocytéw B, ich réznicowanie i
wydzielanie cytokin prozapalnych takich jak: inter-
leukina ¢ i 10. Poza tym aktywacja limfocytow B
sprawia, ze stajg sie one komoérkami opornymi na
apoptoze [12]. W przeciggu kilku dni limfocyty B
stajg sie zdolne do produkcji przeciwciat.

Bakteryjny DNA trafia takze do komérek dendry-
tycznych i makrofagoéw, gdzie indukuje transkrypcje
cytokin prozapalnych takich jak: IL-12, TNF-a,
IFN-a i p [14]. Ekspresja tych cytokin aktywuje ko-
morki cytotoksyczne (NK). Ich aktywacja prowadzi
do wydzielenia kolejnej cytokiny: IFN-y. Sekwencje
CpG aktywujgréwniez limfocyty T, ale ich wzbudze-
nie nie odbywa sie w sposob bezposredni jak w przy-
padku komoérek dendrytycznych, makrofagoéw, czy
limfocytéw B, lecz posrednio przez produkcje IFN- i
innych cytokin prozapalnych [15].

I1l. Wptyw cytokin prozapalnych na terapie
genowa z uzyciem plazmidowego DNA

Sekwencje CpG aktywujg transkrypcje cytokin
prozapalnych (TNF-a, IFN-y, IL-12) i ich wydziela-
nie do krwioobiegu. Ekspresja cytokin prozapalnych
moze miec¢ fatalne skutki w terapii genowej (Tab. 1).
Cytokiny prozapalne stymulujg komérki uktadu od-
pornosciowego do rozpoznania i eliminacji komoérek
zawierajgcych transgen. Cytokiny pobudzajg limfo-
cyty B i T, NK, makrofagi. Komorki te w przeciggu
kilku godzin (limfocyty B, makrofagi, NK) lub kilku
dni (limfocyty T) eliminujg komérki z wprowadzo-
nym DNA. Poza tym, cytokiny aktywowane sekwen-

< > 4
Przeciwciata
przeciwko antygenom

Receptory
antygendw

Komérki zabéjcy

// Limfocyty T

Komérki dendrytyczne

Ryc. 2. Mechanizm aktywacji komérek uktadu odpornosciowego i cytokin prozapalnych przez sekwencje CpG.
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cjami CpG indukuja apoptoze komdrek transfeko-
wanych [4].

OdpowiedZ uktadu immunologicznego i obecnos¢
cytokin prozapalnych znacznie zmniejsza wiec wy-
dajno$¢ wprowadzania transgendéw do komérek do-
celowych. Swoista odpowiedz uktadu odpornoscio-
wego skierowana przeciwko wektorowi lub produk-
towi genu moze powodowaé eliminacje transfeko-
wanych komdrek lub zmniejsza¢ wydajnos$é trans-
fekcji po ponownym podaniu kompleksow liposo-
mow z DNA [4].

Cytokiny moga powodowaé¢ zahamowanie eks-
presji wprowadzonego genu terapeutycznego w

Tabela 1.

ziom biatka terapeutycznego ogranicza skutecznosé
leczenia.

Sekwencje CpG ograniczajg réwniez ilos¢ po-
wstatego biatka terapeutycznego po ponownym
podaniu kompleksu. Czeste podanie genu terapeu-
tycznego nie wykazuje spodziewanego wzrostu eks-
presji [16]. Aby jednak kolejne podanie byto efek-
tywne, niezbedny jest czas 7-14 dni miedzy jednym a
drugim podaniem [4]. Dtugos$¢ tego okresu jest uza-
lezniona od ilosci wprowadzonego DNA. Wraz ze
zmniejszeniem iloSci wprowadzanego DNA, mozna
skréci¢ czas przerwy pomiedzy kolejnymi podania-
mi.

Negatywny wplyw cytokin prozapalnych na terapie genowa z uzyciem plazmidowego DNA

Przezycie komorek Aktywacja

eliminacja komérek z obcym DNA, indukcja

uktadu  immunologicznego, Hofman CR

2001
Lietal 1999

apoptozy w miejscu transfekcji

Wydajnos¢ transfekcji in

vivo

Zahamowanie ekspresji transgenu

Utrzymywanie sie ekspresji
transgenu

Zmniejszenie wydajnosci transfekcji

Tan'Y 2001

Lietal. 1999
Yew NS etal.
2002
Wliitmore M et
al. 1999

Kilkukrotne podanie nie zwieksza ekspresji Yew NS etal.

Ponowne podanie
transgenu

dwojaki sposéb. Pierwszy z nich zwiazany jest z
samg produkcjg cytokin, ktére mogg bezpos$rednio
blokowa¢ ekspresje genu. Inaktywacja cytokin przez
specyficzne przeciwciata, czynniki immunosupre-
syjne (deksametazon, chlorek gadolinu) znaczgco
wydtuza czas ekspresjigenu [4, 16, 17]. Drugi oparty
jest na wysokiej wrazliwosci komdrek srédbtonka na
cytokiny prozapalne [18]. Ekspozycja komoérek
srodbtonka na dziatanie np. TNF-a powoduje ich
apoptoze. Apoptoza tych komorek jest bezposrednio
zwigzana z sekwencjami CpG w kompleksach z lipi-
dami kationowymi, gdyz dozylne podanie samych li-
pidéw kationowych czy samego (tzw. ,nagiego”)
DNA nie wywotuje apoptozy na takg skale [4, 5, 19,
20]. Moze to byé zwigzane z ochrong DNA przed
dziataniem nukleaz przez lipidy kationowe.

Poza zahamowaniem ekspresji transgenu dodat-
kowym problemem jest czas jego ,utrzymywania”
sie w komdrkach docelowych. Czas trwania transge-
nu w komérkach docelowych jest krétki, a niski po-
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2000
Li etal. 1999

ty. Szczepionki DNA

Mimo iz wydaje sie, ze zastosowanie plazmido-
wego DNA, ktory indukuje ekspresje cytokin proza-
palnych, znacznie ograniczajego stosowanie w tera-
pii genowej jako wektora ekspresji gendw terapeu-
tycznych, to wzbudzenie uktadu immunologicznego
moze by¢ jednak czynnikiem terapeutycznym w
przypadku leczenia nowotworéw. Efekt terapeutycz-
ny wigze sie z uwrazliwieniem komorek uktadu od-
pornosciowego na obce komérki, np. komérki nowo-
tworowe [7]. Immunizacja organizmu aktywuje sze-
reg komorek uktadu odpornosSciowego, szczegdlnie
makrofagi oraz komdrki cytotoksyczne typu NK,
ktére niszczg komoérki nowotworowe. Zatem se-
kwencje CpG mogga zostaé uzyte jako szczepionki w
leczeniu nowotwordw [21]. Monoterapia nowotwo-
row z zastosowaniem sekwencji CpG nie pozwala na
efektywne kontrolowanie wzrostu guzéw. Dlatego
Ishii i wsp. skojarzyli podawanie oligonukleoty-
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dow zawierajacych sekwencje CpG z podawaniem
biatka fuzyjnego zawierajgcego interleukine-13 ien-
dotoksyne Pseudomonas. Potgczenie biatka IL-13 z
endotoksyng bakteryjng umozliwia swoiste dostar-
czenie toksycznego biatka bakteryjnego do komdérek
nowotworowych zawierajgcych receptor dla inter-
leukiny-13 jak np. nowotwory gtowy i szyi, nowo-
twor prostaty, nowotwoér nerki i inne. Taka terapia
wptywata wydajnie na zahamowanie wzrostu guzow
u zwierzat doswiadczalnych [2:].

Sekwencje CpG np. obecne w oligodeoksynukle-
otydach sg skutecznym czynnikiem terapeutycznym
w terapii astmy oraz choréb zwigzanych z infekcjami
bakteryjnymi i wirusowymi. Alergie sg chorobami
zwigzanymi z uszkodzeniem odpowiedzi subpopula-
cji limfocytow Th2, wzrostem produkcji przeciwciat
IgE. Sekwencje CpG wywotujg aktywacje subpopu-
lacji limfocytéw pomocniczych Thl zaangazowa-
nych w odpowiedz przeciwinfekcyjng i ttumienie su-
bpopulacji Th2 zwigzanych z rozwojem nadwrazli-
wosci na alergeny $rodowiskowe. Regularne poda-
wanie sekwencji CpG skutecznie leczy skutki alergii
i choréb autoimmunizacyjnych [23, 24].

Powierzchnie $luzowe w drogach oddechowych
sg pierwszg barierg dla czynnikdw wchtanianych
drogg oddechowg i stanowig najwazniejszg granice
pomiedzy uktadem odpornosciowym i Srodowi-
skiem. Dlatego najbardziej efektywng drogg poda-

Tabela 2.
Hamowanie cytokin prozapalnych
1. Czynniki
immunosupresyjne
Chlorokina

2. Zmniejszenie ilosci

sekwencji CpG w DNA DNA

Chlorek gadolinu (GdCI3)

Deksametazon

Eliminacja nieistotnych regionéw

faktancie ptuc moze znaczaco wptywaé na stan za-
palny uktadu oddechowego ijego nadwrazliwo$¢ na
alergeny prowadzgac do leczenia objawdw alergii czy
astmy.

Natomiast w przypadku infekcji bakteryjnych i
wirusowych sekwencje CpG moga by¢ uniwersalny-
mi szczepionkami DNA w leczeniu tych choréb. Mo-
tywy CpG indukujg produkcje limfocytdw pomocni-
czych Th 1, odpowiedzialnych za aktywnos$¢ przeciw-
infekcyjng. Dostarczanie sekwencji CpG w plazmi-
dowym DNA powinno wiec podnie$S¢ oporno$é na
zachorowania i zmniejszy¢ $miertelno$¢ organi-
zmdéw powodowang infekcjami bakteryjnymi i wiru-
sowymi [7, 12].

V. Hamowanie cytokin prozapalnych w tera-
pii genowej z uzyciem plazmidowego DNA

Hamowanie produkcji cytokin prozapalnych pod-
czas terapii genowej, w ktdérej geny dostarczane sa w
wektorach bakteryjnych, znacznie zwieksza ilo$é
produkowanych biatek i pozwala na osiggniecie lep-
szych wynikéw terapeutycznych. Ograniczenie ilo-
§ci cytokin prozapalnych moze odbywaé sie przez
zastosowane immunosupresantéw, zmniejszenie ilo-
§ci sekwencji CpG w plazmidowym DNA czy odpo-
wiednie podawanie DNA i liposomdw kationowych
(Tab. 2).

Sakurai F et al. 2002
Tan Y etal. 1999
Yew NS et al. 2000

Yew NS et al. 2002

3. Nowe taktyki podawania

DNA

Miejscowo specyficzna mutageneza

Metylacja plazmidowego DNA

Amplifikowane przez reakcje PCR
fragmenty DNA
Sekwencyjne podawanie

plazmidowego DNA i liposoméw

Yew NS et al. 2000
Tan Y etal. 1999
Tousignant et al.
2003

Hofman CR et al.
2001

Tan Y et al. 2001

wania sekwencji CpG jest wprowadzanie ich do sur-
faktantu, czyli substancji lipidowej pokrywajacej
bardzo cienkg warstwg powierzchnie nabtonka odde-
chowego pecherzykéw ptucnych, drogg inhalacji
[23, 24]. Modulacja odpowiedzi limfocytéw T w sur-
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V -I. Czynniki immunosupresyjne

Czynniki immunosupresyjne hamuja odpowiedz
uktadu immunologicznego przez zahamowanie in-
dukcji komérek tego uktadu jak np. makrofagow,
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limfocytéw B i T, czy produkcji cytokin prozapal-
nych. Czynnikami takimi sg np. chlorek gadolinu —
GdClI3 cyklosporyna A, deksametazon. Wszystkie te
czynniki hamuja aktywno$¢ immunologiczng orga-
nizmu, zwiekszajg ekspresje genéw wprowadzanych
metoda terapii genowej i pozwalajg na uzyskanie sta-
le wysokiego poziomu biatek terapeutycznych po po-
nownym podaniu genu. Zwigzki immunosupresyjne
zwiekszajg takze poziom transfekcji komérek doce-
lowych oraz ograniczajg apoptoze w miejscu trans-
fekcji wywotang sekwencjami CpG i stymulacjg cy-
tokin prozapalnych.

Chlorek gadolinu przejsciowo zmniejsza ilo$¢ ko-
mdrek Kupffera w watrobie i makrofagéw w $ledzio-
nie. Watroba i §ledziona sg organami odgrywajacymi
gtéwna role w usuwaniu zwigzkéw toksycznych i
mikroorganizmow z krwioobiegu. Komoérki Kupffe-
ra sg duzymi makrofagami, aktywowanymi przez wi-
rusy, lipopolisacharydy i TNF-a. Dane eksperymen-
talne wskazujg, ze te komérki moga odgrywaé
znaczgcg role w produkcji cytokin prozapalnych
podczas podawania lipopleksow z plazmidowym
DNA [17]. Wczes$niejsze podanie chlorku gadolinu
zmniejsza ilo$¢ TNF-a od 3 do 10-krotnie i réwno-
cze$nie podnosi poziom ekspresji transgenu w
ptucach i komdrkach $rodbtonka ptuc. Podanie
chlorku gadolinu znacznie zmniejsza ilo$¢ cytokin
prozapalnych, co wigze sie ze wzrostem ekspresji
transgenu réwniez po wielokrotnym podaniu lipo-
plekséw [17].

Czynnikiem hamujgcym indukcje cytokin proza-
palnych jest réwniez analog hormonu sterydowego
deksametazon. Podobnie jak chlorek gadolinu, dek-
sametazon znaczgco obniza poziom cytokin we krwi
i podnosi efektywnos$¢ ekspresji transgenow dostar-
czonych w lipopleksach. Podanie deksametazonu
umozliwia uzyskanie wysokiej ekspresji transgenu,
po ponownym podaniu genu [16].

Kolejnym czynnikiem hamujacym aktywnos$¢
uktadu odpornosciowego jest chlorokina. Mecha-
nizm jej dziatania nie jest jednak poznany do kofica
[25]. Prawdopodobnie hamuje ona dojrzewanie pe-
cherzyka endosomalnego i aktywacje kolejnych
biatek w kaskadzie reakcji po pobudzeniu receptora
[26]. Wiasciwosci immunosupresyjne wykazuje
réwniez cyklosporyna A, ktéra hamuje cykl dojrze-
wania limfocytow T i B.

V-2. Redukcja ilosci sekwencji CpG w plazmido-
wym DNA i transgenach

Samo zmniejszenie ilosci sekwencji CpG w pla-
zmidowym DNA redukuje ilo$¢ syntetyzowanych
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cytokin prozapalnych. Eliminacja ta moze polegaé
na ograniczeniu nieistotnych dla funkcjonowania
plazmidu regiondbw DNA bogatych w sekwencje
CpG np. przez: zmniejszenie iloSci miejsc poczatku
replikacji, wstawieniu syntetycznego genu oporno-
§ci na kanamycyne ze zmniejszong ilo$cig sekwencji
CpG, zastapieniu promotoréw i wzmacniaczy (ang.
enhancer) odpowiednikami syntetycznymi [27].
Modyfikacje takie nie powodujg zmiany funkcjono-
wania wektorow i pozwalajg na efektywng ekspresje
transgendéw w komaérkach docelowych. Usuniecie se-
kwencji CpG z region6w nieistotnych transkrypcyj-
nie pozwala na ominiecie problemoéw zwigzanych z
ich toksycznoscig. Ograniczenie sekwencji CpG w
wektorze poprawia czas utrzymywania sie ekspresji
transgenu i wzrost jego ekspresji w czasie [27].

Poza eliminacja nieistotnych regiondw DNA,
ilos¢ sekwencji CpG mozna ograniczy¢ przez miej-
scowo specyficzng mutageneze. Miejscowo specy-
ficzng mutageneze przeprowadza sie w miejscach z
duzg iloscig sekwencji CpG. Mimo, iz grupie Yew i
wsp. udato sie zmniejszy¢ iloS¢ sekwencji CpG w
miejscu poczatku replikacji tylko o s, to wektor ten
indukowat mniejszg ilo$¢ cytokin prozapalnych niz
wektor niemodyfikowany. Drugim miejscem boga-
tym w sekwencje CpG jest gen opornosci na kanamy-
cyne. Jego miejscowo specyficzna mutageneza cyto-
zyny do tyminy lub guaniny do adeniny znacznie
zmniejsza ilos$¢ miejsc zawierajgcych sekwencje
CpG. Taka modyfikacja zmniejsza ilo$¢ produkowa-
nych cytokin o okoto 50% [28]. Redukcja iloSci cyto-
kin aktywowanych przez uktad immunologiczny,
umozliwia zastosowanie wektorow plazmidowych w
terapii genowej. Taki plazmidowy DNA zwieksza
efektywnos$¢ wprowadzania genéw do komorek,
ekspresje  wprowadzonych genéw i
wydtuza czas utrzymywania sie transgenu w organi-
zmie.

Skuteczniejszg metodg unikniecia toksycznosci
zwigzanej z sekwencjami CpG jest uzycie fragmen-
tow DNA amplifikowanych metodg PCR. Fragmen-
ty, ktére zawierajg wytacznie promotor, intron, gen
terapeutyczny i sygnat poliadenylacji mozna stosun-
kowo tatwo uzyska¢ i pozbawic¢ zanieczyszczen.
DNA otrzymane drogg amplifikacji metodg PCR jest
wydajnie wprowadzane do komérek zaréwno in vi-
trojak iin vivo, a produkt PCR z ograniczong iloScig
sekwencji CpG znacznie stabiej indukuje produkcje
cytokin prozapalnych. 1lo$¢ cytokin jest redukowana
okoto trzykrotnie w poréwnaniu z wektorem bakte-
ryjnym niemodyfikowanym. Uzycie fragmentéw
ograniczonych do niezbednych w ekspresji sekwen-
cji transgenow, jest uzyteczng strategig w terapii ge-

zwieksza
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nowej z zastosowaniem lipoplekséw podawanych
dozylnie [29].

V-3. Sekwencyjny sposéb podawania DNA ino$nika

Nowg metoda eliminacji efektu toksycznego
zwigzanego z sekwencjami CpG pochodzacymi z
wektora plazmidowego jest tzw. sekwencyjne poda-
wanie liposomoéw kationowych i plazmidowego
DNA. Polega ono na podawaniu DNA do zyty ogono-
wej myszy 2-5 minut po podaniu liposomu kationo-
wego. Taka taktyka podawania zmniejsza poziom cy-
tokin prozapalnych (IL-12, TNF-a, IFN-y) w grani-
cach 50-80% w poréwnaniu z lipopleksami. Spowo-
dowane jest to prawdopodobnie tym, iz wprowadzo-
ny DNA jest w wiekszos$ci wolny lub stabo zwigzany
z liposomami kationowymi, co znacznie ogranicza
oddziatywanie DNA z komoérkami uktadu odporno-
$ciowego. Poza tym, ,,nagi” DNA prawdopodobnie
jest stosunkowo tatwo internalizowany przez komor-
ki srodbtonka ptuc. Sekwencyjne podawanie lipo-
pleks6w i DNA zwieksza 2-3 krotnie poziom ekspre-
sji transgenu [5]. Wzrost ten zwigzany jest z tym, ze
agregaty liposoméw utatwiajg oddziatywanie pla-
zmidowego DNA z komdérkami S$rddbtonka przez
ograniczenie szybkosci mikrokrazenia w ptucach.
Podanie liposomu i DNA w odwrotnej kolejnosci
wywotuje podobny efekt jak przy podaniu lipoplek-
su. Wprowadzenie do krwioobiegu réznych ilosci
bakteryjnego DNA w przypadku lipoplekséw znacz-
nie zwieksza ilos¢ produkowanych cytokin. Wraz ze
wzrostem ilosci DNA wzrasta ilos¢ produkowanych
cytokin. Natomiast w przypadku sekwencyjnego po-

Tabela 3.

dawania ilo$¢ znajdujacych sie w krwioobiegu cyto-
kin prozapalnych nie ulega zmianie. Wysoki poziom
cytokin, indukowany przez kompleksy liposoméw z
DNA bakteryjnym, nie tylko redukuje poziom eks-
presji wprowadzanych genow, ale takze wydtuza
czas, w ktérym ponowne podanie kompleksu wyka-
zuje niski poziom transfekcji. Efekt ten jest minima-
lizowany w przypadku sekwencyjnego podawania li-
posomoéw i plazmidowego DNA [5].

V1. Podsumowanie

Sekwencje CpG obecne w bakteryjnych plazmi-
dach wywotujg w organizmie gospodarza stan zapal-
ny. Objawia sie on zwiekszeniem ilosci obecnych we
krwi cytokin prozapalnych, szczegdlnie TNF-a,
IFN-y i IL-12. Stan ten wywotuje efekt toksyczny,
ktéry objawia sie zwiekszeniem ilosci leukocytow i
ptytek krwi oraz wzrostem ilosci enzymdéw watrobo-
wych: aminotransferazy alaninowej (ALT) i amino-
transferazy asparaginianowej (AST).

Wzrost ilosci cytokin prozapalnych w surowicy
krwi wptywa na skutecznos$¢ terapii genowej. Cyto-
kiny te znacznie ograniczajg wydajno$¢ wprowadza-
nia transgenu do komoérek docelowych iobnizajg po-
ziom biatka terapeutycznego. Cytokiny prozapalne
skracajg rowniez czas utrzymywania sie transgenu w
komédrkach docelowych.

Chociaz wysoki poziom cytokin prozapalnych
wywiera niekorzystny wptyw na terapie genowa, ak-
tywacja uktadu odpornosciowego przez sekwencje
CpG moze by¢ czynnikiem terapeutycznym (Tab. 3).
Aktywacja tego uktadu powoduje zwiekszong wra-

Zalety i wady sekwencji CpG w terapii genowej z uzyciem plazmidowego DNA

Zalety

1. Uwrazliwienie uktadu immunologicznego na 1. Eliminowanie

obce antygeny i eliminowanie komoérek z

modyfikowanym DNA (np.

nowotworowych)

komorek

Wady

komorek
transfekowanych i zahamowanie
ekspresji biatek (brak skutecznego
leczenia mukowiscydozy metodg

terapii genowej)

2. Mozliwo$¢ tworzenia szczepionek przeciwko 2. Wywotanie efektu toksycznego w

astmie, alergiom, nowotworom
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organizmie — produkcja cytokin
prozapalnych, degradacja watroby,
leukopenia, trombocytopenia

3. Zmniejszenie wydajnosci transfekcji
in vivo

4. Skrécenie czasu utrzymywania sie

transgenu
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zliwo$¢ komérek odpornosciowych na antygeny, w
tym na komdrki nowotworowe. Wystepowanie se-
kwencji CpG pochodzenia bakteryjnego aktywuje
komérki uktadu immunologicznego, przede wszyst-
kim komorki cytotoksyczne i makrofagi, ktére moga
eliminowa¢ komorki nowotworowe. Motywy CpG
sgrowniez czynnikami stosowanymi w leczeniu aler-
gii czy chor6b wywotywanych przez infekcje bakte-
ryjne. Leczenie alergii polega na podawaniu alerge-
nu w celu redukcji zwiekszonej odpowiedzi uktadu
odpornos$ciowego na alergeny Srodowiskowe, ktére
sg odpowiedzialne za te choroby. Natomiast leczenie
infekcji bakteryjnych czy wirusowych wiaze sie ze
wzrostem produkcji limfocytéw pomocniczych Thl,
bioracych udziat w odpowiedzi przeciwinfekcyjnej.

Zastosowanie bakteryjnych wektorow ekspresyj-
nych uniemozliwia leczenie chorob genowych takich
jak np. mukowiscydoza, gdzie efektem korficowym
ma by¢ produkcja biatka prawidtowego, a nie wzbu-
dzenie aktywnosci uktadu odpornosciowego i
zmniejszenie ekspresji tego biatka. Do dostarczania
gendw kodujgcych prawidtowe biatka powinny by¢
stosowane geny ze zredukowang iloscig sekwencji
CpG, badz tez efekt toksyczny powinien by¢ ograni-
czony przez uzycie
mujacych uktad immunologiczny.

immunosupresantéw  ha-

Artykut otrzymano 18 marca 2004
Zaakceptowano do druku 20 wrze$nia 2004
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Biatka wigzgce penicylineg oraz ich rola w procesach
fizjologicznych bakterii gramujemnych na przyktadzie

Escherichia coli

The penicillin-binding proteins and their role in
physiological processes of gramm-negative bacteria on
the example of Escherichia coli

JOANNA ZAWADZKA-SKOMIAL
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Wykaz stosowanych skrotéw: DMSO (ang. Dimethyl sulfoxi-
de) — dimetylosulfotlenek; HMW (ang. High Molecular We-
ight) - o duzej masie, wysokoczasteczkowe; LMW (ang. Low
Molecular Weight) - o matej masie, niskoczgsteczkowe; MIC
(ang. Minimum Inhibitory Concentration) — najnizsze stezenie
antybiotyku catkowicie hamujgce wzrost bakterii; PBP (ang. Pe-
nicillin Binding Protein) — biatko wigzace penicyling; UDP
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Uridine Monophosphate) — monofosforan urydyny

l. Wstep

Istnienie biatek PBP zostato odkryte na poczatku
lat siedemdziesigtych ubiegtego stulecia poprzez po-
traktowanie poszczegdinych frakcji biatkowych ko-
morek bakteryjnych znakowang trytem penicyling
benzylowg, a nastepnie autoradiografie biatek roz-
dzielonych elektroforetycznie na zelu poliakrylami-
dowym [1, 2]. Ten pionierski eksperyment ujawnit
zdolnos$¢ wigzania penicyliny przez pewne bakteryj-
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ne biatka, co datlo podstawy do nazwania ich
“biatkami wigzacymi penicyline” (ang. penicillin
binding proteins — w skrocie PBP). Pézniejsze ba-
dania wykazaty, ze biatka PBP sg bardzo rozpo-
wszechnione w Swiecie bakterii i petnig wazne funk-
cje enzymatyczne, uczestniczac w syntezie bakteryj-
nej Sciany komérkowej (zwanej inaczej mureing lub
peptydoglikanem). Aktywno$¢ enzymatyczna w
tych procesach jest o tyle istotna, ze $ciana komérko-
wa stanowi niejako szkielet zewnetrzny komorki
bakteryjnej, ktory powinien by¢ na tyle sztywny, by
zapewni¢ komoérce ochrone przed szkodliwymi
czynnikami zewnetrznymi i réznicg ci$niefh wzgle-
dem Srodowiska wewnetrznego w komérce, a z dru-
giej strony na tyle elastyczny, by umozliwia¢ proce-
sy wzrostu i podziatu bakterii. Biatka PBP dziatajgw
rownowadze z enzymami autolitycznymi, ktére w
sytuacji zahamowania aktywnosci syntetaz PBP w
sposéb niekontrolowany zrywajg wigzania w mure-
inie, co w efekcie prowadzi do $mierci komaérki [3].

Rola biatek wigzacych penicyling w naturalnych
procesach fizjologicznych bakterii nie ogranicza sie
tylko do syntezy mureiny i nadawania przez to
ksztattu komorce bakteryjnej. Przypuszczalnie enzy-
my te uczestniczg takze w sekrecji pewnych biatek
poza btone cytoplazmatyczng, m. in. flagelliny,
bedacej sktadnikiem budulcowym rzesek [4].

Budowa biatek PBP oraz ich naturalne funkcje fi-
zjologiczne w komoérce zostaty jak dotad poznane
najlepiej u bakterii Eschenchia coli, wykorzystywa-
nej rutynowo do r6znego typu badan w dziedzinie
mikrobiologii molekularnej. Szczeg6lne zaintereso-
wanie w ostatnich latach wzbudza biatko PBP5 tego
gatunku, ktérego doniostg role w komérce odkryto
dopiero niedawno.

II. Mureina
I1-1. Budowa

Sciana komérkowa bakterii jest specyficzna
strukturg niespotykang u organizmow eukariotycz-
nych. Stanowi ona makroczgsteczke (polimer)
ztozony z diugich tancuchéw cukrowych powigza-
nych ze sobg bocznymi tancuchami oligopeptydowy-
mi. Poszczegdlne tafcuchy cukrowe zbudowane sg z
powtarzajacych sie jednostek dwucukrowych
(N-acetyloglukozoaminy i kwasu A-acetylomura-
minowego) potaczonych ze sobg wigzaniem
P-1,4-glikozydowym. Krotkie tancuchy peptydowe
zwigzane sg z resztami kwasu A-acetylomuraminow-
ego. Ich budowa jest zréznicowana u réznych gatun-
kéw bakterii, jednak ogdlny jej schemat obejmuje
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nastepujagce aminokwasy (od N-konca): L-A-
la-D-Glu-X-D-Ala- D-Ala (alanina, kwas glutami-
nowy, aminokwas diaminowy, D-alanina, D-alani-
na) (Ryc. 1). Warto zaznaczy¢, ze kwas A-acetylom-

GlIcNAc MurNAc
CH,0H CH,OH
0O 0]
.
(0] (0] O\
Il IOI
NHCCH, NHCCH,4

L-alanina

kwas D-gutaminowy

K | _COOH

0=C NH,

D-alanina

D-alanina

Ryc. 1. Budowa disacharydopcntapcptydu mureiny Eschenchia coli

uraminowy oraz aminokwasy w izomerii D wyste-
puja wytacznie w bakteryjnej $cianie komdrkowej.
Niektore peptydy z sasiednich tancuchéw cukro-
wych potaczone sg ze sobg wigzaniami poprzeczny-
mi, dzieki czemu mureina tworzy rodzaj woreczka
(tac. sacculus) obejmujgcego catg komorke bakterii.
U bakterii gramujemnych (w tym tez u E. coli)
wigzania te wystepujg miedzy kwasem mezo-diami-
nopimelinowym (niewystepujagcym u organizmow
eukariotycznych) a D-alaning w pozycji czwartej
drugiego oligopeptydu z sasiedniego taficucha cu-
krowego [3].

Diugosc¢ tancuchow cukrowych jest rézna u roz-
nych gatunkow bakterii i zalezy od warunkéw wzro-
stu, przy czym w danej komoérce bakteryjnej waha sie
od kilku do ponad stujednostek dwucukrowych [3].

11-2. Biosynteza

Biosynteza mureiny odbywa sie w trzech etapach
w trzech réznych czesciach komdrki. Uproszczony
przebieg tego procesu zostat opisany ponizej.
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W pierwszej fazie, odbywajgcej sie w cytopla-
zmie, nastepuje zsyntetyzowanie prekursora —
UDP-A-acetylomuramoilopentapeptydu.
ten sktada sie z kwasu UDP-N-acetylomuraminowe-
go (powstatego z przeksztatcenia A-acetyloglukoz-
oaminy) zwigzanego z pentapeptydem o skfadzie
opisanym w 11-1 [3].

W drugim etapie, przebiegajacym w btonie cyto-
plazmatycznej, powstaty prekursor zostaje
przytgczony poprzez reszte fosforanowg do specy-
ficznego przenos$nika lipidowego — fosforanu unde-
kaprenylu CssHss (Syn. baktoprenot) zjednoczesnym
uwolnieniem UMP. Ta posta¢ prekursora nosi nazwe
Lipidu I. Lipid I wigzany jest nastepnie z UDP-A-
acetyloglukozoaming, przeksztatcajgc sie tym sa-
mym w tzw. Lipid Il. Po odtgczeniu UDP iwytworze-
niu wigzania P-1,4 powstaje disacharydopentapep-
tyd nadal zwigzany z baktoprenolem, ktoéry ostatecz-
nie zostaje przeniesiony na zewnetrzng strone btony
cytoplazmatycznej (Ryc. 1). Podczas tego manewru
fosforan undekaprenylu odtgcza sie, bedgc gotowym
do udziatu w transporcie kolejnej czasteczki prekur-
sora [3].

Trzeci etap biosyntezy obejmuje przytgczanie di-
sacharydopentapeptydéw do juz istniejgcych tanu-
chéw peptydoglikanu. Efektem tego jest wydtuzanie
tancuchow cukrowych (transglikozylacja), skracanie
wolnych  pentapeptydéw  (karboksypeptydacja)
czesto z réwnoczesnym tworzeniem peptydowych
wigzan poprzecznych (transpeptydacja) sieciujgcych
iusztywniajacych strukture mureiny. Reakcje trans- i
karboksypeptydacji okre$la sie ogolnie mianem pep-
tydacji, a okres ich nastepowania — okresem “doj-
rzewania” mureiny. Procesy peptydacji, jak i
transglikozylacji, katalizowane sg przez biatka PBP

[3].

Prekursor

I1l. Charakterystyka biatek wigzgcych
penicyline (PBP)

I11-1. Og6lna charakterystyka biatek PBP

Biatka PBP dzieli sie tradycyjnie na grupe biatek
(HMW) o masie w zakresie 60-120 kDa oraz biatek
niskoczgsteczkowych (LMW) o masie mieszczgcej
sie w przedziale (20-60 kDa) [5, s ]. Mase okreSla sie
wstepnie na podstawie wzoru elektroforetycznego
biatek PBP znakowanych radioaktywng [sH]penicy-
ling benzylowg. Na podstawie oznaczonej masy
przyporzadkowuje sie biatkom PBP okreslong cyfre,
numerujac biatka te w kolejnosci, poczawszy od naj-
ciezszego [s]. Niekiedy pod postacigjednego prazka
kryja sie dwa lub trzy PBP o zblizonych masach, kto6-
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re rozdziela sie w zmienionych warunkach elektrofo-
rezy i oznacza dodatkowo literami, np. PBPla, Ib i
Ic E. coli [3], U réznych gatunkéw bakterii biatka
wigzgce penicyline wystepujg w réznej liczbie ro-
dzajow (od 3 do 10) oraz liczbie kopii w komdrce (od
1000 00 20000), przy czym wieksze zréznicowanie
ich rodzajéw spotyka sie wsrdd bakterii gramujem-
nych [3]. U daleko spokrewnionych drobnoustrojéw
biatka PBP o tych samych przyporzagdkowanych nu-
merach nie muszg spetnia¢ tych samych funkcji, cho-
ciaz taksonomicznie pokrewne bakterie majg podob-
ny zestaw PBP. Enzymy te, ze wzgledu na swdj
udziat w syntezie bakteryjnej $ciany komdrkowej,
zlokalizowane sg na zewnetrznej powierzchni btony
cytoplazmatycznej, bedgac w niej luzno zakotwiczone
(np. PBP3 E. coli — zwigzane poprzez cysteine z
N-kofica z tancuchami kwaséw ttuszczowych btony)
lub mocno (np. PBPIb E. coli, ktérego N-koniec
umiejscowiony jest w cytoplazmie) [¢]. Rozmiesz-
czenie w btonie moze nie byé rébwnomierne. Stwier-
dzono na przyktad, ze PBP2 E. coli zlokalizowane
jest preferencyjnie w $cianie wzdtuznej komérki,
szczegblnie w potowie jej diugosci [7]. Ogodlnie
masa PBP stanowi okoto 1% catkowitej iloSci biatek
btony cytoplazmatycznej [s]. Tylko niektére szcze-
py promieniowcow z rodzaju Streptomyces, Actino-
madura i Saccharopolyspora produkujg zewnatrzko-
morkowe niskoczgsteczkowe PBP (D,D-peptydazy),
rozpuszczalne w $rodowisku wodnym [s]. Aktyw-
nos$¢ biatek PBP jest niezbedna dla wzrostu i po-
dziatu komorki bakteryjnej, cho¢ rola i znaczenie po-
szczegblnych z nich sg nieréwnocenne. Jednoczesna
inaktywacja w komdrkach wysokoczasteczkowych
PBP okazuje sie zawsze letalna w skutkach, nato-
miast inaktywacja biatek o niskiej masie nie prowa-
dzi do $mierci komorek, choé przewaznie wywotuje
rézne zmiany w ich morfologii [3]. Efekt tego typu
doSwiadczen zwigzany jest z odmiennymi funkcjami
reprezentowanymi przez biatka PBP nalezgce do
grupy HMW i LMW. Biatka o wysokiej masie od
strony N-korica zawierajg domene transglikozyla-
zowg, warunkujacg procesy wydtuzania tancuchow
cukrowych oraz domene transpeptydazowgod strony
C-konca, odpowiedzialng za poprzeczne taczenie
tych tancuchéw za posrednictwem bocznych pepty-
dow, odbywajgce sie w pdzniejszym etapie syntezy
mureiny [3]. U niektorych gatunkéw bakterii znane
sg réwniez monofunkcjonalne transglikozylazy, nie-
zaliczane generalnie do bialek PBP zawierajgce tyl-
ko domene [9, 10]. W odrdznieniu od biatek HMW,
PBP o niskiej masie nie zawierajg domeny transgli-
kozylazowej, bedac zdolne jedynie do przeprowa-

dzania transpeptydacji lub karboksypeptydacji
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(skracania tancuchdédw oligopeptydowych) w zale-
znos$ci od charakteru akceptora uczestniczacego w
reakcji [s]. Na uwage zastuguje fakt, iz biatka PBP
dziatajg w multikompleksach tworzonych przez roz-
maite enzymy biorace udziat w syntezie mureiny —
hydrolazy isyntetazy, np. w syntezie mureiny septal-
nej E. coli wazng role obok PBP odgrywaja tez hy-
drolityczne amidazy i endopeptydazy [s, 9]. Tylko
niektdre biatka wigzgce penicyling mogg do pewne-
go stopnia zastepowac sie funkcjonalnie, jednak ich
wzajemne wspétdziatanie, jak rowniez
wspoétdziatanie z innymi enzymami nie bedacymi
biatkami PBP, jest bardzo ztozone.

I11-2. Biochemiczny obraz struktury biatek PBP

Budowa biatek PBP jest $cisle okre$lona przez
biochemiczny mechanizm ich dziatania. Kazdg gru-
pe PBP (HMW i LMW) dzieli sie na kilka klas
wedtug stopnia podobieristwa sekwencji aminokwa-
sowej. Biatka kazdej klasy majg zblizong strukture
pierwszorzedowa, przy czym podobiefdstwo tej
struktury niekoniecznie odzwierciedla te same funk-
cje fizjologiczne (np. sekwencja LMW PBP klasy A
Streptomyces sp.K15 zblizona jest do P-laktamazy
klasy A S. aureus) i odwrotnie — biatka struktural-
nie r6zne moga spetnia¢ podobne funkcje enzyma-
tyczne [s]. We wszystkich dotychczas poznanych se-
kwencjach tych biatek wystepujg pewne wspdlne
motywy, np. w domenach transpeptydazowych
SXXK (Ser-AA-AA-Lys), KTG (Lys/His-Tre-Gly),
SXA (Ser/Tyr-AA-Asp) lub SXN (Ser-AA-Asn) [11,
12], aw domenach transglikozylazowych HMW PBP
obecne sg charakterystyczne konserwowane amino-
kwasy: Glu, Asp w konserwowanym motywie 1, Glu
w motywie 3 (wszystkie zawierajace dodatkowe
reszty karboksylowe wazne w reakcji transglikozyla-
cji) oraz Tyr w motywie 4 [10] . Sekwencje te (lub
pojedyncze aminokwasy), znajdujgc sie blisko siebie
w wyniku zaginania sie tancucha polipeptydowego,
uczestniczg w tworzeniu centrum aktywnego enzy-
mu [s]. Seryna obecna w sekwencji SXXK jest istot-
nym aminokwasem w centrum aktywnym domeny
peptydazowej PBP, uczestniczacym w wigzaniu gru-
py acylowej po rozbiciu wigzania peptydowego
D-Ala-D-Ala, a tym samym wytworzeniu tymczaso-
wego niestabilnego kompleksu enzym-substrat
(PBP-tetrapeptyd) [¢]. W wysokoczgsteczkowych
biatkach PBP domena wigzania penicyliny rozpoczy-
na sie od 60 reszt aminokwasowych od tej seryny w
strone N-konca biatka i kofczy okoto 60 reszt amino-
kwasowych powyzej triady KTG [¢], W budowie
przestrzennej D,D-peptydaz o zbadanej strukturze
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drugo- itrzeciorzedowej mozna wyrézni¢ dwie cze-
§ci: pierwsza, sktadajaca sie tylko z a-helis, oraz
druga, ztozona z a-helis i struktur P-harmonij-
kowych, przy czym pie¢ tancuchéw p-harmonijko-
wych o podobnej diugosci potozonych jest obok sie-
bie i sg one zastoniete a-helisami. Centrum aktywne,
zawierajgce seryne, znajduje sie w szczelinie umiej-
scowionej pomiedzy wymienionymi cze$ciami
czasteczki enzymu na aminowym konicu jednej z
a-helis. Lizyna w sekwencji SXXK miesci sie na ko-
ncu nastepnego skretu a-helisy, ajej tancuch boczny
jest ukierunkowany na centrum aktywne [s]. Na
przyktadzie D,D-karboksypeptydazy Streptomyces
sp.R61 stwierdzono, ze karboksylowy tancuch bocz-
ny Asp znajduje sie w odlegto$ci 0,8 nm od atomu
tlenu grupy hydroksylowej seryny, natomiast se-
kwencja KTG jest cze$cig ostatniego tancucha P-ha-
rmonijkowej struktury enzymu igraniczy z zagtebie-
niem katalitycznym. tancuch boczny histydyny jest
nakierowany na zagtebienie katalityczne, a tancuch
boczny treoniny na zewngtrz centrum aktywnego.
Zastapienie glicyny w opisanej sekwencji KTG
przez inny aminokwas powoduje wydtuzenie tancu-
cha bocznego, ktory zastania dostep do zagtebienia
katalitycznego i wywotuje zmiane specyficznosci
enzymu [s]. Szczegbétowy biochemiczny model
dziatania biatek PBP zostat przedstawiony ponizej
na przyktadzie HMW PBPIb E. coli funkcjo-
nujgcego jako transglikozylaza i D,D-transpeptyda-
za oraz LMW PBP5 E. coli funkcjonujgcego jako
D,D-karboksypeptydaza.

111-3. Ogdlny mechanizm transglikozylacji z
udziatem HMW PBP

Mechanizm transglikozylacji zostanie tutaj opisa-
ny na przyktadzie dos¢ dobrze poznanej reakcji pro-
wadzonej przez PBPIb E. coli. PBPIb dziata w mul-
tikompleksie (diwisomie) obejmujgcym takze enzy-
my hydrolityczne [13]. Biatko to katalizuje potacze-
nie jednostek A-acetyloglukozamylo-P-1,4-A-ace-
tylomuramylo-L-Ala-y-D-Glu-L(w”0)-DAP(L)-D-
Ala-D-Ala-disacharydopentapeptydu w polimerycz-
ne tafcuchy. Na wstepie reakcji przedstawiona po-
wyzej jednostka budulcowa zwigzana jest poprzez
atom wegla Ci kwasu A-acetylomuraminowego z un-
dekaprenylem wigzaniem fosfodiestrowym i tgcznie
nosi nazwe lipidu Il. Podczas transglikozylacji na-
stepuje wytworzenie wigzania P-l ,4-glikozydowego
pomiedzy weglem Ci kwasu A-acetylomura-
minowego prekursora a weglem C. TZ-acetylogluko-
zoaminy obecnej juz w tancuchu cukrowym, zjedno-
czesnym rozerwaniem wigzania fosfoestrowego i
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uwolnieniem lipidowego przenos$nika (Ryc. 2).
Wedtug tak opisanej reakcji elongacja tancuchéw
cukrowych odbywa sie od strony ich kornca nieredu-
kujacego [10]. Niekiedy (np. u Bacillus lichenofor-
mis) nastepuje presynteza mniejszych odcinkow
peptydoglikanu poprzez potaczenie ze sobg kilku
jednostek prekursorowych, ktére nastepnie jako
cato$¢ wiaczane sg do sakulusa [10]. Aktywnos$¢
biatka PBPIb wzrasta w obecnos$ci kationéw metali

Mg2+ CaZzt, MnZ+ Co%% NiZh ktore sa katalizatorami

|
G
S |
-pep M-pep
n+1 | n

111-3.1. Szczeg6towy mechanizm biochemiczny
transglikozylacji

Biatko PBPIb E. coli, ktore wystepuje w trzech
formach (alfa, beta i gamma), zawiera domene
transglikozylazowg o strukturze pierwszorzedowej
charakterystycznej dla PBP klasy A, zawierajgcej
pie¢ konserwowanych motywoéw: motyw I, w obre-
bie ktérego miesci sie Glu-233 oraz Asp-234, motyw
I, w ktérym znajduje sie Glu-290 i motyw IV za-
wierajgcy Tyr-310 [15]. Odcinkiem wysoko konser-
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Ryc. 2. Schemat elongacji fanicucha cukrowego podczas syntezy peptydoglikanu; G— N-acetylo-glukozoamina; M — kwas N-acetylo-muraminowy;
P — fosforan undekaprenylu; P-P — difosforan undekaprenylu; pep — pentapeptyd; 1— reakcja transglikozylacji od konca redukujacego
fancucha cukrowego; 2 — reakcja transglikozylacji od konca nieredukujacego taficucha cukrowego (opis w tekscie).

reakcji transglikozylacji, atakze DMSO, ktéry praw-
dopodobnie zwieksza rozpuszczalnos$é lipidu Il w
Srodowisku wodnym [13]. Hamujgco wpiywajg na
aktywnosé¢ PBPIb flawomycyny (np. moenomycy-
na), bedace lipopolisacharydowymi analogami
strukturalnymi lipidu Il, a takze wankomycyna —
antybiotyk glikopeptydowy, ktéry dezaktywuje do-
mene transglikozylazowg i transpeptydazowga enzy-
mu, dziatajgc jako sztuczny receptor D-Ala-D-Ala li-
pidu Il [13]. DoSwiadczenia z uzyciem moenomycy-
ny wykazaty, ze zahamowanie procesu transglikozy-
lacji prowadzonej przez biatko PBPIb wptywa na za-
hamowanie transpeptydacji prowadzonej przez to
biatko, przy czym inaktywacja domeny transpepty-
dazy przez penicyline nie wptywa na aktywnos$¢ do-
meny transglikozylazy [3]. Zjawisko to dotyczy ta-
kze bifunkcjonalnych HMW PBP innych gatunkéw
bakterii [s, 14]. Wynika z tego, ze transglikozylacja
jest warunkiem zaj$cia p6zniejszej transpeptydacji i
chociaz domeny transpeptydazy i transglikozylazy
znajduja sie w réznych czesciach biatka, sa
powigzane funkcjonalnie.
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wowanym jest rowniez odcinek #gczacy modut
transglikozylazy z modutem transpeptydazy. Biatko
PBPIb zawiera takze hydrofobowy fragment trans-
membranowy, przytgczony do N-kofica domeny
transglikozylazy, ktéry zakotwicza w btonie cytopla-
zmatycznej fatdujgcy sie na zewnatrz od niej poli-
peptydowy tancuch biatka [10], Najwazniejszym
aminokwasem PBP 1b, biorgcym udziat w reakcji ka-
talitycznej, jest Glu-233 obecny w centrum aktyw-
nym, ktérego grupa karboksylowa jest donorem pro-
tonu dla atomu tlenu z wigzania fosfoestrowego mie-
dzy jednostkg budulcowg a undekaprenylem. Prze-
niesienie protonu prowadzi do utworzenia kationu
oksykarbonowego z udziatem wegla Ci
A-acetylomuraminowego (tgczgcego lipid Il z enzy-
mem w kowalencyjny kompleks), ktory nastepnie
zostaje poddany nukleofilowemu atakowi akceptoro-
wej grupy 4-OH A-acetyloglukozoaminy. Reakcja ta
wymusza inwersje konfiguracji wegla Ci z konfigu-
racji a na etapie prekursora do konfiguracji p na eta-
pie glikozylowanego nukleofilowego akceptora, w
wyniku czego powstaje wigzanie p-l,4-glikozyd-

kwasu
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owe. Przypuszcza sie, ze Asp-234 lub Glu-290 sg od-
powiedzialne za aktywacje nukleofilowej grupy
4-OH A-acetyloglukozoaminy ijej deprotonacje (co
jest niezbedne do utworzenia wigzania), stabilizujgc
jednoczes$nie kation oksykarbeniowy. Role stabiliza-
cyjng petnig takze kationy metali (np. Mg2+) poprzez
interakcje jonowe z ujemnie natadowanym atomem
tlenu w odtagczajacej sie pézniej grupie difosforano-
wej undekaprenylu. Tyr-310 jest natomiast waznym
aminokwasem warunkujacym fatldowanie sie pierw-
szorzedowej struktury biatka PBPIb [10].

111-4. Og6lny mechanizm D,D-peptydacji z
udziatem LMW PBP

Podczas reakcji peptydacji ma miejsce redukcja
tancucha pentapeptydowego do tetrapeptydowego
poprzez rozciecie wigzania D-Ala-D-Ala, przy czym
produkt tych reakcji zalezy od charakteru akceptora.
W przypadku karboksypeptydacji, kiedy akceptorem
jest woda, redukcja pentapeptydu jestjedynym efek-
tem zasztej reakcji, natomiast podczas transpeptyda-
cji — dzieki odpowiednim witasciwosciom katali-
tycznym enzymow transpeptydazowych — wolna
grupa karbonylowa D-Ala w pozycji 4 nowopow-
statego tetrapeptydu przenoszona jest na akceptor
bedacy wolng grupg aminowg diaminowego amino-
kwasu w sagsiednim niezredukowanym pentapepty-
dzie (u E. coli tym diaminowym aminokwasem jest
kwas diaminopimelinowy) [3] (Ryc. 3). W ten spo-

tylko poprzez aktywno$¢ samych transpeptydaz, ale
rowniez karboksypeptydaz, ktére przeprowadzajg
reakcje redukcji wolnych pentapeptydéw (réwniez w
starszych warstwach $ciany komdrkowej), co unie-
mozliwia wykorzystanie ich jako substratow przez
transpeptydazy. Warto dodac¢, ze stopieA usieciowa-
nia mureiny (czyli procent powigzanych ze sobg
tancuchéw oligopeptydowych) jest wiekszy u bakte-
rii gramdodatnich niz u gramujemnych (przyktado-
wo u Staphylococcus aureus wynosi on prawie
100%, u E. coli okoto 24%) [3].

I11-4.1. Szczegbtowy mechanizm biochemiczny
D,D-peptydacji

Szczeg6towy schemat D,D-peptydacji zostanie
opisany tutaj na przyktadzie reakcji prowadzonej
przez PBP5 E. coli. Kluczowymi aminokwasami
uczestniczacymi w reakcjach enzymatycznych
biatka PBP5 E. coli sg obecne w centrum aktywnym
Ser-44 i Lys-47 nalezagce do motywu SXXK oraz
Lys-213 znajdujaca sie w bezposSrednim sgsiedztwie
centrum aktywnego [5]. Dziatanie biatka PBP5 (po-
dobnie jak innych D,D-peptydaz) polega na przenie-
sieniu elektrofilowej grupy R-CO- z hydrolizowane-
go wigzania peptydowego D-Ala-D-Ala czasteczki
prekursora na seryne w pozycji 44 (acylowanie gru-
py -OH seryny), a nastepnie na akceptor, ktorym dla
PBP5 jako D,D-karboksypeptydazy jest czgsteczka
H20 [5, s]. D,D-transpeptydazy przenoszg grupe
karbonylowgR-CO- na aminoakceptor NH2-R [3, s ],

~ (L) —Dpb-Ala — p-Ala + HO — Ser — enzym

A,pm

(©) p-Ala

~_ (L) —Dp-Ala — O — Ser — enzym

A,pm

I
(0)

(0)
|

Apm

~_ (L)—Dp-Ala

OH— Ser — enzym

Ryc. 3. Reakcje katalizowane przez D,D-peptydazy w zaleznosci od charakteru czynnika nukleofilowego.

sOb reakcje transpeptydacji prowadzg do usztywnie-
nia struktury mureiny, ktora staje sie mocnym szkie-
letem zewnetrznym komdarki bakteryjnej, chronigcej
ja przed rozerwaniem pod wptywem wysokiego ci$-
nienia wewnatrzkomorkowego (3-6 Atm) [3]. Proces
sieciowania mureiny jest $cisle regulowany — nie
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Schemat ogo6lnej reakcji D, D-peptydacji przedsta-
wia réwnanie [s]:
E+D ED — ED+—
+ HY

- D-Ala

E+P,
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I Schemat reakcji katalitycznej prowadzonej

przez biatka PBP: E — enzym; D — substrat, donor
grupy karbonylowe; HY — substrat, akceptor nu-
kleofilowy (H20 lub NH:-R); ED — kompleks Mi-
chaelisa; ED*— wigzanie estrowe seryny (acylowa-
na seryna centrum aktywnego enzymu); P — produkt
reakcji (R-D-Ala-Y); K — stata dysocjacji; k2 ks —
state szybkosci reakcji

Powyzsza reakcja przebiega tréjstopniowo.

Pierwszy etap (K) polega na wstepnym rozpozna-
niu donora karbonylowego oraz wtasciwym ustawie-
niu rozszczepianego wigzania peptydowego D-Ala-
D-Ala donora wzgledem Kkatalitycznie aktywnych
grup funkcyjnych enzymu. U wszystkich D,D-pepty-
daz nastepuje dopasowanie co najmniej trzech
miejsc wigzacych enzymu. Dwa z nich oddziatujg z
grupami metylowymi donora, natomiast trzecie
miejsce katalityczne oddziatuje z tancuchem bocz-
nym lizyny substratu pentapeptydowego. Dodatko-
wo Lys-47 bierze udziat w tworzeniu kompleksu Mi-
chaelisa poprzez interakcje z C-koncowa grupg kar-
boksylowg substratu [s].

Drugi etap reakcji (k2) polega na polaryzacji gru-
py karbonylowej substratu (R-CO-) i przeniesieniu
protonu z atomu tlenu w pozycji y Ser-44 w centrum
aktywnym enzymu na atom wegla rozszczepianego
wigzania peptydowego substratu. Polaryzacja grupy
karbonylowej substratu oraz uzyskanie silnie nu-
kleofilowego charakteru Ser-44 nastepuje poprzez
oddziatywanie uktadu przeniesienia tadunku. Uktad
ten powstaje przy udziale oddziatywan van der Waal-
sa, hydrofobowych, i wigzanh wodorowych grupy hy-
droksylowej -OH Ser-44 oraz Lys-47, takze dodatnio
natadowanych koncéw dwoch a-helis, tworzacych
dipole [s]. Duzg role na tym etapie odgrywa tez
Lys-213, ktéra — jako dodatnio natadowany amino-
kwas diaminowy — oddziatuje z terminalng grupg
karboksylowg pentapeptydu [5]. W wyniku wszyst-
kich tych oddziatywan dokonuje sie acylowanie
Ser-44 w biatku PBP5 i uformowanie pierwszego
produktu przejsciowego enzym-substrat, czemu to-
warzyszy jednoczesne odigczenie od pentapeptydu
koficowej alaniny [s],

W trzecim etapie reakcji (k3) nastepuje deacylacja
enzymu. Uktad przeniesienia odcigga proton z
czasteczki akceptora (gtowng role odgrywa tu od-
dziatywanie Lys-47), ktérym dla PBP5 jest czastecz-
ka wody (w przypadku D,D-transpeptydaz — grupa
NH2-R . sgsiedniego tancucha peptydowego). Po-
wstaty w ten spos6b anion atakuje karbonylowy
atom wegla w wigzaniu acylowym tgczacym substrat
z Ser-44 enzymu, w wyniku czego dochodzi do utwo-
rzenia drugiego produktu przejsciowego [5, s]. W
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ostatniej fazie odbywa sie przekazanie przez Lys-47
protonu z tego produktu z powrotem na atom tlenu y
Ser-44, a skutkiem tego jest uwolnienie D,D-karbok-
sypeptydazy PBP5 gotowej do nastepnej reakcji ka-
talitycznej oraz wolnego tetrapeptydu (w przypadku
D,D-transpeptydacji produktem reakcji jest utwo-
rzone miedzypeptydowe wigzanie poprzeczne w mu-
reinie) [3], Warto zaznaczy¢, ze w reakcje D,D-pep-
tydacji prowadzone z udziatem innych biatek PBP
moga by¢ zaangazowane inne aminokwasy sasia-
dujace z centrum aktywnym, jednak zawsze pryncy-
pialng role odgrywajg reszty seryny i lizyny obecne
w konserwowanym motywie SXXK.

I11-5. Zalezno$¢ aktywnosci biatek PBP od ich
budowy i lokalizacji w btonie cytoplazma-
tycznej na przykiadzie LMW biatka PBP5
E. coli

D,D-karboksypeptydaza PBP5 E. coli ztozonajest
z dwdch czesci potgczonych ze sobg pod katem pro-
stym, tworzac ksztatt odwrdconej litery “L” (Ryc.4).

peptydoglikan
J7TJJ7TJJ

e 1
pD-Ala -
.;) p-Ala Jl

p-Ala
p-Ala

btona cytoplazmatyczna

Ryc. 4. Struktura biatka PBP5 E. coli. Strzatkg oznaczono lokalizacje
centrum aktywnego w domenie globularncj enzymu, natomiast
linig falista u dotu 18-aminokwasowy C-kofAcowy odcinek
biatka potagczony zjego czescig trzonowa. Goérne linie symboli-
zuja pojedynczy mureinowy taincuch cukrowy z odchodzacymi
w réznych orientacjach oligopeptydami.

Domena globularna, stanowigca niejako “gtowe”
tego kompleksu, jest bogata w motywy konserwowa-
ne obecne takze w PBPs, DacD i (3-laktamazach kla-
sy A E. coli oraz mie$ci po swej zewnetrznej stronie
centrum aktywne. Domena “trzonowa” — prosto-
padta do niej — zbudowana jest prawie wytgcznie z
elementéw P-harmonijkowych i petni funkcje jak
dotad niewyjasniong, przy czym jej sekwencja nie
jest tak silnie konserwowana jak w domenie pierw-
szej. Domena ta powigzana jest z btong cytoplazma-
tyczng poprzez 18-aminokwasowg amfipatyczng he-
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lise od strony C-konca biatka [16, 17]. Zlokalizowa-
ne w ten spos6b biatko PBP5 hydrolizuje tylko
wigzania D-Ala-D-Ala pentapeptydéw skierowa-
nych do btony cytoplazmatycznej, natomiast pozo-
state peptydy z tancuchdw bocznych, znajdujace sie
w innych ptaszczyznach, sg niedostepne dla tego en-
zymu. Stanowi to wazny mechanizm regulacji ak-
tywnosci biatka PBP5, co potwierdzajg doSwiadcze-
nia polegajace na odcieciu od niego fragmentu ko-
twiczacego w btonie cytoplazmatycznej — zmodyfi-
kowany w ten sposéb enzym, dyfundujacy swobod-
nie do peryplazmy, intensywnie hydrolizuje wigza-
nia peptydowe w mureinie, do ktérych ma nieograni-
czony dostep, doprowadzajgc tym samym do ostabie-
nia $ciany komérkowej i lizy komérki [16]. Przy-
puszcza sie rowniez, ze domena ,trzonowa” wraz z
odcinkiem zakotwiczajagcym PBP5 moze regulowaé
jego aktywnos$¢ enzymatyczng poprzez blizej nie-
znane interakcje z innymi biatkami, uczestniczgcymi
w syntezie mureiny. Okreslone punktowe mutacje na
tym odcinku, dotyczgce zwtaszcza aminokwasow
najbardziej konserwowanych ws$réd analogicznych
odcinkéw spokrewnionych biatek (gtéwnie Lys-4 i
Asp-7), wywotujg zanik aktywnosci D,D-karboksy-
peptydazowej PBP5. Ma to prawdopodobnie
zwigzek ze zmiang typu interakcji biochemicznych,
zwtaszcza w przeksztatconym uktadzie reszt amino-
wych. Zmiana tych oddziatywan wpltywa znaczaco
na gietkos$¢ i swobode ruchéw biatka PBP5 wymaga-
nych do jego aktywnosci katalitycznej [17].
Przyktad omawianego enzymu wskazuje na
dziatanie biatek PBP w wielobiatkowych komplek-
sach, przypuszczalnie przez oddziatywanie ich do-
men trzonowych i krdtkich odcinkéw osadzonych w
btonie cytoplazmatycznej z innymi obszarami tej
btony atakze z innymi enzymami uczestniczagcymi w
syntezie peptydoglikanu. Co wiecej, réznorodnos$¢
funkcji fizjologicznych pewnych spokrewnionych
enzymow o takich samych witasciwosciach katali-
tycznych (np. PBP4, 5, s i DacD E. coli) mogga cze-
sciowo wynikaé z subtelnych réznic sekwencji tych
witasnie fragmentow tancuchéw biatkowych (hybry-
dowe biatko PBPs z wymienionym odcinkiem C-ter-
minalnym, pochodzgcym od PBP5 nie przejawia ak-
tywnosci D,D-karboksypeptydazowej) [17]. Inna
koncepcja dotyczgca modelu dziatania D,D-karbo-
ksypeptydaz zaktada, iz ich domeny “trzonowe”, za-
kotwiczajgce je w btonie cytoplazmatycznej, nie sa
bezposrednio odpowiedzialne za odmienne funkcjo-
nowanie tych biatek mimo ewidentnych réznic w ich
sekwencji aminokwasowej. Enzymy te sg aktywne w
tych samych wielobiatkowych kompleksach, w
zwigzku z czym regulacja ich dziatania polega na
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wzajemnym konkurowaniu ze sobg o miejsce w obre-
bie tych komplekséw, co stanowi mechanizm regula-
cji ich aktywnosci [17].

Iv. Funkcje fizjologiczne biatek PBP

IV-1. Rola biatek PBP w syntezie mureiny i
okreslaniu ksztattu komérek E. coli

E. coli syntetyzuje 10 rodzajow biatek PBP. Na-
lezag do nich zaréwno biatka wysokoczgsteczkowe
(PBP la, -Ib, -lc, -2, -3) jak i niskoczgsteczkowe
(PBP4, -5, -6 , -7, DacD), przy czym do tych ostatnich
czesto zalicza sie takze biatka AmpC i AmpH o ak-
tywnosci p-laktamazowej [16]. Rola biatek o duzej
masie (HMW) jest w znacznym stopniu poznana:
PBPla i Ib dziatajgjednoczesnie jako transpeptyda-
zy i transglikozylazy, odpowiadajgc za wydtuzanie
tafcuchéw cukrowych mureiny oraz ich tgczenie po-
przeczne przez oligopeptydy, PBPlc — niedawno
odkryte — dziata jedynie jako transglikozylaza, na-
tomiast biatka PBP2 i 3 wykazujg aktywnos$¢ trans-
peptydazowg [9]. W celu ustalenia funkcji fizjolo-
gicznych tych biatek w warunkach in vivo, przepro-
wadzono liczne eksperymenty dotyczace szczepdw
dzikich E. coli z udziatem antybiotykéw [3-laktam-
owych, a takze zbadano efekt fenotypowy mutacji
gendw kodujacych poszczegélne biatka PBP, wpro-
wadzanych do genomu E. coli w réznych kombina-
cjach (konstrukcja mutantow wielokrotnych). Na tej
podstawie udowodniono, ze enzymatyczna aktyw-
nos¢ PBPla i Ib jest niezbedna do wzrostu komorek
E. coli, poniewaz jednoczesna mutagenizacja genow
kodujgcych te biatka wywotuje efekt letalny, nato-
miast zahamowanie aktywnosci tych biatek poprzez
wybidrczo wigzgce sie z nimi antybiotyki [3-laktam-
owe, jak cefsulodyna, cefalorydyna lub imipenem,
powoduje szybka lize komdérek w hodowlach [3].
Mutanty pojedyncze pozbawione jedynie funkcjo-
nalnego biatka PBPla sg zywotne, choé rosng na
podtozu statym w postaci mukoidalnej, wytwarzajgc
grubg Sluzowatg otoczke, ktorej gtownym sktadni-
kiem jest kwas kolaninowy. Przyczyna i mechanizm
wydzielania tego typu otoczki przez szczepy
APBPIla nie sgpoznane, jednak — co istotne — efek-
tu tego nie zaobserwowano u mutantéw pozbawio-
nych PBPIb [4]. Bakterie E. coli nadprodukujgce
PBPla rosng w postaci bardzo krétkich pateczek,
duzo krotszych od komérek nadprodukujgcych
PBPIb [9]. Obserwacje te wskazujg na to, iz biatka
PBPla i -Ib petnig w komdrkach E. coli odmienne
funkcje fizjologiczne, mimo ze obydwa te enzymy o
wiasciwosciach tranglikozylaz i transpeptydaz
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uczestnicza w procesach syntezy mureiny cylin-
drycznej czesci komdrki oraz jej sieciowania. Hipo-
teze te potwierdza analiza sekwencji aminokwaso-
wej tych biatek, ktéra nie wykazuje wysokiego stop-
nia ich pokrewienstwa [9]. Szczegodtowe badania
biochemiczne dowiodty, ze PBPla oraz -Ib wyste-
pujgw formach homodimerycznych, cojest niezbed-
ne w procesie prawidtowej syntezy mureiny i praw-
dopodobnie ma zwigzek z bifunkcjonalnoscig tych
biatek. Biatka te nie tworzgjednak wspo6lnego hete-
rodimeru i co wiecej, obydwa wspotdziataja z od-
miennymi enzymami hydrolitycznymi i syntety-
zujagcymi (zwiaszcza podczas transglikozylacji), na-
lezac do réznych, lecz najwazniejszych kompleksow
wielobiatkowych, uczestniczgcych w skomplikowa-
nej syntezie mureiny [9].

Selektywne zablokowanie aktywnosci PBP2 w
rosnagcych komérkach E. coli przez mecylinam po-
woduje zmiane ksztattu komorek (z pateczek w for-
my kuliste) i w konsekwencji ich autolize, co wska-
zuje na udziat biatka PBP2 w syntezie mureiny
tworzacej cylindryczng cze$¢ komdrek E. coli oraz w
inicjacji biosyntezy $Sciany komorkowej w nowych
miejscach. Innego rodzaju zjawisko wystepuje w
przypadku wybiorczej acylacji biatka PBP3 przez
penicyline lub furozlacyline, czego efektem jest po-
wstanie rownych i regularnych filamentéw komor-
kowych, a nastepnie ich liza [3, s]. Tego typu defor-
macje morfologiczne $wiadczg o0 uczestnictwie
PBP3 w formowaniu przegrody poprzecznej podczas
podziatu komérek, stanowigcej p6zniej bieguny no-
wopowstatych komaérek. Biatko PBP3 (zwane ina-
czej Ftsl) jest gtownym biatkiem przytaczajacym sie
do polimerycznego pierscienia zbudowanego z
biatka FtsZ, inicjujacego podziat komoérkowy. PBP3,
aktywowane poprzez to przytgczenie, ukierunkowu-
je synteze peptydoglikanu, doprowadzajac do po-
wstania septy posrodku komérki [18]. Jak zatem wi-
da¢, obydwie wymienione powyzej funkcje fizjolo-
giczne biatek PBP sg na tyle istotne, ze zmiany mor-
fologiczne spowodowane zahamowaniem aktywno-
§ci tych enzymow prowadzg do Smierci komorek.
Jednoczesne potraktowanie zywych komorek E. coli
szczepbw dzikich mecylinamem iaztreonamem (an-
tybiotykami wybidrczo wigzacymi sie odpowiednio
z PBP2 i PBP3) wywotuje gwattowng lize tych ko-
morek [4]. Interesujgce w tym Swietle sg wyniki naj-
nowszych badan przeprowadzonych z udziatem mu-
tantow pozbawionych poszczeg6lnych biatek PBP,
poddanych jednoczesnemu dziataniu wyzej wymie-
nionych antybiotykéw. Wedtug tych badan komorki
wielokrotnych mutantéw delecyjnych zawierajacych
aktywne biatko PBPIb przestajg sie dzieli¢ w obec-
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nosci mecylinamu i aztreonamu, lecz nie lizuja, a
jednocze$nie powiekszaja swe rozmiary, tworzac ol-
brzymie formy sferyczne o $rednicy 5-10 firn. Ob-
serwacje te potwierdzaja stuszno$¢ wczesniejszych
stwierdzen dotyczacych znaczenia fizjologicznych
funkcji biatek PBP2 i PBP3 E. coli [4].

W odrdéznieniu od wysokoczgsteczkowych biatek
PBP rola biatek wigzacych penicyline o niskiej masie
w komorkach E. coli pozostaje nadal w duzej mierze
niewyjasniona. Pod wzgledem aktywnos$ci bioche-
micznej mozna wyr6zni¢ wsérod biatek PBP LMW
E. coli cztery klasy enzyméw: D,D-karboksypepty-
dazy (PBP5, s, DacD), D,D-endopeptydazy (PBP7),
D,D-karboksypeptydazy  petnigce jednocze$nie
funkcje D,D-endopeptydaz (PBP4) oraz P-laktamazy
(AmpC, AmpH) [16,21]. Na uwage zastuguje fakt, iz
wiele enzyméw sposréd tych biatek — PBP4, 5,6,7
— wykazujace aktywno$¢ endopeptydazowa lub kar-
boksypeptydazowa, naleza jednoczes$nie do grupy
enzymow hydrolitycznych, ktére, rozcinajagc odpo-
wiednie wigzania kowalencyjne w strukturze mure-
iny, umozliwiajg insercje nowych jednostek budul-
cowych i uwalnianie starszych, regulujac tym sa-
mym wzrost komérki oraz jej podziat. Biatko PBP4
jako endopeptydaza hydrolizujgca wigzania po-
przeczne miedzy bocznymi taricuchami peptydowy-
mi, jestjednocze$nie enzymem o wtasciwosciach au-
tolitycznych, tzn. w okres$lonych warunkach streso-
wych (np. w obecno$ci antybiotykéw (3-laktamo-
wych lub detergentow), w wyniku nadmiernej ak-
tywnosci wywotanej zaburzeniem mechanizméw
kontroli, moze ona zaindukowa¢ samohbdjczg lize ko-
morki [19]. Bezposrednie wywotywanie autolizy
E. coli przez rozregulowang aktywno$¢ PBP4 jest
jednak rzadkie, na co wptywa lokalizacja tego biatka
(po zewnetrznej stronie btony cytoplazmatycznej, a
wiec z dala od miejsc docelowego dziatania w mure-
inie) oraz S$cista regulacja jego aktywnosci, ktorej
apogeum przypada na czas tuz przed podziatem ko-
mérki, stabnac w koncu fazy logarytmicznej hodowli
bakteryjnej. Mimo wczes$niejszych przypuszczen,
zmiany w aktywnos$ci PBP4 nie majg bezposrednie-
go zwigzku zreplikacjagDNA — procesy te sg regulo-
wane rownolegle, lecz niezaleznie od siebie [19].

Na temat drugiego biatka PBP E. coli petnigcego
funkcje endopeptydazy (PBP7) warto wspomnie¢ w
tym miejscu jedynie tyle, iz jest ono niezbedne do
syntezy mureiny opornej na autolize wywotywang
antybiotykami p-laktamowymi, charakterystycznej
dla komdrek nierosngcych. Enzym ten umozliwia
synteze mureiny, nawet w niesprzyjajgcych warun-
kach $rodowiskowych Biatko PBP7 inaktywuja wy-
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biorczo penemy i karbapenemy (antybiotyki p-lakta-
mowe nowej generacji) [19].

Badania majgce na celu blizsze poznanie fizjolo-
gicznych funkcji niskoczgsteczkowych biatek PBP
E. coli umozliwita konstrukcja mutantow E. coli po-
zbawionych poszczeg6lnych biatek PBP w r6znych
kombinacjach. Tego typu postepowanie okazalo sie
konieczne ze wzgledu na fakt, iz pewne biatka PBP
LMW wykazuja te samg aktywno$¢ enzymatycznag, a
zatem efekt pojedynczego mutowania genow ko-
dujacych poszczeg6lne biatka mégtby nie wyrazaé
sie fenotypowo w sposéb widoczny. Przeprowadzo-
ne do tej pory badania wskazujg, ze sposrdd biatek
niskoczgsteczkowych E. coli najwazniejszym
biatkiem determinujgcym ksztatt komorek jest PBP5
[16, 17]. Biatko to, najliczniejsze sposr6d LMW PBP
E. coli (ok. 1800 kopii czasteczek w komaérce), jest
gtéwng D,D-karboksypeptydazg i w gtdwnej mierze
decyduje o wymiarach komorek (szczegdlnie Sredni-
cy), jednolitosci ich powierzchni i og6lnej topologii
woreczka mureinowego [17, 20]. Inaktywacja biatka
PBP5 nie wywotuje efektu letalnego, jednak wszel-
kie zmiany dotyczace ilosci jego czasteczek w ko-
morkach wyraznie wyrazajg sie fenotypowo poprzez
aberracje w morfologii tych komdrek. Mutanty
APBP5, w ktérych PBP5 zostatlo zinaktywowane
jako jedyne biatko PBP, przejawiaty nieznaczne de-
formacje ksztattu komorek zwigzane jedynie ze
zwiekszeniem ich diugosci ponad 1, pm, jednak
morfologia pozostatych skonstruowanych szczepow,
w ktérych oprocz PBP5 zinaktywowano takze nie-
ktére inne LMW PBP, ulegta zdecydowanym zmia-
nom [16, 17, 20]. Najsilniejsze defekty wykazuja
mutanty pozbawione jednoczes$nie funkcjonalnego
biatka PBP5 i PBPs (lub PBP5 i DacD) oraz jednej z
dwdéch endopeptydaz (PBP4 lub PBBP7) [16]. Istot-
nyjest rowniez fakt, iz silne aberracje morfologiczne
wykazujg mutanty pozbawione wszystkich biatek
PBP LMW (komoérki o niepowtarzalnym, nieregular-
nym ksztatcie prezentujgce liczne wybrzuszenia i
rozgatezienia) i jedynie rewersja mutacji inakty-
wujacej biatko PBP5 przywraca komoérkom w petni
ich naturalng dtugos$¢, $rednice i linie konturu [16,
20]. Obserwacje te wskazujg na to, iz zadne z ni-
skoczgsteczkowych biatek PBP E. coli nie petni
funkcji zastepczej wobec PBP5, choé bhiatka PBPs i
DacD, jako enzymy najblizej spokrewnione z PBP5,
moga w nieduzym stopniu tagodzié¢ efekt delecji
genu kodujgcego PBP5 i— przeciwnie — ichjedno-
czesna delecja poteguje defekty w morfologii koma-
rek [17, 20]. Obserwacje $ciany komdrkowej poje-
dynczych mutantéw APBP5 i APBPs pod mikrosko-
pem elektronowym TEM wskazujg na zréznicowany
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udziat PBP5 i PBPs w syntezie mureiny (szczepy
APBP5 majg cienkg i rozluzniong warstwe peptydo-
glikanu) [20]. Warto podkresli¢, ze rowniez nadpro-
dukcja biatka PBP5 wptywa na ksztatt komorek bak-
teryjnych, ktéry staje sie w tych warunkach sferycz-
ny. Ma to zwigzek z nadmiernym usieciowaniem i
skréceniem tancuchoéw cukrowych w mureinie. Zja-
wisko to, w potaczeniu z faktem wydtuzania sie ko-
moérek w warunkach braku aktywno$ci PBP5, po-
zwala wykluczy¢ udziat tego biatka w syntezie mure-
iny elongacyjnej komorek. Co ciekawe, nadproduk-
cja PBP5 we wczesnej fazie logarytmicznej hodowli
bakteryjnej prowadzi do lizy zdeformowanych ko-
morek, czego nie obserwuje sie przy nadprodukcji
PBP4, PBPs lub DacD [16]. Potwierdza to hipoteze o
roznorodnosci funkcji petnionych przez poszczegdl-
ne niskoczasteczkowe biatka PBP, mimo, ze pewne
funkcje enzymatyczne reprezentowane sg przez wie-
cej niz jeden rodzaj biatek PBP, a mutacje delecyjne
w genach kodujacych te biatka nie sg letalne. Fenoty-
powe réznice wsérod mutantow o réznych kombina-
cjach zinaktywowanych biatek PBP Swiadczg o bra-
ku prostej substytucji funkcji jednych biatek przez
inne iprzecza hipotezie utrzymywaniu w komérkach
biatek funkcjonalnie zduplikowanych jako niepo-
trzebnego materiatu. Warto przy tym podkresli¢, ze
biatka bakterii E. coli, dla ktérego to gatunku opti-
mum pH wzrostu wynosi ¢,0-8,0, wykazuja zrézni-
cowany profil aktywnos$ci wzgledem pH $rodowiska.
Fakt ten jest wazny dla przezycia i przynajmniej cze-
$ciowo ttumaczy istnienie u tego gatunku tak wielu
LMW PBP o podobnych funkcjach, co pozornie wy-
daje sie niepotrzebne [5]. Wér6d wynikéw badan do-
tyczacych LMW PBP E. coli najbardziej intrygujace
do tej pory okazaly sie wiasnie te dotyczace biatka
PBP5. Szczegdlnie interesujagcy wydaje sie odkryty
fakt, iz za ksztatt komorki bakteryjnej odpowiadaja
nie tylko procesy elongacji mureiny prowadzone
przez HMW PBP (co wydaje sie oczywiste), ale row-
niez regulacja dtugosci wolnych tancuchéw oligo-
peptydowych przez D,D-karboksypeptydaze, a tym
samym kontrola stopnia usieciowania mureiny. Bez-
posSredni zwigzek miedzy aktywnos$cig tych enzy-
moéw a efektem morfologicznym w komérkach
E. coli pozostaje do konica niewyjasniony, choé przy-
puszcza sie, ze w nieobecnosci biatka PBP5 poten-
cjalne jego substraty pentapeptydowe stajg sie do-
stepne dla transpeptydaz, ktére, tworzac w nadmier-
ny i niekontrolowany spos6b poprzeczne wigzania,
deformujg cylindryczny ksztatt komérki.
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V. Regulacja aktywnosci biatek PBP na poziomie
genetycznym

Kontrola ekspresji genow strukturalnych biatek
wigzacych penicylineg jest ztozona. Przeprowadzone
do tej pory badania wskazujg na to, ze ekspresja tych
genow uzalezniona jest od wielu innych gendw, np.
gen rodA E. coli (kodujacy biatko biorgce udziat w
syntezie mureiny elongacyjnej) sprzezony jest z ge-
nami pbpA (kodujagcym PBP2) oraz dacA lub mrdB
(kodujgcymi PBP5) [¢]. Jednym z ciekawszych i le-
piej poznanych mechanizméw regulacji jest system
kontroli biatek odpowiedzialnych za synteze $ciany
komérkowej E. coli, w ktérym pryncypialng role od-
grywa gen bolA. Gen ten koduje niewielkie biatko re-
gulatorowe o masie 13 kDa zdolne do wigzania sie z
DNA, ktore dziatajak aktywator transkrypcji genow
strukturalnych D,D-karboksypeptydaz PBP5 i PBPs
(dac A i dac C) oraz (3-laktamazy klasy C AmpC
@mpC) [22]. Udowodniono takze, iz gen bolA nie
jest sprzezony z genami pbpA i rodA (kodujacymi
biatka zaangazowane w synteze mureiny elongacyj-
nej), natomiast dziata w uktadzie z genemftsz, ktore-
go produkt FtsZz (PBP3) jest biatkiem uczest-
niczagcym w formowaniu pier$cieniowatego zweze-
nia podczas podziatu komdrki [18]. Wspotdziatanie
za$ biatka FtsZ z regulowanymi przez bolA D,D-kar-
boksypeptydazami PBP5 i PBPs, ktore ograniczaja
nadmierng transpeptydacje dokonywang przez
PBP3, umozliwia tworzenie podziatowego zwezenia
i nowego bieguna dzielgcej sie komorki [20, 22].
Ekspresja genu bolA nasila sie w niesprzyjajacych
warunkach srodowiskowych (gt6d weglowy, niedo-
tlenienie) oraz w fazie stacjonarnej hodowli bakterii
E. coli w bogatym podtozu, podczas ktérej takie wa-
runki moga wystgpi¢. Warunkuje to utrzymanie od-
powiedniej morfologii komérek w tych sytuacjach, a
tym samym ich przezycie. Komorki nadprodukujace
biatko BolA w fazie stacjonarnej hodowli nabierajg
kulistego ksztattu i — jako osmotycznie stabilne —
utrzymujg sie przy zyciu przez dtuzszy czas. Komor-
ki nadprodukujgce BolA w logarytmicznej fazie ho-
dowli dzielg sie nierdwno w nietypowych miejscach,
tworzac populacje réznoksztattnych komérek [:2:2].
Warto zaznaczyé, ze regulacja aktywnosci biatek
PBP5 i PBPs przez bolA nie odbywa sie jednakowo.
Stwierdzono, ze najwyzsza ekspresja genu dacA
(PBP5) ma miejsce w logarytmicznej fazie hodowli,
podczas gdy juz na wstepie fazy stacjonarnej prze-
wyzsza jg ekspresja genu dacC (PBPs). Wynika z
tego, ze D,D-kaboksypeptydaza PBPs — jako en-
zym o 3-4-krotnie nizszym powinowactwie do sub-
stratdw pentapeptydowych niz PBP5 — nabiera wie-
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kszego znaczenia podczas wolniejszego metaboli-
zmu komoérkowego w niesprzyjajacych warunkach
zewnetrznych. Zwiekszenie ilosci i poziomu aktyw-
nosci D,D-karboksypeptydazy PBPs w fazie stacjo-
narnej hodowli wigze sie z rownoczesnym spadkiem
ilosci wysokoczasteczkowych PBP1C, -2 i -3 [22],
W ten sposéb obnizona ilo$¢ prekursoréw dla PBP3
ogranicza podziat komdrek w niekorzystnych warun-
kach, zwiekszajac ich szanse na przezycie. Réwno-
waga miedzy aktywnos$cig D,D-karboksypeptydaz i
D,D-transpeptydaz w cyklu zyciowym komorki ma
wazne znaczenie dla tworzenia przegréd komdrko-
wych. Maksymalna aktywno$¢ D,D-transpeptydaz
wystepuje natychmiast po podziale komorki, zas naj-
wyzsza aktywnos$¢ D,D-karboksypeptydaz tuz przed
podziatem. Podobne zmiany w zestawie biatek PBP
oraz ich aktywnosci enzymatycznej majg tez miejsce
u innych gatunkow bakterii [s]. Godny uwagi jest
fakt, iz przedstawiony tu system kontroli morfologii
ksztattu komérek E. coli obejmuje rowniez [3-lakta-
maze AmpC i z tego wzgledu jest jak do tej pory je-
dynym znanym przypadkiem wspolnej regulacji ak-
tywnosci biatek PBP i [3-laktamaz na poziomie gene-
tycznym. Biatka PBP5, PBPs i AmpC, dzialajgce
pod kontrolg genu bolA, sg sprzezone funkcjonalnie.
Mechanizm bezposredniej aktywacji ekspresji same-
go genu bolA przez czynniki zewnetrzne nie jest jed-
nak poznany.

V1. Podsumowanie

Badania nad biatkami PBP ujawniajg coraz wigk-
sze ich znaczenie w procesach fizjologicznych ko-
morek bakteryjnych. E. coli stanowi dogodny obiekt
tego typu badan, dzieki ktérym zostajg poznane zasa-
dy dziatania PBP oraz ich udziat w procesach fizjolo-
gicznych bakterii. Jest to o tyle istotne, Zze budowa
oraz funkcjonowanie tych biatek pozostaje w
$cistym zwigzku z poziomem opornosci wielu bakte-
rii na antybiotyki [3-laktamowe, ktére stanowig naj-
szerszg grupe antybiotykoéw stosowanych powszech-
nie w medycynie. Szczeg6towe zrozumienie mecha-
nizmoéw regulacji aktywno$ci biatek PBP na pozio-
mie genetycznym oraz ich roli w prawidtowym
wzroscie komdérek ma umozliwi¢ w przysztosci do-
skonalanie syntetycznych antybiotykow [3-laktam-
owych, ktérych bezposrednim celem dziatania sg
witasnie bakteryjne biatka PBP.

Artykut otrzymano 20 lutego 2004
Zaakceptowano do druku 20 wrze$nia 2004
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Izoprenylacja biatek

Protein isoprenylation

ANNA JAMROZ-WISNIEWSKA1, JERZY BELTOWSKI2

Spis tresci:
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I11. Enzymy biorace udziat w izoprenylacji biatek
IV. Biatka ulegajace izoprenylacji i ich znaczenie biologicz-
ne:
IV-1. Ogélna charakterystyka matych biatek wigzacych
GTP
IV-2. Biatka Ras
1V-3. Biatka Rho
1V-3. Biatka Rab
IV-5. Inne biatka ulegajace izoprenylacji
V. Farmakologiczna regulacja izoprenylacji biatek
VI. Inhibitory farnezylotransferazy (FTI)
VIl.Bisfosfoniany a izoprenylacja biatek
VIII. Statyny
IX. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrotéw: eNOS — $rédbtonkowa syntaza
tlenku azotu; FTaza — famezylotransferaza; GGTaza | — gera-
nylogeranylotransferaza |I; GGTaza Il — geranylogeranylo-
transferaza Il; GDP — difosforan guanozyny; GDI — biatko ha-
mujace odtgczanie GDP (ang. GDP dissociation inhibitor); GEP
— biatko odtgczajagce GDP (ang. guanosine nucleotide exchan-
ge protein)', GTP — trifosforan guanozyny; HMG-CoA —
3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzym A; IP3 — trifosforan
inozytolu; NF-kB — jadrowy czynnik transkrypcyjny k; NO —
tlenek azotu; REP — biatko transportujgce Rab (ang. Rab escort
protein).

l. Wstep

Izoprenylacja biatek polega na kowalencyjnym
przytaczaniu zwigzkéw izoprenylowych, farnezylu
lub geranylogeranylu, do grupy -SH reszty cysteiny
znajdujacej sie na C-koficu taricucha polipeptydowe-
go lub w jego poblizu. W potowie lat 70-ych XX
wieku po raz pierwszy wykazano, ze izoprenylacji

‘Lek. med. 24r n. med., Katedra i Zaktad Patofizjologii Akade-
mii Medycznej im. Prof. F. Skubiszewskiego w Lublinie, ul. Ja-
czewskiego 8, 20-090 Lublin, e-mail: ajamroz@wp.pl, e-mail:
jerzybel@hotmail.com
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podlegaja czynniki doboru ptciowego grzybow (ang.
fungal matingfactors). Obecnie wiadomo, ze izopre-
nylacja jest jedng z podstawowych modyfikacji po-
translacyjnych biatek, ktéra ma miejsce we wszyst-
kich komérkach eukariotycznych. lzoprenoidy po-
dobniejak cholesterol sg syntetyzowane z kwasu me-
walonowego. W latach 80-ych wykazano, ze kom-
paktyna bedaca inhibitorem reduktazy 3-hydroksy
3-metyloglutarylokoenzymu A (HMG-CoA), Klu-
czowego enzymu w syntezie kwasu mewalonowego,
hamuje proliferacje fibroblastéw, oraz ze dziataniu
temu zapobiega dodanie do ptynu inkubacyjnego
kwasu mewalonowego, natomiast nie zapobiega mu
cholesterol. Wskazywato to, ze antyproliferacyjne
dziatanie kompaktyny wynika z
syntezy niesterydowych pochodnych mewalonianu.
Jednoczed$nie wykazano, ze pochodne znakowanego
izotopowo mewalonianu wigzg sie kowalencyjnie z
biatkami. Na przetomie lat 80-ych i 90-ych stwier-
dzono, ze izoprenylacji podlegajg biatka Ras,
biorgce udziat w regulacji proliferacji komaérek, oraz
ze mutacje genow kodujacych te biatka czesto
wystepuja w komoérkach nowotworowych. Spowo-
dowato to gwattowny wzrost zainteresowania proce-
sem izoprenylacji biatek, trwajagcy do chwili obec-
nej. Aspekty biochemiczne izoprenylacji biatek zo-
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staty omowione w artykule opublikowanym w Poste-
pach Biochemii w 1995 roku [1]. W niniejszej pracy
przedstawiono najnowsze informacje na ten temat ze
szczeg6lnym uwzglednieniem znaczenia izoprenyla-
cji w procesach fizjologicznych u cztowieka oraz far-
makologicznej regulacji tego procesu.

Podobnie do innych modyfikacji potranslacyj-
nych polegajgcych na przytgczaniu lipidéw jak pal-
mitylacja czy mirystylacja, izoprenylacja nadaje
czgsteczce biatka bardziej hydrofobowy charakter,
co utatwia jej wigzanie z btonami plazmatycznymi.
Wptywa to w sposéb istotny na aktywnos$¢ biolo-
giczng izoprenylowanych biatek, ich rozmieszczenie
w komérce oraz umozliwia im interakcje z innymi
biatkami btonowymi. lzoprenylacji podlega ok.
0.5-2% wszystkich biatek wewnatrzkomorkowych
[2-5].

Il. Biosynteza izoprenoidéw. Szlak mewalo-
nowy

Wszystkie izoprenoidy sktadajg sie z jednej lub
wiecej jednostki izoprenoidowej zawierajgcej 5 ato-
moéw wegla (C5), ktéra powstaje z kwasu mewalono-

J\“M Acatylo-CoA

|

wego. Kwas mewalonowy jest rowniez zwigzkiem
wyjsciowym w syntezie cholesterolu. Poczatkowo,
w dwdch nastepujacych po sobie reakcjach, z trzech
czasteczek acetylokoenzymu A powstaje jedna
czasteczka HMG-CoA, ktory jest przeksztatcany w
mewalonian z udziatem mikrosomalnej reduktazy
HMG-CoA. Reakcja ta jest etapem ograniczajgcym
szybkos$¢ biosyntezy cholesterolu oraz innych po-
chodnych kwasu mewalonowego. Z kolei, w wyniku
dwukrotnej fosforylacji mewalonianu, powstaje
5-difosforan mewalonianu, ktdry w wyniku dekar-
boksylacji przeksztatcany jest w difosforan izopen-
tenylu stanowigcy podstawowg jednostke izopreno-
idowg. Po izomeryzacji izopentenylodifosforanu do
difosforanu dimetyloallilu nastepuje kondensacja
jednej czasteczki difosforanu izopentenylu i jednej
czasteczki difosforanu dimetyloallilu, co daje 10-
weglowy difosforan geranylu. Po dotgczeniu kolej-
nej czasteczki difosforanu izopentenylu powstaje di-
fosforan farnezylu (FPP), 15-weglowy metabolit,
ktéry jest zwigzkiem wyjsciowym do wytwarzania
innych zwigzkéw izoprenoidowych, np. dolicholu,
hemu A, oraz skwalenu, z ktérego powstaje choleste-
rol (Ryc. 1). W wyniku potaczenia difosforanu izo-
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Ryc. 1. Synteza izoprenoidéw.
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pentenylu i difosforanu farnezylu powstaje difosfo-
ran geranylogeranylu (GGPP), ktory jest wykorzy-
stywany do geranylogeranylacji biatek lub moze by¢
dalej wydtuzany do difosforanu nonaprenylu lub de-
kaprenylu, czasteczek zuzywanych do biosyntezy
koenzymu Q (ubichinonu-9 u gryzoni lub ubichino-
nu-i1o0 U ludzi) [2-s].

Regulacja szlaku mewalonowego odbywa sie
gtéwnie na poziomie reduktazy HMG-CoA. Spadek
stezenia cholesterolu w komdérce powoduje znaczny
wzrost aktywnos$ci tego enzymu wynikajacy z trzech
mechanizméw: 1) wzmozonej ekspresji genu, 2)
wzrostu efektywnos$ci translacji (zwiekszenie ilosci
czasteczek biatka powstajgcych na bazie jednej
czasteczki mRNA), 3) zahamowania degradacji
biatka enzymatycznego. Inhibitory reduktazy
HMG-CoA zmniejszajgce stezenie pochodnych kwa-
su mewalonowego powodujg nawet kilkusetkrotny
wzrost ekspresji tego enzymu, czemu catkowicie za-
pobiega dodanie do ptynu inkubacyjnego kwasu me-
walonowego, lecz tylko czesciowo dodanie choleste-
rolu. Wskazuje to, ze nie tylko stezenie cholesterolu,
ale rdwniez stezenie niesterydowych izoprenoidéw
wptywa na aktywnos$¢ reduktazy HMG-CoA. Uwaza
sie jednak, ze izoprenoidy w odr6znieniu od chole-
sterolu nie wptywajg na tranksrypcje genu reduktazy
HMG-CoA, ale regulujg aktywnos$¢ tego enzymu je-
dynie przez dwa pozostate mechanizmy [7].

I1l. Enzymy biorace udziat w izoprenylacji
biatek

Izoprenylacja biatek katalizowana jest przez trzy
cytosolowe enzymy (prenylotransferazy biatkowe):
farnezylotransferaze (FTaza), geranylogeranylo-
transferaze | (GGTaza 1) i geranylogeranylotransfe-
raze Il (GGTaza Il). FTaza i GGTaza | wykazuja sze-
reg podobienstw. Oba enzymy sa heterodimerami
ztozonymi z podjednostek a i p. Podjednostka a o
masie czasteczkowej 48 kDa jest wspolna dla obu
tych prenylotransferaz. Podjednostka p FTazy (Pft)
ma mase 46 kDa, a podjednostka P GGTazy | (Pggti)
— 43 kDa; podjednostki te wykazujg okoto 30% ho-
mologie sekwencji aminokwaséw. Oba enzymy
przytaczajag odpowiednie reszty izoprenoidowe do
biatek zawierajgcych na C-koricu sekwencje CAAX,
gdzie C oznacza reszte cysteiny, A — dowolny ami-
nokwas alifatyczny a X — aminokwas, ktérym w
przypadku FTazy jest metionina lub seryna aw przy-
padku GGTazy | — leucyna. Reszty izoprenoidowe
sg przytaczane do grup -SH cysteiny wigzaniem tio-
eterowym. FTaza i GGTaza | nie wykazujg absolut-
nej swoistosci ani w stosunku do substratu izopreno-
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idowego, ani biatkowego. FTaza moze wigza¢ GGPP
z 15-krotnie mniejszym powinowactwem niz FPP,
natomiast GGTaza | wigze FPP z okoto 300-krotnie
mniejszym powinowactwem niz GGPP. In vitro,
biatka zawierajagce C-kofAcowag reszte leucyny moga
by¢ farnezylowane przez FTaze, a biatka zawie-
rajace reszte metioniny lub seryny geranylogerany-
lowane przez GGTaze I, jednak efektywnosé tych re-
akcji jest w zaleznos$ci od biatka od kilkudziesieciu
do kilku tysiecy razy mniejsza i z wyjgtkiem nielicz-
nych biatek nie ma znaczenia in vivo. FTaza i GGT-
aza Il moga najpierw wigzac¢ substrat izoprenoidowy,
a pozniej biatkowy, lub odwrotnie, chociaz ta pierw-
sza kolejnosé jest preferowana. Uwalnianie produktu
przez enzym zachodzi w wyniku zwigzania kolejnej
czasteczki izoprenoidu ijest etapem ograniczajagcym
szybkos¢ reakcji. Przy matym stezeniu substratu izo-
prenoidowego, produkt (izoprenylowane biatko) po-
zostaje zwigzany z enzymem przez diuzszy czas.
FTaza i GGTaza | zawierajg w swojej czgsteczce po
jednym jonie Zn2+ ktory jest niezbedny do wigzania
substratu biatkowego (prawdopodobnie tgczy sie z
grupa -SH cysteiny). Zastgpienie jonu cynkowego
jonem Cd2+zmniejsza swoisto$¢ enzymu w stosunku
do substratu izoprenoidowego. Oba enzymy wyma-
gaja tez dla swojej aktywnosci milimolarnych stezen
jondw Mg2+ ktére, jak sie wydaje, utatwiajg wigza-
nie ujemnie natadowanej grupy pirofosforanowej
wchodzacej w sktad FPP lub GGPP [7-13].
Izoprenylacja biatek przez FTaze lub GGTaze |
jest pierwszym z szeregu trzech nastepujgcych po so-
bie etapéw modyfikacji potranslacyjnej. Po izopre-
nylacji, koncowe trzy aminokwasy (AAX) sa
odtgczane przez specyficzng endoproteaze (Rcel).
Nastepnie grupa karboksylowa znajdujgcej sie obec-
nie na C-koncu taincucha cysteiny jest metylowana
przez metylotransferaze prenylocysteinowg wyste-
pujaca w retikulum endoplazmatycznym i wykorzy-
stujgcg S-adenozylometionine jako donor grup mety-
lowych. Warunkiem metylacji jest uprzednia izopre-
nylacja reszty cysteiny; biatka nieizoprenylowane
nie podlegajg metylacji. Metylacja dodatkowo zwie-
ksza lipofilno$¢ czasteczki, ktora w tej postaci nie
zawiera natadowanej grupy karboksylowej. Dotyczy
to zwilaszcza biatek farnezylowanych, o krotszym
tancuchu izoprenoidowym i mniejszej lipofilnosci.
Biatka geranylogeranylowane charakteryzujg sie
wiekszg lipofilnoscig, a metylacja zmienia ich roz-
puszczalno$¢ w niewielkim stopniu [s, 14].Wedtug
obecnego stanu wiedzy, izoprenylacja biatek jest
procesem nieodwracalnym. Nie sg znane enzymy
odtgczajgce reszty izoprenoidowe, natomiast w cza-
sie proteolizy izoprenylowanych biatek farnezol i

POSTEPY BIOCHEMII 50(4), 2004



geranylogeraniol sg uwalniane i moga by¢ ponownie
wykorzystywane po uprzedniej fosforylacji. Reakcja
metylacji jest odwracalna, gdyz istnieje metyloeste-
raza zdolna do odigczania od izoprenylowanych
biatek grupy -CH 3. Wskazuje to, ze metylacja izo-
prenylowanych biatek moze w sposéb odwracalny
modyfikowac ich funkcje i ze stopien metylacji tych
biatek moze podlega¢ regulacji [s, 14].

Geranylogeranylotransferaza Il (GGTaza Il) rézni
sie od omowionych wyzej enzyméw. Sktada sie ona z
podjednostek a i P o masach czgsteczkowych odpo-
wiednio 60 i 38 kDa. Ponadto, enzym wspotpracuje z
biatkiem eskortujacym REP (ang. Rab escortprote-
in), ktére wigze biatka Rab — jedyne znane substraty
biatkowe GGTazy Il. Zwigzanie biatka Rab z
biatkiem REP jest niezbedne dla izoprenylacji biatka
Rab przez GGTaze Il, dlatego biatko REP uwazane
jest niekiedy za trzecig podjednostke enzymu. Po-
dobnie do FTazy i GGTazy I, GGTaza Il jest aktywo-
wana przez milimolarne stezeniajondw Mg2+ ale w
odrdznieniu od nich jest hamowana przez jony Zn2+
GGTaza Il katalizuje reakcje geranylogeranylacji
biatek konczacych sie sekwencjg— CC lub — CXC
(C — cysteina, X — dowolny aminokwas), dziata
ona tez na syntetyczne peptydy zawierajace sekwen-
cje -CCX, -CCXX, -CCXXX lub -CXXX. Niezale-
znie od tego, czy biatko konczy sie sekwencjg-CC
czy-CXC, obie reszty cysteiny sageranylogeranylo-
wane. Nastepnie, w przypadku, gdy biatko zawiera
sekwencje -CXC, grupa karboksylowa C-kofAcowej
reszty cysteiny ulega metylacji. Natomiast biatka ko-
riczace sie sekwencjg -CC nie podlegajg metylacji
[11].

Niewiele wiadomo na temat regulacji aktywnosci
poszczegdlnych prenylotransferaz. Wykazano, ze in-
sulina zwieksza aktywno$¢ wszystkich trzech preny-
lotransferaz, prawdopodobnie w wyniku ich fosfory-
lacji [15, 16]. W komdrkach tucznych aktywnos$¢
FTazy wzrasta w wyniku zwigzania antygenu z prze-
ciwciatem IgE [17]. Wskazuje to na znaczenie FTazy
w degranulacji mastocytow.

IV. Biatka ulegajace izoprenylacji i ich
znaczenie biologiczne

IV-1. Ogo6lna charakterystyka matych biatek
wigzacych GTP

Najwiecej badan poSwiecono izoprenylacji
matych (20-25 kDa), monomerycznych biatek G
wigzacych GTP. W4rdéd biatek tych wyr6znia sie 5
grup: Ras, Rho, Rab, Sarl/Arf i Ran (dwie ostatnie
grupy nie ulegajg izoprenylacji). Biatka te biorg
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udziat w wewnatrzkomérkowym przekazywaniu in-
formacji. Wystepujg one w dwoch postaciach: nieak-
tywnej zwigzanej z GDP i aktywnej zwigzanej z
GTP. Oddysocjowanie GDP umozliwia wigzanie
GTP, co zmienia konformacje biatka powodujac jego
aktywacje i oddziatywanie z biatkiem efektorowym.
Dzieki wtasnej aktywno$ci GTP-azowej, zwigzana
czagsteczka GTP jest przeksztatcana w GDP i biatko
staje sie nieaktywne. Biatka te ulegajg wiec cy-
klicznym przeksztatceniom formy nieaktywnej w ak-
tywng i odwrotnie (Ryc. 2). Etapem decydujgcym o

Biatko \—GTP
GDP aktywne

@)
@

@)

nieaktywne /-~—GDP ~p

Ryc. 2. Regulacja aktywnosci matych biatek G.

szybkosci tych przemian jest odtgczenie GDP, sty-
mulowane przez biatka GEP (ang. guanosine nucleo-
tide exchange protein), swoiste dla poszczegdlnych
biatek G. Aktywno$¢ GEP jest regulowana przez
proksymalne w stosunku do biatek G etapy kaskady
przekazywania informacji, np. czynniki wzrostowe.
W przypadku biatek Rho i Rab, reakcja odtgczania
GDP jest hamowana przez biatka GDI (ang. GDP
dissociation inhibitor). W wypadku biatek Ras reak-
cja wymiany GDP na GTP jest regulowana
wytgcznie przez GEP, gdyz brak jest biatek GDI
swoistych dla biatek Ras. Aktywnos$¢ GTP-azowa
matych biatek G jest rowniez regulowana przez tzw.
biatka GAP (ang. GTPase activating protein). Regu-
lacja aktywnos$ci GEP, GDI i GAP zapewnia odpo-
wiednig proporcje formy aktywnej biatka G (zwigza-
nej z GTP) do formy nieaktywnej (zwigzanej z GDP)
[18].

1V-2. Biatka Ras

Biatka Ras sg farnezylowane przez FTaze. Regu-
lujg one procesy wzrostu i r6znicowania komarek.
Biatka Ras pobudzajg kinazy biatkowe aktywowane
mitogenami (MAPK) i uruchamiaja kaskade sy-
gnatowa prowadzacg do proliferacji komorek. U ssa-
kéw wystepuja cztery biatka Ras: H-Ras, K-Ras4A,
K-Ras4B i N-Ras. Biatko K-Ras4B sktada sie ze 189
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aminokwasow, wszystkie pozostate zawierajg 188
aminokwasoéw. Wszystkie biatka Ras wykazujg
okoto 90% homologie sekwencji aminokwasowej.
Sgq one kodowane przez trzy geny: H-Ras, K-Ras i
N-Ras, w wyniku alternatywnego sktadania mRNA
gen K-Ras koduje dwa biatka: K-Ras4A i K-Ras4B
(tego ostatniego jest w komdrkach 10-20 razy wie-
cej). Biatka H-Ras i N-Ras oprécz farnezylacji pod-
legajg tez palmitylacji. Reszta kwasu palmitynowe-
go przytaczana jest do grupy -SH reszty cysteiny
znajdujacej sie w poblizu sekwencji -CAAX, co do-
datkowo zwieksza stopien lipofilnosci biatka. Biatko
K-Ras4B nie podlega palmitylacji, ale zawiera re-
gion o tadunku dodatnim (bogaty w lizyne), ktéry od-
dzialywujac z ujemnie natadowanymi grupami fos-
foranowymi fosfolipidéw utatwia wigzanie z btong
komorkowg. Wydaje sie, ze w warunkach fizjolo-
gicznych najwieksze znaczenie ma biatko K-Ras4B;
nokaut genu K-Ras powoduje obumieranie zarodkéw
myszy, natomiast zwierzeta z nokautowanym genem
H-Ras lub N-Ras majg prawidtowy fenotyp. Po-
szczegOlne biatka Ras majg czesSciowo rozne funk-
cje, np. aktywne biatko H-Ras zwieksza wytwarza-
nie reaktywnych form tlenu przez aktywacje oksyda-
zy NAD(P)H syntetyzujgcej anionorodnik ponad-
tlenkowy (02), natomiast K-Ras4B wzmaga mecha-
nizmy antyoksydacyjne zwiekszajgc ekspresje mito-
chondrialnej dysmutazy ponadtlenkowej [14, 18,
19].

Geny kodujace biatka Ras sg protoonkogenami.
Mutacje tych genéw zmniejszajgce aktywno$¢ GT-
Pazowg biatek Ras powodujg transformacje nowo-
tworowg, gdyz nieprawidtowe biatka pozostajg
dtuzej w postaci aktywnej (zwigzanej z GTP) i stale
stymulujg proces proliferacji komorek niezaleznie
od sygnatow kontrolujgcych ich aktywno$¢. Mutacje
gendw Ras wystepujg w ok. 30% przypadkéw nowo-
tworéw ztosliwych u cztowieka. Najczesciej sg to
mutacje genu K-Ras obserwowane w 40-50% przy-
padkéw nowotwordw ptuc ijelita grubego i w ok.
90% przypadkow raka trzustki. Mutacje genu H-Ras
spotykane sg gtdwnie w raku pecherza moczowego, a
genu N-Ras w ostrych biataczkach szpikowych i lim-
fatycznych [19].

1V-3. Biatka Rho

Biatka Rho, ktére saggeranylogeranylowane przez
GGTaze I, regulujg organizacje cytoszkieletu akty-
nowego. Biorg one udziat w takich procesach jak
agregacja ptytek, adhezja leukocytéw do srédbtonka,
fagocytoza, pinocytoza, degranulacja komdrek tucz-
nych, skurcz mieéni gtadkich. Aktywne biatka Rho
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stymulujg specyficzng kinaze serynowo-treoninowg
(kinaze Rho), ktéra fosforyluje iunieczynnia fosfata-
ze tancuchow lekkich miozyny. Prowadzi to do ich
nadmiernej fosforylacji i zwiekszonej kurczliwosci
miesni gtadkich naczyn. Zahamowanie geranyloge-
ranylacji biatek Rho lub blokowanie kinazy Rho pro-
wadzi do rozszerzenia naczyn i spadku ci$nienia tet-
niczego w niektérych doswiadczalnych modelach
nadci$nienia. Innym dziataniem biatek Rho jest de-
stabilizacja mMRNA $rédbtonkowej syntazy tlenku
azotu, co prowadzi do zmniejszonego wydzielania
tego mediatora przez komoérki $rodbtonka. Jednym z
rodzajow biatek Rho sg biatka Rac. Geranylogerany-
lowane biatka Rac regulujg aktywno$¢ oksydazy
NAD(P)H w leukocytach syntetyzujgcej anion po-
nadtlenkowy niezbedny do niszczenia fagocytowa-
nych bakterii. Enzym ten sklada sie z podjednostek
gp91phox (Nox2) i p22phox znajdujgcych sie w btonie
komdrkowej oraz podjednostek p47phox i p67PX
znajdujacych sie w cytosolu. Geranylogeranylacja
biatka Rac2 umozliwia jego wigzanie z podjednost-
kami p47phoxi p67phoxi ich transport do btony komér-
kowej, gdzie tgczg sie one z pozostatymi podjednost-
kami tworzac aktywny multimer (Ryc. 3). Badania

GTP /
GGTazal / I
DDOD e

Ryc. 3. Mechanizm aktywacji oksydazy NAD(P)H.

ostatnich lat wskazujg, ze podobny enzym znajduje
sie w komorkach $rodbtonka oraz innych komarkach
$ciany naczynia. Oksydaza NAD(P)H jest gtéwnym
zrédtem 0 2w naczyniach krwionosnych. Nadmier-
na aktywnos$¢ tego enzymu prowadzi do stresu oksy-
dacyjnego i unieczynniania przez anion ponadtlen-
kowy tlenku azotu. Uwaza sie, ze zwiekszona aktyw-
no$¢ oksydazy NAD(P)H moze by¢ przyczyng nie-
doboru NO prowadzacego do nadcis$nienia tetnicze-
go i miazdzycy [18].

1V-4. Biatka Rab

Biatka Rab wystepujgce w liczbie ok. 60-ciu sg
geranylogeranylowane przez GGTaze Il i stanowig
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najliczniejsza grupe prenylowanych biatek u ssakéw
[20]. Aktywne biatka Rab regulujg wewnatrzkomor-
kowy transport pecherzykéw, biorgc udziat w takich
procesach jak egzo- i endocytoza. Poszczegodlne
biatka Rab sg zlokalizowane w btonach okreslonych
organelli komorkowych iregulujg specyficzne etapy
transportu. Geranylogeranylacja biatek Rab zwigza-
nych z GDI i REP ma miejsce w cytosolu. lzopreny-
lowane biatko jest transportowane do bton plazma-
tycznych, gdzie oddziatywuje z biatkiem GDF (ang.
GDI displacement factor). Powoduje to odtgczenie
GDI a nastepnie GDP oraz aktywacje biatka przez
zwigzanie z GTP. Uwalniane jest réwniez biatko
REP, ktére powraca do cytosolu gdzie moze uczest-
niczy¢ w prenylacji kolejnego biatka Rab [18, 20,
21].

W melanosomach (zbiorniki melaniny w melano-
cytach) znajduje sie biatko Rab27a, ktore bierze
udziat w ich transporcie do wypustek melanocytow.
Mutacja genu kodujacego biatko REP1 znajdujacego
sie w chromosomie X, upo$ledzajgca geranylogera-
nylacje biatka Rab27a, jest przyczyng choroideremii
— choroby dziedziczonej w spos6b sprzezony z
ptcig, charakteryzujacej sie postepujgcym zwyrod-
nieniem nabtonka barwnikowego siatkdwki i fotore-
ceptoréow (te warstwy siatkéwki zawierajg duzo
biatka Rab27a). Pierwsze objawy (zanik widzenia
obwodowego i $lepota nocna) pojawiajg sie w dru-
giej lub trzeciej dekadzie zycia, a po 20-30 latach od
rozpoczecia choroby dochodzi do catkowitej Slepoty.
Choroideremia jest przyczyng ok. 4% przypadkow
utraty wzroku u oséb dorostych. Limfoblasty pacjen-
téw z choroideremia zawierajg zwiekszong ilos¢ nie-
prenylowanego biatka Rab27a. Mutacja genu pod-
jednostki a GGTazy Il powoduje wystgpienie obja-
wow zespotu Hermansky’ego-Pudlaka, z dysfunkcjg
melanosomow, ciatek gestych w ptytkach krwi i lizo-
somOw. Choroba manifestuje sie hipopigmentacjg
(czesciowy albinizm) wynikajagcg z zaburzonego
transportu melanosomdw a takze przedtuzajgcymi
sie krwawieniami oraz nagromadzeniem z6ttobrazo-
wego barwnika, ceroidu, w lizosomach [20-22]. Mu-
tacja genu samego biatka Rab27a powoduje hipopig-
mentacje i uposledzenie odpornos$ci wynikajace z za-
burzen wydzielania ziarnistosci przez limfocyty cy-
totoksyczne (zesp6t Griscelliego typu 2). Zespét Gri-
scelliego typu 1 jest zwigzany z mutacjg genu miozy-
ny Va, ktérajest biatkiem efektorowym dla Rab27a i
rowniez bierze udzial w transporcie melanosoméw.
Ta posta¢ zespotu takze charakteryzuje sie czescio-
wym albinizmem, nie ma tutaj jednak upoS$ledzenia
odpornosci komérkowej, natomiast wystepujg zabu-
rzenia neurologiczne. R6znice miedzy obydwoma
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postaciami zespotu Griscelliego ttumaczone sg tym,
ze w limfocytach wystepuje biatko Rab27a, ale brak
jest miozyny Va, natomiast w komérkach nerwo-
wych wystepuje miozyna Va, ale nie ma biatka Ra-
b27a. W melanocytach obecne sg oba te biatka, dlate-
go zaburzenia barwnikowe towarzyszg obydwu ze-
spotom. W zespole Griscelliego nie wystepujg zabu-
rzenia widzenia. Moze by¢ to zwigzane z faktem, ze
pacjenci ci umierajg z powodu uposledzonej odpor-
nosci zanim rozwing sie zmiany zwyrodnieniowe
siatkbwki. Nie mozna tez wykluczy¢, ze objawy cho-
roideremii zalezg nie tylko od uposledzonej gerany-
logeranylacji Rab27a, ale i innych biatek, ktérych
prenylacja wymaga REP1. Z kolei w choroideremii
nie ma zaburzen odpornosci ani albinizmu, gdyz brak
aktywnego REP1 w limfocytach i melanocytach jest
kompensowany przez homologiczne biatko REP2.
Zastanawiajacy jest fakt, ze we wszystkich wymie-
nionych chorobach wystepujg objawy zwigzane
przede wszystkim z uposledzong geranylogeranyla-
cjgRab27a. Ostatnio wykazano, ze biatko to charak-
teryzuje sie wyjatkowo niska aktywnoscig GTPa-
zowga wséréd biatek Rab. Poniewaz REP wigzg sie
wytacznie z nieaktywnymi, zwigzanymi z GDP
biatkami Rab, moze by¢ to przyczyng wyjatkowej
wrazliwosci Rab27a na zaburzenia izoprenylacji
[23]. Kolejnym przyktadem zaburzenia funkcji
biatek Rab jest niedobdr biatka Rab7 powodujacy
neuropatie Charcot-Marie-Tooth typu 2B, obja-
wiajgcq sie postepujacym ostabieniem izanikiem dy-
stalnych mies$ni konczyn oraz owrzodzeniami tro-
ficznymi. W odréznieniu od Rab27a, biatko Rab7
wystepuje we wszystkich komdrkach i reguluje
transport miedzy wczesnymi i p6Znymi endosomami
[24].

U ssakdéw wystepujg trzy biatka GDI: a, piy, z
ktorych GDla znajduje sie wytgcznie w osrodko-
wym uktadzie nerwowym. Mutacja genu GDla znaj-
dujgcego sie w chromosomie X zaburza izoprenyla-
cje biatka Rab3a uczestniczacego w wydzielaniu
neuromediatoréw ijest przyczyng tagodnego niedo-
rozwoju umystowego sprzezonego z picig [21, 24].

IV-5. Inne biatka ulegajgce izoprenylacji

Mate biatka G nie sg jedynymi biatkami ule-
gajacymi izoprenylacji. Kolejnym przyktadem tego
rodzaju biatek sg laminy jadrowe. Lamina A jest
biatkiem filamentéw posrednich jadra, ktore w cza-
sie mitozy depolimeryzuje i przemieszcza sie do
cytosolu. Prekursor tego biatka, prelamina A, ulega
farnezylacji i metylacji, co utatwia jego wigzanie z
btongjagdrowga. Nastepnie dochodzi do odciecia piet-

321



nastu C-koncowych aminokwaséw (w tym prenylo-
wanej i metylowanej reszty cysteiny) przez endopro-
teaze i powstaje lamina A. Dojrzata lamina A nie za-
wiera wiec reszty farnezylowej; farnezylacja prola-
miny A ufatwia jedynie wigzanie tego biatka z btong
jadrowg ijego dalszg obrobke. Natomiast lamina B
znajduje sie w btonie jadrowej i pozostaje z nig Scisle
zwigzana takze w czasie mitozy za posrednictwem
swoistego receptora (LBR — ang. lamin binding re-
ceptor). Farnezylacja laminy B zwieksza jej powino-
wactwo do LBR [18].

Farnezylacji podlega tez kilka biatek biorgcych
udziat w procesach widzenia. Transducyna jestjedy-
nym trimerycznym biatkiem G, ktérego podjednost-
kay ulega farnezylacji (inne trimeryczne biatka G sg
geranylogeranylowane). W nieaktywnej postaci
transducyna wystepuje jako trimer ztozony z trzech
podjednostek: a, P iy; podjednostka a jest zwigzana
z GDR Dziatanie Swiatta na rodopsyne zawierajaca
cfs-retinal powoduje jego izomeryzacje do formy
trans — jest to tzw. metarodopsyna 2, ktéra aktywuje
reakcje wymiany GDP na GTP w czgsteczce transdu-
cyny. Podjednostka ot transducyny zwigzana z GTP
odtacza sie od podjednostek p iy, adimer py aktywu-
je fosfodiesteraze rozktadajagcg cGMP. Spadek steze-
nia cGMP powoduje zamkniecie kanatow sodowych,
hiperpolaryzacje btony komérkowej i pobudzenie
neuronu wzrokowego. Farnezylacja podjednostki y
transducyny jest niezbedna do wigzania podjednost-
ki a. Zastgpienie reszty cysteiny aminokwasem nie
zawierajacym grupy -SH, ktéry nie moze ulegaé izo-
prenylacji, znosi aktywnos$¢ biologicznagtranducyny.
Aktywna postaé rodopsyny, metarodopsyna 2, jest
unieczynniana w wyniku dysocjacji na opsyne i
trans-retinal lub jest fosforylowana przez kinaze ro-
dopsyny. Kinaza rodopsyny jest biatkiem farnezylo-
wanym; farnezylowany enzym wigze sie z btong ko-
maérkowa pod wptywem $wiatta i moze fosforylowaé
rodopsyne. Zablokowanie farnezylacji kinazy rodop-
synowej uniemozliwia jej wigzanie z btonami i tym
samym hamuje reakcje z rodopsyng. Modyfikacja se-
kwencji aminokwasowej kinazy rodopsyny spra-
wiajgca, ze biatko to ulega geranylogeranylacji a nie
farnezylacji powoduje, ze kinaza jest stale zwigzana
z btong nawet przy braku $wiatta. Fosfodiesteraza
rozktadajagca cGMP w komdrkach siatkowki rdwniez
jest biatkiem izoprenylowanym; jedna z jej podjed-
nostek ulega farnezylacji a druga jest geranylogera-
nylowana [18].

Kolejnym przykiadem biatka farnezylowanego
jest kinaza fosforylazy glikogenowej aktywujgca
proces glikogenolizy i uwalnianie glukozy w mie-
$niach szkieletowych. Co ciekawe, prenylowana
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reszta cysteiny tego enzymu nie podlega metylacji
[18].

Heterotrimeryczne biatka G bton komdérkowych
biorg udziat w przekazywaniu sygnatu z receptoréw
btonowych do enzyméw syntetyzujacych wtérne
przekazniki (cyklaza adenylowa, fosfolipaza C).
Biatka te sktadajg sie z podjednostek a, piy. W po-
staci nieaktywnej zwigzanej z GDP wystepujg jako
trimer. Wymiana GDP na GTP powoduje odtgczenie
podjednostki ot i aktywacje efektorowych szlakow
sygnatowych. Geranylogeranylacja podjednostki y
jest niezbedna do jej wigzania z podjednostkg a [18].

V. Farmakologiczna regulacja izoprenylacji
biatek

Poniewaz wiele prenylowanych biatek ma swdj
udziat w patogenezie réznych jednostek chorobo-
wych, hamowanie izoprenylacji kryje w sobie wielki
potencjat terapeutyczny. Istniejg dwa mozliwe spo-
soby wptywania na izoprenylacje biatek:

1) bezposrednie hamowanie aktywnos$ci pre-
nylotransferaz

») hamowanie syntezy izoprenoidow

Pierwszy kierunek dotyczy gtéwnie badan nad
swoistymi inhibitorami farnezylotransferazy ha-
mujacymi farnezylacje biatek Ras, ktére mogtyby
znalez¢ zastosowanie w leczeniu chor6b nowotworo-
wych. Jakkolwiek inhibitory GGTazy | mogtyby
mie¢ potencjalne znaczenie w leczeniu choréb
uktadu krazenia ze wzgledu na role biatek Rho w re-
gulacji aktywnosci oksydazy NAD(P)H, wydziela-
nia NO czy kurczliwo$ci mieéni gtadkich, istnieje ry-
zyko ewentualnych dziatar niepozadanych tych inhi-
bitoré6w w zwigzku z ré6znymi funkcjami biatek Rho
w procesach fizjologicznych. Dlatego uwaza sie, ze
wieksze znaczenie moze mie¢ bardziej swoiste ha-
mowanie szlakow sygnatowych zaleznych od biatek
Rho (np. inhibitory kinazy Rho) [25].

Sposrod stosowanych obecnie lekdw, synteze izo-
prenoidéw hamujg inhibitory reduktazy 3-hydroksy
3-metyloglutarylokoenzymu A (statyny) oraz niekto-
re ze stosowanych w leczeniu osteoporozy bisfosfo-
nianéw, bedacych inhibitorami syntazy difosforanu
farnezylu. Nalezy zaznaczy¢, ze oba podejscia (ha-
mowanie syntezy izoprenoidéw i hamowanie aktyw-
nosci prenylotransferaz) nie sg w petni rGwnowazne.
Na przyktad, statyny zmniejszajg stezenie wszyst-
kich pochodnych kwasu mewalonowego, w tym doli-
cholu iubichinonu, natomiast inhibitory FTazy moga
zwiekszac¢ stezenie substratu, difosforanu farnezylu,
ktory jest w zwiekszonej ilosci przeksztatcany w
inne izoprenoidy. Ponadto uwalniany z niego farne-
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zol wptywa na procesy niezwigzane z izoprenylacja,
np. aktywuje receptory jadrowe FXR (ang.farnesoid
X-receptor) oraz blokuje kanaty wapniowe [26].

V1. Inhibitory farnezylotransferazy (FTI)

Udziat biatek Ras w regulacji proliferacji idojrze-
wania komdrek oraz obecno$¢ nieprawidtowych
biatek Ras w komdrkach wielu nowotworéw ztos$li-
wych nasungt przypuszczenie, ze hamowanie aktyw-
nosci tych biatek mogtoby znalezé zastosowanie w
leczeniu nowotworéw. Zahamowanie farnezylacji
biatek Ras uniemozliwia ich taczenie z btonami pla-
zmatycznymi i oddziatywanie z biatkami efektoro-
wymi oraz hamuje procesy nowotworzenia. Ponadto,
pod wptywem tych inhibitorow wzrasta pula niefar-
nezylowanych biatek Ras, ktére mogg wigzac sie z
biatkami efektorowymi, ale nie majg aktywnosci
biologicznej; zachowujg sie wiec jak kompetycyjne
inhibitory aktywnych, farnezylowanych biatek Ras
[19, 27]. Znane sg obecnie cztery grupy inhibitorow
farnezylotransferazy. Pierwsza z nich to zwigzki
bedace analogami difosforanu farnezylu jak manu-
mycyna i L-704272. Druga grupe stanowig proste
peptydy blokujace miejsce wigzace sekwencje
CAAX czasteczki enzymu (inhibitory peptydomime-
tyczne). Czesto sg one stosowane jako proleki, w kté-
rych C-kohAcowa grupa karboksylowa jest metylowa-
na lub wystepuje w postaci laktonu. Przenikajg one
przez btony komdrkowe tatwiej niz zwigzki zawiera-
jace zjonizowang grupe -COO~, a wewnatrz komé-
rek ulegajg hydrolizie do zwigzkéw aktywnych pod
wptywem esteraz. Modyfikacja tancuchéw bocz-
nych aminokwaséw Aj i A: moze zwieksza¢ zdol-
no$¢ hamowania FTazy oraz zmniejsza¢ wrazliwos¢
peptydu na proteolize. Niektore zwigzki tej grupy za-
wierajg zamiast dwoch Srodkowych reszt aminokwa-
sowych inne zwigzki organiczne (np. pochodna ben-
zodiazepinowa w inhibitorze BZA-5B). Trzecia gru-
pa inhibitoré6w FTazy np. BM S-186511, to tzw. inhi-
bitory dwusubstratowe — potgczenia difosforanu
farnezylu i pochodnej peptydu CAAX blokujace
miejsca wigzania obu substratow. Ostatnia grupa to
zwigzki nie wykazujgce podobienstwa strukturalne-
go do zadnego z substratow FTazy, bedace pochod-
nymi trojpierscieniowych lekéw przeciwhistamino-
wych, np. SCH44342. In vitro hamujg one izolowang
FTaze w wiekszych stezeniach niz inne inhibitory,
ale ze wzgledu na tatwiejsze przenikanie przez btony
komérkowe oraz opornos$¢ na proteolize mogg by¢
bardziej skuteczne in vivo [27-29].

Wazng cechg inhibitorow FTazy jest ich swoisto$¢
w stosunku do tego enzymu. Uwaza sig, ze zwigzki,
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ktore dziatajg rowniez na GGTaze | moga mie¢ wie-
cej dziatan toksycznych ze wzgledu na geranylogera-
nylacje wielu biatek o istotnym znaczeniu fizjolo-
gicznym. Wiekszo$¢ badanych obecnie inhibitorow
hamuje FTaze w preparatach bezkomdrkowych w
stezeniach nanomolarnych, natomiast w hodowlach
komdrkowych konieczne jest stosowanie okoto
1000-krotnie wiekszych stezen. In vitro, inhibitory
FTazy hamujg proliferacje komérek transformowa-
nych onkogenami Ras oraz komdrek wyizolowanych
z ludzkich nowotwordw zawierajagcych zmutowane
biatka Ras. Nie dziatajg one na komérki transformo-
wane innymi onkogenami ani na komorki transfor-
mowane genami Ras zmodyfikowanymi w ten spo-
séb, aby powstajace biatka byty geranylogeranylo-
wane a nie farnezylowane [27-29].

Pierwsze badania in vivo wykonano na myszach
transgenicznych, ktérym wszczepiano onkogen
H-Ras. U zwierzat tych dochodzi do spontanicznego
rozwoju nowotworéw, przede wszystkim $linianek i
gruczotu sutkowego. Podawanie inhibitoréw FTazy
skutecznie hamuje rozwd6j tych nowotworéw. Nato-
miast podawanie FTI zwierzetom, u ktérych juz
doszto do powstania guza, powoduje zahamowanie
jego wzrostu i zmniejszenie masy nowotworu [19,
27, 29]. Inne modele doswiadczalne, w ktérych wy-
kazano skuteczno$é FTI to myszy, ktérym wszcze-
piano fibroblasty transformowane onkogenem
H-Ras lub komdrki wyizolowane z nowotworow
ludzkich  zawierajgcych onkogen H-Ras. W
nowotworach uwarunkowanych onkogenami K-Ras
lub N-Ras inhibitory FTazy wykazujg mniejszg sku-
teczno$¢. Moze to wynikaé z faktu, ze biatka te za-
wierajagce na C-koncu metionine zamiast seryny
majg mniejsze powinowactwo do FTazy niz H-Ras, a
wiec zahamowanie ich farnezylacji wymaga wiek-
szych stezen inhibitora. Ponadto, biatko K-Ras4B
moze byé zarowno farnezylowane jak i geranyloge-
ranylowane. W warunkach prawidtowych zachodzi
tylko ta pierwsza reakcja, jednak po zastosowaniu
FTI dochodzi do geranylogeranylacji biatka
K-Ras4B, tym bardziej, ze niewykorzystany w reak-
cjach farnezylacji difosforan farnezylu jest w wiek-
szym stopniu przeksztatcany w difosforan geranylo-
geranylu. Geranylogeranylowane biatko K-Ras4B
wykazuje identyczng aktywnos$¢ jak biatko farnezy-
lowane, co moze istotnie ograniczaé¢ skutecznos$¢ in-
hibitorow FTazy w tych przypadkach. Nalezy pod-
kresli¢, ze w ludzkich nowotworach mutacje K-Ras i
N-Ras wystepujg znacznie czeSciej niz mutacje
H-Ras [30-33].

Z drugiej strony, inhibitory FTazy dziatajg niekie-
dy na nowotwory zawierajace prawidtowe biatka
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Ras. Moze by¢ to spowodowane dwoma przyczyna-
mi. Po pierwsze, w niektorych przypadkach nadmier-
na proliferacja komaérek jest zalezna od biatek Ras
mimo, ze sga one prawidtlowe. Dzieje sie tak wow-
czas, gdy przyczyng nowotworu sg zaburzenia szla-
kéw sygnatowych powodujgcych nadmierng aktywa-
cje biatek Ras. Np. w wielu przypadkach raka gru-
czotu sutkowego zwiekszonajest ekspresja receptora
nabtonkowego czynnika wzrostu (EGF), ktéry po-
woduje aktywacje biatek Ras i nadmierng prolifera-
cje komorek. Zahamowanie farnezylacji biatek Ras
przerywa ten szlak sygnatowy. Neurofibromina Ijest
inhibitorem biatek Ras (zwieksza ich aktywnos$é
GTPazowg przyspieszajgc inaktywacje). Mutacja
genu neurofibrominy | jest przyczyna nerwia-
kowtokniakowatosci (choroby Recklinghausena).
Inhibitory FTazy moga hamowaé proliferacje komo-
rek zawierajgcych zmutowany gen neurofibrominy
zmniejszajgc farnezylacje biatek Ras i zapobiegajgc
w ten sposob ich aktywacji. Ponadto, FTI mogg ha-
mowac proliferacje komorek blokujgc farnezylacje
biatek innych niz Ras. W wielu przypadkach aktyw-
ne biatka Ras dziatajg poprzez biatko RhoB, ktore
moze byé zaré6wno farnezylowane jak i geranyloge-
ranylowane. O ile farnezylowane biatko RhoB nasila
proliferacje, to jego posta¢ geranylogeranylowana
dziata przeciwstawnie. Zahamowanie FTazy nasila
geranylogeranylacje biatka RhoB, co ma dziatanie
antyproliferacyjne. Innym biatkiem, ktére podlega
farnezylacji jest biatko Rheb (ang. Ras homologue
enriched in brain). W postaci niefarnezylowanej
wigze ono biatka Ras w cytosolu zapobiegajgc ich
transportowi do btony komdérkowej, dlatego zahamo-
wanie farnezylacji Rheb ma dziatanie antyprolifera-
cyjne. Inne biatka podlegajgce farnezylacji to dwie
fosfatazy tyrozynowe: PTP/CAAX1 i PTP/CAAX?2.
Funkcja tych enzyméw nie jest znana, ale wiadomo,
ze ich ekspresja wzrasta w proliferujgcych komor-
kach. Farnezylacji ulega tez 5-fosfataza trifosforanu
inozytolu, ktdéra odigcza reszte fosforanowag od
1,4,5-trifosforanu  inozytolu  (1,4,5-1P3) prze-
ksztatcajgc  go do 1,4-difosforanu  inozytolu
(1,4-1P2); dziata tez na 1,3,4,5-1P4, w wyniku czego
powstaje 1,3,4-1P3. 1,4,5-1Ps zwieksza uwalnianie
wapnia z magazyndw wewngatrzkomdrkowych, nato-
miast 1,3,4,5-1P. zwieksza powinowactwo biatek
GAP do wapnia. Zahamowanie farnezylacji 5-fosfat-
azy zmniejszajej aktywnos$é, w wyniku czego wzra-
sta stezenie 1,4,5-1Ps i 1,3,4,5-1P4. Moze to prowa-
dzi¢ do zwiekszenia zaleznej od wapnia aktywnosci
GAP, wzrostu aktywnos$ci GTPazowej biatek Ras i
przyspieszac ich inaktywacje. Ponadto farnezylacji
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ulega ok. 20 innych biatek, ktérych funkcja nie zo-
stata dotychczas poznana [28-33].

Wzrost guza zalezy od proliferacji nowych na-
czyn krwionosnych. W procesie angiogenezy podsta-
wowg role odgrywa migracja i proliferacja komdrek
$rddbtonka naczyn. Wykazano, ze inhibitory FTazy,
np. A-170634, L-744, 832, TR006 hamujaten proces
in vitro iin vivo [34-36].

FTI dziatajg przede wszystkim cytostatycznie a
nie cytotoksycznie, dlatego po ich odstawieniu cze-
sto dochodzi do nawrotu choroby. Ponowne zastoso-
wanie FTI najczesciej okazuje sie skuteczne, chociaz
w nielicznych przypadkach opisano oporno$é¢ guza
na ich dziatanie. W hodowlach komorkowych stwier-
dzono, ze mniej wiecej jedna na 105 komorek staje
sie odporna na FTI. Mechanizm tej opornos$ci nie zo-
stat dotychczas wyjasniony. Moze ona wynika¢ z
mutacji genu FTazy, ktéra staje sie niewrazliwa na
dziatanie inhibitora, lub tez z wytwarzania enzymoéw
skuteczniej metabolizujgcych stosowany lek. Cho-
ciaz oporno$¢ komorek na dziatanie FTI jest zjawi-
skiem rzadkim, moze ona mie¢ istotne znaczenie w
wypadku duzych nowotworéw zawierajacych nawet
10, komérek [28, 37, 38].

Zaskakujaca cecha FTI, przynajmniej w bada-
niach na myszach, jest ich bardzo mata toksycznos¢.
U leczonych zwierzat nie stwierdzono praktycznie
zadnych objawéw ubocznych. Nie dochodzito u nich
do zahamowania fizjologicznej proliferacji komorek
np. szpiku kostnego czy nabtonka przewodu pokar-
mowego. Nie stwierdzono tez zmian histologicznych
w narzgdach, w ktérych nastepuje farnezylacja
biatek innych niz Ras, np. siatkdwce czy mig$niach
szkieletowych. Nalezy jednak podkres$li¢, ze wszyst-
kie dotychczasowe badania prowadzone byty przez
stosunkowo  krétki czas. Ewentualna dtugo-
terminowa toksyczno$é FTI pozostaje nadal kwestig
otwartg [30].

W ok. 20 dotychczasowych badaniach klinicz-
nych stosowano cztery inhibitory FTI: R 115777 i
BMS-214662 doustnie, oraz SCH6336 i L-778123
dozylnie. Ten ostatni zwigzek zostat wycofany z
préb  klinicznych, gdyz powodowal znaczne
wydtuzenie odstepu QT w EKG, co wigze sie z nie-
bezpieczenstwem groZznego dla zycia czestoskurczu
komorowego. Leki te badane byty u 0s6b z nowotwo-
rami jelita grubego, trzustki, gruczotu sutkowego,
biataczkami i glejakami. W wiekszosci z tych badan
uzyskiwano pewne efekty korzystne, chociaz nie tak
spektakularne jak w doswiadczeniach na zwierze-
tach. Nalezy jednak podkresli¢, ze wszystkie te pro-
by wykonywano w zaawansowanym stadium choro-
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by nowotworowej, u pacjentdw z bardzo ztym roko-
waniem, u ktérych zawiodty tradycyjne metody tera-
pii [31, 37-39].

VII. Bisfosfoniany a izoprenylacja biatek

Bisfosfoniany nalezg do podstawowych lekow
stosowanych w leczeniu osteoporozy. Hamujag one
zalezng od osteoklastow resorpcje tkanki kostnej,
zwiekszaja jej gestos¢ i wytrzymato$¢ mechaniczng
oraz zmniejszajg ryzyko ztaman. Bisfosfoniany sg
analogami difosforanéw, w ktérych mostek tlenowy
P-O-P zostat zastgpiony przez atom wegla (P-C-P),
do ktérego dodatkowo dotgczone sg boczne tancuchy
Ri i R2. W$rdd hisfosfonianéw wyréznia sie podgru-
pe zwigzkéw o wyjatkowo duzej aktywnos$ci zawie-
rajgcych grupe aminowag w jednym z tancuchéw
bocznych. Nalezg do nich bisfosfoniany najczesSciej
stosowane w terapii jak alendronian, rizedronian i
pamidronian. Dzieki budowie podobnej do difosfo-
ranéw, bisfosfoniany maja wysokie powinowactwo
do tkanki kostnej, a w zwigzku z obecnoscig wigza-
nia P-C-P zamiast P-O-P nie sg rozktadane przez zad-
ne enzymy. Aminobisfosfoniany sg inhibitorami syn-

Tabela 1.

Wiasciwosci prenylotransferaz biatkowych

geranylogeranylacje biatek Rho, a dodanie do $rodo-
wiska geranylogeraniolu hamuje ich efekt antyre-
sorpcyjny. Wykazano, ze rizedronian hamuje wbu-
dowywanie pochodnych znakowanego izotopowo
kwasu mewalonowego do biatek osteoklastéw oraz
ze aktywno$¢ antyresorpcyjna réznych aminobisfos-
fonianow koreluje ze stopniem zahamowania izopre-
nylacji biatek [40]. Chociaz aminobisfosfoniany ha-
muja tez farnezylacje biatek Ras, inhibitory farnezy-
lotransferazy nie wykazujg aktywnosci antyresorp-
cyjnej. Niestosowane obecnie u ludzi starsze amino-
bisfosfoniany, inkadronian i ibandronian, hamujg
rowniez syntaze skwalenu. Zmniejszajg w ten sposdb
synteze cholesterolu, ale nie wptywajg na synteze
niesterydowych izoprenoidow. Aktywnos$é antyre-
sorpcyjna tych zwigzkow jest mniejsza niz nowszych
aminobisfosfonianéw [40, 41].

W odréznieniu od aminobisfosfonian6w, bisfos-
foniany nie zawierajgce azotu w czasteczce jak eti-
dronian czy klodronian sg stabszymi inhibitorami de-
mineralizacji tkanki kostnej. Uwaza sie, ze mecha-
nizm ich dziatania polega na tym, ze sg wbudowywa-
ne zamiast difosforan6éw do czgsteczki ATP tworzac
pochodne, ktére nie ulegajg hydrolizie i dziatajg cy-

Prenylotransferazy CAAX

Typ
FTaza
Podjednostki 48 kDa (a)
46 kDa (P)
Wymaga obecnosci jonéw Zn2+, Mg2*
Substrat izoprenoidowy FPP(C,,HD

Substraty biatkowe Biatka Ras, podj. y transducyny, kinaza

fosforylazy glikogenowej, laminy jadrowe
C-koricowy motyw substratu -CAAX

biatkowego

tazy difosforanu farnezylu, w wyniku czego hamujg
powstawanie zaréwno cholesterolu jak i niesterydo-
wych izoprenoidow. Aminobisfosfoniany trudno
przenikaja przez btony komorkowe, ulegajg jednak
endocytozie przez osteoklasty atakze makrofagi. Po-
woduja one zmniejszenie aktywnosci osteoklastéw
w wyniku zmian struktury cytoszkieletu i zahamo-
wania wydzielania joné6w H+do przestrzeni pozako-
morkowej przez H+ATPaze, co jest pierwszym eta-
pem demineralizacji tkanki kostnej. W wiekszych
dawkach indukujg apoptoze osteoblastéw. W do-
Swiadczeniach in vitro aminobisfosfoniany hamujg
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GGTaza Rab (GGTaza 1)

GGTaza l

48 kDa (a) 60 kDa (a)

43 kDa (P) 38 kDa (P)

Zn2*, Mg2* Mg2*

GGPP (C2Hijj) GGPP (C2,I1,,)
Biatka Rho, podjedn. 7 trimcrycznych Biatka Rab
biatek G
-CAAX -CC, -CXC

totoksycznie. W wyniku tego dochodzi do spadku ak-
tywnosci H+ATPazy aktywnie transportujgcej pro-
tony do przestrzeni pozakomorkowej, aw wiekszych
stezeniach do nasilenia apoptozy [41-43].
Makrofagi, podobnie jak osteoklasty, podlegaja
apoptozie pod wptywem leczenia bisfosfonianami
[41]. Alendronian, ibandronian i pamidronian zwiek-
szajg aktywnos$¢ kaspazy 3 oraz stymulujg procesy
apoptozy w hodowli makrofagéw, natomiast klodro-
nian ietidronian nie wykazujg takiego dziatania [42],
Efekt ten koreluje z zahamowaniem izoprenylacji
biatek makrofagéw, a zapobiega mu geranylogera-
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niol ale nie farnezol, co wskazuje na decydujaca role
geranylogeranylacji biatek. Wykazano, ze bisfosfo-
niany zawierajagce azot hamowaty rozwdj doswiad-
czalnej miazdzycy u zwierzat. Moze to wynika¢ z ich
dziatania na makrofagi obecne w blaszce miazdzyco-
wej. Leczenie aminobisfosfonianami zmniejsza ilo$¢
makrofagéw i komdrek piankowatych (makrofagow
obtadowanych lipidami) w $cianach tetnic oraz wy-
chwytywanie utlenionych lipoprotein frakcji LDL
przez te komorki. Stwierdzono, ze bisfosfoniany
akumuluja sie w ludzkich tetnicach, a klodronian i
pamidronian zmniejszajg site skurczu naczynia w
odpowiedzi na bodZce a-adrenergiczne. Nieoczeki-
wany wptyw bisfosfoniano6w na metabolizm lipopro-
tein zostat dostrzezony po dwumiesiecznym dozyl-
nym podawaniu neridronianu kobietom po menopau-
zie. W ich surowicy wystgpit znaczgcy statystycznie
spadek stezenia cholesterolu LDL i apolipoproteiny
B (apoB) oraz wzrost cholesterolu HDL iapoA-I. Po-
dobne efekty stwierdzono u kobiet po menopauzie,
ktéorym podawano dozylnie wysokie dawki pamidro-
nianu lub alendronianu, co sugeruje efekt charakte-
rystyczny dla catej klasy lekéw. Roczne podawanie
etidronianu z powodu osteopenii u 0séb z cukrzycg
typu = spowodowato spadek ocenianej ultrasonogra-
ficznie grubosci blony $rodkowej i wewnetrznej
tetnicy szyjnej. Sugeruje to, ze bisfosfoniany moga
wykazywaé dziatanie przeciwmiazdzycowe [43].

Bisfosfoniany zawierajace azot hamujg wzrost
komorek nabtonka przetyku powodujgc akumulacje
komérek w fazie S cyklu komorkowego. Gerany-
logeraniol zapobiegat temu dziataniu, co wskazuje,
ze zalezy ono od zahamowania geranylogeranylacji
biatek. Efekt ten moze by¢ przyczyng podraznienia
przetyku przez bisfosfoniany w trakcie terapii tymi
lekami [44].

Bisfosfoniany zawierajgce azot wykazujg rowniez
dziatanie przeciwnowotworowe. Zmniejszajg one
proliferacje oraz indukujg apoptoze linii komorek
nowotworowych izmniejszajg objeto$¢ guza w wielu
modelach zwierzecych [45]. Wjednym z badan indu-
kowaty one apoptoze komdrek raka gruczotu kroko-
wego poprzez hamowanie btonowej lokalizacji
biatka Ras w tych komérkach [46]. Réwniez dzieki
zahamowaniu prenylacji biatek Ras, zoledronian ha-
mowat proliferacje ludzkich komdrek przewlekiej
biataczki szpikowej [47].

VI1Il. Statyny

Statyny sa odwracalnymi, kompetycyjnymi inhi-
bitorami reduktazy HMG-CoA Kkatalizujgcej prze-
miane 3-hydroksy 3-metyloglutarylokoenzymu A do
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mewalonianu. Stosowane obecnie statyny mozna po-
dzieli¢ na dwie grupy. Statyny naturalne to lowasta-
tyna bedgca metabolitem grzybéw oraz jej pochod-
ne: prawastatyna i simwastatyna. Catkowicie synte-
tycznymi zwigzkami sg fluwastatyna i atorwastaty-
na, charakteryzujgce sie silniejszym dziataniem.
Istotng cecha statyn jest ich rozpuszczalnos$¢. Spo-
$rod stosowanych obecnie statyn jedynie prawastaty-
na jest hydrofilna, pozostate sg w réznym stopniu
lipofilne. Statyny byty poczatkowo
wytgcznie jako leki obnizajgce stezenie cholesterolu
w osoczu. Dziatanie to wynika z zahamowania re-
duktazy HMG-CoA w watrobie, co powoduje
wewngtrzkomérkowy niedobo6r cholesterolu iwzma-
ga ekspresje receptoréw LDL na powierzchni hepa-
tocytdw przyspieszajac klirens tych lipoprotein. Ba-
dania kliniczne wykazaty jednak, ze leczenie staty-
nami skutecznie zapobiega ostrym incydentom ser-
cowo-naczyniowym nie tylko u oséb z hipercholeste-
rolemig, ale réwniez u pacjentéw z prawidtowym
stezeniem cholesterolu. Zwigzane jest to z takimi
dziataniami jak: hamowanie migracji i proliferacji
komérek miesniowki naczyn, stabilizacja blaszki
miazdzycowej, dziatanie przeciwzapalne, przeciw-
zakrzepowe iprzeciwptytkowe oraz hamowanie stre-
su oksydacyjnego. Uwaza sie, ze te tzw. plejotropo-
we dziatania statyn nie zalezg od obnizenia stezenia
cholesterolu ale od zahamowania syntezy izopreno-
idow i zmniejszenia stopnia izoprenylacji biatek w
roznych tkankach. Lipofilne statyny tatwo przeni-
kajg przez btony komérkowe i moga dziata¢ na rézne
tkanki. Prawastatyna jest transportowana do
komorek watroby przez specyficzne biatko btony ko-
morkowej, natomiast ze wzgledu na stabg rozpusz-
czalnos$¢ w ttuszczach nie przenika do innych komé-
rek. Dlatego prawastatyna moze mie¢ stabsze
dziatania plejotropowe od pozostatych statyn. Poni-
zej wspomniano tylko o niektorych plejotropowych
dziataniach statyn, ktére jak wykazano zalezag od
hamowania izoprenylacji biatek (Tab. 2) [48, 49].
Tlenek azotu (NO) produkowany z L-argininy
przez $rédblonkowg syntaze tlenku azotu (eNOS)
rozszerza naczynia krwionosne oraz zapobiega ate-
rogenezie hamujgc agregacje ptytek krwi, prolifera-
cje miocytéw, ekspresje biatek adhezyjnych iprzyle-
ganie leukocytow do $rodbtonka. Dowiedziono, ze
statyny zwiekszajg ekspresje eNOS hamujgc gerany-
logeranylacje biatek Rho, ktdre przyspieszajg degra-
dacje mRNA tego enzymu. Wptyw statyn na eNOS
jest odwracalny w obecnosci geranylogeranylodifos-
foranu, a nie farnezylodifosforanu czy cholesterolu
[50]. Jednym z mechanizméw regulacji aktywnosci
eNOS jest fosforylacja enzymu przez Kkinaze

stosowane
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biatkowg Akt (kinaze biatkowa B). Biatka Rho ha-
mujg aktywnos$¢ kinazy B, a statyny hamujac gerany-
logeranylacje tych biatek zapobiegajg temu
dziataniu i zwiekszajg aktywnos¢ eNOS [51]. Nad-
mierne wytwarzanie wolnych rodnikéw tlenowych
odgrywa istotng role w patogenezie miazdzycy.
Gtéwnym ich Zrédtem w $cianie naczynia jest oksy-
daza NAD(P)H produkujgca anionorodnik ponad-
tlenkowy (o 2-), ktéry m. in. unieczynnia tlenek azotu

Tabela 2.

Najwazniejsze dziatania statyn zalezne od hamowania izoprenylacji
biatek

Korzystne:

Zwigkszenie ekspresji i aktywnosci eNOS
Hamowanie NAD(P)H oksydazy

Hamowanie syntezy endoteliny-1

Dziatanie antykoagulacyjne i profibrynolityczne
Hamowanie proliferacji komérek miesni gtadkich naczyn
Hamowanie ekspresji metaloproteinaz
Dziatanie antynowotworowe

Hamowanie resorpcji tkanki kostnej
Niekorzystne:

Hamowanie dziatania insuliny

Miopatia

Zmiany zwyrodnieniowe komérek soczewki

wigzac sie z nim itworzac nadtlenoazotyn (ONOCT).
Statyny zmniejszajg aktywno$¢ oksydazy NAD(P)H
zaréwno in vitro jak iin vivo, hamujgc geranylogera-
nylacje biatka Rac aktywujgcego ten enzym [52].
Dzieki blokowaniu geranylogeranylacji biatek Rho,
statyny hamujg ekspresje endoteliny-1, ktéra jest sil-
nym czynnikiem zwezajagcym naczynia i ma
dziatanie mitogenne [53].

Statyny wywierajg dziatanie przeciwzakrzepowe.
Zmniejszajg one ekspresje tkankowego czynnika
krzepniecia [54, 55], natomiast wzmagajg synteze
antykoagulacyjnie dziatajgcej trombomoduliny [56].
Aktywujg tez ukiad fibrynolityczny zwiekszajgc
synteze tkankowego aktywatora plazminogenu [57]
oraz hamujac ekspresje inhibitora aktywatora pla-
zminogenu [58]. Dziatania te wynikajg z zahamowa-
nia geranylogeranylacji biatek Rho, poniewaz zapo-
biegato im podawanie egzogennego geranylogera-
niolu, a podobne do statyn efekty obserwowano po
zastosowaniu inhibitoréw tych biatek lub/i inhi-
bitoréw geranylogeranylotransferazy | [48]. Statyny
hamujg proliferacje komdrek miesni gtadkich na-
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czyn przez zmniejszenie farnezylacji biatek Ras. [49,
59].

Statyny stabilizujg blaszke miazdzycowg hamujac
ekspresje metaloproteinaz w aktywowanych makro-
fagach. Metaloproteinazy sg enzymami proteolitycz-
nymi, ktére rozkladajg biatka macierzy miedzyko-
morkowej utatwiajgc pekanie blaszki miazdzycowej.
Prowadzi to do tworzenia zakrzepu i ostrych po-
wiktan miazdzycy jak zawal mie$nia sercowego czy
udar moézgowy. Ekspresja tych enzyméw ulega
zmniejszeniu w wyniku hamowania prenylacji
biatka RhoA przez statyny. [49].

Ostatnie badania wskazujg, ze statyny obnizajg o
15-25% poziom biatka C-reaktywnego (CRP), ktore
jest czynnikiem ryzyka choréb sercowo-naczynio-
wych. Podwyzszony poziom CRP bezposrednio
uszkadza $rodbtonek naczyn, stymuluje ekspresje
czynnika tkankowego przez monocyty i aktywuje
czynnik transkrypcyjny NF-kB. CRP jest biatkiem
ostrej fazy syntetyzowanym w watrobie pod
wptywem interleukiny-s , ktéra stymuluje transkryp-
cje genu CRP poprzez aktywacje czynnika tran-
skrypcyjnego STAT3. Dziatanie STAT3 wymaga fos-
forylacji reszty Ser-727 katalizowanej przez kinaze
biatkowg Cs , ktorej aktywacja wymaga biatka Racl.
Statyny hamujg ekspresje genu CRP zapobiegajgc
geranylogeranylacji tego biatka [49, 60].

Niektére dane wskazuja, ze statyny hamuja onko-
geneze. Np. atorwastatyna hamowata przerzuty ko-
morek czerniaka wykazujgcych zwiekszong ekspre-
sje biatka RhoC [61]. Fluwastatyna i lowastatyna re-
dukowaty aktywacje RhoA i inwazje komoérek raka
watroby przez wptyw na izoprenylacje tego biatka
[62], Lowastatyna indukowata apoptoze w komor-
kach anaplastycznego raka tarczycy przez hamowa-
nie geranylogeranylacji biatek RhoA i Racl [63]. Ce-
riwastatyna, poprzez hamowanie prenylacji biatka
RhoA, zmniejszata proliferacje i inwazje komorek
raka gruczotu sutkowego [64],

Wykazano, ze statyny zwiekszajg osteogeneze in
vitro i in vivo. Lowastatyna i simwastatyna podawa-
ne podskdrnie myszom w okolice kosci czaszki,
zwiekszaty wzrost osteoblastow i tworzenie kosci.
Doustne podawanie simwastatyny szczurom sSpowo-
dowato zwiekszenie objetosci beleczek kostnych i
szybkosci tworzenia kosci. [43].

Jednak hamowanie produkcji izoprenoidéw przez
statyny moze by¢ rowniez zwigzane z niekorzystny-
mi dziataniami tych lekow. W badaniu in vitro wyka-
zano, ze lowastatyna powoduje zmniejszenie liczby
zaleznych od insuliny transporteréw glukozy w adi-
pocytach 3T3-L1. Transport glukozy w odpowiedzi
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na insuline byt znamiennie zmniejszony w komar-
kach poddanych dziataniu lowastatyny, co $wiadczy
0 opornosci na insuline. Wptyw lowastatyny byt od-
wracalny przez kwas mewalonowy, wskazujac, ze
opornos$¢ na insuling wynika z hamowania biosynte-
zy izoprenoidow [65]. Istniejg dane wskazujace, ze
réwniez in vivo statyny moga zmniejsza¢ wrazliwosé
nainsuling zaréwno u gryzoni [ss ]jak iu ludzi [67].

Jednym z dziatan niepozadanych statyn jest mio-
patia. Miotoksyczno$¢ statyn w hodowli komérek
miesni szkieletowych jest zwigzana ze zmniejsze-
niem powstawania kwasu mewalonowego, farnezolu
1 geranylogeraniolu, poniewaz suplementacja tymi
zwigzkami przeciwdziatata zmniejszeniu syntezy
biatek miesniowych iuszkodzeniu miotubul [68,69].
Nalezy podkredli¢, ze tkanka miesniowa jest jedng z
nielicznych, w ktorych zachodzi farnezylacja biatek
(kinaza fosforylazy glikogenowej) niezwigzana z
proliferacjg komérek. Moze to ttumaczy¢ szczegdlng
wrazliwo$¢ tej tkanki na dziatanie toksyczne statyn.
Nie opisano dotychczas niekorzystnego wptywu sta-
tyn na funkcje siatkowki, w ktdrej szereg biatek pod-
lega farnezylacji. Natomiast w hodowli komoérek so-
czewki szczura lowastatyna indukuje zmiany cha-
rakterystyczne dla zaémy, ktérym zapobiega gerany-
logeraniol, ale nie farnesol. Podobne zmiany wyste-
puja w wyniku zwiekszonej ekspresji egzotoksyny
C3 Clostridium botulinum, ktéra hamuje biatka Rho
[70]. Niektére badania wskazujg na zwiekszone ry-
zyko polineuropatii obwodowej u pacjentéw leczo-
nych statynami [71,72], co moze mieé¢ zwigzek zrolg
biatka Rab7 w transporcie neuronalnym (por. rozdz.
IV-4).

IX. Podsumowanie

Izoprenylacja jest niezbedng modyfikacjg po-
translacyjng wielu biatek bioracg udziat w tak rézno-
rodnych procesach fizjologicznych jak widzenie, re-
gulacja napiecia naczyn, proliferacja komdrek i me-
tabolizm tkanki kostnej. Dzieki poznaniu tego
procesu, mozliwe stato sie zrozumienie mechanizmu
dziatania inhibitoréw farnezylotransferazy, bisfosfo-
nianow i statyn. Wielokierunkowe i czeSciowo po-
krywajace sie dziatanie tych z pozoru réznych grup
lekow (Ryc. 4) wskazuje na znaczenie nadmiernej
izoprenylacji biatek w patogenezie wielu standéw
chorobowych. O ile inhibitory farnezylotransferazy
znajduja sie w poczatkowym etapie badan klinicz-
nych, to bisfosfoniany i statyny majg ugruntowane
miejsce w terapii. Znaczenie izoprenylacji biatek w
wielu procesach fizjologicznych nie pozwala jednak
zapomina¢ o mozliwos$ci niepozadanych dziatan le-
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Inhibitory
farnezylotransferazy

A

Hamowanie resorpcji Dziatanie
tkanki kostnej przeciwmiazdzycowe

Bisfosfoniany Statyny

Dziatanie
antyproliferacyjne

Ryc. 4. Wielokierunkowe i czesciowo pokrywajace sie dziatanie lekdw
hamujacych izoprenylacje biatek.

kéw hamujacych ten proces. Blizsze poznanie aspek-
tow biochemicznych izoprenylacji by¢ moze pozwo-
li na opracowanie lekdw hamujgcych izoprenylacje
poszczegblnych biatek w sposéb bardziej swoisty niz
obecnie, co mogtoby zaowocowaé wiekszg skutecz-
noscig i mniejszym ryzykiem dziatan ubocznych.
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(ang. apoptosisprotease activatingfactor-1); Ara-C — cytarabi-
na; DD — domena $mierci (ang. death domain); DFF — czyn-
nik fragmentacji DNA (ang. DNA fragmentation factor);
DIABLO — proteina bezposrednio wigzgca biatko hamujace
apoptoze IAP (charakteryzujaca sie niskg warto$cig punktu izo-
elektrycznego pi, ang. direct IAP-binding protein with low pi);
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$mierci Fas (ang. Fas-associated death domain); FAN — biatko
aktywujace sfingomielinaze; FAS — receptor powierzchniowy
z rodziny receptoréw $mierci; FAS-L — ligand receptora FAS;
FLIP — biatko hamujace aktywno$¢ FLICE (kaspazy 8) (ang.
FLICE inhibitoryprotein); GSH — glutation w formie zreduko-
wanej; HSP — biatko szoku cieplnego (ang. heatshockprotein);
IAP — biatko hamujace apoptoze (ang. inhibitory apoptosis
protein); MDR — oporno$¢ wielolekowa (ang. multidrug resi-
stance); MORT1 — biatko 1 posredniczace w indukowanej
przez receptory toksycznosci (ang. mediator ofreceptor-indu-
ced toxicity); PARP — polimeraza poli (ADP-rybozy); P-gp —
glikoproteina P; PKC — kinaza biatkowa C; RFT — reaktywne
formy tlenu; SM — sfingomielina; SR — biatka bogate w sery-
ne/argining (ang. serine/arginine-rich proteins); SMAC —
wtorny aktywator kaspaz (ang. second mitochondria-derived
activator of caspase); TNF — czynnik martwicy nowotworu
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(ang. tumor necrosisfactor)-, TRAFI, 2 — czynniki zwigzane z
receptorem $mierci TNF-a (ang. TNF-a receptor associated
factor); TRAIL — ligand zwigzany z czynnikiem martwicy no-
wotworu odpowiedzialny za inicjacje procesu apoptozy (ang.
TNF-related apoptosis inducing ligand)', VDAC — kanat anio-
nowy zalezny od napiecia (ang. voltage-dependent anion chan-
nel)', Ay/m— potencjat blonowy mitochondrium

. Wstep

Choroby nowotworowe stanowig we wspdtcze-
snym Swiecie jedng z najczestszych przyczyn zgo-
néw. Jak podaje Orzechowska -Juz-
w e n k o, w 1998 roku ok. 20% zgonéw spowodo-
wanych byto nowotworami ztosliwymi [1]. Z tego
tez powodu walka z nowotworami stanowi tak istot-
ny problem wspdtczesnej medycyny. Problem walki
z nowotworami jest tym trudniejszy, ze wiele stoso-
wanych klinicznie lekéw przeciwnowotworowych
traci swojg aktywnos$¢ w wyniku nabycia przez ko-
mérki nowotworowe opornosci [2]. Warunkiem nie-
zbednym dla opracowania skutecznych metod lecze-
nia choréb nowotworowych jest doktadne poznanie
mechanizméw prowadzacych do apoptozy (czyli
programowanej komérki) na skutek
dziatania lekéw oraz, co wazniejsze, sposobdw
uchylania sie niektorych typéw komorek nowotwo-
rowych od tego procesu.

Niniejsza praca stanowi prébe zebrania dostep-
nych danych o mechanizmach hamowania procesu
apoptozy w komérkach nowotworowych opornych
na dziatanie lekéw oraz ukazania kierunk6éw badan
majacych na celu przywro6cenie apoptozy w tych ko-
moérkach.

Smierci

I1. Najczesciej stosowane klinicznie leki
przeciwnowotworowe

Zwiazki przeciwnowotworowe stosowane we
wspotczesnej terapii mozna podzieli¢ na kilka grup,
miedzy innymi: zwigzki alkilujace, zwiazki o
dziataniu antymitotycznym, leki o dziataniu cytosta-
tycznym oraz inhibitory topoizomerazy | i topoizo-
merazy 1l [2-6].

Przedstawicielami lekdw alkilujgcych sgcisplaty-
na i mitomycyna C. Mechanizm ich dziatania polega
na przytgczaniu reaktywnych rodnikéw alkilowych
do grup nukleofilowych w czgsteczkach biologicznie
czynnych [s]. Najbardziej wrazliwe na alkilowanie
sg zasady purynowe ipirymidynowe kwasow nukle-
inowych. W wyniku dziatania zwigzkéw alki-
lujgcych nastepuje uszkodzenie DNA prowadzgce do
$mierci komorki [s ]. Aktywacja mitomycyny C pole-
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gajaca najej redukcji prowadzi rowniez do alkilowa-
nia czasteczek RNA [3].

Do zwiazkéw o dziataniu antymitotycznym na-
lezg miedzy innymi alkaloidy barwinka Vinca rosea
(winkrystyna, winblastyna), podofilotoksyny i ich
analogi (tenipozyd, etopozyd) oraz taksol [3]. Moga
one blokowa¢ podziaty komdrkowe w fazie M, po-
niewaz oddziatywujgz mikrotubulami wrzeciona po-
dziatowego [3]. O ile taksol oddziatywuje ze spoli-
meryzowang tubuling nie pozwalajgc na jej depoli-
meryzacje, to alkaloidy barwinka nie dopuszczajg do
polimeryzacji tubuliny poprzez dziatanie na jej mo-
nomery, co prowadzi ostatecznie do rozpadu mikro-
tubul [3, 4].

Wazng grupa lekédw przeciwnowotworowych o
dziataniu cytostatycznym sg antybiotyki antracykli-
nowe (doksorubicyna, daunorubicyna), ich pochod-
ne (np. epirubicyna, idarubicyna) oraz syntetyczne
analogi (ametantron, mitoksantron) [2, 3, 5]. Dziata-
nie tych zwigzkéw polega na interkalacji pomiedzy
zasady w dwuniciowym DNA, stabilizacji tej struk-
tury i w konsekwencji zahamowaniu proceséw tran-
skrypcji itranslacji w komérkach [2, 3]. Stwierdzono
takze alkilujgce i sieciujgce dziatanie antracyklin na
czasteczke DNA po metabolicznej aktywacji leku
[2]. Zwiazki te zaktdcajg rowniez procesy replikacji i
transkrypcji informacji genetycznej dziatajac jako
inhibitory topoizomerazy litopoizomerazy Il [2, 3].

Do znanych inhibitorow topoizomerazy | i topo-
izomerazy Il nalezg tez m.in. kamptotecyna, topote-
kan oraz etopozyd [7, s].

Celem ostatecznym chemioterapii przeciwnowo-
tworowej z zastosowaniem wymienionych wyzej le-
koéw jest wywotanie apoptozy, czyli programowanej
Smierci komorek nowotworowych przy mozliwie jak
najnizszym stopniu narazenia komérek pra-
widtowych.

I1l. Apoptoza w komorkach wrazliwych

Zjawisko oraz mechanizmy apoptozy byty niejed-
nokrotnie przedmiotem prac przegladowych, w tym
rowniez na tamach ,Postepow Biochemii” [9-17].

Apoptoza jest procesem niezwykle waznym za-
rowno w warunkach fizjologicznych jak i patolo-
gicznych [18-20]. Apoptoza jest rOwniez znaczacym
wskaznikiem oceny skutecznos$ci zwigzkéw prze-
ciwnowotworowych w badaniach przesiewowych
[21, 22]. Uwaza sie bowiem, ze wejscie na droge
apoptozy jest faktycznym odzwierciedleniem $mier-
ci komorki, podczas gdy badania krétkoterminowe
(ang. short-term tests) okreslajgce wptyw badanych
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zwigzkOow np. na stopien inkorporacji tymidyny lub
poziom ATP wykrywajg zaburzenia metaboliczne,
ktore moga mie¢ charakter przejSciowy iw rezultacie
nie zawsze muszg prowadzi¢ do $mierci komérki. W
czasie apoptozy nastepuje w komdrce szereg zmian
prowadzacych ostatecznie do jej Smierci [14, 23].
Dochodzi miedzy innymi do przechodzenia fosfaty-
dyloseryny z wewnetrznej do zewnetrznej warstwy
btony komdérkowej [23] oraz zwiekszenia poziomu
ceramidu tj. czasteczki, ktdra moze aktywowac apo-
ptoze. Obserwuje sie takze zmiany w obrebie chro-
matyny (kondensacja, zmiana struktury) oraz degra-
dacje laminy B. Dochodzi jednoczesnie do fragmen-
tacji wielu biatek komdérkowych, w tym m.in. poli-
merazy poli (ADP-rybozy) (PARP), topoizomerazy
I, histonéw HI oraz fosfolipazy A2, co moze prowa-
dzi¢ do zmiany ich aktywnos$ci [23]. Z przestrzeni
miedzybtonowej mitochondrium uwalnianajest row-
niez endonukleaza G oraz czynnik indukcji apoptozy
AIF (ang. apoptosis inducingfactor), ktdre po prze-
dostaniu sie do jadra komorkowego uczestnicza w
degradacji DNA, niezaleznej od dziatania kaspaz.
Pod wptywem kaspazy 3 nastepuje aktywacja DFF,
czyli czynnika fragmentacji DNA (ang. DNA frag-
mentation factor). Aktywacja ta zachodzi w jadrze
komérkowym i polega na uwolnieniu z nieaktywne-
go kompleksu DFF40/DFF45 podjednostki katali-
tycznej DFF40 niezbednej do wytworzenia aktyw-
nych homooligomeréw zdolnych do degradacji DNA
[24, 25]. W wyniku tych proceséw ujawniajg sie cha-
rakterystyczne dla apoptozy zmiany morfologiczne:
obkurczanie sie komorek, kondensacja jagdrowego
DNA, fragmentacja jadra [23-27] i w konsekwencji
pojawianie sie ciatek apoptotycznych, ktdre sg fago-
cytowane przez makrofagi.

Chociaz charakterystyczny obraz mikroskopowy
degradacyjnej fazy apoptozy jest wspélny dla réz-
nych komérek ulegajgcych programowanej $mierci,
odkryto  réznorodnos$¢
miajacych ten proces. Wymienia sie dwa gtowne
szlaki inicjacji apoptozy: i. szlak wymagajgcy sy-
gnatu pochodzgcego z mitochondrium oraz ii. szlak
wymagajacy przekazania sygnatu do wnetrza komor-
ki za posSrednictwem receptorow S$mierci [28, 29].
Uwaza sie powszechnie, ze bardzo waznymi etapami
apoptozy indukowanej obydwoma tymi mechani-
zmami sg te zachodzace =z wudziatem Kkaspaz,
bedacych czastkami efektorowymi $mierci komorki.
Jaattela i Tschopp oraz Ruef1li iwsp. wy-
kazali jednak, ze programowana $mier¢ komorki
moze zachodzi¢ réwniez bez udziatu kaspaz [18,29].
Dlatego tez autorzy ci uwazajg, ze nie mozna trakto-
wac okre$len ,,apoptoza” i, programowana $mie¢ ko-

mechanizméw  urucha-

332

marki” jako tozsamych. Na podstawie zmian za-
chodzacych w strukturze jadra umierajagcej komorki
wyrdznili oni: 1) klasyczng apoptoze, - ) podobng do
apoptozy (ang. apoptosis-like) programowang
Smieré komorki oraz 3) podobng do nekrozy (ang.
necrosis-like) programowang smier¢ komérki [18].
Niezalezng od kaspaz apoptoze wywotujg m.in. per-
foryny, granzym B, przeciwciata anty-CD2 oraz
staurosporyna bedgca inhibitorem kinazy biatkowej
C [30]. Niezalezna od kaspaz apoptoza moze by¢ ha-
mowana przez biatko Bcl-2 [29].

I11-1. Inicjacja procesu apoptozy za posrednictwem
mitochondriow

Istotne znaczenie w procesie apoptozy odgrywajg
mitochondria oraz biatka z rodziny Bcl-2, do ktérych
nalezg zar6wno czynniki proapoptotyczne (zawie-
rajace homologiczne domeny BH1, BH2, BH3 (ang.
Bcl-2 homology, ,,multidomain”): Bax, Bak, Bok
(Mtd), Bcl-rambo, oraz wykazujgce homologie tylko
domeny BH3 (,BH3-only”): Bad, Bid, Bcl-Xs,
Noxa, Puma, Bik (Nbk), Bim (Bod), Hrk (DP5), BIKk,
Bmf, Bnip3 (nix), Bnip3L, p 193, Bcl-G), jak rowniez
czynniki antyapoptotyczne (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W,
Mcl-1, Al/Bfl-1, Boo/Diva, NR-13 ) [32-37].

Biatka antyapoptotyczne znajdujg sie przede
wszystkim w zewnetrznej btonie mitochondrium i
dziatajg poprzez uniemozliwienie uwolnienia z prze-
strzeni miedzybtonowej réznych biatek proapop-
toycznych [37]. Biatka proapoptotyczne z grupy
okres$lanej jako ,,BH3-only” sg natomiast czesto zlo-
kalizowane poza mitochondrium idopiero w wyniku
zadziatania czynnikéw stresowych dochodzi do ich
posttranslacyjnej modyfikacji i przeniesienia do mi-
tochondrium [38, 39], gdzie indukujg permeabiliza-
cje btony mitochondrialnej poprzez aktywacje in-
nych biatlek proapoptotycznych =z podrodziny
Bax/Bak lub poprzez hamowanie dziatania biatek an-
tyapoptotycznych [39]. Przyktadem moze by¢ biatko
Bid, ktére po aktywacji z udzialem kaspazy s
wywotuje w konformacji biatka Bax zmiany pro-
wadzace do utworzenia kanatéw w btonie mitochon-
drium [34, 40, 41].

Uwalnianie czynnikéw mitochondrialnych do cy-
toplazmy jest bardzo waznym etapem apoptozy. Jed-
nakze mechanizmy uwalniania z mitochondrium w
czasie apoptozy cytochromu ciinnych biatek nie zo-
staty do kofca wyjasnione i pozostajg przedmiotem
licznych dyskusji [31, 35]. Jeden z proponowanych
mechanizmow zaktada otwarcie megakanatu mito-
chondrialnego obejmujgcego wewnetrzng i zew-
netrzng btone mitochondrium w miejscach ich zbli-
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zenig. Przypuszcza sie, ze gtdwnymi skiladnikami
tego megakanatu sg: kanat anionowy zalezny od na-
piecia VDAC (ang. voltage-dependent anion chan-
nel) znajdujacy sie w zewnetrznej btonie mitochon-
drium oraz translokaza nukleotydéw adeninowych
ANT (ang. adenine nucleotide translocator) obecna
w wewnetrznej btonie mitochondrium. Sugeruje sie,
ze otwarcie megakanatu nastepuje przy udziale
biatka Bax [34, 35, 42], Inna teoria méwi, ze za-
mkniecie kanatu VDAC zaburza wymiane nukleoty-
doéw ATP/ADP, co z kolei prowadzi do hiperpolary-
zacji wewnetrznej btony mitochondrium i w konse-
kwencji do pecznienia matriks [35, 43] powodujac
uszkodzenia w zewnetrznej btonie i uwolnienie
biatek mitochondrialnych do cytoplazmy. Jeszcze
inny mechanizm zaktada, ze biatko Bax, po przed-
ostaniu sie do mitochondrium, moze w wyniku oligo-
meryzacji samodzielnie utworzy¢ kanat w btonie mi-
tochondrialnej [35, 42]. Przypuszcza sie réwniez, ze
biatko Bax moze uczestniczy¢ w tworzeniu kanatu
przepuszczalnego dla cytochromu c poprzez wigza-
nie z kanatem anionowym VDAC cho¢ jak podaja
Martinou iwsp., nadal nie ma dowodu na istnie-
nie takiej struktury [35, 44]

Waznym skutkiem zmiany przepuszczalnosci
btony mitochondrialnej jest spadek potencjatu elek-
trochemicznego w poprzek wewnetrznej btony mito-
chondrialnej wywotujgcy redukcje potencjatu btono-
wego mitochondrium (Avl/m) oraz utrate mitochon-
drialnego GSH, NAD(P)H i Ca2+ jak réwniez zmia-
ne wewnatrzkomoérkowego pH. Zmiany te mogg
mie¢ miejsce we wczesnych etapach apoptozy [45].
Wydaje sie, ze uwalnianie cytochromu ¢ z mitochon-

degradacja biatek cytoplazmatycznych

drium moze zachodzi¢ rownolegle z obnizeniem
Avj/m [46] lub je poprzedzac [47].

Ponadto moze dochodzi¢ do powstawania reak-
tywnych form tlenu, ktére mogg uszkadzac btony mi-
tochondrialne, prowadzac wtornie do drastycznych
zmian w ich przepuszczalnosci oraz niszczyé struk-
ture DNA [48]. Na skutek stresu oksydacyjnego
moze takze dochodzi¢ do aktywacji kaspazy 12 [40],
co dodatkowo przyczynia sie do zajscia fazy egzeku-
torowej apoptozy.

Skutkiem zmian w obrebie mitochondrium jest
rowniez uwalnianie do cytoplazmy czynnika induk-
cji apoptozy AIF (ang. apoptosis inducing factor)
oraz endonukleazy G, ktdre po przedostaniu sie do
jadra komérkowego powodujg bezposredniag degra-
dacje DNA [37, 49, 50], Z przestrzeni miedzybtono-
wej mitochondrium uwalniane sg rowniez czynniki
proapoptotyczne takie jak cytochrom ¢, Smac/DIA-
BLO (ang. second mitochondria-derived activator of
caspase/direct IAP-binding protein with low pi) oraz
biatko HtrA2/Omi £51].. Uwolniony cytochrom c
taczy sie z biatkiem Apaf-1, obecnym w cytopla-
zmie. Powstaty kompleks, zwany apoptosomem, sty-
muluje tagczenie czynnika Apaf-1z prokaspazg 9 pro-
wadzac do jej autoaktywacji. Czynnikiem niezbed-
nym do uzyskania aktywnej kaspazy 9jest ATP, stad
stan energetyczny komérki ma istotny wptyw na zja-
wisko apoptozy, w ktérym uczestniczg kaspazy [30,
52], Aktywna kaspaza 9 uwalnia dalszg kaskade ak-
tywacji kaspaz prowadzacag w efekcie do fazy degra-
dacyjnej procesu apoptozy [27, 31, 34, 35,40, 49, 51,
53, 54] (Ryc. 1).

nieaktywny
kompleks

DNA

biatek jadrowych
i fragmentacja DNA

Ryc. 1. Schemat apoptozy indukowanej przez zmiany w obrebie mitochondrium: AIF — czynnik indukcji apoptozy, Apaf-1 — czynnik 1aktywujacy
protcazy w procesie apoptozy, DFF — czynnik fragmentacji DNA, EndoG — endonukleaza G, ER — retikulum endoplazmatyczne (wg [14,

24, 27, 31, 40], zmodyfikowano).
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Wykazano, ze kaspaza 9 moze zosta¢ zaktywowa-
na rowniez bez udziatu cytochromu c [40], a zatem
bez tworzenia apoptosomu. Stwierdzono to w przy-
padku komoérek poddanych stresowi oksydacyjne-
mu. Dziatanie reaktywnych form tlenu na retikulum
endoplazmatyczne (ER) powoduje wéwczas aktywa-
cje kaspazy 12, ktdra jest bezposrednim aktywato-
rem kaspazy 9 odpowiedzialnej za uczynnienie ka-
spazy 3 (uznawanej za kluczowgq kaspaze procesu
apoptozy) [40]. Nie wyklucza sie réwniez, ze w przy-
padku stresu oksydacyjnego komdérki moze docho-
dzi¢ do aktywacji kaspazy 9 na obu drogach, zaréw-
no z wytworzeniem apoptosomu, jak iz udziatem ka-
spazy 12 (Ryc. 1) [40].

Istotng role w regulacji inicjacji apoptozy przez
czynniki biatkowe uwalniane z mitochondrium od-
grywajg réwniez biatka z rodziny Bcl-2. Biatko
Bcl-2 zlokalizowane jest czeSciowo w zewnetrznej
btonie mitochondrium, czesSciowo natomiast w prze-
strzeni miedzybtonowej [23]. Moze ono hamowac
uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondrium i nie do-
puszczac do aktywacji kaspazy 3, podczas gdy biatka
Bax i Bid majg dziatanie odwrotne. Zatem od-
dziatywania pomiedzy biatkami hamujacymi i pro-
mujgcymi apoptoze decydujg o Smierci lub przezyciu
komdrki [31]. Biatko Bcl-2 moze dodatkowo chronié
komérke przed zmiang pH w cytoplazmie oraz hamo-
wac przeniesienie fosfatydyloseryny z wewnetrznej
do zewnetrznej warstwy biony cytoplazmatycznej
[55].

Apoptoza inicjowana z udzialem szlaku mito-
chondrialnego jest czesto powigzana z przebiegiem
tego procesu wywotanego aktywacjg receptoréw
$mierci. Wykazano miedzy innymi, ze aktywna for-
ma kaspazy s (charakterystyczna dla apoptozy ini-
cjowanej poprzez aktywacje receptoréw $mierci) po-
woduje proteolityczng aktywacje biatka Bid z wy-
tworzeniem formy tBid [32, 34, 40], Powstata forma
tBid, wspdétdziatajac z biatkiem Bad, moze induko-
wac uwalnianie cytochromu c¢ [40] i prowadzi¢ do
powstania apoptosomu i aktywacji kaspazy 9, a na-
stepnie do uaktywnienia kaspazy 3. Stanowi to istot-
ne wzmocnienie sygnatu apoptozy [32]. Obecnos$¢
biatka tBid moze rowniez sprzyjaé oligomeryzacji
zarowno biatka Bak jak i Bax, co jest niezbedne do
ich proapoptotycznego dziatania [34].

I11-2. Inicjacja procesu apoptozy za posrednictwem
receptorow $mierci

Sygnal do rozpoczecia apoptozy moze byé réw-
niez zwigzany z aktywacjg receptoréw Smierci DR
(ang. death receptor) nalezacych do nadrodziny TNF
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(czynnik martwicy nowotworu, ang. tumor necrosis
factor) [12, 31, 32]. Prowadzi to do bezposredniej
aktywacji kaskady kaspaz: kaspazy s, kaspazy 3, ka-
spazy s i kaspazy 7 [56]. Do nadrodziny TNF nalezg
takie receptory jak TNF-R1, Fas (Apo-1), DR3,
DR4, DR5 i DRs . Wszystkie wymienione receptory
zawierajg specyficzng domene $mierci DD (ang. de-
ath domain) [31, 32]. Zwigzanie Uganda powoduje
trimeryzacje biatka receptorowego [19, 31, 32, 57],
skutkiem czego jego region cytoplazmatyczny za-
wierajagcy domeny $mierci przekazuje sygnat po-
przez wigzanie biatek adaptorowych jak np. FADD
[biatka zwigzanego z domenami $mierci Fas (ang.
Fas-associated death domain)] [31, 32] lub MORT1
[biatka 1 po$redniczacego w toksycznos$ci induko-
wanej przez receptory (ang. mediator ofreceptor-in-
duced toxicity)] [19]. Biatka adaptorowe, przy-
taczajac prokaspaze s, tworzg kompleks DISC indu-
kujacy sygnat $mierci komorki (ang. Death Inducing
Signaling Complex) [37]. Na skutek zmian konfor-
macyjnych wywotanych oligomeryzacjg prokaspazy
s w tym kompleksie dochodzi do jej proteolitycznej
autoaktywacji [31, 32, 36, 37, 40], W niektérych
przypadkach kaspaza ta moze by¢ werbowana bezpo-
$rednio przez receptor $mierci [32], Istotng role w
aktywacji prokaspazy s odgrywa rowniez ATP. Ka-
spaza s uczestniczy bezpos$rednio w aktywacji ka-
spazy 3[40, 58], co prowadzi do kaskadowej aktywa-
cji kolejnych kaspaz iw efekcie koncowym do opisa-
nych wyzej etapéw degradacji komdrki (Ryc. 2).

Fulda iwsp. wskazujg na role systemu: ligand
receptora CD95/receptor CD95 jako kluczowego w
inicjacji apoptozy indukowanej lekami w niektorych
komérkach biataczkowych oraz komoérkach guzéw
litych [59].

I11-3. Rola ceramidéw w procesie apoptozy

Wazng role w przekazywaniu sygnatu ini-
cjujgcego apoptoze zarowno poprzez szlak mito-
chondrialny, jak i zwigzany z aktywacja receptorow
Smierci, odgrywaja ceramidy [20]. Uwazane sg one
za wtdrny przekaznik sygnatu apoptozy [60, 61]. Jest
to klasa lipidow, ktore promujg ujemne wygiecie
(ang. negative curvature) btony mitochondrialnej
[62], podobnie jak biatko tBid [34] oraz uwalnianie
cytochromu ¢ do cytoplazmy [62]. Mogga one row-
niez aktywowaé kaspazy, szczegdlnie kaspaze 3
[20].

Aktywacja kinazy biatkowej C ostabia zdolnos¢
ceramidu do indukcji apoptozy, ale nie ostabia in-
nych odpowiedzi na ceramidy (np. zdolnos$ci do za-
hamowania cyklu komérkowego) [63].
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Ceramidy mogg by¢ syntetyzowane de novo (w
odpowiedzi na dziatanie np. TNF-a, aktywacji re-
ceptora CD95, ceramidu o szeScioweglowym tarncu-
chu, cytarabiny Ara-C) (Ryc. 2) lub powstawaé na
LO0Q sm 2.0l

DR

synteza de novo
ceramiduw ER

Ergaﬁua g )

@ CADP +P,

obojetna
sfingomielinaza

kaspaza 3

kaskada aktywacji kaspaz

@/’ faza degradacyjna
APOPTOZA

Ryc. 2. Schemat szlaku indukcji apoptozy poprzez aktywacja recepto-
row $mierci: Apaf-1 — czynnik 1aktywujacy proteazy w pro-
cesie apoptozy, ER — retikulum endoplazmatyczne; FADD —
biatko zwigzane z domenami $mierci Fas, FAN — biatko akty-
wujace sfingomielinaza, DR — receptor powierzchniowy z ro-
dziny receptoréw $mierci, L — ligand receptora $mierci, SM —
sfingomielina (wg [14, 31], zmodyfikowano).

drodze hydrolizy sfingomielin (obecnych w wew-
netrznej warstwie btony cytoplazmatycznej) w odpo-
wiedzi na dziatanie chemioterapeutykow (np. antra-
cyklin, paklitakselu, etopozydu oraz alkaloidéw bar-
winka) [20] lub w wyniku stresu oksydacyjnego [33].

Chalfant iwsp. podajg, ze w komdrkach Jurkat
oraz A549 synteza ceramidu de novo, zachodzaca
wskutek aktywacji receptora Fas, wywotuje defosfo-
rylacje biatek bogatych w seryne/arginine SR (ang.
serine/arginine-rich proteins), bedacych specyficz-
nymi substratami fosfatazy biatkowej PP1, Kktore
biorg udziat w syntezie biatek uczestniczgcych w
apoptozie [64].

Hydroliza sfingomielin zachodzi poprzez aktywa-
cje biatka FAN za posrednictwem zaktywowanego
receptora $mierci TNF-R1, co prowadzi do uczyn-
nienia sfingomielinazy [20, 61]. Obecnos$¢ aktywnej
sfingomielinazy stwierdzono réwniez wjadrze hepa-
tocytow oraz w btonie komdrkowej [65]. Hydroliza
sfingomielin obecnych w warstwie wewnetrznej
btony cytoplazmatycznej powoduje utrate jej asyme-
trii, co prowadzi do kolejnych zmian w strukturze
dwuwarstwy btony i w dalszej konsekwencji do poja-
wienia sie na powierzchni komarki fosfatydylosery-
ny, bedacej jednym z wyznacznikéw apoptozy [20].
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Nie zawsze jednak tak sie dzieje. Opisano bowiem
przypadki, gdy hydroliza sfingomielin nie prowa-
dzita do apoptozy [20]. Jak sugerujg Ogretmen i
Hannun, istotne znaczenie dla odpowiedzi na
powstajgcy ceramid ma umiejscowienie sfingomieli-
nazy w odpowiednim przedziale komorki [20]. Auto-
rzy ci wskazujga, ze ceramidy syntetyzowane de novo
na skutek dziatania takich czynnikéw wywotujacych
apoptozejak TNF, zlokalizowane sg w retikulum en-
doplazmatycznym, aparacie Golgiego oraz w
btonach jadrowych i wywotujg inne mechanizmy
efektorowe apoptozy niz ceramidy powstajgce z hy-
drolizy sfingomielin.

I11-4. Rola biatka p53 w regulacji procesu apoptozy

W regulacji procesu apoptozy istotng role odgry-
wa réwniez biatko p53. Jest to czynnik transkrypcyj-
ny modulujacy ekspresje genéw, kodujacych biatka
uczestniczace w regulacji cyklu komoérkowego oraz
w procesie apoptozy (np. Fas, Bax, receptoréw
Smierci) [32, 66 ]. Na skutek stresu (np. uszkodzenia
DNA) nastepuje fosforylacja i stabilizacja p53 [32].
Wiadomo, ze biatko p53 odgrywa bardzo wazngrole
w zatrzymaniu cyklu komérkowego w celu naprawy
DNA [32] lub skierowaniu komorki na droge apopto-
zy w odpowiedzi na jej nieodwracalne uszkodzenia
wywotane réznymi czynnikami, zaréwno fizyczny-
mi jak i chemicznymi, np. promieniowaniem joni-
zujacym, hipoksjg, aktywacjg onkogenéw czy dzia-
taniem lekdw przeciwnowotworowych [s, 53].

Uwaza sie, ze p53 moze hamowac ekspresje nie-
ktérych waznych genéw procesu apoptozy, jak np.
genu kodujacego biatko Bcl2 oraz genéw ko-
dujacych czgsteczki proapoptotyczne jak biatka Bax
i CD95 [58]. Stwierdzono réwniez, ze biatko p53
moze wspdtuczestniczy¢ w indukowaniu aktywacji
kaspaz [53].

Istniejg rowniez doniesienia, ze biatko p53 dziata
regulujaco nie tylko na biatka proapoptotyczne z ro-
dziny Bcl2 (Bax, Bak, Noxa), biatko Aip-1 oraz re-
ceptory $mierci, ale reguluje réwniez zajsScie dal-
szych etapow apoptozy wptywajac na regulacje eks-
presji gendw kodujgcych takie biatkajak np. Apaf-1 i
kaspaza s [67]. p53 uczestniczy réwniez w transpor-
cie receptorow Smierci do zewnetrznej powierzchni
btony komoérkowej, dziata bezposrednio w mito-
chondriach oraz reguluje translacje [17].

Dogtebne przedstawienie roli biatka p53 w proce-
sie apoptozy nie stanowi przedmiotu niniejszej pra-
cy. Istnieje na ten temat bardzo bogate piSmiennic-
two, gdzie zainteresowany Czytelnik znajdzie szcze-
gotowe informacje [68-72].
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IV. Wyksztatcanie opornosci komérek
nowotworowych na stosowane leki

Gitéwng przeszkoda w skutecznym leczeniu cho-
réb nowotworowych jest wyksztatcanie opornosci
komérek nowotworowych na dziatanie lekow [19,
51, 73]. Opisano kitka mechanizmow wyksztatcania
opornosci komorek nowotworowych. Do najwaz-
niejszych z nich naleza:

— zmiany w transporcie komdrkowym, zwiazane z
nadekspresjg pomp zaleznych od ATP, ktére eks-
portujg zwigzki przeciwnowotworowe poza ko-
morke [74],

— zmiany w wewnatrzkomdrkowej dystrybucji
leku, zwigzane ze zwiekszonym zatrzymywaniem
zwigzkow przeciwnowotworowych w organel-
lach wewnatrzkomérkowych (np. lizosomach), co
uniemozliwia uzyskanie wystarczajgcego steze-
nia leku w okolicy jego celu molekularnego (np.
jgdrowego DNA) [75],

— zmiany strukturalne celéw molekularnych dla
zwiagzkéw przeciwnowotworowych, zwigzane
m.in. z modyfikacjami konformacyjnymi DNA i
topoizomerazy Il, zmianami w systemach napra-
wy uszkodzen DNA, atakze w przepuszczalnosci
otoczki jadrowej [76-78],

— wzrost stezenia enzymdw obronnych (gtéwnie za-
leznych od gtutationu), co prowadzi do zwieksze-
nia aktywnosci szlakow neutralizacji i usuwania
zwigzkéw przeciwnowotworowych poprzez np.
zwiekszenie aktywno$ci szlaku fosfopentozowe-
go czy zmiany w metabolizmie gtutationu [79],

— hamowanie apoptozy [80].

Wyr6zni¢ mozna oporno$¢ pierwotng komorek
nowotworowych wystepujacgjeszcze przed ich kon-
taktem z lekami oraz oporno$¢ nabytg tj. pojawiajaca
sie dopiero w trakcie stosowania chemioterapii [73,
81].

IV-1. Oporno$¢ wielolekowa komdrek nowo-
tworowych

Wsrod opisanych mechanizméw opornosci komé-
rek nowotworowych szczegdlnie trudnym proble-
mem jest oporno$¢ wielolekowa MDR. Jest to bo-
wiem rodzaj opornosci, ktéry powoduje utrate ak-
tywnosci przeciwnowotworowej wiekszosci stoso-
wanych lekoéw, czesto niespokrewnionych chemicz-
nie i o réznych mechanizmach dziatania. Stwierdzo-
no na przykiad, ze komérki nowotworowe traktowa-
ne aktynomycyng D (mechanizm dziatania — inter-
kalacja do DNA) wyksztatcajg opornos¢ nie tylko na
ten zwigzek, lecz réwniez na doksorubicyne i dauno-
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rubicyne (interkalacja i sieciowanie DNA, hamowa-
nie topoizomerazy Il), a takze na alkaloidy z barwin-
ka (hamowanie tworzenia mikrotubul) [82, 83],

W komdrkach o opornosci wielolekowej MDR
dochodzi do nadekspresji biatek btonowych ABC
(m.in. glikoproteiny P oraz biatka MRP1), ktére sa
odpowiedzialne za eksport substancji z komérki
whrew gradientowi stezen, wykorzystujagc do tego
celu energie pochodzgcg z hydrolizy ATP [84-87]. W
konsekwencji dochodzi do istotnego obnizenia aku-
mulacji leku w komdrce opornej, co uniemozliwia
uzyskanie efektu terapeutycznego. Biatka te wyste-
pujg réwniez w prawidtowych komorkach. Wysoki
poziom glikoproteiny P stwierdza sie miedzy innymi
w komérkach nerek, kory nadnerczy, ptuc, $ledziony,
zotgdka, mézgu i limfocytach cztowieka. Fizjolo-
giczng funkcjg glikoproteiny P jest
wspoétudziat w tworzeniu bariery ,krew-mézg”,
chronigcej mézg przed zwigzkami toksycznymi.
Biatko MRP1 wystepuje jeszcze powszechniej w ko-
maérkach organizmu cztowieka. Fizjologiczng funk-
Cjg tego biatka jest transport metabolitow i usuwanie
z komorek substancji obcych. Sg one eksportowane
najczesciej w postaci koniugatéw z glutationem lub
kwasem glukuronowym [ss, 89]. W prawidtowych
komoérkach poziom glikoproteiny P i biatka MRP1
nie jest wysoki, natomiast w przypadku komérek no-
wotworowych o opornosci wielolekowej MDR do-
chodzi do silnej nadekspresji tych biatek. Stwierdzo-
no na przyktad zwiekszong ekspresje glikoproteiny P
w niektérych komérkach biataczek, nowotworéw
jajnika i piersi oraz w niektorych komaérkach miesa-
kéw [81]. Nadekspresje MRP1 wykazano natomiast
w komadrkach drobnokomorkowego raka ptuc [73].
Niedawno wskazano rowniez na role innego biatka
nalezacego do rodziny transporteréw ABC, biatka
BCRP (ang. breast cancer resislanceprotein), w wy-
ksztatcaniu opornos$ci wielolekowej komérek nowo-
tworowych. Wysoki poziom biatka BCRP stwierdzo-
no w niektérych komérkach nowotworowych opor-
nych na dziatanie mioksantronu, doksorubinycy i
daunorubicyny, w ktérych nie obserwowano nadeks-
presji glikoproteiny Poraz biatka MRP1 [81,90]. Ba-
dane komorki z nadekspresjg biatka BCRP byty bar-
dziej oporne na mitoksantron i topotekan niz komér-
ki nowotworowe wykazujgce nadekspresje glikopro-
teiny P [81].

Mechanizmy funkcjonowania biatek transpor-
tujacych ABC isposdb wigzania przez nie chemiote-
rapeutykow sg mato poznane. Jednym z najbardziej
intrygujacych pytan pozostaje problem wyjatkowo
niskiej specyficznosci substratowej pomp ekspor-
tujgcych ABC. Biatka te usuwajg bowiem z komarki

rowniez
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zwigzki lipofilowe o bardzo zréznicowanej budowie
chemicznej i odmiennych mechanizmach dziatania
[91,92].

Wyniki badan ostatnich lat wskazaty réwniez na
role innych biatek, nie nalezgcych do rodziny trans-
porterow ABC, w wyksztatcaniu opornosci wielole-
kowej komorek nowotworowych. Jednym z nich jest
biatko LRP (ang. lung resistance-related protein), o
wysokim stopniu homologii z biatkami krypt. Z tego
powodu przypuszcza sie, ze bierze udziat w transpor-
cie substancji przez pory jadrowe [73, 81]. WysoKki
poziom tego biatkajest charakterystyczny dla komo-
rek biorgcych udziat w procesach wydzielania i wy-
dalania oraz tkanek szczeg6lnie narazonych na
dziatanie lekow i toksyn [73, 81]. Biatko LRP moze
by¢ zaangazowane w transport wewnatrzkomorko-
wy receptorow steroidow: progesteronu, estrogenu i
glikokortykosteroidow. Nadekspresje LRP stwier-
dzono réwniez w niektérych komdérkach nowotworo-
wych opornych na doksorubicyne, winkrystyne, eto-
pozyd i taksol [93]. Fenotyp opornosci zwigzany z
nadekspresja LRP wynika prawdopodobnie ze zmie-
nionej dystrybucji wewnatrzkomdérkowej lekow
przeciwnowotworowych wskutek ich efektywnego
transportu z jadra komdérkowego.

V. Mechanizmy hamowania apoptozy w
komorkach nowotworowych opornych
na dziatanie lekow

Mechanizmy opornosci komérek nowotworo-
wych moga byé zwigzane z zaburzeniem pra-
widlowego dziatania biatka p53 [¢s]. Dochodzi
wowczas do zaktocenia regulacji ekspresji niekto-
rych waznych gendw kodujgcych czasteczki proapo-
ptotyczne, jak biatka Bax i CD95 [58], oraz gendéw
kodujgcych czynniki antyapoptotyczne np. biatko
Bcl-2. Istotng role w hamowaniu apoptozy w komar-
kach nowotworowych odgrywaja biatka z rodziny
Bcl-2. W wielu typach nowotworéw dochodzi do na-
dekspresji biatek z tej rodziny prowadzgcej do za-
chwiania rownowagi pomiedzy biatkami proapopto-
tycznymi i antyapoptotycznymi [37] na korzys$c
biatek hamujacych apoptoze, jak np. Bcl-2, Bcl-XL
[94]. Stwierdzono réwniez, ze hamowanie apoptozy
w komorkach nowotworowych moze byé zwigzane z
mutacjami w genach kodujgcych biatka proapopto-
tyczne m.in. genu kodujgcego biatko Bax [95] oraz
genu kodujgcego biatko Bak [96].

Ws$rdd czynnikéw zwigzanych z opornoscig ko-
maérek nowotworowych na dziatanie lekdw wymie-
nia sie réwniez biatka hamujace apoptoze IAP (ang.
inhibitory ofapoptosisproteins) w tym biatka c-1AP.
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Wykazano, ze c-1AP-1i c-1AP-2 moga wigzac sie z
TRAFI i TRAF2 tj. czynnikami zwigzanymi z recep-
torem Smierci TNF-a (ang. TNF-a receptor associa-
tedfactor), co prowadzi do ttumienia sygnatu apop-
tozy [97]. Stwierdzono réwniez, ze biatka c-1AP
moga oddziatywac z kaspazg 3 i kaspazg 7, hamujac
ich proteolityczng aktywacje [98].

Na inng droge ,ucieczki” komorek nowotworo-
wych przed apoptozg wskazuja Kim i wsp. Stwier-
dzili oni w swoich badaniach, ze biatka FLIP sg sil-
nymi inhibitorami apoptozy indukowanej przez ak-
tywacje receptor6w $mierci z rodziny TNF. Biatka
FLIP wigzg sie z biatkami adaptorowymi (FADD),
przez co zakldcajg etap aktywacji kaspaz, przede
wszystkim etap autoaktywacji kaspazy s . Stwierdzo-
no, ze biatka FLIP zakt6cajg wczesne etapy apoptozy
poprzez hamowanie przekazywania sygnatu przez
receptory TRAIL [99].

Komorki nowotworowe unikajg wejscia na droge
apoptozy réwniez poprzez uniemozliwienie aktywa-
cji kaspazy 9, nie dopuszczajgc do utworzenia apop-
tosomu. Hamowanie tworzenia sie apoptosomu
moze by¢ spowodowane nadmierng metylacjg genu
Apaf-J [37] oraz wzrostem poziomu biatek szoku
cieplnego HSP (ang. heat shock protein). Stwier-
dzono bowiem, ze biatko HSP27 ma zdolno$¢ wigza-
nia sie z cytochromem c¢, natomiast HSP70 i HSP90
tworzg kompleksy z biatkiem Apaf-1, przez co unie-
mozliwiajgjego oligomeryzacje inie dopuszczajg do
aktywacji prokaspazy 9 [37]. Ravagan iwsp. wy-
kazali réwniez, ze biatko HSP70 moze hamowa¢ ak-
tywnos$é czynnika AlIF, a zatem moze wptywaé na de-
gradacyjng faze procesu apoptozy niezalezng od ka-
skady aktywacji kaspaz [100],

Hamowanie apoptozy w komdrkach nowotworo-
wych moze by¢ rowniez zwigzane ze zwiekszong
ekspresjg kinazy AKT (kinazy biatkowej B - PKB),
ktéra przeprowadza reakcje fosforylacji prowadzac
do hamowania aktywnosci waznych biatek procesu
apoptozy takich jak Bad, prokaspaza 9 oraz p53 [37],
Fosforylacja biatka Bad na przyktad hamuje tworze-
nie heterodimer6w tego biatka z Bcl-2 oraz Bcl-XL
prowadzgc do hamowania apoptozy [37]. Fosforyla-
cja prokaspazy 9 hamuje natomiast jej autoaktywa-
cje. Po przedostaniu sie kinazy AKT do jadra komar-
kowego, katalizuje ona fosforylacje ligazy ubikwity-
nowej Mdm2. W wyniku tego dochodzi do tgczenia
sie ufosforylowanej formy ligazy z biatkiem p53
przyczyniajac sie do jego degradacji [37]. AKT akty-
wuje réwniez czynnik jadrowy kB (NF-kB) [37].

NF-kB jest czynnikiem transkrypcyjnym, ktory
rowniez moze odgrywac istotng role w hamowaniu
apoptozy w niektorych typach komdrek nowotworo-
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wych. W komdrkach bedacych w fazie spoczynko-
wej czynnik ten znajduje sie w cytoplazmie, gdzie
tworzy kompleks z biatkami hamujgcymi 1-kB, co
zapobiega wnikaniu NF-kB do jadra komérkowego.
Przypuszcza sie, ze I-kB-0. odpowiada réwniez za
eksport NF-kB z jadra do cytoiflazmy [37].

Stwierdzono, ze czynnik NF-kB wigze sie z roz-
nymi miejscami DNA, zwanymi miejscami kB, sty-
mulujac transkrypcje biatek odpowiedzialnych za
ochrone przed apoptozg jak np. 1AP, c-FLIP, biatek
antyapoptotycznych z rodziny Bcl-2 (np. Bcl-XLD),
biatek adaptorowych (TRAF-1, TRAF-2) i innych
[37]. Stwierdzono jednak jednocze$nie, ze NF-kB
moze rowniez indukowac transkrypcje biatek pro-
apoptotycznych takich jak receptor Fas, jego ligand
(Fas-L) oraz receptory Smierci DR4, DR5 i DRs
[37].

Aktywacja czynnika jadrowego kB zwieksza
oporno$¢ komdrek nowotworowych na apoptoze
wywotywang dziataniem radioterapii oraz chemiote-
rapii [37]. Czynnik NF-kB jest aktywowany miedzy
innymi pod wptywem stosowania takich chemiotera-
peutykow jak taksol, doksorubicyna, daunorubicyna,
etopozyd, wikrystyna, winblastyna oraz kamptotecy-
na [101]. Zwiekszonajego aktywno$¢ moze rowniez
prowadzi¢ w obecnosci tych lekéw do zwiekszonej
ekspresji genu mdrl [42].

Pojawiajg sie rowniez doniesienia, ze hamowanie
apoptozy w komaérkach nowotworowych moze byé
zwigzane ze zmianami metabolizmu ceramidu [102,
103]. Duzg role w nabywaniu opornos$ci na apoptoze
przez komorki nowotworowe przypisuje sie syntazie
glukozyloceramidowej (przeksztatcajgcej ceramid
do glukozyloceramidu) [20]. Wykazano, ze nadeks-
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presja tego enzymu wywotywata zjawisko opornosci
na apoptoze w komaérkach nowotworu piersi MCF-7
[94].

Do rzadziej obserwowanych mechanizméw ha-
mowania apoptozy w komoérkach nowotworowych
nalezg m.in. brak wystepowania biatka Apaf-1w ko-
moérkach czerniaka, inaktywacja kaspazy s w komor-
kach nerwiakoéw oraz inaktywacja badZz zmniejszona
ekspresja biatek receptorowych (receptoréw Smier-
ci) [17].

V-1. Hamowanie apoptozy w komdrkach nowotwo-
rowych o opornosci wielolekowej

Coraz wiecej danych wskazuje na istotny udziat
biatek transportujgcych ABC w hamowaniu apopto-
zy w komdérkach nowotworowych o opornosci wielo-
lekowej [19, 29, 30, 52, 90, 97, 104-113], Niektorzy
autorzy sugerujg nawet, ze rola glikoproteiny P jako
inhibitora apoptozy w tych komérkach jest znacznie
wieksza niz jako pompy eksportujagcej leki przeciw-
nowotworowe [104].

Sugeruje sie, ze ze wzgledu na bardzo szerokie
spektrum substratowe glikoproteiny P ijej udowod-
niong zdolno$¢ do usuwania biatek np. interleuki-
ny-2, interleukiny-4 i interferonu [110], pompa ta
moze usuwac¢ z komorek opornych badz to kaspazy,
badz tez inne kluczowe czynniki niezbedne do prze-
prowadzenia fazy egzekutorowej apoptozy [108].
Twierdzi sie takze, ze hamowanie apoptozy w ko-
morkach o opornosci wielolekowej moze byc¢
zwigzane z obnizaniem wewnatrzkomoérkowego po-
ziomu ATP, niezbednego do aktywacji okreslonych
etapow apoptozy, m.in. aktywacji kaspazy s, tworze-
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Ryc. 3. Schemat hamowania procesu apoptozy w komérkach nowotworowych o opornosci wielolekowej, zwigzanego z uwalnianiem czynnikéw mito-
chondrialnych: AIF — czynnik indukcji apoptozy, DFF — czynnik fragmentacji DNA, EndoG — endonukleaza G, P-gp — glikoproteina P (na

podstawie [14, 24, 27, 31, 40]).
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nia aktywnej formy apoptosomu, niezbednej do akty-
wacji kaspazy 3, ATP-zaleznego transportu czynnika
indukcji apoptozy AIF z cytoplazmy dojadra komdr-
kowego oraz aktywacji czynnika fragmentacji DNA
(DFF) [111, 112]. Istniejg réwniez doniesienia, ze
glikoproteina P moze indukowaé¢ wzrost wewnatrz-
komdrkowego pH, co prowadzi do zahamowania ak-
tywnos$ci kaspaz, ktére sg wrazliwe na zmiany pH
[112, 113]. Alkalizacja $Srodowiska wewnatrzkomor-
kowego zwigzanajest ztym, ze glikoproteina P indu-
kuje szlak transportu protonéw zalezny od Na+i CI'
(Ryc.3) [111]. Stwierdzono jednocze$nie, ze nadeks-
presja glikoproteiny P w komdrkach nowotworo-
wych o opornosci wielolekowej nie chroni przed
apoptoza niezalezng od kaspaz, wywotywang przez
biatka tworzace pory — perforyny, granzym B, prze-
ciwciata anty-CD2 oraz inhibitor kinazy biatkowej C
— staurosporyne [29, 30].

Udziat glikoproteiny P w hamowaniu apoptozy w
komdrkach nowotworowych o opornosci wieloleko-
wej moze by¢ réwniez zwigzany z zaangazowaniem
tego biatka w transport ,,flip-flop” lipidéw btono-
wych. Prowadzi to do istotnych zmian w dostepnosci
sfingomielin dla sfingomielinazy, odpowiedzialnej
za ich hydrolize do ceramidu tj. czynnika stymu-
lujgcego apoptoze [107-109]. Ze wzgledu na zmiane
rozmieszczenia lipiddw w strukturze btony cytopla-
zmatycznej moze réwniez dochodzié do zaburzen w
przekazywaniu sygnatu zwigzanego z aktywacjg re-
ceptoréw Smierci (Ryc. 4).

V1. Proby przywracania apoptozy w komar-
kach nowotworowych opornych
na dziatanie lekow

Jednym z wazniejszych celéw chemioterapii no-
wotworéw jest opracowanie skutecznych strategii
przywracania komérkom opornym na dziatanie le-
kéw zdolnos$ci do wejscia na droge programowanej
$mierci [114]. Jakkolwiek opracowywane i testowa-
ne sg réznorodne strategie, wiele z nich niestety za-
wodzi [ss, 115]. Proba wptywania bezpos$rednio na
proces apoptozy wymaga bowiem precyzyjnego
»trafienia” we wtasciwy cel molekularny, by unikna¢
niekontrolowanego niszczenia komérek [32],

Prace przeprowadzone w zespole A. Vo llmar
wykazaty wtasciwosci proapoptotyczne ajoenu wy-
stepujacego w duzych ilosciach w naturalnych pro-
duktach m.in. w czosnku, cebuli i brokutach [116,
117]. Wykazano, ze zwigzek ten byt zdolny do
wywotania apoptozy w komorkach biataczkowych
hodowanych in vitro oraz u pacjentéw chorych na
biataczke. Jednocze$nie stwierdzono, ze nie
wywotywat on apoptozy w mononuklearnych ko-
maérkach krwi obwodowej ludzi zdrowych [116,
117]. Autorzy tych badan sugerujg, ze dziatanie ajo-
enu polega na zwiekszaniu przepuszczalno$ci btony
mitochondrialnej, co prowadzi do uwolnienia cyto-
chromu c (juz po 4 godzinach inkubacji) i kaskady
aktywacji kaspaz [117]. Stwierdzili oni jednocze$-
nie, ze przywracanie zdolnosci komoérek nowotworo-
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Ryc. 4. Schemat hamowania procesu apoptozy w komérkach nowotworowych o opornosci wielolekowej, zwigzanego z aktywacja receptoréw $mierci:
Apaf-1 — czynnik 1aktywujacy proteazy w procesie apoptozy, ER — rctikulum endoplazmatyczne, FADD — biatko zwigzane z domenami
$mierci Fas, FAN — biatko aktywujgce sfingomiclinaza, DR — receptor powierzchniowy z rodziny receptoréw $mierci, L — ligand receptora
$mierci, P-gp — glikoproteina P, SM — sfingomielina (na podstawie [14, 27, 31, 40]).

POSTEPY BIOCHEMII 50(4), 2004

339



wych do apoptozy przez ajoen moze byé specyficzne
tylko dla komdrek biataczkowych, gdyz zaobserwo-
wano, ze komérki miesakéw byty niewrazliwe na
dziatanie tego zwigzku [116]. Stwierdzono réwniez
podobne dziatanie helenaliny w przypadku komorek
T w biataczce typu Jurkat. Wykazano, ze helenalina
powoduje permeabilizacje btony mitochondrialnej i
w konsekwencji stymuluje indukcje apoptozy [114].

Minko i wsp. wskazali réwniez na mozliwos¢
zablokowania antyapoptotycznego dziatania biatek z
rodziny Bcl-2. Autorzy ci wykazali w swoich bada-
niach, ze krétkie peptydy homologiczne do domeny
BH3 biatek Bcl-2 zwiekszaty skutecznosé doksoru-
bicyny poprzez hamowanie antyapoptotycznego
dziatania tych biatek [51].

Innym kierunkiem prac zmierzajagcych do przy-
wrécenia apoptozy w komoérkach opornych na
dziatanie lekéw przeciwnowotworowych jest znale-
zienie zwiazkdw aktywujacych kinaze biatkowa
PKC, ktéra bierze udziat w przekazywaniu sygnatu
apoptozy [118]. Przesuniecie PKC do mitochon-
drium jest niezbedne do uwolnienia cytochromu c do
cytoplazmy. Wykazano dla komdrek linii HelLa, ze
ekspresja aktywnej formy PKC byta czynnikiem wy-
starczajgcym do zapoczatkowania apoptozy [118].

Obiecujacg metoda przywracania zdolno$ci do
apoptozy moze by¢ réwniez wptyw na szlaki aktywa-
cji receptorow Smierci [s6, 99]. Zdaniem Cue 110 i
wsp. bardzo zachecajgce sg dane eksperymentalne
Swiadczace o tym, ze ligand TRAIL odpowiadajacy
za aktywacje receptora TNF wywotuje programo-
wang $mier¢ komdrek w réznych liniach komorek
nowotworowych [ss ], natomiast nie powoduje apop-
tozy w komorkach zdrowych [99]. Jednoczesne po-
dawanie TRAIL idoksorubicyny (DOX) skutkuje sy-
nergistycznym pobudzeniem apoptozy w réznych li-
niach komérkowych raka jajnika [ss ]. Uwaza sie, ze
obserwowany efekt synergistyczy zwiazany jest z
jednoczesnym aktywowaniem kaspazy s, kaspazy 1o
i kaspazy 3 przez TRAIL, co z kolei pozwala na ob-
nizenie stosowanego klinicznie stezenia doksorubi-
cyny oraz TRAIL iw konsekwencji obnizenie efektu
toksycznego stosowanej chemioterapii [s6].

Prace Kim iwsp., majgce na celu przywracanie
apoptozy w komérkach nowotworowych, oparte sg
na poznanej funkcji biatka FLIP, polegajacej na jego
wigzaniu sie z biatkami adaptorowymi i prokaspaza-
mi przez co dochodzi do zakt6écenia w przekazaniu
sygnatu $mierci za posrednictwem TRAIL [99].
Silngnadekspresje genu kodujgcego biatko FLIP wy-
kazano w przypadku niektérych typéw komérek no-
wotworowych. Zatozono zatem, ze obnizenie ilosci
tego biatka mogtoby przywréci¢ wrazliwo$é¢ komo-
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rek nowotworowych na czynniki indukujace apopto-
ze poprzez ligand TRAIL. Stwierdzono, ze naturalni
agonisci PPAR (ang. peroxisome proliferator-ac-
tivated receptor) oraz syntetyczne modulatory biatka
FLIP (w tym tiazolidienodiony i triterpenoidy), od-
dziatywujac z niezidentyfikowanym jeszcze na razie
celem komérkowym, obnizajg poziom biatka FLIP,
co przywraca zdolno$¢ komorki do wejscia na droge
apoptozy [99].

Prowadzone sg r6wniez badania majgce na celu
modyfikowanie metabolizmu sfingolipidow [20]
Wydaje sie, ze dobre rezultaty moze da¢ potaczenie
dziatania chemioterapeutykéw z czynnikami ha-
mujacymi przeksztatcanie ceramidu [20]. W przy-
padku komérek nerwiaka stwierdzono na przykitad
silny efekt synergistycznego dziatania cytotoksycz-
nego N-(4-hydroksyfenylo)retinamidu ze zwigzkiem
bedgcym modulatorem metabolizmu ceramidu np.
L-treo-dihydrosfingozyng, d, 1-treo-1-fenylo-2-hek-
sadekanoiloamino-3-morfolino-1-propanolem  lub
tamoksifenem [119]. Metha i wsp. wykazali row-
niez, ze jednoczesne podanie ceramidu Cs i paklitak-
selu istotnie zwiekszyto ilos¢ komdrek ptaskoko-
maérkowego raka gtowy i szyi bedacych w fazie S
i/lub G2-M cyklu komérkowego [120]. Stwierdzono
réwniez, ze u myszy, ktérym wszczepiono ludzkie
komoérki nowotworowe HT29, dozylne podawanie
sfingomielin  podczas terapii 5-fluorouracylem
wzmagato silnie efekt terapeutyczny [121], Wykaza-
no jednoczesnie, ze sfingolipidy zawarte w pozywie-
niu moga przeciwdziata¢ rakowi okreznicy oraz ro-
dzinnej polipozie gruczolakowatej [20].

Innym celem w prébach pokonania opornosci ko-
moérek nowotworowych na apoptoze jest hamowanie
aktywnosci czynnikajgdrowego kB. Stwierdzono na
przykiad, ze zahamowanie aktywnosSci NF-kB
wywotane disulfiramem zwiekszato skuteczno$¢ te-
rapii 5-fluorouracylem w przypadku linii komorko-
wej ludzkiego nowotworu okrezniczo-odbytniczego
[122]. Nalezy podkresli¢, ze w hamowaniu aktywno-
§ci NF-kB, podejmuje sie rdzne strategie dziatania,
miedzy innymi: i) blokowanie degradacji proteaso-
mow IkB stosujagc inhibitory proteasomow, ii) bloko-
wanie fosforylacji 1kB poprzez dziatanie np. nieste-
roidowych $rodkow przeciwzapalnych, tréjtlenku ar-
senu oraz tlenku azotu, iii) hamowanie translokacji
NF-kB do jadra, iv) hamowanie wigzania NF-kB -
DNA, v) stosowanie zwigzkdw o dziataniu antyutle-
niajacym jak kurkumina, glutation oraz witamina C,
vi) modyfikacje biatek uczestniczgce w szlaku akty-
wacji NF-kB, vii) hamowanie NF-kB poprzez zwie-
kszanie ekspresji genu IkB wprowadzonego z uzy-
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ciem wektorow w postaci zmodyfikowanych adeno-
wiruséw [37].

VI-1. Modulacja aktywnosci biatek eksportujgcych
odpowiedzialnych za wyksztatcanie opornosci
wielolekowej

Wiele badan nad pokonaniem problemu opornosci
wielolekowej komdrek nowotworowych koncentruje
sie na poszukiwaniu specyficznych modulatoréw
biatek eksportujacych MDR. Do chwili obecnej po-
znano kilka grup zwigzk6éw, ktore wykazujg aktyw-
no$¢ w modulowaniu transportu aktywnego z
udziatem glikoproteiny P, miedzy innymi grupe blo-
kerow kanatéw wapniowych a wérdd nich werapa-
mil, immunosupresyjny cykliczny peptyd — cyklo-
sporyne A, inhibitory kalmoduliny (np. trifluorope-
razyna, tioridazyna), alkaloidy indolowe (np. chini-
na, rezerpina), fenotiazyny, chinidyne, diaryloimida-
zol OC144-093 iinne [123-129]. W literaturze znane
sg rowniez modulatory funkcjonowania biatka
MRP1: m.in. analog leukotrienu LTD4 — MK571,
S-decyloglutation, inhibitor biatkowej kinazy C —
bisindolilomaleimid GF 109203X, analog pirydyny
— PAK-104P, benzotiofen LY329146, antagonista
receptora leukotrienu LTC4 — ONO-1078 oraz
zwiazek antyprogestatynowy RU486 [129-133].

Od kilku lat trwajg badania z wykorzystaniem po-
chodnej cyklosporyny, PSC833 w przywracaniu apo-
ptozy w komoérkach nowotworowych o opornosci
wielolekowej [61, 134]. Bezombes iwsp. wyka-
zali, ze w obecnosci PSC833 dochodzito do przywra-
cania apoptozy w komorkach KGla poddanych
dziataniu czynnika martwicy nowotworu TNF-a
[49]. Nalezy zaznaczyé, ze wybrane do badan ko-
morki KG la charakteryzowaty sie wysokg oporno-
$cig na TNF-a. Wydaje sie, ze dziatanie PSC833
moze by¢ dwojakie: 1) wptyw na zwiekszenie puli
zdolnych do hydrolizy sfingomielin w wewnetrznej
warstwie btony cytoplazmatycznej oraz 2) przywro-
cenie stymulacji sfingomielinazy zaleznej od
TNF-a. Oba te mechanizmy prowadzg w konse-
kwencji do wejscia komérki na droge apoptozy [61].

Wykazano takze zdolno$¢ chininy ijej analogow,
znanych modulatorow aktywnosci glikoproteiny P,
do ,odwracania” opornosci wielolekowej komorek
nowotworowych. Stwierdzono rowniez zdolnos$é
analogu chininy, cinchoniny do przywracania apop-
tozy w komoérkach biataczki mysiej P388 [567]. Wy-
kazano jednoczes$nie, ze podawanie komdrkom
10pM cinchoniny zwiekszato cytotoksyczno$¢ dok-
sorubicyny wobec linii opornej na te antracykline,
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natomiast nie wywotywato wzrostu aktywnos$ci dok-
sorubicyny w stosunku do linii wrazliwej [57].

Poniewaz wykazano istotng role kinazy biatkowej
C (PKC) w fosforylacji glikoproteiny P, co jest nie-
zbedne dla jej zdolnosci do aktywnego eksportu le-
kow z komdérek nowotworowych, wskazuje sie row-
niez na istotng role terapii z wykorzystaniem anty-
sensownych oligonukleotydéw hamujgcych ekspre-
sje genu kodujgcego PKC jako szansy na przywraca-
nie apoptozy w komorkach opornych [118].

VIl. Podsumowanie

Aby opracowaé skuteczng metode przywracania
aktywnosci lekéw przeciwnowotworowych w sto-
sunku do komérkach nowotworowych opornych na
ich dziatanie nalezy gruntownie pozna¢ mechanizmy
hamowania apoptozy w tych komérkach. Ze wzgledu
na roznorodnos$é szlakéw prowadzacych finalnie do
programowanej $mierci komdrki wydaje sie, ze naj-
lepsze efekty mogag daé¢ proby stosowania terapii
taczonych polegajacych na jednoczesnym podawa-
niu kilku czynnikow wptywajgcych na rézne etapy
procesu apoptozy.

Obok prac majacych na celu przywrécenie aktyw-
nosci waznych klinicznie lekéw przeciwnowotworo-
wych poprzez przywrécenie zdolnosci komoérek no-
wotworowych do wejscia na droge apoptozy, réwno-
legle trwajg rowniez badania nad opracowaniem no-
wych  lekéw zacho-
wujacych wysoka aktywno$¢ w stosunku do komo-
rek opornych [135-138].
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Apolipoproteina E — rola polimorfizmu w patogenezie

licznych chorob

Apolipoprotein E — the role of polymorphism in
pathogenesis of many diseases

ANNA BALCERZYKZ1 IWONA ZAK2
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l.  Wstep
Il. Wystepowanie i podstawowe funkcje apolipoproteiny E
I11. Budowa i polimorfizm apo E— znaczenie funkcjonalne
IV. Zwigzek apo E z zaburzeniami patologicznymi
V. Mechanizmy dziatania apo E — znaczenie w patogene-
zie chorob
V-l. Wplyw apo E na transport i metabolizm lipidéw
V-2. Zwigzek apo E ze stresem oksydacyjnym
V-3. Wptyw apo E na proces apoptozy
V-4. Wplyw apo E na modulowanie odpowiedzi zapal-
nej
V-5. Apo E a funkcja plytek krwi
V. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrotow: AD — choroba Alzheimera;
ADP — adenozynodifosforan; Apo B100 — apolipoproteina
B 100; Apo E — apolipoproteina E; APOE — gen kodujacy apo-
lipoproteing E; cGMP— cykliczny 3°,5’-guanozynomonofosfo-
ran; ChNS — choroba niedokrwienna serca; HDL — lipoprote-
iny o duzej gestosci; HDL-E — HDL bogate w apo E; HNE —
4-hydroksynonenal; IDL — lipoproteiny o posredniej gestosci;
IL-6 — interleukina 6; LCAT — acylotransferaza lecytyna-cho-
lesterol; LDL — lipoproteiny o matej gestosci; LRP — biatko
pokrewne receptorowi LDL (ang. LDL-receptor related prote-
in-, TNFa — czynnik martwicy nowotworéw (ang. tumor
necrosisfactor): VLDL— lipoproteiny o bardzo matej gestosci

l. Wstep

Apolipoproteina E (apo E) jest biatkowym sktad-
nikiem licznych lipoprotein osocza (chylomikronéw,
VLDL-i, remnantéw chylomikronéw, IDL-i, HDL-i)
oraz obecna jest w ptynie mézgowo-rdzeniowym.
Petni wazng role w regulacji metabolizmu lipidéw

'Mgr, 2dr hab. n. med.; Katedra i Zaktad Biochemii i Genetyki
Medycznej, Slaska Akademia Medyczna, ul. Medykéw 18,
40-752 Katowice; e-mail: abalcerzyk@slam.katowice.pl,
izak@slam.katowice.pl
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osocza. Gtowna jej funkcja fizjologiczna polega na
umozliwianiu ,,wyptywu” nadmiaru cholesterolu z
wnetrza komorek obwodowych i warunkowaniu
wprowadzania niektérych lipoprotein (szczegdlnie
remnantéw chylomikronéw i VLDL-i) do wnetrza
komorek.

Funkcje apo E wykraczajg jednak znacznie poza
jej udziat w regulacji metabolizmu lipidéw. Liczne
prace dowodzg, ze apo Ejest zaangazowana w modu-
lowanie odpowiedzi zapalnej, regulacje funkcji
ptytek krwi, zjawisko apoptozy istresu oksydacyjne-
go. Tak szeroki wptyw apo E na procesy zachodzace
w organizmie moze wyjasniaé jej zwiazek z licznymi
zaburzeniami, takimi jak: choroba Alzheimera (AD),
miazdzyca, choroba niedokrwienna serca i mézgu,
niektore typy nowotwordw czy powstawanie kamie-
ni zétciowych [1,2], Poznanie szczeg64ow roli apo E
moze pomoOc w zrozumieniu ztozonej patogenezy
tych chorob.

Il. Wystepowanie i podstawowe funkcje apo E

Giownym miejscem syntezy apo E sa komérki
watroby, gdzie powstaje wiekszo$¢ apoprotein E
obecnych w osoczu (66-75%). Mniejsze ilosci apo E
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syntetyzowane sg poza watrobg, w wielu réznych ko-
mérkach obwodowych, gtéwnie makrofagach, astro-
cytach, ale réwniez w ptucach, nerkach, Sledzionie,
miesniach.

Stezenie apolipoproteiny E w osoczu 0s6b zdro-
wych miesci sie w granicach 0.016-0.17 g/l. W nie-
ktérych stanach patologicznych, np. w niedoczynno-
§ci tarczycy, hiperlipoproteinemii typu Ill, przy niedo-
borze acylotransferazy lecytyna-cholesterol (LCAT),
stezenie apo E moze by¢ podwyzszone [3].

Podstawowa funkcja apo E, polegajgca na usuwa-
niu remnantéw lipoprotein z osocza realizowana jest
dzieki zdolnosci apoE do wigzania sie z receptorem
LDL oraz receptorem LRP (ang. LDL-receptor rela-
ted protein). Apo E jest rowniez ligandem dla obec-
nych na powierzchni komorek proteoglikan6w hepa-
ranosiarczanowych. Remnanty lipoprotein zawie-
rajace apo E oddziatywujac bezposrednio z recepto-
rem LDL moga by¢ pobierane przez komdrki na dro-
dze klasycznej endocytozy zaleznej od receptora. Al-
ternatywny szlak internalizacji remnantow przebie-
ga z udziatem proteoglikanéw powierzchni komor-
kowej oraz receptora LRP [4]. Znaczna ilo$¢ pobie-
ranej przez hepatocyty apo E nie ulega degradacji
wewnatrz komérki, ale jest powtornie wydzielana.
Prawdopodobnie apo E petni w komérce znaczaca
role w metabolizmie triglicerydow i estréw choleste-
rolu, gromadzeniu lipidéw i tworzeniu czgstek lipo-
protein o bardzo niskiej gestosci (VLDL) [5, s ]. Apo
E jest rowniez ligandem dla receptora SR-BI (ang.
scavenger receptor class B type 1), bedacego recepto-
rem HDL, receptora VLDL (w komorkach serca,
miesni szkieletowych, tkance ttuszczowej) oraz dla
receptora 2 apo E obecnego na powierzchni komorek
mozgu [7, s , 9]. W mozgu i ptynie mézgowo-rdze-
niowym brak jest gtownych osoczowych transporte-
row lipidéw endogennych, lipoprotein o niskiej ge-
stosci (LDL), bardzo niskie jest tez stezenie apopro-
tein B 100. Przypuszczalnie apoE, ktora jest podsta-
wowg apoproteing ptynu moézgowo-rdzeniowego,
peini funkcje biatkowego transportera lipidow na te-
renie mézgu, podobnie jak to czyni apo Bloo W 0S0-
czu [10].

I11. Budowa ipolimorfizm apo E — znaczenie
funkcjonalne

Apolipoproteina E jest glikoproteing, ktérej boga-
ty w reszty argininy liniowy tafncuch polipeptydowy
utworzony jest przez 299 reszt aminokwasowych, a
sktadnik cukrowy moze mieé¢ zmienng zawartos$¢
reszt kwasOw sjalowych. Apo E wystepuje po-
wszechnie w trzech izoformach, E2, E3, E4, ktére
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réznig sie resztami aminokwasowymi w pozycjach
112 i 158 tancucha polipeptydowego. Izoforma E3
charakteryzuje sie obecnoscig reszty cysteiny w po-
zycji 112 i reszty argininy w pozycji 158, izoforma
E4 zawiera reszty argininy zardwno w pozycji 112
jak i 158, natomiast izoforma apo E2 w obu tych po-
zycjach tancucha polipeptydowego ma reszty cyste-
iny [1:]

Gen APOE zlokalizowany jest w chromosomie
19ql3.2,jego allele wielokrotne e 2, 3, 4 kodujg po-
szczegOlne izoformy, odpowiednio apo E2, apo E3 i
apo E4. Obecno$¢ trzech alleli gzmiAPOE warunku-
je wystepowanie sze$ciu genotypdéw w populacji
ludzkiej, w tym trzech homozygotycznych (2/2; 3/3;
4/4) i trzech heterozygotycznych (2/3; 2/4; 3/4). W
populacji ludzkiej dominuje genotyp homozygotycz-
ny 3/3 (okoto 60%), natomiast heterozygoty apo 3/4
stanowig okoto 20%, a apo 3/2 okoto 13%. Pozostate
genotypy homozygotyczne i heterozygotyczy stano-
wig mniejszos¢, apo 4/4 2-3%, apo 2/2 1%, apo 2/4
1-2% [12]. PoszczegO6lne izoformy apo E nie wyste-
pujg rownomiernie wsrdd ludnos$ci Swiata. lzoformy
E4 i E2 czeSciej wystepujg w Afryce, a stosunkowo
rzadko w Azji [13]. W Europie izoforma E4 wystepu-
je czesciej u ludnosci krajéw potnocnych, w przeci-
wiefistwie do krajow rejonu basenu Morza Sréd-
ziemnego, gdzie wystepowanie jej jest rzadkie [14].

Apo E zawiera dwie domeny strukturalne, dome-
ne N-koncowgpolipeptydu o masie 22 kDa i domene
C-koncowag polipeptydu o masie 10 kDa. Domeny te
sg potagczone krétkim regionem wrazliwym na prote-
olize [15]. Domena N-koncowa ma strukture globu-
larng utworzong przez 4 amfipatyczne helisy zorien-
towane powierzchnig hydrofobowg do wnetrza. Do-
mena ta uczestniczy w wigzaniu apo E z receptorem
dla LDL. Bezposrednie miejsce interakcji zlokalizo-
wane jest w helisie czwartej, w rejonie reszt amino-
kwasowych zajmujacych pozycje od 136 do 150, kt6-
ry jest bogaty w aminokwasy zasadowe. Chemiczne
modyfikacje reszt aminokwas6éw zasadowych pro-
wadzg do ostabienia zdolnos$ci interakcji apo E z re-
ceptorem [16]. Miejsce wigzania receptora LDL po-
krywa sie z regionem wigzania proteoglikanéw. W
odrdznieniu jednak od receptora LDL, proteoglikany
majg takze swoje miejsce wigzania w domenie C-ko-
ricowej polipeptydu [17]. Poszczeg6lne izoformy
apo E réznig sie powinowactwem do receptoréw ro-
dziny LDL. lzoforma E2 charakteryzuje sie znacznie
mniejszym powinowactwem niz izoforma E3. Mniej
jednoznaczne sg dane dotyczgce powinowactwa apo
E4. Wykazano, ze czgsteczki VLDL pochodzace od
0s6b o fenotypie E4E4 majg wieksze powinowactwo
do receptora LDL na hepatocytach w poréwnaniu z
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czagsteczkami pochodzgcymi od oséb E3E3 [18]. Jed-
nak moze to byé zwigzane zar6wno z wiekszym po-
winowactwem izoformy E4 do receptora, jak i z
rozng zawartoscig apolipoproteiny w czasteczkach
VLDL, w zaleznosci od fenotypu. Zmniejszone po-
winowactwo izoformy E2 do receptora LDL jest wy-
nikiem zmian w oddziatywaniach pomiedzy resztami
aminokwasowymi. W izoformie E3 pomiedzy Argiss
a Aspiss wystepujg oddziatywania jonowe, ktérych
brak w izoformie E2 ze wzgledu na zastgpienie resz-
ty argininy przez reszte cysteiny w pozycji 158. W
konsekwencji Aspiss apo E2 oddziatywuje jonowo z
Argiso znajdujaca sie w obrebie miejsca wigzania re-
ceptora. Oddziatywanie to powoduje zmiane prze-
strzennego utozenia reszty Argl150, zmieniajac row-
noczes$nie witasciwosci regionu wigzacego receptor
[19].

Sama domena N-koncowa polipeptydu nie jest
wystarczajgca do funkcjonalnego oddziatywania tej
apolipoproteiny z receptorem LDL. Wymagane s3
zmiany konformacyjne apoproteiny E indukowane
przez sktadnik lipidowy, ktdre przyczyniajg sie do
ujawnienia funkcji liganda dla receptoréw lipoprote-
in w procesie endocytozy zaleznej od receptoréw.
Podstawowe miejsca wigzania lipidéw znajduja sie
w domenie C-koAcowej, w rejonie reszt aminokwa-
sowych zajmujacych pozycje 244-272 [20]. Wigza-
nie lipidéw przez apo E przebiega prawdopodobnie
dwuetapowo. Poczatkowo apo E oddziatywuje z po-
wierzchnig lipiddw poprzez miejsca na helisach do-
meny C-koncowej. Nastepnym etapem jest otwarcie
cztero-helikalnej struktury domeny N-konhcowej i
przyjecie konformacji, ktéra jest rozpoznawana
przez receptor.

Poszczegdblne izoformy apo E rdznig sie nie tylko
powinowactwem do receptorow, ale takze powino-
wactwem do lipiddw. Zwigzane jest to przede
wszystkim z obecnos$cig lub brakiem argininy w po-
zycji 112. W izoformie E4 stwierdzono oddziatywa-
nia elektrostatyczne pomiedzy Argss w domenie
N-koricowej, a Gluzss w domenie C-koncowej. Od-
dziatywanie to wynika z wptywu Argu2 na zmiane
utozenia tancucha bocznego Arg6l. W izoformach E3
i E2 pozycje 112 zajmuje cysteina, a tafcuch boczny
Arg e utozony jest w taki sposéb, ktory uniemozli-
wia oddziatywanie z Glu255. Oddziatywanie pomie-
dzy domenami charakterystyczne dla izoformy E4, a
takze mniej zorganizowana struktura domeny C-ko-
ncowej z bardziej eksponowana powierzchnig hydro-
fobowg decydujg o zwiekszonym powinowactwie tej
izoformy do lipidéw i preferencyjnym wigzaniu z
YLDL. Nizsze powinowactwo do lipidéw izoform
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E2 i E3 wptywa na ich wieksze powinowactwo do
HDL niz do VLDL [20],

IV. Zwigzek apo E z zaburzeniami patolo-
gicznymi

Obecnos$¢ allelu e4 jest uznanym czynnikiem ry-
zyka choroby Alzheimera (ang. Alzheimer disease,
AD) [21 - 23]. Obecno$¢ przynajmniej jednego allelu
s4 stwierdzono w 80% przypadkow rodzinnej i 64%
sporadycznej choroby Alzheimera, podczas gdy
wsrdod ludzi zdrowych nosicielami s4 jest ok. 31%
0s6b. Szacuje sie, ze u 0s6b homozygotycznych e4e4
objawy choroby pojawiajg sie srednio o 16 lat wcze-
$niej niz u os6b niebedacych nosicielami tego allelu
[24]. Zwigkszong czesto$¢ allelu e4 stwierdzono
réwniez u oséb chorych na inne choroby neurodege-
neracyjne m.in. AD z ciatami Lewy’ego, demencje
mieszang oraz +tagodne zaburzenia poznawcze
[25-27].

Liczne doniesienia dotyczg takze zwigzku allelu
e4 : miazdzyca i choroba niedokrwienng serca
(ChNS). W grupie os6b bedacych nosicielami allelu
¢4 obserwuje sie zwiekszong ilo$¢ blaszek miazdzy-
cowych na powierzchni $cian tetnic wienicowych w
poréwnaniu z homozygotami e3e3 [28]. Genotyp
APOQE4 przyspiesza réwniez rozw0j miazdzycy tet-
nic szyjnych [29]. Liczba nosicieli allelu e4 ws$rdd
chorych na ChNS jest $rednio 0 26% wyzsza w po-
rownaniu z grupg os6b zdrowych. [30]. Obecnos¢ al-
lelu s4 jest ponadto zwigzana z obnizong przezywal-
noscigpo zawale miesSnia sercowego, ajednoczesnie
ze zwiekszong podatnoscig na prewencyjne leczenie
niektérymi lekami [31]. Obserwuje sie réwniez cze-
stsze wystepowanie allelu s4 wsrdd os6b z rodzinng
historig ChNS [32]. W Europie rozpowszechnienie
allelu <4 jest wyzsze w krajach po6tnocnych, gdzie
czesciej wystepuja rowniez choroby sercowo-naczy-
niowe, natomiast nizsze w krajach potudniowych,
gdzie wystepowanie ChNS jest rzadsze [14]. W nie-
ktoérych populacjach obserwuje sie nizszg czesto$c
allelu s2 w grupie chorych z ChNS w poréwnaniu z
grupa os6b zdrowych, moze to sugerowac jego pro-
tekcyjne dziatanie [33].

Uwaza sie, ze z nosicielstwem allelu c2 zwigzane
sgrowniez predyspozycje do osiggania zaawansowa-
nego wieku, a polimorfizm genu APOE jest prawdo-
podobnie podstawowym czynnikiem genetycznym
zwigzanym z dtugowiecznoscig [34].

Obecnosé allelu e4 jest natomiast czynnikiem pro-
mujacym tworzenie kamieni zdtciowych [35], ajego
protekcyjne dziatanie obserwowano w przypadku
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nowotworow i gruczolakow okreznicy proksymalnej
[36] oraz nefropatii cukrzycowej i innych chordb ne-
rek [37, 38].

Apo Ejest podstawowgq apolipoproteing w mézgu,
gdzie petni wazne funkcje w transporcie lipidéw i
utrzymaniu homeostazy. Prawdopodobnie bierze
udziat w oczyszczaniu ognisk niedokrwienia z pro-
duktow martwiczych [39]. W wielu pracach stwier-
dzono zwigzek nosicielstwa allelu e4 z udarem nie-
dokrwiennym mézgu, jednak zwigzek ten nie jest tak
silny jak w przypadku choroby niedokrwiennej serca
[40]. Niektorzy autorzy sugerujg ponadto, ze allel c4
moze mie¢ korzystny wpltyw na przezywalnos$¢ po
udarze niedokrwiennym mozgu [41].

V. Mechanizmy dziatania apo E — znaczenie
w patogenezie chorob

V-I. Wplyw apoE na transport i metabolizm lipidéw

W zdrowym organizmie chylomikrony i VLDL po
przeksztatceniu w bogate w cholesterol czastki reszt-
kowe sg szybko usuwane z krgzenia do watroby na
drodze endocytozy =zaleznej od receptordow, z
udziatem receptorow LDL, LRP i proteoglikanéw
siarczanoheparanowych. U chorych z rodzinng dys-
betalipoproteinemia (hyperlipoproteinemig typu I1I)
obserwuje sie podwyzszony poziom cholesterolu i
triglicerydéw na skutek ostabionego usuwania rem-
nantdw chylomikronéw i VLDL. Genetyczng przy-
czyng dysbetalipoproteinemii jest obecnos¢ allelu c:
w stanie homozygotycznym, rzadziej choroba ma
zwigzek z wystepowaniem innych mutacyjnych form
apo E. Genotyp e2e2 ma 91% chorych na dysbetali-
poproteinemie rodzinng [42]. Jednak tylko ok. 20%
osobnikéw homozygotycznych pod wzgledem s.
wykazuje objawy choroby [43]. Sugeruje to, ze do
rozwoju choroby niezbedne sg rowniez inne czynniki
genetyczne lub Srodowiskowe np. dieta, otyto$¢, cu-
krzyca, poziom estrogenow. Wiekszo$¢ nosicieli c2
charakteryzuje sie nizszym poziomem cholesterolu
catkowitego i LDL od homozygot e3c3. U nosicieli
allelu s4 obserwuje sie wyzsze stezenia cholesterolu
catkowitego oraz LDL niz u osobnikéw e3e3. Z obec-
noscig zarowno allelu s2, jak i s4, zwigzany jest po-
nadto wyzszy poziom triglicerydow osocza w po-
rownaniu do homozygot e3e3 [44]. Wptyw polimo-
rfizmu w genie APOE na poziom lipiddw w osoczu
wynika przede wszystkim zréznic w powinowactwie
poszczegolnych izoform do receptora LDL i LRP,
ktore jest znacznie nizsze dla izoformy E2 niz dla E3
i E4. Ze wzgledu na stabe wigzanie sie apo E2 z re-
ceptorem internalizacja remnantéw chylomikronow
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i VLDL zachodzi wolniej, w konsekwencji niski jest
naptyw cholesterolu do komorek watroby. Prowa-
dzi¢ to moze do zwiekszenia ekspresji receptora
LDL na powierzchni bton hepatocytow i przyspie-
szenia internalizacji czgstek LDL, w ten sposéb
wptywajagc na obnizenie poziomu cholesterolu w
osoczu u homozygot c2e2. U nosicieli e4 usuwanie
remnantow lipoprotein jest bardziej efektywne,
moze to wynikaé z wyzszego powinowactwa apo E4
do VLDL, podczas gdy izoformy apo E2 i E3 prefe-
rencyjnie tgczg sie z czgstkami HDL. Wieksze wysy-
cenie czastek VLDL apoproteing E4 moze decydo-
wa¢ o efektywnym usuwaniu remnantéw tych
czastek z osocza, wzroscie poziomu cholesterolu w
hepatocytach, obnizeniu ekspresji receptora dla LDL
iw konsekwencji o wzroscie poziomu LDL w osoczu
(Ryc.lA).

Niski poziom cholesterolu LDL u osobnikéw z ge-
notypem ez e: moze réwniez wynika¢ z wptywu izo-
formy E2 na proces lipolizy, prowadzacy do prze-
ksztatcenia VLDL w LDL. Osobniki homozygotycz-
ne e2s: charakteryzujg sie zwiekszonym bezposred-
nim katabolizmem VLDL. U osobnikéw tych tylko
ok. 25% VLDL ulega przeksztatceniu do LDL, pod-
czas gdy u 0sbb ¢ 303 ok. 50%, a u 0s6b z genotypem
eded az 70% VLDL jest przeksztatcanych w LDL
[45]. Wzmozone przeksztatcanie VLDL w LDL u no-
sicieli ¢4 powoduje wzrost poziomu LDL, a zwiek-
szenie jego stezenia w hepatocytach przyczynia sie
do obnizenia ekspresji receptora LDL na powierzch-
ni hepatocytdw i prowadzi do dalszej akumulacji
cholesterolu LDL w osoczu krwi (Ryc. IB).

Poza udziatem w regulacji usuwania remnantéw
lipoprotein z osocza, apo E odgrywa takze znaczgcg
role w autokrynnym mechanizmie usuwania chole-
sterolu z makrofagdéw. Badania na myszach transge-
nicznych wykazaty, ze apo E syntetyzowana przez
makrofagi ma znaczenie antymiazdzycowe, ktore
jest uzaleznione od izoformy [46]. Efekt ten ma by¢
zwigzany ze zdolnos$cig apoE do stymulacji wyptywu
cholesterolu z makrofag6w i zapobiegania w ten spo-
séb powstawaniu komérek piankowatych [47]. Me-
chanizm, poprzez ktory endogenna ekspresja apo E
umozliwia efektywny wyptyw cholesterolu z komé-
rek, zwigzany jest z retencjg apoprotein na po-
wierzchni komorki w postaci zwigzanej z proteogli-
kanami [48] lub receptorami LDL [49]. Metabolizm
cholesterolu oraz apo E w makrofagach ludzkich réz-
ni sie znaczaco w zaleznosci od fenotypu. Makrofagi
pochodzace od oséb o fenotypie E2E2 charaktery-
zujg sie najbardziej skutecznym wyptywem chole-
sterolu, w poréwnaniu z makrofagami oséb E3E3 i
E4E4. Prawdopodobnie zjawisko to moze by¢
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zwiazane ze zmniejszonym pobieraniem zwrotnym
bogatych w cholesterol czgstek zawierajgcych apo
E2, na skutek zmniejszonego powinowactwa tej izo-
formy do receptoréw. W makrofagach pochodzgcych
od 0sb6b z fenotypem E4E4 obserwuje sie zwiekszone

A.  apoE2 apo E4
E4
E4
A RN
@ ' hepatocyt @
l zwigkszenie l zmniejszenie
s ekspresji
receptorow receptorw
E2
e 3
/I\ e AL
- zwigkszone Zmniejszone
pobieranie pobieranie
remnantow remnantow
|  OBNIZENIE POZIOMU PODWYZSZENIE POZIOMU
v TCiLDLW OSOCzZU l TCiLDLW OSOCZzU

loidowych (A[3). Peptydy te oddziatujg prawdopo-
dobnie z komérkami $réddbtonka naczyn krwiono-
$nych, czemu towarzyszy produkcja wolnych rodni-
kéw nadtlenkowych, wptywajacych na zmiany w
strukturze i funkcji endotelium [53]. Stwierdzono, ze

B. apo E2 apo E4

o ©
bezpos'fedni
zfy @o katabolizm 3‘Oy vo'o/o
|
’ =
LOL LDL

&

l hepatocyt l

& niski poziom 4 WYSOKI POZIOM
LDL W OSOcCzU LDLW OSOCzu

Rye. 1. Mozliwy wptyw polimorfizmu apo E na poziom lipidéw osocza: A, zwizazany z nizszym powinowactwem apo E2 do receptora LDL; B,
zwigzany ze zr6znicowanym katabolizmem VLDL (opis w tekscie). B Receptor dla LDL; CH, cholesterol; E, remnanty lipoprotein zawie-

rajace apo E.

wigzanie sie apolipoproteiny E z proteoglikanami
siarczanoheparanowymi na powierzchni komorki,
moze to Swiadczy¢ o zwiekszonym pobieraniu
zwrotnym czastek zawierajgcych apo E4. Konse-
kwencjg tego zjawiska moze by¢ obserwowany naj-
mniej efektywny wyptyw cholesterolu z komorek
pochodzacych od os6b o fenotypie E4E4 w poréwna-
niu z E2E2 i E3E3. R6znica w skutecznos$ci usuwa-
nia cholesterolu moze wyjasnia¢ zwigzek allelu s4 z
rozwojem proces6w miazdzycowych [50].

V-2. Zwiazek apo E ze stresem oksydacyjnym

Zgodnie z hipotezg O ffermana i Medfor-
d’a [51] modyfikacja LDL do utlenionych LDL
(oksyLDL) przez reaktywne zwiazki tlenowe jest
najwazniejszym wydarzeniem, ktére inicjuje i pro-
paguje procesy miazdzycowe. Promiazdzycowe
dziatanie oksyLDL polega nie tylko na indukcji aku-
mulacji cholesterolu w makrofagach, prowadzacej
do powstawania komdrek piankowatych, ale réwniez
wptywa na adhezje i migracje monocytéw i limfocy-
tow oraz dysfunkcje srodbtonka [52]. Cytotoksyczny
efekt rodnikow tlenowych odgrywa prawdopodobnie
istotng role takze w patogenezie choroby Alzheime-
ra. Stres oksydacyjny w AD przynajmniej cze$ciowo
wynika z obecnosci hipokampalnych i kortykalnych
ptytek, zbudowanych gtdwnie z peptydéw P-amy-
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uszkodzenia mézgu spowodowane przez wolne rod-
niki u 0séb chorych na AD majg zwigzek z genoty-
pem APOE. W tkankach os6b z AD homozygotycz-
nych pod wzgledem allelu s4 stwierdza sie wyzszy
poziom oksydacji lipidéw niz u chorych o genotypie
s3e3 i u osobnikéw zdrowych [54]. Fakty te moga
Swiadczy¢ o wiasciwosciach antyoksydacyjnych apo
E, przy czym najbardziej efektywnym przeciwutle-
niaczem bytaby izoforma E2, natomiast najstabszym
— izoforma E4 [55].

Obserwowany zwigzek poszczegdlnych izoform
apo E z poziomem tlenku azotu moze wyjasnia¢ mo-
lekularny mechanizm wptywu apo E na status oksy-
dacyjny komérki. Zaréwno u ludzi jak i zwierzat
stwierdzono, ze makrofagi pochodzgce z monocytéw
osobnikéw posiadajagcych allel s4 produkuja
znaczaco wiecej tlenku azotu niz te, ktére pochodzg
od osobnikéw zdrowych lub chorych o genotypie
e3e3 [56]. Tlenek azotu jest potencjalnym antyoksy-
dantem i moze mie¢ znaczenie przeciwmiazdzyco-
we. Jednak w tkankach z ptytkami miazdzycowymi
stezenie NO jest 3-krotnie wyzsze, a poziom perok-
sydacji lipidéw 10-krotnie wyzszy niz w tkankach
bez zmian miazdzycowych [57]. Te pozorng sprzecz-
no$¢ moze wyjasnic¢ specyficzna natura tlenku azotu.
NO jest wolnym rodnikiem z niesparowanym elek-
tronem na najwyzszym orbitalu, dlatego zachowuje
siejak potencjalny czynnik antyoksydacyjny. Jednak
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w szczeg6lnych warunkach, np. w obecnosci anionu
nadtlenkowego, tlenek azotu ulega przeksztatceniu
w nadtlenoazotyn ONOO"', ktéry jest prooksydan-
tem, zwiekszajagcym peroksydacje lipidow [58]. Tak
wiec zwiekszona produkcja NO w pewnych warun-
kach moze by¢ powodem wzmozonego utleniania li-
pidéw i wptywaé na progresje zmian miazdzyco-
wych lub chordb neurodegeneracyjnych.

V-3. Wplyw ApoE na proces apoptozy

Wzmozona apoptoza czyli programowana $mier¢
komorek obserwowana jest w przypadku wielu cho-
réb. Na drodze apoptozy ging liczne komdrki obecne
w zaawansowanych blaszkach miazdzycowych, pro-
ces ten ma duze znaczenie dla stabilno$ci blaszki.
Wykazano, ze apoptoza dotyczy gtéwnie komdrek
miesni gtadkich, makrofagow i limfocytow [59, 60].
Postepujgca utrata komorek specyficznych populacji
neuronow jest cechg charakterystyczng réwniez cho-
rob neurodegeneracyjnych. W mozgach oséb cho-
rych na AD obserwuje sie znacznie wiecej komdrek z
pofragmentowanym DNA jadrowym niz u 0s6b zdro-
wych, co wskazywatoby na wzmozong apoptoze u
ludzi z AD [61]. Z drugiej jednak strony, w wielu ba-
daniach nie stwierdzono innych cech morfologicz-
nych bedgcych znakiem rozpoznawczym apoptozy,
takich jak kondensacja chromatyny lub obecnos¢ ciat
apoptotycznych [62, 63]. Fakt ten moze wskazywac,
ze Smier¢ komorek nerwowych w AD moze zacho-
dzi¢ na drodze programowanej $mierci, ktérej me-
chanizm prawdopodobnie rdézni sie od klasycznej
apoptozy.

Ws$rdd czynnikow antyapoptotycznych wymienia
sie ostatnio m.in. lipoproteiny klasy HDL. De Kro-
on iwsp. [64] stwierdzili, ze genotyp APOE decydu-
je o hamowaniu aktywnos$ci antyapoptotycznej HDL
przez czasteczki VLDL. Wykazano, ze tylko lipopro-
teiny VLDL z apo E o fenotypie E4E4 ograniczajg
znaczaco zdolno$¢ antyapoptotyczng HDL. Ta
wiasciwos¢ apo E4E4 VLDL zwigzana jest z
przytgczaniem apo E do receptora rodziny LDL.
Udowodniono doswiadczalnie, ze biatka hamujgce
taczenie sie apoE z receptorem pozbawiajg VLDL
zdolnos$ci do supresji aktywnos$ci antyapoptotycznej
HDL [64]. Niskie powinowactwo apo E2 do recepto-
ra LDL mogtoby wyjasnia¢ brak znaczacego hamo-
wania aktywnos$ci antyapoptotycznej HDL przez apo
E2E2 VLDL. W przypadku fenotypu apo E3E3 ze
wzgledu na podobne powinowactwo izoform E3 i E4
do receptora, wyjasnienia nalezy raczej szukaé¢ w ni-
skim wysyceniu czgstek VLDL apolipoproteinami E
u osobnikéw o fenotypie apo E3ES3.
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Pedersen i wsp. [65] sugerujg natomiast, ze
apoE moze chroni¢ komdrki przed apoptoza dzieki
zdolnosci do detoksyfikacji 4-hydroksynonenalu
(HNE) — jednego z produktow peroksydacji lipi-
déw, ktdry moze indukowac apoptoze. HNE ma zdol-
no$¢ kowalencyjnego taczenia sie z biatkami po-
przez ich reszty cysteinowe. Poszczegdlne izoformy
apoE roznig sie liczbg czasteczek HNE, ktére moga
przytgczyé, ze wzgledu na odmienne iloSci reszt cy-
stein ~w ich  ‘taricuchach polipeptydowych
(E2>E3>E4). Odmienne zdolnos$ci do wigzania HNE
dobrze korelujg z rozng aktywnoscig antyoksyda-
cyjng i antyapoptotyczng poszczegélnych izoform.

Bezposredni wptyw apolipoproteiny E na proces
apoptozy udowodnity badania Hashimoto iwsp.
[¢6], ktore wykazaty, ze apo E aktywuje specyficzny
dla komaérki program apoptozy, w ktory zaangazowa-
ne sg receptory LRP oraz podrodzina Gj biatek G.

V-4. Wptyw ApoE na modulowanie odpowiedzi
zapalnej

Zgodnie z hipotezg Rossa [67] miazdzyca jest
chorobg zapalng. Procesy zapalne wydajg sie tez od-
grywac znaczacga role w patogenezie choroby Alzhe-
imera [¢s, 69]. Apolipoproteina E syntetyzowana
jest poza watrobg m. in. przez makrofagi. Makrofagi
poprzez prezentacje antygenu aktywujg limfocyty T,
ktére wydzielajg cytokiny i interferon gamma, ha-
mujace ekspresje apoE w makrofagach. Liczne bada-
nia potwierdzajg role apo E w modyfikacji odpowie-
dzi zapalnej. U myszy pozbawionych genu APOE
(ang. knock-out) obserwuje sie zwiekszong odpowie-
dz zapalna indukowang lipopolisacharydem. Poda-
nie egzogennej apolipoproteiny E obniza synteze cy-
tokin prozapalnych [70]. Wptyw apo E na modulo-
wanie odpowiedzi zapalnej jest zalezny od izoformy
apo E. Myszy wykazujgce ekspresje allelu e4 maja
znaczgco podwyzszony poziom cytokin prozapal-
nych TNFa ilL.-« w pordwnaniu z osobnikami e3s3.
Sugeruje to, ze allel s4 wykazuje stabszy efekt supre-
sji uwalniania czynnikéw prozapalnych [71]. Obni-
zanie poziomu cytokin zapalnych przez apo E moze
byé zwigzane z jej wptywem na proces namnazania
limfocytéw T. Wykazano bowiem, ze apoE ma zdol-
no$¢ hamowania proliferacji limfocytéow T, prawdo-
podobnie czeSciowo poprzez wptyw na aktywnos¢
interleukiny 2, ktéra stymuluje namnazanie i dojrze-
wanie limfocytow T [72].

Wptyw apo E na modulowanie odpowiedzi zapal-
nej moze by¢ zwigzany z uruchamianiem szlaku sy-
gnalizacji w komoérkach uktadu odpornosciowego.
Misra iwsp. [73] dowiedli, ze apoE inicjuje kaska-
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de sygnalizacyjna w mysich makrofagach, ktéra pro-
wadzi do zwiekszonej produkcji inozytolotrifosfora-
nu i mobilizacji wewnatrzkomorkowych zapasow
wapnia Ca2+

V-5. ApoE a funkcja ptytek krwi

Piytki krwi odgrywajg znaczacg role w inicjacji
proces6w miazdzycowych. Przyleganie ptytek do
endotelium naczyn, czemu towarzyszy ekspresja ge-
néw prozapalnych, poprzedza pojawienie sie blaszek
miazdzycowych [74]. Jednym 2z czynnikéw ha-
mujacych agregacje ptytek jest podklasa lipoprotein
HDL bogata w apoE (HDL-E) [75]. Ze wzgledu na
brak aktywnosci antyagregacyjnych innych podklas
HDL o niskiej zawarto$ci apoE, wydaje sie prawdo-
podobne, ze witasnie apoE jest tym komponentem
HDL-E, ktory hamuje agregacje ptytek. Przypusz-
czenie to potwierdzono doswiadczalnie dokonujac
chemicznych modyfikacji czgsteczek HDL-E w po-
zycji reszt argininy i lizyny, co spowodowato znie-
sienie efektu inhibicji [76]. Doswiadczenie to moze
sugerowac jednoczes$nie, ze aktywno$¢ antyagrega-
cyjna HDL-E zwiazana jest z oddziatywaniem apoE
z jej receptorem btonowym, gdyz aminokwasy zasa-
dowe petnig tu kluczowg role.

Inne badania sugerujg, ze hamowanie agregacji
ptytek przez apoE zwigzane jest z jej wptywem na
szlak sygnalizacyjny wewnatrz ptytek [77]. Stwier-
dzono, ze apoE w ptytkach stymulowanych adenozy-
nodifosforanem (ADP) zwigksza znaczaco poziom cy-
klicznego 3’,5’-guanozynomonofosforanu (cGMP),
ktéry stanowi wazny element kontroli hamowania

KONTROLA
AKTYWNOSCI PLYTEK

aktywnosci ptytek. Jednym z mechanizméw pro-
wadzgcych do wzrostu stezenia cGMP jest stymula-
cja syntazy tlenku azotu i produkcja NO, ktory akty-
wuje cyklaze guanylanowga. Zwigzek apoE z syntezg
NO potwierdza dodatkowo fakt, ze inhibitory synta-
zy tlenku azotu znosza antyagregacyjne dziatanie
apoE.

V. Podsumowanie

Sciezka prowadzaca od genu APOE poprzez jego
produkt do zaistnienia zmian patologicznych zawie-
ra wiele elementéw regulowanych przez inne geny i
ich produkty. Dlatego trudno okresli¢ jednoznacznie
mechanizm wptywu tego genu na poszczegélne cho-
roby. Znaczenie apoE w regulacji metabolizmu lipi-
déw, statusie oksydacyjnym komorki, odpowiedzi
zapalnej czy apoptozie, a wiec w zjawiskach obser-
wowanych w przypadku wielu choréb, sugeruje, ze
w patofizjologii tych zaburzen, mimo ich wyraznej
odmiennos$ci, mogg bra¢ udziat pewne wspdine me-
chanizmy, w ktorych znaczacg role moze odgrywacé
apoE. Mozliwe, ze decydujgce znaczenie w tak sze-
rokim wptywie apo E na metabolizm komdrki ma jej
udziat w przekaznictwie wewnatrzkomérkowym. W
ostatnich latach dostarczono licznych dowoddéw na
to, ze receptory rodziny LDL, dla ktdrych apo E jest
ligandem, opro6cz roli transportowej majg wazne zna-
czenie w inicjacji kaskad sygnalizacyjnych w ko-
maorce [78], natomiast wiekszo$¢ efektow biologicz-
nych wywotlywanych przez apo E wymaga jej
zwigzania z receptorem (Ryc. 2). Dokladne poznanie
funkcji apo E moze by¢ poczatkiem badan nad jej te-

..‘.

WPEYW NA STATUS

OKSYDACYJNY KONTO RN .
KONTROLA |
APOPTOZY

POBUDZENIE
ODPOWIEDZI ZAPALNEJ]

Ryc. 2. Udziat apo E i receptoréw dla apo E w inicjacji wewnatrzkomdrkowych kaskad sygnalizacyjnych zwigzanych z patogenezg choréb. R — recep-
tor dla apo E; GC — cyklaza guanylanowa; cGMP — cykliczny guanozynomonofosforan; GTPaza— guanozynotrifosfataza; eNOS — konsty-
tutywna syntaza tlenku azotu; NO — tlenek azotu; IP 3 — trifosforan inozytolu; ER — retikulum cndoplazmatyczne; PLC — fosfolipaza C.
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rapeutycznym wykorzystaniem, ktérego prébyjuz sg
podejmowane. Egzogenna apo E oraz peptydy wy-
prowadzone z regionu apo E wigzacego receptor sg
efektywne w obnizaniu stezenia cholesterolu LDL i
VLDL [79] oraz hamowaniu procesow zapalnych
[71]. Liczne badania potwierdzajg tez zwigzek geno-
typu APOE z odpowiedzig na leczenie farmakolo-
giczne. OkresSlenie genotypu APOE moze wiec by¢

pomocne w ustaleniu odpowiednich dawek leku
[80].

Artykut otrzymano 31 maja 2004
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Nukleotydy purynowe
metabolizm i regulacja

erytrocytow

ludzkich —

Purine nucleotides of human erythrocytes — metabolism

and regulation

WIOLETA DUDZINSKAZL ALINA JOANNA HEYNCZAK?2

Spis tresci:

l. Wstep
Il. Resynteza nukleotydéw purynowych w krwinkach czer-
wonych
I1-1. Zasady azotowe jako substraty w resyntezie mono-
nukleotyddw
I1-1.1.  Synteza PRPP
11-1.2. Resynteza AMP
11-1.3. Resynteza IMP i GMP
11-2. Nukleozydy jako substraty w resyntezie mononu-
kleotydéw
11-3. Zrédta adeniny i adenozyny jako bezposrednie
substraty w resyntezie nukleotydéw adeninowych
I11. Przemiany nukleotydow
IV. Katabolizm nukleotydéw purynowych w krwinkach
czerwonych
IV-1. Katabolizm mononukleotyddw
IV-2. Katabolizm nukleozydéw

Wykaz stosowanych skrétow: ADA — deaminaza adenozyny
(EC 3.5.4.4); Ade — adenina; Ado — adenozyna; AdoK — Ki-
naza adenozynowa (EC 2.7.1.20); ADP — adenozyno-5difos-
foran; AEC — tadunek energetyczny adenylanéw; AK — kina-
za adenylanowa (EC 2.7.4.3); AMP — adenozyno-5-monofos-
foran; AMPD — deaminaza AMP (EC 3.5.4.6); APRT — fosfo-
rybozylotransferaza adeninowa (EC 2.4.2.7); ATP — adenozy-
no-5*trifosforan; 2,3-BPG — 2,3-bisfosfoglicerynian; cN-I —
cytosolowa 5’-nukleotydaza specyficzna wobec AMP (EC
3.1.3.5); cN-1l — cytosolowa 5’-nukleotydaza specyficzna wo-
bec IMP i GMP (EC 3.1.3.5); 5-NT — 5'-nukleotydaza (EC
3.1.3.5); GEC — #tadunek energetyczny guanylanéw; GMP —
guanozyno-5’-monofosforan; Gua — guanina; Guo — guanozy-
na; GuoK — kinaza guanozynowa (EC 2.7.1.73); HGPRT —
fosforybozylotransferaza  hipoksantynowo-guaninowa (EC
2.4.2.8); HK — heksokinaza; Hyp — hipoksantyna; IMP — ino-
zyno-5-monofosforan; Ino — inozyna; InoK — kinaza inozy-
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nowa (EC 2.7.1.73); MT-Ado — metylotioadenozyna; NAD+—
dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (forma utleniona); PFK
— fosfofruktokinaza (EC 2.7.1.11); PGK — kinaza fosfoglice-
rynianowa (EC 2.7.2.3); P(— fosforan nieorganiczny; Pl — fos-
fatydyloinozytol; PIP — fosfatydyloinozytolo-4-fosforan; PK
— kinaza pirogronianowa (EC 2.7.1.40); PNP — fosforylaza
nukleozydéw purynowych (EC 2.4.2.1); PRPP — 5-fosforybo-
zylo-1-pirofosforan; Ryb-1-P — rybozo-1-fosforan; Ryb-5-P —
rybozo-5-fosforan; SAH — S-adenozylohomocysteina; SAHH
— hydrolaza S-adenozylohomocysteinowa (EC 3.3.1.1); SAM
— S-adenozylometionina; TA — transaldolaza (EC 2.2.1.2);
TAN — pula nukleotydéw adeninowych; TGN — pula nukle-
otydow guaninowych; TK — transketolaza (EC 2.2.1.1); XMP
— ksantozyno-5’-monofosforan

I. Wstep

Wyjatkowe znaczenie zwigzk6w purynowych dla
organizméw zywych zwigzane jest z licznymi
petnionymi przez nie funkcjami: sg one sktadnikami
kwasow nukleinowych, jako zwigzki wysokoenerge-
tyczne dostarczajg energii dla wielu reakcji bioche-
micznych, wchodzg w sktad koenzymdéw i aktyw-
nych zwigzkéw posrednich, ktére uczestniczaw wie-
lu biosyntezach, ponadto petnig role drugiego prze-
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kaznika sygnatu, a takze sg mediatorami od-
dziatujgcymi z receptorami btonowymi.

Zwigzkiem o podstawowym znaczeniu dla meta-
bolizmu krwinek czerwonych jest nukleotyd puryno-
wy — adenozyno-5’-trifosforan (ATP). Stanowi on
okoto 80% wszystkich nukleotydéw erytrocytar-
nych. Energia uwalniana w procesie enzymatycznej
hydrolizy wysokoenergetycznego wigzania fosfo-
bezwodnikowego zuzywana jest w procesie tworze-
nia estrow fosforanowych cukréw w reakcjach kata-
lizowanych przez heksokinaze (HK; EC 2.7.1.1) i
fosfofruktokinaze (PFK; EC 2.7.1.11), a takze w re-
akcjach fosforylacji biatek enzymatycznych i btono-
wych — zwlaszcza spektryny, z czym wigze sig
utrzymanie ksztattu krwinki oraz mozliwo$¢ odwra-
calnych zmian tego ksztattu [1]. Poniewaz dojrzate
erytrocyty nie syntetyzujg fosfatydyloinozytoli, od-
nowa fosforan6w tych zwigzk6w jest wytacznie wy-
nikiem réwnowagi miedzy procesem ich fosforylacji
i defosforylacji [2]. Reakcje fosforylacji przebie-
gajace zudziatem kinaz Pl i PIP utylizujg okoto 20 %
erytrocytarnego ATP, podczas gdy fosforylacja spek-
tryny wigze sie z utylizacja 5 % tego nukleotydu [3].
Ponadto, ATP jest niezbedny do utrzymania jonow
zelaza w stanie zredukowanym, syntezy glutationu i
nukleotydéw pirymidynowych oraz aktywnego
transportu jonéw. Ten ostatni proces przebiegajacy z
udziatem ATPaz typu P: Na+ K+ATPazy i Ca:+~ATP-
azy wykorzystuje okoto 30 % erytrocytarnego ATP
warunkujac utrzymanie statego sktadu jonowego ko-
marki [3].

Obrot metaboliczny ATP w erytrocytach wynosi
okoto 2 mmol/L komdrek/Ih. Przy erytrocytarnym
stezeniu ATP (Tab. 1) czas potowicznego rozpadu
tego nukleotydu szacuje sie na 60 min [3].

Nukleotydy purynowe syntetyzowane sg w ko-
morkach de novo w postaci mononukleotydow:
AMP, IMP, GMP. Zwigzkiem macierzystym, z ktore-
go powstaje AMP oraz GMP jest IMP. Biosynteza
tego nukleotydu jest procesem wieloetapowym, roz-
poczynajacym sie pirofosforylacjg rybozo-5-fosfo-
ranu (Ryb-5-P). Produktem reakcji katalizowanej
przez syntetaze PRPP (syntetaza 5-fosforybozylo-I-

Tabela 1

-pirofosforanowa, EC 2.7.6.1) jest 5-fosforybo-
zylo-I-pirofosforan (PRPP), ktéry po przytaczeniu
grupy -NH: glutaminy w reakcji katalizowanej przez
amidotransferaze glutamylo-PRPP tworzy 5-fosfo-
rybozyloamine.

Unikatowa budowa erytrocytéw i odmiennos¢ ich
metabolizmu zwigzanajest miedzy innymi z brakiem
aktywnosci amidotransferazy glutamylo-PRPP i mo-
zliwosci syntezy nukleotydéw purynowych na szla-
ku de novo. Stad, w erytrocytach zwigzki te powstajg
w reakcjach reutylizacji (ang. salvage), a wiec po-
nownego wykorzystania istniejgcych juz zasad pury-
nowych: adeniny (Ade), hipoksantyny (Hyp) i guani-
ny (Gua) oraz nukleozydéw: adenozyny (Ado), ino-
zyny (Ino) i guanozyny (Guo). Te ostatnie jako pro-
dukty defosforylacji mononukleotydow (AMP->Ado;
IMP-»Ino; GMP—Guo) ulegaja deaminacji
(Ado->Ino) i fosforolizie (Ino->Hyp; Guo-»Gua)
uwalniajagc Hyp i Gua jako koncowe produkty kata-
bolizmu nukleotydéw purynowych w erytrocytach.

Il. Resynteza nukleotydéw purynowych w
krwinkach czerwonych

I1-1. Zasady azotowe jako substraty w resyntezie
mononukleotydow

I1-1.1. Synteza PRPP

Przeksztatcenie zasad purynowych (Ade, Hyp,
Gua) w ich mononukleotydy (AMP, IMP, GMP) wy-
maga dostarczenia substratu dla reakcji katalizowa-
nych przez fosforybozylotransferazy. Substratem
tym jest PRPP, ktory powstaje w wyniku przytacze-
nia grupy (3-y-pirofosforanowej pochodzacej z ATP
do C-I rybozo-5-fosforanu (Ryb-5-P). Reakcje kata-
lizuje syntetaza PRPP (syntetaza 5-fosforybozylo-I-
pirofosforanowa, EC 2.7.6.1).

Szlak pentozofosforanowy jest zrédtem erytrocy-
tarnego Ryb-5-P. Metabolit ten powstaje zarobwno w
czesci oksydacyjnej szlaku, jak i w wyniku reakcji
katalizowanych przez transketolaze (TK; EC
2.2.1.1) i transaldolaze (TA; EC 2.2.1.2). W erytro-
cytach zrodtem Ryb-5-P sg rowniez Ino i Guo, ktdre

Srednie stezenia nukleotydéw purynowych w erytrocytach ludzkich. Sporzadzono na podstawie [4-6]

ATP (M)  ADP (pM)  AMP (pM)
1519 [4] 171 [4] 12 [4]
1625 [4] 191 [4] 17[4]
1570 [5] 137 [5]
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GTP (PM)  GDP (pM)  GMP (pM)
86 [4] 14 [4] 17[6]
64 [4] 16 [4]

66 [5] 17 [5]
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przy udziale PNP przeksztatcane sg w Hyp i Gua.
Fosforoliza wigzan glikozydowych nukleozydéw
prowadzi do uwolnienia rybozo-1-fosforanu (Ryb-
I-P), ktory w reakcji katalizowanej przez mutaze ry-
bozofosforanowg(EC 5.4.2.7) ulega izomeryzacji do
Ryb-5-P.

Badajac strukture syntetazy PRPP wykazano, ze
enzym moze funkcjonowaé w kompleksie ztozonym
z od 2 do 32 monomerow, ktérych masa czasteczko-
wa wynosi 32-34 kDa. Agregacja do form ztozonych
z 16 lub 32 podjednostek prowadzi do powstania ak-
tywnej formy enzymu [7].

Szybko$¢ syntezy PRPP zalezy zaréwno od do-
stepnosci Ryb-5-P, jak i aktywnos$ci syntetazy PRPP,
ktéra ulega czesciowemu hamowaniu w obecnosci
duzych stezen nukleotydéw purynowych i produk-
tow reakcji. Poniewaz PRPP uczestniczy réwniez w
syntezie nukleotyddéw pirymidynowych i NAD+, po-
wstanie tego zwigzku podlega skumulowanej inhibi-
cji zwrotnej przez metabolity powstajgce na r6znych
szlakach przemian z jego udziatem [s, 9].

Regulacja syntezy PRPP przez Pijest waznym me-
chanizmem kontroli metabolizmu zwigzkéw puryno-
wych w erytrocytach, bowiem synteza PRPP i synte-
taza PRPP sg znane z wrazliwosci nawet na niewiel-
kie réznice stezenia Pj w komdrce [10, 11]. Wykaza-
no takze, ze w erytrocytach z niedoborem kinazy pi-
rogronianowej (PK; EC 2.7.1.40) wzrost stezenia
2,3-BPG prowadzi do zahamowania aktywnosci hek-
sokinazy (HK; EC 2.7.1.1), dehydrogenazy gluko-
zo-s -fosforanowej (G-¢ -PD; EC 1.1.1.49), dehydro-
genazy s« -fosfoglukonianowej (EC 3.1.1.31) [12], a
takze transaldolazy (TA; EC 2.2.1.2) i transketolazy
(TK; EC 2.2.1.1) [13]. Obnizenie aktywnosci enzy-
mow szlaku pentozofosforanowego moze ograniczaé
ilos¢ tworzonego PRPP w erytrocytach i w konse-
kwencji decydowaé o stezeniu ATP w komérce [14],
Ponadto wykazano, ze 2,3-BPG moze prowadzi¢ do
dysocjacji syntetazy PRPP do mniejszych agregatéw
badz jej form monomerycznych co moze by¢ przy-
czyngobnizenia aktywnos$ci enzymu i stezenia PRPP
w komorce [15].

W wyniku reakcji reutylizacji reszta fosforybozy-
lowa pochodzaca z PRPP zostaje przeniesiona na od-
powiednig zasade purynowg. Reakcje katalizowane
sg przez fosforybozylotransferaze adeninowg (Ade
—> AMP) oraz hipoksantynowo-guaninowg (Hyp ->
IMP; Gua -> GMP).

11-1.2. Resynteza AMP
Fosforybozylotransferaza adeninowa (APRT) jest

enzymem cytoplazmatycznym wykazujacym aktyw-
nos$¢ w zakresie pH 7,4-9,5 [16]. Enzym ten katalizu-
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je reakcje przeniesienia reszty fosforybozylowej
PRPP na Ade, efektem czego jest powstanie AMP i
PPj. Ten ostatni rozktadany jest do Pj przez pirofosfa-
taze nieorganiczng, co przesuwa rownowage reakcji
fosforybozylacji Ade w prawo, czyniac jg nieodwra-
calna.

Aktywatorami APRT sagdwuwartosciowe kationy,
z ktérych najefektywniejszym jest Mg2+[16]. Inhibi-
torami sg produkty reakcji katalizowanej przez ten
enzym (AMP — inhibitor kompetycyjny, PPj — inhi-
bitor niekompetycyjny), a takze ADP i ATP (inhibi-
tory kompetycyjne), ktore taczg sie zardwno z miej-
scem wigzania Ade, jak i AMP. GMPjest inhibitorem
allosterycznym, aczkolwiek nie jest pewne, czy ze
wzgledu na mate stezenie wewngtrzkomaérkowe od-
grywa role regulacyjng in vivo [16].

Wykazano, ze erytrocytarna APRT jest biatkiem
enzymatycznym o masie czasteczkowej 19 kDa, ktd-
re funkcjonuje w postaci homodimeru [17, 18]. Wy-
kazano takze, ze cze$¢ aktywnosci APRT zwigzana
jest z btona erytrocytarng, tworzac szybko wysy-
cajacy sie system transportu zasad purynowych do
krwinek [19].

Najistotniejszym parametrem decydujagcym o
szybkosci reakcji, przy okreSlonym stezeniu Ade,
jest stosunek [PRPP]/[AMP], bowiem reakcja jest
zwrotnie hamowana przez AMP na zasadzie wzajem-
nej wytacznosci wigzania AMP i PRPP przez APRT
[16, 18].

Reakcja katalizowana przez APRT jest jedyng
droga, poprzez ktérg wolna adenina ulega inkorpora-
cji do nukleotydoéw adeninowych.

Deficyt APRT prowadzi do wzrostu stezenia ade-
niny i 2,8-dihydroksyadeniny. Oznaczenie aktywno-
§ci APRT w erytrocytach ma znaczenie w diagnosty-
ce dihydroksyadeninurii [16]. Przy prawidtowej ak-
tywnos$ci APRT (w zhemolizowanych erytrocytach
aktywnos$¢ APRT wynosi 24,5 £ 4,8 nmol/mg Hb/h)
enzym przeksztatca prawie catg pule adeniny do
AMP. Ilo$¢ Ade wydalonej z moczem jest wowczas
bardzo mata [16].

Erytrocytarna aktywno$¢ APRT wzrasta w deficy-
cie PNP i HGPRT [17].

11-1.3. Resynteza IMP i GMP

Fosforybozylotransferaza  hipoksantynowo-gu-
aninowa (HGPRT) katalizuje reakcje fosforybozyla-
cji Hyp do IMP i Gua do GMP, wykorzystujgc jako
substrat rowniez PRPP [17]. Erytrocytarna aktyw-
no$¢ HGPRT w stosunku do Hyp i Gua wynosi odpo-
wiednio 2,14 + 0,15 pmol/mg biatka/min i 2,49 *
0,24 pmol/mg biatka/min [20].
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W erytrocytach HGPRT wystepuje w postaci kKilku
izoenzymow. Aktywna posta¢ enzymu ma forme di-
meru o masie czasteczkowej 24 kDa [21].

HGPRT jest enzymem cytoplazmatycznym wyka-
zujacym aktywno$¢ w pH 7,1-9,1. Badania kinetycz-
ne wptywu jondw magnezu pozwolity stwierdzi¢, ze
magnez aktywuje enzym poprzez kompleksowanie z
PRPP. PRPP w formie soli dimagnezowej jest najko-
rzystniejszym substratem dla HGPRT [22].

Catkowity deficyt HGPRT w erytrocytach wyste-
puje w zespole Lesch-Nyhana (ciezkie zaburzenia
neurologiczne, hiperurykemia, nefropatia), nato-
miast czeSciowy — w zespole Kelley-Seegmiller (hi-
perurykemia, nefropatia i dna moczanowa, bez zabu-
rzen neurologicznych).

I1-2. Nukleozydy jako substraty w resyntezie mono-
nukleotydow

Zrédtem nukleotydéw purynowych w erytrocy-
tach sg rowniez nukleozydy (Ado, Ino, Guo). Te w
obecnos$ci kinaz o roznej swoistosci substratowej i
ATP ulegajg fosforylacji do odpowiednich mononu-
kleotydow.

Kinaza adenozynowa (AdoK) katalizuje reakcje
fosforylacji Ado do AMP, wykorzystujac jako sub-
strat ATP lub GTP. Jest ona kluczowym enzymem re-
gulujagcym wewnatrzkomérkowg pule adenylanéw
[23-25]. Wykazano, ze egzogenna Ado zwigksza ste-
zenie ATP w krwinkach czerwonych, prowadzgc do
wzrostu puli nukleotydéw adeninowych [26]. Spa-
dek aktywnos$ci AdoK moze powodowaé wzrost ste-
zenia nukleozydu w komorce, co prowadzi do zmian
réznicy stezen Ado miedzy przestrzenig pozakomor-
kowa a wnetrzem komorki. Wynikiem tych zmian
moze byé zmniejszony naptyw nukleozydu do ko-
morki i wzrost jego stezenia w przestrzeni pozako-
morkowej. Reakcja katalizowana przez AdoK zapo-
biega nadmiernemu katabolizmowi AMP, chronigc w
ten sposéb wewnatrzkomdrkowa pule adenylanéw
[24].

Kinaza inozynowa (InoK) i guanozynowa (GuoK)
katalizujg reakcje fosforylacji Ino i Guo odpowied-
nio do IMP i GMP.

Tak wiec, resynteza nukleotydéw adeninowych,
ktére stanowig 85% wszystkich wolnych nukleoty-
dow erytrocytarnych [27], moze odbywaé sie zarow-
no na:

— szlaku zaleznym od PRPP, wymagajacym aktyw-
nosci APRT i substratu w postaci Ade,

— szlaku adenozynowym, wymagajagcym aktywno-
$ci AdoK i substratu w postaci Ado.
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Stata Michaelisa APRT dla Ade wynosi 1-5 pM, a
AdoK dla Ado 2 pM. Oznaczone stezenia Ade i Ado
w erytrocytach wynoszg odpowiednio 13 pM i 1pM
[28].

Wykazano, ze obnizenie aktywno$ci PK prowadzi
do 50% spadku stezenia ATP, ktéremu nie towarzy-
szy jednak wzrost stezenia ADP i AMP [28]. Zmiany
takie mozna wyjasni¢ zaburzeniami na szlaku resyn-
tezy tych nukleotydéw. Wykazano bowiem, ze w
krwinkach czerwonych z niedoborem tego enzymu
powstajg mniejsze ilosci PRPP — bezposredniego
substratu w reakcjach katalizowanych przez APRT i
HGPRT, uposledzony jest rGwniez szlak adenozyno-
wy na etapie AdoK [28]. Spadek stezenia PRPP pro-
wadzi do obnizenia stezeA nukleotydow adenino-
wych iNAD+ zahamowania aktywnos$ci kinazy piro-
gronianowej, a takze dehydrogenazy aldehydu 3-fos-
foglicerynowego i w konsekwencji hamuje przebieg
glikolizy. Drastyczne obnizenie stezenia ATP moze
prowadzi¢ do zaburzen aktywnego transportu K+do
wnetrza krwinki. Ubytki elektrolitéw pociagaja za
sobg utrate wody osmotycznej, utrate plastycznosci
krwinek iw konsekwencji przedwczesne ich niszcze-
nie w $ledzionie.

11-3. Zr6dta adeniny i adenozyny jako bezposred-
nich substratdw w resyntezie nukleotydéw
adeninowych

Reakcje reutylizacji Ade i Ado sg zrédtem erytro-
cytarnych nukleotydéw adeninowych (ATP, ADP,
AMP). Metabolicznym celem fosforybozylacji Ade i
fosforylacji Ado jest wprowadzenie tych zwigzkéw
na szlak syntezy wysokoenergetycznych nukleoty-
déw adeninowych (ATP, ADP).

Szlak poliamin jest podstawowym Zrodiem Ade.
5-deoksy-5-metylotioadenozyna (MT-Ado, MTAR)
powstajaca po dekarboksylacji SAM na szlaku polia-
min jest substratem dla fosforylazy 5 MT-Ado (EC
2.4.2.28). Produktami reakcji katalizowanej przez
ten enzymjest Ade i 5 MT-Ryb-I-P [16]. Ten sam en-
zym — fosforylaza 5 MT-Ado — moze réwniez
uwalnia¢ Ade i Ryb-I-P z adenozyny w przypadku
wzrostu stezenia tego nukleozydu np. w czasie nie-
dokrwienia tkanek [16].

W przeciwieAstwie do Gua i Hyp, Ade nie powsta-
je jako produkt dziatania PNP — enzymu, ktory kata-
lizuje fosforolityczne rozszczepienie nukleozydow
(nie wykazuje aktywnos$ci wobec Ado) do zasad pu-
rynowych i rybozo-1-fosforanu (Ryb-1-P). Badania
nad oczyszczong SAHH wykazaty, ze w reakcji kata-
lizowanej przez ten enzym (odwracalna hydroliza
SAH do Ado i L-homocysteiny) powstaje niestabilny
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metabolit posredni — 3-ketoadenozyna, Kktorej
wigzanie glikozydowe ulega samoistnej, nieenzyma-
tycznej hydrolizie z uwolnieniem Ade [23]. W ten
sposéb w erytrocytach Ade uwolniona podczas
wigzania nukleozydéw z SAHH, moze uczestniczyé
w syntezie nukleotyddéw purynowych dzieki reakcji
katalizowanej przez APRT [23].

W komdrkach Ado powstaje jako produkt rozpadu
nukleotydéw adeninowych (zwiekszona hydroliza
ATP i obnizony stosunek [ATP]/[ADP] prowadzg do
defosforylacji AMP), jak réwniez w reakcji katalizo-
wanej przez SAHH (odwracalna hydroliza SAH do
Ado i L-homocysteiny) [29]. Ze wzgledu na duzg
wydajnoséé transportu btonowego (dyfuzja utatwiona
za posrednictwem specyficznych Na+niezaleznych
lub Na+zaleznych transporteréw nukleozydowych
[30, 31]) uwalnianie Ado z komorek i (albo) jej wy-
chwyt sg limitowane stezeniem Ado w cytoplazmie,
dzieki czemu wystepuje niewielki gradient chemicz-
ny miedzy Srodowiskiem wewnatrz- i zewnatrzko-
morkowym. Stezenie Ado w ptynie komdrkowym i
pozakomdrkowym jest wypadkowg aktywnos$ci en-
zymow ja metabolizujacych i (jej) transportu przez
btony cytoplazmatyczne.

W osoczu gtéwnym Zrédiem Ado sg komorki
$rodbtonka naczyn [32-34]. Stezenie Ado w osoczu
jest okreslane na 0,02-2,0 pM [4, 31]. Jej okres
pétrwania wynosi zaledwie kilka sekund, bowiem
Ado eliminowana z osocza przez krwinki czerwone
jest bardzo szybko deaminowana do Ino przez
wewnatrzkomoérkowg ADA (izoenzym ADA i) lub
fosforylowana do AMP przez AdoK [24, 34]. Stala
Michaelisa AdoK w poréwnaniu z ADA jest nizsza
dla Ado stad przy nizszych stezeniach substratu reak-
cjadominujacgjestjego fosforylacja [31, 35]. W de-
aminacji Ado we krwi duza role odgrywa rowniez
aktywno$¢ osoczowa ADA (izoenzym ADA 2) [36].
Zwiekszony wychwyt Ado przez krwinki czerwone
moze prowadzié¢ do wzrostu puli nukleotydoéw adeni-
nowych co wykazano w badaniach in vitro [25, 31,
37].

Metabolizm Ado w powigzaniu z metabolizmem
energetycznym krwinki czerwonej przedstawiono na
Rye. 1.

I1l. Przemiany mononukleotydow

Najprawdopodobniej w dojrzatych erytrocytach
IMP nie jest istotnym zrodtem AMP, poniewaz ko-
morki te nie wykazujg aktywnos$ci syntetazy adeny-
lobursztynianowej (EC s.3.4.4), kluczowego enzy-
mu cyklu nukleotydéw purynowych [26, 38]. Stad w
erytrocytach reakcja prowadzgca do nieodwracalnej,
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hydrolitycznej deaminacji AMP do IMP powinna
by¢ Scisle kontrolowana z powodu koniecznosci
chronienia komérkowego ATP.

Powstaty w erytrocytach AMP jest fosforylowany
do ADP w reakcji katalizowanej przez kinaze adeny-
lanowa(AK, EC 2.7.4.3) [39]. Resynteza ATP z ADP
odbywa sie w reakcjach fosforylacji substratowej z
udziatem kinazy fosfoglicerynianowej (PGK; EC
2.7.2.3) i kinazy pirogronianowej (PK, EC 2.7.1.40).
Reakcje te sgjedynym zrodtem ATP w tych komor-
kach.

\ e )

Ryc. 1. Metabolizm Ado w powiazaniu z metabolizmem energetycz-
nym krwinki czerwone;j.

GMP w reakcjach katalizowanych przez kinazy
guanylanowe: kinaze monofosforanéw nukleozy-
dow (EC 2.7.4.s) i kinaze difosforandw nukleozy-
doéw (EC 2.7.4.s)jest fosforylowany odpowiednio do
GDP i GTP [40]. Zr6dtem GMP w erytrocytach moze
by¢ takze IMP, ktdry przy udziale dehydrogenazy
IMP (EC 1.2.1.14) i NAD+jest utleniany do ksanto-
zyno-5’-monofosforanu (XMP). XMP po przytacze-
niu grupy -NH: glutaminy w obecnosci ATP daje
ostatecznie GMP. Ostatnia reakcja katalizowana jest
przez syntetaze GMP (EC s .3.5.2) wspotdziatajaca z
ATP [5].
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Aktywnos$é kinazy monofosforandw nukleozy-
déw w ludzkich krwinkach czerwonych wynosi 0,35
U/mL komérek, co stanowi tylko A aktywnosci AK,
natomiast aktywno$¢ kinazy difosforanéw nukleozy-
dow (76,0 U/mL komdrek) jest 60-krotng aktyw-
noscig AK i 200-krotng aktywnos$cig kinazy GMP
[41].

Pula nukleotydow adeninowych (TAN = [ATP] +
[ADP] + [AMP]), a takze guaninowych (TGN =
[GTP] + [GDP] + [GMP]) w warunkach pra-
widtowych utrzymywana jest na statym poziomie.
Zachowanie stosunku stezen [ATP]/[ADP] i
[GTP]/[GDP] jest mozliwe dzieki statym przemia-
nom nukleotydow purynowych (Ryc. 1).

Stosunek stezen poszczegdlnych nukleotydow
wewnatrz tej puli jest utrzymywany przede wszyst-
kim przez aktywnos$¢ kinazy adenylanowej, kinaz
guanylanowych, a takze enzyméw zwigzanych z ka-
tabolizmem tych zwigzkow.

Kinaza adenylanowa odgrywa role uktadu bufo-
rujgcego w przypadku zmian stezen nukleotydéw
adeninowych. Jednocze$nie dziata jako regulator we
wszystkich reakcjach przebiegajgcych z udziatem
nukleotydéw adeninowych dziatajgcych jako akty-
watory badz inhibitory [42, 43].

Wzajemny stosunek stezern ATP, ADP, AMP w ko-
morce okre$lany jest przez stan rownowagi w reakcji
katalizowanej przez kinaze adenylanowg: 2 ADP <»
ATP + AMP

Reakcje te umozliwiajg wykorzystanie fosforanu
bogatoenergetycznego w ADP do syntezy ATP, re-
fosforylacje AMP, atakze wzrost stezenia AMP przy
spadku stezenia ATP. AMP jako efektor allosterycz-
ny prowadzi do nasilenia reakcji katabolicznych
skutkujgcych wzrostem stezenia ATP w komorce.
Tak wiec, sktadniki puli nukleotydéw adeninowych
sg wzajemnie przeksztatcane w reakcjach katalizo-
wanych przez AK, ktérych state rownowagi zblizone
sg do jednosci.

W warunkach fizjologicznych suma stezen nukle-
otydéw adeninowych nie ulega duzym zmianom,
jednak sktad puli nukleotydéw zmienia sie w zale-
znosci od aktywnos$ci roznych drég metabolicznych.

W latach szesédziesigtych Atk insonwysunat
hipoteze, wedtug ktérej pula nukleotydéw adenino-
wych odzwierciedla poziom energii w komdrce ide-
cyduje o kierunku reakcji enzymatycznych [44].

Utrzymanie wysokiego potencjatu fosforylacji
wyrazonego badz jako stosunek stezenia ATP (GTP)
do iloczynu stezeh ADP (GDP) i Pj, bagdZ za pomoca
wzoru Atkinsona, okre$lajacego tadunek energetycz-
ny adenylanéw (AEC) i guanylanéw (GEC), jest wa-
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runkiem wykorzystania energii zgromadzonej w po-
staci ATP i GTP [44].

AEC [ATP] + 0,5[ADP]
[ATP] +[ADP] +[AMP]

GEC [GTP] + 0,5[GDP]
[GTP] +[GDP] +[GMP]

Teoretycznie wartosci AEC i GEC mieszczg sie w
zakresie od 0 (gdy w uktadzie obecny jest tylko AMP
bagdz GMP) do 1 (gdy w uktadzie obecny jest tylko
ATP badZz GTP). W warunkach homeostazy organi-
zmu AEC i GEC krwinek czerwonych przyjmuje
wartosci 0,85-0,95 [45-47].

Warto$¢ tadunku energetycznego adenylanéw od-
zwierciedla najogdiniej zdolno$¢ komoérki do prze-
prowadzania proceséw anabolicznych zaleznych od
ATP.

Stosunki stezen nukleotydéw adeninowych regu-
lowane sg bezposrednio réwnowaga reakcji katalizo-
wanej przez AK.

Poniewaz warto$¢ AEC zalezy od réwnowagi
miedzy ciggami reakcji wykorzystujagcymi ATP i
szlakami metabolicznymi wytwarzajacymi ATP, ak-
tywno$¢ poszczegdlnych drog metabolicznych jest
regulowana wielkoSciag AEC. Komdrki stabilizuja
warto$¢ AEC dostosowujac szybkos$¢ reakcji wyko-
rzystujacych ATP do stanu zapotrzebowania na ener-
gie. Obnizenie wartosci AEC prowadzi do wzrostu
stezenia ATP. Zatem, je$li procesy zwigzane z zuzy-
ciem energii sg aktywowane do stopnia, w ktorym
wartos¢é AEC obniza sie, produkcja ATP jest
gwattownie przyspieszana by pokryé wzrost wydat-
kowanej energii [42].

W erytrocytach szybkos$¢ glikolizy, ktora jest je-
dynym Zrédiem ATP, kontrolowana jest przez PFK.
W warunkach fizjologicznych przy prawidtowym
stezeniu ATP i fruktozo-s -fosforanu enzym wykazu-
je tylko 0,1% swojej aktywnos$ci [48]. Aktywnos$¢
erytrocytarnej PFK podlega regulacji przez efektory,
sposrod ktorych ATP jest najwazniejszym inhibito-
rem, a AMP i Pi najsilniejszymi aktywatorami [49].
Wzrost stezenia ATP w komdrce obniza powinowac-
two enzymu do substratu [48]. Hamujace dziatanie
ATP jest znoszone przez AMP, stad aktywno$é PFK
wzrasta ~w  momencie obnizenia  stosunku
[ATP]/[AMP] iwzrostu stezenia Pi. Tak wiec spadek
stezenia ATP w komérce prowadzi do wzrostu ak-
tywnosci PFK. Rownoczesnie dzieki reakcji katali-
zowanej przez AK wzrasta stezenie AMP — aktywa-
tora PFK.
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IV. Katabolizm nukleotydéw purynowych
w krwinkach czerwonych

IV-1. Katabolizm mononukleotydéw

Szlaki przemian katabolicznych nukleotydoéw pu-
rynowych w pierwszych etapach przebiegajg rézny-
mi torami i rozpoczynajg sie defosforylacjg mononu-
kleotydow (AMP, IMP, GMP) do odpowiednich nu-
kleozydow (Ado, Ino, Guo).

Hydrolityczne odszczepienie reszty fosforanowej
z pozycji 5’-mononukleotydéw odbywa sie przy
udziale wewnatrzkomérkowych 5°-NT (w odr6znie-
niu od ekto-5’-NT zwigzanej z zewnetrzng po-
wierzchnig btony komérkowej). Erytrocytarna, cyto-
solowa 5°-NT wystepuje w postaci Kilku izoenzy-
moéw, ktére wyrdzniono na podstawie preferencji
substratowej [50]. Dowodem odrebnosci katalizowa-
nych reakcji sg badania kinetyczne wykazujace, ze to
cytosolowa 5°-NT specyficzna wobec AMP (cN-I)
jest odpowiedzialna za uwolnienie Ado z AMP, pod-
czas gdy cytosolowa 5°-NT specyficzna wobec IMP i
GMP (cN-I11) uwalnia Ino i Guo odpowiednio z IMP i
GMP [51, 52].

Badania nad oczyszczonag, erytrocytarng cN-1 wy-
kazaty, ze jest ona biatkiem o masie czgsteczkowej
36 kDa, w punkcie izoelektrycznym (pH=5,1) mono-
merem, ktérego aktywnos$¢ zalezy od M g2+ Inhibito-
rami sg jony metali ciezkich i zwigzki z reaktywng
grupa tiolowa, aktywatorem zas ADP, lecz nie ATP
[53]. Wykazano réwniez, ze erytrocytarna cN-1 wy-
kazuje swojg aktywno$¢ przy wzroscie stezenia
AMP. Aktywnos$¢ enzymu nie zalezy od stezenia Pi
[50, 52].

W prawidtowych erytrocytach rybosomalny RNA
ulega degradacji do nukleotydéw 5’-purynowych i
5’-pirymidynowych. Te sg nastepnie defosforylowa-
ne przez 5’-NT. W retikulocytach z niedoborem cN-I
rozktad rybosomalnego RNA jest zaburzony, co pro-
wadzi do wzrostu stezenia nukleotyddw — wsréd
nich 80% stanowig nukleotydy pirymidynowe. Defi-
cyt cN-I zwigzany jest z hemolityczng niedokrwisto-
$cig niesferocytowg [54, 55].

Erytrocytarna cN-I11 jest odpowiedzialna za uwol-
nienie Ino z IMP oraz Guo z GMP. Jest to biatko en-
zymatyczne o masie czasteczkowej 65 kDa [56], ak-
tywowane przez ATP w obecnosci IMP jako substra-
tu i hamowane przez Pi [51, 57]. Tak wiec, aktywacja
enzymu przez ATP zalezy od stezenia substratu i Pj.
Wykazano rowniez, ze cN-Il nukleotydaza jest akty-
wowana przez 2,3-BPG [51,58]. Ponadto stwierdzo-
no, ze ADP i2,3-BPG moga dziata¢ synergistycznie.
Razem stymulujg enzym 4-krotnie silniej, niz gdyby
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wystapit jedynie efekt addytywnego dziatania tych
zwigzkow [58].

W warunkach fizjologicznych katabolizm AMP w
erytrocytach przebiega gtownie droga deaminacji do
IMP i NHs w reakcji katalizowanej prze AMPD —
enzym cytoplazmatyczny o wysokiej specyficznosci
substratowej w stosunku do AMP [30]. W badaniach
in vitro wykazano, ze erytrocyty inkubowane w
ptynie Ringera-Krebsa, w warunkach zblizonych do
fizjologicznych (5 mM glukozy, 1,2 mM Pj, pH=7,7)
utrzymujg niezmienne stezenia nukleotydow adeni-
nowych przez kilka godzin. W warunkach tych szyb-
kos¢ powstawania Hyp jako koncowego produktu
katabolizmu nukleotydéw adeninowych w erytrocy-
tach wynosi okoto 4 mmol/h/mL komoérek inie ulega
zmianie po dodaniu inhibitoréw ADA i AdoK. Wyni-
ki tego eksperymentu wskazujg na udziat reakcji de-
aminacji AMP, a nastepnie defosforylacji IMP w po-
wstawaniu Hyp w warunkach fizjologicznych [50].

Deaminaza AMP wystepuje w postaci kilku izoen-
zymow. W najwiekszych ilosciach w watrobie (izo-
enzym L), mied$niach szkieletowych (izoenzym M) i
erytrocytach (izoenzym E) [59]. Izoenzym erytrocy-
tarny wystepuje w dwdch formach molekularnych
(E) i E2) réznigcych sie wiasciwosciami kinetyczny-
mi i bedgcych potranskrypcyjnie zmodyfikowanymi
produktami jednego genu AMPD3. Gen ten koduje
biatko o masie czasteczkowej 89 kDa [60, 61]. Ak-
tywna posta¢ enzymu jest tetramerem o0 masie
czasteczkowej 285 kDa [62]. Punkt izoelektryczny
dla tego enzymu okreslono w pH=5,0, a optymalne
pH=7,0 [62].

Krwinki czerwone cechujg sie wysokg aktywno-
s§cia AMPD (Vmex 200 mmol/h/L komérek), stad
efektywna kontrola deaminacji AMP odgrywa
istotng role w regulacji stezenia nukleotydéw adeni-
nowych w komorce (szczeg6lnie ATP). Wykazano,
ze deaminaza AMP ma wiasciwosci biatka alloste-
rycznego. Gtéwnymi dotychczas rozpoznanymi ak-
tywatorami erytrocytarnej deaminazy sgjony metali:
K+ Na+, Ca2+ oraz ATP i ADP. Natomiast Pis IMP i
2,3-BPG hamuja aktywnos$é enzymu [61]. Znane sg
rowniez doniesienia o aktywacji enzymu przez IMP.
Dodanie 2-5 mM IMP do hemolizatéw krwinek czer-
wonych zawierajgcych 1 mM ATP i 3 mM 2,3-BPG
prowadzi do 3-krotnego wzrostu szybkosci deamina-
cji AMP [63]. W warunkach fizjologicznych niskie
stezenie jonéw Ca2+iwysokie 2,3-BPG sgprzyczyng
niewielkiej aktywnos$ci deaminazy AMP w krwin-
kach czerwonych [51,61, 63]. Jon potasowy w steze-
niu 100-150 mM, zblizonym do fizjologicznych ste-
zeh w komorkach, stabilizuje czasteczke deaminazy
AMP w takiej konformacji, w ktdrej jest ona zdolna
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do przytaczenia fizjologicznych ligandéw — AMP,
ATP iP;. Enzym jest aktywowany przez substrat i ha-
mowany przez produkt reakcji. Wykazano,
obecnosci fizjologicznych stezen efektoréw (100
mM KC1, 3 mM 2,3-BPG, 1 mM Pj) erytrocyty inku-
bowane w ptynie Ringera-Krebsa (pH=7,4) z zawar-
toscig 5 mM glukozy i AMP w stezeniu 5-10 pM ce-
chuja sie niskg aktywnos$cig AMPD. Wzrost stezenia
AMP do 50 pM prowadzi do 15-krotnego wzrostu
aktywnosci enzymu [50].

Pula nukleotydéw adeninowych w komérce w
istotny sposob zalezy od reakcji katalizowanej przez
AMPD. Znaczenie tej reakcji wigzane jest gtéwnie z
regulacjg stezern komponentéw TAN i buforowaniem
zmian wartosci tadunku energetycznego adenylandw
[42].

Wzrost stezenia AMP w komérce prowadzi do
spadku wartosci AEC. Zachodzaca w wyniku
dziatania AMPD deaminacja AMP przesuwa réwno-
wage reakcji katalizowanej przez AK w kierunku

e w

Dziatanie mechanizmu stabilizujgcego wartosé
tadunku energetycznego adenylandw jest szczegdl-
nie istotne w przypadku, kiedy w komorce zapotrze-
bowanie na energie przewyzsza jej aktualng podaz
[42]. Wykazano réwniez, ze dziatanie stabilizujgce
warto$¢ AEC odbywa sie kosztem obnizenia catko-
witego stezenia nukleotydéw adeninowych i catko-
witego stezenia ATP. Badania doswiadczalne wyka-
zaly, ze obnizeniu wartosci AEC erytrocytéw towa-
rzyszy spadek TAN [42, 45, 64].

Aktywno$¢ deaminazy AMP maleje w miare
wzrostu tadunku energetycznego adenylanéw iw za-
kresie wartosci fizjologicznych ma charakter linio-
wy.

1V-2. Katabolizm nukleozydow
Wigzanie glikozydowe Ino oraz wigzanie glikozy-

dowe Guo moze ulegac fosforolizie w reakcji katali-
zowanej przez PNP. Ino zostaje przeksztatcona w

(d)GTP NADPH + H*  NADP* Synteza ie novo 1,
4 1 (d)ATP
\\ i ' /
1 1
\ | S,
(@GDP NEh : (d)ADP
1 GDP +P : 4
L AMP+PP; ATP NADH+H' ‘ GTP ';D Fh F““"*' 7 ’,,'
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Ryc. 2. Szlaki metabolizmu puryn w erytrocytach (linia ciggta) i poza nimi (linia przerywana).

syntezy ATP, co zapobiega drastycznemu obnizeniu
wartosci AEC. Wzrost stezenia ATPjest sygnatem do
nasilenia przemian anabolicznych, co w konsekwen-
cji prowadzi do uwolnienia znacznych iloSci Pj, za-
hamowania aktywnos$ci deaminazy AMP oraz obni-
zenia bezwzglednej ilosci ATP. Tak wiec, Pj i ATP w
niskich stezeniach hamuja aktywno$¢ AMPD zapo-
biegajac nadmiernemu obnizeniu puli nukleotydéw
adeninowych [50].
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Hyp i Ryb-I-P, a Guo w Gua i Ryb-I-P. Badania nad
aktywnoscig PNP ludzkich erytrocytéw pozwolity
wykry¢é przypadki niedoboru tego enzymu pro-
wadzgce do wzrostu stezenia PRPP, Ino oraz NADL
Wykazano takze zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig
PNP astezeniem 2,3-BPG w krwinkach czerwonych.
Przy wzroscie aktywnos$ci PNP (wzrost stezenia Hyp
i Ryb-1-P) dochodzi do wzrostu stezenia tego meta-
bolitu.
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Ado nie ulega fosforolizie do Ade, lecz jest meta-
bolizowana albo przez refosforylacje przy udziale
AdoK do AMP, albo przez deaminacje przy udziale
ADA do Ino [65]. Przy niskich stezeniach Ado prze-
wazajgcg przemiang jest jej fosforylacja do AMP,
przy wyzszych stezeniach przewaza procentowo de-
aminacja, mimo ze nastepuje bezwzgledny wzrost
wydajnosci procesu fosforylacji [31]. Sposrdd
dwdch izoenzymoéw ADA, izoenzym ADA] wystepu-
je wewnatrzkomorkowo m. in. w erytrocytach. Km
dla ADA! wynosi 52 x 10'5, a optimum pH 7-7,7.
Dzieki jej aktywnos$ci komarki te sprawnie wychwy-
tujg adenozyne i 2 ’-
substraty odpowiednio do inozyny i . ’-deoksyino-
zyny. Tg drogg chronig komarki jadrzaste przed nad-
miarem zewngtrzpochodnej . ’-deoksyadenozyny
[32]. Katalitycznie aktywne biatko enzymu jest me-
taloenzymem (1 mol Zn2+przypada na 1 mol biatka
[¢s]). ADAI moze funkcjonowa¢ w formie monome-
ru o masie czasteczkowej 30-47 kDa i dimeru dwéch
czasteczek ADA ipotgczonych glikoproteing w kom-
pleks o masie czgsteczkowej 230-440 kDa [67].

Ze wzgledu na to, ze erytrocyty nie wykazujg ak-
tywnosci oksydoreduktazy ksantynowej (Hyp —»
Xan) iguanazy (Gua -» Xan) (EC 3.5.4.3), Hyp i Gua
sg koncowymi produktami katabolizmu nukleoty-
déw purynowych. Zasady te mogg by¢ wiaczone w
szlaki przemian jako substraty dla HGPRT (reakcje
reutylizacji), a Ryb-1-P po izomeryzacji do Ryb-5-P
moze sta¢ sie substratem w syntezie PRPP, badz
moze by¢ wiaczony w przemiany na szlaku pentozo-
fosforanowym, dostarczajgc produktow posrednich
glikolizie (aldehyd-3-fosfoglicerynowy i frukto-
z0-s -fosforan).

Szlaki metabolizmu puryn w erytrocytach przed-
stawiono na Ryc. 2.

deoksyadenozyne deaminujac
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Zaakceptowano do druku 6 wrzesnia 2004
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Wykaz stosowanych skrétéw: Ala— alanina; Asp — asparagi-
na; BCH — kwas 2-aminobicyklokarboksylowy; Cys — cyste-
ina; GABA— kwasy-aminomastowy, Gin — glutamina; Glu —
kwas glutaminowy; Gly — glicyna; GS — syntetaza glutamino-
wa, His — histydyna; Leu — leucyna, MeAIB — kwas metylo-
izomastowy; MSO — metionylosulfoksymina; Nedd4 — 2-li-
gaza ubikwitynowa; OUN — os$rodkowy uktad nerwowy; PAG
— glutaminaza aktywowana fosforanem; PKB — kinaza
biatkowa B; Pro — prolina; Ser — seryna; SGK — kinaza indu-
kowana glikokortykoidami; Thr — treonina

I. Rola glutaminy w osrodkowym uktadzie
nerwowym

L-Glutamina (Gin) jest waznym substratem ener-
getycznym i metabolitem zaangazowanym w szereg
procesow komoérkowych w os$rodkowym ukitadzie
nerwowym (OUN). Stezenie Gin w komoérkach mé-

Mgr, Polska Akademia Nauk, Instytut Medycyny Doswiadczal-
nej i Klinicznej, Zaktad Neurotoksykologii, ul. Pawinskiego 5,
02-106 Warszawa, e-mail: marthas@ cmdik.pan.pl
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zgu waha sie w granicach 6-11 mM [1], z nieznacz-
nymi réznicami w poszczegdlnych jego regionach
[2]. Zewnatrzkomdrkowe stezenie Gin mierzone w
mikrodializatach réznych regionéw moézgu wynosi
0od 0,13 mM do 0,5 mM [3]. Wysoka zawarto$¢ Gin w
OUN [1] wskazuje na jej szczegblne znaczenie w
mozgu.

Gin petni kluczowa role w szeregu drég metabo-
licznych w OUN. Bierze ona udzial w metabolizmie
amoniaku, przemianach energetycznych i syntezie
neuroprzekaznikow aminokwasowych: pobudza-
jacego kwasu glutaminowego (Glu) oraz hamu-
jagcego kwasu y-aminomastowego (GABA). Kazda z
tych funkcji wymaga kontrolowanego transportu Gin
pomiedzy komdrkami i wewngtrz komorek. Wobec
braku w OUN peinego cyklu mocznikowego, amo-
niak neutralizowany jest na drodze syntezy Gin z Glu
i amoniaku. Synteza ta odbywa sie wytgcznie w
astrocytach, w reakcji katalizowanej przez syntetaze
glutaminianowg (GS) [4, 5]. Nowo zsyntetyzowana
Gin bierze udziat w wielu procesach w obszarze
OUN (patrz ponizej), a jej nadmiar jest czeSciowo
wyprowadzany przez bariere krew-mdzg. Rola Gin
jako substratu w metabolizmie energetycznym ko-
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morki wigze sie zjej aktywnym transportem do wne-
trza mitochondriow [s ]. Proces ten jest silnie hamo-
wany przez szereg aminokwasow, petnigcych funk-
cje naturalnych modulatoréw transportu Gin [7]. Ko-
lejna funkcja Gin, wymagajgca jej transportu, to
udziat w neuroprzekaznictwie komdrkowym. Gin
ulega uwolnieniu z astrocytéw i nastepnie jest trans-
portowana do neuronéw. W wyniku hydrolizy z
udziatem glutaminazy aktywowanej fosforanem
(PAG), z Gin powstaje pobudzajgcy neuroprzeka-
Zznik - kwas glutaminowy [s]. Z kolei dekarboksyla-
cja Glu prowadzi do tworzenia sie neuroprzekaznika
hamujgcego — y-aminomastowego [9].
Uwolniony z neuronalnych zakoriczen presynaptycz-
nych Glu, po wychwycie przez astrocyty, jest nastep-
nie metabolizowany do Gin, co zamyka cykl GIn-Glu
(Ryc. 1).

kwasu

ASTROCYT
SNAT3
SNAT5
ASCT2 NHj
SNAT3
SNATS  GLU A * GLN
ASCT2 GS
SNAT3
SNAT5
ASCT2

NACZYNIE WLOSOWATE
MOZGU

przez btony komoérkowe uczestniczg przede wszyst-
kim uktady A, ASC, N oraz L.

I1l. Transport glutaminy w OUN: historia
badan

Transport aminokwaséw w mdzgu stanowi przed-
miot zainteresowania badaczy juz od ponad 30 lat.
Przez dtugi czas panowat poglad, ze Gin przechodzi
przez btony komérkowe OUN na drodze prostej dy-
fuzji. Doniesienia kilku badaczy przemawialy za
tym, ze Gin po wyptywie z astrocytéw ulega nastep-
nie wychwytowi przez neurony [:12, 13], ale nie wia-
domo byto, czy Gin przemieszcza sie aktywnie po-
miedzy tymi komdrkami. Pierwszych danych cha-
rakteryzujgcych aktywny transport Gin dostarczyta
pracawykonanaprzez Balcara iJohnstone’a

NEURON
SNAT1
SNAT2  NH3
GIN J . GLU
PAG
¥
GABA
GLU

Ryc. 1. Wspotdziatanie astrocytéw, neurondw i naczyn wiosowatych tworzacych bariere krew- mozg w szlaku przemian Glu-Gln oraz syntezie neuro-
przekaznikéw aminokwasowych. Udziat w tych procesach biatek transportujacych glutaming.

Il. Uklady transportujgce aminokwasy i ich
rola w transporcie glutaminy

Przy tak duzej liczbie reakcji i zdarzeri komorko-
wych, w ktérych uczestniczy glutamina, jej transport
musi podlega¢ kontroli, stad mnogos$¢ uktadow ak-
tywnego transportu, a takze mechanizmdéw kontro-
lujgcych ten proces.

Za transport aminokwaséw przez btony komérko-
we odpowiedzialne sg integralne btonowe biatka
transportujgce [10]. Klasyfikacja transporteréw
opiera sie przede wszystkim na ich swoistosci sub-
stratowej, zaleznosci od pH, zaleznosci od jondéw i
energii, zastepowalno$ci Na+ przez Li+ Kkinetyki
transportu, czy wreszcie regulacji przez czynniki ze-
wnetrzne. Pierwotnym Kkryterium podziatu transpor-
terow jest ich zalezno$¢ od jonow Na+ Wyrdézniamy
zatem uktady zalezne od Na+, takie jak A, ASC, N, B°
i niezalezne, jak np. L, y+ b° [11]. W transporcie Gin
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na skrawkach moézgu [14]. W tych czasach utrzymy-
wano, ze zakonczenia nerwowe nie sg zdolne do wy-
chwytu Gin [15, 16]. Poglad ten w pdzniejszych cza-
sach skorygowano. Kolejno wykazano aktywny
transport w izolowanych z mdzgu btonach komorko-
wych [17], skrawkach kory mézgu [18, 19], hodowli
pierwotnej astrocytdw i neurondw [20,21] oraz we
frakcji astrocytarnej izolowanej z mézgu dorostego
szczura [22]. Juz wczes$niej nie byto jasnosci co do
zalezno$ci transportu od jon6w Na+ Opisano zarow-
no transport niezalezny [23, 24], jak i zalezny od jo-
now Na+ [14, 17]. Dopiero ostatnie lata przyniosty
dtuga liste sklonowanych transporteréw Gin, na kt6-
rej pokazne miejsce zajmujg transportery wyste-
pujace w komorkach cztowieka (Tab. 1). Badania
transportu z ich udziatem wykazaty cechy swoiste
zaréwno dla uprzednio opisanych uktadow transpor-
towych, jak i dla Gin w stosunku do innych amino-
kwasow.
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Biatka transportujgce glutamine w komérkach OUN w hodowli i in situ

Uktad i poznane warianty Lokalizacja Odnosniki literaturowe
(organizm)
A
SNAT1 (szczur) neurony (hodowla) [30]
SNAT1 (cztowiek) mozg [32]
glejaki [63]
SNAT?2 (szczur) neurony (hodowla) [35]
mozg [34]
SNAT?2 (cztowiek) mdzg [39]
ASC
ASCT1 (cztowiek) mézg [57]
ASCT1 (szczur) neurony (hodowla) [58]
ASCT2 (szczur) astrocyty (hodowla) [60]
ATB® (cztowiek) glejaki [63]
N
SNAT3 (szczur) astrocyty (hodowla) [37]
Srodbtonek naczyn [43]
NAT (mysz) mozg [48]
NAT2 (mysz) mozg [49]
SNATS3 (cztowiek) mozg [50]
glejaki [63]
SNATS5 (cztowiek) moézg [51]
glejaki [63]
L
LAT1 (szczur) glejak C6 [69]
$rodbtonek naczyn [76, 77]
LAT1 (cztowiek) mézg [68]
LAT2 (szczur) mozg [71]
LAT2 (cztowiek) mozg [72]
LAT2 (mysz) mozg [72]
LAT2 (krolik) mozg [73]

IV. Szczegbétowa charakterystyka uktadow
transportujacych aminokwasy

IV-1. Uktad A

Uktad A jest jednym 2z pierwszych opisanych
uktadéw transportujagcych aminokwasy [25]. Uktad
ten jest aktywny wytgcznie w obecnosci jonéw Na+.
Poza glutaming wykazuje on powinowactwo do krot-
kich obojetnych aminokwaséw, takich jak alanina
(Ala), seryna (Ser), prolina (Pro) i glicyna (Gly).
Transport aminokwaséw przez uktad Ajest stymulo-
wany w $rodowisku zasadowym iw przeciwiefAstwie
do uktadu N (por. nastepny podrozdziat) nie jest
sprzezony z wymiang na jony H+ [26]. Unikalng
cechg uktadu A jest zdolno$¢ do transportu amino-

kwasow N-metylowanych, ktérych modelowym
przedstawicielem jest kwas N-metyloizomastowy
(MeAiB) [27]. Istotng cechg omawianego uktadu jest
jego regulacja przez czynniki zewnetrzne: jest on ak-
tywowany przez hormony i niedob6r aminokwaséw
[28, 29].

Pierwszym dobrze opisanym wariantem uktadu A
na poziomie molekularnym byt otrzymany z neuro-
now szczura transporter SNAT1 (SA2, GInT, ATAL1)*
[30-33]. Izoforma ta preferencyjnie rozpoznaje glu-
tamine i wystepuje gtéwnie w sercu i mézgu. U
cztowieka SNAT1 (ATA1l) zostat wyizolowany z
tozyska [32]. Transporter ten wystepuje poza moé-
zgiem w sercu i watrobie. SNATI cztowieka wyka-
zuje 93% identyczno$ci i 95% podobienstwa do
SNAT1 szczura.

‘ Przyjeto ostatnio ujednolicona nomenklature transporteréw (33). W nawiasach podano nazwy uktadéw obowigzujace wczesniej.
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Innym przedstawicielem systemu A jest SNAT2
(ATA2, SAl) wyizolowany z hodowli szczurzych
neuronow glutaminianergicznych [33-35]. Izoforma
ta wykazuje 55% identyczno$ci z omawianym juz
SNAT1 szczura i w przeciwienstwie do niego rozpo-
znaje glutamine w réwnym badz mniejszym stopniu
jak inne aminokwasy obojetne. Inng cechg odroz-
niajagcg oba transportery jest powszechno$¢ wystepo-
wania wariantu SNAT2 w wielu tkankach. Izoforma
ta wykazuje silne pokrewienstwo na poziomie se-
kwencji i wiasciwosci transportowych do przedsta-
wiciela uktadu N — SNAT3. Gtéwng cechg odroz-
niajgcg oba transportery jest brak translokacjiamino-
kwaséw z jonami H+w przypadku SNAT2 [36-38].
SNAT?2 cztowieka wyizolowany zostat z linii komor-
kowej watrobiaka HepG2 [39]. Transporter ten wy-
kazuje ss % identycznosé¢ i 93% podobienstwo se-
kwencji aminokwasowej ze SNAT2 u szczura. Po-
dobnie jak SNAT2 szczura, transporter ludzki wyste-
puje powszechnie w rdznych tkankach, takich jak
m.in. tozysko, serce, $ledziona, miesnie, ptuca,
mézg. Wariant ten wykazuje wiele cech wspdlnych z
transporterem SNATL, takich jak brak tolerancji na
jony L f oraz zalezno$¢ od jon6éw Na+i pH.

1V-2. Uktad N

IV-2.1. Biatka uktadu N obecne w mdzgu gryzoni
i cztowieka

Uktad N wydaje sie by¢ najbardziej swoisty dla
glutaminy. Uktad ten wykazuje waska specyficznos$é
substratowg rozpoznajgc aminokwasy z azotem w
tafcuchu bocznym, a zatem obok glutaminy, histydy-
ne (His) i asparagine (Asp). Po raz pierwszy ukitad
ten opisano na w hepatocytach [40], a nastepnie w
miesniach [41] i neuronach szczurow [42].

Pierwszym wyizolowanym z moézgu transporte-
rem uktadu N jest SNAT3 (SN1) szczura [33, 37].
Izoforma ta odpowiedzialna jest za transport gluta-
miny w obu kierunkach: na zewnatrz i do wnetrza
astrocytu [43]. Aktywnos¢ transportowa SNAT3 jest
zalezna od jonow Na+, toleruje Li+i pH. Transport
Gin zwigzany jest z wymiang najony H+imoze od-
bywaé¢ sie w spos6b elektroobojetny badz elektro-
genny [37, 44]. W mézgu SNAT3 wystepuje swois-
cie w astrocytach. Ponadto spotyka sie go w duzych
stezeniach w nerce i watrobie [45]. Najnowsze bada-
nia immunohistochemiczne pozwolity zlokalizowac
SNAT3 w komdrkach endotelialnych i splotach na-
czynidowki mézgu [43, 46]. Badania nad lokalizacja
wykazatly wysokie stezenie tego transportera we
wszystkich fazach rozwojowych mézgu szczura. Za-
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obserwowano rowniez wyrazng korelacje miedzy
podwyzszonym poziomem SNAT3 a wzrostem ste-
zenia neuroprzekaznikéw aminokwasowych: GABA
i Glu. W trakcie rozwoju embrionalnego mézgu eks-
presja genu kodujgcego ten transporter wykazuje ko-
relacje ze zmieniajgcym sie stezeniem glutaminy
[43]. SNAT3 uczestniczy w transporcie Gin przez
bariere krew-moézg [46, 47].

Innym wariantem uktadu N jest wyizolowany z
watroby myszy NAT. Izoforma ta wystepuje rowniez
w mézgu. NAT wykazuje silne powinowactwo do
His i Gin [48]. Kolejnym transporterem przynale-
znym do uktadu N jest NAT2 myszy [49]. Transpor-
ter ten swg nazwe zyskat z powodu silnej homologii z
NAT. NAT2 wykazuje silne powinowactwo do Gin,
cze$ciowo toleruje Li+ Transporter ten wystepuje
przede wszystkim w siatkéwce i w nieco mniejszym
stezeniu w moézgu.

Pierwszym znanym transporterem przynaleznym
do omawianego ukitadu u cztowieka jest wyizolowa-
ny z linii komdérkowej watrobiaka HepG2 SNAT3
(SN1) [33, 50]. SNAT3 cztowieka wykazuje 90%
identycznos$ci i 91% podobienstwa w skladzie ami-
nokwasowym ze SNAT3 szczura, a takze silng homo-
logie z omawianymi juz transporterami SNATL1 i
SNAT2. Transport Gin przez ludzki SNAT3 sprze-
zony jest z transportem dwu jondw Na+i przeniesie-
niem w odwrotnym kierunku jednego jonu H+ Trans-
porter ten wykazuje powinowactwo do His, Asp,
Ala, a ponadto jest zalezny od pH ijonéw Na+, tole-
ruje zastapienie Na+jonami Li+. SNAT3 wystepuje u
cztowieka gtéwnie w watrobie, nerce i mozgu.

Kolejnym przedstawicielem uktadu N jest wyizo-
lowany z linii komérek watrobowych cztowieka
SNAT5 (SN2) [33, 51]. Wariant ten wykazuje 62%
identyczno$¢ skiadu aminokwasowego ze SNATS3
szczura. Oprdécz aminokwaséw transportowanych
przez SNAT3, SNAT5 dodatkowo rozpoznaje Ser i
Gly, a takze wykazuje silniejsze powinowactwo do
His niz do Gin. SNAT5 w przeciwiefistwie do SNAT3
wystepuje powszechnie w wielu narzgdach. Obec-
no$¢ obu wariantow stwierdzono we wszystkich ba-
danych regionach mézgu, takich jak m.in. mézdzek,
kora, ptaty czotowe, ptaty boczne.

1V-2.2. Regulacja uktadu N na poziomie biatka

Najnowsze prace donoszg o mechanizmie regu-
lujgcym aktywnos$é uktadu N. Znany jest wptyw liga-
zy ubikwitynowej (Nedd 4-2), kinazy indukowanej
glikokortykoidami (SGK) oraz kinazy biatkowej B
(PKB) na aktywnos$¢ transportera SNAT3 [52].
Nedd4-2 jako regulator biatek kanatéw btonowych
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[53] silnie hamuje transport glutaminy przez
SNAT3. Efekt ten jest znoszony przez kinazy SGK i
PKB. Wydaje sie, ze fosforylacja Nedd4-2 przez ki-
naze SGK ostabia powinowactwo ligazy ubikwity-
nowej do biatka docelowego, jakim jest SNAT3. W
konsekwencji nie dochodzi do ubikwitynizacji, in-
ternalizacji i degradacji transportera. Kontrola
SNAT3 przez SGK moze okazac sie istotna w regula-
cji transportu glutaminy, szczeg6lnie w warunkach
jej nadmiaru badz niedoboru. W dodatku wiadomo,
ze aktywacja kinazy SGK odbywa sie przy braku
aminokwaséw w S$rodowisku [54], a takze pod
wptywem hormonéw i cytokin [55].

IV-3. Uktad ASC

Uktad ASC swa nazwe pozyskat z uwagi na to, ze
transportuje on Ala, Ser, cysteine (Cys), treonine
(Thr). Wiadomo jednak, ze ma rowniez silne powino-
wactwo do glutaminy. Uktad ten wykazuje cechy za-
leznosci odjondw Na+ jest mato wrazliwy na pH, nie
toleruje Li+ [56].

Pierwszg poznang izoformg tego ukladu jest
ASCT1. Transporter ten wyizolowano zaréwno z
mézgu ludzkiego [57], jak iszczurzego [58]. ASCT1
cztowieka i szczura nie majednak powinowactwa do
Gin.

Kolejny transporter przynalezny do omawianego
uktadu — ASCT2, zostat wyizolowany z jagder my-
szy. Transporter ten powszechnie wystepuje w wielu
tkankach, jakkolwiek wydaje sie by¢é nieobecny w
mozgu myszy [59]. Z kolei ASCT2 szczura wykazuje
silng ekspresje genu kodujgcego ten transporter w
hodowli astrocytow. Nie wykazano natomiast eks-
presji genu kodujagcego ASCT2 w hodowanych neu-
ronach. U szczuréw ASCT2 wystepuje w moézgu, za-
rowno we wczesnych stadiach rozwojowych, jak iu
osobnikéw dojrzatych [60]. Transporter ten odpo-
wiedzialny jest za wyrzut Gin z astrocytéw na zasa-
dzie wymiany z zewngtrzkomdrkowymi aminokwa-
sami obojetnymi. ASCT2 moze katalizowaé zarow-
no naptyw, jak i wyptyw Gin. Transport aminokwa-
sow odbywa sie w sposéb elektroobojetny. Kolejnym
transporterem przynaleznym do ukfadu ASCT jest
wyizolowany z jelita krolika ATB°. Transporter ten
wystepuje w mézgu [61].

Znany jest rowniez transporter nalezacy do oma-
wianego systemu, ATB° wyizolowany z nabtonka
kosmoéwkowego tozyska ludzkiego [62]. Transporter
ten wykazuje 76% homologie z omawianym juz
ASCT2 szczura i wystepuje w wielu tkankach,
przede wszystkim w nerce, tozysku, jelicie, mozgu
[62, 63]. ATB® cztowieka wykazuje silne powino-
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wactwo do Ala, Ser, Cys, Thr. Transport Gin z jego
udziatem odbywa sie w sposob elektroobojetny.

IV-4. Uktad L

Uktad L cechuje wysokie powinowactwo do le-
ucyny (Leu) i stabsze do glutaminy [25]. Pomimo
tego obserwowano transport Gin przez uktad L za-
rowno w neuronach, jak i astrocytach [64, 65]. Inng
cechg odrdzniajgcg ten uktad od uprzednio omawia-
nych jest jego niezalezno$¢ od jondw Na+ [¢6] Oraz
hamowanie przez niemetabolizowalny analog ami-
nokwasowy, kwas
(BCH) [27].

Cechy czynno$ciowe pierwszej poznanej izofor-
my LAT1 tego uktadu opisano u cztowieka [67, 68 ] i
szczura [69]. Kolejnym poznanym u cztowieka [70],
szczura [71], myszy [72], krélika [73] przedstawicie-
lem uktadu L jest wariant LAT2. Obie izoformy, po-
mimo wysokiej homologii sekwencji aminokwaso-
wych, silnie réznig sie miedzy sobg wtasciwosciami
kinetycznymi i lokalizacjg narzgdowg. LAT2 wyka-
zuje zdecydowanie silniejsze powinowactwo do Gin
[69, 71] i wystepuje powszechniej w réznych tkan-
kach niz LAT1 [70, 73]. Oba warianty rézni takze
wrazliwo$¢ na pH $srodowiska. Transporter LAT1 nie
jest zalezny od pH, natomiast aktywnos$¢ transporto-
wa LAT2 jest stymulowana przy niskim pH [73].

Bardzo istotng cechg omawianego uktadu jest
jego udziat w transporcie glutaminy przez bariere
krew-mézg.

2 -aminobicyklokarboksylowy

V. Transport glutaminy przez bariere
krew-modzg

Utworzona przez komoérki endotelialne naczyn
maézgu iich $ciste potaczenia bariera krew-moézg sta-
nowi fizyczng przeszkode dla czastek nierozpusz-
czalnych w ttuszczach, w tym aminokwaséw. W
efekcie stezenie aminokwaséw na obwodzie jest
znaczacg wyzsze niz w OUN. Wyjatek stanowi
L-GlIn, ktérej aktywna synteza w mdzgu sprawia, ze
jej stezenie w tej tkance jest bliskie stezeniu w ptynie
mozgowo-rdzeniowym i we krwi [46]. Przez dtugie
lata transport glutaminy przez bariere krew-mdzg
przypisywano gtéownie uktadowi L [71, 74-76]. Co
prawda w komdrkach endotelialnych mézgu wyste-
puje transporter LAT1 [77], nie rozpoznaje onjednak
preferencyjnie Gin. Najnowsze badania transportu
glutaminy przez bariere krew-mézg wykazaty cechy
typowe dla aktywnosci uktadu N. Stwierdzono zale-
zno$¢ transportu od jonéw Na+i pH, a co wiecej —
niewrazliwos$é na substraty uktadow A, ASC, L [47,
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78, 79]. W dodatku najnowsze badania wykazaty
obecnos$¢ transportera SNAT3 i SNAT5 w komor-
kach endotelialnych iepitelialnych mézgu [43]. Wy-
daje sie, ze system N w najwiekszym stopniu uczest-
niczy w transporcie glutaminy przez bariere
krew-mo6zg. Uktad ten moze petni¢ funkcje regulato-
ra poziomu Gin, a co za tym idzie réwniez azotu w
mozgu.

VI. Transport glutaminy a nowotwory OUN

Istnieje wiele danych przemawiajgcych za szcze-
g6lnym znaczeniem glutaminy dla wzrostu, migracji
i roznicowania nowotworéw tak w OUN, jak i w
tkankach obwodowych. L-glutamina jest gtdwnym
substratem energetycznym w wielu liniach nowo-
tworowych [80, 81]. Zaobserwowano tez zaleznos$¢
miedzy tempem syntezy DNA ibiatek w hodowli ko-
moérek wyprowadzonych z tkanki nowotworowej a
stezeniem tego aminokwasu w pozywce [82]. Ko-
morki nowotworowe cechuje duza aktywno$¢ doko-
morkowego transportu Gin. Stwierdzono to w homo-
genatach nowotwordw oraz unieSmiertelnionych li-
niach nowotworowych [83-85].

Cechg wspoblng nowotworéow obwodowych i wy-
stepujacych w OUN jest zwiekszona ekspresja genu
kodujacego transporter ASCT2 w stosunku do odpo-
wiednich tkanek nietransformowanych. Nowotwory
cechuje réwniez wzrost udziatu ASCT2 w transpor-
cie glutaminy do wnetrza komérek. Dotyczy to no-
wotworéw okreznicy [ss], watroby, proliferujgcych
in vitro komaérek watroby [87] czy tez linii wyprowa-
dzonych z nowotworéw OUN [82, ss, 89].

Wyrazne réznice w ekspresji mRNA genéw ko-
dujacych biatka transportujgce Gin w stosunku do
tkanki zdrowej zaobserwowano w zto$liwych guzach
moézgu. W przypadku guzdw o najwyzszym stopniu
ztosliwosci, takich jak glioblastoma multiforme i
astrocytoma anaplasticum wykazano silng ekspresje
genu kodujacego transporter SNAT3 oraz ASCT2.
Co ciekawe, zwiekszona ekspresja genu kodujacego
SNAT3 byta swoista dla glejakéw ztosdliwych, pod-
czas gdy podwyzszong ekspresje genu kodujgcego
ASCT2 obserwowano réwniez w przerzutach i gu-
zach o nizszej zto$liwosci. Z kolei w linii wyprowa-
dzonej z glejakéw uzyskanych podczas zabiegéw
operacyjnych nastepowat swoisty zanik ekspresji
genu kodujacego transporter SNAT3. SNAT3 nalezy
zatem uznaé za marker glejakdw ztoSliwych in situ
[63].
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VII. Transport glutaminy a neuroprze-
kaznictwo

W przeciwienstwie do kwasu glutaminowego,
ktérego transport irola w cyklu Glu-GlIn zostaty dos¢
doktadnie przebadane [90], tylko nieliczne prace
mowig o transporcie glutaminy w kontekscie regula-
cji neuroprzekaznictwa aminokwasowego. W nie-
dawno opublikowanej pracy [91] badano wychwyt
glutaminy ijej kompartmentacje w cyklu Glu-Gln w
skrawkach kory mézgu za pomocg znakowanych izo-
topowo substratow, z uzyciem inhibitoréw uktadéw
zaangazowanych w transport Gin. Aktywnos$¢ trans-
portowg uktadu N hamowano histydyng, natomiast
uktadu A — kwasem metyloizomastowym. Zawar-
to$¢ substratéw oznaczano metodg chromatografii
cieczowej oraz spektroskopii masowej. Podanie eg-
zogennej glutaminy wigzato sie ze wzrostem jej
wzglednej zawarto$ci w og6lnej puli metabolitow
komdrkowych. Traktowanie MeAIB badz His hamo-
wato wychwyt glutaminy, a jednocze$nie obnizato
zawarto$¢ nowo zsyntetyzowanych neuroprzekazni-
kéw aminokwasowych Glu i GABA. Nie wykazano
kompensacji puli tych neuroprzekaznikdw na drodze
neuronalnej syntezy de novo z metabolitow posred-
nich cyklu Krebsa [91].

Ciekawych danych dostarczyty badania elektrofi-
zjologiczne w modelu padaczki in vitro [92]. Bada-
nia prowadzono na skrawkach i hodowli pierwotnej
hipokampa, w warunkach imitujgcych schorzenie
przez hamowanie neurotransmisji z udziatem
GABA. W celu zablokowania cyklu Glu-GIn uzyto
inhibitora uktadu A— MeAIB oraz swoistego inhibi-
tora GS, metionylosulfoksyminy (MSO). Zaréwno
hamowanie wychwytu glutaminy przez neurony, jak
i zablokowanie jej syntezy, w wyrazny sposob
ostabiato wytadowania, co Swiadczyto o zahamowa-
niu neuroprzekaznictwa glutaminianergicznego.

VIIIl. Uwagi ogolne

Wiedza uzyskana dotad na temat transportu gluta-
miny w osrodkowym uktadzie nerwowym wskazuje
na jego szczeg6lng role w regulacji syntezy neuro-
przekaznikéw aminokwasowych. Udziat poszcze-
g6lnych transporterow zilustrowano na Rye. 1
SNAT3, aw pewnym stopniu takze SNAT5 i ASCT2
katalizujg transport nowo zsyntetyzowanej glutami-
ny z astrocytéw do przestrzeni pozakomorkowej.
Stad za posrednictwem SNATL, aczeSciowo SNAT2,
Gin przenoszona jest do neurondw, stajgc sie
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zrodtem Glu i GABA. Nadmiar glutaminy przecho-
dzi przez stanowigce bariere krew-mdzg komorki
$rodbtonka naczyn do tozyska naczyniowego, a pro-
ces ten katalizowany jest gtéwnie przez SNAT3 i
SNATS.

Inne zagadnienie to rola aktywnego transportu
glutaminy w procesach nowotworzenia. Jezeli okaze
sie, ze zwiekszona ekspresja i aktywnos¢ SNAT3 w
glejakach jest czynnikiem determinujacym prolifera-
cje czy migracje guza, transporter ten moze w
przysztosci sta¢ sie celem interwencji terapeutycz-
nych.
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plifikowany RNA; CAD — dehydrogenaza alkoholu cynamo-
nowego (ang. cinnamyl-alcohol dehydrogenase); cDNA —
komplementarny DNA; cRNA — komplementarny RNA;
CRT/DRE — element odpowiedzi na susze (ang. C-repeat/de-
hydration-responsive element); DHAR — gen kodujacy reduk-
taze dehydroaskorbinianowg (ang. dehydroascorbate reducta-
se); DREB/CBF — biatko wigzgce sie z motywem CRT/DRE
(ang. CRT/DRE-bindingfactor); ELIP — biatko gromadzace sie
we wczesnej fazie odpowiedzi na $wiatto (ang. early-light indu-
ced protein); Erd — biatka gromadzace sie we wczesnej fazie
odpowiedzi na susze (ang. early-responsive to dehydration);
EREBP — biatko wigzace sie do elementéw odpowiedzi na ety-
len (ang. ethylene responsive element binding protein); EST —
etykietki sekwencji kodujacej (ang. expressed sequence tag);
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fHL — S$wiatto o wysokim natezeniu pozbawione okoto 50%
energii promienistej z zakresu podczerwieni; GolS2- gen ko-
dujacy syntaze galaktinolu (ang. galactinol synthase); GST —
S-transferaza glutationowa (ang. glutathione S-transferase); HL
— Swiatto o wysokim natezeniu (ang. high light); HPPD — gen
kodujacy dioksygenaze hydroksyfenylopirogronianowa (ang.
hydroxyphenylpyruvate dioxygenase); HSE — element odpo-
wiedzi na szok cieplny (ang. heat stress responsive element);
Hsp — biatko szoku cieplnego (ang. heatshockprotein); IVT —
transkrypcja in vitro (ang. in vitro transcription); LEA — biatka
gromadzace sie w czasie p6znej embriogenezy (ang. late embry-
ogenesis abundant); Lox -lipoksygenaza (ang. lipoxygenase);
LRE — element odpowiedzi na $wiatto (ang. light responsive
elements); LTP — biatko zwigzane z transportem lipidéw (ang.
lipid transportprotein); ML — $wiatto o umiarkowanym nate-
zeniu (ang. medium light); MM — sonda partnerska (ang. mi-
smatch); PCR — reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polyme-
rase chain reaction); PM — sonda specyficzna (ang. per-
fect-match); PorB — gen kodujacy reduktaze protochlorofilidu
B (ang.protochlorophyllide reductase B); PS | — fotosystem |I;
PS Il — fotosystem Il; pz — pary zasad; ROS — reaktywne for-
my tlenu (ang. reactive oxygen species); RT — odwrotna tran-
skrypcja (ang. reverse transcription); RT-PCR — reakcja fafcu-
chowa polimerazy sprzezona z odwrotng transkrypcja (ang.
reverse transcription polymerase chain reaction); SAGE — me-
toda seryjnej analizy transkryptow (ang. serial analysis o fgene
expression); SOM — mapa samoorganizujaca si¢ (ang. self-or-
ganizing map); VDE — gen kodujacy deepoksydaze wiolaksan-
tyny (ang. violaxanthin de-epoxidase); XTH — gen kodujacy
jedna z form transferazy ksyloglukan: ksyloglukozyl (ang. xylo-
glucan endotransglucosylase); XTR — gen kodujacy jedng z
form transferazy ksyloglukan: ksyloglukozyl (ang. xyloglucan
endotransglucosylase)
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I. Wstep — Analiza profili ekspresji

Analizy ekspresji sg szeroko stosowane w pozna-
waniu biologicznych funkcji gendéw oraz zwigza-
nych z nimi procesdw komérkowych. Jednym z naj-
czestszych zastosowan badan ekspresji jest obserwo-
wanie zmian aktywnos$ci genéw pod wptywem wa-
runkéw Srodowiskowych. W ten spos6b poznawane
sg mechanizmy komorkowe uruchamiane w odpo-
wiedzi na czynniki zewnetrzne, w tym egzogenne
substancje stosowane w eksperymentach w celu in-
dukcji lub supresji specyficznych proceséw komar-
kowych.

Tradycyjne badania ekspresji gendw na poziomie
RNA wykorzystujg techniki hybrydyzacyjne i wie-
dze o sekwencji mMRNA. Do okre$lenia poziomu eks-
presji poszczegbélnych genéw powszechnie wyko-
rzystywana jest hybrydyzacja typu ,,Northern biot”.
W metodzie tej catkowity RNA lub wzbogacony we
frakcje poli(A) wyizolowany z materiatu biologicz-
nego poddawany jest rozdziatowi elektrofotetyczne-
mu, a nastepnie hybrydyzacji na statym podtozu ze
znakowang sondg DNA lub RNA, ktéra wigze sie
proporcjonalnie do iloSci badanych transkryptow
[1]. Identyfikacja transkryptu odbywa sie na podsta-
wie jego diugosci i komplementarnosci jego sekwen-
cji do specyficznej sondy. Analogicznie przeprowa-
dza sie hybrydyzacje kropkowa (ang. dot biot) z tym,
ze catkowity RNA niejest uprzednio poddawany roz-
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dziatowi elektroforetycznemu. Metody te, podobnie
jak test ochrony przed nukleazg czy RT-PCR [2,3],
stuzg do okres$lania ilosci poszczegolnych transkryp-
tow. Ze wzgledu na ograniczone mozliwosci automa-
tyzacji i zwiekszenia skali analiz z pojedynczych
transkryptow do catego transkryptomu, metody te
nie pozwalajg na charakterystyke szerszych profili
ekspresyjnych.

Poznanie szerokich wzorow ekspresji gendw
umozliwito sekwencjonowanie cDNA z bibliotek
przygotowanych z prébek réznych komorek lub tka-
nek [4]. W podej$ciu tym zaktada sie, ze poziom tran-
skryptu w tkance znajduje odzwierciedlenie w cze-
stosci wystepowania reprezentujgcej go etykietki se-
kwencji kodujacej (EST) w bibliotece cDNA. Meto-
da ta jest niezalezna od znajomosci sekwencji, ale
wymaga prowadzenia procesu sekwencjonowania na
bardzo duzg skale. Znaczne ograniczenie kosztéw
sekwencjonowania uzyskano w seryjnej analizie
transkryptéw, SAGE (ang. Serial Analysis of Gene
Expression), w ktorej jednoczes$nie sekwencjonowa-
ne sg zligowane krétkie (9-14pz) sekwencje loso-
wych cDNA [5-7]. Sekwencjonowanie wytgcznie
krétkich fragmentow wymaga jednak skomplikowa-
nego przygotowania proby, co powoduje obnizenie
powtarzalnos$ci uzyskanych wynikow.

Obecnie, gdy poznawane sg petne sekwencje ge-
nomow réznych organizméw, w tym modelowej ro-
$liny kwiatowej — Arabidopsis thaliana, pojawia sie
mozliwo$¢ kompleksowej analizy ekspresji jedno-
cze$nie dla tysiecy genéw w pojedynczym ekspery-
mencie hybrydyzacyjnym. Narzedziem dajacym
takg mozliwos¢ sg tak zwane mikromacierze DNA.
Kazda mikromacierz zawiera zdefiniowany pod
wzgledem sekwencji zestaw sond DNA, rozlokowa-
nych na statym podiozu w okres$lonych pozycjach,
zdolnych do hybrydyzacji z komplementarnymi se-
kwencjami cDNA (komplementarny DNA) lub
cRNA (komplementarny RNA) reprezentujgcymi ba-
dane transkrypty. Materiatem wyjsciowym do anali-
zy jest RNA wyizolowany z badanego materiatu bio-
logicznego. Zostaje on przeksztatcony w znakowany
cDNA lub cRNA, anastepnie poddany procesowi hy-
brydyzacji [s, 9]. Gtdwna techniczna r6znica w ba-
daniu ekspresji miedzy tradycyjnymi technikami hy-
brydyzacyjnymi a systemami mikromacierzowymi
polega na odwroceniu rol sondy i proby. W analizach
mikromacierzowych duza liczha sond zwigzanych z
podtozem jest hybrydyzowana ze znakowang prébg
badanego RNA [10]. Sygnat hybrydyzacyjny uzyski-
wany jest z mikromacierzy zwykle poprzez wzbu-
dzenie Swiattem o diugosci fali odpowiedniej dla
uzytego fluorochromu. Woéwczas znakowane frag-
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menty cDNAIlub cRNA emitujg ilos¢ Swiatta propor-
cjonalng do ilosci zhybrydyzowanej proby w kazdym
miejscu na mikromacierzy, co powinno teoretycznie
odpowiada¢ poziomowi ekspresji danego transkryp-
tu [11]. Dzieki temu mozna okresli¢ wzor ekspresji
genow i porowna¢ go miedzy badanymi probkami.
Najwiekszg zaletg badan profili ekspresji zwykorzy-
staniem mikromacierzy jest mozliwosé badan eks-
presji na skale catego genomu, czyli w wymiarze nie-
osiggalnym za pomoca tradycyjnych analiz.

Obecnie mikromacierze konstruowane sg na gtad-
kim, homogennym podtozu. Sondy o znanej sekwen-
cji sg albo uzyskiwane poza mikromacierzg, a na-
stepnie w okreslonej ilosci i stezeniu nanoszone na
jej powierzchnie, albo syntetyzowane bezposrednio
na powierzchni mikromacierzy. Kierowana Swiattem
synteza sond na mikromacierzy stosowana jest w
produkcji mikromacierzy typu ,,GeneChip” (produ-
kowanych przez firme Affymetrix, USA). Zastoso-
wanie tej technologii umozliwia komercyjng kon-
strukcje mikromacierzy o tak wysokiej gestosci, ze
moze sie znalez¢ na niej reprezentacja catego geno-
mu wraz z zestawem sond kontrolnych, co pozwala
na ilosciowe wykrywanie transryptéw obecnych w
komdrkach od kilku kopii do kilku tysiecy kopii na
komoérke [12]. Od niedawna dostepne sg np. mikro-
macierze, na ktorych znajdujg sie sondy dla okoto
24000 sposréd 26100 genow A. thaliana — ich do-
stepnos$¢ stwarza mozliwos$¢ prawdziwie ,,globalnej”
analizy zmian profilu ekspresji genéw tego organi-
zmu w odpowiedzi na zmiany czynnikéw $Srodowi-
skowych i kontekstu ontogenetycznego, chociaz nie
majeszcze tego typu doniesien ani dla A. thaliana ani
dla innych gatunkdéw roslin. Pojawity sie prace pre-
zentujgce wyniki analizy modulacji poziomu ekspre-
sji znacznej liczby genéw roslinnych (1300-7000 u
A. thaliana [13-15], 1500 u jeczmienia [16]) do ja-
kich dochodzi w trakcie ekspozycji roslin na podwy-
zszone natezenie Swiatta i susze glebowa. Wazniej-
sze wyniki tych analiz zostang przedstawione w dal-
szej czeSci niniejszej pracy.

I1. Opis metody
I1-1. Sondy

Najpowszechniej stosowanymi mikromacierzami
sg mikromacierze cDNA i oligonukleotydowe nazy-
wane tak w zaleznosci od typu sondy prezentowanej
na podtozu. Stosowane sondy majg zwykle znang se-
kwencje. Planujgc sekwencje sond preferuje sie son-
dy komplementarne do korica 3’ transkryptu, gdyz
ten region jest najefektywniej uzyskiwany w reakcji
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odwrotnej transkrypcji z zastosowaniem startera oli-
go dT komplementarnego do ogona poli(A) tran-
skryptu. W projektowaniu sond unika sie réwniez se-
kwencji palindromowych, ktére moga tworzy¢ struk-
ture tzw. ,,spinki do wtosow” (ang. hairpifd) uniemo-
zliwiajgcag hybrydyzacje z probka. Poprzez wybor
sond reprezentujgcych najbardziej charakterystycz-
ne czesci transkryptu mozliwe jest selektywne roz-
roznienie oraz okre$lenie ilosci transkryptow nie-
znacznie réznigcych sie od siebie sekwencjg [17]. W
ten sposéb rozrézniane mogg by¢ geny blisko ,,spo-
krewnione” ze sobg lub nalezace do jednej rodziny
genowej. Do identyfikacji wariantow alternatywne-
go sktadania mRNA ulegajacych ekspresji w roz-
nych tkankach dobierane sg specyficzne sondy zlo-
kalizowane w réznych eksonach [9, 18].

Sondy cDNA umieszczane na mikromacierzach sg
najczesciej produktami amplifikacji PCR uzyskany-
mi z bibliotek cDNA lub zbioru klonow w reakcji ze
starterami specyficznymi dla wektora lub genu.
Zwykle majg dtugos¢ 0,6-2,4kpz [18]. Najczesciej
pojedyncza sonda, rzadziej kilka sond, reprezentuje
pojedynczy gen. Sondy cDNA z powodu duzych roz-
miar6w moga nie w petni ulega¢ denaturacji i pozo-
stawaé czesciowo w formie dwuniciowej niezdolnej
do hybrydyzacji. Dtugos¢ sond powoduje takze ryzy-
ko, ze ich sekwencje moga zawiera¢ motywy obecne
z innych gendéw i sekwencje powtarzajace sie. Sondy
cDNA sgna og6t uzyskiwane poza mikromacierza, a
nastepnie po oczyszczeniu i doprowadzeniu do okre-
Slonego stezenia sg w sposdb zautomatyzowany na-
noszone na mikromacierz [19].

Do najczesciej stosowanych technik syntezy sond
in situ nalezy technika fotolitograficzna, ktora po-
zwala na bardzo geste upakowanie 25-merowych
sond na mikromacierzy typu ,,GeneChip ” [9, 20].
Dzieki temu na powierzchni mikromacierzy, poza
sondami dla badanych genéw, moze byé umieszczo-
ny szeroki system kontroli eksperymentu. Kazda z
sond oligonukleotydowych syntetyzowana jest w
liczbie 10s-107 kopii. Poszczegblne sondy znajduja
sie na kwadratowych polach zwykle o boku 18 pm
pokrywajacych powierzchnie mikromacierzy. W ba-
daniach profili ekspresji z wykorzystaniem mikro-
macierzy typu ,,GeneChip” nie stosuje sie pojedyn-
czej sondy dla transkryptu, lecz zestaw sond. Aby
odréznic¢ rzeczywistg ekspresje od tha, dla kazdej z 11
sond specyficznych dla transkryptu PM (ang. per-
fect-match), syntetyzowana jest, jako kontrola nega-
tywna, sonda partnerska MM (ang. mismatch) zawie-
rajgca w 13 pozycji niekomplementarny do badanego
transkryptu nukleotyd. Stosowanie takiego zestawu
sond dla transkryptu pozwala uwzgledni¢ w wyni-
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kach naturalny polimorfizm sekwencji, warianty
splicingowe, podobienistwo sekwencji, btedy w ba-
zach danych [11,21].

I1-2. Materiat do hybrydyzacji

Analizy mikromacierzowe sg stosowane w celu
okre$lenia zmian poziomdw ekspresji genow wzgle-
dem odpowiedniej kontroli. Analizy poréwnawcze
profili  ekspresji dotyczg najczesciej
wywotanych mutacjami lub czynnikami Srodowisko-
wymi, zaréwno fizycznymi (np. temperatura), che-
micznymi (np. woda, poziom zasolenia) jak biolo-
gicznymi (np. infekcja patogenem) w rdéznych daw-
kach i w réznym czasie od ich zadziatania. Mate-
riatem do analiz mikromacierzowych moze by¢ za-
réwno catkowity RNA (5-30 pg), jak i polil(A)mRNA
(1-5 pg). Stosunek absorbcji badanej probki Az602s0
powinien miesci¢ sie w granicach 1,7-2,1 [22, 23].
Dobrajakosé RNA, czyli brak oznak degradacji, po-
winna zosta¢ potwierdzona poprzez wyrazne wyod-
rebnienie sie po rozdziale w elektroforezie agarozo-
wej prazkéw rybosomalnego RNA, dla Eukaryota
prazek 18S rRNA powinien by¢ okoto dwukrotnie in-
tensywniejszy od 28S rRNA.

Do hybrydyzacji z mikromacierzag wykorzystuje
sie albo cDNA zsyntetyzowany w reakcji odwrotnej
transkrypcji (RT), albo antysensowy komplementar-
ny RNA (cRNA), czyli produkt transkrypcji in vitro
(IVT) uzyskany na matrycy cDNA. Poniewaz na eta-
pie transkrypcji in vitro na matrycy dwuniciowego
cDNA powstaje szereg kopii aRNA, jest to etap am-
plifikacji zwiekszajgcy ilos¢ powstajacego mate-

zmian

riatu.

Aby uzyskaé probke cRNA, na etapie odwrotnej
transkrypcji do syntezy pierwszej nici cDNA stoso-
wany jest starter wprowadzajgcy promotor polimera-
zy RNA. Jego sekwencja sktada sie zwykle z ciggu
24 dT na koncu 3’ umozliwiajagcego specyficznie
wigzanie sie zogonem poli(A) mRNA oraz z regionu
wprowadzajgcego do pierwszej nici cDNA promotor
polimerazy RNA faga T7 lub T3 na koricu 5°. Po syn-
tezie pierwszej nici, mMRNA poddawany jest trawie-
niuprzezRNazeHZzE. coli, ktorej endonukleolitycz-
ne dziatanie wprowadza duze luki w nici RNA hybry-
dy RNA-DNA. Powstate w ten sposob kroétkie frag-
menty RNA stanowig startery do syntezy drugiej nici
prowadzonej przez polimeraze DNA | z E. coli. Liga-
za DNAE. coli liguje konce fragmentdéw zsyntetyzo-
wanej drugiej nici cDNA. Powstaty dwuniciowy
cDNA, po oczyszczeniu z rRNA, fragmentéw
MRNA i starterdw, jest stosowany jako matryca do
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transkrypcji in vitro prowadzonej przez polimeraze
RNA zalezng od DNA.

11-3. Znakowanie prdby

Istniejg dwie kategorie metod znakowania mate-
riatu do hybrydyzacji z mikromacierzami: znakowa-
nie bezposrednie i posrednie. Znakowanie bezpo-
Srednie polega na wprowadzaniu podczas syntezy
cDNA cyjaninowych znacznikéw fluorescencyjnych
Cy3 i Cy5 zwigzanych z nukleotydami dUTP Ilub
dCTP [23]. Ten rodzaj znakowania jest na ogdt stoso-
wany w eksperymentach z mikromacierzami cDNA.
W znakowaniu posrednim do probki wbudowywane
sg epitopy, ktére po hybrydyzacji wybarwiane sg
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2 s&m‘eza cDNA
+ Cy3dNTP lub i CySANTP

Cy3
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kompetycyjna
hybrydyzacja
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skanowanie
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analiza obrazu

wigzgcymi sie z nimi biatkami. Najpowszechniej sto-
sowanym epitopem jest biotyna, ktérg mozna wybar-
wiaé fluorescencyjnym koniugatem streptawidyny i
fikoerytryny. Taka technikg znakowany jest cRNA
do hybrydyzacji z mikromacierzami typu ,,Gene-
Chip". Aby uzyska¢ znakowany biotyng cRNA,
przeprowadza sie reakcje transkrypcji in vitro z bio-
tynylowanymi nukleotydami (biotylo-16UTP i bio-
tynylo-11CTP) na matrycy cDNA powstatego w re-
akcji odwrotnej transkrypcji. Zhybrydyzowana z mi-
kromacierzg znakowana préba poddawana jest wy-
barwianiu koniugatem streptawidyny i fikoerytryny,
ktéry wigze sie z resztg biotyny i emituje sygnat flu-
orescencyjny po wzbudzeniu przez $wiatto lasera od-
powiedniej dtugosci (Ryc. 1).
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Ryc. 1. Schemat eksperymentu mikromacierzowego z wykorzystaniem A, mikromacierzy cDNA; B, mikromacierzy oligonukleotydowych o wysokiej

gestosci (typu GeneChip).
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11-4. Analiza poréwnawcza

Materiatem do hybrydyzacji z mikromacierzami
pokrytymi sondami cDNA jest znakowany réznymi
barwnikami cyjaninowymi cDNA uzyskany z prébki
kontrolnej i badanej. Przed hybrydyzacjg oba od-
miennie wyznakowane cDNA sg tgczone ze sobg,
aby kompetycyjnie wigzaty sie z sondami na mikro-
macierzy. Dane z pojedynczej mikromacierzy cDNA
sg przedstawiane dla kazdej sondy jako znormalizo-
wana proporcja Cy3/Cy5 [18]. Natomiast w przypad-
ku mikromacierzy typu ,,GeneChip” z sondami syn-
tetyzowanymi in situ pojedyncza mikromacierz hy-
brydyzowana jest z jedng probka znakowang bio-
tyng, a szeroki zestaw kontroli pozwala na normali-
zacje i poréwnanie sygnatéw miedzy wieloma tego
typu mikromacierzami.

Uzyskane wartosci porownawcze przedstawiane
sg w formie skali koloréw w tabeli, ktorej rzedy za-
wierajg wartosci sygnatu dla pojedynczego genu w
serii probek, a kolumny przedstawiajg wartosci eks-
presji dla catego zastawu gendéw w prohce w poje-
dynczym eksperymencie. Na ogét kolorem czarnym
oznaczany jest brak réznic, kolor czerwony o wzra-
stajgcej intensywnos$ci oznacza wzrost ekspresji, a
wzrastajgca intensywnos$¢ koloru zielonego odpo-
wiada spadkowi ekspresji. Zar6wno geny jak i prébki
moga by¢ grupowane na podstawie skorelowanych
wzoréw ekspresji z wykorzystaniem metod staty-
stycznych, takich jak najpowszechniej stosowane
hierarchiczna analiza skupien [24], grupowanie $red-
nich k [25] czy mapy samoorganizujgce sie (SOM)
[26]. Z zastosowaniem tego typu algorytmdw, poza
selekcjonowaniem genéw o zwiekszonej lub zmniej-
szonej ekspresji wzgledem kontroli, mozna rowniez
okresli¢ podobienstwo profili ekspresji miedzy prob-
kami oraz zidentyfikowa¢ powigzane ze sobg funk-
cjonalnie grupy gendw charakteryzujacych sie po-
dobnymi profilami ekspresji.

I1l. Wykorzystanie techniki mikromacierzy DNA
do badan nad regulacjg ekspresji genéw
roslinnnych w odpowiedzi na podwyzszone
natezenie Swiatta

W literaturze $wiatowej znaleziono pojedyncze
doniesienie zawierajace wyniki wielkoskalowego
(6000 gen6éw) monitorowania modyfikacji profilu
ekspresji genow w odpowiedzi na wysokie natezenie
Swiatta [13]. Zmiany w poziomie akumulacji tran-
skryptow genéw A. thaliana oceniano po trwajacej
Ih ekspozycji roslin wyhodowanych w warunkach
kontaktu ze Swiattem o umiarkowanym natezeniu
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100 pmoli/m:2 s1 (ang. medium light — ML), na
Swiatto o wysokim natezeniu 1000 jimoli/m:2 s
(ang. high light — HL). ML postuzyto takze jako na-
tezenie referencyjne do analizy zmian profilu ekspre-
sji tej samej grupy gendéw w odpowiedzi najednogo-
dzinng ekspozycje roslin na Swiatto o natezeniu 1000
pmoli/m-2s-1pozbawione okoto 50% energii promie-
nistej z zakresu podczerwieni (fHL).

Geny podlegajgce zaleznej od Swiatta regulacji
poziomu ekspresji nalezaty do réznych grup funkcjo-
nalnych.

I11-1. Geny kodujace biatka zwigzane z
odpowiedzig na wysokie natezenie Swiatta

I11-1.1. Geny kodujace biatka opiekuricze

Ws$rdd 185 genowi, thaliana, ktérych ekspresja
zostata zmieniona w odpowiedzi na kontakt rosliny z
HL znaczng grupe (okoto 20%) stanowity geny ko-
dujace biatka opiekuncze. W tej grupie funkcjonal-
nej znalazty sie geny, ktorych ekspresja ulegta najsil-
niejszemu wzmocnieniu. Dotyczy to miedzy innymi
genu Hspl0l, dla ktérego zaobserwowano 11-krotny
wzrost poziomu ekspresji. Biatko kodowane przez
ten gen peini kluczowg role w nabywaniu termotole-
rancji przez A. thaliana [27]. Ekspresja genu put
smHsp20, kodujgcego biatko nalezgce prawdopo-
dobnie do matych biatek szoku cieplnego, zostata na-
tomiast wzmocniona 10-krotnie. Znaczacy wzrost
poziomu akumulacji transkryptéw zaobserwowano
rowniez dla kilku genéw kodujacych biatka z rodzi-
ny Hsp90: Hsp81-2, Hsp81-4 i Hsp90, a takze dla
genu Hsp70-3 oraz Bip (ang. luminal bindingprote-
in) kodujacego biatko Swiatta retikulum endopla-
zmatycznego, asystujgcego w prawidtowym fatdo-
waniu i transporcie biatek [28]. W warunkach kon-
taktu ze Swiattem fHL wzmocnienie ekspresji niekté-
rych z tych genéw byto duzo mniejsze. Poziom tran-
skrypcji genu Hsp 101 wzrost tylko s razy, awzmoc-
nienie ekspresji put smHsp wyniosto jedynie 2,5.
Jednak poziom akumulacji wiekszosci transkryptéw
gendéw z tej grupy funkcjonalnej pozostat zblizony w
obu badanych warunkach.

Ustalono, ze w zadnym z wariantéw eksperymen-
tu temperatura lisci ani powietrza nie przekroczyta
34°C, ktore wedtug danych literaturowych stanowig
minimalng temperature niezbedng do indukcji nie-
ktérych biatek Hsp w lisciach A. thaliana [29,30].
Jest wiec prawdopodobne, ze podwyzszona tempera-
tura sprzyjata wzmocnieniu ekspresji genéw HSP nie
poprzez szok termiczny, ale raczej poprzez tworze-
nie w komorkach srodowiska oksydacyjnego.
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111-1.2. Geny kodujace biatka zwigzane z fotosynteza
i fotoprotekcja

Sposréd genow A. thaliana nalezacych do tej gru-
py funkcjonalnej w warunkach HL najsilniej wzmoc-
niona byta ekspresja BCH I, kodujgcego hydroksy-
laze p-karotenowag Il (enzym katalizujagcy synteze
zeaksantyny i luteiny) oraz HPPD kodujgcego diok-
sygenaze hydroksyfenylopirogronianowg (jeden z
enzymow szlaku biosyntezy plastochinonu i tokofe-
roli). Ekspresja genu kodujacego deepoksydaze wio-
laksantyny (VDE) ulegta natomiast ostabieniu, po-
dobnie jak biorgcego udziat w biosyntezie chlorofilu
genu PorB, kodujacego reduktaze protochlorofilidu
B. Ekspozycja ro$lin na fHL miata znikomy wptyw
na poziom ekspresji tych genéw. Transkrypcja
HPPD, VDE i PorB pozostata na poziomie zbliz-
onym do warunkdw kontrolnych, a ekspresja genu
BCH Il ulegta jedynie nieznacznemu wzmocnieniu.
Oznacza to, ze poziom ekspresji wymienionych ge-
néw jest zmieniany raczej w odpowiedzi na podwyz-
szenie temperatury otoczenia ro$lin towarzyszgce
ekspozycji na HL niz przez HL per se.

111-1.3. Geny zwigzane z 0g6lng odpowiedzia
na stres

Sposréd tej grupy genéw A. thaliana pod
wptywem HL zwiekszony poziom ekspresji wykazy-
waty miedzy innymi gen kodujgcy biatko rodziny
ELIP (ang. early-light induced proteins), a takze
geny kodujgce biatka uczestniczace w usuwaniu re-
akywnych form tlenu (ROS): APX1 i APX2 (ko-
dujace dwie formy peroksydazy askrobinianowej),
GST6 (kodujgcy biatko podobne do S-transferazy
glutationowej) oraz DHAR (kodujacy reduktaze de-
hydroaskorbinianowa).

W wyniku ekspozycji badanych roslin na fHL eks-
presja genéw APXI i DHAR zostata wzmocniona do
poziomu obserwowanego w warunkach ekspozycji
na HL. Jednak ekspresja genéw ELIP i GST6 zostata
wzbudzona stabiej, a poziom transkrypcji genu
APX2 w warunkach fHL zblizony byt do wartosci
kontrolnej. Oznacza to, Zze zmiany poziomu ekspresji
tych gendéw mogg by¢ zwigzane raczej z podwyz-
szong temperaturg otoczenia roélin, ktéra towarzy-
szy ekspozycji na HL, niz z samg zmiang natezenia
Swiatta.

111-2. Geny kodujace specyficzne czynniki
transkrypcyjne

U roélin A. thaliana w odpowiedzi na HL wzmac-
niana byta ekspresja genu kodujgcego czynnik tran-
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skrypcyjny Maf-4 (Flcl4), spadata natomiast akumu-
lacja transkryptu genu kodujacego czynnik Obf4. Z
kolei w wyniku ekspozycji na fHL wzmacniana byta
ekspresja genu kodujgcego nieznany czynnik tran-
skrypcyjny zawierajagcy motyw palca cynkowego. W
obu testowanych warunkach (HL i fHL) ostabieniu
ulegta natomiast ekspresja genu kodujacego biatko
wigzgce sie do elementéw odpowiedzi na etylen —
EREBP (ang. Ethylene Responsive Element Binding
Protein). Rejony promotorowe wszystkich wymie-
nionych powyzej gendw zawierajg sekwencje regu-
latorowe charakterystyczne dla gendéw podle-
gajacych zaleznej od Swiatta regulacji (patrz podroz-
dziat 111-3). Sugeruje to, ze wymienione czynniki
transkrypcyjne moga petni¢ funkcje drugiego rzedu
w szlakach transdukcji sygnatu prowadzacych do ad-
aptacji do wysokiego natezenia Swiatta.

I11-3. Analiza motywow promotorowych wyste-
pujacych w genach A. thaliana podlegajgcych
regulacji ekspresji w odpowiedzi na podwyz-
szone natezenie Swiatta

Dane uzyskane z analizy zmian profilu ekspresji
gendw A. thaliana pod wptywem HL i fHL, zostaty
wykorzystne do identyfikacji motywow sekwencjyj-
nych statystycznie nadreprezentowanych w grupach
genow, ktérych poziom ekspresji zmieniat sie w po-
dobny sposéb w odpowiedzi na kontakt rosliny ze
Swiattem HL i fHL [13]. Analizie poddano fragmenty
sekwencji o dtugosci 500pz, potozone bezposrednio
powyzej kodonu inicjujgcego transkrypcje.

W grupie genow, ekspresja
wzmocniona zaro6wno w wyniku ekspozycji na HL,
jak i na fHL, jednym z najczesciej wystepujacych
motywdéw byt element odpowiedzi na szok cieplny
— HSE (ang. Heat Stress responsive Element):
CTTCTC. Sekwencje tg znaleziono miedzy innymi
w analizowanych fragmentach genéw HsplOl,
Hsp90, Hsp70-3, a takze w genie ELIP. Statystycznie
nadreprezentowana byta tez kaseta AE (GAAACT),
rowniez nalezgca do HSE. Motyw ten wystepowat
miedzy innymi w genach Hsp70-3, Hsp81-4 oraz
BiP. Sekwencja ta zostata rowniez znaleziona w ana-
lizowanym fragmencie genu APX1, co stanowi po-
twierdzenie wczedniejszych doniesien o wzmocnie-
niu ekspresji tego genu w warunkach szoku cieplne-
go [31]. Sekwencje HSE spotykane sg powszechnie
w promotorach genéw kodujacych biatka szoku
cieplnego, gdzie zlokalizowane sg najczesciej w ob-
szarze sgsiadujgcym zrejonem 5°sekwencji TATA.

W grupie genow, ekspresja
wzmocniona zaréwno w wyniku ekspozycji na HL,
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jak i na fHL, czesto wystepowat réwniez motyw
TCCC (a/t TCTCCTTCc/g) zidentyfikowany miedzy
innymi dla Hsp70-3, HsplOIl oraz BiP. Motyw ten
nalezy do grupy elementow odpowiedzi na Swiatto
— LRE (ang Light Responsive Elements). Sekwencje
nalezace do LRE zidentyfikowano réwniez w grupie
genow, ktérych ekspresja ulegta ostabieniu zar6wno
w wyniku ekspozycji na HL jak ina fHL. Dotyczy to
miedzy innymi sekwencji okreslanej jako ,, kaseta 1
(TAAATAAANc/a (N= A, T, C lub G)), atakze mo-
tywu ACA (ACCATA) oraz sekwencji TCTTCTTC
okres$lanej jako spbCMAIla. Kasete CAAT
(NAc/aGTTGG Tc/tFa) i sekwencje SbpCMAI
(CTATCT), réwniez nalezagce do LRE, znaleziono
natomiast w grupie gendw, ktorych ekspresja ulegta
wzmocnieniu tylko w warunkach HL. Zrdznicowa-
nie elementéw LRE wystepujace w analizowanych
genach nie jest faktem zaskakujgcym. Sekwencje
zwiazane z regulacjg ekspresji genéw w odpowiedzi
na zmiany natezenia Swiatta stanowiag wcigz stabo
poznanag grupe elementéw regulatorowych. Wiado-
mo jednak, ze obejmuje ona wiele r6znorodnych ele-
mentéw, z ktérych zaden nie wystepuje we wszyst-
kich genach podlegajgcych zaleznej od Swiatta regu-
lacji poziomu ekspresji. Pozwala to sgdzi¢, ze sposob
regulacji transkrypcji indywidualnych genéw przez
Swiatlo jest zdeterminowany przez charaktery-
styczng dla danego genu kombinacje LRE, wzajem-
ne potozenie r6znych motywow oraz dtugos¢ i sktad
rozdzielajacych je sekwencji [32].

Obok motywéw LRE i HSE w analizowanych
fragmentach genow A. thaliana stwierdzono takze
obecnos$¢ sekwencji zwigzanych z odpowiedzig na
kwas abscysynowy. Sekwencje ABRE (Abscisic
Acid Responsive Element): NACGTGT CACAziden-
tyfikowano w genach, ktérych poziom ekspresji
wzrastat w odpowiedzi na ekspozycje roslin na HL.
Sekwencja ta zawiera silnie konserwatywny motyw
ACGT okreslany jako kaseta G [33] i nalezy do tak
zwanych G/ABRE, ktére wystepujgcg powszechnie
w genach podlegajgcych regulacji ekspresji zaleznej
od kwasu abscysynowego, ale réwniez w wielu ge-
nach zwigzanych z odpowiedzig ro$lin na stres.

1V. Wykorzystanie techniki mikromacierzy DNA
do badan nad regulacja ekspresji genéw roslin-
nych w odpowiedzi na susze glebowa

W literaturze $wiatowej znaleziono trzy doniesie-
nia prezentujgce rezultaty wielkoskalowej analizy
zmian zachodzacych w profilu ekspresji genéw pod
wptywem suszy glebowej. Dwie publikacje dotyczg
A. thaliana (1300 genéw — [15] i 7000 genéw —
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[14]), trzecia za$ jeczmienia (Hordeum vulgare) —
1500 gendw [16]. W doswiadczeniach dotyczgcych
gendow A. thaliana do monitorowania zmian w profi-
lu ekspresji gendéw wykorzystano mRNA wyizolo-
wane z dojrzatych ro$lin, a w pracy dotyczacej ge-
néw jeczmienia analiza oparta zostata na mRNA wy-
izolowanym osobno z lisci i z korzeni. Rdznice po-
miedzy omawianymi pracami dotyczg réwniez czasu
ekspozycji roslin na czynnik stresowy — 2h i 10h
[15] oraz 1-24h w przypadku A. thaliana, s i 10h dla
jeczmienia [16].

IV-1. Geny kodujace biatka zwiazane z odpowiedzia
na susze

IV-1.1. Geny kodujgce biatka gromadzace sie w czasie
péznej embriogenezy (LEA)

Istotng role w procesie adaptacji rosliny do suszy
odgrywajg silnie hydrofilowe biatka gromadzgce sie
w okresie péznej embriogenezy, okre$lane jako LEA
(ang. Late Embryogenesis Abundant). Ich funkcja
nie zostata jeszcze w petni wyjasniona, sadzi sie, ze
moga brac¢ udziat w utrzymaniu struktury bton, usu-
waniu wolnych jonéw, wigza¢ wode lub petni¢ funk-
cje biatek opiekuniczych [34].

Badania z wykorzystaniem techniki mikromacie-
rzy DNA potwierdzity doniesienia o udziale biatek
LEA w procesie adaptacji do suszy [35]. Wsrod ge-
néw A. thaliana, ktérych poziom ekspresji byt
wzmacniany w odpowiedzi na susze, znajdowato sie
az 12 genow kodujacych biatka LEA, a mianowicie:
Cor78, Corl5a, Coré.6, kinl, Cor47, Erd7, ErdlO
(ang. early-responsive to dehydration) Sag21l (ang.
senescence-associated gene 21), Cor403-PM, Rab 18
(ang. responsive to aba 18), Lea76 i Leal4 [14,15].
Podwyzszong akumulacje transkryptu genu Leal4
obserwowano réwniez w lisciach jeczmienia podda-
nego dziataniu suszy [16], a zarowno w lisciach jak i
w korzeniach jeczmienia wzmacniana byta ekspresja
genu kodujgcego dehydryne 9 nalezgcg do biatek
LEA.

IV-1.2. Geny kodujace biatka zwigzane z gospodarka
wapniowg komorki

Istniejg doniesienia Swiadczgace, ze pewng role w
adaptacji do niedoboru wody peini sygnat wapniowy
[36]. W zgodzie z tymi doniesieniami pozostaje fakt,
ze wsérod gendw, ktorych ekspresja podlegata zmia-
nom w wyniku ekspozycji roslin na susze znalazto
sie kilka genéw kodujacych biatka zwigzane z sygna-
lizacjg wapniowg. Mianowicie w przypadku A. tha-
liana wzrastat poziom ekspresji genu rd20, ko-
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dujacego biatko wigzace jony wapnia i dwdch genéw
kodujacych biatka wigzace kalmoduline [14], aw ko-
rzeniach jeczmienia — po dtuzszym okresie ekspo-
zycji na susze (IOh) — spadat poziom transkrypcji
genu kodujacego zalezng od wapnia kinaze biatkowa
7 [16].

1V-1.3. Geny zwigzane z transportem i metabolizmem li-
pidéw

U A. thaliana w odpowiedzi na susze zaobhserwo-
wano podwyzszong akumulacje transkryptéw ge-
néw, kodujacych biatka zwigzane z transportem lipi-
doéw: LTP1 i LTP3 (ang. Lipid Transport Protein), a
takze trzech innych gendow kodujacych biatka z ro-
dziny LTP [14, 15]. Analiza zmian profilu ekspresji
genow w korzeniachjeczmienia wykazata natomiast,
ze po dtuzszym (10 h) okresie ekspozycji na susze
spada poziom akumulacji transkryptéow dwoch ge-
now kodujgcych biatka z rodziny LTP [16].

W przypadku A. thaliana obserwowano zalezny
od ekspozycji na susze wzrost poziomu transkrypcji
genow kodujacych niektore enzymy uczestniczace w
szlaku P-oksydacji kwaséw ttuszczowych. Dotyczy
to genuXCA7 kodujgcego jedng z izoform oksydazy
acylo-CoA oraz genu kodujgcego acylotransferaze
acylo-CoA. Wzrastat rowniez poziom transkrypcji
dwoch genow kodujacych lipazy [14].

W poczatkowym okresie ekspozycji na susze (po
s h) w korzeniach jeczmienia akumulowat sie w ilo-
$ciach znacznie przewyzszajacych to, co obserwo-
wano u ro$lin kontrolnych transkrypt genu Kko-
dujgcego desaturaze co-3-kwasow ttuszczowych, aw
tkankach liscia spadat poziom akumulacji transkryp-
tow genu kodujagcego desaturaze co-s -kwasow
ttuszczowych. Diuzszy okres ekspozycji na susze
(IO0h) powodowat podwyzszenie akumulacji tran-
skryptu genu kodujagcego a-oksydaze kwasow
ttuszczowych w tkankach korzenia.

IV-1.4. Geny kodujace biatka opiekuncze

Ws$rdd gendéw A. thaliana, ktérych ekspresja byta
zmieniana w odpowiedzi na poddanie ro$lin stresowi
suszy zidentyfikowano kilka gendéw kodujgcych
biatka opiekuncze. W przypadku genu kodujgcego
biatko homologiczne do Dnal ijedno z biatek rodzi-
ny Hsp70 obserwowano silne wzmocnienie ekspresji
stosownych genéw, a w przypadku genéw CpnéO i
Roc4 (kodujacego cyklofiling) wyrazny spadek eks-
presji [14].

W lisciach jeczmienia po krdtkim okresie ekspo-
zycji na susze (s h) spadat poziom akumulacji tran-
skryptu genu kodujacego homolog DnalJ — Pfj4;
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dtuzsza, trwajgca 10h ekspozycja skutkowata nato-
miast spadkiem poziomu ekspresji genu kodujgcego
biatko MsJI, podobne do DnaJ [16].

1V-1.5. Geny kodujgce biatka zwigzane z 0og6lng od-
powiedzig na stres

Sposréd genow A. thaliana kodujgcych biatka
biorgce udziat w ogdlnej odpowiedzi stres wzrost po-
ziomu ekspresji w odpowiedzi na susze dotyczy
a-Doxl (kodujacego dioksygenaze kwasow
ttuszczowych), Nhl3, Pox (kodujgcego potencjalng
peroksydaze), Lox (kodujacego lipoksygenaze),
Rd22 (ang. dehydration-responsive) i Mt2 (ko-
dujacego metalotioneine biorgcg udziat w detoksy-
kacji i utrzymywaniu homeostazy cynku i miedzi)
[14]. Poziom transkrypcji lipoksygenazy 2 wzrastat
takze w lisciach i w korzeniach jeczmienia po krét-
kim okresie ekspozycji na susze (s h) [16]. W korze-
niach jeczmienia akumulowat sie transkrypt genu
PR-10 (kodujgcego biatko 10 zwigzane z patoge-
nezg), spadat natomiast poziom ekspresji genu ko-
dujgcego tioneine.

Zmiany poziomu ekspresji zaobserwowano takze
w przypadku genéw kodujacych biatka uczest-
reaktywnych form tlenu.
Wzmocnienie ekspresji dotyczyto genow A. thalia-
na: Apxl (kodujgcego peroksydaze askorbinianowg)
i Cat3 (kodujgcego katalaze 3), a ostabienie — eks-
presji genoéw reduktazy monodehydroaskorbiniano-
wej ireduktazy glutationowej [37]. Po 10 h ekspozy-
cji na susze w korzeniach jeczmienia spadat poziom
akumulacji transkryptow genu peroksydazy ATP9a,
a takze genu kodujgcego peroksydaze askorbinia-
nowg [16].

niczace w usuwaniu

IV-1.6. Geny kodujgce biatka chloroplastowe, w tym
zwigzane z fotosyntezg

Suszajestjednym z czynnikéw $rodowiskowych,
ktdre moga narusza¢ stan rdwnowagi pomiedzy ilo-
$cig pobranej iprzeniesionej przez aparat anten ener-
getycznych fotosyntezy energii promienistej, a ilo-
$cig energii, ktdra moze zosta¢ spozytkowana w for-
mie fotosyntetycznego transportu elektronow, reak-
cji ciemniowych fotosyntezy i proceso6w metabolicz-
nych zaleznych od produktéw reakcji ciemniowych.
Naruszenie stanu rownowagi energetycznej polega
na obnizeniu ilosci energii spozytkowanej ponizej
poziomu ilosci energii przenoszonej przez aparat an-
ten energetycznych fotosyntezy na skutek spadku
tempa reakcji ciemniowych fotosyntezy [38] itempa
proceséw metabolicznych zaleznych od reakcji
ciemniowych fotosyntezy. Wywotana przez susze
nierbwnowaga grozi zatem roslinom takimi samymi
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niekorzystnymi konsekwencjami jakie wigzg sie z
ekspozycja na stresujgco silne $wiatto, tzn. fotousz-
kodzeniem centrow reakcji fotosystemu Il (PSU).
Mozna zatem oczekiwaé, ze jedng z odpowiedzi na
stres suszy powinno by¢é uruchomienie mechani-
zmoéw fotoprotekcyjnych obejmujacych wyciszenie
genow kodujacych biatka zwigzane z procesem zbie-
rania energii promienistej $wiatta (ang. light harve-
sting) czy wzmocnienie ekspresji genéw kodujacych
biatka uczestniczace w fotosyntetycznym transpor-
cie elektronéw, reakcjach ciemniowych fotosyntezy
i procesach metabolicznych zaleznych od reakcji
ciemniowych fotosyntezy. Zasadnos$¢ takich oczeki-
wan tylko czesciowo znajduje potwierdzenie w wy-
niku studiéw nad wielkoskalowymi zmianami eks-
presji gendéw roslinnych nastepujacymi w odpowie-
dzi na stres suszy. O ile zaobserwowany u A. thaliana
poddawanego stresowi suszy spadek ekspresji ge-
néw wielu biatek PSI i PSU (w tym takze apobiatek
kompleks6w zbierajagcych $wiatto) — Lhcb4, Lhcb5,
Lhcho, PsbQ, PsbP, PshS, PsbY, PsaDI, PsaH, PsaG,
PsaN [14, 37] sa z tymi oczekiwaniami w petni zgod-
ne o tyle trudno zrozumieé fizjologiczny sens
ostabienia ekspresji genéw kodujacych Rubisco
(RbcL, RbcS-1A oraz RbcS-IB), jej aktywaze (Rca)
oraz apobiatka chloroplastowej syntazy ATP u
A. thaliana i jeczmienia eksponowanych na susze
[14, 16]. Zrozumienie sensu adaptacyjnego tych
zmian wymaga dalszych badan.

Niektore sposrod genow kodujacych biatka chlo-
roplastowe niezwigzane bezposrednio z fotosyntezg
takze podlegajg wyraznym zmianom poziomu eks-
presji w odpowiedzi na ekspozycje rosliny na susze
np. w lisciachjeczmienia wzmacniana byta ekspresja
genu kodujgcego podjednostke ClpD chloroplasto-
wej proteazy ClpDP [16], a w tkankach A. thaliana
ekspresja dwéch genow kodujacych enzymy szlaku
biosyntezy karotenoidow [14].

1V-1.7. Geny zwigzane z metabolizmem weglowodanéw

Wydaje sie, ze jednym z kluczowych elementow
zespotu mechanizmoéw wiodgcych do adaptacji do
suszy jest akumulacja weglowodandw o charakterze
osmolitow w tym trehalozy, rafinozy, fruktanéw i ga-
laktinolu. Przypuszcza sie, ze funkcja osmolitow w
warunkach suszy polega na zapewnieniu w komaérce
odpowiednio niskiego potencjatu wody komoérek
[39]. U A. thaliana zaobserwowano wzrost poziomu
transkrypcji genow kodujgcych: prawdopodobng
syntaze s -fosfotrehalazy (TPS11), biatko podobne
do syntazy rafinozy, oraz potencjalng syntaze galak-
tinolu (GolS2) [14, 15]. DoSwiadczenia z wykorzy-
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staniem techniki mikromacierzy DNA potwierdzity
udziat produktéw wielu innych gendw kodujgcych
biatka zwigzane z metabolizmem weglowodanéw w
mechanizmach adaptacyjnych uruchamianych w wa-
runkach suszy. Dotyczy to np. genéw, ktére, koduja
biatka biorgce udziat w procesach glikolizy i gluko-
neogenezy, a takze metabolizmie skrobi i sacharozy.
U A. thaliana wzrastata ekspresja genéw kodujacych
enolaze, P-glukozydaze, syntaze sacharozy i a-amy-
laze, spadat natomiast poziom ekspresji genéw ko-
dujacych: potencjalng P-glukozydaze (BGL1), bis-
fosfataze fruktozy, dehydrogenaze 3-fosfogliceroa-
Idehydu (GapA), oraz aldolaze fruktozo- 1,6-bisfos-
foranu [14].

Zmiany poziomu ekspresji w odpowiedzi na stres
suszy dotyczyty réwniez gendéw zwigzanych z bio-
syntezg Sciany komorkowej. W lisciach A. thaliana
wzrastat poziom ekspresji trzech genéw kodujacych
rézne formy dehydrogenazy alkoholu cynamonowe-
go (CAD), a takze gendw kodujacych: potencjalng
reduktaze cynamono-CoA, gendw transferazy ksylo-
glukan: ksyloglukozyl (XTH22 i XTR3), chitynaze,
biatko z rodziny pektynoesteraz ihomolog biatka DC
1.2, wykazujgcy aktywnos$¢ inhibitorowg dla pekty-
noesteraz [14]. Spadat natomiast poziom akumulacji
transkryptu genu Exgt-Al kodujgcego jedng z form
transferazy ksyloglukan: ksyloglukozyl [14]. Po
dtuzszym okresie ekspozycji na susze w lisciach
jeczmienia zaobserwowano rowniez spadek pozio-
mu transkrypcji genu kodujgcego syntaze celulozy 7
[16].

IV-1.8. Geny kodujace biatka zwigzane z biosynteza
i degradacja biatek

W wyniku ekspozycji na susze spada poziom eks-
presji wielu genéw kodujacych biatka zwigzane z
aparatem biosyntezy biatek. Dotyczy to miedzy in-
nymi gendw kodujagcych biatka rybosomalne
wchodzgce w skiad podjednostki rybosomu 50S u A.
thaliana: RPL12-A RPL12-C oraz RPL27 [14]. Z ko-
lei w lisciach jeczmienia po 10h ekspozycji na susze
spadat poziom akumulacji transkryptu biatka Lo
wchodzgcego w sktad podjednostki rybosomalnej
60S, zaobserwowano takze wzrost poziomu ekspre-
sji genu kodujacego biatko z rodziny Rip, biorgce
udziat w negatywnej regulacji biosyntezy biatek
[16].

Zmiany poziomu ekspresji zaobserwowano row-
niez w grupie gendéw kodujacych biatka zwigzane z
degradacjg biatek zachodzgcg na terenie cytoplazmy.
U A. thaliana wzrastat poziom ekspresji genu ko-
dujgcego biatko z rodziny proteaz aspartylowych,
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spadat natomiast poziom ekspresji genu kodujgcego
kodujacego inhibitor proteaz Dr4 [14].

IV-2. Geny kodujace specyficzne czynniki
transkrypcyjne

Eksperymenty z wykorzystaniem techniki mikro-
macierzy DNA dostarczyty réwniez informacji o sze-
rokiej gamie czynnikéw transkrypcyjnych biorgcych
udziat w adaptacji roslin do niedoboru wody. U
A. thaliana w odpowiedzi na susze wzrastat miedzy
innymi poziom ekspresji gendw kodujacych biatka z
rodziny DREB/CBF. Biatka te zawierajg domene
AP2, ktéra wigze sie z motywem DNA okre$lanym
jako CRT/DRE (ang. C-repeat/dehydration-respon-
sive element). Dotyczy to genu kodujgcego Dreb2a, a
takze trzech innych gendw kodujacych biatka zawie-
rajgce domene AP2. Wzmocniony byt takze poziom
ekspresji kilku genéw kodujacych czynniki tran-
skrypcyjne z rodziny Myb (Myb74, ZatlO), a takze
genow kodujacych czynniki transkrypcyjne
WRKY28, WRKY39 i ATAF3. Zaobserwowano
wzrost poziomu ekspresji gendw kodujacych biatka
Rap2.6, HsfA0B, GBF3 (ang. g-box bindingfactor),
Coli (biatko zawierajagce motyw palca cynkowego),
bHLHO017, ATFIB-7, ABF3 (ang. ABA-responsive
elements-binding factor) i RD22BP1. Spadal nato-
miast poziom ekspresji genéw kodujgcych takie
czynniki transkrypcyjne jak BLH2, ZIGA2 (ang.
GAP-like zincfinger-containing protein) i Lil3 [14].

IV-3. Analiza motywdw promotorowych wyste-
pujacych w genach podlegajacych regulacji
w odpowiedzi na susze

Promotory gendéw A. thaliana podlegajgcych
zmianom ekspresji w odpowiedzi na susze zostaty
poddane analizie w poszukiwaniu charakterystycz-
nych motywdw. W promotorach wielu genéw, kto-
rych ekspresja ulegata wzmocnieniu w odpowiedzi
na susze znaleziono elementy biorgce udziat w odpo-
wiedzi na kwas abscysynowy — ABRE ((Py-
ACGTG(T/G)C). Nie jest to faktem zaskakujgcym,
gdyz rola kwasu abscysynowego w mechanizmach
adaptacyjnych do suszy zostata dobrze udokumento-
wana, chociaz doktadny mechanizm transdukcji sy-
gnatu nie zostat jeszcze poznany [40, 41],

W genach Cor78, kinl i COR403-PM znaleziono
takze motywy CRT/DRE (ang. C-repeat/ dehydra-
tion-responsive element): TACCGACAT, ktore
wigzg biatka zawierajagce domeng AP2. Innym czesto
wystepujgcym motywem byta sekwencje rdzeniowa
motywu CRT/DRE (CCGAC). Réwniez w tym przy-
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padku potwierdzone zostaly wcze$niejsze informa-
cje o udziale tych elementéw w zaleznych od deficy-
tu wody mechanizmach adaptacyjnych roslin [42].
Zadnego z wyzej wymienionych motywo6w nie znale-
ziono natomiast w promotorach genéw ABF3, CAD,
ATHB-7, XTR, a takze genu kodujgcego a-amylaze
[14].

Analiza motywo6w promotorowych  wyste-
pujacych w genach, ktérych ekspresja podlega zmia-
nom w odpowiedzi na stres suszy potwierdzita wiec
dotychczasowe doniesienia o co najmniej dwodch
szlakach transdukcji sygnatu uruchamianych w wy-
niku ekspozycji roslin na stres suszy: jednej — zale-
znej od ABRE i drugiej — zaleznej od biatek Dreb.
Istniejgjednak dane sugerujgce mozliwos$é udziatu w
mechanizmach adaptacyjnych do suszy takze innych
szlakéw transdukcji sygnatu [40].

V. Podsumowanie

Zaprezentowane w niniejszym opracowaniu dane
potwierdzajg, jak znaczacym rozszerzeniem i
uszczegoOtowieniem wiedzy odnoszgcej sie do eks-
presji gendéw ros$linnych w odpowiedzi na zmie-
niajacy sie kontekst Srodowiskowy zaowocowato
wprowadzenie do arsenatu metod biologii moleku-
larnej techniki mikromacierzy DNA.

Ze wzgledu na ogromng ilo$¢ danych, jakich do-
starcza nawet pojedynczy eksperyment mikromacie-
rzowy, najpowazniejszym wyzwaniem stojagcym
przed producentami i uzytkownikami aparatury mi-
kromacierzowej jest udoskonalenie metod obrdbki
gromadzonych danych, tak, aby niosty one wiekszy
potencjat ,interpretowalnos$ci fizjologicznej”. Nie-
mniej powaznym wyzwaniem jest projektowanie i
realizacja eksperymentow zmierzajacych do wyja-
$nienia istoty szlakow sygnalizacyjnych wigzacych
bodziec srodowiskowy z odpowiedzia ro$liny na po-
ziomie akumulacji transkryptow. Mozna oczekiwac,
ze stworzenie opartych na wynikach analiz mikroma-
cierzowych baz danych kompilujgcych informacje o
profilach ekspresji genéw zmieniajacych sie wraz ze
zmianami warunkéw Srodowiskowych i odpowied-
nich szlakach sygnalizacyjnych, jak réwniez infor-
macje o zmianach profilu ekspresji genéw towa-
rzyszacych realizacji programu ontogenetycznego
przyniesie wrecz rewolucyjny postep biologii ko-
mérki roslin.

Artykut otrzymano 6 maja 2004
Zaakceptowano do druku 20 wrzesnia 2004
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Akwaporyny — nowe spojrzenie na transport wody w

roslinach

Aguaporins — new entry into plants water movement

GRAZYNA DABROWSKA, BEATA GEOWACKA

Spis tresci:

I. Wprowadzenie

1. ldentyfikacja pierwszej akwaporyny

I11. Budowa kanatéw wodnych

IV. Funkcje i podziat akwaporyn

V. Ekspresja i regulacja aktywnosci akwaporyn
V1. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétéw: CDPK — kinaza biatkowa zale-
zna od jondw wapnia (ang. calcium-dependent protein kinase);
MIP — integralne biatka btonowe (ang. membrane integralpro-
tein); NLM — biatka MIP bton peribakterioidu (ang. nodu-
lin-26-like MIP); Pf_ wspotczynnik przewodnictwa wody; PIP
— biatka btonowe plazmalemmy (ang. plasma — membrane-in-
trinsic proteins); TIP — biatka btonowe tonoplastu (ang. tono-
plast intrinsic proteins)

I. Wprowadzenie

Woda jest podstawowym sktadnikiem zywych or-
ganizméw. Zasadnicza role w przewodzeniu wody i
kontrolowaniu poziomu transpiracji w organizmach
roslinnych odgrywaja tkanki naczyniowe i komérki
ochronne.

Ustawiczna wymiana czgsteczek pomiedzy ko-
morkami a ich otoczeniem jest niezbednym elemen-
tem dla prawidtowego funkcjonowania organizméw
zywych. Niezwykle istotng dla tego procesu jest wy-
soka specyficzno$¢ mechanizmoéw biorgcych udziat
w transporcie substancji zaréwno do, jak i z wnetrza
komérki, co jest mozliwe dzieki istnieniu selektyw-
nie przepuszczalnej bariery jakgjest btona komdérko-
wa. Substancje odzywcze jak np. cukry czy amino-
kwasy sa pobierane, a produkty takie jak C 02 usuwa-

‘Dr, ZAr, Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Instytut Biologii
Ogolnej i Molekularnej, Pracownia Genetyki, ul. Gagarina 9,
87-100 Torun, tel. 056 6114576, fax. 056 6114772, e-mail:
browsk@uni.torun.pl, e-mail: beataglowacka2000@yahoo.com
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ne, natomiast stezenie wewngtrzkomaérkowe jonoéw
H+ Na+ K+ Ca+musi by¢ utrzymane na okreslonym
poziomie. Plazmalemma i tonoplast zapewniajg za-
chowanie wewnatrzkomorkowej homeostazy. Jak
wszystkie btony, sg one zbudowane z hydrofobowej
dwuwarstwy lipidowej oraz biatek transbtonowych.
Taka budowa umozliwia przeptyw wody, jondw i
metabolitéw a takze pozwala na utrzymanie statego
pH cytoplazmy, ktore jest wyzsze o trzy jednostki od
pH wakuolarnego. Dwuwarstwa fosfolipidowa jest
przepuszczalna dla gazéw takich jak 0. i C02, ktdre
mogaprzenikaé przez nig na drodze prostej dyfuzji, a
jednoczes$nie stabo przepuszczalna dla wody iprawie
catkowicie nieprzepuszczalna dla substancji hydro-
filnych (cukréw, aminokwasow), ktorych przenosze-
niejest uzaleznione od transportu btonowego. Biatka
transbtonowe stanowig specyficzne kanaty dla po-
szczegblnych substancji i sg zaangazowane w trans-
port protonoéw, nieorganicznych jonéw, substancji
organicznych przez plazmalemme i tonoplast w tem-
pie optymalnym dla potrzeb komérki [1]. W btonach
biologicznych wystepujg trzy typy biatek transporto-
wych, réznigcych sie zard6wno rodzajem transporto-
wanych substancji jak i mechanizmem transportu. Sg
nimi pompy zalezne od ATP, kanaty biatkowe i ko-
transportery [2].

Transport wody wewnatrz i pomiedzy tkankami
roslinnymi zachodzi zaréwno na drodze apopla-
stycznej jak i symplastycznej, przy czym $cisle okre-
$lone iloSci czasteczek wody musza przekroczyé ba-
riere, jakg stanowig liczne btony komdrkowe [3],
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Woda przemieszcza sie szlakiem apoplastycznym
pod wptywem sit fizycznych ijest regulowana gtéw-
nie przez gradient potencjalu wodnego pomiedzy
gleba, rosling aatmosferg [4], ta droga transportu jest
sprzezona z transpiracjg [5]. Szlak symplastyczy
tworzy wiekszy op6r dla strumienia wodnego, dla
ktérego barierg sg btony lipidowe [¢]. Ruch wody
przez btony biologiczne jest okre$lany przez zmiany
ciSnienia osmotycznego i hydrostatycznego, co po-
zwala na zachowanie wewngtrzkomérkowej home-
ostazy [7]. Obecnie uwaza sie, ze transport szlakiem
symplastycznym jest drogg regulowang przez duzg
rodzine kanatéw wodnych — akwaporyn [s].

Il1. Identyfikacja pierwszej akwaporyny

Badania zespotu Petera Agre [9] dotyczace
analizy ludzkich grup krwi Rh, niespodziewanie do-
prowadzity do zidentyfikowania biatka o masie
28 kDa. Nowo odkryte biatko wykazywato tetrame-
ryczng budowe i transmembranowy charakter, spe-
cyficzny dla kanatéw btonowych. W wyniku poszu-
kiwan tegoz biatka w innych ludzkich tkankach oka-

dziewanemu rozerwaniu. Wdwczas to stwierdzono
zaskakujaca mozliwos¢ transportu wody poprzez
omawiane biatka [11]. Wykazano, ze silnymi inhibi-
torami nowo odkrytego biatka sgjony rteci orazjony
innych metali ciezkich [12]. W zwigzku ze scharak-
teryzowanymi  funkcjonalnymi
biatko nazwano akwaporyng 1 (AQP1) [13]. O zna-
czeniu odkrycia akwaporyn moze $wiadczyé przy-
znana w 2003 roku P. Agre i M.K. Roderick Nagroda
Nobla w dziedzinie chemii.

Obecnie akwaporyny zostaty zidentyfikowane
niemal we wszystkich znanych, zywych organi-
zmach, wiaczajac wyzsze ssaki, pozostate kregowce,
bezkregowce, rosliny, bakterie, archebakterie, pier-
wotniaki [14-16], co wskazuje na zaangazowanie
tych biatek w réznorodne procesy biologiczne lub tez
ich udziat w podstawowych procesach zyciowych.

wtasciwosciami

I11. Budowa kanatéw wodnych

Akwaporyny sg biatkami tetramerycznymi o wiel-
kosci od 27 do 29 kDa. W przeciwieAstwie do
kanatéw jonowych, gdzie 4 tancuchy polipeptydowe

Srodowisko
zewnetrzne

btona
biologiczna

wnetrze
komarki

COOH

Ryc. 1. Model strukturalny akwaporyny. Liczbami 1-6 oznaczono kolejne domeny transmembranowe. Czes$ci pomiedzy domenami oznaczono jako pe-
tle A-E. Petle B i E zawierajg konserwowany motyw NPA bedacy czescig poru. Pomiedzy domeng 5 a motywem NPA petli E zaznaczono miej-

sce odpowiedzialne za inhibicje jonami metali ciezkich.

zato sie, ze wystepuje ono nie tylko w erytrocytach,
ale takze w ogromnych ilosciach w plazmalemmie
komoérek kanalikéw proksymalnych nerek (komdérki
charakteryzujgce sie najwyzszg znang przepuszczal-
nos$ciag wody przez plazmalemme u organizméw
zwierzecych) [10]. Przeszukanie sekwencji znaj-
dujacych sie w bankach genéw doprowadzito do zna-
lezienia homologicznych sekwencji u mikroorgani-
zmoéw, roslin i zwierzat, jakkolwiek ich funkcja
nadal pozostawata nieznana. W dalszym etapie ba-
dan sprawdzano role odkrytego genu w oocytach Xe-
nopus laevis, transfekowanych cDNA kodujacym
28 kDa biatko. Transfekowane komaorki po przenie-
sieniu do hipotonicznego roztworu ulegaty niespo-
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budujgjeden kanat, w akwaporynach kazdy pojedyn-
czy tancuch tworzy oddzielny por wodny. Kazdy por
wodny przepuszcza pojedynczy strumien czasteczek
wody, jednoczes$nie stanowigc nieprzepuszczalng ba-
riere dla protondw. Pojedynczy tanicuch polipeptydo-
wy akwaporyny szeSciokrotnie przechodzi przez
btone tak, ze zar6wno C-koniec jak i N-koniec znaj-
duja sie po wewnetrznej stronie btony. Analiza se-
kwencji aminokwasowej wykazata niespotykang
wczesniej topologie: pojedynczy polipeptyd akwa-
poryn charakteryzuje sie obecno$cig dwoch tande-
mowych powtdrzen odwrdéconych o 180 wzgledem
siebie. Kazde z nich jest tworzone przez trzy trans-
membranowe domeny itgczace je petle. Dwie z pie-
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ciu petli (petla B i E) zawierajg charakterystyczny
motyw asparagina — prolina — alanina (NPA) [11].
Pierwsza i druga oraz trzecia i czwarta domena trans-
membranowa wykazujg silnie hydrofobowy charak-
ter, aw motywach NPA Asn-76 i Asn-192 zawieraja
spolaryzowane reszty umozliwiajgce wigzanie
czasteczek wody. Petle B i E wyS$cietajace kanat za-
wierajg krotkie odcinki a-helis, tworzace czastkowo
dodatni tadunek wewnatrz btony. Ich obecno$¢ nada-
je akwaporynom zdolno$¢ do zablokowania trans-
portu proton6éw, a to wyjasnia, w jaki sposéb w ner-
kach nastepuje resorpcja setek litrow wody dziennie,
a jednocze$nie wydalane sg kwasy i ich pochodne
[11]. Natomiast miejsce odpowiedzialne za inhibicje
jonami metali ciezkich zostato zidentyfikowane w
pozycji Cys-189, w poblizu motywu NPA petli E
[17].

Opierajac sie na powyzszych danych i analizach
zdje¢ z mikroskopu elektronowego, A g r e i wsp.
zaproponowali tréojwymiarowy model akwaporyny,
nazwany modelem klepsydry [11]. Petle zawierajgce
motyw NPA, z ktérych jedna znajduje sie po wew-
netrznej stronie btony, a druga na zewnatrz sktadajg
sie do wewnatrz btony i zachodza na siebie w miej-
scu sekwencji NPA tworzac przewezenie w bitonie
plazmatycznej i pojedynczy kanat pomiedzy utwo-
rzong struktura. Tetrameryczna struktura AQP jest
prawdopodobnie niezbedna do stabilizacji pozycji
indywidualnych monomerdw. Przestrzen pomiedzy
poszczegblnymi monomerami zawiera cztery nie-
zalezne pory, kazdy o $rednicy okoto 3 A tj. wielkosé
pojedynczej czasteczki wody [18].

IV. Funkcje i podziat akwaporyn

Akwaporyny sg filogenetycznie starg rodzing
biatek kanatowych, ktére transportujag wode iniekto-
re metabolity poprzez btony biologiczne [19]. Wiele
sposréd nich reguluje przewodnictwo hydrauliczne
bton, w ktérych sie znajdujg i powoduje 10- do
20 -krotny wzrost wspdétczynnika przewodnictwa
wody (Pf) tych struktur. Najbardziej aktywne sa
akwaporyny wysoce specyficzne dla wody, ktére
moga transportowac przez pojedynczg podjednostke
biatkowg do miliarda czgsteczek wody na sekunde
[20]. Niemal wszystkie biatka rodziny akwaporyn
nalezg do integralnych biatek btonowych nazwanych
biatkami MIP (ang. Membrane Integral Protein)
[21]. Jednak niektére biatka z rodziny MIP nie trans-
portuja wody, lecz stanowig kanaty dla mocznika
[22] czy glicerolu, jak np. wyizolowane z E. coli
biatko GlIpF [23]. U niektdrych ssakow zidentyfiko-
wano wielofunkcyjne biatka MIP, takie jak AQP 7
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transportujgce zardwno wode jak i glicerol [24]. In-
nym przyktadem moze by¢ Chara corallina, modelo-
wa ro$lina w badaniach nad interakcjami pomiedzy
transportem wody i innymi substancjami, u ktérej za-
obserwowano, iz niskoczasteczkowe substancje or-
ganiczne takie jak alkohole, mogg by¢ rowniez prze-

noszone przez kanaty wodne [s, 25].

Badania M .E. Blank i H. Ehmke [26] wy-
kazaty, ze akwaporyna 1 (AQP1) moze by¢ zaanga-
zowana w transport C0. poprzez btony biologiczne,
lecz fizjologiczne znaczenie transportu tego gazu po-
zostaje niewyjasnione. Natomiast akwaporyna z Ni-
cotiana tabacum utatwia transport btonowy C0. w
roslinie na poziomie komérkowym i ma istotne zna-
czenie dla fotosyntezy i otwierania aparatow szpar-
kowych. Przepuszczalno$é C 02 zwigzana z NtAQP 1
ma znaczenie fizjologiczne w warunkach gdy gra-
dient C 0. przez btone komdrkowag jest maty, taki jak
pomiedzy wnetrzem komorki ro$linnej a atmosferg
[27].

Biorgc pod uwage stosunkowo wysokg specyficz-
no$¢ akwaporyn zaskakujacajest ich ogromnarézno-
rodno$¢ u organizmow zwierzecych, a przede
wszystkim u roslin [11, 28]. W badaniach genomu
A. thaliana wykazano istnienie 38 sekwencji o roz-
miarach od 2 do 3 kpz, homologicznych do r6znych
podrodzin akwaporyn [3], natomiast u cztowieka
scharakteryzowano, zaréwno na poziomie moleku-
larnym jak i funkcjonalnym, 11 cztonkéw rodziny
akwaporyn [:1].

Bogactwo akwaporyn, mnogos$¢ petnionych przez
nie funkcji oraz réznorodna lokalizacja zaréwno w
licznych organach jak i na poziomie subkomdrko-
wym sprawia, ze w zalezno$ci od rozpatrywanych
aspektow badacze dzielg rodzine akwaporyn na réz-
ne sposoby.

Roslinne akwaporyny na podstawie homologii se-
kwencji oraz ze wzgledu na ich subkomdrkowga loka-
lizacje, klasyfikuje sie w dwie podstawowe podro-
dziny:

— akwaporyny bton komoérkowych PIP (ang. Pla-
sma — membrane- Intrinsic Proteins) obejmujgce
dwie grupy PIP1 i PIP2

— akwaporyny tonoplastowe TIP (ang. Tonoplastin-
trinsic Proteins) [21].

Dodatkowo wyro6znia sie grupe akwaporyn bton
peribakterioidu NLM (ang. Nodulin-26-Like MIP)
znajdujacych sie w Dbrodawkach korzeniowych
wigzgcych azot u roslin motykowych [29].

Ze wzgledu na specyfike transportu kanaty wodne
dzieli sie na akwaporyny i gliceroakwaporyny [11].
Jednak mechanizm wielofunkcyjnego transportu
przez akwaporyny niejest do konca poznany, dlatego
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wydaje sie, iz najbardziej uzasadniony podziat opie-
ra sie na wewnatrzkomoérkowej lokalizacji akwapo-
ryn.

Podrodziny TIP i PIP posiadajg odmienng lokali-
zacje subkomdrkowga. Integralne biatka tonoplasto-
we (TIP) sg gtéwnie zlokalizowane w btonach waku-
olarnych, natomiast integralne biatka ptazmalemmy
znajduja sie przede wszystkim w btonie komérko-
wej. Pomimo, ze biatka PIP nie zawsze sg zlokalizo-
wane w plazmalemmie, a biatka TIP w tonoplascie,
wydaje sie oczywistym, ze rézne izoformy akwapo-
ryn korespondujg z wewngtrzkomorkowga kompart-
mentacjg, a same akwaporyny stanowig istotny mar-
ker w biologii molekularnej dla identyfikacji pocho-
dzenia roslinnych bton biologicznych [7].

Akwaporyny roznig sie miedzy sobg takze efek-
tywnoscig w przepustowosci dla czgsteczek wody.
Analiza 23 genéw MIP Arabidopsis oparta na bada-
niach ich ekspresji w oocytach X. laevis i obserwa-
cjach zmian przepuszczalnosci ptazmalemmy dla
wody, zweryfikowata tylko kilka z nich jako akwa-
poryny. Nadal niewyjasnionym pozostaje fakt, czy
wszystkie 23 produkty genéw MIP poddane analizie
sg akwaporynami, czy tez cze$¢ z nich obok wody
transportuje inne substancje, lub tez petni zupeinie
odmienne funkcje [21, 28].

V. Ekspresja i regulacja aktywnosci
akwaporyn

Ze wzgledu na elementarng funkcje wody, jej
transport w organizmach zywych musi podlegac
Scistej kontroli. R6znice w ekspresji gendéw akwapo-
ryn miedzy réznymi komaérkami i tkankami wyka-
zato wiele zespotow badawczych [15, 30, 31]. Akwa-
poryny ulegaja silnej ekspresji w tkankach, gdzie ma
miejsce intensywniejszy przeptyw metabolitéw i
gdzie powinny by¢ dostarczone duze ilosci wody.
Obecnie wiadomo, ze wiekszo$¢ poznanych awapo-
ryn wystepuje gtownie w tkankach przewodzacych.
Natomiast niektore tonoplastowe akwaporyny ule-
gajg silnej ekspresji w merystemach, w miejscu bio-
genezy wakuolarnej. Zréznicowana ekspresja genow
kodujacych odmienne izoformy akwaporyn podczas
rozwoju organizmow roslinnych zostata powigzana z
réznorodnymi procesami fizjologicznymi, wtaczajac
zamykanie i otwieranie aparatéow szparkowych, ru-
chy organéw, wzrost wydtuzeniowy komorek, po-
dziaty komorkowe [13, 14, 32-34]. Ekspresja niekto-
rych genéw z grupy PIP, jak na przykiad RD28 u
A. thaliana czy NeMip2 iNeMip3 u Nicotiana excel-
sior, jest stymulowana suszg [35, 36] au Mesembry-
anthemum crystallinum ekspresja MIPA — akwapo-
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ryny zlokalizowanej w plazmalemmie, jest hamowa-
na podczas stresu solnego [37]. Ponadto u Arabi-
dopsis scharakteryzowano akwaporyne z grupy
PIP1, ktorej ekspresja nie zmienia sie w znaczacy
spos6b pod wpltywem warunkéw stresowych [38].
Przypuszczalne powigzania pomiedzy funkcjg akwa-
poryn w regulacji gospodarki wodnej roSlin, a regu-
lacja ekspresji kodujgcych je genéw pozostajg nie-
wyjasnione.

Poza regulacjg przepuszczalnosci bton dla wody
na drodze zrd6znicowanej ekspresji genéw ko-
dujacych akwaporyny, mozliwy jest dodatkowy po-
ziom kontroli tego procesu. Kj e1lbom iinni [19]
sugerujg, ze aktywno$¢ akwaporyn regulowana jest
poprzez ich fosforylacje i defosforylacje. Endogenna
regulacja aktywnosci akwaporyn jest sterowana hor-
monami, ktore indukujg wewnatrzomérkowg kaska-
de fosforylacji. Przepuszczalno$é akwaporyn dla
wody jest regulowana w wyniku fosforylacji reszt se-
rynowych znajdujgcych sie w cytoplazmatycznych
odcinkach tego biatka. Zlokalizowana w pierwszej
cytoplazmatycznej petli seryna 115, konserwowana
u wszystkich poznanych akwaporyn, ulega fosfory-
lacji kinazg A lub C. W przypadku kanatéw wodnych
z grupy PIP2 fosforylowana jest seryna 274, nato-
miast w akwaporynach peribakteroidu seryna 264 w
rejonie C konca. Zidentyfikowano tez miejsca fosfo-
rylacji dla wiekszosci akwaporyn tonoplastowych,
przy czym w przeciwieistwie do akwaporyn bton ko-
morkowych w akwaporynach wakuolarnych modyfi-
kacji ulega treonina.

Poziom cytoplazmatycznego stezenia Ca2+w ko-
morkach o duzym potencjale osmotycznym jest wy-
soki, co jest efektem statego naptywu Ca2+do wne-
trza komorki przez kanaty wapniowe. Jednoczesnie
utrzymywany jest wysoki poziom kinazy biatkowej
zaleznej od jonéw wapnia — CDPK (ang. Calciu-
m-Dependent Protein Kinase), katalizujgcej fosfory-
lacje reszt serynowych [39]. Obnizenie potencjatu
osmotycznego komorki pociagga za sobg spadek cyto-
plazmatycznego stezeniajondw wapnia, co prowadzi
do zahamowania aktywnos$ci CDPK ijest sygnatem
dla defosforylacji akwaporyn z grupy PIP. Spadkowi
przepuszczalnosci btony komérkowej dla wody to-
warzyszy aktywacja akwaporyn tonoplastowych i
wydostanie sie wody z wakuoli do cytoplazmy pod-
stawowej [19].

V1. Podsumowanie

Badania genetyczne dostarczajg wcigz nowych
danych na temat funkcji akwaporyn. Transgeniczne
ro$liny Arabidopsis transfekowane antysensowng
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kopig genu pipi wykazywaty obnizong ekspresje kil-
ku homolog6éw PIP 1, a ich komaérki cechowat niski
potencjat wodny, co dostarczyto dowodéw na to, ze
akwaporyny umozliwiajg transport wody poprzez
btone komdérkowa [7]. Badanie transportu wody na
poziomie komdrkowym itkankowym jest utrudnione
z powodu duzej réznorodnosci biatek transbtono-
wych iniemoznoscig wykluczenia ich aktywnos$ci w
badaniach in vivo, wynikajacg z blokujgcego
dziataniajondw metali ciezkich na niemal wszystkie
kanaty btonowe. Dalsze badania nad transgeniczny-
mi roS$linami Arabidopsis zawierajagcymi antysen-
sowng kopie genu pipl wykazaty zwiekszenie masy
korzeniowej, podczas gdy rozwo6j todygi pozostawat
bez zmian w stosunku do kontroli [7]. Fenotyp tych
roslin moze by¢ zwigzany ze znang wcze$niej zale-
znoscig, ze stosunek wielko$ci korzen/todyga
ksztattuje sie w odpowiedzi na ich status wodny, co
bezposrednio pokazuje wptyw transportu btonowego
na plastyczno$¢ rozwoju ro$lin. W najblizszej
przysztosci analiza mutantéw poszczegdlnych ge-
néw kodujacych akwaporyny bedzie dostarczata no-
wych danych na temat funkcji kanatéw wodnych
podczas wzrostu i rozwoju ros$lin, a takze ich adapta-
cyjnej odpowiedzi na stresy.

Juz na obecnym poziomie badan akwaporyny do-
starczyty wyjatkowych molekularnych danych
nawigzujacych do fascynujgcych potgczen pomiedzy
transportem wody a rozwojem roslin i odpowiedzig
adaptacyjng do ich wcigz zmieniajgcego sie Srodowi-
ska zewnetrznego.
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Sesja poswiecona pamieci
kowskiego i profesor
Drabikowskiej

Muscle And Cell Motility:
Human Pathology*

W dniach 5-6 listopada 2004 roku w Warszawie,
odbyta sie wspdélna sesja Komisji Patologii Nerwo-
wo-Miesniowej PAN i Zaktadu Biochemii Mie$ni In-
stytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego
Nenckiego PAN, poSwiecona pamieci profesora Wi-
tolda Drabikowskiego (1925-1983), =zatozyciela

Zaktadu Biochemii Mieéni i twdrcy szkoty bioche-
mii biatek miesniowych, oraz profesor Marii Gabrie-
li Sarzaty-Drabikowskiej (1936-1987), kierownika
Komérek Kurczliwych w

Pracowni Bton tym

profesora Witolda Drabi-
Marii  Gabrieli  Sarzaty-

From Cell Physiology To

Sesji odbyty sie w Instytucie Medycyny DosSwiad-
czalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego
PAN, as listopada (sobota) — w Instytucie Biologii
Doswiadczalnej. Do udziatu w Sesji zaproszono
bytych wychowankéw i wspotpracownikow Parstwa
Drabikowskich. W pigtkowej sesji gtos zabrali: pro-
fesor Irena Hausmanowa-Petrusewicz wraz z
wspoétpracowniczkami, profesor Anng Fidzianskg i
profesor Ireng Niebréj-Dobosz z Instytutu Medycy-
ny Doswiadczalnej i Klinicznej, profesor John Ger-

Zaktadzie. Organizatorkami Sesji byty profesor Ire-
na Hausmanowa-Petrusewicz (Komisja Patologii
Nerwowo-Miesniowej) oraz docent Anna Jaku-
biec-Puka i docent Maria Jolanta Redowicz (Instytut
Biologii Doswiadczalnej). W dniu 5 listopada obrady

gely i doktor Zenon Grabarek z Boston Biomedical
Research Institute (USA), profesor Reinhardt Ruedel
z Uniwersytetu w Ulm (Niemcy), profesor Ernesto
Carafoli z Venetian Institute of Molecular Medicine
w Padwie (Wtochy), profesor Felix M. Goni z Uni-

*Sesja zostata sfinansowana przez Instytut Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN, Komisje Patologii Nerwo-
wo-Miesniowej oraz Polska Sie¢ Biologii Molekularnej i Komdrkowej UNESCO/PAN.
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wersytetu w Bilbao (Hiszpania), profesor Marek Mi-
chalak z University of Alberta w Edmonton (Kana-
da), doktor Hanna Brzeska z National Heart, Lung
and Blood Institute, NIH w Bethesdzie (USA) oraz
profesorowie Hanna Strzelecka-Gotaszewska, Jacek

nek profesor M. Gabrieli Sarzaly-Drabikowskiej —
zaprezentowat biografie swojej mentorki. Przedsta-
wiono takze list-wspomnienie, ktéry na rece organi-
zatorek przestat profesor Samuel V. Perry, przyjaciel
profesora Witolda Drabikowskiego z Uniwersytetu

KuZnicki i Stawomir Pikuta oraz docent Anna Jaku-
biec-Puka i doktor Antoni Wrzosek z Instytutu Bio-
logii DoSwiadczalnej. W Sesji uczestniczyt rowniez
syn Panstwa Drabikowskich, Krzysztof, ktory ko-
nczy obecnie staz podoktorski w Friedrich Mie-
scher-Institut w Bazylei (Szwajcaria). Pigtkowe ob-
rady rozpoczeta profesor Irena Hausmanowa-Petru-
sewicz, ktdra we wzruszajagcym wystgpieniu nakre-

{“ﬁ:’fﬂ. ”

Slita sylwetke naukowa profesora Witolda Drabi
kowskiego (tre$¢ wystgpienia ponizej). Podczas ob
rad profesor Hanna Strzelecka-Gotaszewska —
pierwsza doktorantka Witolda Drabikowskiego —
przedstawita bardziej szczeg6towo jego kariere na
ukowa, za$ profesor Stawomir Pikuta — wychowa
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w Birmingham (Wielka Brytania). W czasie obrad
wyktadowcy przedstawiali najnowsze poglady na
mechanizmy regulacji miesni (J. Gergely, Z. Graba-
rek, H. Strzelecka-Gotaszewska, A. Wrzosek) i sys-
temoéw niemiesniowych (H. Brzeska, J. Kuznicki, M.
Michalak, K. Drabikowski). Oméwiono takze bada-
nia dotyczace mechanizmow prowadzacych do pato-
logii miesniowych (A. Fidzianska, |. Niebrgj-Do-

bosz wraz z I. Hausmanowa-Petrusewicz, A. Jaku-
biec-Puka i R. Ruedel). Zajmowano sie réwniez
biatkami zwigzanymi z btong komdrkowga (E. Cara-
foli, S. Pikuta), a takze omdéwiono problematyke mi-
krodomen btony komérkowej (F.M. Goni). Stucha-
czami i dyskutantami podczas obrad byli nie tylko
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badacze z warszawskich placowek naukowych
(m.in. z Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN, In-
stytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej
PAN, Uniwersytetu Warszawskiego, Instytutu Bio-
chemii i Biofizyki PAN i Akademii Medycznej), ale
takze goscie spoza Warszawy, z Uniwersytetu
Wroctawskiego i Akademii Medycznej w Bydgosz-
czy oraz licznie reprezentowane Srodowisko me-
dyczne. Na obrady przybyty réwniez byte asystentki
techniczne Panstwa Drabikowskich, Elzbieta
Dabkowska, J6zefina Hertel, Urszula Koperska i Te-
resa KosSmicka.

Sobotnie obrady byty duzo mniej formalne. Poza
uczestnikami piagtkowej Sesji brali w nich udziat
m.in. profesor Leszek Kuznicki, przyjaciel profesora
Witolda Drabikowskiego, zaréwno z czasu studidw,
jak i pOzniejszej pracy w Instytucie Biologii Do-
Swiadczalnej, a takze syn i wnuk profesora Witolda
Drabikowskiego, Marek i Michat Drabikowscy.
Wszyscy uczestnicy dyskusji podkreslali zastugi

W imieniu Komitetu Organizacyjnego witam bar-
dzo serdecznie wszystkich uczestnikow, szczegodlnie
wspoétpracownikéw, przyjaciot, kolegéw i ucznidw
Witolda Drabikowskiego ijego zony Gabrieli. Be-
dzie to spotkanie z nimi i ich spuscizng naukowag, a
wiec i ludZzmi, ktérych wychowali i ktorzy, w ten czy
inny sposob, w réznych miejscach (w kraju i poza
nim) kontynuujg ich dzieto.

Czuje sie troche nieswojo w roli przewod-
niczagcego — jestem ,outsiderem” zar6wno w bio-
chemii, jak i w Instytucie im. Marcelego Nenckiego
— a Witold Drabikowski niewatpliwie przynalezat
catkowicie tak do biochemii, jak i do tego Instytutu.
Mam jednak od czasu Jego niespodziewanego odejs-
cia uczucie niesptaconego dtugu i to byto jednym z
motoréw mego dziatania.

I ja, i grupa moich najblizszych wspo6tpracowni-
kéw, bylisSmy zafascynowani Witoldem od pierwsze-
go z Nim spotkania — od miedzynarodowej konfe-
rencji w Jabtonnie w 1973 r., poSwieconej biatkom
wigzacym wapn. Przyciggaty nas nowe spojrzenie,
nowe rozumienie miesnia, a to wszystko w kolorycie
Jego niezwyktej osobowosci. StyszeliSmy przedtem
0 ,hajgtosniejszym biochemiku”, ale od tej konfe-
rencji rozpoczety sie nasze kontakty naukowe, i 0so-
biste, i rodzaj wspdtpracy. Dla neuromiologéw Wi-
told otwierat Swiat nowopoznanych biatek, ich funk-
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obojga Panstwa Drabikowskich dla rozwoju bioche-
mii miesni nie tylko w Polsce, ale i na Swiecie, a ta-
kze ich wielki wktad w rozw6j naukowy wszystkich
uczestnikéw obrad. Profesor Ernesto Carafoli przy-
pomniat, ze to profesor Witold Drabikowski byt ini-
cjatorem i organizatorem pierwszej miedzynarodo-
wej konferencji dotyczacej biatek wigzacych jony
wapnia. Nie obyto sie bez wspomnien, anegdot, ale i
duzego wzruszenia; wyrazano zal z tak niespodzie-
wanej $mierci Obojga w ich szczytowym okresie pra-
cy tworczej. Ponadto, docent Maria Jolanta Redo-
wicz, kierownik Zaktadu Biochemii Miesni i pro-
wadzgca obrady Sesji, przedstawita obecny stan kie-
rowanego przez siebie Zaktadu, kierunki prowadzo-
nych badan i plany na przyszto$é. Na zakonczenie
obrad postanowiono podja¢ kroki zmierzajgce do
uczczenia pamieci profesora Witolda Drabikowskie-
go ijego Zony na forum ogélnokrajowym.

Maria Jolanta Redowicz,
Zaktad Biochemii Migéni, Instytut Biologii
Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN

cji, nowego rozumienia miesnia, w naszej pracy inte-
resowato go ,jak tojest u ludzi”, a przede wszystkim
rozmaito$¢ patologicznych stanéw miesnia, bogac-
two mozliwych zaburzen, zwtaszcza w ludzkiej mio-

genezie.
Byto niezwyklg przyjemnoscig dzielenie sig¢ z
Nim nowos$ciami — miat tyle entuzjazmu, ciekawo-

$ci, zadawat tyle istotnych pytan i mial mnéstwo
koncepcji, nawet w obcej sobie dziedzinie.

Jego osiggniecia naukowe bedg omawiane dzisiaj
w trakcie naszego posiedzenia.

Tu przywotam moje osobiste wrazenia cztowieka
z boku, ale bardzo profesorem Drabikowskim zainte-
resowanego, wrazenia ktore towarzyszyty mi wtedy i
przetrwaty do dzi$. Uderzatajego witalnosé, energia,
pasja badacza, ciekawos$é prawie dziecka. Pasjg tg
potrafit zarazi¢ caty zespdt, ale pasja skoncentro-
wang i to stanowito ojej kreatywnosci. Podziwiatam
rowniez zdolno$¢ pobudzania samodzielnosci u
cztonkdéw grupy ijednoczes$nie ich zainteresowanie
nawzajem swoimi wynikami pracy i zainteresowanie
szefa wynikami kazdego z nich.

Na spotkaniach miedzynarodowych widoczny byt
ogromny prestiz naukowy, jakim sie cieszyt sam
Drabikowski, ale takze jego grupa; wyrdzniata sie li-
czebnos$cig (w porédwnaniu z tzw. Europg Wschod-
nig), aktywnos$cig, umiejetnoscig prowadzenia dys-
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kusji, oryginalno$cig wtasnych badan. Byt wiec ba-
daczem z pasjg, zamitowanym nauczycielem, atakze
organizatorem zycia naukowego, tak w kraju, jak iw
skali miedzynarodowej, umacniajagc kontakty z
wszystkimi liczacymi sie oSrodkami badawczymi i
kreujgc naukowe zwigzki miedzynarodowe.

Jesli kto$ pamieta trudnos$ci aparaturowe, odczyn-
nikowe i stypendialne tamtego okresu w Polsce, to
zrozumie, ze warunki stworzone przez Drabikow-
skiego Jego grupie graniczyty z cudem - kosztowato
to ogromnie duzo wysitku kierownika grupy.

Nie chciatabym pisa¢ laurki ani zywotow Swie-
tych. Witold stworzyt to co stworzyt, bo miat wro-
dzong zdolno$¢ ,,leadera”; musiat tez zdolno$¢ te wy-
korzysta¢ w zyciu, aby stworzy¢ to co stworzyt, nie
unikajac przy tym konfliktow i btedow.

POSTEPY BIOCHEMII 50(4), 2004

Profesor Kuznicki, w artykule napisanym bezpo-
$rednio po $mierci Witolda napisat o Jego szkole. To
prawda - Witold Drabikowski stworzyt polska
szkote biochemii mieéni. Stworzytja jako wzglednie
mtody cztowiek z mtodymi zapalefncami. Byta to au-
tentycznie wielka szkota, bez cienia zasciankowosci
i prowincjonalizmu, uznana na $wiecie, twdrcza, juz
za zycia Witolda dwupokoleniowa, do dzi$ zywotna.
Wszedt do nauki europejskiej (i nie tylko) znacznie
wczesniej niz Polska do Unii Europejskiej. Byt ,,mo-
delowym prekursorem” integracji nauki europej-
skiej.

Irena Hausmanowa-Petrusewicz

Przewodniczagca Komisji Patologii Nerwowo-Mie-
$niowej PAN
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Stulecie urodzin Profesora Bronistawa Filipowicza —
Sprawozdanie z Konferencji ,,Modyfikowane Kwasy

Nukleinowe”

W dniach 5is listopada 2004 r. w £odzi odbyta sie
Konferencja ,,Modyfikowane Kwasy Nukleinowe”.
Byta ona poSwiecona pamigci Profesora Bronistawa
Filipowicza, doktora honoris causa Akademii Me-
dycznej w todzi i cztonka honorowego Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego w setngrocznice Jego
urodzin. Spotkanie, pod protektoratem JM Rektora
Uniwersytetu prof. Andrzeja Lewinskiego, zorgani-
zowane zostato przez Zaktad Chemii Medycznej
Uniwersytetu Medycznego w todzi i przez £édzki
Oddziat PTBioch. Tytut konferencji nawigzywat do
tej sprzed szesciu lat (por. Post Biochem (1999) 45:
151-152).

Po otwarciu konferencji Prezes Towarzystwa,
prof. J. Baranska przedstawita tegorocznego laureata
nagrody Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
im. Bronistawa Filipowicza za popularyzacje bio-
chemii i nauk pokrewnych, ktérym zostat prof. To-
masz Twardowski z Instytutu Chemii Bioorganicznej
PAN w Poznaniu iz Politechniki £6dzkiej. Prof. Ba-
ranniska i syn patrona nagrody, prof. Witold Filipo-
wicz, wreczyli laureatowi medal i dyplom. Po
wystapieniach przedstawicieli £ddzkiego Towarzy-
stwa Naukowego (LTN) i Towarzystwa Przyrodni-
kéw im. Kopernika, z ktérymi réwniez Profesor Fili-
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powicz aktywnie wspo6tpracowat, po wystgpieniach
JM Rektora i Dziekana Wydziatu Lekarskiego o Pro-
fesorze méwili wieloletni wspétpracownik doc. Hen-
ryk Panusz idr Gerhard Gnauck, wnuk Profesora, ko-
respondent ,Die Welf’w Warszawie. Pierwszy dzie-
lit sie wspomnieniami z lat pie¢dziesigtych i szes¢-
dziesiagtych, lat budowy warsztatu badawczego w
szczeg6lnych warunkach politycznych. Drugi oma-
wiatl pozostawione w maszynopisie wspomnienia
Profesora z lat okupacji obejmujgce prace konspira-
cyjng w laboratorium chemicznym i udziat w po-
wstaniu warszawskim. Z Woli na Czerniakéw widdt
Jego szlak powstanczy.

Bronistaw Filipowicz (1904-1988) prace na-
ukowg rozpoczagt w Zaktadzie Chemii Fizjologicznej
Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Warszawskie-
go kierowanym przez Prof. Stanistawa Przyteckiego
(por. Post Biochem (1989) 35: 205-207). Tamze
obronit rozprawe doktorskg (1933) nt. hydrolizy en-
zymatycznej skrobi. Wyniki rozprawy opublikowane
byty w 6wczesnych czotowych czasopismach bio-
chemicznych: Biochemical Journal i Biochemische
Zeitschrift. W r. 1945 rozpoczyna prace w Katedrze
Chemii Ogolnej i Fizjologicznej Wydziatu Lekar-
skiego Uniwersytetu tdédzkiego. W r. 1949 z rak
prof. Antoniego Dmochowskiego przejmuje kierow-
nictwo Katedry, ktéra znalazta sie wkrdtce potem w
strukturze nowej uczelni, Akademii Medycznej w
todzi. Katedrg tg kieruje do przejécia na emeryture
w roku 1974. Przedmiotem Jego zainteresowar i wy-
konywanych z Jego inspiracji prac doswiadczalnych,
rozpraw doktorskich i habilitacyjnych byty kwasy
nukleinowe iprzemiana weglowodanowa. Obok pra-
cy wyktadowcy ibadacza bardzo wazna byta dla nie-
go dziatalno$é popularyzatorska. Wyrazem jej byty
artykuty i ksigzki z dziedziny biochemii, wsrdd nich
»Z tajemnic biochemii” i ,Chemia i zycie” a takze
liczne referaty. Wielu ludzi, znaczacych dzi$ w na-
ukach biologicznych wyznaje, ze ksigzki te lezaty u
poczatkow ich fascynacji biologig. Swiadectwo takie
dawato tez wielu uczestnikdw tego spotkania. Profe-
sor Bronistaw Filipowicz nalezat do grona czton-
kéw-zatozycieli Polskiego Towarzystwa Bioche-
micznego i byt drugim w jego historii prezesem
(1961 -63). Dla srodowiska t6dzkiego pozostaje obok
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Prof. Antoniego Dmochowskiego jednym z pionie-
row biochemii w naszym miescie. W 2001 r. PT
Bioch ustanowit nagrode imienia Bronistawa Filipo-
wicza przyznawang co trzy lata. Prof. T. Twardowski
jest drugim, po prof. Magdalenie Fikus (2001) jej
laureatem.

Przedtuzeniem sesji otwierajacej konferencje
byto odstoniecie wieczorem tablicy ku czci Profeso-
ra ufundowanej przez przyjaciét iuczniéw Profesora
w niedawno oddanym do uzytku budynku Instytutu
Fizjologii i Biochemii UM, a nastepnego dnia rano
Msza $Sw. w akademickim kosciele sw. Teresy.

Sylwetke i dziatalno$¢ Profesora przyblizaty ta-
kze krotkie wprowadzenia przewodniczacych po-
szczegoblnych sesji (C.S. Cierniewski, R. Adamiak, J.
Bartkowiak, M. Chorazy) i prelegentow a takze Swia-
dectwa przybytych cérki i syna, dawnych wspdipra-
cownikow oraz zaproszonych gosci i nadestane listy.
Byto w tych publicznych wystgpieniach i osobistych
rozmowach wiele o uznaniu dla roli Profesora, Jego
wiernos$ci przyjazniom i byto wiele o tych cechach
charakteru, ktére jednaty mu sympatie — o wrodzo-
nym optymizmie, pogodzie ducha i poczuciu humo-
ru.

Cze$¢ naukowgq spotkania otworzyt wyktad laure-
ata Nagrody im. Bronistawa Filipowicza, T. Twar-
dowskiego nt. ,RNA: Jak informowaé spoteczen-
stwo o dynamice zmian konformacyjnych domeny
a-sarycyny?” poswiecony m.in. analizie funkcji ka-
talitycznej rRNA za pomoca antysensowych oligo-
nukleotydéw. Liczgca okoto stu miejsc sala okazata
sie zbyt mata by pomiesci¢ pragngcych wystuchaé
referat W. Filipowicza (Bazylea) o interferujgcych
RNA (iRNA) regulujgcych ekspresje genéw na po-
ziomie transkrypcji lub poprzez oddziatywania z in-
formacyjnym RNA. Prelegent skupit sie przede
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wszystkim na mikro iRNA (mi RNA), ktére odgry-
waja istotng role w komorkach eukariotycznych
m.in. w procesach réznicowania, apoptozy i ulegaja
specyficznie ekspresji w poszczegolnych typach ko-
morek (p. takze Krél i wsp., Post Bioch (2003) 49:
214-228). Z perspektywy historycznej mechanizmy
regulacji poprzez RNA byty przeczuwane przez Brit-
tena i Davidsona gdy przed 35 laty formutowali oni
hipoteze aktywatorowego RNA (Science (1969) 165:
349-57). Referat byt wygtoszony na zaproszenie
Centrum Doskonato$ci Mol Med przy UM w todzi.
Trzy dalsze referaty réwniez dotyczylty RNA. R.
Adamiak (Poznan) méwit o ostatnich badaniach swe-
go zespotu nad lewoskretng strukturg helisy RNA -
analogiczna cho¢ nieidentyczng ze strukturg Z DNA
(por. takze M. Popenda i wsp., Nucleic Acid Res
(2004) 32: 4044-54). J. Barciszewski (Poznan)
przedstawit doSwiadczenia wykazujace oddziatywa-
nie jonéw Pb(ll) z kilkunukleotydowg petlg w struk-
turze dwuniciowego RNA o okreslonej sekwencji i
specyficzng hydrolize tancucha w obrebie tej petli.
Poniewaz wystepowanie takich petli jest mozliwe
m.in. w sekwencjach mRNA cztowieka, a dziatanie
jonow Pb(Il) jest katalityczne (nazywa sie ten kom-
pleks zymem otowiowym), reakcja ta moze byc¢ jed-
nym z mechanizmoéw toksycznos$ci otowiu.

BRONISEAW.
EILCIPOWICZ

O syntetycznych analogach konca 5’ mRNA (t.zw.
kapu) méwit E. Darzynkiewicz (Warszawa). Syste-
matyczne modyfikacje tej struktury pozwalajg zjed-
nej strony wyjasni¢ mechanizmy oddziatywan czyn-
nikéw biatkowych ze strukturg kapu, z drugiej okre-
§li¢ znaczenie poszczegOlnych fragmentow struktury
dla trwatosci mRNA. Moze to by¢ wazne w biotech-
nologii lub w terapii. Trzy kolejne wystgpienia doty-
czyty syntetycznych oligonukleotyddéw, w zatozeniu
czynnikow modulujacych ekspresje genow. Jednym
z podstawowych warunkéw powodzenia tej strategii
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w terapii jest oporno$¢ oligonukleotydéw na enzymy
degradujace, ktére czyhajg na nie w drodze do ko-
morki docelowej. Stad badania wptywu modyfikacji
oligonukleotydéw na dziatanie enzymoéw rozbi-
jajacych wigzania fosfodiestrowe i trwato$¢ wigzan
w modelowym piynie ustrojowym jakim jest osocze
oraz charakterystyka enzymu odpowiedzialnego za
aktywnos$¢ 3’-egzonukleazy (nukleotydowa pirofos-
fataza/fosfodiesteraza) byty tematami referatow
Barbary Nawrot i Marii Koziotkiewicz z pracowni
W.J. Steca (L6dz). W trzecim wystgpieniu przedsta-
wiono synteze antysensowych oligonukleotydow
zmodyfikowanych klasterami boru komplementar-
nych do fragmentu mRNA kodujacego biatko IRS-1
ulegajace nadekspresji w nowotworach piersi (A.
Olejniczak, Z.J. Le$Snikowski, £6dz).

Drugi dzieA obrad, posSwiecony DNA, otworzyt
referat R Borowicza (Warszawa) nt. polskiej metody
otrzymywania rekombinowanej insuliny ludzkiej
(Gensulin). W referacie i ozywionej dyskusji po nim
mowiono zaréwno o podstawach technologii jak i
meandrach zmagan o uznanie dla tego preparatu.
Biotechnologie w fazie eksperymentu reprezentowat
jeden z dalszych referatow. J. Szemraj i wsp. (L6dz2)
przedstawili wyniki udanych prdob otrzymywania re-
kombinowanych biatek o wtasciwosciach tromboli-
tyczno — przeciwzakrzepowych. Referat (J. Spy-
chata, Chapel Hill) dotyczyt regulacji 5’ekto-nukle-
otydazy w raku piersi oraz efektu inhibitora deacety-
laz histon6w, ktéry wptywa na procesy odwrotne do
progresji nowotworowej. R. Olinski (Bydgoszcz)
omawiajac oksydacyjne uszkodzenia DNA po-
wstajgce zarbwno w procesie kancerogenezy jak i w
zaawansowanej chorobie nowotworowej (por. Gac-
kowski i wsp. Int J Cancer (2002) 101: 395-397)
zwr6cit m.in. uwage na to, ze osobnicza podatnos¢
na reaktywne formy tlenu moze wynika¢ z uwarun-
kowan dziedzicznych - obnizonej zdolnosci do na-
prawy DNA. J. KuSmierek (Warszawa) zajmuje sie
mechanizmami mutacji, o ktérych mowi sie rzadziej
— mutacji przebiegajacej na poziomie substratow.
Modyfikacji moga ulega¢ zasady deoksynukleozy-
dotrifosforanow (dNTP) i te zmienione zasady (np.
s -oksoguanina lub pochodne etenowe) w formie mo-
nomerdéw sg wigczane do DNA. Istotnym mechani-
zmem obronnym sg enzymy hydrolizujgce niektére
zmodyfikowane dNTP do dNMP, a wiec usuwajgce
je z puli substratow polimeraz DNA. Agnieszka Bar-
toszek (Gdansk) przedstawita metode oparta o zasto-
sowanie enzymow restrykcyjnych do charakterysty-
ki leku zwigzanego kowalencyjnie z DNA opraco-
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wang na przyktadzie zwigzkéw o odmiennej specy-
ficznosci: cisplatyny i CC-1065 (Analyt Biochem
(2003) 313: 53-59). Nowe metody typowania bakte-
rii opracowane przez A. Ptucienniczaka i A. Masne-
go (Warszawa) oparte sg o réznice w topnieniu po-
szczegblnych fragmentéw DNA i powielanie tych
fragmentdéw za pomoca tancuchowej reakcji polime-
razy (PCR) lub o wydtuzanie trawionych okreslong
nukleazg restrykcyjng o takie same oligonukleotydy.
Obydwie metody {Biotechniques (2001)31: 930-934
iNucleic Acid Res (2003) 31: el 14) pozwalajg na od-
réznianie blisko spokrewnionych szczepéw. Rozpo-
znawaniu przez biatka uszkodzen DNA, po-
wstajgcych zaréwno pod wptywem Srodowiskowych
czynnikéw genotoksycznych jak i lekédw przeciwno-
wotworowych poswiecit swoj referat P. Widtak (Gli-
wice). Znaczenie oddziatywania tych biatek z DNA
moze stanowi¢ wstep do naprawy, ale moze tez pole-
ga¢ na maskowaniu uszkodzonej sekwencji DNA,
jak to ma miejsce w przypadku biatka HMGB1
wigzgcego sie m.in. z adduktami cisplatyny, ben-
zo(a)pirenu iaminofluorenu. Ostatni referat (A. Bed-
narek, £6dz) dotyczyt charakterystyki powszechnie
tamliwych miejsc chromosomoéw, ktére majg szcze-
golne znaczenie w procesach kancerogenezy.

Réwnolegle na konferencji przedstawiono 25 ko-
munikatéw w formie plakatowej, z ktorych wiele
uzupetniato tematyke referatéw. Zorganizowany ad
hoc konkurs na najlepszy plakat prezentowany przez
uczestnika w wieku ponizej 35 lat przyniést w gtoso-
waniu powszechnym nagrode, ksigzke ufundowang
przez firme Sigma-Aldrich, p. Iwonie Kaweckiej
(L6dz). Konferencja o do$¢ specjalistycznej tematy-
ce i kameralna w zatozeniu cieszyta sie duzym zain-
teresowaniem.

Powodzenie konferencji zawdzigecza¢ nalezy
wsparciu finansowemu Komitetu Biochemii i Biofi-
zyki PAN, Centrum Doskonato$ci Mol Med., Doc.
H.T. Panusza (L6dz) oraz firm: ABO Grazyny Bo-
reyszy (Gdansk), Olympus (Warszawa), Kuchar-
czyk, techniki elektroforetyczne (Nadarzyn), Pro-
specta (Warszawa) i Sigma-Aldrich (Poznan). Kon-
ferencja odbywata sie w goscinnych progach Wy-
dziatu Farmaceutycznego UM.

Marek Gniazdowski

Leszek Szmigiero
Dorota Wilmanska
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Wskazowki
dla Autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar-
talnik ,Postepy Biochemii" publikuje prace przegladowe oma-
wiajgce nowe osiggniecia, koncepcje i kierunki badawcze w
dziedzinie biochemii i nauk pokrewnych; publikuje tez noty z hi-
storii biochemii, zasady polskiego stownictwa biochemicznego,
recenzje nadestanych ksigzek oraz sprawozdania ze zjazdéw,
konferencji i szkét, w ktérych biorg udziat cztonkowie Towarzy-
stwa.

Prace przeznaczone do publikacji w ,Postepach Biochemii"
mogg mie¢ charakter artykutéw monograficznych (do 20 stron
tekstu liczac pi$miennictwo itabele), minireviews (do 10 stron tek-
stu), oraz krotkich not o najnowszych osiggnieciach i pogladach
(do 5 stron tekstu).

Autorzy artykutu odpowiadaja za prawidlowos$¢ i Scistos¢
podawanych informacji oraz poprawno$¢ cytowanego piSmien-
nictwa. Ujecie prac winno by¢ syntetyczne, a przedstawione za-
gadnienia zilustrowane za pomoca tabel, rycin: wykresy, schema-
ty, reakcje, wzory i fotografie.

Wskazany jest podziat artykutow monograficznych na roz-
dziaty i podrozdziaty, ktérych rzeczowe tytuly tworzg spis tresci.
Zgodnie z przyjeta konwencjg rozdziaty noszg cyfry rzymskie,
podrozdzialy odpowiednio rzymskie i arabskie, np. 1-1, 1-2. Po-
prawnos$¢ logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jedno-
znaczno$¢ i czytelno$é. Autorzy przeto winni unika¢ sktadni ob-
cojezycznej, gwary laboratoryjnej, a takie ogranicza¢ stosowa-
nie doraznie tworzonych skrétéw, nawet jesli bywaja uzywane w
pracach specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji
prac podlega ocenie specjalistow i opracowaniu redakcyjnemu.
Redakcja zastrzega sobie mozliwo$¢ skrocenia tekstu i wprowa-
dzenia zmian nie wptywajacych na tre$¢ pracy, deklaruje tez go-
towo$¢ konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do redakcji jest réwnoznaczne z
oswiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie publiko-
wana w innym czasopi$Smie, jezeli zostanie ogtoszona w ,Poste-
pach Biochemii". W przypadku, gdy Autor(zy) zamierza(ja)
wiaczy¢é do swego artykutu ilustracje publikowane przez auto-
row prac cytowanych, nalezy uzyska¢ i przekaza¢ nam odpo-
wiednig zgode na przedruk.

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujacych
wskazéwek szczegdtowych:

TEKST: prosimy o nadsytanie dwoch egzemplarzy wydruku
oraz dyskietki z tekstem zapisanym jako *.doc w formacie IBM
PC. Wydruk powinien by¢ jednostronny z lewym marginesem
okoto 4 cm, z zachowaniem podwdjnego odstepu miedzy wier-
szami, z uzyciem czcionki Arial CE 11 lub 12. W przypadku sto-
sowania w tekscie liter alfabetu greckiego prosimy o wpisanie
otdwkiem 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 pracuja Autorzy, adres do korespondenciji,

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

Strona 1 (tytutowa) zawiera imiona i nazwiska Autoréw,
tytut pracy w jezyku polskim iangielskim, rzeczowy spis treéci tez
w obu jezykach, tytut naukowy kazdego z Autoréw i ich miejsce
pracy z adresem pocztowym iadresem e-mail oraz wykaz stoso-
wanych skrétow w porzadku alfabetycznym.

Kolejno numerowane dalsze strony obejmuja tekst pracy, pis-
miennictwo, tabele, podpisy iobjasnienia rycin, wzoréw ifotogra-
fii.

PISMIENNICTWO: Wykaz pi$miennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w tekScie, zaznacza sie je liczbami
porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np. [3, 7, 9-26].
Odnosniki bibliograficzne powinny mie¢ nowga, uproszczong for-
me. Spos6b cytowania czasopism (1), monografii (2), roz-
dziatow z ksigzek jednotomowych (3), rozdziatéw z tomoéw serii
opracowanych przez tych samych redaktoréw (4), rozdziatéow z
tomoéw serii opracowanych przez r6znych redaktorow (5) wska-
zujg ponizej podane przyktady.

1. HildebrandtGR, Aronson N N (1980) Bio-
chim Biophys Acta 631: 499-502

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

3. Norberth T Piscator M (1979) W: Fr i
berg L Nordberg GF Von VB (red) Handbook on the
Toxicology of Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, s.
541-553

4. DelejJ, KestersK (1975) W: Florkin M,
Stotz EH (red) Cmprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier,
North-Holland, Amsterdam, s. 1-7

5. Franks NP, Lieb WR (1981) W: Knight C
G (red) Research Monographs In Celi and Tissue Physlology, t. 7.
Elsevier, North-Holland, Amsterdam, s. 243-272

ILUSTRACJE: ryciny powinny by¢ zapisane na dyskietce
jako: *.tif, lub *.cdr, lub *.psd, lub *.eps. Fotografie czarno-biate
(kontrastowe) powinny by¢ wykonane na papierze matowym. Ist-
nieje mozliwo$¢ wykonania reprodukcji barwnych, ale ich koszty
ponoszg Autorzy. Na rycinach nie nalezy umieszczaé opiséw
stownych, lecz postugiwac sie skrétami. Osie wykreséw powinny
by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumialym. Decyzje o stopniu
zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca. llustracji nie nalezy
wiaczaé w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio ponumerowac:
ryciny nosza cyfry arabskiej, wzory zas rzymskie. Na marginesie
tekstu nalezy zaznaczy¢ otowkiem preferowane miejsce umiesz-
czenia ryciny czy wzoru. Stowne objasnienia znakéw graficz-
nych mozna umiesci¢ w podpisie pod rycing, rysunkowe za$ je-
dynie na planszy ryciny. Tytuly i objasnienia rycin sporzadza sie
w postaci oddzielnego wykazu. Wydruki ilustracji nalezy na od-
wrocie podpisa¢ imieniem i nazwiskiem pierwszego z Autorow i
pierwszym stowem tytutu pracy oraz oznaczy¢ ,géra-dot" (otow-
kiem, na odwrocie). Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ arty-
kutu wskazane jest konstruowanie oryginalnych rycin izbiorczych
tabel na podstawie danych z piSmiennictwa.

Wydruk i zatgczniki (w dwu egzemplarzach) oraz dyskietke,
wtasciwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie trans-
portu, prosimy przesta¢ na adres:

Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

ul. Pasteura 3

02-093 Warszawa



KOMUNIKAT ZARZADU GLOWNEGO
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Dotyczacy sktadek cztonkowskich i prenumeraty ,,Postepow Biochemii” w roku 2005

Sktadka cztonkowska w 2005 roku wynosi:
dla Cztonkéw rzeczywistych 80.- zt.
dla Cztonkéw studentow 40.- zt
w tym roczna prenumerata ,,Postepdw Biochemii”.

Matzenistwa mogg optacaé sktadki w wysokosci 80. + 40. = 120 zt.

Cztonkowie, ktorzy optacg sktadke cztonkowska do 30 czerwca 2005, majg zapewniong bezptatng pre-
numerate kwartalnika Polskiego Towarzystwa Biochemicznego ,,Postepy Biochemii”. Cztonkowie, kt6-
rzy optacg sktadke po tym terminie, bedg mogli otrzymywaé kwartalnik do czasu wyczerpania sie zapa-
soOw magazynowych.

Powyzsze zmiany nie dotyczg Cztonkéw Honorowych Towarzystwa.

Natomiast Cztonkowie-Emeryci - nadal zwolnieni z optacania sktadki cztonkowskiej - ptacg za prenumera-
te ,Postepdéw Biochemii” 30.- zi.

Osoby niebedace cztonkami Towarzystwa mogabyc prenumeratorami ,,Postepdw Biochemii”. Koszt w 2005
roku — 100 zt, w tym koszty wysyiki.

Biblioteki ptacg za prenumerate ,,Postepéw Biochemii” w roku 2005 140.- zt. Cena prenumeraty

obejmuje koszty wysyiki.

UWAGA: ZMIANA NUMEROW KONT
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Sktadki cztonkowskie i prenumerata Kwartalnika “Postepy Biochemii”:
BPH PBK S.A. IlIl Oddz. Warszawa, ul. Krucza 24-26;:

Nr 95 1060 0076 0000 4110 5000 0371

Prenumerata Kwartalnika “Acta Biochimica Polonica™:
BPH PBK S.A. Il Oddz. Warszawa, ul. Krucza 24-26;
Nr 35 1060 0076 0000 4110 5000 0384
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