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W NASTEPNYM NUMERZE:

Choroby metaboliczne
Numer specjalny pod redakcja
Krzysztofa Zabtockiego.

W numerze m.in.:

Mukopolisacharydozy -
biochemiczne mechanizmy choréb
oraz mozliwos$ci terapeutyczne

Mitofuzyna 2 - wazne biatko
obwodowego uktadu nerwowego i
powszechnie wystepujacy regulator
metabolizmu

Wrodzone wady metabolizmu
szlaku puryn i pirymidyn

Zdjecie na oktadce:

Owadobojczy grzyb z rodzaju Paecilomyces
wytwarza zarodniki przez pomarainczowe
struktury zarodnikotwércze - koremia. W
zarodnikach moze by¢ niejednakowa licz-
ba jader, na skutek czego mogg powstawacé
kolonie réznigce sie morfologicznie. Fot. dr
Jerzy Pigtkowski z Zaktadu Fizykochemii
Drobnoustrojow (Instytut Genetyki i Mi-
krobiologii, Wydziat Nauk Biologicznych,
Uniwersytet Wroctawski).

Zdjecie wykorzystano za zgodg Autora.
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POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE
SKEADKI CZEONKOWSKIE W 2011 ROKU
Szanowni Panstwo!

Przypominamy, ze 31 marca mija termin optacania sktadki cztonkowskiej za 2011 r. Wysoko$¢ sktadki wynosi 100 zt (50 zt w przypadku
sktadek ulgowych). Bardzo prosimy o terminowe optacenie sktadek. Cztonkowie, ktérzy sa na emeryturze zwolnieni sg z ptacenia
sktadek, nie otrzymujg kwartalnika ,,Postepy Biochemii”, ale moga go zaprenumerowac po ulgowej cenie 50 zt rocznie. Tym z Panstwa,
ktérzy juz sktadke optacili serdecznie dziekujemy.

Cztonkowie, ktorzy optaca sktadke cztonkowska do 31 marca 2011 r. maja zapewniong bezptatna prenumerate kwartalnika ,,Postepy
Biochemii". Cztonkowie, ktérzy optacg sktadke po 31 marca powinni liczy¢ sie z faktem, ze mogga nie otrzymac wszystkich zeszytow
rocznika 2011 r. (bedg otrzymywac kwartalnik do czasu wyczerpania naktadu).

Przypominamy takze osobom, ktére zalegajg ze sktadkami od roku 2009, ze optata zalegtych sktadek do 31 marca 2011 r., uchroni
przed wszczeciem procedury skreslenia tych oséb z listy cztonkéw Towarzystwa.

Jeszcze raz serdecznie zachecamy do skorzystania z przywilejow, jakie daje optata sktadki cztonkowskiej w terminie.

PRENUMERATA ,,POSTEPOW BIOCHEMII"™ W 2011 ROKU

Prenumeratorzy instytucjonalni ptacg za prenumerate ,,Postepéw Biochemii” 180 zt rocznie.

Osoby fizyczne nie bedgce cztonkami Towarzystwa moga zaprenumerowac ,,Postepy Biochemii” w cenie 120 z rocznie.

Studenci i doktoranci nie bedacy cztonkami Towarzystwa prenumerujg ,,Postepy Biochemii" po ulgowej cenie 50 zt rocznie. Konieczne
jest przy tym udokumentowanie statusu studenta tub doktoranta odpowiednim zaswiadczeniem.

Optaty nalezy wnosi¢ na konto w banku PEKAO S.A. Oddziat Warszawa, ul. Krucza 24-26; 811240 6003 1111 0000 4947 2703.
Optaty z zagranicy: IBAN: PL811240 6003 1111 0000 4947 2703; SWIFT Code: PKOPPLPW. Koszt przelewu ponosi wptacajacy.

Joanna Bandorowicz-Pikuta
Skarbnik PTBioch
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Stypendia L'Oreal Polska dla Ko-
biet Nauki przy wsparciu Polskiego
Komitetu ds. UNESCO. Jury X Kon-
kursu firmy L'Oreal, pod przewod-
nictwem prof. Ewy Wojkowskiej,
wytonito, sposréd kilkudziesieciu
kandydatur nadestanych z wielu pol-
skich osrodkéw naukowych, 5 laure-
atek. Stypendia doktoranckie w wy-
sokosci 25 tysiecy ztotych otrzymalty:
mgr Magdalena Lebiedziriska z War-
szawy, mgr Anna Kozieradzka z Bia-
tegostoku, mgr Aleksandra Maruszak
z Warszawy, a stypendia habilitacyj-
ne w wysokosci 30 tysiecy ztotych dr
Beata Pajgk z Warszawy i dr Joanna
Saluk-Juszczak z todzi (Fot 1). Uro-
czysto$é wreczenia stypendidw odby-
fa sie 10 grudnia 2010 roku, w Zamku
Kroélewskim w Warszawie.

Fot. 1. Stypendystki L'Oreal Poska. Od lewej mgr
Magdalena Lebiedzifiska, mgr Anna Kozieradzka,
mgr Aleksandra Maruszak, dr Beata Pajgk, dr Joan-
na Saluk-Juszczak

Dr Beata Pajgk pracuje w Zakta-
dzie Ultrastruktury Komorki, Insty-
tutu Medycyny Doswiadczalnej i
Klinicznej im. M. Mossakowskiego,
PAN w Warszawie. Studia magister-
skie ukonczyta na Miedzywydziato-
wym Studium Biotechnologii SGGW.
Studium doktoranckie realizowata na
Wydziale Medycyny Weterynaryjnej
pod opieka prof. Arkadiusza Orze-
chowskiego. Badata mechanizmy uni-
kania przez komorki nowotworowe
eliminacji. Nastepnie podjeta prace
w Zaktadzie Ultrastruktury Komorki
Instytutu Medycyny DoSwiadczalnej i
Klinicznej PAN w Warszawie. Od po-
nad roku aktywno$¢ naukowg tgczy
z pracg w polskiej firmie BioVectis,
w ktorej koordynuje dziatanie labo-
ratorium genetycznego. Tematem Jgj
rozprawy habilitacyjnej jest ,Modu-
lacja szlakdéw sygnatowych jako na-

rzedzie eliminacji komdrek nowotwo-
rowych”. Celem prowadzonych ba-
dan jest wyjasnienie molekularnych
mechanizméw odpowiedzialnych za
oporno$¢ komérek nowotworowych
gruczolakoraka okreznicy cztowieka
na indukcje ich $mierci przez cytoki-
ny uktadu immunologicznego takie
jak interferony i tzw. ligandy $mierci.
Badania zmierzajg do uzyskania wie-
dzy, niezbednej do wprowadzenia
w przysztosci do terapii przeciwno-
wotworowej tzw. immunoterapii, w
ktérej podawane leki mogtyby wspo-
magac dziatanie uktadu odpornoscio-
wego. Dr Beata Pajgk ma nadzieje, ze
wyniki prowadzonych przez Nig ba-
dan wniosg wktad do obecnego stanu
wiedzy na temat fizjologii komérek
nowotworowych i pos$rednio przy-
czynig sie do udoskonalenia terapii
celowanej nowotworéw jelita grube-
go-

Dr Joanna Saluk-Juszczak jest pra-
cownikiem Katedry Biochemii Ogdél-
nej Uniwersytetu tddzkiego. Tema-
tem rozprawy habilitacyjnej w dzie-
dzinie biochemii jest ,,Ochrona ptytek
krwi przez antyoksydanty egzogenne
w stresie oksydacyjnym wywotanym
stanem zapalnym". Badania Stypen-
dystki, historycznie ujmujac, dotyczg
wiasciwosci i funkcjonowania ptytek
krwi. Jej zainteresowania koncentro-
waty sie na stosunkowo stabo zna-
nych poza-hemostatycznych funk-
cjach tych komorek, a interesuje Ja
zwiaszcza aspekt udziatu ptytek krwi
w rozwoju reakcji zapalnych oraz ich
oddziatywania z komodrkami ukta-
du immunologicznego, tym bardziej,
ze gdy rozpoczynata swojg prace
praktycznie nie istniaty na ten temat
doniesienia z polskich osrodkéw ba-
dawczych. Prowadzita badania doty-
czace fizjologicznej odpowiedzi pty-
tek oraz zmian stopnia ich aktywacji
w wyniku bezposredniego dziatania
odpowiedzialnych za rozwdj zapale-
nia silnych patogendéw, to jest endo-
toksyn bakteryjnych, czyli lipopoli-
sacharydéw pochodzacych z rédznych
bakterii  Gram-ujemnych. Obecnie
zajmuje sie wptywem endotoksyn na
ptytki na poziomie molekularnym,
badajagc zmiany strukturalne biatek i
oksydacyjne uszkodzenia biatek i lipi-

KRAJOWE

doéw. Dotychczas wykazata zachodze-
nie oddziatywan pomiedzy endotok-
synami bakterii a ptytkami krwi oraz
potwierdzita role ptytek krwi (trakto-
wanych do niedawna wytgcznie jako
element hemostazy) jako komorek
kluczowych dla rozwoju reakcji za-
palnych. Ma to istotne znaczenie w
planowaniu terapii przeciwzapal-
nych. Inny nurt badan Stypendystki
stanowi oddzielne zagadnienie na-
ukowe, odnoszace sie do udziatu pty-
tek krwi w stanach patologicznych,
dotyczy profilaktyki chorob zwig-
zanych z nadmierng aktywacjg tych
komorek, poprzez wptyw substancji
zaliczanych do nutraceutykdéw oraz
sktadnikow zywnosci funkcjonal-
nej. Badania te dotyczg ochronnych
wiasciwosci wybranych zwigzkow
naturalnych, ktére jako powszechnie
dostepne w diecie mogtyby funk-
cjonowac¢ jako naturalne antyoksy-
danty egzogenne o witasciwosciach
przeciwptytkowych. Stosowanie tych
zwigzkow jako nutraceutykéw wcho-
dzacych w sktad diety skierowanej na
ochrone przed chorobami sercowo-
naczyniowymi, mogtoby zapobiegaé
jednym z gtéwnych obecnie choréb
cywilizacyjnych. Dr Joanna Saluk-
Juszczak rozpoczeta takze badania
nad zwigzkami polifenolowo-poli-
sacharydowymi izolowanymi z zié6t
leczniczych rosngcych w Polsce. Ich
celem jest uzyskanie produktu po-
chodzenia roslinnego, ktory dziata-
jac rownoczesnie jako antykoagulant
i substancja hamujaca wiasciwosci
prozakrzepowe plytek, wykazywat-
by wiasciwosci przeciwzakrzepowe,
dzieki czemu znalaztby istotne zasto-
sowanie w profilaktyce i leczeniu cho-
réb sercowo-naczyniowych. Innowa-
cyjne dziatanie produktu ma polegaé
na jego réwnoczesnym dziataniu ha-
mujacym, zaréwno na osoczowe ele-
menty kaskady krzepniecia, jak i na
aktywacje ptytek. Prace zaplanowane
sq na ptytkach od pacjentéw z prze-
wlekty chorobg sercowo-naczyniowa,
jak réwniez od kobiet ze zwiekszo-
nym ryzykiem zmian zakrzepowych
w okresie menopauzy.

Lek. med. Anna Kozieradzka pra-
cuje w Klinice Kardiologii Uniwersy-
tetu Medycznego w Biatymstoku. W
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2005 r. ukonczyta Wydziat Lekarski
Akademii Medycznej w Biatymstoku.
Od 2007 r. odbywa specjalizacje z cho-
rob wewnetrznych w Katedrze i Kli-
nice Kardiologii i w tym samym roku
odbyta 10-miesieczny staz w Zakia-
dzie Kardiologii Molekularnej Szkoty
Medycznej w Hanowerze w ramach
stypendium naukowo-szkoleniowego
DAAD. W czasie stazu praktycznie
poznata zaawansowane techniki bio-
logii molekularnej oraz echokardio-
grafii u myszy. Od 2008 r. uczestniczy
w studiach doktoranckich Uniwer-
sytetu Medycznego w Biatymsto-
ku. Stypendium L'Oreal uzyskata w
dziedzinie medycyna, genetyka, bio-
logia molekularna. Temat rozprawy
doktorskiej ,,Czynniki wptywajace
na 5-letnie rokowanie chorych z za-
watem serca leczonych inwazyjnie",
a jej celem jest poznanie czynnikow
wpltywajacych na $miertelno$¢ cho-
rych z zawatem serca w 5-letniej ob-
serwacji. Wedtug Doktorantki jest to
tematyka o podstawowym znaczeniu
klinicznym. Rocznie do szpitali przyj-
muje sie okoto 150000 pacjentéw z
zawatem serca. Nieustannie czynione
sg wysitki, aby poprawi¢ jakos$¢ opieki
zdrowotnej w tej grupie chorych oraz
ich rokowanie. Na podstawie uzyska-
nych wynikéw Stypendystka pragnie
zweryfikowa¢ powszechnie przyjete
poglady dotyczace czynnikéw ryzyka
zgonu po zawale serca. Temat pracy
doktorskiej obejmuje parametry Kkli-
niczne zwigzane z rokowaniem po
zawale serca. Jego kontynuacjg jest
projekt, w ramach ktérego poszukuje
sie czynnikow genetycznych wpty-
wajacych na ryzyko zgonu. Projekt
zaktada zbadanie kilkunastu polimor-
fizmoéw gendéw o udokumentowanym
zwigzku z wystepowaniem zawatu
serca. Zaden z nich nie byt dotych-
czas badany w konteks$cie wptywu
na $miertelno$¢ 5-letniag po zawale.
Zaktada sie, ze allele ryzyka zawatu,
moga by¢ jednoczes$nie niekorzystny-
mi czynnikami rokowniczymi; hipo-
teza ta wymaga weryfikacji.

Mgr Magdalena Lebiedzinska z
Pracowni Bioenergetyki i Bton Biolo-
gicznych, Zaktadu Biochemii, Insty-
tutu Biologii Doswiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN, w Warszawie uzy-
skata stypendium w dziedzinie: bio-
chemia, biologia molekularna. Tema-
tem projektu jest: ,,Rola biatka p66Shc
w stresie oksydacyjnym zwigzanym
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z procesem starzenia oraz dysfunkcja
mitochondriéw." Stypendystka roz-
poczeta czwarty rok studiow dokto-
ranckich w pracowni Bioenergetyki
i Bton Biologicznych Inst. Nenckie-
go PAN w Warszawie, ktdrg kieruje
prof. Jerzy Duszynski. Promotorem
doktoratu Laureatki jest dr hab. M.
Wieckowski. Stypendystka przede
wszystkim interesuje sie stresem
oksydacyjnym. Dtugotrwaty stres
oksydacyjny ostabia komorke, szcze-
g6lnie jej systemy obronne oraz pro-
wadzi do uszkodzenia materiatu ge-
netycznego. W aspekcie stresu oksy-
dacyjnego i mitochondriéw interesuje
Doktorantke szczegdlnie jedno biatko,
ktore nazywa sie pdo6Shc, i ktére wy-
daje sie by¢ przetgcznikiem reguluja-
cym zachowanie komoérki w obliczu
ztych warunkéw. Stres powoduje
uruchomienie przez to biatko kaska-
dy zdarzen, ktéra moze skonczy¢ sie
$miercig komdrki w wyniku zwiek-
szonej produkcji wolnych rodnikow.
Uzasadnieniem zainteresowania sie
biatkiem pé6Shc byto spostrzezenie,
ze ono powoduje wydtuzenie zycia
u myszy. Laureatce L'Oreal udato sie
pokazac, ze rowniez u ludzi jest ono
zwigzane z wynikajagcymi ze stresu
oksydacyjnego zaburzeniami. Wyka-
zata, ze u ludzi z chorobami o pod-
tozu mitochondriatnym w patologii
farmakologiczna interwencja skiero-
wana w szlak zwigzany z biatkiem
p66Shc poprawia stan komdrek. Przy
obecnym stanie wiedzy nie mozna
da¢ jednoznacznej odpowiedzi na ile
wyniki badan mozna odnie$¢ do cate-
go organizmu ludzkiego, a nie tylko
do modelu komorkowego. Wydaje sie
jednak, iz poznawanie mechanizméw
rzgdzacych zachowaniem komaérki w
warunkach stresu zbliza¢é moze opra-
cowania strategii przeciwdziatania
skutkom zaburzen funkcji mitochon-
driow..

Mgr Aleksandra Mamszak z Ze-
spotu Kliniczno-Badawczego Cho-
réb Zwyrodnieniowych Centralnego
Uktadu Nerwowego, Instytutu Me-
dycyny Dos$wiadczalnej i Klinicznej
im. M. Mossakowskiego, PAN w
Warszawie otrzymata stypendium
firmy L'Oreal w dziedzinie: genetyka,
biologia medyczna, neurogenetyka.
Laureatka jest absolwentka dwdch
kierunkéw - biotechnologii (SGGW)
i psychologii (w ramach Miedzywy-
dziatlowych Indywidualnych Stu-

diéow Matematyczno-Przyrodniczych,
UW). Obecnie jest doktorantkg w Ze-
spole Kliniczno-Badawczym Choréb
Zwyrodnieniowych CUN prowa-
dzonym przez prof. Marie Barcikow-
ska. Prace magisterska realizowata w
laboratorium prof. Jacka Kuznickie-
go w Miedzynarodowym Instytucie
Biologii Molekularnej i Komoérkowej,
dotyczyta ona choroby Alzheimera.
Promotorem Jej pracy magisterskiej
oraz doktorskiej jest dr hab. Cezary
Zekanowski, prof. IMDIK. Tematem
pracy jest ,,Analiza zmiennos$ci mito-
chondrialnego DNA oraz wybranych
genow jadrowych u os6b z chorobg
Alzheimera", a celem poznanie kolej-
nego elementu patogenezy choroby
Alzheimera oraz mechanizméw pro-
wadzgcych do proceséw neurodege-
neracyjnych. Stypendystka prowadzi
badania w grupie chorych z wczesng
i p6Zng postacig choroby Alzheime-
ra; praca doktorska dotyczy analizy
zmienno$ci mitochondrialnego DNA
oraz wybranych gendéw jgdrowych w
chorobie Alzheimera. Szczeg6lnym
zainteresowaniem Doktorantki jest
zmienno$¢ mitochondrialnego DNA,
dziedziczonego po matce.

Nagrody Wydziatu Nauk Me-
dycznych PAN za osiggniecia nauko-
we w 2010 r. uroczyscie wreczono w
dniu 17 grudnia 2010. Nagrody wre-
czyt przewodniczacy Wydziatu prof.
Wojciech Kostowski, obecni byli takze
liczni cztonkowie Wydziatu.

Nagrode naukowg im. Jedrzeja
Sniadeckiego otrzymal zespot kie-
rowany przez prof. Krystyne Do-
manska-Janik z Instytutu Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej PAN w
Warszawie, za badania o znacznym
stopniu oryginalnosci nad komdrka-
mi macierzystymi z krwi pepowino-
wej. Indywidualna nagrode Wydzia-
tu otrzymata dr hab. Krystyna Chrza-
nowska z Instytutu Centrum Zdrowia
Dziecka w Warszawie za badania nad
genetycznie uwarunkowang niesta-
bilnoscig chromosomowag. Zespotowg
nagrode Wydzialu wreczono zespo-
towi z Instytutu Farmakologii PAN
w Krakowie, kierowanemu przez dr
hab. Matgorzate Filip za badania nad
neurologig uzaleznienia od kokainy i
nikotyny. Drugg nagrode zespotowg
Wydziatu otrzymat zespdt kierowa-
ny przez prof. Janusza Sadowskiego
oraz dr hab. Elzbiete Kompanowska-
Jezierska za badania nad patomecha-
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nizmami nadcisnienia tetniczego (rola
ATP, tlenku azotu metabolitéw cyto-
chromu P-450 i kwasow epoksyeiko-
zatrienowych w regulowaniu cisnie-
nia tetniczego i w uwalnianiu reniny
w odpowiedzi na zwiekszong podaz
sodu).

Studenci prowadzgcy badania na-
ukowe otrzymali Laur Medyczny im.
Wactawa Mayzla. Laureatami zostali
Magdalena Swiatek studentka Wy-
dziatu Chemii Politechniki Wroctaw-
skiej pracujgca pod kierunkiem prof.J.
Zakrzewskiej-Czerwinskiej, Wojciech
Btogowski z Wydziatu Lekarskiego
Pomorskiego Uniwersytetu Medycz-
nego w Szczecinie, Marcin Hellmann
z (obecnie na stazu w Uniwersytecie
w Grenoble); Wydziatu Lekarskiego
Gdanskiego Uniwersytetu Medyczne-
go, Pawet Matusik, Krzysztof Toma-
szewski, Katarzyna Chmielowska,
Jan Nowak studenci Wydziatu Lekar-
skiego CM-UJ w Krakowie, pracujacy
w kole naukowym przy Katedrze i
Klinice Choréb Wewnetrznych i Ge-
rontologii, Edyta Szymanska, Sylwia
Szymanska, studentki | Wydziatu
Lekarskiego Warszawskiego Uniwer-
sytetu Medycznego, pracujagce w kole
naukowym przy Klinice Gastroente-
rologii, Hepatologii i Immunologii In-
stytutu ,Pomnik - Centrum Zdrowia
Dziecka" w Warszawie.

Prestizowe wyrdznienie Wydziatu
- medal im. Jedrzeja Sniadeckiego -
przyznano nieobecnej na uroczysto-
§ci prof. Jolancie Gutkowskiej z Wy-
dziatu Medycznego Uniwersytetu w
Montrealu za badania nad dziataniem
angiotensyny i peptydu natriuretycz-
nego (ANP).

Prof. Tomasz Twardowski (Fot. 2) z
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN
w Poznaniu, otrzymat 21.12.2010 roku
Medal Polskiej Akademii Nauk.
Prof. Michat Kleiber, prezes PAN,
wreczajagc medal odczytat uzasadnie-

Fot. 2. Prof. Tomasz Twardowski
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nie: ,,za szczeg6lne zastugi dla rozwo-
ju nauki polskiej i Swiatowej, zwigza-
ne ze spoteczng rolg nauki".

Konkurs ,,Popularyzator Nauki
2010" organizowany przez serwis
Nauka w Polsce Polskiej Agencji Pra-
sowej i Ministerstwo Nauki i Szkolnic-
twa Wyzszego zostat rozstrzygniety
w dniu 29 grudnia 2010 r. na mocy de-
cyzji jury pod przewodnictwem prof.
Michata Kleibera. Tytuty ,,Populary-
zator Nauki 2010" otrzymali naukow-
cy, dziennikarze i spotecznicy, ktérzy
fascynuja sie upublicznianiem odkry¢
naukowych, proceséw poznawczych
w jednostkach badawczych. Nagrody
otrzymali dr hab. Maciej Geller (na-
groda specjalna), dr Jan Grabski, dr
Anna Hajdusianek i dr inz. Tomasz
Malczyk oraz redaktorzy Wojciech
Pastuszka, Cezary tasiczka, Hanna
Zielinska i reprezentant instytucji poza-
naukowej Marcin Mazur.

Dr Jan Grabski z Politechniki
Warszawskiej wspoétpracuje z war-
szawskim Festiwalem Nauki. Jest
inicjatorem i gtdwnym organizato-
rem wszystkich edycji spotkan pod
hastem ,Jak to dziata?". Pokazat wi-
dzom zastosowania fizyki i techniki
w urzgdzeniach codziennego uzytku,
w urzgdzeniach supermarketéow, pod
zaglami i skrzydtami oraz w medy-
cynie. Odkrywal tajemnice promie-
niotwdérczosci, telefonii XXI wieku i
Wielkiego Zderzacza Hadrondw. Jest
takze autorem imprez ,Mini Festi-
wal" i ,Festiwal Nauki Matego Czto-
wieka" - dedykowanych dzieciom i
mtodziezy. Wspotorganizuje corocz-
ny Piknik Naukowy w Warszawie.

Dr Anna Hajdusianek (Fot. 3) z
Politechniki Wroctawskiej pracuje
na dobro Dolnoslaskiego Festiwalu
Nauki. Jej regularna wspoétpraca ze
szkotami, przedszkolami i przedsie-

Fot. 3. Dr Anna Hajdusianek

biorstwami z Wroctawia i okolic spra-
wita, ze Doktor stata sie autorytetem
dla $rodowiska nauczycielskiego.
Sprawita, iz pedagodzy zapraszajg ja
na spotkania pos$wiecone nowocze-
snej dydaktyce, a dzieci i miodziez
ttlumnie odwiedzajg Akademie Mtio-
dych Odkrywcow. Laureatka potrafi
potagczy¢ doSwiadczenia z zakresu
nauk S$cistych z happeningiem i wi-
dowiskiem artystycznym, zahaczajac
nawet o $wiat basni i magii. W upo-
wszechnianie nauki zaangazowata
calg swojg rodzine, czynigc z misji
popularyzatorskiej spos6b na zycie
zawodowe i prywatne.

Dr inz. Tomasz Malczyk (Fot. 4) z
Panstwowej Wyzszej Szkoty Zawodo-
wej w Nysie stworzyt Nyski Festiwal
Nauki i rozszerza idee wspoétpracy
festiwalowej w Europie. Jego konfe-

Q,dor "

Fot. 4. Dr inz. Tomasz Malczyk

rencje popularnonaukowe poruszajg
tematy wazne dla potrzeb edukacyj-
nych i rozwojowych regionu nyskie-
go iwojewddztwa opolskiego. Zorga-
nizowane przez dr Tomasza Malczy-
ka otwarte wyktady promujg nauke
wsérod doswiadczonych przedsiebior-
cow, bankoéw oraz pracownikéw ad-
ministracji paAstwowej, a rownocze-
$nie cieszag sie popularnoscig wsrod
uczniéw i studentow. W tym roku
prorektor opracowat strukture dziata-
nia Regionalnego Centrum Transferu
Wiedzy i Technologii Innowacyjnych
i opublikowat ksigzke o popularyzacji
nauki.

Wyrdéznienia w kategorii ,,Prezen-
tacje Festiwalu Nauki™ przyznano
Andrzejowi Gotebiewskiemu z Uni-
wersytetu Warszawskiego za cykl
pokazéw ,Fizyka dla wszystkich",
Elizie Szulinskiej wraz z zespotem
Stowarzyszenia Euforis za impreze
,Dzieciecy Swiat Muzyki™ oraz Ire-
nie Cieslinskiej z Centrum Nauki
Kopernik za wyktad ,,Zabojstwo
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w Hotelu Hilberta”. Do niedawna
Andrzej Gotebiewski kierowat Pra-
cownig Pokazéw Wyktadowych na
Uniwersytecie Warszawskim. Dla
niego fizyka jest wszedzie, a prawie
kazde zagadnienie mozna obrazo-
waé w duzym tempie, we frapujacym
pokazie i samodzielnie wykonanych
dosSwiadczeniach. Andrzej Gotebiew-
ski od 14 lat prezentuje cykl ,Fizyka
dla wszystkich" na warszawskim Fe-
stiwalu Nauki. Jego zdaniem, dla po-
pularyzatora wazniejsze powinno by¢
zaszczepienie w widzach ciekawosci
niz dogtebne wyjasnienie jakiegos$ zja-
wiska na pokazie. Warsztaty ,Dzie-
ciecy Swiat muzyki" zostaty zorgani-
zowane przez Elize Szulinska i Sto-
warzyszenie Euforis we wspotpracy
z Sinfonia Varsovia i Teatrem Wiel-
kim Operg Narodowga. Pokazaty, co
wspélnego ma matematyka z muzy-
ka, na czym polega praca dyrygenta
i w jaki sposob powietrze przeptywa
przez instrumenty dete tak, by moz-
na byto wydoby¢ dzwiek. Dla dzieci
przygotowano zajecia pantomimy,
rytmiki i baletu, teatru muzycznego.
Najmtodsi mogli sprébowaé¢ swoich
sit w grach plastycznych pt. ,,Nary-
suj muzyke" i napisa¢ ,,Szalone par-
tytury". Na zakonczenie warsztatow
specjalny koncert zagrata Sinfonia
Varsovia. Irena Cieslinska w wyréz-
nionym wyktadzie méwita o mrocz-
nych sekretach matematyki. Czy
wszystkie nieskoriczonosci sa rownie
nieskonczone? Dlaczego odkrywanie
tajemnic nieskofnczono$ci kosztowa-
fo ludzkos$¢ co najmniej dwie ofiary
$miertelne i dwdch matematycznych
geniuszy stracito najpierw zmysty, a
potem zycie? Odpowiedzi na te pyta-
nia poznawali uczestnicy warsztatéw
»Zabojstwo w Hotelu Hilberta". Hotel
Hilberta jest przyktadem klasyczne-
go paradoksu uzywanego w matema-
tyce. Mamy hotel, w ktérym jest nie-
skonczenie wiele pokoi, ale wszystkie
sg zajete. Przyjezdza gosc¢ i trzeba go
w jaki§ sposéb ulokowaé. Wowczas
pierwszego goscia ,przenosi sie" do
drugiego pokoju, drugiego do trzecie-
go i tak kolejno, a tymczasem, ponie-
waz pierwszy pokdj zrobit sie pusty,
to w nim lokuje sie pierwszego goscia.

Jury tegorocznej edycji konkursu
postanowito wréci¢ do podstaw ruchu
festiwalowego, ktory tagczy wiekszosé
kandydatéw. Stad specjalna nagroda
i tytut Popularyzatora Nauki 2010
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dla dr hab. Macieja Gellera - wspo6t-
tworcy i dyrektora Warszawskiego
Festiwalu Nauki (Fot. 5) za wybitne
zastugi dla organizacji popularyzacji
nauki w Polsce. Dr hab. Maciej Geller
jest biofizykiem, pracownikiem na-
ukowym Instytutu Fizyki Dos$wiad-
czalnej Uniwersytetu Warszawskie-
go. Kierowana przez niego impreza z
roku na rok cieszy sie coraz wiekszym
zainteresowaniem - nie tylko warsza-
wian. Dyrektor Geller podkresla, ze
od poczatku istnienia warszawskiego
Festiwalu Nauki, jego podstawowym
sponsorem jest Ministerstwo Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego, ktore - nieza-
leznie od opcji politycznej - udziela
wsparcia tej szczeg6lnej inicjatywie.
Dzieki organizatorom, takim jak Ma-
ciej Geller, ruch festiwalowy w Polsce
zyskuje tez coraz wieksze poparcie, w
tym finansowe, sektora gospodarki.
Finansowanie imprez popularnonau-
kowych stato sie dla przedsiebiorcow,
uzywajac jezyka wspotczesnego -
»trendy". Dla uczonych za$, udziat w
nich to zaszczytny obowigzek.

Fot. 5. Dr hab. Maciej Geller i prof. Magdalena Fikus

W kategorii Redakcja/lnstytucja
nienaukowa roéwnorzedne nagrody
otrzymali redaktorzy: Wojciech Pa-
stuszka, Cezary tasiczka i Hanna
Zielinska (nagroda wspdlna) oraz
Marcin Mazur.

Wojciech Pastuszka (Fot.6) zostat
nagrodzony za blog ,,Archeowiesci"
(http://archeowiesci.blox.pl), w ktoé-
rym podaje najnowsze wiadomosci z
dziedziny archeologii, paleontologii
i biologii ewolucyjnej. Przygotowy-
wane przez niego artykuty sg kompe-
tentne, na wysokim poziomie nauko-
wym, zawsze opatrzone odno$nikami
do zrédet, a przy tym pisane ciekawie
i przystepnie. Autor btoga stworzyt
forum dyskusyjne dla spotkan wir-
tualnych naukowcow i laikéw. ,Ar-
cheowiesci" otrzymuja informacje od
polskich naukowcéw, angazujg sie

Fot. 6. Red. Wojciech Pastuszka

tez w informowanie o dziatalnosci
polskich muzedéw i skansen6w arche-
ologicznych. Dziat ,Wydarzenia" in-
formuje o najblizszych konferencjach,
wyktadach, wystawach czy festynach.
Autor btoga ,,Archeowiesci" pracuje
hobbystycznie, po godzinach pracy.

Cezary tasiczka i Hanna Zielinska
(Fot.7) sg dziennikarzami radia TOK
FM. Cezary tasiczka prowadzi w $ro-
dy o godzinie 20:00 audycje ,,Radio-
wa Akademia Nauk", podczas ktorej
rozmawia z zaproszonymi goscmi,
zazwyczaj o naukach Scistych. Te-
matyke naukowg porusza réwniez w
swojej audycji ,,Off Czarek”. Hanna
Zielinska w piatki o godz. 21:00 pro-
wadzi audycje ,Magazyn Naukowy",
w ktérej rozmawia m.in. na temat naj-
nowszych publikacji z dziedziny so-
cjologii, psychologii, medycyny. Poza
tym dziennikarka prowadzi tez w
TOK FM magazyn historyczny ,,Petla
czasu". Audycji radiowych autorstwa
Laureatow stucha w sumie co tydzien
ponad 55 tysiecy 0sob.

Marcin Mazur z Podkarpackiego
Amatorskiego Stowarzyszenia Astro-

Fot. 7. Red. Hanna Zielinska

nomiczno-Astronautycznego organi-
zuje od pieciu lat w Jasle i okolicach
happeningi pod hastem ,Dogonié
Kosmos". Jego wielokierunkowe
dziatania popiera m.in. generat Miro-
staw Hermaszewski, ktéry przyjmuje
kolejne zaproszenia na organizowane
na Podkarpaciu spotkania. Mtody pa-
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sjonat astronomii i astronautyki poka-
zuje szerokiej publicznosci, jak wiele
radosci daje obcowanie z naukg, uczy
jak wiasciwie prowadzi¢ obserwacje
astronomiczne i pokazuje zastosowa-
nia tej dyscypliny w zyciu codzien-
nym. Dziata na rzecz integracji srodo-
wisk lokalnych, ajego gtos jest istotny
nawet na szczeblu ksztattowania poli-
tyki kosmicznej panstwa.

Doceniajgc oryginalnos$¢ zrealizo-
wanych juz projektow popularyza-
torskich oraz umiejetne potaczenie
dziatalno$ci edukacyjnej ze spotecz-
ng, do przysztorocznej edycji konkur-
su jurorzy nominowali dr Tomasza
Samojlika oraz Kawiarnie Naukowg
Dzieciom.

Przy okazji corocznego spotkania z
najlepszymi popularyzatorami nauki
serwis Nauka w Polsce postanowit
wyrozni¢ tych rzecznikow, ktorzy w
najwiekszym stopniu utatwiaja pra-
ce dziennikarzom naukowym PAP.
Wyrdéznienia otrzymali: Magdalena
Ochwat (Uniwersytet Slaski), Nata-
lia Osica (Szkota Wyzsza Psycholo-
gii Spotecznej) i Marek Pawtowski
(Instytut Probleméw Jadrowych w
Swierku) (opracowano na podstawie
informacji w serwisie Nauka w Pol-
sce).

Biatka motoryczne w badaniach
dr hab. Andrzeja Kasprzaka (Fot.
8), profesora Instytutu Biologii Do-
Swiadczalnej PAN im. M. Nenckiego.
Biatko motoryczne to enzym, ktéry w
komoérce zamienia energie rozpadu
wysokoenergetycznej czasteczki ATP
(adenozynotrifosforanu) na energie
mechaniczng, czyli tworzy ruch - na-
stepuje przesuniecie biatka o okreslo-
ny krok, np. o odlegto$¢ 4 czy 12 nm.

Fot. 8. Dr hab. Andrzej Kasprzak, prof, nadzw.
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Trzy rodziny biatek obecne w cyto-
plazmie komorki to miozyny, kinezy-
ny i dyneiny. Biatka motoryczne tgcza
sie ze specjalnymi ,,szynami* (mikro-
tubulami lub filamentami aktynowy-
mi, ktore sa polimerami biatkowymi),
po ktérych moga transportowaé np.
organelle, kompleksy biatkowe czy
kwasy nukleinowe. Biatko motorycz-
ne miozyna jest odpowiedzialne za
skurcz mies$nia. Ponadto biatka te sg
tez niezbedne m. in. w procesie po-
dziatu komorki. Biatka motoryczne
by¢ moze znajdag zastosowanie w na-
notechnologii, m. in. jako nanomotor-
ki w elektronice. Mogg poméc w wal-
ce z chorobami nowotworowymi czy
neurodegeneracyjnymi, moga znalez¢
zastosowanie w mikrochirurgii. Bial-
ka motoryczne- kinezyna Eg5 - biorg
udziatl w podziale komérki. Jesli uda-
toby sie zablokowaé¢ aktywno$¢ mo-
toryczng takich biatek w wybranych
komérkach (a wiec spowodowac,
zeby nic nie przesuwaty ani transpor-
towaty), mozna by byto np. powstrzy-
mac¢ komorki nowotworowe przez ich
namnazaniem. Wedtug dr hab. An-
drzeja Kasprzaka biatka motoryczne
dziatajg jak bardzo mate motorki, kt6-
re mogg przenosi¢ r6zne elementy na
odlegtosci rzedu setek mikrometrow.
Jest to z punktu widzenia technolo-
gicznego bardzo obiecujgca umiejet-
no$¢. Na razie ten maty motorek jest
bardzo kaprys$ny - tgczy sie tylko z
organellami w komérce, a naukow-
cy daza do tego, aby taczyt sie np. z
czeSciami mikroprocesora. Za cykl
prac na temat ,Molekularnego me-
chanizmu generacji ruchu przez mito-
tyczng kinezyne Ncd" zesp6t dr hab.
Andrzeja Kasprzaka otrzymat w tym
roku nagrode Wydziatu Il Nauk Bio-
logicznych PAN. Autorami prac byli
dr Lukasz Hajdo, dr Elzbieta Kocik i
dr Krzysztof Skowronek. Uroczystos¢
wreczenia dyplomoéw odbyta sie w
dniu 2 grudnia 2010 roku w siedzibie
Wydziatu Nauk Biologicznych PAN
w Patacu Kultury i Nauki w Warsza-
wie (informacja wg serwisu Nauka w
Polsce).

Dr Tomasz Wilanowski (Fot. 9),
kierownik nowoutworzonej w In-
stytucie Biologii Doswiadczalnej im.
Marcelego Nenckiego Pracowni Prze-
kazywania Sygnatu, zostal wyr6znio-
ny prestizowa nagroda Europejskiej
Organizacji  Biologii Molekularnej
- EMBO Installation Grant. Jego pro-

Fot. 9. Dr Tomasz Wilanowski

jekt bedzie finansowany w ramach
Programu dla Mtodych Naukowcdéw
EMBO (EMBO Young Investigator
Programme). Jest to wielki sukces za-
rowno dr Wilanowskiego, jak i Insty-
tutu Nenckiego, gdyz wsrdd licznego
grona kandydatéw z catej Europy dr
Wilanowski zostat wyr6zniony jako
jeden z zaledwie sze$ciu nagrodzo-
nych. Piecioletni grant w wysokosci
50 000 euro rocznie jest przeznaczony
na rozwoj prowadzonej przez dr Wi-
lanowskiego grupy badawczej. Bada-
nia Pracowni Przekazywania Sygnatu
koncentrujg sie na czynnikach trans-
krypcyjnych z rodziny Grainyhead u
ssakow. Jest to grupa biatek regula-
torowych, ktére petnig swoje funkcje
w procesach rozwojowych i chorobo-
wych. Dotychczas u myszy opisano
mutacje w biatkach Grainyhead pro-
wadzace do rozszczepu kregostupa,
zaburzen w gojeniu sie ran oraz wa-
dliwej bariery skornej, za$ u ludzi do
utraty stuchu. Dr Wilanowski bedzie
kontynuowaé te badania w Instytucie
Nenckiego. Pracownia dr Wilanow-
skiego zostanie wigczona do sieci
najlepszych, pracujacych niezaleznie,
mtodych europejskich naukowcow
EMBO Young Investigator Network.
Niezaleznie od wsparcia finansowe-
go, udziat w Programie dla Mtodych
Naukowcow EMBO daje wiele innych
mozliwosci, miedzy innymi uczest-
nictwa w corocznych i tematycznych
konferencjach naukowych, wsparcia
mentorskiego ze strony EMBO, dofi-
nansowania wyktadéw wygtaszanych
na miedzynarodowych kongresach,
sponsorowanych  specjalistycznych
kurséw dla doktorantow pracujacych
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w grupach badawczych laureatow i
temu podobne. Chcieliby$my, aby ten
sukces dr Wilanowskiego okazat sie
inspiracjg dla innych ambitnych mito-
dych naukowcoéw planujacych swojg
kariere w Polsce (wg informacji za-
mieszczonych w witrynie interneto-
wej Instytutu Biologii DoSwiadczalnej
PAN).

Najwieksze polskie osiggniecia
w dziedzinie chemii w 2010 r. to
sposoby pozyskiwania wodoru do
zasilania urzadzeh oraz nietypowy
siarczan srebra, ktéry przyda sie w
farmacji lub oczyszczaniu Sciekow.
Autorem obu prac jest dr hab. Woj-
ciech Grochala (Fot. 10) z Uniwersy-
tetu Warszawskiego. Prace dotyczaca
nowego siarczanu srebra (II) opubli-
kowano w styczniu 2010 r. Grochala
wraz ze wspoétpracownikami znalazt

Fot. 10. Dr hab. Wojciech Grochala

sposéb syntezy tego zwigzku che-
micznego. Od znanego do tej pory
siarczanu jednowartosciowego srebra
(Ag2S04), nowy zwigzek (AgS04)
rézni sie wszystkimi istotnymi wia-
snosciami fizykochemicznymi. Zwia-
zek ma barwe czarng. Wszystkie po-
zostate bezwodne siarczany metali sg
bardzo stabe, delikatne zabarwienie,
albo sg bezbarwne. To oznacza, ze bar-
dzo stabo pochtaniaja promieniowa-
nie widzialne, najczesciej absorbujg
promieniowanie ultrafioletowe. Siar-
czan srebra (Il) - w przeciwienstwie
do nich - absorbuje juz promieniowa-
nie w zakresie $redniej podczerwieni.
Druga niezwyktg cechg uzyskanego
zwigzku jest jego bardzo silny magne-
tyzm. Nowy zwigzek jest bardzo sil-
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nym utleniaczem; ta cecha moze by¢
wykorzystana w farmacji do tworze-
nia lekéw albo do utylizacji Sciekow.
Jak zaznaczyt Autor, gdyby siarczan
srebra (1) udato sie zamieni¢ w wyso-
kotemperaturowy nadprzewodnik, to
znalaztby on olbrzymig liczbe zasto-
sowan. W pracach badawczych nad
nowym zwigzkiem brato udziat sied-
miu naukowcow, wsérdd nich chemicy
z Uniwersytetu Warszawskiego, Uni-
wersytetu Jagiellonskiego i naukow-
cy z trzech stowenskich instytutéw
naukowych. Wyniki badan zostaly
opublikowane jako ,,Very Important
Paper" w prestizowym czasopiSmie
Angewandte Chemie. International
Edition. Wspotpraca zespotu Grocha-
li z Uniwersytetem Duisburg-Essen
w Niemczech skutkowata odkryciem
zwigzkow chemicznych, ktore, po
odpowiedniej modyfikacji, pozwola
na wykorzystanie powszechnie uzy-
wanego w przemysle chemicznym
borowodorku sodu, jako ,,magazynu
wodoru”. Praca na ten temat ukaza-
fa sie w pazdzierniku 2010 r. Dzigki
temu odkryciu mozliwe jest, ze nieba-
wem w baku samochodu o napedzie
wodorowym, zamiast czystego gazo-
wego wodoru znajdzie sie proszek, z
ktorego po podgrzaniu wydzielatyby
sie duze ilosci wodoru, potrzebne do
zasilania ogniw elektrycznych. Aby
to byto mozliwe, potrzebny jest wia-
$ciwy katalizator, czyli druga sub-
stancja, ktére umozliwi podgrzanemu
borowodorkowi roztozy¢ sig, a tym
samym ,wypusci¢" zawarty w nim
wodor. Naukowcom udato sie tez
sprawié¢, ze dzieje sie to w stosunko-
wo niskiej temperaturze, a to juz jest
blizsze realnym zastosowaniom tech-
nologicznym. Jako katalizatora wy-
korzystali nikiel. Zdaniem Autorow
udoskonalenie katalizatora nie po-
winno wiec by¢ trudne (wg serwisu
Nauka Polsce).

Biotechnologia Molekularna dla
Zdrowia jest projektem modernizacji
Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Bio-
technologii Uniwersytetu Jagiellon-
skiego w Krakowie. Realizacja projek-
tu pozwoli na utworzenie nowych la-
boratoridow badawczych, pracujacych
wspdlnie na rzecz opracowania no-
wych lekéw, metod diagnostycznych
oraz rozwoju szeroko pojetej biome-
dycyny. Projekt zostat przygotowany
przez pracownikow Wydziatu i jest
finansowany w ramach pierwszego

konkursu Programu Operacyjnego
Innowacyjna Gospodarka, dziatanie
2.1. ,Rozwdj os$rodkéw o wysokim
potencjale badawczym". W konkur-
sie rozstrzygnietym wiosng 2009 roku
wniosek uzyskat 87,66 pkt i znalazt
sie na trzecim miejscu na liscie ran-
kingowej, spoéréd ponad 150 zgto-
szonych projektow. Przyznana kwota
dofinansowania to 28197842,44 zt. W
ramach projektu, zostanie utworzo-
nych 7 pracowni badawczych uzu-
petniajacych istniejaca infrastrukture
naukowg. Powstang laboratoria, w
ktérych bedg prowadzone prace w
zakresie m.in. proteomiki, biofizyki
komorki, immunologii, wirusologii
i hodowli tkankowych. Ponadto, w
ramach projektu powstanie nowocze-
$nie wyposazona zwierzetarnia, po-
zwalajgca na hodowle i badania wielu
rodzajow zwierzat laboratoryjnych.
Zakup nowej aparatury (Fot. 11) oraz
reorganizacja istniejgcej przestrzeni,
przyczyni sie do rozszerzenia zakresu

Fot. 11. Mikroskop Leica SMD FCS FLIM

badahn prowadzonych na Wydziale,
prowadzac do rozpoczecia nowych,
interdyscyplinarnych projektéw. Re-
alizacja projektu rozpoczeta sie we
wrze$niu 2008 roku. Planowany ter-
min zakonczenia wyznaczono na ma-
rzec 2012 roku. Projektem kieruje prof.
dr hab. J6zef Dulak. W ramach zadan
powstang nowe pracownie: Zwie-
rzetarnia (koordynator: Prof. dr hab.
Alicja Jézkowicz); Pracownia Cyto-
metrii Obrazowej (koordynator: Prof.
dr hab. Jerzy Dobrucki); Pracownia
Proteomiki i Transkryptomiki (koor-
dynator: Prof. dr hab. Andrzej Kozik);
Pracownia Inzynierii Komorkowej i
Tkankowej (koordynator: dr Justyna
Drukata); Pracownia Wirusologicznej
Diagnostyki Molekularnej (koordy-
nator: dr Krzysztof Pyr¢); Pracownia
Biotechnologii Roslin (koordynato-
rzy: Prof. dr hab. Halina Gabrys, dr



hab. Leszek Fiedor); Bank Komorek
(koordynator: dr Justyna Drukata).
Rozbudowa infrastruktury badawczej
przyczyni sie do realizacji celéw ba-
dawczych projektu, do ktérych nale-
za m. in: opracowanie i zastosowanie
nowych zwierzecych modeli choréb
i testowanie terapii eksperymental-
nych; opracowanie nowych metod
analizy struktury komaorek i interak-
cji badanych substancji z komdrkami;
stworzenie kompleksowego systemu
analizy ekspresji genéw na poziomie
transkryptomu i proteomu; rozwdj
metod hodowli tkankowej skéry w
celu ich zastosowania w warunkach
klinicznych; opracowanie i rozwdj
metod pozwalajacych na identyfika-
cje i kwantyfikacje wiruséw ludzkich
i zwierzecych pod katem ich zasto-
sowania w warunkach klinicznych i
badawczych; opracowanie i badania
pochodnych metabolitdéw roslinnych
oraz pochodnych barwnikéw foto-
syntetycznych jako potencjalnych le-
kéw przeciw nowotworowych (wg
witryny WBBIB UJ).

Numer specjalny kwartalnika
Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Bio-
technologii TRIPLET 1 (z grudnia
2010 roku) zostat w catosci poswie-
cony projektowi ,Biotechnologia
Molekularna dla Zdrowia". W tresci
specjalnego numeru zespét autoréw
podaje opis zadanh projektu, zaawan-
sowanie ich realizacji, charakterysty-
ke zakupionej aparatury, urzadzen
pomiarowych, sprzetu przeznaczo-
nego do hodowli komoérek, osobowg
odpowiedzialno$¢ za prowadzenie
zadan projektu. Dostep do periody-
ku na stronie Wydziatu http://www.
whbbib.uj.edu.pl oraz na stronie pro-
jektu: http://www.uj.edu.pl/web/
bmz/triplet.

Otwarcie Laboratorium Nano-
struktur wchodzacego w sktad Ze-
spotu Laboratoriow Nanotechnologii
i Nauki o Powierzchni powstajagcego
w ramach projektu ATOMIN: Bada-
nie uktadéw w skali atomowej: nauki
Sciste dla innowacyjnej gospodarki
odbyto sie uroczyscie w dniu 9 grud-
nia 2010 na Wydziale Fizyki, Astro-
nomii i Informatyki Stosowanej UJ.
Otwarcie byto potgczone z urucho-
mieniem zintegrowanego systemu do
syntezy i diagnostyki nanostruktur -
uktadu do obrazowania i manipulacji
obiektami w skali nano, ktéry znajdu-
je sie w Zaktadzie Fizyki Nanostruk-

tur i Nanotechnologii Instytutu Fi-
zyki kierowanym przez prof. dr hab.
Marka Szymonskiego. Zintegrowany
system do syntezy i diagnostyki na-
nostruktur (Fot. 12) jest urzgdzeniem
unikatowym w skali $wiatowej. Jego
wyjatkowos¢ polega na potaczeniu w
jednym urzadzeniu niskotemperatu-
rowego mikroskopu sondy skanujacej
(pracujacego zarowno w trybie STM,
jak incAFM w zakresie temperatur od
4K do temperatury pokojowej), czte-
roprébnikowego mikroskopu tunelo-
wego sprzezonego z wysokorozdziel-
czym mikroskopem elektronowym i
hemisferycznym analizatorem energii
elektroné6w oraz komory prepara-
cyjnej. Takie zestawienie elementow
najwyzszej klasy pozwala na prze-
prowadzanie w jednym urzadzeniu
kompleksowych eksperymentow, #a-
czacych w sobie synteze/fabrykacje
oraz charakteryzacje nanostruktur, w
kontrolowanych warunkach ultrawy-
sokiej prozni (ci$nienia na poziomie
1010mbar i nizszym). Ow potencjat
badawczy zostat juz doceniony przez
Komisje Europejska poprzez przy-
znanie finansowania w ramach 7 Pro-
gramu Ramowego Unii Europejskiej
dla zintegrowanego projektu Atomie
Scale and Single Molecule Logic Gate
Technologies (AtMol), zaproponowa-
nego przez konsorcjum sktadajgcego
sie z 11 strategicznych partneréw, w
tym Uniwersytetu Jagiellonskiego.
AtMol jest jedynym tego typu pro-
jektem finansowanym w ramach akgcji
Future Emerging Technologies Proac-
tive Information and Communication
Technologies (FET Proactive ICT Cali
6). Warto zaznaczy¢, ze istnieja tylko
dwa uktady eksperymentalne o po-
rownywalnej konfiguracji i mozliwo-
Sciach jak ten, ktory w ramach Projek-
tu ATOMIN wyposazyt Laboratorium
Nanostruktur - jeden w Singapurze i
jeden w Tuluzie. Osrodki dysponu-
jace tymi urzadzeniami sg réwniez

Fot. 12. Wnetrze komory z uktadem Nanoprobe

cztonkami konsorcjum, ktore realizuje
projekt AtMol. Przez wzglad na Scisty
wspotprace w ramach konsorcjum,
pracownicy Uniwersytetu Jagiellon-
skiego znajdujg sie w waskim gronie
ekspertow dysponujacych zaréwno
doswiadczeniem, jak i aparatura,
ktére umozliwiajg realizacje badan o
charakterze przetomowym. Projekt
ATOMIN jest realizowany pod Kie-
rownictwem prof. dr hab. Jarostawa
Koperskiego na Uniwersytecie Jagiel-
lonskim z funduszy strukturalnych
w ramach Programu Operacyjnego
Innowacyjna Gospodarka Dziatanie
2.1. realizowany Bezposrednimi be-
neficjentami sg Wydziat Fizyki, Astro-
nomii i Informatyki Stosowanej i Wy-
dziat Chemii. Realizacja Projektu jest
przewidziana na lata 2009-2012 (wg
witryny UJ).

Medal Amicus Scientiae et Veri-

Fot. 13. Dr n. med. Katarzyna Grymuta (z lewej)

tatis Szczecinskiego Towarzystwa
Naukowego za osiagnieciaw dziedzi-
nie biologii medycznej, otrzymata w
koncu grudnia 2010 r. dr n. med. Ka-
tarzyna Grymula (Fot. 13) z Zaktadu
Fizjologii Pomorskiego Uniwersytetu
Medycznego w Szczecinie. Laureatka
STN prowadzi badania, ktérych celem
jest poznanie mechanizméw zwig-
zanych z przerzutowaniem miesaka
prazkowano-komorkowego. Badania
te sg kontynuacjg projektu rozpocze-
tego na Uniwersytecie w Louisville
pod kierunkiem profesora Mariusza
Ratajczaka. Medal Amicus Scientiae
et Veritatis zostal ustanowiony przez
zarzad Szczecinskiego Towarzystwa
Naukowego w 1986 roku z inicjaty-
wy prof. dr hab. Kazimierza Stojatow-
skiego. Przyznawany jest corocznie
mtodym naukowcom, ktorzy obronili
doktorat przed 35. rokiem zycia iwy-
rézniaja sie zaangazowaniem i twar-
czo$cig naukowa (wg witryny PUM).

pod redakcjg Teresy Wesotowskiej
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Britton Chance (1913 - 2010) - od zeglarstwa
do biofizyki i biochemii i z powrotem
Z historii biochemii

STRESZCZENIE

rzedstawiono krétkie curriculum vitae oraz dorobek naukowy zmartego w listopadzie

2010 r. wybitnego amerykanskiego biofizyka i biochemika, Brittona Chance'a. Dzigki
wprowadzeniu do badan biochemicznych metody szybkiego mieszania reagentéw (,,stop-
flow") i rejestracji widm roznicowych, Chance pierwszy wykazat tworzenie kompleksu en-
zym-substrat na przyktadzie peroksydazy. Wykazat rowniez zmiany widm absorpcyjnych
przekaznikéw elektronéw w mitochondrialnym fafcuchu oddechowym przy przejéciu ze
stanu spoczynkowego do oddychania sprzezonego z fosforylacjag ADP. Dzigki zastosowaniu
wibrujacej elektrody platynowej mierzyt szybko$¢ zuzycia tlenu przez izolowane mitochon-
dria i zdefiniowat zalezne od funkcji mitochondriéw tak zwane stany oddechowe, nazwane
nastepnie jego imieniem. Pierwszy opisat produkcje reaktywnych form tlenu w mitochon-
driach. Britton Chance byt zapalonym zeglarzem i na Olimpiadzie w Helsinkach w 1952 r.
zdobyt dla Stanéw Zjednoczonych ztoty medal w konkurencji zeglarskiej.

WPROWADZENIE

Kazdy, kto cho¢ pobieznie zajmowat sie energetyka mitochondridw lub tan-
cuchem oddechowym i oksydacyjng fosforylacja, musiat zetkng¢ sie z pojeciem
»stanéw oddechowych Chance'a". Ten wybitny biofizyk i biochemik amery-
kanski zmart niedawno (16 listopada 2010 r.) w Filadelfii w wieku 97 lat. Po-
zostawit ogromny wktad nie tylko w dziedzinie bioenergetyki, mechanizmow
reakcji enzymatycznych, produkcji reaktywnych form tlenu, lecz takze w rozwoj
biochemicznych i
biofizycznych me-
tod pomiarowych,
a przy tym byt
autorem pionier-
skich  rozwigzah
technicznych w ...
zeglarstwie.

CURRICULUM
VITAE

Britton Chance
(Rye. 1) urodzit sie
w stanie Pensylwa-
nia 24 lipca 1913 r.
Studiowat chemie
na University of
Pennsylvania w
Filadelfii, gdzie
uzyskat stopien
Master of Science
w 1936 r. Nastep-
nie przeniést sie
do Cambridge w
Wielkiej Brytanii,
gdzie  studiowat
biochemie i fizjo-
logie. W rezultacie
uzyskat dwa stop-
nie doktora (Ph.D.) =
- z chemii fizycz- | °%
nej na University l

of Pennsylvania w Rycina 1. Britton Chance (24.7.1913 - 16.11.2010). Zdjecie z 1969 r. Wczes$niej za-
mieszczone w [8]. Fot. Ernesto Carafoli.
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1940 r. oraz z biologii i fizjologii na Cambridge University
w 1942 .

Jednakze zainteresowania iwiedza Chance'a siegaty poza
chemie i biochemie. Dzieki $wietnej znajomosci elektroniki
zainteresowat sie budowa aparatury pozwalajacej $ledzi¢
przebieg reakcji chemicznych i biochemicznych, ktérym to-
warzyszg niewielkie zmiany absorbancji. Stat sie wiec, juz w
latach trzydziestych ubiegtego wieku, prekursorem wspot-
czesnej spektrofotometrii. Co wiecej, dzieki zastosowaniu
metod szybkiego mieszania reagentow i szybkiej rejestracji
zachodzacych zmian optycznych zapoczatkowat techniki
tzw. ,stop-flow", pozwalajgce $ledzi¢ przebieg reakcji w
czasach milisekundowych i miedzy innymi wyjasnié¢ nie-
ktére mechanizmy enzymatyczne.

W czasie Il wojny $wiatowej Britton Chance wrdcit do
Stanéw Zjednoczonych i zaangazowat sie w badania nad ra-
darem w Massachusetts Institute of Technology. Po zakon-
czeniu wojny kontynuowat swdj pobyt w Europie, pracujac
w Sztokholmie w stynnym Nobel Institutet (wspotpraca z
Hugo Theorellem nad dehydrogenaza alkoholowg i perok-
sydazg) i w Molteno Institute w Cambridge. Pod koniec lat
czterdziestych wrocit definitywnie do Filadelfii na sw6j ma-
cierzysty Uniwersytet i w 1949 r. objat stanowisko dyrek-
tora Johnson Research Foundation, duzego instytutu pro-
wadzacego na Wydziale Medycznym badania w zakresie
biofizyki i biochemii. Funkcje dyrektora sprawowat Chan-
ce nieprzerwanie do swego przejscia na emeryture w 1983
r., jednakze badania naukowe prowadzit dalej, niemal do
ostatnich chwil swego dtugiego zycia. Baza Scopus odno-
towuje cztery publikacje ze wspotautorstwem Chance'a w
2010 r. i ponad dziesie¢ w 2009 r.

ZEGLARSTWO

Zainteresowania naukowe #aczyt Britton Chance z pasja
zeglarska. Zeglarstwo zaczat uprawiaé juz w dziecinstwie,
najpierw ze swym ojcem, inzynierem chemikiem, a pézniej
samodzielnie. Wykorzystujgc swg wiedze i zdolnosci w
dziedzinie elektroniki, zbudowat i opatentowat w wieku 17
lat urzadzenie do automatycznego sterowania zaglowcem.
Skuteczno$¢ tego urzadzenia okazata sie tak wySmienita, ze
kilka lat p6zniej, w 1938 r., brytyjska firma zaproponowata
Chance'owi odpowiednig jego modyfikacje i zainstalowa-
nie na 20.000-tonowym statku-chtodni udajacym sie w rejs
z Londynu do Australii. Dato to mtodemu konstruktorowi
okazje do odbycia dalekiej podrdzy, w ktorg zabrat niedaw-
no po$lubiong pierwszg zone. Uwienczeniem zeglarskich
osiggnie¢ Chance'a byto zdobycie przez niego, wraz z dwoj-
ka innych zeglarzy, ztotego medalu na Olimpiadzie w Hel-
sinkach w 1952 r. w klasie todzi 5V2-metrowych. Ulubiony-
mi terenami dla blizszych i dalszych wypadéw zeglarskich
byty dla Brittona wody Atlantyku wzdtuz wschodniego
wybrzeza Ameryki oraz Baltyk. Na tym ostatnim zatozyt
swa baze zeglarskg na zakupionej przez siebie matej wysep-
ce w Archipelagu Sztokholmskim.

NAJWAZNIEJSZE OSIAGNIECIA NAUKOWE

Pierwszym znaczgcym osiggnieciem Chance'a na polu
biochemii byto wykazanie tworzenia sie kompleksu enzym-
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substrat na przyktadzie peroksydazy i nadtlenku wodoru.
Dokonat tego badajgc zmiany w widmie absorpcyjnym en-
zymu po dodaniu nadtlenku wodoru, a nastepnie akcepto-
ra tlenu, leukozieleni malachitowej [1]. Stato sie to mozliwe
dzieki zastosowaniu witasnej konstrukcji dwuwigzkowego
spektrofotometru, wiasnej konstrukcji urzadzenia ,stop-
flow" i, oczywiscie, rdwniez wiasnego pomystu zestawu
do szybkiej rejestracji zmian widma réznicowego. Znacze-
nie tych badan polegato na tym, ze stanowity one pierwsze
bezposrednie i doswiadczalne potwierdzenie teorii Leonora
Michaelisa i Maud Leonory Menten, méwigcej, ze reakcje
katalizowang przez enzym poprzedza utworzenie kom-
pleksu enzym-substrat. W przypadku peroksydazy Chance
opisat dwa tego rodzaju kompleksy, ktére nazwat Complex
I'i Complex Il. Tymi samymi imionami ochrzcit p6zniej swe
kolejne jachty. Wtasnie na todzi imieniem ,,Complex 1"
zdobyt ztoty medal olimpijski w 1952 r. Wedtug nieoficjal-
nych i niepotwierdzonych informacji osiggniecia Chance'a
w badaniach nad tworzeniem kompleksu enzym-substrat
byly podstawg zgtoszenia jego kandydatury do Nagrody
Nobla. Nagrody tej jednak, ani za te badania, ani za p6z-
niejsze nad sprzezeniem oksydacyjnej fosforylacji lub pro-
dukcjg wolnych rodnikéw tlenowych przez mitochondria,
nigdy nie dostat.

Wspotczesnemu biochemikowi nazwisko Chance'a koja-
rzy sie najczesciej z badaniami nad oksydacyjng fosforylacja
w izolowanych mitochondriach. Sformutowat on mianowi-
cie pojecie ,,stanéw oddechowych™ (ang. respiratory states),
opatrzonych kolejnymi numerami od 1 do 5, okreslajagcych
natezenie funkcji oddechowych mitochondriow w zalezno-
§ci od sprzezenia ich, lub braku tego sprzezenia, z synteza
ATP [2,3]. | tak stan 1 okre$la mitochondria zawieszone w
srodowisku inkubacyjnym zawierajgcym fosforan nieorga-
niczny, lecz nie zawierajagcym ani substratow oddechowych,
ani ADP. Mitochondria takie praktycznie nie zuzywaja
tlenu. Stan 2 uzyskuje sie przez dodanie ADP. Nastepuje
wowczas szybkie utlenienie endogennych substratow. Po
dodaniu do takiej zawiesiny odpowiedniego substratu od-
dechowego nastepuje faza szybkiego zuzycia tlenu na sku-
tek uruchomienia syntezy ATP. Jest to stan 3. Teraz gtdw-
nym czynnikiem ograniczajagcym szybko$¢ zuzywania tlenu
staje sie aktywnos$¢ syntazy ATP i/lub wydajnos¢ taincucha
oddechowego. Jest to oczywiscie pewne uproszczenie,
poniewaz swdj udziat majg tu takze biatka transportujace
przez btony mitochondrialne zardwno substraty oddecho-
we oraz produkty ich utlenienia, jak i fosforan nieorganicz-
ny oraz ADP i ATP, zaktadajac oczywiscie, ze dostep tlenu
czgsteczkowego jest nieograniczony. Ale doktadny udziat
ilosciowy tych wszystkich czynnikéw w catkowitym zuzy-
ciu tlenu przez intensywnie fosforylujgce mitochondria w
warunkach in vitro zostat okreslony znacznie p6zniej przez
innych autoréw [4]. Po catkowitym ufosforylowaniu do-
danego ADP do ATP mitochondria przechodzg w stan 4.
Jest to oddychanie niezwigzane z oksydacyjng fosforylacja,
wynikajgce z niepetnego sprzezenia energetycznego bada-
nego preparatu mitochondriéw (uszkodzenia mechaniczne,
przepuszczalno$¢ bton mitochondrialnych dla jonow itp.).
Ponowne dodanie ADP powoduje ponowny wzrost zuzy-
cia tlenu, czyli powrét do stanu 3 (Ryc. 2). Cykl taki mozna
powtarza¢ az do catkowitego wyczerpania tlenu w $rodo-
wisku inkubacyjnym, czyli osiggniecia stanu 5.
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Rycina 2. Oryginalny zapis polarograficzny zuzycia tlenu przez izolowane mitochondria z watroby
szczura z publikacji [2]. Widoczne sg przyspieszenia zuzycia tlenu po kolejnych dodatkach ADP i

powrét do niskiego poziomu zuzycia 0 2po ufosforylowaniu ADP do ATP.

Stosunek wartosci zuzycia tlenu w stanie 3 do tego w
stanie 4 uwaza sie za miare stopnia sprzezenia oksydacyj-
nej fosforylacji i okre$la mianem wspotczynnika kontroli od-
dechowej (ang. respiratory control ratio). Natomiast ilo$¢ zu-
zytego tlenu potrzebnego do ufosforylowania okreslonej
ilosci dodanego ADP, co mozna odczytaé¢ z zapisu polaro-
graficznego (Ryc. 2), pozwala obliczy¢ wydajno$¢ oksyda-
cyjnej fosforylacji, czyli tak zwany stosunek P/O. Rycina
2 zostata zaczerpnieta z oryginalnej publikacji Chance'a
[2]. Pokazany na niej zapis zuzycia tlenu zostat wykonany
przy zastosowaniu pierwszy raz uzytej do tego celu przez
Chance'a wibrujacej elektrody platynowej. Opor elektrycz-
ny takiej elektrody zanurzonej w rozciefczonym roztworze
elektrolitu (w danym przypadku KC1, ktory jest gtdwnym
sktadnikiem S$rodowiska inkubacyjnego dla izolowanych
mitochondriow) zalezy w sposdb niemal liniowy od steze-
nia tlenu czasteczkowego w tym S$rodowisku. Obecnie w
powszechnym uzyciu w podobnych doSwiadczeniach jest
elektroda typu Clarka, réznigca sie od wibrujacej elektrody
platynowej tym, ze zaréwno platynowa katoda jak i srebrna
anoda oddzielone sg od Srodowiska pomiarowego cienka,
przepuszczalng dla OO0 lecz nieprzepuszczalng dla wody i
innych substancji w niej rozpuszczonych, btong teflonowg
lub polietylenowg. Zastosowana przez Chance'a nieosto-
nieta elektroda platynowa byta bardziej wrazliwa niz wpro-
wadzona p6zniej elektroda Clarka na ewentualnie obecne
w $Srodowisku inkubacyjnym substancje silnie redukujace.
Jej zaletg byt jednak niezwykle krotki czas odpowiedzi na
zmiany stezenia 0 2

Nastepnym epokowym odkryciem Chance'a w dziedzi-
nie oksydacyjnej fosforylacji byto okreslenie tak zwanych
punktéw sprzezenia (ang. coupling sites) na poziomie tan-
cucha oddechowego. Chance wyszed} z zatozenia, ze jesli
dodanie ADP zwieksza oddychanie mitochondriow, to
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K=k I rzeczywiscie, uzywajac wiasnego pomystu i
wiasnej konstrukcji dwuwigzkowego spektrofo-
tometru, Chance wykazatl wystepowanie trzech
takich ,,punktow przeciecia" (ang. crossover po-
ints), mianowicie pomiedzy uktadem nukleoty-
dow nikotynamidowych NAD(P)H/NAD(P)+a
flawoproteing, pomiedzy cytochromem h a cyto-
chromem c oraz miedzy cytochromem c a cyto-
chromami a/a3 [3,5,6]. Te miejsca odpowiadaty w
przyblizeniu miejscom sprzezenia proponowanym
wczesniej przez innych autoréw, miedzy innymi
A.L. Lehningera i E.C. Slatera, na podstawie ba-
dan pomiaru syntezy ATP przy uzyciu réznych
substratow oddechowych i specyficznych inhibi-
torow tancucha oddechowego.

Wszystko to dziato sie w epoce powszech-
nego obowigzywania teorii chemicznego sprzezenia oksyda-
cyjnej fosforylacji. Zarébwno Chance jak i inni wspoétczesni
mu badacze zaktadali, ze tancuch oddechowy w miejscach
sprzezenia jest zablokowany przez specyficzny naturalny
inhibitor (lub trzy r6zne inhibitory specyficzne dla trzech
miejsc sprzezenia) i wigczenie tego inhibitora w proces syn-
tezy ATP (na skutek dodania ADP) odblokowuje przeptyw
elektron6w przez tancuch oddechowy. Dopiero teoria che-
miosmotyczna Petera Mitchella [7] pozwolita zrozumieé
witasciwe znaczenie Chance'owskich ,,crossover points" lub
szerzej - miejsc sprzezenia postulowanych przez innych au-
toréw. Sg to po prostu miejsca, gdzie zachodzi aktywne
wypompowywanie protondw z przestrzeni macierzy mito-
chondrialnej do przestrzeni zewnetrznej, czyli budowanie
sity protonomotorycznej, wykorzystywanej nastepnie przez
mitochondrialng syntaze ATP do tworzenia ATP. Obecnie
wiemy, ze sg to kompleksy I, lI1'i IV taricucha oddechowego
(8.

Wreszcie trzecim znaczgcym odkryciem Chance'a w za-
kresie energetyki mitochondriow byto wykrycie produkcji
nadtlenku wodoru w tych organellach. Juz na poczatku lat
siedemdziesigtych ubiegtego stulecia Britton Chance opisat
podstawowe cechy tego procesu. Nalezaty do nich: (1) za-
leznos$¢ od stopnia zredukowania no$nikéw elektronow, w
szczeg6Inosci nukleotydéw nikotynamidowych i flawin, (2)
stan energetyczny mitochondriow i (3) cisnienie parcjalne
tlenu w $rodowisku [9], Chance i Alberto Boveris, wowczas
miody argentynski ,post-doc”, mierzyli wprawdzie pro-
dukcje nadtlenku wodoru, lecz podejrzewali stusznie, ze
pierwszym produktem jednoelektrodowej redukcji tlenu
czasteczkowego moze by¢ wolny rodnik, anion ponadtlen-

kowy 0 ,'\ Badania nad rolg reaktywnych form tlenu w me-
tabolizmie komorki, w tym nad udziatlem mitochondriéw
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w wytwarzaniu, a takze usuwaniu, wolnych rodnikéw tle-
nowych stanowig obecnie jedng z wazniejszych gatezi bio-
energetyki [10].

Warto tu takze wspomnieé, ze optyczne urzgdzenia po-
miarowe pomystu Chance'a znalazty zastosowanie w przy-
zyciowym mierzeniu proceséw oddechowych w moézgu i
miesniach [11].

ZAKONCZENIE

Laboratorium Brittona Chance'a na University of Pen-
nsylvania w Filadelfii byto przez dziesigtki lat ,,Mekka"
bioenergetykdw z catego Swiata. Odwiedzali je zaréwno
naukowcy wielcy i stawni jak i poczatkujacy. Codzienne
lunch'e w pokoju seminaryjnym, na ktére w potudnie zbie-
rali sie wszyscy wspoOtpracownicy, stanowity okazje do
bezposredniej, nieformalnej, lecz czesto inspirujagcej wymia-
ny mysli. Brit lub BC , jak go powszechnie nazywano, byt
osobowoscig nieprzecigtng. Niezwykle zywotny zaréwno
fizycznie (do laboratorium przyjezdzat na rowerze réwniez
w wieku powyzej 80 lat) jak i umystowo, kontynuowat pra-
ce naukowg z niezmienionym zaangazowaniem po formal-
nym przejsciu na emeryture w 1983 r. Byt trzy razy zonaty
i miat dwanascioro dzieci. Ostatnig zong, formalnie poslu-
biong wedtug tradycyjnego chinskiego ceremoniatu na Taj-
wanie dopiero w lutym 2010 r. [12], byta japorska wspot-
pracownica i wieloletnia towarzyszka zycia, Shoko Nioka.

Wiecej informacji biograficznych znajdzie Czytelnik we
wspomnieniach Nicole Kresge i wsp. [13] oraz Leslie Dut-
tona [14].
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Britton Chance (1913 - 2010) - from sailing to

biophysics and biochemistry and back
LechWojtczak

Nencki Institute of Experimental Biology, 3 Pasteur St., 02-093 Warsaw, Poland

+e-mail: l.wojtczak@nencki.gov.pl

ABSRACT

A short CV of Britton Chance, an outstanding American biophysicist and biochemists, who has passed away in November 2010, is presented.
Chance invented and applied in biochemical research fast recording of difference spectra during chemical reactions. Due to this technique
he discovered and studied formation of enzyme-substrate complexes as exemplified by the peroxidase reaction. He also described spectral
changes of electron carriers of mitochondrial respiratory chain that accompany transition from the resting to the active (phosphorylating)
states. Applying vibrating platinum electrode, he recorded changes in the rate of oxygen uptake by isolated mitochondria in resting and phos-
phorylating states and defined the so-called respiratory states, called after his name. He was the first to describe formation of reactive oxygen
species by mitochondria. Britton Chance was a devoted yachtsman and won a gold medal for the United States in sailing at the 1952 Olympic

Games in Helsinki.
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Komputery DNA

STRESZCZENIE

B iokomputery czyli komputery molekularne moga stanowi¢ alternatywe dla kompute-
réow krzemowych, ktérych rozwdj moze by¢ ograniczony ze wzgledu na konieczno$é¢
dalszej miniaturyzacji (ograniczenie zasada nieoznaczonosci Heisenberga) oraz konieczno$¢
przesytania coraz wiekszej iloSci danych pomiedzy centralnym procesorem i gtéwna pamie-
cig (,waskie gardto” von Neumana). Urzeczywistnienie idei komputeréow DNA (czyli bio-
komputeréw, w ktorych gtéwna role odgrywajg czasteczki DNA) zostato po raz pierwszy
zademonstrowane przez Adlemana w 1994 roku w algorytmie rozwigzania znanego proble-
mu drogi Hamiltona. Byt to poczatek nowej dziedziny informatyki, informatyki biomole-
kularnej, taczacej dwie dziedziny nauki - informatyke i biochemie. Na poczatku biezacego
stulecia pojawito sie szereg modeli komputerow DNA. Waznym z nich byt molekularny
dwustanowy automat skoficzony Shapiro, w ktérym ,,sprzetem komputerowym™ (ang. har-
dware) byt enzym restrykcyjny Foki, natomiast oprogramowanie (ang. software) oraz sygnaty
wejécia/wyjscia stanowity czasteczki DNA. W innym modelu czasteczka DNA dostarczata
takze energii do funkcjonowania takiego komputera. Komputery DNA, ze wzgledu na swoje
mate rozmiary, duzg mozliwo$¢ upakowania informacji oraz zgodno$¢ z organizmami zy-
wymi, moga znalez¢ szereg cennych zastosowan, od badania ekspresji genéw, po diagnoze
i leczenie choréb nowotworowych. Idea komputeré6w DNA jest w dalszym ciggu rozwijana
w badaniach zaréwno in vitro, jak i in vivo a obiecujgce wyniki tych badan pozwalajg mie¢
nadzieje na przetom w informatyce.

WPROWADZENIE

DNA jest podstawowym no$nikiem informacji genetycznej oraz jednym z re-
gulatorow ekspresji tej informacji, najczesciej jako element cis bedacy celem dzia-
tania elementow trans. Specyficzne reguty parowania zasad azotowych stanowig
klucz do przekazywania informacji genetycznej do nastepnych pokolen (replika-
cja) oraz pierwszego etapu jej ekspresji (transkrypcja). Z kolei magazynowanie,
przetwarzanie i przekazywanie informacji jest podstawowag cechg komputeréw.
Pojawia sie zatem pytanie, czy mozliwe jest uzycie DNA i jego metabolizmu
do konstrukcji nowego rodzaju komputeréw. Pytanie to staje sie uzasadnione,
jezeli spojrzymy na prototyp wspoéiczesnych komputer6w, maszyne Turinga
(Rye. 1). W urzadzeniu tym jest wejscie, na ktore dociera informacja poczatkowa,
kontroler dokonujacy przeksztatcenia tej informacji wg ustalonych regut oraz
wyjscie, na Kkto-
rym otrzymujemy
przeksztatcong T&CG
informacje. Gdy 4 -
na przyktad przyj- -\_‘Taéma WE ma ¥
miemy, ze infor- 3 e
macja na wejsciu
ma posta¢ ciagu
liter AATGCAGG,
kontroler dziata
zgodnie z regu-
tami  Watsona i
Cricka parowania
zasad azotowych,
to na  wyjsciu
otrzymamy infor-
macje w postaci
TTACGTCC. Ana-
logia nasuwa sie

ATGC

KONTROLER

ATGcGOAT

Rycina 1. Maszyna Turin-

ga (gora) i jej ekstrapola- RAZA
cja na ,komputer DNA" POLIME

(déf). WE — wyjscie, DNA

WY —wyjscie.

Postepy Biochemii 57 (1) 2011

Janusz Btasiak1,0
Tadeusz Krasinski2
Tomasz Poptawskil

Sebastian Sakowski3

katedra Genetyki Molekularnej Uniwersytetu
t6dzkiego, £ 6dz

Wydziat Matematyki i Informatyki, Uniwer-
sytet £6dzki, £6dz

Anstytut Informatyki, Politechnika Slaska, Gli-
wice

EKatedra Genetyki Molekularnej, Uniwer-
sytet £ddzki, ul. Pomorska 141/143, 90-236
£6dz; tel. (42) 635 43 34, faks: (42) 635 44 84,
e-mail: jblasiak@biol.uni.lodz.pl

Artykut otrzymano 15 kwietnia 2010 r.
Artykut zaakceptowano 10 maja 2010 r.

Stowa kluczowe: komputery DNA; kompute-
ry molekularne; biokomputery

Wykaz skrétéw: HW-SW (ang. hardware-so-
ftware complex) - kompleks ztozony ze sprzetu
komputerowego-oprogramowania; RNAI - in-
terferujacy RNA; siRNA - krétki interferujacy
RNA

Podziekowania: Autorzy dzigkuja Paniom
mgr Monice Kicinskiej i Annie tuczynskiej
za pomoc w sporzadzeniu rycin i koAicowym
opracowaniu manuskryptu. Praca wykonana
w ramach projektu UL nr 505/376.

13


mailto:jblasiak@biol.uni.lodz.pl

natychmiast: wejscie i wyjscie moga by¢ fragmentami jed-
noniciowego DNA, a kontroler - polimerazag DNA. Dostrze-
zenie mozliwos$ci rozwigzania problemdw informatycznych
za pomocg DNA pozwolito nie tylko na postrzeganie DNA
jako mozliwego elementu urzadzenia liczacego, ale takze
uzmystowito, ze organizmy zywe mozna traktowacé jako
ztozone systemy informatyczne. Biologiczne uktady in-
formatyczne oparte na informacji zakodowanej w DNA,
umozliwiajg organizmom zywym dostosowanie sie do wa-
runkow Srodowiskowych, czyli rozwigzywanie ztozonych
problemdéw informatycznych [1].

Organizmy zywe sg prawdopodobnie najdoskonalszymi
systemami informatycznymi znanymi do tej pory cztowie-
kowi. Jest to o tyle interesujgce, ze komputery ,tradycyjne”,
oparte na procesorach krzemowych, kiedy$ moga osiaggnaé
kres swych mozliwosci w stosunku do stawianych im wy-
magan. Spowodowane jest to co najmniej dwoma przy-
czynami. Po pierwsze miniaturyzacja uktadéw kompute-
rowych pozwolita na zwiekszenie szybkosci procesorow i
krétszy czas dostepu do pamieci, jednakze miniaturyzacja
napotyka bariere wynikajaca z zasady nieoznaczonosci He-
isenberga. Zasada ta gtosi, ze nie mozna z dowolng dok#ad-
noscig wyznaczy¢ jednoczes$nie potozenia i pedu czastki, a
minimalny biad takiej operacji jest rzedu 10 %#J s To oczy-
wiscie bardzo mato, ale gdy miniaturyzacja doprowadzi
do tego, ze elementy procesoréw bedg sie sktada¢ z kilku
atomow, bedzie to bardzo duzo. Drugg granica rozwoju tra-
dycyjnych komputeréw moze by¢ efekt okreslany mianem
»waskiego gardta von Neumanna". Wynika on z potrzeby
przeptywu informacji pomiedzy centralnym procesorem
komputera i jego gtdéwng pamiecig. Im wiecej takiej infor-
macji, tym wolniej moze ona by¢ przesytana - analogia do
ruchu ulicznego nasuwa sie sama - i to ograniczenie impli-
kuje rowniez ograniczenie szybkosci pracy catego kompu-
tera krzemowego. C6z zatem? Alternatywg moga by¢ kom-
putery DNA. W ostatnich latach obserwuje sie rosnace za-
interesowanie komputerami biomolekularnymi, w ktérych
wiodgca role odgrywajg DNA i czasteczki zwigzane z jego
metabolizmem [2]. Komputery DNA mozna postrzegac jako
operujace na bitach molekularnych okreslonych przez zasa-
dy DNA. Poniewaz cztery zasady DNA moga wystepowac
w dowolnej kolejnosci i dowolnym wzorze powtarzania,
bity molekularne nie ograniczajg sie jedynie do wartosci 0
i 1, dlatego mozliwos$ci komputera DNA przekraczajg moz-
liwosci komputera opartego na systemie binarnym. O tym,
czy komputer DNA pozostanie komputerem zerojedynko-
wym, czy tez stanie sie komputerem wyzszego rzedu, de-
cyduje jego twdérca okreslajagc zasady kodowania informa-
cji. Komputery DNA, w przeciwieAstwie do komputerow
kwantowych, nie sg komputerami mogacymi wykonywac
algorytmy probabilistyczne. Uruchamiajac ten sam pro-
gram na komputerze DNA dwukrotnie, za kazdym razem
powinnismy otrzymac ten sam wynik, aczkolwiek mozliwa
jest pewna losowo$¢, co do wyboru drogi prowadzacej do
rozwigzania algorytmu wynikajgca z prawdopodobiernstwa
zdarzen wiasciwych dla systemdw biologicznych. Z tego
powodu komputery DNA nalezy traktowac jako kompute-
ry niedeterministyczne.
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Tabela 1. DoSwiadczenie Adlemana - miasta i przypisane im sekwencje DNA.
Kazda sekwencja zostata podzielona na dwie nastepujace po sobie czteronukle-
otydowe sekwencje, z ktérych druga zostata wyrézniona wyttuszczeniem (ame-
rykanskie miasta wystepujace w oryginalnym doswiadczeniu Adlemana zostaty
zastgpione polskimi miastami).

Miasto Sekwencja DNA konfgll(gvme:rﬂ:rna

Krakow ACTTGCAG TGAACGTC
Warszawa TCGGACTG AGCCTGAC

Poznan GGCTATGT CCGATACA
Wroctaw CCGAGGAA GGCTCCTT

PROBLEM DROGI HAMILTONA |
DOSWIADCZENIE ADLEMANA

Problem drogi Hamiltona jest zagadnieniem z teorii gra-
fow, polegajacy na rozstrzygnieciu, czy istnieje droga po-
miedzy dwoma ustalonymiwierzchotkami n-elementowego
grafu, taka, by przechodzita ona przez kazdy z wierzchot-
kéw doktadnie raz (Ryc. 2). Pokrewnym zagadnieniem jest
~problem komiwojazera", cho¢ jest raczej jego specjalnym
przypadkiem. Rozpatrzmy problem drogi Hamiltona na
przyktadzie czterech polskich miast: Krakowa, Warszawy,
Poznania i Wroctawia (wierzchotki grafu) oraz potgczen lot-
niczych pomiedzy nimi [3] (Ryc. 3). Zatlézmy, ze mozliwe
sg tylko loty z Krakowa do Warszawy i z powrotem oraz z
Krakowa do Poznania, z Warszawy do Poznania i Wrocta-
wia, a takze z Wroctawia do Poznania (krawedzie grafu).
Wyznaczenie drogi Hamiltona na przyktad pomiedzy Kra-
kowem i Poznaniem jest banalne, jednakze juz odpowiedz
na pytanie, czy taka droga istnieje w przypadku 50 lub 100
miast jest trudna i ztozona obliczeniowo. Rozwigzanie tego
problemu z uzyciem DNA zaproponowat prawie 15 lat
temu L.M. Adleman. Przenoszac rozumowanie Adlemana
na nasz polski grunt, przyporzadkujmy wszystkim czterem
miastom o$mionukleotydowe sekwencje DNA (Tabela 1).
Kazda sekwencja sktada sie z dwoch czesci czteronukleoty-
dowych, z ktérych pierwsza mozna traktowac jako ,imie",
a drugg jako ,,nazwisko" miasta, np. dla Krakowa o kodzie
ACTTGCAG sekwencja ACTT jest jego imieniem, a GCAG
nazwiskiem. Dopuszczalne loty pomiedzy miastami kodu-
je sie poprzez utworzenie sekwencji oSmionukleotydowej
sktadajacej sie z dwoch czteronukleotydowych czesci, z
ktorych pierwsza (od strony 5'Y) jest ,nazwiskiem" miasta
startowego, a druga (od strony 3') ,,imieniem" miasta do-

Rycina 2. Ukierunkowany grafo 7 wierzchotkach zawierajacy tylkojedng droge Hamiltona
zaczynajaca sie w wierzchotku 1ikoriczaca sie w wierzchotku 5 (1
zaznaczona czerwonymi kropkami).
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Rycina 3. Schemat potaczen lotniczych pomiedzy Krakowem, Warszawg, Pozna-
niem i Wroctawiem.

celowego (Tabela 2). Jezeli teraz dokona sie syntezy okta-
meréw odpowiadajgcych dopetnieniom miast oraz kodom
lotéw, a nastepnie wprowadzi sie do probéwki zawierajacej
odpowiedni bufor i ligaze DNA, to przy odpowiednich wa-
runkach termicznych, dojdzie do hybrydyzacji pomiedzy
odpowiednimi czgsteczkami reprezentujagcymi ,imiona"
i ,nazwiska" ze wzgledu na czteronukleotydowe odcinki
komplementarne. Powstate czagsteczki hybrydowe moga
by¢ wydtuzane dalej w ten sam sposéb. Powstang frag-
menty dwuniciowego DNA o réznej dtugosci i ze wzgledu
na konstrukcje czasteczek kodujgcych loty (,,nazwisko"-
».imie"), beda one wyznaczaé¢ wszystkie mozliwe drogi
pomiedzy czterema miastami (Ryc. 4). Cze$¢ z nich bedzie
reprezentowaé¢ droge Hamiltona (o ile taka istnieje), ktdrg
mozna bedzie zidentyfikowa¢ poprzez inne operacje bio-
chemiczne.

W dosSwiadczeniu Adlemana sama reakcja hybrydyzacji
trwa utamki sekund, przygotowanie oligomeréw i
wykrycie drogi Hamiltona - kilka godzin. Zdecydowanie
nie jest to imponujacy rezultat, jezeli idzie o ,szybkos¢
komputerowa"! Zagadnienie znalezienia drogi Hamiltona
jest przyktadem problemu NP-zupetnego, tzn. takiego
dla ktérego istnieje algorytm sprawdzenia dla danej
drogi, czy jest rozwigzaniem problemu i to w czasie

Tabela 2. Loty pomiedzy miastami kodowane przez sekwencje DNA w do$wiad-
czeniu Adlemana (amerykanskie miasta wystepujace w oryginalnym dos$wiad-
czeniu Adlemana zostaty zastagpione polskimi miastami).

| Lot Sekwencja DNA
Krakéw-Warszawa GCAGTCGG
Krakéw-Poznan GCAGCCGA
Warszawa-W roctaw ACTGGGCT
Warszawa-Poznan ACTGCCGA
Warszawa-Krakow ACTGACTT
Wroctaw-Poznan ATGTCCGA
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WROCLAW-POZNAN
WARSZAWA-WROCLAW (4

KRAKOW-WARSZAWA A

DOPELNIENIE WROCLAWIA

DOPELNIENIE WARSZAWY

Rycina 4. Wynik hybrydyzacji fragmentéw DNA reprezentujacych dopetnienia
reprezentacji Warszawy, Krakowa, Poznania i Wroctawia oraz lotéw pomiedzy
nimi.

wielomianowym, oraz czy inne problemy tego typu mozna
do niego sprowadzi¢. Jest on czesto nazywamy ,Swietym
Graalem" informatyki. Na przykiad znalezienie drogi
Hamiltona dla ukierunkowanego grafu z 12 wierzchotkami
wymaga sprawdzenia 10! = 3 628 800 mozliwosci! Czas
jaki zajmie konwencjonalnemu komputerowi sprawdzenie
tych drdg jest proporcjonalny do ich liczby, a podwojenie
liczby wierzchotkéw zwieksza ten czas o 15 rzedow
wielko$ci. Oszacowanie tego czasu przy uzyciu komputera
wykonujgcego milion standardowych operacji na sekunde
daje zaskakujgcg wielkos¢ porownywalng z wiekiem
Wszechswiata! Reakcja przeprowadzona przez Adlemana
przebiegta w czasie nieporownywalnie krotszym niz czas
szacowany na podstawie dowolnego znanego algorytmu
rozwigzania problemu Hamiltona. W reakcji tej w jednym
mikrolitrze zachodzito 3 x 1010 przejs¢ z doktadnoscia
99,9%, z wydzielaniem 5 x 10'9W/gl energii cieplnej przy
temperaturze pokojowej (bez chtodzenia). Oszacowania te
sugeruja, ze 1 Jdostarczonej energii pozwala na wykonanie
2 x 10Dreakcji tgczenia czasteczek DNA. Jezeli przyjac, ze
jedna taka reakcja odpowiada 1 operacji komputerowej, to
stwarza to mozliwosci bardzo efektywnego uzytkowania
energii, jezeli weZmiemy pod uwage, ze zgodnie z zasadami
termodynamiki maksymalna liczba nieodwracalnych
operacji mozliwych do wykonania przy uzyciu energii
1 J wynosi 24 x 10 19J, a wydajno$¢ uzywanych obecnie
superkomputeréw to ,zaledwie" 109 operacji/J [3]. Sa
to niewatpliwie dane zachecajgce do rozwazania DNA
jako elementu komputerow. W takich rozwazaniach
konieczne jest odwotanie sie do niektérych teoretycznych
poje¢ informatyki, w szczeg6lnosci do teorii automatéw
skonczonych, bedgcych najprostszym modelem komputera.

AUTOMAT SKONCZONY SHAPIRO

Automat skonczony mozna zdefiniowac jako jednokie-
runkowa, tylko do odczytu, maszyne Turinga (Ryc. 1). Na
jego wejsciu podaje sie skonczony ciag symboli wzietych z
pewnego skofAczonego alfabetu automatu. Pierwszy z lewej
wyznacza poczatkowe potozenie automatu, czyli gtowicy
odczytujacej. Znajduje sie ona w okreslonym z gory stanie
poczatkowym. Kazde przejécie przemieszcza automat o je-
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50 - ababaa: So -iUSi
51 -babaa: Si -"Si
Si-abaa: Si -™So
SO - baa: So -~So

50 - aa: So ~USi
Bl -a: Si -~>So
So

Rycina 5. Skofczony automat dwustanowy (S0i Sj) o dwuelementowym alfabecie
{a, b] oraz symboliczne przedstawienie jego dziatania na stowie ababaa (na wejsciu
- strzatka bez opisu). Akceptowalny stan koricowy jest wyrézniony pogrubio-
nym konturem (na podstawie [4], zmienione).

den symbol w prawag strone, co moze wywotywaé zmiane
jego stanu (ktdrych jest skorniczona liczba), gdyz jego opro-
gramowanie zawiera reguty przej$s¢ okreslajace nastepny
stan w oparciu o aktualny stan i wczytany symbol. Operacje
wykonywane przez automat zostang zakonczone gdy: 1.
wczytany zostanie ostatni symbol i automat znajdzie sie w
stanie koncowym (,,wyjscie akceptujace™) lub 2. nastapi jego
»,Zawieszenie", tzn. w pewnym momencie nie bedg okreslo-
ne dalsze reguty przejsc.

Jako przykiad rozpatrzmy automat dwustanowy (stany
S0i SJ, uzywajacy alfabetu sktadajagcego sie z dwoch sym-
boli ai b (Ryc. 5) [4]. Stan S(jest r6wnocze$nie stanem po-
czatkowym i koncowym. Automat przedstawiony na Ryc. 5
rozstrzyga, czy stowo zawiera parzystg liczbe symboli a
Wdéwczas bowiem, przy postepowaniu zgodnie z regutami
przedstawionymi na rycinie, mozliwe jest osiggniecie ak-
ceptowalnego stanu koricowego SQ W ogdlnosci automat
dwustanowy operujgcy na dwuelementowym alfabecie ma
8 mozliwych przejsé.

W zaproponowanym przez Shapiro i wspétpracowni-
kéw molekularnym automacie skonczonym, nazywanym
dalej automatem Shapiro, funkcje stowa wejsciowego oraz
oprogramowania (czyli przejs¢) petnig dwuniciowe DNA
z jednoniciowymi zakorniczeniami, przybierajagcymi forme
lepkich koncoéw [4],

Tabela 3 przedstawia symbole {a b} automatu moleku-
larnego oraz terminator t kodowane przez sekwencje DNA
TGGCT, GCAGG i GTCGG oraz zawarte w nich kody par

Tabela 3. Stany i symbole dwustanowego (S0i St) automatu molekularnego ope-
rujacego na dwuelementowym alfabecie (a, b} kodowane przez czteronukleoty-
dowe sekwencje DNA. Sekwencje ograniczone klamrg gérna odpowiadaja stano-
wi S,, klamrg dolng stanowi S” dodatkowo przedstawiono sekwencje koriczaca
dziatanie automatu (terminator) (na podstawie [4], zmienione).

I Symbol Stan i sekwencja DNA

<S8l a>
a T.GGCT,
<0, &>

<S], b>
b GJCAGG,
<80, b>

<S8l
<so, t>

gsymbol konca, terminator
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[— 9 nukleotydéw

DNA

' \
Miejsce rozpoznawane przez Fok\ |
13 nukleotydéw

Rycina 6. Enzym restrykcyjny klasy Il Foki rozpoznajacy sekwencje GGATG i
trawigcy DNA 9nukleotydéw w kierunku 5'-3' od tej sekwencji i 13 nukleotydéw
w kierunku 3'-5'.

<stan, symbol>. Role sprzetu komputerowego (ang. hardwa-
re) gra enzym restrykcyjny klasy Il Foki (Ryc. 6). Na rycinie 7
przedstawiono wszystkie reguty przejs¢ pomiedzy stanami
S0i Slprzy wprowadzaniu na wejsciu symboli aib. Reguty te,
reprezentowane czasteczkami DNA, uznaé mozna za opro-
gramowanie (ang. software) automatu Shapiro. Czasteczki te
zawierajg: detektory <stan, symbol> stanowiace ich jedno-
niciowe zakonczenie (kolor z6tty), miejsce rozpoznawane
przez enzym Foki (czerwone) oraz sekwencje przedzielajg-
cg (kolor szary), ktéra moze liczy¢ 1 lub 2 nukleotydy. Gdy
brak sekwencji przedzielajacej, wowczas realizowane jest
przejscie S1do Sg, gdy liczy ona 1 nt - utrzymywany jest
stan biezacy, gdy 2 nt - nastepuje przejscie ze stanu SOdo
Sr W przeciwienstwie do pierwszego automatu Shapiro [5],
w przedstawianym nie jest wymagana ligaza DNA, a ,,cz3-
steczki oprogramowania” nie ulegajg zmianom. Przykia-
dowe stowo wejsciowe, reprezentowane przez czasteczke
DNA jest przedstawione na Ryc. 8. We fragmencie dwuni-
ciowym znajdujg sie sekwencje odpowiadajagce symbolom a
i b, zgodnie z tabelg 3. Jednoniciowe zakonczenie od strony
5' koduje jednoczes$nie stan poczatkowy i pierwszy sym-
bol. Na konicu 3' znajduje sie sekwencja terminalna. Kazdy
symbol jest reprezentowany przez 5 nt sekwencje, zgodnie
z tabelg 3, poprzedzielane dodatkowymi sekwencjami 3 nt.

Mechanizm dziatania dwustanowego automatu moleku-
larnego Shapiro jest przedstawiony na rycinie 9. W kazdej
elementarnej operacji automatu trawiony jest jeden sym-

T1: SO% SO T2: S0% S1 73: SO0”> SO T4: SOb+ S1
12 12 12 12

Mi 11 hu
75: S1% SO 76: S1  S1 T7: S1 SO T8: S1b> S1

Rycina 7. Reguly przejs¢ (software) automatu Shapiro. Kazda z przedstawionych
czasteczek DNA realizuje specyficzng regute przejscia poprzez wykrycie aktu-
alnego stanu, odczytanie symbolu i okre$lenie stanu nastepnego. Czasteczki za-
wierajg detektor <stan, symbol> (kolor z6tty), miejsce rozpoznawane przez Foki
(czerwone) oraz sekwencje przedzielajgca (szara) (na podstawie [4], zmienione).
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<So‘b>

terminator

a b
(vg dalsze
'3 L} symbole

Rycina 8. Czasteczka DNA reprezentujaca stowo wejsciowe automatu skonczo-
nego.

boi. Po trawieniu powstajg dwa fragmenty DNA: kroétki, o
jednoniciowych zakonczeniach z obydwu stron, ktéry nie
jest wykorzystywany w dalszych operacjach (fragment ten
prawdopodobnie ulega dysocjacji na fragmenty jednoni-
ciowe) oraz dtuzszy, bioracy udziat w dalszych operacjach,
reprezentujacy stowo wejsciowe, ale juz bez kolejnego stra-
wionego symbolu.

Komputer DNA jesttu tworzony przez kompleks enzymu
Foki z jedng z czasteczek oprogramowania (regut przejscia)
przedstawionych na rycinie 7. Kompleks ten dziata poprzez
hybrydyzacje komplementarnych fragmentéw jednonicio-
wych czasteczek oprogramowania i stowa wejSciowego.
Brak ligazy DNA skutkuje wystepowaniem po jednym pek-
nieciu w kazdej nici hybrydyzujacych fragmentow, nie sta-
nowi to jednak problemu z informatycznego punktu widze-
nia, lecz umozliwia tatwe odtgczenie odczytanego symbolu
od kompleksu sprzet komputerowy-oprogramowanie (ang.
hardware-software, oznaczane dalej jako HW-SW). Oprogra-
mowanie, czyli krdtkie oligonukleotydy przedstawione na
rycinie 7, zawierajg miejsce rozpoznawane przez enzym
Foki, jednakze ich umiejscowienie charakteryzuje specy-
ficzne miejsce trawienia czasteczki reprezentujacej stowo
wejsciowe. Wynika to z roznej dtugosci sekwencji rozdzie-
lajacej sekwencje rozpoznawang przez Foki od zakoriczenia
jednoniciowego czasteczki oprogramowania. Generalnie
okreslona ilo$¢ kompleksu HW-SW moze przeksztatca¢ do-
wolng czasteczke wejsciowg o dowolnej dtugosci. Jednak
przy bardzo dtugich czgsteczkach wejsciowych, akumulacja
krétkich fragmentéw, bedacych wynikiem trawienia przez
Foki, moze spowalnia¢ kolejne operacje, poprzez #aczenie
lepkich koncow tych fragmentow z koncami czasteczki
wejsciowej i czasteczek oprogramowania. Mozna rozwazac
wykorzystanie energii swobodnej tych fragmentéw do ich
hydrolitycznej degradacji, co mogtoby zmniejszy¢ op6znie-
nie dziatania automatu wynikajacego z ich akumulacji.

Operacje w automacie Shapiro beda trwaty tak diugo,
jak dtugo bedzie mozna dopasowaé czgsteczki oprogra-
mowania do pary stan-symbol kodowanej przez jednoni-
ciowe zakonczenie lub nastgpi trawienie sekwencji konco-
wej, ktora jest identyfikowana albo poprzez swojg dtugosé,
albo sekwencje nukleotydoéw [5]. Przy stowie wejsciowym
sktadajgcym sie z 12 symboli, $rednia doktadnosé dziatania
automatu Shapiro dla wszystkich elementéw oprogramo-
wania wynosita 99,5%. Interesujgce jest to, ze doktadno$¢
rosta wraz ze wzrostem dtugosci stowa wejsciowego - dla
stowa sktadajacego sie z 4 symboli, wynosita 95%. Jest to
zaleznos$¢, ktora jest odwrotnoscig zaleznosci spotykanej w
wielu procedurach biologii molekularnej, na przyktad tan-
cuchowej reakcji polimerazy. Jednakze szczegétowa anali-
za produktéw reakcji pozwala na okreslenie doktadnosci
reakcji automatu Shapiro na 99,9%. Jednym z najbardziej
intrygujacych cech omawianego automatu jest mozliwosé
wielokrotnego uzycia tego samego enzymu restrykcyjne-
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go i tej samej czasteczki oprogramowania. Oczywiscie nie
mozna tego robi¢ w nieskonczono$¢. Zatem jak diugo? W
doswiadczeniu Shapiro jedna czasteczka oprogramowania
kierowata przecietnie 54 przejsciami. Optymalne warunki
wykonywania operacji osiggnieto, gdy stezenie czgsteczek
oprogramowania wynosito 1 gM, enzymu Foki 4 gM, na-
tomiast stowa wejsciowego - 10 nM. Poczatkowa $rednia
szybko$¢ dziatania automatu Shapiro wynosita 0,05 opera-
cji/s dla jednego elementu oprogramowania. To jeden ele-
ment, ale my mamy przeciez calg probéwke! Skumulowana
szybko$¢ w objetosci jednego mikrolitra wynosita 6, 646 *
1010 operacji na sekunde. Waznym problemem w kompu-
terach ,konwencjonalnych" jest wydzielanie energii ciepl-
nej i koniecznos$¢ jej odprowadzania. W automacie Shapi-
ro wydzielanie ciepta zalezy od warunkow reakcji i liczby
symboli w stowie wejsciowym. Obliczenia wykonane dla
przecietnych warunkdw dajg wielko$¢ okoto 5,3 * 10'9W /gl
i Srednig zmiane energii swobodnej okoto 33,9 kT na jedno
przejscie. Szybkos¢ reakcji byta stata w zakresie 2-20°C, co
moze byé wyrazem réwnowagi pomiedzy malejgcg efek-
tywnoscig hybrydyzacji lepkich konncéw irosnacg aktywno-
Scig Foki wraz ze wzrostem temperatury.

Okre$lenie warunkdw energetycznych pracy komputera
DNA ma podstawowe znaczenie dla ustalenia jego opty-
malizacji. Bilans energetyczny takiego komputera moze
by¢ okreslony jako réznica pomiedzy energig swobodng
czasteczki wyjsciowej wraz z produktami ,ubocznymi”
(czasteczki generowane w kolejnych aktach trawienia) i
energig swobodng czasteczki wejsciowej. Warto$¢ ujemna
takiej réznicy wskazuje, ze czasteczka wejsciowa DNA ma
wystarczajgco duzo energii, aby umozliwi¢ wykonywanie
wszystkich operacji. Mamy zatem sytuacje, w ktorym DNA
koduje informacje wejsciowg, umozliwia odczyt informacji
koncowej, dostarcza oprogramowania dla komputera oraz
energii dla jego funkcjonowania. Mozemy rozwaza¢ dwa
typy kompleksdw majacych wktad w catkowity ujemny
bilans energii swobodnej: kompleksy sktadnikéw wejscio-
wych oraz kompleksy produktéow hydrolizy czasteczek
wejsciowych. Pierwsze wykorzystujg energie wigzan wodo-

Czasteczka WE

e — I
N i m -

il R B
—— il

Rycina 9. Mechanizm dziatania dwustanowego automatu Shapiro. HW-SW
- kompleks sprzet komputerowy-oprogramowanie. Operage sa realizowane
poprzez kaskade cykli trawienia i usuniecia jednego symbolu wejSciowego. Na
rycinie stowo wejsciowe zawiera na poczatku ciag bab, stanem poczatkowym jest
Sy, a pierwszym przej$ciem SO->Sr Sktadniki kompleksu HW-SW nie musza by¢
odnawiane w kolejnych operacjach.
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rowych pomiedzy zasadami, drugie - energie wigzan fosfo-
diestrowych szkieletu DNA. Opracowania uktadéw wyko-
rzystujacych bardzo mate ilosci energii dla wykonywania
skomplikowanych obliczen zostaty dokonane okoto 40 lat
temu [6,7], jednak automat Shapiro pokazat ich praktyczne
zastosowanie.

ROZSZERZENIA AUTOMATU SHAPIRO

Do tej pory rozwazaliSmy dwustanowy automat skon-
czony operujacy na dwuelementowym alfabecie, w ktorym
mozliwe byto 8 przejs¢ pomiedzy stanami. Zespét z Wro-
ctawia ogtosit w 2004 roku opracowanie skonczonego au-
tomatu trzystanowego, operujgcego na dwuelementowym
alfabecie, z 18 mozliwymi przejSciami. Zastosowano enzym
restrykcyjny BseMII [8]. Nastepnie dokonano rozszerzenia
automatu Shapiro na automat trzystanowy z tréjsymbolo-
wym alfabetem [9], Zastosowano restryktaze Bbvl i ligaze
DNA z faga T4. Liczba przej$¢ takiego automatu wynosita
27.

W badaniach wiasnych opracowujemy rozszerzenie au-
tomatu Shapiro do 6 i wiecej standw [10]. Stosujemy 2 enzy-
my restrykcyjne BseXl oraz Eco571 dziatajace jednoczes$nie
w jednym S$rodowisku. Dziatanie enzymow na stowo wej-
Sciowe prowadzi do powstania 2 rodzajow lepkich koAcow.
Umozliwia to zakodowanie 72 ruchow, co wystarczy dla
automatu szesciostanowego dwusymbolowego (Ryc. 10a).
Wszystkie mozliwe pary <stan, symbol> oraz ich kody
DNA zostaly przedstawione na rycinie IOb. Podobnie jak w
przypadku automatu Shapiro stowo wejsciowe ma lepki ko-

a)
b)
<stan,symbol> a b t
So 5-GTCG-3' 5-TGAT-3' 5-TTGG-3'
S 5-AGTC-3' 5'-CTGA-3' 5'-ATTG-3'
S; 5'-TAGT-3' 5-GCTG-3' 5-AATT-3'
S; 3-GC-5' 3-TA-5' 3-CC-5'
Ss 3-AG-5' 3-CT-5' 3'-AC-5'
Ss 3'-CA-5' 3-AC-5 3-AA-5'
c) a b t
3/ - -5’ 3’ -CGACTA-5' 3/ - -5
d)
t <S; b> a b 1

<Sa b> a
LB @ > >

b
—> —> —>

~TGAT] CTGA L3s 5o CTGA' b5
- GACT 5> 37~ ‘T2 GACT -5

Rycina 10. Mechanizm dziatania skoriczonego automatu podejmujacego decyzje
wg ustalonego algorytmu. Objasnienie w tekscie (na podstawie [5], zmienione).

w
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Rycina 11. Szes$ciostanowy automat Shapiro. a) wszystkie mozliwe przejécia au-
tomatu (kazda krawedZ ma oznaczenie a b), b) kodowanie par <stan, symbol>,
c) kodowanie symboli, d) kodowanie stowa bab, gdy stanem poczatkowym jest
S,lub S,

o

niec 5' lub 3'. Fragment konncowy 5' koduje stany S* Sloraz
S2i liczy 4 nukleotydy. Dwunukleotydowy koniec 3' kodu-
je stany S3 S4i S5wraz z odpowiadajacymi im symbolami.
Symbole a, boraz symbol toznaczajacy sekwencje koncowa
sg kodowane za pomoca szesciu nukleotydéw (Ryc. 10c).
Stowo kodowane jest w zaleznos$ci od wybranego stanu po-
czatkowego, dodajgc odpowiedni lepki koniec zakonczenia
(Ryc. 10d). Kolejnym elementem automatu sg przejscia po-
miedzy stanami réwniez zakodowane w postaci tancuchdéw
DNA. Proces przetwarzania informacji w sze$ciostanowym
automacie przebiega podobnie jak w dwustanowym auto-
macie Shapiro. Srodowisko reakcji zawiera fragmenty DNA
reprezentujgce stowo wejsciowe oraz reguty przejscia, a tak-
ze enzymy restrykcyjne, stanowigce hardware. Analiza sto-
wa wejsciowego, podobnie jak w automacie Shapiro, polega
na przemiennym taczeniu i trawieniu tancuchéw DNA, az
do pojawienia sie sekwencji terminalnej. Nasz zesp6t bada
dziatanie sze$ciostanowego automatu opartego na modelu
Shapiro, poprzez konstrukcje prostego automatu przedsta-
wionego na rycinie 11. Enzymy BseXIl, Eco57I i ligaza DNA
réznia sie optymalnymi warunkami dziatania. Problem ten
rozwigzaliSmy stosujac izoschizomery restryktaz BseXI i
Eco571, odpowiednio Bbvl oraz Acul, ktére majg takie same
wymagania co do warunkéw reakcji oraz $rodowisko od-
powiednie dla dziatania ligazy DNA. Do otrzymania sktad-
nikéw reakcji zastosowalismy wektory plazmidowe, do
ktérych dotaczylismy czasteczki DNA stanowigce elementy
automatu. W ten sposob powstata biblioteka reprezentujgca
elementy DNA niezbedne do dziatania szeSciostanowego
automatu Shapiro. Takie rozwigzanie umozliwia szybkie i
wydajne pozyskanie fragmentéw DNA z biblioteki za po-
mocg odpowiednio dobranych enzymow restrykcyjnych i
prostej procedury izolacji wtasciwych fragmentéw przed
kazdym doswiadczeniem, ograniczajgc tym samym do jed-
nej procedury weryfikacje poprawnosci sekwencji DNA
elementéw automatu, polegajacg na czasochtonnym i kosz-
townym sekwencjonowaniu, koniecznym przy ich kazdo-
razowej konstrukcji de novo. Kolejnym etapem bedzie opty-
malizacja dziatan automatu poprzez skrocenie procedur
zwigzanych z wykrywaniem sygnatu koricowego.

INNE KOMPUTERY BIOMOLEKULARNE

KOMPUTER DNA BEZ ... SPRZETU KOMPUTEROWEGO

Juz doswiadczenie Adlemana pokazato, ze w ,,0blicze-
niach realizowanych przez DNA" mozna sie obejs¢ bez po-
limerazy DNA. Rowniez ligaza nie byta niezbedna w tym
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doswiadczeniu, aczkolwiek ,podnosita” znacznie szyb-
kos¢ i doktadno$é obliczen. Skonczony automat dwusta-
nowy, taki jak omowiony w poprzednim rozdziale, moze
sie obejs¢ bez enzymu restrykcyjnego, czyli komputer DNA
moze zosta¢ pozbawiony hardware i funkcjonowaé jako
komputer, przyjmujgc funkcjonalng, a nie strukturalng de-
finicje komputera [11]. W takim komputerze mozliwa jest
realizacja algorytmu umozliwiajgcego podejmowanie decy-
zji wg instrukcji ,,jezeli...to....w przeciwnym razie..." (Ryc.
12). Testowany algorytm miat postaé: poczatek - sprawdza-
nie warunkow - jezeli aktualny warunek jest ,,Tak" automat
pozostaje w stanie ,,Tak", w przeciwnym razie przetgcza
sie w stan ,,Nie" - jezeli aktualny warunek jest ,Nie", au-
tomat pozostaje w tym stanie. Dla realizacji takiego kom-
putera zastosowano specjalnie zaprojektowane czgsteczki
DNA, o dwuniciowych segmentach reprezentujgcych jeden
warunek i jeden krok algorytmu. Skrajny segment ma za-
koAczenie jednoniciowe, wskazujace, ze aktualnym stanem
operacji jest ,, Tak", natomiast jego dwuniciowa cze$¢ repre-
zentuje nastepny warunek do sprawdzenia. Podstawowym
mechanizmem dziatania takiego automatu jest wymiana
nici pomiedzy komplementarnymi sekwencjami czaste-
czek przejSciowych i czasteczka jednoniciowego DNA lub

Sprawdzane
A evarunki B

mRNA (Ryc. 12a). Niekomplementarno$¢ nawet jednego
nukleotydu powoduje utworzenie krétkiej petli i odroz-
nieniu czasteczki przejsciowej ,, Tak" od ,Nie". Czasteczki
przejSciowe ,,odrywajg" fragmenty DNA stowa wejSciowe-
go i enzym restrykcyjny nie jest tu potrzebny.

SYSTEMY OPARTE NA RNA

W poprzednim podrozdziale zasygnalizowalismy mozli-
wos$é uzycia mMRNA w komputerze DNA i nie jest to jedyny
przypadek takiej fuzji [12]. Potgczenie mozliwosci maga-
zynowania informacji przez RNA z faktem jego syntezy w
komérce, czyni go potencjalnym substratem dla kompute-
réw dziatajgcych in vivo [13,14]. Wsrod wielu typow RNA
i regulujgcych ich mechanizméw dwa znalazty szczeg6lne
zastosowanie w komputerach biomolekularnych: przetacz-
niki RNA iinterferujgcy RNA (RNAI). Przetagczniki RNA sg
naturalnymi czesciami transkryptow mRNA i tworzg one
lokalnie stabilne struktury, takie jak pieA-petla w swoim
stanie podstawowym [15]. W stanie tym translacja moze
zachodzi¢ bez przeszkod, lub by¢ hamowana, w zalezno-
ci od konformacji przetagcznika RNA. Konformacja ta moze
zaleze¢ od szeregu czynnikdw, takich jak temperatura czy
inne czasteczki RNA [14]. Po reakcji z zewnetrznym impul-

, 3 - Tak » Nie Nieaktywne Tak »Tak
/ Tak (Warunek) »Tak
Segmenty zalezne Warunek 5
od warunkéw spetnion
\ v s R AR SARSARAARARRRREE . ]
Tak (Warunek) »Nie
) I p— w0000 s
Nieaktywne Tak »Nie Tak » Tak
C
1 2 3 4 5
Tak
2 3 4 5 2 3 4 5
" AR 000000 ~E00u000eco P g R
C L
( " Stan koncowy -
~ Stan koncowy - ,\/‘ :
m- decyzja pozytywna Nle- decyzja negatywna

Rycina 12. Automat testowany w laboratorium oparty na szeSciostanowym modelu Shapiro. Elementy automatu sa zbudowane z fragmentéw DNA kodujacych stowo
oraz poszczego6lne stany i przejScia pomiedzy nimi. Automat dziata na stowie ab z zastosowaniem dwdch enzymow restrykcyjnych dziatajacych autonomicznie w jednej
mieszaninie. Sktada sie on z 3 stanéw, poczatkowym stanem automatu jest stan S3 Po wczytaniu analizowanego przez automat stowa ab przechodzi on kolejno ze stanu
S3do stanu koricowego S5przez stan S2 Koncowym efektem dziatania automatu bedzie pojawienie sie¢ w roztworze fragmentu DNA o okre$lonej wielkosci.
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sem (stowo wejsciowe kodowane przez RNA), przetgcznik
przechodzi do stanu aktywnego, ktéry zmienia sposéb syn-
tezy biatka odpowiadajacego mRNA. Stan aktywny moze
by¢ odwracalny lub nieodwracalny po samostrawieniu sie
przez przetgcznik RNA, wymagajacy nabycia przez niego
wiasciwosci rybozymu. Przetgczniki RNA znalazty zastoso-
wanie w komputerach in vivo, przede wszystkim w komor-
kach drozdzy.

W mechanizmie opartym na RNAIi wykorzystuje sie
krotkie interferujgce RNA (siRNA) dla budowania obwo-
doéw logicznych, powstajgcych poprzez oddziatywanie tych
siRNA z obszarem genu nie podlegajagcym translacji od stro-
ny 3' [16].

INNE BIOKOMPUTERY

W 1999 roku Faulhammer wraz ze wspotpracownikami
[12] przedstawit mozliwo$¢ rozwigzania ,problemu skocz-
ka szachowego" za pomocg DNA i RNA. Problem ten po-
lega na rozmieszczeniu skoczkdw na szachownicy w taki
sposo6b, by wzajemnie nie atakowaty sie. W doswiadczeniu
tym zakodowano za pomocg RNA wszystkie mozliwe roz-
mieszczenia skoczkéw na szachownicy, a nastepnie usuwa-
no zte ustawienia przy uzyciu RNazy H.

W 2003 roku wykonano doswiadczalnie implementacje
znanego algorytmu gry w kétko i krzyzyk [17]. Dziatanie
tego modelu oparte jest o enzym DNA oraz oligonukleoty-
dy DNA o strukturze szpilki do wiosé6w. DNA ,grajacy w
kotko i krzyzyk™ nalezy zaliczy¢ raczej do intelektualnych
zabaw niz powaznych projektéw naukowych. Twércy tego
modelu zasugerowali mozliwo$¢ wykorzystania bramek
logicznych do konstrukcji systemu umozliwiajgcego iden-
tyfikacje wirusow Zachodniego Nilu oraz ptasiej grypy u
cztowieka oraz do analizy zréznicowania genetycznego
réznych populacji.

Rozwazano zastosowanie komputerow DNA w nano-
technologii, przy zastosowaniu nieliniowych struktur zbu-
dowanych z fragmentow DNA [18]. Byty to r6zne struktury
geometryczne zbudowane z DNA, np. struktury czterora-
mienne zakonczone lepkimi koAcami.

W 2009 r. zesp6t Shapiro i wsp. [19] przedstawili prosty
system whnioskujacy, ktory na podstawie faktéw iregut od-
powiada na postawione pytanie logiczne. System ten zbu-
dowany jest z DNA oraz enzymu Foki, a wynik przeprowa-
dzanych operacji odczytywany jest w postaci sygnatu flu-
orescencyjnego. System potrafi prawidtowo odpowiedzie¢
na pytanie ,,Czy Sokrates jest Smiertelny?", majagc wprowa-
dzone przy uzyciu DNA nastepujgce zdania: ,,Wszyscy lu-
dzie sg Smiertelni. Wszyscy Grecy sa ludzmi. Sokrates jest
Grekiem".

Przedstawione doswiadczenia, implementujagce znane
algorytmy informatyczne za pomocg DNA, nie sg jednak
uniwersalne, tzn. implementacje te nie sg na tyle ogélne by
realizowa¢ dowolny ,,program komputerowy". Na ogoét sg
one komputerami tworzonymi do jednego problemu. Pew-
ng ,niewielkg uniwersalno$¢" ma automat Shapiro i jego
rozszerzenia, realizujgce dowolny program dla automatu
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skonczonego. Brak jest jednorodnego podejScia do kodo-
wania, przetwarzania i odczytywania informacji za pomoca
DNA. Duzym ograniczeniem tych implementacji s metody
laboratoryjne, ktére charakteryzuje duza pracochtonnos¢.

ZASTOSOWANIA KOMPUTEROW DNA

Liczba praktycznych zastosowan komputeré6w moleku-
larnych z pewnos$cig nie jest imponujaca, jednakze samo
urzeczywistnienie idei wykorzystania biomolekut do wy-
konywania obliczen, stanowi powazny etap w poznawaniu
iwykorzystywaniu sit Natury.

Zaproponowano wykorzystanie DNA do wspomagania
diagnostyki i terapii choréb [11]. Komputery DNA stawia-
ja wpierw diagnoze na podstawie analizy wyznacznikow
(markeréw) choroby, takich jak zmiany w mRNA, a nastep-
nie proponuja skuteczne leczenie. Algorytm wykorzystany
do diagnozy jest stosunkowo prosty —potrzebne sg do tego
tylko dwa stany automatu: tak i nie. Taki automat ma od-
powiedzie¢ na pytanie ,,Czy pacjentjest chory?" i na wejsciu
ustawiony jest na tak. Nastepnie sprawdza obecnos¢ jedne-
go ze zbioru wyznacznikéw choroby. OdpowiedZ pozytyw-
na nie zmienia aktualnego stanu tak i komputer przechodzi
do kolejnego etapu poszukiwania nastepnego markera. W
przypadku braku ktéregokolwiek z wyznacznikéw auto-
mat przechodzi w stan nie i przerywa swoje dziatanie. Tak
wiec tylko wystapienie wszystkich warunkéw wigze sie z
pozytywng diagnozg, w innym przypadku, przy nieobecno-
$cijednego z poszukiwanych wskaznikéw, diagnoza bedzie
negatywna. Drugi problem, jak ten algorytm zrealizowaé¢ w
medycynie jest trudniejszy do rozwigzania. Nalezato opra-
cowa¢ system wykorzystujacy oddziatywanie pomiedzy
elementami automatu DNA inieprawidtowym mRNA tak,
by automat reagowat na zmiany iloSciowe poziomu mRNA
w komorce, wynikajace z procesu chorobowego. W przy-
padku wykrycia tych zmian automat pozostaje w stanie tak
iprzechodzi w stan niew przypadku przeciwnym. Automat
ten jest ztozony z trzech modutéw. Zasadniczg czescig au-
tomatu jest modut diagnostyczny w postaci dwuniciowego
DNA o jednym lepkim koncu i petli reprezentujacej lek z
drugiego konca (Ryc. 13). Kolejne czesci modutu (od strony
lepkiego konca) sg odcinane przez enzym Foki w przypad-
ku gdy kolejne stany automatu sg na tak. Gdy w pewnym
momencie stan automatu bedzie nie, proces odcinania zo-
staje przerwany. Drugi modut w postaci krotkich, dwuni-

Lekarstwo

Stan ,,Tak” Markery

Rycina 13. Model automatu diagnostyczno-terapeutycznego. Lepki koniec frag-
mentu DNA koduje aktualny stan automatu. Kolejne odcinki DNA reprezentuja
wyznaczniki (markery) nadmiaru lub niedomiaru pewnych mRNA. Petla koduje
lek, uwalniany po strawieniu markeréw.
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Rycina 14. Sie¢ neuronéw oparta na DNA, w sktad ktérej wchodza (a) neurony
reprezentowane przez fragmenty DNA ztozone z segmentéw 1, 2 i 3, 4, 5 oraz
taczniki neuronéw komplementarne do poszczeg6lnych segmentéw DNA repre-
zentujacych neurony (oznaczone jako 2', 3). W kolejnym etapie (b) polimeraza
wydtuza koniec DNA tacznika w wyniku czego powstaje kompletny element
sieci (c). Nastepnie do roztworu wprowadza sie czasteczke DNA kodujaca infor-
macje wejscia, sktadajaca sie z segmentéw 4', 5' (etap d). W wyniku reakcji prze-
prowadzanej przez polimeraze DNA, czasteczka DNA wejscia jest wydtuzana,
uwalniajac koficowy odcinek DNA (e).

ciowych oligomerow DNA jest modutem przetwarzajagcym
informacje zawarta w mRNA do postaci innych molekut
hybrydyzujagcych z modutem wejscia. W przypadku gdy
warunek jest spetniony, powstaje czgsteczka DNA hybry-
dyzujaca z modutem wejscia i enzym Foki odcina kolejng
cze$¢ tego modutu. W przeciwnym przypadku powstaje
czasteczka, rowniez hybrydyzujagca z modutem wejscia,
ale blokujaca dalszg fragmentacje. Ostatni modut, modut
wyjscia, jest krétkim jednoniciowym DNA, uwalnianym w
ostatnim etapie odcinania modutu wejscia. Ma on znacze-
nie terapeutyczne i dziata jako antysensowny DNA, ktory
hybrydyzujac z mRNA, indukuje jego degradacje przez sys-
temy komdérkowe. Dziatanie tego automatu zostato przete-
stowane na komérkach nowotworowych prostaty. Automat
analizowat poziom mRNA dla gendéw kodujacych biatka
PPAP2B, GSTP1, PIM1 i HPN. W przypadku stwierdzenia
nieprawidtowosci uwalniat w komdrce antysensowny DNA
zmniejszajgce w komorce ilos¢ mRNA gendéw hpn i gstpl.
Wykorzystanie DNA w diagnostyce iterapii chordb zostato
tutaj przedstawione w mocno uproszczony sposob. W rze-
czywistosci, drugi modut automatu sktadat sie z dwéch ,ry-
walizujgcych"” czgsteczek DNA sprawdzajgcy warunek lub
jego brak, a trzeci modut mégt réwniez uwalnia¢ czasteczki
blokujace lek, w przypadku osiggniecia stanu automatu nie.
Te dodatkowe mechanizmy sg zwiazane ze stochastyczno-
$cig dziatania automatu.
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W innym podejsciu zaproponowano komputer DNA
oparty na modelu Adlemana, ktéry moze dokonywaé ana-
lizy profilu ekspresji genow [20]. Podstawa jego dziatania
jest sie¢ neuronowa zbudowana z oligonukleotydéw repre-
zentujacych neurony itgcznikdw pomiedzy neuronami. Ste-
zenie oligonukleotydéw jest zalezne od aktywnosci sieci. Z
kolei stezenie tgcznikdéw reprezentujacych aksony decyduje
0 szybkosci dziatania sieci - im jest wieksze, tym szybciej
z czasteczek wejsciowych produkowane sg wyjsciowe. Sys-
tem ten dziata w oparciu o wspotzawodnictwo pomiedzy
komplementarnymi oligonukleotydami reprezentujagcymi
neurony wejsciowe, wyjsciowe oraz aksony. Do jego efek-
tywnego dziatania niezbedne jest uzycie enzymow mody-
fikujgcych DNA, takich jak ligaza DNA czy tez polimeraza
DNA. System ten jest ograniczony tylko do diagnostyki i
brak mu mozliwos$ci terapeutycznych. Jego zaletg jest nie
tylko szybko$¢ dziatania znacznie przewyzszajgca obecnie
stosowane techniki do okreslania profilu ekspresyjnego z
uzyciem mikromacierzy, ale réwniez prostota zmniejsza-
jaca koszty i czas niezbedny do przeprowadzenia analizy
(Ryc. 14).

Kolejng prébg zastosowania komputerow molekular-
nych w medycynie byto wykorzystanie istniejacych juz w
komorkach bakteryjnych i eukariotycznych naturalnych
sieci przekazywania i analizy informacji opartych na RNA.
Regulacja tych sieci RNA, ktére kontrolujg synteze biatek
komaérkowych, miataby sie odbywaé poprzez zastosowanie
opisanych poprzednio przetacznikéw RNA [21,22], Zaleta
takiego systemu jest fakt, ze przetgczniki RNA mozna do-
wolnie projektowaé, dzieki czemu mozliwa jest kontrola
sieci RNA w dowolnym punkcie [23].

Wiasciwosci informatyczne DNA moga by¢ wykorzy-
stane w kryptografii i steganografii. Do tej roli pretenduje
DNA przede wszystkim dzieki niespotykanie wysokiemu
upakowaniu informacji [24]. DNA moze by¢ takze wyko-
rzystany do binarnego przedstawiania informacji [25]. Wy-
biera sie 2 sekwencje reprezentujace wartosci 1 lub 0. Ciag
informacji powstaje poprzez potaczenie ze sobg fragmen-
tbw DNA o takich sekwencjach w okreslonej kolejnosci. Ten
spos6b zapisu informacji umozliwia kodowanie nie tylko
stow, ale ze wzgledu na swoj binarny charakter, réwniez i
obrazéw. Rozkodowanie informacji polega na reakcji PCR
lanalizie elektroforetycznej powstatych w jej wyniku frag-
mentow DNA.

UWAGI KONCOWE

Z pewnoscig twierdzenie, ze komputery krzemowe do-
szty w swym rozwoju ,,do $ciany" jest przedwczesne, ajesz-
cze bardziej przedwczesne jest twierdzenie, ze oto nadcho-
dzi czas komputeréw molekularnych. W procesie urzeczy-
wistniania idei komputerdw DNA wazny powinien by¢ nie
tylko postep technologiczny - zwiekszenie szybkosci opera-
cji, czy zmniejszone zuzycie i wydzielanie energii - lecz tak-
ze 0go6lne spojrzenie na mechanizmy sktadowania i przeka-
zywania informacji wewnatrz komarki. Méwimy, ze prze-
sytanie informacji genetycznej, to replikacja, transkrypcija,
translacja, rekombinacja i wiemy o nich (prawie) wszystko,
ale przeciez to jest dalekie od prawdy. Na przyktad uszko-
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dzenia DNA i RNA moga zaburzy¢ kazdy z tych procesow.
Gdy takim uszkodzeniem jest dwuniciowe pekniecie DNA,
to wowczas przeptyw informacji od miejsca uszkodzenia
do ,instrumentdw" naprawy DNA jest do$¢ dobrze scha-
rakteryzowany. Jest on realizowany gtéwnie poprzez biat-
ka, biorgce udziat w tym przeptywie informacji. Ale takie
dwuniciowe pekniecie DNA jest powaznym uszkodzeniem
zagrazajagcym zyciu komorki i czasem moze by¢ widziane
w mikroskopie $wietlnym jako pekniecie chromosomu.
Wydaje sie, ze takie masywne uszkodzenie nie powinno
by¢ trudne do wykrycia, tym bardziej, ze przecietna liczbha
takich uszkodzen na komérke na dobe to okoto 10. Inaczej
sprawy sie maja z subtelniejszymi uszkodzeniami, takimi
jak jednoniciowe pekniecia DNA, ktére moga powaznie za-
burzy¢ procesy przesytania informacji genetycznej i ktérych
liczba na dobe na 1 komorke moze przekracza¢ kilkadzie-
sigt tysiecy. Uszkodzenia takie moga hamowac replikacje,
czy transkrypcje, jezeli wystepujg w nici antysensownej.
Oczywiscie w takich przypadkach uruchamiane sg specjal-
ne mechanizmy naprawy DNA, jednakze uszkodzenia te
sg naprawiane takze w stanie spoczynkowym, cho¢ nie z
takg efektywnoscia, jak w czasie aktywnego przeksztatca-
nia i przesytania informacji genetycznej, ale znowu infor-
macja o uszkodzeniu musi dotrze¢ od miejsca uszkodzenia
do ,egzekutorow" itrudno sobie wyobrazi¢, aby odbywato
sie to poprzez szlak rdwnie ztozony, jak w przypadku pek-
nie¢ dwuniciowych, gdyz wymagatoby to zbyt wysokich
naktadoéw energetycznych od komorki. Podsumowujac ten
przydtugi wywod dotyczacy uszkodzen i naprawy DNA,
nalezatoby sie zastanowi¢ nad mozliwosciami wykorzysta-
nia potencjatu informatycznego DNA nie tylko w zakresie
jego struktury pierwszorzedowej, to jest sekwencji zasad,
ale takze struktur wyzszego rzedu. Procesy akomodacji
uszkodzen DNA i ich naprawy sg przyktadem kolejnych
mozliwosci zastosowania DNA jako procesora.

Ze zrozumiatych wzgledéw jednym z najwazniejszych
aspektow komputerow DNA jest ich bilans energetyczny,
tj. ilo$¢ dostarczanej i wydzielanej energii oraz ilo$¢ energii,
ktéra powinna byé odprowadzona. W podrozdziale ,,Pro-
blem drogi Hamiltona i doswiadczenie Adlemana" poda-
lismy kilka danych liczbowych dotyczacych tego zagad-
nienia. Wygladaja one bardzo zachecajaco. W dotychczas
przeprowadzonych badaniach najbardziej energochtonnym
etapem pracy komputera opartego na DNA jest ligacja.
,Gtowny bohater" tej operacji, ligaza DNA, w zaleznoSci
od rodzaju wymaga ATP badz NAD, jako zrédia energii.
Jedna czasteczka ATP/NAD - jedna ligacja. Nie wdajac sie
w szczegbtowe obliczenia, z mechanizmu tej reakcji mozna
wnosié, ze nie jest to proces nadzwyczaj energochtonny, a
nalezy braé¢ pod uwage jeszcze co najmniej dwa aspekty tego
zagadnienia. Po pierwsze, w szeregu zagadnieri, komputer
DNA moze funkcjonowac bez ligazy DNA [4], Po drugie,
wigzania wystepujgce w czasteczce DNA - fosfodiestrowe,
wodorowe i inne, maja okreslong energie swobodng, kto-
ra moze by¢ wykorzystana w procesach przeksztatcania tej
czasteczki. W Swietle tych danych, problem dostarczania
i doprowadzania energii do komputera DNA nie stanowi
przeszkody w rozwijaniu jego koncepcji, ale na rzeczywistg
weryfikacji tej tezy trzeba bedzie poczekac do realizacji idei
komputera DNA w ,,maszyne cyfrowg z procesorem i opro-
gramowaniem DNA™.
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Innym waznym zaréwno koncepcyjnie jak i utylitarnie
problemem zwigzanym z koncepcjg komputerow DNA
jest kwestia ,,recyklingu" czasteczek DNA, ktdéra mozna
rozpatrywaé¢ dwojako. Z jednej strony jedna czasteczka
DNA moze by¢ stosowana do wykonania wielu operacji.
Na przyktad dwuniciowe oligonukleotydy tworzone w do-
Swiadczeniu Adlemana, mogg by¢ poddane denaturacji, a
powstate fragmenty jednoniciowe mogg by¢é uzywane w
nastepnych operacjach. Z drugiej strony, otrzymanie czytel-
nego dla uzytkownika wyniku wymaga analizy czasteczki
DNA, ktéra prowadzi badz do jej degradacji, badz do zanie-
czyszczenia, wykluczajgcego dalsze jej uzycie.

Nasuwa sie pytanie, czy konstrukcje komputeréw DNA
sg préba odtworzenia funkcjonowania Natury. Nie ulega
watpliwosci, ze upakowanie informacji w metastabilnych
polimerach takich jak DNA, RNA czy biatka, ktérych roz-
pad dostarcza energii i zwieksza entropie, ma podstawowe
znaczenie dla prawidtowego funkcjonowania organizmow
zywych. Zatem moze probujemy odtworzy¢ jeden z naj-
bardziej naturalnych aspektéw dziatarh materii ozywionej?
Ogélniej - upakowanie informacji w DNA oraz wykorzy-
stanie jego energii do jej przeksztatcania i przesytania moze
stanowi¢ podstawe sytemu informatycznego Natury.
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ABSTRACT

Biocomputers can be an alternative for traditional ,,silicon-based" computers, which continuous development may be limited due to further
miniaturization (imposed by the Heisenberg Uncertainty Principle) and increasing the amount of information between the central processing
unit and the main memory (von Neuman bottleneck). The idea of DNA computing came true for the first time in 1994, when Adleman solved
the Hamiltonian Path Problem using short DNA oligomers and DNA ligase. In the early 2000s a series of biocomputer models was presented
with a seminal work of Shapiro and his colleguas who presented molecular 2 state finite automaton, in which the restriction enzyme, Fokl,
constituted hardware and short DNA oligomers were software as well as inpul/output signals. DNA molecules provided also energy for this
machine. DNA computing can be exploited in many applications, from study on the gene expression pattern to diagnosis and therapy of can-
cer. The idea of DNA computing is still in progress in research both in vitro and in vivo and at least promising results of these research allow
to have a hope for a breakthrough in the computer science.
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STRESZCZENIE

NA metylotransferaza 1 (DNMT1) jest enzymem Kkatalizujagcym reakcje metylacji
D reszty cytozyny w pozycji piatej pierscienia pirymidynowego, zachodzaca po proce-
sie replikacji. Celem tej modyfikacji jest regulacja ekspresji genéw charakterystyczna dla
danego organizmu. DNMT1 utrzymuje wzdr metylacji DNA poprzez jego kopiowanie
z nici matczynej na ni¢ potomng DNA. Donorem grupy metylowej w tym procesie jest S-
adenozylo-L-metionina. Zaburzenia w poziomie metylacji DNA wynikajace z nadekspresji
genu kodujacego enzym lub utraty specyficznosci dziatania DNMT1 moga prowadzi¢ do
transformacji nowotworowej. Hipermetylacja promotoréw genéw supresji nowotworowej
powoduje wyciszenie ich transkrypcji. Natomiast hipometylacja sekwencji regulatorowych
protoonkogendéw i retrotranspozondw prowadzi do wzrostu ich aktywnosci transkrypcyjne;j.
DNMT1 jako kluczowy enzym w procesie prawidtowego odtwarzania wzoru metylacji, sta-
nowi atrakcyjny cel dla terapii przeciwnowotworowe;j.

WPROWADZENIE

Informacja dotyczgca budowy i funkcjonowania organizmu zakodowana jest
w genomie. Jednak sama sekwencja DNA nie zapewnia prawidtowego jej odczy-
tania. Do interpretacji tej informacji niezbedne sg dodatkowe elementy w postaci
metylacji cytozyny w DNA, modyfikacji histonow (acetylacja, fosforylacja, me-
tylacja, ubikwitylacja) oraz niekodujgcych RNA, stanowigce kod epigenetyczny

1]

Metylacja cytozyny w pozycji 5w eukariotycznym DNA jest jedyng modyfi-
kacjg polegajacg na utworzeniu kowalencyjnego wigzania wegiel-wegiel. 5-Me-
tylocytozyna (m5C) jest obecna w genomach wszystkich kregowcow i roslin
kwitngcych, a jej catkowita zawarto$¢ w genomie ssakow wynosi ~1% wszyst-
kich nukleozydow co oznacza, ze ok. 5% wszystkich cytozyn ulega metylacji
[2], Analiza profilu metylacji cztowieka pokazata, ze modyfikacji ulegajg przede
wszystkim cytozyny znajdujgce sie w dinukleotydach CpG. Metylacji moga tak-
ze ulegaé cytozyny znajdujace sie w sekwencjach CpNpG i CpNpN, gdzie N
oznacza adenozyne, cytydyne lub tymidyne. W zarodkowych komdérkach ma-
cierzystych prawie 25% wszystkich metylowanych cytozyn znajduje sie w ob-
rebie tych sekwencji, a wzrost poziomu ich metylacji obserwowano w genach
kodujacych biatka zwigzane z dojrzewaniem RNA ijego udziatem w procesach
metabolicznych. R6znicowanie sie zarodkowych komaérek macierzystych pro-
wadzi do utraty metylacji CpNpG i CpNpN. Zauwazono jednak, ze ulega ona
odtworzeniu w indukowanych pluripotentych komaérkach macierzystych (iPSC,
ang. induced pluripotent stem cells), czyli takich z ktérych powstaé moga wszyst-
kie tkanki znajdujace sie w zarodku. Sugeruje to, ze metylacja tego typu moze
by¢ cecha charakterystyczng iPSC i petni role w utrzymywaniu stanu pluripo-
tencji oraz zapobieganiu $mierci i starzeniu sie komérek [3].

Dinukleotydy CpG nie sg rownomiernie rozmieszczone w genomie. Sku-
mulowane sag w odcinkach zawierajgcych 60-70% tego dinukleotydu zwanych
wyspami CpG o dtugosci 0,5-4 kpz. W pozostatej czesci genomu ich zawartosé
szacuje sie na mniej niz 20% [4], Promotory genow cztowieka mozna podzie-
li¢ na dwie klasy rézniace sie zawartosciag dinukleotydéw CpG. Pierwsza klasa
to promotory o niskiej zawartosci miejsc metylacji (LCG, ang. low CpG), ktére
ulegajg hipermetylacji. Druga to promotory o wysokiej zawartosci CpG (HCG,
ang. high CpG), charakteryzujace sie niskim poziomem metylacji i wystepujace w
genach ulegajgcych statej transkrypcji [5].

Metylacja cytozyny zapewnia specyficzng na danym etapie rozwoju eks-
presje genéw warunkujgcg zréznicowanie miedzytkankowe [6-8], Zauwazono
jednak, ze tylko 4-8% wysp CpG jest zmetylowanych specyficznie dla danego
typu. Najwieksze zroznicowanie (-76%) obserwuje sie w odlegtosci do 2kpz
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od koncdéw tych wysp [9]. Metylacja petni rowniez role w
pietnowaniu genomowym, inaktywacji chromosomu X,
wyciszaniu transpozonéw i sekwencji retrowirusowych,
naprawie DNA oraz utrzymywaniu stabilnosci genomu i
struktury chromatyny [10]. Postuluje sie dwa mechanizmy
wyciszenia ekspresji genu. Zgodnie z pierwszym, metylacja
stanowi bezposrednig blokade przeciwdziatajacag wigzaniu
czynnik6w transkrypcyjnych do promotora genu. Drugi
mechanizm zaktada wigzanie biatek MBD (ang. methyl-bin-
ding proteins) co dodatkowo blokuje dostep czynnikom ijed-
noczes$nie indukuje kondensacje chromatyny [5],

W proces metylacji DNA w komérkach ssakéw zaan-
gazowane sg 3 niezaleznie kodowane metylotransferazy:
DNMT1, DNMT3a i DNMT3b. Enzymy te mozna podzieli¢
na dwie klasy: metylotransferazy przytaczajgce grupy me-
tylowe de novo w czasie wczesnego rozwoju embrionalnego
(3a, 3b) i metylotransferaze odtwarzajacq wzor metylacji
w czasie replikacji (DNMT1) [11]. DNMT3a i oddziatujacy
z nim paralog, nie wykazujgcy aktywnosci katalitycznej,
DNMT3L oraz DNMT3b biorg prawdopodobnie udziat tak-
ze w metylacji sekwencji CpNpG i CpNpN w komdrkach
macierzystych [3,9]. Natomiast DNMT2 katalizuje przyta-
czenie grupy metylowej do reszty cytozyny w pozycjach 38
i 48 tRNAApI nie bierze udziatu w procesie metylacji DNA
[12].

Metylacja nowo syntetyzowanej nici potomnej DNA we-
dtug wzoru z nici matczynej odbywa sie w czasie fazy S cy-
klu komérkowego [4,13-16]. Zauwazono, ze nieprawidtowa
aktywno$¢ DNMT1 moze prowadzi¢ do deaminacji cytozy-
ny prowadzac w konsekwencji do powstawania mutacji w
trakcie replikacji DNA [2],

Brak DNMT1 w kompleksie replikacyjnym moze spo-
wodowac skierowanie komorki na jedng z licznych Sciezek
programowanej $mierci [17]. W linii komérkowej nowo-
tworu okreznicy zawierajgcej nokaut genu Dnmtl obser-
wuje sie obnizenie poziomu catkowitej metylacji genomu,
ktory pogtebia sie jeszcze bardziej w przypadku podwdjne-
go nokautu Dnmtl i 3b [10]. Delecja Dnmtl lub Dnmt3a i 3b
prowadzi do letalnosci embrion6éw mysich [18]. DNMT1 za-
pewnia komdrkom progenitorowym, m.in. naskérka, zdol-
nos$¢ do wielokrotnego podziatu, poprzez podtrzymywanie
aktywnosci proliferacyjnej i hamowanie réznicowania tych
komérek, zapewniajagc tym samym zdolnos$¢ tkanki do sa-
moodnowy. Zahamowanie procesu metylacji w czasie réz-
nicowania si¢ komorek prowadzi do aktywacji inhibitoréw
cyklin zaleznych od kinaz (pISINK4B i pl6INK4A) nalezg-
cych do biatek supresji nowotworowej i regulujacych cykl
komorkowy [19].

STRUKTURA GENU DNMTL | BUDOWA BIALKA

Geny Dnmtl myszy i cztowieka [16,20] kodujg biatko o
masie 183,5 kDa zbudowane z okoto 1620 reszt aminokwa-
sowych. Gatunkowo i tkankowo specyficzne roznice w
wielkosci DNMT1 w komorkach szczura i cztowieka zale-
z3 od wyboru ramki odczytu i mozliwosci alternatywnego
sktadania mRNA [14,21-23]. W r6znych tkankach wystepuje
7 alternatywnie ztozonych mRNA dla DNMT1. Stwierdzo-
no, ze w obrebie 32 eksonu, kodujgcego motyw IV, znajduje
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sie 6, a w 36 eksonie, kodujagcym motyw zmienny, 4 mozli-
we miejsca sktadania. Doswiadczalnie nie stwierdzono jed-
nak istnienia biatek odpowiadajgcych tym wariantom [22],
Wykazano natomiast obecno$¢ izoformy DNMTIb dtuzszej
0 16 reszt aminokwasowych w komdrkach krwi cztowieka
oraz znaczng zawartos¢ mRNA dla DNMTIb alternatyw-
nie ztozonej w obrebie 4 intronu, jednak produkt translacji
tej matrycy stanowit niewielka czes¢ z puli komérkowych
metylotransferaz [24,25]. Biatko DNMT1 jest syntetyzowane
w komérkach rozwijajacego sie zarodka i jest fatwo wykry-
walne w obrebie jadra na etapie jego wczesnej implantacji
[26]. Natomiast w oocytach i stadiach preimplantacyjnych
obserwuje sie synteze DNMT1 o masie ok. 175 kDa, skr6co-
nej o 118 reszt aminokwasowych [27], Biatko to pozbawione
sygnatu lokalizacji jadrowej (NLS, ang. nuclear localization
signal) wystepuje w cytoplazmie w postaci kompleksu z
aneksyng V [28]. Uwaza sie, ze powodem miedzytkanko-
wych réznic we wzorze metylacji jest obecno$¢ specyficz-
nych form DNMT1 rozpoznajacych dinukleotydy CpG w
odmiennych kontekstach sekwencyjnych.

Model budowy DNMT1 ssakéw zaproponowany w
oparciu o strukture metylotransferaz prokariotycznych,
sktada sie z: domeny regulatorowej przy koncu N, odcinka
centralnego zawierajagcego 12 powtérzen Gly-Lys oraz do-
meny Katalitycznej zlokalizowanej w rejonie C koricowym
[14,29-33] (Ryc. 1).

Domena regulatorowa, zbudowana z 1100 reszt ami-
nokwasowych dzieli sie na 2 subdomeny [34]. W obrebie
pierwszej znajduja sie: miejsca wigzania biatka DMAP1
(ang. DNA methyltransferase 1 associated protein 1) i sygnatu
lokalizacji jadrowej (NLS) oraz antygenu jadrowego komo-
rek proliferujgcych (PCNA, ang. proliferating cell nuclear anti-
gen) [34], Natomiast w obrebie drugiej subdomeny znajduje
sie miejsce wigzania z widetkami replikacyjnymi (RFTS,
ang. replication factory targeting sequence ). Wyrédzniono tak-
ze motyw palca cynkowego typu CxxC wigzacego DNA i
2 miejsca oddziatywania z biatkami Rb (ang. retinoblastoma
protein) oraz domene PBHD (ang. polybromo-1 protein homo-
logous domain) znajdujacg sie takze w biatkach zaangazowa-
nych w regulacje struktury chromatyny i odpowiadajaca
za oddziatywania z innymi biatkami [34]. Ponadto w obre-
bie domeny regulatorowej stwierdzono obecno$¢ miejsca
oddziatywania z metylotransferazami 3a i 3b oraz motyw
wigzacy biatko UHFR1 (ang. ubiquitin-like with PHD and
ringfinger domain 1). W domenie regulatorowej znajduje sie
takze potencjalne miejsce oddziatywania z S-adenozylo-L-

e PR NS (1) Znﬂi )

N v w XX

Domena regulatorowa Domena katalityczna

Rycina 1. Organizacja genu Dnmtl myszy. DMAP1 — miejsce wigzania biatka
DMAP1 (ang. DNA methyltransferase 1 associated protein 1); PCNA —miejsce wia-
zania antygenu komérek proliferujacych; RFTS —sekwencja kierujgca do wide-
tek replikacyjnych; ZnD — motyw palca cynkowego bogaty w reszty cysteiny
wigzace jony Zn; KEN —motyw zawierajacy zachowang w ewolucji sekwencje
reszt aminokwasowych KENxxxR; PBHD | i Il —motyw homologiczny do PBHD
(ang. Polybromo-1 protein homologous domain); Gly-Lys —sekwencja kodujaca zto-
zone z 12 reszt aminokwasowych powto6rzenie Gly-Lys; I, I, IV, VI, VIII, IX, X —
zachowane w ewolucji motywy domeny katalitycznej [11,32].
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Rycina 2. Schemat mechanizmu reakcji metylacji DNA katalizowanej przez en-
zym DNMT1. W wyniku wigzania docelowej cytozyny przez reszte Glull9 znaj-
dujaca sie w motywie VI enzymu nastepuje protonacja atomu N3 i powstanie
4,5-enaminy, a nastepnie atak grupy tiolowej reszty Cys81 motywu IV (PQC) w
miejscu aktywnym DNMT1 na atom C6 w pierscieniu cytozyny. Powoduje to
wzrost nukleofilowosci i aktywacje wegla w pozycji 5, a nastepnie jego atak na
grupe metylowg S-adenozylometioniny. Po przytaczeniu grupy metylowej do C5
nastepuje przeksztatcenie S-adenozylometioniny w S-adenozylohomocysteine.
Ostatnim etapem jest odtworzenie podwo6jnego wigzania pomiedzy C5 i C6 w
cytozynie na drodze p-eliminacji i uwolnienie m5C oraz enzymu [36,37,39],

metioning, co $wiadczy o wspoétdziataniu N i C-kofAcowych
rejonow biatka w czasie katalizy reakcji metylacji [10,34],
Specyficzne rozpoznawanie hemimetylowanego DNA
przez domene regulatorowg enzymu eukariotycznego na-
stepuje wskutek aktywacji allosterycznej przez m5C. Praw-
dopodobne miejsce wigzania m5C znajduje sie w odlegtosci
-1000 reszt aminokwasowych od centrum katalitycznego,
pomiedzy resztami aminokwasowymi 121-500 [35].

Domeny N i C potgczone sg polipetydem bogatym w
reszty Lys-Gly, podobng sekwencje zaobserwowano przy
koncu aminowym histonu H4 i jest ona prawdopodobnie
miejscem modyfikacji potranslacyjnej. Jak dotad niewie-
le jednak wiadomo na temat wptywu tych modyfikacji na

ewentualng regulacje aktywnos$ci eukariotycznych metylo-
transferaz [2].

Domena katalityczna DNMT1, zbudowana z ok. 500 reszt
aminokwasowych, znajduje sie w C-kofAcowym rejonie en-
zymu. Sktada sie z 10 charakterystycznych motywdw stano-
wiacych kryterium identyfikacji metylotransferaz DNA, ich
analogi znalezé mozna w strukturach ponad 100 enzymow
prokariotycznych [36,37]. W centrum Kkatalitycznym znaj-
duje sie miejsce wigzania SAM, ktdre tworzg zachowane w
ewolucji reszty: Trp4l (motyw IlI), LeulOO (motyw V), Glu40
i Asp60 z motywow i Il oraz Pro80 (motyw 1V) i Asn304
z motywu X. Miejsce wigzania DNA tworzg zachowane w
ewolucji reszty aminokwasowe z motywaéw I, IV, VI, VII. W
trakcie tworzenia kompleksu z DNA ruchoma petla zawie-
rajgca aktywng katalitycznie reszte Cys81 z dipeptydu Pro-
Cys motywu IV przemieszcza sie, umozliwiajgc utworzenie
wigzan z nukleotydarni [31].

MECHANIZM REAKCJI METYLACJI

Metylotransferazy DNA Kkatalizuja reakcje przytaczenia
grupy metylowej do wegla 5 cytozyny (Ryc. 2). W pierw-
szym etapie nastepuje wigzanie SAM do DNMT1 a nastep-
nie DNA. W wyniku specyficznego oddziatywania z DNA
nastepuje wysuniecie cytozyny majacej ulec metylacji, na
zewnatrz helisy, co wigze sie z zerwaniem oddziatywan
warstwowych pomiedzy pierscieniami zasad w helisie
(Ryc. 3). Pociaga to za sobg zmiane potozenia atomoéw fosfo-
ru z sgsiadujgcych grup fosforanowych 04 A w stosunku do
pozycji wyjsciowej, jednak bez istotnych zmian w pozycji
pozostatych atomoéw w sieci krystalicznej. Ponadto wigza-
nie enzymu z DNA powoduje przemieszczenie petli kata-
litycznej zawierajacej motyw IV, a tym samym skierowanie
reszty Cys81 do miejsca aktywnego. Wysunieta cytozyna
jest stabilizowana przez Phe i grupe sulfhydrylowg Cys81
(motyw 1V) oraz Glull9 (motyw VI) i Argl65 (motyw VIII)
[32,36] (Ryc. 4).

Rycina 3. Struktura kompleksu M.HiwI-DNA. Ulegajaca metylacji reszta cyto-
zyny zostaje wysunieta z helisy i umieszczona w centrum aktywnym enzymu,
gdzie oddziatuje z resztg cysteiny 81 znajdujaca si¢ w ruchomej petli katalitycz-
nej. Linig przerywang oznaczono wigzania wodorowe [36,39],
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Rycina 4. Struktura kompleksu M.HiwI-SAH. Kolorami wyszczegdlniono zacho-
wane w ewolucji reszty aminokwasowe oddziatujgce z SAH w obrebie szczeliny
katalitycznej enzymu. Linig przerywang oznaczono wigzania wodorowe [36,39],
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ROLA BIALKA UHRF1 W PROCESIE
METYLACJI CYTOZYNY

DNMT1 nie jest jedynym biatkiem, ktdre uczestniczy
w powielaniu wzoru metylacji w trakcie replikacji [40,41].
Istotng role w podniesieniu specyficznosci procesu mety-
lacji odgrywa biatko UHRF1 (ang. ubicjuitin-like with PHD
and ring finger protein 1), poznane jako ICBP90 (ang. human
inverted CCAAT box-binding protein of 90kDa) lub Np95 (ang.
mice nuclear protein of 95 kDa) [42,43].

Biatko UHFR1 tworzy kompleks z biatkiem PCNA, a na-
stepnie za posrednictwem domeny SRA (ang. set and ring-
associated) wigze hemimetylowany DNA [44-46], Do tego
kompleksu przytgcza sie DNMT1, ktéra katalizuje reakcje
metylacji cytozyn [47], UHRF1 uczestniczy réwniez w pro-
cesie metylacji histonu H3K9 tworzgc kompleks z enzymem
G9a/EHMT2 (ang. histone H3-Lys-9 methyltransferase), kata-
lizujacym te reakcje. W dalszym etapie zmetylowany H3K9
oddziatuje z domeng PHD (ang. plant homeodomain) biatka
UHRF1, ktére dalej wigze biatko HDACL1 (ang. histon deace-
tylase 1) biorgce udziat w powstawaniu heterochromatyny
(Ryc. 5) i powoduje wyciszenie transkrypcji DNA. UHRF1
bierze takze udziat w regulacji przejscia komorki z fazy G1
do S. Oprocz domen SRA i PHD biatko to posiada takze
domeny UbL (ang. ubicjuitin-like domain) i RING (ang. really
interesting new gene domain) zawierajgcg motyw Cys3HisCys4
iwigzacg dwa atomy cynku [47],

Na podstawie analizy struktury krystalicznej kompleksu
domeny SRA z oligonukleotydem DNA (Ryc. 6) zawiera-
jacym pare m5CpG-GpC stwierdzono, ze m5C zostaje wy-
sunieta na zewnatrz helisy i umieszczona w hydrofobowej
kieszeni biatka utworzonej przez Tyr471 i Tyr483, co po-
zwala na jej stabilizacje poprzez oddziatywania warstwowe
[48,49], Domena SRA ,,obejmuje" docelowg m5C, oddziatu-
jac zarowno w matym jak i duzym rowku DNA. Wysuniecie
zasady na zewnatrz helisy, opisane wcze$niej dla metylo-
transferazy, obserwowane jest czesto w kompleksach enzy-
moéw modyfikujacych zasady zarébwno w DNA jak i RNA.
Zwigzanie m5C z nici matczynej przez UHRF1 pozwala
DNMT1 na metylacje docelowej reszty cytozyny w nowo-
syntezowanej nici. Stwierdzono, ze UHFR1 nie jest syntety-
zowane w tkankach serca, ptuc, watroby, nerek i pecherza
moczowego, natomiast jego wysoki poziom mozna obser-
wowacé w grasicy i szpiku kostnym oraz w komorkach no-
wotworowych [47], Zmniejszenie poziomu UHFR1 prowa-
dzi to znaczacej redukcji zdolnosci proliferacyjnej komarek
progenitorowych naskdrka, podtrzymywanej przez wspot-
dziatanie DNMT1 i UHFR1. Skutkiem tego jest ograniczona
zdolno$¢ tkanki do samoodnowy [19].

Rycina 5. Udziat biatka UHFR1 w metylacji DNA i kondensacji chromatyny [44],
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Rycina 6. Oddziatywanie biatka UHFR1 z hemimetylowanym DNA. m&C jest
wysunieta z helisy DNA i umieszczona w hydrofobowej kieszeni biatka [48,49].

TERAPIA EPIGENETYCZNA

Charakterystyczny dla danego organizmu wzér metyla-
cji ustanowiony jest w epiblascie i zachowany w dalszych
etapach rozwoju organizmu. Obnizenie poziomu metylacji
prowadzi do rozregulowania mechanizmu precyzyjnej kon-
troli ekspresji genéw, a w konsekwencji do niestabilnosci
genomu. Nieznaczny spadek metylacji obserwuje sie wraz
ze starzeniem sie organizmu [5,50]. Zjawisko to moze by¢
skutkiem zaburzen w syntezie i aktywno$ci DNMT1 lub
btednego rozpoznania sekwencji majgcej ulec metylacji. Na-
turalnym sposobem obrony komérki przed obnizeniem po-
ziomu metylacji w obszarach heterochromatyny jest wzrost
syntezy enzymu DNMT3b, ktdrego zadaniem jest metylacja
de novo. Powoduje to jednak zwiekszenie poziomu m5C row-
niez w obrebie promotorow, ktére w zdrowych normalnych
komérkach danego organizmu nie powinny byé metylowa-
ne. Hipermetylacje obserwuje sie takze w obrebie sekwencji
DNA kodujgcych rRNA, czego konsekwencjg jest zahamo-
wanie transkrycji w czasie starzenia sie organizmu. Global-
na hipometylacja DNA potgczona z hipermetylacja rejonéw
promotorowych gendw supresji nowotworowej i zmieniong
syntezg DNMT1 ma podobne konsekwencje jak transforma-
cja nowotworowa indukowana przez mutacje [50-53]. W
komaérkach nowotworowych zawartos¢ m5C w DNA jest
od 20 do 60% nizsza niz w komérkach prawidtowych [52],
Ro6znice we wzorze metylacji komorek nowotworowych i
prawidtowych 13-krotnie czesciej wystepujg w obrebie tzw.
brzegéw wysp CpG, gdzie liczba powtdrzen tego dinukle-
otydu jest mniejsza, niz w centralnej czesci wysp [54].

Odwracalno$¢ metylacji czyni z niej atrakcyjny cel w te-
rapii chorob nowotworowych. Zahamowanie bowiem tego
procesu w kolejnych podziatach komérki nie powoduje jej
natychmiastowej $mierci, ale pozwala na aktywacje wy-
ciszonych przez hipermetylacje genéw supresorowych.
Zatem farmakologiczna ingerencja w aktywno$¢ enzymu
biorgcego udziat w kopiowaniu wzoru metylacji (DNMT1)
daje szanse na zahamowanie procesu nowotworzenia. Re-
aktywacja gendw proapoptotycznych i regulatoréw cyklu

27



komdérkowego w wyniku demetylacji prowadzi do $mierci
komorki nowotworowej [5,55] (Ryc. 7).

Obecnie stosowane leki bedgce inhibitorami DNMT1
takie, jak Vidaza (5-azacytydyna) i Dacogen (decytabina
— 5-aza-2'deoksyctydyna) sg pochodnymi cytozyny be-
dacej substratem reakcji [5], 5-azacytydyna i jej analogi po
whniknieciu do komorki ulegajg fosforylacji przez kinaze
urydynowo-cytydynowa, a nastepnie whudowaniu w tan-
cuch RNA. Po redukcji przez reduktaze rybonukleotydowg
stajg sie takze substratem w syntezie DNA [56]. Hamowanie
procesu metylacji przez te zwigzki polega na kowalencyj-
nym zwigzaniu enzymu z DNA. Obecnos¢ bardziej elektro-
ujemnego azotu w pozycji 5 pierScienia cytozyny powoduje
wzrost elektrofilowosci C6, co utatwia atak enzymu i mety-
lacje pozycji 5. Przy braku protonu w pozycji N5 niezbed-
nego do odtworzenia podwojnego wigzania miedzy pozy-
cjami 5 i 6, wigzanie kowalencyjne pomiedzy enzymem a
pierscieniem zasady nie moze ulec zerwaniu [33]. Trwate
zwigzanie enzymu z substratem (DNA) powoduje zmniej-
szanie puli aktywnych metylotransferaz DNA w komorce
konsekwencjg czego, jest obnizenie poziomu m5 w powie-
lanym genomie. Taka sytuacja indukuje systemy naprawy
DNA oraz aktywuje geny supresji nowotworowej. Efektem
dziatania 5-aza-dC w komoarce jest rdwniez selektywna
degradacja DNMT1 w proteasomach w tempie szybszym
anizeli nastepuje postep replikacji [57], W celu obnizenia
cytotoksycznosci pochodnych cytydyny wykorzystano
analogi deoksyrybonukleotydéw: 5-aza-2'deoksycytydyna
(5-aza-dC) i jej pochodne, ktore ulegajg fosforylacji za po-
$rednictwem kinazy deoksycytydynowej i wbudowywane
sg bezposrednio do DNA [5],

W komérkach nowotworowych pod wplywem zwigz-
kéw hamujacych metylacje moze dochodzi¢ do uaktyw-
nienia grupy gendw np. pl6, MLHL1, retinoblastoma, ktére
kontroluja proliferacje komaorki, jej réznicowanie, proces
apoptozy iinne procesy utrzymujace homeostaze komorki
[5]. Pokazano, ze hamowanie DNMT1 przez 5-aza-dC po-
woduje obnizenie stopnia zto$liwosci nowotworu w mysim
modelu neoplazji [58],

5-aza-C i 5-aza-dC znalazty zastosowanie w leczeniu
mielodysplazji [59]. Nie potwierdzono jednak efektu tera-
peutycznego tych zwigzkéw w terapii guzéw litych [60],
Czynnikiem obnizajacym efektywno$¢ tych zwigzkow jest
ich krétki okres potrwania w roztworach wodnych [61,62].
W testach klinicznych, w czasie ktérych ograniczono czas
podawania preparatu do 2 tygodni, nie obserwowano in-
dukcji wtornych nowotwordéw, bedgcych wynikiem hipo-
metylacji [63]. W trakcie dtugotrwatej terapii nalezy jednak
bra¢ pod uwage mozliwo$¢ wywotania mutacji i niestabil-
nosci chromosomoOw oraz hypometylacji genéw podnosza-
cych inwazyjno$é nowotworu [15,64].

Nizszg toksycznos$cig i wyzszg stabilnosScig w roztworach
wodnych charakteryzuje sie 5,6-dihydro-5-azacytydyna
(DHAC) [65], chociaz nie ma jednoznacznych dowoddw
aktywnosci tego zwigzku [66], Lepszy efekt uzyskano dla
5-fluoro-deoksycytydyny (5-F-dC). Podstawienie fluorem
atomu wodoru przy C5, blokuje mozliwo$¢ odtworzenia
wigzania podwdjnego pomiedzy atomami C5 i C6 i odia-

28

*

=2
Y,

e
T

e

- fif

2dR
5-aza-2 deoksycytydyna

pl:'““' p RG108
Q@'g ﬂ -

zebularyna

Rycina 7. Mechanizmy hamowania DNMT1:1) 5-azacytydyna, 5-aza-2'deoksycy-
tydyna, zebularyna ulegaja wbudowywaniu w taficuch DNA a nastgpnie hamuja
dziatanie DNMT1 poprzez tworzenie trwatych komplekséw z tym enzymem II)
prokaina wigzac sie z sekwencjami CpG blokuje dostep DNMT1 do tych sekwen-
cji; 1) RG108 i sinefungina blokujg centrum aktywne hamujac katalizowana
przez niego reakcje.

czenie enzymu [33,67]. Zwigzek ten wykazuje wielokierun-
kowg aktywnos$¢ metaboliczng w komadrkach ssakow, wpty-
wa na wiele szlak6w komdrkowych, a powstajgce produkty
jego przemiany sg cytotoksyczne [5].

Inny analog cytydyny, zebularyna (1-beta-D-ri-
bofuranosyl-2(IH)-pirymidyna), pozbawiona jest egzocy-
klicznej grupy aminowej, co ogranicza jej oddziatywanie z
guanozyng, obnizajac tym samym energie wigzania DNA z
enzymem [33]. Zwigzek ten pierwotnie zostat scharaktery-
zowany jako skuteczny inhibitor deaminazy cytydynowej,
jego aktywno$¢ w hamowaniu procesu metylacji odkryto
w 2003 roku. Zaletg zebularyny jest stabilnos¢ w $rodowi-
sku obojetnym i kwasnym oraz mniejsza toksyczno$¢ w
stosunku do linii komorkowych niz 5-azanukleozydoéw, co
stwarza potencjalng mozliwo$¢ doustnego przyjmowania
tego leku [68], Ponadto w testach na liniach komo6rkowych
obserwowano znaczne ograniczenie wzrostu komoérek no-
wotworowych pod wptywem zebularyny w poréwnaniu z
liniami nietransformowanych fibroblastéw, bedace efektem
zwiekszonej aktywacji ekspresji genu p21, ktérego produkt
hamuje proliferacje [69], Ze wzgledu na znacznie wyzszg
aktywnos$¢ kinazy urydynowo-cytydynowej w komoérkach
nowotworowych, zebularyna jest wbudowywana w DNA
w wiekszym stopniu niz w komorkach prawidtowych [69],
Istotng wadg tego zwigzku jest jednak jego niska biodostep-
nos$¢, co powoduje konieczno$é stosowania milimolowych
stezen w celu uzyskania stezenia terapeutycznego w suro-
wicy krwi [70]. Ponadto wykazano, Ze jest ona wysoce mu-
tagenna dla komérek E. coli [71].

W celu obnizenia wysokiej toksycznosci 5-aza-dC wy-
nikajacej z wbudowywania w tancuch DNA, zostata ona
wprowadzona w dziesiecionukleotydowy oligomer DNA
o specyficznej strukturze przypominajacej hantle (ang.
dumbell). Helisa zawierajgca w $rodkowej czesci 5-aza-dC,
zamknieta jest na koncach przez dwie petle. Czasteczka ta
wigze sie kowalencyjnie zDNMTL1 za posrednictwem 5-aza-
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dC [72,73]. Charakterystyczny ksztatt tego DNA ma na celu
przedtuzenie okresu jego potrwania w surowicy pacjenta
[73]. Wykazano, ze zwigzek ten wydajnie wnika do jadra
komérkowego powodujgc znaczne obnizenie aktywnosci
proliferacyjnej komérek, co $wiadczy o oddziatywaniu z
DNMT1. Jednoczes$nie pozbawiony jest toksycznosci cha-
rakteryzujacej wolng 5-aza-dC. Powstawanie kompleksu
dodekamer-DNMTI potwierdzono w badaniach in vitro
[73].

Druga grupa potencjalnych inhibitoréw obejmuje zwigz-
ki blokujgce centrum aktywne enzymu, ktére nie sg pochod-
nymi cytydyny. Jej przedstawicielem jest RG-108, zwigzek
ten znaczaco obniza poziom metylacji genomu i nie wy-
kazuje aktywnosci cytotoksycznej. Jego zastosowanie jest
jednak ograniczone ze wzgledu na wysoka hydrofobowos$¢
[52,74], Inny szeroko badany zwigzek w kontek$cie hamo-
wania DNMT1 to stabilna w roztworach wodnych hydrala-
zyna, charakteryzujgca sie niskg cytotoksycznoscig. Zwig-
zek ten hamuje wzrost komérek nowotworowych in vivo
powodujgc demetylacje genu APC aktywujacg tym samym
jego ekspresje. W testach komoérkowych pokazano jednak
rézng wrazliwo$¢ nowotowrowych linii komoérkowych na
ten zwigzek [75],

Poszukujgc efektywnych terapeutykow analizowano tak-
ze analogi SAM pozbawione grupy metylowej. Mechanizm
dziatania tego typu zwigzkéw polega réwniez na trwatym
wigzaniu enzymu z DNA. Przyktadem jest sinefungina dla
ktorej stata hamowania (K) dla metylotransferazy EcoRl
wynosi 10 nM [76]. Jednakze inhibitory tego typu powodu-
ja deaminacje m5C do T, co jest zjawiskiem niekorzystnym
[77]. Innym przyktadem inhibitora niekompetycyjnyego jest
pochodna chinoliny (SGI-1027). Zwigzek ten charakteryzuje
sie wysoka liofilowoscig. W analizie wptywu tego zwiazku
na komdarki linii H4IIE (ang. rat hepatoma) i HCT116 (ang.
colon cancer line) wykazano hamowanie wzrostu przy braku
cytotoksycznosci i aktywacji apoptozy, a takze nieznaczny
tylko wzrost stezenia biatka GSH —markera stresu oksyda-
cyjnego [78],

Podejmuje sie rowniez proby blokowania dostepu mety-
lotransferazy do sekwencji docelowej na DNA. W tym celu
wykorzystuje sie zwigzki wigzace sie do dinukleotydow
CpG. Wiasciwosci takie wykazuja prokaina, stosowana
jako $rodek miejscowo znieczulajacy i jej pochodna proka-
inoamid, lek antyarytmiczny, bedace pochodnymi kwasu
4-aminobenzoesowego [79], Zwigzki te powodujg obnizenie
poziomu metylacji DNA w komdrkach nowotworowych
cztowieka. W testach prowadzonych na liniach komérko-
wych zwigzek ten zastosowany w stezeniu 2mM wykazy-
wat $rednig indukcje apoptozy. Byt jednak dobrze tolero-
wany przez komorki inie obnizat aktywnosci DNMT1 [53],
Prokaina jest inhibitorem reakcji metylacji w niektorych ty-
pach linii komérkowych cztowieka np. MCF-7, ale jest efek-
tywna tylko w wysokich stezeniach [55].

Ze wzgledu na spodziewang niska cytotoksycznos$¢, in-
hibitorow DNMTL1 poszukuje sie takze wsréd zwigzkéw
pochodzenia naturalnego [80], Przykiadem jest psammapli-
na, pochodna bromotyrozyny uzyskiwana z gabki P. pur-
pura, ktora inhibuje aktywno$¢ DNMTL1 in vitro [81]. Brak
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danych dotyczacych mechanizmu dziatania tego zwigzku.
Wydaje sie, ze elementem niezbednym w procesie hamowa-
nia DNMT1 jest bisulfidowy #gcznik przytagczony do grupy
hydroksyiminoamidowej. Psammaplina A hamuje wszyst-
kie metylotransferazy i deacetylazy histonow (HDAC), na-
tomiast psammaplina G wykazuje specyficzng aktywnos$¢
tylko w stosunku do DNMT1 [81]. Negatywnym aspektem
dziatania psammapliny A jest ograniczanie aktywnosci tak-
ze innych enzymo6w na przyktad topoizomerazy Il [82],

Jednym z najszerzej badanych zwigzkéw naturalnych jest
galusan epigalokatechiny (EGCG), gtéwny polifenol zielo-
nej herbaty [83]. Pokazano, ze powoduje on spadek metyla-
cji DNA w komdrkach nowotworowych iwzrost transkryp-
cji gendéw supresji nowotworowej [83]. Za pomocg metod in
silico wykazano, ze EGCG potencjalnie moze oddziatywac z
waznymi katalitycznie resztami Glul265, Prol223, Serl229,
Cysl225 i Argl309 DNMT1, ktérych zadaniem jest stabiliza-
cja struktury helisy DNA w czasie reakcji metylacji poprzez
oddziatywanie z cytozyng [83]. Inne badania nie potwier-
dzajg wptywu EGCG na metylacje DNA w komdérkach [53].
Wysunieto natomiast hipoteze, ze hamowanie DNMT1 w
liniach komoérkowych jest skutkiem stresu oksydacyjnego
wywotanego przez EGCG. Wykazano bowiem, ze EGCG
ulega deprotonacji w srodowisku obojetnym i zasadowym
(pFl 6,8-7,8) generujac powstawanie anionorodnika ponad-
tlenkowego (*0, ), ktéry nastepnie uczestniczy w reakcji
Fentona, w wyniku, ktorej tworza sie bardzo toksyczne
rodniki hydroksylowe *OH. Oznacza to, ze wptyw EGCG
na metylacje moze by¢ mniej bezpos$redni niz sgdzono
[53,84,85]. Innym przyktadem aktywnego zwigzku pocho-
dzenia roslinnego jest kurkumina, polifenol wystepujacy
w ostryzu (Curcuma longa). Zwigzek ten charakteryzuje sie
niska wartoscig IC50 (30nM) dla prokariotycznego enzymu
M.Sssl, a badania in silico wskazujg, ze potencjalne moze
on oddziatywa¢ w obrebie miejsca katalitycznego DNMT1.
Kurkumina wigze sie do ponad 30 roznych biatek, przez
co blokuje wiele szlakow przekazywania sygnatéw, proli-
feracje komorek, inwazyjno$¢ oraz zdolno$¢ do metastazy
i angiogenezy komdrek nowotworowych. Wykazuje takze
wiasciwosci antyoksydacyjne i przeciwzapalne [79,86]. Jed-
nakze niska biodostepnos$¢ spowodowana jej staba absorp-
cjg w jelitach oraz krotkim czasem potowicznej eliminacji z
organizmu 1,45 h nie pozwala na bezposrednie wykorzysta-
nie w terapii nowotworéw. Obecnie trwajg prace nad pod-
niesieniem biodostepnosci tego zwiazku [86].

Odkrycie udziatu biatka UHRF1 w procesie metylacji
rozszerza potencjalne cele dla poszukiwan nowych terapeu-
tykéw przeciwnowotworowych. Okreslenie struktury kry-
stalicznej domeny SRA biatka UHFR1 stwarza mozliwo$¢
modelowania inhibitoréw tego biatka blokujacych kieszen
wigzacg m5C. Jednakze celem dla terapeutykéw moga by¢
takze domeny PHD i RING wigzace sie do metylowanej
H3K9 i E3 ligazy ubikwitynowej. Kombinacja inhibitorow
daje wieksze szanse na zahamowanie funkcji UHFR1 [47],

PODSUMOWANIE
Podstawowga metodg leczenia choréb nowotworowych

stosowang obecnie jest chemioterapia. Jednakze ze wzgledu
na powazne skutki uboczne tej metody, poszukuje sie no-
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wych rozwigzan. Odkrycie znaczenia metylacji w rozwoju
zmian nowotworowych stworzyto nowe mozliwosci w po-
tencjalnej terapii, ktorej naturalnym celem staje sie enzym
— DNMT1 — odpowiedzialny za ten proces. Stosowane
obecnie inhibitory DNMT1 — pochodne azacytydyny (Vi-
daza, Dacogen) powodujg jednak znacznie wiekszy efekt
biologiczny niz tylko hypometylacja promotoréw wyciszo-
nych genéw [87]. Nie odpowiadajg zatem nowoczesnym
standardom terapeutycznym, zgodnie z ktérymi dobry lek
powinien by¢ maksymalnie skuteczny i minimalnie tok-
syczny. Poniewaz trudno jest rGwniez w tej chwili okres$li¢
skutki dtugotrwatego stosowania inhibitoréw nukleozydo-
wych niezbedne jest poszukiwanie inhibitorow nienukle-
ozydowych, ktére beda oddziatywac¢ bezposrednio z enzy-
mem i nie bedg wigczane do DNA.
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ABSTRACT

DNA methyltransferase 1 (DNMT1) is one of three enzymes independently coded in mammalian cells. It catalyses postreplicative synthesis
of 5-methylcytosine in DNA. The aim of this modification is regulation of gene expression characteristic for the given organism. DNMT1
maintains méthylation pattern by copying it from maternal to daughter stand. S-adenosylo-L-methionina is a donor of methyl group in his
process. Disturbance in méthylation level results in changes in cell differentiation and finally to tumor transformation. Hypermethylation of
promotor or first exon of tumor suppression gene results in silencing of its transcription. While hypomethylation of regulatory sequence of
protooncogene and retrotransposon make them transcriptionally active. DNMT1 as a key enzyme in maintaing of proper méthylation pattern

is a attractive target in anty-tumor therapy.
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Przeglad genow zaangazowanych w etiopatogeneze
ptaskonabtonkowego nowotworu przetyku (ESCC)

STRESZCZENIE

taskonablonkowy nowotwor przetyku (ESCC) jest waznym typem nowotworu, nie tylko

ze wzgledu na czesto$¢ jego wystepowania na $wiecie, ale réGwniez z tego powodu, ze
rokowania dla pacjenta z wykrytymi zmianami nowotworowymi przetyku sg bardzo zle.
Mimo, ze w Polsce stanowi stosunkowo niski procent og6tu zachorowan na nowotwory
ztosliwe (okoto 2%), to jednak pogtebianie wiedzy na temat tej choroby moze przyczynié
sie do wczesnego wykrycia i skutecznego jej leczenia. Zaréwno czynniki Srodowiskowe, ta-
kie jak uzywki, dieta uboga w warzywa, jak rowniez zmiany ekspresji niektdrych genéw
moga wptywaé na powstawanie i rozwdj tego typu nowotworu. W ostatnich latach trwaja
intensywne badania dotyczace poznania funkcji genu GAEC1, ktéry wydaje sie petni¢ waz-
na role zaréwno w normalnych komérkach, jak i w komérkach zmienionych nowotworo-
wo. Przypuszcza sie, ze biatko kodowane przez ten gen moze sie okaza¢ istotne w procesie
nowotworzenia, pozostajac waznym elementem fizjologicznych proceséw zachodzacych w
prawidtowych tkankach.

WPROWADZENIE

Ptaskonablonkowy nowotwér przetyku (ESCC, ang. Esophageal Squamous Cell
Carcinoma) WHO sklasyfikowato jako 6smy najcze$ciej wystepujacy nowotwor
ztosliwy na Swiecie, a szdsty pod wzgledem $miertelnosci [1]. W Polsce stanowi
on ponizej 2% zachorowarn na nowotwory ztosliwe [2]. Istnieje zalezno$¢ mie-
dzy czestoScig zapadania na ESCC, a regionem $wiata [3]. Do obszaréw o wy-
sokim ryzyku zachorowan na ten typ nowotworu nalezy tak zwany ,,azjatycki
pas nowotworu przetyku" (ang. Asian Esophageal Cancer Belt) rozciggajacy sie od
wschodniej Turcji przez Kazachstan, Turkmenistan, Uzbekistan, Tadzykistan,
Irak, Iran do zachodnich i pétnocnych Chin, a takze Japonii. Pozostate regiony
Swiata charakteryzujace sie wysokim wspétczynnikiem ryzyka wystgpienia tej
choroby to potudniowo-wschodnia Afryka, Francja, Bermudy i Ameryka Potu-
dniowa z Brazylig na czele [4,5]. Na podstawie danych WHO z roku 2003, w po-
tudniowo-wschodniej Azji ESCC zajmuje czwarte miejsce na liscie nowotworow
ztosliwych pod wzgledem czestosci wystepowania.

Wyrézniono dwa gtowne histologiczne podtypy nowotworu przetyku: pta-
skonabtonkowy nowotwor przetyku (ESCC) oraz nowotwor gruczotowy prze-
tyku (gruczolakorak, AEDC, ang. Esophageal Adenocarcinoma). Pierwszy z nich
przewaza pod wzgledem wystepowania, stanowigc 70% przypadkow wszyst-
kich zachorowan na $wiecie, w Chinach liczba zachorowan dochodzi do 90% [6].
Natomiast AEDC dominuje w krajach Europy zachodniej z wytaczeniem Francji

[7-

Rokowania dla pacjentéw z wykrytym ESCC sa zte. Pomimo rozwoju tera-
pii taczonych nadal niewiele ponad 15% pacjentow ze zdiagnozowanym ESCC
przezywa 5 lat [8], a Srednia przezywalno$¢ wynosi jeden rok. W Polsce 80%
pacjentow umiera w ciggu 12 miesiecy od momentu rozpoznania nowotworu
[2], ESCC w 50% lokalizuje sie w $srodkowej czesci przetyku, rzadziej w gornej,
natomiast w dolnym odcinku tego narzagdu w wigkszosci przypadkéw rozwija
sie AEDC. W oparciu o dane WHO wykazano, ze blisko dwa razy wiecej mez-
czyzn niz kobiet zapada na ptaskonabtonkowy nowotwor przetyku [1]. Czyn-
niki wysokiego ryzyka, wystepujgce w otoczeniu, wptywajg na tak charaktery-
styczny uktad wystepowania tego nowotworu na $wiecie. Jest kilka znaczgcych
dowodo6w sugerujacych, ze alkohol, tyton, dieta uboga w witaminy i antyoksy-
danty (brak zielonych warzyw, owocow cytrusowych, mikroelementéw, cynku,
ryboflawiny, witaminy A) oraz obecno$¢ czynnikéw kancerogennych w pokar-
mie majg znaczenie w patogenezie nowotworéw przetyku [9,10], Czynniki te
wptywajac na sluzéwke przetyku powodujg, ze staje sie ona bardziej wrazliwa
na dziatanie karcerogendéw witgcznie z mykotoksynami, nitrozaminami i praw-
dopodobnie wirusami: brodawczaka ludzkiego (HPV, ang. Human Papilloma
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Stowa kluczowe: ptaskonabtonkowy nowo-
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onkogen, antyonkogen, GAEC1

Wykaz skrétéw: ESCC (ang. Esophageal Squ-
amous Cell Carcinoma) — ptaskonabtonkowy
nowotwdr przetyku; AEDC (gruczolakorak,
ang. Esophageal Adenocarcinoma) — nowotwor
gruczotowy przetyku; GAEC1 (ang. Gene Am-
plified in Esophageal Cancer 1) —gen amplifiko-
wany w nowotworze przetyku 1; HPV (ang.
Human Papilloma Virus) —wirus brodawczaka
ludzkiego; EBV (ang. Epstein-Barr Virus) —wi-
rus Epsteina-Barr; PKC (ang. Protein Kinase C)
—Kkinaza biatkowa C; CKII (ang. Casein Kinase
IP) — kinaza kazeiny Il; EGFR (ang. Epidermal
Growth Factor receptor) — receptor epidermal-
nego czynnika wzrostu
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Rycina 1. Schemat dziatania wybranych genéw zwigzanych z procesami zacho-
dzacymi w ESCC. Dodatkowo zaznaczono nastepujace geny: JUN, ELKI, FOS -
kodujace biatka jadrowe bedace czynnikami transkrypcyjnymi, HERC5, CDKND1
- kodujace biatka odpowiedzialne za wejscie komaorki w poszczeg6lne fazy cyklu
komoérkowego, CDKN2C, CDKN2CD - geny bedace inhibitorami kinaz zaleznych
od cyklin, BAX - gen aktywujacy apoptoze, LNR - proteaza biorgca udziat w
apoptozie, CDK2, CDK4 - geny kodujace biatka z rodziny kinaz zaleznych od
cyklin.

virus) lub Epsteina-Barr (EBV, ang. Epstein-Barr virus) [11].
Réwniez zmiany genetyczne w zasadniczy sposob wpty-
wajg na powstawanie i rozw6j ESCC. W tabeli 1 przedsta-
wiono kilka klas gendw zaangazowanych w kancerogeneze
ptaskonabtonkowego nowotworu przetyku, podczas gdy
rycina 1 przedstawia schemat dziatania wybranych genéw
zwigzanych z procesami zachodzacymi w ESCC.

PATOGENEZA ESCC

Kancerogeneza ESCC jest procesem wieloetapowym,
na ktory sktada sie kumulacja zmian genetycznych prowa-
dzacych do histologicznych zmian w komadrkach nabtonka
prowadzac kolejno przez hiperplazje, anaplazje, dyspla-
zje, nowotwor in situ do powstania ognisk przerzutowych.
Whnikliwa analiza rozwoju ESCC iroli zmian genetycznych
w kancerogenezie moze by¢ pomocna w diagnozie, progno-
styce, leczeniu pacjentow z ESCC. Ponizej przedstawiono
kilka molekularnych mechanizméw zaangazowanych w
patogeneze tego typu nowotworu.

ROLA WIRUSOW W ESCC

HPV 16 i 18 sa gtéwnymi podtypami tego wirusa, kKto-
rych obecno$¢ wykryto w ESCC. Wykazano, ze podtypy te
inicjuja proces kancerogenezy, w ktérym onkoproteiny E6
oraz E7, produkowane przez te wirusy, oddziatujgc z gena-
mi TP53 i RB1, powodujg utrate funkcji biologicznej przez
produkty biatkowe tych genéw, prowadzac do utraty kon-
troli cyklu komérkowego charakterystycznego dla komérek
nowotworowych. Inne podtypy HPV wykrywane w ESCC
to: HPV 6, 11, 13, 25, 30, 33, 38, 53, 54 i 73. Sugeruje sie, ze
zalezno$¢ miedzy HPV i ESCC jest wigksza na obszarach
0 zwiekszonym ryzyku zachorowan. R6znorodno$¢ $rodo-
wiskowa, geograficzna i genetyczna moze mie¢ wptyw na
podatno$¢ na infekcje wirusem HPV przetyku w réznych
populacjach. Niewykluczone, ze infekcja onkogennym pod-
typem HPV moze by¢ integralng cze$cig procesu prowadza-
cego do powstania ESCC.
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EBV jest powigzany z rakiem gardta dolnego i chtonia-
kiem Burkitta. Bioragc pod uwage sasiedztwo przetyku i
gardta dolnego, prawdopodobienstwo, ze EBV moze pro-
wadzi¢ do powstania i rozwoju ESCC, wzrasta. Jakkolwiek
dotychczasowe dane wskazujg na stosunkowo rzadka ko-
relacje EBV z ESCC. Nie ma jednoznacznych dowodow, ze
EBV bierze udziat w kancerogenezie ESCC [11].

ROLA GENOW W PATOGENEZIE ESCC

Zmiany molekularne wystepujace w kilku klasach ge-
néw probuje sie powigza¢ z patogenezag ESCC. Do zmian
tych naleza: aktywacja onkogenoéw, inaktywacja gendéw
hamujgcych proces nowotworzenia (TSGs, ang. Tumor Sup-
pressor Genes) oraz zmiany ekspresji genéw zwigzanych z
tworzeniem przerzutoéw oraz apoptoza [11].

CZYNNIKI WZROSTU | ICH RECEPTORY

Czynniki wzrostu i ich receptory odgrywajg istotng role
w przejsciu komarki z fazy GOdo cyklu komérkowego. W
przypadku ERBB1 i ERBB2 udowodniono ich wptyw na
patogeneze ESCC. Nadekspresja ERBB jest powigzana ze
stabszg odpowiedzig na chemioterapie i zmniejszonym
prawdopodobienstwem przezycia pacjenta z wykrytym no-
wotworem, dlatego uwaza sie, ze gen ten jest dobrym mar-
kerem prognostycznym pacjentéw z ESCC. Sugerowano, ze
nadekspresja ERBB2 odgrywa znaczacg role we wczesnych
stadiach rozwoju nowotworu. W przypadku CCND1 (cykli-
na DI) wykryto amplifikacje i/lub nadekspresje tego genu.
Przyjeto, ze jest to dobry marker prognostyczny dla pa-
cjentéw ze wzgledu na jego powigzanie z przerzutami do
weztéw chtonnych lub stopniem zaawansowania rozwoju
nowotworu, wysoka aktywnos$cig proliferacji, obnizonym
prawdopodobienistwem przezycia pacjentow inizszg odpo-
wiedzig na chemioterapie [12,13],

TGS

R6znego rodzaju mutacje wystepujace w genie TP53,
szczeg6lnie w eksonach 5-8 (fragment ten koduje domene
wigzacg DNA) prowadzg do powstania nie tylko ESCC, ale i
innych typéw nowotworéw. W obszarach geograficznych o
podwyzszonym ryzyku zachorowar obserwowano wzrost
czestosci zapadalnosci na ESCC o 50%. Przeprowadzona
analiza mutacji wykazata statystycznie istotna czesto$¢ mu-
tacji typu substytucji zwtaszcza transwersji G -) T w genie
TP53 w grupie chorych w poréwnaniu ze zdrowymi kon-
trolami. Wykryto odwrotng korelacje pomiedzy ekspresja
genow CDKN2A i RB1. Brak ekspresji RB1 i nadekspresje
CCND1 skorelowano z krotszym czasem przezycia pacjen-
ta. Wyzej wymienione zmiany moga by¢ wykorzystane w
opracowaniu testow wczesnego wykrywania ESCC [31-33],

CZYNNIKI JADROWE

W zréznicowanych podtypach ESCC obserwowano am-
plifikacje i nadekspresje genu MYC lub jej brak. Nie ma jed-
nak jednoznacznych dowodéw $wiadczacych o przydatno-
§ci tego genu jako markera prognostycznego ESCC [16,17].
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Tabela 1. Charakterystyka genéw powigzanych z ptaskonabtonkowym nowotworem przetyku.

Nazwa genu/
identyfikator
genu*

Typ
genu

gen kodujacy
czynnik wzrostu
fibroblastow

4/ FGF4

gen kodujacy
czynnik wzrostu
fibroblastow

3/ FGF3

gen kodujacy
receptory
nabtonkowego
czynnika wzrostu
/ EGFR

gen kodujacy

2 receptor
epidermalnego
czynnika wzrostu
cztowieka / ERBB2

Protoonkogeny

c-Myc/MYC

cyklina DI
/ CCND1

gen kodujacy
homolog domeny
biatka TP53

/ MDM2
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Inne nazwy
genu

HST; KFGF;
HST-1; HSTF1;
K-FGF; FGF4

INT2;
HBGF-3; FGF3

ERBB, ERBBL1,
HER1,
P1G61,
mENA

CD340,
HER-2,
HER-2/
neu, HER2,
NEU,

MRTL,
bHLHe39,
c-Myc

BCL1, PRAD1,
D11S287E,
CCND1

HDMX, hdm2,
MGC5370,
MDM2

Potozenie
genu na
chromosomie

uql3

lq13

7pl2

17¢21

8924

uql3

12q13-15

Najczestszy
mechanizm
powigzany z
patogeneza

amplifikacja
genu

amplifikacja
genu

amplifikacja,
nadekspresja
genu

amplifikacja,
nadekspresja
genu

amplifikacja,
nadekspresja
genu

amplifikacja,
nadekspresja
genu

amplifikacja
genu

Funkcja genu w komérce

FGF4 i FGF3 wchodzg

w sktad rodziny FGF,
ktéra jest odpowiedzialna
m.in. za wzrost komorek,
morfogeneze, rozwdj

nowotworu, jego inwazyjnos¢.

EGFR koduja biatka btonowe,

ktére petnig funkcje receptorow
czynnikow wzrostu; receptory

te prezentujg aktywnos¢
kinazy tyrozynowe;j.

Koduje fosfoproteine NUP62,
ktéra jest wymagana do
proliferacji, réznicowania

i replikacji DNA; a wraz

z biatkiem MAX reguluje
ekspresje genu.

Koduje biatko, ktore petni
krytyczng funkcje w fazie G1.

Koduje biatko bedace
inhibitorem biatka TP53;
zmniejsza proliferacje;
zwieksza przezycie pacjenta.

Dane dotyczgce ESCC

Czeste koamplifikacje
zaobserwowano u 30-50%
pacjentow z ESCC. Uwaza
sie, ze sg odpowiedzialne za
rozprzestrzeniania sie tego
typu nowotworu [12,13],

EGFR moze petnié
autokrynna role w
kancerogenezie przetyku;
amplifikacje i/lub
nadekspresje genu EGFR
czesto wykrywano (29-

92%) w ESCC. Zmiany

w ekspresji koreluje sie

ze zmniejszeniem szans
przezycia pacjenta (ponizej

5 lat) z ESCC. Nadekspresja
EGFR jest zwigzana ze

stabg odpowiedzig na
chemioterapie. Uwaza sie, ze
zmiany ekspresji genu EGFR
sg dobrym markerem ztego
rokowania dla chorego [14],

Rzadko znajdowana
amplifikacja i/lub
nadekspresja genu

w ESCC. Badania
immunohistochemiczne
nadekspresji genu ERBB2
sugeruja jego udziat w
poczatkowych stadiach
kancerogenezy ESCC [14,15].

Zmiany w ekspresji genu
wigze sie z bardzo dobrze
zréznicowanym podtypem
tego nowotworu [16,17],

Wazny marker analizy
stopnia zaawansowania
ESCC. Wykazano jego
powigzanie ze zmianami
w weztach chtonnych a
przerzutami, stopniem
Zaawansowania rozwoju
guza, wysoka aktywnoscig
proliferacji, niska prognoza
przezycia i odpowiedzig
na chemioterapie [18,19],

W Japonii amplifikacja tego
genu zostata wykryta u 18%
chorych z ESCC. Znaleziono
korelacje amplifikacji genu
ze stabymi prognozami
przezycia. Uzyskane wyniki
nie zostaty potwierdzone
badaniami w Chinach [20,21].
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gen kodujacy
biatko TP53/ TP53

gen kodujacy
inhibitor kinazy
zaleznej od cykliny
1A/ CDKN1A

gen kodujacy

kinaze zalezng
od cykliny 2A
1 CDKN2A

gen kodujacy
inhibitor kinazy
zaleznej od cykliny
2B/ CDKN2B

gen kodujacy
inhibitor kinazy
zaleznej od cykliny
IB/ CDKN1B

Kb/RBI

p53,
LFS1,TP53,
FLJ92943, TP53

P21, CIP1
SDI1, WAF1,
CAP20,
CDKN1, MDA-
6, p21CIPI,

ARF, MLM,
pl6, pl9,
CMM2, INK4,
MTS1, TP16,

P15, MTS2,
TP15, CDK4l,
INK4B,

KIPI,
MEN4,
CDKN4,
MEN1B,
P27KIP1

RB,

pRb,

OSRC, ppllO,
pl05-Rb,

Bl

17pI3

6p21

9p21

9p21

12pl3

13ql4

mutacja,
nadekspresja
genu

nadekspresja
genu

mutacja,
metylacja genu

mutacja,
metylacja genu

nadekspresja
genu

mutacja genu

Koduje biatko powstrzymujace
transformacje nowotworowa
przez zatrzymanie cyklu
komoérkowego w fazie

G1 lub przez indukcje

procesu apoptozy.

Koduje biatko, ktore jest
Scisle regulowane przez TP53
na poziomie transkrypcji.

Geny CDKN2A i CDKN2B
koduja biatko, ktére wigze

sie do CDK4 i CDKE®.
Powstaty kompleks zapobiega
wejsciu komarki w faze

S, wskutek czego hamuje
proliferacje komorki.

Koduje biatko dziatajace
jak inhibitor kinazy
zaleznej od cyklin, ktéry
moze blokowac¢ przejscie
komorki z fazy G1 do S.

Koduje jadrowa fosfoproteine,
ktéra moze by¢ fosforylowana
przez kompleks CDK/
CCND1, co wymusza
proliferacje komorki.

Wiekszo$¢ mutacji
wystepujacych w genie

to mutacje punktowe

typu transwersji G

w T powstatych pod
wptywem chemicznych
kancerogenéw m.in.
wystepujacych w dymie
papierosowym. Metody
immunohistochemiczne
wykazaty nadekspresje genu
w ESCC. Sugeruje sie, ze
gen ten odgrywa istotng role
w poczatkowych stadiach
rozwoju ESCC [6,13,22],

Badania przeprowadzane
na populacjach azjatyckich
wykazaty ekspresje genu
CDKN1A miedzy 21 a 85%
pacjentow z ESCC. Chorzy
nie wykazujacy ekspresji
tego genu mieli wieksze
szanse przezycia, nie
zaobserwowano powigzania
miedzy ekspresjg CDKN1A
anadmierng akumulacja
TP53 w ESCC [23,24].

Dane mowigce o delecji,
mutacji i hipermetylacji
w limach ESCC oraz w
wyjsciowej formie ESCC
obserwowano na réznym
poziomie [25,26],

Gen CDKN2B poddawany
jest gtownie delecji
homozygotycznej [27,28].

Utrate ekspresji CDKN1B
obserwowano u 39-67%
pacjentéw z ESCC, co
wiazato sie ze ztymi
rokowaniami. Jest gtdwnym
substratem SKP2 (biatka 2
fazy S oddziatujgce z kinazg),
we wczesnym ESCC, brak
indukowanej przez SKP2
degradacji CDKN1B moze
mie¢ wptyw na rozwdj guza,
aw konsekwencji stabe
prognozy wyleczenia [29,30],

Zmiany w genie RB1 byty
obserwowane w 30-60% u
pacjentéw z ESCC, ktére
wynikaty z mutacji i utraty
heterozygotycznosci.
Obserwowano odwrotng
korelacje pomiedzy
ekspresjg CDKN2A i RB2
zaleznos$¢ zaniku ekspresji
RBI i nadekspresja CCND1
wptywaja na skrocenie
czasu przezycia [31-33].
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Bcl-2/BCL2 Bcl-2 18921
NB, AWD,
7 nm23/ NMEI NBS, NM23, 17g21
GAAD,

‘nazwy gendéw sformalizowane przez Human Genome Organisation (HUGO)

GENY ZWIAZANE Z APOPTOZA

Programowana $mier¢ komoérki odgrywa istotng role w
patogenezie, rozwoju i zdolnosci nowotworu do odpowie-
dzi na bodzce zewnetrzne. Biatka kodowane przez rodzineg
BCL2 petnig istotng role w regulacji cyklu komdrkowego i
apoptozy. Ekspresje genu BCL2 cze$ciej wykrywano w sta-
biej zréznicowanych nowotworach. Sugeruje sie, ze ekspre-
sja wyzej wymienionego genu moze petnié role czynnika
prognostycznego u pacjentéw z ESCC i mie¢ potencjalne za-
stosowanie w jej leczeniu. Wsp6lng ekspresje genow BCL2 i
MYC powigzano ze zmniejszonym prawdopodobiefstwem
przezycia pacjenta [34,35].

GENY ZWIAZANE Z POWSTAWANIEM PRZERZUTOW

Waznym powodem nieudanej kuracji w leczeniu ESCC
sg jej nawroty iprzerzuty. Rodzina NME1 koduje kinaze di-
fosfonukleozydowa, ktdra moze hamowaé potencjat prze-
rzutowania nowotworu do weztow chitonnych. Zahamo-
wanie ekspresji NME1 koreluje sie z krotszym przezyciem
pacjenta [36,37].

ZMIANY CYTOGENETYCZNE W ESCC

Amplifikacje chromosomowego DNA u chorych z ESCC
obserwowano w rejonach chromosomoéw 3q, 5p, 8p, 9p, l1q,
12p, 14q, 14p, 19q i 20q, podczas gdy utraty heterozygotycz-
nosci w obrebie loci zlokalizowanych w rejonach 3p, 3q, 5q,
6p, 8p, 9p, 9q, 10p, lip, llg, 13q, 17p, 17q, 18q, 19q i 21q.
To pomogto zlokalizowac regiony genomu, ktore zawierajg
geny zwigzane z patogenezg ESCC. Onkogeny MYC (8g24),
ERB1 (7pl2-13), FGF4, FGF3 i CCND1 (llql3) identyfiko-
wano w réznych amplikonach w ESCC. Utrate heterozy-
gotycznos$ci w obrebie loci zaobserwowano w genach PT53
(17plI3), RB1 (13gl4), BRCA1 (17¢21), BRCA2 (13ql2-13),
APC (8g21), MCC i DCX (5g21), pl6 (9p21) i IRF1 (5q931)
TGSs. Powyzsze dane sugeruja, ze amplifikacja onkogenow
i delecja alleli sg rodzajami mutacjami odrywajacymi istotng
role w kancerogenezie ESCC [38,39]
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zmniejszona
ekspresja genu

zmniejszona
ekspresja genu

Ekspresje genu BCL2
wykrywano czesciej wsrod
mniej zréznicowanych
linii ESCC. Nadekspresja
BCL2 lub jej wystepowanie
z ekspresja MYC wptywa
na mniejszy czas przezycia
pacjenta. Ekspresja genéw
zrodziny BCL byta
odwrotnie skorelowana

z ekspresjg samego BCL2
oraz zmniejszala ze
wzrostem zréznicowania
nowotworu [34-36].

Rodzina genéw BCL2

koduje biatka, ktore sg
waznymi regulatorami cyklu
komarkowego i petnig funkcje
inhibitoréw apoptozy.

Rodzina genéw NME koduje
kinazy difosfonukleozydéw,
ktére moga hamowac
powstawanie przerzutow.

Zahamowanie ekspresji
genu NMEL1 jest zwigzane ze
skréceniem czasu przezycia
pacjenta z ESCC [37,38],

ZNACZENIE METYLACIJI W ESCC

Zmiany epigenetyczne takie jak dziedziczne zmiany w
ekspresji genéw, ktére nie powodujg zmian w pierwotnej
sekwencji nukleotydowej, odgrywajg istotng role w kan-
cerogenezie. Metylacja DNA jest znaczacg zmiang epige-
netyczng w genomie cztowieka. Metylotransferazy DNA
(DNMT1, DNMT3A i DNMT3B) [40] katalizujg reakcje
przemieszczenia grupy metylowej z S-adenozylometioniny
(SAM) na wegiel w pozycji 5 reszty cytozyny w DNA. Do-
datkowa grupa metylowa w strukturze cytozyny nie wpty-
wa bezposrednio na parowanie zasad, ale na oddziatywanie
DNA-biatko, poniewaz grupy metylowe sg skierowane do
wiekszego rowka helisy. Metylacja reszt cytozyny w DNA
w prawidtowych tkankach zachodzi na poziomie 0,75-1%
wszystkich par zasad DNA. 5-metylocytozyne znajdowano
gtéwnie w sekwencjach CpG, a 70% tych obszaréw jest me-
tylowane u chorych z ESCC [25,26,41], Wyspy CpG sg po-
wigzane z promotorem oraz z pierwszym eksonem genow
aktywnych transkrypcyjnie. Hipermetylacja tych regionéw
moze prowadzi¢ do wyciszenia transkrypcji genow iodgry-
wa znaczgcg role w inaktywacji TSGs. Wiekszo$¢ wysp CpG
w tkankach prawidtowych nie jest metylowana, a te, ktére
byly poddane temu procesowi, sg powigzane z genami spe-
cyficznymi dla linii germinalnej, czy genami specyficznymi
tkankowo [41]. Metylacja wysp CpG de novo w regionach
promotorowych niektérych genéw, w tym TGS, moze wy-
cisza¢ transkrypcje prowadzac do rozwoju wielu negatyw-
nych w skutkach procesow [42].

GAEC1 A KANCEROGENEZA

Przedmiotem naszych zainteresowan jest gen GAEC1
(ang. Gene Amplified in Esophageal Cancer 1), pierwszy raz
zlokalizowany w ESCC [11]. Na podstawie sekwencji nu-
kleotydowej mRNA przeanalizowalismy charakterystyczne
motywy i porownalismy je z danymi literaturowymi. Na tej
podstawie wysnulismy hipoteze, ze gen GAEC1 moze by¢
bezposrednio bgdz posrednio odpowiedzialny za proces
nowotworzenia w ESCC. Badania doswiadczalne zweryfi-
kuja te teze.
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Rycina 2. Sekwencja nukleotydowa genu GAECI. Czar- »
nym kolorem czcionki zaznaczono introny, a czerwonym; 420

TCTCTCCTTAGAAGGTTCCCGTACCGTCCACACCGGTCCAGGATCCGTCCC TGACCGGACCCTCCGTGACCCTCCAACCCT TGGAGAG 518

. . . . Gf'CCAC‘ICCCACYCCAGYGAC(}GCCACC'GAGACCCACCVOCMM AGGGCCCTG! ll."al(.K.CﬂCYCCCYlCCMCK.‘ﬁ"CCVCCAKXUGCAGGAA%
ekson. Kolorem zielonym zaznaczono miejsca poliade- .300
nylacji, z6ttym —sekwencje rozpoznawang przez biatkcr CCTTCCCATCCACACCCCAGGGAC TCACTC TACTA X TCCTTCA TCAGGATCTGTAGTTAGGGACAGCOOGGGTS
. indi i . -180
Wla[che el_ement ARE (ang ARE_blndlng prOteln)' w ram(?e %‘QCYGCCMGV(ACYGMYCTF TGGGGGTCC VCAOOIGUC'AGCC'ACIW'WVWYGGGC'VWGC'CAGGGA%
przedstawiono sekwencje Kozak, a poprzez podkresleniet 00
CCAGTGCTCGGGTCCGGGTCC EV 3 ATAAAGGA( GYCGAC"GGOHCYTVé;

zaznaczono sekwencje, ktérych modyfikacje moga brac: o Gwcworcomomorcrm',,a,.-.

CCTCAGGGAAGAAGCAAGTTCCAGGAGCCTGGACTTTTGCCC TOCGCACTC TC TG TG TCAGATGOGGAGACAGCCATGAGGACAGACACTTGAAGT,
- ) 180
JGAAAGAGGGACTAGGTCCGGTCGTGTTCACAGAGGAGACTC TGTCAGAGGAGGACGGACAGAGAG COGTACCACGGYCAATATE

udziat w patogenezie.

GAECI ijfjf" :
Gen GAECI pierwszy raz zlokalizowa- s
no w ptaskonabtonkowym raku przetyku

ESCC [11], Jego locus zidentyfikowano: mG .\
Gcreoc TOACAGAA

na ramieniu diuzszym chromosomu 7

(7922.1) [38]. GAECI jest genem posia- ppocecre
dajacym jeden ekson, ktory jest otoczony g

dwoma intronami. mRNA tego genu zto-
1260

TCTOGATOMTIATIOAAGTX TTAGGGAAGAA TCGTOGGTICCTCAGTCCCCATCC T
420

TACTEACGTITCTITTATTTCT TTGTTACTCAACCCCCGTCCTGAATAGTCC TGTAACCGTCAACCCATCAGCAGCACCACCAATC TCAAGTOCTTCCACES

AGCCCAACGCAATAACCACCTCTTGAAGGAAACCTTCCAAACTCCCGACTCCCC TCC OACCGCTOQYTTOOAMCCYGVC:VTWCK:K

CCCaT GTTATTGGTTCCCTGTC! TTGT vcwé"

TTTTACCTGGCATTTAATTACATGGTTT GOAGC AT

GAATCACA ToTICGC TCCTTTACTCAATCTCCTAG TGTCAMMGE,

CACTACATCACCGCACTTTATCACTATTGG TAATTTTCCCCCTOOCT AGCAGGTTGGACCTGTGT AATGGCAAGGCCCCCAGGT oA
CTTAGGGGTTAGGTCCT AATAA GAGACCTACCGATTTGACGTACCGAACCCGGATED, e

JCGGATTTGAATGGGAATTCTGGGGGAAGCCAGATTCCAGAA GTGCAGGCC AAGGTCTTCAATGTCCGTACAAAMACTTG
1380

zony jest z 2052 pz, przy czym 327 pz to
sekwencja kodujaca, a 518 pz od konca 5'
oraz 1207 pz od konca 3' stanowi sekwen- 159
cje niekodujgcg. Gen ten posiada promo-

tor typu ,, TATA-less". Sg trzy prawdopo-

dobne miejsca inicjacji transkrypcji: pozycja od -87 do -85,
od -54 do -52 oraz ostatnia w pozycji od 1 do 3 [43]. Ostatnia
wymieniona pozycja kodonu ATG jest najbardziej praw-
dopodobnym miejscem startu produkcji biatka przez rybo-
som, poniewaz otacza jg zachowana w ewolucji sekwencja
Kozak [44], Swiadcza o tym charakterystyczne nukleotydy:
w pozycji -3 jest puryna (G), w pozycji -1 C, a za miejscem
inicjacji transkrypcji jest G. Przed miejscem inicjacji, konca
3' regionu niekodujacego, zlokalizowano miejsce (AATA-
AA), rozpoznawane przez biatko wigzace element ARE
(ang. ARE-binding protein, inaczej AU-Rich Element binding
protein), ktdre jest odpowiedzialne za degradacje RNA [45].

GAECI powszechnie ulega ekspresji na r6znym pozio-
mie w prawidtowych tkankach witacznie z przetykiem oraz
narzagdami przewodu pokarmowego. Najwiekszg nade-
kspresje tego genu zaobserwowano w tozysku, leukocytach
krwi obwodowej, ptucach, $ledzionie oraz jelicie cienkim
[40]. Witasciwosci transformacyjne GAECI sprawdzono na
mysich fibroblastach 3T3 z wykorzystaniem wektoréw pcD-
NA3.1-GAEC2 i pCMV-Ras. Badania wykazaty niezalezng
zdolnos$¢ transfekowania powyzszych wektorédw w agarze
oraz tworzenie skupisk w monokulturze badanych fibro-
blastdbw. Opisano amplifikacje oraz nadekspresje genu w
6/10 réznych liniach ESCC iw 34/99 wsrdd innych typow
nowotwordw [43]. Badania przeprowadzone przez Gopala-
na i wsp. [46] sugerujg udziat GAECIw powstawaniu feno-
typu nowotworowego komdrek jelita grubego. Wykazano
amplifikacje GAECI u 79% chorych z gruczolorakiem jelita
grubego. Zaobserwowano istotnie statystyczny wzrost ilo-
Sci kopii GAECIu pacjentéw z rakiem gruczotowym jelita

——— B e T e

' 8GTG B AAGAAA  AATAAC AATAAG  AGTAAA
AG/ : AT :
PR ARG polbtiedi  potceiyic

Rycina 3. Schematyczne przedstawienie sekwencji genu GAECI. Na niebiesko
zaznaczono introny, a na czerwono ekson. Fioletowy kolor przedstawia sekwen-
cje Kozak, na zielono - miejsca poliadenylacji, a na z6tto - miejsce rozpoznawane
przez biatko wigzace element ARE.
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grubego o wysokim stopniu zréznicowania w poréwnaniu
z gruczolakiem, czy pacjentami nie wykazujgcych zmian
nowotworowych jelita grubego [46]. Nie poznano jeszcze
funkcji tego genu w zdrowych tkankach. GAECI koduje
biatko jadrowe zbudowane z 109 aa (m.cz.~15kDa).

Analiza sekwencji nukleotydowej GAECI oraz amino-
kwasowej produktu biatkowego genu pokazata miejsce
fosforylacji rozpoznawane przez kinaze biatkowg C (CK2,
ang. Protein Kinase C) oraz trzy miejsca rozpoznawane przez
kinaze kazeiny Il (CKII, ang. Casein Kinase Il). Pierwszy wy-
mieniony enzym jest odpowiedzialny za regulacje cyklu ko-
morkowego, drugi bierze udziat w regulacji przekazywania
sygnatdw jak rowniez kieruje cyklem komérkowym.

W analizowanej strukturze mRNA wykryto réwniez
sze$¢ tréjnukleotydowych powtérzen GTG w czesci kodu-
jacej oraz cztery sekwencje ztozone z trzech nukleotydow
CAC od strony 3'. W niektdrych genach powyzsze fragmen-
ty moga ulec mutacji (delecji lub insercji) prowadzac czesto
do rozwoju schorzen [47], Rycina 2 przedstawia sekwencje
GAECI oraz zaznaczone na nim najwazniejsze jego elemen-
ty, natomiast rycina 3 przedstawia schemat tego genu.

PODSUMOWANIE

W ESCC czesto obserwuje sie zmiany na poziomie mo-
lekularnym, zwigzane z aktywacjg protoonkogendw, inak-
tywacjg gendw supresorowych, zmianami ekspresji genow
odpowiedzialnych za powstawanie przerzutéw, wptywaja-
cych na przebieg procesu apoptozy. Rozwo6j tego nowotwo-
ru zwigzany jest z mutacjg genu TP53, zaktéceniem cyklu
komorkowego w fazie G1 (inaktywacja CDKN2A, amplifi-
kacja CCDN1, modyfikacja RB1), aktywacjg onkogenéw (np.
ERBB, MYC) oraz inaktywacja genéw supresorowych (np.
CDKN2B). Wraz z rozwojem nowotworu wzrasta liczba
zmian genetycznych. Gen GAECI jest godnym uwagi, po-
niewaz jego ekspresje wykryto na réznych poziomach, za-
rowno w prawidtowych, jak i nowotworowych komérkach,
€O sugeruje, ze moze on petni¢ wazng, do tej pory niewy-
kryta, funkcje. Dalsze badania majg na celu poznanie funk-
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Cji wyzej wymienionego genu i jego produktu biatkowego
oraz przedstawienie dowoddéw na potwierdzenie lub obale-
nie tezy, ze gen GAEC1 moze petni¢ wazng role w procesie
kancerogenezy.
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Genes responsible for etiopathogenesis in esophageal squamous cell carcinoma
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ABSTRACT

Esophageal squamous cell carcinoma is a very important cancer type, not only because of its frequent cases around the world but also because
of its high mortality rate. Despite of the fact that this is a very rare cancer in Poland (around 2% of patients), we need to know more about this
disease in order to find better ways to fight it. Epidemiological factors: smoking and use of psychoactive substances like alcohol and drugs,
poor diet as well as changes in expression of genes may have influence on this cancer. During last years there has been a lot of researche on the
role of GEAC1, which seems to play a very important role in normal and cancer cells. Perhaps the protein coded by this gene is an important
part in cancer development, also being an important element in processes in normal tissues.
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UDP-glukuronylotransferazy, biatka siateczki

srdédplazmatycznej —struktura i mechanizm dziatania

STRESZCZENIE
Izoenzymy UDP-glukuronylotransferazy (UGT, EC. 2.4.1.17), katalizujg w organizmach
ssakdw reakcje koniugacji grupy glikozylowej pochodzacej z kwasu urydyno-5'-difosfo-
ro-D-glukuronowego (UDPGA) z aglikonem. UDPGA jest przytgczany do odpowiedniej
grupy funkcyjnej metabolitu | fazy, rzadziej zwigzku wyjsciowego. W ten sposob polar-
no$¢ aglikonu i zdolno$¢ jego wydalania z komoérki zwigksza sig, co w konsekwencji obni-
za toksyczno$¢ zwigzku. UGT zawiera 2 domeny. Domena N-koficowa jest odpowiedzialna
za wigzanie aglikonu, za$§ domena C-koncowa za wigzanie UDPGA. Cechg wyr6zniajaca ta
grupe enzymow jest umiejscowienie w btonie siateczki srédplazmatycznej dzieki obecnosci
transbtonowej czesci domeny C-koncowej. Wynika stad latencja aktywnosci enzymoéw oraz
fakt, ze transport kofaktora UDPGA i produktéw sprzegania przez btone wymaga specyficz-
nych transporteréw, odpowiednio nukleotydowych NST i anionowych ATERUDP-glukuro-
nylotransferazy funkcjonujg przewaznie jako homo- lub heterodimery; niektére z dimeréw
tworzg tetramery. U cztowieka 19 biatek UGT kodowanych jest przez 3 podrodziny genéw
UGT1A, UGT2A i UGT2B; produkty ich ekspresji wystepujg przede wszystkim w watrobie,
w zotgdku, w ptucach i w nabtonku jelit.

WPROWADZENIE

UDP-glukuronylotransferazy (UGT) odgrywajg u ssakow gtowna role w
przemianach substancji, zardwno endo- jak i egzogennych, do form lepiej roz-
puszczalnych w wodzie, poprzez sprzeganie ich z kwasem glukuronowym wy-
stepujagcym w postaci kwasu UDP-glukuronowego. Gtéwnym celem tej reakcji
biotransformacji jest usuwanie z organizmu czasteczek lipofilowych do Zzétci
oraz moczu.

Procesy eliminacji ksenobiotykéw z organizmu zachodzg na drodze przemian
metabolicznych | i Il fazy. Biatka z rodziny cytochroméw P-450 sg gtéwnymi
enzymami fazy I, zas§ UDP-glukuronylotransferazy to podstawowe katalizato-
ry reakcji Il fazy. 1l faza metabolizmu, obejmujgca reakcje koniugacji, nastepuje
zazwyczaj po | fazie, ktdra jest odpowiedzialna za aktywacje metabolizowanej
czasteczki. W wyniku reakcji Il fazy powstaje produkt o silniejszych wtasciwo-
Sciach hydrofilowych iw wiekszosci przypadkow reakcje te obnizajg aktywnos¢
biologiczng iwynikajaca z niej toksycznos$¢ zwigzku wyjsciowego. Wyrdznia sie
kilka podstawowych typow reakcji koniugacji tj. sprzeganie z glukuronianem,
siarczanem, glutationem, aminokwasami, a takze reakcje acetylacji i metylacji.
Wymagaja one obecnosci kofaktoréw, ktére muszg by¢ dostarczane organizmo-
wi z zewnatrz lub powstajg w trakcie komérkowych przemian zwigzkéw endo-
gennych. W przeciwienstwie do enzymow | fazy, ktérych rola oraz mechanizmy
aktywacji zostaty do$¢ dobrze poznane, enzymom Il fazy poswiecano jak dotad
mniej uwagi. Wcigz niewiele wiadomo na temat roli systemow detoksykacji nie
tylko w metabolizmie ksenobiotykéw, ale rowniez zwiazkéw endogennych.

UDP-glukuronylotransferazy obecne sa w komérkach zaréwno roslin i zwie-
rzat, jak i bakterii. Analiza poréwnawcza ich sekwencji Swiadczy o tym, ze —
podobnie jak w przypadku enzymoéw cytochromu P450 — enzymy te ewolu-
owaty ze wspdlnego genu jeszcze przed zr6znicowaniem organizméw na pro- i
eukariotyczne [1]. Enzymy UGT cztowieka to nadrodzina 19 biatek tworzgcych
dwie rodziny [2], katalizujgcych reakcje koniugacji szerokiej gamy substancji
endogennych i zwigzkow pochodzenia zewnetrznego (Ryc. 1). Przyktadami en-
dogennych substratow UDP-glukuronylotransferaz sg bilirubina, hormony ste-
roidowe, hormony tyroidowe, kwasy z6tciowe oraz witaminy rozpuszczalne w
tluszczach. Metabolizujac te sktadniki, UDP-glukuronylotransferazy w istotny
sposob przyczyniaja sie do utrzymania homeostazy organizmu. Druga istotna
funkcja tych enzymoéw to ochrona przed szkodliwymi kancerogenami, czynni-
kami zanieczyszczajacymi Srodowisko oraz sktadnikami pozywienia, a takze
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LIPOFILOWY SUBSTRAT

ENDOGENNY EGZOGENNY
Bilirubina Leki
Kwasy z6tciowe Kancerogeny
Steroidy Sktadniki pozywienia
Kwasy retinowe Zanieczyszczenia Srodowiska
Kwasy tluszczowe
CYTOPLAZMA CO0z
ER UDPGA
2 Kosubstrat
H,N
HYDROFILOWY
R-D-glukuronid
COOH
(-OH, -NH,, -SH, -COOH) | R HO
HO
HO
WYDALANIE

26t¢, mocz
Rycina 1. Glukuronidacja lipofilowych substratéw endo- i egzogennych (na
podstawie [5]). Reakcja sprzegania z udziatem UDP-glukuronylotransferaz (EC
2.4.1.17) wymaga przeniesienia kosubstratu w postaci UDPGA na czasteczke
hydrofobowego aglikonu, co prowadzi do utworzenia metabolitu o zwigkszonej
polamosci, a w konsekwencji umozliwia jego wydalenie z moczem lub zétcia.

detoksykacja lekow [3], Szacuje sie, ze UGT odpowiedzialne
sg za metabolizm okoto 35% lekéw, ktére podlegajg reak-
cjom fazy Il [4].

STRUKTURA UDP-GLUKURONYLOTRANSFERAZ
- ZALEZNOSC OD BLONY SIATECZKI
SRODPLAZMATYCZNEJ

Biorgc pod uwage sekwencje reszt aminokwasowych
i przewidywang strukture, UDP-glukuronylotransferazy
nalezg do jednej z najwiekszych grup enzymow tj. glikozy-
lotransferaz (GT). Glikozylotransferazy odgrywajg istotng
role w szeregu waznych procesdw hiologicznych np. szlaku
przekazywania sygnatéw [6]. Pomimo znacznej réznorod-

Rycina 2. (A) Struktura enzyméw =z rodziny GT-B na przyktadzie
p-glukozylotransferazy faga T4 w kompleksie z UDP-glukozg [8]. Rysunek wy-
konano na podstawie pliku 1j39 z bazy PDB (Protein Data Bank). (B) Struktura
C-koricowej domeny enzymu UGT2B7 (kopia Ryc. 1 z [10] za zgoda wydawnic-
twa Elsevier), na ktora sktada sie szes¢ tancuchéw tworzacych j}-kartke i siedem
otaczajacych je a-helis. Enzymy GT-B skfadaja sie z dwoch odlegtych domen od-
dzielonych szczeling. Domena C-koricowa jest odpowiedzialna za wigzanie sub-
stratu w postaci donora nukleotydu, chociaz elementy podobne do ,kieszeni"
Rossmanna obecne sag w obu domenach glikozylotransferaz.
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nosci sekwencji reszt aminokwasowych i reakcji katalizo-
wanych przez dziesigtki do tej pory sklasyfikowanych ro-
dzin, glikozylotransferazy przyjmuja jedng z dwu struktur
GT-A lub GT-B [7]. UDP-glukuronylotransferazy nalezg
do rodziny GT1, charakteryzujacych sie strukturg GT-B, na
ktorg sktadajg sie, jak przedstawiono na rycinie 2A [8], dwie
tzw. domeny Rossmana, charakterystyczne dla biatek wig-
zacych nukleotydy, oddzielone rejonem tacznikowym. Pro-
ponowana struktura UGT oparta jest na podobieAstwie se-
kwencji reszt aminokwasowych rejonow, ktérych struktura
zastata zachowana w ewolucji, do sekwencji poznanych
struktur enzymow rodziny GT1 [9]. Dotychczas nie udato
sie okresli¢ catkowitej struktury krystalicznej zadnego en-
zymu UGT, chociaz przedstawiono strukture krystaliczng
dla C-koncowego fragmentu UGT2B7 cztowieka (Ryc. 2B)
[10], Potwierdzita ona, ze domena odpowiedzialna za od-
dziatywanie z UDPGA ma charakter domeny globularnej z
motywem Rossmana, w ktérym rdzen biatka tworzony jest
przez szes¢ tancuchéw skiladajgcych sie na p-kartke, oto-
czonych siedmioma a-helisami. Tym samym dowiedziono,
ze UGT podlegajg fatdowaniu w sposob charakterystyczny
dla biatek rodziny GT-B. Natozenie struktury krystalicznej
fragmentu UGT2B7 na struktury roslinnych i bakteryjnych
biatek GT potwierdzito znaczace podobienstwo nie tylko w
strukturze drugo- itrzeciorzedowej glikozylotransferaz, ale
rowniez umiejscowienie i sposéb ich oddziatywania z ko-
substratem. [11],

Jak wspomniano, UGT to biatka zbudowane z dwdch
gtownych domen o fgcznej wielkosci 50-60 kDa. Tworzy
je 529 lub 534 reszt aminokwasowych, wiaczajagc w to se-
kwencje sygnatowg na N-koncu enzymu skiadajaca sie z
25 reszt. Sekwencja ta odpowiedzialna jest za kierowanie
powstajacego biatka do ER, po czym jest odcinana [12].
Cata domena N-koricowa jak réwniez przewazajgca czesc
domeny C-koncowej umiejscowione sg w Swietle siateczki
Srodplazmatycznej (Ryc. 3). Krdtka helisa transbtonowa,
ztozona przypuszczalnie tylko z 17 reszt hydrofobowych,
jest jedynym fragmentem biatka bedgcym ,kotwicg" enzy-
mu. Podobnie ,,ogon" cytoplazmatyczny UDP-glukurony-
lotransferazy to jedynie 19-26 reszt.

Za obecno$¢ UGT w siateczce $rodplazmatycznej odpo-
wiada nie tylko sekwencja sygnatowa na N-koncu biatka,

btona ER

CYTOPLAZMA

-ooc—<ll}
Lys-Lys

Rycina 3. Proponowany model umiejscowienia UDP-glukuronylotransferazy w
btonie ER (na podstawie [16]). Cala domena N-koncowa (wigzaca aglikon) jak
rowniez przewazajaca cze$¢ domeny C-koncowej (wigzacej UDPGA) umiejsco-
wione sg w $wietle siateczki $rédplazmatycznej. Jedynym fragmentem biatka be-
dacym ,,kotwicg" enzymu w btonie ER jest krdtka helisa transbtonowa. Podobnie
krotki jest ,,ogon" cytoplazmatyczny biatka UGT zawierajacy reszty lizyny.
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lecz rdwniez obecno$¢ w czesci cytoplazmatycznej reszt li-
zyny w pozycji 3 i 4 lub 5. Wykazano bowiem, ze biatka
zewnetrznej btony komorkowej oraz biatka wydzielane,
do ktorych C-koncowego fragmentu dotgczony zostat cy-
toplazmatyczny ,,ogon" pochodzacy z UGT byty btednie
kierowane do ER, za$ addycje lub delecje we fragmencie
zawierajgcym wiasnie 2 reszty lizyny zapobiegaty bied-
nej lokalizacji tych biatek [13,14]. Dodatkowo uwaza sig,
ze w oddziatywaniach z btonami ER biorg udziat, oprécz
fragmentu transbtonowego i ogona cytoplazmatycznego,
rowniez zewnetrznie umiejscowione hydrofobowe reszty
aminokwasowe domeny wewnatrz Swiatta siateczki $rod-
plazmatycznej [15].

Centrum aktywne UGT znajduje sie w Swietle siateczki
§rodplazmatycznej. Jak przedstawia rycina 4, ze wzgledu
na niedostepno$¢ centrum aktywnego enzymu, przejscie
kofaktora jak i produktu sprzegania przez btone ER wy-
maga aktywnosci specyficznych transporteréow. Takimi
transporterami dla kofaktora UDPGA sg transportery nu-
kleotydowe, NST. Przejscie kofaktora do wnetrza siatecz-
ki $rédplazmatycznej odbywa sie na zasadzie antyportu,
gdzie UDPGA transportowany jest do Swiatta ER, podczas
gdy UDP-N-acetyloglukozamina do cytosolu. Po przejsciu
przez bariere jaka stanowi btona, UDPGA moze zostac
zwigzany z enzymem. W wyniku reakcji powstaje glukuro-
nid i UDP. Ten ostatni jest nastepnie defosforylowany przez
difosfataze nukleozydowg do UMP. Powstaly glukuronid
dociera ze Swiatta siateczki srédplazmatycznej do cytosolu
na zasadzie utatwionej dyfuzji z udziatem transporteréw
anionowych ATERRIub poddany dziataniu (3-glukuronidazy
przechodzi w zwigzek wyjsSciowy [17].

Wykazano, ze obecno$¢ UGT w komérce nie ogranicza
sie jedynie do bton ER, cho¢ jest to gtéwna lokalizacja tych
enzymow. Wiadomo, ze izoenzym UGT2B7 obecny jest
rébwniez w blonie jadrowej, zaréwno zewnetrznej (co nie
dziwi, poniewaz jest ona potgczona z siateczkag $rodpla-
zmatyczng), ale i wewnetrznej oraz w jagdrze komérkowym,
gdzie prowadzona jest miedzy innymi glukuronidacja
substratu UGT2B7, morfiny [18], Przypuszcza sie, ze funk-
cja jadrowych UDP-glukuronylotransferaz polega z jednej
strony na ochronie biatek i kwaséw nukleinowych przeciw
toksycznym efektom wywotanym przez substancje endo- i
egzogenne oraz z drugiej, na regulacji poziomu ligandow
receptorow jagdrowych. W ten sposéb UGT stanowig barie-
re dla zwigzkow mutagennych i kancerogennych, co jest
szczegOlnie istotne w przypadku bliskosci jgdrowego DNA
[18-21],

UDP-glukuronylotransferazy obecne we frakcji peche-
rzykéw mikrosomalnych izolowanych z watroby ssakow
wykazuja tzw. latencje aktywnosci, czyli obserwuje sie niska
aktywnos$¢ enzymatyczng dopdki znajduja sie w nienaru-
szonych pecherzykach mikrosomalnych. Cecha ta ujawnia
sie nie tylko w reakcjach in vitro, ale rowniez ma znaczenie
in vivo. Zaproponowano dwa modele wyjasniajace latencje
aktywnosci. Hipoteza konformacyjna zaktadata, ze enzym
dopiero po dziataniu detergentu przyjmuje konformacje
aktywna, teoria przedziatowosci za$ sugerowata, ze miejsce
aktywne biatka jest wewnatrz pecherzyka mikrosomalnego.
Znana dzi$ transbtonowa topologia UDP-glukuronylotrans-
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Difosfataza
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Rycina 4. Schemat lokalizagi oligomeréw UGT, p-glukuronidazy i transporteréw
w $wietle ER (na podstawie [17]). Przejscie kofaktora, UDPGA, jak i produktu
sprzegania, X-OGluk, przez btone siateczki umozliwiaja transportery, odpowied-
nio, nukleotydowy, NST oraz anionowy ATER Pierwszy przenosi kofaktor na
zasadzie antyportu, drugi utatwionej dyfuzji. UDPGA, wigzac sie z enzymem,

bierze udziat w tworzeniu glukuronidu, X-O-Gluk, ktéry dociera do cytosolu lub
poddany dziataniu p-glukuronidazy przechodzi w zwiazek wyjsciowy, X-OH.

feraz zgodna jest z drugg hipoteza. Latencja biatek UGT wy-
nika z obecnosci bariery dla substratow, kofaktora i powsta-
jacych produktéw w postaci btony ER. Petna zdolnos¢ do
katalizowania reakcji sprzegania z kwasem glukuronowym
przez enzymy obecne w mikrosomach ujawnia sie dopie-
ro po zaktoceniu struktury btony lipidowej przez czynniki
fizyczne (sonikacja, cykle zamrazania i rozmrazania) lub
chemiczne (detergenty) [22], Do niedawna standardowymi
czynnikami stosowanymi w badaniach in vitro do usuwa-
nia latencji UDP-glukuronylotransferaz byly detergenty.
Mimo ich powszechnego stosowania w badaniach reakcji
katalizowanych przez UGT napotykano na szereg proble-
moéw, m.in.: konieczno$¢ empirycznego wyznaczania opty-
malnych warunkow reakcji, zalezno$¢ ilosci detergentu od
uzytych substratow i enzymow, ich wptyw na aktywnos$¢
enzymow, zaktdcenia w detekcji metabolitow, ograniczenia
w badaniach zmierzajgcych do okreslenia jednoczes$nie ak-
tywnosci oksydacyjnej i glukuronidacyjnej, ze wzgledu na
hamowanie aktywnos$ci cytochroméw P450, itp. Obecnie w
badaniach in vitro stosuje sie dodatek alametycyny, peptydu
pochodzenia grzybowego, ztozonego z 20 reszt aminokwa-
sowych, ktory tworzy w btonie komérkowej pory w postaci
kanatéw jonowych. W ten sposob zapewnia swobodng dy-
fuzje substratom, kofaktorowi i produktom, bez razacego
naruszenia struktury warstwy lipidowej btony i bez zmiany
aktywnos$ci enzymoéw mikrosomalnych, w tym cytochro-
maéw P450 [20],

MONOMERY CZY OLIGOMERY?

Wiedza na temat oddziatywan biatko-biatko wséréd gru-
py UDP-glukuronylotransferaz jest ograniczona z dwoch
powoddéw wynikajacych z silnych oddziatywan tych biatek
z btong ER. Po pierwsze, trudna jest izolacja pojedynczych
izoenzymoOw z ich mieszaniny pochodzacej z tkanek zwie-
rzecych, takich jak mikrosomy komérek watroby [21]. Po
drugie, otrzymywane poszczeg6lne izoformy rekombinan-
towych enzyméw UGT w postaci oczyszczonych biatek nie
odpowiadajg w petni wiasciwosciom enzymow zwigzanych
z btonami [15], W zwigzku z tym istniejg trudno$ci w zasto-
sowaniu w stosunku do enzymoéw UGT klasycznych metod
stuzacych do okreslenia masy molekularnej takich jak ultra-
wirowanie czy filtracja zelowa.
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Badania wrazliwo$ci enzymu na promieniowanie y po-
zwolity stwierdzi¢, ze funkcjonalne jednostki UDP-glukuro-
nylotransferazy sktadajg sie z heterogennej grupy enzymow
réznigcych sie znacznie masg molekularng, a enzymy te
mogg wystepowac¢ w formie pojedynczej podjednostki lub
oligomerow do czterech podjednostek. Wykazano, ze tetra-
mery UGT sg niezbedne do utworzenia diglukuronidéw:
bilirubiny [22] i dihydroksybenzo(a)pirenu [23], Przypusz-
czalnie homodimery UGT1AI mogg ze sobg swobodnie od-
dziatywac w bionie ER tworzac tetramery. Istotnym jest, ze
UGT moze tworzy¢ w btonach rowniez heterodimery, np. w
przypadku oddziatywan UGT2B1 z enzymami podrodziny
UGT1A [24,25]. UGT2B1 wystepuje takze w formie homo-
dimerow, a domeng uczestniczagcg w oddziatywaniu jest
domena N-koncowa [26]. Przetomem w pracach nad dime-
rami UGT byta praca Meech'a i Mackenzie'go [26], w kto-
rej dowiedziono, ze oligomeryzacja dwoch nieaktywnych
biatek moze prowadzi¢ do powstania jednostki funkcjo-
nalnej. Stosujgc technike FRET (rezonansowe przeniesienie
energii fluorescencji) stwierdzono, ze w zywych komérkach
biatka UGT1Al1, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A6, UGT1A7,
UGT1A8, UGT1A9 i UGT1A10 ulegajag homodimeryza-
cji, za§ UGT1A1l wigze sie z UGT1A3, UGT1A4, UGT1AS6,
UGT1A7, UGT1A8, UGT1A9 i UGT1A10 [27], Najnowsze
doniesienia potwierdzajg, ze nie tylko UGT2B1 z rodziny
UGT2B oligomeryzuje. UGT2B7 réwniez tworzy homo- jak
i heterooligomery zenzymami UGT1A [28].

Konsekwencje struktury czwartorzedowej w aspekcie
funkcji UGT w komorkach nie zostaty wyjasnione. Sugeru-
je sie, ze obecnos$¢ oligomeréw moze dwojako wptywac na
aktywnos$¢ biatka: (1) aglikon jest wigzany przez obydwa
monomery w dimerze, przy zatozeniu, ze kazdy monomer
bezposrednio bierze udziat w tym oddziatywaniu; (2) oli-
gomeryzacja UGT jest niezbedna do przeniesienia UDPGA
z cytosolu do $wiatta ER poprzez utworzenie kanatu przez
fragmenty transbtonowe [29]. Pierwsza z hipotez moze wy-
jasnia¢ szeroka i czesciowo pokrywajaca sie specyficznos¢
substratowg UGT.

EKSPRESJA GENOW KODUJACYCH BIALKA
UGT W KOMORKACH CZLOWIEKA

19 znanych UDP-glukuronylotransferaz cztowieka
(Ryc. 5) jest kodowanych przez dwie rodziny genéw UGT1
i UGT2, ktore ze wzgledu na podobienstwo sekwencji, po-
dzielono dalej na 3 podrodziny: UGT1A, UGT2A i UGT2B.
Homologia sekwencji DNA wsréd enzymdw danej rodziny
wynosi przynajmniej 50%, za$ wsrod enzymow danej pod-
rodziny co najmniej 60% [30-33].

Wszystkie izoformy rodziny UGT1 kodowane sg przez
gen zawierajacy okoto 210 kpz, ktéry zlokalizowany jest
na chromosomie 2 (2q37) i sktada sie z 17 eksondw. Cztery
dalsze eksony (2-5) kodujg C-kofAcowg czes¢ sekwencji biat-
ka, natomiast trzynascie pierwszych eksonéw (1A1-1A3P)
odpowiedzialne jest za kodowanie N-koncowej sekwencji
poszczegdblnych izoform UGT. mRNA kodujacy kazdg z
izoform jest generowany przez odmienny splicing i fuzje
jednego z blizszych zmiennego eksonu i czterech dalszych
eksonoéw. Mechanizm ten prowadzi do powstania izoform
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Rycina 5. Drzewo filogenetyczne enzymoéw z rodziny UGT cztowieka (na pod-
stawie [32]).
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UGT1 z odmienng domeng N-koricowg, ale identyczng cze-
Scig C-koncowa. Funkcjonalna czes¢ biatka kodowana jest
przez dziewie¢ eksonow: 1, 3-10. Eksony 2, 11, 12, 13 sg
pseudogenami zawierajgcymi nonsensowne mutacje, a mia-
nowicie kodony stop [5,34].

W przeciwienstwie do izoenzyméw UGT1, biatka UGT2
sg kodowane przez niezalezne geny [5]. mRNA rodziny
UGT?2 jest transkrybowany z czterech odmiennych genow,
kazdy ztozony z szesSciu eksonéw. Rodzina UGT2 podzie-
lona jest na dwie podrodziny UGT2A i UGT2B w zalezno-
$ci od sekwencji reszt aminokwasowych. Obie podrodziny
UGT2 cztowieka kodowane sg przez niewielkg grupe ge-
now zlokalizowanych na chromosomie 4 (4ql3) cztowieka,
zawierajgcym pie¢ pseudogendéw. Sekwencja UGT2A jest
w ponad 70% podobna do sekwencji izoform UGT2B. Po-
niewaz transkrypcja mRNA biatek UGT2B zachodzi na ma-
trycy oddzielnych genéw, C-koncowa domena poszczegol-
nych cztonkéw rodziny UGT2B nie jest identyczna. Jednak
homologia domeny C-koncowej izoform UGT2B jest duzo
wyzsza w poréwnaniu z sekwencja N-kofAcowg [5,34,35].

Watroba jest najwazniejszym, choé¢ nie jedynym, orga-
nem, w ktérym zachodzi reakcja glukuronidacji. W watro-
bie obecne sg enzymy z obydwu rodzin UGT tj. UGT1A1,
UGT1A3, UGT1A4, UGT1A6, UGT1A9, UGT2B4, UGT2B7,
UGT2B10, UGT2B11, UGT2B15, UGT2B17 i UGT2B28. En-
zymami wystepujacymi poza watrobg sg UGT1A7 obecny
w przetyku, zotgdku i ptucach, UGT1A8 i UGT1A10, kt6-
rych synteza ma miejsce w przewodzie pokarmowym oraz
UGT2A1 znajdujacy sie gtéwnie w komdrkach nabtonko-
wych nosa. mRNA kodujgcy szereg UDP-glukuronylo-
transferaz obecny jest takze w komodrkach nabtonka jelit.
W nerkach obecne sg izoformy UGT z obydwu rodzin, a
poziom UGT2B7 w tym organie doréwnuje syntezie w wg-
trobie. Enzymy z rodziny UGT2B obecne sg tez w tkankach
charakteryzujacych sie wysokim poziomem hormondw ste-
roidowych tj. w gruczotach piersi i prostaty [34],

MECHANIZM REAKCJI GLUKURONIDACIJI
Sposrdd szeregu reakcji metabolizmu Il fazy, sprzeganie
z kwasem glukuronowym uwazane jest za podstawe detok-

sykacji, ze wzgledu na znaczng liczbe substratow bedgcych
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w spektrum dziatania UDP-
glukuronylotransferaz [35].

Reakcja glukuronidacji
ma na celu przeniesienie
kwasu a-D-glukuronowego
z kwasu urydyno-5'-difosfo-
D-glukuronowego na od-
powiednig grupe funkcyj-
ng czasteczki leku lub jego
metabolitu. Kwas urydy-
no-5'-difosfoglukuronowy,
aktywna forma kwasu glu-
kuronowego, powstaje w cy-
tosolu w cyklu reakcji rozpo-
czynajacych sie od glukozy,
przy udziale UDP i w obec-
nosci NAD [35], Czasteczka
ulegajgca reakcji z UDPGA
musi zawiera¢ odpowiednia
grupe funkcyjna: hydrok-
sylowg, tiolowg, aminowa,
sulfonamidowa badz Kkar-
boksylowg. Jak przedsta-
wiono na rycinie 6 produktem reakcji sg (3-D-glukuronidy,
wsérdd ktorych wyrdzniamy O-, N-, C-, lub S-glukuronidy
[36-39]. Wszystkie sg znacznie bardziej hydrofilowe niz ma-
cierzyste substraty czy metabolity fazy pierwszej. Wyzsza
hydrofilowo$¢ niesie konsekwencje w postaci lepszej roz-
puszczalnosci takiego metabolitu i powoduje zwiekszenie
jego wydzielania do nerek. Natomiast glukuronidy stabiej
rozpuszczalne w wodzie, wydzielone do zétci, moga by¢
zawracane do obiegu, po hydrolizie do macierzystego leku
katalizowanej przez |3-glukuronidaze. Nastepnie wyjscio-
wa forma leku ulega resorpcji jelitowej, co prowadzi do jej
akumulacji w organizmie. Przyktadem leku wywotujgcego
tq drogg niepozadane objawy ze strony przewodu pokar-
mowego jest irinotekan, ktérego glukuronid po hydrolizie
przez p-glukuronidazy odpowiedzialny jest za toksyczno$¢
irinotekanu, polegajaca na bezposSrednim uszkodzeniu $lu-

z6wki jelit [38]1.

a-D-glukozo-1-fosforan TP

(NHR, COOR, SR)

ubP
B-D-glukuronid

Najbardziej podatnymi na glukuronidacje miejscami w
metabolizowanych czasteczkach sg nukleofilowe atomy tle-
nu lub azotu, bedace akceptorem kwasu cukrowego. Wy-
kazano, ze glukuronidacja zachodzi ze zmiang konfiguracji
wegla anomerycznego [40], co obok innych przestanek [41]
Swiadczy o mechanizmie substytucji SN2, w ktorym naste-
puje atak nukleofilowego heteroatomu aglikonu na atom C:
kwasu glukuronowego.

WIAZANIE KOSUBSTRATU

Pierwsze sugestie dotyczace miejsca wigzania UDPGA
w domenie C-kohAcowej pojawity sie 20 lat temu [42], Na-
stepnie, dzieki technice znakowania fotopowinowactwa
[43], oraz porownywania sekwencji reszt aminokwasowych

Rola metabolizmu irinotekanu z UGT zostata szerzej opisana w arty-
kule pt. "UDP-glukuronylotransferazy w metabolizmie detoksykacyj-
nym i aktywacyjnym zwigzkéw endogennych oraz ksenobiotykow"
zamieszczonym w niniejszym numerze ,,Postepéw Biochemii".
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Rycina 6. Synteza kwasu UDP-glukuronowego i zmiana jego konfiguracji a—*(i (zaznaczona czerwona linig) w czasie reakcji glu-
kuronidacji (na podstawie [39]). (1) Pirofosforylaza UDP-glukozy katalizuje synteze a-UDP-glukozy, ktdra utleniana jest (2) do
wiasciwego kofaktora przez dehydrogenaze UDP-glukozy bez zmiany konfiguracji wigzania glikozydowego. Reakcja sprzegania
aglikonu (3) przez UGT prowadzi do powstania ft-glukuronidu, poniewaz atak nukleofilowego atomu substratu nastepuje po
przeciwnej stronie wigzania kwasu glukuronowego z UDP.

i struktury biatek [29] okreslono, ze kluczowymi dla wig-
zania kosubstratu w domenie UDP-glukuronylotransferaz
sg reszty 350-400. Wiadomo, ze reszta His370 oddziatuje
z grupg fosforanowa, co przedstawiono na rycinie 7, po-
dobnie jak ma to miejsce w innych glikozylotransferazach
(GtfA —His293, GtfD —His309), w ktorych reszta histydy-
ny odgrywa kluczowg role w mechanizmie katalitycznym.
Przypuszczalnie jej funkcja polega na stabilizacji grupy
odchodzacej. Natomiast Glu378 tworzy prawdopodobnie
wigzania wodorowe z 2' i 3' OH rybozy, a za oddziatywa-
nia z grupami hydroksylowymi kwasu glukuronowego
moga odpowiada¢ zachowane w ewolucji reszty Asp395
oraz GIn396 [44], Zaproponowano, ze ugrupowanie indo-

S
o S
Secmaa e + H 0 H
N N
H (2) H
N\ (1) s N

D o HQ 0 /Afo
O=R70~k~0 NeoN
( OH 0O 7]/
H 0
OH

Has N HO

0
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Rycina 7. Proponowany mechanizm reakcji glukuronidacji katalizowanej przez
UGT1A6 (na podstawie [48]). His370 domeny C-koricowej oddziatuje z grupa
fosforanowa kosubstratu, Glu378 oddziatuje z grupa hydroksylowg rybozy, na-
tomiast His38 i Aspl50 domeny N-koricowej sg odpowiedzialne za deprotonacje
aglikonu. (1) His38 dzieki oddziatywaniom z sasiadujaca Aspl50 odpowiedzial-
na jest za deprotonacje aglikonu. (2) Inny mechanizm, réwniez uwzgledniajacy
kluczowa role tych reszt zaktada, ze to Aspl50 uczestniczy w deprotonacji sub-
stratu, a His38 oddziatuje z nim i determinuje tym samym specyficzno$¢ enzymu.
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lowe Trp353, grupa karbonylowa i aminowa Leu354 oraz
tancuch boczny Arg335 moga uczestniczy¢ w stabilizacji
uracylu [45].

Uzyskanie pierwszej struktury krystalicznej fragmentu
UGT2B7 cztowieka [10], a nastepnie wprowadzenie mutacji
punktowych w obrebie tej struktury oraz jej pordwnanie do
wczesniej poznanych biatek z rodziny glikozylotransferaz
pozwolito ustali¢, ktére reszty aminokwasowe uczestniczg
w oddziatywaniach z poszczegdlnymi grupami funkcyjny-
mi UDPGA. Resztami UGT2B7 tworzacymi wigzania wo-
dorowe z grupami fosforanowymi kosubstratu sg Thr373 i
His374, za oddziatywania z grupami hydroksylowymi ry-
bozy odpowiadajg Asp398 i GIn399. Szczegllnie istotna dla
wigzania kosubstatu przez enzymy UGT, réwniez z rodzi-
ny UGTL1A, wydaje sie reszta Asp398, poniewaz wykazano
catkowitg utrate aktywnosci UGT2B7, UGT1A6 i UGT1A10
po mutacji wasnie tej reszty. Postuluje sie, ze reszty amino-
kwasowe domeny N-koricowej réwniez uczestniczg w sta-
bilizacji UDPGA poprzez oddziatywanie Arg49 i Arg259 z
ujemnie natadowana grupg karboksylowa rybozy [11],

WIAZANIE AGLIKONU

W wigzaniu aglikonu uczestniczy domena N-koncowa,
ktorg charakteryzuje wiekszy, w poréwnaniu do dome-
ny C-koncowej, stopien zmiennos$ci, co prawdopodobnie
umozliwia metabolizm szerokiej gamy substratéow enzy-
mow UGT. Sg nimi zazwyczaj zwigzki o strukturze pierscie-
niowej, aromatyczne, wysoce hydrofobowe, a nawet lipidy.
Przypuszcza sie, ze reszty 140 — 240 moga by¢ pomocne w
dotarciu silnie lipofilowym substratom do miejsca aktywne-
go enzymu [46],

Najbardziej prawdopodobnym obszarem uczestnicza-
cym w oddziatywaniach z aglikonem ws$réd enzyméw z
podrodziny UGT1A sa reszty 36-40, wérdod ktérych najwaz-
niejszg funkcje odgrywa His38 (Ryc. 7). Jest to aminokwas
obecny w tym miejscu we wszystkich biatkach podrodzi-
ny, z wyjatkiem UGT1A4, w ktorym zastgpiony jest przez
Pro40. Rola reszty histydyny polega na deprotonacji grupy
hydroksylowej substratu. Drugg kluczowg resztg domeny
N-koricowej jest Aspl50, ktéra powoduje deprotonacje resz-
ty histydyny [45,47]. Inny mechanizm réwniez uwzglednia-
jacy kluczowg role tych reszt zaktada, ze to Aspl50 uczest-
niczy w deprotonacji substratu, a His38 oddziatuje z nim

Tabela 1. Oddziatywania pomiedzy UDP-glukuronylotransferazami.

Rodzaj .
Izoenzymy oddziatywan Lit.
homodimeryzacja,
UGT1Al UGT1A1 homotetrameryzacja 22,24
nie dimeryzacja,

UGTIAG/7 zidentyfikowano tetrameryzacja 23
UGT1A UGT2B1 heterodimeryzacja 25
UGT1A UGT2B7 heterodimeryzacja 28
UGT2B1 UGT2B1 homodimeryzacja 26
UGT2B7 UGT2B7 homodimeryzacja 28
UGT1A UGT1A homodimeryzacja 27
UGT2B21 UGT2B22 heterodimeryzacja 30,31
46

Tabela 2. Rozmieszczenie w tkankach poszczegdlnych izoenzyméw UGT.

Miejsce syntezy

biatka lzoenzym

UGT1A1, UGT1A3, UGT1A6, UGT1AQ9,
UGT2B4, UGT2B7, UGT2B10, UGT2B11,
UGT2B15, UGT2B17, UGT2B28

watroba

UGT1A1, UGT1A3, UGT1A4, UGT1AG6,
UGT1A8, UGT1A10, UGT2B4,
UGT2B7, UGT2B10, UGT2B15

jelito cienkie

UGT1A1, UGT1A3, UGT1A4, UGT1AG,
UGT1A8, UGT1A9, UGT1A10, UGT2B7

UGT1AL, UGTLAS5, UGT1AG,
' UGT1A7, UGTLAS, UGT1A9,
pruca UGTLAL0, UGT2B4, UGT2B15

UGT1A6, UGT1A8, UGT1A9,
UGT1A10, UGT2B7

jelito grube

przetyk, zotadek,

nerki

$luzéwka nosa UGT1A6, UGT1A7, UGT2A1

prostata UGT2B10, UGT2B11, UGT2B15, UGT2B17

UGT1A1, UGT1A3, UGT1AS,
UGT1A9, UGT1A10, UGT2B7

jajnik UGT1A9, UGT2B4, UGT2B15, UGT2B17

UGT1A1, UGT1A3, UGT1AG6,
UGT2A1, UGT2B7

UGT1A1, UGT1A3, UGT1A4, UGT1AS,
piers$ UGT1A9, UGT1A10, UGT2B4, UGT2B7,
UGT2B11, UGT2B15, UGT2B28

btona $luzowa macicy

mozg

i determinuje tym samym specyficzno$¢ enzymu [47,48].
Dodatkowo resztami, ktore zidentyfikowano jako kluczowe
dla aktywnosci UGT1A10 sg Phe90 i Phe93, ktdre stabilizuja
aglikon poprzez oddziatywania warstwowe [49], W$r6d en-
zymoéw drugiej podrodziny, UGT2B, znaczenie katalitycz-
ne ma aromatyczna reszta w pozycji 33: fenyloalaniny dla
UGT2B4 i tyrozyny dla UGT2B7 [50].

KOLEJNOSC WIAZANIA KOSUBSTRATU | AGLIKONU

Mechanizm katalityczny enzymow, ktére wykorzystujg
dwa substraty (UDPGA oraz aglikon w przypadku UGT)
moze zosta¢ sklasyfikowany jako sekwencyjny, w ktérym
obydwa substraty muszg utworzy¢ z enzymem kompleks
trzeciorzedowy, lub jako tzw. typ ping-pong, gdzie przynaj-
mniej jeden z substratéw jest wigzany po uwolnieniu pierw-
szego z produktow. Wiadomo, ze UDP-glukuronylotransfe-
razy naleza do pierwszej z wymienionych grup. Dodatko-
wo wyniki badan nad kolejnoscig wigzania poszczeg6lnych
substratow do enzymu sklaniajg do stwierdzenia, ze jest
ona nieprzypadkowa, przy czym UDPGA jako pierwsze
oddziatuje z enzymem. Potwierdzajg to doSwiadczenia z
wykorzystaniem 8 rekombinantowych enzymoéw cztowieka
z podrodziny UGT1A [51].

PODSUMOWANIE

Podobnie jak cytochromy P-450 — UGT-glukuronylo-
transferazy petnig gtéwng role w szlakach metabolicznych
zaréwno substancji endogennych jak i ksenobiotykow.
Mimo odmiennych mechanizmoéw ich aktywnosci katali-
tycznej oba biatka sa dos¢ silnie zakotwiczone w lipofilo-

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

wym S$rodowisku bton siateczki $rédplazmatycznej. Co
wiecej, ich centra aktywnos$ci dostosowane sg do substra-
téw o niskiej polarnos$ci i dzieki r6znorodnosci form izoen-
zymow charakteryzujg sie bardzo szerokg specyficznoscig
substratowg. Cechy te umozliwiajg obu enzymom funkcje
katalizatoréw szerokiego zakresu reakcji prowadzgcych do
detoksykacji endo- i egzogennych zwigzkow lipofilowych.2
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UDP-glucuronyltransferases, proteins of endoplasmic
reticulum —structure and mechanism of action
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ABSTRACT

UDP-glucuronyltranferase isoenzymes, UGTSs, are responsible in mammals for conjugation of glucuronic acid generated by UDPGA with
aglicon. UDPGA is bound to the appropriate group of | phase metabolite or, occasionally, to the native compound. As a result, the aglicon
polarity increases, excreatable product in human urine is formed and, in turn, toxic effects are reduced. UGT protein structure consists of 2
domens. N-terminal catalyses of aglicon binding, whereas, C-terminal controls the addition of uridine-5'-diphosphoglucuronic acid. UGTs
are anchored in endoplasmic reticulum, ER, by transmembrane fragment of C-terminal domain. The membrane location results in the latency
of enzyme activity and demands specific transporters for cofactor as well as for conjugation products. There are NST and AT#R respectively.
UDP-glucuronyltransferases exist usually as homo- and heterodimers, some of them are tetramers. 19 human UGT proteins are described
by 3 gene subfamilies, UGT1A, UGT2A and UGT2B, which are expressed preferentially in the liver, but also in stomach, lung and intestine
epithelium.
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UDP-glukuronylotranferazy w metabolizmie detoksykacyjnym
I aktywacyjnym zwigzkow endogennych oraz ksenobiotykow

STRESZCZENIE

lukuronidacja jest gtéwng drogg koniugacji w szlakach metabolizmu i wydalania
G zwigzkdéw endogennych oraz ksenobiotykéw. Reakcja ta jest katalizowana przez UDP-
glukuronylotransferazy (UGT), dla ktérych substratami sg bilirubina, hormony steroidowe,
tyroidowe i kwasy zétciowe oraz zwigzki egzogenne, w tym leki, zwigzki kancerogenne,
chemiczne zanieczyszczenia $rodowiska i sktadniki zywnosci. Z terapeutycznego punktu
widzenia szczegélnie istotny jest udziat UGT w biotransformacji lekéw, w tym lekéw prze-
ciwnowotworowych. Wiadomo, ze wystepuja znaczne réznice osobnicze w zdolnosci do ko-
niugacji z kwasem glukuronowym, co spowodowane jest polimorfizmem genéw podrodzin
UGT1A i UGT2B. Zazwyczaj reakcja glukuronidacji prowadzi do dezaktywacji ksenobioty-
kéw i umozliwia wydalanie hydrofitowych koniugatéw, co powoduje obnizenie ich toksycz-
nosci. Jednak poznano szereg glukuronidéw, m.in. glukuronidy acylowe kwaséw karboksy-
lowych, 6-O-glukuronid morfiny i glukuronidy retinoidéw, o reaktywnosci zachowanej lub
podwyzszonej w poréwnaniu ze zwigzkiem wyjsciowym. Wykazujg one poréwnywalng lub
silniejsza zdolnos¢ do wiazania sie z czgsteczkami strukturalnymi w komdrce, a w konse-
kwencji zachowang lub podwyzszong toksycznos¢.

WPROWADZENIE

Sprzeganie z kwasem glukuronowym jest podstawowa reakcjg biotransfor-
macji ksenobiotykéw i odpowiada za eliminacje 40-70% zwigzk6w egzogennych.
UDP-glukuronylotransferazy (UGT) uczestniczg w przeniesieniu fragmentu glu-
kuronylowego z kosubstratu UDPGA na jedng lub kilka grup elektrofilowych
akceptora o wiasciwosciach hydrofobowych. Substraty o budowie alkoholi alifa-
tycznych lub fenoli koniugowane sg do eterow O-glukuronidowych, natomiast
zwigzki zawierajgce grupy karboksylowe tworzg estry - glukuronidy acylowe.
O-glukuronidy sa najpowszechniejsze. Czasteczki z ugrupowaniem fenolowym
i karboksylowym, takie jak kwas mykofenolowy lub diflunisal moga by¢ meta-
bolizowane do obydwu typow glukuronidéw. Glukuronidacja pierwszo-, dru-
go- i trzeciorzedowych amin prowadzi do utworzenia N-glukuronidow. Nato-
miast poznano stosunkowo mato S-i C-glukuronidéw (Tab. 1) [1].

Tabela 1. Klasyfikacja lekéw metabolizowanych do glukuronidéw ze wzgledu na rodzaj powstajacego ko-
niugatu (na podstawie [1]).

O-glukuronidy C-glukuronidy ~ N-glukuronidy  S-glukuronidy

aminy, amidy,

hydroksylowe karboksylowe karbonylowe sulfonamidy tiolowe
buprenorfina benoksaprofen feprazon amitriptylina disulfiram
chloramfenikol citalopram fenylbutazon chloropromazyna metimazol
kodeina kwas klofibrowy  sulfinpirazon citalopram

diflunisal diklofenak fenoprofen klozapina

ezetymib diflunisal difenhydramina

lorazepam furosemid doksepina

morfina ibuprofen imipramina

lr(nv:/aksofenolowy moksyfloksacyna indinavir

oksazepam ka;I/akiernolowy ketotifen

paracetamol rl?;?c?yksowy lamotrygina

propofol naproksen meksyletyna

propranolol kwas salicylowy olanzapina

zydowudyna kwas tamoksyfen

walproinowy
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UGT1A3

uEans UGT1A6

UGT1A10 UGT1A8

Rycina 1. Procentowy udziat poszczeg6lnych izoform UGT w metabolizmie le-
kéw (na podstawie [3]).

Klasyczny poglad stwierdzajacy, ze biatka z rodziny cy-
tochroméw P450 (CYP) sg najwazniejszymi enzymami me-
tabolizujacymi leki jest prawdziwy dla wielu zwiazkéw.
Jednak dla wielu innych, takich jak przeciwwirusowa zy-
dowudyna, wczesniejsza transformacja oksydacyjna przez
cytochromy nie jest konieczna przed glukuronidacjg [2].
Wsréd 200 najpowszechniej przyjmowanych lekow w USA
w 2002 roku az 35% znanych jest jako substraty UGT2B7,
20% podlega reakcji N-glukuronidacji przez UGT1A4 i
15% przez UGT1A1 (Ryc. 1). W poréwnaniu z liczbg lekéw
metabolizowanych przez CYP, pula lekéw usuwanych na
drodze sprzegania z kwasem glukuronowym jest niewiel-
ka (okoto 1/7) [3]. Faktyczne znaczenie metabolizmu lekow
katalizowanych przez UGT jest jeszcze wigksze, poniewaz
wiekszo$é produktéw przemian oksydacyjnych przez cyto-
chromy P450 jest substratem dla UDP-glukuronylotransfe-
raz ijest przez nie sprzegana. Pomijanie w ubiegtych dzie-
siecioleciach roli UGT wynikato czesto z braku identyfikacji
struktur glukuronidoéw, ktére podczas izolacji metabolitéw
ulegaty hydrolizie, tym samym wskazujgc pozornie na zna-
czacg role CYP. W rzeczywistosci ilosé glikuronidow, w za-
leznosci od rdznic osobniczych, moze znacznie przekraczaé
ilos¢ metabolitéw | fazy, jak ma to miejsce w przypadku
warfaryny [4],

METABOLIZM KATALIZOWANY PRZEZ UGT1A11

Wsréd enzymoéw rodziny UGT1 najwyzszg ekspresje w
watrobie wykazano dla enzymu UGT1A1l [5]. Aktywnos$é
tej izoformy doceniono gtdwnie ze wzgledu na metabo-
lizm szeregu zwigzkéw endogennych, gtdwnie bilirubiny
[6,7], estrogendw [8], hormondéw tyroidowych [9], UGT1Al
odpowiedzialna jest tez za glukuronidacje okoto 15% naj-
czesciej przepisywanych lekéw [10], gtéwnie pochodnych
fenolu (irinotekan, paracetamol, etopozyd, naltrekson, bu-
prenorfina) [11], UGT1A1 jest tez najwazniejszym obiektem
badan wsréd UDP-glukuronylotransferaz ze wzgledu na
polimorfizm kodujgcych jg gendw i duzg czesto$¢ wystepo-
wania mutacji prowadzgcych do niefunkcjonalnego biatka.

1 Strukture i mechanizm dziatania enzyméw UGT opisano w artykule
pt ,,UDP-glukuronylotransferazy - biatka siateczki srédplazmatycznej.
Struktura, mechanizm dziatania" zamieszczonym w niniejszym nume-
rze ,,Postepéw Biochemii".
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REGULACJA POZIOMU BILIRUBINY

Ze wzgledu na fakt, ze UGT1A1 jest odpowiedzialna za
glukuronidacje bilirubiny in vivo, r6znice fenotypowe wy-
stepujace w konsekwencji zmienionej ekspresji i aktywnosci
tego biatka sg tatwe do obserwacji. Bilirubina, o strukturze
przedstawionej na rycinie 2, jest produktem oksydacyjne-
go metabolizmu hemu, generowanym podczas naturalnych
przemian hemoglobiny, mioglobiny czy biatek rodziny cy-
tochromow P450, na poziomie 250-400 mg/dzien. Jej staba
rozpuszczalno$¢ w wodzie ogranicza mozliwo$¢ wydala-
nia z organizmu w pierwotnej formie. Tworzony w watro-
bie glukuronid bilirubiny, powstajacy poprzez estryfikacje
dwoéch grup karboksylowych reszt kwasu propionowego
jest wydzielany do z6kci poprzez aktywnos$¢ transporteréw
anionowych zaleznych od ATP [12]. Zwiekszony poziom
bilirubiny w surowicy w formie niesprzezonej z kwasem
glukuronowym jest przyczyng z6taczki oraz grupy chorob
dziedzicznych okres$lanych jako hiperbilirubinemie. Naj-
tagodniejszg z nich jest syndrom Gilberta, wystepujacy u
6-12% populacji, w ktérym poziom bilirubiny w surowicy
jest nieznacznie podwyzszony, co nasila sie podczas spote-
gowanej hemolizy [7], Natomiast syndromy Criglera-Najja-
ra 1i Il (CN-1, CN-Il) sg rzadkimi, ale groznymi zaburze-
niami, wynikajgcymi z bardzo niskiej lub niewykrywalnej
aktywnosci UGT1ALl. Poziom bilirubiny w surowicy pa-
cjentéw z CN-I utrzymuje sie zazwyczaj na poziomie po-
wyzej 350 (iM przy bardzo niskim poziomie koniugatu w
z6kci, co nieleczone prowadzi do $mierci. CN-II jest tagod-

bilirubina tyroksyna
HO OH
O O HO Q
| e -
Wa &
o3
OH
t OH
a-naftol kwas antraflawinowy kwercetyna

Rycina 2. Wybrane endo- i egzogenne substraty izoenzymu UGT1AL. Strzatkami
zaznaczno miejsca w strukturze, w ktérych zachodzi reakcja metaboliczna.
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niejszg hiperbilirubinemia - poziom bilirubiny w surowicy
nie przekracza 350 |iM, a warto$¢ tg mozna obnizy¢ podajac
fenobarbital. Dodatkowo w z6ici wykrywalne sg mono- a
nawet diglukuronidy [13].

Poznano do tej pory ponad 60 mutacji punktowych, dele-
cji i insercji, w wyniku ktorych obserwuje sie obnizong ak-
tywnos$¢ UGT1A1 [14]. W populacji kaukaskiej najczesciej
(10-20%) wystepujg zmiany w regionie promotorowym
genu kodujgcego enzym UDP-glukuronylotransferazy
(UGT1AI*28) prowadzace do objawoéw syndromu Gilber-
ta. Mutacja UGT1A1*28 polega na insercji A(TA)NTAA do
sekwencji TATA, co powoduje najczesciej wzrost ilosci po-
wtérzen TA zn=6 do n=7. Inne rzadziej wystepujace allele to
UGT1A1*33, gdzie n=5 i UGT1A1*34, gdzie n=8. Wszystkie
te roznice z wyjatkiem allelu UGT1A1*33 redukuja aktyw-
no$¢ promotora UGT1Al (a tym samym zawarto$¢ biatka
w komorkach watroby) o okoto 30% [15]. U pacjentéw do-
tknietych CN-I1 wykryto mutacje genu UGT1 we wspotdzie-
lonych eksonach 2, 3, 4 i 5 oraz mutacje eksonu pierwszego
(1A1), tj. Cys280—>Stop(840C—A) i Gly276Arg(826G-»C)
[12]. Wybrane warianty polimorficzne genu UGT1A1 zebra-
no w tabeli 2.

METABOLIZM HORMONOW TYROIDOWYCH

Hormony tyroidowe sg wydzielane przez tarczyce pod
Scistg kontrolg tyreotropiny na zasadzie ujemnego sprzeze-
nia zwrotnego. Prohormon tyroksyna, T4 (Ryc. 2) podlega
dejodynacji w pierscieniu zewnetrznym do tréjjodotyroni-
ny, T3 a takze w pierscieniu wewnetrznym do nieaktywne-
go metabolitu rT3 Oprécz tych procesé6w hormony tarczy-
cy podlegajg mechanizmom sprzegania z glukuronianem i
siarczanami. Rola glukuronidacji hormondw tarczycy pole-
ga wiec na przywracaniu ich fizjologicznego stezenia. Tak
wiec zaburzenia procesdw sprzegania bedg podwyzszaé
aktywno$¢ hormondéw, powodujgc szereg powiktan np. po-
wiekszenie tarczycy. Poréwnanie aktywnosci UGT pocho-
dzacej z watroby 0sdb zdrowych z UGT o0séb z syndromem
CN oraz UGT z mikrosoméw nerki wykazato, ze UGT1Al

Tabela 2. Wybrane warianty polimorficzne genu UGT1A1 zmieniajace aktywno$¢
enzymu (na podstawie [1,14,20]).

Allel Zmiana nukleotydu Polimorfizm
UGT1A1*1 typ dziki typ dziki
UGT1A1*6 221G—A G71R
UGT1A1*7 1456 T—=G Y486D
UGT1A1*14 826G—C G276R
UGT1A1*25 840C—A C280X
UGT1A1*27 686C—A P229Q
obnizenie
UGT1A1*28 A(TA)TTAA aktywnosci
promotora
podwyzszenie
UGT1A1*33 A(TA)STAA aktywnosci
promotora
obnizenie
UGT1A1*34 A(TA)STAA aktywnosci
promotora
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Irinotekan

CES (1)

HO

SN-38

UGT1A1 (2)| [(3) B-glukuronidaza

glukuronid SN-38 OH O

Rycina 3. Transformacja irinotekanu prowadzaca do powstania reaktywnego
metabolitu SN-38 i jego glukuronidu. (1) Karboksyestrazy hydrolizujg wigzanie
estrowe w czasteczce irinotekanu, co prowadzi do utworzenia metabolitu o oko-
o 200-krotnie wyzszej aktywnosci, ktéry nastepnie (2) jest sprzegany z kwasem
glukuronowym w pozycji 10-OH gtéwnie przez UGT1AL. Przy niewydajnie pro-
wadzonej reakcji koniugacji, spowodowanej mutacjami genu kodujacego enzym,
przewaza hydroliza glukuronidu SN-38 katalizowana przez p-glukuronidaze (3),
co uniemozliwia wydalenie intermediatu i prowadzi do toksycznosci leku.

wraz z UGT1A9 odpowiedzialne sg za glukuronidacje T4i
rT3 ale nie Ty przy czym rTJest substratem preferencyjnie
wykorzystywanym przez oba izoenzymy. U ludzi, w prze-
ciwienstwie do szczurow, T3wydaje sie podlegaé tylko de-
jodynacji i sprzeganiu z siarczanem [9],

ZNACZENIE POLIMORFIZMU UGT1A1 W
TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWE]J]

Wsréd pacjentow z syndromem Gilberta zaobserwowa-
no nizszy poziom glukuronidacji lekéw takich jak paraceta-
mol, tolbutamid czy lorazepam. Najszerzej zbadany zostat
wpltyw allelu UGT1A1*28 na stopieA glukuronidacji, a tym
samym na obnizenie toksycznosci, metabolitu irinotekanu
o0 symbolu SN-38. Irinotekan jest pochodna kamptotecyny,
ktory jako prolek jest metabolizowany przez karboksyeste-
razy do aktywnego metabolitu SN-38 o wtasciwosciach inhi-
bitora topoizomerazy | (Ryc. 3). UGT1A1 jest gtdwnym izo-
enzymem sprzegajacym SN-38 z kwasem glukuronowym w
pozycji 10 [16]. Stwierdzono, ze osoby, u ktérych wystepuje
syndrom Gilberta sg bardziej narazone na skutki uboczne
przyjmowania irinotekanu [17]. Prawdopodobnie obnizona
aktywno$¢ promotora genu UGT1A1 hamuje tworzenie glu-
kuronidu SN-38. Oprécz mutacji UGT1Al 28 potwierdzono
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tez znaczenie dla czestosci wystepowania ostrych powiktan
mutacji (686C—*A) [18] i (3156G"A) [19].

Estrogeny to kolejna poza bilirubing i tyroidami grupa
endogennych substratow UGT1Al. Rozwdj szeregu nowo-
tworéw moze by¢ modulowany przez hormony estroge-
nowe, za$ metabolizm tych hormonéw moze mie¢ wpltyw
na ryzyko zachorowania. Produkt ekspresji genu UGT1Al
obecny jest w tkankach piersi, gdzie jest zaangazowany w
tworzenie glukuronidu estradiolu oraz w liniach komér-
kowych raka piersi. Postulowano, ze istnieje tam wieksza
czesto$¢ wystepowania alleli (UGT1A1*28, UGT1A1*34) o
niskiej aktywnosci transkrypcyjnej. Przypuszczenie to po-
twierdzity wyniki wskazujace, ze wyzsze stezenie estradio-
lu iestriolu wystepuje w osoczu kobiet o niskiej aktywnosci
allelu UGT. Istotna wydaje sie tez by¢ rola katecholowych
metabolitow estrogendéw, ktére niewydajnie sprzegane z
UDPGA moga by¢ kancerogenami endogennymi [14,20].

KSENOBIOTYKI JAKO SUBSTRATY UGT1Al

Do zwigzkéw metabolizowanych przez izoenzym
UGT1Al nalezg gtéwnie pochodne fenolowe. Polifenolo-
we pochodne kwasu galusowego, ktére sg stosowane jako
konserwanty, gtownie ze wzgledu na witasciwosci antyok-
sydacyjne, sg sprzegane kilka razy szybciej niz bilirubina,
przy czym na szybkos$¢ reakcji ma wptyw dtugos¢ tancucha
bocznego estru. Do substratow UGT1Al nalezy tez kwas
benzoesowy i jego estry oraz alkilowe pochodne fenolu,
czy naftolu. Glukuronidacja a-naftolu zachodzi szybciej niz
P-naftolu. Jednak izoenzym ten nie katalizuje glukuronida-
cji fenoli podstawionych w pozycji orto, takich jak karwa-
krol i tymol ani alkoholi alifatycznych jak borneol czy men-
tol. Inna grupa substratow to antrachinony, ktére tworzg
mono- i diglukuronidy z udziatem grupy hydroksylowej w
pozycji 2, 3 lub 6. Natomiast obecno$¢ grupy hydroksylo-
wej w pozycji 4' zapewnia wysoki stopieA glukuronidacji
flawonoidow takich jak kwercetyna, fizetyna i naringenina
[21]. Badania z wykorzystaniem rekombinantowego izoen-
zymu UGT1AL1 cztowieka pozwolity okresli¢, ze opioidy sg
substratem dla tego biatka, przy czym buprenorfina, jeden
z najbardziej lipofilowych analgetykdéw, jest metabolizo-
wana przez ten enzym w przynajmniej 75%. Reaktywno$¢
wzgledem nalorfiny inaltreksonu jest mniejsza, za$ morfina
jestjednym z substratow o najstabszym powinowactwie do
UGT1A1l [22]. Wybrane leki bedace substratami UGT1A1l
przedstawiono w tabeli 3.

UDZIAL W METABOLIZMIE INNYCH
IZOENZYMOW UGT1A

IZOENZYM UGT1A3

UGT1A3 cztowieka odpowiedzialna jest za glukuronida-
cje estronu, 2-hydroksyestronu, N-hydroksy metabolitéw
2-acetyloaminofluorenu (AAF), a takze kancerogennych
pochodnych 6-OH i 12-OH benzo(a)pirenu [23]. Do sub-
stratow nalezg tez opioidy, flawonoidy, kumaryny, antra-
chinony i mate czgsteczki o budowie fenoli np. 4-nitrofenol.
UGT1A3 katalizuje tez, obok UGT1A4, N-glukuronidacje
amin pierwszo-, drugo- i trzeciorzedowych: 4-aminobifeny-
lu, difenyloaminy, cyproheptadyny. Wsrod lekow metabo-
lizowanych przez UGT1A3 nalezy wymienié¢ zwigzki o bu-
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dowie kwaséw karboksylowych: niesteroidowe leki prze-
ciwzapalne (naproksen i ibuprofen) i fibraty (ciprofibrat)
[24], UGT1A3 wykazuje specyficzno$¢ wzgledem grupy
karboksylowej kwaséw zotciowych, a najlepszym substra-
tem wsrdd tej grupy jest kwas litocholowy [25],

Wiadomo, zew egzonie 1genu UGT1A3 wystepuje 6muta-
cji punktowych: GIn6—Arg(17A—G), T rp | |—Arg(31T—C),
Arg45—>-Trp(133C—T), Val47~Ala(140T~C), Glu27-»Glu
(81G—A), Alal59—Ala(447A—G), z ktoérych wariant dru-
gi oraz drugi i czwarty podwyzszajg aktywno$¢ enzymu
wzgledem estronu [26], W stosunku do flawonoidow trzy
sposrdd 7 alleli wykazuja znaczaco nizszg aktywnos$¢ w
poréownaniu z typem dzikim, za$ jeden podnosi wydajnosé
glukuronidacji 4-krotnie [27],

Tabela 3. Wybrane przyktady stosowanych klinicznie lekéw (z wytaczeniem le-
kéw przeciwnowotworowych), dla ktdrych wykazano, ze sa substratami rekom-
binantowych enzyméw rodzin UGT1A i UGT2B cztowieka (na podstawie [1,11]).

Izoenzym Leki jako substraty

acetaminofen, buprenorfina,
etynyloestradiol, ezetymib, furosemid,
karwedilol, kwas niflumowy, nalorfina,
naltrekson, retigabina, troglitazon

UGTI1Al

amitryptylina, buprenorfina, ciprofibrat,
cyproheptadyna, diklofenak, ezetymib,
fenoprofen, flurbiprofen, ibuprofen,
imipramina, ketoprofen, ketotifen, kwas
klofibrowy, kwas walproinowy, naproksen

UGT1A3

amitryptylina, chlorpromazyna, cyproheptadyna,
doksepina, imipramina, ketotifen, klozapina,
olanzapina, posakonazol, retigabina

UGT1A4

acetaminofen, diklofenak, kwas salicylowy,

UGT1A6 kwas walprionowy, metylodopa, propofol

UGT1A7 kwas mykofenolowy

ciprofibrat, diflunisal, furosemid, kwas
mykofenolowy, kwas Klofibrowy,
kwas walproinowy, nalokson,
naltrekson, propofol, troglitazon

UGT1AS8

acetaminofen, diflunisal, diklofenak, entakapon,
flawopirydol, flurbiprofen, furosemid,
gemfibrozil, ibuprofen, ketoprofen, kotynina,
kwas mefenamowy, kwas mykofenolowy,

kwas niflumowy, naproksen, oksazepam,
propofol, tolkapon, troglitazon

UGT1A9

kwas mykofenolowy, kwas

UGT1A10 . .
niflumowy, troglitazon

UGT2B4 karwedilol, kodeina

benoksaprofen, buprenorfina, cyklosporyna A,
diflunisal, diklofenak, entakapon, ezetymib,
fenoprofen, flurbiprofen, gemfibrozil, ibuprofen,
indometacyna, karbamazepina, karwedilol,
ketoprofen, kodeina, kwas klofibrowy, kwas
mefenamowy, kwas walproinowy, morfina,
nalorfina, naltrekson, naproksen, oksazepam,
pitawastatyna, tolkapon, zydowudyna

UGT2B7

diklofenak, entakapon, ezetymib, oksazepam

UGT2B15 (izomer S), rofekoksyb tolkapon

Wyrézniono leki, dla ktérych dany izoenzym jest gtéwna forma enzymu prowa-
dzaca sprzeganie do postaci glukuronidéw.
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IZOENZYM UGT1A4

Wsrod enzymow podrodziny UGT1A izoforma UGT1A4
jest jedng z najmniej poznanych. Wykazuje wysoka homo-
logie sekwencji z UGT1A3 i podobnie jak ona jest aktywna
wzgledem amin alifatycznych iaromatycznych [28], Oprocz
amin, UGT1A4 katalizuje glukuronidacje alkoholi monoter-
penowych, sapogenin, androgen6w i progestyn [29]. Do
substratow UGT1A4 nalezg tez zwigzki obecne w dymie
papierosowym: nikotyna, kotynina i pochodna nitrozoami-
ny NNAL. W aspekcie klinicznym UGT1A4 istotna jest ze
wzgledu na metabolizm antydepresantéw: amitryptyliny
i imipraminy oraz lekéw antypsychotycznych: klozapi-
ny, olanzapiny czy chinonéw przeciwmalarycznych [30].
Przypuszcza sie, ze jest jedynym rekombinantowym izo-
enzymem Kkatalizujgcym N-glukuronidacje przeciwnowo-
tworowego tamoksyfenu. Trans-4-hydroksy-tamoksyfen to
aktywny metabolit tamoksyfenu o wyzszym powinowac-
twie wzgledem receptoréw estrogenowych w pordwnaniu
do wyjsciowego zwigzku i innych produktéw biotransfor-
macji. Wraz z izomerem cis jest wydalany w formie N- i O-
glukuronidu [31].

Doniesiono o 19 mutacjach punktowych i 2 zmieniaja-
cych ramke odczytu genu UGT1A4. Sposrod tych 21 mutacji
8 prowadzi do zmiany aminokwasu, 5 to mutacje ciche a
pozostate 8 to mutacje w regionach niekodujgcych. Warian-
ty Pro24—Hhr i Leu48—Wal wykazujg obnizong aktywnos$¢
wzgledem benzydyny, androsteronu i dihydrotestosteronu
w poréwnaniu z typem dzikim. N-glukuronidacja NNAL
i jego prekursora 4-(metylo-nitrozoamino)-I-(3-pirydylo)-
1-butanonu, jednego z najsilniejszych kancerogenéw dymu
papierosowego, jest waznym szlakiem ich detoksykacji i
zachodzi wydajniej u 0séb bedagcych homozygotami wzgle-
dem allelu Pro24—Thr [20],

IZOENZYM UGT1A6

UGT1AG6 jest obok UGT1A1 gtéwng izoformg UDP-glu-
kuronylotransferaz wystepujaca w watrobie [32]. Zaangazo-
wana jest przede wszystkim w glukuronidacje fenoli i amin
aromatycznych jak 1-i 2-naftyloaminy i ich N-hydroksy po-
chodnych [33], Do lekéw metabolizowanych przez UGT1A6
zaliczajg sie salicylany, antydepresanty, neuroleptyki i blo-
kery p-adrenoreceptorow [14].

Dwie najwcze$niej wykryte mutacje eksonu 1 genu
UGT1A6: Thri81~Ala(541A"G) i Argl84~Ser(552A-+C)
prowadzg do powstania biatka o nizszej aktywnosci wzgle-
dem zwigzkéw fenolowych, 3-O-metylo-DOPY, salicy-
lanu metylu i p-blokeréw [34], Oprécz nich stwierdzono
tez wystepowanie SNP w kodonie 7: Ser7—Ala(19T—0)
[35] oraz dwie mutacje w regionie 5'-regulatorowym:
Arg90—>His(269G—A) i Serl03”"Stop(308C—A) [36], Role
polimorfizmu UGT1A6 poznano w badaniach wptywu
przyjmowania aspiryny na ryzyko wystgpienia gruczo-
lakoraka okreznicy [37,38]. Obecnos$¢ allelu UGT1A6*2
(541A—G, 552A—C) zwigzana byta ze zmniejszong zacho-
rowalnoscig na gruczolakoraka ws$réd kobiet regularnie
przyjmujacych kwas acetylosalicylowy. Prawdopodobnie
jest to zwigzane z podwyzszeniem poziomu salicylanéw
na skutek obnizonej koniugacji aspiryny z UDPGA. Wia-
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domo, ze kwas salicylowy hamuje synteze prostaglandyny
poprzez nieodwracalne hamowanie cyklooksygenaz, co
w efekcie moze ostabia¢ proliferacje komorek i pobudzac
apoptoze.

IZOENZYM UGT1A7

Wsréd enzymoéw podrodziny UGTLA jedynie UGT1A7,
UGT1A8 iUGT1AL10 nie podlegajg syntezie w watrobie [11].
Aktywnos¢ izoenzymu UGT1A7, obecnego w zotadku oraz
ptucach, skierowana jest gtdwnie na glukuronidacje policy-
klicznych weglowodoréw aromatycznych oraz amin hete-
rocyklicznych, rowniez tych obecnych w dymie papieroso-
wym [39,40]. Wraz z izoenzymami UGT1A8-1A10 bierze tez
udziat w detoksykacji kwasu mykofenolowego [41].

Stwierdzono wystepowanie 9 alleli genu UGT1A7
(UGT1A7*1-UGT1A7*9), ktére sag wynikiem zmian nastepu-
jacych reszt aminokwasowych: Glyl15—Ser, Asnl29—Lys,
Argl31—Uys, Glul39—Asp i Trp208—>Arg [14]. SNP kodo-
néw 129,131 i 208 tworzy wariant UGT1A7*3, ktérego cze-
sto$¢ wystepowania jest najwyzsza i jednoczes$nie skorelo-
wana z wystepowaniem wariantu UGT1A1*28 [42], Rekom-
binantowe biatka UGT1A7*2-UGT1A7*4 wykazujg obnizo-
ng aktywnos$¢ katalityczng wzgledem 3-, 7- i 9-hydroksy-
benzo(a)pirenu, co sugeruje, ze mutacje te odpowiadajg za
fenotyp wolno metabolizujgcy. Osoby bedace homozygo-
tami wzgledem tych alleli moga by¢ narazone na wyzszg
szkodliwo$¢ policyklicznych weglowodoréw aromatycz-
nych initrozoamin dymu papierosowego [43], Obecnos¢ al-
leli UGT1A7 warunkujacych fenotyp wolno metabolizujacy
podwyzsza ryzyko wystagpienia nowotworow: raka krtani
[44], raka watroby wywotanego wirusem HCV [45,46], raka
odbytu [47], oraz raka trzustki [48] i raka ptuc [49].

IZOENZYM UGT1A8

Aktywnos$¢ pozawatrobowego enzymu UGT1A8 jest
skierowana na szereg substratow endo- i egzogennych.
UGT1A8 metabolizuje pochodne benzo(a)pirenu, gtow-
nie 10- i 11-hydroksy, mutagenny metabolit N-OH-2-
acetyloaminofluoren, chinoline [50]. Do substratéw egzo-
gennych nalezy tez szereg flawonoidoéw i antrachinonéw,
leki takie jak ciprofibrat, furosemid, fenoloftaleina oraz
opioidy, wsrod ktorych najwydajniej transformowany jest
naltrekson. Substratami endogennymi UGT1A8 sg oprocz
estrogendw, androgenow i kwaséw zétciowych, metabo-
lizowanych tez przez inne izoenzymy UGT, takze kwasy
retinowe, RA, ktore sprzegane sg jedynie przez UGT1AS8 i
UGT2B7. Poza tym, UGT1A8 wykazuje aktywnos$¢ wzgle-
dem grupy karboksylowej kwasu all-trans retinowego i
pochodnych 5,6-epoksy-RA i 4-hydroksy-RA [51]. Rekom-
binantowy UGT1A8 wykazuje, jako jedyny izoenzym UGT,
zdolnos$¢ metabolizmu dihydroksytestosteronu, DHT, (Ryc.
4) nie tylko do monoglukuronidu, ale rowniez diglukuro-
nidu dihydroksytestosteronu, w ktdrym nastepuje koniu-
gacja dwoch reszt kwasu glukuronowego na jednej grupie
hydroksylowej DHT w pozycji C17 [52].

Analiza sekwencji eksonu 1 UGT1A8 pozwolita zidenty-

fikowac 4 genotypy, z ktorych jeden allel jest wynikiem ci-
chej mutacji w kodonie 255, podczas gdy pozostate prowa-
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Rycina 4. Metabolizm dihydrotestosteronu z udziatem izoenzyméw UGT (na
podstawie [52]). Jedynym izoenzymem katalizujacym bezpos$rednie tworzenie
diglukuronidu dihydrotestosteronu jest UGT1A8. Alternatywnym szlakiem po-
wstawania tego metabolitu jest monoglukuronidacja, po ktérej nastepuje przyta-
czenie drugiej grupy glukuronozylowej do czesci cukrowej monoglukuronidu.

dzg do zmiany reszty aminokwasowej w pozycji 173 i 277.
Najczesciej wystepujgce warianty UGT1A8*1 (Alal73) oraz
UGT1A8*2 (Alal73—>Gly) nie wptywajg znaczaco na funkcje
biatka, podczas gdy UGT1A8*3 (Cys277—>Tyr) koduje biat-
ko o obnizonej aktywnoS$ci katalitycznej w stosunku do me-
tabolitéw hydroksy-benzo(a)pirenu i prostych fenoli [53].
Dodatkowo allel UGT1A8*3 jest czynnikiem ryzyka wy-
stgpienia raka odbytu. Réwniez homozygoty UGTIA8*1/*3
i UGTIA8*2/*3 sg zwigzane z wyzszym prawdopodobien-
stwem zachorowania na ten nowotwor, podczas gdy allel
UGT1A8*1 jest czynnikiem prewencyjnym [54].

IZOENZYM UGT1A9

UGT1A9 odgrywa istotng role w metabolizmie endogen-
nych hormondéw estrogenowych [55] i tyroidowych [9], jak
rowniez réznorodnych egzogennych zwigzkéw chemicz-
nych i lekdw. Substratami sa fenole, metabolity pirenu,
aktywny metabolit irinotekanu, SN-38, propranolol [56].
UGT1A9 jest enzymem najwydajniej sprzegajacym acetami-
nofen z kwasem glukuronowym [57] oraz gtéwnym UGT
zaangazowanym w glukuronidacje flawopirydolu w watro-
bie [58] (Tab. 3).

Zidentyfikowano ponad 15 haplotypéw wynikajgcych
z 20 mutacji genu UGT1A9. Substytucja Asp256—>Asn
(766G—A) powoduje obnizenie wydajnosci tworzenia glu-
kuronidu SN-38 do jedynie 3,8% w stosunku do aktywnosci
produktu biatkowego allela UGT1A9*1. Nizsza aktywnos¢
w stosunku do SN-38, ale nie flawopirydolu, zwiazana jest
takze z obecnoscig UGT1A9*3 (Met33—>Thr). Czestag mutacja
regionu promotorowego genu UGT1A9 jest insercja nukle-
ozydu tymidynowego do fragmentu A(T)GAT, przy czym
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promotor A(T)10AT wykazuje ponad 2,5-krotnie wyzszg ak-
tywnos¢, zwiekszajgc tym samym synteze biatka [20].

IZOENZYM UGT1A10

Aktywnos$¢ obecnego w przewodzie pokarmowym
UGT1A10 zostata okreslona wobec czasteczek lipofilowych,
gtéwnie kancerogendw, w tym zwigzkdw dostarczanych
wraz z pozywieniem. Zaobserwowano m.in. wysoka wydaj-
nos$¢ glukuronidacji bioflawonoidéw przez UGT1A10. Pre-
ferowanymi substratami z grupy flawonoidéw sg pochodne
z grupg hydroksylowga na atomie wegla C6 i C7 pier$cienia
A lub C4' pierscienia B. Obecnos¢ innych grup, szczeg6lnie
cukrowych, obniza aktywno$¢ [59]. W warunkach in vitro
UGT1A10 wykazuje najwyzszg aktywno$¢ wsréd biatek
rodziny UGT w stosunku do policyklicznych weglowodo-
row aromatycznych [60] i amin heterocyklicznych, w tym
pochodnych imidazopirydyny [61]. Sposrod kancerogen-
nych pochodnych benzo(a)pirenu i 2-acetyloaminofluore-
nu, AAF, najlepszymi substratami sg 11- i 12-hydroksy B(a)
P i 1-hydroksy AAF [48]. W homogenatach uzyskanych z
komorek z podwyzszong zawarto$cig biatka UGT1A10 (na-
dekspresja wtasciwego genu) zaobserwowano zachodzenie
reakcji O-glukuronidacji NNAL ze wzmozong wydajnoscig
[62].

W zwigzku z tym, ze UGT1A10 metabolizuje szeroka
game kancerogen6w istotne wydajg sie byé miedzyosob-
nicze réznice w aktywnosci tego biatka. Sposrod kilkuna-
stu mutacji punktowych, zmiana Glul39—Lys (415G—A)
powoduje obnizong aktywno$¢ [60,61]. Istotna wydaje
sie tez zmiana w kodonie 202 Thr—die (605C—T), powo-
dujaca spadek wydajnosci glukuronidacji 7-hydroksy-4-
trifluorokumaryny i 17(3-estradiolu o okoto 50% [63].

METABOLIZM Z UDZIALEM PODRODZINY UGT2B

Podrodzina enzymoéow UGT2B, ktoéra obejmuje UGT2B4,
2B7, 2B10, 2B11, 2B15, 2B17 i 2B28, doceniona zostata gtow-
nie ze wzgledu na przemiany steroidéw, gdyz sg one me-
tabolizowane przez wszystkie UGT2B z wyjatkiem 2B10 i
2B11. Istotny jest tez wkiad podrodziny UGT2B w detoksy-
kacje ksenobiotykdéw, przy czym UGT2B7 jest najwazniejszg
ze wszystkich izoform UGT jesli chodzi o liczbe metabolizo-
wanych lekow (Ryc. 1)

IZOENZYM UGT2B4

Glukuronidacja kwaséw zotciowych zachodzi prefe-
rencyjnie w pozycji 6a-OH. UGT2B4 jest zaangazowany w
przemiany tych pochodnych, w tym kwasu hiodeoksycho-
lowego, (Ryc. 5) zaliczanego do drugorzedowych kwasdw
z6fciowych. Inne endogenne substraty takie jak 4-hydrok-
syestron, 17-epiestriol i pochodne androsteronu sg wspolne
dla UGT2B4 i UGT2B7 [64,65]. Lekiem metabolizowanym
przez UGT2B4 jest karwedilol (Tabela 3), ktory podlega
sprzeganiu rowniez wobec UGT1A1 i UGT2B7, ale jedynie
wobec UGT2B4 powstajg dwa glukuronidy tego leku [66].

Sposrod kilku mutacji UGT2B4, wptyw obecnoSci alle-

la UGT2B4*2 (Asp458—Clu) zostat przebadany najszerzej.
Nie stwierdzono jednak zmian glukuronidacji kwaséw z6+-
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Rycina 5. Wybrane substraty UGT2B7 o znaczeniu fizjologicznym. Strzatkami za-
znaczno miejsca w strukturze, w ktérych zachodzi reakcja metaboliczna.

ciowych, pochodnych fenolowych i katecholoestrogendw,
ani ryzyka wystgpienia raka piersi powigzanych z mutacja
UGT2B4 [20],

IZOENZYM UGT2B7

Ze wzgledu na udziat w transformacji szerokiej gamy
zwigzkow istotnych z klinicznego, fizjologicznego i toksy-
kologicznego punktu widzenia, UGT2B7 jest najwazniej-
szym izoenzymem podrodziny UGT2B ijednym z najwaz-
niejszych wéréd watrobowych UDP-glukuronylotransferaz
(Ryc. 1). Aktywno$¢ UGT2B7 pozwala utrzymac¢ homeosta-
ze organizmu, poniewaz skierowana jest na glukuronidacje
androsteronu, epitestosteronu, estronu, estradiolu i kate-
cholowych pochodnych estrogendw oraz kwaséw ttusz-
czowych. Wybrane substraty tego enzymu przedstawiono
na ryc. 5. Odgrywa on tez kluczowa role w detoksykacji
kwasow zétciowych i moze chroni¢ przed tworzeniem po-
tencjalnych kancerogendw takich jak chinonowe pochodne
estrogenéw [65,67]. Innymi endogennymi substratami sg
mineralo- i glukokortykoidy: aldosteron i jego metabolity
oraz tetrahydrokortyzon [68]. Dodatkowo UGT2B7 katali-
zuje koniugacje gtéwnych klas farmaceutykéw takich jak
analgetyki, niesteroidowe leki przeciwzapalne, NLPZ, leki
przeciwwirusowe (Tabela 3) oraz przeciwnowotworowe
(Tabela 4). Do najlepiej poznanych substratow UGT2B7 za-
licza sie morfine, ktérej 3-O-glukuronid jest wynikiem re-
akcji katalizowanej tez przez UGT1A1, UGT1A3, UGT1A6
i UGT1A8-10 oraz 6-O-glukuronid powstajacy tylko wobec
UGT2B7 [11]. Wséréd NLPZ do najszybciej metabolizowa-
nych substratdw nalezg diklofenak [69], flurbiprofen [70],
ibuprofen i ketoprofen [71]. UGT2B7 jest jedynym izoen-
zymem odpowiedzialnym za glukuronidacje antybiotyku
przeciwnowotworowego epirubicyny [72] oraz pochodnej
nukleozydu o witasciwos$ciach inhibitora odwrotnej trans-
kryptazy wirusa HIV, 3'-azydo-3'-deoksytymidyny, AZT
[1], Poza tym wykazuje najwyzszg aktywno$¢ wsréd en-
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zymdéw metabolizujgcych chloramfenikol do 3-0- i 1-0-
glukuronidéw [73].

Transwersja 802C—T prowadzaca do zmiany
His268—>Tyr jest najpowszechniej wystepujacg mutacjg SNP
genu UGT2B7. Czestotliwos¢ alleli UGT2B7*1 i UGT2B7*2
wsérdd populacji kaukaskiej jest mniej wiecej jednakowa, a
ich wptyw na profil metaboliczny zostat szeroko zbadany.
Allel *2 wykazat wtasciwosci katalityczne zblizone do alle-
la*l w stosunku do steroidéw, opioidéw, mentolu, propra-
nololu, oksazepamu i epirubicyny. Wariant UGT2B7*1 wy-
daje sie by¢ bardziej aktywny jedynie w stosunku do NNAL
i zydowudyny [14,20],

Tabela 4. Wybrane zwiazki o wtasciwosciach przeciwnowotworowych oraz kan-
cerogennych bedace substratami izoenzymdéw UGT (na podstawie [20]).

Substrat o whasciwosciach:

Izoenzym .
przeciwnowo-

tworowych

SN-38, etopozyd,
galusan
epigalokatechiny,
flawopirydol,
flutamid

kancerogennych

estron, estradiol,
hydroksylowe i
metoksylowe pochodne
estronu i estradiolu

UGT1Al

estron, estradiol,
hydroksylowe i
metoksylowe pochodne
estronu i estradiolu

UGT1A3 genisteina

benzydyna, kotynina,
nikotyna, pochodne
nitrozoaminy

UGT1A4 tamoksifen

UGT1A6 flutamid polichlorowane bifenyle

aminy heterocykliczne,
policykliczne weglowodory
aromatyczne

UGT1A7 SN-38,

benzo(a)piren, estron,
estradiol, hydroksylowe
i metoksylowe pochodne
estronu i estradiolu

N-hydroksy-2-AAF,
benzydyna, kotynina,
nikotyna,, estron,
estradiol, hydroksylowe
i metoksylowe pochodne
estronu i estradiolu

chryzyna,

UGT1AS8
kwercetyna,

SN-38, flawopirydol,

UGT1A9 raloksifen

benzo(a)piren, estron,
estradiol, hydroksylowe
i metoksylowe pochodne
estronu i estradiolu

UGT1A10 SN-38, raloksifen,

4-hydroksyestron,

uGT2B4 androsteron, hydrokotynina

kwasy trans-retinowe,
estron, estradiol,
hydroksylowe i
metoksylowe pochodne
estronu i estradiolu,
hydroksykotynina,
benzydyna, pochodne
nitrozoaminy

epirubicyna,

UGT2B7
famezol

steroidy piciowe,
hydroksykotynina,
dihydrotestosteron

UGT2B15 tamoksﬁ_en,
flawonoidy
flawonoidy,

UGT2B17 .
antrachinony

androgeny
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IZOENZYM UGT2B15

UGT2B15, poczatkowo zidentyfikowany jako enzym za-
angazowany w glukuronidacje steroidéw androgennych
[74], jest enzymem z podrodziny UGT2B prowadzacym naj-
wydajniejsze sprzeganie gtdéwnego metabolitu dihydroksy-
testosteronu — 3a-diolu [75]. Poza tym rekombinantowy
ludzki UGT2B15 selektywnie katalizuje glukuronidacje cis-
4-hydroksytamoksyfenu [76], czy inhibitora prostaglandy-
ny, COX-2, 5-hydroksyrofekoksybu [77], Jest tez najbardziej
aktywny sposréd rekombinantowych biatek UDP-glukuro-
nylotransferazy w stosunku do bisfenolu A [78] i jako je-
dyny prowadzi stereoselektywne sprzeganie S-oksazepamu
[79].

Najwazniejsza zmiang w regionie kodujagcym genu
UGT2B15, majaca wptyw na aktywnos$¢ produktu biatko-
wego, jest podstawienie Asp86—>Tyr. Z jednej strony po-
woduje ona 5-krotne obnizenie aktywnos$ci w stosunku do
5-oksazepamu u homozygot wzgledem allela UGT2B15*2 w
poréwnaniu do wariantu UGT2B15*1 [80], Z drugiej strony
wariant UGT2B15*1 wykazuje nizszg aktywnos$¢ glukuroni-
dacji 17(3-hydroksyandrogenéw, a jego wystepowanie nie-
sie 3-krotnie wieksze ryzyko zachorowania na raka prostaty
[14,20].

REAKTYWNE PRODUKTY GLUKURONIDACJI

Jak wspomniano wczesniej rolg reakcji glukuronidacji
jest obnizenie aktywnosci biologicznej wyjsciowego agli-

N-hydroksy-2-acetyloaminofiuoren Morfina
R v
(IZOOH v
CH, CI\_ __(coou
</ \ , ( T
a2 / F \ /) —OoH
cl ¢
Diklofenak Diflunisal
.
HC— H
N X /7\\ ?HJ *
| J Cl— / (o} Q COOH
o~ > NP \— CH,
H,C
Naproksen Kwas klofibrowy

Estriol

Estradiol

Rycina 6. Przyktady zwigzkéw podlegajacych bioaktywacji w wyniku reakcji glukuronidacji. A: N-hydroksy-2-
acetyloaminofluoren, B: morfina, C: kwasy trans-retinowe, D: kwasy karboksylowe, E: estrogeny. Strzatkami zaznaczono

grupy podlegajace glukuronidacji.
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konu poprzez obnizenie jego reaktywnosci, z jednocze-
snym wzrostem polarnosci, co w efekcie utatwia wydala-
nie tych koniugatow poprzez nerki. Niemniej jednak zna-
ne sg przyktady glukuronidéw, ktérych toksycznos¢ jest
wyzsza niz wyjsciowych aglikondéw. Zaliczane sg do nich
dwie klasy koniugatéw o charakterze elektrofilowym: N-
O-glukuronidy kwaséw hydroksamowych (N-hydroksy-
N-acetyloaryloamin) i glukuronidy acylowe kwasow kar-
boksylowych, przedstawione odpowiednio na rycinie 6A i
6D. Inne przyktady koniugatow, posiadajgcych wyzszg ak-
tywno$é w pordwnaniu do zwigzkéw wyjsciowych, to glu-
kuronid morfiny, 6-O-glukuronid (Ryc. 6B), glukuronidy
retinoidow (Ryc. 6C) oraz pochodne estrogendw, zaréwno
naturalnych jak i syntetycznych (Ryc. 6E) [81].

N-O-GLUKURONIDY KWASOW HYDROKSAMOWYCH

N-O-glukuronidy kwaséw hydroksamowych sg pierw-
szg grupg glukuronidéw, dla ktérej zaobserwowano pod-
wyzszong aktywno$¢ biologiczng. N-O-glukuronid jest
charakterystycznym koniugatem, w ktérym anomeryczny
atom wegla kwasu glukuronowego zwigzany jest zatomem
tlenu grupy N-hydroksylowej. Przyktadem zwigzku, kt6-
ry wykazuje reaktywno$¢ w stosunku do nukleofili obec-
nych w komérce, takich jak metionina, tryptofan i guano-
zyna, jest glukuronid N-hydroksy-2-acetyloaminofluorenu
(Ryc. 6A) [82], gtdwny metabolit 2-AAF obecny w moczu,
wykazujgcy rownie silny efekt kancerogenny, jak zwigzek
wyjsciowy. Specyficzno$¢ oddziatywan z DNA tego koniu-
gatu skierowana jest na guanozyne, a wigzanie ma miejsce
w pozycji N2lub C8 guanozyny
poprzez mechanizm wymaga-
jacy heterolitycznego rozpadu z
utworzeniem jonu N-acetylo-N-
aryloaminylowego (Ryc. 7) [83].
N-O-glukuronid 2-AAF jest po-
3 chodng wykazujaca najwyzsza

reaktywnos$¢ sposrod zwigzkow

v

CH

Kwas retinowy

nalezagcych do glukuronidéw
oy 4 kwasoéw hydroksamowych, choé
e aacsi wiadomo, ze reaktywne metabo-

lity powstawa¢ moga tez w cza-
sie biotransformacji 4-aminobife-
nylu [84] i benzydyny [85].

\

OO

Ketoprofen

GLUKURONIDY ACYLOWE
KWASOW KARBOKSYLOWYCH

Druga grupa glukuronidow
wykazujgcych charakter elektro-
filowy sg glukuronidy acylowe,
ktore tworzone sg w reakcji es-

HC—C—CH o

H.
H,C f(cﬁ;);g~coon

FWas WalpIOMONY, tryfikacji kwaséw karboksylo-
wych z grupa a-hydroksylowg

HG O%;CH kwasu glukuronowego. Znacze-

”\d nie tych pochodnych w ujeciu

i toksycznosci jest o wiele waz-
A niejsze niz N-O-glukuronidow, z

powodu duzej liczby powszech-
nie przyjmowanych lekéw, ktore
sg kwasami karboksylowymi.
Ws$rod nich znajdujg sie miedzy
innymi niesteroidowe leki prze-

Etynyloestradiol
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guanozyna
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jon N-acetylo-N-aryloaminylowy

UDP
_COCH, (2)

D~
OGA

N-O-glukuronid 2-AAF o

GA

ciwzapalne (NLPZ), leki zmniejszajace stezenie cholestero-
lu i tréjglicerydow we krwi, klofibrat, oraz leki przeciwdr-
gawkowe, kwas walproinowy (Ryc. 6D). Reakcja glukuro-
nidacji ma takze wptyw na stezenie istotnych fizjologicznie
kwaséw karboksylowych pochodzenia endogennego, m.in.
bilirubiny. Przyjmowanie NLPZ i innych lekéw o budowie
kwasow karboksylowych jest zwigzane z wieloma efektami

Rycina 7. Metabolizm N-hydroksy-
2-acetyloaminofluorenu prowadzacy
do utworzenia reaktywnego meta-
bolitu, a nastepnie adduktu z guano-
zyna. (1) Tworzenie glukuronidu
N-hydroksy-2-AAF jest wynikiem
reakcji katalizowanej przez UGT1A6
oraz UGT2B7. (2) W warunkach pH<7
z glukuronidu powstaje jon N-acetylo-
N-aryloaminylowy, ktéry wiaze sie z
atomem C8 lub N2guanozyny (3).

HO,,

OH

Bt S
e

iny, a powstajgce addukty
zawierajag tylko fragment
aglikonowy  glukuronidu.
Kolejny szlak przemian to
przegrupowanie wewnatrz-
czasteczkowe glukuroni-
déw, prowadzace do migra-
cji grupy acylowej z wegla C-I na C-2, a dalej kolejno na C-3
i C-4. Powstajg w ten spos6b izomery odporne na dziatanie
enzymu (3-glukuronidazy hydrolizujgcej koniugaty. Reakcje
te sg szczegO6lnie istotne, gdyz w ich wyniku, po otwarciu
pierScienia kwasu glukuronowego, tworzg sie substraty dla
reakcji glikacji z udziatem grup aminowych lizyny. Glikacja

b

cytotoksycznymi, kancerogen-
nymi czy efektami uczulenio- o
wymi, co po czesci przypisuje HO R
sie tworzonym przez te zwigzki
reaktywnym glukuronidom [86]. coon . 9 1 o
5ok palLk
Reaktywno$é glukuronidow ot \OH_ Mechanizm 1. - A
acylowych wynika z elektrofi- OR 4 N (h:u;'.dﬁffr:a,tyrozyna.cysteina
lowego charakteru grupy kar- OH OH puryny, pirymidyny)
bonylowej, co moze prowadzic¢ = Mochantim 2:
do reakcji hydrolizy, transacy-  R-coow -JUKUOndaga, o . onid acylowy transacylacja

przez UGT
kwas karboksylwy
np. kwas klofibrowy

(0]
COOH 8]
(o] O*R
OH
OH

lacji oraz przegrupowania we-
wnatrzczgsteczkowego (Ryc. 8).
Najprostszg reakcjg jest reakcja
hydrolizy, prowadzgca do uwol-
nienia aglikonu. Podatno$¢ na
reakcje hydrolizy jest uwazana
za istotng przyczyne przedtu-
zonego okresu potrwania nie-
ktorych niesteroidowych lekdw
przeciwzapalnych w warunkach
zaburzonego wydalania metabo-
litbw z kwasem glukuronowym,
np. u oséb z zaburzeniami pra- v
cy nerek lub watroby. Drugim
typem reakcji glukuronidow
acylowych jest transacylacja, w
ktéorej karbonylowy atom we-
gla glukuronidu moze wigzac
sie z nukleofilowymi elemen-
tami struktury biatek, jakimi sg

kwasu karboksylowego |

przegrupowanie
wewnagtrzczgsteczkowe

przegrupowanie
wewngtrzczgsteczkowe

otwarcie pierscienia

!

Oddziatywania z DNA Oddziatywania z biatkami

Mechanizm 3:
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glikooksydacja
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OH
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Rycina 8. Mechanizmy prowadzace do OCOR g 3 zasada Schiffa
indukcji uszkodzern DNA i bialek przez OH J
glukuronidy kwaséw karboksylowych (na OH NH,R Mechanizm 4:

podstawie [86]).
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skutkuje obecnoscig zaréwno aglikonu jak i szkieletu cukro-
wego w tworzonych adduktach [81].

Stosunkowo niedawno wykazano, ze rowniez nukleozy-
dy DNA, a nie tylko biatka, mogg stanowi¢ cel molekular-
ny dla glukuronidéw acylowych. Badania in vitro potwier-
dzity, ze glukuronidy gemfibrozilu i kwasu klofibrowego
tworzg addukty z DNA, w przeciwienstwie do zwigzkéw
wyjsciowych [87], Na podstawie reaktywnosci glukuroni-
dow acylowych wzgledem biatek, a takze bezposrednich
oddziatywan monosacharydow z biatkami i DNA zapropo-
nowano cztery potencjalne drogi prowadzgce do indukcji
uszkodzen DNA przez te koniugaty (Ryc. 8) [86]. Jednym z
mechanizmoéw moze by¢ transacylacja w wyniku oddziaty-
wan zaktywowanej formy kwasu karboksylowego z pury-
nami i pirymidynami DNA. Alternatywng drogg jest wspo-
mniana wczesniej glikacja z aminami pierwszorzedowymi,
skutkujgca tworzeniem imin i produktéw przegrupowania
Amadoriego. Te z kolei, w obecnosci 0 2i metali przejscio-
wych moga tworzy¢ ztozone koncowe produkty glikacji i
zwigzki dikarbonylowe. Zakladajac, ze glukuronidy acy-
lowe posiadajg tak jak glukoza zdolnos$¢ do autooksydacji,
mozliwym mechanizmem jest tez indukcja oksydacyjnych
uszkodzen DNA.

6-O-GLUKURONID MORFINY

Morfina, nalezaca do grupy analgetykéw opioidowych,
jest najlepiej znanym zwiagzkiem, ktoérego glukuronid po-
siada wyzszg aktywnos$¢ farmakologiczng od wyjsciowego
aglikonu. Glukuronidacja morfiny, moze zaj$¢ na grupie
fenolowej 3-OH lub hydroksylowej 6-OH (Ryc. 6B), przy
czym tylko 6-O-glukuronid wykazuje dziatanie analgetycz-
ne. Inne metabolity morfiny to 3,6-diglukuronid, normorfi-
na oraz glukuronidy tej ostatniej. W$réd osobnikéw z roz-
nych gatunkéw obserwuje sie znaczne réznice w zdolnosci
do tworzenia 6-O-glukuronidu. Myszy iszczury w ogoéle nie
majg zdolnos$ci jego tworzenia, podczas gdy u ludzi 10-20%
morfiny jest przeksztatcana w ta pochodng [88]. Szacuje sie,
ze aktywnos$¢ morfiny wzgledem receptoréw opioidowych
moze by¢ 50 razy nizsza niz 6-O-glukuronidu, ktéry poda-
wany dozylnie wykazuje zaskakujgco wysoki efekt analge-
tyczny [89],

GLUKURONIDY RETINOIDOW

Retinoidy, takie jak kwasy frans-retinowy (Ryc. 6C) i
trans-retinol, sg aktywnymi biologicznie metabolitami wita-
miny A, ktéra odpowiedzialna jest za prawidtowy wzrost i
réznicowanie komorek, zarbwno w czasie dojrzewania jak
i u 0s6b dorostych. Glukuronidy retinoidéw sg naturalnym
sktadnikiem osocza i wystepujg w wyzszym stezeniu niz
zwigzki wyjsciowe [90]. Sg odpowiedzialne za stymulowa-
nie wzrostu u szczuréw z deficytem witaminy A oraz rézni-
cowanie komoérek nabtonkowych. Wykazywaty tez silniej-
szg niz wyjsciowy aglikon zdolno$¢ do hamowania prolife-
racji komérek gruczotu piersiowego indukowanej prolakty-
ng w kulturach in vitro oraz wspomagaty proliferacje wielu
nowotworowych linii komérkowych [91]. Jednak w wigk-
szosci przypadkéw glukuronidy retinoidéw wykazywaty
aktywnos$¢ zblizong do aktywnosci form przed koniugacja.
Przypuszcza sig, ze mechanizmami odpowiedzialnymi za
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wymienione efekty mogg by¢: natychmiastowa hydroliza
do wyjsciowego aglikonu, transport do wnetrza komorki,
po ktérym nastepuje hydroliza, lub bezposrednia aktywacja
odpowiednich receptorow btonowych czy jadrowych [92],

GLUKURONIDY ESTROGENOW

D-glukuronidy estrogenow, estriolu, 17(3-estradiolu i
17a-etynyloestradiolu (Ryc. 6E) sg najlepiej poznanymi ko-
niugatami, ktére odpowiedzialne sg za cholestaze (nagro-
madzenie z6tci w hepatocytach) u ciezarnych oraz cholesta-
ze zwigzang z przyjmowaniem doustnych $rodkoéw anty-
koncepcyjnych. Zalezno$¢ miedzy nawracajacg cholestazg a
rolg hormonoéw zaobserwowano u kobiet z podwyzszonym
stezeniem estrogenow. Przypuszcza sie, ze za cholestatycz-
ne dziatanie D-glukuronidéw estrogendw odpowiedzialne
jest biatko MRP2/ABCC2 transportujace glukuronidy estro-
gendéw [93].

REGULACJA EKSPRESJI GENOW
UDP-GLUKURONYLOTRANSFERAZY

Regulacja ekspresji genow UGT jest, obok polimorfi-
zmu, jednym z gtéwnych czynnikéw majgcych wptyw na
zréznicowany poziom glukuronidacji, nie tylko w réznych
tkankach i organach jednego organizmu, ale réwniez w tych
samych tkankach i organach réznych organizmow.

KONSTYTUTYWNA REGULACJA
GENOW UGT W WATROBIE

Ze wzgledu na wystepowanie wiekszo$ci izoform UGT
w watrobie, do najwcze$niej poznanych czynnikéw odgry-
wajgcych role w regulacji ekspresji genéw UGT zaliczajg
sie watrobowe czynniki transkrypcyjne LETF (ang. liver-
enriched transcription factors).

Czynnik transkrypcyjny hepatocytow HNF-la (ang. he-
patocyte nuclearfactor) jest biatkiem, ktére wiaze sie jako ho-
modimer lub wraz z HNF-1p jako heterodimer do sekwen-
cji palindromowej GTTAATNATTAAC, zwiekszajagc w ten
sposob aktywnos$¢ promotora genu. Badania prowadzone
w hodowlach komdrek wskazaty, ze wszystkie do tej pory
zbadane geny UGT cztowieka regulowane sg na tej drodze.
Czynnikami transkrypcyjnymi wplywajgcymi posrednio
na poziom ekspresji genéw biatek UGT poprzez oddziaty-
wanie z HNF-1 s3: wigzacy oktamer Oct-1 i czynnik trans-
krypcyjny biataczki komorek pre-B Pbx2 (ang. Pre B celi ho-
meobox-2). Oct-1 wptywa na transkrypcje UGT2B7 poprzez
wigzanie do HNF-1, co podwyzsza aktywno$¢ promotora
genu. Ta wiasciwosé Oct-1 moze zapewnia¢ regulacje ak-
tywnosci promotora UGT2B7 w warunkach stresu genotok-
sycznego, poniewaz zaobserwowano, ze poziom biatka Oct-
1w komdrce ulega podwyzszeniu w obecno$ci czynnikow
uszkadzajgcych DNA tj. promieniowania UV, promienio-
wania jonizujgcego oraz lekéw przeciwnowotworowych:
etopozydu, cisplatyny i kamptotecyny. Przeciwstawne wia-
Sciwosci wykazujg kwasy zétciowe i androgeny, ktdére za-
pobiegajg zwigzaniu Oct-1 do HNF-1. Hamowanie aktyw-
nosci promotoréw genéw UGT2B (z wyjatkiem UGT2B4 i
UGT2B7) ma miejsce poprzez zwigzanie czynnika Pbx2 do
sekwencji DNA sasiadujacej z sekwencjg wigzacg HNF-1.
Nalezy zauwazy¢, ze w watrobie wsrdd genéw rodziny
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UGT2B najwyzszg ekspresje wykazujag UGT2B4 i UGT2B7,
ktore, jak wspomniano powyzej, nie podlegajg hamujgcemu
wplywowi Pbx2.

Konstytutywnym regulatorem genéw UGT1A1, UGT1A6
i UGT1A9 jest rowniez receptor jadrowy HNF-4a zawieraja-
cy motyw palca cynkowego. Wigze sie on w postaci homo-
dimeru do powtdrzen AGGTCA, oddzielonych przez jeden
lub dwa nukleotydy. Podobnie jak HNF-1 odpowiada za
podwyzszenie aktywnos$ci promotora, a efekt ten jest najsil-
niejszy dla genu UGT1A9.

REGULACJA PRZEZ CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE
AKTYWOWANE ZWIAZANIEM LIGANDA

Watrobowe UGT, oprocz regulacji przez LETF sg regulo-
wane takze przez czynniki transkrypcyjne zalezne od ligan-
dow, w tym receptory jadrowe i inne biatka zaangazowane
w odpowiedzZ na stres.

Receptor cytoplazmatyczny AhR (ang. Aryl hydrocarbon
receptor), w obecnosci agonistéw tj. tetrachlorodibenzodiok-
syny (TCDD), benzo(a)pirenu czy 3-metylocholantrenu,
wigze sie wraz z biatkiem jagdrowym ARNT (ang. aryl hydro-
carbon receptor nuclear translocator) ze specyficzng sekwencjg
DNA T/GCGTG, tzw. czynnikami wzmacniajgcymi odpo-
wiedZ na ksenobiotyki XRE (ang. xenobiotic responsive en-
hancers). Powoduje to podwyzszenie aktywnosci transkryp-
cyjnej promotorow UGT1Al, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A6 i
UGT1A9.

Ekspresja genu UGT1AI regulowana jest tez z udziatem
czynnika transkrypcyjnego Nrf2 (ang. NF-E2-related fac-
tor-2). Jego aktywnos$¢ zalezy od obecnosci w komérce anty-
oksydantéw, ktére powoduja dysocjacje zwigzanego z Nrf2
biatka Keapl (ang. Kelchlike ECH-associated protein 1). Naste-
puje po tym translokacja NRf2 z cytoplazmy do jadra, gdzie
tworzgc heterodimer z biatkiem Maf wigze sie do struktury
TGACNhnnGC, tzw. sekwencji odpowiedzi na antyoksydan-
ty ARE (ang. antioxidant response element). Przypuszcza sie,
ze ekspresja UGT1A6 jest rdwniez aktywowana antyoksy-
dantami, jednak aktywacja ta przebiega poprzez inny me-
chanizm z udziatem receptora AhR.

Wsrod 49 receptoréw jadrowych cztowieka, kilka odgry-
wa istotng role w regulacji ekspresji genow UGT. Grupa ta
obejmuje konstytutywny receptor androstanu (CAR, ang.
constitutive androstane receptor), receptor pregnanu X (PXR,
ang. pregnane X receptor), farnezoidowy receptor X (FXR,
ang. farnesoid X receptor), watrobowy receptor X (LXR, ang.
liver X receptor) i receptor aktywowany przez proliferatory
peroksysomow (PPAR, ang. peroxisome proliferator-activated
receptor). Wszystkie one tworzg heterodimery z receptorem
kwasu 9-cis retinowego (RXR, ang. retinoid X receptor), po
czym wigzg sie z sekwencjami docelowymi. W przypadku
genu UGT1AI jego ekspresja regulowana jest przez CAR w
odpowiedzi na obecno$¢ agonisty fenobarbitalu lub anta-
gonistdw takich jak androstenol. Przypuszcza sie, ze CAR
odgrywa tez role w regulacji UGT1A6. Z kolei aktywowa-
ny rifampicyng lub klotrimazolem PXR moze wigzac sie do
sekwencji UGT1Al, UGT1A3, UGT1A4 i UGT1A6, podwyz-
szajac ich ekspresje. Zwigzany z ligandem FXR indukuje
UGT2B4, poprzez mechanizm niewymagajacy utworzenia
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dimeru z RXR oraz jestinhibitorem ekspresji UGT2B7. Oksy-
sterole, do kumulacji ktérych dochodzi podczas cholestazy,
sg ligandami dla LXR, ktéry po dimeryzacji z RXR i zwig-
zaniu z elementem promotora UGT1A3, aktywuje trans-
krypcje tego genu. Poniewaz substratami UGT1A3 sg kwas
chenodeoksycholowy i litocholowy, podwyzszony poziom
oksysteroli moze powodowac detoksykacje kwasow zotcio-
wych. Geny UGT1Al, UGT1A3, UGT1A4 i UGT1A6 podle-
gaja dodatniej regulacji przez PPAR, ktérego ligandami sg
eikozanoidy, kwasy ttuszczowe oraz leki z grupy fibratow
(gemfibrozil, klofibrat) i tiazolidynediony [94,95],

PODSUMOWANIE

Wsréd zwigzkow sprzeganych w organizmie cztowieka
przez UDP-glukuronylotransferazy do mniej toksycznych
koniugatow sg zar6wno endogenne hormony i kwasy z6t-
ciowe jak i ksenobiotyki o zroznicowanej strukturze, w tym
leki i zwigzki kancerogenne. Enzymy rodziny UGT wyka-
zujg w stosunku do nich szeroka, czesto pokrywajacy sie,
specyficzno$é substratowq. Stwierdzono poza tym polimor-
fizm gendéw kodujacych niemal kazdg izoforme UGT oraz,
ze poszczegblne warianty polimorficzne enzymu moga
sie znaczaco rozni¢ aktywnoscig katalityczng modyfikujac
zdolno$¢ do detoksykacji, a nawet wptywaé na ryzyko wy-
stapienia nowotworu.

Reakcja glukuronidacji, uwazana zazwyczaj za gtowny
kierunek metabolicznej detoksykacji, moze jednak pro-
wadzi¢ do tworzenia metabolitbw o zachowanej, a nawet
podwyzszonej aktywnosci farmakologicznej w stosunku do
wyjsciowych aglikondw. Konieczne jest wiec poznanie mo-
lekularnych mechanizméw powstawania glukuronidow,
jak réwniez okre$lenie roli poszczeg6lnych izoenzyméw
dla przebiegu tych proceséw. Istotnym aspektem badan
nad aktywnoscia UGT wydaje sie rowniez okreSlenie czy
na efektywnos$¢ badz toksycznos$é danego leku majg wptyw
czynniki zmieniajagce aktywnos$¢ tych enzyméw. Mozna
przypuszczac, ze wielopoziomowa réznorodno$¢ enzymoéw
UGT, polegajgca z jednej strony na istnieniu wielu izoform
tych biatek, z drugiej na polimorfizmie ich genéw w gru-
pach etnicznych i u poszczeg6lnych osobnikéw jest celo-
wym efektem ewolucji. Gdy dotagczymy do tego mozliwosé
indukcji ekspresji genoéw kodujacych biatka UGT przez
rézne czynniki $rodowiska (leki, zywnos$¢, chemiczne za-
nieczyszczenia Srodowiska), to obserwowana ré6znorodno$¢
wydaje sie czynnikiem obrony organizmu, ktéry musi by¢
»przygotowany" na detoksykacje wielu nowych substancji
wprowadzanych do organizmu. W tym aspekcie optymalng
metodg obrony wydaje sie by¢ szeroki ,,potencjat* mozliwo-
Sci katalitycznych enzymoéw UGT.
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UDP-glucuronyltransferases in detoxification and activation
metabolism of endogenous compounds and xenobiotics
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ABSTRACT

Glucuronidation is a crucial pathway of metabolism and excretion of endogenous compounds and xenobiotics. UDP-glucuronyltransferases,
UGT, catalyse transformations of bilirubine, steroids and thyroid hormones, bile acids as well as exogenous compounds, including drugs,
carcinogens, environmental pollutants and nutrient components. From therapeutic point of view, the participation of UGTs in drug metabo-
lism is of particular significance. Polymorphism of UGT1A and UGT2B genes resulted in various susceptibility of substrates to conjugation
with glucuronic acid. Deactivation of xenobiotics and the following excretion of hydrophilic conjugates is acommon task of glucuronidation,
which should lead to detoxification. However, a lot of glucuronides were known, which expressed the comparable or even higher reactiv-
ity than that of the native compound. There are, among others, acyl glucuronides of carboxylic acids, morphine 6-O-glucuronide or retinoid
glucuronides. They are able to bind cellular macromolecules with low or high strength and, as a consequence, their toxicity is saved or even
increased, respectively.
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Miozyna VI: unikalne biatko motoryczne cytoszkieletu aktynowego

STRESZCZENIE

iozyny to zalezne od aktyny biatka motoryczne, zdolne do przeksztatcania energii che-

micznej, zmagazynowanej w postaci ATP, w energie mechaniczng, generujacg ruch.
Miozyna VI jest uwazana za wyjatkowe biatko o unikalnych witasciwosciach i funkcjach w
komérkach, poniewaz w odréznieniu od innych, dotagd poznanych miozyn, przemieszcza sie
w kierunku konca ,,minus"” filamentu aktynowego. Badania zmierzajace do poznania loka-
lizacji komorkowej i biologicznej roli miozyny VI wskazujg, ze biatko to bierze udziat w
wielu podstawowych procesach, takich jak endocytoza i sekrecja, podziat i réznicowanie sie
komorek czy migracja. Funkcjonowanie miozyny VI w tak wielu réznorodnych procesach
jest prawdopodobnie mozliwe dzieki wigzaniu specyficznych partneréw w réznych typach
komoérek. Prezentowana praca opisuje budowe, wtasciwosci kinetyczne i funkcje propono-
wane dla miozyny VI oraz przedstawia aktualne hipotezy dotyczace mozliwych mechani-
zmoéw dziatania tego biatka in vivo.

WPROWADZENIE

Miozyny to zalezne od aktyny biatka motoryczne wystepujace powszechnie
w komédrkach eukariotycznych, zdolne do przeksztatcania energii chemicznej
zmagazynowanej w postaci ATP, w energie mechaniczng, generujacg ruch. Mio-
zyny zbudowane sg w podobny sposéb i funkcjonujg w komdérkach w formie
monomerow lub dimerdw, ztozonych odpowiednio z jednego lub dwoch tancu-
chow ciezkich. Kazdy taricuch ciezki zawiera zachowang w ewolucji N-koncowg
domene motoryczng (globularng gtéwke) o aktywnos$ci ATPazy i zdolno$ci wig-
zania filamentu aktynowego, a-helikalng szyjke oraz C-konicowg pateczke (ogo-
nek). Szyjka zawiera od 1 do 6 motywow 1Q wigzacych tafncuchy lekkie, ktorymi
sg specyficzne biatka, najczesciej kalmodulina (CaM). Ogonek jest najbardziej
zréznicowang domeng. Wystepuje w nim sekwencja umozliwiajaca utworzenie
superhelisy (ang. coiled-coil) zidentyfikowana u tych miozyn, ktére funkcjonuja
w formie dimeréw. Zdolnos$¢ wigzania aktyny i przeksztatcania energii chemicz-
nej w Kkinetyczng dzieki hydrolizie ATP, umozliwia miozynom generowanie
naprezen i ruchow komoérkowych podczas przebiegu procesé6w zwiazanych ze
wzrostem, zmiang ksztattu, ré6znicowaniem, adhezja i migracjg komérek oraz
cytokinezg, a takze wewngatrzkomdrkowym transportem pecherzykéw, organel-
liiczasteczek w cytoplazmie ijgdrze komorkowym [1,2]. Wszystkie zidentyfiko-
wane dotad miozyny tworzg nadrodzine biatek obejmujgcg co najmniej 35 klas
tych molekularnych motorow [3], wérdd ktérych wyr6znia sie miozyny kon-
wencjonalne i niekonwencjonalne [4], Miozyny konwencjonalne tworzg klase II,
ktéra obejmuje miozyny miesniowe oraz strukturalnie i funkcjonalnie podobne
do nich miozyny niemig$niowe. Miozyny klasy Il zaangazowane sg gtownie w
proces réznicowania komoérek miogennych, tworzenie i funkcjonowanie apa-
ratu skurczu w mies$niach oraz cytokineze. Natomiast miozyny niekonwencjo-
nalne, tworzgce wszystkie pozostate klasy, wystepujg w réznych typach tkanek
(takze w miesniach), lecz pod wzgledem struktury i funkcji réznig sie od biatek
zaliczanych do klasy Il. W$rdd nich wyrdznia sie typowe, procesywne transpor-
tery komorkowe, zdolne do przeprowadzania wielokrotnych cykli katalitycz-
nych przed oddysocjowaniem od filamentu aktynowego. Dzieki temu pokonujg
one znaczne odlegtosci w relatywnie krotkim czasie, kroczac wzdtuz mikrofila-
mentéw zawsze w kierunku ich koncow ,plus”. Wiasciwo$é ta wydaje sie by¢
krytyczng dla biatka transportujgcego, gdyz umozliwia efektywny transport fa-
dunku (cargo).

Miozyna VI jest niekonwencjonalnym biatkiem motorycznym cytoszkieletu
aktynowego o charakterystycznej domenowej strukturze [5], Jednak w odrdz-
nieniu od innych, dotagd poznanych miozyn, miozyna VI przemieszcza sie w
kierunku konca ,,minus" filamentu aktynowego [6] i wykazuje szereg innych
unikalnych wiasciwosci. Wyjatkowo dtugi krok roboczy dimeru miozyny VI
sugeruje potencjalne mozliwosci tego biatka w transporcie wewngtrzkomaérko-
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wym [7,8]. Z drugiej strony, tendencja do $cistego i dtugo-
trwatego wigzania filamentu aktynowego, relatywnie niski
stopied procesywnosci oraz sporadycznie wykonywane
kroki wstecz w stosunku do gtéwnego kierunku ruchu biat-
ka decyduja o tym, ze miozyna VI uwazana jest za wyjatko-
we biatko motoryczne o unikalnych witasciwosciach i funk-
cjachw réznych typach komérek [5,9-11],

Miozyna VI po raz pierwszy zostata opisana u Drosophila
[12], gdzie jej obecno$¢ ujawniono w wielu tkankach i na-
rzagdach podczas cyklu zyciowego [13]. U tego organizmu
potwierdzono udziat miozyny VI w procesie reorganizacji
bton komdrkowych w trakcie embriogenezy, w migrujacych
komérkach granicznych w jajniku, w asymetrycznie dziela-
cych sie neuroblastach, podczas morfogenezy komérek na-
btonka i w trakcie spermatogenezy [14]. Miozyne VI odna-
leziono takze u wielu innych odlegtych ewolucyjnie gatun-
kéw zwierzat, jak Caenorhabditis i cztowiek [15]. Obecnosci
tego biatka nie stwierdzono u Dictyostelium, drozdzy iro$lin
[16]. U r6znych organizmdw odnaleziono wiele wariantow
miozyny VI, ktére mogg by¢ obecne w tym samym typie
komorki lub by¢ syntetyzowane w zaleznosci od tkanki. U
Drosophila zidentyfikowano trzy izoformy tego biatka [12],
natomiast u ssakoéw az cztery [17]. Wielokrotnie ujawniono
obecno$¢ miozyny VI w wyspecjalizowanych komérkach,
gtéwnie w bogatych w aktyne podbtonowych rejonach cy-
toplazmy, jak réwniez w wpukleniach btony komorkowej,
aparacie Golgiego i pecherzykach cytoplazmatycznych réz-
nych typow [10,11], Dotychczas potwierdzono udziat mio-
zyny VI w réznicowaniu i migracji komdrek, cytokinezie,
komunikacji miedzykomdérkowej oraz wewnatrzkomarko-
wym transporcie pecherzykéw, organelli i specyficznych
czasteczek [5,7-11,14,18]. Ponadto, ujawniono obecnos$¢
miozyny VI w jadrze komérkowym, gdzie biatko to bierze
udziat w regulacji zaleznej od polimerazy Il RNA transkryp-
cji genéw oraz w transporcie wewnatrzjgdrowym [2,19,20].

CHARAKTERYSTYKA MOLEKULARNA MIOZYNY VI

BUDOWA BIALKA

W strukturze pojedynczego tancucha ciezkiego miozyny
VI o masie czasteczkowej ok. 140 kDa wyréznia sie (Ryc.
1A): N-koncowa gtdwke o aktywnosci ATPazy i zdolno-
§ci wigzania filamentu aktynowego; krotka szyjke (tzw.
ramie dzwigni), w ktérej wystepuje pojedynczy motyw
1Q wigzacy czasteczke CaM oraz wielofunkcyjny ogonek
[6,10,21,22], W gtowce zidentyfikowano obecno$¢ unikalnej
wstawki zbudowanej z 22 reszt aminokwasowych, istot-
nej dla mechanicznej koordynacji 2 domen motorycznych
w czasteczce potencjalnego dimeru (Ryc. 1A, wstawka 22
aa). Gtdwke z szyjka taczy subdomena, nazywana konwer-
terem, ktora uczestniczy w przekazywaniu energii mecha-
nicznej uzyskanej z hydrolizy ATP. Pomiedzy konwerterem
i szyjka wystepuje kolejna unikalna wstawka zbudowana z
53 reszt aminokwasowych, ktéra pomimo braku motywu
IQ wigze drugg czasteczke CaM (Ryc. 1A, wstawka 53 aa).
Wigzanie kalmoduliny przez te unikalng wstawke powo-
duje zmiane konformacji miozyny VI, co warunkuje ruch
biatka w kierunku konca ,minus" filamentu aktynowego.
W ogonku miozyny VI wyrdznia sie fragmenty: proksymal-
ny, centralny i dystalny oraz globularng domene wigzaca
tadunek (cargo; DWC). Fragment proksymalny tworzg trzy

64

A .
Glowka ! Szyjka : Ogonek @
L : et 1
: SR P c ‘D! DWC
" mi -
: ! 3aH ° SAH ‘
B

Rycina 1. Schemat budowy #fancucha ciezkiego miozyny VI (A) oraz model
dimeryzacji miozyny VI w wyniku zwigzania tadunku (cargo) (B). K - konwerter;
P, C, D, DWC - fragmenty wielofunkcyjnego ogonka miozyny VI (odpowiednio:
proksymalny, centralny, dystalny i domena wigzgca cargo), CC - sekwencja
»coiled-coil".

antyréwnolegte a-helisy, ktdre mogg ulega¢ rozwinieciu
podczas dimeryzacji. Fragment centralny ogonka zawie-
ra sekwencje prawdopodobnie tworzacg superhelise oraz
stabilng, pojedyncza a-helise, tzw. element SAH. Uwaza
sie, ze obie te sekwencje sa zaangazowane w stabilizacje
potencjalnego dimeru. W dystalnej strefie ogonka oraz w
C-koncowej DWC zidentyfikowano kolejne dwie unikalne
wstawki (Ryc. 1A, wstawki duza i mata), ktére warunkuja
powstawanie alternatywnych izoform tego biatka.

Dotychczas zidentyfikowano zaledwie kilka biatek wig-
zanych przez DWC w ogonku miozyny VI. Sg to Dab2,
GIPC i Sap97 - biatka adaptorowe, uczestniczagce w endo-
cytozie zaleznej od receptorow, btonowa kinaza biatkowa
LMTK2, petnigca funkcje w procesie recyklizacji z udziatem
endosomow, FIP2 (optyneuryna) i T6BP/NDP52 - bhiatka
zwigzane z morfologig aparatu Golgiego i/lub z procesa-
mi wydzielania, biatko wigzace tubuling D-CLIP-190 oraz
biatka uczestniczace w procesie adhezji komdrkowej - E-
kadheryna i p-katenina [5,11]. Zwiazanie okreslonego part-
nera decyduje o subkomorkowej lokalizacji miozyny VI i jej
udziale w r6znorodnych procesach komoérkowych (Tab. 1).

WEASCIWOSCI KINETYCZNE MIOZYNY VI

Najbardziej charakterystyczng cechg miozyny VI jest kie-
runek jej ruchu do konca ,,minus" filamentu aktynowego
[6] generowany przez zmiane konformacji biatka w wyniku
zwigzania kalmoduliny przez unikalng wstawke 53 aa. Krok
roboczy dimeru miozyny VI jest wyjatkowo dtugi (-30-36
nm), co umozliwia udziat biatka w transporcie wewnatrz-
komaérkowym [23,24]. Jednak typowy transporter cargo, ja-
kim jest miozyna V, potrafi wykona¢ az okoto 40 podobnych
krokéw przed dysocjacjq od mikrofilamentu, pokonujac
odlegtosé -1,5 [im. Jest to mozliwe dzieki bardzo dtugiemu
ramieniu dzwigni, wyposazonemu w 6 konwencjonalnych
motywow 1Q [21]. Natomiast miozyna VI wykonuje tylko
kilka zroznicowanych pod wzgledem dtugosci krokéw oraz
sporadycznie kroki wstecz, pokonujac zaledwie dystans
-200 nm [23-26]. Zdolno$¢ mechanicznej koordynacji obu
domen motorycznych w dimerze miozyny VI (dzieki obec-
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nosci wstawki 22 aa), uwazana pierwotnie za istotng dla
procesywnego ruchu biatka, umozliwia takze dtugotrwate
wigzanie miozyny VI z filamentem aktynowym. Ponadto,
badania in vitro dowodza, ze procesywny ruch miozyny VI
jest mozliwy tylko przy zwigzaniu niewielkiego cargo, pod-
czas gdy duze obciazenia generujg naprezenia wewnatrz
czasteczki dimeru, powodujac jego ,,zastyganie" w miejscu
[27,28] a nawet wykonanie kroku wstecz [29]. Ujawniono
rowniez, ze w gestej sieci filamentéw aktynowych monome-
ry miozyny VI koordynujg transport cargo réwnie wydaj-
nie jak dimer w warunkach in vitro [30,31]. Wyniki te staty
sie podstawg do sformutowania hipotezy, zgodnie z ktérg
miozyna VI jest nietypowym biatkiem motorycznym, ktdre
w zaleznosci od rodzaju wigzanego tadunku petni funkcje
transportera komadrkowego lub biatka kotwiczacego uczest-
niczacego w organizacji struktur aktynowych w komérce
[18,22].

Kolejna kwestia dotyczy sposobu, w jaki miozyna VI
wykonuje zaskakujgco duzy krok posiadajac krotkie ramie
dzwigni z pojedynczym motywem IQ. Wyniki badan kine-
tycznych prowadzonych w ciggu ostatniej dekady ujawnity,
ze miozyna VI zawiera elastyczny element zlokalizowany
w ogonku tuz za motywem 1Q-CaM, ktéry wydtuza ramie
dZzwigni w wyniku dimeryzacji indukowanej zwigzaniem
cargo [26,32], Pierwotna analiza sekwencji nowo odkrytej
miozyny VI wskazywata, ze gtdwnym elementem struktu-
ralnym ogonka jest sekwencja ,,coiled-coil”, wystepujaca w
miozynach Il'i V, odpowiedzialna za dimeryzacje tych bia-
tek w warunkach in vivo [12,33]. Dlatego zatozono, ze mio-
zyna VI jest rowniez dimerem. Badania in vitro, w ktorych
trwatg dimeryzacje miozyny VI uzyskiwano z zastosowa-
niem biatek zawierajgcych sekwencje ,,coiled-coil" miozyny
Il lub zamka leucynowego potwierdzity, ze dimer miozy-
ny VI jest procesywnym motorem zdolnym do efektywne-
go transportu cargo na diugich dystansach [23-25]. Jednak
wyniki badan prowadzonych przez inne zespoty naukowe
ujawnity, ze miozyna VI izolowana z komérek jest mono-

Tabela 1. Partnerzy miozyny VI: ich miejsca wigzania w DWC ogonka miozyny VI, lokalizacja komérkowa i proponowane funk-

cje, wg [5,11].

Miejsce S .
Partner wigzania Lokalizacja komdrkowa
Dab? WWY btona kom_érkowa
pecherzyki klatrynowe
btona komérkowa
GIPC RRL pecherzyki endocytarne
aparat Golgiego
synapsy
7 L . . .
Sap9 RRL miejsca adhezji komdrkowej
LMTK2 WWY aparat Golgiego

pecherzyki cytoplazmatyczne

aparat Golgiego

Optyneuryna  RRL pecherzyki cytoplazmatyczne

region aparatu Golgiego w

T6BP/NDPS2 wwy poblizu jadra komdérkowego

D-CLIP 190 nieznane mikrotubule
E-kadheryna/ . . - . .
B-katenina nieznane miejsca adhezji komérkowej
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merem, ktéry nie wykazuje procesywnego ruchu wzdtuz
mikrofilamentu [34], a sekwencja ,,coiled-coil” jest stabilng
a-helisg, uniemozliwiajacg dimeryzacje [35]. Nastepnie do-
wiedziono, ze monomery miozyny VI moga by¢ sktadane w
procesywne dimery w rejonach komdrki bogatych w aktyne
[36]; proces ten jest indukowany wigzaniem dimerycznych
lub monomerycznych partneréw [37,38], Zaproponowano
model, w ktérym oddziatywania pomiedzy DWC idomeng
motoryczng w czasteczce monomeru miozyny VI blokuja
formowanie dimeru [39]. Dopiero zwigzanie partnera in-
dukuje samorzutng dimeryzacje miozyny VI. Wykonanie
dtugiego kroku przez taki dimer miozyny VI jest mozliwe
dzieki obecnosci w ogonku stabilnej struktury zbudowanej
z wigzki trzech a-helis oraz sztywnej subdomeny SAH, kt6-
ra stanowi konwencjonalne przedtuzenie ramienia dzwigni
u innych miozyn. Jednak najnowsze badania ujawnity, ze
wigzka trzech a-helis jest elastycznym elementem, ktéry w
czasteczce monomeru miozyny VI wystepuje w postaci zwi-
nietej [32], Zwigzanie cargo indukuje dimeryzacje miozyny
VI z udziatem krotkiej sekwencji ,,coiled-coil" zlokalizowa-
nej tuz za wigzka trzech trzech a-helis, co prowadzi do jej
rozwiniecia i w konsekwencji wydtuzenia ramienia dzwi-
gni (Ryc. IB). W tym modelu subdomena SAH jest struk-
turalnym elementem, ktéry nie wptywa na dtugos¢ kroku
roboczego miozyny VI. Poniewaz dyfuzja funkcjonalnego
dimeru w gestej sieci aktyny moze by¢ utrudniona, hipo-
teza zaktada mozliwos¢ dyfuzji ,,zwinietych” monomerow
miozyny VI zachowujacych aktywnos$¢ ATPazy w miegjsca
docelowe, gdzie wigzanie specyficznego partnera indukuje
proces dimeryzacji. Nalezy jednak pamieta¢, ze kwestia for-
my, w jakiej miozyna VI dziata w warunkach in vivo nie zo-
stata definitywnie rozstrzygnieta, dlatego wcigz bierze sie
pod uwage mozliwo$¢ funkcjonowania monomeréw mio-
zyny VI w roli transporteréw komoérkowych lub czasteczek
kotwiczacych.

REGULACJA AKTYWNOSCI
KATALITYCZNEJ MIOZYNY VI

Mechanizm regulacji
aktywnosci miozyny VI
jest stabo poznany. W cza-
steczce biatka odnaleziono
kilka potencjalnych miejsc

Proponowana funkcja

endocytoza receptoréw LDLR
adhezja i migracja komorek

endocytoza

transport receptoréw w kompleksach

Golgiego
migracja komorek i cytokineza

endocytoza/transport receptoréw
AMPA
adhezja komérek

recyklizacja endocytarna

morfologia aparatu Golgiego
egzocytoza/sekrecja

wydzielanie
komunikacja i adhezja komérek

transport wewnatrzkomérkowy

adhezja i migracja komorek

fosforylacji, ale tylko jedno
z nich (reszta treoniny 406)
zajmuje pozycje umozliwia-
jaca bezposrednia regulacje
aktywnosci ATPazy [10].
Fosforylacja przez Kkina-
zy biatkowe w pozycji 406
wzmacnia wigzanie miozy-
ny VI z filamentem aktyno-
wym, co promuje zdolnosci
kotwiczace biatka [40], Po-
niewaz w tancuchu ciezkim
miozyny VI odnaleziono 2
miejsca wigzania kalmodu-
liny, bierze sie pod uwage
mozliwos$¢ regulacji aktyw-
nosci tego biatka stezeniem
Ca2+ [5,10,11]. Podwyzszo-
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ne stezenie tych jonéw (powyzej 10 pM) wptywa ujemnie
na kinetyczne parametry miozyny VI, takie jak aktywnos$¢
ATPazy, tempo uwalniania ADP i ruch biatka wzdtuz mi-
krofilamentu oraz wtasciwosci kotwiczgce. Natomiast opty-
malne stezenie Ca2 warunkuje wigzanie miozyny VI do
liposomoéw zawierajacych PIP,, [41]. Co ciekawe, aktywnos$é
miozyny VI w jadrach samcow Drosophila regulowana jest
przez specyficzny rodzaj kalmoduliny, tzw. Androcam [42].

Promotor genu miozyny VI jest bezposrednio aktywowa-
ny przez biatko p53 w odpowiedzi na uszkodzenia DNA
[43], natomiast pierwotny transkrypt podlega alternatyw-
nemu sktadaniu, ktérego wynikiem jest powstanie izoform
miozyny VI r6znigcych sie obecnoscig unikalnych wstawek
w domenie ogonka [5,11]. Obecnos$¢ jednej z nich (duzej lub
matej), obu lub ich brak decyduje o lokalizacji wariantow
miozyny VI w réznych typach komérek lub przedziatdw
komorkowych [17,44], Niestety, nie wiadomo w jaki sposéb
te unikalne wstawki determinujg mechanizm dziatania mio-
zyny VIw odmiennych procesach komaérkowych.

PROPONOWANE FUNKCJE MIOZYNY VI

UDZIAL BIALKA W ENDOCYTOZIE

W 1994 roku zaobserwowano, ze u Drosophila miozyna
VI bierze udziat w wewnatrzkomérkowym transporcie ob-
tonionych struktur, co byto pierwszg wskazéwka, ze biatko
to moze uczestniczy¢ w endocytozie zaleznej od receptoréw
[45], Udziat miozyny VI w tym procesie uzasadnia zdolno$¢é
kroczenia wzdtuz filamentow aktynowych w kierunku ich
koAcow ,minus", skierowanych do cytoplazmy komérki
[46]. Rzeczywiscie, miozyna VI jest obecna w komdrkach
aktywnych pod wzgledem endocytozy, takich jak komar-
ki ragbka szczoteczkowego wyscielajgcego jelito cienkie,
komaérki nabtonka kanalikéw nerkowych i siatkéwki oraz
linie nowotworowe komoérek nabtonka jelita, Caco-2 [8], W
komodrkach tych miozyna VI zlokalizowana jest gtdwnie w
podbtonowej cytoplazmie oraz w wypustkach komérko-
wych iu ich podstawy, a wiec w strefach bogatych w akty-
ne. Na poziomie subkomdérkowym miozyne VI odnaleziono
gtéwnie w pecherzykach endocytarnych, w ktérych wy-
kazuje zdolno$¢ asocjacji z szeregiem znanych biatek ada-
ptorowych uczestniczacych w endocytozie, takich jak AP2,
Dab2 i GIPC.

Wariant miozyny VI z duzg wstawka w ogonku wykryto
w apikalnej strefie spolaryzowanych komoérek Caco-2, gdzie
wystepuje w pecherzykach optaszczonych klatryng oraz
wpukleniach btony komoérkowej [17]. Wyniki te potwier-
dzajg udziat miozyny VI w poczgtkowych etapach endocy-
tozy, podczas formowania i odrywania sie pecherzykéw od
btony komérkowej oraz ich wczesnego transportu, przed
utratg optaszczenia. W lokalizacji miozyny VI w peche-
rzykach optaszczonych klatryng posredniczy biatko Dab2,
uwazane za kluczowe w kontakcie btonowych receptorow
powierzchniowych z maszynerig endocytarng. Ten wielo-
funkcyjny facznik wigze sie z adaptorem klatryny AP2 oraz
motywem WWY, obecnym w DWC miozyny VI [8]. W ko-
morkach nabtonka siatkowki ujawniono obecnos$¢ wariantu
miozyny VI bez duzej wstawki w ogonku w populacji pe-
cherzykéw pozbawionych optaszczenia [47], W komdrkach
tych obserwowano lokalizacje transferyny, klatryny i AP2
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w podbtonowej cytoplazmie oraz wgitebieniach btony ko-
morkowej, wspotwystepowanie miozyny Vlitransferyny w
pecherzykach nieoptaszczonych oraz obecnos¢ transferyny
we wczesnych endosomach. Wyniki te potwierdzajg udziat
miozyny VI w procesie formowania pecherzykow przejscio-
wych, przed ich fuzjg z wczesnym endosomem. W peche-
rzykach pozbawionych optaszczenia miozyna VI asocjuje z
GIPC, innym adaptorem istotnym w procesie endocytozy
[48,49],

Bez wzgledu na typ komorki, spolaryzowanej lub nie-
spolaryzowanej, miozyna VI jest obecna w rejonach ko-
morki aktywnych w procesie endocytozy i oddziatuje z
biatkami, ktére warunkujg prawidtowy przebieg tego pro-
cesu. Jednak mechanizm jej dziatania w rd6znych typach
komaérek nie jest uniwersalny i prawdopodobnie zalezy od
zdolno$ci wigzania okreslonego cargo. Poprzez wigzanie
aktyny w domenie motorycznej i Dab2 w DWC, kroczaca
ku srodkowi komérki miozyna VI bierze udziat w rekrutacji
receptorow btonowych do powstajacych pecherzykéw en-
docytarnych, ktére nastepnie transportuje w gigh komaérki
[5,8]. Natomiast wigzanie GIPC umozliwia transport pe-
cherzykéw ,,przejsciowych” do wczesnego endosomu [47],
W obu przypadkach efektywna dyfuzja cargo w bogatych
w aktyne podbtonowych regionach komdrki jest mozliwa
dzieki funkcjonalnej domenie motorycznej miozyny VI
[17,47], Udziat miozyny VI w transporcie pecherzykowym
podczas endocytozy potwierdzajg badania, ktére ujawnity
asocjacje miozyny VI z innym biatkiem zaangazowanym w
droge transportu zalezng od receptoréw. Jest nim transbto-
nowa kinaza biatkowa LMTK2, wymagana dla efektywne-
go transportu wstecznego z udziatem tzw. recyklizujgcego
endosomu [50].

Jednak ukierunkowany transport cargo z udziatem mio-
zyny VI moze by¢ utrudniony w korowym regionie cyto-
plazmy, gdzie filamenty aktynowe tworzg rodzaj sieci.
Rowniez unikalne witasciwosci miozyny VI pozostajg w
sprzeczno$ci z sugerowang rolg typowego transportera car-
go. Niewielka liczba wykonywanych krokéw przed dyso-
cjacjg od mikrofilamentu wymuszataby wielokrotne cykle
wigzania miozyny VI z aktyng. Ponadto, wydtuzony okres,
w ktérym biatko to pozostaje zwigzane z filamentem akty-
nowym oraz wykonywane kroki wstecz potencjalnie obni-
zajg efektywnos$¢ transportu cargo. Dlatego brany jest pod
uwage takze inny model udziatu miozyny VI w procesie en-
docytozy, w ktérym polimeryzacja samej aktyny generuje
site napedzajgcg przemieszczanie sie pecherzykéw endocy-
tarnych w gtgb komoérki. Wykazano, ze prawidtowy prze-
bieg endocytozy determinuje odpowiednia organizacja cy-
toszkieletu aktynowego, ktéry w strefie szyjki pecherzyka
odrywajacego sie od btony komoérkowej formuje strukture
przypominajgcg ogon komety [8]. Poniewaz polimeryzacja
aktyny odbywa sie przy btonie komdrkowej [46], obecna w
regionie podbtonowym komorki miozyna VI moze wigzac
poprzez DWC biatka adaptorowe obecne w formujacym sie
pecherzyku i ,,wypycha¢" go w giab komorki [18]. Polime-
ryzacja aktyny per se moze wspomagac ten proces réwniez
w przestrzeni ogona komety, gdzie mozliwa jest obecnos¢
kompleksu Arp2/3, ktéry promuje nukleacje aktyny. W tym
modelu miozyna VI moze regulowac organizacje cytoszkie-
letu aktynowego w miejscach powstawania pecherzykéw
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endocytarnych przy btonie komérkowej oraz w strefach ich
transportu [8,18].

PINOCYTOZA | FAGOCYTOZA

Szczeg6lnym rodzajem endocytozy jest pinocytoza i fa-
gocytoza, stanowiace sposob pobierania przez komérki fazy
ptynnej i czastek statych. Badania immunocytochemiczne
prowadzone u Amoeba ujawnity obecno$¢ miozyny VI w ka-
nalikach i pecherzykach pinocytarnych oraz tworzacych sie
wodniczkach trawigcych i fagosomach [51]. Zablokowanie
endogennej miozyny VI przy uzyciu specyficznych prze-
ciwciat skutkuje pojawieniem sie defektow w przebiegu
obu procesdw. W badaniach tych wykazano tez lokalizacje
miozyny VI w aparacie Golgiego, otoczce jadrowej, nukle-
oplazmie i btonie komorkowej oraz w wigzkach mikrofi-
lamentéw. Poniewaz duzo nizszy poziom sygnatu reakcji
immunocytochemicznej obserwowano na powierzchni pe-
cherzykéw pinocytarnych i fagosoméw, zakwestionowano
udziat miozyny VI w ich translokacji wzdtuz filamentow
aktynowych. W zamian zaproponowano mozliwo$¢ funk-
cjonowania miozyny VI w roli biatka kotwiczgcego na eta-
pie powstawania pecherzykdw pinocytarnych i fagosomow
z uwagi na obecno$¢ biatka w powstajgcych wgtebieniach
btony komérkowej i w Swietle wodniczek pokarmowych
[51]. Rola miozyny VI w pozostatych miejscach lokalizaciji,
w ktdrych zostata odnaleziona u Amoeba, nie jest znana.

UDZIAL BIALKA W EGZOCYTOZIE

Rola cytoszkieletu i wspotdziatajgcych z nim biatek mo-
torycznych w organizacji architektury i funkcji komplekséw
Golgiego sugerowana jest od dawna [7], Jakkolwiek gtéwng
role w transporcie nowo zsyntetyzowanych biatek do miejsc
ich przeznaczenia w komorce przypisuje sie mikrotubu-
lom, badania ujawnity, ze depolimeryzacja aktyny induku-
je morfologiczne zmiany w strukturze aparatow Golgiego
oraz uposledza przebieg egzocytozy. W hodowanych in
vitro fibroblastach myszy miozyne VI wykryto w regionie
trans aparatu Golgiego oraz w wypustkach krawedzi wio-
dacej komorki, takich jak filopodia i lamelipodia, gdzie po-
ziom tego biatka wzrastat po stymulacji hormonem wzrostu
[52,53], Przy braku funkcjonalnej miozyny VI w tych komér-
kach obserwowano defekty w budowie aparatéw Golgiego
i obnizenie poziomu sekrecji zasadowej fosfatazy SEAP,
enzymu transportowanego na powierzchnie komarki [53].
Natomiast przywrécenie syntezy miozyny VI w zmutowa-
nych fibroblastach skutkowato odtworzeniem wiasciwej
morfologii aparatéw Golgiego i zdolnosci wydzielniczych
komaédrek. Mimo ze wyniki tych badan potwierdzity udziat
miozyny VI w stabilizacji struktury i funkcji komplekséw
Golgiego, mechanizm jej dziatania nie jest znany.

Pierwotnie zaktadano, ze miozyna VI transportuje peche-
rzyki z cystern regionu trans aparatu Golgiego do rosngcych
wypustek krawedzi wiodgcej komarki [52], Jednak polime-
ryzacja aktyny odbywa sie przy btonie komoérkowej [46], co
oznacza, ze w formujacych sie wypustkach komoérkowych
mikrofilamenty zorientowane sg koricami ,,minus” do wne-
trza komorki. Fakt ten wyklucza udziat miozyny VI w trans-
porcie pecherzykdw bezposrednio na powierzchnie komér-
ki. W komorkach nerki szczura odnaleziono populacje fila-
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mentdw aktynowych zlokalizowanych w poblizu aparatéw
Golgiego i skierowanych koncami ,,plus” do regionéw trans
[7]. Tak zorientowane filamenty umozliwiajg miozynie VI
wspomaganie procesu pagczkowania pecherzykéw w strefie
trans oraz ich dyfuzje w poblize mikrotubul, zdolnych do
transportu na dtuzszym dystansie [53]. U Drosophila mio-
zyna VI wykazuje zdolno$¢ asocjacji z biatkiem D-CLIP-190
wigzacym tubuline [5], co wskazuje, ze miozyna VI moze
posredniczyé réwniez w realizacji transportu pecherzykow
pomiedzy dwoma systemami cytoszkieletu. Inng kwestig
jest potencjalna rola miozyny VI w morfologii aparatow
Golgiego. Poniewaz biatko to pozostaje zwigzane z aktyng
przez dtuzszy czas, aw odpowiednich warunkach jest zdol-
ne nawet ,,zastyga¢" na filamencie aktynowym, moze ,roz-
pina¢" btony cystern Golgiego na szkielecie zbudowanym z
aktyny [53]. W tym modelu niezbedny jest udziat specyficz-
nego partnera, integralnego biatka btonowego aparatu Gol-
giego, wigzanego w DWC ogonka miozyny VI. Takim kan-
dydatem jest optyneuryna, ktdra oddziatuje z miozyng VIl w
aparacie Golgiego i w recyklizujgcym endosomie [44,54], W
spolaryzowanych komaérkach nabtonka wariant miozyny
VI bez unikalnych wstawek w ogonku uczestniczy w proce-
sie sortowania i transporcie nowo syntetyzowanych, bazo-
lateralnych biatek btonowych [44], W transport tych biatek
zaangazowane jest takze mate biatko G (Rab8), ktdre wspot-
wystepuje z miozyng VI i optyneuryng w recyklizujgcym
endosomie, posredniczacym w tym procesie [55]. Dlatego
autorzy zaktadajg istnienie specyficznego kompleksu trans-
portowego z udziatem tych trzech biatek.

MIOZYNA VI W KOMORKACH WEOSKOWATYCH
UCHA WEWNETRZNEGO SSAKOW

Miozyna VI jest zaangazowana w prawidtowe funkcjo-
nowanie wyspecjalizowanych komodrek nabtonka zmysto-
wego w narzadzie spiralnym $limaka (narzad Cortiego)
w uchu wewnetrznym myszy. Komérki wtoskowate, jako
wiasciwe komdrki stuchowe, posiadajg na powierzchni re-
gionu apikalnego zespoty cytoplazmatycznych wypustek
(wtoskéw stuchowych, tzw. stereocyliow), stuzacych do
odbierania sygnatéw dzwiekowych. W komérkach tych u
myszy typu dzikiego, miozyna VI zlokalizowana jest w bo-
gatej w aktyne plytce kutikularnej u podstawy formujacych
sie stereocyliéow oraz w podbtonowej cytoplazmie apikalne-
go regionu komorki wioskowatej, uznawanej za strefe ak-
tywng w procesie endocytozy [56-58], U myszy z zespotem
Snell's waltzer (sr?) mutacje w genie kodujgcym miozyne VI
wywotujg znaczace obnizenie ekspresji mMRNA tego genu
oraz redukujg poziom biatka, co prowadzi do dezorgani-
zacji stereocyliow, ktdre ulegaja fuzji i tworzg gigantyczne,
niefunkcjonalne wypustki lub ich kompletny zanik [56,59],
Zastosowanie mikroskopii elektronowej umozliwito doko-
nanie obserwacji, z ktorych wynika, ze zaburzenia struktury
komoérek wtoskowatych sg zwigzane z niewta$ciwg organi-
zacjg btony komorkowej, ktéra zamiast oddzielac¢ od siebie
pojedyncze wtoski stuchowe, tgczy je w grube, niefunkcjo-
nalne peczki [59]. Zlewanie sie stereocylidw rozpoczyna sie
u ich podstawy w ptytce kutikularnej, czemu towarzyszy
akumulacja elementéw cytoplazmatycznych w stereocy-
liach, z ktérych normalnie sg one eliminowane. Zaburzenia
prowadzg do degeneracji komorek wtoskowatych i utraty
stuchu u myszy sv.
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Wyniki tych badan potwierdzajg funkcje miozyny VI w
specjalizacji komorek witoskowatych, zwigzanej z utrzyma-
niem integralnosci ich struktury. Poniewaz podbtonowa
cytoplazma regionu apikalnego komérki wioskowatej jest
miejscem aktywnej endocytozy, zaproponowano udziat
miozyny VI w transporcie elementéw btonowych wzdtuz
mikrofilamentéw, co umozliwiatoby prawidtowy rozwoj
stereocyliow [8,60,61]. Jednak u myszy sv nie zaobserwowa-
no istotnych zaburzen w przebiegu endocytozy w komor-
kach wtoskowatych [59], Dlatego inny model zaktada funk-
cjonowanie miozyny VI w roli biatka strukturalnego, ktore
wigzac aktyne obecng w ptytce kutikularnej oraz partnera w
btonie komorkowej moze stabilizowac¢ miejsca kotwiczenia
btony u podstawy stereocyliow [18,59]. Obecnos$¢ sieci ak-
tyny i miozyny VI w ptytce kutikularnej oraz podbtonowej
cytoplazmie wskazuje na mozliwo$¢ tworzenia specyficznej
bariery, powstrzymujacej przeptyw elementdw cytopla-
zmatycznych do formujacych sie stereocyliow. W tym wy-
padku miozyna VI moze uczestniczy¢ w wychwytywaniu
organelli komoérkowych u podstawy réznicujacej sie komor-
ki [18]. Teorie zaktadajaca funkcjonowanie miozyny VI w
roli biatka kotwiczagcego w komdrkach wtoskowatych po-
twierdzajg obserwowane na elektronogramach nieréwnosci
w btonie komarkowej stereocyliow przy ptytce kutikularnej
wystepujgce u myszy sv oraz fakt, ze proces dezintegracji
stereocyliow rozpoczyna sie od ich podstawy [59], Réwniez
kierunek ruchu miozyny VI do korica ,,minus" filamentu
aktynowego uzasadnia generowanie napie¢ btony komar-
kowej kotwiczonej przy podstawie stereocyliow oraz two-
rzenie potencjalnych barier hamujgcych przeptyw organelli
komdrkowych. Najnowsze badania dowodzg, ze w procesie
specjalizacji komdrek wioskowatych bierze udziat dimer
miozyny VI [62],

SYNAPSY W KOMORKACH WEOSKOWATYCH

Badania immunocytochemiczne wykazaty, ze u myszy
miozyna VI obecna jest nie tylko w apikalnej strefie komdrek
wioskowatych, ale takze w aktywnej strefie synaptycznej
na styku komérki wtoskowatej i afarentnego zakornczenia
nerwowego [63]. Na poziomie subkomdrkowym ujawniono
lokalizacje miozyny VI w presynaptycznych ciatach gestych
otoczonych przez liczne pecherzyki oraz w btonie presy-
naptycznej i pecherzykach endocytarnych, co potwierdza
proponowany od dawna udziat miozyny VI w endocyto-
zie. W strefie synaptycznej komérki wtoskowatej wykazano
takze obecno$¢ otoferliny, transbtonowego biatka pecherzy-
kéw synaptycznych regulujgcego zalezng od Ca2+egzocy-
toze, ktorego brak rowniez wywotuje zaburzenia stuchu u
ssakow [64], U mysich mutantéw sv, obserwowano zabu-
rzenia w rozwoju i funkcjonowaniu synaps w komérkach
witoskowatych, zwigzane gtéwnie z obnizeniem aktywnosci
wydzielniczej zaleznej od Ca2+[63]. Poniewaz w badaniach
in vitro autorzy potwierdzili mozliwos$¢ wigzania otoferli-
ny z domeng DWC ogonka miozyny VI, oddziatywanie
obu biatek moze mie¢ posredni wptyw na egzocytoze w
strefie synaptycznej komdrek wtoskowatych. Wiadomo, ze
efektywnos$¢ tego procesu zalezy od transportu wstecznego
pecherzykéw synaptycznych (tzw. recyklingu bton). W ko-
morkach wtoskowatych sg dwa regiony, w ktérych zrédtem
pecherzykow synaptycznych jest aktywna endocytoza, stre-
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fa apikalna i synaptyczna. Poniewaz obie strefy sg bogate w
aktyne i miozyne VI, mozliwy jest transport pecherzykow
wzdtuz filamentdw aktynowych od strefy apikalnej w Kie-
runku synapsy i/lub transport wsteczny w regionie synapsy
realizowany z udziatem miozyny VI, ktérej udziat w endo-
cytozie nie jest kwestionowany [63]. Potwierdzeniem funk-
cjonowania takiego mechanizmu jest fakt, ze u myszy typu
dzikiego w aktywnej strefie synaptycznej zaobserwowano
kolokalizacje otoferliny i miozyny VI, podczas gdy u my-
szy sv poziom otoferliny w komaérkach wioskowatych byt
obnizony. W synapsach mdzgu szczura odnaleziono inne
biatko, Sap97, ktore posredniczy w transporcie nowo zsyn-
tetyzowanych receptoréw glutaminergicznych AMPA z cy-
stern Golgiego do btony komérkowej i ktére wigze miozyne
VI w pecherzykach optaszczonych klatryng [65]. Asocjacji
Sap97 i miozyny VI nie potwierdzono jednak w komdrkach
wioskowatych myszy, co wskazuje, ze w zaleznosci od ro-
dzaju partnera miozyna VI uczestniczy w roznych typach
transportu pecherzykowego w regionie aktywnej synapsy.

MIOZYNA VI W POLARYZACIJI | MIGRACJI KOMOREK

Jednym z podstawowych mechanizmoéw warunkujgcych
réznicowanie komorek w trakcie rozwoju jest ich asyme-
tryczny podziat. U Drosophila taki typ podziatu jest charak-
terystyczny m.in. dla embrionalnych neuroblastow, w kt6-
rych potwierdzono obecno$¢ miozyny VI kodowanej przez
gen jaguar [66]. Podczas podziatu neuroblastu do regionu
bazalnego komdrki kierowane sg biatka, takie jak Prospe-
ro i Staufen oraz biatko adaptorowe Miranda. Prawidtowa
lokalizacja jest konieczna dla polaryzacji neuroblastu. Usta-
lono, ze jednym z biatek wspoétwystepujacych z biatkiem
Miranda jest miozyna VI, ktérej brak u mutantow jaguar
skutkuje zaburzeniami w subkomorkowej lokalizacji biatka
Miranda ijego partneréw [66]. Jakkolwiek mechanizm ukie-
runkowanej translokacji badanych biatek w asymetrycznie
dzielgcych sie neuroblastach Drosophila nie zostat wyjasnio-
ny, bierze sie pod uwage udziat cytoszkieletu aktynowe-
go i zwigzanych z nim bialek motorycznych. Z uwagi na
unikalne witasciwosci kinetyczne miozyny VI, jej udziat w
efektywnym transporcie badanych biatek jest jednak mato
prawdopodobny. Natomiast funkcjonowanie miozyny VI
w roli czasteczki selektywnie kotwiczacej kompleksy biat-
kowe w bazalnej strefie kory komorki bogatej w aktyne jest
mocno uzasadnione [18].

Miozyna VI uczestniczy w morfogenezie i migracji ko-
morek folikularnych w jajniku Drosophila [67]. Pecherzyk
jajowy u Drosophila sktada sie z oocytu, 15 komérek odzyw-
czych i otaczajagcych je somatycznych komorek folikular-
nych, formujacych rodzaj nabtonka. We wczesnym stadium
oogenezy, sposrdd komérek folikularnych w apikalnej stre-
fie pecherzyka jajowego rdznicujg sie 2 komarki polarne.
Rekrutujg one wokdt siebie zlepek komérek folikularnego
nabtonka i wspdlnie, jako tzw. komorki graniczne, rozpo-
czynajg wedrowke w kierunku oocytu. Obecno$¢ miozyny
VI wykazano zarowno w komorkach folikularnych, jak i
w migrujgcych komdrkach granicznych [67]. U mutantow
z wyciszong ekspresjg genu miozyny VI obserwowano za-
burzenia w migracji komérek oraz obnizenie poziomow
dwdch biatek uczestniczacych w procesie adhezji komor-
kowej, DE-kadheryny (kadheryna embrionalna u Drosophi-

www .postepybiochemii.pl



la) i armadillo (homolog B-kateniny), ktérych obecnos¢ jest
wymagana podczas migracji komorek granicznych [67], Ka-
dheryny to glikoproteiny powierzchniowe odpowiedzialne
za lokalne oddziatywania miedzykomdérkowe w trakcie
rozwoju oraz stabilizacje tkanek w dojrzatym organizmie.
Natomiast kateniny stanowig rodzine biatek cytoplazma-
tycznych zasocjowanych z kadherynami w procesie adhe-
zji komorkowej. Te dwa biatka tworzg stabilny kompleks z
miozyng VI w komdrkach granicznych u osobnikéw typu
dzikiego, a kazde z nich jest odpowiedzialne za prawidtowg
lokalizacje pozostatych. Réwniez w tym wypadku prefero-
wany jest model, w ktérym rola miozyny VI polega na sta-
bilizacji kompleksu biatkowego DE-kadheryna/armadillo
[67].

Molekularne mechanizmy petzania komdrek oparte sg
na tworzeniu wypustek cytoplazmatycznych, lamelipo-
diow i filopodiow, dzieki polimeryzacji aktyny przy btonie
komdrkowej w odpowiednie struktury, sieci lub wigzki. W
krawedzi wiodgcej komorki wielokrotnie obserwowano re-
organizacje aktyny z udziatem kompleksu Arp2/3, rekruta-
cje komplekséw biatek adhezyjnych w miejsca ich oddzia-
tywan z substratem powierzchniowym, transport sktadni-
kéw btony komdérkowej oraz generowanie sity napedzajacej
ruch komérki z udziatem aktyny, biatek motorycznych i
komplekséw adhezyjnych zlokalizowanych w btonie ko-
madrkowej. Miozyna VI, wigzagc w domenie DWC kompleks
adhezyjny zasocjowany z macierzg zewngtrzkomorkowa,
moze tworzy¢ zakotwiczenie dla mikrofilamentéw polime-
ryzujagcych w wypustkach cytoplazmatycznych migrujacej
komorki [67], Model ten uwzglednia unikalne witasciwosci
ruchu miozyny VI, ktéra kroczac do cytoplazmy komorki
wspomaga ,wypychanie" filamentow aktynowych do ro-
sngcych wypustek komérkowych [7], Udziat miozyny VI w
formowaniu wypustek komérkowych potwierdzajg obser-
wacje dokonane w trakcie morfogenezy petzajgcych komaé-
rek nabtonka we wczesnej fazie embriogenezy u Drosophila.
W komaérkach tych miozyne VI odnaleziono réwniez w kra-
wedzi wiodacej komorki, a jej brak powodowat zanikanie
wypustek cytoplazmatycznych i w konsekwencji upoS$le-
dzenie migracji komorek [68].

Udziat miozyny VI potwierdzono réwniez w regulacji
funkcji motorycznych petzajagcych komorek ssakéw. Bada-
nia wykazaty, ze w wpukleniach btony komoérkowej kra-
wedzi wiodgcej mysich fibrobastéw stymulowanych hor-
monem wzrostu obecna jest miozyna VI ufosforylowana w
reszcie treoniny (T406) w domenie motorycznej [52], Mecha-
nizm dziatania miozyny VI w tym procesie nie jest znany.
Autorzy zaktadaja, ze w komérkach ssakéw, podobnie jak
w migrujacych komérkach granicznych w jajniku Drosophi-
la, miozyna VI wiaze biatka uczestniczace w adhezji komér-
kowej. Badania prowadzone w jednowarstwowych hodow-
lach komdérkowych nabtonka ssakéw wskazuja, ze jednym z
takich biatek moze byé winkulina. Wykazano, ze w p6znym
stadium dojrzewania tych komérek miozyna VI jest rekru-
towana w miejscach styku bton komérkowych, tzw. pota-
czeniach typu przylegania, wystepujagcych w komorkach
nabtonkowych. W procesie tym uczestniczy winkulina,
biatko zlokalizowane w obwoddkach przylegania widkien
aktyny do btony komérkowej [69]. Wyniki te wskazujg na
wspotdziatanie miozyny VI, winkuliny oraz E-kadheryny w
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organizacji cytoszkieletu aktynowego w miejscach lokalne-
go styku sgsiadujacych komorek nabtonka ssakow.

Migracja komdérek nowotworowych umozliwia wzrost
masy guza oraz tworzenie przerzutow, w wyniku odry-
wania sie komdrek od guza pierwotnego i przenikania po-
przez btone podstawng oraz tkanke taczng do krwiobiegu.
W procesie tym potwierdzono udziat miozyny VI. Badania
u ssakéw wykazaty podwyzszony poziom tego biatka w
komérkach nowotwordw ztosliwych jajnika [70] i prostaty
[71], Zahamowanie ekspresji genu miozyny VI w nowotwo-
rowych komdrkach jajnika obniza zdolnos¢ ich proliferacji
w liniach komoérkowych i warunkach in vivo, co sugeruje
zaangazowanie miozyny VI w proces ich migracji. Jednak
w migracji komoérek nowotworowych jajnika nie jest wy-
magany udziat E-kadheryny, co sugeruje odmienny od ob-
serwowanego w komdrkach granicznych jajnika Drosophila
sposéb dziatania miozyny VI [70], Natomiast w liniach ko-
morkowych LNCaP raka prostaty miozyne VI odnaleziono
w strefie trans aparatow Golgiego, gdzie wspdtwystepowa-
ta z biatkami efektorowymi GIPC i LMTK2 [72], Z tego po-
wodu zaproponowano udziat miozyny VI w wydzielaniu i
transporcie nowo syntetyzowanych czasteczek, w tym tak-
ze czynnikéw aktywujacych angiogeneze nowotworu.

MIOZYNA VI W PROCESIE SPERMATOGENEZY

W koricowym stadium spermatogenezy u Caenorhabditis
w wyniku asymetrycznego podziatu mejotycznego sper-
matocytu Il rzedu nastepuje rozdziat elementéw komorko-
wych do dwdch haploidalnych spermatyd i ciatka resztko-
wego. Do spermatyd transportowane jest haploidalne jadro,
mitochondria, jeden centrosom oraz tzw. ciatka wtdkniste,
zawierajace specyficzne biatka plemnikowe. Pozostate or-
ganelle komdrkowe oraz aktyna i tubulina pozostajg w
ciatku resztkowym i sg degradowane. Zaproponowany
mechanizm segregacji elementéw komadrkowych podczas
péznej fazy spermatogenezy u Caenorhabditis uwzglednia
udziat mikrotubul i mikrofilamentéow oraz wspoétdziataja-
cych z nimi biatek motorycznych. W powstajacym podczas
podziatu przewezeniu pomiedzy spermatydg a ciatkiem
resztkowym odnaleziono aktyne i miozyne VI [18]. U nicie-
ni zawierajgcych zmutowany gen kodujacy miozyne VI sor-
towanie organelli i elementéw cytoszkietelu jest zaburzone
i wywotuje ich rownomierng dystrybucje w spermatydzie
i w ciatku resztkowym [73]. Defekt nie dotyczy jedynie lo-
kalizacji jadra komorkowego, ktore niemal zawsze trafia do
spermatydy. Powstajgce plemniki sg niefunkcjonalne, co
potwierdza udziat miozyny VI w asymetrycznej cytokine-
zie spermatocytu Il rzedu warunkujacej prawidtowy roz-
wéj plemnikéw Caenorhabditis. Zaproponowano, ze biatko
to bierze udziat w ukierunkowanym transporcie organelli
do komdrek potomnych, z wyjatkiem jadra komorkowego,
ktorego translokacja odbywataby sie w sposéb niezalezny
od uktadu aktyna-miozyna [73]. Jednak ze wzgledu na
unikalne cechy miozyny VI, zaktada sie takze mozliwos¢
jej udziatu w regulacji architektury cytoszkieletu aktyno-
wego podczas tworzenia wewngtrzkomdrkowych barier
towarzyszacych specjalizacji komorkowej [18,73]. U Dro-
sophila miozyna VI wykazuje zdolno$¢ asocjacji z biatkiem
D-CLIP-190, nalezgcym do grupy biatek wigzgcych tubuline
[5], Poniewaz u osobnikdw typu dzikiego Caenorhabditis, w
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przewezeniu pomiedzy spermatyda a ciatkiem resztkowym
miozyna VI wspo6twystepuje z aktyna i tubuling, obie hi-
potezy sg prawdopodobne. Miozyna VI moze stabilizowa¢
oddziatywania pomiedzy dwoma systemami cytoszkieletu
w celu utrzymania funkcjonalnej bariery wewnatrzkomor-
kowej lub realizacji transportu organelli wzdtuz mikrofila-
mentéw do zakonczen mikrotubul.

P6zna faza spermatogenezy u Drosophila, tzw. indywidu-
alizacja prowadzi do powstania funkcjonalnych plemnikow
pochodzacych z jednej cysty, zawierajacej 64 haploidalne
spermatydy [74-77]. Podczas indywidualizacji dochodzi do
eliminacji cytoplazmy z dojrzewajgcych plemnikow, czemu
towarzyszy reorganizacja bton, zanika btona cysty i tworzg
sie indywidualne btony komérkowe plemnikdéw. W proce-
sie tym kluczowa role odgrywaja specyficzne kompleksy.
Zawierajg one charakterystyczne struktury aktynowe (tzw.
stozki aktynowe), ktore tworza sie wokot jader sperma-
tyd, a nastepnie synchronicznym ruchem przesuwajg sie
wzdtuz aksonem dojrzewajacych plemnikéw. Stozki akty-
nowe sg zbudowane z dwoch domen struktury, ich regiony
frontowe tworzy gesta sie¢ aktyny, a sitg napedzajacg ruch
stozkow jest polimeryzacja filamentéw aktynowych w ich
domenach ogonowych [76,78]. Stabilne domeny frontowe
stozkéw aktynowych dziatajg jak ,ttok strzykawki" wypy-
chajac cytoplazme z dojrzewajgcych plemnikéw podczas
synchronicznego ruchu 64 stozkow wzdtuz aksonem. Wy-
niki badan dowodzg, ze miozyna VI determinuje efektywny
przebieg indywiduali-
zacji. Mutacje w pro-
motorze genu jaguar
u Drosophila (homo-

w tekscie artykutu).

. Proces
log genu miozyny 4 Rola transportera cargo
u ssakow) pro_wa_dzq « rekrutacja receptoréw btonowych
do zahe_l_mowan_la Jego « transport pecherzykow
ekspresji w jadrach endocvtoza optaszczonych klatryna
samcow [74]. U Dro- y « transport pecherzykdw przejsciowych
sophila typu dzikiego « transport wsteczny z udziatem
miozyna VI zlokalizo- recyklizujgcego endosomu
wana jest w podsta- pinocytoza
wach stozkéw akty- fagocytoza
nowych, natomiast u mag ¢
mutantéw miozyny VI egzocytozy w regionie trans aparatu Golgiego

struktura stozkdéw jest
zaburzona, co prowa-
dzi do nieefektywnej

« wspomaganie paczkowania pecherzykéw

« transport pecherzykéw z regionu
trans w poblize mikrotubul

ktorej uczestniczy miozyna VI [8], Jednak wyniki badan nie
potwierdzity aktywnosci endo- lub egzocytozy w komplek-
sach biorgcych udziat w procesie indywidualizacji [76]. Wy-
kazano tez brak a-adaptyny wokot stozkéw aktynowych
[75], co wyklucza mozliwo$¢ formowania pecherzykow
optaszczonych klatryng. Dlatego bardziej prawdopodobny
jest model, w ktérym miozyna VI petni role biatka kotwi-
czacego, ktore stabilizuje strukture stozkow aktynowych
[18]. Miozyna VI zlokalizowana jest u podstawy stozka
aktynowego w gestej sieci aktyny, w ktérej przewazajgca
liczba filamentéw aktynowych zorientowana jest koncami
»minus" do podstawy stozka, zgodnie z kierunkiem jego
ruchu [77]. Badania prowadzone na innych modelach ko-
moérkowych dowodza, ze miozyna VI wigzac konce ,,mi-
nus" mikrofilamentéw, blokuje proces depolimeryzacji
aktyny [49]. Wykorzystujagc te wiasciwosé biatko to moze
stabilizowaé¢ domeny frontowe stozkéw aktynowych, chro-
nigc konce ,,minus" mikrofilamentéw przed depolimeryza-
cja. W domenach tych miozyna VI wspétwystepuje z biat-
kami regulujagcymi dynamike aktyny, takimi jak kompleks
Arp2/3 ijego aktywator, kortaktyna [75,78], Brak miozyny
VI wywotuje nieprawidtowe rozmieszczenie tych biatek w
stozkach aktynowych [75,77] co wskazuje, ze miozyna VI
moze tworzy¢ unikalne kompleksy biatkowe stabilizujgce
organizacje aktyny w tych strukturach. Najnowsze wyniki
badan dowodza, ze podczas indywidualizacji spermatyd u
Drosophila nie jest wymagana dimeryzacja miozyny VI [79].

Tabela 2. Funkcje miozyny VI w wybranych procesach komérkowych (zestawienie przygotowano w oparciu o dane literaturowe zawarte

Proponowana funkcja miozyny VI

Rola biatka kotwiczacego

* organizacja cytoszkieletu aktynowego
w miejscach powstawania pecherzykéw
przy btonie komérkowej

organizacja cytoszkieletu aktynowego
w strefach transportu pecherzykow

udziat w powstawaniu pecherzykow
pinocytamych i fagosomow

stabilizacja struktury aparatu Golgiego
udziat w procesie sortowania
nowo powstatych biatek

kotwiczenie btony komérkowej

eliminacji cytoplazmy,
a w konsekwencji do
zatrzymania  proce-
su indywidualizacji i
bezptodnosci samcéow
[74,76,77], Mechanizm
dziatania miozyny VI
w procesie indywidu-
alizacji spermatyd nie
jest znany. Pierwotna
hipoteza zaktadata, ze
u podstawy stozkéw
aktynowych zachodzi
aktywna endocytoza
pecherzykéw optasz-
czonych klatryng, w
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funkcjonowanie
komarek
wioskowatych

polaryzacja komérek

migracja komdrek

spermatogeneza

procesy jadrowe

- transport elementéw btonowych
u podstawy stereocyliéw

- transport pecherzykowy w
aktywnej strefie synaptycznej

« ukierunkowany transport organelli
i elementdw cytoszkieletu podczas
asymetrycznej cytokinezy

« transport do jadrowy i wewnatrzjgdrowy

u podstawy stereocyliow

organizacja cytoszkieletu aktynowego
podczas tworzenia barier
powstrzymujacych przeptyw elementow
cytoplazmatycznych do stereocyliow

selektywne kotwiczenie
komplekséw biatkowych

stabilizacja komplekséw biatkowych
uczestniczacych w adhezji komoérkowej
udziat w formowaniu

wypustek komoérkowych

organizacja cytoszkieletu aktynowego
w potagczeniach typu przylegania

.

organizacja cytoszkieletu aktynowego
podczas tworzenia barier towarzyszacych
specjalizacji komoérkowej

* organizacja i stabilizacja

kompleksu polimerazy Il
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MIOZYNA VI W JADRZE KOMORKOWYM

Jedng z najbardziej zagadkowych kwestii jest rola mio-
zyny VI w regulacji mechanizméw wewnatrzjadrowych [2].
W aktywnych transkrypcyjnie komdérkach ssakdéw potwier-
dzono istotny poziom miozyny VI, ktéra wspotwystepuje z
nowo powstatymi transkryptami mRNA oraz kompleksem
polimerazy Il RNA aktywnych genéw [19]. Zablokowanie
miozyny VI przy uzyciu swoistych przeciwcial powoduje
obnizenie poziomu ekspresji okreslonych genéw w warun-
kach in vivo. Inne badania dowodza, ze eksport miozyny
VI z cytoplazmy do jadra komdrkowego jest indukowany
uszkodzeniami DNA, ktore aktywuja zalezng od czynnika
transkrypcyjnego p53 strategie naprawy powstatych uszko-
dzen [43]. Autorzy ujawnili takze aktywacje ekspresji genu
miozyny VI po zwigzaniu biatka p53 w jego promotorze.
Miozyna VI jest réwniez obecna w jadrach komérkowych
wydzielniczych komoérek chromochtonnych rdzenia nad-
nercza szczura, w regionach pozbawionych chromatyny
[20]. Mozliwo$¢ zaangazowania systemu aktyna-miozy-
na w regulacje aktywnos$ci transkrypcji jest sugerowana
od dawna, dlatego udziat miozyny VI w tym procesie jest
uzasadniony. Na etapie inicjacji transkrypcji biatko to moze
by¢ zaangazowane w organizacje i stabilizacje kompleksu
polimerazy Il. Natomiast asocjacja miozyny VI z nowo po-
wstatymi transkryptami polimerazy I, jego lokalizacja w
obszarach poza chromatynowych oraz indukowany eksport
z terenu cytoplazmy do jagdra komdrkowego odzwierciedla
udziat miozyny VI w transporcie wewnatrzjgdrowym oraz
translokacji specyficznych czasteczek do jadra komorkowe-
go [20,43],

PODSUMOWANIE

W ciggu ostatnich 18 lat, a wiec od czasu odkrycia miozy-
ny VI u Drosophila, ukazato sie wiele prac opisujgcych budo-
we i whasciwosci kinetyczne tego biatka oraz ujawniajacych
jego obecno$¢ w nowych, nieznanych dotad miejscach loka-
lizacji w komorkach réznych organizmoéw. Mnogos¢ funkcji
proponowanych dla miozyny VI i zachowana w toku ewo-
lucji jej molekularna struktura $wiadcza o fundamentalnym
znaczeniu biologicznym tego biatka. W oparciu o uzyskane
wyniki badan, nie zawsze jednoznaczne, skonstruowano
wiele hipotez opisujagcych prawdopodobne mechanizmy
dziatania miozyny VI, ktore z pewnos$cig wymagajg dalszej
weryfikacji (Tab. 2). Podstawowym problemem jest trud-
no$¢ w identyfikacji specyficznych partneréw, z ktérymi
biatko to oddziatuje w réznych typach komdrek. Kwestig
sporng jest réwniez forma, w jakiej miozyna VI funkcjonuje
w warunkach in vivo, do tej pory nie ustalono, czy jest ona
procesywnym dimerem czy monomerem. Prawdopodob-
nie, w zaleznos$ci od rodzaju partnera wigzanego w okreslo-
nym typie komorki lub przedziale komérkowym, to wyjat-
kowe biatko dziata w obu formach petnigc unikalne funkcje,
jako transporter tadunku lub biatko kotwiczace.
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Myosin VI: the unique motor protein of the actin cytoskeleton
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ABSTRACT

Myosins are actin-based motor proteins that use energy derived from ATP hydrolysis to generate force and move along actin filaments. Myo-
sin V1 is aunique motor protein because it moves towards the "minus’ end of actin filament, which is the opposite direction to all of the other
myosins studied so far, and therefore is thought to have unique properties and cellular functions. Localization and functional studies indicate
that myosin VI plays a role in avariety of different intracellular processes, such as endocytosis and secretion as well as cell division, differ-
entiation, and cell migration. These various functions of myosin VI are mediated by interaction with a range of different binding partners.
In this review, we describe the structure, kinetic properties and functions proposed for myosin VI, and present current hypotheses on the
mechanisms of functioning of this unique protein in vivo.
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STRESZCZENIE

Kurkumina jest naturalnym zwigzkiem otrzymywanym z kigczy ostryzu dtugiego. Jest
ona aktywnym sktadnikiem kurkumy stosowanej od tysigcleci w medycynie tradycyj-
nej. Wspotczesna, bardzo bogata literatura naukowa opisuje przeciwnowotworowe, antyok-
sydacyjne i przeciwzapalne dziatanie kurkuminy. Na wielu modelach zwierzecych wyka-
zano, ze kurkumina moze by¢ potencjalnym lekiem nie tylko przeciwnowotworowym, ale
takze stosowanym w przypadku wielu innych choréb, w etiologii ktérych odgrywajg role re-
aktywne formy tlenu oraz chroniczny tagodny stan zapalny. Kurkumina réwniez chroni na-
rzady przed uszkodzeniami indukowanymi toksynami. Na poziomie komdérkowym hamuje
ona proliferacje oraz indukuje apoptoze, jednakze komorki prawidtowe sg mniej podatne
na dziatanie kurkuminy niz komorki nowotworowe. Znanych jest juz wiele molekularnych
mechanizméw dziatania kurkuminy. Wydaje sie, ze obserwowane efekty komérkowe naj-
lepiej mozna opisa¢ dziataniem kurkuminy na stres komorkowy oraz hamowanie aktyw-
nosci czynnika transkrypcyjnego NF-kB. Kurkumina, mimo swojej niskiej biodostepnosci
wywiera dobroczynne dzialanie na organizm. Postuluje sie, ze jest to mozliwe dzieki jej
hormetycznym wiasciwosciom.

WPROWADZENIE

Kurkumina od tysiecy lat stosowana
w medycynie naturalnej, dzisiaj przy-
cigga uwage wielu badaczy i klinicy-
stéw jako tak zwany nutraceutyk oraz
zwigzek, ktéry sam w sobie lub w po-
staci pochodnych moze by¢ w przyszto-
$ci stosowany w klinice, jako lek, lub
preparat wspomagajacy leczenie choro-
by nowotworowej i choroby Alzheime-
ra [1].

Kurkumina jest zwigzkiem ro$lin-
nym znajdujacym sie w ekstrakcie z kia-
czy ostryzu dtugiego (Curcuma longa),
stosowanym jako przyprawa znana pod
nazwg turmenc (ang.) lub kurkuma. Jest
tez z6ktym sktadnikiem indyjskiej przy-
prawy curry. Stosowana jest powszech-
nie jako bezpieczny zwigzek (E100) na-
dajacy kolor wielu produktom spozyw-
czym, takim jak margaryna, musztarda,
makarony, czy napoje bezalkoholowe

[2] (Ryc. 1).

Ostryz dtugi

Termin nutraceutyk (ang. nutraceu-
tical) znany jest od do$¢ dawna, gdyz
zostat wprowadzony w 1989 roku przez
lekarza Stephena DeFelice. Oznacza on
substancje, ktéra stanowi pokarm lub
sktadnik pokarmu, przynoszacg korzy-
§ci prozdrowotne zaréwno zapobiega-
jac chorobie jak i wykazujac zdolnoSci

K#gcza i kurkuma

HyCO OCH,
Rycina 1. Ostryz dhugi (http:// faculty.ksu.edu.
o0 sa/70917/Pictures% 20Library/Forms/Disp-
HO OH Form.aspx?ID=25), kiacze, z ktoérego ekstra-
huje  sie  kurkume (http://natureasmedicine.
kurkumina wordpress.com/ 2009/04/13/ are-turmeric-capsules-

any-good-find-out-now) oraz wzér kurkuminy.
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lecznicze [2], W tym znaczeniu, kurkumina, podobnie jak i
inne polifenole, ktdre znajduja sie w sktadnikach diety, jak
na przyktad czarnej i zielonej herbacie, czerwonym winie,
orzeszkach ziemnych, czy tez czekoladzie, ma pozytywny
wptyw na nasz organizm. Jednakze jest jednym z niewielu
naturalnych sktadnikow diety, ktory ma tak dtuga i bogata
tradycje w medycynie naturalnej oraz tak bogata wspotcze-
sng literature naukowga. Zwtaszcza ostatnio ukazato sig bar-
dzo wiele prac zaréwno oryginalnych jak i przegladowych,
poswieconych molekularnym, komérkowym i fizjologicz-
nym mechanizmom dziatania kurkuminy [3-9]. Jest tez jed-
na praca przegladowa w jezyku polskim [10].

KURKUMINA W MEDYCYNIE NATURALNEJ

Poczatek historii kurkumy siega kilku tysiecy lat do sa-
mych poczatkow medycyny Ayurveda, oznaczajacej nauke
dtugiego zycia [11], a dzisiaj zaliczanej do tak zwanej Com-
plementary and Alternative Medicine (CAM). Kurkuma byta
uzywana na subkontynencie indyjskim nie tylko jako sktad-
nik diety, ale rowniez jako $rodek leczniczy nie wywotujacy
zadnych szkodliwych efektéw ubocznych.

W tradycyjnej hinduskiej i chifnskiej medycynie stoso-
wano ja jako $rodek przeciw nadmiernemu apetytowi, w
leczeniu zéttaczki i innych schorzen watroby oraz uktadu
trawiennego. Kurkuma byta stosowana w leczeniu kolki,
bélu zebdw i klatki piersiowej oraz b6lu menstruacyjnego.
Stosowano ja takze jako srodek wspomagajacy gojenie ran i
leczenie przebarwien skornych [11], Wspdiczesna medycy-
na naturalna Wschodu zna kurkumine, ktora jest najaktyw-
niejszym sktadnikiem kurkumy, jako srodek antyseptyczny,
przeciwzapalny, antyoksydacyjny oraz przeciwnowotwo-
rowy. Kurkumina stosowana jest w leczeniu infekcji oczu,
oparzen, ugryzien, tradziku i innych schorzen skoéry. Jest
rowniez skuteczna w przypadku wielu schorzen uktadu
pokarmowego takich jak: biegunka, niestrawnos$¢, nadkwa-
sota, wzdecia i wrzody. Stosuje sie ja

reumatoidalne zapalenie stawow, przewlekte zapalenie je-
lit, choroby infekcyjne ptuc, alergia, astma, choroby auto-
immunologiczne, AIDS, tuszczyca i prawdopodobnie wiele
innych. Co zatem wiadomo na temat aktywnosci biologicz-
nej kurkuminy, ktéra uzasadniataby takie wszechstronne i
dobroczynne dziatanie tego zwigzku? W nastepnych roz-
dziatach zostang przedstawione najwazniejsze wyniki ba-
dan podstawowych oraz przedklinicznych $wiadczace o
plejotropowym dziataniu tego zwigzku (Ryc. 2).

KURKUMINA JAKO ZWIAZEK
ANTYOKSYDACYJNY | PRZECIWZAPALNY

Reaktywne formy tlenu (RFT) jak réwniez reaktywne for-
my azotu (RFA), stanowigce produkty normalnego metabo-
lizmu komérki, moga by¢ zar6wno pozyteczne jak i szko-
dliwe. W niskich stezeniach petnig one role sygnalizacyjna
w komorce, w tym indukujg efekt mitogenny oraz biorg
udziat w ochronie przed szkodliwymi czynnikami (patoge-
nami). Szkodliwe dziatanie RFT/RFA objawia sie stresem
komérkowym, ktory wystepuje w wyniku podwyzszone-
go ich poziomu lub niewystarczajagcej enzymatycznej lub/i
nieenzymatycznej obrony antyoksydacyjnej. Nadmiar RFT
moze uszkodzi¢ lipidy, cukry, biatka i DNA. Dlatego uwa-
Za sie, ze stres oksydacyjny ma fundamentalne znaczenie
w etiologii wielu choréb, jak rGwniez w procesie starzenia.
Giownym zrodiem komoérkowych RFT sg mitochondria,
ktére produkuja jeden z wazniejszych wolnych rodnikéw,
mianowicie anionorodnik ponadtlenkowy. Tlenek azotu
(NO*) natomiast produkowany jest przez syntazy tlenku
azotu (NOS) w procesie przeksztatcania argininy do cytru-
liny. Petni on wiele funkcji fizjologicznych takich jak: udziat
w neurotransmisji, prawidtowym funkcjonowaniu uktadu
odporno$ciowego, rozszerzaniu naczyh oraz wewnatrz-
komoérkowej sygnalizacji. RFA mogg bezpos$rednio uszka-
dza¢ DNA lub tez wptywaé na uposledzenie jego naprawy,
poprzez zmiane funkcji biatek w nig zaangazowanych. W

jako Srodek antydepresyjny itagodzacy
halucynacje spowodowane haszyszem i
lekami psychotropowymi [12].

Swiat Zachodu zawdziecza kurkume

handlarzom arabskim, ktérzy zaczeli ja Y 810

antyproliferacyjne

rozprowadzaé w Europie w XV wieku. AKT g
Jednakze dopiero panowanie Brytyjczy- JAKISTAT
kéw w Indiach upowszechnito zastoso- .
wanie kurkumy jako sktadnika mieszan- sy
ki zi6t zwanych pod nazwa curry [11], NFKB neurodegeneracyjne
(choroba Alzheimera) e
BIOLOGICZNA AKTYWNOSC 5.._ox'| pnec-wrloyoMrow. §
, (profil. i terapia) s
KURKUMINY JAKO SRODKA JJ Ehomey -
COX-2 autoimmunologiczne
PREWENCYJNEGO | LECZNICZEGO
BCl2, BCIXL mdp- proapoptotyczne choroby ukladu krazenia

Nasza wspdiczesna wiedza daje pod-
stawy, aby sadzi¢, iz kurkumina moze
by¢ stosowana jako $rodek nie tylko za-

. . . . katalazy
pobiegajacy, ale takze leczniczy w przy-

cukrzyca typu Il

padku wielu choréb cywilizacyjnych Wnad"enkowe_]

takich jak: choroby neurodegeneracyjne,
w tym choroba Alzheimera, choroby

p53 }/’ /
| antyoksydacyrj;; ’

wiasciwosci potencjatl terapeutyczny

uktadu krgzenia, cukrzyca, nowotwory, Rycina 2. Wybrane molekularne i komérkowe cele kurkuminy oraz jej dobroczynne dziatanie na organizm.
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sktad obrony antyoksydacyjnej wchodzg enzymy takie jak:
dysmutaza ponadtlenkowa, peroksydaza glutationowa
oraz katalaza. Nieenzymatyczne antyoksydanty to kwas
askorbinowy, a-tokoferol, glutation, karotenoidy, flawo-
noidy i inne. Rdwnowaga RTF/RFA jest bardzo wazna w
utrzymaniu homeostazy catego organizmu [13,14], Wyniki
wielu badan wskazujg na fakt, ze kurkumina moze mie¢ w
tym zasadniczy udziat.

Kurkumina wykazuje silne antyoksydacyjne wasciwosci
porownywalne do witaminy C i E. Wykazano, ze jest ona
zmiataczem RFT/RFA, w tym rodnika ponadtlenkowego i
hydroksylowego oraz dwutlenku azotu, hamuje peroksyda-
cje lipidéw w réznych modelach zwierzecych oraz oksyda-
cyjne uszkodzenia tkanek. Wykazano protekcyjne dziatanie
kurkuminy przeciw uszkodzeniom miesnia sercowego,
zwigzane z hamowaniem powstawania RFT [15]. Kurku-
mina aktywuje rdwniez enzymatyczng obrone antyoksyda-
cyjng poprzez aktywacje gendw takich enzyméw jak: dys-
mutaza ponadtlenkowa, katalaza i peroksydaza glutationu
oraz s-transferaza glutationowa [16]. Wykazano réwniez,
ze kurkumina podnosi poziom glutationu zaréwno w ko-
morkach prawidtowych [17] jak i nowotworowych [18]. Ha-
muje ona réwniez aktywno$¢ NOS w mysich makrofagach,
jak rowniez synteze NOS w watrobie myszy w badaniach
in vivo. Kurkumina indukuje tez ekspresje genu oksygena-
zy hemowej (HO-1) w réznych komdrkach [19]. HO-1 jest
enzymem, ktéry nie tylko rozktada hem do tlenku wegla,
zelaza ibiliwerdyny, ale ma rowniez bardzo duze znaczenie
w odpowiedzi komoérki na stres oksydacyjny [20].

Odpowiedz komdrki na stres oksydacyjny jest silnie
powigzana z indukcjg stanu zapalnego. Reaktywne formy
tlenu posredniczag w metabolizmie prostaglandyn oraz pro-
dukcji cytokin prozapalnych. Kurkumina wykazuje aktyw-
no$¢ przeciwzapalng poprzez oddzialywanie z wieloma
$ciezkami sygnalizacyjnymi zaangazowanymi w powsta-
wanie stanu zapalnego. Przede wszystkim hamuje aktywa-
cje czynnika transkrypcyjnego NF-kB, regulujgcego ekspre-
sje genow, ktorych produktami sg cytokiny prozapalne. Ob-
niza rowniez synteze TNF-a, ktéry jest gtdwnym indukto-
rem NF-kB. Kurkumina hamuje wydzielanie wielu cytokin
prozapalnych takich jak IL-1, IL-6, IL-8 oraz chemokin. Poza
tym obniza synteze cyklooksygenazy COX-2, kluczowego
enzymu zaangazowanego w produkcje prostaglandyn,
ktéry ulega indukcji w miejscach stanu zapalnego. Hamuje
synteze rowniez innego prozapalnego enzymu — lipook-
sygenazy (5-LOX). Z powodzeniem moze by¢ zaliczona do
niesterydowych lekow przeciwzapalnych - NSAID (ang.
non-steroidal anti-inflammatory drug) [11,21,22].

KURKUMINA JAKO POTENCJALNY LEK
CHOROB ZWIAZANYCH ZE STRESEM
OKSYDACYJNYM | STANEM ZAPALNYM

Badania ostatnich lat wskazujg na udziat stresu oksyda-
cyjnego i stanu zapalnego w etiologii wielu choréb. Nale-
za do nich choroby neurodegeneracyjne, choroby uktadu
krazenia, cukrzyca, reumatoidalne zapalenie stawdéw, no-
wotwory i inne. Nie dziwi wiec fakt, ze kurkumina moze
zapobhiega¢ i hamowac rozwo6j tych chordb poprzez blokade
stresu oksydacyjnego i stanu zapalnego. Ponizej przedsta-
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wimy wybrane dane $wiadczace o korzystnym wptywie
kurkuminy na poprawe parametréw charakteryzujacych
niektére z wyzej wymienionych choréb.

Choroba Alzheimera (AD, ang. Alzheimer disease) jest
postepujacg chorobg neurodegeneracyjng powodujaca za-
burzenia poznawcze i behawioralne. Jest ona gtéwng przy-
czyng demencji w krajach wysoko rozwinietych. Autopsja
mozgu pacjentéw z chorobg Alzheimera wykazuje obec-
no$¢ wewnatrzkomdrkowych wiékien fibrylarnych oraz ze-
wnatrzkomorkowych ztogéw p-amyloidéow (A(3) zwanych
plytkami starczymi. Sg one wykrywane po$miertnie w hi-
pokampie, nowej korze iinnych subkorowych strukturach.
W etiologii choroby Alzheimera odgrywaja role zaréw-
no czynniki genetyczne jak i Srodowiskowe. Istnieje coraz
wiecej dowodoéw na to, ze w rozwoju choroby Alzheimera
bardzo duzg role odgrywa stres oksydacyjny, i to zaréwno
w mdzgu jak i w tkankach peryferyjnych. Produkty oksyda-
cyjnej modyfikacji kwaséw nukleinowych, biatek, lipidow
oraz produkty glikooksydacji, ktore sa znanymi markerami
stresu oksydacyjnego, znajdowano posmiertnie w mézgach
ludzi chorych, jak rowniez w ptynie mézgowo-rdzeniowym,
osoczu, surowicy i moczu ludzi cierpigcych na te chorobe
[23]. Coraz wiecej danych $wiadczy o tym, ze réwniez stan
zapalny, zaré6wno w mdzgu, jak tkankach peryferyjnych,
moze by¢ zwigzany z patologig choroby Alzheimera [24],
Obecnie opublikowanych jestjuz kilkadziesiat prac, ktérych
wyniki, uzyskane na zwierzecych modelach choroby Alzhe-
imera, wskazujg na to, ze kurkumina zmniejsza zaburzenia
poznawcze, obniza stres oksydacyjny, hamuje stan zapalny
w mozgu oraz zmniejsza akumulacje beta-amyloidu, bar-
dzo czesto poprzez niszczenie juz istniejgcych ztogow [3].
Opublikowano juz wyniki pierwszych badan klinicznych
0s0b dotknietych tym schorzeniem, chociaz ze wzgledu na
niewielka grupe os6b badanych na razie trudno jest jedno-
znacznie stwierdzi¢, czy kurkumina ma wptyw na hamo-
wanie postepéw tej choroby u ludzi.

Dysfunkcja uktadu krazenia (arterioskleroza) nalezy
do typowych schorzen wieku podesztego i zwigzana jest
z gromadzeniem sie uszkodzen spowodowanych stresem
oksydacyjnym oraz stanem zapalnym $rédbtonka naczyn
krwionos$nych. Zmiany zapalne zwigzane sg ze zwiekszong
produkcja czastek adhezyjnych, zmienionym wydzielaniem
cytokin prozapalnych, odktadaniem sie LDL, Zeby wymie-
ni¢ tylko niektére. Sadzi sig, ze w procesie tym kluczowa
role moze odgrywaé podwyzszona aktywno$¢ czynnika
transkrypcyjnego NF-kB [25]. Co ciekawe, uwaza sie, ze
rozwojowi arteriosklerozy towarzyszy stale podwyzszona
aktywnos$¢ oksygenazy hemowej, HO-1 [20]. Jak wiadomo,
kurkumina jest inhibitorem NF-kB oraz aktywuje ekspre-
sje genu kodujgcego oksygenaze hemowg. Podwyzszenie
poziomu tego enzymu przez kurkumine tlumaczy sie jako
efekt obronny komorek polegajacy na adaptacyjnej aktywa-
cji na stres [6], Prac dotyczacych dobroczynnego wptywu
kurkuminy na hamowanie zwyrodnienia naczyn krwio-
nosnych jest znacznie wiecej. Zostaly one zebrane w pracy
przegladowej [3].

Cukrzyca, to choroba, ktéra moze prowadzié¢ do $lepoty,

uszkodzenia nerek, zaburzen zaréwno naczyniowych jak
i kardiologicznych, choroby dzigset [26]. Cukrzyca zaréw-
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no typu I jak i Il jest powigzana bezposrednio
z funkcjg uktadu odpornosSciowego. Za zanik
wysepek (3-Langerhansa (typ 1) moga by¢ od-
powiedzialne zaréwno limfocyty T jak i ko-
morki odpowiedzi wrodzonej. Cukrzyca typu
Il charakteryzuje sie natomiast insulinoopor-
noscig i towarzyszy jej podwyzszony poziom
cytokin prozapalnych takich jak: TNF-a, IL-ip,
11-6 oraz innych [26]. Wptyw kurkuminy na ob-
jawy cukrzycy studiowano gtéwnie na modelu

( transiorrnaqa \
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indukowanej choroby u szczurow. Wykazano, Rycina 3. Wptyw kurkuminy na hamowanie powstawania i rozwoju nowotworu.

ze kurkumina zmniejsza hiperglikemie, popra-

wia parametry lipidowe, podnosi poziom insu-

liny, obniza poziom NF-kBoraz wydzielanie TNF-a itlenku
azotu, redukujac generalnie stres oksydacyjny [3,27],

Reumatoidalne zapalenie stawdéw nalezy do chorob auto-
immotogicznych. Charakteryzuje sie chronicznym stanem
zapalnym i, podobnie jak w chorobach uktadu krazenia,
zwiekszong produkcjg cytokin prozapalnych takich jak: IL-
1, IL-6, TNF-a. Cytokiny te sg produkowane gtdwnie w oko-
licach stawéw, gdzie gromadza sie aktywowane makrofagi
i komérki dendrytyczne [28,29], Reumatoidalne zapalenie
stawow zwigzane jest takze z podwyzszonym poziomem
zewnatrzkomérkowych metaloproteinaz (MMP). W de-
strukcji chrzastki ma szczegdlne znaczenie MMP-13, ktéra
jest produkowana przez chondrocyty i komdrki synowial-
ne. Tak wiec, wydaje sie, ze kurkumina moze hamowac roz-
waoj tego schorzenia poprzez blokowanie MMP oraz $ciezki
zwigzanej z NF-kB [28].

Nalezy w tym miejscu wspomnieé¢ réwniez o chorobie
nowotworowej, chociaz poswiecono jej caty nastepny roz-
dziat. Znamy wiele dowod6w na to, ze stan zapalny i no-
wotwor sg ze sobg powigzane w dwojaki sposéb. Aktywa-
cja onkogendéw powoduje produkcje cytokin prozapalnych
w transformowanych komdrkach (Sciezka wewnetrzna) a
chroniczny stan zapalny indukuje transformacje nowotwo-
rowga (Sciezka zewnetrzna), na co sg juz bogate dowody epi-
demiologiczne. Obydwie $ciezki (wewnetrzna i zewnetrz-
na) aktywuja miedzy innymi NF-kB oraz STAT3, ktdre z
kolei indukujg synteze cytokin, chemokin, prostaglandyn
oraz COX-2 [30], Kurkumina moze wiec dziata¢ przeciw-
nowotworowo miedzy innymi poprzez hamowanie stanu
zapalnego.

KURKUMINA JAKO ZWIAZEK CHEMOPREWENCYJNY
I PRZECIWNOWOTWOROWY

Kancerogeneza, czyli powstawanie nowotworu, najogol-
niej rzecz ujmujac polega na genetycznych zmianach w
komaérce spowodowanych mutacjami, niestabilnoscig chro-
mosomowg, aktywacjag onkogendéw i inaktywacjag gendw
supresoréw nowotworu, ktére to zmiany przektadajg sie na
fenotyp komérki nowotworowej. Komoérki nowotworowe
charakteryzuja sie nieograniczonymi podziatami, unieza-
leznieniem od czynnikéw wzrostu, zmniejszong podatno-
§cig na apoptoze oraz zdolnos$cia do tworzenia przerzutow
[31]. W zwierzecych modelach rozwoj choroby nowotwo-
rowej przyjeto dzieli¢ na fazy inicjacji, promocji i progresji
[2], Termin chemoprewencja lub chemoprofilaktyka, czyli
zapobieganie chorobie, w tym przypadku nowotworowej,
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nie jest rownoznaczny z chemioterapia, czyli leczeniem no-
wotworu przy pomocy zwigzkéw chemicznych. Jednakze
termin chemoprewencja uzywany jest czesto w przypadku
zapobiegania chorobie nowotworowej na réznych etapach
jej rozwoju, ale w zasadzie zanim nastgpig przerzuty. Na-
tomiast przeciwnowotworowe dziatanie zwigzku odnosi
sie do jego cytostatycznego efektu na komorki nowotworo-
we. W tym rozumieniu kurkumina ma dziatanie zaréwno
chemoprewencyjne (antykancerogenne) jak i przeciwnowo-
tworowe (cytostatyczne, proapoptotyczne) [32,33]. Uprosz-
czony schemat przeciwdziatania kurkuminy na rézne etapy
rozwoju nowotworu przedstawia rycina 3.

Chemoprewencyjne dziatanie kurkuminy wykazano w
przypadku wielu typow nowotworéw zwierzecych indu-
kowanych kancerogenami. | tak, kurkumina aplikowana
na skore lub podawana w diecie znaczaco redukowata po-
wstawanie guzéw skory myszy i szczuréw na skutek dzia-
tania kancerogen6éw. Podobnie, obecna w diecie kurkumina
hamowata kancerogeneze w watrobie myszy i szczuréw.
Najwiecej badan poswiecono ochronnemu dziataniu kurku-
miny w stosunku do nowotworéw uktadu pokarmowego,
wykazujgc jej skuteczno$¢ w przypadku raka okreznicy mu-
tantdéw mysich szczegdlnie podatnych na ten typ nowotwo-
ru oraz zwierzecych nowotworow przetyku i zotgdka. Kur-
kumina okazata sie by¢ skutecznym zwigzkiem prewencyj-
nym réwniez w przypadku guzow ptuc i piersi [10,32,33].

Przeciwnowotworowe dziatanie kurkuminy przejawia
sie poprzez zahamowanie proliferacji i indukcje $mierci
komdrkowej, co wykazano przede wszystkim w badaniach
in vitro. In vivo kurkumina zapobiega przerzutom [32] i ha-
muje angiogeneze [34], Smierci komérkowej indukowanej
przez kurkumine zostanie poSwiecony nastepny rozdziat.
W tym miejscu zostanie krotko przedstawiony problem
hamowania przez kurkumine metastazy i zwigzanej z nig
angiogenezy. Metastaza to proces, w ktorym komorki no-
wotworowe wedrujg poprzez uktad krwiono$ny z tkanki, w
ktérej powstaty do innych, nieraz bardzo odlegtych narzg-
dow i tam sie zasiedlaja, czyli tworzg przerzuty. W swojej
wedréwce komdrki nowotworowe muszg pokonaé wiele
barier, w tym btone podstawna zbudowang gtéwnie z ko-
lagenu IV. W pokonaniu tej bariery pomagajg im metalo-
proteinazy (MMP), z ktérych dwie MMP-2 i MMP-9 degra-
duja kolagen IV. Wykazano, ze kurkumina jest inhibitorem
tych metaloproteinaz wydzielanych przez komérki nowo-
tworowe. Komorki raka prostaty przeszczepione myszom,
wykazywaty znaczace zahamowanie wzrostu oraz spadek
aktywnosci MMP-2 i MMP-9 pod wptywem kurkuminy.
Podobnie u myszy, ktorym przeszczepiono komdérki raka
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piersi cztowieka, kurkumina hamowata przerzuty do ptuc
i synteze MMP-9, COX-2, NF-kB oraz naczyniowego czyn-
nika wzrostu $rodbtonka, VEGF [35]. VEGF jest typowym
czynnikiem stymulujgcym angiogeneze, ktdra jest niezbed-
na do wzrostu guza i obnizenie jego ekspresji pod wptywem
kurkuminy obserwowane byto rdwniez przez innych [34].

Wyniki badan przedklinicznych oraz podstawowych,
obrazujagcych molekularny mechanizm przeciwnowotwo-
rowego dziatania kurkuminy, sa na tyle obiecujace, ze roz-
poczeto juz badania kliniczne ludzi chorych na nowotwory
okreznicy, prostaty oraz czerniaka.

WPLYW KURKUMINY NA SMIERC | PODZIALY
KOMOREK NOWOTWOROWYCH

Badania in vivo prowadzone na gryzoniach ujawnity
skutecznos$¢ kurkuminy w redukcji indukowanych guzow,
wskazujac tym samym, ze moze ona indukowa¢ $mier¢ ko-
morek nowotworowych. Wyniki uzyskane na komérkach
réznych linii nowotworowych wskazujg na wysokg cyto-
toksyczno$¢ kurkuminy stosowanej w stezeniach od kilku
do kilkunastu (iM [36], Zasadniczo rozrdznia sie trzy rodza-
je Smierci komérkowej. Jest to nekroza, apoptoza i autofagia
[37], Chociaz jeszcze do niedawna uwazano, ze nekroza jest
Smiercig przypadkowg, prowadzacg do beztadnej destruk-
cji komorki, a apoptoza stanowi tzw. $mieré programowa-
ng. Dzisiaj tak ostre rozréznienie nie ma juz uzasadnienia,
gdyz bardzo czesto nekroza moze konczy¢ sie apoptoza lub
apoptoza moze zachodzi¢ bez udziatu kaspaz dajac pozorne
symptomy nekrozy. Natomiast autofagia, zwana czasem Il
typem $mierci (I typ to apoptoza) okazuje sie by¢ procesem
prowadzacym do przetrwania komoérek. Apoptoza to pro-
ces zwany self-killing (ang.), gdyz komdrka uruchamiajgc
Sciezke apoptozy ulega nieodwracalnemu samounicestwie-
niu a powstajace ciatka apoptotyczne ulegaja fagocytozie
przez makrofagi lub komorki sasiadujgce. Natomiast auto-
fagia zwana jest self-eating (ang.), gdyz komoérka w warun-
kach stresu degraduje czasteczki lub cate organella. Proces
ten moze zakonczy¢ sie $miercig, ale coraz czesciej uwaza
sig, ze jest to sposdb na przezycie, podobnie jak starzenie ko-
morkowe (ang. senescence). Jak dotychczas brak jest danych
o indukcji starzenia komorkowego przez kurkumine i tylko
dwie prace dotyczace indukcji przez ten zwigzek autofagii
komorek glejaka [38,39]. Nasze wstepne wyniki wskazuja,
ze kurkumina moze indukowa¢ w komorkach raka okrez-
nicy HCT116 zar6wno starzenie komérkowe jak i autofagie
(Mosieniak i wsp., dane niepublikowane). Natomiast sg juz
dziesigtki prac traktujgcych o indukcji apoptozy przez kur-
kumine. Nasze witasne badania wykazaty indukcje przez
kurkumine katastrofy mitotycznej, czyli $mierci komarki w
fazie mitozy, spowodowanej nieprawidtowosciami w funk-
cjonowaniu wrzeciona mitotycznego. Komdrki umierajgce
w tej fazie cyklu zwykle uruchamiajg egzekutorowg faze
apoptozy, mozna wiec ten rodzaj Smierci komdrkowej trak-
towac jak apoptoze [40,41].

Wyrédznia sie dwa podstawowe szlaki apoptozy: szlak
zewnetrzny (ang. extrinsic) pobudzany za posrednictwem
receptorow $mierci, obecnych w btonie komérkowej, pro-
wadzacy do aktywacji kaspazy 8 oraz szlak wewnetrzny
(ang. intrinsic), ktéry mozna podzieli¢ na indukowany przez
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stres siateczki $rodplazmatycznej i zwigzany z aktywacjg
kaspazy 12 oraz klasyczny szlak wewnetrzny, zalezny od
mitochondriéw i aktywacji kaspazy 9 [42]. Wewnetrzna
droga apoptozy uruchamiana jest poprzez stres i uszko-
dzenia DNA. Wszystkie szlaki prowadzg do aktywacji ka-
spazy 3, gtéwnej kaspazy egzekutorowej apoptozy, i moga
ulega¢ wzajemnemu pobudzaniu i wzmacnianiu. Kluczo-
wym elementem sygnatowym Sciezki mitochondrialnej jest
uwolnienie cytochromu ¢ z mitochondriow do cytoplazmy
i utworzenie tzw. apoptosomu, kompleksu aktywujgcego
kaspaze 9. Kaspazy efektorowe (3,6,7) katalizujg degradacje
licznych biatek komoérkowych oraz aktywuja specyficzng
endonukleaze (DFF/CAD), prowadzacg do oligonukleoso-
mowej fragmentacji DNA. Uwolnienie cytochromu ¢ (oraz
innych biatek) z mitochondialnej przestrzeni miedzybtono-
wej jest regulowane przez biatka z rodziny Bcl-2. Rodzina
biatek Bcl-2 jest bardzo liczna i zawiera zaréwno biatka pro-
apoptotyczne jak i anty-apoptotyczne. Regulujg one nie tyl-
ko proces apoptozy, ale takze nekrozy i autofagii.

Bardzo wazng role w regulacji procesu apoptozy zarow-
no ,,zewnetrznej" jak i ,wewnetrznej" odgrywa biatko p53,
ktore bierze udziat w przekazywaniu sygnatu o uszkodze-
niach DNA. Biatko p53 peini role przetgcznika pomiedzy
zatrzymaniem cyklu komoérkowego i naprawga uszkodzen,
a uruchomieniem programu apoptozy, jesli uszkodzenia sg
zbyt rozlegte. W tym drugim przypadku p53 aktywuje biat-
ka z rodziny Bcl-2, ktore z kolei przekazujg sygnat do mi-
tochondriéw. Komérki nowotworowe to takie, ktore ,,wy-
mknety" sie starzeniu i Smierci komérkowej, gdyz zmiany
genetyczne, ktére w nich wystepujg zwiazane sg ze wzmoc-
nieniem $ciezek prozyciowych, z jednej strony, i z drugiej
strony ostabieniem $ciezek prowadzacych do $mierci ko-
morkowej [42]. Dlatego wiele komo6rek nowotworowych jest
opornych na radio- i chemioterapie. Zadziwiajacy jest fakt,
ze kurkumina jest w stanie wyidukowac¢ Smieré komérkowga
we wszystkich badanych komoérkach nowotworowych, nie
wytgczajgc w tym tych opornych na inne proapoptotyczne
czynniki. Mozna to wytlumaczy¢ tym, ze kurkumina, w
zaleznosci od typu komérek i zmian genetycznych w nich
wystepujacych, aktywuje rozne szlaki poprzez indukcje
ekspresji genéw biatek proapoptotycznych oraz hamowa-
nie ekspresji genéw biatek antyaptotycznych. Analiza mi-
kromacierzy wykazata zmiane ekspresji pod wptywem kur-
kuminy 104 z 214 badanych gendw zwigzanych z apoptoza
komorek raka piersi [43]. Kurkumina indukuje $mier¢ za-
réwno komorek zwierzecych jak i cztowieka, pochodzacych
z guzlw litych, biataczek i chtoniakéw. | tak, pod wptywem
kurkuminy wykazano $mieré komorek linii nowotworo-
wych okreznicy, watroby, ptuc, piersi, przysadki, jajnikow,
prostaty, pecherza, astrocytow, gleju i neuroblastomy, czer-
niaka i wielu innych [44], Nasze wtasne badania wykaza-
ty, ze kurkumina skutecznie indukowata $Smier¢ komorek
promielocytarnych HL-60 [45,46] oraz wywodzacych sie z
nich opornych na apoptoze komérek HCW-2 [40], komorek
cztowieka i myszy z ekspresja genu Ber/Abl [41] oraz limfo-
idalnych komérek Jurkat [18,47,48]. W$réd apoptotycznych
Sciezek indukowanych przez kurkumine mozna znalez¢
zarobwno zewnetrzng mitochondrialng i zalezng od stresu
siateczki $rédplazmatycznej, jak i wewnetrzng a takze za-
lezng od p53 i zwigzang z hamowaniem przez kurkumine
NF-kB. Co ciekawe, chociaz kurkumina jest zwigzkiem o
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wiasciwosciach antyoksydacyjnych, to jednak bardzo czesto
w indukcji apoptozy wykazuje wtasciwosci prooksydacyj-
ne. [49], Kurkumina moze indukowac réwniez nietypowga
apoptoze. Jest tez wiele danych moéwigcych o uwrazliwia-
niu przez kurkumine komdrek na radio- i chemioterapie
oraz o synergistycznym dziataniu z innymi zwigzkami.

Komdérki nowotworowe, w odr6znieniu od prawidfo-
wych, nie podlegajg limitowi podziatéw, tylko dzielg sie w
nieskofczono$¢ [31]. Kurkumina indukuje w nich nie tylko
Smier¢, ale takze zatrzymuje podziaty poprzez oddziaty-
wanie na punkty kontroli cyklu komérkowego. Wykazano
wielokrotnie, ze zmniejsza ekspresje genu cykliny DI. Cy-
klina DI wigze sie z kinazami (Cdk4/6) punktu kontroli
przejscia z fazy G1 do S cyklu komoérkowego (tak zwany
punkt restrykcyjny), powodujac fosforylacje biatka Rb, kté-
re hyperfosforylowane uwalnia czynnik transkrypcyjny
E2F1, aktywujacy geny niezbedne do syntezy DNA. Tak
wiec, kurkumina posrednio, poprzez obnizenie ekspresji
genu cykliny DI oraz podwyzszenie ekspresji genow inhi-
bitoréw zaleznych od cyklin kinaz rodziny Kip, takich jak
p21 i p27, hamuje synteze DNA, podwyzsza ekspresje p53,
co w efekcie moze prowadzi¢ do apoptozy, albo zatrzyma-
nia komdérek w fazie G1 cyklu komdérkowego. Hamuje tez
proliferacje komérek i indukuje ich $mier¢ poprzez hamo-
wanie aktywnosci prozyciowego czynnika transkrypcyjne-
go NF-kB [50],

WPLYW KURKUMINY NA SMIERC |
PODZIALY KOMOREK PRAWIDLOWYCH

O ilejest bardzo duzo prac méwigcych o hamowaniu po-
dziatéw i indukcji $mierci komdrek nowotworowych, o tyle
mozna doliczy¢ sie zaledwie kilkunastu prac dotyczacych
hamowania proliferacji i indukcji $mierci przez kurkumine
komérek prawidtowych. Pierwsza praca jaka sie ukazata na
ten temat pochodzi z roku 1996 i méwi o tym, ze kurkumina
indukuje apoptoze w komdrkach nowotworowych i unie-
Smiertelnionych fibroblastach (NIH 3T3), ale nie w embrio-
nalnych fibroblastach szczura i prawidtowych fibroblastach
skéry cztowieka [51]. Réwniez w jednej z ostatnich prac wy-
kazano, ze kurkumina dopiero w stezeniu 40 gM indukuje
Smieré prawidtowych fibroblastéw cztowieka, podczas gdy
juz 10 gM stezenie daje taki sam efekt w komdrkach nowo-
tworu okreznicy HCT116 [52], Co prawda, trudno jest po-
rownywac prawidtowe fibroblasty, o ktérych wiadomo, ze
sg dosy¢ oporne na apoptoze, z komorkami nowotworowy-
mi pochodzenia $rédbtonkowego. W innej pracy wykazano,
ze kurkumina w sposéb zalezny od czasu i stezenia indu-
kuje apoptoze w unie$miertelnionych fibroblastach myszy,
podczas gdy prawidtowe nabtonkowe komorki ptuc czto-
wieka pozostawaty niewrazliwe na kurkumine stosowang
w tych samych stezeniach (do 30 gM) [53], Inni natomiast
wykazali, ze fibroblasty cztowieka izolowane z dzigset, sg
wrazliwe na kurkumine, ktdra hamuje ich proliferacje i in-
dukuje $Smier¢ komorkowa, ale w stezeniach wyzszych, bo
siegajacych 80 gM [54]. Ostatnio wykazano, ze kurkumina
skutecznie indukuje $mieré fibroblastow skory cztowieka
w stezeniu powyzej 25 gM [55], Kurkumina byta réwniez
skutecznym induktorem apoptozy fibroblastdw pochodza-
cych z maziéwki stawow o0s6b chorych na reumatoidalne
zapalenie stawéw, ale dopiero w stezeniu 50 gM i wyzszym
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[56], Kurkumina stosowana w podobnym stezeniu (50 gM)
skutecznie indukowata Smieré¢ komérkowg w limfoidalnych
komaérkach gryzoni oraz komérkach krwi obwodowej czto-
wieka zaréwno spoczynkowych jak i stymulowanych do
proliferacji [45,57], Natomiast w stezeniu 5-krotnie nizszym
kurkumina indukowata $mier¢ komérek nowotworowych
raka piersi (MCF-7), po uprzednim zatrzymaniu ich w fa-
zie G2/M cyklu komoérkowego. Stosowana w tym samym
stezeniu przejsciowo hamowata proliferacje prawidtowych
komaérek nabtonkowych zatrzymujac je w fazie GO/G1 bez
oznak Smierci komérkowej [58]. W podobnie niskim steze-
niu kurkumina hamowata proliferacje komérek srodbtonka
zyty pepowinowej cztowieka (tzw. HUVEC), jednakze bez
indukcji $mierci komdérkowej. Pojedyncze prace traktujg o
indukcji smierci komoérkowej przez kurkumine keratinocy-
téw, osteoklastow, komdérek miesni gtadkich naczyn, $rod-
btonka zyty pepowinowej oraz neurondéw kory szczura.

Wydaje sie, ze stabsza podatno$é komorek prawidto-
wych niz nowotworowych na indukcje apoptozy przez
kurkumine moze wynika¢ ze stosowania ré6znych stezen w
przypadku komorek prawidtowych i nowotworowych oraz
z nie zawsze typowego obrazu $mierci jaka ona indukuje.
WykazaliSmy na przykiad, ze w limfocytach T cztowieka
kurkumina indukuje apoptoze, ale bez typowej dla tego
rodzaju $mierci oligonukleosomowej degradacji DNA [57].
Aggarwal i wsp. uwazajg, ze komorki nowotworowe, w od-
réznieniu od wiekszosci komdrek prawidtowych, majg ak-
tywny czynnik transkrypcyjny NF-kB, ktdry jest gtdbwnym
celem kurkuminy [59], Nasze witasne badania prowadzone
na oocytach i zarodkach myszy, w ktorych to komérkach nie
dochodzi do aktywacji NF-kB, wykazaty, ze kurkumina in-
dukuje $mier¢ poprzez dziatanie na kinaze CDK1 iwrzecio-
no podziatowe, jednakze dopiero w dos¢ wysokim stezeniu,
30 pM iwyzszym [60]. Rycina 4 przedstawia przykiadowe
oocyty mysie kontrolne i traktowane 40 pM kurkuming. Po
traktowaniu kurkuming widoczne sg zaburzenia wrzeciona
podziatowego i nieprawidtowa segregacja chromosomoéw.
Obserwowane przez nas zaburzenia wrzeciona podziato-
wego dotycza zar6wno komaérek mejotycznych jak i mito-
tycznych [60]. Wydaje sie wiec, ze faktycznie kurkumina
moze indukowac¢ $mier¢ w komérkach prawidtowych, jed-
nakze uruchomienie $ciezek $mierci komorkowej wymaga
w tym przypadku znacznie wyzszych stezen kurkuminy.
Fakt ten potwierdza znaczenie kurkuminy jako potencjal-

Oocyt kontrolny Oocyt po traktowaniu

4gM kurkuming

Rycina 4. Efekt dziatania kurkuminy na wrzeciono podziatowe mysich oocytéw.
Kolor czerwony przedstawia DNA, a kolor zielony p tubuling wybarwione odpo-
wiednio barwnikiem DRAQS5 oraz przeciwciatem przeciwko p tubulinie sprzezo-
nym z fluorochromem FITC.
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nego leku przeciwnowotworowego bezpiecznego dla orga-
nizmu. Kurkumina hamuje réwniez proliferacje i aktywacje
limfocytéw T, B, NK i dendrocytoéw, co sprawia, ze jest ona
nie tylko czynnikiem przeciwzapalnym, ale takze wykazuje
wiasciwosci immunosupresyjne [61].

KURKUMINA A GOJENIE RAN | OCHRONA
PRZECIWKO USZKODZENIOM NARZADOW

Pomimo tego, ze kurkumina jest induktorem $mierci ko-
morek, to jednak, jako sktadnik diety, jest czynnikiem kar-
dio-, nefro- i hepatoprotekcyjnym. Moze réwniez stanowic
ochrone przeciw uszkodzeniom innych narzagdéw, w tym
ptuc, jader i przede wszystkim skéry.

Dobroczynne dziatanie kurkuminy w gojeniu sie ran
skérnych jest znane od bardzo dawna. Gojenie ran mozna
podzieli¢ na trzy etapy: (1) faza stanu zapalnego i tworzenia
sie wysieku oraz usuwania komérek uszkodzonych, czyli
oczyszczanie rany oraz krzepniecie krwi; (2) faza proliferacji
i ziarnowacenia tkanki; (3) faza réznicowania, dojrzewania,
tworzenia nabtonka i blizny [62], W skrocie mozna powie-
dzieé¢, ze w gojeniu sie ran mamy do czynienia, ze $miercia,
proliferacja, dojrzewaniem i migracjg komorek. Kurkumina
przyspiesza gojenie sie ran poprzez redukcje stresu oksyda-
cyjnego, indukcje migracji komarek, przyspieszanie ich pro-
liferacji, indukcje $mierci, podwyzszanie syntezy kolagenu,
indukcje angiogenezy [62]. Wydaje sie, ze dziatania kurku-
miny w regulacji tego skomplikowanego procesu fizjolo-
gicznego sg przeciwstawne (np. indukcja $mierci, prolifera-
cji), chociaz efekt koncowy jest pozytywny. Prawdopodob-
nie moga mie¢ tutaj znaczenie lokalne i czasowe réznice w
stezeniach kurkuminy oraz jej hormetyczne dziatanie (patrz
ostatni rozdziat). W poczatkowej fazie stosunkowo wysokie
stezenia kurkuminy mogg przy$piesza¢ Smier¢ uszkodzo-
nych komdérek poprzez wzmocnienie stresu oksydacyjnego,
a w poOzniejszych fazach nizsze stezenie (kurkumina jest
dos$¢ szybko metabolizowana) moze sprzyja¢ indukcji pro-
liferacji i protekcji przeciwko $mierci. Ostatnio wykazano,
ze kurkumina w stezeniu powyzej 25 gM indukuje $mier¢
fibroblastéw, natomiast w nizszym stezeniu (5 pM) zapo-
biega jej [63].

Ochrona uktadu sercowo-naczyniowego przez kurkumi-
ne manifestuje sie na wielu ptaszczyznach. Przede wszyst-
kim antyoksydacyjne i przeciwzapalne dziatanie kurku-
miny zapobiega arteriosklerozie, o czym wspominano juz
wczedniej. Duze znaczenie w tym dziataniu ochronnym
ma wptyw kurkuminy na poziom cholesterolu i peroksy-
dacje lipidéw', w tym utlenianie cholesterolu. Jak wiadomo
utleniony cholesterol powoduje uszkodzenie $cian naczyn
krwionos$nych i moze prowadzi¢ do ataku i zawatu serca.
Badania prowadzone na krolikach karmionych dietg wy-
sokocholesterolowg oraz kilkuset ochotnikach wykazaty,
ze kurkumina obniza poziom ,ztego" (LDL), podwyzsza
poziom ,dobrego” cholesterolu (HDL) oraz obniza poziom
trojglicerydéw [64]. Ponadto kurkumina zapobiega agrega-
cji ptytek krwi i obniza poziom fibrynogenu. Zapobiega tez
szkodliwym skutkom niedotlenienia —reperfuzji, co moze
mie¢ znaczenie w przypadku wylewow krwi [2,64],
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Antyoksydacyjne witasciwosci kurkuminy oraz jej po-
chodnych leza rowniez u podtoza ochrony nerek, zwilasz-
cza w przypadku uszkodzen powodowanych cukrzyca
oraz watroby w zatruciach szkodliwymi zwigzkami, w tym
alkoholowym [64], Kurkumina wykazuje rowniez ochronne
dziatanie w przypadku ptuc, gdy uszkodzenia indukowano
réznymi czynnikami [65].

Ostatnio ukazato sie kilka prac publikujgcych wyniki do-
tyczace ochronnego dziatania kurkuminy na jadra samcow
myszy i szczurow, w ktérych indukowano uszkodzenia, w
tym réwniez stresem oksydacyjnym, co potwierdzity nasze
wiasne badania [44].

BIODOSTEPNOSC | TOKSYCZNOSC KURKUMINY

Kurkumina jest zwigzkiem o masie czasteczkowej 368.38.
Po raz pierwszy wyizolowano jg w 1815 roku, a strukture
ustalono w 1910 roku. Jest ona dwuferulometanem (Ryc.
1) i stanowi okoto 77% w dostepnym preparatach wyste-
pujacych pod ogdlna nazwg kurkuminy, w sktad ktorych
wchodzg jeszcze dwa inne kurkuminoidy [11]. Jest zwigz-
kiem hydrofobowym iw zwigzku z tym dobrze rozpuszcza
sie w acetonie, etanolu i DMSO. Badania prowadzone na
zwierzetach oraz wolontariuszach wykazaty, ze kurkumi-
na posiada bardzo niska biodostepnos¢ i jest dos¢ szybko
metabolizowana. Badania prowadzone na szczurach wyka-
zaly, ze kurkumina podawana doustnie w bardzo wysokiej
dawce, bo Ig/kg wagi ciata, jest w 75% wydalana z katem i
tylko sladowe jej ilosci znaleziono w moczu. Ponad 60% wy-
dalanej z katem kurkuminy stanowity jej metabolity. Kie-
dy kurkumine wstrzykiwano dozylnie lub dootrzewnowo
gromadzita sie gtownie w woreczku zoétciowym w postaci
pochodnych glukuronidéw tetra- i heksa-kurkuminy. Za-
sadniczo kurkumina tworzy w jelicie i watrobie nieaktywne
biologicznie koniugaty glukuronidowe isiarczanowe, a tak-
ze ulega redukcji [66], Dane uzyskane podczas | fazy testow
klinicznych, generalnie potwierdzajg spostrzezenia dokona-
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ne na zwierzetach o niskiej biodostepnos$ci kurkuminy [2],

Najwyzsza ustna dawka jakg stosowano u ludzi (8 g/dobeg)
dawata najwyzsze stezenie w surowicy nie przekraczajgce 2
pM. Jednakze, zarébwno w badaniach na zwierzetach jak i na
wolontariuszach wykazano, ze aktywny skiadnik pieprzu
piperyna znaczgco podwyzsza biodostepnos$¢ kurkuminy i
u ludzi wskaznik jej biodostepnosci podawanej w ilosci 2 g
razem z 20 mg piperiny poprawit si¢ az 0 2000% [67].

Kurkumina jest naturalnym sktadnikiem diety, ale dawki
stosowane w klinice znacznie przekraczajg te stosowane w
diecie. Dlatego badania przedkliniczne i kliniczne | fazy, na-
stawione na sprawdzenie toksycznosci zwiazku, zaréwno
w przypadku kurkuminy jak i innych potencjalnych lekéw,
sgq niezbedne. Dotychczasowe ich wyniki wskazuja, ze kur-
kumina podawana przez kilka miesiecy w dziennej dawce
3,6 g lub nawet 8 g nie powodowata zadnych ubocznych
skutkéw. Szacuje sie, ze Hindusi spozywaja praktycznie
przez cate zycie okoto 2 g kurkumy dziennie, co stanowi
ekwiwalent mniej niz 100 mg kurkuminy [68].

Na pytanie jak przy tak niskiej biodostepnosci kurku-
miny moze ona wywotywac tyle dobroczynnych efektéw
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postaramy sie odpowiedzie¢ w ostatnim rozdziale. W tym
miejscu jednak nalezy nadmieni¢, ze prowadzi sie badania
w kierunku syntezy pochodnych kurkuminy, ktére przy
zachowaniu aktywnos$ci charakteryzowalyby sie znacznie
wyzszg biodostepnoscia, oraz znalezieniu jak najlepszego
sposobu dostarczania jej do tkanek docelowych. | tak wy-
kazano, ze zwigzek ten podawany w liposomach miat wyz-
szg aktywno$¢ jako inhibitor NF-kB, co przektadato sie na
wydajniejsze hamowanie wzrostu komaérek raka trzustki in
vitro i in vivo [69], Ponadto czynione sg proby syntezy fos-
folipidow potaczonych z kurkuming oraz nanoczasteczek
kurkuminy zwigkszajacych jej stabilno$¢ i biodostepnosé
[66].

CELE KOMORKOWE KURKUMINY

Kurkuming ma w komorce bardzo duzo celéw mole-
kularnych, ktérych identyfikacja wydaje sie postepowaé
bardzo szybko. Z niektérymi czagsteczkami kurkuming
wigze sie, a aktywnos¢ innych reguluje w sposdb posredni.
Wiekszos¢ z nich zostata zebrana przez Aggarwala i Sunga
[66]. Na rycinie 2 pokazano niektére z nich. Docelowe dla
kurkuminy czasteczki, z ktérymi nie wigze sie ona bezpo-
$rednio, moga by¢ aktywowane lub hamowane. Kurkumi-
na aktywuje wiele czynnikéw transkrypcyjnych (m.in. p53,
NrF2, ATF3, PPAR-y), ktore wptywajg na aktywnos$¢ gendw
docelowych. Wptywa na indukcje p21 przez p53 oraz ak-
tywacje genu oksygenazy hemowej (HO-1) przez NrF2 a
takze hamowanie ekspresji genu cykliny DI przez PPAR-y.
Z kolei inne czynniki transkrypcyjne sg hamowane przez
kurkumine. Do jednych z pierwszych zbadanych czastek
docelowych nalezy czynnik transkrypcyjny AP-1, ktdrego
obnizenie wigzania z DNA pod wptywem kurkuminy wy-
kazano w 1991 roku [70].

Grupa Aggarwala zidentyfikowata po raz pierwszy
czynnik transkrypcyjny NF-kB jako cel molekularny kur-
kuminy. Zgodnie z dzisiejsza wiedzg wydaje si¢, ze moze
on by¢ jednym z bardziej uniwersalnych celow kurkuminy
(poza czynnikiem transkrypcyjnym AP-1, ktdry jest zaan-
gazowany w regulacje genow odpowiedzi na stres oksyda-
cyjny) [59]. Wynika to z faktu, ze NF-kB ma dziatanie an-
tyapoptotyczne oraz peini funkcje w regulacji odpornosci
zaroéwno nabytej jak i wrodzonej. | tak, NF-kB aktywuje
wiele gendw, ktérych produkty biatkowe biorg udziat w
kontroli stanu zapalnego (enzymy COX-2 i 5-LOX, cytokiny
IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a; czastki adhezyjne: CXCR4), prolife-
racji (c-myc, cyklina DI, surwiwina), apoptozy (Bcl-2, Bcl-
xl, XIAP, IAP-1, IAP-2, cFlip, surwiwina) oraz angiogenezy
(MMP-2, MMP-9, ICAM-1, VCAM-1).

NF-kB stanowi rodzine sktadajaca sie z pieciu biatek: p65
(RelA), RelB, c-Rel, p50/pl05 i p52/pl00. Biatka te rezydu-
ja w cytoplazmie w postaci homo- lub heterodimerdéw i sg
zwigzane z biatkami z rodziny inhibitoréw IkB. Po stymu-
lacji komorki, na przyktad do podziatdw, inhibitory ule-
gaja fosforylacji, a nastepnie degradacji przez proteasom.
Uwolniony NF-kB ulega translokacji do jadra i zwigzaniu
z DNA [71], Aktywnos$¢ czynnika transkrypcyjnego NF-kB
moze by¢ rowniez regulowana poprzez acetylacje na roz-
nych poziomach [72]. Mianowicie, po pierwsze acetylacja
histonéw reguluje dostepno$¢ genéw regulowanych przez
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NF-kB, po drugie acetylacji ulega kinaza IKK fosforylujgca
inhibitor 1kB, i po trzecie acetylowane sg podjednostki p50 i
p65 NF-kB. Acetylacja biatek histonowych regulowana jest
przez deacetylazy (FIDAC) oraz acetylotransferazy (HAT).
Zasadniczo acetylacja reszty lizynowej histonéw powoduje
rozluznienie chromatyny i udostepnienie DNA czynnikom
transkrypcyjnym. W zwigzku z tym wiele koaktywatorow
transkrypcji ma funkcje transacetylaz odpowiedzialnych za
acetylacje histonéw.

Wydaje sie, ze kurkuming dziata gtéwnie poprzez hamo-
wanie aktywnosci kinazy IKK fosforylujacej inhibitorowg
jednostke kompleksu [73], Aczkolwiek wykazano réwniez,
ze kurkuming indukuje hypoacetylacje histonéw poprzez
hamowanie aktywnos$ci acetylotransferaz, w tym biatka
CBP/p300, ktore jest koaktywatorem transkrypcji [74], Nie-
wykluczone, ze kurkuming moze tez wptywaé na acetylacje
innych biatek, nie zwigzanych z regulacjg aktywnosci ge-
néw, takich jak na przyktad a-tubulina, ktéra podlega pro-
cesom acetylacji/ deacetylacji.

KURKUMINA A HOMEOSTAZA ORGANIZMU

Homeostaza jest to zdolno$¢ komorki lub catego orga-
nizmu do utrzymania wewnetrznej rownowagi poprzez
uruchomienie biochemicznych i fizjologicznych procesow.
Poniewaz, na kazdy organizm dzialajg rézne stresogenne
czynniki, zaktdcajace wewnetrzng rownowage, istnieje cig-
gta tendencja do jej przywracania [75]. Jednakze zdolnos¢
organizmu do utrzymania homeostazy jest ograniczona. Po
pierwsze, wszystkie organizmy rozmnazajace sie piciowo
starzeja sie, czyli charakteryzujg sie stopniowym spadkiem
homeostazy zakoriczonym $miercig, a po drugie wystepuje
wiele czynnikéw chorobotworczych, ktérym organizm sam,
bez interwencji, nie potrafi podota¢. Istnieje jednak wiele
zewnetrznych czynnikéw, ktére pomagaja w przywrdceniu
homeostazy organizmu. Nalezy do nich wiele naturalnych
i syntetycznych lekéw. Znamy juz dzisiaj duzo zwigzkéw
roslinnego pochodzenia, ktére majg dobroczynne dziatanie
poprzez przywracanie homeostazy organizmu. Nalezy do
nich kurkuming. Ostatnio zaproponowaliSmy nawet, ze
moze ona spowalniaé starzenie sie organizmu, chociaz do-
tychczas brak jest danych o wptywie kurkuminy na dtugos¢
zycia [8].

Ali i Rattan uwazajg, ze kurkuming moze mie¢ tak zwa-
ne hormetyczne dziatanie, czyli nalezy do zwigzkdw, ktore
nazwali hormetynami [76]. Hormeza, to zjawisko polega-
jace na tym, ze rézne czynniki w zaleznosci od nasilenia/
stezenia mogg dziata¢ dobroczynnie (mata dawka) lub de-
strukcyjnie (duza dawka) (Ryc. 5). Nasze wtasne badania
prowadzone in vitro wykazaly, ze faktycznie wystepuje
dwufazowe dziatanie kurkuminy. W nizszych dawkach (10
pM) stymuluje ona dojrzewanie oocytéw i podziaty wcze-
snych zarodkéw, natomiast wyzsze dawki (30 pM) je hamu-
ja [60]. Kurkumina, jak sie wydaje, nie ma in vivo dziatania
szkodliwego, gdyz nawet w bardzo wysokich dawkach nie
jest toksyczna. Wiaze sie to z jej niskg biodostepnoscia, kté-
rej nastepstwem jest niskie stezenie zwigzku w surowicy.
Jest ono jednakze wystarczajace, aby zapobiega¢ stanom
zapalnym oraz eliminowa¢ komaérki nowotworowe. Wyso-
ka cytotoksyczno$¢ kurkuminy w przypadku komérek no-
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wotworowych, w odréznieniu od komérek prawidtowych,
wynika prawdopodobnie z podwyzszonej aktywnosci NF-
kB w tych pierwszych. Zaproponowalismy (8], aby zaliczy¢
kurkumine do tak zwanych fitohormen, czyli zwigzkow
roslinnych o pozytywnym dziataniu na organizm zwierze-
cy. Rosliny, w obronie przed szkodliwym wptywem S$ro-
dowiska (susza, promieniowanie UV, pasozyty i owady),
wytworzyty mechanizmy obronne w postaci niskoczastecz-
kowych zwigzkdw, ktore ze wzgledu na podobiefnstwo mo-
lekularnych szlakow u roslin i zwierzat dziatajg podobnie u
jednych i drugich.

Czy jednak tak wielki optymizm zwigzany z kurkuming
jest w petni uzasadniony? Czy nie bedzie ona miata szko-
dliwych efektow ubocznych, jesli juz nauczymy sie, jak do-
starcza¢ jg do organizmu w dawkach znacznie przewyzsza-
jacych te, ktére powodujg pozytywny efekt jaki obserwuje
sie przy jej niskiej biodostepnosci? Kurkuming, badana in
vitro w stezeniach znacznie przewyzszajacych te osiggalne
w organizmie, indukuje przeciez $mier¢ nie tylko komorek
nowotworowych, ale rowniez prawidtowych. Ostatnio za-
czetly pojawiaé sie doniesienia wnoszace pewng doze scep-
tycyzmu w catkowicie dobroczynne dziatanie kurkuminy.
Otdz, jak wiadomo kurkuming jest zwigzkiem chelatujgcym
metale dwuwarto$ciowe, w tym zelazo. Ma to korzystny
wptyw, jesli chodzi o jej antyoksydacyjne dziatanie, nato-
miast wykazano, ze moze ona powodowaé powazny nie-
dobor zelaza u zwierzat doswiadczalnych [77], Badania te
jednak nie znalazty jak na razie potwierdzenia w przypad-
ku cztowieka. Wydaje sie wiec, ze kurkuming jako nutra-
ceutyk, czyli sktadnik diety, jest zupetnie bezpieczna i nie
ma przeciwskazai w jej spozywaniu.
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ABSTRACT

Curcumin is a natural compound derived from rhizome of Curcuma longa. It is an active compound of turmeric used from millennia in
traditional medicine. At present there is a very rich scientific documentation describing curcumin as an anticancer, antioxidative and anti-
inflammatory compound. Research on animal models revealed its not only anticancer activity but also potency as a drug against many other
diseases of low grade inflammatory origin. Curcumin also counteracts many induced organ injuries. On the cellular level curcumin inhibits
proliferation and induces apoptosis, however it is less cytotoxic for cancer than normal cells. There are many molecular targets of curcumin
but stress signaling pathways and inhibition of NF- kB transcription factor seems to be the most common. Despite its low bioactivity cur-
cumin can exert beneficial influence on organism, thus confirming its hormetic propensity.
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Roslinne ATPazy typu P

STRESZCZENIE

TPazy typu P sg duza, wszechobecng i zréznicowang nadrodzing biatek btonowych,

zaangazowang w wiele proceséw transportowych praktycznie we wszystkich organi-
zmach zywych. Charakterystyczna cechg tych enzyméw jest tworzenie w cyklu katalitycz-
nym ufosforylowanego intermediatu i wrazliwo$¢ na wanadan. Kierujac sie podobiefnstwem
struktury pierwszorzedowej oraz specyficznoscig substratowg, ATPazy typu P podzielono
na pie¢ ewolucyjnie powigzanych rodzin. Rodziny te charakteryzujg sie podobnym planem
budowy i mechanizmem dziatania, a takze obecnos$cig specyficznych dla poszczegdlnych ro-
dzin domen biatkowych, ktdre odpowiadajg za r6znorodno$¢ substratowg. Najczesciej sg to
pojedyncze taincuchy polipeptydowe, ktére cechuje obecnos$¢ od 8 do 12 segmentéw trans-
btonowych, duza centralna petla cytosolowa z zachowang w ewolucji sekwencjg wigzaca
ATP oraz koniec polipeptydowy N i C zlokalizowany po stronie cytoplazmatycznej btony.
W ponizszej pracy przedstawiono najwazniejsze informacje o ro$linnych ATPazach typu P,
ktére wydaja sie odgrywac¢ wazng i niezastgpiong role w przystosowywaniu sie roslin do
zmiennych warunkéw $rodowiskowych.

WPROWADZENIE

Wszystkie zywe komérki otoczone sg btonami biologicznymi, oddzielajacymi
Scisle kontrolowane $Srodowisko wewnetrzne od otoczenia. U Eucariota réwniez
wnetrze komorek podzielone jest systemem bton wewnetrznych na przedziaty
0 zroznicowanym sktadzie i funkcjach. Prawidtowy metabolizm komdrkowy i
wiasciwe funkcjonowanie catego organizmu wymaga selektywnego i kontro-
lowanego transportu substancji przez wszystkie btony komdrkowe. Transport
przez btony wiekszosci substancji tj. jony, cukry czy aminokwasy, odbywa sie za
posrednictwem odpowiednich uktadow transportujacych [1-3]. ATPazy typu P
stanowig wazng grupe btonowych biatek transportujgcych. Zaliczane sg one do
rodziny pierwotnych transporteréw, odpowiedzialnych za aktywne przenosze-
nie substancji przez btony komérkowe, wykorzystujacych bezposrednio energie
uwalniang w trakcie hydrolizy enolowego wigzania fosforanowego ATP [4], Ze
wzgledu na ogrom substancji, jakie moga transportowac, biatka te petnig rozma-
ite funkcje w zywych komérkach. U zwierzat odpowiadajg za tworzenie réznicy
potencjatow elektrycznych w tkance nerwowej, powodujg zakwaszanie srodo-
wiska w zotgdku, odpowiedzialne sg za wchtanianie sktadnikow odzywczych
w jelitach, jak i zmniejszenia napiecia mie$ni. W komadrkach drozdzy i ro$lin
biatka te uczestniczagc w aktywnym transporcie réznorodnych grup kationéw
ti. K+ Na+ H+ Mg2; Ca2; Cu2; Cd2+oraz aminofosfolipidow, odpowiadajg za
utrzymanie gradientu elektrochemicznego i generowanie sity wykorzystywanej
przez szeroka klase transporterow wtornych (PM H+ATPaza), przekazywanie
sygnatu wewnatrzkomorkowego (Ca2-ATPazy), dostarczanie do przedziatow
komorkowych jonéw metali niezbednych do syntezy aktywnych biologicznie
metaloprotein (Zn2~ATPaza oraz Cu2~ATPaza), usuwanie z cytoplazmy tok-
sycznych jonow, a takze tworzenie asymetrii bton lipidowych [1],

Liczne w ostatnich latach projekty sekwencjonowania genoméw pozwolity
na identyfikacje duzej grupy ATPaz typu P u wiekszosci zyjgcych organizmoéw,
ujawniajac, iz nadrodzina ta jest o wiele wieksza niz uwazano dotychczas.
Wszystkie poznane sekwencje zebrano w internetowej bazie danych ATPaz
typu P (ang. The P-type ATPase database) i udostepniono pod adresem http://
Patbase.kvl.dk. Pokazujg one obecno$¢ pomp zardwno u Archea i Bactena jak i u
Eucariota. O ile w komdrkach archebakterii i bakterii wystepujg nieliczne (jedna
u Methanococcus jannaschii i cztery u Escherichia coli) to w genomie drozdzy (Sac-
charomyces cerevisiae) znaleziono juz 16 gendéw kodujacych te biatka, a w komar-
kach zwierzat ponad 30. Najwiekszg liczbe gendw kodujacych ATPazy typu P
zidentyfikowano jednak u ro$lin. | tak, u rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis
thaliana) znaleziono 46 takich sekwencji, a u ryzu (Oryza sativa) 42 [1,2]. Tak duza
liczba tych biatek w komoérkach roslinnych wskazuje na mozliwos$é udziatu po-
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szczegOlnych transporterow w réznorodnych procesach fi-
zjologicznych.

Z powyzszych przyktadéw wynika, iz pompy jonowe
stanowig olbrzymig i niezastgpiong rodzine biatek u nie-
malze wszystkich organizméw wyzszych. Coraz wiecej po-
jawia sie prac nad roslinnymi ATPazami typu P, dlatego tez
interesujacym wydaje sie zestawienie dotychczasowej wie-
dzy na ich temat. Ponizsza praca dokonuje przegladu pomp
btonowych ze szczegélnym uwzglednieniem ich roli w or-
ganizmach roélinnych, pochodzenia i specyficznosci sub-
stratowej poszczegdlnych biatek oraz budowy w kontekscie
wystepowania specyficznych domen biatkowych.

BUDOWA | MECHANIZM DZIAELANIA ATPaz TYPU P

Trwajace juz ponad 20 lat badania nad strukturg roslin-
nych ATPaz typu P, pokazaty, ze sg to biatka monomerycz-
ne o masie 70-150 kDa i charakterystycznej topologii, za-
wierajace zachowane w ewolucji regiony (Ryc. 1). Analizy
krystalograficzne wielu ATPaz typu P ujawnity, ze tafcuch
polipeptydowy kazdego biatka tworzy w obrebie btony 8
do 12 helis stanowigcych okoto 20% masy biatka. Hydro-
filowe fragmenty tancuchéw, tatwo usuwane podczas tra-

A. Typ IB: HMA2

DomenaR

Domena A

Domena R

F. Typ V: MIA

E. Typ IV: ALAL

Domena M Miemon

Domena P

Domena A
Domena Al
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B. Typ IIA: ECAL

Domena N

D. Typ IMA' AHA3

wienia proteolitycznego, eksponowane sg do cytoplazmy w
formie matej i duzej petli (Ryc. 1). W ATPazach nalezacych
do rodzin Il, I, IV i Vmata petla cytoplazmatyczna taczy ze
sobg 2 i 3 a-helise (Ryc. 1B-F), a w biatkach z podrodziny IB
4i5a-helise (Ryc. 1A) [5]. Duza petla cytoplazmatyczna jest
aktywna katalitycznie i znajduje sie zazwyczaj pomiedzy
helisami 4 i5 (Ryc. 1B-F), z wyjatkiem podrodziny IB, gdzie
zlokalizowana jest miedzy helisami 6 i 7 (Ryc. 1A) [1,5,6].
Do cytoplazmy eksponowane sg takze konce tancucha po-
lipeptydowego z wolng grupg aminowg (N-) i karboksylo-
wg (C-). Wszystkie ATPazy typu P posiadajg zachowane w
ewolucji domeny wspolne dla wszystkich biatek nalezgcych
do omawianej nadrodziny (sg to domeny A, P, N M i R) oraz
specyficzne domeny, charakterystyczne tylko dla biatek na-
lezacych do poszczegolnych rodzin (Ryc. 1) [7], Domena A
(ang. Actuator domain) regulujgca aktywnos¢ transportuja-
cg biatek, obejmuje fragment tancucha polipeptydowego z
wolng grupg aminowg, dwa (cztery w przypadku ATPaz
typu IB) segmenty transbtonowe i matg petle cytoplazma-
tyczng z zachowanym w ewolucji motywem S/TGE (wyja-
tek stanowig biatka nalezagce do ATPaz typu V) [5,7,8]. Do-
mene P (ang. Phosphorylation domain - domena podlegajgca
fosforylacji), zlokalizowang w duzej petli cytoplazmatycz-
nej, cechuje obecnos¢ trzech zachowanych
w ewolucji motywdw o zdefiniowanych
funkcjach. Sg to: motyw DKTGT[LIVM]
[TIS], z resztag kwasu asparaginowego (D),
podlegajgcego odwracalnej fosforylacji
- podczas wigzania ATP [4]; motyw PxxK,
ktory moze oddziatywac z tlenem pocho-
dzacym od reszty fosforanowej ATP [5]
i motyw GDGXxNDxP, ktéry prawdopo-
dobnie wigze jony Mg2t Pomiedzy dwo-
ma pierwszymi motywami domeny P, w
centralnej czesci duzej petli, zlokalizowa-
na jest domena N (ang. Nudeotide-binding
domain - domena wigzgca nukleotyd) z za-
chowanym w ewolucji motywem KGXxXE-
/D, odpowiadajacym za wigzanie ATP [8],
U ATPaz typu IB domena N jest krotsza,
a jej sekwencja jest bardziej zmienna (Ryc.
1A). Kolejna domena M (ang. Membrane
domain), obejmuje 2 (ATPazy typu IB) lub
6 (pozostate typy ATPaz) transbtonowych
a-helis w poblizu konca C- tancucha.
Ostatnia domena charakterystyczna dla
wwwe  ATPaz typu P, z wyjatkiem podrodziny
1B, to regulatorowa domena R (ang. Re-

Domena M

Domena P

Rycina 1. Modele strukturalne przedstawicieli rodziny
ATPaz typu P u Arabidcrpsis thaliana wraz z zaznaczonymi
motywami charakterystycznymi dla kazdego typu (wy-
szczegblnionymi w obrebie petli cytosolowych i domen
transbtonowych). Wszystkie biatka zbudowane sg z jed-
nego taficucha polipeptydowego, sktadajacego sie z 8 do
12 segment6éw transbtonowych, duzej petli cytosolowej z
sekwencja wigzacg ATP oraz koficami N i C zlokalizowa-
nymi po stronie cytoplazmatycznej. Na rycinie zaznaczo-
no takze domeny N, P, M, A i R charakterystyczne dla
wszystkich typéw. A - typ IB HMA2 (na podstawie [8],
zmienione); B - typ IIA ECAL; C - typ 1IB ACAS, na pod-
stawie [11], zmienione); D - typ IIIA AHAS3; E - typ IV
ALAL; F-typ V MIA.
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gulatory domain) obejmujaca hydrofilowy fragment tancucha
z wolng grupa karboksylowg [7].

Mechanizm dziatania roslinnych pomp jonowych szcze-
g6towo poznano juz wiele lat temu. Opisuje go tzw. cykl ka-
talityczny Post-Albers, ktéry pierwotnie opisywat dziatanie
pompy Na#K+ATPazy u zwierzat (Ryc. 2A) [4]. Mecha-
nizm ten okre$lany nazwg ,,Ping-Pong", polega na sukce-
sywnym transporcie jednego (roslinne ATPazy typu P, Ryc.
2B) lub dwéch jonéw (np. Na/K +ATPazy komorek zwie-
rzecych, Ryc. 2A) w poprzek btony, sprzezonej z hydroliza
ATP i zmianami konformacyjnymi biatka transportujacego.
Czterostopniowy cykl katalityczny ATPaz typu P w uprosz-
czeniu mozna zapisa¢ wg schematu przedstawionego na
rycinie 2. W pierwszej fazie cyklu nastepuje zwigzanie spe-
cyficznego jonu (liganda), co umozliwia jednoczesne przy-
taczenie do biatka enzymatycznego Mg2+ATP i fosforylacje
enzymu (faza 1, Ryc. 2) [9], Liczba zwigzanych kationdw w
tej fazie reakcji jest r6zna dla réznych typow ATPaz. | tak,
w przypadku roslinnych ATPaz typu IIA i B oraz ATPaz
typu A, EjP wigze dwa kationy (Ryc. 2B), podczas gdy
ufosforylowana pierwsza forma Na+#K +ATPazy przytacza
trzy jony sodu (Ryc. 2A). W tej fazie cyklu katalitycznego
utworzony fosfoenzym o wysokiej energii wtasnej, w obec-
nosci ADP moze odtwarzac czasteczke ATP. W drugiej fa-
zie reakcji, w wyniku zmian konformacyjnych fosfoenzymu
nastepuje przesuniecie zwigzanego kationu z jednej strony
btony na druga (faza 2, Ryc. 2A i B). W przypadku ATPaz
typu P katalizujacych przeciwlegty transport dwoch jonow
zmiany konformacyjne redukujg liczbe miejsc wigzacych
kationy do dwdéch (Ryc. 2A). Zmiana konformacji EP w EP

A.

3N§' @ Mo"-l{rP
E, — E,[3Na*] — E,P[3Na*]
@ ] \‘Na'@>
E, «— E:[2K*] «—E,P[2Na’]

2K* @ 2K* H2Na‘

B.

Q) Mg2-ATP

2 kationy \
E, — E,[2kationy] — E,P[2kationy]

@l @

E2 ‘\_ EZP <—\ EZP[Zkationy]
Pi 2 kationy

®

Rycina 2. Cykl katalityczny Post-Albers dla ATPaz typu P. Schemat przedstawia
gtoéwne fazy cyklu katalitycznego (1-4) powigzanego z transportem dwoéch jonéw
na przyktadzie pompy Nat/K+-ATPazy wystepujacej u zwierzat (A) oraz jedne-
go jonu (kationu) w przypadku rodlinnych ATPaz typu P (B). Szczeg6towy opis
schematu jest zamieszczony w tekscie.
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Rycina 3. Drzewo filogenetyczne przedstawicieli rodziny ATPaz typu P u Arabi-
dopsis thaliana, utworzone w oparciu o podobiefAstwo sekwencji reszt aminokwa-
sowych (pochodzacych ze strony GenBank database, www.ncbi.nlm.nih.gov/
Genbank/). Sekwencje poréwnano w programie ClustalW2 (http://www.ebi.
ac.uk/Tools/clustalw2/index.html), natomiast drzewo filogenetyczne wygene-
rowano za pomocg programu TreeTop Phylogenetic Tree Prediction (www.gene-
bee.msu.su/services/phtree_reduced.html). Dtugo$¢ poszczegélnych odgatezien
drzewa obrazuje skala zamieszczona pod rycina.

wigze sie ze zmiang powinowactwa do transportowanego
kationu z wysokiej na niska, uwolnieniem kationu ijedno-
czesng defosforylacjg biatka enzymatycznego (faza 3, Ryc.
2A i B). W ostatnim etapie reakcji nastepuje spontaniczne
przejscie formy E, w forme Ej (faza 4, Ryc. 2A i B) [4,10]
Forma E2wszystkich ATPaz typu P zamiast reszty fosfo-
ranowej moze przytgczaé ortowanadan, co uniemozliwia
przejscie enzymu w forme Ej i w konsekwencji hamuje ak-
tywnos¢ enzymu [4],

KLASYFIKACJA ATPaz TYPU P

Skrét ,,P" w nazwie ATPaz typu P nawigzuje do wytwa-
rzania w trakcie katalizy enzymatycznej ufosforylowanej
formy przejsciowej biatka (ang. phosphorylated intermediate)
w jego centrum aktywnym. Pierwszg ATPaze typu P odkryt
w 1957 roku Jens Skou, ktory badajac wptyw kationéw na
tkanke nerwowag u krabdw, dowiddt, ze potencjat btonowy
w tych komérkach generowany jest przez ATPaze w obec-
nosci jondw K+ Dzi$§ wiadomo, ze enzym ten znany jako
Na+#K +ATPaza odpowiada za transport jonéw K+i Na+
w poprzek btony aksondw wszystkich organizmow zwie-
rzecych [3]. W nastepnych latach zidentyfikowano kolejne
pompy jonowe u réznych organizmow i w réznych tkan-
kach: Ca2~ATPaze w siateczce sarkoplazmatycznej miesni,
H+#K +ATPaze zakwaszajagcg $Srodowisko wewnetrzne w
zotadku zwierzat, czy H+ATPaze generujaca potencjat bto-
nowy u grzybow iroslin [4].

W literaturze przedmiotu mozna znalez¢ wiele kryteriow
podziatu ATPaz typu P uwzgledniajgcych specyficznosci
wobec substratu, pochodzenie czy liczbe domen transbto-
nowych. Najczestszym kryterium podziatu tej grupy enzy-
mow jestjednak podobienstwo sekwencji biatkowych. Opie-
rajac sie o analizy poréwnawcze sekwencji reszt aminokwa-
sowych, ATPazy typu P podzielono na pie¢ rodzin (Ryc. 3),
aw kazdej wyodrebniono dwie lub trzy podrodziny [4]. Po-
szczegOlne podrodziny wykazuja specyficzno$¢ wobec tej
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samej grupy jonéw [2,4], Zaobserwowano, ze ATPazy typu
P nalezgce do tej samej podrodziny sg homologiczne nawet
u odlegtych ewolucyjnie organizméw. Przyktadem jest pod-
rodzina pomp transportujgca jony metali ciezkich (ATPaza
typu IB), ktéra u bakterii, roslin i cztowieka wykazuje duze
podobienstwo sekwencji [8]. Wnioskowa¢ zatem mozna, iz
specyficznos¢ wobec jonéw w obrebie podrodzin powstata
bardzo wcze$nie w procesie ewolucyjnym - jeszcze przed
podziatem organizmow na Archea, Bacteria i Eucariota [2],

ATPazy TYPU I

Przypuszcza sie, ze biatka nalezagce do rodziny ATPaz
typu | sg najstarszg ewolucyjnie grupg sposrod wszystkich
ATPaz typu P. Wyszczegdlniono wsréd nich dwie podro-
dziny: IAiIB. ATPazy typu IA wystepuja nielicznie i tylko u
bakterii, najczesciej w formie kompleksu biatkowego. Przy-
ktadem jest Kdp, K+ATPaza u E. coli, w sktad ktérej wcho-
dzg cztery biatka btonowe: KdpF, KdpA, KdpB, KdpC. Pod-
jednostka KdpB zawiera domene katalityczng oraz miejsce
wigzania jonu. Ponadto jest to najmniejsza ATPaza typu
P, z szeScioma domenami transbtonowymi i masie 72 kDa
[4]. ATPazy typu IB wystepuja zar6wno u prokariota, jak i
eukariota, uwzgledniajac grzyby, owady, rosliny i zwierze-
ta. Odpowiadajg za transport jondw metali ciezkich przez
btony i utrzymanie ich homeostazy w komarce [5]. Pierw-
sze badania dotyczacej tej grupy biatek, przeprowadzono
na bakteriach Enterococcus hirae. Udowodniono, ze ATPazy
typu IB u bakterii uczestniczg nie tylko w transporcie jondw
metali do komoérki w warunkach deficytu tych jondw w $ro-
dowisku (np. biatko CopA transportujgce Cu(l)), ale takze
podczas usuwania ich nadmiaru z cytoplazmy (np. CopB)
[5]. Ze wzgledu na szczeg6lne narazenie roslin na dziatanie
metali ciezkich obecnych w glebach, wydaje sie oczywiste,
ze ro$linne btony komdrkowe obfitujg w pompy transpor-
tujace jony metali. Zidentyfikowano osiem ATPaz typu IBu
rzodkiewnika (tzw. HMA1-8, ang. Heavy Metal Associated),
dziewie¢ u ryzu i dziesie¢ u jeczmienia. Podzielono je na
biatka transportujgce jony jednowartosciowe Cu/Ag oraz
transportujgce jony dwuwartosciowe Zn/Cd/Pb/Co. Te
ostatnie wystepuja, co ciekawe, tylko u prokariota i foto-
syntetyzujacych eukariota [5,8]. Badania z udziatem trans-
genicznych roélin Arabidopsis z mutacjami w obrebie genéw
kodujacych ATPazy typu IB oraz heterologiczna ekspresja
gendéw roslinnych pomp transportujagcych jony metali w
komoérkach drozdzy lub w komaérkach E. coli, pozwolity
okresli¢ ich funkcje. Jak wykazano, z jednej strony, trans-
portery te dostarczajg jony metali niezbednych do syntezy
specyficznych metaloprotein do wszystkich przedziatdw
komorki roslinnej (np. HMAG i 8), z drugiej uczestniczg w
usuwaniu nadmiernej ich ilosci z cytoplazmy do wakuoli
lub apoplastu (np. HM A3 i 4) [5]. Pod wzgledem budowy,
wystepowania w tkankach i specyficznosci wobec jonow,
transportery te nie sg grupg jednorodnag [8]. Nie tworzg
kompleksow biatkowych, posiadajg osiem domen transbto-
nowych i zazwyczaj dtugie kofce N- i C- (Ryc. IA). Region
znajdujacy sie pomiedzy motywami DKTGT i GDGXND
oraz domena N sg zdecydowanie krdtsze u tych ATPaz,
niz u pozostatych grup. Nie posiadajg takze zachowanego
w ewolucji motywu KGxxE/D wystepujagcego w wiekszo-
§ci ATPaz typu P [8], Obecne sg tu natomiast specyficzne
rejony biatkowe tj. CPx i locus HP. Region CPx (cysteina-

prolina-histydyna/cysteina/seryna) znajduje sie w szostej
domenie transbtonowej, a mutacje w obrebie tej sekwencji
eliminujg aktywnos¢ transportowg AtHMA4 u Arabidopsis.
Locus HP, z resztg glutaminowg i histydynowg stanowi
najprawdopodobniej miejsce wigzania ATP [8]. Ponadto na
koncach tancucha z wolng grupg karboksylowg i aminowa
znajdujg sie zachowane w ewolucji domeny odpowiedzial-
ne za wigzanie jonéw metali do transportera, bogate w resz-
ty histydyny i cysteiny (Ryc. I1A) [1],

ATPazy TYPU Il

Dlaroslin izwierzat istotnym przedstawicielem tej grupy
jest ATPaza transportujgca jony wapnia. Ca2~ATPaza od-
grywa wazng role w przekazywaniu sygnatéw, poniewaz
reguluje stezenie jondw wapnia zaréwno w cytoplazmie jak
i poszczegdlnych przedziatach wewngtrzkomadrkowych.
Prawdopodobnie zaangazowana jest tez w adaptacje roslin

do stresOw hiotycznych i abiotycznych [11]. Jony Ca2;poza
funkcja wewnatrzkomdérkowego, wtornego przekaznika
sygnatu, petnig takze wazng role w procesie sortowania i
pakowania biatek, stabilizacji ich struktury oraz aktywacji

[11]-

Na podstawie wrazliwo$ci na kalmoduling, roslinne
Ca2+ATPazy podzielono na dwie podrodziny: A (ECA,
ang. ER-type Ca2~ATPase) oraz IIB (ACA, ang. Autoinhib-
ited Ca2=ATPase) [12], Biatka typu IIA (Ryc. IB) wystepuja
u archeabakterii, bakterii i w komdrkach rozmaitych orga-
nizmoéw eukariotycznych [12], U roslin biatka te wykazuja
wysokie podobienstwo struktury pierwszorzedowej (oko-
to 50% homologii) do najlepiej scharakteryzowanej grupy
zwierzecych pomp przenoszacych jony wapniowe, zloka-
lizowanych w siateczce sarko- i $rédplazmatycznej (tzw.
SERCA) [11-13]. Podobnie jak zwierzece pompy, roslinne
Ca2~ATPazy typu IIA nie ulegajg aktywacji w obecnosci
kalmoduliny, jednakze wystepujg nie tylko w siateczce
$rédplazmatycznej, ale takze w innych btonach komoérko-
wych, np. w tonoplascie [11]. ATPAzy typu IlIA zidentyfi-
kowano do tej pory w kilku gatunkach roslin. Pierwszy gen
nalezacy do tej grupy sklonowano u pomidora, przeszuku-
jac biblioteke cDNA z uzyciem sondy opartej na fragmen-
cie sekwencji zachowanym w ewolucji dla catej nadrodziny
ATPaz typu P [12], Kolejne badania z zastosowaniem specy-
ficznych przeciwciat ujawnity u pomidora obecnos$é jeszcze
dwéch izoform, zlokalizowanych w btonie tonoplastowej i
plazmolemowej [12]. U Arabidopsis zidentyfikowano czte-
ry izoformy ECA. Za pomocg heterologicznej ekspresji w
drozdzach doktadnie scharakteryzowano ECA1l [12]. Wy-

-

kazano, ze biatko to zlokalizowane jest w btonach ER i co

wiecej, moze by¢ zaangazowane w transport Mn2~oraz Zn2+
do wnetrza siateczki $rédplazmatycznej [2,11].

Drugi typ ATPaz transportujgcych jony wapnia, typ IIB
(Ryc. 1C), jak dotad zidentyfikowano wytgcznie u organi-
zmoéw eukariotycznych. Roslinne pompy nalezace do tej
podrodziny wykazujg wysokie podobienstwo do biatek
PMCA zwierzat [11]. U Arabidopsis poznanych jest 10 izo-
form (ACA), a u ryzu 11 [2,12]. W odréznieniu od zwie-
rzecych ATPaz typu IIB zlokalizowanych jedynie w bto-
nach plazmatycznych, roslinne ACA wystepuja w btonach
chloroplastow (np. ACALl), siateczki $rédplazmatycznej
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(np. ACA2), tonoplastu (np. ACA4) oraz plazmolemy (np.
ACAS8) [1,2]. Wyrdzniajaca cecha tych pomp jest obecnosé
terminalnej domeny autoinhibitorowej, zlokalizowanej na
koncu tancucha z wolng grupg aminowa, zawierajacg miej-
sce wigzania kalmoduliny (CaM) [2]. Charakterystyka bio-
chemiczna biatek podrodziny IIB pokazata, iz pompy zloka-
lizowane w plazmolemie cechuje nieznacznie wieksze po-
winowactwo do kalmoduliny niz pompy tego typu obecne
w btonach wewnetrznych. Wykazuja one takze nizszg spe-
cyficzno$¢ wobec nukleotydu, dlatego oprécz ATP moga
hydrolizowa¢ takze GTP i ITP [11], Interesujacy jest takze
fakt, iz w btonach siateczki $rédplazmatycznej komdrek
korzeni Arabidopsis wystepuja jednocze$nie pompy trans-
portujace jony wapnia nalezace do podrodziny IIA (ECA1)
jak i 1IB (ACA2) [11], Istniejg trzy hipotezy wyjasniajace to
nieczeste zjawisko. Pierwsza zaktada, iz oba typy biatek
maja inne domeny funkcjonalne, druga zaktada roznice w
regulacji czynnikami zewnetrznymi, za$ trzecia przypisuje
dodatkowg specyficzng aktywnos¢ kazdej z pomp, tj. trans-
port Mn2tprzez ECA1 [11], Ponadto zaskakujacego odkry-
cia dokonano u kukurydzy. W btonach wewnetrznych ko-
morek kukurydzy wykazano obecnos¢ CaATPazy, CAPI,
taczacej cechy biatek typu 1A ibiatek typu 1IB. Biatko CAPI
jesthomologiem ECA, ale posiada dtuzszy C- koniec z miej-
scem wigzania kalmoduliny [11],

Wsréd ATPaz typu Il wyrdznia sie jeszcze dwie grupy
biatek: I1C i IID. Do pierwszej nalezg Na+/K +ATPaza i H+
K+ATPaza, a do drugiej Na+ATPaza. Wszystkie ATPazy
nalezace do podrodzin IIC i IID wystepujg jedynie w ko-
morkach zwierzat i grzybow [1,4].

ATPazy TYPU IlI

Najwazniejszym przedstawicielem biatek typu trzeciego
jest H+ATPaza z btony plazmatycznej nalezgca do podro-
dziny IIA (Ryc. ID). Wystepuje ona u roslin, grzybdw i
glonéw, a takze u archebakteria i odpowiada za jednokie-
runkowy transport protondw z cytoplazmy do apoplastu
[14], Powstaty gradient protondw jest wykorzystywany dla
wtérnego transportu wielu czastek tj. cukry, aminokwasy
i jony [4], U zwierzat funkcje te spetnia po czesci Na+#K +
ATPaza nalezagca do podrodziny IIC [7], Pompom proto-
nowym, oprocz wspomnianej funkcji, przypisuje sie takze
udziat w wielu procesach fizjologicznych tj. regulacja we-
wnatrzkomoérkowego pH oraz potencjatlu osmotycznego,
wzrost Sciany komorkowej, czy udziat w odpowiedzi rosli-
ny na warunki srodowiskowe (zasolenie, uszkodzenia me-
chaniczne, niska/wysoka temperatura, akumulacja metali
ciezkich, atak patogendw, niedobo6r sktadnikéw mineral-
nych w podtozu) [15,16].

Plazmolemowa H+ATPaza to pierwsze sklonowane ro-
$linne biatko btonowe, o masie czasteczkowej ok. 100 kDa,
wykazujace silng asymetrie. Charakteryzuje sie pokazng
cze$cig hydrofilowg po stronie cytoplazmatycznej, obejmu-
jaca konce N i C oraz dwie dtugie petle cytoplazmatyczne
(Ryc. ID) [4,7], Fragment tafcucha z wolng grupa karbok-
sylowg stanowi domene autoinhibitorowg. Aktywacja en-
zymu wymaga fosforylacji reszty treoninowej w pozycji 947
[17], znajdujacej sie na koncu C i przytgczenia biatka 14-3-3
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[7], Ostatnie badania dowiodty, iz takze koniec N jest bez-
posrednio zaangazowany w regulacje aktywnos$ci enzymu.
Heterologiczna ekspresja genu kodujgcego roslinng H+
ATPaze w komérkach drozdzy pokazata, iz aktywacja enzy-
mu nastepuje w wyniku destabilizacji lub catkowitego usu-
niecia konca N biatka. Modyfikacje te powodowaty wzrost
stopnia fosforylacji reszty treoniny na koncu C jak rowniez
przytaczanie sie biatka 14-3-3. H+ATPaza z btony plazma-
tycznej nalezy do pierwszej grupy ATPaz typu P, u ktorej
obydwa konce tancucha polipeptydowego petnig funkcje
regulatorowg [17], W ostatnich latach zidentyfikowano po-
kazng grupe genéw kodujgcych H+ATPazy, tworzgce ro-
dzine multigenowg. W genomie Arabidopsis znaleziono 12
takich genow, u tytoniu 9, a w komérkach ryzu 10 (http://
www.ncbi.nih.gov). Tak duza liczba genéw H+ATPazy u
roslin sugeruje mozliwo$¢ wieloptaszczyznowej regulacji
aktywnos$ci pompy protonowej i udziatu poszczegélnych
izoform w rdznorodnych procesach fizjologicznych [6,18].
Na podstawie podobienstwa sekwencji nukleotydowych i
biatkowych H+ATPazy podzielono na 5 klas [18], Pierwsze
dwie grupujg biatka, ktorych geny ulegaja ekspresji w wielu
organach roslin uprawianych w réznych warunkach $rodo-
wiskowych. Nalezg tu m.in. geny AHA1 i AHA2 rzodkiew-
nika, kodujace biatka regulujgce podstawowy metabolizm
komorki (ang. housekeeping enzymes) [19], Pozostate trzy kla-
sy obejmujg biatka tkankowo specyficzne lub wymagajace
do syntezy odpowiedniego bodzca $rodowiskowego [6],
Przyktadem sg biatka kodowane przez geny AHA3, AHA9 i
AHAL0, ktorych ekspresja ma miejsce odpowiednio tylko w
komaérkach przewodzacych, w ziarnach pytku, badz w na-
sionach [2]. Nalezy wspomnie¢, ze oprécz ATPaz typu IlIA,
wystepuja takze ATPazy typu IlIB, obecne jedynie u bakte-
rii. Prawdopodobnie odpowiadajg one za transport jonéw
Mg2+przez btony [4],

ATPazy TYPU IV

Opisane powyzej biatka nalezace do rodzin ATPaz typu
I - Il odpowiadajg gtdwnie za transport jondw. ATPazy
typu IV zdolne sa do przenoszenia o wiele wiekszych cza-
stek o charakterze hydrofobowym [10], Jest to stosunkowo
niedawno odkryta grupa biatek, wystepujgca jedynie u
organizmdw eukariotycznych, co wskazuje na pozniejsze
wyodrebnienie tej grupy w procesie ewolucji, juz po roz-
dzieleniu sie bakterii i archeabakterii [20], Btony komdrek
eukariotycznych cechuje rozny skiad lipidowy warstwy
wewnetrznej i zewnetrznej. Ta asymetria powoduje, iz
kazda z warstw btony ma odmienne wiasnosci biofizyczne
zwigzane z ich indywidualnymi funkcjami. Ciasno upako-
wane sfingolipidy i sterole w zewnetrznej warstwie btony
stabilizujg jg i sg szczelng barierg oddzielajgcg wnetrze ko-
morki od srodowiska zewnetrznego. Natomiast duza ilos¢
aminofosfolipidow po wewnetrznej stronie btony oraz na
powierzchni endo- i egzosoméw utrzymuje zdolnos¢ tych
bton do fuzji [10]. Proby poznania mechanizmu tworze-
nia sie asymetrii lipidowej bton komdrkowych skierowaty
uwage badaczy na grupe biatek transporterowych, przeno-
szacych lipidy z jednej do drugiej warstwy btony, zwanych
flipazami (ang. flippases). Uwaza sie, ze biatka nalezace do
ATPaz typ IV moga odgrywaé wazng role w generowaniu
takiej asymetrii bton poprzez przenoszenie specyficznych
lipidow w jej obrebie [10]. Prawdopodobnie aktywno$¢
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transportowa tych biatek odpowiada takze za miejscowe
zmiany krzywizny btony, poprzedzajace powstawanie pe-
cherzykéw btonowych [20]. Podjeto préby wyjasnienia, w
jaki sposob biatka te nabytly zdolno$¢ transportu lipidow
w czasie ewolucji. Istniejg dwie koncepcje wyjasniajace ten
problem. Pierwsza zaktada, iz transportery te ewoluowaty z
Ca2~ATPaz, ktore oprécz miejsca wigzacego kation, posia-
dajg na terenie 10 segmentu transmembranowego pierwot-
ne miejsce wigzace fosfolipidy, ale tylko wtedy, gdy biatko
przybiera konformacje E2[10]. Zwolennicy drugiej koncep-
cji uwazaja, iz obecno$¢ miejsca wigzania fosfolipidow nie
jest wystarczajace, by przeprowadzi¢ translokacje lipidéw
i dlatego zaktadaja, ze powstanie tych ATPaz byto bardziej
skomplikowane i wymagato fuzji z dodatkowym biatkiem
[101].

Jak dotad, niewiele jest doniesien dotyczacych funkcji
ATPaz typu IV w organizmach eukariotycznych. Wiado-
mo, ze u cztowieka zaburzenie funkcji tego biatka objawia
sie powaznymi schorzeniami zwigzanymi z ograniczonym
transportem czasteczek hydrofobowych przez biony ko-
morkowe [20]. U drozdzy opisano pieé biatek nalezacych do
tej rodziny: Neolp, obecnych w btonach endosomdéw, Drs2p
i Dnf3p wystepujagcych w btonach aparatu Golgiego oraz
dwa biatka zlokalizowane w plazmolemie: Dnflp i Dnf2p
[20,21]. U pasozyta Leishmania donovani skorelowano dzia-
tanie ATPaz typu IV z pobieraniem miltefozyny, pochodnej
fosfocholiny, wykorzystywanej w leczeniu leiszmaniozy.
U ros$lin scharakteryzowano je jedynie u Arabidopsis, wyka-
zujac obecno$¢ 12 biatek nazwanych ALA (ang. Aminopho-
sphoLipid ATPase) [20]. Do tej pory okreslono funkcje tylko
dwoch sposréd tych biatek: ALAL (Ryc. 1E) i ALA3. Hete-
rologiczna ekspresja gendéw kodujagcych ALA1 w drozdzach
wykazata zdolno$¢ do transportu fluorescyjnego analogu
fosfolipidéw. Uwaza sie, ze ALAL podobnie jak drozdzo-
we Drs2, odpowiada za fliping aminofosfolipidéw [22],
Wykazano takze udziat ALA1 w ksztattowaniu odpornosci
rosliny na chtéd, gdyz jak udowodniono, mutacje w genie
zwiekszaty wrazliwos$¢ roslin na niska temperature. Nato-
miast biatko ALA3 bierze udziat w tworzeniu pecherzykow
sekrecyjnych z bton Golgiego. Prawidtowe funkcjonowanie
ALA3 wymaga obecnosci biatka ALIS1, przedstawiciela ro-
dziny biatek btonowych (ang. ALA-interacting Subunit). Su-
geruje sie, ze biatko ALIS1 jest podjednostkg ATPazy ALA3,
a kompleks ALA3-ALIS1 prawdopodobnie stanowi wazny
element aparatu Golgiego, warunkujgcy prawidtowe proce-
sy sekrecji w trakcie rozwoju rosliny [20].

ATPazy TYPUV

ATPazy typu V stanowig najstabiej poznang rodzine
ATPaz typu P ipodobnie jak ATPazy typu IV reprezentuja
najmtodsza ewolucyjnie grupe, obecng jedynie w komor-
kach eukariotycznych [23] Nieliczne doniesienia sugeruja,
iz zlokalizowane sg one w btonach ER, gdzie zaangazowa-
ne sg w usuwanie badz procesy naprawcze nieprawidtowo
sfatdowanych biatek [23], Pomimo, Ze nieznana jest ich spe-
cyficzno$é substratowa, przypisuje sie im kilka waznych
funkcji takich jak: glikozylacja i udziat w biosyntezie $ciany
komaérkowej, transport biatek specyficznych dla aparatu
Golgiego, kontrola orientacji biatek w btonie, czy regulacja
procesu degradacji reduktazy HMG-CoA (reduktaza 3-hy-
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droksy-3-metyloglutarylo-koenzymu A) [1,23]. Dodatkowo
wykazano, iz mutacja w genie MIA kodujagcym ATPazy
typu V u Arabidopsis, spowodowata wyrazne zmiany w eks-
presji genéw zaangazowanych w sekrecje biatek [23]. Biat-
ka te posiadajg specyficzny motyw PPxxP (Ryc. 1F), ktéry
odpowiada sekwencji PEGLP znajdujgcej sie w czwartym
segmencie transbtonowym typu II-Ca2~ATPaz (Ryc. IB i
C), uczestniczagcym w wigzaniu jondw Ca2+[23]. Badania na
drozdzach z delecjg spfl, jednego z dwoch genow kodujg- |
cych ATPaze typu V sugeruja, iz produkt tego genu moze
by¢ wtasnie Ca2~ATPazg, odgrywajaca role w utrzymaniu
homeostazy Ca2zrw komorce [1], Na podstawie analiz bioin-
formatycznych opartych na poréwnaniu reszt aminokwaso-
wych, wyrdzniono dwie podrodziny omawianych ATPaz:
VA (1 biatko) oraz VB (0-4 biatek, zaleznie od gatunku).
Obydwie podrodziny rdznig sie najprawdopodobniej spe-
cyficzno$cig substratowg, co sugerujg réznice w budowie
motywu wigzacego jony. U podrodziny ATPaz VA jest to
sekwencja PP(D/E)LPXE, a u VB sekwencja PP(A/V)PAX.
Ponadto biatka VB zlokalizowano u wszystkich analizo-
wanych eukariontéw, z wyjatkiem Krélestwa Excavata, do
ktérego nalezy m.in. Giardia lamblia, Krolestwa Ameobozoa
oraz Arabidopsis i Oryza. Zdecydowanie najwieksza liczba
ATPaz typu VB wystepuje u zwierzat: znaleziono trzy bial-
ka u nicienia Caenorhabditis elegant oraz cztery u myszy do-
mowej i cztowieka [23].

PODSUMOWANIE

ATPazy typu P stanowig duzg grupe biatek btonowych
odpowiadajgcych za pierwotny transport rozmaitych
zwigzkow przez btony biologiczne. Poznanie sekwencji
genomoOw coraz wigkszej liczby organizmdéw, jak réwniez
analizy funkcjonalne w drozdzach, charakterystyka mutan-
téw Arabidopsis oraz analizy poréwnawcze sekwencji ami-
nokwasowych ATPaz typu P przyczynity sie do okreslenia
struktury i funkcji wielu z nich. Niemniej jednak wiele kwe-
stii pozostaje wcigz do wyjasnienia, m.in. pochodzenie ewo- |
lucyjne, mechanizmy regulacji, a takze specyficzno$¢ sub-
stratowa tych biatek. Powyzsze przyktady badan u roslin
niewatpliwie pokazujg niezastagpiong role tych transporte-
row w prawidtowym funkcjonowaniu roslin na kazdym
etapie rozwoju, a takze w réznych warunkach srodowisko-
wych. Wcigz nierozstrzygnieta pozostaje kwestia mnogosci
izoform u roslin. By¢ moze jest to spowodowane zjawiskiem
poliploidalnosci albo duplikacji gendw, ktéra zaszta w cza-
sie ewolucji. Rosliny, prowadzac osiadly tryb zycia, nara-
zone sg na czeste zmiany warunkéw srodowiskowych. By¢
moze duza liczba ATPaz typu P, tak waznych w procesach
adaptacyjnych, umozliwia ro$linom szybka reakcje fizjolo-
giczng na te zmiany. Hipoteze te potwierdza¢ moze roz-
norodnos$¢ substratowa w obrebie rodzin ATPaz, ekspresja
poszczegblnych izoform w r6znych organach i komérkach
oraz ich obecno$¢ w réznych btonach biologicznych. Roz-
wijajace sie w ostatnim czasie badania z wykorzystaniem
genow reporterowych oraz analizy z zastosowaniem mikro- j
macierzy umozliwiajagce kompleksowe przebadanie duzej
grupy transporterow ATPaz typu P u wielu ro$lin i w réz-
norodnych warunkach $srodowiskowych, byé moze pozwo-
la odpowiedzie¢ na te pytania [1].
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ABSTRACT

P-type ATPases are a superfamily of membrane proteins involved in many physiological processes that are fundamental for all living organ-
isms. Using ATP, they can transport a variety of ions and other substances across all types of cell membranes against a concentration electro-
chemical gradient. P-type ATPases form a phosphorylated intermediate and are sensitive to vanadate. Based on evolutionary relations and
sequence homology, P-type ATPases are divided into five major families. All P-type ATPases share a simple structure and mechanism, but
also possess domains characteristic for each family, which are crucial for substrate specificity. These proteins usually have a single subunit
with eight to twelve transmembrane segments, a large central cytoplasmic domain with the conservative ATP binding site along with N and
C termini exposed to the cytoplasm. Because of variety of proteins that belong to P-type ATPase superfamily, in this review the comparison of
functional and structure properties of plant cells P-type ATPases is presented, as well as their important role in adaptation to environmental

stress.
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Stowa kluczowe: roslinne NTPDazy, apirazy,
funkcja, ektonukleotydy, geny NTPDaz roslin-
nych, kasety ABC

Wykaz skrétéw: adn (ang. adenine) — ade-
nina; ado (ang. adenosine) — adenozyna; apy
(ang. apyrase) - apiraza; ATP (ang. adenosine
triphosphate) — trifosforan adenozyny; NPA
(ang.l-naphthylphthalamic acid) — kwas N-(I-
naftylo)ftalamowy; NTPDaza (ang. nucleoside
triphosphate diphosphohydrolase) — tri-difosfo-
hydrolaza nukleotydéw; 5-NUC (ang. 5'-nuc-
leosidase) —5'-nukleotydaza; Pi - ortofosforan;
PPADS (ang. pyridoxal-phosphate-6-azophenyl-
2'4'-disulfonate) - kwas 2'4'-disulfonopiry-
doksylofosforano-6-azofenylowy; RB2 (ang.
reactive blue 2) - reaktywny biekit; XDP - di-
fosforan nukleozydu
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STRESZCZENIE

niniejszym artykule przeglagdowym przedstawiono informacje o rezultatach najnow-
Wszych badan dotyczacych funkcji NTPDaz (apiraz) roslinnych. Omawiane enzymy to
biatka rozpuszczalne lub integralne biatka btonowe. Ich obecno$¢ stwierdzono w réznych
przedziatach komérkowych. Apirazy hydrolizujg wigzania pirofosforanowe di- i trifosfo-
ranoéw nukleozydoéw. Ich wspdlng cechg jest podobna budowa, niska specyficzno$¢ substra-
towa i aktywacja w obecnosci jonéw dwuwarto$ciowych. W apoplascie apirazy uczestnicza
w zwrotnym wychwytywaniu produktéw degradacji nukleotydéw. Enzymy te katalizujg
bowiem reakcje hydrolizy ATP do AMP; AMP jest nastepnie degradowany przez inne ekto-
enzymy do adeniny, rybozy i ortofosforanu. Czasteczki te z udziatem odpowiednich trans-
porterow i kanatéw sa transportowane do komorki. Rezultaty niektdrych badan wskazuja,
ze apirazy moga rowniez uczestniczy¢ w regulacji syntezy skrobi i przekazywaniu sygnatéw.
Ich aktywnos$¢ jest takze niezbedna do prawidtowego rozwoju i wzrostu bulw oraz korze-
ni. U roslin straczkowych z kolei aktywujg proces symbiozy z bakteriami korzeniowymi.
NTPDazy, ktére znajdujg sie wewnatrz komérek, katalizujgc reakcje hydrolizy nukleoty-
déw, zmieniajg wewnatrzkomorkowy stosunek ATP:ADP:AMP. Sugeruje to, ze wiekszos¢ z
opisanych funkcji apiraz moze wynika¢ ze stanu energetycznego komorki.

WPROWADZENIE

ATP to najbardziej uniwersalna czasteczka nie tylko ws$rdéd nukleotyddw,
ale rowniez i innych zwigzkéw obecnych w komdrkach organizmdéw zywych.
ATP jest substratem wykorzystywanym w syntezie kwasow nukleinowych i
wielu koenzymoéw oraz wtérnych czasteczek sygnatowych. Jest uniwersalnym
Srodkiem wymiany energii swobodnej i sktadnikiem tadunku energetycznego
komorki. Stezenie tego nukleotydu w komdrkach reguluje szybko$¢ przemian
tworzacych energetycznie uzyteczne czasteczki [1], Wreszcie ATP jest rowniez
czgsteczka sygnatowg [2-9], U zwierzat ektonukleotydy w tym ATP i ADP, ak-
tywuja receptory nukleotydowe typu P2 [2-8]. Receptory te uczestniczg w akty-
wacji i regulacji licznych procesoéw fizjologicznych. W uktadzie krwiono$nym
aktywuja agregacje ptytek iregulujg cisnienie krwi [2-6], z kolei w uktadzie ner-
wowym biorg udziat w neurotransmisji i neuromodulacji. Sg réwniez sygnatem
bélu [6-9], Wyczerpujacy przeglad funkcji receptoré6w nukleotydowych znaj-
dziemy w obszernych publikacjach prof. Burnstock'a [3,5,7,9].

Stezenie nukleotydow, tak w komarce jak i poza nig, regulujg enzymy na-
lezace do kilku klas i rodzin takich jak: fosfatazy, kinazy, pirofosfatazy/fosfo-
diesterazy nukleotydow (NPPazy), ATPazy itri-difosfohydrolazy nukleotydéw
(NTPDazy) [2,5,10-12], Wtasciwosci i funkcje NTPDaz zwierzat zostaty bardzo
dobrze poznane i opisane. Synteza NTPDaz zachodzi we wszystkich typach ko-
morek zwierzecych [10,11,13-16]. Oznacza to, ze enzymy te sg istotnym sktadni-
kiem metabolizmu i majg wptyw na szereg procesow fizjologicznych zaleznych
lub regulowanych przez nukleotydy. NTPDazy uczestniczg w procesach proli-
feracji, réznicowania i apoptozy [14,15]. Degradujac ektonukleotydy, wptywaja
réwniez na rozwoj proceséw zapalnych [5,14,15]. Wiekszos$¢ dotychczas opisa-
nych NTPDaz zwierzecych to biatka btonowe z centrum aktywnym znajduja-
cym sie po zewnetrznej stronie btony komorkowej (ekto-NTPDazy) lub enzymy
rozpuszczalne (egzo-NTPDazy) uwalniane do przestrzeni miedzykomdrkowej
lub ptynéw tkankowych, takich jak krew i ptyn moézgowo-rdzeniowy [10-16].
Enzymy te regulujg stezenie nukleotyddw znajdujacych sie poza komorka lub
w ptynach fizjologicznych i w ten sposob uczestniczg w sygnalizacji purynowej
[2-8,10,15]. NTPDazal zwierzat jest analogiem apirazy roslin [12,15].

W skutek historycznych uwarunkowan NTPDazy roslinne nazywa sie czesto
apirazami. Mimo wcze$niejszego odkrycia i opisania enzymdw roslinnych wie-
dza na temat ich funkcji w roélinach jest niepetna i wymaga dalszych intensyw-
nych badan. Dopiero w ostatnich kilku latach pojawito sie kilka prac dostarcza-
jacych interesujacych informacji na temat budowy i ekspresji genéw roslinnych
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NTPDaz oraz przypuszczalnych funkcji kodowanych przez
nie biatek. Badania te dotyczg ich udziatu w regulacji pro-
cesOw wzrostu i rozwoju rosliny, w tym kietkowania ziarna
pytku i dojrzewania bulw [17-25], Inne badania koncentrujg
sie na procesach sygnalizacji oraz ich udziale w reakcjach
odpornosciowych roslin [24-32], Biatka te z uwagi na wyso-
kg aktywnos¢ katalityczng oraz brak glikozylacji moga by¢
wykorzystywane w leczeniu choréb degeneracyjnych ukta-
du nerwowego, udaréw czy tez zawatow serca [15,16,33,34].

WEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE, BUDOWA
| LOKALIZACJA APIRAZ ROSLINNYCH

Apirazy ziemniaka (difosfohydrolazy ATP —EC 3.6.1.5)
to najlepiej scharakteryzowane enzymy nalezgce do rodzi-
ny NTPDaz roslin [23,34-37], Po raz pierwszy enzym ten
zostat opisany przez Meyerhofa w 1945 roku [36]. Byta to
rozpuszczalna apiraza izolowana z komorek bulw ziemnia-
ka (Solanum tuberosum). Z ziemniaka wyizolowano i oczysz-
czono dwie izoformy apirazy, jednak sklonowano tylko jed-
ng jej forme [36,37],

Apirazy hydrolizujag wigzania bezwodnikowe dwu- i
tréjfosforanow nukleozyddw w obecnosci jondw metali
dwuwarto$ciowych zgodnie ze schematem 1 i Il [33-37]:

1/ ATP + 2TLD => AMP + 2P;
lub

11/ ADP + HD => AMP +P.
|

Koncowymi produktami reakcji s3 AMP i dwie lub jedna
czasteczka ortofosforanu. Apirazy nie hydrolizujg wigzan
estrowych nukleotydéw i nieorganicznego pirofosforanu
[34-37,38]. Najwyzsza aktywno$¢ hydrolizy obserwowana
jest w obecnosci jonéw Ca2+lub Mg2+[11,37], Inne dwuwar-
tosciowe kationy, takie jak Mn2; Co2+oraz Zn2+stymulujg
jej aktywnos$é ze znacznie mniejszym efektem [37,39]. Dla
apirazy z S. tuberosum stwierdzono, ze jony Ca2rwzmac-
niajag aktywno$¢ hydrolityczng wzgledem ADP, a Mg2+
— wzgledem ATP [37], Aktywno$¢ enzymatyczna apiraz
moze by¢ rowniez modulowana przez lektyny oraz zwiaz-
ki bifunkcjonalne [11,39], Wszystkie NTPDazy, niezaleznie
od pochodzenia, charakteryzuja sie niska specyficznoscia
substratowa, a szybko$¢ hydrolizy ATP nie jest ograniczo-
na stezeniem wolnego ADP [37,39], S rowniez niewrazli-
we na inhibitory alkalicznych fosfataz i ATPaz typu P, V, F
[11,15,36,38].

Biatka kodowane przez geny apiraz roslinnych sg poje-
dynczym tancuchem polipeptydowym o masie czgstecz-
kowej 45-50 kDa [23,36-37,39,41]. Struktura wszystkich do-
tychczas wyizolowanych gendw apiraz roslinnych sugeruje,
ze na kofAcu aminowym biatek znajduje sie sekwencja pep-
tydu sygnalnego oraz sekwencje jednej lub dwéch domen
transbtonowych [18,19,23,40]. Enzymy wystepujg w dwdch
formach - rozpuszczalnej lub btonowej [18,19,23,36]. Cen-
trum katalityczne apiraz zwigzanych z btong znajduje sie po
stronie ekstracytoplazmatycznej [18,35,36]. Na podstawie
sekwencji nukleotydowej stwierdzono, ze apirazy roslin i
zwierzat zawieraja zachowane w ewolucji rejony okreslane
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jako ACR (ang. apyrase conserved regions) [12,15,34-36], Bada-
nia prowadzone nad apirazami zwierzat sugerujg, ze rejony
ACR odpowiadajg za specyficznos¢, wigzanie, hydrolize
substratu oraz oddziatywanie z jonami metali [11,15], Skon-
struowany ab initio model struktury przestrzennej apirazy
ziemniaka sugeruje, ze w proces katalizy zaangazowane sg
reszty aminokwasowe Thrl27 i Thr55 oraz Glul70 i Glu78.
Dwustopniowy mechanizm hydrolizy zaktada, ze obie resz-
ty treoniny sg nukleofilami odpowiedzialnymi za rozerwa-
nie wigzan bezwodnikowych (y i P) ATP. Dodatkowo w
procesie tym niezbedne sg Glul70 i Glu78. Obecnos$¢ dwoch
nukleofili w centrum katalitycznym wyjasnia réznice w ak-
tywnosci hydrolitycznej miedzy apirazami a innymi enzy-
mami rodziny NTPDaz [35].

Obecnos¢ NTPDaz roélin stwierdzono w réznych prze-
dziatach komérkowych [18,21-23,39,41-42]. Aktywnos$é
apirazy oznaczono w mikrosomach grochu, pszenicy, ziem-
niaka i baweiny [34], Apiraze wyizolowano réwniez z bto-
ny jadrowej zarodka i z cytoszkieletu grochu [41,42], U soi
(Glycine soja) zidentyfikowano dwie apirazy (GS50 i GS52), z
ktorych jedna jest apirazg obecng w Swietle aparatu Golgie-
go, adruga z nich jest ektoapiraza zwigzang z btong komor-
kowg [44], Z kolei z korzeni fasoli indyjskiej (Dolichos biflo-
rus) wyizolowano lektyne o aktywnos$ci apirazy. Enzym ten
zawiera cztery rejony o sekwencji reszt aminokwasowych
identycznej z ACRami spotykanymi u apiraz [43,44].

GENY NTPDaz ROSLINNYCH I ICH EKSPRESJA

Geny kodujgce NTPDazy znaleziono w genomach kre-
gowcow, bezkregowcow, roslin, drozdzy oraz pierwotnia-
kow [15,23,34,36]. Do dnia dzisiejszego w réznych gatun-
kach roslin zidentyfikowano blisko 18 genéw kodujacych
apirazy. Dwie sekwencje kodujgce apiraze z ziemniaka
zidentyfikowali Riewe i wsp. [23]. Komoszyniski i wsp.
wyizolowali osiem genow kodujacych apiraze ziemnia-
ka. Sekwencje reszt aminokwasowych wyznaczone na ich
podstawie sg identyczne w 93-99% (dane nieopublikowa-
ne, umieszczone w bazie NCBI). W mimozie wstydliwej
znaleziono jeden gen kodujacy apiraze, a w komdrkach
baweiny dwa [2,22,45]. W roélinach stragczkowych ziden-
tyfikowano tgcznie dwanascie genow kodujgcych apirazy
[23,40,43-45]. Na podstawie analizy genomu rzodkiewnika
(Arabidopsis thaliana) znaleziono siedem genéw kodujgcych
apirazy. Dwa z nich (AtAPYI i AtAPY2) zostaly sklonowa-
ne. Okreslono profil ich ekspresji i podjeto prébe oceny ich
funkcji fizjologicznych. Sekwencje reszt aminokwasowych
tych biatek sg identyczne w 87%, co sugeruje, ze enzymy
te mogg braé¢ udziat w réznych procesach metabolicznych
[18,19,21,39],

Na podstawie analizy zawartosci mMRNA mozna stwier-
dzié¢, ze poziom ekspresji genow kodujacych apirazy jest
rozny dla réznych typédw tkanek [18,19,23,39-45]. Wyzszy
poziom transkryptow obserwuje sie w tkankach, ktére cha-
rakteryzuja sie szybkim wzrostem oraz w tych, ktore ule-
gajg procesowi réznicowania [18,23,39,44 ]. Steinebrunner i
wsp. [21] wykazali, ze najwyzszg ekspresje gendw apiraz
rzodkiewnika (AtAPYI i AtAPY2) wykazujg szybko dzie-
lace i réznicujace sie tkanki oraz organy. Nalezg do nich
tagiewka pytkowa, etiolowane hypokotyle, wierzchotek
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korzenia oraz miejsca akumulacji auksyny i jej transportu,
a takze komorki wykazujace wysoka ekspresje gendéw ko-
dujgcych biatka PIN [18,19]. Ponadto w elementach regu-
latorowych cis obu tych genéw wystepujg charakterystycz-
ne motywy sekwencji, ktorych aktywno$¢ regulowana jest
przez Swiatto oraz auksyne. Stwierdzono, ze Swiatto czer-
wone powoduje obnizenie liczby transkryptéw apirazy w
hypokotylu, co wywotuje zahamowanie wzrostu korzeni
[18]. U ziemniaka apiraza wystepuje przede wszystkim w
komérkach tkanek korzenia, kwiatow, pedu i bulw, nato-
miast w lisciach i tkankach todygi iloS¢ mMRNA jest niewiel-
ka lub zadna [23]. Niskim poziomem transkryptéw apirazy
charakteryzujg sie liscie rzodkiewnika i grochu [18,39,40]. U
innych roslin obserwuje sie zblizone profile ekspresji tych
enzymow [41-45].

ZRODLA | METABOLIZM
EKTONUKLEOTYDOW W ROSLINACH

ATP jest zwigzkiem wysokoenergetycznym. Zmienia-
jace sie stezenia tego nukleotydu w komorce kontrolujg
wiele szlakéw metabolicznych. Hydroliza obecnych w tej
czasteczce wigzan bezwodnikowych dostarcza energii dla
szeregu endoergicznych reakcji i procesow niezbednych
do wzrostu i rozwoju komorki [1], ATP moze pojawiac
sie w przestrzeni poza komorka na drodze egzocytozy z
pecherzykéw wydzielniczych lub by¢ transportowany z
udziatem transporterow ABC (biatek zawierajgcych kase-
te wigzaca ATP) [17,24-30,48], Nukleotyd ten jest réwniez
uwalniany z komaérek roslinnych podczas stresu osmotycz-
nego lub w wyniku utraty integralno$ci btony komorkowej
spowodowanej uszkodzeniem mechanicznym lub atakiem
patogenéw (Ryc. 1) [27-30]. Jego Zrédtem moga by¢ réwniez
mikroorganizmy zyjace w glebie [17,30],

Zewnagtrzkomorkowy ATP (eATP) nie jest transporto-
wany do wnetrza komorki, jednak zwigzek ten zawiera
elementy strukturalne, ktérych synteza wymaga wysokich
naktadow energii (adenina, ryboza) [1,17,48]. Wielu auto-
row sadzi, ze podstawowg funkcjg roslinnych apiraz jest
kontrola stezenia ATP znajdujacego sie w apoplascie (Ryc
2.) [23,46-50]. Ektoapirazy hydrolizujg ATP do AMP zgod-
nie ze schematem 1 ill. Jak dotagd nie zostaty zidentyfikowa-
ne biatka, ktére umozliwiatyby transport AMP do wnetrza
komarki [48]. Ten nukleotyd jest hydrolizowany do ortofos-
foranu iadenozyny przez obecng w apoplascie 5'-nukleoty-
daze (schemat III).

v.. clsdaig
°
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Rycina 1. Zrédta ATP w apoplascie. MDR - transporter ABC z kaseta wigzaca
ATP. Szczeg6towy opis ryciny w tekscie. Wg [26] zmodyfikowana.
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Rycina 2. Metabolizm ektonukleotydéw w apoplascie. Apy - apiraza; 5-NUC
- 5'-nukleotydaza; ANaza - N-glikozydaza; Pi - ortofosforan; H#t- kation wo-
dorowy; Ado - adenozyna; Adn - adenina; 1 - kanat jonowy; 2 - transporter
adenozyny; 3 - transporter adeniny. Szczeg6towy opis ryciny w tekscie. Wg [50]
zmodyfikowana.

I/ AMP + HD => adenozyna + P.

Powstajaca w tej reakcji adenozyna moze by¢ transpor-
towana do wnetrza komorki za posrednictwem biatkowych
transporteréw na drodze symportu z jonami wodorowymi
lub ulegaé dalszej degradacji do adeniny i rybozy [47,48].
Powstajacy w powyzszych reakcjach ortofosforan jest
transportowany do komorki z udziatem kanatéw aniono-
wych [49]. Rezultaty badahA Rewie i wsp. [23] sugeruja, ze
w przestrzeni migdzykomoérkowej znajduje sie rowniez N-
glikozydaza (nazwana przez autoréw ANaza) [47]. Jej wy-
soce specyficzna aktywnos$¢ wzgledem adenozyny umozli-
wia efektywne odzyskiwanie adeniny irybozy z czgsteczek
adenozyny (schemat IV).

IV/ adenozyna + HD => adenina + ryboza

Stwierdzono, ze aktywno$¢ ANazy zalezy od aktywno-
$ci ektoapiraz. Wynika to z dwéch powoddéw. Po pierwsze,
stezenie adenozyny zalezy od aktywnosci apiraz i 5'-nukle-
otydazy. Po drugie aktywnos$¢ 5'-nukleotydazy jest uzalez-
niona od stezenia ATP i ADP, ktdre hamujg aktywnos¢ tego
enzymu [10,16,47].

Ektoapiraza obecna w apoplascie moze byé enzymem
rozpuszczalnym lub stabo zasocjowanym z btong komar-
kowa [22,23,39,47]. Inna hipoteza sugeruje, ze ektoapiraza
i pozostate enzymy uczestniczagce w metabolizmie eATP,
zwigzane sg ze Sciang komdrkowga [48]. Wielu autoréw
podziela opinie, ze apirazy, regulujgc poziom zewnatrzko-
morkowego ATP, uczestnicza w katabolizmie ATP i funk-
cjonuja jako regulatory zewnatrzkomdérkowego stanu ener-
getycznego [17,23,47]. Obecne w apoplascie apirazy dzieki
wysokiej aktywnosci katalitycznej, ktérg ogranicza jedynie
dostepno$¢ substratu, hydrolizujg ATP (niezaleznie od
zrédta jego pochodzenia) i btyskawicznie zwiekszajg pule
zewnatrzkomorkowego ortofosforanu, ktdry np. moze by¢
wykorzystywany przez ryzosfere [17,47,49]. Naszym zda-
niem podstawowg funkcja apiraz oraz innych enzymow
metabolizujacych ektonukleotydy jest umozliwienie odzy-
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skania przez komérke, z udziatem stosownych kanatow i
transporteréw, takich produktéw degradacji nukleotydéw
jak ortofosforan, adenozyna, adenina i ryboza (Ryc. 2).

PRZEKAZYWANIE SYGNALU Z UDZIALEM eATP

Istnieja hipotezy, ze zewngatrzkomérkowy ATP mégtby
petni¢ w roslinach funkcje sygnalizacyjnag [17,20,23-30]. Nie-
ktorzy badacze twierdza, ze u rosélin istniejg receptory po-
dobne do receptoréw nukleotydowych (Pl i P2) zwierzat,
jednak jak dotad nie odnaleziono ich w roslinach [20,26-29],
Sekwencje reszt aminokwasowych receptoréw zwierzat nie
sg zachowane w ewolucji [20,24,28]. Istniejg wyrazne rézni-
ce zaréwno w sekwencji jak i strukturze pomiedzy recepto-
rami nukleotydowymi zidentyfikowanymi u ssakow i alg
[20,28]. Autorzy sugeruja, ze niski stopieA zachowania w
ewolucji sekwencji kodujacych receptory Pl i P2 jest gtow-
nym problemem utrudniajagcym ich identyfikacje w geno-
mie ro$linnym [17,20,27,30].

W doswiadczeniach dotyczacych wytwarzania nadtlen-
kéw przez oksydaze NADPH w odpowiedzi na wzrost
stezenia zewnatrzkomérkowego ATP zauwazono, ze po
dodaniu do Srodowiska ATP linie transgeniczne A. thalia-
na wykazujace nadekspresje genu apy2, charakteryzujg sie
nizszym poziomem syntezy rodnika ponadtlenkowego [27-
29], Jednoczes$nie zmniejsza sie ilos¢ transkryptow genu pall
(kodujacego liaze fenyloalanina-amoniak), ktéry jest indu-
kowany przez reaktywne formy tlenu (ROS) [24], Obserwu-
je sie rowniez zmniejszong transkrypcje genéw LOX2 oraz
ACS6 kodujacych enzymy zaangazowane w biosynteze
dwoch hormonoéw roslinnych - kwasu jasmonowego i ety-
lenu [24,29]. Oba te hormony uczestnicza w odpowiedziach
obronnych roslin (w tym na zranienie). W doswiadczeniach
dotyczacych transmisji sygnatu z udziatem eATP u roslin,
zauwazono, ze uzycie PPADS — inhibitora receptorow
adenozyny i RB2 - niespecyficznego inhibitora receptorow
nukleotydowych, zmniejsza ekspresje powyzszych genow
[24,27-29]. Na podstawie tych wynikow autorzy proponujg
nastepujacy model szlaku przekazywania sygnatéw z udzia-
tem eATP (Ryc 3.). Podczas stresu wywotanego czynnikami
biotycznymi lub abiotycznymi, jak rdwniez stymulacja me-
chaniczna powoduje wyptyw ATP z komarki [17,24-26,30],
eATP wigze sie do receptora, co powoduje naptyw jonéw
wapnia do cytoplazmy [17,26-28], Aktywacja przez jony
Ca2+ kalmoduliny zwieksza aktywno$¢ oksydazy NADPH
i tym samym podnosi poziom reaktywnych form tlenu,
takich jak rodnik ponadtlenkowy [17,27-38], Zwiekszenie
ilosci ROS powoduje aktywacje genow kodujgcych biatka
zwigzane z mechanizmami obronnymi i odpowiedzig (ada-
ptacja) na dziatajace bodzce srodowiskowe [17,24,26,27,30],
Nalezy do nich kinaza biatkowa aktywowana mitogenem
(MAPK3), ktéra poprzez fosforylacje reguluje aktywnos$¢
docelowych biatek [27], W tym przypadku autorzy suge-
rujg, ze ektoapirazy, z uwagi na ich wysoka aktywnos¢,
mogtyby, przez hydrolize eATP, modulowac¢ lub wyciszaé
szlaki sygnalizacyjne, w ktédrych eATP funkcjonuje jako cza-
steczka sygnatowa [20,25,27,28,31].

Wyniki badan z zastosowaniem mikromacierzy DNA
pokazuja, ze wyciszenie genow apiraz zwieksza blisko

dwukrotnie ekspresje genoéw kodujacych biatka nalezace

Postepy Biochemii 57 (1) 2011

@@
{ tleATP] Ado®,
& 2+

$ Ca“,* .

0 .
-l @
S eATP ¢ Py

........ \ o'

Rycina 3. Model sygnalizacji zewnatrzkomérkowej z udziatem eATP. Apy - api-
raza; 5'-NUC - 5'-nukleotydaza; P2 - hipotetyczny receptor typu P2; VGCC -
kanat wapniowy bramkowany napieciem; CaM - kalmodulina; ROS - reaktyw-
ne formy tlenu; Ado - adenozyna. Szczeg6towy opis ryciny w tekscie. Wg [29]
zmodyfikowana.

do rodziny ekstensyn [23]. Ekstensyny sg bogate w gliko-
zylowang hydroksyproline. Zlokalizowane sa w Scianie ko-
moérkowej od strony apoplastu i petnig funkcje strukturalne
oraz sygnalizacyjne. Udowodniono, ze ich aktywno$¢ wpty-
wa na procesy zaangazowane w rozpoznanie ziarna pytku,
zaptodnienie, rozwoj zarodka, podziat komorki, réznicowa-
nie oraz starzenie sie¢ komdrek [23,50]. Biatka te sg rowniez
zaangazowane w odpowiedzi na stres biotyczny i abiotycz-
ny [50]. Autorzy sugeruja, ze ekstensyny mogg uczestniczy¢
w transmisji sygnatu z udzialem eATP. Zwazywszy, ze
najwazniejsza funkcjg apiraz w apoplascie jest kontrola ze-
wnatrzkomoérkowego stezenia ektonukleotydéw, enzymy
te mogg réwniez regulowac ten szlak sygnalizacyjny [23]. W
tym przypadku celem proceséw prowadzonych z udziatem
apiraz i ekstensyn moze by¢ zwiekszenie zywotnosci koma-
rek oraz kontrola ich polarnego wzrostu [23,30,50].

ROLA APIRAZY W SYNEZIE SKROBI

Bardzo wysoka ekspresja mMRNA apiraz w bulwach ziem-
niaka (organach stuzacych akumulacji tego polisacharydu)
jest argumentem sugerujagcym, ze apiraza jest zaangazowa-
na w proces biosyntezy skrobi [23,36,46,47]. Ponadto wiele
etapdw biosyntezy tego cukru jest regulowanych substra-
tami (ATP i ADP) i produktami (ortofosforan) reakcji kata-
lizowanych przez apiraze [1,23,47], Podczas 140-dniowego
rozwoju bulw ziemniaka jednocze$nie ros$nie ilos¢ skrobi i
aktywno$¢ apirazy. Wraz ze wzrostem syntezy skrobi steze-
nie XDP powinno rosng¢ (schemat V), jednak obserwowa-
ny poziom tego zwigzku w bulwach nie odpowiadat ilosci
zsyntetyzowanej skrobi (byt nizszy).

V/ XDP-glukoza + amylozan<=> amylozan+l + XDP
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Obnizone stezenie ADP, $ladowa aktywno$¢ kinazy
adenylanowej oraz wzrost aktywnosci apirazy sugeruja,
ze podczas dojrzewania bulw enzym ten reguluje stezenie
ADP [23,46]. Obecna w komorkach apiraza umozliwia statg
szybkos¢ syntezy wielocukrow poprzez degradacje difosfo-
nukleotydow, przeprowadzajgc reakcje zgodnie ze schema-
tem V I:

VI/ XDP + HD => XMP +P.

Wiadomo, ze w komérkach roslinnych degradacja i bio-
synteza cukréw jest kontrolowana przez ortofosforan [1,46].
Zauwazono, ze podczas nagtego spadku temperatury poni-
zej 0°C nastepuje wzrost ilosci monocukréw [23,46], Obrona
przed zachodzacymi zmianami w $rodowisku polega na
uruchomieniu rezerw cukrow prostych, ktére sg zgroma-
dzone w postaci skrobi. Podczas hydrolizy skrobi (fosforo-
lizy) niezbedny jest ortofosforan. Gwattowny wzrost zapo-
trzebowania na ortofosforan jest pokrywany ze zrodet znaj-
dujacych sie w komorce. Apiraza, hydrolizujgc ATP, dostar-
cza substratu (ortofosforanu) do hydrolizy skrobi i uczestni-
czy w odpowiedziach na zachodzgce w $rodowisku zmiany
temperatury. Apiraza moze roéwniez kontrolowaé proces
akumulacji skrobi, poniewaz mutacja obu genéw AtAPYI i
AtAPY2 powoduje, ze skrobia akumuluje sie w komarkach
w postaci wyraznie wiekszych ziaren [21], W do$wiadcze-
niach, w ktdrych uzyto linie transgeniczne ziemniaka, w
ktédrych wyciszono transkrypcje genéw kodujacych ziem-
niaczane apirazy, obserwowano wzrost ilosci transkryptow
biatek zaangazowanych w synteze skrobi, takich jak syn-
taza sacharozy, mitochondrialne i plastydowe translokazy
ATP/ADP oraz translokaza glukozo-6-fosforanu [23]. En-
zymy te stymuluja wzrost liczby ziaren skrobi w bulwach
ziemniaka. Obnizona aktywno$¢ apirazy skoordynowana
jest ze wzrostem liczby transkryptow podjednostki piro-
fosforylazy ADP-glukozy (AGPazy) [23]. AGPaza jest klu-
czowym enzymem w biosyntezie skrobi i przeprowadza
reakcje przeniesienia glukozy z fosforanu glukozy na XDP
(schemat VII):

VII/ glukozo-I-fosforan + XTP => XDP-glukoza + PP|

Aktywnos$¢ AGPazy regulowana jest przez utlenianie i
redukcje grup -SH cysteiny [23]. Autorzy sugerujg, ze reak-
cje te mogg by¢ katalizowane przez zalezng od NADPH pla-
stydowa reduktaze tioredoksyny, poniewaz w warunkach
obnizonej syntezy apiraz ro$nie ekspresja genu kodujacego
ten enzym [23]. Powyzsze wyniki sugerujg, ze aktywno$¢
apiraz wptywa na proces biosyntezy skrobi na poziomie
transkrypcji, jednak nieznane s3 mechanizmy, w jaki spo-
séb apirazy mogtyby regulowaé synteze biatek zaangazo-
wanych w tym procesie. Naszym zdaniem obserwowane
zmiany nie sg wynikiem bezposredniej regulacji aktywnosci
genow przez apirazy, lecz sa zwigzane z podwyzszeniem
ilosci ADP i obnizeniem w komdrkach bulw puli ortofos-
foranu (fosforoliza) i AMP, a wiec tych zwigzkoéw, ktore
wptywajg na tadunek energetyczny i potencjat fosforylacyj-
ny komorki. Powyzsze zmiany mogg miec istotny wplyw
na tempo wzrostu i rozwoj bulw ziemniaka.
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Linie transgeniczne ziemniaka, w ktérych wyciszono
geny apiraz konstruktem znajdujagcym sie pod kontro-
la konstytutywnego promotora wirusa mozaiki kalafiora
(CaMV 35S) charakteryzowaly sie mniejsza 0 90% aktyw-
noscig apiraz w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi [23],
Obnizona aktywno$¢ apirazy skorelowana jest ze zmiana-
mi morfologicznymi w tkankach i organach rosngcych pod
ziemig. Sa to tkanki, w ktdrych ekspresja gendéw apiraz w
warunkach fizjologicznych jest najwyzsza [23]. Skutkiem
wyciszenia genow apiraz jest otrzymanie mniejszych ro-
§lin, u ktérych widoczny jest zahamowany wzrost pedéw, a
bulwy tych roslin sg liczniejsze i mniejsze [23]. Zastosowa-
nie organospecyficznego promotora B33 umozliwito wyci-
szenie ekspresji gendw apiraz tylko w bulwach rosliny. W
tym przypadku nie doszto do zahamowania wzrostu catych
roélin, natomiast bulwy ziemniaka byty wydtuzone oraz
zawieraty nieznacznie podwyzszong zawarto$¢ skrobi [23].
Przedstawione wyzej badania sugeruja, ze apirazy uczestni-
czg w regulacji wzrostu rosliny. Wyniki badan przeprowa-
dzonych na grochu sugeruja, ze znajdujaca sie w aparacie
Golgiego apiraza o wysokiej aktywnosci wzgledem UDP,
uczestniczy w biosyntezie sktadnikéw Sciany komorkowej
[23,40,42], jednak w komérkach bulw ziemniaka, w ktérych
wyciszono geny apiraz nie obserwowano réznic w ilosci ce-
lulozy i kwasu uronowego, sktadnikéw sciany komdrkowej
[23]. Brak tych zmian wskazuje, ze apirazy nie sa zaangazo-
wane w proces biosyntezy tych czasteczek. Wiemy jednak,
ze aktywnos$¢ ektoapiraz powoduje wzrost stezenia jondw
fosforanowych poza komdrka, co obniza pH apoplastu. Za-
kwaszenie to moze aktywowac synteze Sciany komorkowej
(tzw. kwasny wzrost $ciany komoérkowej) [21,23,51].

W minionej dekadzie pojawito sie w literaturze szereg
prac dotyczacych roli apiraz rzodkiewnika w procesie Kiet-
kowania ziarna pytku [18-21,42]. Wyniki tych badan suge-
rujg udziat omawianych enzymow w regulacji ekspresji ge-
now w komdrkach meskiego gametofitu. Uzycie konstruk-
téw utworzonych z promotora genéw AtAPYI lub AtAPY2
i genu kodujacego biatko reporterowe (P-glukuronidaze),
umozliwito identyfikacje tkanek, w ktorych dochodzi do
transkrypcji genow apirazy. Wyniki tych doswiadczen
wskazujg, ze ich wysoka ekspresja ma miejsce tylko w kwia-
tach zawierajgcych dojrzate ziarna pytku, podczas gdy jest
ledwie zauwazalna w niedojrzatych ziarnach [19]. Pozba-
wienie ciggtosci obu genéw kodujgcych apirazy (AtAPYI
i AtAPYI) przez umieszczenie w ich sekwencji fragmentu
T-DNA pozwolito na utworzenie mutantow, ze zmodyfi-
kowanym jednym lub dwoma genami tego enzymu [19,21].
Analiza fenotypow uzyskanych roslin transgenicznych wy-
kazata, ze pojedyncze mutanty byty podobne morfologicz-
nie do roslin typu dzikiego [19]. Nie obserwowano réwniez
réznic tak w szybkosci kietkowania ziaren pytku jak i w
budowie gametofitow. Podwdjny nokaut genéw AtAPYI i
AtAPY2 byt letalny, jesli dwa znokautowane allele pocho-
dzity od gametofitu meskiego [19,21], Uzyskany w tych wa-
runkach gametofit byt niedojrzaty i fizjologicznie nieaktyw-
ny. Powyzsze zmiany powodowaty réwniez spowolnienie
procesu rozwoju i wydtuzania tagiewki pytkowej. Nokaut
obu genow apiraz catkowicie hamowat proces zapylenia,
a uzyskane nasiona nie kietkowaty [19,21]. Oznacza to, ze
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aktywnos$¢ apiraz odgrywa wazng role w procesie rozmna-
zaniarzodkiewnika. Powyzszg hipoteze potwierdzity bada-
nia nad wptywem ATP, substratu apirazy, na kietkowanie
ziaren pytku. W dosSwiadczeniach tych wykazano, ze ATP
w stezeniu 2 mM catkowicie hamuje kietkowanie tych ro-
$lin, podczas gdy ADP, tylko w pewnym stopniu. Z kolei
4 mM AMP, ktory nie jest hydrolizowany przez apiraze, ha-
mowat proces kietkowania tylko w 10% [19]. Zastosowanie
NGXT1913, silnego inhibitora aktywnos$ci apiraz lub poli-
klonalnych przeciwciat skierowanych przeciwko apirazom
rzodkiewnika réwniez hamowato proces kietkowania. Na
podstawie powyzszych wynikow autorzy sugeruja, ze wy-
soki poziom zewngatrzkomorkowego ATP moze byé przy-
czyng meskiej sterylnosci u rzodkiewnika [19]. Tak wiec,
brak aktywnosci apirazy powoduje wzrost ilosci niezhydro-
lizowanego ATP oraz obnizenie puli dostepnego AMP i P,
czego widocznym skutkiem sg morfologiczne i funkcjonal-
ne zmiany meskiego gametofitu [19,21]. Zdaniem autorow
regulacja procesu rozmnazania u rzodkiewnika przez api-
razy jest wynikiem ich katalitycznej funkcji polegajgcej na
obnizaniu stezenia nukleotydéow w komadrkach i tkankach.
Autorzy sugerujg, Ze apirazy sg niezbedne w utrzymaniu
odpowiedniego (wyraznie stromego) gradientu ATP przez
btone komorkowa, ktéry utatwitby lub umozliwitby trans-
port substancji niezbednych podczas procesu kietkowania i
wzrostu [18-21]. Naszym zdaniem powyzsze doswiadcze-
nia nalezy traktowac ostroznie. Milimolowe stezenia ATP (a
takich uzywali autorzy w swoich badaniach) oraz hamowa-
nie aktywnosci apiraz powoduje utrzymywanie sie¢ wyso-
kiego stezenia ATP w poblizu bton. Wiele badan wskazuje,
ze wysokie stezenia ATP sg dla komdrek cytotoksyczne i
powodujg tworzenie w bionach plazmatycznych poréw o
Srednicy pozwalajacej na przenikanie przez nie czasteczek o
masie do 1000 Da [17,26],

Analiza z zastosowaniem konstruktow sktadajacych sie
z p-glukuronidazy i promotoréw genu AtAPYI i AtAPY2
(AtAPYI:GUS i AfAPY2:GUS) wykazata, ze oba geny ule-
gaja wysokiej ekspresji w szybko dzielgcych sie tkankach
roslinnych i charakteryzujacych sie wysokag aktywnoscig
wydzielnicza. Sg to przede wszystkim wierzchotki korze-
ni gtéwnych jak i bocznych, etiolowane hypokotyle oraz
tagiewki pytkowe [18]. W tych obszarach stwierdzono naj-
wieksze stezenie zewngtrzkomdrkowego ATP [25]. Wyniki
te sugeruja, ze funkcja apiraz moze by¢ zwigzana z kontro-
la wzrostu rosliny. Rozwdj rosliny regulowany jest przez
szereg czynnikow, z ktérych Swiatto oraz auksyny petnig
najistotniejsze funkcje [18,52]. Auksyna jest hormonem ro-
$linnym, ktoérego dystrybucja w tkankach zachodzi na dro-
dze transportu polarnego [52]. Badania Tang'a i wsp. (2003)
wykazaly, ze egzogenny ATP powoduje akumulacje auksy-
ny w wierzchotkach korzeni siewek rzodkiewnika i kuku-
rydzy oraz hamuje proces grawitropizmu. Podobny rezul-
tat otrzymano stosujagc NPA, inhibitor transportu auksyny
[18,52]. Powyzsze obserwacje sugeruja, ze apirazy moga
rowniez uczestniczy¢ w regulacji transportu auksyn.

U rzodkiewnika $wiatto czerwone z udziatem fitochro-
mu hamuje wydtuzanie hypokotylu ijednoczenie gwattow-
nie zmniejsza ekspresje genow apiraz w tej tkance [18,21].
Oznacza to, ze u rzodkiewnika oba procesy sg regulowane
przez $wiatto. Swiatto czerwone nie wydtuza hypokotylu
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roslin pozbawionych ekspresji genow kodujgcych fito-
chrom, natomiast aktywuje ekspresje genow apiraz [18].
Swiadczy to o negatywnej regulacji ekspresji genéw apiraz
przez fitochrom. Stwierdzono, ze w promotorach genow
apiraz wystepuja charakterystyczne sekwencje, ktérych ak-
tywno$¢ regulowana jest przez $wiatto oraz auksyne [18,39].
Potwierdzeniem sugestii, ze apirazy uczestniczg w proce-
sach regulacji wzrostu tkanek roslin sg obserwacje wska-
zujace, ze hamowanie ekspresji dwdch z siedmiu gendéw
apiraz (metodg RNAIi i T-DNA) hamuje wzrost hypokotyli
siewek [18,21], Brak obecnosci transkryptéw apiraz przeja-
wia sie krotszymi korzeniami oraz mniejszg strefa elongacji.
Uzyskane rosliny maja kartowaty fenotyp ze zmniejszona
iloscig korzeni bocznych i pedéw [18]. Stad wniosek, ze ak-
tywnos$¢ apiraz jest bezwzglednym warunkiem prawidto-
wego wzrostu i rozwoju siewki w posta¢ dorostej rosliny.

OPORNOSC NA SUBSTANCJE TOKSYCZNE

Zjawisko opornosci wielolekowej (MDR, ang. Multi Drug
Resistance) jest biologicznym procesem obserwowanym
u zwierzat, roslin, drozdzy i bakterii, ktéry przejawia sie
opornoscig komérek na ksenobiotyki [53]. Podstawowym
sktadnikiem mechanizmu MDR sg transportery ABC, kto-
re uczestnicza w usuwaniu z komdrki szkodliwych sub-
stancji. Biatka te nalezg do nadrodziny zawierajacej kasete
wigzgcg ATP [53], P-glikoproteiny, kodowane przez geny
MDR1, wykorzystujg energie zgromadzong w znajdujgcym
sie poza komorkg ATP do usuwania z komorki substancji
toksycznych [31,53]. Dotychczasowe badania wskazujg, ze
transport ATP poza komorke moze by¢ regulowany przez
zmiane potencjatu membranowego lub aktywacje recepto-
row nukleotydowych [20,26-29], W doswiadczeniach z wy-
korzystaniem siewek rzodkiewnika stwierdzono, ze obni-
zenie aktywnos$ci zewngtrzkomdrkowych ATPaz zwieksza
wrazliwosé tych roslin na ksenobiotyki [31,32], Natomiast
nadekspresja PSNTP9 (gen apirazy z grochu zwyczajnego)
lub AtPGPI (homolog genu MDR) umozliwia kietkowanie
nasion A. thaliana na podtozu zawierajgcym toksyne (cyklo-
heksimid) i lepszy wzrost siewek na podtozu zawierajgcym
toksyczne stezenia 2-izopentenyloadeniny [31]. Nadpro-
dukcja biatka MDR lub apirazy zwieksza opornos¢ roslin na
herbicydy w poréwnaniu z ro$linami niestransformowany-
mi. Najwyzszg oporno$¢ obserwowano w doswiadczeniach,
w ktérych oba te geny eksprymowano w komérkach rzod-
kiewnika jednoczes$nie, natomiast hamowanie aktywnosci
apirazy wyraznie obniza wrazliwo$¢ tych roslin na toksyny
[31,32], Na tej podstawie autorzy sformutowali hipoteze, ze
hydroliza zewnatrzkomérkowego ATP przez NTPDazy i
fosfatazy moze by¢ niezbednym elementem proceséw regu-
lujacych aktywnos$¢ transporteréw ABC.

KONTROLA WCZESNYCH ETAPOW SYMBIOZY
BAKTERII Z RODZAJU RHIZOBIUM Z
ROSLINAMI STRACZKOWYMI

Z korzeni fasoli indyjskiej wyizolowano ektoapiraze,
zdolng do wigzania czynnika nodulacji (Nod) z bakterii Rhi-
zobium [46]. Ten rodzaj ektoapirazy zlokalizowano na po-
wierzchni komorek epidermy miodych korzeni, w miejscu
pierwotnego kontaktu bakterii symbiotycznych z rosling
[46], U lucerny (Medicago truncatula) zidentyfikowano szes¢
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genow apiraz [46]. Poziom mRNA dwéch z nich (MtAPYI
i MtAPY4) wzrasta wyraznie po 3-6 godzinach od inoku-
lacji korzeni bakteriami Sinorhizobium meliloti [47], U soi
stwierdzono obecno$¢ dwdch genow apiraz, GS50 i GS52.
Podczas pierwszych szesciu godzin od inokulacji Bradyr-
hizobium japonicum, nastepuje wyrazny wzrost ilosci trans-
kryptdw genu GS52 [44,45]. Zastosowanie specyficznych
przeciwciat skierowanych wobec apirazy lub wyciszenie
ekspresji jej genu technologiag RNAi hamuje u soi i fasoli
proces brodawkowania [44,45]. Na wtosnikach korzeni tych
roslin pojawiajg sie tylko mate, nie zawierajace bakteroidow
brodawki. Uzyskany fenotyp korzeni przypomina fenotyp
korzeni mutantéw, u ktérych brak jest ekspresji genow ko-
dujacych biatka uczestniczace w procesie brodawkowania
[45], Dalsze badania wykazaty, ze wyciszenie genu wcze-
snej nodulacji enod40 silnie hamuje rozw6j primordidéw i
dojrzewanie brodawek. Linie transgeniczne Lotus japonicus,
do ktérych wprowadzono gen apirazy GS52 pod kontrolg
konstytutywnego promotora, charakteryzujg sie wiekszg
podatnos$cig na infekcje przez bakterie symbiotyczne oraz
zwiekszong iloscig brodawek na korzeniach [45]. Z kolei
dodanie ADP do pozywki, w ktorej rosty rosliny z wyciszo-
nym genem GS52, znosi cze$ciowo efekty wyciszenia eks-
presji gendw ektoapiraz i powoduje pojawienie sie dobrze
rozwinietych bakteroidow otoczonych symbiosomem [45].
Obecno$¢ ADP podwyzsza rowniez ekspresje genu enod40,
przy niezmienionym poziomie transkryptow mRNA kodu-
jacych apiraze GS52. Dodanie ATP w stezeniu od 10 do 200
pM nie ma wptywu na proces nodulacji i liczbe wytworzo-
nych brodawek u roslin z wyciszonym genem ektoapira-
zy [45]. Powyzsze wyniki sugerujg, ze ADP petni kluczo-
wa role podczas pierwszych etapéw tworzenia brodawek
przez bakterie symbiotyczne.

Procesy depolaryzacji btony, aktywno$¢ hormonéw,
zmiany poziomu wapnia i przekazywanie sygnatu sg $cisle
zwigzane z tworzeniem brodawek przez bakterie symbio-
tyczne. 1 mM eATP depolaryzuje potencjat btonowy wto-
$nikoéw korzeni rzodkiewnika i jest czynnikiem zapewnia-
jacym wiasciwy wzrost i rozwo6j rosliny [27,30]. Dodanie
apirazy z S. tuberosum do pozywki, na ktdrej rosta lucerna,
hamuje wzrost korzeni wto$nikowych, co umozliwia ini-
cjacje procesu symbiozy bakterii z rodzaju Rhizobium z ro-
Slinami strgczkowymi [43], eATP w stezeniu 1 mM hamuje
grawitropizm korzeni i polarny transport auksyn [52]. Inne
badania wskazujg, ze ATP znajdujacy sie poza komdrka
zwiegksza poziom wapnia w komaorce, co jest istotnym ele-
mentem wczesnych etapéw infekcji bakteriami z rodzaju
Rhizobium [30,44]. Z kolei zwiekszenie cytoplazmatycznego
poziomu wapnia jest zwigzane z regulacja ekspresji gendw
[17,26-30], Z drugiej strony istniejg badania, w ktérych ATP
aktywuje synteze etylenu, inhibitora procesu brodawko-
wania i moze hamowaé¢ nodulacje [30,43,44,52], Powyzsze
badania wyraznie wskazujg, ze ATP moze uczestniczy¢ w
réznych, czesto przeciwstawnych, procesach regulujgcych
brodawkowanie. Ektoapirazy roslin, hydrolizujgc eATP, za-
pewniajg odpowiedni stosunek ADP/ATP, co jest niezbed-
ne dla utrzymania rownowagi pomiedzy wzrostem korzeni
oraz zywotnoScig rosliny, a procesami symbiozy z bakteria-
mi glebowymi z rodzaju Rhizobium [17,25,30,42-45,52].
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NTPDazy (apirazy) to rodzina enzymow rozpowszech-
niona w krdlestwie roslin. Enzymy te hydrolizuja nukleoty-
dy tri- i difosforanowe, gtéwnie ATP i ADP, do ortofosfora-
nu i AMP. W wielu ro$linach biatka te kodowane sg przez
kilka genow, ktdrych poziom ekspresji jest rdzny w réznych
tkankach i organach. Na podstawie wynikow badan prze-
prowadzonych na rzodkiewniku udowodniono, ze ekspre-
sja genow apiraz (AtAPYI i AtAPY2) jest requlowana przez
auksyne oraz Swiatto, jednak wcigz niewiele wiadomo o
mechanizmach regulacji ekspresji genéw apiraz w innych
organizmach roslinnych. Niektdre z roslinnych apiraz sg ek-
toenzymami, jednak wiekszos$¢ zidentyfikowanych apiraz
roslinnych zlokalizowanych jest w jadrze, cytosolu i apa-
racie Golgiego. Zroznicowany poziom syntezy oraz loka-
lizacja subkomorkowa sugeruja, ze roslinne apirazy moga
uczestniczy¢ w réznych procesach metabolicznych.

U roélin straczkowych produkcja ADP przez ekto-
NTPDazy stanowi jeden z kluczowych elementéw aktywu-
jacych inicjacje symbiozy tych roslin z bakteriami z rodzaju
Rhizobium. Wielu autoréw sugeruje, ze apirazy roslinne,
ktore metabolizujg ATP poza komérka, mogg uczestniczy¢
w regulacji proceséw przekazywania sygnatéw. Propono-
wane modele przekazywania sygnatow zaktadajg istnienie
hipotetycznych receptoréw nukleotydowych o strukturze
odmiennej od receptoréw zwierzecych typu P2, jednak do
dnia dzisiejszego w zadnym genomie roslinnym nie zi-
dentyfikowano ich homologéw. U wielu gatunkéw roslin
udowodniono udziat apiraz w procesach wzrostu i roz-
woju organéw roslinnych, takich jak tagiewka pytkowa,
korzenie oraz bulwy. W rozwazaniach dotyczacych funk-
cji apiraz nalezy wziaé pod uwage ich wptyw na tadunek
energetyczny komarki, bowiem regulacja stezenia sktadni-
kéw tego parametru (ATP, ADP, i AMP) wptywa na wiele
szlakow metabolicznych, a wiec takze na niektore procesy
omawiane w tej publikacji. Ekto-NTPDazy apoplastu row-
niez degradujg nukleotydy di- i trifosforanowe, jednak w
tym przypadku zasadniczym celem dziatania ektoapiraz,
oraz innych ektonukleotydaz i ektonukleozydaz, jest uzy-
skanie takich produktéw jak adenozyna i/lub adenina oraz
ortofosforan. Czasteczki te sg transportowane do komarki
z udzialem odpowiednich transporterow i kanatéw jono-
wych (wychwyt zwrotny) i wykorzystywane do resyntezy
nukleotydéw. Rosnace poza komorka stezenie ortofosfora-
nu zakwasza $rodowisko, co ma istotny wptyw na wzrost
Sciany komadrkowej.

Wociagz pozostajg bez odpowiedzi pytania, jakie funkcje
peinig rozpuszczalne apirazy i jaka jest rola pozostatych
izoenzymow NTPDaz w komorkach rzodkiewnika, Ilu-
cerny i ziemniaka. Nierozstrzygnieta jest rowniez kwestia
pokrewienstwa filogenetycznego apiraz roslinnych. Znajo-
mos$¢ filogenezy tych biatek mogtaby utatwié okreslenie ich
funkcji u innych roslin. Poza badaniami nad funkcjg NTP-
Daz ros$linnych istotne sg rowniez badania ich wtasciwosci
fizykochemicznych oraz opracowanie wydajnych metod ich
nadprodukcji i oczyszczania. Zainteresowanie tg rodzing
enzymow jest duze rowniez z powodoéw czysto praktycz-
nych, bowiem apirazy stosuje sie podczas sekwencjonowa-
nia kwaséw nukleinowych, oznaczania aktywnosci cykla-
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zy adenytanowej oraz bioluminometrycznym monitoringu
ATP [54], Enzymy te sg coraz czeSciej brane pod uwage jako
biatka terapeutyczne, ktére mogg by¢ uzyte do leczenia nie-
ktorych schorzen uktadu nerwowego i krwiono$nego.
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ABSTRACT

This publication presents results of the recent studies on plant NTPDases (apyrases). The structure and major physicochemical properties of
this enzymes are reviewed. The attention has been paid to metabolic functions of apyrases from Solanum tuberosum and Arabidopsis thaliana.
Apyrases constitute a family of proteins hydrolyzing phosphoanhydride bonds of nucleoside tri- and di-phosphates. They share common
features like a similar structure, broad nucleotide substrate specificity and divalent cation requirement for their catalytic activity. The presence
of plant NTPDases was detected in various cellular compartments. They are soluble or membrane-bound proteins. In hydrolytic processes
catalyzed by activity of apoplastic apyrases and other ectoenzymes, adenine, ribose and orthophosphate are produced. These compounds are
transported to the cell. Apyrases have been speculated to be involved in the regulation of starch synthesis and signal transmission. Their ac-
tivity is necessary for development and growth of tubers and roots. Enzymes from leguminous plants activate the symbiosis with root nodule
bacteria. Considering the fact, that NTPDases change the nucleotide concentration in cells and tissues, most of described functions may be
related to the regulation of the energy charge of cell.
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Zalezne od ATP proteazy chloroplastowe FtsH i Lon

STRESZCZENIE

P roteom Arabidopsis thaliana zawiera 667 proteaz. Kilkadziesigt sposréd nich to biatka
chloroplastéw, kodowane przez geny jadrowe bedace ortologami genoéw kodujacych
enzymy proteolityczne bakterii. Przyjmuje sie, ze proteazy chloroplastowe stanowig ele-
ment kontroli jako$ci i obrotu metabolicznego biatek chloroplastéw. Kontrola jakosSci biatek
chloroplastow przejawia sie obréobka prekursoréw biatek do postaci dojrzatej i degradacja
biatek o niewtasciwej strukturze, za$ kontrola obrotu metabolicznego przyjmuje forme de-
gradacji biatek, ktére przestaty byé potrzebne komérce, spetniwszy juz swojg funkcje. Nie-
ktére proteazy chloroplastowe zalezne od ATP, nalezace do rodziny FtsH (ang. Filamentous
temperature sensitive H), zwlaszcza FtsH2 i FtsH5, peinig wiele waznych zadan z punktu
widzenia prawidtowego funkcjonowania chloroplastu i catej rosliny, zaréwno w optymal-
nych, jak i stresowych warunkach $rodowiskowych. Dowodzg tego powazne zmiany feno-
typowe u mutantéw pozbawionych tych enzyméw. Dotad zidentyfikowano jednak niewiele
biatek chloroplastowych, ktdére ulegaja hydrolizie z udziatem proteaz z tej rodziny (ws$réd
nich biatka Lhcbl, Lhcb3, PsbA i biatko Rieskego), a wiedza na temat ich budowy i mo-
lekularnych mechanizméw hydrolizy jest ograniczona w poréwnaniu z wiedzg odnoszacg
sie do bakteryjnych proteaz FtsH. Jeszcze skromniejsza jest wiedza dotyczaca zaleznego od
ATP enzymu Lon4, jedynego chloroplastowego ortologa dobrze poznanej proteazy Lon (ang.
Long) z E. coli.

WPROWADZENIE

W komorkach kazdego organizmu zywego, takze roslin, stale przebiegajg
procesy degradacji ro6znych czasteczek biologicznych, w tym biatek. W pew-
nych sytuacjach biatka roslinne moga podlega¢ bezenzymatycznej fragmentacji
pod dziataniem reaktywnych form ttenu [1], jednak w zdecydowanej wiekszosci
przypadkéw degradacja biatek roslinnych ma charakter scisle regulowanej hy-
drolizy katalizowanej przez enzymy proteolityczne [2]. Regulacyjna hydroliza
biatek i) jest elementem ich obrotu metabolicznego; ii) stanowi wazny skfadnik
systemu kontroli jakosci biatek; iii) odgrywa istotng role w przebiegu szlakéw
sygnalizacyjnych uruchamianych w odpowiedzi na dziatanie réznych bodzcow
zewnetrznych lub wewngatrzkomoérkowych i regulujgcych wiele waznych proce-
séw komadrkowych, wsrdd nich ekspresje gendéw, cykl komérkowy, réznicowa-
nie, kierowanie i sortowanie biatek, faze egzekucyjng programowanej $mierci
komoérkowej i inne.

Obrét metaboliczny biatek roslinnych przebiega w bardzo zréznicowanym
tempie - czas péttrwania indywidualnych czasteczek waha sie od 3-120 min.
(biatka krotkozyjace) do 24-72 godz. (biatka dtugozyjace). Biatka krotkozyjace sa
wydajnie degradowane z wykorzystaniem funkcjonujacego w cytoplazmie sys-
temu ubikwityna-proteasom 26S. Podatno$¢ na kierowanie na szlak zaleznej od
ubikwityny degradacji nadajg krotkozyjacym biatkom zaréwno okreslone mo-
tywy struktury pierwszorzedowej, jak i elementy struktury wyzszych rzedow.
Motywami sekwencyjnymi, ktérym przypisuje sie szczeg6lnie wysoka korela-
cje z czasem pottrwania czasteczki biatka sa: N-koricowa reszta aminokwasowa
(reguta N-konca) oraz sekwencja PEST. Biatkami najbardziej niestabilnymi (naj-
efektywniej kierowanymi na szlak degradacji zaleznej od ubikwityny) sa te, w
ktorych N-koncowa resztg aminokwasowg jest F, L, N, K lub R [3], a sygnatem
rozpoznawanym przez system ubikwityna-proteasom 26S jest N-kofAcowa resz-
ta aminokwasowa oraz jedna z wewnetrznych reszt lizyny [4]. Z kolei sekwencja
PEST jest hydrofilowg domeng czasteczki biatka o dtugosci co najmniej 12 reszt
aminokwasowych (wsrdd nich co najmniej jedna reszta P, E/D oraz S/T), sasia-
dujaca z resztami K, R i H. PEST nadaje biatku ceche niestabilnosci przez to, ze
jest sygnatem do ubikwitynacji [5,6], Sygnatem, ktdry czyni z okre$lonych bia-
tek substraty zaleznej od ubikwityny degradacji moze by¢ ponadto niewtasciwa
struktura drugo- lub trzeciorzedowa (denaturacja czasteczki) [4], Oznacza to, ze
w sposobie funkcjonowania systemu ubikwityna-proteasom 26S splata sie ele-
ment regulacji obrotu metabolicznego biatek (degradacja zalezna od motywdw
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sekwencyjnych) z elementem kontroli jakosci biatek (de-
gradacja zalezna od denaturacji). Najliczniejsza populacja
enzymow wspdéttworzacych system ubikwityna-proteasom
26S jest jednak powigzana funkcjonalnie z przebiegajacymi
z udziatem tego systemu szlakami sygnalizacyjnymi. Sadzi
sie, ze na tor zaleznej od ubikwityny degradacji sa kiero-
wane te spoérdd biatek uczestniczacych w szlakach sygna-
towych, a nalezg one takze do biatek krotkozyjacych, ktére
posiadajg w swojej strukturze sygnaty determinujace obrot
metaboliczny i kontrole jakosci substratow biatkowych [7].
W tym sensie trzy gtowne funkcje regulacyjnej hydrolizy
biatek, przynajmniej w tym jej aspekcie, ktéry wiaze sie z
systemem ubikwityna-proteasom 26S, sg $cisle ze sobg po-
wigzane, witasciwie nieodrdznialne. Biatka dtugozyjace sg
degradowane w sposdb nieselektywny, gtéwnie z udziatem
procesow autofagicznych. W wariancie makroautofagicz-
nym duzy fragment cytoplazmy (ktéry moze obejmowac
cate organelle) zostaje otoczony podwojng btong z wytwo-
rzeniem pecherzyka autofagosomalnego podlegajacego
nastepnie fuzji z centralng wodniczka lityczng, w ktdrej
dochodzi do degradacji biatkowych skitadnikéw tadunku
autofagosomu. W wariancie mikroautofagicznym maty
fragment otoczenia tonoplastu zostaje wprowadzony do
Swiatta Wodniczki litycznej przez lokalng inwaginacje tono-
plastu iuwolnienie w Swietle Wodniczki powstatego peche-
rzyka. tadunek pecherzyka zostaje zdegradowany przez
liczne enzymy hydrolityczne, w tym proteazy wakuolarne
[8]. W wakuolach magazynujacych biatka w nasionach w
czasie embriogenezy niektdrych gatunkéw roslin zidenty-
fikowano proteazy uczestniczace w obrdbce (ograniczona
proteoliza) form prekursorowych biatek zapasowych do
form dojrzatych [9], Tak wiec w funkcjonowaniu proteaz
wakuolarnych, podobnie jak w przypadku proteasomow
znajdujemy zaréwno elementy kontroli obrotu metabolicz-
nego, jak i kontroli jakoSci substratéw biatkowych. Brakuje
danych na temat motywow nadajacych czasteczkom biatek
podatno$¢ na degradacje ze strony proteaz zlokalizowa-
nych w wakuolach.

Chloroplasty sg jednymi z organelli komorki roslinnej,
obok mitochondriéw, peroksysomow i siateczki $rédpla-
zmatycznej, wewnatrz ktérych ma miejsce degradacja bia-
tek katalizowana przez autonomiczne proteazy, dziatajace
niezaleznie od systemu ubiwkityna-proteasom 26S i biatek
uczestniczacych w procesie autofagii. O istnieniu proteaz
chloroplastowych wiadomo od stosunkowo niedawna, tzn.
od czasu gdy dowiedziono, ze podczas inkubacji in vitro
chloroplastéw wyizolowanych z lisci grochu czes¢ z biatek
chloroplastéw ulega degradacji zaleznej od Swiatta i ATP
[10] oraz wykazano, ze degradacja w takim uktadzie moze
takze przebiega¢ w sposéb niezalezny od ATP [11].

Wedtug bazy danych Merops (wersja 9.1) w sktad pro-
teomu Arabidopsis thaliana wchodzi 667 enzymoéw proteoli-
tycznych; czes¢ tej populacji (kilkadziesiagt) stanowia prote-
azy kierowane do chloroplastéw. Liczne geny jadrowe A.
thaliana kodujgce proteazy chloroplastowe sg ortologiczne
wzgledem genéw kodujacych proteazy eubakterii (w szcze-
g6lnosci dobrze poznane w przypadku Escherichia coli) i
cjanobakterii. Nie jest to rzeczg zaskakujgcg, zwazywszy,
ze wedtug powszechnie akceptowanej teorii endosymbio-
tycznego pochodzenia chloroplastéw, organelle te powstaty
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drogg przeksztatcen wolno zyjacych fotosyntetyzujacych
organizmoéw praprokariotycznych, ktére wniknety do he-
terotroficznej komarki praeukariotycznej i pozostaty w niej
jako endosymbionty. Przyjmuje sie bowiem, ze w toku ewo-
lucji doszto do tasowania sie materiatu genetycznego gospo-
darza z materiatem praprokariotycznego endosymbionta, w
wyniku czego cze$¢ gendéw endosymbionta zostata przenie-
siona do genomu gospodarza. Powszechnie zaktada sie, ze
proteazy chloroplastowe stanowig element kontroli jakosci
oraz obrotu metabolicznego biatek chloroplastéw. Wedtug
ogodlnie akceptowanych pogladéw kontrola jakos$ci biatek
chloroplastéw przejawia sie odcinaniem sekwencji tranzyto-
wych ieksportowych na N- koricach biatek importowanych
do chloroplastdw z cytoplazmy w formie prekursorowej, a
takze degradacjg biatek, ktore ulegty mutacji lub uszkodze-
niu na skutek kontaktu rosliny z czynnikami stresowymi,
wreszcie biatek syntetyzowanych w nadmiernych ilosciach
badz sortowanych do niewtasciwego przedziatu chloropla-
stu. Kontrola obrotu metabolicznego biatek chloroplastéw
natomiast przejawia sie w degradacji biatek, ktére w okre-
$§lonym momencie spetnity juz swoja role i przestaja by¢ po-
trzebne. Produkty takiego procesu moga zosta¢ przetrans-
portowane do innych czesci rosliny i tam wykorzystane do
budowy nowych zwigzkéw; w szczeg6lnosci dotyczy to
degradacji biatek chloroplastowych w trakcie starzenia lisci.
Przekonanie o doniostosci roli proteaz chloroplastowych
jest powszechne, mimo iz rzeczywista wiedza na temat ich
funkcji pozostaje w istocie bardzo fragmentaryczna. Takze
wiedza odnoszgca sie do struktury wyzszego rzedu proteaz
chloroplastowych jest bardzo skromna, zdecydowana wigk-
szo$¢ informacji nie pochodzi bezposrednio z doSwiadczen,
ale jest dedukowana w oparciu o wyniki uzyskiwane dla
proteaz bakteryjnych, poznanych zdecydowanie lepie;j.

Cze$¢ proteaz chloroplastowych funkcjonuje w sposéb
zalezny od ATP. Wszystkie one posiadajg zachowang w
ewolucji domene AAA+ co umieszcza te biatka w rozbudo-
wanej superrodzinie AAA+(ang. Atpases Associated with di-
verse cellular Activities). Biatka nalezgce do tej rodziny biorg
udziat w wielu procesach zachodzacych w komorkach bak-
teryjnych i eukariotycznych, m.in. w fuzji bton, biogenezie
organelli, naprawie DNA, regulacji transkrypcji, apoptozie,
kontroli cyklu komérkowego [12]. Domena AAA+zawiera
elementy strukturalne wigzace i hydrolizujgce ATP, hydro-
liza ATP jest bowiem niezbedna, by umozliwi¢ rozfatdo-
wanie i translokacje uszkodzonego (denaturowanego) biat-
ka — substratu przez ciasny otwor wejsciowy do wnetrza
komory katalitycznej enzymu, w obrebie ktérej zachodzi
wiasciwa degradacja. Niektdre sposréd proteaz chloropla-
stowych zaleznych od ATP sg zbudowane w taki sposob,
ze domena AAA+oraz wtasciwa domena katalityczna znaj-
duja sie w obrebie tego samego tancucha polipeptydowe-
go, w przypadku innych domeny te sg umiejscowione w
dwéch roznych tancuchach polipeptydowych, nalezgcych
do dwdch odrebnych biatek wspottworzacych holoenzym
[13,14]. Praca niniejsza podsumowuje aktualny stan wie-
dzy na temat struktury, funkcji i roli w zyciu organizmu
roslinnego przedstawicieli dwdch rodzin proteaz chloro-
plastowych zaleznych od ATP - FtsH i Lon, na tle danych
odnoszacych sie do ich bakteryjnych ortologéw (bedacych
u E. coli produktami genow FTSH i LON). Domena AAA+
i domena katalityczna czasteczek tych proteaz jest zlokali-
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zowana w obrebie tego samego tancucha polipeptydowego.
Grupa proteaz chloroplastowych funkcjonujacych w sposéb
nie wymagajacy wiazania i hydrolizy ATP zostata oméwio-
na w towarzyszgcej pracy przegladowe;j.

BUDOWA | FUNKCJE BAKTERYJNYCH PROTEAZ FtsH

Proteaza FtsH (ang. Filamentous temperature sensitive H) z
E. coli (w dalszej czesdci rozdziatu okre$lana po prostu jako
FtsH) jest najlepiej poznanym i najbardziej typowym en-
zymem i dawcg nazwy rodziny ,,FtsH peptidase (Escherichia
coli)". Rodzine te (M41 wedtug bazy Merops) tworzg enzy-
my, ktore taczy znaczacy stopien podobienstwa sekwencji
aminokwasowej do FtsH. M41 nalezy do klanu MA, gru-
pujacego metaloproteazy posiadajace w swoim centrum
katalitycznym motyw HEXXH, wigzacy trzy jony Zn2t
Funkcje katalityczng petnig czasteczki wody zwigzane z jo-
nami Zn2; dwa spos$rdd tych jonéw pozostaja zasocjowane
z resztami H [15], trzeci za$ z resztg E w pozycji 479 [16].
Pojedynczy polipeptyd FtsH ma dtugosé 647 reszt amino-
kwasowych (71 kDa) i jest integralnym skiadnikiem btony
komorkowej. Na jego strukture sktadajg sie dwie hydrofilne
domeny zlokalizowane w cytoplazmie - krétka, N-koncowa
(pozycje 1-7) i dtuga, C-koncowa (pozycje 127-647), a tak-
ze dwie transbtonowe a-helisy potozone blisko N-konca
czasteczki, spojone periplazmatyczng petlg tgczacg [17], W
obrebie cytoplazmatycznej domeny C-koncowej znajdujg
sie rejony kluczowe dla petnienia przez czasteczke jej biolo-
gicznych funkcji - motyw wigzacy i hydrolizujagcy ATP (do-
mena AAA+- pozycje 144-398) oraz centrum Kkatalityczne
(pozycje 417-421, Ryc. 1). W obrebie domeny AAA+zlokali-
zowane sg, przesuwajac sie w kierunku od N- do C-konca,
charakterystyczne motywy - dwie zachowane w ewolucji
o$mioaminokwasowe sekwencje okre$lane jako Walker A i
Walker B oraz tzw. rejon wtornej homologii (SRH, ang. Se-
condary Homology Region). Obecno$¢ motywdw Walker A i
Walker Bjest wspolng cechg budowy domeny AAA+biatek
nalezacych do superrodziny AAA+ ale rejon SRH jest w tej
rodzinie czym$ wyjagtkowym; biatka posiadajace ten rejon
wyréznia sie w obrebie superrodziny AAA+ jako grupe
AAA. FtsH E. coli i innych bakterii jest jedynym prokario-
tycznym reprezentantem grupy biatek AAA [17].

Przestrzen periplazmatyczna

Btona komadrkowa

Cytoplazma

Cc

Rycina 1. Schemat topografii czasteczki FtsH £. coli. Dwie transbtonowe a-helisy
(TM) potozone blisko N-konca czasteczki sg potaczone krotka periplazmatyczng
petla taczaca, a dtuga cytoplazmatyczna domena C-koricowa obejmuje domene
AAA+oraz centrum Kkatalityczne wigzgce Zn2+(HEXXH). Schemat opracowano w
oparciu o dane zawarte w pracy [17].
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Rycina 2. Struktura krystaliczna heksamerycznej czasteczki FtsH Thermotoga
maritima. Heksameryczng czastke holoenzymu tworzg dwa trimery, z ktérych
kazdy zbudowany jest z potowki sktadajacej sie z domen AAA+oraz z potowki
sktadajacej sie zdomen proteazowych. Domeny proteazowe trimeréw sa zwréco-
ne do siebie. Zielonym kolorem oznaczono odcinek czasteczki FtsH potozony po-
miedzy domeng AAA* idomeng proteazowg. MMDB ID: 37656, PDB ID: 2CEA.

Krzywda iwsp. [18] stworzyli model heksameru domeny
AAA+FtsH E. coli opierajagc sie na podobienstwie sekwen-
cji aminokwasowej tej domeny do sekwencji bakteryjnego
biatka NSF-D2 o dobrze rozpoznanej organizacji heksame-
rycznej [19]. Struktura krystaliczna FtsH zostata poznana w
odniesieniu do FtsH innej eubakterii - Thermotoga maritima
[20]. Uzyskane dane jednoznacznie dowodzg, iz holokom-
pleks FtsH u tego gatunku jest heksamerem, ktory tworzg
dwa trimeryczne pierScienie. Kazdy z dwodch pierScieni
sktada sie z gérnej potdwki utworzonej przez trzy domeny
AAA+i dolnej, utworzonej przez trzy domeny proteazo-
we (Ryc. 2). PierScienie sg wzgledem siebie zorientowane
w taki sposob, ze sze$¢ domen proteazowych sasiaduje ze
sobg tworzac komore katalityczng holoenzymu. Najpraw-
dopodobniej takze u innych bakterii, w tym E. coli, heksa-
mer jest forma, w jakiej FtsH wystepuje in vivo, zgodnie z
modelem Krzywdy iwsp.[18].

FtsH £. coli katalizuje degradacje znacznej liczby substra-
téw biatkowych, wséréd ktérych sg zaréwno biatka cytopla-
zmatyczne, jak i btonowe. W$réd substratow cytoplazma-
tycznych znaleziono miedzy innymi dwa biatka zwigzane
z homeostazg lipidéw btonowych (lipooksygenaza i trans-
feraza 3-dezoksy-D-manno-oktulozonanu), apoflawodoksy-
ny, podjednostki RpoH polimerazy RNA majacej charakter
biatka szoku cieplnego, a takze kilku biatek AC bakteriofa-
ga Azwigzanych z jego cyklem litycznym [21]. Degradujac
liczne cytoplazmatyczne biatka wiasne oraz wirusowe FtsH
odgrywa bardzo istotng role dla utrzymania homeostazy
komorki poprzez kontrole biosyntezy skiadnikéw biony
komorkowej, ekspresji genéw kodujgcych biatka szoku
cieplnego i decyzji co do losow faga A (liza/lizogenia). Li-
sta biatek btonowych, ktérych degradacje katalizuje FtsH
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jest nieco krotsza i obejmuje podjednostke SecY translokazy
SecYAEG, podjednostke a syntazy ATP oraz YccA, biatko
o nieznanej funkcji [22,23], W kazdym z tych przypadkow
rola FtsH polega na degradacji wspomnianych biatek w
sytuacji, gdy ich czasteczki ulegty denaturacji na skutek
dziatania czynnikow stresowych lub nie zostaty potgczone
z partnerami z tego samego kompleksu wielobiatkowego.
Niewystepujagce w formie kompleksow podjednostki wie-
lobiatkowych komplekséw i denaturowane biatka btonowe
moga agregowaé miedzy sobg. Agregaty tego rodzaju sg
silnie toksyczne dla komorki, a zatem nie dopuszczajgc do
agregacji FtsH okazuje sie biatkiem niezbednym do przezy-
cia komorki E. coli w warunkach stresowych.

FtsH rozpoznaje rozpuszczalne substraty biatkowe wy-
korzystujgc r6zne mechanizmy. W niektérych przypadkach
sygnatem do degradacji jest tzw. znacznik SSrA, sekwencja
zbudowana z jedenastu reszt aminokwasowych, dodawana
do konca potencjalnego substratu biatkowego, kiedy jego
translacja zostaje zatrzymana [24]. Niekiedy sygnatami tymi
moga by¢ inne C-koincowe sekwencje lub motywy znajdu-
jace sie wewnatrz struktury liniowej czasteczki substratu
[21]. Sadzi sie, ze degradacja rozpuszczalnych substratéw z
udziatem FtsH rozpoczyna sie od oddziatywania czgsteczki
sygnatowej zdomeng AAA+enzymu oraz pomiedzy dome-
ng AAA+oraz czasteczkg ATP. Motywy Walker A i Bbezpo-
$rednio rozpoznajg i hydrolizujg ATP, a motyw SRH miatby
odgrywac role pomocniczag w przeprowadzaniu hydrolizy
ATP. Wedtug powszechnie akceptowanego modelu energia
pochodzaca z hydrolizy ATP jest wykorzystywana do roz-
fatdowania substratu ijego wprowadzenia przez waski por
w pierscieniu domen AAA+do wnetrza komory katalitycz-
nej, w ktoérej dochodzi do degradacji substratu [21]. FtsH
dziata w sposob procesywny, tzn. katalizuje degradacje
substratu na wiele fragmentéw, przy czym C- lub N-koniec
kazdego kolejno powstajgcego fragmentu jest rozpoznawa-
ny jako miejsce startu nastepnej rundy hydrolizy. Degra-
dacja substratow wbudowanych w btone komoérkowgq jest
nieco bardziej ztozona niz substratow rozpuszczalnych w
zwigzku z tym, ze rejony transhtonowe i petle periplazma-
tyczne tego rodzaju substratéw przed rozpoczeciem degra-
dacji nie kontaktujg sie ze zlokalizowanym w cytoplazmie
centrum katalitycznym FtsH. Wedtug Kihary i wsp. [25] w
trakcie hydrolizy czgsteczka btonowego substratu podlega
dyslokacji przez btone w kierunku cytoplazmy (by¢ moze
przez kanat, jaki moga tworzy¢ odcinki transbonowe FtsH),
tak, ze ostatecznie transbtonowe helisy i petle periplazma-
tyczne substratu oddziatujg z centrum katalitycznym enzy-
mu. Dyslokacja ta najprawdopodobniej jest uzalezniona od
energii pochodzacej z hydrolizy ATP.

BUDOWA | FUNKCJE CHLOROPLASTOWYCH
PROTEAZ FtsH

Genom jadrowy A. thaliana zawiera 12 genoéw koduja-
cych biatka FtsH ortologicznych wzgledem FtsEl E. coli [26].
Wszystkie dane opisane w dalszej czesci pracy odnoszg sie
do proteaz chloroplastowych FtsH A. thaliana, o ile nie wy-
mieniono innego gatunku rosliny.

Sadzi sie, ze produkty biatkowe FTSH1, FTSH2, FTSHS5,
FTSH 6, FTSH7, FTSH8, FTSH9, FTSH12 kierowane sg do
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chloroplastow, produkty FTSH3, 4i 10 do mitochondriéw, a
izoforma FtsHII jest kierowana zaré6wno do chloroplastéw,
jak i mitochondriéw [27,28]. Produkty czterech genéw ko-
dujacych chloroplastowe izoformy proteaz FtsH (1,2,51i 8)
zostaty zidentyfikowane jako biatka integralnie zwigzane z
btong tylakoidowg [27,29,30]. Akumulacji w btonach tylako-
idow produktéw pozostatych pieciu genéw (FtsH6, 7, 9,11
i 12) nie dowiedziono dotad bezposrednio metodami bio-
chemicznymi, co moze oznacza¢, iz w btonach tylakoidéw
znajdujg sie bardzo niewielkie ilosci tych enzyméw.

Produkty genéw FTSH1/5, FTSH2/8 oraz FTSH7/9 A. tha-
liana stanowig pary o znacznym stopniu podobienstwa se-
kwencyjnego, za$ FtsH6, 11 i 12 nie wykazujg znaczacego
podobienstwa ani do reprezentantow wspomnianych par,
ani do siebie nawzajem [26]. Struktura wszystkich chloro-
plastowych izoform FtsH obejmuje dwie hydrofilowe do-
meny zlokalizowane w stromie chloroplastow, krétka, N-
koncowg i dtuga, C-koncowa, a takze dwie transbtonowe
a-helisy potozone blisko N-konca czasteczki, potgczone hy-
drofitowga petlg zlokalizowang w Swietle tylakoidu. W ob-
rebie C-koncowej hydrofitowej domeny zlokalizowanej w
stromie znajduje sie domena AAA+ (wraz z rejonem SRH)
oraz centrum katalityczne wigzgce Zn2+[29] (Ryc. 3).

BIALKA FtsHI, 2,5, 8

Transkrypcja FTHS1, 2, 5 8 jest modulowana w odpo-
wiedzi na niektére krotkoterminowe (2,5 h) stresy, w najsil-
niejszym stopniu na podwyzszone natezenie $wiatta. Dzia-
tanie tego stresu powodowato 2-20 krotne wzmocnienie (w
zaleznos$ci od genu) akumulacji transkryptow wszystkich
genéw kodujacych te izoformy; niewielkie wzmocnienie
akumulacji transkryptow FTSH2 i 8 obserwowano ponad-
to w odpowiedzi na krotkoterminowa ekspozycje na pod-
wyzszong temperature [30]. Sadzi sig, ze sens fizjologicz-
ny wzmocnienia transkrypcji FtsHI, 2, 5 i 8 w warunkach
krotkoterminowej ekspozycji na podwyzszone natezenie
Swiatta i podwyzszong temperature polega na stworzeniu

1 4@ 716

FisH 1 u———-—— . . e —
1 4 695
FsH 2 u————— . . E———. ‘
1 58 704
FusH S L—J— . ‘ ——1——-—‘
1 s 688
FisH 6 u— . . '_’_‘—_—‘
1 s 802
R | Sunad ————]
1 % 685
Funs |l — e ——
1 L+ 806
Fsne sl PR —_—
1 6
FisH 11 u———————- — . ‘ + I
1 4 1008
Fis 12 Y i U — —

Kycina 3. Rozmieszczenie domen AAA , motywow wigzacych Znz oraz pepty-
déw tranzytowych w liniowej strukturze czasteczki prekursoréw chloroplasto-
wych proteaz z rodziny FtsH. W obrebie domen AAA* (z6ke kasety) zaznaczono
potozenie motywéw Walker A (niebieskie kreski) i Walker B (r6zowe kreski).
Peptydy tranzytowe oznaczono jako pomaranczowe kasety, a motywy wigzace
Zn2+rjako szare kreski. Informacje o dtugosci i sekwencji czasteczek indywidu-
alnych chloroplastowych proteaz z rodziny FtsH oraz o rozmieszczeniu domen
AAA*, motywoéw Walker A, Walker B oraz lokalizacji motywoéw wiazacych Zn2+
zaczerpnieto z bazy danych NCBI (http:// www.ncbi.hlm.nih.gov). Dtugos¢ pep-
tydéw tranzytowych okre$lano z uzyciem serwera Target P 1.1 (http://www.
cbs.dtu.dk/services/TargetP).
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warunkow do podwyzszonej akumulacji izoform FtsHI, 2,
5i 8, podejmujgcych hydrolize biatek chloroplastowych, w
masowej skali uszkodzonych dziataniem tych krétkotermi-
nowych stresow. W warunkach dtugoterminowej (5 h) eks-
pozycji na podwyzszone natezenie Swiatta nie obserwuje sie
jednak wzmocnienia akumulacji transkryptow FTSH1, 2, 5
i 8 (Adamiec i Jackowski, dane niepublikowane), co moze
oznaczaé, ze intensywna degradacja biatek chloroplasto-
wych uszkodzonych przez $wiatlo o podwyzszonym na-
tezeniu wymaga tylko krétkoterminowego, przejsciowego
podwyzszenia ekspresji FTSH1, 2,51 8.

Akumulacja gotowych biatek FtsHI, 2,5 i 8 podlega prze-
strzenno-czasowej koordynacji, najprawdopodobniej na po-
ziomie montazu holoenzymu, a mianowicie brak jednej z
izoform prowadzi do wzrostu podatnosci pozostatych izo-
form na degradacje, co mogtoby skutkowa¢ niemozliwoscia
uformowania holoenzymu pod nieobecnos¢ jakiejkolwiek
izoformy. Udowodniono jednak, ze in vivo FtsHI moze by¢
zastepowana przez FtsH5 [31], a FtsH2 przez FtsH8 [32],
tak wiec do uformowania w petni funkcjonalnego holoen-
zymu nie sg niezbedne wszystkie cztery izoformy, wystar-
czy obecnos$¢ dwdch sposrod nich: FtsHI lub FtsH5 oraz
FtsH2 lub FtsH8. Poziom akumulacji FtsHI i FtsH2 moze
by¢ regulowany przez degradacje ich cytoplazmatycznych
prekursoréw. Dowiedziono, ze biatko CHIP posiadajace ak-
tywnos¢ ligazy ubikwitynowej moze katalizowac¢ ubikwity-
nacje czasteczek cytoplazmatycznych prekursoréw FtsHI/
FtsH2 i, kierujac prekursory na szlak degradacji zaleznej od
proteasomow 26S, obnizaé poziom dojrzatych form tych
proteaz wewnatrz chloroplastu [33]. W normalnych warun-
kach FtsH2 jest najobficiej reprezentowang sposrod chloro-
plastowych izoform FtsH; FtsH5 to druga, FtsH8 trzecia, a
FtsHI, czwarta izoforma co do poziomu akumulacji [30].

FtsH2 i 5 najprawdopodobniej tworzg w btonie tylako-
idow heteroheksameryczny holoenzym, na co wskazuje
wspélna migracja tych izoform podczas sgczenia moleku-
larnego jednej z frakcji zebranych po ultrawirowaniu w
gradiencie sacharozy produktéow uptynnienia bton tylako-
idowych, a takze wyniki koimmunoprecypitacji [27], Z kolei
analiza profili dwukierunkowej elektroforezy produktéw
uptynniania bton tylakoidowych mutantéw pozbawio-
nych FtsHI i FtsH2 moze sugerowac, ze w skiad hetero-
heksamerycznego holoenzymu moga wchodzi¢ wszystkie
cztery omawiane izoformy FtsH [32], Zadnej z proteaz
FtsHI1/2/5/8 (ani zadnej innej proteazy chloroplastowej)
nie udato sie dotad wykrystalizowaé¢, trudno zatem snué
przypuszczenia co do ewentualnego podobienstwa struk-
turalnego potencjalnych heteroheksameréw FtsH1/2/5/8 i
homoheksameru FtsH Thermotoga maritima.

Poszukiwania fizjologicznych substratow biatkowych
dla FtsHI, 2,5 i8 wsérdd biatek chloroplastowych przyniosty
raczej skromne rezultaty, prawie wytgcznie odnoszace si¢
do degradacji, do jakiej dochodzi w lisciach w odpowiedzi
na warunki stresowe. Wyniki badan in vitro z wykorzysta-
niem rekombinowanego biatka FtsHI sugerujg mianowicie,
ze izoforma ta odgrywa istotng role w hydrolizie biatka
PsbA (DIl) uszkodzonego podczas ekspozycji rosliny na
podwyzszone natezenie $wiatta. Rola ta miataby polegac
na degradacji N-koricowego fragmentu biatka o wielkosci
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23 kDa, powstajacego przez naciecie uszkodzonego PsbhA w
obrebie petli DE eksponowanej do stromy [34]; o zainicjo-
wanie naciecia uszkodzonego PsbA podejrzewana jest pro-
teaza Deg2 [35], Wyniki innych badan sugerujg wszakze,
iz raczej FtsH2 lub FtsH5, a nie FtsHI moga by¢ odpowie-
dzialne za degradacje uszkodzonego PsbA w warunkach
ekspozycji na podwyzszone natezenie Swiatta. Wskazywa-
taby na to podwyzszona wrazliwo$¢ na fotoinhibicje in vivo
mutantéw pozbawionych izoform FtsH2(uar2) i FtsH5(uarl)
w stosunku do roslin szczepu dzikiego [36] i brak réznic we
wrazliwos$ci na fotoinhibicje pomiedzy szczepem dzikim i
mutantem pozbawionym izoformy FtsHI [26], PodwyZszo-
na wrazliwo$¢ moze by¢ skutkiem niezdolno$ci mutantéw
vari ivar2 do degradacji uszkodzonego PsbA itym samym
ich niezdolnosci do przeprowadzania petnego cyklu na-
prawczego fotosystemu Il (PS Il). Sugeruje sie, ze ktoras z
izoform FtsH1/2/5/8 moze by¢ takze odpowiedzialna za
degradacje czasteczek biatka Rieskego niezasocjowanych
z innymi sktadnikami kompleksu cytochromowego b6f,
akumulujacych sie w warunkach doswiadczalnych in vitro
na powierzchni btony tylakoidowej, od strony stromy [37],
Rekombinowana FtsHI posiada ponadto zdolnos$¢ do tra-
wienia in vitro niefizjologicznego substratu - (3-kazeiny [34],
Nie dysponujemy zadnymi informacjami odnoszacymi sie
do molekularnych mechanizméw hydrolizy biatek katali-
zowanej przez FtsH1/2/5/8 (ani, tym bardziej przez inne
chloroplastowe izoformy FtsH), w tym zadnymi poréwna-
niami aktywnosci degradacyjnej in vivo wzgledem biatek
integralnych i peryferycznych btony tylakoidowej.

Istotng role w poznaniu znaczenia FtsHI1/2/5/8 dla
funkcjonowania chloroplastu i catego organizmu roslinne-
go przypisuje sie wynikom badan nad fenotypem mutan-
tébw pozbawionych tych proteaz, rosngcych w komforto-
wych warunkach $rodowiskowych. Najwiecej informacji
przyniosty badania nad mutantami var2 (ftsh2) ivari (ftsh5),
poniewaz wyciszenie FTSH2 i FTSH5 prowadzi do powaz-
nych efektow fenotypowych, co ma oczywisty zwigzek
przyczynowo-skutkowy z wysokim poziomem akumulacji
FtsH2 i FtsH5 w roslinach szczepu dzikiego (mutanty ftshl
oraz ftsh8 nie sg nosicielami zadnych fenotypowych réznic
wzgledem roslin szczepu dzikiego) [27],

Mutant ftsFi2, okreslany takze jako var2 (ang. yellow-
variegatedl) cechuje sie pstrolistnoscig, tzn. obecnoscia na
blaszce lisciowej zielonych i biato-zéttych sektorédw [38-41],
Liscienie var2 wygladaja jak u ros$lin typu dzikiego, jednak
pierwszy prawdziwy lis¢ jestw wiekszosci przypadkdw bia-
ty. Pbézniej rozwijajace sie liscie sg pstre, biato-z6tto-zielone
z nieco malejagcym wraz z uptywem czasu stosunkiem po-
wierzchni sektorow biato-zo6ttych do powierzchni sektoréw
zielonych. Zielone sektory zawierajg chloroplasty o normal-
nej ultrastrukturze, podczas gdy zdecydowana wiekszosé
plastydow w biatych sektorach to struktury silnie zwa-
kuolizowane, z bardzo stabo rozwinietym systemem bion
wewnetrznych, co oznacza, ze FtsH2 odgrywa istotng role
we wczesnych stadiach biogenezy tych bton [38,42]. Chlo-
roplasty komorek zielonych sektorow var2 funkcjonujg w
warunkach stresu fotooksydacyjnego, wzmacnianego przez
ekspozycje rosliny na $wiatlo o podwyzszonym natezeniu.
Warunki stresowe prowadzg do wzmocnienia ekspresji ge-
néw kodujgcych izoformy mitochondrialnej alternatywnej
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oksydazy, ato oznacza, ze FtsH2 odgrywa takze istotng role
w ekspresji gendow mitochondrialnych zwigzanych z meta-
bolizmem oddechowym [43],

Fenotyp mutanta ftsH5, okreslanego takze jako vari jest
podobny do var2, ale stabiej wyrazony [44], co ma bezpo-
$redni zwigzek z nizszym poziomem akumulacji FtsH5 in
vivo [30], Wyglad liscieni jest taki sam, jak u szczepu dzikie-
go, jednak juz pierwsze prawdziwe liScie sg pstre. W kolej-
no rozwijajacych sie lisciach liczba biato-z6ttych sektoréow
przypadajacych na kazdy lis¢ zmniejsza sie wraz z uptywem
czasu tak, ze dojrzata roslina jest nieodroznialna od rosliny
typu dzikiego [44]. Ksztalt lisci pozostaje niezmieniony w
stosunku do ros$lin szczepu dzikiego. Komorki wystepujace
w zielonych sektorach zawierajg chloroplasty o niezmienio-
nej strukturze tylakoidow i stoséw granowych. W poréw-
naniu ze szczepem dzikim wystepuje zwiekszona liczba
plastoglobuli [44], Podobnie jak w przypadku mutanta var2
komérki sektoréw biatych sg pozbawione funkcjonalnych
chloroplastéw, zawierajg natomiast anormalne plastydy o
bardzo stabo rozwinietym systemie bion tylakoidowych.
Obserwacje te wskazujg zatem, ze FtsH5 jest niezbedna dla
prawidtowego rozwoju systemu tylakoidowego chloropla-
stu, podobnie jak FtsH2 [44],

BIALKA FtsH6, 7,9,11,12

Transkrypcja FTSH7,9 i 12 jest wzmacniana 2-4 razy (w
zaleznosci od genu) w odpowiedzi na krétkoterminowg (2,5
h) ekspozycje rosliny na podwyzszone natezenie Swiatta
[30], natomiast w warunkach dtugoterminowej ekspozycji
ro$lin na podwyzszone natezenie Swiatta (5 h) nie obserwu-
je sie wzmocnienia transkrypcji (Adamiec iJackowski, dane
niepublikowane).

Wyniki badan z wykorzystaniem mutantéw ftshé dowio-
dty, ze wsrdd fizjologicznych substratow dla FtsH6 znajduja
sie Lhebl i Lhcbh3, apobiatka LHCII - gtéwnej peryferycznej
anteny energetycznej fotosystemu II. FtsH6 katalizuje de-
gradacje Lhcbl, do jakiej dochodzi w ciggu 24 h ekspozycji
roslin na podwyzszone natezenie Swiatta i jest odpowie-
dzialna za degradacje Lhch3 zwigzang przyczynowo-skut-
kowo ze starzeniem sie indywidualnie zaciemnianych lisci
[45,46], W przypadku Lhchbl rola FtsH6 polega najprawdo-
podobniej na rozpoznawaniu zmienionej pod dziataniem
stresu struktury drugo- i trzeciorzedowej tego apobiatka
i katalizowaniu jego hydrolizy. Z kolei w odniesieniu do
Lhcb3 sugeruje sie, ze w toku starzenia lisci apobiatko to
staje sie podatne na degradacje w wyniku hydrolizy biatek
blokujgcych FtsH dostep do Lhch3. Hydrolize te miatyby
katalizowaé¢ niezidentyfikowane jeszcze proteazy, dziata-
jace w sposob zalezny od starzenia [46,47]. Trudno oceni¢
jaka role odgrywa FtsH6 dla funkcjonowania chloroplastu i
catej rosliny w komfortowych warunkach srodowiskowych,
poniewaz fenotyp mutantow/fsH6 jest w takich warunkach
nieodréznialny od ros$lin szczepu dzikiego [27,46],

Nie udato sie dotad zidentyfikowac zadnego fizjologicz-
nego substratu dla FtsH7, 9,11 i 12. Pewne dane odnoszace
sie do roli w funkcjonowaniu rosliny w komfortowych i stre-
sowych warunkach $rodowiskowych zgromadzono jedynie
dla FtsHII. Analiza fenotypu mutantéow ftsH Il dowiodta,
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ze prawidtowe dziatanie tego enzymu jest niezbedne dla
ksztattowania sie odpornosci rosliny na umiarkowanie i
znacznie podwyzszong temperature oraz dla nabywania
termotolerancji [48]. Co ciekawe, ekspozycja roéliny na pod-
wyzszong temperature nie skutkuje stymulacjg transkrypcji
FTSH11 [30]. FtsHII jest kierowany zaréwno do chloropla-
stow jak i mitochondriow [28], dlatego mozna zaktada¢, ze
defekty wywotane brakiem tego enzymu dotyczg zaréwno
mitochondriow jak i chloroplastow, a ich suma prowadzi
do nadwrazliwos$ci mutantow ftsH Il na podwyzszong tem-
perature.

BUDOWA | FUNKCJE BAKTERYJYCH PROTEAZ LON

Proteaza ton z E. coli (w dalszej czeSci rozdziatu okresla-
na po prostu jako £on) jest najlepiej poznanym i najbardziej
typowym enzymem i dawcg nazwy rodziny ,lon protease
family". Rodzine te (S16 wedtug bazy Merops) tworzg enzy-
my, ktore tgczy znaczacy stopien podobienstwa sekwencji
aminokwasowej do Lon . S16 nalezy do klanu SJ, obejmujg-
cego trzy rodziny endopeptydaz serynowych, ktorych cen-
trum katalityczne stanowi diada S-K. Funkcje katalityczng
petni grupa hydroksylowa reszty seryny [49,50]. Pojedyn-
czy polipeptyd Lon ma dtugos$é 784 reszt aminokwasowych
i jest rozpuszczalnym biatkiem cytoplazmatycznym (87
kDa). W jego strukturze mozna zidentyfikowac trzy zacho-
wane w ewolucji, hydrofilne domeny: N-koAcowa (zwana
N lub LON, reszty 10-202), centralnie umiejscowiona do-
mena AAA+(reszty 288-485) oraz C-konncowa domena zwa-
na P lub LON_C (reszty 537-784) (Ryc. 4). Domena LON
prawdopodobnie uczestniczy w rozpoznawaniu iwigzaniu
substratow, domena AAA+ petni funkcje ATPazy (wigza-
nie i hydroliza ATP), a C-koficowa domena (zwana P lub
LON C) jest domeng proteolityczng [49], Domena AAA+
czasteczki Lon obejmuje dwa moduty strukturalne okre-
Slane jako a/p (N-koncowy) i a (C-koncowy). W obrebie
modutu a/p odnajdujemy motywy Walker A i Walker B
charakterystyczne dla wszystkich biatek posiadajgcy dome-
ne AAA+ a takze inne ugrupowania funkcjonalne, istotne
dla efektywnego wigzania i hydrolizy ATP, a mianowicie
»sensor-1" i ,palec arginiowy". Z kolei w obrebie modutu
a umiejscowiony jest motyw ,sensor-2" [51], W oparciu o
wyniki analizy rentgenostrukturalnej krysztatdbw domeny
proteolitycznej (ktérg oczyszczono przez wytrawienie chy-
motrypsyng z kompletnej, rekombinowanej czasteczki Lon)
zaproponowano, ze holoenzym tworzy in vivo strukture
homoheksameryczng z modutem a jako posrednikiem w
oddziatywaniach monomerow w obrebie heksameru. Sze$¢
domen proteolitycznych formuje w przestrzeni strukture o
ksztakcie sptaszczonej potkuli; wezsze ujscie potkuli tworzg
N-konce domeny, a sze$¢ diad katalitycznych znajduje sie w
obrebie kanatu tgczacego oba ujsScia potkuli, majacego cha-
rakter komory katalitycznej [49].

7-784

¢ o

Rycina 4. Rozmieszczenie domen charakterystycznych dla rodziny S16 (wedtug
klasyfikacji stosowanej w bazie danych Merops) w liniowej strukturze czastecz-
ki proteazy Lon Escherichia coli. Domena LON uczestniczy w rozpoznawaniu i
wigzaniu substratéw, domena AAA+pekni funkcje ATPazy (wigzanie i hydroliza
ATP), a LON C jest domeng proteazowg. Czerwone romby oznaczaja diade ka-
talityczng S-K. Schemat opracowano w oparciu o dane zawarte w bazie NCBI.
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Bakteryjna proteaza Lon uczestniczy w degradacji cyto-
plazmatycznych biatek uszkodzonych wskutek dziatania
niekorzystnych czynnikéw $rodowiskowych (np. biatek
0 niewtasciwej diugosci tancucha polipeptydowego badz
niewtasciwej strukturze trzeciorzedowej), a ponadto jest
zaangazowana w obrét metaboliczny krétkozyjacych biatek
regulatorowych, ktorych specyficzna i szybka degradacja
jest kluczowym zjawiskiem dla prawidtowego wzrostu ko-
moérek (np. SulA - czynnika wstrzymujacego przedwczesng
segregacje uszkodzonego DNA do komorek potomnych
podczas procesu naprawczego DNA) [52],

Nie ma, jak dotad, jednoznacznych informacji na temat
tozsamosci motywdw nadajacych czasteczkom biatek po-
datno$¢ na degradacje ze strony Lon. Istniejgce dane suge-
ruja, ze istotng role w rozpoznawaniu i wigzaniu substra-
tow odgrywa N-kornicowa domena LON czasteczki, a takze
modut a domeny AAA+[53], podczas gdy motywy Walker
A, Walker B, ,,sensor-1" i ,palec arginiowy" uczestniczg w
wigzaniu i hydrolizie ATP, niezbednej dla wprowadzenia
substratu do wnetrza komory katalitycznej [51,54].

BUDOWA | FUNKCJE CHLOROPLASTOWYCH
PROTEAZ LON

Genom jadrowy A. thaliana, zawiera cztery geny ortolo-
giczne wzgledem Lon E. coli. Produkt LON1 jest kierowany
do mitochondriow, LON2 do peroksysomdéw, LON4 zaréw-
no do chloroplastdw jak i mitochondriéw, a LON3 jest naj-
prawdopodobniej pseudogenem [55, 56], Natomiast wiedza
na temat budowy i funkcji Lon4 jest nadzwyczaj skromna
logranicza sie do informacji, ze poziom transkrypcji genu
kodujgcego to biatko jest dos¢ niski, a wewnatrzchloropla-
stowa pula enzymu pozostaje zwigzana silnymi oddziaty-
waniami z btong tylakoidowg od strony stromy [56].
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ABSTRACT

Arabidopsis thaliana proteome contains 667 proteases; some tens of them are chloroplast-targeted proteins, encoded by genes orthologous to
the ones coding for bacterial proteolytic enzymes. It is thought that chloroplast proteases are involved in chloroplasts' proteins turnover and
quality control (maturation of nucleus-encoded proteins and removal of nonfunctional ones). Some ATP-dependent chloroplast proteases
belonging to FtsH family (especially FtsH2 and FtsH5) are considered to be involved in numerous aspects of chloroplast and whole plant
maintenance under non-stressing as well as stressing conditions. This notion is supported by severe phenotype appearance of mutants defi-
cient in these proteases. In contrast to seemingly high physiological importance of chloroplast members of FtsH protease family, only a few
individual proteins have been identified so far as their physiological targets (i.e. Lhcbl, Lhcb3, PsbA and Rieske protein). Our knowledge
regarding structure and molecular mechanisms of these enzymes" action is limited when compared with what is known about FtsHs of bacte-
rial origin. Equally limited is the knowledge about ATP-dependent Lon4 protease being the single known chloroplast-targeted ortholog of
Lon protease of Escherichia coli.
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Proteazy chloroplastowe Deg

STRESZCZENIE

ze$¢ proteaz chloroplastowych nie wymaga dla swej aktywnosci enzymatycznej wig-
Czania i hydrolizy ATP, prawdopodobnie dlatego, ze do komory katalitycznej tych pro-
teaz moga wnika¢ substraty nie wymagajace efektywnego rozfatdowania, zaleznego od
ATP. Najlepiej poznanymi niezaleznymi od ATP proteazami chloroplastowymi sg czterej
przedstawiciele grupy Deg (ang. degradation; Degl, 2, 5 i 8), biatka kodowane u Arabidop-
sis thaliana przez geny ortologiczne wzgledem genéw kodujgcych proteazy DegP, DegQ
i DegS Escherichia coli. Wiedza na temat budowy i funkcji proteaz chloroplastowych Deg
jest znacznie skromniejsza od wiedzy odnoszacej sie do bakteryjnych proteaz Deg. Proteazy
Deg5 i Deg8 tworza heterododekamer zwigzany z btong tylakoidu od strony $wiatta tylako-
idu, katalizujacy, we wspotpracy z Degl i ktéra$ z proteaz z rodziny FtsH, degradacje biatka
PsbA uszkodzonego na skutek ekspozycji rosliny na $wiatto o podwyzszonym natezeniu. W
ten spos6b wspomniane proteazy uczestniczg w mechanizmie odpornosci roslin na fotoinhi-
bicje. Rola proteazy Deg2 w degradacji uszkodzonego PsbA nie zostata jednoznacznie wyja-
$niona. Rekombinowana Degl katalizuje takze reakcje degradacji PsbO i plastocyjaniny in
vitro, ale nie ma pewnosci czy aktywnos¢ ta wystepuje in vivo.

WPROWADZENIE

W niektérych przedziatach komdrki ros$linnej, chloroplastach, mitochon-
driach, peroksysomach i Swietle siateczki srédplazmatycznej, funkcjonujg auto-
nomiczne proteazy sktadajace sie, wraz z enzymami proteolitycznymi proteaso-
mow 26S i wakuoli litycznych (autofagia), na system enzymatycznej degradacji
biatek komdrkowych. Szereg gendw jadrowych Arabidopsis thaliana kodujacych
proteazy kierowane do chloroplastu wykazuje ortologie wzgledem genéw ko-
dujacych proteazy bakteryjne, co ttumaczy sie, na gruncie hipotezy endosym-
biotycznego pochodzenia chloroplastéw, jako wynik tasowania sie materiatu ge-
netycznego praeukariotycznego gospodarza z materiatem praprokariotycznego
endosymbionta, w wyniku czego cze$¢ genéw endosymbionta zostata przenie-
siona do genomu gospodarza. Stan zaawansowania badan nad strukturg i rolg
fizjologiczng proteaz chloroplastowych w zyciu rosliny jest bardzo skromny [1],
co uderzajaco kontrastuje ze znaczng wiedzg jakg udato sie zbudowaé w odnie-
sieniu do proteaz bakteryjnych [2].

Cze$¢ sposrod proteaz chloroplastowych funkcjonuje w spos6b zalezny od
ATP. Stan wiedzy na temat ich struktury, funkcji i roli w zyciu organizmu roslin-
nego zostat zrelacjonowany w towarzyszacej pracy przegladowej. W$rod prote-
az chloroplastowych, o ktérych dysponujemy pewng wiedza, jest jednak takze
grupa Deg (u A. thaliana geny jadrowe, ktére je kodujg sa ortologiczne wzgle-
dem DEGP, DEGQ i DEGS E. coli), do ktorej nalezg enzymy funkcjonujace w
sposdb niezalezny od ATP. Proteazy Deg E. coli katalizujg degradacje biatek nie
posiadajac zdolnos$ci do wigzania i hydrolizy ATP, mimo iz model ich struktury
czwartorzedowej wykazuje pewne podobienstwo do modelu struktury czwarto-
rzedowej zaleznych od ATP proteaz E. coli z rodzin FtsH i Lon (Deg, FtsH i Lon
sq protezami beczkoksztatltnymi), co wiecej zdenaturowane substraty biatkowe
muszg zosta¢ rozfatdowane by mdc dostac sie do komory katalitycznej holoen-
zymu Deg tak, jak w przypadku FtsH i Lon. Powody, dla ktérych proteazy Deg
»,0bywajg sie", w odrdznieniu od FtsH i Lon, bez wigzania i hydrolizy ATP nie
zostaly w petni wyjasnione. Najprawdopodobniej kluczowe znaczenie ma fakt,
ze kanaty w strukturze holoenzymu Deg prowadzace do wnetrza komory kata-
litycznej sg znacznie szersze w poréwnaniu do analogicznych kanatéw w struk-
turze FtsH i Lon. Oznaczatoby to bowiem, ze biatka, substraty Deg, nie muszg
by¢ doktadnie rozfatdowane (a do doktadnego rozfatdowania bytaby niezbedna
energia pochodzaca z hydrolizy ATP) by mdc przecisng¢ sie do komory kata-
litycznej [3]. Praca niniejsza stanowi podsumowanie aktualnego stan wiedzy
na temat struktury, funkcji i roli w zyciu organizmu roélinnego proteaz chloro-
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plastowych Deg, kodowanych u A. thaliana przez geny orto-
logiczne wzgledem DEGP, DEGQ i DEGS E. coli.

BUDOWA | FUNKCJE BAKTERYJNYCH PROTEAZ DEG

DegP z E. coli (w dalszej czeSci rozdziatu okre$lana po
prostu jako DegP) jest najlepiej poznanym bakteryjnym re-
prezentantem obszernej rodziny Sl proteaz typu serynowe-
go. Rodzine te tworza enzymy wykazujace znaczacy stopien
podobienstwa sekwencji aminokwasowej do hototypu, chy-
motrypsyny A z wotu (Bos tauru$). DegP nalezy do klanu
PA, w sktad ktérego wchodzg proteazy serynowe charakte-
ryzujace sie posiadaniem centrum katalitycznego w formie
triady HDS. Funkcje katalityczng petnig grupy -OH reszty
seryny (S) oraz czasteczki wody zwigzane z ugrupowa-
niem imidazolowym reszty histydyny (H) [4]. Pojedynczy
polipeptyd DegP ma dtugos$¢ 448 reszt aminokwasowych
(46,8 kDa), jest czasteczkg o charakterze hydrofilnym, zlo-
kalizowang w periplazmie. Na strukture DegP skiadajg sie
N-koncowe domeny proteazowe (reszty 1- 259) oraz dwie
domeny PDZ (skrét PDZ pochodzi od nazw trzech biatek:
PSD-95 (ang. Post Synaptic Density protein), DIlg oraz ZO-1)
- PDZ1 (reszty 260- 358) i PDZ2 (reszty 359- 448). W skitad
domeny proteazowej wchodzi kluczowa dla sprawowania
przez enzym jego funkcji katalitycznej triada HDS - H (resz-
ta 105), D (reszta 135) i S (reszta 210), z kolei domeny PDZ
zawierajg zachowane w ewolucji motywy umozliwiajgce
oddziatywanie czasteczki enzymu z C-koricem substratow
[5]. Struktura krystaliczna DegP zostata poznana dzigki
analizie krysztatow rekombinowanego enzymu; uzyskane
dane wskazujg, ze holoenzym jest beczkoksztaltnym hek-
samerem zbudowanym z dwdéch trimerycznych pierscieni
(Ryc. 1) [6]. Wnetrze heksameru stanowi komora katali-
tyczna, do ktdérej eksponowane sg aktywne katalitycznie
reszty aminokwasowe domeny proteazowej; inne odcinki
domeny proteazowej budujg wieczko i dno heksameru. Ze
wzgledu na to, ze odcinki te sg bardzo $cisle upakowane
[6] zasugerowano, ze droga substratow do wnetrza komory
katalitycznej prowadzi nie przez wieczko i denko, ale bocz-
ne $ciany beczki, ktore buduje szes¢ domen PDZ1 i szes¢
domen PDZ2. Najnowsze dane sugeruja, ze w obecnosci
substratow DegP moze, poprzez stymulacje oddziatywan
kazdego z indywidualnych trimeréw z trzema innymi tri-
merami, prowadzi¢ do tworzenia struktur sktadajgcych sie
z 12 lub 24 czasteczek DegP [7,3].

DegP katalizuje degradacje licznych substratéw biatko-
wych zlokalizowanych w periplazmie, denaturowanych
pod dziataniem stresu cieplnego (co najmniej 37°C) i osmo-
tycznego; aktywnos$é tego enzymu jest niezbedna dla prze-
zycia komorek E. coli podczas ekspozycji na wspomniane
stresy [8], W$rdd szczeg6lnie dobrze poznanych substratéw
DegP znajduje sie niewtasciwie sfatldowany MalS, enzym z
grupy amylaz [8] oraz PapSA i PapG, biatka z grupy P pilin
[9]. Mechanizm rozpoznawania zdenaturowanych biatek
periplazmatycznych jako substratow dla DegP nie zostat
w petni wyjasniony. W wiekszos$ci opisanych przypadkéw
DegP rozpoznaje hydrofobowe, C-koncowe reszty amino-
kwasowe zdenaturowanego substratu [3]. Sadzi sie, ze roz-
poznanie substratu przez domeny PDZ budujgce $cianki
beczkoksztattnej czasteczki DegP skutkuje wprowadzeniem
substratu do komory katalitycznej i uruchomieniem scena-
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Rycina 1. Struktura czastki heksameru DegP Escherichia coli. Widok z gory ujaw-
niajacy rozmieszczenie trzech domen proteazowych stanowiacych wieczko becz-
koksztattnej czastki (kolor ciemnoniebieski i jasnoniebieski oznacza rézne ele-
menty struktury drugorzedowej tej domeny), a takze sze$ciu domen PDZ1 (kolor
jasnozielony) i szesciu domen PDZ2 (kolor z6tty) stanowiacych boczne $cianki
czastki. Trzy domeny PDZ1 proteazowe stanowiagce denko beczkoksztattnej
czastki sa niewidoczne. PDB ID: 1KYO9.

riusza procesywnej degradacji, tzn. ciecia substratu na wie-
le fragmentow w taki sposob, ze C-koniec kazdego nowego
powstatego fragmentu jest rozpoznawany jako sygnat roz-
poczynajacy kolejng runde hydrolizy. Ostatecznie substraty
sg degradowane do fragmentow o dtugosci 9-20 reszt ami-
nokwasowych [3], Domeny PDZ budujace $cianki heksame-
rycznego holoenzymu DegP pozostawiajg wiele przestrzeni
dla wprowadzanego do komory Kkatalitycznej substratu.
Okoliczno$¢ ta jest wysoce prawdopodobng przyczyna, dla
ktérej substraty DegP, w odrdznieniu od substratow prote-
az zrodziny FtsH, nie muszg zostaé¢ przed degradacja silnie
rozfatdowane, a DegP funkcjonuje w spos6b niezalezny od
ATP. Niektore dane doswiadczalne sugeruja, Ze wprowa-
dzenie substratu do komory katalitycznej DegP jest poprze-
dzone indukowanym przez rozpoznanie substrat-enzym
demontazem heksameru do dwéch trimeréw [10]. Co inte-
resujgce, biatka periplazmatyczne, ktore ulegty niewielkiej
denaturacji (temperatura otoczenia bakterii 28°C) nie sg de-
gradowane z udziatem DegP. W takich przypadkach enzym
traci aktywnosé proteolityczng, a zyskuje aktywnos$¢ biatka
opiekunczego i przywraca substratom poprawng strukture
drugorzedowa. DegP taczy zatem w jednej czgsteczce funk-
cje proteazy ibiatka opiekunczego, a zalezna od temperatu-
ry konwersja biatko opiekuicze-proteaza polega zapewne
na osiggnieciu przez enzym w 37°C struktury umozliwiaja-
cej uformowanie w przestrzeni triady katalitycznej, co nie
jest mozliwe w 28°C z powodu niewtasciwej konformacji
reszty seryny 210 [8].
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W komorkach E. coli znaleziono dwie inne proteazy Deg-
DegS i DegQ. Obydwie sa, podobnie jak DegP, biatkami pe-
riplazmatycznymi; najwazniejsze elementy ich struktury
to N-koincowa domena proteazowa oraz domenal/y PDZ,
zlokalizowana/ne blisko C-konca czasteczki (DegS posiada
pojedynczg, a DegQ dwie domeny PDZ). DegQ wykonuje
funkcje podobne do DegP [11], a DegS jest miedzy innymi
zaangazowana w uruchamiang w warunkach stresowych
kaskade proteolityczna, ktéra doprowadza do aktywacji
czynnika oEpolimerazy RNA i inicjacji transkrypcji genéw
kodujacych rozne biatka opiekunicze pomagajgce przywro-
ci¢ wiasciwg strukture biatkom zdenaturowanym w warun-
kach stresowych [12].

BUDOWA | FUNKCJE CHLOROPLASTOWYCH
PROTEAZ Deg

Genom jadrowy A. thaliana zawiera 16 genow koduja-
cych biatka ortologiczne wzgledem proteaz Deg z E. cali,
okreslanych jako DEG1-DEG16. Najwcze$niej opisanym
produktem biatkowym tych genéw byta proteaza nazwana
DegPl poniewaz zostata zidentyfikowana jako biatko zwig-
zane peryferycznie od strony $wiatta tylakoidu z btonami
tylakoidowymi chloroplastéw grochu, w reakcji krzyzowej
przy udziale przeciwciat skierowanych przeciwko DegP
z E. coli [13]. Identyfikowane pdzniej chloroplastowe pro-
teazy bedace ortologami DegPl przez pewien czas konse-
kwentnie nazywano DegPx, gdzie wyrd6znik x nawigzywat
do kolejnosci identyfikacji enzymu, jednak Huesgen i wsp.
[14] zaproponowali, aby uprosci¢ nazewnictwo tej grupy
chloroplastowych proteaz przez rezygnacje z zapisu DegPx
na rzecz Degx, tym bardziej, ze ortologi DegPl wcale nie
sg bardziej podobne do DegP niz do DegQ czy DegS z E.
coli. Propozycja zostata zaakceptowana przez specjalistow
zajmujacych sie ta grupg proteaz, jakkolwiek baza danych
NCBI wcigz opisuje chloroplastowe ortologi DegP, DegQ i
DegS z E. coli jako DegPx Wszystkie dane opisane w dalszej
czesci pracy odnoszg sie do proteaz chloroplastowych Deg
A. thaliana, o ile nie wymieniono innego gatunku roslinnego.

Istniejgce dane doSwiadczalne dowodzg lokalizacji Degl,
2,51 8w chloroplastach, mianowicie Degl, 5i 8 jako biatek

Stroma chioroplastowa

Swiatho tylakoidu

Rycina 2. Rozmieszczenie Degl, 2, 5 i 8 wewnatrz chloroplastu. Srednice kot re-
prezentujacych indywidualne proteazy Deg sg proporcjonalne do ich mas cza-
steczkowych. Schemat opracowano w oparciu o dane zawarte w pracy [14].
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Rycina 3. Rozmieszczenie domen proteazowych, domen PDZ, peptyd6éw tran-
zytowych i peptydéw eksportowych w liniowej strukturze czasteczki chloropla-
stowych proteaz Deg. Dane dotyczace lokalizacji domen proteazowych zaczerp-
nigto z bazy danych NCBI (http:// www.ncbi.hlm.nih.gov). Dtugos$¢ peptydow
tranzytowych okreslano z uzyciem serwera Target P 1.1 (http://www.cbs.dtu.
dk/services/TargetP). Dtugos¢ peptydéw eksportowych zostata okreslona ma-
nualnie w oparciu o lokalizacje granicznego motywu A-x-A [29], Tranz - peptyd
tranzytowy; Eks - peptyd eksportowy; Kat- domena proteazowa.

zwigzanych peryferycznie z btong tylakoidowg od strony
Swiatta tylakoidu, a Deg2 jako enzymu zwigzanego pery-
ferycznie z btong tylakoidowa od strony stromy (Ryc. 2)
[15-17], Deg3, 4, 10-12 i 14 sg umiejscowione w mitochon-
driach, a Degl5 w peroksysomach [14,18]. Analiza sekwen-
cji aminokwasowej prekursoréw produktow pozostatych
genow DEG za pomocg programow predykcyjnych sugeru-
je, ze trzy sposrod nich (Deg6, 9 i 16) moga by¢ kierowane
do chloroplastéw, ale brak potwierdzenia doswiadczalne-
go tego przypuszczenia. Nie dysponujemy danymi o we-
wnatrzkomorkowej lokalizacji produktow gendéw DEG?7 i
DEG13.

Struktura wszystkich chloroplastowych izoform Deg
obejmuje domene proteazowg zlokalizowang od strony N-
konca czasteczki, a w przypadku Degl, 2 i 8 takze pojedyn-
czg domene PDZ umiejscowiong blisko C-korica czasteczki
(Deg5 jest pozbawiona tej domeny) (Ryc. 3).

Degl

Proteaza Degl zostata zidentyfikowana jako biatko zwig-
zane peryferycznie od strony $wiatta tylakoidu z btonami
tylakoidowymi chloroplastéw grochu, w reakcji krzyzowej
przy udziale przeciwciat skierowanych przeciwko DegP z
E. coli [13]. Nieco p6zniej Degl odkryto takze u A. thaliana
(AtDegl), a lokalizacja wewnatrz chloroplastu okazata sie
taka sama, jak w przypadku grochu [16,19],

Transkrypcja DEG1 jest modulowana w odpowiedzi na
krotkoterminowg (2,5 h) ekspozycje roslin na Swiatto o pod-
wyzszonym natezeniu; dziatanie tego stresu powodowa-
to ok. 4-krotny wzrost poziomu akumulacji transkryptow
DEG1. Krétkoterminowa ekspozycja roslin na niskg lub
wysokg temperature nie zmieniata tego poziomu [20]. Nie
dysponujemy danymi odnoszacymi sie do akumulacji doj-
rzatego biatka Degl w odpowiedzi na kontakt ze Swiattem o
podwyzszonym natezeniu, wiadomo natomiast, ze akumu-
lacja dojrzatego biatka Degl jest regulowana w odpowiedzi
na podwyzszong temperature. W chloroplastach grochu na
skutek 4-godzinnej ekspozycji roslin na temp. 40°C zaobser-
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wowano niemal dwukrotny wzrost poziomu tej proteazy
[13].

Niewiele wiadomo o strukturze drugo- i trzeciorzedowej
Degl; mozna przypuszczaé, ze jest podobna do struktury
DegP E. coli. Rekombinowana Degl jest mieszaning formy
monomerycznej i heksamarycznej, obydwie formy sg ak-
tywne proteolitycznie in vitro [21].

Wyniki badan prowadzonych z wykorzystaniem mu-
tantdbw pozbawionych Degl wskazujg, ze izoforma ta jest
zaangazowana w hydrolize biatka PsbA(DI) uszkodzone-
go podczas ekspozycji rosliny na podwyzszone natezenie
Swiatta. Rola Degl miataby polega¢ na nacinaniu uszkodzo-
nego PsbA w dwdch miejscach: w obrebie petli CD (Swiatto
tylakoidu) z uwolnieniem C-koricowego fragmentu 16 kDa
oraz w obrebie C- koricowej petli zanurzonej w Swietle tyla-
koidu, potgczone z wytworzeniem fragmentu 5,2 kDa [22].
Z kolei rekombinowana Degl degraduje in vitro fizjologicz-
ne substraty chloroplastowe PsbO i plastocyjanine [21]. Ak-
tywnos$¢ enzymatyczna rekombinowanej proteazy Degl in
vitro wobec p-kazeiny (substrat niefizjologiczny) jest zalez-
na od dwéch czynnikéw: temperatury i pH. Tempo degra-
dacji ro$nie w zakresie temperatur 15-42°C (w temperaturze
55°C degradacja jest jeszcze intensywniejsza). Doktadnie nie
wiadomo, w jaki spos6b wzrost temperatury zwieksza tem-
po degradacji, czy wptywa na poprawe aktywnosci enzy-
mu, czy wywotuje rozfatldowanie substratu powodujac, ze
staje sie on tatwiej dostepny dla proteazy. Najbardziej wy-
dajna degradacja p- kazeiny in vitro przez rekombinowany
Degl ma miejsce w zakresie pH miedzy 5,5a 7,0, przy czym
maksimum aktywnosci przypada na pH 6,0, a niewielka al-
kalizacja srodowiska reakcyjnego powoduje silne obnizenie
tempa degradacji [22].

Mutanty degl wykazujg sie podwyzszong wrazliwoscig
na fotoinhibicje, najprawdopodobniej na skutek ich niezdol-
nosci do degradacji uszkodzonego PsbA, ktéra jest warun-
kiem syntezy nowych kopii PsbA iprzeprowadzania petne-
go cyklu naprawczego fotosystemu Il (PS Il). Oprécz pod-
wyzszonej wrazliwosci na fotoinhibicje u mutantow degl
obserwuje sie ograniczony wzrost i wczesniejsze zakwita-
nie. Liscie mutanta sg cienkie o kolorze blado zielonym, co
wynika z obnizonej zawarto$ci chlorofilu b [22]. Tak wiec
proteaza Degl jest niezbedna zaréwno dla prawidtowego
przebiegu ontogenezy ro$liny w optymalnych warunkach
srodowiskowych, jak i dla odpornosci rosliny na warunki
stresowe (Swiatto o podwyzszonym natezeniu).

Deg2

Transkrypcja DEG2 jest ok. 3-krotnie wzmacniana w od-
powiedzi na krétkoterminowa ekspozycje rosliny (2,5 h) na
Swiatto o podwyzszonym natezeniu, ale podobnie jak w
przypadku Degl, nie obserwuje sie modulujagcego wptywu
niskiej i wysokiej temperatury na akumulacje transkryp-
tdow DEG2 [20], W innych badaniach wykazano hamujgcy
wptyw krotkoterminowego (2 h) stresu solnego, oksyda-
cyjnego, wysokiej temperatury i desykacji na akumulacje
transkryptéw DEG2 [15]. W przypadku ekspozycji na $wia-
tho o podwyzszonym natezeniu, stres solny i desykacje, na
wzmocnienie akumulacji transkryptéw naktada sie wzmoc-
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nienie akumulacji gotowego biatka, ale wysoka temperatu-
ra i stres oksydacyjny stymulujac transkrypcje jednoczesnie
obnizajg poziom akumulacji biatka Deg2 [15].

Nie dysponujemy zadnymi danymi na temat struktury
drugo- itrzeciorzedowej Deg2 ani na temat tworzenia przez
ten enzym in vivo ewentualnych struktur oligomerycznych.
W poszukiwaniu odpowiedzi na pytanie o funkcje fizjolo-
giczne Deg2 przeprowadzono badania in vitro z wykorzy-
staniem rekombinowanego enzymu. Otrzymane wyniki
sugerujg, ze enzym ten zaangazowany jest w degradacje
biatka PsbA uszkodzonego podczas ekspozycji rosliny na
podwyzszone natezenie $wiatta. Rola Deg2 ma polegaé na
trawieniu fotouszkodzonego PshA w obrebie petli DE eks-
ponowanej w strone stromy. W wyniku katalizowanej przez
Deg2 hydrolizy powstawa¢ majg dwa fragmenty PsbA; N-
koncowy 23 kDa (podlegajacy by¢é moze dalszej fragmenta-
cji z udziatem proteaz z rodziny FtsH [24]) i C-koricowy 10
kDa. Uwaza sie, ze proces ten zalezy od GTP [15,25]. Istnieja
jednak pewne watpliwosci, czy reakcja taka istotnie prze-
biega in vivo. Badania z wykorzystaniem dwéch linii mu-
tantow deg2 dowiodty, ze obrét metaboliczny PsbA w mu-
tantach i w roslinie typu dzikiego przebiegat w podobnym
tempie w odpowiedzi na ekspozycje roslin na podwyzszone
natezenie Swiatta. Moze to sugerowac, ze ubytek Deg?2 jest
kompensowany przez podwyzszong ekspresje innych pro-
teaz degradujacych PsbA lub tez ze in vivo Deg2 jednak nie
uczestniczy w degradacji fotouszkodzonego DI [26]. Row-
niez brak réznic we wrazliwosci na fotoinhibicje pomiedzy
mutantami deg2 i ro$linami szczepu dzikiego czyni mato
prawdopodobng teze o udziale Deg2 w degradacji uszko-
dzonego PsbA [26]. Badania wykonane z wykorzystaniem
rekombinowanej proteazy Deg2 dowodzg, ze maksymalng
aktywnos$¢ proteolityczng wobec zelatyny (substrat niefi-
zjologiczny) obserwuje sie w alkalicznym zakresie pH [15].
Trudno na aktualnym etapie badan okresli¢ jaka jest rola
Deg2 w przebiegu procesé6w wzrostowo-rozwojowych w
optymalnych warunkach $rodowiskowych, mutanty deg2
wydajg sie nie rozni¢ fenotypowo od roslin szczepu dzikie-
go, jednak poréwnanie fenotypdw nie byto doktadne [26].

Deg5

Analiza globalnych wspétczynnikow koekspresji genow
kodujacych biatka zlokalizowane w Swietle tylakoidu w
szerokim spektrum czynnikéw $rodowiskowych oraz zmie-
niajagcego sie kontekstu czasoprzestrzennego pozwolita
na ustalenie, ze DEG5 nie jest koekspresjonowany $cisle z
DEGS8 [27], co jest interesujgce, zwazywszy ze istniejg dane
sugerujace mozliwos$¢ formowania in vivo przez czasteczki
Deg5 heterooligomeréw z czasteczkami Deg8. Masa cza-
steczkowa takiego heterooligomeru zostata oszacowana na
460 kDa. Rozdziat elektroforetyczny w warunkach denatu-
rujacych sugeruje, ze stosunek Deg5/Deg8 we wspomnia-
nych heterokompleksach wynosi 1:1. Bioragc pod uwage
masy czasteczkowe Deg5 (ok. 32 kDa) i Deg8 (ok. 42 kDa)
mozna domniemywac, ze Deg5 i Deg8 tworzg in vivo homo-
heksamery tgczace sie ze sobg w heterododekamery. Struk-
tury te nie sg zasocjowane z czgstkami PSII [17].

Informacje dotyczace fizjologicznych substratow Deg5 sg
bardzo skromne. Sugeruje sie, Zze proteaza ta uczestniczy w
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degradacji biatka PsbA uszkodzonego podczas ekspozycji
roslin na Swiatto o podwyzszonym natezeniu [17] i wysoka
temperature [28]. W tym pierwszym przypadku rola Deg5 (i
moze zarazem Deg8 wspottworzacego z Deg5 funkcjonalny
heterokompleks) miataby polega¢ na nacinaniu uszkodzo-
nego PsbA w obrebie zlokalizowanej w Swietle tylakoidu
petli CD, z wytworzeniem fragmentéw o masach czastecz-
kowych 18 i 16 kDa [17]. Mutanty deg5 wykazujg sie pod-
wyzszong wrazliwoscig na fotoinhibicje [17], najprawdopo-
dobniej tak jak w przypadku mutantdw degl na skutek ich
niezdolnosci do degradacji uszkodzonego PsbA, ktora jest
warunkiem syntezy nowych kopii PsbA iprzeprowadzania
petnego cyklu naprawczego PS. Tak wiec Degh moze od-
grywa¢ wazng role w ochronie rosliny przed fotoinhibicjg
in vivo. Trudno oceni¢ jaka moze by¢ rola Deg5 w przebiegu
proceséw wzrostu i rozwoju rosliny w warunkach bezstre-
sowych poniewaz w takich warunkach mutant deg5 nie roz-
ni sie fenotypowo od roslin szczepu dzikiego [17].

Deg8

Dowiedziono, ze krotkoterminowa (2,5 h) ekspozycja A.
thaliana na wysokie natezenie Swiatta powoduje 4-krotny
wzrost poziomu transkryptu DEG, ale efektu takiego nie
obserwowano w przypadku ekspozycji na wysokg oraz ni-
ska temperature [20]. W szerokim spektrum czynnikow $ro-
dowiskowych oraz zmieniajgcego sie kontekstu czasoprze-
strzennego DEGS8 jest Scisle koekspresjonowany z DEG1
[27], co moze oznaczaé, ze produkty tych gendw degraduja
te samg pule substratéw w tych samych warunkach. Przy-
puszczenie to znajduje potwierdzenie w fakcie, ze proteazie
Deg8, podobnie jak Degl, przypisuje sie udziat w degrada-
cji biatka PsbA uszkodzonego podczas ekspozycji roslin na
Swiatto 0o podwyzszonym natezeniu. Zadanie Deg8 (a wta-
$ciwie heterokompleksu enzymatycznego z Deg5) ma pole-
gac na cieciu uszkodzonego PsbA w obrebie zlokalizowanej
w Swietle tylakoidu petli CD, z wytworzeniem fragmentow
0 masach czasteczkowych 18 kDa (C-koncowy) i 16 kDa (N-
koficowy) [17]. Scista koekspresja DEG1 i DEG8 moze takze
oznaczac, ze czasteczki enzymow kodujacych przez wymie-
nione geny tworzg in vivo heterokompleks, brak jest jednak
danych doswiadczalnych, ktére potwierdzatyby takg ewen-
tualnos¢.

Badania nad aktywnos$cig enzymatyczng przeprowadzo-
ne na rekombinowanej proteazie Deg8 pokazaty, ze enzym
ten, w odrdéznieniu od rekombinowanej Deg5, wykazuje
aktywno$¢ proteolityczng in vitro wobec niefizjologicznego
substratu jakim jest (3-kazeina, przy czym nie obserwowano
takiej aktywnosci w stosunku do form a i « kazeiny [17].
Mutanty deg8 wykazujg sie podwyzszong wrazliwoscig na
fotoinhibicje [17], najprawdopodobniej na skutek niezdol-
nosci do degradacji uszkodzonych czasteczek PsbA. Po-
dobna skala wrazliwo$¢ na fotoihibicyjne dziatanie Swiatta
o wysokim natezeniu mutantow deg8 i deg5, dwukrotnie
wieksza wrazliwo$¢ podwojnego mutanta deg5deg8 oraz
charakterystyczne dla niego, wyraznie wolniejsze tempo
degradacji PsbA w warunkach wysokiej temperatury, w
stosunku do tempa degradacji tego biatka u pojedynczych
mutantow deg5 i deg8 sugerujg, ze w zakresie degradacji
biatka (pod dziataniem obu streséw) PsbA Deg8 i Deg5 pet-
nig funkcje synergistyczne [17,28]. Mutant deg8 wzrastajacy
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i rozwijajacy sie w optymalnych warunkach $rodowisko-
wych nie rozni sie fenotypem od ros$lin szczepu dzikiego i
dlatego na razie nie rozumiemy jakie zadania petni Deg8 w
takich warunkach.
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ABSTRACT

For some chloroplast proteases ATP binding and hydrolysis is not necessary for their catalytic activity, most probably because even strongly
unfolded substrates may penetrate their catalytic chamber. Degl, 2, 5 and 8 are the best known of Arabidopsis thaliana ATP- independent
chloroplast proteases, encoded by orthologues of genes coding for DegP, DegQ and DegS proteases of Escherichia coli. Current awareness in
the area of structure and functions of chloroplast Degs is much more limited vs the one about their bacterial counterparts. Deg5 and Deg8 form
a catalytic heterododecamer which is loosely attached to luminal side of thylakoid membrane. The complex catalyses - supported by Degl
and one of FtsH proteases - the degradation of PsbA damaged due to plant exposition to elevated irradiance and thus these protease are of key
importance for the plants' sensitivity to photoinhibition. Deg2 role in the disposal of damaged PsbA has not been elucidated. Recombinant
Degl may degrade PsbO and plastocyanin in vitro but it is not clear whether this reaction is performed in vivo as well.
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Zewnatrzkomdrkowe enzymy hydrolityczne wytwarzane

przez grzyby owadobdjcze —rola w procesie infekcji

STRESZCZENIE

rzyby owadobojcze maja wielki potencjat w biologicznej kontroli populacji owadow
G szkodliwych. Patogeny grzybowe sg obiecujgcym Zzrédiem insektycydéw i znakomi-
ta alternatywa chemicznych pestycydéw. Grzyby te majg unikalny mechanizm porazania
owaddw. Jako naturalni ich wrogowie, atakujg bezposrednio kutikule zywicieli poprzez
kombinacje nacisku mechanicznego i enzymoéw degradujacych kutikule. Grzyby owado-
bdjcze wytwarzajg wiele enzyméw proteo-, chityno- i lipolitycznych, ktére uznawane sg za
kluczowe czynniki w mikozie owadéw. Rola zewngtrzkomérkowych enzyméw w patogene-
zie, nadal nie jest w petni poznana. Dogtebne zrozumienie mechanizmu porazania owadéw
przez grzyby owadobdjcze moze poméc w produkcji bardziej bezpiecznych dla $Srodowiska
i wydajniejszych mikoinsektycydow.

WPROWADZENIE

Rosngca odporno$¢ owadow szkodliwych na chemiczne pestycydy oraz
nadmierne ich stosowanie zagrazajace bior6znorodnosci, sktania do stosowa-
nia bioinsektycydéw powstatych na bazie naturalnych wrogéw owadow jakimi
sgq bakterie, wirusy, nicienie oraz grzyby entomopatogenne [1,2]. Obecnie zna-
nych jest okoto 1000 gatunkéw grzybdw owadobdjczych, ktére mogg porazac
owady [3], Jako mikoinsektycydy czy mikoakaricydy zarejestrowanych jest 13
gatunkoéw grzyboéw patogennych, przy czym w biologicznej kontroli owadéw
szkodliwych przewazajg grzyby o wysokim potencjale biob6jczym jak Metarhi-
zium anisopliae i Beauveria bassiana [3-6], M. anisopliae wykorzystuje sie na szerokg
skale do zmniejszania liczebnosci populacji szaranczy, konikéw polnych, chra-
baszcza majowego, kornikéw, szkodnika laséw szarka komos$nika Bothynoderes
punctiventris, stonki ziemniaczanej, jedwabnika czy natanka czarnego Anisoplia
austriaca [4,7-10]. W 2005 roku w Australii do biologicznej kontroli owadow za-
stosowano wyprodukowany z M. anisopliae preparat Green Guard™, a w 2009
roku na wielkg skale do zwalczania szaranczy i konikéw polnych inny preparat
Green Muscle™ [11]. Mikopestycydy wytwarzane sg rowniez z innych gatun-
kéw grzybow entomopatogennych jak Verticillium lecanii do zwalczania mszyc,
Hirsutella thompsonii czy opatentowany w Polsce preparat z B. bassiana. Do pro-
dukcji biopreparatéw moga postuzyé nawet saprotrofy jak grzyb Conidiobolus
coronatus (Zygomycota), ktory skutecznie poraza réznorodne gatunki owadow
[12-14],

Badania przeprowadzone z uzyciem mikroskopu elektronowego pokazuja,
iz kutikula owaddw nie posiada na tyle duzych otworéw by mogta przenikngé
przez nie strzepka grzyba owadobdjczego [15]. Jak wiadomo, $rednica samych
porow w kutikuli owadéw wynosi 1 gm lub jest mniejsza [16], natomiast strze-
pek grzybow ma 2-10 gm (http://en.wikipedia.org/wiki/Fungus). Dla grzy-
béw entomopatogennych przerwanie powtok ciata insekta jest kluczowym eta-
pem w patogenezie. Kutikula owadow jest nie tylko barierg oddzielajaca grzyb
od jamy ciata owada obfitujgcej w substancje pokarmowe, ale rowniez sama ze
wzgledu na duzg zawarto$¢ biatek i chityny, stanowi znakomite zrédto substan-
cji odzywczych, ktére patogen moze wykorzysta¢ do reprodukcji i rozwoju [17].
Dlatego tez, aby grzyby entomopatogenne mogty pokona¢ bariere w postaci
twardej kutikuli, musiaty wytworzy¢ w toku ewolucji skuteczne mechanizmy jej
penetracji. Stwierdzono, iz grzyby entomopatogenne infekuja owady nalezace
do réznych rodzajow jak Coleoptera, Diptera, Homoptera, Hymenoptera czy Isoptera
[18]. Mimo, trwajacych badan nad mechanizmem infekcji owaddw, niestety na-
dal nie jest to proces w petni poznany i zrozumiany [19].

PRZEBIEG INFEKCJI GRZYBOWEJ

Kutikula owadow stanowi znakomitg bariere chronigcg ciatlo owada przed
wirusami, bakteriami i pierwotniakami, nie stanowi jednak dostatecznie sku-
tecznej obrony przed entomopatogennymi grzybami i nicieniami, ktére wy-
ksztatcity mechanizmy jej aktywnej penetracji. Grzyby wykazujace aktywnos¢
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owadobdjcza spotka¢ mozna w obrebie wiekszosci grup
systematycznych krolestwa Fungi [20]. Zdecydowana ich
wiekszo$¢ nalezy do Zygomycetes i Deuteromycetes. W$rdd
Zygomycetes najlepiej wyspecjalizowane w infekowaniu
owaddw sg grzyby z rzedu Entomophtorales [10]. Najbardziej
znane grzyby owadobojcze nie wykazujace specyficznosci
w wyborze witasciwego zywiciela nalezg do grzybdéw nie-
doskonatych (Deuteromycetes). Przedstawicielami Deutero-
mycetes sg grzyby nalezace do rodzajow Beauveria, Metar-
hizium, Verticillium, Hirsutella czy Paecilomyces [10]. Do tej
pory najlepiej przebadanym grzybem entomopatogennym
pod wzgledem przebiegu mikozy jest M. anisopliae. Stwier-
dzono, iz unikalny sposdb niszczenia powtok ciata owadow
zapewniajg temu grzybowi dwa czynniki: nacisk mecha-
niczny struktury inwazyjnej na kutikule oraz produkowane
i uwalniane do otoczenia enzymy proteo-, chityno- i lipoli-
tyczne degradujgce kutikule stawonogow [21].

Porazenie owadéw przez grzyby owadobdjcze sktada sie
z kilku etapéw (Ryc. 1). Gtownym zrddiem inwazji sg za-
rodniki grzyba, z ktérych rozwijajg sie strzepki inwazyjne
[20-22] (Ryc. 1A). Prawdopodobienistwo zarazenia owadow
grzybami entomopatogennymi zwieksza fakt, iz wiekszo$¢
z nich bytuje w glebie i na roslinach, a wiec zajmuje siedli-
ska typowe réwniez dla owadéw. W przypadku owado-
morkow (Entomophthoraceae) mozliwos$¢ infekcji grzybowej
poteguje zdolnos$¢ do wystrzeliwania zarodnikéw na znacz-
ne odlegtosci.

Bezposdredni kontakt owada z patogenem, nie gwaran-
tuje jeszcze rozpoczecia mikozy. Proces infekcji grzybowej
inicjuje dopiero adhezja konidiéw do epikutikuli owada
(Ryc. IB). Czesto infekcja rozpoczyna sie w przestrzeniach
pomiedzy segmentami, gdzie konidia mogg sie dobrze za-
kotwiczy¢ [15]. Stwierdzono, iz adhezja zarodnikéw do
epikutikuli owaddéw przebiega dwuetapowo: w pierwszym
udziat biorg sity hydrofobowe i elektrostatyczne, w drugim
uczestniczg enzymy wydzielane przez grzyba oraz nisko-
czasteczkowe biatka zwane hydrofobinami [23,24].

Warunkiem koniecznym do wykietkowania zarodnika
jest wysoka wilgotno$¢ [25] oraz zrodto wegla [19,26], Zr6-
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Rycina 1. Mechanizmy porazania owada przez grzyb entomopatogenny (zmo-
dyfikowano wg [25,29]). Oznaczenia: A - appresorium, CH - chitynazy, CS - ciata
strzepkowe, CT - ciato thuszczowe, ED - epiderma, EK - epikutikula, H - hemocel,
L - lipazy, P - proteazy, PK - prokutikula, Z - zarodnik. Inne objasnienia w tekscie
pracy.
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dtem wegla dla zarodnika mogg by¢ m.in. weglowodany
jak glikogen czy trehaloza, ktéra u M. anisopliae moze do-
starcza¢ glukoze niezbednag we wczesnym stadium kietko-
wania zarodnika [27], Uwaza sie, iz konidia same dyspo-
nujg rezerwami azotu wystarczajgcymi do syntezy biatek
bioragcych udziat w procesie kietkowania. Prawdopodobnie
zrédto wegla ma wieksze znaczenie podczas kietkowania
niz zrédto azotu [19]. Dowiedziono, iz na zarodnikowanie i
kietkowanie grzyboéw owadobojczych silny wptyw ma row-
niez temperatura. W trzech izolatach Neozygites floriana, u
ktérych badano w réznych temperaturach zdolnos$¢ grzyb-
ni do zarodnikowania oraz zdolno$¢ zarodnikéw do kiet-
kowania stwierdzono, iz istniejg optymalne temperatury
zarowno zarodnikowania (25°C), jak i kietkowania grzybni
(25°C i 29°C) [28].

U niektérych grzybéw entomopatogennych, jak np. u
Uromyces appendiculatus czy M. anisopliae, penetracja kutiku-
li owada poprzedzona jest wytworzeniem przez kietkuja-
cy zarodnik przylgi zwanej appresorium (Ryc. 1B) [25,29],
Appresorium to twoér wielokomérkowy, bardzo Scisle
przylegajacy do kutikuli owada i utatwiajacy przerwanie
powtok jego ciata poprzez mechaniczny na $ciany kutikuli.
W poczatkowej fazie infekcji enzymy degradujace okrywy
ciata owadéw wytwarzane sg na terenie appresorium [30].
Niektére gatunki grzybow owadoboéjczych jak Conidiobolus
coronatus nie tworza appresorium, a z kietkujgcego zarod-
nika bezposrednio powstaje strzepka inwazyjna zdolna do
penetracji kutikuli owada. Rosngca strzepka grzyba wywie-
ra nacisk na epikutikule owada i wydziela znaczne ilosci en-
zymow proteo-, chityno- i lipolitycznych, ktére trawig po-
szczeg6lne komponenty kutikuli (Ryc. I1B) [17,31]. Produk-
ty uwalniane podczas hydrolizy enzymatycznej stanowig
pokarm dla grzyba. W zaleznosci od wrot infekcji strzepka
inwazyjna przerywa okrywy ciata zywiciela, tchawki, jelita
lub uktad rozrodczy. Rosngca strzepka infekcyjna po poko-
naniu ostatniej bariery w postaci epidermy, przedostaje sie
do jamy ciata owada (hemocel) i namnaza sie [3] (Ryc. 1C).
Odréznicowuje sie nastepnie na ciata strzepkowe (okryte
$ciang komdrkowa) jak u grzyba M. anisopliae lub na tzw.
protoplasty (pozbawione $ciany komdérkowej) jak w przy-
padku grzyba C. coronatus. Zaréwno ciata strzepkowe, jak
i protoplasty charakteryzuje brak reszt cukrowych na po-
wierzchni, co pozwala omingé patogenowi bariery obronne
owada, gdyz cukrowe komponenty rozpoznawane sg przez
uktad obronny insekta jako ciato obce. Mimo, iz w poczat-
kowym etapie mikozy struktury inwazyjne gromadzg sie
tylko woko6t miejsca infekcji, to jednak w bardzo szybkim
czasie dochodzi do kolonizacji jamy ciata zaatakowanego
owada (Ryc. ID). U niektérych entomopatogendw ciata
strzepkowe tworzg tzw. blastospory, swobodnie krgzgce w
hemolimfie, wytwarzajgce nastepnie drugorzedowe strzep-
ki zasiedlajace tkanki zywiciela. Kolonizacje umozliwia
rozprzestrzenienie sie ich w ciele owada wraz z hemolimfa
[15]. Grzyb zajmuje odwiok, gtowe lub inne tkanki: u En-
tomophtora weberi Flakon, pasozyta larw Raphidia ophiopsis
Weber grzyb infekuje tylko odwtok, podczas gdy infekcja £.
muscae obejmuje cate ciato.

Postepujacy proces infekcji prowadzi do destrukcji ciata
zywiciela poprzez penetracje i mechaniczne uszkodzenia
jego narzadéw wewnetrznych, wyczerpywanie substancji
pokarmowych skumulowanych w hemolimfie owada oraz
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uwalnianie toksyn (na schemacie toksyny zaznaczone sg
jako czerwone kropki wokot ciat strzepkowych, CS) [12,14],
Bogu$ i Szczepanik [32] stwierdzity udziat mikotoksyn grzy-
ba C. coronatus juz w poczatkowej fazie infekcji owadéw. O
udziale toksyn grzybowych w patogenezie Swiadczy fakt, iz
zmiany patologiczne w tkankach ofiary pojawiaja si¢, zanim
tkanki te zostang zaatakowane przez entomopatogena [25],
Zarazone owady ging z powodu rozwijajgcego sie grzyba
i jego metabolitow. W wyniku postepujgcej mikozy ciato
owada, staje sie¢ miekkie i zwiotczate, stanowigc zawiesine
kropel ttuszczu i struktur patogenu. W koncu strzepki szyb-
ko absorbujg ptyny z wnetrza ciata owada, przez co ciato
ofiary zmienia swojg konsystencje ze zwiotczatej i miekkiej
w twardag. Jest to faza mumifikacji ciata owada.

Etapem koricowym patogenezy jest saprotroficzny
wzrost grzyba na ciele zaatakowanego owada i wytworze-
nie struktur stuzacych do namnazania sie (Ryc. 1E). Ciato
ofiary pokrywajg liczne konidia zdolne do infekowania
kolejnego owada [3]. Etap sporulacji moze przebiega¢ we-
wnatrz ciata owada (ciata strzepkowe lub komorki grzyba
przypominajgce strzepki po sprzegnieciu sie ze sobg tworzg
zygospory) lub na zewnatrz (patogen ponownie wytrawia
dziury w oskoérku ofiary, przez ktore ,wydostaje sie" na ze-
wnatrz jego ciata i tworzy konidiofory) [10]. Grzyb jest juz
gotowy do kolejnego cyklu infekcji.

ENZYMY GRZYBOW OWADOBOJCZYCH

Grzyby owadobdjcze mogg poraza¢ stawonogi, gdyz w
przeciwieAstwie do bakterii i wiruséw, nie muszg by¢ spo-
zyte z pokarmem [19], a 0 powodzeniu mikozy decyduje
zdolno$¢ do bezposredniego ataku kutikuli [3]. To wtasnie
enzymy trawigce okrywy ciata owaddw tworzg dogodne
wrota do wros$niecia strzepki inwazyjnej w kutikule [20].
Dzieki enzymom grzyb moze pokonac twardg bariere w po-
staci kutikuli, ktéra odgradza go od obfitujagcej w substancje
pokarmowe hemolimfy [33], Enzymy hydrolityczne proteo-,
chityno- i lipolityczne wytwarzane przez grzyb podczas mi-
kozy sa uznawane za kluczowy czynnik wirulencji grzyboéw
owadobojczych [34], Kutikula owadéw sktada sie z wosku,
lipidéw, biatek i chityny [20]. Najbardziej zewnetrzng war-
stwg kutikuli jest epikutikula (bardzo cienka 1-3 pm), po-
kryta przez warstwe cementu i woskéw [26]. Pod kutikulg
znajdujg sie kolejne warstwy: prokutikula i epiderma [19].
Szacuje sig, iz w kutikuli stawonogow przewazajg biatka,
a chityna stanowi 25-50% wszystkich pozostatych sktadni-
kéw kutikuli [20]. Z uwagi na dominujgcy udziat biatek w
kutikuli owad6éw, uwaza sie, iz jako pierwsze atakujg okry-
wy ciala insektow proteazy odstaniajac chitynowe fibrylle,
ktére moga by¢ nastepnie trawione przez chitynazy. Naj-
mniej znaczgcg role w patogenezie przypisuje sie enzymom
lipolitycznym.

ROLA PROTEAZ

Proteazy sg licznie wytwarzane przez grzyby owado-
béjcze, nicienie, ssaki czy owady [35], Sposrdd wszystkich
enzymow to proteazy uwaza sie za najwazniejszy czynnik
decydujacy o wirulencji grzybéw owadobdjczych. Proteazy
[EC 3.4.-.-], jak powszechnie wiadomo to enzymy proteoli-
tyczne majace zdolno$¢ hydrolizy wigzania peptydowego.
W zaleznosci od jego potozenia w polipeptydzie enzymy
proteolityczne dzielimy na endo- i egzoproteazy, natomiast

Postepy Biochemii 57 (1) 2011

ze wzgledu na rodzaj centrum aktywnego klasyfikuje sie je
na: proteazy aspartylowe, cysteinowe, glutaminowe, meta-
loproteazy, asparaginowe, serynowe, treoninowe i proteazy
o nieznanym mechanizmie katalizy (http://merops.sanger.
ac.uk).

W patogenezie catkowita degradacja biatkowych kom-
ponentéw kutikuli owaddéw mozliwa jest dzieki synergicz-
nemu dziataniu licznych endo- i egzoproteaz. Endopepty-
dazy hydrolizujg wigzania peptydowe wewnatrz faricucha
polipeptydowego biatek na fragmenty peptydowe o réznej
dtugosci, ktore z kolei sg substratem dla egzoproteaz hydro-
lizujacych je do wolnych aminokwasow. Egzoproteazy od-
szczepiajace skrajne N- i C-koncowe reszty aminokwasowe
sg klasyfikowane jako aminopeptydazy i karboksypeptyda-
zy. Uwolnione dzieki zharmonizowanej aktywnosci prote-
az aminokwasy sa nastepnie wykorzystywane przez grzyb
w jego procesach metabolicznych.

Uwaza sig, iz to wiasnie ilos¢ i rodzaj proteaz decyduje o
zjadliwosci entomopatogendw [29]. Potwierdza to fakt, iz u
mutantow grzyba M. anisopliae wykazujacych deficyt enzy-
mow proteolitycznych zaobserwowano spadek zjadliwosci
[36]. Dotychczas najlepiej scharakteryzowane zostaty pro-
teazy wytwarzane przez grzyb M. anisopliae oraz w mniej-
szym stopniu przez B. bassiana. U M. anisopliae wykryto Kil-
ka endoproteaz: pierwszg (Prl), druga (Pr2), czwartg (Pr4),
metaloproteaze oraz proteaze trzecig (Pr3) [17],

Proteaza Prl zostata zaklasyfikowana do proteaz sery-
nowych i produkowana jest w znacznych ilosciach podczas
formowania appresorium oraz przez strzepki penetracyj-
ne [29]. Uwaza sie, iz Prl odgrywa znaczgcg role podczas
patogenezy, na co wskazuje obecno$¢ enzymu w kutikuli
owaddéw zaatakowanych przez grzyb M. anisopliae, szerokie
spektrum specyficznosci substratowej (kazeina, kolagen,
elastyna, albumina bydleca) oraz wysoka aktywno$¢ wobec
biatek kutikularnych [37], Prl posiada mase czgsteczkowg
réwng 28,6 kDa. Wystepuje w postaci czterech izomerdw,
0 zréznicowanych pi w zakresie od 9,0 do 10,2. Prl uzna-
wana jest za jeden z najwazniejszych czynnikéw wirulencji
zarobwno u M. anisopliae [38,39], Cordyceps sinensis [40] jak i
u B. bassiana [41],

Pr2 to kwasna proteaza hydrolizujgca biatka, w sktad
ktérych wchodza wiazania tworzone przez reszty argini-
ny ilizyny. Enzym ten, podobnie jak Prl, zidentyfikowano
w kutikuli zainfekowanych owadéw [37] oraz w filtratach
postinkubacyjnych grzyba M. anisopliae, w ktérych Pr2 wy-
stepuje w wielu izomerycznych formach [30],

W warunkach in vitro kutikula owaddéw indukuje synteze
proteaz grzybowych. Freimoser i wsp. [42] w badaniach z
wykorzystaniem grzyba C. coronatus stwierdzili, iz zarow-
no niezesklerytyzowana kutikula z Manducta sexta, jaki i ze-
sklerytyzowana z karalucha Blaberus giganteus indukujg u
tego entomopatogena wytwarzanie znacznych ilosci prote-
az. To wskazuje, ze nawet fakultatywne grzyby owadobdj-
cze majg bardzo ,,plastyczny™ aparat enzymatyczny zdolny
do wytwarzania réznorodnych enzymoéw w odpowiedzi
na zréznicowane zrodta pokarmu, takie jak chociazby ciata
owadow.

Prowadzone w ostatnich latach badania nad mechani-
zmem porazania u M. anisopliae wskazuja, ze same zarod-
niki grzyba wytwarzaja enzymy proteo-, chityno- i lipoli-
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tyczne. Wspomniani Santi i wsp. [43] wykazali obecno$¢ w
zawiesinie zarodnikéw wielu enzymow proteolitycznych
(przewazajaca ich pule stanowity wtasnie Prl i Pr2), ponad-
to siedmiu réznych enzymoéw chitynolitycznych i dwdch
enzymow lipolitycznych. Segers i wsp. [44] stwierdzili, iz
Prl obecna w zarodnikach M. anisopliae zdolna jest do hy-
drolizy krétkich kwasow ttuszczowych, a zatem moze braé
udziat w poczatkowej fazie adhezji zarodnikéw poprzez
modyfikacje powierzchni kutikuli owadow. Kolejny dowod
kluczowej roli Prl w patogenezie to fakt, iz wirulentne koni-
dia wykazujg bardzo wysoki poziom transkrypcji genu ko-
dujacego ten enzym [39,45]. Aktywnos$¢é proteazy serynowej
Prl jest 4 razy wyzsza niz aktywno$¢ proteazy trypsynopo-
dobnej Pr2 [43],

Innym enzymem, ktérego obecnos¢ stwierdzono w filtra-
tach pohodowlanych M. anisopliae byta proteinaza cysterno-
wa Pr4. Enzym ten posiada mase czgsteczkowg réwng 26,7
kDa i pi na 4,6. Nizsza efektywno$¢ dziatania proteaz Pr2 i
Pr4 w poréwnaniu z Prl (odpowiednio 21 i 51 % aktywno$ci
Prl), sugeruje, iz ich nadrzedng rolg jest regulacja aktywno-
Sci proteazy Prl podczas mikozy. Wykazano, ze grzyb M.
anisopliae wytwarza réwniez trzy izoformy metaloproteazy,
ktore hydrolizujg identyczne wigzania peptydowe jak Prl;
aktywnos¢ tych biatek ulega zahamowaniu przez typowe
dla metaloproteaz specyficzne inhibitory: 1,10-fenantroline
lub fosforamidon [30]. Badania St Leger i wsp. [31,46,47]
wykazaty, iz wzrost grzyba M. anisopliae na kutikuli owa-
dziej przyczynia sie do syntezy przez patogen kilku egzo-
peptydaz (liczne izoenzymy aminopepydazy, dipeptydy-
lopeptydaza o masie czasteczkowej réwnej 74 kDa czy 30
kDa karboksypeptydaza), a Srodowisko kwasne stymuluje
entomopatogena do wytwarzania proteaz asparaginowych.

B. bassiana, rowniez wytwarza proteazy serynowe zarow-

no nisko-, jak i wysokoczasteczkowe [48], ktérych synteza
zalezna jest od zrédta azotu. Obecno$¢ proteaz serynowych
podobnych do Prl i Pr2 wytwarzanych przez M. anisopliae
odnotowano takze u takich entomopatogendw jak Beauveria
brongniartii [49], Verticillium lecanii, Nomuraea nleyi, Ascher-
sonia aleyrodis czy u grzybow nalezacych do Entomophthora-
ceae [37],

Kolejng proteaza serynowg, ktorej przypisuje sie znacza-
cg role w porazaniu owaddw jest elastaza. Enzym ten nale-
zy do endoproteaz i katalizuje hydrolize wigzan peptydo-
wych tworzonych przez reszte alaniny (Ala). Stwierdzono,
iz przewazajacg pule biatek kutikuli owadow stanowig wta-
$nie biatka zawierajgce wiele reszt alaninowych [46], a Ala
w niektorych biatkach kutikularnych stanowi¢ moze nawet
44% wszystkich aminokwasow, tak jak u Locusta migrato-
ria. Na poziom aktywnosci elastazy duzy wptyw ma rodzaj
zarodnikow, z ktérych pochodzi hodowla. Jak pokazujg ba-
dania Czygier i wsp. [50], kolonie grzyba C. coronatus o ni-
skiej wirulencji produkujg wiecej chitynaz i lipaz, natomiast
aktywnos¢ elastolityczna tych kolonii jest znacznie nizsza
niz aktywnos¢ kolonii o wysokiej wirulencji. Bania i wsp.
[51] z medium poinkubacyjnego wspomnianego C. corona-
tus wyizolowali réwniez proteaze serynowg o masie 30-32
kDa. Enzym wykazywat aktywnos$¢ podobng do subtylizy-
ny i stabilno$¢ w szerokim zakresie pH. Z kolei Bidochka i
Kchahatourians [48] otrzymali zewngtrzkomdrkowg prote-
aze z B. bassiana, ktéra posiadata optymalne pH 8,5 i mase
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czasteczkowg 35 kDa. Enzym hydrolizowat elastyne, zelaty-
ne, kazeine i byt inaktywowany w 50°C.

Obecnie uwaza sig, izdominujgca role we wczesnych eta-
pach mikozy odgrywajg proteazy trypsynopodobne i subty-
lizyny [38,42]. W przeciwieAstwie do proteaz serynowych,
proteazy asparaginowe nie aktywujg uktadu oksydazy po-
lifenolowej zaatakowanego osobnika [47],

Badania prowadzone przez St. Leger i wsp. [23] nad Prl
z M. anisopliae wykazaly, iz enzym ten ma wysoki tadunek
dodatni. Uwaza sie, iz proteaza Prl z M. anisopliae adsorbuje
sie na kutikuli szarafczy tworzgc niespecyficzne wigzania
elektrostatyczne miedzy dodatnimi grupami, a ujemnie
natadowanymi grupami -COO kwasu glutaminowego i
asparaginowego obecnymi w kutikuli szaranczy. Podob-
ny mechanizm adsorpcji proteaz zasadowych na kutikuli
szaranczy u innych entomopatogenow takich jak V. lecanii
i B. bassiana odkryli Bidochka i Khachatourians [52]. Jak
twierdzg przytoczeni badacze, proteolize zapoczatkowuje
przytgczenie sie centrum aktywnego enzymu do grup kar-
boksylowych zlokalizowanych w ujemnie w natadowanych
rejonach kutikuli.

Proteazy grzybéw entomopatogennych hydrolizujg nie
tylko komponenty kutikuli owadéw, ale majg rowniez
zdolnos$¢ hydrolizy biatek przeciwgrzybowych obecnych
w epidermie owadow. Przemawia za tym fakt, iz wysokie
stezenie lizozymu indukowato u B. bassiana i M. anisopliae
synteze proteaz trawigcych to antymikrobowe biatko [53].

ROLA CHITYNAZ

Badania nad mechanizmem porazania owadéw przez
grzyby owadobdjcze, wskazywaty, ze o wirulencji B. bas-
siana czy Nomuraea rileyi, przynajmniej w czesci, decyduja
chitynazy grzybowe [54,55]. Swiadczy o tym fakt, iz jak
donoszg niektérzy badacze, mutanty entomopatogenne
0 zmniejszonej syntezie enzymdw chitynolitycznych, ce-
chowata zredukowana wirulencja [54]. Enzymy chityno-
lityczne, zwane powszechnie chitynazami to hydrolazy
glikozydowe [EC 3.2.1.-], a wiec Kkatalizujgce hydrolize
wigzania P-1,4 glikozydowego w chitynie [56]. Mimo, iz
nomenklatura enzymow chitynolitycznych jest nadal pet-
na niejasnosci, to w ich obrebie wyréznia sie: endochity-
nazy i egzochitynazy [56]. Endochitynazy [EC 3.2.1.14]
hydrolizuja w sposob przypadkowy wigzania P-1,4 gli-
kozydowe we wnetrzu czgsteczki chityny uwalniajgc roz-
puszczalne oligomery N-acetyloglukozaminy, ktére z ko-
lei sg substratami dla egzochitynaz. Wsrdd egzochitynaz
decydujgce znaczenie w mikozie majg chitobiozydaza i
N-acetyloglukozaminidaza. Chitobiozydaza [EC 3.2.1.29]
hydrolizuje oligomery N-acetyloglukozaminy na dimery,
ktore z kolei N-acetyloglukozaminidaza [EC 3.2.1.30] hy-
drolizuje do monomerdow N-acetyloglukozaminy. Powstata
N-acetyloglukozamina moze byé ostatecznie metabolizo-
wana do C02HD iNHr Chitynazy zalicza sie do 18,1920
rodziny, przy czym wiekszos¢ chitynaz grzybowych nalezy
do rodziny 18 [56], Ostatnio chitynazy rodziny 18 podzielo-
no na trzy podgrupy: A, BiC [57], Z uwagi na fakt, iz chity-
na stanowi drugi co do wielkosci sktadnik kutikuli owadéw,
to za kolejne enzymy, istotne w jej degradacji uznawane sg
chitynazy. Catkowita hydroliza chityny wymaga jednak
dziatania licznych endo- i egzochitynaz [15]. Mimo prowa-
dzonych badan, rola enzyméw chitynolitycznych w pato-
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genezie nadal nie jest w petni poznana. Generalnie, masy
czasteczkowe poznanych chitynaz grzybowych mieszczg
sie w zakresie 27-190 kDa, a ich pi wynosi 3-8 [56]. Pomi-
mo, iz obecno$¢ enzymoéw chitynolitycznych stwierdzono
u wiekszosci przebadanych grzybéw owadobojczych, to
niestety niewiele ich scharakteryzowano. Sposrod catej puli
chitynaz najdoktadniej przebadano enzymy pochodzace z
grzyba owadobdjczego M. anisopliae. Dotychczas udato sie
scharakteryzowa¢ zaledwie sze$¢ chitynaz wytwarzanych
przez tego entomopatogena: biatko o masie 30 kDa, kilka
endochitynaz: 33 kDa; dwie chitynazy 43,545 kDa o analo-
gicznej sekwencji N-korica, enzym o masie czasteczkowej 60
kDa, posiadajacy aktywnos$¢ endo- i egzochitynazy (pH 5)
oraz 110 kDa N-acetyloglukozaminidaze [22]. Scharaktery-
zowano trzy geny biorgce udziat w syntezie chitynaz: chitl,
chit2 i chit3 [22].

Obecnos¢ dwoch N-acetyloglukozaminidaz stwier-
dzono w medium postinkubacyjnym B. bassiana: N-
acetyloglukozaminidaze 1 o masie czasteczkowej réwnej
97 kDa oraz N-acetyloglukozaminidaze 2, ktéra jest bar-
dziej termolabilna i jest heterodimerem zbudowanym z
podjednostek o masie 64 i 66 kDa. Jak sie okazato, oba en-
zymy wykazujg maksymalng aktywnos¢ w pH 5 [58,59].
Rowniez Havukkala i wsp. [60] z filtratow pohodowla-
nych B. bassiana wyizolowali 45 kDa chitynaze. Przewa-
zajacg pule sposrod wyizolowanych i scharakteryzowa-
nych grzybowych N-acetyloglukozaminidaz stanowig N-
acetyloglukozaminidazy grzybdw strzepkowych [61],

Stwierdzono, iz grzyby owadoho6jcze moga wytwarzaé
rézne chitynazy w zalezno$ci od rodzaju zastosowanego
substratu, a wiec gatunku owada, z ktérego pochodzi chity-
na czy kutikula [34], Powszechnie wiadomo, iz u grzybéw,
chityna jest znaczacym ilosciowo komponentem $ciany ko-
moérkowej, dlatego tez grzyby entomopatogenne wytwarza-
jg takze enzymy chitynolityczne, ktére nie biorg udziatu w
porazaniu owadow, a modelujg i remodelujg Sciane komor-
kowa (kietkowanie, wzrost strzepek, autoliza). Obecnos$¢
takich chitynaz stwierdzono u grzybow z rodzajéw, m.in.:
Mucor, Candida czy Fusarium [62-66], Brak jest jednoznacz-
nych danych, ktore ttumaczytyby jak grzyby rozpoznaja
rézne zrédia chityny ijak wptywa to na regulacje chitynaz
[57]. Wiekszo$¢ badan nad regulacjg i funkcjag enzymdw
chitynolitycznych dotyczy niektdrych gatunkow grzybow
strzepkowych [57], Ostatnio zasugerowano, iz za remode-
lowanie $ciany komorkowej u grzybéw moga by¢ odpowie-
dzialne chitynazy nalezgce do podgrupy B [57],

ROLA LIPAZ

Lipazy czyli acylohydrolazy triacyloglicerolowe [EC
3.1.1.3] to hydrolazy serynowe [21], ktorych triade katali-
tyczng tworzg Ser-Asp-His, podobne do triady proteaz se-
rynowych (http:/ / www.uwm.edu.pl/ wnz/ KBZ/ Lipazy/
triada.html). Gtéwng funkcjg tych enzymow jest hydroliza
wigzan estrowych triacylogliceroli (TAG) do wolnych kwa-
sow ttuszczowych, diacylogliceroli (DAG), monoacyloglice-
roli (MAG) oraz glicerolu.

Enzymy lipolityczne stanowig jak do tej pory najmniej
przebadanag grupe enzymdw wytwarzanych przez grzy-
by owadobodjcze, a ich rola w patogenezie owaddw jest jak
dotad najmniej poznana [21,30]. Przypuszcza sie, iz odpo-
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wiedzialne sg za rozpuszczanie woskow pokrywajgcych
kutikule owadow oraz biorg udziat w hydrolizie lipidéw
i lipoprotein. Najbardziej zewnetrzng warstwg w epikuti-
kuli owadow i zarazem pierwsza linig obrony przeciwko
grzybom owadobdjczym jest warstwa lipidowa [19], Obec-
nie uwaza sie, iz dzieki lipazom wzrasta adhezja struktur
inwazyjnych grzyba owadobdjczego do kutikuli. Uwalnia-
ne na drodze lipolizy kwasy ttuszczowe obecne w kutikuli
stawonogow potegujg oddziatywania hydrofobowe miedzy
grzybem owadobdjczym a kutikulg, a to wzmacnia adhezje
patogenu do kutikuli owada [43]. Niestety, nadal niewiele
jest prac dotyczacych enzymow lipolitycznych wyizolowa-
nych z grzybéw entomopatogennych. Znaczng pule lipaz
grzybowych stanowiag enzymy z grzybdéw fitopatogennych
z rodzajéw Botrytis, Rhizopus, Pénicillium, Aspergillus i Geo-
trichum [67-69], Wspomniani juz Silva i wsp. [21] wyizolo-
wali z M. anisopliae lipaze 0 masie czasteczkowej 66 kDa i
pi 56. Enzym wykazywat optymalng temperature dziata-
nia 30°C i byt stabilny w zakresie pH 3-6. U Nomuraea rileyi
wyizolowano ostatnio lipaze o masie czasteczkowej 81 kDa.
Enzym ten nie wykazywat homologii do znanych obecnie
enzymow lipolitycznych. Optymalne pH i temperatura ak-
tywnosci wyizolowanej lipazy wynosity odpowiednio 8 i
35°C [70],

Sposréd innych enzymoéw grzybéw owadobdjczych San-
ti i wsp. [43] z konidiéw M. anisopliae wyizolowali ostatnio
fosfolipaze C. Jest to pierwsze doniesienie o wystepowaniu
tego enzymu u M. anisopliae. Fosfolipazy niszczg fosfolipi-
dy bedace skitadnikami bton komoérkowych owadéw, co
powoduje zaburzenie w funkcjonowaniu komorek stawo-
noga. Fosfolipaza u wielu mikrobiologicznych patogenéw
zaliczana jest do czynnikéw wirulentnych. Kolejnymi en-
zymami zidentyfikowanymi u M. anisopliae byta katalaza
i peroksydaza. Sg to enzymy chronigce przed reaktywnymi
formami tlenu. Jak stwierdzono enzymy te wytwarzane sg
pod wptywem promieni UV-A i UV-B oraz ciepta, a wiec
chronig grzyba owadobodjczego przed niekorzystnymi wa-
runkami srodowiska zewnetrznego [43].

PODSUMOWANIE

Uodparnianie sie¢ owadoéw na klasyczne insektycydy to
powazny problem ekologiczny iekonomiczny. Jednym z po-
wodow dlaczego stawonogi uodparniajg sie na insektycydy
jest ich zdolnos$¢ do syntezy enzymoéw odpowiedzialnych
za degradacje i detoksykacje ksenobiotykéw pochodzacych
z réznych zrdédet. Alternatywa dla chemicznych pestycy-
dow moga by¢ biopreparaty wytworzone na bazie grzybow
owadobéjczych. Grzyby entomopatogenne jako naturalni
wrogowie owadéw, w toku ewolucji wytworzyty skutecz-
ne mechanizmy penetracji kutikuli stawonogdw oparte na
mechanicznym nacisku strzepki inwazyjnej oraz wydzie-
laniu licznych enzymoéw proteo-, chityno- i lipolitycznych,
ktore trawiac poszczegdlne komponenty kutikuli owadéw
utatwiajg strzepce penetrujacej osiaggniecie hemocelu ofiary.
By jednak skutecznie wykorzysta¢ ten unikalny mechanizm
pokonywania kutikuli, nalezy w petni poznaé proces pato-
genezy. Wiadomo, iz o powodzeniu catego procesu infekcji
decyduje pierwsze stadium, a wiec penetracja przez kuti-
kule. Nalezy podkresli¢, iz jako pierwsze w patogenezie
kontakt z kutikulg majg enzymy wytwarzane przez grzyba
owadobéjczego. Tylko skoordynowane ich dziatanie jest w
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stanie przetamaé twardg i trudng do sforsowania bariere
w postaci kutikuli, nawet niezaleznie od jej sktadu. Dlate-
go tez przysztosciowym wyzwaniem staje sie poznanie roli
jaka petnig enzymy grzybow owadobojczych zwitaszcza w
pierwszym etapie mikozy. Dopiero wowczas bedzie moz-
liwa aplikacja zdobytej wiedzy do produkcji bezpiecznych
dla Ssrodowiska mikoinsektycyddw i zmniejszenia w ten
sposéb liczebnosSci populacji owaddw szkodliwych.
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ABSTRACT

Entomopathogenic fungi have a great potential in biological control of insect pest population. Fungal pathogens are promising source of
insecticides and notable alterative to chemical pesticides. These fungi possess a unique mechanism of insects paralysis. As natural enemies
of insects they attack direct host cuticle via a combination of mechanical pressure and cuticle-degrading enzymes. Entomopathogenic fungi
produce several proteo-, chitino- and lipolytic enzymes, which are accepted as key factors in insect mycosis. The role of extracellular enzymes
in pathogenesis is still not well understood. Profound understanding the mechanisms of insect paralysis by entomopathogenic fungi will
help in the production of safer for environment and more efficiency mycoinsecticides.
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Bezpieczny barwnik do barwienia zeli agarozowych!

Midori Green DNA Stain jest bezpieczng alternatywg dla kancerogennego bromku etydyny. Jest réwnie czuly,
a procedura barwienia zeli agarozowych odbywa sie w ten sam sposdb. Midori Green DNA Stain emituje zielone Swiatto
po zwigzaniu z DNA lub RNA. Posiada dwa drugorzedowe szczyty ekscytacji (~300 nm, 400 nm) oraz jeden silny
~ 500 nm. Emisja fluorescencji nastepuje w obrebie ~540 nm, dzieki temu Midori Green DNA Stain jest kompatybilny

z wieloma urzadzeniami wizualizujgcymi.

Rys.l Zel agarozowy barwiony przy pomocy Midori Green DNA Stain (A)
oraz bromku etydyny (B).

Bezpieczenstwo: Aby oceni¢ potencjalng genotoksycznos¢, Midori Green DNA Stain zostal przetestowany
w jaderkach szpiku kostnego myszy. Wynik byt negatywny w przeciwienstwie do bromku etydyny oraz innych barw-
nikow. Oprécz tego Midori Green zostat poddany testowi na aberracje chromosomowe. Midori Green jest niekance-
rogenny i na podstawie wynikow testu Ames'a, mozna stwierdzi¢, ze powoduje znacznie mniej mutacji niz bromek

etydyny Rys.2.

Midori Green BEB Usuwanie: Midori Green nie jest sklasyfikowanyjako substan -
cja niebezpieczna, dlatego moze by¢ bezpiecznie usuwany do
sieci kanalizacyjnej lub jako zwykty $mie¢. Odpady musza by¢
usuwane zgodnie z obowigzujacymi na danym terytorium prze-
pisami Srodowiskowymi.
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Rys.2 Podsumowanie wynikéw testu Ames'a. Stopiei muta-
genicznosci Midori Green i bromku etydyny z aktywacja
metaboliczng (S9) w oznaczeniu mutageniczno$ci TA98:
dawka-odpowiedZz. Na podstawie wynikéw testu Ames'a
mozna stwierdzi¢, ze Midori Green powoduje znacznie mniej
mutacji niz bromek etydyny.
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ProteoExtract Subcellular Proteome
Extraction Kit (S-PEK)

ProteoExtract® Subcellular Proteome Extraction Kit (S-PEK) przeznaczony
jest do szybkiej i powtarzalnej ekstrakcji proteoméw subkomérkowych z
tkanek ssakéw oraz adherentnych i zawiesinowych kultur komérkowych.

« Otrzymywane sg cztery frakcje biatek z jednej probki: cytosol;
btony/organelle; jadro; cytoszkielet.

e Szybka procedura - tylko 2 godz. (w tym 45 minut pracy manualnej).

* Wysoko powtarzalne wyniki.

* Nie jest wymagane ultrawirowanie prébek.

» Wspotdziata z nastepujgcymi dalszymi aplikacjami: 1 Di 2D PAGE, SELDI,
ELISA, immunoblotting, badania aktywnosci oraz mikromacierze biatkowe.

Btony/
Obraz Cytoszkielet Jadro organelle
mikroskopowy aktyna jaderko mitochondria  Cytosol
J.A
1
/'H i
Frakcja cytosolowa
"a (F1)

Frakcja btony/organelle
(F2)

Frakcja jadrowa

(F3) Ekstrakcja frakcji subkomoérkowych z linii
A-431 komoérek adherentnych, z uzyciem
zestawu S-PEK. W celu wizualizacji frakcji
uzyto: F1 - rekombinowane GFP;

Frakcja cytoszkieletu F2 - MitoTracker* i ER-Tracker™;

(F4) F3 - DAPI; F4 - ang. phalHeidin.
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